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%
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!基础研究!

宁心痛颗粒含药血清及有效组分干预
)LM

"

#

源性

巨噬细胞泡沫化的效应与机制

何小丽#顾#宁

摘要#目的#探讨宁心痛颗粒含药血清及主要药物的有效组分"黄芪多糖#藁本内酯$干预
)LM

"

#

源性

巨噬细胞泡沫化的效应与机制% 方法#采用佛波酯诱导人
)LM

"

#

细胞转化为巨噬细胞&再与
-NO>O

共培

养建立泡沫细胞模型'分为空白对照组#模型对照组#宁心痛颗粒含药血清"

&+P

$组#空白血清组#黄芪多糖

"

QMP

$组#藁本内酯"

O(R

$组#黄芪多糖合藁本内酯"

QMP S O(R

$组
$

组&对巨噬细胞泡沫化过程进行干预%

运用高效液相色谱法检测泡沫化程度"

&@K)&

比值$&

*/DT/2G 14-T

法检测
PUQ

"

!

#

&>%=

#

Q;&Q#

#

O8U

"

"

#

MMQU

"

#

的表达% 结果#与空白对照组比较&模型对照组
&@K)&

值#

PUQ

"

!

#

&>%=

#

Q;&Q#

及
O8U

"

"

#

MMQU#

蛋白表达升高"

M V"

!

":

$'与模型对照组比较&

O(R

组#

QMP S O(R

组#

&+P

组
&@K)&

值降低"

M V

"

!

":

$&除
QMP

组
Q;&Q#

外&

QMP

组#

O(R

组#

QMP S O(R

组#

&+P

组
PUQ

"

!

#

&>%=

蛋白表达降低&

Q;

"

&Q#

#

O8U

"

"

#

MMQU#

蛋白表达升高"

M V"

!

":

$% 与
QMP

组比较&

&+P

组
&@K)&

值降低&

Q;&Q#

蛋白表

达升高"

M V"

!

":

$% 结论#宁心痛颗粒含药血清#主要药物的有效组分"

QMP

#

O(R

$均可不同程度抑制

)LM

"

#

源性巨噬细胞泡沫化&其机制可能与调节巨噬细胞脂质吞噬"逆转运间的平衡&即下调脂蛋白吞噬受

体
PUQ

"

!

#

&>%=

的表达&上调胆固醇逆转运通路中的
Q;&Q#

#

MMQU#

及
O8U

"

"

的表达有关%

关键词#宁心痛颗粒' 含药血清' 有效组分'

)LM

"

#

源性巨噬细胞' 泡沫细胞

@WW/IT AGX +/IYAGBD0 -W TY/ Z-A0BGE -W )LM

"

# >/2B./X +AI2-[YAE/D (GT/2./G/X 1\ ,BGE8BG)-GE R2AG

"

F4/D &-GTABGBGE +/XBIBG/ P/2F0 AGX @WW/ITB./ &-0[-G/GTD

#

L@ 8BA-

"

4B AGX R] ,BGE

#

>/[A2T0/GT -W

&A2XB-4-E\

!

)Y/ )YB2X QWWB4BAT/X L-D[BTA4 -W ,AGCBGE ]GB./2DBT\ -W &YBG/D/ +/XBIBG/

!

,AGCBGE

$

!#"""#

%

Q;P)UQ&)

$

J1C/ITB./

$

)- /N[4-2/ TY/ /WW/IT AGX 0/IYAGBD0 -W TY/ W-A0BGE -W )LM

"

# X/2B./X

0AI2-[YAE/D BGT/2./G/X 1\ ,BGE8BG)-GE R2AGF4/D I-GTABGBGE 0/XBIBG/ D/2F0 AGX /WW/ITB./ I-0[-G/GTD 5

+/TY-XD

$

)LM

"

# I/44D ^/2/ BGXFI/X 1\ [Y-21-4

"

#

"

0\2BDTAT/

"

#%

"

AI/TAT/

$

M+Q

%!

XBWW/2/GTBAT/X BGT- 0AI2-

"

[YAE/D

$

+$

%!

TY/G XB.BX/X BGT- D/./G E2-F[D

#

14AG_ E2-F[

!

TYAT ^AD 0AI2-[YAE/ E2-F[

$

+$E2-F[

%&

0-X/4

E2-F[

!

