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摘要 目的  研究银杏内酯 对慢性炎症血管生成的作用及部分作用机制 ∀方法  比色法测定小鼠慢性肉芽

肿气囊模型血管生成指数 组织形态学方法检测气囊病理变化 放射免疫方法测定白介素 2Β2Β含量 生物

测定法测定肿瘤坏死因子 ×ƒ2Α含量  ×2°≤ 法检测 2Β和 ×ƒ2Α  的表达 ∀结果  银杏内酯 可显著

抑制模型小鼠的血管指数 与病理观察结果相符 银杏内酯 可显著抑制模型小鼠血清中 2和 ×ƒ2Α的分泌 能

显著抑制 ° 诱导的 细胞 2Β和 ×ƒ2Α的分泌及其  的表达 ∀结论  银杏内酯 能抑制小鼠慢性炎

症性血管生成模型的血管生成 能抑制促血管生成细胞因子 2Β和 ×ƒ2Α的转录及表达 这可能是其抑制慢性炎

症血管生成的机制之一 ∀
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  血管生成是从已存在的血管网上生长出新血管

的现象 ∀慢性炎症和血管生成相互依赖 !相互促进 

新生的血管对组织的增殖和炎性细胞的浸润是必要

的 而炎性细胞的浸润和炎症介质的分泌又促进了

血管生成 ≈ ∀在此过程中 单核 巨噬细胞起着至

关重要的作用 慢性炎症期浸润的细胞主要为单核 

巨噬细胞 它是血管生成所需各种生长因子的重要

来源 ≈ ∀抑制血管生成是目前抗慢性炎症研究的

热点之一 ∀

银杏内酯 是从银杏叶中提取的一

种活性物质 研究显示其具有多种药理活性 如血小

板活化因子 √°ƒ受体拮抗

作用 !免疫抑制作用 !蛋白酶抑制作用 !甘氨酸门控

氯离子通道拮抗作用等 ∀最近的研究表明 °ƒ能

直接或间接促进血管生成 ≈ ∀

小鼠慢性肉芽肿气囊模型是一种慢性炎症性血

管生成模型 能够定量研究药物对于炎症血管生成

的调节作用 ≈ ∀本文采用此模型研究了银杏内酯 

对慢性炎症血管生成的作用 并对其作用机制进行

了初步研究 ∀

材料与方法

细胞  和 细胞株 由中国医学科学

院基础医学研究所细胞中心提供 ∀

动物  小鼠 α 由中国医学科学院动

物研究所提供 ∀

药品和试剂  银杏内酯 由丽华制药公司 宁

波 提供 胭脂红酸为 ≤产品 分装 完全弗

氏佐剂 !Ν2乙酰半胱氨酸 !木瓜蛋白酶 !明胶 !佛波酯

° !  ××和放线菌素 ⁄为 ≥产品  ° 2

培养基为 2 产品 2Β放射免疫试

剂盒为中国人民解放军总医院提供 × 试剂为

√公司产品 ×酶为 ×公司产品 

×°和  2 ∂ 为 °公司产品  2Β

×ƒ2Α及 °⁄引物由上海生工公司合成 ∀

小鼠慢性肉芽肿血管生成模型  参考文献 ≈

并加以改进 小鼠背部 空气 在气囊中注

射含有 1巴豆油的完全弗氏佐剂 开始给药

或相应的溶剂对照 将小鼠  ε 保温  尾

静脉注射  的胭脂红酸溶液 含  的明胶 

只   ε 保留   分离气囊组织  ε 烘

干  称得组织干重 然后加入消化液 木瓜蛋白

酶  # 

∞⁄×  # 


Ν2乙酰半胱氨

酸 1 # 

 1 °≥配制  ε 消化

 消化结束后在消化液中加入  # 


   ≅ γ离心  取上清液 1 Λ滤

膜滤过  处测量吸收度值 依据胭脂红酸标

准曲线计算组织中的胭脂红酸量 ∀

