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红花苷对模拟微重力下细胞迁移的作用
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［摘　要］　目的　观察红花苷修复模拟微重力下人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣｓ）细胞迁移抑制的作用并探讨其机制。 方法

　ＭＴＴ比色法选出红花苷干预 ＨＵＶＥＣｓ的最佳浓度；模拟失重－２Ｄ回转仪模拟失重培养 ＨＵＶＥＣｓ，分为正常重力对照组、

模拟微重力组、红花苷微重力组。采用透膜侵袭小室模型检测细胞迁移；激光共聚焦显微镜观察红花苷干预后细胞骨架纤维

状肌动蛋白（Ｆ－ａｃｔｉｎ）的形态及对黏着斑（ＦＡｓ）的影响。 结果　与正常重力对照组比较，模拟微重力组细胞迁移数下降（Ｐ＜
０．０１）；红花苷微重力组较模拟微重力组细胞迁移数增加（Ｐ＜０．０５）。正常重力对照组的Ｆ－ａｃｔｉｎ呈现明显极化、微丝集结成

束，模拟微重力可导致Ｆ－ａｃｔｉｎ骨架重构，极化下降并呈现弥散特点；而红花苷微重力组的Ｆ－ａｃｔｉｎ排列有序，伪足较模拟微重

力组增多，方向性显著增强。模拟微重力组较正常重力对照组ＦＡｓ数量（ＶＮ）、面积（ＶＡ）及ＦＡｓ到细胞边缘距离（ＤＳ）显著

降低（Ｐ＜０．０５）；红花苷微重力组较模拟微重力组ＶＮ、ＶＡ、ＤＳ显著升高（Ｐ＜０．０５）。 结论　红花苷可改善模拟微重力作用

导致的 ＨＵＶＥＣｓ迁移抑制，修复模拟微重力作用导致的 ＨＵＶＥＣｓ骨架Ｆ－ａｃｔｉｎ的重构，改善ＦＡｓ的生成及定位。
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　　空间飞行机体面临复杂的重力变化，血管功能
出现剧烈异常导致心血管功能失调（ＣＤ）频繁发生，
直接威胁飞行安全。ＣＤ主要表现为面色青紫或
白、口唇青紫、舌紫暗可见瘀斑、脉细弦，与中医“血
瘀”证相似。红花及单体成分具有较强的抗氧自由

基损伤和抗脂质过氧化损伤，改善血液流变性状等
作用［１－２］。本 研 究 观 察 红 花 苷 对 模 拟 微 重 力
（ＭＭＧ）环境下人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣｓ）细胞
迁移及形态学的影响，探讨红花苷对重力变化导致
的内皮细胞功能失调的逆转或修复机制。
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１　材料和方法

１．１　主要仪器
模拟失重－２Ｄ回转仪（中国航天航空工业研究

所产品），倒置显微镜ＩＸ５１及激光共聚焦显微镜

ＦＶ１０００（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司产品）。

１．２　药品和试剂
红花苷［陕西信瑞生物科技有限公司生产，陕卫

药健（２００９）第１０８９号］；低糖型ＤＭＥＭ 培养基、胎
牛血清（ＦＥＳ，美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；胰蛋白酶干粉、
胶原 酶 Ⅰ 型、鬼 笔 环 肽 ＦＩＴＣ－ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ、Ｈｏ－
ｃｈｅｓｔ３３２５８、Ｃｙ－３标记二抗（美国Ｓｉｇｍａ公司）；多聚
赖氨酸、Ｌ－谷氨酞胺（北京中杉金桥生物技术有限公
司）、黏着斑蛋白ａｎｔｉ－ｖｉｎｃｕｌｉｎ（美国Ｂｉｏｗｏｒｌｄ）。

１．３　ＨＵＶＥＣｓ培养及分组
酶消化法培养 ＨＵＶＥＣｓ，获得脐带后ＰＢＳ冲

洗，止血钳夹闭静脉一端，另一端注入０．２５％胰蛋
白酶消化，３７℃恒温箱１０ｍｉｎ后收集消化液，加入
含２０％ＦＥＳ的ＤＭＥＭ 培养基终止消化反应，离心
后重悬细胞，离心、弃上清，接种于２５ｃｍ２ 培养瓶
中，置于３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度的培养箱中培养。

２４ｈ后更换培养液，以后每４８ｈ换液１次。通过倒
置显微镜形态观察，约３～５天细胞生长融合成单层
细胞。０．２５％的胰蛋白酶消化，本研究采用第２～５
代细胞。
模拟失重培养 ＨＵＶＥＣｓ，采用模拟失重－２Ｄ回

