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[摘要 ] � 考察了橙皮素对人脐静脉内皮细胞 ( HUVEC s) NO分泌功能的影响, 探讨其作用机制. 为此采用 DAN

法测定 HUVEC s分泌 NO的水平, 用人乳腺癌 M CF- 7细胞 (雌激素受体阳性 )促增殖实验和报告基因模型实验

评价橙皮素的雌激素样活性. 结果显示在内源雌激素水平较低的条件下, 橙皮素在 12� 5~ 100 �m o l/L浓度范围

内, 能够促进 HUVECs分泌 NO,并呈剂量依赖性. 此作用能够被雌激素受体拮抗剂 ICI182, 780和放线菌素 D阻

断. 橙皮素与 E2同时作用时, HUVECs分泌 NO水平较两者单独作用时显著下降. 而在内源雌激素水平较高的条

件下, 橙皮素抑制 HUVECs分泌 NO.橙皮素能够促进 M CF- 7细胞增殖,并且能够被 IC I182, 780完全阻断, 同

时, 橙皮素能够部分拮抗 E2对 MCF- 7细胞的促增殖作用. 另外,橙皮素能够诱导 ER�控制的报告基因表达. 从

而可认为橙皮素属于雌激素受体部分激动剂,对血管内皮细胞 NO分泌功能具有调节作用, 其机理涉及雌激素

受体信号途径和基因转录调节.
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Abstrac t: Ob jective to investigate the e ffect o f hesperetin on re lease of n itr ic ox ide from cu ltured hum an um bilical ve in

endothelial cells ( HUVECs) and poss ible m echan ism. M e thods F luo rom etr ic assay w ith 2, 3-diam inonaphthalene

( DAN ) w as em ployed to determ inate the concentration of n itr ite in m ed ium, indica ting NO production from HUVECs.

Them odified MCF- 7 cell pro liferation assay and the reporter-gene assayw ere used to eva luate the estrogenic activ ity o f

hespere tin. Results at re la tive low leve l o f endogenous estrog en, hespe retin ( 12�5~ 100�mo l/L) prom o ted the release

o f NO from HUVECs in a dose-dependent m anner, wh ich cou ld be inhib ited by IC I182, 780 and actinom yc in D. W hen

HUVECs w ere treated w ith comb ination o f hesperetin and E2, the leve l of NO re leased from HUVEC sw as low er than that

o f sing le treatment. Under h igh level of endogenous estrog en, hesperetin inhib ited the release of NO from HUVECs.

H espe re tin sign ifican tly promo ted the pro liferation ofMCF- 7 ce lls, wh ich cou ld be comp le tely b locked by ICI182, 780.

M eanwh ile, hespere tin appeared to com prom ise e ffic iency o f E2. A lso hesperetin activa ted estrogen receptor and induced

the expression of Lucife rase ( reporter gene). Conclusion hesperetin can be classified as a partia l agonist of estrog en-re-

ceptor and possess regulation activ ity on NO production from HUVEC s. The possible m echan ism invo lves in estrogen ic

ac tiv ity and regu lation o f gene expression.
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� � 橙皮素 ( hesperet in)是一种黄烷酮类化合物, 多以糖苷形式存在于芸香科植物中, 在药材陈皮、枳壳、

枳实、青皮中含量颇高,是主要的药效活性成分之一,其糖苷在人肠道菌群作用下水解生成橙皮素而发挥

药效作用
[ 1]
. 橙皮素具有抗氧化、抗血小板凝聚、降脂、舒张血管等作用

[ 2-5]
, 对心血管系统疾病有预防和

治疗作用.血管内皮细胞分泌的 NO对维持心血管系统的正常生理功能具有积极作用
[ 6]
.橙皮素对心血管

系统的保护作用可能与其调节内皮细胞 NO分泌功能有关. 为证实上述推测,本文考察了橙皮素对血管内
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皮细胞 NO分泌功能的影响,并对其作用机制进行初步探讨.

