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摘要 目的  研究异亚丙基莽草酸≥对血管内皮细胞损伤的保护作用 ∀方法  倒置显微镜下观察细胞形态

学改变 ××比色法检测细胞活性 用硝酸还原酶法测定细胞培养液中  的含量 ∀放射免疫法测定细胞培养液中

前列环素代谢物 2酮2前列腺素 ƒΑ22°ƒΑ含量 比色法测定培养液及细胞裂解液的乳酸脱氢酶⁄活性并

计算 ⁄的释放率 ∀结果  ≥可明显改善   所致的内皮细胞变形 !皱缩等损伤表现 ∀ ∗  Λ#


≥可

浓度依赖性的减轻   引起的细胞活性降低和 ⁄释放 并促进   诱导的血管内皮细胞释放 和前列环素 ∀

结论  异亚丙基莽草酸对   损伤血管内皮细胞具有保护作用 ∀
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  血管内皮细胞是血管壁组织和血液间的第一道

通透性屏障 许多因素如激活的白细胞 !活性氧 !细

胞因子等都可损伤内皮细胞 造成内皮细胞的功能

障碍 由此而导致血栓形成 !动脉粥样硬化 !高血压

等心脑血管疾病的发生 ∀内皮细胞损伤是血管损伤

的初始阶段 因此保护内皮细胞功能是预防血管性

疾病发生的关键 ∀另一方面 由于内皮细胞分泌多

种活性物质 参与多种生理及病理过程 它的损伤是

血管性疾病发生和发展的原因之一 ∀

异亚丙基莽草酸≥是从中药木兰科植物八

角茴香中提取的有效成分莽草酸的衍生物 ∀前期的

研究结果表明 ≥可明显抑制实验性血栓形成 抑

制血小板聚集≈
并在整体实验中显示出对血管内
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皮的保护作用 ∀本研究以体外培养的人脐静脉内皮

细胞 观察 ≥对内皮细胞损伤的保护作用 进一步

探讨 ≥抗血栓形成的机理 ∀

材料与方法

主要药品及试剂  异亚丙基莽草酸≤   

分子量  由本校药化教研室郭亚健教授提供 

为无色细片状结晶 纯度    溶于适量超纯水 ∀

内皮细胞生长因子∞≤ƒ 德国 公司 乳酸

脱氢酶 !测定试剂盒 购自南京建成公司 ≈

2

酮2前列腺素22 ƒΑ 22°ƒΑ放

免试剂盒购自北京福瑞生物工程公司 其余试剂为

国产分析纯 ∀

人脐静脉内皮细胞的体外培养及鉴定  参照

等≈的方法 在无菌条件下取健康新生儿脐带

 ∗  磷酸盐缓冲液°≥冲洗干净后 灌入

1  型胶原酶约   ε 孵育  离心收

集内皮细胞 用完全 含   胎牛血清 

#
∞≤ƒ 接种细胞于底面积为  

 的培养

瓶中 置  ε   ≤ 培养箱中培养 ∀当细胞融合

成单层时 1 胰酰21  ∞⁄× 消化传代 实

验用第  ∗ 代 ∀根据相差显微镜日本 公司

下细胞呈单层铺路石样排列 免疫组化链霉卵白素2

生物素2酶复合物法检测 ∂因子相关抗原阳性 鉴

定为内皮细胞 ∀

ΜΤΤ法检测内皮细胞活性  参照文献≈方

法 内皮细胞接种到  孔板上 每孔  ≅ 
 个细

胞 培养成单层后 加入含不同浓度 ≥的培养液继

续培养  再加入终浓度为  Λ#
的  

刺激细胞  ∀用 °≥ 小心洗涤细胞后 加入含

1  ××的 培养液  Λ ε 孵育  后

移出培养液 每孔加入二甲基亚砜  Λ ε 振

摇    内在酶标仪 芬兰 ×

公司产品 ∏  型上  

处测吸光度Α 计算细胞存活率 ∀

培养液中 ΝΟ及 62κετο2ΠΓΦ1Α含量的测定  

测定采用硝酸还原酶法 按试剂盒说明操作 以总硝

酸盐


 Π


 含量表示 浓度 ∀用放射免疫法

测细胞培养液中前列腺素代谢物 22°ƒΑ含量 ∀

乳酸脱氢酶Λ∆Η活性的测定  按试剂盒说明

操作 分别测定细胞培养液和细胞裂解液中 ⁄活

性 计算乳酸脱氢酶释放率 ∀

统计学处理  所有数据均采用 ξ ? σ表示 以 τ

检验进行显著性检验 ∀

结果

1  ΙΣΑ 对 Η2 Ο2 损伤的人脐静脉内皮细胞

(ΗΥς ΕΧ)形态学的影响

倒置显微镜下见正常 ∂∞≤融合 单层铺路石

样生长 细胞呈短梭形或多角形镶嵌排列 ≥组的

细胞形态与正常组相似   组内皮细胞排列紊

乱 细胞间隙增宽 细胞变形 !皱缩 胞内颗粒增多 ∀

   ≥  Λ#
和    ≥  Λ#



组细胞形态基本保持正常 有轻微的变形收缩 ∀上

述形态学观察结果显示   能明显损伤 ∂∞≤ 

而 ≥组细胞在整个培养过程中形态基本保持与对

照组相似 表明 ≥对   致 ∞≤ 损伤有一定的保

护作用 ∀

2  ΙΣΑ对 Η2 Ο2 损伤的人脐静脉内皮细胞活性的影

响

  Λ#

刺激 ∂∞≤  后明显抑

制细胞活性 ∀而 ≥可浓度依赖性减轻   引起

的细胞活性降低 ≥和  Λ#

可使细胞

存活率由   组的 1  增加至 1  和

1  见表  ∀

Ταβλε 1  Εφφεχτ οφ 3 , 42οξο2ισοπροπψλιδενε2σηικιµιχ
αχιδ (ΙΣΑ) ον τηε ϖιαβιλιτψ οφ ηυµαν υµ βιλιχαλ ϖειν

