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牡砺糖胺聚糖对血管内皮细胞损伤的保护作用研究
王海桃 刘 赛 鞠传霞 于 因

(宵岛大学医学院 山东 青岛肠印U )

摘要 目的 :探讨牡场糖胺聚枪 ( O
一 C AG )对血管内皮细胞损伤 的保护作用

,

观察它对损伤 的血管内皮细胞 内一氧化氮

(No )
、

丙二醛 (MD A )含童及乳酸脱氮膝( L DH )活性的影响
。

方法 : 采用人脐静脉内皮细胞林 E C V 3( 抖 体外培养的方法
,

建立过氧

化氮 (玛场 )诱导的 内皮细胞损伤模型
,

噬吹蓝 ( M IT )比 色法观察牡场糖胺栗糖对血管内皮细胞增殖活性的影响
,

硝酸还原酶法
、

硫代巴比妥政法和峭基苯拼法分别检浏细胞内 No 的含量
、

细胞培养液内 MD A 的含童和 LDH 的活性
。

结果 :模型组较正常对照

组细胞增殖活性明显降低 (P < 0
.

0 1 )
。

与模型组相比
,

经牡场糖胺来精预处理的各保护组 (除 10闪犷d )细胞增殖活性明显增加 P(
< 0

.

05
,

P < 0
.

01 )
,

No 的含量增加
,

MD A 的含童和 LDH 的活性降低 ( P
< 0

.

01 )
。

牡垢糖胺泉枪 ( 100
、

么刃闪犷d )对于正常的内皮细

胞有促增技作用 ( P
< 0

.

05 )
。

结论 : 牡场糖胺菜箱对氧化损伤的血管内皮细胞具有保护作用
,

其作用机制可能与增加细胞 No 含

童
、

减少 MD A 生成和 LDH 释放有关
。

牡场枪胺聚特对正常血管内皮细胞在一定剂量范围内有促增殖作用
。

关健词 :私场糖胺聚糖 ; 内皮细胞 ;过氧化氮 ;一氧化氮 ; 丙二醛 ;乳酸脱氮畴

中图分类号 : R972 文献标识码 : A

S灿勿 ni ht e P找泊吮灯o n el 断况 st of Oy est
r 乡界侧砚Lha 叼 y

nac no 明皿祀ul ar
e仪Ol 吐eI lial Ce ll 坷

U叮
协讨刊心户匆墓一 `口。 ,

口U S滋
,

UJ C加翻
一 劣必

,

】
产

U 凡山乙

(及卿叻刚 of 户叨侧诫哪
,

月̀ 山过 〔汉崛
.

必卿如 U厄加” 勿
,

口奴州即
,

2肠工 1
,

以￡朋 )

A 砚刃1 人C T 创水d 悦
:

To
e v al ua et hat port Ce ti ve 砚力 o n of oy at e r

gyl oc as 面脚咖Cna ( O
一 G AG ) on het nij 训记

v

州对ar e
nd

o t玩山吐 既山

(v E。 )
,

nda in
v

翻 ga et 此 团玩 t s of o 一 G AG on het 。甲傲姗二 of N i示。 。石由 (NO )
,

M al e
i
c 肠目赫

y d e

( MD A )
,

L犯 at t e De ll y面哪Snea
( L DH ) ni h

muna
VEQ

.

加血仙曰面 :
口

n le e议为山山吐沈U s tr 苗n J h

~
训曲正。目诫

n

~
c』汕司认 vi otl

,
田记 a n 称既 1 af VE山 nij

u x仪 1场场
-

面娜
n
讲功` de (线场 ) ~ 时曲U山曰

.

” 犯 如心u e
Cn

e of o 一 c A G 。 此 p or elif 耐
v e ac d vyit of v E Cs was 论耽Vr 记 场

~
of 翻n T 日艾旧 y

.

叨犯 lev e sl of NO
,

MD A 出日 L DH ni e ul ut 花 皿刁junl ~ ~
姗曰

.

