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摘要 :目的 　比较正常大鼠和多柔比星心肌病大鼠心肌组织部分基因表达谱的差异 ,探讨甘肃黄芪对上述基因表达谱的影

响。方法 　30只 W istar大鼠随机分 3组 :对照组即生理盐水组 ( n = 10) ,多柔比星组 ( n = 10)和黄芪 +多柔比星组 ( n = 10)。

分别从 3组心肌组织中抽提总 RNA, 用 Cy3, Cy5荧光标记 ,经逆转录合成动物来源的 cDNA探针 ; cDNA探针与 4 000点基因

表达谱芯片杂交 ,结果由软件分析表达信号。结果 　共有 923条基因出现差异表达 ,其中 586条基因表达下调 , 337条基因表

达上调。凋亡相关基因表达在多柔比星心肌病时上调 ;氧化和能量代谢相关基因的表达在多柔比星心肌病时下调。6个在多

柔比星组上调的基因在黄芪 +多柔比星组下调 , 8个在多柔比星组下调的基因在黄芪 +多柔比星组上调 , 3个在多柔比星组

上调的基因在黄芪 +多柔比星组表达进一步增强。结论 　凋亡和能量代谢障碍及免疫因素在多柔比星心肌病的发病机制中

参与作用 ,甘肃黄芪对多柔比星诱导的心肌病大鼠的心脏保护作用是通过多基因多途径调节相关基因表达而实现的。
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ABSTRACT:O BJECT IVE　To investigate the difference of genetic exp ression spectra between doxorubicin2induced cardiomyopathy

in rats and normal controls by DNA m icroarray1 To exp lore the effects of Radix A stragali Gansuensis on gene exp ression p rofiles in rats

with doxorubicin2induced cardiomyopathy1M ETHOD S 　Thirty W istar rats were divided random ly into 3 group s, i1e control group

( n = 10) , doxorubicin group ( n = 10) and Radix A stragali + doxorubicin group ( n = 10) 1 cDNA p robes were p repared by labeling the

mRNA extracted from myocardium and marked with Cy32dTP and Cy52dUTP respectively through reverse transcrition 1 DNA m icroarray

were constructed by spotting PCR p roducts of 4 000 and cDNA s onto specially treated glass slides and were then hybridized against the

cDNA p robes followed by fluorescent signals scanning1 RESUL TS　N ine hundred and twenty three geneswere detected with differenti2
al exp ressions1 The exp ressions of 586 genes were found to be down2regulated and 337 ones up2regulated1 Energy metabolism2related

genetic exp ressions were down2regulated in tissues of rats with doxorubicin2induced cardiomyopathy compared with normal tissue1 Ex2
p ressions of apop tosis2related genes were up2regulated in tissues of doxorubicin2induced cardiomyopathy1Six up2regulated and 8 down2
regulated genes in doxorubicin group were down2regulated and up2regulated in Radix A stragali + doxorubicin group respectively1 Ex2
p ressions of 3 up2regulated genes in doxorubicin group were further enhanced in Radix A stragali + doxorubicin group1 CO NCL US IO N

　Apop tosis, energy metabolism disorder and immunity may participate the pathogenesis changes in rats with doxorubicin2induced car2
diomyopathy1 Radix A stragali Gansuensis can p rotect the heart in rats with doxorubicin2induced cardiomyopathy1 Multip le gene exp res2
sions are involved to imp lement this pharmacological effect1
KEY WO RD S: doxorubicin; Radix A stragali Gansuensis; cardiomyopathy; genetic exp ression spectras

　　多柔比星 ( doxorubicin)是肿瘤化疗中常用的一

种广谱有效的抗肿瘤药物 ,但因其产生心脏毒性 ,引

起心肌病变而使其应用受到限制。心肌损害的分子

机制相当复杂 ,涉及细胞凋亡、自由基的形成、信号
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传导和免疫等 [ 1 ]。本实验运用基因芯片技术 [ 2 ]比

