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摘要 目的  观察黄芪 ≥ 对血管平滑肌细胞 ∂ ≥ ≤ 增殖的抑制作用 了解黄芪是否通过刺激 ∂ ≥ ≤ 产生一氧化氮

¬ 使细胞周期停滞于 期 从而抑制平滑肌细胞增殖 ∀方法  ≈ 2胸腺嘧啶核苷酸 ≈ 2× 掺入测定

∂ ≥ ≤ ⁄ 合成 流式细胞仪检测细胞周期情况 硝酸还原酶法测定细胞培养上清中 水平 ∀结果  黄芪以剂量依赖关系

抑制血清诱导的 ∂ ≥ ≤≈ 2胸腺嘧啶核苷酸掺入 使 期细胞比例明显增多 ≥期细胞比例显著减少 黄芪刺激 ∂ ≥ ≤

后 细胞培养上清中 水平呈剂量依赖上升 ∀结论  黄芪能抑制 ∂ ≥ ≤ 增殖 使细胞周期停滞于 期 这一过程可能

与黄芪刺激 ∂ ≥ ≤ 产生 有关 ∀
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ΚΕΨ ΩΟΡ ∆Σ :

  血管平滑肌细胞 √ ∏ ∏ ∂ ≥ ≤ 的

增殖是经皮冠状动脉腔内血管成形术 ∏ ∏ ∏2

°× ≤ 后再狭窄发生的关键因

素 如何抑制 ∂ ≥ ≤ 增殖成为近年来心血管内科领域研究的

热点 ∀黄芪是治疗心血管疾病的传统中药 实验和临床药理

研究表明 黄芪对缺血 !再灌注损伤心肌均具有良好的保护

作用≈ ∀新近发现 以黄芪的水提物刺激培养的 ∂ ≥ ≤

∂ ≥ ≤ 中诱导型 合酶 ≥ 的信使核糖核酸和蛋白表

达水平显著增加 并能通过 2 ≤2 °介导的信号转导

途径调节 ∂ ≥ ≤ 的细胞功能≈ ∀我们研究了黄芪对 ∂ ≥ ≤

增殖和细胞周期的影响并检测了与细胞增殖密切相关的一

氧化氮 ¬ 水平 以揭示黄芪抑制 ∂ ≥ ≤ 增殖

可能的作用机制 ∀

1  材料和方法

1 1  主要试剂

胎牛血清 ƒ ≥ 和 ⁄ ∞ 培养基 公司产品

≈ 2× 中科院上海原子能所产品 ≥ 2Α 单克隆抗

体 北京中山生物技术有限公司 测试试剂盒 南京建成

生物工程研究所产品 黄芪注射液 成都地奥九泓制药厂生

产 批号 规格为 支 相当于原生药 ∀

1 2  血管平滑肌细胞的体外培养及鉴定与细胞毒性试验

组织贴块法培养血管平滑肌细胞 ∀大鼠活杀 在严格灭

菌的条件下取出胸主动脉 放入预先灭菌的 . 液中清

洗 次 剪去小分支 刮除内 !外膜 在含有 胎牛血清的

⁄ ∞ 培养液中将血管条剪成 大小的组织块 将组织

块均匀种植到 的培养瓶内 瓶底朝上置于培养箱内

! ≤ ! ε 培养 ∗ 后轻轻翻转培养瓶 加入

胎牛血清 ⁄ ∞ 培养液使培养液覆盖于组织块上 继

续培养 ∀细胞长满瓶底后以 Β 的比例消化传代 ∀用光镜

和免疫化学方法进行鉴定 ∀实验用 ∗ 代细胞 ∀细胞毒性

试验采用 × ∏ 染色 细胞记数方法 本研究所用黄芪

注射液浓度无毒性 细胞存活率达 以上 ∀
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1 3  细胞处理

