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通心络对大鼠心肌微血管内皮细胞凋亡的影响

位$庚#

$李红蓉#

$刘红利!

$姚$兵%

$陈$檬%

$梁俊清%

$贾振华8

$吴以岭#

摘要$目的$探讨通心络!

)0-EF=-1,0

"

)GH

#对同型半胱氨酸!

I0;0@JK?.=-.

"

L@J

#诱导大鼠心肌微

血管内皮细胞内质网应激!

.-M0N1<K;=@ O.?=@,1,; K?O.KK

"

:PQ

#致细胞凋亡的影响及其机制$ 方法$采

用植块法原代培养大鼠心肌微血管内皮细胞"倒置显微镜观察细胞形态并通过
&B%#

免疫荧光法对培养的

大鼠心肌微血管内皮细胞进行辨别%鉴定$ 取
! R8

代生长良好的大鼠心肌微血管内皮细胞"采用免疫荧光

法检测葡萄糖调节蛋白
76

!

E1,@0K. O.E,1<?.M NO0?.=- 76

"

SPT76

#表达以确定
L@J

最佳作用时间$ 后续

实验分为
5

组&空白对照组%

L@J

诱导组!

L@J #" ;;01DH

"

#" I

#%

L@J U )GH

组!

L@J #" ;;01DH U )GH

8"" !ED;H

#%

L@J U HV!98""!

组!

L@J #" ;;01DH U HV!98""! 5 !;01DH

"

HV!98""!

为
T(%W

抑制剂#

及
L@J U HV!98""! U )GH

组!

L@J #" ;;01DH U HV!98""! 5 !;01DH U )GH 8"" !ED;H

#$ 采用流式细

胞仪检测大鼠心肌微血管内皮细胞凋亡率"实时荧光定量反转录
T&P

!

P.<1

#

)=;. P.X.OK. )O<-K@O=N?=0-

T&P

"

P)

#

T&P

#及
*.K?.O- Y10?

法检测
SPT76

%

&D:4T

同源蛋白!

&D:4T I0;010E0,K NO0?.=-

"

&LCT

#

及天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶#

#!

!

@JK?.=-J1 <KN<O?<?. KN.@=Z=@ NO0?.=-<K.

#

#!

"

&<KN<K.

#

#!

#

;P3[

及蛋白表达"

*.K?.O- Y10?

法检测磷酸化磷脂酰肌醇
%

"激酶!

NI0KNI0OJ1<?=0- 0Z NI0KNI<?=MJ1=

#

-0K=?01 %

#

\=-<K.

"

T

#

T(%W

#%总磷脂酰肌醇
%

"激酶!

?0?<1 NI0KNI<?=MJ1=-0K=?01 %

#

\=-<K.

"

)

#

T(%W

#%磷酸化

蛋白激酶
4

!

NI0KNI0OJ1<?=0- 0Z \=-<K. 4

"

T

#

[\?

#及总的蛋白激酶
4

!

?0?<1 \=-<K. 4

"

)

#

[\?

#蛋白表达$

结果确定
L@J

作用时间为
#" I

$与空白对照组比较"

L@J

诱导组细胞凋亡率!

!!

!

77]

#升高"

SPT76

%

&LCT

和
&<KN<K.

#

#! ;P3[

及蛋白表达升高"

T

#

T(%W

和
T

#

[\?

蛋白表达降低"

T

#

T(%WD)

#

T(%W

及
T

#

[\?D)

#

[\?

降低!

T ^ "

!

"5

"

T ^ "

!

"#

#'与
L@J

诱导组比较"

L@J U )GH

组细胞凋亡率!

#"

!

#7]

#降低"

SPT76

%

&LCT

和
&<KN<K.

#

#! ;P3[

及蛋白表达降低"

T

#

T(%W

和
T

#

[\?

蛋白表达升高"

T

#

T(%WD)

#

T(%W

及
T

#

[\?D)

#

[\?

升高!

T ^"

!

"5

"

T ^"

!

"#

#'与
L@J U )GH

组比较"

L@J U )GH U HV!98""!

组细胞凋亡率

!

#7

!

9]

#升高"

SPT76

%

&LCT

和
&<KN<K.

#

#! ;P3[

及蛋白表达升高"

T

#

T(%W

和
T

#

[\?

蛋白表达降低"

T

#

T(%WD)

#

T(%W

及
T

#

[\?D)

#

[\?

降低!

T ^"

!

"5

"

T ^"

!

"#

#$ 结论$通心络可抑制
L@J

诱导的
:PQ

致大鼠

心肌微血管内皮细胞凋亡"其机制可能与激活
T(%WD[\?

信号通路有关$

关键词$通心络'同型半胱氨酸'内质网应激'大鼠心肌微血管内皮细胞'细胞凋亡'磷脂酰肌醇
%

"激

酶
D

蛋白激酶
4

:ZZ.@? 0Z )0-EF=-1,0 0- [N0N?0K=K 0Z P<? &<OM=<@ +=@O0X<K@,1<O :-M0?I.1=<1 &.11K

$

*:( S.-E

#

!

H(

L0-E

#

O0-E

#

!

H(_ L0-E

#

1=

!

!

V[C 4=-E

%

!

&L:3 +.-E

%

!

H([3S ',-

#

`=-E

%

!

'([ aI.-

#

I,<

8

!

<-M *_

V=

#

1=-E

#

$

# SO<M,<?. Q@I001 0Z L.Y.= +.M=@<1 _-=X.OK=?J

!

QI=b=<cI,<-E

$

"5""#7

%&

! SO<M,<?. Q@I001

!

3<-b=-E _-=X.OK=?J 0Z &I=-.K. +.M=@=-.

!

3<-b=-E

$

!#""!%

%&

% L.Y.= V=1=-E (-K?=?,?. 0Z TI<O;<@.,?=@K

!

QI=

#

b=<cI,<-E

$

"5""%5

%&

8 B.N<O?;.-? 0Z &<OM=010EJ

!

V=1=-E L0KN=?<1 [ZZ=1=<?.M ?0 L.Y.= +.M=@<1 _-=X.OK=?J

!

QI=b=<cI,<-E

$

"5""9#

%

[4Q)P[&)

$

CYb.@?=X.

$

)0 0YK.OX. ?I. NO0?.@?=X. .ZZ.@?K 0Z )0-EF=-1,0

$

)GH

%

0- <N0N?0K=K 0Z O<?

