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!基础研究!

蛇床子素对
8#

小鼠肾上腺皮质瘤细胞

皮质功能的影响

潘志强$梁龙龙$方肇勤$刘小美$卢文丽$张园园

摘要$目的$研究蛇床子素"

DFGH01:

#

DFG

$对肾上腺皮质功能的影响% 方法$以
8#

小鼠肾上腺皮质

瘤细胞为实验对象#以含
#"I

&

#I

和
"

!

#I

血清培养液培养细胞#分别采用
#

&

#"

&

!%

&

%"

&

#""

&

!"" !<01EJ

DFG

处理
8#

细胞
!5

&

54 H

#以
"

!

#I

二甲基亚砜"

C,KD

$为阴性对照组#腺苷酸环化酶激活剂"

LM

$

!BN,O

为阳性对照组#倒置显微镜下观察细胞形态变化#采用
;J)KN

法检测细胞分泌液皮质酮含量#

P*

#

@O'P

法检测类固醇急性调节蛋白"

KG-Q

$&胆固醇侧链裂解酶"

'.>##-#

$&

!#"

"羟化酶"

'.>!#-#

$&

&#

"羟基类固醇脱氢酶"

RFS&T!

$&

###

"羟化酶
#

"

'.>##T#

$&

###

"羟化酶
!

"

'.>##T!

$&

#6"

"羟化

酶
E#6

#

!"

"碳链裂解酶"

'.>#6-#

$及
#6#

"羟基类固醇脱氢酶
&

"

RFS#6T&

$基因表达水平% 结果$

#""

&

!"" !<01EJ DFG

组可明显抑制
8#

细胞增殖#且对含
"

!

#I

血清培养液中细胞抑制作用更明显% 与阴性对

照组比较# 阳性对照组
8#

细胞
KG-Q

&

'.>##-#

&

'.>!#-#

&

RFS&T!

&

'.>##T#

&

'.>#6-#

及
RFS#6T&

基

因表达水平明显增强"

O U "

!

"%

$'干预
!5

&

54 H

#

%" !<01EJ DFG

组
8#

细胞皮质酮水平明显升高"

O U

"

!

"%

$% 与
!5 H

比较#干预
54 H

后#

!%

&

%" !<01EJ DFG

组皮质酮含量明显升高"

O U"

!

"#

$% 干预
!5 H

后#

!%

&

%" !<01EJ DFG

组
KG-Q

&

'.>!#-#

&

RFS&T!

基因表达明显增强"

O U"

!

"%

$'干预
54 H

后#

KG-Q

基因表

达水平进一步增强"

O U"

!

"%

$#但
'.>##-#

基因表达无明显差异"

O V"

!

"%

$% 干预
!5

&

54 H

后#

#"

&

!%

&

%" !<01EJ DFG

组皮质酮合成酶
'.>##T#

和性激素合成酶
'.>#6-#

基因表达明显增强"

O U"

!

"%

$'

DFG

对醛固酮合成酶
'.>##T!

和性激素合成酶
RFS#6T&

基因表达水平未见明显作用% 结论$蛇床子素通过

增强类固醇激素合成相关酶基因表达#参与调节肾上腺皮质功能#并以促进皮质酮的合成与分泌作用为主%

关键词$蛇床子素'肾上腺皮质'

8#

小鼠肾上腺皮质瘤细胞'

###

"羟化酶
#

'

!"

"碳链裂解酶'

&#

"羟

基类固醇脱氢酶'类固醇急性调节蛋白
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"
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#
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"
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%

0X -SQ:X0B0QG=B-1 WMXBG=0X =X 8#

<0MF: -SQ:X0B0QG=B-1 GM<0Q B:11F 2 ,:GH0SF
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"

#

%
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-XS "
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"
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_-F
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%
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$
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#

@O'P

%

2 P:FM1GF

$

8#

B:11 >Q01=W:Q-G=0X _-F 0T]=0MF1. =XH=T=G:S T. #"" -XS !"" !<01EJ DFG

"

