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蕨麻多酚对血管内皮细胞糖氧剥夺损伤的改善作用研究
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摘要：目的 探讨蕨麻多酚对人脐静脉血管内皮细胞糖氧剥夺损伤的改善作用。方法 在５％ＣＯ２－９５％Ｎ２的三气培养箱中缺氧培养内
皮细胞 ２ｈ，以建立内皮细胞糖氧剥夺损伤模型。试验分为正常对照组（Ａ组，ＤＭＥＭ培养液）、模型组（Ｂ组，缺氧的 Ｄ－Ｈａｎｋ′ｓ溶液）、
复方丹参滴丸组（Ｃ组，２．４ｇ／Ｌ）及蕨麻多酚高、中、低质量浓度组（Ｄ１组，２．４ｇ／Ｌ；Ｄ２组，１．２ｇ／Ｌ；Ｄ３组，０．６ｇ／Ｌ）。采用苏木素 －伊红
牗ＨＥ牘染色观察细胞形态，四氮唑盐牗ＭＴＴ牘法检测细胞活力，比色法检测乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）、丙二醛（ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和
一氧化氮（ＮＯ）水平，采用放射免疫法测定内皮素 －１（ＥＴ－１）水平，逆转录 －聚合酶链反应（ＲＴ－ＰＣＲ）法检测内皮型一氧化氮合酶
牗ｅＮＯＳ牘ｍＲＮＡ及 ＥＴ－１ｍＲＮＡ的表达水平。结果 Ａ组细胞间连接密切，细胞间隙较小，胞浆饱满；Ｂ组细胞间隙略增大，胞浆红染变
浅，细胞核固缩；与 Ｂ组比较，Ｄ１组及 Ｃ组细胞形态接近正常。与 Ａ组比较，Ｂ组细胞活力和 ＳＯＤ活性显著减弱，ＬＤＨ活性显著增强，

ＮＯ含量显著减少，ＥＴ－１和ＭＤＡ含量显著增加，ＳＯＤ／ＭＤＡ和ｅＮＯＳｍＲＮＡ表达水平显著降低，ＥＴ－１ｍＲＮＡ表达水平显著升高（Ｐ＜０．０１）；
与 Ｂ组比较，除 Ｃ组 ｅＮＯＳｍＲＮＡ表达水平和 ＳＯＤ活性，Ｄ３组细胞活力、ＥＴ－１含量、ｅＮＯＳｍＲＮＡ和 ＥＴ－１ｍＲＮＡ表达水平无显著差
异外，其他指标均显著改善（Ｐ＜０．０１或 Ｐ＜０．０５）。结论 蕨麻多酚对内皮细胞糖氧剥夺损伤的改善作用明显，其机制可能与对抗细胞

内氧化应激失衡和维持 ＮＯ与 ＥＴ－１间的动态平衡有关。
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高血压、动脉粥样硬化等心血管疾病的发生、发展

与慢性氧化应激的增加密切相关犤１犦。内皮细胞为接触血

液的第一层细胞，需应对各种病理和生理挑战，如氧张

力不足等犤２犦。缺氧会引起细胞内活性氧富集，自由基代

谢紊乱，使细胞内氧化还原反应失衡，最终导致细胞凋

亡。因此，对抗低氧诱导的血管内皮细胞损伤对于心血管

疾病的治疗具有重要意义。蕨麻是蔷薇科委陵菜属植物鹅

绒委陵菜的干燥膨大块根，具有耐缺氧、抗应激、抗氧化、

补血和保护心肌细胞等活性犤３犦。其主要含有黄酮类、萜类、

多酚类化合物犤４犦，其中咖啡酸、丁香酸、短叶苏木酚等多酚

化合物具有抗氧化、抗内毒素及保肝等药理作用犤５－８犦。本研

究中通过建立ＥＡ．ｈｙ９２６内皮细胞糖氧剥夺模型，探讨蕨
麻多酚的抗缺氧损伤作用。现报道如下。

１ 材料与方法

１．１ 细胞株、仪器与试药
细胞株：人脐静脉血管内皮细胞（ＥＡ．ｈｙ９２６，北京

医科大学肿瘤研究所牘。
仪器：３７１型 ＣＯ２培养箱、３１１１型混合气体培养箱

（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）；Ｃｙｔａｔｉｏｎ５型酶标仪（美国
Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）；ＵＶ－１８００型紫外分光光度仪（日本
Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司）；ＭＪＲｅｓｅａｒｃｈＰＴＣ－２００型聚合酶链反
应仪（美国 ＭＪＲｅｓｅａｒｃｈ公司）；Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ２２３３１型核酸
定量仪（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；成像分析系统（ＧｅｌＰｒｏ
４．５工作站）；ＩＸ７１型光学显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）。

