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  摘要 目的:研究沙棘Vp对高血脂大鼠主动脉血管内皮的保护作用。方法:将60只雄性SD大鼠随机分为正常

对照组、模型组、辛伐他丁(2mg/kg)阳性对照组及沙棘Vp低(7mg/kg)、中(14mg/kg)、高(28mg/kg)剂量组。采用

高脂饲料联合脂肪乳剂灌胃造模,造模6w后治疗5w。腹主动脉采血,取肝脏及血管。采用TBA比色法检测肝脏

丙二醛(MDA)含量、WST-1法检测肝脏超氧化物歧化酶(SOD)活性、试剂盒检测血清总胆固醇(TC)、甘油三酯

(TG)、高密度脂蛋白(HDL)以及低密度脂蛋白(LDL)。ELISA方法检测血管内皮生长因子(VEGF)和血管细胞粘附

因子(VCAM-1)。Westernblot法检测主动脉内皮型一氧化氮合酶(eNOS)、诱导型一氧化氮合酶(iNOS)蛋白表达,

PCR法检测主动脉内皮型一氧化氮合酶(eNOS)、诱导型一氧化氮合酶(iNOS)mRNA水平。结果:沙棘Vp各剂量能

显著改善高血脂大鼠血脂水平,提高肝组织SOD性,降低肝组织MDA及血清VEGF、VCAM-1含量,并能降低主动脉

eNOS、iNOS蛋白及mRNA表达水平。结论:沙棘Vp可通过调节eNOS/NO保护由高血脂症引起的血管内皮功能紊

乱。
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Abstract Objective:ToresearchtheprotectiveeffectofSeabuckthornVponvascularendothelialofhyperlipidemiarats.Methods:

60maleSDratswererandomlydividedintonormalcontrolgroup,modelcontrolgroup,positivecontrolgroup(simvastatin,2mg/kg),

SeabuckthornVplow-dosagegroup(7mg/kg),SeabuckthornVpmediumdosagegroup(14mg/kg),seabuckthornVphigh-dosage

group(28mg/kg),withtenratsineachgroup.Exceptforthecontrolgroupgroup,otherswerefedwithhighfatdietandgavagewith
fatemulsion(10mL/kg)everyotherday.After6moldelforweeks,normalcontrolgroupandmodelcontrolgroupwereorallyadminis-
teredbyinfusionwiththesamevolumeofwater,whiletheothergroupsweretreatedwithcorrespondingdrugoncedaily.After5
weeks,animalsweresacrificed,thebloodandlivertissueswerecollectedforbiochemicalassaysandproteindetection.Thecontentof
MDAinliverwasmeasuredbyTBAmethod,theliverSODactivitywasmeasuredbytheWAT-1method.Thecontentoftotalcholes-
terol(TC),triglyceride(TG),highdensitylipoprotein(HDL)andlowdensitylipoprotein(LDL)levelsintheserumweremeasuredbyas-
saykits.ThelevelsofVEGFandVCAM-1weredeterminedbyELISAassay.TheexpressionofproteineNOSandiNOSwereanalyzed
byWesternblot,eNOSandiNOSlevelsofmRNAweredeterminedbyQuantitativereal-timePCR.Results:Theresultsdemonstrated
thattheoraladministrationofSeabuckthornVpatthedosesof7~28mg/kgcansignificantlyimprovetheendurancecapabilityofthe
highfatdietrats.Moreimportantly,SeabuckthornVpcanregulatetheeNOS/NOinpreventingvascularendothelialdysfunctionwhich
inducedbyHyperlipidemia.