@<OM=<@ ;=@O0X<K@,1<O .-M0?I.1=<1 @.11K

$

P&+:&K

%

O.K,1?=-E ZO0; I0;0@JK?.=-.

$

L@J

%

=-M,@.M .-M0

#
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N1<K;=@ O.?=@,1,; K?O.KK

$

:PQ

%!

<-M ?0 M.?.O;=-. ?I. K=E-<1=-E N<?I><J Y.I=-M =?K NO0?.@?=0-2 +.?I0MK

TO=;<OJ @,1?,O.M P&+:&K >.O. =K01<?.M ZO0; -.0-<?<1 O<?K ,K=-E ?=KK,. .FN1<-? ;.?I0M2 )I. ;0ONI010EJ

0Z P&+:&K ><K 0YK.OX.M ,K=-E =-X.O?.M ;=@O0K@0N.

!

=M.-?=Z=.M <-M M=ZZ.O.-?=<?.M YJ &B%# =;;,-0Z1,0

#

O.K@.-@. ;.?I0M2 Q.1.@?.M >.O. >.11 EO0>=-E !-M

&

8?I E.-.O<?=0-K 0Z P&+:&K2 )I. 0N?=;<1 <@?=0- ?=;.

><K M.?.O;=-.M YJ M.?.@?=-E ?I. .FNO.KK=0- 0Z E1,@0K. O.E,1<?.M NO0?.=- 76

$

SPT76

%

,K=-E =;;,-0Z1,0

#

O.K@.-@. ;.?I0M2 (- ?I. -.F? .FN.O=;.-? P&+:&K >.O. M=X=M.M =-?0 5 EO0,NK

!

=2.2

!

?I. Y1<-\ @0-?O01

EO0,N

!

?I. L@J =-M,@.M EO0,N

$

L@J #" ;;01DH

!

#" I

%!

?I. L@J U )GH EO0,N

$

L@J #" ;;01DH U )GH 8""

!ED;H

%!

?I. L@J U HV!98""! EO0,N

$

L@J #" ;;01DH U HV!98""! 5 !;01DH

!

HV!98""! <K ?I. =-I=Y=?0O 0Z

T(%W

%!

?I. L@J U HV!98""! U )GH EO0,N

$

L@J #" ;;01DH U HV!98""! 5 !;01DH U )GH 8"" !ED;H

%

2 )I.

<N0N?0K=K O<?. 0Z P&+:&K ><K M.?.@?.M YJ Z10> @J?0;.?OJ 2 ;P3[ <-M NO0?.=- .FNO.KK=0-K 0Z SPT76

!

&D

:4T I0;010E0,K NO0?.=-

$

&LCT

%!

<-M @JK?.=-J1 <KN<O?<?. KN.@=Z=@ NO0?.=-<K.

#

#!

$

@<KN<K.#!

%

>.O. M.

#

?.@?.M YJ O.<1

#

?=;. O.X.OK. ?O<-K@O=N?=0- T&P

$

P)

#

T&P

%

<-M *.K?.O- Y10? O.KN.@?=X.1J 2 :FNO.KK=0- 1.X

#

.1K 0Z NI0KNI0OJ1<?=0- 0Z NI0KNI<?=MJ1=-0K=?01 %

#

\=-<K.

$

T

#

T(%W

%!

?0?<1 NI0KNI<?=MJ1=-0K=?01 %

#

\=-<K.

$

)

#

T(%W

%!

NI0KNI0OJ1<?=0- 0Z \=-<K. 4

$

T

#

[\?

%!

<-M ?0?<1 \=-<K. 4

$

)

#

[\?

%

>.O. M.?.@?.M YJ *.K?.O- Y10?2

P.K,1?K

$

).- I0,OK L@J <@?=0- ?=;. ><K M.?.O;=-.M2 &0;N<O.M >=?I ?I. Y1<-\ @0-?O01 EO0,N

!

?I. <N0N?0

#

K=K O<?. ><K =-@O.<K.M

$

!!

'

77]

%!

;P3[ <-M NO0?.=- .FNO.KK=0-K 0Z SPT76

!

&LCT

!

<-M &<KN<K.

#

#!

>.O. =-@O.<K.M

!

NO0?.=- .FNO.KK=0-K 0Z T

#

T(%W <-M T

#

[\?

!

O<?=0K 0Z T

#

T(%WD)

#

T(%W <-M T

#

[\?D)

#

[\? >.O.

M.@O.<K.M =- ?I. L@J =-M,@.M EO0,N

$

T ^"

'

"5

!

T ^"

'

"#

%

2 &0;N<O.M >=?I ?I. L@J =-M,@.M EO0,N

!

?I. <N

#

0N?0K=K O<?. ><K M.@O.<K.M

$

#"

'

#7]

%!

;P3[ <-M NO0?.=- .FNO.KK=0-K 0Z SPT76

!

&LCT

!

<-M &<KN<K.

#

#! >.O. M.@O.<K.M

!

<-M .FNO.KK=0- 1.X.1K 0Z T

#

T(%W

!

T

#

[\?

!

T

#

T(%WD)

#

T(%W

!

<-M T

#

[\?D)

#

[\? >.O. =-

#

@O.<K.M =- ?I. L@J U )GH EO0,N

$

T ^"

'

"5

!

T ^"

'

"#

%

2 &0;N<O.M >=?I ?I. L@J U )GH EO0,N

!

?I. <N0N?0K=K

O<?. ><K =-@O.<K.M

$

#7

'

9]

%!

;P3[ <-M NO0?.=- .FNO.KK=0-K 0Z SPT76

!

&LCT

!

<-M &<KN<K.

#

#! >.O.

=-@O.<K.M

!

.FNO.KK=0- 1.X.1K 0Z T

#

T(%W <-M T

#

[\?

!

O<?=0K 0Z T

#

T(%WD)

#

T(%W <-M T

#

[\?D)

#

[\? >.O. M.

#

@O.<K.M =- ?I. L@J U )GH U HV!98""! EO0,N

$

T ^"

'

"5

!

