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[摘要 ]  目的 : 观察杏丁注射液对紫外线照射后血管内皮细胞热休克蛋白 72 ( heat shock protein 72 ,

H SP 72) 表达的影响。方法 :采用体外培养的猪主动脉血管内皮细胞 , 以含浓度分别为 0 .1、0 .5、1 .0、5 .0、

10 mg/ ml 的杏丁注射液的培养基培养 72 h 后 ,用紫外线分别照射细胞 30 min , 以 Western-blot 方法检测内

皮细胞中的 HSP 72 表达。结果 :正常情况下检测不到 H SP 72 表达 , 紫外线照射后血管内皮细胞 H SP 72

有较强表达 ,杏丁注射液在 0 .1 mg/ ml 浓度即有很明显的促进 H SP 72 表达的作用 , 1 .0 mg/ ml 浓度时其作

用达到高峰 ,再增加浓度并不能增加 H SP 72 表达。结论 : 杏丁注射液能通过促进 HSP 72 表达而保护血管

内皮细胞在应激状态下免受损伤 ,这可能是其防治心脑血管疾病的重要机制之一。
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ABSTRACT  Objective: To study the effect of Xingding Injection on the expression of heat shock protein 72

(HSP 72 ) in vascular endothelial cells after ultraviolet radiation . Methods: Porcine aortic endothelial cells

were cultured for 72 hours in culture mediums with different concentrations (0 .1 , 0 .5 , 1 .0 , 5 .0 , 10 mg/ ml)

of Xingding Injection . Ultraviolet radiation was administered to the cultured cells for 30 minutes . Western-blot

assay was used to measure the expression of HSP 72 in the vascular endothelial cells . Results: There was no

expression of HSP 72 in the cultured vascular endothelial cells without ultraviolet radiation , but there was

some expression of HSP 72 after ultraviolet radiation . Xingding Inject ion of different concentrations could

signif icantly improve the expression of HSP 72 . The expression of HSP 72 in the vascular endothelial cells

cultured in culture medium with 1 .0 mg/ ml Xingding Injection was the highest , and there was no more

increase of expression when the concentrat ion was higher , instead the expression decreased . Conclusion:

Xingding Injection can protect the vascular endothelial cells from injury during stress . It may be one of its

mechanisms in preventing and treat ing cardio-cerebrovascular disorders .
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  银杏素有“植物化石”之称 ,在治疗心脑血管病、

内分泌疾病和妊娠病方面有良好的疗效。杏丁注射

液是采用高科技手段从银杏叶中提取而成的制剂 ,

具有明显的活血化瘀功效 , 对心脑血管疾病有较好
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的防治作用。研究表明 [ 1 ] , 在紫外线、炎症、过氧化

