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目的
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探讨肉苁蓉苯乙醇总苷"
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$脂质体对重组大鼠血小板衍生生长因子
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$诱导的大鼠肝星状细胞"

@DG

$增殖作用的影响及其抗肝纤维化的相关分子机制'方法
!

取生长状态良好

的对数生长期
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用于实验!置于
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的完全培养液!求出半数抑制浓度"
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刺激后!采用四甲基偶氮唑盐"
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$法测

定
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脂质体对
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增殖的影响#采用实时荧光定量聚合酶链反应"
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检测
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法检测
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蛋白表达的影响'结果
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$对细胞增殖的影响(对不同时间点结果分析显示!与
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组
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细胞明显增多#
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脂质体各剂量组抑制
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增殖作用!培养
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组比较!不同浓度
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脂质
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结果(
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蛋白的表达

水平在
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脂质体不同浓度组表达均下降!差异有统计学意义"
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脂质体各剂量组间比较!
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蛋白随
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脂质体干预剂量增大!表达水平显著下降"
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诱导的大鼠
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增殖!从而起到抗肝纤维化的作用'
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$是一种常见的慢

性肝损伤过程%许多与肝损伤相关的因素都可以导致
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)在
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病理过程中常出现以下症状!肝细胞

坏死*结缔组织异常增生*肝循环紊乱等%最终导致肝

硬化继而引发肝衰竭'
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)之前的研究报道指出%
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是一种可逆的病理现象%早期预防或治疗
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对慢性

肝病的治疗有重要意义'
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)目前研究的重点是寻找

疗效确切*不良反应小的药物%以延缓*抑制甚至逆转
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的进程'
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)一些临床实践和试验研究证明%中医

药通过多成分*多路径*多层次*多目标的综合药理作

用能减缓
@A

的进程'
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)肉苁蓉是名贵的补益类中

药%分布于中国北部的干旱地区和沙漠地区'
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)脂质

体作为载体在临床应用中具有安全性好*生物相容性

好*载药及靶向效果明确的优点%也是最早用于靶向

给药的载体'
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)本研究旨在探讨肉苁蓉苯乙醇总苷
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培养箱中培养
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后%观察细胞生长状态%若贴
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%于摇床轻晃
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波长处测定
.

值)抑制率
g

'#模型组
X

空白组$

X

#用药组
X

空白组$("#模型组
X

空白组$

b$%%̂

)

I&J&M

!

实时荧光定量聚合酶链反应#

U

JL.VGJ

$检测

$')$

重庆医学
1%$(

年
;

月第
0/

卷第
$%

期



$

.

平滑肌肌动蛋白#

$

.D]>

$*

%

型胶原和
>LA.1

的

8JY>

的表达
!

L<#R":

试剂盒提取大鼠
@DG

总

JY>

%经纯度及完整性鉴定后反转录反应生成
6E.

Y>

)按照
U

JL.VGJ

试剂盒说明书建立
U

JL.VGJ

反应体系%使用
U

JL.VGJ

检测仪进行检测)

U

JL.

VGJ

热循环参数!

(;_

预变性
'%+

%

(;_

变性
;+

%

)%_

退火
'%+

%

-1_

延伸
0;+

%共
0%

个循环)结果

分析以
'

.963#,

为内参基因%确定每个样品*每个基因

扩增的循环阈值#

GL

$%按照
1

X

##

GL计算目的基因的

相对表达水平%所用引物序列见表
$

)

表
$

!!

目的基因和内参基因的实时荧光定量
VGJ

引物序列

基因 引物序列

$

.D]> A

!

;h.\G\L\\GL>LLGGLLG\L\>GL>G.'h

J

!

;h.GG>LG>\\G>\LLG\L>\GLGLLG.'h

%

型胶原
A

!

;h.>>G\GL>LL\GGL\>L\\>G>\LG.'h

J

!

;h.G\GL\>\LG>>\\>L\>G\>>\>\.'h

>LA.1 A

!

;h.>G>L>G>\>>\G\>LGG>\G>G>\.'h

J

!

