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!基础研究!

宁心痛颗粒及其有效组分抑制
N-O>"

诱导的

*NO

$

#

细胞炎症反应的实验研究

高"颖#

"陈"蕊!

"顾"宁!

"何小丽!

摘要"目的"观察
8P

$

!<

"

,QO=F

信号通路在介导重组人热休克蛋白
>"

#

N-O>"

$诱导巨噬细胞

#

,"

$炎症反应中的作用%探讨益气活血方宁心痛颗粒的抗炎机制& 方法"采用人急性单核白血病细胞株

#

RH1CI CKH0. 15I5KS0DK 6.HT.1DC K.66 6DI.

%

*NO

$

#

$体外培养模型%结合血清药理学与中药组分配伍方

法进行论证& 将
*NO

$

#

细胞诱导分化为
,"

%分为对照组#

,"U

培养液$"

N-O>"

#

#" #GM1V

$组"黄芪多糖

#

QO-

%

!"" #GM1V

$组"藁本内酯#

V)W

%

!" #GM1V

$组"

QO-

#

!"" #GM1V

$

U V)W

#

!" #GM1V

$组"含药血清

#

&X

$组"辛伐他汀#

#: #GM1V

$组%各药物干预组以相应治疗药物预处理
!; R

后%除对照组外%其余各组均

加入终浓度为
#" #GM1V

的
N-O>"

& 检测磷酸化的
8P

$

!<

#

/

$

8P

$

!<

$"

,QO=F

'包括
/

$

/&$

"胞外信号调

节激酶
#M!

#

/

$

BY=#M!

$和
K

$

(HI

氨基末端激酶#

/

$

(8=

$(蛋白表达及
*8P

$

$

"

)V

$

>

含量& 结果"与对照组

比较%

N-O>"

组的
/

$

8P

$

!<

及
/

$

/&$

"

/

$

(8=

"

/

$

BY=#M!

蛋白表达和
*8P

$

$

"

)V

$

>

含量升高#

O Z"

!

"#

$)与

N-O>"

组比较%各药物干预组检测蛋白表达和
*8P

$

$

"

)V

$

>

含量均降低#

O Z"

!

":

%

O Z"

!

"#

$)与
QO-

组比

较%

QO- U V)W

组"含药血清组和辛伐他汀组检测蛋白表达和
*8P

$

$

"

)V

$

>

含量均降低#

O Z "

!

":

%

O Z

"

!

"#

$)与
V)W

组比较%

QO- U V)W

组检测蛋白表达均降低#

O Z"

!

":

%

O Z"

!

"#

$%

*8P

$

$

"

)V

$

>

含量差异无统

计学意义#

O ["

!

":

$%含药血清组和辛伐他汀组检测蛋白表达及
*8P

$

$

"

)V

$

>

含量均降低#

O Z"

!

":

%

O Z

"

!

"#

$)含药血清组和辛伐他汀组均较
QO- U V)W

组蛋白表达和
*8P

$

$

"

)V

$

>

含量降低更明显#

O Z"

!

":

%

O Z"

!

"#

$%且辛伐他汀组降低蛋白表达的效果优于含药血清组#

O Z"

!

"#

$& 结论"

8P

$

!<

及
,QO=F

信号

通路是
N-O>"

诱导
*NO

$

#

源性
,"

发生炎症反应的关键信号通路%宁心痛颗粒含药血清"

QO-

"

V)W

"

QO-

配伍
V)W

可不同程度通过调控以上通路发挥抗炎效果%其中宁心痛颗粒含药血清的效果最强&

关键词"宁心痛颗粒) 核因子$

!<

) 丝裂原活化蛋白激酶) 热休克蛋白
>"

)IRD2D053S B\\.K0F 5\ 8DIG]DI05IG W3CIH6. CI^ D0F B\\.K0D_. '51/5I.I0F 5I 0R. *NO

$

# '.66F )I\6C1

$

1C0D5I )I^HK.^ 2S B]03CK.66H6C3 NH1CI N.C0 -R5KT O350.DI >"

"

WQL `DIG

#

!

'NB8 YHD

!

!

Wa

8DIG

!

!

CI^ NB ADC5

$

6D

!

"

# O5F0^5K053C6 ,52D6. Y.F.C3KR -0C0D5I 5\ 8CIEDIG aID_.3FD0S 5\ 'RDI.F. ,.^D

$

KDI.

!

8CIEDIG

$

!#"";>

%&

! @./C301.I0 5\ 'C3^D565GS

!

0R. *RD3^ Q\\D6DC0.^ N5F/D0C6 5\ 8CIEDIG aID_.3FD0S 5\

'RDI.F. ,.^DKDI.