实验结果用血管指数 √∏¬表示 ∀血

管指数  组 织中 胭脂红 酸 含 量 组 织 干 重

# 

血管生成抑制率      对照组

血管指数 给药组血管指数  对照组血管指数 ≅



组织形态学  采用常规 ∞染色方法 镜下观

察并拍照 ∀

Υ937细胞培养及药物处理  取对数生长期

细胞 调细胞数为  ≅ 
 # 


孔培养

板 每孔接种  Λ无血清培养  加入不同浓

度的药物或相应的溶剂对照  ε 孵育  然

后加入 1 ≅ 

# 


° 刺激  收上清

液待测 ∀

放射免疫法测定小鼠血清和细胞培养上清液

ΙΛ21Β的含量  血清样品的制备 气囊形成 眼

眶采血 室温静置    # 
离心  

取血清待测 ∀取血清样品或细胞培养上清液 每个

样品设两个复孔 按试剂盒说明书测定 2Β含量 ∀

Λ929生物测定法测定小鼠血清和细胞培养上

清液 ΤΝΦ2Α含量  参考文献 ≈进行 ∀

Ρ Τ2ΠΧΡ法检测 ΙΛ21Β和 ΤΝΦ2Α µ Ρ ΝΑ表达

总  的提取 取 细胞  ≅ 
 # 




 加入不同浓度的药物和相应的溶剂对照 培

养  后加入  ≅ 

# 


° 刺激  

按照 × 试剂说明书提取细胞总  ∀  ×2

°≤ 法扩增 2Β和 ×ƒ2Α  调整各管总

 量一致 采用随机引物 参照逆转录酶  2 ∂

说明书方法进行逆转录 取逆转录产物进行 °≤ ∀
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引物核苷酸序列为 2Βχ2≤×≤ ≤≤ ×

 × ×2χχ2×   

 ×2χ∀ ×ƒ2Αχ2 ≤× × ≤≤

 ≤× 2χ χ2× ≤  

× × ≤≤ 2χ∀ °⁄ χ2≤ × ××

×≤ × ×× 2χ χ2≤≤ ×≤≤ ×

 × × ×2χ∀ 2Β×ƒ2Α和 °⁄分

别进行逆转录和扩增 2Β的反应条件为  ε 

 ε 1  ε 1  ε 1

个循环  ε 延伸  ∀ ×ƒ2Α的反应条

件为  ε   ε 1  ε 1 

 ε 1   个循环   ε 延伸  ∀

°⁄的反应条件为  ε   ε 1 

 ε 1  ε 1 个循环  ε 延

伸  ∀准确吸取上述 °≤ 产物电泳 紫外凝胶

成像系统照相和灰度扫描 ∀

统计学分析  结果 ξ ? σ表示 使用 ≥°≥≥的

∂ 进行统计学检验 以 Π  1为显著性指

标 ∀

结果

1  银杏内酯 Β对气囊模型小鼠血管指数的抑制

表 显示 能显著抑制气囊模型小鼠

的血管指数 抑制率分别为 1 和 1

Π 1∀但对气囊组织的增生无显著作用 结

果未列出 ∀

2  组织形态学

气囊组织的组织学结果显示分离的气囊组织呈

典型的肉芽组织形态 有丰富的毛细血管和大量炎

性细胞浸润 ∀与对照组相比 组血管明显

较少 与血管指数结果一致 见图 ∀

Ταβλε 1  Εφφεχτ οφ γινκγολιδε Β (ΒΝ52021 ) ον

ανγιογενεσισοφ µ υρινε χηρονιχ γρανυλοµ ατουσ αιρ

πουχη µ οδελ
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3  银杏内酯 Β对气囊模型小鼠血清中 ΙΛ21Β和

