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!基础研究!

丹瓜方对糖尿病动脉粥样硬化大鼠炎性标志物及

内皮细胞功能的影响

杨柳清#

#李#亮#

#衡先培#

#黄苏萍!

#潘旭东#

摘要#目的#观察丹瓜方对高脂糖尿病动脉粥样硬化大鼠炎症标志物及内皮细胞功能的影响" 方法
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样硬化糖尿病鼠的部分血管炎性标志物具有多层次干预作用#对血管内皮细胞功能有一定改善作用"
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"日后发生心血管病的危险增加

!#b
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+ 糖尿病里程碑研究
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的研究结果

表明"严格的强化降糖'

&

(

,强化降压'

7

(

,联合降脂'

8

(均

不能进一步提高糖尿病大血管病变获益+ 高脂饲养的
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糖尿病鼠联合代谢抑制及一氧化氮合酶$
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1EBQ/ R^.<CAR/

"

4JN

%抑制剂处理
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周"能造成持

续高而稳定的血糖水平'
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(和典型的动脉硬化形态学

改变"丹瓜方对此模型具有显著抗动脉硬化作用'
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的表达'
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+ 前期研究还表明"丹瓜
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(

"保护细胞骨架以拮抗秋水仙碱的细

胞毒性'

#!

(

+ 本实验则观察丹瓜方对联系糖尿病与动

脉硬化的关键中间环节---血管内皮细胞和微炎症状

态的影响+

材料与方法
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级自发性糖尿病
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周龄"雄性"体重$

&7$

&
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D
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+ 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+ 普
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海西唐生物科技有限公司&兔抗大鼠血管性血友病因
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"
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克隆抗体"货号
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"
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公司&无

水乙醇,氯仿,异丙醇"国药集团化学试剂有限公司&
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"
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9U!""#4
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"
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*N

"
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T,!#&8

切片机"德国
O/BHA

公司&

\>7"

光学显微

镜"日本
J2^@F-R

公司&

T?M)0N ,JI?O#8"

柯尼卡

IT

系统"北京思科信息有限责任公司&

?O>5"5

酶标

仪"美国宝特公司&

I`

"

%7"

蛋白核酸分析仪"美国贝

克曼公司&

'V>

"

6%

荧光定量
U'T

仪"美国
\B1

"

TWI

公司&

*A.1. !8""

凝胶呈像系统"天能公司&

YB@AH

'V #%T>

冷冻高速离心机"

Y)*W'Y)

&

P/^+SBH/

"

I

'&B @-O<B]-.H<B1.

高速离心机"美国
*C/S@1

公司+

7

#造模,分组及干预方法#

M=

大鼠适应性驯养

!

周后"连续
!

日测定随机血糖+ 两次血糖均值达到

或超过
##

!

# @@12KO

的
M=

大鼠被视为糖尿病成模

大鼠+

7"

只
M=

大鼠全部成模并获得稳定持续的高

血糖'

%

(

+ 全部
M=

大鼠均每日喂饲含
U*`

高脂饲料"

并腹腔注射
4JN

抑制剂
O

"

4W,?

"

#" @DK

$

PD

!

Q

%"

连续
#7

日"诱导产生动脉粥样硬化+

!7

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

#""b

'

$

(

+ 将造模成功大鼠按体重分层"再按血糖由高

至低根据随机数字表法进行分组"分为模型组'

5 @OK

$

PD

!

Q

%(,二甲双胍组'

#8" @DK

$

PD

!

Q

%(,辛伐他汀

组'

! @DK

$

PD

!

Q

%(,丹瓜方组'

5 @OK

$

PD

!

