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进展&

另一方面"高脂血症导致的免疫异常并不仅仅局限于
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毒*三焦热盛之证"相当于现代医学范畴的微生物感染

引起的多种急性感染性疾病'

8

(

) 近期研究表明"此方

还具有降压*降糖*降脂等作用"临床应用于治疗
LS

*

!

型糖尿病*高血压等疾病'

H

#

5

(

) 黄连解毒汤治疗多

种疾病有一定疗效"这不仅符合中医+异病同治,的理

论"而且提示该方可能对于全身免疫应答和局部免疫

应答均具有调节作用) 因此" 本文应用
;I,:

#

G

#小鼠

探讨黄连解毒汤对高脂血症
G LS

的全身和主动脉血

管局部免疫调节机制)

材料与方法

#

"动物"所有实验用鼠均购于北京大学实验动

物中心"动物许可证号#

S%]b

$京%

!"##

#

""#!

"并饲

养于
SRW

条件下) 实验采用雌性
%H6JK9

小鼠
5

只

和
;I,:

#

G

#小鼠
!8

只"体重$

!"

%

!

%

?

)

!

"药物与试剂"黄连解毒汤由黄连*黄芩*黄柏*

栀子按
$

&

!

&

!

&

$

比例组成"其药材均购于北京同仁堂

药店"按常规方法煎煮取汁"浓缩成相当于黄连解毒汤

生药
"

!

H ?G/K

) 抗小鼠
%E##0

$

R.1CI%PH

!

H

*

T1#

$

LR%

*

KP9%

$

W'(%

和
(KO8

$

R:

抗 体 为 美 国
JE

R@;1/<>?.>

公司产品&抗小鼠
%E$9

$

R:

抗体为美

国
.J<,QC<.>C.

公司产品&流式微球阵列$

CPN,/.N

$

1<C 0.;D ;11;P

"

%JL

%小鼠炎症试剂盒购于美国
JE

公司&

O+L

提取试剂盒购于
cA;?.>

公司&实时荧光

定量
R%O

探针甘油醛#

$

#磷酸脱氢酶$

?3PC.1;3D.

$

@PD.

$

$

$

I@,QI@;N. D.@PD1,?.>;Q.

"

TLREY

%"干

扰素$

"

$

<>N.1X.1,>

$

"

"

'W+

$

"

%"单核细胞趋化蛋白$

#

$

/,>,CPN. C@./,N;CN<C I1,N.<> #

"

*%R

$

#

%"肿瘤

坏死因子$

!

$

NA/,1 >.C1,Q<Q X;CN,1

$

!

"

(+W

$

!

%"白

细胞介素$
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$

<>N.13.AM<>

$

##

"

'K

$
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%"白细胞介素$

#!

$

<>N.13.AM<>

$

#!

"

'K

$

#!

%" 白细胞介素$
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$

<>N.1

$
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$
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"

'K

$
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%和转化生长因子$

#

$

N1;>QX,1/<>?

?1,_N@ X;CN,1

$

#

"

(TW

$

#

%试剂盒购于
K<X. (.C@>,3,

$

?P

公司&逆转录试剂盒和实时荧光定量
R%O

试剂盒

购于
LJ'

公司)

$

"动物分组及处理"

%H6JK9

小鼠
5

只为野生

普食组&

;I,:

#

G

#小鼠
!8

只"采用配对比较法随机分

组"分为
;I,:

#

G

#普食组*

;I,:

#

G

#高脂组和
;I,:

#

G

#

高脂加中药组"每组
5

只"普食组和高脂组分别给予普

食和高脂饮食饲养
8

周) 高脂食料含
65

!

5Hd

基础饲

料"

"

!

#Hd

胆固醇"

!#d

脂肪)

LI,:

#

G

#高脂加中药

组同时给予黄连解毒汤
H ?G

$

M?

!

