
书书书

!!"#$$! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

"

,-. !"#$

"

/012 &$

"

30

!

%

基金项目#国家自然科学基金资助项目$

302 &"%""$44

%&中南大学贵重仪器设备开放共享基金资助项目$

302 '567'!"#!"#4

%&湖南省中医

药科研计划项目$

302 !"#!4%

%

作者单位#

#2

中南大学湘雅医院中西医结合研究所$长沙
4#"""8

% &

!2

中南大学湘雅医院国际医疗部$长沙
4#"""8

%

通讯作者#陈"琼"

*91

#

":&#

#

8;:%&"%$

"

<

$

=->1

#

?>0@ABCD#$&2B0=

EF)

#

#"

!

:$$#G'(),

!

!"#$

!

"%

!

"%8"

平肝潜阳方含药血清对血管紧张素
!

诱导血管平滑肌

细胞增殖'迁移及
E3H

甲基化水平的影响

钟广伟#

!

!

"万"玲#

"王东生#

"方"霞!

"陈"琼!

"谢明萱!

"唐"涛#

摘要"目的"观察平肝潜阳方对血管紧张素
!

"

-@A>0I9@J>@ !

!

H@A!

#诱导血管平滑肌细胞"

K-J

$

BL1-M J=00IC =LJB19 B911J

!

/5,'J

#增殖和迁移的抑制作用及
E3H
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%是高血压

病并发的心'脑'肾等靶器官损害的共同病理生理学基

础"而血管中膜平滑肌细胞的异常增殖及向内膜下迁

移是血管重构的主要病理过程之一(
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)

* 平肝潜阳法

是中医临床上治疗高血压病早'中期的主要治则之

一(
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* 动物实验结果显示平肝潜阳方具有逆转实验

性大鼠血管重构的作用(
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* 本研究以体外培养大鼠

主动脉血管平滑肌细胞$
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只
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白组和平肝潜阳方组$中药组%"每组
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只* 中药组

大鼠按照人和动物体表面积折算的等效剂量比率
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)给予平肝潜阳方浸膏
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生药
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"给药容量

为
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%灌胃"空白组每日灌胃等体积饮用

水"每日
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次"连续
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日* 末次给药
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后耳中动脉采

血"分离血清"

%$

&灭活
&" =>@

"分装后放置 #
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保存备用*

%

"大鼠
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培养'鉴定及分组"选用
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雄性
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消化传代"经
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免疫组化鉴定为
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代细胞用于实验* 将培养细胞分为正常组'模型

组'叶酸组及平肝潜阳方组$下称中药组%* 正常组为原



!!"&$$! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

"

,-. !"#$

"

/012 &$

"

30

!

%

代培育的
/5,'J

&模型组采用
H@A!

诱导"具体方法如

下#细胞在含
#"O

新生小牛血清$

@9Z_0M@ B-1S J9M

$

L=

"

3'5

%的
,#;;

培养基中生长至
#""O

密度时"加

入
H@A!

至终浓度为
#"

#

$

=01GN

"继续培养
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诱导
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培养
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后"叶酸组
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叶酸干预
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&中药组加入
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清干预
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生长曲线绘制"
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试剂盒检测
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天内的增殖程度* 步
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溶液"在细胞培养

箱内继续培养孵育
! C

后"在
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处检测每孔

吸光度$每组设定
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弱"随机取
$

个视野进行观察并拍摄"应用图像分析

软件
)=-A9*001

计数细胞迁移数目"行
&

次独立实

验"计算平均值*

;

"

/5,'J

甲基化水平测定"采用
%

$

='

免疫

荧光法检测* 以中药含药血清及
4" "AG=N

叶酸处理

直接接种于盖玻片上的
/5,'J !4 C

后"室温下加体

积分数为
4O

的甲醛固定
!" =>@

" #

!"

&甲醇固定

% =>@

"水洗后以
! =01GN X'1 &:

&下孵育
&" =>@

"

水洗后用
*^<

作用
% =>@

"加体积分数为
&O

的

R^5*

$

^5H

封闭
$" =>@

"一抗孵育
# C

"

R^5

洗

&

次"

[)*'

标记二抗 $

#

(

4""

%

&:

&孵育
4% =>@

"

R^5

洗
&

次"甘油封片"荧光显微镜下观察与摄片

$

F1.=VLJ )\:#

型%&采用
%

$

='

抗体进行细胞免疫

荧光检测"各组细胞的荧光强度值为荧光分析软件

5W>-VV !"#"

分析后所得的荧光强度值*

#"

"

Q9-1

$

I>=9 ?

