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槲皮素对妊娠子宫动脉血管的舒张作用及机制研究＊
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　　［摘要］　目的　探讨槲皮素对妊娠子宫动脉内皮血管的舒张作用及其机制。方法　利用妊娠大鼠子宫动

脉收缩张力反应，观察槲皮素对大鼠内皮完整子宫动脉血管舒缩反应性的作用；使用槲皮素处理妊娠大鼠子宫

动脉环后，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ法检测血管中磷酸化的内皮型一氧化氮合酶（ｅＮＯＳ）和总ｅＮＯＳ的表达水平；观

察ｅＮＯＳ特异性抑制剂Ｎ－硝基－Ｌ－精氨酸甲酯（Ｌ－ＮＡＭＥ）对槲皮素舒张大鼠血管功能的影响。结果　槲皮素

能剂量依赖性地舒张苯肾上腺素（ＰＥ）预收缩的妊娠大鼠子宫动脉血管，相比胸主动脉，子宫动脉对槲皮素的反

应更加敏感，舒张幅度更大（Ｐ＜０．０１）。Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ结果显示，经槲皮素处理子宫动脉后，大鼠血管内ｅＮＯＳ
的磷酸化水平明显上升，并呈剂量依赖效应（Ｐ＜０．０１）。使用Ｌ－ＮＡＭＥ预处理子宫动脉血管后，槲皮素对子宫
动脉血管的舒张作用明显降低（Ｐ＜０．０１）。细胞实验发现，槲皮素在人内皮细胞系中也能明显增强ｅＮＯＳ的磷
酸化水平和一氧化氮（ＮＯ）的产生（Ｐ＜０．０１）。结论　槲皮素能剂量依赖性地舒张妊娠大鼠子宫动脉血管，可
能与ｅＮＯＳ磷酸化水平升高有关。
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　　子宫胎盘组织的血液灌注对于维持正常妊娠至

关重要［１］。在正常妊娠过程中，母体血管舒张和血管

反应性降低有助于增强对子宫胎盘的血液灌注，从而

为发育中的胎儿提供足够的氧气和营养物质。妊娠

期间子宫胎盘灌注不足将导致胎盘的缺血性损伤，释

放各种细胞因子作用于母体，导致内皮细胞损伤，血

管舒张功能障碍，血压升高，引发子痫前期等严重的

妊娠并发症［２］，严重威胁母儿健康。

槲皮素是一种植物来源的黄酮类化合物，在人体

内发挥抗氧化、抗炎和抗血管平滑肌收缩等多种生理

活性［３－４］。研究发现槲皮素可以舒张离体大鼠主动脉

血管［５］，降低高血压患者的血压［６］。但对于槲皮素在

妊娠中的作用目前仍不清楚。本研究使用苯肾上腺

素（ＰＥ）收缩妊娠大鼠子宫动脉环，观察槲皮素对ＰＥ
预收缩妊娠大鼠子宫动脉环的舒张作用，旨在研究槲

皮素在妊娠期间血管舒张中的作用机制，并进一步探

讨其在子痫前期发病过程中的作用及在临床应用中

的前景。

１　材料与方法

１．１　实验动物与试剂

采用孕１９ｄ的ＳＤ大鼠进行血管环张力测定实

验。实验大鼠购自北京市维通利华公司。所有实验

动物食用经高压消毒的饲料，室温控制在２２℃，昼夜

节律１２／１２ｈ。所有动物实验均遵守美国国家健康协

会出版的实验动物饲养与使用指南（ＮＩＨ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ

Ｎｏ．８５－２３，ｒｅｖｉｓｅｄ　１９９６），并得到潍坊医学院科研伦理

委员会的许可。槲皮素、ＰＥ、乙酰胆碱（Ａｃｈ）、内皮型－
氧化氮合酶（ｅＮＯＳ）抑制剂Ｎ－硝基－Ｌ－精氨酸甲酯（Ｌ－
ＮＡＭＥ）及其他化学试剂均购自美国Ｓｉｇｍａ公司。亚

