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黄芪含药血清对血管紧张素Ⅱ致内皮细胞凋亡的保护作用
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　　摘　要：目的　观察血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）对人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣｓ）的致凋亡效应及黄芪含药血清的保护作用。方

法　将培养的ＥＣＶ３０４分为以下３组：（１）空白对照组；（２）ＡｎｇⅡ诱导组，使培养基中 ＡｎｇⅡ终浓度为０、１×１０
－６、１×１０－５、１×

１０－４ ｍｏｌ／Ｌ，与细胞共孵育１８ｈ。ＭＴＴ法检测ＡｎｇⅡ对ＨＵＶＥＣｓ生长增殖的影响；流式细胞仪检测ＡｎｇⅡ作用后内皮细胞凋亡

率的变化；电子显微镜观察ＡｎｇⅡ诱导后内皮细胞的超微结构特点；（３）黄芪含药血清干预组，培养基中加入不同浓度黄芪含药血

清培养２４ｈ后，加入ＡｎｇⅡ（１×１０
－４ｍｏｌ／Ｌ）孵育１８ｈ，检测内皮细胞凋亡率的变化。结果　不同浓度的ＡｎｇⅡ均能抑制内皮细

胞生长增殖。不同浓度的ＡｎｇⅡ均可显著诱导内皮细胞凋亡。透射电镜下可见ＡｎｇⅡ诱导后内皮细胞的凋亡形态。黄芪含药血

清抑制ＡｎｇⅡ所诱导的内皮细胞凋亡。结论　黄芪含药血清具有内皮保护作用。
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　　血管内皮细胞的损伤和功能障碍是动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒ

ｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，Ａｓ）的启动环节。内皮细胞凋亡在Ａｓ发生、发展过

程中起重要作用［１２］。血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ，ＡｎｇⅡ）

是已知最强的缩血管活性物质之一，它有多种效应参与 Ａｓ进

程［３５］。中药黄芪具有益气养血之功效，黄芪注射液在临床上

可用于冠心病及糖尿病肾病的治疗［６７］。本课题旨在观察Ａｎｇ

Ⅱ致内皮细胞凋亡效应及黄芪含药血清的内皮保护作用，探讨

了ＡｎｇⅡ与Ａｓ发生的关系和黄芪含药血清的内皮保护效应。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器　黄芪（江西省中医院中药房）；Ｗｉｓｔａｒ大鼠

（南昌大学实验动物科学部）；人脐静脉内皮细胞株ＥＣＶ３０４

（中国科学院上海细胞生物研究所）；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ试剂

盒（美国ＢＤ公司）；ＲＰＭＩ１６４０培养基、胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ

公司）；ＡｎｇⅡ原粉、ＭＴＴ（美国Ｓｉｇｍａ公司）；超净工作台（苏州

安泰空气技术有限公司）；酶标仪（芬兰 Ｔｈｅｒｍｏｂｉｏａｎａｌｙｓｉｓ公

司）；流式细胞仪（美国ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司）；ＴｉｔａｃｈｉＨ６００

电子显微镜（日本日立公司）。

１．２　黄芪含药血清的制备　将黄芪水煎煮并浓缩至生药１ｇ／

ｍＬ。２０只 Ｗｉｓｔａｒ大鼠分入空白组、黄芪小剂量组、黄芪中剂

量组和黄芪高剂量组。黄芪以成人临床日用量的大鼠等效剂

量之１、２、４倍分别定义小、中、大剂量。每次灌药液４ｍＬ，空

白组灌等量生理盐水。在１周内连续每天给药２次，于末次给

药２ｈ后心脏取血。于４℃静置２ｈ，低温离心机３５００ｒ／ｍｉｎ

离心１５ｍｉｎ，分离血清。５６℃恒温灭活补体３０ｍｉｎ后，０．２２

μｍ微孔滤膜过滤，－２０℃低温保存，备用。

１．３　实验分组　在ＣＯ２ 培养箱内，用ＲＰＭＩ１６４０培养基（含

１０％胎牛血清）培养ＥＣＶ３０４，０．２５％胰酶及０．０２％ＥＤＴＡ用

于消化传代细胞。接种ＥＣＶ３０４于细胞培养板，待细胞生长

至亚融合状态，进行实验分组：空白对照组和ＡｎｇⅡ组，各组培

养基中ＡｎｇⅡ终浓度分别为１×１０
－６、１×１０－５、１×１０－４ ｍｏｌ／

Ｌ，培养１８ｈ后，检测各组细胞活力及凋亡率。黄芪含药血清

实验：将细胞分为阴性对照组（不作任何处理），空白对照组（加

生理盐水），黄芪含药血清小、中、大剂量组，培养基中加入不同

浓度黄芪含药血清培养２４ｈ后，再加入 ＡｎｇⅡ（１×１０
－４ ｍｏｌ／

Ｌ）孵育１８ｈ，检测该组内皮细胞凋亡率的变化。

１．４　ＭＴＴ法检测细胞活力　取出细胞培养板，小心弃去上清
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液，ＰＢＳ洗涤２～３次，每孔加入２０μＬＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ），在培养

