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银杏叶胶囊对高同型半胱氨酸血症血管

内皮细胞凋亡干预的实验研究
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摘要$目的$通过银杏叶胶囊对高同型半胱氨酸血症!

HI/.3H515DIJ0.@K.

"

LLDI

#血管内皮细胞凋

亡干预的实验研究"探寻其作用的细胞分子水平靶点$ 方法$选用
+@J0?3

雄性大鼠制备
LLDI

模型$ 将

9!

只大鼠按随机数字表法分为对照组!

#"

只#%模型组!

##

只#%银杏叶组!

##

只#和叶酸组!

#"

只#$ 对照

组给予
#M

羟甲基纤维素钠溶液灌胃"模型组给予
&M

蛋氨酸混悬液 !

#

!

$ NGON

#灌胃"叶酸组给予
&M

蛋氨

酸混悬液 !

#

!

$ NGON

#加叶酸混悬液!

"

!

"< NGON

#灌胃"银杏叶组给予
&M

蛋氨酸混悬液!

#

!

$ NGON

#加银杏

叶混悬液!

"

!

"! NGON

#灌胃$

L>

染色观察各组大鼠主动脉组织形态学变化&检测各组大鼠血浆高同型半胱

氨酸!

H515DIJ0.@K.

"

LDI

#水平和胸主动脉对不同浓度硝普钠!

J5P@Q1 K@035/3QJJ@P.

"

-8R

#和乙酰胆碱

!

?D.0I6DH56@K.

"

SDH

#的内皮依赖性舒张功能&采用
T*

#

R'T

测定
D

#

U5J

%
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#

!

相关
W

蛋白!
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#

!

#
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#

D@?0.P W /350.@K
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#%细胞抑制剂"凋亡蛋白
!
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#

)SR!

#和

诱导型一氧化氮合酶!

@KPQD@26. K@03@D 5A@P. JIK0H?J.

"

@8F-

#基因表达$ 结果$病理结果显示'模型组主

动脉内皮层增厚%内皮细胞水肿脱落"可见少量泡沫细胞"中膜平滑肌细胞肌瘤样增殖"银杏叶组%叶酸组病

变较轻$ 与对照组比较"模型组
LDI

水平升高!

R Y "

!

"$

#"模型组
SDH #"

"

<

156GZ

%

SDH #"

"

9

156GZ

和

-8R #"

"

:

%

#"

"

&

156GZ

不同浓度血管内皮舒张率均降低!

R Y"

!

"#

"

R Y"

!

"$

#"

V?A

%

D

#

U5J

及
@8F-

基因

表达均增加"

D

#

)SR!

基因表达降低!均
R Y "

!

"$

#$ 与模型组比较"银杏叶组及叶酸组
LDI

水平降低

!

R Y"

!

"$

#&除银杏组
-8R #"

"

<

156GZ

浓度外"银杏叶组和叶酸组其他各浓度
-8R

血管内皮舒张率均增

加"银杏叶组和叶酸组浓度为
SDH #"

"

<

156GZ

和
SDH #"

"

9

156GZ

时
SDH

血管内皮舒张率增加!均
R Y

"

!
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#&银杏叶组和叶酸组
V?A

%

D

#

U5J

及
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基因表达均降低!

R Y"

!
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#"叶酸组
D

#
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基因表达增高

!

R Y"

!
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#$ 结论$银杏叶胶囊可降低血浆
LDI

水平"下调
V?A

%

D

#

U5J

及
@8F-

基因表达"从而减少血管

内皮细胞凋亡"改善血管内皮功能"延缓动脉粥样硬化的进程$

关键词$银杏叶胶囊&高同型半胱氨酸血症&血管内皮&细胞凋亡
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$$高同型半胱氨酸血症$

HI/.3H515DIJ0.@K.1@?

!

