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　　摘要:目的　实验以缺氧及血管紧张素Ⅱ (AngⅡ)体外诱导的人大动脉损伤内皮细胞为对象 , 观察血管内皮细

胞 (VEC)钙离子浓度及线粒体膜电位 (MMP)的变化 , 探讨银杏叶提取物金钠多对 VEC可能的保护作用机制。方

法　建立 VEC缺氧损伤模型;实验分别设空白对照组 、 缺氧组 、 缺氧加金钠多组 、 AngⅡ作用组 、 AngⅡ加金钠多

组 、 缺氧和 AngⅡ作用组及缺氧和 AngⅡ加金钠多组等 7组。各组细胞经过 Fluo-3/AM负载后 , 用激光共聚焦显微镜

测定 VEC内 Fluo-3的荧光强度代表钙离子浓度;各组细胞经过 Rhodamine123负载后 , 用激光共聚焦显微镜测定 VEC

内 Rhodamine123的荧光强度代表 MMP。结果　VEC分别经过缺氧及 AngⅡ损伤后 , 细胞内钙离子浓度明显升高 (P

<0.01), MMP明显降低 (P<0.01);缺氧条件下 , AngⅡ可引起 VEC钙离子浓度进一步升高 (P<0.05), MMP较

单纯缺氧或单纯 AngⅡ作用进一步降低 (P<0.05);金钠多可抑制细胞内钙离子浓度的升高并提高受损伤细胞的

MMP。结论　缺氧及 AngⅡ等因素可引起 VEC内钙离子浓度明显升高 , MMP明显降低 , 金钠多明显减轻上述损伤 ,

具有细胞保护作用。
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byhypoxiaandAngiotensinⅡ invitro
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Abstract:ObjectiveToexploretheprotectiveeffectanditspossiblemechanismofginkgobilobaextract(Ginaton)on

humanvascularendothelialcells(VEC)injuredbyhypoxiaandAngⅡ.MethodsTheVECweredividedintosevengroups,

theywerecontrolgroup, hypoxiagroup, hypoxia+Ginatongroup, AngⅡ group, AngⅡ +Ginatongroup, hypoxia+AngⅡ

groupandhypoxia+AngⅡ +Ginatongroup.ThechangesofintracellularCa2+ concentration([ Ca2+] i)andmitochondria

membranepotential(MMP)wereobservedwithlaserconfocalmicroscopyafteraddingFluo-3/AM andRhodamine123,

respectively.ResultsTheresultsshowedthat[ Ca2+] iincreasedandMMPdecreasedsignificantlybothinhypoxiagroupand

AngⅡ group(P<0.01), andthesechangesweremoreobviousinhypoxia+AngⅡ groupcomparedwithhypoxiagroupof

AngⅡ group(P<0.05).However, thechangesof[ Ca2+] iandMMPcouldbeamelioratedbyGinaton(Ginkgobilobaex-

tract).ConclusionThestudysuggestedthatVECcouldbeinjuredbyhypoxiaorAngⅡ throughincreasing[ Ca2+] iandde-

creasingMMP, andGinatoncouldeffectivelyprotectVECagainstinjuryinducedbyhypoxiaandAngⅡ.

Keywords:Hypoxia;AngiotensinⅡ (AngⅡ);Vascularendothelialcells(VEC);IntracellularCa2+ concentration

([ Ca2+] i);Mitochondriamembranepotential(MMP);Ginkgobilobaextract(Ginaton)

　　血管内皮细胞 (vascularendothelialcells, VEC)

是血液和组织间进行代谢交换的屏障 , 可以合成和分

泌多种生物活性物质 , 在调节血管收缩舒张功能 、 维

持内环境稳定等方面具有重要意义 。缺氧是导致

VEC损伤的极为常见的病理因素 , 血管紧张素-Ⅱ

(AngiotensinⅡ , AngⅡ)是肾素-血管紧张素系统直

接作用于血管床使血管收缩的重要血管活性肽 , 在高

血压 、 动脉硬化和心衰等疾病的发生发展过程中起重

要作用
[ 1, 2]
, 本研究通过建立 VEC缺氧损伤模型 , 应

用激光共聚焦显微镜观察缺氧条件下 AngⅡ引起

VEC内钙离子浓度 ([ Ca
2 +
] i)及线粒体膜电位

(mitochondriamembranepotential, MMP)的变化 , 以

及银杏叶提取物金钠多对该变化的影响 , 探讨金钠多
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对 VEC的保护作用机制。

