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年全国中西医结合皮肤性病学术会议征文通知

中国中西医结合学会皮肤性病专业委员会定于
!"#$

年
?

月
!; _ !@

日在厦门召开
!"#$

年全国

中西医结合皮肤性病学术会议! 会议将邀请知名专家作演讲"阐述皮肤科相关领域的最新研究进展"

创造形式多样#内容充实#紧张热烈#活跃互动的学术交流形式"达到全国皮肤科中医#西医#中西医结

合医师共同展现才华#获取知识和信息#增强友谊和情感的目的"共同促进我国皮肤科事业的发展!

征文通知如下!

征文内容$皮肤科基础研究论文"皮肤科临床诊断和治疗等方面的论文"典型与疑难病例分

析等!

投稿要求$来稿请注明$

!"#$

会议征文%"附中文全文和
?""

字以内的中文摘要! 鼓励通过电子

邮件投稿"电子邮箱&

BXSYR`#!:5C3O

! 地址&上海市凤阳路
?#;

号长征医院
$#

楼中国中西医结合

学会皮肤性病专业委员会"邮编
a!""""$

! 联系人&朱和平! 电话&

"!# _ A#AA;;"#

!

截稿日期$

!"#$

年
$

月
#"

日!
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基金项目'国家自然科学基金资助项目%

635A#!<$@!:

&)浙江省自然科学资助项目%

635\!#"#!!;

&)浙江省中医药管理局重点项目%

635

!""@I7"#$

&)

!""@

年浙江省中医药科技计划重点项目%

635!""@I7"#$

&

作者单位'

#5

温州医学院附属第一医院麻醉科%温州
$!;"""

&)

!5

温州医学院附属第一医院外科实验室%温州
$!;"""
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通讯作者'王均炉"
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腺苷脱氨酶介导电针百会穴对脑缺血再灌注损伤

大鼠脑保护效应的研究

王宏法#

$夏洪莲#

$秦金玲#

$郏丹
!

#

$戴勤学#

$罗$亮#

$莫云长#

$陈必成!

$王均炉#

摘要$目的$观察电针百会穴预处理对大鼠大脑皮质腺苷及腺苷脱氨酶'

7U7

(浓度的影响以及对大

脑中动脉阻塞'

OJPP4, C,.,-.04 0.L,.1 3CC4/KJ3D

"

*%7E

(缺血再灌注'

JKCR,OJ0 .,B,.X/KJ3D

"

'^=

(大鼠

神经功能评分及脑梗死体积的影响"探讨电针百会穴预处理缓解大鼠脑
'^=

的机制! 方法$将
;?

只雄性

MU

大鼠随机分为假电针组#电针组#对照组"每组
#A

只"对照组麻醉后不给任何干预"电针组大鼠给予电针

百会穴
$" OJD

"假电针组针刺后不予通电其他程序同电针组"检测电针后
$"

#

:"

#

#!" OJD

大鼠大脑皮质

7U7

及腺苷浓度的变化)建立脑
'^=

模型"将
?A

只雄性
MU

大鼠随机分成
:

组&模型组'

7

组(#电针组'

T

组(#电针
b

腺苷
7#

受体拮抗剂'

A

'

C1C43B,DL14

'

#

"

$

'

PJB.3B14Y0DLRJD,

"

U8%8F

(组'

%

组(#电针
b

二甲基

亚砜'

U*ME

(组'

U

组("脱氧柯福霉素组'

H

组(#生理盐水组'

+

组("

T

#

%

#

U

组于造模前
! R

给予电针
$"

OJD

"

%

#

U

组在电针前
$" OJD

分别给予腹腔注射
U8%8F

'

# O>^ S>

(#

U*ME

'

# OG ^S>

("

H

#

+

组于造模前

$" OJD

分别腹腔注射脱氧柯福霉素'

;"" #>^S>

(#生理盐水'

# OG^S>

("再灌注
!? R

后对大鼠进行神经功

能评分并检测其脑梗死体积! 结果$与假电针组比较"对照组各时间点皮质区腺苷及
7U7

差异无统计学

意义'

8 c"

%

";

(! 与对照组同期比较"电针组
:" OJD

时
7U7

浓度降低*'

$#;

%

"

(

!!

%

@ V^G

("

8 d"

%

";

+"

于电针后
#!" OJD

恢复正常水平)电针组
#!" OJD

时腺苷浓度升高*'

!"

%

?

(

!

%

!

(

D>^ #G

"

8 d"

%

";

+! 与

模型组比较"

T

#

U

#

H

组神经功能评分降低'

8 d"

%

";

("脑梗死体积明显减小'

8 d"

%

"#

(! 其他各组的脑梗

死体积和神经功能评分与模型组比较差异无统计学意义! 结论$电针百会穴对脑
'^=

损伤大鼠脑保护效应

可能是通过降低大脑皮质
7U7

水平"提高腺苷含量"进一步激活腺苷
7#

受体而实现的!

关键词$电针)脑缺血再灌注)腺苷)腺苷脱氨酶
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&

3D LR, C3DC,DL.0LJ3D 3X 0P,D3KJD, P,0OJD0K,

%

7U7

&

0DP 0P,D3KJD,

"

0DP L3 ,N04/0L, JLK ,XX,CLK 3D LR,

D,/.343>JC X/DCLJ3D KC3., 0DP LR, JDX0.CLJ3D N34/O, 0XL,. OJPP4, C,.,-.04 0.L,.1 3CC4/KJ3D

%

*%7E

&

JKCR,

'

OJ0^.,B,.X/KJ3D

%

'^=

&"

LR/K ,YB43.JD> JLK O,CR0DJKOK X3. .,4J,NJD> LR, JKCR,OJ0^.,B,.X/KJ3D JD]/.1 5 *,LR

'

3PK

$

(3L0441 ;? O04, MU .0LK Q,., .0DP3O41 PJNJP,P JDL3 $ >.3/BK
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'
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"
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"
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"
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&"

LR, H7 >.3/B

%

[.3/B T

&"

LR, H7 bA
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'

X0.CL N34/O,K JD 3LR,. >.3/BK

"

QR,D C3OB0.,P QJLR LR, O3P,4 >.3/B

%

8 c "

%

";

&

%3DC4/KJ3D

$

H7 0L

T0JR/J

%

[2!"

&

KR3Q,P B.3L,CLJN, ,XX,CLK 3D LR, C,.,-.04 '^= .0LK

"

QRJCR OJ>RL -, 0CRJ,N,P LR.3/>R 43Q

'

,.JD> LR, 7U7 C3DC,DL.0LJ3D 0DP ,4,N0LJD> LR, 0P,D3KJD, C3DL,DL

"

0DP X/.LR,. 0CLJN0LJD> 0P,D3KJD, 7

#

.,

'

C,BL3. 5

9H\)E=UM

$

,4,CL.30C/B/DCL/.,

)

C,.,-.04 JKCR,OJ0^.,B,.X/KJ3D

)

0P,D3KJD,

)

0P,D3KJD, P,0OJD0K,

$$脑血管疾病中医学属*中风+范畴"风,火,痰,瘀

是其主要病因"可能与肝肾阴虚"肝风妄动)气机失调"

气滞血瘀或气虚血瘀)饮食不节"痰浊内生等因素有

关#

#

$

- 针刺用于治疗脑血管疾病在我国已延续了几

千年"无论是临床还是基础研究均已证实穴位针刺对

脑梗塞所致的缺血性脑损伤有明显的保护作用#

!

"

$

$

"

*百会穴+为督脉穴"穴居颠顶"联系脑部"与脑有密切

联系"是治疗颅脑,头部疾病的要穴- 其穴属阳"又于

阳中寓阴"为各经脉气会聚之处"有醒脑开窍"清利头

目"升阳举陷之功效- 前期研究发现在百会穴注射腺

苷
7#

受体激动剂能减轻大鼠脑缺血再灌注%

JKCR,

'

OJ0 .,B,.X/KJ3D

"

'^=

&损伤#

?

$

"王强等#

;

$研究发现电

针百会穴预处理能缓解大鼠脑
'^=

损伤"且其作用机制

可能与腺苷
7#

受体有关- 腺苷是
7(8

的代谢产物"在

中枢神经系统"腺苷作为一种神经调质能通过激活腺苷

7#

受体发挥脑保护作用- 腺苷脱氨酶%

7U7

&是腺苷

脱去氨基形成肌酐过程中的关键酶"是腺苷代谢中的关

键酶之一#

:

$

)已有实验发现针刺足三里能引起穴位周围

腺苷浓度的上升从而起到镇痛作用#

<

$

- 然而针刺百会

穴是否能影响中枢神经系统腺苷的代谢尚不清楚"本实

验旨在观察电针百会穴预处理后大脑中动脉阻塞%

OJP

'

P4, C,.,-.04 0.L,.1 3CC4/KJ3D

"

*%7E

&

'^=

大鼠大脑

皮质腺苷及影响腺苷代谢的
7U7

的变化"以探讨针刺

缓解脑
'^=

损伤的机制-

材料与方法

#

$动物$清洁级成年健康雄性
MU

大鼠"

#"!

只"

;

*

:

周龄"体重
!$"

*

!;" >

"上海斯莱克实验动

物有限责任公司提供"许可证号'

M%F9

%沪&

!""<

&

""";

- 大鼠于于标准动物房饲养
;

天"实验动物术前

禁食
#! R

"不禁水-

!

