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大黄素通过调控TLR4/NF-κB通路对脂多糖诱导血管内皮细胞氧化损伤的

保护作用研究
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摘 要：目的 研究大黄素对脂多糖（LPS）诱导人脐静脉血管内皮细胞（HUVEC）氧化损伤的保护作用及机制。方法 运

用CCK-8细胞活力检测法筛选LPS体外诱导HUVEC细胞氧化损伤模型浓度及大黄素给药浓度。取HUVEC细胞，分为对照

组、模型组（1 µg/L LPS）、吡咯烷二硫代氨基甲酸铵（PDTC，阳性药，10 µmol/L）组和大黄素低、高剂量（40、80 µmol/L）

组 ，置于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养 24 h。 ELISA 法测定各组细胞上清液中一氧化氮（NO）、丙二醛（MDA）、活性

氧（ROS）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）的含量；采用 Western Blotting 法检测各组细胞中 Toll 样受体（TLR4）、核因子

κB （NF-κB p65）、TNF-α蛋白的表达。结果 LPS 浓度为 1 µg/L，作用 24、48 h，HUVEC 细胞存活率分别为 64.8%、

51.2%； 40、 80 µmol/L 大黄素作用 24、 48 h 对 HUVEC 细胞存活率无显著影响，选择 1 µg/L 作为 LPS 造模浓度，

40、 80 µmol/L 作用 24 h 作为大黄素给药条件。与对照组比较，模型组 HUVEC 细胞增殖活力显著下降，NO、MDA、

ROS、TNF-α含量显著升高，TLR4、NF-κB p65、TNF-α蛋白表达升高（P＜0.01）；与模型组比较，40、80 µmol/L大黄素

给药后HUVEC细胞生存率显著升高，NO、MDA、ROS、TNF-α含量显著降低，TLR4、NF-κB p65、TNF-α蛋白表达显著

降低（P＜0.05、0.01）。结论 大黄素对LPS诱导的HUVEC细胞氧化损伤具有显著保护作用，其作用机制可能与调控TLR4/

NF-κB通路、抑制炎症有关。
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Abstract: Objective To study the protective effect and mechanism of emodin (EM) on oxidative damage of human umbilical vein

endothelial cells (HUVEC) induced by lipopolysaccharide (LPS). Methods CCK-8 cell viability test was used to screen the

concentration of LPS induced oxidative damage model and emodin. HUVEC cells were divided into control group, model group (1

μg/L LPS), pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC, positive drug, 10 μmol/L) group and emodin low and high dose (40, 80 μmol/L)

group, and cultured in 37 ℃ and 5% CO2 incubator for 24 h. ELISA was used to determine the contents of nitric oxide (NO),

malondialdehyde (MDA), reactive oxygen species (ROS) and tumor necrosis factor (TNF-α) in the supernatant of each group and

the western blotting was used to detect the expression of Toll-like receptor (TLR4), nuclear factor-κB (NF-κB p65), TNF-α protein

expression in each group of HUVEC cells. Results Compared with control group, the proliferative activity of HUVEC cells in LPS-

induced model group decreased significantly, the contents of NO, MDA, ROS and TNF- α increased significantly, and the

expressions of TLR4, NF-kappa B p65, TNF-alpha and IL-6 increased significantly (P < 0.01). After different concentrations of EM

administration, the proliferation activity of HUVEC cells increased, the contents of NO, MDA, ROS and TNF-a decreased

significantly, and the expressions of TLR4, NF-kappa B p65, TNF-a decreased significantly (P < 0.05 and 0.01). Conclusion EM
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has a protective effect on LPS-induced oxidative damage in HUVEC endothelial cells, the mechanism may be related to the

regulation of TLR4/NF-κB pathway, inhibit inflammation.

Key words: emodin; human umbilical vein endothelial cells (HUVEC); oxidative damage; lipopolysaccharide; TLR4/NF- κB

