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!基础研究!

自然衰老大鼠血管老化中细胞骨架的改变及

人参三七川芎提取物的干预作用

修成奎$雷$燕$王$强$景晓杨$姜$明

摘要$目的$观察人参三七川芎提取物对自然衰老大鼠胸主动脉及骨架蛋白的影响" 方法$

<"

只
HD

雄性大鼠#

% I7

月龄$按体重随机分为模型组%中药低%中%高剂量组及白藜芦醇组&每组各
#"

只&模型组大

鼠正常饲养至
!#

月龄'各给药组大鼠分别从
#%

月龄开始药物干预&中药低%中%高剂量组给药剂量分别为

<$8

%

# #<!

%

! &"< >/FJ/

&白藜芦醇组给药剂量为
<" >/FJ/

&模型组按体重给予等体积的纯净水&每日

#

次&连续灌胃
&

个月'同时以
#"

只
HD

雄性大鼠#

&

月龄$作为青年对照组#青年组$" 应用
K=

染色观察

胸主动脉血管形态的改变&

!

#半乳糖苷酶#

H-

#

!

#

/?4

$特异染色法计算蓝染组织比率&免疫荧光染色观察骨

架蛋白
L

#

?C1@M

形态的改变&

+:01:NM O431

法检测骨架蛋白
L

#

?C1@M

和
H,!!"

表达情况" 结果$与青年组

比较&模型组血管内膜损伤且不光滑&中膜明显增生且排列紊乱&弹力板扭曲%断裂%结构不完整&外膜增生明

显&

H-

#

!

#

/?4

染色组织蓝染比率明显增加#

P Q"

!

"#

$&

L

#

?C1@M

荧光强度及蛋白表达明显增多#

P Q"

!

"#

$&

而
H,!!"

蛋白表达明显减少#

P Q "

!

"#

$" 药物干预后&各给药组血管壁内皮轻度受损&弹力膜结构较完

整&中膜及外膜厚度明显降低#

P Q "

!

"#

$'

H-

#

!

#

/?4

染色中药中剂量及白藜芦醇组蓝染比率减少#

P Q

"

!

"<

$&而中药低%高剂量蓝染比率改变无统计学意义#

P R"

!

"<

$'各给药组
L

#

?C1@M

荧光强度明显降低#

P Q

"

!

"#

$'蛋白表达方面&中药中%高剂量组及白藜芦醇组
L

#

?C1@M

蛋白表达减少#

P Q"

!

"#

$&而中药低剂量组

改变则无统计学意义#

P R"

!

"<

$&各给药组
H,!!"

蛋白表达增加#

P Q"

!

"#

$" 结论$细胞骨架微丝蛋白

L

#

?C1@M

形态及蛋白表达在衰老过程中改变明显&其相关蛋白
H,!!"

蛋白表达亦改变明显&可能共同参与

了血管老化的进程'人参三七川芎提取物可以一定程度上延缓血管老化&且对于血管
L

#

?C1@M

和
H,!!"

蛋

白有明显干预作用&可能间接通过此作用延缓了血管老化的进程"

关键词$衰老'血管老化'细胞骨架'人参三七川芎提取物
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$$目前随着老龄化的进程"与衰老相关的各种疾病

发生率也随之上升' 其中血管老化的程度是决定老年

人健康状况的重要因素"在衰老相关的疾病中"心血管

系统疾病发病率为第一位(

#

)

"严重威胁着老龄人口的

健康' 血管老化过程中"内皮屏障被破坏"中膜暴露"

诱导平滑肌细胞发生表型转化(

!

)

"中膜与外膜随之异

常增生' 有研究表明"细胞骨架的动态改变是促使平

滑肌细胞迁移*增殖及表型变化的重要细胞内信

号(

&

)

' 细胞骨架是存在于细胞中的蛋白质纤维网架体

系"对细胞的形状*运动*物质运输等起到重要作用"主

要包括微管和微丝' 肌动蛋白$

?C1@M

%是细胞骨架微丝

的主要成分"通常以单体$

Y

#

?C1@M

%或聚合体$

L

#

?C1@M

%

形式存在于细胞内"是研究细胞骨架的重要指标"平滑

肌
H,!!"

