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作者单位#

#3

河北中医学院研究生学院 $石家庄
"8""5"

%&

!3

河北以岭医药研究院$石家庄
"8""%8

%&

%3

河北医科大学附属以岭医院心血

管病科 $石家庄
"8""5#

%

通讯作者# 贾振华!
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#

"%##

"
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!

<

#

=,>2

#

?>,@.=A#9%3.1=

BC(

#

#"

!

699#D?3.?>=

!

!"#$"#!!

!

"E"

!基础研究!

通心络对高脂血症兔血管内皮功能的保护作用及

机制研究

尹玉洁#

"

!

"

%

$张$倩#

"

!

"

%

$贾振华#

"

!

"

%

$张军芳!

$王宏涛!

魏$聪!

$常丽萍!

$孙永辉%

$李彩云%

摘要$目的$探讨通心络对高脂血症兔血管内皮功能的影响# 方法$将
E$

只新西兰兔随机分为对照

组$模型组$通心络低$中$高剂量组和阿托伐他汀组"每组
$

只# 对照组给予普通饲料"模型组及药物干预组

给予高脂饮食建立高脂血症模型# 造模同时分别给予各药物干预组通心络胶囊
"

!

#8

$

"

!

%

$

"

!

9 FDGF

"阿托

伐他汀
!

!

8 =FDGF

灌胃" 每日
#

次"连续
E

周# 生化法检测各组血脂%

)&

$

)H

$

:BI

#

&

$

IBI

#

&

&水平变化"

<I(JK

法和硝酸还原酶法检测血清内皮素#

#

%

<)

#

#

&和一氧化氮%

4C

&水平"

:<

染色观察动脉形态学变化"

离体血管环检测主动脉内皮舒张功能"采用蛋白免疫印记%

*;L@;-M N21@

&检测动脉
O(%P

$

KP)

$

Q

#

KP)

蛋

白表达# 结果$与对照组比较"模型组血清
)&

$

)H

$

:BI

#

&

$

IBI

#

&

和
<)

#

#

水平升高%

O R"

!

"#

&"

4C

水平

及主动脉舒张率下降%

O R"

!

"#

&"颈动脉组织
O(%P

$

Q

#

KP)

蛋白表达量下调%

O R"

!

"#

&'与模型组比较"通

心络高剂量组和阿托伐他汀组血清
)&

$

)H

$

IBI

#

&

水平降低"通心络中剂量组血清
)H

$

IBI

#

&

水平降低

%

O R"

!

"8

"

O R"

!

"#

&'通心络高$中剂量组和阿托伐他汀组血清
<)

#

#

水平下降"

4C

水平及主动脉舒张率

升高%

O R"

!

"8

"

O R"

!

"#

&"颈动脉组织
O(%P

$

Q

#

KP)

蛋白表达量上调%

O R"

!

"8

"

O R"

!

"#

&# 结论$通心

络能够改善高脂血症兔的血管内皮依赖性舒张功能"具体机制与其激活
O(%PDKP)

信号转导通路相关#

关键词$高脂血症' 通心络' 内皮依赖性舒张功能' 一氧化氮'
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$$动脉粥样硬化$

,@/;-1L.2;-1L>L

!

KJ

%是一种慢

性炎症性病理过程!是多种心血管疾病的共同病理基

础'

#

(

!且预后不良) 其诱发的急性心血管并发症如中

风和心肌梗死等是全球高发病率和高死亡率的最主要

原因'

!

(

)

KJ

的基本病变过程为动脉内膜脂质沉积!

内膜纤维化!斑块形成!致血管壁变厚!管腔狭窄'

%

(

)

血管内皮功能紊乱与
KJ

病变密切相关'

E

(

!主要特点

是一氧化氮$

M>@->. 1V>U;

!

4C

%生物活性降低!内皮依

赖性血管舒张功能受损'

8

(

) 通心络胶囊是脉络学说

指导下研制而成的中药复方制剂具有降脂*抗炎*抗氧

化的功效!能够减少
KJ

晚期斑块内血管新生!预防斑

块破裂'

9

!