signaling pathway

动脉粥样硬化（atherosclerosis，AS）是临床中心

血管疾病常见的病理状态，是冠心病、脑梗死、外周

血管病的主要原因［1-2］。血管内皮细胞对于血管健

康发挥着重要作用，血管内皮细胞结构和功能的改

变是多种心血管疾病的共同病理基础［3-4］。血管内

皮细胞能够产生许多因子，如一氧化氮（NO）等，从

而发挥调节血管渗透性、血管张力及炎症反应，维

持血管功能生理平衡，对于预防 AS及其他心血管

疾病具有重要作用［5-6］。研究表明，血管内皮功能紊

乱与心血管疾病的发生关系密切。慢性炎症及氧

化应激是血管内皮细胞损伤及血管内皮功能紊乱

的主要诱因，而血管内皮细胞损伤是 AS发生的关

键因素。因此预防血管内皮细胞损伤成为了防治

AS等心血管疾病的重要途径。

大黄素是蓼科植物虎杖 Polygonum cuspidatum

Sieb.et Zucc.的重要活性成分［7］，其分子结构中具有

多个酚羟基，大量研究证实，大黄素具有显著的抗

氧化、抗炎作用［8-9］。Luo等［10］研究表明，大黄素能够

通过抑制核转录因子 κB（NF-κB）发挥显著的抗炎

作用。此外，大黄素还具有利尿、舒张血管及抗肿

瘤作用，对肝癌、胃癌、肺癌等多种恶性肿瘤具有抑

制作用［11-14］。近年来，中药活性成分治疗心血管疾

病的作用受到广泛关注，因此本实验运用脂多

糖（LPS）诱 导 建 立 人 脐 静 脉 血 管 内 皮 细

胞（HUVEC）损伤模型，探讨大黄素对LPS诱导血管

内皮细胞氧化损伤的保护作用及机制，为大黄素的

应用研究提供理论依据。

1 材料

1.1 细胞

人脐静脉血管内皮细胞株（HUVEC），购自中国

科学院上海细胞研究所。

1.2 药品与主要试剂

大黄素（批号 518-82-1，质量分数＞96%）、吡咯

烷二硫代氨基甲酸铵（批号 A106037，质量分数>

99%），购自上海阿拉丁试剂有限公司；脂多糖（购自

美国 Sigma-Aldrich 公司，批号 L2880，质量分数>

98%）；胎牛血清（批号 10099-141，FBS）、DMEM高糖

培养基（批号 12491-015）、胰蛋白酶、青-链霉素（批号

15070063），购自美国Gibco公司；CCK-8试剂盒（购

自日本同仁化学研究所，批号 CK04）；一氧化

氮（NO）、丙二醛（MDA）、活性氧（ROS）、肿瘤坏死

因子-α（TNF-α）含量测定试剂盒（南京建成生物工

程研究所，批号分别为A012-1、A003-3、E004、H052）；

TLR-4（批号 14358）兔单克隆抗体、NF-κB p65（批号

8242）兔单克隆抗体、TNF-α（批号 11948）兔单克隆

抗体、β-actin（批号4970）兔单克隆抗体、辣根过氧化

物酶-羊抗兔 IgG二抗（批号 7074），购自美国CST公

司；BCA蛋白定量试剂盒（批号 23227）、ECL超敏化

学发光液（批号 34580）、哺乳动物蛋白抽提试剂（批

号 78501），购自美国 Thermo Fisher Scientific公司；

十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺（SDS-PAGE）凝胶试

剂盒（批号 18D250），购自美国EpiZyme Scientific公

司；生理盐水（批号 SBJ-1203，南京森贝伽生物公

司）；其余试剂均为实验室常用规格，水为超纯水。

1.3 主要仪器

酶标仪（xMark）、Trans-Blot 蛋白转膜系统、细

胞 计 数 器（TC20），购 自 美 国 伯 乐 公 司 ；离 心

机（5415D，德 国 Eppendorf 公 司 ）；分 析 天

平（AX504，瑞 士 梅 特 勒 - 托 利 多 公 司）；涡 旋

仪（Vortex Mixer）；CellSens 图 像 采 集 系

统（Olympus）；超声仪（BQS-100A，杭州宝珀超声波

科技公司）；超声破碎仪（ZQ-650Y，上海争巧科学仪

器有限公司）；CO2细胞培养箱（日本三洋公司）；无

菌操作台（苏州净化）。

2 方法

2.1 细胞培养

HUVEC细胞用含 10%胎牛血清、100 U/mL青

霉素、100 μg/mL链霉素的DMEM高糖培养基（以下

简称“培养基”），在 37 ℃、CO2浓度为 5%的培养箱

中培养。

2.2 药物配置

大黄素溶液配制：精密称取大黄素对照品27.0 mg

溶于 1 mL 二甲基亚砜（DMSO）中，配成浓度为

100 mmol/L 的大黄素对照品母液，过 0.22 µm微孔

滤膜，−20 ℃保存。用时取适量母液用培养基稀释

成浓度为10 mmol/L的工作液。

LPS溶液配制：精密称取 LPS对照品 2.0 mg溶

于 1 mL 培养基中，配成质量浓度为 2.0 g/L 的 LPS
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对照品溶液，过0.22 µm微孔滤膜，−20 ℃保存。

