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复方丹参注射液对
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信号通路调节人羊膜

上皮细胞
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表达的影响
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摘要$目的$探讨复方丹参注射液调节人羊膜上皮细胞中水通道蛋白
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#信号通路的关系$ 方法$分别取足月妊娠的正常

羊水和羊水过少的人羊膜上皮细胞进行原代培养$ 将培养的正常羊水和羊水过少的人羊膜上皮细胞分别分

成
$

个处理组%空白对照组!

-

组#&

RM<""#!9

组!

S

组#&复方丹参注射液组!
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#法检测各组细胞的活力"
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技术分析

人羊膜上皮细胞中总
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&磷酸化
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!
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#和
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蛋白的表达量$ 结果$!

#

#在正常羊水及羊水过

少人羊膜上皮细胞中%

$

组细胞活力和总
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#
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差异有统计学

意义!
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$$羊水过少是最常见的妊娠并发症!可导致不良的

妊娠结局!是增加围产儿发病率及病死率的重要原因

之一'

#

(

) 复方丹参注射液在临床上被用于治疗羊水

过少!其有效率约为
:"d

'

!

(

!但其作用的分子机制目

前并不明确)

水通道蛋白$

?E.?N3O@P

!

-LM

%是与细胞膜水通

透相关的通道蛋白家族) 本课题组和国内*外的研究

均发现在人足月胎膜组织中有
-LM&

蛋白的表

达'

&

"

9

(

) 近年的研究还表明'

<

(

!在人妊娠早期*中期

和晚期的羊膜组织中均有
-LM& >Y6-

和蛋白的表

达!同时随着妊娠的发展和羊水量的改变!

-LM& >Y

#

6-

和蛋白的表达水平也随之改变!推测在妊娠过程

中羊膜组织中
-LM&

参与了正常羊水量的调节) 本

课题组近期研究发现#复方丹参注射液可以明显上调

不明原因羊水过少组羊膜上皮细胞中
-LM&

蛋白的

表达'

:

(

!但具体的调节机制尚待进一步研究)

为此!本研究通过观察复方丹参注射液和
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氨基末端激酶$
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%特异

性抑制剂
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对羊水过少和羊水正常人羊膜

上皮细胞
-LM&

表达的调控!来明确丝裂原活化蛋白

激 酶 $
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信号传导通路在复方丹参注射液调节

人足月羊膜上皮细胞
-LM&

表达中的作用)

资料与方法

#

$羊水过少诊断及中医辨证标准$根据+妇产

科学,

'

%

(中羊水过少的诊断标准!产前
S

超监测羊水

指数$

?>P@31@G Z4.@W @PW;D

!

-c)

%# 正常羊水量
-c)

为
%

%

#% G>

!

-c) ! 9 G>

为羊水过少) 剖宫产术中

进一步核实羊水量情况'

:

(

!羊水总量
&""

%

! """ >e

为羊水量正常!羊水总量
V&"" >e

明确为羊水过少)

按照中医辨证分型!羊水过少分为肾气亏损*气血虚

弱*阴虚血热型'

8

(

)

!

$纳入标准$$

#

%符合羊水过少西医诊断标准

及中医辨证分型标准&$

!

%年龄
!#

%

&!

岁&$

&

%足月

单胎&$

$

%选择性剖宫产&$

9

%本试验经本院伦理委员

会批准!每例纳入试验的产妇均签署知情同意书)

&

$排除标准$$

#

%催产素引产史&$

!

%其他药物

治疗史&$

&

%其他妊娠合并症和并发症!如#胎膜早破*

糖尿病*高血压*胎儿生长受限*胎儿畸形或胎儿窘

迫等)

$

$剔除标准$术前
S

超提示的
-c)

与剖宫产术

中实际羊水量不符合者)

9

$一般资料$选择
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年
<

月-

!"#&

年
&

月

温州医科大学附属第二医院产科分娩的原因不明羊水

过少$

!"

