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基金项目# 国家中医药管理局国家中医临床研究基地业务建设科研专项$

857 (9:;!"#<"=%

"依托单位#长春中医药大学附属医院%& 辽宁省

教育厅科学技术研究项目 $

857 >!"#?!!

%

作者单位#

#7

辽宁中医药大学附属医院心血管内科$沈阳
##""&!

%&

!7

辽宁中医药大学研究生院$沈阳
##""&!

%&

&7

北京毒物药物研究

所 $北京
#""$<"

%

通讯作者# 王凤荣"

*.6

#

"!=

"

&#%?##<$

"

@

#

1AB6

#

CD3%!<E#!?7F51

! 现单位辽宁中医药大学附属医院医务处$沈阳
##""&!

%

" 现单位辽宁中医药大学附属医院中医住院医师规范化培训基地$沈阳
##""&!

%

9G)

#

#"

!

H??#IJ

!

FJB1

!

!"#$"$#?

!

!#%

!基础研究!

通脉降浊煎剂含药血清对泡沫细胞

胆固醇流出率的影响

田$苗#

"

!!

$王凤荣#

$张$冰&

$王$帅#

$刘英楠!"

摘要$目的$研究通脉降浊煎剂含药血清#

*9,-

$对泡沫细胞胆固醇流出率的影响及可能机制% 方法

采用
<" 1KI> 5L

#

>9>

诱导巨噬细胞
=$ M

"建立巨噬细胞源泡沫细胞模型"添加
*9,-

"将细胞分为对照组

#正常巨噬细胞$"

5L

#

>9>

组#

<" 1KI> 5L

#

>9>

$"

!

#环糊精#

!

#

'9

$组#

<" 1KI> 5L

#

>9> N#" 1156I> !

#

'9

$"正常血清#

'-

$组#

<" 1KI> 5L

#

>9> N

等体积正常血清$"

*9,-

组#

<" 1KI> 5L

#

>9> N<O *9,-

$%

检测细胞内总胆固醇&游离胆固醇含量和细胞胆固醇流出率'采用
+.P0.3Q 2650

方法检测细胞内三磷酸腺

苷结合盒转运体
R#

#

RS'R#

$蛋白表达'

T.A6

#

0B1. U'T

方法检测细胞内
RS'R#

&

1BT

#

&&A

&

1BT

#

&&2

1T8R

表达% 结果$与对照组比较"

5L

#

>9>

组细胞内总胆固醇&游离胆固醇含量和胆固醇流出率均增加

#

U V"

!

"<

"

U V"

!

"#

$"

RS'R# 1T8R

和蛋白表达水平降低#

U V"

!

"#

$"

1BT

#

&&A

和
1BT

#

&&2 1T8R

表

达水平均升高#

U V"

!

"#

$% 与
5L

#

>9>

组比较"

!

#

'9

组与
*9,-

组细胞内总胆固醇和游离胆固醇含量均

下降"胆固醇流出率增大#

U V"

!

"<

"

U V"

!

"#

$"

RS'R# 1T8R

和蛋白表达水平升高#

U V"

!

"#

$"细胞内

1BT

#

&&A

和
1BT

#

&&2 1T8R

表达水平均降低#

U V"

!

"#

$% 结论$

*9,-

通过调节
1BT

#

&&AI2

和
RS'R#

表达"从而提高胆固醇流出率"降低泡沫细胞内胆固醇含量%

关键词$通脉降浊煎剂' 含药血清' 泡沫细胞' 胆固醇' 三磷酸腺苷结合盒转运体
R#

'

1BT

#

&&AI2

基因

@DD.F0P 5D *5QK1AB (BAQKWMX5 9.F5F0B5Q ,.YBFA0.Y -.3X1 5Q 'M56.P0.356 @DD6XL BQ Z5A1 '.66P

*)R8 ,BA5

#

"

!

"

+R8[ Z.QK

#

35QK

!

"

:\R8[ SBQK

&

"

+R8[ -MXAB

!

"

AQY >)] ^BQK

#

QAQ

#

$

# [3AYXA0.

-FM556

"

>BA5QBQK ]QB_.3PB0` 5D *3AYB0B5QA6 'MBQ.P. ,.YBFBQ.

