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二苯乙烯苷通过 MAPK、HIF-1α 和 p53 通路减轻缺氧/复氧 
损伤诱导的支气管上皮细胞凋亡 

连浦峤 1, 范燕楠 1, 杨  慧 1, 傅丽霞 1, 李云霄 2, 侯  琦 1* 

(1. 中国医学科学院、北京协和医学院药物研究所, 天然药物活性物质与功能国家重点实验室, 北京 100050;   
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摘要: 本文研究二苯乙烯苷 (2,3,5,4'-tetrahydroxystilbene-2-O-β-D-glycoside, TSG) 对缺氧/复氧损伤诱导的
支气管上皮细胞 (BEAS-2B) 氧化应激损伤的保护作用及机制。正常培养的 BEAS-2B 细胞, 以缺氧/复氧处理, 
采用 DCFH-DA探针检测细胞内 ROS生成, 试剂盒检测MDA生成和 SOD活性, DAPI染色观察细胞核形态学改
变, MCF-7/GFP-Bax细胞观察 Bax至线粒体的转位, JC-1探针检测线粒体膜电位, 免疫荧光检测细胞色素 C自线
粒体的释放, Western blotting检测胞浆和线粒体 Bax、细胞色素 C表达, 及 caspase-9、caspase-3、磷酸化MAPK、
HIF-1α和磷酸化 p53 (p-p53) 表达。结果显示, TSG可显著提高细胞存活率、降低 ROS和 MDA生成, 抑制 Bax
蛋白向线粒体的转位, 改善核固缩、碎裂等改变, 抑制线粒体膜电位下降、细胞色素 C释放和 caspase-9、caspase-3
的激活。同时 TSG能抑制 SAPK JNK1/2和 p38 MAPK的激活但不影响 ERK1/2信号通路, 抑制 HIF-1α表达和
核蛋白 p53的磷酸化。以上结果表明, TSG能显著抑制缺氧/复氧诱导的 BEAS-2B细胞线粒体途径凋亡反应, 且
MAPK、HIF-1α和 p53通路可能是其发挥支气管上皮细胞保护作用的潜在机制。 
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Abstract: This study was designed to investigate the effect of 2,3,5,4'-tetrahydroxystilbene-2- O-β-D-glycoside 

(TSG) on hypoxia/reoxygenation (H/R)-induced oxidative stress injury and its potential mechanism in human 
bronchial epithelial cell (BEAS-2B) cells.  BEAS-2B cells were exposed to H/R treatment.  Level of intracellular 
ROS was detected using DCFH-DA probe and fluorescence microplate reader.  Production of MDA and activity 
of SOD were evaluated with MDA and SOD kits.  Nucleus was shaped by DAPI staining.  Translocation of 
Bax to mitochondria was observed in MCF-7/GFP-Bax cells.  Change in mitochondrial membrane potential was 
detected by JC-1 staining.  Release of cytochrome C from mitochondria was detected by immunofluorescence.  
Expressions of mitochondrial/cytoplasmic Bax and cytochrome C, caspase-9, caspase-3, phosphorylated MAPK, 
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HIF-1α and phosphorylated p53 (p-p53) were determined by Western blotting.  TSG significantly improved      
cell viability and reduced H/R-induced ROS production in BEAS-2B cells, while significantly decreased MDA 
production.  It inhibited Bax translocation and nucleus fracture, reversed the decrease in mitochondrial        
membrane potential and inhibited the release of cytochrome C and following activation of caspase-9/caspase-3.  
Simultaneously, TSG down-regulated the signals of SAPK JNK1/2 and p38 MAPK without an impact in ERK1/2.  
It attenuated expression of HIF-1α and phosphorylation of p53.  This study suggests that TSG could protect 
BEAS-2B against H/R-induced apoptosis, perhaps through the MAPK, HIF-1 α and p53 pathways. 

Key words: 2,3,5,4'-tetrahydroxystilbene-2-O-β-D-glycoside; hypoxia/reoxygenation; BEAS-2B cell; apop-
tosis; mitogen-activated protein kinase; hypoxia inducible factor-1α; p53 

                                                                                                         

大量研究证实, 缺氧/复氧 (hypoxia/reoxygenation, 
H/R) 通常造成活性氧簇 (oxygen species, ROS) 生
成增加[1], 进而启动不可控的氧化应激损伤和随后的
细胞凋亡[2]。这些改变伴随着细胞器的失活和多种疾

