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蜂胶乙醇提取物对小鼠主动脉内皮细胞
损伤的保护作用
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摘　要：目的：探究蜂胶乙醇提取物（ethanol extracts of propolis，EEP）对脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）诱导

的小鼠主动脉内皮细胞（mouse aortic endothelial cell，MAEC）炎症因子损伤的保护作用。方法：将细胞分为对照

组，LPS 模型组，蜂胶低（2.5 μg/mL）、中（5 μg/mL）、高（10 μg/mL）剂量组。采用 CCK-8 检测 MAEC 的细

胞增殖率，ELISA 酶联免疫吸附实验测定 MAEC 炎症细胞中 TNF-α、IL-6 的含量，Western Blot 法测定 MAEC 炎

症细胞中 ICAM-1、VCAM-1、MCP-1 的表达水平。结果：与对照组相比，LPS 组 MAEC 的细胞增殖率极其显著

降低（P<0.001），ICAM-1、VCAM-1、MCP-1、TNF-α 以及 IL-6 的水平极其显著升高（P<0.001）。经不同浓度

EEP 处理后，MAEC 的细胞增殖率显著上升（P<0.05 或 P<0.01），TNF-α、IL-6 的含量以及 ICAM-1、VCAM-
1、MCP-1 表达水平降低，各蜂胶组与 LPS 组相比均有显著性差异（P<0.01 或 P<0.001）。结论：EEP 能够抑制

LPS 诱导的 MAEC 中炎症因子的表达，对血管内皮细胞具有保护作用。
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Abstract：Objective: The aim of this study was to investigate the protective effects of ethanol extracts of propolis (EEP) on
mouse aortic endothelial cells (MAEC) from injury induced by lipopolysaccharide (LPS). Methods: Cell proliferation rate
was  determined  by  CCK-8.  Then  MAEC  were  divided  into  the  blank  group,  LPS  model  group,  low-dose  (2.5  μg/mL),
middle-dose (5 μg/mL), and high-dose (10 μg/mL) groups of EEP. The TNF-α and IL-6 levels were evaluated by ELISA.
The  expression  levels  of  ICAM-1,  VCAM-1  and  MCP-1  were  measured  by  Western  Blot.  Results:  Compared  with  the
control group, the cell proliferation rate of MAEC in the LPS group was extremely significant reduced (P<0.001), and the
levels  of  ICAM-1,  VCAM-1,  MCP-1,  TNF-α and  IL-6  were  extremely  significant  increased  (P<0.001).  The  cell
proliferation  rate  of  EEP  groups  increased  significantly  (P<0.05  or P<0.01),  and  the  content  of  TNF-α,  IL-6  and  the  
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expression levels of ICAM-1, VCAM-1, and MCP-1 decreased compared with these of LPS group. There were significant
differences  between each propolis  group and LPS group (P<0.01 or P<0.001).  Conclusion:  EEP could effectively  inhibit
LPS-induced the expression of inflammatory factors in MAEC, and it has the effect of protecting endothelial cells.

Key words：propolis；mouse aortic endothelial cells；lipopolysaccharide；anti-inflammatory；inflammatory factor

 

