
LON是一种胞内酶% 天山雪莲细胞培养物处
理破骨细胞 ’, <后% 细胞膜损伤% 使胞外 LON活
性显著增强% 呈剂量依赖性& 采用F99.P49 Q*MR双
染流式细胞术进行细胞凋亡检测% 发现天山雪莲细
胞培养物能够诱导破骨细胞凋亡% 且凋亡率变化呈
剂量依赖性( 这一结果与 LON活性结果一致& 而
-̂-结果表明% 天山雪莲细胞培养物黄酮质量浓
度在""#) ":T2L时对EFG#%’H0 细胞无毒% 说明
胞外LON活性的增强和凋亡率的提高是由于天山
雪莲细胞培养物对破骨细胞的毒性作用&

综上所述% 天山雪莲细胞培养物能够抑制
EFJKL诱导EFG#%’H0破骨细胞的形成( 并能诱导
破骨细胞凋亡% 从而降低破骨细胞的骨吸收活性&
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阿魏酸对大鼠离体胸主动脉舒缩功能的影响
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摘要# 目的!基于气体信号分子途径% 分析阿魏酸 "\.A6/4>3>45$ 对大鼠离体胸主动脉舒缩功能的影响& 方法!采用
大鼠离体胸主动脉环% 加入 + 种气体信号分子的抑制剂% 即一氧化氮合酶的抑制剂JU*硝基*0*精氨酸甲酯"0*JF̂ 1$’

血红素加氧酶*" "NY*"$ 抑制剂锌卟啉 "j9MM$’ 胱硫醚*!裂解酶抑制剂炔丙基甘氨酸 "MFU$% 进行体外血管舒张
实验& 结果!加入 + 种气体信号分子抑制剂均能显著抑制阿魏酸的舒张血管作用 "与空白组相比分别为 Gi&H&"%
Gi&H&"% 和Gi&H&)$% 且不同浓度的阿魏酸均使S3S/# 量效曲线右移 "Gi&H&"$% 且可显著性降低无钙高钾K*N液
中去甲肾上腺素J1引起的收缩 "Gi&H&"$& 结论!阿魏酸的舒血管作用由JY’ SY和N#‘ + 种气体信号分子通路介
导% 并通过血管平滑肌上的电压依赖性钙通道和受体依赖性钙通道发挥作用&

关键词! 阿魏酸( 胸主动脉环( 气体信号分子抑制剂( JU*硝基*0*精氨酸甲酯( 锌卟啉( 丙基甘氨酸( JY( SY( N#‘
中图分类号! E(%%!!!!!文献标志码! F!!!!!文章编号! "&&"*")#,"#&"%$&"*&&&%*&0
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!!阿魏酸 "\.A6/4>3>45% XF% 化学结构如图 " 所
示$% 为中药阿魏’ 当归’ 川芎’ 升麻’ 酸枣仁中
的主要活性成分% 因具有较高的含有量% 故常作为
中药质量控制的指标成分之一)"* & 阿魏酸能够抗
血小板聚集’ 抑制血小板 )*羟色胺释放)#* ’ 抑制
血小板血栓素F# "-dF#$ 的生成’ 增强前列腺素
活性)+* ’ 镇痛’ 缓解血管痉挛’ 脑组织保护)’*等
作用% 是用于生产治疗心脑血管疾病及白细胞减少
等药品的基本原料&

图 BC阿魏酸化学结构
F(5GBC9L+J(,4/.-10,-01+’**+10/(,4,(&

生物体及细胞内存在复杂多样的信号途径%
传统细胞信号转导系统由信号接收器 "如受体$’
受体后信号转导通路及其效应器组成& 气体信号
分子 ":3D.=6DD4:93/2=/.>6/.D$ 是一类不同于传
统细胞信号分子的气体小分子物质% 其特点如
下! ""$ 在酶的催化下内源性产生% 受体内代谢
途径的调控( "#$ 不依赖膜受体而自由通过细胞
膜( "+ $ 在生理浓度下有明确的特定功能(

