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方 药 研 究

中药糖心宁 口服液对血管平滑肌细胞原癌基因
�

一

��� 和 �
一

���
表达的影响

宋 冰
‘
魏执真

“
吕仁和

‘

摘要 目的
�

从分子生物学水平探讨中药搪心宁口服液防止搪

尿病源性动脉粥样硬化����发生以及对糖尿病性冠心病的防

治机理
。

方法
�

将高糖培养的兔血管平滑肌细胞������分别

加人含糖心宁药物血清�分高
、

中
、

低剂量�及含鲁南欣康药物

血清
，

并 以不含药血清作为对照
，

采用 �������� 印记杂交技术

观测各组不同药物血清对原癌基因 �
一

��。 和 �
一

���

表达的影

响
。

结果
�

高糖持续刺激平滑肌细胞一定时间后
，
�

一

��� 和 �
�

���

基因表达量分别较正常对照组明显增强 �在含药血清组中
，

不同剂量组糖心宁药物血清可呈剂量依赖性地抑制平滑肌细

胞 �
一

��。 和 �
一

���
的表达 �与含鲁南欣康药物血清的西药对照

组相比
，

中剂量组糖心宁药物血清即可达到西药对照组对 �
�

��� 和 �
一

��� 基因表达的抑制作用
。

结论
�

提示高糖可促进血管

平滑肌细胞原癌基因 �
一

��。 和 �
一

���
的表达

，

而糖心宁药物血

清可呈剂量依赖性地抑制高糖促 �
一

��� 和 �
一

���
基因表达的

作用
，

从而抑制血管平滑肌细胞增殖
，

这是糖心宁防治糖尿病

源性动脉粥样硬化以及糖尿病性冠心病的重要机制之一
。

主题词 肌
，

平滑
，

血管�代谢 癌基因�遗传学

糖尿病性冠心病是指糖尿病����患者所并发或

伴发的冠状动脉粥样硬化性心脏病
，

是一种多因素引

起 的严重心血管疾病
，

其病理基础是动脉粥样硬化

����
。

动脉粥样硬化是一个多因素参与的复杂的病理

生理过程
，

国内外学者对此进行了大量研究
，

其中以

����
提出的损伤应答学说为学者们所公认

。

对于糖尿

病致动脉粥样硬化来说
，

包括高血糖
、

高血脂等多种因

素所致的动脉内皮损伤是动脉粥样硬化发生的始动环

节
，

其后在多种细胞因子共同作用下
，

动脉中膜的平滑

肌细胞 �����迁移到内膜增殖
、

分泌
，
加之平滑肌细

胞内外脂质沉积
，

形成了动脉粥样斑块
。

其中血管平滑

肌细胞������的增殖在病理过程中起着关键作用
，

所以糖尿病性冠心病是一种以细胞增殖为主要病变的

疾病
，

而失去对血管平滑肌细胞增殖的抑制作用是糖

� 北京中医药大学东直门医院肾病内分泌科
，

北京市东直门内

海运仓 �号��������

� 北京中医医院心血管病科

收稿 日期
�����一 ��一 ���修回 日期

�����一��一 ��

尿病性冠心病形成的关键和根本原因之一 〔‘一�〕 。

在细胞增殖的调控中
，

细胞增殖丝裂信号作用于

细胞膜受体后
，

经 � 蛋白和蛋 白磷酸化激酶传递给细

胞增殖调控相关的核蛋白
，
后者通过促进与细胞分裂

有关的基因进行表达而引起细胞增殖
。

在血管平滑肌

细胞增殖研究 中
，

原癌基因 �
一

���
、

�
一

��� 的调控作用

日益引起学者们的关注
。

原癌基因 �
一

���
、
�

一

��� 属于

早期基因范围
，

其表达产物是与细胞增殖调控有关的

主要核蛋白
，

与细胞从 �
。
期到 �

�

期有关
，

它们的激活

是平滑肌细胞增殖的一个始动因素〔卜 ’ 〕 。

本实验采用

�������� 印迹杂交技术观察了中药糖心宁对高糖培

养条件下血管平滑肌细胞原癌基因 �
一

��� 和 �
一

���
表

达的影响
，

从分子生物学水平探讨了其防止糖尿病源

性动脉粥样硬化发生以及防治糖尿病性冠心病的作用

机制
。

� 材料

�
�

� 实验动物
�

实验所用纯种 日本大耳白兔由北京大

学医学部动物房提供
。

�
�

� 实验药物
�

实验用药糖心宁 口服液 �由太子参

