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牛蒡根水提取物对高血压患者
血清致伤血管内皮细胞TLR4、NF-κB表达的影响

刘鑫 1，马维红 2，邓晓兰 1，夏行 1

(1.桂林医学院研究生学院，广西 桂林 541004；
2.桂林医学院附属医院，广西 桂林 541004)

【摘要】 目的 探究牛蒡根水提取物对高血压患者血清致伤血管内皮细胞Toll样受体-核转录因子(TLR-NF-κ
B)信号转导通路的影响。方法 选取2014年12月至2016年1月于桂林医学院附属医院诊治的高血压病患者40例

纳入高血压组，选择健康体检者 40 例纳入对照组。分别采用两组研究对象的血清干预人脐静脉内皮细胞

(HUVEC-C) 24 h，应用不同浓度的牛蒡根水提取物干预高血压患者血清诱导的HUVEC-C TLR4 表达(24 h)及核转

录因子(NF-κB)活化(2 h)。将细胞连续培养 24 h后将细胞蛋白提取，并用免疫印迹(Western blot)技术检测细胞内

TLR4蛋白及NF-κB抑制因子 I-κBα蛋白的表达。结果 ①高血压组细胞提取蛋白中的TLR-4水平为(0.670 1±

0.091 18)，明显高于对照组(0.224±0.030 97)，I-κBα水平为(0.291 5±0.054 92)，明显低于对照组的（0.543 7±0.089 97)，

差异均有统计学意义(P<0.05)；②牛蒡根水提取物干预低剂量组、中剂量组及高剂量组细胞蛋白中的TLR-4表达水

平分别为(0.270 9±0.061 39)、(0.455 1±0.035 12)、(0.428 7±0.045 89)，均低于高血压组的(0.670 1±0.091 18)，同时高

于对照组的(0.224±0.030 97)；I-κBα表达水平为(0.4795±0.057 43)、(0.360 85±0.060 85)、(0.310 00±0.049 10)，高于高

血压组的(0.291 5±0.054 92)，同时低于对照组的(0.543 7±0.089 97)，差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 经

TLR-NF-κB信号途径介导的免疫紊乱和炎症反应可能是高血压病血管内皮损伤的机制之一, 牛蒡根水提取物可

通过抑制细胞TLR-4、NF-κB的表达，从而抑制炎症因子的表达来达到保护血管内皮细胞的作用。
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Effect of burdock root aqueous extract on TLR4, NF-κB expression in vascular endothelial cells in patients with
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【Abstract】 Objective To explore the effect of burdock root aqueous extract on toll-like receptor 4-nuclear fac-

tor κB (TLR-NF-κB) signal pathway in vascular endothelial cells in patients with hypertension. Methods From De-

cember 2014 to January 2016, we enrolled 40 patients of essential hypertension in the Affiliated Hospital of Guilin Medi-

cal College (the hypertension group) and 40 cases healthy individuals (the control group). Human umbilical vein endo-

thelial cells (HUVEC-C) were induced with serum collected from the two groups of subjects for 24 h. Different doses of
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近年来，随着人口的老龄化、社会生活节奏的改
变以及饮食等不良习惯导致高血压病罹患率激增。
高血压病属慢性进行性心血管综合征，是导致脑卒
中、冠心病、心力衰竭等心血管疾病的高危因素，致
残、致死率较高，严重影响患者生活质量[1]。高血压发
病与多种因素有关，血管内皮损伤是重要的始动因
子，同时也是内皮-高血压-心血管事件链的载体，因
此，抑制血管内皮细胞损伤可有效防治高血压病的发
生发展。牛蒡又称东洋参，2年生菊科草本直根类植
物。有研究报道，牛蒡根具有抗炎、抗氧化、抗过敏、
降压等功能[2-3]，但国内外就牛蒡根水提取物对血管内
皮细胞保护作用的具体机制研究甚少。本研究旨在
观察牛蒡根水提取物对高血压病患者血管内皮细胞
Toll 样受体-核转录因子(TLR-NF-κB)信号通路的影
响，探讨其对高血压病血管内皮细胞保护作用及其分
子机制，为牛蒡根水提取物用于临床高血压病的防控
和治疗提供理论依据。

1 资料与方法
1.1 一般资料 选取桂林医学院附属医院于

2014年12月至2016年1月期间收治的40例高血压患
者(2、3级)纳入高血压组，其中男性 24例，女性 16例，
年龄 55~75 岁，平均 (64.40 ± 6.54) 岁；平均收缩压
(166.80±10.68) mmHg (1 mmHg=0.133 kPa)，平均舒张
压(107.40±6.19) mmHg，符合世界卫生组织/国际高血
压学会诊断标准。入选患者均排除继发性高血压、恶
性肿瘤、糖尿病、结缔组织病、心功能不全、高脂血症、
冠心病以及合并高血压肾病、高血压心脏病等靶器官
损伤者，并排除入组前 1 周服用影响血压药物的患
者。选取同期未合并高血压的健康体检者 40例纳入
对照组，其中男性28例，女性12例，年龄50~77岁，平
均(62.43±7.59)岁，两组受检者的年龄、性别比较差异
均无统计学意义(P>0.05)，具有可比性。

