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信号通路在复方丹参注射液调节人羊膜

上皮细胞
EHF$

表达中的作用研究

马小燕$沈$奇$华$莹$谢爱兰$朱雪琼

摘要$目的$探讨丝裂原活化蛋白激酶!

;=I0J.-

#

<DI=K<I.L MN0I.=- O=-<P.P

"

+EFGP

#

!

细胞外信

号调节激酶
#

和
!

!

.AIN<D.11,1<N P=J-<1 N.J,1<I.L O=-<P.#Q!

"

:RG#Q!

#信号转导通路在复方丹参注射液

对人足月妊娠羊膜上皮细胞水通道蛋白
$

!

<B,<M0N=- $

"

EHF$

#表达调节中的作用$ 方法$原代培养足月

妊娠羊水量正常与羊水过少人羊膜上皮细胞"将人羊膜上皮细胞均分为
S

组%分别为空白对照组&

T"#!%

组&复方丹参注射液组和
T"#!%

加复方丹参注射液组$ 采用免疫印迹技术检测人羊膜上皮细胞中磷酸化

:RG#

%

!

!

M

#

:RG#

%

!

#和
EHF$

的表达$ 结果$!

#

#在羊水量正常和羊水过少人羊膜上皮细胞中"均发现

M

#

:RG#Q!

表达水平在
T"#!%

组较空白对照组明显下降!

F U"

!

"8

#"而复方丹参注射液组可以明显上调

M

#

:RG#Q!

表达水平!

F U"

!

"8

#"

T"#!%

加复方丹参注射液组人羊膜上皮细胞中
M

#

:RG#Q!

表达水平高于

T"#!%

组"但低于复方丹参注射液组!

F U "

!

"8

#$ !

!

#在羊水量正常的人羊膜上皮细胞中"

T"#!%

组

EHF$

的表达与空白对照组比较无明显变化!

F V"

!

"8

#'复方丹参注射液组和
T"#!%

加复方丹参注射液组

EHF$

的表达水平均高于空白对照组!

F U"

!

"8

#"但两组间比较差异无统计学意义!

F V"

!

"8

#$ !

$

#在羊水

过少羊膜上皮细胞中"

T"#!%

组
EHF$

的表达较空白对照组下降!

F U"

!

"8

#'复方丹参注射液组可以明显

上调
EHF$

的表达水平!

F U"

!

"8

#"而
T"#!%

加复方丹参注射液组
EHF$

的表达水平低于复方丹参注射

液组!

F U"

!

"8

#"但高于
T"#!%

组!

F U "

!

"8

#$ 结论$羊水过少时"复方丹参注射液通过激活
+EFG

#

:RG#Q!

信号转导通路来调节人羊膜上皮细胞中
EHF$

的表达水平$

关键词$水通道蛋白
$

'细胞外信号调节激酶
#Q!

'复方丹参注射液'人羊膜上皮细胞'羊水过少
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P=0- 1.K.1 0X EHF$ [.I@..- IW. &\( JN0,M <-L IW. T"#!% c &\( JN0,M

$

F V"

$

"8

%"

[,I IW.Z @.N. W=JW.N

IW<- IW0P. =- IW. K.W=D1. D0-IN01 JN0,M
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#

DN.<P.L =- IW. &\( JN0,M

$

F U"

$
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2 )W. .AMN.PP=0- 1.K.1 0X EHF$ @<P 10@.N =- IW. T"#!% c &\( JN0,M

IW<- =- IW. &\( JN0,M
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$
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2 &0-D1,P=0-
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$$羊水过少是一种常见的妊娠并发症"严重影响围

产儿的预后"使围产儿发病率和死亡率明显升高'

#

(

)

临床上治疗羊水过少的方法有#静脉滴注低渗液*等渗

液"口服白开水"经腹羊膜腔内灌注生理盐水"但疗效

却不尽人意)

&W, 63

等'

!

(报道静脉滴注复方丹参注

射液治疗羊水过少的有效率在
7"d

"但是仍有
$"d

的羊水过少产妇对复方丹参注射液不敏感) 因此"探

讨复方丹参注射液治疗羊水过少的分子机制"以期找

到更加有效治疗羊水过少的方法"具有非常重要的临

床意义)

近年来发现的水通道蛋白$

<B,<M0N=-

"

EHF

%是

一类能够显著提高细胞膜水通透性的细胞膜蛋白家

族"笔者前期研究和国内外其他学者的研究均发现

EHF$

在足月妊娠人羊膜上皮细胞上有表达'

$

"

8

(

) 笔

者的研究'

$

(还发现
EHF$

在原因不明的羊水过少产

妇羊膜上的表达较羊水量正常产妇人羊膜上的表达明

显下降) 进一步研究发现有效治疗羊水过少的复方丹

参注射液可以明显上调羊膜上皮细胞中
EHF$

的表

达'

%

(

"但具体的信号转导通路尚未明确)

本研究通过观察复方丹参注射液和细胞外信号调

节激酶
#

和
!