��
，

麦冬 ��
，

五味子 ��
，

香附 ��
，

丹参 ��
，
牡丹皮

��
，

黄连 ��等药物组成
，

每毫升含生药 �
�

�� �由北

京中医医院制剂室提供
，

鲁南欣康�山东鲁南制药厂

生产
，

批号 �������由北京中医药大学东直门医院药

房提供
。

�
�

� 实验试剂
�
����� ��� 公 司

�
����、 液

、

����

培养基
、

胎 牛血清
、

甘氨酸
、

胰蛋 白酶
、
������ 试剂

。

����� ����公司
�

抗
�一�� �����

、

抗 ������ 抗体
。

北京

华美生物工程公司
�

��� 溶液
。

������� 试剂公司
�

������ ����
质粒微量缺血试剂盒

，

核酸限制性 内切

酶
、

无 �����
的 ������

。
��������

一

��������� 公司
�

硝酸纤维素膜
。

��
�������公司

�
���������

探针标记

系统
。

����
�
公司

�

丙烯酞胺
。

亚辉公司
� “ “�

一

����
。

���
��公司

�
� 线片

。

�
�

� 主要仪器
���孔细胞培养板������

、

�����细

胞培养瓶 ������
、

二氧化碳培养箱 �美 国 ������公

DOI ：10．13288／j ．11－2166／r．2004．04．036



中医杂志 ����年 �月第 �� 卷第 �期

司�
、

低速离心机
、

������� �����紫外分光光度计
、

�����凝胶成像分析系统
。

� 方法

�
�

� 血管平滑肌细胞的培养与鉴定
�

取纯种 日本大耳

白兔胸 主 动 脉
，

去 除血 管 内膜 及 外 膜 后
，
置 于 含

����七液的平皿中漂洗 �次
，

将中膜剪成 ��� � ���

大小
，

贴于培养皿底部
，

用含 ���胎牛血清 ����� 的

���� 液培养
，

细胞生长融合后
，

用 �
�

����胰蛋 白

酶消化传代
。

细胞在光镜下呈典型的峰一谷状表现
，

免

疫细胞化学检查
�

抗
�一

��
����� 和抗 ������ 抗体染色

阳性
，

电镜检查显示细胞浆内含有大量肌原纤维
，
以鉴

定平滑肌细胞
，

实验采用第 �一�代培养细胞
。

�
�

� 含药血清的制备
�

取纯种 日本大耳白兔 �� 只
，

随

机分为 �组�每组 �只�
，

即糖心宁组�设高
、

中
、

低 �个

剂量组�
、

鲁南欣康组和不含药血清组
。

糖心宁组每 日

依照分组分别按 ������
、
������

、

�������含生药量分

别为 �
·

�����
、

�
�

�����
、
�

�

������给予糖心宁 口服液
，

将药液溶于蒸馏水中灌胃
，

连续用药 �天 �鲁南欣康组

每 日用鲁南欣康 �
�

������溶于蒸馏水 中灌 胃
，

连续

用药 �天 �不含药血清组给予等量生理盐水灌 胃
，

连续

�天
。

以上各组均在最后一次灌胃 �小时后心脏采血
，

分离血清
，
���灭活 �� 分钟

，

分装后于一���保存
。

�
�

� 分组及处理
�

共设 �组
。

�� �不含药血清�正常

糖�组
�

培养基中加人不含药血清
，

终浓度为 ���
。

���

高糖加不含药血清组
�
���组加入葡萄糖液

，

终浓度为

��������
。

���高糖加含糖心宁高剂量血清组
�

培养基

中加人含糖心宁高剂量组血清
，

终浓度为 ���
，

再加

人同���组等量的葡萄糖液
。

���高糖加含糖心宁中剂

量血清组
�

培养基中加人含糖心宁中剂量组血清
，

终浓

度为 ���
，

再加人同���组等量的葡萄糖液
。

���高糖

加含糖心宁低剂量血清组
�

培养基中加人含糖心宁低

剂量组血清
，

终浓度为 ���
，

再加人同���组等量的葡

萄糖液
。

���高糖加含鲁南欣康血清组
