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海带多糖对心理应激大鼠血管内皮依赖性舒缩功能的影响
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[摘摇 要] 摇 目的摇 研究海带多糖对心理应激大鼠血管内皮依赖性舒张和收缩功能的影响。 方法摇 采用空瓶刺激

法建立心理应激大鼠模型,大鼠随机分为对照组、模型组、海带多糖低剂量组、海带多糖高剂量组及低分子肝素组。
经旷场试验后,取胸主动脉置于恒温灌流系统,分别记录血管环在累积浓度乙酰胆碱、去甲肾上腺素诱导后的血管

舒缩反应,以及一氧化氮合酶抑制剂(左旋硝基精氨酸甲酯)孵育后累积浓度硝酸甘油的血管舒张反应情况。 结果

摇 模型组、海带多糖低剂量组、海带多糖高剂量组和低分子肝素组旷场行为学评分显著高于对照组(P < 0郾 05)。 与

对照组比较,模型组对乙酰胆碱诱导的血管舒张反应明显降低(P < 0郾 05),对去甲肾上腺素诱导的血管收缩反应明

显增强(P < 0郾 05);与模型组比较,海带多糖高剂量组对乙酰胆碱诱导的血管舒张反应明显增强(P < 0郾 05),对去

甲肾上腺素引起的血管收缩反应明显减弱(P < 0郾 05),海带多糖低剂量组和低分子肝素组血管舒缩反应无显著性

变化(P > 0郾 05)。 左旋硝基精氨酸甲酯孵育后,与对照组比较,模型组、海带多糖低剂量组、海带多糖高剂量组和低

分子肝素组对硝酸甘油引起的舒张反应均显著降低(P < 0郾 05),海带多糖高剂量组、海带多糖低剂量组和低分子肝

素组加入左旋硝基精氨酸甲酯孵育后硝酸甘油诱导的血管最大舒张反应显著低于乙酰胆碱诱导(未加入左旋硝基

精氨酸甲酯孵育)的血管最大舒张反应。 结论摇 海带多糖对心理应激大鼠血管内皮依赖性舒缩功能具有保护作

用。 因此,海带多糖可以拮抗内源性肾上腺素增多导致的内皮损伤。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effect of laminaria polysaccharide (LP) on the vascular endothelium鄄depend鄄
ent relaxation and contraction of rats induced by psychological stress. 摇 摇 Methods摇 Normal adult rats are randomly divid鄄
ed into control group, LP high group (LP鄄H group), LP low group (LP鄄L group) and low molecular heparin group, which
was to build psychological stress of rat model by using the stimulation of uncertainty empty bottle. 摇 After the stress, rats
were reviewed by open鄄field test. 摇 Then aortic rings were isolated and put into organ bath. 摇 The tension of endothelium鄄
dependent relaxation induced by acetylcholine (Ach), contraction induced by norepinephrine (NE) and relaxation induced
by nitroglycerin (NTG) after adding in L鄄arginine methyl ester hydrochloride (L鄄NAME) were recorded. 摇 摇 Results摇
Compared with control group, the frequency of crossing and rearing behavior increased significantly in model group, LP鄄H
group, LP鄄L group and low molecular heparin groups. 摇 The model group reduced Ach鄄induced relaxation (P < 0郾 05) and
enhanced NE鄄induced contraction (P < 0郾 05) in comparison with control group. 摇 Compared with model group, the relaxa鄄
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tion induced by Ach significantly increased and the contraction induced by NE significantly are decreased in LP鄄H group. 摇
It is meaningless in LP鄄L group and low molecular heparin group. 摇 In model, LP鄄H group, LP鄄L group and heparin
groups, relaxation induced by nitroglycerin after adding in L鄄NAME was rather lower than that of control group. 摇 The max鄄
imum relaxation induced by nitroglycerin with L鄄NAME is significantly lower than that of induced by Ach without L鄄NAME
in LP鄄H group, LP鄄L group and heparin groups. 摇 摇 Conclusions摇 LP can prevent vascular endothelium鄄dependent relax鄄
ation and contraction of rat induced by psychological stress. 摇 So it may prevent endothelium damaged by endogenous adren鄄
aline.

