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#基因双敲除小

鼠动脉斑块内的巨噬细胞水平'

2O

数量较
-J3<

#

H

#

基因敲除小鼠显著降低)

!

*

( 中医学认为气虚血瘀是

心血管疾病的基本病机!是动脉粥样硬化 $

>1A;V3

$

0E4;V30?0

!

-U

%的始动因素)

&

*

( 芪丹通脉片是第四军

医大学西京医院王宗仁教授的经验用方!

"

期及
%

期

临床研究均证实芪丹通脉片能显著改善冠心病心绞痛

气虚血瘀证患者的相关临床症状!且安全性良好)

8

!

7

*

(

相关实验提示芪丹通脉片可能通过下调炎性水平抑制

-U

斑块形成)

:

*

( 本实验将从炎症角度!基于
*KL8H

6M

$

!N

信号通路!探讨益气活血复方芪丹通脉片抑制

-U

斑块易损的作用机制!同时通过拆方研究揭示益

气活血配伍治疗
2O

的科学内涵(

材料与方法

#

"动物"

9!

只
-J3<

#

H

#小鼠!

UOM

级!雄性!

:

周龄!体重为$

#$

&

!#

%

/

!购自北京维通利华实验动

物技术有限公司!许可证号#

U']d

$京%

!"#!

+

"""#

!

标准化饲养!自由饮水( 适应性饲养
#

周!本实验通过

陕西中医药大学动物伦理委员会批准$

635 Ua*',

$

K-'!"#:

+

"&#!

%(

!

"药物"芪丹通脉片浸膏干粉$黄芪
&" /

"丹

参
&" /

"当归
#7 /

"红花
&" /

"桂枝
#" /

!按比例

制成芪丹通脉片浸膏干粉!由第四军医大学西京医院

制剂室提供!具体制备方法与芪丹通脉片制备工艺相

同!详细制备方法参照参考文献)

9

*!

# /

芪丹通脉片

浸膏干粉相当于生药
!

!

%: /

!批号
!""!^K":%

%'黄

芪甲苷干粉$每瓶
7"" =/

!纯度
!$%f

!上海阿拉丁

生化科技股份有限公司!货号
-###!97

%'丹参酮
"-

干粉$每瓶
# /

!纯度
!$%f

!上海阿拉丁生化科技股

份有限公司!货号
*#"$9$7

%(

&

"主要试剂与仪器"苏木素 $

U?/=>

!批号#

S$:!9

%!水溶伊红
e

$国药集团!批号#

9#"#8788

%!

*6M

$

#

'

'LO

'

)K

$

: <K)U-

试剂盒$武汉伊莱瑞特生物

科技股份有限公司!批号分别为#

<

$

<K

$

,""8$E

'

<

$

<K

$

,""7&E

'

<

$

<K

$

,""88E

%&

N'-

蛋白浓度测定试剂盒

$上海碧云天生物技术有限公司!货号#

O""#"

%&胞浆胞

核蛋白提取试剂盒$江苏凯基生物技术股份有限公司!

货号#

dTO#7"

%&兔多抗
T-OFS

$杭州贤至生物科技

有限公司!货号#

-N

$

O

$

L ""#

%&过氧化物酶标记羊抗兔

二抗'兔多抗
K>=?BN

$武汉博士德生物工程有限公司!

货号#

N-#"78

'

N-#!!%

%&兔多抗
*344

样受体
8

$

*344

4?P; V;E;J13V 8

!

*KL8

!武汉三鹰生物技术有限公司!

货号#

#$%##

$

#

$

-O

%&兔多抗
6M

$

!N

$北美
-XX?B?1C

公

司!货号#

-M"%98

%&兔多抗基质金属蛋白酶
$

$

=>1V?`

=;1>443JV31;?B>0;

$

$

!

,,O

$

$

!英国
-ZE>=

公司!货

号#

>Z&%%$%

%&

*V?@34

$中国
-?Q4>Z

生物技术有限公司!

