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蒺藜皂苷对血管平滑肌细胞增殖的影响

关利新 李孟全 衣欣 苏云明 杨世杰 牡丹江医学院药学系 黑龙江 牡丹江 黑龙江中医药大学药理教研室 哈

尔滨 吉林大学基础医学院药理教研室 长春

摘要 目的  观察蒺藜皂苷 ≥×× 对血管平滑肌细胞 ∂ ≥ ≤ 增殖及相关因素的影响 ∀方法  采用培养的牛 ∂ ≥ ≤ 以血管

紧张素 为刺激因子 应用 ××法检测细胞增殖 以 为刺激因子 应用激光扫描共聚焦显微镜检测 ∂ ≥ ≤内钙

离子浓度 应用硝酸还原酶法检测培养的牛血管内皮细胞 释放量 ∀结果  ≥××能明显抑制 刺激的 ∂ ≥ ≤增殖 具

有剂量依赖性 ≥××也能抑制 所致的 ∂ ≥ ≤内钙离子浓度升高 使血管内皮细胞释放的 明显增多 ∀结论  ≥××能

抑制 诱导的 ∂ ≥ ≤增殖 此作用可能与抑制活性氧激活钙离子信号转导途径 !增加血管内皮细胞 含量等因素有关 ∀

关键词 蒺藜皂苷 血管平滑肌细胞 血管紧张素 活性氧 钙 一氧化氮
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  血管平滑肌细胞 ∂ ≥ ≤ 增殖是动脉粥样硬化 !原发性

