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的作用及相关机制研究

贺国洋!李永真!李新强!朱慧芳!韩芳毅!千新来!

"新乡医学院病理学教研室!河南新乡
+)&$$&

#

""

摘
"

要%目的
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探讨人参皂苷
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,

抗同型半胱氨酸"
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#诱导人脐静脉内皮细胞"

KdW-@;

#凋亡的作用及相关机制$方法

"

体外培养
KdW-@;

细胞!采用琼脂糖凝胶电泳和末端脱氧核糖核苷酸转移酶介导的缺口末端标记法"

!dG-A

#染色检测细胞

凋亡情况!逆转录
.

聚合酶链反应"
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#和
B";J"=4Y#9JJ14

M

分析各组内皮型一氧化氮合酶"

"GPO

#

/HG<

和蛋白质的表达$

结果
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琼脂糖凝胶电泳显示+与对照组和
H

M

,

组比较!

K2

?

组可见特征性
FG<

的%梯状&条带$

!dG-A

染色显示+与对照组和

H

M

,

组比较
K2

?

组细胞凋亡率增加差异有统计学意义"

!

$

$8$,

#,

H!.̂@H

显示+与对照组和
H

M

,

组相比!

K2

?

组
"GPO/HG<

水平表达降低差异有统计学意义"

!

$

$8$,

#,与
K2

?

组相比!

K2

?

eH

M

,

组
"GPO/HG<

水平表达增加差异有统计学意义"

!

$

$8$,

#!但仍低于对照组和
H

M

,

组!差异有统计学意义"

!

$

$8$,

#$

B";J"=4Y#9JJ14

M

显示+与对照组和
H

M

,

组相比!

K2

?

组
"GPO

蛋白水平表达降低差异有统计学意义"
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#,与
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组相比!
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M
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组
"GPO

蛋白水平表达增加差异有统计学意义"
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$

$8$,

#!但仍低于对照组和
H

M

,

组!差异有统计学意义"
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#$结论
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人参皂苷
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M

,

能够抑制
K2

?

诱导的人脐静脉内皮细胞

凋亡!此作用可能与上调血管内皮细胞
"GPO

水平有关$
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血管内皮结构和功能损伤是动脉粥样硬化#
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$的始动环节(

,.&

)

&同型半胱氨酸#
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$

是
<O

等心血管疾病的独立危险因子!其致病机制之一就是通

过降低内皮型一氧化氮合酶#

"459J3"#10#41J=129]15";

?

4J3.

"0;"

!

"GPO

$的合成和活性!使内皮细胞
GP

生成减少!导致血

管内皮功能损害(

+.)

)

&血管内皮细胞死亡分为凋亡和坏死两种

形式!人参皂苷究竟是通过抑制何种死亡形式防止氧自由基对

血管内皮细胞的损伤目前尚未探明&本研究以
K2

?

诱导人脐

静脉内皮细胞#

3S/04S/Y1#120#Q"14"459J3"#10#2"##;

!

Kd.

W-@;

$凋亡为模型!探讨人参皂苷
H

M

,

是否有抑制
K2

?

诱导

血管内皮细胞凋亡的作用及其相关分子机制!为保护血管内皮

功能和防治
<O

开辟新途径&

!

"

材料与方法

!8!

"

材料,试剂与主要仪器
"

人脐静脉内皮细胞#

KdW-@;

$

由中国典型培养物保藏中心提供%胎牛血清#

ÌO

$购自杭州四

季青生物工程材料研究所%

,$$Y

>

FG< N0=\"=

为美国
"̀=.

/"4J0;

公司产品%人参皂苷
H

M

,

购自北京中国药品生物制品

鉴定所!编号
$*$&.7*,,

%

Ĥ NZ,'+$

琼脂糖,

HG<

酶
<

,蛋白

酶
L

,胰蛋白酶等为美国
Z4Q1J=9

M

"4

公司产品!酶标仪为美国

!3"=/9

公司产品!凋亡试剂盒购自德国
HP@K-

公司&

+

.02.

