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黄茂注射液体外对大鼠血管平滑肌细胞基质

金属蛋白酶
一
�活性的抑制作用

黄进宇
‘
单 江

，
程 刚

�

翁少翔
�

摘要 目的
�

探讨黄蔑对大鼠血管平滑肌细胞 ������分泌的

基质金属蛋白酶
一

�����
一

��活性的抑制作用及其调节机制
。

方

法
�

以 黄 茂 注 射 液 刺 激 体 外 培 养 的 �� 大 鼠 ����
，

���������� 法 检 测 培 养 细 胞 上 清 液 中 ���
一
� 的 活 性

，

������ 印迹法观察 ���
一

�蛋白水平变化
。

结果
�

黄蔑在体外

抑制大 鼠 ���� 分泌 ���
一
�的活性

，

且此作用呈浓度依赖

性
。

结论
�

黄蔑在体外抑制大鼠����分泌 ���
一

�的活性
，

此

作用为转录后调节
。

主题词 肌
，

平滑
，

血管�药物作用 黄蔑注射液�治疗应用

肤水解酶类�代谢

经皮腔内冠状动脉成形术������已成为治疗冠

心病最有效的方法之一
，

其成功率在 ���以上
，

但术

后再狭窄的发生影响了其远期疗效
。

据统计
，
���� 术

后再狭窄发生率为 ���一���
，

且主要发生在术后 �

一�个月内���
。

���� 术后
，

血管平滑肌细胞������

在中层增殖
，

并通过细胞外基质�����的降解而迁移

至内膜而形成新生内膜是再狭窄病理过程的特征性表

现川
。

基质金属蛋白酶������是近年来发现的参与

��� 降解及 ����增殖和迁移的一类 ��，�
依赖性的

内肤酶所组成的蛋白酶家族
，

研究认为其在再狭窄发

生
、

发 展 的病理 过 程 中起 重 要 作用
。

目前 中药对

����表达 ���
�
活性的调节作用尚少报道

。

本实验

研究了中药黄蔑对大鼠 ���� 分泌的 ���
�
活性的

影响并探讨其可能作用机理
，

现报告如下
。

� 材料

�
�

� 动物
�
�周龄雄性 �� 大鼠

。

�
�

� 主要试剂
�

胎牛血清和 ���� 培养基 由美国

����� 公司生产 ��
一

精氨酸由 �����
公司生产 �明胶由

华美生物工程公司生产 �高分子量蛋 白标准为 �����
，

���
�

��
�

�����一 ���
，

分子量 ���
��标准分别为 ���

，

��
�

�
，
��

，
��

，
��

，
��

�

�
，
��

�

��考 马 斯 亮 蓝 ���� 为

������� 公司产品 ������� �一 ���由上海生工生物工

程技术服务有限公司生产 ����
一

�一抗
、

辣根过氧化

酶标记的羊抗兔 ��� 二抗及 ��
一� ����� 单克隆抗体由

� 浙 江 省 中西 医结合医 院
，
浙 江 省杭 州 市环 城 东路 �� 号

��������

� 浙江大学医学院附属第二医院心内科

收稿 日期
�����一 ��一 ���修回日期

�����一��一 ��

北 京 中 山 生 物 技 术 有 限公 司 生 产 ����� 膜 为

���������� �������� 公 司产品 ���� 显色试剂盒 由

����� ���
�
公司生产 �黄蔑注射液由成都地奥九私制

药厂生产�批号 ��������
，

规格为 �����支�相当于原

生药 ����
。

� 方法

�
�

� 血管平滑肌细胞的体外培养及鉴定
�

组织贴块法

培养血管平滑肌细胞
。

大鼠活杀
，

在严格灭菌的条件下

取 出胸主动脉
，

放人预先灭菌的 ����’ �
液中清洗 �

次
，

剪去小分支
，

刮除内
、

外膜
，

在含有 ���胎牛血清

的 ���� 培养液中将血管条剪成 ���
�

大小的组织

块
，

将组织块均匀种植到 ����的培养瓶内
，

瓶底朝上

置于培养箱内
，
��写�

�、
�写��

� 、

��℃培养 �一 �小时

后轻轻翻转培养瓶
，

加人 ��肠胎牛血清 ���� 培养

液使培养液覆盖于组织块上
，

继续培养
。

细胞长满瓶底

后 以 � �
�的比例消化传代

。

以光镜及
�一����� 免疫组

化方法鉴定 ����
。

�
�

� 细胞处理
�

当培养的第 �一�代 ����贴壁生长

至约 ���时
，

弃 ���胎牛血清 ���� 培养液
，

无血清

培养 ���
，

换 ���胎牛血清 ���� 培养液�含 �
�

���

�
一

精氨酸�����瓶
，

然后进行如下实验
。

将大鼠分为对

照组
、

黄蔑注射液 �������组 �低剂量组�
、

黄茂注射

液 ��������组 �中剂量组�
、

黄蔑注射液 ���������

组 �高剂量组�共 �组
，

每组标本数为 �
，
��写�

� 、

��

��
� 、
��℃继续培养 ��小时

。

�
�

� �����������
�〕 �提取细胞培养液置人 �

·

���的

离 心 管 中
，
��������� 离 心 �����

，

取 上 清 液 行

����������
，

采用 ���
一

���� 电泳 ����一�
��公司�

。

在配制 ���分离胶过程中
，

加人一定量的明胶使其浓

度为 ������
。

细胞培养液上清�总蛋白 ��拌��与加样

缓 冲 液 「������，
��蔗 糖

，
�

�

������� ����
一

���

����
�

��和 �
�

��澳酚蓝�以 � ， �比例混合后直接加

入 ��浓缩胶的加样孔 内
，
�℃ 、

���� 电压下电泳
。

电

泳时加人经煮沸 �一 ���� 的高分子量蛋 白标准 ��闪

作为参照
。

电泳后将胶浸泡于 �� �������� �一��� 中

�℃下 轻 轻 摇 动
，
�����

，
� 次

，

然 后 在 含 �������

�����
一

��� ����
�

��
、

������� ����� 和 �
�

����
�� �

的缓冲液内孵育
，

��℃过夜
。

孵育后
，

将胶放在 �
�

��
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考马斯亮蓝 ���� 染色液中染色 �����
，

