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!基础研究!

淫羊藿总黄酮含药血浆对泪腺上皮细胞凋亡模型

$/GH/G+

$

;

及
$/GH/G+

$

6

表达的影响

王"方"洪作权
!

"卢书娟"胡文婧"石玉恒

摘要"目的"观察淫羊藿总黄酮含药血浆对雄兔泪腺上皮细胞半胱氨酸蛋白酶$

;

"

$/GH/G+

$

;

#及

$/GH/G+

$

6

表达的影响$探究其作用机制% 方法"将体外培养的雄兔泪腺上皮细胞$随机分为淫羊藿黄酮

治疗组"黄酮组#&含雄激素培养对照组"雄激素组#和空白对照组"空白组#% 分别加入含淫羊藿总黄酮血

浆&丙酸睾酮&空白血浆干预
#6 I

后$各组加入双氧水"

J

!

C

!

#诱导细胞凋亡% 采用
(+GK+-L M32K

法检测

$/GH/G+

$

;

&

$/GH/G+

$

6

的表达情况% 结果"与空白组比较$黄酮组及雄激素组
$/GH/G+

$

;

&

$/GH/G+

$

6

蛋白表达降低"

N O"

!

"7

#$同时黄酮组较雄激素组的
$/GH/G+

$

;

&

$/GH/G+

$

6

蛋白表达降低"

N O"

!

"7

#%

结论"淫羊藿总黄酮含药血浆作用于泪腺上皮细胞凋亡模型可抑制
$/GH/G+

$

;

及
$/GH/G+

$

6

的表达%

关键词"淫羊藿总黄酮' 泪腺' 细胞凋亡模型' 半胱氨酸蛋白酶$

;

' 半胱氨酸蛋白酶$

6

<PP+AK 2P $/GH/G+

$

; /LQ $/GH/G+

$

6 >L RH2HK2G>G )2Q+3 2P S/A->=/3 T3/LQ <H>KI+3>/3 $+33G &LP3.

$

+LA+Q ,0 <H>=+Q>.= *3/U2L2>QG B-.V

$

$2LK/>L>LV N3/G=/

"

(R5T */LV

"

JC5T W.2

$

@./L

"

SX

YI.

$

F./L

"

JX (+L

$

F>LV

"

/LQ YJ& Z.

$

I+LV

"

CHIKI/3=232V0 B+H/-K=+LK 2P 'I+ Y+A2LQ J2GH>K/3 RPP>3/K

$

+Q K2 T.>[I2. XL>U+-G>K0 2P $I>L+G+ )+Q>A>L+

"

T.>0/LV

$

::""""

%

RMY'\R$'

$

C,F+AK>U+

$

'2 2,G+-U+ KI+ +PP+AK 2L +]H-+GG>2L 2P $/GH/G+

$

; /LQ $/GH/G+

$

6 >L +H>

$

=+Q>.= P3/U2L2>QG Q-.V

$

A2LK/>L>LV H3/G=/ 2L /H2HK2G>G =2Q+3 2P 3/A->=/3 V3/LQ +H>KI+3>/3 A+33G

"

/LQ +]

$

H32-+ KI+ =+AI/L>G=4 )+KI2QG

$

'I+ 3/A->=/3 V3/LQ +H>KI+3>/3 A+33G ^+-+ -/LQ2=30 Q>U>Q+Q >LK2 KI+ +H>=+

$

Q>.= P3/U2L2>QG V-2.H

"

KI+ A2LK-23 V-2.H ^>KI /LQ-2V+L A.3K.-/3

$

/LQ-2V+L V-2.H

%"

/LQ KI+ ,3/L_ V-2.H4

'2K/3 P3/U2L2>QG ^>KI +H>=+Q>.= H3/G=/

"

K+GK2GK+-2L+ H-2H>2L/K+ /LQ ,3/L_ H3/G=/>L ^+-+ /QQ+Q P2- #6 I

/PK+- >LK+-U+LK>2L -+GH+AK>U+30 4 'I+L

"

KI+ /H2HK2G>G =2Q+3 ^/G +GK/,3>GI+Q ,0 J

!

C

!

