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血府逐瘀汤含药血清体外诱导骨髓基质干细胞

表达
D-G0?H

和
!

"

>C/?H

的实验研究

马月香#

#刘黎青#

#秦厉梅#

#左广民!

#王#媛#

摘要#目的#观察血府逐瘀汤含药血清能否诱导骨髓基质干细胞!

+,&G

"分化为心肌样细胞#以寻找

安全有效诱导
+,&G

向心肌细胞分化的诱导剂$ 方法#采用血清药理学方法进行诱导#制备血府逐瘀汤大

鼠含药血清#分离培养大鼠
+,&G

#

+))

法检测血清细胞毒性#选用生长良好的
I$

细胞进行实验#将实验细

胞分为
$

组#即空白对照组%血府逐瘀汤大鼠含药血清诱导组%

;

$氮胞苷诱导组$ 免疫细胞化学染色法检测

心肌结蛋白!

D-G0?H

"#

!

型心肌肌动蛋白!

!

"

>C/?H

"的表达情况$ 结果#诱导前各组
+,&G

细胞
D-G0?H

和
!

"

>C/?H

表达阴性#个别弱阳性&其弱阳性表达率各组比较差异无统计学意义!

I J"

!

";

"$ 诱导后空白对

照组
+,&G

细 胞
D-G0?H

和
!

"

>C/?H

表 达 阴 性# 个 别 弱 阳 性& 血 府 逐 瘀 汤 含 药 血 清 组 和

;

$氮胞苷体外培养诱导组#

+,&G

细胞
D-G0?H

和
!

"

>C/?H

表达阳性#其阳性表达率与空白对照组比较差

异均有统计学意义!

I K"

!

";

"$ 结论#血府逐瘀汤含药血清具有体外诱导大鼠骨髓基质干细胞分化为心肌

样细胞的趋势#其作用可能参与了
D-G0?H

和
!

"

>C/?H

的表达$

关键词#血府逐瘀汤含药血清&骨髓基质干细胞&心肌结蛋白&

!

型心肌肌动蛋白

LM-NM OPM@M D-C4C/?4H &4H/>?H?HQ ,-2M0 ?H R?/24 (HSMC-S =A.2-GG?4HG 4N D-G0?H >HS !

"

>C/?H

#

>H

=A.-2?0-H/>5 T-G->2CP

#

+U 8M-

"

A?>HQ

#

"
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"

X?HQ

#

"

Y(7 V?

"

0-?

#

"

OWE ZM>HQ

"

0?H

!

"

>HS *U7Z
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#

#

# [>G?C +-S?C>5 &455-Q- 4N ,P>HS4HQ WH?R-2G?/@ 4N )2>S?/?4H>5 &P?H-G- +-S?C?H-

"

,P>HS4HQ

$

!;"$;;

%"

&P?H>

&

! )>?GP>H +-S?C>5 &455-Q-

"

,P>HS4HQ

$

!:#"#<

%"

&P?H>

U[,)TU&)

$

E1\-C/?R-

$

)4 41G-2R- ]P-/P-2 LM-NM OPM@M D-C4C/?4H

$

LOD

%

C4M5S ?HSMC- /P- S?NN-2

"

-H/?>/?4H 4N 0-G-HCP@0>5 G/-0 C-55G

$

+,&G

%

?H/4 C>2S?>C 0@4?S C-55G

"

/PMG G--^?HQ N42 G>N- >HS -NN-C

"

/?R- ?HSMC-2G 6 +-/P4SG

$

)P- G-2M0 .P>20>C454Q?C>5 0-/P4S ]>G MG-S /4 ?HSMC-6 LOD C4H/>?H?HQ G-2M0

]>G .2-.>2-S6 +,&G ]-2- ?G45>/-S >HS CM5/M2-S6 )P- G-2M0 C@/4/4A?C?/@ ]>G S-/-C/-S 1@ +))6 )P- /P?2S

Q-H-2>/?4H 4N N>R42>15@ Q24]H C-55G ]>G G-5-C/-S ?H /P?G -A.-2?0-H/6 &-55G ]-2- S?R?S-S ?H/4 /P2-- Q24M.G

"

?6-6

"

/P- R-P?C5- C4H/245 Q24M.

