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芍药苷对
)4G

#

!

诱导的内皮细胞
)4GH#F4G

#

"6

信号通路的抑制作用

马淑慧#

$王海芳#

$刘金连#

$霍雪萍#
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$曹情雯#

$刘勤社!

摘要$目的$研究芍药苷!

B,;1I?J21-?I

"

K7=

#对
)4G

#

!

诱导小鼠肾动脉内皮细胞
)4GH#

介导信号

通路的抑制作用"试探讨其作用的分子机制$ 方法$体外培养小鼠动脉内皮细胞$ 采用
*;AL;-I M21L

方法

检测正常组!无血清培养基培养#%

)4G

#

!

组!无血清培养基培养
! /

加
)4G

#

!%"INF>O $ /

#%

K7=

低浓度

组!

K7= "

!

5 #>12FO

培养
! /

加
)4G

#

!%"INF>O $ /

#%

K7=

中浓度组!

K7= 5 #>12FO

培养
! /

加
)4G

#

!

%"INF>O $ /

#及
K7=

高浓度组!

K7= 5" #>12FO

培养
! /

加
)4G

#

!%"INF>O $ /

#细胞间黏附分子 "

#

!

?IL;-.;22P2,- .;22 ,Q/;A?1I >12;.P2;

#

#

"

(&7+

#

#

#的蛋白表达&以免疫荧光法检测正常组!无血清培养基

培养#%

)4G

#

!

组!无血清培养基培养
! /

加
)4G

#

!%"INF>O 98 >?I

#%

K7=

高浓度组!

K7= 5" #>12FO

培

养
! /

加
)4G

#

!%"INF>O 98 >?I

#核因子
"6

!

IP.2;,- J,.L1-

#

"6

"

4G

#

"6

#的核转位&以
*;AL;-I M21L

法

检测正常组!无血清培养基培养#及
K7=

高浓度组!

K7= 5" #>12FO

培养
! /

#

B/

#

=HR

和
B/

#

B%5

表达&

*;AL;-I M21L

法检测正常组!无血清培养基培养#%

)4G

#

!

组!无血清培养基培养
! /

加
)4G

#

!%"INF>O

%" >?I

#%

K7=

高浓度组
K7= 5" #>12FO

培养
! /

加
)4G

#

!%"INF>O %" >?I

#%

B%5

抑制剂组!

S6

组"

B%5

抑制剂
S6!%5"!8 !8 #>12FO

预处理
%" >?I

"

K7= 5" #>12FO

处理
! /

"最后
)4G

#

!%" INF>O

%" >?I

#及
=HR

抑制剂组!

KD

组"

=HR

抑制剂
KD<5"8< 8" #>12FO

处理
%" >?I

"

K7= 5" #>12FO

处理

! /

"最后
)4G

#

!%" INF>O %" >?I

#

("6!

蛋白表达$ 结果$与正常组比较"

)4G

#

!

组
(&7+

#

#

蛋白表达明

显升高!

K T"

!

"#

#&与
)4G

#

!

组比较"

K7=

高浓度组的
(&7+

#

#

表达受到显著抑制!

K T"

!

"8

#$

K7=

高浓

度组
B/

#

B%5

及
B/

#

=HR

蛋白表达水平明显较正常组升高!

K T"

!

"8

#$ 与正常组比较"

)4G

#

!

组
("6!

表达

水平下降!

K T"

!

"#

#$ 与
)4G

#

!

组比较"

K7=

高浓度组可显著抑制
)4G

#

!

诱导的
("6!

蛋白降解!

K T

"

!

"#

#"

S6

组可显著阻断
K7=

对
("6!

蛋白降解的抑制作用!

K T"

!

"8

#$ 正常组中
4G

#

"6FB$8

信号主要

位于胞浆中"

)4G

#

!

组在
)4G

#

!

刺激
98 >?I

可诱导
4G

#

"6FB$8

由胞浆向细胞核转位"而
K7=

高浓度组可

显著抑制
)4G

#

!

