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松果菊苷延缓人脐静脉内皮细胞衰老的机制

田  甜，欧阳·菊艳，李  瑜，米叶赛·艾尼瓦尔，何娟丽，李振华，王  红

文题释义：
胞质多聚腺苷酸化元素结合蛋白1(cytoplasmic polyadenylation element binding protein，CPEB1)：是一种高度保守的RNA结合蛋白，将翻译抑

制剂招募到其目的mRNA 3’非翻译区，并与特定序列结合调控mRNA的聚腺苷化。CPEB1广泛参与生物过程，包括细胞周期进程、增殖与肿

瘤、细胞衰老和炎症等。

沉默信息调节因子2相关酶类1(silent mating type information regulation 2 homolog 1，SIRT1)：是Sirtuin蛋白家族的一员，是负责细胞调控的

组蛋白去乙酰化酶，参与细胞周期调控、DNA修复、凋亡和炎症、自噬和衰老，并在多种疾病中起保护作用，包括神经退行性疾病、心血

管疾病、代谢综合征和肿瘤等。

摘要
背景：前期工作发现同型半胱氨酸通过活性氧加速脐静脉内皮细胞衰老，此次实验初步研究影响内皮细胞衰老的相关机制。

目的：探讨松果菊苷对人脐静脉内皮细胞中CPEB1、SIRT1、P53、P21基因表达的影响。 
方法：体外培养人脐静脉内皮细胞，加入10 g/L D-半乳糖构建细胞衰老模型，CCK-8法分析松果菊苷(0，10，20，50，100，200，300，400，
500 mg/L)预处理12，24 h后的细胞增殖活性，筛选松果菊苷最佳质量浓度及干预时间；然后将人脐静脉内皮细胞分为5组：正常对照组，D-
半乳糖组，松果菊苷100，200，300 mg/L组。β-半乳糖苷酶染色法检测松果菊苷预处理12 h后细胞染色阳性率，实时荧光定量-聚合酶链反

应、蛋白免疫印迹法检测松果菊苷预处理12 h后人脐静脉内皮细胞中CPEB1、Sirt1、P53、P21 mRNA的表达和CPEB1、Sirt1、P21蛋白的表达。

结果与结论：①CCK-8检测结果表明：松果菊苷预处理12 h的细胞存活率明显高于预处理24 h，与D-半乳糖组相比，松果菊苷100，200，
300 mg/L组均不同程度提高细胞活力(P < 0.000 1)，3组间对比差异有显著性意义(P < 0.01)；②与正常对照组相比，D-半乳糖组β-半乳糖苷

酶染色阳性率最高(P < 0.000 1)，100，200，300 mg/L松果菊苷预处理12 h后，可一定程度降低β-半乳糖苷酶染色阳性率(P < 0.000 1)；③与

正常对照组相比，D-半乳糖组CPEB1、P53、P21 mRNA表达水平均升高(P < 0.000 1)，Sirt1 mRNA表达水平降低(P < 0.000 1)；与D-半乳糖组

相比，100，200，300 mg/L松果菊苷预处理12 h后，CPEB1、P53、P21 mRNA表达水平均降低(P < 0.000 1)，Sirt1 mRNA表达水平均升高(P < 
0.000 1)；蛋白免疫印迹分析结果与实时荧光定量-聚合酶链反应分析结果一致；④结果表明，松果菊苷可能通过下调CPEB1、P53、P21表
达水平，上调Sirt1表达水平，来延缓D-半乳糖诱导的人脐静脉内皮细胞衰老。 
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Mechanism by which echinacoside delays the senescence of human umbilical vein endothelial cells