病的发生[3−5]。随着空气污染物排放和吸烟者的大量

增多, 许多肺部炎症 (如慢性阻塞性肺病、哮喘和肺
癌等) 的发生率在发展中国家呈上升趋势[6]。因为这

类疾病以反复发作和病程长为特点, 而且肺部的病
理改变往往也是不可逆的, 从而缺乏有效的治疗手
段。长期的缺氧/复氧和氧化应激损伤在这类疾病发
病中扮演着重要的角色, 而这些疾病的发作同时又
加重了组织的缺氧状态, 形成恶性循环[5]。 

二苯乙烯苷 (2,3,5,4'-tetrahydroxystilbene-2-O-β- 
D-glycoside, TSG) 是传统中药何首乌的主要活性成
分, 与白藜芦醇 (resveratrol, RES) 相似, 属于多羟
基茋类化合物 (图 1)。因其 2-位通过 β-糖苷键与葡
萄糖相结合, 故具有良好的水溶性[7]。何首乌因补益

精血、乌须发、强筋骨和补肝肾的功效, 自古便广泛
应用于各种药方[8]。现代研究也证实, TSG具有抗衰
老[9, 10]、抗炎[11−13]、抗动脉粥样硬化[14, 15]、保肝[16]、

抗氧化和自由基清除[17]等作用。这些研究指出, TSG
在分子水平上可能主要通过调控 PI3K/AKT、ROS-    
iNOS、NF-κB和 JNK/MAPK等通路, 及在整体动物
上通过 APP和 SIRT等通路发挥作用。尤其近年来越
来越多的文献[17]提出, TSG 在抗氧化应激损伤方面
或许具有独到作用。然而, 更具体和深入的机制仍有
待阐明。对 TSG 保护作用机制的研究将有利于药物
研发和临床应用。 

本实验室曾报道了另一种白藜芦醇和 TSG 的同
系物——Vam-3 (图 1) 通过降低 nSMase2 水平和神
经酰胺表达, 抑制香烟烟雾诱导的支气管上皮细胞 
(BEAS-2B) 线粒体途径凋亡的作用 [18]; 通过降低
SIRT1与 p53表达, 抑制硝普钠诱导的大鼠关节软骨
细胞线粒体途径凋亡[19]。本研究将通过 TSG 的保护

作用, 从另一个方面探讨线粒体途径在 H/R 损伤中
的角色, 及 MAPK、HIF-1α 和 p53 信号通路在 TSG
抗氧化应激损伤中的作用。 
 

 
Figure 1  Chemical structures of RES, Vam-3 and TSG 

 

材料与方法 
材料  TSG (棕红色无定形粉末 , 纯度≥98%) 

由中国医学科学院药物研究所姚春所实验室合成。支

气管上皮细胞 (BEAS-2B系) 购于 ATCC公司。乳腺
癌细胞 (MCF-7系及其 GFP-Bax稳定转染的MCF-7/     
GFP-Bax系) 储存于本实验室。四甲基噻唑蓝 (thiazolyl 
blue tetrazolium bromide, MTT) 购于 Sigma-Aldrich
公司; 单克隆 Bax、Bcl-2、细胞色素 C、p38 MAPK、
SAPK/JNK1/2、ERK1/2、 p-p38 MAPK、 p-SAPK/    
JNK1/2、p-ERK1/2、HIF-1α、p53和 p-p53 (Ser 15) 一
抗购于 Abcam公司; 单克隆 β-actin、COX IV、GAPDH、
caspase-3和caspase-9一抗购于Cell Signaling Technology
公司; 线粒体分离试剂盒购于 Thermo Fisher Scientific
公司。丙二醛 (malondialdehyde, MDA) 和超氧化物
歧化酶 (superoxide dismutase, SOD) 检测试剂盒购于
南京建成生物科技研究所; DCFH-DA探针、JC-1探针
购于上海碧云天生物技术有限公司; Hoechst 33258 染
料购于东仁化学科技 (上海) 有限公司; zVAD-fmk
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购于上海蓝木化工有限公司; FITC、HPR偶联二抗购
于北京中杉金桥生物技术有限公司; ELISA试剂盒购
于 BioLegend公司; 其他试剂、溶剂购于本地公司。 

细胞培养  BEAS-2B、MCF-7和MCF-7/GFP-Bax
细胞培养于 37 ℃、5% CO2中  [含 4 500 mg·L−1 D-葡
萄糖的 DMEM培养基, 10%  胎牛血清 (FBS)]。生长
至约 80%  融合时 1∶2 传代 (BEAS-2B 约每 1.5 天, 
MCF-7与MCF-7/GFP-Bax约每 1天), 同时更换新鲜
培养基。取对数生长期的 BEAS-2B 细胞进行实验,     
96 孔板和 24 孔板接种细胞数分别为 1×104和 5×104

