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!基础研究!

肝豆灵片对
*>5I4@

病模型
)J

小鼠血管损伤因子及

(&K+

#

#

'

3&K+

#

#

表达的影响

江海林#

$杨文明!

$唐露露#

$陈永华!

摘要$目的$探讨肝豆灵片"

LEM

#对
*>5I4@

病模型
)J

小鼠血管损伤因子$细胞间黏附分子#

#

"

(&K+

#

#

#及血管细胞黏附分子"

3&K+

#

#

#表达的影响% 方法$将
N"

只
)J

小鼠采用随机数字表法分为模型

组&

LEM

高$中$低剂量组&青霉胺组&每组
8

只% 另选取
8

只正常的
EM

小鼠作为对照组% 对照组及模型组小

鼠灌胃生理盐水&肝豆灵各剂量组及青霉胺组灌胃对应剂量肝豆灵及青霉胺% 各组均连续灌胃
N

周%

<M(,K

法检测血浆同型半胱氨酸"

OD?

#$血管假血友病因子"

P*Q

#$血栓调节蛋白"

)+

#$血管内皮细胞蛋白
&

受体

"

<R&S

#&

O<

染色$透射电镜观察大脑中动脉区域脑组织中内皮血管形态学变化&免疫组织化学观察大脑中动

脉区域脑组织中内皮血管
(&K+

#

#

$

3&K+

#

#

表达变化% 结果$与对照组比较&模型组
OD?

$

P*Q

$

)+

$

<R&S

水平升高"

R T"

!

"#

#&

(&K+

#

#

$

3&K+

#

#

表达明显增高"

R T"

!

"#

#% 与模型组比较&青霉胺组
OD?

$

P*Q

$

)+

$

<R&S

水平变化差异无统计学意义"

R U"

!

":

#&

LEM

高$中剂量组
OD?

$

P*Q

$

)+

$

<R&S

数值降低"

R T"

!

":

&

R T"

!

"#

#&

LEM

低剂量组
OD?

水平下降"

R T"

!

"#

#'同时
LEM

高$中$低剂量组和青霉胺组
(&K+

#

#

$

3&K+

#

#

表达减少"

R T"

!

":

&

R T"

!

"#

#% 与青霉胺组比较&

LEM

高$中剂量组
OD?

$

)+

$

<R&S

数值降低"

R T"

!

"#

&

R T"

!

":

#&

LEM

高剂量组
P*Q

水平下降"

R T"

!

":

#'同时
LEM

高$中量组
(&K+

#

#

$

3&K+

#

#

表达减少"

R T

"

!

":

&

R T"

!

"#

#% 与对照组比较&模型组小鼠存在血管损伤变化&各用药组血管损伤较模型组轻% 结论$

*E

动物模型
)J

小鼠存在血管损伤&肝豆灵具有一定的血管保护作用&可以减轻血管内皮损伤%

关键词$肝豆状核变性' 肝豆灵' 血管损伤' 细胞间黏附分子#

#

' 血管细胞黏附分子

<VV-D/ 4V L=@W4X5>@A R>55I 4@ 3=IDX5=2 (@HX2? Q=D/42 =@W <Y.2-II>4@ 4V (&K+

#

# =@W 3&K+

#

# >@ )J

+>D-

$

'(K7L O=>

#

5>@

#

"

ZK7L *-@

#

0>@A

!

"

)K7L MX

#
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#

"

=@W &O<7 Z4@A

#

[X=

!

$

# L2=WX=/-

,D[445

"

K@[X> \@>P-2I>/? 4V &[>@-I- +-W>D>@-

"

O-V->

$

!%""%8

%&

! E-.=2/0-@/ 4V 7-X2454A?

"
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O-V->

$

!%""%#

%

K],)SK&)

%

F1H-D/>P-

%

)4 >@P-I/>A=/- /[- -VV-D/ 4V L=@W4X5>@A

$

LEM

%

R>55I 4@ >@/-2D-55X5=2 D-55 =W

#

[-I>4@ 045-DX5-

#

#

$

(&K+

#

#

%

=@W P=IDX5=2 D-55 =W[-I>4@ 045-DX5-

#

#

$

3&K+

#

#

%

4V )J 0>D-6+-/[4WI

%

)4

#

/=55? N" )J 0>D- B-2- 2=@W405? W>P>W-W >@/4 04W-5 A24X.

"

.-@>D>55=0>@- A24X.

"

[>A[

"

0>WW5- =@W 54B W4I-

LEM A24X.6 +>D- 4V I=0- A-@-/>D 1=D^A24X@W B-2- I-5-D/-W =I @420=5 A24X.