!

8CIEDIG

$

!#"""#

%

Q<-*YQ'*

%

L2E.K0D_.

%

*5 .]/653. 0R. DIRD2D053S .\\.K0F 5\ 8DIG]DI05IG W3CIH6.

$

8A*

%!

bRDKR KCI

DI_DG53C0. cD CI^ CK0D_C0. 2655^

!

CI^ D0F .\\.K0D_. K51/5I.I0F 5I 0R. DI\6C11C053S 3.CK0D5I DI^HK.^ 2S

.]03CK.66H6C3 3.K512DIC0.^ R.C0 FR5KT /350.DI >"

$

N-O>"

%

DI 0R. RH1CI CKH0. 15I5KS0DK 6.HT.1DC K.66

6DI.

$

*NO

$

#

%

CI^ 0R. HI^.36SDIG CI0D

$

DI\6C11C053S 1.KRCIDF1F

%

,.0R5^F

%

*R. *NO

$

# b.3. KH60H3.^ DI

_D035 CI^ 0R. F.3H1 ^3HG 5\ 8A* bCF HF.^ DI K553^DIC0D5I bD0R K51/5I.I0 K512DIC0D5I 5\ QF03CGC6HF

1.123CIK.HF

'

VDGHF0DKH1 bC66DKRDD R.327*R. *NO

$

# K.66F b.3. ^D\\.3.I0DC0.^ DI05 1CK35/RCG.F

$

,"

%

CI^

0R.I ^D_D^.^ DI05 0R. K5I0356 G35H/

!

0R. N-O>" G35H/

!

0R. CF03CGC6HF /56SFCKKRC3D^.

$

QO-

%

G35H/

!

0R. 6D

$

GHF0D6D^.

$

V)W

%

G35H/

!

0R. QO- U V)W G35H/

!

0R. 8A* G35H/ CI^ 0R. FD1_CF0C0DI G35H/7 N-O>" bD0R H60D1C0.
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K5IK.I03C0D5I 5\ #" #GM1V bCF C^^.^ DI05 C66 2H0 0R. K5I0356 G35H/ C\0.3 DIKH2C0D5I 5\ QO-

$

!"" #GM1V

%!

V)W

$

!" #GM1V

%!

QO-

$

!"" #GM1V

%

/6HF V)W

$

!" #GM1V

%!

8A*

$

&X

%

53 FD1_CF0C0DI

$

#: #GM1V

%

\53 !; R

!

3.F/.K0D_.6S 7 *R. /350.DI .]/3.FFD5IF 5\ /R5F/RC0.

$

IHK6.C3 \CK053 TC//C <

$

8P

$

!<

%

CI^ 1D05G.I CK0D_.^

/350.DI TDICF.F

(

DIK6H^DIG /&$

!

K

$

(HI 8N!

$

0.31DIC6 TDICF.F

$

(8=

%!

.]03CK.66H6C3 FDGIC6

$

3.GH6C0.^ TDICF.#M!

$

BY=#M!

%)

CI^ 0R. K5I0.I0F 5\ *8P

$

$CI^ )V

$

> b.3. ^.0.K0.^7 Y.FH60F

%

'51/C3.^ bD0R 0R. K5I0356 G35H/

!

0R. .]/3.FFD5IF 5\ 0R. \5H3 /350.DIF CI^ 0R. K5I0.I0F 5\ *8P

$

$CI^ )V

$

> DI 0R. N-O>" G35H/ b.3. C66 .6.

$

_C0.^ 3.1C3TC26S

$

O Z"

&

"#

%!

bRDKR b.3. ^.K3.CF.^ FDGID\DKCI06S DI 0R. QO- G35H/

!

0R. V)W G35H/

!

0R.

QO- U V)W G35H/

!

0R. 8A* G35H/ CI^ 0R. FD1_CF0C0DI G35H/

$

O Z"

&

":

!

O Z"

&

"#

%

7 '51/C3.^ bD0R 0R. QO-

G35H/

!

0R5F. DI 0R. QO- U V)W G35H/

!

0R. 8A* G35H/ CI^ 0R. FD1_CF0C0DI G35H/ b.3. ^.K3.CF.^ ^3C1C0DK

$

6S

$

O Z"

&

":

!

O Z "

&

"#

%

7 )I K5I03CF0 05 0R. V)W G35H/

!

0R. \5H3 /350.DI .]/3.FFD5IF b.3. ^.K3.CF.^ 5H0

$

F0CI^DIG6S

$

O Z"

&

":

!

