
书书书

第二军医大学学报　２０１０年１１月第３１卷第１１期　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｎｏｖ．２０１０，Ｖｏｌ．３１，Ｎｏ．１１

·１２１１　 ·

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２０１０．０１２１１ ·论　著·

白花丹参上调Ｂｃｌ２抑制内皮细胞凋亡

于长凯１，２，张晓艳２，高允生１

１．泰山医学院药学院药理学教研室，泰安２７１０１６

２．江苏联合职业技术学院连云港中医药分院，连云港２２２００６

　　［摘要］　目的　研究白花丹参对过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）诱导的人脐静脉血管内皮细胞（ＨＵＶＥＣ）凋亡的抑制作用及对凋亡相
关基因Ｂｃｌ２表达的调节。方法　应用酶消化灌注法分离人脐静脉血管内皮细胞，采用形态学观察和Ⅷ因子抗体免疫荧光检
测法进行鉴定。取对数生长期的细胞分组进行干预（白花丹参高剂量组０．１０ｇ／ｍｌ，白花丹参低剂量组０．０１ｇ／ｍｌ），应用流式

细胞技术观察细胞凋亡情况，应用免疫细胞荧光技术检测凋亡相关基因Ｂｃｌ２的表达。结果　在白花丹参干预下，Ｈ２Ｏ２诱导
的ＨＵＶＥＣ凋亡率降低（高剂量组Ｐ＜０．０１，低剂量组Ｐ＜０．０５），高剂量组Ｂｃｌ２的表达增加（Ｐ＜０．０１）。结论　白花丹参对
Ｈ２Ｏ２诱导的 ＨＵＶＥＣ凋亡具有抑制作用，这种作用与Ｂｃｌ２表达上调有关。

　　［关键词］　白花丹参；脐静脉；内皮细胞；细胞凋亡；ｂｃｌ２基因
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　　白花丹参（Ｓａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａｂｇｅ．ｆ．ａｌｂａ）为
唇形科植物丹参（Ｓａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａｂｇｅ．）的白花
变型，主要分布于泰山及其周边地区，属珍稀濒危药

用植物［１］。文献［２］报道白花丹参有较强的血管扩张

作用，对高血脂症和动脉粥样硬化具有显著疗效，对

血栓闭塞性脉管炎具有独特疗效，而血管内皮细胞

（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，ＶＥＣ）损伤是以动脉粥样

硬化为基础的众多心脑血管疾病的始动环节或关键

因素［３］。前期实验显示，白花丹参对过氧化氢所致

人脐静脉血管内皮细胞（ＨＵＶＥＣ）损伤具有保护作

用［４］，本实验旨在对这种保护作用的机制加以探讨。

１　材料和方法

１．１　材料、试剂和仪器　白花丹参根：采自泰山东

麓，并经泰山医学院药学院中药学教研室鉴定确认；

正常分娩后的健康新生儿脐带，山东泰安市中心医
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院分娩室提供；ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基，美国Ｓｉｇｍａ公

