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%干预&四君子汤组给予含
#"X

四君

子汤药物血清的
E+;+

干预&血府逐瘀汤组给予含

#"X

血府逐瘀汤药物血清的
E+;+

干预&补阳还五

汤组给予含
#"X

补阳还五汤药物血清的
E+;+

干

预(

!9 B

后收集细胞(

:

"检测指标及方法

:

!

#

"

)IJ9

'

+RE77

'

)JUK

$

8

'

6K

$

!L

'

I,S

$

#

'

)6K

$

"

'

3&U+

$

#

及
(&U+

$

# <J6U

表达检测"采用

实时荧光定量
V&J

提取总
J6U

"逆转录"应用荧光定

量
V&J

方法测定各个基因表达( 扩增条件#

c9

&变

性
$ <>@

$

c9

&"

%" Q

"

8"

&"

%" Q

"

:!

&"

%" Q

% '

$$

个循环"

:!

&延伸
$ <>@

( 以
\UVE]

为内参( 引物

用
V2><12 $

!

"

软件设计"由大连宝生物工程有限公司

合成(

)IJ9

上游引物#

$

($

)\& &&& U)& ))& UU)

)\) &)

$

%

("下游引物#

$

($

\\U &)& )\U )&& &U\

&&U)

$

%

("扩增产物长度为
cc 0H

&

+RE77

上游引物#

$

($

)&& )\& )\& )\& ))& UU\ U)

$

%

("下游引物#

$

($

\U& )\& )&\ U\& )\& ))U &&

$

%

("扩增产物

长度为
#"8 0H

&

6K

$

bL

上游引物#

$

($

))\ &)\ \)&

&&U &U) U\) )\

$

%

("下游引物#

$

($

U)\ )U) \)\

UU\ \&& &U) &&

$

%

("扩增产物长度为
#"$ 0H

&

)JUK

$

8

上游引物#

$

($

\&) \\U )&& U&U \&)

\)) ))

$

%

("下游引物#

$

($

\)& &)& )U& &U\ &\&

&)) \

$

%

("扩增产物长度为
#$" 0H

&

)6K

$

"

上游引

物#

$

($

U\U )\U )&) \U& )\& &)\ \\

$

%

("下游

引物#

$

($

&U\ &&) &)) &)& &)) &&) \U

$

%

("扩增

产物长度为
#9! 0H

&

I,S

$

#

上游引物#

$

(

! )\\

&U\ )&) U)\ )&) \&U &&

$

%

("下游引物#

$

($

&)U

)\\ &)U &&U &U\ \&\ U)

$

%

("扩增产物长度为

c% 0H

&

3&U+

$

#

上游引物#

$

($

)&U &U\ &&& U)\

U&U &)U &U

$

%

("下游引物#

$

($

\\U UUU U&U

\UU UU\ U\\ )\\ U

$

%

(" 扩增产物长度为

#%" 0H

&

(&U+

$

#

上游引物#

$

($

U\\ \)U U\\ ))&

))\ &&& U&

$

%

("下游引物#

$

($

)\U )\\ \&U \)&

UU& U\& )U

$

%

("扩增产物长度为
#"7 0H

&

\UVE]

上游引物#

$

($

&\& )&) &)\ &)& &)& &)\ ))

$

%

("

下游引物#

$

($

&&U )\\ )\) &)\ U\& \U) \)

$

%

("

扩增产物长度为
7# 0H

( 由计算机自动计算得出
&.

值"用
!

#

!!&.方法进行计算(

:

!

!

"

)IJ9

'

6K

$

!L

'

I,S

$

#

'

)6K

$

"

'

3&U+

$

#

及

(&U+

$

#

蛋白表达检测"采用
*1Q.12@ 04/.

法检测(

收集细胞后加入
#

'

WEW

上样缓冲液裂解细胞"蛋白

浓度由
L&U

法检测( 以
8" #A

检测蛋白
F

每泳道上

样"经电泳后电转膜至硝酸纤维膜"分别加入兔抗人一

抗$

#

)

!""

%"

9

&封闭过夜"

)LW)

洗涤
%

次"每次

#" <>@

"加入羊抗兔二抗$

#

)

# """

%"置室温
! B

显

色"比较目的条带吸光度值(

7

"统计学方法"应用
WVWW #c

!

