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银杏胶囊防治兔动脉粥样硬化的实验研究
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‘
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“

摘要 目的
�

观察银杏胶囊防治动脉粥样硬化的作用
。

方法
�

建

立兔动脉粥样硬化模型
，

分别测定动脉壁血小板源性生长因子
一

�������
一

��基因表达
、

血浆脂质过氧化物
、

红细胞内超氧化

物歧化酶
、

主动脉壁形态学
、

主动脉壁光镜
、

透射电镜观察
。

结

果
�

银杏胶囊下调生长因子 ����
一

� ���� 表达水平
，

抗脂质

过氧化
，

提高红细胞内超氧化物歧化酶活性
�
大体形态

、

光镜
、

电镜显示
，

银杏胶囊能减轻动脉粥样硬化病变程度
，

减少泡沫

细胞层数
。

结论
�

银杏胶囊有防治动脉粥样硬化作用
。

主题询 动脉粥样硬化�中医药疗法 � 银杏胶囊

银杏叶为银杏科银杏属 ������� ������ �
�

�植物

的叶部
，

主要成分为菇内醋类及黄酮类化合物
。

既往的

研究表明���
“ 〕 ，

银杏叶防治心脑血管疾病有多方面的作

用
。

本研究揭示从银杏叶中提取出来的制剂银杏胶囊

�百路达�对动脉粥样硬化血小板源性生长 因子
一

�

�����
一

��的影响
。

� 材料

�
�

� 动物
�

雄性新西 兰大 白兔 �� 只
，

体重 �
�

�� 士

�� ����
，
由中国科学 院上海药物所实验动物 中心提

供
。

实验期间兔由中国科学院上海药物所实验动物中

心专人饲养
，

标准室温
、

湿度
。

�
�

� 药物及试剂
�

银杏胶囊�商品名
�

百路达
，

上海信

谊制药厂生产
，
批号 �������购 自上海医药有限公司 �

牛血清白蛋白
、

胆固醇购 自上海生物化学试剂总公司
�

������试剂
、
��������������试剂盒由 ����

� ���
�

公

司提供
，

硫代 巴 比妥酸 ����
，
�����

公 司�
，
丙兰醛

����
，
�����

公司�
，

邻苯三酚�����
�
公司�

。

其它试

剂购 自����
�
公司华美公司

。

���
一

�引物根据文献闭

上游
��’
���������������������������

��� �’
下游 �’ �����������������������

���� �’ 。

扩增片段 ��� ��
，

件
����� 引物根据文献

「�〕的上 游 �
�’
�������������������� �’ ，

下 游 �夕�������������������� �夕
。

扩增 片

段 �����
。

� 上海中医药大学附属龙华医院心 内科
，
上海市宛平南路 ���

号��������

� 中国科学院上海药物研究所

收稿 日期
�����一 ��一���修回日期

�����一 ��一��

� 方法

�
�

� 分组及实验方法
�

�� 只兔随机分成正常对照组

� 只
，

高脂 模 型 组 � 只
，

银 杏 胶 囊 组 � 只
。

参 照

���������
等阁的方法造成兔实验性动脉粥样硬化模

型
。

实验兔耳缘静脉注射牛血清白蛋 白每次 ������

��
，

于当 日喂拌于饲料的胆 固醇每只 ���日
，

共 ��

周
。

银杏 胶囊组 造模 后
，

同时早 晚 喂饲 各组 每 日

��
�

������
。

�
�

� 组织总 ��� 提取和 ��洲��
一

� ���� ��
一

���

测定
�

根据 ����
� ��� 公司 ������试验盒说明书

，

采 用 一 步法 提 取 总 ���
，

紫外 分 光 光 度 计 定 量