1.2 血清的收集 所有受检者均抽取空腹静脉
血并将其置于无菌带帽不抗凝干燥试管中，自凝后

4℃、2 000 r/min、离心15 min，然后取上清液置于恒温
水浴箱56℃灭活30 min，保存在-20℃条件下待测。

1.3 实验材料及仪器 人脐静脉内皮细胞株
(HUVEC-c)购自南华大学实验中心；牛蒡根水提取物
(西安昌岳生物科技有限公司，批号：20140106，规格 10:

1)；DMEM 培养基购自 Gibco 公司；细胞 RIPA 裂解液
购自碧云天公司，蛋白彩虹 Marker 购自 THERMO 公
司。TLR-4一抗购自Abcam公司。I-κBa一抗购自博
士德公司。内参β-actin购自中杉金桥公司。二抗购
自中杉金桥公司。ECL 发光液购自中杉金桥公司。
PVDF膜购自索莱宝公司。SDS-PAGE蛋白上样缓冲
液(4×)购自于碧云天公司，20×TBS购自索莱宝公司。
Tween-20购自索莱宝公司。甘氨酸购自索莱宝公司。

MDF-U73V超低温冰箱(日本松下公司)、Cmc8037

30 L液氮罐(美国Thermo公司)、ML4002精密天平(德国
梅特勒-托利多公司)、Allegra 64R高速冷冻离心机、气
套式CO2培养箱311、W-CJ-2FD双人单面超净工作台
(苏州净化设备公司)、Allegra 64R高速冷冻离心机、美
国贝克曼库尔特公司生产的Allegra X-22R冷冻离心
机、Bio-Rad公司生产的S垂直电泳槽及垂直蛋白转印
槽以及化学发光凝胶成像仪(Bio-Rad公司)。

1.4 实验方法
1.4.1 细胞培养与实验分组 将人脐静脉内皮

细胞株(HUVEC-c)培养于环境为10%胎牛血清、1%双
抗的高糖DMEM培养液中，条件 37℃、5%CO2。隔天
换液，以0.25%胰酶消化传代后，按条件培养基不同分
别转种于培养皿中，分组为健康对照组(对照组)、高血
压致病组(高血压组)、低剂量药物干预组(低剂量组)、
中剂量药物干预组(中剂量组)、高剂量药物干预组(高
剂量组)。

1.4.2 母液与条件培养基配制 牛蒡根水提取
物的配制：将 10:1 牛蒡根水提取物粉剂 500 mg 溶于
50 mL DMEM中，配制成浓度为10 mg/mL的母液，并
于4℃避光保存。条件培养基配制按照实验分组配制

burdock root aqueous extract were used to intervene TLR4 expression (24 h) and activation (2 h) in HUVEC-C induced by

serum from patients with hypertension. The cells were continuously cultured for 24 h, and then the protein was extracted.

The expression of TLR4 protein and NF-κB inhibitor I-κBα was detected by Western blot. Results (1) The TLR-4 level

in the hypertension group was significantly higher than that in the control group, (0.670 1±0.0911 8) vs (0.224±0.030 97),

while I-κBα level in the hypertension group was significantly lower, (0.291 5±0.054 92) vs (0.543 7± 0.089 97), with sta-

tistically significant differences (P<0.05). (2) The TLR-4 levels in the intervention groups with low-dose, middle-dose,

and high-dose burdock root aqueous extract were (0.270 9±0.061 3), (0.455 1±0.035 1), (0.428 7±0.045 89), which were

significantly lower than (0.670 1±0.0911 8) in hypertension group and significantly higher than (0.224±0.030 97) in the

control group. (3) The I-κBα levels in the intervention groups with low-dose, middle-dose, and high-dose burdock root

aqueous extract were (0.479 5±0.057 43), (0.360 85±0.060 85), (0.310 00±0.049 10), respectively, which were signifi-

cantly higher than (0.291 5±0.054 92) in the hypertension group and significantly lower than (0.543 7±0.089 97) in the

control group. The above differences were all statistically significant (P<0.05). Conclusion Immune disorders and in-

flammatory response mediated by TLR-NF-κB signal pathways may be one of the mechanisms of vascular endothelial

injury in hypertensive disease. Burdock root aqueous extract can inhibit the expression of TLR-4, NF-κB, thereby inhib-

iting the expression of inflammatory cytokines to protect vascular endothelial cells.

