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益气活血中药配伍双联抗血小板药物对人脐静脉

内皮细胞损伤和内皮血小板黏附的影响
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$$阿司匹林和氯吡格雷组成的双联抗血小板$双抗%

方案是急性冠脉综合征"尤其是经皮冠状动脉介入治疗
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) 如何更有效地减少血栓事件发生"仍是心

血管领域面临的挑战) 内皮损伤后黏附性增加"通过细
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"加速血栓形成'
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) 损伤内皮诱导的血小板黏

附和活化逐渐成为心血管领域的研究热点) 然而双抗
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通路探讨其作用机制)

材料与方法
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N.;J7.7J O<B> N.;=:;

"

FbF

%"

FbF

室温

下
& """ OE:<M

离心
#" :<M

"沉淀血小板重悬于
9',

培养基中"调整血小板计数为
#

&

#"

4

E:P

) 健康产妇脐

带取自北京海淀区妇幼保健医院)

!

$药物$阿司匹林标准品$

!"" :UE

瓶"批号#

!"#6"8

%*硫酸氢氯吡格雷标准品$

#"" :UE

瓶"批号#

!"#6"&

%*

F3Z

$

#"" :UE

瓶" 批号#

!"#""!

%均购自

中国药品生物制品检定所"

FWZ

$批号#

#6"&##

%购自

吉林吉安益盛药厂)

&

$试剂和仪器$

1K

#

PCP

购自广州奕源生物科

技有限公司 $批号#

!"#8"%

%)

'C#66

#

F9

抗体 $批

号#

9#56&"

"

#"!

%"

'C$#

#

\)*'

抗体$批号#

(6"#!

#

3,"&'

%"

FD

#

FbD

#

#E%

#

HHC

试 剂 盒 $ 批 号#

0&8#!&

%均购自美国
P<Y7

公司)

+7=J7OM Q.1J

一抗

N

#

HIJ

$批号#

""#5

%"

HIJ

$批号#

""#%

%均购自美国



!!""$$! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

"

(-./ !"#$

"

01.2 &$

"

31

!

%

'Z*

公司) 内皮细胞培养基$

7M?1J>7.<;. B7.. :7?<

#

-:

"

9',

%购自
ZB<7MB7 '7..

公司$批号#

#$486

%)

$

#

I7J1

#

F`\#"

放免药盒$批号#

!"#$"##8

%*

*a^

!

放免药盒$批号#

!"#$"##8

%均购自北京华英生物技

术 研 究 所)

'C$#

#

\)*'

单 克 隆 抗 体 $ 批 号#

&64"5&

%"

'C$!

#

F9

单克隆抗体$批号#

&64#"%

%"

均购自美国
^C

公司)

'D

!

细胞培养箱购自美国

*>7O:1

公司&

#

级
!

型生物安全柜购自新加坡
9Z

#

'D

公司&流式细胞仪$

3H0)DZ

%购自美国
^7BI

#

:;M '1-.J7O

公司&

*!8

细胞培养瓶*

$

孔细胞培养

板*

#8 :P

离心管*

8" :P

离心管均购自美国
'1O

#

M<MU

公司)

6

$方法

6

!

#

$

ST09'

细胞分离与培养$参照文献'

#!

(

报道的方法进行
ST09'

的分离) 无菌条件下取健康

产妇脐带"用
"

!

#c

胶原酶
#

灌注脐静脉收集
ST

#

09'

) 采用
9',

培养基"将
ST09'

接种于
$" ::

细胞培养皿$

'1OM<MU

"美国%"置于
&%

'"

8c 'D

!

培

养箱 $

*>7O:1

"美国%中培养) 原代细胞自分离后

!6 >

换液"之后细胞每
!

天换液
#

次) 待细胞融合"

用
"

!

!8c

胰蛋白酶消化传代) 实验采用第
8

代细胞)

6

!

!

$细胞分组及给药$

F3Z

的治疗浓度为

#"" !UE :P

'

#&

(

"参考既往实验和预实验结果'

##

"

#6

(

"确

定本研究所用
FWZ

和
F3Z

的浓度均为
#$" !UE:P

)

ST09'

随机分为空白组*模型组*双抗组*

FWZ V

F3Z V

双抗组和
P[!56""! V FWZ V F3Z V

双抗组"

共
8

组) 空白组细胞置于
&%

'"

8c'D

!