TYAT ^AD W-A0 I/44 E2-F[

$

Z& E2-F[

%&

,BGE8BG)-GE R2AGF4/D I-GTABGBGE 0/XBIBG/ D/2F0 E2-F[

$

&+P

E2-F[

%&

14AG_ I-GT2-4 D/2F0 E2-F[

$

;&P E2-F[

%&

ADT2AEA4FD [-4\DAIIYA2BX/ E2-F[

$

QMP E2-F[

%&

4BEFDTB4BX/

E2-F[

$

O(R E2-F[

%&

QMP I-01BGBGE ^BTY O(R E2-F[

$

QMP SO(R E2-F[

%

5 )Y/ W-A0 I/44 W-20ATB-G 2AT/D ^/2/ X/

"

T/IT/X 1\ YBEY [/2W-20AGI/ 4B`FBX IY2-0AT-E2A[Y\

$

LMO&

%!

AGX TY/ /N[2/DDB-GD -W PUQ

"

!

!

&>%=

!

Q;&Q#

!

O8U

!

"AGX MMQU

!

#^/2/ 0/ADF2/X 1\ */DT/2G 14-T T/IYG-4-E\5 U/DF4TD

#

)Y/ 4/./4D -W &@K@) AGX TY/ [2-

!

T/BG /N[2/DDB-GD -W PUQ

!

!

!

&>%=

!

Q;&Q#

!

O8U

!

"AGX MMQU#-W TY/ Z& E2-F[ ^/2/ -1.B-FD4\ YBEY/2 TYAG

TY/ +$E2-F[

$

M V"

!

":

%

5 )Y/ 4/./4D -W &@K@) -W TY/ O(R

!

QMP SO(R AGX &+P E2-F[D ^/2/ DBEGBWBIAGT4\ 4-^/2

TYAG TY/ Z& E2-F[

$

M V"

!

":

%

5 )Y/ [2-T/BG /N[2/DDB-GD -W PUQ

!

!AGX &>%= -W QMP

!

O(R

!

QMP SO(R AGX &+P

E2-F[D ^/2/ 2/0A2_A14\ 4-^/2 TYAG TY/ Z& E2-F[

$

M V"

!

":

%!

AGX TY/ [2-T/BG /N[2/DDB-GD -W Q;&Q#

!

O8U

!

"AGX MMQU

!

#^/2/ G-TBI/A14\ YBEY/2 TYAG TY/ Z& E2-F[

$

M V "

!

":

%!

/NI/[T Q;&Q# /N[2/DDB-G BG QMP

E2-F[5 )Y/ 4/./4 -W &@K@) -W &+P E2-F[ ^AD 0A2_/X4\ 4-^/2 TYAG TY/ QMP E2-F[

$

M V"

!

":

%

5 *YB4/ TY/ [2-

!



"!"%&$" 中国中西医结合杂志
!"#$

年
##

月第
%$

卷第
##

期
&'()*+

!

,-./01/2 !"#$

!

3-45 %$

!

,-

!

##

T/BG /N[2/DDB-G -W Q;&Q# -W TY/ &+P E2-F[ ^AD DTATBDTBIA44\ YBEY/2 TYAG TY/ QMP E2-F[

$

M V"

!

":

%

5 &-GI4F

!

DB-G

#

,BGE8BG)-GE R2AGF4/D I-GTABGBGE 0/XBIBG/ D/2F0 AGX /WW/ITB./ I-0[-G/GTD 0BEYT BGYB1BT TY/ W-A

!

0BGE -W )LM

!

# X/2B./X 0AI2-[YAE/D

!

TY/ 0/IYAGBD0 -W ^YBIY 0BEYT 1/ 2/EF4ATBGE TY/ 1A4AGI/ -W

'

BGTA_/

!

2/./2D/ T2AGD[-2T

(

IY-4/DT/2-4 -W TY/ 0AI2-[YAE/

!

TYAT ^AD X-^G

!

2/EF4ATBGE TY/ /N[2/DDB-GD -W PUQ

!

!AGX

&>%=

!

AGX F[

!

2/EF4ATBGE TY/ /N[2/DDB-GD -W Q;&Q#

!

O8U

!

"AGX MMQU

!