R留川 . : O知四初 袱 ht 此 加爪目 印
n tOr I即Qu p

,

het p d 流ar ti
v e ac ti vi yt

` v E Cs ni n以妞 g陷 u p er m ` h阎 y d 父德阳曰 ( P < 0
.

01 )
, w肠k ni eac h p or Cet veti

g心 u p衅恤咸目勿 0 一 C AG (
e x
Ce p t 1 0闪犷而 )

,

hat P司膝

e
ar ti ve 班无vi yt of VECs 曲vi 仙 ly i拙er 出 ed ( P < 0

.

05
,

P < 0
.

01 )
.

0 一 GAG oc 』d i

~
此 k v e l of No 耐 山沈总阳司 het le v e sl of MD A 田记

LDH ni 。

一
n
如 ti二 一 d e

讲闭即 t

~
(P < 0

.

01 )
.

仆e o 一 c AG oc
n

加 19旧 u详 ( 100 阴犷ml
,

2X()I 州d )
C o ul d i

~
het p or] 睑” ti ve ac

-

ti vi yt of r

加
翔目 v ECs (P < 0

.

05 )
.

C . 趁加目阅
: O 一 GAG c

, p旧 t
ect 此 v ECS 丘训

1

珑仇 一 i司 uc曰 坷哪厂 n
l e

~ ha ` ms m ya 娩 曰以司 衍 ht

此 诚~
of NO el v

山 朋 d dec

~
J MD A 罗

n

ear it on
a.记 L DH 比 el eas

.

o 一 CAG nac
pm eifl ar te

hat
n o nr目 V EC8 ni a ec血山

`
h
习 g e

.

K e y W份 ds
:
Q押 te r

砂” 扣 n6a `加砂y c a n ; D记浏比石已 沈玉 ; H y面娜 n pe or 石 d e ; Ni rit 。 俪 ds ; M日 e
ci 众司山 hyd

e ; 肠 d鱿 e

氏 h洲吻罗 n8ea

血管内皮细胞 (V ECa )的损伤在动脉粥样硬化的形成中起

着重要的作用
,

它与脂质沉积
、

炎症反应以及平滑肌细胞的增

殖
、

迁移作为动脉粥样硬化的主要病理改变
,

成为众多心血管

疾病的直接原因
。

牡砺体内含有多种活性成分
,

如不饱和脂

肪酸
、

牛磺酸
、

多种氨基酸
、

糖类
、

维生素
、

微量元素等川
。

研

究表明
,

牡砺提取物具有抗菌
、

抗病毒
、

增强免疫功能的作用
,

对高血糖小鼠还具有保护作用 2[]
。

近年来研究报道
,

牡砺提

取物对在体的动物模型具有调血脂
、

抗动脉粥样硬化作用 [, ]
。

本文采用体外细胞培养的方法
,

用过氧化氢诱导 VE Cs 损伤
,

研究牡砺糖胺聚糖 ( 0
一 GA G )对 VE仓 损伤的保护作用及可能

机制
。

1 材料与方法

作者简介
: 王海桃

,

女
,

( 1兜 1一 )
,

硕士在读
,

研究方向为心血管药理学
。

通讯作者
:
刘赛

,

女
,

( l仍 1一 )
,

教授
,

研究方向
,

心血管药理学
。

E 一 n . il :l iu 叨巧巧 1@ 】汤
.

以幻 ,

(收稿日期
: 2以万 一

伪
一 or 接受 日期

二2X( 万 一
07

一 23 )

1
.

1 实验材料

O 一 GAG (青岛大学医学院药理学教研室提供 ) ; 玩仇 (山

东高密制药厂 ) ;一氧化氮 (No )
、

丙二醛 (M DA )及乳酸脱氢酶

( I刀H ) 检测试剂盒 (南京建成生物研究所 ) ; 酶标仪 (英国
口

n沈田,

公司 )
;
72 Bl 型紫外分光光度计 (上海第三分析仪器

厂 ) ;超声波细胞粉碎机 (宁波新芝生物科技股份有限公司 )

1
.

