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基金项目#贵州省自然科学高等教育发展基金项目资助$

52

!

!""$##"

%

作者单位#

#4

河南省洛阳正骨医院静脉药物配置中心 $河南

67#"""

%&

!4

河南省洛阳正骨医院运动医学科$河南
67#"""

%&

%4

贵州

省遵义医学院药理学教研室$贵州
$8%"""

%

通讯作者#黄燮南!

)93

#

":$!

"

:8";8!%

!

<

#

=,>3

#

?.,-@A>9-,-B

,3>0.-4C2=4C-

DE(

#

#"

!

788#F&'(+

!

!"#$

!

"#

!

"";%

人参总皂苷抑制钙调神经磷酸酶信号通路

参与其抗右室肥厚作用的实验研究

秦$娜#

$魏立伟!

$黄燮南%

摘要$目的$观察人参总皂苷!

G2G,3 @>-H9-2H>I9H

"

)J

#对野百合碱!

=2-2C/2G,3>-9

"

+&)

#所致大

鼠右心室肥厚的影响并探讨其与钙调神经磷酸酶!

&,5

#信号通路的关系$ 方法$将
$"

只雄性
KD

大鼠随

机分为正常对照组"

+&)

模型组"

)J

低%中%高剂量组"每组
#"

只"各给药组动物均腹腔注射给药
#:

天$ 用

药前后测定各组大鼠的右心室收缩压!

L1KM

#%右室肥厚指数!

L1N(

#%右心重
F

体重!

L1*FO*

#&

&,

! P荧光

指示剂
Q./,

#

!FR+

测定心肌细胞内
&,

! P浓度&

L9,3 G>=9

#

M&L

检测心肌组织心房利钠因子!

R5Q

#%

&,5

=L5R

的表达"

*9HG9/- S32G

检测心肌组织
&,5

蛋白表达$ 结果$与
+&)

模型组比较"

)J

低%中%高剂

量预防给药均使
L1KM

%

L1N(

%

L1FO*

及
R5Q=L5R

表达明显降低"显著降低心肌细胞
&,

! P浓度"以及心

肌组织
&,5 =L5R

和
&,5

蛋白表达$ 结论$

)J

能明显改善
+&)

诱导的大鼠右心室肥厚"其抗心肌肥厚

作用至少与抑制
&,5

信号转导通路有关$

关键词$人参总皂苷&右室肥厚&钙调神经磷酸酶&野百合碱

)2G,3 J>-H9-2H>I9H Q2.@?G ,@,>-HG L>@?G 19-G/>C.3,/ N0T9/G/2T?0 G?/2.@? (-?>S>G>-@ &,3C>-9./>-

K>@-,3 M,G?U,0

$

V(5 5,

#

!

*<( W>

#

U9>

!

!

,-I NXR5J Y>9

#

-,-

%

$

# D>HT2H,S39 &9-G9/ Z2/ (-G/,[9-2.H

M?,/=,C0

!

W.20,-@ E/G?2T9I>CH N2HT>G,3

!

N9-,-

$

67#"""

%!

&?>-,

&

! D9T,/G=9-G 2Z KT2/GH +9I>C>-9

!

W.20,-@ E/G?2T9I>CH N2HT>G,3

!

N9-,-

$

67#"""

%!

&?>-,

&

% Q,C.3G0 2Z M?,/=,C232@0

!

\.-0> +9I>C,3 N2H

#

T>G,3

!

J.>]?2.

$

$8%"""

%!

&?>-,

ROK)LR&)

#

ES^9CG>[9

#

)2 2SH9/[9 G?9 9ZZ9CG 2Z G2G,3 @>-H9-2H>I9H

$

)J

%

2- =2-2C/2G,3>-9

$

+&)

%

>-I.C9I />@?G [9-G/>C.3,/ ?0T9/G/2T?0 /,GH

!

,-I G2 9AT32/9 >GH C2//93,G>2- U>G? C,3C>-9./>-

$

&,5

%

T,G?U,04

+9G?2IH

#

Q>ZG0 =,39 KT/,@.9 D,U390 /,GH U9/9 /,-I2=30 I>[>I9I >-G2 G?9 -2/=,3 C2-G/23 @/2.T

!