ΤΝΦ2Α分泌的抑制作用

给药方式同上 ∀结果显示 模型组小鼠血清中

2Β和 ×ƒ2Α的含量显著高于正常对照组 

能显著抑制模型组小鼠血清 2Β和

×ƒ2Α的分泌 对 2Β的抑制率分别为 1和

1 Π  1∀对 ×ƒ2Α的抑制率分别为

1 Π 1和 1 Π 1∀

4  银杏内酯 Β对 Υ937细胞培养上清液中 ΙΛ21Β

和 ΤΝΦ2Α分泌的抑制作用

1 ≅ 

# 


° 能显著刺激 细

胞上清液中 2Β的分泌 在 1 ≅ 




1 ≅ 
2
# 

能显著抑制 ° 刺激的 细

胞 2Β的分泌 其 ≤为 1 ≅ 

# 

 ∀

1 ≅ 

# 


° 能显著刺激 细

胞上清液中 ×ƒ2Α的分泌 能剂量依赖性

地抑制 ×ƒ2Α分泌 但 1 ≅ 

# 




对 ×ƒ2Α的抑制率只有 1 Π 1∀

   #      #   ≤ ≤

ƒ∏ ¬ ∞  ∏∏
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5  银杏内酯 Β对 Υ937细胞 ΙΛ21Β和 ΤΝΦ2Α µ Ρ ΝΑ

表达的抑制作用

实验结果表明 静息状态下无血清培养的 

细胞中 2Β和 ×ƒ2Α的分泌量很小 在 1 ≅ 


# 


°  的诱导下 细胞中 2Β和

×ƒ2Α的表达量显著增加 ∀ 1 ≅ 
和

1 ≅ 

# 


可显著降低 ° 诱导的 2Β

 表达  ⁄软件灰度扫描结果显示其抑

制率分别为 1 和 1 1 ≅




 1 ≅ 

# 


可显著降低 ° 诱导

的 ×ƒ2Α  的表达 其抑制率分别为 1 

1和 1 见图 ∀

 ⁄   °   1 ≅  #  

 °   1 ≅  #    °   1 ≅

 #    ≤  ° 

ƒ∏   ∞   2Β   

×ƒ2Α ≤    ¬  ∏∏  

∏°   °⁄

讨论

本文采用小鼠慢性肉芽肿气囊模型研究了银杏

内酯 对慢性炎症血管生成的作用 结果发现

能显著抑制模型小鼠的血管指数 而对肉

芽组织的生长没有显著影响 表明对血管生成的抑

制不是对肉芽组织影响的间接结果 ∀组织形态学结

果与此相符 ∀

以前的研究表明 小鼠慢性肉芽肿气囊模型的

血管生成可分为 个阶段 其中中期    时 是

从急性炎症期向慢性炎症期转化阶段 此阶段血管

生成主要由 2Β和 ×ƒ2Α介导 ≈ ∀ 2Β和

×ƒ2Α在多种体内外实验模型中都显示出促进血管

生成的作用 ≈   ∀因此作者测定了模型小鼠血清

中 2Β和 ×ƒ2Α的含量 结果发现模型小鼠血清

中 2Β和 ×ƒ2Α水平显著高于正常组 而

能显著降低模型小鼠血清 2Β和 ×ƒ2Α

的含量 ∀

单核 巨噬细胞在血管生成过程中具有极其重

要的作用 研究发现去除单核 巨噬细胞的肿瘤组织

中血管生成完全被抑制 ≈
因此作者研究了

对人单核细胞株 细胞 2Β和 ×ƒ2

Α分泌的影响 结果发现 能显著抑制 ° 

刺激的 细胞 2Β和 ×ƒ2Α的分泌 ∀

以前的研究发现 能抑制多种细胞分

泌 2Β和 ×ƒ2Α≈ 但其通过何种途径产生作

用还不清楚 ∀ ⁄∏≠等 ≈发现 能显著抑

制 °≥刺激的新生鼠小胶质细胞 2Β和 ×ƒ2Α的

分泌 该作用与拮抗 °ƒ受体作用无关 ∀作者检测

了 对 °  刺激的 细胞 2Β和

×ƒ2Α  表达的影响 结果发现 能显

著抑制 2Β和 ×ƒ2Α  的表达 ∀

对模型小鼠血清 ×ƒ2Α的抑制作用

非常显著 但对 ° 刺激的 细胞 ×ƒ2Α的抑

制作用较弱 这可能由于体内与体外实验所使用的

刺激剂不同 体内实验影响因素较多 导致了这种差

异 ∀
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