�

培养基中加人

含鲁南欣康血清
，

终浓度为 ���
，

再加人同���组等量

的葡萄糖液
。

�� � 观测方法

�
�

�
�

� 血管平滑肌细胞的收集
�

将浓度为 �火 ��
‘
细

胞���的血管平滑肌细胞悬液接种于铺有明胶的 ��

孔培养板中����川�孔�
，

�� ℃ �����

培养箱中培养至

生长融合后
，

倾去培养基
，

按分组的不同加人不同含药

血清和刺激物的 ���� 培养液 ���闪�孔 �每组 �复

孔 �
，

不加刺激物的血管平滑肌细胞作为正常对照
，

�������
�

培养箱中共育
，

置于相差显微镜下观察各

组细胞形态的变化
，

分别于 �
�

�小时
、

�小时收集平滑

肌细胞
。

�
·

�
·

� �������� 印迹 杂交 �常规用 卜
����� 做 内参

照 �
�

���细胞总 ��� 的提取
�

分别将各时间点收集的

平滑肌细胞于光镜下计数
，

取 �� ��
�

平滑肌细胞用

������试剂提取 总 ���
，

完全按 说 明书加入 适 量

������ 试剂裂解细胞
，

进行 ��� 提取
。

总 ��� 最后以

����处理过的超纯水溶解
，

在紫外分光光度计上测

定样品的 �����和 ����� 值
，

并通过琼脂糖凝胶 电

泳分析 ��
�
和 ��� ���� 的比例

，

确定总 ��� 的质量

和浓度
。

������ 甲醛变性胶电泳
、

转膜和固定
�

��一

��拜�的总 ��� 进行 甲醛变性胶电泳
，
以 �� � ����

缓冲液配制 ��琼脂糖变性胶
，
���� 电压下电泳 �小

时
。

电泳完毕后
，

用 ����水淋洗电泳胶
，

�� ����浸

泡 �� 分钟
，

虹吸法 �℃持续转移过夜 �转移完毕后
，

将

膜在 �����溶液中浸泡 �分钟
，

用滤纸吸干后
，

��
‘

�

烘干 �小时
。

������� 探针的制备和标记
�

将 �
一

���
、

�
一

���
重组质粒分别转化宿主菌后

，

抽提质粒 ���
。

用

相应的限制性内切酶切割
，
经电泳后

，

回收片段条带作

为探针备用
。

取 ����探针 ���
，

煮沸变性 �� 分钟
，

迅

速于冰盐浴中冷却
，

依次加人 �拌����� �����
溶液

，

�产������������的同位素水溶液
，
��℃孵育 ��分钟

，

加人 �拼��
�

�� ��������
�

��
，
���加热 ��分钟以终

止反应
。

���预杂交和杂交
、

放射 自显影
�

将已固定好的

�� 膜浸人 ����� 中 �分钟
。

将润湿后的 ��膜装入

杂交袋 中
，
按 �

�

������ 加人预杂交液
，

在杂交箱 中

��
‘

�预杂交 �小时
，

加人放射性标记探针
，

��℃杂交过

夜
。

取出杂交膜洗膜
，

空气干燥滤膜后
，
以保鲜膜包好

后与 � 线片一起置于暗盒内
，

置一��℃冰箱进行放射

自显影
。

� 结果

�� � 原癌基因 �
一

��� 表达的测定
�

高糖刺激血管平

滑肌细胞 �小时后
，
�

一

��� 表达量较不含药血清�正常

糖�对照组明显增强
。

在含药血清组中
，

不同剂量组糖

心宁药物血清可以呈药物剂量依赖性地抑制平滑肌细

胞 �
一

��� 表达
，

表现为低剂量组糖心宁药物血清即可

抑制 �
一

��� 基因的表达
，

中
、

高剂量组糖心宁药物血

清则可以更好地抑制 �
一

��。
基因的表达 �与含鲁南欣

康药物血清的西药对照组相 比
，

中剂量组糖心宁药物

血清即可达到西药对照组对 �
一

��� 基因表达的抑制

作用�以 件����� 为内参照��

�
�

� 原癌基因 �
一

��� 表达的测定
�

高糖刺激血管平滑

肌细胞 �
�

�小时后
，
�

一

���
表达量较不含药血清�正常

糖�对照组明显增强
。

在含药血清组中
，

不同剂量组糖