物、热休克、肿瘤坏死因子等作用下 , 受损细胞中的

热休克蛋白 ( heat s hock protein , H SP ) 基因转录活

性升高和大量表达 , HSP 通过将变性的蛋白质折叠

并介导其降解而发挥保护细胞的作用。为探讨杏丁

注射液对血管内皮细胞的保护作用 , 作者观察了杏

丁注射液对紫外线照射后猪主动脉血管内皮细胞

H SP 72 表达的影响 , 以期阐明其防治心脑血管疾

病的机制。

1  材料与方法

1 .1  实验材料

1 .1 .1  药品与试剂  杏丁注射液 , 贵州益佰制药股

份有限公司生产 ( 批号 : 19990129 )。胎牛血清、

M199 培养基 ,购自 Gibco-BRL 公司 ; 肝素和内皮细

胞生长支持物 ,美国 Sigma 公司产品 ; 丙烯酰胺/ 甲

叉双丙烯酰胺、甘氨酸、三羟甲基氨基甲烷 ( Tris

base )、十二烷基磺酸钠、四甲基乙二胺、二硫苏糖

醇、苯甲基磺酰氟 , P romega 公司产品 ; 兔抗猪 HSP

72、辣 根 过 氧 化 物 酶 ( horseradish peroxidase ,

H RP )标记羊抗兔 IgG 和异硫氰酸荧光素标记羊抗

兔 IgG ,北京中山生物公司产品 ; 总蛋白质定量试剂

盒 , Bio-Rad 公司产品。其余均为国产试剂。

1 .1 .2  仪器  YJ-1450 型医用净化工作台 , 哈尔滨

净化设备公司 ; CO2 孵箱 , Forma 公司 ; 倒置显微镜、

荧光显微镜 ( BX60 型 ) , Olympu s 公司 ; 高速低温离

心机 , Sigma 公司 ; Western blo t 垂直平板电泳槽、

电泳仪 , Bio-Rad 公司 ; 恒温水浴箱 , 江苏太仓医疗

仪器厂。

1 .2  实验方法

1 .2 .1  猪主动脉血管内皮细胞原代培养及鉴定  

选择正常屠宰的猪 , 用两把止血钳夹闭猪左锁骨上

动脉和无名动脉 ,连同心脏和肺 (带完整的胸膜 ) 一

同取出 ,迅速拿回实验室 , 紧贴主动脉弓切下主动脉

段 10～ 15 cm , D-H ank s 液充分洗去血污 , 在动脉

腔内注入 0 .25% 胰蛋白酶 , 立即放入盛有 300 ml

磷酸盐缓冲液 ( phos phate buffer saline , PBS ) 的烧

杯中 ,内含 2 % 抗生素 , 37 ℃消化 11～13 min。收

集消化液并以 M199 培养液冲洗动脉管腔 1～2 遍 ,

一并合入离心管 , 1 000 r/ min 离心 10 min ,去上清 ,

用含 20%胎牛血清培养液重新悬浮细胞 ,调细胞密

度至 1 .5×10
5
～2 .0×10

5
个/ ml , 接种于 50 ml 培养

瓶 , 加 入 4 ml 培 养 液 ( 培 养 液 中 含 青 霉 素

200 U/ m1、链 霉 素 200 U/ ml、两 性 霉 素 B

2 .5μg/ ml、肝素 15 U/ ml、内皮细胞生长支持物

30 μg/ ml) , 于 37 ℃、5% CO2 孵箱中培养。待细胞

贴壁后 , 换含 10%胎牛血清的 M199 培养液继续培

养 ,细胞融合成片后即可传代培养。内皮细胞采用

普通光学显微镜观察法和免疫荧光法检测第Ⅷ因子

抗原表达阳性确定为内皮细胞。

1 .2 .2  分组及给药  将内皮细胞平均分为 6 组 , 即

空白对照组和 0 .1、0 .5、1 .0、5 .0、10 mg/ ml 的杏丁

注射液组 ,每组 8 孔。将每孔的原培养基吸出 , 分别

用不同的培养基 200 μl , 即空白组用不含杏丁注射

液的 M199 培养基 , 其余各组分别用含杏丁注射液

0 .1、0 .5、1 .0、5 .0、10 mg/ ml 的 M199 培养基 , 于

37 ℃培养 72 h 后 , 将生长细胞的 6 孔板置于超净

工作台中 ,应用紫外光源垂直照射细胞 30 min , 光

源距离培养基约 30 cm。

1 .2 .3  细胞总蛋白提取及蛋白定量  收集各组细

胞 , 计细 胞总数 并调 至一 致 , 6 000 r/ min 离 心

5 min , 4 ℃ PBS( p H 7 .4 ) 清洗 1 次 , 弃上清并尽量

吸干。根据细胞总数按 20 000 个细胞 1μl 的比例 ,

加入冰冷的悬浮缓冲液 , 迅速混匀 , 于 4 ℃裂解

30 min ,此时细胞由于破膜和 DNA 释放将会很黏

稠 ,然后将裂解物于 16 000 r/ min 离心 10 min , 取

上清即为提取的细胞总蛋白 , 以 Bio-Rad 公司 DC

P rotein Assay Kit 进行蛋白定量。

1 .2 .4  Western blo t 检测内皮细胞 H SP 72 的表

达  取一定量的蛋白样本 , 立即加入等体积的 2×

十二烷基磺酸钠变性缓冲液 , 混匀 , 将样品置 94 ℃

加热 变 性 10 min , 室 温 冷却 , 按 文 献
[ 1 ]