"

-M.Q`AQK

$

##""&!

%&

! 9B_BPB5Q 5D 'A3YB5

#

_APFX6A3 ,.YBFBQ.

"

>BA5QBQK \5P/B0A6 5D *3AYB0B5QA6 'MBQ.P. ,.YBFBQ.

"

-M.Q`AQK

$

##""&!

%&

& S.BJBQK )Q

#

P0B0X0. 5D UMA31AF565K` AQY *5LBF565K`

"

S.BJBQK

$

#""$<"

%

RS-*TR'*

#

G2J.F0B_.

#

*5 ._A6XA0. 0M. .DD.F0 5D *5QK1AB (BAQKWMX5 9.F5F0B5Q 1.YBFA0.Y P.3X1

$

*9,-

%

5Q FM56.P0.356 .DD6XL BQ D5A1 F.66P AQY 05 BQ_.P0BKA0. 0M. /5PPB26. XQY.36`BQK 1.FMAQBP1P7 ,.0M

#

5YP

#

*\U

#

#

#

Y.3B_.Y 1AF35/MAK.P C.3. 03.A0.Y CB0M <" 1KI> 5LBYBW.Y 65C

#

Y.QPB0` 6B/5/350.BQ

$

5L

#

>9>

%

D53 =$ M BQ 53Y.3 05 520ABQ 1AF35/MAK. D5A1 F.66P 7 *M. D5A1 F.66P C.3. 03.A0.Y CB0M *9,-7 *M. 1AF35/MA

#

K.P C.3. APPBKQ.Y 05 F5Q0356 K35X/

$

Q531A6 1AF35/MAK.P

%"

5L

#

>9> K35X/

$

<" 1KI> 5L

#

>9>

%"

!

#

F`F65

#

Y.L03BQ

$

!

#

'9

%

K35X/

$

<" 1KI> 5L

#

>9> AQY #" 1156I> !

#

'9

%"

F5Q0356 P.3X1

$

'-

%

K35X/

$

<" 1KI> 5L

#

>9> AQY 0M. BP51.03BF Q531A6 P.3X1

%

AQY *9,- K35X/

$

<" 1KI> 5L

#

>9> AQY <O *9,-

%

7 *M. F5Q0.Q0P 5D

050A6 FM56.P0.356

$

*'

%

AQY D3.. FM56.P0.356

$

Z'

%

C.3. APP.PP.Y XPBQK F511.3FBA6 aB0P 7 *M. FM56.P0.356

.DD6XL CAP 1.APX3.Y XPBQK FM.1B6X1BQ.PF.QF. 1.0M5Y7 *M. /350.BQ .L/3.PPB5Q 6._.6 5D RS'R# CAP .L

#

A1BQ.Y XPBQK +.P0.3Q 2650 AQA6`PBP AQY 0M. 1T8R .L/3.PPB5Q 6._.6P 5D R*U

#

2BQYBQK FAPP.00. 03AQP/530.3
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R#

$

RS'R#

%"

1BT

#

&&A AQY 1BT

#

&&2 BQ 0M. F.66P C.3. Y.0.F0.Y XPBQK T.A6

#

0B1. U'T7 T.PX60P

#

'51/A3.Y

CB0M 0M. F5Q0356 K35X/

"

0M. F.66X6A3 F5Q0.Q0P 5D *'

"

Z' AQY FM56.P0.3`6 .DD6XL C.3. BQF3.AP.Y

$

U V"

%

"<

"

U V"

%

"#

%"

RS'R# 1T8R AQY 0M. /350.BQ .L/3.PPB5Q 6._.6P C.3. Y.F3.AP.Y

$

U V"

%

"#

%

7 '51/A3.Y CB0M

0M. 5L

#

>9> K35X/

"

0M. F.66X6A3 F5Q0.Q0P 5D *' AQY Z' BQ !

#

'9 AQY *9,- K35X/ C.3. Y.F3.AP.Y

"

AQY 0M.