T ^"

'

"#

%

2 &0-@1,K=0-

$

)GH @0,1M =-I=Y=? ?I. <N0N

#

?0K=K 0Z P&+:&K O.K,1?=-E ZO0; L@J

#

=-M,@.M :PQ <-M =?K ;.@I<-=K; ;=EI? Y. <KK0@=<?.M >=?I <@?=X<?=-E

T(%WD[\? K=E-<1=-E N<?I><J2

W:V*CPBQ

$

)0-EF=-1,0

&

I0;0@JK?.=-.

&

.-M0N1<K;=@ O.?=@,1,; K?O.KK

&

O<? @<OM=<@ ;=@O0X<K@,1<O

.-M0?I.1=<1 @.11

&

<N0N?0K=K

&

NI0KNI<?=MJ1=-0K=?01 % \=-<K.D\=-<K. 4

$$大量临床和实验研究已经证实!高同型半胱氨酸

血症$

IJN.OI0;0@JK?.=-.;=<

!

LL@J

%已成为动脉

粥样硬化'急性心肌梗死'冠状动脉病变'脑卒中等发

病的独立危险因素(

#

"

%

)

* 血管内皮细胞凋亡在心脑血

管疾病的发展过程中起着非常重要的作用!而同型半

胱氨酸$

I0;0@JK?.=-.

!

L@J

%可诱发血管内皮细胞

凋亡(

8

)

!其具体机制尚不清楚* 因此!探讨
L@J

诱导

血管内皮细胞的凋亡机制具有十分重要的意义* 通心

络在心血管疾病的防治中效果显著!与其具有改善血

管内皮功能'抗凋亡等作用有关(

5

)

* 本研究采用体外

培养的大鼠心肌微血管内皮细胞$

O<? @<OM=<@ ;=@O0

#

X<K@,1<O .-M0?I.1=<1 @.11K

!

P&+:&K

%建立
L@J

诱

导内质网应激 $

.-M0N1<K;=@ O.?=@,1,; K?O.KK

!

:PQ

%损伤模型!在基因及蛋白水平观察
:PQ

指标葡

萄糖调节蛋白
76

$

E1,@0K. O.E,1<?.M NO0?.=-76

!

SPT76

%'

&D:4T

同源蛋白 $

&D:4T I0;010E0,K

NO0?.=-

!

&LCT

%和天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白

酶#

#!

$

@JK?.=-J1 <KN<O?<?. KN.@=Z=@ NO0?.=-<K.

#

#!

!

&<KN<K.

#

#!

%的表达!探讨通心络是否通过减轻

:PQ

来降低
P&+:&K

凋亡* 另外通过磷脂酰肌醇
%

激酶$

NI0KNI<?=MJ1=-0K=?01 % \=-<K.

!

T(%W

%的特异

性抑制剂
HV!98""!

干预!进一步分析通心络是否通

过
T(%WD[\?

信号转导途径抑制
:PQ

发挥作用*

材料与方法

#

$实验动物$

!

周龄
QTd

级
QB

雄性大鼠

#"

只!体重$

%"

%

5

%

E

!由北京富豪实验动物养殖中心

提供!实验动物许可证号#

Q&GW

$京%

!"##

"

""#!

*

!

$实验药物$通心络$

)0-EF=-1,0

!

)GH

!由人

参'水蛭'全蝎' 虫'蜈蚣'蝉蜕'赤芍'酸枣仁'檀香'降

香'乳香及冰片组成!每克药粉含生药
#

!

87 E

%药粉!石

家庄以岭药业股份有限公司生产!批号#

Q

#

#%"9"#

*
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%

$主要试剂及仪器$

BH

#

L0;0@JK?.=-.

$美国

Q=E;<

公司!批号#

L8$!6

%&内皮细胞培养套装$美国

Q@=.-&.11

公司!批号#

#""#

%!内含内皮细胞基础培养

基$

:&+

%'内皮生长因子补充剂$

:&SQ

%'青霉素
D

链

霉素双抗生素$

TDQ

%'胎牛血清$

d4Q

%&磷酸盐缓冲液

$美国
LJ&10-.

公司!批号#

QL%"!5$

!

"#4

%&

[-

#

-.F=- /

#

d()&DT(

双染细胞凋亡检测试剂盒$南京凯基

生物科技发展有限公司!批号#

WS[#"6

%&

&B%#

小鼠

抗大鼠单克隆抗体 $美国
[Y@<;

公司! 批号#

<Y##9%%9

%&

SPT76

'

&LCT

'

&<KN<K.

#

#!

引物均购

自上海生工生物公司&

P3[

提取试剂
)O=c01 P.<E.-?

$美国
(-X=?O0E.-

公司!批号#

#559$

"

"!$

%&反转录

试剂盒$美国
d.O;.-?<K

公司!批号#

W#$!!

%&荧光

定量
T&P

试剂盒 $美国
d.O;.-?<K

公司!批号#

W"!!#

%&

T(%W N65

$

NI0KNI0 V$"7

%兔抗大鼠多克

隆抗体$美国
[Y@<;

公司!批号#

<Y#6!$5#

%&

T(%W

兔抗大鼠多克隆抗体 $美国
&Q)

公司! 批号#

8!9!K

%&

T(%W N65

$

NI0KNI0 V$"7

%兔抗大鼠多克隆

抗体'

[\?#

$

NI0KNI0O Q87%

%兔抗大鼠单克隆抗体

$美国
[Y@<;

公司!批号#

<Y#6!$5#

%&

[\?#D!D%

兔

抗大鼠单克隆抗体 $美国
[Y@<;

公司! 批号#

<Y#798$%

%&

SPT76

兔抗大鼠多克隆抗体$美国
[Y

#

@<;

公司!批号#

<Y6#!6%

%&

&LCT

小鼠抗大鼠单克

隆抗 体 $美 国
[Y@<;

公 司! 批 号#

<Y##8#9

%&

&<KN<K.

#

#!

兔抗大鼠多克隆抗体$美国
[Y@<;

公

司!批号#

<Y$!868

%&

BJH=EI? 866

标记的羊抗小鼠

(ES

抗体和
BJH=EI? 866

标记的羊抗兔
(ES

抗体$美

国
[Y@<;

公司%&

T(%W

特异性抑制剂
HV!98""!

$美

国
Q.11.@\

公司!批号#

Q##"5

%*

%###

型二氧化碳培养箱$美国
)I.O;0 Q@=.-?=Z

#

=@

公司%&

Q*

#

&'

#

!dB

洁净工作台$苏净集团苏州安

泰空气技术有限公司%&

TO=;0/.O?

