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表达逐渐减弱，Pax蛋白的表达无明显变化，Bcl 2／

Bax逐渐降低，细胞凋亡率逐渐增加。有学者认为

uA通过抑制Bcl一2表达并同时增加Bax表达而促

进肿瘤细胞凋亡：“⋯，这与本实验结果不尽相同。由

此推测：uA对凋亡相关基因的影响可能因细胞不

同而有所差异，UA可能通过下调凋亡抑制基因

Bcl 2表达，进而下调Bcl一2／Bax，从而促进

SGC7901细胞凋亡。

综上所述，本研究证实UA对胃癌细胞

SGC7901有明显的生长抑制作用，其具体机制可能

与细胞毒作用、干扰细胞周期而抑制细胞增殖以及

下调凋亡相关蛋白Bcl一2的表达促进凋亡有关。
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张岩“2，黄文秀2一，陈斌3，梁秉中5，昊春福1，姚新生3

(1．沈阳药科大学药学院，辽宁沈阳110016；2．中药及分子药理国家重点实验室，广东深圳518057

3．沈阳药科大学中药学院，辽宁沈阳11001 6}4．香港理工大学应用生物与化学技术系，香港；

5香港中文大学矫形外科及创伤学系，香港)

摘 要：目的 研究补肾中药女贞子对去卵巢大鼠钙代谢及维生素D依祯型基因表达的影响。方法 太鼠去卵巢

手术处理4周后，19给药治疗t4周。血清、尿液及粪便中钙水平采用比色法测定。RT—PCR技术分析小肠及肾脏

基因表达。结果大鼠去卵巢后体内钙流失显著增加，表现在血钙F降，尿钙及粪钙排泄增加。女贞子可“有效舫

止尿钙及粪钙排泄增加，并恢复血钙水平。RT—PCR分析表明雌二醇和女贞子都可以抑制去卵巢引起的小肠维生

素D受体(VDR)mRNA表达下降。女贞子对肾脏25羟基维生素D 1一羟化酶(1一OHase)及2j一羟基维生素D 24一

羟化酶(24一OHase)mRNA无明显作用，但却可以提高肾脏钙结合蛋白9k(CaBP一9k)及钙结合蛋白28 k

(CaBP 28k)的基因表达。结论女贞于能够改善雌激素缺乏所引起的钙失衡状态，主要是通过提高小肠对活性维

生素D的敏感性及加强肾脏对钙的重吸收而发挥作用的。
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Abstract：Objective To investigate the effect of Fructus Ligustri Lucidi(FLL)．a kidney—tonifying

Chinese herbal medicine，on calcium metabolism and vitamin D—dependent gene expression in ovariec—

tomized(OVX)rats．Methods Four weeks after OVX surgical operation the OVX rats were ig admini—

stered with estradi01 and FLL for 14 weeks．Ca2+Level in serum，urine，and feces was measured by colori—

metric methods，and gene expressions in duodenum and kidney were analyzed by reversed transcriptase

polymerase chain reaction(RT—PCR)．Results Ovariectomy of rat 1ed to significant 10SS of calcium z”vi

VO，as demonstrated by decreasing serum Ca 2—1evel and increasing Ca“excretion rate in urine and feces in

OVX rat group．Treatment of OVX rats with FLL could effectively restore serum Ca’一level and prevent

the increase of Ca”excretion from urine and feces．RT—PCR Analysis showed that both estradiol and FI。L

could prevent 0VX induced decrease of nlRNA expression in duodenal vitamin D receptor(VDR)．In kid

ney，FLL did not alter mRNA expressions of 25一hydroxyvitamin D 1 hydroxylase(1-OHase)and 25 hv—

droxyvitamin D 24 hydroxylase(24一OHase)，while increased the mRNA expression Ievels of renaI cal—

ciumbinding protein一9k(CaBP一9k)and calcium binding protein 28k(CaBP一28k)．Conclusion FI。I。could

improve the state of calcium imbalance induced by estrogen deficiency and the potential mechanism that

contributes to the improvement of calcium status by FLI。nfight involve the increase in intesfinal sensitivity

to active vitanfin D through its up regulation of VDR expression in duodenum and the enhancement in Ca2

reabsorption via the up regulation of calcium binding proteins expression in kidney．