FM56.P0.3`6 .DD6XL CAP BQF3.AP.Y

$

U V"

%

"<

"

U V"

%

"#

%"

RS'R# 1T8R AQY 0M. /350.BQ .L/3.PPB5Q 6._.6P

C.3. .QMAQF.Y

$

U V "

%

"#

%"

1BT

#

&&A AQY 1BT

#

&&2 1T8R .L/3.PPB5Q 6._.6P C.3. 3.YXF.Y

$

U V "

%

"#

%

7

'5QF6XPB5Q

#

*9,- F5X6Y /35150. FM56.P0.356 .DD6XL AQY Y.F3.AP. FM56.P0.356 F5Q0.Q0P BQ 0M. D5A1 F.66P

_BA 15YX6A0BQK 1BT

#

&&AI2 AQY RS'R# .L/3.PPB5QP7

b@^+GT9-

#

*5QK1AB (BAQKWMX5 9.F5F0B5Q

&

Y3XK F5Q0ABQBQK P.3X1

&

D5A1 F.66P

&

FM56.P0.356

&

R*U

#

2BQYBQK FAPP.00. 03AQP/530.3 R#

&

1BT

#

&&AI2 K.Q.

$$动脉粥样硬化$

A0M.35PF6.35PBP

"

R-

%是一种发

生于动脉血管壁上的慢性炎性疾病"氧化型低密度脂

蛋白$

5LBYBW.Y 65C Y.QPB0` 6B/5/350.BQP

"

5L

#

>9>

%

在
R-

斑块的形成中有重要作用'

5L

#

>9>

由巨噬细

胞摄取"过度的
5L

#

>9>

摄取以及降低胆固醇流出会

导致巨噬细胞内胆固醇酯堆积"生成泡沫细胞"而巨噬

源泡沫细胞在
R-

的发生发展中起重要作用(

#

)

'

通脉降浊煎剂 $

*5QK1AB (BAQKWMX5 9.F5F

#

0B5Q

"

*9

%是辽宁中医药大学附属医院王凤荣教授根据

其
!"

余年从事中西医结合治疗心脑血管疾病的经验"

提出*血脂异常及
R-

以痰浊+血瘀为其病理改变,的观

点"在-伤寒论.中的名方*大柴胡汤,基础上加入具有

通腑泄浊+活血化瘀功效的丹参和泽泻"成为防治
R-

的通脉降浊方' 在以往的研究里发现通脉降浊制剂能

够有效降低
R-

家兔模型血脂"延缓动脉粥样斑块形

成"抑制血管炎症反应(

!

)

"初步证实了通脉降浊方剂在

防治
R-

中的作用' 本研究使用泡沫细胞模型"采用分

子生物学方法检测
*9

含药血清$

*9 1.YBFA0.Y P.3

#

X1

"

*9,-

%对
RS'R#

和
1BT

#

&&AI2

表达的影响"在

体外进一步对
*9,-

的作用机制进行研究'

材料与方法

#

$动物$清洁级雄性
+BP0A3

大鼠$

!""

%

!!" K

%"

由辽宁长生生物技术有限公司提供"许可证号#

-';b

$辽%

!"#<

"

"""#

"在辽宁中医药大学实验动物中心$符

合-中华人民共和国卫生部实验动物环境设施标准.二

级标准%饲养"实验前适应性饲养
#

周"自由摄食摄水"

喂养环境温度恒定为
#$

%

!!

&"湿度恒定为
<"O

%

?"O

' 此实验由辽宁中医药大学动物实验伦理委员会

审查通过$

857 !#""""%!"#H"?H

%'

!

$细胞$人急性单核细胞白血病细胞系
*\U

#

#

购自中国科学院上海细胞生物学研究所细胞库$货

号#

'>

#

"!&&

%'

&

$药物$

*9

以-伤寒论.大柴胡汤原方为基础

拟方" 药物组成为柴胡
#< K

$黄芩
% K

$大黄
? K

芍药
% K

$法半夏
% K

$生姜
#< K

$枳实
% K

泽泻
% K

$丹参
% K

$大枣
% K

"冷水浸泡
!" 1BQ

"煎

药机浓煎取汁
$" 1>

"由辽宁中医药大学附属医院制

剂室提供'

=

$主要试剂及仪器$主要试剂#

TU,)

#

#?="

培

养基$

[B2F5

"批号#

&#$""

"

"#=

%&

U,R

$

-BK1A

公

司"批号#

U#<$<

%&

5L

#

>9>

$北京协生生物科技有限责

任公司%&

!

