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榆干离褶伞溶栓酶对内皮细胞损伤大鼠模型的 
保护作用 

王玉娇, 周广亮, 沈明花* 

(延边大学医学院, 延吉  133000) 

摘  要: 目的  探讨榆干离褶伞溶栓酶对肾上腺素致血管内皮细胞损伤的保护作用。方法  采用注射肾上腺素

结合冰浴的方法制备大鼠血管内皮细胞损伤模型, 检测血液循环内皮细胞数(CEC)和血浆血栓素 B2 (TXB2)、6-

酮-前列腺素 E1α(6-keto-PGE1α)、组织纤溶酶原激活物(t-PA)以及抗凝酶 (Ⅲ AT- )Ⅲ 的含量。结果  模型组的 CEC

和 TXB2 水平较正常组明显增高, 且 t-PA 和 AT-Ⅲ含量下降。用药组可减少 CEC 和 TXB2 水平, 提高

6-keto-PGE1α、t-PA和 AT-Ⅲ含量。结论  榆干离褶伞溶栓酶对血管内皮细胞起保护作用。 
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Protective effects of fibrinolytic enzyme from Lyophyllum ulmarium on 
vascular endothelial cells injury in rats 

WANG Yu-Jiao, ZHOU Guang-Liang, SHEN Ming-Hua* 

(Medical College of Yanbian University, Yanji 133000, China) 

ABSTRACT: Objective  To investigate the protective effect of fibrinolytic enzyme from Lyophyllum 
ulmarium on endothelial cell injury induced by adrenaline. Methods  Rats were injected with adrenaline and 

made swim in ice-cold water. Then the number of circulating endothelial cells, and the levels of plasma 

thromboxane B2 (TXB2), 6-ketone-prostaglandin E1α (6-keto-PGE1α), tissue-plasminogen activator (t-PA) and 

anticoagulant enzyme Ⅲ (AT- ) in plasma were measured. Ⅲ Results  The number of circulating endothelial 

cells and TXB2 were increased in model group, and the levels of t-PA and AT-  were decreased coⅢ mpared with 

the normal group. Compared with the model group, the numbers of circulating endothelial cells and TXB2 

content were decreased, and the levels of t-PA and AT-  were increased in treatment groups. Ⅲ Conclusion  The 

fibrinolytic enzyme from Lyophyllum ulmarium presents the protective effect on vascular endothelial cells. 
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1  引  言 

近年来, 随着食用菌生物活性的深入研究, 发

现有些食用菌具有溶栓活性, 并从中分离纯化了不

同的溶栓酶[1-3]。因食用菌中分离的溶栓酶具有安全

性高、可以口服、比较经济等特点, 越来越受到研究
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者的关注。但是目前, 这些食用菌溶栓酶的研究大部

