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!!摘!要"栀子苷’黄芩苷具有抗血栓’抗炎等药用价值!磷灰石涂层作为药物洗脱支架涂层具有抑制平滑肌细胞
";I))<1I*;7.272..;!6V];#增殖能力(为探究磷灰石药物洗脱支架涂层携载黄芩苷%栀子苷对6V];增殖与内皮
细胞"2,L)<12.4-.72..;!H];#生长的作用!将6V];和H];分别培养于含F"’!FI5%U和%!AFI5%U黄芩苷或栀子苷
的培养基中!观察细胞活性!筛选有效作用浓度&在磷灰石涂层表面分别携载%"’%""$5和%F"$5栀子苷或黄芩苷!

并将细胞接种于涂层表面!观察细胞活性&将%F"$5黄芩苷%%"$5栀子苷配伍’%F"$5栀子苷%%"$5黄芩苷配伍载
于磷灰石涂层表面!通过]]d&’’细胞骨架%细胞核染色检测并观察细胞活性及细胞形貌(结果表明$黄芩苷’栀子
苷均能在前期抑制6V];活性并促进H];增殖(%F"$5黄芩苷%磷灰石涂层对6V];的细胞活性有明显的抑制作
用!%"$5栀子苷%磷灰石涂层相较于%""$5和%F"$5对6V];的活性影响更大!而对H];无明显作用&配伍实验显
示%F"$5黄芩苷%%"$5栀子苷可显著降低6V];活性!且对H];作用较小(因此!高黄芩苷%低栀子苷配伍的磷灰
石洗脱涂层有望应用于新一代药物洗脱支架的研究与开发(
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9!引!言

冠心病是危害人类健康的常见病$!"%’年中国
冠心病患病人数高达到%%""万$成为头号健康杀
手(%)%经皮冠状动脉介入治疗 "O2+7*<-,2)*;
7)+),-+=4,<2+:2,<4),$O]@#是目前治疗冠心病最有
效的手段之一$!"%$年手术例数已突破$F万(%)%
血管支架的使用量以年复合!"a"B"a的速度增
长$但O]@术后支架内再狭窄和晚期支架内血栓风
险增加的问题严重影响了患者的远期预后(!)%目前
临床上主要通过长期口服双联抗血小板聚集药物和
他汀类药物降低支架内再狭窄和血栓风险$但长期
服用药物会增加患者出血风险及消化系统并发
症(B)%如何降低支架内再狭窄风险$同时促进支架
部位血管内皮化*减少支架金属暴露引起的支架内
血栓风险$是当前支架改进的主要研究方向%

表面修饰作为生物医学材料领域的核心技术之
一$已被广泛应用于心血管植入材料的表面改性以
提高其相容性(#&F)%在支架材料表面制备一层有机
或无机薄膜$可显著提高材料抗腐蚀性和血液相容
性(D&$)%羟基磷灰石"Q=L+)P=-N-<4<2$QM#是一种
磷酸钙盐$是天然骨的主要无机成分%磷灰石具有
较低的细胞毒性和良好的生物相容性$因此羟基磷
灰石具有成为理想生物材料的潜能(’)%大量相关研
究表明$磷灰石涂层植入物没有毒性且比其他常用
的聚合物涂层具有更好的生物相容性(’&%")%基于磷
灰石用以传递药物的无机载体的材料已广泛应用于
生物领域(%%)%bH68M;=,7&洗脱支架由不锈钢支架
和含有低剂量西罗莫司的微孔羟基磷灰石涂层组
成$可有效缓解血管延迟愈合的症状(%!&%B)%本文前
期研究中在钴铬合金表面构建了雷帕霉素’磷灰石

药物洗脱涂层(%#)%体外细胞实验表明$雷帕霉素’
磷灰石涂层可有效抑制平滑肌细胞"6I))<1
I*;7.272..;$6V];#的增殖$且磷灰石涂层本身对
6V];的细胞活性具有显著的抑制作用(%#)%