1　材料与方法

1.1　主要试剂和仪器

D-Hanks液 (HyClone, 美国), 人大动脉血管内皮

细胞 (CBI公司 , 美国), Fluo-3/AM (BIO-RAD公司 ,

美国), Rhodamine123荧光探针 (BIO-RAD公司 , 美

国), AngⅡ (Sigma公司 , 美国), 缺氧用混合气体

(95%N2 , 5%CO2 , 北京市特殊气体供应公司), 金钠

多 (德国 Dr.WillmarSchwabe药厂), 激光共聚焦显微

镜 MRC-1024 (美国 BIO-RAD公司)。

1.2　方法

1.2.1　缺氧模型　取人大动脉 VEC, 常规复苏传代 ,

当细胞传至第三代时 , 将细胞接种于 35 mm培养皿中

继续培养 , 观察细胞 70% ～ 90%融合后 , 倾去上层培

养液 , 加入 180μl新鲜培养液 , 将培养皿放入备有进

气口和出气口的密闭容器中 , 保持出气口开放 , 将缺

氧用混合气以 10 L/min的流量经进气口充入密闭容

器 , 持续 5min后 , 同时关闭进气口和出气口 , 将密

闭容器置于 37℃的培养箱中缺氧培养 60 min。

1.2.2　实验分组与处理　将培养的内皮细胞按 2皿 /组

分为 7组。(1)对照组:加入细胞培养液 180μl及生理

盐水 20μl;(2)单纯缺氧组:加入细胞培养液 180μl及

生理盐水 20μl;(3)缺氧 +金钠多组:加入细胞培养液

180μl, 生理盐水 10μl, 金钠多 10μl, 使培养液中金钠

多的终浓度为 10mg/L;(4)单纯 AngⅡ组:加入细胞培

养液 180μl, 生理盐水 10μl, AngⅡ 10μl, 使培养液中

AngⅡ终浓度为 10
-7
mol/L;(5)AngⅡ+金钠多组:加入

细胞培养液 180μl, AngⅡ 10μl, 金钠多 10μl, 使培养液

中 AngⅡ终浓度为 10
-7
mol/L, 金钠多的终浓度为 10mg/

L;(6)缺氧 +AngⅡ组:加入细胞培养液 180μl, 生理

盐水 10μl, AngⅡ 10μl, 使培养液中 AngⅡ终浓度为 10
-7

mol/L;(7)缺氧 +AngⅡ+金钠多组:加入细胞培养液

180μl, AngⅡ 10μl, 金钠多 10μl, 使培养液中 AngⅡ终

浓度为 10
-7
mol/L, 金钠多的终浓度为 10mg/L。对照组 、

单纯 AngⅡ组及 AngⅡ+金钠多组分别在加入生理盐水或

不同试剂作用 60min后进行 [ Ca
2+
]i及 MMP的测定 , 其

余各组分别在不同试剂作用并经缺氧 60 min后进行

[ Ca
2+
]i及 MMP的测定。

1.2.3　 [ Ca
2+
]i的测定　将上述各组培养皿中的细胞

用 D-Hanks液洗涤 3遍 , 各皿内加新鲜培养液 2ml, 再

加入配制好的 Fluo-3/AM荧光探针 (1 μg/μl)2 μl负

载 , 其终浓度为 1 μg/ml, 放入 37℃ CO2孵箱中孵育

30min。吸去 Fluo-3/AM负载液 , 用 D-Hanks液轻轻洗

细胞 3遍 , 充分洗去剩余染料 , 加 200 μl细胞培养液 ,

