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人参-三七-川芎提取物延缓过氧化氢诱导的内皮细胞衰老中
线粒体氧化应激的作用
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［摘要］ 目的：通过观察人参-三七-川芎提取物（GNC）对过氧化氢（H2O2）诱导的人脐静脉内皮细胞（HUVECs）衰老中线

粒体氧化应激的影响，探讨 GNC 对衰老 HUVECs 的治疗机制。方法：本研究以 HUVECs 作为研究对象，H2O2诱导内皮细胞衰

老作为模型，实验分为空白组，H2O2组，H2O2+DMSO 组（DMSO），白藜芦醇组（Resv）及 GNC 提取物低（GNC-L），中（GNC-M），
高（GNC-H）质量浓度组，除空白组，H2O2组外，其余各组分别给予 DMSO 1 mL·L-1，Resv 8 μmol·L-1，GNC 400，300，200 mg·L-1

药物干预，24 h 后除空白组外给予 300 μmol·L-1 H2O2诱导 HUVECs 衰老，再给予正常培养基培养 24 h。采用衰老特异性 β-半

乳糖苷酶（SA-β-gal）染色法鉴定细胞衰老程度，流式细胞仪分析细胞周期，采用 Mito SOX RED 荧光染色法测定细胞内线粒体

活性氧（mtROS）水平，以 JC-10 为荧光探针检测细胞内线粒体膜电位变化，蛋白免疫印迹法（Western blot）检测含锰超氧化物

歧化酶（MnSOD）与磷酸化（p-）p66 的蛋白表达。结果：SA-β-gal染色结果显示，与空白组比较，H2O2组 SA-β-gal染色蓝染细胞

显著增多（P<0.01）；与 H2O2组比较，各浓度组 SA-β-gal 染色蓝染细胞显著减少（P<0.01）；细胞周期结果显示，与空白组比较，

H2O2 组 G0/G1 期细胞数量比例明显增多（P<0.05），G2/M 期细胞比例明显减少（P<0.05）；与 H2O2 组比较，GNC 各组及 Resv 组

G0/G1期细胞数量比例明显减少（P<0.05），GNC-H 组，Resv 组在 G2/M 期细胞比例明显增加（P<0.05）。线粒体 ROS 荧光结果显

示，与空白组比较，H2O2组强度明显减弱（P<0.05）；与 H2O2组比较，GNC-H，GNC-M 组强度明显增高（P<0.05）；线粒体膜电位

结果显示，与空白组比较，H2O2组荧光强度显著下降（P<0.01）；与 H2O2组比较，GNC-H，GNC-M，GNC-L 组线粒体膜电位荧光

强度显著增高（P<0.01），Resv 组明显增高（P<0.05）；Western blot 结果显示，与空白组比较，H2O2组 MnSOD 含量明显降低（P<

0.05）；与 H2O2 组比较，GNC-H 与 GNC-M 组表达明显增多（P<0.05）；与空白组比较，H2O2 组 p-p66 含量显著增高（P<0.01）；与
H2O2组比较，各用药组表达显著降低（P<0.01），表明用药后可减轻细胞内线粒体氧化应激反应。结论：中药人参-三七-川芎提

取物可以延缓 H2O2诱导的血管内皮细胞的衰老，药物干预后，细胞线粒体活性氧、线粒体膜电位及相关蛋白 MnSOD，p-p66 蛋

白发生明显改善，氧化应激反应减轻，其机制可能是中药通过抑制线粒体氧化应激反应延缓血管内皮细胞衰老的进程。
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［［Abstract］］ Objective：： To observe the effect of Ginseng Radix et Rhizoma，Notoginseng Radix et

Rhizoma，and Chuanxiong Rhizoma extract（GNC）on mitochondrial oxidative stress in hydrogen peroxide

（H2O2）-induced aging of human umbilical vein endothelial cells（HUVECs），and explore the therapeutic

mechanism of GNC on aging HUVECs. Method：： The HUVECs were classified into the control group

（control），H2O2 model group（H2O2），H2O2 + DMSO group（DMSO，1 mL·L-1），resveratrol group（Resv，