4 (+GK+-L M32K ^/G

.G+Q K2 Q+K+AK KI+ +]H-+GG>2L 2P $/GH/G+

$

; /LQ $/GH/G+

$

6 >L 3/A->=/3 V3/LQ +H>KI+3>/3 A+33G 4 \+G.3KG

$

$2=H/-+Q ^>KI KI+ ,3/L_ V-2.H

"

KI+ H-2K+>L +]H-+GG>2LG 2P $/GH/G+

$

; /LQ $/GH/G+

$

6 Q+A-+/G+Q >L KI+

+H>=+Q>.= P3/U2L2>QG V-2.H /LQ KI+ /LQ-2V+L V-2.H

$

N O"

%

"7

%

4 )+/L^I>3+

"

KI+ H-2K+>L +]H-+GG>2LG 2P

$/GH/G+

$

; /LQ $/GH/G+

$

6 >L KI+ +H>=+Q>.= P3/U2L2>QG V-2.H ^+-+ 32^+- KI/L KI2G+ >L KI+ /LQ-2V+L

V-2.H

$

N O"

%

"7

%

4 $2LA3.G>2L

$

<H>=+Q>.= P3/U2L2>QG Q-.V

$

A2LK/>L>LV H3/G=/ A/L >LI>,>K KI+ +]H-+GG>2L

2P $/GH/G+

$

; /LQ $/GH/G+

$

6 >L /H2HK2G>G =2Q+3 2P 3/A->=/3 V3/LQ +H>KI+3>/3 A+33G 4

`<Z(C\BY

$

+H>=+Q>.= P3/U2L2>QG

&

3/A->=/3 V3/LQ

&

/H2HK2G>G =2Q+3

&

$/GH/G+

$

;

&

$/GH/G+

$

6

""干眼症是眼科门诊常见的疾病之一' 近年来"干

眼症的发病率越来越高"并且发病趋于年轻化(

7

)

' 全

球发病率为
:

!

:a

%

;;

!

Da

"我国的干眼症发病率为

!7a

%

;"a

(

!

)

' 一项
)+K/

分析显示
7Da

的中国人

患有干眼症"其中超过
8"

岁的人群中有
;#

!

#a

患有

干眼症(

;

)

' 现代药理学研究表明淫羊藿具有抗炎*调

节免疫等多种药理作用(

#

"

:

)

"既往研究发现黄酮类物

质可以治疗干眼症(

8

)

"但淫羊藿总黄酮是否能够抑制

炎症及治疗干眼症的作用机制尚不清楚' 干眼症炎症

是基于免疫异常的非感染性炎症(

D

)

"细胞凋亡与免疫

反应密切相关"细胞凋亡也是干眼症发病的机制之一"

而
$/GH/G+

$

;

与
$/GH/G+

$

6

在凋亡过程中起着关键

作用' 因此本实验通过观察淫羊藿总黄酮含药血浆对

干眼细胞凋亡模型
$/GH/G+

$

;

及
$/GH/G+

$

6

表达的

影响"进一步探讨淫羊藿总黄酮对泪腺上皮细胞凋亡
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的作用'

材料与方法

7

"动物"

7

个月龄健康无眼疾的远交系新西兰

大耳雄兔
87

只"体重
!

!

" b!

!

: _V

左右$贵州中医药

大学实验动物中心提供"

YN*

级"动物合格证号#

!""9

+

"9

' 本实验动物的喂养和使用符合国家科学

技术委员会发布的,实验动物管理条例-*卫生部发布

的,医学实验动物管理实施细则-等有关章程' 本实

验通过,贵阳中医学院实验动物管理办法$试行%-伦

理审核$

524 !"76

#

":

%'

!

"试剂及仪器"朝藿定
R

$纯度
96

!

7;a

%*淫

羊藿苷$纯度
99

!

9#a

%均购自成都曼思特生物公司&

N1B*

膜$

)>33>H2-+ &Y<c"""7"

%&

M$R

蛋白浓度测

定试剂盒 $

M+02K>=+

" 批号#

N""7"

%&

<$S

发光液

$

'I+-=2 *>GI+-

" 批号#

;!7"8

%&淫羊藿总黄酮提取

物$自制%&丙烯酰胺$

R33/Q>L

" 批号#

R7"6#D"

%&亚

甲基双丙烯酰胺 $

R33/Q>L

" 批号#

)7"#"!8

%&

'->G

$

,/G+

$

R33/Q>L

" 批号#

'77"8"7

%&过硫酸铵$

R33/Q>L

"

批号#

R77!#:"

%&

'<)<B

$

R33/Q>L

"批号#

'7":#98

%&

甘氨酸$

R33/Q>L

" 批号#

R77"D:!

%&

YBY

$

R33/Q>L

" 批

号#

Y7"6;#8

%&

'^++L

$

!"

