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!基础研究!

龙蛭汤对衣霉素诱导人脐静脉内皮细胞内

FGH96

和
'ICH

的影响

蒙家泉$陈永斌$刘启华$何$泉$邹$玲

摘要$目的$探讨龙蛭汤对衣霉素"

*,

#诱导的人脐静脉内皮细胞"

IJ2;'

#内质网应激及其标志蛋

白葡萄糖调节蛋白
96

"

FGH96

#和特异性蛋白
'

增强子结合蛋白同源蛋白"

'ICH

#表达的影响$ 方法$制

备龙蛭汤含药血清%体外培养
IJ2;'

细胞株%分为对照组"

#"K

空白血清#%

*,

组"

#"K

空白血清
L

& !MD<N *,

#%

*, L

龙蛭汤组"

#"K

含药血清
L& !MD<N *,

#%龙蛭汤组"

#"K

含药血清#%继续培养
8 O

$

使用
''P

#

6

法比较各组细胞活力%细胞免疫荧光法和
+:QR:/S T13R

比较各组
FGH96

和
'ICH

蛋白表达%

G*

#

H'G

法比较各组
FGH96

和
'ICH <G5-

表达$ 结果$与对照组比较%

*,

组
IJ2;'

细胞活力下降%

FGH96

&

'ICH

蛋白及
<G5-

表达增加"均
H U"

!

"7

#'与
*,

组比较%

*, L

龙蛭汤组&龙蛭汤组
IJ2;'

细

胞活力升高%

FGH96

&

'ICH

蛋白及
<G5-

表达降低"均
H U "

!

"7

#$ 结论$龙蛭汤可通过下调
FGH96

&

'ICH

表达%减轻细胞过度的内质网应激反应%提高
IJ2;'

细胞活力$

关键词$龙蛭汤' 人脐静脉内皮细胞' 内质网应激' 葡萄糖调节蛋白
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$$缺血性脑损伤是由于脑内动脉栓塞等因素造成

局部供血障碍"以脑循环血流量减少为特征的中枢

神经系统疾病"是临床上常见的危重病种之一'

#

"

!

(

)

近年研究发现"该病可能与血管内皮细胞发生内质

网应激 $

:SY3.1=Q<0> /:R0>X 1X< QR/:QQ

"

;Ga

%有

关"但机制尚未明确'

&

(

) 适度的
;Ga

是血管内皮细

胞产生的一种自我保护功能"而过激烈或过长时间

的
;Ga

会诱发内皮细胞凋亡"导致内皮细胞大量

坏死'

%

(

)

龙蛭汤是陈永斌教授治疗缺血性脑损伤的经验

方) 前期研究表明"可有效改善缺血性脑损伤患者的

神经功能及临床症状'

7

(

"具有保护*修复缺血灶受损

血管"促进血管新生的作用'

8

(

) 但龙蛭汤治疗缺血性

脑损伤疾病的机制是否与调控大脑血管内皮细胞

;Ga

有关"目前亦未明确) 本研究探讨龙蛭汤含药血

清对
;Ga

状态下人脐静脉内皮细胞株$
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#
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%葡萄糖调节

蛋白
96

$

M1X>3Q: /:MX1=R:Y ./3R:0S96

"

FGH96

%及

特异性蛋白
'

增强子结合蛋白同源蛋白$

'D;TH O3

#

<313M3XQ ./3R:0S

"

'ICH

%蛋白及
<G5-

表达的作

用"为龙蛭汤治疗缺血性脑损伤提供实验依据)

材料与方法

#

$细胞$

IJ2;'

购自上海中亚生物基因研究

所"货号#

d6"""

)

!

$动物$

8

周龄
aH_

级雄性
aB

大鼠$

!""

%

!"

%

M

"

!"

只"用于龙蛭汤含药血清制备) 购自广西医

科大学实验动物中心'许可证号#

a'eP

$桂%

!"#%

"

"""!

