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前胡主要含各种香豆素类化合物， 其中 Pra-c 及其

消旋体 Pd-Ia 为其主要活性成分[5]，可基本代表前胡

的功效。研究[6]表明，Pd-Ia、Pra-c 对心血管作用尤为

显著，均有较强的抗心肌缺血、扩张血管和降低血压

等作用。本研究提示，Pd-Ia 和 Pra-c 可促进 CAM 血

管增生,具有一定的促血管新生作用，从而从一定程

度上佐证了推论。但本结论是否具有普遍性，尚需进

一步的实验研究及临床验证。
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应激是心血管疾病发生的重要因素，高同型半胱

氨酸血症是血管内皮功能障碍的危险因素，而应激是

高同型半胱氨酸血症的重要原因， 同型半胱氨酸

（Hcy） 的氧化应激反应在很大程度上解释了 Hcy 诱

导的内皮功能损害， 抗氧化剂如 N-乙酰－L－半胱氨

酸、维生素 C、维生素 E 和过氧化氢酶等均不能抑制

Hcy 诱导的内皮细胞凋亡。 这提示可能存在另外的机

制介导 Hcy 诱导内皮细胞损伤，内质网应激学说日益

受到重视[1]。 葡萄糖调节蛋白 78（GRP78）又名免疫球

蛋白重链结合蛋白， 是位于内质网上的重要分子伴

侣， 属热休克蛋白 70 家族的一员，GRP78 在内质网

中参与阻止内质网新生肽聚集、 调节内质网钙稳态、
抗内质网相关性细胞凋亡，以及启动未折叠蛋白反应

等细胞生命过程，是内质网应激标志蛋白[2]。 基于络气

郁滞、络气虚滞引起的络脉自稳状态功能异常与血管

内皮功能障碍具有内在一致性，均为“脉络-血管系统
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【摘要】 目的 观察络气郁滞证大鼠主动脉组织葡萄糖调节蛋白 78（GRP78）mRNA 表达的变化。 方法 20 只 Wistar 大鼠按体

重随机分为正常组、络气郁滞组，实验末检测血清同型半胱氨酸（Hcy）、一氧化氮（NO）、血浆内皮素（ET），观察主动脉组织超微结

构，以 RT-PCR 方法检测主动脉组织中 GRP78mRNA 的表达。 结果 与正常组比较，络气郁滞组血清 Hcy 明显增高，NO 明显下降

（P <0.05），ET 明显升高（P <0.05）；主动脉组织超微结构发生明显改变，主动脉组织中 GRP78mRNA 的表达较正常组比较明显增强

（P <0.01）。 结论 络气郁滞证大鼠的主动脉组织 GRP78mRNA 表达增强，其血管内皮功能障碍可能与主动脉组织内质网的应激有关。
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组别 ET(pg·mL-1) NO(μmol·L-1)

正常组 142.91±8.72 45.22±12.42

络气郁滞组 163.19±24.74* 25.68±10.92*

病”的始动因素并贯穿病变全过程，成为运用络病理

论研究血管病变的切入点[3]。 本研究观察络气郁滞证

大鼠内皮结构和功能的改变以及主动脉组织内质网

应激伴侣 GRP78 基因表达的变化。
1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

健康 Wistar 雄性大鼠 20 只，体重 200～230g，购

于北京维通利华实 验 动 物 中 心， 许 可 证 号：SCXK
（京）2007-0001。将大鼠按体重随机分为正常组和络

气郁滞组，每组 10 只。
1.2 试剂

血清一氧化氮（NO）试剂盒：南京建成生物试剂

公司提供。 血浆内皮素（ET）：北京普尔伟业生物科

技有限公司提供。 血清 Hcy 试剂盒：北京九强公司

提 供；Trizol 为 Invitrogen 公 司 产 品；Gold view 为 赛

百盛公司产品；DNA marker 为上海捷瑞公司产品；
RT-PCR 试剂盒为 TaKaRa 公司产品；引物由上海生

物工程公司合成。
1.3 造模方法

参照本室的方法 [4]，实验开始时即给予束缚法，
将大鼠放入束缚盒内， 调节前端活动部位到合适的

位置，使大鼠不产生强烈反抗的紧张程度。 每天 6 h
（9:00—15:00），正常饲料饮食，连续 6 周。
1.4 内皮功能及血清 Hcy 的检测

各组于实验结束后，10％水合氯醛腹腔注射麻

醉，颈总动脉取血，分离血清、血浆后冻存，硝酸还原

酶法检测血清 NO （白求恩国际和平医院完成），放

免法检测血浆 ET-1（中国人民解放军总医院完成），
用循环酶法测定血清 Hcy。
1.5 光镜、电镜技术

颈动脉取血后仔细分离并截取一段胸主动脉组

织，用 4%多聚甲醛固定，脱水，石蜡包埋，切片，经

HE 染色，光镜下观察大体形态。 分离并截取一小段

胸动脉组织，迅速浸入电镜液中，修成 1mm×1mm×
1mm 组织块，置 4%戊二醛固定液中 4℃保存（由河

北医科大学基础医学院电镜室协助完成）。
1.6 RT-PCR 法测定 GRP78 的表达

实验结束后每组取 3 只大鼠， 无菌取主动脉组

织，于-80℃冻存备用。 按照 Trizol 试剂说明书进行

操作，一步法提取大鼠主动脉组织的总 RNA，紫外

分光光度仪测定，纯度要求 A260 nm/A280 nm>1.8，
l.5%琼脂糖凝胶电泳鉴定其完整性，28S/18S 约等于

2，置-80℃冰箱保存。按照两步法 RT-PCR 试剂盒说

明书进行操作，RT 合成 cDNA，反转产物于-20℃冰

箱冻存备用。根据 GRP78 基因（NM013083）序列设计

引物。 GRP78 上游引物 ACTGGAATCCCTCCTGCTC，
下 游 引 物 CAAACTTCTCGGCGTCAT， 全 长 183bp。
β-actin 上 游 引 物 GAGGGAAATCGTGCGTGAC，下

