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番茄红素对血管内皮细胞氧化应激损伤的作用及机制研究 *
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摘要 目的：观察番茄红素（lycopene，LYC）对于血管内皮细胞功能的作用，探讨其作用机制。方法：人脐静脉内皮细胞（HUVECs）

处理实验分组：对照组，H2O2组，H2O2+ LYC组（1、2、4、8 滋molL-1）。MTT法检测 HUVECs存活率；免疫印迹法（Western blot）检测
p38MAPK蛋白磷酸化水平、抗凋亡蛋白 B淋巴细胞 /白血病 -2（bcl-2）及线粒体凋亡通路相关蛋白 bax的表达；细胞黏附能力测

定和伤口愈合实验检测 HUVECs粘附率和迁移率；TUNEL法检测 HUVECs凋亡率；ELASA法测定 HUVECs内活性氧（ROS），

超氧化物歧化酶（SOD），乳酸盐脱氢酶（LDH）释放量和 caspase-3的活性。结果：H2O2损伤后 HUVECs存活率显著降低（P<0.01），
凋亡率显著增加（P<0.01），黏附和迁移能力显著降低（P<0.01），bax和 p-p38MAPK的表达上调，bcl-2 的表达下调，并且 ROS、
LDH的释放和 caspase-3的活性增加（P<0.01），SOD的释放减少。而 LYC的预处理可以明显逆转 H2O2以上作用。结论：H2O2氧化

应激损伤中，LYC保护内皮细胞可能与其抗过氧化损伤细胞凋亡，抑制异常的 p38MAPK信号通路有关。
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The Protective Effects and Mechanism of Lycopene Against H2O2 induced
Injury in Vascular Endothelial Cells*

To observe the effect of lycopene (LYC) in human umbilical endothelial cells (HUVECs) and investigate

the mechanism of LYC. The groups of cells were divided as below: control group, H2O2 treatment group, H2O2 treatment +LYC

(1、2、4、8 滋molL-1) treatment group. The survival rate of HUVECs was detected by MTT method; The indicator were detected by

Western blot, which included the phosphorylation level of p38MAPK and the expression of mitochondrial apoptosis pathway proteins

(bax), B-lymphocyte / leukemia -2 (bcl-2) protein; The adhesive rate and migration of HUVECs was detected by the cellular adhesion
ability assay and the wound healing assay; The apoptosis rate of HUVECs was detected by TUNEL; The indicator were detected by

ELISA, which included the production of Reactive oxygen species (ROS), superoxide dismutase (SOD), lactate dehydrogenase (LDH)

and caspase-3 activity. After being treated with H2O2, the HUVECs survival rate was distinctly decreased (P<0.01), the HUVECs

apoptosis rate was distinctly increased (P<0.01), the HUVECs adhesion and migration ability was distinctly reduced (P<0.01), The

phosphorylation level of p38MAPK and the expression of bax protein was distinctly down-regulated (P<0.01), and the expression of

bcl-2 protein was distinctly up-regulated (P<0.01), the production of ROS, LDH and caspase-3 activity was distinctly increased (P<0.01),
the production of SOD was distinctly decreased (P<0.01). Moreover, after the treatment with LYC, these effects has been reversed.

LYC can anti-oxidation stress injury induced by H2O2 of HUVECs via its capacity of anti-apoptosis and inhibition of
abnormal p38MAPK signal pathway.
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前言

番茄红素（lycopene，LYC）是源自于瓜果蔬菜的天然色素，

并具有抗氧化功能。据报道近年 LYC应用在治疗和预防心衰

方面卓见成效，且参与调节脂质代谢[1,2]。流行病学研究证实，

LYC在减少缺血性心肌病和中风发病率中有明显的功效，可

能与其减少动脉内膜厚度和减轻心肌梗死的过程密切相关[3]。

p38丝裂原活化蛋白激酶（p38MAPK）在炎症反应中起重要作
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用，可以介导神经系统和心血管系统的损伤和坏死[4]。最新研究

