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实 验 研 究

冠心康对高脂血症大鼠肝低密度脂蛋白

受体基因表达的影响

刘 萍
’
张静生

“

摘要 目的
�

在基因水平上探讨中药冠心康的降脂作用机制
，

为中药新药的研制提供科学依据
。

方法
�

将高脂血症大鼠随机

分为模型组
，

冠心康大
、

中
、

小剂量组
，

西药来适可组及中药血

脂康对照组
，

每组 ��只
�
另取 �。 只喂饲 正常饲料大 鼠为正常

对照组 连续灌胃给药 �� 天后
，

��
一

��� 法测定大鼠肝低密度

脂蛋白受体信使核糖核酸 �� ���
�

� ������水平 结果
�

冠心康

中剂量组 ���� ���� 相对 含量高于大剂量组 和小剂量组
，

差异具有显著性 �尸咬�
�

��� 冠心康中剂量组能明显提高高脂

血症大鼠肝 �
�

��� ���� 水平
，

与西药来适可 比较
，

无显著性

差异 ��� �
�

�� ��与血脂康比较
，

有显著性差异 �尸� 。
�

���
。

结

论
�

冠心康可明显增强高脂血症大 鼠肝 ���� 基因表达
，

从而

加快血中低密度脂蛋白胆固醇 ����
一��的清除

，

起到调控血脂

水平 的作用
，

且此作用尤以冠心康中剂量为佳
。

主题 词 高脂血症 �中医 药疗 法 受体
，
���

�

�药物作用 返

冠心康

低密度脂蛋白受体������功能缺陷是引起动脉

粥样硬化及冠心病的主要原因之一
。

中药复方制剂冠

心康临床应用于高脂血症
、

冠心病的治疗取得 了满意

的疗效二‘�
。

本研究在基因水平上探讨了冠心康对高脂

血症大鼠肝 ���
，
� 基因表达的影响

，

以期进一步阐明

中药复力调脂作用的机制
。

� 材料与方法

�
�

� 药物与试剂

中药冠心康的制备
�

冠心康由黄蔑
、

全瓜萎
、

蓬 白
、

丹参组成
，

生药材购自辽宁中医学院附属医院
。

其中黄

茂
、

丹参用渗漏法回收浓缩液
，

并浓缩成稠膏 �蓬 白提

取挥发油 �全瓜萎煎煮 �次
，

合并煮液
。

将上述三者合

并浓缩成膏剂
。

其生药含量为 �
�

����。 �
。

实验对照药
�

来适可�氟伐他汀�胶囊由瑞士诺华

制药有限公司生产
，

北京诺华制药有限公司进 口分装
。

血脂康胶囊由北京北大维信生物科技有限公司生产
。

基金项 月
�

国家科技部新药基金 ���一 �� �一 。 �一 ����，

辽宁省科

技厅 自然基金项 目���红�� �

� 上 海 中医药大学 附属龙华 医 院科研 实 验室
，

上海市零陵路

���号 ��������

� 辽宁中医学院附属医院

收稿 日期
�����一 ��一 ���修回 日期

������一 。 �一 ��

动物造模用药
�

胆固醇
、

胆酸钠
、

蔗糖为 中国医药

集团上海化学试剂公司产品
，

均为分析纯 �丙基硫氧喊

陡由中国上海集成药厂生产
。

主要试剂
�
���� 为上海生工生物工程有限公司

产品
，

批号 ������� ��逆转录试剂盒为 ������ 公司产

品
，

批号 ��������
�
��

，一
�。 。 。 为宝生物工程有限公司

产品
，

批号 ��������
。

�
�

� 主要实验仪器
�
��� 扩增仪

�
����型

，

美国 ��

公司产品 �蛋白一核酸分析仪
�������� ��

一

�� 。 ，

美国

生产
。

�
·

� 实验动物
�

��
���� 雄性大鼠

，

体重 ���士 ���
，
��

只
，

购 自中国医科大学实验动物中心
。

合格证号
�

辽实

动质字���������号
。

�
�

� 高脂血症动物模型的建立

高脂饲料配方
�
��胆 固醇

、 。
�

��胆酸 盐
、

��蔗

糖
、

���猪油
、
�

�

��丙基硫氧嗜吮
、

��
�

��基础饲料
，

由沈阳市于洪区实验动物饲料厂制备
。

造模方法
�

