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人参皂苷犚犵１对衰老大鼠免疫系统的影响
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重庆医科大学２０１１临床医学七年制

　　【目的】　面临人口老化进程加快和人们寿命提高的趋势，老年人群的健康已经成为社会科学和医学科学高度

关注的重大问题。免疫系统衰老是生物体衰老的关键环节，它将导致机体免疫、造血、修复功能障碍和肿瘤发生率

提高。本研究阐释人参抗衰老成分Ｒｇ１对免疫系统衰老调控作用及其相关机理，为防治衰老相关疾病，促进祖国

医学发展提供理论与实验依据。

【方法】　建立Ｄ半乳糖致免疫功能衰退大鼠模型，通过体内注射人参皂苷Ｒｇ１干预衰老进程。检测以下指

标：（１）外周血白细胞与淋巴细胞总数及ＣＤ４＋／ＣＤ８＋Ｔ细胞比例；（２）股骨骨髓有核细胞数、细胞增殖与形成

ＣＦＵＧＭ能力；（３）脾脏、胸腺实质结构比例与衰老细胞比例，脾细胞、胸腺细胞增殖能力，分泌ＩＬ２／６，ＴＮＦα，

ＧＭＣＳＦ水平和细胞产生活ＲＯＳ、ＳＯＤ、ＭＤＡ、ＧＳＨ、ＧＳＳＨ水平；（４）腹腔巨噬细胞吞噬功能与吞噬指数。

【结果】　连续注射Ｄ半乳糖能成功建立免疫功能衰退大鼠模型。与衰老模型组大鼠比较，注射人参皂苷

Ｒｇ１使衰老大鼠白细胞和淋巴细胞总数提高，ＣＤ４
＋／ＣＤ８＋Ｔ细胞比例升高；股骨骨髓有核细胞数升高、细胞增殖

与形成ＣＦＵＧＭ能力提升；脾脏与胸腺实质结构比例增加，衰老细胞比例减少；脾细胞和胸腺细胞增殖能力提高，

分泌ＩＬ２／６、ＴＮＦα、ＧＭＣＳＦ水平提高，产生ＡＧＥｓ、ＲＯＳ、ＭＤＡ、ＧＳＨ／ＧＳＳＧ水平下降，ＳＯＤ活性明显回升；腹腔

吞噬细胞吞噬中性红能力明显增强，吞噬指数增加。

【结论】　（１）Ｄ半乳糖能成功建立免疫功能衰退大鼠模型；（２）人参皂苷Ｒｇ１是人参的抗衰老成分，能有效提

高免疫系统功能，阻止致衰剂导致的免疫系统衰退，其机理与拮抗Ｄ半乳糖对免疫系统的氧化损伤密切相关。
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双酚犃暴露经犇犖犃甲基化途径影响滋养细胞功能的机制探讨
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　　【目的】　本研究采用双酚Ａ（ｂｉｓｐｈｅｎｏｌＡ，ＢＰＡ）暴露的人滋养细胞模型（绒毛外滋养层细胞系 ＨＴＲ８和合体

化滋养层细胞系Ｂｅｗｏ），分析滋养细胞分化及功能相关的重要基因的甲基化修饰及相应基因表达的改变，探索

ＢＰＡ暴露对滋养细胞的影响，从而为ＢＰＡ高暴露人群提供科学的优生和生殖健康指导。

【方法】　蛋白质印迹法检测Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＧＣＭ１、ｓｙｓｔｉｎ１等蛋白的表达；免疫荧光检测

蛋白表达与定位；甲基化测序（ＢＧＳ）验证ＤＮＡ甲基化差异基因；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测滋养细胞侵袭能力；ＲＴＰＣＲ

检测滋养细胞功能相关基因ｍＲＮＡ水平。

【结果】　粘附相关标志蛋白Ｅｃａｄｅｈｒｉｎ在人滋养细胞侵袭模型 ＨＴＲ８滋养细胞系中弱表达，其编码基因

ＣＤＨ１基因启动子呈超甲基化状态。ＢＰＡ暴露后，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达随ＢＰＡ浓度增加呈梯度上调，侵袭能力标志

蛋白Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ的表达呈梯度下调。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验显示 ＨＴＲ８细胞的侵袭能力随ＢＰＡ浓度增加而逐渐减弱；

