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摘要 目的  探讨甘糖酯对大鼠肝脏 ≤∏2≥⁄的诱导作用 ∀方法   ×2°≤ 法检测甘糖酯 πο后的 •大鼠

肝脏中 ≤∏2≥⁄  的表达情况 亚硝酸盐法测定肝组织中 ≤∏2≥⁄酶活 ∀结果  πο甘糖酯后 高剂量组大鼠

肝组织的 ≥⁄  水平与对照组相比有显著的差异 Π 1 高剂量组大鼠肝组织 ≤∏2≥⁄活力与对照组相比

有非常显著的差异 Π 1 而中剂量组和低剂量组 ≤∏2≥⁄活力与对照组相比有显著的差异 Π 1 ∀结

论  甘糖酯能够诱导大鼠肝组织中 ≤∏2≥⁄  的表达 并提高其酶活 而且其作用随剂量的增加而提高 ∀
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  甘糖酯 ∏°≥是

由青岛海洋大学海洋药物与食品研究所在藻酸双酯

钠°≥≥的基础上研制而成的一种新型低分子量酸

性多糖类药物 属线形阴离子多糖 ∀药理实验表明 

°≥有调血脂≈ !抗凝血 !抗血栓≈和保护血管内

皮细胞免受多种化学物质损伤的作用≈ ∀而且 

°≥对急性脑梗死有较好的疗效≈ ∀外周血管内

皮细胞培养的资料表明 甘糖酯能保护多聚阳离子

和氧自由基致人脐静脉内皮细胞∂∞≤≥的损

伤≈ ∀另外 动物实验表明 °≥还对家兔全脑缺

血再灌注损伤有保护作用以及能够抑制培养的牛脑

微血管平滑肌细胞的增殖≈  ∀ °≥ 可增强小鼠

特异性和非特异性免疫功能≈ ∀

  超氧物歧化酶∏¬∏≥⁄是一

种含铜 !锌 !锰等金属的酶 ∀现在人们根据所含金属

的不同将 ≥⁄分为  种 即 ≤∏2≥⁄ƒ2≥⁄和

2≥⁄∀但哺乳动物体内 仅含有 ≤∏2≥⁄和

2≥⁄∀由于 ≥⁄是超氧阴离子自由基的专一清

除剂 故其在维持生物体内阴离子自由基产生与消

除的动态平衡中起重要作用 ∀由于在哺乳动物中

≤∏2≥⁄的稳定性远高于 2≥⁄因此众多学者

重视 ≤∏2≥⁄在临床应用上的可能性 ∀ ≥⁄可以

清除体内的氧自由基 减少血管内皮损伤 因此推

测 ≥⁄可减少氧化型低密度脂蛋白÷2⁄的形
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成 从而可减少动脉粥样斑块的形成 ∀本文通过研

究甘糖酯对正常大鼠肝脏 ≥⁄酶的诱导作用 为进

一步探讨甘糖酯抗动脉粥样硬化的分子机制提供理

论依据 ∀

材 料 与 方 法

  实验动物  体重 ?  ⎯ •大鼠 购

自青岛药品检验所 ∀

  药物  甘糖酯 白色粉末 由青岛海洋大学海洋

药物与食品研究所提供 ∀

  主要试剂  异硫氰酸胍分装 !Β2巯基

乙醇 2∞≥  ! Ν2十 二 烷 基 肌 氨 酸 钠

≥ !焦碳酸二乙酯≥∞ ∂  °≤ 反应试剂盒

大连宝生物技术公司 !≥⁄酶测试试剂盒南京建

成公司及各种常用无机盐试剂 ∀

  主要仪器  °≤ 扩增仪°∞公司 !⁄≠2

型电动玻璃匀浆机宁波新芝科器研究所 !

