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"摘要#
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目的
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研究枸杞黄酮对过氧化氢"
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$损伤的血管内皮细胞一氧化氮"

ZY

$及一氧化氮合酶"

ZY>

$作用%方法
!

以人脐静脉内皮细胞"

:VUN8

$为研究对象!建立
:

1

Y

1

诱导
:VUN8

的氧化损伤模型%实验分为正常对照组'

:
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Y

1

组'维生素
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$组'枸杞黄酮低'中'高浓度组"枸杞黄酮
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#

H

'
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和
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H

预处理$%用
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法观察枸杞黄酮对
:

1

Y

1

损伤的血管内皮细胞活性的影响!观察枸杞黄酮类化合物对氧化应激损伤细胞过氧化物丙二醛"

?7;

$'人总一氧化氮合成酶

"

PZY>

$'诱导型一氧化氮合成酶"

#ZY>

$'及
ZY

的作用%结果
!
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结果表明
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损伤后内皮细胞生长抑制率"
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$为
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&枸杞黄酮低'中'高浓度组
WM

分别为
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!与
:
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组比较差异有统计学意义"

C

$

%&%$
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1

$与正常

对照组相比较!

:

1

Y
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组细胞
ZY

活性降低!而
PZY>

'

#ZY>

'

?7;

生成增加%与
:

1

Y

1

组相比较!枸杞黄酮低'中'高浓度组中

ZY

'

PZY>

'

#ZY>

'

?7;

的变化则相反!与枸杞黄酮呈剂量依赖性"

C

$
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$%结论
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枸杞黄酮对
:
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所致人血管内皮细胞损

伤有保护作用!且保护效果与枸杞黄酮呈一定相关性%

"关键词#
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黄酮类&内皮!血管&过氧化氢&枸杞黄酮
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血管内皮细胞是血液与组织进行物质交换的屏障#它通过

合成与释放大量的血管活性物质来调节血管的基础张力#维持

血管功能的正常)血管内皮细胞的损伤和功能失调是动脉粥

样硬化$

;>

%发生的始动环节&

$

'

#对其损伤保护的研究是目前

的热点)自由基+活性氧+脂质过氧化物+过氧化氢$

:

1

Y

1

%等

均可引起内皮细胞的损伤)抗氧化剂作为可终止自由基产生

的一类化学物质#被认为在预防心脑血管疾病及癌症的发生中

扮演着极其重要的作用&

1

'

)对中草药中天然活性成分的研究

表明#一些黄酮类化合物具有抗氧化和抗癌作用)张自萍等&

'

'

研究表明!宁夏产的枸杞黄酮化合物中芦丁和绿原酸含量均高

于河北+内蒙古枸杞#且有明显的抗脂质过氧化作用&

0

'

)本研

究选择具有调节免疫能力+降血糖+降血脂+抗肿瘤+抑菌+抗氧

化等作用的枸杞黄酮化合物作为课题研究的对象&

2.)

'

#深入研

究其对人脐静脉内皮细胞$

:VUN8

%氧化应激损伤的保护机

制)本实验通过对枸杞黄酮对
:

1

Y

1

损伤的血管内皮细胞一

氧化氮$

ZY

%及一氧化氮合酶$

ZY>

%作用的研究#为开发利用

枸杞及其有效成分提供一定的理论依据)

@

!

材料与方法

@&@

!

材料

@&@&@

!

实验药材与试剂
!

枸杞由宁夏农科院提供#陈淑华研

究员鉴定#其总黄酮由本研究室分离和纯化&

-
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#含量经测定为
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(新生牛血清购自杭州四季青生物工程材料研究

所(四唑盐$

?PP

%试剂为
>#

O

CE

公司产品(

ZY

试剂盒及
ZY>

试剂盒购自南京建成生物工程研究所(其余均为国产试剂$分

析纯级%)

@&@&A

!

实验仪器
!

仪器
8Y

1

培养箱为美国
>KLG!",

公司产

品#倒置显微镜
YG

=
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R+

产品#酶标仪为美国
?L15L@5L3K

公司

产品)

@&A

!

方法

@&A&@
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提取物制备
!

采用
/%̂

乙醇#

)%]

超声提取#减压浓

缩#经
:B7.)%%

型大孔树脂#乙醇洗脱#减压浓缩后#超纯水定

容为枸杞黄酮溶液&

-./

'

)以芦丁为标准液绘制标准曲线#铝盐

法测定总黄酮的浓度为
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细胞培养
!

复苏冻存的
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细胞#加入含
$%̂

胎

'1''

重庆医学
1%$2

年
/

月第
00

卷第
10

期

"

基金项目!国家自然科学基金项目资助项目$

/$1%$'00

%)

!

作者简介!廖国玲$
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%#副教授#硕士#主要从事西部特色天然产物和糖

尿病血管病变研究)



牛血清的低糖
7?N?