较正常大鼠和多柔比星心肌病大鼠心肌组织中部分

基因表达谱的差异 ,并探讨甘肃黄芪 (Radix A straga2
li Gansuensis)对多柔比星心肌病心肌组织中上述基

因表达谱的影响。

1　材 　料

111　动物

W istar大鼠 30只 ,雌雄各半 ,体重 130～150 g

(甘肃省肿瘤医院动物试验中心 ,合格证号 :医动字

第 042008号 ) ,随机分 3组 ,每组 10只。

112　药品与试剂

多柔比星 (浙江省海镇药业股份有限公司 ,批

号 : 040404 ) ;黄芪 (甘肃省定西黄芪生产基地 , 2003

年采收 ) ,黄芪浸膏由本实验室提取 (黄芪甲苷质量

分数为 01076% ) ; TR Izol (上海博星公司 ) ;芯片杂

交试剂盒 (上海博星公司 )。

113　仪器

FR - 280电泳仪和 FR - 200凝胶成像仪 (上海

复日科技公司 ) ; DND - 9052型杂交箱 (上海精宏实

验设备有限公司 ) ;杂交舱 (联合基因公司 ) ; Gene2
Pix 4000B 芯片扫描仪 (AXON 公司 ) ; Cambridge

CB4 OFJ核酸分析仪 (英国剑桥仪器公司 )