冷冻高速离心机法国 ∏公司 ! ⁄2

核酸和蛋白分析仪美国 公司 !分光光

度计上海分析仪器总厂 ∀

  引物设计与合成  本实验根据大鼠 ≤∏2≥⁄
的   全序列≈设计引物如下 上游引物 χ2

×≤≤××≤×2χ   下游引物 χ2

××≤×≤×≤≤≤2χ   Β肌动蛋白

Β2用作  ×2°≤ 的内参照物 根据 中

的⁄序列设计了大鼠 Β2上下游引物
≈

上

游引物 χ2××≤≤≤≤≤≤≤≤≤2χ   

下游引物 χ2≤≤×≤≤×2χ

  ∀
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  样品的处理  将大鼠随机分为 个对照组和 

个剂量组每组 只 除对照组 πο生理盐水外 其

余 个剂量组均 πο甘糖酯 ∀药物剂量的换算按照

人和动物体表面积折算的等效计量比值表计算 即

低剂量组为 1 #
中剂量组为 1

#
高剂量组为 1 # ∀大鼠每天 πο

一次 共  ∀

  断头处死大鼠 取肝脏 一部分立即加入变性

液≈匀浆 终浓度为  #并以 1 的体

积分装于微量离心管中 另一部分于冰浴中加入 

1的磷酸氢二钾2磷酸二氢钾缓冲液匀浆 终浓度

为   用于测定 ≤∏2≥⁄酶活 ∀

  总 ΡΝΑ的提取及鉴定  参照文献≈
在已用

变性液处理过的组织匀浆液 1 中加入 1 

的  #
 1的乙酸钠缓冲液中 混匀 加入

水饱和酚 1 混匀 再加入 1 的氯仿2异戊

醇Β 混匀后于  ε 放置   ε 下 

#离心  将上层水相移入另一个微量离

心管中 加入等体积异丙醇   ε 下放置  

 ε 下 #离心  ∀将沉淀溶解于 1

变性液中 加 1 异丙醇   ε 下放置 

 ε 下  #离心  ∀加  乙醇

 于  沉淀中 在  ε 下  #离心 

∀真空干燥    ∗  溶解于适量 ⁄∞°∞

处理过的水中 ∀用  ⁄核酸和蛋白分析

仪检测  的浓度 调整  浓度为  Λ#Λ


取

样  Λ用  的琼脂糖凝胶电泳检测   的质

量 ∀

  反转录聚合酶链式反应 ( ΡΤ2ΠΧΡ )法扩增

ΧυΖν2ΣΟ∆的 µ ΡΝΑ  按照 ⁄合成试剂盒推荐

的方法合成 ≤∏2≥⁄的 ⁄ 以此 ⁄ 为模板

进行 °≤ 反应 按如下参数进行循环 次  ε 变

性   ε 退火 1  ε 延伸 1 最后

一个循环  ε 延伸  ∀ °≤ 反应产物经 1 

琼脂糖凝胶电泳检查 ∀用柯达凝胶成像分析系统对

照片进行光密度扫描定量 ∀

  ΣΟ∆酶活性的测定  采用亚硝酸盐法≈按照

试剂盒中所规定的步骤测定组织中 ≤∏2≥⁄酶活

性 ∀

实 验 结 果

1  总 ΡΝΑ纯度的鉴定结果及 ΡΝΑ电泳图

组样品 Π值均在 1 ∗ 1之间 说明

 纯度高 ∀图 电泳可清晰见到 ≥和 ≥两条

核糖体  条带 说明我们所抽提的肝组织中的总

 无降解 可作为样品使用 ∀

ƒ∏     

√ •  √ °≥  πο 

 1 1 1 # # 

×   ¬√×

           

≤∏  #
 #     2

∏1 ##   2∏

1 ##   2∏1
##

2  ΡΤ2ΠΧΡ 产物鉴定

由图 所示 ≤∏2≥⁄和 Β2   的  ×2

°≤ 扩增产物电泳结果 各实验组与对照组均在

 及  处出现特异性扩增条带 ∀光密度扫

描定量分析 ≤∏2≥⁄和 Β2  的比值结果

见表  ∀实验结果表明 °≥ 可诱导大鼠肝脏

≤∏2≥⁄  表达 ∀

ƒ∏   × ∏    

∏ °≥  ≤∏2≥⁄   ¬ 

•√ ≤∏2≥⁄  Β2 √ 

   ×2°≤  ×    

1   ≤∏ ##
     2 ∏ 1 # # 

  2∏1 ## 

  2 ∏ 1 #
 #    

∏  
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Ταβλε 1  Εφφεχτσ οφ ΠΓ ΜΣ ον ΧυΖν2ΣΟ∆ µ ΡΝΑ

