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心脉通对家兔颈动脉内皮损伤后野生型2),
基因表达的影响!

管昌益" 张文高 周苏宁 邵念方

摘要 目的：探讨中药复方制剂心脉通防治经皮腔内冠状动脉成形术后再狭窄作用机理。方法：用

3456789空气干燥法，建立家兔颈动脉内皮损伤模型，以组织原位杂交方法观察心脉通对家兔颈动脉内皮损
伤后2),基因表达的影响。结果：术后,天出现表达，%天表达增强，&+天表达高峰，’&天表达减弱，’1天仍
然持续表达。其中:组（心脉通组）表达信号最强，;组（华法令组）弱于:组，<组（手术对照组）显著弱于

:、;组。结论：心脉通能促进家兔颈动脉内皮损伤后野生型2),基因高表达，这可能是心脉通防治再狭窄的
重要机理之一。
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心脉通胶囊于&$$(年开始用于防治经皮腔内冠
状动脉成形术（O-<:）后再狭窄取得较好疗效〔&〕。为
探讨其作用机理，建立家兔颈动脉内皮损伤模型，以组

织原位杂交方法观察心脉通对家兔颈动脉内皮损伤后

2),基因表达的影响，结果报告如下。

材料与方法

& 药物及主要试剂、仪器 心脉通胶囊（主要成
分：人参、何首乌、水蛭、丹参等，*Y)?／粒，由山东中医
药大学制药厂生产，实验用药）；华法令（苄丙酮香豆素

钠，由山东省千佛山医院药局提供）；多聚甲醛（北京化

学试剂公司产品）；甘氨酸（上海政翔化学试剂研究所

出品）；鲑精Z!:、Z.68JH（北京经科化学试剂公司出
品）；蛋白酶[（华美生物工程公司出品）；地高辛@NG42
标记试剂盒（德国;".6J49?.JR899T.47公司出品）；<@
Z!:探针（北京医科大学分子病理研究室合成）；

RO\@)**多媒体彩色病理图文分析系统（武汉同济医
科大学清平公司生产）。

’ 动物和造模方法 新西兰大白兔,$只，体重

’Y)!,Y*X?，山东省防疫站实验动物中心提供。喂养

&周后随机分为:组（心脉通组）、;组（华法令组）、<
组（手术对照组），每组各&,只。采用3456789空气干
燥法〔’〕，建立家兔颈动脉损伤模型。术后&(6给予蔬
菜喂饲和饮水，:、;组分别加心脉通’Y)?／（X?·N）、华
法令&Y’)7?／（X?·N），<组不加药物。

, 标本制备 各组分别于术后,、%、&+、’&、’1天
气栓处死家兔，每次每组’!,只。严格在无污染条件
下迅速取出损伤段颈动脉&K7，置于&*]的福乐马林
固定、石蜡包埋。在无污染条件下将石蜡包埋组织用
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切片机切成!!"厚的切片，贴于经硅化的载玻片上，
充分晾干，#$冰箱保存备测。

# 组织原位杂交方法 将样本玻片置于!%$恒
温箱中&%"’(，二甲苯依次)"’(、&"’(*+次脱蜡，用

,%%-、.%-、/%-乙醇)"’(*&次梯度水化，入0123
)""45／67895+洗,%"’(，%:+"45／6;95于室温下洗

+%"’(，+*229)""45／67<=>?,)"’(，再用012配
成%:+-甘氨室温下固定,%"’(，#-多聚甲醛3012室
温下继续固定,)"’(，012)""45／67895+室温下洗

,)"’(后加预杂交液（!*229、#)-甲酰胺、)*=@3
ABCDEF液、,%%!8／"5变性鲑精=G?）)%!5／片，于#+$
恒温箱中预杂交反应,)"’(。预杂交后取出用!*
229洗)"’(，加H)&地高辛标记探针杂交液&%!5／片
（杂交液中探针浓度为,!8／"5），于!*229液盒中

#+$过夜。次日取出!*2293#-甲酰胺#+$恒温箱
中洗,)"’(*+次，+*229洗)"’(*+次，入缓冲液I
浸泡，,"’(，缓冲液"中浸泡&%"’(后取出，再入缓冲
液#洗&%"’(。用缓冲液#稀释成,J+)%浓度的抗体
结合物滴在切片上反应&%"’(，继续用缓冲液#洗