蛋白"又称转凝蛋白"是一种重要的细胞骨架

相关蛋白"在分化型血管平滑肌细胞中大量表达"可通

过与肌动蛋白相互作用参与细胞骨架的重构和表型调

节(

;

)

' 本课题组的前期研究对血管内皮细胞*平滑肌细

胞*成纤维细胞的衰老及益气活血中药的作用机制进行

了探讨(

<

)

' 本实验在此基础上"以细胞骨架为切入点"

建立自然衰老大鼠模型"并给予人参三七川芎提取物干

预"观察人参三七川芎提取物延缓血管老化的作用"并

试探讨细胞骨架与血管老化的关系'

材料与方法

#

$动物$健康
HD

雄性大鼠$

% I7

月龄%

<"

只"

体重$

<;"

%

&"

%

/

"购于北京维通利华公司"饲养于中国

中医科学院西苑医院实验动物中心"单笼饲养"温度*湿

度*通风条件及屏障环境符合
HPL

级标准"饲养至
!#

月龄"

#"

只
HD

雄性大鼠$

&

月龄%作为青年对照组$青

年组%"体重$

!;"

%

!"

%

/

"实验动物许可证号
H'[d

$京%

!"#!

"

"""#

' 本实验符合动物保护*动物福利和

伦理原则"符合国家实验动物福利伦理的相关规定'

!

$药物$人参*三七*川芎合剂冻干粉"北京因科

瑞斯医药科技公司制备提供' 药物为道地药材"单味

药成分$

UO#

*

U/#

*

U:

*三七皂苷及阿魏酸%检测符合

药典的规定和标准"按
&

&

!

&

;

比例破碎成粗粉"乙醇

回收提取"滤过后弃药渣"醇提液回收浓缩至稠膏"冷

冻干燥至干膏"每克冻干粉含生药
;

!

!%8 /

"以纯净水

配制成相应的浓度' 白藜芦醇购自上海融禾医药科技

发展有限公司"批号#

#;"7"&

"使用时用
"

!

<e

羧甲基

纤维素钠配制成相应浓度的混悬液'

&

$试剂及仪器$

Y=6,=D

冰冻切片组织衰老

特异性
!

#半乳糖苷酶$

H-

#

!

#

/?4

%检测试剂盒$上海杰

美基因"批号#

Y,H#""#!

!

&

%&小鼠
L

#

?C1@M

单克隆抗

体$英国
-OC?>

公司"批号#

?O!"<

%&辣根过氧化物

酶标记山羊抗小鼠
)/Y

$上海碧云天生物技术公司"批

号#

-"!#8

%&

L)*'

标记山羊抗小鼠
)/Y

$上海碧云天

生物技术公司"批号#

-"<8%

%&兔
Y-PDK

单克隆抗

体$英国
-OC?>

公司"批号#

?O#%#8"!

%&辣根过氧化
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物酶标记山羊抗兔
)/Y

$上海碧云天生物技术公司"批

号#

-"!"%

%&

a'-

蛋白浓度测定试剂盒$上海碧云天

生物技术公司"批号#

P""#"

%&超敏
=']

化学发光试

剂盒$上海碧云天生物技术公司"批号#

P""#%

%&高效

U)P-

组织
F

细胞裂解液 $北京索莱宝公司"批号#

U""#"

%&激光共聚焦显微镜 $日本
E4A>`.0

"型号

L2#"""

%&发光凝胶成像系统 $

H^6Y=6=

"型号

Y:M:YM3>: [U_

%&光学显微镜$日本
E4A>`.0

"型

号
a[<#

%'

;

$实验分组及给药方法$实验大鼠按体重随机

分为
<

组#模型组*中药低*中*高剂量组及白藜芦醇组"

每组各
#"

只"模型组大鼠正常饲养至
!#

月龄&各给药

组分别从
#%

月龄开始药物干预"按照大鼠与人的表面

积比较法换算出大鼠的临床等效剂量"确定中药低*中*

高剂量组给药剂量分别为
<$8

*

# #<!

*

! &"< >/FJ/

"白

藜芦醇组给药剂量为
<" >/FJ/

"模型组按体重给予等

体积的纯净水"每日
#

次"连续灌胃
&

个月&同时以
#"

只
HD

雄性大鼠$

&

月龄%作为青年对照组$青年组%'

实验过程中"大鼠自然死亡或灌胃不当致死共
%

只"剩

余
<!