���
��。
���

��。
��

�

��
。

根据 ��������������试验盒说

明 进行逆 转 录反 应
。

用 �拜� 总 ��� 逆 转 录合 成

����
。
��拼�逆转录体系包括

�
���� ����� �拜�

，

总

��� �拌�
，
�������随机六聚体引物 �产�

，
��℃ �����

，

冰浴 ����
，

然后加入 �火 逆转录酶缓冲液 �拌�
，
����

���� �川
，
����� ��� �拜�

，

�
一

��� �产�����拜�
，
��℃

����
，
��℃ ����� ，

��℃ ����� ，
��℃ ����

，
一 ��℃保存

。

总 ��� 经 �� 反应后聚合酶链反应 ���� 反应�
，

采

用 �对引物在同一体系中进行 ��� 反应
，

其中 卜�����

的引物作为内参
。

��风��� 反应体系包括
�

�� � ���

缓冲液 �拌�
，
���� ����

��
�

�拜�
，
�

�

��� ���� �
�

�“�
，

������������
目的基因正负链各 �拌�

，
������件

�����

������
正 负链 各 �拌�

，
�� 产 物 �拼��������

，
��� 酶

�
·

�拼���
·

���
，
����� �

·

�拌�
，

振荡混匀
，

加 ��拜�液体石

蜡
，

置 ��� 扩增仪上扩增
，

反应依次进行 ��℃变性

���
，
����退火 ���

，
��℃延伸 ����

，
��次循环

，

结束后

����� 胶上进行电泳
，
电泳缓冲液 �����

。

银染显

色 〔�〕取 电泳后 ��� 胶
，
一。�乙醇 固定 �����

，
���

�
�

冲洗 �次
，
�

�

�� ���
�

冲洗 �次
，
�

�

���� ����
�

吸

附 �����
，
����� 冲洗 �次

，
�

�

��� �����
�，
�

�

����

甲醛染色
，

���冰乙酸固定后
，

将 ��� 胶放于油泵干

燥机上加热抽干约 �小时
，
于凝胶图像分析并拍照

。

�
�

� 月旨质过氧化物�����
、

红细胞内超氧化物歧化酶

�����的测定
�
���采用改良的八木国夫法川测定

，

红

细胞内 ��� 测定采用邻苯三酚自氧化抑制法川
。

�
�

� 主动脉壁形态学观察
�

标本纵形切开
，

生理盐水
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����
�

���
�

����
，
���

�

��
，
��

�

�

冲净后
，

观察动脉内膜面粥样斑块的大小
、

部位
、

范围
。

硬化分级标准参照余艳辉等川分级
�取胸主动脉上段

予 ��写甲醛浸泡固定
，

常规脱水
，

透明
，

包埋
，

切片
，

经

�� 染色
，

封片
，

在光镜下观察主动脉粥样硬化变化
，

并照像
。

参照汪健等仁’ “口的方法
，

评定病变程度
。

主动脉壁透射电镜观察
，

主动脉靠近升主动脉起

始段 �一 ���
�

小块组织
，
�� ��戊二醛 中固定 �小

时
，

经二甲砷酸钠缓冲液冲洗后
，

再固定于 ��饿酸

溶液中
，

酒精梯度脱水
，

经 ��� 环氧树脂包埋后
，

切

片厚 ����
，

经醋酸钠与构椽酸铅双重染色
，

透射电

镜下观察
。

�
�

� 统计学方法
�

所有数据以 牙士
�
表示

，

计量资料采

用方差分析
，

计数资料采用 �讨��进行数据处理
。

� 结果

�
�

� 各组动物造模前后体重变化的比较
�

实验过程

中
，

有 �只动物死亡
，

正常对照组
、

高脂模型组各 �只
。

实验前正常对照组
、

高脂模型组
、

银杏胶囊组各组体重

����分别是 �
�

��士�
�

��
、

�
�

��士�
�

��
、

�
�

��士 �
�

��
，

差

异无显著性 �尸��
�

���
，

高脂 �� 周后
，

各组平均体重

较实验前明显增加
，

正常对照组
、

高脂模型组
、

银杏胶

囊组各组体重 ����分别是 �
�

��士 �
·

��
、

�
·

��士 �
·

��
、

�
�

��士 �
�

��
，

但各组与正常对照组 比较差异无显著性

����
�

���
。

�
�

� 各组 ����
一

� ���� 表达
，

血浆 ���
、

���
、

动

脉粥样硬化程度 比较
�

动脉粥样硬化组织 ����
一

�

���� 表达分析显示
，

高脂模型组 比正常对照组动脉

粥样硬化组织 ����
一

� ���� 表达明显增加 �尸�

�
�

���
，

银 杏胶囊组 治疗后 比高脂模 型组 ����
一

�

���� 表达明显降低�尸� 。 �

���
。

高脂模型组动脉粥

样硬化血浆 ��� 比正常对照组明显增高�尸��
�

���
，

高脂模型组 ��� 较正常对照组明显降低�尸��
�

���
，

银杏胶囊组治疗后均显著降低动脉粥样硬化血浆

����尸��
�

���
，

明显升高 ����尸��
�

���
。

动脉粥样

硬化形态学分析显示
，

肉眼观察正常对照组主动脉壁

光滑
，

无异常隆起
、

斑块
，

高脂模型组均有块状黄色隆

起
，

多呈融合状态
，

严重者几乎筱盖主动脉至腹主动

脉
，

银杏胶囊组见线状
、

少量融合状斑块
，

多位于主动

脉弓部
，

降主动脉开 口处
。

在粥样硬化分级程度
，

银杏

胶囊组明显低于高脂模型组 �尸��
�

���
，

见附表
。

�
�

� 光镜观察
�

正常对照组血管壁内膜光滑
，

层次清

晰
。

高脂模型组动脉内膜呈新月形隆起
，

内膜下大量含

脂质泡沫细胞增生
，

散在性个别细胞膨大崩解
、

液化
，

伴平滑肌细胞增生和少量炎性细胞浸润
。

银杏胶囊组

内膜下平滑肌细胞增生减轻
，
泡沫细胞层数减少

。

病变

程度银杏胶囊组动脉粥样硬化病变程度明显减轻
，

银

杏胶囊组轻度病变 �例
，

中度病变 �例
，

重度病变 。

例 �高脂模型组轻度病变 �例
，

中度病变 �例
，

重度病

变 �例 �两组比较有显著性差异�尸��
�

���
。

透射电镜

观察正常对照组主动脉内皮细胞紧密连续
，

内皮细胞

下间隙狭小
，

主动脉中膜平滑肌胞质内有少量线粒体
、

内质网等细胞器
，

胞质内含较多肌丝
、

致密体
。

高脂模

型组内皮细胞呈节段囊状膨大
，

表面不规则隆起
，

细胞

内饮泡增多
，

中膜平滑肌侵人内膜
，

内质网扩张
，

高尔

基体增多
，

合成型平滑肌细胞明显增多
，

肌丝分布减

少
，

内膜下见多层泡沫细胞
，

并见胞质内脂滴
、

髓样小

体
、

基质增多等
，

银杏胶囊组病变明显减轻
，

内膜下泡

沫细胞层数减少
，

平滑肌细胞增生减轻
，

脂滴含量减

少
，

增生的平滑肌细胞胞浆内内质网
、

高尔基体
、

线粒

体较少
，

肌丝含量较多
，
收缩型平滑肌细胞较多

。

� 讨论

��心� 因首先在血小板中发现有促进细胞增殖的

效应
，

而被命名为血小板源性生长因子
。

机体的多种细

胞�如单核巨噬细胞
、

血管内皮细胞
、

血管平滑肌细胞
、

胚胎细胞
、

原巨核细胞
、

造血源细胞及转化细胞等�有

合成和�或分泌 ���升�或 ��兀�样物质的能力
。

����

具有致分裂活性和趋化性
，

促进多种细胞血管平滑肌

细胞
、

成纤维细胞的分裂增殖
，

诱导血管平滑肌细胞和

成纤维细胞的趋化性
，

在动脉粥样硬化的血管平滑肌

细胞迁移和增殖中起着重要作用 〔“ ，‘幻 。
�����

�
等 。 ’ 〕进

一步在细胞培养中观察到