随机抽取 �� 只大鼠
，

每天喂饲高脂饲

料 ����只
，

不足者补以正常饲料 �另取 �� 只喂饲正常

饲料
�

共 �� 天
。

分组及给药方法
�
�功正常组

�

�� 只
，

等体积生理

盐水灌 胃�普通饲料 ����模型组
�

�� 只
，

等体积生理

盐水灌胃�高脂饲料 ����冠心康大剂量组
�

�� 只
，

按

���生药
·

��”
·

�一
‘
灌 胃给药十高脂饲料

��� �冠心

康中剂量组
�

�� 只
，

按 ���生药
·

��
“ ’ ·

�
一 ’
灌 胃给药

�高脂饲料
����冠心康小剂量组

�

�� 只
，

按 ��
�

�� 生

药
·

��
一 ‘ ·

�一 ’
灌 胃给药十高脂饲料 ����中药血脂康

对照组
�

�� 只
，

按 �
�

����
·

��一
’ ·

�
一 ’
灌 胃给药十高脂

饲料
����西药来适可对照组

�

�� 只
，

按 �
�

���
·

��
一 ’

·

�一
’
灌胃给药十高脂饲料

。

共观察 �� 天
。

�
�

� 取材
�

各组动物连续给药 �� 天后
，

禁食 �� 小时
，

���氨基 甲酸 乙醋腹腔注射
，

麻醉后
，

腹正 中线切 口
，

分离肝脏
，

取部分肝左叶放人
����

�����管中
，

液氮中

保存备用
。

�� � 实验步骤与方法

肝组织 中总 ��� 抽提
�

采用异硫氰酸弧一苯酚
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���
· ����

�

���
�

����
，
���

�

��
，
��

�

��

一氯仿一步法泪
。

总 ��� 纯度鉴定
�

取总 ��� ��川

加 ���胖����� 处 理 水
，

测 同 一 样 品 在 ����� 和

����� 的吸光度
，

以 ������������� 比值表示其纯

度
。

��� 电泳
�

每个
���������管中加甲酞胺 ��拼�

、

��

义 �
��� �拜�

、

甲醛 �拜�
、

嗅化 乙锭 �拜�
、

甘 油 一 滨 酚兰

�拌�
，

加 ��� 样品 �肛�
，

共计约 ��拌�
，

将上述含 ��� 样

品的混合液在 �� �水浴箱中变性 ����
，

上样
。

��� 电

泳
����

、
�小时

。

��
一

��� 反应川
�
���引物设计

�

利用 �����
��数

据库 中提供的大 鼠 ���� ���� 全序列 和 ������
·

�

引物设计软件进行引物设计
，

由上海生工生物工程公

司合成
。

����
�

上 游 �
’ 一

��� ��� ��� ��� ���

��� ���
一

�
’ �下游 �

’ 一

��� ��� �� � ��� ���

��� �
一
�

’ �引物长 ��个 ��
，

扩增
���� 全长 ������

件����
� �

上游 �
’ 一
��� ��� ��� ��� ��� ���

���
一

�’ �下游 �
’ 一

��� ��� ��� ��� ��� ���
�

���
一

�
’ �
引物长 ��个 ��

，

扩增
���� 长 �����

。

���反

应过程
�

采用一步法进行 ��� 扩增
。

反应体系为
�

��

只 ��� 扩增缓冲液 �件�
、

���� 的 ����
���拜�

、
����

的 ���� �闪
、

��� 酶抑制剂 �川
、

上游引物及下游引

物各 �拼�
、

��� 样品 �拌�
、

������ 逆转录酶 �拜�
、

���

��� 聚合酶 �浏
、

加无酶水 ��川
。

反应体系总体积为

沁川
�

混 匀后
，

置 于 ��� 扩增 仪 中
，

扩增条件为
�
���

�����
�

反转录 ��〔
，

����� �
预变性 ��� ���� 。

��� 扩

增
�，��

，

变性 ���
，
�� 〔

’

