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芹菜素在风轮菜改善高糖所致血管内皮细胞损伤中的作用 
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摘  要：目的  通过特异剔除芹菜素（AP），研究 AP 在风轮菜活性部位（CCE）改善高糖诱导的人脐静脉内皮细胞（EA.hy 
926）损伤中的作用地位。方法  应用 Sephadex LH-20 凝胶柱色谱法从 CCE 中特异剔除 AP，制备剔除 AP 的 CCE（CCEAP−）。

将培养的内皮细胞随机分为 5 组：对照组、高糖模型组、CCE 组、CCEAP−组和 AP 组。以 MTT 法检测细胞存活率，流式细

胞仪检测胞内活性氧（ROS）水平，通过 Hoechst 染色，荧光显微镜观察细胞凋亡形态，以 Annexin V-FITC 染色，流式细胞

仪检测细胞凋亡率，以分光光度法检测细胞内 caspase-3 的活性，并用 Western blotting 检测 Bax 的表达情况。结果  CCE 组

和 AP 组均能显著提高高糖损伤的内皮细胞存活率，降低高糖诱导的内皮细胞胞内 ROS 水平、内皮细胞凋亡率、caspase-3
的活性及 Bax 的表达。而 CCEAP−组对高糖所致内皮细胞损伤的改善作用不明显。结论  AP 是风轮菜改善高糖所致内皮细

胞损伤的重要成分之一，其改善高糖诱导内皮细胞凋亡作用与抗氧化应激有关。 
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Effect of apigenin on amelioration of Clinopodium chinense for vascular 
endothelial cell injury induced by high glucose 
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Abstract: Objective  In this study, we specifically deleted apigenin (AP) from the active fraction of Clinopodium chinense (CCE), 
and aimed at identifying the effect of AP on how CCE exerted its amelioration on high glucose-induced injury in human umbilical vein 
endothelial cells (EA.hy926). Methods  By using Sephadex LH-20 gel column chromatography, AP was specifically deleted from 
CCE, and the apigenin-depleted sample of CCE (CCEAP−)was obtained. The cultured endothelial cells were divided into five groups:  
normal control group, high glucose model group, CCE group, CCEAP− group, and AP group. The cell viability was assayed by MTT 
assay. Flow cytometry was used to measure the intracellular reactive oxygen species (ROS). Morphology of cell apoptosis was 
determined by fluorescence microscopy with Hoechst staining. The rate of apoptosis was measured by flow cytometry staining with 
AnnexinV-FITC. Caspase-3 activity was measured using caspase-3 colorimetric assay kit. The expression of Bax was detected by 
Western blotting. Results  CCE and AP could significantly improve the cell viability, reduce the generation of intracellular ROS in 
EA.hy926 induced by high glucose. Meanwhile, CCE and AP can reduce the ratio of apoptosis, activity of caspase-3, and expression of 
Bax, while CCE knocked out apigenin (CCEAP−) had a slight improvement on the high glucose-induced endothelial cell injury. 
Conclusion  AP is one of the principal components improving the high glucose-induced endothelial cell injury, and its anti-apoptosis 
effect may be related to anti-oxidative stress. 
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由于中药所含成分复杂，为研究某一成分在该

中药中的作用和地位，通常是先分离中药的化学成

分，再进行药理学活性研究。这种方法虽然能够直

接反映该成分的药理活性，但不能确切反映该成分

在该中药中的作用地位及与其他成分间的相互作

用[1]。为此，相关学者通过特异性剔除中药某一成分，

而保留其他所有成分不变，研究剔除前后活性的变

化，来反向研究该成分在中药中的地位和作用[2-8]。

植物风轮菜 Clinopodium chinense (Benth.) O. 
Kuntze 的全草，在福建民间用于治疗糖尿病。实验

室前期研究证实风轮菜活性部位（CCE）能够改善

链脲佐菌素（STZ）致糖尿病小鼠糖脂代谢，改善

高糖所致内皮细胞损伤[9-10]。已有文献报道芹菜素

（apigenin，AP）具有降血糖[11]和保护血管内皮[12]