2.3 造模/给药浓度筛选

2.3.1 LPS造模浓度筛选 取对数生长期HUVEC

细胞，以细胞数 5 000/孔均匀铺于 96孔板中；设置空

白组（不接种细胞）、对照组及不同浓度（0.2、0.5、1.0、1.5、

2.0 µg/L）的LPS组，每组 6个复孔。给药 24、48 h后，

每孔加入10 μL CCK-8试剂后继续培养2 h。酶标仪

450 nm波长处测定各组吸光度（A）值，计算细胞存活率。

细胞存活率＝（A 给药－A 空白）/（A 对照－A 空白）

2.3.2 大黄素给药浓度筛选 取对数生长期

HUVEC细胞，以细胞数 3 000/孔，将细胞均匀铺于

96孔板中；设置空白组（不接种细胞）、对照组及不

同浓度（20、40、80、120、160 µmol/L）的大黄素组，每

组 6个复孔，每孔体积 100 μL。按“2.3.1”项所述方

法检测不同浓度大黄素给药 24、48 h 后对 HUVEC

细胞存活率的影响。

2.4 分组及给药

HUVEC细胞以细胞数 6×104个接种于 100 mm

细胞培养皿中，设对照组、模型组（1 µg/L LPS）、

PDTC（阳性药 ，10 µmol/L）和大黄素低、高剂

量（40、80 µmol/L）组。对照组加入培养基，其余

组分别加入含相应终浓度LPS或LPS+大黄素的培

养基，置于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养 24 h后用于

检测分析。

2.5 大黄素对 LPS 诱导 HUVEC 细胞存活率的

影响

取 HUVEC 细胞，按“2.4”项方法造模给药后，

按“2.3.1”项CCK-8法检测各组细胞存活率，考察大

黄素对LPS诱导HUVEC细胞存活率的影响。

2.6 大黄素对 HUVEC 细胞上清液中 NO、MDA、

ROS、TNF-α含量的影响

取HUVEC细胞，按“2.4”项方法造模给药后，收

集上清液，应用相应试剂盒检测 NO、MDA、ROS、

TNF-α的含量。

2.7 大黄素对LPS诱导HUVEC细胞中TLR4/NF-

κB通路相关蛋白表达的影响

取HUVEC细胞，按“2.4”项方法造模给药，收集

细胞，提取蛋白，BCA 试剂盒测定各组蛋白浓度。

取 40 µg 蛋白样品经过 SDS-PAGE 电泳分离后，转

至 PVDF 膜（0.45 µm）上，5% 脱脂牛奶封闭 1 h后，

TLR4、NF-κB p65、TNF-α等一抗（1∶1 000）在4 ℃条

件下摇床孵育过夜，TBST清洗 3次，每次 10 min，二

抗（1∶10 000）室温孵育 1 h，用TBST清洗 3次，每次

10 min，ECL显色后运用GBOX成像分析系统获得

条带，以 β-actin作为内参。采用 Image J 1.8图像软

件进行灰度值分析。

2.8 统计学方法

采用 SPSS 13.0 软件进行统计分析，计量资料

采用 x
—

±s表示，采用 t检验进行组间比较。

3 结果

3.1 LPS造模及大黄素给药浓度筛选

运用 CCK-8 细胞活力检测法筛选 LPS 造模浓

度及大黄素给药浓度，结果见图 1、2。随着 LPS浓

度增大，作用时间增长，HUVEC细胞存活率依次降

低，当 LPS浓度为 1 µg/L，作用 24、48 h，HUVEC 细

胞存活率分别为 64.8%、51.2%；不同浓度大黄素对

HUVEC 细胞存活率影响较小，40、80 µmol/L大

黄素作用 24、48 h对 HUVEC细胞存活率无显著影

响 ，因此选择 1 µg/L 作为 LPS 造模浓度 ，40 、

80 µmol/L 作用24 h作为大黄素给药条件。

3.2 大黄素对LPS诱导HUVEC细胞存活率的影响

结果如图 3所示，与对照组比较，1 µg/L LPS诱

导的模型组 HUVEC 细胞存活率（66.5%）显著降

低（P＜0.01）；LPS诱导后给予 40、80 µmol/L大黄素

 
 24 h                  48 h 

LPS 0.2 μg·L
−1

 

LPS 0.5 μg·L
−1

 

LPS 1.0 μg·L
−1 

LPS 1.5 μg·L
−1

 

LPS 2.0 μg·L
−1

 

