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目的
!

探讨去氢木香内酯"

7G5

T

&对人肝星状
3h.1

细胞增殖及凋亡的影响!分析其可能的作用机制'方法
!

人肝

星状
3h.1

细胞经不同浓度
7G5

T

处理后!采用四甲基偶氮唑盐"

:EE

&法%流式细胞术检测
3h.1

细胞增殖和周期分布!

_"GL5+H

'''01

染色法及
;<.92

双染法检测
3h.1

细胞凋亡情况!蛋白质印迹法"

fG+HGN,SO"H

&检测凋亡相关蛋白的表达'结果
!

给予不

同浓度的
7G5

T

作用
0/5

后!能够明显抑制
3h.1

细胞的增殖!阻滞细胞周期于
6

%

=

1

$

:

期!同时诱导
3h.1

细胞的凋亡!呈浓度依

赖性#

fG+HGN,SO"H

结果显示!

7G5

T

可促进
91-

%

\JV

的表达上调!

\LO.1

的表达下调'结论
!

7G5

T

通过调节
\JV

%

\LO.1

和
91-

的表

达诱导人肝星状
3h.1

细胞的凋亡和周期的阻滞'
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肝纤维化是一个世界范围内的卫生难题'

$

(

#它是由各种致

病因子所致慢性肝损伤后#肝内实质细胞)间质细胞异常增生

导致细胞外基质$

>8:

&过度沉积的病理过程#随着病情的发

展#将导致肝小叶及纤维结节的形成#最终发展成肝硬化'

1.'

(

*

所以#及时对肝纤维化进行有效地治疗显得尤为重要*目前对

肝纤维化的治疗主要通过抗炎)抗病毒)减少
>8:

沉积等方

式'

0

(

#然而这些治疗效果并不理想#寻找有效的抗纤维化的药

物及治疗方法仍然是首要任务*

去氢木香内酯$

!G5

T

!N"L"+HP+OJLH",G

#

7G5

T

&是一种倍半萜

内酯类化合物#主要从木香)木兰)月桂树等植物中提取出来

的*我国传统中医药常使用含有木香的复方治疗肿瘤#而其中

抗癌的主要活性成分就是
7G5

T

'

@.)

(

*国内外的众多文献报道

了
7G5

T

的抗癌作用'

-./

(

#研究还发现
7G5

T

具有抗炎)抗病毒)

抗菌)抗氧化等多方面的药理活性'

(.$1

(

*

85G,

等'

$%

(研究发现#

7G5

T

在低剂量条件下对肝癌细胞
_G

C

.'\

)

_G

C

;1

的乙型肝

炎表面抗原$

_\+;

I

&和乙型肝炎
G

抗原$

_\G;

I

&的基因表达

均具有明显的抑制作用#主要表现在
K4X;

表达量的降低#这

说明
7G5

T

具有很好的抗乙型肝炎病毒活性*而肝纤维化的

一个主要的病因就是乙型肝炎病毒的感染#所以
7G5

T

具备很

好的抗肝纤维化的应用前景*目前#

7G5

T

对肝纤维化的影响

还未见报道#本文通过研究体外条件下
7G5

T

对肝星状
3h.1

细胞的增殖)凋亡及相关蛋白表达的影响#进而探究
7G5

T

在

肝纤维化发展过程中的作用*

C

!

材料与方法

C&C

!

材料

C&C&C

!

细胞株
!

人肝星状
3h.1

细胞由上海生命科学院细胞

库提供*

3h.1

细胞于
'- d

水浴锅中快速复苏#接种于含

$%a

胎牛血清的
7:>:

培养基$含
$%%c

"

K3

青霉素和链霉

素&中#置于
'-d

)

@a8Y

1

恒温培养箱中培养*待细胞长满至

/%a

左右即可用
%&1@a

胰酶消化#根据需要的密度进行接种*

C&C&D

!

药物
!

7G5

T

购于上海源叶生物科技有限公司#实验前

配制
$%K

I

"

K3

的
7G5

T

备用原液#用二甲基亚砜$

7:6Y

&溶

解#置于
0d

冰箱内储存#使用时再用
7:>:

培养基稀释成需

要的浓度*

C&C&E

!

主要试剂
!

7:>:

干粉和胎牛血清购自美国
=#SL"

公司#

7:6Y

和胰蛋白酶购自上海博光生物技术有限公司#四

甲基偶氮唑盐$

:EE

&粉购自美国
6#

I

KJ

公司#细胞周期检测

试剂盒购自美国
\7

公司#

_"GL5+H'''01

染色剂和细胞凋亡

检测试剂盒购自上海碧云天生物科技有限公司和上海翊圣生

物科技有限公司#

91-

)

\JV

)

\LO.1

抗体购自美国
86E

公司#抗

=;97_

)兔二抗购自康成生物公司*

C&D

!

