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淫羊藿苷对缺氧诱导血管内皮细胞损伤的保护作用
吉瑞瑞1 李付英2 张雪静2段重高2 周亚伟1，2

摘要 目的 研究淫羊藿苷(icariin，ICA)对缺氧所致血管内皮细胞(vascular endothelial cells，VECs)

损伤的影响。方法 建立体外细胞缺氧模型，用MTT法观察ICA对缺氧损伤的血管内皮细胞活性的影响，

测定细胞中丙二醛(MDA)含量、超氧化物歧化酶(SoD)及乳酸脱氢酶(u)H)活力，并对细胞进行

Hoechst33342荧光染色、电镜观察细胞超微结构，运用流式细胞仪及DNA琼脂糖凝胶电泳分析DNA断裂

情况，以观察ICA对缺氧诱导的内皮细胞凋亡的影响。结果 ICA能抑制缺氧引起的血管内皮细胞的减

少，降低LDH活力，并抑制缺氧条件下MDA生成，提高SOD活力；缺氧能诱导血管内皮细胞凋亡，表现为

细胞核浓缩，沿核膜排列成块状，DNA琼脂糖凝胶电泳显示典型“梯形条带”，流式细胞仪分析呈现典型凋亡

亚二倍体峰。ICA能显著抑制缺氧诱导的内皮细胞凋亡。结论 ICA具有保护缺氧诱导的血管内皮细胞损

伤的作用，其作用机制与抗脂质过氧化物产生、提高SOD活力以及抗细胞凋亡有关。
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Abstract objective To study the effect of icariin on vascular endothelial cells(VECs)injury induced by

hypoxia．Methods The hypoxia—ischemia model was established．The effect of icariin on jnjury of VECs activi—

ty induced by hypoxia was determined by MTT assay．The levels of malondialdehyde(MDA)，superoxide dis—

mutase(SOD)and lactate dehydrogenase(LDH)activity in cell homogenate were measured with corresponding

kit．Effect of icariin on cells apoptosis induced by hypoxia was determined by Hoechst 33342 fluorescent stain—

ing，ceU ultrastructure observation under transmission electron microscopy and analysis on gene fragmentation by

flow cytometry and DNA gel electrophoresis．Results ICA could inhibit the hypoxia induced VECs reduction，

suppress LDH activity，reduce the MDA production，and enhance SOD activity under hypoxia．Hypoxia could

induce VECs apoptosis，revealed chromation condensed in nuclei with the fragments arranged along the nuclear

membrane．DNA gel electrophoresis showed typical ladder strands of DNA．Cells displayed a typical sub—diploid

peak in flow cytometry． ICA could significantly inhibit the hypoxia induced apoptosis of VECs．

Conclusion ICA has the protective effect on hypoxia injured VECs，which may be related to its effect of anti—

apoptosis，anti—lipid peroxidation and SOD activity enhancing．

Key words icariin；vascular endothelial cells injury；apoptosis；hypoxia

内皮细胞是覆衬于全身血管和淋巴管内面的单层

扁平细胞，具有多种生理功能，它作为组织与血液间的

第一道屏障，是最先感受缺氧的细胞之一n’2 3。在缺血

性心脏病的发生发展过程中，内皮细胞受损、功能障碍

是其中的关键因素㈨。缺氧损伤可引起活性氧的大量
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产生。自由基、活性氧、脂质过氧化物均可引起内皮细

胞损伤。缺氧还能够加速血管内皮细胞凋亡，引起血

管内皮功能异常。对缺氧内皮细胞的保护将阻止内皮

细胞的进一步恶化，从而达到改善症状、治疗疾病的目

的¨3。淫羊藿苷(icariin，ICA)是从淫羊藿总黄酮中提

取的主要单体成分。文献报道，ICA有降低心肌耗氧

量、增加冠脉流量的作用”1，我们在前期工作中，采用

不同动物、不同心肌缺血模型，多层次进行了ICA抗

心肌缺血的药效学研究，研究结果表明，ICA有确切的
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抗心肌缺血作用。在此研究基础上，本研究在建立体

