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血管内皮细胞（Vascular endothelial cell，VEC）遍布全身，

是覆盖于整个心血管系统表面的一层扁平细胞，为维持血液

循环系统的健康发挥着至关重要的作用 [1]。在正常情况下，

VEC与血液直接接触，处于营养充足状态。而在缺血饥饿状

态下，VEC 会快速走向凋亡 [2]。VEC 凋亡会直接威胁机体平

衡，导致动脉粥样硬化、败血症休克等[3]。如何防治VEC凋亡，

已成为近年来研究的热点[4-5]。

萝卜硫素（Sulforaphane）是迄今为止蔬菜中发现的抗癌活

性最强的一类异硫代氰酸盐[6]，并具有抗氧化功能[7]。有文献

报道，萝卜硫素可以有效地抑制氧化低密度脂蛋白引起的内皮

细胞损伤[8]，以及脂多糖诱导的内皮细胞的炎症反应[9]。但是，萝

卜硫素对饥饿诱导VEC凋亡的影响则少见报道。为此，笔者

初步探究萝卜硫素抑制饥饿诱导的人脐静脉内皮细胞

（HUVECs）凋亡的作用，以期为临床应用提供参考。

1 材料
1.1 仪器

CO2培养箱（美国 Thermo Fishier 公司）；X35型倒置显微

镜（日本Olympus公司）；Elx800型酶标仪（美国Bio Tek公司）。

1.2 药品与试剂

M199完全培养基（美国 Invitrogen公司）；重组牛碱性成纤

维细胞生长因子（bFGF，珠海东大生物制药有限公司）；胎牛血
清（美国Hyclone公司）；萝卜硫素、二甲亚砜（DMSO）、磺酰罗
丹明B（SRB）、Hoechst 33258、吖啶橙（美国Sigma公司）；RIPA

裂解液（上海碧云天生物技术有限公司）；微管相关蛋白轻链3

（LC3）抗体（美国 Cell signaling technology 公司）；GAPDH 抗
体、辣根过氧化物酶（HRP）标记的二抗（美国 Santa Cruz 公
司）；PVDF膜、超敏化学发光底物（美国Millipore公司）。

1.3 细胞

HUVECs购于中国科学院上海细胞库。

2 方法
2.1 细胞培养与分组

HUVECs在M199完全培养基中常规培养，完全培养基中
含有10％胎牛血清、2 μmol/ml的bFGF。培养条件为饱和湿度
下37 ℃、5％ CO2。HUVECs随机均分为4组，即正常对照（完
全培养液）组、模型（模型培养液）组与萝卜硫素高、低浓度
（10、5 μmol/L）组。

2.2 显微镜观察细胞形态

将HUVECs种植到24孔板中，处理完毕后，利用显微镜拍
照并分析细胞形态变化。

2.3 SRB 法检测细胞存活率

将HUVECs种植到96孔板中，空白组仅细胞培养液（不含
细胞）；正常对照组、模型组与萝卜硫素高、低浓度组给药同

“2.2”项下方法。加药处理 6、12、24 h后，弃去旧培养液，每孔
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加入100 µl 10％三氯乙酸（TCA），4 ℃下固定1 h；去离子水轻

轻冲洗5次，室温下自然晾干；每孔加入50 µl 0.4％的SRB，室

温染色5 min（平板震荡）；弃染液，1％乙酸洗5次，风干；每孔

加 100 µl 10 mmol/L Trisbase 液，在平板震荡器上震荡 5 min。

将空白组调零，用酶标仪于540 nm 波长处检测各样品的光密

度（OD），计算细胞存活率。细胞存活率＝（给药组OD/模型组

OD）×100％。正常对照组存活率设置为100％。

2.4 Hoechst 33258染色法检测细胞凋亡程度[10]

分组与给药同“2.1”项下方法。将 HUVECs 种植到 24孔

板中，药物处理完毕后利用Hoechst 33258染色法对细胞进行

活细胞染色。弃24孔板中细胞培养液，用PBS轻轻冲洗细胞1

次；每孔加入 0.5 ml Hoechst 33258染液（10 μg/ml），包上铝泊

放入CO2培养箱中孵育15 min；弃24孔板中染液，用PBS轻轻

冲洗细胞 2次；在显微镜下观察、拍照，紫外光激发，发射光

为蓝色。Hoechst 33258染色显示细胞核片段化的细胞为凋

亡细胞。

2.5 吖啶橙染色检测细胞自噬水平（酸性膜泡积累）变化[11]