培养基#于
'-]

饱和湿度+

2̂ 8Y

1

培

养箱中静置培养#将生长良好的
:VUN8

细胞用
%&12̂

的胰

蛋白酶消化
$

"

1C#,

后#用培养基终止消化#轻轻吹打细胞壁

制成细胞悬液#进行传代培养用于实验)
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实验分组
!

正常对照组!只加相应体积培养液(

:
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1

损伤模型组$

:

1

Y

1

组%!在培养液中加入
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#
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"

H:

1

Y

1

诱导损伤
0K

(枸杞黄酮干预组!依次分为枸杞黄酮低浓度组+

枸杞黄酮中浓度组+枸杞黄酮高浓度组#先分别在培养液中加

入终浓度为
$%%

+

1%%

+

0%%C

O

"

H

的枸杞黄酮溶液孵育
10K

#再

加入
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#

C"G

"

H:

1

Y

1

诱导损伤
0K

(维生素
8

$

U#58

%阳性

对照组$

U#58

组%!在培养液中先加入终浓度为
1%C

O

"

H

的

U#58

孵育
10K

#再加入
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#
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"

H:
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1

诱导损伤
0K
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法检测
:VUN8

活力
!

实验结果以
?PP

的光

密度$

M,

%值计算内皮细胞生长抑制率$

WM

%)

WMk

$对照组

M,\

实验组
M,

%"对照组
M,[$%%̂

)

@&A&D

!

细胞培养液中过氧化物丙二醛$

?7;

%+人总一氧化氮

合成酶$

PZY>

%+诱导型一氧化氮合成酶$

#ZY>

%和
ZY

的测定

!

按实验分组所述方法处理后#收集细胞培养上清液#分别按

?7;

+

ZY>

和
ZY

测定试剂盒中说明书上所述的方法分别检

测
?7;

+

PZY>

+

#ZY>

和
ZY

的活性#试验重复
'

次#每次
0

个复孔#取均值)

@&B

!

统计学处理
!

采用
>B>>$(&%

统计软件#计量资料用
B`

2

表示#组间比较采用
3

检验#多组间比较用单因素方差分析#

采用
Q

检验#以
C

$

%&%2

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@
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枸杞黄酮对
:

1

Y

1

诱导脐静脉内皮细胞活力的影响
!

:

1

Y

1

处理
:VUN8

后其细胞
WM

为
'/&/̂

#与正常对照组比

较差异有统计学意义$

C

$

%&%$

%(与
:

1

Y

1

组比较#枸杞黄酮

低+中+高浓度组
WM

显著降低$

C

$

%&%$

%#与枸杞黄酮呈剂量

依赖性#见表
$

)

表
$
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枸杞黄酮对
:

1

Y

1

诱导脐静脉内皮细胞

!!!

活力的影响'

$k0

(

组别 剂量
M,

值
WM

$

^

%

正常对照组
\

%&0)'̀ %&%%'

D

%

:

1

Y

1

组
$%%%

#

C"G

"

H

%&1/'̀ %&%%1

E

'/&/

U#58

组
1%C

O

"

H

%&'2)̀ %&%%1

D

1'&$

枸杞黄酮低浓度组
$%%C

O

"

H

%&'%)̀ %&%%1

D

'0&%

枸杞黄酮中浓度组
1%%C

O

"

H

%&'1$̀ %&%%1

D

'%&-

枸杞黄酮高浓度组
0%%C

O

"

H

%&'02̀ %&%%1

D

12&2

!!

E

!

C

$

%&%$

#与正常对照组比较(

D

!

C

$

%&%$

#与
:

1

Y

1

组比较(

\

!

无数据)

表
1

!!

枸杞黄酮对
:

1

Y

1

诱导脐静脉内皮细胞
?7;

&

ZY>

&

!!!

#ZY>

活性及
ZY

含量的影响'

B 2̀

%

$k0

(

组别
ZY

$

#

C"G

"

H

%

PZY>

$

V

"

CH

%

#ZY>

$

V

"

CH

%

?7;

$

,C"G

"

CH

%

正常对照组
22&)(̀ /&$1

D

$&$%̀ %&$%

D

%&/$̀ %&%)

D

%&0$/̀ %&%01

D

:

1

Y

1

组
$(&%2̀ )&1-

E

$&-/̀ %&%-

E

$&''̀ %&%)

E

1&1$)̀ %&%)1

E

U#58

组
'(&$$̀ '&%(

D

$&'1̀ %&%)

D

%&((̀ %&%)

D

$&'%0̀ %&$%2

D

枸杞黄酮低浓度组
1/&$2̀ 2&-$

3

$&2(̀ %&%0

D

$&$)̀ %&%/

D

$&-()̀ %&$22

D

枸杞黄酮中浓度组
''&12̀ '&(0

D

$&0(̀ %&%-

D

$&%-̀ %&%2

D

$&)-0̀ %&%20

D

枸杞黄酮高浓度组
'-&1-̀ '&-1

D

$&0%̀ %&%-

D

$&%$̀ %&%)

D

$&01-̀ %&$%)

D

!!

