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苓桂术甘汤含药血清对脂多糖诱导大鼠心肌细胞
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信号通路蛋白表达的影响
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摘要#目的#观察苓桂术甘汤含药血清对脂多糖诱导的大鼠原代心肌细胞
(LLK(!MK6N
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信号通路

相关蛋白表达的影响"探讨其保护心肌细胞的分子机制# 方法#采用差速贴壁法和化学抑制法分离大鼠原

代心肌细胞"分别设正常对照组$模型组$正常血清对照组$苓桂术甘汤含药血清%
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#"O

$

!"O

&组# 通过
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和
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和心肌细胞核内
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蛋白表达增加%
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细胞
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调节
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心力衰竭$

-V2/IG- V1F2. TFG4U21

!
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%发生发展的

重要病理环节!可引起心肌细胞肥大!心肌细胞坏死'

凋亡和自噬!胚胎基因再表达等!最终导致心肌细胞结

构'功能及表型的改变( 核转录因子"

!M

抑制蛋白激

酶$
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%信号通路与心室重构过程中神经内分泌细胞

因子激活密切相关!干预
(LLK(!MK6N

"

!M

通路关键分

子表达!是阻抑心室重构的重要策略之一)

#

*

( 本课题

组前期实验表明!苓桂术甘汤阻抑心室重构!防治心力

衰竭的作用与调节
6N

"

!M

信号通路密切相关)

!

$

C

*

(

本研究以大鼠原代心肌细胞为对象!借助血清药理学

方法!对苓桂术甘汤调节
6N

"

!M

信号通路的分子机制

进行研究!探讨其调控机制(

材料与方法

#

#动物#新生健康
WB

大鼠乳鼠
:8

只$

"

%

#

天

龄%!

WRN

级!安徽医科大学提供'合格证号#

W&_L

$皖%

!"##

$

""!

( 实验动物的处置严格按照安徽中

医药大学实验动物中心的伦理相关规定进行(

!

#药物#苓桂术甘汤干浸膏$按茯苓'桂枝'白

术'甘草比例为
C

&

%

&

%

&

!

!经水煮浓缩至浓度
C

!

8 =

生

药
K=

%由安徽省亳州市兴和药业有限公司提取$批号#

!"#C#!!%

%(

%

#主要试剂及仪器#脂多糖$

4GP/P/4?XF--VF

"

2GZ1

!

QRW

! 美国
WG=EF

公司!批号#

!"#C"!#%

%!胶原

酶
$

$美国
WG=EF

公司!批号#

D&"###

%!兔抗鼠
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'

(!M

"

#

'
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"

"

'
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"
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公 司! 批 号#

][##%$"8

"

#

'

][##%$%8

"

#

'

][7:C:%

"

#

'

][##%$%8

"

#

%!牛血清白蛋白 $美国

WG=EF

公司!批号#

!"#%"$#9""%

%!兔抗鼠
#

"

F-.GI

抗体 $美国
\0-FE

公司!批号#

][#8#7C#

"

#

%!

(Q

"

#"

'

(Q

"

:

和
)6N

"

#DQ(W\

检测试剂盒$上海谷研实业

有限公司! 批号#

!"#9"C"#\

%(

,4?EPUX M_9#

正

置显微镜'

,4?EPUX (_8#

倒置荧光显微镜$日本!奥

林巴斯株式会社%!

%###

型恒温
&,

!

培养箱$美国!

)V12E/

公司%!

W*

"

&'

系列超净工作台$苏州安泰空

气技术有限公司%!

N&+

凝胶成像系统$美国!

R2/.1GI

WGEP41

公司%(

C

#苓桂术甘汤含药血清制备#取
WB

大鼠!参照

参考文献)

9

*制备血清( 苓桂术甘汤$

8

!

C =

生药
Kc=

!

相当于成人临床
C

倍等效量%'每天
!

次!连续灌胃给

药
$

天( 末次给药后
# V

!经腹主动脉取血!分离血

清!

9:

'水浴
%" EGI

灭活补体!

"

!

!! %E

滤膜过滤

除菌后$

8"

'保存备用(

9

#乳鼠原代心肌细胞的分组和处理#取
"

%

#

天龄新生
WB

乳鼠!无菌摘取心脏!采用胰蛋白酶消

化法分离乳鼠原代心肌细胞!并采用差速贴壁法和化

学抑制法去除成纤维细胞)

:

*

!采用免疫荧光法检测横

纹肌肌动蛋白$

#

"

F-.GI

%对乳鼠原代心肌细胞进行鉴

定)

$

*

( 取状态良好的原代心肌细胞以
%

(

#"

9个
KEQ

的密度接种于
:

孔板!分别设为正常对照组'

QRW

模

型组$简称模型组%'正常血清对照组'苓桂术甘汤含

药血清$

9O

'

#"O

'

!"O

%组( 其中正常血清对照组

用含
!"O

正常大鼠血清的完全培养液培养!苓桂术

甘汤含药血清组分别用含
9O

'

#"O

'

!"O

的含药血

清的完全培养液培养!正常对照组和模型组用含

#"O NMW

的
B+D+

完全培养液培养!