#5

<@a*JU>P

$

,BGE8BG)-GE R2AGF4/D

&

I-GTABGBGE 0/XBIBG/ D/2F0

&

/WW/ITB./ I-0[-G/GTD

&

)LM

"

# X/

"

2B./X 0AI2-[YAE/

&

W-A0 I/44

##益气活血功效的'宁心痛颗粒(是具有自主知识

产权的南京中医药大学第三附属医院的医院制剂$苏

药制字
9"?"""$6#

%!是临床治疗冠心病不稳定性心

绞痛的有效中药制剂!本研究以
)LM

"

#

源性巨噬细胞

为研究对象!观察宁心痛颗粒含药血清及主要药物的

有效组分)黄芪多糖 $

ADT2AEA4FD [-4\DAIIYA2BX/

!

QMP

%*藁本内酯$

4BEFDTB4BX/

!

O(R

%+干预其泡沫化的

效应及机制,

材料与方法

#

#细胞和动物#人
)LM

"

#

细胞株$中国科学院

上海细胞库!来源于美国细胞培养中心
Q)&&

%&

%

月

龄清洁级健康
P>

大鼠
!?

只!体重
!""

%

!"E

!由南京

中医药大学动物实验中心购于浙江省医学科学院实验

动物中心!许可证号#

P&8<

$浙%

!"#%""%%

,

!

#试剂及仪器#试剂#宁心痛颗粒$由黄芪*川芎*

葛根*毛冬青*细辛组成!比例为
%

&

%

&

!

&

!

&

#

%!南京中医药

大学第三附属医院院内自制制剂$批号#

#!"7#7

%!规格#

#" EK

袋&注射用
QMP

$商品名#伯恩!天津赛诺制药有限

公司!批号#

"7##"?

%&

O(R

$

&QP ,-5 ??%#

"

"#

"

"

!成都克

洛玛生物科技有限公司%, 细胞培养基
MU+(#=?"

$澳大

利亚!

RB1I-

%&胎牛血清$

W/TA4 1-.BG/ D/2F0

!

Z;P

! 澳

大利亚
RB1I-

%!佛波酯$

[Y-21-4

"

#

"

0\2BDTAT/

"

#%

"

AI/

"

TAT/

!

M+Q

%*二甲基亚砜$

>+PJ

%!美国
PBE0A

公司&双

抗$

#

万
(]K0O

青霉素*

#

万
%EK0O

链霉素!

L\

"

&4-G/

%&氧化低密度脂蛋白$

-NBXBb/X 4-^ X/GDBT\ 4B[

"

-[2-T/BG

!

-NO>O

!

#

!

6 0EK0O

!

a;

"

""!

! 广州奕源生

物%!油红
J

染色试剂盒$

&AT5,-

!

"6?%

#

"6?%A S"6?%1

!

PIB/G&/44

%&胆固醇 $

IY-4/DT/2-4

!

&

!$

L

?=

J

!分子量

%6=

!

=:

!

PBE0A

%&

;&Q

蛋白定量试剂盒$

!%!!$

!

MB/2I/

!

)Y/20- PIB/GTBWBI

!包含试剂
Q

*试剂
;

及蛋白标准

品%&一抗#

Q

族清道夫受体$

AGTB1A-X\ -W DIA./GE/2

2/I/[T-2 I4ADD Q

!

PUQ

!

:"_>

!

A17%!7"

!

Q1IA0

%*肝

8

受体$

AGTB1A-X\ -W 4B./2 8 2/I/[T-2 "

!

OUQ"

!

:"

_>

!

A1?#7"!

!

A1IA0

%*过氧化物酶体增殖物激活受体

#

$

AGTB1A-X\ -W [/2-NBD-0/ [2-4BW/2AT-2 AITB.AT/X

2/I/[T-2 #

!

MMQU# :6 _>

!

A1#7?6#

!

Q1IA0

%*

&>%=

"

Q1

$

6:

"

66_>

!

A1#$"??

!

Q1IA0

%*三磷酸腺苷

结合盒转运体
Q#

$

AGTB1A-X\ -W Q)M 1BGXBGE IAD

"

D/TT/ T2AGD[-2T/2 Q#

!

Q;&Q#

!

:? _>

!

A1#6#6"

!

Q1

"

IA0

%*

&

"

AITBG

$

0"""#

!

&+&

%&二抗#

LUM

标记山羊

抗小鼠
(ER

$

'@P

"

!

