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!基础研究!

特女贞苷对血管内皮细胞氧化损伤的作用研究

顾"闻"刘"特"陈久林"申定珠"邢三丽"郁志华"陈"川
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多巴胺诱导的神经毒性作用'
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表达

水平的调节作用!探讨特女贞苷的作用机制)
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&

次) 用酶联免疫检测仪测定吸光度!并按
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-DC

活

性
f

$对照管
G

#测定管
G

%

E

对照管
G

)反应液总体

积
E

取样量&

,CG

含量
f

$测定管
G

#测定空白管
G

%

E

$标准管
G

#标准空白管
G

% )对照品浓度 )样本测

试前稀释倍数)

&

!

A

"

<K)-G

法检测人
"

$半乳糖苷酶 $

"

$

L=6

%

<G7@H%!:

用冰预冷的
QO-

漂洗
!

遍!加入
RGQ)

蛋

白裂解液!按上法离心后取上清即为细胞总蛋白) 用

O'G

试剂盒测定蛋白浓度并定量) 按试剂盒所述方

法测定细胞内的
"

$

L=6

活性) 每个样本至少重复

&

次)用酶联免疫检测仪测定细胞内吸光度)

&

!

:

"

+.M0.3N 2650

法检测
/::-@?

*

O?6

$

!

*

O=P

*

?=/=M.

$

&

活性剪切体含量"

<G7@H%!:

用冰预

冷的
QO-

漂洗
!

遍!加入含
?5?`0=>6

蛋白酶抑制剂

的
RGQ)

蛋白裂解液!

;

'!

#! """ 3 E1>N

离心

#" 1>N

!取上清即为细胞总蛋白) 用
O'G

法测定总

蛋白浓度后!按每孔
A" !L

进行
#!b -C-

$

QGZ<

分

离蛋白!电转移至
Q4Cc

膜后!以
Ab O-G

室温封闭

! @

&加入下述稀释后的一抗#

/::-@?

$

#

*

# """

%*

O?6

$

!

$

#

*

# """

%*

O?6

$

!

$

#

*

! """

%*

?=/=M.

$

&

活性

剪切体$

#

*

# """

%和
ZGQCI

$

#

*

# """

%!

;

'孵育过

夜!

QO-*

洗涤后加
IRQ

标记的二抗$

#

*

; """

%室温

孵育
# @

!再次
QO-*

洗涤) 用凝胶图像分析系统测

光密度值!荧光强度用
dV=N0>0H DN. ;

!

:

软件分析)

不同的蛋白含量以
ZGQCI

条带作为内参)

&

!

9

"

R8G

提取和
SQ'R

法检测
/:: 1R8G

收集各组细胞!提取细胞总
R8G

!鉴定
R8G

完整性及

纯度) 用
R.Y.3*3= G?. SQ'R R*

试剂盒逆转录合成

?C8G

第
#

条链) 采用
-]OR Z3..N R.=6

$

0>1. Q'R

,=M0.3,>P

在 定 量
Q'R

仪 上 进 行
Q'R

反 应)

/::-@?

上游引物
A

%$

Z*G*Z*Z'*'G'*ZZ'**Z'

$

&

%!下游引物
A

%$

'*ZG'G'***'GGGZ'ZZ*Z

$

&

%&

#$M 3R8G

上游引物
A

%$

'GZ''G'''ZGZG**ZGZ

$

'G

$

&

%!下游引物
A

%$

*GZ*GZ'ZG'ZZZ'ZZ*Z*Z

$

&

%) 反应参数#

%A

'预变性
#" 1>N

!

%A

'变性
&" M

!

:"

'退火
&" M

!

9!

'延伸
# 1>N

!共
;"

个循环) 通过

计算
!

#

!!'0比较不同样品之间特定基因的表达差异)

为了减少系统误差和样品误差!每个样品均设定
&

个平

行复孔!实验至少重复
&

次)

/:: 1R8G

的水平以

#$M 3R8G

作为内参)

&

!

$

"统计学方法"应用
-Q-- #$

!

"

软件对数

据进行分析) 计量资料的数据以
P

+

M

表示!多组之间

比较采用单因素方差分析!两组之间比较采用
0

检验)

Q T"

!

"A

为差异有统计学意义)

结""果

#

"不同浓度的特女贞苷作用
<G7@H%!: !; @

后

细胞存活率比较$图
#

%"与空白组比较!

A"" !156EK

浓度以下的特女贞苷对
<G7@H%!:

无细胞毒性$

Q T

"

!

"A

%)

""注#与空白组比较!

"

Q T"

!

"A

图
#

%不同浓度的特女贞苷作用
<G7@H%!:

!; @

后细胞存活率比较

!