，

大量的丝裂原能刺激血管

平滑肌细胞增殖
，

间接引起血管平滑肌细胞迁移
，

但只

有 ����能直接引起血管平滑肌细胞迁移
。
����还

可激活循环血液中的单核细胞
，

使单核细胞粘附聚集

进人血管壁形成泡沫细胞
。

����刺激血管平滑肌细

胞膜表面的低密度脂蛋白�����的受体活性
，

提高动

脉内膜细胞对 ��� 的反应性
，

促进血管平滑肌细胞通

过受体途经或其它途经摄取 ���
，

同时加速胆固醇合

成醋化咖 〕 ，

抑制受体介导的从细胞内排出胆固醇的作

用
，

与泡沫细胞形成密切相关
。

因此 ����在动脉粥

样硬化的发生
、

发展中起着特殊作用
。

本实验中观察到

主动脉壁动脉粥样硬化组织中 ��〕��一

� ���� 表达

比正常对照组的主动脉血管壁明显增多
，

与以往的研

究比
· “ 〕人动脉斑块 中的血管平滑肌细胞

、

内皮细胞
、

单核细胞表达 ����� ���� 明显增加一致
。

本研究证

实银杏胶囊通过下调 ����
一

� ���� 转录水平
，

影响

血管平滑肌细胞增殖及迁移
，

干预动脉粥样硬化的发

生
、

发展
。

已有研究显示��，
’ 〕 ，

银杏叶制剂通过抑制 �����
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���
·

附表

标本数

各组 �〕 子�一

� ���� 表达
，
血浆 ���

、

���
，
动脉粥样硬化程度的比较 �牙士

，�

组 别 ���������� 硬化分级

正常对照组

高脂模型组

银杏胶囊组

���〕�一

� ����

�
�

��士�
�

��

�
�

��士 �
�

��
� 甘

�
�

��士 � ��△

������������

�
�

��士�
�

��

�
�

��士� ��
� “

�
·

��士�
�

��△

����
�

��土���
�

��

����
�

��士 ���
�

��

����
�

�士 ���
�

��△
�

�

��士�
�

��

�
�

��士�
�

��
“

与正常对照组比较
， ， 尸��

�

��
， ， � 尸��

�

�� �
与高脂模型组比较

，△尸� 。
�

��
，△△尸� 。

�

��

氧化酶的活性
，

清除氧 自由基
，

抗脂质过氧化作用 �且

通过抗血小板功能
，

抑制血小板活性
。

脂质过氧化作用

是在不饱和脂肪酸中发生的一系列 自由基反应
，

产生

���
。

��� 能修饰 ��� 和 ���
，

氧化修饰的 ���促

进单核细胞和平滑肌细胞对 ��� 的吞噬
，

减少胆固醇

的清除
，

加速泡沫细胞的形成〔 ‘ ’ ， ‘，〕 ，

这些都和动脉粥

样硬化的初始病变密切相关
。

机体可通过保护性酶系

统 ��� 等参与自由基的清除
，

中止 自由基的反应
，

而

减轻 ��� 损伤
。

本实验观察到
，

银杏胶囊明显降低动

脉粥样硬化的血浆 ���
，

升高 ���
。

因此清除氧自由

基
，

减少 ���形成
，

增加抗氧化能力
，
以及保护内皮细

胞的功能
，

是银杏胶囊干预动脉粥样硬化的另一机制
。

从银杏胶囊对动脉粥样硬化形态学进一步证实
，

银杏

胶囊明显减少黄色斑块隆起
，

硬化程度分级明显减轻
，

��染色后光镜观察
，

内膜下泡沫细胞层数减少
，

平滑

肌细胞增生减轻
，

偶见炎性细胞浸润
，

病变程度明显

减轻
。

电镜观察
，

内皮细胞改变减轻
，

泡沫细胞减少
，

收缩型平滑肌细胞较多
，

平滑肌细胞胞浆内内质网
、

高尔基体
、

线粒体较少
，
肌丝含量较多

，

细胞分化程

度较好
。

总之
，

银杏胶囊可能通过多种途径防治动脉

粥样硬化形成
。
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