8 μmol·L-1），and low-（200 mg·L-1），medium-（300 mg·L-1），and high-dose（400 mg·L-1）GNC（GNC-L，

GNC-M，and GNC-H）groups. Except control group and H2O2 group，the other groups were intervened with

corresponding agents. Subsequently，300 μmol·L-1 H2O2 was given to other groups except the control group for

4 h to induce aging，and then the cells were cultured in normal media for 24 h. The aging degree，cell cycle，and

mitochondrial reactive oxygen species（mtROS）level were determined by SA- β -galactosidase（SA- β -Gal）
staining，flow cytometry，and MitoSox red fluorescence staining，respectively. JC-10 was used as a fluorescent

probe to detect the changes in mitochondrial membrane potential，and Western blot was performed to detect the

expression of manganese superoxide dismutase（MnSOD）and p-p66 proteins. Result：： The SA-β -gal staining

results showed that H2O2 group had increased blue-stained cells compared with other groups（P<0.01）.

Compared with those in the control group，the ratio of G0/G1 phase cells significantly increased（P<0.05）and

that of G2/M phase cells decreased（P<0.05）in the H2O2 group. Compared with those in the H2O2 group，the

proportion of G0/G1 cells decreased（P<0.05）while that of G2/M cells increased（P<0.05）in GNC-H groups and

Resv group. The fluorescence staining for determining mitochondrial ROS level showed that the H2O2 group had

weakened fluorescence intensity than the control，GNC-H，and GNC-M groups（P<0.05）. The mitochondrial

membrane potential fluorescence intensity of the H2O2 group was weaker than that of the control，GNC-H，GNC-

M，and GNC-L groups（P<0.01），as well as the Resv group（P<0.05）. Western blot showed that the protein

level of MnSOD was significantly lower in the H2O2 group than in the control，GNS-H，and GNS-M groups（P<

0.05），whereas the protein level of p-p66 showed an opposite trend（P<0.01），indicating that the medication can

alleviate the intracellular mitochondrial oxidative stress. Conclusion：：GNC can delay the H2O2-induced aging of

vascular endothelial cells. The GNC intervention significantly regulated the mitochondrial ROS，mitochondrial

membrane potential，and related proteins MnSOD and p-p66 to alleviate oxidative stress. Chinese medicinal

materials may delay the aging of vascular endothelial cells by inhibiting mitochondrial oxidative stress.

［［Keywords］］ aging；vascular aging；aging of endothelial cells；Ginseng Radix et Rhizoma，Notoginseng

Radix et Rhizoma，and Chuanxiong Rhizoma extract；oxidative stress

人口老龄化导致心血管疾病的发病率持续增

加，已成为全球致死和致残的主要原因之一［1］，因此

研究延缓衰老意义重大。血管衰老是机体衰老的

起始环节，在衰老进程中起重要作用［2］，血管内皮细

胞衰老是血管衰老的关键过程之一，与血管衰老相

关性疾病密切相关，许多药物如白藜芦醇（Resv），
二甲双胍，补阳还五汤等都具有延缓细胞衰老的作

用［3-5］。氧化应激是活性氧（ROS）产生与氧化防御

机制之间均衡的变化过程，被认为是参与衰老过程

的重要机制之一，与许多衰老相关疾病相关，根据

“衰老自由基理论”，衰老是细胞成分累积氧化损伤

的结果［6-7］，线粒体是 ROS 的主要来源，细胞衰老包

括线粒体质量、膜电位和线粒体形态的改变［8-9］，线

粒体功能障碍可能在细胞衰老过程中发挥重要的

作用，因此线粒体氧化应激反应是近年来学者们研

究细胞衰老的关注点之一［10］。

本实验团队对于益气活血药人参-三七-川芎提

取物（GNC）延缓血管衰老已有大量研究基础，目前
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研究成果已证实 GNC 可通过不同的通路延缓内皮

