
性关系良好 ∀

有研究表明薄荷醇 !薄荷脑 !冰片等对药物鼻腔吸收有

促进作用 ≈ 2 因薄荷脑极微溶于水 故用羟丙基 Β环糊精增

溶 ∀经志愿者试验 溶液中以羟丙基 Β环糊精浓度为 时

为好 没有不适感 ∀此环糊精浓度时 薄荷脑 已近饱

和 ∀本试验中薄荷脑对石杉碱甲无明显的促进作用 可能是

薄荷脑的浓度比较低的缘故 ∀
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摘要 目的  研究丹参酚酸 ≥ 和姜黄素 ≤∏ 对大鼠肝星状细胞 ≥≤ 增殖 !活化和细胞外信号调节激酶 ∞ 的作

用 ∀方法  培养大鼠 ≥≤ 2× 使用 ≥ 和 ≤∏处理细胞 采用 ××法检测药物对细胞增殖的影响 ∀收集裂解细胞并抽提细

胞总蛋白 聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白 采用 • 法检测药物对细胞表达 Α平滑肌肌动蛋白 Α2≥ ! 型胶

原 !∞ 和磷酸化 ∞ 的影响 ∀结果  ≤∏剂量依赖性地抑制大鼠 ≥≤的增殖和活化 ≥ 和 ≤∏显著降低 Α2≥ 的表达

水平 Π ≥ 对 型胶原的分泌无影响 Π 而 ≤∏显著减少 型胶原的分泌 Π ∀ ≥ 和 ≤∏对 ∞ 表

达水平都没有显著影响 Π 但是显著降低了磷酸化 ∞ 的表达水平 Π √ Π ∀结论  ≥ 和 ≤∏能

够抑制 ≥≤的增殖 !活化和 ∞ 的磷酸化 ∀
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¬ Π ≥ ≤∏ ∏ ∞ ¬ √