避光保存 15min。应用激光扫描共聚焦显微镜观察细胞

内 Fluo-3的荧光强度 (激发波长 488nm, 发射波长 526

nm), 每组选取 25个活细胞 , 每个细胞间隔 2s扫描 1

次 , 共扫描 16次 , 记录 16个荧光强度数值 , 取平均值

代表该细胞的 [ Ca
2+
]i。

1.2.4　血管内皮细胞 MMP的测定　将上述各组培养

皿中的细胞用 D-Hanks液洗涤 3遍 , 各皿内加新鲜培养

液 2ml, 再加入配制好的 Rhodamine123荧光探针 (5

μg/μl)2 μl负载 , 其终浓度为 5 μg/ml, 放入 37 ℃

CO2孵箱中孵育 30min。吸去 Rhodamine123荧光探针

负载液 , 用 D-Hanks液轻轻洗细胞 3遍 , 加 200μl细胞

培养液 , 避光保存 15min。应用激光扫描共聚焦显微镜

观察细胞内 Rhodamine123的荧光强度 (激发波长 488

nm, 发射波长 526nm), 每组选取 25个活细胞 , 每个细

胞间隔 2s扫描 1次 , 共扫描 16次 , 记录 16个荧光强度

数值 , 取平均值代表该细胞的 MMP。

1.3　统计学处理

全部数据输入计算机 , 以在 SPSS11.0统计软件

上分析 , 结果以均值 ±标准差 (x±s)表示 , 应用统

计学方法采用单因素方差分析 , P<0.05为差异有统

计学意义。

2　结果

2.1　金钠多对缺氧与 AngⅡ诱导 VEC内 Ca
2+
超载

的保护作用

与对照组相比 , 缺氧组及 AngⅡ组 [ Ca
2+
] i显

著升高 (P<0.01);缺氧 +AngⅡ组 [ Ca
2+
] i与单

纯缺氧组比较有非常显著升高 (P<0.01), 与单纯

AngⅡ组比较有显著升高 (P<0.05);缺氧 +金钠

多组同单纯缺氧组比较 , [ Ca
2+
] i明显降低 (P<

0.01);AngⅡ +金钠多组同单纯 AngⅡ组比较 ,

[ Ca
2+
] i明显降低 (P<0.01);缺氧 +AngⅡ +金钠

多组同缺氧 +AngⅡ组比较 , [ Ca
2 +
] i明显降低 (P

<0.01);各金钠多保护组的 [ Ca
2 +
] i仍明显高于空

白对照组 , 差异有统计学意义 (P<0.05或 P<

0.01), 见表 1。

2.2　金钠多对缺氧 、 AngⅡ致 VEC内 MMP变化的

保护作用

与对照组相比 , 缺氧组及 AngⅡ组 MMP明显降

低 (P<0.01);缺氧 +AngⅡ组 MMP与单纯缺氧组

相比降低非常显著 (P<0.01), 与单纯 AngⅡ组比

降低显著 (P<0.05);缺氧 +金钠多组同单纯缺氧

组比较 , MMP明显升高 (P<0.05);AngⅡ +金钠

多组同单纯 AngⅡ组比较 , MMP明显升高 (P<

0.01);缺氧 +AngⅡ +金钠多组同缺氧 +AngⅡ组
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比较 , MMP明显升高 (P<0.01), 见表 1。
表 1　缺氧 、 AngⅡ对 VEC内 [ Ca2+] i及 MMP的影响及

金钠多的保护作用 (x±s)