Keywords SeabuckthornVp;Hyperlipidemia;Vascularendothelial;Protectiveeffect

  高血脂是引起高血压、动脉粥样硬化、冠心病等

心血管疾病的主要因素〔1-4〕,当血清中血脂的浓度超

过临床正常水平上限时,就认为是高血脂症,高脂血

症通过引起血管功能损伤,导致血管内皮功能紊乱,
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因此,多种原因造成的血管内皮功能紊乱是心血管疾

病的初始原因。血管内皮功能包括以下几个因素,如
保护血管内皮的NO的生成、氧化损伤(ROS)以及炎

症因子的生成。黄酮类化合物是公认具有抗氧化、抗
疲劳、抗肿瘤、抗炎以及防治高血脂症的天然活性成

分〔5-7〕,广泛存在于多种植物中。沙棘(Hippophae
rhamnoidsL.)是胡颓子科沙棘属沙棘亚种,落叶灌

木或乔木,分布于亚洲和欧洲,也是一种重要的中藏

药。沙棘果实具有止咳化痰、健胃消食、改善血管微

循环的作用。沙棘具有多种活性成分、包括维生素、
黄酮类、挥发油类、原花青素类等〔8,9〕。此外,沙棘中

的多酚及黄酮类混合物称为沙棘Vp,具有良好的心

血管疗效〔10〕,但其保护血管的机制尚不明确,本研究

旨在分析沙棘Vp基于一氧化氮合酶内皮功能紊乱

的保护机制。

1 材料与仪器

1.1 实验动物 SPF级4周龄雄性SD大鼠60只,
体质量(90±10)g,购自甘肃中医药大学实验动物中

心,合格证号NO.62001000000134。

1.2 药物与试剂 新鲜沙棘果,采自青海省玉树

(33.03°N,96.97°E)及果洛(34.48°N,100.23°E)地
区,经青海大学农林科学院王宁教授鉴定为胡颓子科

植物中国沙棘HippophaerhamnoidesL.的果实;无
水乙醇,天津百世化工有限公司;eNOS、iNOS、GAP-
DH,Abcam上海贸易有限公司;羊抗兔 HRP标记二

抗、羊抗鼠 HRP标记二抗,上海碧云天生物技术公

司;胆固醇、胆盐、丙基硫氧嘧啶、吐温-80,国药集团

化学试剂有限公司;蒸馏水、生理盐水、高脂饲料,北
京科奥协力公司;TC、TG、HDL、LDL、SOD、MDA、

VEGF、VCAM-1试剂盒(南京建成生物科技有限公

司)。

1.3 主要仪器 EYELAN1100旋转蒸发仪,日本东

京理化器械株式会社;MS105电子天平,上海梅特勒-
托利多有限公司;HC-3018R冷冻离心机,中科集团有

限公司;酶标仪,瑞士Tecan;2450紫外分光光度计,
日本岛津有限公司,大孔吸附树脂,青岛海洋化工有

限公司。

2 方法

2.1 沙棘Vp的制备 将采摘的新鲜沙棘果利用榨

汁机榨出果汁,过滤其中的沙棘籽,得到5kg沙棘果

汁,冷冻干燥,得2kg干燥果粉,用70%乙醇以料液

比1∶3,在60℃提取3次,每次2h,浓缩滤液得到1
kg,将所得浸膏溶解于蒸馏水中,用D101大孔吸附树

脂进行分离,50%~70%的乙醇进行洗脱,最后得到

精制沙棘Vp35g,通过紫外分光光度计测定总黄酮

含量,测得其中总黄酮含量为(89.98±0.032)%。

2.2 动物造模、分组及给药 实验动物适应性饲养3
d后,随机分为正常对照组、模型组、辛伐他丁(2mg/

kg)阳性对照组及沙棘Vp低(7mg/kg)、中(14mg/

kg)、高(28mg/kg)剂量组,正常对照组给予基础饲

料,其余各组均给予高脂饲料6w,前4w中隔天给

予脂肪乳剂,12h交替照明。高脂饲料配方为:12%
猪油、10%蛋黄粉、5%胆固醇、1%胆盐、0.2%丙基硫

氧嘧啶、71.8%基础饲料;脂肪乳剂配方为:10%猪

油、5%胆固醇、1%胆盐、0.2%丙基硫氧嘧啶、1%吐

温-80、其余为蒸馏水。造模过程中,每周随机抽取2
只动物,眼底静脉取血,检测血脂指标,验证模型建立

情况。造模第7周开始给药,灌胃给药5w,同时给予

正常对照组和模型组等体积蒸馏水。实验期间,记录

各组大鼠进食食、饮水及体质量。

2.3 血清学指标检测 灌胃给药5w后,将各组大

鼠禁食禁水12h,腹腔注射20%乌拉坦0.5mL/kg,
腹主动脉取血,4000r/min离心,取血清。采用TBA
比色法检测肝脏丙二醛(MDA)含量,WST-1法检测