个/孔, 培养过夜。缺氧实验前 1 h, 待测化合物组每
孔加入不同浓度的 TSG。模型组和空白对照组加入
等量溶剂 DMSO。 

体外缺氧/复氧 (H/R) 损伤模型的建立  本实验
参照目前采用最广泛的混合气体培养法建立体外

H/R损伤模型[20], 即按 95∶5 (v/v) 混合惰性气体 N2

和 CO2, 然后通入一个装有实验细胞的密闭盒子, 使
其内原有气体排空形成无氧环境, 同时更换培养基
至低糖、低血清即为缺氧; 培养一定时间后再取出细
胞, 更换为正常培养基进行正常培养即为复氧。缺氧
时长为 4 h (含 1 000 mg·L−1 D-葡萄糖的 DMEM培养
基, 2.5% FBS), 复氧时长为 6 h (含 4 500 mg·L−1 D-葡
萄糖的 DMEM培养基, 10% FBS)。另设一组于 37 ℃、

5% CO2环境下正常伴随培养作为空白对照。 
MTT 检测   设置 TSG 终浓度为 3.13～100 

μmol·L−1, 倍半稀释, 一共 7个浓度。37 ℃、5% CO2

孵育 1 h, 之后进行 H/R造模操作。注意在 H/R处理
全过程中, 所更换的培养基内也始终含有既定浓度
的 TSG 或溶剂。完成预定的 H/R 处理后, 各孔加入
0.5% MTT 溶液 40 μL, 37 ℃、5% CO2孵育 4 h。吸       
除上清, 加入 DMSO 200 μL, 避光放置 5 min, 室温
振荡混匀, 测定 OD570。细胞存活率 (%) = (OD 处理组

 – 

OD 本底) / (OD 空白对照组
 – OD 本底) × 100。 

荧光探针DCFH-DA检测ROS  取BEAS-2B细
胞接种于黑壁 96 孔板中, 培养过夜。TSG 终浓度为
12.5～100 μmol·L−1, 倍半稀释, 一共 4个浓度。同法
H/R 处理后, 参照试剂盒说明书, 加入 DCFH-DA 荧
光探针。37 ℃培养箱中避光孵育 30 min, 用无血清培
养基轻柔洗涤细胞 3次, 荧光酶标仪检测 (激发波长
488 nm, 发射波长 525 nm)。 

试剂盒检测总 SOD 活性和 MDA 生成  细胞加

药和 H/R处理后, 参照试剂盒说明书操作, 收集细胞
用于检测总 SOD活性, 以及收集细胞上清检测MDA
含量。 

荧光显微镜观察 MCF-7/GFP-Bax 细胞核形态
的改变及 Bax 至线粒体的转位  细胞加药和 H/R 处
理后, PBS漂洗细胞 2次, 每次 3～5 min。缓慢加入预
冷 4%  多聚甲醛, 室温固定 15 min。PBS轻柔漂洗细
胞 2次。加入终质量浓度为 10 μg·mL−1 Hoechst 33258
染色液, 37 ℃避光孵育 30 min。避光下, 吸除 Hoechst 
33258染色液, PBS漂洗细胞 2次, 每次 3～5 min, 加
入新鲜无血清 DMEM 培养基, 荧光显微镜下立即观
察。各实验组分别随机取 3个视野, 于蓝色滤光片 (激
发波长 358 nm, 发射波长 461 nm) 观察细胞核形态, 
计算有不正常细胞核的细胞所占细胞总数百分比 ; 
于蓝色滤光片 (激发波长 488 nm, 发射波长 525 nm) 
动态观察并记录每个视野细胞总数和有绿色环状荧

光点 (GFP-Bax 转位并聚集于线粒体) 细胞数, 计算
有环状荧光点细胞数占细胞总数百分比。 

荧光探针 JC-1 检测线粒体膜电位 (ΔφM)  细
胞接种于黑壁 96 孔板中, TSG 终浓度为 12.5～100 
μmol·L−1, 倍半稀释, 一共 4 个浓度。阴性对照组、
空白对照组于 37 ℃、5% CO2环境下正常伴随培养, 
待测化合物组、模型组同法 H/R处理。阴性对照组加
入终浓度 10 μmol·L−1解耦联试剂羰基氰化间氯苯腙 
(carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone, CCCP) 处
理细胞 20 min后, 同其余各组一道弃去培养基, 按照
说明书避光加入含 JC-1探针 (终质量浓度10 μg·mL−1) 
的新鲜培养基, 于 37 ℃培养箱中避光孵育 30 min后
吸除上清液。PBS洗涤 2次, 加入新鲜培养基, 荧光酶
标仪检测, 同时使用倒置荧光显微镜观察 (激发波长
488 nm, 发射波长 525 nm观察绿色单体形式; 激发
波长540 nm, 发射波长590 nm观察红色聚合物形式)。 