#环糊精$上海阿达玛斯有限公司"批号#

?$#?$

#

!&

#

"

%&油红
G

$上海悦耳化学品有限公司公

司"批号#

!?#!<

%&

-AQY5W<$

#

"&<

$

-BK1A

公司"批

号#

-%&#$

%&

SG9)U^

#胆固醇 $

R_AQ0B

公司"批号#

$H$<<H

#

#%

#

$

%&蛋黄卵磷脂 $

-BK1A

公司"批号#

U&<<?

%&

R/5R

#

)

$北京义翘神州生物技术有限公司"

批号#

#"?$?

#

\"!\

%&总胆固醇和游离胆固醇测定试

剂盒$南京建成生物工程研究所"批号#

R###

#

#

%&高

纯总
T8R

快速提取试剂盒$北京百泰克生物技术有

限公司"批号#

TU#!"#

%&

-X/.3 ,

#

,>4

反转录酶$北

京百泰克生物技术有限公司"批号#

UT?<"!

%&

!

'

U5C.3 *Ac U'T ,AP0.3,BL

$北京百泰克生物技术

有限公司"批号#

UT#H"!

%&

-^ST [3..Q

$北京索莱

宝科技有限公司"批号#

-^#"!"

%&

RS'R#

一抗(生工

生物工程$上海%有限公司"批号#

9#<<!%%

)&

!

#

AF0BQ

一抗$北京博奥森生物技术有限公司"批号#

2P1

#

&&#&%,

%&羊抗兔
)K[

#

\TU

$碧云天生物技术研究

所"批号#

R"!"$

%&其他试剂均为国产分析纯"引物由

生工生物工程$上海%有限公司合成'

主要仪器#紫外分光光度计$

8R8G !"""

"

*M.3

#

15

"美国 %& 荧光 定 量
U'T

仪 $

@LBF`F6.3 %?

"

SB5Q..3

"韩国%&电泳仪 $

9^^

#

H'

"北京六一仪器

厂%&转移槽$

9^':

#

="9

" 北京六一仪器厂%&双垂直

蛋白电泳仪$

9^':

#

!=98

"北京六一仪器厂%&凝胶成
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像系统$

+9

#

%=#&S

"北京六一仪器厂%'

<

$方法

<

!

#

$

*9,-

制备$

+BP0A3

大鼠随机分为对照组

和给药组"每组
&

只' 给药组大鼠灌胃给予大鼠
*9

#" 1>IaK

$按临床成人单位体重
?

!

&

倍的剂量换

算(

&

)

%"对照组大鼠相同方法给予相同体积的清水'

每日
!

次"连续给药
$

日"第
$

日给药后
! M

腹腔注

射
#"O

水合氯醛
&

!

< 1>IaK

麻醉"腹主动脉采血"

于
=

&

& """ 3 I1BQ

离心
#" 1BQ

分离血清"合并血

清"

<?

&灭活
&" 1BQ

"微孔滤膜过滤除菌" "

!"

&

保存'

<

!

!

$

*\U

#

#

细胞培养及诱导分化$

*\U

#

#

细胞

用含
#"O ZS-

的
TU,)

#

#?="

培养基"含
#"" ]I1>

青

霉素和
"

!

# 1KI1>

链霉素"置于
&H

&+

<O 'G

!

的培

养箱中培养' 用含
#?" QKI1>

佛波酯$

U,R

%+

#" O

ZS-

的
TU,)

#

#?="

培养基孵育
*\U

#

#

细胞"诱导细

胞向巨噬细胞分化"

H! M

后显微镜下观察并拍照'

<

!

&

$泡沫细胞诱导培养及鉴定$取诱导分化成

的巨噬细胞"将培养液换为含
"

!

&O S-R

的无血清

TU,)

#

#?="

"同时加入
<" 1KI> 5L

#

>9>

孵育
=$ M

"

诱导其吞噬脂质形成巨噬细胞源性泡沫细胞' 油红

G

染色观察
5L

#

>9>

诱导前后细胞中脂滴"显微镜下

观察并拍照'

<

!