"

8 >@ -=D[ A24X.6 +>D- >@

/[- @420=5 A24X. =@W /[- 04W-5 A24X. B-2- =W0>@>I/-2-W B>/[ @420=5 I=5>@- 1? A=I/24A=P=A-

"

B[>5-

/[4I- >@ /[- LEM A24X. =@W /[- .-@>D>55=0>@- A24X. B-2- =W0>@>I/-2-W B>/[ LEM =@W .-@>D>55=0>@- 1? A=I

#

/24A=P=A- 2-I.-D/>P-5? 6 <=D[ A24X. 2-D->P-W D4@/>@X4XI A=P=A- V42 N B--^I6 ,-2X0 5-P-5I 4V OD?

"

P*Q

"
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"
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#
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#

# =@W

3&K+

#

# B-2- W-/-D/-W 1? (00X@4[>I/4D[-0>I/2?6 S-IX5/I

%

&40.=2-W B>/[ /[- @420=5 A24X.

"

I-2X0 5-P

#

-5I 4V OD?

"

P*Q

"

)+ =@W <R&S B-2- 41P>4XI5? >@D2-=I-W >@ /[- 04W-5 A24X.6 )[- -Y.2-II>4@ 5-P-5I 4V

(&K+

#

# =@W 3&K+

#

# B=I >@D2-=I-W >@ /[- 04W-5 A24X.

$

R T"

&

"#

%

6 &40.=2-W B>/[ /[- 04W-5 A24X.

"

I-2X0

5-P-5I 4V OD?

"

P*Q

"

)+ =@W <R&S B-2- 2-WXD-W >@ /[- [>A[

"

0>WW5- W4I- LEM A24X.
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&

"#

"
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,-2X0 5-P-5I 4V OD? B=I 2-WXD-W >@ /[- 54B W4I- LEM A24X.

$

R T"

&

":

%

6)[- -Y.2-II>4@ 5-P-5I 4V (&K+

#

#

=@W 3&K+

#

# B-2- 2-WXD-W >@ LEM A24X. =@W .-@>D>55=0>@- A24X.

$

R T"

&

"#

"

R T"

&

":

%

6 &40.=2-W B>/[ /[-

.-@>D>55=0>@- A24X.

"

I-2X0 5-P-5I 4V OD?

"

)+ =@W <R&S B-2- 2-WXD-W >@ /[- [>A[

"

0>WW5- W4I- LEM A24X.

$

R

T"

&

"#

"

R T"

&

":

%

6 ,-2X0 5-P-5I 4V P*Q B=I 2-WXD-W >@ /[- [>A[ W4I- LEM A24X.

$

R T"

&

":

%

6)[- -Y.2-II>4@ 5-P

#

-5I 4V (&K+

#

# =@W 3&K+

#

# B-2- 2-WXD-W >@ /[- [>A[ =@W 0>WW5- W4I- LEM A24X.

$

R T"

&

"#

"

R T"

&

":

%

6&40.=2-W

B>/[ /[- @420=5 A24X.

"

P=IDX5=2 >@HX2? B=I 41P>4XI5? I--@ >@ /[- 04W-5 A24X.6 KV/-2 /2-=/-W

"

P=IDX5=2 >@HX2?

B=I =55-P>=/-W6 &4@D5XI>4@

%

LEM D=@ .24/-D/ )J 0>D- V240 P=IDX5=2 -@W4/[-5>=5 >@HX2? 6

_<Z*FSE,

%

*>5I4@ W>I-=I-

&

L=@W4X5>@A R>55

&

P=IDX5=2 >@HX2?

&

>@/-2D-55X5=2 D-55 =W[-I>4@ 045-DX5-

#

#

&

P=IDX5=2 D-55 =W[-I>4@ 045-DX5-

#

#

$$

*>5I4@

病$

*>5I4@ W>I-=I-

"

*E

%"又称为肝豆

状核变性"是一种常染色体隐性遗传性铜代谢障碍性

疾病"由于
K)R9]

基因发生突变"导致机体铜转运障

碍"铜沉积在肝'脑等组织脏器中"临床表现为肝损害"

神经系统症状等(

#

"

!