Q

%("每组

#"

只&以上药物用量均按照
8" PD

成人每日每公斤常

规用药量的
8

倍计算得出+ 灌胃给药"每日
#

次+ 另

取同龄,体重可比
+BR<AS

大鼠
#"

只作为正常组+ 正

常对照组喂饲普通饲料+ 从基线血糖开始每
7

周测
#

次随机血糖+ 干预
!7

周+

8

#观测指标及方法#观察大鼠毛发,活动情况,

精神状态,体重,食量等+ 观测
V\M

,体重变化及血脂

等+

!7

周后"全部大鼠禁食
#!C

"以
#"b

水合氯醛

$

"

!

& @OK#"" D

%腹腔注射+ 麻醉成功后沿腹部正中

线剖开腹腔"仔细分离腹主动脉"常规腹主动脉采血约

#" c#! @O

置于离心管中"在
&$

'恒温水浴箱中放

置
&" @B.

后"

& """ S K@B.

离心
#" @B.

"吸取上层血

清" )

!"

'保存备用+ 另采
# @O

血"加入
#"b

的

?I*W

二钠
!" $O

和抑肽酶
!" $O

"混匀"

7

'

& """ S K@B.

离心
#" @B.

"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"部分放入
T4W

液中保存"备检

信使核糖核酸$

@T4W

%+

8

!

#

#

?*

"

#

,

4J

,

*4V

"

!

,

)O

"

%

,

CR

"

'TU

检测#均

用
?O)NW

法检测"具体操作按照说明书+

8

!

!

#主动脉
*4V

"

!

及
X+V

检测#采用免疫组

化法检测+ 标本于
7b

多聚甲醛
K "

!

# @12KO U\N

$

FY $

!

" c$

!

%

%固定
&" c %" @B.

"

U\N

清洗
! @B.K

次*

!

次"

8

'进行组织脱水"常规石蜡包埋,切片"切

片厚度
7 $@

"置防脱片剂多聚赖氨酸处理过的载玻

片上"捞片后置烤箱
85 c%"

'进行烘烤
&" c%" @B.

使切片紧密黏附+ 磷酸缓冲液 $

U\N "3 "# @12KO

"

FY $

!

7

%冲洗
8 @B.K

次*

!

次+ 用新配制
&b Y

!

J

!

#

份+蒸溜水
#"

份混合"室温
8 c #" @B.

以灭活内原

性酶+ 蒸溜水洗
! @B.K

次 *

&

次+ 将切片侵入

"

!

"# @12KO

枸橼酸盐$

FY %

!

"

%"微波炉加热至沸腾后

断电"间隔
8 c #" @B.

后反复
#

次"冷却后
U\N

$

FY $

!

! c$

!

%

%洗涤
!

次"室温置
8 @B.

左右"

U\N

$

FY $

!

! c $

!

%

%洗涤
! c &

次+ 滴加
8b \NW

封闭

液"室温
!" @B.

左右"甩去切片上多余液体"不洗+

滴加适当稀释$

#

(

#""

%的一抗
&$

'标记
# C

+

U\N

$

FY $

!

! c$

!

%

%洗涤
! c &

次+滴加二抗"

!" c &$

'

!" @B.

"

U\N

$

FY $

!

! c$

!

%

%洗涤
8 @B.

连续
7

次+

取
# @O

蒸馏水"分别加入
IW\

试剂盒中试剂
W

$

\-]]/S

"

!"

*%,试剂
\

$

IW\ R-ZR<SA</

"

!"

*%,试

剂
'

$

IW\ 'CS1@1D/.

"

!"

*%各
#

滴"混匀后加至

各组标本的切片并于
&$

'反应
#" c&" @B.

+ 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+

8

!

&

#主动脉
*4V

"

!

及
X+V @T4W

的表达检测

采用
T/A2

"

<B@/ U'T

检测+ $

#

%总
T4W

提取#称取组

织
"

!

# D

放入装有
# @O *SB;12

的
#" @O

离心管中"在

冰浴条件下制成匀浆"然后转移至一新的
#

!

8 @O

离心

管内+ 加入
!"" $O

氯仿"用力颠倒混匀"室温静置

#" @B.