=

$上清胆固醇含量检测$将细胞分为以下

<

组并进行相应处理#对照组#正常巨噬细胞&

5L

#

>9>

组#

<" 1KI>

的
5L

#

>9>

孵育巨噬细胞
=$ M

&

!

#环糊精

组 $

!

#

F`F65Y.L03BQ

"

!

#

'9

%#

<" 1KI> 5L

#

>9>

和

#" 1156I> !

#环糊精共同孵育巨噬细胞
=$ M

&正常血

清$

F5Q0356 P.3X1

"

'-

%组#

<" 1KI> 5L

#

>9>

和等体

积正常血清共同孵育巨噬细胞
=$ M

&

*9,-

组#

<" 1KI> 5L

#

>9>

和
<O *9,-

共同孵育巨噬细胞

=$ M

' 用试剂盒分别检测各组细胞上清液中总胆固醇

和游离胆固醇的含量'

<

!

<

$化学荧光法检测细胞胆固醇流出率$将细

胞接种于
%?

孔板"向细胞中加入
! "KI1> R'R*

抑

制剂
-AQY5W<$

#

"&<

"用含
"

!

"!< 1156I> SG9)U^

#

胆固醇+

"

!

# 1156I>

蛋黄卵磷脂的无血清培养基孵

育细胞
# M

"

,@,

#

\@U@-

清洗细胞
!

次"然后加入含

不同处理药物的
TU,)

培养液孵育细胞
#$ M

"再加入

#" 1KI1> R/5R

#

)

继续孵育
= M

' 荧光酶标仪分别检

测培养基和细胞中的荧光强度' 胆固醇外流率$

O

%

d

培养基荧光强度
I

$培养基荧光强度
N

细胞荧光强度% '

#"" O

'

<

!

?

$荧光实时定量
U'T

$

T.A6

#

0B1. U'T

%检

测
R*U

#结合盒转运体
R#

$

R*U

#

2BQYBQK FAPP.00.

03AQP/530.3 R#

"

RS'R#

%+

1BT&&A

+

1BT

#

&&2 1T

#

8R

的表达 收集细胞"采用总
T8R

提取试剂盒提取

样本总
T8R

"将得到的
T8R

样本进行反转录"最后

得到
!" "> F98R

样本" "

!"

&保存' 取
F98R

模板

# ">

"上下游引物各
"

!

< ">

$

#" "156I>

%"

-^ST

[T@@8 1AP0.31BL #" ">

进行
U'T

反应"反应体系

!" ">

'

U'T

扩增程序为#

%<

&

#" 1BQ

激活
\50

-0A3 *Ac 98R

合成酶"扩增循环
%<

&

#" P

"

?"

&

!" P

"共
="

个循环' 反应体系加入
%?

孔板中"每个样

品设置
&

个复孔'

U'T

反应在
@LBF`F6.3 %?

荧光定量

仪上进行' 采用
!

#

AF0BQ

和
]?

分别作为
RS'R#

与

1BF35T8R

的内参"根据
'0

值计算待测样品相对值'

表
#

#

U'T

引物序列及产物长度

基因名称 引物序列$

<

("

&

(%

产物长度

$

2/

%

RS'R#

正向序列#

''R[R[**R**R[*[''RR[**

反向序列#

*R*'R[R[[[RR*'RRR['R[

#?#

1BT

#

&&A

正向序列#

'[R['[[*['R**[*R[**[

反向序列#

[*['R[[[*''[R[[*R**'

?#

1BT

#

&&2

正向序列#

'[**[**R['[[***R'[R[*[

反向序列#

[*['R[[[*''[R[[*R**'

H&

]?

正向序列#

'*'['**'[['R['R'R

反向序列#

RR'['**'R'[RR***['[*

%=

!

#

AF0BQ

正向序列#

'**R[**['[**R'R'''***'**[

反向序列#

'*[*'R''**'R''[**''R[***

#<?

<

!

