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摘要：目的 探讨多穗石柯总黄酮提取物（ＴＣ）对Ｈ２Ｏ２诱导人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣｓ）铁死亡的改善作用。方法

大鼠经ＴＣ给药后腹主动脉取血，制备含药大鼠血清，经ＣＣＫ-８法确定其培养细胞的有效浓度，并验证其对 Ｈ２Ｏ２诱导

损伤的ＨＵＶＥＣｓ的保护作用；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞中ＣＢＳＬ、ＡＣＳＬ４的蛋白表达水平；提取细胞ＲＮＡ进行转录组测

序及生物信息学分析。结果 １０％含药大鼠血清组的细胞活力值显著升高；Ｈ２Ｏ２处理后 ＣＢＳＬ蛋白显著下调，而 ＴＣ和
Ｆｅｒ-１处理后细胞活力值显著升高；转录组测序显示，ＣＢＳＬ显著性下调，且与硫化合物代谢密切相关；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果

显示：ＴＣ和Ｆｅｒ-１组效果相当，均能够逆转Ｈ２Ｏ２组中ＣＢＳＬ蛋白表达水平的下降以及ＡＣＳＬ４蛋白表达水平的升高。结

论 ＴＣ能够减轻氧化应激介导的内皮细胞铁死亡，对血管具有潜在的保护作用。
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　　血管不仅是运输血液的管道，更是一种多功能的
器官，维持血管内环境稳态是保障机体健康运转的核

心要素。但当血管受到损伤，导致内稳态被打破时，

便会触发一系列系统性的泛血管病变，导致高血压，

以及心脏、脑、肾脏等各种器官并发症
［１］。血管是由

内皮细胞、平滑肌细胞、基底膜和周细胞所组成。内

皮细胞作为血液和血管壁之间的“桥梁”，在维持血管

功能的发挥中起着重要作用
［２］，而当内皮细胞受损时

就会引起血管功能障碍、血管平滑肌细胞增殖和迁

移、炎症反应、血栓形成等，导致动脉粥样硬化、高血

压、冠心病等疾病的发生
［３］。内皮功能障碍的发生涉

及多因素相互作用，高糖环境、脂代谢异常、炎性因子

刺激及氧化应激反应等多种病理因素均可诱导内皮

细胞丢失，而其中，活性氧（ＲＯＳ）的异常蓄积已成为
内皮细胞损伤的关键因素

［１］。最新研究进展
［４］
表明，

ＲＯＳ可通过调控不同细胞死亡程序介导内皮损伤，其
作用机制涉及凋亡、坏死、焦亡及铁死亡等多种死亡

途径的激活。铁死亡以细胞内铁过载和脂质代谢紊

乱为特征，其发生主要包括３个过程：铁过载引起的
芬顿反应产生过量自由基；脂质大量合成与自由基反

应导致脂质过氧化；ＧＰＸ４平衡氧化应激引起的脂质
过氧化

［５］。但铁死亡究竟是如何影响血管内皮细胞

受损的发生机制目前尚不清楚。

多穗石柯（ＬｉｔｈｏｃａｒｐｕｓｐｏｌｙｓｔａｃｈｙｕｓＲｅｈｄ），别名甜
茶（Ｓｗｅｅｔｔｅａ）、野金柴、多穗柯等，含有多种有效成
分，包括黄酮类、三萜类、多酚类等物质，其中，黄酮类

是其主要有效物质部位
［６］。黄酮类化合物（ＴＣ）具有

抗炎、降低血管脆性、改善血管通透性、扩张血管、抗

血凝等类似植物雌激素样功能，可以通过抗炎、抗氧

化应激、稳定线粒体功能、调节一氧化氮（ＮＯ）的方式
减轻血管内皮细胞的损伤，改善血管功能。临床上可

用于治疗脑供血不足、脑血栓、冠心病、心绞痛等疾

病
［２］。总体来说，ＴＣ具有抗氧化、降血糖、降血压、降

血脂等功能，但在具体组织细胞层面的研究非常有

限。因此，本文探讨ＴＣ对Ｈ２Ｏ２诱导人脐静脉内皮细
胞（ＨＵＶＥＣｓ）铁死亡的改善作用。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
过氧化氢异丙苯（Ｃ８０５０７８-１００ｍＬ），购自上海麦