$

.AIN<D.11,1<N P=J-<1 N.J,1<I.L O=

#

-<P.#Q!

"

:RG#Q!

%特异性抑制剂
T"#!%

对羊水过

少和羊水量正常产妇羊膜上皮细胞
EHF$

表达的调

控"探讨丝裂原活化蛋白激酶 $

;=I0J.-

#

<DI=K<I.L

MN0I.=- O=-<P.P

"

+EFGP

%

! :RG#Q!

信号转导通路

在复方丹参注射液调节人足月妊娠羊膜上皮细胞

EHF$

表达中的作用"以明确复方丹参注射液治疗羊

水过少的分子机制"为临床有效治疗羊水过少提供实

验依据和新思路)

资料与方法

#

$诊断标准$参照+妇产科学,

'

7

(第
7

版中羊水

过少的诊断标准"产前
a

超监测羊水指数#正常羊水

量羊水指数范围为
9

&

#9 D;

"羊水指数
!8 D;

为羊

水过少) 剖宫产术中进一步核实羊水量情况'

$

(

"实际

羊水总量
$""

&

! """ ;e

为羊水正常"羊水总量
U

$"" ;e

确定为羊水过少)

!

$纳入及排除标准$$

#

%纳入标准#年龄
!S

&

!9

岁"原因不明的羊水过少和羊水量正常而行选择性

剖宫产产妇&术中实际羊水总量与术前羊水指数诊断

相符&均签署知情同意书) $

!

%排除标准#有其他妊娠

合并症和并发症"如高血压*糖尿病*心血管疾病*胎儿

畸形*过期妊娠*胎儿生长受限*胎儿窘迫*胎膜早破*

自身免疫疾病等&有催产素引产史&有药物服用史)

$

$一般资料$选择
!"##

年
#

月
! !"##

年
##

月温州医学院附属第二医院产科的羊水量正常和不明

原因羊水过少足月妊娠产妇各
!"

例) 产妇年龄
!S

&

!9

岁) 羊水量正常组产妇的平均年龄 $

!%

!

#9

'

#

!

#7

% 岁" 孕 周 $

$9

!

7%

'

"

!

7"

% 周" 平 均 体 重

$

%%

!

$$

'

7

!

!8

%

OJ

)羊水过少组产妇的平均年龄

$

!%

!

S"

'

"

!

57

%岁"孕周$

$9

!

S#

'

"

!

95

%周"平均体

重$

%!

!

S"

'

7

!

##

%

OJ

) 两组产妇的年龄*孕周和体重

等一般资料比较"差异均无统计学意义$

F V"

!

"8

%)

S

$试剂与药物$兔抗人磷酸化#

:RG#Q !

$

M

#

:RG#Q!

%抗体$

&.11 Y=J-<1=-J ).DW-010JZ

公司"美

国"稀释比例
#

(

# """

%"兔抗人
EHF$

多克隆抗体

$武汉博士德公司"稀释比例
#

(

$""

%*鼠抗人
),[,1=-

抗体$碧云天公司"稀释比例
#

(

! """

%"增强化学发光

试剂$

F=.ND.

公司"美国%"辣根过氧化物酶$

W0NP.

#

N<L=PW M.N0A=L<P.

"

6RF

%标记山羊抗兔
(J`

*

6RF

标记山羊抗小鼠
(J`

$碧云天生物技术有限公司%"

\+:+

*胰酶*

:\)E

$

`=[D0

公司"美国%"胎牛血清

$杭州四季青生物工程有限公司%"免疫组化
YF

试剂

盒$北京中杉金桥生物技术有限公司%"复方丹参注射

液$上海新亚药业高邮有限公司"生产批号#

#"#!!7

"

$

"规格#每支
! ;e

%)

8

$方法

8

!

#

$标本收集$选择性剖宫产时胎盘娩出后
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#" ;=-

内在无菌状态下取羊膜组织"以无菌的
FaY

缓冲液和无血清培养基反复冲洗)

8

!

!

$人羊膜上皮细胞原代培养$将已处理干净

的羊膜组织放置含双抗的无血清培养基中浸泡

!" ;=-

"用眼科剪将其剪为
# ;;

)

# ;;

)

# ;;

碎块"加入无乙二胺四乙酸的
"

!

