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冬虫夏草水提取物对慢性低氧大鼠肺动脉平滑肌细胞

增殖及癌基因
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要"目的
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探讨冬虫夏草水提取物对慢性低氧大鼠肺动脉平滑肌细胞!

E4HKA/

#增殖的影响及其可能的作用机制%方

法
!

用
KBB

法测定不同浓度冬虫夏草水提取物对慢性低氧大鼠
E4HKA/

增殖的影响"用流式细胞仪分析冬虫夏草水提取物对

慢性低氧大鼠
E4HKA/

细胞周期的影响"用免疫细胞化学染色法测定冬虫夏草水提取物对慢性低氧大鼠
E4HKA/

增殖细胞核

抗原!

EAG4

#和癌基因
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表达的影响%结果
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低氧对照组大鼠
E4HKA/

吸光度!
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#值明显高于常氧对照组"差异有统

计学意义!
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冬虫夏草组
4

值呈明显下降趋势"差异均有统计学意义!
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#$低氧对照组
HhW

&

K

期细胞比例明显高于常氧对照组"差异有统计学意义!
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#
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#"冬虫夏草组
HhW

&

K

期细胞比例明显低于低氧对照组"但高于

常氧对照组"差异均有统计学意义!
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#$冬虫夏草组
EAG4

阳性表达率明显低于低氧对照组"但高于常氧对照组"差异均有

统计学意义!
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#$冬虫夏草组细胞
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和
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蛋白阳性染色平均积分光密度值!
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#明显低于低氧对照组"但高于常

氧对照组"差异均有统计学意义!
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冬虫夏草水提取物呈浓度依赖性抑制慢性低氧导致的大鼠
E4HKA/

增殖"其

抑制作用可能是通过减少细胞内
:1P)/
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.
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基因和
EAG4

的表达&降低
H

期和
W

&

*

K

期细胞比例来实现的%
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低氧性肺动脉高压(
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Ê̂

)是肺心病发病过程的中心环节"其产生及严重程度明显

影响肺心病和慢性阻塞性肺疾病的发生#发展#病程及预

后+

+1&

,

$因此"有关
Ê̂

发病机制和治疗研究一直是国内外

研究的热点$目前认为"

Ê̂

血管病变主要是肺血管收缩反

应增强和肺血管结构重塑(
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E]H3

)$尽管引起
E]H3

的原因多种多样"并且多

环节"然而肺动脉平滑肌细胞(
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)异常增殖则是
E]H3

的关键环节+
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虫夏草(
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)目前在呼吸系统疾病的研究主要

集中在于慢性阻塞性肺疾病(

A[EF

)气道重塑#免疫功能#

A[EF

患者肺功能改变及肺癌等+

#1'

,

"冬虫夏草对低氧性

'2-+

重庆医学
&$+$

年
!

月第
%-

卷第
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期

"

基金项目!湖北省卫生厅青年人才基金资助项目(
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)*湖北省宜昌市医疗卫生科技计划资助项目(

4&$$!%$&1$'

)$

!

&

!

通讯

作者"电话!(

$'+'

)

#"!#+#'

*

I197*?

!

&&&N*7)Z<7)

)

+#%,:)9

$



E4HKA/

增殖是否存在影响"国内外尚未见报道$作者通过

研究冬虫夏草水提取物对慢性低氧大鼠
E4HKA/

增殖及相关

基因表达的影响"初步探讨冬虫夏草对低氧性
E4HKA/

的增

殖作用及其可能的作用机制"为其临床应用提供实验依据$

!

!

材料与方法

!,!

!

材料

!,!,!

!

药物
!

