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近年来，国内外大量的临床试验研究证实，血清同型半胱 氨酸（Hcy）水平升高是冠心病和动脉粥样硬化（AS）发病的一

个独立危险因素[1]，目前该领域的研究已成为当前临床研究和

基础研究的热点。在动脉粥样硬化斑块病理生理进程中，各

种炎性因子参与其中，对此方面的研究越来越受到人们重

视。目前临床尚无有效的方法，如何防治高Hcy所致动脉硬化

是目前尚待解决的问题。醋柳黄酮是从野生胡颓子科植物
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摘 要 目的：研究醋柳黄酮对高同型半胱氨酸（Hcy）致兔动脉粥样硬化（AS）的作用机制。方法：以球囊牵拉法损伤兔腹主动脉

联合0.5％高蛋氨酸饲料喂养建立高Hcy血症致AS模型。将48只兔随机均分为空白对照组（生理氯化钠溶液）、模型组（生理氯化

钠溶液）、阳性对照组（叶酸0.58 mg/kg、维生素B6 1.15 mg/ kg、维生素B12 28.75 µg/kg）和醋柳黄酮低、中、高剂量组（0.32、0.76、1.6
g/kg），每日灌胃给予相应药物1次，持续8周。末次给药后检测各组兔血浆中Hcy浓度，对腹主动脉进行苏木素-伊红（HE）染色观

察AS的病理变化，用免疫组织化学测定腹主动脉中核因子-κB（NF-κB）及单核细胞趋化蛋白1（MCP-1）的表达。结果：与空白对

照组比较，模型组兔血浆中Hcy浓度和腹主动脉中NF-κB、MCP-1表达均明显升高（P＜0.01），血管内膜明显增厚，平滑肌细胞排

列紊乱；与模型组比较，醋柳黄酮各剂量组和阳性对照组兔血浆中 Hcy 浓度和腹主动脉中 NF-κB、MCP-1表达均明显降低（P＜
0.01），其中醋柳黄酮高剂量组较阳性对照组降低更明显（P＜0.01）；血管内膜增厚明显减轻，且与醋柳黄酮剂量呈正相关。结论：

醋柳黄酮可通过抑制动脉斑块组织中NF-κB活化、降低MCP-1表达，从而抑制AS斑块的增殖。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate the mechanism of sindacon on rabbits atherosclerosis（AS）induced by high homocyste-
inemia（Hcy）. METHODS：High Hcy and AS model were induced by rabbit abdominal aorta damaged by balloon pull-through tech-
nique combined with 0.5％ homomethionin diet. 48 rabbits were randomly divided into blank control group（physiological solution
of sodium chloride），model group（physiological solution of sodium chloride），positive control group（folic acid 0.58 mg/kg，vita-
min B6 1.15 mg/kg and vitamin B12 28.75 μg/kg），sindacon low-dose，medium-dose and high-dose groups（0.32，0.76，1.6 g/kg）.
They were given relevant medicines intragastrically once a day for consecutive 8 weeks. After lasted medication，plasma concentra-
tion of Hcy in rabbits was determined；the morphology alteration of AS was observed by HE staining. The expression of NF-κB
and MCP-l in abdominal aorta was examined by immunohistochemistry. RESULTS：Compared with blank control group，plasma
concentration of Hcy，the expression of NF-κB and MCP-1 were increased significantly in model group（P＜0.01），and there were
significant tunicae intima vasorum thickening and smooth muscle cell arrangement disorder. Compared with model group，plasma
concentration of Hcy，the expression of NF-κB and MCP-1 were decreased significantly in sindacon groups and positive control
group（P＜0.01），the decrease in sindacon high-dose group was more significant than in positive control group（P＜0.01）；and tu-
nicae intima vasorum thickening was relieved significantly ，which was positively correlated with the dose of sindacon. CONCLU-
SIONS：Sindacon can inhibit the proliferation of AS plaque by inhibiting the activation of NF-κB and decreasing the expression of
MCP-1.
KEYWORDS Sindacon；Homocysteine；Atherosclerosis；NF-κB；MCP-1；Rabbits
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（俗称沙棘）的果实中提取一种有效成分，具有多种药理作用，