!8d

的胰蛋白酶消化

液
$7

*消化
%" ;=-

"用含
#"d

胎牛血清的完全培养

基终止消化"吹打数分钟后收集消化液"

# 8"" N Q;=-

离心
!" ;=-

"弃上清"再重悬沉淀"

9"" N Q;=-

离心

% ;=-

"弃上清"收获细胞"取小部分爬片鉴定为人羊

膜上皮细胞后"沉淀中加入完全培养液制成细胞悬液"

以
#

)

#"

8 个
Q;e

密度
! ;e

细胞接种于培养皿中"置

$7

**饱和湿度*

8d &_

!

培养箱中培养"隔天换液

#

次"

8

&

7

天以
#

(

!

传代
#

次)

8

!

$

$分组及给药方法$我们的前期实验发

现'

%

(

"在羊水量正常和羊水过少时"

"

!

"# ;JQ;e

复方

丹参注射液作用人羊膜上皮细胞细胞
#! W

"其细胞内

的
EHF$

水平均达到峰值"故复方丹参注射液作用组

选择
"

!

"# ;JQ;e

复方丹参注射液作用
#! W

) 我们

的前期研究还发现'

9

(

"

T"#!%

作用于羊水量正常的

人羊膜上皮细胞的最佳浓度和作用时间为
#" !;01Qe

作用
% W

"但在羊水过少的人羊膜上皮细胞"其最佳浓

度和作用时间为
8 !;01Qe

作用
! W

) 因而将
!"

名羊

水量正常和
!"

例羊水过少的人足月羊膜上皮细胞各

分为
S

个组分别予以
S

种不同的处理方法"即空白对

照组*

T"#!%

组*复方丹参注射液组和
T"#!%

加复方

丹参注射液组)

%

$免疫印迹$

*.PI.N- [10I

%技术检测羊膜上皮

细胞中
M

#

:RG#Q!

和
EHF$

的表达水平$弃去培养基

后用冰预冷的
FaY

缓冲液冲洗细胞
!

次) 每孔加入

R(FE

裂解液
7" !e

"冰上裂解
$" ;=-

"

#S """ NQ;=-

离心
!" ;=-

"收集上清""

9"

*储存备用"

a&E

法测定

细胞提取物的蛋白质浓度)

取
#" !J

蛋白质于
#"d

十二烷基磺酸钠聚丙烯

酰胺凝胶中电泳后"转至
F/\b

膜上"于
8d

脱脂奶粉

中封闭
! W

"然后加兔抗人
M

#

:RG#Q !

抗体*兔抗人

EHF$

抗体*鼠抗人
),[,1=-

抗体等作用"

S

*摇床过

夜)

)aY

#

)

洗
$

次"每次
#" ;=-

) 加入相应的抗兔或

抗鼠
(J`

#

6RF

$

#

(

! """

稀释于
8d

脱脂奶粉%室温

# W

"

)aY

#

)

洗
$

次"每次
#" ;=-

"增强化学发光试剂

检测阳性信号"利用
E1MW<:<P.b&

软件进行灰度扫

描"计算其与
),[,1=-

吸光度比值来定量
EHF$

的表

达水平) 每例产妇均重复
$

次)

7

$统计学方法$采用
YFYY #%

!

"

统计软件对

数据进行统计学分析"计量资料数据以
A

'

P

表示) 各

组资料均为正态分布资料"多组间比较采用方差分析)

方差齐性的多组间两两比较采用
eY\

法&方差不齐的

多组间两两比较采用
\,--.II

+

P )$

法)

F U"

!

"8

为

差异有统计学意义)

结$$果

#

$复方丹参注射液对羊水量正常人羊膜上皮细

胞中
M

#

:RG#Q!

及
EHF$

表达的影响比较$表
#

"图

#

%$与空白对照组比较"

T"#!%

组及
T"#!%

加复方

丹参注射液组人羊膜上皮细胞中
M

#

:RG#Q!

表达明显

下调$

F U"

!

"8

%"复方丹参注射液组羊膜上皮细胞中

M

#

:RG#Q!

表达明显上调$

F U"

!

"8

%)

T"#!%

加复方

丹参注射液组中
M

#

:RG#Q!

表达较复方丹参注射液组

下调"但仍高于
T"#!%

组$

F U"

!

"8

%)

与空白对照组比较"

T"#!%

组人羊膜上皮细胞中

EHF$

的表达差异无统计学意义$

F V"

!

"8

%) 而复方

丹参注射液组及
T"#!%

加复方丹参注射液组人羊膜

上皮细胞中
EHF$

的表达较空白对照组明显上调

$

F U"

!