"

统计软件对

数据进行分析"计量资料采用
M

%

Q

表示"组间比较用

单因素方差分析
V Z"

!

"$

为差异有统计学意义(

结""果

#

"各组
)IJ9

'

+RE77

'

)JUK

$

8

'

6K

$

!L

'

I,S

$

#

'

)6K

$

"

'

3&U+

$

#

及
(&U+

$

# <J6U

表达水平比较

$表
#

%"与空白对照组比较"模型组
)IJ9

'

+RE77

'

)JUK

$

8

'

6K

$

!L

'

I,S

$

#

'

)6K

$

"

'

3&U+

$

#

及
(&U+

$

#

<J6U

表达升高"差异有统计学意义$

V Z "

!

"#

%&与

模型组比较"补阳还五汤组'血府逐瘀汤组及西药对照

组可以抑制
)IJ9

'

+RE77

'

)JUK

$

8

'

6K

$

!L

'

I,S

$

#

'

)6K

$

"

'

3&U+

$

#

及
(&U+

$

# <J6U

表达"差异有统

计学意义$

V Z"

!

"$

%&而补阳还五汤组'血府逐瘀汤组

各指标
<J6U

表达较西药对照组高"差异有统计学意

义$

V Z"

!

"$

%&而补阳还五汤组与血府逐瘀汤组比较"

差异无统计学意义 $

V ["

!

"$

%(四君子汤组与其他各

组比较"差异无统计学意义 $

V ["

!

"$

%(

!

"各组
)IJ9

'

6K

$

!L

'

I,S

$

#

'

)6K

$

"

'

3&U+

$

#

及
(&U+

$

#

蛋白表达水平比较$表
!

"图
#

%"与空白

对照组比较"模型组
)IJ9

'

6K

$

!L

'

I,S

$

#

'

)6K

$

"

'

3&U+

$

#

及
(&U+

$

#

蛋白表达水平明显升高"差异有

统计学意义$

V Z"

!

"#

%&与模型组比较"西药对照组'
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表
#

$各组
)IJ9

'

+RE77

'

)JUK

$

8

'

6K

$

!L

'

I,S

$

#

'

)6K

$

"

'

3&U+

$

#

及
(&U+

$

# <J6U

表达水平比较"$

M

%

Q

%

组别
@ )IJ9 +RE77 )JUK

$

8 6K

$

!L I,S

$

# )6K

$

" 3&U+

$

# (&U+

$

#

空白对照
$ #

*

""

%

"

*

#" #

*

""

%

"

*

## #

*

"#

%

"

*

#: #

*

"#

%

"

*

## #

*

"#

%

"

*

#9 #

*

"!

%

"

*

!# #

*

"#

%

"

*

#$ #

*

"#

%

"

*

#!

模型
$

8

*

88

%

"

*

%"

"

$

*

#$

%

"

*

c8

"

$

*

7#

%

"

*

9%

"

%

*

7$

%

"

*

9c

"

$

*

%8

%

"

*

8:

"

9

*

%"

%

"

*

$%

"

%

*

7!

%

"

*

9$

"

%

*

$c

%

"

*

%9

"

西药对照
$

!

*

8#

%

"

*

%9

!

!

*

""

%

"

*

88

!

!

*

c%

%

"

*

%"

!

#

*

:$

%

"

*

9:

!

!

*

#9

%

"

*

97

!

!

*

"8

%

"

*

8!

!

#

*

:#

%

"

*

97

!

#

*

:%

%

"

*

$7

!

四君子汤
$ 8

*

#:

%

"

*

9c $

*

"8

%

"

*

c" $

*

!9

%

"

*

9! %

*

8!

%

"

*

8! 9

*

c"

%

"

*

8% %

*

c8

%

"

*

$9 %

*

9#

%

"

*

7# %

*

!#

%

"

*

!8

血府逐瘀汤
$

$

*

"8

%

"

*

98

!#

%

*

c%

%

"

*

78

!#

9

*

#%

%

"

*

:9

!#

%

*

#%

%

"

*

%!

!#

%

*

$#

%

"

*

9!

!#

%

*

#9

%

"

*

9:

!#

!

*

78

%

"

*

$#

!#

!

*

::

%

"

*

$9

!#

补阳还五汤
$

9

*

9#

%

"

*

:$

!#

%

*

$9

%

"

*

7!

!#

%

*

8!