6

(

!对于心脑血管疾病具有血液*血管*组织

三重保护作用'

$

(

) 本研究通过观察通心络对高脂血

症兔的血管内皮依赖性舒张功能的影响!探讨其作用

的具体机制)

材料与方法

#

$动物$新西兰兔
E$

只!雌雄各半!体重

$

!

!

"

%

"

!

%

%

GF

!购自北京富豪实验动物养殖中心!实

验动物许可证号#

J&aP

$京%

!"#"

"

""#"

!单笼饲养

于河北省中西医结合医药研究院新药评价中心) 温度

!"

&

!8

'!相对湿度
E"b

&

6"b

!

#! /D#! /

明暗昼

夜节律!定时通风*消毒) 本实验经河北省中西医结合

医药研究院伦理委员会批准!批号#

4!"#8"#"

)

!

$主要试剂及仪器$总胆固醇$

)&

% 试剂盒!低

密度脂蛋白胆固醇 $

IBI

#

&

% 试剂盒!甘油三酯 $

)H

%

试剂盒$北京九强生物有限公司%&血清内皮素#

#

$

;M

#

U1@/;2>M

!

<)

#

#

%

<I(JK

试 剂 盒 $英 国
KN.,=

#

HZ#!E85"

#

#

%&

4C

试剂盒 $南京建成%&小鼠抗人

O(%P

单克隆抗体 $英国
KN.,=

#

,N!$%89

%&兔抗小

鼠非磷酸化
KP)

多克隆抗体 $英国
KN.,=

#

,N$$"8

%&小鼠抗人磷酸化
KP)

单克隆抗体$美国

+>22>Q1-;

#

"8

#

#""%

%&

6"$"

全自动生化分析仪&

B+9"""7

型全自动生物显微镜$

I;>.,

% &

JQ;-@-,

#

+,V +!

多功能酶标仪$

+12;.W2,- B;S>.;L

% &

9!"+

四通道血管张力测定系统 $丹麦
B+)

公司%&

O1`;-

I,N

数据采集分析系统 $澳大利亚埃德公司!

I,N

&/,-@

%&

^0O

凝胶成像系统$美国
^0O

公司%

%

$药物$通心络药粉$石家庄以岭药业股份有

限公司提供!批号#

J

#

#%"5"#

%&阿托伐他汀$

!" =F

!

辉瑞制药有限公司!批号#

I#E86$

%&高脂饲料$胆固

醇
#b

!蛋黄粉
6

!

8b

!猪油
8b

!基础饲料
$9

!

8b

%由

北京富豪动物养殖中心加工配制

E

$动物分组及给药$适应性喂养
!

周后采用

随机数字表法分为#对照组*模型组*通心络低剂量

组*通心络中剂量组*通心络高剂量组和阿托伐他汀

组) 对照组给予正常饲料!模型组及药物干预组给

予高脂饮食喂养'

5

(

$胆固醇
#b

*猪油
8b

*胆固醇

6

!

8b

及基础饲料
$9

!

8b

%建立高脂血症模型) 各

治疗组于造模当天同时给予药物干预!用
"

!

8b

羧甲

基纤维素钠混悬液将药物配置成所需浓度!按以下

剂量灌胃给药!通心络低剂量
"

!

#8 FDGF

*通心络中

剂量
"

!

% FDGF

*通心络高剂量
"

!

9 FDGF

!分别相当于

临床成人用量的
!

!

$$

*

8

!

66

*

##

!

8E

倍!阿托伐他汀

!

!

8 =FDGF

!灌胃容积为
% =IDGF

!每日
#

次!连续

E

周)

8

$检测指标及方法$标本采集前禁水禁食

#! /

!

%b

戊巴比妥钠$

# =IDGF

%经兔耳缘静脉注射麻

醉后!腹主动脉取血!备皮消毒后!行颈部正中切开!迅

速分离并取下腹主动脉!生理盐水洗净!分别置入
Eb
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多聚甲醛溶液及液氮)

8

!

#

$全自动生化仪检测血脂水平$腹主动脉取

血后!静置
%" =>M

后!以
% 8"" - D=>M

离心
#" =>M

!取

血清分装至
<O

管!采用自动生化仪测定血清
)&

*

)H

*

:BI

#

&

和
IBI

#

&

)

8

!