摇 摇 心理 -社会因素是损伤血管内皮细胞,导致心脑

血管疾病的重要因素。 精神紧张、情绪焦虑等心理应

激状态,使交感神经活动增强,肾上腺髓质释放肾上

腺素增多,肾上腺素在酶的作用下,脱氨生成毒性代

谢物,损害内皮细胞的组织结构和功能[1]。 血管内皮

受损、血管内皮功能减退是促发动脉粥样硬化发生发

展的最重要的始动因素[2]。 本课题组的前期研究发

现,海带多糖(laminaria polysaccharide,LP)具有抗凝

血、抑制血小板功能和抗血栓形成作用,并且对外源

性的肾上腺素所致的内皮细胞损伤具有一定保护作

用[3,4]。 本研究旨在观察海带多糖对心理应激性内皮

损伤大鼠血管环的内皮依赖性舒张和收缩反应,从而

探讨海带多糖是否能够拮抗内源性肾上腺素增多导

致的内皮损伤。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 药品与试剂

摇 摇 苯肾上腺素(phenylephrine,PE)、去甲肾上腺素

(norepinephrine,NE)购自上海禾丰制药有限公司,
硝酸甘油(nitroglycerin,NTG)购自广州明兴制药,乙
酰胆碱(acetylcholine,Ach)购自上海三爱思试剂有

限公司,左旋硝基精氨酸甲酯(N棕鄄nitro鄄L鄄arginine
methyl ester hydrochloride,L鄄NAME) 购自 Sigma 公

司,海带多糖为本实验室自行提取。 其余试剂为市

售分析纯。 Krebs鄄Henseleit ( K鄄H) 液 (mmol / L):
NaCl 154郾 7、KCl 5郾 4、Glucose (葡萄糖) 11、CaCl2
2郾 5,Triss 6郾 0,pH 7郾 4。 本文所述浓度均指浴槽内

试剂的终浓度。
1郾 2摇 心理应激大鼠模型的建立及评价

实验用雄性 SD 大鼠(200 ~ 250 g)购自广西医

科大学实验动物中心。 将大鼠随机分为:对照组、模
型组、海带多糖低剂量组(LP鄄L 组)、海带多糖高剂

量组(LP鄄H 组)、低分子肝素组。 参照相关文献建

立心理应激大鼠模型[5],模型组、LP鄄L 组、LP鄄H 组、
低分子肝素组大鼠均单笼饲养,每天上午 9:00 ~ 9:
10 和晚上 21:00 ~ 21:10 定时喂水 10 min,持续时

