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要"目的
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研究葛根素不同处理方式对其抗氧化能力的影响%方法
!

以
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$和
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(
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葛

根素处理
_A6A1

细胞%实验分为阴性对照组'模型组'

b[\

照射前给药组'

b[\

照射后给药组和
b[\

照射前后给药组%

b[\

照射后
"%.

收集细胞!检测细胞内活性氧"

)̂ T

$'超氧化物歧化酶"

T̂ 0

$'谷胱甘肽过氧化物酶"

Z+_3+Q

$'过氧化氢酶"

621

$'

总抗氧化能力"

132̂ 6

$和丙二醛"

*02

$%结果
!

b[\

照射前给药处理和
b[\

照射前后给药处理!使细胞内
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'

621
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ZT_3+Q

升高!而
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和
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降低"

E

%

'$'5

$#
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照射后给药处理可以升高
T̂ 0

"

E

%

'$'5

$!但对其他指标无影响"

E

$
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$%结论
!

葛根素不同处理方式影响其抗氧化能力!其中预防性结合治疗性处理效果最佳!单纯预防性处理其次!单纯治疗性

处理最差%
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葛根素$

I

LDEAE=@

&是从豆科植物野葛$

I

LDEAE=AB<JAGA

&的

干燥根中提取的主要有效成分#其化学名称为
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'

303

葡萄吡喃

糖
3%h

#

&3

二羟基异黄酮#临床上主要用于冠心病'各型心绞痛'

心肌梗死'视网膜动'静脉阻塞及突发性耳聋的治疗*葛根素

在体外有良好的清除氧自由基的能力(

!3"

)

#其抗氧化作用是保

护急性缺血心肌细胞的重要机制之一(

#

)

*为了深入研究葛根

素是否对氧化损伤的上皮细胞也具有保护作用#作者以人角质

形成细胞$

_A6A1

细胞&建立中波紫外线$

LBGEAR=<BDG\

#

b[\

&

氧化损伤模型#研究葛根素不同处理方式对
_A6A1

细胞抗氧

化指标的影响*
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材料与方法
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细胞株
!

_A6A1

细胞株#购自中科院昆明细胞库*

?$@

!

仪器与试剂
!

*6̂ 3!526

二氧化碳培养箱为日本三洋

公司产品#

*W#

型酶标仪为上海赛默飞世尔仪器有限公司产

品#流式细胞仪为美国
\DHG<@0=HK=?<@

公司产品#紫外线测量

仪为台湾先驰光电股份有限公司产品#葛根素为华北制药集团

制剂有限公司产品#活性氧$
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&检

测试剂盒为江苏碧云天生物技术研究所产品#超氧化物歧化酶
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&'总

抗氧化能力$
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&和丙二醛$
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*02

&检测试剂盒为南京建成生物工程研究所

产品*

?$A

!

方法

?$A$?
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细胞培养
!

_A6A1

细胞以
0*/*

培养#置于

#&-

和
5c6̂

"

的细胞培养箱环境生长*细胞融合至
8'c

以

上#倾去瓶中培养液#以
'$'5c

胰蛋白酶和
'$'"c

乙二胺四乙

酸$

/012

&消化细胞#

!'''E

"

F=@

离心
5F=@

后去上清液#加

入培养液调整细胞浓度为
59!'

%

"

F,

#将
_A6A1

细胞接种到

(

孔培养板生长#取指数生长期细胞进行实验*

?$A$@

!

_A6A1

细胞分组和处理
!

实验设
5

个组#分别为阴性

对照组'模型组'

b[\

照射前给药组'

b[\

照射后给药组和

b[\

照射前后给药组*细胞生长融合至
8'c

时#

b[\

照射前

给药组细胞以
!$'F

M

"

F,

葛根素孵育
!.

#弃上清液后以
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Fd

"

HF

"

b[\

直接照射细胞%

b[\

照射后给药组细胞在
b[\

照射后以
!$'F

M

"

F,

葛根素处理
!.

%

b[\

照射前后给药组

细胞在
b[\

射前后各以
!$'F

M

"

F,

葛根素处理
!.

*选择

!$'F

M

"

F,

葛根素浓度#是因为课题组先前研究结果显示该

浓度葛根素对
_A6A1

细胞无细胞毒性#并且对
b[\

诱导的

_A6A1

细胞凋亡抑制作用最佳(

%

)

*阴性对照组不接收药物和
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b[\

处理#模型组细胞只接受
b[\

照射*各处理组细胞在

b[\

射后
"%.

进行指标检查*

?$A$A

!

检测细胞内
)̂ T

!

b[\

照射后
"%.

#细胞消化和离

心#以
%-

磷酸缓冲液洗涤
"

次#调节细胞浓度为
!9!'