$

R'Q

方法检测
E3,*# =Q

$

3H

表达"应用
*M>c01

试剂提取细胞总
Q3H

"

RM>=9

5BM>VI Q* M9-A9@I P>I

反转录合成
BE3H

"荧光定量

R'Q

采用
5a^Q RM9=>] <] *-?

*,试剂* 每次荧光

定量
R'Q

检测设
&

个平行样"实验重复
&

次* 目的

基因引物序列如下#

E3,* #

#上游#

%

)$

H'YH'''*

$

YH''*'HHH*H*

$

&

)" 下 游#

%

)$

''H**HH'H'

$

'H''**'HHYH

$

&

)"

!!$ _V

& 内参
$

$

-BI>@

# 上游#

%

)$

*YY'H'''HY'H'HH*YHH

$

&

)"下游#

%

)$

'*H

$

HY*'H*HY*''Y''*HYHHY'H

$

&

)"

#4! _V

* 反

应结束后建立
Q*

$

R'Q

溶解曲线证实扩增的特异性"

读取
'I

值"以管家基因
$

$

-BI>@

为内参"校正每个样品

的
'I

值得出
!'I

值"表达差异以
!

$

!!'I表示"

!'I e

'I

I-MA9I

#

'I

$

$

-BI>@

"

!!'I e!'I

IM9-I

#

!'I

B0@IM01

*

##

"统计学方法"采用
5R55 #&

!

"

统计软件进

行分析"计量资料以
]

%

J

表示"采用配对样本
I

检验"

多组样本均数比较采用单因素方差分析&方差齐性组

间比较采用
N5E

$

I

检验"方差不齐组间比较采用

EL@@9II

)

J

检验*

R T"

!

"%

为差异有统计学意义*

结""果

#

"大鼠
/5,'J

鉴定$图
#

%"在倒置显微镜下

可见"常氧条件下培养的
/5,'J

传代
& b%

次后"细

胞贴壁形态较好"为收缩表型"大小不等"多呈梭形或

不规则形"部分重叠生长至多层而部分较稀疏"有明显

的平滑肌细胞生长所特有的+峰-谷,状*

!

"各组
/5,'J

生长曲线比较$图
!

%"与正常

组比较"经
H@A!

诱导细胞增殖和迁移后"模型组

/5,'J

生长速度明显增快* 与模型组比较"中药组和

图
#

$大鼠
/5,'J

鉴定"$

#

$

-BI>@

" *

4""

%



中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

"

,-. !"#$

"

/012 &$

"

30

!

%

!!"'$$!

叶酸组干预
#

天后"再加入正常培养基培养
# b:

天"

两组
/5,'J

生长速度明显减慢"尤以第
&

天后细胞

生长速度减慢明显$

R T"

!

"%

%*

图
!

$各组
/5,'J

生长曲线图

&

"各组
/5,'J

增殖活性比较$表
#

%"与正常组

比较"模型组
/5,'J

增殖活性增高 $

R T"

!

"#

%&与模

型组比较"叶酸组及中药组
/5,'J

增殖活性均降低"

其中中药组降低更明显$

R T"

!

"%

"

R T"

!

"#

%&叶酸组

与中药组
/5,'J

增殖活性比较"差异无统计学意义

$

R f"

!

"%

%*

表
#

$各组
/5,'J

增殖活性比较"$

]

%

J

%

组别
@

增殖活性$

H

值%

正常
$ "

+

%%4

%

"

+

##!

模型
$

"

+

;4&

%

"

+

#8%

"

叶酸
$

"

+

:#;

%

"

+

#4%

!

中药
$

"

+

$&%

%

"

+

#!8

!!

""注#与正常组比较"

"

R T"

!

"#

&与模型组比较"

!

R T"

!

"%

"

!!

R T"

!

"#

4

"各组
/5,'J

迁移数目比较$图
&

"表
!

%"与

正常组比较"模型组
/5,'J

迁移数量明显增多$

R T

"

!