Tian Tian, Ouyang·Juyan, Li Yu, Miyesai·Ainiwaer, He Juanli, Li Zhenhua, Wang Hong
Second Department of Comprehensive Internal Medicine, The First Affiliated Hospital of Xinjiang Medical University, Urumqi 830000, Xinjiang Uygur 
Autonomous Region, China
Tian Tian, Master candidate, Second Department of Comprehensive Internal Medicine, The First Affiliated Hospital of Xinjiang Medical University, Urumqi 
830000, Xinjiang Uygur Autonomous Region, China
Corresponding author: Wang Hong, MD, Professor, Master’s supervisor, Second Department of Comprehensive Internal Medicine, The First Affiliated Hospital 
of Xinjiang Medical University, Urumqi 830000, Xinjiang Uygur Autonomous Region, China

Abstract
BACKGROUND: Preliminary work has found that homocysteine accelerates the aging of umbilical vein endothelial cells through reactive oxygen species. This 
experiment preliminarily studies the relevant mechanisms affecting endothelial cell aging.
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0   引言   Introduction
心血管疾病是一种衰老性疾病，对衰老机制的研究将

有助于人们了解衰老的发生情况，从而寻找预防和治疗衰老

和衰老相关疾病的方法
[1]
。研究表明，细胞衰老在年龄相关

疾病的进展中起着关键作用
[2-3]

。细胞衰老是一种无限期的

生长停滞状态，其共同特征包括 DNA 损伤、激活 p53/p21、
p16/pRb 通路以及衰老相关 β- 半乳糖苷酶在 pH 值为 6 时高

表达
[4-5]

，其他相关特征包括细胞骨架改变、细胞扁平化、

细胞质中形成空泡和衰老相关异染色质病灶的出现
[6]
。

近年来研究发现中医药在延缓细胞衰老过程中发挥重

要作用，松果菊苷 (echinacoside，ECH) 是一种天然的苯乙醇

苷，具有抗菌、抗癌、抗糖尿病、抗炎、抗肥胖、抗氧化、

抗病毒和神经保护特性，在预防和治疗各种人类疾病中有一

定的潜力
[7-8]

。松果菊苷是中药肉苁蓉的主要活性成分，该

化合物首次从国际知名植物中华辣椒的根中分离出来，也是

柑橘的主要有效成分之一，大量研究表明，松果菊苷具有广

泛的药理作用，包括抗氧化、神经保护、肝脏保护、抗炎、

抗肿瘤、改善记忆以及免疫调节等，迄今为止，肉苁蓉属       

(Orobanchaceae) 和紫锥菊属 ( 菊科 ) 是制备松果菊苷的主要

天然植物来源
[9]
。松果菊苷可通过促使 G1 期细胞进入 S 期和

G2 期，抑制活性氧的产生，来延缓人成纤维细胞 MRC-5 的

衰老
[10]
。

松果菊苷具有心血管保护活性，可提高人脐静脉内皮细

胞 (human umbilical vein endothelial cells，HUVECs) 的存活率，

减少乳酸脱氢酶、丙二醛、细胞间黏附分子 1 的分泌和细胞

内活性氧的产生
[11]
。但松果菊苷对内皮细胞衰老的作用及机

制尚不清楚，该研究旨在探讨松果菊苷对人脐静脉内皮细胞

作用的相关信号通路 CPEB1、Sirt1、P53、P21 基因表达的影

响，了解其对人脐静脉内皮细胞的保护作用及其潜在的分子

机制。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   分组对照的细胞实验，多组间差异采用方差分析，

两组间比较采用 t 检验。

1.2   时间及地点   实验于 2021 年 2-8 月在新疆医科大学第一

附属医院科技楼完成。

1.3   材料   内皮细胞培养基 (ECM)(ScienCell，Lot:32720)；内皮

细胞生长因子 (ScienCell，Lot:32186)；胎牛血清 (Hyclone，Lot: 

RB35946)；DMEM/HIGH GLUCOSE(Hyclone Lot:AF29584962)、 

胰蛋白酶 (0.25%Trypsin-EDTA)(Hyclone，Lot:2133226)；磷酸

盐缓冲液 (Hyclone，Lot:AF29584962)；二甲基亚砜 (BioFroxx， 
Lot:EZ2811E252)；松果菊苷 ( 成都曼斯特，A0282)；D- 半 