LLDI

%是冠心病的独立危险因子!可引起血管内皮细

胞损伤' 血管内皮受损是冠心病的发病始动环节! 而

改善血管内皮损伤是治疗冠心病的关键所在' 本研究

旨在通过银杏叶胶囊对
LLDI

血管内皮细胞凋亡相

关因子及受损内皮功能干预的实验研究!探寻其作用

的机制及靶点'

材料与方法

#

$动物$

9!

只
+@J0?3

雄性大鼠!体重$

#9!

'

&:

%

N

!由中国科学院上海药物所实验动物中心提供!

合格证号#斯莱克
-'Wc

$沪%

!"":

"

""$

'

!

$药物$银杏叶胶囊$

"

!

! NG

粒!由上海信谊百

路达药业有限公司提供!批号#

"%#!"9

%&叶酸片

$

$ 1NG

片!由上海辛帕斯制药有限公司提供!批号#

"%";"#

%&

#M

羟甲基纤维素钠溶液$

'?325AI ,.0HI6

'.66Q65J.

!

','

! 由中国医药集团上海化学试剂公司

提供!批号#

U!""%"<!<

%&蛋氨酸$

,.0

! 由德国德固

赛公司提供!批号#

#$##!"";+!

%'

&

$试剂及仪器$主要试剂硝普钠$

J5P@Q1 K@

#

035/3QJJ@P.

!

-8R

%!由北京双鹤现代医药技术有限责

任公司提供!批号#

"<"!"$

&乙酰胆碱 $

?D.0I6DH5

#

6@K.

!

SDH

%!由
-@N1?

公司提供!批号#

!""<"!!&

' 主

要仪器#自动器官浴槽$型号
#&!"<

!西班牙!

Z.0@D?

-D@.K0@X@D )KJ03Q1.K0J

%!

R5_.3Z?2

实时生理多导

记录系统$

,Z;9"

!澳大利亚!

SE )KJ03Q1.K0J

%'

9

$动物分组及给药方法$

9!

只
+@J0?3

雄性大

鼠!按随机数字表法分为对照组 $

#"

只%(模型组

$

##

只%(银杏叶组$

##

只%和叶酸组$

#"

只%' 参照

王禄增等)

#

*和
+?KN ^

等)

!

*方法制备
LLDI

大鼠模

型'

&M

蛋氨酸混悬液的配制方法#

&"" 1N

蛋氨酸加

# 1Z #M ','

液' 叶酸混悬液配制方法#

#

!

! 1N

叶酸加
# 1Z #M','

液' 银杏叶混悬液配制方法#

9 1N

银杏叶加
# 1Z #M','

液' 对照组给予
#M

','

液
! 1Z

灌胃!模型组给予
&M

蛋氨酸混悬液

$

#

!

$ NGON

% 灌胃!叶酸组给予
&M

蛋氨酸混悬液
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%加叶酸混悬液$

"

!

"< NGON

%灌胃!银杏叶

组给予
&M

蛋氨酸混悬液$

#

!

$ NGON

%加银杏叶混悬液

$

"

!

"! NGON

%灌胃!各组均每天灌胃
#

次!各组均饲养

#!

周' 模型组
#

只因灌胃致营养不良而死亡!银杏叶

组
#

只因灌胃后呕吐窒息而死!死亡率
9

!

;M

'

$

$检测指标与检测方法

$

!

#

$标本采取$

#!

周末
+@J0?3

雄性大鼠
9"

只

于腹主动脉取血!分别加入不抗凝(

!M

乙二胺四乙酸钠

$

.P.0?0. P@J5P@Q1

!

>E*S

#

8?

%(

"

!

#"% 156GZ

枸橼酸

钠的离心管内!于
9

(冰箱贮存!在
9 H

内离心

$

#" 1@K

!

& """ 3G1@K

%得上清标本!置于 "

!"

(冰箱

贮存备用' 取血后处死动物!分离主动脉起始部至腹

主动脉处!立即分离胸主动脉
< d ; 11

制成
$ 11

的动脉环备用!取主动脉弓起始部及胸主动脉
& d

9 11 #"M

福尔马林液中固定备用!剩余部分"

;"

(

贮存以备实时荧光定量
R'T

$

T.?6 0@1. R'T

!

