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血脉宁对血管内皮细胞的保护
及Ｅ选择素的影响※

□ 陈　民

（辽宁中医药大学附属医院　辽宁　沈阳　１１００３２）

　　摘　要　目的：研究血脉宁颗粒对血管内皮细胞 （ＥＣＶ）的保护及 Ｅ选择素 （Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ）表达
的影响，以探讨血脉宁保护血管内皮细胞的机理。方法：以高脂血清、高脂血清加含药血清培养内皮

细胞；ＥＬＩＳＡ法检测培养上清液ｖＷＦ、ＴＸＢ２、ＰＧＩ２含量，ＲＴＰＣＲ检测 ＥＳｅｌｅｃｔｉｎｍＲＮＡ表达，Ｗｅｓｔ
ｅｒｎＢｌｏｔｉｎｇ检测ＥＳｅｌｅｃｔｉｎ蛋白。结果：造模组 ＥＣＶｖＷＦ、ＴＸＢ２增加、ＰＧＩ２下降、Ｅ选择素表达明
显增高；血脉宁组 ｖＷＦ、ＴＸＢ２低于造模组、ＰＧＩ２高于造模组、Ｅ选择素表达明显低于造模组。结
论：血脉宁含药血清可以使高脂血清损伤的ＥＣＶｖＷＦ、ＴＸＢ２含量下降、ＰＧＩ２含量升高、Ｅ选择素表
达下降；血脉宁具有保护损伤 ＥＣＶ的作用，其机理与其降低 ｖＷＦ、调整 ＴＸＢ２、ＰＧＩ２含量、降低
ＥＣＶＥ选择素表达有关。
　　关键词　血脉宁颗粒　血管内皮细胞　Ｅ选择素

１　材料与方法
１１　高脂血清与含药血清的制备　高脂饲料加地塞
米松注射方法造成高脂血证大鼠模型，制作高脂血

清；雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠灌服血脉宁高剂量、常规剂量，
制作血脉宁含药血清［１］。

１２　细胞培养及分组　生长良好的内皮细胞，吸去

培养液，加１ｍｌ０２５％胰蛋白酶，轻轻晃动培养瓶，
使胰蛋白酶覆盖整个瓶底。室温 （２５℃以上）消化３
～５分钟，镜下见细胞质回缩，细胞间隙增大时，加
２ｍｌ含血清培养液，终止消化。弯头吸管吸取瓶内培
养液，反复吹打瓶壁细胞，制成单个细胞悬液，计数

细胞数量，调整细胞数至 ５×１０６，根据不同实验方
法，分别装入培养瓶及培养版中，补足培养液，

３７℃、５％ＣＯ２孵育２４小时，倒置相差显微镜下观察
细胞贴壁生长良好，按分组以不同比例、不同成分血

清培养液，３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度条件下分别培养
２４小时、４８小时。

２４小时：
正常组：ＥＣＶ＋小牛血清１０％———２４Ｈ
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空白组：ＥＣＶ＋正常鼠血清２０％———２４Ｈ
对照组：ＥＣＶ＋高脂血清 １０％ ＋正常鼠血清