-XS =GF =XH=T=G0Q. :WW:BG _-F <0Q:

F=ZX=W=B-XG =X "

%
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"
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#

G=]: B0XGQ01 ZQ0M>

$

O U"

%

"%

%

2 8# B:11 B0QG=B0FG:Q0X: 1:]:1F F=ZX=W=B-XG1. =XBQ:-F:S =X %" !<01EJ DFG GQ:-G

#

<:XG ZQ0M> -WG:Q !5

#

-XS 54

#

H =XG:Q]:XG=0X

$

O U"

%

"%

%

2 '0XG:XGF 0W B0QG=B0FG:Q0X: =XBQ:-F:S <0Q: 0T]=

#

0MF1. =X !% -XS %" !<01EJ DFG GQ:-G<:XG ZQ0M>F -WG:Q 54

#

H =XG:Q]:XG=0X

"

-F B0<>-Q:S _=GH !5

#

H =XG:Q]:X

#

G=0X

$

O U"

%

"#

%

2 NWG:Q !5

#

H =XG:Q]:XG=0X

"

:a>Q:FF=0X 1:]:1F 0W KG-Q

"

'.>!#-#

"

-XS RFS&T! Z:X:F _:Q: F=Z

#

X=W=B-XG1. M>

#

Q:ZM1-G:S =X !% -XS %" !<01EJ DFG ZQ0M>F

$

O U"

%

"%

%

2 KG-Q Z:X: :a>Q:FF=0X _-F WMQGH:Q :X

#

H-XB:S -WG:Q 54

#

H =XG:Q]:XG=0X

$

O U"

%

"%

%

2 R0_:]:Q

"

DFG FH0_:S X0 :WW:BG 0X '.>##-#

$

O V"

%

"%

%

2 NSS=

#

G=0X-11.

"

Z:X: :a>Q:FF=0XF 0W '.>##T# -XS '.>#6-# _:Q: F=ZX=W=B-XG1. :XH-XB:S T. #"

"

!%

"

-XS

%" !<01EJ DFG -WG:Q GQ:-G<:XG W0Q !5 -XS 54 H

$

O U"

%

"%

%

2 DFG FH0_:S X0 0T]=0MF :WW:BG 0X '.>##T! -XS

RFS#6T& :a>Q:FF=0XF2 '0XB1MF=0X

$

DFG B0M1S Q:ZM1-G: -SQ:X-1 B0QG:a WMXBG=0X -XS >Q0<0G: B0QG=B0FG:Q

#

0X: F.XGH:F=F -XS F:BQ:G=0X GHQ0MZH FGQ:XZGH:X=XZ Z:X: :a>Q:FF=0XF 0W FG:Q0=S0Z:X=B :X?.<:F2

b;8+DPCK

$

0FGH01:

&

-SQ:X-1 B0QG:a

&

8# <0MF: -SQ:X0B0QG=B-1 GM<0Q B:11

&

'.>##T#

&

'.>#6-#

&

RFS&T!

&

KG-Q

$$肾上腺皮质负责合成与分泌类固醇激素"其分

泌的醛固酮参与机体电解质调节和维持水盐平衡&

分泌的糖皮质激素参与糖'脂肪和蛋白质的生物合

成和代谢"还具有抑制免疫应答'抗炎'抗毒'抗休克

等作用&此外也合成少量性激素(

#

"

!

)

* 研究表明"肾

上腺皮质功能是中医肾虚证的重要功能定位(

&

)

"因

此"以肾上腺皮质细胞为实验对象"探索补肾中药对

皮质功能的影响"有助于阐明补肾治法的部分作用

机制*

近年研究发现"部分温肾助阳中药具有类似激

素样作用(

5

)

* 蛇床子具有温肾壮阳'祛风燥湿'杀虫

止痒作用"其有效成分为蛇床子素$

0FGH01:

"

DFG

%"

又名甲氧基欧芹酚"化学名为
6

"甲氧基 "

4

"异戊

烯基香豆素* 现代药理研究表明"

