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山楂叶总黄酮对血管内皮细胞氧化损伤的保护作用

叶希韵  王耀发k上海 usssyu华东师范大学生物系l

摘要  目的 }研究溶血磷脂酰胆碱k�°≤l和氧自由基k�ƒ � l对血管内皮细胞k∂ ∞≤l的损伤 o及山楂叶总黄酮对损伤后 ∂ ∞≤ 的

保护作用 ∀方法 }以体外培养的小牛主动脉内皮细胞为材料 o测定 �°≤ 或黄嘌呤和黄嘌呤氧化酶k÷ n ÷ �l与 ∂ ∞≤ 的作用 o以

及加入不同浓度的山楂叶总黄酮后 o对细胞乳酸脱氢酶k�⁄�l的泄漏量 o细胞丙二醛k � ⁄�l和一氧化氮k��l的含量及对细

胞增殖的影响 ∀结果 }当 ∂ ∞≤ 与 �°≤kx∏ªr °̄ l或黄嘌呤和黄嘌呤氧化酶k÷ n ÷ �lkts∏°²̄r�n uss∏°²̄r�l共孵育 uw«时 o表

现为细胞 �⁄� 泄漏量增多 o细胞内 � ⁄�含量升高 o�� 含量减少 o细胞生长减缓 o存活率下降 ~当加入不同浓度的山楂叶总黄

酮后则可明显抑制细胞 �⁄� 的泄漏量 o降低 � ⁄�含量 o提高 �� 的含量 o细胞生长正常 o存活率提高 ∀结论 }山楂叶总黄酮

能通过抗氧化途径对 �°≤ 与 ÷ n ÷ � 所致 ∂ ∞≤ 的氧化损伤起保护作用 ∀

关键词  山楂叶总黄酮 ~血管内皮细胞 ~溶血磷脂酰胆碱 ~氧自由基
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  血管内皮细胞参与了动脉粥样硬化k�≥l的发生和发展 o

