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[摘摇 要] 摇 目的摇 研究中药组分钩藤总生物碱、芥子碱硫氰酸盐及其配伍对肿瘤坏死因子 琢(TNF鄄琢)导致的血管内

皮细胞的变化作用和机制。 方法摇 体外培养大鼠血管内皮细胞,以 TNF鄄琢 建立血管内皮细胞炎症模型。 采用扫描电

镜技术观察细胞形态的变化,采用 ELISA 测定细胞分泌内皮素 1(ET鄄1)、血管细胞黏附分子 1(VCAM鄄1)和细胞间黏

附分子 1(ICAM鄄1),RT鄄PCR 测定 ICAM鄄1、VCAM鄄1 和 ET鄄1 的 mRNA 表达,硝酸还原酶法测定细胞分泌血管内皮舒张

因子一氧化氮(NO)水平。 结果摇 TNF鄄琢(5 滋g / L)可在体外诱导血管内皮炎症模型。 钩藤总生物碱与芥子碱硫氰酸

盐配伍可改善细胞形态结构,降低 ET鄄1、ICAM鄄1 和 VCAM鄄1 分泌,与钩藤总生物碱、芥子碱硫氰酸盐差异无显著性(P
>0郾 05);提高细胞 NO 分泌,优于钩藤总生物碱、芥子碱硫氰酸盐(P < 0郾 05);下调细胞 ICAM鄄1 mRNA 表达,优于钩

藤总生物碱、芥子碱硫氰酸盐(P < 0郾 05);下调细胞 VCAM鄄1 和 ET鄄1 mRNA 表达,优于芥子碱硫氰酸盐(P < 0郾 05)。
结论摇 钩藤总生物碱、芥子碱硫氰酸盐及其配伍具有保护 TNF鄄琢 致血管内皮细胞炎症的作用。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To study the effect and mechanism of rhynchophylla total alkaloids, sinapine cyanide sulfonate
and its component compatibility on change of vascular endothelial cells induced by the tumor necrosis factor鄄琢(TNF鄄琢). 摇
摇 Methods摇 Rat vascular endothelial cells were cultured in vitro, and vascular endothelial cell injury model was estab鄄
lished by TNF鄄琢. 摇 Then changes of cell morphology were observed before and after treatment; intercellular adhesion mole鄄
cule鄄1(ICAM鄄1), vascular cell adhesion molecule鄄1(VCAM鄄1) and rat endothelin鄄1 (ET鄄1) were determined by Elisa
method, mRNA of ICAM鄄1, VCAM鄄1 and ET鄄1 by RT鄄PCR method and the level change of endothelium鄄derived relaxing
factor (NO) by nitrate reductase method. 摇 摇 Results摇 The vascular endothelial cell injury model could be established in
vitro successfully by TNF鄄琢 (5 滋g / L). 摇 Compared with TNF鄄琢 group, treated groups could improve vascular endothelial
cell morphology, lower the secretion of ICAM鄄1,VCAM鄄1 and ET鄄1. 摇 Compared with rhynchophylla total alkaloids group
and sinapine cyanide sulfonate group, the component compatibility group was better on heightening the secretion of NO,
down鄄regulating the expression of ICAM鄄1 mRNA(P < 0郾 05). 摇 On down鄄regulating the expression of mRNA of VCAM鄄1
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and ET鄄1, the rhynchophylla total alkaloids group and the component compatibility group were better than the sinapine cya鄄
nide sulfonate group(P < 0郾 05). 摇 摇 Conclusion摇 The component compatibility of rhynchophylla total alkaloids and sinap鄄
ine cyanide sulfonate has the function of protecting rat vascular endothelial cell injury induced by TNF鄄琢.