)

"

*E

血管内皮细胞的损伤往往

被忽视* 此病归属于中医学+颤证,'+臌胀,'+黄疸,

等范畴"痰'瘀是本病的核心环节"一直贯穿本病始终*

安徽中医药大学第一附属医院脑病科团队根据
*E

痰瘀互结的病因病机"研制具有活血豁痰功效的肝豆

灵片"应用于本病的治疗"临床取得了良好的疗效"可

以有效的改善
*E

临床症状(

%

"

N

)

* 为了阐明肝豆灵改

善
*E

血瘀的作用机制"本实验采用同样具有

K)R9]

基因突变背景的
)J

小鼠作为理想动物模型"

应用肝豆灵片干预治疗"以驱铜药青霉胺作为对照组"

观察
)J

小鼠血管损伤因子表达的变化"进一步探讨

探讨肝豆灵干预
*E

的机制*

材料与方法

#

$动物$

)J

小鼠种鼠来自美国
'=D^I4@

实验

室"

,RQ

级环境饲养"并进行传代繁殖"以基因检测结

果选取子代雌性
)J

小鼠
N"

只"野生型即
EM

小鼠
8

只"

N

月龄"体重
#8 `!! A

"本实验经过安徽中医药大

学动物实验中心伦理审核 $

74

!

!"#8KO

"

"8

%*

!

$药物$肝豆灵片药物主要成分#大黄'黄连'丹

参'鸡血藤'莪术'姜黄'郁金"规格#

"

!

% AG

片"药物购

于安徽中医药大学第一附属医院$批号#

!"#:"N#%

%"

将药片研成粉末每
"

!

!$ A

融于
#" 0M

蒸馏水配成混

悬液&青霉胺药物规格#

"

!

#!: AG

片"生产厂家#上海医

药集团有限公司信谊制药总厂$批号#

":!#:"9"%

%"

药物购于安徽中医药大学第一附属医院"将药物研成

粉末每
"

!

# A

融于
#" 0M

蒸馏水中配成混悬液*

%

$主要试剂及仪器$小鼠同型半胱氨酸$

[404

#

D?I/->@-

"

OD?

%试剂盒$批号#

<

#

#:;!N

%"小鼠血管假血

友病因子$

P4@ *>55-12=@W Q=D/42

"

P*Q

%试剂盒$批号#

<

#

#:!N#

%"小鼠血栓调节蛋白$

)+

%试剂盒$批号#

<

#

#:!N#

%"小鼠血管内皮细胞蛋白
&

受体$

-@W4/[-5>=5

D-55 .24/->@ & 2-D-./42

"

<R&S

%试剂盒 $批号#

<

#

#:"%%

%均购于上海源叶生物技术有限公司"细胞间黏附

分子#

#

$

>@/-2D-55X5=2 D-55 =W[-I>4@ 045-DX5-

#

#

"

(&K+

#

#

"批号#

K<";!N"#

%"血管细胞黏附分子$

P=IDX5=2 D-55

=W[-I>4@ 045-DX5-

#

#

"

3&K+

#

#

"批号#

K<"9"9"9

%购

于北京博奥森公司"通用型二步法检测试剂盒$

R3

#

;"""

"

批号#

#:#:E"N"8

%购于北京中杉金桥公司"

'<+

#

#!%"

型

透射电子显微镜$日本电子株式会社%*

N

$动物分组及给药$动物适应性喂养
!

周后"采

用随机数字表法将
)J

小鼠随机分为模型组"肝豆灵

高'中'低剂量组"青霉胺组"另选
8

只
EM

小鼠为对照

组*

LEM

中剂量组和青霉胺组给药剂量按照给药组

按体重
9" ^A

成人日用量的
$

!

"#

倍进行换算"肝豆

灵高'中'低剂量组按
#

!

#;

'

"

!

:8

'

"

!

!$ AG

$

^A

!

W

%灌

胃
N

周&青霉胺组按照
"

!

# AG

$

^A

!

W

%进行灌胃"持续

N

周&模型组'对照组分别予以等容量的生理盐水进行

灌胃
N

周"过程中无小鼠死亡*

:

$检测指标及方法$最后一次灌胃后禁食

!N [

"六组均予次日用
#"a

水合氯醛按
"

!

""N 0MGA

体重腹腔注射麻醉后"腹主动脉取血约
# 0M

"肝素抗

凝"离心血浆后"检测血管损伤标志物* 并剥离脑组织

分别置于
Na

多聚甲醛中和
!

!

:a

戊二醛
N

%固定"

用于组织病理学检测*

:

!

#

$血浆学指标检测$酶联免疫吸附
<M(,K

法

检测血浆
OD?

'

P*Q

'

)+

'

<R&S

水平"按照试剂盒说

明进行操作并制定标准曲线*

:

!

!

$病理学观察$将小鼠脑组织分离取出后"用

Na

多聚甲醛固定
% [

"依次经过脱水"包埋"切片
: !0

"

脱蜡后"进行
O<

染色"脱水'透明'封片"光学显微镜下观

察* 将
)J

小鼠脑组织
# 00

&

# 00

&

# 00

大小固

定于
!

