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艳山姜挥发油对犔犘犛诱导的犎犝犞犈犆狊炎性损伤保护作用实验
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　　【目的】　研究艳山姜挥发油（ｅｓｓｅｎｔｉａｌｏｉｌｆｒｏｍＡｌｐｉｎｉａＺｅｒｕｍｂｅｔ，ＥＯＦＡＺ）对脂多糖（ＬＰＳ）诱导的人脐静脉内

皮细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣｓ）炎性损伤的保护作用。

【方法】　体外培养 ＨＵＶＥＣｓ，以ＬＰＳ复制 ＨＵＶＥＣｓ炎性损伤模型。ＭＴＴ法分析探讨ＬＰＳ复制模型的浓度

与时间。预先１ｈ给予艳山姜挥发油，采用吉姆萨染色（Ｇｉｅｍｓａｓｔａｉｎｉｎｇ）进行形态学观察，ＭＴＴ分析细胞存活率，

生化酶学法分析培养上清液乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）活力和ＮＯ含量；酶联免疫法分析白介素１（ＩＬ１）、白介素６（ＩＬ６）、

内皮素１（ＥＴ１）的释放。

【结果】　与空白组（ｃｏｎｔｒｏｌ）比较，模型组（ＬＰＳ，ＬＰＳ１５μｇ／ｍＬ作用１２ｈ）致 ＨＵＶＥＣｓ损伤。与模型组比较，

艳山姜挥发油高（ＨＤ，４μｇ／Ｌ）、中剂量组（ＭＤ，１μｇ／Ｌ）、低剂量组（ＬＤ，０．２５μｇ／Ｌ）均可升高ＮＯ含量，降低ＬＤＨ

外漏，减少ＩＬ１、ＩＬ６和ＥＴ１释放。

【结论】　艳山姜挥发油对ＬＰＳ诱导的 ＨＵＶＥＣｓ炎性损伤具有保护作用。

　　关键词：艳山姜；脐静脉内皮细胞；脂多糖；乳酸脱氢酶；一氧化氮
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牛磺酸对青春前期大鼠睾丸缺血再灌注损伤的保护作用
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　　【目的】　探究牛磺酸对青春前期大鼠睾丸扭转复位后缺血再灌注损伤的保护作用。

【方法】　将３２只４周龄健康雄性ＳＤ大鼠，随机分为假手术组、生理盐水组、单次给药组（３００ｍｇ／ｋｇ）、连续

给药组（３００ｍｇ／ｋｇ），每组８只，建立左侧睾丸扭转复位动物模型（７２０°，２ｈ）。生理盐水组与给药组于复位前

３０ｍｉｎ分别腹腔注射生理盐水与牛磺酸，连续给药组术后每天注射一次牛磺酸注射液，连注７ｄ。于术后６周处死

所有实验动物，取两侧睾丸，剔净睾丸附着筋膜，冷生理盐水洗净血污后滤纸拭干、称重。采用化学比色法检测睾

丸组织中总抗氧化能力（ＴＡＯＣ）及一氧化氮合酶（ＮＯＳ）活性，羟胺法检测超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性，ＴＢＡ法检

测丙二醛（ＭＤＡ）含量。

【结果】　（１）与假手术组比较，生理盐水组的睾丸系数有所减少，差异无显著性（犘＞０．０５）；与生理盐水组比

较，单次给药组和连续给药组的睾丸系数均有所增加，差异无显著性（犘＞０．０５）；与同侧生理盐水组比较，单次给

药组和连续给药组手术侧、对侧的睾丸系数均有所增加，差异无显著性（犘＞０．０５）。与同组对侧比较，手术侧睾丸

系数有所下降，差异无显著性（犘＞０．０５）。（２）与假手术组比较，各组睾丸组织（除连续给药组ＳＯＤ活性）ＳＯＤ、Ｔ

ＡＯＣ、ＮＯＳ活性均下降，ＭＤＡ含量升高，其中生理盐水组各指标差异显著（犘＜０．０５）；与同侧生理盐水组比较，单

次给药组手术侧和对侧ＳＯＤ、ＴＡＯＣ、ＮＯＳ活性均升高，ＭＤＡ含量降低，其中手术侧 ＭＤＡ 含量差异显著（犘＜

０．０５）；与同侧生理盐水组比较，连续给药组手术侧和对侧ＳＯＤ、ＴＡＯＣ、ＮＯＳ活性均升高，ＭＤＡ 含量降低，差异

·９１·



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报 ２０１４年１０月第３５卷（增刊）

ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｏｃｔ．２０１４，Ｖｏｌ．３５（Ｓｕｐｐｌ）

显著（犘＜０．０５）。与同组手术侧比较，两给药组ＳＯＤ、ＴＡＯＣ、ＮＯＳ活性、ＭＤＡ含量均升高，其中连续给药组ＳＯＤ

活性、单次给药组ＴＡＯＣ活性差异显著（犘＜０．０５）。

【结论】　牛磺酸可以通过有效清除氧自由基、保护氧化酶活性和抑制脂质过氧化，对青春前期大鼠睾丸缺血

再灌注损伤有明显的保护作用，并对其对侧睾丸组织损伤亦有一定的保护作用，且连续给药明显优于单次给药。

　　关键词：睾丸；缺血再灌注；氧自由基；牛磺酸；青春前期；大鼠
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　　【目的】　在促进 ＭＳＣｓ骨形成的众多调节因子中，骨形成蛋白（ＢＭＰｓ）家族在胚胎发育及骨骼形成中扮演重