G?9 +&)

=2I93 @/2.T

!

,-I G?9 32U

!

=>II39

!

?>@? I2H9 )J G/9,G=9-G @/2.TH

!

#" >- 9,C? @/2.T4 R33 =9I>C,G>2- U,H

T9/Z2/=9I S0 T9/>G2-9,3 >-^9CG>2- Z2/ #: I,0H4L>@?G [9-G/>C.3,/ T9,_ H0HG23>C T/9HH./9

$

L1KM

%!

/>@?G [9-

#

G/>C.3,/ ?0T9/G/2T?0 >-I9A

$

L1N(

%!

,-I />@?G [9-G/>C.3,/ U9>@?GFS2I0 U9>@?G

$

L1*FO*

%

U9/9 =9,H./9I4

(-G/,C933.3,/ Z/99 C,3C>.= C2-C9-G/,G>2-H U9/9 =9,H./9I S0 &,

! P

Z3.2/9HC9-C9 >-I>C,G2/ Q./,!FR+4 )?9 ,G

#

/>,3 -,G/>./9G>C Z,CG2/

$

R5Q

%

,-I &,5 =L5R 9AT/9HH>2- 2Z G?9 =02C,/I>,3 G>HH.9 U9/9 `.,-G>G,G>[930 ,-,

#

30]9I S0 L9,3

#

G>=9 M&L4 )?9 T/2G9>- 9AT/9HH>2- 2Z &,5 U,H I9G9CG9I S0 *9HG9/- S32G4 L9H.3GH

#

&2=

#

T,/9I U>G? G?9 +&) =2I93 @/2.T

!

T/9[9-G>[9 G/9,G=9-G 2Z )J ,G G?9 % I2H9H C2.3I H>@->Z>C,-G30 /9I.C9

L1KM

!

L1N(

!

L1*FO*

!

,-I R5Q =L5R 9AT/9HH>2-

!

,-I I9C/9,H9 &,

! P

C2-C9-G/,G>2- >- =02C,/I>,3

C933H

!

&,5 =L5R ,-I T/2G9>- 9AT/9HH>2- >- G?9 =02C,/I>,3 G>HH.94 &2-C3.H>2-

#

)J C2.3I 2S[>2.H30 >=

#

T/2[9 +&)

#

>-I.C9I />@?G [9-G/>C.3,/ ?0T9/G/2T?0

!

U?>C? U,H T2HH>S30 ,C?>9[9I G?/2.@? H.TT/9HH>-@

+&)

#

,CG>[,G9I &,5 H>@-,3 G/,-HI.CG>2-4

a<b*ELDK

#

G2G,3 @>-H9-2H>I9H

&

/>@?G [9-G/>C.3,/ ?0T9/G/2T?0

&

C,3C>-9./>-

&

=2-2C/2G,3>-9

$$心肌肥厚是心肌对多种心血管刺激的适应性反 应!早期有一定代偿意义' 但长期的心肌肥厚将发展

为心力衰竭(心律失常和猝死)

#

*

' 右室肥厚(右心衰

竭是肺动脉高压死亡的主要原因)

!

*

' 因此!逆转右室

肥厚是提高患者生存率和生活质量的重要环节'

人参主要活性物质人参皂苷有阻滞钙离子通

道)

%

!

6

*

(抗血管平滑肌细胞增殖)

$

!

8

*

(调节一氧化氮

$

->G/>C 2A>I9

!

5E

%的释放)

7

!

:

*等作用' 目前资料表
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!

#

明!某些抗心肌肥厚药物的作用可能与其降低细胞内

钙离子$

&,

! P

%有关' 本课题组前期的研究表明!人参

皂苷
LS

#

能显著对抗野百合碱 $

=2-2C/2G,3>-9

!

+&)

%所致大鼠右室肥厚和外源性前列腺素
Q!

!

所致

培养乳鼠心肌细胞肥大作用!其机制可能部分与其降

低细胞内
&,

! P 从而抑制
&,5

#

5QR)%

信号通路有

关)

;

!

