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目的
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在缺血
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再灌注所致氧化损伤模型中观察蒲公英甾醇对小鼠心肌细胞"
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#的保护作用及

机制$方法
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使用小鼠
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细胞作为研究对象!分为正常对照组!缺血
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与总
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缺血的心肌发生再灌注后%心肌的功能障碍和结 构损伤不能立即恢复反而加重的现象称心肌缺血
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$心肌细胞氧化应激损伤是
J+7

血运重建

后的主要病理生理特征%因此保护损伤的心肌细胞%

使其增加抵抗氧化损伤的能力对
J+7

治疗有着重要

的意义)

,

*

$然而%目前却缺少有效防止
J+7

所致心

肌细胞氧化应激损伤的方法$蒲公英甾醇为蒲公英

根中三萜类活性成分%已有报道蒲公英甾醇具有抗肿

瘤%抗炎%抗氧化等多种药理学作用)
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%但对
J+7

的

保护作用未完全清楚$本文就蒲公英甾醇对
J+7

发

挥保护作用的部分机制进行研究%以期为心脏
J+7

损伤治疗策略的制订提供理论依据$
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模型制作
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细胞以
,b"%
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(孔的细胞浓

度接种于
#

孔板%

,$S

后使用
EM)

清洗细胞%然后将

不含葡萄糖和血清的
LJGJ

培养基加入
#

孔板%在

!.c

%

-9*X

,

%

"9X

,

培养箱中培养
,S

%然后更换为

含有
"%9

胎牛血清"

FM)

#和高葡萄糖"

$-%%>

I

(

Q

#

的
LJGJ

培养基在正常细胞培养箱中培养
#S

$正

常对照组
*)*

细胞始终用含有
"%9 FM)

的高糖

LJGJ

培养基在正常细胞培养箱中培养$蒲公英甾

醇治疗组于缺血
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再灌注损伤"
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(

7

#开始前
#S

将蒲公

英甾醇加入
#

孔板$实验分组如下!正常对照组'

+

(

7

组'蒲公英治疗组"蒲公英甾醇
d+

(

7

组#和阳性对照

组"

KFYFd+

(

7

组#$蒲公英治疗浓度分别为
-

'

"%

'

!%

!

>0@

(

Q

$

KFYF

对细胞增殖具有明确的促进作

用)

$

*

%在 本 研 究 中 作 为 阳 性 对 照%使 用 剂 量 为

,%

!

I

(

Q

$

!2"2"

"

JOO

测定
"

*)*

细胞以
%2-b"%

$

(孔种于

&#

孔板%每孔加入
%2,>Q

培养基并给予不同处理%

体外培养
$(S

%加入
->

I

(

>Q

的
JOO

在
!.c

作用

$S

%去 除 培 养 基%加 入 二 甲 基 亚 砜 "

LJ)X

#

"-%

!

Q

(孔%室温下孵育
"%>15

%使用酶标仪
$-%5>

测定吸光度$细胞活力
e

"吸光度(溶剂空白对照组

吸光度#

b"%%9

$

!2"2#

"

7O6E*7

测定
"

用于实验的细胞加入
O=1]0@

裂解液%提取总
7N8

$根据逆转录试剂盒说明书将

总
7N8

逆转为
CLN8

$

CLN8

加入引物建立扩增体

系后按
7O6E*7

试剂盒说明书进行扩增$

!2"2$

"

生化法测定
)XL

'

JL8

的表达
"

*)*

细胞

去除培养液%用
EM)

洗涤
,

遍%每孔加入
%2">0@

(

Q

的
EM)

和
%2%->>0@

(

Q

的
GLO8

"

A

P(2%

#

">Q

%再

加入
"9

的
O=1<056̀ "%%-%

!

Q

%孵育
" >15

%加入

,-9

的磷酸"

P

!

EX

$

#

"%%

!

Q

%

$c

离心
"S

%取上清

液%按说明书测定
JL8

'

)XL

水平$

!2"2B

"

;̂4<;=5K@0<

分析
"

*)*

细胞加入
7+E8

裂

解液提取总蛋白并测定蛋白浓度%以
$%5

I

蛋白浓度

进行上样$蛋白变性后在
"%9

的分离胶上电泳$待

溴酚蓝刚跑出胶%停止电泳$进行转膜'封闭后加入

一抗
A

6G7Z"

(

,

"

"f,%%%

#%

<6G7Z"

(

,

"

"f"%%%

#在
$

c

孵育过夜%次日洗去一抗%加入二抗孵育
"S

$洗去

二抗%电化学发光"

G*Q

#显影$凝胶成像仪
+>?

I

;

Q?K

拍照%

+>?