O Z"

&

"#

%

DI 0R. QO- U V)W G35H/

!

bRD6. 0R.3. bCF I50 F0C0DF0DKC66S FDGID\DKCI0 DI 0R.

K5I0.I0F 5\ *8P

$

$CI^ )V

$

> 2.0b..I 0R. 0b5 G35H/F

$

O ["

&

":

%

7 '51/C3.^ bD0R 0R. V)W G35H/

!

0R. /350.DI

.]/3.FFD5IF CI^ 0R. K5I0.I0F b.3. ^.K3.CF.^ I50C26S

$

O Z"

&

":

!

O Z"

&

"#

%

DI 0R. 8A* G35H/ CI^ 0R. FD1

$

_CF0C0DI G35H/7 *R. /350.DI .]/3.FFD5IF CI^ 0R. K5I0.I0F b.3. ^.K3.CF.^ FDGID\DKCI06S

$

O Z "

&

":

!

O Z

"

&

"#

%

DI 0R. 8A* G35H/ CI^ 0R. FD1_CF0C0DI G35H/

!

DI K5I03CF0 05 0R5F. DI 0R. QO- U V)W G35H/7 *R. /35

$

0.DI .]/3.FFD5IF b.3. \H30R.3 ^.K3.CF.^ DI 0R. FD1_CF0C0DI G35H/ 0RCI DI 0R. 8A* G35H/

$

O Z"

&

"#

%

7 '5I

$

K6HFD5IF

%

*R. N-O>" DI^HK.F DI\6C11C053S 3.CK0D5I DI *NO

$

# K.66F 1CDI6S 0R5HGR 0R. 8P

$

!< CI^ ,QO=F

FDGIC6DIG /C0RbCS7 *R. \5H3 K51/5I.I0F

!

IC1.6S 8A*

!

QO-

!

V)W CI^ QO- U V)W

!

C66 .].30 F51. CI0D

$

DI

$

\6C11C053S CK0D_D0D.F bRDKR DF /C306S ^H. 05 0R.D3 C2D6D0D.F 05 DIRD2D0DIG 0R. C25_. FDGIC6DIG /C0RbCSF7*R.3.

$

DI05

!

8A* RCF 0R. 2.F0 .\\.K07

=B`+LY@-

%

8DIG]DI05IG W3CIH6.

&

IHK6.C3 \CK053

$

!<

&

1D05G.I CK0D_.^ /350.DI TDICF.F

&

R.C0 FR5KT

/350.DI >"

""目前认为!动脉粥样硬化$

C0R.35FK6.35FDF

!

Q-

%

是一种血管慢性增殖性炎性病理过程!长期炎症负荷

在其发生发展中所发挥的作用远远超过胆固醇*氧化

修饰低密度脂蛋白$

5]D^Dd.^ 65b ^.IFD0S 6D/5/35

$

0.DI

!

5]V@V

% 等脂类(

#

!

!

)

!热休克蛋白
>"

$

R.C0

FR5KT /350.DI >"

!

N-O>"

%是近些年本研究领域的

热点(

&

!

;

)

+

N-O >"

生理状态下存在于细胞内!具有协

助多肽或蛋白质正确转运*折叠和装配等功能&病理情

况下被释放到细胞外!即作为警戒素诱发炎症
M

免疫反

应+ 研究证实!其可通过激活三大炎症信号转导通路中

的两条'''核因子$

!<

$

IHK6.C3 \CK053

$

!<

!

8P

$

!<

%及

丝裂原活化蛋白激酶$

1D05G.I CK0D_.^ /350.DI TDIC

$

F.F

!

,QO=F

%而诱导炎症反应(

:

)

!不仅作为
Q-

病变

始动因子(

>

)

!尚可促使斑块趋于不稳定(

9

)

+ 宁心痛颗粒

为自主研发与创制*具有知识产权的中药复方制剂!由

君药黄芪*臣药川芎*葛根!佐药毛冬青*细辛等组成!可

有效缓解冠心病$胸痹'气虚血瘀证%患者心肌缺血*减

轻心绞痛的临床症状(

$

)

!并具有一定的抗炎(

%

)

*抑制巨

噬细胞泡沫化(

#"

)

*稳定易损斑块等作用+ 其中!黄芪多

糖$

CF03CGC6HF /56SFCKKRC3D^.

!

QO-

%是君药黄芪的

有效组分!藁本内酯$

6DGHF0D6D^.

!

V)W

%是臣药川芎的主

要活性成分及质量控制标准+ 本实验利用人急性单核

白血病细胞株$

RH1CI CKH0. 15I5KS0DK 6.HT.1DC

K.66 6DI.