例%和羊水正常的产妇
!"

名) 羊水正常产

妇的平均年龄$

!%

!

&%

&

!

!

&&

%岁!终止妊娠时平均孕

周$

&8

!

#<

&

#

!

"#

%周!平均体重$

<!

!

#&

&

$

!

:&

%

Q/

)

羊水过少产妇的平均年龄$

!<

!

!9

&

&

!

<!

%岁!终止妊

娠时平均孕周$

&%

!

98

&

#

!

<%

%周!平均体重$

<<

!

:9

&

#!

!

"$

%

Q/

) 两组产妇的年龄*终止妊娠时平均孕周和

体重比较!差异均无统计学意义$

M U"

!
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<

$细胞培养和分组处理方法

<

!

#

$标本采集$剖宫产术胎盘娩出后!在无菌

状态下取脐带根部附近羊膜组织!用无菌的
MSR

缓冲

液反复冲洗)

<

!

!

$羊膜上皮细胞原代培养$用含双抗的无血

清培养基浸泡羊膜组织
!" >@P

!用无菌眼科剪剪成约

# >>

'

# >>

'

# >>

碎块!加入胰蛋白酶消化液

$

])S'I

公司!美国%在
&:

(的摇床上消化
<" >@P

!

用含
#"d

胎牛血清$杭州四季青生物工程有限公司%

的完全培养基终止消化!收集消化液!

# 9"" O J>@P

离

心
!" >@P

!弃上清!再重悬
# """ O J>@P

离心
9 >@P

!

弃上清!沉淀中加入完全培养液制成细胞悬液!以
#

'

#"

9 个
J>e

密度接种于培养皿中!置
&:

(*饱和湿度*

9d'I

!

培养箱中培养!隔
#

%

!

天换液
#

次!

9

%

:

天

以
#

)

!

传代
#

次)

<

!

&

$分组及处理方法$将
!"

名羊水正常和
!"

例羊水过少人羊膜上皮细胞各分为
$

组) 空白对照组

$简称
-

组%*

RM<""#!9

组 $简称
S

组!

RM<""#!9

购自
';44 R@/P?4@P/ *;GXP343/\

公司!美国%*复方丹

参注射液组$简称
'

组!复方丹参注射液购自上海新
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亚药业高邮有限公司!生产批号#
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"

&

!每支
!

>e

%和
RM<""#!9

加复方丹参注射液组 $简称
H

组%)

'

组采用
9 >/J>e

复方丹参注射液作用
#! X

)

本课题组的前期研究发现
RM<""#!9

作用羊水正常

人羊膜上皮细胞的最适浓度和时间为
#" !>34Je

作

用
! X

!在羊水过少人羊膜上皮细胞中最适浓度和时

间为
!" !>34Je

作用
# X

)

H

组#先采用
RM<""#!9

最适浓度和最适时间作用后再用
9 >/J>e

复方丹参

注射液作用
#! X

)

:

$观察项目和检测方法

:

!

#

$细胞活力$采用
''K

#

%

法检测!收集对数

生长期的人羊膜上皮细胞!

8<

孔培养板中加入
#""

!eJ

孔的细胞悬液!密度为
% """

个*

#"" !e

) 至细胞

单层铺满孔底!分
-

*

S

*

'

*

H $

个不同处理组!并设置

调零孔$不加细胞和处理%) 每组设
&

个复孔) 各组

培养所需时间后!每孔分别加入
#" !e ''K

#

%

$同仁

化学研究所!日本%!

&:

(继续孵育
$ X

!用酶标仪在

$9" P>

波长处检测其光密度$

3N1@G?4 W;P0@1\

!

IH

%

值!细胞活力$

d

%

f

$处理组
IH

值"调零组
IH

值%

J

$

-

组
IH

值"调零组
IH

值% '

#""d

)

:

!

!