组别　　　 样本量 细胞 [ Ca2+] i 线粒体膜电位

对照组 25 28.46±5.30 36.87±8.96

单纯缺氧组 25 40.08±7.49a 24.72±8.31a

缺氧 +金钠多组 25 33.30±8.49b, c 30.05±10.63a, g

单纯 AngⅡ组 25 46.42±8.88a, c 21.77±7.19a

AngⅡ +金钠多组 25 34.31±8.16b, d 28.37±7.94a, d

缺氧 +AngⅡ组 25 51.66±8.94a, c, e 16.62±6.09a, c, e

缺氧 +AngⅡ+金钠多组 25 39.18±8.06a, f 23.11±9.91a, f

与对照组比较 , a:P<0.01, b:P<0.05;与单纯缺氧组比较, c:P

<0.01, g:P<0.05;与单纯 AngⅡ组比较 , d:P<0.01, e:P<

0.05;与缺氧 +AngⅡ组比较 , f:P<0.01

3　讨论

Ca
2+
作为细胞内信使 , 几乎参与一切调控细胞功能

的信息转导过程 , 钙超载是许多原因引起细胞损害的

“最后共同通路”
[ 3]
。缺氧导致细胞氧化磷酸化功能抑

制 , 钠钾泵功能障碍 , 导致细胞膜去极化引起短暂的电

压依赖型 Ca
2+
通道开放 , Ca

2+
内流 , 同时 , 线粒体功能

损害使得贮存 Ca
2+
释放 , 导致细胞内 Ca

2+
超载。本研

究利用 Ca
2+
特异性的荧光染料 Fluo-3观察了 VEC在缺

氧及 AngⅡ作用后 [ Ca
2+
]i的变化 , 结果显示缺氧处理

或应用 AngⅡ作用后 [Ca
2+
] i明显升高 , 缺氧与 AngⅡ

联合作用后 [ Ca
2+
] i进一步升高。AngⅡ引起 [ Ca

2+
] i

升高的机制可能与下列因素有关 , 一方面 AngⅡ能够引

起 VEC内皮素 (ET-1)含量升高
[ 4]
, ET-1作用于 VEC

后引起剂量依赖性的 Ca
2+
浓度升高

[ 5]
;另一方面 AngⅡ

能够抑制 VEC大电导钙激活钾通道的作用
[ 6]
, 使 VEC

膜上的 Na
+
-K
+
-ATP酶活性降低 , Na

+
-K
+
泵功能障碍 ,

导致细胞膜去极化而引起电压依赖型 Ca
2+
通道开放 ,

Ca
2+
内流。因此 , 在对 VEC内 Ca

2+
浓度影响的因素中 ,

AngⅡ具有与缺氧因素相似的作用机制 , 两者具有协同

作用。

MMP是指存在于生物膜两侧的电位差 , 是评价线

粒体功能的敏感指标
[ 7]
。在线粒体内 、外膜交界处存在

一种蛋白性孔道———线粒体膜通透性转换孔 (Mitochon-

drialpermeabilitytransitionpore, MPT), MMP的下降与

MPT的开放密切相关 , 是发生细胞凋亡的重要环节
[ 8]
。

本研究结果显示 , VEC经过缺氧或 AngⅡ作用后细胞内

MMP均显著下降 , 缺氧与 AngⅡ联合作用后 VEC内

MMP进一步下降。关于缺氧或 AngⅡ引起 MMP下降的

机制可能与下列因素有关:(1)大量研究证实几乎所有

致细胞凋亡的刺激因素都会诱发线粒体结构破坏和功能

障碍
[ 9, 10]
, 缺氧促进机体活性氧生成 , 可直接或间接损

伤线粒体膜 , 造成 MMP下降
[ 11]
, 而 AngⅡ也可以促进

氧自由基的产生
[ 12]
, 从而引起 MMP的下降;(2)MPT

孔的开放受线粒体 Ca
2+
浓度的升高直接或间接调控

[ 13]
,

线粒体内 Ca
2+
的缓慢积累导致线粒体内 Ca

2+
超载 , 启

动 MPT孔开放 , 导致 MMP下降 , 而缺氧与 AngⅡ均可

引起线粒体 Ca
2+
浓度的升高

[ 14, 15]
。可见 , AngⅡ与缺氧

引起 MMP下降的途径几乎是一致的 , 这也许是缺氧与