1� 材料

1�1� 药物与试剂
� � 橙皮素由橙皮苷 (购自中国药品生物制品检定所 )酸水解后纯化制得 (HPLC法测定,纯度 > 98% ). 雌

二醇 ( �- estrad io,l E2 )、2, 3- 二氨基萘 ( 2, 3- d iam inonaphthalene, DAN)、内皮细胞生长因子 ( endothelial

cell grow th supplemen,t ECGS)、活性碳和 MTT均购于 Sigma公司. 无酚红 M199培养液、无酚红 DMEM培

养液、胎牛血清 ( FBS)、胶原酶 I均购于 G ibco公司. IC I182, 780购自 Tocris公司. A 23187和放线菌素 D购

于 CALB IOCHEM公司.

1�2� 使用的主要仪器
倒置相差显微镜 ( O lympus, 日本 ), ELX800酶标仪 ( B io-Tek Instrum ents, Inc. , 美国 ) , Infinite F200荧

光及化学发光分析仪 ( TECAN公司,瑞士 ) , 5810R冷冻离心机 ( Eppendor,f德国 ) .

2� 方法

2�1� 内皮细胞的分离与培养
� � 参照 Ja ffe

[ 7]
提出的方法略加改进,将 0�1%胶原酶 I注入人脐静脉, 消化收集得到人脐静脉内皮细胞

( human umb ilical vein endothe lial ce lls, HUVECs) .采用 M199培养液, 含 10% FBS、0�05 g /L ECGS、50U /

mL肝素钠、100U /mL青霉素和链霉素,置于 37� , 5% CO2细胞培养箱中培养.用鼠抗人第 V III因子抗体

进行细胞免疫化学鉴定.选择 2~ 4代细胞进行实验.

2�2� 血清去激素处理
FBS用活性碳进行去激素处理

[ 8 ]
.活性碳与 FBS混合, 低温振荡过夜. 然后离心、过滤、除菌, 即得到

去除激素的 FBS( charcoa-l stripped FBS, cFBS) .

2�3� DAN法测定 NO的含量

取 5 �L细胞培养液,用纯水稀释至 100 �L,然后加入 0�05 g /L DAN 10 �L,室温反应 10m in,再加入

2�8mo l/L N aOH 20�L,室温静置 20m in. 用荧光及化学发光分析仪测定,激发波长为 380 nm,发射波长为

450 nm.以亚硝酸钠为对照品配制不同浓度的溶液,制作标准曲线.

2�4� 不同内源雌激素水平下橙皮素对内皮细胞 NO分泌功能的影响

HUVEC s以每孔 1 � 105 /mL的密度接种于明胶包被的 96孔培养板,每孔体积 200�L.常规培养 2d使

细胞完全汇合,用 PBS洗 1遍,分别用含 5% FBS和 5% cFBS的无酚红 M199培养液对 HUVEC s进行培

养.然后分别加入 50�mo l/L橙皮素, 培养 24 h后测定培养液中 NO的水平.

2�5� 橙皮素对血管内皮细胞 NO分泌的促进作用

HUVEC s细胞接种于明胶包被的 96孔培养板,汇合后换成无酚红 M199培养液 (含 5% cFBS)继续培

养 24 h,然后加药处理.

分组:空白组 ( 0�1% DMSO ); A23187组 ( 5 �mo l/L ) ; E2组 ( 0�01 �mo l/L ) ; 橙皮素给药组 (终浓度为

12�5、25、50、100 �mo l/L ); 橙皮素 + IC I182, 780组 (加入 0�1 �mol/L IC I182, 780, 孵育 30m in后加入 50

�mo l/L橙皮素 ); 橙皮素 + E2组 (加入 0�01�mo l/L E2, 孵育 30m in后加入 50�mo l/L橙皮素 ) ;橙皮素 +

放线菌素 D组 (加入 0�8�mol/L放线菌素 D, 孵育 30m in后加入 50 �mo l/L橙皮素 ) .各组设 6个复孔.培

养 24 h后,分别测定培养液中 NO水平.