$检测总
(6K

*磷酸化#

(6K

$

NX30NX3O\4?

#

1@3P 3Z (6K

!

N

#

(6K

%及
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蛋白的表达水平$采

用免疫印迹$

+;01;OP T431

%技术) 用冰预冷的
MSR

缓冲液冲洗细胞
!

次!

Y)M-

裂解细胞!提取蛋白!

S'-

法测定细胞蛋白质浓度) 取等量蛋白行
#!d

聚

丙烯酰胺凝胶电泳!用湿转仪湿转至
M2Hc

膜上!

9d

脱脂奶粉封闭
! X

!加入一抗$兔抗人
-LM&

多克隆抗

体!武汉博士德公司!稀释比例
#

)

&""

&兔抗人总
(6K

多克隆抗体和兔抗人
N

#

(6K

多克隆抗体!
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公司!美国!稀释比例均为
#

)

# """

&

鼠抗人
]-MH[

单克隆抗体!碧云天生物技术有限公

司!稀释比例
#

)

! """

%

$

(摇床过夜!加入相应的二

抗$山羊抗兔
)/]

或山羊抗小鼠
)/]

!碧云天生物技术

有限公司%置室温
# X

!增强化学发光试剂$

M@;OG;

公

司!美国%显影!利用
-4NX?=?0; c'

软件进行灰度扫

描!总
(6KJ]-MH[

*

N

#

(6KJ]-MH[

及
-LM&J]-M

#

H[

的吸光度比值作为总
(6K

*

N

#

(6K

及
-LM&

蛋白

的相对表达量)

%

$统计学方法$用
RMRR #:

!

"

统计软件对数

据进行处理!计量资料数据用
D

&

0

表示) 多组间均值

比较采用单因素方差分析) 方差齐的多组间两两比较

采用
eRH

检验&方差不齐的多组间两两比较用
H.P

#

P;11

+

0 1&

检验)

M V"

!

"9

为差异有统计学意义)

结$$果

#

$

$

组不同处理羊水正常
J

羊水过少人羊膜上皮

细胞细胞活力比较$表
#

%$在羊水正常人羊膜上皮细

胞中!

$

组不同处理之间细胞活力均未见明显变化!差

异无统计学意义$

M U"

!

"9

%) 在羊水过少人羊膜上皮

细胞中!

$

组不同处理之间细胞活力均未见明显变化!

差异无统计学意义$

M U"

!

"9

%)

表
#

$

$

组不同处理羊水正常
J

羊水过少人羊膜

上皮细胞细胞活力比较$$

D

&

0

%

组别 例数
细胞活力$

d

%

羊水正常 羊水过少

- #" #"" #""

S #" 88

,

$#

&

"

,

$" 88

,
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&

"

,

#<

' #" #"#

,

!<

&

#

,

98 #"#

,

"9

&

#

,

#8

H #" #"#

,
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&

"

,

<: #""

,

8"

&

"

,

%8

!

$

$

组羊水正常人羊膜上皮细胞中总
(6K

*

N

#

(6K

及
-LM&

蛋白表达比较$表
!

!图
#

%$羊水正常

人羊膜上皮细胞中总
(6K

表达
$

种不同处理组间比

较! 差异无统计学意义$

M U"

!

"9

%) 与
-#

组比较!人

羊膜上皮细胞中
N

#

(6K

表达在
S#

组明显下降$

M V

"

!

"9

%!

'#

组和
H#

组中表达明显上调$

M V"

!

"9

%)

与
S#

组比较!

'#

*

H#

组中
N

#

(6K

表达均上调$

M V

"

!

"9

%) 但
H#

组中
N

#

(6K

的表达较
'#

组明显下调

$

M V"

!

"9

%) 与
-#

组比较!

S#

组中
-LM&

的表达无

明显变化$

M U "

!

"9

%!而
'#

组和
H#

组中
-LM&

的

表达明显上调$

M V"

!

