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·实验研究·

丹参酚酸@镁对自由基损伤人主动脉内皮细胞的影响
张知新& 高福云( 李克明( 潘 琳( 董 晞( 陈玉武( 孙瑞娟(

摘要 目的 研究丹参水溶性成分———丹参酚酸@镁对人主动脉内皮细胞生长增殖的影响和对自由
基损伤内皮细胞的影响，以进一步了解丹参酚酸@镁的心血管药理作用机理。方法 实验中使用第$"0代
的人主动脉内皮细胞（A84595":B6=-9C"BA-.65.=-..，DE2F），采用形态学和G,,法观察不同浓度药物对细
胞增殖的影响；采用葡萄糖/葡萄糖氧化酶造成的氧自由基损伤细胞模型观察药物的作用；透射电镜观察细
胞超微结构的变化。结果 丹参酚酸@镁&*%4>／4.和%*H4>／4.两个剂量对DEF2有明显的细胞毒作用
（!!%*%&）。低于%*(4>／4.的浓度对细胞增殖无不良影响；丹参酚酸@镁对自由基损伤细胞有明显的保
护作用。电镜结果显示其可以保护线粒体等细胞超微结构。结论 丹参酚酸@镁对DE2F细胞毒性较低；
对自由基损伤细胞有明显的保护作用。
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血管内皮细胞介于流动的血液和血管组织之间，

构成一个完整的单层细胞屏障。它不仅具有屏障保护

作用，抗凝、抗细胞黏附等功能，而且可以分泌多种活

性物质参与人体的生理病理调节过程。内皮细胞的损

伤和功能异常与多种疾病的发生相关，尤其在心脑血

管疾病发病过程中起了重要作用，如动脉粥样硬化的

形成，急性心脑血管事件、缺血／再灌、缺氧损伤等〔&〕。

因此筛选具有内皮细胞保护功能的药物，对于评价某

些中药的药理作用机制和寻找新药有重要意义。

丹参是临床常用的活血化瘀类药物，从丹参中提

取的有效成分主要有脂溶性和水溶性两类〔(〕。本实验

旨在研究水溶性成分———丹参酚酸@镁（45>9-7684
.6BA"7R-:45B-@，）对人主动脉内皮细胞（DE2F）生长
增殖的影响和对自由基损伤内皮细胞的影响，以便进

一步了解丹参酚酸@镁的药理作用，探讨丹参活性作
用的物质基础。
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材料和方法

! 药物和仪器 丹参酚酸"镁：由本院临床研
究所药理室药化组提供。是从中药丹参中提取分离得

到的单一成分，经#$%&分析测定其纯度!’()*+；
实验前用生理盐水配成!*,-／,.水溶液，/0保存备
用。人主动脉内皮细胞：通过北京清源生物公司购自

美国&123145公司（36**7683）。细胞培养液：9:**，购
自美国&123145公司（96:**68**）。9;;：华美公司进
口分装（!<=>(’*）。葡萄糖氧化酶：为日本;?@?A?公
司产品（B%>6:*!）。7孔和’7孔细胞培养板：美国

&?2C1D公司产品。倒置相差显微镜：E9;6:，日本

>.@,FG2公司产品。HB<*::酶联免疫检测仪：第四军
医大学与华东电子管厂联合制造。

: 细胞培养 实验中使用#IJ&第<!7代的
细胞，接种于7孔或’7孔细胞培养板中。使用9:**
细胞培养液，置于细胞培养箱中，在8+&>:、<K0、饱
和湿度的条件下培养。每:天更换培养液!次。传代
时，使用*)!+的胰蛋白酶和*)*:+的JH;I消化。

< 细胞增殖实验 取对数生长期细胞，用胰酶L
JH;I消化，制备细胞悬液，离心（8**-，(,MN）后，调整
细胞浓度为<O!*8／,.，接种于’7孔细胞培养板中，

:**".／孔，培养/(P。取新鲜配制，并以经*)::",微
孔滤膜滤过的高浓度丹参酚酸"镁溶液（!*,-／,.或

!,-／,.），依次加入实验各孔中，使丹参酚酸"镁终浓
度分别为!)*、*)8、*):、*)!8、*)!、*)*(、*)*8和

*)*<,-／,.，总体积为:**".／孔。对照孔加入等体积
生理盐水（Q=），以9:**培养液作空白对照。继续培
养/(P后，取出作增殖实验。加药前后在倒置相差显
微镜下观察记录细胞数量及形态的变化。培养完毕，

每孔加入8,-／,.的 9;;!8".，继续培养/P。再加
入二甲基亚砜（H9=>）!8*".，置于<K0，作用!P，充
分溶解形成的甲 结晶（R?D,1S1N）。在酶联免疫检测
仪上测定光密度值（>H值）。

