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抑制成纤维细胞增殖!添加双抗&

$))^

%

-<

青霉素(

$))^

%

-<

链霉素'预防细菌污染!

%(U

(

GT ]?

:

(

*$T

湿度环境中培

养!约每
%3

"

'&

小时换
$

次培养液!培养
%

"

'C

后使用$

B4D4C

"

实验分组
"

实验分为空白对照组(

W9%)

$

R

%

<

组(

W93)

$

R

%

<

组及
W9$:)

$

R

%

<

组$

B4D4D

"

检测心肌细胞
<,

钙通道
)

$]

(

].R

及
[

P

[

:

-[;9

的

表达
"

给药前
$:0

更换无血清
>R+R

%

A$:

培养液!分别将

%)

(

3)

(

$:)

$

R

%

<W9

与心肌细胞共同孵育
$G-/F

后弃含药

培养液!用
>,W.FQoE

液清洗
:

"

%

次$同时!将
W9%)

(

3)

$

R

%

<

组心肌细胞与
W9

共同孵育的时间增设
$G

(

3)-/F

两

个时间点!以期观察
W9

对心肌细胞
<,

钙通道
)

$]

(

].R

及

[

P

[

:

-[;9

表达的动态变化$分别在培养板内加入
!K/16#

提取细胞总
[;9

!紫外分光光度计
9:3)F-

处测定吸光度!

定量
[;9

浓度$根据美国基因生物库的基因核酸序列!选取

鸟嘌呤加胞嘧啶&

Zl]

'含量约
G)T

的无发卡结构!相互间无

同源序列两段特异性保守序列!用
8K/-"K8K"-/"KG4)

软件设

计引物&北京赛百盛生物技术公司进行合成'!引物序列见表

$

$参照
A"K-"FI.E

公司逆转录聚合酶链反应&

[!,8][

'一步

法试剂盒说明书操作$取适量
8][

反应产物进行
$4GT

琼脂

糖凝胶!

$))e

%

5-

凝胶的电压下电泳$生物电泳图像分析仪

测定扩增大曲线下的吸光度值!计算各样品的
<,

钙通道
)

$]

%

,

.5I/F

(

].R

%

,.5I/F

(

[

P

[

:

%

,.5I/F

$

B4E

"

统计学处理
"

应用
797&4$

软件进行统计学数据分析!

数据以
CX>

表示$各组数据进行单因素方差分析!以
!

#

)4)G

为差异有统计学意义$

C

"

结
""

果

W9

对心肌细胞
<,

钙通道
)

$]

(

].R

及
[

P

[

:

-[;9

表达

的影响见图
$

及表
:

(

%

$

表
:

""

W9

对心肌细胞
<,

钙通道
)

$]

$

].R

及
[

P

[

:

-[;9

"""""

表达的影响%

$G-/F

&

组别
% <,

钙通道
)

$]

%

,.5I/F ].R

%

,.5I/F

[

P

[

:

%

,.5I/F

空白对照组
3 $4&(X)4%& $4*:X)4%* $4((X)4'%

W9%)

$

R

%

<

组
3 $4G*X)4%% $4'%X)4$(
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%
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:l是心肌细胞最重要的第
:

信使!在维持心脏正常节

律和兴奋
,

收缩偶联中发挥关键作用)

$:,$%

*

$细胞膜
<,

钙通道

激活!

].

:l入胞质后通过
].

:l

%

].R

途径调节胞内
].

:l浓度!

激活肌质网
[

P

[

:

!使肌质网内
].

:l经
[

P

[

:

大量进入胞质!引

起细胞收缩)

$'

*

$外源性药物触发
<,

钙通道(

].R

(

[

P

[

:

等相

关调控蛋白的基因改变!将可能导致细胞内
].

:l稳态失调!继

而诱发严重的药源性心律失常$作者前期研究证实!

W9

引起

的乳大鼠心肌细胞快速性心律失常剂量为
3

"

3)

$

1

%

<

!导致

心肌细胞出现停搏的剂量大于或等于
3)

$

1

%

<

!

W9

与心肌细

胞共同孵育
G

"

%)-/F

时细胞的搏动频率增加最显著)

$$

*

$流

式细胞检测
W9

引起的心肌细胞内游离
].

:l升高多出现在给

药后
$G-/F

!说明心肌细胞内
].

:l参与了
W9

所致的心律失

常发生过程$

本研究发现!

W9

能引起心肌细胞
<,

钙通道
)

$]-[;9

高表达!

)

$]

亚基不仅是
<,

钙通道构成
].

:l进入孔道的主要

结构!也是细胞内
].

:l浓度增高时
].

:l

,].R

复合物反馈性

调节
<,

钙通道的位点)

$G

*

$

)

$]-[;9

的高水平表达表明在

W9

作用下!

<,

钙通道正处于高度开放状态!亦提示细胞内游

离
].

:l正处于较高浓度$

[

P

[

:

是细胞肌质网钙释放入胞质

的主要通道!正常生理条件下受细胞内
].

:l

%

].R

调控!介导

心肌兴奋
,

收缩偶联及维持细胞内
].

:l稳态$

W9

能同时增强

心肌细胞
].R

和
[

P

[

:

基因表达量!表明
].R

和
[

P

[

:

可能

也参与了
W9

所致的心肌细胞内+钙超载,过程$综合不同剂

量&
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(
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$
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%

<

'(不同作用时间&
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(
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(

3)-/F
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W9

对上述

-[;9

转录水平的影响!发现
<,

钙通道(

].R

和
[

P

[

:

基因的

表达量增高与心肌细胞内游离
].

:l浓度的升高相伴发生!进

一步证实
W9

极有可能通过对上述钙调控基因
-[;9

表达的

影响而导致心肌细胞+钙超载,及后续心律失常的发生$

在乌头碱类天然药物临床中毒所致的心律失常中!

W9

的

存在可能是导致其毒性反应的主要物质基础之一$心肌细胞

<,

钙通道(

].R

与
[

P

[

:

等钙调控蛋白可能是中毒性心律失常

发生的关键环节$因此!在乌头碱类天然药物中毒解救中!干

预上述靶点!调节(恢复上述基因的正常表达可达到解除中毒

性心律失常的目的$
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