("饲养于广西医科大学实验动物中心
aH_

级实

验室'许可证号#

a\eP

$桂%

!"#%

"

"""&

() 本研究严

格遵循+赫尔辛基宣言,基本原则)

&

$药物$龙蛭汤水煎剂组成#黄芪
#!" M

$当归

8 M

$赤芍
%

!

7 M

$川芎
& M

$红花
& M

$桃仁
& M

$

地龙
& M

$水蛭
& M

$川牛膝
8 M

"饮片购于广西医科

大学第一附属医院中药房"水煎液浓缩至含生

药
"

!

976 MD<N

)

%

$主要试剂及仪器$

B,;,

高糖培养基$美国

I?'13S:

公司%"货号#

--(!"99$#

&

"

!

!7K

胰蛋白酶

溶液$美国
I?'13S:

公司%"货号#

5+*#"!6

&胎牛血

清$美国
F0@>3

公司%"货号#

#%#%%!8

&青链霉素混合

液$中国北京
a31=/@03

公司%"货号#

!"#8"##$

&衣霉

素$
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"

*,

"中国北京
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公司%"货

号#
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#
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公
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':11 '3XSR0SM
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"上海尚宝生物科技有限公司%"货号#
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&

总
G5-

提取试剂盒
G5-Q0<.1: *3R=1 G5- P0R

$中

国北京
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生化科技公司%"货号#
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$上海罗氏制药有限公司%"

货号#

%$#&67"""#

&
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多聚甲醛 $中国
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公

司%"货号#
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&
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染色液$中国
T3QR:/

公

司%"货号#
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-SR0

#
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$美 国
-@>=<

公 司 %" 货 号#
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&
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,3XQ: <-@
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>:11 Q0MS=10SM

公司%"货号#
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*
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#
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$
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"美国
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&

)GB?: 6""'+ a:>3SY=/? -S

#

R0@3Y0:Q

$美国
N0

#

>3/ T03Q>0:S>:Q

公司%"货号#

$!7

#

&!##

&

F3=R -SR0

#

/=@@0R )MFD'?&

$北京
T03QQ

公司 %" 货 号#

@Q

#

"!$7F

#

'?&

&

F3=R -SR0

#

,3XQ:

)MFD_)*'

$北京
T03QQ

公司 %" 货号#
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#

"!$8F

#

_)*'

&

G=@@0R -SR0 "

#

=>R0S

$北京
T03QQ

公司%"货

号#

@Q

#

#"$88G

&

G)H-

裂解液 $中国
T:?3R0<:

公

司%"货号#

H""#&T

) 连续光谱扫描式酶标仪$香港分

子仪器公司%"型号#

a.:>R/= ,=Z H1XQ &6%

&超微量

样本分光光度计$美国
*O:/<3 a>0:SR0V0>

公司%"型

号#

5=S3B/3. !"""

&

H'G

仪$美国
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#

G=Y

公司%"

型号#

*#""

&实时荧光定量
H'G

仪$美国
=..10:Y @0

#

3Q?QR:<Q

公司%"型号#

-T) 97"" V=QR

&倒置荧光显

微镜$德国
N:0>=

公司%"型号#

B,)N

#

G_#

&垂直电泳

仪$德国
T03<:R/=

公司%"型号#

;'C

#

,)5)

&红外荧光

扫描成像系统$美国
N0

#

>3/

公司%"型号#

CY?QQ:?
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$细胞培养$采用含
#"K

胎牛血清的
B,;,

高

糖培养基$含
#"" JD<N

青霉素和
#"" !MD<N

链霉

素%"于
&9

&"

7K 'C

!

细胞培养箱中培养) 待培养瓶

内细胞贴壁生长面积达
6"K

时"用
"

!

!7 MDN

含
;B*-

的胰蛋白酶消化传代) 选择第
! f6

代对数生长期且生

长状态良好的细胞用于实验)

HTa

清洗
!

次后分别加

入各组相应培养基进行干预"于
&9

&*

7K 'C

!