乳 糖 ( 索 莱 宝，D8310)；CCK-8 溶 液 (Dojindo，Lot:SJ682)； 

β- 半乳糖苷酶染色试剂盒 ( 上海碧云天 )；兔单克隆抗体

Sirt1(Abcam，Ab189494)； 兔 多 克 隆 抗 体 CPEB1(Abcam， 

Ab3465)；P21 抗体 (Proteintech Lot:00085901)；兔抗 GAPDH

抗体 (Abcam，Ab9485)；山羊抗兔二抗；RIPA 裂解液 ( 索

莱 宝，Lot:20190920)；PMSF 蛋 白 酶 抑 制 剂 ( 索 莱 宝，

Lot:20190312)；BCA 蛋白定量分析试剂盒 (Thermo，Lot：
UB276924)；4× 蛋白质上样缓冲液 ( 索莱宝，Lot:20200317)；
SDS-PAGE 凝胶制备试剂盒 ( 索莱宝，Lot:20191218)；Maker 

(Proteintech，PL00001)；PVDF 膜；10×TBST 缓冲液 ( 索莱宝，

Lot:20200907)；显色试剂盒 (Biosharp，Lot:21299536)；TRlzol

总RNA提取试剂 (Ambion，Lot:257402)；反转录试剂盒 (Takara，
Lot:AK81979A)；上机试剂盒 (Takara，Lot:AKF0106A)；引物 ( 上

海生工 )。
1.4   实验方法   

1.4.1   人脐静脉内皮细胞的分离培养   该实验符合新疆医

科大学第一附属医院的相关伦理要求 ( 医院伦理批件号： 

IACUC-20180223-04)，已签署涉及人的生物医学研究受试者知

情同意书。

OBJECTIVE: To investigate the effects of echinacoside on the expression of cytoplasmic polyadenylate binding protein 1 (CPEB1), sirtuin1 (SIRT1), P53 and P21 
genes in human umbilical vein endothelial cells.
METHODS: Human umbilical vein endothelial cells were cultured in vitro. D-galactose 10 g/L was used to construct cell aging model. The proliferation viability 
of cells treated with echinacoside (0, 10, 20, 50, 100, 200, 300, 400, 500 mg/L) for 12 and 24 hours was analyzed by CCK-8 assay, and the optimal mass 
concentration and intervention time of echinacoside were screened. Human umbilical vein endothelial cells were divided into normal control group, D-galactose 
group and echinacoside groups (100, 200, and 300 mg/L). β-Galactosidase staining was used to detect the positive staining rate of cells after echinacoside 
pre-intervention for 12 hours. Real time RT-PCR and western-blot assay were used to detect the mRNA expression levels of CPEB1, Sirt1, P53 and P21 and the 
protein expression levels of CPEB1, Sirt1 and P21 in human umbilical vein endothelial cells after echinacoside pretreatment for 12 hours. 
RESULTS AND CONCLUSION: (1) The results of CCK-8 assay showed that the survival rate of echinacoside group at 12 hours was significantly higher than that 
at 24 hours. Compared with the D-galactose group, cell viability increased in the echinacoside 100, 200, and 300 mg/L groups to varying degrees (P < 0.000 
1), and there was a significant difference among the three groups (P < 0.01). (2) Compared with the normal control group, the D-galactose group had the 
highest positive rate of β-galactosidase staining (P < 0.0001). 100, 200, and 300 mg/L echinacoside pretreatment for 12 hours could reduce the positive rate of 
β-galactosidase staining to a certain extent (P < 0.000 1). (3) Compared with the normal control group, the mRNA expression levels of CPEB1, P53 and P21 were 
increased (P < 0.000 1), and the expression level of SIRT1 mRNA was decreased (P < 0.000 1) in the D-galactose group. Compared with the D-galactose group, 
100, 200, and 300 mg/L echinacoside pretreatment for 12 hours decreased the mRNA expression levels of CPEB1, P53, and P21 (P < 0.000 1), but increased 
Sirt1 mRNA expression (P < 0.000 1). Western blot assay results were consistent with real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction results. (4) 
These findings indicate that echinacoside may delay D-galactose-induced human umbilical vein endothelial cell senescence by down-regulating CPEB1 and P53/
P21 expression levels and up-regulating Sirt1 expression levels.
Key words: echinoside; human umbilical vein endothelial cells; aging; CPEB1; Sirt1; P53; P21
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   筛选新疆医科大学第一附属医院产科无妊娠期基础疾病的

