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内容提要 目的：探讨中药补肾复脉液对缺氧内皮细胞内皮型一氧化氮合成酶（*!+,）和内皮素（012
)）-.!/转录水平的影响及其对缺氧内皮细胞的保护作用。方法：取培养的胎儿脐静脉内皮细胞，随机分

为空白组、缺氧组、西药组及中药组，分别给予)’3的空白兔血清，)’3的空白兔血清，)’3的含维生素4兔

血清，)’3的含补肾复脉液兔血清，除空白组外，同时通入$53!6加534+6混合气孵育（缺氧）78，采用异

硫氰酸胍9酚9氯仿法提取各组细胞总.!/，以:/;<=为内对照，将.12;4.扩增产物用)3的琼脂糖凝

胶电泳分离，紫外灯下观察各组细胞*!+,-.!/和012)-.!/表达情况，对照凝胶拍照，并对底片条带光

密度扫描定量分析。结果：缺氧组012)／:/;<=-.!/水平最高而*!+,／:/;<=-.!/水平最低（!"
’>’)），中药组和西药组均能阻抑其异常表达（!"’>’)，!"’>’5），中药组明显优于西药组（!"’>’5）。结

论：中药补肾复脉液能抑制缺氧内皮细胞012)-.!/转录，促进*!+,-.!/转录，维持012)-.!/／

*!+,-.!/之间的平衡，从而对缺氧内皮细胞有一定的保护作用。
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4@A#$%/B#：1""LM*NO*J8**PP*QJ"PREM8*BSE-AC?CFECT（R,SU?）"BBCJNCQ"VCT*MIBJ8AM**BT"J8*KCAK
JIW*（*!+,）ABT*BT"J8*KCB-.!/（012)-.!/）CBQEKJEN*T8E-ABE-LCKCQAKO*CB*BT"J8*KCAKQ*KKM（=X2
Y04M）CBTEQ*TLI8IW"VCA#C#%*&2)：18*QEKJEN*T=XY04MZ*N*NABT"-KITCOCT*TCBJ"7HN"EWM，J8*LKAB[
HN"EW（/），J8*8IW"VCQHN"EW（R），J8*Z*MJ*NB-*TCQCB*HN"EW（4）ABTJ8*R,SU?HN"EW（<）#)’3LKAB[
NALLCJM*NE-ZAMHCO*BJ"HN"EW/ABTR，)’3NALLCJM*NE-Q"BJACBCBHZ*MJ*NB-*TCQCB*OCJ4ABTQ"BJACBCBH
R,SU?ZAMHCO*BJ":N"EW4ABT<N*MW*QJCO*KI#0VQ*WJP"N:N"EW/，J8*"J8*N(HN"EWMZ*N**VW"M*TJ"8I2
W"VCA（$53!6\534+6）P"N78"ENM#18*J"JAK.!/ZAM*VJNAQJ*TPN"-J8*QEKJEN*T=XY04MLIFEABCTCBC2
E-J8C"QIBAJ*-*J8"T，J8*BJ8*N*O*NM*JNABMQNCWJAM*2W"KI-*NAM*Q8ACBN*AQJC"B（.12;4.）ZAMW*NP"N-*T#18*
.12;4.WN"TEQJMZ*N*PNAQJC"BAJ*TJ8N"EH8A)#’3AHAN"M*H*K*K*QJN"W8"N*MCM，J8**!+,-.!/ABT012
)-.!/*VWN*MMC"BZAM"LM*NO*TEBT*NEKJNAOC"K*JKCH8JABTW8"J"HNAW8*T，J8*BLABTM"BPCK-Z*N*MQABB*TLI
T*BMCJ"-*J*NABTFEABJCPC*T"BQ"-WEJ*NLIJ8*C-AH*ABAKIMCMM"PJZAN*#6#)(>%)：18*8CH8*MJ012)-.!/K*O*K
ABTK"Z*MJ*!+,-.!/ZAMM8"ZBCBJ8*8IW"VCQHN"EW，L"J8ALB"N-AK*VWN*MMC"BMZ*N*CB8CLCJ*TCB:N"EW4
ABT<（!"’>’)"N!"’>’5），ABTJ8*CB8CLCJ"NI*PP*QJ"PR,SU?ZAMMEW*NC"NJ"J8AJ"PZ*MJ*NB-*TCQCB*（!
"’>’5）#?&+$>()/&+：R,SU?Q"EKTCB8CLCJJ8*012)-.!/JNABMQNCWJC"BABTWN"-"J**!+,-.!/JNABMQNCW2
JC"BCB8IW"VCQ*BT"J8*KCAKQ*KKM，M"AMJ"[**WALAKABQ*L*JZ**BJ8*-#RIJ8CMZAI，CJQ"EKTL**PP*QJCO*CBWN"2
J*QJCBH8IW"VCQ*BT"J8*KCAKQ*KKM#