+

7

'"

#7 """ SK@B.

离心
!" @B.

+移取上清至另

一
#

!

8 @O

离心管中"加入等体积异丙醇"混匀后

)

!"

'沉淀
# C

+

7

'"

#7 """ SK@B.

离心
!" @B.

后"
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!

%

!!"($$!

弃上清+ 加入
# """ $O $8b

乙醇洗涤沉淀+

7

'"

#7 """ S K@B.

离心
#" @B.

"仍弃上清+ 加入
#" $O

I?U'

"

:A</S

至沉淀物完全溶解"进行紫外线 及电泳

分析测试其纯度与浓度+ $

!

%逆转录制备
HI4W

#取

*1<A2 T4W ! $D

加入到
"

!

! @O U'T

管中+ 加入
J2

"

BD1 Q* # $O

用
I?U'

"

:A</S

补充体积至
#! $O

+混匀

后
$"

'孵
8 @B.

"然后
7

'置
8 c#" @B.

+依次加入
8

*

S/A<B1. Z-]]/S 7 $O

,

TBZ121HP*,TB Z1.-H2/AR/

).CBZB<1S # $O

,

#" @@12KO Q4*U @BE ! $O

+ 混匀后

&$

' 置
8 @B.

"加入
WQQ T/X/S<WBQ*@,

"

,$O0

T/X/SR/ *SA.RHSBF<AR/ # $O

"最终容积为
!" $O

+混

匀后
7!

'置
%" @B.

" 再
$"

' 置
#" @B.

+ $

&

%引物

的设计与合成#从
M/.ZA.P

中查询大鼠相关基因的

@T4W

序列"输入
USB@/S 8

!

"

引物设计软件以设计

上,下游引物序列+ 引物序列如下#

#5RT4W

#上游#

8

$"

WW'M*'*M'''*W*'WW'***'M

"

&

$&下游#

8

$"

'*M'*M''**''**MMW*M*M

"

&

$"扩增长度
#&"

ZF

+

*4V

"

!

# 上游#

8

$"

''W''W'M'*'**'*M*'

"

*W'*M

"

&

$& 下 游#

8

$"

'*''M'**MM*MM***M'

"

*W'

"

&

$"扩增长度
#$% ZF

+

X+V

#上游#

8

$"

MMW*MM

"

MWW'MWMWWMWMM'

"

&

$& 下 游#

8

$"

WMM*

"

MW'MW*M*M''MWM*M

"

&

$"扩增长度
!&% ZF

+ 将

设计序列输入
4'\)

.

\OWN*

/进行比对"上,下游引

物匹配率均为
#""b

+ 委托上海威奥生物技术有限公

司合成,

UWM?

纯化+ $

7

%

T/A2

"

<B@/ U'T

扩增

HI4W

#取
T*

产物
# $O

+ 依次加入
N9\T US/@BE

?E *A_ #"

!

" $O

,

USB@/S #"

!

7 $O

,

USB@/S

!"

!

7 $O

,

IQY

!

J 5

!

! $O

+ 将预试验的
U'T

产物以

#"

倍 浓度梯度进行稀释"选择
#K#" """

"

#K#"" """

"

#K# """ """

"

#K#" """ """

浓度的稀释产物作为标准

品模版"进行荧光定量
U'T

反应并同时在荧光定量

U'T

仪中输入以上
7

个浓度数值+ 通过这
7

个标准

品生成的反应数据"软件
T1<1S

"

M/./ %

!

"

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+ 通过此标准曲线来计算在标准曲线所划定的

'*

值+

%

#统计学方法#采用
NUNN #%

!

"

软件进行数

据处理"连续变量表示为
E

&

R

表示"正态性检验用

NCAFBS1

"

+B2P

+ 多样本均数的两两比较采用单因素

方差分析"方差齐采用
ONI

"方差不齐采用
MA@/R

"

Y1:/22

统计方法&属非正态分布者以.中位数$四分位

间距%'

,

$

)dT

%(/来表示"用秩和检验+

U ["

!