2　方 　法

2. 1　动物分组及模型制备

对照组 :腹腔注射生理盐水 01125 mL·kg
- 1

,

每周 2次 ,并给予生理盐水 2 mL ·d
- 1灌胃 ,共 10

周 ;多柔比星组 :按 B illingham等 [ 3 ]的方法 ,腹腔注

射多柔比星 215 mg·kg - 1 (即多柔比星用生理盐水

溶解成质量浓度为 012 g·L
- 1的溶液 ) ,每周 2次 ,

并给予生理盐水 2 mL·d
- 1灌胃 ,共 10周 ;黄芪 +

多柔比星组 ,腹腔注射多柔比星 215 mg·kg
- 1

, 每

周 2次 , 并给予黄芪浸膏 2 g·d
- 1

,用 2 mL生理盐

水混匀后灌胃 ,每日 1次 ,共 10周。

2. 2　心肌组织标本留取

以质量浓度为 2010 g·L
- 1的戊巴比妥钠溶液

3010 mg·kg
- 1腹腔注射 ,麻醉动物。剖开胸腔和

心包 ,游离心脏 ,用磷酸盐缓冲液 ( pH = 714 )冲洗

后 ,沿心脏长轴取左心室游离壁心室肌约 20 mg,迅

速放入用 DEPC处理过的冻存管中 ,置于液氮中保

存 ,待提取总 RNA用。接着 ,在左心室取约 1 mm
3

大小组织 ,体积分数为 3%戊二醛前固定 ,超薄切片

50 nm,铅铀双染色 ,透射电镜下观察。将剩余的部

分心脏组织 ,用体积分数为 4%甲醛固定 ,石蜡包埋

切片 ,嗜红染色 ,光镜下观察病理变化。取部分心肌

组织电镜下检查 ,发现线粒体变性 ,肌纤维收缩带形

成 ,视为多柔比星心肌病成功模型 [ 4 ]。

2. 3　心肌组织中总 RNA的提取

使用 Trizol液 ,以硫氰酸胍 2氯仿 2异丙醇法分别

提取对照组、多柔比星组及黄芪 +多柔比星组的总

RNA。

2. 4　探针制备

纯化 mRNA 及反转录标记 cDNA 探针并纯化

(用 Cy3 dUTP标记正常组织 mRNA,用 Cy5 dUTP标

记病变组织 mRNA )。乙醇沉淀后溶解在 20 μL

5 ×SSC + 012% SDS杂交液中。

2. 5　杂交及洗涤

将大鼠 4 000点芯片和杂交探针分别在 95 ℃

水浴中变性 5 m in,将探针加在基因芯片上 ,用盖玻

片封片 ,置于 60 ℃杂交 15～17 h,然后揭开盖玻片 ,

分别用 2 ×SSC + 012% SDS, 011% SSC + 012% SDS,

011% SSC洗涤 10 m in,室温晾干。

2. 6　检测与分析

用 ScanA rray5000扫描芯片 ,用 ImaGene310软

件分析 Cy3和 Cy5两种荧光信号的强度和比值。用

40个管家基因进行 Cy3和 Cy3的均衡。用以下 2

个条件作为判定基因差异表达的标准 : ①Cy3 和

Cy5信号值其中之一必须达 800以上 ; ②Cy5与 Cy3

的比值大于 2或小于 015 (基因的表达变化在 2倍

以上 )。每对样品重复 2次。

3　结 　果

3. 1　多柔比星诱导心肌病病理改变

光镜下 :对照组 ,心肌细胞排列整齐 ,无心肌纤

维的破坏 ,细胞间隙正常 ,未见水肿。多柔比星组 ,

心肌细胞多灶性肌浆溶解 ,有不同程度的颗粒变性

与空泡变性 ,细胞间隙明显增宽 ,受累较重的心肌细

胞 ,肌原纤维溶解消失 ,呈小灶状或片状坏死 ,心肌

坏死灶内可见单核、淋巴细胞浸润。黄芪 +多柔比

星组心肌细胞损害程度较多柔比星组轻。电镜下 :

对照组 ,心肌细胞核长杆状 ,居中 ,常染色质丰富 ,肌

丝排列规则 ,线粒体圆形或长圆形 ,板层嵴密集 ,与

肌丝纵形排列 ,肌丝间散在分布许多糖原颗粒。多

柔比星组 ,心肌细胞核肿胀、溶解消失 ,肌质中肌丝

溶解、中断 ,线粒体肿胀、畸形 ,嵴排列紊乱 ,肌浆网

扩张成囊状 ,部分区域肌细胞呈片状溶解、空化 ,闰

盘杂乱。黄芪 +多柔比星组可见心肌细胞核肿胀、

线粒体肿胀 ,肌质中肌丝溶解、中断较多柔比星组少

见。结果见图 1, 2。

3. 2　多柔比星组差异表达
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图 1　大鼠心肌组织光镜病理改变 (HE ×400)

A -正常对照组心肌 ; B -黄芪 +多柔比星 DOX组心肌 ; C -多柔比星 DOX组

心肌

F ig 1　H istopathological changes of myocardium in rats (HE ×

400)

A - Control group; B - Radix A stragali + DOX group; C - DOX group

图 2　大鼠心肌组织病理改变电镜病理改变结果 ( ×13 000)

A -正常对照 ; B -缬沙坦黄芪 +多柔比星 DOX组组 ; C -多柔比星组

F ig 2 　U ltram icrostructural changes of myocardium in rats

( ×13 000)

A - Control group; B - Radix A stragali +DOX group; C - DOX group

多柔比星组与对照组之间共有 923条基因 (含

　　

未知基因和 EST片段 )出现差异表达 ,其中有 586条

基因表达下调 , 337条基因表达上调。氧化和能量代

谢相关基因的表达水平在多柔比星心肌病时表达下

调 ;凋亡相关基因表达水平在多柔比星心肌病时表达

上调 ;同型半胱氨酸代谢相关基因表达下调 ;编码补

体系统的基因表达上调。散点图代表 Cy3和 Cy5之

间荧光信号比值的离散程度 ,愈靠近 X轴或 Y轴表

明该点基因差异表达愈显著。结果见表 1,图 3。

3. 3　甘肃黄芪治疗后差异表达

黄芪 +多柔比星组与多柔比星组之间比较共有

812条基因出现差异表达 ,其中有 425条基因治疗

组表达上调 , 387条基因表达下调。6个在多柔比星

组上调的凋亡相关基因在黄芪 +多柔比星组下调 , 8

个在多柔比星组下调的氧化代谢相关基因在黄芪 +

多柔比星组上调 , 3个在多柔比星组上调的基因在

黄芪 +多柔比星组表达进一步增强 ,它们是 2个补

体相关的基因和钠通道β23亚单位 ( sodium channel

beta 3 subunit, SCN3B) mRNA表达。结果见表 1。
表 1　甘肃黄芪对多柔比星诱导的心肌病部分差异表达基因的影响

Tab 1　Some differential exp ression genes in rats with doxorubicin2 induced cardiomyopathy