方法

C&D&C

!

细胞增殖实验
!

待
3h.1

细胞生长到
/%a

融合度左

右#用
%&1@a

胰酶消化#

/%%N

"

K#,

离心
'K#,

#用
$%a

胎牛血

清重悬#于计数板上计数#根据细胞的密度用
$%a

胎牛血清稀

释至
@%%%

个"
$%%

%

3

#将细胞混悬液加入
()

孔板中#每孔
$%%

)%('

重庆医学
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年
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月第
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卷第
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期



%

3

#置于
'-d

)

@a8Y

1

恒温培养箱过夜培养*细胞贴壁后#

每孔给予
%

)

1

)

0

)

/

)

$1

)

$)

)

1%

%

I

"

K3

的
7G5

T

#每个浓度设置
@

个复孔*处理
105

或
0/5

后#加入
1%

%

3

的
%&@K

I

"

K3

:EE

#避光条件孵育
05

#吸弃培养基#再加入
$@%

%

37:6Y

溶解结晶#于摇床上摇
$@K#,

左右#在酶联免疫检测仪上检测

光密度值$

R.

值&#检测波长为
0(%,K

*根据公式计算
7G5

T

对
3h.1

细胞的增殖抑制能力#细胞抑制率
e

$

$W

空白对照组

R.

值"实验对照组
R.

值&

b$%%a

*

C&D&D

!

细胞周期实验
!

实验分为空白对照组#

7G5

T

低)中)高

'

个浓度实验组%将处于对数生长期的
3h.1

细胞消化#离心#

用
$%a

胎牛血清重悬#以
0@

万"皿的密度接种细胞于
)LK

培

养皿中#细胞贴壁后#各组按照
7G5

T

%

)

1&@

)

@&%

)

$%&%

%

I

"

K3

处理%

0/5

后#收集细胞#用磷酸盐缓冲液$

9\6

&洗
'

次#再用

-@a

的冰乙醇$

W1%d

预冷&固定#置于
0d

冰箱中过夜%用预

冷
9\6

洗
'

次#离心#去除乙醇#加入
1%%

%

3

的
92

染液重悬细

胞#避光条件下反应
'%K#,

#混匀#上机检测*

C&D&E

!

_"GL5+H'''01

染色法观察细胞核的形态变化
!

分组

同
$&1&1

%先在
)

孔板底部固定盖玻片#再将处于对数生长期

的
3h.1

细胞消化#离心#用
$%a

胎牛血清重悬#以
$@

万"孔的

密度接种细胞#置于
'-d

)

@a8Y

1

恒温培养箱过夜培养#细胞

贴壁后给予
7G5

T

%

)

1&@

)

@&%

)

$%&%

%

I

"

K3

&处理%

0/5

后#加入

0a

甲醛固定
$@K#,

#

9\6

洗净#再加入
_"GL5+H'''01

染料

$

$̂ $%%%

&避光染色
1%K#,

#

9\6

洗净#于荧光显微镜下观察

细胞核变化#并拍照*

C&D&F

!

;,,GV#,<.?2E8

细胞凋亡检测试剂盒检测细胞凋

亡
!

分组同
$&1&1

%将处于对数生长期的
3h.1

细胞用不含

>7E;

的胰酶消化#离心#用
$%a

胎牛血清重悬#以
0@

万"皿

的密度接种细胞于
)LK

培养皿中#培养过夜后#给予
7G5

T

%

)

1&@

)

@&%

)

$%&%

%

I

"

K3

处理%

0/5

后#收集上清液#用不含
>7.

E;

的胰酶消化细胞#

$@%%N

"

K#,

离心
'K#,

#用预冷的
9\6

洗
'

次#加入
$%%

%

3

的
\PMMGN

重悬细胞#于避光条件下再分别

加入
@

%

3;,,GV#,<.?2E8

和
@

%

3926HJ#,#,

I

6"OPH#",

#混

匀#

0d

条件下反应
$%K#,

%染色结束后在
$5

内完成上机

检测*

C&D&G

!

fG+HGN,SO"H

检测凋亡相关蛋白的表达
!

实验分组及

药物处理同上#处理
0/5

后#用
9\6

洗
'

次#吸净剩余的
9\6

#

根据细胞的密度加入一定量预先配好的蛋白裂解液$蛋白酶抑

制剂混合物
^

磷酸酶抑制剂
^9:6?^429;

为
$^$^$^

$%%

&于冰上裂解
'%K#,

$每隔
@

分钟摇晃
$

次#使得细胞充分

裂解&#离心收集上清液#加入
$

"

0

体积的上样缓冲液#置于沸

水中
$%K#,

#使其变性#最后放置于
W1%d

冰箱中保存备用*

根据所测蛋白的分子量配制
676.9;=>

分离胶$

/a

)

$%a

&#

浓缩胶均为
@a

#每组上样总蛋白均为
'%

%

I

#

)%<

电泳约
'%

K#,

后#换成
$1%<

电泳
(%K#,

%根据蛋白
:JNQ

#裁剪所需的

胶带#将蛋白按
%&1@;

)

$1%K#,

条件转至
9<7?

