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羟基红花黄色素A 对常氧ö低氧犬胸主动脉内皮细胞增殖的影响
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摘　要: 目的　探讨羟基红花黄色素A (H SYA ) 对常氧ö低氧两种条件下体外培养的犬胸主动脉内皮细胞增殖的
影响。方法　采用内膜消化刮取法获取犬胸主动脉内皮细胞; 在常氧 (21% ) ö低氧 (10% ) 两种条件下, 分别以噻唑
蓝 (M T T ) 法观察 H SYA 对血管内皮细胞 (V EC) 增殖的影响, 血管内皮生长因子 (V EGF) 作为阳性对照。结果
常氧条件下 H YSA 1、011 mmo löL 在 72、96、120 h 时对 V EC 有明显促增殖作用; 低氧条件下 H YSA 1、011、0101

mmo löL 在 24、48 h 时对 V EC 有明显促增殖作用, 且具有浓度和时间依赖性。H YSA 1 mmo löL 与 V EGF 216×

10- 7mo löL 在同样条件下对 V EC 的促增殖作用强度相当。结论　在常氧ö低氧两种条件下, H SYA 均具有明显促

V EC 增殖作用, 且在低氧条件更为明显。
关键词: 红花; 羟基红花黄色素A (H SYA ) ; 血管内皮细胞 (V EC) ; 血管新生; 常氧; 低氧; 血管内皮生长因子
(V EGF)
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　　心脑梗死性疾病的病理特征之一是慢性或持续

性组织供血不足, 导致组织代偿性血管再生, 逐渐建

立侧枝循环以适应缺血缺氧的需要。但是这种代偿

过程缓慢, 而且往往不够充分, 应用外源性物质可刺

激缺血组织毛细血管生长及侧枝循环形成的治疗方

法称为“药物分子搭桥术”或称“治疗性血管新生”,

目前已成为缺血性心脑组织血运重建研究的热

点[1, 2 ]。

羟基红花黄色素A (hydroxysaff lo r yellow A ,

H SYA ) 是从传统的活血化瘀类中药红花中分离出

来的、具有抗心脑缺血性损伤和抗凝血[3 ]、抗氧化[4 ]

作用的有效单体成分。前期实验证实: H SYA 可通

过增强血管内皮生长因子 (V EGF) 表达而增加脑

组织缺血区半暗带内新生血管数目, 从而明显缩小

脑组织的梗死面积[5 ]。血管新生是一个多因素参与、

多环节相互作用的极其复杂的过程。由于血管内皮

细胞 (vascu lar endo thelia l cell, V EC) 的增殖是新

生血管形成的必要条件, 而 V EC 的增殖和分化也

一直被认为是血管新生的最重要环节, 是药物治疗

心脑梗死性疾病的重要靶区。故此 Garget t 等[6 ]认

为对 V EC 增殖的检测是研究体外血管新生合适的

模型[6 ]。

本实验采用体外培养的犬胸主动脉内皮细胞作

为模型材料, 观察在常氧ö低氧两种条件下, 不同浓

度的 H SYA 作用不同时间对 V EC 增殖的影响, 探

讨 H SYA 促血管新生作用的细胞生物学基础。

1　材料

111　药品与试剂: H SYA (质量分数 9917% ) , 山东

省天然药物工程技术研究中心提供, 为黄色疏松冻

干块状物, 易溶于水, 批号 20000525; 人V EGF, PE2
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PRO 2T ECH 公司产品, 批号 030210; DM EM 细胞