在现代医学发展的早期阶段$从植物中提取的
具有生物活性的化合物在对抗疾病方面起着至关重
要的作用(%F)%栀子苷"Z2,4N);4L2#是利用乙醇从栀
子果实中提取的天然成分$几百年来在亚洲国家一
直被传统地用作民间药物(%D)$作为环烯醚萜苷和胰
高血糖素样肽受体激动剂$栀子苷能够发挥草药的
多种生物学作用(%’)%迄今为止$栀子苷由于很少引
起对细胞严重的毒性作用而被广泛使用(%C)%并且$
栀子苷有抗氧化应激*抗炎症*抗凋亡*抗血栓*抗内
质网应激以及抗真菌等很多不同的药理性质(!"&!!)%
作为一种十分有治疗前景的天然药物$栀子苷已经
被应用于多种疾病如神经障碍*肝脏疾病*糖尿病*
心血管疾病*肿瘤等的临床前模型(!B&!F)%黄芩苷
"[-47-.4,#是黄芩属植物中主要的类黄酮成分(!D)%
黄芩苷具有抗氧化*抗炎症*抗肿瘤*抗心血管疾病*
抗糖尿病*护肝*抗病毒*抗溃疡性结肠炎*抗血栓*
护眼和保护神经等药理活性(!$&!C)%黄芩苷预处理高
浓度葡萄糖培养的人脐静脉内皮细胞"H,L)<12.4-.
72..;$H];#可以通过减少的cW&2[*细胞黏附分子
表达*细胞与细胞之间的黏附迁移以及扰乱内皮屏
障功能来抑制血管炎症(B")%在颈动脉球囊损伤模
型中$相较于对照组$用黄芩苷处理血管受伤的大
鼠$其左颈动脉的厚度减少了FFa(B%)%因此$黄芩
苷可能是改善动脉粥样硬化疾病的潜在药物%

栀子苷*黄芩苷在抗炎症*抗血栓*治疗心血管
疾病方面是具有很好应用前景的天然药物(!"$B%)$而
磷灰石具有作为药物洗脱支架的洗脱涂层的潜
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力(’)%目前关于磷灰石涂层表面携载栀子苷’黄芩
苷对6V];*H];毒性作用未见相关文献报道%为
了获得最佳给药质量浓度以及涂层载药量以抑制
6V];增殖$促进H];增殖$本文探究了不同给药质
量浓度及涂层载药量对6V];和H];的活性以及
增殖影响$以期为设计药物洗脱支架的研究者提供
理论参考%

:!实验部分

:;:!材料与仪器
大鼠6V];和H];购于中国科学院细胞库&胎

牛血清*胰酶消化液*罗丹明&鬼笔环肽骨架染色液
"X)L-I4,2 N1-..)L4,#*杜 氏 磷 酸 缓 冲 液
">*.S277)y;N1);N1-<2S*//2+2L;-.4,2$>O[6$不含
钙镁#*氯化钙溶液*胎牛血清和青霉素&链霉素双抗
溶液购于美国812+I)W4;12+公司&高糖>VHV培
养基购于美国 Q=7.),2公司&]]d&’ 试剂盒*
8+4<),Y&%""*#a多聚甲醛固定液*免疫染色洗涤液
和>MO@细胞核染色液购于碧云天生物技术研究
所&黄芩苷购于索莱宝生物科技有限公司&栀子苷购
于源叶生物科技有限公司%所用试剂均为分析纯%
:;<!钛片碱热

用砂纸"D""##将直径为%"II*高度为!II
的钛圆片的表面打磨平整$依次在二甲基酮*乙醇
"CCAFa#和纯净水中超声清洗%FI4,$氮气吹干%
将备好的样品水平置于反应釜中$加入%"IU新配
置的c-?Q"%I).’U#溶液%将反应釜置于%#"T
烘箱$反应D1后取出样品$纯净水超声清洗B次
"%"I4,’次#$干燥后$得到活化钛片%
:;?!仿生矿化溶液的配制