细胞培

养箱中培养
8 O

后进行相关检测实验)

8

$含药血清制备$

!"

只大鼠以随机数字表法分

成空白血清组和含药血清组各
#"

只) 含药血清组大

鼠给予龙蛭汤水煎剂灌胃"给药量按人与大鼠体表面

积等效剂量'

9

(

"每次给予每克体重
"

!

"# <M

"空白血

清组给予等体积量生理盐水) 除给药时间外"所有大

鼠均
!% O

自由进食*摄水) 每日早晚灌胃各
#

次"间

隔
#! O

"重复给药
&

天"第
%

天上午末次给药前
#! O

禁食不禁水"末次给药后
# O

采集全部腹主动脉血"室
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温静置
! O

后
& """ /D<0S

离心
#" <0S

"分离血清"同

组间混合"于
78

&水浴
&" <0S

灭活"

"

!

!! !<

微孔

过滤器过滤*分装" "

!"

&储存)

8

$分组$将
IJ2;'

分为
*,

组*

*, L

龙蛭汤

组*对照组*龙蛭汤组"分别置于
#"K

空白血清
L

& !MD<N *,

*

#"K

含药血清
L& !MD<N *,

*

#"K

空

白血清*

#"K

含药血清培养基培养
8 O

)

9

$

''P

#

6

法检测细胞活力$细胞重悬*计数*配

制成浓度为
!

!

7

'

#"

%个
D<N

的细胞悬液"接种于
$8

孔细胞培养板中"每孔加入
#"" !N

细胞悬液"另设空

白组$培养基内接种细胞数为
"

%"每组设
7

个复孔"

$8

孔板外圈加
#"" !ND

孔
HTa

"于
&9

&*

7K'C

!

细胞培

养箱中培养
!% O

&弃去培养基"

HTa

清洗
!

次"每孔按

分组分别加入
#"" !N

相应培养基"将
$8

孔细胞培养

板置于细胞培养箱中培养
8 O

&避光环境下"

$8

孔板迅

速加入
''P

#

6

试剂"每孔
#" !N

"置于细胞培养箱中

避光孵育
& O

&连续光谱扫描式酶标仪于波长
%7" S<

处测定吸光度$

CB

值%) 细胞活力$

K

%

g

$实验组

CB

值"空白组
CB

值%

D

$对照组
CB

值 "空白组
CB

值% '

#""K

)

6

$细胞免疫荧光法检测
FGH96

及
'ICH

蛋白

表达$细胞重悬*计数"配制成浓度为
#

'

#"

%个
D<N

的细胞悬液"接种于
!%

孔细胞培养板中"每孔加入

# <N

细胞悬液"培养
!% O

后弃去培养基"

HTa

清洗

!

次"每孔按组分别加入
# <N

相应培养基"于
&9

&*

7K'C

!

细胞培养箱中继续培养
8 O

"预冷的
%K

多聚

甲醛固定
#7 <0S

"含
%K

胎牛血清*

"

!

#K*/0R3S

的封

闭液封闭
#" <0S

"

FGH96

组加入兔抗人单克隆抗体

$

#

(

!""

稀释%"

%

&孵育过夜"充分洗涤后加入羊抗兔

'?&

二抗$

#

(

8""

稀释%"常温孵育
# O

"

B-H)

染核"荧

光显微镜下观察*拍照)

'ICH

组加入鼠抗人单克隆

抗体$

#

(

# """

稀释%"

%

&孵育过夜"充分洗涤后加入

羊抗鼠
_)*'

二抗$

#

(

7""

稀释%"常温孵育
# O

"

B-H)

染核"荧光显微镜$ '

%""

%下观察*拍照)

$

$

+:QR:/S T13R

检测
FGH96

及
'ICH

蛋白表

达$分组处理细胞后"

"

!