"

/P- LOD C4H/>?H?HQ G-2M0 ?HSMC-S Q24M.

"

>HS /P- ;

"

>_>C@/?S?H- ?HSMC-S

Q24M.6 =A.2-GG?4HG 4N D-G0?H >HS !

"

>C/?H ]-2- S-/-C/-S 1@ ?00MH4C@/4CP-0?C>5 G/>?H?HQ 0-/P4S6 T-

"

GM5/G

$

[-N42- ?HSMC/?4H .24/-?H -A.2-GG?4HG 4N D-G0?H >HS !

"

>C/?H ]-2- H-Q>/?R-

"

>HS N-] ]>G ]->^5@

.4G?/?R-6 )P-2- ]>G H4 G/>/?G/?C>5 S?NN-2-HC- ?H /P- ]->^ .4G?/?R- -A.2-GG?4H 2>/- >04HQ /P- $ Q24M.G

$

I J

"

%

";

%

6 UN/-2 ?HSMC/?4H .24/-?H -A.2-GG?4HG 4N D-G0?H >HS !

"

>C/?H ]-2- H-Q>/?R-

"

>HS N-] ]>G ]->^5@ .4G

"

?/?R- ?H /P- R-P?C5- C4H/245 Q24M.6 I24/-?H -A.2-GG?4HG 4N D-G0?H >HS !

"

>C/?H ]-2- .4G?/?R- ?H /P- LO& C4H

"

/>?H?HQ G-2M0 ?HSMC-S Q24M. >HS /P- ;

"

>_>C@/?S?H- ?HSMC-S Q24M.6 )P-2- ]>G G/>/?G/?C>5 S?NN-2-HC- ?H /P-

.4G?/?R- -A.2-GG?4H 2>/- ]P-H C40.>2-S ]?/P /P- R-P?C5- C4H/245 Q24M.

$

I J "

%

";

%

6&4HC5MG?4HG

$

LOD

.5>@-S > 245- ?H ?H R?/24 ?HSMC?HQ S?NN-2-H/?>/?4H +,&G /4 C>2S?>C 0@4?S C-55G 6 (/ 0?QP/ .>2/?C?.>/- ?H -A.2-G

"

G?4HG 4N D-G0?H >HS !

"

>C/?H6

`=8*ETD,

$

LM-NM OPM@M D-C4C/?4H C4H/>?H?HQ G-2M0

&

0-GG-HCP@0>5 G/-0 C-55

&

D-G0?H

&

!

"

>C/?H

##对于细胞移植治疗组织不能再生的疾病"骨髓间 充质干细胞$

0-GG-HCP@0>5 G/-0 C-55G

"

+,&G

%是

一种理想的种子细胞' 体外分离培养
+,&G

"在一定

的诱导因素和环境中可以分化为目的细胞"如神经细

胞"心肌细胞等(

#

$

$

)

'

+,&G

向心肌细胞分化是一个

渐变的过程"其中涉及到多个基因的表达与调控' 本

实验使用血清药理学方法进行诱导"采用免疫细胞化
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学染色法检测心肌早期基因心肌结蛋白$

D-G0?H

%和

!

型心肌肌动蛋白$

!

"

>C/?H

%的表达情况"以观察血府

逐瘀汤能否将
+,&G

诱导分化为心肌样细胞'

材料与方法

#

#动物#成年
*?G/>2

大鼠"雄性"体重
#!"

%

#<" Q

"购于山东大学实验动物中心' 动物生产许可证

号#

,&L`

$鲁%#

!""%"""#

'

!

