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摘要 目的  研究知母皂苷活血化瘀作用的分子机制 ∀方法  制备了包含 个心血管疾病相关基因探针的寡

核苷酸芯片 ∀将  # 知母皂苷作用  及未作用的培养人血管内皮细胞提取总   通过逆转录分别标记

≤ 和≤ 荧光染料 然后与芯片杂交 检测知母皂苷对血管内皮细胞中心血管疾病相关基因表达的影响 ∀  结果

知母皂苷作用于血管内皮细胞后 血管紧张素酶原×基因 !肾上腺素 Α受体⁄  基因和内皮素转换酶2

∞≤∞2基因的表达均有不同程度的下调 ∀结论  知母皂苷有调控血管内皮细胞功能的作用 可能是其治疗心血管

疾病的机制之一 ∀
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  知母皂苷是中药知母的主要活性成分 有抗病

毒 抗血小板聚集≈
清除自由基≈

降血糖≈等作

用 对其作用的分子机制研究较少 ∀近年来 国内外

已揩展了大量以探索中药作用机理为主的实验研

究 其中以中药对心血管疾病基因表达影响的研究

较为系统和深入 ∀以往的研究多限于一个或几个基

因 难以从基因网络水平研究中药的机理 而基因芯

片有高通量 !多靶点的特点 有利于克服此局限 ∀随

着基因芯片技术的日益成熟 该技术已应用于中药

机理的研究≈  ∀本文用自制的基因芯片检测了中

药知母皂苷对培养人血管内皮细胞基因表达的影
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响 以进一步探索中药知母皂苷的分子机制 ∀

