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#5

'

8

!

%$ @

生

药
FY@

进行灌胃( 分别在每日
7

#

""

'

#5

#

""

进行"连

续灌胃
&

天( 在末次灌胃
! >

后"取
8c

水合氯醛进行

腹腔麻醉"腹主动脉取血"置于
&5

%静置
! >

"待血液充

分凝固后"以
& """ JF;<?

"离心
#" ;<?

"分离血清"经

%

%水浴"

&" ;<?

灭活"用滤孔直径为
"

!

!! #;

的一次

性无菌过滤器过滤除菌"采用
#

!

% ;G

的冻存管分装血

清"置于 #

!"

%冰箱保存备用( 使用时将血清从

#

!"

%冰箱移至
8

%冰箱使之融化"然后置于室温下"

在融化的过程中轻轻摇晃血清使其均匀(

%

!

!

"细胞培养及传代"在倒置显微镜下观察

L,'K

贴壁生长"呈长梭形或多角形"未贴壁的细胞

呈发亮的球形( 根据培养瓶中细胞的生长情况及培养

液颜色等"

! b&

天换液
#

次( 于
&5

%'

%c 'E

!

的培

养箱中培养( 当细胞生长呈
5"c b6"c

以上融合时"

进行传代(

%

!

&

"细胞分组"实验分组方法如下#$

#

% 正常

组#

#"c

对照血清加
D,:,

培养基加
#" #@F;G H[I

&

$

!

% 模型组#

#"c

对照血清加
D,:,

培养基加

#" #@F;G GHI

&$

&

% 替米沙坦组#

#"c

替米沙坦血清加

D,:,

培养基加
#" #@F;G GHI

&$

8

% 加味黄芪赤风汤

低'中高剂量组$简称中药低'中'高剂量组%#分别以

#"c

低'中'高剂量中药血清加
D,:,

培养基加

#" #@F;G GHI

( 取前期实验所测
GHI

的最佳刺激浓

度
#" #@F;G

用于本次实验)

8

*

(

%

!

8

"

L,'K

上清中
'01 !

水平检测"采用

:G)IR

法( 取对数生长期
L,'K

"以
%

&

#"

&

F;G

的密

度接种于
86

孔板上"每孔
%"" #G

( 待细胞完全贴壁

后"弃去完全培养液"采用温
H[I

冲洗
#

次"换无血清

D,:,

培养液"置于
&5

%'

%c 'E

!

培养箱孵育

!8 >

"使细胞同步化( 按照实验分组分别配制相应组

的血清"逐一弃去培养板中上清液"按实验分组"每组

设
$

个复孔"每孔加入
%"" #G

对应的配制液( 将加

好液的培养板继续孵育
5! >

"取
#

!

% ;G

的冻存管"标

记编号"收集细胞上清液至对应的冻存管内"以

! """ J F;<?

"离心
#% ;<?

( 采用
:G)IR

法严格按照

试剂盒操作步骤检测
'01 !

含量( 以空白孔调零"在

8%" ?;

波长依序测量各孔的吸光度$

R

%值(

%

!

%

"

L,'K ,,H

$

!

及
*),H

$

!

蛋白表达检测"

采用
+9KN9J? P10N

法检测( 取对数生长期
L,'K

以

%

&

#"

&

F;G

的密度接种于
$

孔板上"每孔
& """ #G

(

待细胞完全贴壁后"弃去完全培养液"用温
H[I

冲洗

#

次"换无血清
D,:,

培养液"置于
&5

%'

%c 'E

!

培养箱孵育
!8 >

"使细胞同步化( 按照实验分组分别

配制相应组的血清"逐一弃去培养板中上清液"按实验

分组"每组设
$

个复孔"每孔加入
& """ #G

对应的配

制液(

GHI

最佳刺激浓度同前( 将培养板放入培养

箱中继续孵育
5! >

后"终止细胞培养( 将
H[I

放入

&5

%的水浴锅中预热
% ;<?

"弃去培养板中培养液"用

温
H[I

冲洗
#

遍"将培养板内残留的
H[I

用滤纸吸

干&每孔加入
#"" #G ])HR

裂解液"将
$

孔板放置于

冰上裂解
8" ;<?

"取
# ;G :H

管"将裂解好的细胞吸

入到标记好的
:H

管中"再用
%" #G

的裂解液将培养

板冲
!

次"加入到相应的
:H

管中( 将
:H

管置于

8

%离心机中"以
#! """ J F;<?

离心
% ;<?

"然后取上

清分装于新的
:H

管内"置于 #

6"

%冰箱( 严格按照

+9KN9J? P10N

操作步骤进行( 先用考马斯亮蓝法测

定各个细胞样本的蛋白含量"再进行分离'凝固'加样'

蛋白电泳转移'一抗及二抗反应'透膜'曝光'洗片( 用

);-@9 (

软件分析灰度值(

$

"统计学方法"采用
IHII !"

