
表 2 丹参酮对 �� ⁄� 诱导 °≤ tu细胞钙超载损伤的保护作用kξθ ? σo±� {l

≤µ²∏³ ≤²±kΛªÙ° l̄ � × × k� ⁄l �⁄� k� # °¯p tl ≤ ¤k°° ²̄ # �p tl

≤ ²±·µ²̄ sqvw? sqsu z{q{? wqvv tqwx? sqs|

� ²§̈ ¯ squz? sqsvω ω tvyq{? uqwtω ω uqxw? sqsyω ω

× � � xs sqww? sqsw3 3 |yqx? tq{|3 3 sqxv? sqsu3 3

× � � tuqx sqws? sqsw3 3 ttyqx? vqyt3 3 sqy{? sqsv3 3

× � � vqtux sqws? sqsu3 3 tt|qz? wqzz3 3 sq{t? sqsv3 3

× � � sqz{ sqvv? sqsw3 3 |tq{? uqwv3 3 sqzx? sqsv3 3

� ∞≤ tss sqvw? sqs|3 3 ts|qt? uqzy3 3 sqv{? sqsu3 3

� ∞≤ yqux sqxs? squ|3 3 z{qz? wqzt3 3 sqs{? sqsu3 3

≤ ²°³¤µ̈§º¬·«¦²±·µ²̄ ªµ²∏³}ω ω °� sqsto≤ ²°³¤µ̈§º¬·«°²§̈ ¯ªµ²∏³}3 3 °� sqst

4  讨论

实验所用细胞模型均属药物诱导的钙超载损伤模型∀过

量�≤¯可使细胞去极化o开放电压依赖性钙通道k∂ ⁄≤ l引起

细胞内钙超载∀ �� ⁄� 通过作用于突触后神经原的相应受

体o激活受体门控性钙通道k� �≤ l引起胞内钙超载∀ 胞内钙

超载继发性引起线粒体中毒o细胞能量代谢障碍~胞膜磷脂

酶 � u 激活o大量脂氧化物产生增加~核酸酶!蛋白酶激活蛋

白质及核酸等大分子物质降解~内源性兴奋性氨基酸k∞� � l

释放o加重神经毒性o导致细胞死亡∀

°≤ tu细胞具备神经细胞的功能o如在神经生长因子的

作用下可分化出神经轴突o同时也具有肿瘤细胞无限传代的

特点o适宜于进行分析药物作用和探寻神经细胞功能等研

究∀ 实验发现丹参酮对上述两种胞内钙超载所致 °≤ tu细胞

损伤均有显著保护作用o� × × 法检测存活细胞数量增加o胞

浆内�⁄� 渗漏减少∀从钙离子浓度来看o模型组较正常组显

著增加o加药保护后o胞浆内钙离子浓度明显降低∀丹参酮 sq

z{∗ xs Λª# °¯
p t对 �≤¯和 �� ⁄� 型钙超载损伤的保护作

用一致o且药物保护作用与给药剂量间无显著相关性∀

我们过去的研究发现丹参酮对缺氧!氧自由基及 �� 所

致神经细胞损伤有很好的保护作用≈v ∀文献也报道丹参注射

液可清除 ƒ¨
un p � u� u 系统产生的 yxh 羟自由基和黄嘌呤2

黄嘌呤氧化酶系统产生的 tssh 氧自由基≈w ∀ 在离体兔心灌

流液中加入丹参注射液o可有效清除心肌缺血再灌注产生的

氧自由基≈x ∀丹参酮中主要有效成分丹参酮­ � 2磺酸钠可抑

制钙超载过程中大量 ≤ ¤
un 内流≈y ∀ 所以o丹参酮除通过自身

化学结构还原性发挥抗缺血!抗氧自由基损伤及抑制 �� 产

生外o通过对不同类型的钙通道的调控作用o丹参酮阻断了

缺血损伤过程中钙超载的继发环节o从而维持细胞内外生物

膜的完整稳态∀
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香菇多糖对荷瘤小鼠 �ƒ�° � �� 和 ≥� ⁄° � �� 的影响
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摘要 目的}通过研究香菇多糖k��× l对小鼠肝组织中干扰素k�ƒ�l° � �� 和超氧化物岐化酶k≥� ⁄l° � �� 的影响o从分子

