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实 验 研 究

补肾法对去势兔动脉粥样硬化原代培养平滑肌细胞

凋亡及血小板源生长因子 A m R N A 等表达的影响

何春燕
’

傅晓 东
’
陈伟华

2

许得盛
2

王文健
2

摘 要 目的
:

观察补肾煎对去势兔动脉粥样 硬化原代培养平滑肌细胞凋 亡及 血小板源生长 因子 A (P D G F
一

A ) m R N A 与单核

细胞趋化蛋白 l( M C P
一

1) m R N A 表达的影响
。

方法
:

新 西兰雌兔随机分为 A 组 (卵巢切除 )
、

B 组 (未切除卵巢 )
、

C 组 (卵巢切

除 + 补肾煎 )
,

均予 高脂饮食并注射胎牛血清蛋白
,

造成动脉粥样硬化模 型
。

同时 C 组予补肾煎
,

1 2 周后检测相关指标
。

结果
:

C 组培养 平 滑肌细胞凋亡率高于 A 组
、

B 组
,

P D G F
一

A m R N A 及 M C P
一

1 m R N A 在 A 组
、

C 组 的表达 明显高于 B 组 (尸 <

0
.

01 )
,

而在 C 组 的表 达又显著低于 A 组 (尸 < 0
.

0 1 )
。

结论
:

补肾煎 可能 通过增加血 管平 滑肌 细胞的 凋亡
、

降低 P D G F
一

A

m R N A 及 M C P
一

1 m R N A 的表达而减轻去势兔动脉粥样硬化的形成
。

主题词 动脉粥样硬化 /中医药疗 法 细胞凋亡 /药物作用 补肾

E f f e e t s o f K id n e y
一
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绝经后女性动脉粥样硬化 ( A S ) 的发生发展与绝

经前后机体 内分泌环境的变化密切相关
。

本实验室通

过对切除卵巢的新西兰兔喂饲高脂饮食并注射胎牛血

清蛋 白
,

制成去势兔动脉粥样硬化动物模型己` 〕
,

在此基

础上研究补肾法对血管平滑肌细胞 ( V M S C )凋亡及其

相关 因子血小板源生长因子 A ( P D G F
一

A ) m R N A
、

单

核细胞趋化蛋 白 l( M C P
一

1) m R N A 表达水平的影响
,

以期为中医药防治女性绝经后动脉粥样硬化的实践提

供依据
。

1 材料

1
.

1 实验动物
:

纯种新西兰雌兔 27 只
,

3 月龄
,

体重

1
·

5一 .2 Ok g
,

由中国科学院实验动物中心提供
。

基金项 目
:

国家 自然科学基金资助项 目 ( 3 0 2 7 2 6 6 4)

l 复旦大学中西医结合研究所 2 0 02 级硕士研究生
,

上海市 乌

鲁木齐 中路 1 2 号 ( 2 0 0 0 4 0 )

2 复旦大学中西医结合研究所

收稿 日期
: 2 0 0 4一 0 2一 2 6 ;修 回日期

: 2 0 0 4一 0 5一 1 -

1
.

2 主要试剂
: D M E M 培养基

、

胎牛血清
、

胰蛋 白酶
、

T r iz o l R e a g e n t
、

M
一

M L V 逆转录酶 (美国 G ib e o 公司 )
,

原 位 细胞 凋 亡 检测 试 剂 盒 (南 京 建 成 生 物 工 程研

究所 )
,

d N T P
、

p G E M
一

T E a s y V e e t o r S y s t e m ( P h a r -

m a e i a 公司 )
,

总 R N A 抽提试剂盒 ( Q i a g e n 公司 )
。

1
.

3 主 要 仪 器
:

透 射 电 镜 ( J E M
一

1 2 0 0 E X )
、

美 国

B e e t o n D ie k i n s o n 公 司流式细胞仪 ( F A C S C a li b u r )
、

P E

B io s y s t e m s U
.

5
.

A G e n e A m p 5 7 0 0 S e q u e n e e D e t e e t io n

S y s t e m s 。

1
.