间 7 天,在动物形成一定的条件反射后开始给予情

绪应激刺激。 第 8 天开始,在定时喂水期间给予动

物空瓶刺激诱发情绪应激,刺激的给予是无规律的,
1 天 1 次(早或晚)或 1 天 2 次,此情绪应激持续 14
天;同样环境下,对照组大鼠一直定时喂水,群居饲

养。 各组大鼠从第 8 天开始,药物组腹腔注射海带

多糖(5 mg / kg 或 1 mg / kg)或低分子肝素(1 IU /
kg),每日 2 次,连续 14 天,对照组和模型组同法注

射等量生理盐水。
1郾 3摇 行为学测定

造模结束后,各组大鼠行旷场试验检测行为学

变化。 本实验所用敞箱为高 50 cm,长、宽均为 100
cm,周壁、底面为黑色,底面用白线划分为面积相等

的 25 格(20 cm 伊 20 cm)。 将大鼠置于敞箱底面的

中心方格内并开始计时,记录大鼠 3 min 内行为。
以动物穿越底面的格数(四爪均进入的方格方可记

数)记录为水平活动得分,以后肢直立次数(两前爪

腾空或攀附箱壁)记录为垂直活动得分。 总分为水

平得分与垂直得分之和。
1郾 4摇 胸主动脉环的制备与稳定

各组大鼠行旷场行为学检测后将大鼠断头处

死,迅速取其胸主动脉,置于预先氧饱和的 4益 K鄄H
液中,尽量去除周围结缔组织,剪成约 3 mm 宽的血

管环,避免过度牵拉,以防人为操作损伤内皮。 将血

管环放入含 K鄄H 液(37益恒温,并持续通入 95% O2

和 5%CO2 的混和气体)的浴槽内,每一个血管环用

两个 L 型不锈钢小钩小心贯穿入血管环管腔,一端

固定于浴槽底部,另一端通过丝线链接于张力换能

器,张力的变化被传输并记录在 Powerlab / 4sp 生物

信号采集处理系统中。 血管环在 0郾 5 g 张力下稳定

30 min,再给予 1郾 5 g 张力平衡 90 min 后开始实验,
期间每 15 min 换 K鄄H 液 1 次。
1郾 5摇 离体胸主动脉环实验设计

淤给予 10 - 6 mol / L PE 预收缩至最大收缩张力

并稳定后,加入累积浓度 Ach(10 - 8 ~ 10 - 4 mol / L),
记录血管张力,观察不同浓度 Ach 对血管环的内皮

依赖性舒张反应。 于加入累积浓度的 NE(10 - 9 ~
10 - 5 mol / L),记录血管张力,观察不同浓度 NE 对血
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管环的内皮依赖性收缩反应。 盂给予内皮型一氧化

氮(nitric oxide,NO)合酶阻断剂(L鄄NAME)孵育 30
min 后加入累积浓度的硝酸甘油(10 - 11 ~ 10 - 9 mol /
L),记录血管张力,观察不同浓度硝酸甘油对血管

环的舒张反应。
1郾 6摇 统计学处理

动脉舒张反应为 PE 预收缩时诱发的最大收缩

张力与某一浓度 Ach 加药后诱发血管舒张张力的

差值占 PE 预收缩时诱发的最大收缩幅度的百分

比[6]。 动脉收缩反应为某一浓度 NE 加药后诱发血

管收缩张力与加 NE 前的初始张力的百分比[7]。 计

量资料数据以x 依 s 表示,组间比较用单因素方差分

析,以 P < 0郾 05 表示组间差异有显著性。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 大鼠旷场行为学检测结果

摇 摇 与对照组比较,模型组垂直得分、水平得分和总分

明显增高(P <0郾 05)。 LP鄄H 组、LP鄄L 组和低分子肝素

组的垂直得分、水平得分和总分与对照组比较明显增

高(P <0郾 05),与模型组比较差异无显著性 (表 1)。
2郾 2摇 乙酰胆碱对各组大鼠胸主动脉环内皮依赖性

舒张反应的影响

当 Ach 浓度为 10 - 5 mol / L 时,不同处理组间开

始 出现显著性差异(P < 0郾 05;表2) 。与对照组比

较,模型组对 Ach 诱导的血管舒张反应显著降低(P
< 0郾 05),LP鄄H 组、LP鄄L 组和低分子肝素组无显著

性差异(P > 0郾 05)。 与模型组比较,LP鄄H 组血管舒

张反应明显增高(P < 0郾 05),LP鄄L 组和低分子肝素

组无显著性差异(P > 0郾 05)。
2郾 3摇 去甲肾上腺素对各组大鼠胸主动脉环内皮依

赖性收缩反应的影响

当 NE 浓度为 10 - 6 mol / L 时,不同处理组间开

始出现显著性差异(P < 0郾 05;表 3)。 与对照组比

较,模型组对 NE 诱导的血管收缩反应显著增高(P
<0郾 05),其余各组无显著性差异(P > 0郾 05);与模

型组比较,LP鄄H 组血管收缩反应显著降低 (P <
0郾 05),LP鄄L 组和低分子肝素组无显著性差异(P >
0郾 05)。

表 1. 各组大鼠旷场行为学评分(x 依 s,n = 6)
Table 1. Rat爷s behaviors change in the open field test

分摇 组 垂直得分 水平得分 总分

对照组 5郾 83 依 1郾 47 42郾 50 依 8郾 41 48郾 33 依 9郾 58

模型组 11郾 33 依 4郾 97a 57郾 43 依 7郾 64a 68郾 77 依 10郾 94a

HP鄄H 组 11郾 83 依 2郾 14a 61郾 17 依 8郾 73a 73郾 00 依 10郾 32a

HP鄄L 组 10郾 67 依 3郾 67a 53郾 77 依 5郾 74a 64郾 43 依 5郾 98a

低分子

肝素组
11郾 55 依 5郾 14a 57郾 83 依 16郾 64a 68郾 38 依 17郾 63a

a 为 P < 0郾 05,与对照组比较。

表 2. Ach 对各组大鼠胸主动脉环内皮依赖性舒张功能的影响(x 依 s,n = 6)
Table 2. Effect of Ach on aortic rings爷endothelium dependent relaxation