分组与给药同“2.1”项下方法。将 HUVECs 种植到 24孔

板中，化合物处理 24 h后吸弃各孔中培养液，PBS冲洗细胞 2

次；每孔中加入 3滴吖啶橙染液（0.1 mg/ml），染色 1 min；用

PBS冲洗细胞2次；吸干PBS，再加入2滴新1×PBS（保持孔底

湿润），显微镜下观察；用蓝色荧光激发，绿色为细胞核，红色

即为酸性膜泡，拍照记录。吖啶橙染色显示的酸性膜泡积累

情况是检测细胞自噬水平的重要指标。

2.6 Western blot法检测细胞自噬水平（自噬标志蛋白LC3蛋

白表达）变化[11]

分组与给药同“2.1”项下方法。将HUVECs种植到 10 cm

培养皿中，药物处理 24 h后利用RIPA裂解液收集全蛋白，20

µl上样量进行电泳，按常规转膜，封闭后加一抗（1 ∶ 2 000，V/V）

4 ℃过夜，PBS漂洗3遍加二抗（1 ∶ 5 000，V/V）室温1 h，ECL显

色，拍照记录。LC3-Ⅱ与LC3-Ⅰ的比值与自噬水平正相关。

2.7 统计学方法

至少取 3次独立试验的结果，进行 One-way ANOVA 检

验。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 萝卜硫素对模型细胞形态的影响

与正常对照组比较，模型组HUVECs出现细胞边缘发亮，

脱离皿底的现象随着时间延长而愈加明显；同时，高、低浓度

萝卜硫素可以有效地抑制这种现象。萝卜硫素对模型细胞形

态的影响见图1。

3.2 萝卜硫素对模型细胞存活率的影响

与正常对照组比较，培养 12、24 h时，模型组HUVECs存

活率降低，差异有统计学意义（P＜0.01或P＜0.05）；与模型组

比较，培养12、24 h时，萝卜硫素高、低浓度组HUVECs存活率

升高，差异有统计学意义（P＜0.01或 P＜0.05）。萝卜硫素对

模型细胞存活率的影响见表1。

3.3 萝卜硫素对模型细胞凋亡程度的影响

与正常对照组比较，培养 12、24 h时，模型组HUVECs细

胞核皱缩现象增多；同时，高、低浓度萝卜硫素可以明显抑制

细胞核皱缩现象。萝卜硫素对模型细胞凋亡程度的影响见图

2、表2。

3.4 萝卜硫素对模型细胞自噬水平（酸性膜泡积累）的影响

与正常对照组比较，模型组HUVECs中酸性膜泡明显增

多；同时，高、低浓度萝卜硫素可以进一步促进细胞中酸性膜

正常对照组 模型组 萝卜硫素低浓度组 萝卜硫素高浓度组

图1 萝卜硫素对模型细胞形态学的影响

Fig 1 Effects of sulforaphen on the morphology of model cell

6 h

12 h

24 h

表1 萝卜硫素对模型细胞存活率的影响（n＝6）

Tab 1 Effects of sulforaphen on survival rate of model cell

（n＝6）

组别

正常对照组
模型组
萝卜硫素低浓度组
萝卜硫素高浓度组

基线

100

100

100

100

细胞存活率，％
6 h

100

97.3

97.3

97.3

12 h

100

68.2＊

84.5#

91.4#

24 h

100

54.6＊＊

79.2##

82.6##

与正常对照组比较：＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05，
##P＜0.01

vs.normal control group：＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；vs.model group：#P＜