#中药#桃仁*红花*当归*生地黄*川芎*赤芍*

牛膝*桔梗*柴胡*枳壳*甘草各饮片均购自济南建联中

药店'

$

#主要试剂和仪器#

D+=+Fa#!

培养液$美国

b@C54H-

公司%"优级胎牛血清$美国
Z([&E

公司%"胰

蛋白酶$美国
Z([&E

公司%"

;

$氮胞苷$美国
,?Q0>

公司%"青链霉素$

#"" MF0V

%"噻唑蓝 $

+))

"美国
,?Q

"

0>

公司%"结蛋白$北京博奥森生物技术有限公司%"肌

动蛋白$北京博奥森生物技术有限公司%"即用型
,U[&

免疫细胞化学染色试剂盒$北京博奥森生物技术有限公

司%"

DU[

显色试剂盒$北京博奥森生物技术有限公

司%"超净工作台$型号#

,*

"

&'

"

#a

"苏净集团安泰公

司%"倒置荧光相差显微镜$

E5@0.MG

公司%"

&E

!

细胞

培养箱$型号#

b=TUC-55 #;"

"德国
b-2>-MG

公司%"医

用离心机$型号
VZT#"

$

c

!

!

"北京医用离心机厂%'

c

#方法

c

!

#

#大鼠
+,&G

的分离*传代及鉴定#参考文献

(

c

)方法进行大鼠
+,&G

的分离*传代培养' 取
*?G/>2

大鼠"颈椎脱臼处死"在超净工作台里面分离大鼠双侧

股骨*胫骨和肱骨"弯钳去掉两端骨骺"用含有体积分数

#" d

青链霉素的培养液冲洗骨髓腔"将所得细胞加入

完全培养液清洗
!

次' 以
!

&

#"

<

F0V

浓度接种于

!; C0

!培养瓶中"在
;d&E

!

饱和湿度*

$:

'培养箱

中进行原代培养"

!c P

后更换新鲜培养液"去除未贴壁

细胞' 此后
$

天更换
#

次培养液"细胞铺满
!F$

培养瓶

表面时"即可用
"

!

!;d

胰蛋白酶和
"

!

"!d=D)U

液将

贴壁细胞消化分离"然后按
#

(

$

的比例进行传代培养"

并记做
I#

"选取生长均匀的
I$

细胞进行实验'

根据文献(

;

)方法"实验前对培养的
+,&G

细胞

进行鉴定"主要对细胞表面抗原
&D$c

和
&Dcc

进行

鉴定"当细胞表面抗原
&D$c

表达阴性"

&Dcc

表达阳

性时"提示
+,&G

细胞符合实验条件'

c

!

!

#血府逐瘀汤汤剂的制备#用血府逐瘀汤原

方"按桃仁(红花(当归(生地(牛膝(川芎(赤芍(枳壳(桔

梗(柴胡(甘草等于
c

(

$

(

$

(

$

(

$

(

!

(

!

(

!

(

!

(

#

(

#

的比例称

取各饮片"加适量水"浸泡
"

!

; P

以上"武火加热至药液

沸腾"改为文火保持微沸
!" 0?H

"然后滤过"药渣再加

水适量"武火加热至沸腾"文火保持微沸
#; 0?H

滤过"

合并两次煎液"浓缩"放置室温"离心"上清液浓缩"定容

至每毫升含生药
#

!

9 Q

"$

!"

'冻存备用'

c

!

$

#血府逐瘀汤含药血清的制备#参考文献(

<

)

方法制备大鼠含药血清' 取
*?G/>2

大鼠"给药前禁食

<

%

#! P

'将大鼠随机分为血府逐瘀汤组和空白对照组"

每组
#"

只' 按人鼠体表面积法换算"以成人临床等效

剂量的
<

!

$

倍给予大鼠血府逐瘀汤汤剂' 血府逐瘀汤

组给予血府逐瘀汤汤剂灌胃&空白对照组给予等量生理

盐水灌胃' 每天
!