要的角色。目前发现的ＢＭＰｓ家族成员骨诱导活性中，具有成骨活性的有 ＢＭＰ２、７、９亚型。除了ＢＭＰ通路外，

ｗｎｔ通路在骨形成中也起到了重要的作用。本实验旨在进行ＢＭＰ２／ｗｎｔ３ａ、ＢＭＰ７／ｗｎｔ３ａ、ＢＭＰ９／ｗｎｔ３ａ三种

联合转染，观察感染后细胞各基因和蛋白的干扰效率及细胞体外成骨分化的影响，评价三种转染的成骨分化能力

的强弱，并与单独转染效果进行比较。

【方法】　以ｃＤＮＡ文库为模版，应用ＰＣＲ方法获得ＢＭＰ２、ＢＭＰ７、ＢＭＰ９、ｗｎｔ３ａ基因的编码序列，经大肠杆

菌转化后抽取质粒，构建基因表达质粒载体，酶切鉴定重组体并且经测序进一步确定。然后用ｐＬＰ／ＶＳＶＧ、ｐＬＰ２、

ｐＬＰ１质粒与ＢＭＰ２、ＢＭＰ７、ＢＭＰ９、ｗｎｔ３ａ共转染２９３ＦＴ细胞。包装ｐＥＬＮＳＢＭＰ２、ＢＭＰ７、ＢＭＰ９、ｗｎｔ３ａ后转染

小鼠间充质干细胞 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞，ＧＦＰ荧光证实转染效果。茜素红染色检测钙结节，蛋白质印迹和ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲ检测成骨相关基因（Ｒｕｎｘ２）的表达水平，鉴定各成骨诱导因子的单独转染效能。最后用双基因联合转染

（ＢＭＰ２／ｗｎｔ３ａ，ＢＭＰ７／ｗｎｔ３ａ，ＢＭＰ９／ｗｎｔ３ａ三组）ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞，ＧＦＰ荧光证实转染效果；应用ＥＬＩＳＡ检测

ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞培养上清中ＢＧＰ和ＡＬＰ的表达水平；应用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测Ｒｕｎｘ２ｍＲＮＡ的表达水平；应用蛋

白质印迹法检测蛋白的表达水平，鉴定双基因联合转染的成骨分化效能。

【结果】　ｐＥＬＮＳＢＭＰ２、ｐＥＬＮＳＢＭＰ７、ｐＥＬＮＳＢＭＰ９、ｐＥＬＮＳｗｎｔ３ａ表达质粒构建成功。重组慢病毒

ｐＥＬＮＳＢＭＰ２、ｐＥＬＮＳＢＭＰ７、ｐＥＬＮＳＢＭＰ９、ｐＥＬＮＳｗｎｔ３ａ构建成功，成功转染 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞；Ｒｕｎｘ２表达水

平：ＢＭＰ２＞ＢＭＰ９＞ＢＭＰ７；茜素红染色显示ＢＭＰ２钙结节数量最多。双基因联合转染 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞，ＧＦＰ荧

光证实转染成功；蛋白质印迹与ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法显示三组联合转染Ｒｕｎｘ２表达水平比单独转染明显上升，且联合

转染Ｒｕｎｘ２表达水平：ＢＭＰ２／ｗｎｔ３ａ＞ＢＭＰ９／ｗｎｔ３ａ＞ＢＭＰ７／ｗｎｔ３ａ；ＢＧＰ表达与 ＡＬＰ表达亦然。

【结论】　ＢＭＰｓ能促进间充质干细胞向成骨细胞分化，其中ＢＭＰ２成骨效果最好。而ＢＭＰｓ与ｗｎｔ３ａ的联

合转染成骨效果高于单独转染，说明ＢＭＰ通路与ｗｎｔ通路有协同作用。其中ＢＭＰ２／ｗｎｔ３ａ双基因联合转染比

另两种转染（ＢＭＰ７／ｗｎｔ３ａ和ＢＭＰ９／ｗｎｔ３ａ）成骨效能更高。这为组织工程骨重建研究提供了重要的理论依据

和技术支持。

　　关键词：骨形成蛋白；ｗｎｔ通路；骨组织工程；骨再生
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