λεϖελσ οφ Ωισταρ ρατ λιϖερ

∏ °≥ Π# ≥⁄Π   √

     ?  

     ?  

     ?  

     ?   3 3

  ∏  ×2
°≤   ∏      

 ⁄≤   ν    ξ ? σ 3 Π 

1 
3 3 Π 1  ϖσ∏

3  ΧυΖν2ΣΟ∆酶活力的测定结果

由表 可见高剂量组大鼠肝组织 ≤∏2≥⁄活

力与对照组相比有非常显著的差异 Π 1 而

中剂量组和低剂量组 ≤∏2≥⁄活力与对照组相比

有显著的差异 Π 1 ∀说明甘糖酯确实能够提

高大鼠肝组织中 ≤∏2≥⁄酶活 而且其作用随剂

量的增加而提高 ∀

Ταβλε 2  Εφφεχτσ οφ ΠΓ ΜΣ ον τηε ΧυΖν2ΣΟ∆

αχτιϖιτιεσ οφ τηελιϖερ οφ Ωισταρ ρατσ

∏ °≥ Π# ≤∏2≥⁄√Π#

    ? 

    ?  3 3

    ?  3 3

    ?  3 3 3

°≥ √  πο  1 1 1 #


# ×  

≤∏2≥⁄√ ¬    √ ν 

  ξ ? σ 3 Π 1 
3 3 Π 1 

3 3 3 Π 1 ϖσ∏

讨 论

动脉粥样硬化≥是指动脉某些

部位的内膜下有脂质沉积 同时有平滑肌细胞和纤

维基质成分的增殖 逐步发展形成动脉粥样硬化斑

块 ∀斑块部位的动脉壁增厚 !变硬 斑块内部组织坏

死后与沉积的脂质结合 形成粥样物质 ∀ 年代

末 ≥等≈提出了氧化型低密度脂蛋白÷2

⁄引起动脉脂质条纹导致 ≥的学说 并且此学

说已得到广泛的重视和承认 ∀自由基的大量存在一

方面可损伤内皮 为动脉粥样硬化的形成提供了基

础 另一方面 自由基可使 ⁄生成为 ÷2⁄促

进动脉脂质条纹的形成 进一步形成 ≥ ∀而 ≥⁄的

作用底物是超氧阴离子 ∏¬  




  它能够清除体内的氧自由基 使氧自由基处于

动态平衡 因而可以预防氧自由基过多对机体造成

的损害和疾病 ∀

目前 对甘糖酯的药理作用虽已有广泛研究 但

甘糖酯对 ≤∏2≥⁄的诱导作用尚未见文献报道 ∀

我们利用  ×2°≤ 法检测大鼠喂药后体内 ≤∏2≥⁄

 的变化情况及对大鼠肝脏中 ≤∏2≥⁄酶活

性的测定 来揭示甘糖酯和大鼠超氧化物歧化酶之

间的关系 发现在一定的剂量范围内甘糖酯可诱导

≤∏2≥⁄  的表达 并提高 ≤∏2≥⁄酶活性 ∀

根据本实验结果可以推测 甘糖酯通过诱导 ≤∏2

≥⁄酶的活性 清除体内氧自由基 阻滞 ⁄转变

成 ÷2⁄降低 ÷2⁄的水平 以防止动脉脂质

条纹的出现 但这种推测还有待进一步的实验证实 ∀

ΡΕΦΕΡΕΝΧΕΣ 

≈ ≤ ÷   ≠∏ •  °√  ¬

     ∏ 

∏ Χηιν ϑ Πηαρµ 中国医药工业杂志 ≈  

23  

≈    ≠∏ •   ≥ ετ αλ × ∏ 

     