100 

80 

60 

40 

20 

0 

细
胞
存
活
率

/%
 

图1 不同浓度LPS对HUVEC细胞存活率的影响（（
-x± s，n=6））

Fig. 1 Effect of different concentrations of LPS on HUVEC

cell viability（
-x± s，n=6）
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图2 不同浓度大黄素对HUVEC细胞存活率的影响（（
-x± s，，

n=6））

Fig. 2 Effect of different concentrations of 大黄素 on HU‐

VEC cell viability（
-x± s，，n=6）
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给药干预后细胞存活率分别为 74.2%、78.8%，与模

型组比较显著升高（P＜0.05、0.01）。结果表明，大

黄素对LPS诱导的HUVEC细胞氧化损伤具有一定

的保护作用。

3.3 大黄素对 LPS 诱导 HUVEC 细胞上清液中

NO、MDA、ROS、TNF-α含量的影响

结果如图 4所示，与对照组比较，LPS诱导的模

型组细胞上清液中 NO、MDA、ROS、TNF-α含量显

著升高（P＜0.01）；低、高剂量的大黄素给药后均能

显著降低NO、MDA、ROS、TNF-α的含量，与模型组

比较差异显著（P＜0.05、0.01）。结果表明，大黄素

对LPS诱导HUVEC细胞氧化损伤具有改善作用。

3.4 大黄素对LPS诱导HUVEC细胞中TLR4/NF-

κB通路相关蛋白表达的影响

结果如图 5 所示，与对照组比较，模型组中

TLR4、NF-κB p65、TNF-α等蛋白表达显著升高（P＜

0.01）；与模型组比较，不同浓度大黄素给药作用后，

HUVEC细胞中 TLR4、NF-κB p65、TNF-α等蛋白表

达均显著降低（P＜0.05、0.01）。结果表明，大黄素

能够通过作用于 TLR4/NF-κB通路，抑制炎症因子

的释放。

4 讨论

炎症反应和氧化应激是血管内皮细胞氧化损

伤的主要原因［15-16］。血管内皮细胞炎症反应在血管

内皮细胞氧化损伤过程中发挥着关键作用。Toll样

受体 4（TLR4）是机体中参与免疫调节的重要蛋白

分子［17-18］。而 LPS能够通过 TLR4激活 NF-κB信号

通路，诱发炎症反应促使炎症因子 TNF-α、IL-6 释

放［19-20］，激活一氧化氮合酶（iNOS），造成大量 NO、
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图3 大黄素对LPS诱导HUVEC细胞存活率的影响（（
-x± s，

n=6））

Fig. 3 Effect of EM on survival rate of HUVEC cells in‐

duced by LPS（
-x± s，n=6））
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与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05 **P＜0.01
##P < 0.01 vs control group；*P < 0.05 **P < 0.01 vs model group

图4 大黄素对LPS诱导HUVEC细胞上清液中NO、MDA、ROS、TNF-α含量的影响（（
-x± s，，n=3））

Fig. 4 Effects of EM on content of No，MDA，ROS and TNF-α in supernatant induced by LPS in HUVEC cells（
-x± s，，n=3））
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MDA、ROS生成［21］，引起严重的炎症反应和氧化应

激，导致血管内皮细胞功能障碍和组织氧化损伤，

进一步促使血管内皮细胞衰老、死亡，诱导血管内

皮功能紊乱，进而诱发动脉粥样硬化、冠心病等心

血管疾病［22-23］。因此抑制血管内皮细胞慢性氧化损

伤，促进血管内皮细胞功能平衡，对于预防动脉粥

样硬化等心血管疾病具有重要作用。

大黄素作为一种天然抗氧化活性成分，具有显

著的抗炎作用。本实验运用LPS诱导HUVEC细胞

氧化损伤，考察大黄素对LPS诱导氧化损伤的保护

作用。研究结果表明，大黄素能够有通过抑制

TLR4/NF-κB信号通路，抑制TLR4、NF-κB p65蛋白

的表达及TNF-α、IL-6等炎症因子的释放，降低血管

内皮细胞中NO、MDA、ROS水平，从而抑制炎症反

应及氧化应激，发挥对 LPS诱导 HUVEC 细胞氧化

损伤的保护作用。

大黄素对 LPS 诱导的血管内皮细胞氧化损伤

具有保护作用，其作用机制可能是通过抑制 LR4/

NF-κB 信号通路活化从而抑制炎症反应和氧化应

激。因此，大黄素在心血管疾病预防及保护作用领

域具有一定的应用研究价值。
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