Genback ID Definition Ratio (Cy5 /Cy3) Ratio (Cy5 /Cy3)

XM24697 Bc1222associated transcrip t factor mRNA 2. 619 0. 512

XM215423 Sestrin 1 (p532regulated p rotein PA26) mRNA 2. 628 0. 235

AY346103 Serine / threonine kinase 22A ( Stk22a) mRNA 2. 323 0. 423

XM216276 G1 /S2specific cyclin D2 (V IN 21 p roto2oncogene) mRNA 6. 213 0. 331

XM 215627 Death associated p rotein 3 mRNA 2. 186 0. 226

NM 023972 Glutamate transporter EAAC1 interacting p rotein mRNA 2. 195 0. 438

M33821 Rat gamma2glutanyl transpep tidase mRNA 0. 005 2. 316

L38615 Glutathione synthetase mRNA 0. 059 2. 163

D85100 mRNA for very2long2chain acyl 2CoA synthetase 0. 011 2. 516

NM198780 Phosphoenolpyruvate carboxykinase 1 (pck1) mRNA 0. 004 2. 518

D78592 mRNA for glucose262phosphatase catalytic subunit 0. 007 2. 565

M77694 Fumarylacetoacetate hydrolase ( FAH ) mRNA 0. 020 2. 851

AF038870 Betaine homocysteine methyltransferase (BHMT) mRNA 0. 024 1. 993

M880345 Rat p seudo2cystathionine beta2synthase mRNA 0. 058 2. 025

AY149995 Comp lement component C4 mRNA 2. 522 3. 271

AF378093 Sodium channel beta 3 subunit ( SCN3B) mRNA 2. 733 3. 162

AY149994 Comp lement component C2, mRNA 3. 227 3. 915

图 3　杂交信号强度散点图

F ig 3　Scatterp lot of hybridization signal intensity

4　讨 　论

心血管系统生理功能和病理改变的分子机制十

分复杂 ,用传统的单因素研究理论和方法进行其状

态的描述存在一定的缺陷。基因芯片技术可同时检

测组织和细胞内多种基因的 mRNA表达水平 ,了解

正常组织和疾病组织基因表达谱的差异 ,并与组织

学与生物化学变化相联系。致病相关的多个基因产

物可作为药物作用的靶分子 ,通过使表达异常的基

因恢复正常表达或使异常表达减轻 ,可以指导药物

筛选 [ 5 ]。

细胞凋亡是心肌病及其演变成心衰的一种非常

重要的致病方式 , B 细胞淋巴瘤 /白血病 22 (B cell

lymphoma / leukem ia22, Bcl22 )基因和 p53属细胞凋
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亡基因 ,其蛋白产物相互作用 ,从而正性或负性调节

着细胞凋亡。细胞周期蛋白 (Cyclin)可使细胞跨过

G1 /S期限制点 (R点 )屏障 ,进入 S期细胞增多 ,继

发心肌细胞凋亡 [ 6 ]。丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶 ( ser2
ine / threonine kinase, STK)过度表达可激活丝裂原活

化蛋白激酶 (m itogen activated p rotein kinase,MAPK)

