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提 要 通过培养的大鼠胸主动脉内皮细胞 ( C E C )及胸主动脉环
,

利用生物分析法
,

探讨 C E C 释放内皮

源性舒张因子 ( E D R F / N O )的检测方法
,

影响 E D R F / N O 分泌 的因素
。

发现单纯 C E C 或经乙酞胆碱 ( A ch )预

处理的 C E C 对去内皮血管环张力无明显影响
,
而经 L

一

精氨酸 ( L
一

A gr )或 L
一

A gr 和 A ch 预处理的 C E C 可引起

去内皮血管环产生明显舒张
;
N

G一

甲基
一

L
一

精氨酸和 A ch 预处理的 C E C 则引起去内皮血管环明显收缩
.

提示

C E C 在基础状态和经 A o
h 预处理后

,

其合成和分泌 E D R F / N O 的能力很低或丧失
,

可能存在内源性 E D R F /

N O 前体 L
一

rA g 不足
,

供给外源性 L
一

A gr 有增强 c E c 合成和释放 E D R F /N O 的作用
。

在 L
一

A gr 供给充足情

况下
,

A ch 可进一步刺激 C E C 释放 E D R F /N O
。
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;
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本研究通过培养的大 鼠胸主动脉 内皮细胞及离体

胸主动脉环
,

利用生物分析法
,

探讨培养的血管 内皮细

胞 ( C E C )释放内皮源性舒张因子 ( E D R F / N O )的检测

方法
。

1 材料与方法

1
.

1 大鼠胸 主动脉 内皮细胞培养

大鼠胸主动脉内皮细胞培养采用贴块培养法
,

参照 J
a

f fe l[]

方法加以改进
.

培养的内皮细胞传至第 6代开始实验
.

1
.

2 大鼠胸 主动脉环张力 .Nl 定

按 & ih in 2j[ 方法记录大鼠胸主动脉血管环的等长张力
.

血

管环被逐渐拉长至对 1。 “ `
m ol / L 苯肾上腺素 ( P E )出现最大的

等长收缩为最适静息张力 (l
.

73 士 。
.

12 9 )
。

去内皮血管环制

备
:

在连接张力测定装置前
,

用表面粗糙的金属小棒在管腔 内

滚动 3 ~ 4 次
,

对 10
’ ` m ol / L 乙酞胆碱 ( A hc )舒张反应丧失

,

此

外
,

形态学观察此方法也能成功的去除内皮
。

一旦静息张力调整好后
,

胸主动脉环用 37 ℃ 的 k er bs 液冲

洗 3次后
,

加人 1 --0
’

m ol /L 消炎痛
,

以阻止 内源性前列环素的

产生
,

平衡 45 m in 后开始实验
。

每个血管环先用 10
’ `

m ol /L

P E 使其收缩
,

并将该收缩幅度定为 10 0 %
,

然后观察各种干预

因素对各环张力的影响
,

张力高于此值为收缩
,

反之为舒张
,

张

力变化以收缩或舒张百分率表示
。

1
.

3 实验方案和分组

将 C E C 用胰 蛋白酶从培养瓶壁上消化下来
,

加入少量培

养液
,

吹打成单细胞悬液
,

1 7 6 x g 离心 10 m in 后
,

弃上清
,

加

k r e b s
液 1 0 m l

,

细胞浓度为 2 0 x 1 0` 。 e
ll

s
·

m l
一 ’ ,

持续给予

95 写认
一

5 % C O :

气体
,

维持 37 ℃
.

细胞液中分别加入终浓度为

1 0
一 ’ m o l /L A

e
h

、
1 0

一 ’
m

o
l / L L

一

精氨酸 ( L
一

A
r g )

、
1 0

一 ’
m

o l / L

N气甲基
一

L
一

精氨酸 (L
一

N M M A )或以上 浓度的 A c
h十 L

一

A gr
、

A ch + L
一

N M M A
,

孵育 30 m in
,

将经不同预处理的 C E C 悬液再

加入去内皮的血管环浴槽中
,

浴槽中 C E C 终浓度为 10
` ce lls

·

m l
一 ’ ,

观察经不同预处理后的 C E C 对去内皮血管环张力的影

响
。

按不同预处理方式的 C E C 分为
:

①单纯 C E C 组 ,② A hc 预

处理组
.