Π ∏ ∏ 2∞ ¬ √ Π √ Π √ ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ

 ≥ ≤∏ ∏ ∏ √ ∞

ΚΕΨ Ω ΟΡ ∆ Σ: ≥ √ ≤∏ ∏ ¬ ∏ ∏

  肝纤维化是各种慢性肝损伤后发生的修复过程 在此过

程中肝星状细胞 ≥≤ 活化并转分化为

肌成纤维样细胞 表现为细胞增殖增加 !储存维生素 的能

力下降 !表达 Α平滑肌肌动蛋白 Α ∏ Α2

≥ 以及细胞外基质 ¬ ∏ ¬ ∞≤ 生成增

多 ≈ ∀目前治疗肝纤维化的药物或毒性较大或疗效欠佳 因

此寻找有效的抗肝纤维化药物十分迫切 ∀丹参 Σαλϖια Μιλτι2

ορρηιζα ∏ 和姜黄 Χυρχυµ α Λονγα 是应用历史悠久

的活血化瘀类药物 丹参水溶性成分主要是酚酸类化合物

丹参酚酸 √ ≥ 是最主要的有效成

分 ≈ 姜黄素 ∏ ∏ ≤∏ 是从姜黄中提取的植物多酚

是最重要的活性成分 ≈ 2 ∀本实验主要探讨 ≥ 和 ≤∏对

≥≤中丝裂原活化蛋白激酶信号通路 √ 2

° 中细胞外信号调节激酶 ¬ ∏ 2

∏ ∞ 的影响 以探索抗肝纤维化的新途

径并初步阐明其作用机制 ∀

1  材料与方法

1 1  材料

1 1 1  大鼠肝星状细胞株  大鼠肝星状细胞株 ≥≤ 2× 由

美国加利福尼亚旧金山总医院肝病研究中心 ≥ ƒ

教授馈赠 本所常规保存 ∀该细胞系由 ≥∂ 转染 ≥⁄大鼠肝

星状细胞建立而成 表型为活化的肝星状细胞 ≈ ∀

1 1 2  主要试剂  ≤∏相对分子质量为 购自美国

≥ 公司 ∀ ≥ 相对分子质量为 由中国科学院上海药

物学研究所提供 含量以丹参酚酸 镁盐 ≤ 计

不低于 ∀四甲基偶氮唑盐 ≈ 2 2 2 2 2

2 2 2 ∏ ×× 为 ≥ √ 公司产

品 ⁄ ∞ 培养基干粉为 公司产品 胎牛血清购自 2

公司 ∀

蛋白酶抑制剂 为 公司产品 ∀预染

蛋白标准品为 ƒ 公司产品 ∀兔抗大鼠 型胶原多克

隆抗体 德国 公司产品 ∀小鼠抗大鼠 Α2≥ 单克隆抗

体 购自 ≥ 公司 ∀兔抗大鼠 ∞ 多克隆抗体 !小鼠抗大

鼠磷酸化 ∞ 2∞ 单克隆抗体 !辣根过氧化物酶

标记的绵羊抗小鼠单克隆 抗和山羊抗兔多克隆 抗为

≥ ≤ ∏公司产品 ∀小鼠抗大鼠 Β2 单克隆抗体购自

康成公司 ∀ ⁄≤蛋白定量试剂盒 2 公司产品 ∀ ∞≤

• 印染发光试剂购自 ° ≤∞公司 ∀其余常用试剂为分

析纯 ∀

1 1 3  实验用品及仪器  培养皿 !培养板 美国 ≤ 公

司产品 ∀ ≤ 培养箱和 ∞ ƒ ≤∞生物安全柜 德国

∏公司制造 ∀ ∏ ≥ 2

芬兰制造 ∀ ÷ ⁄≥2 倒置相差显微镜 重庆光电公司制造 ∀

微量移液器 购自法国 公司 ∀ • 电泳设备

购自 2 公司 ∀复日 ƒ 2 图像分析系统 上海复日科

技有限公司 ∀

1 2  方法

1 2 1  大鼠 ≥≤ 2× 的培养  复苏后的细胞以含 胎牛

血清的 ⁄ ∞ 完全培养基均匀接种于培养皿 ε ≤

培养箱培养 当细胞处于对数生长期时 胰酶消化 培养液悬

浮细胞 孔培养板每孔 Λ 培养皿每皿

Λ 培养液培养 细胞融合达 时进行实验 ∀

1 2 2  药物对细胞增殖的影响  细胞调整为 ≅ 密

度接种于 孔培养板 后换低血清培养液培养 ∀

然后 ≤∏使用二甲基亚砜 ∏ ¬ ⁄ ≥ 助溶并

用 ƒ ≥ ⁄ ∞ 培养液稀释 分别配成 和

Λ 处理细胞 每种浓度至少 ∗ 孔 并设无药细胞

对照 ∀加药培养 后 倒置相差显微镜下观察细胞形态

台盼蓝染色观察细胞活力 ∀倾去培养液 每孔加入

的 ××贮存液 Λ 继续孵育 吸弃上清 加酸性异丙

醇振荡溶解 然后在酶标仪 波长处测定 Α值 ∀ ≥

工作浓度的选择参见本所既往报道 ≈ ∀

1 2 3  药物对 Α2≥ ! 型胶原 !∞ 和磷酸化 ∞ 的影响

1 2 3 1  药物干预方法  细胞接种于 培养皿 根据

××结果并参照既往实验 ≈ 2
≤∏使用 ⁄ ≥ 助溶 无血清

培养液稀释至 Λ ≥ 以无血清培养液稀释至

Λ ≈ 每培养皿加入含药培养液 孵育 ∀

1 2 3 2  细胞总蛋白的提取 !含量测定  药物干预细胞后

弃培养上清 用预冷的 ° ≥洗涤两次 加细胞裂解液及蛋白

酶抑制剂 ∀用细胞刮子将培养皿中的细胞刮下 收入

离心管 混匀 ε 静置 然后 ε 离心

取上清即为细胞总蛋白 ε 保存待测 ∀总蛋白含

量使用用 2 公司 ⁄≤ ° 在酶标仪

波长测定 ∀

1 2 3 3  蛋白电泳 !电转移与膜封闭  制备 分离胶

和 积层胶 将蛋白样品及标准蛋白与 倍的

样品缓冲液混合后 ε 加热 以使蛋白变性 离心冷

却后上样 将胶放入电泳槽 加适量电泳液 样品蛋白上样后

∂ 电泳 ∗ ∀将膜取出 上覆与凝胶大小相同的硝酸

纤维素膜 两侧覆以滤纸和纤维垫 置于转膜槽中 加入适量

转膜液 ε 约 转膜结束后 去离子水洗

以 脱脂奶粉封闭 室温 !水平摇床振荡 ∀

1 2 3 4  抗原抗体反应  封闭结束后弃封闭液 分别加入

溶有 抗 ≈Β2 抗体 Β !Α2≥ 抗体 Β !

