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缺氧再给氧对内皮细胞免疫功能的影响及

益生注射液干预效果初探!

蒋红梅," 李胜富, 李幼平, 张 立, 蔡美英+ 吴大蓉$

摘要 目的：探讨缺血再灌注（缺氧再给氧）对内皮细胞免疫功能的影响及益生注射液的干预效果。方

法：用人脐静脉内皮细胞株5(A$’&缺氧再给氧模型模拟体内缺血再灌注对血管内皮细胞的损伤，并用益生
注射液干预其缺氧再给氧过程。间接免疫荧光染色显示胞内核因子6"*（!B6"*），流式细胞术检测细胞表面

CDE6E*(、CDE6FG、(F4/和(F0&，并将内皮细胞与同种异体淋巴细胞混合培养（)5DG），检测淋巴细胞
增殖程度、HD6+的产生及凋亡淋巴细胞百分率。结果：缺氧再给氧使5(A$’&细胞变圆、收缩、脱落，胞浆

!B6"*表达增高，且由胞浆阳性为主转为胞核阳性为主，细胞表面CDE6E*(、CDE6FG、(F4/增高，(F0&无
显著变化，)5DG中$C61IG掺入量、HD6+生成量显著增多，凋亡淋巴细胞百分率降低。益生注射液干预后

5(A$’&细胞形态基本恢复正常，!B6"*表达未下调，但核阳性细胞百分率降低，以核浆阳性为主，其他多项
检测指标的改变得以逆转。结论：缺氧再给氧影响了5(A$’&细胞几种重要免疫相关分子的表达，益生注射
液可发挥拮抗作用，使内皮细胞保持相对正常的免疫学功能。
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移植物慢性失功（!"#$%&’"()*&+,-$.)&%*()，/01）
是23世纪器官移植界一大难题〔3〕，缺血再灌注损伤
（*-&’45*#"464"$.-*()*)7.",，898）是其病因中最重要
的非抗原依赖性因素之一。移植物血管内皮细胞（4):
+(%’4;*#;&4;;，<0）是898最先作用的靶标，受损后可启
动/01的发生〔2〕。898对<0免疫学功能有何影响，
对于阐明缺血再灌注诱导/01的机理可能具有重要
意义。益生注射液是一种结构式清楚、含量固定的天

然成分组方药物，体内外实验已证明，其可降低血液粘

度，减轻<0缺血再灌注损伤，延缓减轻移植物慢性病
理改变的发生发展〔=>?〕。但其对<0免疫学功能的影
响尚未作研究。898实质上是氧和营养物质匮乏后再
给予的过程，我们用人脐带静脉内皮细胞缺氧再给氧

模型〔?〕，体外研究缺氧再给氧对<0免疫学功能的影
响，并观察益生注射液的干预效果。

材料与方法

3 药物、试剂与仪器 益生注射液（有效成分提
取自夏至草!"#$%&’&&(%’)*（@%46’A）8BA:/#;A，红陈
艾+,-*.’&’"&*/*)#*)&’&C."&DA等多味中药。2E5!／

5;，批号2EE3E2EF，由成都药物制剂研究所研制），复
方丹参注射液（2E!／3E5;，批号EE32EG，每毫升含相当
于原生药丹参、降香各3!，华西医科大学制药厂），人
脐静脉内皮细胞株<0H=EI（中国科学院上海细胞库
提供），9JK83?IE培养基，无糖9JK83?IE培养基
（/8L0M）。

N8C0 标记抗 OPQ:QL0、抗 OPQ:19、01RI、

01G?单克隆抗体（J’#"K*)!4)），羊抗核因子:!L（SN:
!L）多抗（@#)%#0".DL*(%4&’)(;(!,8)&A），羊抗SN:!L
多抗（@#)%#0".DL*(%4&’)(;(!,8)&A），N8C0标记兔抗
羊8!/（美国H4&%("P#T("#%("*4-）。
倒置相差显微镜（MPUKJV@8WRE），流式细胞仪

（型号<;*%4<@J，美国<JX0@公司产品）；C(6&(.)%（微
孔板液闪测定仪，美国JQ0BQ91公司），多光子激光
共聚焦显微镜（K903E2I:<@，L*(9#+公司）。

2 方法

2Y3 内皮细胞培养和缺氧再给氧模型复制 参
见文献〔?〕。

2Y2 实验分组 <0H=EI用完全9JK83?IE培
养成致密单层后进行试验，缺氧再给氧组、益生组和复

方丹参组<0H=EI施予缺氧再给氧，益生组和复方丹
参组培养基中分别含REE"!／5;益生注射液和3YR5!／

5;复方丹参注射液，正常对照组<0H=EI未接受缺氧
再给氧损伤和药物干预，以基础9JK83?IE在=Z[

R\0M2条件下平行操作。

2Y= 细胞形态学观察 在倒置相差显微镜下观
察<0H=EI活细胞形态。

2YI SN:!L检测 采用间接荧光染色法〔Z〕，染色
后多光子激光共聚焦显微镜观察，85#!4:J"(J;.-
IY3YEYF软件作荧光强度分析，结果以吸光度（+）值
表示。