诱导的
4G

#

"6FB$8

核转位$ 结论$

K7=

抑制
)4G

#

!

诱导的
(&7+

#

#

表达"其作用与抑制

)4GH#F4G

#

"6

信号通路有关"

B%5

参与介导此作用$

关键词$芍药苷&内皮细胞&肿瘤坏死因子"

!$

型受体信号通路

(I/?M?L?1I 1J K,;1I?J21-?I 1I )4G

#

!

#

?IQP.;Q )4G

#

! H;.;BL1- )UB; $F4P.2;,- G,.L1-

#

"6 S?NI,2

)-,IAQP.L?1I ?I =IQ1L/;2?,2 &;22A

$

+7 S/P

#

/P?

#

!

*74V W,?

#

J,IN

#

!

O(X '?I

#

2?,I

#

!

WXE YP;

#

B?IN

#

!

ZW7E Y?,IN

#

-1IN

#

!

&7E [?IN

#

\;I

#

!

,IQ O(X [?I

#

A/;

!

$

# &;IL-,2 O,M

!

S/,,I]? K-1^?I.?,2 K;1B2;

%

A

W1AB?L,2

!

Y?

%

,I

$

:#""$5

%&

! K-;A?Q;IL EJJ?.;

!

S/,,I]? 7.,Q;>U 1J )-,Q?L?1I,2 &/?I;A; +;Q?.?I;

!

Y?

%

,I

$

:#"""%

%

76S)H7&)

#

EM_;.L?^;

#

)1 ALPQU L/; ?I/?M?L1-U ;JJ;.L 1J B,;1I?J21-?I

$

K7=

%

1I )4G

#

!

#

?IQP.;Q )4G

-;.;BL1- LUB;$

$

)4GH#

%!

>;Q?,L;Q A?NI,2?IN B,L/\,U ?I >1PA; -;I,2 ,-L;-?,2 ;IQ1L/;2?,2 .;22A

$

7=&A

%

,IQ

L1 ;]B21-; ?LA PIQ;-2U?IN >12;.P2,- >;./,I?A>A3 +;L/1QA

$

+1PA; 7=&A \;-; .P2LP-;Q ?I ^?L-1 ,IQ L/;I

L/;U \;-; L-;,L;Q MU Q?JJ;-;IL .1I.;IL-,L?1IA K7= 1- )4G

!

!J1- ^,-?1PA L?>; B;-?1QA3 =]B-;AA?1I 2;^;2A 1J

?IL;-.;22P2,- .;22 ,Q/;A?1I >12;.P2;

!

#

$

(&7+

!

#

%

\;-; Q;L;.L;Q ?I L/; I1->,2 N-1PB

$

.P2LP-;Q MU A;-P>

!

J-;;
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%

.P2LP-; >;Q?,

%!

L/; )4G

!

!N-1PB

$

.P2LP-;Q MU !

!

/ A;-P>

!

J-;; .P2LP-; >;Q?, B2PA $

!

/ )4G

!

!%" INF>O

%!

L/;

21\ Q1A; K7= N-1PB

$

.P2LP-;Q MU !

!

/ K7= "

!

5 #>12FO B2PA $

!

/ )4G

!

!%" INF>O

%!

L/; >?QQ2; Q1A; K7=

N-1PB

$

.P2LP-;Q MU !

!

/ K7= 5 #>12FO B2PA $

!

/ )4G

!

!%" INF>O

%!

L/; /?N/ Q1A; K7= N-1PB

$

.P2LP-;Q MU !

!

/

K7= 5" #>12FO B2PA $

!

/ )4G

!

!%" INF>O

%

\?L/ *;AL;-I M21L ,I,2UA?A3 4P.2;,- L-,IA21.,L?1I 1J L-,IA.-?BL?1I

J,.L1- 4G

!

"6

$

4G

!