/ 自由基损伤实验 在上述增殖实验的基础上，
进行葡萄糖L葡萄糖氧化酶造成的氧自由基损伤细胞
模型实验，并观察丹参酚酸"镁的影响。选择*)!8、

*)!、*)*/和*)*:8,-／,.浓度的丹参酚酸"镁，作为
药物的观察浓度。（!）损伤前预处理实验组（预处理
组）按上述细胞培养方法培养#IJ&细胞/(P后，加
入不同浓度丹参酚酸"镁溶液，继续培养:/P。之后
除去各孔内的上清液，每孔加入!**".的用无血清

!7/*培养液配制的:8,,?.／%的葡萄糖和!:)8,T／

,.的葡萄糖氧化酶，在细胞培养条件下作用<P。作

用完毕，用!7/*培养液清洗各孔，然后加入 9:**细
胞培养液继续培养7P，用9;;法观察细胞存活情况。
损伤实验前后使用倒置相差显微镜观察记录细胞数量

及形态的变化。（:）损伤干预实验组（干预组）是为了
比较药物的保护作用和药物本身对损伤作用的干预，

采用氧自由基损伤实验同时加入上述不同浓度的丹参

酚酸"镁的方法，观察细胞经<P氧自由基损伤和7P
的恢复实验后的细胞存活情况。

8 透射电镜观察 用:)8+的戊二醛充分固定
细胞，再用!+锇酸继续固定。细胞样品经梯度酒精
逐级脱水后，用JF?N(!:环氧树脂包埋，%U"型超薄
切片机切片后，用醋酸铀和柠檬酸铅双重染色，#67**
透射电镜观察细胞超微结构的差异。

7 统计学方法 应用=$==!*)*软件，采用!检
验方法。

结 果

! 药物对#IJ&细胞的毒性作用

!)! 倒置相差光学显微镜观察的结果 丹参酚
酸"镁较高浓度即!)*和*)8,-／,.两个剂量对

#IJ&有明显的细胞毒作用，用药前后细胞在数量和
形态方面有显著改变，用药K:P可见在该浓度药物刺
激下的细胞发生明显的皱缩、变形和脱落、漂浮现象，

抑制作用随药物浓度增高而增强。在*):、*)!8、*)!
和*)*(,-／,.的浓度下细胞生长活跃，增殖数目似乎
略高于对照组。*)*8和*)*<,-／,.浓度下细胞数目
无明显改变。

!): 9;;结果 见表!。与形态学观察基本一
致。丹参酚酸"镁在!)*和*)8,-／,.两个浓度下对

#IJ&有明显的细胞毒作用（""*)*!）。在*):、

*)!8、*)!*、*)*(、*)*8和*)*<,-／,.的浓度下测得的
光密度值（>H值）与Q=组比较差异无显著性（"!
*)*8）。
表! 丹参酚酸"镁对#IJ&细胞的毒性作用 （##V$）

丹参酚酸"镁
浓度（,-／,.） %

光密度值
（>H值）

* ( *):8V*)*/
!)* ( *)!7V*)*<$

*)8 ( *)!7V*)*/$

*): ( *):KV*)*:
*)!8 ( *):8V*)*/
*)!* ( *):’V*)*<
*)*( ( *):!V*)*8
*)*8 ( *):<V*)*/
*)*< ( *):7V*)*8
Q= ( *):7V*)*<

注：与Q=比较，$""*)*!
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! 药物对自由基损伤细胞的保护作用

!"# 形态学观察结果 自由基损伤模型细胞于
损伤$%末出现明显脱落漂浮现象，损伤程度呈现时间
依赖性的变化。&"#’()／(*和&"#()／(*浓度的丹参
酚酸+镁对自由基损伤细胞有明显的保护作用。经
此两个浓度的丹参酚酸+镁预先处理!,%的-./0
可以明显抵抗自由基损伤造成的细胞皱缩、变形和脱

落、死亡现象。在损伤后1%的恢复过程中，细胞基本
恢复到损伤前的状态。用&"&,()／(*和&"&!’()／(*
浓度的丹参酚酸+镁预处理细胞，对-./0细胞也有
轻度保护作用。

!"! 233结果 预处理组较高浓度的丹参酚酸

+镁（&"#’()／(*和&"#()／(*）预处理的 -./0细
胞，经1%恢复后显示的光密度值与对照组比较差异无
显著性，见表!。损伤干预组实验中选用的&"&!’()／