!7 MDN

含
;B*-

的胰蛋白酶

消化"

# """ /D<0S

离心收集细胞"

G-H)

裂解液抽提总

蛋白"测定蛋白浓度"加入
7

'蛋白上样缓冲液于

#""

&水浴
7 <0S

将蛋白变性) 每孔取
!" !M

蛋白

上样于
aBa

#

H-F;

胶电泳"将蛋白转移到
HB2_

膜

上"室温封闭
# O

"加入稀释后的一抗"一抗稀释浓度

分别为兔抗人
FGH96

$

#

(

# """

%*鼠抗人
'ICH

$

#

(

# """

%兔抗人
"

#

=>R0S

$

#

(

7 """

%"

%

&摇床孵育过

夜"

*Ta*

洗膜"加入二抗避光室温孵育
# O

"红外激光

成像系统扫膜并分析数据"目标蛋白灰度值与
"

#

=>R0S

灰度值之比反映蛋白表达情况)

#"

$

G*

#

H'G

检测
FGH96

及
'ICH <G5-

表

达$总
G5-

提取试剂盒$离心柱型%提取各组细胞总

G5-

"并用核酸蛋白分析仪测定
CB

!8"

DCB

!6"

"分析其

纯度) 逆转录按照
G* /:=M:SR P0R

试剂盒操作说明"

!" !N

反应体系下将
G5-

逆转录为
>B5-

)

G*

#

H'G

所用引物序列如下$

*=b=/=

公司设计并合成%#

FGH96

#

_

#

''*-F'*F*F*'-F--*'*''-*''

"

G

#

F***' --*F*'-''-*''--F-*''

"

6" @.

&

'ICH

#

_

#

--*'-F-F'*FF--''*F-FF-

"

G

#

*F'***'- FF*F*FF*F-*F*-*F

"

9% @.

&

"

#

=>

#

R0S

#

_

#

*FF'- '''-F'-'--*F--

"

G

#

'*-

#

-F*'-*-F*''F''*-F--F'-

"

#68 @.

) 荧光

定量
H'G

采用
_=QRaR=/R JS0`:/Q=1 a\TG F/::S

,=QR:/

$

GCe

% 进行操作) 扩增体系#

!

'

a\TG

F/::S # ,=QR:/ #" !N

"

H'G _3/c=/Y H/0<:/

$

#" !<31DN

%

"

!

8 !N

"

H'G G:`:/Q: H/0<:/

$

#" !<31DN

%

"

!

8 !N

"

B5-

模 板
! !N

"

YYI

!

C

8

!

6 !N

"总体积为
!" !N

&

$7

&

#" <0S

"

$7

&

#7 Q

"

8"

&

# <0S

"共
%"

个循环) 计算
!

"

$$'R反映目的基

因的相对表达水平)

$'R g'R目的基因 "

'R

"

#

=>R0S

"

$$'R g

$'R处理组 "

$'R对照组)

##

$统计学方法$采用
aHaa !!

!

"

软件进行统

计分析"结果采用
Z

%

Q

表示"组间差异用单因素方差

分析"组间两两比较用
a5P

检验"

H U"

!

"7

为差异有

统计学意义)

结$$果

#

$各组细胞活力比较$表
#

%$与对照组比较"

*,

组细胞活力下降$

H U"

!

"7

%&与
*,

组比较"

*, L

龙蛭汤组*龙蛭汤组细胞活力提高$

H U"

!

"7

%)

表
#

#各组细胞活力比较#$

K

"

Z

%

Q

%

组别
S

细胞活力

对照
7 #""

)

""

%

"

)

""

*, 7

8#

)

#9

%

%

)

#8

!

*, L

龙蛭汤
7

97

)

9"

%

&

)

%"

"

龙蛭汤
7

##7

)

8!

%

&

)

6!

"

$$注#与对照组比较"

!

H U"

!

"7

&与
*,

组比较"

"

H U"

!

"7

!

$各组
FGH96

及
'ICH

蛋白表达$图
#

*

!

"表

!