培养箱中常

规培养
#$ >

&模型组细胞培养基中加入
1K

#

PCP

$

4" :UEP

%"

&%

'培养箱孵育
#$ >

&双抗组细胞培养

基中 加 入 阿 司 匹 林 $

#8 !UE:P

% 和 氯 吡 格 雷

$

#" !UE :P

%"

&%

'培养箱孵育
&" :<M

"之后加入

1K

#

PCP

$

4" :UEP

%"继续孵育
#$ >

&

FWZ V F3Z V

双

抗组细胞培养基中加入
FWZ

$

#$" !UE :P

*

F3Z

$

#$" !UE :P

%*阿司匹林$

#8 !UE :P

%和氯吡格雷

$

#" !UE :P

%"

&%

'培养箱孵育
&" :<M

"之后加入
1K

#

PCP

$

4" :UEP

%"继续孵育
#$ >

&

P[!56""! V FWZ V

F3Z V

双抗组细胞中加入
P[!56""!

$

&" !UE :P

%预

先孵育
# >

"之后同
FWZ VF3Z V

双抗组)

6

!

&

$

ST09'

凋亡率$采用
FD

#

FbD

#

#E%

#

HHC

凋亡试剂盒检测
ST09'

凋亡率)

"

!

!8c

胰蛋白酶

收集
ST09'

"

F^Z

清洗
!

次"重悬于
# :P 6

'

F^Z

中"调整细胞计数为
#

&

#"

$

E:P

"取出
#"" !P

细胞

悬液"加入
!

!

8 !P FD

#

FbD

#

#

和
# !P %

#

HHC

"避光

孵育
&" :<M

"进行流式细胞仪分析)

6

!

6

$

ST09'

上清液酸脱氢酶 $

.;BJ;J7 ?7>/

#

?O1U7M;=7

"

PCS

%和
)'H,

含量$收集
ST09'

上清

液"生化法检测
PCS

浓度"放免法检测
)'H,

浓度)

严格按照各试剂盒进行操作)

6

!

8

$内皮 "血小板黏附情况$将
#"" !P

血小

板悬液加入
ST09'

培养皿中"

&%

'细胞培养箱孵育

8 :<M

) 孵育完毕"弃掉上清液"

F^Z

轻轻冲洗培养皿

&

遍)

"

!

!8 c

胰蛋白酶收集
ST09'

及黏附在
ST

#

09'

上的血小板"

F^Z

清洗
!

遍"重悬于
# :P 6

'

F^Z

中"调整
ST09'

细胞计数为
#

&

#"

4

E:P

) 取

出
#"" !P

细胞悬液"加入
! !P\)*'

标记的抗
'C$#

抗体和
! !PF9

标记的抗
'C#66

抗体"进行流式细胞

仪分析)

'C$#

和
'C#66

分别为血小板和
ST09'

的特异性标记物'

#&

(

) 流式分析时
'C#66

阳性的细胞

$即
ST09'

%中
'C$#

的平均荧光强度$

:7;M Y.-1

#

O7=B7MB7 <M?<B;J1O

"

,\)

%即可反映内皮细胞上血小

板的黏附程度)

6

!

$

$

ST09'

中
N

#

HIJ

*

N

#

F)&G

蛋白表达$采

用
+7=J7OM Q.1J

检测法) 弃掉细胞培养上清液"用预

冷的
F^Z

冲洗
ST09'

培养皿
&

次"每个培养皿中加

入
!"" !P

细胞裂解液"之后用细胞刮刀刮取细胞"

#! """ O E:<M

"

6

'离心
#" :<M

"取上清"

^'H

法进行

蛋白定量) 将剩余蛋白加热变性"

#"c ZCZ

聚丙烯

酰胺凝胶电泳"

6

'转移到
F0C\

膜上"

8 c

脱脂奶粉

封闭
# >

"加抗
N

#

HI

抗体和抗
HIJ

抗体
6

'孵育过

夜)

SbF

标记的二抗$

#

(

! """

%常温孵育
# >

)

H.

#

N>;9;=7\' $

!

"

分析条带光密度值)

6

!