(

"

F,

#

按照
)̂ T

检测试剂盒装载
06U_302

荧光探针#以流式细胞

仪检测每万个细胞的平均荧光强度#激发波长为
%88@F

#荧光

强度代表细胞内
)̂ T

水平*

?$A$B

!

检测细胞内抗氧化指标
!

细胞在
b[\

照射后
"%.

消

化洗涤#调节细胞浓度为
!9!'

&

"

F,

#在
'-

制备细胞匀浆#离

心后将细胞上清液转移至干净试管#按照各试剂盒说明书检测
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?$B

!

统计学处理
!

采用
T+TT!5$'

软件进行统计学处理#计

量资料以
Mg5

表示#多组间比较采用单因素方差分析#以
E

%
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为差异有统计学意义*
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结
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果
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葛根素对
_A6A1

细胞内
)̂ T

水平的影响
!

照射
b[\

的
_A6A1

细胞内
)̂ T

水平显著升高#给予葛根素处理后

)̂ T

水平均下降#见图
!

*

@$@
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葛根素对
_A6A1

细胞内
132̂ 6

和
*02

水平的影响
!

与阴性对照组相比#模型组
132̂ 6

水平明显下降#而
*02

水

平明显升高#差异有统计学意义$

E

%

'$'!

&*与模型组比较#

b[\

照射前给药组与
b[\

照射前后给药组
_A6A1

细胞内

132̂ 6

水平下降#而
*02

水平上升#差异有统计学意义$

E

%

'$'5

&%

b[\

照射后给药组
_A6A1

细胞内
132̂ 6

和
*02

水

平与模型组比较差异无统计学意义$
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$
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!%$!"g!$88

00

b[\
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7$%%g"$"!

"

7$"8g!$7!

""
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照射后给药组
($8"g"$'% !#$((g!$&#
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模型组比较*

@$A

!

葛根素对
_A6A1

细胞内
T̂ 0

'

621

'

ZT_3+Q

水平的影

响
!

与阴性对照组比较#模型组细胞内
T̂ 0

'

621

'

ZT_3+Q

水

平均明显下降$

E

%

'$'!

&*与模型组比较#

b[\

照射前给药

组和
b[\

照射前后给药组细胞内
T̂ 0

'

621

'

ZT_3+Q

水平均

上升$

E

%

'$'5

&%

b[\

照射后给药组细胞内
T̂ 0

水平上升$

E

%

'$'5

&#但
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和
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水平无明显变化$
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$
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b[\

照射前给药组
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b[\

照射后给药组
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图
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葛根素对
_A6A1

细胞内
)̂ T

水平的

影响$

Mg5

&

(a(

%

A

!

讨
!!

论

阳光紫外线根据波长分为
b[2

'

b[\

和
b[6

#

b[\

虽

然只占其中
%c

#但对皮肤晒伤和皮肤癌的形成起主要作用*

首先#

b[\

可被皮肤角质形成细胞
042

吸收#直接导致
042

损伤'癌基因和抑癌基因突变*其次#

b[\

可触发光氧化反

应#增加细胞内
)̂ T

*

)̂ T

水平超过细胞抗氧化系统防御能

力引起细胞损伤(

53(

)

*因此针对
b[\

的抗氧化剂一直是这一

领域的热点*葛根素药用制剂从
"''#

年起被
TU02

批准注

册#主要作为心血管治疗药物使用*虽然葛根素在心脑血管病

治疗中显示抗氧化作用#但是尚未有抗紫外线氧化损伤的研究

报道*

有关葛根素的大多数研究显示#葛根素能直接清除氧自由

基#对多种细胞损伤具有保护作用#可减轻缺血
3

再灌注引起的

心肌细胞'胰岛细胞'肝细胞和神经细胞损伤#此外对糖尿病胰

腺细胞'乙醇中毒肝细胞和阿尔茨海默病神经细胞也有很好的

保护作用(

#

#

&3!#

)

*在抗氧化机理方面#

i.A<

等(

!%

)研究显示葛根

素提高乙醇损伤大鼠肝脏内
T̂ 0

和
ZT_3+Q

水平#同时降低

*02

水平%

À@

等(

!5

)发现葛根素可提高缺血
3

再灌注大鼠脑

组织
T̂ 0

水平并降低
*02

水平*与此一致的是#本文无论

预防性还是治疗性葛根素处理#均不同程度增加
b[\

照射细

胞相关抗氧化指标和减少
)̂ T

水平*相比之下#

b[\

照射前

后均给葛根素增加细胞内
T̂ 0

'

621

和
ZT_3+Q

水平的效果

更佳#而
b[\

照射后给葛根素处理除了增加细胞内
T̂ 0

水平

外#对其他指标均无影响*这表明葛根素不同处理方式影响其

抗氧化能力#其中预防性结合治疗性处理效果最佳#单纯预防

性处理其次#单纯治疗性处理最差*
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较少#还需要更多的大样本的重复实验来证实*
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