表明，LYC 在心肌梗死和心室重构中可以通过调节 p38发挥
保护作用[5]。冠心病（oronary rtery isease，CAD）死亡率很高，血

管内皮细胞氧化应激凋亡是其发病的根本原因[6-9]。血管内皮细

胞位于血液和组织之间，在机体凝血、脂类代谢和免疫反应过

程中有重要调节作用[10]。目前，其在血管内皮细胞氧化应激方

面的具体机制并未进行深入研究，本研究利用 H2O2诱导内皮

细胞过氧化损伤，观察 LYC在其损伤中对于内皮细胞功能的

作用，并初步探索其具体作用机制，为冠心病临床治疗的研究

提供进一步的科学基础。

1 材料与方法

1.1 实验材料和仪器

人脐静脉内皮细胞（HUVECs）细胞株来自本实验室传代

培养，胎牛血清由杭州四季青公司购得，DMEM高糖细胞培养
基由美国 Hyclone公司购得，原位末端转移酶标记（TUNEL）检

测试剂盒由德国 Roche公司购得，LYC、四甲基偶氮唑蓝试剂

（MTT）、胰蛋白酶、二甲基亚砜（DMSO）、蛋白酶抑制剂、cas-

pase-3活性检测试剂盒均由美国 Sigma试剂公司购得，鼠源抗

小鼠凋亡蛋白 Caspase-3、茁-Actin、凋亡促进蛋白 Bax、phos-

pho-p38MAPK (p-p38MAPK)、p38MAPK和 B 淋巴细胞 /白血

病 -2（bcl-2）抗体均由美国 Cell Signaling公司购得，辣根过氧

化物酶（HRP）标记的山羊抗小鼠 IgG二抗由北京中杉金桥生

物技术有限公司购得，BCA- 蛋白质定量检测试剂盒由美国
Pierce公司购得，活性氧（ROS）、超氧化物歧化酶（SOD）、乳酸

盐脱氢酶（LDH）检测试剂盒由南京建成生物工程研究所购得，

组织蛋白裂解液由上海碧云天生物技术研究所购得，预染标准

蛋白质 Marker由美国 Thermo公司购得，细胞培养箱来自美国
Thermo公司，酶标仪来自美国 Biotech公司，超净工作台来自

苏州净化设备仪器厂，激光共聚焦显微镜和倒置相差显微镜来

自日本 Olympus公司，ZW-A微量振荡器来自常州国华电子有

限公司，低速离心机来自湖南 Saitexiangyi公司，电泳及湿转转

移槽来和Western发光照相系统均来自美国 Bio-Rad公司。
1.2 实验方法和步骤
1.2.1 细胞株的培养 在培养箱（37℃，5% CO2）中培养 HU-
VECs 2-3 d，置于倒置相差显微镜下观察，培养至细胞生长贴

壁融合，加入胰蛋白酶（0.25%）轻轻吹打将已贴壁的细胞消化
下来。待细胞在镜下的形态开始呈现变圆并且脱离时弃去蛋白

酶消化液，加入胎牛血清浓度为 10%的 DMEM终止胰蛋白酶

的作用。以滴管轻轻吹打培养瓶壁上的细胞，待其脱落分离下

来，轻柔吹打均匀。置于离心管中在离心机（1000 r·min-1）离心

5 min，弃去上清液，加入胎牛血清浓度为 10%的 DMEM 充分

吹打均匀，细胞计数板进行计数，按 1× 107 L-1密度比例接种于

培养瓶中，在恒温 37 ℃，CO2浓度为 5%的培养箱中培养 24 h

后换液，用显微镜观察形态，等待其生长贴壁融合以后，再次进

行换液，用不含血清 DMEM培养液孵育 24 h，即可用于实验。
1.2.2 不同浓度番茄红素对 HUVECs存活率的影响 实验分

3 组：① 对照组（control 组）：HUVECs 培养在不含血清的
DMEM培养液中；②H2O2处理组：HUVECs培养在 300 滋mol.

