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羟基红花黄色素Ａ对血管内皮细胞黏附功能的影响
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　　摘　要：目的　研究羟基红花黄色素Ａ（ＨＳＹＡ）对血管内皮细胞黏附功能的影响。方法　选用猪髋动脉内皮细胞（ＰＩＥＣｓ）作

为细胞模型，应用同位素氚与胸腺嘧啶结合的方法标记细胞，通过检测放射性计算出在共培养不同时段黏附于聚酯膜上的细胞

数，利用Ｒｈ１２３染色显示黏附细胞中的线粒体活性。结果　在 ＨＳＹＡ作用２４ｈ后，与对照组相比 ＨＳＹＡ明显升高黏附细胞数

量，并且这一作用呈现出剂量依赖性的现象（犘＜０．０５），同时内皮细胞中的线粒体荧光增强，也呈剂量依赖性（犘＜０．０５），都在

ＨＳＹＡ浓度为０．００７３ｇ／Ｌ达到最理想效果。结论　ＨＳＹＡ能够促进内皮细胞的黏附和提高内皮细胞线粒体活性。
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　　羟基红花黄色素Ａ（ｈｙｄｒｏｘｙｓａｆｆｌｏｒｙｅｌｌｏｗＡ，ＨＳＹＡ）是从

红花中提取的水溶性单体成分，是一种查耳酮葡萄糖苷，在治

疗冠心病和缺血性脑血管病等多种血液循环障碍性疾病中具

有良好的效果，其机制有抗血小板聚集、提高纤溶活性、扩张血

管、改善微循环、抗炎、调节血脂等作用［１２］。动脉硬化性疾病

尤其是急性血管闭塞性疾病和血管内皮细胞功能紊乱相关［３］，

但 ＨＳＹＡ 和血管内皮功能关系尚不明确，本文旨在研究

ＨＳＹＡ对血管内皮功能的影响。

１　材料与方法

１．１　材料　双人超净工作台（丹麦 Ｈｅｔｏ），台式低速离心机，

ＴｒｉＡｔｈｌｅｒ多重标记检测仪，倒置荧光显微镜（ＯＬＹＭＰＵＳ），血

球计，猪髋动脉内皮细胞（ｐｏｒｃｉｎｅｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，

ＰＩＥＣｓ，上海基赛生物医药），同位素氚，南美胎牛血清（Ｈｙ

ｃｌｏｎｅ），ＲＰＭＩ１６４０细胞培养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ），聚酯膜，罗丹明１２３

（Ｓｉｇｍａ），ＨＳＹＡ（山西华辉凯得制药）。

１．２　细胞培养同位素标记及黏附研究　取 ＨＳＹＡ用 Ｍ１９９

培养基配成终浓度为：对照组０．００００ｇ／Ｌ、１组０．０００９ｇ／Ｌ、２

组０．００１８ｇ／Ｌ、３组０．００３７ｇ／Ｌ、４组０．００７３ｇ／Ｌ、５组

０．０１４６ｇ／Ｌ。使用ＲＰＭＩ１６４０培养基培养猪ＰＩＥＣｓ，每２天

更换液体，先将细胞与同位素氚标记胸腺嘧啶结合，用含有同

位素氚的培养液（５μＣｉ／ｍＬ）培养达到对数期的细胞，当细胞

融合铺满培养
!