DFG

对机体内分泌

生殖系统'免疫系统'心脑血管系统均有不同作用"

包括抗心律失常'抗氧化'抗炎镇痛'抗过敏'抗骨质

疏松'抗肿瘤'雄激素样和促性腺激素样作用等(

%

)

*

中医学理论认为"温肾助阳中药有助于改善肾虚证"

提示此类中药的药理作用可能涉及对肾上腺皮质功

能的调节* 本研究观察
DFG

对
8#

细胞$小鼠肾上腺

皮质瘤细胞%相关激素合成酶基因表达的作用及其

皮质功能的影响*

材料与方法

#

$细胞株$

8#

细胞购自中国科学院细胞库*

!

$药物'试剂及仪器$

DFG

"白色粉末"纯度
V

c4I

"购自上海市食品药品检验所$批号#

##"4!!

"

!"#&"4

%&腺苷酸环化酶激活剂 $

LM

%

!BN,O

'二甲

基亚砜$

C,KD

%均购自
K=Z<-

#

N1SQ=BH

公司&

DFG

采

用
C,KD

溶解* 胎牛血清'青链霉素混合液$

#""

%%'

C,;,

#

Y#!

培养液均购自
R.B10X:

公司&

*Q=?01

购自

)X]=GQ0Z:X

公 司&

OQ=<:KBQ=>G

$

P* Q:-Z:XG b=G

'

K8LP OQ:<=a ;a *-@

*,

$

*1= P3-F:R O1MF

%

%

购自

*-b-P-

公司* 采用
OQ=<:Q &

$

]

!

"

!

5

!

"

%在线软件设

计引物并委托
J=W: *:BHX010Z=:F

公司合成&皮质酮

;J)KN

试剂盒购自
'-.<-X

公司*

'b95#

型倒置显

微镜$

D1.<>MF

公司%"

;1a4""

型酶标仪$

L=0G:`

公

司%"

6%"" Y-FG P:-1

#

*=<: O'P K.FG:<

实时荧光

定量
O'P

仪$

NL)

公司%*

&

$细胞培养$

8#

细胞采用含
#"I

胎牛血清'青

链霉素混合液$

#""

%%的
C,;,

#

Y#!

培养液"置于

%I 'D

!

'

&6

&湿饱和的条件下常规培养* 细胞生长

至
4"I d4%I

融合时"用含
;C*N "

!

!%I

胰酶消化

后"铺板后培养"取其对数生长期细胞进行实验*

5

$细胞分组及干预$本研究以
"

!

#I C,KD

为

阴性对照组"

# <<01EJ

$

LM

%

!BN,O

作为阳性对照

组"在含
#I

的血清培养液条件下"采用
#"

'

!%

'

%" !<01EJ DFG

干预
8#

细胞
!5

'

54 H

"在相应时点收

集细胞上清培养液用于检测皮质酮含量"收集细胞进

行
<P3N

表达检测*

%

$观察指标及检测方法

%

!

#

$不同血清浓度培养条件下各组
8#

细胞形态

观察$由于血清所含物质复杂"血清中的激素对细胞生

长有重要作用"本研究应用常规含
#"I

血清培养液和

"

!

#I

低血清培养液两种培养条件"分别采用
"

!

#I

C,KD

"

#

'

#"

'

!%

'

%"

'

#""

'

!"" !<01EJ DFG

干预
8#

细胞
!5 H

"在倒置显微镜下观察细胞形态并在
!""

倍

下拍摄细胞照片*

%

!

!

$皮质酮含量测定$采用酶联免疫吸附实验

$

;J)KN

%法进行检测* 按照小鼠皮质酮
;J)KN

试剂
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%

盒说明书进行操作"流程包括#配制皮质酮标准品及稀

释不同梯度"

%

倍稀释细胞上清培养液样品"加入标准

品和样品'酶标试剂"孵育"洗涤"加入显色底物"酶标

仪检测
N

5#!

读数值"进行数据分析*

%

!