!巧伊生物%*

LUM

标记山羊抗兔

(ER

$

'@P

"

%

!巧伊生物%,

仪器#

Q&;

"

?Q#

垂直流超净工作台$

@P&J

!

PBG

"

EA[-2/

%&

L@UQ I/44 #:"B &J

!

培养箱 $

)Y/20-

%&

L*P

"

!=

电热恒温水浴锅$

;4F/[A2X

上海一恒科技

有限公司%&

@O86""

酶标仪$

;B-)/_

%&

&<8%#

倒置

式生物显微镜$

J4\0[FD

%&

&<8?#

倒置式生物显微

镜成像系统$

J4\0[FD

%&

:$"!

常温低速离心机$

@[

"

[/GX-2W

%&

:6#"U

冷 冻 离 心 机 $

@[[/GX-2W

%&

"%:76!

掌上离心机$

@[[/GX-2W

%&

:6#"U

冷冻离心

机$

@[[/GX-2W

%&

Z$Q,"#??=

纯水仪 $

+B44B[-2/

%&

M;

"

#"ML

计 $

PA2T-2BFD

%&

(0AE/ cFAGT OQP?"""

0BGB

检测仪器 $化学发光成像系统!

R@ L/A4TY

"

IA2/

%&

+%%%

电子天平$

;@O /GEBG//2BGE

%&

;)!:P

电子天平 $

PA2T-2BFD

%&

"""==?7$

高电流电泳仪

$

;B-

"

UAX

%&

#$"

"

%7$?

蛋白半干转印仪$

;B-

"

UAX

%&

蛋白湿转印仪 $

M-^/2 MAI)+ ;ADBI

!

;B-

"

UAX

%&

9>

"

7::"

脱色摇床$海门其林贝尔%,

%

#细胞培养及转化#人单核细胞系
)LM

"

#

细胞

于
%$

'*

:d&J

!

的培养箱中用
#"dUM+(#=?"

完全

培养液 $含
#"d

胎牛血清*

#"" %K0O

青霉素*

#"" %EK0O

链霉素%培养!每
%= Y

换液
#

次!每
$! Y

传代
#

次, 于传代
%

次后第一天收集细胞!用含
M+Q

的
%d UM+(#=?"

完全培养液 $

M+Q

终浓度为

#"" G0-4K0O

%吹悬!以约
# =""

个
K

孔接种于
7=

孔

板!每孔体积
!"" %O

!培养
?6 Y

,

?

#宁心痛颗粒含药血清的制备#

!?

只大鼠利用

随机数字表分为空白组和宁心痛颗粒组!每组
#!

只,

根据预实验结果)

#

+

!确定宁心痛颗粒组大鼠最适制备

含药血清的剂量为标准给药剂量的
#"

倍!将日服量分

!

次给药!连续给药
%

天!第
?

天一次灌服全天剂量&
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空白组大鼠灌服等量生理盐水, 两组大鼠第
?

天给药

或生理盐水前禁食
#! Y

!自由饮水!给药或生理盐水

后
! Y

在麻醉状态下颈动脉采血, 将收集到的血液

?

'!静置
? Y

&

% """ 2 K0BG ?

'!离心
#: 0BG

取上清

液!再次
% """ 2 K0BG ?

'!离心
#" 0BG

取上清!同组

混匀!

:=

'水浴
%" 0BG

灭活!

"

!

!! %0

滤器抽滤除

菌!分装! $

$"

'保存备用,

:

#

QMP

和
O(R

干预剂量及时间的确定#

QMP

的干预剂量主要参考了文献报道)

!

$

?

+

, 本实验初期通

过
+))

实验对不同浓度
QMP

对
)LM

"

#

源性巨噬细

胞活力的影响进行了初步观察!将
QMP

设
:

个浓度组

即
!:

*

:"

*

#""

*

!""

*

?"" %EK0O

!分别作用
!?

*

?6

*

$! Y

,结果#在实验所观察的时间*剂量范围内!

!"" %EK0O QMP

作用
?6 Y

时
)LM

"

#

源性巨噬细胞

活力最大$组内组间比较差异均有统计学意义!

M V

"

!

":

%!故本次实验最终选择
QMP

的干预剂量为

!"" %EK0O

!作用时间为
?6 Y

,

O(R

的干预剂量主要参考了文献所述体外细胞实

验所采用的剂量)

:

!