!

*NO

$

#

%源性巨噬细胞$

1CK35/RCG.

!

,"

%体

外培养模型!结合中药,组分配伍-等研究方法!从以上

两条信号转导通路入手!对宁心痛颗粒抑制
N-O>"

诱

导
,"

炎症反应进行初步探讨+

材料与方法

#

"细胞及动物"

*NO

$

#

细胞株购自中国科学院

上海细胞生物学研究所细胞库$

!"#9":":

#

"#

%+ 清洁

级健康
-@

大鼠
!;

只!雌雄各半!体重$

!""

&

!" G

%!

由南京中医药大学动物实验中心提供!动物许可证号#

-'A=

$浙%

!"#&""&&

+ 所有动物均饲养于南京中医

药大学
-OP

级动物房!实验动物的处置严格按照实验

中心的相关伦理规定进行+

!

"药物"宁心痛颗粒为自主研发与创制的医院

自制制剂$苏药制字
?";"""9$#

!批号#

#!"%#%

%!主

要由黄芪
# """ G

"川芎
# """ G

"葛根
9"" G

"毛冬

青
9"" G

"细辛
#"" G

五味药组方!以上制成
#""" G

颗粒剂!每克相当于生药
&

!

: G

+ 成人日服量为
&" G

$

#" G

!每日
&

次%!折合生药
&: G

!按标准成人

$

9" TG

%折算剂量为
"

!

: GM

$

TG

"

^

%生药+ 转换成大鼠

日服剂量#大鼠剂量约为人的
>

倍(

##

)

!即
& GM

$

TG

"

^

%生
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药!标准大鼠体重
"

!

! TG

!故日服量约为
"

!

> G

生药+

QO-

$生产批号#

QV<

$

!"#:"&#!

%*

V)W

$生产批号#

QV<

$

!"#;#!"&

%购自香港
QV<

技术有限公司&辛伐他汀$生

产批号#

"&

%购自
-.66.KT 'R.1DKC6F

公司+

&

"主要试剂及仪器"主要试剂# 佛波酯$

/R53256

$

#!

$

1S3DF0C0.

$

#&

$

CK.0C0.

!

O,Q

!批号#

#""#9>#!#%

%购

自美国
-DG1C

公司&重组$

N-O >"

!批号#

##"!#!!$

%购

自瑞士
BId5

生命科学公司&兔抗人
8P

$

!< />:

单克隆

抗体$批号#

""#;

%*兔抗人磷酸化
8P

$

!< />:

单克隆

抗体$批号#

""#!

%*兔抗人
/&$

单克隆抗体$批号#

"""9

%*兔抗人磷酸化
/&$

单克隆抗体$批号#

"""&

%*

兔抗人
BY=#M !

$

#&9P:

%单克隆抗体$批号#

""#:

%*

兔抗人磷酸化
BY=#M !

单克隆抗体$批号#

""##

%*兔

抗人
(8=

单克隆抗体$批号#

""#&

%*兔抗人磷酸化

(8=

单克隆抗体$批号#

""";

%*羊抗兔
)GW

$批号#

""!:

%均购自美国
'-*

公司&兔抗人
%

$

CK0DI

多克隆

抗体$批号#

!:;#$!

%*羊抗兔
)GW

$批号#

!>;;9;

%购

自艾比玛特生物医药$上海%有限公司&

WQO@N

$批

号#

Q<

$

Y

$

""#

%购自杭州贤至生物有限公司+

*8P

$

$

$批号#

#"#%&#"!;

%及
)V

$

>

$批号#

#"&#;&">"

%酶联

免疫检测试剂盒购自
.<D5FKD.IK.

公司+ 主要仪

器#微型垂直电泳槽$美国伯乐公司%*半干转膜仪

$美国伯乐公司%*化学发光成像仪$

)1CG. eHCI0

VQ- ;""" 1DID

%*多模式微孔板检测仪$美国伯金

埃尔默公司%*

NBYQ K.66 #:" D 'L

!

培养箱$

*R.3

$

15

公司%+

;

"方法

;

!

#

"细胞培养与诱导分化"

*NO

$

#

细胞于

&9

'*

:X 'L

!

培养箱中培养!使用
YO,)

$

#>;"

培养

液$含
#"X

胎牛血清%!每
!

(

&

天更换
#

次培养液!

待细胞长至融合度达
%"X

左右时传代!传代至第
!

(

&

代时取对数生长期的细胞!经
O,Q

$终浓度为

!"" #GMV

%诱导
!; R

分化为
,"

后进行实验+

;

!

!