健康孕妇，顺产 / 剖腹产术后无菌获取 15-20 cm 的新生儿脐

带，放入配置好的含有 1% 双抗的 4 ℃ PBS 中，用封口膜将瓶

口封闭好放入冰盒中快速拿回实验室。在无菌细胞超净台中，

首先用 10 mL 注射器 ( 去掉针头 ) 吸入预热的无菌 PBS，然后

注射器对准脐静脉管腔入口，缓慢打入无菌 PBS，反复冲洗脐

静脉管腔，直至流出无血色 PBS；其次，用止血钳将脐带一端

夹闭，用 10 mL 注射器吸入胰酶缓慢打入另一端脐静脉入口，

使脐带充盈至 80%-90%，将夹闭好的脐带置于大皿中放入细胞

温箱中孵育 12 min 左右，期间每隔 2 min 轻揉脐带以充分消化

细胞；最后，将混有细胞的胰酶液体放入 15 mL 离心管，并加

入 2 倍胰酶量的完全培养基终止消化，常规离心 (1 000 r/min，
5 min)，弃上清液，加入 1 mL ECM 培养基缓慢吹打，接种在

培养皿中，放置细胞温箱中培养。

1.4.2   细胞衰老模型建立   将分离培养的人脐静脉内皮细胞

传代至第 4 代，加入含 10 g/L D- 半乳糖的 ECM 培养液培养

24 h，构建细胞衰老模型，采用 β-半乳糖苷酶染色鉴定。

1.4.3   CCK-8 法筛选松果菊苷作用浓度及干预时间   取第 4 代

对数生长期人脐静脉内皮细胞以 6×103
个 / 孔接种于 96 孔板

中，加入 100 μL ECM 培养过夜，细胞贴壁后，分别加入 0，
10，20，50，100，200，300，400，500 mg/L 的松果菊苷预

处理 12，24 h，然后加入质量浓度为 10 g/L 的 D- 半乳糖诱

导 24 h，酶标仪 450 nm 波长处检测各孔的吸光度值。

1.4.4   细胞分组   将第 4 代人脐静脉内皮细胞分成正常对照

组、D-半乳糖组、松果菊苷 100，200，300 mg/L 组。

1.4.5   β- 半乳糖苷酶原位染色   将第 4 代人脐静脉内皮细胞

接种至 6 孔板，3×104
个 / 孔，待细胞长满 80% 孔底，正常

对照组加入 ECM 培养液，D- 半乳糖组加入 ECM 培养液培

养 12 h 后加入 10 g/L 的 D-半乳糖诱导 24 h 构建衰老模型，

松果菊苷 100，200，300 mg/L 组加入配制好的质量浓度分

别为 100，200，300 mg/L 的松果菊苷干预 12 h，然后加入 

10 g/L 的 D- 半乳糖诱导 24 h，用无血清 DMEM 冲洗 1 遍，

加入 1 mL 固定液，室温固定 15 min，弃固定液，DMEM 冲

洗 3 遍，每次 3 min，按照说明书配比每孔加入 1 mL β-半乳

糖苷酶染色工作液，在光学显微镜下观察计数蓝染细胞，蓝

染细胞 / 总细胞数即为阳性率。

1.4.6   实时荧光定量聚合酶链反应 (qRT-PCR)   Trizol 法提取

各组干预后的人脐静脉内皮细胞总 RNA，将其反转录为

cDNA，以单链 cDNA 为模板，使用 SYBR 荧光染料、高效

PCR 酶进行 qRT-PCR 扩增，用 GAPDH 作内参。qRT-PCR 扩增

结果以 2-ΔΔCt
表示。引物序列见表 1。

表 1 ｜ Real time RT-PCR 相关基因引物序列
Table 1 ｜ Primer sequences for real time RT-PCR related genes

