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三七总皂苷对快速老化模型小鼠大脑

!

#分泌酶活性及含量的影响

黄金兰#

%陆%璐!

%黄%丹!

%吴登攀$

%钟振国#

摘要%目的%研究三七总皂苷!

M@D@G D0H0EADN=DE N@O0DAD

"

M2:

#对快速老化小鼠亚系
6

!

N=D=N

#

I=DI= @II=-=P@H=J ?0,N=

#

OP0D= 6

"

:Q+M6

# 小鼠大脑
!

#分泌酶!

R=H@

#

NAH= @?.-0AJ OP=I,PN0P OP0

#

H=AD I-=@S@E= =DB.?=

"

RQ&>

"主要是
RQ&>#

#活性及含量的影响$ 方法%选择
:Q+M6 $!

只"随机分为

对照组%

M2:

高剂量组!

!"" ?ELTE

#%

M2:

低剂量组!

#"" ?ELTE

#和石杉碱甲组!

"

!

$ ?ELTE

#" 每组
6

只"

对照组给予等容积双蒸水灌胃$ 每天灌胃
#

次"连续给药
!

个月$ 分别采用直接荧光法和
*=NH=PD U-0H

法

检测
:Q+M6

大脑
RQ&>#

的活性和
RQ&>#

蛋白含量$ 结果%

M2:

高低剂量组!高剂量组&

!

!

""6
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'低剂量组&
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#和石杉碱甲组!

!

!
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&

"

!
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#相对荧光单位!

V;WL"E

#值均比对照组

!

!

!
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和石杉碱甲组!

"

!

6$%

&

"

!

"6"

#

RQ&>#

蛋白表达均比对照组低!

!
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"
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#$ 结论%高于

#"" ?ELTE

的
M2:

可以降低
:Q+M6

脑内
RQ&>#

活性"下调
RQ&>#

蛋白表达$

关键词%三七总皂苷'快速老化
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%%阿尔茨海默病$

Q-BC=A?=P

'

N JAN=@N=

"

Q<

% 是

#3"%

年由德国著名神经解剖学家
Q-0AN Q-BC=A?=P

首先发现并命名的一种神经系统退行性疾病'

#

(

"临床

表现为进行性加重的记忆减退)认知功能损害及精神

症状* 含有
$3 c5$

个氨基酸残基的
Q!

蛋白是
Q<

两大典型病理特征之一的老年斑 $

N=DA-= O-@a,=

"

:M

%的核心成分'

!

"

$

(

* 大量研究表明"

Q!

的异常聚集

和沉积是
Q<

致病的关键和始动因素* 而
Q!

是由淀

粉样肽前体蛋白 $

! @?.-0AJ OP0H=AD OP=I,PN0P

"

QMM

%先在
2

端经
!

#分泌酶酶切后生成可溶性的

NQMM!

和仍结合在膜上的
&33

"后者在跨膜区再经

#

"分泌酶水解产生
Q!

"因此
!

#分泌酶 $

R=H@

#

NAH=

@?.-0AJ OP=I,PN0P OP0H=AD I-=@S@E= =DB.?=

"

RQ&>

"主要是
RQ&>#

%对
Q!

的产生具有关键性作

用"降低
RQ&>

是防治
Q<

的一个非常好的靶位点*

本研究前期结果显示三七总皂苷 $

M@D@G D0H0EAD

#

N=DE N@O0DAD

"

M2:

%可以降低快速老化小鼠亚系
6

$

N=D=NI=DI= @II=-=P@H=J ?0,N=

#

OP0D= 6

"

:Q+M6

%大脑
QMM

)

Q!5"

)

Q!5!

蛋白表达'

5

"

7

(

"因此

本研究从
RQ&>

#

#

着手"进一步探讨
M2:

对
:Q+M6

RQ&>#

的影响"为开发
M2:

为
Q<

药物提供实验

依据*

材料与方法

#

%实验动物%

$

月龄雄性清洁级
:Q+M6 $!

只"体重
!"