Key words：Fructus Ligustri Lucidi(FLL)；calcium metabolism；vitamin D；gene expression；

ovariectonly(0VX)

女性绝经后骨质疏松通常伴有体内钙流失增

加，从而导致负钙平衡口]。随着老龄化社会的到来，

绝经后骨质疏松将是威胁人类健康的晕要疾病之

一。美国FDA已批准上市一些化学药用来防治绝

经后妇女骨质疏松，但近来研究裘明，这些药物的长

期使用会带来不同程度的副作用“]。于是，人们开始

致力于从祖国丰富的天然中药宝库中寻求安全有效

的药物来防治此病。

女贞子系木犀科植物女贞Ligustrum lucidum

Ait．的干燥成熟果实，在我国广泛分布于华南地

区，有滋补肝肾、强壮腰膝的功能，主治肝肾阴虚、头

晕目眩、头发早白、风湿性疼痛、腰膝酸软等。Hao

等01通过考察女贞子对大鼠垂体促肾上腺素细胞微

结构的影响，从形态学角度探讨了女贞子对内分泌

系统滋补功能的机制。关于女贞子对去卵巢大鼠体

内钙代谢及相关维生素D依赖型基因表达情况的

作用未见报道，本实验对此进行了研究，为女贞子的

进一步研究开发提供理论基础。

1材料与方法

1．1药材及试剂：女贞子干粉由中国999公司(深

圳)提供，深圳中药及天然产物研究中心采用HPLC

方法测定其中含齐墩果酸4．25％。17p雌二醇从

Sigma公司购得。钙试剂盒购于北京中生北控生物

有限公司。引物全部由北京赛百盛公司合成。反转

录用试剂从广州Invitrogen公司购得。PCR试剂从

深圳精美生物公司购得。

1，2仪器：全自动生化分析仪(ALCYON 300i，

Abbott Laboratories，美国)；凝胶成像、定鼍系统

(BIO RAI)I。aboratories，意大利)；PCR仪(MJ

Research，美国)；紫外可见光分光光度计(Perkin

Elmer，美国)。

1．3动物及分组：由广州中医药大学实验动物中心

购得3月龄雌性SD大鼠36只，平均体重225 g。动

物自由饮水及摄食，适应环境1周后，8只做假手术

处理，剩余28只行双侧去卵巢手术。4周后，去卵巢

大鼠随机分为3组：模型组(”一8)；雌二醇组(2

pg／kg，”一10)；女贞子组(500 mg／kg，”一10)。各

组持续培给药14周。

1．4样本收集：大鼠置于代谢笼，收集24 h尿液及

粪便。在轻度乙醚麻醉下，腹主动脉取血，离心得血

清，保存于 80 c。剪取近胃端小肠(约3 cm)，用

冰冷PBS冲洗，将小段肠纵向剪开后，用冰冷PBS

冲洗，置于玻璃板上，用盖玻片轻轻刮下黏膜，置入

含1 mL Trizol的离心管内保存，整个过程中所，廿

器具全部事先用冰冷PBS浸泡，用时取出。迅速取

出大鼠双侧肾，剥去肾外膜，保存于 80 c。

1．5钙水平测定：大鼠粪便于120 c下加热12 h，

研磨成粉，溶于6 mol／I。盐酸，于80 C加热lo

min，离心取上清液，制成储备液。比色法测定血清，

尿液及粪便中钙的水平。

1．6提取RNA及反转录(RT)：根据说明书操作

步骤，使用Trizol提取总RNA，并在260、280 nnl
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处测定吸光度(A)值。A。／A。。。>1．8，说明提得总