水平探讨��× 的药理作用机制∀方法}≤ xz��Ùy小鼠随机分成四组o其中三组左腋皮下接种 ≥t{s肉瘤细胞∀w{«后o两组荷瘤小

鼠分别腹腔注射 x°ªÙ®ª和 vs°ªÙ®ª��× o一天一次~另一组荷瘤小鼠及正常鼠等量注射生理盐水∀ y天后杀鼠取肝o以斑点

杂交的方法检测肝组织中 �ƒ� ° � �� 和 ≥� ⁄ ° � �� 的表达量∀结果}x°ªÙ®ª��× 对 ≥t{s肉瘤的生长有较明显的抑制作用~

x°ªÙ®ª和 vs°ªÙ®ª的��× 均能提高 �ƒ� ° � �� 和 ≥� ⁄ ° � �� 的表达量o且以 x°ªÙ®ª剂量组的作用稍强∀结论}��× 抗
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肿瘤和抗衰老的机理之一可能是促进了 �ƒ� ° � �� 和 ≥� ⁄ ° � �� 的表达∀

关键词 香菇多糖~斑点杂交~干扰素~超氧化物岐化酶
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¤¶·µ²±ª̈ µ ©̈©̈ ¦··«¤± vs°ªÙ®ª��× qΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ}��× ¦²∏̄§¬±¦µ̈¤¶̈ ·«̈ ¦²±·̈±·²©�ƒ� ° � �� ¤±§≥� ⁄ ° � �� oº «¬¦«