,)"’(*+次，缓冲液$平衡+"’(后快速避光下将

G1>319I0显色液加于样本玻片上，置于缓冲$湿盒
中避光反应KA。取出用缓冲液%洗)"’(，K%-、.)-、

,%%-乙醇各)"’(梯度脱水，二甲苯洗)"’(*+次，树
胶封片，镜检，图像分析。紫蓝色和蓝色产物为杂交阳

性信号。另设立无标记探针阴性对照。

) 图像分析 采用武汉同济医科大学清平公司
软件 70I3)%%多媒体彩色病理图文分析系统。本图
像软件中将颜色最深级别定为%级，无颜色定为+)!
级。操作方法，将多功能显微镜下颈动脉原位杂交切

片图像直接输入电子计算机图像分析，定量测量阳性

反应颗粒的面积及细胞数，定量分析确定定标+%倍，
灰度值+&)级，在这同一阈值下把所有样本全部测完，
每张切片放大+%%倍，随机测)个视野，每张组织切片
取一均值。

! 统计学方法 图像分析资料用!!L"表示，统
计学分析用方差分析。

结 果

, 无标记探针杂交结果 &个无标记探针阴性
对照片，在镜下仅见本底水平的颗粒，无阳性信号表

达，说明本实验原位杂交是特异的。

+ H)&基因杂交结果 野生型H)&基因杂交是
以=’83H)&=G?为探针，长度为,..MH。杂交结果见
图,。表达分布在中膜平滑肌细胞内和新生内膜细胞

内，呈星点状或片状分布。各组于术后第&天出现表
达。?组表达信号较1、9组强，但&组间比较差异无
显著性。/天后&组表达均有增强趋势，?组与1、9
组比较差异有显著性（#"%:%)），1、9组比较，差异无
显著性。第,#天时各组表达达高峰，?组与1、9组
比较差异有显著性（#"%:%,），1、9组间比较，差异有
显著性（#"%:%)）。+,天时?、1、9组表达呈下降趋
势，1组自身比较下降趋势不明显。?与1、9组比较，
差异有显著性（#"%:%,），1组与9组比较，差异亦有
显著性（#"%:%)）。+K天时?组表达虽呈继续下降
趋势，但仍然呈高表达状态。1组下降至低表达状态，

9组处于持续低表达。但?组与1、9组之间比较差
异亦有显著性（#"%:%)）。从上述实验结果可见，各
组表达虽均出现时相变化，但?组表达信号最强，表
达可见于中内膜，以内膜最强，始终处于较高和高表达

状态。9组一直处于持续低表达，呈少量散在性分布。
提示心脉通能促进家兔颈动脉内皮损伤后野生型H)&
基因高表达。

注：与?组比较，##"%:%,；与1组比较，$#"%:%)
图! "组家兔颈动脉损伤后H)&表达比较

讨 论

H)&基因是一种重要的抑癌基因，有野生型和突
变型两种。野生型H)&基因促进细胞凋亡，突变型

H)&基因抑制细胞凋亡
〔&〕，野生型H)&基因以序列专

一的方式与=G?结合，激活 N?O,／9>0,／?="基
因，使基因产物H)&抑制了周期蛋白依赖性激酶

〔#〕，关

闭复制过程，启动修复过程，因此可将=G?受损的细
胞封闭在O,期，待损伤修复后再进入细胞周期。研
究表明，野生型H)&基因能诱导转染有P3"QP和<I?
基因的平滑肌细胞（279）发生凋亡，而对正常的279
无此作用〔)〕。再狭窄的形成与细胞凋亡有密切关系，

（下转第#)#页）
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晚近研究发现!(T的再狭窄病变中L&!蛋白失活
〔.〕，

这说明再狭窄的形成与UPVW术后L&!蛋白失活，导
致X,V凋亡障碍而过度增殖有关。本实验的上述结
果说明心脉通能促进家兔颈动脉内皮损伤后野生型

L&!基因高表达。有研究表明用野生型L&!基因导入
体外培养的兔血管X,V，表达后使X,V的X期细胞
数下降，2$／2%期细胞增加，提示野生型L&!基因能有
效地通过阻止细胞进入X期而抑制细胞过度增殖〔)〕。
本文作者的另一研究从细胞凋亡时相中亦发现细胞凋

亡出现于野生型L&!基因高表达之后，这提示细胞凋
亡可能与野生型L&!基因高表达有关。心脉通能有效
防治再狭窄，其作用机理可能是促进野生型L&!基因
高表达之后，将细胞封闭在2%期，诱导X,V凋亡，使

X期细胞数减少，从而使X,V增殖速度减慢，达到抑
制X,V过度增殖，减少再狭窄的发生。
（对崔连群、段文昌、李国华、胡维城、阎晓梅、高梅、宁美

芳、蔡卫东、徐希云、史大卓、徐浩在实验中给予的支持和热情

帮助，致以衷心感谢）
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