克林生化科技股份有限公司；ＥＣＭ培养基（１００１），
ＦＢＳ（００２５），ＥＣＧＳ（１０５２），Ｐ／ＳＳｏｌｕｔｉｏｎ（０５０３），均购
自美国 ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ研究实验室；０．２５％ Ｔｒｙｐｓｉｎ-ＥＤＴＡ
（２５２００-０７２），购自中国赛默飞世尔科技有限公司；β-
ａｃｔｉｎ ＲａｂｂｉｔｍＡｂ（ＡＣ０２６），ＣＢＳ Ｒａｂｂｉｔ ｍＡｂ

（Ａ１１６１２），ＡＣＳＬ４ＲａｂｂｉｔｍＡｂ（Ａ２０４１４），彩色预染蛋
白Ｍａｒｋｅｒ（ＲＭ１９００１），购自武汉爱博泰克生物技术有
限公司；ＣＣＫ-８试剂盒（ＢＳ３５０Ｂ），ＧｏａｔＡｎｔｉ-ＲａｂｂｉｔＩｇＧ
ＨＲＰ（ＢＬ００３Ａ），飞克特超敏ＥＣＬ发光液（ＢＬ５２０Ａ），均
购自安徽白鲨生物科技有限公司；ＤＭＳＯ细胞培养基
（Ｄ８３７１），购自北京索莱宝科技有限公司。

１．２　实验细胞
本研究中所使用的人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣｓ）

购自武汉普诺赛生命科技有限公司（ＣＰ-Ｈ０８２）。

１．３　实验动物
健康雄性Ｓｐｒａｇｕｅ-Ｄａｗｌｅｙ大鼠购自湖北贝恩特生

物科技有限公司［合格证号：ＳＣＸＫ（鄂）２０２１-００２７］，
体重１８０～２００ｇ，８周龄。大鼠购买后饲养于我院标
准ＳＰＦ级动物房，恒温（２３±２）℃，相对湿度（５０±
５）％，１２ｈ昼夜循环。所有实验均经我院动物委员会
批准，伦理审批编号：２０２２-０９-２０３。

１．４　方法
１．４．１　细胞的复苏与传代

从液氮中取出冻存管，迅速浸入３７℃恒温水浴锅
中，轻轻摇晃，直至管内仅剩米粒大小的冰块，将其置

于离心机中１０００ｒｐｍ，离心５ｍｉｎ；离心结束，弃去上清
液，加入适量培养基用移液枪吹打重悬细胞后接种至

含培养基的培养瓶中，轻轻混匀后放入３７℃，５％ ＣＯ２
恒温培养箱中培养。待细胞生长状态良好，细胞密度

达８０％～９０％时，即可进行细胞传代。弃去旧培养
基，ＰＢＳ溶液清洗细胞１～２次，加入适量的胰酶消化
液（０．２５％ Ｔｒｙｐｓｉｎ-ＥＤＴＡ）摇晃均匀，待细胞由贴壁的
梭形状态转变成圆形的亮点时，加入２倍胰酶体积的
完全培养基终止消化；用移液枪轻轻吹打细胞层，把

细胞层吹落、吹散后将细胞悬液收集至离心管中，

１０００ｒｐｍ，离心５ｍｉｎ；离心结束后弃去上清，用新鲜的
ＥＣＭ完全培养基重悬细胞，吹打混匀，按细胞密度１∶２
或１∶３传代铺板。
１．４．２　Ｈ２Ｏ２诱导ＨＵＶＥＣｓ损伤模型的建立