膜上#再用

@a

脱脂牛奶封闭
$5

#一抗孵育
91-

$

$^/%%

&)

\JV

$

$^$

%%%

&)

\LO.1

$

$̂ $%%%

&)

=;97_

$

$̂ @%%%

&过夜#

E\6E

洗涤
'

次#孵育兔二抗$

=;97_

除外&#

E\6E

洗
'

次后用
>83

发光试

剂盒发光%以
=;97_

作为内参#通过灰度分析软件进行分析*

C&E

!

统计学处理
!

采用
6966$$&%

软件进行统计分析#计量

资料以
J[C

表示#组间比较采用
2

检验#以
!

$

%&%@

为差异有

统计学意义*

D

!

结
!!

果

D&C

!

7G5

T

对
3h.1

细胞增殖的抑制作用
!

:EE

结果显示#细

胞的活性受到明显的抑制#且随着浓度的增加#抑制作用逐渐

增强*

7G5

T

作用
0/5

的抑制率明显高于
105

#所以后期实验

均采用
0/5

检测时间*见图
$

*

图
$

!!

7G5

T

对
3h.1

细胞增殖的抑制作用

D&D

!

7G5

T

对
3h.1

细胞周期分布的影响
!

经过
7G5

T

处理

后#

3h.1

细胞周期分布发生明显的改变#随着
7G5

T

浓度的升

高#

6

和
=

1

"

:

期细胞增加#

=

%

"

=

$

期减少*见表
$

)图
1

*

图
1

!!

7G5

T

对
3h.1

细胞周期分布的影响

!!

;

!空白对照组%

\

!

7G5

T

1&@

%

I

"

K3

%

8

!

7G5

T

@&%

%

I

"

K3

%

7

!

7G5

T

$%&%

%

I

"

K3

图
'

!!

3h.1

细胞的
_"GL5+H'''01

染色

D&E

!

7G5

T

对
3h.1

细胞凋亡的影响
!

给予不同剂量的
7G5

T

处理
3h.1

细胞
0/5

后#通过
_"GL5+H'''01

染色发现#空白对

照组细胞核染色均匀#荧光较弱且呈现弥散状态#没有表现出

明显的凋亡现象%实验组中#随着给药剂量的增加#荧光强度越

-%('

重庆医学
1%$-

年
$%

月第
0)

卷第
1/

期



来越强#且可观察到细胞核呈现固缩状态#表现出明显的凋亡

现象#见图
'

*

;,,GV#,<.?2E8

细胞凋亡检测显示#随着浓度

的增加#凋亡率逐渐上升#见图
0

*

表
$

!!

7G5

T

对
3h.1

细胞周期分布的影响&

J[C

+

a

'

组别
=

%

"

=

$

6 =

1

"

:

空白对照组
/1&/([1&$/ $0&)-[$&'- 1&00[%&/(

7G5

T

$

%

I

"

K3

&

!

1&@ /%&-@[1&0- $)&%)[$&%- '&$([$&0%

!

@&%

-@&($[$&1)

"

$(&)([%&/%

"

0&00[%&@1

"

!

$%&%

-%&-'[$&-(

"

10&@-[$&1$

"

0&-$[%&-$

"

!!

"

!

!

$

%&%@

#与空白对照组比较

!!

"

!

!

$

%&%@

#与空白对照组比较

图
0

!!

7G5

T

对
3h.1

细胞凋亡的影响

!!

"

!

!

$

%&%@

#与空白对照组比较

图
@

!!

7G5

T

对
3h.1

细胞的
\LO.1

$

91-

及
\JV

表达的影响

D&F

!

fG+HGN,SO"H

检测凋亡相关蛋白的表达
!

fG+HGN,SO"H

检测发现#周期相关蛋白
91-

)促凋亡蛋白
\JV

的表达上调#抑

凋亡蛋白
\LO.1

表达下调*见图
@

*

E

!

讨
!!

论

肝纤维化是酒精#非酒精性脂肪肝#乙型肝炎或丙型肝炎

病毒感染等慢性肝损伤发展而来#最终导致肝硬化#影响肝脏

的功能和代谢*在肝纤维化发展的过程中#肝星状细胞$

5G.