游引物 CTGGAAGGTGGACAGTGAG， 全 长 445bp。
PCR 的循环参数：（1） 预变性 94℃，3min；（2） 变性

94℃，50s；退 火，50s；延 伸 72℃，1min；反 应 进 行 30
个循环；（3）末延伸 72℃，10min。 PCR 产物用 1.5％
琼脂糖凝胶进行电泳，同时用 marker 确定相对分子

质量的大小。在电压 100V 下，电泳 30min，电泳结束

后，用凝胶成像系统拍照。最后用 Quantity One 图像

分析系统检测各组目的基因及 β-actin 基因的灰度

值，以两者之比值代表目的基因 mRNA 的表达。
1.7 统计学方法

所 有 数 据 用 均 数±标 准 差 （x±s） 表 示， 采 用

SPSS13.0 统计软件包，采用 t 检验进行统计分析，P
<0.05 作为判断差异显著性的标准。
2 结果

2.1 内皮功能障碍相关生化指标结果

络气郁滞组大鼠较正常对照组 ET 明显增加，
NO 明显下降，两组比较差异有统计学意义（P <0.05）。
见表 1。

2.2 形态学观察结果

光镜观察正常组主动脉血管内膜、 中膜、 外膜

HE 染色形态基本正常，结构完整；络气郁滞组内皮

细胞轻微肿胀，平滑肌轻微水肿。主动脉组织内皮细

胞超微结构透射电镜观察正常组内皮细胞形态规

则，细胞核及细胞器存在，线粒体结构无异常；络气

郁滞组内皮细胞线粒体大部分嵴和部分膜融合或消

失，粗面内质网扩张，脱颗粒明显，吞饮小泡数量明

显减少(20.0K)。
2.3 各组大鼠血清 Hcy 的变化

络 气 郁 滞 组 血 清 Hcy （12.72 μmol·L -1±1.33

表 1 两组大鼠内皮功能的变化比较（n=10，x±s）

与正常组比较，*P <0.05
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图 1 各组大鼠主动脉组织 GRP78mRNA 的表达比较

Mmarker；1 正常组；2 络气郁滞组

μmol·L-1）较正常组（10.18 μmol·L-1±1.68 μmol·L-1）
显著增高，两组比较差异有统计学意义（P <0.05）。
2.4 RT -PCR 检 测 各 组 大 鼠 主 动 脉 组 织

GRP78mRNA 表达的变化

正 常 组 GRP78mRNA 的 相 对 表 达 量 为 0.59±
0.01， 络 气 郁 滞 组 GRP78mRNA 的 相 对 表 达 量 为

1.26±0.25，两组比较差异有统计学意义（P <0.01）。
见图 1。

3 讨论

应激损伤发生时，机体交感神经和 HPA 轴过度

活化， 促肾上腺皮质激素和糖皮质激素分泌明显增

多，二者在调整机体代谢水平方面起着重要的作用，
慢性束缚心理应激可诱导大鼠高同型半胱氨酸血症

的发生[5]。 高同型半胱氨酸血症是冠状动脉疾病、脑

血管疾病及外周血管疾病独立的危险因子。 高同型

半胱氨酸血症能够引起内皮细胞凋亡， 血管平滑肌

细胞增殖，凝血功能紊乱[6]。 NO 和 ET 是血管内皮合

成、分泌的两种重要物质。 近年研究 [7]表明，当患者

存在高血压及高血脂等危险因素时， 内皮功能受

损，NO 的生成与分泌下降。 ET 被认为是目前所知

的最强烈的缩血管物质，在与血管平滑肌有关的血

管张力和结构的长期调节中起作用。 ET 是心脏的

高度“毒性肽”，其浓度升高是病情恶化标志之一，
临床上可用 ET 升高的幅度判断病情，估计预后。 本

研究结果显示络气郁滞证候因素可引起大鼠血清

Hcy 增高，NO 降低，血浆 ET 增高，内皮结构和功能

受损。
在心血管系统中，内质网应激作为多种应激过程

的共同通路，广泛地参与多种心血管疾病的发生[8]。 有

研究发现， 在培养的血管内皮和动脉平滑肌细胞

中，高同型半胱氨酸诱导的内质网应激激活，在高

同型半胱氨酸血症参与形成的动脉粥样硬化中，内

质网应激发挥了重要的作用， 诱导特定分子的表

达，参与细胞凋亡，促进病变的发展。 GRP78 是一重

要的内质网分子伴侣，当内质网应激发生时，GRP78
作为一种代偿而增多，促进蛋白质的折叠。 在发生

应激时，GRP78 增多和内质网应激发生[9]。 本研究结

果显示，络气郁滞大鼠模型主动脉组织 GRP78mRNA
表达明显增强，表明络气郁滞证候可引起大鼠内质

网过度应激，从而推测络气郁滞造成的血管内皮功

能障碍可能是通过慢性束缚应激导致的同型半胱

氨酸水平的上升而引起了内质网应激。 说明内皮细

胞、平滑肌细胞内质网应激可能与内皮功能障碍的

发病过程有关， 确切机制有待更广泛更深入的研

究。
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