T*

#

R'T

%测定'

$

!

!

$病理学观察$取主动脉弓起始部及胸主动

脉段各
& d9 11 #"M

福尔马林液中固定!常规脱水!

透明!包埋!切片!予苏术素 "伊红$

H.1?05AI6@K .5

#

J@K J0?@K@KN

!

L>

%染色后!在光学显微镜下进行组织

学观察!观察有无明显的动脉粥样硬化病变'

$

!

&

$血清
LDI

水平检测$采用液相色谱+串联质

谱$

Z'

#

,-G,-

%方法在上海市徐汇区中心医院实验中心

检测' 本方法批内
'4 Y;

!

:%M

!批间
'4 Y<

!

;:M

' 正

常的血清
LDI

空腹参考值为
$ d#$ !156GZ

'

$

!

9

$血管内皮依赖性舒张功能$参照文献)

&

*!

采用
+@J0?3

雄性大鼠离体胸主动脉环张力测定方法'

每组取
<

只$对照组
#

只由于实验中挂线松脱而未完

成测定%!处死后将制成
$ 11

的动脉环放入每格充

氧
!" 1Z c3.2J

#

L.KJ.6.@0

液的管内!用
$M 'F

!

G

%$M F

!

起泡混合!

&:

(水浴' 动脉环给予
#

!

" N

的

张力!平衡
<" 1@K

' 平衡后!先予
#" !Z # !156GZ

苯

肾上腺素$

/H.KI6./H3@K.

!

R>

%!然后通过对
#"

"

:

d

#"

"

&

156GZ

硝普钠$

J5P@Q1 K@035/3QJJ@P.

!

-8R

%和

#"

"

<

d#"

"

&

156GZ SDH

的反应!测定内皮依赖性血管

舒张率'

$

!

$

$

V?A

(

D

#

U5J

(

D

#

)SR!

(

@8F-

基因表达$采

用
T*

#

R'T

测定' $

#

%组织总
T8S

的提取在均浆管

中加入
# 1Z *3@B56

$

)K\@035N.K

% 反复研磨至均浆均

匀后倒入
#

!

$ 1Z

无
T8S

酶的
>R

管中&加入

"

!

! 1Z

的氯仿!剧烈振荡
&" J

!室温静置
$ 1@K

!

9

(

离心!

#! """ 3 G1@K

!

#$ 1@K

&吸取水相层!加入

"

!

$ 1Z

预冷的异丙醇!室温静置
#" 1@K

!

9

(离心!

#! """ 3 G1@K

!

#" 1@K

!弃上清&沉淀用
:$M

乙醇洗涤

#

次!

9

(离心!

: $"" 3 G1@K

!

$ 1@K

!弃上清&剩余的乙

醇晾干!然后加入适量
E>R'

处理过的无菌水

$

$" d#"" !Z

%!

<$

(水浴
#" 1@K

使
T8S

充分溶

解&紫外分光光度仪检测
T8S

的纯度和浓度!

FE

!<"

G

FE

!;"

值应
#

!

; d!

!

"

!后将
T8S

置入"

;"

(冰箱保

存或直接逆转录' $

!

%逆转录
DE8S

的合成按下列体

系配制逆转录混和反应液!反应液配制在冰上操作!具

体配方#

$

)逆转录缓冲液
9 !Z

!

P8*R ,@A0Q3.

$各

#" 1156GZ

%

! !Z

!逆转录酶$

$ ]G!Z

%

# !Z

!

T8S

酶

抑制剂 $

9" ]G!Z

%

"

!

$ !Z

!

F6@N5

$

P*

%

#;

引物

$

$" /156G!Z

%

# !Z

!总
T8S

$

# !NG!Z

%

# !Z

!

E>R'

处理水
#"

!

$ !Z

!总体积
!" !Z

'混匀后按如下条件进

行反转录合成#室温放置
#" 1@K

!

9!

(反转录
# H

!