2�6� MCF- 7细胞促增殖实验

人乳腺癌 MCF- 7细胞株 (雌激素受体阳性 )培养于含 10% FBS、1% ( V /V )非必需氨基酸、100U /mL

青霉素和链霉素的 DMEM培养液中,置于 37�C, 5% CO2细胞培养箱中培养. M CF- 7细胞以每孔 2�5 �
10

4
/mL的密度接种于 96孔培养板,每孔体积为 200 �L, 常规培养 2d使细胞完全贴壁. 然后换成无酚红

DMEM培养液 (含 10% cFBS)继续培养. 2 d后换为含药培养液.分组: 空白组 (未接种细胞 ) ;阴性对照组

( 0�1% DMSO );阳性对照组 ( E2, 0�01�mo l/L ) ;橙皮素给药组 (终浓度为 50 �mo l/L ) ; 橙皮素 + IC I182,

780组;橙皮素 + E2组 (给药方法同上 ) , 各组设 6个复孔. 继续培养 72 h后, 每孔加入 5 mg /mL MTT
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10 �L,置细胞培养箱中孵育 4 h. 吸掉上清液,每孔加入 150 �L DMSO, 用酶标仪在 550 nm波长处测定吸

光度. 结果以增殖率表示:

增殖率 (% ) = (给药组 A值 -空白组 A值 ) / (阴性对照组 A值 -空白组 A值 ) � 100%.

表 1� 不同内源雌激素水平下橙皮素对内皮细胞 NO分泌功能的

影响 (�x � s, n = 6 )

Table 1� Effect o f hesperetin on NO production from HUVEC s

under d ifferent levels of endogenous estrogen

(�x � s, n = 6)

FBS cFBS

空白
橙皮素

( 50 �mo l/L )
空白

橙皮素

( 50 �mo l/L )

NO2
- / (�mo l/L ) 2�63 � 0�51 1�78 � 0�11* 2�17 � 0�09 2� 55 � 0�19*

� � 与同组空白组比较: * P < 0�05

表 2� 橙皮素对 HUVEC s分泌 NO的促进作用 (�x � s, n= 6)

Table 2� P rom otion effect of hesperetin on NO production from

HUVECs(�x � s, n= 6)

组别 浓度 / ( �m ol/L) NO2
- / ( �mo l/L )

空白 � 1�77 � 0�15
A23187 5 3�26 � 0�17* *

E2 0�01 3�29 � 0�86* *

橙皮素 12�5 2�75 � 0�40*

25 3�01 � 0�28* *

50 3�28 � 0�29* *

100 4�12 � 0�41* *

橙皮素 + IC I182, 780 50+ 0�1 1�85 � 0�06�

橙皮素 + E2 50+ 0�01 2�17 � 0�18�

橙皮素 +放线菌素 D 50+ 0�8 1�90 � 0�07�

� � 与空白对照组比较: * P < 0�05, * * P < 0�01

� � 与橙皮素 ( 50 �m ol /L)组比较: � P < 0�05

表 3� 橙皮素的雌激素样活性研究 (�x � s, n= 6)

� Table 3� Study of estrogenic activity of hesperetin(�x � s, n= 6)

组别 浓度 / ( �m ol/L) 增值率 /%

阴性对照 � 100�0 � 4�8

E2 0�01 201�1 � 7�8* *

橙皮素 50 190�2 � 6�3* *

橙皮素 + IC I182, 780 50+ 0�1 106�2 � 4�0� �

橙皮素 + E2 50+ 0�01 138�6 � 6�3* * � �

� � 与对照组比较: * * P < 0�01

� � 与橙皮素 ( 50 �m ol /L)组比较: � � P < 0�01

表 4� 橙皮素对雌激素受体的激活作用 (�x � s, n= 4)

Tab le 4� Hesperetin induced the expression of reporter gene

contro lled by ER�(�x � s, n = 4 )

组别 浓度 / (�m ol /L) Luciferase活力 /GFP荧光强度

E2 0�01 4�68 � 0�30

橙皮素 6�25 1�15 � 0�08

12�5 1�83 � 0�09

25 2�44 � 0�30

50 3�64 � 0�44

2�7� 报告基因模型实验
宿主细胞骨肉瘤细胞 U - 2OS以每孔 8 000的细胞数量接种于 96孔培养板. 24 h后细胞覆盖率达到

80%以上进行转染.转染按照生产商 ( Roche)的说明书进行, 每孔加入 ER�表达质粒、ERE- Luciferase报

告基因质粒和 GPF表达质粒 (内标 ) ,总量为 50 ng. 加入转染混合物 24 h后换液, 加入不同浓度橙皮素

(终浓度为 6�25、12�5、25、50 �mo l/L )或者 E2 ( 0�01
�mo l/L ) .各组设 4个复孔,并且 DMSO终浓度相等且

低于 0�2% .培养 24 h后,裂解细胞, 按照生产商 ( Pro-

mega)的说明书分别测定 Luc iferase活力和 GFP荧光

强度. 结果以 Luciferase活力与 GFP荧光强度的比值

表示.

