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摘 要 采用 原位杂交 和 R T
一

PR C方法
,

观察消痕片治疗 16 周动脉粥样 硬化兔后对血管壁 组织

E T
一
l m R N A 和 N O S m R N A 表 达的影 响

。

结果显示
,

粥样硬 化组 的 E T
一
1 m R N A 和 iN O S m R N A 表

达 较多
,

而 c N O Sm R N A 表达较少
。

使用 消痕 片后
,

动脉壁组织 中的 E T
一
1 m R N A 表达 明显减少

,

提

示血浆和血 管壁组织 中的 E T
一
l 减少是 由于 E T

一
l m R N A 转 录水平降低所致

。

消痪 片对血 管壁组

织 中 iN O Sm R N A 和 e N ( ) S m R N A 表 达影 响 是不 同 的
,

它 可降低 i N O S m R N A 表 达
,

增 加
e N O S

m R N A表达
。

表明消疲 片可通过调节 N O S 不同亚型基 因的表达而 消减动脉粥样硬化病变的程度
。

关健词 消痕片 内皮素 一氧化氮合酶 基 因表达

E f f e e t s o f X i a o y u T a b l e t o n E x P r e s s i o n o f E T
一

1 m R N A a n d N O Sm R N A

o f V e s s e l W a l l i n A t h e r o s c l e r o t i e R a b b i t

X i
e

M
e il in

,

C h
e n K e

j i
,

G
u

Z h
e n l u n , 召 t a l

.

( S
u z h o u I n s t it u t e o f C h i n e s e

M
a t e r ia M

e
d i

e a ,

S
u z h o u

2 1 5 0 0 7 )

A b s t r a c t T e e
h

n i q u e s o f i n s it u
h y b

r id iz a r io n a n
d R T

一
P C R

a s w e
l l

a s im a g e p a t t e r n a n a ly s i s w e r e u s e d

I n th i s s t u d y
.

T h e r e s u
l t

s in d ie a t e d t h
a t E T

一
1 m R N A a n

d i N ( ) S m R N A e x p r e s s i o n i n a t h
e r o s e le r o t i

e m o d e l

g r o u p w e r e o b v io u s
l y in e r e a s e

d
,

w h il
e e N O S

,

m R N A
e x p r e s s io n w a s d e e r e a s e d

.

A f t
e r t r e a t m e n t w i t h X i a o y u

t a
b l

e t , a d r u g e o n t a : n in g e x t r a e t s o
f S

a l :
,

i a z n : I t ; o r r h ; 二u B u n g e a n
d C 、 t a e g u ,

P i n n a t访 da B u n g e
f
o r t h

e r e -

m
o v a

l
o
f b l

o o
d

s t a s is
,

f
o r 1 6 w e e

k
s ,

E l
、 一

1 m R N A e x p r e s s io n o f v e s s e
l w a l l w a s r e d u e e d

, s u g g e s t i n g t h a t r e -

d
u e t io n o

f E T
一
1 in p l

a s rn a a n d v e s s e l w a
ll w a s d u e t o in h ib it i o n o

f E
`

l一 1 m R N A t r a n s e r i p t io n
.

E ffe
e t s o

f X i
-

a o y u t a b l e t s o n i N O S m R N A a n d e N ( ) S m R N A e x p r e s s io n w e r e v e r y d if f
e r e n t , t h

e
d

r u g m ig h t r e
d

u e e
i N O S

: n R N A
e x p r e s s io n a n

d
e n

h
a n e e e N ( ) S m R N A

e x p r e s s io n ,
i n d ie a t in g t h

a t X i a o y u t a b le t m ig h t a b a t e t h
e

a t h
e r o s e

l
e r o t ie d e g r e e t h r o u g h

r e g u
l
a t i n g t h

e e x p r e s s i o n o
f N ( ) 5 s u

b g
r o u p g e n e s

.

K e y w o r d s X ia o y u T a
b le t e n

d
o th e

li
n n it r ie o x i d

e s y n t h
a s e g e n e e x p r e s s i o n

消痕片为丹参 S a l v i a m i l t io r

hr i z a B g e
.

水 提 取 物 和 山 植 C ar t ae g us P动 n
at ifz d a

B ge
.

醇提取物按 一定 比例混 合组成的纯 中

药 制 剂
。

已 有 研 究 表 明
,

它 通 过 调 节 血

脂
〔 ’ 一 “ 〕 ,

降低血浆 内皮素 ( E T )和增加血清一

氧化氮 ( N O ) 含量 〔们等作用而消退动脉粥样

斑块
〔5〕 。

本文采用组织原位杂交和 R T
一

P C R

方法
,

从 E T 和一氧化氮合酶 ( N O S ) 基因转

录水平观察消癖片对粥样硬化血 管壁组织
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mN R A和 构 建 型 一 氧 化 氮 合 酶c (N O S )

mRN A表达 的影响
,

以 进一步 阐明其消退 动

脉粥样斑块的作用机制
。

1 实验材料

1
.

