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摘要$目的$观察黄连解毒汤体内调控载脂蛋白
=

基因敲除!

H/5=

"

G

"

"小鼠外周血单核细胞亚型分

化#黄连解毒汤含药血清体外调控巨噬细胞和泡沫细胞亚型分化的作用$ 方法$将
#<

只
H/5=
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G

"小鼠随

机分为
H/5=

"

G

"普食组%

H/5=

"

G

"高脂组及
H/5=

"

G

"高脂加中药治疗组#每组
<

只#分别给予普食及高脂饮

食
$

周$

<

只
'<:IJG ;

野生型小鼠作为野生普食对照组#

H/5=
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"高脂加中药组给予黄连解毒汤

< KG
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"灌胃#其他组给予等量纯净水灌胃$

$

周后流式细胞仪检测外周血单核细胞亚型$ 另选
&"

只

-E

大鼠给予黄连解毒汤
< KG

!

LK

&

M

"灌胃#每
#! N #

次#共
<

次#制备黄连解毒汤含药血清$ 采用
<O

黄连

解毒汤含药血清对体外原代骨髓衍生的巨噬细胞!

25B. 1>335P

#

M.3?Q.M 1>D35/N>K.

#

I,E,

"和泡沫细

胞分化进行干预#流式细胞仪检测巨噬细胞和泡沫细胞表面受体
'E!";

表达!

'E!";

R

,!

型"比例'实时

定量
S'T

检测巨噬细胞和泡沫细胞
,#

型因子
85U!

和
,!

型因子
H3K#

的表达$ 结果$

H/5=

"
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"小鼠高

脂饮食喂养
$

周后#外周血炎症型单核细胞!

J@;'

N?KN

"比例增高'黄连解毒汤干预可显著降低炎症型单核细

胞比例!

S V"

!

"<

"$ 与对照血清比较#

<O

黄连解毒汤含药血清可显著增加
'E!";

R

,!

型
I,E,

的比例

!

S W"

!

"&$

"$ 实时定量
S'T

结果显示#含药血清可上调巨噬细胞
,!

亚型基因
H3K#

的表达水平!

S V

"

!

"<

"#抑制巨噬细胞
,#

亚型基因
85U!

的表达水平!

S W"

!

"#:

"$ 在
5X

#

JEJ

促进
,!

型泡沫细胞分化

的基础上#黄连解毒汤含药血清可进一步提高
'E!";

R

,!

型泡沫细胞比例及
H3K#

的表达!

S V"

!

"#

"$

黄连解毒汤含药血清抑制
*N#

因子作用下的
,!

型泡沫细胞向
,#

型逆转# 显著提高
H3K#

表达水平#降低

85U!

表达水平!

S V"

!
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"$ 结论$黄连解毒汤能降低高脂导致的
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"

G

"小鼠外周血炎症性单核细胞亚

群比例'黄连解毒汤含药血清体外促进
,!

型巨噬%泡沫细胞分化$ 黄连解毒汤可能通过调节单核%巨噬%泡

沫细胞的功能性分化#从而减缓%抑制高脂血症引发的
H-

的发生%发展$

关键词$黄连解毒汤'高脂血症
G

动脉粥样硬化'单核细胞'巨噬细胞'分化
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G

动脉粥样硬化 $
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"

H-

%是一种慢性炎症性疾

病(

#

"

!

)

* 单核 "巨噬细胞在高血脂引发的
H-

发病

过程中起重要作用(

#

)

* 外周血单核细胞在
H-

形成

过程中首先被激活"启动天然免疫应答"并进入损伤

的血管壁组织中"分化为巨噬细胞"巨噬细胞吞噬脂

质"成为泡沫细胞* 但单核细胞和巨噬细胞都不是

功能均一的群体* 单核细胞分为炎症型和定居型
!

个亚群"而巨噬细胞根据激活方式和免疫功能可分

化成经典活化型$

D6>UU?D>66@ >D0?Q>0.M 1>D35/N>

#

K.U

"

,#

型%和替代活化型$

>60.3B>0?Q.6@ >D0?Q>0.M

1>D35/N>K.U

"

,!