临床常用于治疗和预防多种心血管疾病；实验证实其可用于

防治心肌缺血/再灌注损伤[2]，具有显著缺氧保护作用，减轻低

压缺氧诱导增强的脑血管损伤[3]。而醋柳黄酮对高Hcy血症

致AS有无防治作用，尚不清楚。国外学者证实，叶酸、维生素

B6、维生素B12与血浆Hcy浓度成负相关[4]。本实验用其作为阳

性对照，通过建立高Hcy血症致AS兔模型，探讨醋柳黄酮在高

Hcy血症致AS过程中的作用。

1 材料
1.1 仪器

HP1090M高效液相色谱仪（美国惠普公司）；DM4000B光

学显微镜、Leica QwinV3图像分析软件（德国Leica公司）。

1.2 药品与试剂

醋柳黄酮（四川美大康药业股份有限公司，批号：

20120702，规格：每片 5 mg）；叶酸（天津力生制药股份有限公

司，批号：1104001，规格：每片5 mg）；维生素B6（湖北华中药业

有限公司，批号：20120901，规格：每片10 mg）；维生素B12（山西

亨瑞达制药有限公司，批号：120303，规格：每片 25 µg）；Hcy

（美国Sigma公司）；核因子-κB（NF-κB）、单核细胞趋化蛋白 1

（MCP-1）测试盒（北京中杉金桥生物技术有限公司）；苏木精染

液等（山东省医科院病理研究室）。

1.3 动物

纯种新西兰大白兔，♂，体质量2.0～2.2 kg，由济南西岭角

养殖繁育中心提供，合格证号为：SCXK（鲁）2010005。

2 方法
2.1 分组与给药

取兔 48只随机均分为空白对照组（生理氯化钠溶液）、模

型组（生理氯化钠溶液）、阳性对照组（叶酸0.58 mg/kg、维生素

B6 1.15 mg/kg、维生素B12 28.75 µg/kg）和醋柳黄酮低、中、高剂

量组（0.32、0.76、1.6 g/kg），每组8只。空白对照组兔给予普通

饲料喂养；其余组兔应用 4F充盈球囊牵拉法损伤兔腹主动脉

内皮以模拟人类AS病变的内皮功能损害，然后应用0.5％高蛋

氨酸饲料喂养以模拟人类的高 Hcy 血症，12周后建立高 Hcy

血症致AS模型。第13周开始各组兔每日灌胃给予相应药物1

次，持续8周。

2.2 Hcy浓度的测定

末次给药后，各组兔耳缘静脉采血 2 ml，离心并分离血

浆，－80 ℃保存，以高效液相色谱法测定血浆中Hcy浓度。

2.3 组织病理学检测

采用 3％戊巴比妥钠麻醉处死各组兔，打开腹腔，剥离腹

主动脉，取组织后常规固定，石蜡包埋、5 μm连续切片、苏木

素-伊红（HE）染色，在光学显微镜下观察各组兔动脉标本的病

理学改变。

2.4 免疫组化检测腹主动脉组织蛋白的表达

采用链霉亲和素-生物素-酶复合物（SABC）法检测。兔腹

主动脉组织石蜡切片脱蜡和水化，3％ H2O2室温 20 min；蒸馏

水冲洗3次，0.1 mol/L磷酸盐缓冲液（PBS）冲洗2 min×3次；滴

加正常羊血清封闭液，封闭 20 min；弃去多余血清，分别滴加

NF-κB、MCP-1兔多克隆一抗，4 ℃过夜，PBS冲洗2 min×3次；

然后滴加生物素化山羊抗兔二抗 37 ℃下 30 min；PBS 冲洗 2

min×3次，滴加SABC 37 ℃下30 min，PBS冲洗5 min×4次；二

氨基苯甲胺（DAB）显色剂室温显色，镜下控制反应时间，HE

轻度复染，脱水，透明，封片，显微镜观察，并进行半定量分析。

2.5 统计学处理

采用SPSS 13.0软件进行统计学处理，评分数据及定量数

据均用x±s表示。多组间比较用单因素方差分析和LSD法。

P＜0.05表示差异有统计学意义。

3 结果
3.1 血浆中Hcy浓度比较

与空白对照组比较，模型组兔血浆中Hcy浓度明显升高

（P＜0.01）。与模型组比较，醋柳黄酮各剂量组和阳性对照组

兔血浆中Hcy浓度明显降低（P＜0.01），其中醋柳黄酮高剂量

组兔血浆中Hcy浓度明显低于阳性对照组（P＜0.01）。各组兔

血浆中Hcy浓度比较见表1。

表1 各组兔血浆中Hcy浓度比较（x±±s，n＝8）

Tab 1 Comparison of plasma concentration of Hcy in rab-

bits among those groups（x±±s，n＝8）

组别
空白对照组
模型组
醋柳黄酮低剂量组
醋柳黄酮中剂量组
醋柳黄酮高剂量组
阳性对照组

Hcy浓度，μmol/L

9.38±0.21

34.51±0.61＊

26.45±0.85#

25.17±0.60#

23.06±0.75#Δ

24.00±1.01#

与空白对照组比较：＊P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.01；与阳性对

照组比较：ΔP＜0.01

vs. blank control group：＊P＜0.01；vs. model group：#P＜0.01；vs.