"6

%

\,A Q;L;.L;Q ?I L/; I1->,2 N-1PB

$

.P2LP-;Q MU A;-P>

!

J-;; .P2LP-; >;Q?,

%!

L/; )4G

!

!N-1PB

$

.P2LP-;Q MU !

!

/ A;-P>

!

J-;; .P2LP-; >;Q?, B2PA 98

!

>?I )4G

!

!%" INF>O

%!

,IQ L/; /?N/ Q1A; K7=

N-1PB

$

.P2LP-;Q MU !

!

/ K7= 5" #>12FO B2PA 98

!

>?I )4G

!

!%" INF>O

%

MU ?>>PI1J2P1-;A.;IL AL,?I?IN3 =]B-;A

!

A?1I 2;^;2A 1J L/; B/1AB/1-U2,L?1I 1J ;]L-,.;22P2,- A?NI,2

!

-;NP2,L;Q

$

B-1L;?I

%

`?I,A;

$

B/

!

=HR

%

,IQ B%5

$

B/

!

B%5

%

\;-; Q;L;.L;Q ?I L/; I1->,2 N-1PB

$

.P2LP-;Q MU A;-P>

!

J-;; .P2LP-; >;Q?,

%

,IQ L/; /?N/ Q1A; K7=

N-1PB

$

!

!

/ K7= 5" #>12FO .P2LP-;

%

MU *;AL;-I M21L3 4G

!

"6 ?I/?M?L1-

!

!

$

("6!

%

B-1L;?I ;]B-;AA?1IA \;-; Q;

!

L;.L;Q ?I L/; I1->,2 N-1PB

$

.P2LP-;Q MU A;-P>

!

J-;; .P2LP-; >;Q?,

%!

L/; )4G

!

!N-1PB

$

.P2LP-;Q MU !

!

/ A;-

!

P>

!

J-;; .P2LP-; >;Q?, B2PA %"

!

>?I )4G

!

!%" INF>O

%!

L/; /?N/ Q1A; K7= N-1PB

$

.P2LP-;Q MU !

!

/ K7= 5"

#>12FO B2PA %"

!

>?I )4G

!

!%" INF>O

%!

L/; B%5 ?I/?M?L1- N-1PB

$

S6 N-1PB

!

B-;L-;,L>;IL \?L/ S6!%5"!8 !8

#>12FO J1- %" >?I

!

L/;I L-;,L;Q MU K7= 5" #>12FO J1- ! /

!

,IQ J?I,22U L-;,L;Q MU )4G

!

!%" INF>O J1- %"

>?I

%!

L/; =HR ?I/?M?L1- N-1PB

$

KD N-1PB

!

L-;,L;Q MU KD<5"8< 8" #>12FO J1- %" >?I

!

L/;I L-;,L;Q MU K7= 5"

#>12FO J1- ! /

!

,IQ J?I,22U L-;,L;Q MU )4G

!

!%" INF>O J1- %" >?I

%

MU *;AL;-I M21L3 H;AP2LA

$

&1>B,-;Q \?L/

L/; I1->,2 N-1PB

!

(&7+

!

# B-1L;?I ;]B-;AA?1I 2;^;2A 1M^?1PA2U ?I.-;,A;Q

$

K T "

!

"#

%

3 &1>B,-;Q \?L/ L/;

)4G!N-1PB

!

(&7+

!

# B-1L;?I ;]B-;AA?1I 2;^;2A \;-; 1M^?1PA2U ?I/?M?L;Q ?I L/; /?N/ Q1A; K7= N-1PB

$

K T

"

!

"8

%

3 K-1L;?I ;]B-;AA?1I 2;^;2A 1J B/

!

B%5 ,IQ B/

!

=HR \;-; 1M^?1PA2U /?N/;- ?I L/; /?N/ Q1A; K7= N-1PB

$

K T"

!

"8

%

3 &1>B,-;Q \?L/ L/; I1->,2 N-1PB

!