外内皮细胞缺氧模型的基础上，研究ICA对缺氧所致

的内皮细胞损伤的影响，从而探讨了ICA抗心肌缺血

的作用机制。

材料与方法

1 材料人脐静脉内皮细胞株ECV一304引自美

国组织培养库(ATCC CRI一1998)。淫羊藿苷由北大世

佳研究中心提供。DMEM培养基，胰蛋白酶，四甲基

偶氮唑蓝(MTT)购于美国GIBCO公司。胎牛血清为

天津正江高科技有限公司产品。二甲基亚砜(DMsO)

购于Amresco公司。RNA酶，PI为Sigma公司产品。

培养细胞荧光染色凋亡显示试剂盒为北京威格拉斯有

限公司产品。缺氧装置系统为法国BioM6rieux@sa公

司产品。酶标仪(Multiskan MK3)购于上海雷勃分析

仪器有限公司。紫外可见分光光度计(uV一

2501PC)为日本岛津公司产品。流式细胞仪为Becton—

Dickinson公司产品。荧光显微镜为olympus公司

产品。

2方法

2．1 内皮细胞培养 ECV一304细胞培养于

DMEM培养液中，其中含10％胎牛血清，青霉素100

U／ml，链霉素100肛g／ml，37℃，5％C02培养箱中培

养。

2．2 MTT法检测ICA对血管内皮细胞毒性试

验参照文献№3，取ECv一304细胞5×103，接种于96

孔细胞培养板内，用DMEM培养液配制成不同浓度

的ICA药液，实验时弃去细胞培养液，分别向孔中加

入不同浓度的ICA药液200肛l，每个浓度组设重复孔

6个，空白对照组每孔加入200肚l不含ICA的DMEM

培养液。37℃C0，培养箱培养72h。终止培养前每孔

加入MTT(最终浓度0．5 mg／m1)，37℃，5％C02孵

育4 h。弃去上清液，每孔内加入DMso 200弘l，静置

10 min。在酶标仪570 nm下测定各孔吸光度值。

2．3建立体外培养的内皮细胞缺氧模型 采用

法国BioM舐eux@sa公司缺氧装置系统。细胞在缺氧

条件下培养48h。血气分析表明常氧和缺氧细胞培养

液中氧分压分别为206 mmHg和18．3 mmHg，达到所

需要的缺氧条件。¨。

2．4实验分组 分正常细胞培养组(正常对照

组)，缺氧模型组，ICA 35、70、140“mol／L组。

2．5 MTT法检测ICA对缺氧损伤的内皮细胞

活性的影响取6×103细胞，培养24 h后，将缺氧模

型组细胞及ICA各浓度组细胞置于缺氧罐中培养48

h。每组设8个重复孔。缺氧结束后，MTT法检测各

组细胞吸光度值。

2．6 MDA含量、SOD活力测定 参照试剂盒说

明书并略作改动，0．25％胰蛋白酶消化6×105细胞，

用PBS洗涤2次。将细胞充分裂解后离心，取100灶l

细胞上清按试剂盒说明操作。

2．7 LDH活力的测定 将细胞接种于24孔培

养板，取细胞培养上清，按试剂盒说明操作。

2．8细胞凋亡的荧光Hoechst33342染色 将细

胞用无血清DMEM洗涤2次。加入Hoechst33342染

液，37℃孵育10min。紫外光激发，荧光显微镜观察凋

亡细胞并拍片。

2．9透射电镜观察 收集约1×1047细胞，经

0．25％戊二醛固定细胞团。脱水、包埋、超薄切片后透

射电镜下观察。

2．10流式细胞仪分析参考文献幅’制备细胞样

品，约收集1×106个细胞，用0．25％胰酶／0．04％ED—