报 道 的

Western blot 标准方法检测 H SP 72 水平。基本步

骤如下 :每孔加上述样品总蛋白量 10μg ,于 10% 聚

丙烯酰胺凝胶上电泳分离 ; 将凝胶上的蛋白质电转

印至硝酸纤维素 ( nitrocellulose , NC ) 膜上 , 丽春红

染色 ,观察电泳转膜效果 ; 用 PBS 洗去丽春红 , 将

NC 膜置 5 %脱脂奶粉中于 37 ℃封闭 1 h ; 然后用一

抗 (1∶500 稀释 ) 于 37 ℃孵育 1 h , 37 ℃磷酸盐洗

液 (含 0 .05% 吐温-20 的磷酸盐 , v/ v) 清洗 3 次 , 每

次 10 min ; 二抗为相应的辣根过氧化物酶标记 IgG ,

用脱脂奶粉按 1∶2 000 稀释 , 37 ℃孵育 1 h ; 二抗

孵育后的 NC 膜以 TBS 洗 3 次后用化学发光法

( ECL 试剂盒 , Amers ham 公司 ) 显色 , 倒去洗液后

加入化学发光试剂 ,室温反应 1～3 min , NC 膜移至

暗室 ,暗盒曝光适当时间 , 取出胶片冲洗。

1 .3  统计学方法  用 Gel- Pro Analyzer 3 .0 软件

对 Western blo t 蛋 白 质 条 带 进 行 定 量 , 用

SPSS 11 .0软件做统计学处理 , 实验数据用 x ± s 表

示 ,均数间的比较用 t 检验。

2  结  果

2 .1  内皮细胞的形态观察  主动脉内皮细胞呈典
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型鹅卵石状生长 , 并且有接触抑制现象 , 长满的内皮

细胞中有时会看到大的内皮细胞 ,有的不止一个核 ,

此为正在分裂中的细胞而不是平滑肌细胞 , 见图 1。

另外 ,在单细胞层表面会出现内皮细胞的“出芽”。

2 .2  免疫荧光法鉴定内皮细胞  免疫荧光结果可

见细胞核周有第Ⅷ因子相关抗原表达 , 表明培养细

胞为内皮细胞。见图 2。

图 1  主动脉内皮细胞形态 (×100)

Fig 1  Configuration of aortic endothelial cells (×100)

图 2  内皮细胞第Ⅷ因子相关抗原表达阳性 (×400 )

Fig 2  Positive expression of factor Ⅷ-related antigen

of endothelial cells (×400 )

2 .3  各组内皮细胞 H SP 72 的表达  未经紫外线

照射的情况下 , 各组均未检测到内皮细胞 HSP 72

的表达。经紫外线照射的各组 , 随杏丁注射液剂量

的不同 HSP 72 表达水平有所改变。与对照组相

比 ,低剂量组 ( 0 .1 mg/ ml) HSP 72 表达已有明显增

加 ( P < 0 .05 ) ;在中剂量 (0 .5、1 .0 mg/ ml) 时 , HSP

72 的表达较对照组明显升高 ( P < 0 .01 ) ; 高剂量

(5 .0、10 mg/ ml)则又呈下降趋势 , 且与对照组相比

无明显升高 ( P > 0 .05 )。见表 1。

3  讨  论

以 H SP 合成为主要特征的热休克反应是所有

生物体在不利因素刺激下所产生的普遍现象 , 在不

同的物种之间具有高度的保守性[ 1 ] 。 H SP 的主要

功能是伴侣蛋白质的合成和帮助变性蛋白质的复性

或降解
[ 2 ]

。许多资料表明 , H SP 的合成赋予了细胞

耐受热、紫外线、毒物或其他应激的能力 , 因此 HSP

的表达有利于细胞设法耐受或免遭不良的 , 甚至有

表 1  不同浓度杏丁注射液对紫外线照射后

内皮细胞 HSP 72 表达的影响

Tab 1  Effect of Xingding Injection of different concentrations on

expression of HSP 72 of endothelial cells after ultraviolet radiation

( x± s )

Cul ture me dium n
Exp ression of
H SP 72 ( OD)