将氯化钙溶液"%""I5’U#加到无钙镁离子的
>O[6溶液中$配置成钙离子质量浓度为"A%I5’U
的>O[6溶液"I>O[6#%
:;B!磷灰石涂层制备

将活化钛片样品放入%FIU离心管中$加入
FIUI>O[6溶液$B$T孵育!#1$取出样品$用去
离子水清洗!次$每次BI4,$在氮气环境下风干$
得到磷灰石’钛基样品%将得到的磷灰石’钛基样品
置于超净台内$$Fa乙醇浸泡B"I4,$去离子水清
洗浸泡B"I4,$再紫外照射B"I4,$得到无菌样品%
:;C!VOM3与AM3的复苏与传代培养

取胎牛血清*青霉素&链霉素双抗溶液置于#T
冰箱解冻$放入无菌超净台$在F""IU>VHV高糖
培养基中加入FIU双抗溶液$再加入F"IU胎牛

血清$混合均匀后得到细胞培养基%取出氮罐中的
细胞$置入B$T恒温水浴锅中摇晃$加入细胞培养
基中$离心后再加入培养基重悬$放于培养皿中$将
培养皿置于B$T二氧化碳培养箱培养%当细胞长
满至培养皿底部$"a"C"a时$吸去培养皿中的培
养基$加入O[6溶液清洗细胞$加入胰酶消化液$置
于培养箱中消化$再加入细胞培养基终止消化$消化
下的细胞转移至离心管中$在’""+’I4,条件下离
心BI4,%离心结束后$除去上清液$加入%IU培养
基重悬细胞$细胞计数$吸取含%r%"F个细胞的细
胞悬液于含有’IU培养基的培养皿中$摇晃均匀$
放入B$T二氧化碳培养箱中培养%
:;P!给药浓度实验

将栀子苷*黄芩苷溶解在细胞培养基中$配置
%!AF*!FI5’U和F"I5’U的栀子苷*黄芩苷溶液%
分别将6V];或H];按Fr%"#个’孔接种于CD孔
板$培养%!1贴壁后$吸出细胞培养上清液$每孔加
入%""$U不同的培养基%-#细胞培养基"8]O
组#$S#含%!AF*!FI5’U和F"I5’U的栀子苷培养
液$7#含%!AF*!FI5’U和F"I5’U的黄芩苷培养
液%培养%*!L和BL后$每孔加入%"$U]]d&’$
培养箱避光孵育%1$吸出%""$U培养液于CD孔
板$用酶标仪测定波长#C",I处细胞培养基的吸
光度值%利用645I-N.)<软件对实验数据进行
分析%
:;W!涂层载药实验

在无菌磷灰石’钛基样品表面分别滴加含药量
为%"*%""$5和%F"$5的栀子苷和黄芩苷无菌溶
液$置于超净台内风干$制得载药样品%将6V];或
H];分别按Fr%"#’孔接种于样品表面%-#对照组
"8]O组#$S#磷灰石涂层组$7#栀子苷组"%"*
%""$5和%F"$5#$L#黄芩苷组"%"*%""$5和
%F"$5#%分别培养BL和$L$每孔加入!F$U
]]d&’$放入培养箱避光孵育%1$吸出%""$U培养
液于CD孔板$用酶标仪测定波长#C",I处的吸光
度值%利用645I-N.)<软件对实验数据进行分析%
:;[!配伍载药实验