１０％———２４Ｈ
造模组：ＥＣＶ＋高脂血清２０％———２４Ｈ
中药组 （常）：ＥＣＶ＋高脂血清１０％ ＋中药血清

（高）１０％———２４Ｈ
中药组 （高）：ＥＣＶ＋高脂血清１０％ ＋中药血清

（常）１０％———２４Ｈ
西药组：ＥＣＶ＋高脂血清 １０％ ＋西药血清

１０％———２４Ｈ
４８小时：
正常组：ＥＣＶ＋小牛血清１０％———４８Ｈ
空白组：ＥＣＶ＋正常鼠血清２０％———２４Ｈ去上清

＋正常鼠血清２０％———２４Ｈ
对照组：ＥＣＶ＋高脂血清２０％———２４Ｈ去上清 ＋

正常鼠血清２０％———２４Ｈ
造模组：ＥＣＶ＋高脂血清２０％———２４Ｈ去上清 ＋

高脂血清２０％———２４Ｈ
中药组 （常）：ＥＣＶ＋高脂血清２０％———２４Ｈ去

上清＋中药血清 （常）２０％———２４Ｈ
中药组 （高）：ＥＣＶ＋高脂血清２０％———２４Ｈ去

上清＋中药血清 （高）２０％———２４Ｈ
西药组：ＥＣＶ＋高脂血清２０％———２４Ｈ去上清 ＋

西药血清２０％———２４Ｈ
１３　酶联免疫法 （ＥＬＩＳＡ）检测培养上清液　ｖＷＦ、
ＴＸＢ２、ＰＧＩ２含量生长良好的内皮细胞，用０２５％胰
蛋白酶消化，以５×１０６个细胞／孔接种于９６孔板的细
胞培养板，待细胞融合生长，加培养液及施加因素

（分组方法同上），３７℃ ５％ＣＯ２孵育 ２４小时，酶标
仪分别检测培养液上清中ｖＷＦ、ＴＸＢ２、ＰＧＩ２含量。
１４　ＲＴＰＣＲ方法检测 ＥＣＶＥｓｍＲＮＡ　取培养好的
细胞，浓度约５×１０６。用Ｔｒｉｚｏｌ抽提总 ＲＮＡ，紫外分
光光度计测定浓度。按以下条件配制反转录反应液：

ＭｇＣｌ２４μｌ、１０×ＲＮＡＰＣＲＢｕｆｆｅｒ４μｌ、ＲＮａｓｅＦｒｅｅ
ｄＨ２Ｏ８５μｌ、ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ（各 １０ｍＭ）２μｌ、ＲＮａｓｅ
Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ０５μｌ、ＡＭＶＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ×１１μｌ、
Ｒａｎｄｏｍ９ｍｅｒｓ１μｌ、实验样品ＲＮＡ１μｇ。按以下条件
进行反转录反应：３０℃ １０分钟，４５℃ ３０分钟，９９℃
５分钟，５℃ ５分钟，以生成 ｃＤＮＡ。ＰＣＲ扩增 ＥＳｅ

ｌｅｃｔｉｎ片断 （１８６ｂｐ），以 βａｃｔｉｎ（５３２ｂｐ）做内参。
引物序列：ＥＳｅｌｅｃｔｉｎ上游：５ＡＧＴＡＡＴＡＧＴＣＣＴ
ＣＣＴＣＡＴＣＡＴＧ３，；下游：５ＡＣＣＡＴＣＴＣＡＡＧＴ
ＧＡＡＧＡＡＡＧＡＧ３，［２］。βａｃｔｉｎ上游：５ＡＡＧＧＡＴ
ＴＣＣＴＡＴＧＴＧＧＧＣ３，；下游：５ＣＡＴＣＴＣＴＴＧＣＴＣ
ＧＡＡＧＴＣ３，。（由宝生物大连有限公司合成）。ＰＣＲ
反应体系：ＭｇＣｌ２６μｌ、１０×ＲＮＡＰＣＲＢｕｆｆｅｒ８μｌ、灭
菌蒸馏水 ６３５μｌ、ＴａＫａＲａＴａｑ０５μｌ、上游特异性
ＰＣＲ引物 １０μｌ、下游特异性 ＰＣＲ引物 １０μｌ。反应条
件：９４℃预变性２分钟开始循环，９４℃ ３０秒→５２℃ ３０
秒→７２℃１分钟，共３０Ｃｙｃｌｅｓ。最后７２℃充分延伸１０
分钟。２％琼脂糖电泳 （１５０ｖ３０ｍｉｎ），溴已锭浸泡１０
分钟，凝胶仪成像，ＡｌｐｈａＩｎｎｏｔｅｃｈ凝胶图像采集系统
分析。以上反应重复三次，均取得一致结果。

１５　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｉｎｇ检测内皮细胞 ＥＳｅｌｅｃｔｉｎ蛋白的
表达　经裂解膜蛋白，酚试剂法定蛋白浓度，调定蛋
白浓度后，以聚丙烯酰胺凝胶电泳 （ＳＤＳＰＡＧＥ）分
离蛋白。以湿式电泳槽，遵循膜在正极，胶在负极原