=

+

!本实验初期通过
+))

法对不同

浓度
O(R

对
)LM

"

#

源性巨噬细胞活力的影响进行了

初步观察!将
O(R

设
:

个浓度组即
!

!

:

*

:

!

"

*

#"

*

!"

*

?" %EK0O

!分别作用
!?

*

?6

*

$! Y

, 结果#在实验所观

察的时间*剂量范围内!

!" %EK0O O(R

作用
?6 Y

时

)LM

"

#

源性巨噬细胞活力最大$组内组间比较差异均

有统计学意义!

M V "

!

":

%!故本次实验最终选择
O(R

的干预剂量为
!" %EK0O

!作用时间为
?6 Y

,

=

#分组及干预方法#共分为
$

组#$

#

%空白对照

组#即
)LM

"

#

源性巨噬细胞组&$

!

%模型对照组#即泡沫

细胞$

W-A0 I/44D

!

Z&

%组!

)LM

"

#

源性巨噬细胞 (

:" %EK0O -N

"

O>O

&$

%

%

QMP

组#即
Z&

组
S!"" %EK0O

QMP

&$

?

%

O(R

组#即
Z&

组
S!" %EK0O O(R

&$

:

%

QMP S

O(R

组#即
Z&

组
S!"" %EK0O QMP

(

!" %EK0O O(R

&

$

=

%宁心痛颗粒含药血清$

I-GTABGBGE 0/XBIBG/ D/2

"

F0

!

&+P

%组#即
Z&

组
S%d

宁心痛颗粒含药血清&$

$

%

空白血清对照$

14AG_ I-GT2-4 D/2F0

!

;&P

%组#即
Z&

组
S%d

空白血清, 各组加相应的干预品培养
?6 Y

,

$

#油红
J

染色法观察
)LM

"

#

源性巨噬细胞泡

沫化#油红
J

染色法参照油红
J

染色试剂盒使用说

明书进行操作, 处理过的样本置显微镜下观察$ )

?""

%#细胞内脂质颗粒呈红色!细胞核呈蓝色,

6

#高效液相色谱法$

LMO&

%检测
)LM

"

#

源性巨

噬细胞泡沫化程度

6

!

#

# 色谱条件 # 色谱柱#

L\[/2DB4 &

#6

柱

$

!

!

# 00

)

#:" 00

!

% %0

%&流动相#甲醇"水$

7"

&

#"

%&流速#

"

!

: 0OK0BG

&柱温#室温&进样量#

#" %O

,

6

!

!

#绘制标准曲线#将质量浓度为
"

!

#%6:

!

"

!

!$7

!

"

!

::6

!

"

!

6%$

!

#

!

##=

!

#

!

%7:

!

!

!

$7" %EK0O

的胆固醇对照品系列溶液!分别注入
LMO&

仪!按上

述色谱条件记录图谱, 以胆固醇的质量浓度为横坐标

$

8

%!其峰面积与内标峰面积的比值为纵坐标$

a

%!绘

制标准曲线,

6

!

%

#提取细胞裂解液#按上述分组进行细胞培

养及干预结束后!吸去上清液!冰冻
M;P

洗
%

次!用细

胞刮刀刮取细胞!加
# 0O

冰冻生理盐水重悬细胞!反

复冻融
%

次!冰浴中超声破碎细胞$

="" *

!持续
? D

!

间歇
6 D

!

=

次%得细胞裂解液! 取
#" %O ;&Q

法蛋白

定量!余分装! $

$"

'贮存,

6

!

?

#提取总胆固醇$

)&

%#取
#=" %O

上述细胞

裂解液!加
%"" %O #:d <JL

乙醇溶液!

:"

'水解

! Y

&加正己烷 $异丙醇$

?

&

#

%

:"" %O

涡旋
:" D

&

?

'!

% ="" 2 K0BG

离心
: 0BG

!取上层, 继用正己

烷$异丙醇$

?

&

#

%如上法抽提
!

次!合并
%

次抽提的

有机相!减压真空干燥!加
!" %O

内标储备液!用甲醇

溶解并定容至
! 0O

!摇匀!作为
)&

供试品溶液,

6

!

:

#提取游离胆固醇$

W2// IY-4/DT/D2-4

!

Z&

%

取
#=" %O

上述细胞裂解液!加
%"" %O

乙醇!加正己烷$

异丙醇$

?