$试剂及仪器$

((%

染色试剂%美国
MJ>O0

公

司"批号'

!"##"$!;

&)脑模具%深圳市瑞沃德生命科

技有限公司&)

#"f

水合氯醛%批号'

!"##"!#"

&)腺苷

7#

受体拮抗剂 %

A

'

C1C43B,DL14

'

#

"

$

'

PJB.3B14Y0D

'

LRJD, U8%8F

" 美 国
MJ>O0

公 司" 批 号'

"#!*?:!#2

&)二甲基亚砜%

U*ME

"美国
MJ>O0

公

司"批号'

$"!7"$#

&)脱氧柯福霉素 %

=gU

公司"批

号'

#!"$":#

&)

7U7 HG'M7

试剂盒%上海西唐生物科

技有限公司"批号'

###"":#

&)电刺激仪%青岛新生有

限公司"批号'

!!<"$$

&)尼龙线栓%北京沙东生物技术

有限公司&"线头直径为%

"

%

$!

(

"

%

"!

&

OO

)高效液相

色谱仪%

7>4J,DL ##"" K1KL,O

&)酶标仪%型号
UH6

'

GH\ U=7[E6 ),44KC0D *9 $

&)分析软件%

7KC,DL

K3XLQ0., X3. */4LJKS0D

&-

$

$

*%7E

再灌注模型制备$将
;?

只大鼠采用

血管内线栓法#

?

$建立
*%7E '^=

大鼠模型- 大鼠用

#"

+水合氯醛%

"

%

$ OG #̂"" >

&腹腔注射麻醉"消毒后

颈部正中切口分离左侧颈总动脉%

%%7

&,颈内动脉

%

%7

&,颈外动脉%

H%7

&- 结扎离断
H%7

后将
%%7

夹闭并在
H%7

残端处剪
#

个小口"将线栓圆头端置

入
%%7

"轻推线栓尾端经
%%7

沿
%7

进入颅腔至大

脑中动脉 %

*%7

&"遇阻力即止"线栓插入深度约

%

#@

%

"

(

"

%

;

&

OO

- 缺血
#!" OJD

后拔出线栓再灌注

!? R

"拔出线栓后行为学评分
##

分者为造模成功#

?

$

-

在整个造模过程中保持大鼠肛温 %

$<

%

"

(

"

%

!

&,-
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%

!

!!"'$$!

整个实验
%

组
#

只大鼠造模失败剔除-

?

$分组及干预方法$实验一'为观察电针预处

理后不同时间点大鼠大脑皮质
7U7

及腺苷的变化"

将
;?

只
MU

大鼠随机分为假电针组,电针组及对照

组"每组
#A

只"观察电针预处理后
$"

,

:"

,

#!" OJD

大脑皮质
7U7

及腺苷浓度的变化- 对照组麻醉后

不给任何干预"电针组大鼠给予电针百会穴
$" OJD

"

假电针组针刺后不予通电"其他程序同电针组- 实

验二'为观察
7U7

及
7#

受体在电针预处理缓解脑

'^=

损伤中的作用"采用
*%7E

模型"另选取
?A

只

MU

大鼠随机分为
:

组'模型组%

7

组&,电针组%

T

组&,电针
b U8%8F

组%

%

组&,电针
b U8%8F

溶剂

%

U*ME

&组%

U

组&,

7U7

抑制剂%脱氧柯福霉素&

组%

H

组&,生理盐水组%

+

组&"每组
A

只"

7

组造模

前不做任何处理"

T

,

%

,

U $

组于造模前
! R

给予百

会穴电针预处理"百会穴取穴方法参照.实验针灸

学/

#

A

$ 大鼠常用穴位图谱"电针参数'

! #̂;ZW

"

#

O7

"

$" OJD

"电针后
! R

给予
*%7E

造模"

%

,

U

组

在电针前
$" OJD

分别给予
U8%8F

%

# O>^S>

&,

U*ME

%

# OG^S>

&"

H

,

+

组分别于造模前
$" OJD

给

予脱氧柯福霉素 %

;"" #>^S>

&,生理盐水 %

# OG^

S>

&"给药方式均为腹腔注射- 假电针组取穴针刺后

不予通电"其余操作同电针组-

;

$检测指标及方法

;

%

#

$腺苷浓度测定$采用高效液相色谱法检测

腺苷浓度"将假电针组,电针组,对照组各时间点小组

大鼠深麻醉后断头取脑"冰上游离皮层组织"迅速置于

液氮中保存"冰冻组织加入高氯酸%

"

%

? O34^G

"

#"

OG^>

&匀浆后离心
#; OJD

%

? """ . ^OJD

&取上清液"

用
? O34^G

的
9EZ

滴定至中性"离心
#; OJD

"取上清

液- 上清液用高效液相色谱仪检测'色谱柱%

EUM!

'

%#A

"

?

%

: OO

-

!"" OO

"

; #O

"

Z1B,.KJ4

&"流动

相%

AA OO34^G 60Z

!

8E

?

b#! 60

!

Z8E?

'甲醇
hA;

'

#;

%

N34^N34

"

BZ :

%

"

&

OO34^G 60

!

Z8E?

' 甲醇
h

A;

'

#;

%

N34^N34

"

BZ :

%

"

&&"流速
# OG^OJD

"紫外线

波长
!;A DO

-

;

%

!

$

7U7

浓度测定$将假电针组,电针组,对

照组各时间点小组的冰冻脑组织加生理盐水后于冰水

中匀浆后离心%

$ """ . ^OJD

&"取上清液"参照
HG'M7

试剂盒说明书用
HG'M7

法检测
7U7

浓度-

;

%

$

$神经功能评分$造模大鼠缺血再灌注
!? R

后"采用
G3D>0 HI

#

@

$神经功能评分法对大鼠进行神

经功能评分"

"

分'无神经功能缺损症状)

#

分'轻微神

经功能缺损"不能完全伸展对侧前爪)

!

分'中度神经

功能缺损"向对侧转圈)

$

分'重度神经功能缺损"向对

侧倾倒)

?

分'不能自发行走"意识水平下降-

;

%

?

$脑梗死体积测定$大鼠再灌注
!? R

后"用

水合氯醛%

#"f "

%

$ OG #̂"" >

&麻醉后处死"在冰上

快速取脑并于&

!"

,冰箱内冻存
!" OJD

"用脑切片

磨具切成
:

块
! OO

切片"切片浸于
!f((%

溶液中

$<

,恒温孵育
$" OJD

"每
#; OJD

翻动
#

次"染色完

成后用数码相机%

%EEG8' G#!"

&进行图像采集并用

图像分析软件测量"以每块脑切片的未着色的体积之

和为脑梗死体积-

:

$统计学方法$采用
M8MM #<

%

"

软件进行统

计学分析"计量资料以
Y

(

K

表示"组间比较均采用单

因素方差分析"两两比较采用
GMU

法- 行为学评分采

用非参数秩和检验
9./KS04

'

)044JK

方法检验"若组间

存在差异"则用
6,O,D1J

方法进行两两比较"

8 d

"

%

";

为差异有统计学意义-

结$$果

#

$各组大鼠一般状态比较$各组大鼠造模及干

预期间的一般状态"摄食量及活动量未见明显差异"各

组大鼠造模及干预期间均未见死亡-

!

$各组大鼠各时间点皮质区腺苷及
7U7

浓度

比较%表
#

&$与假电针组比较"对照组各时间点皮质

区腺苷及
7U7

差异无统计学意义%

8 c "

%

";

&)与对

照组同期比较"电针组
:" OJD

时
7U7

浓度降低%

8 d

"

%

";

&"于电针后
#!" OJD

恢复正常水平)电针组

#!" OJD

时腺苷浓度升高%

8 d"

%

";

&-

$

$各组大鼠神经功能评分比较%表
!

&$与
7

组

比较"

T

,

U

,

H $

组大鼠神经功能评分明显降低%

8 d

"

%

";

&-

表
#

$各组大鼠各时间点皮质区腺苷及
7U7

浓度比较$%

Y

(

K

&

组别
D

腺苷%

D>^#G

&

$" OJD :" OJD #!" OJD

7U7

%

V^G

&

$" OJD :" OJD #!" OJD

假电针
#A #$

.

;

(

!

.

! ##

.

A

(

#

.

< #$

.

!

(

#

.

; ;#$

.

<

(

#:

.

# ;#;

.

$

(

$?

.

; ;?;

.

"

(

??

.

$

电针
#A #$

.

?

(

#

.

$ #?

.

:

(

!

.

#

!"

.

?

(

!

.

!

$

?::

.

;

(

!:

.

"

$#;

.

"

(

!!

.

@

$

;:!

.

#

(

$$

.

A

对照
#A #$

.

:

(

#

.

; ##

.

<

(

#

.

# #$

.

"

(

"

.

@ ;!!

.

!

(

$@

.

A ;!!

.

!

(

$@

.

A ;!"

.

:

(

!A

.

@

$$注'与对照组同期比较"

$

8 d"

.

"#
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%

!

表
!

$各组大鼠神经功能评分比较

组别
D

神经功能评分%只&

"

分
#

分
!

分
$

分
?

分

中位数

#分%范围&$

7 A " " $ $ ! $

%

!

&

?

&

T A $ $ # # "

#

%

"

&

$

&

$

% < " # ! ! $ $

%

#

&

?