#! V

后!正常

对照组加入
#"O NMW

的
B+D+

完全培养液!其余

各组加入
#"" I=KEQ

的
QRW

!制备
QRW

诱导的原代

心肌细胞的损伤模型)

8

*

!培养
#! V

后!收集细胞及

上清液(

:

#检测指标及方法

:

!

#

#免疫荧光鉴定乳鼠原代心肌细胞#心肌细

胞贴壁后!

CO

多聚甲醛固定!

)2G./I

"

_

"

#""

室温打孔

通透!封闭
# V

!一抗
#

"

F-.GI C

'孵育过夜!

&?%

荧光
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二抗孵育
! V

!

</1-VX.

复染!荧光显微镜下观察(

:

!

!

#原代心肌细胞
6N

"

!MP:9

'

(!M

"

#

'

(LL

"

"

和

P

"

(!M#

蛋白表达水平#采用
*1X.12I 04/.

法检测(

将处理后的六孔板弃上清液!经
RMW

洗涤!直接刮取

细胞!加入
#OR+WN

的
[(R\

细胞裂解液提取细胞总

蛋白!蛋白提取液中加
! %Q

蛋白抑制剂混合物提取磷

酸化蛋白( 经电泳!转膜!室温封闭
! V

!一抗孵育过

夜!二抗孵育
! V

!按照试剂盒说明书!用
]14P2/%!

蛋

白条带分析软件!分析心肌细胞
6N

"

!MP:9

'

(LL

"
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'

(!M

"

#

和
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的蛋白相对表达量!实验重复
%

次(

:

!

%

#原代心肌细胞核
6N

"

!MP:9

蛋白表达水平

采用
*1X.12I 04/.

法检测( 取干预后心肌细胞依次

加入
!"" %Q

含
#OR+WN

和
#"O

罗氏磷酸酶抑制剂

的细胞质提取试剂
&

和
## %Q

预冷的细胞质提取试

剂
$

!混匀!冰上裂解
# EGI

!离心后弃上清!加入
#""

%Q

细胞核提取试剂
&

!再次裂解
C" EGI

!提取细胞核

蛋白( 同上方法重复
%

次检测细胞核
6N

"

!MP:9

蛋

白表达(

:

!

C

#

DQ(W\

法检测
QRW

诱导原代心肌细胞

(Q

"
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'
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"

:

和
)6N

"

#

含量#收集细胞上清液!离心后

按照
DQ(W\

试剂盒说明书!

C9" IE

波长下测定吸光

度!计算血清
(Q

"
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苓桂术甘汤对大鼠心肌缺血

再灌注损伤心肌细胞凋亡的影响)
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张晶晶

中国中医药信息研究会男科分会
!"#8

年学术年会暨

第二届中国中西医结合男科高峰论坛征文通知

由中国中医药信息研究会男科分会主办"浙江中医药大学附属第二医院%浙江省新华医院&承办"浙江省性学会协办的中国中医药信

息研究会男科分会
!"#8

年学术年会暨第二届中国中西医结合男科高峰论坛$浙江省性学会性医学专业委员会学术年会将于
!"#8

年
C

月
!"

$

!!

日在杭州瑞立江河汇酒店召开# 大会将进行男科及性医学热点聚焦$专家面对面$经方%药&发掘与创新$男科品牌建设$性功

能障碍头脑风暴等专题报告# 现将征文通知如下#

征文内容#%

#

&信息技术在男科学中的应用'%

!

&中医$中西医男科诊疗新技术$新方法$新进展'%

%

&男科疾病%男性不育症$前列腺

疾病$性功能障碍等&基础和临床研究'%

C

&性医学$生殖医学$心理学等男科相关学科的研究进展'%

9

&特色疗法治疗男科疾病的临床经

验和体会'%

:

&历代男科文献的发掘$整理与继承'%

$

&其他与男科学相关的论文#

征文要求#%

#

&论文未公开发表"来稿应为
9""

%

#"""

字论文摘要"包括研究目的$方法$结果和结论等内容"请勿写成过于简短的

(内容提要)形式"不要附图表"并写明作者姓名$工作单位$通讯地址$邮政编码$联系电话及电子邮箱'%

!

&论文一律用
*/2Z

文档格式排

版"宋体"小 + 号字"

#59

倍行距'%

%

&参会论文均采用网上投稿"论文发送电子邮箱至
b??>>IcJ#!:5-/E

%稿件收到会自动回复&"请在

电子邮件主题栏注明(男科征文)字样"征文截稿日期为
!"#8

年
!

月
!8

日%以邮件发送时间为准&#

联系方式#浙江中医药大学附属第二医院%浙江省新华医院&泌尿外科"黄晓军"电话*

"9$#

$

89!88!$9

'天津中医药大学第一附属

医院男科"耿强"电话*

"!!

$

!$C%!97!

'中国中医科学院西苑医院男科"王福"电话*

"#"

$

:!8%9#%C

'成都中医药大学第二附属医院男

科"俞旭君"电话
"!8

$

89!!7!8"

转
!#C

'首都医科大学附属北京中医医院"韩强"

"#"

$

9!#$:"C9

#