作用。本实验室采用 Sephadex LH-20 凝胶柱色谱法

从 CCE 中剔除 AP，制备剔除 AP 的 CCE（CCEAP−）。

通过研究 CCE、CCEAP−和 AP 对高糖诱导的内皮细

胞损伤的影响及其机制，探讨 AP 在风轮菜改善高

糖诱导内皮细胞损伤作用中的地位。 
1  材料 
1.1  细胞株与药材 

人脐静脉内皮细胞（EA.hy926）由中国药科大

学中药药理教研室刘保林教授馈赠。风轮菜全草采

集于福建莆田市莆田县，经中国药科大学生药研究

室濮社班副教授鉴定为唇形科风轮菜属植物风轮

菜 Clinopodium chinense (Benth.) O. Kuntze。AP 对

照品（质量分数 98%）由中国药科大学天然药物化

学教研室提供。 
1.2  试剂 

甲醇（色谱纯），江苏汉邦科技有限公司；

DMEM 低糖培养基，Gibco 公司；胎牛血清，杭州

四季青公司；胰蛋白酶和噻唑蓝（MTT），Sigma
公司；二甲基亚砜（DMSO），上海凌峰化学试剂有

限公司；2′, 7′-二氯荧光素双乙酸盐（DCFH DA）

试剂盒，碧云天生物技术研究所；细胞凋亡荧光

Hoechst 3258 检测试剂盒、Annexin V-FITC 细胞凋

亡检测试剂盒及 caspase-3 分光光度法检测试剂盒，

南京凯基生物技术有限公司。十二烷基磺酸钠

（SDS）和三羟甲基氨基甲烷（Tris-base）以及过硫

酸铵，Amresco 公司；蛋白质相对分子质量标准样

品（Blue Plue II Protein Marker，10 000～170 000），
Fermentas 公司；PVDF 膜，Millipore 公司。单克隆

的兔抗-3-磷酸甘油醛脱氢酶（GAPDH）、Bax 特异

性一抗，Cell Signaling Technology 公司。 
1.3  仪器 

TP—114 电子天平，丹佛仪器（北京）有限公

司；SHIMADZU LC—2010A HT 高效液相色谱仪，

岛津有限公司；Multiskan Spectrum1500—320 酶标

仪、702 型超低温冰箱及 3111 型细胞培养箱，

Thermo Electron Corporation；JB—CJ—1FDS 超净

工作台，苏州佳宝净化工程设备有限公司；XSZ—
D2 倒置显微镜，重庆光学仪器厂；1—15K 低温离

心机， Sigma Corporation ；流式细胞仪， BD 
FACSCalibur；IX51 S8F—3 荧光显微镜（Olympus）；
Mini Protein 3 Cell 垂直电泳槽及 Trans-Blot SD Cell
电转仪，Bio-Rad。 
2  方法 
2.1  CCE 和 CCEAP−的制备 
2.1.1  CCE 的制备[9]  风轮菜用 80%乙醇回流提取

3 次，合并提取液，减压浓缩，将浓缩液依次用 3 倍

量的石油醚、醋酸乙酯分别萃取 4 次，将醋酸乙酯萃

取物用大孔树脂进行柱色谱，以水洗脱杂质后，用乙

醇-水进行梯度洗脱（乙醇体积分数 20%～80%），合

并乙醇洗脱液，减压浓缩干燥，得到CE（得率 1.56%）。

经 HPLC 定量测定[13]，CCE 中含 AP 11.01%。 
2.1.2  CCEAP−的制备  称取 CCE 100 mg，甲醇溶

解，抽滤，滤液进行 Sephadex LH-20 凝胶柱色谱，

分别用甲醇及丙酮-水（1∶1）溶剂洗脱，20 mL 为

1 份，以 AP 对照品作为对照，用硅胶 TLC 法追踪，

剔除含有 AP 的洗脱液后，将其他所有洗脱液合并、

减压浓缩、干燥，即得 CCEAP−。 
2.1.3  HPLC 法分析 CCE 和 CCEAP−  Inertsil 
ODS-SP 色谱柱（150 mm×4.6 mm，5 μm）；流动