细胞衰老及大鼠、小鼠的血管老化，但对于其是否

能通过抑制线粒体氧化应激途径延缓过氧化氢

（H2O2）诱导的内皮细胞衰老，仍需进一步研究。因

此本研究以 H2O2 诱导的衰老人脐静脉内皮细胞为

研究对象［11-12］，探讨 GNC 对衰老内皮细胞氧化应激

反应的干预作用，为明确 GNC 是否能延缓血管衰老

提供实验依据。

1 材料

1.1 细胞 人脐静脉内皮细胞，购于美国 Sciencell

公司，货号 8000。

1.2 药物 中药提取物由人参、三七、川芎 3 味药

材制成干膏粉，3 味均为道地药材，以 2∶3∶4 的比例

混合，投料量为 1 000 倍处方，磨碎后，70% 乙醇提

取后回收，浓缩（60~70 ℃），减压干燥后，制成 GNC

干膏粉，出膏率为 23.33%，干膏粉 1 g 相当于生药

4.286 g，由北京因科瑞斯医药科技公司制备。本研

究对 GNC 中指标性成分阿魏酸、人参皂苷 Rg1，Rb1，

Re 及三七皂苷 R1 进行了含量测定，分别为 1.00，

55.84，44.57，6.47，8.45 mg·g-1，均符合 2020 年版《中

华人民共和国药典》的规定和标准［13］，并经中国中

医科学院中药所何希荣老师鉴定。用灭菌超纯水

配制，于微滤孔膜过滤后使用。白藜芦醇（美国

Sigma-Aldrich 公司，批号 SLBL1881v）。
1.3 试剂 H2O2 溶液，线粒体膜电位检测试剂盒，

甘 氨 酸 ，四 甲 基 乙 二 胺（TMEDA）（美 国 Sigma-

Aldrich 公 司 ，批 号 分 别 为 323381，MAK159，

VETEC V900144，SHBG9957V）；ECM 完全培养基，

0.25% 胰蛋白酶消化液，无血清细胞冻存液（美国

Sciencell 公 司 ，批 号 分 别 为 15635，15150，15625，

0103，0133）；细胞增殖与活性检测（CCK-8）试剂盒

（日本同仁化学研究所，批号 LG615）；细胞周期快

速检测试剂（北京达科为生物工程有限公司，批号

DKW41-CCK-010/050/100）；细胞衰老 β -半乳糖苷

酶（SA-β -gal）检测试剂盒（上海 Genmed Scientifics

公司，批号 2-211210014-4）；MitoSOXTM RED 线粒体

超氧化物指示剂、光谱多色高范围蛋白质 Ladder

（美国 Thermo 公司，批号分别为 1842725，26625，

26616）；高效 RIPA 裂解液（组织/细胞），BCA 蛋白浓

度测定试剂盒，5%BSA 封闭液，4×十二烷基硫酸钠

聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）分离胶缓冲液，

5×蛋白上样缓冲液，10×TBST（北京索莱宝公司，批

号分别为 SD-001/SN-002，PC0020，SW3015，S1051，

S1052，P1041，T1081）；脱脂奶粉（美国 BD 公司，批

号 8032502）；过硫酸铵（APS，北京库酷来搏科技有

限公司，批号 CA1991-100G）；丙烯酰胺-双丙烯酰胺

溶液（30%），电泳缓冲液（10×）（北京普利莱公司，批

号分别为 B1000，B1005）；PVDF 膜，蛋白免疫印迹

法（Western blot）化学发光 HRP 底物（德国 Millipore

公司，批号分别为 IPVH00010，WBKLS0100）；含锰

超氧化物歧化酶（MnSOD）抗体，磷酸化 p66（p-p66）
抗体，甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）抗体（英国

