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通路探讨补肾抗衰片

介导自噬调控动脉粥样硬化的机制
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摘要$目的$观察补肾抗衰片对动脉粥样硬化"

GJ

#和巨噬细胞自噬的影响并探讨其分子机制$ 方法

采用单纯高脂饮食喂养法建立
GJ

兔模型$于
5

周末%
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只兔随机分为对照组&模型组&补肾抗衰片'
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#(组及阿托伐他汀'
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只%干预
$

周$ 检测血清
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&

*M

&

NBN

#

'

和
OBN

#

'

的水平)

油红
C

染色观察动脉粥样硬化斑块形成情况%

O9

染色观察血管内膜病理变化%计算内膜增生面积与中膜面积

的比值)检测
N'&!

蛋白&

P8@1;Q

#

#

蛋白表达水平$ 建立氧化低密度脂蛋白"

#"" "KD:N

#诱导的巨噬细胞

株
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自噬模型%分为模型组&补肾抗衰片组"

#"R

含药血清#和雷帕霉素"
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的蛋白表达水平$ 结果$在
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肾抗衰片组和雷帕霉素组细胞
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#$ 结论$补肾抗衰片能减轻
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病变程度%上调自噬水平%其机制可能通过抑制
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$$动脉粥样硬化$
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"

GJ

%是一种脂

质代谢失衡性疾病"也是一种进程缓慢的+机制复杂的

血管炎症性疾病, 疾病产生初期由炎症反应激活造成

了内皮细胞损伤"单核细胞粘附于受损内皮表面"并迁

移到内皮下形成巨噬细胞"巨噬细胞吞噬修饰的脂质

形成泡沫细胞, 随着疾病继续发展"泡沫细胞等凋亡

和坏死造成了坏死脂质核心+炎症反应激活+脂质代谢

异常+细胞凋亡+内质网应激和自噬,

基础性或适度的自噬是
GJ

斑块内细胞对抗氧化

应激和炎症的重要保护方式"是
GJ

斑块稳定性的一

个重要决定因素"自噬不足或者自噬过度均会影响斑

块的发生发展进程,

Cb

#

NBN

在
GJ

的发生发展中起

重要作用"

0b

#

NBN

被巨噬细胞表面的清道夫受体识

别并吞噬"在细胞内转化为胆固醇酯储存在细胞脂滴

中"形成泡沫细胞"过多的脂质在细胞中堆积会增强细

胞的自噬水平, 研究表明适度的细胞自噬通过降解细

胞内受损的结构起到抑制
GJ

的形成和发展的

作用)

#

*

,

补肾抗衰片是百岁国医大师阮士怡教授经验方"

临床用于治疗
GJ

)

!

*

+冠心病疗效显著)

&

"

5

*

"尤其在早

期预防和延缓进展方面有着独特优势, 前期实验研究

表明"补肾抗衰片具有抗炎+抗氧化+抗硝基化+保护内

皮组织的作用"从而稳定
GJ

斑块+阻抑动脉硬化进

程)

%

"

$

*

, 然而"补肾抗衰片对于巨噬细胞自噬的调控"

以及相关机制仍需进一步研究, 基于以上认识"本研

究以
GJ

兔和巨噬细胞株作为研究对象"观察补肾抗

衰片对兔
GJ

的影响"及对巨噬细胞株自噬的调控作

用"并探讨其可能的作用机制,

材料与方法

#

$实验动物与细胞$清洁级健康成年雄性新西兰

大白兔
!5

只"体重$

!

!

!

%

"

!

!

%

HK

"购自北京维通利华实

验动物技术有限公司$动物许可证号#

J'[F

京
!"#"

"

"""!

%, 小鼠
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巨噬细胞株购自国家实验细胞

资源共享平台$

'?;Q- )QXT-S<T@<YT8 0X '811 N;Q8 I8

#

S0YT@8

%"资源编号
&###'"""#'''"""#56

, 本研究通

过天津中医药大学伦理委员会审批"审批号#

*',

#

NG9

$

!"#4""5#

%,

!

$主要药物$补肾抗衰片$由丹参+何首乌+夏

枯草+茯苓+海藻+龟板+石菖蒲+党参+菟丝子+桑寄生

组成"

"

!