高血压和血管成形术后再狭窄等多种心血管疾病发生的关

键因素 如何抑制 ∂ ≥ ≤增殖已成为人们研究的热点 ∀蒺藜

皂苷 ∏∏ ≥×× 是从蒺藜科

植物蒺藜的全草中提取的甾体皂苷 临床上主要用于缺血性

心脑血管疾病的治疗 ∀采用家兔动脉粥样硬化模型 一些研

究证明 ≥××可从多方面起到抗动脉粥样硬化的作用 ≈ 2

但有关 ≥××对血管平滑肌细胞增殖的影响尚未见报道 ∀本

实验采用体外培养的 ∂ ≥ ≤ 探讨 ≥××对 ∂ ≥ ≤增殖及相

关因素的影响 为 ≥××的临床应用提供实验依据 ∀

##中国现代应用药学杂志 年 月第 卷第 期                ≤ ° ƒ ∏ ∂



1  材料和方法

1 1  药品与试剂

≥××为总皂苷 主要含螺旋甾烷醇皂苷 2

和呋甾醇皂苷 ∏ 纯度 由吉林

敖东洮南药业股份有限公司提供 ⁄ ∞ 培养基 !胎牛血清

ƒ ≥ √ 公司产品 胰酶 !噻唑蓝 ×× !二甲基亚

砜 ⁄ ≥ 及血管紧张素 ≥ 公司产品 ƒ ∏ 2

2 ∏ ° ∞∏ 试剂盒由南京

建成生物工程研究所生产 其他试剂均为分析纯 ∀

1 2  细胞培养

1 2 1  ∂ ≥ ≤培养  无菌条件下迅速取出新生乳牛的胸主

动脉 在含高抗的 溶液中冲洗数次 洗掉残余血污 仔

细剥离外膜的纤维脂肪层及内膜 ∀将剩余中膜转移至培养

皿中 用眼科剪将平滑肌剪成 的小块送人培养瓶内

加入 ƒ ≥的 ⁄ ∞ 培养液 旋紧瓶盖 使组织块位于培

养瓶上方 置 ε ≤ 培养箱中 后翻转培养瓶 使

组织块浸入培养液中 约 更换培养液 周左右组织块周

围可见梭形平滑肌细胞 细胞长至完全融合时进行传代培

养 ∀经组织化学染色鉴定 呈 Α2 阳性 采用生长良好的

∗ 代进行实验 ∀

1 2 2  血管内皮细胞培养  无菌条件下迅速取出新生乳牛

的胸主动脉 在含高抗的 溶液中冲洗数次 洗掉残余

血污 仔细剥离外膜的纤维脂肪层 再将其纵向剖开 在其内

膜侧加几滴胰酶 用弯镊沿血管纵向轻轻刮下内皮细胞 ∀滴

加少量含 ƒ ≥培养液终止消化 ∀收集已消化下来的内

皮细胞于离心管中 # 离心 去除上清 加

入 ƒ ≥的 ⁄ ∞ 培养液 轻轻吹打形成细胞悬液 接种

至培养瓶置 ≤ 培养箱中培养 ∀ ¬因子相关抗原染色阳性

证实培养的细胞为血管内皮细胞 ∗ 代细胞用于实验 ∀

1 3  ××法测定细胞增殖

将 ∂ ≥ ≤以 ≅ 浓度接种于 孔板中孵育

以 ° ≥为对照组 ≥××终浓度分别为 Λ #

预孵 每组做 个复孔 ∀然后 每组加 终浓度为

≅ # 刺激 每孔加 ××终浓度为

# 继续孵育 小心吸出原液 每孔加 Λ ⁄ ≥

溶解结晶 在酶联免疫仪上于 测定其吸收值 (Α)∀应

用如下公式计算增值率 :增值率 % (Α/Α ) ≅ % , Α为给

药组吸光度 , Α为对照组吸光度 ∀

1 4  激光扫描共聚焦显微镜检测细胞内钙离子

将 ∂ ≥ ≤接种于预先放置盖玻片的 孔板中孵育

后用 . 液 洗涤细胞 次 于 ε 避光条件

下负载 ƒ ∏ 2 2 后用 ° ≥洗涤细胞 次 洗去细胞

外残余的染料 而后在激光扫描共聚焦显微镜 德国 蔡司

≥ 下进行扫描检测 ∀检测荧光强度代表细胞内钙离

子 ≈ ≤ 的相对浓度 ∀扫描过程中施加 刺激 首先

观察单独施加 # 刺激细胞内荧光强度

的变化 然后观察通过 ≥×× Λ # ε 预孵

后施加 刺激细胞内荧光强度的变化 拍摄不同时间

细胞的荧光图 绘制荧光强度随时间变化的曲线 ∀

1 5  一氧化氮含量测定

将主动脉内皮细胞以 ≅ 浓度接种于 孔板中孵

育 换成无血清的 ⁄ ∞ 培养液培养 使细胞同步

化 ∀然后 以 ° ≥为对照组 用终浓度分别为 Λ

# 的 ≥××刺激 每组做 个复孔 ∀应用硝酸还原

酶法 按照试剂盒说明书操作 测定细胞培养液中 含量 ∀

1 6  统计学分析

实验数据采用 ξ ? σ表示 两组比较用 τ检验 多组比较

用单因素方差分析 Π 表示差异有统计学意义 ∀

2  结果

2 1  ≥××对 刺激 ∂ ≥ ≤增殖的影响

××法测定 ≥××对 刺激 ∂ ≥ ≤增殖的影响 见

图 ∀与对照组细胞相比 在终浓度为 ≅

# 时 具有明显的刺激 ∂ ≥ ≤增殖的作用 ∀ ≥××终浓度

为 Λ # 时 能够抑制 刺激 ∂ ≥ ≤增

殖的作用 该抑制作用具有浓度依赖性 说明 ≥××对

刺激 ∂ ≥ ≤的增殖具有保护作用 ∀

图 1  ≥××对 刺激 ∂ ≥ ≤增殖的影响

注 与对照组相比较 Π 与 组比较 Π Π

Φιγ 1  ∞ ≥×× ∂ ≥ ≤ ∏

≤ ∏ Π

∏ Π Π

2 2  ≥××对 刺激 ∂ ≥ ≤ ≈ ≤ 浓度的影响

用激光扫描共聚焦显微镜观察 ≈ ≤ 浓度 ∀单独加入

时 细胞的荧光强度增加 图 绘制荧光强度的时间

曲线向上 图 说明 ≈ ≤ 浓度增加 ∀通过 ≥××

Λ # ε 预孵 后施加 刺激细胞内

荧光强度不再增加 图 绘制荧光强度的时间曲线平稳

图 说明 ≥××对 刺激 ∂ ≥ ≤ ≈ ≤ 浓度增加具

有抑制作用 ∀见图 ∀

2 3  ≥××对血管内皮细胞 释放的影响

≥××对血管内皮细胞 释放的影响见图 ∀与对照

组比较 高 !中 !低浓度的 ≥××均能使血管内皮细胞培养液

里 含量升高 ≥××的浓度为 Λ # 时 含量

升高最明显 达到 Λ # 表明 ≥××具有促进血

管内皮细胞释放 的作用 ∀
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图 2  ∂ ≥ ≤ ≈ ≤ 荧光图像 拍摄图