positive control group：ΔP＜0.01

3.2 腹主动脉血管病理变化

空白对照组兔腹主动脉血管无粥样斑块形成，血管壁内

膜光滑、均匀、无明显增厚；模型组兔腹主动脉血管内膜均明

显增厚，平滑肌细胞排列紊乱；醋柳黄酮各剂量组和阳性对照

组兔腹主脉血管内膜增厚均明显减轻，其中醋柳黄酮高剂量

组兔腹主脉血管内膜轻度增厚，优于醋柳黄酮低剂量组。各

组兔腹主动脉的病理变化见图1。

3.3 免疫组织化学法测定各组NF-κB及MCP-1表达

NF-κB及MCP-1阳性表达定位于细胞质，呈棕黄色。与

A B C

D E F

图1 各组兔腹主动脉的病理变化（HE，×200）
A.空白对照组；B.模型组；C.醋柳黄酮低剂量组；D.醋柳黄酮中剂量

组；E.醋柳黄酮高剂量组；F.阳性对照组

Fig 1 Pathological changes of rabbit abdominal aorta in

each group（HE，×200）
A. blank control group；B. model group；C. sindacon low-dose group；

D. sindacon middle-dose group；E. sindacon high-dose group；F. posi-

tive control group
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空白对照组比较，模型组兔主动脉内皮细胞中NF-κB、MCP-1

表达均明显升高（P＜0.01）；与模型组比较，醋柳黄酮各剂量组

和阳性对照组兔主动脉内皮细胞中NF-κB、MCP-1表达均明

显降低（P＜0.01），且与醋柳黄酮剂量呈正相关；其中醋柳黄酮

高剂量组较阳性对照组降低更明显（P＜0.01）。免疫组化法测

定结果见图2，半定量结果见表2。

表2 各组兔腹主动脉中NF-κB、MCP-1的表达情况比较（x±±

s，n＝8）

Tab 2 Comparison of expression of NF-κB and MCP-1 in

rabbit abdominal aorta in each group（x±±s，n＝8）

组别
空白对照组
模型组
醋柳黄酮低剂量组
醋柳黄酮中剂量组
醋柳黄酮高剂量组
阳性对照组

NF-κB

124.9±5.64

228.4±6.43＊

197.0±4.00#

173.5±6.83#

137.7±3.54#Δ

161.1±2.65#

MCP-1

144.6±3.72

245.0±4.90＊

222.4±4.39#

196.5±2.72#

156.6±7.87#Δ

184.6±3.30#

与空白对照组比较：＊P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.01；与阳性对

照组比较：ΔP＜0.01

vs. blank control group：＊P＜0.01；vs. model group：#P＜0.01；vs.

positive control group：ΔP＜0.01

4 讨论
AS发病机制复杂，流行病学研究表明，AS的主要易患因

素有高胆固醇血症、高血压、糖尿病和吸烟等。高Hcy导致AS

的机制是复杂的、多方面的，有文献报道其重要机制包括血管

内皮功能障碍[5]、血管平滑肌细胞增殖与心血管重塑[6]。通过

刺激内皮细胞表达MCP-1、白细胞介素 8（IL-8）、血管趋化黏

附分子1（VCAM-1）以及E-选择素（E-selectin），增加单核细胞

和T细胞黏附主动脉内皮细胞，参与AS形成[7]。AS是血管损

伤后的炎症反应过程，炎症反应贯穿AS始终，从这个角度研

究高Hcy致AS的机制更有意义。

NF-κB 最早是因调节小鼠 B 淋巴细胞的κ轻链被大家认

识，其基因转录过程是由转录因子的调节蛋白所控制的。这

些转录因子在细胞信息传递中起着非常重要的作用，参与机

体多种病理生理调节，参与炎症和免疫反应。既往研究证实

AS的三大危险因素如高血压、高血脂、高血糖等均能通过激活

NF-κB参与AS形成及血管疾病[8]。NF-κB作为促炎和抗炎基

因的直接调节因子，在细胞存活与增殖的调节中发挥重要作

用[9]，最新研究显示NF-κB可通过Beclin-1介导的自噬激活，参

与机体缺血/再灌注心肌损伤[10]。MCP-1又称单核细胞趋化和

激活因子（MCAF）。目前已知，单核细胞、巨噬细胞、成纤维细

胞、内皮细胞、平滑肌细胞等均可被诱导分泌MCP-1。Hcy可

刺激内皮细胞从而提高单核细胞趋化作用的MCP-1的表达[11]，

提高单核细胞和内皮细胞的黏附，促使单核细胞穿过内皮屏

障进一步吞噬脂质形成泡沫细胞，是脂肪条纹形成早期的关

键步骤。

本研究结果表明，醋柳黄酮可使血浆中Hcy浓度降低，其

抗AS作用可能是通过抑制炎性细胞的黏附而干预AS的病理

进程，其机制可能是抑制NF-κB活化、降低MCP-1基因表达。

该结果为探讨醋柳黄酮干预高Hcy血症及AS的形成和发展提

供了一定的实验依据。
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图2 各组兔腹主动脉NF-κB、MCP-1免疫组织化学染色图（×
400）