&

U A $ ! ! # "

#

%

"

&

$

&

$

H A $ ! ! # "

#

%

"

&

$

&

$

+ A " " ! $ $ $

%

!

&

?

&

$$注'与
7

组比较"

$

8 d"

%

";

?

$各组脑梗死体积比较 %图
#

& $与
7

组

%

;A

%

<f

(

$

%

#f

& 比较"

T

%

#A

%

@f

(

$

%

#f

&,

U

%

#A

%

@f

(

$

%

?f

&,

H

%

#@

%

"f

(

#

%

@f

&大鼠脑梗死

体积明显减小%

8 d"

%

"#

&-

图
#

$各组大鼠脑梗死体积

讨$$论

脑
'^=

损伤是指脑缺血致脑细胞损伤"恢复血液

再灌注后"其缺血性损伤反而进一步加重的现象"其损

伤程度可能与脑
'^=

后各种兴奋性神经递质如谷氨

酸,乙酰胆碱,天门冬氨酸的释放产生的兴奋性毒性有

关#

#"

$

- 如何降低再灌注时的兴奋性毒性是缓解脑
'^=

损伤的关键步骤- 长期以来腺苷一直被人们认为是一

种对缺血性脑损伤有保护作用的神经调质"能降低细

胞膜对钙离子的通透性"抑制谷氨酸等兴奋性神经递

质的释放"从而降低再灌注引起的兴奋性毒性作

用#

##

$

- 然而由于腺苷的半衰期很短"并且直接注射有

很多外周和中枢的不良反应"如抑制心功能"肾损伤

等"迄今为止还未直接用于脑损伤的临床预防与治疗-

因此我们希望寻求一种治疗方法能通过影响腺苷代谢

来增加内源性腺苷的含量来缓解各种脑缺血疾病-

电针是中国传统针刺与电学技术的整合"已经被

运用于治疗各种脑缺血疾病#

!

$

- 已有实验证明电针

百会穴可以有效地降低脑
'^=

损伤#

;

$

"本实验的第一

部分结果显示电针后
#!" OJD

大鼠脑皮质的腺苷浓

度较对照组明显升高%

8 d"

%

";

&"说明电针百会穴可

以提高大鼠大脑皮质的腺苷浓度- 这一结果和唐伟

等#

#!

$研究成果相一致- 实验第二部分显示电针
b

模

型组大鼠的神经功能评分和脑梗死体积明显低于模型

组%

8 d"

%

";

&"说明电针百会穴对
*%7E

再灌注大鼠

具有脑保护作用"而在使用腺苷
7#

受体拮抗剂

U8%8F

后电针的这一保护作用被消除"提示电针预

处理对脑
'^=

损伤的缓解作用可能与上调大脑皮质的

腺苷水平后激动腺苷
7#

受体有关-

脑
'^=

时"缺血区域由于细胞内
7(8

代谢的加

强"细胞外腺苷水平急剧上升#
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结果显示"电针
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8 d"

%

";
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果显示在使用
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7U7

对脑
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损伤中的作用需要我们做进一步
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'

[M9

'

$ KJ>DJXJC0DL41 P,C.,0K,P JD LR, C/.C/OJD >.3/B

%

L h

*

A

%

$!;

"

8 h "

%

""#

)

L h

*

$

%

:"<

"

8 h

"

%

"!$

&

5 %3OB0.,P QJLR LR, O3P,4 >.3/B

"

LR, .0L, 3X NJ0-4, C,44K 0DP LR, ,YB.,KKJ3D 3X BM,.

'

[M9

'

$ Q,.,

KJ>DJXJC0DL41 ,DR0DC,P JD LR, C/.C/OJD >.3/B

%

L h @

%

#:;

"

8 h "

%

""#

)

L h $

%

<?<

"

8 h "

%

"!

&

5 %3DC4/KJ3DK

T3LR B(1.

'

[M9

'

$ 0DP BM,.

'

[M9

'

$ OJ>RL B0.LJCJB0L, JD LR, '= JD]/.,P O13C0.PJ04 C,44K 5 %/.C/OJD C3/4P .,

'

P/C, 0B3BL3KJK 3X '^= JD]/.,P O13C0.PJ04 C,44K

"

QRJCR OJ>RL -, C3..,40L,P QJLR [M9

'

$ JDRJ-JLJ3D -1 P,C.,0

'
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%

!

!!+,$$!

KJD> L1.3KJD, BR3KBR3.140LJ3D 0DP JDC.,0KJD> K,.JD, BR3KBR3.140LJ3D5

9H\)E=UM

$

C/.C/OJD

)

O13C1L,

)

JKCR,OJ0^.,B,.X/KJ3D

)

>41C3>,D K1DLR0K, SJD0K, $

)

L1.3KJD,

'

BR3KBR3.140L,P B.3L,JD

)

K,.JD,

'

BR3KBR3.140L,P B.3L,JD

$$心肌组织缺血再灌注%

JKCR,OJ0

'

.,B,.X/KJ3D

"

'^

=

&损伤目前仍然是临床亟待解决的问题- 现已证实"

传统中药姜黄素能对抗心脏的
'^=

和氧化应激等各种

损伤#

#

$

"但其机制并未完全阐明- 糖原合成酶激酶
$

%

>41C3>,D K1DLR0K, SJD0K,

'

$

"

[M9

'

$

&是一种多功

能的丝2苏氨酸蛋白激酶"近年来的研究提示
[M9

'

$

可能与
'^=

损伤等心血管疾病关系密切#

!

$

- 但姜黄素

对心肌细胞
'^=

损伤的保护作用是否与
[M9

'

$

有关

尚不清楚- 本研究初步探讨了姜黄素对模拟
'^=

损伤

的
Z@C!

心肌细胞凋亡和
[M9

'

$

表达及其酪氨酸磷

酸化
[M9

'

$

%

B(1.

'

[M9

'

$

&和丝氨酸磷酸化
[M9

'

$

%

BM,.

'

[M9

'

$

& 蛋白的影响-

材料与方法

#

$细胞株$

Z@C!

大鼠心肌细胞株来自美国

7(%%

"在含
#"

+胎牛血清的高糖
U*H*

完全培养

基内"

;

+

%E

!

,

$<

,培养-

!

$ 主 要 试 剂 及 仪 器 $ 姜 黄 素 % 批 号'

";?9#"$"

&, 二 甲 基 亚 砜 %

U*ME

" 批 号'

=6TT<"#<

&,

U

'

!

'脱氧葡萄糖 %批号'

UA$<;

&,

ZH8HM

缓冲液%批号'

A$!:?

&和蛋白酶抑制剂鸡尾

酒%批号'

"#:9?":;

&购自
MJ>O0

公司"鼠抗人
[M9

'

$

一抗%批号'

Z";"A

&,兔抗人
B(1.

'

[M9

'

$

一抗%批

号'

9";"<

&, 兔抗人
BM,.

'

[M9

'

$

一抗 %批号'

7!:#"

&及鼠抗人
$

'

0CLJD

一抗%批号'

U!<#"

&购自

M0DL0 %./W

公司"

7DD,YJD %

'

+'(%^8'

凋亡检测试剂

盒%批号'

:@@?<<

&购自
'DNJL.3>,D

公司"超敏
H%G

试

剂盒%批号'

9G#?"??;

&购自
8J,.C,

公司"辣根过氧

化物酶标记的二抗购自联科生物公司"

T.0PX3.P

蛋白

定量试剂盒 %批号'

M9$"?#

&购自上海生工"高糖

U*H*

培养基%批号'

##@@;

&购自
[J-C3

公司"胎牛

血清%批号'

##"A"@

&购自杭州四季青公司"

60

!

M

!

E

?

%批号'

(!"#""#":

&购自国药集团化学试剂公司"其

他试剂均为国产分析纯- 主要仪器'超净工作台%

2M

'

#$""C

"苏净集团&"细胞培养箱%

K,.J,K !

"

(R,.O3

'

+3.O0

"美国&"流式细胞仪%

H8'%M 7G(=7

"

T,CS

'

O0D %3/4L,.

"美国&"电泳仪 %

83Q,.B0C T0KJC

"

T'E

'

=7U

"美国 &"光密度扫描仪 %

[M

'

A""

"

T'E

'

=7U

"美国&-

$

$

'^=

模型制备及分组$按文献 #

$

$方法对

Z@C!

细 胞 模 拟
'^=

处 理- 配 制 正 常 台 氏 液'

#?" OO34^G 60%4

"

: OO34^G 9%4

"

# OO34^G

*>%4

!

"

# OO34^G %0%4

!

"

; OO34^G ZH8HM

"

;

%

A OO34^G

葡萄糖"

BZ <

%

?

- 配制缺血台氏液'

#?" OO34^G 60%4

"

: OO34^G 9%4

"

# OO34^G

*>%4

!

"

# OO34^G %0%4

!

"

; OO34^G ZH8HM

"

#" OO34^G U

'

!

'脱氧葡萄糖"

#" OO34^G 60

!

M

!

E

?

"

BZ <

%

?

- 对数生长期细胞"去除培养基"

8TM

小心洗

#

遍"用正常台氏液预培养
# R

后进入模拟
'^=

程序-

实验分为
$

组%每组
D h$

&'

'^=

组%模型组&' 缺血台氏

液培养
@" OJD

后"改用正常台氏液再培养
$" OJD

)姜黄

素组'缺血台氏液培养
@" OJD

后"改用正常台氏液"同

时立即加入
<

%

; #O34^G

%预实验提示
%#" #O34^G

姜

黄素对
Z@C!