次"连续
$

天"末次给药
# P

后"无菌

条件下腹主动脉取血"静置
! P

后"以
c

'"

$ """ 2F0?H

离心
#; 0?H

"取上层血清"经
"

!

!! "0

微孔滤器过滤"

;<

'水浴灭活
$" 0?H

"$

!"

'冻存备用'

c

!

c

#血清细胞毒性的测定#采用
+))

比色法'

培养细胞并接种于
%<

孔培养板中"分为
;

组"每组
9

个

复孔"每孔加入
#"" "V

细胞完全培养液' 前
c

组分别

用含药血清体积分数为
!

!

; d

*

; d

*

#" d

*

!" d

浓度

进行培养"第
;

组用含
!" d

胎牛血清的完全培养液继

续培养'

!c P

后换液"避光条件下"每孔加入
+))

溶液

$

; 0QF0V

%

#" "V

"放入培养箱中继续培养"

c P

后终止

培养"小心吸除孔内培养液"每孔加入
#"" "V

的
D+,E

震荡
#" 0?H

"使孔内结晶充分溶解' 用酶联免疫检测

仪"选择
c%" H0

波长"测定各孔光吸收值$

ED

值%'

结果$表
#

%表明
+,&G

在
#" d

含药血清培养液中细

胞活力较好"本实验选择该浓度进行诱导实验'

表
#

$各组血清细胞毒性比较$$

ED

值"

A

)

G

%

组别
H

细胞相对活力

!

*

;d

含药血清培养
9 "

*

##

)

"

*

":

;d

含药血清培养
9 "

*

#<

)

"

*

"9

#"d

含药血清培养
9 "

*

!;

)

"

*

#!

!"d

含药血清培养
9 "

*

"%

)

"

*

"c

!"d

胎牛血清培养
9 "

*

"<

)

"

*

##

c

!

;

#对
+,&G

的诱导分化#参考文献(

:

$

#"

)

方法"结合血清细胞毒性实验结果对细胞进行诱导培

养' 将实验细胞分为空白对照组*血府逐瘀汤含药血

清组*

;

$氮胞苷对照组
$

组"每组设
$

个复孔"将实

验细胞用胰蛋白酶消化后"制成细胞悬液"按照
#

&

#"

;

F

孔的密度接种于事先放有消毒处理过的盖玻片的

<

孔板中"继续培养
#

天' 培养第
!

天吸出培养液"血

府逐瘀汤含药血清组在其培养基中加入占培养基终浓

度
#"d

的含血府逐瘀汤血清&空白对照组在其培养基

中加入占培养基终浓度
#"d

的空白血清做对照组&

;

$氮胞苷对照组在其培养基中加入
;

$氮胞苷诱导
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%

剂"使
;

$氮胞苷占培养基终浓度为
#" "045FV

' 诱

导
!c P

后"吸除培养液"取细胞进行指标检测'

c

!

<

#诱导后
+,&G

细胞中
D-G0?H

和
!

"

>C/?H

表达情况的检测#采用免疫细胞化学染色法检测心肌

细胞标志物
D-G0?H

和
!

"

>C/?H

的表达情况'

,U[&

操作步骤和
DU[

显色法操作步骤按照试剂盒说明进

行' 每张玻片分别采用双人双盲随机计数
!""

个细

胞"计算其中阳性细胞的百分比'

c

!

:

#统计学方法#用
,I,, #:

!

"

统计学软件

进行统计分析"所有数据用
A

)

G

表示"组间比较采用

单因素方差分析"

I K"

!

";

为差异有统计学意义'

结##果

诱导后
+,&G

细胞
D-G0?H

和
!

"

>C/?H

的表达结

果$图
#

"表
!

%' 空白对照组
D-G0?H

和
!

"

>C/?H

表达

阴性"个别弱阳性$图
&

"图
a

%"血府逐瘀汤含药血清诱

导组"

D-G0?H

和
!