0.05，##P＜0.01

正常对照组 模型组 萝卜硫素低浓度组 萝卜硫素高浓度组

图2 萝卜硫素对模型细胞凋亡程度的影响（Heochst 33258染色）

Fig 2 Effects of sulforaphen on the apoptosis of model cell

（Heochst 33258 staining）

12 h

24 h

表2 萝卜硫素对模型细胞凋亡程度的影响（n＝6）

Tab 2 Effects of sulforaphen on the apoptosis of model cell

（n＝6）

组别

正常对照组
模型组
萝卜硫素低浓度组
萝卜硫素高浓度组

皱缩细胞核比例，％
12 h

6.1

26.4＊

14.5#

11.6#

24 h

8.3

45.5＊＊

25.6#

20.1##

与正常对照组比较：＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与模型组比较：#P＜

0.05，##P＜0.01

vs.normal control group：＊ P＜0.05，＊ ＊ P＜0.01；vs.model group：
#P＜0.05，##P＜0.01
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泡的积累。结果表明，萝卜硫素可能引起HUVECs自噬。萝

卜硫素对模型细胞自噬水平的影响见图3。

3.5 萝卜硫素对模型细胞LC3蛋白表达的影响

与正常对照组比较，模型组HUVECs中LC3-Ⅰ、LC3-Ⅱ蛋

白表达增强，差异有统计学意义（P＜0.05）；与模型组比较，萝

卜硫素高、低浓度组HUVECs中LC3-Ⅱ蛋白表达进一步增强，

差异具有统计学意义（P＜0.01或P＜0.05），且萝卜硫素高浓度组

HU-VECs中LC3-Ⅰ表达进一步增强，差异有统计学意义（P＜

0.05）。结果表明，在饥饿条件下，萝卜硫素可以有效地诱导

HUVEC自噬。萝卜硫素对模型细胞LC3蛋白表达的影响见表3。

表3 萝卜硫素对模型细胞 LC3表达的影响（n＝6）

Tab 3 Effects of ulforaphen on the expression of LC3 in mo-

del cell（n＝6）

组别
正常对照组
模型组
萝卜硫素低浓度组
萝卜硫素高浓度组

LC3-Ⅰ
0.4

1.2＊

1.4

2.2#

LC3-Ⅱ
0.8

1.1＊

1.8#

2.8##

与正常对照组比较：＊P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05，##P＜0.01

vs.normal control group：＊P＜0.05；vs.model group：#P＜0.05，##P＜

0.01

4 讨论
由于近年来对VEC生物学功能认识的不断深入，发现其

在多种人类疾病发病机制中起重要作用。有研究表明，VEC

凋亡导致血管内皮层防止脂质沉积的屏障作用减弱，加速粥

样斑块的形成[12]，又可以启动凝血机制在病变局部形成血栓，

加重血管管腔狭窄[13]。因此，抑制VEC凋亡具有重要的临床

意义。有研究表明，自噬可以抑制氧胁迫、代谢压力以及炎性

因子诱导的VEC凋亡。因此，通过调节自噬的水平抑制VEC

的凋亡可以作为保护内皮的一种新思路。

作为一种植物抗癌物质，萝卜硫素能够刺激人或动物细

胞产生仅对身体有益的Ⅱ型酶，同时抑制Ⅰ型酶的产生，使细

胞形成对抗外来致癌物浸蚀的膜，达到抗癌效果[13]。有关萝卜

硫素的临床报道很多，但是在VEC保护方面的作用还知之甚

少。在本研究中，笔者发现萝卜硫素可以有效地抑制由饥饿

引起的 HUVECs 存活率降低和凋亡 ，此外还可以诱导

HUVECs自噬。由此推断，萝卜硫素可能通过诱导HUVEC自

噬，抑制饥饿引起的细胞凋亡，进而提高其存活率。然而，萝

卜硫素调控HUVECs自噬的具体机制仍需进一步的研究。

综上，本研究初步探讨了萝卜硫素在VEC保护中的潜在

价值，为萝卜硫素的临床应用以及VEC自噬分子机制的研究

提供了一个新的切入点。
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正常对照组 模型组 萝卜硫素低浓度组 萝卜硫素高浓度组

图3 萝卜硫素对模型细胞自噬水平的影响（吖啶橙染色）

Fig 3 Effects of sulforaphen on model cell autophagy（acri-

dine orange staining）
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