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通心络超微粉对大鼠损伤的内皮细胞骨架蛋白的影响
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[摘　要 ]　目的　观察通心络超微粉 ( TXLU )对血管内皮功能的作用及机制。 方法　将健康雄性 Wistar大鼠随机分为正常组和

模型组 ,模型组以蛋氨酸饮食复合“基础饮食+ 负重游泳”法建立络气虚滞型血管内皮功能障碍动物模型。 取正常组和模型组大鼠

血清体外培养人脐静脉内皮细胞 ( HUVEC)细胞株 ,实验分为 4组: 空白组、正常血清组、模型血清组、 TXLU组 ,每组 4个复孔。 观

察血清作用 HUVEC 6h后细胞骨架蛋白纤维状肌动蛋白 ( F-actin)的形态、分布及含量变化。 结果　模型组血清作用 6h后细胞骨

架蛋白 F-actin发生明显的破坏 ,其荧光强度减弱 , TXLU预处理 HUV EC后可减少 F-actin损伤的发生及伴随含量的增加 (P <

0. 01)。 结论　 TXLU可以减弱细胞骨架蛋白 F-actin的损伤 ,可能是其改善血管内皮功能 ,防治动脉粥样硬化的机制之一。
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Inf luence of Tongxinluo Superf ine on Damaged Endothelial Cytoskeletal Protein in Rats

GAO Huailin, W AN G Ling ling , JIA Zhenhua, DON G Xiaow ei, W ANG Hong tao, L IU Kejian, ZHU Huiming , W U Yiling

( Y iling Hospital of Hebei Medical University , Shijiazhuang 050091)

ABSTRACT　Objective　 To observ e the influence o f Tongxinluo Super fine ( Submicr on pow de r o f Chinese medicines fo r prevent-

ing th e a thero sclero sis) on the endo thelial cells and its mechanism. Methods　 Healthy male Wistar rats we re randomized into nor-

mal g roup and model g r oup. The model g r oup w as giv en a methionine diet plus ba sic diet and w eight-loading swimming to establish

the models of endo thelial dysfunc tion in th e co llatera l qi deficiency and stagna tion syndrome. The serum o f mice o f the no rmal

g roup and model g roup w as used to culture in v itro the cell line of human umbilical v ein endo thelial cells ( HUV EC) in an experi-

ment of four g roups, i. e. blank g roup, no rmal serum g roup, model serum g roup, and Tongx inluo Superfine g roup. The changes

in the mo rphological structure and distribution and content o f fibrous actin ( F-ac tin) of endo thelial cy toskeletal pr otein 6 hours a f-

ter the serum functioned on HUV EC we re observ ed. Results　 In the model g roup, a significant destr uc tion of F-actin appear ed a f-

ter the serum functioning fo r 6 hours, and decr eased fluo rescence intensity existed. The prepro cessing o f HUV EC with Tongx inluo

Supe rfine could r educe the incidence o f damage of F-actin and increase its content (P < 0. 01) . Conclusion　 Tongx inluo Supe rfine

can w eaken the damage of F-actin o f endo thelial cyto skeletal pr otein, being pa r t of the possible mechanism in improv ing th e en-

do thelial functions o f v essels to prevent th e a thero sclero sis.

Key Words　 Tongxinluo Super fine ( Submicr on pow der o f Chinese medicines fo r preventing the a thero scler osis) ; Function o f en-

do thelial cells; Cyto skeleton; Colla teral qi deficiency and stagna tion syndrome

　　内皮细胞形态结构受损和功能改变 ,导致血管内

皮屏障功能的损害 ,使血液中的脂质等物质更易通过

内皮细胞 ,促进了动脉粥样硬化 ( AS)的形成
[1- 2 ]
。研究

发现 ,内皮细胞骨架与血管内皮通透性的调节密切相

关 ,对于维持内皮细胞的屏障功能有重要意义 [3- 4 ]。 F-

actin是细胞骨架中的主要收缩蛋白 ,其含量减少或重

聚 ,可以使内皮细胞单层的通透性增加 ,导致血管屏障

功能的损害。 通心络超微粉 ( TX LU)能改善血管内皮

功能 ,对冠心病等 AS性疾病有很好的防治作用 [5- 7 ]。

但其改善内皮功能是否通过抑制内皮细胞骨架的改变

或重组而起作用少见相关报道。因此 ,本研究以络气虚

滞型血管内皮功能障碍模型大鼠血清刺激人脐静脉内

皮细胞 ( HUV EC)为实验模型 ,通过观察 TXLU对损

伤的内皮细胞骨架蛋白的影响 ,探讨 TX LU改善血管

内皮功能及防治 AS的可能机制。

1　材料与方法

1. 1　动物与细胞

健康雄性 Wista r大鼠 ,体重 220～ 250g ,购于北京

维通利华实验动物技术有限公司 [许可证号: SCXK

(京 ) 2007 - 0001 ]; HUV EC细胞株 ( ATCC编号:

C RL-1730):购于中国典型培养物保藏中心 (武汉大学

保藏中心 )。
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1. 2　药物

通心络超微粉 (石家庄以岭药业股份有限公司生

产 ,平均粒度 5～ 10μm) ,成分:人参、水蛭、全蝎、土鳖

虫、蜈蚣、蝉蜕、赤芍、冰片等。 批准文号: 国药准字

Z19980015。 生产批号: 20070405。

1. 3　试剂与仪器

异硫酸氢荧光素- 鬼笔环肽 ( FITC-phalloidin,美

国 Sigm a生产 ,批号: 027k1913) ; Tritonx-100 (美国

Am resco生产 ,批号: 0154B59) ;多聚甲醛 (天津市大茂

化学试剂厂生产 ,批号: 20051217) ;胰酶 (北京鼎国生

物技术有限公司生产 ,批号: D H355-4) ; LSM 510激光

共聚焦显微镜 (德国蔡司 , ZEISS) ; Epics-XLII型流式

细胞仪 (美国贝克曼- 库尔特有限公司生产 )。

1. 4　模型制备

络气虚滞型血管内皮功能障碍模型的建立
[8 ]

: 将

雄性 Wistar大鼠随机 (按动物体重分层随机方法 )分

为正常组和模型组。 模型组连续喂养大鼠 3%高蛋氨

酸饲料 (不限食 ) 4周后 ,施加力竭游泳因素 ,每只造模

大鼠在给予 5%的上述饲料条件下在 25～ 27℃水温的

自制游泳缸 ( 60cm× 40cm× 100cm )中每日强迫负重

(按每只造模大鼠自身体重的 5%计算 )游泳 ,采取两

次游泳法 ,前后相差 10min,游泳至力竭为止 ,以最大

限度耗竭动物体力 (力竭标准 [9- 10 ]:游泳范围逐渐缩

小 ,动作明显失调 ,慌张 ,鼻部在水面上下浮动 ,头部没

入水面下 10s不能上浮 ) ,连续游泳训练 14d络气虚滞

型内皮功能障碍模型建立 (表现: 精神萎靡 ,眼睑下垂 ,

反应迟钝 ,全身毛发枯槁、竖立 ,皮肤松弛 ,皮下少有脂

肪 ,甚至抓之触骨 ,鼻尾颜色可见苍白等 )。

正常大鼠和络气虚滞型内皮功能障碍模型大鼠分

别取血后离心、收集血清 , 56℃灭活 30min,而后进行

过滤除菌 , - 20℃保存备用。

1. 5　细胞培养实验分组

实验分 4组 ,每组 4个复孔: ①空白组: 无血清培

养基 ( F12K)中加入终浓度为 20%的胎牛血清 ;②正常

血清组:无血清培养基 ( F12K)中加入终浓度为 20%的

正常大鼠血清 ;③模型血清组:无血清培养基 ( F12K)

中加入终浓度为 20%的模型大鼠血清 ;④ TX LU组:

无血清培养基 ( F12K )中先加入终浓度为 1μg /m l

TXLU ( 3μg )预处理 6h,然后加入终浓度为 20%的模

型大鼠血清。 各项观察与检测均在血清作用后 6h

进行。

1. 6　细胞骨架蛋白纤维状肌动蛋白 ( F-actin)的形态

学观察

将 2m l HUV EC( 1. 0× 10
5

/m l)接种后 ,常规培养

2d,根据实验设计刺激 HUV EC, 4%多聚甲醛 4℃孵育

10min,冷 PBS漂洗 2min× 3次 ,再用 0. 5% Tri tonX-

100 4℃孵育 5min,冷 PBS漂洗 2min× 3次 ,最后用

5μg /m l的 FITC-phalloidin 4℃避光孵育 40min。 50%

的缓冲甘油封片 ,用激光共聚焦显微镜观察 F-actin的

形态及分布变化。

1. 7　细胞骨架蛋白 F-actin的含量检测

将 3ml HUV EC( 1. 0× 10
5

/ml )接种于 6孔板 ,常

规培养 2d,根据实验设计和分组刺激 HUV EC, 0. 25%

的胰酶 37℃消化 2～ 5min后 ;小心吹打每孔的细胞 ,

悬浮后转移至 1. 5m 1 EP管中 , 300r /min, 3min离心 ;