试药：蕨麻多酚由天津武警后勤学院军事药学教研

室高原医学实验室自制；复方丹参滴丸（天津天士力制

药有限公司，批号为 ２０１５１２０２，规格为每丸 ２７ｍｇ）；乳
酸脱氢酶（ＬＤＨ）、丙二醛（ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶
（ＳＯＤ）和一氧化氮（ＮＯ）试剂盒（南京建成生物工程研
究所，批号分别为 ２０１４０３２０，２０１４０５２１，２０１４０６０２，
２０１６１２０４）；内皮素 －１（ＥＴ－１）试剂盒（杭州联科生物
技术股份有限公司）；苏木素 －伊红牗ＨＥ牘染色试剂盒
（北京索莱宝科技有限公司）；ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎ（美国 Ｉｎｖｉｔ
ｒｏｇｅｎ公司）；逆转录－聚合酶链反应牗ＲＴ－ＰＣＲ牘试剂盒
（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司）；四氮唑盐（ＭＴＴ，美国 Ｓｉｇｍａ公
司）；胎牛血清（美国 ＭＲＣ公司）；ＤＭＥＭ培养液（北京
索莱宝科技有限公司）；Ｄ－Ｈａｎｋ′ｓ溶液（天津武警后勤
学院军事药学教研室高原医学实验室配制）。

１．２ 方法
内皮细胞培养：将 ＥＡ．ｈｙ９２６内皮细胞接种于含

１０％胎牛血清的高糖 ＤＭＥＭ培养基中，于３７℃及 ５％
ＣＯ２条件下培养，待细胞生长密度达 ８０％～９０％时，消

化传代备用。

分组、给药及模型建立：取对数生长期细胞，用无血

清的 ＤＭＥＭ培养液培养 ２４ｈ后分组，试验分为正常对
照组（Ａ组，ＤＭＥＭ培养液），模型组（Ｂ组，缺氧的Ｄ－
Ｈａｎｋ′ｓ溶液），复方丹参滴丸组（Ｃ组，２．４ｇ／Ｌ＋缺氧的
Ｄ－Ｈａｎｋ′ｓ溶液），蕨麻多酚高、中、低质量浓度组
（Ｄ１组，２．４ｇ／Ｌ；Ｄ２组，１．２ｇ／Ｌ；Ｄ３组，０．６ｇ／Ｌ；分别加
缺氧的Ｄ－Ｈａｎｋ′ｓ溶液）。Ａ组细胞置５％ＣＯ２培养箱中
培养，其余组细胞置 ５％ＣＯ２－９５％Ｎ２的三气培养箱中
缺氧培养２ｈ。

ＨＥ染色：取出单层细胞爬片的盖玻片，行 ＨＥ染
色，用中性树胶封片，于２００倍显微镜下观察拍照。
１．３ 观察指标

细胞活力：采用 ＭＴＴ试验将细胞消化计数，以 ５×
１０３个／孔的密度接种于细胞培养板。按 １．２项下方法
操作，避光加２０μＬＭＴＴ，置５％ＣＯ２培养箱中孵育４ｈ。
弃上清，每孔加１５０μＬ二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），振荡１０ｍｉｎ，
使蓝紫色结晶充分溶解，采用紫外分光光度仪测定吸光

度（ＯＤ）值并计算细胞活力。细胞活力 ＝（ＯＤ用药组 －
ＯＤＡ组）／（ＯＤＢ组 －ＯＤＡ组）。
ＬＤＨ、ＮＯ及 ＥＴ－１水平：将细胞消化计数，以 ８×

１０３个／孔的密度接种于细胞培养板。按 １．２项下方法
操作，取上清液，１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，收集上清液，
采用分光光度法测定 ＬＤＨ和 ＮＯ水平，采用放射免疫
法测定ＥＴ－１水平。

ＳＯＤ及 ＭＤＡ水平：将细胞消化计数，以 ８×
１０３个／孔的密度接种于细胞培养板。按１．２项下方法操
作，用胰蛋白酶消化、离心、收集细胞。加１ｍＬ磷酸盐缓冲
液（ＰＢＳ），超声破碎细胞。采用ＢＣＡ法测定蛋白浓度，采用
分光光度法测定ＳＯＤ和ＭＤＡ水平，并计算ＳＯＤ／ＭＤＡ。