"各组细胞氧化应激损伤后
-DC

*

,CG

和
"

$

L=6

比较$图
!

%"与空白组比较!模型组及阴性对照组

-DC

活性下降!

,CG

含量和
"

$

L=6

活性升高$

Q T

"

!

"A

%) 与模型组比较!特女贞苷组及抗坏血酸组
-DC

升高$

Q T"

!

"#

%!

,CG

含量$除浓度
A"" !156EK

特女

贞苷组!

Q T"

!

"#

%和
"

$

L=6

活性均降低$

Q T "

!

"#

%)
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!

%

与同浓度的抗坏血酸组比较!特女贞苷组浓度为

A"" !156EK

的
-DC

*

,CG

*

"

$

L=6

差异均有统计学意义

$

Q T"

!

"A

%!其他浓度差异无统计学意义$

Q g"

!

"A

%)

&

"各组细胞氧化应激损伤后
/::-@?

*

?=/=M.

$

&

活性剪切体*

O=P

和
O?6

$

!

表达比较$图
&

%"与空白

组比较!模型组及阴性对照组
/::-@?

*

?=/=M.

$

&

活性

剪切体和
O=P

表达量升高!

O?6

$

!

表达量
O?6

$

!EO=P

降

低$均
Q T"

!

"A

%) 与模型组比较!特女贞苷组各浓度

/::-@?

*

O=P

和
?=/=M.

$

&

$除浓度
A"" !156EK

外%表

达水平降低!

O?6

$

!

表达和
O?6

$

!EO=P

比值升高$

Q T

"

!

"#

%&抗坏血酸组各浓度
/::-@?

*

?=/=M.

$

&

活性剪

切体水平降低!除浓度为
A"" !156EK

外的
O=P

表达和

O?6

$

!EO=P

比率值亦降低!浓度为
A !156EK

抗坏血酸

组
O?6

$

!

表达升高$均
Q T"

!

"#

%) 与同浓度抗坏血酸

组比较!特女贞苷组浓度
A

*

A"" !156EK

的
?=/=M.

$

&

活性剪切体活性表达增多$

Q T"

!

"A

%!

O=P

*

O?6

$

!

蛋白

水平和
O?6

$

!EO=P

比率的调节作用优于抗坏血酸$

Q T

"

!

"A

%)

;

"特女贞苷对氧化应激损伤后
/:: 1R8G

表

达水平的作用$图
;

%"与空白组比较!模型组及阴性

对照组
/:: 1R8G

含量升高$

Q T"

!

"A

%) 与模型组

比较!各浓度特女贞苷组
/:: 1R8G

含量降低!分别

下调了
$

!

&

*

9

!

&

*

;

!

!

倍$

Q T"

!

"#

%&抗坏血酸组
/::

1R8G

含量亦降低$

Q T"

!

"#

%) 与同浓度抗坏血酸

组比较!

A"

*

A"" !156EK

特女贞苷组
/:: 1R8G

的

调节作用优于抗坏血酸组$

Q T"

!

"A

%)

""注#

G

为各组
-DC

活力比较&

O

为各组
,CG

含量比较&

'

为
"

$

L=6

活性比较& 与空白组比较!

"

Q T"

!

"A

&与模型组比较!

!

Q T"

!

"#

&与同浓度的抗坏血酸组比较!

#

Q T"

!

"A

图
!

%各组细胞氧化应激损伤后
-DC

*

,CG

和
"

$

L=6

比较

""注#

G

*

O

*

'

*

C

*

<

分别为各组
/::-@?

*

?=/=M.

$

&

*

O?6

$

!

*

O=P

*

O?6

$

!EO=P

比值图&

c

为各组
/::-@?

*

?=/=M.

$

&

*

O?6

$

!

*

O=P

表达的

电泳图&与空白组比较!

"

Q T"

!

"A

&与模型组比较!

!

Q T"

!

"#

&与同浓度抗坏血酸组比较!

#

Q T"

!

"A

图
&

%各组细胞氧化应激损伤后
/::-@?

*

?=/=M.

$

&

活性剪切体*

O=P

和
O?6

$

!

表达比较



中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

!

-./0.12.3 !"#$

!

4567 &$

!

85

!

%

"!"#*%"

""注#与空白组比较!

"

Q T"

!

"A

&与模型组比较!

!

Q T"

!

"#

&

与同浓度抗坏血酸组比较!

#

Q T"

!

"A

图
;

%特女贞苷对氧化损伤内皮细胞内

/:: 1R8G

水平的调节作用

讨""论

氧化应激与动脉粥样硬化*血管老化等多种心血

管疾病密切相关'

#&

(

!其对血管内皮细胞的损伤主要包

括两方面#$

#

%改变内皮细胞代谢) 氧化应激损伤能

引起血管内皮细胞中
8D

生物活性降低!前列腺环素

$

/35M0=?H?6>N

!