分摇 组 10 - 8 mol / L 10 - 7 mol / L 10 - 6 mol / L 10 - 5 mol / L 10 - 4 mol / L

对照组 3郾 35% 依 2郾 86% 13郾 78% 依 5郾 51% 44郾 80% 依 15郾 21% 98郾 18% 依 16郾 34% 105郾 83% 依 13郾 29%
模型组 3郾 91% 依 5郾 60% 10郾 50% 依 6郾 80% 44郾 70% 依 9郾 65% 80郾 68% 依 8郾 64% a 85郾 25% 依 9郾 70% a

LP鄄H 组 6郾 06% 依 7郾 81% 15郾 76% 依 10郾 11% 47郾 92% 依 7郾 85% 95郾 38% 依 8郾 86% b 107郾 24% 依 13郾 37% b

LP鄄L 组 4郾 72% 依 9郾 07% 16郾 28% 依 7郾 12% 37郾 06% 依 7郾 16% 86郾 90% 依 7郾 48% 97郾 00% 依 12郾 57%
低分子肝素组 7郾 84% 依 9郾 98% 21郾 86% 依 11郾 82% 46郾 48% 依 15郾 60% 85郾 08% 依 11郾 38% 97郾 82% 依 4郾 36%

a 为 P < 0郾 05,与对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与模型组比较。

表 3. NE 对大鼠胸主动脉环内皮依赖性收缩功能的影响(x 依 s,n = 6)
Table 3. Effect of NE on aortic rings爷 endothelium dependent contraction

分摇 组 10 - 9 mol / L 10 - 8 mol / L 10 - 7 mol / L 10 - 6 mol / L 10 - 5 mol / L

对照组 103郾 30% 依 3郾 40% 115郾 75% 依 8郾 98% 138郾 75% 依 9郾 69% 149郾 35% 依 10郾 75% 152郾 55% 依 8郾 30%
模型组 105郾 20% 依 5郾 47% 121郾 83% 依 12郾 37% 152郾 90% 依 15郾 31% 170郾 10% 依 10郾 65% a 171郾 0% 依 11郾 30% a

LP鄄H 组 106郾 20% 依 5郾 99% 116郾 67% 依 5郾 71% 141郾 37% 依 11郾 30% 153郾 02% 依 16郾 85% b 155郾 85% 依 15郾 38% b

LP鄄L 组 108郾 52% 依 10郾 41% 127郾 58% 依 18郾 92% 147郾 00% 依 24郾 29% 159郾 82% 依 19郾 72% 162郾 78% 依 13郾 43%
低分子肝素组 103郾 40% 依 2郾 09% 116郾 22% 依 9郾 09% 141郾 45% 依 14郾 23% 158郾 87% 依 10郾 46% 159郾 05% 依 13郾 66%

a 为 P < 0郾 05,与对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与模型组比较。
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2郾 4摇 左旋硝基精氨酸甲酯对各组大鼠胸主动脉环

内皮依赖性舒张反应的影响

不同处理组间硝酸甘油浓度从 10 - 11 mol / L 开

始就存在显著性差异(表 4)。 L鄄NAME 孵育后,模
型组、LP鄄L 组、LP鄄H 组和低分子肝素组对硝酸甘油

诱导的血管舒张反应与对照组比较显著减弱

(P < 0郾 05)。 与模型组比较,LP鄄L 组、LP鄄H 组和低

分子肝素组血管舒张反应无显著性差异 ( P >
0郾 05)。 两两比较显示,LP鄄H 组、LP鄄L 组和低分子

肝素组加入 L鄄NAME 孵育后 NTG 诱导的血管最大

舒张反应显著低于 Ach 诱导的血管最大舒张反应

(P < 0郾 05;表 5)。

表 4. L鄄NAME 对不同浓度硝酸甘油下大鼠胸主动脉血管环舒张功能的影响(x 依 s,n = 6)
Table 4. Effect of nitroglycerin on aortic rings'relaxation after adding L鄄NAME