%$

FGH96

及
'ICH

蛋白在细胞质中表达为主) 与

对照组比较"

*,

组的
FGH96

*

'ICH

蛋白荧光强度

均明显增强) 与
*,

组比较"

*, L

龙蛭汤组*龙蛭汤

组
FGH96

*

'ICH

蛋白荧光强度均减弱) 与对照组比
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!

%

!!"&##!

较"

*,

组
FGH96

及
'ICH

蛋白表达量升高 $

H U

"

!

"7

%&与
*,

组比较"

*, L

龙蛭汤组*龙蛭汤组

FGH96

及
'ICH

蛋白表达量降低$

H U"

!

"7

%)

&

$各组
FGH96

及
'ICH <G5-

表达比较$表

&

%$与对照组比较"

*,

组
FGH96

及
'ICH <G5-

相对表达量升高$

H U"

!

"7

%&与
*,

组比较"

*, L

龙

蛭汤组*龙蛭汤组
FGH96

及
'ICH <G5-

相对表达

量降低$

H U"

!

"7

%)

$$注#

'?&

红色荧光标记
FGH96

蛋白"

B-H)

蓝色荧光标记

细胞核"

_)*'

绿色荧光标记
'ICH

蛋白"

,:/M:

为叠加组合

图像&

-

为对照组"

T

为
*,

组"

'

为
*, L

龙蛭汤组"

B

为龙蛭

汤组

图
#

#各组细胞免疫荧光显微镜观察结果$ '

%""

%

图
!

#各组细胞
FGH96

与
'ICH

蛋白电泳图

表
!

#各组细胞
FGH96

与
'ICH

蛋白相对

表达比较$$

Z

%

Q

%

组别
S FGH96 'ICH

对照
7 "

)

8#

%

"

)

#8 "

)

#&

%

"

)

"&

*, 7

#

)

#6

%

"

)

&!

!

"

)

%!

%

"

)

"$

!

*, L

龙蛭汤
7

"

)

9#

%

"

)

!"

"

"

)

#7

%

"

)

"!

"

龙蛭汤
7

"

)

78

%

"

)

#$

"

"

)

#!

%

"

)

"7

"

$$注# 与对照组比较"

!

H U"

!

"7

&与
*,

组比较"

"

H U"

!

"7

表
&

#各组细胞
FGH96

与
'ICH <G5-

相对表达量比较$$

Z

%

Q

%

组别
S FGH96 'ICH

对照
8 #

)

""

%

"

)

"7 #

)

""

%

"

)

"$

*, 8

#

)

7!

%

"

)

#8

!

#

)

76

%

"

)

"8

!

*, L

龙蛭汤
8

#

)

&&

%

"

)

"6

!"

#

)

##

%

"

)

"9

"

龙蛭汤
8

"

)

8#

%

"

)

"7

!"

"

)

7%

%

"

)

"9

!"

$$注#与对照组比较"

!

H U"

!

"7

&与
*,

组比较"

"

H U"

!

"7

讨$$论

;Ga

是细胞内质网在缺血再灌注损伤*钙代谢紊

乱*氧化应激*细胞能量水平下降*异常糖基化反应等

各种生理和病理因素刺激下所产生的应激反应"是目

前生物医学领域研究的热点之一'

6

(

) 血管内皮细胞

是血管壁的屏障"具有保持血流通畅*调节血管活性*

进行物质交换等多种重要功能"在各种生理病理过程

中都发挥着极大作用'

$

(

) 血管内皮细胞对刺激敏感"

在缺氧*损伤等因素的刺激下很容易诱导
;Ga

"而过

度的
;Ga

则会启动细胞凋亡而造成血管损伤'

#"

(

) 在

缺血性脑损伤疾病发生发展的过程中"血管内皮细胞

的损伤会使局部微循环失调'

##

(

"使局部供血供氧不

足'

#!