信号通路 ,诱导细胞凋亡使心肌病理性肥厚 ,心功能

下降 [ 7 ]。死亡相关蛋白 3 ( death associated p rotein

3)在细胞凋亡中起重要作用 [ 8 ] ,兴奋性的氨基酸传

递体是一具有高度亲和力的 L 2谷氨酸 , L 2天门冬氨

酸细胞膜转运蛋白 [ 9 ]
,本研究中上述多种凋亡相关

基因的表达上调亦证实了心肌细胞凋亡是多柔比星

心肌病的一个重要发病机制 , 甘肃黄芪可通过降低

凋亡相关基因表达起到减轻多柔比星心肌损伤的作

用。

正常心肌依靠迅速高效的氧化供能 ,以提供稳

定、可靠、足够的 ATP以供心脏作功。谷胱甘肽

( glutathione hormone, GSH)是体内重要的抗氧化剂

和自由基清除剂。γ2谷氨酰基转肽酶 ( gamma2gluta2
nyl transpep tidase,γ2GTT)和谷胱甘肽合成酶 ( gluta2
thione synthetase, GS)均与 GSH的合成有关 ,编码二

者的基因表达下调 ,提示病变心肌抗氧化能力降

低 [ 10 ]。线粒体膜上的脂酰 CoA合成酶活化长链脂

酰 CoA ,进入线粒体参与脂肪酸β2氧化以供给细胞

能量 ,磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶 ( phosphoenolpyru2
vate carboxykinase, PCK)、葡萄糖 262磷酸酶 ( glucose2
62phosphatase, G262P)和延胡索酰基乙酰乙酸水解

酶 ( fumarylacetoacetate hydrolase, FAH )编码基因表

达下调 ,提示心肌氧化供能障碍 [ 11 ]。甘肃黄芪可通

过上调上述氧化代谢相关的基因 mRNA表达 ,增强

心肌的抗氧化作用。

高同型半胱氨酸 ( homocysteine, HCY)血症是

心血管疾病的独立危险因素 [ 11212 ]。甜菜碱型同型

半胱氨酸甲基转移酶 ( betaine homocysteine methyl2
transferase, BHMT)及胱硫醚 2β2合成酶 ( p seudo2cys2
tathionine beta2synthase)均为同型半胱氨酸代谢过

程中的关键酶 , 其编码基因表达下调 ,提示同型半

胱氨酸代谢受阻 ,体内同型半胱氨酸增加。甘肃黄

芪可通过上调同型半胱氨酸代谢相关酶 mRNA的

表达 ,降低同型半胱氨酸。

本研究中编码补体系统的基因补体 C2 , C4

( comp lement component C2 , C4 )表达上调 ,证实了补

体系统参与了多柔比星心肌病的演变。体内补体系

统激活 ,可引起白细胞趋化、聚集和脱颗粒反应并释

放大量自由基 ,引起脂质过氧化增强 ,加重心衰 [ 13 ]。

本实验黄芪 +多柔比星组 C2 , C4 mRNA的表达进一

步提高 ,可能是此阶段仍然为免疫亢进时期 ,如果再

进一步观察不同的病程中及不同的黄芪剂量其变化

规律可能会更明确地解释其原因。也表明了心肌损

伤修复过程的复杂性 ,目前暂不好定论。

临床和实验室的研究都证明 ,钠通道 SCN3B在

心脏损害时心律失常的发生中起重要作用 ,心脏损

害时离子通道的电生理重塑引起了动作单位的延

长 ,本实验在多柔比星组 SCN3B mRNA表达增强 ,

经黄芪治疗后其表达进一步增强 ,说明此时仍存在

着心律失常的可能 ,由于与补体系统同样存在的原

因 ,还有待进一步的研究 [ 14 ]。

黄芪已广泛地应用于临床 ,其心脏保护作用已

有许多结论肯定的研究 [ 15 ]。应用基因芯片技术使

我们更进一步明确黄芪心脏保护基因调控涉及多个

基因群 ,这些基因群之间存在的相互作用和病理生

理机制还有待于进一步探讨。用基因芯片技术研究

甘肃黄芪的心脏保护作用 ,探讨甘肃黄芪的作用靶

点 ,对于西部中药的现代化开发具有一定的意义。
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戊地昔布抑制 clone 26肿瘤细胞增生及机制