#"

*

!人参总皂苷的各单体间结构相似!推测若干成

分可能具有
LS

#

类似的抗心肌肥厚作用!而且人参总

皂苷较人参皂苷
LS

#

便宜!来源丰富!更易于开发利

用' 本研究拟探讨人参总皂苷$

G2G,3 @>-H9-2H>I9H

!

)J

%对
+&)

诱导的大鼠右心室肥厚作用及其可能的

作用机制!为传统中药人参的开发利用提供基础药理

学依据'

材料与方法

#

$动物$雄性
KD

$

KT/,@09

#

D,U390

%大鼠!清

洁级!体重$

!""

%

!"

%

@

' 由第三军医大学大坪医院

实验动物中心提供$许可证号#

K&Ya!""!"""%

%'

!

$药物$

)J

由北京天然药物研究院赵锐教授惠

赠$用
')b

#

%""

型反相制备色谱固定相分离!纯度
c

;%d

%'

+&)

$批号#

#"8a#8"!

%!美国
K>@=,

公司

产品'

%

$试剂与仪器$

R5Q

(

&,5

(

"

#

,CG>-

和逆转录试

剂盒由大连宝生物工程有限公司&

KbOL

#

JL<<5

M&L+,HG9/ +>A

$

RO(

公司%&

&,5

催化亚基$

&-R

%兔

抗大鼠多克隆抗体$加拿大
KG/9HH@9-

公司%&

,CG>-

兔

抗大鼠多克隆抗体$

K,-G, &/.]

公司%' 实时荧光定量

M&L

仪$美国
O>2

#

LRD

公司%&逆转录仪$德国
<T

#

T9-I2/Z

公司%!

+2I93 $$"

型酶标仪$美国
O>2

#

)9_

公

司%&

WC0C39/

荧光定量
M&L

仪$美国
O>2

#

LRD

公司%'

6

$方法

6

!

#

$模型制作方法$

$"

只雄性
KD

大鼠按随机

数字表法分为正常对照组!

+&)

模型组!

)J

低(中(高

剂量组!每组
#"

只'

+&)

诱导的右室肥厚模型制备

参考文献)

##

*!即除正常对照组外其他
6

组单次腹腔

注射
!d+&) 8" =@F_@

!模型制备成功率
c;"d

)

#!

*

'

6

!

!

$分组及给药方法$造模
!6 ?

后
)J

低(中(

高剂量组每天分别腹腔注射
)J !"

(

6"

(

8" =@F_@

!各

组
)J

的剂量参考文献)

#%

*及结合预实验的结果确

定!

+&)

模型组腹腔注射等量的生理盐水!共
#:

天'

6

!

%

$观察项目及检测方法

6

!

%

!

#

$右心室收缩压$

L1KM

%的测定$造模
#:

天后!采用右心导管术)

#6

*

!检测
L1KM

'

6

!

%

!

!

$右室肥厚指数 $

L1N(

%测定$称右室

$

L1

%和左室及室间隔$

W1 PK

%的重量!计算
L1N(

和

L1F

体重$

O*

%!

L1N( eL1F

$

W1 PK

%'

6

!

%

!

%

$右心肌细胞内钙离子$

&,

! P

%浓度的测定

取
#"" =@

心肌!酶法分离心肌细胞!应用
&,

! P荧光指

示剂
Q./,

#

!FR+

测定大鼠心肌细胞内
&,

! P浓度'

6

!

%

!

6

$心肌组织
R5Q

(

&,5 =L5R

的表达$

采用
L9,3 G>=9

#

M&L

检测右心肌组织总
L5R

的提取

及逆转录操作按试剂盒说明进行' 根据
Q9- S,-_

数

据库中提供的
R5Q

(

&,5

和
"

#

,CG>- =L5R

序列$由

大连宝生物工程有限公司合成引物%'

L9,3 G>=9

#

M&L

反应条件#

;$

&!

#" =>-

进入循环&

;$

&!

#$H

(

8"

&!