(

"再加上损伤后内皮细胞的变性坏死*各种代谢

产物堆积以及炎症因子释放等一系列的反应"进一步

加重局部脑组织细胞的损伤'

#&

(

) 研究表明"血管的新

生可以加速缺血区侧支循环的建立"改善局部供血"提

高受累组织细胞的营养供给"改善缺血组织微环境"减

少变性坏死和凋亡"加速神经功能修复'

#%

"

#7

(

) 因此"

在缺血性脑损伤的治疗过程中"可以通过减少血管内

皮细胞的损伤"加速血管内皮细胞的修复"从而促进血

管新生"改善症状'

#8

(

)

龙蛭汤是在补阳还五汤的基础上加川牛膝*水蛭

而成'

#9

(

) 补阳还五汤以补气通络之法"多用于缺血性

脑损伤恢复期的治疗) 相较于补阳还五汤原方活血药

力的不足"加入了破血逐瘀消之水蛭与逐瘀通经*引

药下行之川牛膝"增强了活血力度"使益气与活血并

重"也可用于缺血性脑损伤急性期"扩大了应用范围"

在临床治疗中取得良好疗效'

7

(

) 本课题组前期研究

表明"龙蛭汤具有保护*修复受损血管"促进血管新生

的作用'

8

(

)

IJ2;'

是目前最常用*最容易控制的研

究血管表型和血管新生机制的细胞膜型'

#6

(

)

*,

是

经典有效的
;Ga

诱导剂'

#$

(

"主要通过干扰细胞内蛋

白质
5

#链糖基化"阻碍新合成的蛋白质的糖基化修

饰"使细胞内质网上的蛋白质合成与修饰出现异常"大

量的 异 常 折 叠 的 蛋 白 质 积 聚 从 而 诱 导 产 生

;Ga

'

!"

"

!#

(

) 因此"本研究中"利用
*,

诱导
IJ2;'
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%

作为血管内皮细胞
;Ga

模型"以龙蛭汤含药血清作为

干预措施) 结果显示"在
*,

诱导刺激下"

IJ2;'

细

胞活力下降"经龙蛭汤干预后的细胞活力升高) 由此

表明"龙蛭汤含药血清可以提高
IJ2;'

的细胞活力)

FGH96

是内质网中的分子伴侣'

!!

(

) 在非
;Ga

状态下"

FGH96

与蛋白激酶样
;G

激酶$

./3R:0S b0

#

S=Q:

#

#0b: ;G b0S=Q:

"

H;GP

%*肌醇需求酶
#

$

0S3Q0

#

R31/:[X0/0SM:SW?<: #

"

)G;#

%以及转录激活因子
8

$

=>R0`=R0SM R/=SQ>/0.R03S 8

"

-*_8

%三种蛋白结合"

以复合物的形式存在'

!&

"

!%

(

) 在
;Ga

状态时"

FGH96

与它们解离并激活'

!7

(

)

'ICH

是一种细胞应激相关

蛋白"也是
;Ga

过程中重要的中间信号分子'

!8

(

) 过

长时间或过激烈的
;Ga

会激活
'ICH

凋亡信号"启

动相关细胞凋亡通路)

'ICH

的激活可以使细胞内

信号由促使细胞生存向促使细胞凋亡转换"诱导细胞

凋亡'

!9

(

) 本实验研究结果表明"

*,

诱导
IJ2;'

可

上调
FGH96

*

'ICH

的表达水平&而龙蛭汤含药血清

可以有效下调
IJ2;' FGH96

*

'ICH

的蛋白和基因

的表达"抑制细胞
;Ga

的过度反应"降低细胞损伤"从

而保护
IJ2;'

)

综上所述"龙蛭汤治疗缺血性脑损伤的理论依据

可能与其保护大脑血管内皮细胞*提高血管内皮细胞

的活力有关) 龙蛭汤可能通过下调血管内皮细胞

FGH96

*

'ICH

的表达来调控
;Ga

"从而降低细胞损

伤"保护血管及局部神经组织) 但哪些中药成分起效

以及体内研究结果是否与体外研究结果一致- 尚待进

一步研究探索)

利益冲突#无)
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