!

$

:<

染色观察颈动脉形态学变化$将固定

后的颈动脉经脱水*石蜡包埋*

E!=

切片!进行
:<

染

色) 常规脱水透明#

6"b

乙醇
%" L

!

$"b

乙醇
%" L

!

5"b

乙醇
%" L

!

58b

乙醇
%"L

!无水乙醇
8 =>M

$ (

!

次%!二甲苯
"8 =>M

!二甲苯
##" =>M

!中性树胶封

片) 光学显微镜下观察颈动脉形态学变化)

8

!

%

$酶联免疫吸附$

<I(JK

%法和硝酸还原酶

法检测
<)

#

#

和
4C

水平$取血后!静置
%" =>M

后!

以
% 8"" - D=>M

离心
#" =>M

!取血清分装至
<O

管!

按照试剂盒说明进行操作!根据标准曲线推算组织

匀浆浓度)

8

!

E

$离体血管环的制备与舒张功能测定$动物

取血后!迅速取出腹主动脉!置于盛有
E

' 混合气体

$

58b C

!

c 8b&C

!

% 饱和
OJJ

液的培养皿中) 于

解剖显微镜下剔除血管周围脂肪*结缔组织!避免损伤

内皮细胞!用刀片切成长约
% ==

的血管环) 向恒温

%6

'浴槽内加入
8 =I OJJ

溶液!将血管环套在浴

槽内两个
I

型的金属针上!一端通过张力换能器连

接
O1`;-

#

I,N

系统!另一端手动调整血管静息张力

为
!" =4

) 持续通入混合气体平衡
9" =>M

$每

#8 =>M

更换一次
OJJ

液%) 然后用
P

#

OJJ

溶液刺激

血管环收缩至最大值!

OJJ

液洗脱
%

&

E

次!直至血管

环张力稳定!如此反复刺激两次) 末次洗脱后向浴槽

内加入终浓度为
#"

"

9

=12D I

的
O<

!待血管环张力达

峰后加入终浓度为
#"

"

9

=12DI

的
K./

) 舒张功能以

K./

的舒张幅度占
O<

预收缩幅度的百分比表示'

#"

(

)

8

!

8

$

*;L@;-M N21@

法测定
O(%P

*

KP)

*

Q

#

KP)

蛋白表达$取出冻存标本!加入细胞裂解液!充分裂解

后匀浆后
E

' 离心分离上清!测定蛋白定量&

JBJ

#聚

丙烯酰胺凝胶电泳!待结束后!将凝胶半干转膜至

O0BX

膜上&封闭液封闭后!分别与
O(%P

*

KP)

*

Q

#

KP)

抗体
E

'孵育过夜&室温洗膜!与稀释的辣根过

氧化物酶标记的二抗室温孵育
! /

!洗膜后!抗体结合

区带用化学发光法检测) 以
HKBO:

为内参!以目的

基因吸光度值
DHKBO:

吸光度值的比值作为所检测

标本目的蛋白的相对含量!进行数据统计分析)

9

$统计学方法$采用
JOJJ #5

!

"

统计软件进

行数据处理!实验数据以
V

%

L

表示!采用单因素方差

分析$

CM;

#

*,Y K4C0K

%进行检验!方差齐性两两

比较采用
IJB

!方差不齐用
BWMM;@@

)

L )%

法!

O R

"

!

"8

为差异有统计学意义)

结$$果

#

$各组血脂水平比较$表
#

%$与对照组比较!模

型组血清
)&

*

)H

*

:BI

#

&

*

IBI

#

&

水平升高 $

O R

"

!

"#

%&与模型组比较!通心络高剂量组和阿托伐他汀

组血清
)&

*

)H

*

IBI

#

&

水平降低!通心络中剂量组血

清
)H

*

IBI

#

&

水平降低$

O R"

!

"8

!

O R"

!

"#

%!

:BI

#

&

水平差异无统计学意义$

O d"

!

"8

%)

!