D#;E&F2) 8IW"VCA，8E-ABE-LCKCQAKO*CB*BT"J8*KCAKQ*KKM，*BT"J8*KCB，BCJNCQ"VCT*，*BT"J8*KCAKJIW*BC2
JNCQ"VCT*MIBJ8AM*

血管内皮是重要的内分泌腺，以内皮素（012)）为 代表的内皮源血管收缩因子（*BT"J8*KCE-2T*NCO*TQ"B2
JNAQJCBHPAQJ"N，0<4S）与以一氧化氮（!+）为代表的

内皮 源 血 管 舒 张 因 子（*BT"J8*KCE-2T*NCO*TN*KAVCBH
PAQJ"N，0<.S）的分泌和调节功能平衡失调，是内皮功
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能异常和内皮细胞损伤的重要特征，也是许多心血管

疾病如高血压、动脉粥样硬化、心力衰竭等病理过程中

基本的病理表现。生理状态下，!"和#$%&的合成与

释放及’!"()*!+和#$%&)*!+的表达处于相对

平衡状态，以维持心血管系统正常的舒缩功能，但是在

缺氧、感染、细胞因子、血流动力学的异常改变等病理

条件 刺 激 下，血 管 内 皮 细 胞’!"()*!+ 和 #$%
&)*!+表达及!"和#$%&的合成与释放发生异常

或失衡，这可能是内皮功能或内皮细胞功能障碍的早

期表现，运用药物抑制这种基因表达的异常，或许是早

期恢复内皮细胞生理功能和防治心血管系统常见疾病

的一个重要途径。以培养的人脐静脉内皮细胞为研究

对象，探讨中药补肾复脉液是否通过阻抑缺氧内皮细

胞#$%&)*!+和’!"()*!+的异常表达，维持#$%
&)*!+和’!"()*!+的 平 衡，从 而 阻 抑#$%&和

!"合成与释放的失衡而发挥对内皮细胞的保护作

用，具有重要的意义。

材料与方法

& 主要仪器 ,"-恒温培养箱（$,-.-.型，美国

(/’01012公司产品）；超净工作台（,345-%-型，天津医

疗净 化 设 备 厂 产 品）；相 差 倒 置 显 微 镜（#,678(#
$#.55型，日本!9:12公司产品）；;<%=.5核酸蛋白

仪（美国>’?:)@2公司产品）；高速离心机（+66#%
A*+%BC*，美国>’?:)@2公司产品）；,"-孵育箱（上

海医疗仪器厂出品）；D3计（日本岛津公司出品）；-C
孔培养板，-=?)细胞培养瓶，4?)细胞培养皿（日本

!E?1公司出品）；+A%FB55全自动8,*扩增仪（产地

美国）。

- 主要试剂 胎牛血清（3G?012’公司产品）；培

养基（美国(9H)@公司产品）；胶原酶（(9H)@公司产

品）；维生素,（和平制药厂出品）；I@?J1K!*’0@J’L+H
（八因子相关抗原，北京中山生物有限公司产品）；内皮

细胞生长因子（(9H)@产品）；双抗（由石家庄制药厂生

产）；肝素（武汉制药厂出品）；;%M#M／I&-（A9N9?1公

司提供）；8>(液；$KGDO92%#;$+液；6%谷氨酰胺（中国

医学科学院血液病研究所提供）。新生胎儿脐带（天津

中心妇产科医院产房提供）。总*!+提取盒（*!+%
H’2JO$1J@0*!+7O10@J912OGOJ’)，美 国8K1)’H@产

品）；逆转录酶 MM6P（A9N9?1公司）；寡核苷酸引物

（大 连 宝 生 物 合 成）；L!$8（8K1)’H@公 司）；;#8,
（8K1)’H@公司）；$@Q;!+聚合酶（8K1)’H@公司）。

. 含药血清的制备

.R& 补肾复脉液 药物组成：桑寄生-5H 仙灵

脾BH 泽泻-5H 茯苓-5H 海藻&=H 夏枯草&=H。

由天津药物研究院加工制成含生药-H／)0的中药浓缩

液备用。

.R- 日本大耳白兔（天津实验动物中心提供），体

重-"-R=:H，随机分成.组，即中药组、西药组及对照

组，每组-只，正常饲养&周后，按分组分别灌胃给补

肾复脉液中药FH／:H、维生素,.5)H／:H及生理盐水

F)0／:H，灌胃&5天，无菌条件下心脏取血，分离血清，

S-5T备用。

C 缺氧内皮细胞模型的建立

采用胶原酶脐静脉灌流消化法，培养胎儿脐静脉