采用Ｈ２Ｏ２诱导ＨＵＶＥＣｓ构建氧化应激模型。①
Ｈ２Ｏ２母液的配制用 ＤＭＳＯ稀释溶解，分别配制 １０、
１２、１４、１６及１８ｍｍｏｌ／Ｌ不同浓度梯度的 Ｈ２Ｏ２母液；
②将培养基与不同浓度梯度Ｈ２Ｏ２稀释成浓度梯度为
１００、１２０、１４０、１６０及 １８０μｍｏｌ／Ｌ的 Ｈ２Ｏ２工作液；③
采用ＣＣＫ-８法探索经Ｈ２Ｏ２处理后损伤ＨＵＶＥＣｓ的最
佳浓度。

１．４．３　含药大鼠血清的制备
建立多穗石柯总黄酮有效物质部位的提取纯化

工艺，并建立质量标准。对多穗石柯适量配比提取，
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通过比较回流提取、温浸提取和渗漉提取等，确定最

优提取方法；选择乙醇作为提取溶媒，建立最佳提取

工艺，确定多穗石柯总黄酮部位含量并建立质量标

准；通过水提醇沉法，确定总黄酮的纯化工艺，建立多

穗石柯总黄酮部位的质量标准；以三叶苷及根皮苷为

指标性成分，检测多穗石柯的指标性化合物含量，建

立提取工艺及纯化工艺的质量标准。将制备的多穗

石柯总黄酮提取物（ＴＣ）按７．５ｇ／（ｋｇ·ｄ）向 ＳＤ大鼠
连续灌胃５ｄ（２次／ｄ），第６ｄ以超大剂量灌胃１ｈ后经
腹主动脉取血；４℃下，２０００ｒｐｍ，离心１５ｍｉｎ，离心完成
后用 ０．２２μｍ滤膜过滤两次，５６℃的条件下灭活
３０ｍｉｎ，灭活完毕储存至 －８０℃中，１个月内使用。分
别制备２％、４％、６％、８％及１０％的含药大鼠血清，用
培养基稀释至所需浓度，再次用０．２２μｍ滤膜进行无
菌过滤后使用。

１．４．４　ＣＣＫ-８检测细胞活力值
待细胞生长状态良好，将其接种至９６孔板；在完

全培养基中，于３７℃，５％ ＣＯ２恒温培养箱中培养１２ｈ
（过夜即可）。每组设定６个复孔，每孔容积１００μＬ，
第二天观察细胞贴壁情况，待细胞贴壁融合至７０％～
８０％，每个孔按照分组加入所需的药物及培养基后，
放入培养箱中；２４ｈ后换成基础培养基，每孔分别加
１０μＬＣＣＫ-８溶液（终浓度为１０％），在３７℃培养箱中
避光孵育１～１．５ｈ，用酶标仪测定在４５０ｎｍ处的吸光
度，根据ＯＤ值计算细胞活力。实验需设定实验组、对
照组和空白组。细胞活力值测定公式如下：

细胞活力（％）＝［（实验组 ＯＤ－空白 ＯＤ）／（对
照组ＯＤ－空白ＯＤ）］×１００％

实验组ＯＤ：具有细胞、培养基、ＣＣＫ-８溶液和药
物溶液的吸光度；对照组ＯＤ：具有细胞、培养基、ＣＣＫ-
８溶液，没有药物溶液的吸光度；空白 ＯＤ：具有培养
基、ＣＣＫ-８溶液，无细胞的吸光度。
１．４．５　差异表达基因筛选及富集分析