"’$ 其细胞学效应可依赖或不依赖第二信使介
导% 但具有特定细胞内分子靶点& 气体信号分子
以其独有的可连续产生’ 传播迅速’ 快速弥散等
特点引起科学界的广泛关注& #& 世纪 ,& 年代中
期% 研究发现 JY这种简单的气体分子通过第二
信使>Û M实现舒张血管’ 抑制血小板聚集和抑制
细胞增殖等广泛的生物学效应% 代表了一种新型的
非受体依赖性信号转导机制% 开创了气体信号分子
这一新的研究领域% 被 ‘>4.9>.杂志评为 +明星分
子,& 继JY之后% #& 世纪 (& 年代中期又发现了第
二种气体信号分子一氧化碳 ">3AC=9 2=9=P45.$% 一
氧化碳通过上调细胞内环磷酸鸟苷 ">Û M$ 水平
而发挥生物学效应& 同期还发现 N#‘ " <B5A=:.9
D6/\45.$ 对神经系统’ 消化道平滑肌的张力具有调
节作用% 称为继JY’ 一氧化碳后发现的体内第三
种气体)#*信号分子& 上述 + 种气体信号分子均具有
明确的心血管效应% 参与心血管疾病的发生发展%
已成为心血管疾病领域的研究热点))* &

血管舒张的作用机制包括内皮依赖性和非内皮
依赖性% 非内皮依赖性作用机制主要与钙’ 钾等离
子通道有关% 内皮依赖性的舒血管作用机制主要依
赖于内皮层的存在及它分泌的一氧化氮’ 前列环
素’ 内皮依赖性超极化因子的作用% 其中JY信号
通路占大部分)%* % 鲜有基于SY信号通路和N#‘ 信
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号通路舒缩血管机制的研究& 本实验基于 JYTSYT
N#‘这 + 种气体信号分子% 分析阿魏酸对大鼠离体
胸主动脉舒缩功能的影响及其可能的机制% 为其用
于心脑血管疾病的治疗提供进一步的实验及理论
依据&
BC材料与方法
"H"!实验动物!‘]A3:6.*O38/.B大鼠% 雄性% 体
质量为 "#&& h#&$ :% 由军事医学科学院实验动
物中心提供( 许可证号! ‘SdK*#&&0*&&’% 大鼠置
于 #) c条件下适应性饲养 " 周后进行实验&
"H#!仪器及药品!IL*’#&X生物机能实验系统 "成
都泰盟软件有限公司$% NG"&& 超级恒温水浴 "成
都泰盟软件有限公司$% SM##)O型电子天平 "北京
赛多利斯仪器系统有限公司$ 等& 阿魏酸% 购于天
津一方科技有限公司( 去甲肾上腺素% 乙酰胆碱%
氯化钾等& KA.CD*N.9D./.47"K*N$ 营养液 "J3S/
"", 22=/TL’ KS/’H0 22=/TL’ :̂‘Y’ "H# 22=/TL’
KN#MY’ "H# 22=/TL’ J3NSY+ #) 22=/TL’ S3S/#
#H) 22=/TL’ 9*葡萄糖 "&H% 22=/TL$& 用 " 2=/TL
NS/调至 ]N至 0H’% 通混合气体 "()! Y# l)!
SY#$&
"H+!离体胸动脉的制备及记录!将大鼠处死后%
迅速开胸剖腹% 取出胸主动脉% 置于盛有 ’ c纯氧
饱和K*N营养液的培养皿内% 立即清除血污% 仔
细分离血管周围组织% 剪成长约 + e’ 22的血管
环% 其中一个血管环用机械方法去除内皮& 然后分
别将 # 根直径为 &H" 22呈三角环状的不锈钢丝小
心穿入% 随后置于容量为 "# 2LK*N营养液的
+0 c恒温浴槽内% 下端固定% 上端通过张力换能
器连于自动平衡记录仪% 记录血管环肌的张力变
化% 持续通入 ()! Y# 和 )! SY# 混和气& 调节血
管环前负荷为 " :% 平衡 %& 249 后开始给药% 平衡
期间浴槽内营养液每 ") 249更换 " 次&