A.空白对照组；B.模型组；C.醋柳黄酮低剂量组；D.醋柳黄酮中剂量组；

E.醋柳黄酮高剂量组；F.阳性对照组

Fig 2 The immunohistochemistry staining of NF-κ B and
MCP-1 in rabbit abdominal aorta in each group（×400）

A. blank control group；B. model group；C. sindacon low-dose group；

D. sindacon middle-dose group；E. sindacon high-dose group；F. posi-

tive control group

NF-κB：

A B C

D E F

MCP-1：

A B C

D E F
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正交设计试验优选去甲斑蝥素在大鼠肝细胞中代谢的影响因素Δ
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摘 要 目的：研究去甲斑蝥素（NCTD）在大鼠肝细胞中代谢的影响因素。方法：用MTT法检测NCTD对肝细胞的半数抑制浓度

（IC50），以细胞接种密度、给药浓度、培养时间为考察因素，以培养体系中NCTD相对含量的峰面积为评价指标，采用气相色谱法检

测NCTD的峰面积，正交设计试验筛选NCTD在肝细胞中代谢的影响因素。结果：NCTD对肝细胞的 IC50为5.98 μg/ml；在接种密

度为75 000 个/ml、给药质量浓度为6 g/ml、培养时间为48 h时，NCTD在肝细胞中代谢效率最高。结论：成功获得NCTD在肝细

胞中代谢的最优条件。

关键词 去甲斑蝥素；正交设计试验；大鼠肝细胞；代谢

Optimization of Influential Factors of the Metabolism of Norcantharidin in Rat Liver Cells by Orthogonal Test
WANG Xiao-hui，GAO Ping，LI Guang-yuan，WANG Ying，TAO Zun-wei，LI Yi-min（Tianjin Institute for Medi-
cal Sciences，Tianjin 300020，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study influential factors for the metabolism of norcantharidin（NCTD）in rat liver cells. METH-

ODS：MTT assay was used to detect the IC50 of NCTD to liver cells. With cell vaccination density，administration concentration

and incubation time as factors，using relative content of NCTD in culture system as index，GC was used to detect the peak area of

NCTD，orthogonal test was adopted to optimize the influential factors for metabolism of NCTD in liver cells. RESULTS：The IC50

of NCTD to liver cells was 5.98 μg/ml；when vaccination density was 75 000 piece/ml，administration concentration was 6 g/ml

and culture time was 48 h，metabolic efficiency of NCTD in liver was the highest. CONCLUSIONS：This study obtains optimal

metabolism conditions of NCTD in liver cells.

KEYWORDS Norcantharidin；Orthogonal test；Rat liver cell；Metabolism
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去甲斑蝥素（Norcantharidin，NCTD）是斑蝥素的衍生物。

与斑蝥素相比，其对泌尿系统的刺激性显著降低，并具有独特

的升高白细胞总数的作用，也是我国首先合成的新型抗肿瘤药

物[1]。其衍生物众多而且很多衍生物都表现出抗肿瘤活性[2]，

其新型制剂研发工作也取得一些进展[3]。但由于NCTD自身

化学性质活泼、代谢快速以及代谢产物的复杂性，导致其代谢

机制和代谢物的深入研究非常困难，限制了NCTD开发应用。

利用细胞株对药物进行代谢的研究方法可以排除体内因

素的干扰，为整体药物研发提供可靠的试验数据。对体内代

谢率低、毒性大以及缺少灵敏检测方法的药物来说，细胞代谢

法更是首选的研究方法。由于细胞对药物的代谢受到细胞接

种密度、给药浓度等多种因素影响，所以本文设计正交设计试

验研究NCTD在大鼠肝细胞（Buffalo rat liver，BRL）中代谢的

相关影响因素，以提高代谢效率、获得最佳培养方案，为后续

及相关研究提供科学依据。

1 材料
1.1 仪器

GC-17A气相色谱仪[中国（上海）岛津有限公司]；Infinite

M200酶标仪[帝肯（上海）贸易有限公司]；Legend Micro17R高

速离心机（美国Therme Electron Corportion公司，离心半径：78

mm）；TMS-PH-3倒置显微镜[尼康仪器（上海）有限公司]。

1.2 药品与试剂
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