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甘遂半夏膏对肝硬化腹水大鼠腹膜水通道蛋白"# 基
因表达影响的实验研究

"

!欧阳钦#

!吴春明#

!王晓东$

!!#%浙江省温州市中医院肝病科!温州 &$'((("$%浙江省温州医学院附

属第一医院!温州 &$'(((#

摘要!目的!通过甘遂半夏膏对肝硬化腹水大鼠腹膜上水通道蛋白"#")*+"##表达的影响研究$探讨其利水机制% 方法!,( 只

健康 -.大鼠分为空白对照组")组#$模型组"/组#&生理盐水组"0组#&甘遂半夏膏组".组#$各 $( 只$采用苯巴比妥钠诱

导加皮下注射0012 制造细胞毒性肝硬化腹水大鼠模型'免疫组织化学检测)*+"# 在各组大鼠腹膜上的表达% 34"+03方法

检测各组大鼠)*+"# 在肝硬化腹水大鼠腹膜上536)的表达$并以 &"磷酸甘油醛脱氢酶相对定量% 结果!)*+"# 蛋白质相对

积分光密度!)组"$, 7,#&/组"#2 7,#&0组"#$ 78#&.组"$& 79#和536)!)组"(%8, 7(%#$#

!

:;

!

1&/组"(%&2 7(%#2#

!

:;

!

1&0组"(%&$ 7(%###

!

:;

!

1&.组"(%', 7(%#'#

!

:;

!

1% 结论!甘遂半夏膏可提高肝硬化腹水模型大鼠腹膜的 )*+"# 的

表达$可能是其利水机制之一%

关键词!甘遂半夏膏'肝硬化腹水'水通道蛋白"#

中图分类号!3$,'%'!!文献标识码!)
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!!肝硬化腹水是我国常见病&多发病$如不及时治疗$$ U'

年内死亡率超过 ,(V' 上世纪 ,( 年代末 ):P?

(#$$)领导的研

究小组发现并证明了一种分子量为 $,W.的蛋白质是细胞

膜转运水的特异性蛋白$该蛋白具有极强的水通透性$将其

命名为 # 号水通道蛋白 )XFMODPBI!)*+"##' 目前研究发现

)*+"# 主要分布在毛细血管及小静脉的内皮细胞上$其数量

或功能异常对腹水的形成有重要意义'

甘遂半夏膏是根据古代医学大家张仲景*金匮要略+中

甘遂半夏汤加减化裁而成$作者在临床上使用本方治疗各种

类型肝硬化腹水$均取得过较好的效果$但其机理却不清楚'

本研究拟通过观察甘遂半夏膏对肝硬化腹水大鼠腹膜上水

通道蛋白 # 的基因表达的影响$来探索其利尿机制'

#!材料与方法

#%#!材料

实验动物选用 $ 月龄的雄性健康 -.大鼠 ,( 只$体重

#2( U#8( :$购自并饲养于温州医学院实验动物中心!许可

,28,

江 西中医学院学报 $ ( ( 9年 # $月第 $ #卷第 8期
89:;<=> 9?8@=<AB@:<@CD;E@0F9?012
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证编号%-0[W浙 $(('"((#9#'

#%$!方法

#%$%#!动物分组及肝硬化模型的建立!雄性健康 -.大鼠

,( 只$温度维持在!$( 7$# \$进标准饮食 $ 周后开始实验'

随机取出 $( 只大鼠作为)组!对照组#$继续标准饮食喂养

#$ 周后处死$留取腹膜组织"另外 8( 只大鼠标准饮食喂养并

饮用含苯巴比妥钠 &'(5:;]的水$并接受 8(V0012 和橄榄

油混合液的背部皮下注射!8 51;#((:$每周 $ 次$首次剂量加

倍#$至第 #$ 周末$随机取出 $( 只大鼠为 /组!模型组#$立

即处死$留取腹水&腹膜组织及肝组织标本"随机取出 $( 只

大鼠为0组!生理盐水组#$改喂养生理盐水!# 51;#((:#及

标准饮食"另外 $( 只大鼠为.组!治疗组#$改喂养甘遂半夏

膏!# :;#((:#及标准饮食"0组及.组各喂养 2 周后处死$留

取腹水&腹膜组织及肝组织标本'