2�8� 数据分析
结果以 �x � s表示.组间数据比较采用 t检验.

3� 结果

3�1� 橙皮素对人脐静脉内皮细胞 NO分泌水平的影

响

� � 如表 1所示, 在不同的细胞培养条件下,橙皮素对

内皮细胞 NO分泌功能的影响截然不同.在含 cFBS的

培养条件下, 橙皮素能够促进 HUVECs分泌 NO;而在

含常规 FBS(内源雌激素水平较高 )的培养条件下, 橙

皮素不但不能促进内皮细胞分泌 NO, 反而使 NO的水

平降低.

3�2� 橙皮素对血管内皮细胞 NO分泌的促进作用

如表 2所示, 在低水平内源雌激素条件下, 钙离子

载体 A23187和 E2均能够明显提高 HUVECs分泌 NO

的水平.橙皮素在 12�5~ 100 �mo l/L浓度范围内, 也

能够促进 HUVEC s分泌 NO,并呈剂量依赖性.雌激素

受体拮抗剂 IC I182, 780能够抑制橙皮素对 HUVECs

分泌 NO的促进作用.但橙皮素与 E2共同作用于细胞

时, HUVECs分泌 NO水平较两者单独作用时反而显

著下降 (P < 0�05) ,说明二者产生拮抗作用,与 3�1的
现象相一致.放线菌素 D是一种基因转录抑制剂, 能

够抑制橙皮素对 HUVEC s分泌 NO的促进作用.

3�3� 橙皮素对 MCF- 7细胞增殖的影响

如表 3所示, E2促进 MCF- 7细胞增殖的活性最

强,橙皮素在 50 �mol/L的浓度水平下也能够明显促

进 MCF- 7细胞增殖. IC I182, 780能够完全拮抗橙皮

素的这个作用.另外, 橙皮素与 E2共同作用对 MCF-

7细胞的促增殖作用较两者单独作用时显著减弱 (P <

0�01) .
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3�4� 橙皮素对雌激素受体的激活作用
如表 4所示, E2能够激活 ER�,诱导 ER�控制的报告基因表达升高.橙皮素在 6�25~ 50�mo l/L浓度

范围内也能够激活 ER�, 且呈剂量依赖性.

4� 讨论

本文采用了灵敏度高、稳定可靠的 DAN法测定血管内皮细胞分泌 NO的水平, 考察了橙皮素对体外

培养的 HUVEC s分泌 NO功能的影响.研究发现: 在含有普通 FBS的培养体系中, 橙皮素抑制内皮细胞分

泌 NO;在含有 cFBS的培养体系中,橙皮素能够促进内皮细胞分泌 NO, 说明橙皮素对血管内皮细胞 NO分

泌的影响依赖于体系中内源雌激素水平. 进一步研究发现,在低水平内源雌激素条件下,橙皮素在 12�5~
100�mo l/L浓度范围内能够促进内皮细胞分泌 NO,且呈量效关系.雌激素受体拮抗剂 ICI182, 780和基因

转录抑制剂放线菌素 D均能够完全抑制橙皮素的这个作用,说明其活性可能与雌激素受体激活及基因转

录调节有关.此外,橙皮素能够拮抗 E2对内皮细胞分泌 NO的促进作用.

M CF- 7细胞促增殖实验和报告基因模型实验结果表明,橙皮素能够激活雌激素受体及其调控的基

因表达,具有较强的雌激素样活性.同时, 橙皮素与 E2产生拮抗作用, 说明橙皮素属于雌激素受体部分激

动剂.