相为甲醇（A）-水（B），梯度洗脱：0～10 min，
30% A，10～30 min，50% A，30～45 min，70% A，

45～50 min，50% A，50～55 min，30% A；体积流

量 1 mL/min；柱温 30 ℃；检测波长 335 nm。 
2.1.4  供试品溶液的制备  取样品（CCE、CCEAP−、

AP）适量，用 50%甲醇溶解制成 1 mg/mL 的 CCE
和CCEAP−样品液、250 μg/mL的AP溶液，以0.45 μm
微孔滤膜滤过，即得供试品溶液。 
2.2  细胞培养 

EA.hy926 细胞在 10%胎牛血清的 DMEM 低糖

培养基中于 37 ℃、5% CO2 培养箱中静置培养。每

天换培养液 1 次，接种后 2～4 d，细胞呈单层密集

生长，待细胞生长至融合期时用 0.25%胰蛋白酶消
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化传代，按 1∶3 传代培养。 
2.3  CCE、CCEAP−和 AP 对高糖损伤内皮细胞活

力的影响 
取生长良好的 EA.hy926 细胞消化成单细胞悬

液接种于 96 孔细胞培养板（每孔 1×104），培养 24 
h 后更换培养基。将细胞分为 5 组：对照组（5.5 
mmol/L 葡萄糖）、模型组（33 mmol/L 葡萄糖）、

药物组（33 mmol/L 葡萄糖＋30 mg/L CCE／30 
mg/L CCEAP−／3 mg/L AP）。各组分别培养 72 h 后，

加入含 0.5% MTT 的培养基 20 μL，继续培养 4 h，
弃培养液，加入 150 μL DMSO 原液，振荡 10 min，
待结晶完全溶解后，用酶联免疫仪于 490 nm 波

长处测定吸光度（A490）值，以存活率表示细胞

活力。 
存活率＝药物组 A490 / 对照组 A490 

2.4  CCE、CCEAP−和 AP 对高糖诱导内皮细胞胞

内活性氧（ROS）生成的影响 
取生长良好的 EA.hy926 细胞消化成单细胞悬

液接种于 6 孔细胞培养板（每孔 1×105），培养 24 h
后更换培养基。将细胞同“2.3”项分组给药，分别

按各组培养条件培养 48 h 后，用无血清培养基洗涤

2 次。将 DCFH-DA 用无血清培养基按 1∶1 000 稀

释（终浓度 10 μmol/L），每组加稀释液 1 mL，37 ℃
孵育染色 20 min。染色后 PBS 洗涤 3 次，用 0.25%
胰酶消化细胞，含血清培养基终止。将细胞用 500 
μL PBS 重悬，用流式细胞仪检测细胞内 ROS 水平。