!

"

软件进行统

计分析"计量资料以
M

'

K

表示&组间比较采用单因素

方差分析"两组间两两比较采用
INAT9?N

$

39_;-?

$

`9A1K

法"方差不齐者采用
`JAKY-1

$

+-11<K

非参数检

验(

H S"

!

"%

为差异有统计学意义(

结""果

#

"各组
L,'K

上清液中
'01 !

水平比较$表
#

%

"经
GHI

刺激
5! >

后"与正常组比较"模型组
L,'K

上清液
'01 !

含量明显增多$

H S"

!

"#

%&与模型组比
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年
%

月第
&$

卷第
%

期
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"

,-. !"#$

"

/012 &$

"

30

!

%

!!"!$$!

较"替米沙坦及中药高'中剂量组
'01 !

含量明显减少

$

H S"

!

"#

%( 中药高'中剂量组
'01 !

含量较低剂量

组明显减少$

H S"

!

"%

%(

表
#

$各组
L,'K

上清液中
'01 !

水平比较"$

#@FG

"

M

'

K

%

组别
? '01!

正常
$ %"

(

6$

'

#

(

66

模型
$

$8

(

8&

'

#

(

%5

!

替米沙坦
$

%8

(

6"

'

#

(

8"

"

中药高剂量
$

%$

(

$7

'

!

(

"#

"#

""中剂量
$

%6

(

!%

'

!

(

&&

"#

""低剂量
$ $!

(

5&

'

#

(

&!

""注#与正常组比较"

!

H S"

!

"#

&与模型组比较"

"

H S"

!

"#

&与中药

低剂量组比较"

#

H S"

!

"%

!

"各组
L,'K

上清
,,H

$

!

及
*),H

$

!

蛋白表

达水平比较$表
!

"图
#

'

!

%"经
GHI

刺激
5! >

" 与正

常组比较"模型组
L,'K ,,H

$

!

及
*),H

$

!

蛋白表达

明显上调"

,,H

$

!F*),H

$

!

比例下调$

H S"

!

"#

%&与模

型组比较"中药中'低剂量组
,,H

$

!

表达明显下降

$

H S"

!

"%

"

H S"

!

"#

%&替米沙坦组'中药高'中'低剂

表
!

$各组
L,'K

上清
,,H

$

!

'

*),H

$

!

蛋白含量及

,,H

$

!F*),H

$

!

比例比较"$

M

'

K

%

组别
? ,,H

$

! *),H

$

! ,,H

$

!F*),H

$

!

正常
$ "

(

$8!

'

"

(

"%" "

(

$%&

'

"

(

"%7 "

(

765

'

"

(

"&6

模型
$

"

(

768

'

"

(

"85

!

#

(

!%8

'

"

(

"$&

!

"

(

5!$

'

"

(

"&7

!

替米沙坦
$ #

(

"!6

'

"

(

"8%

"

(

7$5

'

"

(

"&%

""

#

(

"%"

'

"

(

"&8

""#

中药高剂量
$ "

(

7$!

'

"

(

"&!

"

(

56#

'

"

(

"$!

""#

#

(

#!8

'

"

(

"85

""#

""中剂量
$

"

(

57&

'

"

(

"8"

""

"

(

68!

'

"

(

"&7

""

"

(

75$

'

"

(

"%&

""#

""低剂量
$

"

(

6!$

'

"

(

"&!

"

"

(

787

'

"

(

"#5

""

"

(

6#8

'

"

(

"%%

""注#与正常组比较"

!

H S "

!

"#

&与模型组比较"

"

H S "

!

"%

"

""

H S

"

!

"#

&与中药低剂量组比较"

#

H S"

!

"#

""注#

#

为正常组&

!

为模型组&

&

为替米沙坦组&

8

为中药高

剂量组&

%

为中药中剂量组&

$

为中药低剂量组&图
!

同

图
#

$各组
L,'K

上清
,,H

$

!

蛋白表达电泳图

图
!

$各组
L,'K

上清
*),H

$

!

蛋白表达电泳图

量组
*),H

$

!

蛋白表达均下调$

H S "

!

"#

%&中药高剂

量组
*),H

$

!

蛋白表达明显低于中药低剂量组$

H S

"

!

"#

%& 中药高'中剂量组'替米沙坦组
,,H

$

!F*),H

$

!

比例上调 $

H S "

!

"#

%"且明显高于中药低剂量

组 $

H S"

!

"#

%(

讨""论

:',

的过度集聚是公认的造成肾小球硬化'肾脏

纤维化的关键原因之一(

,,HKF*),HK

是外基质降解

发挥主要作用的降解系统之一)

6

*

( 体外实验研究证明"

作为肾小球固有细胞中主要成员的系膜细胞和上皮细

胞"两者均能合成分泌
,,HK

和
*),HK

"

,,H

$

!