只"其中青年组
#"

只"模型*中药低*高剂量组各

%

只"中药中剂量*白藜芦醇组各
7

只'

<

$检测指标及方法

<

!

#

$

K=

染色观察胸主动脉血管形态$取大鼠

胸主动脉"经固定后"常规石蜡包埋*切片"二甲苯脱

蜡"经各级乙醇至水洗"苏木素染色
< >@M

"冲洗"盐酸

乙醇分化后清水浸泡
#< >@M

"置伊红液染色
! >@M

"

常规脱水"透明"封片' 光学显微镜下观察并拍照"利

用
)>?/:

#

PN3 P4.0 8

!

"

软件测量中膜及外膜的厚度'

<

!

!

$

H-

#

!

#

/?4

染色蓝染比率判定血管衰老程度

实验前将
Y=6,=D

染 色 液 $

U:?/:M1 =

% 与

Y=6,=D

稀释液$

U:?/:M1 D

%以
#

&

#7

配制成工作

液"混匀后置入
&$

'恒温水槽预热&室温下"向冰冻

切片滴加
Y=6,=D

清理液$

U:?/:M1 -

%至铺满整个

切片&移去切片上的清理液"并滴加
Y=6,=D

固定液

$

U:?/:M1 a

%至铺满整个切片"室温固定
#" >@M

&移

去切片上的固定液"滴加
Y=6,=D

酸性液至铺满整

个切片"室温孵育
< >@M

后移去酸性液"并重复此步骤

两次&滴加
Y=6,=D

工作液至铺满整个切片"

&$

'

湿润培养
& I!; S

至组织呈现蓝色"即刻在光学显微

镜下观察和拍照"并利用
)>?/:

#

PN3 P4.0 8

!

"

软件测

量蓝染部分的平均光密度值'

<

!

&

$免疫荧光染色观察骨架蛋白
L

#

?C1@M

形态

石蜡切片脱蜡"枸橼酸钠缓冲液抗原修复"冷却后

*aH

漂洗"常温封闭"一抗孵育$

;

'过夜%"洗涤"二

抗避光孵育$室温%

# S

"上机观察并拍照"并利用
)>

#

?/:

#

PN3 P4.0 8

!

"

软件测量荧光强度'

<

!

;

$

L

#

?C1@M

*

H,!!"

蛋白表达检测$用眼科剪

将血管组织剪碎"加入
#"" #]

含
P,HL

的
U)P-

裂

解液"匀浆至无明显沉淀"

;

'

#8 """ /

离心

#" >@M

"用
a'-

试剂盒进行蛋白定量"加入
#F&

体积

的
;

(

]3?V@M/ O.TT:N

"

#""

'加热变性
#" >@M

' 进

行电泳及转膜后"

<e

脱脂奶粉室温封闭
# S

"一抗

;

'孵育过夜$一抗稀释比例
#

&

<""

%'

#

(

*aH*

洗

膜
&

(

#" >@M

"二抗室温孵育
8" >@M

$稀释比例

#

&

& """

%"

*aH*

洗涤
&

(

#" >@M

' 将膜平铺并滴加

配置好的
=']

反应液
<"" #]

"曝光
#" >@M

'

8

$统计学方法$应用
HPHH #%

!

"

软件进行统

计分析"其中计量数据以
X

%

0

表示"多组样本采用单

因素方差分析"用
]:W:M:

法检验方差齐性"若方差

齐"采用
]HD

法进行两两比较&若方差不齐"则采用

*?>S?M:

法'

P Q"

!

"<

为差异有统计学意义'

结$$果

#

$各组大鼠胸主动脉
K=

染色比较$图
#

"表
#

%

青年组血管内皮细胞排列光滑"中膜平滑肌细胞排列

规则"各层弹力膜结构完整清楚"外膜未见明显增生&

模型组内膜损伤且不光滑"中膜明显增生且排列紊乱"

弹力板扭曲*断裂*结构不完整"外膜增生明显&各给药

组血管壁内皮轻度受损"中膜增厚不明显"弹力膜结构

较完整"扭曲*断裂现象较少出现"外膜增生不明显'

与青年组比较"模型组中膜及外膜厚度明显增加$

P Q

"

!

