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目的
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观察盐酸小檗碱对
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型糖尿病大鼠离体胸主动脉血管平滑肌细胞"
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%增殖'迁移的

影响!探究其机制&方法
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大鼠高脂高糖饮食
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个月!于
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个月末腹腔注射链脲佐菌素
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制备
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型

糖尿病大鼠模型!组织块贴壁法培养胸主动脉
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法观察不同浓度盐酸小檗碱对其增殖的影响'
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小室法观察其对迁移的影响'
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%水平的影响&结果
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的增殖!抑制强度与浓度呈正相关
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&因 其慢性并发症而具有较高致残'病死率"黄连治疗消
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渴病古有记载!盐酸小檗碱为黄连提纯物!主要用于

胃肠道感染"近年发现盐酸小檗碱可用于
*9]"

治

疗!机制涉及降压'降脂'减重'抗血小板聚集'胰岛素

增敏等#

,$>

$

!但尚少见盐酸小檗碱对
*9]"

模型动物

血管平滑肌的作用报道"故本研究拟通过观察不同

浓度盐酸小檗碱对
*9]"

大鼠血管平滑肌细胞%
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&增殖'迁移及转化

生长因子
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*[G$

)
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&的影响!探讨其对
*9]"

大鼠
L/"3B

的保护作

用及可能机制!为小檗碱用于
*9]"

并发症提供实验

依据"

C

!

材料与方法

C8C

!

试验药物
!

盐酸小檗碱!中国食品药品检定研

究院提供!黄色粉末!批号
,,:$:>$=

,卡托普利%汕头

金石制药厂&!批号
7%,79>

,链脲佐菌素%美国
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C
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公司&!批号
/7,>7

"

C8D

!

动物
!
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只体质量%
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的
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周龄健

康雄性
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大鼠!购自西南医科大学实验动物中心!

%

级动物!合格证号)川实动字第
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号"实验经西南

医科大学动物实验伦理委员会批准%
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所,

*@1TB̀NUU

小室!北京
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公司,
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试剂盒!上海蓝基生物科技有限公司,胰岛素放疫试剂

盒!北京普尔伟业生物科技有限公司"
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仪器
!

倒置相差显微镜!日本
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公司,
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9

培养箱!日本
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?
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孔培

养板%美国
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C

公司&,酶标分析仪%北京普朗新

技术有限公司&"
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方法
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模型的构建
!

大鼠适应性喂养
,

周

后!随机选取
97

只造模!高糖高脂饲料%蔗糖
9787

C

!

猪油
,787

C

!胆固醇
98:

C

!胆酸盐
,87

C

!常规饲料

<<8:

C

&喂养
9

个月!

,

个月时腹腔注射链脲佐菌素
9:

&

C

*

D

C

,另
,7

只为正常组!常规饮食喂养
9

个月!

,

个

月时腹腔注射等量柠檬酸盐缓冲液"两组实验同时

进行"

9

个月后进行评价!以空腹血糖大于
=87

&&?U

*

5

'餐后
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血糖大于
,,8,&&?U

*
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且伴有胰

岛素敏感指数%
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&下降
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&的判定为造模成功!
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培养及分组
!

分别将正常鼠和

*9]"

模型鼠脱颈处死后!迅速取出胸主动脉!除去

结缔组织并刮去内膜后剪成
,&&hU&&hU&&

左

右的组织小块!放入加了
>&5]"4"

培养基%含

97f

胎牛血清&的培养瓶!在
3I

9

培养箱%

>=k

'

:f

3I

9

&内进行原代培养并完成传代"分别选取鉴定后

的形态良好'生长旺盛的
!

!

<

代对数生长期的传代

细胞备用"正常组为正常大鼠的
L/"3B

,

*9]"

模

型大鼠的
L/"3B

分别用于模型组'阳性对照组'治疗

组
,

!

:

"

C8F8!

!

细胞增殖实验
!

将正常鼠和
*9]"

模型鼠的

L/"3B

悬液细胞浓度均调整至
,h,7

:

*

&5

!接种于

%<

孔板中!

%7

(

5

每孔!

.

个组每组
:

个复孔!正常加

%7

(

5

含
,7f

血清的
]"4"

培养基"

3I

9

培养箱

%

>=k

'

:f3I

9

&中培养
9!0

后!空白组'模型组和正

常组每孔各加
,7

(

5

无血清
]"4"

!阳性对照组加

:7

(

C

*

&5

的卡托普利
,7

(

5

!治疗组
,

!

:

加
,77

'

:7

'

9:

'

,98:

'

<89:
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C

*

&5

的盐酸小檗碱各
,7

(

5

#

!

$

!