用 WinMDI 2.9 图像分析软件分析平均荧光强度以

表示细胞内 ROS 的量。 
2.5  CCE、CCEAP−和 AP 对高糖诱导内皮细胞凋

亡形态的改善作用 
取生长良好的 EA.hy926 细胞消化成单细胞悬

液接种于 48 孔细胞培养板（每孔 2×104），培养 24 
h 后更换培养基。细胞分组、给药同“2.3”项，分

别按各组培养条件培养 48 h 后，弃培养液，无血清

培养基洗涤细胞 2 次，用 4%多聚甲醛固定 10 min，
缓冲液 A 洗 2 遍，加入 Hoechst 33258 染色液，避

光反应 15 min，PBS 洗涤 2 次，荧光显微镜（激发

波长 365 nm）下观察（×200）细胞核形态。凋亡

细胞荧光强度较强，细胞核变小、浓缩。 
2.6  CCE、CCEAP−和 AP 对高糖诱导内皮细胞凋

亡率的影响 
取生长良好的 EA.hy926 细胞消化成单细胞悬

液接种于 6 孔细胞培养板（每孔 1×105），培养 24 h

后更换培养基。细胞分组、给药同“2.3”项，分别

按各组培养条件培养 48 h 后，弃培养上清，每组细

胞按 Annexin V-FITC/PI 染色试剂盒说明书进行染

色处理，最后通过流式细胞仪检测各组细胞凋亡

率。用 WinMDI2.9 图像分析软件分析平均荧光强度

以表示细胞凋亡率。 
2.7  CCE、CCEAP−和 AP 对高糖诱导内皮细胞

caspase-3 活性的影响 
取生长良好的 EA.hy926 细胞消化成单细胞悬

液接种于 6 孔细胞培养板（每孔 1×105），培养 24 h
后更换培养基。细胞分组、给药同“2.3”项，分别

按各组培养条件培养 48 h 后，按 caspase-3 活性检

测试剂盒说明进行细胞收集、裂解，最后进行反应，

检测 caspase-3 的活性。 
2.8  CCE、CCEAP−和 AP 对高糖诱导内皮细胞中

Bax 表达的影响 
取生长良好的 EA.hy926 消化成单细胞悬液接

种于 6 孔细胞培养板（每孔 1×105），培养 24 h 后

更换培养基。细胞分组同“2.3”项，分别按各组培

养条件培养 48 h 后，用冰 PBS 洗涤 3 次以去除培

养基，收集细胞后每个样本加入 100 μL 蛋白裂解

液，冰浴裂解 30 min，12 000 r/min 离心 5 min，收

集蛋白上清液。采用二喹啉甲酸法测定蛋白浓度。

蛋白质样品与 1/4 倍量 5×SDS 上样缓冲液混合均

匀，煮沸变性 5 min，12% SDS-PAGE 95 V 恒压电

泳分离 2 h，10 V 恒压 30 min 湿转至硝酸纤维素膜

上。5%脱脂奶粉制成的封闭液中，室温摇床上封闭

2 h，加抗 Bax（GAPDH）单抗（1∶1 000），4 ℃
过夜孵育。TBST 洗膜 3 次，每次 10 min，然后 TBST
稀释的二抗（1∶5 000）室温孵育 2 h，TBST 洗膜

3 次，每次 10 min，与化学发光剂 ECL 反应，X 线

胶片曝光显影，通过 Image J 软件处理条带光密度，

并进行数据处理。 
2.9  统计学处理 

所有实验数据均以 ±x s 表示，组间比较采用 t
检验。 
3  结果 
3.1  CCE 和 CCEAP−的 HPLC 分析 

如图 1 所示，HPLC 检测 CCE 与 CCEAP−的图 
谱可知，本实验采用的 Sephadex LH-20 凝胶柱色谱

法基本能从 CCE 中完全剔除 AP。 
3.2  对高糖损伤的内皮细胞活力的影响 

与对照组比较，高糖模型组 EA.hy926 细胞存 
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图1  AP 对照品 (A)、CCE (B) 和CCEAP− (C) 的HPLC色谱图 
Fig. 1  HPLC of AP reference(A), CCE (B), and CCEAP− (C) 

活率显著降低（P＜0.01）。与模型组相比，30 mg/L 
CCE 组及 3 mg/L AP 组细胞存活率显著升高（P＜
0.01），CCEAP− 30 mg/L 组细胞存活率也显著高于模

型组（P＜0.05），但明显低于 CCE 组（P＜0.05）。
另外，CCEAP−组与 AP 组比较，CCE 组与 AP 组比

较，均无显著差异（P＞0.05）。表明 CCE、CCEAP−

和 AP 均能明显改善高糖对内皮细胞的损伤作用，

提高内皮细胞的存活率。但 CCEAP−作用弱于 CCE。
可见，AP 是 CCE 改善高糖对内皮细胞损伤的一个

重要成分。结果见图 2。 
 

 
 

与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与 CCE 组比较：#P＜0.05 
*P < 0.05  **P < 0.01 vs model group; #P < 0.05 vs CCE group 

图 2  CCE、CCEAP−和 AP 对高糖诱导损伤的 EA.hy926 
细胞活力的影响 ( ± = 3x s , n ) 

Fig. 2  Effect of CCE, CCEAP−, and AP on viability of EA.hy926 
cells induced by high glucose ( ± = 3x s , n ) 