%

$统计学方法$采用
ZFZZ #&

!

"

软件进行

统计"计量资料用
K

)

=

表示) 多样本均数比较采用单

因素方差分析"并进行方差齐性检验"方差齐用
PZC

检验"方差不齐用
*;:>;M7

*

= J !

检验)

F ]"

!

"8

为

差异有统计学意义)

结$$果

#

$各组
ST09'

凋亡率比较$表
#

*图
#

%$与空

白组比较"模型组
ST09'

凋亡率升高$

F ]"

!

"8

%)

表
#

$各组
ST09'

凋亡率比较$$

c

"

K

)

=

%

组别
M

凋亡率

空白
$ 6

+

5##

)

!

+

##8

$

模型
$

#4

+

8#&

)

&

+

"55

!

双抗
$

!"

+

"##

)

$

+

6"#

"

FWZ VF3Z V

双抗
$

8

+

8!"

)

!

+

666

"#

P[!56""! V FWZ VF3Z V

双抗
$

#$

+

6&4

)

6

+

&6$

$

$$注#与空白组比较"

!

F ] "

!

"8

&与模型组比较"

"

F ] "

!

"8

&与双抗

组比较"

#

F ]"

!

"8

&与
FWZ VF3Z V

双抗组比较"

$

F ]"

!

"8
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!

%

!!"'$$!

图
#

$各组
ST09'

凋亡率比较

与模型组比较"双抗组
ST09'

凋亡率升高
4

!

#c

"

FWZ VF3Z V

双抗组
ST09'

凋亡率降低
%"

!

#4c

"

差异均有统计学意义$

F ]"

!

"8

%"且
FWZ V F3Z V

双

抗组
ST09'

凋亡率较双抗组明显降低$

F ]"

!

"8

%)

与
FWZ V F3Z V

双抗组比较"

P[!56""! V FWZ V

F3Z V

双抗组
ST09'

凋亡率升高
$$

!

6!c

"差异有

统计学意义$

F ]"

!

"8

%)

!

$各组
ST09'

上清液
PCS

和
)'H,

浓度比较

$表
!

%$与空白组比较"模型组
PCS

和
)'H,

浓度升

高$

F ]"

!

"8

%) 与模型组比较"双抗组
PCS

浓度升高

8

!

6#c

"

FWZ V F3Z V

双抗组
PCS

浓 度 降 低

&8

!

%"c

"差异均有统计学意义$

F ]"

!

"8

%"双抗组与

FWZ VF3Z V

双抗组
)'H,

浓度均降低$

F ]"

!

"8

%)

与双抗组比较"

FWZ V F3Z V

双抗组
PCS

和
)'H,

浓度降低更明显$

F ]"

!

"8

%) 与
FWZ V F3Z V

双抗

组比较"

P[!56""! V FWZ V F3Z V

双抗组
PCS

*

)'H,

浓度均升高$

F ]"

!

"8

%)

表
!

$各组
ST09'

上清液
PCS

*

)'H,

浓度比较$$

TEP

"

K

)

=

%

组别
M PCS )'H,

空白
$ !&"

+

$#$

)

%5

+

#!%

$

&!

+

&&4

)

&

+

%!4

$

模型
$

66#

+

&$$

)

&&

+

645

!

6&

+

5%%

)

!

+

$$6

!

双抗
$

666

+

66"

)

%8

+

8#5

"

6"

+

"8"

)

!

+

%6"

"

FWZ VF3 V

双抗
$

!%"

+

&#8

)

&5

+

$#%

"#

&&

+

%5&

)

&

+

"88

"#

P[!56""! VFWZ VF3Z V

双抗
$

666

+

6!$

)

&&

+

$%4

$

&5

+

58"

)

&

+

"%%

$

$$注#与空白组比较"

!

F ] "

!

"8

&与模型组比较"

"

F ] "

!

"8

&与双抗

组比较"

#

F ]"

!

"8

&与
FWZ VF3Z V

双抗组比较"

$

F ]"

!

"8

$$

&

$各组
,\)

比较$表
&

"图
!

%$与空白组比较"

模型组
,\)

升高$

F ]"

!