内皮型一氧化氮合酶（ｅＮＯＳ）及 ＥＴ－１ｍＲＮＡ表达
水平：将内皮细胞接种于 ６孔板，待细胞长满后，按
１．２项下方法操作，以Ｄ－Ｈａｎｋ′ｓ溶液洗涤细胞，Ｔｒｉｚｏｌ法
提取ＲＮＡ，鉴定ＲＮＡ纯度和完整性后，反转录制备ｃＤ
ＮＡ，以 β－ａｃｔｉｎ引物为内参。ｅＮＯＳ上游为 ５′－ＧＣＡＣＡ
ＧＧＡＡＡＴＧＴＴＣＡＣＣＴＡＣ－３′，下游为 ５′－ＧＴＡＴＣＣＡＧＧＴ
ＣＣＡＴＧＣＡＧＡＣ－３′，扩增长度为 ５５１ｂＰ；ＥＴ－１上游为
５′－ＴＴＣＴＣＴＣＴＧＣＴＧＴＴＴＧＴＧＧ－３′，下游为 ５′－ＣＡＡＴ
ＧＴＧＣＴＣＧＧＴＴＧＴＧ－３′，扩增长度为６１４ｂＰ；β－ａｃｔｉｎ上
游为５′－ＧＴＧＧＧＧＣＧＣＣＣＣＡＧＧＣＡＣＣＡ－３′，下游为５′－
ＣＴＴＣＣＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣ－３′，扩增长度为
５４７ｂＰ。ＰＣＲ扩增反应条件为９４℃４５ｓ，６２℃４５ｓ，７２℃
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组别

Ａ组
Ｂ组
Ｃ组
Ｄ１组
Ｄ２组
Ｄ３组

质量浓度

牗ｇ／Ｌ）

２．４
２．４
１．２
０．６

细胞活力

０．５０±０．０４
０．１８±０．０２＃＃

０．３３±０．０２

０．４０±０．０４

０．３５±０．０４

０．２２１±０．０２

ＬＤＨ
（Ｕ／Ｌ）

１４０．３±３１．１２
４５７．４±２５．８７＃＃

２５３．６±３７．６０

１４０．５±２３．２４

２５９．８±２３．０５

２８８．４±１７．６０

ＮＯ
（μｍｏｌ／Ｌ）

３５．４５±０．５５
１６．１５±０．６４＃＃

２５．２２±１．３８

２６．８９±０．４９

２３．８７±０．５２

１８．０３±１．７４

ＥＴ－１
（ｐｇ／ｍＬ）

４９．６６±７．５０
１１６．００±６．８１＃＃

９５．２１±５．５３

８２．３０±１．５５

９０．００±７．５４

１０４．６４±６．６６

组别

Ａ组

Ｂ组

Ｃ组

Ｄ１组

Ｄ２组

Ｄ３组

质量浓度

（ｇ／Ｌ）

２．４
２．４
１．２
０．６

ＳＯＤ
（Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ）

７６．１５±１．８４
４５．４０±２．２４＃＃

４８．４５±２．８１
７０．６０±３．１７

５０．３３±５．０８

４９．９８±４．８２

ＭＤＡ
（ｎｍｏｌ／ｍｇｐｒｏｔ）

１．４２±０．１９
３．９１±０．３１＃＃

１．８２±０．２９

２．０１±０．５６

１．８１±０．０７

２．１６±０．４１

ＳＯＤ／ＭＤＡ

５４．２７±７．２４
１１．６０±０．８８＃＃

２７．２０±４．６５

３７．２０±９．４５

２７．８０±２．５２

２３．８３±４．８９

Ａ组 Ｂ组

Ｃ组 Ｄ１组

图１ 内皮细胞形态学（ＨＥ，×２００）

表１ ６组内皮细胞活力与 ＬＤＨ、ＮＯ、ＥＴ－１水平比较
（Ｘ±ｓ，ｎ＝６）

注：与Ａ组比较，＃＃Ｐ＜０．０１；与Ｂ组比较，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５。
表２和图２同。