无细胞毒效应& 姜黄素再培养
$" OJD

"姜

黄素用
U*ME

溶解"确保实验时
U*ME

的终浓度
%

"

%

#f

)对照组'取即将进入模拟
'^=

程序的细胞"正常

台氏液培养
#!" OJD

代替
'^=

)模型组及对照组最后

$" OJD

均加入与姜黄素组等体积
U*ME

-

?

$检测指标及方法

?

%

#

$细胞凋亡检测$采用流式细胞术检测细胞

凋亡情况"

Z@C!

细胞按上述方法模拟
'^=

处理"根据

7DD,YJD %

'

+'(%^8'

试剂盒说明书"胰酶消化,收集各

组细胞"

8TM

洗
!

次"加入
#"" #G

结合缓冲液"重悬

细胞"加入
; #G 7DD,YJD %

'

+'(%

"

# #G 8'

"混匀"避

光
#" OJD

"再加入
?"" #G

结合缓冲液"上流式细胞仪

检测,分析凋亡率"重复
$

次取平均值-

?

%

!

$

[M9

'

$

,

B(1.

'

[M9

'

$

及
BM,.

'

[M9

'

$

蛋白

表达检测$采用
),KL,.D -43L

检测蛋白表达-

Z@C!

细胞接种
:

孔板"至次融合"按前述分组处理后去除培

养上清"

8TM

轻柔洗涤
#

次"加入含
#

+蛋白酶抑制剂

鸡尾酒的细胞蛋白裂解液%

;" OO34^G(.JK

'

Z%4

"

BZ

A

%

"

"

#;" OO34^G 60%4

"

"

%

#f MUM

"

#f 68

'

?"

"

"

%

"!f 606

$

&

!"" #G

"刮下细胞"抽提蛋白"

T.0P

'

X3.P

法测定蛋白浓度- 各取
$" #>

蛋白样品"

#!f

MUM

'

87[H

电泳后转膜"在含
;

+脱脂奶粉的
(TM(

缓冲液 %

!" OO34^G(.J

'

Z%4

"

BZ <

%

?

"

#;" OO34^G

60%4

"

"

%

#f (Q,,D

'

!"

& 封闭后"加一抗 %

[M9

'

$

一

抗
#

3

;""

"

B(1.

'

[M9

'

$

一抗
#

3

?""

"

BM,.

'

[M9

'

$

一

抗
#

3

?""

"

$

'

0CLJD

一抗
#

3

;""

&

?

,过夜"洗膜后"二

抗室温孵育
# R

"再洗膜后"

H%G

显影"

[M

'

A""

成像系
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%

!

统扫描胶片"

e/0DLJL1 ED,

软件分析条带像素值"蛋

白相对表达量
h

待测蛋白的净像素值
^$

'

0CLJD

的净像

素值"重复
$

次取平均值-

;

$统计学方法$采用
M8MM #:

%

"

统计软件"计

量资料以
Y

(

K

表示"组间比较采用独立样本
L

检验"

8 d"

%

";

为差异有统计学意义-

结$$果

#

$各组
Z@C!

细胞凋亡情况比较%图
#

&$与对

照组%凋亡率'

:

%

;f

(

#

%

;f

)存活率'

@!

%

:f

(

#

%

Af

&

比较"模型组
Z@C!

细胞凋亡率明显提高%

!<

%

@f

(

$

%

!f

"

L h #"

%

?$@

"

8 h "

%

"""

&)与模型组 %凋亡率'

!<

%

@f

(

$

%

!f

)存活率'

<"

%

!f

(

$

%

"f

&比较"姜黄

素组凋亡率显著降低 %

#"

%

<f

(

#

%

;f

"

L h

&

A

%

$!;

"

8 h "

%

""#

&"存活率显著升高 %

A<

%

?f

(

#

%

$f

"

L h

@

%

#:;

"

8h"

%

""#

&-

$$注'右侧象限为凋亡细胞%右下为早期凋亡,右上为晚期

凋亡&"左下象限为活细胞)与模型组比较"

$

8 d"

%

"#

图
#

$各组
Z@C!

细胞凋亡情况比较

!

$各组
[M9

'

$

,

B(1.

'

[M9

'

$

,

BM,.

'

[M9

'

$

蛋

白表达比较 %表
#

"图
!

&$与对照组比较"模型组

[M9

'

$

蛋白相对表达水平差异无统计学意义 %

L h

"

%

@;!

"

8 h "

%

$@;

&"

B(1.

'

[M9

'

$

和
BM,.

'

[M9

'

$

表

达均显著增加%分别为
L h;

%

!"A

"

8 h"

%

"":

)

L h;

%

A;?

"

8h"

%

""?

&-

与模型组比较"姜黄素组
[M9

'

$

蛋白表达差异无

统计学意义 %

L h #

%

?;

"

8 h "

%

!!

&)姜黄素组
B(1.

'

[M9

'

$

表达水平显著降低%

L h

&

$

%

:"<

"

8 h"

%

"!$

&"

BM,.

'

[M9

'

$

表达水平显著升高 %

L h $

%

<?<

"

8 h

"

%

"!

&-

表
#

$各组
[M9

'

$

,

B(1.

'

[M9

'

$

,

BM,.

'

[M9

'

$

蛋白表达比较$%

f

"

Y

(

K

&

组别
D [M9

'

$ B(1.

'

[M9

'

$ BM,.

'

[M9

'

$

对照$

$ ##;

.

#

(

#!

.

: !;

.

?

(

@

.

! #:

.

!

(

#!

.

"

模型$

$ #!$

.

@

(

#"

.

#

:A

.

;

(

##

.

"

$

:"

.

$

(

;

.

"

$

姜黄素
$ #$;

.

#

(

A

.

<

?$

.

A

(

?

.

;

&

@"

.

<

(

#$

.

#

&

$$注'与对照组比较"

$

8

4

"

.

"#

)与模型组比较"

&

8

4

"

.

";

图
!

$各组
[M9

'

$

,

B(1.

'

[M9

'

$

,

BM,.

'

[M9

'

$

蛋白表达

讨$$论

姜黄素是传统中药姜黄的主要成分"具有抗炎,抗

肿瘤,抗氧化等广泛的药理作用"其对
'^=

的保护效应

近年来颇受关注#

?

$

- 本研究发现"体外培养的
Z@C!

心肌细胞在模拟
'^=

损伤后的细胞凋亡率明显上升-

虽然再灌注同时给予
<

%

; #O34^G

姜黄素不能完全消

除
'^=

损伤导致的细胞凋亡"但其凋亡率明显低于
'^=

组"并促使活细胞比例明显回升"说明减少心肌细胞凋

亡可能是姜黄素改善
'^=

损伤的重要途径之一-

[M9

'

$

作为一种丝2苏氨酸蛋白激酶"其生物学作

用已远远超过了最初认为的糖代谢调节酶的功能"广泛

参与了细胞基本功能的调节"如细胞凋亡,细胞增殖和

细胞骨架的稳定等#

;

$

-

[M9

'

$

有两种生物学功能相似

的亚型"包括
[M9

'

$&

%

;# SU

&和
[M9

'

$$

%

?< SU

&"但

研究主要关注
[M9

'

$$

-

[M9

'

$

活性受磷酸化双向调

控"如果
[M9

'

$&

第
!<@

位的酪氨酸和
[M9

'

$$

第

!#:

位的酪氨酸被磷酸化"其活性则增强)而
[M9

'

$&

第
!#

位的丝氨酸和
[M9

'

$$

第
@

位的丝氨酸被磷酸

化"则迅速失活#

:

$

- 近年来研究证明
[M9

'

$$

与组织
'^

=

损伤密切相关- 研究提示"抑制
[M9

'

$$

活性可减轻

肝脏#

<

$

,肾脏#

A

$

,小肠#

@

$

,脑#

#"

$和心肌#

##

"

#!

$等多种
'^=

损伤- 如
[M9

'

$$

抑制剂
MT!#:<:$

能有效改善小鼠
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%

!

!!+"$$!

肝脏
'^=

损伤#

<

$

"抑制
[M9

'

$$

活性对心肌梗死模型的

'^=

损伤有良好保护作用#

##

"

#!

$

-

本研究采用能同时特异地识别
[M9

'

$&

和
[M9

'

$$

及其磷酸化蛋白的抗体检测相应蛋白的表达"发现

Z@C!

细胞以表达
[M9

'

$$

亚型为主"静息状态下

(1.

和
M,.

双向磷酸化水平都较低-

'^=

对
Z@C!

细

胞
[M9

'

$

蛋白表达无显著影响"但可上调
B(1.

'

[M9

'

$

和
BM,.

'

[M9

'

$

的表达"提示
[M9

'

$

的双向

磷酸化都参与心肌细胞的
'^=

损伤过程- 而姜黄素虽

然也不影响
[M9

'

$

蛋白的合成"但能显著下调
B(1.

'

[M9

'

$

表达"并上调
BM,.

'

[M9

'

$

表达"提示姜黄素

可通过减少酪氨酸磷酸化和增加丝氨酸磷酸化而抑制

或降低
[M9

'

$

活性- 姜黄素减少
'^=

心肌细胞凋亡

可能与其抑制
[M9

'

$

活性有关- 研究表明"

[M9

'

$$

激活可促进线粒体膜通透性转运孔%

O8(8

&的开放"

而
O8(8

开放则启动凋亡程序导致细胞凋亡#

!