冬虫夏草购于湖北省药材公司$用水提醇沉法

提取冬虫夏草"取虫草粗粉
2$

Q

"加水
"$$9C

煎煮"煮沸后文

火煮
%$9*0

保留提取液"再加水
%$$9C

用同样方法煎煮"合

并
&

次提取液过滤(滤纸)浓缩至
2$9C

"加入
-2=

乙醇
+"$

9C

"

"_

密封放置
&"<

"抽滤取上清液"旋转蒸发器回收乙醇"

离心取上清液"加入适量
((^

&

[

使总容积为
2$9C

(生药浓

度为
+

Q

'

9C

)"

$,&&

'

9

滤膜过滤除菌"

" _

保存"用前用

FKIK

培养基稀释至所需浓度$

!,!,"

!

实验动物
!

健康雄性成年
HF

大鼠
"$

只"平均体质量

为
&$$

!

&2$

Q

"由华中科技大学同济医学院实验动物中心

提供$

!,!,#

!

仪器与试剂

!,!,#,!

!

主要仪器
!

"2$

型
ICMH413;7(;6

酶标仪(

J*)137(

公司)#恒温恒湿
A[

&

细胞培养箱(德国
;̂67;8/

公司)#倒置

显微镜(日本
[?

@

9

O

8/

)#

D4AH)65

流式细胞仪(美国
J;:5)0

F*:X*0/)0

公司)#

^KM4H1&$$$

型高清晰度彩色医学图文分析

系统等$
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主要试剂
!

鼠单克隆抗
+

17:5*0

抗体#单克隆抗增殖

细胞核抗原(

O

6)?*P;675*0

Q

:;??08:?;76705*

Q
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EAG4

)抗体#抗

:1P)/

抗体#抗
:1

.

80

抗体#链霉卵白素过氧化酶(

HE

)试剂盒#二

氨基联苯胺(

F4J

)购于美国
H7057A68Z

生物技术公司"

FKIK

培养基购于美国
M0S*56)

Q

;0

公司"碘化丙啶(

EM

)购于

美国
JF

公司"其他试剂均为分析纯$
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!

实验方法

!,",!

!

大鼠
E4HKA/

培养与鉴定
!

HF

大鼠麻醉后开胸迅速

取出心#肺"在预冷
F1̂ 70X/

液中分离出
%

!

"

级肺动脉(直径

为
%$$

!

'$$

'

9

)$撕去外膜并擦去内皮"剪碎"在消化液
"

(

&

9CF1̂ 70X/

中含
&9

Q

胰蛋白酶和
%9

Q

胶原酶)中
%'_

温

育
+$9*0

$终止反应"

+$$$6

'

9*0

(离心半径
+":9

)离心
+$

9*0

"静置片刻后弃上清液$用消化液
#

(

&9C&$=

胎牛血清

FKIK

含
&9

Q

胶原酶)悬浮"置于
%'_

#

2= A[

&

培养箱中

消化
+

!

&<

$镜下可见较多悬浮细胞"轻柔吹打数次后"

+$$$

6

'

9*0

(离心半径
+":9

)离心
+$9*0

$弃上清液"细胞用含

&$=

胎牛血清
FKIK

悬浮"置于
%'_

#

2=A[

&

培养箱中静

置培养$约
2

!

'(

长满"呈典型峰
1

谷状重叠生长$用免疫细

胞化学
+

17:5*0

鉴定"可见胞浆中棕色肌丝结构"与细胞纵轴平

行$原代培养细胞
!$=

!

-$=

长满瓶底即可传代培养"取第
&

!

"

代生长良好的细胞用于实验$

!,","

!

KBB

试验
!

在
-#

孔平底细胞培养板接种浓度约为
+

\+$

"

'

9C

的
E4HKA/+$$

'

C

"用含
+$=

胎牛血清
FKIK

补

至
&$$

'

C

"在
%'_

#

2=A[

&

条件下培养
&"<

$生长成层后换

无血清的
FKIK

培养基同步化
&"<

$分设常氧对照组#低氧

对照组和不同浓度冬虫夏草组(

+

#

+$

#

+$$9

Q

'

9C

)"每组设
#

个复孔"每孔溶液总体积均为
&$$

'

C

"置于培养箱中培养$常

氧对照组条件为
%'_

#

2=A[

&

#

&+=[

&

#

'"=G

&

"低氧对照组

和不同浓度冬虫夏草组条件为
%' _

#

2=A[

&

#

&=[

&

#

-%=

G

&

$

"!<

后加入
KBB

(

29

Q

'

9C

)"每孔
&$

'

C

$置于培养箱

中培养
"<

"然后加入二甲基亚砜(

FKH[

)原液
+2$

'

C

'

T;??