"8

%"而两组间比较差异无统计学意义$

F V

"

!

"8

%)

表
#

#复方丹参注射液对羊水量正常人羊膜上皮细胞中

M

#

:RG#Q!

及
EHF$

表达的影响比较$$

A

'

P

%

组别 例数
M

#

:RG#Q! EHF$

空白对照
!" !

,

99

'

"

,

#S !

,

S"

'

"

,

#$

T"#!% !"

#

,

8%

'

"

,

"7

"#

!

,

S"

'

"

,

"%

复方丹参注射液
!"

$

,

8%

'

"

,

#9

"#

$

,

8$

'

"

,

#"

"

T"#!%

加复方丹参注射液
!"

!

,

!5

'

"

,

#"

"

$

,

8S

'

"

,

##

"

$$注#与空白对照组比较"

"

F

-

"

,

"8

&与
T"#!%

加复方丹参注射液

组比较"

#

F

-

"

,

"8

$$注#

E

为空白对照组&

a

为
T"#!%

组&

&

为复方丹参注射液

组&

\

为
T"#!%

加复方丹参注射液组&图
!

同

图
#

#复方丹参注射液对羊水量正常人羊膜上皮细胞中

M

#

:RG#Q!

及
EHF$

表达的影响比较

!

$复方丹参注射液对羊水过少人羊膜上皮细胞

中
M

#

:RG#Q!

及
EHF$

表达的影响比较$表
!

"图
!

%

与空白对照组比较"

T"#!%

组及
T"#!%

加复方丹参

注射液组人羊膜上皮细胞中
M

#

:RG#Q!

表达明显下调

$

F U"

!

"8

%"复方丹参注射液组中
M

#

:RG#Q!

表达明

显上调$

F U "

!

"8

%)

T"#!%

加复方丹参注射液组中
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年
%

月第
$$

卷第
%

期
&'()*+

"

',-. !"#$

"

/012 $$

"

30

!

%

!!"'##!

M

#

:RG#Q!

表达较复方丹参注射液组下调"但仍高于

T"#!%

组$

F U"

!

"8

%)

与空白对照组比较"

T"#!%

组人羊膜上皮细胞中

EHF$

表达明显下调$

F U"

!

"8

%"复方丹参注射液组

中
EHF$

表达明显上调$

F U"

!

"8

%)

T"#!%

加复方

丹参注射液组中
EHF$

表达较复方丹参注射液组下

调"但仍高于
T"#!%

组$

F U"

!

"8

%)

表
!

#复方丹参注射液对羊水过少羊膜上皮细胞中

M

#

:RG#Q!

及
EHF$

表达的影响比较$$

A

'

P

%

组别 例数
M

#

:RG#Q! EHF$

空白对照
!" !

,

88

'

"

,

#" #

,

7!

'

"

,

#S

T"#!% !"

#

,

79

'

"

,

"%

"#

#

,

#8

'

"

,

"9

"#

复方丹参注射液
!"

$

,

87

'

"

,

"5

"#

$

,

8!

'

"

,

!%

"#

T"#!%

加复方丹参注射液
!"

!

,

#5

'

"

,

"5

"

#

,

%#

'

"

,

#%

$$注#与空白对照组比较"

"

F

-

"

,

"8

&与
T"#!%

加复方丹参注射液

组比较"

#

F

-

"

,

"8

图
!

#复方丹参注射液对羊水过少人羊膜上皮细胞中

M

#

:RG#Q!

及
EHF$

表达的影响比较

讨$$论

+EFG

存在于哺乳动物的大多数细胞的胞浆内"

属于丝氨酸
Q

苏氨酸蛋白激酶"可被刺激活化成有生物

学作用的磷酸化形式"调节相关基因的表达"进而参与

细胞生长*发育*分裂及细胞间的功能同步等多种生理

过程'

5

(

) 迄今为止"在哺乳动物中已明确了
8

条

+EFG

途径" 即
:RG#Q !

*

D

#

',-

氨基末端激酶

$

'3G

%*

M$9

*

:RG$QS

和
:RG8

亚家族)

T"#!%

可

以特异性地抑制
:RG#Q!

$即
MSSQS!

%的磷酸化"但对

M$9

和
'3G

的磷酸化不起作用'

#"

(

) 研究表明"人角

质形成细胞和胚胎细胞中
EHF$

表达的调控均与

+EFG

#

:RG#Q!

信号转导通路密切相关'

##

"

#!

(

) 但关

于人羊膜细胞中
EHF$

的表达与
+EFG

#

:RG#Q!