摇 摇 血管内皮细胞( vascular endothelial cell,VEC)
损伤和功能障碍是高血压、糖尿病、动脉粥样硬化

和冠状动脉介入治疗术后再狭窄等多种血管疾病

的早发病理过程[1,2],干预血管内皮损伤和功能障

碍已成为当前血管疾病防治研究的重要视角,保护

内皮功能也成为治疗高血压的新靶点。 前期研究

表明,钩藤总生物碱具有降低血压、改善血管重塑、
拮抗血管内皮细胞衰老等药理效应[3鄄5];莱菔子水

溶性生物碱亦具有降低血压、保护内皮和抗氧化损

伤等药理效应[6,7],其降压效应的主要成分是芥子

碱硫氰酸盐;钩藤总生物碱配伍莱菔子水溶性生物

碱具有良好降压和血管内皮保护效应,其机制与抑

制血管内皮细胞分泌黏附因子、减轻血管壁炎症反

应有关[8]。 但钩藤总生物碱和芥子碱硫氰酸盐组

分配伍能否抑制肿瘤坏死因子 琢(tumor necrosis fac鄄
tor鄄琢,TNF鄄琢)诱导 VEC 炎症及作用机制尚不清楚。
本研究建立 TNF鄄琢 诱导 VEC 炎症模型,选择反映血

管内皮依赖性收缩 /舒张功能及内皮细胞黏附功能

的指标为效应指标,以具有降血压和血管内皮保护

双重效应的缬沙坦为阳性对照[9,10],以中药组分钩

藤总生物碱、芥子碱硫氰酸盐及其配伍为干预因

素,观察其对 TNF鄄琢 诱导 VEC 炎症的细胞形态以及

分泌内皮素 1(endothelin鄄1,ET鄄1)、一氧化氮(nitric
oxide,NO)、细胞间黏附分子 1(intercellular adhesion
molecule鄄1,ICAM鄄1)和血管细胞黏附分子 1( vascu鄄
lar cellular adhesion molecule鄄1,VCAM鄄1)以及细胞

ET鄄1、ICAM鄄1 和 VCAM鄄1 mRNA 表达的影响,探讨

其可能存在的保护 VEC 机制,从而为钩藤总生物碱

和芥子碱硫氰酸盐配伍应用提供实验依据。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 实验材料

摇 摇 新生 Wistar 大鼠,3 ~4 天,购自山东中医药大学

实验动物中心。 钩藤总生物碱和芥子碱硫氰酸盐,纯
度分别为 50% 和 98% ,并建立了相应的质量标

准[11,12],经液质联用分析,鉴定了钩藤总生物碱的主

要成分(钩藤碱)和芥子碱硫氰酸盐的化学结构,由
山东中医药大学药学院周洪雷教授和蒋海强讲师提

供。 取钩藤总生物碱以二甲基亚砜(dimethyl sulfox鄄
ide,DMSO)作为溶媒,配制成浓度为 0郾 1 kg / L 的原

液,使用前根据实验设计用 DMEM/ F12 稀释成不同

的浓度,过滤除菌,置 4益冰箱保存备用。 芥子碱硫

氰酸盐为水溶性成分,直接以 DMEM/ F12 溶解配制。
缬沙 坦, 北 京 诺 华 制 药 有 限 公 司, 国 药 准 字

H20040216,批号 X0006,以 DMSO 作为溶媒,配制成

浓度为 1 kg / L 的原液,使用前根据实验设计用

DMEM/ F12 稀释成不同的浓度,过滤除菌,置 4益冰

箱保存备用。
1郾 2摇 实验试剂

TNF鄄琢,以色列 Prospec 科技有限公司产品;兔抗

第八因子相关抗原抗体(Rabbit anti鄄factor 喻),北京

博奥森公司产品;Triton X鄄100,北京索莱宝科技有限

公司产品; DMEM/ F鄄12 培养基,GIBCO 公司产品;胎
牛血清( FBS ),杭州四季青生物工程材料有限公司

产品;DMSO,Sigma 公司产品;大鼠 VCAM鄄1 酶联免

疫检测试剂盒、大鼠 ICAM鄄1 酶联免疫检测试剂盒、大
鼠 ET鄄1 酶联免疫检测试剂盒,R&D 公司产品;NO 检

测试剂盒,南京建成公司产品;反转录试剂盒、Taq
酶,大连 Takara 生物技术有限公司产品;所需引物由

上海生工生物工程公司合成,其序列为:ICAM鄄1(388
bp):上游 5忆鄄AGG TAT CCA TCC ATC CCA CA鄄3忆,下
游 5忆鄄AGT GTC TCA TTC CCA CGG A鄄3忆;VCAM鄄1
(570 bp):上游 5忆鄄CGG TCA TGG TCA AGT GTT TG鄄
3忆,下游 5忆鄄GAG ATC CAG GGG AGA TGT CA鄄3忆;ET鄄
1(500 bp):上游 5忆鄄GCT CCT GCT CCT CCT TGA TG鄄
3忆,下游 5忆鄄CTC GCT CTA TGT AAG TCA TGG鄄3忆;内
参 茁鄄actin(173 bp): 上游5忆鄄CGT TGA CAT CCG TAA
AGA鄄3忆,下游 5忆鄄AGC CAC CAA TCC ACA CAG鄄3忆。
其他试剂均为国产分析纯试剂。
1郾 3摇 细胞的培养与鉴定