"

>C/?H

表达均呈阳性$图
U

"图
D

%'

在
;

$氮胞苷诱导组中"

D-G0?H

和
!

"

>C/?H

表达也均

呈阳性$图
[

"图
=

%'

D-G0?H

阳性表达率$表
!

%# 诱

导前各组之间阳性细胞的表达率差异无统计学意义

$

I J"

!

";

%"诱导后血府逐瘀汤含药血清诱导组和
;

$

氮胞苷对照组均有强阳性细胞的表达"其表达率与空白

对照组比较差异均有统计学意义$

I K"

!

";

%'

!

"

>C/?H

的阳性表达率$表
!

%#诱导前各组之间阳性细胞的表达

率差异无统计学意义$

I J"

!

";

%"诱导后"血府逐瘀汤

含药血清诱导组和
;

$氮胞苷对照组均有强阳性细胞

的表达"其表达率与空白对照组比较"差异均有统计学

意义$

I K"

!

";

%'

表
!

$各组表
$

各组细胞诱导前后
D-G0?H

*

!

"

>C/?H

的表达情况#$

d

"

A

)

G

%

组别 时间
D-G0?H

阳性表达率

!

"

>C/?H

阳性表达率

空白对照 诱导前
#

*

!"

)

!

*

!# !

*

"%

)

$

*

##

诱导后
#

*

"%

)

#

*

%% #

*

%%

)

!

*

9%

;

"氮胞苷对照 诱导前
#

*

$c

)

$

*

#" $

*

#c

)

!

*

:9

诱导后
c:

*

!"

)

c

*

;;

!

;%

*

#"

)

!

*

$#

!

血府逐瘀汤含药血清 诱导前
#

*

!:

)

!

*

c; !

*

%9

)

!

*

!#

诱导后
c;

*

!#

)

;

*

:9

!

;:

*

%9

)

#

*

%"

!

##注#与空白对照组比较"

!

I K"

*

";

讨##论

;

$氮胞苷是最早也是研究最多的干细胞分化体外

诱导剂"是目前比较公认的可以诱导
+,&G

分化为心

肌细胞的药物(

#

"

!

)

' 但它的毒副反应也是显著的(

##

)

'

中药的安全性已进入研究者的视线(

c

"

:

$

%

"

##

)

'

##注#

U

为血府逐瘀汤含药血清诱导后大鼠
+,&G D-G0?H

表达&

[

为
;

$氮胞苷诱导后大鼠
+,&G D-G0?H

表达&

&

为正

常大鼠
+,&G D-G0?H

表达&

D

为血府逐瘀汤含药血清诱导后

大鼠
+,&G !

"

>C/?H

表达&

=

为
;

$氮胞苷诱导后大鼠
+,&G !

"

>C/?H

表达&

a

为正常大鼠
+,&G !

"

>C/?H

表达&箭头所指为阳性

表达颗粒

图
#

$各组细胞诱导后
D-G0?H

*

!

"

>C/?H

表达情况#$

#"

&

!"

%

冠心病中医临床辨证多属于胸痹*心痛范畴"其发病机

理虽有寒凝*痰浊*气滞*血瘀之不同"但其基本病机则

属于心血瘀阻(

#!

)

' 活血化瘀是治疗本病的基本治法'

有资料统计显示#用于治疗冠心病*急性心肌梗死的药

物中"活血化瘀药物占
:9d

(

#$

)

' 血府逐瘀汤出自王

清任的+医林改错,"用以治疗-胸中血府血瘀.所致诸

证"全方由桃仁*红花*当归*生地*川芎*赤芍*柴胡*枳

壳*牛膝*桔梗*甘草组成' 可分解为桃红四物汤合四

逆散加桔梗*牛膝而成"具有-活血化瘀而不伤血"疏

肝解郁而不伤气.的特点' 是活血化瘀有效代表方剂

之一"在治疗缺血性心脏病上"临床报道多"疗效显著"

其疗效无论与其他中药还是常规西医疗法对比"均具

有明显的优势(

#!