转仪对 ＨＵＶＥＣｓ进行模拟失重培养，ＨＵＶＥＣｓ长
至融合后，消化培养于含有２．５ｃｍ×２．５ｃｍ盖玻
片的６孔培养板中，调整细胞密度为２×１０５／ｍｌ；将
盖玻片插入特制的Ｆｉｘｉｎｇ铁架上，每个铁架可插４
个玻片，并将铁架放置于小室中。小室充满体积分
数９０％的液体，５％ＣＯ２，３７℃培养４～６ｈ；然后将
液体注满小室，排出所有气泡，回转４８ｈ。参考文
献［３－５］方法，实验分为３组：正常重力对照组采用
相同操作，最后一步不用安装至回转器上，模拟微重
力组即采用模拟失重－２Ｄ 回转仪模拟失重培养

ＨＵＶＥＣｓ；红花苷微重力组即模拟失重培养 ＨＵ－
ＶＥＣｓ加入红花苷。

１．４　红花苷干预 ＨＵＶＥＣｓ最佳浓度筛选
用１０％ＦＢＳ得培养液配成单个细胞悬液，以每

孔１０３～１０４ 个细胞接种到９６孔板，每孔体积

２００μｌ，加入红花苷（浓度为１００、１０、１μｇ／ｍｌ），培养

３～５天后加入 ＭＴＴ溶液２０μｌ，继续孵育４ｈ，终
止培养。每孔加１５０μｌ　ＤＭＳＯ，振荡１０ｍｉｎ，使结

晶物充分溶解。在酶标仪上测定各孔光吸收值，记
录标准曲线。结果显示，１０μｇ／ｍｌ为最佳干预浓
度，１００μｇ／ｍｌ细胞出现增殖抑制。

１．５　检测指标及方法

１．５．１　ＨＵＶＥＣｓ迁移检测　采用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室
检测细胞迁移，小室的培养上室和下室相通，中间以
膜滤器（滤孔直径为８μｍ）相隔，下室底采用多聚赖
氨酸包被的２．５ｃｍ×２．５ｃｍ盖玻片铺底，观察细
胞透过基膜的数量从而评价迁移能力；各组细胞计
数２×１０５／ｍｌ，制备爬片行不同重力干预，均培养

４８ｈ消化后１ｇ重力重悬细胞，以５×１０５／ｍｌ接种
于Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室中；含２％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ 培养
基，５％ＣＯ２、３７℃培养基进行培养。孵育２４ｈ后，

ＰＢＳ冲洗后取出盖玻片，置于９５％甲醇固定，ＨＥ染
色，倒置显微镜下观察。

１．５．２　ＨＵＶＥＣｓ骨架纤维状肌动蛋白（Ｆ－ａｃｔｉｎ）、
黏着斑（ＦＡｓ）检测　各组的细胞爬片采用－２０℃甲
醇固定，ＴＢＳ－０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００透膜处理１０ｍｉｎ，

２％ＢＳＡ 封闭，Ｆ－ａｃｔｉｎ染色采用鬼笔环肽 ＦＩＴＣ－
ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ（５μｇ／ｍｌ）一步法免疫荧光染色，室温

３０ｍｉｎ。ＦＡｓ染色依据Ｅｌｉ　Ｚａｍｉｒ［６］的方法，爬片置
于３％多聚甲醛＋０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００混合固定液，

ＴＢＳ清洗，２％ＢＳＡ封闭，一抗ａｎｔｉ－ｖｉｎｃｕｌｉｎ　４℃孵
育过夜，ＴＢＳ清洗；Ｃｙ－３标记二抗３７℃孵育２ｈ，

ＴＢＳ清洗；１０μｇ／ｍｌ　Ｈｏｃｈｅｓｔ复染，封片。分析

ＦＡｓ参数：ＦＡｓ平均数量（ＶＮ）、ＦＡｓ平均面积
（ＶＡ）、ＦＡｓ到细胞边缘平均距离（ＤＳ）。所有荧光
染色采用激光共聚焦显微镜观察，于６０倍水镜下进
行观察，据情况进行Ｚｏｏｍ放大（３倍），每个视野下
的观察标尺为１０μｍ。ＦＡｓ参数参照文献［６－７］处
理，分析计算采用高通量激光共聚焦荧光滤过法。

１．６　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１２．０统计软件进行分析，计量数据

用均数±标准差（珚ｘ±ｓ）表示，组间比较采用ｔ检验。

２　结果

２．１　各组细胞迁移比较
表１示，与正常重力对照组比较，模拟微重力

组、红花苷微重力组细胞迁移数明显下降（Ｐ＜
０．０１）；红花苷微重力组细胞迁移数较模拟微重力组
增多（Ｐ＜０．０５）。

２．２　各组 ＨＵＶＥＣｓ骨架Ｆ－ａｃｔｉｎ变化比较
正常重力对照组细胞极化明显，Ｆ－ａｃｔｉｎ呈现放

射状，集结成束，并可见到细胞周围密集的伪足；模
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拟微重力组Ｆ－ａｃｔｉｎ的极化显著下降，并且微丝染色
呈现出弥散的特点；红花苷微重力组Ｆ－ａｃｔｉｎ明显排
列有序，伪足较模拟微重力组增多，并且方向性显著
增强，其标尺为１０μｍ。