4 药物
:

自拟补肾煎
,

主要成分
:

熟地黄 10 9
,

泽泻

1 0 9
,

冤丝子 1 0 9
,

构祀子 1 0 9
,

葛根 1 0 9
,

何首乌 1 09
,

淫

羊蕾 1鲍 等
,

由复旦 大学附属华山医院制剂室制备成

浓缩液
,

含生药 2
.

5 9 / m l
。

2 方法

2
.

1 动物模型的建立及分组
:

实验兔经过 1 周适应性

喂养后随机分为 3 组
,

A 组 (模型组 )行 双侧 卵巢切除

术
,

并每 日自来水 4 m l
·

k g
一 ’ ·

d
一 ’

灌 胃 ; B 组 (对照组 )
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行伪手术 (在卵巢周 围切取一小块脂肪组织 )
,

余同模

型组 ; C 组 (治疗组 )于双侧 卵巢切除后 同时以补肾煎

4 m l
·

k g 一 ’ ·

d
一 ’

灌 胃
。

各组给予高脂饲料 (胆固醇 1 %
、

胆酸 0
.

5 %
、

猪油 5 %
、

基础饲料 9 3
.

5 % )饲养 12 周
,

并

分别 于去 势 后 l
、

5
、

9 周静 脉 注射胎 牛血 清 白蛋 白

0
.

25 9 k/ g川
。

饲养过程中模型组因腹泻死亡 1 只
,

治疗

组死亡 2 只
。

2
.

2 血管平滑肌细胞培养
:

取粥样硬化主动脉血管中

膜组 织 以
“

酶消 化法 心〕进行
,

消化结束后
,

将 酶液稀

释
、

离 心
、

去 上 清
,

重 悬 沉 淀
,

置 培 养 瓶 中
,

追 加

D M E M
、

胎 牛血清
,

调节 p H 值至 7
.

2一 7
.

4
,

置 37 C
、

5 % C O
Z

培养箱中孵育
,

2一 3 天换 培养液 1 次
。

一般

7一 8天后细胞 萌出
,

15 天左 右长成致密单层
,

置倒置

相差显微镜下摄片
。

2
.

3 细胞凋亡检测

2
.

3
.

1 电镜观察
:

收集细胞
,

P B S 重悬
,

琼脂糖凝胶包

埋
,

离心后固定
,

饿酸染色制片
,

电镜下观察细胞形态
。

2
.

3
.

2 流式细胞仪检测
:

同上法收集细胞
,

采用双激

光流式细胞仪定量测定细胞凋亡的百分数川
。

2
.

3
.

3 T U N E I
J

法检测
:

取胸 主动脉 中膜组织切 开
,

固定
、

包埋
、

切片
、

铁苏木染色
,

按细胞凋亡检测试剂盒

说明书测定
。

2
.

4 P D G F
一

A m R N A 的荧光实时定量聚合酶链式反

应 (P C R )检测及 M C P
一

1 m R N A 的荧光定量 P C R 检测

2
.

4
.

1 R N A 制 备
:

取 原代培 养 平 滑 肌 细胞
,

加 入

T ir oz l R ea ge nt 裂 解
,

提 取 R N A
,

测 定样 品在 波 长

2 6 0n m
、

2 8 o n m 的紫外吸光度值
,

要求比 值 ) 2
.

0
,

计算

R N A 含量
。

2
.

4
.

2 e D N A 的合成
:

使用 S u p e r s e r i p t T M n 反应体

系
,

取 0 119 0 一 d T I拌l
、

总 R N A O
,

5拼g
、

4 0拼 /肛1 R N a s i n

1
.

0拼l
、

O m n i s e r ip t 逆 转 录 酶 1拼
,

4 2 〔
’

5 5 m in
,

7 O C

1 5m in 灭活逆转录酶
。

2
.

4
.

3 引物设计
:

在 G en B an k 检索兔的 P D G F
一

A 链

的基因序列
,

使用 rP im
e r E x p er

s S 软件设计引物序列
:

C A C C C C T G T A C A T G C A C A C C A T T G T T T C A
,

在 5
’

端标记上荧光发光基 团 F A M
,

3
’

端标记上荧光

淬灭基团 T A M R A
。

M C P
一

l 的引物设计同上
,

序列如

下
:
C A C C A A C A A G A C C A T C T C A G T G A A G A G

G T C
。

2
.