C

JH#L+HGOOJHGLGOO

#

_68

&的激活被认为是肝纤维化时过量
>8:

的主要来源'

$'

(

*所以#抑制或者逆转
_68

的激活是肝纤维化

治疗的主要靶点#而增殖是
_68

激活的主要标志#所以可通过

抑制
_68

的增殖或诱导其凋亡#阻止
_68

的激活#从而减缓

肝纤维化的发展进程*

7G5

T

是菊科植物木香中分离所得的倍

半萜内酯类化合物#本实验主要研究
7G5

T

对人肝星状
3h.1

细胞的增殖及凋亡的作用#并探讨可能的分子机制*

笔者通过
:EE

检测发现#

7G5

T

对人肝星状
3h.1

细胞的

增殖具有明显的抑制作用#随着浓度的增加#抑制作用越明显#

且作用
0/5

的抑制率明显高于
105

*肝纤维化的一个主要特

征就是细胞异常增殖#而细胞的增殖与细胞周期调控密切相

关*细胞周期是指持续分裂的细胞从一次有丝分裂结束到下

一次有丝分裂完成所经历的整个过程*本研究发现#随着浓度

的增加#

6

)

=

1

"

:

期细胞逐渐增多#

=

%

"

=

$

期细胞明显减少#说

明
7G5

T

可以阻滞细胞周期于
6

)

=

1

"

:

#从而抑制了
3h.1

细胞

的增殖*抑制增殖的另一个主要原因是细胞凋亡#本研究结果

表明#

7G5

T

可以诱导
3h.1

细胞的凋亡#且呈剂量依赖性*

为了进一步研究
7G5

T

诱导
3h.1

细胞凋亡及周期阻滞的

分子机制#笔者检测了相关蛋白的表达*

91-

是细胞周期素依

赖性激酶抑制因子家族中的一员#该蛋白能够结合并阻止细胞

周期素
>.87Z1

或细胞周期素
7.87Z0

复合物的激活#因此能

够抑制细胞周期进程#影响细胞生长#对细胞周期行使负调控

作用#是一种抑癌基因'

$0

(

*结果显示#

7G5

T

作用于
3h.1

细胞

后
91-

蛋白的表达上调#并且呈剂量依赖性#说明
91-

参与了

细胞周期阻滞作用#从而抑制了
3h.1

细胞的增殖*

\JV

和

\LO.1

属于
\LO.1

家族蛋白#是线粒体凋亡途径中最主要的调控

因子#主要表现对线粒体膜通透性和膜电位的影响'

$@

(

*

fG+H.

GN,SO"H

结果显示#经过
7G5

T

处理后的细胞#其
\LO.1

的表达

明显减少#

\JV

的表达呈剂量依赖性增加#因此#推测
7G5

T

可

能是通过调节
\LO.1

和
\JV

的表达影响细胞的凋亡*

本研究表明#

7G5

T

可以通过调节
91-

)

\LO.1

和
\JV

的表

达#影响人肝星状
3h.1

细胞的周期阻滞和凋亡#从而抑制其

增殖的作用#而其具体的分子调控机制还有待进一步的研究*
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患者咳嗽晕厥时心输出量和总外周阻力变化#得出
86

是由压

力感受器介导的总外周阻力下降而诱发的结论*笔者发现#倾

斜位剧烈咳嗽导致所有患者收缩压及舒张压迅速增高#随后出

现不同程度的急速下降#血压下降幅度与诱发症状相关#观察

组晕厥者血压大幅下降#晕厥先兆者血压降幅次之#无症状者

和对照组降幅较小#而心率表现为近似程度的增加#结果与文

献一致#进一步表明咳嗽引起胸腔内压力剧烈变化及神经反射

性血管舒张导致的血压急剧下降是
86

产生的原因*

本研究观察组患者
_cE

阳性率仅
0/&/'a

与
\G,!#HH

的

相似#

-$&0'a

为血管抑制型#加之咳嗽时无一例心动过缓发

生#说明血管抑制为
86

主要发病机制%混合型
@

例$

1'&/$a

&#

心脏抑制型仅
$

例$

0&-)a

&#与偶见咳嗽致晕厥发作时心脏停

搏及心动过缓伴血压下降的个案报道一致'

$%.$$

(

*观察组

_cE

敏感性显著低于对照组#可能是
86

患者神经反射的触

发点及触发机制与
<<6

不同#其触发点不全是颈动脉窦及主

动脉弓的压力感受器#而是弥漫的血管压力感受器被激活的结

果'

-./

(

*

本研究发现#

_cE

中剧烈咳嗽可引起
86

患者血压下降#

诱发晕厥或晕厥先兆#使
_cE

对
86

患者诊断的敏感性由

0/&/'a

提高到
)'&/'a

#对怀疑诊断为
86

的患者)尤其是病

史不清的
86

患者的诊断是十分有益的*
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