血管内皮损伤是导致内皮细胞功能障碍的主要原因 ∀研究

已证实≈t ∗ u  o氧化低密度脂蛋白k� ÷2�⁄�l在血管内皮细胞

k∂ ∞≤l的损伤中是一个关键的成分 o血液中一旦形成了 � ÷2

�⁄�o就可以直接损伤血管内皮 o促进 �≥的形成 ∀由于溶血

磷脂酰胆碱k�°≤l是 � ÷2�⁄�致 �≥ 的重要脂质成分 o�≥发

生过程中血浆 �°≤ 水平会显著上升≈v  ∀研究认为 �¬2�⁄�

对 ∂ ∞≤ 的损伤归因于 �°≤ 的增加 o�°≤ 这一重要脂质在 �≥

发生发展中起着重要的作用≈w  ∀研究表明 o氧自由基k�ƒ � l

是导致许多心血管疾病的重要因素 o而 ∂ ∞≤ 又是体内 �ƒ �

产生和导致各种病变的重要场所≈x ∗ z  ∀因此 o本实验用 �°≤

或黄嘌呤 n黄嘌呤氧化酶作为 ∂ ∞≤ 的损伤药物 o旨在研究

和寻找保护 ∂ ∞≤ 免受氧自由基损伤的药物 o这对于防治 �≥

具有重要意义 ∀

现发现山楂叶中所含的黄酮类成分 o对心血管系统有明

显的药理作用 ∀山楂叶中的总黄酮能使冠状动脉扩张 o有降

血脂 o降血压和强心作用 o能改善心脏活力和兴奋中枢神经

系统的作用 o且具抗氧化作用≈{ ∗ |  ∀目前山楂叶总黄酮

k��ƒl在 ∂ ∞≤ 中的研究尚未见报道 o本文通过 �°≤ 与 �ƒ �

对 ∂ ∞≤ 的损伤 o研究了山楂叶总黄酮抗氧化损伤的能力及

对 ∂ ∞≤ 的保护作用 o为进一步从细胞水平阐述山楂叶总黄

酮的药理作用提供了实验依据 ∀

1  材料与方法

1 q1  药品与试剂

⁄� ∞� 培养基 o���≤ � 公司产品 ~�°≤ o黄嘌呤 o黄嘌呤

氧化酶 o胰蛋白酶 o≥�� � �公司产品 ~特级小牛血清 o细胞所

实生公司产品 ~二甲亚砜k⁄� ≥�l o � ∞� �公司产品 ~噻唑蓝

k � × ×l o≥∞� ∂ �公司进口分装 ~山楂叶总黄酮k华东师范大

学生物系细胞生物学实验室制备 o纯度 yw qx h l ~新生小牛胸

主动脉 o取自上海市第二牧场 ∀

1 q2  血管内皮细胞原代和传代培养

无菌条件下剪取新生未进食小牛胸主动脉约 ts 厘米
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长 o并迅速转入灭菌 ⁄2�¤±®¶溶液中 ∀在超净工作台内剥离