硝酸盐／硝酸盐荧光测定试剂购自美国 Ｃａｙｍａｎ

Ｃｈｅｍｉｃａｌ公司，小鼠抗ｅＮＯＳ和磷酸化ｅＮＯＳ（ｐ－
ｅＮＯＳ）抗体购自美国ＣＳＴ公司。槲皮素以二甲基亚

砜（ＤＭＳＯ）溶解，配制成浓度为２ｍｍｏｌ／Ｌ的储存液，

冷冻于－８０℃备用。

１．２　方法

１．２．１　观测孕大鼠子宫动脉收缩张力

使用异氟烷处死孕１９ｄ的ＳＤ大鼠（２２０～２５０

ｇ），立即手术分离胸主动脉和子宫动脉。剔除血管周

围组织后，将胸主动脉和子宫动脉环切成３～４ｍｍ
的小段，放入４℃预冷的生理盐水溶液（ＰＳＳ）中，将子

宫动脉用两根不锈钢微型挂钩贯穿血管腔，固定于浴

槽，平衡６０ｍｉｎ，静息张力至２ｇ，平衡６０ｍｉｎ后所有

子宫动脉用１μｍｏｌ／Ｌ　ＰＥ预收缩子宫动脉环记录血

管环张力变化；收缩稳定后 Ａｃｈ舒张血管，记录血管

反应，评估子宫动脉环完整性。通过１μｍｏｌ／Ｌ　ＰＥ预

收缩子宫动脉环，当收缩反应稳定后，依次加入不同

浓度的槲皮素。观测不同浓度槲皮素对ＳＤ大鼠胸主

动脉和子宫动脉收缩作用的影响。实验中的收缩作

用主要是用药后每个浓度引起的子宫动脉收缩张力

与ＰＥ引起的子宫动脉血管环的收缩反应张力的百分

比来表示。实验结束后，充分洗去药物，再加入氯化

钾，观察血管收缩状态。

１．２．２　Ｌ－ＮＡＭＥ对槲皮素血管舒张作用的抑制分析

分离孕鼠子宫动脉环，经评估后选择完整的子宫

动脉环研究Ｌ－ＮＡＭＥ抑制对子宫动脉血管的舒张作

用，在ＰＥ诱导的子宫动脉环收缩稳定后加入１００

μｍｏｌ／Ｌ浓度的Ｌ－ＮＡＭＥ，孵育１５ｍｉｎ，连续加入不

同浓度的槲皮素（Ｌ－ＮＡＭＥ处理组），记录每次加入槲

皮素后的张力变化，以未加入Ｌ－ＮＡＭＥ为对照组。

１．２．３　蛋白质印迹分析

将大鼠子宫动脉环与５０μｍｏｌ／Ｌ的槲皮素共同

孵育，不同时间点检测ｅＮＯＳ的磷酸化水平；不同浓

度的槲皮素（１、５、１０、２５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ）孵育１５

ｍｉｎ，Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测ｐ－ｅＮＯＳ和总ｅＮＯＳ水平。使

用ＲＩＰＡ裂解液裂解提取总蛋白，ＢＣＡ法定量。取等

量蛋白样品，经十二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳
（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）分离，湿转，封闭２ｈ，４℃孵育一抗过

夜，ＴＢＳＴ洗膜后二抗孵育２ｈ，辣根过氧化物酶－增强
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化学发光法（ＨＲＰ－ＥＣＬ）显色，凝胶扫描仪成像。首

先用磷酸化特异的ｅＮＯＳ抗体与膜进行蛋白杂交，然

后酸洗硝酸纤维素膜（ＮＣＭ）并用总ｅＮＯＳ抗体重新

孵育。使用图像分析软件（Ｉｍａｇｅ　Ｊ，ＮＩＨ）对蛋白质条

带进行光密度定量分析，实验重复３次。

１．２．４　一氧化氮（ＮＯ）检测

为了研究槲皮素对内皮细胞释放ＮＯ的影响，使

用１２孔板培养人子宫动脉内皮细胞，原代ＨＡＥＣｓ细

胞使用含有２％ＦＢＳ和ＥＧＭ２的 Ｍ１９９培养基进行

培养，３７℃、５％ＣＯ２、０．０５％胰蛋白酶消化细胞传代。

隔天换液，直到细胞密度至７０％～８０％时开始血清饥

饿，使用不同浓度的槲皮素（０、１、５、１０μｍｏｌ／Ｌ）孵育

处理血清饥饿的人主动脉内皮细胞（ＨＡＥＣ）３０ｍｉｎ。

收集处理的 ＨＡＥＣ和培养液，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检

测细胞中ｅＮＯＳ的磷酸化水平，通过检测释放到培养

基中的亚硝酸盐和硝酸盐（ＮＯｘ）比值来评估 ＮＯ产

量。实验重复３次。

１．３　统计学处理

数据采用Ｇｒａｐｈｐａｄ７．０统计软件进行分析，计量资

料用ｘ±ｓ表示，组间比较采用Ｓｔｕｄｅｎｔ－ｔ检验或单因素

方差分析ＡＮＯＶＡ，以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　槲皮素对子宫动脉与胸主动脉舒张幅度比较