Abcam 公 司 ，批 号 分 别 为 ab13533，ab53518，

ab8245）；辣根酶过氧化物酶（HRP）标记山羊抗兔免

疫球蛋白（Ig）G（H+L），HRP 标记山羊抗小鼠 IgG

（H+L）（北京中杉金桥生物技术有限公司，批号分别

为 ZB-2301，ZB-2305）。
1.4 仪器 AE2000 型倒置相差显微镜及成像系统

（德国 Motic 公司）；Forma 370 型细胞培养箱（美国

Thermo 公司）；6-16KS 型台式离心机（美国 Sigma 公

司）；Synergy H1 型全自动酶标仪（美国 BioTek 公

司）；TGL-16G 型高速离心机（上海安亭科学仪器

厂）；AI680 型超灵敏多功能成像仪（美国 GE 公司）；
生物安全柜（日本 ESCO 公司）；CKX53 型荧光显微

镜，FV1000 型激光共聚焦显微镜（日本 Olympus 公

司）；CytomicsFC500 型流式细胞仪（美国 Beckmam

公司）；电泳槽系统，能量供应型通用电泳仪电源，

半干转印槽，ChemiDoc Imaging System 多功能成像

系统（美国 Bio-Rad 公司）；SK-0180-E 型水平摇床

（北京大龙兴创实验仪器有限公司）。
2 方法

2.1 细胞培养方法 将 HUVECs 培养于含 ECM 完

全培养基的培养瓶中，置于 37 ℃，5%CO2培养箱孵

育。镜下观察细胞为铺路石样生长，每 2 d 换液，待

细胞长至 80% 左右，进行 1∶2 传代，先吸除原有培养

基，磷酸盐缓冲液（PBS）冲洗 2 次，加入 0.25% 胰蛋

白酶 1 mL 消化 1 min，镜下观察细胞变圆、皱缩，立

即加入完全培养基 2 mL 中止，用吸管反复吹打至细

胞脱落，将悬液移入离心管，1 000 r·min-1离心 5 min

（离心半径 9.49 cm，下同），弃去上清液，加入新鲜完

全培养基重悬后移入新的培养瓶培养。按以上方

法将细胞传至第 5 代开展实验。

2.2 CCK-8 法检测细胞增殖情况 取处于对数生

长期的 HUVECs 细胞制成细胞悬液，以 7×104 个/孔

（100 μL）接种于 96 孔板内，共 10 个组，分别为空白

组，H2O2诱导的衰老模型组，给予 GNC 干预的不同

质量浓度组，质量浓度分别为 25，50，75，100，200，

300，400，800 mg·L-1，中 药 组 先 给 予 相 应 浓 度 的
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GNC 干 预 24 h；24 h 后 除 空 白 组 外 ，均 给 予