倒置显微镜$德国

a.=KK

公司%&

/&G

超声破碎仪$美国
Q0-=@K

公司%&

[X<-?# '

#

!$GT

台式离心机$美国
4.@\;<-

公司%&

d[&Q[O=<"

超速流式细胞分选系统 $美国
4B

公

司%&

&#"!6#

自动细胞计数仪 $美国
(-X=?O0E.-

公

司%&

CN.O.??<

高通量高内涵细胞分析系统 $美国

T.O\=-:H;.O

公司 %&

[4( 7%"" P.<1

#

)=;. T&P

QJK?.;

$美国
[4(

公司%&

_/T

凝胶扫描系统$美国

_/T

公司%&电转膜仪'半干转膜仪'垂直电泳仪$美国

4=0

#

P<M

公司%*

8

$实验药物配制$参照文献(

$

)* 称取
)GH

药

粉溶于无血清
:&+

培养基!超声促溶
!" ;=-

!

#" """ O D;=-

离心
#" ;=-

!收集上清液!用
"

!

!! !;

微孔滤器过滤除菌!将所得沉淀于
$"

&加热烘干!计

算实际溶于无血清
:&+

培养基药物重量!制备成

#" ;ED;H )GH

贮存液!分装后"

!"

&贮存备用*

5

$实验分组'干预方法'检测指标及方法

5

!

#

$原代
P&+:&K

分离和培养$采用植块法

分离和培养原代
P&+:&K

!参照参考文献(

7

)方法并

加以适当改进!取大鼠颈椎脱臼法处死!

75]

酒精浸

泡消毒约
! ;=-

!无菌超净台内沿胸骨剪开胸腔!将心

脏剪下!

8

&预冷
T4Q

缓冲液冲洗心脏污渍!剪除上

部的大血管和心房组织!轻柔撕除心外膜及心内膜!将

剔除干净的心室肌组织剪成
# ;;

'

# ;;

'

# ;;

组织块* 将心室肌组织小块均匀贴附于直径
#" @;

培养皿底壁!培养皿预先以
# ;H d4Q

润湿底壁!尽量

使组织块均匀分布于培养皿底壁!将培养皿置于

%7

&'

5]&C

!

的培养箱中培养*

8 I

后组织块紧贴

于培养皿底!此时加入含有
5] d4Q

'

#] :&SQ

和

#]TDQ

的
:&+

培养基
7 R6 ;H

!放入培养箱中继续

培养
7! I

!这时组织块周围有一定量的梭形'多角型

或星型细胞爬出!吸管轻轻吸去组织块* 细胞换液继

续培养待生长至
6"]

汇合状态!以
"

!

!5]

胰蛋白酶

消化传代!取第
! R8

代用于实验*

5

!

!

$原代
P&+:&K

鉴定$参照参考文献(

6

)!

倒置显微镜下观察细胞形态!采用细胞免疫荧光法检

测
P&+:&K

胞膜上内皮细胞特异性抗原
&B%#

表

达* 将原代培养的细胞消化后!接种于
9$

孔板中!约

#

(

! M

后细胞生长铺满皿底!弃上清!

8]

多聚甲醛固

定
#" ;=-

!

T4Q

冲洗
%

次!

"

!

5] )O=?=0- G

#

#""

孵育

细胞
5 ;=-

&

T4Q

冲洗
%

次后用封闭液 $

H(

#

&CP

Y10@\=-E Y,ZZ.O

%室温封闭细胞
%" ;=-

&加入
#

)

!""

稀释的
&B%#

一抗孵育!

8

&过夜!

BJH=EI? 866

标记

的荧光二抗
#

)

!""

稀释室温避光孵育
# I

!甘油封片

后高通量高内涵细胞分析系统检测
&B%#

表达*

5

!

%

$免疫荧光法检测
SPT76

蛋白表达$采用

高通量高内涵细胞分析系统检测
SPT76

蛋白免疫荧

光强度* 实验分为
7

组#$

#

%空白对照组#

P&+:&K

正常培养&$

!

%

L@J 5 I

组#培养液中加入终浓度为

#" ;;01DH L@J

培养
5 I

&$

%

%

L@J 5 I U )GH

组#培

养液中加入终浓度为
8"" !ED;H )GH

与
P&+:&K

共同孵育
8 I

!再加入终浓度为
#" ;;01DH L@J

培养

5 I

& $

8

%

L@J #" I

组#培养液中加入终浓度为

#" ;;01DH L@J

培养
#" I

&$

5

%

L@J #" I U )GH

组#

培养液中加入终浓度为
8"" !ED;H )GH

与
P&+:&K

共同孵育
8 I

!再加入终浓度为
#" ;;01DH L@J

培养

#" I

& $

$

%

L@J !" I

组#培养液中加入终浓度为



"!%($$" 中国中西医结合杂志
!"#$

年
$

月第
%$

卷第
$

期
&'()*+

!

',-. !"#$

!

/012 %$

!

30

!

$

#" ;;01DH L@J

培养
#" I

&$

7

%

L@J !" I U )GH

组#

培养液中加入终浓度为
8"" !ED;H )GH

与
P&+:&K

共同孵育
8 I

!再加入终浓度为
#" ;;01DH L@J

培养

!" I

*以每孔
#

'

#"

8

@.11K

接种于
9$

孔板中!每组
%

个复孔!用含有
5] d4Q

'

#] :&SQ

和
#] TDQ

的

"

!

# ;H :&+

培养* 置于
%7

&'

5]&C

!

培养箱中培

养
!8 I

后!吸弃上清!空白对照组换无血清的
:&+

基

础培基培养!其余各组按上述方案进行干预* 各组细胞

干预到规定的时间后!吸弃上清!预冷的
T4Q

冲洗

%

次!立即加入
8]

多聚甲醛固定液!室温固定
#5 ;=-

&

T4Q

冲洗
%

次!洗涤残留固定液!

"

!

5] )O=?=0- G

#

#""

孵育细胞
5 ;=-

&

T4Q

冲洗
%

次洗去通透溶液!之后用

封闭液 $

H(

#

&CP Y10@\=-E Y,ZZ.O

% 室温封闭细胞

%" ;=-

&分别加入
#

)

!""

的
SPT76

兔抗大鼠多克隆抗

体!