1 药物与试剂
:

消疲片为棕褐色粉末
,

系

太平保健药业 (蛇 口 ) 有限公 司提供
,

临用时

用蒸馏水配至所需浓度
。

力平脂为法国科尼

大药厂产品
。

胆固醇 由南京生物化学制药厂

提供
。

猪油系市售产品
。

地高辛高效 D N A 标

记 及 检测 S t a r t e r K i t l
,

T i t a n T M o n e t u b e

R T
一

P C R s y s t e m
,

1 0 m m o l / L d N T P 和 4
一

吗

琳
一

丙磺酸为德国宝灵曼公 司产品
。

T ir oz l 试

剂和 蛋白酶 K 为美 国 G IB C O / B R L 公司产

品
。

D N a s e 一 f r e e R N a s e ,

澳化乙锭
,

继精 D N A

和甘氨酸 为 iS g m a 产品
。

去离 子 甲酞 胺为

C l o n t e h 公司产品
。

焦碳酸二 乙醋 ( D E P C )为

F l u k a 产品
。

二甲苯靓蓝 为 E a s t m a n k o d a k

公 司产品
。

E T
一

l 。 D N A 和 i N O S e D N A 地高

辛标记探针由北京中山生物技术有限公司提

供
。 。 N O S 引 物

,

其 序 列 为 5 气 G G T G A A

T T C A T A C C A G C C T G A T C C A T G

G A A C A C
一

3 `
( s e n s e )

,

5
` 一

G G T A A G C T T

C T T C T T C C T G T C C G C A A A G C T

C A T
一

3 `
( a n t i

一 s e n s e )
,

由中科 院微生物所合

成
,

扩增片段长度为 “ l b p
。

G A P D H 内参照

引物
,

北京医科大学心血管病研究所汤健教

授惠赠
。

R N a s i n 和 P C R m a r k e r 为华美生物

工程公司产品
。

其它试剂均为国产分析纯
。

1
.

2 实验仪器
:
o ly m p us 显微镜

,

高速冷冻

离心机 ( S i g m a 3 K 3 o )和图像分析仪 ( K S
一

4 0 0

型 ) 为德国产品
。

D N A 扩增仪 ( P T
一

2 0 0 型 )为

美国 P E 公司产品
。

电泳仪 ( D Y Y
一

1 12 型 )

为北京六一仪器厂产品
。

紫外可见分光光度

计 ( U V
一

3 0 0 型 ) 为美国 S h im a d g n 公司产品
。

紫外反射 透射分析仪 ( ZF
一

1 型 ) 为上海长 明

光学电子仪器厂产品
。

1
.

3 实验 动物
:

雄性 新西 兰兔
,

体重 2 ~

2
.

5 k g
,

由苏州医学院实验动物中心提供
。

2 方法

2
.

1 兔腹主动脉粥样硬化模型复制及实验

《中草药 》 1 9 9 9 年第 3 0 卷第 1 1 期

分组
:

取雄性新西兰兔
,

于基础饮料中加人胆

固醇 0
.

5 9 / ( k g
.

d )和猪 油 o
·

5 m L / ( k g
·

d ) 作高脂喂养
,

2 周后测得血清总胆 固醇 已

由高脂饲 养前的 ( 1
.

13 士 0
.

46 ) m m ol / L 上

升至 ( 5
.

5 0士 1
.

8 6 ) m m o l / L
。

参考 H e l i n 方

法 〔6 〕
用 4 F

.

F or g a rt y 导管进行腹主动脉内皮

剥脱约 10 c m
,

术后继续喂养高脂饮料 6 周
,

兔血清总 胆固醇 由正常兔 的 (0
.

70 士 0
.

2 4)

m m o l / L 上升至 ( 1 6
.

6 6 士 5
.

9 9 ) m m o l / L
,

随

机取 3 只兔处死后取出腹主动脉进行光镜和

电镜观察
,

结 果表明
,

腹 主动脉 内膜明显增

厚
,

有大量泡沫细胞和 胆固醇结晶形成
,

提示

动脉粥样硬化模型 已经形成
。

此时将高脂饮

料改喂正常饮料
,

并将 已形成腹主动脉粥样

硬化兔 24 只 随机分为 4 组
,

即粥样硬化组
,

消疲片小剂量组 (0
·

1 6 9 k/ g
·

d) 和大剂量组

( O
·

3 2 9 / k g
·

d )
,

力平脂组 ( 15 m g / k g
·

d )
,

另加一组伪手术对照组
,

每组 6 只
,

连续给药

16 周后颈动脉放血处死
,

迅速取出腹主动脉

s m m 置 1 0 % 甲醛溶液 固定
,

石蜡包埋
,

用

于 R N A 原位杂交
,

余下 主 动脉放入液 氮内

保存
,

用于 提取总 R N A
。

2
.