主动脉上的结缔组织并结扎分支动脉 o扎住主动脉细端 o将

血管翻身 o使血管内皮朝外 o用胰蛋白酶消化 ts°¬±o取消化

液离心 o得内皮细胞 o计数分装进行原代培养 ∀传代培养后

选用 w ∗ z代的内皮细胞进行实验 ∀分别接种于 uw孔细胞

培养板 o每孔细胞密度平均为 x ≅ tsxk个l ∀ |y 孔细胞培养

板 o每孔细胞密度平均为 t ≅ tsxk个l ∀

1 q3  实验分组

�°≤损伤 o山楂叶总黄酮保护实验共分七组 }ktl对照

组 ~kul�°≤kx∏ªr °̄ l组 ~kvl�°≤kx∏ªr °̄ l n 山楂叶总黄酮

ks qsst°ªr °̄ l组 ~kwl�°≤ kx∏ªr°̄ l n 山楂叶总黄酮 ks q

ssx°ªr°̄ l组 ~kxl�°≤kx∏ªr°̄ l n 山楂叶总黄酮ks qst°ªr

°̄ l组 ~kyl�°≤kx∏ªr°̄ l n 山楂叶总黄酮ks qsx°ªr °̄ l组 ~

kzl山楂叶总黄酮ks qst°ªr °̄ l

÷ n ÷ � 损伤 o山楂叶总黄酮保护实验共分七组 }ktl对

照组 ~kul ÷ n ÷ � kts∏°²̄r�n uss∏°²̄r�l组 ~kvl ÷ n ÷ �

kts∏°²̄r�n uss∏°²̄r�l n 山楂叶总黄酮ks qsst°ªr °̄ l

组 ~kwl÷ n ÷ �kts∏°²̄r�n uss∏°²̄r�l n山楂叶总黄酮ks q

ssx°ªr °̄ l组 ~kxl÷ n ÷ �kts∏°²̄r�n uss∏°²̄r�l n山楂叶

总黄酮ks qst°ªr °̄ l组 ~kyl÷ n ÷ �kts∏°²̄r�n uss∏°²̄r�l

n 山楂叶总黄酮ks qsx°ªr °̄ l组 ~kzl山楂叶总黄酮 ks q

st°ªr °̄ l

1 q4  测定方法≈ts ∗ tu 

按照细胞乳酸脱氢酶k�⁄�l含量的测定方法 o用 ��≤�2

� ��⁄�2z紫外分光光度计测定 �⁄� 含量 ~按照细胞内丙

二醛k � ⁄�l含量的微量测定方法 o用 ��× �≤ �� {xs 荧光分

光光度计测定 � ⁄� 含量 ~按照 � × × 比色测定方法 o用 ⁄�

vsuu酶联免疫检测仪测定 xzs±°波长细胞的 �⁄值 ∀按照

一氧化氮k��l的荧光检测方法 o用 ��× �≤ �� {xs 荧光分光

光度计测定 �� 含量 ∀

1 q5  统计学处理

实验数据均以均数 ? 标准差kh¬ ? σl表示 o组间差异比较

采用·检验 ∀以上统计用 ��≥�统计软件完成 ∀

2  结果与讨论

2 q1  山楂叶总黄酮对 �°≤ 致 ∂ ∞≤ 损伤后 �⁄� 和 � ⁄� 含

量的影响

当 �°≤kx∏ªr °̄ l与 ∂ ∞≤ 共培养 uw«后可显著地增加

�⁄� 从细胞中的泄漏量 o同时显著地加剧细胞膜的脂质过

氧化 o� ⁄�含量增加 o且均与对照组比较 Π � s qsst ∀而同

时加入不同浓度的山楂叶总黄酮 o则能减轻 �⁄� 从细胞中

的泄漏量 o也降低细胞 � ⁄� 含量 ∀说明山楂叶总黄酮能减

轻 �°≤ 致 ∂ ∞≤ 的损伤 o山楂叶总黄酮ks qst°ªr °̄ l的浓度

效果最显著 ∀k见表 tl oν为样本数 ∀

Ταβλε 1  ×«̈ µ̈¶∏̄·¶²©«¤º·«²µ±¯̈¤√ ¶̈©̄¤√²±²¬§¶²±·«̈ �⁄� ¯̈ ¤®¤ª̈ ¤±§ � ⁄� ¦²±·̈±·¶¬±§∏¦̈§¥¼ �°≤ ¬±·«̈ ° §̈¬∏°kh¬? σl

�µ²∏³ ν �⁄�k�r °̄ l � ⁄�k±°²̄rtsy¦̈¯̄¶l

≤²±·µ²̄ y x{s ? tz quw s qvxy ? s qst

�°≤kx∏ªr °̄ l y y|s ? xv qwt∃ s qv{u ? s qsu∃

�°≤kx∏ªr °̄ l n ��ƒks qsst°ªr °̄ l y yz{ qv ? x| quv∃ s qvz{ ? s qst∃

�°≤kx∏ªr °̄ l n ��ƒks qssx°ªr °̄ l y yy{ qv ? v{ q{y∃ s qvzt ? s qsw∃ 3

�°≤kx∏ªr °̄ l n ��ƒks qst°ªr °̄ l y yws ? wv q|w∃ 3 s qvy| ? s qsv∃ 3 3

�°≤kx∏ªr °̄ l n ��ƒks qsx°ªr °̄ l y yyv ? yw qvu∃ s qvzz ? s qsx∃

��ƒks qst°ªr °̄ l y xzy qz ? wx q{| 3 3 s qvyt ? s qst 3 3

≤²°³¤µ̈§ º¬·«¦²±·µ²̄ ªµ²∏³}
∃ Π� s qsst

≤²°³¤µ̈§ º¬·«�°≤ ªµ²∏³}
3 Π� s qst  3 3 Π� s qsst

Ταβλε 2  ×«̈ µ̈¶∏̄·¶²©«¤º·«²µ±¯̈¤√ ¶̈©̄¤√²±²¬§¶²±·«̈ �⁄� ¯̈ ¤®¤ª̈ ¤±§ � ⁄� ¦²±·̈±·¶¬±§∏¦̈§¥¼ ÷ n ÷ � ¬±·«̈ ° §̈¬∏°kh¬? σl