;h.\\>\\>>\\>\GG>L\>G>>LGL\.'h

'

.963#, A

!

;h.>\G\>\G>LGGGGG>>>\LL.'h

J

!

;h.\\\G>G\>>\\GLG>LG>LL.'h

!!

A

!正向&

J

!反向

I&J&O

!

Z7+37<,M:"3

法分析
4

.

4

'/

蛋白表达水平
!

收集细胞%运用
JBV>

裂解液提取各组细胞总蛋白%

FG>

法测定蛋白浓度%取相同质量的蛋白上样%经

DED.V>\H

转移至硝酸纤维素膜%

;̂

的脱脂奶粉室

温封闭
$2

%一抗#

$`$%%%

兔抗
4

.

4

'/

多克隆抗体&

$̀ $%%%

兔抗
4

'/

多克隆抗体$

0 _

摇床孵育过夜%

LFDL

漂洗
'

次%二抗#

$̀ 1;%%%

辣根过氧化物酶标

记山羊抗兔
B

I

\

$室温避光孵育
$2

%

LFDL

漂洗
'

次

后%电化学发光#

HGC

$显影试剂盒曝光显影)利用图

像分析软件
B89

I

7d

对条带进行灰度值的测定%计算

分析各组蛋白相对表达水平%以
4

.

4

'/

与
4

'/

条带信

号强度的比值表示
4

.

4

'/

蛋白表达水平)

I&K

!

统计学处理
!

采用
DVDD$-&%

软件进行统计学

分析)计量资料以
LaD

表示%两组间计量资料比较

采用两独立样本
=

检验%多组间计量资料比较采用单

因素方差分析%以
J

$

%&%;

为差异有统计学意义)

J

!

结
!!

果

J&I

!

\V2\+

脂质体对
@DG

的
BG

;%

!

由于
GV2\+

脂

质体药物浓度的递增%

@DG

的抑制率随之增加%当

GV2\+

脂质体药物浓度为
$$-&-(8

I

"

C

时%抑制率

为#

)(&%(a$&%)

$

^

%经过
V<"M#3

分析%

GV2\+

脂质

体药物的
BG

;%

为
1(&%)8

I

"

C

%见图
$

)

图
$

!!

\V2\+

脂质体对
@DG

的
BG

;%

J&J

!

不同时间*不同浓度
\V2\+

脂质体对
<<VE\A.

FF

诱导的
@DG

增殖的影响
!

]LL

实验结果显示在

102

时%与
Y"<89:

组比较%

<<VE\A.FF

组和不同浓

度
GV2\+

脂质体组
.

值显著升高%差异有统计学意

义#

J

$

%&%;

$&与
<<VE\A.FF

组比较%除
-&')8

I

"

C

GV2\+

脂质体组外%其余浓度
GV2\+

脂质体组
.

值

显著下降%差异有统计学意义#

J

$

%&%;

$)在
0/2

和

-12

时%与
Y"89:

组比较%

<<VE\A.FF

组和不同浓度

GV2\+

脂质体组
.

值显著升高%差异有统计学意义

#

J

$

%&%;

$&与
<<VE\A.FF

组比较%不同浓度
GV2\+

脂质体组
.

值显著下降%差异有统计学意义#

J

$

%&%;

$%见表
1

)

表
1

!!

不同浓度
GV2\+

脂质体对
<<VE\A.FF

诱导的
@DG

增殖的影响&

LaD

'

组别
.

值

102 0/2 -12

Y"<89:

组
%&;)a%&%1 %&(1a%&%' $&01a%&%1

<<VE\A.FF

组
%&/0a%&%0

9

$&'$a%&%$

9

$&(;a%&%;

9

<<VE\A.FFK1(&0;8

I

"

CGV2\+

脂质体组
%&-;a%&%'

9M

$&$$a%&%'

9M

$&))a%&%-

9M

<<VE\A.FFK$0&-18

I

"

CGV2\+

脂质体组
%&--a%&%0

9M

$&$;a%&%$

9M

$&-'a%&%1

9M

<<VE\A.FFK-&')8

I

"

CGV2\+

脂质体组
%&/$a%&%1

9

$&1%a%&%1

9M

$&/0a%&%;

9M

!!