"#

%&与模型组比较"叶酸组及中药组
/5,'J

迁移

数量均明显减少$

R T"

!

"#

%*

表
!

$各组
/5,'J

迁移数目比较" $

]

%

J

%

组别
@ /5,'J

迁移数目

正常
$ #""

+

"

模型
$

#:8

+

$

%

#8

+

;

"

叶酸
$

#!&

+

:

%

#:

+

%

!

中药
$

#!8

+

;

%

#$

+

8

!

""注#与正常组比较"

"

R T "

!

"#

&与模型组比较"

!

R T "

!

"#

&

表
&

'

4

同

""

%

"各组
/5,'J E3H

甲基化水平比较 $图
4

"

表
&

%"与正常组比较"模型组
%

$

='

荧光强度值明显

降低$

R T "

!

"#

%&与模型组比较"叶酸组及中药组
%

$

='

荧光强度值明显升高$

R T"

!

"#

%"但两组比较"差

异无统计学意义$

R f"

!

"%

%*

表
&

$各组
/5,'J E3H

甲基化水平比较"$

]

%

J

%

组别
@ E3H

甲基化水平$平均荧光强度值%

正常
$ #%8

+

!

%

!#

+

!

模型
$

84

+

%

%

!8

+

&

"

叶酸
$

#&$

+

:

%

!$

+

:

!

中药
$ "

#!8

+

8

%

!%

+

&

!

""

$

"各组
E3,*# =Q3H

表达水平比较$表
4

%"

与正常组比较"

H@A!

诱导
/5,'J

增殖和迁移的过

程中"模型组
E3,*# =Q3H

相对表达水平明显降低

$

R T"

!

"#

%&与模型组比较"叶酸组和中药组
E3,*#

=Q3H

表达均增强$

R

'

"

!

"#

%"但叶酸组与中药组比

较"差异无统计学意义 $

R f"

!

"%

%*

表
4

$各组
E3,*# =Q3H

表达量比较"$

]

%

J

%

组别
@ E3,*#

相对表达量$

E3,*#G$

$

-BI>@

%

正常
$ "

+

;!

%

"

+

#8

模型
$

"

+

48

%

"

+

";

"

叶酸
$

"

+

8&

%

"

+

#%

!

中药
$

"

+

:;

%

"

+

#8

!

图
&

$各组
/5,'J

迁移情况比较"$ *

#""

%
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%

""注#

H

为正常组&

^

为模型组&

'

为叶酸组&

E

为中药组

图
4

$各组
/5,'J %

$

='

免疫荧光强度图"$ *

!""

%

讨""论

高血压病的发病机制和病变过程比较复杂"与交

感神经系统活性增强'肾脏水钠潴留'肾素#血管紧张

素 #醛固酮系统 $

M9@>@

$

-@A>0I9@J>@

$

-1W0JI9M0@9

$

J.JI9=

"

QHH5

%激活等相关(

$

)

* 研究发现"异常的

E3H

甲基化修饰可能参与调控某些高血压病候选基

因的表达"最终导致高血压的发生与发展(

:

)

*

E3H

甲基化是一种重要的表型遗传修饰"基因组
E3H

的

低甲基化可导致染色体的不稳定性$非整倍体'转座

子的活化及基因上调%增加"而高甲基化会抑制基因

的表达(

8

)

* 研究表明"在心血管疾病的发生'发展过程

中普遍存在甲基化失衡的情况(

;

)

"主要包括局部
'VY

岛的高甲基化和基因组的广泛低甲基化"其中异常高甲

基化引起的增殖抑制基因失活尤为重要"但其原因尚不

清楚*

[M>J0 5

等(

#"

)研究显示
##_

$

X5E

$

!

基因启动子

区高甲基化与血压水平成正相关"

^0AW-M>@- )

等(

##

)进

一步证实
H* #_

受体基因的低甲基化很可能是高血压

病的潜在病因&动脉中膜平滑肌细胞的迁移和增殖都伴

有基因组
'VY

岛发生低甲基化(

#!

)

* 因此"基因的

E3H

甲基化修饰模型可以成为高血压病相关机制研究

的遗传标志物"具有重要意义*

本课题组前期研究表明"平肝潜阳方可调节自发

性高血压模型大鼠多个
=>Q3HJ

表达"提示可能参与

高血压病的表观遗传学调控机制"但是否参与调节

E3H

甲基化尚不明确* 本研究结果显示"

H@A!