("6!B-1L;?I ;]B-;AA?1I 2;^;2A 1M^?1PA2U Q;.-;,A;Q ?I L/;

)4G

!

!N-1PB

$

K T"

!

"#

%

3 &1>B,-;Q \?L/ L/; )4G!N-1PB

!

)4G

!

!

!

?IQP.;Q ("6!Q;N-,Q,L?1I .1P2Q M; A?NI?J?

!

.,IL2U ?I/?M?L;Q ?I L/; /?N/ Q1A; K7= N-1PB

$

K T"

!

"#

%&

L/; ?I/?M?L?1I 1J K7= 1I ("6!Q;N-,Q,L?1I .1P2Q M;

A?NI?J?.,IL2U ?I/?M?L;Q ?I L/; S6 N-1PB

$

K T"

!

"8

%

3 4G

!

"6FB$8 A?NI,2 \,A >,?I2U 21.,L;Q ?I .UL1B2,A> ?I L/;

I1->,2 N-1PB3 4G

!

"6FB$8 \,A L-,IA21.,L;Q J-1> .UL1B2,A> L1 IP.2;PA ,JL;- AL?>P2,L;Q MU 98 >?I )4G

!

!?I

L/; )4G

!

!N-1PB

!

\/?2; ?L .1P2Q M; A?NI?J?.,IL2U ?I/?M?L;Q ?I L/; /?N/ Q1A; K7= N-1PB3 &1I.2PA?1IA

$

K7= ?I

!

/?M?L;Q )4G

!

!

!

?IQP.;Q ;]B-;AA?1I 1J (&7+

!

#3 (LA ,.L?1I >?N/L M; ,AA1.?,L;Q \?L/ ?I/?M?L?IN )4GH#F4G

!

"6 A?N

!

I,2?IN B,L/\,U3 B%5 B,-L?.?B,L;Q ,IQ >;Q?,L;Q L/;A; ,.L?1IA3

R=a*EHDS

#

B,;1I?J21-?I

&

;IQ1L/;2?,2 .;22

&

)4G

#

!-;.;BL1- LUB; $

!

>;Q?,L;Q A?NI,2 L-,IAQP.L?1I3

$$中药赤芍具有清热凉血'散瘀止痛的功效!血瘀证

为动脉粥样硬化的最常见证候!赤芍为治疗常见证候

的主要药物之一(

#

)

* 药理研究表明赤芍具有抗血栓

形成'抗血小板聚集'降血糖'抗动脉粥样硬化等多种

作用(

!

)

* 芍药苷$

K,;1I?J21-?I

!

K7=

%是赤芍的主要

药效成分研究显示其具有显著抗炎作用!其机制与抑

制炎性介质的产生及其信号转导有关(

%

)

* 肿瘤坏死

因子"

!

$

LP>1- I;.-1A?A J,.L1-

#

!

!

)4G

#

!

%是体内

最重要的促炎性细胞因子之一* 内源性
)4G

#

!

可调

节免疫细胞功能'介导局部和系统性炎症反应和免疫

反应&

)4G

#

!

与其
$

型受体 $

)4G

#

! -;.;BL1- LUB;

$

!

)4GH#

%结合后可活化细胞内炎性转录因子核因

子
"6

$

IP.2;,- J,.L1-

#

"6

!

4G

#

"6

%而促进动脉壁内

皮细胞黏附分子和趋化因子的表达!参与动脉粥样硬

化$

,L/;-1A.2;-1A?A

!

7S

%的发病(

9

!

8

)

*

本研究通过研究
K7=

对
)4G

#

!

诱导小鼠肾动脉

内皮细胞
)4GH#

介导信号通路的抑制作用!试探讨

其作用的分子机制!为赤芍在
7S

治疗方面的应用提

供更多实验室依据*

材料与方法

#

$细胞$小鼠肾动脉内皮细胞通过上海拜力生

物科技有限公司从美国密西西比大学医学中心引进!

体外培养传代*

!