型%"在
H-

形成过程中发挥促

炎或抗炎的作用(

&

"

$

)

* 在前期研究中"笔者证实黄连

解毒汤干预可减轻高脂饲养的载脂蛋白
=

基因敲除

$

H/5=

"

G

"

%小鼠全身性炎症反应和血管局部炎症反

应"同时增强全身抗炎反应(

<

)

* 本研究在此基础上通

过单核"巨噬"泡沫细胞发育的
&

个层次"探讨黄连

解毒汤对于小鼠单核细胞'巨噬细胞和泡沫细胞功能

性分化的影响*

材料与方法

#

$动物$所有实验用鼠均购于北京大学实验动

物中心"动物许可证号#

-'ac

$京%

!"##

"

""#!

"并饲

养于
-S[

条件下*

#!

周龄的雌性
'<:IJG;

野生型

小鼠 $

<

只%"

#!

周龄雌性
H/5=

"

G

"小鼠$

#<

只%"饲

养于
-S[

条件下"体重$

!"

%

!

%

K

* 雄性
-E

大鼠"

&"

只"

9

&

#!

周龄"体重$

&""

%

<"

%

K

*

!

$药物'试剂与仪器$黄连解毒汤由黄连'黄芩'

黄柏'栀子按
&

'

!

'

!

'

&

比例组成"其药材均购于北京

同仁堂药店"按常规方法煎煮取汁"浓缩成相当于黄连

解毒汤生药
"

!

< KG1J

* 抗小鼠
'E##2

#
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[$G9"

#

S=

和
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#
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抗

体购于美国
IE SN>31?BK.B

公司&重组小鼠的细胞

因子巨噬细胞集落刺激因子$
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公司&油红
F
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提取试剂盒购于德国
d?>K.B

公司&实时荧光定量

S'T

探针
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'
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和
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公司&逆转录试剂盒和实时荧光定量

S'T

试剂盒购于美国
HI)

公司*

[H'- '>66?2A3

流

式细胞仪为美国
IE

公司产品"实时荧光定量
S'T

仪

为美国
HI)

公司产品*

&

$体内实验

&
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#

$ 动 物 分 组' 造 模 及 给 药 $ 将
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"普

食组'
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G

"高脂组和
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"高脂加黄连解毒

汤组"每组
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只"分别给予普食和高脂饮食
$

周* 高

脂饲料含
:9
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基础饲料"
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脂肪* 选
<

只
'<:IJG;

野生型小鼠为野生普食对

照组&
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"高脂加黄连解毒汤组同时给予黄连

解毒汤
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立重复
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$外周血单核细胞亚群检测$
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周后"异戊烷

吸入麻醉下"摘眼球收集
=E*H

抗凝血"外周血加入

红细胞裂解液"裂解红细胞后应用抗小鼠
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直接法标记抗

体染色"
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流式细胞仪检测外周血单核

细胞亚群比例*

$

$体外实验

$
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$黄连解毒汤含药血清的制备$

&"

只
-E

大

鼠给予黄连解毒汤
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$
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R巨噬细胞比例"
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继

续培养
#
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诱导分化骨髓细胞* 为研究黄连解毒汤含药血清

对单核细胞向巨噬细胞分化的影响"分离小鼠原代骨髓

造血细胞"分别加入对照血清和
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黄连解毒汤含药血
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'

H3K#

和
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探

针进行荧光实时定量
S'T

$探针法%检测
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型标志基

因
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和
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型细胞标志基因
H3K#

的表达* 使用
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软件分析结果* 分化成熟巨噬细胞及

泡沫细胞中分别加入
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#

JEJ

刺激细胞向
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型分化&加入
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#
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的同时加入
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因子$
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1J JS-

和
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#

!

% 刺激逆转细胞
,!

型分

化&大鼠对照血清和
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黄连解毒汤含药血清"培养
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*收集细胞"处理同上*

<

$统计学方法$应用
-S-- #&

!