I

;T

软件检测灰度值$

!2#

"

统计学处理
"

本研究的所有实验均重复
!

次以

上%采用
)E))".2%

进行数据分析$计量资料用
HgA

表示%组间比较采用
:

检验%多组样本之间的差异用单

因素方差分析进行检测%检验水准
!

e%2%-

%以
!

$

%2%-

为差异有统计学意义$

"

"

结
""

果

"2!

"

*)*

细胞活力
"

JOO

测试发现%与正常对照组

"

%2#-"g%2%(-

#比较%

+

(

7

组"

%2$"(g%2%-&

#细胞活

力降低"

!

$

%2%-

#%

KFYFd+

(

7

组"

"2%,!g%2%#,

#细

胞活力明显增加"

!

$

%2%"

#$各剂量蒲公英甾醇组细

胞活力提高%其中
!%

!

>0@

(

Q

蒲公英甾醇"

%2(&$g

%2%#-

#为最优选择"

!

$

%2%-

#$

"2"

"

*)*

细胞
*?4

A

?4;6!>7N8

及
MC@6,>7N8

"

与正常对照组相比%

+

(

7

组
*?4

A

?4;6!>7N8

表达增

加"

!

$

%2%"

#$与
+

(

7

组比较%各剂量蒲公英甾醇治

疗均使
*)*

损伤模型
*?4

A

?4;6!>7N8

表达减少%

"%

'

!%

!

>0@

(

Q

蒲公英甾醇组与
+

(

7

组比较差异有统

计学意义"

!

$

%2%-

#$与
+

(

7

组相比%

KFYFd+

(

7

组

!.-"
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年
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期



*?4

A

?4;6!>7N8

表达减少"

!

$

%2%"

#$与正常对照

组相比%

+

(

7

组
MC@6,>7N8

表达减少"

!

$

%2%"

#$

与
+

(

7

组比较%各剂量蒲公英甾醇组
MC@6,>7N8

均

表达回升%

!%

!

>0@

(

Q

蒲公英甾醇组与
+

(

7

组比较差

异有统计学意义"

!

$

%2%-

#$与
+

(

7

组相比%

KFYFd

+

(

7

组
MC@6,>7N8

表达增加"

!

$

%2%-

#%见表
"

$

表
"

""

各组
*)*

细胞
*?4

A

?4;6!>7N8

及

"""

MC@6,>7N8

比较&

HgA

'

组别
*?4

A

?4;6!>7N8 MC@6,>7N8

正常对照组
"2%,#g%2"", "2%,"g%2"!"

!%

!

>0@

(

Q

蒲公英甾醇
d+

(

7

组
"2.(%g%2"%"

?K

%2.&&g%2""-

?C

"%

!

>0@

(

Q

蒲公英甾醇
d+

(

7

组
"2&,"g%2""$

?C

%2#,(g%2",%

-

!

>0@

(

Q

蒲公英甾醇
d+

(

7

组
"2&(#g%2"%!

?

%2#%!g%2""-

+

(

7

组
,2%(,g%2"!$

?

%2-(&g%2"%.

?

KFYFd+

(

7

组
"2$-$g%2",-

K

%2.!-g%2"!%

C

""

?

!

!

$

%2%"

%与正常对照组比较&

K

!

!

$

%2%"

%

C

!

!

$

%2%-

%与
+

(

7

组

比较

"2#

"

*)*

细胞
JL8

及
)XL

变化
"

与正常对照组

相比%

+

(

7

组
JL8

水平提高"

!

$

%2%"

#$与
+

(

7

组

比较%

KFYFd+

(

7

组
JL8

水平降低"

!

$

%2%"

#%各

剂量蒲公英甾醇组
JL8

水平降低%其中
"%

'

!%

!

>0@

(

Q

蒲公英甾醇组与
+

(

7

组比较差异有统计学意

义"

!

$

%2%"

#$与正常对照组相比%

+

(

7

组
)XL

水平

降低"

!

$

%2%"

#$与
+

(

7

组比较%

KFYFd+

(

7

组
)XL

水平增高"

!

$

%2%"

#%各剂量蒲公英甾醇组
)XL

水平

增高%

!%

!

>0@

(

Q

蒲公英甾醇组与
+

(

7

组比较差异有

统计学意义"

!

$

%2%-

#%见表
,

$

表
,

""

各组
*)*

细胞
JL8

(

)XL

水平比较&

HgA

'

组别
JL8

"

!

>0@

(

Q

#

)XL

"

U

(

>Q

#

正常对照组
%2--&g%2%-- ,$2""(g,2"&%

!%

!

>0@

(

Q

蒲公英甾醇
d+

(

7

组
%2.-.g%2%#.

?K

"(2$-,g"2&#-

?C

"%

!

