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$

!" f!9

&*相对湿度
9"g f$"g

%给予普通饲料喂

养&模型组*天香丹组和阿托伐他汀组继续人工气候箱

干预及给予高脂饮食&各组
IJ3=

$ #

G

#%小鼠于灌胃第

#!

周末禁食不禁水
#! N

后!依次进行以下操作#$

#

%

将小鼠麻醉$注射用地西泮
h

氯胺酮
h

阿托品%后摘

眼球取血!将血液置于
=T

管中!

% """

'

B

!

9

&!离心

#" /?@

!分离血清! #

7"

&保存用于血清学指标检测!

避免反复冻融) $

!

%脱臼处死小鼠!打开胸腹腔!取主

动脉根部至髂肾动脉分支处动脉组织!生理盐水冲洗!

迅速放入
=T

管!标记后投入液氮中速冻后转移至

#

7"

&超低温冰箱保存备
*-EM-1@ 043M

检测用) 高

脂饲料配方#基础饲料
$!

!

:g

&猪油
#"g

&蔗糖
#"g

&

猪胆盐
"

!

!g

&胆固醇
!g

&丙硫氧嘧啶
"

!

#!g

&蛋黄

:g

&

!#

金维他
"

!

#g

)

8

$检测指标与方法

8

!

#

$

(R

"

#"

*

)6K

"

#

的表达水平$检测之前将血

清样品从#

7"

&超低温冰箱中取出!置于
9

&低温冰

箱中!待样品溶化后!用
=R(OI

试剂盒检测血清中炎

性因子
(R

"

#"

和
)6K

"

#

的水平!实验步骤严格按照试

剂盒说明书操作) 用酶标仪在
9:" @/

波长处测定各

孔吸光度值!以浓度值为横坐标!各标准吸光度值为纵

坐标!绘制标准曲线!通过标准曲线计算样品中
(R

"

#"

和
)6K

"

#

的浓度)

8

!

!

$

6K

"

!L

蛋白表达$

6K

"

!L J8:

*

JN3EJN3

"

6K

"

!L J8:

%$用含有蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂

的
a(TI

裂解液提取主动脉组织蛋白!

L&I

蛋白定量

分析试剂盒检测蛋白浓度!取
!" $B

蛋白!

#!gO,O

"

TIZ=

凝胶电泳分离
7" 2

!

T2,K

膜电转移!

:gYG_

LOI

的
)LO)

缓冲液室温封闭
# N

!封闭结束后用

)LO)

洗膜
%

次!加入鼠抗兔一抗$

ZIT,]

*

6K

"

!L

J8:

*

JN3EJN3

"

6K

"

!L J8: #

#

# """

%

9

&孵育摇床上

过夜)

)LO)

洗膜
%

次后!加兔抗鼠二抗
%$

&孵育

# N

!

)LO)

洗膜后!

L&(TG6L) &N13/3B-@?. OQ0

"

EM1>M-

避光显色!用
eQ>@M?MX F@- _9

!

8!

软件对条

带浓度进行扫描和分析)

$

$统计学方法$采用
OTOO #$

!

"

统计软件进

行数据分析!计量资料用
W

%

E

表示!多组比较采用单

因素方差分析!两两比较用
RO,

法&

T U"

!

":

为差异

有统计学意义)

结$$果

#

$各组小鼠血清中
(R

"

#"

和
)6K

"

#

表达水平比

较$表
#

%$与正常对照组比较!模型组
(R

"

#"

*

)6K

"

#

浓度升高$

T U"

!

"#

%&天香丹组*阿托伐他汀组
(R

"

#"

*

)6K

"

#

浓度均低于模型组$

T U"

!

"#

%&与阿托伐他汀

组比较!天香丹组
(R

"

#"

*

)6K

"

#

浓度略高!但差异无

统计学意义$

T V"

!

":

%)

表
#

$各组
IJ3=

$ #

G

#%小鼠血清中
(R

"

#"

和

)6K

"

#

水平比较$$

JBG/R

!

W

%

E

%

组别
@ (R

"

#" )6K

"

#

正常对照
7 #!

(

%%

%

!

(

"< 7

(

!8

%

:

(

"9

模型
7

%:

(

%<

%

#

(

:8

!

8#

(

$9

%

7

(

"8

!

天香丹
7

!:

(

#8

%

#

(

#$

"

!8

(

%"

%

:

(

"7

"

阿托伐他汀
7

!9

(

8"

%

#

(

!<

"

!9

(

!9

%

8

(

$9

"

$$注#与正常对照组比较!

!

T U"

!

"#

&与模型组比较!

"

T U"

!

"#

!

$各组小鼠主动脉组织中
6K

"

!L

蛋白表达比较

$图
#

%$模型组主动脉组织中
JN3EJN3

"

6K

"

!L J8:

蛋白水平高于正常对照组$

T U"

!

"#

%!天香丹组*阿托

伐他汀组
JN3EJN3

"

6K

"

!L J8:

蛋白水平低于模型组

$

T U"

!

"#

%) 与阿托伐他汀组比较!天香丹组
JN3E

"

JN3

"

6K

"

!LJ8:

蛋白水平略低!但差异均无统计学意

义$

T V"

!

":

%)

讨$$论

新疆地区动脉粥样硬化性疾病的发病率较中国其

他省区偏高!这主要与新疆特殊的气候环境以及当地

居民生活饮食习惯密切相关!课题组在继承并发展前
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年
#!

月第
%$

卷第
#!

期
&'()*+

!

,-.-/0-1 !"#$

!

2345 %$

!
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!

#!

$$注#

#

为正常对照组&

!

为模型组&

%

为天香丹组&

9

为阿托伐

他汀组& 与 正 常 对 照 组 比 较!