4
.

4 定量 阳性 模板 克隆
: P C R 产物 纯化 后用 T 4

D N A 连接酶将 目的基因片段与 T ve ct o r 相连接
,

然后

转 化 E
.

c ol iD H S。
感 受态 细胞

,

抽 提
、

纯化 重 组质 粒

P M T
一

P D G F
、

P M T
一

M C P
一

l
。

2
.

4
.

5 荧光实时定量
: P C R 检测 P D G F

一

A m R N A
,

方

法同文献川
。

2
.

4
.

6 荧 光 定 量
: P C R 检 测 M C P

一

1 n 1 R N A
,

方 法

同上
。

2
.

5 统计学方法
:

采用 S A S 统计软件分析数据
,

计量

资料以 牙士
、
表示

,

采用方差分析
、

S p e
ar m en 相关分析

。

3 结果

3
.

1 细胞凋亡检测结果

3
.

1
.

1 凋亡细胞的形态观察
:

电镜下可见发生凋亡的

平滑肌细胞出现核染色质边集
、

凝集及核碎裂
。

可见粗

面内质 网膜上均匀分 布着的核糖体颗粒
,

线粒体的形

态保持完整
,

最后细胞膜 内陷
,

将细胞分割为多个膜包

裹性的凋亡小体
。

3
.

1
.

2 原位末端标记
:

表 1 示
,

经 T U N EI
J

染色
,

凋亡

细胞 的核为棕褐色
,

体积缩小
,

致 密的染色质边集
,

断

裂成 核 碎 片
,

形 成 膜 包 裹 性 的凋 亡 小 体
。

治 疗 组

T U N E L 染色 阳性 的 比例 明显 高于模型组 及对照 组

(P < 。
.

05 )
,

但模 型 组 和 对照组 之 间 差 异无 显 著 性

( P > 0
.

0 5 )
。

表 1 3组兔动脉平滑肌细胞凋亡检测 比较 ( %
,

于士 、
)

组别 兔数 T U N E L 法

模型组

对照组

治疗组

3
.

8 2士 0
.

4 6

4
.

2 0士 O
,

5 4

7
.

7 1士 1
.

3 2
沂

△

流式细胞仪检测

7
.

1 3士 0
.

6 7

1 1
.

凡7士 2
.

8 9

15
,

4 弓士 1
.

5 0
资
亡

与对照组 比较
, *
尸 < 0

.

05 ; 与模型组比较
.

△尸 < 。
.

0 5

3
.

1
.

3 流式细胞仪检测
:

IP 染色后发现
,

在正常的二

倍体峰前出现亚二倍体的程序化死亡峰
。

治疗组 lP 染

色阳性 的比例高于模型组 和对照组 (尸 < 。
.

05 )
,

模型

组和对照组之间亦有明显差异 (尸 < 0
.

0 5 )
。

3
.

2 P l ) G F 一
A m R N A 定量测定结果

:

表 2 示
,

稀释起

始模板
,

得到不同标准模板数量级
,

与反转录物同时进

行 P C R 检测
,

将阂值循环数 ( tC 值 )与不同浓度的定量

模板的对数拟合作图
,

得到一条定量标准曲线
,

相关系

数
r 一 0

.

99
。

模型组
、

治疗 组兔 V S M C 的 P D G F
一

A

m R N A 表达较对照组显著升高 (尸 < 0
.

0 1 )
,

而治疗组

较模型组显著减少 ( p < .0 01 )
。

表 2 3组兔培养 V S M C 中 P D G F
一

A m R N A
、

M C P
一

l m R N A 的定量 比较 (汾士 : )

组别 兔数
P (D 二F

一
A m R N A 平均

拷贝数 (拌g R N A )

M C P
一

1 o R N A 平均

拷 贝数 `拜g R N A )

模型组 8 5
.

08 又 10次士 2 5 3 又 2 0 1
`

2
.

5 1又 ] (〕毛士 0
.

6 6又 10 “

对照组 9 0
.

3 1 又 1 0 4
士 0

.

0 9 又 1 0飞 0
.

2 9 火 10 1
士 0

.

( ) 9 又 10 1

治疗组 7 2
.