分仅限于酶学特征及体外溶栓活性上, 而在体内的

溶栓机制方面的研究较少。 

血栓的形成与诸多因素有关, 如血管内膜损伤、

血小板功能异常等。血管内皮细胞不仅作为血液和血

管平滑肌之间的屏障, 又作为机体最大的内分泌器

官[4], 在调节血管紧张度、抗血小板聚集以及抗凝促

纤溶等过程中起着重要的作用[5]。因此, 保护血管内

皮细胞并调节其分泌功能对血栓性疾病的预防及治

疗具有非常重要的意义。在先前研究中我们已从榆干

离褶伞(Lyophyllum ulmarium)菌丝体中分离纯化了分

子量约为 50 kDa 的溶栓酶, 其在体外可水解纤维蛋

白和纤维蛋白原[6]。后续还发现其发酵液具有溶栓作

用[7]。在此基础上本文研究榆干离褶伞溶栓酶对血管

内皮细胞影响, 并从保护血管内皮细胞的角度阐明

其溶栓机制。 

2  材料与方法 

2.1  材  料 

榆干离褶伞溶栓酶: 由延边大学医学院生物化

学与分子生物学研究室提供。 

2.2  试  剂 

Factor Ⅷ兔抗体、FITC-IgG羊抗兔荧光二抗, 购

买自凯基试剂公司 ; 血浆血栓素 B2 (plasma 

thromboxane B2, TXB2) 、 6- 酮 - 前 列 腺 素

E1α(6-ketone-prostaglandin E1α, 6-keto-PGE1α)、组织纤

溶酶原激活物(tissue-plasminogen activator, t-PA)以及

抗凝酶 (anticoagulant enzyme , ATⅢ Ⅲ - )Ⅲ 试剂盒, 购

自上海市严谨生物科技有限公司。 

2.3  实验动物 

180~220 g体重范围的 SD大鼠 48只, 雌雄不拘, 

由延边大学实验动物中心提供。 

2.4  仪  器 

奥林巴斯 BX53 倒置荧光显微镜(日本奥利巴斯

株式会社); RT-2100型酶标仪(深圳雷杜公司)。 

2.5  方  法 

2.5.1  动物分组及给药 

将大鼠随机分为 6 组 , 即正常组、模型组、阳

性对照组、用药高、中、低剂量组 , 每组 8 只。阳

性对照组以 23 mg/100 g(以体质量计)剂量灌胃复

方丹参片溶液 , 用药组按 5 mg/100 g、25 mg/100 

g、50 mg/100 g(以体质量计)的剂量灌胃榆干离褶

伞溶栓酶 , 正常组和模型组灌胃等容生理盐水 , 

每日 1 次 , 连灌 7 d。用生理盐水将 1 mg/mL 的盐

酸肾上腺素稀释 1.5倍 , 以 0.05 mL/100 g标准 , 于

d 3 开始每日的 8:00、12:00、16:00 给模型组、阳

性对照组和用药组大鼠在皮下注射盐酸肾上腺素 , 

正常组以生理盐水代替。连续注射 5 d, 并在最后

2 天每 2 次注射间隔将大鼠放入冰水中 5 min, 共

4 次。  

终止给药后第 2天, 用 20%乌拉坦麻醉大鼠, 心

脏取血, 用于血浆指标和循环内皮细胞数检测。 

2.5.2  测定方法 

以Hladovec[8]法和免疫荧光法[9]检测循环内皮细

胞, 其他指标均按试剂盒说明书操作。 

2.5.3  统计学处理 

用 SPSS 统计软件处理, 组间比较采用 t 检验, 

多组比较进行单因素方差分析, 数据以均数±标准差

表示。 

3  结果与分析 

3.1  循环内皮细胞数变化 

如图 1 和表 1 所示, 模型组的循环内皮细胞数

(circulating endothelial cells, CEC)比正常组明显增多, 

两组具有显著性差异(P<0.05), 这就提示肾上腺素结

合冰浴的不良刺激引起大量血管内皮细胞的脱落 , 

内皮细胞损伤大鼠模型复制成功。与模型组相比, 阳

性对照组和中、高剂量用药组的 CEC 显著减少, 具

有统计学意义, 这就说明本实验中所用的剂量范围

下复方丹参片和榆干离褶伞溶栓酶具有保护血管内

皮细胞的功能。 

3.2  榆干离褶伞溶栓酶对 6-keto-PGE1α、TXB2、

t-PA 含量和 AT-Ⅲ活性的影响 

结果表明, 模型组 t-PA 含量和 AT-Ⅲ活性显著

低于正常组, 而 TXB2水平高于正常组。用药组和阳

性对照组的 6-keto-PGE1α、AT-Ⅲ活性以及高剂量组

的 t-PA 含量显著高于模型组, 而 TXB2水平下降(见

表 2)。 
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图 1  免疫荧光法观察循环内皮细胞数(×40) 

Fig. 1  The number of circulating observed with immunofluorescence method(×40) 
A: 正常组, B: 模型组, C: 阳性对照组, D: 低剂量组, E: 中剂量组, F: 高剂量组 

A: normal group, B: model group, C: positive control group, D: low dose group, E: middle dose group, F: high dose group 
 
 

表 1  Lyophyllum ulmarium 溶栓酶对循环内皮细胞数的影响 
Table 1  The effect of fibrinolytic enzyme from Lyophyllum ulmarium on the number of circulating endothelial cells 

组别 浓度(mg/100 g) 动物数(只) 循环内皮细胞数(×103/mL) 

正常组 — 8 3.9 ± 0.7** 

模型组 — 8 7.8 ± 0.9△ 

阳性对照组 23 8 4.2 ± 0.9** 

用药组 

5 8 6.6 ± 1.4△△ 

25 8 5.4 ± 1.2** 

50 8 4.3 ± 1.00** 

注: 与模型组相比, *表示 P<0.05, **表示 P<0.01; 与阳性对照组相比△表示 P<0.05, △△表示 P<0.01 

 

 
表 2  Lyophyllum ulmarium 溶栓酶对大鼠 6-keto-PGE1α、TXB2、t-PA 和 AT-Ⅲ的影响 

Table 2  The effect of ibrinolytic enzyme from Lyophyllum ulmarium on levels of t-PA, AT-Ⅲ, 6-keto-PGE1α and TXB2 