重亚硫酸盐测序（ｂｉｓｕｌｆｉｔｅｇｅｎｏｍｉｃｓｅｑｕｅｎｃｅ，ＢＳＰ）结果显示，ＢＰＡ暴露后人基因组长重复序列ＬＩＮＥ１甲基化程度

明显减少，人基因组短重复序列ＡＬＵ甲基化程度无明显变化。蛋白质印迹和免疫荧光结果显示，ＢＰＡ暴露的人

滋养细胞合体化模型Ｂｅｗｏ细胞系中，合体化标志蛋白ｓｙｓｔｉｎ１和ＧＣＭ１的表达随ＢＰＡ浓度增加而逐渐减弱。
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【结论】　ＢＰＡ暴露可使人滋养细胞侵袭模型 ＨＴＲ８细胞系中粘附、侵袭相关蛋白Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ的

表达分别上调和下调，合体化模型Ｂｅｗｏ细胞系中功能相关蛋白表达降低，这表明随ＢＰＡ浓度增加，ＨＴＲ８细胞

侵袭能力逐渐减弱，Ｂｅｗｏ细胞合体化能力也逐渐减弱；伴随人基因组长重复序列ＬＩＮＥ１甲基化程度明显降低。

研究结果显示，ＢＰＡ可能通过ＤＮＡ甲基化途径影响人滋养层细胞侵袭和合体化功能。
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　　【目的】　建立大孔吸附树脂法富集高纯度穿山龙总皂苷（ＴＳＤＮ）的制备工艺，并考察其抗２型糖尿病

（Ｔ２ＤＭ）的生物学活性及分子机制。

【方法】　（１）采用Ｄ１０１树脂富集ＴＳＤＮ，ＵＶ测定粗提物中ＴＳＤＮ含量，ＨＰＬＣ进行主成分定量分析。（２）在

ＴＳＤＮ抗Ｔ２ＤＭ研究中，采用高脂饮食合并ＳＴＺ（３０ｍｇ／ｋｇ）诱导Ｔ２ＤＭ大鼠，选取空腹血糖高于１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ的

大鼠随机分为模型组、给药组（２００、１００和５０ｍｇ／ｋｇＴＳＤＮ）和阳性对照组（１０ｍｇ／ｋｇ，格列本脲），同时设空白组和

单纯给药组（ＴＳＤＮ２００ｍｇ／ｋｇ），灌胃给药１２周。测定大鼠体重、饮水（饮食）量和尿量来评价ＴＳＤＮ对Ｔ２ＤＭ大

鼠能量代谢的影响；测定空腹血糖、血清胰岛素等评价对Ｔ２ＤＭ大鼠血糖的影响；测定血脂水平评价对Ｔ２ＤＭ大

鼠血脂的影响；测定自由基水平来考察ＴＳＤＮ的抗氧化能力；测定骨密度、肌酐和尿素氮水平评价对Ｔ２ＤＭ引起

骨和肾损伤的保护作用；同时进行组织病理学分析，并采用ＥＬＩＳＡ法、ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和蛋白质印迹法进行分子机

制的研究。

【结果】　（１）在ＴＳＤＮ制备中，采用Ｄ１０１大孔树脂用４ＢＶ３０％乙醇除杂，１２ＢＶ７０％乙醇洗脱，产物得率为

３．７１％，ＴＳＤＮ含量为（８７．３２±５．７）％，其中原薯蓣皂苷、甲基原薯蓣皂苷和薯蓣皂苷的含量分别为（１２．３±

３．４）％、（２３．１±１．９）％和（４１．２±２．５）％。（２）在ＴＳＤＮ抗Ｔ２ＤＭ实验中，与模型组相比，不同剂量ＴＳＤＮ均能显

著降低Ｔ２ＤＭ大鼠血糖和血脂水平、饮食（饮水）量；增加大鼠体重、促进胰岛素分泌、改善葡萄糖耐量和胰岛素耐

量；组织病理学检查表明ＴＳＤＮ可以增加肝糖原储存，减轻肝损伤；同时，能显著清除过量的自由基，并对Ｔ２ＤＭ

引起的骨和肾脏损伤也有一定的保护作用。进一步结果表明ＴＳＤＮ可降低ＧＳＫ３β酶活力，下调ＴＮＦα、ＩＬ６等

表达，降低 ＭＡＰＫｓ磷酸化水平，上调ＩＲＳ１、ＧＬＵＴ４等表达，并升高ＧＫ酶活力。

【结论】　建立的ＴＳＤＮ制备工艺简单可行，产物纯度高。ＴＳＤＮ具有较好的抗Ｔ２ＤＭ作用，这种作用是通过

调节糖异生和糖酵解关键酶的表达、改善脂质代谢、降低氧化应激水平来实现的，本实验为ＴＳＤＮ抗Ｔ２ＤＭ研究

提供了实验依据，也为该天然产物的深入研究和开发奠定了基础。
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