37 欠 10
生
士 。

.

7 3 丫 l州 户 }
.

43 丫 l 。 `
士 〔)

.

筋只 1酬
`
乙

与对照组 比较
, *

P < 0
.

01
; 与模型组比较

,

△尸 < 。
.

01

3
.

3 M C P
一

1 m R N A 定量测定结果
:

表 2 示
,

标准曲线

和线性 范围设定 同上
。

模型组
、

治疗 组兔 V S M C 的

M C卫
一

1 m R N A 表达较对照组显著增加 ( P < 0
.

0 1 )
,

而
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J T C M
.

D e e
.

2 0 0 4
,

V
o

l
.

4 5
,

N o
.

1 2

治疗组较模型组显著减少 (尸< .0 0 1 )
。

4 讨论

采用雌激素替代疗法 ( H R T )防治女性绝经后 A S

已受 到了越来越多 的质疑困
,

随着临床病例的显著增

加
,

中医学独特的防治作用 日益受到重视
。

但传统中医

对于冠心病 的治疗 多集 中在活血化癖
、

芳香化浊等方

面
,

而我们认为女性在围绝经期前后
,

由于肾气衰退
,

精血不足
,

阴阳失调等所致的冠心病 的发生与雌激素

水平低下密切相 关
,

其所表现的一系列生理病理改变

均可责之于肾之虚衰
。

因此本病的病位虽在心
,

而其本

却在 肾
,

治疗应以补肾精
、

益气血为主
,

治病求本
。

本实

验通过补肾煎对血管平滑肌细胞 ( V S M C )凋亡影响的

观察
,

以证实补肾法在防治女性绝经后 A S 方面的作

用及其机制
。

V S M C 过度增殖是 A S 形成的重要步骤
,

主要与

增殖和 (或 )凋亡率下降有关
。

诱导细胞凋亡可相对抑

制 V S M C 的增殖
。

本实验通过对凋亡细胞的观察
,

发

现各组培养 细胞 中均 存在符合形态学变化的凋亡细

胞
,

说明细胞凋亡作为一种生理性死亡形式在正常的

血管中同样存在
,

对调节 V S M C 的数 目起着不可缺少

的作用川
,

且模 型组的细胞凋亡较对照组有增高的趋

势
,

说明在 A S 形成过程中虽然 V S M C 的凋亡率有所

升高
,

但正常的凋亡受到抑制或相对抑制 (表现为细胞

增生过度 )
,

使 V S M C 的增生超过凋亡
,

从而导致疾病

的发生川
。

治疗组的细胞凋亡率较模型组显著提高
,

提

示补 肾法可以通过增加 V S M C 的凋亡以 抑制 去势后

A S 的程度
。

去势后 A S 的形成与细胞因子
、

原癌基 因等很多

因素有关
。

血小板源生长因子 (P D G F )是与 A S 形成关

系极为密切 的一种细胞有丝分裂原
。

在 A S 病变组织

中 P D G F 明显表达异常
,

它可促进动脉中膜平滑肌细

胞迁移和内膜增殖
、

分泌
,

对血管平滑肌有 收缩作用
,

特别对粥样硬化血管的收缩作用更强川
。

P D G F 能产

生 3种异构体 ( A A
、

A B
、

B B)
,

V S M C 主要产生 P D G F
-

A A
。

血管壁分泌的单核细胞趋化蛋 白 ( M C P
一

l) 是针对

单核细胞作用极强的趋化性分子
,

在介导单核细胞浸

润 动 脉壁 过程 中起 主要 作 用
,

与 A s 关 系 密切 l0[ 」。

V S M C
、

内皮细胞及巨噬细胞均可表达 M C P
一

1
。

本实

验发现
,

补 肾煎 可明显 降低 粥样硬化 动脉 V S M C 的

P D G F
一

A m R N A 及 M C P
一

1 m R N A 的表达水平
,

说明

补 肾法 可通过下 调 P D G F
一

A m R N A
、

M C P
一

1 m R N A

的转录水平
,

抑制生长因子释放
,

调节 V S M C 的增殖

和凋亡
,

干预去势后 A S 的发生
、

发展
,

但其进一步的

作用机理还有待于探讨
。
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