③ L
一

A gr 预处理组
,

④ L
一

N M M A 预处理组 ; ③ A
o

h 和

L
一

A gr 预处理组
.

⑥ A ch 和 L
一

N M M A 预处理组
。

1
.

4 统计分析

数值以 牙 士 ￡
表示

, n

代表血管环 的数量
,

方差分析和组间

q 检验作统计学处理
,
尸 < 。

.

05 为差异有显著性
.

2 结果

2
.

1 单纯及经 A c h 预处 理 的 C E C 对去 内皮血 管环

的作用

单纯 C E C 加入去内皮血管环浴槽 中
,

对血管环张力未发

现明显影响
,
加入经 A ch 预处理的 C E C

,

则对该环产生轻微收

缩
,

但未达到显著差异 (图 1 )
。
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图 1 单纯及经 A cb 预处理的 C E C 对去内皮血管环张

力的影响 (万士 : )
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2
.

Z L
一

A gr
、

L
一

N M M A 预处理的 C E C 对去 内皮血管

环张 力影响

经 L
一

A gr 或 L
一

N M M A 预处理的 C E C
,

前者对去内皮血管

环有明显舒张作用 ( 尸 < 。
.

0 5 )
,

后者对该血管环则有轻度收缩

作用
,

但差异无 显著性 ( 尸 > 。
.

05
.

图 2)
。

彗
8。

0000
舟七J吸,ùJouo一.u。妇

P E 从 h+ L 一

rA
. + -C E C A c h + L
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C E C : e u
l t u r e e n d o t h

e
li
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s , e o
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g r o u p
, , :

P ( 0
.

0 5
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图 Z L
一

rA g
、

L
一

N M M A 预处理的 C E C 对去内皮血管环

张力的影响 (了士 s)

F i g 2 E f f e e t o f e u lt u r e e n d o t h e l i a l e e l ls P r e t r e a t e d b y

L
一

A
r g o r L

一
N M M A o n t h e t e

sn io n i n e n d o t h e -

l ia l r e m o v e d r i n g s
仕士

s )

2
.

3 A e h 和 L
一

A r g
、

A e h 和 L
一

N M M A 预处理 的 C E C

对去内皮环张力的 影响

经 A hc 和 L
一

rA g 预处理的 C E C 对去内皮血管环产生明显

舒张作用 ( 尸 < 。
.

0 1 )
,

而用 A ch 和 L
一

N M M A 预处理后的 C E C

则对该血管环产生明显的收缩 ( P < 0
.

05
,

图 3 )
。

L 一

xA
. + Q E C L一N M M A + -C E C
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图 3

, :
P < 0

.

0 5

1ia l e e l ls , e o m p a r e d w it h P E

关 , :
P ( 0

.

0 1

F ig 3

A c h 和 L
一

^ r g
、

^ e h 和 L
一

N M M ^ 预处理的 C E e

对去内皮血管环张力的影响仕士
, )

E f f e c t o f e u lt u r e e n d o t h e l ia l e e ll s P r e t r e a t e d b y

A e h an d L
一

A r g o r A e h a n d L
一

N M M A o n t h e

t e
sn i o n i n e n d o t h e li a l r e

m o v
de

r i n g s (了士 s )

3 讨论

C E C 对该环无 明显的作用
;而 A ch 预处理的 C E C 对

去内皮环不但无舒张作用
,

反而表现轻微的收缩效应
。

M u g ge sj[ 在培养小牛主动脉 内皮细胞
,

同步观察细胞

流出液中 E D R F / N O 的量和对去 内皮血管环的生物

效应
,

发现培养小牛主动脉 内皮细胞于基础状 况下就

有 E D R F / N O
,

而经缓激肤处理后
,

C E C 释放 E D R F /

N O 量 明显增加
,

但细胞流 出液对去 内皮血管 环张力

并未产生明显影响
。

本实验单纯 C E C 未发现对去内皮

血管环张力有明显影响
,

可能是基础状态下分泌的 E
-

D R F / N O 不足以使去内皮血管环产生舒张 4j[
。

但 A o h

预处理的 C E C 非但不能使该环舒张
,

且还有轻度的收

缩作用
,

故难用 A hc 刺激 C E C 分泌 E D R F / N O 来解

释
,

这种现象可能就是 A hc 的直接缩血管作用
〔5口。

提

示 C E C 在基础状态和经 A hc 预处理后
,

合成和分泌

E D R F / N O 的能力很低或缺如
。

3
.