肝脏超氧化物歧化酶(SOD)活性;检测总胆固醇

(TC)、甘油三酯(TG)、高密度脂蛋白(HDL)以及低

密度脂蛋白(LDL)。检测血管内皮生长因子(VEGF)
和血管细胞粘附因子(VCAM-1)。

2.4 主动脉eNOS、iNOSmRNA水平检测

2.4.1 总RNA提取:实验动物取血后,取胸主动脉,
轻柔分离周围组织,置于生理盐水中清洗干净,切成

小段,取组织于1mL的Trizol的匀浆管中,匀浆20
s,置于超净台中,温育5min,12000r/min离心10
min;吸上清于新的1.5mL离心管中,加入200μL的

氯仿,摇匀,室温静置2min,4℃,12000r/min,离心

10min;吸取上清于新的1.5mL离心管中,加入600

μL的异丙醇,混合均匀,室温静置15min,4℃,12
000r/min,离心15min,弃上清;加入1mL75%的无

水乙醇(750μL无水乙醇+250μLDEPC水)漂洗沉

淀,4℃,12000r/min离心5min,弃上清;加入1mL
无水乙醇,漂洗沉淀,4℃,12000r/min,离心5min,
弃上清,室温干燥10min;加入40μL的DEPC水溶

解RNA,置于-80℃冰箱保存备用。

2.4.2 cDNA第一条链的合成:消除总RNA中的

DNA,用反转录试剂盒在相应体系中反应。

2.4.3 PCR扩增,将制备好的cDNA进行PCR扩

增。iNOS 引 物 序 列:Primer F:5'-AGGCTT-
GGGTCTTGTTAG-3',Primer R:5'-TTGTT-
GGGCTGGGAATAG-3';eNOS引物序列:Primer
F:5'-CTTTCGGAAGGCGTTTGAC-3',Primer
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R:5'-AACTCTTGTGCTGCTCAGG-3';GAPDH
引 物 序 列:Primer F:5'-GTCGGTGTGAACG-
GATTTG-3',PrimerR:5'-TCCCATTCTCAGC-
CTTGAC-3'。

2.5 主动脉eNOS以及iNOS蛋白水平检测 将

切成小块的主动脉加入蛋白裂解液裂解组织、匀浆、
离心,取上清液,用BCA 蛋白分析试剂盒检测样品

总蛋白浓度。提取蛋白用5× 蛋白上样缓冲液于

100℃变性5min。用10% SDS-PAGE 电泳分离

蛋白,每泳道上样蛋白量为80μg。用半干转印槽

(BioRad,USA)转印蛋白至 PVDF 膜上,之后用

5%脱脂奶粉室温下封闭2h,分别加入兔抗eNOS
(1∶800),iNOS(1∶800)兔抗GAPDH(1∶1500),于

4℃孵育过夜。洗膜后加入经辣根过氧化物酶标记

的羊抗兔二抗(1∶1000),室温孵育2h,之后使用

ECL液发光显影,扫描胶片后,采用ImageJ软件

对凝胶图像蛋白表达条带积分光密度值进行分析,

并计算eNOS、iNOS与GAPDH条带积分光密度值

的相对比值。

2.6 统计学处理 数据用􀭺x±s表示,采用SPSS
19.0统计软件分析数据,以P<0.05为差异有统计

学意义。

3 结果

3.1 沙棘Vp对高血脂大鼠体质量的影响 结果

如表1所示,与正常对照组比较,模型组大鼠在第2
~5周体质量显著升高(P<0.05)。与模型组比

较,各给药组在第2~5周体质量显著降低(P<
0.05或P<0.01)。

3.2 沙棘Vp对高血脂大鼠血脂的影响 结果如

表2所示,与正常对照组比较,模型组大鼠TC、TG、

LDL显著升高,HDL显著降低(P<0.05)。与模型

组比较,各给药组TC、TG、LDL显著降低,HDL显

著升高(P<0.05)。

  表1 沙棘Vp对高血脂大鼠体质量的影响(g,􀭵x±s,n=10)