&

$实时荧光定量
O'P

$

P*

#

@O'P

%检测相关

基因
<P3N

表达$检测类固醇急性调节蛋白

$

KG-Q

%'胆固醇侧链裂解酶$

'.>##-#

%'

!#"

#羟化酶

$

'.>!#-#

%'

&#

#羟基类固醇脱氢酶$

RFS&T!

%'

###

#

羟化酶
#

$

'.>##T#

%'

###

#羟化酶
!

$

'.>##T!

%'

#6"

#羟化酶
E#6

"

!"

#碳链裂解酶$

'.>#6-#

%及
#6#

"

羟基类固醇脱氢酶
&

$

RFS#6T&

%基因表达* 上下游

引物序列采用
OQ=<:Q&

$

]

!

"

!

5

!

"

%在线软件合成

$表
#

%"委托
J=W: *:BHX010Z=:F

公司上海合成部完

成* 按照
*Q=?01

试剂盒说明书抽提
8#

细胞总
P3N

&

逆转录反应体系
!" !J

"反应条件为
&6

&

#% <=X

"

4%

&

% F

"

5

&&

O'P

扩增反应体系为
!" !J

"反应程

序为
c%

&

& <=X

"

c%

&

&" F

"

$"

&

&" F

"

5"

循环*

基因相对表达量分析方法"采用
!

"

!!'G法分析(

$

)

"以

"

!

#I C,KD

为对照组"以
#

#

-BG=X

基因
'G

均值作为

内参"

!'G e 'G目的基因 "

'G内参基因"其中 'G

值为扩增
X

个循环基因的荧光数值"

!!'G e !'G实验组 "

!'G对照组"目的基因相对表达量 e !

"

!!'G

* 本实验采

用
$

孔板"各组均复孔"并独立重复
#

次*

$

$统计学方法$采用
[Q->HO-S2OQ=F< %

!

"

专业软件进行统计分析" 计量资料以
a

'

F

表示"多

组间比较采用方差分析"

O U "

!

"%

为差异有统计学

意义*

结$$果

#

$不同血清浓度培养条件下各组
8#

细胞形态

比较$图
#

%$对照组
8#

细胞呈现扁平'贴壁样生长"

在
#"I

血清培养液条件下"

#

'

#"

'

!%

'

%"

'

#"" !<01EJ

DFG

组
8#

细胞形态无明显变化"

!"" !<01EJ DFG

组

细胞形态呈现轻度皱缩现象* 在
"

!

#I

血清培养液条

件下"

#

'

#"

'

!%

'

%" !<01EJ DFG

组
8#

细胞形态亦无

明显变化*

#"" !<01EJ DFG

组细胞显著皱缩并出现

死亡"

!"" !<01EJ DFG

组细胞大量脱落与死亡* 提示

大于
#"" !<01EJ

浓度的
DFG

在低血清培养液条件下

对小鼠肾上腺皮质瘤细胞有明显的抑制生长作用* 故

后续实验
DFG

浓度选用
#"

'

!%

'

%" !<01EJ

*

!

$各组干预
!5

'

54 H 8#

细胞皮质酮分泌水平比

较$表
!

%$与阴性对照组比较"阳性对照组皮质酮水平

明显升高$

O U"

!

"#

%"且干预
54 H

后皮质酮含量升高

较
!5 H

时更明显$

O U"

!

"%

%&

%" !<01EJ DFG

组干预

!5 H

"

8#

细胞皮质酮水平明显升高$

O U "

!

"%

%"

!%

'

%" !<01EJ DFG

组干预
54 H

"

8#

细胞皮质酮水平明显

升高$

O U"

!

"#

%&与干预
!5 H

比较"

!%

'

%" !<01EJ DFG

组干预
54 H

后皮质酮水平明显升高$

O U"

!

"#

%*

&

$各组干预
!5

'

54 H 8#

细胞类固醇激素合成

起始环节相关酶基因表达水平比较$表
&

%$与阴性对

照组比较"阳性对照组
KG-Q

基因表达水平明显升高

$

O U"

!