Z L
一

A r g
、

L
一

N M M A 对 C E C 合 成
、

分泌 E D R F /

N O 的影响

经 L
一

A gr 孵育的 C E C 可引起去内皮血管环出现

明显舒张
,

而单独将 L
一

A gr 加入去内皮血管环浴槽 中

却未能发现使其舒张
,

提示作为 E D R F / N O 前体的 L
-

A r g 有促使 C E C 合成和分泌 E D R F / N O 的作用「6口 ,

并

能产生血管舒张效应
。

而 L
一

N M M A 预处理的 C E C 则

表现为血管 收缩 趋势
,

反证 了 L
一

A gr 的 内皮 依赖作

用
。

虽然 L
一

N M M A 的这种收缩作用未达到显著差异
,

可能与本实验所用 L
一

N M M A 浓度或孵育时间有关
。

3
.

3 L
一

A r g 和 A e h 致 C E C 合成
、

释放 E D R F / N O 的

协同作用

L
一

A gr 预处理的 C E C 可使去 内皮血管环产生明

显舒张 ( 尸 < 0
.

0 5 )
,

再加入 A o h 后
,

可使舒张作用更

加明显 ( P < 0
.

0一) ; 而 L
一

N M M A 和 A e h 与 C E C 孵

育后
,

则对去内皮血管环产生 明显的收缩作用 ( 尸 <

0
.

0 5 )
。

提示 C E C 合成和释放 E D R F / N O 能力不足 [ , 〕 ,

很可能是内源性 E D R F / N O 前体 L
一

A gr 缺乏
,

供给外

源性 L
一

A gr 即可使 C E C 合 成和 释放 E D R F / N O 增

加
,

在 L
一

A gr 供给充足的情况下
,

A o h 可刺激 c E c 释

放 E D R F / N O
,

从而产生更明显的血管舒张作用
。

L
-

N M M A 通过与 L
一

A gr 的竞争拮抗
,

阻止 C E C 合成和

释放 E D R F / N O 的作用
,

加之 A hc 的直接血管收缩效

应
,

叠加的结果致使该两药孵育的 C E C 引起 去内皮血

管环明显收缩
。

3
.

1 A hc 预处理的 C E C 对去内皮血管环张力 的影响

为了解单纯 C E C 及经 A 。 h 预处理的 C E C 是否分

泌内皮源性血管活性物质
,

将单纯 C E C 及经 A hc 预

处理的 C E C 加入去 内皮的血管环浴槽 中
,

发现单纯
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3
.

4 频谱形态的改变

典型性偏头痛多为频宽增大
,

普通型偏头痛多为频宽变

小
。

多数流速增高者
,

频谱收缩峰锐利
,

S
,

峰 > 5
2

峰
,

流速减慢

者
,

频谱收缩峰圆钝
,

5
1

峰 < S
:

峰或 S
, 、

5
2

峰融合
, 。
角度 < 9。 。 .

3
.

5 音频异常

表现为收缩期间粗糙而响亮的噪音性杂音
,

多数呈节段性

改变
,

少数呈持续性改变
。

目前认为偏头痛的发病机理是头颅血管及神经递质 ( 5
一

经

色胺
,

血小板单胺氧化酶
,

徐缓激肤
,

游离脂肪酸等 )的变化闭
.

亦有文献强调颅内外血管运动障碍是导致偏头痛的重要原 因
。

偏头痛的 T C D 检测
,

为偏头痛病人治疗和预防性治疗提

供了新依据
。

血流加速型偏头痛在头痛发作时不宜使用麦角类

血管收缩剂
,

在预防性治疗时则以钙离子拮抗剂为首选
,

如尼

莫地平等
。

T C D 的研究
,

可以对偏头痛的诊断
,

治疗及药物选

择提供新的线索
。
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