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!基础研究!

山姜素对肺微血管内皮细胞损伤保护机制

王振冉#

#李#扬!

#唐#博&

摘要#目的#研究山姜素对急性人肺微血管内皮细胞"
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$干预
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损伤模型#另选择正常
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&

个重复样本#观察各组
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表达% 结果#与对照

组比较#模型组
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蛋白表达升高#
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蛋白及
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表达降低"
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山姜素组细胞存活率升高#
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蛋白及
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表达

升高"
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$% 结论#山姜素通过下调
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蛋白表达并上调
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表达#从而对急性
Q8,='P

损伤起保护作用%
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##急性肺损伤$

?HNB: 1NCD 0CLN/A

"

-R)

%是指各种致

病因素引起的进行性缺氧甚至呼吸衰竭"其实质为肺

部过度的炎症反应所致的急性肺部综合征'

#

(

"而肺血

管内皮细胞损伤是
-R)

的主要表现) 如果在
-R)

初期

没有控制疾病进展"最终将导致急性呼吸窘迫综合征"

其病死率达
9"`

'

!

(

) 目前认为控制肺部炎症因子释

放导致的级联反应是治疗
-R)

的根本"临床多应用糖

皮质激素治疗
-R)

"但糖皮质激素治疗价值仍存在争

议"尤其是其免疫抑制带来的重症感染等副作用不可

忽视) 因此越来越多的研究集中于发现新的不良反应

小的抗炎药物"山姜素是一种天然的黄酮类化合物"主
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要存在于姜科植物中"如姜黄*豆蔻*郁金等"其作为中

药提取物已成为近年来研究热点) 研究表明其可以抑

制幽门螺杆菌*葡萄球菌以及大肠杆菌"可明显抑制血

小板的聚集及各种炎症因子释放从而起到抗炎*抗氧

化作用'

&

"

%

(

) 山姜素具有毒性低安全性较高的特点"

预实验发现其对
R8S

诱导的
-R)

有保护作用"本实验

旨在对山姜素保护
-R)

作用机制进行进一步观察)

材料与方法
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MN>?C .N1>3

$
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) 青 链 霉 素 混 合 液 $其 中 青 霉 素

#" """ )[K>R

"链霉素
#" """ "DK>R
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宝科技有限公司"批号#
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%鼠抗人一抗*兔抗鼠二抗购自美国
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'/Na

公司&
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*
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购自美国
S0D>?

公司&酶标仪

$型号#

V?AB3 V*G"""
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限公司&
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和
V*

$
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试剂盒均购自日本
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!培养瓶中"
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"于
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"培养箱中培养) 将细胞以
#
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9个
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密度接种

于
<G

孔板中) 细胞贴壁生长后"置于
9` 'J

!

培养箱

中"细胞分为
%

组每组各设
G

个孔"分别加入不同浓度的

R8S
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% 以确定诱导急性

Q8,='P

损伤模型的最适浓度) 向模型组中分别加入

不同浓度的山姜素$
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%"每组各设
G

个孔"继续培养
%; M

) 将正常生长的未做任何处理的

Q8,='P

设为对照组"设
G

个孔)
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#检测指标及方法

9
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# 细 胞 存 活 率 检 测 # 每 孔 加 入
,**

$

9 >DK>R

% 溶液
!" "R

"于
'J

!

孵育箱中培养
% M

后

弃去培养液"每孔加入
#9" "R I,SJ

"室温振荡

#" >0C

"酶标仪检测各孔
JI

值$

-9$" C>
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#

+:PB:/C Z13B

检测蛋白表达#

Z'-

法定

量后上样) 进行
SIS

$

8-6=

分离) 半干法将蛋白转

移至
82IT

膜上"

9`

脱脂奶粉
%

%封闭过夜)

*ZS*

洗膜"加入一抗
&$

%杂交
# M

"

*ZS*

漂洗) 加入二

抗"

&$

%杂交
# M

"

*ZS*

漂洗后显色
9 >0C

"放射自

显影) 采用
UN?CB0BA JC:

进行光密度值分析测定"结

果以样品光密度值
K#

$

?HB0C

光密度值表示)
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提取和
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$

8'V

检测#提取各组细

胞总
V5-

"提取步骤参照
V5-0P3 81NP

说明书进行)

计算浓度后"使用
V*

$

8'V

试剂盒进行
V*

$

8'V

反

应"步骤参照其说明书进行)

G

#统计学方法#采用
S8SS #G

!