�µ²∏³ ν �⁄�k�r °̄ l � ⁄�k±°²̄rtsy¦̈¯̄¶l

≤²±·µ²̄ y zwu qxz ? tx q{u s qxzt ? s qsu

÷ n ÷ �kts∏°²̄r�n uss∏°²̄r�l y {zw qtu ? t{ q|t∃ t qsux ? s qtx∃

÷ n ÷ �kts∏°²̄r�n uss∏°²̄r�l y {uu qzv ? t| qsv∃ s q|tx ? s qs{∃

 n ��ƒks qsst°ªr °̄ l

÷ n ÷ �kts∏°²̄r�n uss∏°²̄r�l y zz| qsy ? tw q{y∃ s q{sz ? s qsy∃ 3

 n ��ƒks qssx°ªr °̄ l

÷ n ÷ �kts∏°²̄r�n uss∏°²̄r�l y zyx qtz ? tv q|w∃ 3 s q{su ? s qsw∃ 3 3

 n ��ƒks qst°ªr °̄ l

÷ n ÷ �kts∏°²̄r�n uss∏°²̄r�l y zx{ qwu ? ty qzw∃ s qz|{ ? s qs|∃ 3 3

 n ��ƒks qsx°ªr °̄ l

��ƒks qst°ªr °̄ l y zv| qwy ? tz q{| 3 3 s qxzv ? s qsz 3 3

≤²°³¤µ̈§ º¬·«¦²±·µ²̄ ªµ²∏³}
∃ Π� s qsst

≤²°³¤µ̈§ º¬·« ÷ n ÷ � ªµ²∏³}
3 Π� s qst  3 3 Π� s qsst

2 q2  山楂叶总黄酮对 ÷ n ÷ � 致 ∂ ∞≤ 损伤后 �⁄� 和 � ⁄�

含量的影响

当 ÷ n ÷ �kts∏°²̄r�n uss∏°²̄r�l与 ∂ ∞≤ 共培养 uw«

后同样显著地增加 �⁄� 从细胞中的泄漏量 o � ⁄� 含量增
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加 o且均与对照组比较 Π� s qsst ∀而同时加入不同浓度的