"#

%&与模型组比较"各给药组中膜及外膜厚度明显

降低$

P Q"

!

"#

%'

!

$各组大鼠胸主动脉
H-

#

!

#

/?4

染色比较$图
!

"

表
#

%$与青年组比较"模型组组织蓝染比率明显增加

$

P Q"

!

"#

%&与模型组比较"中药中剂量及白藜芦醇组

蓝染比率减少$

P Q"

!

"<

"

P Q"

!

"#

%"而中药低*高剂

量蓝染比率改变无统计学意义$

P R"

!

"<

%'

表
#

$各组大鼠胸主动脉中膜*外膜厚度及蓝染组织

平均光密度值$$

X

%

0

%

组别
M

血管壁中膜厚度

$

#>

%

血管壁外膜厚度

$

#>

%

蓝染组织平均

光密度值

青年
#" $!

)

"!

%

%

)

$7 <<

)

<$

%

$

)

&; "

)

""&

%

"

)

""#

模型
%

#&&

)

&<

%

#"

)

&8

!

##%

)

&$

%

##

)

<"

!

"

)

"#!

%

"

)

""&

!

中药低剂量
%

#"7

)

8;

%

$

)

77

""

%7

)

$"

%

$

)

<#

""

"

)

"#!

%

"

)

""&

中药中剂量
7

7%

)

8<

%

7

)

"!

""

%;

)

%#

%

7

)

77

""

"

)

""<

%

"

)

""!

"

中药高剂量
%

#"#

)

!"

%

%

)

"%

""

%;

)

7%

%

7

)

7$

""

"

)

""7

%

"

)

""!

白藜芦醇
7

7;

)

"!

%

%

)

$&

""

%"

)

##

%

7

)

;8

""

"

)

"";

%

"

)

""#

""

$$注#与青年组比较"

!

P Q"

!

"#

&与模型组比较"

"

P Q"

!

"<

"

""

P Q"

!

"#
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$$注#

-

为青年组&

a

为模型组&

'

为中药低剂量组&

D

为中药

中剂量组&

=

为中药高剂量组&

L

为白藜芦醇组&下图同

图
#

$各组大鼠胸主动脉
K=

染色形态学比较$$ (

;""

%

图
!

$各组大鼠主胸动脉
H-

#

!

#

/?4

染色比较$$ (

;""

%

&

$各组大鼠胸主动脉
L

#

?C1@M

免疫荧光染色比

较$图
&

"表
!

%$与青年组比较"模型组
L

#

?C1@M

荧光

强度明显增加$

P Q "

!

"#

%&与模型组比较"各给药组

L

#

?C1@M

荧光强度明显降低$

P Q"

!

"#

%'

图
&

$各组大鼠主动脉激光共聚焦显微镜下

L

#

?C1@M

形态学比较$$免疫荧光染色" (

;""

%

;

$各组大鼠胸主动脉
L

#

?C1@M

*

H,!!"

蛋白表达

比较$图
;

"表
!

%$与青年组比较"模型组
L

#

?C1@M

蛋

白表达明显增多$

P Q"

!

"#

%&与模型组比较"中药中*

高剂量组及白藜芦醇组
L

#

?C1@M

蛋白表达减少$

P Q

"

!

"#

%"而中药低剂量组改变则无统计学意义$

P R

"

!

"<

%' 与青年组比较"模型组
H,!!"

蛋白表达明显

减少 $

P Q"

!

"#

%&与模型组比较"各给药组
H,!!"

蛋

白表达增加$

P Q"

!

"#

%'

表
!

$各组大鼠胸主动脉
L

#

?C1@M

荧光强度及

L

#

?C1@M

*

H,!!"

蛋白表达比较$$

X

%

0

%

组别
M L?C1@M

荧光强度
L?C1@MFY-PDK H>!!"FY-PDK

青年
#" &#

)

!8

%

;

)

%7 "

)

#&

%

"

)

"& "

)

8&

%

"

)

";

模型
%

$$

)

&!

%

;

)

"%

!

"

)

&$

%

"

)

";

!

"

)

!8

%

"

)

"&

!