表２ ６组内皮细胞 ＳＯＤ及 ＭＤＡ水平比较（Ｘ±ｓ，ｎ＝６）

５００ｂｐ

３００ｂｐ

ｅＮＯＳ

β－ａｃｔｉｎ

ｅＮＯＳ／β－ａｃｔｉｎ
１．５

１．０

０．５

０
Ａ组 Ｂ组 Ｄ１组 Ｄ２组 Ｄ３组 Ｃ组

Ｍａｒｋｅｒ Ａ组 Ｂ组 Ｄ１组 Ｄ２组 Ｄ３组 Ｃ组

３０ｓ，循环２８次。扩增反应完成后，以１．５％琼脂糖凝胶、
ＰＣＲ产物５μＬ，加６×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ２μＬ混合上样，５０Ｖ
电泳６０ｍｉｎ。利用图像分析系统分析各条带光密度值，
以 β－ａｃｔｉｎ表达量为对照，计算各基因的相对表达量。
１．４ 统计学处理

采用ＳＰＳＳ２２．０统计学软件分析。计量资料以 Ｘ±ｓ
表示，行单因素方差分析。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２ 结果

２．１ ＨＥ染色
Ａ组细胞间联接密切，细胞间隙较小，胞浆饱满，呈

红染，细胞核大，呈蓝染。Ｂ组细胞间隙略增大，胞浆红染
变浅，细胞核固缩，呈深蓝染。与Ｂ组比较，Ｃ组及Ｄ１组
细胞形态接近正常细胞形态。详见图１。

２．２ 细胞活力、ＬＤＨ、ＮＯ和ＥＴ－１水平
与Ａ组比较，Ｂ组细胞活力显著减弱，ＬＤＨ活性显著

增强，ＮＯ含量显著减少，ＥＴ－１显著增加（Ｐ＜０．０１）。与
Ｂ组比较，Ｃ组、Ｄ１组、Ｄ２组细胞活力均显著增强牗Ｐ＜０．０１牘，
Ｃ组、Ｄ１组、Ｄ２组、Ｄ３组ＬＤＨ活性均显著减弱，ＮＯ含量
显著增加，ＥＴ－１含量显著减少（Ｐ＜０．０１或 Ｐ＜０．０５），
且ＬＤＨ和ＮＯ变化呈量效依赖关系。详见表１。

２．３ ＳＯＤ和ＭＤＡ水平
与 Ａ组比较，Ｂ组 ＳＯＤ活性显著减弱，ＭＤＡ含量

显著增加，ＳＯＤ／ＭＤＡ显著下降（Ｐ＜０．０１）；与Ｂ组比较，

Ｄ１组、Ｄ２组、Ｄ３组ＳＯＤ活性显著增强牗Ｐ＜０．０１或 Ｐ＜０．０５牘，
Ｃ组、Ｄ１组、Ｄ２组、Ｄ３组ＭＤＡ含量显著减少，ＳＯＤ／ＭＤＡ
显著升高（Ｐ＜０．０１）。详见表２。

２．４ ｅＮＯＳｍＲＮＡ和ＥＴ－１ｍＲＮＡ表达水平
与 Ａ组比较，Ｂ组 ｅＮＯＳｍＲＮＡ表达水平显著降

低，ＥＴ－１ｍＲＮＡ表达水平显著升高（Ｐ＜０．０１）；与 Ｂ
组比较，Ｄ１组和 Ｄ２组 ｅＮＯＳｍＲＮＡ表达水平均显著升
高，Ｃ组、Ｄ１组、Ｄ２组 ＥＴ－１ｍＲＮＡ表达水平均显著降
低（Ｐ＜０．０１）。详见图２。

３ 讨论

本课题组前期已建立起人脐静脉血管内皮细胞

（ＥＡ．ｈｙ９２６）糖氧剥夺模型，在缺氧２ｈ后细胞活力显著
降低，ＬＤＨ漏出量显著增加，细胞存活率降至 ２８％犤９犦，

说明糖氧剥夺２ｈ已对内皮细胞造成严重损伤，因此本

５００ｂｐ

３００ｂｐ

ＥＴ－１

β－ａｃｔｉｎ

ＥＴ－１／β－ａｃｔｉｎ
２．５

２．０

１．５

１．０

０．５

０

图２ ６组内皮细胞中ｅＮＯＳｍＲＮＡ和ＥＴ－１ｍＲＮＡ表达水平比较
Ａ组 Ｂ组 Ｄ１组 Ｄ２组 Ｄ３组 Ｃ组
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研究中选定内皮细胞缺氧时间为２ｈ。复方丹参滴丸是
广泛应用于治疗心脑血管疾病的中成药，通过减少过氧