"9

%) 但
'#

组与
H#

组比较!差

异无统计学意义$

M U"

!

"9

%)

表
!

$

$

组羊水正常人羊膜上皮细胞中总
(6K

*

N

#

(6K

及
-LM&

蛋白表达比较$$

D

&

0

%

组别 例数 总
(6K N

#

(6K -LM&
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,
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,
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,

"8

&

,
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&
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,

"$

"#$

&
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&#

&

"

,

#"

"#

$$注#

-#

为空白对照组&

S#

为
RM<""#!9

组&

'#

为复方丹参注射液

组&

H#

为
RM<""#!9

加复方丹参注射液组&图
#

同&与
-#

组比较!

"

M

-

"

,

"9

&与
S#

组比较!

#

M

-

"

,

"9

&与
'#

组比较!

$

M

-

"

,

"9

&

$

$

组羊水过少人羊膜上皮细胞中总
(6K

*

N

#

(6K

及
-LM&

蛋白表达比较$表
&

!图
!

%$羊水过少

人羊膜上皮细胞
$

种不同处理组间比较!总
(6K

蛋白

的表达差异无统计学意义$

M U "

!

"9

%) 与
-!

组比

较!

S!

组人羊膜上皮细胞中
N

#

(6K

蛋白表达明显下

降$

M V"

!

"9

%!而在
'!

组和
H!

中其表达却明显上调
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%

图
#

$

$

组羊水正常人羊膜上皮细胞中总
(6K

*

N

#

(6K

及
-LM&

蛋白表达的电泳图

$

M V"

!

"9

%) 与
S!

组比较!

'!

组和
H!

组中
N

#

(6K

蛋白表达均上调$

M V "

!

"9

%) 但
H!

组中
N

#

(6K

的

表达较
'!

组明显下调$

M V "

!

"9

%) 与
-!

组比较!

S!

组中人羊膜上皮细胞
-LM&

的表达明显下降$

M V

"

!

"9

%!而
'!

组中
-LM&

的表达明显上调 $

M V

"

!

"9

%) 与
S!

组比较!

'!

组和
H!

组中
-LM&

的表

达明显上调$

M V"

!

"9

%!但
'!

组
-LM&

的表达高于

H!

组$

M V"

!

"9

%)

表
&

$

$

组羊水过少人羊膜上皮细胞中总
(6K

*

N

#

(6K

及
-LM&

蛋白表达比较$$

D

&

0

%

组别 例数 总
(6K N

#

(6K -LM&
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#$

$$注#

-!

为空白对照组&

S!

为
RM<""#!9

组&

'!

为复方丹参注射液

组&

H!

为
RM<""#!9

加复方丹参注射液组&图
!

同&与
-!

组比较!

"

M

-

"

,

"9

&与
S!

组比较!

#

M

-

"

,

"9

&与
'!

组比较!

$

M

-

"

,

"9

图
!

$

$

组羊水过少人羊膜上皮细胞中总
(6K

*

N

#

(6K

及
-LM&

蛋白表达的电泳图

讨$$论

,-MK

属于丝氨酸
J

苏氨酸蛋白激酶!

,-MK

#

(6K

为哺乳动物中主要的亚家族!可活化为有生物学

作用的磷酸化形式来发挥调节细胞功能的作用!参与

细胞的迁移*增殖*分化*存活等多种生理过程'

#"

(

) 有

研究发现'

##

(

!化学性缺氧可通过
,-MK

#

(6K

信号传

导通路上调人视网膜色素上皮细胞
-LM& >Y6-

的

表达) 但在人羊膜细胞中
-LM&

的表达与
,-MK

#

(6K

信号传导通路的相关性研究尚未见报道)

研究表明!复方丹参的有效成分隐丹参酮可通过

激活
,-MK

#

(6K

信号传导通路促使人类肿瘤细胞凋

亡达到抗肿瘤的效果'

#!