"8

为

差异有统计学意义+

结##果

#

#各组
V\M

,

YZW#H

,

*'

,

*M

,

OIO

"

'

水平比较

$表
#

%#二甲双胍组,辛伐他汀组各有
#

只灌胃失败

死亡&二甲双胍组,模型组各有
#

只相互厮咬死亡&模

型组
#

只因极度营养不良自行死亡+ 干预
!7

周后"

模型组
V\M

,

YZW#H

,

*'

及
OIO

"

'

高于正常组$

U [

"

!

"#

%&与模型组比较"各用药组
V\M

,

*'

,

OIO

"

'

降

低" 丹 瓜 方 组
YZW#H

,

*M

降 低 $

U [ "

!

"8

"

U ["

!

"#

%+与二甲双胍组比较"丹瓜方组
*'

,

OIO

"

'

降低$

U ["

!

"#

%+

!

#各组血清
CR

"

'TU

,

*4V

"

!

,

)O

"

%

,

4J

,

?*

"

#

水

平比较$表
!

%#与正常组比较"模型组
CR

"

'TU

及

*4V

"

!

水平升高"

4J

水平降低$

U ["

!

"#

%&与模型组

比较"二甲双胍组,丹瓜方组
CR

"

'TU

及
*4V

"

!

水平降

低"

4J

水平升高$

U ["

!

"8

"

U ["

!

"#

%+ 各组间
)O

"

%

及
?*

"

#

含量比较"差异无统计学意义$

U a"

!

"8

%+

&

#各组
*4V

"

!

免疫组化阳性表达及
*4V

"

!

@T4W

表达比较$图
#

,

!

"表
&

%#

*4V

"

!

的阳性表达

主要位于内膜内皮细胞及中膜平滑肌的胞浆中"可见

褐色染色颗粒+ 正常组内膜与中膜呈阴性+ 模型组为

强阳性"内膜与中膜均可见密集成片的深褐色颗粒+

辛伐他汀组呈阳性"内膜可见较多的褐色染色颗粒"与

模型组比较略弱+ 二甲双胍组与丹瓜方组呈弱阳性"

可见散在褐色染色颗粒+ 与正常组比较"模型组
*4V

"

!

免疫组化阳性率及
*4V

"

!@T4W

的表达升高$

U [

"

!

"#

%&与模型组比较"辛伐他汀组及丹瓜方组
*4V

"

!

免疫组化阳性率降低"

&

组
*4V

"

!@T4W

的表达降低

$

U ["

!

"#

%+

表
#

$各组
V\M

,

YZW#H

,

*'

,

*M

及
OIO

"

'

水平比较#$

E

&

R

%

组别
. V\M

$

@@12KO

%

YZW#H

$

b

%

*'

$

@@12KO

%

*M

$

@@12KO

%

OIO

"

'

$

@@12KO

%

正常
#" &

,

"

&

"

,

8 8

,

7

&

"

,

&

##

!

,

7

&

"

,

!

##

!

,

#

&

"

,

8 "

,

%

&

"

,

&

#

模型
5

#"

,

5

&

"

,

$

!

6

,

5

&

#

,

"

!

#%

,

7

&

#

,

#

!

#

,

5

&

"

,

6

#&

,

$

&

#

,

&

!

二甲双胍
5

%

,

7

&

"

,

%

""

5

,

"

&

#

,

#

##

,

$

&

"

,

6

""

#

,

"

&

"

,

7

6

,

!

&

"

,

6

""

辛伐他汀
6

$

,

8

&

#

,

5

""

5

,

&

&

#

,

8

#"

,

%

&

#

,

6

""

#

,

&

&

"

,

7

5

,

!