"

将培养板平放在平板振荡器上振摇
+$9*0

"使结晶物溶解"用

酶标仪(

2'$09

主波长#

#%$09

副波长)检测吸光度值(

4

值)

以反映活细胞数目$

!,",#

!

细胞周期分析
!

根据
KBB

试验结果"收集常氧对照

组#低氧对照组和
+$9

Q

'

9C

冬虫夏草组细胞"用磷酸盐缓冲

液(

EJH$,$+9)?

'

C

"

O

^',&

)洗涤
&

次"

+&$$6

'

9*0

(离心半

径
+":9

)离心
29*0

"然后加入预冷
'$=

乙醇固定"

"_

过夜"

再收集细胞"经
EJH

洗涤后"经核糖核酸酶
4

(

307/;

)消化"依

次加入膜穿孔剂(

$,+= B6*5)0e1+$$

)#碘化丙啶(

EM

终浓度为

+$$9

Q

'

C

)"

"_

避光染色
%$9*0

后上机检测$应用
D4AH)65

流式细胞仪进行细胞周期分析检测$

!,",G

!

免疫细胞化学染色
!

收集上述各组
E4HKA/

细胞爬

片"用
EJH

清洗
%

次后用
"=

多聚甲醛固定
&$9*0

"

EJH

清洗

后采用
HE

(链霉亲和素
1

过氧化物酶)法进行
EAG4

#

:1P)/

和
:1

.

80

免疫细胞化学染色$其工作滴度为
+l&$$

$各组均设阴

性对照"省略一抗"以
EJH

代替$每组观察
#

张爬片"光镜下

每张玻片随机连续观察
&$$

个细胞"计数
EAG4

阳性百分率$

:1P)/

和
:1

.

80

染色结果经医学图文分析系统进行图像分析"以

细胞阳性着色的积分光密度值 (

4M[F

值)表示免疫细胞蛋白

阳性表达的相对量$

!,#

!

统计学方法
!

计量资料均以
FV@

表示"组间均数比较采

用方差分析"两两比较采用
O

检验"率的检验采用
(

& 检验$以

E

#

$,$2

为差异有统计学意义$

"

!

结
!!

果

",!

!

大鼠
E4HKA/

鉴定
!

在倒置相差显微镜下大鼠
E4HKA/

均呈梭形"椭圆形核位于细胞中央"并有核仁*细胞可重叠生长

达多层"部分区域较稀疏"生长呈典型的峰
1

谷状态*

+

17:5*0

免疫

细胞化学染色可见胞浆内细肌丝沿细胞纵轴分布"鉴定培养的

细胞为平滑肌细胞"见图
+

#

&

$

图
+

!!

倒置相差显微镜下大鼠
E4HKA/

状态观察

图
&

!!+

17:5*0

免疫细胞化学染色结果

","

!

冬虫夏草对慢性低氧大鼠
E4HKA/

增殖的影响
!

低氧

对照组吸光度(

4

)值为
$,"#'&V$,$#$$

"明显高于常氧对照

组(

$,&&-'V$,$%&+

)"差异有统计学意义(

!

#

$,$+

)$

+

#

+$

#

+$$9

Q

'

9C

冬虫夏草组的
4

值分别为
$,"+-!V$,$2%#

#

$,%2&!V$,$2#'

#

$,&!""V$,$2#+

"呈明显下降趋势"差异

!2-+

重庆医学
&$+$

年
!