L-1的 H2O2（以 DMEM稀释）中 4 h；③ LYC处理组（LYC 1、2、

4、8 滋mol·L-1组）: HUVECs分别培养在加入 1、2、4、8 滋mol·L-1

LYC 的 DMEM 培养液中培养 12 h 后再加 300 滋mol·L-1 的

H2O2孵育 4 h；以上各组细胞种于 96孔板中（6孔 /组），每组

细胞培养处理以后，弃培养液，避光加入 DMEM培养液 100

滋L、培养液稀释至 0.5 %的 MTT 10 滋L，在恒温 37 ℃，CO2浓

度为 5%培养箱内孵育 4 h后，弃去培养液，加入 100 滋L的
DMSO，轻微震荡 10 min，用酶标仪于 490 nm波长处测定吸光

值（OD值）。
1.2.3 细胞粘附能力测定法检测 HUVECs的黏附能力 将处

理过的 HUVECs用含 5%胎牛血清的培养基进行消化、离心分

离和再悬浮，在 6孔板（纤维连接蛋白包被）中每组一个孔，以

细胞计数每孔 1× 104的密度种植，接种后在 37 ℃，5%CO2培

养箱内培养 30 min，用 PBS轻柔洗 3遍。贴壁细胞用 MTT法

染色检测并且以倒置相差显微镜拍照，双盲条件下两位观察者

对视野进行细胞计数，重复做 3次。对照组设置值为 100%。
1.2.4 伤口愈合试验测定 HUVECs 的迁移能力 将 HUVECs

种于 6孔板中，每组细胞处理之后，取 200 滋L移液器的枪头，

用剪刀除去顶尖的毛刺，力道均匀地沿孔底平行划三道划痕，

然后换用含 5%的胎牛血清的培养基孵育 8 h，用倒置相差显微
镜拍照，测量两侧划痕的两端之间的平均距离。对照组设置值

为 100%。
1.2.5 TUNEL 法检测 HUVECs 的凋亡率 将 HUVECs 种于
24孔板中，各组细胞待处理之后分别制作细胞爬片，然后加入
4%的多聚甲醛，固定时间 15 min。使用之前，首先，PBS清洗 3

次：5 min一次后用 0.1%的 Triton X-100打孔 5 min。再用 PBS

清洗 3次，5 min一次。按照 TUNEL试剂盒说明书的方法，严

格避光按照 1:9的比例用 1号液和 2号液配置 TUNEL液，从

配置开始整个过程严格避光。按照每片 50 滋L 的剂量添加
TUNEL液，37℃避光孵育 120 min，然后用 PBS 清洗 3次，5

min一次。用 DAPI染核 5 min，PBS清洗 3次，5 min一次。最后

用 50%的甘油封片，置于激光共聚焦显微镜下拍照，其中凋亡

染色为绿色，细胞核染色为蓝色，并随意挑选 8 个视野进行计

数。以绿染的凋亡 HUVECs/蓝染的 HUVECs× 100%。
1.2.6 ELASA 法测定 ROS、LDH、SOD 释放量和 Caspase-3 活

性 HUVECs种于 96孔板中，每组 8个孔，各组细胞处理之后
吸取细胞上清液，严格按照 ROS、LDH、SOD、Caspase-3检测试

剂盒说明书操作。ROS测定：取各组上清加入 96孔板，每组 8

孔，每孔 100 滋L。将 DCFH-DA用 DMSO稀释到 20 滋mol·L-1，

加入到各孔中，再加入 PBS在 37℃共孵育 2 h。在酶标仪中以

散发波长 530 nm和激发波长 485 nm检测每孔 DCFH的荧光
值，无细胞的孔设为背景，对照组设置值为 100%。LDH测定：

取各组上清加入 EP管中，每管 100 滋L。标准管加入 0.1 mL标
准品、0.05 ml蒸馏水、0.25 ml基质缓冲液，标准空白管加入
0.15 ml蒸馏水、0.25 ml基质缓冲液，测定管加入 0.1 ml样本、
0.25ml基质缓冲液、0.05 ml辅酶溶液，测定空白管加入 0.05 ml