货号#

!7!!7"-]

%&逆转录试剂盒$美国
T;B;'3J3;?>

公司!货号#

L#"#

$

"#H"!

%&

UeNL TV;;B

试剂盒$南京

诺唯赞生物科技有限公司!货号#

'>15gF"#"#"-

%&引物

合成$北京擎科新业生物技术有限公司%&切片机$德国

K;?E>

轮转式切片机!型号#

L, !"#:

%&显微镜$奥林巴

斯生物显微镜!型号#

N]7&

型%&酶标仪$美国
*A;V=3

公司!型号#

,.41?0P>B ,d&

%&电转仪$北京六一仪器

厂!型号#

Fe'^

$

8"

%&磁力搅拌器$江苏省金坛市中大

仪器厂!型号#

*%

$

#

%&实时荧光定量
O'L

仪
-N)9$""

$美国
-N)

公司!型号#

-N)9$""

%&水平电泳仪$北京君

意东方电泳设备有限公司!型号#

(e&""

%(

8

"方法

8

!

#

"造模与分组"将
:"

只
-J3<

#

H

#小鼠实行

右侧颈总动脉置管术 $

J;V?_>0E.4>V E>V31?Q E344>V

J4>E;=;B1

!

O''O

%术!戊巴比妥钠腹腔注射麻醉小

鼠!颈部脱毛备皮!消毒!颈部正中切开皮肤!寻找右颈

总动脉!将内径为
"

!

& ==

的硅胶管植入颈动脉周

围!用
:

#

"

丝线分别于鞘管上中下三段固定鞘管!复

位颈总动脉!关闭切口!归笼)

%

*

( 造模后鼠按随机数

字表法分为模型组$

N

组%'黄芪甲苷组$

'

组%'丹参

酮
"-

组$

F

组%'益气活血配伍组$

<

组%'芪丹通脉

片组$

M

组%!每组
#!

只( 另取同龄
#!

只
-J3<

#

H

#小

鼠为对照组$

-

组%(

8

!

!

"干预方法"手术后当天开始药物干预!

'

组给予黄芪甲苷
8" =/H

$

P/

"

Q

%

)

$

*

!

F

组给予丹参酮

"- $" =/H

$

P/

"

Q

%

)

#"

*

!

<

组给予黄芪甲苷

8" =/H

$

P/

"

Q

%

R

丹参酮
"- $" =/H

$

P/

"

Q

%!

M

组

给予芪丹通脉片浸膏干粉
9"" =/H

$

P/

"

Q

% $

! /

生

药
HP/

!相当于临床成人一日用量的
#&

!

:

倍%

)

9

!

##

*

!将

以上药物分别溶于同等体积生理盐水后灌胃!

-

'

N

组

给予同等体积生理盐水灌胃!每日
#

次( 手术后当天

给予饮食干预!

-

小鼠给予普通饲料饲养!其余
7

组给

予高脂饲料$普通颗粒饲料中添加
#

!

!7f

的胆固醇'

#7f

脂肪的高脂饲料喂养%( 共计
#!

周(

7

"标本采集"各组小鼠于
#!

周后摘眼球取血!

& """ V H=?B

离心
#7 =?B

!分离血清! #

!"

'冰箱保

存待测
*'

'

*T

'

SFK

'

KFK

及
*6M

$

#

'

)K

$

:

'

'LO

&随后

剖开胸腔!暴露心脏!用注射器将
ONU

液体注入左心

室尖部并剪开右心房以利于全身血管灌注!

7 =?B

后

暴露右颈总动脉!截取完整的右颈总动脉并分成两部
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!

%

分!一部分待做
S<

染色分析动脉内斑块情况!一部分

立即放入#

%"

'冰箱保存!待做实时荧光定量
O'L

$

L*

$

O'L

%和
+;01;VB N431

分析)

#!

*

(

:

"检测指标及方法

:

!