8

&过夜&

T4Q

冲洗
%

次!再分别加入
#

)

!""

稀释

的羊抗兔多克隆荧光二抗室温避光孵育
# I

&

T4Q

冲洗

%

次后!

9"]

甘油封闭* 采用高通量高内涵细胞分析系

统检测!目的蛋白免疫荧光强度以实验组与空白对照组

免疫荧光强度比值进行统计分析*

5

!

8

$实验分组及干预方法$根据
SPT76

的免

疫荧光检测结果!后续实验分为
5

组* $

#

%空白对照

组#

P&+:&K

正常培养&$

!

%

L@J

诱导组#培养液中加

入终浓度为
#" ;;01DH L@J

培养
#" I

&$

%

%

L@J U

)GH

组#培养液中加入终浓度为
8"" !ED;H )GH

与

P&+:&K

共同孵育
8 I

!再加入终浓度为
#" ;;01DH

L@J

培养
#" I

&$

8

%

L@J U HV!98""!

组#培养液中

加入终浓度为
5 !;01DH HV!98""!

与
P&+:&K

共

同孵育
%" ;=-

!再加入终浓度
#" ;;01DH L@J

培养

#" I

&$

5

%

L@J U HV!98""! U )GH

组#培养液中加入

终浓度为
5 !;01DH HV!98""!

与
P&+:&K

共同孵

育
%" ;=-

!然后加入终浓度为
8"" !ED;H )GH

与

P&+:&K

共同孵育
8 I

!再加入终浓度
#" ;;01DH

L@J

培养
#" I

*

5

!

5

$

P&+:&K

凋亡率测定$采用
[--.F=- /

#

d()&DT(

双标记染色法检测
P&+:&K

凋亡率* 原代培

养的
P&+:&K

第
%

代!种于直径
$ @;

皿内!各组细胞

相应处理
#" I

后每皿待测细胞为
!

'

#"

5

R %

'

#"

5

@.11K

* 用
"

!

!5]

胰蛋白酶消化收集细胞!

6"" OD

;=-

离心
! ;=-

!弃去上清* 用
T4Q

冲洗细胞
!

次!轻

轻吹打使细胞悬浮!

6"" OD;=-

离心
! ;=-

!弃去上清*

加入
5"" !H 4=-M=-E 4,ZZ.O

重悬细胞!加入
5 !H [-

#

-.F=- /

#

d()&

混匀后!再加入
5 !H TO0N=M=,; (0M=M.

!

轻轻混匀!室温避光反应
#" ;=-

* 在
# I

内用流式细胞

仪检测* 细胞凋亡率$

]

%

e

$晚凋细胞数
U

早凋细胞

数%

D

细胞总数'

#""]

*

5

!

$

$

SPT76

'

&LCT

和
&<KN<K.

#

#! ;P3[

表

达检测$采用实时荧光定量反转录
T&P

$

P.<1

#

)=;.

P.X.OK. )O<-K@O=N?=0- T&P

!

P)

#

T&P

%法* 取第
%

代生长良好的
P&+:&K

!以每皿
8

'

#"

5

@.11K

接种于

$ @;

细胞培养皿内!各组细胞相应处理
#" I

后!

)O

#

=c01

试剂提取总
P3[

* 用紫外分光光度计检测总

P3[

完整性及纯度!并用
+

#

+H/

逆转录酶系统和随

机引物逆转录* 以
#

#

<@?=-

作为内参照基因!分别与

各组比较!得到目的基因表达的相对定量值$

Pf

值%!

将
Pf

值用于统计分析!引物序列见表
#

*

表
#

$引物序列

基因 引物序列
产物大小

$

YN

%

SPT76

上游
5

*#

)&)S&))S[)S)S)S)&&)&))

#

%

*

#8$

下游
5

*#

)S[))S))[&SS)SSS&)S

#

%

*

&LCT

上游
5

*#

[S)&)&)S&&)))&S&&))

#

%

*

#%%

下游
5

*#

)&))&&)&))&S)))&&)SS

#

%

*

&<KN<K.

#

#!

上游
5

*#

)S[SS[[)S)S)S))S[S&&

#

%

*

#8%

下游
5

*#

S)))SS[[[)S[[S[S[S[S&&

#

%

*

#

#

<@?=-

上游
5

*#

SS)&[)&[&&[))SS&[[

#

%

*

#"5

下游
5

*#

S[S))S[[SS)[S)))&S)SS[

#

%

*

5

!

7

$

T

#

T(%\

'

)

#

T(%W

'

T

#

[\?

'

)

#

[\?

'

SPT76

'

&LCT

及
&<KN<K.

#

#!

蛋白表达检测$采用
*.K?.O-

Y10?

法* 取第
%

代生长良好的
P&+:&K

!以每皿
8

'

#"

5

@.11K

接种于
$ @;

皿内!各组相应处理
#" I

后!加

入
8" !H

细胞裂解液于冰上充分裂解
!" ;=-

!超声破

碎后
8

&

#! """ OD;=-

离心
!" ;=-

!收集上清取
! !H

进行蛋白定量后!取等量蛋白样品进行
QBQ

聚丙烯酰

胺凝胶电泳!半干转膜后封闭!与一抗结合!

8

&过夜后

洗膜!与二抗结合!洗膜后用化学发光法检测!以
S[T

#

BL

作为内参!以各目的蛋白吸光度值与
S[TBL

吸光

度值的比值进行统计分析*

$

$统计学方法$采用
QTQQ #9

!

"

统计软件进行

数据分析!计量资料以
F

%

K

表示* 组间比较用单因素

方差分析!方差齐时采用最小显著差法!若方差不齐采

用
B,--.??

*

K )%

法!

T ^"

!

"5

为差异有统计学意义*

结$$果

#

$

P&+:&K

形态及鉴定$图
#

%$植块法分离的

P&+:&K

培养至第
! R%

日时!可见未融合状态下单

个微血管内皮细胞呈梭形'星型或多角形!去除组织块

继续培养至第
5

日时!可见细胞汇合成铺路石样*

&B%#

免疫荧光鉴定结果显示所提取的
P&+:&K

纯

度大于
95]

*



中国中西医结合杂志
!"#$

年
$

月第
%$

卷第
$

期
&'()*+

!

',-. !"#$

!

/012 %$

!

30

!