基因 引物序列 (5'-3')

Forward Reverse

Sirt1 CCC CAT GAA GTG CCT CAG AT TGG GTG GCA ACT CTG ACA AA
CPEB1 CGG TGT CCT CCC AAA GGT AA GGA TCA CCT GCA CCT CCT TG
P21 AGG AGG CGC CAT GTC AGA ACC TCC TGT GGG CGG ATT AGG GCT
P53 ATG GAG GAG CCG CAG TCA G TCA GTC TGA GTC AGG CCC TTC
GAPDH TGC ACC ACC AAC TGC TTA GC GGC ATG GAC TGT GGT CAT GA

人脐静脉内皮细胞的培养及鉴定

细胞来源： 新生儿脐带

原代培养方法： 酶消化法

细胞培养基： ECM 培养基

原代培养时间： 原代细胞培养 48 h 换液，之后两三天换液 1 次，培养 7-10 d

开始传代

细胞传代： 细胞融合至 80% 用胰酶消化传至下 1 代，按 1 ∶ 3 比例传代，

5-7 d 传 1 代，共传 4 代

细胞鉴定： 采用蛋白免疫印迹法鉴定细胞

伦理学批准： 该实验经过新疆医科大学第一附属医院伦理学委员会批准

1.4.7   Western blot 实验   收集各组干预后的人脐静脉内皮细

胞，用含 PMSF 的 RIPA 裂解液提取细胞总蛋白，吸取上清后

用 BCA 试剂盒测定蛋白含量，通过十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯

酰胺凝胶电泳 (SDS-PAGE) 分离 20 μL 蛋白样品并转移至聚偏

氟乙烯膜，脱脂奶粉室温封闭 2 h 后，加入 GAPDH、Sirt1、
CPEB1、P21 一抗 4 ℃孵育过夜，次日加入二抗室温孵育 2 h，
1×TBST 洗膜，显色。Image Lab 软件分析结果，以 GAPDH 表

达水平作为内参，各蛋白 / 内参的灰度值比值来计算各蛋白

相对表达量，实验均重复 3 次。

1.5   主要观察指标   ①各组人脐静脉内皮细胞 β-半乳糖苷酶

染色阳性率；②各组人脐静脉内皮细胞中 Sirt1、CPEB1、P21

蛋白表达水平；③各组人脐静脉内皮细胞中 Sirt1、CPEB1、
P53、P21 mRNA 表达水平。

1.6   统计学分析   采用 SPSS 23.0 软件进行数据分析。计量资

料符合正态分布，以 x-±s 表示，多组间差异采用方差分析，

两组间比较采用 t 检验，P < 0.05 为差异有显著性意义。文

章统计学方法已经通过新疆医科大学第一附属医院生物统计

学专家审核。

2   结果   Results 
2.1   CCK-8 法筛选松果菊苷最佳质量浓度及干预时间   由图

1 可见，松果菊苷预处理 12 h 组明显比 24 h 组细胞存活率

高。松果菊苷预处理 12 h 组中：①与正常对照组相比，D-

半乳糖组细胞存活率明显下降，P < 0.000 1，说明 D- 半乳

糖对细胞有一定损伤作用；②与 D- 半乳糖组相比，松果菊

苷 100，200，300 mg/L 组均促进细胞增殖，其中松果菊苷 

200 mg/L 组与松果菊苷 100 mg/L 组相比，P < 0.01，松果菊

苷 300 mg/L 组与松果菊苷 200 mg/L 组相比，P < 0.01，松果

菊苷 300 mg/L 组与松果菊苷 100 mg/L 组相比，P < 0.001，

松果菊苷 300 mg/L 组促进细胞增殖作用最明显；③随着松

果菊苷质量浓度的增加，细胞增殖活力一开始呈上升趋势，

松果菊苷 300 mg/L 组促进细胞增殖作用最明显，但随着松

果菊苷质量浓度继续增加，反而抑制细胞增殖活力，说明松

果菊苷在一定质量浓度范围内对人脐静脉内皮细胞活性起促
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进作用，调整松果菊苷质量浓度在适当范围内是延缓人脐静