&

#

%

:"" %O

涡旋
%" D

&

?

'!

% ="" 2K0BG

离心

: 0BG

!取上层, 继用正己烷$异丙醇$

?

&

#

%如上法抽提

!

次!合并
%

次抽提的有机相!减压真空干燥!加
!" %O

内

标储备液!用甲醇溶解并定容至
! 0O

!摇匀!作为
Z&

供

试品溶液,

6

!

=

#

LMO&

分析细胞内胆固醇与胆固醇酯$

IY-4

"

/DT/2\4 /DT/2

!

&@

%的含量#按上述色谱条件!记录胆

固醇的峰面积!按外标法代入回归方程!计算
)&

和

Z&

,

&@ e )&

"

Z&

, 以
0EKE

细胞蛋白为单位表示,

&@K)& f:"d

提示形成泡沫细胞!

&@K)&

比值与泡沫

化程度成正比,

7

#

*/DT/2G 14-T

法检测
)LM

"

#

源性巨噬细胞

PUQ

"

!

*

&>%=

*

Q;&Q#

及
O8U

"

"

*

MMQU#

的表达

按上述分组进行细胞培养及干预结束后!收集细胞用

M;P

清洗
!

次!将
U(MQ

裂解液*

M+PZ

与蛋白酶抑

制剂以
#""

&

#

&

#

的比例混合后裂解细胞提取总蛋白,

使用
;&Q

试剂盒进行蛋白定量!调整蛋白浓度后!加入

上样缓冲液!

77

'变性
: 0BG

! $

!"

'保存, 经
P>P

"

MQR@

电泳后转膜&

:d

脱脂奶粉
);P)

室温封闭

M3>Z

膜
! Y

&将
M3>Z

膜分别与
PUQ

"

!

$

#

&

# """

%*

&>%=

$

#

&

:""

%*

Q;&Q#

$

#

&

# """

%*

O8U

"

"

$

#

&

# """

%*

MMQU#

$

#

&

?""

%*

&

"

AITBG

$

#

&

! """

%一抗



"!"%'$" 中国中西医结合杂志
!"#$

年
##

月第
%$

卷第
##

期
&'()*+

!

,-./01/2 !"#$

!

3-45 %$

!

,-

!

##

于
?

'孵育过夜&移除一抗工作液!在低速摇床上用

"

!

"#d);P)

洗膜
%

次!每次
: 0BG

&将
M3>Z

膜与对

应蛋白的二抗在室温下孵育
! Y

&

"

!

"#d);P)

洗膜
%

次!每次
: 0BG

, 加入
@&O

化学发光显色剂!化学发光

成像仪进行曝光*保存图像, 用
(0AE/ '

软件测定蛋白

条带灰度值!将目的蛋白与内参
&

"

AITBG

灰度值的比值

进行蛋白表达半定量分析,

#"

#统计学方法#数据分析使用
PMPP #$

!

"

软

件, 数值数据用
N

%

D

表示!有线性趋势的数据用方

差分析检验!

M V"

!

":

为差异有统计学意义,

结##果

#

#

)LM

"

#

细胞的培养与诱导转化$图
#

%#显微

镜下观察细胞由悬浮状态变为贴壁状态!形态发生明

显改变!由圆形变为梭形*椭圆形或者不规则形!并有

伪足伸出!提示细胞已分化为
)LM

"

#

源性巨噬细胞!

其功能与巨噬细胞相似,

图
#

$

)LM

"

#

细胞经
M+Q

诱导

转化为巨噬细胞#$ )

!""

%

##

!

#各组
)LM

"

#

源性巨噬细胞泡沫化比较$图
!

%

经油红
J

染色后!除空白对照组外!其余各组细胞均

不同程度吞噬了红色脂质颗粒!

&+P

组细胞内红色颗

粒相对较少,

%

#各组细胞的
&@K)&

比值比较$图
%

%#与空白

对照组比较!

Z&

组
&@K)&

值升高$

M V"

!

":

%&与
Z&

组比较!

O(R

组*

QMP S O(R

组*

&+P

组
&@K)&

值降低

$

M V"

!

":

%!且
&+P

组
&@K)&

值低于
QMP

组$

M V

"

!

":

%, 其余各组比较!差异无统计学意义 $

M f

"

!

":

%,

?