月第
%-

卷第
+2

期



均有统计学意义(

!

#

$,$2

)"其中
+9

Q

'

9C

冬虫夏草组与低

氧对照组#

+$$9

Q

'

9C

冬虫夏草组与常氧对照组
4

值比较"差

异均无统计学意义(

!

$

$,$2

)$

",#

!

冬虫夏草对慢性缺氧大鼠
E4HKA/

细胞周期的影响
!

慢性低氧时
HhW

&

K

期细胞所占比例为(

&-,!!V","'

)

=

"明

显高于常氧对照组+(

+%,#2V&,'&

)

=

,"差异有统计学意义(

!

#

$,$+

)*冬虫夏草组
HhW

&

K

期细胞比例为(

&+,!+V

%,++

)

=

"明显低于低氧对照组"但高于常氧对照组"差异均有

统计学意义(

!

#

$,$+

)"见图
%

$

图
%

!!

冬虫夏草对慢性缺氧大鼠
E4HKA/

细胞周期的影响

",G

!

冬虫夏草对慢性缺氧大鼠
E4HKA/EAG4

表达的影响

!

EAG4

阳性表达者染色为棕黄色"位于胞核$慢性低氧时

EAG4

阳性表达率为(

!$,+'V#,#"

)

=

"明显高于常氧对照组

+(

&-,'2V2,#$

)

=

,"差异有统计学意义(

!

#

$,$+

)*

+$9

Q

'

9C

冬虫夏草组
EAG4

阳性表达率为(

"%,2$V","-

)

=

"明显

低于低氧对照组"差异有统计学意义(

!

#

$,$+

)"见图
"

$

图
"

!!

冬虫夏草对慢性缺氧大鼠
E4HKA/EAG4

表达的

影响$免疫细胞化学染色&

\"$$

%

图
2

!!

冬虫夏草对慢性缺氧大鼠
E4HKA/:1P)/

表达的

影响$免疫细胞化学染色&

\"$$

%

图
#

!!

冬虫夏草对慢性缺氧大鼠
E4HKA/:1

.

80

表达的

影响 $免疫细胞化学染色&

\&$$

%

",H

!

冬虫夏草对慢性缺氧大鼠
E4HKA/:1P)/

#

:1

.

80

蛋白表

达的影响
!

:1P)/

阳性表达为细胞胞浆明显棕黄色染色"

:1

.

80

阳性表达为细胞核呈明显棕黄色染色$慢性低氧大鼠

E4HKA/:1P)/

#

:1

.

80M[F

分别为
$,+#$V$,$+-

#

$,%&#V

$,$"!

"明显高于常氧对照组(

$,$""V$,$$-

#

$,+&#V$,$%%

)"

差异均有统计学意义(

!

#

$,$+

)*

+$9

Q

'

9C

冬虫夏草组
:1

P)/

#

:1

.

804M[F

分别为
$,++&V$,$+#

#

$,+!!V$,$%#

"明显低

于低氧对照组"差异均有统计学意义(

!

#

$,$+

)"见图
2

#

#

$

#

!

讨
!!

论

众多研究表明"慢性低氧导致肺动脉高压的中心环节是肺

血管重塑"主要表现为肺动脉平滑肌的异常增殖$在细胞增殖

周期中"一些蛋白的合成对于细胞由
W

$

期进入
W

+

#

H

期是必

需的"如降钙素#非组蛋白染色体蛋白#

FG4

复制有关酶系及

EAG4

等"其中
EAG4

与细胞增殖明显相关+

!1-

,

$

EAG4

是相

对分子质量为
%%

!