H

$

+.P0.3Q 2650

分析
RS'R#

蛋白表达$将

各组细胞用
!"" ">

含
#O U,-Z

的
T)UR

裂解液冰

上裂解
< 1BQ

"于
=

&+

#" """ 3 I1BQ

离心
#" 1BQ

'

收集上清"采用
S'R

蛋白检测试剂盒进行蛋白定量'

取
!" "K

蛋白样本加入
<

'上样缓冲液稀释蛋白样

品"在沸水浴中煮沸
< 1BQ

' 用
?O -9-

#聚丙烯酰胺

凝胶在
$" 4

的恒压下电泳
!

!

< M

"将蛋白用湿法转膜

仪转移至
U49Z

膜上"

<O

脱脂牛奶室温封闭
# M

"加

入
#

)

<""

兔多克隆
RS'R#

一抗"

=

&过夜'

*S-*

液洗膜
=

次"每次
< 1BQ

' 加入
#

)

< """

羊抗兔辣根

过氧化物酶标记的二抗"

&H

&孵育
=< 1BQ

"

*S-*

洗

膜
?

次"每次
< 1BQ

'

@'>

化学发光试剂孵育
< 1BQ

"

于暗室采用
;

光片进行曝光' 显影+定影后将胶片进

行扫描"用凝胶图象处理系统$

[.6

#

U35

#

RQA6`W.3

软

件%分析目标条带的光密度值'

<

!

$

$统计学方法$数据采用
-U-- !!

!

"

进行

统计学分析' 计量资料用
L

*

P

表示"均数比较采用单

因素方差分析"组间差异比较采用
>-9

检验'

U V
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"<

为差异有统计学意义'

结$$果

#

$

*9,-

对泡沫细胞胆固醇分泌的影响$图
#

"

表
!

%$

U,R

诱导分化后"镜下观察
*\U

#

#

细胞明显

由悬浮生长转为贴壁生长"细胞长出伪足' 经油红

G

染色后镜下显示#

5L

#

>9>

诱导前的巨噬细胞无染

色阳性细胞'

5L

#

>9>

诱导后的细胞胞内脂质堆积"

呈油红
G

染色阳性"表明诱导泡沫细胞成功'

$$注#

R

为
*\U

#

#

细胞&

S

为
U,R

诱导
*\U

#

#

细胞分化成

巨噬细胞$油红
G

染色%&

'

为
5L

#

>9>

诱导巨噬细胞成为泡

沫细胞$油红
G

染色%

图
#

#

5L

#

>9>

诱导的泡沫细胞$$ '

=""

%

与对照组比较"

5L

#

>9>

组细胞内总胆固醇和游

离胆固醇含量均显著增加$

U V"

!

"<

"

U V"

!

"#

%' 与

5L

#

>9>

组比较"

!

#

'9

组与
*9,-

组细胞内总胆固醇

和游离胆固醇含量均下降$

U V "

!

"<

"

U V "

!

"#

%&

'-

组细胞内胆固醇含量与
5L

#

>9>

组比较"差异无统计

学意义$

U e"

!

"<

%'

表
!

#各组总胆固醇+游离胆固醇及胆固醇流出率比较$$

L

*

P

%

组别
Q

总胆固醇

$

"156I1K /350

%

游离胆固醇

$

"156I1K /350

%

胆固醇流出率

$

O

%

对照
& !

+

==!

*

"

+

&%= #

+

"%!

*

"

+

#=& ?

+

H<

*

#

+

"%

5L

#

>9> &

H

+

?#%

*

"

+

H"<

##

&

+

!H&

*

"

+

&%H

#

#$

+

=&

*

!

+

"#

##

!

#

'9 &

=

+

"$#

*

"

+

=&H

!!

#

+

H<&

*

"

+

!=&

!!

=&

+

<&

*

<

+

&!

!!

'- & $

+

<?<

*

"

+

$!? &

+

&<=

*

"

+

=?& #H

+

$&

*

!

+

!!

*9,- &

<

+

<!<

*

"

+

?#H

!!

!

+

?=$

*

"

+

!=?

!

&<

+

?H

*

!

+

"%

!!

$$注#与对照组比较"

#

U V "

!

"<

"

##

U V "

!