分摇 组 10 - 11 mol / L 10 - 10郾 5 mol / L 10 - 10 mol / L 10 - 9郾 5 mol / L 10 - 9 mol / L
对照组 9郾 36% 依 10郾 56% 33郾 16% 依 19郾 16% 68郾 74% 依 19郾 99% 97郾 96% 依 13郾 09% 106郾 82% 依 11郾 45%
模型组 0郾 62% 依 6郾 81% a 15郾 66% 依 2郾 40% a 44郾 48% 依 8郾 79% a 71郾 04% 依 18郾 54% a 86郾 82% 依 10郾 89% a

LP鄄H 组 1郾 24% 依 1郾 61% a 10郾 60% 依 6郾 19% a 39郾 30% 依 17郾 64% a 72郾 50% 依 21郾 03% a 89郾 68% 依 8郾 86% a

LP鄄L 组 - 0郾 54% 依 3郾 65% a 9郾 14% 依 8郾 89% a 32郾 36% 依 22郾 46% a 67郾 44% 依 25郾 52% a 81郾 90% 依 17郾 67% a

低分子肝素组 0郾 28% 依 1郾 26% a 17郾 50% 依 13郾 64% a 43郾 94% 依 17郾 80% a 72郾 24% 依 6郾 81% a 85郾 23% 依 5郾 62% a

a 为 P < 0郾 05,与对照组比较。

表 5. 加入 L鄄NAME 前后大鼠胸主动脉环舒张功能的比较(x 依 s,n = 6)
Table 5. Comparison of aortic rings'relaxation before and after adding L鄄NAME

分摇 组 10 - 4 mol / L Ach L鄄NAME + 10 - 9 mol / L NTG P 值

对照组 105郾 83% 依 13郾 29% 106郾 82% 依 11郾 45% > 0郾 05
模型组 85郾 25% 依 9郾 70% 86郾 82% 依 10郾 89% > 0郾 05
LP鄄H 组 107郾 24% 依 13郾 37% 89郾 68% 依 8郾 86% < 0郾 05
LP鄄L 组 97郾 00% 依 12郾 57% 81郾 90% 依 17郾 67% < 0郾 05
低分子肝素组 97郾 82% 依 4郾 36% 85郾 23% 依 5郾 62% < 0郾 05