TA消化细胞，细胞悬液洗涤2次，充分吹散混匀。

70％冷乙醇中4℃固定过夜。离心弃去乙醇后，加入

RNase A(终浓度50肛g／m1)，37℃温育30 min，碘化丙

啶(propidium iodide，PI，终浓度为50肛g／m1)，4℃避光

反应30 min。300目尼龙网膜过滤后的细胞即可用于

流式细胞测试用。

2．11 DNA琼脂糖凝胶电泳 参考文献一。，收集

107细胞，提取细胞总DNA，1．5％琼脂糖凝胶，50V电

压电泳3h。

2．12统计学分析所有数据以孟±s表示，以￡

检验进行显著性分析。

结 果

1 ICA对内皮细胞的体外毒性实验研究 经

MTT法检测，当ICA最高浓度为140“mol／L时，与

正常对照组相比，细胞抑制率为1．2％，表明对细胞无

毒性作用，可用于后续试验。

2 ICA对缺氧损伤的内皮细胞活性、MDA、SOD

活性、释放LDH的影响 见表1。MTT法可反应细

胞存活的数目，缺氧可引起内皮细胞减少，与正常对照

组比较差异有显著性(P<0．01)，ICA能抑制缺氧引

起的细胞减少，当浓度为35“mol／L时即发挥作用(P

<0．05)，且随ICA浓度增加，细胞抑制率逐渐下降，

并呈现一定的浓度依赖关系。缺氧能显著加剧细胞膜

的脂质过氧化反应，与正常对照组比较，缺氧损伤的内

皮细胞中MDA含量明显升高(P<0．01)，当ICA

的浓度为1 40肚mol／L时，能显著抑制缺氧引起的
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表1 IcA对缺氧损伤的内皮细胞活性、MDA含量、s0D活力及释放LDH的影响 (i±j)

注：与正常对照组比较，。尸<O．01；与缺氧模型组比较，△P<O．05，^／、P<0．0i

注：a正常对照组细胞

(×200)；b缺氧模型组细

胞(×200)；c 35斗moln

ICA组细胞(×200)；d

70¨咖l／L ICA组细胞(×

200)；e 140汕mo扎ICA兰H细

胞(×200)

图1 细胞核形态的Hmechst33342荧光染色

注：a正常对照组细胞(×

8 000)：b缺氧模型组细胞(×

8 000)；c 35“mol，LICA组细

胞(x8 mJ(J)；d 70汕mol／L ICA

组细胞(×8 ooO)；e 140眦lol／L

ICA组细胞(×8000)

图2细胞核超微结构变化

MDA升高(P<0．01)，35肛mol／L、70 pm01几IcA与 著性(P<0．05)，表明IcA能通过提高内在的抗氧化

缺氧模型组比较，有下降趋势，但经统计学分析，差异 酶活性，保护细胞膜免受自由基的攻击。与正常对照

不具有显著性。缺氧模型组细胞s0D活性明显下降， 组比较，缺氧模型组细胞上清中LDH活力明显升高，

与正常对照组比较，差异有显著性(P<0．01)，加入不 差异具有显著性(P<0．01)。，ICA各剂量组均能显著

同浓度的1cA可剂量依赖地抑制s0D活性降低，当 减少缺氧引起的LDH释放(P<0．01)，且表现出明显

IcA浓度为70肛mol几时与缺氧模型组比较差异有显 的剂量依赖效应。
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3 ICA对缺氧诱导的血管内皮细胞凋亡的影响

