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  [ 摘要]  目的: 观察黄芪多糖 ( astragalus polysaccharide, APS) 对高血压病血瘀证患者血清损伤的人脐静脉内皮细胞

( HUVEC-C)形态学、活性的影响。方法:将培养的高血压病血瘀证患者血清损伤的 HUVEC-C分别用不同浓度的 APS含药血

清干预后, 倒置显微镜下观察其形态学变化, MTT法检测其活性。结果: APS呈剂量依赖性升高损伤的细胞 OD 值, 且随着药

物组浓度的增加,细胞的形态趋向正常细胞。结论: APS能够抵抗高血压病血瘀证患者血清中有害因子对 HUVEC-C的损伤作

用, 能增强细胞的活性和维持细胞的形态结构, 并呈剂量依赖性。
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[ Abstract]  Objective: To observe the effects of Astragalus Polysaccharide ( APS) on activity and

morphological Changes in human umbilical vein endothelial cells ( HUVEC) induced by serum from patients with

blood stasis syndrome ( BSS) and hypertension. Method: The HUVEC was affected by the serum of the patient with

BSS associated with hypertension and different dosage of APS was applied for intervention. The activity of the

HUVEC was determined by MTT assay and the morphological changes were observed by the inverse phase contrast

microscope. Result: APS had the protective effect for lightening the HUVEC shape change affected by the serum

from patient of BSS associated with hypertension and the activity was increased in a dose-dependent manner.

Conclusion: APS can lighten the injury of the HUVEC affected by the serum from the patient of BSS associated with

hypertension, increase cells activity and maintenance for the normal shape of the cells.

[ Key words]  hypertension; blood stasis syndrome; HUVEC; astragalus polysaccharide
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  高血压病是一个处于不断进展状态的心血管综

合征,可导致血管功能与结构的改变。血管内皮细

胞衬于整个心血管系统的内表面,其损伤程度与高

血压的严重程度呈正相关。血瘀证是高血压病中医

辩证中的常见证型,人们在研究血瘀证时,开始关注

血管内皮细胞与血瘀证的关系,发现血管内皮细胞

的形态变化、功能变化与血瘀证有密切的关系
[ 1 -2] ,

因此通过观察血瘀证患者血清对人脐静脉内皮细胞

( HUVEC-C) 的影响及药物的干预作用,可深入探讨

血瘀证形成的病理机制和药物的作用机制。本实验

观察了黄芪多糖( APS) 对高血压病血瘀证患者血清

致伤 HUVEC-C形态学及活性的影响。

1 材料

1.1 细胞来源 人脐静脉内皮细胞株( HUVEC-C)

购自武汉大学“中国典型培养物保藏中心”。

1.2 血清的收集

1.2.1 研究对象  高血压病血瘀证组: 40 例, 为

2007 年 3 月至 2008 年 6 月暨南大学附属第一医院

心血管科、中医科门诊及住院确诊者。诊断符合世

界卫生组织 /国际高血压学会统一的“高血压病”诊

断标准,血瘀证诊断参照 1986 年修订的诊断标准。

其中,按血压级别分为: 2 级高血压患者 31 例, 3 级

高血压患者 9 例;男性患者 23 例, 女性患者 17 例;

平均收缩压 ( 168. 63 ±14. 45 ) mmHg ( 1 mmHg =

0. 133 kPa) ,平均舒张压 ( 105. 93 ±8. 27) mmHg;平

均年龄( 65. 23 ±8. 46) 岁。本课题选用的血瘀证主

要证型为:气虚血瘀证、阴虚血瘀证、痰湿血瘀证,少

量为气滞血瘀证和热结血瘀证,所选病例能较好的

代表血瘀证的各种兼证的临床分布情况。高血压病

非血瘀证组: 40 例,为 2007 年 3 月至 2008 年 6 月暨

南大学附属第一医院心血管科、中医科门诊及住院

确诊者。诊断符合世界卫生组织 /国际高血压学会

统一的“高血压病”诊断标准。其中, 按血压级别分

为: 2 级高血压患者 32 例, 3 级高血压患者 8 例;男

性患者 25 例,女性患者 15 例;平均收缩压 ( 166. 19

±7. 56 ) mmHg, 平均 舒张 压 ( 103. 53 ±8. 47 )