利用ＤＥＳｅｑ２软件计算各个样本基因的差异倍
数，采用负二项分布进行差异显著性检验，根据差异

显著性结果（Ｐ＜０．０５）和｜ｌｏｇＦＣ｜＞０．７，采用ｌｉｍｍａＲ
软件包进行差异分析；通过 ｇｇｐｌｏｔ２和 ＣｏｍｐｌｅｘＨｅａｔ-
ｍａｐＲ包构建火山图和热图可视化数据；运用 ｏｒｇ．
Ｈｓ．ｅｇ．ｄｂ，ｃｏｌｏｒｓｐａｃｅ，ｓｔｒｉｎｇｉ，ＤＯＳＥ和 ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅ等
程集包进行ＧＯ和ＫＥＧＧ功能富集分析。
１．４．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验

ＰＢＳ溶液洗涤细胞２～３次后，六孔板中每孔加
入１５０～２００μＬ细胞裂解液，冰上裂解１５～３０ｍｉｎ，裂
解完成后刮下细胞，于 ４℃，１２０００ｒｐｍ条件下离心
２０ｍｉｎ，采用ＢＣＡ法测定细胞蛋白浓度，校正浓度后，

加入适量的５×ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ，涡旋混匀后９８℃变性
８ｍｉｎ，冷却后进行 １０％ ＳＤＳ-ＰＡＧＥ凝胶分离蛋白，
ＰＶＤＦ转膜，脱脂牛奶封闭，４℃孵育一抗过夜，ＴＢＳＴ
洗３次后室温孵育相应种属的二抗，于ＥＣＬ化学发光
液浸泡后在凝胶成像系统曝光拍照，使用 ＩｍａｇｅＪ软
件分析条带灰度值。

１．５　统计学方法
本实验采用 ＩｍａｇｅＪ和 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ８．０进行

数据分析，多组间采用单因素方差分析（Ｏｎｅ-ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ），Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　Ｈ２Ｏ２处理ＨＵＶＥＣｓ的最佳浓度
ＣＣＫ-８结果显示，与Ｃｏｎ相比，随着Ｈ２Ｏ２浓度的

增加，细胞活力开始受到抑制，在１８０μｍｏｌ／Ｌ时平均
细胞活力值约４０％（图１Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，
胱硫醚-β-合成酶（ＣＢＳＬ）在Ｈ２Ｏ２诱导损伤的情况下表
达水平呈剂量依赖性下调，并且在１８０μｍｏｌ／Ｌ浓度处
理下，蛋白表达量最低（图１Ｂ），所以本研究确定以该浓
度作为Ｈ２Ｏ２诱导ＨＵＶＥＣｓ氧化应激损伤的最佳处理
浓度。

　　Ａ．ＣＣＫ-８检测不同浓度Ｈ２Ｏ２处理后ＨＵＶＥＣｓ的细胞活力值；Ｂ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同浓度Ｈ２Ｏ２处
理ＨＵＶＥＣｓ后ＣＢＳＬ蛋白的表达情况；与０μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２组比较，*Ｐ＜０．０５，**Ｐ＜０．０１，***Ｐ＜
０.００１，ｎ＝６。

图１　Ｈ２Ｏ２处理ＨＵＶＥＣｓ的最佳损伤浓度

２．２　转录组测序和通路富集分析
基于以上确定的Ｈ２Ｏ２诱导氧化应激损伤的最佳

浓度，通过ＴＲＩｚｏｌ法提取细胞ＲＮＡ，提取后的ＲＮＡ通
过（Ａｇｉｌｅｎｔ２１００ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ）精确检测 ＲＮＡ完整性和
总量。接着将 Ｃｏｎ组、Ｈ２Ｏ２组、铁死亡诱导剂 Ｅｒａｓｔｉｎ
组（每组各４个样本）进行 Ｉｌｌｕｍｉｎａ转录组测序和生
物信息学分析，结果发现 ＣＢＳＬ蛋白出现显著性下调
（图２Ａ、Ｂ）；然后，将转录组数据进行聚类分析，同时进
行ＫＥＧＧ和ＧＯ分析，发现ＣＢＳＬ参与铁离子的生物过
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程，其过程与甘氨酸、苏氨酸及丝氨酸的代谢有关（图