内皮细胞并传代至第三代，用人!因子免疫荧光抗体

检查鉴定。将培养的第三代脐静脉内皮细胞随机分为

空白组（U组）、缺氧组（V组）、西药组（W组）及中药组

（X组），分别依次加入=BT灭活的&5Y的空白兔血

清、&5Y的 空 白 兔 血 清、&5Y含 维 生 素,兔 血 清 及

&5Y含中药补肾复脉液兔血清，除空白组外，其余各组

通入F=Y!-加=Y,"-混合气孵育（缺氧）C/。

= 8,*引物的合成 参考文献（&，-，.）
。

引物序列 预期产物片段

A+8;3=Z%+,,+,+A$,,+$A,,+$,+,%.Z C=-ND
=Z%$,,+,,+,,,$A$$A,$A$+%.Z

’!"( =Z%A,+,+AA+++$A$$,+,,$+,%.Z==&ND
=Z%A$+$,,+AA$,,+$A,+A+,%.Z

#$%& =Z%$$,$,$,$A,$A$$$A$AA%.Z B&CND
=Z%,++$A$A,$,AA$$A$A%.Z

B 逆转录%聚合酶链式反应

采用 异 硫 氰 酸 胍%酚%氯 仿 法 提 取 各 组 细 胞 总

*!+，测定其纯度和量。每组按=#H的量进行逆转

录；分别取-#H的总*!+为模板，对’!"(和#$%&目

的基因及内对照A+8;3基因进行*$%8,*扩增。三

对引物的变性温度和时间均为FCT&)92，延伸温度和

时间均为[-T&)92，退火温度和时间分别为=4T=5O、

=BT=5O、B5T=5O，均为.=个循环。将’!"(、#$%&和

A+8;3的8,*扩增产物在含有溴化乙锭（#>）的&Y
的琼脂糖凝胶上电泳，紫外灯下照相，将底片进行吸光

度扫描定量，以A+8;3的吸光度为内对照。运用激

光扫描仪对底片上电泳条带密度扫描，并输入计算机，

使用P;(图像分析软件，对各组电泳条带进行定量，

得其吸光度（+值），由下列公式计算出相对单位值，比

较空白组、模型组及实验组之间增加表达的倍数。相

对单位\
目的基因

A+8;3（+）
。

[ 统计学分析
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采用方差分析和!检验。

结 果

! 内皮细胞总"#$纯度、完整性的鉴定 用

%&’()*+试剂盒"#$*),-.!"/’-+0"#$1.’0+-2’,.3.4
-)(提取的内皮细胞总"#$经!5的琼脂糖凝胶电

泳。溴化乙锭染色，紫外灯下观察可见两条清晰的

&"#$纯带（67.和!7.），且67.8!7."68!，经9:4;<=
核酸蛋白仪对"#$纯度进行鉴定>96?=／>967=比

值范围在!@7!6@=之间。总"#$电泳鉴定图谱如

图!所示，证实"#$完整性较好。

6 补肾复脉液对A/4!("#$和)#>B("#$表

达的影响 培养的人脐静脉内皮细胞经缺氧处理CD
后，缺氧组A/4!("#$表达最高而)#>B("#$表达

最低（"#=@=!）；中西药组A/4!("#$表达均下调而

)#>B("#$表达均上调（"#=@=!，"#=@=;）；中药

组明显优于西药组（"#=@=;）。以上结果说明，缺氧

能促进内皮细胞A/4!("#$表达而降低)#>B("4
#$表达，抗氧化剂维生素E和补肾复脉液能阻抑缺

氧内皮细胞A/4!("#$和)#>B("#$的异常表达，

而中药作用优于维生素E（"/4%E"结果如图6，定量

分析结果见表!）。

表! 补肾复脉液对缺氧诱导的内皮细胞)#>B("#$和

A/4!("#$表达（F$%9G("#$为内对照）影响的定量

分析结果 （$#H$）

组别 % )#>B／F$%9G A/4!／F$%9G
空白 ; =@!I=H=@==< =@C!!H=@=!6
缺氧 ; =@!J?H=@==6% =@C<;H=@==I%
西药 ; =@!7;H=@==?&& =@C!7H=@==<&
中药 ; =@!I;H=@==?&&’ =@C=6H=@==<&&’’

注：与空白组比较，%"#=@=!；与缺氧组比较，&"#=@=;，&&"#

=@=!；与西药组比较，’"#=@=;，’’"#=@=!