【Key words】 Burdock; Hypertension; Vascular endothelial cells; Toll like receptor 4 (TLR-4); Nuclear factor κB

(NF-κB)
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如下：①空白对照组：含 20%健康人血清浓度的正常

培养基；②高血压致病组：含 20%高血压病患者血清

浓度的正常培养基；③低剂量药物干预组(50 μg/mL牛

蒡根水提取物质量浓度)：50 μL牛蒡根水提取物母液+

200 μL 高血压患者血清+9 750 μL 普通培养基；④中

剂量药物干预组(100 μg/mL 牛蒡根水提取物质量浓

度)：100 μL牛蒡根水提取物母液+200 μL高血压患者

血清+9 700 μL 普通培养基；⑤高剂量药物干预组

(200 μg/mL牛蒡根水提取物质量浓度)：200 μL牛蒡根

水提取物母液+200 μL高血压患者血清+9 600 μL正常

培养液。

1.4.3 TLR4以及 I-κB蛋白表达强度检测 采

用Western blot方法检测，方法：各组细胞采用不同条

件的培养基，培养48 h (条件要求：37℃、5%CO2)，将上

清遗弃后，其细胞采用磷酸盐缓冲液(PBS)冲洗两遍，

总蛋白用细胞裂解液进行提取。各组蛋白浓度采用

BCA法进行鉴定。取约总蛋白(50 μg)将其通过煮沸变

性，SDS-PAGE电泳并利用电转移至PVDF膜，然后采

用膜双蒸水漂洗，再将其放容器中(含有封闭液)置于室

温摇床上 3 h。加入用一抗稀释液稀释，4℃振荡过

夜。用TBS/T于室温脱色摇床上洗膜3次。然后再讲

封闭液稀释的二抗加入并进行孵育，大约 2 h ，进行 3

次TBS/T洗膜。先将膜与ECL进行反应，然后置于化

学发光凝胶成像仪上予以显影，后续图像分析。

1.5 统计学方法 应用SPSS17.0统计学软件进

行数据分析，计量资料以均数±标准差(x-±s)表示，两

样本均数比较采用 t检验，以P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结 果

高血压组细胞提取蛋白中的TLR-4明显高于对

照组，I-κBα水平明显低于对照组，差异均有统计学意

义(P<0.05)。药物干预组各组均能有效抑制TLR4蛋

白的表达，均低于高血压致病组，差异均有统计学意

义(P<0.05)；并且以低剂量组抑制效果最好，差异均有

统计学意义(P<0.05)；中、高剂量组表达水平比较差异

无统计学意义(P>0.05)。而药物干预组各组 I-κBα蛋
白的表达，均高于高血压致病组，低于对照组，差异均

有统计学意义(P<0.05)；并且低剂量组高于中、高剂量

组，差异均有统计学意义(P<0.05)；中、高剂量组表达

水平比较差异无统计学意义(P>0.05)，见表1和图1。

3 讨 论

近年调查结果显示，我国高血压患病率达29.6%，

治疗率为24.7%，但有效控制率仅占6.1%，并且难治性

高血压占高血压患者总数的30%~40%，高血压的预防、

控制与治疗是目前临床上亟待解决的一大难题[4]。有

研究表明，高血压病与血管内皮细胞受损、免疫功能

紊乱、炎症因子的表达改变有关[5]，并且，使用抑制炎

性细胞因子类药物作用于高血压患者，可有效抑制炎

性信号通路达到降低血压的效果，同时具有抗炎作用

的降压药物还具有保护更多靶器官的优势。血管内

皮损伤是高血压和其他心血管疾病及其相关并发症

发生发展过程中的重要环节，因此，血管内皮损伤可

作为高血压病治疗的重要靶点。

高血压病患者血管内皮细胞损伤的重要分子生

物学机制之一是通过TLR-NF-κB介导的免疫功能失

衡和炎症反应加强。张竞之等[6]通过对中药提取物丹

皮酚对高血压病患者血管内皮细胞TLR-NF-κB信号

通路的影响研究中发现，该信号通路介导的炎症反应

是高血压病血瘀证形成的重要机制之一。Toll 样受体

4 (Toll like receptor 4，TLR4)作为一种跨膜受体，是

Toll 样受体家族中的重要成员，与配体结合后通过一

系列级联反应介导炎性反应[7-8]。TLRs信号通路的下

游受体 JNK (c-Jun N-terminal kinase，c-Jun 氨基末端激

酶)是MAPK通路中一条重要的路径，介导机体炎症及

氧化应激反应。Bomfim等[9]研究发现，抑制TLR4的表

达可达到降低血压的目的。MyD88是TLR-NF-κB信

号通路具有关键调节作用的蛋白，TLR4激活后信号

通路传递至下游的途径主要有 2条，即髓样分化因子

88 (MyD88)依赖性和非依赖性转导途径[10]，NF-κB是

非MyD88途径的关键信号，依赖胞内信号转导途径激

表1 各组细胞提取蛋白中的TLR-4及 I-κBα水平比较(x-±s)