>0@

(

Q

蒲公英甾醇
d+

(

7

组
(2(-&g%2%(.

?K

"-2!#%g"2&("

?

-

!

>0@

(

Q

蒲公英甾醇
d+

(

7

组
"!2!.$g%2%##

?

"$2%!-g"2."&

?

+

(

7

组
"-2.(#g%2%.&

?

"!2.(#g"2(-&

?

KFYFd+

(

7

组
%2#..g%2%."

K

,%2,$"g"2&$.

K

""

?

!

!

$

%2%"

%与正常对照组比较&

K

!

!

$

%2%"

%

C

!

!

$

%2%-

%与
+

(

7

组

比较

图
"

""

不同研究组
*)*

细胞中
G7Z"

)

,

蛋白表达水平

"2$

"

氧化损伤
*)*

细胞
G7Z"

(

,

表达
"

与正常对

照组"

"2%,%g%2%&(

#相比%

+

(

7

组"

%2#$.g%2%(.

#

A

6

G7Z"

(

,

与
<6G7Z"

(

,

比值降低$与
+

(

7

组比较%

!%

!

>0@

(

Q

蒲公英甾醇组"

%2(&$g%2%&,

#

A

6G7Z"

(

,

与

<6G7Z"

(

,

比值增加%差异有统计学意义"

!

$

%2%-

#%

见图
"

$

#

"

讨
""

论

""

蒲公英是一种无毒且具有多种活性的天然药物%

蒲公英甾醇是应用较为广泛的蒲公英提取物$已有

报道表明蒲公英甾醇在动物模型中发挥抗炎作用)

-

*

%

可以通过调节
O0@@

样受体
$

"

OQ7$

#表达抑制氧化损

伤导致的肺组织炎症)

#

*

%蒲公英甾醇通过抑制血管细

胞黏附分子
"

"

W*8J6"

#和分化集落因子
(%

"

*L(%

#

的表达对
P

,

X

,

损伤的人脐静脉内皮细胞发挥抗凋

亡等保护作用)

.

*

$蒲公英甾醇通过调控
G7Z"

(

,

和

A

!(

信号通路%抑制一氧化氮合酶"

1NX)

#和环氧合

酶
6,

"

*X̀ 6,

#表达对脂多糖损伤的巨噬细胞发挥保护

作用)

(

*

$本研究发现蒲公英甾醇通过激活
G7Z"

(

,

信号途径对
+

(

7

的
*)*

细胞发挥保护作用$研究发

现%

+

(

7

所致的氧化应激反应导致
*)*

细胞活力降

低%凋亡基因
*?4

A

?4;6!>7N8

水平提高%抗凋亡基

因
MC@6,>7N8

水平降低$蒲公英甾醇治疗可以缓

解
+

(

7

所致的
*)*

细胞氧化应激损伤%使细胞活力恢

复%降低凋亡基因
*?4

A

?4;6!>7N8

水平%提高抗凋

亡基因
MC@6,>7N8

水平$

+

(

7

导致
*)*

细胞内氧自由基生成增多%脂质过

氧化反应增强)

&

*

$

JL8

是脂质过氧化反应的终末代

谢产物%

JL8

水平可反应氧化损伤程度)

"%

*

$

)XL

能

够清除代谢过程中的清除氧自由基%是体内抗氧化系

统的重要组成部分)

""

*

$因此降低
JL8

水平%提高

)XL

水平在
*)*

细胞
+

(

7

的治疗中具有积极意

义)

",

*

$本研究发现%

+

(

7

所致的氧化应激反应导致

*)*

细胞
JL8

水平提高%

)XL

水平降低%蒲公英甾

醇治疗降低
JL8

水平%提高
)XL

水平%可以缓解
+

(

7

所致的
*)*

细胞氧化应激损伤%对
*)*

细胞具有积

极的保护作用$

G7Z

是第
"

个被确定识别并克隆的
J8EZ

基

因%目前研究较多的是
G7Z"

和
G7Z,

%

G7Z"

(

,

主要

与细胞的生长发育'增殖'凋亡'分化'迁移等生物学

行为有关)

"!6"$

*

$

G7Z

进入细胞核激活
8E6"

'

GQ\6"

'

)8E

等引起相应生物学效应)

"-

*

$本研究发现%缺血
6

再灌注损伤所致的氧化应激反应导致
*)*

细胞
A

6

G7Z"

(

,

与
<6G7Z"

(

,

比值降低%蒲公英甾醇治疗使

A

6G7Z"

(

,

与
<6G7Z"

(

,

比值增加%因此本研究认为

蒲公英甾醇通过调控
G7Z"

(

,

表达对
+

(

7

的
*)*

细

胞发挥保护作用$
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