蒸馏水、0.1 ml样本、0.25 ml基质缓冲液。混匀以后，37℃水浴
15 min。各管分别加入 0.25 ml的二硝基苯腈混匀以后，37℃水
浴 15 min。各管分别加入 0.4%氢氧化钠 2.5 ml，混匀以后室温

放置 3min，分别用酶标仪在 440 nm检测 LDH吸光度，计量单

位设置为单位每升（U/L）。按照上述步骤做 3次。SOD测定：向
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各孔细胞加入 50 滋L裂解液制备细胞裂解液，加入 EP管中，每

管 50 滋L。向各管加入试剂一 1 mL、试剂二到四各 0.1 mL，对

照管加入 1 mL蒸馏水。混匀以后，37℃水浴 40 min。加入显色

剂 2 ml，室温静置 10 min，在 550 nm处检测 SOD的吸光度，计

量单位设置为单位每毫克（U/mg）。按照上述步骤做 3 次。
Caspase-3活性测定：取各组上清加入 96孔板，每组 8孔，每孔
5 滋L。各加入 1× 缓冲液 85 滋L，加入 10 滋L caspase-3底物。对

照组加入 90 滋L 1× 缓冲液和 10 滋L caspase-3底物。轻微震荡

均匀，37℃水浴 90 min。在 405 nm处检测 Caspase-3的吸光度，

对照组设置为 100%。
1.2.7 Western Blot 法检测 Bax、Bcl-2 和 p-p38MAPK 的表达

分为 3组：① 对照组：HUVECs培养在不含胎牛血清的 DMEM

培养液中；②H2O2处理组（H2O2 300 滋mol·L-1）: HUVECs 培养

在 300 滋mol·L-1的 H2O2（以 DAEM 稀释）中孵育 4 h；③ LYC

处理组（LYC + H2O2）: HUVECs培养在加入 4 滋mol·L-1 LYC

的 DMEM培养液中培养 12 h后再加 300 滋mol·L-1的 H2O2孵

育 4 h。各组细胞处理之后，提取细胞蛋白，用裂解液裂解，在离

心机中（12000 r·min-1）离心 5 min，弃上清留取底部细胞裂解
物，用 BCA法蛋白定量。20滋g蛋白原液加入 1× SDS缓冲液

置于沸水煮 7 min，用 SDS-PAGE电泳将各种蛋白分离开并电

转移到硝酸纤维素膜上。用脱脂奶粉和 TBST配置 50 g·L-1的

牛奶封闭液，将转有蛋白的膜置于其中在室温环境下封闭 90

min，然后分别孵育 1:1000 的小鼠抗 Bax、Bcl-2、p38MAPK、
p-p38MAPK以及 茁-actin抗体，置于 4℃环境过夜。将其取出以
TBST清洗 3遍，10 min每遍。然后分别孵育 1:5000的 HRP山
羊抗小鼠的 IgG二抗，置于室温环境下 2 h，用 TBST清洗 3