则，５０Ｖ１００ｍＡ２小时转印至将硝酸纤维素膜上。封
闭液封闭硝酸纤维素膜。山羊抗人 ＥＳｅｌｅｃｔｉｎ多克隆
抗体以 １：３００稀释 （用含 １％ＢＳＡ的 ＴＴＢＳ（Ｔ
Ｔｗｅｅｎ２０）），４℃孵育过夜，ＴＴＢＳ洗涤５分钟×２次。
辣根过氧化物标记兔抗山羊 ＩｇＧ稀释成１∶５０００），室
温孵育２小时，取出后 ＴＴＢＳ洗涤 ５分钟 ×２，再以
ＴＢＳ洗涤５分钟。加入发光试剂１分钟，暗盒内曝光
１分钟，显影５分钟，定影５分钟。凝胶图像采集系
统 （ＡｌｐｈａＩｎｎｏｔｅｃｈ）分析结果。
１６　统计方法　所有数据以ｘ±ｓ表示，组间比较采
用方差分析，应用ＳＰＳＳ１００软件处理。

２　结果
２１　培养液ｖＷＦ含量测定结果　见表１。

表１　ｖＷＦ含量结果 （ｘ±ｓ）

分组 ２４小时 ４８小时
空白组 　００５７±００００＃ 　００６４±００００＃
对照组 ０４５６±０００３ ０４７７±００１０
造模组 ０６３９±０００２＃△ ０８０９±０００３＃△
中药组 （常） ０３０１±０００３＃ ０３５０±０００４＃
中药组 （高） ０１２３±００００＃ ０２３２±０００１＃
西药组 ０３２７±０００３＃ ０４３６±００２５＃

　　注：与造模组比较，Ｐ＜００５；与对照组比较，＃Ｐ＜
００５；造模组２４小时与４８小时比较，△Ｐ＜００５。
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２２培养液ＴＸＢ２、ＰＧＩ２含量测定结果 　见表２。
表２　ＴＸＢ２、ＰＧＩ２含量结果 （ｘ±ｓ）

分组
ＴＸＢ２

２４小时 ４８小时

ＰＧＩ２

２４小时 ４８小时

空白组 ０９４６±００２７＃ １３３７５±１０９７＃ ５９９３５±０６４５＃ ４６８７３±００８９＃

对照组 ６４５８３±３０４０ １０８８３３±５３１７ ８２２２±０１２４ ６９７３±０１３４

造模组 １２５１６７±６０１４＃△ １４７１６７±１２８７５＃ ４６７０±００４７＃△ ３８４７±００７９＃

中药组 （常） ３２０００±３８８６＃ ５３７１７±１０３０＃ ３１５２３±０２８５＃ ２９０１２±０１３５＃

中药组 （高） ２２７９２±１４９１＃ ４１１３３±３２０４＃ ４０２９５±０４０９＃ ３５４９５±０２０２＃

西药组 ６２１８３±５６０８＃ ７４７３３±３４９６＃ １３６４３±０１２１＃ １０３４２±０１６１＃

　注：与造模组比较，Ｐ＜００５；与对照组比较，＃Ｐ＜００５；造模组２４小时与４８小时比较；△Ｐ＜００５。

２３　血脉宁对ＥＣＥＳｅｌｅｃｔｉｎｍＲＮＡ影响 （ＲＴＰＣＲ）　见图１、２。

!

"#!

!#$

!#%

!#&

!#'

!#(

!#)

!#$')

!#"'*

!#$)*

!#'+(

!#%$

!#"!'

!#!%'

!

!

"#$%

!"# !"$%&

&'

'(#

!"#!"#$%&'()'*+',-' !".-

!

)

"($%

!"# !"$%&

&'

)*$

!

"#!

!#$

!#%

!#&

!#'

!#(

!"#!/.$%&'()'*+',-' !".-

!#!)"

!#"'!

!#$!#

!#"$

!#"#'

!#!$!