$

Y23/-,>2

" 批号#

'6!!"

%&

N-2K+/G+ >LI>,>K2- A2A_K/>3

$

Y>V=/

" 批号#

N6;#"

%'

YBY

$

NRT<

电泳仪及湿法转膜仪$美国
M>2

$

\/Q

公

司%"脱色摇床$金坛市医疗仪器厂%"

'/L2L:!""

化学

发光检测系统$美国
'/L2L

公司%'

;

"兔泪腺上皮细胞的原代培养"随机选取
7

只

雄兔"耳缘静脉注射空气处死"术前用妥布酶素冲洗兔

眼"常规无菌操作取出泪腺' 无菌超净台内无菌
NMY

平衡液清洗泪腺
;

遍' 置于原液中"剥离其上的血管

及纤维结缔组织"原液中漂洗后将其剪碎' 加入等量

质量分数现配制的
! VES !

型胶原酶"于
;D

&电热恒

温振荡器消化
!: =>L

"再将消化的细胞转移至
7: =S

离心管中"

7 """ - E=>L

离心
: =>L

"接种于培养瓶中"

反复贴壁
;

次$每次
7: b !" =>L

%纯化泪腺上皮细

胞"置于
;D

&*含体积分数
:a

的
$C

!

培养箱中培

养'

;8 I

后首次半量换液"

#6 I

后全量换液
7

次(

6

)

'

以后每
#

天换液
7

次'

7"

天后进行第一次传代' 取

第
;

代的兔泪腺上皮细胞用于实验'

#

"含淫羊藿总黄酮血浆以及含药血浆加入量的

筛选"按随机数字表法将
8"

只新西兰大白兔平均分

为淫羊藿总黄酮
7"

倍组*淫羊藿总黄酮
:

倍组*淫羊

藿总黄酮
!

!

:

倍组和空白组' 按体表面积换算的方法

算出每只兔的灌药量$单倍兔的剂量
d e =VE_V

'

D" _V

'

"

!

"DE7

!

: _V d ;

!

!D e =VE_V

"

e

为成人剂

量"为
!8 =VE_V

%"空白组灌同等剂量的生理盐水'

各组灌胃
7

周后"用体积分数
;a

戊巴比妥
#" =VE_V

腹腔注射将兔麻醉后"心脏穿刺抽取动脉血"在盛血的

离心管中加入
;

!

6a

枸橼酸钠溶液 $按
7

(

9

比例"

7 =S

枸橼酸钠抗
9 =S

血%"将血液加入一定量后颠

倒混匀' 离心
; """ - E=>L

"

7" =>L

后"收集上清液'

"

!

#: "=

手控式负压过滤器过滤分装 #

6"

&超低

温冰箱储存备用' 用胰酶将长到培养皿
6"a b

9"a

的泪腺上皮细胞取出"

7 """ - E=>L

离心"去除

上清"用
B)<)E*7!

配成细胞悬液$

7

'

7"

:

E=S

%加

入
98

孔板"

9" "SE

孔"待细胞贴壁后"加入不同浓度

的含药血浆"培养
#6 I

后"去除培养基"加入含有
7"

"S )''

$

: =VE=S

%的无血清培养基"在细胞培养箱

中继续培养约
; I

' 去除培养基"每孔加入
7:" "S

B)YC

"摇晃均匀"在
:D" L=

波长测定吸光度' 计

算各组血浆的对细胞的抑制率#抑制率
d7

#实验组

CB

值
E

对照组
CB

值' 经计算选择抑制率为
:"a

左

右的浓度"即淫羊藿总黄酮
!

!

:

倍组"作为干预细胞

含药血浆的浓度'

:

"

(+GK+-L M32K

检测
$/GH/G+

$

6

蛋白表达"

将所培养的泪腺上皮细胞随机分为淫羊藿黄酮治疗组

$简称黄酮组%"含雄激素培养对照组$简称雄激素

组%"空白对照组$简称空白组%' 细胞融合
!

天后"

;

组用
7:a

胎牛血清的
B)<)E*7!

低糖培养基分别加

入含淫羊藿总黄酮血浆 $干预细胞的最终浓度为

7;

!

!

'

7"

#

!

=23 E S

%*

7

'

7"

#

8

=2SES

丙酸睾酮*空白

血浆$干预细胞的浓度是
7

'

7"

#

!

=23ES

%' 干预
#6 I

后"分别加入浓度为
7

'

7"

#

#

=2SES J

!

C

!