次，10 min每遍。最后用 ECL进行显色，用 Bio-Rad系统照相

并分析蛋白的相对表达量。对照组设置值为 100%。
1.3 统计学分析

用 SPSS16.0软件进行理数的统计分析，数据用均数± 标
准差（x± s）表示，两组间差异的比较统一采用 t检验，Ｐ<0.05

有统计学意义。

2 结果

2.1 不同浓度番茄红素处理以后 HUVECs的存活率

各组细胞处理之后，MTT法测定不同组的吸光度值，数据

进行数学统计，结果如图 1所示。由图可见，H2O2处理之后细

胞的生存率显著降低（***P<0.001），而 LYC 可以有效的改善
H2O2过氧化损伤细胞的生存率（*P<0.05）。并且随浓度梯度的

上升效果越来越明显，LYC处理组与 0 滋mol·L-1组（H2O2组）

相比，细胞存活率均有所上升（*P<0.05），与其他处理组相比，4

滋mol·L-1组细胞损伤减小（*P<0.05）。当 LYC浓度为 4 滋mol·
L-1时，细胞存活率最高，因此本研究选择的保护浓度为 4

滋mol·L-1。

2.2 细胞黏附能力测定法检测 HUVECs的黏附能力

各组细胞经处理以后，培养粘附 0.5 h后细胞进行计数并

统计分析及所得显微镜下照片，结果如图 2所示。与对照组相

比，H2O2处理以后，细胞的形态收缩，黏附减少（**P<0.01）。与
H2O2 组相比，LYC 处理组细胞黏附增加，黏附能力上升

（**P<0.01）。结果表明番茄红素可以有效增加内皮细胞的粘附

能力。

2.3 伤口愈合实验测定 HUVECs的迁移能力

各组细胞经处理以后，划痕试验培育 8 h，在倒置显微镜下
拍照并进行手工测量，其数据及照片如图 3所示。与对照组相

比，H2O2处理以后，细胞划痕两端的平均距离增大（**P<0.

01）。与 H2O2组相比，LYC处理组细胞两端的平均距离有所减
少，即细胞的迁移能力有所上升（**P<0.01）。结果表明 LYC可

以明显增加细胞迁移能力。

图 1 不同浓度番茄红素对 HUVECs存活率的影响

Fig. 1 Effect of different concentrations of LYC to HUVECs survival

图 2 黏附实验测定 HUVECs的黏附能力 (× 100)

Fig. 2 The cellular adhesion Ability of cellular adhesion ability assay

(× 100)

图 3 划痕试验测定 HUVECs的迁移能力 (× 100)

Fig. 3 The wound healing assay of cellular migration (× 100)
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2.4 LYC对 HUVECs凋亡率的影响
TUNEL染色结果及其数据统计如图 4所示，与对照组相

比，H2O2处理以后，细胞凋亡增加（**Ｐ<0.01）。与 H2O2组相

比，LYC处理组细胞的凋亡明显减少（**Ｐ <0.01），LYC可以
有效拮抗 H2O2对细胞的过氧化损伤作用。结果表明 LYC可以

明显降低细胞的凋亡。

2.5 细胞 ROS、LDH、Caspase-3、SOD测定

各组细胞经处理以后，取上清液按照试剂盒说明测量各组

ROS、LDH释放量、caspase-3活性和 SOD释放量，其数据及统

计分析如图 5所示。与对照组相比，H2O2处理以后，细胞内

ROS、LDH释放量和 caspase-3活性增加（**P<0.01），SOD释放

量减少（**P<0.01）。与 H2O2组相比，细胞内 ROS、LDH释放量
和 Caspase-3 活性降低（**P<0.01），SOD 释放量增加（**P<0.
01）。结果表明 LYC 可以明显减少细胞 ROS、LDH的释放和
caspase-3活性，增加 SOD的释放。
2.6 Bax、Bcl-2和 p-p38MAPK表达水平的检测

各组 Bax、Bcl-2 和 p-p38MAPK 表达水平如图 7, 各组细

胞处理之后，由图可见，H2O2 处理之后细胞的 Bax 和
p-p38MAPK的表达量上调，而 Bcl-2的表达下调；LYC处理之

后，相对于 H2O2过氧化损伤组，Bax和 p-p38MAPK的表达量

明显有所下调，Bcl-2 的表达明显有所上调。试验结果证明，
LYC处理之后，Bax和的表达量降低，p38MAPK磷酸化水平
降低，Bcl-2的表达增加。

图 4 LYC对 HUVECs凋亡率的影响 (× 300)

Fig. 4 The cellular apoptosis assay of the function with LYC (× 300)

图 5 LYC对 HUVECs ROS, LDH, SOD释放和 caspase-3活性的影响

Fig. 5 The influence of the function with LYC to the ROS, LDH, SOD release and caspase-3 activity in HUVECs
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3 讨论