"宁心痛颗粒含药血清的制备"

!;

只
-@

大

鼠普通饲料喂养!自由饮水+ 随机分为空白对照组和

宁心痛颗粒组!每组
#!

只+ 将日服用量分两次灌胃

给药!连续给药
&

天!第
;

天一次灌服全天剂量!空白

对照组大鼠仅灌服等量生理盐水+ 第
;

天给药前禁食

#! R

!自由饮水!给药后
! R

在麻醉状态下颈动脉采

血+ 以
&X

水合氯醛$

"

!

# 1VM#"" G

%腹腔缓慢注射

麻醉后!将大鼠仰位固定!切开颈部皮肤!分离皮下结

缔组织!使颈动脉充分暴露!结扎远心端后用静脉留置

针穿刺后拔出内硬针头!接注射器收集动脉血!移入标

记好的
#: 1V

离心管中+ 将收集到的血液
;

'!静置

; R

&

;

'

& """3 M1DI

离心
#: 1DI

!取上清液&

& """ 3 M1DI

!

;

'离心
#" 1DI

&取上清!同组混匀!

:>

'水浴
&" 1DI

灭活!

"

!

!! #1

滤器抽滤除菌!分

装!于#

9"

'保存备用(

#!

)

+

;

!

&

"实验分组及处理方法"参照参考文献(

#!

)!

含药血清浓度选择依据前期研究结果+ 实验设
9

组#对

照组 $

,"U

培养液%*

N-O>"

$

#" #GM1V

% 组*

QO-

$

!"" #GM1V

% 组*

V)W

$

!" #GM1V

% 组*

QO-

$

!"" #GM1V

%

UV)W

$

!" #GM1V

%组*含药血清$

&X

%组和

辛伐他汀$

#: #GM1V

%组+

QO-

组*

V)W

组*

QO- U V)W

组*含药血清组和辛伐他汀组分别加入空白血清*

QO-

*

V)W

*

QO- U V)W

*

&X

含药血清和辛伐他汀预处理
!; R

后!除对照组外!其余各组均加入
N-O>"

$

#" #GM1V

%作

用
# R

$测定
,QO=F

蛋白表达%*

#! R

$测定磷酸化
8P

$

!<

蛋白表达%*

!; R

$测定
*8P

$

$

*

)V

$

>

含量%+

;

!

;

"

+.F0.3I 2650

法检测磷酸化
8P

$

!<

*

,QO=F

蛋白表达"

,QO=F

包括
/&$

*

BY=#M !

和

(8=

蛋白+ 按
#

)

#"

> 个
M1V

的密度将
*NO

$

#

细胞

接种于
>

孔培养板!经诱导分化*分组处理后收集细

胞!以
O<-

清洗
!

次!裂解细胞提取总蛋白*定量*变

性后于#

!"

'保存+ 蛋白经电泳后转膜*封闭&与磷酸

化核因子$

TC//C <

$

/R5F/R5

$

IHK6.C3 \CK053

$

TC//C

<

!

/

$

8P

$

!<

!

#

*

# """

%*磷酸化胞外信号调节激酶
#M!

$

/R5F/R5

$

.]03CK.66H6C3 FDGIC6

$

3.GH6C0.^ TDICF.

#M!

!

/

$

BY=#M!

!

#

*

# """

%*

BY=#M!

$

#

*

# """

%*磷酸

化
K

$

(HI

氨基末端激酶 $

/R5F/R5

$

K

$

(HI 8N!

$

0.3

$

1DIC6 TDICF.F

!

/

$

(8=

!

#

*

# """

%*

(8=

$

#

*

# """

%*

磷酸化$

/&$

$

/R5F/R5

$

/&$

!

/

$

/&$

!

#

*

# """

%*

/&$

$

#

*

# """

%*

%

$

CK0DI

$

#

*

! """

%*

WQO@N

$

#

*

! """

%

一抗于
;

'孵育过夜&移除一抗工作液!洗膜!将

O4@P

膜与
/

$

8P

$

!<

$

#

*

# """

%*

/

$

BY=

$

#

*

! """

%*

BY=

$

#

*

! """

%*

/

$

(8=

$

#

*

! """

%*

(8=

$

#

*

! """

%*

/&$

$

#

*

! """

%*

/

$

/&$

$

#

*

! """

%*

%

$

CK0DI

$

#

*

! """

%*

WQO@N

$

#

*

! """

%二抗在室温下孵育

! R

&洗膜!加入显色剂!化学发光成像仪进行曝光*保

存图像+ 用
)1CG. (

软件测定蛋白条带灰度值!将目

的蛋白与内参照
%

$

CK0DI

或总蛋白灰度值的比值进行

蛋白表达半定量分析+

;

!