$药物与试剂$

K7=

标准品购自中国药品生物

制品检定所$批号#

+XS)

#

##"5#5"#

%*

HK+(

#

#$9"

细

胞培养基和胎牛血清购自
&21IL;./

公司* 胰蛋白酶和

细胞培养用双抗$青霉素和链霉素%购自碧云天生物技

术研究所* 重组小鼠
)4G

#

!

购自北京义翘神州生物技

术公司* 兔抗小鼠
4G

#

"6

抑制蛋白
!

$

4G

#

"6 ?I/?M?

#

L1-

#

!

!

("6!

%'兔抗小鼠细胞间黏附分子#

#

$

?IL;-.;22P

#

2,- ,Q/;A?1I >12;.P2;

#

#

!

(&7+

#

#

%抗体购自
6?1^?

#

A?1I

公司&兔抗小鼠
B/

#

=HRF=HR

'

B/

#

B%5FB%5

'

4G

#

"6FB$8

抗体购自美国
&;22 S?NI,2?IN );./I121NU

公
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!

%

"!$&##"

司* 鼠抗小鼠
%

"

,.L?I

抗体购自北京康为世纪生物科

技公司*

%

$仪器$

&E

!

细胞培养箱$美国
4,B.1

公司%&

+1Q;2 $5"

型酶标仪$美国
6?1

#

H,Q

公司%&倒置光学

显微镜'荧光显微镜$日本
E2U>BPA

公司%&化学发光

仪$美国
72B/,(II1L;./

公司%& 台式冷冻离心机
72

#

2;N-, $9H

$德国
6;.`>,I

公司%*

9

$方法

9

!

#

$细胞培养$复苏后用含
#8b

胎牛血清'

#b

双抗 $青霉素和链霉素% 的
HK+(

#

#$9"

培养液于

%:

&'

8b &E

!

'饱和湿度的培养箱中贴壁培养*

"

!

"!8b

胰蛋白酶消化传代!每
!

'

%

天传代
#

次*

9

!

!

$药物处理$

K7=

储存浓度为
#$" >>12FO

!参

考文献(

$

)分别以
"

!

5

'

5

'

5" #>12FO

作为低'中'高浓

度$于每毫升培养基中加入
"

!

8 #O

储存
K7=

液形成

5" #>12FO

药物处理浓度!将
5" #>12FO

稀释
#"

倍形

成浓度
5 #>12FO

!将
5 #>12FO

稀释
#"

倍形成浓度

"

!

5 #>12FO

%!以
! /

作为预处理时间*

)4G

#

!

刺激

方法及浓度选取根据本课题组前期研究(

:

)所采用的

浓度
%"INF>O

* 参考文献(

$

)进行各项指标检测*

9

!

%

$

(&7+

#

#

蛋白表达的检测$将接种至
$ .>

细胞培养皿中长满$约
5"b c<"b

%的
7=&

血清饥

饿过夜* 分为
8

组#正常组'

)4G

#

!

组'

K7=

低浓度

组'

K7=

中浓度组及
K7=

高浓度组* 正常组及

)4G

#

!

组予以无血清培养基培养&

K7=

低'中'高浓度

组予以含
K7= "

!

5

'

5

'

5" #>12FO

的无血清培养基培

养&各组细胞培养
! /

后* 以
)4G

#

!%" INF>O

诱导

除正常组以外的各组细胞
$ /

后检测黏附分子
(&7+

#

#

的蛋白表达变化!采用
*;AL;-I M21L

法检测* 每个

$ .>

培养皿中加入
!

(

SDS

细胞裂解液
#"" #O

!收

集细胞裂解液!以氨基黑$

7>?Q1 62,.`

%法检测蛋白

浓度* 将
!8 #N

总蛋白质上样进行电泳分离并转移

至
4&

膜!