%#\+$

- 的核蛋白"作为
FG4

聚合酶
,

的

辅助因子在
FG4

合成中发挥作用"是评价细胞增殖状态的一

个重要指标$

EAG4

过度表达预示着细胞增生活跃"反之则表

明细胞增生处于抑制状态$

整个细胞周期要经历两个时期"即分裂间期和有丝分裂期

(

K

期)$分裂间期也叫生长期"此期又可分为
%

期"即生长前

期(

W

+

期)#

FG4

合成期(

H

期)和生长后期(

W

&

期)$一般以
H

期和
W

&

'

K

期所占比例来反映细胞增殖状态$

:1P)/

和
:1

.

80

属于原癌基因家族中能被第
&

信使诱导的

即刻早期基因"其表达产物参与细胞内信息传递#能量代谢和

细胞的生长分化+

+$1++

,

$细胞外刺激通过受体等途径激活第
&

信使"第
&

信使进入细胞核内"诱导
:1P)/

#

:1

.

80

等基因转录

93G4

"

:1P)/

在细胞浆内表达的核蛋白
D[H

经过广泛修饰后"

进入细胞核与
:1

.

80

表达产物核蛋白
bfG

形成异源二聚体复

合物"即转录激活蛋白
+

(

7:5*S75)6

O

6)5;*0+

"

4E1+

)

+

+&1+%

,

$

4E1

+

是能与
FG4

调节序列相结合的蛋白质复合物"可被基因启

动子或增强子序列识别并结合"从而参与细胞生长#分化等一

系列病理生理过程$

冬虫夏草是子囊菌纲肉座菌目麦角菌属虫草菌寄生在蝙

蝠蛾科昆虫幼虫体上的子座和幼虫尸体"属中国国家二级保护

的名贵药材"与人参#鹿茸并列为中国的三大补品$冬虫夏草

主要成分包括核苷类#氨基酸多肽#多糖#甾醇糖醇#脂肪酸#维

生素#微量元素等$现代医学研究发现"冬虫夏草具有降血糖#

抑制肿瘤#抗氧化#抗衰老#抗纤维化#提高人体免疫功能等功

效+

+"1+2

,

$

本实验成功分离并培养了大鼠
E4HKA/

"再次证实慢性

低氧能够促使大鼠
E4HKA/

增殖$与常氧对照组比较"慢性

低氧可能导致
E4HKA/:1P)/

#

:1

.

80

基因和
EAG4

高表达"加

速
FG4

合成"促使进入
H

期和
W

&

'

K

期细胞增多$

KBB

试

验显示"冬虫夏草水提取物能够抑制慢性低氧导致的大鼠

E4HKA/

增殖"并且此种抑制作用呈浓度依赖性"在高浓度冬

虫夏草水提取物(

+$$9

Q

'

9C

)作用下"慢性低氧大鼠
E4HKA/

的增殖与常氧对照组比较"差异无统计学意义(

!L$,$!"

)$

流式细胞术和免疫细胞化学染色显示"与低氧对照组比较"冬

虫夏草水提取物(

+$9

Q

'

9C

)能够降低
H

期
hW

&

'

K

期细胞比

例+(

&-,!!V","'

)

=

#(

&+,!+V%,++

)

=

"

!

#

$,$+

,"减少大鼠

E4HKA/

细胞核内
EAG4

阳性率+(

!$,+'V#,#"

)

=

#(

"%,2$

V","-

)

=

"

!

#

$,$+

,"使大鼠
E4HKA/:1P)/

#

:1

.

80

基因表达

减少"差异均有统计学意义(

!

#

$,$+

)$作者推测"冬虫夏草

水提取物部分阻断了慢性低氧对大鼠
E4HKA/:1P)/

#

:1

.

80

基

因和
EAG4

表达的影响"抑制了大鼠
E4HKA/

的增殖"从而可

能降低肺动脉压力和延缓肺动脉高压的进程$

综上所述"慢性低氧能够促使大鼠
E4HKA/

的增殖"而冬

虫夏草水提取物可能通过减少
:1P)/

#

:1

.

80

基因和
EAG4

的表

达"降低
H

期和
W

&

'

K

期细胞比例"以此抑制(下转第
+-#&

页)
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