平衡期末% 以 %& 22=/TLKS/预收缩血管环%
检查血管活性& 达到最大收缩后洗脱% 平衡 # 次%
每次 ") 249& 用J1 ""& m% 2=/TL$ 预收缩动脉环%
待收缩稳定加入 "& m) 2=/TL乙酰胆碱 "FS<$ 检
查血管内皮活性% 以舒张幅度大于 0&!认为内皮
完整& 当FS< 不产生舒张作用或舒张幅度小于预
收缩的 "&! 时% 认为已去除内皮&
"H’!+ 种气体信号分子对阿魏酸舒张血管作用的
影响!在去甲肾上腺素 J1 ""& m% 2=/TL$ 预收缩
血管的条件下% 观察不同浓度的药物对血管张力
的影响& 以 J1诱发最大收缩幅度为 "&&!% 药

物诱发血管舒张的幅度与 J1诱发最大收缩幅度
之间的比率为血管的舒张率& 为获得剂量*舒张反
应曲线% 药物按累加浓度加入浴槽中% 按每一浓
度时的最大反应进行计算% 舒张率 "!$ n加入
药物后张力减小幅度TJ1诱发的最大张力增长幅
度 f"&&!&

分别用一氧化氮合酶抑制剂JU*硝基*0*精氨酸
甲酯 "0*JF̂ 1$’ 血红素加氧酶*" "NY*"$ 抑制
剂锌卟啉 "j9MM$’ 胱硫醚*!裂解酶 "S‘1$ 的抑
制剂炔丙基甘氨酸 "MFU$ 孵育血管环 #) 249% 再
加入J1预收缩血管环% 平衡后开始给药&
"H)!外钙内流和内钙释放对阿魏酸舒张血管作用
的影响!研究 S3#l内流对阿魏酸舒血管作用的影
响时% 将大鼠胸主动脉环放置于正常K*N液中平衡
" <% 用无钙高钾 ",& 22=/TL$ K*N液替换正常
K*N液% 将胸主动脉环置于无钙高钾K*N液中温育
+& 249% 累计加 S3S/#% 使其浓度从 + f"&

m) e+ f
"& m#H) 2=/TL% 建立 S3S/# 量效曲线% 包括! ""$
空白对照% 累计加S3S/#( "#$ 累计加S3S/# 之前%
先分别用维拉帕米 &H&#) 22=/TL"S3#l通道阻滞
剂$’ 阿魏酸 "H",’ #H+% 22=/TL处理& 数据处理
时将空白对照组中的高浓度 + f"& m# H) 2=/TL的收
缩作用看做 "&&!&

研究肌浆网储存钙释放对阿魏酸舒血管作用的
影响时% 将大鼠胸主动脉环放置于正常 K*N液中
平衡 " <% 用无钙高钾 ",& 22=/TL$ K*N液替换
正常K*N液% 将胸主动脉环置于无钙高钾 K*N液
中温 育 +& 249% 依 次 加 阿 魏 酸 "H",’ #H+%’
+H)) 22=/TL孵育血管环 #& 249 后% 加入 J1% 观
察血管的收缩情况& 数据处理时将空白对照组% 即
无需用阿魏酸孵育血管环% 直接加入 J1时收缩作
用看做 "&&!&
"H%!统计学处理!采用 ‘M‘‘ #&H&统计分析处理软
件进行统计学分析% 数据用均数 h标准差 "Fh<$
表示% 各组之间均数采用独立样本 6检验% 以
Gi&H&)为有统计学意义&
DC实验结果
#H"!阿魏酸对去甲肾上腺素引起的血管收缩的舒
张作用!阿魏酸浓度梯度为 &H)(’ "H",’ "H00’
#H+% 22=/TL% 加药浓度和张力值之间的关系见图
#& 阿魏酸可以浓度依赖性地抑制去甲肾上腺素引
起的血管收缩& 并且% 阿魏酸对去内皮血管环的舒
张作用显著低于内皮完整血管环 "Gi&H&"$% 表
明阿魏酸的舒张血管作用具有内皮依赖性&
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注! 与去内皮1m比较% !!Gi&H&"