箱３７℃，５％ＣＯ２ 条件下培养４ｈ。小心吸去孔内培养液。每

孔加入１５０μＬ二甲基亚砜。低速振荡１０ｍｉｎ，使结晶物充分溶

解，在酶联免疫检测仪４９０ｎｍ波长处测量各孔的吸光度值。

１．５　细胞凋亡检测　细胞消化收集后，制成单个细胞悬液，调

整待测细胞密度为５×１０５～１×１０
６／ｍＬ，取１ｍＬ细胞用ＰＢＳ

离心洗涤，１０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心１０ｍｉｎ，共离心３次，弃上清

液。将细胞重悬浮于２００μＬ结合缓冲液。加入１０μＬＡｎｎｅｘ

ｉｎＶＦＩＴＣ和５μＬＰＩ，轻轻混匀，避光室温反应１５ｍｉｎ。加入

３００μＬ结合缓冲液，流式细胞仪检测细胞凋亡。

１．６　电镜观察　收集细胞，离心沉淀后弃上清，２．５％戊二醛

固定３ｈ，磷酸缓冲液清洗，丙酮梯度脱水，１％四氧化锇固定

１．５ｈ，树脂包埋后进行超薄切片，经铀和铅双重染色后，置于

透射电镜下观察。

１．７　统计学处理　统计分析采用ＳＰＳＳ１３．０软件，计量资料

以狓±狊表示，比较采用方差分析及狇检验，以犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＡｎｇⅡ对内皮细胞增殖的影响　用 ＭＴＴ法检测细胞活