300 μmol·L-1 H2O2诱导细胞衰老 4 h，再给予正常培

养基继续培养 24 h 后，吸除孔内液体，根据说明书

加入 CCK-8 试剂，1.5 h 后于酶标仪 450 nm 波长下

检测吸光度 A。

2.3 实验分组与造模 通过 2.2 项实验摸索出中药

浓度，将实验分为空白组，H2O2诱导的衰老模型组，

H2O2+DMSO 组，Resv 组及 GNC 干预的高质量浓度

（GNC-H），中 质 量 浓 度（GNC-M），低 质 量 浓 度

（GNC-L）组。细胞以 1.5×105个/孔接种于 6 孔板中，

除 空 白 组 ，H2O2 组 外 ，各 组 分 别 给 予 1 mL·L-1

DMSO，8 μmol·L-1Resv，400，300，200 mg·L-1 中药

刺激 24 h；24 h 后除空白组外，各组在给予预实验基

础上选择的 300 μmol·L-1 H2O2诱导细胞衰老 4 h［14］，

再给予正常培养基继续培养 24 h。

2.4 SA- β -gal 染 色 将 第 5 代 HUVECs 以 7×

104 个/孔密度种入 12 孔板，按 2.3 项方法给药、造模

后，小心抽去培养液，加入染色清理液 1 mL 清洗细

胞表面，小心抽去后每孔加染色固定液 1 mL，在室

温下固定 5 min，吸除固定液，每孔加入染色酸性液

1 mL 清洗 2 次后，每孔加染色工作液 800 μL，放进

37 ℃，无 CO2 培养箱中孵育 3~16 h，于显微镜下观

察拍照并计数，衰老特异性 β-半乳糖苷酶的阳性细

胞呈蓝色，计算蓝染细胞数量占视野总细胞量的

比例。

2.5 流式细胞仪分析细胞周期 按 2.3 项分组造模

给 药 处 理 后 消 化 收 集 细 胞 ，调 整 密 度 为 1×

106 个/mL，用 DPBS 润洗细胞 2 次，再次离心收集，

弃去上清液，加入 4 ℃预冷乙醇 1 mL，于 4 ℃冰箱

固定过夜。次日以 300 r·min-1离心 5 min 收集细胞，

弃去上清液后，每组加 RNase A 100 μL 重悬，置于

37 ℃水浴 30 min 后，加入碘化丙啶 400 μL 混匀，于

4 ℃避光孵育 30 min，用流式细胞仪上机进行细胞

周期分析。

2.6 H2O2造模下各组线粒体 ROS 荧光强度 利用

超氧化物氧化 MitoSOX 红色荧光染色法将线粒体

内活性氧（mtROS）可视化，先对细胞进行造模给药

处理后，用 DPBS 小心清洗 2 次，按 mtROS 检测说明

书加 5 μmol·L-1 工作液，37 ℃避光孵育 10 min 后，

用 DPBS 清洗 2 次，在荧光显微镜下观察并拍照。

2.7 H2O2 造模下线粒体膜电位荧光强度测定 以

JC-10 为荧光探针，快速灵敏地检测细胞内线粒体

膜电位变化。将 100×JC-10 染色工作液 50 μL 与

Buffer A 5 mL 混合后得到 JC-10 染色工作液；配置

好的 JC-10 染色工作液加入 96 孔板的样品孔中，

50 μL/孔，然后避光放入 37 ℃，5%CO2 培养箱孵育

30 min；取出后，每个样品孔加入 Buffer B，50 μL/

孔，放置于酶标仪板内，分别以激发光/发射光为

490 nm/525 nm 与 540 nm/590 nm 的荧光强度比值

得到红色、绿色荧光值，对红/绿荧光的比值进行比

较，得到线粒体膜电位结果。

2.8 Western blot 检 测 MnSOD，p-p66 蛋 白 表 达

将造模给药后的细胞消化收集，每组加入裂解液

200 μL，冰浴静置 1 h，用 BCA 蛋白浓度测定试剂盒

对样品进行总蛋白测定，加入 5×Loading buffer，与

样品体积比为 1∶4，于金属浴中 100 ℃加热 10 min。

电泳上样量为 30 μg/孔，按照浓缩胶 100 V/分离胶

150 V 恒压电泳，电泳后将凝胶进行半干转至 PVDF

膜上，5% 脱脂奶粉封闭 1 h，用 5% 脱脂奶粉按比例

稀释一抗（p-p66 1∶1 000；MnSOD 1∶5 000；GADPH

1∶5 000），放入 4 ℃孵育过夜。次日 TBST 洗膜

3 次 ，每 次 10 min，然 后 加 入 按 比 例 稀 释 的 二 抗

（1∶1 万）孵育 2 h，TBST 洗膜 3 次，每次 10 min。将

PVDF 膜置于显影板，加入 ECL 显影液，凝胶系统采

集图片，采用 Image J软件对图片进行分析。

2.9 统计学分析 本实验数据应用 SPSS 18.0 软件

进行统计分析，计量数据以 x̄± s 表示，多组样本采用

单因素方差分析，方差齐时采用最小显著性差异法

（LSD），方差不齐则用 Tamhan 法，P<0.05 为差异有

统计学意义。

3 结果

3.1 对 H2O2 诱导的衰老 HUVECs 增殖能力的影响

与空白组比较，H2O2组 A 显著降低（P<0.01），细胞

增殖活力显著下降；与 H2O2 组比较，各浓度组 A 均

明显上升（P<0.05），细胞增殖活力明显升高。根据