"

统计学软件
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有统计学意义*

结$$果
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!
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"
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鉴定$图
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作用
:

天分化成巨噬细胞$图
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%"且
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R巨噬细胞纯度达到
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以上$图
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刺激"骨髓细胞培养
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天即可分化为成
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加入
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"培养
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"经油红
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染色鉴定为泡沫细胞$图
#E
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$两组血清诱导分化的
I,E, 'E!";

R

,!

型

巨噬细胞比例及
H3K#

'

85U!

基因表达水平比较

$图
!

%$骨髓来源的单核细胞分别加入对照血清和

<O

黄连解毒汤含药血清诱导分化
:

天* 流式细胞仪

检测结果表明"与对照血清比较"含药血清显著增加

'E!";

R

,!

型
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的比例$
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!

"&$

%* 实时定

量
S'T

检测结果表明"含药血清上调巨噬细胞
,!

亚

型基因
H3K#

的表达水平$
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!
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%"抑制巨噬细胞
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亚型基因
85U!

的表达水平$
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!

"#:

%*

$

$黄连解毒汤含药血清干预
5X

#

JEJ

诱导形成

的泡沫细胞表型及
H3K#

'
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表达水平比较$图
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I,E,

加入
<" "KG1J 5X

#

JEJ

培养
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"

I,E,

吞

噬
5X

#
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形成泡沫细胞*
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#

JEJ

诱导的
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R

泡沫细胞比例显著增多$

S V "

!
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%"但泡沫细胞内

H3K#

表达显著降低$
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!
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%"提示
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#
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诱导的

泡沫细胞
,!

型细胞特征进一步增强* 在
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#
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诱

导形成泡沫细胞过程中"加入黄连解毒汤含药血清进

行干预"可显著增加
'E!";

R泡沫细胞比例及
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表达水平$
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向
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型泡沫细胞分化* 加入
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#
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的同时

加入
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因子$
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和
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#
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刺激逆转细胞
,!
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JEJ

相比"
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$
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制
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<
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影响$图
$
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<" "KG1J 5X

#

JEJ

作用
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"诱导

I,E,

形成泡沫细胞后"更换培养液"加入
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5X

#
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"对照血清及
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含药血清继续培养
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* 结
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#
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"
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R泡沫细胞比例仍增加$

S V"
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!
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示随着
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#
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的进一步作用"表达
,!

型因子逐渐

转向表达
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型因子* 含药血清干预后
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R泡沫

细胞比例进一步增加"同时
H3K#

的表达增加$
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"

!
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'

"

!
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的表达降低$
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示黄连解毒汤含药血清干预促进成熟泡沫细胞继续向
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型分化*

$$注#

H

为倒置显微镜下观察
#" BKG1J

巨噬细胞集落刺激因子 $

,

#

'-[

%作用
:

天后的巨噬细胞$

!""

*%&

I

为巨噬

细胞$苏木素单染" *

# """

%&

'

为流式细胞仪鉴定培养
:

天后的巨噬细胞纯度&

E

为吞噬
<" BKG1J 5X

#

JEJ !$ N

形成的

泡沫细胞$油红
F

染色" *

# """

%

图
#

%骨髓来源的巨噬细胞和泡沫细胞的鉴定

$$注#骨髓细胞分别加入大鼠对照血清及
<O

黄连解毒汤含药血清的
,

#

'-[

培养液"培养
:

天*

H

为流式细胞仪检测

I,E, 'E!";

R泡沫细胞比例&

I

'

'

为实时定量
S'T

检测
85U

及
H3K#

的表达水平&

'5B

为对照血清"

YJ(E*

为
<O

黄连

解毒汤含药血清"图
&

'

$

同&与对照血清比较"

!

S V"

!
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"
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S V"

!

"#

$

B #&

%

图
!

%两组血清诱导分化的
I,E, 'E!";

R

,!

型巨噬细胞比例及
H3K#

'

85U!

基因表达水平比较
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JEJ

$
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#
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<" "KG1J 5X

#

JEJ

及
#" BKG1J JS-

和
#" BKG1J )[8

#

!

