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银杏叶提取物对血管内皮细胞的保护作用

廖新学1，李 欣2，马中富3，王礼春1，杜志民1，董吁刚1，马 虹1

(中山大学附属第一医院①心内科，②急诊科，⑧普内科，广东 广州 510080)

【摘要】 目的观察银杏叶提取物(GBE)对动脉粥样硬化模型大鼠血管内皮细胞的影响，并初步阐明其

机制。方法 将15只SD大鼠随机分为对照组、模型组、GBE组。用高胆固醇饲料喂养12周制备动脉粥样硬化

大鼠模型。GBE组给予GBE水溶液96 mg·kg'1·d_1灌胃，12周后取主动脉进行组织病理学检查，以电泳迁

移率变动分析法(EMSA)检测核转录因子一KB(NF—xB)活性，用放射免疫法测定血清肿瘤坏死因子-a(TNF-a)、

白细胞介素一6(IL一6)水平，用酶联免疫吸附试验测量可溶性血栓调节蛋白(sTM)水平。结果 电镜下显示，模

型组血管内皮细胞存在明显的崩解现象，而GBE组损伤轻微。与对照组比较，模型组主动脉NF-gB活性、血清

TNF—a、II。一6和sTM水平均显著升高，GBE组也有升高，但明显低于模型组(P均<0．05)。NF-KB活性与

TNF—a、IL一6、sTM水平呈显著直线相关，sTM与TNF—a、IL一6呈显著直线相关(尸均<0．05)。结论GBE可

以通过抑制主动脉中NF—xB的活性、减轻过度的炎症反应而发挥保护内皮细胞的作用。
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【Abstract】 Objective To examine the effect of Ginkgo biloba(银杏叶)extract(GBE)on the

endothelial cells in rat models with atherosclerosis and its mechanism．Methods Fifteen Sprague Dawley

(SD)rats were randomly divided into three groups：high lipids(model)group，GBE group and normal control

group．The rats in the model group were fed with high lipids and were sacrificed 12 weeks later．Besides fed

with high lipids，the animals in GBE group were also administrated intragastricly with GBE aqueous solution

(96 mg·kg一1·d一1)．The aortas were harvested for．histomorphometry ana transmission electron microscope

observation after 12 weeks．The nuclear factor—KB(NF—JcB)activity was measured by electrophoretic mobility

shift assays(EMSA)in aortas．The levels of tumor necrosis factor—alpha(TNF—a)and interleukin一6(IL-6)in

serum were measured by radio—immunity method and the level of soluble thrombomodulin(sTM)in serum was

measured by enzyme linked immunosorbent assay(ELISA)．Results Under electron microscope，the necrosis

and apoptosis of aorta endothelial cells were obvious in high lipids group，but the cell damage in GBE group

was mild．The level of sTM in the GBE group was significantly higher than that in the normal control group

and lower than that in the high lipids group(both P<O．05)．The activity of NF—KB，the levels of IL一6 and

TNF—a were evidently higher in the high lipids group than those in the normal control group，and
in the GBE

group，they were also elevated，but obviously lower than those in the model group(all P<0．05)．There were

positive linear relationships between the NF—KB activity and each of the following levels：TNF—a，IL一6 and

sTM(all P<0．05)．The level of sTM also had lincar relationship with the levels of TNF—a and IL一6

respectively(both P<0．05)．Conclusion These results indicate that GBE can protect endothelial cells by

inhibiting the activity of NF—JcB and inflammatory response．
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血管内皮细胞作为组织与血液之间的防线，其

损伤和功能障碍是导致动脉粥样硬化发生发展的重

要环节。核转录因子一．cB(NF一．cB)是一核转录因子，

激活后进入细胞核调节多种蛋白质的表达，是调节
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一系列重要因子产生的“基因开关”，调节着多种生