(

$" E

" 购自天津中医药大学"合格证号#

*

"

'

津实动质
+

准字第
""4

号* 适应性饲养
!

周*

!

%药物%

M2:

"云南云科药业有限公司生产"批

号#

#""##"

&石杉碱甲$

[,O=PBAD= Q

%"河南太龙药业

股份有限公司"批号#

"3##"!

* 临用前用双蒸水将

M2:

和石杉碱甲分别配置成实验所需浓度*

$

%主要试剂及仪器%

!

#

:=IP=H@N= QIHASAH.

QNN@. bAH

购于
RA0SANA0D

公司"批号#

b$4"

"

#""

&

R&Q

蛋白含量检测试剂盒购于南京凯基生物有限公

司"批号#

b8MR&Q

&

RQ&>#

兔抗鼠购于
\AY=:O@D

公

司"批号#

\:

#

R4#3

&

!

#

@IHAD

$

V@UUAH -E8

%抗体购于

&:)

公司"批号#

53%"

&山羊抗兔
-E8

二抗购于
+A--A

#

O0P=

公司"批号#

QM#$!M

&

&@P. >I-AON=

荧光仪"安

捷伦"美国&型号#

;\"6##+""7

&紫外分光光度计"美

国
R=IT?@D

公司"型号#

<W

#

45"

&黑色
34

孔板#美

国
&0PDADE

公司&电泳仪"美国
RA0

#

V@J

"型号#

#47

"

$$"#

&转膜仪"美国
RA0

#

V@J

"型号#

#%!

"

$3$"

&低温

高速离心机"德国
:(8+Q

"型号#

5b#7

&扫描仪"美国

>ON0D

公司*

5

%分组及干预方法%根据前期结果"

:Q+M6

小

鼠随机分为对照组"

M2:

高$

!"" ?ELTE

"相当临床人

用药剂量
5

!

!6

倍%)低剂量组$

#"" ?ELTE

"相当临床

人用药剂量
!

!

#5

倍% 及石杉碱甲组 $石杉碱甲"

"

!

$ ?ELTE

"参照临床成人用量%"每组
6

只* 对照组

给予等体积双蒸馏水"每天灌胃
#

次"连续
6

周*

7

%检测指标及方法%

7

!

#

%大脑组织总蛋白及
RQ&>#

提取%各组小

鼠行为学测试完毕后断头处死"将脑组织在冰冷的生

理盐水中漂洗"除去血液"滤纸吸干"冰盘上快速取出

大脑组织"精确称重"置于培养皿中"切为两半"分别用

于
RQ&>#

含量和
RQ&>#

活性检测*

7

!

!

%

RQ&>#

蛋白浓度测定%具体样品提取及

R&Q

法蛋白浓度测定按说明书进行* 取大脑组织用

手术剪剪成
$ ??

)

$ ??

小块"按
"

!

7

(

#

!

" ?\L

#"" ?E

组织比例加入预冷的
V(MQ

裂解液"超声匀浆

$

次"

#7 NL

次"充分裂解后转移于
>M

管中"

5

*

#" """ P L?AD

离心
#" ?AD

"取上清"分装"用于蛋白含

量检测*

以
R&Q

法测定蛋白浓度* 配置标准品"根据样

品数量"按
7"

+

#

将试剂
Q

和试剂
R

配制
R&Q

工作

液"充分混匀"稀释待测样品至合适浓度"使其总体积

为
#"" "\

"各管加入
# ?\R&Q

工作液"充分混匀"

$%

*放置
$" ?AD

后以标准曲线
"

号管做参比"在

74! D?

波长下比色"记录吸光度值*

7

!

$

%

*=NH=PD U-0H

检测小鼠脑内
RQ&>#

含量

将上述已提取的蛋白质进行蛋白质电泳和转膜" 将膜

放入双蒸馏水中洗膜
$

次"再放入
#

)

)R:)

洗膜

#7 ?AD

)

!

次"将膜放入封口塑袋中"

7 ?\

封闭液

$含
"

!