司；胎牛血清，美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；胶原酶Ⅰ，美

国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；Ｈ２Ｏ２（３０％，ＡＲ级），天津四通

化工公司产品，临用前稀释，并在５ｍｉｎ内使用；

ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ凋亡检测试剂盒，北京宝赛生物

技术有限公司；兔抗人Ⅷ因子抗体：武汉博士德生

物工程有限公司；兔抗人Ｂｃｌ２抗体：北京宝赛生物

技术有限公司；ＦＩＴＣ标记山羊抗兔ＩｇＧ：武汉博士

德生物工程有限公司；激光共聚焦显微镜，美国

ＢｉｏＲｅｄ公司（型号Ｒａｄｉａｎｃｅ２１００）；超速低温离心

机：美国 ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒＳｉｇａｍａ公司（型号 ＬＥ

８０Ｋ）；倒置荧光显微镜：日本 ＯＬＹＭＰＵＳ公司（型

号Ⅸ７１）；流式细胞仪：美国ＢＤ公司（型号ＦＡＣＳ

Ｃａｌｉｂｕｒ）；ＩＰＰ通用医学图像分析系统：ＭＥＤＩＡＣＹ

ＢＥＲＢＮＥＴＣＳ公司（型号ｉｐｗｉｎ３２）。

１．２　血管内皮细胞的培养和鉴定　参照Ｊａｆｆｅ等［５］

的方法，取新生儿脐带（长度为２０～３０ｃｍ），冲洗干

净。注入０．１％的胶原酶Ⅰ溶液１０ｍｌ，３７℃消化１５

ｍｉｎ，收集消化液并用１０ｍｌ培养液冲洗管腔，５６×ｇ
离心１０ｍｉｎ，重悬细胞，以１×１０５／ｍｌ接种于培养瓶

中，置３７℃、５％ＣＯ２培养。约１周后可传代，２代内

用于实验。原代培养的细胞培养５～７ｄ后，倒置显

微镜下观察细胞的形态。

　　在６孔板里放入盖玻片，调整细胞密度为（１～
３）×１０４／ｍｌ，每孔接种１ｍｌ，待３～５ｄ后细胞均匀

铺满孔底，ＰＢＳ冲洗；９５％冰乙醇固定；将稀释的

兔抗人Ⅷ因子抗体小心加入到盖玻片上，３７℃孵育１

ｈ；吸出液体，ＰＢＳ冲洗３次；加入稀释的荧光素

ＦＩＴＣ标记的羊抗兔ＩｇＧ抗体，３７℃孵育１ｈ；吸出

液体，在激光共聚焦显微镜下观察、摄片。

１．３　白花丹参提取物的制备　称取白花丹参粉末

１００ｇ，蒸馏水浸泡，文火煎煮２次，每次１．５ｈ，合并

滤液，用布氏漏斗抽滤；用旋转蒸发仪浓缩至１００

ｍｌ。得１．０ｇ／ｍｌ的白花丹参水提取物，用０．２２μｍ
微孔滤膜过滤除菌后于４℃保存，备用，用含血清培

养液稀释成相应浓度（按生药含量计算）用于实验。

１．４　分组与处理　取处于对数生长期的 ＨＵＶＥＣ，

按如下条件分组处理：（１）对照组：加入ＤＭＥＭ／Ｆ１２
培养基；（２）模型组：加入 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基和

Ｈ２Ｏ２；（３）白花丹参高剂量组与（４）白花丹参低剂量

组：加入ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、Ｈ２Ｏ２和白花丹参提取
液。使（２）、（３）、（４）组中 Ｈ２Ｏ２的浓度均为为２．０
ｍｍｏｌ／Ｌ。使（３）、（４）组中白花丹参浓度分别为０．１０

ｇ／ｍｌ和０．０１ｇ／ｍｌ，各组继续培养４ｈ。

１．５　流式细胞技术检测血管内皮细胞凋亡　干预
结束后，胰蛋白酶消化，制备１×１０６／ｍｌ细胞悬液，
取１ｍｌ转移至离心管；５６×ｇ，４℃离心１０ｍｉｎ，弃
上清；加入１ｍｌ冷ＰＢＳ，５６×ｇ，４℃离心１０ｍｉｎ，重
复３次，２００μｌ结合液重悬细胞；加入１０μｌＡｎｎｅｘ
ｉｎⅤ和５μｌＰＩ，轻轻混匀，避光室温染色１５ｍｉｎ；加
入３００μｌ结合液，上机检测细胞凋亡情况。试验重
复３次，取平均值。

１．６　白花丹参对血管内皮细胞Ｂｃｌ２蛋白表达的影
响　干预结束后，收集细胞，制备单细胞悬液，加入
兔抗人Ｂｃｌ２抗体，３７℃作用３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤１次，
加入ＦＩＴＣ标记的羊抗兔ＩｇＧ抗体，４℃避光孵育４５
ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤１次，用ＰＢＳ重悬，取２０μｌ涂片，在
荧光显微镜下观察摄片，每组７张，应用荧光显微镜
图像采集处理系统进行分析，比较各组平均荧光强
度。

１．７　统计学处理　选用ＳＡＳ８．１统计软件进行统
计学处理，实验数据均以珚ｘ±ｓ表示，数据采用单因
素方差分析等进行统计。组间比较采用ｑ检验。检
验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＨＵＶＥＣ的鉴定　ＨＵＶＥＣ接种于培养瓶１２
ｈ后，大部分已贴壁，５～７ｄ后细胞己基本融合、呈
特征性的“铺路石”样镶嵌排列（图１Ａ）。免疫细胞
荧光技术鉴定 ＨＵＶＥＣ：共聚焦显微镜下可见细胞
核周围呈黄绿色发亮荧光，９５％以上的细胞呈特征
性的阳性反应，见图１Ｂ。