主要

受
*),H

$

!

抑制)

7

*

( 在生理状态下"

,,HKF*),HK

比例

维持在稳定的水平"在
:',

微环境的动态平衡中起关

键作用( 在病理状态下"出现
*),HK

增多"抑制

,,HK

"与底物结合的
,,HK

减少"

,,HKF*),HK

的平

衡被打破"

:',

中的底物不能与
,,HK

充分接触"导

致
:',

的沉积"这种长时间的不平衡"形成肾小球硬化

或肾脏纤维化(

*),H

$

!

在保持肾脏
:',

的聚积与降

解平衡的过程中起关键作用)

#"

*

(

王丽敏等)

##

*应用补肾活血方剂作用于高糖培养的

L,'K

"结果发现补肾活血方剂可以上调
,,H

$

!

表达

促进其活性的部分恢复" 同时下调
*),H

$

!

表达"抑制

L,'K

增殖"促进肾小球
:',

降解"减少
:',

积聚"

从而延缓肾小球硬化的进展( 陈佳兮等)

#!

*研究表明"

不同程度的系膜增生性肾炎"不同系膜增生程度患者的

,,H

$

!

"

,,H

$

&

'

*),H

$

#

"

*),H

$

!

表达有差异"

,,H

$

!

表达与系膜增生程度呈正相关"表明
,,HK

'

*),HK

与

肾炎发病机制密切相关( 研究证明"在系膜增生性肾小

球肾炎中"

,,H

$

!F*),H

$

!

比例失调是导致肾小球系膜

基质堆积'肾炎进展的重要原因)

!

*

( 在肾小球硬化过程

中"

,,H

$

!

表达降低"

*),H

$

!

高表达"促使基质合成增

加"同样可造成肾小球系膜基质堆积( 表明
,,HKF

*),HK

与肾病发生发展密切相关"不应将两者独立分

开"

,,HK

与
*),HK

两者密不可分(

本研究结果发现"以
GHI

炎性刺激系膜细胞"

:',

中
'01 !

增多"

,,H

$

!

蛋白表达增高"同时

*),H

$

!

表达更高"致
,,H

$

!F*),H

$

!

比值下降( 替米

沙坦组与加味黄芪赤风汤含药血清均能调节
GHI

诱

导的
,,H

$

!F*),H

$

!

比例失衡"且替米沙坦组'中药

高'中剂量组调节
,,H

$

!F*),H

$

!

比例均衡作用均优

于中药低剂量组( 由此推测加味黄芪赤风汤可能通过

调节
,,H

$

!F*),H

$

!

比值平衡"促进
:',

的合成与

降解平衡"从而起到防治肾小球硬化的作用(
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30

!

%

加味黄芪赤风汤结合慢性肾脏病+虚'风'瘀'毒,

的特点组方"建立在调和阴阳的基础之上"该方重用生

黄芪以健脾益气"芡实健脾补肾涩精"穿山龙'防风剔

除肾络风邪&赤芍'地龙活血化瘀"白花蛇舌草清热利

湿解毒( 诸药配伍"共奏健脾补肾'活血化瘀'祛风解

毒之功( 本研究结果表明"加味黄芪赤风汤含药血清

能明显减少
:',

中
'01 !

蛋白表达"上调
,,H

$

!F

*),H

$

!

比值"调控
,,HKF*),HK

比例失衡"从而调节

:',

降解失调"同时
'01 !

蛋白的减少可能与

,,HKF*),HK

的调节有关(
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*"刘志敏" 周总光
2

基质金属蛋白酶的结构'功能及调节
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*"王丽敏" 张勉之"张艳秋
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*"陈佳兮" 周君富"沈又超
2

慢性肾小球肾炎疾病患者肾

组织基质金属蛋白酶
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及其抑制
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全国中西医结合妇产科研究进展学术研讨会征文通知

第八届全国中西医结合妇产科学术第五次会议"中西医结合妇产科研究进展学术研讨会暨中西医结

合妇产科研究进展学习班#将于
!"#$

年
7

月
!!

'

!%

日在上海市举行% 现将征文事项通知如下%

征文主题 "中西医结合妇产科领域研究进展等%

征文要求 "未公开发表的论文!以论文摘要形式投稿!摘要应包括题目$作者$单位及地址$邮编$目

的$方法$结果及结论!字数
6""

)

# !""

!不含图标% 会议采用网上投稿!投稿信箱(

MV<A#"BQAT-?29TA2

C?

!请注明会议投稿% 大会收到投稿后!将回复邮件确认% 所有投稿请自留副本!投稿无论是否采用!一

律恕不退稿%

截稿日期 "

!"#$

年
5

月
&#

日% 会议录用的稿件将由中国中西医结合学会妇产科专业委员会寄送

正式通知% 为方便反馈信息!请在稿件最后写明联系地址$电子信箱和联系电话%

联系人 "王"凌!
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