长因子、趋化因子、黏附分子、细胞因子的表达n3。肿

瘤坏死因子一a(TNF—a)、白细胞介素一6(IL一6)是两

种具有代表性的炎症因子，过度表达时可导致机体

的免疫病理损伤，在动脉粥样硬化发生发展中起了

重要作用。银杏叶提取物(GBE)含银杏黄酮苷、银

杏内酯和白果内酯等多种活性物质，近年在临床上

被广泛用于治疗缺血性心血管疾病。。31。我们的既往

研究发现，该药具有一定的内皮细胞保护作用，并且

这种作用可能与抑制炎症反应有关。本研究旨在复

制动脉粥样硬化模型，检测NF—JcB活性及其下游炎

症因子TNF—a、IL一6水平的改变，以观察GBE保护

内皮细胞的作用和机制。

1材料与方法

1．1动物与分组：健康SD大鼠15只(由中山大学

动物实验中心提供)，体重250 g左右，雌雄不拘，按

随机数字表法分为3组：①对照组：予以普通饮食；

②模型组：饲以高胆固醇饲料(由2％胆固醇，1％胆

酸钠，10％炼猪油及87％普通饲料配制而成)，未用

药干预；③GBE组：在饲以高胆固醇饲料的基础上

给予GBE 96 mg·kg_1·d～，蒸馏水稀释后灌胃。

各组均自由进食，饮水不限，实验时间12周。

1．2电镜观察：取大鼠靠近主动脉根部的降主动脉

经多聚甲醛水溶液固定、磷酸盐缓冲液(PBS)漂洗、

锇酸后固定、乙醇丙酮梯度脱水后包埋，超薄切片，

常规醋酸铀一枸橼酸铅染色，在透射电镜下观察。

1．3 可溶性血栓调节蛋白(sTM)检测：经心脏取

血，枸椽酸钠抗凝，离心取上清液。用双抗体夹心酶

联免疫吸附试验测定sTM浓度，操作按说明书要

求进行。

1．4 NF—xB活性检测

1．4．1细胞核提取物制备：取降主动脉组织，用预

冷匀浆介质混合后，制成组织匀浆。参照Schreiber

方法“3提取核蛋白。以考马斯亮蓝法检测核提取物

蛋白浓度。

1．4．2 电泳迁移率变动分析法(EMSA)：探针采用

NF—KB一致性的双链寡核苷酸序列(57-AGTTGA

GGGGACTTTCCCAGGC一3 7)，5 7端以(7—32P]ATP

(tt京亚辉公司)标记，标记和纯化过程按Gel Shift

Assay System试剂盒(美国Promega公司)说明书

进行。经聚丙烯酰胺凝胶对电泳带进行密度扫描，以

面积×密度表示NF—JcB活性。

1．4．3特异性鉴定：设空白对照、特异性竞争对照

及非特异性竞争对照。空白对照为反应混合物中不

加细胞核提取物。特异性竞争对照为先加入50倍浓

度未标记的NF—KB探针，5 min后再加入核素标记

的探针。非特异性竞争对照为先加入50倍浓度未标

记的激活蛋白一1(AP一1)一致性双链寡核苷酸，

5 min后再加入核素标记的NF—KB探针。

1．5 TNF—a、IL一6水平测定：用放射免疫法测定血

清TNF—a、IL一6水平，试剂盒购自解放军总医院科

技开发中心放射免疫所，操作按说明书进行。

1．6统计学处理：使用SPSS 10．0统计软件。检测

数据以均数±标准差(z士5)表示，多组间比较采用

one—way ANOVA方法分析，P<0．05为差异有统

计学意义。

2结 果

2．1 各组NF—KB、TNF—a、IL一6和sTM水平比较

(图1，图2；表1)：模型组和GBE组的NF—KB活性

及TNF—a、IL一6、sTM水平均明显高于对照组，而

GBE组各指标水平显著低于模型组(P均<0．05)。

l～3依次为对照组、模型组、GBE组

图1 EMSA检测各组大鼠主动脉NF—KB活性

1～4依次为空白对照、特异性竞争对照、

非特异性竞争对照、模型组大鼠标本

围2 EMSA检测NF—KB特异性鉴定

2．2 NF—KB、TNF—a、IL一6、sTM间的关系(表2)：
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相关性分析显示，模型组NF—KB、TNF—a、IL一6与

sTM间呈显著正相关。线性回归分析发现，NF—KB

与TNF—a、IL一6、sTM间以及TNF—a、IL一6与sTM

间均呈直线关系(P均d0．05)。

表1各组大鼠主动脉NF—KB活性及血清TNF—a、

IL一6、sTM水平比较(；士s)

注：与对照组比较，‘P<0．05；与模型组比较，。P<0．05

表2模型组NF—gB、TNF—a、IL一6、sTM之间的关系

2．3组织病理学观察(彩色插页图3，图4)：模型组

血管内皮细胞存在明显的崩解现象，内弹力膜断裂，

单核细胞浸润。GBE组内皮完整存在，个别细胞存

在异染色质增多、凋亡等病变，弹力膜完整，鲜见单

核细胞浸润。

3讨论

内皮细胞为扁平或多角形细胞，单层覆盖于血

管内膜表面，正常条件下广泛参与调节血管紧张度、

免疫反应、脂质代谢及内皮下基质合成等生理活动。

内皮细胞作为组织与血液之间的防线，其损伤是导

致许多疾病发生发展的重要环节。TM是由血管内

皮细胞合成并附于内皮细胞膜表面的凝血酶受体，

当血管内皮细胞受损时，TM便从细胞膜中脱落释

放到血中使sTM水平增高，Blann等嘲认为sTM

是内皮损伤的黄金标准。

脂质代谢紊乱是动脉粥样硬化发生发展的重要

原因之一，斑块形成过程中伴随着一定程度的内皮

细胞损伤，这些损伤既是冠心病高危因素作用于内

皮细胞的结果，也进一步促发了冠心病的形成∞’。

在动脉粥样硬化形成过程中，NF—KB通路是炎

症反应产生的关键环节之一。多种冠心病危险因子

都可通过溶血磷脂酰胆碱途径激活细胞内蛋白激酶

C(PKC)，通过NF—KB的游离活化从而激活基因的

转录反应，由此而过度生成的TNF—a、IL一6、IL一1、

E一选择素、细胞间黏附分子一1(ICAM～1)、血管黏附

分子一1(VCAM一1)、单核细胞趋化蛋白一1(MCP一1)

等因子，促使单核细胞和平滑肌细胞迁移、黏附、增

生，并形成泡沫细胞。泡沫细胞崩解后释放出的脂质

形成脂质核心，从而使病变进入不可逆阶段并形成

粥样斑块。3。有研究发现：NF—JcB受细胞的氧化还原

状态控制，活性氧是NF—KB的一种激活剂，其产生

是NF—IcB活化的关键步骤01；抑制NF—JcB活化可以

延缓冠状动脉粥样硬化形成。’。本实验中模型组

NF—KB的活性明显增强，并伴随着TNF—a、IL一6和

sTM升高，表明动脉粥样硬化形成过程中存在过度

的炎症反应，进而导致了内皮细胞的损伤。

GBE含银杏黄酮苷、银杏内酯和白果内酯等多

种活性物质，具有清除氧自由基、防止细胞老化和脂

质过氧化对细胞膜损伤、对抗血小板活化因子、改善

微循环等多种药理作用n¨”。本研究表明，GBE能

抑制NF—KB激活，减少TNF—a、IL一6生成，降低

sTM水平，从而可以减弱单核／巨噬细胞和平滑肌

细胞的过度反应，保护内皮细胞，这也可能是其防治

动脉粥样硬化作用的主要机制之一。
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