$

"!%)$$"

$$注#

[

为内皮细胞生长&

4

为
&B%#

免疫荧光染色结果&箭头

所示为典型
&B%#

蛋白染色

图
#

$

P&+:&K

生长及
&B%#

免疫荧光染色结果

$ '

!""

%

!

$各组
P&+:&K SPT76

蛋白表达比较$表
!

!

图
!

%$与空白对照组比较!

L@J 5 I

组
SPT76

蛋白

免疫荧光强度无明显变化$

T g"

!

"5

%!

L@J #" I

组及

L@J !" I

组
SPT76

蛋白免疫荧光强度升高$

T ^

"

!

"#

%* 与
L@J #" I

组比较!

L@J #" I U )GH

组

SPT76

蛋白免疫荧光强度降低$

T ^"

!

"#

%* 与
L@J

!" I

组比较!

L@J !" I U)GH

组
SPT76

蛋白免疫荧

光强度降低$

T ^"

!

"#

%*

表
!

$各组
P&+:&K SPT76

蛋白免疫

荧光强度比较$$

F

%

K

%

组别
- SPT76

空白对照
% #

+

"""

%

"

+

"8!

L@J 5 I % #

+

"!"

%

"

+

"%%

L@J 5 I U )GH % "

+

99$

%

"

+

"!!

L@J #" I %

#

+

!%#

%

"

+

"!$

!

L@J #" I U )GH %

#

+

##"

%

"

+

"%"

"

L@J !" I %

#

+

7#!

%

"

+

"86

!

L@J !" I U )GH %

#

+

$#%

%

"

+

"!5

#

$$注#与空白对照组比较!

!

T ^ "

!

"#

&与
L@J #" I

组比较!

"

T ^

"

!

"#

&与
L@J !" I

组比较!

#

T ^"

!

"#

%

$各组
P&+:&K T

#

T(%W

'

)

#

T(%W

'

T

#

[\?

和
)

#

[\?

蛋白表达比较$表
%

!图
%

%$与空白对照组比较!

L@J

诱导组
T

#

T(%W

'

T

#

T(%WD)

#

T(%W

'

T

#

[\?

和
T

#

[\?D

)

#

[\?

均降低$

T ^"

!

"5

!

T ^"

!

"#

%* 与
L@J

诱导组比

较!

L@J U )GH

组
T

#

T(%W

'

T

#

T(%WD)

#

T(%W

'

T

#

[\?

和

T

#

[\?D)

#

[\?

均升高$

T ^"

!

"5

!

T ^"

!

"#

%* 与
L@J U

)GH

组比较!

L@J U HV!98""!

组及
L@J U HV!98""! U

)GH

组
T

#

T(%W

'

T

#

T(%WD)

#

T(%W

'

T

#

[\?

和
T

#

[\?D)

#

[\?

均降低$

T ^"

!

"#

%*

$$注#

[

为空白对照组&

4

为
L@J 5 I

组&

&

为
L@J 5 I U )GH

组&

B

为
L@J #" I

组&

:

为
L@J #" I U )GH

组&

d

为
L@J !" I

组&

S

为
L@J !" I U )GH

组&箭头所示为典型
SPT76

蛋白染色

图
!

$免疫荧光法检测
SPT76

蛋白表达$$

BJH=EI? 866

标记染色法! '

!""

%

表
%

$各组
P&+:&K T

#

T(%W

'

)

#

T(%W

'

T

#

[\?

和
)

#

[\?

蛋白表达比较$$

F

%

K

%

组别
- T

#

T(%W )

#

T(%W T

#

T(%WD)

#

T(%W T

#

[\? )

#

[\? T

#

[\?D)

#

[\?

空白对照
% "

+

557

%

"

+

"%$ "

+

6%5

%

"

+

"#8 "

+

$$$

%

"

+

"%$ "

+

778

%

"

+

"9" "

+

96$

%

"

+

"89 "

+

768

%

"

+

"6#

L@J

诱导
%

"

+

!9"

%

"

+

"%#

!!

"

+

6!5

%

"

+

"86

"

+

%5!

%

"

+

"%#

!!

"

+

!$!

%

"

+

"%#

!!

"

+

97$

%

"

+

"!#

"

+

!$9

%

"

+

"%$

!

L@J U )GH %

"

+

8$%

%

"

+

"8"

""

"

+

6!#

%

"

+

"!6

"

+

5$5

%

"

+

"58

""

"

+

5$$

%

"

+

"58

""

#

+

"#5

%

"

+

"5!

"

+

556

%

"

+

"57

"

L@J U HV!98""! %

"

+

#""

%

"

+

""9

#

"

+

6%%

%

"

+

"8%

"

+

##7

%

"

+

"#5

#

"

+

#"#

%

"

+

"#8

#

"

+

99#

%

"

+

"!9

"

+

#"!

%

"

+

"#!

#

L@J U HV!98""! U )GH %

"

+

#"5

%

"

+

""7

#

"

+

687

%

"

+

"!%

"

+

#!8

%

"

+

""5

#

"

+

#"%

%

"

+

"#%

#

"

+

978

%

"

+

"7!

"

+

#"$

%

"

+

"#$

#

$$注#与空白对照组比较!

!

T ^"

!

"5

!

!!

T ^"

!

"#

&与
L@J

诱导组比较!

"

T ^"

!

"5

!

""

T ^"

!

"#

&与
L@J U )GH

组比较!

#

T ^"

!

"#
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$$注#

[

为空白对照组&

4

为
L@J

诱导组&

&

为
L@J U )GH

组&

B

为
L@J U HV!98""!

组&

:

为
L@J U HV!98""! U )GH

组

图
%

$各组
P&+:&K T

#

T(%W

'

)

#

T(%W

'

T

#

[\?

和

)

#

[\?

蛋白表达电泳图

8

$各组
P&+:&K

凋亡率比较$表
8

!图
8

%$与空

白对照组比较!

L@J

诱导组凋亡率升高 $

T ^"

!

"#

%*与

L@J

诱导组比较!

L@J U)GH

组'

L@J UHV!98""! U)GH

组凋亡率降低$

T ^"

!

"#

%* 与
L@J U)GH

组比较!

L@J U

HV!98""! U)GH

组凋亡率升高$

T ^"

!

"#

%*

表
8

$各组
P&+:&K

凋亡率比较$$

]

!