'*&,

重庆医学
%$,,

年
)

月第
+$

卷第
,+

期
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鼠抗人单抗#

Z

M

T

$,

"GPO

兔抗人多克隆抗体#

Z

M

T

$,辣根酶

标记的兔抗鼠#

Z

M

T

$和辣根酶标记的羊抗兔#

Z

M

T

$二抗均购自

美国
O04J0@=SV

公司&
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方法
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细胞培养条件
"

KdW-@;

培养条件为"含体积分数为

,$E ÌO

和青'链霉素#青霉素
,$$d

'

/A

!链霉素
,$$/

M

'

A

$的

Ĥ NZ,'+$

培养基!在
&*c

!体积分数为
)E@P

%

孵箱中培养&

!8"8"
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细胞凋亡检测
"

#

,

$琼脂糖凝胶电泳"常规胰蛋白酶消

化法收集对数生长期对照组,

%$$

"

/9#

'

A K2

?

#

K2

?

组$,

%$$

"

/9#

'

AK2

?

和
+$
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M

'

/AH

M

,

组#

K2

?

eH

M

,

组$及
+$

"

M

'

/A

H

M

,

组#

H

M

,

组$处理
%+3

的
KdW-@;

细胞!按分子克隆方法

提取基因组
FG<

(

'

)

&定量后
FG<

样品与上样缓冲液
)j,

#

Q

'

Q

$混匀!加样
,$

"

A

在含有溴化乙锭的
,)

M

'

A

琼脂糖凝胶

电泳中电泳
+3

!电压
)$W

!电泳缓冲液为
,D!<-

!电泳结束

后在凝胶成像系统的紫外灯下观察并拍照分析细胞凋亡情况&

#

%

$末端脱氧核糖核苷酸转移酶介导的缺口末端标记法

#

!dG-A

$染色观察凋亡细胞!常规胰酶消化
KdW-@;

!取用

新鲜配制
+$

M

'

A

的多聚甲醛处理过的载玻片!室温固定
Kd.

W-@;'$/14

&然后滴加
&E

过氧化氢
.

甲醇室温作用
,$/14

!

磷酸盐缓冲液#

ÎO

$冲洗
&

次上摇床
)/14

!

ÎO

冲洗滴加标

记反应混合物每片
)$

"

A

!于
&*c

烤箱避光反应
'$/14

!阴性

对照只加
)$

"

A

分出的管
%

溶液&

ÎO

冲洗后放在湿盒中滴

加管
&

液体每片
)$

"

A

!于
&*c

!避光反应
&$/14

&

F<I

显

色,复染,分化,脱水,中性树胶封片,光镜观察并照相&

!8"8#
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"GPO/HG<

检测
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由
!HZV9#

试剂提取对数生长期

的对照组,
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?

组,
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?

eH

M

,
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H

M

,

组处理
%+3

的
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细胞总
HG<

并定量!按
H!.̂@H

试剂盒方法合成
2F.

G<

第
,

条链!以
2FG<

为模版!采用
H!.̂@H

方法检测
"GPO

/HG<

表达&引物和目的片段见表
,

&反应条件"

7+c

预变

性
%/14

!

7+c

变性
+);

!

'$c

退火
+);

!

*%c

延伸
%/14

!扩

增
&$

个循环!最后
*%c

延伸
)/14

&产物以
,(

M

'

A

琼脂糖凝

胶电泳后观察并照相&以
T<̂ FK

为内参照&

表
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引物序列和目的片段
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蛋白检测
"

常规胰蛋白酶消化法收集对数生长

期对照组,

K2

?

组,

K2

?

eH

M

,

组及
H

M

,

组处理
%+3

的
Kd.
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细胞!细胞总蛋白提取,定量及变性见文献(

*

)&提取的

总蛋白经十二烷基硫酸钠#

OFO

$变性的聚丙烯酰胺凝胶电泳!

转膜后进行
B";J"=4Y#9JJ14

M

操作!检测
"GPO

蛋白表达&蛋

白上样量均为
)$

"

M

!

+

.02J14

鼠抗人单抗#

Z

M

T

$,

"GPO

兔抗人

多克隆抗体#

Z

M

T

$,辣根酶标记的兔抗鼠#

Z

M

T

$和辣根酶标记

的羊抗兔#

Z

M

T

$二抗稀释倍数分别为
,j%)$$

,

,j%$$

,

,j*)$$

和
,j)$$$

&

!8#

"

统计学处理
"

应用
Ô OO,,8)

统计软件进行数据分析!

多样本均数的比较采用单因素方差分析!两两比较采用
AOF

和
OGL

检验&检验水准为
&

h$8$)

&

"

"

结
""

果

"8!