)

'

用血府逐瘀汤作为诱导剂对
+,&G

进行诱导"能

否分化为心肌样细胞一直是我们思考的问题"目前也

未见研究报道' 本实验采用血清药理学方法对此进行

了探讨' 血清药理学实验中最佳采血时间"最可靠的

方法还是标准法"即通过预实验决定(

<

)

' 我们对血府

逐瘀汤含药血清制备的量效*时效关系进行了探讨'

选择了最佳制备方案' 在观察含药血清对培养细胞作
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!"#$

年
%

月第
$$

卷第
%

期
&'()*+

"

,-./-01-2 !"#$

"

3456 $$

"

74

!

%

!!"##$!

用时"血清中球蛋白在补体或其他物质作用下"可产生

细胞毒而对细胞有损害(

#c

)

' 我们采用
+))

法观察了

血府逐瘀汤含药血清浓度对细胞活力的影响"结果细

胞在
#" d

浓度血清中活力较好' 血清为含有多种生

物活性物质的复杂混合物"含有细胞生长所必需的基

本营养物质"对细胞损伤有一定的保护作用"如崔晓兰

等(

#;

)研究表明"家兔正常血清有一定的抑制病毒致细

胞病变作用' 在采用血清药理学方法进行研究时"应

考虑血清本身所含物质及血清体积等因素对体外实验

结果的影响"对最佳反应体系进行探索"我们参考文献

(

#<

)设
$

个不同浓度$

;d

*

#"d

*

!"d

%进行实验'

结果表明
;d

浓度血清和
#"d

浓度血清对受损细胞

的保护作用相差不多"结合血清细胞毒性实验"细胞在

#"d

浓度药物血清中活力较好"本实验选择了
#"d

浓

度血清作为实验浓度' 这也与血清药理学方法中其他

文献研究所用血清浓度相一致(

:

$

#"

)

' 经过血府逐瘀

汤含药血清和
;

$氮胞苷诱导后"

D-G0?H

和
!

"

>C/?H

的表达均呈强阳性"其表达率与空白对照组比较差异

均有统计学意义$

I K"

!

";

%'

+,&G

向心肌细胞的分化涉及到多个基因的表达

与调控"

D-G0?H

是骨骼肌*平滑肌和心肌中主要的中

间纤维蛋白"分子质量为
;!

%

;$ ^M

"是最早表达于未

分化的肌母细胞中的肌源性蛋白(

#:

)

"在肌源性细胞的

发育*成熟过程中起重要作用' 其主要作用是限制肌

节在肌肉收缩时被过分牵拉"是维持正常心功能的重

要蛋白之一'

D-G0?H

作为心肌细胞分化的一种早期

的标志已经得到认可'

!

"

>C/?H

为肌动蛋白的一种亚

型"是骨骼肌和心肌的特异性具有收缩功能的细胞骨

架蛋白"为胎儿或新生儿心室肌的主要成分(

#9

)

'

本实验选择了比较公认和研究较多的心肌早期分化

基因
D-G0?H

和
!

"

>C/?H

进行实验' 结果表明
+,&G

经

过血府逐瘀汤含药血清和
;

$氮胞苷诱导后"心肌细胞标

记物
D-G0?H

和
!

"

>C/?H

均出现了阳性表达' 说明经诱

导后的
+,&G

已发生了肌源性分化"已经具有了心肌样

细胞的特征' 证明了中药复方血府逐瘀汤可以诱导

+,&G

向心肌细胞分化"可以避免
;

$氮胞苷的毒副反

应"提高治疗的安全性' 但血府逐瘀汤作为诱导剂与其

他诱导剂一样"存在着诱导率怎样*诱导的细胞所存活的

时间有多长"这些问题"还有待于进一步研究'
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