材料与方法

基因的选择根据文献≈ 选择了一些常见的与

冠心病 !心肌梗死 !心力衰竭 !动脉粥样硬化和高血

压等疾病相关的基因 ∀

寡核苷酸探针的设计  从 中查询所选

心血管疾病相关基因  序列 用本室设计的寡

核甘酸探针设计软件 °进行探针设计≈
探针

长度约  ≤ 含量   ∗   自身无二级结

构 选取编码区近 χ末端的探针进行 ≥× 分析 

筛选与其他序列同源性小于  的探针  ∗ 条作

为基因特异的寡核苷酸探针≈  ∀

寡核苷酸合成  采用标准亚磷酰胺化学方

法≈在  ⁄ 合成仪上进行寡核苷酸的合

成 χ或 χ氨基修饰用 Ν2 ×22氨己基22氰乙基2

Νχ Νχ2二异丙基亚磷酰胺自制在合成后的最后

一步引入≈ ∀合成完毕后浓氨水  ε 脱保护Π切割

 °≤柱纯化 ∀

芯片的制备与后处理  寡核苷酸探针用  ≅

≥≥≤ 稀释成 1 # ∀用 °¬芯片制备仪将

寡核苷酸点到醛基片上 斑点间距为 1 ∀点样

完毕后 室温下放置过夜 1  ≥⁄≥洗 次 水洗 

次 室温干燥 ∀凉干备用 ∀

知母总皂苷的提取  知母药材产于河北安国

 用  乙醇  回流提取 重复 次 合并

滤液 浓缩得浸膏  ∀浸膏用乙醚萃取脱脂

次 水液用正丁醇萃取 次 ∀合并正丁醇萃取液 

浓缩至干 得知母总皂苷  ∀

血管内皮细胞的培养及给药  人脐静脉内皮细

胞∞√2培养在含  胎牛血清的 ⁄∞ 培养

液中 置  ε   ≤ 恒温箱培养 ∀当细胞达到

 饱和度时 换成含  #知母总皂苷的新培

养液 阴性对照则不加知母皂苷 继续培养  后 

收获细胞备用 ∀

总 ΡΝΑ的提取  用 ×试剂按说明书推荐

的操作步骤提取细胞总   具体方法如下 细胞

用冰冷的磷酸盐缓冲液°≥ 1洗涤 次 加

×裂解细胞  氯仿抽提  次 异丙醇沉淀

    乙醇洗  次 空气干燥 ⁄∞°≤ 处理水溶

解 紫外和电泳分析 ∀

荧光标记 χ∆ΝΑ的合成  总   的逆转录荧

光标记参照 ≥等≈ 的方法进行 ∀具体方法

如下 总    Λ荧光素酶体外转录   1

Λ× Λ混匀  ε  冰上冷却 ∀

加入第一链缓冲液  Λ⁄×× 1 Λ×° 1 Λ

≤2×°或 ≤2×° 1 Λ混匀  ε  加

入逆转录酶 1 Λ ε  ∀ ε  降解

  乙醇沉淀标记 ⁄ ∀

杂交和洗涤  用杂交液  Λ溶解标记的

⁄  ε 水浴  将样品加在基因芯片上 盖

上盖玻片 置于杂交盒中  ε 杂交  ∗  ∀杂交

完毕后 分别用  ≅ ≥≥≤  1  ≥⁄≥ 1  ≥≥≤ 

1  ≥⁄≥ 1  ≥≥≤洗涤  室温凉干 ∀

检测和分析  用 ≥ 扫描芯片 用

1软件进行数据分析和归一化处理 ∀使

用看家基因和阳性对照对 ≤和 ≤扫描结果进行

校正 ∀

结果

1  芯片检测的灵敏度

将荧火虫荧光素酶基因体外转录  
≈

1

Λ分别稀释   ≅ 

 ≅ 


 ≅ 


 ≅ 

 倍 

并分别参入到人内皮细胞总   反转录体系中 ∀

杂交结果表明 随稀释倍数的增加 信号强度减弱

图  ∀当稀释  ≅ 
 倍时 信号强度已很弱 而稀

释到  ≅ 
 倍时 已检测不到信号 ∀说明芯片的检

测极限是  ≅ 


Λ即相当于约  ≅ 
 个分子 ∀

ƒ∏   ⁄ √  

⁄∏∏   

∂∞≤     ⁄  

≤ √×⁄

  ∏

√

2  探针浓度对杂交信号的影响

以 个不同表达丰度的基因为研究对象 检测

了探针质量浓度1 1 1 1 1 1 1

#
对杂交信号的影响图   ∀在低质量浓度
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范围内1 ∗ 1 #
 杂交信号强度随探针浓

度的增加而增加 在较高浓度范围 探针浓度对杂交

信号影响无明显差异 ∀因此 选用了质量浓度为

1 #的探针制作芯片 ∀

ƒ∏  ƒ∏   1 1 1 1 1 
1 1 #



ϖ °×≤  υ ≤×≤  ω  ≠°≤  π ≤×°  ο ≥  

∏

ƒ∏  ∞

3  芯片杂交的特异性

为了考察芯片杂交的特异性 制备了含有 个

人基因 个阴性对照个水稻基因 ρποΒ及 个

阳性对照荧光素酶基因探针的微阵列 ∀来源于人

内皮细胞总   的 ≤标记 ⁄ !荧光素酶基因

体外转录   的 ≤标记的 ⁄ 和混合 ⁄

分别与芯片杂交 ∀结果如图 所示 所有阴性探针

都没有可检测到的杂交信号 在来源于人的 ⁄

和阳性对照探针 !阳性对照 ⁄ 和人基因探针之

间均无交叉杂交图    ∀说明芯片具有很好的

杂交专一性 ∀

ƒ∏  ⁄    ×⁄ ∂∞≤    ∏  

  ∂∞≤    ∏  ≤  ∏ ρποΒ 

∏∏ ÷ ×  ƒ2 ≤2

4  芯片检测的重复性

等量的   分别用 ≤和 ≤反转录标记并

与芯片杂交 对 次实验结果进行了比较分析 ∀在

次实验中 ≤Π≤或 ≤Π≤的比值都大于 1的

基因仅有 个 占总基因数的   ≤Π≤或 ≤Π

≤的比值都大于 1 的仅  个 占总基因数的

1  在 次实验中没有基因 ≤Π≤或 ≤Π≤

比值都大于 1图  ∀

ƒ∏  ≤ ¬

5  知母皂苷对基因表达的影响

未用药处理的内皮细胞总   的反转录用

≤2×°标记 知母皂苷处理内皮细胞总  的反

转录用 ≤2×° 标记 ∀图  显示了 ≤2×° 和
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≤2×°标记 ⁄与芯片杂交的结果 黄色的表