% KD

片"天津中医药大学第一附属医院制剂"

批号#

"4##"%

%&阿托伐他汀钙片 $商品名#立普妥"

!" :KD

片"辉瑞 制 药 有 限 公 司 生 产" 生 产 批 号

4%$&4"&"

%,

&

$试剂与仪器$氧化低密度脂蛋白$

0bNBN

"北

京欣源佳和生物科技有限公司%"雷帕霉素$

I-V-:.

#

@;Q

"德国
'-1U;0@?8:

公司%"

'811 '0YQ<;QK F;<

#

$

$

''F$

"日本同仁化学研究所%"

:I`E

#

M`E

#

N'&

$柏

礼生物医药科技有限公司%"兔抗
N'&

多克隆抗体$美

国
GU@-:

公司%"兔抗
E6!

单克隆抗体$美国
J;K:-

公司%"兔抗
E)&F

单克隆抗体+兔抗
GH<

单克隆抗

体+兔抗
V

#

GH<

单克隆抗体+兔抗
:*CI

单克隆抗

体+兔抗
V

#

:*CI

单克隆抗体+兔抗
$

#

-@<;Q

多克隆

抗体+兔抗
E'3G

多克隆抗体 $武汉三鹰%"

OIE

#

K0-< -Q<;

#

T-UU;< )KM

$武汉博士德%,

*'

测定试剂

盒+

*M

测定试剂盒+

OBN

#

'

测定试剂盒+

NBN

#

'

测

定试剂盒$中生北控生物科技股份有限公司%, 全自

动生化分析仪$

4"!"

型
)J9

"日本日立公司%+激光

共聚焦显微镜$德国
^8;SS

公司%+二氧化碳恒温培

养箱+凝胶成像系统$美国
P;0

#

I-L

公司%等,

5

$在体实验

5

!

#

$造模+分组及干预方法$

!5

只雄性新西兰

大白兔给予
#

周普通饮食适应期"采用随机数字表法

随机分为
5

组"分别为对照组+模型组+阿托伐他汀组
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及补肾抗衰片组"每组
6

只, 对照组给予普通饲料喂饲

#!

周"其余
&

组给予高脂饲料$组成#

#

!

%R

胆固醇
c

%R

猪油
c7R

蛋黄粉
c"

!

!R

胆酸
c$5

!

&R

普通饲料%

喂饲
#!

周, 喂饲
5

周后"模型组给予生理盐水
& :N

灌胃&补肾抗衰片组给予补肾抗衰片)

# KD

$

HK

!

L

%*进

行治疗"相当于人用量的
&

!

!4

倍)

7

*

"将补肾抗衰片溶于

生理盐水
& :N

中"灌胃给药"每日
!

次&阿托他汀组给

予阿托伐他汀钙片)

% :KD

$

HK

!

L

%*进行治疗"相当

于人用量的
&

!

!4

倍"将阿托伐他汀钙片溶于生理盐

水
& :N

中"灌胃给药"每日
#

次, 第
#!

周末"将各组

实验兔取材"取材前禁食
#! ?

, 从兔耳正中动脉?

血"每只兔采血
& :N

"常温静止
! d 5 ?

后离心$

&

""" T D:;Q

+

#% :;Q

%"提取上清液" "

$"

&冻存待用,

麻醉固定后迅速开胸暴露心脏"采取心脏血后"剪开一

侧心耳"向心脏内注射生理盐水
%"" :N

左右冲洗胸

主动脉, 无菌条件下获取胸主动脉并剥除外膜结缔组

织及脂肪组织"分成两段"一段置于
#"R

中性福尔马

林溶液中"一段用锡纸包好置于冻存管内" "

$"

&冰

箱保存"备用,

5

!

!

$血脂水平检测$检测兔血清中
*'

+

*M

$酶

比色法%+

NBN

#

'

和
OBN

#

'

$清除法%的水平,

5

!

&

$油红
C

染色$胸主动脉血管组织石蜡切

片脱蜡至水"经水洗后用异丙醇放置
% :;Q

"吸去异

丙醇溶液后"加入
"

!

%R

油红
CD

异丙醇溶液"染色

&" :;Q

&蒸馏水清洗
&

次&苏木素染色
% :;Q

"盐酸

乙醇分色"氨水返蓝&大体观察形态, 在有脂质浸润

的斑块处主动脉内膜呈橘红色染色"观察
GJ

斑块形

成情况,

5

!