8b

脱脂奶粉室温封闭
# /

&适当一抗$兔抗

小鼠
(&7+

#

#

%缓慢振摇
9

&过夜&

WHK

标记二抗$羊

抗兔
(NV

%室温孵育
# /

&

=&O

发光!化学发光仪检测

信号!采用
(>,N; '

软件分析灰度值!以
%

"

,.L?I

作

为内参!计算目标蛋白与
%

"

,.L?I

的灰度比值进行统

计分析* 各实验均重复
%

次*

9

!

9

$免疫荧光法检测
4G

#

"6

核转位$将生长于

盖玻片上细胞分为#正常组'

)4G

#

!

组'

K7=

高浓度组

$结合实验
(&7+

#

#

蛋白测定结果及实际实验观察!该

组观察效果最好!因此后续实验均采用
K7=

高浓度

组%* 同前处理
(&7+

#

#

中方法
K7=

预处理细胞
! /

后!

)4G

#

!

刺激
98 >?I

后!分别以
9b

多聚甲醛室温

固定
%" >?I

!

"

!

!b )-?L1I

透化
8 >?I

!

8b 6S7

室

温封闭
%" >?I

* 向每张细胞爬片滴加约
#"" #O

的

4G

#

"6

一抗'置湿盒中
9

&过夜* 次日以
K6S

冲洗
%

次!滴加
#"" #O

荧光二抗'室温避光孵育
%" >?I

&

K6S

冲洗
%

次! 向 爬 片 滴 加
W1;./;AL %%!85

$

8 #NF>O

%荧光染料避光孵育
8 >?I

衬染细胞核*

K6S

冲洗后封片!荧光显微镜观察并照相*

9

!

8

$

("6!

蛋白表达的检测$将接种至
$ .>

细

胞培养皿中长满$约
5"b c<"b

%的
7=&

血清饥饿

过夜* 分为#正常组'

)4G

#

!

组及
K7=

高浓度组* 同

前检测
(&7+

#

#

中分组与处理方法
K7=

预处理细胞

! /

后!以
)4G

#

!%" INF>O

诱导除正常组以外的各组

细胞
%" >?I

后检测
("6!

的蛋白降解变化!采用

*;AL;-I M21L

法检测*

=&O

发光!化学发光仪检测信

号!采用
(>,N; '

软件分析灰度值!以
%

"

,.L?I

作为

内参!计算目标蛋白与
%

"

,.L?I

的灰度比值进行统计

分析* 各实验均重复
%

次*

9

!

$

$

B/

#

B%5

'

B/

#

=HR

蛋白表达检测$将接种

至
$ .>

细胞培养皿中长满的
7=&

血清饥饿过夜!分

为正常组和
K7=

高浓度组!以
K7= 5" #>12FO

预处

理
K7=

高浓度组细胞
! /

!裂解蛋白后采用同
9

!

%

中

*;AL;-I M21L

法分别检测
B/

#

B%5

'

B/

#

=HR

的蛋白表

达情况!

B/

#

B%5

和
B/

#

=HR

分别以
B%5

和
=HR

作为

内参!计算目标蛋白与内参的灰度比值进行统计分析*

各实验均重复
%

次*

9

!

:

$

B/

#

B%5

抑制剂干预后
("6!

蛋白表达检测

$将接种至
$ .>

细胞培养皿中长满的
7=&

血清饥饿

过夜后!分为正常组'

)4G

#

!

组'

K7=

高浓度组'

B%5

抑

制剂组$

S6

组%及
=HR

抑制剂组$

KD

组%* 正常组采

用无血清培养基培养&

)4G

#

!

组采用无血清培养基培养

! /

后
)4G

#

!

$

%" INF>O

%诱导细胞
%" >?I

&

K7=

高浓

度组予以
K7= 5" #>12FO

预处理细胞
! /

后!

)4G

#

!

$

%" INF>O

%诱导细胞
%" >?I

&

S6

组先以
B%5

抑制剂

S6!%5"!8 !8 #>12FO

预处理细胞
%" >?I

!再以
K7=

5" #>12FO

预处理细胞
! /

!最后以
)4G

#

!