Nor mal cont rol 5 È50 �.38±2 .33

Xingding In jection (0 Õ.1 mg/ ml) 5 È116 �.82±3 .58 *

Xingding In jection (0 Õ.5 mg/ ml) 5 È159 �.19±6 .31 * *

Xingding In jection (1 Õ.0 mg/ ml) 5 È184 �.86±4 .34 * *

Xingding In jection (5 Õ.0 mg/ ml) 5 È81 �.43±2 .08

Xingding In jection (1 0 mg/ ml ) 5 È60 �.18±1 .67

  * P < 0 .05 , * * P < 0 .01 , vs nor mal control

可能致命的应激因素对细胞的再次损伤 , 具有极其

重要的细胞保护功能 [ 3 ] 。按分子量大小可将 HSP

分为 H SP 100、HSP 90、HSP 70、H SP 60、小分子

H SP ( 22～32 kDa) 及泛素 ( 7～8 kDa ) 等家族 , 但最

为主要的是 H SP 70 家族。 HSP 70 家族成分大部

分为构成型成员 ,仅一种为诱导性成员 , 在热或其他

应激因素后显著高表达 , 即诱导性 HSP 70 ( 又称

H SP 72) [ 4 ] 。猪血管内皮细胞 H SP 70 家族两个表

达较强的成分 ,即 H SP 72 和 HSP 73 ,其中 H SP 72

应激因素后显著高表达。之所以选择猪主动脉内皮

细胞作为研究对象 , 首先是因为猪与人有很好的同

源性
[ 5 , 6 ]

,其次猪的心血管系统与人的有很多相似

之处 ,随着年龄增长 , 猪可自发性出现动脉粥样斑

块 ,与人的病变进程几乎完全一样 , 而动脉粥样硬化

是很多心脑血管疾病的原因和发病机制之一。由动

脉粥样硬化导致的高血压其进程很难控制和逆转 ,

因此寻找和早期运用药物防止血管内皮受损以预防

动脉粥样硬化斑块的形成显得尤为重要。

本研究发现一定剂量范围内的杏丁注射液能明

显促进紫外线照射损伤后猪血管内皮细胞 H SP 72

的表达 ,推测这可能是杏丁注射液防治心脑血管疾

病 ,保护心脑血管细胞免受缺血缺氧损伤的重要机

制之一。H SP 72 作为一种重要的保护性蛋白 , 与

细胞增殖和凋亡等生命过程关系密切 , H SP 72 表

达水平和内皮细胞增殖活性呈正相关 , 与凋亡率呈

明显负相关 ; H SP 72 的另一重要功能就是可以保

护细胞遗传物质 DNA , 使受损伤细胞 DN A 修复 ,

导致细胞增殖和降低细胞死亡。研究表明 , 在诸多

应激因素 ( 热、重金属、缺氧等 ) [ 7 , 8 ] 作用下 , 均是由

于磷酸化的热休克因子 ( heat s hock factor , H SF )

水平升高而最终引起 HSP 70 表达的升高。杏丁注

射液能明显促进紫外线照射损伤后猪血管内皮细胞

H SP 72 的表达 , 但这个级联反应是怎样启动和传
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导的 ,其信号转导机制如何 , 目前仍不明确 , 尚有待

进一步研究阐明。
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①

  颈源性头痛是由颈椎或颈部软组织病损所引起 ,

以慢性、单侧头部疼痛为主要表现的综合征。笔者采

用推拿和针刺治疗颈源性头痛 95 例 ,现总结如下。

1  资料与方法

1 .1  一般资料  95 例均为 2001 年 9 月～2003 年

10 月的门诊患者 , 分为 3 组。针刺组 26 例 , 男性

13 例 , 女性 13 例 , 年龄 20～ 68 岁 , 平均 ( 47 .50±

12 .95 ) 岁 , 病程 2 个月 ～ 2 .5 年 , 平均 ( 18 .76 ±

7 .52 )个月 ; 推拿组 28 例 , 男性 13 例 , 女性 15 例 , 年

龄 23～70 岁 , 平均 ( 46 .21±14 .12 ) 岁 , 病程 3 个月

～3 年 , 平均 ( 19 .32±9 .82 ) 个月 ; 推拿结合针刺组
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