退 火 �
�

����
，

���延 伸 ����
。

经 �。 个循环
，

���
、

����，�
，
�������� 终止 反应

。

���俘
�

�、����
�

反转录 ��������
，

预变性 �������
。

��� 扩

增
�
���

’

变性 ���
，

���退 火 ����
，
���延伸 ����

，

经

��个循环
，

�� ����� 终止反应
。

������ 产物电泳
�

取

�川 ��� 产物加上 �闪 �
�

���甘油一澳酚兰上样缓 冲

液
，

混 匀 后
，

小 心 加 样
，

于 ��琼 脂 糖 胶 中 电 泳
，

�����
��

，
�小时

。

电泳结束后紫外光下观察 ��� 电泳

带
，

摄片
，

于凝胶成像仪上进行 目的条带的密度定量
，

以 目的基因带的密度与内参 卜����� 条带 的密度之 比

作为该 目的基因的 ���� 相对含量
。

�
�

� 统计学处理
�

采用 ����� �
�

�统计软件进行方差

分析
。

艺 结果

�
�

� 总 ��� 抽提结果
�

取少量总 ��� 样品经紫外

分光光度仪分析
，
������������ 比值介于 �

·

�一 �
�

�

之间
，

表示样品为纯 ��� � ��� 经 �
�

��变性琼脂

糖凝胶电泳后
，

紫外光下观察到 ��
�
和 ��� ��� 两条

清晰带
，

且 ��
�
的荧光强度为 ��

�

的二倍以上
，

说明

附表 用药 �� 天后各组大鼠肝 ���
一

� ���� 的

表达情况比较 �于士
、 �

组 别 鼠数 �只� 剂量������ �����侣
一����� �����

正常组 ��� 等体积生理盐水 ��
�

��� 。 士 。
�

����

模型组 �� 等体积生理盐水 �
�

����立 。
�

����’
冠心康大剂量组 �� �� �

�

����士 。
�

��肠
、
乙

冠心康中剂量组 �� �� �
�

����士 �
�

�����
，
乙

冠心康小剂量组 �� 川
�

� ��
�

����士 。
�

�����一

来适可组 �� �
�

���� �
�

����士�
�

����乙

血脂康组 �� �
�

��� ��
�

����士 �
�

����
·
全

�

与正常组 比较
， � �� 。

�

��� �
与模型组 比较

， △尸� �
�

��

��� 分子无降解
。

�
�

� 冠心康对高脂血症大鼠肝 ���� ���� 的影

响
�

附表示
，

模型组 �
一

��
�

� ���� 表达明显低于正常

组 �尸��
�

���
，

各用药组 ���
�

� ���� 表达明显好于

模型 组
，

经 统 计 学处 理
，

差 异 具 有 显 著性 �� 均 �

�
�

���
。

冠心康中剂量组 ���
一

� ���� 相对含量高于

大剂量组和小剂量组
，

差异具有显著性 �尸� 。
�

�� �
。

冠

心康中剂量组 ���� ���� 相对含量与正常组
、

模型

组 比较
，

差异均有显著性 �尸��
�

�� ��与西药来适可组

比较
，

差异无显著性 ��� �
�

�� ��与中药血脂康组 比

较
，

差异有显著性 �尸��
�

���
。

� 讨论

���� 是血浆中胆固醇代谢的主要途径
‘ ，

循环

中约 ��写低密度脂蛋白����
�

�由肝脏清除
�

其中 ���

是由 �
�

��� 途径清除的
，

所以 �
�

��
�

� 对调节体内胆固

醇平衡
，

调节血浆总胆固醇����含量起着关键作用
。

最近的研究表明
，

���
�

� 表达低下是引起高脂血症
、

动

脉粥样硬化的主要原因之一 二�二
，

高脂血症 及冠心病的

病因主要是转录水平的调控异常 习
，

而基因表达的调

控多是在转录水平上进行的
，

因此 ���� 水平有很大

变 化
。

本 研 究 结 果 表 明
�

高 脂 血 症 模 型 组 ����

���� 表达明显低于正常组
�

提示高脂血症 时
，

由于

抑制 了 ���� 的转录
，

故 ���� ���� 表达低下
，

此

与文献报道一致
。

由于循环 中的 ���厂�
主要通过肝脏 ���� 途径

清除
，

因此肝脏 ���
才

� 表达的变化能够决定并反映血

中胆固醇的代谢
。

��，�厂�
与肝细胞表面的 ���

才

� 结合

后被细胞内吞分解成氨基酸和游离胆 固醇
�游离胆固

醇可 以抑制经 甲基戊二酸辅酶 � ����
一

��� �还原酶

活性
，

以减少细胞内合成胆固醇
�

并激活内质网脂酶一

胆固醇酸基转移酶
�

使游离胆固醇被酷化成胆固醇酷
�

抑制了通常以膜蛋白的形式存在于内质网膜上固醇调

节元件结 合蛋 白�������前体切割位点 �的活性
，

�����前体不能被切割
，

不能与内质网膜解离进人核

内
�

与 ���� 基因 �
’

端固醇调节元件结合
�

从而抑制
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了 ���转录因子活性
，

使肝脏细胞 ���� ���� 水平

降低叫
。

本研究结 果表 明
，

药物 可 以解 除高脂 血症时对

�
一

���
一

� 转录的抑制作用
。

其中冠心康中剂量组 �
一

��
才

�

���� 相对含量高于大剂量组和小剂量组
，

提示在 �

个剂量组中以中剂量的疗效为佳
。

而冠心康中剂量组

���
、
���八 相对含量与西药来适可组 比较差异无显

著 性 �尸� �
�

���
，

提 示 二 者 在 分 子 水 平 上 对 增 强

�
�

��� 基因表达的作用相近
�
与中药血脂康组 比较

，

冠

心康中剂量组作用优于血脂康组 �尸��
�

���
。

现代药理研究表明
，

黄茂能明显抑制 ���
一

���

活性 仁�」。

瓜萎能降低血清总胆固醇和 件脂蛋白川
。

菠白

挥发油能降低血脂
，

尤其对 ��
、

�� 作用明显
，

同时又

能降低 血清过氧化脂质
，

提高前列环素含量
，

抑制血栓

素 ��

合成川
。

丹参通过抑制胆固醇内源性合成
，

可降

低高脂血症大 鼠血清 ��
、

�
一

��
一 。 及主动脉胆 固醇水

平
，

提高血中 ����
一�
或肝 �

一

��
二

� ���� 水平 〔‘ 。 〕 。

综上所述
，

我们认为冠心康调脂及防治动脉粥样

硬化和冠心病的可能机制
，

一是明显增加肝 ���� 基

因表达
，

继而增加 ���� 活性
，

加快血 中 ���
一�
的清

除
，

调控血脂水平 �二是对体内合成 ��过程的限速酶

���
一

��� 产生竞争性抑制
，

限制 �� 内源性合成
，

反

馈性地使 ���� 数量增加和活性加强
，

加快极低密度

脂 蛋 白������
、

���
�

经 ���� 途径 的吸收
，

使血 中

����
砂 、

�
一

�� 水平降低
。

其确切机制尚待进一步研究
。
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