2YR OPQ:QL0、OPQ:19、01G?、01RI测定 采
用直接荧光染色流式细胞术〔Z〕。

2Y? 混合内皮细胞淋巴细胞反应（5*]4+:4):
+(%’4;*#;&4;;:;,56’(&,%4"4#&%*()，K<P9） 各组处理
后<0H=EI按文献方法〔G〕将其制备为刺激细胞，与同
种异体淋巴细胞为应答细胞混合培养，=O:C+9掺入
法C(6&(.)%检测淋巴细胞增殖强度，01FR̂ 01=̂ 双
标记直接荧光染色流式细胞仪计数凋亡淋巴细胞百分

率，并收集培养上清采用<P8@Q法测定8P:2含量。

= 统计学方法 采用@J@@统计软件包进行-
检验。

结 果

3 各组缺氧再给氧后<0H=EI的形态特征 缺
氧再给氧组大部分细胞变圆收缩，细胞间隙明显增宽，

部分细胞脱落。益生组大部分细胞成片贴壁生长，但

细胞间隙仍较宽，少部分细胞变圆收缩；复方丹参组

<0H=EI生长情况与益生组相似，但变圆收缩细胞较
多。而正常对照组<0H=EI细胞呈单层铺路石状生
长，细胞间连接致密。

2 各组<0H=EISN:!L蛋白比较 见表3。缺
氧再给氧、益生和复方丹参组<0H=EI中SN:!L表达
量显著高于正常对照组，益生组、复方丹参组与缺氧再

给氧组间差异无显著性（0均!EYER）。缺氧再给氧组

<0H=EI中SN:!L表达增高，且由胞浆阳性为主转为
胞核阳性为主；益生注射液对缺氧再给氧损伤进行干

预后SN:!L表达未下调，但核阳性细胞百分率降低，
以核浆阳性为主；对照药复方丹参注射液干预后，变化

趋势与益生注射液干预结果大致相同。

表! 各组<0H=EISN:!L表达的比较 （+，"1_&）

组别 ) SN:!L
正常对照 I 32F3YEEF_RRZY2RZ
缺氧再给氧 I 2G?IYRF2_??=YE2R#
益生 I 22G=Y=GE_2F3YFZE#
复方丹参 I =ERRYI2=_=2FYF3=##

注：与正常对照组比较，#0$EYE3，##0$EYEE3

= 各组 <0H=EI 表面 OPQ:QL0、OPQ:19、

01G?、01RI表达的比较 见表2。与正常对照组比
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表! 各组!"#$%&表面’()*)+"、’()*,-、",./、",0&表达的比较 （1，!!2"）

组别 # ’()3)+" ’()3,- ",0& ",./
正常对照 & $.4$2564% 74%62%488 5546%26406 %4..2%4$/
缺氧再给氧 & &74.25.4/"" 74502%4.6"" 554$%2840% %4652%4$.""
益生 & &%4$2564&""## 54882%40.""## 554/%2.4.&# %4/62%47$""##
复方丹参 & &5472564$""## 54672%48%""## 5$4%%2646&"## %48$2%476""##

注：与正常对照组比较，"$$%4%0，""$$%4%5；与缺氧再给氧组比较，#$$%4%0，##$$%4%5

较，缺氧再给氧组 ’()3)+"、’()3,-、",./增高，

",0&无显著变化。益生组’()3)+"有所降低但仍
高于正常，’()3,-、",./降低至正常之下，",0&轻
度升高，但与正常对照组无明显差异。复方丹参组各

指标变化与益生组相似，但",0&高于正常对照组。

& 各组9!(-$’3:;-掺入量、凋亡淋巴细胞百
分率和<(37分泌量比较 见表$。缺氧再给氧组$’3
:;-掺入量、<(37生成量显著增多，凋亡淋巴细胞百
分率降低；益生注射液干预后各指标的变化被逆转，凋

亡淋巴细胞百分率甚至高于正常对照组；复方丹参注

射液干预后$’3:;-掺入量与<(37生成量被显著逆
转，凋亡淋巴细胞百分率和缺氧再给氧组相比，差异无

显著性。

表" 各组9!(-中$’3:;-掺入量、凋亡淋巴
细胞和<(37分泌量比较 （!!2"）

组别 # $’3:;-掺入量（=>?）凋亡淋巴细胞（1） <(37（@A／(）
正常对照 $ 50/525%. 74$%2%4.% 5047&254%0
缺氧再给氧 $ $&/0275/"" %4.%2%4%0" 7&4&/2540.""
益生 $ 506/2..## 847%2546%""# 5.4%02%465""#
复方丹参 $ 786/2570""# %46%2%45%" 7%4.525455""#