动脉粥样硬化（atherosclerosis，AS）是目前常见

的心脑血管疾病发病的主要原因。它的发生机理主

要是代谢障碍导致脂质在血管中积累，形成斑块，使

得动脉腔隙变窄，进而导致组织或器官的缺血或坏

死[1−2]。血管内皮细胞的损伤是动脉粥样硬化的关键

环节，血管内皮细胞的损伤会分泌大量的促炎因子和

黏附因子，导致炎症反应的发生，进而加速 AS 进程[3−4]。

蜂胶是工蜂采集胶源植物的树脂与其上颚腺、

蜡腺等分泌物混合而成的具有黏性的固体胶状物[5]。

蜂胶的化学成分因胶源植物的不同而不同，其中，中

国蜂胶主要的胶源植物为杨树属，目前已从中国蜂胶

中鉴定出 300 多种化学成分，包括酚酸类、黄酮类、

萜烯类、醇类、香豆素类和脂类等[6−8]。课题组前期

的实验已分析过中国蜂胶的化学成分，主要有乔松

素、短松叶素、高良姜素、白杨素等，含量最多的化

学成分为黄酮类化合物，占 71.92% [9]。现代药理研

究表明，蜂胶具有抗微生物，抗肿瘤，调节血糖，抗氧

化以及抗炎活性[10−13]。有研究表明蜂胶具有明显的

抗炎作用，可以预防动脉粥样硬化，减少血脂，影响血

管生成，并在预防和治疗心血管疾病中发挥重要作

用[14−15]。Kitamura 等[16] 的证明蜂胶可以诱导 M1 型

巨噬细胞向髓源性抑制细胞（MDSC）分化，有效减

少 M1 细胞，从而抑制 M1 分泌重要的促炎细胞因

子，如 TNF-α 和 IL-6，将炎症过程转向消退。蜂胶提

取物能降低饲喂高脂饮食的 ApoE-/小鼠的总胆固醇

（TC）、甘油三酸酯（TG）、非高密度脂蛋白胆固醇

（non-HDL-C）的水平以及炎症因子 IL-6 和 IL-17 的

产生[17]。蜂胶中的主要成分白杨素也可以减轻内皮

细胞间的黏附，并降低 IL-1β 损伤的人脐静脉内皮细

胞中炎症因子的表达[18]。

本实验用脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）刺激

小鼠主动脉内皮细胞构建损伤模型，研究蜂胶乙醇提

取物（ethanol extracts of propolis，EEP）对 LPS 诱导

的小鼠主动脉内皮细胞内炎症因子的影响，为治疗心

脑血管疾病提供新的思路和理论依据。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

蜂胶　胶源植物杨树属，−20 ℃ 保存，福建省神

蜂科技开发有限公司；CP-M075 小鼠主动脉内皮细

胞、CM-M075 小鼠主动脉细胞完全培养基　普诺赛

生命科技有限公司；A3160802 胎牛血清　赛默飞世

尔科技有限公司；胰酶-EDTA、PBS、D-Hanks　吉

诺生物医药技术有限公司；小鼠 IL-6、 TNF-α
ELISA 试剂盒　欣博盛生物科技有限公司；一抗

GAPDH、 ICAM-1、 VCAM-1、 MCP-1 兔 抗 　

abcam 公 司 ； 二 抗 　 HRP-Goat  anti  Rabbit

Elabscience 公司。

SCO6WE CO2 恒温培养箱　SHEL LAB 实验

器材有限公司；SW-CJ-1FD 洁净工作台　苏净安泰

公司；IX51 倒置显微镜　OLYMPUS 有限公司；DR-
200Bs 酶标检测仪　无锡华卫德朗仪器有限公司；

TD6 低速离心机　湖南平凡科技有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   EEP 的制备　参照 Xu 等[9] 的方法进行 EEP
的制备：蜂胶溶于 70% 乙醇（v/v），室温浸泡 2 d，60 ℃，

20 min，40 kHz 超声提取 3 次，得到的混合液离心，

弃上清，真空浓缩至溶剂蒸发，储于 4 ℃ 备用。 

1.2.2   细胞复苏与培养　将冻有 MAEC 的细胞冻存

管从液氮中拿出，37 ℃ 水浴中快速解冻后迅速转移

至装有 3 mL 培养液的 5 mL 离心管中，1400 r/min
离心 4 min。离心后倒掉上清液，加 1 mL 培养基重

悬细胞，转移至含有 3 mL 培养基的细胞培养瓶中进

行细胞培养，培养条件为 5% 的 CO2，37 ℃。 

1.2.3   药物配制及细胞分组　用小鼠主动脉细胞完

全培养基溶解 LPS，配制成终浓度为 10 μg/mL 的

LPS 药液；用小鼠主动脉细胞完全培养基溶解 EEP，
根据后续实验配制成相应浓度的 EEP 药液。使用处

于生长对数期（细胞状态好）的细胞进行实验，浓度调

整为 1×105 个/mL，接种于 96 孔板中，分为五组，空

白组、LPS 模型组，蜂胶低剂量组（LPS+2.5 μg/mL EEP
） 、中剂量组（ LPS+5  μg/mL  EEP） 、高剂量组

（LPS+10 μg/mL EEP），每组设置 5 个复孔。空白组

给予 100 μL 的完全培养基，LPS 模型组给予 10 μg/mL
的 LPS 药液，蜂胶低、中、高剂量组给予 10 μg/mL
的 LPS 和 2.5、5、10 μg/mL 的 EEP 药液共培养，培

养条件 37 ℃，5% 的 CO2。 

1.2.4   细胞增殖率检测　采用 CCK-8 检测 MAEC
的增殖活性：按照 1.2.3 的方式培养细胞，24 h 后将

10 μLCCK-8 溶液添加到每个孔中，并在 37 ℃ 的

5% CO2 中培养 4 h。然后，在 450 nm 处测量吸光

度。通过以下公式计算细胞增殖率：

细胞增殖率=实验孔的吸光度/对照孔的吸光度 

1.2.5   ELISA 实验测定 TNF-α、IL-6 的含量　将处

理后的各组细胞样品和 ELISA 试剂盒取出平衡至室

温。配制标准品溶液并绘制标准曲线。随后进行蛋

白测定。空白孔中加入标准品，其余孔中加入待测样

品（100 μL/孔），封板，37 ℃ 孵育 90 min。洗板 5
次。依次加入生物素化抗体工作液，封孔，37 ℃ 孵

育 60 min。洗板 5 次。加入酶结合物工作液，封板，

37 ℃ 避光孵育 30 min。洗板，加入显色底物 37 ℃
孵育 15 min。加入终止液 100 μL/孔，混匀后立即
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在 3  min 内用酶标仪测量 OD450 值，每组三个平