CCK-8 结果，选取 400，300，200 mg·L-1 为中药干预

质量浓度，分别为高、中、低质量浓度组，进行后续

实验。见表 1。

3.2 对 H2O2 诱导的 HUVECs 衰老的影响 与空白

组比较，H2O2 组与 H2O2+DMSO 组蓝染阳性细胞数

显 著 增 加（P<0.01）；与 H2O2 组 比 较 ，GNC-H，

GNC-M，GNC-L 组 ，Resv 组 蓝 染 细 胞 显 著 减 少

（P<0.01）。见表 2，图 1。

3.3 对 H2O2 诱导的衰老 HUVECs 细胞周期的影响

与空白组比较，H2O2 组 G0/G1 期细胞数量比例增

多，G2/M 期细胞比例减少（P<0.05）；与 H2O2组比较，

GNC 各组及 Resv 组 G0/G1期细胞数量比例明显减少

（P<0.05）；GNC-H 组，Resv 组在 G2/M 期细胞比例增
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加（P<0.05）。H2O2 组与 H2O2+DMSO 组在 G0/G1 期，

S 期，G2/M 期差异均无统计学意义。见表 3。

3.4 对 H2O2诱导的衰老 HUVECs 线粒体 ROS 荧光

强度的影响 空白组细胞内线粒体 ROS 荧光强度

较弱，仅有少数细胞可以观察到荧光信号；H2O2 模

型组与 H2O2+DMSO 组荧光强度最高，大量细胞可

表 2 GNC对 H2O2诱导的 HUVECs衰老的影响（x̄± s，n=3）

Table 2 Effect of GNC on senescence of HUVECs induced by

H2O2（x̄± s，n=3）

组别

空白

H2O2

H2O2+DMSO

GNC

Resv

质量浓度/mg·L-1

400

300

200

83）

SA-β-gal蓝染/%

14.75±2.91

82.37±2.441）

81.82±3.001）

58.51±2.862）

51.07±4.032）

66.97±1.762）

53.37±1.772）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与 H2O2组比较 2）P<0.01；3）表示浓度

单位为 μmol·L-1（表 4 同）。

表 1 GNC 对 H2O2 诱导的衰老 HUVECs 增殖能力的影响（x̄± s，

n=6）

Table 1 Effect of GNC on proliferation of senescent HUVECs

induced by H2O2（x̄± s，n=6）

组别

空白

H2O2

GNC

质量浓度/mg·L-1

25

50

75

100

200

300

400

1 000

A

0.82±0.07

0.50±0.031）

0.85±0.142）

0.80±0.022）

0.83±0.052）

0.84±0.082）

0.95±0.082）

0.96±0.052）

1.03±0.102）

0.78±0.072）

注：与空白组比较 1）P<0.05；与 H2O2组比较 2）P<0.05。

A. 空白组；B. H2O2组；C. DMSO 组；D~F. GNC 高、中、低质量浓度组；G. Resv 组（图 2，3 同）
图 1 GNC对 H2O2诱导的 HUVECs衰老的影响（倒置显微镜，×100）
Fig. 1 Effect of GNC on senescence of HUVECs induced by H2O2（inverted microscope，×100）

表 3 GNC对 H2O2诱导的衰老 HUVECs细胞周期的影响（x̄± s，n=3）

Table 3 Effect of GNC on cell cycle of senescent HUVECs induced by H2O2（x̄± s，n=3） %

组别

空白

H2O2

H2O2+DMSO

GNC

Resv

质量浓度/mg·L-1

400

300

200

83）

G0/G1期

53.08±2.952）

88.90±4.031）

86.52±6.251）

61.88±1.552）

67.70±6.972）

68.47±8.892）

62.62±0.832）

S 期

12.93±10.54

4.17±3.02

6.19±1.89

9.41±5.67

12.49±7.54

10.20±7.14

8.76±4.49

G2/M 期

31.71±11.892）

6.85±5.131）

7.13±4.201）

26.50±6.392）

20.09±6.74

22.96±7.55

27.99±4.092）

注：与空白组比较 1）P<0.05；与 H2O2组比较 2）P<0.05；3）表示浓度单位为 μmol·L-1。
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见较明亮的红色荧光信号，细胞边缘较清晰，胞质