１０μｍｏｌ／Ｌ的槲皮素即可明显舒张预收缩的子

宫动脉环，且随槲皮素累积浓度的增加，子宫动脉舒

张幅度明显增加，当累积浓度达到５０μｍｏｌ／Ｌ时，子

宫动脉环完全舒张［（１００．５±５．２）％］，而胸主动脉的

血管舒张幅度为（２７．５±１０．０）％，二者比较差异有统

计学意义（Ｐ＜０．０１）；当槲皮素浓度达到１００μｍｏｌ／Ｌ
时，对比依然明显（Ｐ＜０．０１）。统计分析结果显示，胸

主动脉血管的半最大效应浓度（ＥＣ５０）为６１．２μｍｏｌ／

Ｌ，子宫动脉的ＥＣ５０仅为１４．４μｍｏｌ／Ｌ，槲皮素对子宫

动脉与胸主动脉舒张幅度比较，差异有统计学意义（Ｐ

＜０．０５），见图１。

　　ａ：Ｐ＜０．０５；ｂ：Ｐ＜０．０１，与子宫动脉比较。

图１　　槲皮素对子宫动脉与胸主动脉舒张幅度比较

（ｘ±ｓ，ｎ＝８）

２．２　槲皮素诱导妊娠大鼠子宫动脉组织ｐ－ｅＮＯＳ水

平上升

Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ分析发现，大鼠子宫动脉组织中ｐ－
ｅＮＯＳ水平随时间逐渐升高，在１０ｍｉｎ时ｐ－ｅＮＯＳ水

平最高；不同浓度槲皮素处理大鼠子宫动脉组织，１０

ｍｉｎ时检测组织中ｐ－ｅＮＯＳ水平，发现随槲皮素处理

的浓度增加，大鼠组织中ｐ－ｅＮＯＳ水平明显增强，见

图２。

　　ａ：Ｐ＜０．０５；ｂ：Ｐ＜０．０１，与０ｍｉｎ比较；ｃ：Ｐ＜０．０５；ｄ：Ｐ＜０．０１，与０

μｍｏｌ／Ｌ槲皮素比较。

图２　　槲皮素剂量依赖性地激活大鼠子宫动脉中的

ｐ－ｅＮＯＳ

２．３　槲皮素诱导血管舒张被ｅＮＯＳ抑制剂部分抑制

槲皮素松弛 ＰＥ 诱导的血管收缩作用被 Ｌ－
ＮＡＭＥ部分消除，槲皮素累积浓度１００μｍｏｌ／Ｌ时，

相比对照组（１００．０±７．６）％的舒张，Ｌ－ＮＡＭＥ处理组

的大鼠子宫动脉环舒张明显降低，为（５７．０±１２．３）％，见

图３。

　　ａ：Ｐ＜０．０５；ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较。

图３　　槲皮素诱导的血管舒张作用被Ｌ－ＮＡＭＥ

部分消除
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２．４　槲皮素刺激 ＨＡＥＣ中的ｐ－ｅＮＯＳ和ＮＯ产生

Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ结果显示，槲皮素能剂量依赖性地

增强ｐ－ｅＮＯＳ水平，同时增加人内皮细胞中ＮＯ的产

生，见图４。

　　ａ：Ｐ＜０．０５；ｂ：Ｐ＜０．０１，与０μｍｏｌ／Ｌ槲皮素比较。

图４　　槲皮素刺激 ＨＡＥＣ中的ｐ－ｅＮＯＳ和ＮＯ产生

３　讨　　论

子痫前期严重威胁母儿健康，是临床上导致产妇

与胎儿死亡或损伤的重要因素，除终止妊娠外尚无有

效的治疗干预手段［１］。对子痫前期进行各方面的研

究以有效地降低其对孕产妇和胎儿生命的威胁，具有

极其重要的意义。

有研究报道表明，子痫前期患者的交感神经兴奋

性高于正常孕妇［７－１０］。交感神经兴奋促进肾上腺素与

去甲肾上腺素的分泌增加，诱发全身血管收缩，血压

升高。ＳＰＡＳＯＪＥＶＩＣ等［１１］认为子痫前期是一种血管

收缩状态，其对患者的影响比高血压更为严重。

ＢＲＥＮＮＡＮ等［１２］在ＲＵＰＰ大鼠子痫前期动物模型中

研究发现高血压与肾上腺素能受体诱导的血管收缩

有关。在本研究中，首先利用ＰＥ预收缩妊娠大鼠子

宫动脉环，然后往浴槽中加入槲皮素，随着槲皮素累

积浓度增加，结果发现，槲皮素能迅速有效地舒张ＰＥ
预收缩的血管，在１００μｍｏｌ／Ｌ时，收缩的子宫动脉环

近乎完全舒张；相比胸主动脉，子宫动脉对槲皮素更

加敏感。这些结果表明，槲皮素对子宫动脉血管的舒

张作用更为明显，子宫动脉可能是妊娠过程中槲皮素

作用的重要靶器官。

ＬＩ等［３］报道指出，槲皮素通过影响磷酸化调控

ｅＮＯＳ酶的活性，促进ＮＯ的产生，进而有效改善血管

舒张。但槲皮素的血管舒张作用不能通过抑制ｅＮＯＳ
活性完全消除，表明槲皮素可通过多种机制促进血管

舒张。在其他关于类黄酮 ＮＯ调控的研究中也发现

了类似的现象［１３－１４］。

为进一步研究ｅＮＯＳ／ＮＯ系统在ＰＥ预收缩的血

管舒张反应中的作用，本研究在ＰＥ诱导的收缩反应

稳定后，加入ｅＮＯＳ特异性抑制剂 Ｌ－ＮＡＭＥ（１００

μｍｏｌ／Ｌ），依次连续加入不同剂量的槲皮素。本研究

的研究表明，槲皮素可通过作用于妊娠大鼠子宫动脉

血管内皮细胞，导致ｅＮＯＳ快速活化和 ＮＯ产生，从

而引起大鼠子宫动脉环血管张力的松弛，进而明显降

低子痫前期大鼠的血压。为了确定槲皮素在人体内

是否存在类似作用，本研究使用人子宫动脉血管内皮

细胞进行了体外研究。本研究的体外细胞实验也表

明，槲皮素还能在人原代 ＨＡＥＣ细胞中增强ｅＮＯＳ
活性和随后的ＮＯ产生，与动物实验结果一致。槲皮

素能够影响人内皮细胞ｐ－ｅＮＯＳ水平，提示本研究中

槲皮素有可能在子痫前期患者体内通过影响ｅＮＯＳ
促进子宫动脉舒张，从而改善胎盘供血不足的情况。

本研究可为进一步对槲皮素在临床上的研究和应用

提供理论基础。

本研究的创新之处主要体现在两个方面，（１）本

研究通过比较研究发现，孕鼠子宫动脉对槲皮素的反

应非常敏感，５０μｍｏｌ／Ｌ浓度的槲皮素能够完全放松

被ＰＥ紧缩的子宫动脉血管，预示了槲皮素在舒张孕

期血管改善血管功能方面的潜在作用；（２）本研究使

用人内皮细胞系研究，发现ｅＮＯＳ／ＮＯ信号通路在人

内皮细胞也存在，且受槲皮素调控，本研究认为槲皮

素可能通过调控ｅＮＯＳ／ＮＯ通路促进人子宫动脉的

舒张作用，改善血管功能。不足之处主要是未在体内

水平上研究槲皮素舒张血管可能导致的血压、血流和

胎盘灌注等生理功能变化，基于本研究的数据可以推

测，在由血管过度收缩或舒张不足导致的子宫血管灌

注功能障碍相关疾病中，槲皮素可以改善血压、血流

和胎盘灌注等生理功能，但还缺少动物模型水平上的

研究和临床水平上的验证。

综上所述，对槲皮素在妊娠大鼠子宫动脉血管舒

张中作用研究的基础上，结合此前的研究报道［６，１５］，有

理由推测，槲皮素可能对子痫前期患者的血管舒张也

发挥一定的调控作用。这些结果均提示了槲皮素在

子痫前期研究与临床干预治疗中的可能前景。
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ｉｎｇ　ｐｒｅｇｎａｎｃｙ　ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｔｏ　Ｃａｕｃａｓｉａｎ　ｗｏｍｅｎ
［Ｊ］．Ｊ　Ｐｈｙｓｉｏｌ，２０１５，５９３（５）：１１５９－１１６８．