"#

%"且干预
54 H

后"

KG-Q

基因表达明显高于

!5 H

$

O U"

!

"#

%&干预
!5 H

后"

!%

'

%" !<01EJ DFG

组

KG-Q

基因表达水平明显升高$

O U"

!

"%

%&干预
54 H

后"

表
#

$目的基因引物序列

基因
<P3N

序列号 引物序列
*<

值$&% 产物$

T>

%

#

"

-BG=X 3,f""6&c&

上游
%

("

N[''N*[*N'[*N[''N*''

"

&

(

下游
%

("

'*'*'N['*[*[[*[[*[NN

"

&

(

%c

)

c4

$"

)

"!

!!4

'.>##-# 3,f"#c66c

上游
%

("

['*[[NN[[*[*N['*'N[[

"

&

(

下游
%

("

'N'*[[*[*[[NN'N*'*[[

"

&

(

$"

)

"#

$"

)

""

!!5

'.>##T# 3,f""#"&&!!c

上游
%

("

[*N*'[N[N['*[['N[N[[

"

&

(

下游
%

("

[[[**[N*[*'[*[*'N[*[

"

&

(

$"

)

#!

$"

)

""

#5"

'.>##T! 3,f""ccc#

上游
%

("

'*[NN'['*N*N*[''*'N['

"

&

(

下游
%

("

N[*[*'*''N''*[[NN[[**

"

&

(

$"

)

"!

$"

)

"!

#$"

'.>#6-# 3,f""64"c

上游
%

("

*[[*'N*N*['N*[''NN'*

"

&

(

下游
%

("

'''**'**'N'[N['N'**'

"

&

(

$"

)

""

$"

)

"!

#&!

'.>!#-# 3,f""ccc%

上游
%

("

N*N[N['N['*[N'''N[[N

"

&

(

下游
%

("

'*''NNNN[*[N[['N[[N[

"

&

(

%c

)

c4

$"

)

"#

#!#

RFS&T! 3,f#%&#c&

上游
%

("

*''N['*'N[**[N*[**['

"

&

(

下游
%

("

*[''**'*'N[''N*'****

"

&

(

%c

)

cc

%c

)

c$

#!c

RFS#6T& 3,f""4!c#

上游
%

("

[**'*'['N['N''*****'

"

&

(

下游
%

("

N['**''N[*[[*''*'*'N

"

&

(

$"

)

""

%c

)

cc

!#4

KG-Q 3,f"##54%

上游
%

("

**[[['N*N'*'NN'NN''N

"

&

(

下游
%

("

[NNN'N''**['''N'N*'*

"

&

(

%c

)

c$

%c

)

c6

#"&
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!

%

!!""$$!

图
#

$不同血清浓度培养条件下各组
8#

细胞干预
!5 H

后细胞形态变化$$ %

!""

%

#"

'

!%

和
%" !<01EJ DFG

组
KG-Q

基因表达明显升高

$

O U"

!

"%

"

O U"

!

"#

%*

与阴性对照组比较"

'.>##-#

基因表达阳性对照

组明显增强$

O U"

!

"%

%"

#"

'

!%

'

%" !<01EJ DFG

组差

异无统计学意义 $

O V"

!

"%

%*

与阴性对照组比较" 干预
!5 H

阳性对照组

RFS&T!

基因表达明显升高 $

O U "

!

"#

%&

#"

'

!%

'

%" !<01EJ DFG

组
RFS&T!

基因表达明显升高$

O U

"

!

"%

"

O U"

!

"#

%&干预
54 H

后"各组上调
RFS&T!

基

因表达的幅度下降"且阳性对照组与
%" !<01EJ DFG

组较
!5 H

时表达明显下降$

O U"

!

"%

%*

表
!

$各组干预
!5

'

54 H 8#

细胞皮质酮

$$分泌水平比较$$

>ZE<J

"

a

'

F

%

组别
X !5 H 54 H

阴性对照
5 # ##4

)

%%

'

#6$

)

5! # $$&

)

%%

'

&"#

)

4$

阳性对照
5

! 64%

)

!"

