
622 中国循环杂志 2013 年 12 月 第 28 卷 第 8 期（总第 186 期）Chinese Circulation Journal，December，2013，Vol. 28 No.8（Serial No.186）

白藜三醇促进缺氧条件下人脐静脉内皮细胞的血管生成作用 *

杨雪，王志荣，张卓琦，张超群，徐晤，程明月 

摘要 

目的：探讨白藜三醇（Res）对氯化钴（CoCl2）诱导缺氧的人脐静脉内皮细胞（HUVEC）的血管生成作用的影响及可

能机制 。

方法： 体外培养 HUVEC 分 5 组：DMEM 高糖（<4500 mg/L）培养基培养细胞组（正常组 ）、CoCl2+DMEM 高糖培养

基（缺氧组 ）、缺氧 +LY294002（阻断剂组 ）、缺氧 + 白藜三醇（药物组 ）、缺氧 + 白藜三醇 +LY294002（药物阻断剂组 ）。

采用 CCK-8 法检测细胞增殖情况；采用蛋白免疫印迹（Western blot）法检测低氧诱导因子 1α（HIF-1α）、血管内皮

生长因子（VEGF）、蛋白激酶 B（Akt）、磷酸化蛋白激酶 B（p-Akt）的表达；免疫细胞化学的方法检测 HIF-1α 的蛋

白表达；采用 transwell chamber（迁移小室 ）检测内皮细胞的迁移能力；体外血管形成实验检测内皮细胞的体外血管

形成能力。 

结果： ① CCK-8：缺氧组及药物组 (0.1、1、5、10 μmol/L) 与正常组相比 A490 值升高（P 均 <0.01）；药物组（1、 

5 μmol/L）与缺氧组比 A490 值升高（P 均 <0.01）。尤其药物组 5 μmol/L A490 值明显升高（P<0.01）。②蛋白免疫印迹：

缺氧组较正常组 HIF-1α、VEGF、p-Akt 蛋白表达均增加（P 均 <0.05）；药物组（5 μmol/L）与缺氧组相比 HIF-1α、

VEGF、p-Akt 蛋白表达均增加（P 均 <0.01）；药物阻断剂组（5 μmol/L）较阻断剂组 HIF-1α、VEGF、p-Akt 蛋白表

达比较差异均无统计学意义（P 均 >0.05）。③免疫细胞化学：缺氧组胞内 HIF-1α 阳性表达，显色呈黄褐色； 药物组（5 

μmol/L）胞内 HIF-1α 强阳性表达，显色呈深黄褐色。④ transwell chamber：药物组（5 μmol/L）内皮细胞迁移率大于缺

氧组（P<0.01）。⑤体外血管形成实验：药物组（5 μmol/L）在体外的血管形成数量明显大于缺氧组（P<0.01）。

结论：白藜三醇可能是激活磷脂酰肌醇 3- 激酶（phosphatidylinositol 3-kinase，PI-3K）/Akt 通路促进 HIF-1α

聚集，从而促进血管的新生。
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Abstract
Objective:  To study the effect of resveratrol (Res) for improving the angiogenesis in human umbilical vein endothelial 

cell (HUVEC) at Cocl2 induced hypoxia condition in vitro.

Methods:  The HUVEC were cultured in 5 groups, ① Control group, the cells were cultured with high glucose (<4500 mg/L) 

DMEM, ② Hypoxia group, cells cultured with CoCl2, ③ Blocker group, cells cultured with CoCl2+LY294002, ④ Medication 

group, cells cultured with CoCl2+Res at different concentrations, ⑤ Hypoxia+medication+blocker group. HUVEC proliferation 

was detected by CCK8 assay, the protein levels of hypoxia-inducible factor-1α (HIF-1α), vessel endothelial growth factor 