 组别 剂量/(mg/kg) 0w 1w 2w 3w 4w 5w
正常对照组 - 304.2±16.5 324.2±12.6 340.6±15.9 356.3±12.9 372.8±13.5 382.1±16.6

模型组 - 305.4±10.9 325.2±12.9 355.4±12.1* 374.0±14.2* 400.3±13.9* 406.0±15.1*

辛伐他丁组 2 289.5±11.1 300.2±14.0 311.0±12.4## 323.3±14.6## 335.5±16.0## 342.8±16.1##
沙 棘 Vp低 剂 量

组
7 300.3±16.4 312.4±17.2 329.3±11.0# 351.6±15.0# 366.4±16.6## 374.5±17.3#

沙 棘 Vp中 剂 量

组
14 296.3±13.1 308.7±13.9 323.5±12.2## 339.8±13.1# 353.1±13.8## 360.4±14.5##

沙 棘 Vp高 剂 量

组
28 298.7±12.9 309.4±15.4 321.7±12.1## 336.3±18.5## 352.5±13.7## 358.7±11.5##

  注:与正常对照组比较,*P<0.05;与模型组比较,#P<0.05,##P<0.01

  表2 沙棘Vp对高血脂大鼠血脂的影响(mmol/mL,􀭵x±s,n=8)

 组别 剂量/(mg/kg) TC TG HDL LDL

正常对照组 - 1.475±0.139 0.346±0.026 0.656±0.027 0.270±0.042
模型组 - 2.250±0.200* 0.623±0.025* 0.486±0.021* 0.399±0.030*

辛伐他丁组 2 1.788±0.125# 0.509±0.029# 0.562±0.041# 0.245±0.031#

沙棘Vp低剂量组 7 1.650±0.107# 0.556±0.042# 0.554±0.023# 0.155±0.020#

沙棘Vp中剂量组 14 1.500±0.093# 0.465±0.026# 0.614±0.046# 0.166±0.017#

沙棘Vp高剂量组 28 1.325±0.128# 0.388±0.027# 0.623±0.040# 0.119±0.011#

  注:与正常对照组比较,*P<0.05;与模型组比较,#P<0.05

3.3 沙棘Vp对高血脂大鼠肝组织SOD、MDA水

平的影响 结果如表3所示,与正常对照组比较,模
型组大鼠肝组织SOD活性显著降低,MDA含量显

著升高(P<0.05)。与模型组比较,各给药组肝组

织SOD活性显著升高,MDA含量显著降低(P<
0.05)。

3.4 沙棘Vp对高血脂大鼠血清VEGF、VCAM-1
含量的影响 结果如表4所示,与正常对照组比较,
模型组大鼠血清VEGF、VCAM-1含量显著升高(P
<0.05)。与模型组比较,除沙棘 Vp低剂量组外,
各给药组血清VEGF、VCAM-1含量显著降低(P<

0.05)。

3.5 沙棘 Vp对高血脂大鼠主动脉iNOS、eNOS
mRNA表达的影响 结果如图1所示,与正常对照

组比较,模型组大鼠主动脉iNOS、eNOSmRNA表

达显著升高(P<0.05)。与模型组比较,除沙棘Vp
低剂量组外,各给药组主动脉iNOS、eNOSmRNA
表达显著降低(P<0.05)。

3.6 沙棘 Vp对高血脂大鼠主动脉iNOS、eNOS
蛋白表达的影响 结果如图2所示,与正常对照组

比
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  表3 沙棘Vp对高血脂大鼠肝组织SOD、MDA水平的影响(􀭵x±s,n=8)

 组别 剂量/(mg/kg) SOD/(U/mgprot) MDA/(nmol/mgprot)