"8

%) 与模型组比较"双抗组

与
FWZ V F3Z V

双抗组
,\)

均降低"其中
FWZ V

F3Z V

双抗组
,\)

降低更明显 $

F ] "

!

"8

%) 与

FWZ VF3Z V

双抗组比较"

P[!56""! V FWZ V F3Z V

双抗组
,\)

升高$

F ]"

!

"8

%)

表
&

$各组
,\)

比较$$

K

)

=

%

组别
M ,\)

空白
$ !

+

5&4

)

"

+

&&"

$

模型
$

8

+

"!%

)

"

+

6#&

!

双抗
$

6

+

64%

)

"

+

6"!

"

FWZ VF3Z V

双抗
$

!

+

$#8

)

"

+

!8!

"#

P[!56""! V FWZ VF3Z V

双抗
$

6

+

&%4

)

"

+

844

$

$$注#与空白组比较"

!

F ] "

!

"8

&与模型组比较"

"

F ] "

!

"8

&与双抗

组比较"

#

F ]"

!

"8

&与
FWZ VF3Z V

双抗组比较"

$

F ]"

!

"8

6

$各组
ST09'

中
N

#

HIJ

*

N

#

F)&G

蛋白表达比

较$表
6

"图
&

%$与空白组比较"模型组
ST09'

中
N

#

HIJ

表达降低$

F ]"

!

"8

%"

N

#

F)&G

表达差异无统计学

意义$

F d"

!

"8

%) 与模型组比较"

FWZ V F3Z V

双抗

组
ST09'

中
N

#

HIJ

表达增加$

F ]"

!

"8

%"其他表达

差异均无统计学意义$

F d "

!

"8

%) 与双抗组比较"

FWZ VF3Z V

双抗组
N

#

HIJ

表达升高$

F ]"

!

"8

%"

N

#

F)&G

表达差异无统计学意义$

F d"

!

"8

%) 与
FWZ V

F3Z V

双抗组比较"

P[!56""! V FWZ V F3Z V

双抗

组
N

#

HIJ

表达降低$

F ]"

!

"8

%)
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%

图
!

$各组血小板黏附程度比较

表
6

$各组
ST09' N

#

HIJEHIJ

*

N

#

F)&GEF)&G

蛋白表达比较$$

K

)

=

%

组别
M N

#

HIJEHIJ N

#

F)&GEF)&G

空白
& #

+

&#!

)

"

+

!&"

$

!

+

#4$

)

"

+

#5"

模型
&

"

+

5&6

)

"

+

!#"

!

#

+

456

)

"

+

##!

双抗
& "

+

4$%

)

"

+

#"# #

+

$%&

)

"

+

!"#

FWZ VF3Z V

双抗
&

#

+

&"4

)

"

+

!!#

"#

#

+

4%$

)

"

+

#!#

P[!56""! VFWZ VF3Z V

双抗
&

"

+

86&

)

"

+

!4!

$

#

+

$&6

)

"

+

!&"

$$注#与空白组比较"

!

F ] "

!

"8

&与模型组比较"

"

F ] "

!

"8

&与双抗

组比较"

#

F ]"

!

"8

&与
FWZ VF3Z V

双抗组比较"

$

F ]"

!

"8

图
&

$各组
ST09' N

#

HIJEHIJ

*

N

#

F)&GEF)&G

蛋白表达印迹图

讨$$论

内皮细胞损伤是血栓形成的重要始动因素"凋亡

的内皮可诱发血小板的活化和内皮 "血小板黏附"从

而加速血栓的形成'

8

(

) 本研究表明"益气活血中药与

双抗联用可以更有效地降低
1K

#

PCP

诱导的内皮细胞

凋亡和内皮 "血小板黏附"其机制与内皮细胞
F)&GE

HIJ

通路有关)

双抗药物对内皮细胞的影响尚存在争议#有研究

显示氯吡格雷可改善内皮依赖的血管舒张"改善血管

重塑'

#$

(

"提高内皮型一氧化氮合酶的表达'

#%

(

&但也有

研究显示"常规剂量氯吡格雷并不能改善内皮功

能'

#4

(

"也不能减轻内皮细胞氧化应激损伤'

#5

(

) 同样"

有研究报道阿司匹林可减轻
1K

#

PCP

诱导的内皮氧化

应激损伤及炎症反应'

!"