２Ｃ），并且ＧＯ功能富集分析结果显示在生物过程中，硫
化合物代谢过程共富集到１２个（图２Ｄ）。ＣＢＳＬ是一个
与铁死亡密切相关的基因，是转硫途径的关键酶，抑制

ＣＢＳＬ则会影响细胞内ＧＰＸ４的表达而诱发细胞发生铁
死亡。所以推测Ｈ２Ｏ２诱导ＨＵＶＥＣｓ造成的氧化应激
损伤可能与调控铁死亡的发生存在关联。

　　Ａ．将Ｃｏｎ组与Ｈ２Ｏ２组细胞进行ＲＮＡ转录组测序，并进行生物信息学分析；Ｂ．将转录组数据进行聚类
分析；Ｃ．ＫＥＧＧ分析；Ｄ．ＧＯ分析。

图２　转录组测序和通路富集分析

２．３　ＴＣ可逆转Ｈ２Ｏ２诱导 ＨＵＶＥＣｓ氧化应激
损伤

由图３Ａ结果显示，与 Ｈ２Ｏ２组相比，随着含药血
清浓度的增加，细胞活力值明显提高，其中１０％含药
大鼠血清效应最强。所以本研究用含１０％含药大鼠
血清的完全培养基对 ＨＵＶＥＣｓ进行预培养２４ｈ，然后
使用１８０μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２对细胞进行处理，观察ＴＣ对血
管内皮细胞的影响。由图 ３Ｂ结果显示，Ｈ２Ｏ２处理
后，ＨＵＶＥＣｓ的细胞活力值明显降低，而经 ＴＣ预培养
后能够有效挽救 ＨＵＶＥＣｓ的细胞活力值。此外，用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检测各组细胞中铁死亡蛋白 ＣＢＳＬ
的表达情况，结果显示，相较 Ｃｏｎ组，Ｈ２Ｏ２组的 ＣＢＳＬ
蛋白表达水平明显降低，而经ＴＣ治疗后，Ｈ２Ｏ２＋ＴＣ组
较Ｈ２Ｏ２组的蛋白表达水平明显升高（图３Ｃ）。以上结
果表明，ＴＣ可以保护 Ｈ２Ｏ２诱导的 ＨＵＶＥＣｓ氧化应激
损伤，且可能与铁死亡的介导密切相关。

　　Ａ．ＣＣＫ-８检测不同浓度含药大鼠血清培养基干预并经Ｈ２Ｏ２处理后的ＨＵＶＥＣｓ细胞活力值（与０％ＴＣ
组比较，***Ｐ＜０．０００１）；Ｂ．ＣＣＫ-８检测 ＴＣ对 Ｈ２Ｏ２诱导 ＨＵＶＥＣｓ氧化应激后细胞活力值的影响；Ｃ．
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＣ对Ｈ２Ｏ２诱导ＨＵＶＥＣｓ氧化应激后的挽救作用；与Ｃｏｎ组比较，*Ｐ＜０．０５，***Ｐ＜
０．０００１；与Ｈ２Ｏ２组比较，＃＃Ｐ＜０．０１，＃＃＃Ｐ＜０．００１，ｎ＝５。