正常对照组 - 334.31±35.22 2.70±0.15
模型组 - 227.82±16.55* 7.61±0.60*

辛伐他丁组 2 329.11±24.99# 4.42±0.37#

沙棘Vp低剂量组 7 309.31±11.88# 5.33±0.21#

沙棘Vp中剂量组 14 337.13±25.32# 4.76±0.30#

沙棘Vp高剂量组 28 336.16±14.97# 3.96±0.21#

  注:与正常对照组比较,*P<0.05;与模型组比较,#P<0.05

  表4 沙棘Vp对高血脂大鼠血清VEGF、VCAM-1含量的影响(􀭵x±s,n=8)

 组别 剂量/(mg/kg) VEGF/(pg/mL) VCAM-1/(pg/mL)

正常对照组 - 246.43±24.15 5.61±0.53
模型组 - 356.19±17.83* 8.03±0.66*

辛伐他丁组 2 249.17±20.15# 6.27±0.57#

沙棘Vp低剂量组 7 322.22±30.03 7.49±1.15
沙棘Vp中剂量组 14 280.21±25.45# 6.76±0.96#

沙棘Vp高剂量组 28 250.18±23.90# 5.72±0.80#

  注:与正常对照组比较,*P<0.05;与模型组比较,#P<0.05

图1 沙棘Vp对高血脂大鼠主动脉iNOS、eNOSmRNA表达的影响(􀭵x±s,n=6)

A.正常对照组 B.模型组 C.辛伐他丁组 D.沙棘Vp低剂量组 E.沙棘Vp中剂量组 F.沙棘Vp高剂量组

注:与正常对照组比较,*P<0.05;与模型组比较,#P<0.05

较,模型组大鼠主动脉iNOS、eNOS蛋白表达显著

升高(P<0.05)。与模型组比较,各给药组主动脉

iNOS蛋白表达显著降低,沙棘Vp高剂量组及辛伐

他丁组eNOS蛋白表达显著降低(P<0.05)。
4 讨论

本研究结果显示,与正常对照组比较,模型组血

脂显著升高,eNOS及iNOS蛋白和 mRNA表达水

平也显著升高,而血清 VCAM-1和 VEGF含量显

著升高,沙棘 Vp高、中、低剂量能显著降低实验动

物血脂水平,降低血清VCAM-1、VEGF含量,并降

低eNOS、iNOS在主动脉的表达水平,表明沙棘Vp
可通过增强高血脂大鼠血管的抗氧化活性,降低血

清炎症因子水平,从而改善高血脂引起的大鼠主动

脉的损 伤。同 时,本 实 验 结 果 显 示,沙 棘 Vp组

eNOS表 达 量 显 著 降 低。内 皮 型 一 氧 化 氮 合 酶

(eNOS)催化产生的一氧化氮(NO),是内皮功能的

重要评定指标〔11〕,高脂血可降低大鼠机体NO的生

成与生物利用度,减弱其对血管的保护作用,引起内

皮细胞损伤,平滑肌细胞增殖,启动心血管疾病的发

生与发展〔12〕,NO含量降低,减弱了其对血管的保

护作用,加重了血管内皮的损伤;该结果看似与

eNOS/NO通路导致血管内皮损伤的理论有矛盾,
但也有研究显示,血脂异常还可引起机体抗氧化能

力降低,即SOD活性降低。减弱其清除机体代谢过

程中产生过氧化物的能力,引起eNOS合成发生改

变,致使eNOS脱偶联〔13〕,反之,补充抗氧化剂可纠

正血管内
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图2 沙棘Vp对高血脂大鼠主动脉iNOS、

eNOS蛋白表达的影响(􀭵x±s,n=6)

A.正常对照组 B.模型组 C.辛伐他丁组 D.沙棘 Vp
低剂量组 E.沙棘Vp中剂量组 F.沙棘Vp高剂量组

注:与 正 常 对 照 组 比 较,*P<0.05;与 模 型 组 比 较,#P<

0.05,##P<0.01

皮损伤〔14〕,且血管eNOS脱偶联可降低NO的生成

和生物利用度,从而在eNOS表达量增加的情况下

依然加剧高胆固醇、高血脂等心血管疾病〔15〕,因此,
根据本实验的结果,可进一步进行组织中NO的测

定,以确定沙棘Vp干预过程中对eNOS脱偶联是

否发生及其沙棘Vp保护心血管活性的作用机制。
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