在无菌磷灰石’钛基样品表面分别携载不同比
例的栀子苷和黄芩苷配伍%-#黄芩苷%F"$5’栀子
苷%"$5"%F"’%"配伍#$S#黄芩苷%"$5’栀子苷
%F"$5"%"’%F"配伍#%将载好药的样品置于#’孔
板内$并将6V];或H];按Fr%"#’孔接种于不同
样品表面%-#对照组"8]O组#$S#磷灰石涂层组$
7#%F"’%"配伍$L#%"’%F"配伍%培养BL$每孔加入
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!F$U]]d&’$放入培养箱避光孵育%1$吸出%""$U
培养液于CD孔板$用酶标仪测定波长#C",I处细
胞培养基的吸光度值$利用645I-N.)<软件对实验
数据进行分析%
:;Y!细胞骨架#细胞核染色

利用X)L-I4,2N1-..)L4,和>MO@分别对细胞
骨架和细胞核染色$具体方法如下!将X)L-I4,2
N1-..)L4,母液在O[6溶液中稀释’"倍$配置成
X)L-I4,2N1-..)L4,工作液$细胞培养BL$吸去培
养基$加入O[6溶液清洗$室温下用#a多聚甲醛溶
液固定样品$8+4<),Y&%""溶液通透细胞后$加入
X)L-I4,2N1-..)L4,工作液$室温条件下避光孵育
B"I4,对细胞骨架进行染色&O[6溶液清洗$加入
>MO@避光孵育FI4,对细胞核进行染色%最后$
使用O[6溶液清洗样品去除染色剂$并利用激光共
聚焦显微镜观察样品表面的细胞形态及分布$拍照
记录数据%
:;:9!统计学分析

重复实验B次以上$样品采用至少B个平行样
本$数据结果用平均值i标准差表示$采用统计分析
软件645I-N.)<%!AF进行数据分析%

<!结果与讨论

<;:!磷灰石#钛基涂层表面形态观察
通过联合碱热法和仿生矿化法可在钛片表面制

得磷灰石涂层$相关的表征结果如图%所示%6HV
图显示磷灰石涂层为均一的$由薄片组成的纳米片
阵列结构&而Y射线衍射图谱可以观察到羟基磷灰
石和钛的特征峰$说明钛片表面制得的涂层为羟基
磷灰石涂层%
<;<!不同质量浓度栀子苷&黄芩苷对VOM3和AM3

增殖的影响
将6V];或H];接种于质量浓度梯度的栀子

苷*黄芩苷培养液中"F"*!FI5’U和%!AFI5’U#$
初步研究栀子苷*黄芩苷单纯药物对6V];*H];的
活性影响$并筛选有效作用质量浓度%图!为
6V];*H];在栀子苷或黄芩苷培养液中培养%*!L
和BL后进行]]d&’细胞活性检测的结果%图!
"-#和!"7#显示$相较于8]O组$培养%L后$F"*
!FI5’U和%!AFI5’U黄芩苷培养液中6V];的
细胞活性为D$a*DCa*D#a$而栀子苷培养液中
6V];的细胞活性为$’a*F’a*$Ba&培养!L和
BL后$高质量浓度的黄芩苷培养液"F"I5’U#对
6V];增殖仍具有抑制作用$而栀子苷对6V];的

图%!磷灰石#钛基表征结果

细胞活性没有显著作用%因此$栀子苷或黄芩苷对
6V];增殖均具有一定的抑制作用$且抗6V];增
生能力与药物质量浓度呈正相关%由图!"S#可知$
培养初期"%L#$黄芩苷培养液中H];的细胞活性略
低于8]O组$而随着培养时间的延长"!L和BL#$
黄芩苷可显著提高H];的细胞活性%图!"L#表明$
栀子苷培养液对H];的增殖无促进作用$且在培养
BL后$栀子苷对H];的细胞活性具有轻微的抑制
作用$相较于8]O组$F"*!FI5’U和%!AFI5’U
栀子苷培养液中H];的细胞活性为$#a*$Ca*
$Ca%因此$栀子苷的浓度与6V];和H];的细胞
增殖无相关性$而高质量浓度黄芩苷选择性地抗增
生促内皮效果更为明显%
<;?!栀子苷&黄芩苷#磷灰石涂层对VOM3和AM3