7 E

脱脂奶粉
d#

)

)R:) 7 ?\

%封闭
#

!

7 C

*

加入一抗+

RQ&>#

$

#

+

# """

%和
!

#

@IHAD

$

#

+

#" ""

%用

封闭液稀释"终体积
7 ?\

"室温轻轻振荡孵育
# C

*

洗膜#

#

)

)R:)

洗膜
#" ?AD

)

$

次* 加二抗
[VM

$

[VM

标记的山羊抗鼠"

#

+

#" """

%二抗室温轻轻振

荡孵育
# C

* 洗膜#

#

)

)R:)

洗膜
#" ?AD

)

$

次*

发光显影#在暗室中将超敏发光液
Q

液和
R

液各

# ?\

加入塑料封口袋中"混匀后发光
$" N

"倒掉发光

液"可以看到发荧光条带"使用
b0J@

公司
9

感光胶片

曝光
#" N

"然后放入自动洗片机中* 扫描胶片* 应用

e,@DHAH. KD= 5

!

4!

图像分析软件测量曝光后
9

胶片

上
RQ&>#

和
!

#

@IHAD

显色条带的灰度值"取
RQ&>#

灰度值与
!

#

@IHAD

灰度值进行比较"得出
RQ&>#

蛋白

的相对含量*

7

!

5

%

RQ&>#

活性检测%取大脑组织"加入适量



!!"'##! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
$$

卷第
%

期
&'()*+

"

',-. !"#$

"

/0-1 $$

"

20

!

%

预冷
RQ&># >GHP@IHA0D R,YY=P

"匀浆组织样品"冰上

孵育
#7 ?AD

后"

5

*

! """ P L?AD

离心
#7 ?AD

"上清

分装至
"

!

7 ?\

离心管" "

6"

*保存备用*

按照所测得的蛋白浓度"用
>GHP@IHA0D R,YY=P

将

每份标本的蛋白终浓度调整为
$ ?EL?\

$测量要求在

"

!

7

(

5 ?EL?\

浓度范围%"于黑色
34

孔板中加入

7" "\

的蛋白样品"同时设立阳性对照孔与阴性对照

孔"其中阳性对照孔加
# "\ QIHAS= RQ&>#

到
7" "\

的
>GHP@IHA0D R,YY=P

中"阴性对照孔则加
! "\

RQ&># (DCAUAH0P

到
7" "\

的
>GHP@IHA0D R,YY=P

中"

各孔再依次加入
7" "\

的
!

)

V=@IHA0D R,YY=P

和

RQ&># N,UNHP@H=

"关盖"轻轻混匀"于
$%

*孵育
#

(

! C

后"在
>9 f$5" D?

和
>+ f7"" D?

波长下检测

荧光强度"

RQ&>#

活性以相对荧光单位 $

V=-@HAS=

;-,0P=NI=DI= WDAHN

"

V;W

%

L"E

表示*

4

%统计学方法%采用
:M:: ##

!

7

统计软件"数

据以
G

&

N

表示"计量资料采用
H

检验及方差分析$两

两比较用
:2b

法%"

M X"

!

"7

为差异有统计学意义*

结%%果

#

%各组
:Q+M6

大脑
RQ&>#

活性比较$表
#

%

M2:

高低剂量组和石杉碱甲组的
V;W O=P "E

值均比

对照组低"差异有统计学意义$

M X"

!

"#

%*

表
#

#各组
:Q+M6

大脑
RQ&>#

活性比较%$

G

&

N

%

组别
D

浓度$

?EL?\

%

V;WL"E

对照
6 $ !

$

5"$

&

"

$

"76

M2:

高剂量
6 $

!

$

""6

&

"

$

"$#

!

低剂量
6 $

!

$

!!#

&

"

$

"!3

!

石杉碱甲
6 $

!

$

!4%

&

"

$

"%4

!

%%注# 与对照组比较"

!

M X"

$

"#

!

%各组
RQ&>#

蛋白表达比较$表
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