"
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的潜在底物众
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展在体心肌
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摘要$目的$探讨丹栝方对糖尿病动脉粥样硬化大鼠糖脂代谢及血清活性氧族'
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糖#血脂"下调氧化应激"以发挥其防治糖尿病的慢性并发症作用!
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L1

'

X3/. Q,,SK 0XL,. JDL,.N,DLJ3D

"

LR, 4,N,4 3X +T[

"

Z-7

#

C

"

(%

"

GUG

'

%

"

ZUG

'

%

"

0DP 6+

'

"T B3KJLJN, ,YB.,K

'

KJ3D .0L, 3X LR, LR3.0CJC 03.L0 3X LR, X3/. >.3/BK 3X [9 O3P,4,P .0LK

"

0DP 6+

'

"T O=67 ,YB.,KKJ3D JD LR,

LR3.0CJC 03.L0 JD LR, *EU >.3/B

"

LR, *H( >.3/B

"

0DP LR, U[= >.3/B Q,., KJ>DJXJC0DL41 RJ>R,. LR0D LR3K, JD

LR, D3.O04 C3DL.34 >.3/B

%

8 d"

%

"#

"

8 d"

%

";

&

5 (R, ([ 4,N,4

"

K,./O =EM JD LR, *H(

"

U[=

"

0DP M'* >.3/BK

"

0DP LR, 6+

'

"T O=67 ,YB.,KKJ3D 4,N,4 JD LR, LR3.0CJC 03.L0 JD LR, M'* >.3/B Q,., KJ>DJXJC0DL41 43Q,. LR0D

LR3K, JD LR, D3.O04 C3DL.34 >.3/B

%

8 d"

%

"#

"

8 d"

%

";

&

5 (R, 4,N,4K 3X +T[

"

(%

"

GUG

'

%

"

K,./O =EM

"

6+

'

"T

O=67 ,YB.,KKJ3D 4,N,4 JD LR, LR3.0CJC 03.L0 JD LR.,, P./> JDL,.N,DLJ3D >.3/BK

"

0DP 6+

'

"T B3KJLJN, ,YB.,K

'

KJ3D .0L, JD LR, U[= 0DP *H( >.3/BK

"

0DP LR, 4,N,4K 3X Z-7

#

C

"

([ JD LR, U[= >.3/B Q,., KJ>DJXJC0DL41 43Q

'

,. LR0D LR3K, JD LR, *EU >.3/B

%

8 d"

%

"#

"

8 d"

%

";

&

5 (R, 4,N,4 3X +T[ JD LR, *H( 0DP U[= >.3/BK Q,., 43Q

'

,. LR0D LR0L JD LR, M'* >.3/B

%

8 d"

%

";

&

5 (R, 4,N,4 3X 6+

'

"T O=67 ,YB.,KKJ3D JD LR, LR3.0CJC 03.L0 3X LR,

M'* 0DP U[= >.3/BK

"

0DP LR, 4,N,4K 3X (% 0DP GUG

'

% JD LR, U[= >.3/B Q,., KJ>DJXJC0DL41 43Q,. LR0D LR3K,

JD LR, *H( >.3/B

%

8 d"

%

"#

&

5 %3DC4/KJ3D

$

U[= B401,P 0 .34, JD B.,N,DLJD> 0DP L.,0LJD> CR.3DJC PJ0-,LJC

C3OB4JC0LJ3DK -1 C3OB.,R,DKJN,41 .,>/40LJD> -433P >4/C3K, 0DP K,./O 4JBJPK

"

0K Q,44 0K P3QD

'

.,>/40LJD>

3YJP0LJN, KL.,KK5

9H\)E=UM

$

U0D>/0 =,CJB,

)

PJ0-,LJC O,44JL/K

)

0LR,.3KC4,.3KJK

)

R1B,.4JB,OJ0

)

3YJP0LJN, KL.,KK

$$血管病变尤其动脉粥样硬化是糖尿病致残致死的

主要原因- 氧化应激在糖尿病大血管病变和微血管病

变的发生,发展进程中具有重要意义- 糖,脂代谢紊乱

及其诱生的氧化应激"是
!

型糖尿病发生血管病变的

病理基础- 分别针对高糖,高脂,氧化应激及不同血管

病变用药的治疗模式"具有用药复杂并且派生高耗资,

多重药物不良作用高风险,患者依从性差等缺点- 因

此有必要探索具有复合治疗作用的药物- 前期研究表

明"体现痰瘀同治法则的中药复方丹栝方"对糖尿病患

者具有一定调节糖脂代谢作用"并降低冠心病风险预

测指标)能消除高糖的细胞毒性#

#

$

,恢复高糖中细胞

生长的正常周期#

!

$

"保护细胞骨架以拮抗秋水仙碱的

细胞毒性#

$

$

- 高脂饲养的
[9

糖尿病鼠联合代谢抑制

及一氧化氮合酶%

DJL.JC 3YJP, K1DLR0K,

"

6EM

&抑制

剂
!?

周"能造成典型的动脉硬化形态学改变"丹栝方

对此模型具有显著抗动脉硬化作用#

?

$

- 本研究采用

丹栝方对此复合病变的动物模型进行干预"观察其对

糖脂代谢及氧化应激的影响-
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材料与方法

#

$动物$

M8+

级自发性糖尿病
[9

大鼠%

[3L3

'

90SJK0SJ )JKL0. .0LK

&

?"

只"

#$

周龄"雄性"体质量

%

$?<

(

!;

&

>

"上海斯莱克实验动物有限责任公司提

供-

M8+

级
)JKL0.

大鼠
#"

只"

#$

周龄"雄性"体质

量%

$:$

(

#!

&

>

"上海斯莱克实验动物有限责任公司提

供"生产许可证号'

M%F9

%沪&

!""<

&

""";

- 按
;

只
^

笼饲养于独立通气笼具%

'2%

&系统内- 温度'%

!!

(

#

&,"湿度
;"f

(

;f

"每天光照与黑夜时间各
#! R

-

实验期间灌胃,解剖等操作均在超净工作台内进行"换

水,添加饲料等由专人负责管理-

!

$饲料配方$普通饲料由上海斯莱克实验动物

有限公司提供- 高脂饲料'普通饲料
A<

%

:$

+,精炼猪

油
#"

%

""

+,胆固醇
!

%

""

+,猪胆盐
"

%

$"

+,丙基硫

氧嘧啶
"

%

"<

+"由福建省医学科学研究所实验动物中

心提供- 所有饲料均进行高温消毒与辐射照射处理-

$

$药物及试剂$丹栝方由丹参,栝蒌,川芎,郁

金,赤芍,薤白,白僵蚕等组成"制剂由福建中医药大学

附属人民医院药剂科生产"加工成含原生药
#

3

#

的液

体"即浓度为
# >^OG

- 批号'

!"#"":"A

)二甲双胍

%

"

%

!; >

"上海信谊药厂有限公司"批号'

"@#!!:T

&配

制成浓度为
#A

%

<; O>^OG

的悬浊液)辛伐他汀%

!"

O>

"广州南欣制药有限公司生产"批号'

!##<"@#

&配

制成浓度为
"

%

!; O>^OG

的悬浊液)丙硫氧嘧啶由上

海朝晖药业有限公司生产"批号'

"@#!":

)

6

'硝基'

G

'

精氨酸甲酯%

6[

'

DJL.3

'

G

'

0.>JDJD, O,LR14 ,KL,.

"

G

'

67*H

&由上海天齐生物科技有限公司生产"批号'

7""#;

)诺和灵
6

由诺和诺德公司生产"批号'

&!"#"""$#

)活性氧簇 %

=EM

&

HG'M7

试剂盒"美国

[TU

公司生产)兔抗大鼠
6+

'

"T

单克隆抗体"美国

%M(

公司生产-

=67

抽提试剂 %

(.JW34

&"美国
JD

'

NJL.3>,D

公司生产)无水乙醇,氯仿,异丙醇"国药集

团化学试剂有限公司)

=(

试剂盒%

=,N,.L7JP +J.KL

KL.0DP CU67 M1DLR,K,J 9JL

&"加拿大
+,.O,DL0DK

公 司 生 产)

=,04

'

LJO, 8%=

%

=(

'

8%=

& 试 剂

%

M\T=OJY

&"美国
T'E

'

=7U

公司生产-

?

$主要仪器$

UF% A""

自动生化仪检测"美国

贝克曼公司)

Z7

'

A#:"

糖化血红蛋白测定仪"日本京

都爱来公司)

EBLJ/O FC,,P

微量血糖测试仪"雅培公

司)

\8!""#6

电子天平"上海精密科学仪器有限公

司)

T*

'

'

生物组织包埋机"湖北省宏业医用仪器有限

公司)

(M

'

#!V

生物组织自动脱水机"湖北省宏业医用

仪器有限公司)低
UUG

'

;

速冷冻离心机"上海安亭科

学仪器厂)

=*!#$;

切片机"德国
G,JC0

公司)

TF?"

光学显微镜"日本
EG\*8VM

公司)

=H['2M *EU

'

HG#;"

柯尼卡
U=

系统"北京思科信息有限责任公

司)

HGFA"A

酶标仪"美国宝特公司)

UV

'

:?"