免疫荧光检测细胞色素 C 释放  取对数生长期
的 BEAS-2B 细胞, 以细胞数 5×105 个/孔接种于多     
聚赖氨酸预包被的激光共聚焦专用玻底培养皿中 , 
培养过夜。同法 H/R处理细胞后, PBS轻柔漂洗 2次。
后续操作均避光下进行。加入含有 MitoTracker Red 
CM-XRos (终浓度为 100 nmol·L−1) 染料的新鲜无血
清 DMEM培养基, 37 ℃孵育 30 min。吸出上清, PBS
漂洗 2次。用预冷 4%  多聚甲醛室温固定细胞 20 min。
PBS轻柔漂洗 2次, 0.5% Triton X-100 的 PBS溶液室
温通透细胞 15 min, PBS漂洗 2次。山羊血清室温封
闭 2 h。再用 PBS漂洗 2次, 加入抗细胞色素 C单克
隆一抗 (1∶200 稀释), 置于免疫荧光湿盒内 4 ℃孵

育过夜。PBS 漂洗 3 次, 加入 FITC 偶联的二抗, 室
温孵育 1 h。PBS漂洗 3次, 加入含有 DAPI (终质量
浓度为 10 μg·mL−1) 染料的新鲜无血清 DMEM培养



 连浦峤等: 二苯乙烯苷通过 MAPK、HIF-1α和 p53通路减轻缺氧/复氧损伤诱导的支气管上皮细胞凋亡 · 1125  · 

 

基, 37 ℃孵育 15 min。吸出上清, PBS轻柔漂洗 2次。
激光共聚焦显微镜立即观察, 记录结果。 

细胞总蛋白及线粒体、胞浆蛋白的提取  取已进
行相应处理的细胞, 弃去培养基, 预冷的 PBS漂洗 2
遍。胰酶消化细胞, 离心弃去上清, 收集细胞沉淀。
在细胞沉淀中加入含蛋白酶抑制剂和蛋白磷酸酶抑

制剂的蛋白裂解液, 冰上作用 40 min, 每 10 min剧烈
震荡一次。4 ℃、12 000 ×g离心 20 min, 上清即为总
蛋白成分。添加蛋白酶抑制剂和蛋白磷酸酶抑制剂    
至试剂A和试剂C, 按照线粒体分离试剂盒说明书操
作, 之后差速离心提取细胞线粒体、胞浆蛋白成分。 

Western blotting  10% SDS聚丙烯酰胺凝胶电
泳分离蛋白, 然后转移到 PVDF膜上。转移上蛋白的
PVDF 膜用 TBST 配制的 5%  脱脂奶粉室温封闭 2 h 
TBST洗 3遍。4 ℃下与 TBST稀释的一抗孵育过夜。
用 TBST洗 3遍, 然后在 TBST稀释的辣根过氧化酶
偶联的二抗中孵育 2 h, 用 TBST 洗 3 遍, 在 LAS-   
4000 化学发光系统 (Fujifilm, 日本) 检测, ImageJ 
1.8.0分析条带灰度。 

统计学方法  每个实验平行 3次, 每次设 3个复
孔。实验结果均以均值 ±  标准差 ( x ± s) 表示, 用 SPSS 
17.0软件进行数据统计。组间差异采用 one-way ANOVA
进行统计学处理, P  ≤0.05时认为有显著性差异。 

结果 
1  TSG增加 H/R处理后的 BEAS-2B细胞的存活率 

经过 H/R 处理后, BEAS-2B 细胞相对存活率显
著下降 (P < 0.01)。而最低在 6.25 μmol·L−1时便可观

察到 TSG的预处理显著提高BEAS-2B细胞相对存活
率 (P < 0.05) (图 2)。 
2  TSG通过降低ROS和MDA的产生抑制BEAS-2B
的氧化应激反应 

H/R处理显著增加 BEAS-2B细胞 ROS的产生。
在给予 TSG预处理后, BEAS-2B细胞的 ROS产生被
显著抑制 (图 3a, b)。MDA是细胞脂质过氧化的生物 
 

 
Figure 2  TSG significantly improved cells viability.   The 
relative cells viability was determined by MTT assay.  Mean 
intensity of control group was normalized as 100%.  Results are 
presented as x ± s from at least 3 independent experiments.      
##P < 0.01 vs control; *P < 0.05, **P < 0.01 vs model 

 