QZ)!

%的释放减少!从而抑制血管舒

张'

#;

(

) $

!

%加速内皮细胞凋亡) 氧化应激中过多的

RD-

堆积能改变血流切应力*增加线粒体通透性!从

而引起线粒体凋亡途径'

#A

(

)

特女贞苷的主要来源女贞子!常用于治疗氧化损

伤*衰老相关的心血管疾病)

#%%9

年
a>`V?@> ,

等

首次从植物女贞中提取出特女贞苷'

#:

(

!它是一类裂环

烯醚萜$

M.?5>3>X5>X

%化合物!具有环烯醚萜苷$

>3>

$

X5>X

%骨架) 本实验数据表明
"

!

A eA"" !156EK

的特

女贞苷对内皮细胞无细胞毒性)

I

!

D

!

刺激内皮细胞能

降低细胞内
-DC

活性!提高
,CG

含量!诱导氧化应激

损伤) 而特女贞苷干预后能明显调控
-DC

水平及

,CG

含量!与具有明确抗氧化作用的抗坏血酸比较!差

异无统计学意义) 提示特女贞苷能提高氧化损伤细胞

中抗氧化酶活性!减少脂质氧化物) 血管内皮细胞老化

与氧化应激增多*抗氧化能力下降有关!

"

$

L=6

是目前较

为公认的细胞衰老标志物'

#9

(

)

I

!

D

!

刺激后
"

$

L=6

活性

升高!特女贞苷能抑制
"

$

L=6

的活性!提示特女贞苷对

氧化应激引起的血管老化具有潜在治疗作用)

-@?

家族中包含
-@?G

*

-@?O

及
-@?'

!目前研

究表明
-@?O

和
-@?'

局限于神经细胞内!

-@?G

可

以结合表皮生长因子受体$

./>X.31=6 L35_0@ U=?053

3.?./053

!

<ZcR

% 激 活
R=M

$

,GQa

通 路'

#$

(

)

/::-@?

属于
-@?G

家族!由于其末端含有独特的

##"

个氨基酸的
'I!

$

?566=L.N @51565L5VM 3.L>5N

!

%结构域!故
/::-@?

与家族另两个剪切体
/A!-@?

*

/;:-@?

不同!能介导氧化应激反应'

#%

!

!"

(

)

/::-@?

作为氧化应激感受器及氧化酶!一旦有氧化信号刺激!

/::-@?

的
'I!

中
-&:

位点发生磷酸化!并与

IM/9"

解离!氧化细胞色素
?

!从而激活
?=M/=M.

$

&

引起细胞凋亡'

!#

!

!!

(

) 为了更好观察药物对
/::-@?

的调节!通过预实验选取对
/::-@?

最为敏感
I

!

D

!

浓

度作为模型浓度) 各组特女贞苷都能降低
/:: 1R

$

8G

水平及蛋白含量!调节趋势随浓度升高而降低!与

抗坏血酸组比较!差异无统计学意义) 特女贞苷对

/::-@?

的调节与对
,CG

含量的调节变化趋势一致!

提示特女贞苷削弱氧化损伤的机制可能与抑制

/::-@?

表达相关)

目前
/::-@?

与凋亡相关分子之间关系的报道较

少!

I=L= -

等'

!&

(人发现
/::-@?

敲除的小鼠肝细胞

$

G,K#! ?.66M

%抗凋亡蛋白
O?6

$

PK

升高)

O?6

$

!

家族可

调节线粒体稳定性!其中
O?6

$

!

蛋白和
O=P

蛋白能拮抗

地调节线粒体外膜的通透性及调控电压依赖性阴离子通

道从而引起
?H0 ?

的释放及
?=M/=M.

$

&

的活化使细胞凋

亡'

!;

(

) 本实验发现!特女贞苷能提高
O?6

$

!EO=P

比率!

降低
?=M/=M.

$

&

剪切体表达水平) 特女贞苷对
O?6

$

!E

O=P

比率及
?=M/=M.

$

&

剪切体的作用效应随浓度升高

而减弱!与其对
/::-@?

的变化趋势一致)

本研究结果表明! 特女贞苷可以通过抑制

/::-@?

的表达从而提高抗氧化酶活性!降低氧化产

物!降低
"

$

L=6

活性!并且提高
O?6

$

!EO=P

比率*降低

?=M/=M.

$

&

剪切体表达水平) 提示特女贞苷具有治

疗内皮细胞氧化损伤*老化相关疾病潜力)
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