E

!

C

$

%&%$

#与正常对照组比较(

D

!

C

$

%&%$

#

3

!

C

$

%&%2

#与
:

1

Y

1

组比较)

A&A

!

枸杞黄酮对
:

1

Y

1

诱导脐静脉内皮细胞活力培养上清液

中
?7;

+

PZY>

+

#ZY>

活性和
ZY

含量的影响
!

与正常对照组

比较#

:

1

Y

1

组细胞培养液中细胞内
?7;

含量增高#差异有统

计学意义$

C

$

%&%$

%)而枸杞黄酮各浓度组细胞
?7;

生成减

少#其变化程度与枸杞黄酮浓度呈正比#与
:

1

Y

1

组比较#差异

有统计学意义$

C

$

%&%$

%)

:

1

Y

1

组细胞培养液中细胞内
ZY

含

量降低#

PZY>

$结构型和诱导型%活性升高#尤以
#ZY>

活性升

高为主#与正常对照组比较差异有统计学意义$

C

$

%&%$

%)而枸

杞黄酮各浓度组细胞内
PZY>

+

#ZY>

活性降低#

ZY

生成增多#

与
:

1

Y

1

组比较差异有统计学意义$

C

$

%&%$

%#见表
1

)

B

!

讨
!!

论

造成血管内皮细胞损伤的因素有很多#其中氧化应激是造

成血管内皮损伤较为重要的因素之一#

:

1

Y

1

是体内常见的一

种活性氧#可促进自由基生成#直接作用于细胞膜脂质#造成脂

质过氧化反应#致使细胞膜的损伤&

(

'

)

?PP

参与活细胞的能

量代谢#直接反映活细胞的数量和活性&

$%

'

)机体内存在抗氧

化系统包括酶系统和非酶系统#

ZY

为内皮源性舒血管因子#

由
ZY>

催化
H.

精氨酸和分子氧而合成)内皮细胞有两种

ZY>

#即
#ZY>

$诱导型%+

3ZY>

$内皮型%#外源刺激可影响

ZY>

活性或表达#进而影响
ZY

产生与释放)

#ZY>

在无病理

性刺激时表达通常较低或无表达#其表达调节主要在转录水

平#许多物质可上调或下调表达)

3ZY>

在细胞中结构性表

达#一些病理性刺激对其表达也有调节作用&
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等&

$1

'研究发现枸杞黄酮的抗氧化作用与其结构有关#羟基化

是其抗氧化活性不可缺少的)研究证明黄酮类化合物可显著

降低高脂大鼠血浆氧化低密度脂蛋白$

"AH7H

%和
?7;

水平#

提高超氧化物歧化酶$

>Y7

%活力#进而达到保护内皮细胞的功

效&
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)贾刚等&
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'研究发现不同种类的枸杞黄酮对于细胞的

氧化应激具有完全不同的作用#而且黄酮对细胞氧化应激的作

用与其浓度呈现出很好的相关性)
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是自由基与生物

膜多不饱和脂肪酸发生脂质过氧化的产物#它的含量反映氧自

由基的水平及脂质过氧化程度#因此#
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含量的降低说明
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表达增强#枸杞黄酮各组
#ZY>
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血管壁
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水平
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发现某些黄酮化合物具有毒性#且其毒性与促氧化作用密不可
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%是一条高度保守的#由
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组苏氨

酸
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精氨酸蛋白激酶模块构成的信号通路#它通过
MEJ

蛋白$
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@EJ

#

F.MEJ

和
MEJ$

%+

?Na$

"
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蛋白+

NMa$

"

1

蛋白先后磷酸化

级联#将分子信号从细胞膜向细胞核传递并放大#参与调节包

括细胞增殖+迁移+凋亡等在内的多种重要细胞进程&
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)有

研究发现蛋白酶体抑制剂抗凋亡的机制是通过
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途

径激活
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的细胞核移位#进而导致
<8H8

的诱导作用和谷

胱甘肽生成的连锁反应&
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)研究发现#过表达
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可通过

激活
ME+

抑制
MEJ.$

的活化#从而负性调节&
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抑制
9P8.$''

细胞增

殖能力的途径之一是抑制
NMa
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?;Ba

通路)也有研究认为

甲状腺癌细胞的增殖抑制与有丝分裂促成因子$

?B9

%活性降

低直接相关&
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综上所述#本文发现
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能够通过
MEJ$

抑制
NMa

"

?MBa

通路#干扰甲状腺癌细胞株
9P8.$''

的增殖能力+促进

其凋亡#为今后深入研究
!D3;?B

的抑癌机制和开发肿瘤治

疗药物提供理论基础)
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