D

% $相当于临床等

效剂量的
#"

倍%灌胃"其他小组采用等量纯净水灌

胃) 所有实验独立重复
$

次)

8

周后"每组取
8

只小

鼠"异戊烷吸入麻醉下"摘眼球采
:E(L

抗凝血"离心

$

! """ 1 G/<>

"

#" /<>

%后获取血浆" #

5"

'保存备

用) 血细胞用于流式细胞仪检测&剥离胸腹主动脉"

#

条主动脉血管用于病理检测"另外
$

条血管用于实时

定量
R%O

检测) 其余小鼠注射
KRS

$

#" /?GM?

%"刺

激
$ @

"取血"获取血浆"用于
%JL

检测细胞因子) 由

于高脂血症及
LS

是一种免疫反应强度较弱的慢性炎

症"故采用
KRS

刺激造成免疫异常)

8

"观察指标及检测方法

8

!

#

"血脂水平测定"

J:%b*L+ %]8

全自动

生化分析仪"日本和光公司试剂"常规测定各组血浆总

胆固醇$

N,N;3 C@,3.QN.1,3

"

(%

%*甘油三酯$

N1 <?3PC.1

$

<D.

"

(T

%和低密度脂蛋白胆固醇$

3,_ D.>Q<NP C@,

$
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"

KEK

$

%

%)

8

!

!

"外周血单核细胞及表面受体
(KO8

和

%E$9

的表达检测"血细胞加入获取血浆等量的磷酸

盐缓冲液$

I@,QI@;N. 0AXX.1 Q;3<>.

"

RJS

%"裂解红

细胞后应用抗小鼠
%E##0

$

R.1CI%PH

!

H

*

T1

$

#

$

LR%

*

KP9%

$

W'(%

*

(KO8

$

R:

和
%E$9

$

R:

抗体直接法标记)

采用
WL%S %;33<0A1

流式细胞仪 $美国
JE

公司%

检测)

8

!

$

"血浆细胞因子测定"血浆细胞因子
'K

$

#!

*

(+W

$

!

*

'W+

$

"

*

'K

$

#"

*

*%R

$

#

和
'K

$

9

用
%JL

小鼠炎症

试剂盒$美国
JE

公司%测定"严格按试剂盒说明书进行)

8

!

8

"病理染色"剥离胸腹主动脉"用
8d

多聚甲

醛固定"经脱水*透明浸蜡*包埋*切片*摊片*苏木精-

伊红染色法$

@./;N,aP3<>

$

.,Q<>

"

Y:

%染色后观察)

8

!

H

"主动脉细胞因子实时定量
R%O

检测"剥

离胸腹主动脉"剪取其主动脉弓少量的胸主动脉约

# C/

"

(O'=,3

法提取总
O+L

"逆转录成
CE+L

"荧光

实时定量
R%O

检测炎症因子 $

'W+

$

"

"

*%R

$

#

"

(+W

$

!

"

'K

$
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和
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$
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%和抑炎因子$
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$
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和
(TW

$

#

%表达水平) 使用
LJ' SES 6H""

软件分析结果)

H

"统计学方法"应用
SRSS #$

!

"

统计软件进

行分析) 计量资料均以
a

%

Q

表示"并进行单因素方差

分析"组间比较采用
S+b

检验)

R U"

!

"H

为差异有统

计学意义)



中国中西医结合杂志
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结""果
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"各组小鼠血脂水平比较$表
#

%"与野生普食

组比较"

;I,:

#

G

#普食组血脂
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*

(T

和
KEK

$

%

水平显

著升高"差异有统计学意义$
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"
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#

G

#普食组比较"
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#

G

#高脂组
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和
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%

水平显著升高"差异有统计学意义 $
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#高脂组与
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#高脂加中药组各项指标比
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G

#高脂组比较"

"

R U"

(

"H

!

"各组小鼠外周血单核细胞比例及其表面受

体
(KO8

和
%E$9

表达水平比较$表
!