(VEGF), protein kinase B (Akt) and p-Akt were examined by Western blot analysis, HIF-1α expression was measured by 

immunocytochemistry, cell migration rate was studied by transwell chamber method, and cell angiogenesis was examined by 

tube formation test.
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Results:  ① By CCK8 assay, for HUVEC proliferation, Hypoxia group and Medication (0.1, 1, 5, 10 μmol/L) group had 

increased A490 level than that in Control group, and A490 level in Medication (1, 5 μmol/L) group was higher than that in 

Hypoxia group, all P<0.01. ② By Western blot analysis, HIF-1α, VEGF, p-Akt protein expression significantly increased in 

Hypoxia group than that in Control group, all P<0.01. HIF-1α, VEGF and p-Akt protein expression increased in Medication 

(5 μmol/L) group than that in Hypoxia group, all P<0.05. HIF-1α, VEGF, p-Akt protein expression were similar in Blocker 

group, all P>0.05. ③ By immunohistochemistry, HIF-1α was positive in Hypoxia group, and strongly positive in Medication 

(5 μmol/L) group. ④ By transwell chamber method, cell migration rate in Medication (5 μmol/L) group was higher than that 

in Hypoxia group, P<0.01. ⑤ By tube formation test, the angiogenesis in Medication (5 μmol/L) group was more than that in 

Hypoxia group, P<0.01.

Conclusion:  Res may activate Akt pathway, aggregate HIF-1α and therefore, improve the angiogenesis in HUVEC in vitro.

Key words Resveratrol; Hypoxia-inducible factor-1α; Vessel endothelial growth factor; Protein kinase B; Angiogenesis

　　                                      �  (Chinese Circulation Journal, 2013,28:622.)