刺激 ≥×× Λ # 预孵 后用 刺激

Φιγ 2  ƒ ∏ ≈ ≤ ∂ ≥ ≤

∏ 2 ∏ ≥×× Λ

# ∏

图 3  ≥××对 刺激 ∂ ≥ ≤ ≈ ≤ 荧光强度的影响

Φιγ 3  ∞ ≥×× ∏ ≈ ≤

∂ ≥ ≤ ∏

图 4  ≥××对血管内皮细胞 释放的影响

注 与对照组相比较 Π Π

Φιγ 4  ∞ ≥×× ∏ ∏ ∏2

≤ ∏ Π Π

3  讨论

∂ ≥ ≤位于血管中膜 其异常增殖是动脉硬化 !高血压和

血管成形术后再狭窄等疾病的共同病理特征之一 ∀ 是

一种重要的血管活性物质 可调节机体的生长 !发育及循环

系统的功能 对 ∂ ≥ ≤增殖具有较强的刺激作用 而且现认

为 的促 ∂ ≥ ≤增殖作用至少部分是通过次黄嘌呤 黄

嘌呤 ⁄° ⁄ ⁄ 氧化酶系统产生的活性氧所介导 ≈ 2 ∀

活性氧对 ∂ ≥ ≤增殖的影响是通过多个位点对信号转导系

统进行调节的 如钙离子信号转导途径 !蛋白酪氨酸激酶途

径 !丝裂原活化的蛋白激酶途径和核因子 ϑ 途径等 其中对

钙离子信号转导途径调节主要通过三种方式增加了细胞内

的钙离子 通过三磷酸肌醇酶敏感性的钙离子通道释放内质

网中的钙离子 活性氧作用于钙离子通道和钠 2钙交换体刺

激细胞外的钙离子内流 在强氧化应激时线粒体释放其中的

钙离子 ≈ 2 ∀ 为 ⁄° ⁄ 氧化酶系统所产生的主

要活性氧之一 可升高 ∂ ≥ ≤中的钙离子 ≈ 2 ∀钙离子参与

细胞的增殖过程 增加细胞内的钙离子可促进细胞的增殖

降低细胞内的钙离子则抑制细胞增殖 ≈ 2 ∀本实验结果显

示 ≥××能明显抑制 刺激的 ∂ ≥ ≤增生 且具有浓度

依赖性 应用 刺激 ∂ ≥ ≤ 可见 ≈ ≤ 浓度增加 而

≥××可拮抗 升高 ≈ ≤ 浓度的作用 提示 ≥××对通

过活性氧介导的 刺激 ∂ ≥ ≤增殖具有抑制作用 ∀

在生理条件下 是由血管内皮细胞产生的一种主要

的舒张因子 具有强烈的舒张血管作用和维持内皮细胞完整

性 !抑制血小板和白细胞的黏附与聚集 !抑制血管平滑肌增

殖等作用 从而起到防止动脉粥样硬化和高血压等病症形成

和发展的效应 ≈ 2 ∀在本实验中 ≥××能够促进血管内皮

细胞 的释放 此结果与 ≥××能够提高动脉粥样硬化家

兔血清 水平的报道 ≈ 相一致 提示 ≥××抑制 ∂ ≥ ≤增

殖作用可能与其促进血管内皮细胞释放 有关 ∀
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Ν2乙酰半胱氨酸和维生素 ≤抗大鼠急性肺损伤作用的比较研究

虞洁 陈澜 虞和永 3
浙江大学医学院附属妇产科医院 杭州

摘要 目的  比较研究 Ν2乙酰半胱氨酸 ≤ 和维生素 ≤ ∂ 抗大鼠急性肺损伤 作用 ∀方法  采用大鼠油酸 所

致急性肺损伤模型 随机分为正常对照组 ≥组 ! 模型组 组 !维生素 ≤干预组 ∂ 组 ! ≤干预组 ≤组 ∀观

察 ≤和 ∂ 对大鼠急性肺损伤时 ⁄ ≥ ⁄和 ≥ 2°÷水平 病理改变 肺系数 免疫组化 ≥等的影响 ∀结果  ≤组

和 ∂ 组可明显降低损伤所致肺系数 ! ≥表达 !组织 ⁄ 等水平的升高 同时 又能显著升高肺组织 ≥ ⁄! ≥ 2°÷水平 且

∂ 组和 ≤组之间无显著性差别 Π ∀结论  抗氧化剂 ≤和 ∂ 可通过抑制 ⁄ ! ≥表达 改善 ≥ ⁄! ≥ 2°÷

等方式减少氧自由基的产生 减轻肺损伤程度 对油酸所致急性肺损伤后的肺纤维化有一定防护作用 ∀

关键词 Ν2乙酰半胱氨酸 维生素 ≤ 急性肺损伤 自由基
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≥ ∏ ∏ ∏ ≥ ¬ ∏ ∏ 2

√ Ρ Ε ΣΥΛΤ Σ  ≤ ∏ ∏ ⁄ ¬ ≥ √ ∏ 2

∏ Ν2 2 ∂ ≤ Ν2 2 ∂ ≤ √ ≥ ⁄ ≥ 2°÷

ΧΟ ΝΧΛΥΣΙΟ Ν  ∏ ∏ ∏ Ν2 2 ∂ ≤ √ ⁄ ¬

≥ √ ≥ ⁄ ≥ 2°÷ ∏ Ν2 2 ∂ ≤

√ ∏ ∏ ∏

Κ Ε Ψ Ω Ο Ρ ∆ Σ: Ν2 2 √ ≤ ∏ ∏ ∏

  急性肺损伤 ∏ ∏ ∏ 是指各种肺内外致

病因素 如严重感染 !创伤 !休克等所致的弥漫性的肺实质损

伤 ∀表现为单核巨噬细胞等炎性细胞的浸润 !多种细胞因子

及黏附分子的过度表达 通过吞噬 !脱颗粒和呼吸爆发等反

应释放溶酶体酶及氧自由基等一系列代谢产物 在消灭炎

症的同时也损伤肺组织 因此 氧自由基与肺损伤有密切关

系 ≈ ∀研究表明 抗氧化剂能降低毛细血管通透性 !刺激凝

血功能 !增加对感染的抵抗等作用 ≈ 从而用于治疗急性肺

损伤 国内外已对 Ν2乙酰半胱氨酸 ≤ 和维生素 ≤ ∂

对 的治疗作用已经进行了广泛的研究和探讨 但是对于
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