#%$%$!腹膜组织的留取!大鼠处死后$马上沿腹正中线剖

开大鼠腹部$留取腹水"将壁层及脏层腹膜分离&取下$留取

部分腹膜放入 #(V甲醛液中用于石蜡切片$余下部分用消毒

铝箔包好迅速放入液氮中$保存于 _̂( \冰箱中$备用于总

36)的提取'

#%$%&!肝脏组织学分析!肝组织 QMEEDI 染色$光镜下观察

肝脏组织的一般形态结构$肝小叶&间质有无组织学异常'

#%$%2!免疫组织化学法检测腹膜组织水通道蛋白 #!)*+"

#"的表达!腹膜组织标本在 2V中性甲醛缓冲液中固定 2,

J$_(V乙醇 $2 J$,(V乙醇 #$ J$9'V乙醇过夜$#((V乙醇 #

J' 二甲苯透明 2( U8( 5BI!至标本透明为止# ' 浸蜡 $ J$

包埋成石蜡块' 用切片机将其切成 $

!

5厚的薄片$贴于经

#`多聚赖氨酸浸泡的洁净载玻片上$8( \烤箱烤过夜$脱

蜡至水' #%'V a

$

<

$

甲醇 &_ \水浴 $( 5BI' 4/- 洗 & 次$

每次 ' 5BI' (%#V胃蛋白酶 &_ \水浴 &( 5BI$4/- 洗 & 次$

每次 ' 5BI' 一抗!兔抗大鼠 )*+"# 多克隆抗体$#b'(($美

国0J?5B@DI公司#$2 \过夜$4/-洗 & 次$每次 ' 5BI' 二抗

!辣根过氧化物酶标记的鼠抗兔 cIYBEBDI 多聚物$美国 .)"

W<公司# &_ \水浴 &( 5BI$4/- 洗 & 次$每次 ' 5BI' .)/

显色$苏木素染色后$用二甲苯透明&风干' 用中性树胶封片

保存' 采用 <]dQ+T- /a"型光学显微镜&数码摄像机及北

航医学图像分析管理系统进行半定量分析$同一条件下对每

张标本按顺序选取 #' 个视野! e#(#$每个视野计算免疫组

化阳性指数f阳性目标总面积;统计场总面积!面密度# e

阳性目标+T值!阳性单位#$然后综合每张标本 #' 个视野

的免疫组化阳性指数'

#%$%'!腹膜组织总 36)提取!参照文献$按抽提总 36)

试剂盒说明书操作$总 36)提取酶 # 514PBgD1!美国 Lh/0<

公司#加 '( U#(( 5:腹膜组织$将组织彻底匀浆溶解' #' U

&( \水浴中孵育 ' 5BI$每 # 514PBgD1加 (%$ 51氯仿$混匀 #'

E' 在 #' U&( \水浴中静置 $ U& 5BI' 2\冷冻离心$#$(((

P;5BI$#' 5BI' 取液相$加 (%' 51异丙醇$室温静置 #( 5BI'

2 \冷冻离心$#$((( P;5BI$#( 5BI' 弃上清$加 # 51_'V乙

醇$混匀' 2 \冷冻离心$_ '(( P;5BI$' 5BI' 弃上清$干燥'

加无酶水约 $(

!

1$在 8( \水浴中溶解 #( 5BI' 取 $

!

136)

样品$稀释于 '((

!

1.c+0处理水中$在紫外分光光度仪分

别于=

$8(

&=

$,(

处比色$求=

$8(

;=

$,(

比值'

#%$%8!逆转录"聚合酶链式反应!34"+03"!)*+"# 引物

!由上海生物工程有限公司合成#$上游%'i400LL0)40)0"

040040004&i$下游%'i4L))4LL4000)000)L)))&i$

被扩增的@.6)产物长 &#9=O' L)+.a引物合成%上游%'i)

L)400)0))0LL)4)0)44&i$下游% 'i400040))L)44

L40)L0))&i$被扩增的 @.6)产物长 &(9=O' 采用 +PD5?