2 细胞培养

本实验中所用的细胞株为 E CV 3( 抖
,

用 DM EM 含高糖培养

基 (含 10 %胎牛血清 )在含 5% Cq 的细胞培养箱中
,

37 ℃常规

培养
,

实验采用传代细胞
。

1
.

3 0 一 C AG对暇化损伤及正常的 V E仓 增殖活性的影响

1
.

3
.

1 实验分组
:

实验共 12 组
:

正常对照组
、

损伤模型组 (过

氧化氢 , 闪岁d )
、

肝素对照组恤” 闪刻d
,

过氧化氢 犯 J州d ) O

一 GAG 保护组 (0 一 GAG 分别为 10
、

50
、
100

、

200 月加汉幻闪犷d
,

过氧化氢 50闪犷d )
、

o 一 c A G 对照组 ( o
一 G AG 分别为 100

、

2X() 袱刃闪犷d )

1
.

3
.

2 条件培养
:

将传代的 VECs 按 105 / d 接种于% 孔板至

汇合状态时
,

换成无血清的 DM EM 培养基
,

同时肝素组
、

O -

G AC 保护组和 O 一 C AG 对照组分别加人相应浓度给予处理
,
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培养 4 2小时后
.

模型组
、

肝素组和 0一 G G A保护组分别加人含

H Z m (终浓度为 5 0叫岁d )的培养基
,

12 小时后终止培养
。

1
.

3
.

3 M r l
,

测定
:

终止培养后加人 MT下犯川
,

继续孵育 4 小时

后
,

每孔加人 么刃川的二甲亚矾
,

振摇
,

置于酶标仪 570r 叻 处测

定各孔吸光度值
,

以分析细胞的增殖活性
。

1
.

4 0 一 CA G 对氛化损伤的 VD Cs 内No
、

MD A 和 LDH 表达的

影响
1

.

4
.

1 实验分组
:

分为正常对照组
、

损伤模型组 (过氧化氢

50 ”岁d )
、

肝素对照组 (肝素 么刃闪犷d
,

过氧化氢 印尸岁d )
、

0

一 c A G 保护组 ( o 一 GAG 分别为 50
、

100
、

2印闪犷耐
,

过氧化氢

义叭岁d )
、

0 一 GAG 对照组 ( O 一 CA G I的
、
2X() 沌刃闪岁d )

。

1
.

4
.

2 条件培养
:

同上
,

收集培养液 一
20 ℃保存备用

,

H出永
’ 。

液洗涤细胞 3 次
,

调整细胞数为 1肠 / d
,

超声细胞粉碎仪粉碎

细胞
。

1
.

4
.

3 一氧化氮浓度测定
:

亚硝酸 /硝酸根离子为 No 的稳定

代谢产物
,

已经被证实为指示 NO 的优良指标
,

分别收集各组

粉碎的细胞
,

测定亚硝酸 /硝酸根离子的含量
。

1
.

4
.

4 MD A 的测定
:

采用 TB A (硫代巴 比妥酸 )显色法
,

过氧

化脂质降解产物中的丙二醛 ( MD A )可与硫代巴 比妥酸 (T BA )

发生缩合反应
,

生成红色产物
。

通过比色法测定各组细胞培

养掖中的 MD A 含量
。

1
.

4
.

5 LDH 的测定
二
L DH 能催化乳酸生成丙酮酸

,

后者与 2
,

4一二硝基苯麟反应生成的物质在碱性中呈棕红色
。

通过比

色求出各组细胞培养液中 1刀H 的活力
。

1
.

5 统计学处理

数据以 元士 。
表示

,

多个均数间比较采用方差分析
,

然后进

行两两比较的 q 检验
。

采用 S只粥 10
.

0 软件操作
,

P < 0
.