时，０．２５％胰酶消化后用血细胞计数仪计数，

均匀铺于使用聚酯纤维膜铺底的６孔板中，保证每孔细胞量达

到５×１０５ 个，置于５％ＣＯ２ 培养箱中３７℃培养。留出５×１０
５

整除２个细胞检测细胞放射性。２ｈ后弃掉含未黏附细胞的培

养液，换用含２μＣｉ／ｍＬ浓度氚的培养液培养。分别在培养后

２４、４８、７２ｈ，离心弃掉培养液中的未贴壁细胞后经裂解检测胸

腺嘧啶放射性，各实验组终止培养并裂解细胞，应用ＴｒｉＡｔｈｅｒ

多重标记检测仪检测氚标记胸腺嘧啶的放射性。通过已知细

胞数的放射性减去未黏附细胞的放射性，得出不同时间黏附于

材料上的细胞数，采用ＣｏｍｍｆｉｌｅｒＶｅｒｓｉｏｎ２．０６８分析软件计

算结果。

１．３　Ｒｈ１２３染色检测线粒体　在１ｍＬ二甲基亚砜中溶解

０．４ｍｇＲｈ１２３，制备成１ｍｍｏｌ／ＬＲｈ１２３二甲基亚砜溶液，用

载玻片准备细胞，孵育该载玻片，用ＰＢＳ液洗涤细胞。用培养

基稀释１ｍｍｏｌ／ＬＲｈ１２３溶液以制备１～２０μｍｏｌ／ＬＲｈ１２３缓

冲液，将Ｒｈ１２３缓冲液加入细胞与聚酯膜铺底６孔板中共培

养２４ｈ，并在３７℃下孵育１ｈ，去除Ｒｈ１２３缓冲液后用培养基
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洗涤细胞，然后加１０％甲醛缓冲液孵育１５ｍｉｎ固定，接着用

ＰＢＳ洗涤细胞。用带有荧光素滤光片的荧光显微镜观察细胞，

电脑软件测定相对荧光强度。

１．４　统计学处理　用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行统计处理。统

计学方法采用Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓ狋检验来对比各组数据，数据均以狓±狊

表达。犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＨＳＹＡ促进细胞在聚酯膜上的黏附　实验结果显示在

ＨＳＹＡ作用２４ｈ后，与对照组相比可以有效升高黏附细胞数

（图１），并且这一作用呈现出剂量依赖性的现象，０．０００９ｇ／Ｌ

的浓度即出现有意义的升高（犘＜０．０５），在０．００７３ｇ／Ｌ的浓

度作用下达到最高值（犘＜０．０１），而进一步升高浓度可以看到

对于黏附细胞数没有进一步的增加，虽然与对照组相比差异有

统计学意义（犘＜０．０１），但与０．００７３ｇ／Ｌ的浓度作用相比已出

现统计学意义上的减少（狋＝２．３２４７，犘＜０．０５），提示高剂量的

ＨＳＹＡ可能对细胞黏附出现了轻微的抑制。应用在２４ｈ具有

最强作用的０．００７３ｇ／Ｌ的浓度进行了时间曲线实验（图２），

与对照组比较黏附细胞数最早出现有意义的升高发生在１２ｈ

（犘＜０．０１），并在共培养４８ｈ后达到平台期（犘＜０．０１），７２ｈ

没有进一步促进作用。

２．２　ＨＳＹＡ可提高活ＰＩＥＣｓ细胞线粒体活性　共聚焦显微

镜实验结果显示（图３）：在对照组聚酯膜纤维上仅有稀少的绿

色荧光点，而应用０．０００９ｇ／Ｌ和０．００１８ｇ／ＬＨＳＹＡ作用２４

ｈ后，荧光强度并没有明显变化，相对荧光强度分析差异无统

计学意义（图４），出现差异的浓度为０．００３７ｇ／Ｌ，图片显示出

现了片状荧光团覆盖了一些纤维缝隙，与对照组相比相对荧光

强度有意义的增强（犘＜０．０１），其中４组，相当面积的纤维网

被荧光团覆盖，荧光强度也最高（犘＜０．０１），然而，与黏附实验

类似５组出现了相对荧光强度降低（狋＝２．３３７３，犘＜０．０５），说

明更大剂量 ＨＳＹＡ并不会无限提高内皮细胞线粒体活性。

　　：犘＜０．０５，：犘＜０．０１，与对照组比较；＃：犘＜０．０５，组间对比。

图１　　不同浓度的 ＨＳＹＡ共培养２４ｈ对黏附于聚酯膜上

ＰＩＥＣｓ细胞数的影响

　　：犘＜０．０１，与对照组比较。

图２　　０．００７３ｇ／ＬＨＳＹＡ作用组与对照组的黏附细胞数

的时间曲线

图３　　Ｒｈ１２３染色不同浓度的 ＨＳＹＡ作用２４ｈ后黏附的活ＰＩＥＣ细胞荧光表达（×２００）

３　讨　　论

血管内皮细胞不仅起血管内外的屏障作用，还参与人体代

谢和内分泌功能，通过合成与释放许多活性物质来调节血管张

力和血液流动性及黏附性，对维持正常血管壁的通透性，血管

的功能状态，凝血纤溶系统及炎性反应起着重要作用［４］。内皮

细胞受到破坏引发血管损伤则会触发动脉硬化，成为动脉硬化

形成早期的始动环节［５］。因此，近年来关于血管内皮细胞的功

能和动脉硬化的关系越来越受到重视，抗动脉硬化成为降低心
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脑血管疾病发病的一个重要环节。ＨＳＹＡ在治疗动脉硬化导