培养基和低糖 DM EM 细胞培养基, Gibco 公司产

品; 小牛血清 (FBS) , 杭州四季青公司产品, 批号

031208; 胰蛋白酶, Sigm a 公司产品; 第Ð 因子鉴定

试剂, K irkegaard & Perry 实验室提供;M T T、二甲

基亚砜 (DM SO ) , 均为 Am resco 公司产品; H epes,

Roche 产品; 青霉素, 华北制药集团生产; D 2H ank s

液, 自制。

112　动物: 健康雄性杂种犬, 15～ 20 kg, 由北京方

元缘实验动物养殖场提供。

113　仪器: T hermo Fo rm a CO 2培养箱及三气培养

箱, 美国 Fo rm a 公司; XD S21B 型倒置显微镜, 重庆

光学仪器公司; FL C—3 型超净工作台, 哈尔滨市东

联公司; SPECTRA M A X 190 型酶标仪,M o lecu lar

D evices 公司。

2　方法

211　V EC 的分离培养: 采用内膜消化刮取法获取

犬胸主动脉V EC [7 ]。犬处死后, 取出胸主动脉, 放于

D 2H ank s 液中, 用眼科剪修剪血管的外膜, 去除脂

肪组织, 用眼科剪纵行剖开动脉, 内膜朝下放于含有

0125% 胰蛋白酶中, 37 ℃ 消化 20 m in, 轻轻刮取

V EC, 收集消化液, 离心 (1 000 röm in, 5 m in) , 去

上清, 收集细胞, 含 20% FBS DM EM 培养液洗 1

次, 再制备细胞悬液, 调整细胞数, 种植于培养瓶中。

24 h 后倾去含细胞碎片和未贴壁细胞的培养液, 换

入新鲜培养液培养。

212　V EC 的传代: V EC 接种于培养瓶中, 置于 37

℃、5% CO 2中静置培养, 约 2～ 3 d 换液 1 次, 弃去

原培养液, 每瓶中加入新鲜的含 20% FBS 的

DM EM 培养液进行培养, 约 4～ 7 d, 细胞长成致密

单层, 铺满培养瓶底, 进行传代; 弃去原培养液, 用

D 2H ank s 液冲洗2 遍, 每瓶加入 0125% 胰蛋白酶消

化, 相差显微镜下观察细胞, 约 1～ 3 m in 细胞成圆

形, 中止消化, 加入培养液, 吹打培养瓶底, 使 V EC

脱落, 计数, 用含 10% FBS 的 DM EM 培养液制成

细胞悬液 (细胞数 1×104～ 2×104ömL ) , 接种于新

的培养瓶中, 置于 37 ℃、5% CO 2中静置培养。

213　V EC 形态学鉴定[8 ]: 在加有盖玻片的6 孔板包

被明胶后接种胰酶消化的培养犬胸主动脉 V EC

(细胞数 1×105ö孔) , 待 V EC 长至近单层时取出 6

孔板内的盖玻片, 丙酮2甲醇 (1∶1) 固定 5 m in,

PBS 冲洗 5 m in, 3 次。加 1∶100 稀释的Ð 因子单

抗, 4 ℃ 下作用 4 h。PBS 洗涤后, 加1∶250 F ITC2
羊抗鼠 IgG, 室温下作用 1 h。PBS 洗涤后荧光显微

镜观察。

214　常氧条件下 V EC 增殖测定[9 ]: 取经 4 代细胞

经 0125% 胰酶消化后, 以 1×104ö孔接种于96 孔板

内, 每孔加入 100 ΛL 细胞悬液, 置于 37 ℃、5%

CO 2、21% O 2 (常氧) 条件下静置培养。24 h 后更换

为含 10% FBS 的不同剂量含药培养液 (包括对照

组, V EGF 216×10- 7mo löL 组, H SYA 1、011、0101

mmo löL 组, 每组6 个复孔。继续于 37 ℃、5% CO 2、

21% O 2 (常氧) 条件下分别培养 48、72、96、120 h

后, 采用M T T 比色法测定细胞增殖变化。每孔加入

M T T 溶液 (5 göL ) 20 ΛL , 继续孵育 4 h 终止培养,

吸弃上清液, 每孔加入 150 ΛL DM SO 振荡 10 m in,