"

细胞凋亡的检测
"

与对照组和
H

M

,

组相比!

K2

?

组可见

明显
FG<

梯状条带!而
K2

?

eH

M

,

组未见特征性
FG<

的梯

状条带#图
,

$%

!dG-A

染色结果显示!

K2

?

组细胞凋亡率明显

高于对照组和
H

M

,

组#

!

$

$8$)

$&见表
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N
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FG< N0=\"=;
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,

"对照组细胞%

%

"

H

M

,

组细胞%

&

"

K2

?

e

H

M

,

组细胞%

+

"

K2

?

组细胞&

图
,

""

琼脂糖凝胶电泳分析细胞
FG<

断裂情况

表
%

""

!dG-A

染色检测细胞凋亡情况

组别 细胞总数 凋亡细胞数#

Fg-

$ 凋亡百分比#

E

$

对照组
,$$$ %&8'*$g'8,%& %8&'*

H

M

,

组
,$$$ %(8&&&g(8&(* %8(&&

K2

?

组
,$$$ &&*8&&&g,)8+*'

#

&&8*&&

K2

?

eH

M

,

组
,$$$ 7%8$$$g,$8+&)

##

78%$$

2 ,),8&'7

! $8$$$
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#

"

!

$

$8$,

!与对照组,

H

M

,

组和
K2

?

eH

M

,

组比较%

##

"

!

$

$8$,

!与对照组和
H

M

,

组比较&

"8"
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"GPO/HG<

检测结果
"

H!.̂@H

结果见图
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%

"

H

M
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组细胞%
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,

组细

胞%

N
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FG< N0=\"=;

&

图
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H!.̂@H

方法检测
"GPO/HG<

水平表达变化

琼脂糖凝胶电泳结果

表
&
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"GPO/HG<

水平表达变化
H!.̂@H

检测结果

组别
"GPO

'

T<̂ FK

灰度比值#

Fg-

$

对照组
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M
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组
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组
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血管内皮细胞位于血管腔的内表面!不仅是血流与血管壁

之间的屏障结构!而且是维持血管正常功能的关键因素!包括

调节动脉血管收缩,凝血系统平衡血小板聚集,单核细胞黏附

和促进新生血管生长等&血管内皮功能障碍是多种心血管疾

病共同的病理生理改变!尤其在
<O

,心肌缺血及缺血再灌注损

伤过程中发挥重要作用(

(.7

)

&近年来的研究发现血浆
K2

?

水

平升高是
<O

,心肌缺血等心血管疾病一个独立危险因素&血

管内皮细胞的过度凋亡在
<O

,急性冠状动脉综合征等心血管

疾病发生发展中起重要作用!因此抑制
K2

?

诱导的血管内皮

细胞过度凋亡是心血管疾病防治的重要环节(

,$.,&

)

&实验中以

K2

?

作用于
KdW-@;

细胞
%+3

时!与对照组相比!细胞凋亡

比例显著升高#对照组为
%8&'*E

!

K2

?

组为
&&8*&&E

$!

H!.

@̂H

和
B";J"=4Y#9JJ14

M

结果显示!

K2

?

能够抑制
"GPO/H.

G<

和蛋白的表达!进而抑制
"GPO

活性!从而减少内皮细胞

GP

的生成&同时血管内皮细胞
"GPO

表达水平也明显降低&

人参皂苷是一类正在开发的防治心血管疾病的新药!目前

已经明确其有
&$

多种单体!其药理效应各自不尽相同!人参皂

苷
H

M

,

为原人参三醇类的主要组成成分之一(

,+.,)

)

!在实验中

发现人参皂苷
H

M

,

能抑制
K2

?

诱导的
KdW-@;

细胞凋亡!使

凋亡比例由
&&8*&&E

下降到
78%$$E

&

H

M

,

抑制
K2

?

诱导

KdW-@;

细胞凋亡的同时还能上调被
K2

?

抑制的内皮细胞

"GPO

水平&因此推测
H

M

,

抑制
K2

?

诱导内皮细胞凋亡的作

用机制可能是通过上调
"GPO

水平,提高血管内皮细胞
GP

的

含量,减轻细胞的脂质过氧化损伤来实现的&

综上所述!人参皂苷
H

M

,

可抑制
K2

?

诱导的血管内皮细

胞凋亡!此作用可能与上调血管内皮细胞的
"GPO

水平

有关(

,'

)
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