3.3  对高糖诱导内皮细胞胞内 ROS 生成的影响 
如图 3 所示，与对照组比较，高糖模型组内皮

细胞 ROS 荧光强度明显升高（P＜0.01）。与模型组

相比，CCE 组和 AP 组胞内 ROS 荧光强度显著降低

（P＜0.01），CCEAP−组荧光强度较模型组有所降低，

但无显著差异。表明 AP 是 CCE 中抑制高糖所致的

内皮细胞内 ROS 生成的一个重要成分。 
 

 

 
与模型组比较：**P＜0.01 
**P < 0.01 vs model group 

图 3  CCE、CCEAP−和 AP 对高糖诱导 EA.hy926 细胞 
胞内 ROS 生成的影响 ( ± = 3x s , n ) 

Fig. 3  Effect of CCE, CCEAP−, and AP on ROS level in EA.hy926 
cells induced by high glucose ( ± = 3x s , n ) 

3.4  对高糖诱导内皮细胞凋亡形态及凋亡率的改

善作用 
如图 4 所示，荧光显微镜下观察，高糖模型组

显示明显增多的细胞凋亡特征：染色质浓缩，核染

呈亮蓝色荧光。而对照组细胞的胞核形态较为一致，

均发出均匀淡蓝色荧光，染色较弱。CCE 组和 AP
组细胞凋亡形态均明显改善，而 CCEAP−组作用不明

显。与对照组相比，高糖模型组的细胞凋亡率显著

升高（P＜0.01）。与模型组相比，CCE 组和 AP 组细

胞凋亡率明显降低（P＜0.05），CCEAP−组细胞凋亡

率无显著变化。CCEAP−组与 CCE 组比较，CCEAP−

组与和 AP 组比较，均有显著差异（P＜0.05）。表明

AP 是 CCE 中抑制高糖所致的内皮细胞凋亡的一个

重要成分，与其他成分之间存在协同作用。 
3.5  对高糖诱导内皮细胞 caspase-3 活性的影响 

如图 5 所示，与对照组相比，高糖模型组细胞

caspase-3 活性显著升高（P＜0.01），是对照组的 3.4
倍。与模型组相比，CCE、CCEAP−及AP 组 caspase-3
活性显著降低（P＜0.01）。CCEAP−组与CCE 组、CCEAP− 

0    5   10    15   20   25   30    35   40   45   50 

0    5   10    15   20   25    30    35   40   45   50   

0    5   10    15   20    25   30    35   40   45   50
t / min 

A 

 B 

 C 

 
芹菜素 

 
芹菜素 

 
芹菜素 

相
对
荧
光
强
度

 

800

600

400

200

0
对照     模型     CCE    CCEAP−    AP  

存
活
率

 /
 %

 

120

90

60

30

0 
对照     模型     CCE    CCEAP−    AP  

**
** ***# 

 

**

** **



·2950· 中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 45 卷 第 20 期 2014 年 10 月 

    

 

 
 

与模型组比较：**P＜0.01；与 CCEAP−组比较：
△P＜0.05 

**P < 0.01 vs model group; △P < 0.05 vs CCE AP− group 

图 4  CCE、CCEAP−和 AP 对高糖诱导 EA.hy926 凋亡形态及凋亡率的影响 ( ± = 3x s , n ) 
Fig. 4  Effect of CCE, CCEAP−, and AP on morphology and ratio of apoptosis in EA.hy926 cells induced by high glucose ( ± = 3x s , n ) 

 

 
 

与模型组比较：**P＜0.01；与 CCE 组比较：##P＜0.01； 
与 CCEAP−组比较：

△△P＜0.01 
**P < 0.01 vs model group; ##P < 0.01 vs CCE group;  
△△P < 0.01 vs CCE AP− group 

图 5  CCE、CCEAP−和 AP 对高糖诱导 EA.hy926 中 
caspase-3 活性的影响 ( ± = 3x s , n ) 

Fig. 5  Effect of CCE, CCEAP−, and AP on activity of caspase-3 
      in EA.hy926 cells induced by high glucose ( ± = 3x s , n ) 

组和 AP 组、CCE 组与 AP 组相比较均有显著差异

（P＜0.01）。表明 AP 是 CCE 中抑制高糖所致的内

皮细胞中 caspase-3 活性的一个重要成分。 
3.6  对高糖诱导内皮细胞中 Bax 表达的影响 

如图 6 所示，与对照组相比，高糖模型组细胞

促凋亡蛋白 Bax 的表达量显著升高（P＜0.01），与 

 