°¬ª«·¥̈ ²±¨²©¬·¶° ¦̈«¤±¬¶° ¤ª¤¬±¶·¦¤±¦̈µ¤±§¤ª̈ ¬±ªq

ΚΕΨ Ω ΟΡ ∆ Σ ¯̈ ±·¬±¤±o §²·¥̄²·o ¬±·̈µ©̈ µ²±o ¶∏³̈ µ²¬¬§̈ o §¬¶°∏·¤¶̈

  香菇多糖k¯̈ ±·¬±¤±o��× l是从香菇子实体中提取的一

种葡聚糖o具有抗肿瘤!抗衰老!降低胆固醇等作用∀ 动物与

临床研究一般从检测免疫活性细胞或 �ƒ�等细胞因子的活

性入手o其结果表明 ��× 无直接的细胞毒作用o它的抗肿瘤

等作用主要是通过提高机体免疫力来实现的≈t ~��× 的抗

衰老作用也是通过提高 ≥� ⁄的活性o从而增强机体对 �
#
u的

清除能力来实现的≈u ∀而��× 除了能提高 �ƒ�和 ≥� ⁄的活

性外o在分子水平k转录水平或翻译水平l上的影响如何o尚

未见报道∀ 本文以荷瘤小鼠为实验模型o采用斑点杂交的方

法研究 ��× 对肝组织中 �ƒ� ° � �� 和 ≥� ⁄ ° � �� 的影

响o旨在从分子角度探讨 ��× 的药理机制o并为已有的研究

结果予以分子水平上的理解∀

1  材料与方法

1q1 实验材料

≤ xz��Ùy雄性小鼠o体重 t{? t ª~≥t{s肉瘤细胞}以上均

由中科院药物研究所提供∀ 分别含人 �ƒ�和人锰 ≥� ⁄基因

片段的质粒载体}南北海丰生物工程公司和海军总医院提

供∀药品}��× 粗制品o含 wsh ��× o上海通惠生物制品有限

公司提供∀ 试剂}焦碳酸二乙酯k⁄∞°≤ loƒ ∏̄®¤公司产品}其

他试剂为国产分析纯品∀ 器材}硝酸纤维膜k�≤ 膜lo上海华

美生物工程公司产品∀

1q2  实验方法

≤ xz��Ùy健康小鼠o左腋皮下接种 ≥t{s肉瘤细胞k|≅ tsy

个细胞Ù只l后成荷瘤鼠∀ w{«后o将荷瘤鼠分组如下kw只Ù

组l}�q荷瘤组}每天腹腔注射 squ° ¯灭菌生理盐水~≤ q荷瘤

n 低 ��× 组}每天注射 squ° k̄终浓度 x°ªÙ®ªl灭菌 ��×

水溶液~⁄q荷瘤 n 高 ��× 组}每天注射 squ° ¯k终浓度

vs°®Ù®ªl灭菌 ��× 水溶液∀ 另设 � 组k对照组l}同批不荷

瘤小鼠o每天等量注射生理盐水∀ y天后断颈处死小鼠o剖取

其左腋下瘤体o迅速称重并记录∀

参考 ≤«²°¦½¼±¶®¬等方法≈v o提取 和 纯 化 鼠 肝 总

° � �� o保存于 xsΛ ⁄̄∞°≤ 水k含 sqth ⁄∞°≤ l中o置2zsε 待

用∀操作所用器皿和试剂均用 ⁄∞°≤ 水处理o以抑制 � �� 酶

的活性∀

以碱裂解法≈w 分别提取和纯化含 �ƒ�和 ≥� ⁄基因的质

粒 ⁄�� o按吴自荣等专利方法o以辣根过氧化物酶分别标记

�ƒ�和 ≥� ⁄的 ⁄�� ∀

按方法≈y 进行斑点杂交o° � �� 点样量为每次 uΛ ō共

tuΛ ∀̄ 待印迹斑点清晰现出后于清水里漂洗三次o放在滤纸

上吸干o避光保存∀

2  结果

2q1 香菇多糖对小鼠瘤重的影响

给药六天后解剖小鼠o发现荷瘤小鼠左腋下均生有瘤

体o而正常组小鼠未见o说明荷瘤模型建立成功∀称量 �!≤ !⁄

各组小鼠的瘤体o可见荷瘤组的瘤体最重o荷瘤n 高 ��× 组

的瘤体次重o荷瘤n 低 ��× 组的瘤体最轻k见表 tl∀证实了

一定剂量 ��× kx°ªÙ®ªl能抑制小鼠 ≥t{s肉瘤的生长∀

2q2 ��× 对 �ƒ�° � �� 和 ≥� ⁄° � �� 的影响

将点样 �≤ 膜放入染色液后 t∗ u°¬±o在与 �ƒ�探针杂

交的 �≤ 膜上o首先是低剂量 ��× 组和高剂量 ��× 组的大

部分点样点现出褐色o其后是荷瘤组o最后是正常对照组∀至

此时斑点颜色出现明显差异o正常对照组在点样处有浅浅的
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颜色o荷瘤组较深o高剂量组与低剂量组最深o而后者颜色更

深于前者k见图 tk¤ll∀与 ≥� ⁄探针杂交的�≤ 膜上o颜色出

现顺序及深浅和与 �ƒ�探针杂交的 �≤ 膜趋势几乎一致k见

图 tk¥ll∀在提取和纯化 �v鼠肝总 ° � �� 的过程中o由于操

作不慎o未能得到所要的总 ° � �� ~在注射 ��× 后的第六

天o发现 ≤ v鼠死亡o经查死亡原因系鼠间争斗所致~同法提

取该鼠肝的总 ° � �� o未得到所要的样品o推测系 � �� 酶

作用的结果∀

表 1 香菇多糖对各组小鼠瘤体重量的影响kξθ ? σl

� 组

k±� wl

�组

k±� vl

≤ 组

k±� vl

⁄组

k±� vl

瘤湿重kªl s sqtux? sqsts sqtsu? sqstw sqtt{? sqsxt

° 值 n n n 3

n °� sqsx n n °� sqsx √¶�组 3 °� sqsx √¶≤ 组

图 1  荷瘤小鼠肝脏总 ° � �� 分别与 �ƒ�探针k¤l和 ≥� ⁄探针k¥l斑点杂交图

3  讨论

��× 可抑制 ≥t{s肉瘤的生长o降低瘤重o这与其他研究

结果一致≈t ∀ 小鼠荷瘤后o其 �ƒ�和 ≥� ⁄的 ° � �� 表达量

较正常小鼠表达量为多o推测这是由于机体荷瘤o导致小鼠

即时性调动免疫力o表现为 �ƒ�和 ≥� ⁄的转录量增多∀以往

的研究表明 ��× 在细胞和蛋白质活性水平上可提高机体的

免疫力≈z o本实验在注射 ��× 后o发现 �ƒ� 和 ≥� ⁄ 的

° � �� 量也明显高于末注射 ��× 的小鼠∀ 两组剂量 x°ªÙ

®ª!vs°ªÙ®ª相比o前者的作用好于后者o说明 ��× 对小鼠

�ƒ�和 ≥� ⁄基因的表达可能与在活性水平一样存在着浓度

依赖性的双向调节作用∀ 从本实验结果推测 ��× 除影响相

关蛋白质的活性水平以外o也可能影响蛋白质的转录水平即

基因水平o或正是因为��× 对 �ƒ�和 ≥� ⁄的转录水平产生

影响o才有 �ƒ�和 ≥� ⁄在活性上的变化∀ ��× 在蛋白质转

录水平以及在分子水平的其他层次k如翻译水平!蛋白质构

象l上究竟如何影响机体的功能o还有待于进一步研究∀
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哒嗪酮类药 �2{|w对血小板激活时钙流动的影响

白建平 汪 钟t
k大同 svzss{ 大同医学专科学校药理室 ttssssx 医学科学院基础医学研究所l

摘要 目的}探讨 �2{|w对血小板功能的影响是否与钙有关∀ 方法}用荧光钙离子指示剂观察 �2{|w对血小板胞浆游离钙的影

响∀ 结果}�2{|w通过减少钙内流和释放明显抑制比凝血酶引起的血小板≈≤ ¤
un  ¬的升高o剂量与效应相关∀ �2{|w对钙内流的

抑制比对钙释放的抑制作用强∀ 结论}�2{|w抗血小板聚集可能主要是抑制钙内流∀

关键词 凝血酶~血小板~钙~�2{|w
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