'

$$

)

c"

""

% "!6

)

""

'

!4!

)

#&

""!

#" !<01EJ DFG 5 # 56!

)

c"

'

#6"

)

45 # 4"$

)

#"

'

#%#

)

"5

!% !<01EJ DFG 5 # 5$%

)

c%

'

##%

)

&&

& #6c

)

"%

'

$$4

)

""

""!

%" !<01EJ DFG 5

# 6""

)

5"

'

!#$

)

!&

"

5 $5&

)

!"

'

5#5

)

%#

""!

$$注#与阴性对照组比较"

"

O U"

!

"%

"

""

O U"

!

"#

&与本组干预
!5 H

比较"

!

O U"

!

"%

&表
&

同

$$

5

$各组
8#

细胞干预
!5

'

54 H

皮质酮合成酶基

因表达水平比较$表
5

%$与阴性对照组比较"阳性对

照组皮质酮合成关键酶
'.>##T#

基因表达明显升

高 $

O U "

!

"#

%& 用 药
!5

'

54 H

后"

#"

'

!%

'

%" !<01EJ DFG

组
'.>##T#

基因表达亦明显升高

$

O U"

!

"%

%*

DFG

干预
!5

'

54 H

后"

'.>!#-#

基因

呈现不同特征* 与阴性对照组比较"阳性对照组

'.>!#-#

基因表达明显升高$

O U "

!

"#

%&

#"

'

!%

'

%" !<01EJ DFG

组干预
!5 H

后可上调
'.>!#-#

基

因表达$

O U "

!

"%

%"并呈现量效关系* 与用药
!5 H

比较"干预
54 H

后各组
'.>!#-#

基因表达均受抑

制$

O U"

!

"%

"

O U"

!

"#

%*

%

$各组
8#

细胞干预
!5

'

54 H

醛固酮合成酶基

因表达水平比较$表
%

%$$

LM

%

!BN,O

和
DFG

对醛

固酮合成关键酶
'.>##T!

基因表达均无明显作用"

且发现
'.>##T!

基因在
8#

细胞中表达量极低*

$

$各组
8#

细胞干预
!5

'

54 H

性激素合成酶基

因表达水平比较$表
$

%$与阴性对照组比较"给药干

预
!5

'

54 H

后"$

LM

%

!BN,O

均促进
'.>#6-#

基因

表
&

$各组干预
!5

'

54 H 8#

细胞类固醇激素合成起始环节相关酶基因表达水平比较$$

a

'

F

%

组别
X

KG-Q

!5 H 54 H

'.>##-#

!5 H 54 H

RFS&T!

!5 H 54 H

阴性对照
5 #

)

!5

'

"

)

!4 #

)

"$

'

"

)

!! "

)

44

'

"

)

#% #

)

"!

'

"

)

## #

)

"c

'

"

)

"$ #

)

#4

'

"

)

#&

阳性对照
5

!

)

$4

'

"

)

&%

"

#!

)

c5

'

!

)

##

""!

!

)

!!

'

"

)

&"

"

!

)

c$

'

"

)

5c

"

!5

)

%&

'

&

)

46

""

#!

)

%c

'

#

)

$$

""!

#" !<01EJ DFG 5 #

)

%6

'

"

)

#6

#

)

6&

'

"

)

%"

"

#

)

!5

'

"

)

&6 #

)

"&

'

"

)

"c

!

)

$!

'

"

)

&5

"

#

)

!5

'

"

)

&&

!% !<01EJ DFG 5

!

)

"%

'

"

)

%5

"

&

)

#c

'

"

)

5c

"

#

)

##

'

"

)

!" #

)

#6

'

"

)

##

!

)

5%

'

"

)

5#

"

#

)

!!

'

"

)

&5

%" !<01EJ DFG 5

&

)

%%

'

"

)

c$

"

5

)

&$

'

#

)

!4

""

#

)

!6

'

"

)

&5 "

)

4#

'

"

)

"$

4

)

4&

'

#

)

#$

""

#

)

c$

'

"

)

%6

"!

