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含量的影响 结果见表
。

表 , 龙衣不同提取部位对 。小鼠摘细胞膜和

红细胞膜 含 的影响 ‘士
,

一

一

士
, 碑一

组 别 剂量
· 一 ‘ 瘤细胞膜 红细胞膜

生理盐水 一 士 士

环磷酞胺 士 士

冷醇提取部位 士
‘

士
‘

士
铃

士
“

士
‘

士

热醇提取部位 士
,

士
,

士
甘

士
赞

士
,

士
苍

与生理盐水组比较
·

尸 。

丹

表 和 结果表明
,

青龙衣两个提取部位均能

明显降低癌细胞膜表面 含量
,

与生理盐水 比较

差异显著 尸
,

并能显著升高红细胞膜表面

的 含量
,

与生理盐水比较差异显著 尸
,

表明青龙衣两个提取部位抗肿瘤作用机制很可能是

通过影响细胞膜来实现的
。

讨论

通过生物膜研究疾病
,

是 目前探讨疾病发病机

制的重要途径之一
。

参与许多生物学现象的调

控
,

包括激素的作用
、

酶的催化
、

细胞间的识别和薪

着
、

免疫反应
、

物质转运
、

突触的传递
、

神经的再生及

神经中枢的高级神经活动等圈
。

研究表明
,

肿瘤细胞

膜表面 含量与正常细胞表面的含量相比有显著

增加
。

肿瘤细胞膜上 的异常增加与肿瘤恶性程

度有关困
。

本实验结果表明青龙衣冷
、

热醇提取部位

均能显著降低荷瘤小鼠癌细胞表面 含量
,

说明

其具有一定抗肿瘤转移能力比
“〕,

其作用是抑制了正

常细胞转变为肿瘤细胞
。

本实验结果还表明青龙衣

不 同提取部位均能显著增加红细胞膜表面 含

量
。

提示青龙衣抗肿瘤的机制可能是抑制了肿瘤的

血行转移
,

即抑制了 从红细胞膜表面的脱落
,

从

而延缓正常的红细胞的免疫功能低下的过程
。

青龙衣两个提取部位中主要含有胡桃酿
、

昔类

和少量多糖类物质
,

抗肿瘤作用明显
。

由本实验看
,

青龙衣两个提取部位能延长荷瘤小鼠生命
,

对小鼠

肉瘤生长也有明显的抑制作用
。

从免疫器官的影响

来看
,

具有降低免疫器官指数的趋势
,

因此可以推测

是其毒性作用的表现
。

但与环磷酞胺 比较
,

作用又较

小 尸
,

推测与其含有多糖类物质有关
。
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复方 对人肝星状细胞 价平滑肌肌动蛋白 表达的调节作用

王 琳
‘ , ,

王 宝恩
, ,

青培根
“ ,

汪 建
‘ ,

乔延江
‘ ,

谈学海

北京中医药大学中药学院
,

北京 北京友谊医院 肝病研究中心
,

北京 。 中国医学科学院

中国协和医科大学药用植物研究所
,

北京 北京华大基因研究中心
,

北京

摘 要 目的 研究复方 对人肝星状细胞
一

中
一

平滑肌肌动蛋白
一

基因表达的调节作用
。

方法

应用基于
一

的实时定量荧光 方法
,

研究复方 分别作用
、 、

后
, 一

细胞中
一

收稿 日期
一 一

荃金项目 中国科学院创新工程项 目
一 一

年毕业于北京中医药大学
,

而后在北京中医药大学任教
,

并从事证作者简介 王 琳 一
,

女
,

山 四太原人
,

助教
,

傅士研究生
,

年毕业于北京 中医药大学
,

而后在北京中 医药大学仕教
候学的研究工作

,

年考取北京中医药大学与北京华大基因研究中心联合培养的博士
,

导师为 肖培根院士和王宝恩教授
研究方向为中药基因组学

。
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含量的变化情况
。

结果 复方 在 和 可以显著降低
一

细胞中 。
一

含量
。

结论

复方 可抑制
一

细胞中
一

基因的表达
,

提示其抗肝纤维化作用可能与其抑制
一

细胞的活化有关
。

关键词 复方 实时定量 人肝星状细胞
一

平滑肌肌动蛋白

中图分类号 文献标识码 文章编号 一 一 一
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一
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肝星状细胞是肝纤维化形成时细胞外基质表达