9

!

J

$

%&%;

%与
Y"<89:

组比较%

M

!

J

$

%&%;

%与
<<VE\A.FF

组比较

表
'

!!

不同浓度
GV2\+

脂质体对
<<VE\A.FF

诱导的
@DG

增殖抑制率的影响&

LaD

(

^

'

组别
抑制率

102 0/2 -12

<<VE\A.FFK1(&0;8

I

"

CGV2\+

脂质体组
'1&0;a0&(% ;%&-'a1&%' ;0&)/a/&1;

<<VE\A.FFK$0&-18

I

"

CGV2\+

脂质体组
1)&)'a)&($

0$&'1a/&'/

9

0%&--a'&);

9

<<VE\A.FFK-&')8

I

"

CGV2\+

脂质体组
$%&--a-&%/

9M

1)&;%a$&-)

9M

1%&-;a'&(%

9M

!!

9

!

J

$

%&%;

%与
<<VE\A.FFK1(&0;8

I

"

CGV2\+

脂质体组比较%

M

!

J

$

%&%;

%与
<<VE\A.FFK$0&-18

I

"

CGV2\+

脂质体组比较

J&K

!

不同时间*不同浓度
\V2\+

脂质体对
<<VE\A. FF

诱导的
@DG

增殖抑制的影响
!

在
102

时%与

1')$

重庆医学
1%$(

年
;

月第
0/

卷第
$%

期



1(&0;8

I

"

C

和
$0&-18

I

"

CGV2\+

脂质体组比较%

-&')8

I

"

CGV2\+

脂质体组抑制率显著降低%差异有

统计学意义#

J

$

%&%;

$)在
0/2

和
-12

与
1(&0;

8

I

"

CGV2\+

脂质体组比较%

$0&-18

I

"

C

和
-&')

8

I

"

CGV2\+

脂质体组抑制率显著降低%差异有统计

学意义#

J

$

%&%;

$&与
$0&-18

I

"

CGV2\+

脂质体组

比较%

-&')8

I

"

CGV2\+

脂质体组抑制率显著降低%

差异有统计学意义#

J

$

%&%;

$%见表
'

)

J&L

!

\V2\+

脂质体对
<<VE\A.FF

诱导的
@DG

$

.

D]>

*

%

型胶原*

>LA.18JY>

表达的影响
!U

JL.

VGJ

实验结果显示%与
Y"<89:

组比较%

$

.D]>

和
%

型胶原基因在
<<VE\A.FF

组*

$0&-18

I

"

C

和
-&')

8

I

"

CGV2\+

脂质体组表达显著增加%差异有统计学

意义#

J

$

%&%;

$&与
<<VE\A.FF

组比较%

$

.D]>

和
%

型胶原基因在不同浓度
GV2\+

脂质体组表达下降%

差异有统计学意义#

J

$

%&%;

$)与
Y"<89:

组比较%

>LA.1

基因在
<<VE\A.FF

组和不同浓度
GV2\+

脂

质体组表达显著升高%差异有统计学意义#

J

$

%&%;

$&

与
<<VE\A.FF

组比较%

>LA.1

基因在 不 同 浓 度

GV2\+

脂质体组表达下降%差异有统计学意义#

J

$

%&%;

$%见图
1

)

!!

9

!

J

$

%&%;

%与
Y"<89:

组比较%

M

!

J

$

%&%;

%与
<<VE\A.FF

组比较

图
1

!!

\V2\+

脂质体对
<<VE\A.FF

诱导的
@DG

$

.D]>

"

%

型胶原"

>LA.18JY>

表达的影响

!!

>

!

Z7+37<,M:"3

检测蛋白条带&

F

!

Z7+37<,M:"3

条带灰度统计分

析图&

9

!

J

$

%&%;

%与
Y"<89:

组比较%

M

!

J

$

%&%;

%与
<<VE\A.FF

组比

较&

$

!