２．２　白花丹参对 Ｈ２Ｏ２诱导 ＨＵＶＥＣｓ凋亡的影
响　经流式细胞仪检测，正常对照组凋亡率为
（７．９３％±１．４５％）；Ｈ２Ｏ２损伤模型组凋亡率为
（４０．６３％±３．４８％）；与正常对照组（ｎ＝３）相比，

Ｈ２Ｏ２损伤模型组凋亡率增高（Ｐ＜０．０１）。白花丹参
高剂量组与白花丹参低剂量组的凋亡率分别为

（１５．４７％±５．２０％）和（３１．０８％±１．９３％）。与Ｈ２Ｏ２
损伤模型组相比，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１，

Ｐ＜０．０５），即白花丹参各剂量组明显抑制了 Ｈ２Ｏ２的
作用，降低了血管内皮细胞的凋亡率，见图２。

２．３　白花丹参对血管内皮细胞Ｂｃｌ２蛋白表达的影
响　结果显示，正常对照组的平均荧光强度为

１９．３３±１．１７；Ｈ２Ｏ２损伤模型组的平均荧光强度为

１４．６１±０．５３，与正常对照组相比，Ｈ２Ｏ２损伤模型组

Ｂｃｌ２平均荧光强度降低有统计学意义（Ｐ＜０．０１），
提示Ｈ２Ｏ２损伤模型组细胞Ｂｃｌ２表达明显减少。白
花丹参高剂量组与白花丹参低剂量组的平均荧光强
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度分别为２０．７８±１．８８和１５．４０±０．３８。白花丹参
高剂量组与 Ｈ２Ｏ２损伤模型组相比，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０１），提示高浓度和中浓度的白花丹参明显
抑制了 Ｈ２Ｏ２的作用，使血管内皮细胞Ｂｃｌ２蛋白表
达增加，使平均荧光强度增高；而白花丹参低剂量
组与 Ｈ２Ｏ２损伤模型组相比，差异没有统计学意义
（Ｐ＞０．０５），见图３。

图１　ＨＵＶＥＣ的鉴定

Ｆｉｇ１　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＨＵＶＥＣｓ
Ａ：Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ；Ｂ：Ⅷｆａｃｔｏｒｓｔａｉｎｉｎｇｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ．

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００（Ａ）；×４００（Ｂ）

图２　白花丹参抑制人血管内皮细胞凋亡的作用

Ｆｉｇ２　ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆＳＭＡｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ｏｆｈｕｍａｎｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ
ＰＩ－／ＡｎｎｅｘｉｎⅤ－：Ｌｉｖｉｎｇｃｅｌｌｓ；ＰＩ＋／ＡｎｎｅｘｉｎⅤ－：Ｍｅｃｈａｎｉｃａｌｌｙ

ｄａｍａｇｅｄｃｅｌｌｓ；ＰＩ＋／ＡｎｎｅｘｉｎⅤ＋：Ｌａｔｅｒａｐｏｐｔｏｔｉｃａｎｄｎｅｃｒｏｔｉｃｃｅｌｌｓ；

ＰＩ－／ＡｎｎｅｘｉｎⅤ＋：Ｅａｒｌｙａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｓ．Ｃｏｎｔｒｏｌ：ＤＭＥＭ／Ｆ１２；Ｍｏｄｅｌ：

ＤＭＥＭ／Ｆ１２＋Ｈ２Ｏ２；ＳＭＡ：Ｓａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａｂｇｅ．ｆ．ａｌｂａ．

图３　白花丹参提取物对ＨＵＶＥＣ凋亡相关蛋白Ｂｃｌ２表达的影响

Ｆｉｇ３　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＳａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａｂｇｅ．ｆ．ａｌｂａ（ＳＭＡ）ｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅＢｃｌ２ｉｎＨＵＶＥＣｓ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌ；Ｃ：ＳＭＡ０．１０ｇ／ｍｌ；Ｄ：ＳＭＡ０．０１ｇ／ｍｌ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