放
3I

9

培养箱中培养
!.0

"

!.0

后!每孔加入
33M$

.,7

(

5

!培养
,0

后在
!:7T&

波长下酶标仪检测各

孔的吸光度
-

值"细胞增殖抑制率
-

#

,E

%

-加药 E

-空白孔&*%

-不加药E-空白孔&$h,77f

"
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!

细胞迁移实验
!

选用二十四孔培养板放入

*@1TB̀ NUU

小室!上室加入细胞浓度调整为
987h,7

:

*

&5

的无血清
]"4"

培养基
977

(

5

!下室治疗
,

!

:

组依次加入浓度为
,77

'

:7

'

9:

'

,98:

'

<89:

(

C

*

&5

的

盐酸小檗碱样品各
<7

(

5

!阳性对照组加
:7

(

C

*

&5

的卡托普利
<7

(

5

!正常组加等体积无血清
]"4"

培

养基!

3I

9

培养箱%

>=k

'

:f3I

9

&孵育
!.0

!从小室

取出后擦去上室滤膜内表面及基质胶残存的细胞!然

后用
#2/

液清洗迁移到滤膜外表面的细胞!固定'染

色后!置镜下随机选
:

个高倍视野!记录膜上细胞总

数目"重复
>

次!取平均值"

C8F8F

!

双抗体夹心
45+/)

测定
*[G$

)

,

水平
!

将细

胞浓度均调整为
,h,7

:

*

&5

!分别接种于
%<

孔板中!

分组'加药方法同
,8:8>

"

3I

9

培养箱%

>= k

'

:f

3I

9

&培养
!.0

后用无菌管收集细胞悬液!

>777@

*

&AT

离心
97&AT

!取上清液"每孔所得上清液均分为

>

份!分别将各组上清液加入反应孔中!洗涤后加入生

物素化的抗大鼠
*[G$

)

,

抗体孵育
<7&AT

!然后加入

辣根过氧化物酶%

6'#

&标记的亲和素!孵育
>7&AT

后加入显色剂
>=k

避光显色
,:

!

97&AT

!随后加入

终止液!混匀后
:&AT

内测量
-

值!通过绘制标准曲

线求出
*[G$

)

,

水平"上述各步骤加入的试剂均为

,77

(

5

*孔"
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!

统计学处理
!

采用
/#//9987

统计软件进行处

理!计数资料以
G;D

表示!比较采用
=

检验!以
#

"

787:

为差异有统计学意义"

D

!

结
!!

果

D8C

!
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大鼠模型的建立
!

模型大鼠经高糖高脂

喂养
9

个月
l

腹腔注射链脲佐菌素后!食量'饮水量'

尿量增加明显!活动减少!体质量较正常组明显降低

%

#

"

787,

&,与正常组比较!血糖%空腹'餐后
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&'血

=:=

重庆医学
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年
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月第
!.

卷第
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期



表
,

!!

大鼠体质量'血糖'胰岛素敏感指数比较!

G;D

"

组别
!

体质量%

C

& 空腹血糖%

&&?U

*

5

& 餐后
90

血糖%

&&?U

*

5

& 空腹胰岛素%

(

+J

*

&5

&

+/+

正常组
,7 >:78<7;,%8=! :89>;78=! =89>;,8>, >98:%;>8,9 E!8,<;78>%

模型组
,= 9<98,7;,.8>:

-

,:8.9;98!!

-

9>8=.;989>

-

:!8>.;!8%=

-

E<8>=;78!>

$

!!

$

)

#

"

787:

!

-

)

#

"

787,

!与正常组比较

胰岛素明显增加%

#

"

787,

&!

+/+

明显降低%

#

"

787:

&"见表
,
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L/"3B

鉴定

D8D8C

!

形态学
!

正常大鼠
L/"3B

需
<

!

.F

由组织

块中爬出!需
97F

铺满培养瓶"显微镜下细胞呈细扇

形'梭形'三角形或不规则形!胞质密度高!胞浆丰富!

不透明!有多个细胞突起!核卵圆居中!有多个核仁"

细胞生长致密平行排列成束状!重叠生长区域呈-峰
$

谷.状"

*9]"

大鼠
L/"3B

需
>

!

!F

就能从组织块

中爬出!只需
.

!

,9F

铺满培养瓶"细胞形态'胞浆'

胞质'胞核均与正常大鼠
L/"3B

相似!但细胞生长更

为致密!重叠生长成束'成网'呈旋涡状"见图
,

"

!!

)

)正常大鼠
L/"3B

排列呈-峰
$

谷.状,

2

)

*9]"

大鼠
L/"3B

排

列呈旋涡状

图
,

!!

倒置相差显微镜下正常大鼠及糖尿病

大鼠
L/"3B

!

h,77

"

D8D8D

!