(

"但也有研究提出阿司匹林对

内皮细胞凋亡并无改善作用'

!#

(

"浓度大于
#

&

#"

%

:1.EP

的阿司匹林反而可诱导内皮细胞的凋亡'

!!

(

)

本实验结果表明"对于
1K

#

PCP

诱导的内皮细胞凋亡"

双抗药物不能发挥保护作用)

)'H,

是介导损伤内皮 "血小板黏附的重要分

子) 阿司匹林可以乙酰化内皮
'Da

#

!

蛋白"从而降低

内皮细胞
)'H,

的表达'

!&

(

&氯吡格雷可以降低内皮炎

症介质的表达'

!6

(

) 本实验中双抗有效降低上清液

)'H,

浓度"与既往研究是一致的'

!&

"

!6

(

) 此外"研究

报道抗血小板药物可降低内皮 "血小板黏附率'

!8

(

)

推测本实验中双抗降低血小板对内皮细胞的黏附一方

面与双抗对内皮
)'H,

的抑制作用有关"一方面与双

抗抗血小板的作用有关)

益气活血中药与双抗联用后"可以降低内皮细胞

凋亡率"此外"益气活血中药联用双抗降低
)'H,

表达
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%

!!")$$!

和抑制血小板黏附的作用均强于单用双抗"而

P[!56""!

消除了益气活血中药的上述作用) 这提示

益气活血中药保护内皮*抑制
)'H,

表达和降低血小

板黏附的作用均与内皮细胞
F)&GEHIJ

通路有关)

F)&GEHIJ

是重要的维持细胞活性*抑制细胞凋亡

通路)

+;MU (

等'

##

(证实
FWZ

可以通过调节内皮细

胞
F)&GEHIJ

通路有效减轻波动性高糖诱导的内皮细

胞损伤和凋亡) 本研究结果表明"

1K

#

PCP

可以降低

内皮细胞中
N

#

HIJ

蛋白的表达"这提示
1K

#

PCP

诱导

的内皮细胞损伤和凋亡和其抑制内皮细胞
F)&GEHIJ

通路有关) 益气活血中药上调内皮细胞中
N

#

HIJ

蛋白

表达"同时有效降低
1K

#

PCP

诱导的内皮细胞凋亡和

PCS

水平)

P[!56""!

阻断内皮细胞
F)&G

活性后"

益气活血中药对内皮细胞凋亡率的抑制作用消失"这

证实益气活血中药是通过上调内皮细胞
F)&GEHIJ

通

路发挥内皮细胞保护作用的)

F)&GEHIJ

通路可以通过多种途径发挥不同的

)'H,

调节作用)

G<: S`

等'

!$

(证实
*3\

通过活化

F)&GEHIJ

通路促进
)'H,

的表达&

b;?<=;R._7R<B e

等'

!%

(证实血管内皮生长因子通过上调
F)&GEHIJ

通路

促进
)'H,

的表达) 此外"

[;:;U;J; G

等'

!4

(证实茶

多酚通过上调内皮细胞中
F)&GEHIJ

通路抑制
)'H,

的表达"从而发挥内皮保护作用)

P- '[

等'

!5

(证实穿

心莲内酯通过上调内皮细胞
F)&GEHIJ

通路抑制

)'H,

表达"从而减轻
*3\

诱导的炎症损伤) 本实验

提示益气活血中药很可能通过上调内皮细胞
F)&GE

HIJ

通路发挥抑制
)'H,

表达的作用)

冠心病常表现为气虚血瘀证"益气活血中药具有补

气扶本*祛瘀蠲痹的功效"因此被广泛应用于冠心病等

血栓性疾病的临床治疗'

&"

"

&#

(

) 本实验结果表明"益气

活血中药联合双抗"可以通过调节内皮细胞
F)&GEHIJ

通路减轻
1K

#

PCP

诱导的内皮细胞损伤和凋亡"从而进

一步抑制损伤内皮诱导血小板黏附) 一方面保留了双

抗较强的抗血小板作用"一方面增加了益气活血中药带

来的保护内皮和降低内皮黏附性的作用"两者相得益

彰"抑制血栓形成"这无疑会带来显著的临床获益)
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