李军霞 ,师晨霞 ,苏素文 ,张永健 ,王永利 3
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摘要 :目的 　探讨戊地昔布对小鼠肠癌 clone 26细胞的生长抑制作用及机制。方法 　用噻唑蓝 (MTT)法检测戊地昔布对

clone 26细胞生长的作用。用流氏细胞仪检测 clone 26细胞凋亡率和细胞周期分布。用 W estern blot检测 clone 26细胞

caspase23, PCNA和 COX22的表达。结果 　①戊地昔布可抑制 clone 26细胞生长并呈时间和浓度依赖性。②50～400μmol·

L - 1戊地昔布可明显提高 clone 26细胞的凋亡率 ,从对照的 311%提高到 414% ～1110%。给予戊地昔布后 ,细胞的增殖指数 ,

S期的细胞比例和 G2 /M期细胞有下降趋势 ,但只有在 400μmol·L - 1戊地昔布组时才有统计学意义。③给予戊地昔布后 , 细

胞 PCNA的表达降低 , caspase23的表达升高 , COX22的表达没有变化。结论 　戊地昔布通过诱导凋亡和细胞周期停滞而抑制

clone 26细胞生长 ,小剂量时主要与凋亡有关 ,大剂量时与诱导凋亡和细胞周期停滞有关。Caspase23参与戊地昔布诱导的凋

亡。

关键词 :戊地昔布 ;环氧化酶 22;小鼠肠癌 clone 26细胞 ;凋亡
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Inh ib ition of Va ldecox ib on the Prolifera tion of C lone 26 Cancer Cell and ItsM echan ism
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ABSTRACT:O BJECT IVE　To study the effect and mechanism of valdecoxib on the p roliferation of colorectal cancer clone 26

cell1M ETHOD S　MTT assay was used to study the inhibitory effect of valdecoxib on the cancer cell growth1 Flow cytometry was used

to observe the effect of valdecoxib on p roliferation, apop tosis and the cell cycle distribution1W estern blotwas used to determ ine the ex2
p ression of caspase23, PCNA and COX221 RESUL TS　①Valdecoxib significantly inhibited the p roliferation of clone 26 cell in a time2
and dose2dependent fashion1②The apop tosis rate was increased from 311% in control group to 414 % ～ 1110 % in valdecoxib group s

at 50～400μmol·L - 1 1 The p roliferation index and the p roportion of cell in the S and G2 /M phase had the tendency to decrease, but

there was statistical significance only in valdecoxib 400μmol·L - 1 group1③The exp ression of caspase23 was increased1The exp ression

of PCNA was decreased and the exp ression of COX22 was not changed1CO NCL US IO N　Valdecoxib inhibits clone 26 cell growth in a

dose2and time2dependent fashion1 The effect ismainly associated with apop tosis at low doses and also associated with cell cycle arrest at

high doses1 The apop tosis is associated with the increase of caspase231
KEY WO RD S: valdecoxib; cyclooxygenase22; mouse colorectal cancer clone 26 cell; apop tosis

　　环氧化酶 ( cycloxygenase, COX )有两种亚型 ,

COX21和 COX22, COX21组成性表达在大部分正常

组织 ,参与正常生理功能的调节如肾脏血流的调控

和胃肠黏膜稳定性等。大部分正常组织不表达

COX22,但在肿瘤组织 ,特别是在胃肠道肿瘤 , COX22
表达增多 ,研究发现 , COX22在肿瘤的发生发展中有

重要作用 [ 1 ]。

流行病学的证据表明 ,长期服用阿司匹林等非

甾体抗炎药 (NSA ID s)可减低肠道、食管、胃、胰腺、

肺部肿瘤的发病率 ,尤其是对肠道肿瘤作用明显 ,可

使其发病率降低 40% ～50% [ 2 ]。但非选择性的

COX22抑制剂如阿司匹林等由于抑制 COX21,长期
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