较明显；GNC 各组与 Resv 组红色荧光强度比 H2O2

衰老模型组偏弱，比青年组荧光强度明显增强。见

图 2，表 4。

3.5 对 H2O2 诱导的衰老 HUVECs 各组线粒体膜电

位荧光强度的影响 与空白组比较，H2O2组，H2O2+

DMSO 组 线 粒 体 膜 电 位 荧 光 强 度 显 著 下 降（P<

0.01）；与模型组比较，GNC-H，GNC-M，GNC-L 组及

Resv 组线粒体膜电位荧光强度明显升高（P<0.05，

P<0.01）。见表 5。

3.6 对 H2O2 诱 导 的 衰 老 HUVECs 各 组 MnSOD，

p-p66 蛋白表达的影响 在 p-p66 蛋白表达中，与空

白 组 比 较 ，H2O2 模 型 组 p-p66 含 量 显 著 增 高（P<

0.01）；与 H2O2 模 型 组 比 较 ，GNC-H，GNC-M，

GNC-L 和 Resv 组 表 达 显 著 降 低（P<0.01）；在

MnSOD 蛋白表达中，与空白组比较，H2O2 模型组

MnSOD 含量明显降低（P<0.05）；与 H2O2 模型组比

较，GNC-H 与 GNC-M 组表达明显增多（P<0.05），
GNC-L 和 Resv 组表达虽有增高，但差异无统计学意

义。见图 3，表 6。

4 讨论

衰老作为不可逆的生物学过程，是许多慢性疾

病的危险因素。随着老龄人口数迅速增加，衰老相

关疾病如高血压、糖尿病、动脉粥样硬化等严重威

胁人类健康，成为亟待解决的健康问题之一。血管

衰老作为衰老进程的起始阶段，广泛存在于衰老相

图 2 GNC对 H2O2诱导的衰老 HUVECs线粒体 ROS荧光强度的影响（免疫荧光，×100）
Fig. 2 Effect of GNC on fluorescence intensity of mitochondrial ROS in senescent HUVECs induced by H2O2（IF，×100）

表 5 GNC对 H2O2诱导的衰老 HUVECs线粒体膜电位荧光强度的

影响（x̄± s，n=6）

Table 5 Effect of GNC on fluorescence intensity of mitochondrial

membrane potential of GNC on H2O2 induced senescence

HUVECs（x̄± s，n=6）

组别

空白

H2O2

H2O2+DMSO

GNC

Resv

质量浓度/mg·L-1

400

300

200

84）

线粒体膜电位荧光值

0.65±0.02

0.45±0.011）

0.46±0.011）

0.62±0.263）

0.59±0.333）

0.59±0.013）

0.56±0.052）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与 H2O2 组比较 2）P<0.05，3）P<0.01；
4）表示浓度单位为 μmol·L-1。

表 4 GNC 对 H2O2诱导的衰老 HUVECs 线粒体 ROS 荧光强度的

影响（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of GNC on fluorescence intensity of mitochondrial

ROS in senescent HUVECs induced by H2O2（x̄± s，n=3）

组别

空白

H2O2

H2O2+DMSO

GNC

Resv

质量浓度/mg·L-1

400

300

200

83）

线粒体 ROS 荧光值

0.029±0.001

0.059±0.0031）

0.063±0.0041）

0.030±0.0012）

0.030±0.0012）

0.036±0.002

0.037±0.002

图 3 各组 HUVECs MnSOD，p-p66蛋白表达电泳

Fig. 3 Electrophoresis of MnSOD and p-p66 protein expression

in each group of HUVECs
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关性疾病中，衰老的血管会出现结构及功能的退行