生长曲线
!

L/"3B

生长曲线近似-

B

.形!前
>

F

增殖旺盛!呈对数生长!

>

!

:F

生长速度减慢!

:

!

=

F

后细胞逐渐死亡"

*9]"

大鼠胸主动脉
L/"3B

生

长速度明显快于正常组!呈异常增殖状态"见图
9

"

图
9

!!

正常组和模型组大鼠
L/"3B

生长曲线

D8D8!

!

/"

"

$1RQAT

鉴定
!

大鼠
L/"3B

的胞浆经
"

$

1RQAT

特异性染色呈棕黄色!胞核苏木素染呈蓝色!低

倍镜下见细胞大小不等'形态各异%长梭形'扇形'三

角形及不规则形&,高倍镜下胞浆内见大量棕黄色'与

细胞长轴平行的
"

$1RQAT

"模型组与正常组细胞比较

胞浆棕黄色更深!同一视野下细胞数更多"见图
>

"

!!

)

)正常组,

2

)

*9]"

图
>

!!

大鼠
L/"3B

的
/"

"

$1RQAT

鉴定!

h!77

"

D8!

!

不同浓度盐酸小檗碱对
*9]"

大鼠
L/"3B

增

殖的影响
!

不同浓度盐酸小檗碱对正常组大鼠和

*9]"

大鼠
L/"3B

的增殖均可产生抑制作用!抑制

强度与浓度呈正相关"见图
!

"

图
!

!!

不同浓度盐酸小檗碱对正常组和模型组

L/"3B

增殖的抑制率曲线

!!

与正常组比较!模型组大鼠
L/"3B

增殖显著增

强%

#

"

787,

&,与模型组比较!各治疗组及阳性对照组

均
L/"3B

增殖明显受抑制%

#

"

787,

&,各治疗组间

比较差异有统计学意义%

#

"

787:

&,与阳性对照组比

较!治疗组
,

'

9

的抑制作用较强%

#

"

787,

&!治疗组
>

则与之相当%

#

#

787:

&!治疗组
!

相对较弱%

#

"

787:

&"见表
9

"

D8E

!

不同浓度盐酸小檗碱对
*9]"

大鼠
L/"3B

迁

移的影响
!

模型组穿膜细胞数较正常组明显增加

%

#

"

787,

&,各治疗组穿膜细胞数均少于模型组%

#

"

787,

&!盐酸小檗碱各组穿膜细胞数均减少!且与浓度

.:=

重庆医学
97,%

年
>

月第
!.

卷第
:

期



表
9

!!

盐酸小檗碱对
*9]"

大鼠
L/"3B

增殖'迁移'

*[G$

)

,

水平的影响!

G;D

"

组别 药物 剂量%

(

C

*

&5

& 吸光度
-

值
!.0

穿膜细胞数%个*高倍视野&

*[G$

)

,

%

T

C

*

&5

&

正常组 无血清
]"4" 78>7=;7879: 998>9;,8!, ,78%<;,8!.

模型组 无血清
]"4" 78<,=;787>>

11

!.8>>;98>.

1

998:!;98%<

1

阳性对照组 卡托普利
:7 78!<:;787>9

1O

998,>;9877

O

,.8::;98.:

1O

治疗组
,

盐酸小檗碱
,77 78>:9;7879>

1OR

,%897;,8,:

OR

,!8:<;,8<7

1OR

治疗组
9

盐酸小檗碱
:7 78>%%;7879%

1ORF

9,89=;,89.

OF

,:8<=;,8,7

1OR

治疗组
>

盐酸小檗碱
9: 78!:9;787>9

1OFN

9:8>>;,8%:

ORFN

,.8,.;98.9

1OF

治疗组
!

盐酸小檗碱
,98: 78:7:;787>:

1OFNV

>78<=;,8=9

ORFNV

,%8,9;,8%9

1OFN

治疗组
:

盐酸小檗碱
<89: 78:>,;787!!

1ORFNV

!7877;,8<:

ORFNV

978,=;,8=>

1FN

!!

1

)

#

"

787:

!

11

)

#

"

787,

!与正常组比较,

O

)

#

"

787,

!与模型组比较,

R

)

#

"

787,

!与阳性对照组比较,

F

)

#

"

787:

!与治疗组
,

比较,

N

)

#

"

787:

!

与治疗组
9

比较,

V

)

#

"

787:

!与治疗组
>

比较

呈负相关%

#

"

787,

&,治疗组
,

穿膜细胞数明显小于

阳性对照组%

#

"

787,

&!治疗组
>

!

:

对糖尿病

L/"3B

迁移的抑制作用不及阳性对照组%

#

"

787:

&"

见表
9

"

D8F

!