$各组颈动脉
:<

染色情况$图
#

%$对照组颈

动脉内膜光滑!内皮细胞连续平整!胞核扁平!与内弹

力板贴合紧密!中膜以平滑肌细胞为主!走行清晰) 模

型组血管内膜增生!以单核细胞为主!中膜间隙增宽!

平滑肌和弹力纤维排列紊乱) 通心络高*中剂量组和

阿托伐他汀组颈动脉内膜增生减轻!内皮下泡沫细胞

减少!中膜平滑肌走行清晰)

%

$各组血清
<)

#

#

*

4C

水平比较$表
!

%$与对

照组比较!模型组血清
<)

#

#

水平升高!

4C

水平下降

$

O R"

!

"#

%&与模型组比较!通心络高*中剂量组和阿

托伐他汀组血清
<)

#

#

水平下降!血清
4C

水平明显升

高$

O R"

!

"8

!

O R"

!

"#

%)

E

$各组主动脉内皮依赖性舒张功能比较$表
%

%

与对照组比较!模型组主动脉舒张率降低$

O R"

!

"#

%)

与模型组比较!阿托伐他汀组和通心络高*中剂量组主

动脉舒张率升高$

O R"

!

"8

!

O R"

!

"#

%)

表
#

$各组血脂水平比较$$

==12DI

!

V

%

L

%

组别
M )& )H :BI

#

& IBI

#

&

对照
$ !

*

56

%

"

*

%# "

*

$8

%

"

*

#5 "

*

6$

%

"

*

#8 #

*

E!

%

"

*

E6

模型
$

E#

*

"!

%

8

*

E$

!

%

*

##

%

"

*

E!

!

!

*

$E

%

"

*

86

!

!9

*

9#

%

8

*

E$

!

通心络低剂量
$ %%

*

%5

%

E

*

$9 !

*

E8

%

"

*

8! %

*

89

%

"

*

6" #5

*

"8

%

E

*

%#

通心络中剂量
$ %#

*

"9

%

6

*

E!

!

*

#"

%

"

*

E8

$

%

*

%$

%

"

*

E9

#8

*

9"

%

E

*

66

$

通心络高剂量
$

%"

*

#$

%

E

*

!6

$

#

*

6E

%

"

*

%%

$$

%

*

#8

%

"

*

E$

#8

*

85

%

E

*

%#

$

阿托伐他汀
$

!8

*

$%

%

9

*

8E

$$

#

*

9"

%

"

*

!6

$$

%

*

#6

%

"

*

8!

#%

*

E8

%

%

*

86

$$

$$注#与对照组比较!

!

O R"

!

"#

&与模型组比较!

$

O R"

!

"8

!

$$

O R"

!

"#
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%

$$注#

K

为对照组&

7

为模型组&

&

为通心络低剂量组&

B

为通心络中剂量组&

<

为通心络高剂量组&

X

为阿托伐他汀组&下图同& 箭头所指图框为血管内膜增生

图
#

$各组兔颈动脉形态学结果$$

:<

! (

!""

%

表
!

$各组血清
<)

#

#

*

4C

水平比较$$

V

%

L

%

组别
M <)

#

#

$

QFD=I

%

4C

$

!=12DI

%

对照
$ E6

*

8#

%

8

*

E6 #6

*

8"

%

!

*

#!

模型
$

9E

*

85

%

8

*

85

!

##

*

$#

%

#

*

6$

!

通心络低剂量
$ 9#

*

E!

%

6

*

"9 #!

*

9E

%

!

*

#E

通心络中剂量
$

89

*

!8

%

9

*

9!

$

#%

*

$#

%

#

*

E#

$

通心络高剂量
$

88

*

5E

%

9

*

66

$$

#E

*

8$

%

!

*

"#

$$

阿托伐他汀
$

8$

*

##

%

8

*

%8

$

#E

*

%#

%

#

*

6%

$

$$ 注# 与 对 照 组 比 较!

!

O R "

!

"#

& 与 模 型 组 比 较!

$

O R

"

!

"8

!

$$

O R"

!

"#

表
%

$各组主动脉依赖性舒张功能比较$$

b

!

V

%

L

%

组别
M

主动脉舒张率

对照
$ 5E

*

86

%

!