&

#

,

6

""

丹瓜方
#"

%

,

&

&

#

,

"

""

$

,

8

&

"

,

6

""

6

,

6

&

"

,

5

""#

"

,

5

&

"

,

!

"

$

,

&

&

#

,

#

""#

##注#与正常组比较"

!

U ["

!

"#

& 与模型组比较"

"

U ["

!

"8

"

""

U ["

!

"#

&与二甲双胍组比较"

#

U ["

!

"#
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!

%

表
!

$各组血清炎性标志物比较$'

E

&

R K ,

$

)dT

%(

组别
. CR

"

'TU

$

$DKO

%

*4V

"

!

$

FDK @O

%

)O

"

%

$

FDK @O

%

4J

$

$@12KO

%

?*

"

#

$

FDK @O

%

正常
5 #

,

5$

&

"

,

!7 86

,

%"

&

#%

,

88 #

,

$$

$

#

,

"6

"

&

,

6#

%

%

,

$&

&

#

,

&7 #

,

&6

&

"

,

85

模型
5

!

,

8$

&

"

,

#$

!

56

,

86

&

#%

,

!$

!

!

,

"#

$

#

,

#8

"

!

,

86

%

7

,

"#

&

"

,

5$

!

!

,

7#

&

"

,

5#

二甲双胍
5

!

,

!7

&

"

,

#5

""

%#

,

#8

&

&!

,

6%

""

#

,

88

$

"

,

%7

"

!

,

75

%

8

,

8&

&

#

,

&!

"

!

,

""

&

"

,

6$

辛伐他汀
5 !

,

&6

&

"

,

!$ $7

,

88

&

#"

,

!" !

,

8!

$

!

,

"%

"

7

,

!6

%

8

,

"8

&

#

,

5% !

,

&$

&

#

,

&6
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图
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$各组主动脉
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溶解曲线
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#各组
X+V

免疫组化阳性表达及
X+V @T4W

表达比较$图
&

,

7

"表
7

%#

X+V

的阳性表达主要位于内

表
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膜内皮细胞及中膜平滑肌的胞浆中+ 正常组内膜与中

膜呈弱阳性&模型组为强阳性"内膜与中膜均见密集成
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图
7

$各组主动脉
X+V

溶解曲线

片的深褐色染色颗粒&辛伐他汀组,二甲双胍组与中药

组呈阳性"内膜可见较多的褐色染色颗粒"但较模型组

略弱+ 与正常组比较"模型组
X+V

免疫组化阳性率升

高$

U [ "

!

"#

%"

X+V @T4W

表达则差异无统计学意

义$

U a"

!

"8

%+ 与模型组比较"二甲双胍组
X+V @T

"

4W

表达升高$

U ["

!

"8

%+

讨##论

既往研究已经证实具有清润通络,化痰活血功效

的丹瓜方"能多层次干预氧化应激反应'

%

"

#&

(

"并且对糖

尿病动脉硬化有益'

$

(

+ 本文研究表明"丹瓜方对高脂

糖尿病动脉硬化复合模型鼠"可降低循环血液中的

CR

"

'TU

和
*4V

"

!

"并减少主动脉
*4V

"

!

免疫组化阳

性表达和
*4V

"

!@T4W

表达"显示出多层次的非特

异性抗炎活性+ 冠状动脉富含脂质部分的
WN

斑块中

都有
*4V

"

!

阳性物质'

#7

(

+

*4V

"

!

诱导细胞间黏附分

子 )

#

$

B.</SH/22-2AS H/22 AQC/RB1. @12/H-2/

"

#

"

)'W,

"

#

%,血管细胞黏附分子)

#

表达上调"并促进细

胞内
TJN

的产生和
F&5

磷酸化"及
4=

"

"\

转位'

#8

(

+

*4V

"

!

诱导清道夫受体
W

$

RHAX/.D/S S/H/F<1S

H2ARR W

"

NT

"

W

%和凝集素样氧化低密度脂蛋白受体"

#

的表达"而
)O

"

%

只诱导
NT

"

W

的表达"阻断
4V

"

"\

信

号通路降低
*4V

"

!