9

(冷却
! 1@K

' $

&

%

VP

相关
A

蛋白
V?A

(

D

#

U5J

(

D

#

)SR!

(

@8F-

及
"

#

)#V

定量检测# 运用
R3@1.3

R3.1@.3 $

!

"

进行引物序列设计!金唯智合成序列如

下$见表
#

%' 根据
-[VT T*

#

R'T

试剂盒 $

*?c?T?

-HQB5

!

F0JQ

!

(?/?K

% 说明书在
R'T

反应管内加入

下列组分$冰上操作%#

!

)

-[VT R3.1@A >A *?b

#" !Z

!上游引物 $

#" !156GZ

%

"

!

9 !Z

!下游引物

$

#" !156GZ

%

"

!

9 !Z

!

T"W T.X.3.KD. EI. $

"

!

9 !Z

!灭菌水
<

!

; !Z

!

DE8S ! !Z

!总体积
!" !Z

'

体系配置好后混匀!离心!反应条件如下#

%$

(

#" J

!

%$

(

$ J

!

<"

(

&9 J

$重复
!

(

&

步骤
9"

个循环%!

:!

(

#" 1@K

!

,.60 'Q3\.

!基因表达水平用倍数变

化来表示$

!

"

%%'0法%'

表
#

$引物序列

基因 引物序列
产物大小

$

2/

%

@8F-

上游#

$

&#

S''*S'**''*^^S'S*'S'

#

&

&

&&;

下游#

$

&#

S'''SSS'S''SS^^*'S*^

#

&

&

V?A

上游#

$

&#

''^S^S^^*'**'**''^^^

#

&

&

&#:

下游#

$

&#

*^^SS^SS^S*^^^'*^S^

#

&

&

D

#

U5J

上游#

$

&#

S*^S*^**'*'^'^***'S

#

&

&

&9;

下游#

$

&#

*^S'S*^^*'**'S''S'*'

#

&

&

D

#

)SR!

上游#

$

&#

SSS^**'^^SS^S*^*'^*

#

&

&

9$%

下游#

$

&#

*^*S*SS'^'S^^^*'SS*

#

&

&

&

#

?D0@K

上游#

$

&#

S^*^*^S'^**^S'S*''^*

#

&

&

!:<

下游#

$

&#

^'S^'*'S^*SS'S^*''^'

#

&

&

<

$统计学方法$采用
-R-- #:

!

"

软件包进行

统计学分析' 计量资料以
A

'

J

表示!多组间比较用单

向方差分析!方差齐时用
Z-E

法!方差不齐时用

*?12?K.

&

J *!

法'

R Y"

!

"$

为差异有统计学意义'
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结$$果

#

$各组大鼠组织形态学变化$图
#

%$模型组大

鼠
;

只出现主动脉内皮层增厚(内皮细胞水肿脱落!内

皮下出现少量泡沫细胞!中膜平滑肌细胞肌瘤样增殖!

病变向管腔内明显突出' 银杏叶组
:

只出现内皮层增

厚(内皮细胞水肿(脱落!其中
!

只出现中膜平滑肌细

胞肌增殖!病变向管腔内稍隆起' 叶酸组
$

只出现内

皮层增厚(内皮细胞水肿(脱落' 对照组有
!

只出现轻

微内皮细胞水肿'

$$注#

S

为对照组&

V

为模型组&

'

为银杏叶组&

E

为叶酸组

图
#

$各组大鼠主动脉组织形态学变化$$

L>

染色! )

9"

%

!

$各组大鼠血清
LDI

水平比较$表
!

%$与对照

组比较!模型组
LDI

水平升高!差异有统计学意义

$

R Y"

!

"$

%' 与模型组比较!银杏叶组及叶酸组
LDI

水平降低!差异有统计学意义$

R Y"

!

"$

%'

表
!

$各组血清
LDI

水平比较$$

!156GZ

!

A

'

J

%

组别$

K LDI

水平

对照$

% ;

*

9%

'

#

*

;:

模型$

%

<#

*

#&

'

9"

*

#<

!