当培养的第 ∗ 代 ∂ ≥ ≤ 贴壁生长至约 时 弃

胎牛血清 ⁄ ∞ 培养液 无血清培养 换 胎牛

血清 ⁄ ∞ 培养液 含 Λ2精氨酸 瓶 然

后进行如下实验 分对照 !黄芪注射液 χ 黄芪注射

液 χ 黄芪注射液 χ 共 组 每组 ν

≤ ε 继续培养 ∀

1 4  ≈ 2× 掺入量测定

选用生长良好的第 至第 代 ∂ ≥ ≤ 用培养液调整细

胞密度为 ≅ 个 接种于 孔培养板 每孔 ∀培

养 后更换无血清 ⁄ ∞ 培养液 然后加入

ƒ ≥及不同浓度黄芪注射液 孵育 后每孔内加入 Λ≤

≈ 2× 孵育 加入冷 ° ≥液终止反应 并用 三

氯醋酸固定 # 氢氧化钠裂解 加入闪烁液在液闪计

数仪上测定≈ 的放射性读数 ∀重复 次 每次取 复孔平

均值 ∀

1 5  细胞周期

细胞经上述血清饥饿 后加入 ƒ ≥ 及不同浓度

黄芪注射液 对照组只加 ƒ ≥ 不加黄芪注射液 作用

后 将细胞制成单细胞悬液 收集后 冷乙醇固定 经

离心 ! ° 染料染色和 目筛网过滤处理后 用流

式细胞仪 ≤ ∏ 公司 进行细胞周期测定 ∀

1 6  细胞培养上清 水平测定

收集细胞培养上清 离心 后去沉渣 参

照试剂盒说明书以硝酸还原酶法测定细胞培养上清中

水平 ∀

1 7  统计处理

数据用 ξ ? σ表示 输入 ≥°≥≥ 软件统计处理 比较

采用 τ检验 ∀

2  结果

2 1  黄芪对 ∂ ≥ ≤ 的≈ 2× 掺入量的影响

黄芪呈剂量依赖关系抑制血清诱导的 ∂ ≥ ≤≈ 2×

掺入 与对照组相比 各剂量组均有显著差异 Π ∀见

图

图 1  黄芪对 ∂ ≥ ≤ 的≈ 2× 掺入量的影响

Φιγ 1  ∞ ∏ ∂ ≥ ≤ ≈ 2× √ ∏

2 2  黄芪对 ∂ ≥ ≤ 细胞周期的影响

加入 及 黄芪 后 期细胞所占

比例均显著高于对照组 而 ≥期细胞均少于对照组 细

胞则无显著变化 说明加入黄芪后细胞停滞于 期 ∀见

表 ∀

表 1  黄芪对 ∂ ≥ ≤ 细胞周期的影响

Ταβ 1  ∞ ∏ ∂ ≥ ≤

∏ ≥

≤ ? ? ?

≥ χ ? ? ?

≥ χ ? ? ?

≥ χ ? ? ?

注 ν Π Π 均与对照组比较

ν Π Π √ ∏

2 3  黄芪对 ∂ ≥ ≤ 细胞培养上清 水平的影响

及 黄芪注射液刺激 ∂ ≥ ≤ 后 细

胞培养上清中的 水平分别为 ? Λ !