!

T U "

!

"#

& 与 模 型 组 比

较!

%

T U"

!

"#

图
#

$各组
IJ3=

$ #

G

#%小鼠主动脉组织内

JN3EJN3

"

6K

"

!L J8:

蛋白表达比较

人学术思想的基础上!针对新疆特殊气候环境和居民

饮食生活特点!提出了秽浊痰阻证是新疆地区
IO

的

主要证型'

#:

(

!并成功研制出临床上治疗
IO

秽浊痰阻

证用之有效的一系列方剂!天香丹是其中具有代表性

的方剂之一!具有益气补虚*和血通络*化痰散结之功

效!在临床防治
IO

性疾病方面具有良好疗效'

#8

(

) 课

题组通过利用人工气候箱来模拟新疆地区特殊的气候

环境!并给予高脂饲料饲养
IJ3=

$ #

G

#%小鼠!成功建立

了动脉粥样硬化秽浊痰阻证动物模型'

#%

(

!为进一步实

验研究天香丹抗
IO

的机制奠定了基础)

目前普遍认为炎症反应参与
IO

的发生发展!

6K

"

!L

信号通路通过调控炎性因子介导的炎症反应参与

IO

的形成发展过程)

6K

"

!L

是
#<78

年
O-@ a

等'

#$

(从
L

淋巴细胞中发现的!是由
a-4

家族蛋白$主

要是
J:"

和
J8:

两个亚基% 构成的同源或异源性二

聚体转录因子!能与免疫球蛋白
!

轻链基因的启动子

或增强子
!L

序列$

ZZZI&)))&&

% 特异性结合)

6K

"

!L

在生理状态下位于细胞质中!其
J8:

亚基与

!L

抑制蛋白$

(!L

% 单体结合!覆盖
J:"

蛋白的核定

位符号!

6K

"

!L

形成的复合体处于失活状态!故不能

进核内发挥调节作用) 当机体受到外界刺激因素的作

用!

(!L

发生磷酸化!并从
6K

"

!L

二聚体上解离!暴露

J:"

蛋白的核定位符号!

6K

"

!L

激活并移位进入细胞

核!与
,6I

链上特异性部位结合!启动基因转录及蛋

白表达!在调控机体的免疫应答*炎症反应及细胞生长

等方面发挥重要作用'

#7

(

) 已有研究发现!在动脉粥样

硬化部位及斑块中可发现处于激活状态的
6K

"

!L

!而

正常的血管很少或无
6K

"

!L

的表达!

6K

"

!L

被激活

后参与调控与
IO

密切相关因子的基因的激活与转

录!促进
IO

的发生*发展!证明
6K

"

!L

信号通路的激

活与
IO

疾病的发生*发展密切相关'

#<

!

!"

(

) 在本实验

中也发现模型组主动脉组织中有激活状态的
6K

"

!L

表达) 另外在
IO

的病理形成过程中!

6K

"

!L

可以调

节一系列基因的表达!如细胞因子$

)6K

"

#

*

(R

"

#

等%*

单核细胞趋化蛋白和黏附分子等!并参与炎症反应!导

致硬化斑块的形成!还可以使斑块不稳定破裂'

!#

(

) 有

研究表明!炎性细胞因子
(R

"

#

*

)6K

"

#

受
6K

"

!L

的调

控!其基因的启动子和增强子中存在一个或多个
!L

序列!当
6K

"

!L

激活后!与
!L

结合位点结合!使
(R

"

#

*

)6K

"

#

基因活化!增强
(R

"

#

*

)6K

"

#

基因转录!使
(R

"

#

*

)6K

"

#

产生和释放增多!

(R

"

#

*

)6K

"

#

在炎症免疫反应

中起着重要的作用!同时
(R

"

#

*

)6K

"

#

又是
6K

"

!L

通

路的激活剂!又可以反馈作用于
6K

"

!L

使其进一步活

化!激活后的
6K

"

!L

与
)6K

"

#

*

(R

"

#

等基因启动子上

的
!L

结合位点结合!增强
)6K

"

#

*

(R

"

#

等基因转录和

表达!放大炎症反应'

!!

!

!%

(

) 本研究在实验过程中发现

模型组炎性细胞因子
)6K

"

#

*

(R

"

#"

表达水平明显升

高!提示炎症反应存在)

本实验提示炎症反应参与
IO

的形成*发展过程

中!并且
6K

"

!L

信号通路被激活) 通过天香丹干预治

疗发现炎性细胞因子
(R

"

#"

*

)6K

"

#

表达水平降低!以

及
6K

"

!L J8:

磷酸化水平被明显抑制!基于本实验以

及前期的大量临床与基础研究'

$

!

7

!

##

!

!9

!

!:

(

!笔者认为天

香丹具有抗
IO

的作用!其机制可能是通过抑制
6K

"

!L

信号通路的磷酸化水平!下调炎性细胞因子
(R

"

#"

*

)6K

"

#

的表达!抑制炎症反应!从而起到抗
IO

的

作用) 目前有关学者从
J%7+IT`

*

'6`

*

=a`#G!

以

及
6K

"

!L

多个不同角度进行研究中医药干预炎性信

号通路抗
IO

的机制!也有多数学者仅从其中一个角

度进行研究!大多数研究结果显示中医药能够通过干

预
J%7+IT`

*

6K

"

!L J8:

磷酸化水平来抑制炎症反

应!发挥抗
IO

作用'

!8

#

!7

(

) 因信号通路之间网络交

叉!复杂多变!本实验仅研究了天香丹对
6K

"

!L

信号

通路的影响!对于天香丹是否通过干预其他相关信号

通路来发挥抗
IO

的作用!课题组在后续的研究中将

继续进行深入研究)
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