雌激素对心血管系统具有保护作用. 近年来,研究发现雌激素通过提高内皮型一氧化氮合酶的活性,

调节血管内皮细胞分泌 NO的水平,是其发挥心血管保护作用的主要作用机理之一,并且与其抗动脉粥样

硬化的作用密切相关
[ 9]
.植物雌激素是一类植物来源的具有雌激素活性的物质, 某些植物雌激素已被发

现具有调节血管内皮细胞 NO分泌功能的作用
[ 10]

, 与雌激素相比其作用具有一定的选择性. 橙皮素在不

同内源雌激素水平下对内皮细胞 NO分泌功能的不同调节作用提示我们,橙皮素可能有利于绝经期妇女

血管内皮功能的改善.绝经期妇女体内雌激素水平下降,带来一系列的病理生理改变, 特别是心血管疾病

的发病率显著上升,摄入橙皮素可能降低心血管系统疾病的发生率.同时,橙皮素具有雌激素样活性,可能

减轻雌激素替代疗法带来的副作用.

综上所述,橙皮素对血管内皮细胞的 NO分泌功能具有调节作用,其作用机理涉及雌激素受体信号途

径和基因转录调节.同时, 橙皮素是一种雌激素受体部分激动剂. 因此, 在内源雌激素水平较高时,对 HU-

VECs分泌 NO有一定的抑制作用; 而在内源雌激素水平较低时, 能促进 HUVECs分泌 NO.

[参考文献 ]

[ 1] � Lee N K, Choi S H, Pa rk S H, et a .l Antia llerg ic ac tiv ity o f hesperidin is ac tivated by in testina lm icroflo ra [ J]. Pharm aco-l

ogy, 2004, 71 ( 4): 174-180.

[ 2] � H irataA, M urakam iY, Sho jiM, et a.l K inetics o f radica-l scaveng ing activ ity of hesperetin and hesper idin and the ir inh ib ito-

ry activ ity on COX - 2 express ion [ J] . Anticance rRes, 2005, 25 ( 5) : 3 367-3 374.

[ 3] � Jin Y R, H an X H, Zhang Y H, e t a .l Antiplate let activ ity of hesperetin, a b io flavono id, ism a in lym ediated by inhibition o f

PLC-gamm a2 phospho ry lation and cyc looxygenase-1 activ ity [ J] . A thero sc lerosis, 2007, 194( 1) : 144-152.

[ 4] � Cha J Y, Cho Y S, K im I, e t a.l E ffec t o f hesperetin, a c itrus flavono id, on the liver tr iacylg lycero l content and pho sphatid-

ate phosphohydro lase activ ity in orotic acid- fed ra ts [ J]. P lant Foods H um Nu tr, 2001, 56 ( 4) : 349-358.

[ 5] � O ra llo F, A lvarez E, Basa ran H, et a .l Comparative study o f the vaso re laxant activ ity, superox ide-scaveng ing ab ility and cy-

clic nuc leo tide phosphodiesterase- inh ib ito ry e ffects of hesperetin and hesperid in [ J]. Naunyn Schm iedebergs A rch Pharm a-

co ,l 2004, 370 ( 6): 452-463.

[ 6] � Ignarro L J, C ir inoG, Casin iA, et a.l N itr ic ox ide as a signa lingm o lecule in the vascular system: an overv iew [ J]. J C ard-

iovasc Pha rmaco,l 1999, 34( 6) : 879-886.

[ 7] � Jaffe E A, Nachm an R L, Becker C G, et a.l Culture o f hum an endo the lia l ce lls de rived from umb ilica l ve ins. Identification

by mo rpho log ic and immuno log ic crite ria [ J]. J C lin Invest, 1973, 52 ( 11): 2 745-2 756.

[ 8] � Payne J, Jones C, Lakhani S, et a.l Im prov ing the reproduc ibility o f theMCF-7 ce ll pro lifera tion assay for the detection o f

x enoestrogens [ J]. Sc iTo tal Env iron, 2000, 248 ( 1): 51-62.

[ 9] � 穆军升, 朱洪生. 一氧化氮和雌激素的关系在心血管病中的研究进展 [ J] . 心血管病学进展, 2002, 23( 2): 113-

115.

[ 10] � 相启森, 周俊, 王冬, 等. 植物雌激素活性成分及生理功能研究进展 [ J]. 安徽农业科学, 2006, 34( 10 ): 2 038-

2 039, 2 042.

[责任编辑:孙德泉 ]

�99�

许冬梅,等: 橙皮素对血管内皮细胞 NO分泌功能的影响