5

$

O9

染色$主动脉用
#"R

中性福尔马林溶

液固定
#

'

!

天"行梯度酒精脱水+浸蜡+常规石蜡包

埋+切片$厚
% ":

%"

5!

&水浴展片"

&4

&烤箱烘烤

过夜"脱蜡至水"经水洗后"苏木素浸染
#" :;Q

"

#"R

盐酸酒精分化
#" S

"

"

!

%R

氨水返蓝"伊红浸染
& d

% :;Q

"行梯度酒精脱水"二甲苯透明后"中性树脂封

片, 按照常规苏木素 "伊红$

O9

%染色方法进行染

色, 光学显微镜下观察血管内膜的病理变化, 采用

):-K8

#

VT0 V1YS 6

!

" J.S<8:

病理图像分析系统对血

管内膜增生面积+中膜面积进行测定"并计算它们的比

值, 将
O9

染色后的主动脉照片输入图像分析系统"

用鼠标准确勾勒出动脉管壁的内腔以及内外弹力层的

完整轮廓, 每个目标血管各取
6

张切片"每张切片取

#

个血管环均测量
!

次取平均值"最后计算
6

个血管

环所得的数据均值作为该标本的最终数值, 计算参数

如下#$

#

%内膜增生面积$

@:

!

%

e

内弹力层围绕面积

"血管环管腔横截面积&$

!

%中膜面积$

@:

!

%

e

外弹

力层围绕面积"内弹力层围绕面积,

5

!

%

$

N'&!

免疫组织化学染色$主动脉石蜡切

片脱蜡至水&微波枸橼酸热修复&冷却至室温"

"

!

"# :01 EPJ

洗
&

次"

&R

双氧水封闭&

"

!

"# :01

EPJ

洗
&

次"

%R

兔血清封闭液封闭
5% :;Q

&滴加一

抗"置于湿盒中
5

&过夜&

5

&取出"复温
!" :;Q

&

"

!

"# :01 EPJ

洗
&

次"滴加二抗"

&4

&孵育&

EPJ

洗

&

次"链霉卵白素工作液"

&4

&下孵育&

EPJ

洗
&

次"

BGP

显色&苏木素复染"流水冲洗&分化液分化"流水

下返蓝&中性树胶封片"显微镜下观察, 每只动物选取

&

张切片"每张切片随机观察
%

个不同的高倍镜视野

$

#"

(

5"

%"用
):-K8

#

ET0 E1YS 6

!

"

图像处理系统进

行处理"以细胞质内出现棕黄色颗粒为阳性"计算

N'&!

蛋白的表达面积"并计算所占占整个标本面积

的百分比,

5

!

6

$

P8@1;Q

#

#

蛋白检测$提取主动脉组织蛋

白"主动脉组织用蛋白裂解液充分研磨"冰上裂解

&" :;Q

"

5

&离心
#% :;Q

"取上清,

P'G

法进行蛋白

定量后进行
JBJ

#

EGM9

电泳"恒定电流
!"" :G

"

5

&转膜
! ?

至聚偏二氟乙烯膜$

E/B`

%"

%R

脱脂牛

奶
*PJ*

溶液封闭
# ?

后"分别加入一抗$

#

)

# """

%

5

&过夜"二抗$

#

)

!"""

%室温
# ?

"

9'N

化学发光试

剂盒曝光"

):-K8

#

(

软件进行图像灰度分析"所有目的

蛋白灰度值与内参灰度值之比为所需结果,

%

$体外实验

%

!

#

$巨噬细胞自噬模型建立$小鼠巨噬细胞

IG+!65

!

4

常规培养于
#"R

胎牛血清
c #R

双抗的

B,9,

中"置于
&4

&"

%R 'C

!

培养箱培养, 待细胞

状态良好+贴壁紧"生长面积达
7"R

左右时分瓶传代,

传代培养
&

次后取对数生长期的细胞用于实验, 建立

0bNBN

诱导的巨噬细胞株
IG+!65

!

4

自噬模型, 经

预实验"

6" "KD:N

和
#"" "KD:N

的
0b

#

NBN

均可诱导

巨噬细胞自噬, 在
6

+

#!