:

"

BV)-Q

法测定
*8P

$

$

和
)V

$

>

含量"将

*NO

$

#

细胞按
#

)

#"

> 个
M1V

密度接种于
!;

孔细胞

培养板!每孔
:"" #V

!经诱导分化*分组处理后!

;

'

# !""

)

G

!

: 1DI

离心提取细胞培养上清液!测定

*8P

$

$

*

)V

$

>

的含量+ 具体操作步骤按
BV)-Q

试剂盒

说明书进行+ 以上实验在相同条件下重复
&

次+



"!"'"%" 中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

!

-./0.12.3 !"#$

!

4567 &$

!

85

!

%

;

!

>

"统计学方法"采用
-O-- #9

!

"

统计软件

对
&

次重复实验的数据进行统计分析!各组数据以

]

&

F

表示!组间比较使用单因素方差分析!两组间比

较采用
<5I\.335ID

法进行检验+

O Z"

!

":

差异为有

统计学意义+

结""果

#

"各组
/

$

8P

$

!<

蛋白表达比较 $表
#

!图
#

%

与对照组比较!

N-O>"

组
/

$

8P

$

!<

蛋白表达升高

$

O Z"

!

"#

%&与
N-O>"

组比较!各药物干预组蛋白表

达均降低$

O Z"

!

":

!

O Z"

!

"#

%&与
QO-

组和
V)W

组

比较!

QO- U V)W

组*含药血清组和辛伐他汀组蛋白表

达均降低$

O Z"

!

":

!

O Z"

!

"#

%&含药血清组和辛伐他

汀组均较
QO- U V)W

组降低更明显$

O Z "

!

":

!

O Z

"

!

"#

%!且辛伐他汀组优于含药血清组$

O Z"

!

":

%+

表
#

%各组
/

$

8P

$

!<

蛋白表达比较"$

]

&

F

%

组别
I /

$

8P

$

!<M%

$

CK0DI

对照
&

"

%

&;"

&

"

%

"#:

!!

N-O>" & "

%

$>$

&

"

%

"$>

QO- &

"

%

>;%

&

"

%

"&"

!"##$

V)W &

"

%

>;$

&

"

%

"!!

!""##$

QO- UV)W &

"

%

:>"

&

"

%

"!"

!!

含药血清
&

"

%

;%$

&

"

%

"!9

!"

辛伐他汀
&

"

%

;#:

&

"

%

"#%

!!""#

""注#与
N-O>"

组比较!

!

O Z"

!

":

!

!!

O Z"

!

"#

&与
QO- U V)W

组比

较!

"

O Z "

!

":

!

""

O Z "

!

"#

&与含药血清组比较!

#

O Z "

!

":

!

##

O Z

"

!

"#

&与辛伐他汀组比较!

$

O Z"

!

"#

""注#

Q

为对照组&

<

为
N-O>"

组&

'

为
QO-

组&

@

为
V)W

组&

B

为
QO- UV)W

组&

P

为含药血清组&

W

为辛伐他汀组

图
#

%各组
8P

$

!<

蛋白表达比较

""

!

"各组
,QO=F

蛋白表达比较$表
!

!图
!

%"与对

照组比较!

N-O>"

组
/

$

/&$

*

/

$

(8=

及
/

$

BY=#M!

蛋白

表达均升高$

O Z"

!

"#

%&与
N-O>"

组比较!各药物干预组

检测蛋白表达均降低$

O Z"

!

":

!

O Z"

!

"#

%&与
QO-

组和

V)W

组比较!

QO- UV)W

组*含药血清组和辛伐他汀组
/

$

/&$

*

/

$

(8=

及
/

$

BY=#M !

蛋白表达均降低$

O Z"

!

":

!

O Z"

!

"#

%&含药血清组和辛伐他汀组均较
QO- UV)W

组

蛋白表达降低明显$

O Z"

!

":

!

O Z"

!

"#

%!且辛伐他汀组

优于含药血清组$

O Z"

!

"#

%+

&

"各组
*8P

$

$

*

)V

$

>

含量比较$表
&

%"与对照

组比较!

N-O>"

组
*8P

$

$

*

)V

$

>

含量升高$

O Z"

!

"#

%&

与
N-O>"

组比较!各药物干预组
*8P

$

$

*

)V

$

>

含量均

降低$

O Z"

!

":

!

O Z"

!

"#

%&与
QO-

组比较!

QO- UV)W

组*含药血清组和辛伐他汀组
*8P

$

$

*

)V

$

>

含量均降

低$

O Z"

!