2 组织原位杂交 〔 7〕 :

石蜡切片置 60 C恒

温培养箱 30 m in 后浸人二甲苯
,

梯度乙醇水

化
,

蛋白酶 K 消化
,

4 %多 聚甲醛 固定
,

预杂

交 4 2 C
、

3 0 m i n (预杂交液
: 6 X S S C

,

4 5 %去

离 子 甲酞胺
,

s x D e n h a r d t
’ s 液

,

1 0 0 拌g /m L

变性蛙精 D N A )
,

杂交加 1 拜g /m L 变性探针

的杂交液
,

42 C 杂交 20 h
,

然后分 别用 6 X

S S C
一

4 5 %去离子 甲酞胺
,

2 X S S C
,

缓冲液 I

( 1 0 0 m m o l / I
J

马 来 酸
,

0
.

1 5 m o l / L N a C I
,

p H 7
.

5 )和 缓冲液 I (缓 冲液 1 9 m L 加封闭

液 l m L ) 洗涤
,

滴加抗地 高辛抗体
,

反应 3 0

m i n 后用 N B T / B C IP 显色 6 h
。

显微镜下观

察血管壁紫蓝色或蓝色阳性杂交信号
,

直接

输人 K S
一

40 。 型 图像分析仪
,

定量测量 阳性

反应颗粒在视野 中所 占面积和 积分光密度

( I O D )
。

设立 R N a s e 处理及无探针对照组
。

2
.

3 血管壁总 R N A 提取
:

每兔取液氮保存

的腹主动脉血管壁组织 50 m g
,

同一组中的
一

8 3 5
.





低
,

证 明消疲 片是在 转 录水平 上通 过 降低

E T
一

l m R N A 表达而 使 E T
一

1 含量下降
。

E T

是一种强烈长效促生长因 子
,

它可促进血管

平滑肌细胞的迁移和增生
,

由此推则消疲片

通 过 降 低 粥 样 硬 化 血 管 壁 组 织 中 E T
一

1

m R N A 的转录而 抑制 血管平 滑肌 细胞的迁

移和增生
,

从而消减动脉粥样硬化
。

本实验 通过对 粥样硬化血 管壁组织 中

iN O S m R N A 和 e N O S m R N A 表达研究发现
,

在去内皮新西兰兔喂养高脂饮料形成动脉粥

样斑块组织 中
,

i N O Sm R N A 表达 明显增强
,

而 e N O S m R N A 表达减 少
,

这 与 N o r b e r t 等

报道 L P S l/ F N
一

y 刺激人单 核细胞或 巨噬细

胞后使 iN O Sm R N A 和 e N O S m R N A 表达的

结 果相一致 〔的
,

提示 下调 c N O S m R N A 和 上

调 iN O S m R N A 表达可 独立 出现 〔 9〕 。

这是 因

为高脂饮食后
,

内皮细胞和 血管平滑肌细胞

质膜脂质 双分 子层 出现明显的重构
,

使膜 中

胆固醇含量大大地增加 〔 `明 ,

内皮细胞膜掺人

大量胆固醇后可使之与膜联结的 c N O S 活性

下调
〔
川

,

而胆固醇在 血管平滑肌细胞中可增

强细胞因子诱导 i N O S 活性 〔 , ’ 〕 。

也有文献报

道高胆固醇喂养兔 的肺组织钙依赖型 N O S

活性下降
,

而钙非 依赖型 N O S 活性 明显增

加
〔 ’ “ 。

但在本实验条件下
,

也可能是由于去

内 皮 后 内 皮 细 胞 数 明 显 减 少 而 使 c N O S

m R N A 表达减少所致
。

然而
,

这些结果均提

示
,

i N O S活性增加或 c N O S 活性降低均可加

重动脉粥样硬化
,

相反
,

抑制 iN O S 活性或增

强 c N O S 活性 则可阻止 动脉粥样硬 化的进

展
。

消癖 片可使粥样硬 化血管 壁组 织 中的

i N O Sm R N A 表达明显减 少
, e N O S m R N A 表

达增加
,

表 明消疲片 可 通过 影响 N O S 不同

亚型基 因的表达来调节 N O S 活性而发挥抗

动脉粥样硬化作用
。

总之
,

血管平滑肌细胞从动脉 中膜迁移

至内膜并增殖是促细胞增生因子作用增强和

抗细胞增生因子作用减弱所致
。

消痕片可从

转 录水平干扰动脉粥样 硬化血管壁组织 中

E T
一

l m R N A 和 N O Sm R N A 表达
,

从而恢复

E T 和 N O 平衡 的失调
,

这可 能是其 消退 动

脉粥样硬化的作用机制之一
。
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