然后在脱色液

中脱色
，

采用 ���一���公司 �
������� ��� �

�

�图像分

析软件对降解带密度
、

面积进行扫描和照相
。

以降解条

带面积 � �背景密度一降解条带密度�表示 ���
一

�活

性
。

以对照组 ���
一

�活性为 ����
，

余各组 ���
一

�

活性相应折算成百分比
。

�� � ������ 印迹分析川
�

细胞经 �� 小时培养后搜集

细胞培养液
，
� �������� 离心 ����� 后取上清液真空

干燥浓缩
，
蛋 白浓度的测定采用 ����� 法

。

取总蛋 白

��拜�
，
�����煮沸 ����

，
������

一

聚丙烯酞胺凝胶进行

电泳分离蛋白
。

电泳结束后
，

将蛋白转印到 ����膜
，

转膜结束后
，

用 ��脱脂奶粉封闭 �����
，

加人稀释好

的 ���
一

�一抗 ��
� ���稀释�室温振荡 �

�

��后
，
�℃

过夜
，

次 日弃一抗后 �� ���� ����洗膜 �����
，
�次 �

再加人辣根过氧化酶标记的羊抗兔 ��� 二抗孵育 ��
，

�只 ���� ����洗 �一 �次
，

每 ����� 换 液
，

此后 按

��� 显 色试剂盒说 明书操作
，

曝光后 � 线 片采用

���一�
��公司 �������� ��� �

�

�图像分析软件进行

光密度分析
。

以降解条带面积 火 �背景密度一降解条带

密度�表示 ���
一

�蛋 白表达水平
。

以对照组 ���
一

�

蛋白表达水平为 ����
，

余各组 ���
一

�蛋白表达水平

相应折算成百分比
。

�
�

� 统 计 处 理 方 法
�

数 据 用 牙士 �
表 示

，

输 人

������
�

�软件统计处理
，

数据比较采用 �检验
，

以 尸

��
�

�� 为有统计学差异
。

� 结果

�
�

� 黄蔑对 ����分泌的 ���
一

�活性抑制作用的

量效关系
�

不 同种类的动物其 ����表达的 ����

种类有所区别
。

本实验结果显示
，
以明胶为底物

，

凝

胶上 ����� 及 ����� 处浅染
，

以 ����� 处明显
，

说

明 �� 大鼠 ����分泌的 ���
�
主要为 ���

一

�
，

而

���
一

�仅有少量表达
。

表 �示
，

黄蔑对 ���� 分泌

的 ���
一

�活性有抑制作用
，

且此作用呈浓度依赖性

增强
。

表 � 不同浓度的黄蔑注射液对 ���
一
�活性

影响的比较��
，
牙士，�

裹 � 不同浓度的黄蔑注射液对 ���
一

�蛋 白

表达的影响比较��
，
牙土，�

组 别

对照组

低剂�组���������

中剂�组 ����������

高荆�组 �����������

���
一
�活性

���

��
�

��士 �
�

��
“

��
�

��士 ��
�

��
甘

��
�

��士 ��
�

��
�

，
与对照组比较

，
尸��

�

��

�
�

� 黄蔑对 ����分泌的 ���
一

�蛋白表达作用的

量效关系
�

表 �示
，

随着黄蔑刺激剂量的加大
，

培养上

清中���
一

�蛋 白表达水平呈逐渐下降的趋势
，

表

组 别 ���
一

�蛋 白表达水平

对照组 ���

低剂�组 ��������� ��
�

��士 ��
�

��

中剂量组 ���������� ��
�

��士 ��
�

��
，

高剂量组 ����������� ��
�

��士 �
�

��
·

签

与对照组比较
，
尸��

�

��

明黄茂在蛋 白水平对大 鼠 ���� 分泌 的 ���
一

�起

抑制作用
。

� 讨论

在 ���� 术后
，

冠状动脉内皮结构和功能都遭到

不同程度的破坏
。

损伤内膜表面的巨噬细胞和血小板

释放 白细胞介素 ����
一

��
、

肿瘤坏死因子�����
、

血小

板衍生生长因子 ����奋��等多种生长因子和血管活性

物质
，

诱导 ���� 表达 ���
�
活性增加

，

促使 ���

降解
，

导致 ����增殖并由中层移行至内膜形成新生

内膜
。

������等川通过建立与人较为接近的体外培养

灵长类动物主动脉条 ����迁徙模型来研究 ����

与 ���� 增殖 的相关性
，

发现 ���� 诱导 的 ����

增殖与 ���
一

�的活性相关
，

而碱性成纤维细胞生长

因子 ������诱 导 的 ���� 增 殖 则 与 ���
一

� 和

���
一

�两者的活性均呈相关性
。

在 ������ 大鼠颈动

脉球囊扩张造成内膜损伤后发现
，

新生内膜中���
一

�

蛋 白表达水平和活性明显上升
，

且与内膜的增厚水平

呈正相关川
。

因此
，

����被认为与血管重构密切相

关
。
�����等闭的研究则发现

，

离体 ����在增殖阶段

能通过血管 中层移行至 内膜
，

这种能力能通过抑制

���� 活性而被削弱
。

近来一项前瞻性研究川结果显

示
，
发生再狭窄的患者其外周血和冠状静脉窦血流中

���
一

�活性在 ���� 术后 �� 和 ���较未发生再狭

窄的患者明显增高
。

因此
，

通过药物抑制 ���� 活性
，

减少 ��� 的降解而阻止 ���� 的增殖和迁移是改善

���� 术后再狭窄程度的一个可能的切人点
。

黄蔑为豆科植物膜荚黄蔑和蒙古黄蔑的干燥根
。

其味甘
，

性温
，

有补气升阳
、

固表止汗
、

利水消肿
、

托毒

排脓等功效
，

是传统的心血管疾病治疗药物
。

多年来对

单味黄蔑
、

复方及其有效成分进行了大量的心血管药

理研究
，

证实黄茂具有强心
、

保护缺血
、

再灌注损伤及

感染心肌等多种明确的药理作用
，

并对相应作用的机

理进行了深入的探讨巨卜
‘ �〕 。

但其对 ���� 术后再狭窄

是否有作用 目前尚少见报道
。

一氧化氮����是一种具有高度反应性的细胞信

使
，

在体内经 ��合酶催化
，

从 �
一

精氨酸产生
，

其生物

学作用是近年来的研究热点
。

通过以复制缺陷的腺病
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毒为载体的基因转导技术
，

将内皮型 �� 合酶基因转

人 ����
，

������等巨“ 〕证实 �� 抑制了 ����分泌的

���
一

�和 ���
一

�活性
，

与此 同时 ���� 迁徙能力

也明显下降
。

���������口以黄蔑的水提物刺激培养的

����
，

发现 ���� 中诱导型 ��合酶������的信使

核糖核酸和蛋 白表达水平显著增加
，

并能通过 ��
�

���
一����介导的信号转导途径调节 ���� 的细胞

功能
。

本研究结果表明
，

在 ��合成前体 �
一

精氨酸存

在的情况下
，

黄蔑通过转录后水平的调节抑制 ����

分泌的 ���
一

�活性
，

推测此作用与黄蔑刺激 ����

产生 �� 有关
，

值得对此进行深入的基础和临床研究
。

志谢 本研究在浙江省邵逸夫医院中心实验室完成
，

谨向方 向明主

任
、

王琦老师和全体实验室工作人员表示衷心的感谢
。
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胞中 �� 合酶和环磷鸟昔
�

国外医学中医中药分册
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断出版 ���

内科常见病症 的推拿治疗 妞 元

小儿支气管哮喷的中医治疗 ��元

小儿营养不 良的中医治疗 ��元

中枢神经系统疾病的 �� 诊断 ��元

膝部筋伤的推拿治疗 ��元

外科休克 ��元

妇产科体格检变 ��元

小针刀 ��盘 ����元

注射止痛法 ��盘����元

脑卒中的外科治疗 �� 元

骨伤科临床常用检变方法 ��元

老年枪尿病的防治 ��元

前列膝炎增生症的诊断和治疗 �� 元

皮肤 良性肿瘤的诊断和治疗 �� 元

急性脑血管疾病的诊断和治疗 ��元

急性胰膝炎的诊断和治疗 �� 元

急性 白血病的分类诊断与治疗 ��元

再生阵碍性贫血 �� 元

心血管活动的神经体液调节 ��元

有机碑暇目类中毒及解教 ��元

老年常见急症的诊治 ��元

脂防肝的顶防与治疗 �� 元

肺结核的诊断和治疗 �� 元

甲型肝炎的诊断与治疗 �� 元

乙到肝炎的诊断和治疗 ��元

丙 型肝炎的诊断和治疗 �� 元

消化性债疡 �� 元

慢性肺原性心脏病 ��元

水
、

电解质代谢
、

酸孩平衡失调 �� 元

心肌梗塞 �� 元 外科感染 ��元

面部除皱术 ��元 胶壁盆形 ��元

原发性高血压 �� 元

慢性肾功能衰场的诊断和治疗 ��元

原发性肾小球肾炎诊断和治疗 ��元

抢尿病的诊断与治疗 ��元

慈性心肌搜死的诊断和治疗 �� 元

惫性心力衰场的诊断和治疗 �� 元

俊性阻基性肺气肿的诊断治疗 �� 元

类风湿关节炎的诊断与治疗 妞 元

外科手术荃本技术 �� 元

腰椎间盘突出症 �西医为主 ���元

皮炎和旅疹的诊断与治疗 ��元

银屑病的诊断与治疗 ��元

淋病的诊断与治疗 ��元

病毒性皮肤病的诊断与治疗 �� 元

真菌性皮肤病的诊断与治疗 �� 元

生殖器甩疹的诊断与治疗 �� 元

女性生殖道常见性病的诊治 ��元

白内降的诊断和治疗 ��元

全身体格检查 ��元

神经系统阳性休征 ��元

舟 ��元 复苏术 ��元

心脏体格检查 �� 元

常用专科护理技术 ��元

常用护理技术操作 �� 盘���� 元

人工流产 ��元 正常分娩 ��元

不孕症 ��元 异位妊振 ��元

宫腔镜的临床应用 ��元

产娜感染 ��元 产前 出血 ��元

性病的防治 �� 元

尖锐砚庆的诊断与治疗 ��元

妇产科超声诊断�上
、

下��� 元

小儿常见病的推�治疗 �� 元

小儿肥胖症 ��元断生儿魔息 �� 元

小儿梢神神经发育过程 ��元

中医舌诊 妞 元 拔�法 �� 元

常用穴位取穴法 ��元

经外奇穴的部位和临床应用 �� 元

针灸方法 �� 元 脸穴疗法 �� 元

颐椎病的诊断与治疗 �� 元

中风的康�治疗 ��元

耳针疗法 �� 元

常见砚妞痛病推拿治疗 �� 元

足部按卑 ��元 八纲拼证 ��元

推幸手法治疗颈椎病 ��元

门病的诊断与治疗 ��元

口腔检查与 口 腔卫生保健 �� 元

解剖学
四肢断层解剖 ��

消化系统解剖 ��元