RNA质量很好。取3 pg总RNA于20 pL反应体

系内，使用反转录酶SuperScript“Ⅱ制备eDNA。

i．7 多聚酶链扩增反应(PCR)：使用半定量PCR

考察小肠钙结合蛋白一9k(CaBP一9k)、维生素D受

体(VDR)和肾脏25一羟基维生素D 1一羟化酶(1

OHase)、25羟基维生素I)24羟化酶(24一OHase)、

钙结合蛋白一28k(CaBP一28k)及CaBP一9k的基因

表达。管家基因GAPDH作为内参。加1 pI．cDNA

模板于20 pL PCR反应体系，其中包括：300 nmol／

I．引物，1×PCR反应缓冲液，1．5 mmol／l。MgCl 2，

200 pmol／I。dNTPs和1 U Taq DNA聚合酶。PCR

反应程序，以最初于95 C变性3 min开始，最后于

72 C延伸2 min结束，中间PCR循环，包括：变性

95 C、15 S；退火j0 C1(CaBP一9k)／56 C(其他基

因)、20 s；延伸72 C、20 s。PcR产物于0．6％琼脂

糖凝胶电泳后，通过Bio—Rad公司Quantity 0ne软

件进行半定量。基因表达水平以目标基因／GAPDH

表示。

1．8 统计分析：所有数据以z±s表示。使用

GraphPad公司统计分析软件Prism 4对数据进行

单因素方差分析(One—way ANOVA)，接着用

7Furkey检验来比较各组间差异。

2结果

2．1对去卵巢大鼠钙代谢的影响：见表1。同假手

术组对比，去卵巢大鼠血清钙水平下降(P<0．05)，

而尿钙和粪钙排泄增加(P<o．01)。雌二醇可恢复

去卵巢大鼠血钙水平，女贞子组大鼠同去卵巢组相

比，尿钙(P<o．001)和粪钙(尸<0．01)排泄明显

减少，同样在雌二醇组也观察到此作用。

表I 女贞子对血钙、尿钙和粪钙水平的影响(x士j)

Tahie l Effects of FLL OR Ca卜level in serum。

urine．and feces(；士j)