和沉积的主要细胞来源
。

在正常的肝脏中
,

星状细胞

处于静息状态
,

它的主要功能是贮存维生素
,

同

时可能与维持正常的基底膜有关
。

当肝脏受到损伤

时
,

肝星状细胞由静息状态被激活成为具有增殖
、

纤

维分泌和收缩等活性的肌成纤维细胞
,

并大量表达
一

平 滑 肌 肌 动 蛋 白
一 ,

。

目前普遍认为
, 一

是肝星状细胞活化

的重要标志一
。

复方 是北京友谊医院王宝恩教授研制的
,

由丹参
、

黄茂
、

鸡血藤等中药组成的抗纤维化中药复

方
。

实验研究表明
,

该药具有抑制炎症
、

降低肝组织

中胶原含量
,

减少肝纤维化相关因子表达等抗肝纤

维化作用
,

能有效逆转慢性肝病所致肝纤维化和早

期肝硬化阵 〕
。

本研究采用实时定量荧光 方法
,

观察该药对人肝星状细胞中
一

表达的

影响
,

以期进一步探讨其作用机制
。

材料与方法

药品与试剂 复方 由北京友谊医院提供
,

批号
。

高糖 培养基
、

链霉素
、

谷氨酞胺
、 、

和
一

均购自
。

胎牛血清为 产品
。

青霉素为 产品
。

为 公司产

品
。

荧光染料 购 自上海开放科技发

展有限公司
。

热启动的 聚合酶购 自北京

天为时代科技有限公司
。

细胞株 人肝 星状细胞株
一

由美 国

教授和纽约 医学

院惠赠
。

细胞用含 胎牛血清
、 一

谷

氨酞胺
、

青霉素 和 链霉素的 培养

基培养
。

主要仪器 型

培养箱由美 国 公司生产

实时定量 系统为美国
一

公

司产品 低温离心机为德国 产品
。

方法

总 的提取和 合成 取对数生长

期的
一

细胞
,

胰酶消化
,

用含 胎牛血清的

接种于细胞培养皿中
,

培养 后
,

将培养

液小心移除
,

加人含复方 终质量浓度为
,

该剂量作用于
一

细胞 后
,

细胞存

活率 的新鲜培养液 对照只加同体积培养

液
。

加药后
、 、 ,

用 提取细胞总
,

后用 和
一

逆转录合

成
。

实时定量荧光 检测 采用

实时定量 系统对 产物进行扩增和检

测
。

人的
一

和 引物采用 软

件设计
,

引物序列见表
。

采用 拌 反应体
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系
,

包含 拌 ,

拼 ,

引物 扭 拌 ,

热启动

聚合酶
,

无镁离子的 缓冲液

拜 , ·

拜 ,

拌 , 拜
。

在阴性对照管中
,

加人
拼 以代替

。

反应程序为 ℃ 预变

性
,

℃ 变性
,

℃
一

或

退火
,

℃ 延伸
。

程序设定在

每个循环延伸后
,

收集荧光
,

并 以荧光强度 单位

为 为纵坐标
,

循环数为横坐标
,

绘制曲线
,

以

此计算每个样品的阑值
,

值
。

分别以含 目的基因
一

和 的
一

质粒 已经测序鉴定 为模板标准品
,

以

倍系列稀释
,

进行扩增
。

以标准品拷贝数的对数为横

坐标
,

其 为纵坐标绘制标准曲线
。

将待测样品

值与标准曲线对照
,

即获得待测样品基因拷贝数
。

为

消除样品间因总 含量不同所致实验误差
,

用

对结果进行校正
。

在 扩增完成后
,

绘

制产物溶解 曲线 温度变化 ℃
,

以分析

产物是否存在非特异性扩增
。

表 人
一

和 基因引物序列

以一

引物名称 序列
, ,

扩增产物长度
。一 正向

反向

正向 兀

反向 ℃

·

数 据统 计 采 用

软件
,

采用 检验比较组间差异
。

结果

标准曲线和溶解曲线

拷贝数从 护一 。,

内
,

标准曲线呈很好线性

关系
,

方程为 一
,

一
。

训训训
一

下下
···

耳介介介
一
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丁丁
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阶阶阶
“干

一
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招招
’’