:M@.6)逆转录试剂盒$按试剂盒说明书操作' 取总36)样

品 $

!

:$加入 (%'

!

:随机引物$加水至 #'

!

1$于 _( \变性 '

5BI后$立即置冰浴' 于上反应管中加入以下试剂%' e34反

应缓冲液 '

!

1$#( 5QG64+混和液 #%$'

!

1$36ME?hIJB=BADP

!2(T;

!

1#(%8

!

1$Q"Q]Y转录酶!$(( T;

!

1##

!

1$用无 36)

酶的双蒸水补足至 $'

!

1$于 &_ \反应 8( 5BI$置于 _̂( \

保存备用' 每个 +03反应体系为%@.6)$

!

1$上游引物 #

!

1$下游引物 #

!

1$4MX.6)聚合酶 #

!

1$#( e含镁缓冲液 $%'

!

1$G64+!(%$ 55D1;]# #

!

1$GGa

$

<#8%'

!

1$反应总体积 $'

!

1'

#%$%_!34"+03循环过程!预变性 9' \ & 5BI$变性 92 \

&( E$退火 ', \ 2' E$延伸 _$ \$# 5BI热循环 2( 次$终末延

伸 _$ \ #( 5BI$+03扩增产物 2 \保存' 用/h<"3).凝胶

成像分析系统!/h<"3).公司#采集图像并进行分析$+03

检测结果以经 L)+.a校正后的)值表示'

#%$%,!数据以
#

G7)表示!应用 -+-- #$%( 统计软件进行处

理$组间比较采用单因素方差分析法$两辆比较采用]-.法'

$!结果

$%#!肝硬化模型的一般状况

至 #$ 周末$模型组大鼠表现为腹部较正常对照组大$活

动量明显下降$食欲减退$处死大鼠时$均可见腹水产生$腹

水形成率为 #((V' 肝脏 QMEEDI 染色镜下表现为肝细胞变

性&坏死明显$炎症细胞浸润$肝小叶结构被破坏$由广泛增

生的纤维组织将肝小叶分割包绕成大小不等&圆形或椭圆形

的肝细胞团$肝细胞索排列紊乱$形成明显肝硬化假小叶'

$%$!四组大鼠腹膜)*+"# 蛋白及536)的表达"表 ##

表 #!四组大鼠腹膜)*+"# 蛋白及536)的表达"

#

G7)#

组别 )*+"#

536);

!

:,

!

1

#̂

) $, 7, (%8, 7(%#$

/ #2 7,

(%&2 7(%#2

!!

0 #$ 78 (%&$ 7(%##

.

$& 79

$

(%', 7(%#'

$$

!!注%模型组与对照组相比$

!

Hj(!('$

!!

Hj(!('"甘遂半夏

膏组与生理盐水组相比$

$

Hj(!('$

$$

Hj(%(''

在第 #$ 周末 )*+"# 及 536)在 )&/组之间的表达量

有明显差异!Hj(%('#$至 #8 周末0组&.组比较$可见.组

)*+"# 及536)表达量明显上调$0组几乎无改变$0&.两

组)*+"# 及536)表达量有明显差异!Hj(%('#'

&!讨论

肝硬化腹水是肝硬化失代偿期的重要表现$一般认为腹

水形成的机制一方面是由于血液动力学的改变&门脉高压形

成&血浆胶体渗透压的降低&水钠潴留"另一方面则是与某些

,'8,

欧阳钦等%甘遂半夏膏对肝硬化腹水

大鼠腹膜水通道蛋白"# 基因表达影响的实验研究
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!

!

实
验
研
究
!

宁心律康颗粒抗心律失常作用研究

"

!张敬杨%

!龙子江%%

!余燕!金花荣!王芳!!安徽中医学院药理教研室!合肥 $&((&,#

摘要!目的!通过宁心律康颗粒对乌头碱诱发的大鼠心律失常模型以及对冠状动脉结扎诱发的犬心律失常模型的作用$研究

宁心律康的抗心律失常的作用% 方法!