蛋白核

酸分析仪"美国贝克曼公司)

%+F

'

@: =(

'

8%=

仪"

T'E

'

=7U

公司)

(0D3D !;""

凝胶呈像系统"天能公

司)

ZJO0C %+ #:=F

冷冻高速离心机"

Z'(7%Z'

)

S,1).JC,

'

U %$J O#GLJX/DCLJ3D

高速离心机"

(R,.

'

O3

公司-

;

$造模方法$大鼠适应性驯养
!

周后"连续
!

天测

定随机血糖-

!

次快速血糖%

+T[

&均值
###

%

# OO34^

G

的
[9

大鼠被作为糖尿病成模大鼠-

?"

只
[9

大鼠

全部成模%首测血糖&- 全部
[9

大鼠均每日喂饲含代

谢抑制剂丙硫氧嘧啶%

8.3B14LRJ3/.0CJ4

"

8(V

&的高脂

饲料"并腹腔注射
6EM

抑制剂
6

'硝基
G

'精氨酸甲酯

%

6[

'

DJL.3

'

G

'

0.>JDJD, O,LR14 ,KL,.

"

G

'

67*H

&

#"

O>^

%

S>

!

P

&"连续
#?

天"诱导产生动脉粥样硬化-

!?

周后"经显微形态观察及超微结构分析"目标鼠动脉粥

样硬化成模率
#""f

- 分组时
[9

糖尿病鼠
+T[

过

高"大多数血糖在
$" OO34^G

以上"且出现不同程度烦

躁不安,易激惹等不良征象- 故于分组后第
?

天开始"予

皮下注射诺和灵
6

每只
! V^P

"连续
#"

天"大鼠易激惹逐

渐缓解- 第
#?

天测得
+T[

%基线
+T[

& 大多在

#"

%

" OO34^G

左右后"全部停止注射胰岛素-

:

$分组及干预方法$将
[9

糖尿病成模鼠按体

重分层"按
+T[

浓度"根据随机数字表法分为丹栝方

组#丹栝方"

A OG^

%

S>

!

P

&$,二甲双胍组#二甲双胍"

#;" O>^

%

S>

!

P

&$,模型组 #无菌水"

A OG^

%

S>

!

P

&$,辛伐他汀组#辛伐他汀"

! O>^

%

S>

!

P

&$"每组各

#"

只)以上药物用量均为
;" S>

成人每日常规用药量

;

倍灌胃给药)另取同龄,体重可比
)JKL0.

大鼠
#"

只

作为正常对照组%正常组&- 正常组喂饲普通饲料-

基于预实验干预
!?

周后"禁食不禁水
#! R

取标本-

<

$检测指标及方法$观察大鼠毛发,活动情况,

精神状态,体重,食量等-

!?

周后"全部大鼠禁食
#! R

后腹腔注射
#"f

水合氯醛%

"

%

$ OG #̂"" >

&- 麻醉成功

后沿腹部正中线剖开腹腔"仔细分离腹主动脉"常规腹

主动脉采血
#"

*

#! OG

置于离心管中"在
$<

,恒温水

浴箱中放置
$" OJD

后"

$ """ .^OJD

离心
#" OJD

"吸取

上层血清"&

!"

,保存备用- 另采
# OG

血"加入
#"f

HU(7

二钠
!" #G

和抑肽酶
!" #G

"混匀"

?

,

$ """ .^

OJD

离心
#" OJD

"取上清液于&

!"

,保存备用- 取血

后迅速采摘胸主动脉"冰上除去主动脉周围组织及动脉

腔内积血"将主动脉弓放入电镜固定液)将胸主动脉部
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%

!

!!+'$$!

分放入
?f

多聚甲醛中固定"备做
ZH

染色)部分放入

=67

液中保存"备检
O=67

-

<

%

#

$基础指标检测$从基线血糖开始每
?

周测

#

次随机血糖- 满
!?

周禁食不禁水
#! R

后取空腹

血"检测
+T[

,胆固醇%

(%

&,甘油三酯%

([

&,低密度

脂蛋白胆固醇%

GUG

'

%

&,高密度脂蛋白胆固醇%

ZUG

'

%

&采用美国贝克曼全自动生化仪"糖基化血红蛋白

%

Z-7

#

C

&采用日本京都爱来公司特定蛋白分析仪-

=EM

采用双抗夹心酶联免疫吸附法"试剂盒设置每列

A

孔"每组取
A

个标本-

<

%

!

$胸主动脉
6+

'

"T

检测$采用免疫组化法-

标本于
?f

多聚甲醛
^ "

%

# O34 8TM

%

BZ <

%

"

*

<

%

:

&

固定
$"

*

:" OJD

"

8TM

洗
! OJD

-

!

次"

;

,组织脱

水"常规石蜡包埋,切片"切片厚度
? #O

"置防脱片剂

多聚赖氨酸处理过的载玻片上"捞片后置烤箱
;A

*

:"

,进行烘烤
$"

*

:" OJD

使切片紧密黏附- 磷酸

缓冲液%

8TM "

%

"# O34

"

BZ <

%

?

&冲洗
; OJD

-

!

次)

用新配制
$f Z

!

E

!

'蒸溜水按体积
#

3

#"

混合"室温

;

*

#" OJD

以灭活内原性酶- 蒸溜水洗
! OJD

-

$

次-

将切片侵入
"

%

"# O34

枸橼酸盐%

BZ :

%

"

&"微波炉加

热至沸腾后断电"间隔
;

*

#" OJD

后反复
#

次"冷却

后
8TM

%

BZ <

%

!

*

<

%

:

&洗涤
!

次"室温
; OJD

左右"

8TM

%

BZ <

%

!

*

<

%

:

&洗涤
!

*

$

次- 滴加
;fTM7

封

闭液"室温
!" OJD

左右"甩去切片上多余液体"不洗-

滴加适当稀释%

#

3

#""

&的一抗兔抗鼠
87'

'

#

单克隆抗

体
$<

,标记
# R

-

8TM

%

BZ <

%

!

*

<

%

:

&洗涤
!

*

$

次- 滴加生物素化山羊抗大鼠
'>[

"

!"

*

$<

,

!" OJD

"

8TM

%

BZ <

%

!

*

<

%

:

&洗涤
; OJD

连续
?

次-

取
# OG

蒸馏水"分别加入
U7T

试剂盒中试剂
7

%

T/XX,.

"

!"

-&,试剂
T

%

U7T K/-KL.0L,

"

!"

-&,试

剂
%

%

U7T %R.3O3>,D

"

!"

-&各
#

滴"混匀后加至

各组标本的切片并于
$<

,反应
#"

*

$" OJD

- 脱水

透明,树脂胶封片- 显微镜下观察细胞中有棕黄色颗

粒者为阳性细胞表达-

<

%

$

$主动脉
6+

'

"T

%

8:;

&

O=67

表达检测$

采用
=(

'

8%=

检测- %

#

&总
=67

提取'称取组织

"

%

# >

放入装有
# OG (.JW34

的
#" OG

离心管中"在冰

浴条件下匀浆"然后转移至
#

%

; OG

离心管内- 加入

!"" #G

氯仿"用力颠倒混匀"室温静至
#" OJD

-

?

,"

#? """ . ^OJD

离心
!" OJD

- 移取上清至

#

%

; OG

离心管中"加入等体积异丙醇"混匀后 &

!"

,

沉淀
# R

-

?

,"

#? """ . ^O

离心
!" OJD

后"弃上清-

加入
#""" #G <;

+乙醇洗涤沉淀-

?

,"

#? """ . ^O

离心
#" OJD

"仍弃上清- 加入
#" #G UH8%

'

)0L,.

至沉淀物完全溶解"进行紫外及电泳分析测试其纯度

与浓度- %

!

&逆转录制备
CU67

'取
(3L04 =67 ! #>

加入到
"

%

! OG 8%=

管中- 加入
E4J>3 P( # #G

用

UH8%

'

Q0L,.

补充体积至
#! #G

- 混匀后
<"

,孵

; OJD

"然后
?

,置
;

*

#" OJD

- 依次加入
;

-

.,0LJ3D -/XX,. ? #G

,

=J-343CS =J-3D/C4,0K, 'DRJ-J

'

L3. # #G

,

#" OO34 P6(8 OJY ! #G

- 混匀后
$<

,

置
; OJD

"加入
7PP =,N,.L7JP *

'

*#G2 =,N,.K,

(.0DKC.JBL0K, # #G

"最终容积为
!" #G

- 混匀后

?!

,置
:" OJD

"

<"

, 置
#" OJD

- %

$

&引物的设计

与合成'从
[,D-0DS

中查询大鼠相关基因的
O=67

序列"输入
8.JO,. ;

%

"

引物设计软件设计上,下游引

物序 列- 引 物 序 列 如 下"

#AK=67

' 上 游'

;

1'

77%[(%([%%%(7(%77%(((%[

'

$

1)下游'

;

1'

%(

'

[%([%%((%%(([[7([([

'

$

1"扩增长度
#$" -B

)

6+

'

"T

'上游'

;

1'

7%(%[[7[7%([[77%%([(

'

$

)

下游'

;

1'

(%((%7(7777%%[77(%([

'

$

1" 扩增长

度
#<@ -B

-将设计序列输入
6%T'

*

TG7M(

+进行比

对"上,下游引物匹配率均为
#""f

- 委托上海威奥生

物技术有限公司合成,

87[H

纯化- %

?