与假手术组比较：4P<O．05。。P<O．01

与模型组比较：一P<O．Ol⋯P<O．001
2P<0 05 。。尸<0 Ol圳Sham group

‘+P<O OI‘’+P<O．001"model group

2．2对去卵巢大鼠小肠基因表达的影响：同假手术

组相比，大鼠去卵巢后，小肠VDR表达显著下降

(P<0，05，图1)，女贞子町显著上调VDR水平，各

图1女贞子对小肠VDR基因表达的影响

Fig．1 Effect of FLL on mRNA expression

of VDR in duodenum

组间CaBP一9k表达差异无显著性。

2．3对去卵巢大鼠肾脏基因表达的影响：去卵巢大

鼠肾脏VDR和24 OHase基因表达水平比假手术

组显著提高，但却可以被雌二醇抑制。女贞子对

1 OHase、24一OHase等维生素D代谢酶表达无明显

作用，同去卵巢组比较．可以显著上调CaBP一9k和

CaBP一28k的基因表达(P<O．05，图2)。

图2女贞子对肾脏钙结合蛋白基因表达的影响

Fig．2 Effect of FLL on mRNA expression

of calcium—binding protein in kidney

3讨论

雌激素缺乏除了对骨有直接损害作用外，还可

以导致人类和动物体内钙吸收减少，排泄增加，使体

内呈现负钙平衡状态“]，因此，改善体内钙代谢状况

是防治绝经后骨质疏松的有效措施。

本实验结果表明，女贞子可恢复去卵巢大鼠血

钙至正常水平，同时，显著抑制去卵巢大鼠尿钙和粪

钙的排泄增加，显示出女贞子对体内钙平衡有明显

改善作用。钙吸收和排泄是钙平衡的两个重要因

素o]，因此，本实验考察了负责肠钙吸收和肾钙排泄

及重吸收的基因表达水平，试图阐明女贞子影响钙

代谢的作用机制。肠钙吸收主要有两条路线“]：一种

是按照电化学梯度，由低浓度到高浓度，非饱和的被

动转运吸收方式；另外一种就是逆着电化学梯度，由

高浓度到低浓度，需要能量的主动转运吸收方式。多

数情况下，钙的主动转运状态是决定钙吸收的重要

因素。主动转运受钙激素控制，主要是活性维生素D

[1，25(OH)。D3]、甲状旁腺激素(PTH)。l，25

(OH)。D。主要通过位于小肠壁细胞核中的维生素D

受体(VDR)发挥作用。本实验指出女贞子可以提

高小肠VDR基因表达水平。因此提高了小肠对

1，25(OH)：D，的反应活性，从而提高钙的主动转运
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吸收，这同时也可以解释女贞子组的粪钙排泄减少。

另外，各组间CaBP一9k表达无显著差异，这与实验

用饲料含钙量较高有关，说明在高钙饮食情况下，女

贞子对小肠钙结合蛋白的表达没有影响，但是，女贞

子是否对低钙饮食动物小肠CaBP一9k的表达有作

用，这需要作进一步研究。

女贞子对肾钙排泄的抑制作用与其可以提高肾

脏CaBP 9k及CaBP一28k的表达有关，因为在肾脏

CaBP一28k主要负责钙的重吸收口]，CaBP一9k负责肾

钙重吸收时的转运o。，此两种钙结合蛋白表达升高，

使得肾钙排泄减少，重吸收增加，因此女贞子组的尿

钙水平下降。当然，还有其他调控肾钙代谢的影响因

素，包括骨转换，肾小球滤过率以及其他基因的表

达o]。因此，今后的研究重点可考察女贞子是否对其

他涉及调控肾钙代谢的因素有作用。

本实验结果表明女贞子可通过上调小肠VDR

表达而提高肠钙吸收，通过上调肾脏钙结合蛋白而

加强肾钙重吸收。因此，女贞子对于维持体内钙稳

态，改善绝经后骨质疏松症具有重要意义，值得进一

步研究开发。
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脂质体一姜黄素水溶制剂抗肝癌效应的稳定性研究
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摘要：目的研究脂质体一姜黄素水溶制剂抗肝癌效应的稳定性。方法MTT法观察脂质体一姜黄素水溶制剂

(放置1、2、4、8、12个月)对Be]一7402细胞增殖的抑制作用。原位末端标记方法(TUNEL技术)观察脂质体一姜黄

素水溶制剂放置i 2个月后诱导Be!一7402细胞捅亡的作用。免症组织化学染色(sABC)法检测脂质体一姜黄素水

溶制剂放置12个月后对Bax、Bcl 2和P53蛋白表达的影响。结果 姜黄素水溶制剂随着放置时间的延长，抑制

Bel一7402细胞增殖和诱导凋亡的作用均显著减弱。脂质体一姜黄素随放置时间的延长，抑制Bel 7402细胞增殖和诱

导凋亡的作用无明显衰减现象，至放置12个月后脂质体姜黄素10、5及0．25／tg／mL 3个剂量对Bel一7402细胞增

殖仍有显著抑制作用，与同质量浓度的姜黄素比较，差异显著(尸<o．01)，抑制作用随药物质量浓度增高而有加强

趋势，最高抑制率可达∞。90％，且呈量效关系，3个剂量组间差异有显著性(．p<o．01)，同质量浓度的脂质体一姜

黄素的抑制率显著高于姜黄素的抑制率铲<O OD。姜黄素一脂质体放置12个月，Bel一7402细胞凋亡率达63．7％。

结论脂质体能显著提高姜黄索对Bel一7402细胞增殖的抑制和诱导凋亡作用。脂质体一姜黄素水溶制剂放置12个

月后对P53表达有显著影响，但对Bax和Bcl—2的表达无显著影响。

关键词：姜黄索；脂质体；Bel一7402细胞；细胞凋亡；Bcl一2基因家族
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