05 表示

差异有统计学意义
,

P < o
.

m 表示差异有显著性统计学意义
。

表 1 0 一 C A G 对权化损伤及正常的 v EQ 增殖活性的影晌《又士 , , n 二

8 )

T ba le 1 Th
e 团?Ce St J O 一 CGA 二 het l〕orl i坛阁 i v e a e ti 访yt j no m司 田记 in

-

」姗司 V EQ
·

分组

正常对照组

损伤模型组

O 一Ac G 保护组

10户扩d

坳可而
1X() 闪犷时

么刃闪扩d

《 刃 l侣 / d

成肠
J

了而

0 一 CA G对照组

1X() 仁岁时

火肠
J

创耐

粼刃矛娜 d

肝素组

O D值

0
.

佑9 + 0
.

0
.

肠 7 十 0
.

2印

0 18

0
.

佣 3 + 0
.

0 1 1

0
.

1卯
+ 0

.

(洲万
.

0
.

334
+ 0

.

仪巧̀

0
.

铭3 + 0
,

仍1`

0
.

9 15 + 0
.

仍8 `

1
.

1叩
十 0

.

《场石̀

1
.

3 29 十O
,

1的
c

1
.

5 68 + 0
.

155
c

1
.

仪组 + 0
.

168

0
`

25 9 + 0
.

05 7 `

a : P < 0
.

仍
,

与模型组比较 ; b : P < 0
.

01
,

与模型组比较
, c : P < 0

.

仍
,

与正常对照组比较
。

:a Q用科阁 初ht m 司d g 仪 IP
,

P < 0
.

05 ; b : Q 川卿司 袱ht m “ k 】

夕. 平
,

P < 0
.

01 ; c :

伍
1

, 耐 袱 ht n仪. 目 咖
加日 孚. Jp ,

P <
.0 仿

.

表 2 0 一 C AG 对级化扭伤的 V EQ 的 MAD
、
LD H 和 N O 表达的影晌《云

土 s , n 二 5 )

肠山】e Z 仆
e 田?Ce 扫 苗 O 一 C A G 训us HZ m . 此 。 甲几, , 二 J N O

,

MAD
. 记 LD H

.

分组

正常对照组

损伤模型组

0 一 CA G 保护组

低浓度组

中浓度组

高浓度组

0 一 G A G对照组

肝素组

NO (脚心几 )

对
.

5 13 + 0
.

7印

8
.

126
+ 1

.

石肠
“

MD A (份诩F 间 :

1
.

仪币 + 0
.

仪目

3
.

37 1 + 0
.

加 7
c

LD H ( U / L )

1印 7 +
卯

肠 3 2 + 5 8
c

2 结果

2
.

1 0 一 GA G 对氧化损伤的 v E CS 增殖活性的影响

与正常对照组比较
,

给予 氏q 后戊E Q 的增殖活性明显

降低 (P
< 0

.

01
,

表 1
,

T司d e
l )

。

与模型组比较
,

除 0 一 C AG 最低

剂量组 ( 10闪犷d )外
,

0 一 CAG 各浓度保护组及肝素对照组的

内皮细胞活性均有所增高
,

且随着 O 一 CA G 浓度的增加
,

细胞

活性逐渐增高 (图 1
,

fi

guez
l )

,

与模型组间有显著性差异 ( P
< 0

.

05
,

表 1山山 le l )
,

且 0 一 CAG 各实验组间也有显著性差异 ( P <

0
.

05 )
。

此外
,

各 0 一 c AG 对照组与正常对照组相比么刃洲穿耐

与 1田闪犷d 都可以使细胞活性增强 (P < 0
.

05 )
,

而 粼刃叫扩耐组

细胞与对照组相比
,

没有明显差异 ( P > 0
.

05
,

表 1
,

毛山 l
e

;l 图

2
,

fi目
J况 2 )

2
.

2 0 一 C AG 对权化损伤的 VECS 内 NO
、
MD A 和 L DH表达的

影响

与模型组相比
,

O 一 GAG 保护组随着 0 一 G AG 浓度的增

加
,

VD臼产生 NO 的量逐渐增加
,

产生 MD A 和渗出的 LDH 的

量逐渐降低
,

各实验组与正常对照组间均有显著性差异 ( P <

0
.