mmHg;平均年龄( 64. 60 ±9. 46) 岁。

2 组患者均为原发性高血压患者,排除糖尿病,

排除心、脑、肾等靶器官损害及并发症,检查前 1 周

未服用影响血压的药物。2 组患者的血压分级、性

别分布、平均血压、平均年龄、血脂异常无统计学差

异,具有基线可比性。

健康组:选择暨南大学医学院中医系研究生健

康志愿者 30 人作为正常对照组。健康人血压均在

正常范围,与高血压病患者血压比较,有统计学差异

( P < 0. 01) 。

1.2.2 血清收集  患者组及对照组均空腹取血,置

入无菌带帽不抗凝干燥试管, 自凝后离心 ( 4 ℃,

2 000 r·min
- 1

, 15 min) , 取上清液置无菌 EP管,冻

存于 - 20 ℃,备用。

1.3 药物 APS系南京青泽医药科技开发有限公

司生产, 批号 SLM018; DMEM培养基为 Gibco公司

产品; 南美胎牛血清为 Gibco公司产品; 胰蛋白酶、

四甲基偶氮唑蓝 ( MTT) 、二甲基亚砜 ( DMSO) 为

Sigma公司产品; 青霉素、链霉素为华北制药股份

有限公司产品; 其他试剂如碳酸氢钠、氯化钠、氯

化钾、磷酸氢二钠、磷酸二氢钾、葡萄糖均为国产

分析纯。

1.4 仪器  酶标仪 680 型为美国 Bio-rad 公司产

品。倒置相差显微镜及摄影装置为德国 Leica公司。

2 方法

2.1 APS母液的配制  在预实验中,观察了 1, 10,

100, 1 000, 10 000 mg·L
- 1

5 个梯度的 APS溶液对高

血压病血瘀证患者血清致伤人脐静脉内皮细胞的作

用,发现 1 mg·L
- 1
无效, 10, 100, 1 000 mg·L

- 1
有效,

10 000 mg·L
- 1
有细胞毒性。根据以上结果,取 12. 8

mg的 APS,溶于 2 mL的 DMEM中,制成 APS母液,

使其溶浓度为 6. 4 g·L
- 1

, 4 ℃避光保存。

2.2 分组及条件培养基的配制 ( 以 10 mL计算,血

清的浓度均为 10% )  健康组: 9 000 μL DMEM +

1 000 μL健康人血清;非血瘀组: 9 000 μL DMEM +

1 000 μL 非血瘀证患者血清; 血瘀组: 9 000 μL

DMEM + 1 000 μL 血瘀证患者血清; APS1 ( 80 mg·

L - 1 ) 组: 8 875 μL DMEM + 1 000 μL血瘀证患者血

清 + 125 μL APS母液; APS2( 160 mg·L - 1 ) 组: 8 750

μL DMEM + 1 000 μL 血瘀证患者血清 + 250 μL

APS母液; APS3( 320 mg·L - 1 ) 组: 8 500 μL DMEM +

1 000 μL血瘀证患者血清 + 500 μL APS母液。

本实验 DMSO的终浓度为 0. 1% ( DMSO的终

浓度不超过 0. 1% 时, 对细胞生物性状无影响 ) ,各

组培养基经过滤除菌后备用。

2.3 细胞干预  将处于对数生长期的细胞,经胰酶

消化后,用含 10%的胎牛血清 DMEM培养基制成单

细胞悬液,调整细胞密度为 5 ×104 / mL,接种于 96 孔
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培养板中, 200 μL/孔, 每排接种 6 个复孔 ( 每排 8

孔) ,最边上的复孔只加 100% DMEM培养基,不接种

细胞。将铺板的细胞培养至细胞近 70% ～80%汇合

时,换 100% DMEM培养基 200 μL/孔同步化 24 h,后

按正常组、非血瘀组、血瘀组、APS1 组、APS2 组、APS3

组并换相应的条件培养基, 200 μL/孔,干预24 h。

2.4 细胞的形态观察  HUVEC-C 细胞干预 24 h

后,于倒置相差显微镜下观察各组细胞的形态。

2.5 MTT法检测细胞活性 将用不同条件培养基

干预 24 h的 HUVEC-C细胞分别加入 MTT溶液条,

每孔 20 μL ( 5 g·L - 1 ) ,于 37 ℃, 5% CO2 及饱和湿

度条件下的细胞培养箱中孵育 4 h,去上清,每孔用

PBS洗 3 次,去上清,每孔加 DMSO 150 μL,充分振

荡 10 min,使蓝紫色结晶充分溶解,在全自动酶标仪

570 nm波长处测定各孔的 OD值。实验中不加细胞

只加培养液的孔为空白对照孔,其操作与实验组相

同。最后比色同,以空白对照孔调零。

2.6 统计学处理  计量数据以均数标准差( 珋x ±s)

表示,采用 SPSS 11. 0 统计软件包进行方差齐性检

验,样本均数间的比较采用 t检验;与对照组的比较

用单因素方差分析和组间 q 检验, P < 0. 05 为差异

有显著性。

3 结果

3.1 形态改变 倒置相差显微镜下观察,健康组:

细胞呈扁平状、长梭形、多角形、或椭圆形,镶嵌状紧

密排列,细胞核居中稍微隆起, 部分细胞轮廓亦不

清;非血瘀证组:多数细胞收缩变形,部分呈圆形,细

胞间隙变宽,部分细胞轮廓不清,大多细胞胞浆中有

暗色颗粒,细胞碎片较多;血瘀证组:细胞多呈多角

形或椭圆形,部分甚至呈圆形,细胞间隙变宽, 部分

细胞轮廓不清,大多细胞胞浆中有暗色颗粒,细胞碎

片较多; APS1 组、APS2 组:多数细胞收缩变形,部分

呈椭圆形,细胞碎片较多,部分细胞轮廓不清, 细胞

间隙变宽,大多细胞胞浆中有暗色颗粒; APS3 组:细

胞呈扁平状、或椭圆形镶嵌状紧密排列,可见细胞碎

片,部分细胞胞浆中有暗色颗粒,细胞轮廓不清。

3.2 MTT法检测细胞活性 由表 1 可见,血瘀证组

与健康组比较,细胞活性有显著差异 ( P < 0. 01) ,加

入 APS干预后, 与血瘀证组相比, 呈剂量依赖性升

高细胞的 OD值,差异显著( P < 0. 01, P <0. 001) 。

图 1 各组细胞形态改变

表 1 不同干预条件对细胞活性影响的比较 ( 珋x ±s )

组别 OD值 n

健康 0. 441 9 ±0. 021 63) 30

非血瘀证 0. 319 6 ±0. 047 91, 2) 40

血瘀证 0. 224 3 ±0. 029 81) 40

APS小剂量 0. 234 0 ±0. 037 61, 2) 40

APS中剂量 0. 265 6 ±0. 023 31, 2) 40

APS大剂量 0. 348 7 ±0. 046 91, 3) 40

  注 :与健康组比较1) P < 0. 01; 与血瘀证组比较2) P < 0. 01 , 3) P <

0. 001。

4 讨论

现代研究认为,高血压病是与免疫密切相关的

疾病
[ 3 ]

,血瘀证是高血压病常见证型,免疫紊乱是其

重要的病理实质。黄芪是传统的益气药,虽然没有

直接活血的功能,但有活血之药用,这可在中医的气

血理论和现代药理研究中找到证据
[ 4 ]

, APS是黄芪

中最重要的决定其作用的有效成分, 能提高人体免

疫功能。以上研究为高血压病的发病机制和治疗研

究提供了新的思路,本实验从免疫角度探讨 APS对

高血压病血瘀证损伤的血管内皮细胞的保护作用。

通过形态学观察的方法可以了解高血压血管内

皮损伤的程度,对于血瘀证损伤血管内皮细胞的形

态变化,王奇等
[ 5]
曾做了用血瘀证兔模型来培养血

管内皮细胞的尝试,发现有很大的形态学变化,但是
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由于生物学和差异,动物和人类的疾病实际上相差

甚远,利用患者的血清干预人体的正常血管内皮细

胞来观察其形态学变化,更接近人类疾病的实际情

况。MTT法( 四甲基偶氮唑盐微量酶反应比色法) ,

是检测细胞增殖活力的一种简便、准确的方法,可用

于研究血管内皮细胞的活性。我们的前期研究中,

也用 MTT法发现高血压病血瘀证患者血清可以损

伤内皮细胞
[ 6]
。

本实验结果表明, 高血压病患者血清可以降低

HUVEC-C的活性,非血瘀证、血瘀证组与健康组比

较,均有显著差异,说明高血压病患者血清中有损伤

细胞、影响细胞增殖的因素存在。血瘀证组细胞较

非血瘀证组细胞损伤作用更明显,提示高血压病血

瘀证患者血清中的致伤因子的作用较非血瘀证血清

中的更强,或者有不同于非血瘀症的致伤因子的可

能。加入 APS干预后, 与血瘀证组相比,呈剂量依

赖性升高细胞的 OD值,差异显著,说明 APS能够明

显改善血瘀证患者血清对 HUVEC-C活性的的抑制

作用,并呈剂量依赖性,但并不能将其活性恢复至损

伤前。倒置相差显微镜下观察发现,高血压病血瘀

证组与健康组的细胞之间形态差异明显,但随着药

物组浓度的增加,细胞的形态趋向正常细胞,呈剂量

依赖性的抵消患者血清对细胞的损伤。实验说明,

APS能够抵抗高血压病血瘀证患者血清中有害因子

对 HUVEC-C的损伤作用, 能增强细胞的活性和维

持细胞的形态结构,并呈剂量依赖性。这一过程可

能与 APS的调解免疫功能有关,调解免疫药有可能

成为有价值的高血压病血管内皮细胞保护药,但其

具体机制尚须进一步探讨。
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