表
5

$各组干预
!5

'

54 H 8#

细胞皮质酮合成酶基因表达水平比较$$

a

'

F

%

组别
X

'.>##T#

!5 H 54 H

'.>!#-#

!5 H 54 H

阴性对照
5 #

)

""

'

"

)

"& "

)

c$

'

"

)

"c #

)

"!

'

"

)

"c #

)

"5

'

"

)

#$

阳性对照
5

&

)

"c

'

"

)

5#

""

5

)

4%

'

!

)

5&

""!

$

)

!4

'

"

)

$4

""

#

)

%6

'

"

)

&$

!

#" !<01EJ DFG 5

#

)

$%

'

"

)

56

"

#

)

56

'

"

)

#6

"

&

)

!#

'

"

)

%4

"

"

)

4c

'

"

)

&5

!

!% !<01EJ DFG 5

!

)

54

'

#

)

#$

"

!

)

%5

'

"

)

5!

"

%

)

"#

'

"

)

4c

"

"

)

c$

'

"

)

&&

!!

%" !<01EJ DFG 5

!

)

c$

'

#

)

$c

"

!

)

#4

'

"

)

#c

"

$

)

6$

'

#

)

!#

"

"

)

64

'

"

)

!c

!!

$$注#与阴性对照组比较"

"

O U"

!

"%

"

""

O U"

!

"#

& 与干预
!5 H

比较"

!

O U"

!

"%

"

!

O U"

!

"#
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!

%

表
%

$各组干预
!5

'

54 H 8#

细胞醛固酮合成

关键酶基因表达水平比较$$

a

'

F

%

组别
'.>##T!

!5 H 54 H

阴性对照
#

)

"%

'

"

)

"% #

)

""

'

"

)

##

阳性对照
#

)

&%

'

"

)

5c #

)

&4

'

"

)

55

#" !<01EJ DFG #

)

5&

'

"

)

%% #

)

#$

'

"

)

&4

!% !<01EJ DFG "

)

c!

'

"

)

5" "

)

64

'

"

)

&"

%" !<01EJ DFG "

)

c%

'

"

)

&! "

)

c&

'

"

)

!4

表达$

O U "

!

"%

%&

#"

'

!%

和
%" !<01EJ DFG

组干预

!5

'

54 H

后均可上调
'.>#6-#

基因表达水平$

O U

"

!

"%

%* 与阴性对照组比较"阳性对照组可诱导

RFS#6T&

基因表达 $

O U "

!

"#

%&不同浓度
DFG

组

RFS#6T&

基因表达水平比较"差异无统计学意

义 $

O V"

!

"%

%*

讨$$论

肾上腺皮质功能被认为与中医证候有关"尤其是

虚证往往表现出肾上腺皮质功能不同程度的衰退(

6

)

"

温肾助阳类中药有助于改善肾阳虚为主的证候* 本研

究主要观察蛇床子主要组分
DFG

对小鼠肾上腺皮质

功能作用的影响* 在细胞株选择方面"常用的肾上腺

皮质细胞包括人肾上腺皮质癌细胞系$

3')

#

R!c%P

'

RN'

#

#%

'

K+

#

#&

等%'小鼠肾上腺皮质瘤细胞$

8#

%及

大鼠'牛等原代细胞(

4

)

* 由于本课题组长期以来开展

了大量的小鼠证候实验研究(

c

"

#"

)

"因此采用
8#

小鼠

肾上腺皮质瘤细胞为实验对象*

8#

细胞的生物学特

性具备分泌皮质激素的能力"尤其对腺苷酸环化酶激

活剂应答力强并可促进皮质激素的合成与分泌* 本研

究采用了$

LM

%

!BN,O

作为
8#

细胞诱导激素分泌的

阳性对照剂"结果显示$

LM

%

!BN,O

可明显促进
8#

细胞皮质酮与性激素合成酶相关基因表达"并诱导皮

质酮分泌* 结果也发现"醛固酮合成酶
'.>##T!