Y"<89:

组&

1

!

<<VE\A.FF

组&

'

!

<<VE\A.FFK1(&0; 8

I

"

C

GV2\+

脂质体组&

0

!

<<VE\A.FFK$0&-18

I

"

CGV2\+

脂质体组&

;

!

<<VE\A.FFK-&')8

I

"

CGV2\+

脂质体组

图
'

!!

\V2\+

脂质体对
<<VE\A.FF

诱导的
@DG

4

.

4

'/

蛋白表达的影响

J&M

!

\V2\+

脂质体对
<<VE\A.FF

诱导的
@DG

4

.

4

'/

蛋白表达的影响
!

Z7+37<,M:"3

实验结果显示%

与
Y"<89:

组比较%

4

.

4

'/

蛋白在
<<VE\A.FF

组和不

同浓度
GV2\+

脂质体组表达显著增加%差异有统计

学意义#

J

$

%&%;

$&与
<<VE\A.FF

组比较%

4

.

4

'/

蛋

白在不同浓度
GV2\+

脂质体组表达下降%差异有统

计学意义#

J

$

%&%;

$%见图
'

)

K

!

讨
!!

论

!!

@A

是世界范围内的健康问题%

;%̂

的肝癌患者

死于
@A

'

$%

(

)尽管
@A

发病率高%但目前尚无有效的

治疗方法)目前抗
@A

的治疗策略的主要目的是抑

制
@DG

活化和增殖)血小板生长因子#

VE\A

$

.FF

存在于肝脏中%对
@DG

的增殖有着较强的促进作用%

能促进
@DG

活化增殖及胶原分泌%是一个高度有效

的
@DG

促有丝分裂原%

VE\A

与其受体
VE\AJ

结合

形成二聚体后%激活
]>V[

信号通路%诱导
@DG

持

续活化&促进
@DG

迁移*增殖的同时抑制其凋亡'

$$

(

)

VE\A

信号中断%通过其受体阻断
]>V[

信号通路%

@DG

的增殖和胶原的分泌受到抑制)有学者在研究

羟基红花黄色素
>

#

@DW>

$对
@A

的作用时发现%

@DW>

对
VE\A.FF

诱导的
@DG

的增殖有明显的抑

制作用'

$1

(

)

本研究用
;%

#

I

"

C

的
<<VE\A.FF

刺激
@DG

%所

有实验分组在同一刺激因子作用下进行)

]LL

实验

结果 显 示!

GV2\+

脂 质 体 作 用
10 2

抑 制 率 为

$%&--̂

!

'1&0;̂

%且抑制率与实验时间和药物浓度

呈线性增加关系%

0/2

抑制率为
1)&;%̂

!

;%&-'̂

%

-12

抑制率为
1%&-;̂

!

;0&)/̂

)从实验结果可以

看出%实验时间的延长并没有使抑制率发生较大的改

变%作者认为
0/2

是药物的最佳反应时间)研究结果

表明%不同浓度的
GV2\+

脂质体均能抑制
@DG

的

增殖)

任何病因的肝损伤最终都会导致
@DG

的活化*

肌成纤维细胞分化转为
@A

)也就是说%肌成纤维细

胞来自活化和增殖的
@DG

%且被视为是
@A

形成的中

介'

$'

(

)而
@DG

的活化则是
@A

的主要过程'

$0

(

)活

化的
@DG

通过积累产生
HG]

%分泌细胞因子%增强

趋化能力进而促进肝上皮细胞的再生'

$;

(

)在慢性肝

病中%

@DG

的反复激活导致肝纤维化%其特征是广泛

的瘢痕形成和干扰肝脏正常结构与功能)最近的临

床试验提示%

@A

在清除潜在病原体过程中是可逆

的'

$)

(

)肝损伤后
@DG

经历一个复杂的从静止状态向

肌成纤维细胞转换或激活过程%其中
$

.D]>

在肌成

纤维细胞分化中起作用)

$

.D]>

降低了收缩力和
%

型胶原合成并抑制伤口收缩)