*

%!

模型
$

E$

*

!8

%

#%

*

89

!

通心络低剂量
$ 9#

*

E8

%

#6

*

6E

通心络中剂量
$

6#

*

6E

%

#6

*

5E

$

通心络高级量
$

6E

*

!%

%

#!

*

EE

$$

阿托伐他汀
$

95

*

%9

%

#9

*

E5

$

$$ 注# 与 对 照 组 比 较!

!

O R "

!

"#

& 与 模 型 组 比 较!

$

O R

"

!

"8

!

$$

O R"

!

"#

8

$各组兔颈动脉组织
O(%P

*

KP)

*

Q

#

KP)

蛋白

表达比较$表
E

!图
!

*

%

%$与对照组比较!模型组颈动

脉组织
O(%P

*

Q

#

KP)

蛋白表达量下调$

O R"

!

"#

%&与

模型组比较!通心络高*中剂量组与阿托伐他汀组

O(%P

*

Q

#

KP)

蛋白表达量上调$

O R"

!

"8

!

O R"

!

"#

%)

各组兔颈动脉组织中
KP)

蛋白表达比较!差异无统计

学意义$

O d"

!

"8

%)

讨$$论

KJ

是一种慢性炎症性病理过程'

##

(

!是多种心血

管疾病的共同病理基础!其诱发的急性心血管并发症如

表
E

$各组兔颈动脉组织
O(%P

*

KP)

及
Q

#

KP)

蛋白

表达水平比较$$

V

%

L

%

组别
M O(%P KP) Q

#

KP)

对照
% "

*

5#

%

"

*

"$ "

*

$#

%

"

*

"% #

*

""

%

"

*

"6

模型
%

"

*

!5

%

"

*

"%

!

"

*

$#

%

"

*

"6

"

*

E%

%

"

*

"%

!

通心络低剂量
% "

*

E#

%

"

*

"5 "

*

$E

%

"

*

"5 "

*

8%

%

"

*

"%

通心络中剂量
%

"

*

86

%

"

*

"9

$

"

*

5!

%

"

*

#"

"

*

6!

%

"

*

"8

$

通心络高级量
%

"

*

6#

%

"

*

"%

$$

"

*

$!

%

"

*

"5

"

*

$$

%

"

*

"E

$$

阿托伐他汀
%

"

*

6"

%

"

*

"$

$$

"

*

$#

%

"

*

"9

"

*

$9

%

"

*

"9

$$

$$注#与对照组比较!

!

O R"

!

"#

&与模型组比较!

$

O R"

!

"8

!

$$

O R"

!

"#

图
!

$各组兔颈动脉
O(%P

蛋白表达

图
%

$各组兔颈动脉
KP)

*

Q

#

KP)

蛋白表达

中风和心肌梗死等是全球高发病率和高死亡率的最主

要原因'

!

(

) 研究表明!血管内皮功能紊乱*内皮炎症

反应是
KJ

病变发展的关键环节'

#!

!

#%

(

!是指内皮细胞

受多种病理因素$高血脂*氧自由基*吸烟*高血流切

应力等%影响而发生内皮功能异常'

#E

(

) 其中内皮型一

氧化氮合酶 $

;MU1@/;2>,2 M>@- >. 1V>U; LYM@/,L;

!
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%

"!")$$"

;4CJ

%是舒张因子 $

<BZX

%+

4C

的生成关键酶!

;4CJ

来源的
4C

是内皮功能的重要调节分子'

8

(

!能

够通过多种途径发挥抗
KJ

作用) 而
4C

的反向调节

物+

<)

主要由血管内皮细胞$

S,L.W2,- ;MU1@/;2>,2

.;22L

!

0<&

%分泌!

0<&

受损引发
<)

释放增多!血管

收缩力增强!促进
KJ

病变进程)

4C

合成障碍!生物

活性降低以及其与
<)

#

#

之间平衡失调是内皮功能障

碍的主要原因'

#E

(

!当
<)

轴及
4C

信号系统异常!表达

失衡将导致内皮功能紊乱*血管完整结构破坏!进一步

发展为炎性浸润*斑块形成等后果) 内皮依赖性血管

收缩舒张功能是评估血管内皮功能的有效指标'

#8

(

)

4C

合成减少的机制可能与
O(%PDKP)

信号通路

转导异常!导致
;4CJ

活性降低有关)

O(%P

是催化

第二信使特征酯类衍生物生成的重要调控酶!

