
活跃[ 7] ,许多发达国家已将多种低聚糖类产品定为

特定保健药品,用于防治便秘、肥胖、高血脂、动脉硬

化及冠心病等常见病症。魔芋低聚糖有一定的甜度,

能替代蔗糖和葡萄糖, 但又不使血糖升高。它不被人

体内消化酶所消化,热量值很低,可通过促进肠道双

歧杆菌增殖, 减少有毒发酵产物及有害细菌酶的产

生,增强机体的免疫力和抗氧化能力。本实验结果表

明,小鼠喂饲高浓度葡萄糖,其血糖含量及 LPO 水

平明显增高, SOD 活性降低;而喂饲同样浓度魔芋

低聚糖的小鼠,其血糖含量和 LPO水平明显低于葡

萄糖组,而 SOD活性显著升高。提示魔芋低聚糖具

有不升高血糖,又增强机体抗氧化能力的作用, 不仅

适用于健康人群亦适用于糖尿病人长期服用,可作

为防治糖尿病的保健食品和药品加以开发利用。
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平行平板流动装置用于药物对内皮细胞功能影响的实验研究

李　薇1 ,蔡绍皙2 ,李胜富3 , Eva Finkeldei2* ,蔡绍晖3, 杨华蓉3�

( 1. 广州中医药大学中药学院, 广东 广州　510405;　2. 重庆大学 生物力学与组织工程教育部重点实验室 ,重庆

　400044;　3. 华西医科大学 附属第一医院移植免疫实验室, 四川 成都　610041)

摘　要: 目的　将平行平板流动装置用于体外药物试验研究, 为心血管药物的筛选和测试提供新的实验方法和手

段。方法　用放射免疫法测定内皮素( ET -1)和 6-酮-前列腺素 F1�( 6-keto-PGF 1�)的分泌速率和累积分泌量,观察复

方丹参注射液、丹皮酚和阿司匹林等心血管药物在剪切流场中对内皮细胞分泌 ET -1 和前列腺素( PG I2)功能的干

预作用。结果　复方丹参注射液和丹皮酚对 ET -1、PGI2的分泌功能均有促进作用,而阿司匹林则无影响。结论　平

行平板流动装置条件易控制, 观察和测定方便,不失为一种研究心血管药物对内皮细胞功能影响的较好方法。实验

结果有利于对丹参和丹皮酚的血管作用有新的认识。

关键词: 内皮细胞;平行平板流动装置; 内皮素;前列腺素; 心血管药物
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Application of parallel-plate flow chamber system in experimental studies on

drug effect on endothelial cell function
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dr ug

　　内皮细胞( endo thelial cell, EC)功能的变化与

多种疾病的发生和发展有着密切的关系[ 1]。内皮细

胞特殊的位置又使得人们特别关注它所处的力学环

境以及这种力学环境下各种力综合作用对它功能的
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影响。80年代以来不少学者运用平行平板流动装置

( parallel-plate-flow chamber)来研究流动剪切应力

对血管内皮细胞形态及功能的影响,取得了诸多的

进展,流动装置也逐步得以改进
[ 2～ 4]
。由于它能保证

细胞受到不同水平的恒流剪切作用,又能使细胞在

高剪切力作用下发生形态改变的同时仍然保持粘

附,还能适时观察记录剪切力对内皮细胞的作用。平

行平板流动腔目前已成为人们研究体外培养的血管

内皮细胞在剪切应力作用下的生物学特性的重要手

段之一
[ 5]
。正是由于内皮细胞功能在心血管系统的

特殊地位以及平行板流动腔研究剪切流场时内皮细

胞功能的优越性,我们研究了部分心血管药物在剪

切流场中对内皮细胞功能的干预作用,考察此方法

用于体外药物试验的可行性和可靠性。

1　材料与方法

1. 1　平行平板流动装置的安装及流动参数的估算:

本流动装置是按文献[ 6]进行安装的。其中壁剪切应

力( �w )、雷诺数( Re)和平面 Poiserille 流动的入口长

度( l)三个流动参数的计算方法与文献
[ 6]
相同。在本

实验中, 循环液粘度 �= 0. 012 2 ( dyn. s/ cm
2 ) (用

low -shear 30 型粘度计测定) , 流动腔宽度 w = 2. 3

cm , 流动腔高度 h = 0. 03 cm 以及实测出大小不同

的流量 Q。将这些数值代入公式�w= 6�Q/ w h
2即得

在层流条件下平板流动腔的剪应力。据报道[ 9]一般

人体内动静脉内皮细胞接受稳定的切应力为 0～5

Pa ( 1 Pa= 10 dyn/ cm
2
) , 本实验分别选择了数种大

小的剪切力进行了预试,最后,采用了较为适中的剪

切应力: �w = 16 dyn/ cm2。此外, 鉴于本试验中最大

雷诺数( Re)仅为 6. 94,而腔高( h)为 0. 03 cm, 入口

长度( l )仅为 83 �m, 表明通过腔中的流动为层流,

而且入口长度造成的流动变化也可忽略不计。

1. 2　人胚肾小球血管内皮细胞( HGVEC)的培养

和鉴定:取新鲜人胎肾用含青霉素 100 U / mL, 链霉

素 100 U/ m L 的无菌 Hank's液(按常规方法配制)

冲洗肾表面数次至干净。小心剥离肾被膜, 剪取肾皮

质成小块置于 100目不锈钢丝筛网中研磨, 同时用

Hank's 液将其冲滤至 200目滤网上。冲洗并收集

200目网上的组织团,将混悬液用 100 r/ min 离心 5

min, 弃去上清液后加入 0. 19%IV 型胶原酶(美国

Sigma 公司)的 M 199液置 37 ℃水浴中孵育消化组

织团 30 m in, 再经 1 200 r / min 离心 6 min,其沉淀

即为HGVEC。经 0. 5%台盼蓝拒染试验计算活细胞

百分率,并调整细胞数以 1. 5×10
5
个细胞/ mL 密度

接种于 50 mL 培养瓶加入M 199培养液(美国 GIB-

COBRL 公司, 含 15%小牛血清、胰岛素0. 006 U /

m L、青霉素 200 U/ m L、链霉素 100 U/ m L)在 5%

CO 2、37 ℃条件下培养,每两天换液一次。采用常规

免疫组化的方法, 检测细胞的Ⅷ因子相关抗原[ 7]。

HGVEC 的传 代 培养 是选 择生 长 旺盛 期 的

HGVEC, 加入 0. 25% Trypsin 消化液消化 2～3

m in, 待细胞开始变圆, 加入含 15%小牛血清的

M 199终止消化, 轻轻吹打瓶底细胞使其脱落,离心

洗涤细胞两次,调整浓度为 1. 5×10
5

cfu/ mL, 接种

于 50 mL 培养瓶或流动装置的细胞载片上,每两天

换液一次。同一实验选择同代的细胞,一般选择2～

3代的细胞进行实验。

1. 3　内皮细胞内皮素( ET -1)分泌量的测定: 选无

菌的细胞载片 5～6张,将第二代 HGVECs 接种于

载片上。HGVECs经过 2～3 d生长增殖,汇合形成

细胞单层。从中选取 4张进行实验,其中1张载片进

行静态培养作为对照。将另外具单层细胞载片分别

放入独立的流动腔中, 分别加入含药物的 M 199 培

养液 20 mL 于收集瓶。调整流量,使其达到所需剪

切力,启动蠕动泵并计时。循环开始后每 2 h 分别收

集循环液各 1 mL 以及静态对照皿内的培养液 1

m L,迅速冻存( - 75 ℃) ,同时补充新鲜循环液各 1

m L。剪切作用时间为24 h。样品中的内皮素分泌量

用放射免疫法测定,按北京邦定生物技术公司试剂

盒说明书操作(单位: pg / mL)。

1. 4　内皮细胞前列环素( PGI2)分泌量的测定: 操作

同 1. 3。测定样品中的 PGI2代谢产物 6-酮-前列腺

素F 1�( 6-keto-PGF1�)的含量。其测定方法按北京东

亚免疫技术研究所试剂盒说明书操作 (单位:

pg / mL)。

1. 5　生物半衰期的测定: 取细胞载片, 按 10
4
～10

6

cfu/ cm
2 密度接种 HGVESs,在含有 15%小牛血清

的M 199培养液中孵育。待细胞铺成单层后备用。另

取一平皿, 将上述细胞载片放在平皿内, 定量加入

20 m L M 199培养液孵育 8 h 后, 取出细胞载片。每

隔一定时间 在平皿中取 样 1 mL 迅速冻 存

( - 75℃) ,用放射免疫法测定 ET-1含量。本实验测

得 ET -1的浓度变化与时间呈指数函数关系: Y =

86. 729e
- 0. 2238x

; 相关系数 R
2
= 0. 962 4。因 PGI2 的

生物半衰期只有几分钟[ 8] ,故无法测定。

1. 6　数据处理: 采用与 M cInt ir e 实验室类似的处

理方法
[ 9]
。将实测的 ET-1和 6-Keto-PGF 1�含量转

换为单位面积的含量( pg/ cm
2
) ,根据流动装置中的

物质平衡,考虑到生物半衰期、抽样和补加循环液因
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素,换算出样品的累加含量。并根据采样的时间间