示用药后表达水平无变化 绿色的表示用药后表达

水平下调 ∀

ƒ∏   °∏  ∏

    ∏

 ∏ 2

 ≤   ≤   ∏ ∏ √

 ∞√2    ⁄∞

∏     √ ∏  

  ≤  ∏  ∏

 ∏ ∏

 ∏  #


∏ ε     √

 ∏ ×  × ⁄√

∏  ≤  2
  ≤  ∂∞≤    

    ×   

∏∏

用 个看家基因和阳性内标对 ≤和 ≤的信

号值进行了归一化处理 并确定 ≤和 ≤的比值

大于 1或小于 1 为差异表达的标准 ∀据此标

准  #知母总皂苷作用于人血管内皮细胞

后 血管紧张素酶原 × !肾上腺素 Α 受体

⁄  和内皮素转换酶2∞≤∞2的表达都下调

表  ∀

Ταβλε 1  Τρανσχριπτιοναλ εφφεχτσ οφ σαπονιν ον γενεσ

ιν ΗΥς ΕΧ

   ƒ∏

  1

Α  ÷ 2 1

∞2√  1

⁄¬

讨论

血管内皮具有一系列重要的生理功能 参与机

体的血压调节 !血小板和白细胞间的相互作用 !纤维

蛋白溶解 !血管生长 !血液凝集 !炎症介质和细胞因

子的释放等 ∀正常生理状态下 血管内皮细胞可通

过分泌多种血管活性物质维持血管张力 ∀血管紧张

素原是血管内皮分泌的调节血压的重要活性物质之

一 ∀血管紧张素原的表达是组织专一性的 有人在

血管中层诱导出血管紧张素原的表达≈ ∀研究结

果显示 知母皂苷作用于内皮细胞后 血管紧张素原

基因的表达明显下调 ∀血管紧张素原基因表达的改

变可能与高血压的形成有关≈ ∀自发性高血压大

鼠给予血管紧张素酶抑制剂后血压降低与此局部组

织肾素 !血管紧张素的抑制相关性更好 ∀梗死外围

心肌中 × ≤∞和 ×受体表达增加 ≤∞及 

活性增强≈ ∀因此 知母皂苷可能通过干预血管

紧张素原基因的表达 从而有降低血压的作用 ∀

知母皂苷

血管紧张素原 |

血管紧张素 |

血管紧张素受体

血管收缩 |

血压降低 |

内皮素转化酶 |

内皮素 |

内皮素受体

血管收缩 |

血压降低 |

肾上腺素Α 受体 |

血管收缩 |

血压降低 |

与血管紧张素原相似 知母皂苷作用于内皮细

胞后 内皮素转化酶的表达也下调 ∀内皮素转化酶

的主要功能是将低活力的内皮素前体转变为有很强

血管收缩作用的内皮素 ∀内皮素与血管紧张度的维

持有关 ∀研究发现 内皮素表达过高与动脉粥样硬

化 !原发性肺高血压 !冠脉痉挛和充血性心力衰竭有

关≈  ∀因此 知母皂苷通过对内皮素产生途径的

抑制 对心血管疾病有治疗作用 尤其是有降低血压

的功效 ∀

肾上腺素 Α受体⁄  主要存在于神经细

胞 也存在于不同的培养细胞 包括隐静脉 

⁄  主要调节血管收缩 ∀目前的研究结果显

示 ⁄  在内皮细胞中也有表达 并且知母皂苷

使其表达有明显下调 ∀因此 通过干预 ⁄  的

表达来调节血压可能是知母皂苷的作用途径之一 ∀

由以上结果可以看出 知母皂苷的分子机理并

非单一途径 体现了中药作用的多靶向性 ∀而且 也

说明用基因芯片研究中药的作用机理和作用靶标是

可行的 ∀随着基因芯片技术的日益成熟 基因芯片

技术必将加速对药物特别是中药的研究和开发 这

将极大地促进中药基因组学与中药化学组学的发

展≈ ∀此外 它在药学领域对于药物靶标的发现 !
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药物作用的分子机理 !药物活性及毒性评价等将有

进一步促进作用 ∀
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