门门「
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一一一一一一一
一一一一一一 一

一 一抖
一

⋯泪泪日日日
一一

剑剑山山自自从从率率和和
日日川川饰巾巾山山山山童童童口口口口口口口口口望望翌翌翌翌翌翌

一一

门门
」」 卜

幸
··

耘
性、标标

, ,,州州甲甲 洲洲
宁宁宁宁宁宁宁钾一一一一一一一 , 一一一

下下 “ 】

,

上上拼川蒸廿需需需需需需需需二乒乒

播洲渊然
巴巴压压一

争争工工
一一

韶韶韶韶韶韶韶韶韶韶韶 二二二二日日

尸尸 尸 洲 研 洲 下下 日
二
和和
一

图图图诩
一

阳川川 四四四四

圈
一

蓦因扩增产物的溶解曲线

一

图 所示为所有标准品和待测样品的溶解曲线

图
。

纵坐标 一 表示荧光强度随温度的

变化情况
,

横坐标为不同温度 值
。

由于本实验

所采用的荧光染料 只与双链

结合
,

因此其荧光强度随温度变化的情况可 以显示

相应 产物的溶解温度
,

值
,

即每个产物溶解 曲线中
,

最大峰值出现的

位置
。

因为不同 含量的双链 其 值是

不同的
,

由此可 以初步判断 反应产物的特异

性
。

图 结果表明所有标准品和待测样品溶解曲线

均呈现单一而窄的峰
,

而阴性对照无明显峰出现
,

提

示本研究中样品未出现污染
,

所有扩增产物均为特

异性扩增产物
。

此外
,

本实验还用 琼脂糖凝胶

电泳对 产物进行分析
,

结果亦显示无非特异

性扩增产物 结果未列出
。

复方 对
一

细胞中
一

基因表达的

影响 结果见表
。

与对照组 比较
,

复方 作用
、 、 ,

均可使
一

细胞 中
一

含量降低
。

其中药物作用 和 后
,

药物组与对

照组差异显著
、 。

表 复方 对
一

细胞
一

表达的影响 ‘士
,

一

一

一
士

,

二

姗阴姗。

匕巴︶侧顺卡似

咬

循环数
组别

剂量
一

的相对拷贝数

图
一

标准质粒扩增的荧光数据

一

图 所示为不同拷贝数 护 ,

的

标准品 连接有 目的基因的质粒 在每个循环时的荧

光强度
。

以标准品的 值为纵坐标
,

以其拷贝数的

对数为横坐标
,

绘制标准曲线
,

结果表明在 目的基因

· 一 ‘

对照 一

复方

士 士 士

士 士
苍

士
“

与对照组比较
’

二 尸

补 怪 百

哪

讨论

肝星状细胞是介导肝纤维化发生的关键因素
。

肝脏受到各种损伤时
,

肝星状细胞活化为具有高度
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增殖活性和
一

表达阳性的肌成纤维细胞
,

合

成大量细胞外基质 尤其是 型和 型胶原
,

导致

肝纤维化发生
。 一

细胞是活化的人肝星状细胞

株
,

它有典型的星状细胞特征
,

在培养状态下
,

可表

达
一

蛋白〔 〕
。

本实验运用了一种可信
、

准确而相对经济的基

于 的实时定量 技术
,

检测了复

方 对
一

细胞 中
一

表达的影

响
。

为保证反应的特异性
,

减少非特异性扩增和获得

正确的扩增产物
,

本实验对包括引物
、

离子浓度和反

应程序等在内的各种条件进行了优化
。

结果显示
,

本

次实验的 反应具有高度的特异性
,

扩增产物

为均一的目的片段
。

标准曲线亦显示
,

在
,一

护 内
,

曲线呈非常好的线性关系
。

实验结果表

明
,

复 方 作 用 和 后
, 一

细胞 中
一

的水平显著降低 尸
、 。

这说明该药可抑制
一

细胞中
一

基因的表

达
,

提示其抗肝纤维化的作用可能与其抑
·

制肝星状

细胞的活化有关
。

〕 。 ,

〔〕
〔关

, , 一

〕
·

」 认 询 , , 一

」
, ·

仁〕 , 玩 万 , ,

一

〔〕
, 。

一 , 〔〕
, ,

一

〕
, ,

一
〔

·

多 胃肠病学和肝病学
杂志

, , 一

仁
,

眼
, , 。

介。 仁〕 , 己 口 中华肝脏病杂志
, ,

一

仁 」
, , ,

一 一

一

仁〕
·

月动 砚理
, ,

一

川苟嗓对人脐静脉内皮细胞 增殖的影响

徐晓玉
,

杨丽 蓉
,

陈 刚

重庆医科大学中医药学院
,

重庆

川芍为活血化癖代表性中药
,

临床应用甚广
。

川

芍嗓
,

为川芍主要有效

成分之一
。

前期研究表明
,

川芍嗓注射液能抑制

肺癌荷瘤小鼠移植瘤的生长和肺转移
,

可降

低肿瘤组织微血管密度和抑制肿瘤细胞血管内皮生

长因子 的表达
。

本试验旨在进一步探讨川

芍嗓含药血清对人脐静脉内皮细胞 的增

殖和对 诱导的 的增殖是否具有抑

制作用
,

为深入研究川芍嗦抗血管生成的机制
,

应用

川芍嗓治疗血管新生性疾病 肿瘤
、

类风湿性关节

炎
、

增殖性视网膜病变等 〕提供实验依据
。

材料与方法

药品与试剂 盐酸川芍嚓注射液
,

无锡市第七

制 药 有 限公 司 产 品
,

规 格
,

批 号
。 一

培养基
,

美国 新生小

牛血清 中美合资兰州 民海生物工程有限公 司

一

胸腺嚓吮核昔
一

试剂盒 中国科学院

上海原子核研究所 四氮哇蓝
、

二甲基亚

矾
、

胰酶等
,

均为美国 公司产品
。

主要仪器 型二氧化碳培养箱
,

美 国
,

型 液 体 闪烁 计 数仪
,

美国
,

型多头细胞样品收集器 绍兴

卫星医疗设备制造有限公司
,

班 自动酶标仪 澳大利亚
,

倒置相差显

微镜 日本
。

川芍嗦含药血清的制备 取 雌性

大鼠 只
,

随机分为 组
,

芍嚓
、

组
,

空白对照组 生理盐水
,

各组

给药
,

每 日 次 连续
。

末次给药 后
,

乙醚

麻醉
,

无菌条件下经腹主动脉取血
。

血液于 ℃ 静

置
,

离心
,

取上清液滤过除

菌
,

℃ 冷藏备用
。
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一 一
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