#各组
)LM

"

#

源性巨噬细胞
PUQ

"

!

*

&>%=

*

Q;&Q#

及
O8U

"

"

*

MMQU#

的表达比较$图
?

!表
#

%

##注#与空白对照组比较!

!

M V "

!

":

&与
Z&

组比

较!

"

M V"

!

":

&与
QMP

组比较!

#

M V"

!

":

图
%

$各组
&@K)&

比值比较

图
!

$各组
)LM

"

#

源性巨噬细胞泡沫化#$油红
J

染色! )

?""

%



中国中西医结合杂志
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月第
%$

卷第
##

期
&'()*+

!

,-./01/2 !"#$

!

3-45 %$

!

,-

!

##

"!"%"$"

表
#

$各组细胞
PUQ

"

!

*

&>%=

*

Q;&Q#

*

O8U

"

"

*

MMQU

"

#

的表达#$灰度值!

N

%

D

%

组别
PUQ

"

! &>%= Q;&Q# O8U

"

" MMQU

"

#

空白对照
"

*

?%

%

"

*

"% "

*

??

%

"

*

": "

*

#"

%

"

*

"! "

*

$$

%

"

*

"= "

*

=#

%

"

*

"!

Z&

"

*

==

%

"

*

""

!

"

*

=:

%

"

*

"#

!

"

*

%:

%

"

*

"%

!

#

*

"$

%

"

*

"%

!

#

*

"7

%

"

*

"!

!

QMP

"

*

:?

%

"

*

"%

"

"

*

:$

%

"

*

"!

"

"

*

?#

%

"

*

"?

#

*

?!

%

"

*

"$

"

#

*

7#

%

"

*

"=

"

O(R

"

*

:$

%

"

*

""

"

"

*

:=

%

"

*

"#

"

"

*

?:

%

"

*

"#

"

#

*

?%

%

"

*

":

"

#

*

7%

%

"

*

"%

"

QMP S O(R

"

*

:?

%

"

*

"!

"

"

*

:?

%

"

*

"!

"

"

*

?$

%

"

*

"!

"

#

*

?=

%

"

*

"%

"

#

*

7:

%

"

*

"#

"

&+P

"

*

:!

%

"

*

"#

"

"

*

:!

%

"

*

"!

"

"

*

?6

%

"

*

"!

"#

#

*

?7

%

"

*

"%

"

#

*

7=

%

"

*

"%

"

;&P "

*

==

%

"

*

"# "

*

=:

%

"

*

"# "

*

%:

%

"

*

"! #

*

"=

%

"

*

"= #

*

"=

%

"

*

"!

##注#与空白对照组比较!

!

M V"

!

":

&与
Z&

组比较!

"

M V"

!

":

&与
QMP

组比较!

#

M V"

!

":

图
?

$各组细胞
PUQ

"

!

*

&>%=

*

Q;&Q#

*

O8U

"

"

*

MMQU

"

#

蛋白电泳图

与空白对照组比较!

Z&

组
PUQ

"

!

*

&>%=

*

Q;&Q#

*

O8U

"

"

及
MMQU#

蛋白表达升高$

M V"

!

":

%&与
Z&

组

比较!除
QMP

组
Q;&Q#

外!

QMP

组*

O(R

组*

QMP S

O(R

组*

&+P

组
PUQ

"

!

*

&>%=

蛋白表达降低!

Q;&Q#

*

O8U

"

"

*

MMQU#

蛋白表达升高$

M V"

!

":

%, 与
QMP

组

比较!

&+P

组
Q;&Q#

蛋白表达升高$

M V"

!

":

%,

讨##论

巨噬细胞转变为泡沫细胞是动脉粥样硬化进程中

的重要标志!是吞噬和转运脂蛋白失调$吞噬
f

转运%

的表现)

$

+

, 巨噬细胞吞噬脂蛋白主要由清道夫受体

介导!

PU

"

Q!

和
;

族清道夫受体$

PU

"

;

%亚型
&>%=

均无限制地摄取
-NO>O

中的
&@

$即不受负反馈抑

制%!促进泡沫化)

6

+

&巨噬细胞转运脂蛋白$胆固醇逆

转运%受体介导途径主要参与的受体有
Q;&Q#

*

Q;

"

&R#

及
PU

"

;!

)

7

+

!