"

一次静注乌头碱复制大鼠心律失常模型$记录出现室性早搏&室性心动过速的出现

时间以及心室颤动的发生率%

#

结扎犬冠状动脉左前降支 #;& 处复制犬心律失常模型$记录心律失常的潜伏期&出现心律失

常后的心电图心律失常评分以及室性心动过速和心室颤动的发生率% 结果!

"

宁心律康能明显推迟大鼠室性早搏&室性心动

过速的出现时间$减少心室颤动的发生率'

#

宁心律康能明显推迟犬冠状动脉结扎后心律失常的出现时间$减少心律失常的

分值以及降低室性心动过速和心室颤动的发生率% 结论!宁心律康具有良好的抗实验性心律失常作用%

关键词!宁心律康颗粒'抗心律失常'乌头碱'大鼠'冠脉结扎'犬

中图分类号!3$,'%'!!文献标识码!)

9/*$<'%%0-*0"$&!331&*5.3@DGE4%'/+(1

HI9@4J$/C<-'/C$G=@4H$<K$'/C$?>?'/$J2@I+'<%./C$A9@4L'/C

I#*-3,5#$,'/*&-35-6'.'7J$=$&(+1'..#7#'/03-$4+,+'$-.1&+$#)#2#4+6+$#$K#/#+$&((&,

965*%'&*%<=>?@ABC?%4DD=?E?PC?6[]W:PMIF1?-E?KK?@ADKMIAB"MPPJHAJ5BMAJPDF:J AJ?MDIBABI?"BIGF@?G MPPJHAJ5BM5DG?1BI PMAE$ME

R?11ME@DPDIMPHMPA?PH1B:MABDI BIGF@?G MPPJHAJ5BM5DG?1DKAJ?GD:E%Q?AJDGE%hIAPMC?IDFEBI>?@ABDI M@DIBABI?@DOHMPPJHAJ5BM5DG?1BI

PMAE$P?@DPG AJ?MOO?MPAB5?EDKC?IAPB@F1MPOP?5MAFP?MIG C?IAPB@F1MPAM@JH@MPGBM$MER?11MEAJ??5?P:?I@?PMA?DKC?IAPB@F1MPKB=PB11M"

ABDI%]B:MA?1?KAMIA?PBDPG?E@?IGBI:@DPDIMPHMPA?PH@DOHMPPJHAJ5BM5DG?1BI GD:E$P?@DPG AJ?BI@F=MABDI O?PBDG DKMPPJHAJ5BM$

&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

MKA?P

体液因素相关$如抗利尿激素等' )*+是一组对水有高度选

择性的细胞膜转运蛋白$是跨膜水转运的重要通道$迄今为

止已在哺乳动物体内发现了 #& 种水通道蛋白 !)*+( U

)*+#$#$其中对)*+"# 的分子结构研究得最为清楚' )*+"

# 在质膜中以四聚体的形式存在$每个单体都由 8 个贯穿膜

两面的长
$

螺旋构成基本骨架$其间还有两个嵌入但不贯

穿膜的短
$

螺旋(&)

' 每个单体蛋白的中空部分都形成具有

高度选择性的通道$只允许水分子跨膜运输而不允许带电质

子或其他离子通过$在功能上都可以作为一个独立水通道'

梁棋等(2)最近研究发现$)*+# 在大鼠腹膜主要表达在毛细

血管及小静脉的内皮细胞上$间皮细胞上仅有微量表达$大

鼠腹膜上)*+# 表达减少$说明腹膜毛细血管及小静脉对腹

水的主动重吸收能力减弱$从而导致腹水的形成'

本研究发现甘遂半夏膏治疗肝硬化腹水的利水机制可

能是通过上调腹膜上水通道蛋白 # 的表达$增强腹膜毛细血

管及小静脉的内皮细胞对腹水的主动重吸收$从而减少腹水

的生成'
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