心宁药物血清可以呈药物剂量依赖性地抑制平滑肌细



����
，

���
�

����
，
���

�

��
，
��

�

�

胞 �
一

���
表达

，

表现为低剂量组糖心宁药物血清即可

抑制 �
一

���
基因的表达

，

中
、

高剂量组糖心宁药物血清

则可以更好地抑制 �
一

�仍 基因的表达 �与含鲁南欣康

药物血清的西药对照组相 比
，

中剂量组糖心宁药物血

清即可达到西药对照组对 �
一

��� 基因表达的抑制作用

�以 卜
����� 为内参照 �

。

� 讨论

中药糖心宁是魏执真教授积 �� 多年临床实践总

结的治疗糖尿病性心脏病的经验方
，

由太子参
、

麦冬
、

五味子
、

香附
、

丹参
、

牡丹皮
、

黄连等药物组成
，

具有益

气养心
、

理气通脉
、

凉血清热的功效
。

既往的研究观察

到
，

造模糖尿病性心脏病大鼠 �� 周后
，

模型组大鼠冠

状动脉内皮和内皮下层明显增厚
，

内皮细胞
、

平滑肌细

胞增生活跃
，

并有坏死灶 �而糖心宁治疗组则基本接近

正常组
，

证实了糖心宁对糖尿病性心脏病冠状动脉病

变的治疗作用���
。

本研究即是在上述工作的基础上进

行的
。

中药血清药理研究方法 由 日本学者 田代真一提

出
，

是指给动物经 口用药一定时间后采血
，

取含药血清

进行体外实验的一种研究方法
。

中药复方大多是经 口

服起作用
，

用中药粗制剂直接加人离体反应系统中�如

细胞培养等�进行实验研究
，

方法学上还存在大量问

题
，

如中药的杂质成分
、

各种电解质或揉质
、

酸碱度等

都会对细胞的成长造成一定影响 �有时还会出现中药

复方含有的有效成分没有经胃肠道吸收�如某些高分

子化合物�，或经体内吸收代谢后失活
，

或本身无直接

作用而经体内代谢后产生作用
，

或通过刺激第二信使

而间接起作用等各种情况
，

都会影响到实验结果的可

靠性川
。

在徐浩等川的研究中提出
，

中药血清药理学方

法采用中药粗制剂经 口服吸收后用含药血清进行体外

实验
，

可以有效排除上述影响因素的干扰
，

且更接近药

物体内环境中产生药理效应的真实过程
，

从而提高实

验结果的可信度
。

因此
，

本实验亦采用了含药血清的实

验方法
，
以排除外界影响因素的干扰

，
更接近药物体内

环境中产生药效的过程
，

提高结果的可信度
。

本实验结果显示
，

当平滑肌细胞在培养中加人高

糖持续刺激一定时间后
，
�

一

��� 和 �
一

��� 基 因的表达

量分别较正常对照组明显增强
，

提示高糖可促进原癌

基因�
一

��� 和 �
一

��� 的表达
。

在含药物血清组中
，

不同

剂量组的含糖心宁药物血清可以呈药物剂量依赖性地

抑制平滑肌细胞 �
一

��� 和 �
一

���
基因的表达 �与含鲁

南欣康药物血清的西药对照组相比
，

中剂量组糖心宁

药物血清即可达到西药对照组对 �
一

��。 和 �
一

���
基因

表达的抑制作用
，

提示糖心宁药物血清可明显抑制高

糖促原癌基因 �
一

��� 和 �
一

��� 表达的作用
，

并通过抑

制 �
一

��� 和 �
一

���
基因的表达而起到抑制血管平滑肌

细胞增殖的作用
，

从而防止糖尿病病源性动脉粥样硬

化发生
、

有效防治糖尿病性冠心病
。

运用分子生物学方法和手段来研究中药复方还处

于不断进步
、

不断完善的过程
。

本实验从一定角度探讨

了中药糖心宁防止糖尿病病源性动脉粥样硬化发生及

防治糖尿病性冠心病的作用机制
，

显示了糖心宁药物

血清对高糖刺激下血管平滑肌细胞 �
一

��� 和 �
一

��� 基

因表达的抑制作用
，

在分子生物学水平为治疗糖尿病

性冠心病疗效显著的中药制剂－糖心宁的开发研制

及临床应用提供了依据
，

也为中医药防治糖尿病性冠

心病的研究提供了新的思路和方法
。
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