型胶原抗体 Β !∞ 多克隆抗体 Β 和磷酸化

∞ 抗体 Β 的 脱脂奶粉 ×× ≥液
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图 4  丹参酚酸 和姜黄素对 ∞ 和磷酸化 ∞ 表达水平

的影响

Φιγ 4  ∞ ≥ ≤∏ ∏ ¬

√ ∞ 2∞

上列为 ∞ 条带 中列为磷酸化 ∞ 条带 下列为内参照 Β2 2

条带 使用 Β2 校正的 ∞ 和磷酸化 ∞ 相对表达量 ∀3

Π 与对照组相比较 3 3 Π 与对照组相比较 3 3 3 Π

与对照组相比较

× ∞ 2∞ 2

Β2 ∏ 2

√ ¬ √ ∞ 2∞

√ Β2 3 Π √ ≤ 3 3 Π √ ≤ 2
3 3 3 Π √ ≤

4  讨论

肝纤维化是各种慢性肝病的共同病理学基础 ≈ 2 虽然

致病机制不完全相同 但不同病因肝纤维化发生的共同途径

是 ≥≤活化 ∀ ≥≤是位于 ⁄ 间隙的一种间质细胞 正常

情况下处于静息状态 活化后 ≥≤具有收缩性的特点 因此

Α2≥ 的表达是 ≥≤激活的最重要标志 ∀胶原是 ∞≤ 的

主要成分 正常肝脏中 型胶原多于 型胶原 肝纤维化时

胶原总量与种类均发生变化 型胶原成为肝纤维化时纤维

间隔的主要成分之一 ∀抑制 型胶原的分泌不仅可以减少

∞≤ 成分的增加 还可以减少 ≥≤的进一步活化 ≈ ∀大鼠

≥≤ 2× 是通过将 ≥∂ 转染大鼠 ≥≤而建立的 表现型为活

化的 ≥≤ 是较好的进行抗肝纤维化研究的细胞模型 ≈ ∀

丹参几乎是各种抗肝纤维化药物的必用之药 ≈ 而姜黄在抗

肝纤维化中的作用也越来越引起重视 ≈ 2 2 ∀抑制 ≥≤增

殖及 ∞≤ 生成是抗肝纤维化治疗的重要策略 ≈ 既往发现

≥ 具有一定的抗肝纤维化作用 ≈ ∀ ≤∏对四氯化碳 !⁄2氨

基半乳糖或者卡介苗加脂多糖诱导的小鼠急性肝损伤有保

护作用 ≈ 并能够激活过氧化物酶体增殖因子 Χ信号转导途

径 ≈ 但是对 ° 信号通路中 ∞ 的影响尚不清楚 ∀

细胞外刺激引起的效应需要通过细胞内信号传导途径

来实现 不同的信号传导途径引起不同的生物学效应 ≈ 2 ∀

多数蛋白激酶不能穿透核膜 被激活的信号在细胞内传递并

最终活化转录因子导致基因表达和效应蛋白质的生成

° 是多种信号交汇点或共同通路 ∀ ∞ 参与调控 ≥≤

的增殖 !胶原合成及转化生长因子 Β2 自分泌过程 是 °

信号通路的主要和经典通路 ≈ 2 通过传递细胞丝裂原信

号 对细胞的局部黏附 !迁移 !增殖 !分化 !凋亡以及细胞周期

发挥重要影响 ∀本研究发现 ≥ 和 ≤∏能够有效抑制 ≥≤

的增殖 !活化以及合成 ∞≤ 成分 提示两者均能在细胞水平

发挥抗肝纤维化效应 ∀两者对 ∞ 本身没有作用 但能抑

制 ∞ 的磷酸化 初步推测两者的抗肝纤维化效应与抑制

∞ 磷酸化从而干扰其所介导的信号通路有关 ∀但是由于

≥≤活化受到多种因素 !多条信号传导途径的调节 ∞ 并

非是调控 ≥≤表型改变的唯一通路 ≈ ∀肝纤维化的发生

机制极其复杂 ≈ 这也是目前单一药物疗效并不理想的原

因 本研究发现 ≥ 和 ≤∏对检测指标影响程度并不完全一

致也证实了这点 ∀多途径 !多靶点的药物或者药物组合 可

能会比单一药物更加有效 或许能够改变目前抗肝纤维化药

物疗效欠佳的窘境 ∀总之 ≥ 和 ≤∏在肝纤维化的治疗中

具有极大的应用潜力 值得进一步深入研究 对其作用机制