脉内皮细胞衰老的关键。

2.3   松果菊苷对人脐静脉内皮细胞中 CPEB1、Sirt1、P53、
P21 mRNA 及蛋白表达水平的影响    如图 3 所示，与正常对

照组相比，D- 半乳糖组 Sirt1 mRNA 表达水平明显下降，

CPEB1、P53、P21 mRNA 表达水平均升高。与 D-半乳糖组相

比，松果菊苷 100，200，300 mg/L 组 Sirt1 mRNA 表达均不

同程度升高，CPEB1、P53、P21 mRNA 表达水平均下降。如

图 4 所示，Sirt1、CPEB1、P21 蛋白表达趋势与 PCR 结果一致。

这些证据表明松果菊苷可缓解 D- 半乳糖诱导的人脐静脉内

皮细胞衰老损伤，这种保护作用可能通过上调 Sirt1 表达，

下调 CPEB1、P53、P21 表达水平实现。

图 1 ｜松果菊苷 (ECH) 不同质量浓度及作用时间下人脐静脉内皮细胞的

活力

Figure 1 ｜ Viability of human umbilical vein endothelial cells under 
different mass concentrations and treatment time of echinacoside

图注：图 A 为松果菊苷预

处理 12 h 各组细胞活力；

B 为松果菊苷预处理 24 h
各组细胞活力。与正常对

照组相比，
aP < 0.01，与D-

半乳糖组相比，
bP < 0.05，

cP < 0.01
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图 2 ｜不同质量浓度松果菊苷 (ECH) 干预后人脐静脉内皮细胞 β- 半乳

糖苷酶染色 ( 标尺 =100 μm)
Figure 2 ｜ β-Galactosidase staining of human umbilical vein endothelial 
cells after intervention with different mass concentrations of echinacoside 
(scale bars=100 μm)

图注：图 A-E 分别为

正常对照组、D- 半乳

糖组、松果菊苷 100，
200，300 mg/L 组，蓝

染细胞为染色阳性细

胞；F 为各组人脐静

脉内皮细胞 β- 半乳糖

苷酶染色阳性率。与

正常对照组相比，
aP < 

0.000 1，与 D- 半乳糖

组相比，
bP < 0.000 1
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2.2   松果菊苷减少 β- 半乳糖苷酶染色阳性率   β- 半乳糖苷

酶在衰老细胞中高表达，在衰老前细胞、静止细胞、永生细

胞中不表达，是最常用的衰老标志物。如图 2 所示，与正常

对照组比，D- 半乳糖组 β- 半乳糖苷酶染色阳性细胞增多，

D-半乳糖可诱导脐静脉内皮细胞衰老；100，200，300 mg/L 

松果菊苷预处理 12 h 后，可在一定程度降低 β- 半乳糖苷酶

染色阳性率，与 D- 半乳糖组相比较差异有显著性意义，表

明松果菊苷对 D- 半乳糖诱导的人脐静脉内皮细胞有一定保

护作用，可以减少 β-半乳糖苷酶染色阳性率。

图 3 ｜各组人脐静脉内皮细胞中 Sirt1、CPEB1、P53、P21 mRNA 表达水平

Figure 3 ｜ mRNA expression levels of Sirt1, CPEB1, P53 and P21 in human 
umbilical vein endothelial cells of each group