组别 剂量(mg/100 g) 6-keto-PGE1α(ng/L) TXB2(ng/L) t-PA(μg/L) AT-Ⅲ(U/mL) 

正常组 — 44.2±2.3 15.0±1.6** 9.2±0.4* 8.1±0.6** 

模型组 — 42.2±2.1△ 19.5±2.0△ 8.5±0.5 6.2±0.5△△ 

阳性对照组 23 48.3±4.8* 16.9±2.0* 9.0±0.5 8.3±0.5** 

用药组 

5 46.1±2.6* 18.3±2.6 8.5±0.4 7.7±0.6**△ 

25 50.5±3.3** 16.6±1.9** 8.8±0.5 8.2±0.7** 

50 49.8±4.1** 15.5±2.2** 9.5±0.6 △△**  8.2±0.6** 

注: 与模型组相比, *表示 P<0.05, **表示 P<0.01; 与阳性对照组相比△表示 P<0.05, △△表示 P<0.01 
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4  讨  论 

血管内皮细胞在心脑血管性疾病的发生及治疗

中发挥重要作用。很多因素影响血管内皮细胞的功能, 

如高血脂、高血糖、氧化应激及一些炎症性病变等。

在本研究中采用肾上腺素结合冰浴的方法[10]建立血

管内皮细胞损伤动物模型, 观察了榆干离褶伞溶栓

酶对血管内皮细胞的保护作用。 

血管内皮细胞是心、血管和淋巴管内膜上的一层

扁平上皮细胞, 在病理状态下可从血管壁脱落并进

入血液循环, 成为循环内皮细胞。正常情况下, 外周

血中循环内皮细胞的数量很少, 而发生血管损伤、肿

瘤、炎症、感染或心血管疾病等情况下其数量可明显

增加, 而这种数量的增加可反映血管内皮细胞损伤

程度。目前认为, 循环内皮细胞是特异而直接判断血

管内皮细胞损伤的指标[11-13]。本实验显示肾上腺素和

冰浴的不良刺激使内皮细胞脱落增多, 致模型组的

循环内皮细胞数明显升高。肾上腺素具有强烈的缩血

管作用, 加上冰浴不良刺激产生的内源性肾上腺素

水平升高, 导致血管痉挛加重, 血压升高, 造成大鼠

血管内皮细胞损伤并脱落进入血液循环。榆干离褶伞

溶栓酶处理后, 用药组的循环内皮细胞数降低, 表明

榆干离褶伞溶栓酶可减轻不良刺激对血管内皮细胞

的损伤。我们的前期研究表明, 榆干离褶伞具有抗氧

化、抑制凋亡[14,15]等生物学活性。由此我们认为, 榆

干离褶伞溶栓酶有可能通过此种机制抵抗肾上腺素、

冰浴等不良刺激对血管内皮细胞的损伤。 

在各种物理、化学因素的作用下血管内皮细胞受

到损伤时, 其分泌功能也随之发生变化。t-PA、PAI、

AT-Ⅲ和 PGI2 等作为血管内皮细胞分泌的活性物质, 

在抗凝促纤溶过程中起重要作用。当肾上腺素和低温

刺激作用于血管内皮细胞时其分泌功能减弱, 导致

模型组血浆的 t-PA 和 AT-Ⅲ活性下降, 但对 PGI2的

代谢产物-6-keto-PGE1α水平的影响并不明显。本实验

中我们还测定了 t-PA 的抑制剂 PAI 的含量, 但因各

组之间没有显著性差异所以没有列出其实验数据。与

模型组相比, 用药组血浆 6-keto-PGE1α、t-PA和AT-Ⅲ

水平升高, 这就说明榆干离褶伞溶栓酶对血管内皮

细胞的保护作用下, 可以减轻不良刺激对血管内皮

细胞分泌功能的影响。TXB2的前体- TXA2是强烈的

缩血管物质, 并具有活化血小板的作用[1]。内皮细胞

分泌的 PGI2通过一些机制使TXA2合成减少, 从而抑

制血小板聚集。本研究结果表明 , 用药组的

6-keto-PGE1α水平高于模型组, 即用药以后 PGI2水平

升高。高水平的 PGI2可抑制血小板磷脂酶 A2和环加

氧酶 , 致使 TXA2 合成减少 , 这就可解释用药组

TXA2的代谢产物-TXB2水平下降的原因。 

综上所述, 榆干离褶伞溶栓酶可调节内皮细胞

的分泌功能, 并具有保护血管内皮细胞的作用。此作

用可能作为榆干离褶伞的抗血栓机制之一。 
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