采用组织贴块法培养新生鼠胸主动脉内皮细

胞。 细胞培养瓶用 0郾 2% 明胶 37益 预包被 12 ~
14 h。 无菌分离大鼠胸主动脉前降支,将主动脉剪

成1 mm3左右的组织块,均匀放入培养瓶中,干贴壁

2 ~ 4 h,然后缓慢加入含 50 mg / L 肝素、20%胎牛血

清(FBS)的 DMEM / F12 培养基,72 h 后去除组织块

并换液。 48 ~ 72 h 镜下即可见到细胞从组织块边

缘游离出来,生长旺盛,形态规则(图 1A);胰蛋白

酶消化法作传代培养;经差速贴壁法纯化后,镜下

可观察到细胞呈多角形、铺路石样生长,显现典型

的内皮细胞形态(图 1B);血管内皮细胞抗第八因
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子(因子峪)相关抗原抗体免疫荧光鉴定[13,14],所培

养细胞的胞浆呈现绿色荧光,鉴定为血管内皮细胞

(图 1C)。 选用 3 ~ 8 代血管内皮细胞用于实验,调
整细胞密度为 1 伊 105 / L,接种于培养板 / 瓶备用。

图 1. 大鼠血管内皮细胞的分离培养及纯化和鉴定摇 摇 A 为原代培养的大鼠胸主动脉内皮细胞,B 为纯化后的血管内皮细胞,C 为因子

峪鉴定。

Figure 1. Isolation, culture, purification and identification of rat vascular endothelial cells

1郾 4摇 细胞分组与药物干预

前期研究反复采用 MTT 方法实验,筛选出 TNF鄄
琢 的最佳浓度为 5 滋g / L 、DMSO 的最佳浓度为

0郾 0008 L / L、缬沙坦的最佳浓度为 80 mg / L、钩藤总生

物碱的最佳浓度为 100 mg / L、芥子碱硫氰酸盐的最

佳浓度为 60 mg / L 、钩藤总生物碱和芥子碱硫氰酸盐

组分配伍的合适浓度为60 ~100 mg / L。 细胞贴壁后,
以 TNF鄄琢 造成血管内皮细胞炎症模型。 经 48 h 预培

养和 24 h 去血清同步化后,将细胞随机分为 7 组:淤
正常组:不加特殊处理因素;于DMSO 溶媒对照组:
0郾 0008 L / L DMSO;盂TNF鄄琢 组:TNF鄄琢 为 5 滋g / L;榆
缬沙坦组:TNF鄄琢 5 滋g / L +缬沙坦80 mg / L;虞钩藤总

生物碱组:TNF鄄琢 5 滋g / L +钩藤总生物碱 100 mg / L;
愚芥子碱硫氰酸盐组:TNF鄄琢 5 滋g / L + 芥子碱硫氰

酸盐 60 mg / L;舆组分配伍组:TNF鄄琢 5 滋g / L + 钩藤

总生物碱 100 mg / L + 芥子碱硫氰酸盐 60 mg / L。 继

续培养 48 h,进行各项观察检测。
1郾 5摇 细胞形态观察

同上培养和分组干预后,2郾 5% 戊二醛固定 12
~ 24 h;经 0郾 1 mol / L 磷酸缓冲液清洗 2 h 以上,中
间换 2 ~ 3 次新液;用 1% 锇酸固定 1 ~ 1郾 5 h,用双

蒸水清洗 2 h,中间换 2 ~ 3 次新液;梯度酒精脱水

(50% 、70% 、80% 、90% 、100% 两次),每级 20 min;
醋酸异戊酯置换;常规临界点干燥;粘托后用 IB鄄5
离子溅射仪镀铂;扫描电镜观察。
1郾 6摇 细胞分泌 ET鄄1、ICAM鄄1 和 VCAM鄄1 检测