3摇 讨摇 论

慢性心理应激可引起自主神经系统功能失衡,
交感神经活动增强而副交感神经活动减弱。 交感神

经紧张性过高,一方面可以引起血管收缩过度,对血

管壁产生机械损伤;另一方面,肾上腺髓质释放肾上

腺素增多,肾上腺素在相关酶的作用下脱氨生成甲

醛、过氧化氢和氨[1]。 这些代谢产物均可以损伤内

皮细胞,从而加重血管内皮的损伤。 慢性心理应激

引起内源性肾上腺素过度脱氨,启动反复的内皮损

伤,最终可能导致粥样斑块的形成[8]。
本研究所采用的不确定性空瓶刺激属于慢性焦

虑应激模型,其在很大程度上避免了掺杂物理(躯
体)性应激成分,是一种相对“纯粹冶的心理应激模

型[9]。 本研究采用旷场试验来评价大鼠中枢神经

系统的“兴奋冶或“抑郁冶状态,穿格数及直立次数表

示大鼠的探究行为。 结果显示,予以不确定性空瓶

刺激的模型组、海带多糖高、低剂量组和低分子肝素

组大鼠在陌生环境中的自主活动和探究行为增多,
结果与其他报道相似[10],说明本实验慢性心理应激

动物模型制作成功,也提示海带多糖对动物的情绪

没有产生显著影响。
内皮细胞直接影响着血管的功能,其通过释放

各种因子调节血管的舒张和收缩,如释放一氧化氮

和前列腺素 I2 调节血管舒张;释放内皮素、血栓素

A2 调节血管收缩。 当血管内皮细胞受损后内皮功

能发生障碍,其主要表现为内皮收缩因子释放增加,
内皮舒张因子释放减少[11]。 因此,内皮细胞的功能

可通过内皮依赖性血管舒张和收缩能力来反映。 正

常情况下,Ach 作用于内皮细胞,使其合成和释放

NO 增加,引起邻近的血管平滑肌松弛。 因此,通过

测量血管环对 Ach 的反应可反映血管内皮依赖性

舒张功能。 本实验发现模型组大鼠血管环对 Ach
介导的内皮依赖性舒张反应显著降低,说明心理应

激可能导致了血管内皮细胞的功能损伤,释放血管

舒张因子减少或血管收缩因子增多,使血管的舒张

反应降低。 通过海带多糖干预,血管环对 Ach 诱导

的内皮依赖性舒张显著增高,说明海带多糖保护内

皮细胞,调节血管内皮细胞释放各种舒缩因子的平

衡,从而影响血管对 Ach 诱导的血管内皮依赖性舒
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张反应。
有研究表明,NE 既可以通过激动血管 琢 受体引

起血管收缩,又可以通过刺激血管内皮细胞释放 NO,
或者是作用于血管内皮细胞使血管平滑肌细胞发生

超极化,从而影响血管的张力[12]。 因此,测量血管环

对 NE 的收缩反应,可以反映血管内皮依赖性收缩功

能。 本研究发现,模型组大鼠血管环对 NE 介导的内

皮依赖性收缩反应显著升高,而海带多糖能够显著减

弱 NE 诱导的血管收缩功能,说明海带多糖可能通过

调节血管内皮细胞释放 NO,或是通过血管内皮细胞

使血管平滑肌细胞发生超极化,从而减弱 NE 诱导的

血管内皮依赖性收缩反应。 低分子肝素对内皮细胞

具有一定的保护作用[13],但本研究显示其对血管舒

缩功能的保护作用弱于海带多糖。
一氧化氮是主要的舒血管活性因子,由内皮细

胞中的 L鄄精氨酸经 NO 合成酶催化产生,内皮源性

一氧化氮合酶阻断剂 L鄄NAME 可以竞争性抑制 NO
合成酶从而阻断内皮细胞 NO 的产生。 内皮来源的

NO 对于血管系统起着重要的保护作用,其不仅可

以有效地控制血压,防止血管内血栓形成,还具有抗

动脉粥样硬化的作用[14]。 硝酸甘油是一种 NO 的

供体,在体内经生物转化释放 NO,从而扩张动、静
脉。 研究表明,线粒体醛脱氢酶在硝酸甘油的生物

转化中起核心作用[15]。 本研究使用 L鄄NAME 预处

理阻挡内源性的 NO 产生,再予硝酸甘油提供外源

性 NO,各组血管环在 NO 的作用下仍然表现出剂量

依赖性的舒张效应。 但是与对照组比较,模型组、海
带多糖高、低剂量组和低分子肝素组血管的内皮依

赖性舒张反应降低,这可能是由于内源性的肾上腺

素增多导致了血管内皮细胞结构的损伤,如线粒体

的损伤,导致硝酸甘油的代谢障碍,使外源性的 NO
转化减少,血管舒张反应降低。 此外,海带多糖高、
低剂量组和低分子肝素组加入 L鄄NAME 孵育后

NTG 诱导的血管最大舒张反应显著低于 Ach 诱导

(未加入 L鄄NAME 孵育)的血管最大舒张反应。 进

一步提示,海带多糖对硝酸甘油经内皮细胞代谢产

生外源性 NO 的相关环节作用不明显,其可能主要

从调节内源性 NO 合成或代谢途径来影响血管的舒

张反应,具体的机制有待进一步研究。
综上所述,慢性心理应激导致内源性肾上腺素

分泌增多,使大鼠血管内皮细胞损伤,内皮细胞功能

的异常使其血管内皮依赖性舒张反应降低和收缩反

应增强。 海带多糖在一定程度上拮抗了心理应激导

致的血管内皮收缩和舒张功能的损伤,说明海带多

糖对内源性的肾上腺素增多导致的内皮损伤具有一

定的保护作用,其具体机制可能与内源性的 NO 合

成或代谢途径有关。 海带多糖对心理应激动物内皮

损伤的其它影响,有待进一步的血清学检测及形态

学观察来证实。
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