 
Figure 3  TSG inhibited the production of ROS and MDA in BEAS-2B cells.  (a) The DCFH-DA fluorescence was read in a microplate 
reader.  Mean intensity of control group was normalized as 100%.  (b) Representative images of the cells stained with DCFH-DA 
probe were examined by using fluorescence microscope to detect the intensity of ROS fluorescence.  (c) The concentration of MDA was 
assayed with a reagent kit.  (d) Total SOD was extracted and the content was assayed with a reagent kit.  Results are presented as x ± s 
from at least 3 independent experiments.  ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs control; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs model 
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标志物。ROS 积累造成氧化失衡的一个重要体现就
是细胞 MDA生成的升高。在本实验中, H/R 处理显
著增加 BEAS-2B细胞 MDA浓度, 而 TSG的预处理
能显著抑制MDA浓度的升高 (图 3c)。至于 SOD, 其
在抗氧化损伤中扮演着重要的角色, 然而在本实验
中并未观察到空白对照组、H/R 处理组和 TSG 处理
组之间的显著性差异 (图 3d)。 
3  TSG 通过线粒体途径抑制 H/R 损伤诱导的

BEAS-2B细胞凋亡 
在正常培养的 GFP-Bax-stable MCF-7 细胞中, 

与 Bax 蛋白偶联的绿色荧光弥散地分布在整个细胞

中 (图 4a1), 表明 Bax 均匀分布于胞浆。Hoechst 
33258 染料标记的细胞核呈正常、均一的形态。H/R
处理 10 h之后, 绿色荧光蛋白聚集成斑点, 形成环绕
于细胞核的小环 (图 4a2), 表明 Bax 蛋白在胞浆转
位、积累于同一位置。H/R处理的细胞核在倒置荧光
显微镜下可见染色质固缩、核边缘皱缩及碎片化等形

态改变。在 TSG 预处理之后, 具有 GFP-Bax 荧光斑
点和异常细胞核的细胞比例显著下降 (图 4b, c), 表明
TSG抑制了 H/R处理的 GFP-Bax-stable MCF-7细胞
Bax从胞浆的转位以及细胞核损伤。 

为了验证 Bax 是否转位至了线粒体, 用同法处 

 

 
Figure 4  TSG inhibited the translocation of Bax and nuclear deformation.  GFP-Bax-stable MCF-7 cells were pretreated with TSG     
for 2 h before challenged with 10-h H/R process.  (a) The cells stained with Hoechst 33258 nuclear stain were examined by using     
fluorescence microscope to detect the translocation of Bax (green channel).  Cells with typical characteristics were marked with arrows 
and enlarged in images a1, a2.  (b) GFP-Bax punctate cells and total green fluorescent cells were counted, then the content of punctate 
cells was calculated.  (c) The abnormal nuclei and total fluorescent nuclei (with condensate chromatin, crenation and fractionation) were 
counted, then the content of abnormal nuclei was calculated.  (d) Expressions of Bax separately in mitochondria and cytoplasm were 
determined by Western blotting.  Representative blot (up) and quantified protein levels (down) are shown.  Results are presented as  x ± 

s from at least 3 independent  experiments.  #P < 0.05, ###P < 0.001 vs control; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs model 



 连浦峤等: 二苯乙烯苷通过 MAPK、HIF-1α和 p53通路减轻缺氧/复氧损伤诱导的支气管上皮细胞凋亡 · 1127  · 

 
 

理 BEAS-2B 细胞, 收集细胞并且分离胞浆和线粒体
组分。在模型组, BEAS-2B 细胞胞浆 Bax 和线粒体
Bax 蛋白表达相较空白组均显著升高, 且线粒体 Bax
表达升高的比例更为显著 (P < 0.001), 表明大量的
Bax 生成且从胞浆转位至了线粒体。在 TSG 预处理
组, 胞浆Bax和线粒体Bax蛋白表达相较模型组均显
著下降 (图 4d)。 

此外, 分析 Bax/Bcl-2 比率来观察 Bax 和 Bcl-2
的表达情况。H/R处理 10 h后, 总 Bax蛋白表达相较
空白组显著升高 (图 5)。在 TSG预处理之后, 总 Bax
蛋白表达显著下降。然而, 在空白组与 H/R处理组、
H/R处理组与 TSG预处理组间没有观察到Bcl-2蛋白
表达的显著性差异。 