在临床上，心肌缺血是心脏缺氧最常见的原因。

缺氧心肌及周围心肌的血管生成在一定程度上可以

缓解心肌缺血，近十几年来介入性血管新生具有广

泛的前景 [1]，而且现在临床研究证明，靠机体启动

再生新的血管以适应缺血变化的过程非常缓慢，因

此，人为地增加心肌局部生长因子的浓度，对缓解

以致解除心肌缺血有潜在的可行性。研究发现某些

药物可以增加病变部位血管生长因子的浓度，促进

局部血管的再生，增加有功能的冠状血管分支和侧

支循环。白藜三醇（resveratrol，Res）是一种非黄酮

类多酚化合物，对心血管系统有很多的保护作用，

我们前期的在体实验研究发现，白藜三醇可以促进

急性心肌梗死后新生血管和侧支循环的形成 [2]，其

促进血管新生的机理尚不清楚，本实验拟在细胞水

平上验证白藜三醇促进血管新生的可能机制，进一

步为药物治疗心肌缺血提供广阔前景。

1  材料与方法

药品及试剂  白藜三醇、氯化钴（CoCl2）购于美

国 Sigma 公司， DMEM 高糖培养基、胎牛血清（fetal 

bovine serum，FBS） 购 于 美 国 Gibco 公 司， 鼠 抗

β-actin、即用型 SABC 免疫细胞化学染色试剂盒、

二氨基联苯胺显色剂（DAB）、碱性磷酸酶标记的马

抗小鼠和山羊抗兔 IgG 均购于北京中杉金桥科技有

限公司，transwell chamber、Matrigel（GFR）购于美

国 BD biosciences，结晶紫染液购于碧云天生物技术

研究所，鼠抗人低氧诱导因子（HIF-1α）单克隆抗

体和鼠抗人血管内皮生长因子（vascular endothelial 

growth factor，VEGF）单克隆抗体均购于美国 Abcam

公司，兔抗人蛋白激酶 B（Akt）、磷酸化蛋白激酶

B（p-Akt）多克隆抗体、LY294002（PI3K 阻断剂 ）

购于美国 Cell Signaling Technology 公司。

细胞来源  人脐静脉内皮细胞株（human umbilical 

vein endothelial cell，HUVEC）购于美国模式培养物集

存库 (American type culture collection, ATCC)。

方法  细胞培养：取人脐静脉内皮细胞株，复苏

后采用胰蛋白酶（0.25%）消化法，在 37℃下 5% 二

氧化碳 (CO2) 培养箱中进行细胞培养，待细胞长满

融合后按 1:3 分瓶传代。

细胞缺氧模型制备及分组：体外培养人脐静

脉内皮细胞株分 5 组：DMEM 高糖培养基培养（正

常组 ）、CoCl2+DMEM 高糖培养基（缺氧组 ）、缺氧

+LY294002（阻断剂组 ）、缺氧 + 白藜三醇（药物

组 ）、缺氧 + 白藜三醇 +LY294002（药物阻断剂组 ）。

根据文献 [3] 的方法，采用氯化钴造成缺氧，种板

培养 24 h 后，各孔弃去培养基，用无菌 PBS 缓冲

液清洗 2 次，去血清同步化 24 h 后，阻断剂组加入

LY294002 终浓度为 10 μmol/L 孵育 1 h；药物组加入

白藜三醇终浓度分别为 0.1、1、5、10、50 μmol/L

孵育 2 h；缺氧组、阻断剂组、药物组、药物阻断剂

组加入氯化钴终浓度为 100 μmol/L。

CCK-8 法检测细胞增殖 [4]：取对数生长期的细

胞，以 2×104/ 孔接种于 96 孔板中，分组处理细胞，

各组均加入 CCK-8，每个浓度及正常组均设 6 个平

行孔。孵育24 h后加入CCK-8，重新放回培养箱2 h后，

用酶标仪于 490 nm 检测每孔光密度（A490）值，细胞

增殖率 =（D 处理组 -D 缺氧组 ）/D 缺氧组 ×100%。

蛋白免疫印迹（Western blot）法检测低氧诱导因子

1α （hypoxia-inducible factor 1，HIF-1α）、VEGF、

Akt、p-Akt 蛋白表达：处理后的细胞用 PBS 缓冲液

清洗干净，用含有蛋白酶抑制剂的细胞裂解液在冰

上裂解 30 min，14 000×g 离心 10 min（4℃），收集

上清液。BCA 法测定蛋白浓度 [5]。蛋白高温变性，

加样，5% 的浓缩胶和 10% 的分离胶进行跑胶，转膜，
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含 5% 脱脂牛奶的缓冲液（含有 Tris-HCl、NaCl、