&

=(

'

8%=

扩增

CU67

'取
=(

产物
# #G

- 依次加入
M\T= 8.,OJY HY

(0l #"

%

" #G

,

8.JO,.# "

%

? #G

,

8.JO,. ! "

%

? #G

,

UPZ

!

E A

%

! #G

-将预试验的
8%=

产物以
#"

倍浓度梯

度进行稀释"选择
#

3

#" """

"

#

3

#"" """

"

#

3

# """ """

"

#

3

#" """ """

浓度的稀释产物作为标准品模版"进行

=(

'

8%=

反应并同时在
=(

'

8%=

仪中输入以上
?

个浓

度数值- 通过这
?

个标准品生成的反应数据"软件
=3

'

L3.

'

[,D, :

%

"

根据反应的荧光实时监控数据和标准品

的浓度关系"生成标准曲线"计算
%(

值-

A

$统计学方法$采用
M8MM #:

%

"

软件"计量资

料属正态分布者用
Y

(

K

表示"多样本均数的两两比较

采用单因素方差分析"方差齐采用
GMU

"方差不齐采

用
[0O,K

'

Z3Q,44

) 属 非 正 态 分 布 者 以 * #

*

%

'e=

&$+表示"采用秩和检验-

8 d"

%

";

为差异有统

计学意义-

结$$果

#

$各组一般情况比较%图
#

"表
#

&$干预前"各

组大鼠状态良好"反应灵敏"活泼好动"被毛光泽"食量

较好"

[9

大鼠逐渐显现出易激惹征象- 诺和灵
6

干

预
#"

天后激惹征象控制- 实验过程中"二甲双胍组,

模型组,辛伐他汀组分别有
!

,

!

,

#

只死亡%经解剖分

析原因均为灌胃失败&"丹栝方组及正常组无死亡-

各组
[9

大鼠从第
<

周开始"出现不同程度毛发枯槁,
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%

!

稀疏脱落,蜷卧懒动,尾部湿冷等现象"模型组尤为明

显- 干预前各组体重差异无统计学意义- 干预结束时

各组
[9

鼠体重显著低于正常组- 与本组干预前比

较"模型组,丹栝方组干预后大鼠体重增加 %

8 d

"

%

";

&)正常
)JKL0.

大鼠体重随观察期延长而增加极

为显著-

图
#

$各组大鼠体重变化趋势图

表
#

$各组大鼠干预前后体重比较$%

>

"

Y

(

K

&

组别
D

剂量 干预前 干预后

正常
#"

$$$(

$:$

.

$

(

##

.

:

;#A

.

<

(

#@

.

$

$$

模型
A

$

A OG^

%

S>

!

P

&

$;$

.

<

(

!@

.

A

$<?

.

?

(

!$

.

:

$

&

丹栝方
#"

$

A OG^

%

S>

!

P

&

$?A

.

#

(

!$

.

;

$:;

.

$

(

$#

.

"

$

辛伐他汀
@

$

! O>^

%

S>

!

P

&

$;?

.

?

(

!?

.

? $;<

.

<

(

$#

.

"

二甲双胍
A #;" O>^

%

S>

!

P

&

$?$

.

@

(

!;

.

! $?<

.

A

(

!;

.

!

$$注'与本组干预前比较"

$

8 d"

.

";

"

$$

8 d"

.

"#

)与正常组同期比较"

&

8 d

"

.

"#

!

$各组
+T[

及
Z-7

#

C

比较%图
!

"表
!

&$与正

常组比较"模型组大鼠首次
+T[

和基线
+T[

均升高

%

8 d"

%

"#

&- 在随后的实验过程中"正常组大鼠
+T[

正常平稳"模型组大鼠
+T[

水平均高于正常组%

8 d

"

%

"#

&- 基线时各组糖尿病大鼠
+T[

比较"差异无统

计学意义%

8 c"

%

";

&- 随着干预的进行"模型组大鼠

+T[

呈逐渐上升趋势"辛伐他汀组大鼠
+T[

先平稳

而后也逐渐上升- 二甲双胍组和丹栝方组大鼠
+T[

则逐渐下降并且在整个观察过程中非常接近"末次

+T[

二组间比较"差异无统计学意义"但均显著低于

模型组及辛伐他汀组%

8 d"

%

"#

"

8 d"

%

";

&- 干预
!?

周后"模型组
+T[

,

Z-7

#

C

高于正常组%

8 d "

%

"#

&)

与模型组比较"各用药组
+T[

降低"丹栝方组
Z-7

#

C

降低%

8 d"

%

"#

&-

正常组
模型组
丹栝方组

辛伐他汀组
二甲双胍组

0

5

10

15

20

25

30

35

FB
G
(均

数
，
m
m
ol
/L
)

首
次

基
线

第
3次

第
4次

第
5次

第
6次

第
7次

图
!

$各组大鼠
+T[

值随时间变化趋势图

表
!

$干预
!?

周
+T[

,

Z-7

#

C

比较$%

Y

(

K

&

组别
D

剂量
+T[

%

OO34^G

&

Z-7

#

C

%

f

&

正常
#"

$$$(

$

.

"

(

"

.

;

$

;

.

?

(

"

.

$

$

模型
A

$

A OG^

%

S>

!

P

&

#"

.

A

(

"

.

< @

.

$

%

A

.

;

"

#!

.

#

&

丹栝方
#"

$

A OG^

%

S>

!

P

&

:

.

$

(

#

.

"

$

<

.

?

%

:

.

:

"

#"

.

?

&

$

辛伐他汀
@

$

! O>^

%

S>

!

P

&

<

.

;

(

#

.

A

$

A

.

$

(

#

.

;

二甲双胍
A # ;"O>^

%

S>

!

P

&

:

.

?

(

"

.

:

$

<

.

A

%

:

.

<

"

@

.

;

&

$$注'与模型组比较"

$

8 d"

.

"#

$

$各组大鼠干预
!?

周血液
(%

,

([

,

GUG

'

%

,

GUG

'

%

及
=EM

比较%表
$

&$与正常组比较"模型组

(%

,

GUG

'

%

及
GUG

'

%

升高%

8 d "

%

"#

&)与模型组比

较"各用药组
(%

,

GUG

'

%

及
=EM

均降低%

8 d"

%

"#

&"

丹栝方组
([

降低%

8 d"

%

";

&- 与二甲双胍组比较"

丹栝方组
(%

,

GUG

'

%

降低%

8 d"

%

"#

&)与辛伐他汀组

比较"丹栝方组
ZUG

'

%

升高%

8 d"

%

"#

&-

?

$各组大鼠干预
!?

周后
6+

'

"T

阳性表达及

6+

'

"T O=67

表达比较%表
?

"图
$

,

?

&$与正常组比

较"模型组
6+

'

"T

及
6+

'

"T O=67

阳性表达率均升

高%

8 d"

%

"#

&)与模型组比较"丹栝方组,二甲双胍组

6+

'

"T

及
6+

'

"T O=67

阳性表达率均降低 %

8 d

"

%

";

"

8 d"

%

"#

&"辛伐他丁组
6+

'

"T O=67

阳性表

达率也降低%

8 d"

%

"#

&- 与二甲双胍组比较"辛伐他

汀组,丹栝方组
6+

'

"T O=67

阳性表达率降低%

8 d

"

%

"#

&- 显微镜下
6+

'

"T

的阳性表达主要位于内膜

内皮细胞及中膜平滑肌细胞的胞核中"可见褐色染色颗

表
$

$各组大鼠干预
!?

周后
(%

,

([

,

GUG

'

%

,

ZUG

'

%

及
=EM

比较$%

OO34^G

"

Y

(

K

&

组别
D

剂量
(% ([ GUG

'

% ZUG

'

% =EM

正常
#"

$$$(

!

.

?

(

"

.

!

$$

!

.

#

(

"

.

;

"

.

:

(

"

.

$

$$

"

.

A

(

"

.

#

$$

!!

.

$

(

!

.

$

模型
A

$

A OG^

%

S>

!

P

&

#:

.

?

(

#

.

# #

.

<

%

#

.

;

"

!

.

;

&

#$

.

<

(

#

.

$ !

.

"

(

"

.

$ !!

.

!

(

#

.

@

丹栝方
#"

$

A OG^

%

S>

!

P

&

@

.

@

(

"

.

A

$$&

"

.

A

(

"

.

!

$

<

.

$

(

#

.

#

$$&

!

.

$

(

"

.

!

'

#A

.

@

(

$

.

#

$$

辛伐他汀
@

$

! O>^

%

S>

!

P

&

#"

.

:

(

#

.

@

$$

#

.

$

(

"

.

?

A

.

!

(

#

.

@

$$

#

.

A

(

"

.

!

#<

.

:

(

$

.

!

$$

二甲双胍
A #;" O>^

%

S>

!

P

&

##

.

<

(

"

.

@

$$

#

.

"

(

"

.

?

@

.

!

(

"

.

@

$$

!

.

#

(

"

.

!

#<

.

"

(

#

.

@

$$

$$注'与模型组比较"

$

8 d"

.

";

"

$$

8 d"

.

"#

)与二甲双胍组比较"

&

8 d"

.

"#

)与辛伐他汀组比较"

'

8 d"

.

"#
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%

!