信

号转导通路的相关性尚未见报道)

本研究发现无论是羊水量正常还是羊水过少时"

T"#!%

均能够明显抑制人羊膜上皮细胞中
M

#

:RG#Q!

表达) 同时发现在羊水过少时"人羊膜上皮细胞

EHF$

的表达也明显受到抑制"但在羊水量正常时"人

羊膜上皮细胞
EHF$

的表达不受
T"#!%

影响) 提示

羊水过少时"人羊膜上皮细胞中
EHF$

的表达受

+EFG

#

:RG#Q!

信号转导通路调控) 而羊水量正常

时"人羊膜上皮细胞中
EHF$

的表达不受
+EFG

#

:RG#Q!

信号转导通路调控"有可能与其他
+EFG

信

号转导通路如
+EFGQM$9

和
+EFGQ'3G

等的调

控有关)

&W, 63

等'

!

(的临床试验发现静脉滴注复方丹参

注射液能够有效治疗羊水过少"推测可能与通过调节

毛细血管压力"抑制血小板聚集"减少血液黏稠度"改

善微循环"增加胎盘的血液灌注有关"但其具体作用机

制未明) 近年来的研究发现"复方丹参的抗炎*抗肿瘤

和保护细胞等多种生物学作用与
+EFG

#

:RG#Q!

信

号转导通路密切相关'

#$

"

#S

(

)

本研究结果发现"与空白对照组比较"复方丹参注

射液能够明显上调羊水量正常和羊水过少人羊膜上皮

细胞中
EHF$

的表达水平) 同时"复方丹参注射液能

够上调羊水量正常和羊水过少人羊膜上皮细胞中

M

#

:RG#Q!

的表达水平) 在羊水过少时"

:RG#Q!

抑制

剂
T"#!%

能够下调人羊膜上皮细胞中
EHF$

的表

达"

T"#!%

加复方丹参注射液组中
EHF$

表达较

T"#!%

组上调"但较复方丹参注射液组下调"提示复

方丹参注射液上调
EHF$

的表达水平与
+EFG

#

:RG#Q!

信号转导通路相关) 但在羊水量正常时"

T"#!%

对人羊膜上皮细胞中的
EHF$

的表达没有影

响"虽然复方丹参注射液组中
EHF$

的表达较空白对

照组明显上调"而
T"#!%

加复方丹参注射液组中

EHF$

的表达与复方丹参注射液组比较未见明显变

化"提示复方丹参注射液上调
EHF$

的表达水平与

+EFG

#

:RG#Q!

信号转导通路无关)

本研究发现在羊水过少时"人羊膜上皮细胞中

EHF$

表达的调控与
+EFG

#

:RG#Q!

信号转导通路

相关) 复方丹参注射液通过激活
+EFG

#

:RG#Q!

信

号转导通路来上调人羊膜上皮细胞中
EHF$

的表达"

进而影响胎膜中液体的转运"达到治疗羊水过少的目

的"为临床有效治疗羊水过少提供了理论依据)
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第十六届全国中西医结合大肠肛门病学术交流会征文通知

由中国中西医结合学会大肠肛门病专业委员会主办"中山大学附属第六医院!中山大学附属胃肠

肛门病医院#&(中华胃肠外科杂志)承办的第十六届全国中西医结合大肠肛门病学术交流会于
!"#$

年
9

月在广东省广州市召开"现将会议有关事宜通知如下$

会议内容$!

#

#大会将邀请国内外肛肠界的同道!包括影像&消化内镜#及知名专家就结&直肠肛

门外科领域的肛肠良性疾病"结&直肠肿瘤"顽固性便秘等有关的新理论&新技术&新方法&新材料&新

器械等"紧扣临床实际问题做专题发言"供大家交流切磋学习'!

!

#中国中西医结合学会大肠肛门病专

业委员会&青年委员会换届改选工作会议$

会议征文$欢迎参会人员针对上述内容踊跃投稿"全文一般不超过
S """

字"中文&英文稿件均

可"文内请注明通讯作者的姓名&工作单位&

:

#

;<=1

&联系电话及地址&邮政编码$ 投稿为电子邮件形

式"稿件一般以全文形式发表"大会发言材料以
FF)

形式提交$

截稿时间$

!"#$

年
7

月
!"

日 $ 联系人%李丽"电话%

#$%$!S"78%S

'万星阳"电话%

#855558#9$$

'地址%广州市天河区员村二横路
!%

号!邮编
8#"%88

# 中山六院'

:

#

;<=1

%

>AZ?W!"#$

C#%$2D0;

$