ενδοτηελιαλ χελλσ (ΗΥς ΕΧ) ινϕυρεδ βψ Η2 Ο2

∏ ≤ΠΛ#
 Α ≤ √Π

≤  1 ? 1333

∂  1 ? 1 1

≥ 1 1 ? 1 1

 1 ? 1 1

 1 ? 133 1

 1 ? 1333 1

∂∞≤ ≥   ∏ 

 Λ#


    ≤ √  ∏

 ××  ν    ξ ? σ 33 Π  1 
333 Π  1 ϖσ

√

3  ΙΣΑ对 Η2 Ο2 损伤的人脐静脉内皮细胞释放 ΝΟ

和前列环素的影响

  Λ#

可引起内皮细胞  和前

列环素释放减少 ∀而预先加入 ≥  和 

Λ#

孵育细胞  后 再加入   其培养液

中 和 22°ƒΑ浓度明显高于   组表  ∀

4  ΙΣΑ对 Η2 Ο2 损伤的人脐静脉内皮细胞释放乳酸

脱氢酶的影响
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  Λ#

刺激 ∞∂ ≤  可显著增

加 ⁄ 的释放率 ∀预先 加入 ≥  ∗ 

Λ#

可降低 ⁄释放率 与   组比较有显

著性差异 Π 1表  ∀

Ταβλε 2  Εφφεχτ οφ ΙΣΑ ον τηε ρελεασε οφ ΝΟ , 62κετο2
ΠΓΦ1Α ανδ Λ∆Η ιν Η2 Ο2 ινϕυρεδ ηυµαν υµ βιλιχαλ

ϖειν ενδοτηελιαλ χελλσ (ΗΥς ΕΧ)

∏
≤

ΠΛ#


 
 Π 



ΠΛ#


22°ƒΑ
ΠΛ#

⁄ 

Π

≤   ? 333  ? 1333 1 ? 1333

∂   ?  1 ? 1  ? 

≥   ?  1 ? 1  ? 

  ?  3 1 ? 133  ? 33

  ? 33 1 ? 1333  ? 33

∂∞≤  ≥   ∏ 

 Λ#


   22°ƒΑ  ∏

∏ ⁄  ∏ 

 ν    ξ ? σ 3 Π 1 
33 Π 1 

333 Π 1 ϖσ

√

讨论

内皮细胞损伤是心血管疾病发生的首要环节 

在引起内皮细胞结构及功能障碍的诸多因素中 有

关氧化应激 !氧化损伤的作用正受到广泛的关注 ∀

  是活性氧 可透过细胞膜进入细胞内 导致

⁄°磷酸化的糖酵解或线粒体途径的某些酶失活 

使细胞能量代谢障碍 也可在亚铁离子存在的条件

下发生 ƒ反应 生成毒性更强的羟基 还可和蛋

白酶协同作用促进超氧阴离子的产生 这 种作用

使   对血管内皮细胞产生损伤
≈ ∀ ×× 为一种

黄色化合物 活细胞线粒体中的脱氢酶可将其还原

成蓝色的甲肷 ∀而不进行线粒体代谢的死细胞不能

将 ××还原成甲肷≈ ∀因此 它的形成量反映了线

粒体的代谢活力 又能间接反映细胞的增殖与存活

情况 ∀本实验发现   使 ∂∞≤ 的甲肷形成量

减少 细胞内 ⁄ 释放增加 表明   对 ∂∞≤

产生损伤作用 ∀预先加入 ≥ 可促进甲肷的形成 

说明 ≥具有抗   诱导的内皮细胞损伤的作用 

可能是由于保护了 ∂∞≤ 的线粒体所致 ∀并且

≥可减少   诱导的 ∂∞≤释放 ⁄ 说明 ≥

可能促进 ∂∞≤修复和保护 ∂∞≤的完整性 ∀

° 和 主要由 ∂∞≤合成和分泌的具有扩张

血管和抑制血小板聚集作用的物质 ∀本实验中 

  使内皮细胞的 ° 和 释放减少 这与一些

文献≈ 报道的基本一致 ∀≥ 可浓度依赖性升高

° 和 水平 提示 ≥ 可能促进损伤的功能恢

复 ∀

关于   对内皮细胞  释放的影响也有相

反报道 ∏等≈的研究结果显示   引起内皮

障碍不是通过影响精氨酸2通路导致的 ∀≥∏

等≈报道   引起内皮细胞  释放增加 ∀这些

研究结果不一致的原因可能与内皮细胞类型  

使用剂量以及与细胞孵育时间不同等有关 ∀由于

是以 Λ2精氨酸Λ2为底物在  合酶≥

催化下生成 ≥促 生成是通过 Λ2转运功能

增加或者 合成酶活性升高以及 ≥的基因表达

变构而改变 ≥表现型 还是通过影响 ∂∞≤ 数量 

使 释放增加 而导致 ∂∞≤内 水平升高 有

待进一步证实 ∀
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