致的心脑血管疾病中有和内皮细胞相似的作用，ＨＳＹＡ治疗

动脉硬化疾病的机制之一是否和改善内皮细胞功能有关值得

进一步研究。

　　：犘＜０．０１，与对照组比较；＃：犘＜０．０５，组间对比。

图４　　各组相对荧光强度的量化分析

　　既往研究中报道了 ＨＳＹＡ和内皮细胞增殖之间的关系。

张岭等［６］研究发现 ＨＳＹＡ具有促血管内皮细胞增殖作用，且

在乏氧时更为明显。王传恩等［７］认为，ＨＳＹＡ能增加中枢血

管内皮细胞生长因子的浓度，如果内皮细胞生长因子浓度增加

必然带来血管内皮细胞的增殖［８］；但文献研究结果显示不尽相

同，王济等［９］的研究显示 ＨＳＹＡ对健康人脐静脉内皮细胞生

长无明显促进或抑制作用。涂利宽等［１０］研究显示 ＨＳＹＡ对

主动脉内皮细胞增殖作用的影响表现出双向性，较高浓度（＞

０．０６５７ｇ／Ｌ）对人主动脉内皮细胞的增殖有抑制作用，较低浓

度（＜０．０６５７ｇ／Ｌ）表现出促进作用。大多数研究显示低浓度

的 ＨＳＹＡ能够促进的内皮细胞的增殖，作者在此基础上进一

步探讨 ＨＳＹＡ是否可以加强内皮细胞增殖和黏附功能及黏附

后的细胞线粒体活性。采用聚酯膜和内皮细胞共同培养，观察

内皮细胞在聚酯膜上的黏附覆盖能力和细胞线粒体活性。为

了研究不同剂量的 ＨＳＹＡ对黏附于聚酯膜上的ＰＩＥＣｓ细胞数

的影响，本研究应用氚标记胸腺嘧啶与细胞ＤＮＡ结合，通过

检测放射性来计算黏附于聚酯膜上的细胞数。因为聚酯膜属

于三维结构，黏附细胞处于三维空间内，所以不能应用常规细

胞计数的方式来评价，本方法通过细胞ＤＮＡ合成后依然带有

放射性标记的优点可以相对准确地判断黏附细胞数［１１］。结果

显示 ＨＳＹＡ能够促进内皮细胞黏附能力，作用最强的 ＨＳＹＡ

浓度是０．００７３ｇ／Ｌ，出现作用最有效的时间是作用后４８ｈ。

为测定不同浓度 ＨＳＹＡ作用下黏附细胞的线粒体活性，本研

究应用了Ｒｈ１２３染色剂，它是一种阳离子染料，分布于线粒体

基质中对跨线粒体膜的电位变化做出反应，从而评价线粒体功

能［１２１４］。研究表明，处于细胞周期中的细胞比静止期细胞的

Ｒｈ１２３染色荧光强度高，这与静止期细胞线粒体活力低有

关［１５］，被Ｒｈ１２３标记的线粒体如果荧光增强证明细胞处于激

活状态［１６］。实验结果显示 ＨＳＹＡ 能够提高黏附细胞的线粒

体活性，当浓度为０．００７３ｇ／Ｌ时，内皮细胞的线粒体染色最

强，也即内皮细胞的线粒体活性最强。本实验证明，ＨＳＹＡ能

够促进内皮细胞在组织上的黏附并提高内皮细胞线粒体活性，

提高机体对损伤内皮组织的修复能力，由增加的内皮细胞释放

更多的活性物质，起到抗动脉硬化的作用。
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