+

!5 ?

"自噬活性随时间增加"

在
!5 ?

达到峰值"

6" "KD:N 0b

#

NBN

组的自噬溶酶

体持续增加至
5$ ?

"无法判断自噬强度减弱, 在

5$ ?

"

#"" "KD:N 0b

#

NBN

组红色自噬溶酶体数目的

增加减少"提示自噬体的融合"溶酶体被阻断, 故选择

#"" "KD:N

的
0b

#

NBN

干预巨噬细胞作为本研究的最

佳建模条件,

%

!

!

$补肾抗衰片浓度筛选$取指数生长期

IG+!65

!

4

"消化离心后计数"调整细胞悬液密度为

#

(

#"

5个
D

孔细胞"接种于
76

孔板"每孔
#"" "N

"每组

均设定
6

个副孔"孵育
!5 ?

后更换培养基为无血清培
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%

!!"&$$!

养基, 分别用
%R

+

#"R

+

#%R

+

!"R

补肾抗衰片含药

血清孵育细胞"每组
6

个复孔"孵育
!5 ?

, 各组培养

液作用完成后"弃液"

B

#

?-QH

*

S

每孔
#"" "N

润洗

!

遍"每孔加入
#"" "N #"R''F$

$

''F$

)

B,9,

e#

)

7

%"

&4

&孵育
&" :;Q

"

5%" Q:

酶标仪检测不

同孔内
CB

值"检测细胞活力, 与空白对照组比较"

#"R

含药血清促增殖作用最明显"故选用进行给药

干预,

%

!

&

$

+8S<8TQ U10<

检测蛋白表达$将自噬模型

巨噬细胞分为模型组+补肾抗衰片组和雷帕霉素组"补

肾抗衰片组给予
#"R

含药血清"雷帕霉素组给予雷帕

霉素
#" Q:01DN

"给予相应干预后"另设对照组, 提取

各组巨噬细胞的核蛋白和浆蛋白"具体操作参照凯基

核蛋白提取试剂盒说明书,

P'G

法进行蛋白定量"

JBJ

#

EGM9

电泳同前,

6

$统计学方法$应用
JEJJ #42 "

统计软件进

行数据统计与分析"计量资料以
b

%

S

表示"多组间比

较采用单因素方差分析"变量间采用
E8-TS0Q

相关分

析方法"

E W"

!

"%

为差异有统计学意义,

结$$果

#

$体内实验结果

#

!

#

$各组兔血脂水平比较$表
#

%$与对照组比

较"模型组兔血清
*'

+

*M

+

NBN

#

'

+

OBN

#

'

水平均升

高$

E W"

!

"#

%&与模型组比较"阿托伐他汀组兔血清

*'

+

*M

+

NBN

#

'

水平降低$

E W"

!

"#

%"

OBN

#

'

水平升

高$

E W"

!

"#

%&补肾抗衰片组兔血清
*'

+

*M

+

NBN

#

'

水平降低"

OBN

#

'

水平升高"但差异无统计学意义

$

E f"

!

"%

%,与补肾抗衰片组比较"阿托伐他汀组兔血

清
*'

+

*M

+

NBN

#

'

水平降低 $

E W"

!

"%

"

E W "

!

"#

%"

OBN

#

'

水平升高$

E W"

!

"%

%,

#

!

!

$各组兔主动脉油红
C

染色结果比较$图
#

%

对照组主动脉内膜均匀轻度红染"内膜光滑"无斑块及

脂纹形成&模型组主动脉内膜大部分呈橘红色"明显油

红沉积"说明形成大量斑块&阿托伐他汀组主动脉内膜

散在的橘红色染色"有散在斑块&补肾抗衰片组内膜部

分呈橘红色"有散在斑块,

$$注#

G

为对照组&

P

为模型组&

'

为阿托伐他汀组&

B

为补

肾抗衰片组

图
#

$各组兔主动脉油红
C

染色结果比较

#

!

&

$各组
O9

染色和内膜增生面积与中膜面积

比值比较$图
!