也有待深入阐明 ∀

参考文献

≈1 ƒ ∞⁄ ≥

∏ ≈ ≤ ° 2

2

≈2 ÷ ≤ ∞ ∞ √ 2

∏ ¬ ∏ ¬ 2

2 ≈ ≤ 中华肝脏病杂志

2

≈3 ≤ ∞ ≠ ° × ≠ εταλ ∞ ≤∏ ∏

¬ √

≈ • ∏ 世界感染杂志

2

≈4 ≤ ∞ ≠ ° ÷ ετ αλ ≤∏ ∏ √ 2

∏ 2 ∏ ¬2

2 √ Χ ≈ ≤ °

中国实用内科杂志 2

≈5 ∂ ∞ ≥ ° ×∞⁄ ≥ ƒ ετ αλ

√ ≥≤ 2×

∏ ιν ϖιτρο≈

2

≈6 ≤ ∞ ≠ ° ≥ √ ≤∏ ∏ ∏

¬ ∏ ∏ ¬

√ ≈

≥

≈7 ≠ ≤ ∞ ≠ ° √ ∏ ∏ ¬2

√ ∏ ≈ ≤ ≤ 中

国中药杂志 2

##中国现代应用药学杂志 年 月第 卷第 期                ≤ ° ∂



≈8 ° ƒ ≤ ετ αλ

¬ ¬ ∏ 2 ∏ √

2 √ ≈

° 2

≈9 ≥ ÷ ∞ × × ≥ ⁄ ÷ ετ αλ √

¬ ∏ ∏

∞ ≈ ƒ ≥∞

2

≈10 ƒ ≤ ƒ εταλ ∞¬ ∏ 2

∏ √ ∏ 2 √

∏

√ √ √ ∏ ≈ 2

≈11 ƒ ⁄∞ • °∞× ετ αλ ⁄ ∏ 2

° ≤≤ ¬ 2

≈ ° √ °

2

收稿日期 2 2

 3 通讯作者 崔炜

2型糖尿病大鼠心肌间质胶原代谢的变化及罗格列酮的干预研究

王绵 张力辉 赵占胜 邓永贵 周红 郝咏梅 苏胜偶 崔炜 3
河北医科大学第二医院 内分泌科 心血管内科

石家庄

摘要 目的  观察糖尿病 ⁄ 大鼠心肌间质胶原含量的变化及心肌组织基质金属蛋白酶 2 °2 !基质金属蛋白酶 2

°2 !组织抑制物 2 × °2 的表达变化及罗格列酮 ≥ 对上述指标的影响 ∀方法  高脂高糖饮食加小剂量链尿佐

菌素腹腔注射制备 型 ⁄ 大鼠模型 将大鼠分为 周对照组和 ⁄ 组 周对照组 !⁄ 组和 ≥ 组 分别检测各组大鼠心

肌组织胶原含量 ! °2 °2 × °2 表达变化及 °2 °2 × °2 蛋白水平的变化 ∀结果  ⁄ 大鼠心肌间

质胶原含量明显增加 °2 的表达明显减低 °2 × °2 的表达均明显增加 但 °2 × °2 的比值下降 ∀ ≥ 治疗

组胶原含量明显减少 °2 表达明显上调 °2 下调 × °2 明显下调 °2 × °2 增加 ∀结论  °2 °2 及

其组织抑制物 2 的调节失衡参与了 ⁄ 心肌间质纤维化的发生与发展 ≥ 治疗可以通过调节基质金属蛋白酶 2 ! 及其组

织抑制物 2 的表达变化 抑制心肌纤维化 减轻心肌损伤 ∀

关键词 糖尿病 心肌间质纤维化 基质金属蛋白酶及其组织抑制物 噻唑烷二酮
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∏ 2 ∏ ∏ 2 ∏ ∏

× °2 °2 × °2 ¬ √ °2 °2

× °2 Ρ ΕΣΥΛΤΣ × × ¬ 2

√ °2 ¬ √ °2 × °2 ∏

°2 × °2 × ∏ ∏ 2 2

°2 ¬ √ °2 × °2 ∏

∏ °2 × °2 2 ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  ° × °

∏
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