图３　ＴＣ可逆转Ｈ２Ｏ２诱导ＨＵＶＥＣｓ氧化应激损伤

２．４　ＴＣ可逆转ＨＵＶＥＣｓ中Ｈ２Ｏ２诱导的铁死亡
为了进一步验证铁死亡在Ｈ２Ｏ２诱导ＨＵＶＥＣｓ损

伤模型中的作用，本研究将１０％含药大鼠血清的完全
培养基对 ＨＵＶＥＣｓ进行预培养 ２４ｈ，并以 １５μｍｏｌ／Ｌ
铁死亡抑制剂，铁抑素-１（Ｆｅｒ-１）作为阳性对照药物预
孵育１ｈ，再用Ｈ２Ｏ２诱导损伤细胞，２４ｈ后检测内皮细
胞经药物处理后的活力值及蛋白表达情况。ＣＣＫ-８
结果显示，与 Ｃｏｎ组相比，Ｈ２Ｏ２组的细胞活力值明显
降低，Ｈ２Ｏ２＋ＴＣ组能够有效逆转 Ｈ２Ｏ２对细胞的损
伤，细胞活力值较Ｈ２Ｏ２组明显升高，且与铁死亡抑制
剂Ｆｅｒ-１的效果相似（图４Ａ）。同样，ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检
测各组细胞中与铁死亡和氧化应激密切相关的蛋白

表达水平，结果显示，与 Ｃｏｎ组相比，Ｈ２Ｏ２组的 ＣＢＳＬ
蛋白表达水平明显下调，而ＡＣＳＬ４蛋白表达水平显著
上调；与 Ｈ２Ｏ２组相比，Ｈ２Ｏ２＋ＴＣ组和 Ｈ２Ｏ２＋Ｆｅｒ-１
组的ＣＢＳＬ蛋白的表达水平显著上调，而 ＡＣＳＬ４蛋白
的表达水平明显下调（图４Ｂ、Ｃ）。这些结果表明 ＴＣ
对ＨＵＶＥＣｓ的挽救作用与铁死亡抑制剂Ｆｅｒ-１的效果
相似，可通过减轻 Ｈ２Ｏ２诱导内皮细胞氧化应激导致
的铁死亡来改善内皮功能障碍。

　　Ａ．ＣＣＫ-８检测各组细胞活力值；Ｂ、Ｃ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞中 ＣＢＳＬ、ＡＣＳＬ４的蛋白表达情况；与
Ｃｏｎ组比较，*Ｐ＜０．０５，**Ｐ＜０．０１，***Ｐ＜０．０００１；与Ｈ２Ｏ２组比较，＃Ｐ＜０．０５，＃＃＃Ｐ＜０．００１，ｎ＝５。

图４　ＴＣ可逆转ＨＵＶＥＣｓ中Ｈ２Ｏ２诱导的铁死亡

３　讨　论

ＴＣ具有较好的抗氧化、降血糖、降血压的功效，
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能够通过改善抗炎、抗自由基等不同作用机制减轻氧

化应激、高糖诱导的内皮细胞损伤，降低毛细血管脆

性和异常通透性，维持血管张力，临床可用于治疗高

血压、冠心病、动脉粥样硬化等心血管疾病
［６-７］。本研

究发现ＴＣ能够改善血管内皮的氧化应激损伤，且氧
化损伤的具体机制可能与铁死亡的介导相关，这与前

人研究发现相吻合：在铁死亡过程中，细胞内铁离子

水平的升高会促进脂质过氧化，最终导致细胞死亡，

而内皮功能障碍的发生发展与铁死亡密切相关
［８］，中

药黄芪甲苷 ＩＶ（ＡＳ-ＩＶ）可以通过减少 ＲＯＳ的产生来
抑制ＨＵＶＥＣｓ细胞中的铁死亡［９］。所以，本研究采用

ＣＣＫ-８法和Ｗｅｓｒｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｈ２Ｏ２诱导 ＨＵＶＥＣｓ损
伤的最佳浓度，基于以上确定的损伤浓度，提取 Ｃｏｎ
组和Ｈ２Ｏ２组细胞 ＲＮＡ进行转录组测序，通过 ＧＯ分
析、ＫＥＧＧ分析及聚类分析等确定关键基因 ＣＢＳＬ，发
现ＣＢＳＬ蛋白具有显著下调的趋势，并且在细胞层面
也验证了ＣＢＳＬ在Ｈ２Ｏ２诱导损伤的情况下呈剂量依
赖性下调。ＣＢＳＬ是一种参与同型半胱氨酸（ＨＣＹ）代
谢的关键酶，当ＣＢＳＬ活性降低或基因突变时，会导致
血液中 ＨＣＹ水平升高，促进 ＲＯＳ生成，加剧氧化应
激，进而引发内皮功能障碍和脂质过氧化