%$对照组兔主动脉管壁结构完整"管

腔未见异常改变&内膜无增厚"内皮细胞完整连续+单

层结构&中膜平滑肌细胞排列整齐"呈长椭圆形"外膜

附有大量疏松结缔组织, 模型组兔主动脉可见
GJ

斑

块病变"内膜+中膜明显增厚"内皮细胞部分缺失+不完

整"内膜下层可见大量泡沫细胞&斑块下的中膜呈不同

程度破坏"平滑肌细胞增殖并向内膜迁移, 阿托伐他

汀组兔主动脉内膜明显增厚"主动脉内膜增生的程度

显著低于模型组"内膜下层存在少量的泡沫细胞及炎

症细胞&中层平滑肌细胞排列较整齐"病理改变情况均

较模型组减轻, 补肾抗衰片组可见内膜增生明显"内

膜下层有大量泡沫细胞及炎性细胞的浸润&中层平滑

肌细胞排列较整齐"与模型组比较"病变程度减轻,

对照组+模型组+阿托伐他汀组+补肾抗衰片组内

中膜面积比分别为
"

!

"4

%

"

!

"!

+

#

!

$!

%

"

!

#!

+

"

!

75

%

"

!

"7

+

#

!

%!

%

"

!

!&

, 与对照组比较"模型组主

动脉内中膜面积比升高$

E W"

!

"#

%, 与模型组比较"

阿托伐他汀组和补肾抗衰片组主动脉内中膜面积比值

表
#

$各组兔血脂水平比较$$

::01DN

"

b

%

S

%

组别
Q *' *M NBN

#

' OBN

#

'

对照
6 #

+

5%

%

"

+

"% "

+

4&

%

"

+

## "

+

&7

%

"

+

"! "

+

%!

%

"

+

##

模型
6

4"

+

"%

%

!

+

%!

!

#"

+

!6

%

!

+

#!

!

&#

+

%%

%

#

+

7%

!

!

+

4"

%

"

+

%#

!

阿托伐他汀
6

55

+

"5

%

!

+

#%

"#

%

+

%#

%

#

+

#&

"#

#&

+

5"

%

#

+

4&

"##

%

+

4"

%

"

+

4%

"#

补肾抗衰片
6 64

+

47

%

!

+

$7 7

+

45

%

"

+

$6 !7

+

74

%

!

+

!& &

+

&"

%

"

+

&%

$$注#与对照组比较"

!

E W"

!

"#

&与模型组比较"

"

E W"

!

"#

&与补肾抗衰片组比较"

#

E W"

!

"%

"

##

E W"

!

"#
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!

%

$$注#

G

为对照组&

P

为模型组&

'

为阿托伐他汀组&

B

为补肾

抗衰片组&箭头所指为内膜增生区域

图
!

$各组兔主动脉
O9

染色结果比较$$ (

#""

%

降低$

E W"

!

"%

"

E W"

!

"#

%&阿托伐他汀组和补肾抗衰

片组主动脉内中膜面积比比较"差异无统计学意

义$

E f"

!

"%

%,

#

!

5

$各组
N'&!

免疫组化染色结果比较$图
&

%

对照组+模型组+阿托伐他汀组+补肾抗衰片组主动脉

N'&!

阳性面积百分比为
"

!

""

%

"

!

""

+

6

!

&"

%

"

!

$7

+

$

!

4!

%

#

!

##

+

$

!

54

%

#

!

4&

, 与对照组比较"模型组主

动脉
N'&!

阳性面积百分比增大$

E W"

!

"#

%&与模型

组比较"阿托伐他汀组及补肾抗衰片组主动脉
N'&!

阳性面积百分比增大$

E W"

!

"%

%,

#

!

%

$各组
P8@1;Q

#

#

蛋白表达比较$图
5

%$对照

组+模型组+阿托伐他汀组+补肾抗衰片组
P8@1;Q

#

#

蛋

白表达分别为#

#

!

"#

%

"

!

"%

"

#

!

!!

%

"

!

"&

"

#

!

6&

%

"

!

#4

"

#

!

5&

%

"

!

#6

, 与对照组比较"模型组兔主动脉

$$注#

G

为对照组&

P

为模型组&

'

为阿托伐他汀组&

B

为补肾

抗衰片组&箭头所指为
N'&!

阴性表达区域

图
&

$各组兔主动脉
N'&!

免疫组化染色$$ (

#""

%

P8@1;Q

#

#

蛋白的表达升高$

E W"

!