基

因表达量在
8#

细胞极低"不能被$

LM

%

!BN,O

诱导

表达"提示
8#

细胞失去合成与分泌醛固酮的生物学

特性* 此外"有报道显示
8#

细胞对促肾上腺皮质激素

$

N'*R

%的应答力弱"本课题组前期研究发现
8#

细

胞对
N'*R

急性应答弱'但对
N'*R

慢性应答依然

存在(

4

)

*

本研究首先观察了
DFG

对
8#

细胞增殖的影响"

发现
# d!"" !<01EJ DFG

对含
#"I

血清培养液的
8#

细胞增殖作用不明显"通过剥夺血清后"浓度大于

#"" !<01EJ DFG

对
8#

细胞的生长具有显著抑制甚

至毒性作用"提示血清所含某种物质可减弱
DFG

对
8#

细胞增殖的抑制效应"或
DFG

对极低血清培养环境下

的
8#

细胞敏感性增强* 在此基础上"进一步从肾上

腺皮质细胞
&

个功能水平观察
#"

'

!%

和
%" !<01EJ

DFG

对
8#

细胞类固醇激素合成酶基因表达的作用"

并观察了两个时间窗口的药物作用效应* 结果发现"

DFG

可促进
KG-Q

基因表达"且呈现时效与量效关系"

提示
DFG

可促进胞浆内胆固醇向线粒体转运"从而有

利于提供
8#

细胞类固醇激素合成的原料* 但
DFG

对

'.>##-#

表达无明显作用* 由于
'.>##-#

属类固醇

激素合成限速酶"提示
DFG

不能加速启动胆固醇侧链

的裂解* 此外"不同浓度
DFG

干预
!5 H

后可增强

'.>!#-#

和
RFS&T!

基因表达"从而有助于类固醇激

素合成"但随用药时间延长至
54 H

"该作用逐渐减弱*

进一步研究发现"皮质酮合成关键酶
'.>##T#

表达可被
DFG

诱导"并具有量效作用"进而检测细胞

分泌液中皮质酮含量"发现
DFG

能促进皮质酮的合成

与分泌"并与
DFG

剂量和作用时间有关* 然而"醛固

酮合成酶
'.>##T!

转录的起始模板量极低"既不能

通过腺苷酸环化酶激活剂诱导表达"也不能被
DFG

所

增强表达"因此未检测细胞分泌液的醛固酮水平* 有

文献报道
8#

细胞醛固酮合成与分泌较少"即使血管

紧张素
%

也不能刺激
8#

细胞类固醇合成(

##

)

*

另外"在性激素合成方面"发现
DFG

干预
!5

'

54 H

后均可促进
'.>#6-#

基因表达"但对
RFS#6T&

基因

表达无作用* 有文献报道(

#!

)

"

#6#RKCF

酶
$

个亚

型"其中人
RFS#6T&

唯一表达于睾丸细胞* 此外"文

献报道
8#

细胞性激素合成量极少(

#&

)

"因此本研究未

深入检测细胞所分泌的性激素水平* 在后续研究中本

表
$

$各组干预
!5

'

54 H 8#

细胞性激素合成酶基因表达水平比较$$

a

'
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%
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期
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"
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!
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课题组将采用小鼠睾丸间质细胞为对象"探索
DFG

对

睾酮合成与分泌的可能作用*

综上"

DFG

作用于
8#

细胞后"可能通过激活

KG-Q

的表达"增强线粒体膜对胆固醇的转运能力"最

后通过促进皮质酮合成酶的表达以增加皮质酮的合

成量(

4

)

"且对性激素合成酶有明显促进作用"但对醛

固酮合成酶无作用* 推测
DFG

对
8#

细胞皮质功能

的作用类似于$

LM

%

!BN,O

药效"可能通过增加激

活环磷酸腺苷$

BN,O

%途径(

#5

)

"进而激活腺苷酸环

化酶以提高细胞内
BN,O

含量实现促进皮质酮的合

成与分泌*
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