图 DC不同浓度阿魏酸对去甲肾上腺素预收缩血管环的影响 $内皮完整 )U% 去内皮)V& $(WR&
F(5GDC:2*/0+2,+.’*&(**+1+2-,’2,+2-14-(’2.’*F"’2-L+#)K1+3,’2-14,-+&’*-L’14,(,4’1-4

1(25.$+2&’-L+/(0J3(2-4,-)U% +2&’-L+/(0J3&+20&+&)V& $(WR&

#H#!阿魏酸 !XF" 对氯化钾引起的血管收缩的舒
张作用!阿魏酸浓度梯度为 &H)(’ "H",’ "H00’
#H+% 22=/TL% 加药浓度和张力值之间的关系见图
+& 阿魏酸可以浓度依赖性地抑制氯化钾引起的血
管收缩& 并且% 阿魏酸对去内皮血管环的舒张作用
显著低于内皮完整血管环 "Gi&H&"$&

注! 与去内皮1m比较%!!Gi&H&"

图 EC不同浓度的阿魏酸对氯化钾预收缩血管环的影响
$内皮完整)U% 去内皮)V& $(WR&

F(5GEC:2*/0+2,+.’*&(**+1+2-,’2,+2-14-(’2.’*F"’2
-L+$9/K1+3,’2-14,-+&’*-L’14,(,4’1-4 1(25.
$+2&’-L+/(0J3(2-4,-)U% +2&’-L+/(0J3&+20&+&
)V& $(WR&

#H+!+种气体信号分子对阿魏酸舒张血管作用的影
响!加入一氧化氮合酶抑制剂 0*JF̂ 1""&m’ 2=/TL$
"Gi&H&" $% 血红素加氧酶*" "NY*" $ 抑制剂
j9MM""& m)2=/TL$ "Gi&H&)% Gi&H&"$% 胱硫
醚*!裂解酶抑制剂MFU ""& m’2=/TL$ "Gi&H&)$%
均能显著抑制阿魏酸的舒张血管作用% 提示阿魏酸
通过N#‘’ JY’ SY+ 种气体信号分子通路起舒张
血管的作用% 实验结果如图 ’ 所示&

注! 与空白组比较%!Gi&H&)% !!Gi&H&"

图 PCN"X’ 43#";)’ Y2NN对阿魏酸引起的内皮完整血
管环舒张作用的影响 $(WR&

F(5GPC)**+,-.’*N"X% 43#";) 42&Y2NN’2*+10/(,
4,(&3(2&0,+&I4.’&(/4-(’2(2+2&’-L+/(0J3(2-4,--L’3
14,(,4’1-(,1(25.$(WR&
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#H’!外钙内流和内钙释放对阿魏酸舒张血管作用
的影响!从数据处理结果中可以看出% 不同浓度的
阿魏酸均使得空白S3S/# 量效曲线右移% 并呈剂量
依赖性% 实验结果如图 )& 阿魏酸的舒张血管作用
与血管平滑肌细胞上外钙内流有关&

注! 与空白组比较%!!Gi&H&"

图 RC阿魏酸对 949/D 引起的去内皮血管环剂量依赖性收

缩曲线的影响 $(WR&
F(5GRC>’.+3+**+,-,01I+.’*949/D ’2-L’14,(,4’1-4 1(25.(2

-L+4H.+2,+42&(2-L+K1+.+2,+’*F"$(WR&

阿魏酸可浓度依赖性地减少无钙高钾 K*N液
中J1 ""H& "2=/TL$ 引起的收缩% 实验结果如图

%& 阿魏酸的舒张血管作用与肌浆网储存钙释放
有关&

注! 与空白组比较%!!Gi&H&"

图 OC阿魏酸对无钙高钾 $3<液中 #)引起的收缩的舒张
作用 $(WR&

F(5GOCZ4.’1+/4T42-+**+,-’*F" ’2#)K1+3,’2-14,-+&

4’1-(,1(25.$+2&’-L+/(0J3&+20&+&& (294D UV*1++
.’/0-(’2$(WR&

#H)!钾离子通道对阿魏酸舒张血管作用的影响!阿
魏酸浓度梯度为 &H)(’ "H",’ "H00’ #H+% 22=/TL%
加药浓度和张力值之间的关系见图 0&