"%

%&与模型组比较"

阿托伐他汀组和补肾抗衰片组兔主动脉
P8@1;Q

#

#

蛋

白的表达升高$

E W"

!

"#

%,

$$注#

G

为对照组&

P

为模型组&

'

为阿托伐他汀组&

B

为补肾

抗衰片组

图
5

$各组
P8@1;Q

#

#

的蛋白电泳图

!

$体外实验

!

!

#

$各组
N'&!D#

及
V6!

表达$图
%

%$正常对

照组+模型组+补肾抗衰片组+雷帕霉素组
N'&!D#

分

别为#

"

!

&4

%

"

!

"6

"

"

!

75

%

"

!

#6

"

#

!

56

%

"

!

#5

"

#

!

$#

%

"

!

"7

&

V6!

分别为
4

!

$#

%

"

!

6!

"

%

!

44

%

"

!

!!

"

5

!

!6

%

"

!

&5

"

!

!

5"

%

"

!

##

, 与对照组比较"模型组细

胞
N'&!D#

表达水平升高$

E W"

!

"#

%"

V6!

表达水平

降低$

E W"

!

"#

%&与模型组比较"补肾抗衰片组和雷帕

霉素组细胞
N'&!D#

表达水平升高$

E W"

!

"#

%"

V6!

表达水平均降低$

E W"

!

"#

%&与补肾抗衰片组比较"雷

帕霉素组细胞
N'&!D#

表达升高"

V6!

表达降低$

E W

"

!

"%

%,

$$注#

G

为对照组&

P

为模型组&

'

为补肾抗衰片组&

B

为雷帕

霉素组

图
%

$自噬相关蛋白
N'&!

和
V6!

的蛋白电泳图

!

!

!

$各组
E)&F

+

V

#

GH<

+

V

#

:*CI

蛋白表达比较

$图
6

"表
!

%$与对照组比较"模型组细胞
E)&F

+

V

#

GH<

+

V

#

:*CI

蛋白的表达升高 $

E W "

!

"%

"

E W
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!

%

!!&($$!

"

!

"#

%&与模型组比较"补肾抗衰片组与雷帕霉素组细

胞
E)&F

+

V

#

GH<

+

V

#

:*CI

蛋白表达降低$

E W "

!

"%

"

E W"

!

"#

%&补肾抗衰片组与雷帕霉素组各蛋白表达比

较"差异无统计学意义$

E f"

!

"%

%,

$$注#

G

为对照组&

P

为模型组&

'

为补肾抗衰片组&

B

为雷帕

霉素组

图
6

$各组巨噬细胞内
E)&F

+

V

#

GH<

+

V

#

:*CI

蛋白电泳图

表
!

$各组
E)&F

+

V

#

GH<

+

V

#

:*CI

蛋白表达比较$$

b

%

S

%

组别
Q E)&F V

#

GH< V

#

:*CI

对照
6 "

+

76

%

"

+

!# "

+

7&

%

"

+

#& #

+

5$

%

"

+

"7

模型
6

#

+

#$

%

"

+

"$

!

#

+

#4

%

"

+

!#

!

6

+

45

%

"

+

6$

!!

补肾抗衰片
6

"

+

$5

%

"

+

"$

""

"

+

%7

%

"

+

#!

""

5

+

46

%

"

+

$$

"

雷帕霉素
6

"

+

64

%

"

+

#4

""

"

+

55

%

"

+

"$

""

&

+

5%

%

"

+

#$

""

$$注#与对照组比较"

!

E W"

!

"%

"

!!

E W"

!

"#

&与模型组比较"

"

E W"

!

"%

"

""

E W"

!

"#

讨$$论

GJ

是一个复杂的病生理过程"是许多心脑血管

疾病的病理基础, 在治疗上"阮士怡教授强调整体观

和辨证论治)

#"

*

"从脾肾立论)

##

*

"结合多年的临床实践

经验研制了具有益肾健脾+软坚散结功效的补肾抗衰

片"其主要成分为#丹参+淫羊藿+石菖蒲+何首乌+夏枯

草+龟板+海藻+茯苓+桑寄生+砂仁等, 全方遵循'治

病必求于本(和'正气存内"邪不可干(的原则"脾肾同

补"同时针对疾病发生过程中产生的痰浊+瘀血等病理

产物软坚散结+化瘀通络)

#!