$

%" INF>O

%

诱导细胞
%" >?I

&

KD

组先以
=HR

抑制剂
KD<5"8<

8" #>12FO

预处理细胞
%" >?I

!再以
K7= 5" #>12FO

预处理细胞
! /

!最后以
)4G

#

!

$

%" INF>O

%诱导细胞

%" >?I

&处理结束后裂解蛋白!同前以
*;AL;-I M21L

法

检测蛋白
("6!

的表达*

=&O

发光!化学发光仪检测信

号!采用
(>,N; '

软件分析灰度值!以
%

"

,.L?I

作为内

参!计算目标蛋白与
%

"

,.L?I

的灰度比值进行统计分

析* 各实验均重复
%

次*

9

!

5

$统计学方法$采用
SKSS #5

!

"

统计软件
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%

包进行统计分析* 数据以
]

)

A

表示!方差齐性检验

后!组内多组计量资料采用单因素方差分析!组间两两

比较采用
61IJ;--1I?

检验*

K T"

!

"8

为差异有统计

学意义*

结$$果

#

$各组
(&7+

#

#

蛋白表达比较$图
#

%$与正常

组比较!

)4G

#

!

组
(&7+

#

#

蛋白表达明显升高!差异有

统计学意义$

K T"

!

"#

%* 与
)4G

#

!

组比较!

K7=

高浓

度组
(&7+

#

#

表达受到显著抑制$

K T "

!

"8

%!

K7=

低'中浓度组也表现出一定的抑制作用!但差异无统计

$$注#

7

为正常组&

6

为
)4G

#

!

组&

&

为
K7=

低浓度组&

D

为

K7=

中浓度&

=

为
K7=

高浓度组&与正常组比较!

!

K T "

!

"#

&

与
)4G

#

!

组比较!

"

K T"

!

"8

图
#

#各组
(&7+

#

#

蛋白表达

学意义$

K d"

!

"8

%*

!

$各组
4G

#

"6

核转位结果比较$图
!

%$正常组

7=&

中
4G

#

"6FB$8

信号主要位于胞浆中!

)4G

#

!

组

在
)4G

#

!

刺激
98 >?I

可诱导
4G

#

"6FB$8

由胞浆向

细胞核转位!而
K7=

高浓度组可显著抑制
)4G

#

!

诱

导的
4G

#

"6FB$8

核转位*

%

$各组
("6!

蛋白表达水平比较$图
%

%$与正

常组比较!

)4G

#

!

组
("6!

表达水平下降!差异有统计

学意义 $

K T "

!

"#

%*

K7=

高浓度组可显著抑制

)4G

#

!

诱导的
("6!

蛋白降解$

K T"

!

"#

%*

9

$各组
B/

#

B%5

及
B/

#

=HR

蛋白表达水平比较

$图
9

%$与正常组比较!

K7=

高浓度组可诱导细胞中

B/

#

B%5

及
B/

#

=HR

蛋白表达水平明显升高!差异有统

计学意义$

K T"

!

"8

%*

8

$各组
B/

#

B%5

抑制剂干预后
("6!

蛋白表达水

平比较$图
8

%$与正常组比较!

)4G

#

!

组
("6!

表达

水平下降!差异有统计学意义$

K T"

!

"#

%* 与
)4G

#

!

组比较!

K7=

高浓度组
)4G

#

!

诱导的
("6!

蛋白降

解显著抑制$

K T"

!

"#

%!

S6

组
K7=

对
("6!

蛋白降

解的抑制作用显著阻断$

K T "

!

"8

%!而
KD

组则无

抑制*

讨$$论

近年来的研究结果显示!

7S

的发生'发展和转归

与机体的慢性炎性疾病和免疫失调存在密切关系(

5

)

*

)4G

#

!

是由单核细胞和血管内皮细胞分泌的体内最

$$注#箭头所指为
4G

#

"6FB$8

信号

图
!