图注：与正常对照组

相比，
aP < 0.000 1； 

与 D- 半 乳 糖 组 相

比，
bP  < 0.000 1。 
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图注：图 A 为 Sirt1、CPEB1、P21、GAPDH 蛋白印迹图；B-D 为 Sirt1、
CPEB1、P21 蛋白印迹定量比较。与正常对照组相比，

aP < 0.000 1；与 D-
半乳糖组相比，

bP < 0.000 1。ECH：松果菊苷

图 4 ｜各组人脐静脉内皮细胞中 Sirt1、CPEB1、P21 蛋白表达水平

Figure 4 ｜ Protein expression levels of Sirt1, CPEB1 and P21 in human 
umbilical vein endothelial cells of each group
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3   讨论   Discussion
研究表明内皮细胞衰老是导致血管老化的主要机制之 

一
[12-13]

。课题组前期工作发现同型半胱氨酸通过活性氧加速

内皮细胞衰老，这一过程与端粒酶失活有关
[14]
。此次为进一

步探讨影响内皮细胞衰老的相关机制，以 D- 半乳糖构建细
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胞衰老模型，探讨松果菊苷对人脐静脉内皮细胞相关信号通

路 Sirt1、CPEB1、P53、P21 基因表达的影响。

Sirt1 是一种 NAD+
依赖的去乙酰化酶，参与细胞周期调

控、DNA 修复、凋亡和炎症
[15]
、自噬和衰老

[16]
，并在多种

疾病中起保护作用，包括神经退行性疾病、心血管疾病、代

谢综合征和肿瘤
[17]
。此外，Sirt1 能够使多种蛋白质的赖氨

酸残基发生去乙酰化，Sirt1 还能去乙酰化非组蛋白底物，包

括 p53、Ku70、FOXO3、PGC1-a、PARP-1 和 NF-κB[18-19]
。Sirt1

在内皮细胞中高度表达，被公认是长寿基因
[20]
。随着年龄的

增长，内皮 Sirt1 表达降低导致基因组不稳定，诱导 P53 蛋

白去乙酰化，促使细胞衰老
[21-22]

。由此可见，Sirt1 通过乙

酰化和去乙酰化这些蛋白来改变它们的转录和酶活性以及蛋

白质水平，从而广泛参与调节细胞衰老、凋亡、炎症、活性

氧的产生、DNA 损伤和修复以及血管生成
[23-24]

。P53 和 P21

都是参与内皮细胞衰老和动脉粥样硬化形成的关键信号分 

子
[25-26]

。BIAN 等
[27]

用氧化低密度脂蛋白构建人脐静脉内皮

细胞衰老模型及动脉粥样硬化模型，研究表明，长链非编码

RNA NORAD 通过 NF-κB 和 p53-p21 信号通路减缓内皮细胞衰

老、内皮细胞凋亡和动脉粥样硬化。P53 作为抑制恶性细胞

存活的肿瘤抑制因子，可诱导细胞的多种反应，包括分化、

衰老、DNA 修复和抑制血管生成，导致细胞周期停滞和细胞

凋亡
[28]
。老年人发生血管内皮功能障碍后，可激活 P53 基因

与其下游 P21 基因启动子区域结合，促使 P21 蛋白增加并抑

制细胞周期进程
[29]
。此次研究结果表明 P53 和 P21 在衰老细

胞中高表达，Sirt1 则是内皮细胞保护因子，松果菊苷可以上

调 Sirt1 表达水平，下调 P53、P21 表达水平。

目前评估衰老细胞的方法是通过联合检测多种生化标志

物 ( 如 P53、P21、P16、Sirt1 和 β- 半乳糖苷酶等 )，但由于

缺乏通用的可检测指标，寻找更加确定的衰老标志物一直是

大家关注的问题
[30]
。CPEBs 是新近发现的一组蛋白，可介导

mRNA 翻译和胞质多聚腺苷酸化过程，包括调节细胞衰老和

增殖及其病理表现等
[31]
。BURNS 等

[32]
发现在 CPEB1 基因敲

低的细胞中，P53 mRNA 具有异常短的 poly(A) 尾巴，翻译效

率降低，导致 P53 蛋白水平下降、活性氧减少以及糖酵解增

加，进而控制细胞衰老。BURNS 等
[33]