F

%

K

%

组别
-

凋亡率

空白对照
% "

+

#%

%

"

+

"$

L@J

诱导
%

!!

+

77

%

!

+

$$

!

L@J U )GH %

#"

+

#7

%

"

+

$"

"

L@J U HV!98""! % !!

+

8%

%

#

+

55

L@J U HV!98""! U )GH %

#7

+

9"

%

#

+

%9

"#

$$注#与空白对照组比较!

!

T ^ "

!

"#

&与
L@J

诱导组比较!

"

T ^

"

!

"#

&与
L@J U )GH

组比较!

#

T ^"

!

"#

5

$各组
P&+:&K SPT76

'

&LCT

及
&<KN<K.

#

#! ;P3[

表达比较$表
5

!图
5

%$与空白对照组比

较!

L@J

诱导组
SPT76

'

&LCT

和
&<KN<K.

#

#! ;P

#

3[

表达升高$

T ^"

!

"#

%* 与
L@J

诱导组比较!

L@J

U )GH

组'

L@J U HV!98""! U )GH

组
SPT76

'

&LCT

和
&<KN<K.

#

#! ;P3[

表达降低 $

T ^ "

!

"#

%* 与

L@J U )GH

组比较!

L@J U HV!98""! U )GH

组

SPT76

'

&LCT

和
&<KN<K.

#

#! ;P3[

表达升高

$

T ^"

!

"#

%*

$

$各组
P&+:&K SPT76

'

&LCT

及
&<KN<K.

#

#!

蛋白表达比较$表
$

!图
$

%$与空白对照组比较!

L@J

诱导组
SPT76

'

&LCT

和
&<KN<K.

#

#!

蛋白表

$$注#

[

为空白对照组&

4

为
L@J

诱导组&

&

为
L@J U )GH

组&

B

为
L@J U HV!98""!

组&

:

为
L@J U HV!98""! U )GH

组

图
8

$各组流式细胞图$$

[--.F=- /

#

d()&DT(

双标记染色法%
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"!%+$$"

表
5

$各组
P&+:&K SPT76

'

&LCT

及
&<KN<K.

#

#! ;P3[

表达比较$$

F

%

K

%

组别
- SPT76 &LCT &<KN<K.

#

#!

空白对照
% #

+

"#5

%

"

+

"8$ #

+

"#%

%

"

+

"%% #

+

"#8

%

"

+

"%9

L@J

诱导
%

8

+

"7$

%

"

+

!88

!

5

+

5$7

%

"

+

"!5

!

%

+

6##

%

"

+

#78

!

L@J U )GH %

#

+

77$

%

"

+

#%5

"

#

+

98!

%

"

+

##7

"

#

+

9#9

%

"

+

#5%

"

L@J U HV!98""! % %

+

798

%

"

+

!86 8

+

77!

%

"

+

%#! %

+

$##

%

"

+

!76

L@J U HV!98""! U )GH %

!

+

$#%

%

"

+

"$$

"#

%

+

#7%

%

"

+

#68

"#

!

+

$!6

%

"

+

#!6

"#

$$注#与空白对照组比较!

!

T ^"

!

"#

&与
L@J

组比较!

"

T ^"

!

"#

&与
L@J U )GH

组比较!

#

T ^"

!

"#

表
$

$各组
P&+:&K SPT76

'

&LCT

及
&<KN<K.

#

#!

蛋白表达比较$$

F

%

K

%

组别
- SPT76 &LCT &<KN<K.

#

#!

空白对照
% "

+

885

%

"

+

"!6 "

+

%$5

%

"

+

"88 "

+

!$#

%

"

+

"%"

L@J

诱导
%

#

+

"9#

%

"

+

"%7

!

"

+

957

%

"

+

"69

!

"

+

576

%

"

+

"8"

!

L@J U )GH %

"

+

75$

%

"

+

"8#

""

"

+

87!

%

"

+

"!9

""

"

+

%"5

%

"

+

"#7

""

L@J U HV!98""! % #

+

#"$

%

"

+

"89 "

+

969

%

"

+

##" "

+

5$!

%

"

+

"$$

L@J U HV!98""! U )GH %

"

+

9%$

%

"

+

"5%

""#

"

+

769

%

"

+

"%!

"#

"

+

855

%

"

+

"8"

""#

$$注#与空白对照组比较!

!

T ^"

!

"#

&与
L@J

组比较!

"

T ^"

!

"5

!

""

T ^"

!

"#

&与
L@J U )GH

组比较!

#

T ^"

!

"#

$$注#

[

为
SPT76 P)

#

T&P

扩增曲线&

4

为
&LCT P)

#

T&P

扩增曲线&

&

为
&<KN<K.

#

#! P)

#

T&P

扩增曲线

图
5

$实时荧光定量反转录
T&P

扩增曲线图

达升高$

T ^"

!

"#

%* 与
L@J

诱导组比较!

L@J U)GH

组

及
L@J U HV!98""! U )GH

组
SPT76

'

&LCT

和

&<KN<K.

#

#!

蛋白表达降低$

T ^"

!

"#

!

T ^"

!

"5

%* 与

L@J U )GH

组 比 较!

L@J U HV!98""! U )GH

组

SPT76

'

&LCT

和
&<KN<K.

#

#!

蛋白表达升高$

T ^

"

!

"#

%*

$$注#

[

为空白对照组&

4

为
L@J

诱导组&

&

为
L@J U )GH

组&

B

为
L@J U HV!98""!

组&

:

为
L@J U HV!98""! U )GH

组

图
$

$各组
P&+:&K SPT76

'

&LCT

及
&<KN<K.

#

#!

蛋白表达电泳图

讨$$论

LL@J

是血管性疾病发生的独立危险因素!中医

学根据其临床发病特点归属为+胸痹,'+心痛,'+真心

痛,'+眩晕,'+中风,等病证范畴(

9

)

* 心肌微血管位于

循环系统的末梢!管壁主要由一层内皮细胞和基膜组

成!在血管性疾病的发生过程中!微血管病变的发生要

早于其供养的大血管!所以微血管内皮细胞的作用越

来越受到人们的重视* 基于中医学脉络与中小血管!

孙络与微血管'微循环具有高度相关性!提出 +脉络-

血管系统病,

(

#"

)

!血液中增高的
L@J

可以刺激血管壁

引起血管的损伤!因此
LL@J

属于脉络学说研究的范

畴* +络以通为用,为脉络病变的总体治疗原则!