表１　各组细胞迁移比较（个，珚ｘ±ｓ）

　　组别 样本数 细胞数

正常重力对照组 ８　 ３６．００±１．１９
模拟微重力组 ８　 １９．００±１．５１＊

红花苷微重力组 ８　 ２８．００±２．１２＊▲

　　注：与正常重力对照组比较，＊Ｐ＜０．０１；与模拟微重力组比较，

▲Ｐ＜０．０５

２．３　各组 ＨＵＶＥＣｓ　ＦＡｓ参数比较
与正常重力对照组相比，模拟微重力组 ＨＵ－

ＶＥＣｓ　ＦＡｓ的ＶＮ、ＶＡ、ＤＳ均显著下降（Ｐ＜０．０５）；
与模拟微重力组比较，红花苷微重力组的ＶＮ、ＶＡ、

ＤＳ下降（Ｐ＜０．０５）。

表２　各组 ＨＵＶＥＣｓ　ＦＡｓ参数比较（珚ｘ±ｓ）

　组别 样本数 ＶＮ（个） ＶＡ（μｍ２） ＤＳ（μｍ）

正常重力
对照组 ８　 ２６７．００±７．１２　９０．４３±７．５６　 ３９．４２±４．２３

模型微
重力组 ８　 １３３．００±１．５６＊６６．２１±８．１５＊ ２１．３４±２．５６＊

红花苷
微重力组 ８　 １９８．００±３．１２＊▲８０．５７±１０．３３＊▲ ３１．３３±３．１１＊▲

　　注：与正常重力对照组比较，＊Ｐ＜０．０５；与模拟微重力组比较，

▲Ｐ＜０．０５

３　讨论
空间飞行导致机体面临复杂的重力变化，会出

现多种多样的不适与失调，如骨质疏松、贫血综合征
等，其中由于血管功能剧烈异常导致ＣＤ发生的最
为频繁，也直接威胁飞行安全［８－９］。Ｈａｙａｓｈｉ等［１０］

１９９１年提出内皮功能障碍这个概念，认为内皮细胞
受损是导致多种血管系疾病的重要原因。研究发
现［１１］，在 ＭＭＧ时可导致血管内皮细胞增殖能力，
与细胞周期滞留于Ｇ２／Ｍ期有关。
当机械力（包括失重）作用细胞，包膜发生扭曲

激活细胞膜上的ＦＡｓ受体并将胞外的机械刺激通
过细胞骨架传递于细胞内［１２］。骨架以及其包膜与
细胞外基质的的黏附点可能是物理力学刺激的关键

部位，评价失重作用后ＦＡｓ的形态与功能的改变可
为揭示生物体对外力的反应提供依据。本研究采用

Ｚａｍｉｒ　Ｅ等提出的半通量激光共聚焦演算对ＦＡｓ进
行半定量监测，以期解释 ＭＭＧ影响内皮功能及选
择对抗策略的深层次机制。
我们发现 ＭＭＧ可致 ＨＵＶＥＣｓ迁移抑制，证

明 ＭＭＧ下内皮功能的障碍与细胞迁移受限直接
相关。所谓活血祛瘀、通则不痛，本研究将中医活血
中药单体红花苷引入研究中，以期观察红花苷是否
有促进细胞活力与迁移的作用。同时，本研究还发
现１０μｇ／ｍｌ的红花苷可显著改善 ＨＵＶＥＣｓ在

ＭＭＧ迁移抑制状态。众所周知，两个核心因素决
定着细胞的迁移，结构正常的细胞纤维状肌动蛋白
骨架以及成熟的ＦＡｓ结构；在红花苷微重力组，细
胞Ｆ－ａｃｔｉｎ的伪足较模拟微重力组多，这可能是红花
苷改善细胞迁移抑制的机制之一。当细胞的ＦＡｓ
面积大并且数量多时，细胞的迁移旺盛，然而当