距,计算出平均分泌速率。各组间平均数差异比较采

用 t检验法。

2　结果与分析

2. 1　药物对内皮素( ET -1)分泌速率和累积分泌量

的影响: 在模拟人体生理环境的剪切应力范围内

( 0～20 dyn/ cm
2
)其内皮素是随着剪切应力加大而

分泌增多 [ 10] ,而且作用时间在 10 h 左右分泌量达到

峰值 [ 6]。因此, 本文着重比较了剪切作用 6 h 后和 12

h 后的累积分泌量, 并分别比较了药物ET -1分泌速

率的影响。结果见表 1。

2. 2　药物对前列环素( PGI2 )分泌速率和累积分泌

表 1　药物对内皮细胞在剪切流场( 16 dyn/ cm2)中持续作用 12 h后 ET-1 分泌量的影响

组　别 数量
剂量

( �g/ mL )

ET -1累积分泌量( pg/ cm2)

6 h后 12 h后

ET -1分泌速率

( pg/ cm2·h )

对照 5 — 　　40. 952 1±4. 780 7 　　102. 686 1±12. 693 1 　　10. 330 1±1. 279 0

丹参 5 1 500 74. 423 7±6. 314 0* * 193. 654 1±26. 503 3* * 19. 988 6±2. 103 6* *

丹皮酚 5 200 76. 931 9±5. 379 1 * * 160. 357 1±11. 411 2* * 13. 906 5±2. 427 9* *

阿司匹林 5 200 41. 022 1±3. 214 1 102. 696 3±13. 055 4 10. 298 9±1. 562 1

　　　　与对照组比较: * * P < 0. 01

量的影响:为了同步了解药物对剪切流场作用下的

内皮细胞PGI2 的分泌速率和累积分泌量的影响,本

实验仍采用和 ET -I同样的时间点和作用时间进行

比较。结果见表 2。

表 2　药物对内皮细胞在剪切流场( 16 dyn/ cm2 )中持续作用 12 h后 PGI2分泌量的影响

组　别 数量
剂量

( �g/ mL )

PGI2 累积分泌量( pg/ cm 2)

6 h后 12 h后

PGI2 分泌速率

( pg/ cm2·h )