01 )
,

且各实验组间也有显著性差异 ( P < 0
.

05 )
。

除此之外
,

0

一 G AG 对照组与正常对照组相比
,

产生 No 的量明显增加
,

而

MD A 和 L DH 的量明显降低了
,

且均有显著性差异 ( P < 0
.

01
,

表

2
,

T司日e
Z )

。

13
.

63 1 + 0
.

义5 卜

16
.

引万十 0
.

7 3 3`

19
.

8 19 + 0
.

铭妒

琳
.

印 8 + 1
.

乃 5

20
.

63 3 + l
.

47 3 b

2
.

月加
+ 0

.

124t
1

.

肠 2 十 0
.

0到
.

1
.

2工
+ o

.

195t
0

.

刃 3 + 0
.

(义刃

1
.

6, 4 十 0
.

巧护

5 130
+ s l b

45 51
十

砂
义拓 7 +

刀
`

! 534
+
72

3如 l + 15 5̀

。 : P < 0
.

05 ; b: P < 0
.

01
,

与模型组相比 ; 。 : P < 0
.

01
,

与对照组比较
.

。朋脚间 衍ht m闭 d g 仪甲
,

:a P < .0 仿 ; :b P < 0
.

01
.

Q 曰钾阁 认山

c凹OZt I夕阅 P
, c : P < .0 01

.

3 讨论

近年研究已证明 M T T 比色法可用于研究 VD伪 的活性
。

M r l
,

参与活细胞线粒体的能量代谢
,

它的形成量反映了线粒

体的代谢活力 [’]
。

过氧化氢是活性氧
,

可促进 自由基生成
。

生物体内过氧化氢如不及时被过氧化氢酶和谷脱甘肤过氧化

物酶消除
,

它可透过细胞膜
,

在膜外与对
+

或 C了
十

生成经 自

由基 HO
· ,

从而引发脂类过氧化而导致细胞损伤 5[]
。

本实验

中发现
,

珑仇使 V ECS 活性降低
,

表明 玩仇 可损伤 v E Cs 的线

粒体
,

而预先加人 O 一 G AG
,

VE CS 的增殖活性明显增加
,

说明 O

一
GAG 可减少 珑仇对 v ECs 损伤

。

此作用可能对 v E C s

损伤

时的修复具有重要作用
。

另外在正常的 VE C 生长过程中加人

一定浓度的 O 一

GA G
,

细胞的增殖活性与对照组相 比明显增

加
,

在 2田闪扩d 时作用最强
,

说明 0 一 G AG 有促进 v D比增殖

的作用
。

该作用具有明显的量效关系
:

随着药物浓度的增加
,

其保护作用越明显
,

达 粼刀川岁d 时细胞的增殖活性与对照组
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相同
。

乳酸脱氢酶 (L DH )是细胞损伤的重要标志之一
。

当内皮

细胞膜脂质发生过氧化时
,

膜结构遭受破坏
,

细胞通透性就会

明显增加
,

因此细胞 I刀H 渗出增加 ; 若进一步加重
,

可导致细

胞代谢功能减退直至死亡
。

本实验结果显示
,

过氧化氢使细

胞释放 LDH 增加
。

当预先加人 0 一 G AG 后
,

可使 LDH 释放减

少
,

表明 O 一 C AG 可保护 VE CS 的完整性
。

丙二醛 (MD A )是细胞氧化损伤的代表性产物
,

它是在氧

自由基攻击细胞膜中的不饱和脂肪酸引发的脂质过氧化反应

形成的
,

它可以使细胞膜的稳定性和通透性发生改变 ; MD A 还

可以增强血小板活性
,

使血小板花生四烯酸的释放及代谢活

跃
,

结果 1伙卫口 产生增 多
, r

以B2 产生过程中也可产生大量

MD A
,

形成恶性循环
。

已知脂质过氧化物的产生增加与动脉

粥样硬化形成密切相关
,

因此检测 MD A 含量的高低可以间接

的反映细胞损伤的程度
。

本实验结果显示
: O 一 CAG 可降低过

氧化氢诱导的 V ECs 生成 M DA
,

且存在剂量依赖性
,

提示 O -

G AG具有抗过氧化反应性损伤的能力
。

这可能与牡砺提取物

具有抑制活性氧的形成或直接清除已形成的活性氧有关
,

从

而拮抗过氧化氢对 VEC s

的脂质过氧化而保护 VECs
。

以上结

果均提示 O 一 CAG 可通过对抗 VE山损伤从而保护其完整性
。

一氧化氮 (No )主要由血管内皮细胞产生
,

具有广泛的生

物学效应
,

它不仅可以舒张血管平滑肌
、

参与机体的免疫反

应
,

还有抗血小板凝集
、

抗血小板和血细胞粘附
、

抗血管平滑

肌细胞增生等作用6[]
。

No 在体内由 L 一 精氨酸在一氧化氮合

酶 ( N OS )的催化作用下生成
,

主要以局部弥散的方式激活靶细

胞的可溶性鸟昔酸环化酶 ( CG) 生成 ` M r
,

再经蛋白激酶 G

( PKG )磷酸化效应蛋白而发挥其作用
。

本实验结果显示
:

过氧

化氢可使内皮细胞释放的 No 明显减少
,

而预先加人了三种浓

度的 O 一 CA G 之后均可以对抗 玩场 导致的血管内皮细胞损

伤
,

对血管内皮细胞合成分泌 N O 的功能具有保护作用
,

增加

No 的释放
,

有利于 N O 挥发
,

从而产生舒张血管
,

抗血小板和

血小板聚集
、

猫附等作用
。

本实验研究说明
,

牡砺糖胺聚糖 ( O 一 GAG )在一定剂量范

围内对正常血管内皮细胞有促增殖作用
,

可以对抗 凡伍诱导

的内皮细胞脂质过氧化损伤
,

对血管内皮细胞产生保护作用
,

其机理可能与其抗脂质过氧化作用有关
。
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4 讨论

实验结果表明当日给药组和肿瘤直径 0
.

3ncl 组与空白对

照组比较
,

肿瘤生长速度显著减缓
,

生存时间明显延长 ; 而肿

瘤直径 o
.

6 e m 组小鼠肿瘤的生长速度及小鼠的生存时间与空

白对照组比较则无统计学意义
,

说明在肿瘤生长的一定时期

单独应用当归补血汤有明显抑制肿瘤生长的作用
。

当归补血汤以补益为主
,

可能无直接祛邪的作用
。

有研

究证明
,

补气养血方剂对有增殖能力的肿瘤细胞没有直接抑

制作用 [’]
。

本研究结果提示
:

①在接种肿瘤的当天应用当归

补血汤可延长小鼠成瘤时间并延缓肿瘤的生长②在肿瘤生长

的早期也可以显著抑制荷瘤小鼠肿瘤的生长
,

③预防及肿瘤

早期应用可显著延长小鼠生存时间④肿瘤长到一定大小单独

应用当归补血汤无明显抑制肿瘤生长的作用
。

研究表明补益

中药的抗癌作用可能在不同环节
、

不同程度上增强机体的抗

肿瘤免疫反应
,

通过增强免疫细胞和免疫因子的活性
,

而达到

间接抗肿瘤的目的s[]
。

我们的研究证明
,

当归补血汤对荷瘤

小鼠的 T 细胞及巨噬细胞等的功能均有明显的促进作用
,

这

方面的工作将另有文章发表
。

临床大都用加味当归补血汤对

放
、

化疗肿瘤患者进行辅助治疗
,

但中医药抗癌的传统思维认

为
,

应慎用或不用养血药
,

唯恐引起肿瘤细胞的迅速增殖
,

所

以养血药能否应用于肿瘤患者以改善其正气不足
,

至今尚无

统一定论闹
,

因此对肿瘤晚期单独应用传统当归补血汤作为

辅助性用药是否合适还将有待研究探讨
。
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