［７］，其次，

ＣＢＳＬ与铁死亡的发生密切相关，ＣＢＳＬ通过转硫途径
生成的半胱氨酸是谷胱甘肽（ＧＳＨ）的前体物质，而
ＧＳＨ是谷胱甘肽过氧化物酶４（ＧＰＸ４）的必需辅助因
子。ＧＰＸ４可通过还原脂质过氧化物抑制铁死亡，因
此，ＣＢＳＬ活性不足可能导致 ＧＳＨ合成减少，进而削
弱ＧＰＸ４功能，加剧铁死亡［８］。并且，通过ＧＯ功能富
集分析发现在生物过程中，硫化合物代谢过程共富集

到１２个，这表明Ｈ２Ｏ２诱导的ＨＵＶＥＣｓ氧化应激损伤
可能与铁死亡的介导息息相关。接着，采用血清药理

学，经腹主动脉取血，制备含药大鼠血清，最后确定了

１０％含药大鼠血清的完全培养基干预 ＨＵＶＥＣｓ效果
最佳，以含药大鼠血清完全培养基干预 ＨＵＶＥＣｓ再经
Ｈ２Ｏ２处理２４ｈ，经ＣＣＫ-８检测发现，与Ｈ２Ｏ２组相比，
经含药血清培养基干预后的细胞活力值明显提高，说

明ＴＣ能够减轻ＨＵＶＥＣｓ的氧化应激损伤。
此外，在动脉粥样硬化的研究

［１０］
中发现，铁死亡

抑制剂Ｆｅｒ-１的使用能够降低铁含量和脂质过氧化进
而抑制内皮细胞铁死亡，改善内皮功能障碍。本研究

以Ｈ２Ｏ２构建血管氧化应激模型，以铁死亡抑制剂
Ｆｅｒ-１作为阳性药物，观察 ＴＣ对 ＨＵＶＥＣｓ的挽救作
用。ＣＣＫ-８结果显示，Ｈ２Ｏ２＋ＴＣ组能够有效逆转
Ｈ２Ｏ２对细胞的损伤，且与铁死亡抑制剂 Ｆｅｒ-１的效果
相似。长链酰基辅酶Ａ合成酶４（ＡＣＳＬ４）是脂质代谢
的关键酶，催化长链脂肪酸，尤其是多不饱和脂肪酸

（ＰＵＦＡｓ），通过酯化 ＰＵＦＡｓ到膜磷脂中，生成富含
ＰＵＦＡ的磷脂，这些脂质极易被 ＲＯＳ氧化，导致脂质
过氧化物积累，直接引发细胞膜损伤和铁死亡，而抑

制ＡＣＳＬ４酶活性则可以减少脂质过氧化和铁死
亡
［１１］。所以，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测了各组细胞中

ＡＣＳＬ４和ＣＢＳＬ的蛋白表达水平，结果显示，ＴＣ能够
逆转 Ｈ２Ｏ２诱导的 ＡＣＳＬ４的高表达，并且可以挽救
ＣＢＳＬ蛋白的下调。

综上所述，ＴＣ可通过减轻Ｈ２Ｏ２诱导内皮细胞氧
化应激导致的铁死亡来改善内皮功能障碍，对血管具

有潜在的保护作用。这进一步丰富了ＴＣ的药用价值
研究，对预防和治疗血管疾病有着重要意义。但本研

究也存在一些不足之处，所涉及到的研究内容仅仅停

留在细胞层面，后续还需要继续深入研究其作用的具

体分子机制。
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