)GH

是在中医学络病理论指导下研制而成的中药复方制

剂!由人参'水蛭'全蝎' 虫'蜈蚣'降香'冰片等组成!

具有益气'活血'化瘀通络等功效* 大量实验已证实!

)GH

具有降脂'抗炎'保护内皮细胞'抑制内皮细胞凋

亡'抑制稳定斑块'解除痉挛和保护心脑血管组织等作

用(

##

"

#8

)

!本课题组前期动物实验也证实
)GH

可明显

改善
L@J

诱发的血管内皮细胞功能障碍(

#5

)

*

:PQ

是

诱发凋亡的途径之一!已证实在许多细胞损伤中存在!

但
)GH

对于能否改善
:PQ

引起的凋亡尚未见报道*

细胞发生
:PQ

反应是一种自我保护机制!以恢复

内质网稳态!但是过强或长时间的
:PQ

反应可引起细
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$

胞凋亡* 内质网分子伴侣
SPT76

对维持内质网稳态

起着重要作用!在
:PQ

反应发生时其表达量明显上

调!被广泛用作
:PQ

的标志(

#$

)

* 过度持久的
:PQ

能

通过激活
&LCTDS[BB#5%

'

@

#

',-

氨基末端激酶$

@

#

',- 3

#

?.O;=-<1 \=-<K.

!

'3W

%'

&<KN<K.

#

#!

三条通

路诱导细胞凋亡*

&LCT

对
:PQ

最为敏感!是
:PQ

特异的一个转录因子!在生理情况下表达很低!但在

:PQ

过程中
&LCT

被显著诱导激活!可直接调节核

内靶基因!增加细胞对
:PQ

介导凋亡的敏感性(

#7

)

*

而且有研究表明!

&<KN<K.

#

#!

仅特异性地与
:PQ

相

关!与其他途径介导的细胞凋亡无关(

#6

)

* 所以
:PQ

所致的细胞凋亡与
&LCT

和
&<KN<K.

#

#!

关系密切!

故也可作为
:PQ

的标志(

#9

!

!"

)

*

:PQ

参与了心脑血

管疾病的发生发展!其诱导的血管内皮细胞凋亡在这

个过程中起着非常重要的作用!所以本研究观察
)GH

对
L@J

诱 导 的
P&+:&K SPT76

'

&LCT

和

&<KN<K.

#

#!

表达的影响!以进一步探讨
)GH

抑制内

皮细胞凋亡的作用机制*

高通量高内涵技术在细胞模型上应用非常成熟!该

技术通过自动显微摄像和图像自动分析!全景式准确'

快速'目标导向性的定量检测细胞包括复杂的解剖学结

构和生化特性在内的各种表型(

!#

)

!这种技术所得出的

结果!可为后续的实验研究提供准确的基本数据* 本研

究首先选用该技术检测
:PQ

的标志性蛋白
SPT76

的

免疫荧光强度!发现细胞造模后
SPT76

的荧光强度从

#" I

开始升高!

!" I

进一步升高!说明
L@J

诱导的

P&+:&K

产生了
:PQ

!

)GH

对以上两组细胞干预后!

荧光强度均有所下降!结合对细胞形态及融合度的观

察!以
L@J #" I U)GH

组效果更为显著!故后续的指标

检测时间定为
#" I

* 本实验
L@J

诱导
P&+:&K

后

SPT76

'

&LCT

和
&<KN<K.

#

#! ;P3[

和蛋白表达均

显著升高!表明
L@J

不但诱导
P&+:&K

产生了
:PQ

!

并且激活了
:PQ

特有的凋亡通路!流式细胞仪检测细

胞凋亡率增高!表明
L@J

诱导的
:PQ

导致了细胞的凋

亡* 与
L@J

诱导组比较!加入
)GH

预处理后!其凋亡率

和
:PQ

标志物的表达均明显降低!表明
)GH

对
P&

#

+:&K

凋亡有延缓作用!并且这种保护作用是通过减轻

:PQ

实现的*

T(%WD[\?

通路是细胞内非常重要的信号

转导通路!参与细胞增殖'分化'凋亡等生理功能的调

节*

[\?

是此通路的重要靶蛋白!多种因子都可以激活

T(%D[\?

信号通路!使
[\?

磷酸化!磷酸化的
[\?

向内质

网'线粒体和细胞核移位!作用于靶蛋白!激活细胞的抗凋

亡机制!以减少细胞凋亡* 近年来有研究显示
T(%WD[\?

信号转导通路在多种细胞抵抗
:PQ

诱导的凋亡中起重

要作用(

!!

!

!%

)

* 本研究发现!

)GH

显著改善
L@J

损伤引起

的
T

#

[\?

的表达降低!给予
T(%W

特异性抑制剂

HV!98""!

后!

)GH

未显示出对
T

#

[\?

的改善作用!提示

)GH

激活了
T(%WD[\?

通路&

L@J UHV!98""! U)GH

组

凋亡率及
:PQ

标志物的表达量介于
L@J

诱导组和

L@J U )GH

组之间!即
HV!98""!

可能部分消除了

)GH

的保护作用!表明
)GH

对
L@J

诱导的
:PQ

致

P&+:&K

凋亡的保护作用!可能部分是通过激活

T(%WD[\?

途径实现的*

本实验就
)GH

抑制
L@J

诱导
:PQ

致
P&+:&K

凋亡作用及机制做了初步的研究和探讨!

)GH

为复方

中成药!作用机制复杂!其是否可以通过其他信号通路

调控
:PQ

诱导的凋亡!对于其他细胞是否有相同的作

用机制等问题尚有待于进一步的研究发现*
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第二十次全国儿科中西医结合学术会议通知

为推动我国中西医结合儿科学发展"进步与创新"中国中西结合学会儿科专业委员会定于
!"#$

年
6

月
#!

(

#8

日在陕西省西安市召开第二十次全国儿科中西医结合学术会议$ 本次大会以丰富的

内容和多样的形式进行学术交流和讨论"并举行论文征集及优秀论文评选活动$ 诚挚欢迎儿科相关

医护人员踊跃参加$ 会议具体内容及相关参会事宜可通过登录中国中西医结合学会网站获取!
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