行。随后将 OD 值带入标准曲线中，计算得到相对

含量。 

1.2.6   Western  Blot 法 测 定 ICAM-1、 VCAM-1、

MCP-1 的表达水平　经处理后的各组细胞用 TBS
缓冲液洗涤 3 次，加入总蛋白提取试剂裂解 3~5 min。
收集细胞于离心管冰浴30 min 后4 ℃12000 g 离心5 min。
总蛋白浓度用 BCA 试剂盒测定，每组三个平行。处

理好的样品以每组上样量 10 μL 开始电泳，浓缩胶电

压 80 V，分离胶电压 130 V，待条带到玻璃板底部时

结束电泳。随后将样品转移至 PVDF 膜上，放入适

量 5% 脱脂奶粉中，振荡封闭 1 h。然后与一抗封闭

4 ℃ 孵育过夜。TBST 洗涤 5 次，每次 5 min。再于

二抗中孵育 1 h，TBST 洗涤 5 次，每次 5 min。随后

进行发光检测，Alpha Ease FC 软件处理系统分析目

标带的光密度值。结果以与上样对照甘油醛-3-磷酸

脱氢酶（GAPDH）[18] 的光密度值的比值表示。 

1.3　数据处理

X
采用 SPSS 26.0 统计软件进行统计分析，Graph

Pad Prism 8.0.2 作图，所有数据以均数±标准差（ ±s）
的形式表示，各组间采用单因素方差分析（one-way
ANOVA），P<0.05 为差异具有统计学意义。 

2　结果与分析 

2.1　EEP 对 MAEC 细胞增殖的影响

结果如图 1 所示，LPS 模型组 MAEC 的细胞增

殖率下降 21%，与空白组相比差异极其显著（P<0.001），
经不同浓度的 EEP 处理后 MAEC 的增殖率均有上

升，与 LPS 组相比，10 μg/mL EEP 组差异显著（P<0.05），
2.5 μg/mL 和 5 μg/mL EEP 差异极显著（P<0.01）。
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图 1    EEP 对 LPS 处理的 MAEC
细胞增殖率的影响（n=5）

Fig.1    Effects of EEP on LPS-stimulated MACE proliferation
rate (n=5)

注：A：空白对照；B：LPS 组；C：LPS+2.5 μg/mL EEP；D：LPS+
5 μg/mL EEP；E：LPS+10 μg/mL EEP；LPS 模型组与空白组相
比，###表示 P<0.001（差异极其显著）；EEP 各组与 LPS 模型
组相比，*表示 P<0.05（差异显著），**表示 P<0.01（差异极
显著），***表示 P<0.001（差异极其显著）；图 2、图 3 同。
  

2.2　EEP 对 MAEC 细胞中 IL-6、TNF-α 的影响

结果如图 2 所示，空白对照组中，IL-6、TNF-α
有极少量的表达，经 LPS 刺激后的 MAEC 中 IL-6、
TNF-α 的表达明显升高，其中 IL-6 由空白组的

29.950 pg/mL 升高到 126.437 pg/mL 升高至原来的

4.22 倍，TNF-α 由空白组的 37.407  pg/mL 升高到

123.613 pg/mL，升高至原来的 3.3 倍，与空白对照组

相比差异极其显著（P<0.001），EEP 的处理极其显著

降低了 IL-6、TNF-α 的表达（P<0.001），且呈剂量依

赖性。
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图 2    EEP 对小鼠主动脉内皮细胞 IL-6、
TNF-α 表达的影响（n=3）

Fig.2    Effect of EEP on the expression levels of IL-6、
TNF-α in MAEC (n=3)

  