 
 

与模型组比较：**P＜0.01；与 CCE 组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01；
与 CCEAP−组比较：

△△P＜0.01 
**P < 0.01 vs model group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs CCE group; 
△△P < 0.01 vs CCE AP− group 

图 6  CCE、CCEAP−和 AP 对高糖诱导 EA.hy926 中 Bax 
表达的影响 ( ± = 3x s , n ) 

Fig. 6  Effect of CCE, CCEAP−, and AP on expression of Bax 
      in EA.hy926 cells induced by high glucose ( ± = 3x s , n ) 

模型组相比，CCE 组及 AP 组显著降低 Bax 的表达 
（P＜0.01），抑制率分别为 42.1%、28.2%；CCEAP−

组无显著差异，抑制率为 3.6%。CCEAP−组与 CCE
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组、CCEAP−组和 AP 组相比，对 Bax 的表达均有显

著差异（P＜0.01），CCE 组与 AP 组相比，差异显

著（P＜0.05）。表明 AP 是 CCE 中抑制高糖所致的

内皮细胞中 Bax 高表达的一个重要成分，与其他成

分之间存在协同作用。 
4  讨论 

由于中药成分的复杂性，中药研究尤其是所含

成分在中药中的作用地位及各成分之间相互作用

的研究，目前尚缺乏理想的研究方法。已有文献报

道采用免疫亲和色谱柱[14]、薄层色谱法、化学分离

后根据出膏率重新组合等方法进行目标成分的剔

除，研究剔除前后活性的变化，明确该成分在该中

药中的作用地位，从而阐明中药作用的物质基础。

本实验采用 Sephadex LH-20 凝胶柱色谱法从 CCE
中特异剔除 AP，制备了 CCEAP−。 

血管内皮细胞通过产生多种活性物质对细胞

内理化信号产生应答，产生多重生物学功能，从而

保持血管正常张力，维持内皮细胞正常功能[15]。已

有研究证明血管内皮功能障碍是糖尿病血管并发

症发生的重要因素，被认为是动脉粥样硬化发生

发展的始动因素[16]。高血糖可通过多种途径诱导

血管内皮细胞凋亡，进而导致血管内皮细胞功能

障碍[17]。 
高糖通过诱导氧化应激反应所致的血管内皮

细胞凋亡是高血糖引起糖尿病患者血管内皮损伤

和功能障碍过程中的一个重要的早期事件[18-20]。细

胞凋亡又称程序性死亡，是通过激活特定的信号通

路严格控制的过程。其形态学变化特点是细胞皱

缩、DNA 降解、染色质凝聚、凋亡小体形成[21]。

Caspase家族属于天冬氨酸特异的半胱氨酸蛋白酶，

与细胞凋亡调控密切相关。其中，caspase-3 作为凋

亡执行蛋白，其直接参与了细胞的凋亡过程。Bcl-2
蛋白家族通过调控线粒体膜孔道决定细胞对凋亡

刺激的相对敏感性[22]。 
本实验通过 MTT 法、Hoechst 染色法、流式细

胞术、分光光度法及蛋白免疫印迹法检测，发现

CCE 及 AP 能够显著提高高糖损伤的血管内皮细胞

活力，提高细胞存活率，降低胞内 ROS 水平，减

弱 caspase-3 活性，及抑制 Bax 的表达，从而抑制

凋亡的发生。而剔除 AP 的 CCE 虽然也能改善内皮

细胞损伤，但效果弱于 AP 及 CCE。可见，AP 是

风轮菜改善高糖所致内皮细胞损伤的重要成分之

一，其改善高糖诱导内皮细胞凋亡作用与抗氧化应

激有关。 
总之，本实验通过特异剔除 CCE 中的 AP，验

证了AP在CCE改善高糖所致内皮细胞损伤中的作

用地位，这为阐明风轮菜改善高糖所致的血管内皮

损伤的物质基础提供了实验依据。 
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