AngⅡ联合作用后 MMP进一步下降的原因。

金钠多是目前世界上公认的标准化银杏叶提取

物 , 其主要的生物活性成分是银杏内酯和黄酮甙 , 具

有多种复杂的生物学效应
[ 16]
。本研究结果显示 , 各

金钠多保护组 [ Ca
2+
] i较相应的损伤组明显下降 、

MMP明显升高 , 提示金钠多有抑制细胞内 Ca
2+
超

载 、提高 MMP的作用 。由于金钠多具有抑制血小板

活化因子活性
[ 17]
、 清除自由基

[ 18]
、 对抗AngⅡ抑制

VEC大电导钙激活钾通道
[ 6]
等作用 , 最终可能激活

VEC膜上的 Na
+
-K
+
-ATP酶的活性 , 降低 Ca

2 +
通道

的活性 , 阻止 Ca
2 +
内流及肌浆网 Ca

2+
的释放 , 从而

显示出钙通道阻滞剂的作用而有效抑制细胞内钙超

载
[ 19, 20]

。 [ Ca
2+
] i的降低 , 可以避免或减少 MPT的

开放 , 升高 MMP, 表现出细胞保护作用 。本研究结

果同时显示 , 各金钠多保护组细胞内 Ca
2 +
的浓度仍

明显高于对照组 , MMP仍明显低于对照组 , 提示金

钠多的保护作用是有限的 , 并不能完全保护缺氧和

AngⅡ对 [ Ca
2+
] i及 MMP的影响 。本研究仅观察了

一种浓度的金钠多的保护作用 , 对于不同浓度的金钠

多对 VEC的保护作用需进一步研究。
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3　讨论

近年来 , 职业因素对心理健康的影响日益引起国内学者

的关注 [ 3] , 一些研究表明多种职业 、 社会和个性特征影响人

们的心理健康状态 [ 4] , 但国内还未见基于 DSM标准诊断的不

同职业精神疾病患病率的报道。

辽宁省居民各种精神疾病的 12月患病率为 8.09%, 大大

高于辽宁省 1982年 (0.45%)[ 5]和 1992年 (0.36%)[ 6]精神

疾病调查报告的患病水平 , 表明随着经济生活水平日益增长

及社会 、 工作压力逐渐增大 , 导致精神疾病患病率较之以前

有明显增高 , 这种增高在辽宁省城市居民身上反应更为明显 ,

凸现出精神疾病已经成为我省重大公共卫生问题。无业 /待业

人员 (3.88%)和下岗工人 (2.90%)的情感障碍患病率明

显高于其他人群 , 缺乏基本生活保障社会支持 、 消极应对方

式和家庭矛盾激化等因素可能是导致无业人员和下岗人员重

性抑郁和心境恶劣患病率高发的主要原因 [ 7, 8] 。离退休人员和

家务劳动者情感障碍多发可能是老年人躯体疾病较多 、 社会

交往贫乏 、 经济状况不佳等多因素综合作用的结果 [ 9] 。农 、

林 、 牧 、 渔劳动者的情感障碍患病率略低于平均水平 , 与其

较低的职业紧张度和竞争压力有关 [ 4] 。从事家务劳动的人群

焦虑患病率为 11.24%, 大大高于其他人群 , 可能与其家庭 、

社会地位较低 , 社交范围狭窄 , 积累的矛盾缺乏解决途径有

关 , 同辽宁省以往的研究结果相似 [ 10] 。国家企事业负责人及

生产工人 、 运输工人和有关人员的酒精使用障碍患病率最高 ,

办事人员和有关人员 、 无业 /待业人员和商业 、 服务业性工作

人员的酒精使用障碍的患病率也明显高于其他职业 , 呈现出

鲜明的职业特点 , 同这些职业较高的饮酒率 、 饮酒量和饮酒

年限有关 [ 10] 。

辽宁省居民精神障碍的患病率分布呈现明显的职业特征 ,

无业 、 下岗和离退休等缺乏社会保障与支持的人群情感障碍

与焦虑障碍高发 , 国家企事业负责人及生产工人 、 运输工人

和有关人员的酒精使用障碍的患病率最高 , 应采取有针对性

的防治措施。
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