70%酒精悬浮细胞 4℃过夜 ;每个样本中分别加入

100μl 5μg /m l的 FITC-phal loidin对 F-actin进行荧光

染色 , 4℃孵育 40min;最后用缓冲液悬浮细胞。避光上

流式细胞仪检测细胞荧光强度 (激发波长 488nm,发射

波长为 520nm ) ,每个样本重复 4次 ,用测得的荧光强

度代表 F-actin的相对含量。

1. 8　统计学方法

采用 SPSS 13. 0统计分析软件处理 ,计量数据以

均数±标准差 ( x-± s )表示 ,多组间比较采用单因素方

差分析。

2　结果

2. 1　各组内皮细胞骨架蛋白 F-actin形态学比较

图 1示 ,空白组、正常血清组可见内皮细胞骨架蛋

白 F-actin排列整齐 ,边缘清晰 ,分布均匀 ,主要分布在

细胞周边 ,呈连续状态 ,胞质内应力纤维少 ;正常血清

组与空白组比较 , F-actin的边缘略显模糊 ;模型血清

组内皮细胞骨架蛋白 F-actin排列紊乱 ,边缘模糊 ,胞

质内应力纤维明显增多增粗 ; TX LU组细胞骨架蛋白

F-actin与模型血清组比较形态有明显改善 ,胞质内应

力纤维明显减少 ,且边缘整齐 , F-actin主要在细胞周

A. 空白组 B. 正常血清组

C. 模型血清组 D. TXLU组

图 1　各组内皮细胞骨架蛋白 F-actin形态及分布变化 (× 630)
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边聚集。

2. 2　各组细胞骨架蛋白 F-actin含量变化

正常血清组细胞骨架蛋白 F-actin含量 ( 0. 97±

0. 08)与空白组 ( 1. 00± 0. 13)比较差异无统计学意义

( P> 0. 05) ;模型血清组 ( 0. 80± 0. 06)与正常血清组、

空白组比较均有统计学差异 ( P < 0. 01) ; TXLU组

( 0. 97± 0. 05)与模型血清组比较有统计学差异 ( P <

0. 01)。

3　讨论

中医证候的离体水平研究一直是证候研究的难

点 ,目前尚缺乏在离体细胞水平施加病证复合因素的

细胞模型 ,阻碍了证候的病理生理学机制研究。本实验

以 HUV EC为实验材料 ,以络气虚滞型血管内皮功能

障碍病证复合模型大鼠血清作为损伤因素 ,建立了反

映人体血管内皮功能障碍“病”和络气虚滞“证”特点的

较为理想的细胞模型 ,为证候研究的深入开展提供了

基础。

引起血管内皮通透性增高的原因很多 ,绝大多数

是通过引起内皮细胞骨架蛋白 F-actin改变 ,使内皮细

胞发生收缩 ,最终导致细胞变圆、细胞间隙增大 ,致使

屏障功能受损 [11- 12 ]。循环血液中的细胞因子和炎症介

质等刺激因素作用于内皮细胞 ,诱导内皮细胞骨架 ,特

别是 F-actin的重组和再分布是导致内皮细胞收缩、血

管通透性升高的重要病理基础 [13- 14 ]。 前期研究发现 ,

络气虚滞型血管内皮功能障碍模型大鼠的循环血液中

许多炎性介质、细胞因子 (如 AngⅡ 、 ET-1、 TN F-α等 )

增高 ,故我们设想含有这些损伤因素的模型大鼠血液

刺激 HUV EC后会引起 F-actin的变化。所以本研究以

该模型作为研究载体。

细胞骨架是维持细胞正常形态与功能的重要结

构 , F-actin是细胞骨架中的主要收缩蛋白 ,其含量减

少或重聚 ,可以导致细胞紧密连接结构不能维持 ,从而

使内皮细胞单层的通透性增加 ,导致血管屏障功能的

损害 ,使血液中的脂质等生物大分子物质更易通过内

皮细胞 ,进一步形成泡沫细胞 ,促进 AS形成。

TXLU具有补益心气、活血通络的作用 ,适用于络

气虚乏、血瘀络阻者 ,能改善血管内皮功能 ,对络气虚

滞型血管内皮功能障碍等 AS性疾病应有较好的防治

作用。本实验发现 ,运用激光共聚焦显微镜观察和流式

细胞仪检测 F-actin变化显示 ,给予 TXLU干预后 F-

actin胞质内应力纤维明显减少 ,且边缘整齐 , F-actin

主要在细胞周边聚集 ,其形态恢复接近正常 ,且含量升

高 ( P < 0. 01)。 提示 TXLU有抑制内皮细胞骨架蛋白

F-actin损伤的作用 ,其改善内皮功能 ,防治冠心病等

AS性疾病的作用机制 ,可能与其改善 F-actin形态、分

布及含量 ,保持内皮细胞结构与功能的完整性 ,发挥其

屏障功能有关。
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