然后在波长 490 nm 处, 于酶标仪上测定吸光度值。

同时设立空白对照孔, 与实验组平行, 不加细胞只加

培养液。比色时以空白对照孔调零。

215　低氧条件下 V EC 增殖测定[9 ]: 取第 4 代细胞

经 0125% 胰酶消化以后, 以 1×104ö孔接种于 96

孔板内, 每孔加入 100 ΛL 细胞悬液, 置于 37 ℃、

5% CO 2、21% O 2 (常氧) 条件下静置培养。24 h 后

更换为含 10% FBS 的不同剂量含药培养液 (分组

同214 项) , 每组6 个复孔。继续于 37 ℃、5% CO 2、

10% O 2 (低氧) 条件下分别培养 12、24、48、72 h 后,

采用M T T 比色法测定细胞增殖变化。

216　统计学处理: 数据用 x ±s 表示, 采用方差分析

方法 (ANOVA ) 进行组间比较。

3　结果

311　V EC 的鉴定: 光学显微镜下细胞主要呈小圆

形、多角形或长梭形, 边界清楚, 胞浆丰富, 有大且明

显的圆形或椭圆形的细胞核, 核内染色质稀疏, 核仁

1～ 2 个; 细胞呈单层生长, 互不重叠, 呈铺路石状镶

嵌排列。第Ð 因子单抗间接免疫荧光染色结果显示

所培养的细胞表达较高密度的Ð 因子, 可见 95%

以上的细胞膜、细胞浆内有棕黄色颗粒分布, 尤其是

核周边区染色较深, 证明所培养的细胞为犬胸主动

脉V EC。

312　常氧条件下 H SYA 对 V EC 增殖的影响: 由

图 1 可见, 加药培养 48 h 后, 各实验组和对照组犬

胸主动脉V EC 数量 (A ) 值都随时间延长而逐渐增

加, 细胞形态无明显差别。48 h 时, 各实验组与对照

组比较, 细胞增殖无统计学意义 (P > 0105) ; 72 h

时, 各实验组的细胞数均比对照组高, 尤其 H YSA

组、V EGF 216×10- 7mo löL 组与对照组比较, 差异

显著 (P < 0105) ; 作用 96、120 h 时, 各组细胞数量

继续增加, H SYA 1、011 mmo löL 和 V EGF 216×
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10- 7 mo löL 组的细胞数均比对照组明显增加 (P <

0105、0101)。结果表明, H SYA 1、011 mmo löL 对体

外培养的犬胸主动脉 V EC 有明显促增殖作用, 且

具有浓度依赖性和时间依赖性。H YSA 1 mmo löL
与V EGF 216×10- 7mo löL 在各时间点对 V EC 的

促增殖作用强度相当 (P > 0105)。

与对照组比较: 3 P < 0105　3 3 P < 0101

3 P < 0105　3 3 P < 0101 vs con tro l group

图 1　常氧条件下 HSYA 对犬胸主动脉 VEC 增殖的影响

(x±s, n= 6)

F ig. 1　Effect of HSYA on prol iferation of can ine

aortic endothel ia l cells in normox ic culture

(x±s, n= 6)

313　低氧条件下 H SYA 对 V EC 增殖的影响: 由

图2 可见, 低氧条件下, 加药培养 12 h 时, 各组V EC

均无明显变化, H YSA 组细胞数与对照组比较无明

显差异 (P > 0105)。24 h 后, 实验组和对照组V EC

数量都随时间延长而逐渐增加, 细胞形态无明显差

别。24 h 时, 各给药组的细胞数均比对照组增多, 尤

其 V EGF 组与对照组比较, 有明显差异 ( P <

0105) ; 48 h 时, 各组细胞数量继续增加, H SYA 1、

01001 mmo löL 和 V EGF 216×10- 7mo löL 各组的

细胞数均比对照组明显增加, 差异显著 (P < 0101) ;