注：与正常对照组比较，"$$%4%0，""$$%4%5；与缺氧再给氧组

比较，#$$%4%5，

讨 论

本课题利用!"#$%&缺氧再给氧模型〔/〕，以复方
丹参注射液〔6〕为对照药物，体外研究<-<（缺氧再给
氧）对!"免疫学功能的影响，同时观察益生注射液的
干预作用。结果显示：缺氧再给氧!"中BC3!+表达
增高，且由胞浆阳性为主转为胞核阳性为主，膜表面

’()3)+"、’()3,-、",./表达上调（与文献〔5%〕报道
相符），",0&未见明显差异；益生注射液对缺氧再给
氧损伤进行干预后BC3!+表达未下调，但表达核阳性
细胞百分率降低，以核浆阳性为主，’()3)+"有所降
低但仍高于正常水平，’()3,-、",./降低至正常之
下，",0&轻度升高；对照药复方丹参注射液干预后，
变化趋势与益生注射液大致相同。

在血管!"激活时BC3!+对多种基因（如粘附分
子、细胞因子、趋化因子、生长因子和凝血因子等编码

基因）起转录调节作用〔55〕。本实验中缺氧再给氧损伤

可能活化了BC3!+，启动’()3)+"、’()3,-、",./

基因转录，使其表达增高；药物使BC3!+恢复非活化
状态，由胞核转入胞浆，故这些蛋白分子表达下调。缺

氧再给氧后’()分子的诱生使!"潜在的抗原提呈
功能被激发，宿主识别供者抗原的直接途径得以加强，

同时’()抗原的表达上调意味着移植物的免疫原性
加强，血管内皮上",./与:细胞",7.结合能为

":(和:’细胞的成熟提供必要的共刺激信号，其表
达增多有利于受者:细胞的识别与活化。益生注射
液通过改善!"缺氧再给氧损伤〔/〕，使维持较正常的
免疫学状态，有利于弱化移植后免疫排斥反应。本实

验发现，缺氧再给氧后粘附分子",0&表达无明显变
化，用药后轻度上调，可能因其转录表达中尚存在其他

调节机制所致。

!"与活化淋巴细胞间相互作用是移植排斥的中
心环节〔57〕，利用9!(-发现：淋巴细胞对缺氧再给氧
损伤!"的增殖反应增强，<(37分泌量增加，益生注射
液干预后淋巴细胞增殖强度和<(37分泌量降至接近
正常水平，与复方丹参注射液干预效果相似。提示缺

氧再给氧损伤的确影响了!"的免疫学功能，使其活
化同种异体淋巴细胞的能力增强，而益生注射液抑制

了这一过程的发生。另还发现与缺氧再给氧!"混合
培养的淋巴细胞发生凋亡的百分率比与正常!"反应
者更低（%4.1DE74$1），复方丹参组无明显变化
（%461），而益生注射液干预后升高（8471），该药是否
可增强!"诱导其遭遇的同种异体淋巴细胞发生凋亡
而保护移植物，有待深入研究。

非免疫因素<-<使受损!"多种免疫相关分子的
表达发生明显变化，!"抗原性及抗原递呈功能加强，
间接影响了排斥反应发生中的免疫学机制。益生注射

液可使!"保持相对正常的免疫学功能，可能是其抗

F",发生的机制之一，有待于在大动物F",模型中
作进一步探讨。
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晚近研究发现!(T的再狭窄病变中L&!蛋白失活
〔.〕，

这说明再狭窄的形成与UPVW术后L&!蛋白失活，导
致X,V凋亡障碍而过度增殖有关。本实验的上述结
果说明心脉通能促进家兔颈动脉内皮损伤后野生型

L&!基因高表达。有研究表明用野生型L&!基因导入
体外培养的兔血管X,V，表达后使X,V的X期细胞
数下降，2$／2%期细胞增加，提示野生型L&!基因能有
效地通过阻止细胞进入X期而抑制细胞过度增殖〔)〕。
本文作者的另一研究从细胞凋亡时相中亦发现细胞凋

亡出现于野生型L&!基因高表达之后，这提示细胞凋
亡可能与野生型L&!基因高表达有关。心脉通能有效
防治再狭窄，其作用机理可能是促进野生型L&!基因
高表达之后，将细胞封闭在2%期，诱导X,V凋亡，使

X期细胞数减少，从而使X,V增殖速度减慢，达到抑
制X,V过度增殖，减少再狭窄的发生。
（对崔连群、段文昌、李国华、胡维城、阎晓梅、高梅、宁美

芳、蔡卫东、徐希云、史大卓、徐浩在实验中给予的支持和热情

帮助，致以衷心感谢）
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