!

:a

戊二醛
; [

后"按透射电镜制片步骤制片*

:

!

%

$免疫组化检测$二甲苯脱蜡"梯度酒精脱
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$

水"柠檬酸缓冲液抗原高压热修复"一抗 $

(&K+

#

#G

3&K+

#

#

%"

%9

%"孵育
# [

&二抗$通用型二步法检测

试剂盒%"

%9

%"孵育
%" 0>@

&

EK]

显色"复染细胞

核&酒精脱水"二甲苯透明"中性树胶封片&观察免疫组

织化学结果#

(&K+

#

#

和
3&K+

#

#

阳性反应为血管壁

的棕黄色或棕褐色深染"镜下$ &

N""

%随机观察血管

丰富区域不重叠的
:

个视野"分别计数
(&K+

#

#

'

3&K+

#

#

阳性血管平均数*

;

$统计学方法$实验数据采用
,R,, #9

!

"

统

计软件"计量资料以
Y

'

I

表示"多组组间比较采用单

因素方差分析"组间两两比较采用
M,E

法"

R T"

!

":

为差异有统计学意义*

结$$果

#

$各组
OD?

'

P*Q

'

)+

'

<R&S

水平比较$表
#

%

与对照组比较"模型组
OD?

'

P*Q

'

)+

'

<R&S

水平升

高$

R T"

!

"#

%&与模型组比较"青霉胺组
OD?

'

P*Q

'

)+

'

<R&S

水平变化差异无统计学意义$

R U"

!

":

%"

LEM

高'中剂量组
OD?

'

P*Q

'

)+

'

<R&S

数值降低

$

R T"

!

":

"

R T"

!

"#

%"

LEM

低剂量组
OD?

水平下降

$

R T "

!

"#

%* 与青霉胺组比较"

LEM

高'中剂量组

OD?

'

)+

'

<R&S

数值降低 $

R T "

!

":

"

R T "

!

"#

%"

LEM

高剂量组
P*Q

水平下降$

R T"

!
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%*

!

$脑血管病理学改变$图
#

'

!

%$肉眼观测下"

各组小鼠大动脉血管及脑组织无明显变化*

O<

染

色"对照组镜下观察未见异常&模型组'

LEM

高'中'低

剂量组'青霉胺组脑血管内皮细胞不同程度水肿变性"

神经元不同程度变性及坏死"损伤以模型组为著"青霉

胺组'

LEM

高'中'低剂量组相比模型组损伤轻* 透射

电镜观测脑组织脑血管内皮细胞"对照组未见异常&其

余各组可见血管内皮细胞不同程度变性及坏死"线粒

体空泡化"嵴模糊甚至消失"以模型组损伤最重"经治

疗的青霉胺组'

LEM

高'中'低剂量组改善"且以
LEM

高'中组改善明显*

注#

K

为对照组&

]

为模型组&

&

为
LEM

高剂量组&

E

为
LEM

中

剂量组&

<

为
LEM

低剂量组&

Q

为青霉胺组&图
! `N

同&空心箭

头所指为受损的脑血管内皮细胞&实心箭头所指为受损的神

经元

图!%各组脑组织血管内皮病理结果%$
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" &

N""

%

$$注#空心箭头所指为受损的细胞器

图
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%各组大脑中动脉区域血管内皮细胞超微结构
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$$注#空心箭头所指为阳性血管

图
%

%各组小鼠大脑中动脉区域血管内皮细胞

(&K+

#

#

表达比较$$免疫组化染色" &

N""

%

$$注#空心箭头所指为阳性血管

图
N

各组小鼠大脑中动脉区域血管内皮细胞

3&K+

#

#

表达比较$$免疫组化染色" &

N""

%

讨$$论

*E

的血管损伤报道国内外较少"临床报道主要

集中于肝'脑'肾等组织的铜离子氧化应激损伤"理论

上全身铜离子代谢障碍"铜离子可以沉积在任何组织

器官中"血管内皮细胞也不例外* 曾有研究报道
*E

患者脑组织毛细血管基底膜在电镜下可见高电子密度

物质沉积"考虑为铜离子沉积所致(

:

)

"这项研究为
*E

血管损伤提供了病理学依据* 铜离子作为具有氧化还

原性的金属阳离子"还可以催化
MEM

氧化及脂质过氧

化"使内皮细胞受损(

;

)

* 同时还有研究报道"大部分

未经治疗或治疗不规律的
*E

患者合并有
OD?

增

高(

9

)

*

OD?

作为血管损伤的危险因素之一(

8

)

"与
*E

的关系"目前尚不完全清楚"推测是
*E

的慢性肝损

伤导致
OD?