进一步验证在人成纤

维细胞中，细胞衰老是 P53 mRNA 协同 CPEB1 进行翻译调节

的，当 CPEB1 耗竭时，细胞耗氧量减少，β- 半乳糖苷酶染

色的细胞减少，P53 mRNA 及蛋白水平均降低，细胞寿命延

长。XU 等
[34]

用氧化低密度脂蛋白干预人脐静脉内皮细胞构

建动脉粥样硬化模型，发现 CPEB1 小干扰 RNA(siRNA) 抑制氧

化应激、炎症和凋亡，CPEB1 水平降低可通过 SIRT1/LOX-1 信

号通路对氧化低密度脂蛋白诱导的内皮细胞凋亡和炎症有保

护作用。但 CPEB1 与内皮细胞衰老的相关性尚未明确验证，

此次实验通过体外细胞水平简单验证 CPEB1 与内皮细胞衰老

相关，在 qRT-PCR 及 Western 印迹半定量分析中，D- 半乳糖

组 CPEB1 mRNA 及蛋白表达水平均明显高于正常对照组。但

后期还需进一步在动物水平上做进一步的验证。在小鼠胚胎

成纤维细胞中，诱导其衰老的是 P53、pRb、P19 和 P16 基因，

若缺乏上述 4种肿瘤抑制因子，CPEB则无法诱导细胞衰老
[35]
。

这引发后续实验需要思考的问题：在人脐静脉内皮细胞中是

否也是如此？若敲除 P53 基因，CPEB1 是否还能在人脐静脉

内皮细胞中表达？

大量实验研究已经证明了松果菊苷的强大抗氧化特性，

在体内实验中，松果菊苷可以促进血管性痴呆大鼠或亚急性

衰老小鼠模型的抗氧化、抗疲劳和抗应激能力，松果菊苷能

够降低转录调节蛋白 BACH1 的蛋白水平，增强血红素加氧酶

1 mRNA 水平，下调 P53 的表达，上调 Sirt1 的表达
[36]
。此

次体外细胞实验中，CCK-8 结果分析显示，松果菊苷预处理

12 h 组明显比 24 h 组细胞存活率高，100，200，300 mg/L 

松果菊苷干预 12 h 对细胞增殖活力有明显促进作用，但随

着松果菊苷质量浓度的增加，反而抑制细胞增殖活力。YOU 

等
[37]

在探讨松果菊苷通过阻断 TGF-β1/smad 信号传导通路

来抑制肝星状细胞活化中，发现随着松果菊苷质量浓度的增

加，肝星状细胞活力呈下降趋势，不同浓度区间对细胞活力

可呈现促进或者抑制作用。艾江等
[38]

在研究松果菊苷对人

增生性瘢痕成纤维细胞 TGF-β1/Smads 信号通路影响的实验

中，表明松果菊苷作用 48 h 的细胞毒性明显高于 24 h。调整

松果菊苷质量浓度在适当范围内及合适的干预时间是延缓人

脐静脉内皮细胞衰老的关键。β- 半乳糖苷酶染色结果说明

松果菊苷可缓解 D- 半乳糖诱导的人脐静脉内皮细胞衰老。

qRT-PCR 及 Western blot 半定量分析结果进一步表明，松果菊

苷可能是通过上调 Sirt1 表达，下调 CPEB1、P53、P21 表达

来缓解 D- 半乳糖诱导的人脐静脉内皮细胞衰老。这与 ZHU 

等
[39]

发现在人成纤维细胞中松果菊苷可下调 p53 的表达，

上调 Sirt1 的表达水平结果一致。

综上所述，此次研究结果表明：松果菊苷对 D- 半乳糖

诱导的人脐静脉内皮细胞衰老具有一定保护作用，其作用机

制可能是通过上调 Sirt1 表达，下调 CPEB1 及 P53、P21 表达

实现的，CPEB1 基因是潜在的内皮细胞衰老相关靶分子。
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