［９］ ＹＯＵＳＩＦ　Ｄ，ＢＥＬＬＯＳ　Ｉ，ＰＥＮＺＬＩＮ　Ａ　Ｉ，ｅｔ　ａｌ．Ａｕｔｏ－
ｎｏｍｉｃ　ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ　ｉｎ　ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ：ａ　ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ　ｒｅ－
ｖｉｅｗ［Ｊ］．Ｆｒｏｎｔ　Ｎｅｕｒｏｌ，２０１９，１０：８１６．

［１０］ＳＰＲＡＤＬＥＹ，Ｆ　Ｔ．Ｓｙｍｐａｔｈｅｔｉｃ　ｎｅｒｖｏｕｓ　ｓｙｓｔｅｍ

ｃｏｎｔｒｏｌ　ｏｆ　ｖａｓｃｕｌａｒ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｂｌｏｏｄ　ｐｒｅｓｓｕｒｅ

ｄｕｒｉｎｇ　ｐｒｅｇｎａｎｃｙ　ａｎｄ　ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ［Ｊ］．Ｊ　Ｈｙ－

ｐｅｒｔｅｎｓ，２０１９，３７（３）：４７６－４８７．
［１１］ＳＰＡＳＯＪＥＶＩＣ　Ｍ，ＳＭＩＴＨ　Ｓ　Ａ，ＭＯＲＲＩＳ　Ｊ　Ｍ，ｅｔ

ａｌ．Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ　ａｒｔｅｒｉａｌ　ｐｕｌｓｅ　ｗａｖｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｉｎ　ｗｏｍｅｎ

ｗｉｔｈ　ｐｒｅ－ｅｃｌａｍｐｓｉａ　ａｎｄ　ｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌ　ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ
［Ｊ］．ＢＪＯＧ，２００５，１１２（１１）：１４７５－１４７８．

［１２］ＢＲＥＮＮＡＮ　Ｌ，ＭＯＲＴＯＮ　Ｊ　Ｓ，ＱＵＯＮ　Ａ，ｅｔ　ａｌ．

Ｐｏｓｔｐａｒｔｕｍ　ｖａｓｃｕｌａｒ　ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｒｅｄｕｃｅｄ

ｕｔｅｒｏｐｌａｃｅｎｔａｌ　ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ　ｍｏｄｅｌ　ｏｆ　ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ
［Ｊ］．ＰＬｏＳ　Ｏｎｅ，２０１６，１１（９）：ｅ０１６２４８７．

［１３］ＧＥＮＴＩＬＥ　Ｄ，ＦＯＲＮＡＩ　Ｍ，ＰＥＬＬＥＧＲＩＮＩ　Ｃ，ｅｔ　ａｌ．

Ｌｕｔｅｏｌｉｎ　ｐｒｅｖｅｎｔｓ　ｃａｒｄｉｏｍｅｔａｂｏｌｉｃ　ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ　ａｎｄ

ｖａｓｃｕｌａｒ　ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ　ｉｎ　ｍｉｃｅ　ｗｉｔｈ　ＨＦＤ－Ｉｎｄｕｃｅｄ　ｏ－
ｂｅｓｉｔｙ［Ｊ］．Ｆｒｏｎｔ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ，２０１８，９：１０９４．

［１４］ＨＡＮ　Ｆ，ＬＩ　Ｋ，ＰＡＮ　Ｒ　Ｙ，ｅｔ　ａｌ．Ｃａｌｙｃｏｓｉｎ　ｄｉｒｅｃｔｌｙ
ｉｍｐｒｏｖｅｓ　ｐｅｒｉｖａｓｃｕｌａｒ　ａｄｉｐｏｓｅ　ｔｉｓｓｕｅ　ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ　ｂｙ
ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ　ｔｈｅ　ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ／ＡＭＰＫ／ｅＮＯＳ　ｐａｔｈ－
ｗａｙ　ｉｎ　ｏｂｅｓｅ　ｍｉｃｅ［Ｊ］．Ｆｏｏｄ　Ｆｕｎｃｔ，２０１８，９（４）：

２４０９－２４１５．
［１５］ＥＤＷＡＲＤＳ　Ｌ　Ｒ．Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ　ｒｅｄｕｃｅｓ　ｂｌｏｏｄ　ｐｒｅｓ－

ｓｕｒｅ　ｉｎ　ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ　ｓｕｂｊｅｃｔｓ［Ｊ］．Ｊ　Ｎｕｔｒ，２００７，

１３７（１１）：２４０５－２４１１．

（收稿日期：２０１９－０７－１８　修回日期：２０１９－１２－１０）

４０４１ 重庆医学２０２０年５月第４９卷第９期