# =>-

!循环
6$

次' 以
&G

值为统计参数依次

计算下列数据#$

#

%

&G

平均值
e

$

&G# P &G! P &G%

%

F%

$重复管%!$

!

%

!&G e &G

平均值 "

&G

中间值!$

%

%基

因的表达
e!

$ "

!&G

%

!$

6

%以目的基因的表达
F

内参基因

的表达进行
R5Q

和
&,5

的相对定量'

表
#

#目的基因引物序列

基因 引物序列
引物长度

$

ST

%

R5Q

上游
$

'#

)&JRJ&RJR)))JJ&)J))R)&))&

#

%

'

下游
$

'#

)JR&RJJR))JJRJ&&&RJRJ

#

%

'

7$

&,5

上游
$

'#

&)JRJR)J&)JJ)RRR&J)&&)JR

#

%

'

下游
$

'#

)J&)&JJR)&))J))&&)JR)J

#

%

'

#!!

"

#

,CG>-

上游
$

'#

JJ&&RR&&J)JRRRRJR)JR

#

%

'

下游
$

'#

&RJ&&)JJR)JJ&)R&J)R&R

#

%

'

#"6

6

!

%

!

$

$右心肌组织
&,5

蛋白的表达$采用

*9HG9/- S32G

检测右心室组织约
#"" =@

!加
L(MR

裂解缓冲液
# =W

匀浆!

#! """

(

@

!

6

&离心

!" =>-

!取上清液用
O/,IZ2/I

蛋白浓度检测试剂盒

进行蛋白定量' 取
6"$@

蛋白经聚丙烯酰胺变性凝胶

分离!电转膜法转移到
M1DQ

膜上' 封闭(分别加

&,5

一抗$

#

)

!""

%稀释(辣根过氧化物酶标记二抗!

二氨基联苯胺显色!凝胶成像系统分析' 每组重复

%

次'

6

!

6

$统计学方法$应用
KMKK #%

!

"

软件进行

分析!各组计量资料以
A

%

H

表示!多组间均数比较采

用单因素方差分析!两两比较用
WKD

#

G

检验!

M f

"

!

"$

为差异有统计学意义'

结$$果

#

$

)J

对
+&)

诱导心肌肥厚大鼠
L1KM

(

L1N(

及
L1FO*

的影响$表
!

%$与正常对照组比较!

+&)

模型组在腹腔注射
+&)#:

天后
L1KM

(

L1N(

(

L1*F
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#

" !%###"

O*

分别增加了
86d

(

%"d

(

66d

!与
+&)

模型组比

较!

)J

各剂量组上述指标明显降低$

M f "

!

"#

%!但

)J

各剂量组差异无统计学意义$

M c"

!

"$

%'

表
!

#

)J

对
+&)

诱导心肌肥厚大鼠
L1KM

(

L1N(

及
L1FO*

的影响$$

A

%

H

%

组别
- L1KM

$

==N@

%

L1N( L1*FO*

正常对照
: #8

*

78

%

#

*

"6 "

*

!$#

%

"

*

"#8 "

*

6$;

%

"

*

"!#

+&)

模型
:

!:

*

!#

%

%

*

7"

"

"

*

%!7

%

"

*

"%!

"

"

*

8%!

%

"

*

"%7

"

)J

低剂量
:

#;

*

%:

%

"

*

:"

!

"

*

!76

%

"

*

"##

!

"

*

6;#

%

"

*

"#"

!

中剂量
:

#:

*

76

%

#

*

;8

!

"

*

!8;

%

"

*

"#%

!

"

*

678

%

"

*

"";

!

高剂量
:

#7

*

76

%

"

*

8#

!

"

*

!$6

%

"

*

"#%

!

"

*

6$$

%

"

*

"##

!

$$注#与正常对照组比较!

"

M f "

*

"#

&与
+&)

模型组比较!

!

M f

"

*

"#

!

$不同剂量
)J

对
+&)

诱导心肌肥厚大鼠心肌

细胞内
&,

! P浓度的影响$图
#

%$

+&)

模型组大鼠心

肌细胞内
&,

! P 浓度较正常对照组明显增高 $

M f

"

!