"

分析软件"均

值采用
\

'

P

表示"对照组与模型组间*不同浓度山姜

素与模型组间比较采用
B

检验"

8 W"
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为差异有统

计学意义)

结##果

#

#各组细胞存活率比较$图
#

%#随着
R8S

浓度的

增加"

Q8,='P

存活率逐渐降低"其中
#

!

" >DKR R8S

为

最佳造模剂量) 与模型组比较"
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*

#G" >DK>R

山姜素

组细胞存活率升高$

8 W"

!

"9

"
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!
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#各组
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及
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!

%
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及
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$
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$
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$

# >V5-
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&

%
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-U8

$
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为
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的影响&
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为
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为
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为
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为
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<

为
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山姜素组&与模

型组比较"

!
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图
#

$各组细胞存活率比较
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及
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##注#

-

为
-U8

$

# >V5-

及蛋白表达&

Z

为各组
-U8

$

#

蛋白表达比较&

#

为对照组&

%

为模型组&

G

为
%" >DKR

山姜素组&

$

为
;" >DKR
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为
#G" >DKR
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!!

8 W"
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图
&

$各组
-U8

$

# >V5-

及蛋白表达比较

讨##论

-R)

是急性炎症反应"典型表现为血管内皮损

伤) 山姜素作为黄酮类中药提取物"具有抗炎*抗氧

化及毒性低等特点'

9

(

) 本研究构建了
-R)

细胞模

型"探讨山姜素对
-R)

的保护作用)

-R)

主要病理改

变是肺泡毛细血管膜的急性损伤"研究表明中性粒

细胞等炎细胞的浸润是导致这一损伤的关键"由此

引起的炎细胞的释放等进一步反应最终造成肺组织

的严重损伤'

G

"

$

(

) 因此本实验重点研究了山姜素保

护
-R)

后细胞因子的表达变化)

)'-,

$

#

是免疫球

蛋白家族"正常情况下在肺组织不表达或低表达'

;

(

"

本实验结果表明"当
Q8,='P

受到
R8S

诱导的损伤

后"

#

!

" >DKR R8S

组
)'-,

$

#

表达明显高于对照组

及山姜素组"可能是
)'-,

$

#

与活化的中性粒细胞表

面的整合素结合从而造成进一步的炎症级联反应导

致'

<

"

#"

(

) 随后本研究对
*5T

$

!

的表达进行了分析"

发现
*5T

$

!

在
-R)

模型也呈现高表达"山姜素可以

通过下调其表达从而保护
-R)

)

R0B:/?1 -

等'

##

(证实

了黄酮类化合物下调
*5T

从而保护
-R)

"可见
*5T

是诱导过度炎症反应的关键因子"其可能通过刺激

)R

$

;

的表达加重
-R)

'

#!

(

) 更具体的机制仍有待于进

一步研究) 本研究检测了
-R)

后
-8U

$

#

表达"与孙

小聪等'

#&

(的研究结果相似"山姜素可以通过上调

-8U

$

#

的表达对
-R)

起保护作用) 研究表明肺泡内

液体的清除障碍是
-R)

的主要因素之一"而
-8U

$

#

的主要功能是清除支气管周围的水分'

#%

(

) 虽然

-8U

$

#

对于肺损伤的保护作用仍然存在争议'
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研究表明在
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时
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表达下降"通过干预使其

表达上调后可以对
-R)

起到保护作用)

综上所述"山姜素通过降低炎症因子的释放"增加
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的表达对
R8S

诱导的
-R)

起保护作用) 山姜

素可能对
-R)

炎症信号转导通路起作用"有可能成为

新的治疗
-R)

的高效药物"其具体的抗炎机制有待于

进一步研究)
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