银杏叶
%

&9

*

9<

'

!:

*

;%

"

叶酸$

;

&#

*

!$

'

!#

*

#:

"

$$注#与对照组比较!

!

R Y "

*

"$

&与模型组比较!

"

R Y "

*

"$

&叶酸组

缺失
!

只!其余组各缺失
#

只!是由于血标本溶血而舍弃

$$

&

$各组大鼠
-8R

血管内皮舒张率比较$表
&

%

与对照组比较!模型组
-8R #"

"

:

%

#"

"

&

156GZ

不同

浓度血管内皮舒张率均降$

R Y "

!

"#

%' 与模型组比

较!除银杏叶组
-8R #"

"

<

156GZ

浓度外!银杏叶组和

叶酸组其他各浓度
-8R

的血管内皮舒张率均增

加 $

R Y"

!

"$

%'

9

$各组大鼠
SDH

血管内皮舒张率比较$表
9

%

与对照组比较!模型组
SDH #"

"

<

(

#"

"

9

156GZ

浓度血

管内皮舒张率均降$

R Y"

!

"$

%&与模型组比较!银杏叶

组和叶酸组浓度为
SDH #"

"

<和
#"

"

9

156GZ

时
SDH

血

管内皮舒张率均增加 $

R Y"

!

"$

%'

表
9

$各组大鼠
SDH

血管内皮舒张率比较$$

M

!

A

'

J

%

组别$

K

舒张率

#"

"

<

156GZ #"

"

$

156GZ #"

"

9

156GZ #"

"

&

156GZ

对照$

$ !!

*

:

'

#<

*

: !$

*

<

'

#<

*

< !!

*

9

'

#&

*

; :

*

$

'

!

*

<

模型$

<

#!

*

"

'

;

*

&

!

!"

*

9

'

#"

*

<

#!

*

#

'

:

*

<

!

:

*

;

'

!

*

$

银杏叶
<

!9

*

;

'

#"

*

<

"

#;

*

&

'

;

*

<

!$

*

&

'

#!

*

<

"

:

*

;

'

9

*

"

叶酸$

<

!<

*

%

'

%

*

%

"

!&

*

<

'

#;

*

;

!9

*

"

'

#"

*

#

"

%

*

:

'

$

*

$

$$注#与对照组比较!

!

R Y "

*

"$

&与模型组比较!

"

R Y "

*

"$

&对照组

#

只由于实验中挂线松脱而未完成测定

$

$各组
V?A

(

D

#

U5J

(

D

#

)SR!

及
@8F-

基因表达

比较$表
$

!图
!

%$与对照组比较!模型组
V?A

(

D

#

U5J

及
@8F-

基因表达均增加$

R Y"

!

"$

%!

D

#

)SR!

基因表

达降低$

R Y"

!

"$

%' 与模型组比较!银杏叶组和叶酸

组
V?A

(

D

#

U5J

(

@8F-

基因表达均降低$

R Y"

!

"$

%!叶

酸组
D

#

)SR!

基因表达增加$

R Y"

!

"$

%'

讨$$论

有研究表明!冠心病的发病与冠状动脉内皮受损

和功能异常密切相关)

9

*

' 冠状动脉血管内皮受损不

仅是冠心病的发病始动环节!而且对冠心病的发展和

预后也起着重要的作用' 血管内皮细胞凋亡在冠心病

动脉粥样硬化的形成和进展中具有关键性的作用!为

目前研究的热点' 因此减少内皮细胞凋亡和修复损伤

血管内皮是防治冠心病的重要靶点' 血管内皮细胞凋

亡主要有细胞内和细胞外两大途径#死亡受体$

P.?0H

表
&

$各组大鼠
-8R

血管内皮舒张率比较$$

M

!

A

'

J

%

组别$

K

舒张率

#"

"

:

156GZ #"

"

<

156GZ #"

"

$

156GZ #"

"

9

156GZ #"

"

&

156GZ

对照$

$ !:

*

#

'

#9

*

< !;

*

%

'

#$

*

: !;

*

"

'

#&

*

% &!