"#

%!

)J

能剂量依赖性降低右心室肥厚大鼠心肌细

胞内
&,

! P浓度$

M f"

!

"#

%!与
+&)

模型组比较!分别

降低了
#$

!

;d

(

!:

!

$d

(

6%

!

8d

'

$$注#

R

为正常对照组&

O

为
+&)

模型组&

&

为
)J

低剂量组&

D

为
)J

中剂量组&

<

为
)J

高剂量组&与正常对照组比较!

"

M f

"

!

"#

&与
+&)

模型组比较!

!

M f"

!

"#

&下图同

图
#

#不同剂量
)J

对
+&)

诱导心肌肥厚大鼠心肌

细胞内
&,

! P浓度的影响

%

$各组
R5Q

(

&,5 =L5R

表达水平比较$图
!

%

与正常对照组比较!

+&)

模型组
R5Q

(

&,5 =L5R

表达明显增加!

R5Q

(

&,5 =L5R

分别增加了
$

!

8

(

!

!

#

倍$

M f "

!

"#

%'

)J

预防给药均明显抑制
R5Q

(

&,5 =L5R

表达!与
+&)

模型组比较!

)J

低剂量组

&,5 =L5R

表达分别减少了
!:

!

7d

(

!;

!

%d

$

M f

"

!

"#

%!

)J

各剂量组间比较!差异无统计学意义$

M c

"

!

"$

%'

6

$各组大鼠右心室组织中
&,5

蛋白表达比较

$图
%

!表
%

%$与正常对照组比较!

+&)

模型组
&,5

$$注#

,

为
R5Q=L5R

表达&

S

为
&,5=L5R

表达

图
!

#各组
R5Q

(

&,5 =L5R

表达水平比较

蛋白表达明显增高!

)J

预防给药能降低
&,5

蛋白表

达!

)J

低(中(高剂量组分别减少了
#8d

(

6!d

(

88d

!差异均有统计学意义$

M f"

!

"$

%'

$$注#

R

为正常对照组&

O

为模型组&

&

为
)J

低剂量组&

D

为
)J

中剂量组&

<

为
)J

高剂量组

图
%

#各组大鼠右心室组织中
&,5

蛋白电泳图

表
%

#各组大鼠右心室组织中
&,5

蛋白表达比较$$

A

%

H

%

组别
- &,5

正常对照
: "

*

:8

%

"

*

"6

+&)

模型
:

%

*

6%

%

"

*

%:

"

)J

低剂量
:

!

*

:$

%

"

*

!6

!

中剂量
:

#

*

;8

%

"

*

#!

!

高剂量
:

#

*

#6

%

"

*

!%

!

$$注#与正常对照组比较!

"

M f "

*

"#

&与
+&)

模型组比较!

!

M f

"

*

"#

讨$$论

+&)

所诱导肺动脉高压继发的右室肥厚是公认

的右室肥厚模型'

+&)

是从野百合种子中提取的一

种吡咯烷生物碱!在大鼠体内被肝脏的混合功能氧化

酶转化为野百合吡咯$

+&)

#

T0//239

%后!可损伤肺血

管内皮细胞!进而引起肺动脉平滑肌细胞进行性增殖!
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#

导致肺动脉高压!继发
L1N

)

#!

*

' 本实验结果表明!大

鼠在单次腹腔注射
+&) #:

天后!

L1KM

(

L1N(

(

L1*FO*

均明显高于正常对照组!说明
+&)

右室肥

厚的模型制备成功!

)J

预防给药组能明显减轻上述

指标的增高!其中!由于模型组给药前后
O*

无差别

甚至略低!与正常对照组比较明显偏轻!

L1FO*

可能

因模型组体重减轻而产生一定的非特异效应!但

L1N(

的明显升高强烈提示
L1N

的发生' 单从检测

指标上看!

)J

高剂量给药组比低剂量效果更为明显!

然统计学分析表明!