山楂叶总黄酮 o则能显著地减轻 �⁄� 从细胞中的泄漏 o也降

低 � ⁄�含量 o说明山楂叶总黄酮能减轻 ÷ n ÷ � 致 ∂ ∞≤ 的

脂质过氧化损伤 o且山楂叶总黄酮的浓度呈明显的量效关

系 ∀k见表 ul oν为样本数 ∀

2 q3  山楂叶总黄酮对 �°≤ 致 ∂ ∞≤ 损伤后细胞增殖的影响

当 �°≤kx∏ªr °̄ l与 ∂ ∞≤ 在 |y孔培养板共培养 uw«后

可显著地抑制细胞的生长 o成活率下降 o与对照组比较 Π�

s qsst o可能由于细胞损伤抑制了细胞的正常生长 ∀加入不

同浓度的山楂叶总黄酮后细胞的生长逐渐恢复 o与 �°≤ 组

比较差异显著 ∀但当加入 ��ƒks qsx°ªr °̄ l时却又抑制细

胞生长了 o说明适量的 ��ƒks qssx°ªr °̄ l和 ��ƒks qst°ªr

°̄ l对细胞的保护最明显 o山楂叶总黄酮浓度过高反而会减

弱其增殖作用 o说明 ��ƒ的浓度与细胞增殖没有量效关系 ∀

k见表 vl oν 为样本数 ∀

Ταβλε 3  × «̈ µ̈¶∏̄·¶²© «¤º·«²µ± ¯̈ ¤√ ¶̈©̄¤√²±²¬§¶²± ∂ ∞≤

ªµ²º¬±ª¬±§∏¦̈§¥¼ �°≤ ¬±·«̈ ° §̈¬∏°kh¬ ? σl

�µ²∏³ ν � × ×kxzs±°l� q⁄

≤²±·µ²̄ { s qyv ? s qst

�°≤kx∏ªr °̄ l { s qys ? s qsu∃

�°≤kx∏ªr °̄ l n ��ƒks qsst°ªr °̄ l { s qyu ? s qst

�°≤kx∏ªr °̄ l n ��ƒks qssx°ªr °̄ l { s qyv ? s qsu 3 3

�°≤kx∏ªr °̄ l n ��ƒks qst°ªr °̄ l { s qyv ? s qsv 3 3

�°≤kx∏ªr °̄ l n ��ƒks qsx°ªr °̄ l { s qyt ? s qsu∃

��ƒks qst°ªr °̄ l { s qyv ? s qst 3 3

≤²°³¤µ̈§ º¬·«¦²±·µ²̄ ªµ²∏³}
∃ Π� s qsst

≤²°³¤µ̈§ º¬·«�°≤ ªµ²∏³}
3 Π� s qst  3 3 Π� s qsst

2 q4  山楂叶总黄酮对 ÷ n ÷ � 致 ∂ ∞≤ 损伤细胞增殖的影响

当 ÷ n ÷ �kts∏°²̄r�n uss∏°²̄r�l与 ∂ ∞≤ 在 |y孔培养

板共培养 uw«后可显著地抑制细胞的生长情况 o与对照组比

较 Π� s qsst ∀可能由于氧自由基直接引起细胞损伤从而影

响了细胞的正常生长 ∀但加入不同浓度的山楂叶总黄酮后

细胞的生长逐渐恢复 o且随着山楂叶总黄酮的浓度不断增加

保护作用越来越明显 ∀说明山楂叶总黄酮是通过抗氧化途

径达到保护细胞的目的的 ∀k见表 wl oν为样本数 ∀

Ταβλε 4  × «̈ µ̈¶∏̄·¶²© «¤º·«²µ± ¯̈ ¤√ ¶̈©̄¤√²±²¬§¶²± ∂ ∞≤

ªµ²º¬±ª¬±§∏¦̈§¥¼ ÷ n ÷ � ¬±·«̈ ° §̈¬∏°kh¬ ? σl

�µ²∏³ ν � × ×kxzs±°l� q⁄

≤²±·µ²̄ { s q{y ? s qsu 3 3

÷ n ÷ �kts∏°²̄r�n uss∏°²̄r�l { s qyw ? s qst∃

÷ n ÷ �kts∏°²̄r�n uss∏°²̄r�l { s qy| ? s qst∃ 3 3

 n ��ƒks qsst°ªr °̄ l

÷ n ÷ �kts∏°²̄r�n uss∏°²̄r�l { s qzw ? s qsu∃ 3 3

 n ��ƒks qssx°ªr °̄ l

÷ n ÷ �kts∏°²̄r�n uss∏°²̄r�l { s qzz ? s qst∃ 3 3

 n ��ƒks qst°ªr °̄ l

÷ n ÷ �kts∏°²̄r�n uss∏°²̄r�l { s q{s ? s qst∃ 3 3

 n ��ƒks qsx°ªr °̄ l

��ƒks qst°ªr °̄ l { s q{v ? s qsu 3 3

≤²°³¤µ̈§ º¬·«¦²±·µ²̄ ªµ²∏³}
∃ Π� s qsst

≤²°³¤µ̈§ º¬·« ÷ n ÷ � ªµ²∏³}
3 Π� s qst  3 3 Π� s qsst

2 q5  山楂叶总黄酮对 �°≤ 致 ∂ ∞≤ 损伤后细胞 �� 含量的

影响

当 �°≤kx∏ªr °̄ l与 ∂ ∞≤ 共培养 uw«后可显著地减少细

胞 �� 的含量 o且与对照组比较 Π � s qsst ∀而同时加入不

同浓度的山楂叶总黄酮后 o则能逐渐增加细胞 �� 的含量 o

且呈量效关系 ∀说明山楂叶总黄酮能抵抗 �°≤ 致 ∂ ∞≤ 的损