72 h 时, 各组细胞数量继续增加, 但增殖速度渐缓,

这可能是由于细胞数量趋于饱和引起的, V EGF

216×10- 7mo löL 组与对照组比较, 仍有显著性差异

(P < 0101)。结果表明, H SYA 1、011、0101 mmo löL
对低氧体外培养的犬胸主动脉V EC 有明显促增殖

作用, 且具有浓度依赖性和时间依赖性。

4　讨论

　　血管的发生主要有两种形式, 即血管新生和血

管生长。在成熟动物新生血管形成的过程中, 两种机

制都起作用, 一般认为作用较大的是血管新生。血管

新生是一个复杂的过程, 在某些刺激因素 (如缺氧、

缺血或炎症等) 作用下, 细胞外基质降解及V EC 增

殖、迁移、黏附和连接, 由已有的血管网的内皮细胞

分化增殖而形成新的毛细血管[10 ]。正因为构成血管

与对照组比较: 3 P < 0105　3 3 P < 0101

3 P < 0105　3 3 P < 0101 vs con tro l group

图 2　缺氧条件下 HSYA 对犬胸主动脉 VEC 增殖的影响

(x±s, n= 6)

F ig. 2　Effect of HSYA on prol iferation of can ine

aortic endothel ia l cells in hypox ic culture

(x±s, n= 6)

内壁的内皮功能与新生血管的关系密切, 所以20 年

来有关新生血管研究的体外实验多集中在V EC 的

相关研究上, 故 V EC 的增殖和分化也一直被认为

是血管新生的最重要环节之一, 也是药物治疗心脑

梗死性疾病的重要靶区。前期实验结果[5 ] 表明,

H SYA 可明显增加缺血脑组织内的微血管密度

(M VD ) , 且M VD 与脑梗死区的面积比成负相关,

提示 H SYA 抗脑缺血作用与其促血管新生有关。

由于 V EC 的增殖是新生血管形成的必要条

件, 因此 H SYA 促新生血管形成作用机制可能与其

促进 V EC 增殖有关。故研究采用体外常氧ö低氧

V EC 增殖两种模型, 观察到尽管 H SYA 均能促进

V EC 增殖, 但在作用时间方面有较大的差异。在常

氧条件下, 对照组与各给药组之间的 V EC 增值速

率相当, 在 96 h 时间点才见明显差异; 但在低氧的

条件下, 给药组 V EC 增值速率与对照组出现差异,

比在常氧条件下提前了 48 h, 说明体外低氧低糖这

种模拟体内缺血缺氧的人为条件, 的确可以作为一

个较好的体外促进 V EC 增殖的刺激因素; 同时本

实验结果也可以初步说明, 在正常动物体内观察到

H SYA 促血管新生所需的用药剂量比在缺血缺氧

模型动物达到同样效果的实验用药量大得多。但是,

血管新生并不是简单的 V EC 的生长, 它还包括

V EC 的迁移、分化、排列以及周围细胞的生长等一

系列复杂过程, 更何况 V EC 的迁移、分化、排列以

及周围细胞的生长等一系列复杂过程, 更何况V EC

的增殖和迁移是同步发生的, 新生血管正是依靠这

两个过程来增加发育过程中血管的长度, 增殖的

V EC 随即整合到新血管的中间部分。由于本研究只

发现 H SYA 具有促进 V EC 增殖作用, 但尚未进行
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有关 H SYA 对新生血管生成过程中其他环节如