*

"

'

#%

*

< &9

*

$

'

!"

*

"

模型$

<

#$

*

"

'

#"

*

;

!

#$

*

!

'

#"

*

!

!

#&

*

;

'

;

*

:

!

#9

*

&

'

%

*

#

!

#"

*

&

'

<

*

$

!

银杏叶
<

!;

*

"

'

%

*

;

"

!:

*

;

'

%

*

!

&"

*

9

'

#&

*

:

"

!%

*

;

'

#9

*

9

"

&&

*

#

'

!"

*

"

"

叶酸$

<

!;

*

:

'

##

*

9

"

!;

*

:

'

#$

*

%

"

!;

*

%

'

#9

*

%

"

&#

*

:

'

#$

*

&

"

&&

*

#

'

!!

*

"

"

$$注#与对照组比较!

!

R Y"

*

"#

&与模型组比较!

"

R Y"

*

"$



中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

!

-./0.12.3 !"#$

!

4567 &$

!

85

!

%

"!!"($"

表
$

$各组
V?A

(

D

#

U5J

(

D

#

)SR!

及
@8F-

基因表达比较$$

A

'

J

%

组别$

V?A D

#

U5J D

#

)SR! @8F-

对照$

"

*

:&

'

"

*

!&

$

;

%

"

*

;<

'

"

*

!%

$

;

%

#

*

&;

'

"

*

$$

$

:

%

#

*

"#

'

"

*

!$

$

;

%

模型$

#

*

9&

'

"

*

&:

$

;

%

!

#

*

9"

'

"

*

9&

$

:

%

!

"

*

;"

'

"

*

&"

$

;

%

!

#

*

$9

'

"

*

!;

$

;

%

!

银杏叶
"

*

%%

'

"

*

9&

$

;

%

"

"

*

;$

'

"

*

9&

$

;

%

"

"

*

:"

'

"

*

&!

$

<

%

"

*

<9

'

"

*

&#

$

<

%

"

叶酸$

#

*

"$

'

"

*

&:

$

;

%

"

#

*

"<

'

"

*

&%

$

:

%

"

#

*

99

'

"

*

&!

$

:

%

"

"

*

:&

'

"

*

!<

$

;

%

"

$$注#与对照组比较!

!

R Y"

*

"$

&与模型组比较!

"

R Y"

*

"$

&$%内数据为动物只数

$$注#

S

为对照组&

V

为模型组&

'

为银杏叶组&

E

为叶酸组

图
!

$各组
V?A

(

D

#

U5J

(

D

#

)SR!

及
@8F-

基因表达比较

3.D./053

%主要是
U5J

激活
D?J/?J.

#

&

的表达&细胞

内途径主要是
V?A

激活
'?J/?J.

#

%

的表达'

有研究证实
LDI

升高与心血管疾病有关!是心血

管疾病的一个独立危险因素)

$

"

;

*

'

LDI

是促进血管

内皮细胞凋亡的独立因素之一'

LDI

可引起内皮细

胞损伤!导致动脉粥样硬化机制可能是#$

#

%自身氧化

作用#有研究发现
LDI

可引起内皮细胞的氧化应激蛋

白
^TR:;

的表达增加和谷胱甘肽过氧化物酶的表达

及其活性的减少!细胞氧化还原能力的改变!减少细胞

对超氧化物解毒的能力!增加超氧阴离子(过氧化氢和

其他超氧化物!引起蛋白质损伤!酶(受体功能障

碍)

%

"

#!

*

' 此外!血管氧化应激可减少核转录因
#V

抑

制蛋白 $

@KH@2@053 O?//? V"

!

"

#

)#V

%

1T8S

的表

达!促使
"

#

)#V

蛋白磷酸化!启动细胞内核转录因子

c?//?

$

KQD6.?3 X?D053 O?//? V

!

8U

#

#V

%!进一步

上调
@8F- 1T8S

的合成!增强
@8F-

的活性!产生过

量的
8F
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