同时检测了线粒体去极化水平, 观察 TSG 对
H/R 损伤诱导的 BEAS-2B 细胞凋亡的保护作用。正
常 BEAS-2B 细胞在加载 JC-1 染料后会激发出橙红    
色荧光 (图 6a)。在 H/R 处理 10 h 后, 聚集的 JC-1
从线粒体内释放至胞浆以绿色荧光的单体形式存在, 
从而可指示线粒体膜电位的下降。与空白组相比 , 
解耦联试剂 CCCP 可彻底抑制线粒体氧化磷酸化,      
从而能大幅降低线粒体膜电位, 产生明显的绿色荧
光并且显著增加绿/红荧光比值 (图 6b), 因此其在
本实验中作为阴性对照。TSG 可使 H/R 处理后的
BEAS-2B 细胞绿色荧光翻转至红色, 且显著降低绿
/红荧光比值, 说明 TSG可减轻H/R诱导的线粒体去
极化。 

 

 
Figure 5  TSG inhibited the expression of total Bax in BEAS-2B cells and decreased the Bax/Bcl-2 ratio.  Relative expressions of Bax 
and Bcl-2 were determined by Western blotting.  Representative blot (upper left), quantified protein levels (right) and calculated 
Bax/Bcl-2 ratio (lower left) are shown.  Protein levels  results are presented as  x ± s from at least 3 independent experiments.  The ratio 
was calculated as (mean Bax)/(mean Bcl-2).  #P < 0.05 vs control; *P < 0.05 vs model 
 

 
Figure 6  TSG inhibited the decline of BEAS-2B cells membrane potential ( ΔφM).  (a) The cells were imaged through fluorescent 
microscopy.  Representative merged images of green (monomeric JC-1) and red (aggregated JC-1) channels were shown.  (b) The 
fluorescent intensity of BEAS-2B cells were quantificationally assayed through microplate reader and the green/red fluorescence ratio 
was calculated.  Results are presented as  x ± s from at least 3 independent experiments.  ###P < 0.001 vs control; **P < 0.01, ***P < 0.001 
vs model 
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在免疫荧光实验中, 混合了 MitoTracker 和 anti-    
Cyt-C 通道的荧光。激光共聚焦显微镜观察发现, 生
长良好的 BEAS-2B 细胞胞浆部分呈现橙红色荧光, 
指示细胞色素 C和线粒体位于相同位置 (图 7a)。在
H/R 处理 10 h 后, 胞浆部分呈现出明显的绿色荧光    
拖尾 (箭头所示), 表明细胞色素 C 从线粒体大量释
放至胞浆。然而, TSG 的预处理可使绿色荧光拖尾     

缩短, 并且使胞浆荧光颜色从亮绿色翻转至黄色或
橙色, 表明其可减轻 H/R诱导的细胞色素 C的释放。
Western blotting结果也证实, TSG可显著抑制 H/R诱
导的细胞色素 C从线粒体向胞浆的释放 (图 7b)。 

作为细胞色素 C 释放的结果, 后续 caspase-9 和
caspase-3 的激活在细胞凋亡中扮演重要的角色。通
过实验观察前体的 procaspase-9、procaspase-3及它们 

 

 
Figure 7  TSG inhibited release of cytochrome C and subsequent activation of cleaved caspase-9 and caspase-3.  (a) Representative 
confocal microscopic images showing nuclei (blue channel), mitochondria (red channel), cytochrome C (green channel) and overlaid 
images are shown.  Released cytochrome C was marked with arrows.  (b) Expressions of cytochrome C  separately in mitochondria and 
cytoplasm were determined by Western blotting.  Representative blot (up) and quantified protein levels (down) are shown.  Mean       
intensity of control group was normalized as 100%.  (c, d) Relative expressions of caspase-9 and caspase-3 were determined by Western 
blotting.  Representative blot (up)  and quantified protein levels (down)  are shown.  Results are  presented as x ± s from at least 3 inde-
pendent experiments.  ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs control; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs model 
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的激活型 caspase-9、caspase-3 的表达情况。与空白
对照相比, H/R处理 10 h可使 procaspase-9及激活型
caspase-9的表达同时升高 (图 7c)。TSG可同时抑制
caspase-9的合成和激活, 并呈现较好的量效关系。作
为起始 caspase, caspase-9 可剪切激活下游的效应
caspase (即 caspase-3等)。与空白对照相比, H/R处理
10 h可使激活型 caspase-3表达显著升高 (图 7d), 同
时前体 procaspase-3 表达相应降低。而 TSG 可抑制
caspase-3的剪切激活, 并呈现较好的量效关系。 
4  TSG的抗凋亡效应受 MAPK、HIF-1α及 p53的
调控 