组别

对照组

高血压组

低剂量组

中剂量组

高剂量组

例数

40

40

40

40

40

TLR-4

0.224±0.030 97b

0.670 1±0.091 18a

0.270 9±0.061 39ab

0.455 1±0.035 12abc

0.428 7±0.045 89abc

I-κBa

0.543 7±0.089 97b

0.291 5±0.054 92a

0.479 5±0.057 43ab

0.360 85±0.060 85abc

0.310 00±0.049 1abc

注：与对照组比较，aP<0.05；与高血压组相比较，bP<0.05；与低剂量组比

较，cP<0.05。

图1 TLR4及 I-κBα蛋白表达结果
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活NF-κB ，而NF-κB则进一步激活下游的单核细胞

趋化蛋白-1(MCP-1)、TNF-α等多种炎性因子基因的

转录与表达，以致血管内皮损伤而发生高血压事件。

NF-κB 是一种由 P65 和 P50 组成的异源二聚体复合

物，广泛存在于哺乳动物组织细胞中的核转录因子，

可与多种靶基因发生特异性结合后在免疫和炎症反

应中发挥作用。Youhua等[11]发现通过药物逆转AGES

诱导的NF-κB的碟酸化修饰，可抑制氧化应激并阻止

HUVEC-c 的调亡。正常情况下，NF-κB 通常与其内

源性抑制剂 I-κB 结合，以无活性的形式存在于细胞

内。当细胞受到炎性剌激后，NF-κB可通过TLR4激

发的信号进行转导，激活 I-κB激酶，使得 I-κB被降解

(I-κB的降解来反映NF-κB的活化)，经降解后的 I-κB

又作用于NF-κB，启动相关基因转录程序，使相关细

胞因子释放发挥炎性效应[12-13]，释放的细胞因子正反

馈作用于NF-κB，进一步放大炎症反应。

本实验主要通过检测血管内皮细胞中TLR-NF-κB

信号传导通路上TLR4、NF-κB两个关键因子的表达，

以显示血管内皮细胞受损的情况。本研究通过健康

对照组血清和高血压病患者血清培养HUVEC-c，结果

表明高血压组TLR4表达较对照组升高明显(P<0.05)，

I-κB表达明显低于对照组(P<0.05)，表明高血压病患

者存在严重的免疫紊功能乱和炎症反应。牛蒡根水

提取物干预组各组均能有效抑制TLR4蛋白的表达，

均低于高血压组，差异具有统计学意义(P<0.05)；低

剂量组与对照组比较差异无统计学意义(P>0.05)，而

中、高剂量组TLR4蛋白表达水平与对照组比较差异

有统计学意义(P<0.05)，可见，低剂量组抑制TLR4的

表达效果最好。牛蒡根水提取物干预组各组 I-κBα
蛋白的表达均高于高血压组，并且以低剂量组表达

量最高，差异有统计学意义(P<0.05)，而中、高剂量组

表达水平升高不明显；与对照组比较，低剂量组 I-κB

α蛋白的表达差异无统计学意义，而中、高剂量组表

达水平差异有统计学意义(P<0.05)，即低剂量组上调

I-κBα蛋白的表达效果最好。牛蒡根水提取物可上

调 I-κBα并抑制TLR4的表达水平，降低细胞内信号传

导通路的活性，进而抑制机体免疫功能的紊乱、减轻

炎症反应的作用，起到抑制血管内皮损伤的作用。因

此，低剂量牛蒡根水提取物对血管内皮细胞有较好的

保护作用，其作用机制可能与细胞对血药浓度的敏感

性有关，尚需对具体作用机制进行深入的研究探索。

综上所述，高血压是心血管疾病发生发展过程中

最常见的危险因素。近年来，中药以及中西药联合

在治疗心血管疾病中发挥重要作用，在基础与临床

研究中都取得了很大的进步，由于中药配伍的灵活

性，具有降压作用的中药对炎症因子的作用存在多

角度、多靶点、多兼顾的优点。但仍存在一些不足，

许多中药的药理作用仍未被清楚的认识及恰当的利

用，并且目前尚未制订出统一的应用标准。本文就

牛蒡根水提取物对血管内皮的保护作用及分子机制

做了进一步探索，为高血压病的中医药防治提供了

新的思路与方法。
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