? Λ ! ? Λ 与对照组

? Λ 比较均有显著差异 均 Π ν

提示黄芪呈浓度依赖刺激 ∂ ≥ ≤ 产生 ∀

3  讨论

随着导管质量的不断改进和临床经验的不断积累 °×2

≤ 的成功率逐渐提高 适应范围日益拓宽 已成为冠心病的

的常规治疗手段之一 ∀但是众多的实验和临床研究发现

°× ≤ 术后 个月的再狭窄率高达 ∗ ≈ 这限制了

其治疗的远期疗效及临床应用 也给患者加重了生理上和经

济上的负担 ∀

血管内膜损伤后大量 ∂ ≥ ≤ 在各种细胞因子的作用下

从中层迁移至内膜表面增殖进而形成新内膜是 °× ≤ 术后

再狭窄发生的重要病理表现≈ ∀目前 国外许多专家正致力

于研究和开发阻止 ∂ ≥ ≤ 的增殖和迁移能力的药物 从而预

防和改善 °× ≤ 术后的再狭窄程度 ∀

近年的研究表明 是一种具有多种确定的生物学作

用的活性分子 它除具备可调节血管张力 抑制血小板向血

管损伤部位的黏附和聚集 抑制白细胞与内皮下基质的黏附

等有益作用外≈ 还能抑制 ∂ ≥ ≤ 的增殖 其机制与

能阻止 ∂ ≥ ≤ 细胞周期的运行 !抑制 ∂ ≥ ≤ 的有丝分裂及

脱氧核糖核酸 ⁄ 的合成有关≈ ∀与此同时 ≥ 等≈

的研究还发现多种 供体药可剂量依赖性抑制大鼠主动

脉 ∂ ≥ ≤ 的迁移 减少迁移细胞数量 缩短最大迁移距离 且

此抗迁移效应不依赖于其对 ∂ ≥ ≤ 增殖的抑制及细胞不良

反应 ∀ × 等≈ 及 ≈ 等通过实验观察了补充 合

成底物 Λ2精氨酸或 供体对动物血管成形术后粥样斑块

发生的影响 结果均证实 Λ2精氨酸或 供体确能显著减轻

粥样斑块形成的进程度 ∀

细胞周期是细胞增殖的最后共同通道 通过对细胞周期

相关基因的调控 阻断 ∂ ≥ ≤ 的增殖可能是再狭窄防治的一

个潜在有效的途径 ∀本研究表明本实验结果表明黄芪能有

效抑制 ∂ ≥ ≤≈ 2× 掺入 ∀更有意义的是黄芪使

期细胞数明显增多而 ≥ 期细胞数明显减少 说明黄芪使
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∂ ≥ ≤ 增殖周期停滞于 期 ∀细胞周期中存在两个限

制点 决定细胞是否继续增殖或是进入静止状态 一个限制

点在 ⁄ 合成开始即 2≥限制点 另一个在有丝分裂开始

即 2 限制点 这其中 2≥限制点更为重要 是细胞中很

多调节因子及胞外刺激作用的位点 ∀ 为细胞中

≥限制点的重要调节因子≈ 属细胞周期蛋白依赖性激酶抑

制剂家族 2 ≤ 主要通过

抑制 2≥限制点中的各种周期蛋白 及周期蛋白依赖

性激酶 2 ≤⁄ 而使细胞停滞于

期 ∀已有研究表明 在动脉粥样硬化及血管重构中

起着重要的作用 与正常组织相比 粥样硬化病变组织中的

均表达增高≈ ∀晚近 ≥ 等≈ 在体外利用腺病

毒介导将 ≥ 基因转染到 ∂ ≥ ≤ 中 发现能通过上调

° 和 ° 表达引起细胞周期停滞而抑制 ∂ ≥ ≤ 增殖 ∀因

此 黄芪可能通过刺激 ∂ ≥ ≤ 产生 使细胞周期停滞于

期 从而抑制平滑肌细胞增殖 值得对其在相关信号

转导途径中的具体作用进行深入的研究 ∀
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尼莫地平片致鼻出血 1 例

李明军 山西亚宝药业集团股份有限公司 山西  芮城
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  患者女 岁 因患高血压和高脂血症 在 年 月

日按医嘱服珍菊降压片 批号 尼莫地平片 批号

吉非罗齐胶囊 批号 以上三种药均由山

西亚宝药业集团股份有限公司生产 服后约半个多小时 鼻

血流滴不停 迅速送往厂医务室止血 ∀以后患者只服珍菊降

压片和吉非罗齐胶囊 未见鼻出血 ∀ 年 月 日 患者

由于感到头痛 眩晕 去芮城县人民医院就诊 大夫给服尼

莫地平片 批号 仍为我公司生产 服后不久又流鼻

血 随即停药 ∀

讨论 尼莫地平为一强效脑血管扩张药 其治疗量能逆

转脑血管痉挛 增加脑血流量 改善脑循环 ∀本例患者先后

二次服用尼莫地平片 每次都在服药半个多小时后 鼻腔血

流不止 ∀考虑到产品说明书中未介绍有鼻出血这一不良反

应 所以应值得注意

收稿日期 2 2
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