为了证实 TSG是否可调节 BEAS-2B细胞中 H/R
诱导损伤的 MAPK 信号通路, 通过 Western blotting
观察了 p-p38 MAPK、p-SAPK/JNK1/2 和 p-ERK1/2
在 BEAS-2B细胞中的表达 (图 8)。在 H/R处理后的
BEAS-2B细胞中, 磷酸化 p38和磷酸化 JNK1/2表达
明显增加。而 TSG的预处理显著降低了 p38和 JNK1/2
在H/R处理的BEAS-2B细胞中的磷酸化蛋白质/总蛋
白比, 并存在一定的剂量依赖性。与对照组细胞相比, 
BEAS-2B 细胞经 H/R 处理后 ERK1/2 磷酸化水平显

著升高。但是, 在 H/R 模型组和 TSG 预处理组之间
并没有观察到 (p-ERK1/2)/(ERK1/2) 比值的显著性
差异。这些结果提示, TSG可能通过抑制 MAPK通路
的激活, 减少 p-p38 MAPK、p-SAPK/JNK1/2及下游
促凋亡蛋白的表达从而减轻 H/R造成的 BEAS-2B细
胞的损伤。 

此外还检测了 HIF-1α 和 p53 蛋白水平, 以观察
TSG 对 H/R 诱导损伤的 BEAS-2B 细胞的保护作用    
是否与 HIF-1α 和 p53 这对调节细胞缺氧适应的重     
要蛋白有关。BEAS-2B 细胞经 H/R 处理 10 h 后, 
HIF-1α 表达明显增高; 而在 TSG 预处理后, HIF-1α
表达呈剂量依赖性下降 (图 9)。同时, H/R处理也升
高 BEAS-2B细胞 p53蛋白磷酸化水平, 通过 TSG的
预处理, p53磷酸化水平下降 (图 9)。这些结果表明, 
TSG可以通过降低 HIF-1α的表达和 p53的核级联反
应, 抑制 H/R诱导的细胞凋亡。 
 

讨论 
H/R及氧化应激损伤频繁发生于人体各组织, 尤

其是在呼吸系统, 因为肺和支气管直接与外环境相 
 

 
Figure 8  TSG inhibited MAPK signaling pathways.  Total levels and phosphorylated forms of ERK, JNK and p38 in BEAS-2B cells 
by H/R injury were detected by Western blotting analysis.  Representative blot (left) and quantified protein levels (right) are shown.  
Results are presented as  x ± s from at least 3 independent experiments.  ###P < 0.001 vs control; **P < 0.01, ***P < 0.001 vs model 
 

 
Figure 9  TSG inhibited expression of HIF-1α and activation of p53 protein.  Total levels of HIF-1α, p53 and phosphorylated (Ser 15) 
forms of p53 in BEAS-2B cells by H/R injury were detected by Western blotting analysis.  Representative blot (left) and quantified     
protein levels (right) are shown.  Results are presented as  x ± s from at least 3 independent experiments.  ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs 
control; *P < 0.05, **P < 0.01 vs model 



· 1130  · 药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2017, 52 (7): 1122 −1132  

 

通并且随时进行气体交换。BEAS-2B 细胞广泛应用
于肺部相关的研究中。低糖和低血清培养基的氧剥夺

模型可诱导细胞缺氧状态。复氧处理干扰细胞的缺氧

适应, 从而对细胞造成额外的损伤。基于 MAPK 通
路是转导胞外信号至胞内效应的重要的级联通路 , 
本研究主要通过 MAPK 信号通路探讨了何首乌的主
要生物活性组分 TSG在H/R诱导的BEAS-2B细胞损
伤中的保护作用, 即胞外氧化应激刺激和胞内下游
的细胞凋亡反应。H/R处理后, 氧化应激状态被认为
是启动细胞损伤的主要因素, 尤其是在肺上皮和支
气管上皮细胞中, 因为此类细胞与外环境直接相通
且无时不在与外界进行气体交换。 

无论是缺氧或高氧状态都能诱导细胞损伤, 并
且调节 BEAS-2B细胞的凋亡[21, 22]。ROS的产生是氧
张力的直接指标。SOD 反映了缺氧组织损伤的水平, 
其作为一个强大的抗氧化剂参与体内氧化还原反应, 
将超氧化自由基催化反应为过氧化氢和氧气, 在肺
部对氧化应激的响应中扮演了一个有益的角色 [23], 
避免了组织的进一步氧化损伤[24]。MDA是脂质过氧
化的稳定终产物, 与 ROS 介导的氧化应激相关, 指
示了组织损伤的严重程度[25]。在本研究中, 通过观察
H/R处理的 BEAS-2B细胞产生的 ROS、SOD活性和
MDA浓度来检测细胞氧化损伤程度。实验结果显示
了 TSG具有抗H/R诱导的BEAS-2B细胞氧化应激损
伤的活性。H/R处理后 BEAS-2B 细胞 ROS和 MDA
的生成量显著升高, 而 TSG能显著逆转这种 ROS和
MDA 的生成 , 同时本研究并没有观察到空白对照
组、模型组和 TSG预处理组之间 SOD活性的显著差
异。这些结果提示 TSG 能部分纠正 H/R 损伤下的
BEAS-2B 细胞氧张力失衡, 改善氧化应激状态, 且
这种效应可能与 SOD的参与并没有直接关系。 