3．1 Hochest 33342荧光染色观察细胞核变化

Hoechest 33342是一种DNA亲和染料，能特异地与

DNA螺旋小沟富含AT重复序列结合。经荧光显微

镜观察，正常细胞核呈现弥散均匀的蓝色荧光(见图

1a)，缺氧模型组细胞核发生染色质凝聚，核边缘化，

呈现明亮的荧光，偶见有核碎裂现象，有游离的凋亡

小体出现(见图1b)。与缺氧模型组比较，随药物浓

度的升高，高荧光强度的细胞逐渐减少，当ICA浓

度为140”mol／L时，部分细胞呈均匀弥散的荧光，

或仅表现为核玻珠化或波纹状等早期凋亡的变化(见

图1c—e)。

3．2细胞核超微结构变化 细胞核超微结构变

化是凋亡细胞最富特征性的改变。正常对照组细胞核

膜光滑平整，染色质分布均匀(见图2a)。与正常对照

组细胞比较，缺氧模型组细胞出现典型的凋亡形态学

变化，包括染色质高度浓缩，沿核膜排列形成大小不同

的块状(见图2b)。与缺氧模型组比较，ICA各剂量组

细胞超微结构逐渐改善，以140肚mol／L ICA组细胞最

为明显(见图2c—e)。

3．3流式细胞仪分析ICA对缺氧诱导内皮细胞

凋亡的影响 正常对照组细胞DNA大多处于G0／G】

期，缺氧模型组细胞DNA在G0／G，前出现明显的凋

亡亚二倍体峰，给予ICA作用的细胞凋亡峰明显降

低，说明DNA断裂减轻。正常细胞平均凋亡率为

1．41％；缺氧模型组细胞平均凋亡率为38．22％，与正

常对照组比较差异有显著性。ICA 35、70、140肚mol／L

组细胞凋亡率分别为13．60％、9．66％和4．55％，与

缺氧模型组比较，差异均有显著性(P<0．01)。可见

ICA能显著抑制由缺氧诱导的内皮细胞凋亡。

3．4 DNA琼脂糖凝胶电泳检测结果 见图3。

细胞发生凋亡时，由于内源性核酸内切酶被激活，可选

择性降解核小体间DNA，形成大小不一的DNA片段，

在琼脂糖凝胶电泳上呈现规则的、间隔180～200bp的

DNA梯带，即“DNA ladder”。缺氧模型组细胞在琼脂

糖凝胶电泳上可见明显的DNA梯形条带，35、70

扯mol／L组细胞有不规律的DNA断裂，140扯mol／L未

见明显DNA的断裂。进一步表明，缺氧可诱导细胞

出现凋亡，而ICA能显著抑制缺氧引起的细胞凋亡，

并呈现剂量依赖性。

讨 论

血管内皮细胞具备多种重要生理功能，内皮功能

不全可通过下列途径在冠心病的形成和发展过程中起

注：1．正常对照组；2．缺氧模型组；3．ICA 35岬洲L组；
4．ICA 70¨mol，L组；5．ICA 140斗mol几组

图3 DNA琼脂糖凝胶电泳检测结果

关键作用：(1)导致冠状动脉血管张力调节机能受损；

(2)加速冠状动脉血管壁重塑过程；(3)促进血小板活

化和聚集；(4)促进单核细胞和中性粒细胞活化¨叫。

由此可见，内皮功能不全和冠心病心肌缺血之间存在

密切的关系，研究ICA对内皮细胞结构和功能的影

响，将有助于深入揭示其抗心肌缺血的作用机制。

我们建立了体外内皮细胞缺氧模型，模拟体内缺

血缺氧环境。有利于排除体内众多的干扰因素，可以

较准确研究缺氧后内皮细胞的功能变化和调控机制。

首先用MTT法研究了ICA对缺氧损伤的内皮细胞活

性的影响。MTT参与活细胞线粒体的能量代谢，活细

胞内线粒体脱氢酶能将MTT由黄色还原为蓝色的甲