!!+($$!

$$注'箭头所示为
6+

'

"T

阳性表达)

7

为正常组)

T

为模型组)

%

为丹栝方组)

U

为辛伐他汀组)

H

为二甲双胍组

图
$

$各组大鼠胸主动脉
6+

'

"T

阳性表达$% -

#""

&

表
?

$各组大鼠干预
!?

周后
6+

'

"T

阳性表达及

6+

'

"T O=67

表达比较$%

f

"

Y

(

K

&

组别
D

剂量
6+

'

"T 6+

'

"T O=67

正常
#"

$$$(

#

.

;#

(

"

.

!A

$$

!"

.

!#

(

$

.

!#

$$

模型
A

$

A OG^

%

S>

!

P

&

#"

.

<:

(

"

.

A< ??

.

""

(

"

.

?!

丹栝方
#"

$

A OG^

%

S>

!

P

&

:

.

!$

(

"

.

A!

$

$!

.

!#

(

"

.

!"

$$&

辛伐他汀
@

$

! O>^

%

S>

!

P

&

<

.

;A

(

"

.

A;

#:

.

!@

(

"

.

"A

$$&

二甲双胍
A #;" O>^

%

S>

!

P

&

:

.

A:

(

"

.

A"

$

$:

.

@#

(

"

.

!!

$$

$$注'与模型组比较"

$

8

4

"

.

";

"

$$

8

4

"

.

"#

)与二甲双胍组比较"

&

8 d"

.

"#

图
?

$各组大鼠干预
!?

周后胸主动脉
6+

'

"T

溶解曲线

粒- 正常组血管内膜与中膜偶见阳性表达)模型组为

强阳性表达"内膜与中膜均可见密集的褐色染色颗粒)

辛伐他汀组呈阳性"内膜可见较多的褐色染色颗粒"较

模型组略弱)二甲双胍组与丹栝方组呈弱阳性表达"可

见散在褐色染色颗粒- 各组胸主动脉所有抽提总

=67

经微量核酸 &蛋白定量仪定量"

EU!:"^EU!A"

值均在
#

%

A

*

!

%

"

范围内"表明
=67

纯度高"无蛋白

和
U67

污染-

=(

'

8%=

产物的溶解曲线表现为单一

溶解峰"表明各目的基因的
=(

'

8%=

均为特异扩增-

讨$$论

划时代控制糖尿病心血管风险行动%

LR, 7CLJ3D

L3 %3DL.34 %0.PJ3N0KC/40. =JKS JD UJ0-,L,K

"

7%

'

%E=U

&研究的结果表明"严格的强化降糖#

;

$

,强化降

压#

:

$

,联合降脂#

<

$

"不但对糖尿病大血管病变无益"对

糖尿病微血管病变也未获得更好的益处#

A

$

"更多的用

药还增加药物不良作用风险- 以适度强化降糖,降压,

降脂为核心的综合治疗措施仍然是防治糖尿病的主流

选择- 中医药多靶点作用具有多效性特点"正如本研

究提示丹栝方同时具有适度的降糖,降脂,调控氧化应

激及降低血液黏度,降低心血管风险预测因子等作用"

是防治糖尿病的恰当选择- 且一药多效"有助于降低

多药相互干扰及药物不良作用风险- 糖尿病患者大小

动脉硬化是其多种慢性并发症的基本病理改变- 氧化

应激是糖尿病发生血管病变的共同机制和启动因

素#

@

$

- 高糖,高脂均可刺激产生过氧化产物"过氧化

产物损伤血管内皮细胞是糖尿病并发症发病机制中的

关键起步#

#"

$

-

%,.J,443 7

等#

##

$提出"氧化应激是胰

岛素抵抗,糖尿病和心血管疾病发生的*共同土壤+-

可见干预氧化应激在糖尿病及其血管并发症的防治中

都具有重要意义- 干预氧化应激既可从病因上着手"

如恢复血糖,血脂的正常水平)也可从病理的中间环节

着手"如切断氧化应激的产生,消除氧化应激产物等-

诚然消除病因是最佳选择"但由于与氧化应激产生相

关的因素很多"如增龄,吸烟,肥胖,缺乏运动,不良环

境等"要彻底消除基本上不可能#

#!

$

-

7%%E=U

提

示"对于糖尿病患者即使希望安全获得接近正常水平

的血糖控制都难以做到#

#$

$

- 因此从氧化应激的中间

环节着手干预是防治糖尿病并发症的重要选择"是中

医药*高糖无害化+作用的重要机制之一#

!

$

-

糖尿病属中医气血津液疾病"代谢失调,痰浊易

生"久则痰瘀互结"脉络失养- 本着标本兼治的原则"

我们在长期临床及科研工作中总结形成了针对上述病

机特点的丹栝方- 丹栝方以丹参,栝蒌为君"化痰活血

并举- 丹参性微寒又兼养营血"栝蒌性寒而润"二者配

合清热祛邪又能护营阴"活血化痰"标本同治- 以赤

芍,郁金,川芎,白僵蚕为臣"增强活血化痰祛邪之力-

另以薤白等辛通开痹之品为佐使- 全方清润通络,痰

瘀同治- 研究表明"川芎多糖,赤芍多糖均具有清除羟

自由基,清除超氧阴离子作用#

#?

$

- 丹参山楂药对及单

药"都能抗大鼠动脉硬化并增加
MEU

和降低
*U7

水

平#

#;

$

- 以丹参为主要成分的中成药复方丹参滴丸"能

降低代谢综合征模型鼠胸骨舌骨肌
*U7

含量"并升

高
MEU

含量#

#:

$

- 栝蒌和川芎能抑制过氧基异丙苯,
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!

维生素
%^+

! b

,四氯化碳
^

辅酶
!

等多种因素激发的脂

质过氧化模型中的
*U7

的生成#

#<

$

- 僵蚕不但有降

糖,降脂,抗凝,抗血栓,促纤溶等作用"其水煎剂可以

减轻
B

淀粉样蛋白对体外培养的星形胶质细胞的毒性

作用"机制在于抑制脂质过氧化和保护抗氧化

的酶#

#A

$

-

糖尿病患者过多的葡萄糖经糖酵解途径代谢生成

丙酮酸"后者经三羧酸循环提供过多的供氢体%

67UZ

和
+7UZ!

&给线粒体呼吸链"从而使活
=EM

生成增加-

=EM

作为极其重要的细胞内信使"通过抑制三磷酸甘

油醛脱氢酶活性激活几乎所有已知的与糖尿病微血管

及大血管并发症的发生和发展有关的信号传导通道"包

括
89%

通路,多元醇通路,己糖胺通路以及
7[HK

形成

等- 细胞培养研究显示"丹栝方显著降低高糖培养内皮

细胞内
=EM

的水平#

#@

$

"本文表明丹栝方也降低高糖高

脂动脉硬化模型循环血液中
=EM

水平-

=EM

与
6+

'

"T

产生密切相关-

6+

'

"T

与抑制物

'"T

激酶%

'"TSJD0K,

"

'99

&结合"以无活性的形式存

在于细胞浆内- 胞质中线粒体产生的
=EM

激活
'"T

激酶"使其磷酸化并与
6+

'

"T

解离"致
6+

'

"T

活化"

进入细胞核内引发自由基风暴"形成恶性循环)进入核

内的
6+

'

"T

与
6+

'

"T

反应性基因的
"T

位点结合"调

节一系列炎症因子及炎症相关物质的基因转录和蛋白

合成#

!"

$

-

巨噬细胞激活是动脉硬化斑块形成病理中的重要

一步-

6/.<<

是巨噬细胞和动脉硬化斑块中表达的

一种核因子"能调节单核巨噬细胞的趋化- 动脉硬化

与巨噬细胞分化朝向炎症表型转变相关"并伴随
(6+

'

&

和
6E

的高表达- 同时动脉硬化增加
(344

样受体
?

的
O=67

表达和
6+

'

"T

的
B:;

亚单位磷酸化- 抑

制
6+

'

"T

活性可阻断
6/.<<

% &

^

&& 巨噬细胞过度

激活#

!#

$

-

抑制巨噬细胞炎症和脂质负荷可阻断动脉粥样硬

化#

!!

$

- 丹栝方调糖"调脂"阻抑高糖,高脂产生
=EM

"

调控
6+

'

"T

阳性表达及
6+

'

"T O=67

表达水平"从

而阻断氧化应激所致炎症反应-

(6+

'

&

是重要的炎

症因子"与动脉粥样硬化病变关系密切-

(6+

'

&

诱导

黏附分子%

2%7*

'

#

,

'%7*

'

#

&表达上调"并促进细胞

内
=EM

的产生和
B$A

磷酸化及
69

'

"T

转位#

!$

$

- 临

床研究表明"丹栝方降低
(6+

'

&

水平#

!?

$

"可能是丹栝

方良性干预
=EM

和
6+

'

"T

的机制之一-

本研究仅从糖脂代谢和氧化应激角度探讨了丹栝

方抗糖尿病动脉粥样硬化的机制"观测的靶点还不够

全面"展示中药复方多靶点干预特点还不够充分- 同

时由于连接糖尿病与动脉粥样硬化的中间环节多而复

杂"有诸如内皮细胞保护,抗增殖,抗炎,细胞趋化与黏

附等内容"需要在后续的研究中深入- 由于中药复方

具有多层次,多靶点作用的优势"随着研究的不断深

入"有望开发出一药多效,安全便捷的防治糖尿病及主

要致死致残因素的药物-
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