O(%P

被

激活后于细胞膜上生成磷脂酰肌醇三磷酸脂$

O(O%

%!

KP)

是
O(O%

的下游靶蛋白!参与调解细胞生长!其活

化依赖于
OP7

#

J;-E6%

与
)/-%"$

位点的磷酸化'

#9

(

!

继而激活
;4CJ

#

J;- ##66

!刺激血管内皮
4C

生成释

放而舒张血管'

#6

(

) 研究发现大鼠心肌缺血大鼠'

#$

(

*

胰岛素抵抗和
!

型糖尿病'

#5

!

!"

(以及
*>L@,-

大鼠高同

型半胱氨酸血症'

!#

(实验研究中!均出现
O(%PDKP)

信

号通路转导异常!

;4CJ

活性下降!

4C

合成降低!内

皮依赖性舒张功能受损) 以上结果在本研究中得到验

证!模型组颈动脉组织
O(%PDKP)

信号转导通路受到

抑制!血清
4C

水平降低!

<)

#

#

含量升高!血管内皮功

能紊乱)

高脂血症是诱发
KJ

和心脑血管疾病的独立危险

因素!调节血脂异常是防治心脑血管疾病的重要干预

措施) 基于吴以岭院士提出的脉络+血管系统病概

念!

KJ

病变部位在脉!其发病缓慢*病程缠绵!血管内

皮功能紊乱!属 ,久病入络-!归属于脉络病变范

畴'

!!

(

) 通心络胶囊是以络病理论为指导研制而成的

中药复方制剂!由人参*降香*水蛭*全蝎*蜈蚣* 虫*

蝉蜕*冰片等组成!具有益气活血*搜风通络功效) 临

床与基础研究证实!通心络具有降脂*抗炎*保护内皮

细胞*稳定易损斑块等多重作用'

!%

(

) 他汀类药物是羟

甲基戊二辅酶
K

$

:+H

#

&1K

%还原酶抑制剂!.美国

心脏病学会杂志/主编
Z1N;-@L

教授把他汀类药物比

喻为抗
KJ

形成发展的,青霉素-

'

!E

(

!他汀类药物具有

降脂*上调内皮细胞
;4CJ

表达*抗炎的作用!能够改

善内皮功能'

!8

(

!因此采用阿托伐他汀作为阳性药物!

以期进一步探讨通心络对血管内皮功能的影响) 本实

验以新西兰兔为对象!采用高脂饮食喂养损伤血管内

皮复制高脂血症模型!研究结果显示!通心络呈剂量依

赖性的降低血清
)&

*

)H

和
IBI

#

&

的水平!具有调节

血脂的作用&通心络高*中剂量组和阿托伐他汀组均能

显著上调
O(%P

的蛋白表达!增强
KP)

蛋白的磷酸

化!通过激活
O(%PDKP)

通路的表达!促进
4C

分泌!

大幅减少
<)

#

#

的表达!改善离体动脉环的内皮依赖

性舒张功能!且通心络高*中剂量的作用与阿托伐他汀

比较!差异无统计学意义) 研究团队前期细胞研究发

现缺氧条件下!通心络通过依赖
O(%PDKG@D:(X

通路!

上调
:(X

#

#%

蛋白表达水平!促进缺氧细胞的增殖活

性!抑制细胞凋亡!进而改善内皮细胞的损伤'

!9

(

) 本

实验从整体动物水平!进一步明确通心络胶囊具有纠

正血管功能紊乱*改善离体动脉环的内皮依赖性舒张

功能的作用!其机制可能与激活
O(%PDKG@

信号转导通

路!上调
4C

含量!平衡
4CD<)

#

#

的表达有关!进一步

反证脉络理论在
KJ

早期病变中的指导作用)

利益冲突#无)
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