!#'"

２４　血脉宁对ＥＣＶＥＳｅｌｅｃｔｉｎ蛋白影响 （ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｉｎｇ）　见图３、４。
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３　讨论
血管内皮细胞在血液和组织之间提供了一个选择

性透过屏障和非血栓形成表面。近年来细胞培养等离

体组织培养方法的不断进展，使血管内皮细胞损伤的

离体研究不断深入，因此对于血管内皮细胞损伤的

模型的研究也随之不断深入，尤其是应用中药单方、

复方对内皮细胞损伤的研究方面［３，４］，更进一步从离

体实验中观察了中医的证型与现代研究的内皮损伤

有机结合，对于阐明中药防治动脉硬化的机理具有
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重要意义。

ｖＷＦ由血管内皮细胞及巨核细胞合成和分泌，是
一种存在于血浆、内皮细胞表面和血小板α颗粒的糖
蛋白。当内皮细胞损伤、变性、脱落等时，内皮细胞

产生ｖＷＦ增多。在各种血管性疾病中得到广泛证实，
ｖＷＦ水平的增加是血管内皮细胞损伤的标志物之
一［５］。（ＴＸＡ２）是由血小板微粒体合成并释放的一种
具有强烈促进血管收缩和血小板聚集的生物活性物

质，除血小板外，内皮细胞也能合成和释放 ＴＸＡ２；
前列环素２ （ＰＧＩ２）是由血管壁内皮细胞合成和释放
的一种抗血小板聚集和舒张血管的生物活性物质［６，７］。

ＴＸＡ２和ＰＧＩ２在正常情况下处于动态平衡，对血管状
态和血小板功能具有强烈的相反的生物学作用，参与

机体生理调节和多种病理过程。但两者极不稳定，迅

速转变为稳定但无生物活性的 ＴＸＢ２和 ６酮ＰＧＦ１α，
因此，测定 ＴＸＢ２和６酮ＰＧＦ１α可以反应血中或培养
上清中 ＴＸＡ２、ＰＧＩ２的浓度

［８］。Ｅ选择素又称内皮白
细胞粘附分子 －１，为表达于炎症部位内皮细胞上的
粘附分子，其功能主要是介导白细胞在内皮细胞表

面的滞留和滚动，以及随后迁移到炎症部位［９］，在

活化后的内皮细胞上表达，是内皮细胞受损的标

志［１０］。

本实验以高脂血清培养血管内皮细胞，可见造模

组与对照组比较其培养液中 ｖＷＦ、ＴＸＢ２升高，ＰＧＩ２
降低，ＥＳｅｌｅｃｔｉｎｍＲＮＡ表达、ＥＳｅｌｅｃｔｉｎ蛋白表达增
加，透射电镜下见线粒体肿胀，嵴消失，内质网扩

张，细胞核切迹等损伤改变，表明高脂血清引起血管

内皮细胞损伤。

血脉宁药物组成有黄芪、党参、绞股兰、丹参、

赤芍、茯苓、半夏、菖蒲、川芎等，具有祛痰化瘀的

功效。实验结果表明，血脉宁与阿托伐他汀药物血清

组与造模组比较，其培养液中 ｖＷＦ、ＴＸＢ２降低，
ＰＧＩ２升高，ＥＣ表面ＥＳｅｌｅｃｔｉｎｍＲＮＡ表达、ＥＳｅｌｅｃｔｉｎ
蛋白表达下降，透射电镜下可见ＥＣ损伤性改变好转；

血脉宁组优于阿托伐他汀，且其高剂量组优于常剂量

组。从实验结果可见，血脉宁具有防治高脂血清对

ＥＣ的损伤，改善ＥＣ形态，保护 ＥＣ功能的作用。其
作用机理与其降低 ＥＣｖＷＦ、ＴＸＢ２含量，提高 ＰＧＩ２
含量，调整ＴＸＢ２、ＰＧＩ２平衡，降低 Ｅ选择素表达的
作用有关。血脉宁保护ＥＣ为其防治ＡＳ的主要作用机
理之一。
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