同上培养和分组干预后,采用 ELISA 测定各组

细胞培养上清液 ET鄄1、ICAM鄄1 和 VCAM鄄1 蛋白含

量。 严格按照试剂盒说明书进行操作,酶标仪测定

450 nm 处的吸光度,根据标准曲线分别计算样品中

ET鄄1、ICAM鄄1 和 VCAM鄄1 的含量。
1郾 7摇 细胞 ET鄄1、ICAM鄄1 和 VCAM鄄1 的 mRNA 检测

同上培养和分组干预后,采用 RT鄄PCR 测定各组

细胞的 ET鄄1、ICAM鄄1 和 VCAM鄄1 mRNA 表达。 采用

Trizol 法抽提总RNA,进行逆转录反应(20 mL 体系),
反应条件为:65益 5 min,立即冰浴 5 min,37益 50 min
逆转;70益 15 min 灭活。 以逆转录所得到的 cDNA 为

模板,进行 PCR 反应。 PCR (50 mL 体系)反应条件:
94益预变性 5 min;94益变性 30 s,55益退火 30 s,72益
延伸 30 s,共 30 个循环;72益终延伸 7 min。 以 PCR
产物行 1郾 0%琼脂糖凝胶电泳,90 V,电泳 30 min;凝
胶 成 像 分 析 仪 中 观 察、 照 相; 用 Alphaimager
2200郾 SPSS win 软件分析电泳结果。
1郾 8摇 细胞分泌一氧化氮检测

同上培养和分组干预后,采用硝酸还原酶法测定

细胞培养上清液 NO 含量。 严格按照试剂盒说明书进

行操作,蒸馏水调零,550 nm,0郾 5 cm 光径,测各管吸光

度值,根据说明书中的公式计算样品 NO 的含量。
1郾 9摇 统计学方法

数据统计采用 SPSS 17郾 0 版统计软件,计量资

料以x 依 s 表示,组间比较采用单因素方差分析进行

处理,方差不齐时采用秩和检验。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 对细胞形态的影响

摇 摇 正常组细胞成圆形或梭形、多角形,表面微绒
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毛丰富,排列规则,细胞膜完整,细胞间隙较小,细
胞连接可见。 与正常组相比,TNF鄄琢 组细胞体积变

大,形态不如前者规则,表面微绒毛僵直断裂,分布

不规则,相同视野内细胞数目明显增多。 与 TNF鄄琢

组比较,各用药组的内皮细胞形态结构如细胞形

态、大小及微绒毛数量、分布均有明显改善,视野中

细胞数目减少,其中缬沙坦组效果最为明显(图 2)。

图 2. 扫描电镜下观察内皮细胞( 伊 2000) 摇 摇 A 为正常组,B 为 TNF鄄琢 组,C 为缬沙坦组,D 为钩藤总生物碱组,E 为芥子碱硫氰酸盐组,
F 为组分配伍组,G 为 DMSO 组。

Figure 2. Ultrastructure of endothelial cells were observed under scanning electron microscope( 伊 2000)

2郾 2摇 对细胞分泌 ET鄄1、ICAM鄄1 和 VCAM鄄1 含量的

影响

DMSO 组与正常组比较差异无显著性 ( P >
0郾 05),说明实验中 DMSO 作为溶媒对血管内皮细

胞功能不造成干扰;与正常组相比,TNF鄄琢 组 ET鄄1、
ICAM鄄1 和 VCAM鄄1 含量均明显升高(P < 0郾 05),说
明造成血管内皮细胞炎症模型成功。 与 TNF鄄琢 组

比较,缬沙坦组、钩藤总生物碱组、芥子碱硫氰酸盐

组和组分配伍组 ET鄄1、ICAM鄄1 和 VCAM鄄1 含量均

显著性降低(P < 0郾 05)。 与缬沙坦组相比较,钩藤

总生物碱组、芥子碱硫氰酸盐组和组分配伍组 ET鄄
1、ICAM鄄1 和 VCAM鄄1 蛋白含量差异均无显著性(P
> 0郾 05;表 1 和图 3)。
2郾 3摇 对各组细胞 ET鄄1、ICAM鄄1 和 VCAM鄄1 的 mR鄄
NA 表达的影响