$

5X

#

JEJ

加
JS-

加
)[8

#

!

%"对照血清及
<O

含药血清共培养
!$ N

&

H

为流式细胞仪检测
I,E, 'E!";

R泡沫细胞比例&

I

'

'

为实时定量
S'T

检测
85U!

和
H3K#

的表达水平&与对照血清比较"

!

S V"

!

"<

"

!!

S V"

!

"#

&与单加
5X

#

JEJ

的对照

血清比较"

"

S V"

!

"#

&与同时加
5X

#

JEJ

和
JS-

及
)[8

#

!

的对照血清比较"

$

S V"

!

"#

$

B #&

%

图
&

%黄连解毒汤含药血清干预
5X

#

JEJ

诱导形成的泡沫细胞表型及
H3K#

'

85U!

表达水平比较

$$注#

I,E,

加入
<" "KG1J 5X

#

JEJ !$ N

$

5X

#

JEJ #M

%分化成泡沫细胞"换液后分别加入
<" "KG1J 5X

#

JEJ

$

5X

#

JEJ

$9 N

%'

<" "KG1J 5X

#

JEJ

及
*N#

因子
#" BKG1J JS-

和
#" BKG1J )[8

#

!

$

5X

#

JEJ $9 N

加
JS-

加
)[8

#

!

%'对照血清及
<O

含

药血清继续共培养
!$ N

&

H

为流式细胞仪检测
I,E, 'E!";

R泡沫细胞比例&

I

'

'

为实时定量
S'T

检测
85U!

和
H3K#

的表

达水平&与对照血清比较"

!

S V"

!

"<

"

!!

S V"

!

"#

&与单加
5X

#

JEJ !$ N

的对照血清比较"

"

S V"

!

"<

"

""

S V"

!

"#

&与单加
5X

#

JEJ $9 N

的对照血清比较"

$

S V"

!

"<

"

$$

S V"

!

"#

&与同时加
5X

#

JEJ $9 N

和
*N#

因子
JS-

和
)[8

#

!!$ N

对照血清比较"

%

S V"

!

"<

"

%%

S V"

!

"#

$

B #&

%

图
$

%黄连解毒汤含药血清对成熟泡沫细胞后续分化的长期影响

$$在上述培养体系中加入
*N#

因子
JS-

和
)[8

#

!

作用
!$ N

"发现
'E!";

R泡沫细胞比例显著降低$

S V

"

!

"#

%"

85U!

的表达显著增多$

S V"

!

"#

%* 同时加入

含药血清干预后"

'E!";

R泡沫细胞比例和
H3K#

的

表达显著增加 $

S V "

!

"#

%"

85U!

的表达显著降低

$

S V"

!

"#

%"提示
JS-

和
)[8

#

!

能抑制成熟泡沫细胞

进一步向
,!

型分化&黄连解毒汤含药血清干预能逆

转这种变化*

讨$$论

单核"巨噬细胞通过促进炎症和脂质沉积在
H-

发生'发展过程中发挥极其重要的作用* 单核细胞和

巨噬细胞"根据表面标志'激活方式和免疫功能可分化

!

个亚群(

&

"

$

)

* 单核细胞分为炎症型和定居型两群&

巨噬细胞分为经典活化型$

,#

型%和替代活化型$

,!

型%两类* 正常生理状态下"单核 "巨噬细胞的分化

过程为炎症型单核细胞$

J@;'

N?KN

%

&

定居型单核细胞

$

J@;'

65P

%

&

组织巨噬细胞* 在
H-

的发生'发展过程

中"单核"巨噬细胞不仅数目增多"其分化途径也发生

改变(

:

"

9

)

* 正常动脉组织中巨噬细胞极为少见"而
H-

斑块存在大量巨噬细胞(

%

)

"并且直接来源于炎症型单

核细胞(

#"

"

##

)

* 本研究采用
H/5=

"

G

"小鼠"辅以高脂

饮食"在
$

周内观察到外周血炎症型单核细胞比例显

著增多"这与高血脂在骨髓造血早期影响单核系统造
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血的报道一致(
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)

*

单核细胞在
,

#

'-[

作用下"增殖'分化成巨噬细

胞"维持
H-

斑块内巨噬细胞存活需要
,

#

'-[

(

#&

)

*

在
H-

发生'发展过程中"巨噬细胞依据
H-

进展病变

状况极化成
,#

或
,!