腹部断层解例 ��元

运动系统解剖�骨
、

关节���元

运动系统解例�肌肉��� 元

呼吸系统解剖 妞 元

心血管系统解剖 ��元

感觉器解剖 ��元

琳巴系统解剖 ��元

神经系统解剖 �中枢神经 ���元

神经系统解剖�脑神经 ���元

神经系统解剖�脊神经���元

人体表面解剖学 �头项部巧�元

人休表面解剖学�腹部巧�元

人休表面解剖学 �脚部���元

人休表面解例学 �上下肢���元

诊断学

骨关节疾脚的影象诊断 �� 元

肝
、

胆
、

映病的影象诊断 ��元

临床常用诊断技术�� 盘���元

心电向�与心电图 ��元

检体诊断学��盘����元

体格检变与阳性体征�� 盘����元

体格检查手法操作规范 �� 元

超声检查 �� 元

心脏检查 �� 元

腹部枪查 �� 元

肺部检查 �� 元

肺功能检查 �� 元

呼吸系统疾病常用治疗方法 �� 元

脊柱与四肢体格检查 �� 元

皮肤病诊断 ��元

眼科检查法 ��元

护理学基础抓作

出入院护理
、

生命休征观察 ��元

妞运法
、

舒适与安全 �� 元

无菌技术
、

隔离技术 �� 元

口腔卫生
、

头发护理 ��元

皮肤护理 ��元

展闻护理
、

晚间护理 ��元

弃饲法
、

洗胃法 ��元

城肠术
、

导尿术 �� 元

口 服给药法
、

吸入法 �� 元

注射法
、

峥脉怡液和输血 ��元

中目肛肠病学

总论 ��元 痔 �� 元 肛痰 �� 元

肛周脓肿 �� 元 肛裂 �� 元

中医基础
、

针灸
、

按�
阴阳 ��元 五行 �� 元 六淫 �� 元

七情 ��元 藏象 ��元

金硬要略 ��元

脉诊 �� 元 舌诊 �� 元

舌体应内脏部位的九区分法 �� 元

舌下络脉诊法 �� 元

中医 四诊 �� 元

邱茂 良教授针刺手法 ��元

耳穴的取法 �� 元

小儿指纹诊法 �� 元

针灸推章应用精选 �� 元

实用针灸 ��元

针挑疗法 ��元

中国碗裸针疗法 �� 元

针刺治疗腰痛 �� 元

针刺治疗双肩肘碗痛 �� 元

针刺透刺治疗疑难杂症 �� 元

耳穴的橄光疗法 ��元

督脉铺灸 �� 元 头针 �� 元

经络暇疗法 �� 元

实用电针疗法�� 盘 ���� 元

中国芒针实用疗法�� 盘 ���� 元

实用推拿手法 ��元

常见肩部伤筋的推�治疗 �� 元

映推间盘突出症归位摄佗 盘 ���元

膜椎间盘突出症的治疗 �� 元

杨天肠理筋手法 �� 元

河南正骨 ��元 学按牟�� 盘��� 元

腆椎小关节素乱腆椎间盘突出 ��元

急性搜扭伤 ��元

《 全息经络刮启 》教学 ����上
、

下 �

盘���元

计算机光盘���一����

超声检交的临床应用 ��� 元

临床常用诊断技术 ���元

心肺脑复苏 ���元

血液一般检查 ��� 元

小儿水电解质酸孩平衡紊乱 ���元

妇科常用体格 检查及 常见症状鉴别

诊断 ��� 元

泌尿
、

男性生殖系统外科检查和诊断

���元
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