#

"

S<

染色"组织经常规脱水!透明!浸蜡!包

埋!切片厚度
8 &=

!烤片!脱蜡程序!常规进行
S<

染

色!镜检(

:

!

!

"血脂水平"

*'

'

*T

'

SFK

'

KFK

由西安市中

医医院检验科$

G4C=J.0 -.!9""

全自动生化分析

仪%检测(

:

!

&

"炎性因子水平"

*6M

$

#

'

)K

$

:

'

'LO

水平采

用
<K)U-

法检测!实验步骤严格按照
<K)U-

试剂盒

说明书操作(

:

!

8

"

L;>4

$

1?=; O'L

检测
*KL8

'

6M

$

!N

'

,,O

$

$ =L6-

表达"

*V?@34

法提取组织
L6-

!逆转录成

EF6-

!应用荧光定量
O'L

方法测定
*KL8

'

6M

$

!N

'

,,O

$

$

基因表达(

O'L

反应条件#扩增条件#

7"

'

! =?B

!

$7

'

#" =?B

&

$7

'

&" 0

!

:"

'

&" 0

!

8" EC

$

E4;0

( 以
'

$

>E1?B

表达水平作为内参( 引物从
T;B;

N>BP

获得!

OV?=;V 7

!

"

设计引物!北京擎科新业生物

技术有限公司合成( 引物序列见表
#

( 由计算机自动

计算得出
'*

值!最终数据以
!

#

""'1进行分析(

表
#

$

L*

$

O'L

引物序列表

基因 引物序列
引物长度

$

ZJ

%

'

$

>E1?B

正#

7

%$

'-'T-*TT-TTTT''TT-'*'-*'

$

&

%

反#

7

%$

*---T-''*'*-*T''--'-'-T*

$

&

%

!8"

*KL8

正#

7

%$

*TTT*'--TT--'-T--T'-

$

&

%

反#

7

%$

*'-'-'*T-''-'*T-'-'-

$

&

%

#7#

6M

$

!N O:7

正#

7

%$

'-''TT-**T--T-T--T'T

$

&

%

反#

7

%$

--T**T-*TT*T'*T-TTT-

$

&

%

#$8

,,O

$

$

正#

7

%$

----''*''--''*'-'TT-

$

&

%

反#

7

%$

T*TT*T**'T--*TT''***

$

&

%

#$"

:

!

7

"

+;01;VB N431

检测
*KL8

'

6M

$

!N

蛋白相

对表达水平"将少量组织块裂解后匀浆!取上清!由

N'-

法检测蛋白浓度!以
8" &/

蛋白
H

每泳道上样!经

UFU

$

O-T<

电泳后!电转膜至
O2FM

膜!分别加入兔

多抗
*KL8

$

#

(

# """

%'

6M

$

!N

$

#

(

%""

%及
T-FOS

$

#

(

# """

%一抗!

8

'孵育过夜(

*NU*

充分洗涤

O2FM

膜
7

&

:

次!

7 =?BH

次( 用封闭液稀释相应的

SLO

标记二抗
#

(

7 """

稀释!使
O2FM

膜浸泡于二抗

孵育液中!

&9

'摇床孵育
! A

(

*NU*

充分洗涤

O2FM

膜
7

&

:

次!

7 =?BH

次( 显色曝光!用
N>BQ

$

UE>B 7

!

"

分析胶片灰度值(

9

"统计学方法"应用
UOUU !!

!

"

统计学软件

分析数据( 计量资料以均数
`

)

0

表示!多组间数据比

较采用单因素方差分析! 组间两两比较采用
KUF

法(

O W"

!

"7

为差异有统计学意义(

结""果

#

"各组小鼠动脉
S<

染色结果$图
#

%"

-

组小鼠

动脉管腔内壁光滑!无斑块附着&

N

组小鼠可见大量斑

块沉积于动脉内壁!斑块内可见到较大的脂质池!斑块

结构较不稳定&与
N

组比较!