中药低剂量
%

<!

)

8#

%

<

)

;<

"

"

)

&%

%

"

)

"&

"

)

8#

%

"

)

"8

"

中药中剂量
7

;$

)

"7

%

#

)

7#

"

"

)

!<

%

"

)

"&

"

"

)

<#

%

"

)

"&

"

中药高剂量
%

8#

)

&7

%

!

)

%!

"

"

)

!%

%

"

)

"&

"

"

)

<#

%

"

)

"<

"

白藜芦醇
7

<;

)

88

%

;

)

"7

"

"

)

#7

%

"

)

"!

"

"

)

;%

%

"

)

"!

"

$$注#与青年组比较"

!

P Q"

!

"#

&与模型组比较"

"

P Q"

!

"#

讨$$论

血管老化是人体老化的重要过程之一"且对老化

具有调节作用"其主要特征表现在弹性动脉顺应性下

降以及血管修复*新生能力降低(

8

)

"可归因于内皮细

胞衰老*平滑肌细胞变形以及基质增生等' 同时很多

与老化有关的组织功能障碍可能继发于血管完整性损
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!

%

伤和微循环系统功能障碍"且在血管肥大*脑缺血*糖

尿病等病理损伤中均能观察到(

$

)

' 细胞骨架肌动蛋

白具有收缩*保持细胞的形状*运动*细胞间黏附等多

种功能(

%

)

"且与调节衰老的哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

$

>*EU

%通路*胰岛素
F

胰岛素样生长因子$

)YL

#

#

%通

路和去乙酰化酶 $

H)U*H

% 通路密切相关(

7

"

##

)

'

H,!!"

存在于细胞骨架肌动蛋白结合位点"对骨架蛋

白具有调节作用"且血管老化促使细胞由收缩型向合

成型转化"并产生
$

型*

%

型胶原"弹性纤维功能退化"

而
H,!!"

表达量明显下降(

#"

)

'

气血充盈和畅是人体健康长寿的必要条件' +素

问!生气通天论,有-气血以流"长有天命.的论述"气虚

则生化不足"不能充养四肢百骸"且气虚血行不利"瘀血

内阻"脏腑得不到濡养从而衰退"因此气虚血瘀是衰老

的重要病机"故+灵枢!天年,篇认为-血气虚"脉不通"

真邪相攻"乱而相引"故中寿而终也'.本方属中医学益

气活血的治法范畴"在心脑血管疾病的治疗中被广泛的

应用"其中人参可以清除氧自由基"扩张冠状动脉及脑

血管(

##

)

"三七有降血脂*抗炎等作用(

#!

)

"川芎则有保护

血管内皮细胞*调节免疫作用(

#&

)

"三味中药联合应用"

可达到益气活血*通脉活络*延年益寿的功效'

本研究以自然衰老大鼠为研究对象"观察衰老过

程中细胞骨架形态及表达量的改变"以及人参三七川

芎提取物的干预作用"从而探讨细胞骨架与血管老化

的关系' 实验结果表明"

K=

染色模型组血管内膜损

伤且不光滑"中膜明显增生且排列紊乱"弹力板扭曲*

断裂*结构不完整"外膜增生明显&各给药组血管壁内

皮受损尚可"中膜增厚不明显"弹力膜结构较完整"扭

曲*断裂现象较少出现"外膜增生不明显'

H-

#

!

#

/?4

染色模型组组织蓝染比率明显增加"而各给药组则能

降低组织蓝染比率' 细胞骨架方面"模型组
L

#

?C1@M

荧光强度及蛋白表达明显增多"而
H,!!"

蛋白表达

明显减少"药物干预后则能减少
L

#

?C1@M

荧光强度及

蛋白表达量同时增加
H,!!"

的蛋白表达'

综上所述"细胞骨架微丝蛋白
L

#

?C1@M

形态及蛋

白表达在衰老过程中改变明显"二者相关蛋白
H,!!"

蛋白表达亦改变明显"其可能共同参与了血管老化的

进程&人参三七川芎提取物可以一定程度上延缓血管

老化"且对于血管
L

#

?C1@M

和
H,!!"

蛋白有明显干预

作用"其可能间接通过此作用延缓了血管老化的进程'
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