)J

各剂量组间差异无统计学意

义' 心肌组织胎儿基因
R5Q

水平增高是心肌肥大的

标志之一!心肌肥大时
R5Q

基因重新活化!表达明显

增加)

#$

*

' 因此!本实验用
L9,3 G>=9

#

M&L

检测了

R5Q =L5R

在心肌组织中的表达情况' 结果显示!

+&)

模型组比正常对照组
R5Q =L5R

表达明显增

加!进一步从基因水平上证实了心肌肥厚的形成!

)J

各剂量具有减轻
+&)

引起心肌肥厚的作用!降低

L1KM

可能参与了其抗心肌肥厚作用'

多项研究表明!人参皂苷具有钙通道阻滞作

用)

#%

!

#8

*

!而心肌细胞内
&,

! P持续升高及由此激活的

瞬时受体电位通道$

)LM&

%#

&,5

#

5QR)%

在心肌肥厚

的病理过程起重要调节作用)

#7

!

#:

*

' 激活
&,5

的转位

入细胞核!与心肌细胞核内的转录因子如
JR)R6

!活

化多种心肌肥厚的相关基因!调节心脏中
R5Q

(脑钠

肽$

O5M

%(

"

#肌球蛋白重链$

"

#

+N&

%等肥大基因特

异性表达!导致心肌肥厚形成&抑制
&,5

的活性可减

轻心肌肥厚)

#;

!

!"

*

' 本实验结果显示!

+&)

右室肥厚

模型大鼠心肌细胞内
&,

! P浓度明显增高!而
)J

预防

给药能显著地降低心肌肥厚大鼠心肌细胞内
&,

! P浓

度!另外!

&,5 =L5R

和其蛋白表达检测结果表明!

模型组
&,5 =L5R

和其蛋白表达水平均增高!提示

&,5

#

5QR)

通路参与了
+&)

诱导的右室肥厚的发

生'

)J

低(中(高剂量预防给药同样能显著降低
&,5

=L5R

和其蛋白表达水平!提示其抗心肌肥厚作用与

逆转心肌细胞内钙超载!抑制
&,5

通路有关' 需要指

出的是!

)J

对
&,5 =L5R

表达的影响各个剂量组之

间差异无统计学意义!但对
&,

! P浓度和
&,5

蛋白水平

的影响
)J

剂量组之间有统计学意义!能剂量依赖性降

低或增高蛋白的表达!其原因可能是本实验所用
&,5

的引物不是针对其活性部分的&机体对
&,5

活性的调

节发生在蛋白水平上' 总之!以上结果提示!

)J

抗心肌

肥厚的作用至少与其抑制
&,5

信号通路有关'

心肌肥厚的发生发展是一个多因素参与的复杂的

病理生理过程!

)J

抗心肌肥厚的作用除影响
&,5

信

号通路外!还可能与其它信号通路有关!值得进一步

研究'
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'征订启事'

欢迎订阅
!"#$

年!中国中西医结合杂志"

(中国中西医结合杂志)是由中国科学技术协会主管%中国中西医结合学会和中国中医科学院主

办的中西医结合综合性学术期刊$

#;:#

年创刊"由中国科学院院士陈可冀担任总编辑$ 设有述评%

专家论坛%专题笔谈%临床论著%基础研究%临床报道%综述%学术探讨%思路与方法学%临床试验方法

学%病例报告%中医英译%会议纪要等栏目$ 本刊多次获国家科委%中宣部%新闻出版署及国家中医药

管理局颁发的全国优秀期刊奖&

!""#

年被新闻出版署评为*双效期刊+"列入中国期刊方阵&

!""%

,

!"#!

年连续
#"

年被评为*百种中国杰出学术期刊+&

%

次获中国科协择优支持基础性和高科技学术

期刊专项资助&

6

次获*国家自然科学基金重点学术期刊专项基金+资助&

6

次获*中国科协精品科技

期刊工程项目期刊+$ 并被多种国内外知名检索系统收录"如-中国科学引文数据库%中国生物医学文

献数据库%美国医学索引!

+<DW(5<

#%美国(化学文摘)!

&R

#%俄罗斯(文摘杂志)!

R'
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