Tween-20，pH=7.4）封闭 2 h，一抗室温孵育 2 h 后，4℃

孵育过夜。缓冲液洗 3 遍，每次 5 min，二抗室温孵

育 3 h，缓冲液洗净，显色，扫描。

免疫细胞化学检测缺氧状态下各组 HIF-1α 的

表达：将细胞接种于放有盖玻片的 24 孔板中，按

照 5 个分组处理完后，取出各组盖玻片，室温下多

聚甲醛固定。0.1%Triton-X-100 破膜。0.3% 过氧化

氢 (H2O2) 室温浸泡盖玻片以灭活内源性过氧化物酶。

5% 的牛血清白蛋白（bovine serum albumin，BSA）封

闭。滴加一抗（鼠抗人 HIF-1α 单克隆抗体，稀释

度 1:250）4℃过夜。滴加生物素化的马抗小鼠 IgG，

室温 2 h，滴加辣根过氧化物酶工作液 15 min（以上

各步骤间均用 PBS 缓冲液漂洗 3 遍，每遍 5 min）。

DAB 显色，蒸馏水洗涤，苏木素伊红复染。梯度酒

精脱水，二甲苯透明，中性树胶封片。用 PBS 缓冲

液代替一抗作为阴性对照。

内皮细胞体外迁移实验：按照文献 [6] 24 孔板

每孔加入 500 μl 含有 20% 血清的培养基，上室加入

100 μl 无血清的细胞混悬液（3×104/ 孔），按照 5 个

分组处理细胞，加入白藜三醇或 LY294002 或氯化钴，

每组均设 3 个复孔，于 37℃、5%CO2 培养箱中进行

培养 12 h 后，用多聚甲醛固定 30 min 后，进行结晶

紫染色 15 min，用棉签轻轻将上室滤膜的上层细胞擦

净，将滤膜在玻片上固定，滤膜下表面朝上。显微

镜下计数滤膜下表面的细胞数，随机选取 5 个视野。

内皮细胞的体外小管形成实验：用预冷的枪头

将基质胶在冰上以每孔 50 μl 铺于 96 孔板中，于

37℃、5% CO2 培养箱中静置 1 h，之后每孔加入

100 μl 的细胞悬液（2×104/ 孔 )。按照 5 个分组处

理细胞 6 h 后，观察各组细胞管状排列状况及管状

结构数量、完整程度，并随机选取 5 个视野，应用

Image J 软件分析显微镜下每个视野小管数量，结果

以与正常组相比的百分数表示。

统计学处理  计量数据均以均数 ± 标准差表示，

采用 Graphpad Prism 5 软件进行统计学分析，单因

素方差分析（one-way ANOVA) 比较各组之间的差别，

P<0.05 为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  白藜三醇对人脐静脉内皮细胞增殖的影响

缺氧组和药物组（0.1、1、5、10 μmol/L）比正

常组 A490 值升高（P 均 <0.01)，药物组（50 μmol/L）

比正常组 A490 值降低（P<0.01)，差异均有统计学

意义。药物组（1、5 μmol/L）比缺氧组 A490 值升高

（P 均 <0.01)，差异均有统计学意义。药物组（0.1、1、

10 、50 μmol/L）比药物组（5 μmol/L）A490 值低（P
均 <0.01)，差异均有统计学意义。表 1

组别                     A490

正常组 0.936±0.032
缺氧组 1.089±0.032*

药物组
　0.1 μmol/L 1.164±0.106* ▲

　1 μmol/L 1.242±0.034*Δ ▲

　5 μmol/L 1.366±0.024*Δ

　10 μmol/L 1.162±0.062* ▲

　50 μmol/L 0.550±0.036* ▲

表 1    CCK-8 法检测白藜三醇对人脐静脉内皮细胞
增值的影响（ ±s，n=6）

注：与正常组比 *P<0.01；与缺氧组比 ΔP<0.01；与药物组
5 μmol/L 比▲P<0.01

2.2  白藜三醇对缺氧状态下人脐静脉内皮细胞内 

HIF-1α、VEGF、Akt、p-Akt 蛋白表达的影响  

缺 氧 组 较 正 常 组 HIF-1α、VEGF、p-Akt 蛋

白表达均增加（P 均 <0.05）；阻断剂组与缺氧组比

较 HIF-1α、VEGF、p-Akt 蛋 白 表 达 均 减 低（P 均

<0.05）；药物组（选取白藜三醇为 5 μmol/L）与缺氧

组 相 比 HIF-1α、VEGF、p-Akt 蛋 白 表 达 均 增 加

（P 均 <0.01）；差异均有统计学意义。药物阻断剂

组（选取白藜三醇为 5 μmol/L）较阻断剂组 HIF-1α、

VEGF、p-Akt 蛋白表达比较差异均无统计学意义（P
均 >0.05）。图 1、表 2

2.3  白藜三醇对缺氧状态下人脐静脉内皮细胞内

HIF-1α 表达的影响

注：HIF-1α： 低 氧 诱 导 因
子 -1α    α-actin: 内参蛋白    
VEGF：血 管 内 皮 生 长 因 子    
AKt：蛋白激酶 B    p-AKt：磷
酸化蛋白激酶 B

图 1    蛋白免疫印迹分析白藜三醇对缺氧状态下人脐静脉内皮细胞内
HIF-1α、VEGF、Akt、p-Akt 蛋白表达的影响 （各组蛋白条带 n=3）

缺氧组：胞质及胞核内 HIF-1α 阳性表达，显

色呈黄褐色；阻断剂组：胞质及胞核内 HIF-1α 表

达减弱，显色呈浅黄棕色；药物组（选取白藜三醇

为 5 μmol/L）：胞质及胞核内 HIF-1α 强阳性表达，

显色呈深黄褐色；药物阻断剂组：胞质及胞核内

HIF-1α 表达较药物组减弱，呈浅黄褐色。图 2
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2.4  白藜三醇对缺氧状态下人脐静脉内皮细胞迁移