(

) 本课题前期研究发现'

:

(

!复

方丹参注射液可使羊水正常和羊水过少人羊膜上皮细

胞中
-LM&

蛋白的表达上调!对羊水过少
-LM&

蛋白

表达的调节更显著) 因此!进一步研究
,-MK

#

(6K

信号传导通路在复方丹参注射液调节
-LM&

蛋白表

达中的作用可以阐明复方丹参有效治疗羊水过少的

机制)

本研究通过
''K

#

%

实验发现!

(6K

抑制剂

RM<""#!9

*复方丹参注射液和
RM<""#!9

联合复方

丹参注射液对羊水正常和羊水过少人羊膜上皮细胞的

细胞活力均无影响!因此!用药后细胞中各种蛋白的变

化不是因为药物的毒性所致)

本研究还发现!无论羊水正常和羊水过少!

RM<""#!9

对人羊膜上皮细胞中总
(6K

蛋白的表达

无影响!但可明显抑制
N

#

(6K

蛋白的表达!表明

RM<""#!9

可以特异性地抑制人羊膜上皮细胞
(6K

的磷酸化)

RM<""#!9

作用后!羊水过少人羊膜上皮

细胞
-LM&

蛋白的表达明显受到抑制!而羊水正常人

羊膜上皮细胞中
-LM&

蛋白的表达未受影响!研究结

果提示#羊水过少时!人羊膜上皮细胞
-LM&

蛋白的

表达受
,-MK

#

(6K

信号传导通路的调控&而羊水正

常时!人羊膜上皮细胞
-LM&

蛋白的表达不受

,-MK

#

(6K

信号传导通路调控!有可能受
,-MK

#

N&%

或
G-,M

#

MK-

等其他信号传导通路的调节)

本研究表明!复方丹参注射液能上调羊水正常和

羊水过少人羊膜上皮细胞
N

#

(6K

和
-LM&

蛋白的表

达) 在羊水正常情况下!

RM<""#!9

联合复方丹参注

射液组中
-LM&

蛋白表达与复方丹参注射液组无明

显差异!提示复方丹参注射液对
-LM&

蛋白表达的上

调与
,-MK

#

(6K

信号传导通路无明显关系) 但在羊

水过少时!

RM<""#!9

联合复方丹参注射液组中

-LM&

蛋白表达较
RM<""#!9

组高!而低于复方丹参

注射液组!提示羊水过少时!复方丹参注射液对
-LM&

蛋白表达的上调与
,-MK

#

(6K

信号传导通路相关)

表明了复方丹参注射液可通过激活
,-MK

#

(6K

信号

传导通路来上调人羊膜上皮细胞
-LM&

蛋白的表达!

从而改变胎膜对液体的转运达到治疗羊水过少的目

的!为临床有效治疗羊水过少提供了新思路)
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李乃卿$李大金$李玉光$李廷谦$李军祥$李连达$李国栋$李国勤$李顺成$李$恩

李$涛$李焕荣$连$方$吴伟康$吴泰相$吴根诚$时毓民$邱$峰$张大钊$张永贤

张永祥$张伯礼$张荣华$张亭栋$张家庆$张敏州$陆付耳$陈士奎$陈小野$陈冬燕

陈香美$范维琥$林志彬$林求诚$林瑞超$郁仁存$果德安$周文泉$周$俊$周霭祥

赵一鸣$赵伟康$赵健雄$胡义扬$胡镜清$饶向荣$洪传岳$栗原 博!日本#$顾振纶

徐治鸿$徐$浩$殷惠军$郭$军$郭赛珊$唐由之$唐旭东$凌昌全$黄光英$黄怡超

黄晓愚$黄$熙$曹小定$崔$红$麻$柔$梁晓春$葛秦生$董竞成$董福慧$韩济生

谢竹藩$谢明村$谢$恬$蔡定芳$裴正学 廖家桢 廖福龙$衡先培$戴瑞鸿
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