不同浓度盐酸小檗碱对
*9]"

大鼠
L/"3B

培

养液中
*[G$

)

,

水平的影响
!

与正常组相比!模型组

*[G$

)

,

水平明显增高%

#

"

787,

&,与模型组相比!阳

性对照组及治疗组
,

!

!*[G$

)

,

水平均较低%

#

"

787:

&!治疗组
:

差异无统计学意义%

#

#

787:

&"与阳

性对照组相比!治疗组
,

'

9*[G$

)

,

水平较低%

#

"

787:

&!治疗组
>

!

:

与之差异无统计学意义%

#

#

787:

&"见表
9

"

!

!

讨
!!

论

!!

*9]"

的慢性并发症%如糖尿病肾病'视网膜病'

外周血管及冠脉动脉粥样硬化&是其致残致死的主要

原因!其病变基础多为动脉粥样硬化%

1Q0N@?BRUN@?BAB

!

)/

&"

L/"3B

的过度增殖'迁移及表型转变作为
)/

进程的关键因素!而成为
*9]"

慢性并发症的发病基

础"

*[G$

)

,

是调控
L/"3B

增殖凋亡平衡的重要细

胞因子!能诱使细胞外基质沉积和成分改变!促进细

胞生长'迁移"研究发现干预
*[G$

)

,

能从基因水平

抑制
#$:>

和
R$

b

WT

的表达!从而延缓
*9]"

大血管

病变#

:$<

$

"

/血管紧张素转换酶抑制剂在冠心病患者中应用

中国专家共识0

#

=

$建议!卡托普利适用于所有确诊的

冠心病或其他
)/

患者"也有研究发现卡托普利能调

节
L/"3B

增殖'凋亡因子表达#

.

$

!故本实验选用卡托

普利作为阳性对照"本研究结果发现!盐酸小檗碱可

减少
*9]"

大鼠
L/"3B

增殖与迁移!作用强度与其

浓度呈正相关!与
544

等#

%

$发现小檗碱能抑制大鼠

L/"3B

增殖的结果一致!且
,77

(

C

*

&5

盐酸小檗碱

的作用明显强于卡托普利%

#

"

787,

&"结果提示盐酸

小檗碱从抑制
L/"3B

的增殖迁移来防治
*9]"

并

发症可能是有效的,实验进一步发现盐酸小檗碱能显

著降低
*9]"

大鼠
L/"3B

中
*[G$

)

,

水平!盐酸小

檗碱
,77

'

:7

(

C

*

&5

组效果优于阳性对照组%

#

"

787,

&!提示盐酸小檗碱抑制
*9]"

大鼠
L/"3B

增

殖迁移可能与下调
*[G$

)

,

水平有关"

/&1F

依赖性

信号通路是
*[G$

)

,

诱导纤维化的最经典的信号通

路#

,7

$

!其通过
/&1FB

蛋白将信号由细胞外传导到细

胞内!在细胞水平发挥诱导细胞凋亡'促进新生血管

形成'调控细胞迁移'调节细胞周期等作用"盐酸小

檗碱下调
*[G$

)

,

是否通过该通路或是通过其他通

路#

,,

$

%如
#>.")#M

通路'

/[M,

通路'

(?QR0

'

aTQ

等&有待进一步研究"

综上所述!盐酸小檗碱对
*9]"

大鼠
L/"3B

有

明显抑制增殖'迁移的作用!该作用可能与降低
*[G$

)

,

水平有关"抑制作用随盐酸小檗碱浓度增加而增

强!高浓度盐酸小檗碱%

#

:7

(

C

*

&5

&的作用强于卡托

普利!该发现为盐酸小檗碱用于
*9]"

并发症治疗提

供了新的实验依据"
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事件的发生!而这与其影响了细胞周期的关系密不可

分!在细胞周期实验中发现!

*)499<

将
6/3$>

细胞

阻滞于
[

9

期!这与
24+4'54

等#

,9

$的研究相吻合"

处于
[9

期的细胞已经完成了
]()

的复制!处于相

关蛋白的形成阶段及细胞的有丝分裂阶段!由此可以

看出
*)499<

的作用位点主要与蛋白及
'()

相关!

同时也再次验证了上述增殖实验的结果!这也为后续

的研究提供了一定的依据"

本实验证实了
*)499<

可以抑制口腔鳞癌细胞

6/3$>

细胞株的增殖!促进细胞的凋亡!同时将细胞

阻滞于
[9

期!导致细胞的活力下降"以上结论可为

口腔鳞癌的机制研究提供一定的理论依据"但是其

对蛋白分子水平和
'()

等基因水平的具体影响和机

理还未可知!需要进一步的研究"
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