的影响

阻断剂组内皮细胞迁移率（49.882±1.533）%

明显小于缺氧组（100.000±0.000）%（P<0.01），药

物组（选取白藜三醇为 5 μmol/L）内皮细胞迁移率

（159.864±3.294）% 大于缺氧组（P<0.01），差异均

有统计学意义。阻断剂组内皮细胞迁移率和药物阻

断剂组（57.233±1.499）% 相比差异无统计学意义

（P>0.05）。图 3

（171.397±5.904）大于缺氧组（P<0.01），差异均有统

计学意义。阻断剂组和药物阻断剂组（68.005±1.867）

相比差异无统计学意义（P>0.05）。图 4

蛋白表达量
正常组 缺氧组 阻断剂组 药物组（白藜三醇为 5 μmol/L） 药物阻断剂组（白藜三醇为 5 μmol/L）

低氧诱导因子 -1α 1.000±0.000 1.298±0.013* 0.979±0.050Δ 2.079±0.077ΔΔ 1.067±0.044
血管内皮生长因子 1.000±0.000 1.380±0.025* 0.929±0.044Δ 2.564±0.102ΔΔ 1.151±0.081
磷酸化蛋白激酶 B 1.000±0.000 1.227±0.035* 0.884±0.076Δ 1.978±0.076ΔΔ 1.024±0.025

表 2    各组低氧诱导因子 -1α、血管内皮生长因子、磷酸化蛋白激酶 B 蛋白表达量比较（ ±s， n=3）

　　注：与正常组比 *P<0.05；与缺氧组比 ΔP<0.05  ΔΔP<0.01

图 2    免疫细胞化学检测白藜三醇对缺氧状态下人脐静脉
内皮细胞内 HIF-1α 表达的影响 (×200)

注：图中紫色为被结晶紫染成紫色的迁移细胞（4 组取视野 n=5）
图 3    白藜三醇对缺氧状态下人脐静脉内皮细胞迁移的影响 (×200)

2.5 白藜三醇对缺氧状态下人脐静脉内皮细胞体外

血管形成的影响

阻断剂组体外血管形成数量（54.627±1.727）

明显小于缺氧组（100.000±0.000）（P<0.01），药物

组（选取白藜三醇为 5 μmol/L）体外血管形成数量

注：图中内皮细胞在基质胶上连成网格状结构（各组取视野 n=5）
图4    白藜三醇对缺氧状态下人脐静脉内皮细胞体外血管形成的影响（×100）

3  讨论

本实验发现，白藜三醇诱导血管发生与多种血管

生长因子表达增多相关，白藜三醇是上调 HIF-1α、

VEGF 和血管再生的一种重要调节因素。实验中，白

藜三醇在缺氧条件下，可以促进人脐静脉内皮细胞

的增值和血管的再生，白藜三醇上调 HIF-1α 和促

进血管再生的机制可能是依赖于磷脂酰肌醇 3- 激酶

（phosphatidylinositol 3-kinase，PI-3K）/Akt 通路的激活。

缺氧广泛的发生于缺血、肿瘤等事件中，本

实验就是在一个模拟的缺氧环境里进行的。一些

血管生长因子就是在缺氧的环境里由细胞分泌的。

HIF-1 是维持氧自稳平衡的核心调控因子，调控一

系列缺氧相关基因的表达，而且在感受氧，传递缺

氧信号的过程中发挥着重要的作用。HIF-1 由 α 亚

基和 β 亚基组成。α 亚基是活性亚基，依赖于环

境中氧浓度的变化，在正常氧饱和度下细胞中检测

不到亚基的表达，而在缺氧状态下，亚基的降解被

抑制；β 亚基在胞浆内稳定表达。α 亚基和 β 亚基

形成具有活性的 HIF-1，转移到核内调节多种基因

转录。HIF-1 被缺氧信号激活后，与 VEGF5 ＇端增

强子相互作用，调节 VEGF 表达升高。VEGF 是一

种促血管形成和分化的重要调节因子，VEGF 与受

体作用后，促进内皮细胞分裂、增殖，导致血管新
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生。既往研究表明在缺氧条件下 HIF-1α 可促进血