DMSO 组与正常组比较差异无显著性 ( P >
0郾 05),说明实验中 DMSO 作为溶媒对内皮细胞功

能不造成干扰; 与正常组相比, TNF鄄琢 组 ET鄄1、
ICAM鄄1 和 VCAM鄄1 mRNA 表达均上调,差异具有显

著性(P < 0郾 05),说明造成内皮细胞炎症模型成功。
与 TNF鄄琢 组比较,缬沙坦组、钩藤总生物碱组、芥子

碱硫氰酸盐组和组分配伍组 ICAM鄄1 和 VCAM鄄1
mRNA 表达均下调;缬沙坦组、钩藤总生物碱组和组

分配伍组 ET鄄1 mRNA 表达均下调,差异具有显著性

(P < 0郾 05)。 与缬沙坦组比较,组分配伍组 ICAM鄄1
mRNA 表达下调更为明显(P < 0郾 05),而且也优于

钩藤总生物碱组和芥子碱硫氰酸盐组(P < 0郾 05);
与缬沙坦组比较,组分配伍组和钩藤总生物碱组

VCAM鄄1 mRNA 表达下调更为明显(P < 0郾 05),而且

组分配伍组优于芥子碱硫氰酸盐组(P < 0郾 05);与
缬沙坦组比较,组分配伍组和钩藤总生物碱组 ET鄄1
mRNA 表达无明显变化(P > 0郾 05),组分配伍组优

于芥子碱硫氰酸盐组(P < 0郾 05;图 4、图 5 和表 2)。

表 1. 各组细胞分泌 ET鄄1、ICAM鄄1 和 VCAM鄄1 含量的比较

(x 依 s,滋g / L)
Table 1. ET鄄1,ICAM鄄1 and VCAM鄄1 in culture superna鄄
tant(x 依 s,滋g / L)

分摇 组 n ICAM鄄1 VCAM鄄1 ET鄄1

正常组 6 5郾 46 依 1郾 83 2郾 92 依 0郾 29 104郾 046 依 29郾 11

DMSO 组 6 6郾 12 依 0郾 69 3郾 15 依 0郾 31 89郾 19 依 26郾 36

TNF鄄琢 组 6 7郾 49 依 1郾 45 3郾 42 依 0郾 32 156郾 95 依 45郾 09

缬沙坦组 6 5郾 12 依 1郾 31a 2郾 48 依 0郾 24a 113郾 80 依 22郾 49a

钩藤总生物碱组 6 5郾 96 依 1郾 22a 2郾 56 依 0郾 34a 122郾 18 依 26郾 93a

芥子碱硫氰酸盐组 6 5郾 25 依 0郾 94a 2郾 67 依 0郾 18a 113郾 20 依 24郾 44a

组分配伍组 6 5郾 98 依 0郾 49a 2郾 57 依 0郾 24a 119郾 00 依 22郾 90a

a 为 P < 0郾 05,与 TNF鄄琢 组比较。
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图 3. 各组细胞分泌 ET鄄1、ICAM鄄1 和 VCAM鄄1 含量的比较(x
依 s,滋g / L) 摇 摇 a 为 P < 0郾 05,与 TNF鄄琢 组比较。

Figure 3. ET鄄1,ICAM鄄1 and VCAM鄄1 in culture superna鄄
tant(x 依 s,滋g / L)

2郾 4摇 对细胞分泌 NO 的影响

DMSO 组与正常组比较 NO 略升高,二者意

义无统计学意义(P > 0郾 05) 。TNF鄄琢组与正常组相

比,NO 略降低,二者无统计学差异(P > 0郾 05)。 与

TNF鄄琢 组比较,缬沙坦组、钩藤总生物碱组、芥子碱

硫氰酸盐组和组分配伍组 NO 浓度均显著性升高(P
< 0郾 05);与缬沙坦组相比较,组分配伍组 NO 浓度

显著性升高(P < 0郾 05),而且也明显优于钩藤总生

物碱组和芥子碱硫氰酸盐组(P < 0郾 05;表 3)。

图 4. 血管内皮细胞 ICAM鄄1、VCAM鄄1、ET鄄1 的 mRNA 表达

(x 依 s) 摇 摇 a 为 P < 0郾 05, 与 TNF鄄琢 组比较; b 为 P < 0郾 05,与缬沙

坦组比较; c 为 P < 0郾 05,与组分配伍组比较。

Figure 4. mRNA expression of ICAM鄄1,VCAM鄄1 and ET鄄1
of rat vascular endothelial cells (x 依 s)