伤 o对细胞具有保护作用 ∀k见表 xl oν为样本数 ∀

Ταβλε 5  × «̈ µ̈¶∏̄·¶²©«¤º·«²µ± ¯̈ ¤√ ¶̈©̄¤√²±²¬§¶²± �� ¦²±2

·̈±·¶¬±§∏¦̈§¥¼ �°≤ ¬±·«̈ ° §̈¬∏°kh¬ ? σl

�µ²∏³ ν ��k±°²̄rtsy¦̈¯̄¶l

≤²±·µ²̄ y s q{sz ? s qsu

�°≤kx∏ªr °̄ l y s qyvz ? s qsx∃

�°≤kx∏ªr °̄ l n ��ƒks qsst°ªr °̄ l y s qyzt ? s qsy∃

�°≤kx∏ªr °̄ l n ��ƒks qssx°ªr °̄ l y s qzuv ? s qs{∃ 3

�°≤kx∏ªr °̄ l n ��ƒks qst°ªr °̄ l y s qzwz ? s qsz∃ 3

�°≤kx∏ªr °̄ l n ��ƒks qsx°ªr °̄ l y s qy|y ? s qs|∃

��ƒks qst°ªr °̄ l y s qz|w ? s qsz 3 3

≤²°³¤µ̈§ º¬·«¦²±·µ²̄ ªµ²∏³}
∃ Π� s qsst

≤²°³¤µ̈§ º¬·«�°≤ ªµ²∏³}
3 Π� s qst  3 3 Π� s qsst

2 q6  山楂叶总黄酮对 ÷ n ÷ � 致 ∂ ∞≤ 损伤细胞 �� 含量的

影响

当 ÷ n ÷ �kts∏°²̄r�n uss∏°²̄r�l与 ∂ ∞≤ 共培养 uw«

后可显著地减少细胞 �� 的含量 o且与对照组比较 Π � s q

sst ∀而同时加入不同浓度的山楂叶总黄酮 o则能增加 ��

的含量 o且呈量效关系 ∀说明山楂叶总黄酮能抵抗 ÷ n ÷ �

致 ∂ ∞≤ 的氧化损伤 o对细胞具有抗氧化的作用 ∀ k见表 yl o

ν 为样本数 ∀

Ταβλε 6  × «̈ µ̈¶∏̄·¶²©«¤º·«²µ± ¯̈ ¤√ ¶̈©̄¤√²±²¬§¶²± �� ¦²±2

·̈±·¶¬±§∏¦̈§¥¼ ÷ n ÷ � ¬±·«̈ ° §̈¬∏°kh¬ ? σl

�µ²∏³ ν ��k±°²̄rtsy¦̈¯̄¶l

≤²±·µ²̄ y t qvwu ? s qsv

÷ n ÷ � kts∏°²̄r�n uss∏°²̄r�l y t qtuv ? s qs{∃

÷ n ÷ � kts∏°²̄r�n uss∏°²̄r�l y t qtwy ? s qsx∃

 n ��ƒks qsst°ªr °̄ l

÷ n ÷ � kts∏°²̄r�n uss∏°²̄r�l y t quvz ? s qs{∃ 3

 n ��ƒks qssx°ªr °̄ l

÷ n ÷ � kts∏°²̄r�n uss∏°²̄r�l y t qvux ? s qs|∃ 3 3

 n ��ƒks qst°ªr °̄ l

÷ n ÷ � kts∏°²̄r�n uss∏°²̄r�l y t qvzw ? s qsy 3 3

 n ��ƒks qsx°ªr °̄ l

��ƒks qst°ªr °̄ l y t qvws ? s qsz 3 3

≤²°³¤µ̈§ º¬·«¦²±·µ²̄ ªµ²∏³}
∃ Π� s qsst

≤²°³¤µ̈§ º¬·« ÷ n ÷ � ªµ²∏³}
3 Π� s qst  3 3 Π� s qsst

总之 o从本实验结果看 o山楂叶总黄酮能抵抗 �°≤ 和 ÷

n ÷ � 致 ∂ ∞≤ 的损伤 o能保护细胞减少乳酸脱氢酶的泄漏 o

降低细胞脂质过氧化程度 o增加细胞中一氧化氮的产生 ∀其

作用机理是因为 �°≤ 和 ÷ n ÷ � 致 ∂ ∞≤ 的损伤是一种氧化

损伤 o而山楂叶总黄酮能保护 ∂ ∞≤ 免受氧自由基的伤害 o是

通过抗氧化途径达到保护细胞的目的的 ∀这对防止由氧化

损伤引起的 �≥形成 o具有一定的保护作用 ∀现已发现≈u 能

清除 �ƒ � 的物质可减轻或抑制 � ÷2�⁄�引起的 �≥的形成 ∀
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因此 o考虑用抗氧化剂来防止 �≥的进一步发展就有了可能 ∀

∂ ∞≤ 是衬附于血管腔内面的细胞 o对维持血管结构和功

能的完整性具有重要的作用 o并参与多种机能活动 o它不仅

具有屏障及转运功能 o而且还参与机体的凝血 !免疫 !炎症过

程中白细胞的粘附 o血管的紧张性 o平滑肌细胞k≥ � ≤l的增

生及生物活性物质的释放和血管舒缩功能的调节等生命重

要过程 ∀因此保护 ∂ ∞≤ 免遭损伤对防止和缓解 �≥的形成

具有重要意义 ∀本实验证明山楂叶总黄酮能抵抗氧自由基

对 ∂ ∞≤ 的伤害 o这为进一步开发利用山楂叶资源提供了广

阔前景 ∀
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