∏ Χηιν ϑ Μαρ ∆ρυγσ 中国海洋药物杂志

≈  49    

≈  ∏÷  ετ αλ°√

 ∏ ¬ 

∏ Χηιν Πηαρµαχολ Βυλλ中国药理学通报 ≈ 

 11    

≈  ≠  •  • ∏   ετ αλ≤

√ ∏   °

 ≥∏ Χηιν ϑ Μαρ ∆ρυγσ 中国海洋药物

杂志 ≈  52    

≈ ∏  • ∏ ÷    ετ αλ °√ 

∏  ∏ ∏ √ 

 Αχτα Πηαρµ Σιν 药学学报 ≈  30 

  

≈  ÷   • ÷ ≥∏ ÷  ετ αλ °√ 

   ∏    

Π∏∏ Χηιν ϑ Μαρ ∆ρυγσ中

国海洋药物杂志 ≈  68    

≈  ÷  ≥∏ ÷  • ÷ ετ αλ ∞ 

 ∏ √

√  ∏  ∏∏ Χηιν ϑ Μαρ

∆ρυγσ 中国海洋药物杂志 ≈  66    

≈ ≠± ≥ ≥  ∏ ±  ετ αλ × °≥ 

∏∏  Χηιν ϑ Μαρ ∆ρυγ 中国海

洋药物杂志 ≈  55    

≈    ≤  ετ αλ ∏ ≤∏ 

∏¬∏ ∏∏2
⁄ ∏ ∏ ϑ Χλιν Ινϖεστ ≈ 

 83    

≈  ∞ ±∏√   ⁄  ∏∏
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 Προχ ΝατλΑχαδ Σχι ΥΣΑ ≈  343 

   

≈ ƒ    ∞ ετ αλ Σηορτ Προτοχολσ

ιν Μολεχυλαρ Βιολογψ ≈     ≠  • ≥

    

≈ ≥ƒ ∞ƒ  ×  Μολεχυλαρ Χλονινγ  Α

Λαβορατορψ Μανυαλ ≈     ≠ ≤ ≥ 

 °    

≈ ∏≠  √∏  

∏¬ ∏ √ Αναλ Βιοχηεµ ≈ 
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≈ ≥⁄ ° ≥  ≤ ×∞ ετ αλ 
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ΙΝ∆ΥΧΤΙΟΝ ΟΦ ΧυΖν2ΣΟ∆ µ ΡΝΑ ΕΞΠΡΕΣΣΙΟΝ ΑΝ∆

ΑΧΤΙςΙΤΨ ΒΨΠΓΜΣ ΙΝ ΡΑΤ ΛΙς ΕΡ

 ÷2≠ •2 ÷2ƒ ±2 ≠∏2

(Ινστιτυτε οφ Μαρινε ∆ρυγ ανδ Φοοδ , Οχεαν Υνιϖερσιτψ οφ Θινγδαο , Θινγδαο 266003 , Χηινα)

ΑΒΣΤΡΑΧΤ ΑΙΜ ×∏∏°≥ ∏≤∏2≥⁄
ΜΕΤΗΟ∆Σ  •√ °≥ πο111 ##
×  ¬√×  

 ∏ ×2°≤ ∏¬≤∏2≥⁄

√×∏1 ≥∏∏≤∏2
≥⁄√√ΡΕΣΥΛΤΣ  ×  ¬√

∏ ×√≤∏2≥⁄ 2∏1 #

# ∏ ## Π1≤∏2≥⁄√2
∏∏Π1 ≤∏2≥⁄√2
1 # # 2∏1 # # ∏ Π

1 ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  °≥   ≤∏2≥⁄ √   ≤∏2≥⁄   √

×°≥∏≥ ∏¬≤∏2≥⁄
ΚΕΨ ΩΟΡ∆Σ ∏°≥≤∏2≥⁄×2°≤
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