表 2. 血管内皮细胞 ICAM鄄1、VCAM鄄1、ET鄄1 的 mRNA 表达(x 依 s)
Table 2. mRNA expression of ICAM鄄1,VCAM鄄1 and ET鄄1 of rat vascular endothelial cells (x 依 s)

分摇 组 n ICAM鄄1 / 茁鄄actin VCAM鄄1 / 茁鄄actin ET鄄1 / 茁鄄actin
正常组 6 1郾 712 依 0郾 126 1郾 132 依 0郾 087 1郾 257 依 0郾 210
DMSO 组 6 1郾 518 依 0郾 143 1郾 162 依 0郾 097 1郾 273 依 0郾 079
TNF鄄琢 组 6 2郾 078 依 0郾 098 1郾 592 依 0郾 108 1郾 771 依 0郾 144
缬沙坦组 6 1郾 370 依 0郾 102a 1郾 349 依 0郾 115a 1郾 054 依 0郾 101a

钩藤总生物碱组 6 1郾 421 依 0郾 131ac 0郾 969 依 0郾 098ab 1郾 054 依 0郾 109a

芥子碱硫氰酸盐组 6 1郾 947 依 0郾 144ac 1郾 190 依 0郾 103ac 1郾 515 依 0郾 141c

组分配伍组 6 0郾 671 依 0郾 087ab 0郾 836 依 0郾 112ab 1郾 075 依 0郾 115a

a 为 P < 0郾 05, 与 TNF鄄琢 组比较; b 为 P < 0郾 05,与缬沙坦组比较; c 为 P < 0郾 05,与组分配伍组比较。

表 3. 各组细胞分泌 NO 含量的比较(x 依 s,滋mol / L)
Table 3. NO in culture supernatant (x 依 s,滋mol / L)

分摇 组 n NO
正常组 6 525 依 46郾 8
DMSO 组 6 550 依 66郾 8
TNF鄄琢 组 6 487郾 5 依 52郾 6
缬沙坦组 6 600 依 69郾 4a

钩藤总生物碱组 6 650 依 78郾 4ac

芥子碱硫氰酸盐组 6 650 依 70郾 5ac

组分配伍组 6 825 依 96郾 7ab

a 为 P < 0郾 05, 与 TNF鄄琢 组比较; b 为 P < 0郾 05,与缬沙坦组比较; c
为 P < 0郾 05,与组分配伍组比较。

3摇 讨摇 论

血管内皮细胞是人体最大的内分泌器官,能合

成和分泌多种血管活性物质,在维持血管舒张和收

缩、维持凝血和纤溶的平衡、防止中性粒细胞和其

它炎症因子黏附于血管壁、调节平滑肌细胞的增殖

和迁移等方面发挥重要作用。 在高血压状态时由

于血流动力学的异常和血流剪切力变化,可损伤血

管内皮细胞,成为血管内皮损伤的始动因素之一,
而高血压血管内皮功能障碍常发生分泌功能的异

常,常表现为内皮依赖性舒张功能减弱和(或)内皮
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图 5. 血管内皮细胞 ICAM鄄1(A)、VCAM鄄1(B)、ET鄄1(C)的
mRNA 表达(x 依 s) 摇 摇 1 为 DL2000,2 为正常组,3 为 TNF鄄琢 组,4
为缬沙坦组,5 为钩藤总生物碱组,6 为芥子碱硫氰酸盐组,7 为组分

配伍组,8 为 DMSO 组。

Figure 5. mRNA expression of ICAM鄄1(A),VCAM鄄1(B)
and ET鄄1(C) of rat vascular endothelial cells (x 依 s)

图 6. 各组细胞分泌 NO 含量的比较(x 依 s,滋mol / L)
Figure 6. NO in culture supernatantk (x 依 s,滋mol / L)