血管内皮细胞位于血液和组织之间，促使免疫细胞进入血

管和周围的组织粘附分子和趋化因子的表达，在血管内分泌调

节中起到调控作用[11]。在内皮细胞氧化应激损伤过程中，线粒

体凋亡通路相关蛋白 bax的表达将会上升，bax可以干扰正常

状态中 Bcl-2的作用[12]。而 bax是一种线粒体蛋白，位于细胞的

胞质当中，通常以单体形式存在，当细胞过氧化损伤时 bax可
以与线粒体膜相互结合形成复合体，促使凋亡因子从线粒体中

释放出来，从而启动凋亡，加重组织损伤[13]。Bcl-2属于一种抗
凋亡蛋白，可以抑制凋亡因子的释放，从而减少超氧阴离子。同

时 bcl-2 还可以与 bax聚合，抑制 Bcl-2 从而抑制细胞凋亡。
P38MAPK是细胞内有丝分裂原激活的蛋白激酶（MAPK）之

一，对于氧化应激十分敏感，在氧化应激中参与心肌纤维化的

形成[14]。 P38MAPK信号通路在炎症反应中起重要作用，外部

刺激因素可以增加 p38MAPK的磷酸化，导致下游的激酶和因

子激活，增加 IL-2等炎症介质的表达，启动最终的细胞凋亡程

序、炎症反应及纤维化[15]。研究证实，P38MAPK在介导神经系

统和心血管系统细胞损伤和凋亡中起到重要作用[9]。Ali等发现
SB203580 可以特异性抑制 p38MAPK 在 H2O2氧化应激损伤

HUVECs过程的作用[11]。机体在过氧化损伤过程中通过各种机

制发挥保护作用，其中包括激活 AMPK通路和 Akt通路，抑制

异常的 p38MAPK通路[16,17]。其主要作用机制是下调 bax的表

达，抑制异常的 p38MAPK及下游通路，最终清除氧自由基，减

少氧化应激损伤。

番茄红素（LYC）在是源自于瓜果蔬菜的天然色素，并具有

抗氧化功能。在氧化应激时，LYC可以上调 bcl-2的表达，减少

细胞损伤[18]。目前研究发现，LYC在预防心衰和心肌梗死过程

中发挥着重要的保护作用[7]。另外，LYC还可以调节脂质代谢，

其在降血脂和防止冠脉硬化方面的作用也已经得到临床证实
[19-20]。最新研究表明 LYC可以在心肌梗死和心室重构发挥保护

作用，与其调节 p38和 MMP-9的表达有关[5]。但是，目前 LYC

在血管内皮细胞氧化应激中的具体机制方面并没有深入研究。

本实验主要证实 LYC 在血管内皮细胞 H2O2诱导的氧化

应激损伤中的保护作用，并对其保护机制进行初步探讨。实验

中用不同的浓度（1、2、4、8 滋mol·L-1）LYC处理内皮细胞 24 h

后，相对于氧化应激损伤组，内皮细胞在 H2O2过氧化损伤后存

活明显升高。Bax 的表达量和 p38MAPK 磷酸化水平下调，
bcl-2的表达量上调；伤口愈合实验结果显示内皮细胞的迁移

能力明显升高；TUNEL结果显示内皮细胞的凋亡率明显下降；

ELASA测定显示 ROS，SOD，LDH，Caspase-3相对于氧化应激

损伤组也显著减弱。证明 LYC可以保护血管内皮细胞抵抗氧

化应激损伤。在本实验中，LYC在氧化应激损伤中的处理，抑

制了 bax蛋白和 caspase-3蛋白的表达和 p38MAPK磷酸化，并

且上调 bcl-2的表达，减轻了内皮细胞的氧化应激损伤和凋亡。

综上所述，番茄红素（LYC）在内皮细胞氧化应激损伤中可

以上调抗凋亡蛋白 bcl-2，降低线粒体凋亡通路相关蛋白 bax，

减少细胞凋亡发挥保护作用，这一作用可能与其抗凋亡和抑制

异常的 p38MAPK通路有关。

图 6 LYC对各组 bax、bcl2、p-p38MAPK表达的影响

Fig. 6 The influence of LYC on the expression of bax, bcl2, p-p38MAPK in each group
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