继续培养

8" =>L

"诱导细胞凋亡(

9

)

' 收集细胞"六孔板中每孔

加入
7"" "S

预冷的裂解液"冰上裂解
;" =>L

"

#

&下

7! """ - E=>L

离心
: =>L

"吸取上清"即样品总蛋白"

放于#

!"

&保存'

M$R

测定试剂盒测定蛋白浓度'

配制浓度为
7"" "VE=S YBY

$

NRT<

分离胶及

:" "VE=S

浓缩胶"

#

&保存' 将样品总蛋白与
:

'

YBY

上样缓冲液混合至终浓度为
7

'"于沸水中煮
: =>L

使

蛋白变性后上样电泳' 浓缩胶层所用电压
8" 1

"

;" =>L

"样品进入分离胶后"改用
6" 1

电压电泳

9" =>L

'电泳后转至
N1B*

膜"移至封闭液中"室温下

脱色摇床上摇动封闭
7 I

'

$/GH/G+

$

;

*

$/GH/G+

$

6

一

抗参照说明书按
7

(

7 """

稀释于
#

&孵育过夜后用

'MY'

液洗涤
;

次"每次
7" =>L

' 再将二抗用
'MY'

按

7

(

: """

稀释"室温孵育
! I

后再用
'MY'

洗涤
;

次"每

次
7" =>L

' 用
'I+-=2 <$S

进行化学发光按电化学发
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光"于
'/L2L

凝胶成像仪下拍照"获取图片' 计算目的

条带
$/GH/G+

$

;

*

$/GH/G+

$

6

与内参
#

$

/AK>L

光密度

值的比值作为其基因的相对含量'

8

"统计学方法"使用
YNYY !!

!

"

统计学软件

进行统计处理' 实验检测指标的数据资料用
]

)

G

表

示"

;

个组
$/GH/G+

$

;

*

$/GH/G+

$

6

在泪腺组织中表

达的差异比较采用随机区组设计的方差分析"组间的

多重比较采用
SYB

$

K

检验"

N O"

!

":

为差异有统计学

意义'

结""果

7

"泪腺上皮细胞的培养$图
7

%"在倒置显微镜

下观察发现大部分细胞已贴壁"可见分散的单个或数

个细胞呈不规则的圆形或椭圆形"胞膜清晰*晶莹透

亮"可见细胞核位于中央"以后可见细胞逐渐向椭圆形

变化"第
!

代细胞接种后于
#6 I

后首次全量换液"见

细胞全部伸展生长"后可单层融合' 传代后"细胞继续

生长至第
;

代'

""注#

R

*

M

*

$

*

B

分别表示原*

7

*

!

*

;

代

图
7

$泪腺上皮细胞培养图

!

"各组兔泪腺细胞中
$/GH/G+

$

;

*

$/GH/G+

$

6

表达比较$图
!

*表
7

%"

(+GK+-L M32K

结果显示"与

空白 组 比 较" 黄 酮 组 及 雄 激 素 组
$/GH/G+

$

;

*

$/GH/G+

$

6

的蛋白表达降低$

N O"

!

"7

%"同时黄酮组

较雄 激 素 组 的
$/GH/G+

$

;

*

$/GH/G+

$

6

表 达 降

低 $

N O"

!

"7

%'

表
7

$各组
$/GH/G+

$

;

*

$/GH/G+

$

6

蛋白表达量

组别
$/GH/G+

$

; $/GH/G+

$

6

空白
;

*

8:

)

"

*

": !

*

:8

)

"

*

"!

黄酮
!

*

!8

)

"

*

"6

f !

7

*

!7

)

"

*

";

f !

雄激素
!

*

96

)

"

*

"8

f

7

*

#D

)

"

*

";

f

""注#与空白组比较"

f

N O"

!

"7

&与雄激素组比较"

!

N O"

!

"7

""注#

7

为空白组&

!

为黄酮组&

;

为雄激素组

图
!

$各组兔泪腺细胞中
$/GH/G+

$

;

*

$/GH/G+

$

6

蛋白表达电泳图

讨""论

干眼症常见症状有疲倦*干涩*异物感*眼痒等"严

重者可引起角结膜病变"视力受损(

D

)

' 干眼症发病机

制至今未有确切的结论"但有研究显示干眼症是一种

眼表慢性的自身免疫性炎症性疾病(

7"

)

"而免疫系统与

细胞凋亡机制之间关系密切(

77

)

"角膜组织上皮细胞凋

亡可能通过影响免疫系统导致角膜组织上皮细胞出现

干燥*变薄"引起功能减退"最终出现干眼症相关

症状(

7!