%

"

*

9:

!#

!

*

89

%

"

*

:"

!#

!

*

c!

%

"

*

9#

!#

!

*

c"

%

"

*

!$

!#

!

*

%$

%

"

*

#9

!#

!

*

9%

%

"

*

89

!#

""注#与空白对照组比较"

"

V

+

"

*

"#

&与模型组比较"

!

V

+

"

*

"$

&与西药对照组比较"

#

V

+

"

*

"$

表
!

$各组
)IJ9

'

6K

$

!L

'

I,S

$

#

'

)6K

$

"

'

3&U+

$

#

及
(&U+

$

#

蛋白表达水平比较"$

M

%

Q

%

组别
@ )IJ9 6K

$

!L I,S

$

# )6K

$

" 3&U+

$

# (&U+

$

#

空白对照
$ "

*

!c

%

"

*

"% "

*

%$

%

"

*

"! "

*

%7

%

"

*

"# "

*

9$

%

"

*

"! "

*

%%

%

"

*

"! "

*

!$

%

"

*

"%

模型
$

"

*

c%

%

"

*

"8

"

"

*

c"

%

"

*

"9

"

"

*

c$

%

"

*

"8

"

"

*

c$

%

"

*

"9

"

"

*

c%

%

"

*

"9

"

"

*

c!

%

"

*

"7

"

西药对照
$

"

*

%7

%

"

*

"$

!

"

*

9$

%

"

*

"$

!

"

*

$8

%

"

*

"#

!

"

*

$9

%

"

*

"$

!

"

*

9%

%

"

*

"$

!

"

*

%$

%

"

*

"$

!

四君子汤
$ "

*

7c

%

"

*

"$ "

*

7:

%

"

*

"9 "

*

7#

%

"

*

"$ "

*

78

%

"

*

"8 "

*

7!

%

"

*

"9 "

*

7$

%

"

*

":

血府逐瘀汤
$

"

*

8$

%

"

*

"9

!#

"

*

8"

%

"

*

"7

!#

"

*

:9

%

"

*

"9

!#

"

*

:7

%

"

*

"%

!#

"

*

87

%

"

*

##

!#

"

*

$7

%

"

*

"9

!#

补阳还五汤
$

"

*

$8

%

"

*

":

!#

"

*

$:

%

"

*

"8

!#

"

*

87

%

"

*

"9

!#

"

*

88

%

"

*

"$

!#

"

*

8"

%

"

*

"$

!#

"

*

$!

%

"

*

"8

!#

""注#与空白对照组比较"

"

V

+

"

*

"#

&与模型对照组比较"

!

V

+

"

*

"$

&与西药对照组比较"

#

V

+

"

*

"$

""注#

U

为空白对照组&

L

为模型组&

&

为西药对照组&

E

为四

君子汤组&

;

为血府逐瘀汤组&

K

为补阳还五汤组

图
#

$各组
)IJ9

'

6K

$

!L

'

I,S

$

#

'

)6K

$

"

'

3&U+

$

#

及

(&U+

$

#

蛋白印记图

补阳还五汤组及血府逐瘀汤组各个蛋白表达水平下

调"差异有统计学意义$

V Z"

!

"$

%&而补阳还五汤组'

血府逐瘀汤组各蛋白表达较西药对照组高"差异有统

计学意义$

V Z"

!

"$

%&而补阳还五汤组与血府逐瘀汤

组比较"差异无统计学意义$

V ["

!

"$

%( 四君子汤组

与其他各组比较"差异无统计学意义$

V ["

!

"$

%(

讨""论

研究表明"

)IJ9

参与了
UW

的发生和发展(

)IJ9

主要是通过其
+RE77

依赖性信号转导通路活化
6K

$

!L

(

)IJ9

下游
+RE77

依赖性信号转导通路中包括

+RE77

'

)JUK

$

8

及
6K

$

!L

等因子)

$

*

( 研究表明
I,S

$

#

'

)6K

$

"

'

3&U+

$

#

及
(&U+

$

#

在
UW

病变过程中起着

重要的作用"而通过
)IJ9

信号通路激活后的
6K

$

!L

可引起
I,S

$

#

'

)6K

$

"

'

3&U+

$

#

及
(&U+

$

#

等促炎细

胞因子的转录和表达)

8

#

7

*

( 因此抑制
)IJ9F6K

$

bL

信

号转导通路和下游
I,S

$

#

'