"#

%&与
V)W

组比较!

QO- U V)W

组差异无统

计学意义$

O ["

!

":

%!含药血清组和辛伐他汀组含量

均降低$

O Z"

!

":

!

O Z"

!

"#

%&含药血清组和辛伐他汀

组均较
QO- U V)W

组降低明显$

O Z"

!

":

%&含药血清

组与辛伐他汀组比较!差异无统计学意义$

O ["

!

":

%+

""注#

#

为对照组&

!

为
N-O>"

组&

&

为
QO-

组&

;

为
V)W

组&

:

为

QO- U V)W

组&

>

为含药血清组&

9

为辛伐他汀组

图
!

%各组
,",QO=F

蛋白比较

表
!

%各组
,QO=F

蛋白表达比较"$

]

&

F

%

组别
I

,QO=F

蛋白表达

/

$

/&$MWQO@N /

$

(8=MWQO@N /

$

BY=#M!MWQO@N

对照
&

"

%

!;!

&

"

%

"#;

!!

"

%

&&;

&

"

%

"#9

!!

"

%

&!%

&

"

%

""9

!!

N-O>" & "

%

>%:

&

"

%

"## "

%

$!$

&

"

%

"#: "

%

>":

&

"

%

"#>

QO- &

"

%

>!>

&

"

%

"#!

!!""##$

"

%

9&9

&

"

%

"!!

!"##$

"

%

::"

&

"

%

"#!

!""##$

V)W &

"

%

>!"

&

"

%

""9

!!"##$

"

%

9!%

&

"

%

"!9

!"##$

"

%

:;$

&

"

%

""$

!!"##$

QO- U V)W &

"

%

:$!

&

"

%

""%

!!

"

%

>$$

&

"

%

"#"

!!

"

%

:#9

&

"

%

""%

!!

含药血清
&

"

%

:!%

&

"

%

"#$

!!"

"

%

:$9

&

"

%

"#9

!!""

"

%

;9:

&

"

%

"#;

!!"

辛伐他汀
&

"

%

;:"

&

"

%

"#>

!!""##

"

%

;%;

&

"

%

"##

!!""#

"

%

;#!

&

"

%

"#!

!!""##

""注#与
N-O>"

组比较!

!

O Z "

!

":

!

!!

O Z "

!

"#

&与
QO- U V)W

组比较!

"

O Z "

!

":

!

""

O Z "

!

"#

&与含药血清组比较!

#

O Z "

!

":

!

##

O Z "

!

"#

&

与辛伐他汀组比较!

$

O Z"

!

"#
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年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

!

-./0.12.3 !"#$

!

4567 &$

!

85

!

%

"!"'!%"

表
&

%各组
*8P

$

$

*

)V

$

>

含量比较"$

/GM1V

!

]

&

F

%

组别
I *8P

$

$ )V

$

>

对照
$

>

%

"!>

&

"

%

>%$

!!

!

%

!%#

&

"

%

;#;

!!

N-O>" $ &!#

%

&::

&

!!

%

;;! !&>

%

:>$

&

!#

%

!;%

QO- $

!%&

%

$&9

&

!#

%

>>#

!

!##

%

">"

&

!#

%

!$!

!

V)W $

!9#

%

!"!

&

#$

%

&!&

!!

#$#

%

>&"

&

#&

%

:>9

!!

QO- UV)W $

!:%

%

$:"

&

"

%

"!$

!!"

#9"

%

$">

&

#>

%

#>;

!!"

含药血清
$

!;$

%

;##

&

!!

%

!%!

!!"#$

#>&

%

>&&

&

#9

%

&:%

!!"#$

辛伐他汀
$

!&$

%

&;#

&

#$

%

;!#

!!"##$

#:!

%

##:

&

#>

%

#"&

!!"##$

""注#与
N-O>"

组比较!

!

O Z"

!

":

!

!!

O Z"

!

"#

&与
QO-

组比较!

"

O Z"

!

"#

&

与
V)W

组比较!

#

O Z"

!

":

!

##

O Z"

!

"#

&与
QO- UV)W

组比较!

$

O Z"

!

":

讨""论

Q-

斑块局部
N-O>"

的致炎作用强烈而广泛!其

可在多种细胞(

&

!

#&

)中上调
*8P

$

$

*

)V

$

>

等炎症因子表

达+ 本课题组前期工作发现!

N-O>"

对
*NO

$

#

源性

,"

具有致炎作用(

#;

!