力：与空白对照组比较，不同浓度的 ＡｎｇⅡ对内皮细胞增殖均

有抑制作用，差异均有统计学意义（犘＜０．０１）。且随着 ＡｎｇⅡ

浓度增加，抑制作用越明显。见表１。

表１　　ＡｎｇⅡ对内皮细胞增殖的影响（狓±狊）

ＡｎｇⅡ浓度（ｍｏｌ／Ｌ） 吸光度值

０（空白对照组） ０．３６±０．０４

１×１０－６ ０．２２±０．０２ａ

１×１０－５ ０．１８±０．０１ａｂ

１×１０－４ ０．１５±０．０１ａｃ

　　ａ：犘＜０．０１，与空白对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与１×１０－６ｍｏｌ／Ｌ比

较；ｃ：犘＜０．０５，与１×１０－５ｍｏｌ／Ｌ比较。

２．２　ＡｎｇⅡ致内皮细胞凋亡效应　流式细胞仪检测不同Ａｎｇ

Ⅱ浓度组内皮细胞凋亡率，结果提示，在ＡｎｇⅡ作用下，内皮细

胞的凋亡率明显增加。与空白对照组比较，差异有统计学意

义，且ＡｎｇⅡ浓度越高，内皮细胞凋亡率越高，见表２。

表２　　ＡｎｇⅡ诱导内皮细胞凋亡（狓±狊，％）

ＡｎｇⅡ终浓度（ｍｏｌ／Ｌ） 内皮细胞凋亡率

０（空白对照组） ８．３２±１．２４

１×１０－６ ２６．４７±３．５８ａ

１×１０－５ ２８．８３±３．８２ａ

１×１０－４ ３４．３２±４．２７ａｂ

　　ａ：犘＜０．０１，与空白对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与１×１０－５ ｍｏｌ／Ｌ

比较。

图１　　电镜下凋亡内皮细胞超微结构（透射电镜×８０００）

２．３　电镜下凋亡内皮细胞超微结构的观察　内皮细胞经Ａｎｇ

Ⅱ诱导后，见细胞膜完整，细胞质浓缩，细胞核染色质浓缩、边

聚，呈团块状，表现为凋亡改变，见图１。

２．４　黄芪含药血清对ＡｎｇⅡ诱导内皮细胞凋亡的影响　不同

浓度黄芪含药血清培养２４ｈ后，加入ＡｎｇⅡ（１×１０
－４ ｍｏｌ／Ｌ）

孵育１８ｈ，流式细胞检测。结果表明，不同浓度的黄芪含药血

清均可使 ＡｎｇⅡ所致的内皮细胞凋亡率明显下降。提示黄芪

含药血清有内皮细胞保护作用，见表３。

表３　　黄芪含药血清对ＡｎｇⅡ诱导内皮细胞

　　　凋亡的影响（狓±狊，％）

组别 凋亡率

阴性对照组 ３４．３２±４．２７

空白对照组 ３２．８４±３．３２

黄芪含药血清小剂量组 ２６．５６±３．０８ａ

黄芪含药血清中剂量组 ２２．０２±２．６４ａｂｃ

黄芪含药血清大剂量组 ２０．８３±２．１８ａｂｄ

　　ａ：犘＜０．０１，与阴性对照组比较；ｂ：犘＜０．０１，与空白对照组比

较；ｃ：犘＜０．０５，ｄ：犘＜０．０１，与黄芪含药血清小剂量组比较。

３　讨　　论

血管内皮细胞位于血液与血管组织之间。它能合成和分

泌多种活性物质，实现复杂的生理功能。主要包括调节血管张

力及血压水平、维持凝血和纤溶系统的动态平衡、调节炎症细

胞的趋化、黏附和聚集等［８９］。血管内皮细胞的损伤将有利于

单核细胞的趋化迁移和脂质的沉积，导致 Ａｓ的发生。本研究

证实ＡｎｇⅡ可以通过诱导凋亡来产生抑制内皮细胞生长增殖

的效应，此结果与国外学者 Ｍａｒａｍｐｏｎ等
［１０］研究结果相一致。

说明ＡｎｇⅡ能通过诱导内皮细胞凋亡造成内皮细胞损伤参与

Ａｓ的发生、发展。

东汉《金匮要略》上即记载有方剂“黄芪桂枝五物汤”，以黄

芪为君药，主治血痹之证。祖国医学认为，黄芪具有益气固表、

敛汗固脱、托疮生肌、利水消肿等功效［１１］。杨庆有等［１２］证实

黄芪可以减轻心肌钙超载损伤，改善心肌的收缩和舒张功能。

动物实验证实，黄芪具有抗动脉粥样硬化的作用［１３］。黄芪注

射液可能通过加强对氧自由基的清除，维持血管内皮正常的功

能［１４］。本研究从细胞凋亡的角度探讨了黄芪含药血清的内皮

保护作用，此前未见报道。过程中，采用中药血清药理学研究

方法，将中药给大鼠灌服后，用含有药物成分的血清进行体外

实验，更接近药物在体内作用的真实过程［１５］。相比直接使用

中药粗制剂，可信度更高。

本研究观察到 ＡｎｇⅡ所诱导的血管内皮细胞凋亡能被黄

芪含药血清所抑制，说明黄芪含药血清具有明确内皮保护作

用。但黄芪成分复杂，作用广泛。具体是哪种有效成分，通过

何种具体机制，产生抗内皮细胞凋亡的效应，有待于进一步深

入研究与探讨。
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例肾部分切除伤术后２周因完全粘连性肠梗阻死亡。解剖发

现其创面胶壳与周围肠道形成了复杂的粘连，致使部分肠段梗

阻坏死。速效止血粉组１例贯通伤术后１周因尿血、尿潴留及

全身感染死亡，解剖发现死亡原因是在建立贯通伤模型时伤及

肾盂，速效止血粉未能有效止血，血液进入集合系统，继发上尿

路梗阻及严重感染引起家兔死亡。速效止血粉组２例部分切

除模型肾周出现较小的血肿，分析原因可能是形成的部分血凝

块脱落，导致继发性出血。

生物胶喷涂在体内脏器表面，在２～４周降解吸收并排出

体外。病理显示其在家兔肾脏创伤模型中的生物降解性较差，

术后１个月生物胶被纤维结缔组织包绕，成盔甲样包裹伤口，

易与肠道粘连，严重的粘连可造成肠道梗阻，甚至死亡，但同时

保证了创面完整性、密封性，利于创口修复。因此，生物胶对于

肾创伤的止血效果快速、稳定，在临床应用时应避免生物胶粘

连到周围脏器，术后若出现肠梗阻症状应及时处理。

生物胶对肾创伤的止血效果显著，明显优于速效止血粉，

术后出血及肠梗阻等并发症少见，伤口愈合好，值得进一步研

究推广。
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［１１］闫凌云．黄芪多糖对糖尿病肾病防治机制的研究进展

［Ｊ］．医学综述，２０１２，１８（１１）：１７２７１７２９．

［１２］杨庆有，陆曙，孙慧茹．黄芪对慢性心力衰竭患者心功能

与血清肿瘤坏死因子水平的影响［Ｊ］．中国中西医结合杂

志，２０１０，３０（７）：６９９７０１．

［１３］张俊峰，高振华，张桂英，等．黄芪三七有效成分配伍抗动

脉粥样硬化作用的实验研究［Ｊ］．山西中医，２００８，２４

（１０）：４４４５．

［１４］李绚，阎蓉华，罗照田，等．黄芪注射液对人脐静脉血管内

皮细胞的增殖作用［Ｊ］．华西药学杂志，２００５，２０（１）：４８

４９．

［１５］王洪武，倪青，林兰．中药含药血清的研究进展及其在中

医学中的应用［Ｊ］．北京中医药，２００８，２７（９）：６９８７０１．

（收稿日期：２０１４１０１５　修回日期：２０１４１２１０）
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