ＦＡｓ面积小并且数量少时，细胞的迁移则被抑
制［１３］。ＭＭＧ作用后，ＦＡｓ的数量和面积都明显下
降，这可能是 ＨＵＶＥＣｓ在 ＭＭＧ下现已抑制的原
因之一。ＦＡｓ的成熟还体现在各个黏着点定位的
准确，本研究发现 ＭＭＧ作用４８ｈ后，ＦＡｓ平均到
包膜的距离明显不同于正常重力对照组，ＭＭＧ可
能通过影响ＦＡｓ定位而影响ＦＡｓ的成熟。然而，
通过与红花苷共同孵育，ＨＵＶＥＣｓ形成了较为成熟
的ＦＡｓ，数量及面积都显著提高，提示这可能与其
促迁移作用直接相关。
红花单体具有直接保护损伤内皮的作用，羟基

红花黄色Ａ可促使缺氧条件下内皮细胞增殖率升
高［１４］；可抑制缺氧复氧条件下Ｐ选择素（Ｐ－ｓｅｌｅｃ－
ｔｉｎ）、细胞间黏附分子－１（ＩＣＡＭ－１）的过度表达［１５］。
研究表明，将不同浓度的红花苷分别作用在常养
（２１％）和缺氧（１０％）状态下的内皮细胞，发现在这
两种状态下特别是缺氧情况下红花苷对内皮细胞有

促进增殖的作用，并且呈现浓度依赖性。本研究进
一步发现，红花苷可修复 ＭＭＧ导致内皮细胞迁移抑
制的作用，可以提高细胞动力，因此红花苷可能成为
对抗机体在失重条件下产生心血管失调的又一策略。
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中国第七届中医、中西医结合暨非药物疗法防治
心脑血管病、糖尿病、肿瘤高级论坛通知

由中国人体健康科技促进会医药科技专业委员会、《世界中医药》杂志社联合主办的“中国第七届中医、中西医结合
暨非药物疗法防治心脑血管病、糖尿病、肿瘤高级论坛”拟于２０１３年５月在重庆市召开。

１．会议征文与研讨内容
（１）中医药治疗心脑血管病的理论研究及临床经验；（２）中医、中西医结合治疗心脑血管病的新疗法、新进展；（３）中

医药治疗心脑血管病的实验研究；（４）针灸推拿等非药物疗法治疗心脑血管病的体会；（５）中医、中西医结合治疗糖尿病
的理论研究及临床进展；（６）糖尿病、肿瘤及心脑血管病的中医诊疗规范；（７）中医药、中西医结合治疗肿瘤的基础及临
床研究；（８）中医、中西医结合抗肿瘤的理论与临床探讨；（９）名老中医经验和民间中医验方防治心脑血管病、糖尿病、肿
瘤经验总结；（１０）抗肿瘤中药的研究与开发；（１１）肿瘤止痛及晚期肿瘤患者生存质量与养生方法研究；（１２）中医非药物
疗法的基础研究和理论研究探讨；（１３）中医非药物疗法在临床中的应用研究与总结；（１４）针灸在各科临床的经验总结；
（１５）推拿按摩及其他理疗方法在各科临床的运用；（１６）非药物康复疗法经验总结；（１７）中风后遗症的中医特色治疗经
验；（１８）老年痴呆症、顽固性失眠、血管性头痛的论治精神及特色疗法；（１９）名老中医临床经验总结；（２０）中医成才经验
介绍；（２１）临床应用经方、成方、验方的体会；（２２）中医养生保健、药膳食疗方法介绍及理论研究；（２３）中医药教学经验
介绍；（２４）中国医学史研究；（２５）中药、民族药研究及其现代应用；（２６）复方制剂的开发与研究。

２．征文要求
（１）论文要求论点明确、论据充分、结构严密、层次分明、文字精炼，具有科学性、创新性、实用性；（２）征文请附医院

或主管单位介绍信；（３）征文截止日期为２０１３年５月１０日；（４）每位作者只限投一篇论文（要求２　０００字以内）；（５）文稿
中的计量单位均须采用法定计量单位；（６）文题下署作者姓名，作者单位名称、地址、邮政编码、电话请写在文稿末尾，请
在投稿信封左下角注明“会议”字样；（７）论文尽量不用表格及图片；（８）欢迎电子邮件投稿；（９）征文经专家评审后，录用
文章将刊登在《世界中医药》杂志２０１３年增刊上（第一、第二作者分别授予国家ＩＩ类继续教育学分６、５分），并邀请参加
会议，入选论文安排在大会交流，参加会议者颁发证书并授予国家ＩＩ类继续教育学分１０分。

３．投稿地址：北京市朝阳区小营路１９号财富嘉园 Ａ座３０２室《世界中医药》杂志社，邮编：１００１０１，电话：（０１０）

５８２３９０５５，传真：（０１０）５８２３９０６６，手机：１３９０１３１８４０３，Ｅ－ｍａｉｌ：１１３９０１３１８４０３＠１３９．ｃｏｍ，联系人：王炳岐
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