*

,

自噬是一种存在于哺乳动物中的高度进化的自我

调节过程"是维持细胞稳态+适应各种环境变化的重要

机制)

#&

*

, 在正常生理条件下"自噬在细胞内始终维持

在较低水平"但在
GJ

的形成和发展过程中"自噬被持

续激活"基础性或适度的自噬是
GJ

斑块内细胞对抗氧

化应激和炎症的重要保护方式"自噬不足或者自噬过度

均会影响斑块的发生发展进程,

GJ

进程中自噬水平存

在变化"自噬水平在
GJ

的发生发展过程中持续增加到

某一时间点达到峰值"而后逐渐降低)

#5

*

, 检测人动脉

内膜切除术取材的主动脉
GJ

斑块"可见多种细胞的超

微结构中都有自噬体存在"在巨噬细胞吞噬脂质后形成

的泡沫细胞内脂滴及自噬体数目最多)

#%

*

, 此外"通过

免疫组化定量检测人早期和晚期颈动脉
GJ

斑块$动脉

内膜切除手术取出% 中的自噬情况得出"与早期斑块比

较"人晚期斑块中自噬相关基因
G*M%

的表达量明显降

低"自噬受体蛋白
V6!

的表达量明显升高)

#6

*

"也说明随

着
GS

发病时间延长"自噬水平并非持续一直上升"而

是在达到某一峰值后开始降低,

本研究在体实验观察到高脂饮食喂养的模型组动

物"随时间推移逐渐地出现了
GJ

疾病相关的症状"血

脂水平明显升高"油红
C

染色与病理方面均观察到主

动脉
GJ

斑块形成, 油红
C

染色显示主动脉内膜形

成大量
GJ

斑块"大量脂质沉积"内膜大部分呈橘红色

染色&光镜下观察
O9

染色切片"结果显示动脉管壁内

膜明显增厚"斑块内大量泡沫细胞以及巨噬细胞等炎

性细胞浸润"证实造模成功, 与模型组比较"补肾抗衰

片组血清中
*'

+

*M

+

NBN

#

'

的水平有降低的趋势"

OBN

#

'

水平有升高的趋势&提示补肾抗衰片不能明显

降低
GJ

兔的血脂水平"只能调节
GJ

兔的血脂水平,

主动脉内中膜面积比值能够反映内膜增生程度"与正

常对照组相比"模型组主动脉内中膜面积比值升高"内

膜增厚&与模型组相比"补肾抗衰片组主动脉内中膜面

积比值降低"提示补肾抗衰片能够降低
GJ

兔主动脉

内膜的增生程度"发挥抑制
GJ

发展的作用,

实验选择了两个重要的自噬相关分子
P8@1;Q

#

#

+

N'&!

作为检测
GJ

兔主动脉血管壁中自噬发生情况

的指标,

P8@1;Q

#

#

是细胞自噬相关基因
G<K6

的同源

基因"定位于高尔基体上"通过与
E)&F

形成复合物来

调控自噬小体的形成"在自噬的早期阶段发挥启动作

用)

#4

*

, 一般用
P8@1;Q

#

#

作为自噬启动阶段活化的标

志分子"其表达增多可看作自噬增强的标志,

N'&!

是酵母自噬标志基因
G<K$

的同源基因"是自噬小体

的稳定剂"是目前较为公认的自噬活动的标志"通过对

N'&!

的检测可以判断自噬活动的程度, 与正常对照

组比较"模型组兔主动脉
N'&!

+

P8@1;Q

#

#

蛋白的表

达上调&提示在
GJ

兔模型主动脉血管壁中发生了自

噬现象"即表明自噬参与了
GJ

的发生发展, 与模型
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组比较"补肾抗衰片组
N'&!

+

P8@1;Q

#

#

蛋白的表达

明显上调&补肾抗衰片可能是通过上调
GJ

兔细胞自

噬相关蛋白的表达"起到减轻
GJ

兔模型病变程度"抗

GJ

的作用,

进一步离体实验中"选择巨噬细胞为研究对象"以

0b

#

NBN

干预巨噬细胞"模拟
GJ

脂质环境"检测巨噬

细胞中自噬相关蛋白的变化"探讨补肾抗衰片对巨噬

细胞自噬的调控作用, 实验选择自噬相关分子
N'&

!D#

和
V6!