#:

)

!且呈时间和剂量依赖性!本实

验进一步证实了其致炎作用!发现
#" #GM1V N-O>"

可使所检测的
*8P

$

$

*

)V

$

>

含量明显升高+ 本研究还

显示!

N-O>"

可促使
8P

$

!<

*

/&$

*

BY=#M !

和
(8=

发生磷酸化激活!这说明
N-O>"

升高炎症因子含量

与激活上述信号通路有关+ 结合本课题组前期研究!

利用特异性
FDY8Q

沉默
,S@$$

基因表达或
,S@$$

抑制剂
-*!$!:

!可抑制
N-O>"

诱导的
,S@$$

*磷酸

化蛋白
/&$

*

(8=

*

BY=#M!

及
8P

$

!<

表达!抑制下游

炎症因子上调!进一步证实
,S@$$

$

,QO=FM8P

$

!<

是
N-O>"

诱导
,"

炎症反应的重要信号途径(

#;

)

+

有学者发现!

N-O>"

对
/&$

*

BY=#M!

和
(8=

的激

活 作 用 具 有 细 胞 特 异 性! 如 在 小 鼠
,"

系

YQ+!>;

!

9

中!其通过激活
(8=

上调炎症因子表

达!而在大鼠心肌细胞系
N%'!

中!则由
/&$

通路介

导炎症反应(

#>

)

+ 因此!本研究未能最终确认
N-O>"

通过激活
/&$

*

BY=#M!

和
(8=

中的哪些通路发挥

致炎作用!今后可使用
O@%$":%

等抑制
,QO=F

进

一步进行探讨+

现阶段抗炎及免疫调节药物是
Q-

干预的三大靶

标$抗炎*抑制胆固醇合成和调节中间代谢*抗
Q-

疫

苗%之一!但其临床疗效仍有待进一步提高+ 与
Q-

*

易损斑块密切相关的冠心病归属于中医学,胸痹-*

,心痛-等范畴!多从气虚血瘀立论进行治疗(

#9

)

+ 宁

心痛颗粒即依据该理论组方!重用黄芪为君!其味甘*

性温!入脾肺二经!为补气之要药&臣药川芎味辛*性

温!善走散!兼有活血与行气双重功效!乃,血中之气

药-&葛根味甘辛*性凉!升举清阳!使脾之清气上达!

填充胸中宗气!与川芎相配共为臣药!川芎行气*葛根

提升中气!使补而不滞&佐以毛冬青*细辛等活血通脉

止痛之品+ 全方共奏气血并治*补通共行*标本兼顾之

功+ 本课题组的既往研究结果显示!其君药黄芪与臣

药川芎的有效组分
QO-

(

#$

)

*

V)W

(

#!

!

#:

)单独使用均具

有一定的抗炎效果+ 而与结构相对明确*成分较为单

一的中药有效组分相比!复方中药药效成分复杂!多种

成分相互协同*拮抗!其作用往往强于单一有效组分或

几个有效组分的简单相加(

#%

)

+ 这在本研究中也获得

证实!宁心痛颗粒含药血清抑制
8P

$

!<

*

,QO=F

蛋白

磷酸化和降低炎症因子
*8P

$

$

*

)V

$

>

含量的作用显著

优于
QO- U V)W

+ 另一方面!复方中药制剂成分的复

杂性也增加了中医药机制研究的困难+ 王永炎院士认

为!中药及其复方研究应,明确概念*逻辑推理!建立

体现自身特色的研究方法体系!在系统论指导下还原

分析-

(

!"

)

+ 以此理论思想为指导!有学者提出中药

,组分配伍-进而,分子配伍-等理念+ 本研究课题即

借鉴以上指导思想和研究方法!对中药复方药理机制

研究进行了初步的探索和尝试+

有研究显示!他汀类药物具有抗炎活性+ 本研究

也显示!辛伐他汀预处理可明显抑制
N-O>"

诱导的

,",S@$$

$

,QO=FM8P

$

!<

通路激活及其下游炎症

因子升高+ 鉴于益气活血药物良好的抗炎效果$含药

血清组与辛伐他汀组比较!

*8P

$

$

*

)V

$

>

含量差异无统

计学意义%!有必要今后对益气活血药物与辛伐他汀

联合使用的抗炎效果进行观察+

综上!

N-O>"

通过激活
8P

$

!<

*

,QO=F

信号通

路发挥致炎作用!具有益气活血功效的宁心痛颗粒可

能通过调控以上通路而发挥其抗炎效果!值得未来进

一步深入研究+

利益冲突#除前文所列政府基金外!本研究成果未

受其他公司赞助&本文所有作者及其配偶*子女或工作

伙伴不存在影响研究结果的财务关系+
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