型"如不稳定斑块组织中主要

以
,#

型巨噬细胞为主(

#$

)

"而稳定斑块组织中
,!

型

巨噬细胞比例增多(

#<

)

* 巨噬细胞吞噬
5X

#

JEJ

成为

泡沫细胞"

,!

型巨噬细胞较
,#

型更容易吞噬
5X

#

JEJ

(

#;

)

* 吞噬
5X

#

JEJ

促进
,!

型巨噬细胞分泌炎性

因子
,'S

#

#

(

#:

)

"并导致
,!

型巨噬细胞及泡沫细胞

的凋亡(

#;

)

* 研究结果表明"

5X

#

JEJ

刺激
!$ N

"促使

巨噬细胞向
,!

型分化* 但随着
5X

#

JEJ

刺激时间延

长"

,!

型巨噬细胞逐渐向
,#

型转变"并且在
JS-

和

)[8

#

!

模拟的炎症环境条件下"巨噬细胞的
,#

型转变

更为显著* 可见长期的
5X

#

JEJ

和炎症刺激"诱导泡

沫细胞的免疫平衡由
,!

逐渐向
,#

倾斜* 在本研究

检测中"

'E!";

和
H3K#

变化不显著"而
85U!

上升

是这一过程的重要表现之一*

在体实验观察到肥胖或
H-

斑块形成过程中"斑

块内巨噬细胞以
,#

型为主(

%

"

#$

"

#9

)

* 笔者认为这可能

是由于长期的
5X

#

JEJ

刺激"加上大量的炎性因子导

致的炎症环境"改变了单核细胞成熟的正常微环境"不

仅使单核细胞的分化倾向于炎症型"而且炎症型单核

细胞直接进入组织分化为
,#

型巨噬细胞(

#%

"

!"

)

* 也

有文献报道"

5X

#

JEJ

的脂毒性可促进
,!

型巨噬细胞

凋亡"致使
,#

型巨噬细胞比例增多(

!#

"

!!

)

* 不断积累

的结果"最终导致斑块内巨噬细胞分化逐渐转向

,#

型*

黄连解毒汤近年来老药新用"作为预防和治疗

H-

应用于临床(

!&

"

!<

)

* 笔者发现"黄连解毒汤干预可

在多个阶段影响单核 "巨噬细胞的免疫极性* 首先"

黄连解毒汤在体内可显著降低
J@;'

N?KN炎症型单核细

胞比例"可能进一步降低
H-

斑块内巨噬细胞的来源&

其次"在单核细胞向巨噬细胞'巨噬细胞向泡沫细胞分

化两个阶段"黄连解毒汤含药血清可促进巨噬细胞向

,!

型分化"这有可能有利于
H-

斑块的稳定&另外"黄

连解毒汤含药血清可抑制
*N#

因子诱导的
,#

型炎症

反应"提示当
H-

斑块有炎症因素刺激时"黄连解毒汤

含药血清可能通过减轻
,#

型炎症反应"抑制不稳定

斑块的发生*

研究发现"黄连解毒汤含药血清的作用靶点非常

广泛"贯穿单核"巨噬细胞发育过程的始终"这与黄连

解毒汤经典的抗炎作用相符* 同时"前期体内研究发

现"黄连解毒汤对于
H/5=

"

G

"小鼠全身性炎症反应和

血管局部反应均有一定的抑制作用* 但在体内黄连解

毒汤抑制
,#

型炎症反应的作用更为显著* 笔者推测

这可能与体内长期高脂刺激"

,#

型反应更为显著

有关*

综上所述"黄连解毒汤体内'体外均可调节单核"

巨噬细胞的功能分化"在减缓'抑制高脂血症引发的

H-

发生'发展的过程中可能发挥重要的治疗作用*
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