MAPK 信号通路调控细胞的存亡, 其被认为是
氧化应激损伤的调控因子[26]。在 H/R发生之时, 氧化
应激激活 MAPK 介导细胞存活或凋亡的级联反应[27] 
(图 10)。p38 MAPK 和 SAPK/JNK1/2 由炎性细胞因
子和环境应激因素激活, ERK1/2 则由生长因子及细
胞因子激活[28]。 

JNK1/2在死亡受体介导的外源性凋亡通路和线粒
体介导的内源性凋亡通路中均发挥关键作用。JNK1/2
参与促凋亡蛋白 Bax的转位和下游的线粒体去极化、
细胞色素 C 的释放及 caspase 的激活 (图 10)。本研
究观察了H/R处理后, Bax从BEAS-2B细胞胞浆至线
粒体的转位。聚集的 Bax 在线粒体外膜上形成孔道, 
诱使细胞色素 C从线粒体内释放至胞浆。细胞色素 C 

 
Figure 10  TSG is involved in the regulation of MAPK,  
HIF-1α and p53 signaling pathway in H/R-induced cell apoptosis.  
Solid arrow: Stimulatory modification or phosphorylating activa-
tion; Dashed arrow: Translocation; Bar-headed arrow: Inhibitory 
modification 
 
在胞浆外与 Apaf-1结合、寡聚, 募集始动 caspase (如
procaspase-9)。自活化的 procaspase-9 又激活下游效
应 caspase (如 caspase-3 和 caspase-7)[29], 最终引起
DNA断裂和细胞凋亡。TSG抑制 Bax的转位、降低
Bax/Bcl-2比值, 从而抑制 H/R诱导损伤的 BEAS-2B
细胞下游一系列的功能改变和凋亡行为。值得注意   
的是, 本研究没有观察到空白对照组、模型组和 TSG
预处理组之间 Bcl-2表达的显著差异。这个结果提示, 
Bcl-2作为对MAPK通路激活有负反馈调节效应的抑
凋亡蛋白, 可能在 BEAS-2B 细胞上, 对 TSG 的预处
理并不敏感。 

此外, JNK还激活 p53凋亡通路[30] (图 10)。JNK
激活的凋亡通路与 p53介导的 Bax表达上调有关。在
大多数情况下, p38-MAPK与 JNK1/2同时被激活[31]。

BEAS-2B经 4 h的缺氧及 6 h的复氧处理后, p38、
ERK1/2 及 JNK1/2 的磷酸化水平迅速升高。TSG 的
预处理可抑制 JNK1/2 和 p38 MAPK 的激活但对
p-ERK1/2的表达没有显著影响。这些结果提示, TSG
抑制 H/R 诱导的 BEAS-2B 细胞损伤的作用可能与
JNK1/2及 p38 MAPK信号通路有关。 

另一方面, HIF也是与氧化应激敏感性相关的重
要转录因子。缺氧之后的复氧过程可导致 p53蛋白的
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积累和Bax的寡聚化[32], 使细胞经历速发的 p53依赖
性细胞凋亡[33]。有研究证实, p53蛋白与 HIF-1α之间
在物质与功能上有着密切的相互作用[34, 35] (图 10)。
在本研究中, H/R 诱导损伤的 BEAS-2B 细胞中磷酸
化 p53和 HIF-1α表达均显著升高; 而在 TSG预处理
组中, 两者表达均显著下降, 且呈良好的量效关系。
这提示 TSG 可通过调控 p53 和 HIF-1α 发挥增强
BEAS-2B细胞存活和降低 H/R损伤的作用。 

总之, 此研究表明了 TSG 能降低 BEAS-2B 细    
胞的 H/R 损伤。这种保护效应能够抑制细胞死亡、
提高气管内皮功能、恢复氧化应激平衡及增强细胞抗

凋亡能力。TSG 通过抑制 MAPK 的激活, 从而降低
Bax/Bcl-2比值、细胞色素 C的释放, 抑制 caspase-9、
caspase-3、磷酸化 p53 和 HIF-1α 的表达发挥保护作
用。TSG 抗 H/R 损伤的保护作用可能对将来预防和
治疗慢性阻塞性肺病、肺水肿、肺气肿和其他肺部缺

血再灌注损伤药物研发带来积极意义。 
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