增殖的作用
理想的药物洗脱支架应该具有选择性抑制

6V];*促进H];生长增殖的能力$达到抗血栓$促
进血管内皮修复的目的(B!)%上述实验证明$黄芩
苷*栀子苷仅在最初期"%L#表现出抑制6V];增
殖*促进H];增殖的作用%因此$需要选用合适的
药物洗脱涂层携载栀子苷或黄芩苷$以期提高药物
的作用效能%本文前期研究表明$磷灰石具有较低
的细胞毒性和良好的生物相容性$其本身对6V];
增殖有一定的抑制作用(%#)$本文进一步在磷灰石涂
层表面携载不同剂量的栀子苷*黄芩苷$探究药物洗
脱涂层对6V];或H];的细胞增殖的调控作用%
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图!!不同质量浓度栀子苷或黄芩苷处理对

6V];&H];的细胞活性影响的检测
注!单因素方差分析%与8]O组比较$9表示R""A"F&

与F"I5’U组比较$;表示R""A"F&与!FI5’U组比较$

’表示R""A"F%

图B为6V];*H];在不同载药量的栀子苷’磷灰石
涂层或黄芩苷’磷灰石涂层表面培养BL和$L后进
行]]d&’细胞活性检测的结果%图B"-#和图B"7#
结果表明!培养BL$相较于8]O组$磷灰石涂层*栀
子苷’磷灰石涂层和黄芩苷’磷灰石涂层均能显著抑
制6V];增殖$相较于磷灰石涂层组$栀子苷’磷灰
石涂层对6V];的细胞活性没有显著作用$而黄芩
苷’磷灰石涂层可进一步抑制6V];增殖$其抑制作
用与黄芩苷的载药量呈正相关&培养$L$磷灰石涂
层和栀子苷’磷灰石涂层上6V];的细胞活性略低
于8]O组$而相较于8]O组和磷灰石涂层组$高载
药量的黄芩苷’磷灰石涂层"%F"$5#仍可持续抑制
6V];的细胞活性%图B"S#和B"L#表明!培养BL$
相较于8]O组$磷灰石涂层*栀子苷’磷灰石涂层和
黄芩苷’磷灰石涂层可显著降低H];的细胞活性$
相较于磷灰石涂层组$栀子苷’磷灰石涂层和黄芩
苷’磷灰石涂层对H];的细胞活性没有明显作用$
且与药物的载药量无相关性&培养$L$栀子苷’磷灰
石涂层对H];的作用趋势不变$而黄芩苷’磷灰石
涂层对H];的细胞活性具有促进作用$相较于8]O
组$%F"*%""$5和%"$5黄芩苷’磷灰石涂层表面
H];的细胞活性为DDa*’$a*%"’a%因此$栀子
苷’磷灰石涂层的载药量和6V];*H];的细胞增殖
无关联效应&黄芩苷’磷灰石涂层对6V];和H];细
胞增殖的调控作用与载药量呈相关性$且随着药物洗
脱涂层与细胞相互作用的时间延长$黄芩苷对6V];
和H];的选择性调控作用效果更好%张海燕(BB)通过
制备OUZM膜并在膜上载有不同剂量的栀子苷和黄
芩苷来检测不同载药量对6V];*H];的活性影响$其
中最佳促进H];增殖的栀子苷载药薄膜载药量为
%"a$其载药结果与本文的结果一致$但本文涂层的
载药量远低于张海燕(BB)所报道的载药量%
<;B!栀子苷#黄芩苷配伍在磷灰石涂层表面载药对

VOM3和AM3增殖的作用
上述实验证明$黄芩苷载药量与其抑制6V];