图 QCX/(’ 8)"’ 649/D’ P3"N对阿魏酸引起的内皮完整血管环舒张作用的影响 $(WR&

F(5GQC)**+,-.’*X/(% 8)"% 649/D 42&P3"N’2F"3(2&0,+&I4.’&(/4-(’2(2+2&’-L+/(0J3&+20&+&-L’14,(,4’1-(,1(25.$(WR&

!! 加入非选择性钾离子通道抑制剂 -1F
""& m+ 2=/TL$% 内向整流型钾离子 "K4A$ 通道抑

制剂I3S/# ""& m’ 2=/TL$% F-M敏感性钾离子通道
"KF-M$ 抑制剂格列本脲 "U/4$ ""& m) 2=/TL$% 电

&"
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压激活钾通道 "KQ$ 抑制剂 ’*氨基吡啶 "’*FM$
""& m’ 2=/TL$% 均不能抑制阿魏酸的舒张血管作用
"Go&H&)$% 提示阿魏酸的舒张血管作用与钾离子
通道无关&
EC讨论

机体内JY包括外源性和内源性两类& 外源性
JY是指能释放JY或具有氧化还原作用的同系物%
主要来自 JY供体% 如硝酸甘油在体内释放 JY(
内源性JY是在特异性的酶催化后产生的 JY% 内
源性 JY广泛存在于血管内皮细胞 ".95=7<./43/
>.//D% 1S$’ 巨噬细胞’ 血管平滑肌细胞 "@3D>6/3A
D2==7< 26D>/.>.//D% Q‘ ŜD$’ 成纤维细胞和神经
元细胞等多种细胞中& 本实验中加入一氧化氮合酶
的抑制剂 JU硝基*0*精氨酸甲酯 "JU*947A=*0*3A:4*
949.2.7<B/.D7.A% 0*JF̂ 1$% 能显著性抑制阿魏酸
的舒张血管作用% 与文献报道一致)0*,* &

随着内源性SY的发现)(* % 很多研究表明% 与
JY类似% SY可增强可溶性鸟苷酸环化酶 "DUS$
的活性% 促进环磷酸鸟苷 ">Û M$ 的生成% 进而
影响细胞的生理活动)"&* & 此外% 平滑肌细胞膜上
大电导型钙依赖型钾通道 " C4:*>=956>739>.>3/>4*
62*3>74@47.5 Kl><399./% IKS3$ 也是 SY的分子靶
点之一& SY作用于IKS3通道&亚单位的组氨酸残
基% 激活 IKS3通道% 增加其开放几率及对胞内
S3#l的敏感性% 促使胞膜超极化% 从而舒张血管
平滑肌& 在慢性缺氧时% 主要是一氧化碳而非 JY
在发挥舒张血管平滑肌’ 扩张血管的作用& 血红素
加氧酶 "<.2.=PB:.93D.% NY$ 是一种抗氧化防御
酶% 于人体内广泛存在% 可催化血红素生成一氧化
碳 "SY$’ 胆红素 "I4/$ 及游离铁% 是体内唯一
的合成内源性一氧化碳的酶系统& 原卜啉锌 "a49>
]A=7=]=A]<BA49 Rd% j9MM$ 为血红素加氧酶抑制剂&
本实验加入j9MM可以抑制阿魏酸引起的舒张血管
作用% 表明阿魏酸的舒张血管作用机制与 SY信号
通路有关&

大鼠回肠和大鼠离体胸主动脉产生大量
N#‘

)""*"#* % 另外N#‘合成酶也在肝脏’ 肾脏和心脏
中被检测出)"+* & N#‘ 诱导的舒张血管效应有别于
其他内源性气体信号分子 "如 JY或 SY是通过
DUS*>Û M通路起作用$% 同时发现 N#‘ 的舒张血
管作用对于不同血管的舒张机制不同& 其舒张血管
作用主要由KF-M通道介导’ KF-M通道和内皮超极化
因子 "1ONX$ 共同介导’ 减少细胞外 S3#l内流)#*