)6K

$

"

'

3&U+

$

#

及
(&U+

$

#

等炎症因子的表达对
UW

防治有重要的意义(

补阳还五汤具有补气活血'通经活络的功用&血府

逐瘀汤具有活血化瘀'行气止痛的功用"均有良好的抗

UW

作用( 在前期研究中补阳还五汤加减而成的益气

活血复方对
)IJ9

及下游
+RE77

依赖性信号转导通

路有明显的抑制作用"同时对下游
I,S

$

#

'

)6K

$

"

及

(&U+

$

#

等炎症因子有抑制作用"从而发挥抗
UW

的作

用)

%

*

( 以前期实验为基础"本实验选用益气活血法代

表方剂补阳还五汤'益气法代表方剂四君子汤及活血

法代表方剂血府逐瘀汤
%

种不同治法的方剂"研究不

同治法的方剂对
)IJ9F6K

$

bL

信号转导通路及
I,S

$

#

'

)6K

$

"

'

3&U+

$

#

'

(&U+

$

#

等炎症因子的影响"比较

%

种不同治法对
UW

的疗效(

结果表明"用
IVW

刺激血管内皮细胞后"

)IJ9

表

达明显升高"并激活下游
+RE77

依赖性信号转导通
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#"

路"因此
+RE77

'

)JUK

$

8

'

6K

$

!L

表达升高( 同时下

游
I,S

$

#

'

)6K

$

"

'

3&U+

$

#

及
(&U+

$

#

表达也显著升

高( 用中药含药血清干预
!9 B

后"补阳还五汤组及血

府逐瘀汤组
)IJ9

'

+RE77

'

)JUK

$

8

及
6K

$

!L

的表

达明显下降"同时下游
I,S

$

#

'

)6K

$

"

'

3&U+

$

#

及

(&U+

$

#

表达也显著下降( 说明补阳还五汤和血府逐

瘀汤对
)IJ9

及下游
+RE77

依赖性信号转导通路有

明显的抑制作用" 并且对下游
I,S

$

#

'

)6K

$

"

'

3&U+

$

#

及
(&U+

$

#

等炎症因子有明显的抑制作用(

补阳还五汤和血府逐瘀汤可能通过抑制
)IJ9

及下游

+RE77

依赖性信号转导通路"抑制
6K

$

!L

的激活"从

而抑制
I,S

$

#

'

)6K

$

"

'

3&U+

$

#

及
(&U+

$

#

等炎症因

子的表达"最终达到抗
UW

的作用( 这可能是两种方

剂抗动脉粥样硬化机制( 而四君子汤组各项指标的表

达无明显变化"说明单纯以益气为主的四君子汤对

UW

无明显疗效( 比较补阳还五汤组和血府逐瘀汤

组"补阳还五汤组疗效与血府逐瘀汤组无明显差异"说

明血府逐瘀汤同样对
UW

有治疗作用"这与血府逐瘀

汤有抗
UW

作用的文献报道一致)

c

*

(

%

种方剂当中有活血作用的补阳还五汤和血府逐

瘀汤具有良好的抗
UW

作用"而单纯以益气为主的四

君子汤无抗
UW

作用"说明
UW

的治疗应以活血化瘀

为治疗原则( 这与临床医疗当中
UW

的扩血管'改善

微循环'抗血小板聚集的治则吻合(

比较西药对照组与血府逐瘀汤组'补阳还五汤组"

西药对照组对各项指标抑制作用最明显"而血府逐瘀汤

组和补阳还五汤组的抑制效果较阿托伐他汀组差( 在

前期实验中"采用益气活血复方高'中'低
%

个浓度组进

行实验"实验结果表明
%

个浓度组当中高浓度组效果最

好"其次为中浓度组"低浓度组效果最差( 说明中药复

方对
)IJ9

'

I,S

$

#

'

)6K

$

"

'

3&U+

$

#

及
(&U+

$

#

等因子

的抑制作用有浓度依赖性"即达到一定浓度以后才能

起到作用或作用更显著( 在本实验中按方剂的原有计

量$中浓度%进行实验"因此可能存在因浓度未达到而

影响抑制效果的可能( 同时临床中"中药制剂的服用

时间一般较长"本实验只干预
!9 B

后检测指标"这可

能也是影响结果的因素之一(
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