)

'

环孢素及类固醇激素可通过抑制免疫反应来治疗

干眼症"但其使用后局部药物毒性所致的抑制角膜上

皮再生*角膜病变*泪膜稳定性下降都是不可避免的不

良反应(

7;

)

' 对症治疗中常用的人工泪液多数添加防

腐剂苯扎溴铵"长期滴用会造成眼表角结膜上皮细胞

的损害' 此外"人工泪液所含的有效成分玻璃酸钠及

羧甲基纤维素钠并非泪液固有成分"长期应用会稀释

自然泪液"破坏泪膜和促进泪液释放的反射弧"引起眼

部的刺激"甚至加重干眼症的症状' 因此"思考一种安

全有效的中医药治疗干眼症是亟待解决的问题'

中医学中"干眼是指泪液减少致白睛*

!

睛干燥失

泽"转动失灵"甚至
!

睛混浊"自觉干涩不适的病证"属

.神水将枯/*.干涩昏花症/等范畴' 肝肾阴虚"致燥

邪内生"伤津耗液"引发.干眼/故当代医家多从肝肾

阴虚论治本病' 但最新的流行病学调查中指出"中国

女性患干眼症危险性远高于男性"且在
8:

岁以上的人

群中"这种患病无性别差异(

7#

)

' 中医学中"女性与老

年人为阳虚体质"而这与患者多为女性及老年人一致'

肾阳是人体阳气的根本"对各个脏腑起着温煦生化作

用"因此临床上从肾阳虚论治干眼症不可忽视' 淫羊

藿是中医学经典的补肾阳药物"淫羊藿总黄酮是其最

主要的化学成分' 大量研究发现淫羊藿总黄酮具有抗
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' 研究发现雄激素与黄酮类

物质都是多酚类化合物"因此淫羊藿总黄酮具有拟雄

激素作用(

7D

)

"且淫羊藿无明显不良反应"相关报道

极少'

细胞凋亡是机体为了维持内环境稳定的一种由基

因控制的细胞主动性死亡的过程"

$/GH/G+G

是细胞

凋亡的介导者和执行者"激活或超量表达均会引起细胞

凋亡"又称凋亡蛋白酶 (

76

)

'

$/GH/G+

$

;

是
$/GH/G+

蛋白酶家族中细胞凋亡的启动者和执行者"一经活化则

标志着凋亡进入不可逆阶段 (

79

)

' 正常情况下"

$/GH/G+

$

;

以酶原的形式存在于细胞中"凋亡程序一

旦启动
$/GH/G+

$

;

即被活化"激活的
$/GH/G+

$

;

能使

许多与细胞结构*细胞周期及
B5R

修复等相关蛋白或

激酶失活"从而使细胞凋亡'

$/GH/G+

$

6

是多种凋亡

刺激信号传递汇聚的关键节点' 在细胞外途径中"死亡

配体和相对应的受体结合形成死亡信号"接着再与信号

传导分子相连接"形成死亡诱导信号复合物"从而使

$/GH/G+

$

6

活化进而诱导细胞凋亡(

!"

)

' 由此可以看

出
$/GH/G+

$

;

是执行细胞凋亡的主导核心步骤"而

$/GH/G+

$

6

是启动细胞凋亡的关键'

从
(+GK+-L M32K

结果中发现黄酮组及雄激素组

$/GH/G+
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的蛋白表达都较空白组显著

减少"并且黄酮组对
$/GH/G+

$
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$/GH/G+

$

6

的抑制作

用是优于雄激素组的' 以上结果表明"淫羊藿总黄酮可

抑制泪腺中的
$/GH/G+

$

;

*

$/GH/G+

$

6

的表达"并与雄

激素的抑制作用形成差异' 淫羊藿总黄酮含药血浆很

可能是通过抑制泪腺上皮细胞
$/GH/G+

$

;

*

$/GH/G+

$

6

的表达途径而达到抑制细胞凋亡的作用"这也可能是

其治疗干眼症的机制之一' 含雄激素培养组的

$/GH/G+

$

;

*

$/GH/G+

$

6

的表达明显高于肾阳虚黄酮

治疗组"不难看出淫羊藿总黄酮的效果优于雄激素' 但

对于其以何种调控机制实现拟雄激素效应"以及拟雄激

素效应后的机制如何"还需要进一步证明'
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