等& 文献报道)"’* % 格列本脲可部分阻断阿魏酸

""& m" e"&+22=/TL$ 舒张血管环的作用& 如上所
述% N#‘的舒张血管作用主要有KF-M通道介导% 而
格列本脲为KF-M通道抑制剂% 这为阿魏酸的舒张血
管机制提供了佐证&

阿魏酸的舒张血管作用具有非内皮依赖性)")* %
表明其舒张作用与血管平滑肌有关& 高 Kl通过引
起细胞膜去极化激活电压依赖性钙通道 "QOSS$
导致细胞外 S3#l内流% 引发血管平滑肌收缩& 引
起平滑肌收缩的 S3#l可来源于细胞内钙的释放或
细胞外钙的内流& 平滑肌细胞膜上至少有 # 种
S3#l通道可供细胞外 S3#l内流而进入胞内% 一种
是电压依赖性 S3#l通道% 另一种是受体控制性
S3#l通道% 由内源性及外源性儿茶酚胺所激活&
用高Kl溶液处理胸主动脉平滑肌使其去极化% 膜
上电压依赖性钙通道开放% 钙离子进入细胞内% 从
而引起平滑肌收缩效应& 这种收缩可被阿魏酸明显
抑制% 推测阿魏酸能抑制电压依赖性钙通道& 内钙
释放实验中% 在无钙的 K*N液中引起平滑肌收缩
只能来源于胞内钙的释放% 而阿魏酸可以抑制平滑
肌的收缩% 提示阿魏酸的舒张血管作用与内钙释放
有关& J1是&受体激动药% 可引起血管收缩% 使
血压升高% 冠状动脉血流增加% 本研究显示阿魏酸
抑制J1诱导的血管平滑肌收缩% 可能与其阻断 &
受体有关&

综上% 阿魏酸可以剂量依赖性地抑制 J1引起
的大鼠离体胸主动脉的收缩% 其舒张血管作用可被
+ 种气体信号分子通路介导% 并通过血管平滑肌上
的QOSS和受体依赖性钙通道 "EYSS$ 及F-M敏
感性钾通道发挥作用&
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摘要# 目的!探讨肝豆灵片 "大黄’ 黄芩’ 黄连’ 半枝莲等$ 和青霉胺对大鼠的代谢物% 以比较两者排铜机制异同&
方法!适应性饲养 " 周后% 大鼠被随机分为对照组’ 模型组’ 肝豆灵组’ 青霉胺组& 造模结束后% 取各组大鼠血清样
品分析其核磁共振谱峰& 结果!模型组大鼠血清乳酸’ 糖蛋白’ 肌酸’ 肌酐’ 谷氨酰胺’ 精氨酸的量升高% 葡萄糖’
甜菜碱’ 胆碱’ 磷酸胆碱’ 脂质的量降低( 青霉胺组大鼠血清葡萄糖’ 甜菜碱’ 胆碱’ 胆碱磷酸’ 脂质的量升高% 糖
蛋白’ 乳酸’ 肌酸’ 肌酐’ 谷氨酰胺的量降低( 肝豆灵组大鼠血清 +*羟基丁酸’ 亮氨酸’ 异亮氨酸’ 缬氨酸’ 胆碱’
胆碱磷酸’ 葡萄糖’ 脂质的量升高% 谷氨酰胺’ 乳酸’ 肌酸’ 肌酐’ 精氨酸的量降低& 结论!青霉胺与肝豆灵均可明
显调节铜负荷大鼠的葡萄糖’ 乳酸’ 肌酸’ 肌酐’ 胆碱’ 磷酸胆碱’ 谷氨酰胺和脂质向正常范围回归的趋势& 而肝豆
灵片还可调节鸟氨酸循环’ 支链氨基酸’ +*羟基丁酸及氨的代谢&
关键词! 肝豆灵片( 青霉胺( 代谢组学( 血清( 核磁共振谱 " "N*Ĵ E$( 排铜机制
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