依赖性收缩功能的增强以及炎症相关物质表达的

上调[15,16],这些又能进一步损伤并激活血管内皮细

胞,形成恶性循环,促使高血压的发生发展,成为

“内皮 -高血压 -心血管事件冶链起动因子和载体。
因此,改善血管内皮的分泌功能、增强内皮依赖性

舒张功能、降低内皮依赖性收缩功能、下调炎症相

关物质的表达不仅是血管内皮保护的基本策略,同
时也是抗高血压的重要目标。

TNF鄄琢 由激活的巨噬细胞分泌的一类具有多种

生物学效应的细胞因子,与内皮细胞膜上的 TNF鄄琢
受体相结合而发挥生物学效应,从而诱导内皮细胞

的炎症,甚至导致细胞衰老、凋亡与坏死 [17鄄20]。 故

本研究以 TNF鄄琢 刺激建立 VEC 炎症模型,以此为研

究平台探讨了钩藤总生物碱和芥子碱硫氰酸盐组

分配伍对 VEC 的保护作用,观察了细胞形态及亚细

胞结构的变化。 结果表明 5 滋g / L 的 TNF鄄琢 在体外

成功造成了 VEC 炎症模型,表现为细胞体积变大、
形态不规则、表面微绒毛僵直断裂、分布不规则、相
同视野内细胞数目明显增多。 钩藤总生物碱、芥子

碱硫氰酸盐及其配伍可以拮抗 TNF鄄琢 的促 VEC 炎

症效应,明显改善 VEC 的形态、大小、微绒毛数量及

分布,视野中细胞数目也减少。
血管内皮细胞能分泌多种血管活性物质如

NO、PGI2、ET鄄1 和 ANG域等,参与调节血管的紧张

度并维持血管正常结构,其中局部作用最强的是 ET
和 NO [21,22]。 内皮素(ET)是迄今所知最强的缩血

管物质,具有三个异构体,与不同的受体结合产生

不同的效应。 ET 受体分两类:一类是 ETA 受体,存
在于血管平滑肌,收缩血管,ET鄄1 对 ETA 受体的效

应较强;另一类是 ETB 受体,存在于血管内皮细胞,
可以释放 NO 与 PGI2 而舒张血管。 NO 是以 L鄄精氨

酸为基质,经过 NO 合成酶( NOS)的作用生成,是
独立于交感神经和肾素鄄血管紧张素之外的血压调

节因子[23],具有舒张血管、抑制血小板聚集及白细

胞黏附、清除氧自由基等功效。 本研究显示钩藤总

生物碱芥子碱硫氰酸盐组分配伍组细胞 NO 分泌量

明显优于钩藤总生物碱组和芥子碱硫氰酸盐组,组
分配伍组细胞分泌 ET鄄1 量与钩藤总生物碱组和芥

子碱硫氰酸盐组相当,下调细胞 ET鄄1 mRNA 表达优

于芥子碱硫氰酸盐组。
血管内皮细胞不但能合成、分泌内皮依赖性舒

张因子 /收缩因子,而且能分泌、上调炎症相关物质

如 ICAM鄄1 和 VCAM鄄1,二者均属于免疫球蛋白超家

族,是细胞表面黏附分子,多分布于上皮细胞和内

皮细胞表面,静止状态的内皮细胞 ICAM鄄1 少量表

达,VCAM鄄1 不表达或极少量表达。 但在各种理化

因素的作用下内皮细胞活化时 ICAM鄄1 和 VCAM鄄1
表达均可明显上调,以配体鄄受体结合的形式发挥作

用,主要介导白细胞间的黏附及激活内皮细胞,导
致细胞与细胞间、细胞与基质间或细胞、基质、细胞

三者间的黏附,参与细胞信号转导活化,炎症血栓

形成等一系列重要的病理生理过程[24,25]。 ICAM鄄1
主要参与中性粒细胞与内皮的黏附,VCAM鄄1 主要

参与单核细胞与内皮细胞的黏附,而白细胞的黏附

是内皮损伤的最初标志[26,27]。 本研究显示各用药

组细胞分泌 ICAM鄄1 和 VCAM鄄1 均有降低,各用药

组细胞 ICAM鄄1 和 VCAM鄄1 mRNA 表达均有下调,
其中又以钩藤总生物碱芥子碱硫氰酸盐组分配伍

组 ICAM鄄1 和 VCAM鄄1 mRNA 表达下调效应最佳。
综上所述,钩藤总生物碱和芥子碱硫氰酸盐组

分配伍对 TNF鄄琢 介导的血管内皮细胞炎症具有明
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显的保护作用,其部分机制与降低 ET鄄1、ICAM鄄1 和

VCAM鄄1、提高 NO 分泌有关,从而为钩藤总生物碱

和芥子碱硫氰酸盐配伍应用提供实验依据。
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