讨 论

#>与A/4!是心血管系统中两种重要的生物活

性介质，二者主要由血管内皮细胞合成和释放。生理

状态下，二者的合成与释放以及对应的)#>B("#$
和A/4!("#$表达水平均处于相对平衡之中，以维

持心血管系统正常的血管张力和血流动力学稳态，保

证全身脏器的灌流；病理状态下，体内外各种异常刺激

因素，缺血、缺氧、血流脉冲切应力变化、氧自由基生成

增加、氧化型低密度脂蛋白增加等都可使内皮细胞

)#>B("#$／A/4!("#$之间的表达及#>／A/4!之

间的分泌平衡失调，并向A/4!倾斜，这是内皮功能障

碍的早期表现，而内皮功能障碍与心血管系统疾病，尤

图! 总"#$电泳鉴定图谱

图" "/4%E"扩增结果

其是动脉粥样硬化、高脂血症等的形成是密切相关的。

低氧（缺氧）对机体是一种异常的刺激，是常见的

心脑血管疾病中的一个病理性刺激因素，可引发一系

列病理反应。近年来#>、A/与低氧的关系倍受关

注。低氧时血管内皮细胞是组织中受攻击的第一道靶

器官，内皮受损后，其释放的重要血管内皮衍生舒张因

子#>严重减少，而A/4!释放增加，从而使内皮依赖

性舒张功能受限。

一些研究资料表明，缺氧能降低脐静脉内皮细胞

)#>B("#$的转录效率，降低)#>B("#$的稳定性
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和半衰期（!，"）；同时提高内皮细胞#$%&’()*转录效

率（+!,）。-)./’()*和#$%&’()*的异常表达与缺

氧的严重程度和缺氧持续时间长短密切相关。严重或

长期缺氧，能显著降低内皮细胞-)./’()*水平，同

时促进#$%&’()*表达，).释放减少，而#$%&释放

增加，引起血管平滑肌细胞增殖和纤维化，最终使血管

结构重塑（0）。另外缺氧能促进内皮细胞产生细胞因子

$)1%"（&2，&&），而$)1%"则下调内皮细胞-)./’()*
的表达（&3）。在我们本次实验研究中发现，缺氧能显著

降低 脐 静 脉 内 皮 细 胞-)./’()*表 达，提 高#$%
&’()*的表达，这和国外的研究是一致的。

补肾复脉方以桑寄生、仙灵脾益肾温阳，培补先天

之本，茯苓、泽泻健脾利湿，以助水谷津液之转化，减少

水湿痰浊形成，海藻、夏枯草化痰软坚散结，以祛除体

内痰瘀之邪，诸药同用益肾健脾，软坚散结，以达扶正

祛邪之作用，临床适应于老年脾肾虚弱，痰瘀内停之头

晕目眩，记忆力减退，胸闷憋气，下肢无力诸证。该方

能够抑制家兔实验性动脉粥样硬化斑块形成，抑制体

外平滑肌细胞增生、提高高密度脂蛋白、降低低密度脂

蛋白。提高动脉粥样硬化患者垂体—性腺轴功能，降

低血栓素43／+%酮前列环素比值，改善临床症状（&5）。

在我们本次研究中发现，补肾复脉液能显著阻抑缺氧

内皮细胞)./活性降低和).释放减少，而抑制#$
的释放，且中药的作用优于西药。说明补肾复脉液通

过上述途径对内皮细胞的保护作用，可能是其抗动脉

粥样硬化作用的机制之一。

维生素6是一种水溶性的有很强抗氧化能力的

小分子物质，能直接进入细胞，直接或间接清除氧自由

基，阻断脂质过氧化反应，有效地保护细胞的结构和功

能。

中药补肾复脉液能抑制缺氧诱导的#$%&’()*
和-)./’()*异常表达，但中药作用明显优于维生

素6，中药是否含有多种抗氧化成分或通过其他途径

作用于-)./和#$%&基因调控区的多个靶位点而发

挥调控作用，尚有待于进一步研究。
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