化物生成、增加 ＮＯ合成、减少 ＥＴ－１合成来发挥保护
内皮细胞的作用犤１０－１１犦，故本研究中选用其为阳性对照

药物。试验结果显示，加入复方丹参滴丸有效成分后，与

Ｂ组比较，细胞活力显著增强，ＮＯ合成显著增加，ＥＴ－１
ｍＲＮＡ表达水平及释放量均显著降低，与许晶兰等犤１１犦的

研究结果一致。

正常生理条件下机体内自由基的产生和抗氧化酶

对自由基的清除处于动态平衡状态。ＳＯＤ是机体产生的
抗氧化酶之一，能清除机体在正常生理状态下产生的氧

自由基。ＳＯＤ活性与反映机体的自由基清除能力呈正相
关犤１２犦。临床还将 ＭＤＡ视为与 ＳＯＤ相互匹配的指标。作
为脂质过氧化的产物，ＭＤＡ可引起细胞肿胀，最终导致
细胞膜破裂犤１３犦。因此，ＭＤＡ含量不仅反映自由基引起细
胞受损的程度，同时也反映细胞脂质过氧化的严重程

度。ＳＯＤ／ＭＤＡ能较客观地反映机体清除自由基的速率
和自由基引起脂质过氧化水平犤１４犦。ＬＤＨ是一种糖酵解
酶，是反映细胞膜完整性的敏感指标。本试验中，内皮细

胞糖氧剥夺 ２ｈ后，Ｂ组细胞内 ＳＯＤ活性显著减弱，
ＭＤＡ含量显著增加，ＳＯＤ／ＭＤＡ显著降低，而ＬＤＨ释放
量显著增加，表明缺氧２ｈ已引起内皮细胞内氧化还原
反应失衡，自由基堆积导致的细胞膜脂质过氧化损伤已

引起细胞损伤；加入蕨麻多酚后细胞内 ＳＯＤ活性显著
增强，ＭＤＡ含量显著减少，ＳＯＤ／ＭＤＡ显著升高，同时
ＬＤＨ释放量显著减少，表明蕨麻多酚能对抗缺氧缺糖
引起的内皮细胞氧化还原失衡，减轻自由基堆积诱导的

内皮细胞过氧化损伤。

作为内源性舒张血管的活性物质，ＮＯ水平改变可
导致动脉粥样硬化和心血管疾病。ｅＮＯＳ在正常内皮细
胞中，ｅＮＯＳ能催化氧化 Ｌ－精氨酸产生 ＮＯ，以维持正
常的心血管收缩功能，ｅＮＯＳ适当表达可维持血管壁功
能，它反映了向周围组织器官供血的敏感程度和有效程

度。缺氧下调了 ｅＮＯＳｍＲＮＡ的表达，减少内皮细胞中
ＮＯ生成，导致血管收缩和血栓形成犤１５犦。本研究中，Ｂ组
细胞中 ｅＮＯＳｍＲＮＡ表达水平显著降低，ＮＯ含量显著
减少；蕨麻多酚干预后，模型细胞 ｅＮＯＳｍＲＮＡ表达水
平显著升高，ＮＯ含量显著增加，表明蕨麻多酚能上调缺
氧状态下 ｅＮＯＳｍＲＮＡ的表达水平，促进 ＮＯ的合成与
释放，从而发挥保护内皮细胞的作用。ＥＴ－１是长效强
血管收缩物质，能调节血管收缩和血压，参与高血压和

其他多种心血管疾病的发生。缺氧／缺血能激活低氧诱
导因子 ＨＩＦ－１α，进而上调 ＥＴ－１的表达，最终导致血
管收缩，血液流速降低犤１６犦。本研究中，糖氧剥夺导致内

皮细胞 ＥＴ－１ｍＲＮＡ表达水平显著升高，蕨麻多酚干
预后细胞内 ＥＴ－１ｍＲＮＡ表达显著降低，表明蕨麻多

酚能抑制糖氧剥夺引起的ＥＴ－１升高。
综上所述，蕨麻多酚对内皮细胞糖氧剥夺损伤具有

明显的保护作用，其机制可能与对抗细胞内氧化应激失

衡和维持ＮＯ与ＥＴ－１间的动态平衡有关。
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