"#

&与
5L

#

>9>

组比较"

!

U V

"

!

"<

"

!!

U V"

!

"#

!

$各组胆固醇流出率比较$表
!

%$与对照组比

较"

5L

#

>9>

组细胞胆固醇流出率增加$

U V "

!

"#

%'

与
5L

#

>9>

组比较"

!

#

'9

组和
*9,-

组胆固醇流出

率增大$

U V "

!

"#

%&

'-

组细胞胆固醇流出率与
5L

#

>9>

组比较"差异无统计学意义$

U e"

!

"<

%'

&

$各组
RS'R#

表达比较$图
!

%$与对照组比

较"

5L

#

>9>

组细胞
RS'R# 1T8R

和蛋白表达水平

降低 $

U V "

!

"#

%' 与
5L

#

>9>

组比较"

!

#

'9

组和

*9,-

组
RS'R# 1T8R

和蛋白表达水平均升高

$

U V"

!

"#

%'

'-

组细胞
RS'R#

表达水平与
5L

#

>9>

组比较"差异无统计学意义$

U e"

!

"<

%'

$$注#

R

为
T.A6

#

0B1. U'T

检测细胞内
RS'R# 1T8R

表达

水平&

S

为
+.P0.3Q 2650

检测细胞内
RS'R#

蛋白表达水平&与

对照组比较"

#

U V"

!

"#

&与
5L

#

>9>

组比较"

!

U V"

!

"#

图
!

#各组细胞内
RS'R# 1T8R

和蛋白表达水平比较

=

$各组
1BT

#

&&A

+

1BT

#

&&2 1T8R

表达比较

$图
&

%$与对照组比较"

5L

#

>9>

组细胞内
1BT

#

&&A

+

1BT

#

&&2 1T8R

表达水平均显著升高$

U V "

!

"#

%&

与
5L

#

>9>

组比较"

!

#

'9

组及
*9,-

组细胞内
1BT

#

&&A

+

1BT

#

&&2 1T8R

表达水平均显著降低 $

U V

"

!

"#

%'

'-

组细胞内
1BT

#

&&A

+

1BT

#

&&2

的表达水

平与
5L

#

>9>

组比较"差异无统计学意义$

U e"

!

"<

%'

$$注#

R

为细胞内
1BT

#

&&A 1T8R

表达&

S

为细胞内
1BT

#

&&2 1T8R

表达&与对照组比较"

#

U V "

!

"#

&与
5L

#

>9>

组比

较"

!

U V"

!

"#

图
&

#各组细胞内
1BT

#

&&A

+

1BT

#

&&2

表达水平比较

讨$$论

通脉降浊颗粒的组方源自大柴胡汤"有疏利肝胆+

通腑泄热之功效' 柴胡为君药"长于宣透"助少阳之气

外达&黄芩苦寒"善清胸中郁热&半夏燥湿开结"降逆止

呕&大黄苦寒泻下"能泄热化瘀"化解蓄留之瘀血' 诸

药合用"标本同治"使脾能健运"肝得条达"湿痰无滋生

之源"肝络无瘀阻之患'

RS'R#

是一种胞质膜蛋白' 其能够将游离胆固
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醇和磷脂从细胞转运至无脂载脂蛋白
R

#

)

$

6B/BY

#

/553

R

#

)

%"生成高密度脂蛋白$

\9>

%"参与胆固醇逆向转运'

大量研究表明
RS'R#

能够抑制泡沫细胞的形成(

=

"

?

)

'

因此调节
RS'R#

的表达可以有效防治
R-

'

1BF35T8R

在治疗
R-

中的应用已有广泛研

究(

H

"

#"

)

'

1BT

#

&&

在不同动物模型上都表现出显著增

加高密度脂蛋白胆固醇$

\9>

#

'

%和促进胆固醇逆向转

运"从而减少
R-

斑块的作用(

##

"

#!

)

'

1BT

#

&&

$在人体相

对应的是
1BT

#

&&A

+

1BT

#

&&2

%能够靶向胆固醇转运蛋

白
RS'R#

和
RS'R[#

帮助促进胆固醇合成"减少胆

固醇清除(

#&

"

#<

)

' 另外"

1BT

#

&&

能够抑制脂肪酸氧化

的相关基因从而限制脂肪酸氧化(

#?