#

K7=

抑制
)4G

#

!

诱导的
4G

#

"6

核转位$$免疫荧光法! (

!""

%
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!

%

"!$!##"

$$注#

7

为正常组&

6

为
)4G

#

!

组&

=

为
K7=

高浓度组&与正

常组比较!

!

K T"

!

"#

!与
)4G

#

!

组比较!

"

K T"

!

"#

图
%

#

K7=

抑制
)4G

#

!

诱导的
("6!

蛋白降解

$$注#与正常组比较!

!

K T"

!

"8

图
9

#

K7=

对
B/

#

B%5

和
B/

#

=HR

的磷酸化激活作用

重要的促炎性细胞因子之一! 显著存在于动脉粥样硬

化患者的病灶中(

<

)

* 在
7S

的发生'发展过程中

)4G

#

!

可参与血管内皮细胞的损伤'促进炎性细胞的

聚集及炎性介质的释放!在动脉硬化斑块的形成和破

裂中起重要的促进作用(

#"

)

*

6-,I;I O

等(

##

)的研究

显示!抑制
,B1=

"

F

"小鼠体内
)4G

#

!

的表达可显著降

低早期
7S

的发生率* 国内外研究显示芍药苷具有显

著的抗炎作用!其机制与抑制炎性介质的产生及其信号

转导有关(

%

)

*

4,> R4

等(

#!

)报告芍药苷能够抑制炎症

$$注#

7

为正常组&

6

为
)4G

#

!

组&

=

为
K7=

高浓度组&

G

为

S6

组&

V

为
KD

组&与正常组比较!

!

K T "

!

"#

&与
)4G

#

!

组比

较!

"

K T"

!

"#

&与
K7=

高浓度比较!

#

K T"

!

"8

图
8

#磷酸化
B%5

抑制剂对
K7=

干预后

("6!

蛋白表达水平比较

因子诱导的神经毒性小角质细胞炎症反应及脂多糖诱

导的
4E

'

)4G

#

!

'

(O

#

#

在小角质细胞中的产生!指出芍

药苷的神经保护作用源于其能够抑制神经细胞中炎症

因子的产生*

本实验发现!在离体培养的内皮细胞中!

K7=

能

够显著抑制
)4G

#

!

诱导'

)4GH#

介导的
("6!

降解'

4G

#

"6

核转位和
(&7+

#

#

的表达!从而抑制
)4GH#F

4G

#

"6

信号通路* 这些结果与之前
VP1 H6

等(

#%

)报

告的
K7=

对神经系统炎症的保护作用和
'?I O

等(

$

)

报告的
K7=

对
)4G

#

!

诱导人单个核细胞中黏附分子

表达的抑制作用相一致* 由此提示抑制
)4GH#F4G

#

"6

信号通路可能是
K7=

发挥抗炎作用和内皮保护作

用!进而干预
7S

发生'发展的重要靶环节* 同时!研

究结果表明
K7=

可诱导细胞中
B%5

磷酸化激活!采

用
B%5

抑制剂可有效阻断
K7=

对
("6!

蛋白降解的

抑制作用!表明
K7=

可能通过激活
B%5

而介导对

)4GH#F4G

#

"6

信号转导过程的抑制!其具体的分子

机制仍有待进一步阐明*

本研究通过探讨
K7=

对
7=&

中
)4GH#F4G

#

"6

信号通路的抑制作用和分子机制!为活血化瘀中

药赤芍在动脉粥样硬化治疗方面的应用提供了明确

的实验室依据* 同时本团队研究发现!活血化瘀中

药红花的主要药效成分羟基红花黄色素
7

预处理

7=&

细胞与
K7=

有相同的抑制
)4GH#F4G

#

"6

信

号通路作用(

#9

)

* 提示活血化瘀类中药在治疗动脉粥

样硬化方面有着一致的作用机制!这将有可能为活

血化瘀类中药的药理研究开辟新的思路*
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