V EC 迁移、黏附等方面的作用, 因此对于 H SYA 是

如何通过促进V EC 增殖途径导致新血管生成的具

体机制仍不清楚, 需要在今后的实验中进一步阐明。

V EGF 已被证实具有强大促 V EC 增殖作用,

其可由内皮细胞释放, 特异性作用于V EC, 是当今

发现的最强的内源性 V EC 分裂原[11 ]。H SYA 在

1×10- 3 mo löL 浓度下与 V EGF 216×10- 7 mo löL
在各时间点对 V EC 的促增殖作用强度相当, 表明

H SYA 作为天然化合物, 对 V EC 增殖有着较强的

活性, 这可能是其促新血管生成的细胞学基础。从本

实验结果可以进一步考虑, 在当今从天然药物中寻

找高效低毒的治疗心脑梗死性疾病药物的国际呼声

日趋高涨的形势下, 与国外运用的高通量活性筛选

方法相比, 以传统的活血化瘀类中药作为切入点, 则

不失为寻找开发促血管新生药物的一条捷径。

致谢: 山东省天然药物工程技术研究中心马成

俊博士提供 H SYA。
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鼠尾藻多酚的抗肿瘤活性研究

魏玉西1, 孙　峋2, 王长云3, 王春波1Ξ

(11 青岛大学医学院, 山东 青岛　266071; 21 青岛大学 科研处, 山东 青岛　266071;

31 中国海洋大学医药学院 海洋药物研究所 海洋药物教育部重点实验室, 山东 青岛　266003)

摘　要: 目的　研究鼠尾藻 S arg assum thunberg ii 多酚对肺癌 A 2549 细胞和肝癌 BEL 27402 细胞体外增殖的抑制
作用。方法　采用有机溶剂提取、透析法获得鼠尾藻多酚 ST K1 (相对分子质量> 1×104) 和 ST K2 (相对分子质
量< 1×104) , 采用磺酰罗丹明 B (SRB ) 蛋白染色法检测体外细胞增殖抑制率。结果　ST K1 在质量浓度为 8715

ΛgömL 时, 对 A 2549 和BEL 27402 细胞增殖的抑制率分别为 9017% 和 8913% ; ST K2 在质量浓度为 340 ΛgömL

时, 对A 2549 和BEL 27402 细胞增殖的抑制率分别为 8919% 和 9011%。在相同质量浓度下 ST K1 比 ST K2 活性
强。结论　鼠尾藻多酚化合物 (ST K1 和ST K2) 对人肺腺癌A 549 细胞、人肝癌BEL 27402 细胞均有较强的抑制作
用, 相对分子质量高的 ST K1 具有更强的抑制活性。
关键词: 鼠尾藻; 多酚; 肺癌 A 2549 细胞; 肝癌BEL 27402 细胞; 增殖
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　　鼠尾藻 S a rg assum thunberg ii (M ert. ) O.

Kun tze 是一种广布于我国沿海的一种褐藻, 系统分

类上隶属于马尾藻科、马尾藻属。该藻集生于中潮带

和低潮带岩石, 或在高、中潮带的水陆或石沼中。研

究表明, 鼠尾藻中除富含胶质、甘露醇、碘、钾、锌、铜

等有效成分外, 尚含有由间苯三酚作为单体组成的

褐藻多酚类物质, 它们作为次级代谢产物具有许多

生物活性, 如抗氧化[1, 2 ]、抑菌[3 ]、拒食等[4 ]。因此, 鼠

尾藻除在海洋生态系统中占有重要地位外, 在医药、

保健、水产养殖及化学工业等行业中也具有许多可

开发的潜力[5, 6 ]。到目前为止, 对鼠尾藻的抗肿瘤活

性研究多以多糖成分或粗提物为研究对象, 如鼠尾

·39·中草药　Ch inese Traditiona l and Herbal D rugs　第 39 卷第 1 期 2008 年 1 月

Ξ 收稿日期: 2007203201
基金项目: 国家自然科学基金资助项目 (30572314) ; 山东省优秀中青年科学家科研奖励基金资助项目 (BS07002)
作者简介: 魏玉西 (1964—) , 男, 山东青岛人, 博士, 教授, 研究方向为海藻化学与海洋药物。

T el: (0532) 85953227　E2m ail: yux iw 729@ 163. com