性改变，血管细胞衰老作为血管老化的基础，是研

究血管老化的重要方向［15］。

细胞衰老的过程主要包括线粒体自由基学说、

氧化应激学说、端粒衰老学说及 DNA 损伤学说等，

各种学说相互联系［16］，共同参与衰老这一过程。线

粒体自由基理论在衰老学说中是重要学说之一，机

体衰老的过程中，线粒体中 ATP 产生减少、膜电位

降低和 ROS 水平增加，引起 DNA 结构和功能异常，

导致线粒体氧化磷酸化水平下降，进一步引起 ROS

在体内堆积，直至超出体内清除 ROS 的能力，从而

引起细胞及机体的衰老［17-18］。正常生长的细胞按照

RNA 和蛋白质合成期（G1），DNA 复制期（S），有丝

分裂期（G2），染色体等分期（M）的周期顺序进行分

裂，衰老的细胞则会出现生长周期停滞。G0/G1期失

控会引起细胞增殖紊乱，停滞于此期的细胞增多，

处于 S 期及 G2M 细胞减少，从而引起细胞衰老，因

此，细胞周期能作为判断细胞是否衰老的指标之

一［19］。磷酸化是蛋白质翻译后修饰的重要方式之

一，激酶和磷酸酶通过调控蛋白磷酸化程度，赋予

其新的功能，广泛参与细胞内各种生命活动［20］。

p-p66 是 Shc 蛋白家族重要成员之一，氧化应激状态

下，p-p66 能被 Jun 氨基末端激酶（JNK），蛋白激酶

Cβ（PKCβ）和 p53 等激活，促进线粒体产生 ROS，参

与 线 粒 体 ROS 生 成 并 调 控 氧 化 应 激 反 应［21-22］。

MnSOD 是线粒体中 ROS 的主要清除酶，可使超氧

化物转化为 H2O2，随后可通过 H2O2 酶转化为 O2 和

水［23］。细胞内 p-p66 被 p53 等激活后，产生 ROS，通

过线粒体膜，抑制 FoxO 去磷酸化和激活，从而降低

MnSOD 的表达［24-25］，因此，p-p66 和 MnSOD 表达水

平能够反映细胞内线粒体氧化应激情况。

中医理论认为气血是构成人体最基本的物质，

生命的本质在于气血，《黄帝内经》云：“气血正平，

长有天命”，王清任指出“元气既虚，必不能达于血

管，血管无气，必得留而为瘀”，强调了人体气血充

盈、调和，才能健康长寿，而气血虚衰，瘀滞不通则

是衰老的危险因素。益气活血类方药在延缓衰老

及防治衰老相关性疾病方面具有良好的疗效，中药

人参、三七、川芎提取物的有效成分均具有较好的

延缓衰老功效［26-27］，还具有扩血管、保护血管内皮细

胞，以及促进血管新生等作用［28-29］，三药联用可达到

益气活血、延年益寿的功效。在本研究中，H2O2 造

模诱导内皮细胞发生急性氧化应激反应，SA-β-gal

染色蓝染细胞比例增多，G0/G1期细胞增多，G2/M 期

细胞比例减少，出现生长停滞现象，表明细胞周期

进程被抑制，出现细胞衰老早期的表现，线粒体内

ROS 表达显著增高，膜电位降低，MnSOD 蛋白表达

下降，p-p66 表达上调，表明细胞内发生强烈的氧化

应激反应，给予 GNC 干预后，SA-β-gal 染色蓝染细

胞减少，G0/G1期细胞比例显著减少，G2/M 期细胞比

例增高，线粒体内 ROS 表达降低，膜电位升高，

MnSOD 蛋白表达上升，p-p66 表达下调，说明 GNC

延缓 H2O2 诱导的血管内皮细胞衰老的机制可能是

通过抑制线粒体氧化应激反应完成的。研究中发

现，GNC 中、高质量浓度组改善线粒体氧化应激的

效果较显著，GNC 低质量浓度组虽然下调 p-p66 蛋

白结果明显，但低于空白，其结果需要在下一步的

研究中验证。且低质量浓度组在反映线粒体活性

氧的部分指标中虽有改善趋势，但不完全有统计学

差别，这或许与药物质量浓度有一定的关系，需要

在未来研究中进一步明确。

综上所述，H2O2可诱导血管内皮细胞出现衰老

表现，益气活血中药 GNC 干预后，线粒体内 ROS 含

量、线粒体膜电位及相关蛋白 MnSOD，p-p66 发生

改善，急性氧化应激反应减弱，因此认为，中药 GNC

可能通过抑制线粒体氧化应激反应延缓血管内皮

细胞的衰老。然而 GNC 抑制线粒体氧化应激反应

的具体信号通路与靶点，仍在进一步研究过程中。

［利益冲突］ 本文不存在任何利益冲突。
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