)

' 有研究表明"抑

制
1BT

#

&&

表达能够增加
RS'R#

表达"促进巨噬细胞

胆固醇流出"缓解
R-

(

#H

)

"而
1BT

#

&&A

过表达则诱导胆

固醇积聚"抑制巨噬细胞
RS'R#

表达"加剧血管壁炎

症' 血浆
1BT

#

&&A

还被认为是
R-

的标志因子(

#$

)

'

在本研究发现
*9,-

能够提高泡沫细胞胆固醇

流出率"降低细胞内胆固醇含量' 同时"

*9,-

还能够

提高细胞内
RS'R#

表达"降低
1BT

#

&&A

和
1BT

#

&&2

表达"提示
*9,-

可能通过调节这些蛋白和基因而影

响泡沫细胞内胆固醇含量'

泡沫细胞的形成发生在
R-

的初始阶段"同时也

是
R-

发生的标志(

#%

"

!"

)

' 在这个过程中"促炎症因子

诱使单核细胞浸润入内膜"分化成为巨噬细胞' 大量

的氧化型低密度脂蛋白被后者吞噬"脂质在细胞内堆

积' 游离胆固醇是可以通过胆固醇逆向转运途径被转

移出泡沫细胞"这一途径可以最终减少泡沫细胞的形

成"从而达到抗
R-

的作用' 因此"激活这一途径就可

以有效的防治
R-

' 在
T'*

过程中"

RS'R#

是一个

重要的调节蛋白' 肝脏
RS'R#

缺失的小鼠
\9>

#

'

生成大幅降低"

RS'R#

和清道夫受体
S)

基因缺失的

小鼠则表现出严重的高胆固醇血症(

!#

)

' 在本实验发

现"与胆固醇流出刺激剂
!

#

'9

效果相似"

*9,-

能够

有效降低
5L

#

>9>

诱导的巨噬细胞源泡沫细胞内胆固

醇的含量"增大胆固醇流出率"同时
RS'R#

的表达较

5L

#

>9>

组升高' 这一发现表明
*9,-

可能是通过调

节
RS'R#

而改变泡沫细胞内胆固醇含量的'

为了进一步揭示
*9

的抗
R-

作用机制"本实验

检测了与靶向
RS'R#

的
1BT

#

&&AI2

的表达'

1B

#

F35T8R

是一类长度约为
!!

个核苷酸的单链非编码

T8R

"其通过与靶基因
1T8R

的
&

(非编码区域结合

而抑制蛋白的翻译(

!!

)

' 以往研究发现"

1BT

#

&&AI2

靶

向
RS'R#

"抑制
1BT

#

&&AI2

能够提高非人灵长动物

血浆
\9>

并降低极低密度脂蛋白#甘油三酯含量(

!&

)

"

1BT

#

&&AI2

缺失的
R/5@

$ "

I

"%和
>Y63

$ "

I

"%小鼠

R-

进程延缓(

#&

"

!=

)

' 本研究结果显示"

1BT

#

&&AI2

表

达在
5L

#

>9>

的诱导下明显上调"该结果与以往的报

道一致(

!<

)

"且提示
1BT

#

&&AI2

的过表达可能参与了

RS'R#

的蛋白表达抑制' 同时"结果显示
*9,-

和

!

#

'9

均逆转了
5L

#

>9>

诱导的
1BT

#

&&AI2

表达上

调"这两个小
T8R

的表达水平在
*9,-

和
!

#

'9

的

作用下恢复至与对照组无显著差别' 这一结果表明

*9,-

对
1BT

#

&&

的调节作用很可能参与了其对
R-

的治疗作用'

综上所述"

*9,-

可能通过调节
1BT

#

&&AI2

和

RS'R#

表达"从而提高泡沫细胞的胆固醇流出率"这

一机制很可能参与了通脉降浊煎剂的抗
R-

作用' 本

研究从分子生物学角度揭示了该中药复方的可能药理

学机制'

利益冲突#此项研究未产生任何利益冲突'
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