'

组及
F

组小鼠动脉内斑

块减小!斑块内脂质池缩小!斑块结构趋向稳定!且
F

组

小鼠动脉斑块结构较
'

组稳定&

<

'

M

组小鼠动脉内壁

基本光滑!少量斑块附着!结构较
N

'

'

'

F

稳定(

""注#

-

为空白组&

N

为型组&

'

为黄芪甲苷组&

F

为丹参酮

"-

组!

<

为益气活血配伍组&

M

为芪丹通脉片组&图
!

'

&

同

图
#

$各组小鼠颈总动脉
S<

染色结果"$ *

#""

%

!

"各组小鼠血脂水平比较$表
!

%"与
-

组比

较!

N

组
*'

'

*T

'

KFK

均升高$

O W"

!

"#

%!

SFK

降低

$

O W"

!

"#

%&与
N

组比较!

'

'

F

'

<

'

M

组
*'

水平均降

低$

O W"

!

"7

!

O W"

!

"#

%!

F

'

<

'

M

组
*T

'

KFK

水平均

降低$

O W"

!

"7

!

O W"

!

"#

%!

<

'

M

组
SFK

均升高$

O W

"

!

"7

!

O W"

!

"#

%&与
'

组比较!

F

'

<

'

M

组
*'

均降低

$

O W "

!

"7

!

O W "

!

"#

%!

<

组
*T

'

KFK

均降低 $

O W

"

!

"#

%!

SFK

升高 $

O W "

!

"7

%!

M

组
KFK

降低

$

O W"

!

"7

%&与
F

组比较!

<

组
*T

'

KFK

均明显降低

$

O W"

!

"7

%&

<

'

M

组间比较!

*'

'

*T

'

KFK

'

SFK

水平

差异无统计学意义$

O h"

!

"7

%(

&

"各组小鼠血清
*6M

$

#

'

)K

$

:

'

'LO

表达水平比较

$表
&

%"与
-

组比较!

N

组
*6M

$

#

'

)K

$

:

'

'LO

水平均升

高$

O W"

!

"#

%&与
N

组比较!

'

'

F

'

<

'

M

组
*6M

$

#

'

)K

$

:

'

'LO

水平均降低$

O W"

!

"#

%!其中
<

'

M

组低于
F

组!

F

组低于
'

组$

O W"

!

"7

!

O W"

!

"#

%&

<

'

M

组间比较!

*6M

$

#

'

)K

$

:

'

'LO

水平差异无统计学意义$

O h"

!

"7

%(

8

"各组小鼠
*KL8

'

6M

$

!N

'

,,O

$

$ =L6-

表达

水平$表
8

%"与
-

组比较!

N

组
*KL8

'

6M

$

!N

'

,,O

$

$

=L6-

表达量均升高$

O W"

!

"#

%&与
N

组比较!

F

'

<

'
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表
!

$各组小鼠血脂水平比较$$

==34HK

!

`

)

0

%

组别
B *' *T SFK KFK

- #!

#

+

%#

)

"

+

!7

##

#

+

#%

)

"

+

#$

##

"

+

#:%

)

"

+

"!8

##

"

+

#!7

)

"

+

""$

##

N #! #!

+

&8

)

#

+

&% 7

+

"%

)

"

+

7" "

+

##%

)

"

+

"#% "

+

$$#

)

"

+

##9

' #!

#"

+

$8

)

#

+

!7

#

8

+

7$

)

"

+

9" "

+

#!!

)

"

+

""$ "

+

%%#

)

"

+

#88

F #!

$

+

"#

)

"

+

:7

##""

8

+

&%

)

"

+

78

#

"

+

#&#

)

"

+

"#$

"

+

%!$

)

"

+

##:

#

< #!

%

+

9#

)

#

+
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随着我国生活水平的提高!冠心病的发病率也在

逐年提升!分析
!"#&

+

!"#%

年发布的,中国心血管病
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#
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*发现!心血管疾病在我国城市及农村居民

主要疾病死因构成比中占据首要地位!且呈上升趋势!