2.3　EEP 对MAEC 细胞中ICAM-1、VCAM-1、MCP-1
表达的影响

结果如图 3 所示，空白对照组的 MAEC 中

ICAM-1、 VCAM-1、 MCP-1 均 有 少 量 表 达 ， 当

LPS 刺激细胞后 ICAM-1、VCAM-1、MCP-1 的表

达均有极其显著的上升（P<0.001）。经不同浓度的

EEP 处理后，ICAM-1、VCAM-1、MCP-1 均有明显

下降，且它们的表达量随着 EEP 浓度的增加而降低，

各蜂胶给药组与 LPS 组均有不同程度的显著差异

（P<0.01 或 P<0.001）。 

3　讨论
LPS 是革兰氏阴性菌细胞壁的主要成分，进入

血液的 LPS 可与单核巨噬细胞、内皮细胞等的细胞

膜的受体相结合，通过胞内的信号转导刺激机体细胞

合成和释放多种炎症因子，从而诱导内皮细胞的损

伤[19]。当内皮细胞受到 LPS、ox-LDL 等刺激时，可

释放多种细胞因子刺激平滑肌细胞增殖，内皮细胞与

平滑肌细胞相互作用推动血管损伤和动脉粥样硬化

的发展[20]。

肿瘤坏死因子 TNF-α 是一种由巨噬细胞和单核

细胞产生的促炎因子，在机体的炎症反应和免疫反应

中起重要的作用[21]。之前的研究构建了 LPS 损伤
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的 MAEC 模型，证实了 LPS 可以刺激 MAEC 产生

TNF-α 引发炎症，TNF-α 还可以诱导黏附分子的表

达与 IL-6、IL-8 等细胞因子的激活，使损伤的内皮细

胞通透性增加、脂质更容易穿过血管膜造成脂质堆

积，形成斑块，在炎症反应和 AS 的发展过程中起关

键性作用[22−24]。IL-6 也属于促炎因子，它可以通过

激活免疫系统，募集单核细胞，刺激内皮细胞和平滑

肌细胞表达，抑制调节性 T 细胞分化和凋亡，起到促

炎作用[25−26]。本研究中 Elisa 的检测结果表明 LPS

的刺激可以大量增加 MAEC 中 TNF-α 和 IL-6 的释

放，经 EEP 处理后 MAEC 中的 TNF-α 和 IL-6 的表

达量与 LPS 模型组相比均有明显下降。由此可见，

EEP 可以减少血管内皮细胞中炎症反因子的分泌，

起到抗炎作用保护内皮细胞免受损伤。

ICAM-1 和 VCAM-1 是免疫球蛋白超家族中的

黏附分子，在受损部位介导白细胞与血管内皮细胞的

黏附[27]。正常生理状况下，ICAM-1 在血管内皮细胞

中的表达水平极低，在细胞损伤或肿瘤坏死因子

TNF-α、IL-6 等炎症介质的刺激下其表达水平上调，

使白细胞和单核细胞不断附着内皮细胞于 [28−29]，

VCAM-1 也能在炎症刺激的内皮细胞中过量表达，

与其配体 VLA-4 共同作用，将炎性细胞更牢固地附

着于血管内皮细胞上 [30]。之前的研究表明去除

ICAM-1 后，高脂喂养的小鼠 AS 斑块总量与对照组

相比减少了 50% 左右 [31]，研究证明 ApoE 小鼠的

VCAM-1 基因沉默会减少 AS 斑块的体积及斑块内

脂质的含量[32]。两者的高表达是内皮细胞损伤的重

要标志，在动脉粥样硬化的发展的过程中也起着重要

作用。本实验中 LPS 的刺激下 ICAM-1和 VCAM-
1 的表达显著增加，而 EEP 处理能有效降低受损

MAEC 中 ICAM-1 和 VCAM-1 的 表 达 ， 说 明

EEP 可以减少炎性细胞的黏附，从而减轻内皮细胞

的损伤。

细胞单核细胞趋化蛋白 MCP-1 是化学趋化因

子 β 亚组代表，主要在炎症细胞和内皮细胞表达，具

有募集和活化特定蛋白细胞的功能 [33]。LPS 对

MCP-1 的影响主要通过激活 Pyk2 活化 p38 MAPK
激酶，P38MAPK 激酶进而激活转录因子 NF-κB 来

驱动的[34]。受损的内皮细胞中 MCP-1 与其受体结

合可以引导单核细胞的聚集并在黏附因子的作用下

黏附于损伤部位，导致炎症反应加重[35−36]。本实验

Western  Blot 结果表明 LPS 的刺激可引起 MAEC
中 MCP-1 的表达明显增加，经 EEP 处理后可以有效

降低 MCP-1 的表达，说明 EEP 有抑制炎症处单核细

胞的聚集，减轻血管内皮细胞的炎症反应。 

4　结论
综上所述，LPS 的刺激可以诱导 MAEC 炎症的

发生并降低其细胞活性。EEP 能降低促炎因子 IL-
6、TNF-α 的含量，抑制黏附因子 ICAM-1、VCAM-1
和趋化因子 MCP-1 的表达，抑制炎性细胞在血管内

膜的迁移及其在病变部位的趋化作用，减少单核细胞

的黏附，缓解血管内膜的炎性损伤，发挥了良好的抗

炎作用。
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