(*的最低浓度也可以明显增强-./0细胞的抗自由
基损伤能力，见表$。

$ 透射电镜观察结果 正常对照组-./0细胞
核呈圆形或椭圆形，核膜呈双层结构，核周间隙不大，

核染色质分布均匀，胞浆内线粒体不肿大，内质网不扩

张，细胞表面有较长的微绒毛（见图#）。氧自由基损
伤的-./0细胞呈现核周间隙增大，核染色质凝聚，
胞浆内有许多大小不等的空泡，细胞膜破损，失去连续

性，表面无微绒毛等异常改变（见图!）。自由基损伤

表! 丹参酚酸+镁预处理对自由基损伤-./0
细胞的保护作用 （!!4"）

组别 #
丹参酚酸+镁浓度
（()／(*）

光密度值
（56值）

自由基损伤对照 7 & &"&’4&"&$""
预处理 7 &"#’ &"#84&"&1

7 &"# &"!,4&"&1
7 &"&, &"#’4&"&$"

7 &"&!’ &"#!4&"&9""

:; 7 & &"!#4&"&,

注：与:;对照组比较，"$#&"&’，""$#&"&#
表" 丹参酚酸+镁对自由基损伤-./0细胞的

干预作用 （!!4"）

组别
丹参酚酸+镁浓度
（()／(*）

光密度值
（56值）

自由基损伤对照 & &"#84&"&1"
干预 &"#’ &"!84&"&,

&"# &"!74&"&’
&"&, &"$&4&"&9
&"&!’ &"!84&"&1

:; & &"!14&"&’

注：与:;对照组比较，"$#&"&#

实验同时加入丹参酚酸+镁&"#()／(*的细胞，只显
示出线粒体轻度肿胀，内质网轻度扩张的轻微改变（见

图$）。但是，在自由基损伤实验同时加入丹参酚酸+
镁&"&,()／(*实验组，在损伤实验结束时，未经1%的
恢复培养期，细胞显示核染色质凝聚，胞浆内有大小不

等的空泡，部分线粒体空泡化（见图,）。丹参酚酸+
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镁!"!#$%／$&预处理’#(，再经)(损伤的细胞呈现与
图#类似的结果（见图*）。单纯加入丹参酚酸+镁

!",$%／$&培养细胞-’(，细胞超微结构与正常对照组
细胞没有明显差异（见图.）。

讨 论

丹参酚酸+镁为丹参的水溶性成分，在丹参中含
量较高，系多酚类化合物，在乙醇等有机溶剂中难于溶

解。目前药理研究表明丹参的脂溶和水溶性两大类有

效成分具有抗血小板聚集和抗血栓形成〔’〕，改善微循

环作用〔)〕，抗氧化损伤和高脂损伤〔#，*〕，多途径发挥心

肌、肝细胞保护作用〔.，-〕和抗炎〔/〕等多种作用。丹参酚

酸+镁为丹参中的主要水溶性成分，它对血管内皮细
胞，尤其是对人主动脉内皮细胞有何直接作用尚未见

报道。

本研究发现丹参酚酸+镁对细胞的毒性较低，在
较高的浓度下才可见细胞毒性反应，一般浓度范围内

作用平缓，无细胞毒作用。药物对自由基损伤细胞的

保护作用研究显示，!",*$%／$&和!",$%／$&浓度的
丹参酚酸+镁对自由基损伤细胞有明显的保护作用。
经此两个浓度的丹参酚酸+镁预处理’#(的0123
可以明显抵抗自由基损伤造成的细胞皱缩、变形和脱

落、死亡现象。在损伤后.(的恢复过程中，细胞基本
恢复到损伤前的状态。用!"!#$%／$&和!"!’*$%／$&
浓度的丹参酚酸+镁预处理细胞，对0123细胞也有
轻度保护作用。结果还提示，在损伤实验同时加入丹

参酚酸+镁，即使是!"!’*$%／$&的较低浓度也可以
明显增强0123细胞的抗自由基损伤能力。透射电
镜结果显示丹参酚酸+镁可以明显稳定细胞质膜，保
护线粒体、内质网等细胞器的结构。至于在!",$%／$&
浓度的丹参酚酸+镁预处理细胞组和自由基损伤实
验同时加入丹参酚酸+镁!"!#$%／$&实验组的细胞，
电镜结果显示细胞超微结构的改变，但455结果却
与对照组无明显差异，原因在于455测定是在损伤
后经过.(的恢复完成的。
因此，我们的实验结果证明了丹参酚酸+镁对

0123仅有较低的毒性，只有在较高的浓度下才可见
细胞毒性反应；另外在!",*$%／$&和!",$%／$&的浓
度下，丹参酚酸+镁对自由基损伤细胞显示有明显的
保护作用。从损伤前预处理以及损伤同时加入药物干

预两方面的实验均得到证明；较低浓度的丹参酚酸+

镁（!"!#$%／$&和!"!’*$%／$&）对0123细胞也显示
了不同程度的保护作用。损伤前预处理细胞，可以轻

度增强0123细胞抗自由基损伤的能力；但在有较低
浓度的丹参酚酸+镁干预下进行自由基损伤实验，则
可观察到明显的药物保护作用。丹参酚酸+镁的上
述作用的机制还有待进一步研究。
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