%

型胶原和
$

.D]>

被

认为是肝纤维化中诱导
@DG

活化的标志物)在四氯

化碳#

GG:

0

$所致的
@A

研究中发现%

@DG

活化过程中

$

.D]>

和
%

型胶原表达上调'

$-

(

)而最近的研究表

明%

@DG

的活化可以由几个促有丝分裂原推动%包括

VE\A

*胰岛素样生长因子
.$

#

B\A.$

$

'

$/

(和结缔组织生

长因 子 #

GL\A

$

'

$(

(

)在 关 于
LJV]-

通 道 调 节

VE\A.FF

诱导的
@DG

增殖的研究数据表明%

LJ.

V]-

可降低
$

.D]>

和
%

型胶原的表达%抑制
@A

'

1%

(

)

'')$

重庆医学
1%$(

年
;

月第
0/

卷第
$%

期



>LA.1

参与多条信号通路的传导%同时在肝组织表达

的
>LA.1

的碱基在
4

'/

磷酸化后出现转录活性和

EY>

结合的增加)本研究探讨不同浓度
GV2\+

脂

质体对
<<VE\A.FF

诱导的
@DG

增殖的影响)

U

JL.

VGJ

扩增检测
$

.D]>

*

%

型胶原*

>LA.18JY>

结

果提示%与
Y"<89:

组相比%

<<VE\A.FF

组
$

.D]>

*

%

型胶原*

>LA.18JY>

表达明显增高&与
<<VE\A.FF

组相比%不同浓度的
GV2\+

脂质体均可不同程度下

调
$

.D]>

*

%

型胶原*

>LA.18JY>

表达%其中
1(&0;

8

I

"

CGV2\+

脂质体组下调作用最明显%

$

.D]>

%

%

型胶原
8JY>

与
Y"<89:

组比较%差异无统计学差

异%作者认为产生这种现象的原因在于浓度越高%其

对
<<VE\A.FF

引起的
@DG

增殖的抑制效果越明显%

越趋近于正常)作者认为
GV2\+

脂质体能有效抑制

<<VE\A.FF

刺激的
@DG

中
%

型胶原和
>LA.18J.

Y>

表达*下调
$

.D]> 8JY>

表达%进而减少
HG]

合成与分泌%阻止
@A

的形成)

此外%

]>V[

信号转导途径及其子系统
4

'/

通路

参与
@DG

的活化%因而可能成为治疗
@A

的靶点)

4

'/]>V[

是
]>V[

家族成员之一%

4

'/

是由各种

刺激引起的许多细胞的传感器%且在调节棕色脂肪细

胞*肌肉细胞和肝细胞的能量平衡过程中起着重要的

作用%

4

'/]>V[

也被认为在调节炎性因子方面扮演

重要角色)因此%

4

'/]>V[

激活可能在
@DG

损伤

与炎症过程中发挥作用)研究证明
VE\A.FF

可通过

]>V[

信号通路诱导
@DG

细胞活化与增殖'

1$

(

)栀

子苷可抑制
4

.

4

'/

蛋白的表达从而起到抑制
@A

的作

用'

11

(

)本研究结果显示%与
Y"<89:

组比较%

<<VE\A.

FF

组
4

.

4

'/

的蛋白表达水平明显增高%表明
<<VE\A.

FF

可通过影响
]>V[

信号而使
@DG

活化增殖)不

同浓度的
GV2\+

脂质体组%

4

.

4

'/

的蛋白表达水平随

着药物浓度的升高逐渐降低%且将不同浓度的
GV2\+

脂质体组
4

.

4

'/

的蛋白表达水平与
<<VE\A.FF

组比

较%差异均有统计学意义#

J

$

%&%;

$)由此可见%

GV2\+

脂质体可在一定程度上抑制
<<VE\A.FF

诱导

的
@DG

增殖与活化%从而抑制
@A

的形成)当前%对

@A

的了解较少%全新的方法及技术手段将会对
@A

进行深入研究%从而对干预*早期诊断和治疗
@A

提

供全新的治疗策略)
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