作为检测自噬发生情况的指标, 自噬的

形成主要分为
5

个阶段"每个阶段都有特定的标志蛋

白"

P8@1;Q

#

#

反映自噬的启动阶段+

N'&!

反映出自噬

体的延伸)

#$

"

#7

*

+溶酶体标志蛋白
'-<?8VS;Q B

反映自

噬体的成熟阶段)

!"

*

"

V6!

反映自噬体的降解)

!#

*

, 因

为实验选取的干预时间是
!5 ?

"已经到达了自噬的

二+三+四阶段"所以不检测
P8@1;Q

#

#

,

N'&

参与自噬

的形成"胞浆型
N'&

$即
N'&

#

#

%会酶解掉一小段多

肽"转变为自噬体膜型$即
N'&

#

!

%"

N'&!

升高代表

自噬的启动"通过对检测
N'&!D#

比值的检测可以判

断自噬活动的程度,

E6!

是自噬发生的重要相关基

因"是哺乳细胞自噬相关基因
G<K 6

的同源基因"通过

自噬来降解"可以用来检测自噬的强弱状态, 实验结

果显示"

0b

#

NBN

干预巨噬细胞可以使
N'&!D#

蛋白

的表达上调"

V6!

蛋白的表达下调"发生自噬现象, 与

模型组比较"补肾抗衰片组和雷帕霉素细胞
N'&!D#

蛋白的表达明显上调+

V6!

蛋白的表达明显下调"提示

补肾抗衰片可以进一步促进细胞自噬,

E)&FDGH<D

:*CI

信号通路在自噬过程中起到关键的调节作用,

E)&F

激活下游分子
GH<

"再通过大量的调节子最终造

成其下游信号分子
:*CI

的磷酸化)

!!

*

"

E)&FDGH<D

:*CI

信号通路激活后能够对细胞自噬进行调

节)

!&

*

,

E)&F

是一个复杂的大家族"基于它的结构可

以分为
&

类#

@1-SS #

+

!

+

%

,

E)&F

被激活后在细胞

膜上生成
E)E&

"以它作为第二信使激活下游的蛋白"

E)E&

与细胞内信号蛋白
GH<

和
EBF#

结合"促使

EBF#

磷酸化
GH<

蛋白的
J8T&"$

导致
GH<

的活化"

活化的
GH<

通过磷酸化作用激活或抑制其下游靶蛋

白
P-L

+

'-SV-S87

+

3`

#

&P

+

MJF

#

&

+

`FOI

+

V!#';V#

和
V!4 F;V#

等"进而调节细胞的增殖+分

化+凋亡)

!5

*以及迁移等,

:*CI

是一种非典型的丝

氨酸
D

苏氨酸蛋白激酶"是
E)&FDGH<

信号途径下游的

一个重要效应分子, 现已明确"

:*CI

通路是多条信

号通路的汇聚点"通过对上+下游信号的传导来影响细

胞自噬"是调控自噬的关键环节,

:*CI'#

主要参与

细胞生长+细胞凋亡+能量代谢和细胞自噬的调节"

:*CI'!

参与细胞骨架蛋白的构建和存活)

!%

*

,

*CI

在信号转导通路中通过下游效应器同时控制翻译和转

录的过程"

*CI

可直接或间接影响
G*M

蛋白"影响自

噬体的形成)

!6

*

, 本研究结果显示"与对照组比较"模型

组
E)&F

+

V

#

GH<

+

V

#

:*CI

蛋白的表达升高&与模型组相

比"补肾抗衰片组细胞
E)&F

+

V

#

GH<

+

V

#

:*CI

蛋白的表

达显著降低, 说明补肾抗衰片可能通过抑制
E)&FDGH<D

:*CI

信号通路的激活"促进巨噬细胞自噬,

但本研究存在一定不足"离体细胞实验中巨噬细

胞研究并不能直接反应体内
GJ

的情况"仍需在
GJ

模型中进一步研究巨噬细胞自噬与其他细胞自噬的情

况&另外"对于疾病不同时间点的自噬水平是如何变化

的"以及过程中自噬具体的作用机制"需要在今后的研

究中进一步探索,

利益冲突# 无,
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