对照 6 — 　　10. 045 3±1. 321 5 　　17. 464 3±2. 433 7 　　　1. 200 4±0. 871 3

丹参 6 1 500 18. 125 5±3. 673 3* * 24. 488 6±2. 673 9* * 1. 654 7±0. 721 1

丹皮酚 6 200 14. 301 8±2. 650 9* * 23. 521 5±3. 554 3* * 1. 511 8±0. 663 2

阿司匹林 6 200 12. 044 2±1. 965 1 15. 756 3±1. 996 3 0. 695 1±0. 430 1

　　　　与对照组比较: * * P < 0. 01

2. 3　药物对内皮细胞在剪切流场中作用持续 12 h

后 ET -1和 PGI2水平的影响:为了更直观的比较药

物对内皮细胞分泌 ET -1和 PGI2的影响,本实验分

别选择了内皮细胞在剪切流场( 16 dyn/ cm
2)中持续

作用 12 h 后 ET -1和 6-Keto-PGF1�的浓度值,并对

其进行了比较。结果见表 3。

表 3　药物对 ET-1和 6-Keto-PGI1�水平的影响作用比较

组别 数量 剂量( �g/ mL) ET -1(p g/ mL) 6-Keto-PGF1�

对照 5 — 　　　49. 667 0±11. 817 2 　　　　13. 303 8±3. 960 5

丹参 5 1 500 86. 117 8± 9. 208 5* * 20. 047 0±0. 302 6* *

丹皮酚 5 200 79. 208 7±10. 796 0* * 18. 190 5±2. 725 9*

阿司匹林 5 200 54. 378 4±10. 133 3 13. 167 5±3. 123 6

　　　　与对照组比较: * P < 0. 05　* * P < 0. 01

3　讨论

3. 1　血液流动引起的剪应力及其作用时间在内的

血流动力学因素是影响血管内皮细胞合成的分泌功

能的重要因素之一 [ 6]。为此,本实验利用平行平板流

动腔装置检测药物对内皮细胞功能影响。实验中发

现,流动装置不仅安装简单易行,而且剪切的大小可

通过流速随意调控。流动装置中循环液流动平稳不

易产生气泡, 总循环液需要量仅为 15～25 m L,特别

适于微量细胞代谢产物的测定。在实验过程中还可

随时观察和记录细胞的生长状态, 以保证实验的正

常进行。实验表明,运用此方法研究药物对内皮细胞

功能的影响是可行的, 其实验条件比在静态环境下

的研究更符合实际生理状态。

3. 2　在实验中选取了近年来研究较集中的主要作

用于心血管系统的药物和中药单体, 如复方丹参注

射液、丹皮酚以及阿司匹林作为实验对象。复方丹参

注射液中所含丹参素是改善微循环和扩张冠状动脉

的有效成分[ 11] ,丹皮酚具有舒张血管, 抑制内毒素、

组织胺及 5-羟色胺等致炎物质所引起的血管壁通

透性增强[ 12] , 均具有一定的代表性。而阿司匹林除

了对血管内皮细胞合成的前列腺素几乎没有或仅有

部分(高浓度时)抑制
[ 13]
外, 尚未发现有关血管作用

的报道。因此, 选用阿司匹林作为参照物,其血管作

用可在本实验系统中得到进一步证实。

3. 3　本实验结果表明:复方丹参注射液和丹皮酚对

内皮细胞分泌内皮素和前列环素均有促进作用, 而
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阿司匹林则无影响。此结果从内皮细胞对药物的应

答反应来看是与以往的这些药物血管活性相关的报

道结果 [ 11～13]一致。但出乎意料的是:复方丹参注射

液和丹皮酚对这二种物质均有促进分泌作用,而不

是仅促进前列环素一种物质的分泌。此结果说明丹

参注射液和丹皮酚的血管作用涉及到与内皮细胞功

能相关的其它因子或与其相关的其它作用途径和机

制方面的问题,值得进一步探讨。
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1, 8-二羟基-3, 5-二甲氧基 酮对缺血再灌脑内

氨基酸、乙酰胆碱酯酶活性的影响

何泉华1,邓芹英2�

( 1. 广州医学院蛇毒所,广东 广州　510182;　2. 中山大学化学与化工学院,广东 广州　510275)

摘　要 :目的　观察 1, 8-二羟基-3, 5-二甲氧基 酮( XT )对反复脑缺血再灌后脑内氨基酸及乙酰胆碱酯酶活力的

影响。方法　手术前给小鼠 iv XT 50 和 10 mg / kg ,对反复脑缺血再灌注后 45 min, 用氨基酸自动分析仪测定小鼠

脑内谷氨酸( G lu) ,天冬氨酸( A sp)和 �-氨基丁酸( GABA )的含量;并测定造模后 45 min 以及第 5 天脑内乙酰胆碱

酯酶( AchE)活力。结果　反复脑缺血再灌注后 45 min, Glu 和 Asp 均升高, GABA 也随之升高。二个剂量均可抑制

Glu、Asp 的升高, 50 mg / kg XT 还使升高的GABA 恢复至接近正常。造模后 45 min 以及第 5 天,模型组小鼠 AchE

活力降低, XT 可升高 AchE 活力。结论　XT 可抑制反复脑缺血再灌后脑内 Glu, A sp 和 GABA 含量的升高 ,提高

AchE 活力。

关键词: 1, 8-二羟基-3, 5-二甲氧基 酮;脑缺血再灌; 谷氨酸;乙酰胆碱酯酶
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Effects of xanthone on intracerebral amino acid and AchE activity of

ischemia reperfusion mouse
HE Quan-hua1, DENG Qin-y ing2

　　 ( 1. Inst itute o f Snake Venom, Guangzhou M edical College, Guang zhou Guangdong 510182, China; 2. College of

Chemistr y and Chemical Engineer ing , Sun Yat -set Univer sity , Guang zhou Guangdong 510275, China)

Key words : x anthone; cerebral ischem ia-reperfusion; Glu; AchE
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草 Canscora lucidi ssima ( Lev l. et V ant ) Hand. -
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发现 1, 8-二羟基-3, 5-二甲氧基 酮( 1, 8-dihydrox-
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