Q;&Q#

介导胆固醇由巨噬细胞外

流至贫脂的载脂蛋白
Q

"

!

$

A[-4B[-[2-T/BG Q

"

!

!

A[-Q

"

!

%及前
&

"

L>O

!形成
L>O

!进而启动胆固醇逆转运)

#"

+

!

抑制泡沫化,

O8U

亚型
O8U"

主要通过上调巨噬细胞

Q;&Q#

的表达)

##

+

!增加其对脂蛋白的逆转运!抑制巨

噬细胞泡沫化&

MMQU#

与视黄醇受体$

2/TBG-BX 8 2/

"

I/[T-2

!

U8U

%形成的二聚体是
&>%=

受体的启动因

子!在转录水平上调
&>%=

的表达)

#!

+

&

MMQU#

同时也

能显著下调
PU

"

Q

的表达)

#%

+

!抑制巨噬细胞吞噬脂蛋

白&

MMQU#

配体通过诱导
O8U

活化以上调
Q;&Q#

!从

而促进胆固醇从巨噬细胞中外流)

#?

+

,

宁心痛颗粒由黄芪*川芎*葛根*毛冬青*细辛组

成!本方黄芪为君药!乃'补气之要药(&川芎乃'血中

之气药(!兼有活血*行气双重功效!与葛根共为臣药&

同时佐以毛冬青*细辛以活血通脉止痛, '有效组分(

及'有效组分配伍(是现代中药研究的重要内容!是中

药复方机制研究的重要途径!越来越得到关注, 宁心

痛颗粒君药黄芪的主要药理成分
QMP

可抑制轻度氧

化修饰低密度脂蛋白$

0BGB0A44\ 0-XBWB/X 4-^ X/G

"

DBT\ 4B[-[2-T/BG

!

00O>O

%诱发的
)OU?

*

P\_

*

@2_

*

MANB44BG

蛋白磷酸化水平的升高及细胞吞噬功能的增

强!从而可以减少脂质在细胞内的积聚!减少泡沫细胞

的产生)

#:

+

&另有研究发现
QMP

能通过增加
Q;&Q#

的表达!促进
)LM

"

#

巨噬细胞源性泡沫细胞$吞噬乙

酰化低密度脂蛋白%胆固醇的流出)

?

+

, 臣药川芎的有

效活性成分
O(R

在体外对亚油酸*线粒体和组织匀浆

的脂质过氧化均有明显抑制作用!且呈剂量依赖

性)

:

+

&还可下调
)LM

"

#

源性巨噬细胞
),Z

"

"

*

(O

"

#"

*

(O

"

=

*

(O

"

6

等炎性细胞因子的表达)

#=

+

,

O(R

抗脂质氧

化和抑制巨噬细胞活化的作用具有抗
QP

潜能,

在本实验中观察到宁心痛颗粒含药血清以及

QMP

*

O(R

*

QMP S O(R

均可不同程度抑制
-NO>O

诱导

的
)LM

"

#

源性巨噬细胞泡沫化!主要机制为下调脂蛋

白吞噬受体
PU

"

Q!

*

&>%=

的表达!上调胆固醇逆转

运通路中的
Q;&Q#

*

MMQU#

及
O8U"

的表达&其中

以
&+P

组泡沫化程度最轻!优于单用
QMP

*单用
O(R

及
QMP S O(R

组!在一定意义上说明宁心痛颗粒复方

对本作用途径的干预作用更有效*更合理!体现了中医

药传统理论与组方配伍特色!中药复方多途径*多靶

点*多环节的作用特点及不同有效组分的作用效应!值

得进一步深入探研,

巨噬细胞的胆固醇逆转运需要贫脂的
A[-Q!

*

前
&

"

L>O

以及成熟
L>O

等转运载体的参与!本实验

未能加入这些载体与巨噬细胞共培养!与体内状态有

一定差别!有待进一步改进,
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中国中西医结合杂志社微信公共账号已开通

中国中西医结合杂志社已经开通微信公共账

号&可通过扫描右方二维码或者搜索微信订阅号

(中国中西医结合杂志社)加关注% 本杂志社将

通过微信不定期发送*中国中西医结合杂志+#

&YBG/D/ '-F2GA4 -W (GT/E2ATB./ +/XBIBG/

的热

点文章信息&同时可查看两本期刊的全文信息&欢

迎广大读者订阅%