诱导的泡沫细胞形成和
NT

"

W

的

表达'

#%

(

+ 山药提取物通过下调
,WU=KWP<K4V

"

"\

信

号通路以阻断
*4V

"

!

诱导的黏附分子的表达'

#$

(

+ 当

归中的海松酸可抑制
*4V

"

!

诱导的
,,U

"

6

产生"并

通过下调
4V

"

"\

和
WU

"

#

以抑制人主动脉平滑肌细

胞 $

YWN,'

%的迁移'

#5

(

+ 丹瓜方同时下调
*4V

"

!

与

4V

"

"\

"可能在糖尿病动脉硬化病理中形成良性循环+

4J

舒张血管平滑肌"可抑制中性粒细胞趋化和

单核细胞,血小板黏附于血管内皮"其水平主要受基因

多态性的影响'

#6

(

"但在糖尿病时内皮细胞受损使其生

物利用度下降'

!"

(

+ 体外培养证实丹瓜方逆转不同浓

度高糖的细胞毒性'

#"

(

+ 本研究表明丹瓜方有效维持

糖尿病动脉硬化模型活体血液
4J

水平"进一步印证

了其内皮细胞保护活性+ 血管性血友病因子 $

X1.

+B22/ZSA.Q ]AH<1S W4I QBAZ/</R

"

X+V

%是血浆中的

一种具有黏附功能的多亚基糖蛋白"被认为是反映血

管内皮损伤的特异性标志物'

!#

(

"也是冠心病的重要标

志物'

!!

(

+

N1AS/R WO

等'

!&

(对
!

型糖尿病的研究发

现"凝血因子
0%

$

V0%

%在有轻度动脉硬化的
\

组和显

著动脉硬化的
'

组较无动脉硬化的
W

组显著升高"仅

'

组患者
X+V

和纤维蛋白原也升高+

`=UIN

结果表

明"二甲双胍具有多重大血管益处'

!7

(

+ 研究证实二甲

双胍治疗有益于空腹血糖受损患者的稳态调节"包括降

低纤溶酶原激活物抑制物)

#

及
X+V

等"从而对大血

管得益做出贡献'

!8

(

+ 二甲双胍加罗格列酮显著降低

!

型糖尿病患者
CR

"

'TU

,

X+V

,

?

选择素水平'

!%

(

+ 本

研究表明丹瓜方降低高脂糖尿病动脉硬化模型鼠升高

X+V

免疫组化阳性表达较二甲双胍更为显著+

糖尿病的中医学病因病机为气血津液代谢失调,

痰浊易生"久则痰瘀互结"脉络失养+ 丹瓜方是基于痰

瘀同治的原则治疗糖尿病及并发症的中药复方+ 丹瓜

方以丹参,瓜蒌为君"化痰活血并举+ 丹参性微寒又兼

养营血"瓜蒌性寒而润"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"丹

参提取物能降低
X+V

,

CR

"

'TU

,

)'W,

"

#

,

?*

"

#

,

*4V

"

!

水平"不仅具有改善内皮损伤和抗炎的作用"还

能改善糖脂代谢'

!$

(

+ 川芎具有减少心肌损伤,减轻内

皮损伤"改善心肌供血'

!5

(

+ 瓜蒌,薤白能降低
4J

,

'TU

水平"具有抗氧化,保护血管内皮的作用'

!6

(

+ 本

研究结果表明可降低循环血液中的
CR

"

'TU

和

*4V

"

!

"并减少主动脉
*4V

"

!

免疫组化阳性表达和

*4V

"

!@T4W

表达"对血管内皮功能有一定的保护

作用+

本研究仅炎症因子与内皮功能方面探讨了丹瓜方

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作用机制还不够充分"存在一

定的局限性"有待进一步的深入研究+
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