肷，甲肷产量与活细胞量成正比，因此甲肷的形成量既

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u¨。本实验发现，缺氧使内皮细胞的甲肷

形成量减少，而缺氧的同时加入ICA可促进甲肷的形

成，说明ICA具有抗缺氧诱导的内皮细胞损伤的作

用，可能与保护线粒体的功能有关。

缺氧促使血管内皮细胞产生自由基，氧自由基不

但通过对生物膜中多价不饱和脂肪酸的过氧化作用引

起细胞损伤，而且还通过脂质过氧化物分解代谢产物

MDA，促使蛋白质交联聚合反应引起细胞损伤¨2’”’。

我们的实验也表明，缺氧促进细胞脂质过氧化反应，增

加MDA生成，ICA可降低缺氧损伤的内皮细胞生成

MDA，提示ICA具有抗细胞过氧化反应性损伤的能

力。机体在正常情况下，存在完善的抗氧化体系，如

sOD、过氧化物酶在细胞浆和线粒体内发挥重要的防

御作用。缺氧导致的抗氧化酶活力下降，清除氧自由

基的能力降低等均会进一步加重细胞损伤¨引。我们
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的研究结果表明，ICA可提高缺氧损伤的内皮细胞中

sOD活力，从而保护内皮细胞免受自由基损伤。

LDH是细胞损伤的重要标志之一。细胞缺血缺

氧时细胞膜通透性增加，无氧代谢增强，因此细胞内

LDH升高并释放到细胞培养液中。本实验结果表明，

加入ICA后可减少LDH的释放。以上结果均提示

ICA可明显减轻缺氧对血管内皮细胞的损伤。

缺氧可通过加速内皮细胞凋亡，破坏内皮细胞结

构，使内皮功能受损，内皮细胞对抗细胞凋亡是维持血

管完整和新生血管重建的关键H“。更有意义的是，在

心肌缺血或心肌缺血再灌注损伤中，内皮细胞凋亡要

早于心肌细胞的凋亡u引。所以内皮细胞凋亡在心肌

缺血过程中有重要的病理意义。在本研究中，我们通

过观察以下指标，研究了ICA对缺氧诱导的内皮细胞

凋亡的影响。(1)荧光显微镜和透射电镜观察到典型

的凋亡形态学变化，表现为细胞核染色质凝聚、沿着核

膜排列，形成不同形状和大小的块状，甚至染色质逐步

分裂为碎片，形成凋亡小体等。随ICA浓度的增加，

缺氧导致的内皮细胞凋亡形态学变化逐渐得到改善。

(2)通过DNA琼脂糖凝胶电泳来检测DNA的降解。

染色质的降解是凋亡过程中一个重要的生化标志。这

个过程需要内源性核酸内切酶的激活。结果发现，缺

氧可导致内皮细胞出现有规律的DNA断裂，在琼脂

糖凝胶电泳上表现为典型的“梯形”条带。而ICA能

抑制内皮细胞DNA的断裂，并呈现明显的剂量依赖

关系。(3)流式细胞仪分析缺氧组细胞出现典型的凋

亡亚二倍体峰，ICA能明显减轻凋亡的程度和降低凋

亡细胞的数目。以上结果均表明ICA有抗细胞凋亡

的作用，其具体的信号传导通路还需进一步研究。

总之，本研究建立了稳定可靠的体外内皮细胞缺

氧模型，在此基础上，通过观察ICA对缺氧诱导内皮

细胞活性的影响、抗氧化损伤能力以及对缺氧导致内

皮细胞凋亡的影响，研究了ICA对缺氧诱导的内皮细

胞损伤的保护作用。为揭示ICA抗心肌缺血的机制

提供了实验依据。
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血府逐瘀汤对肝硬化门脉血流动力学的影响
陈 明 曹泽伟