因此尽早干预
-U

斑块的易损化进程是防治
-'U

的

重要措施( 目前越来越多的学者认为炎性反应是斑块

易损的主要驱动力!而调节炎症的最重要转录因子是

6M

$

!N

!且
6M

$

!N

的活化是
*KL8H6M

$

!N

信号通路介

导炎症反应的关键环节)

#$

!

!"

*

(

当氧化低密度脂蛋白$

3`

$

KFK

%等内源性配体激

活
*KL8

后!最终引起
6M

$

!N

活化并移至核内!启动

促炎细胞因子的转录和表达!促使炎性因子大量释

放)

!#

*

( 炎性因子
*6M

$

#

'

'LO

'

)K

$

:

可引起巨噬细胞

分化和浸润!诱导
KFK

氧化'平滑肌细胞迁移和增殖!

基质 金 属 蛋 白 酶 $

=>1V?` =;1>443JV31;?B>0;

!

,,O0

%表达增加!进而加强斑块内炎症!诱发
-'U

的

发生)

!!

!

!&

*

(

,,O

$

$

可由巨噬细胞转化而来的泡沫细

胞和病理状态下的血管平滑肌细胞持续分泌!使斑块

纤维帽变薄!进一步减弱斑块的稳定性!最终导致斑块

破裂)

!8

!

!7

*

( 本实验中模型组小鼠在造模
#!

周后血

脂'
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$
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'
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'
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水平及
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$
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'
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蛋白表达水平较对照组

均显著提高(

目前关于
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动物模型的制备大多采用较经典的

-J3<

#

H

#鼠!

-J3<

#

H

#鼠发生
-U

的机制可能与体内

KFK

代谢障碍!血浆胆固醇'

A0

$

'LO

浓度升高!斑

块内炎性细胞因子表达增多有关!与人类斑块破裂

的情况相似)

!:

*

( 有研究分析发现!颈总动脉与冠状

动脉的粥样硬化程度具有显著的相关性)

!9

*

!因此本

实验选用颈总动脉作为病理研究对象( 同时采用

-J3<

#

H

#小鼠颈总动脉外置管术加高脂饮食的方法

快速诱导
-U

并导致斑块易损!这也可能与改变颈总

动脉内径!改变血液流变学中的血流剪切力有

关)

!%

*

( 本研究结果提示!与
-

组相比!

N

组小鼠动

脉内斑块较不稳定!提示斑块易损!通过前期研究证

实!该模型制备成功)

!$

*

(

中医学认为气虚血瘀是冠心病的病机关键!有研

究人员运用
,;1>

分析发现气虚血瘀是冠心病最主要

的病因!益气活血法应作为冠心病的主要治疗策略!益

气活血药具有显著的抗炎作用!能显著降低血清
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'

*6M
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等相关炎性因子的水平)
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( 芪丹通脉
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君!益气活血!气足则血行!臣以当归'红花!助君药活

血养血!化瘀止痛!桂枝佐使!温经通脉!全方共奏益气

活血!通脉止痛之功( 相关实验表明芪丹通脉片能够

保护血管内皮'抑制平滑肌细胞的增殖与迁移'抑制
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斑块形成)
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低
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$
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信号通路!下调炎性水平有关(

黄芪'丹参是中医治疗气虚血瘀型疾病常用对药(

相关研究发现丹参酮
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可能通过干预
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低
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进程中
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活血药抑制
2O

的作用可能优于益气药!且益气药与活

血药合用能起到明显的协同作用!提示临床实践中!将

益气活血药配伍'适当提高活血药在复方中的比例可能

发挥更优的抑制
2O

的作用!这也可能是益气活血法治

疗动脉粥样硬化易损斑块的科学内涵( 但
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发病机

制复杂!如何通过中药稳定易损斑块甚至逆转斑块形

成!还需后期通过优化实验方案进一步验证(
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