活性能力呈正相关$栀子苷载药量的高低及作用时
间的长短对6V];*H];活性无决定性影响作用%
因此$本文选择在磷灰石涂层表面携载高黄芩苷’低
栀子苷配伍"%F"’%"配伍#和低黄芩苷’高栀子苷配
伍"%"’%F"配伍#$并对比两种配伍对6V];和H];
细胞活性影响的差异%图#为6V];*H];在不同
配伍涂层表面培养BL和$L后进行]]d&’细胞活
性检测的结果%图#表明!培养BL和$L后$相较
于磷灰石涂层组$%F"’%"配伍可显著抑制6V];增
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图B!不同质量浓度栀子苷#黄芩苷分别对6V];&H];
作用BL和$L的]]d&’检测细胞活性

注!单因素方差分析%与8]O组比较$9表示R""A"F$
99表示R""A"%&与磷灰石涂层组比较$;表示R""A"F$

;;表示R""A"%&与%F"$5组比较$’表示R""A"F$’’表示

R""A"%&与%"$5组比较$<表示R""A"F$<<表示R""A"%%

殖$H];的细胞活性仅略低于磷灰石涂层组&而%"’
%F"配伍对 H];的细胞活性无显著影响$却对
6V];细胞增殖具有显著的促进作用%对比BL和
$L的细胞活性结果$%F"’%"配伍对6V];增殖具
有持续的抑制作用$并可逐渐促进H];的细胞增
殖%因此$相较于不同的单独载药量或低黄芩苷’高
栀子苷配伍$高黄芩苷’低栀子苷配伍具有更为优异
的选择性调控6V];*H];细胞增殖的能力%

图#!黄芩苷与栀子苷配伍对6V];&H];处理

]]d&’检测细胞活性
注!单因素方差分析%与8]O组比较$9表示R""A"F$
99表示R""A"%&与磷灰石涂层组比较$;表示R""A"F$

;;表示R""A"%&与%F"’%"组比较$’表示R""A"F$

’’表示R""A"%%

为了进一步观察配伍涂层表面6V];*H];的
细胞形态$选用X)L-I4,2N1-..)L4,"HL9$红色#和
>MO@"蓝色#分别标记细胞骨架和细胞核$结果如图
F所示%图F表明!在%F"’%"配伍涂层表面$视野
中6V];数量远低于其他B组$而H];数量高于
6V];&而在%"’%F"配伍涂层表面$6V];*H];数
量明显比%F"’%"配伍涂层表面多$且和磷灰石涂层
组区别不明显%细胞染色结果与图#的细胞活性检
测结果相一致$进一步说明高黄芩苷’低栀子苷配伍
可选择性地调控6V];*H];的生长行为$为下一代
药物洗脱支架的设计构建提供新的思路%
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图F!黄芩苷与栀子苷配伍对6V];&H];作用BL的细胞骨#架细胞核染色图

?!结!论

本文制备了一种可应用于药物洗脱支架表面的
磷灰石载药涂层$并携载具有抗血栓*抗炎的栀子苷
和’或黄芩苷$选择性地调控6V];*H];的生长行为$
以分析磷灰石药物洗脱支架涂层携载黄芩苷’栀子苷
对6V];增殖与H];生长的作用%主要结果如下!

-#黄芩苷’磷灰石涂层可有效抑制6V];增殖及
促进H];细胞生长$其调控性能与药物剂量呈相关性&

S#栀子苷’磷灰石涂层对6V];有轻微的抑制
作用$对H];细胞增殖无影响$其作用效能与药物
剂量无相关性&

7#高黄芩苷’低栀子苷配伍的磷灰石载药涂层
不仅具有显著性地抑制6V];增殖$其抑制效果并
未随时间的延长而减弱$且对H];表现出明显的促
增殖作用%

本文结果为栀子苷’黄芩苷载药磷灰石涂层应
用于药物洗脱支架以解决术后血管支架内皮化*再
狭窄及炎症等的问题提供理论依据%
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