肝硬化是消化科常见疾病，门脉高压引起上消化道大出血

是肝硬化患者的主要死因之一。因此控制门脉压，防止再出血

是临床关注的焦点。2000年1月～2003年12月，我们观察了

血府逐瘀汤对15例患者肝硬化门脉血流动力学的影响，证实

其有降低门脉压、预防静脉曲张再出血的作用，现报告于下。

资料与方法

l诊断标准(1)纳入标准：曾有食管静脉曲张破裂出血

史，经临床、实验室、影像学检查(Bus、CT)诊断为肝炎后肝硬

化，内镜检查为中～重度食管静脉曲张，已有3个月以上未再

出血。(2)排除标准：既往曾有硬化剂或套扎治疗者；行外科手

术断流、分流术者；合并肝癌、肝性脑病者；有严重心、肺、肾疾

病者。

2临床资料 我院消化内科住院及部分门诊患者，经诊

断为肝炎后肝硬化者30例，按就诊顺序随机分为两组：A组共

15例，男9例，女6例，年龄36～70岁，平均60岁，其中肝功能

(Child分级)A级2例，B级9例，c级4例。B组15例，男11

例，女4例，年龄37～73岁，平均57岁，肝功能A级1例，B级

9例，C级5例。经统计学处理，两组在性别、年龄和肝功能方

面差异无显著性(P>0．05)，具有可比性。

3用药方法A组：心得安10～20 mg，每日3次，口服，

持续2周，以降低给药前基础心率20％～25％为标准。B组：

血府逐瘀汤(桃仁129红花99 当归99生地黄99川芎

59赤芍69牛膝99桔梗69柴胡39枳壳69甘草39)

水煎100ml，每天分两次口服，疗程2周。

4观察指标所有患者在给药前及疗程结束后行腹部彩

超检查。检查时空腹，静卧，吸气与屏气时分别检测门静脉

(Pv)主干内径(D)和最大血流速度(Vmax)，脾静脉(sV)主干

内径(D)和最大血流速度(Vmax)，及脾脏厚度。并按下列公式

计算各静脉平均流速(V)及静脉血流量(Q)：Q=(D／2)2JI×

0．57Vmax×60：V=0．57Vmax。

5统计学方法采用Y2检验、￡检验。

结 果

1两组门脉系统血流动力学比较见表l。两组给药后，

Pv、sv的血管直径均缩小，但差异无显著性；PV和sV平均流

速和流量均降低，差异均有显著性(P<O．05)。两组给药后比

较pv、sv血管直径、平均流速和流量差异均无显著性。

2治疗前后脾脏厚度(cm)比较 A组给药前脾脏厚度

4．87±1．98，给药后脾脏厚度3．66±1．84，给药前后脾脏厚度

减少差异有显著性(P<0．05)；B组给药前脾脏厚度4．84±

2．01，给药后脾脏厚度3．68±1．92，给药前后脾脏厚度减少差

异有显著性(P<0．05)；两组给药后脾脏厚度比较差异无显

著性。

表1 治疗前后门静脉、脾静脉血流动力学变化 (j±s)

注：与本组治疗前比较，+P<0．05

讨论Pv阻力增高和高动力循环是肝硬化门脉高压

症发生、发展的两个重要因素。肝硬化食管胃底曲张静脉出血

病死率高，再出血危险性大。持续降低门脉压力，预防出血是肝

硬化治疗的重要部分。目前已公认心得安能够有效的降低门脉

压力，但约有20％～30％的患者服用心得安无效，且在对心功能

衰竭、房室传导阻滞、支气管哮喘等患者中使用受到限制。

肝硬化患者临床上常常出现胁肋疼痛、日久不愈或急躁易

怒、入夜潮热等肝郁血瘀诸症。血府逐瘀汤是王清任用以治疗
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“胸中血府血瘀”所致诸证，由桃红四物汤和四逆散加桔梗、牛

膝而成。具有活血化瘀而不伤血，疏肝解郁而不耗气的特点。

已有多项研究证明血府逐瘀汤具有明确的抗肝纤维化作用。

本研究证明，血府逐瘀汤具有降低门静脉、脾静脉血流速度、血

流量，缩小门脉脾静脉内径的作用，其效果与心得安相似，但无

心得安的不良反应和使用限制。

初步观察结果显示血府逐瘀汤具有降低门脉压力、预防门

脉高压性食管静脉曲张出血及再出血的作用。由于研究样本

少，超声在血流动力学判断中存在局限性，所得结果需进一步

大样本验证。其降门脉压力的机制也有待进一步阐明。

(收稿：2004 07 16修回：2004—11—18)
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