诱导

/5,'J

增殖和迁移模型的
E3H

甲基化水平明显下

降"呈低甲基化状态"与相关报道一致(

#&

)

*

E3H

甲基

转移酶在调节
E3H

甲基化中起重要作用* 目前发现

的
E3H

甲基转移酶主要有
&

类#

E3,*#

'

E3,*!

及

E3,*&

* 与
E3,*J

具有高强结合力的
E3H

甲基转

移酶抑制剂的作用机制是在体内通过代谢形成三磷酸

脱氧核苷"在
E3H

复制过程中代替胞嘧啶* 本研究

结果显示"

H@A!

诱导
/5,'J

增殖'迁移模型中
E3

$

,*#

基因
=Q3H

表达呈降低趋势"提示细胞中
E3H

甲基转移酶表达减少"可能是导致
E3H

总甲基化水

平降低的因素之一*

N>L 7

等(

#4

)通过将姜黄素和
E3

$

,*#

的相互作用分子对接发现"姜黄素可通过与
E3

$

,*#

发生共价结合而发挥抑制
E3,*

的作用* 贾

镭(

#%

)研究了可可及其产物对血脂调节的影响"发现可

以通过影响低密度脂蛋白诱导
E3,*&

的表达来改变

动脉粥样硬化进程"提示中药可以通过靶向调节
E3

$

,*J

的表达来实现治疗目标* 北美通过食物强化叶

酸政策"在降低高同型半胱氨酸血症的同时"心血管疾

病和卒中发病率亦呈加速下降趋势(

#$

)

* 但关于叶酸

是否可以预防高血压和动脉粥样硬化相关疾病目前尚

存在争议* 本研究发现"叶酸可以提高
/5,'J

基因

组甲基化水平"提示叶酸可能成为逆转血管重构基因

治疗的新手段* 而叶酸和平肝潜阳方均能明显提高其

的
E3H

甲基化水平"增强
E3,*#

基因
=Q3H

表

达"表明平肝潜阳方抑制
/5,'J

增殖和迁移与提高

E3H

甲基化水平"增强
E3,*#

基因表达有关"提示

平肝潜阳方可在转录前影响细胞增殖和迁移相关基因

的表达"而导致
/5,'J

的增殖和迁移能力减弱"从而

达到逆转血管重构的病理生理过程*

因此"表观遗传学作用机制$

E3H

甲基化%可能

在平肝潜阳方抑制
/5,'J

的增殖和迁移作用机制中

起着重要作用* 超甲基化和低甲基化区域可以同时存

在于基因组中"总
E3H

甲基化状态可能与某特定染

色体区域的甲基化状态并不相符(

#:

)

* 因此"单基因甲

基化及其表达的研究有可能进一步加深平肝潜阳方逆

转血管重构作用机制的理解*
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可可影响血脂谱的荟萃分析及
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化修饰与动脉粥样硬化的相关性研究(
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第十四次全国中西医结合影像学术研讨会征文通知

中国中西医结合学会医学影像专业委员会定于
!"#$

年
:

月上旬在长沙市召开第十四次全国中

西医结合影像学术研讨会$ 现将征文要求通知如下$

征文内容 ""

#

#影像学与中医结合基础与临床研究&"

!

#影像学新技术临床应用&"

&

#其他与影

像学有关的实验研究%临床研究%经验分享%病例报道等&"

4

# 影像学新进展$

征文要求 ""

#

#篇幅尽量控制在
& """

字左右!并附摘要&"

!

# 论文请附作者简介!包括姓名%性

别%出生年月%职称%学历%工作单位%地址%联系电话和邮箱&"

&

#本次会议一律采用电子文档投稿!不

接收纸质稿件$ 稿件请发至
1`:%8&!""&D-1>.L@2B0=

!邮件标题请注明'中西医结合影像学术会

议($ "

4

# 联系人)中南大学湘雅二院放射科"刘军! 电话)

#&:8:"8%""!

$

投稿须知 "所投论文未在公开发行刊物上发表!署名无争议!不涉密$ 图片分辨率不低于

&"" WV>

!自留底稿$

截稿日期 "

!"#$

年
$

月
!"

日$