管的再生 [7]，而 HIF-1α 也可以作为调节因子促进

下游 VEGF 的表达 [8]。本研究中我们探讨了白藜三

醇是否可以通过上调 HIF-1α 从而促进 VEGF 的表

达。实验结果表明，在缺氧条件下 HIF-1α 表达增

加，白藜三醇可以促进这一变化。基于 HIF-1α 对

VEGF 有重要的调节作用，我们推测白藜三醇通过

上调 HIF-1α, 从而最终促进了 VEGF 的表达。

近十几年来研究发现白藜三醇有明确的心血管

系统的保护作用 [9]，如抗氧化 [10]；抑制血小板聚集；

调节血脂 , 防止动脉粥样硬化；促进冠状动脉舒张，

增加机体耐缺氧储备的作用 [11]；减少缺血再灌注损

伤及缩小梗死面积等。此外，白藜三醇对血管生成

还有明显的作用，血管生成是指从已存在的微血管

床上芽生出新的以毛细血管为主的血管系统的过

程，此过程与血管生成诱导因子和内源性血管生成

抑制因子间的“平衡和失衡 ”相关。研究显示白藜三

醇对肿瘤血管生长具有抑制的作用 [12]，另有研究表

明白藜三醇可以促进急性心肌梗死后新生血管和侧

支循环的形成及缩小梗死面积。推测如此矛盾的结

果可能与白藜三醇的给药剂量、方式、器官组织对

药物的反应性及机体血管生成的微环境不同（白藜

三醇抑制血管生成的实验多为肿瘤组织，而促血管

生成的实验多在心肌梗死或脑组织缺血梗死条件下

进行 ） 等因素有关 [13]。

在缺血和血管生成时 PI-3K/Akt 通路被激活 [14]，

PI-3K/Akt 通路可以促进 HIF-1α 蛋白的合成 [15]。

而且在细胞存活和细胞凋亡过程中 PI-3K/Akt 通路

起很重要的作用。为检测内皮细胞 p-Akt 信号蛋白

的表达，明确其与 PI-3K/Akt 的关系，本实验增加

了 LY294002 阻断剂组。LY294002 是特异性的 PI-

3K/Akt 抑制剂，本实验所选用的浓度既能很好阻断

PI-3K/Akt 通路，又不会对细胞功能产生影响。Akt

对 HIF-1α 的表达和转录激活通过以下两个下游靶

目标：E3 泛素连接酶人类双微粒体基因 2（HDM2）

和 p70S6K1（核糖体蛋白 S6 激酶 1）[16], HDM2 的磷

酸化位点丝氨酸 166 和 186，通过 Akt 的激活，这

两个位点的磷酸化使得 HDM2 从胞浆到胞核易位 [17]。

我们的研究，发现缺氧可以激活 PI-3K/Akt 通路的

激活，促进 HIF-1α 和 VEGF 的表达，从而促进血

管的再生，而白藜三醇促进了这一变化。

总的来说，白藜三醇有很多心血管的保护作用，

前期动物实验发现白藜三醇促进急性心肌梗死后侧

支循环的形成，本研究在细胞水平上模拟内皮细胞

缺血环境，进一步研究白藜三醇促进血管再生机制，

白藜三醇诱导血管发生与多种血管生长因子表达增

多相关，本实验发现白藜三醇可能是激活 PI-3K/

Akt 通路上调 HIF-1α 水平，促进 VEGF 表达，从

而调节血管的再生。
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