３　讨　论

　　白花丹参对血管内皮细胞具有保护作用［４］，但
相关机制未明。而血管内皮细胞凋亡与心、脑血管
疾病密不可分，故推测白花丹参可能通过抑制血管
内皮细胞凋亡、进而保护其活性。本研究选用流式
细胞技术检测了白花丹参对血管内皮细胞凋亡情况

的影响。本实验结果表明：白花丹参可显著降低由

Ｈ２Ｏ２诱导的血管内皮细胞的凋亡率，而且白花丹参
的剂量越高，血管内皮细胞凋亡率降低越明显。提
示白花丹参是过抑制血管内皮细胞凋亡这一机制来

保护血管内皮细胞。

　　细胞凋亡的发生和调控是一个极其复杂的系
统，其机制尚未完全清楚。但已证明受多个基因的

调控，其中Ｂｃｌ２基因及其表达的Ｂｃｌ２蛋白在凋亡
的调控中具有重要的作用［６８］，是研究得最早、也是
研究得比较清楚的凋亡相关基因和蛋白之一。本实
验通过检测Ｂｃｌ２蛋白的平均荧光强度来评价Ｂｃｌ２
的表达情况，结果显示：经白花丹参作用的血管内皮
细胞Ｂｃｌ２表达显著增加，而且白花丹参的剂量越
高，血管内皮细胞表达的Ｂｃｌ２蛋白越多。可见，白
花丹参使血管内皮细胞表达的Ｂｃｌ２蛋白增多，而

Ｂｃｌ２表达的增加抑制了血管内皮细胞凋亡。这与
相关报道［９１１］符合。而且，结果显示白花丹参高剂
量组的Ｂｃｌ２表达量增加明显，甚至超过了对照组，
这说明白花丹参对Ｂｃｌ２表达的促进作用很强，只要
白花丹参达到一定的剂量，就可以消除由于Ｈ２Ｏ２的
作用而使Ｂｃｌ２表达下降的程度。但是，白花丹参
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低剂量组与 Ｈ２Ｏ２损伤模型组之间在Ｂｃｌ２表达没
有明显差别，而从降低细胞凋亡率的结果来看，白花
丹参低剂量组对血管内皮细胞也具有很好的保护作

用，推测白花丹参除通过促进Ｂｃｌ２表达增加外，应
该尚有其他途径来抑制血管内皮细胞的凋亡，或者
除抑制凋亡以外尚有其他渠道来保护血管内皮细胞

免受损伤，这些有待于进一步研究证实。本研究发
现白花丹参对 Ｈ２Ｏ２诱导的血管内皮细胞凋亡具有
抑制作用，这种作用与Ｂｃｌ２表达上调有关。
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·书　讯·

《中西医结合抗肿瘤》和《护理学导论》已出版

　　《中西医结合抗肿瘤》由黄衍强、吴孝雄、黄飞主编，第二军医大学出版社出版，ＩＳＢＮ９７８７５４８１００８１２，３２开，定价：１６．００
元。

　　中西医结合诊治肿瘤是肿瘤患者治愈、康复的重要手段。本书用通俗、生动的语言，结合真实病例，全面介绍了中西医结

合治疗肿瘤的原理和方法，让患者真正感受到中西医结合治肿瘤的无穷魅力，使患者树立战胜癌魔的信心。本书适合肿瘤患

者及其家属阅读，也可供临床肿瘤专科医务人员学习参考。

　　《护理学导论》由周庆华、朱春梅主编，第二军医大学出版社出版，ＩＳＢＮ９７８７５４８１０１０８６，１６开，定价：２１．００元。作为护

理专业必修课程，本书可引导学生系统、全面地了解护理专业学科体系的形成、发展和构成；内容上包括从基础理论到临床应

用，编写体例上以工作任务为中心进行展开，以教学实践为基础，兼顾执业考试，注意前后知识点的衔接，以期实现提高护生的

基本素质、培养独立思考和创造性思维的临床护理人员之目标。本书适合高职、高专护理专业的学生使用，也可供临床工作的

护理人员参考。

　　《中西医结合抗肿瘤》和《护理学导论》由第二军医大学出版社出版发行科发行，全国各大书店均有销售。
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