甲基化或转硫途径代谢障碍而使血中

OD?

异常升高(

$

)

* 研究表明
OD?

和铜诱导氧化应激

反应"可以诱导内皮细胞凋亡"损伤血管(

#"

)

*

中医虽无
*E

的病名"但根据
*E

的临床表现"

*E

的病位主要在肝和脑髓"津液与血的正常运行维

系着机体阴阳的平衡"津血同源"互相滋生补充"病理

状态下"津停成痰"血停成瘀"同时由痰致瘀"由瘀致

痰"痰瘀互结"阻滞气机升降"痰瘀互结是
*E

发病的

主要病机(

##

"

#!

)

* 临证中"可以观测到
*E

患者存在皮

肤紫斑"齿衄"鼻衄"肌肤甲错等瘀血证候"除凝血功能

和脾亢继发的血小板减少外"还存在血管损害"血管损

害继发了局部脏器血流动力学的改变"临床上已有部

分报道"以脑组织血流量减少为主(

#%

)

* 根据
*E

瘀血

的病因病机"提出从瘀论治
*E

"创制了活血豁痰功效

的肝豆灵用于治疗
*E

"临床上应用可以改善中医证

候"提高临床疗效(

N

"

#N

")

*

本实验中模型组血浆
OD?

'

P*Q

'

)+

'

<R&S

的升

高"其数值升高的程度与血管损伤呈正相关"与空白对

照组相比"提示血管存在损伤"青霉胺组与模型组比较"

N

项血管损伤指标均有下降"但无统计学差异"提示
N

周驱铜治疗可能过短"尚不能有效逆转
)J

小鼠血管损

伤"有待进一步长疗程实验观察确定单纯驱铜是否具有

减轻血管损伤的作用&肝豆灵高'中'低剂量组与模型组

比较"

N

项血管损伤指标不同程度下降"提示肝豆灵具

有血管保护的功效"减轻
)J

小鼠血管损伤*

(&K+

#

#

'

3&K+

#

#

表达阳性提示大脑中动脉区域

血管内皮细胞受到损伤"经过青霉胺排铜治疗后"

(&K+

#

#

'

3&K+

#

#

阳性表达的数目较模型组少"说明

驱铜可以通过减轻大脑中动脉区域血管内皮细胞铜离

子的沉积的损伤"与血浆检测结果比较"可能与脑血管

内皮细胞铜沉积较多"驱铜治疗有效的减轻内皮细胞

损伤"故
(&K+

#

#

'

3&K+

#

#

表达减少&经过肝豆灵不

同剂量干预后"

(&K+

#

#

'

3&K+

#

#

较模型组表达减少

均有统计学差异"提示肝豆灵可以降低脑血管内皮细

胞
(&K+

#

#

'

3&K+

#

#

表达* 结合血浆血管损伤因子

指标"肝豆灵血管保护的作用要优于青霉胺单纯驱铜

治疗"可能与肝豆灵组方中"多种中药成分通过多靶
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$

点"多途径保护血管内皮相关* 肝豆灵片与青霉胺的

排铜机制代谢组学研究发现"肝豆灵较青霉胺还通过

调节体内鸟氨酸循环'支链氨基酸'

%

#羟基丁酸的代

谢"可能是其改善铜沉积所造成组织损伤的机制

之一(

#:

)

*

*E

病因病机复杂"中医学已经认识到痰饮与瘀

血贯穿本病始终"临证中以痰瘀互结证最为常见(

#;

)

*

肝豆灵片是根据上述理论所创制"方中大黄'丹参'鸡血

藤'莪术'姜黄'郁金等中药均具有活血化瘀的功效"药

理学研究表明方中多味中药具有抗氧化应激"保护血管

内皮细胞的作用"丹参中的丹参酮
"K

可下调损伤的内

皮细胞的
P*Q

和
)+ 0S7K

的表达"保护血管内皮细

胞(

#9

)

&姜黄中的姜黄素可以通过活化
RRKS#GOF

#

#

通

路抑制炎症反应"减轻
4Y

#

MEM

对血管内皮细胞的损

伤(

#8

)

&郁金中的郁金醇具有抗氧化应激活性"对内皮损

伤具有保护作用(

#$

)

* 本实验证实
*E

动物模型
)J

小

鼠存在血管损伤"肝豆灵可以减轻血管损伤"为临床进

一步治疗
*E

提供了新的思路*

)J

小鼠血管损伤是否

继发血流动力学改变"以及铜代谢障碍血管损伤的具体

分子机制和肝豆灵是否通过抗氧化应激等途径保护血

管内皮细胞还有待于进一步研究*
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