%"饲养
8

周

后"与野生普食组比较"

;I,:

#

G

#普食组外周血单核

细胞比例无明显变化"

(KO8

表达水平显著升高

$
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!
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%&与
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#普食组比较"

;I,:

#

G

#高脂

组小鼠外周血单核细胞比例及
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R U "

!
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%&黄连解毒汤干预
8

周后"与
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#

G

#高脂组比较"

;I,:

#

G

#高脂加中药组外周血
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夫受体
%E$9
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$

"各组小鼠血浆炎症和抑炎细胞因子表达水

平比较$表
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"各组小鼠主动脉炎症和抑炎细胞因子
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表
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%主动脉病理组织变化

讨""论

现代医学研究认为"高血脂导致多种免疫细胞异

常"而
LS

是高血脂全身免疫紊乱的血管局部炎性病

变'

7

(

) 中医学认为#高脂血症患者多长期过食肥甘厚

味"形成脾胃及肝胆湿热蕴积"热蒸津液"不仅湿热胶

结难化"而且聚湿生痰"痰热互结"日久由痰致瘀"+痰

瘀阻滞"蕴积生毒"毒损脉络,) 黄连解毒汤源于唐朝

王焘所著之.外台秘要/"由黄连*黄柏*黄芩*栀子四

味中药组成"为清热解毒法的经典代表方) 方中黄连

为君"清泻心火*兼泻中焦之火&黄芩为臣"清肺热"泻

上焦之火&佐以黄柏"泻下焦之火&使以栀子"通泻三焦

之火) 四药合用"苦寒直折"火邪去而热毒解) 近年来

实验与临床研究发现黄连解毒汤对于高血脂导致的

LS

有治疗作用'

5

"

#"

"

##

(

)

长期高血脂引发了单核细胞的数量和功能的异

常"导致脂质清除障碍"异常炎症介质的产生"进一步

发展形成
LS

和系统性炎症反应) 单核细胞增多是

LS

及冠心病的一个独立的危险因子'

#!

"

#$

(

) 高脂血症

的氧化脂蛋白及氧化脂质"与单核巨噬细胞表面的

(KO8

结合"引发无菌性的炎症"形成泡沫细胞"产生

多种细胞因子和趋化因子"参与并加速
LS

的发

生'

#8

(

) 在感染等炎症状态下"单核细胞比例升

高'

#!

"

#$

(

"可能加重炎症反应) 但是在本实验观察的
8

周范围内"

;I,:

#

G

#高脂加中药组对于高脂饮食

;I,:

#

G

#小鼠
(%

*

(T

和
KEK

的影响无统计学意义"

因此"黄连解毒汤对于高脂血症
GLS

防治作用并不依

赖于降脂"而是通过调节免疫发挥作用)

虽然高脂血症及
LS

是一种慢性炎症"血浆细胞因

子水平低于常规检测方法低限) 但笔者采用
KRS

刺激

后"发现高脂饮食
;I,:

#

G

#小鼠炎症因子
(+W

$

!

和

*%R

$

#

的表达增多"证实高血脂导致机体全身天然免

疫应答增强) 然而在接受高脂饮食后"

;I,:

#

G

#小鼠主

动脉血管壁炎症因子改变更加广泛"

'W+

$

"

*

*%R

$

#

*

(+W

$

!

*

'K

$

##

和
'K

$

#!

等多种炎症因子水平显著升高"

提示血管局部免疫反应程度超过全身免疫反应) 笔者

还发现"在炎症因子增高的同时"

;I,:

#

G

#小鼠血浆抑

炎因子
'K

$

#"

显著增加"主动脉血管壁
'K

$

#"

和
(TW

$

#

表达增高"提示高血脂同时激发机体代偿性抗炎反应)

而黄连解毒汤对于机体全身和主动脉血管局部免疫反

应表现出不同的效应"对于全身免疫反应"仅抑制炎性

因子
*%R

$

#

的表达"而
'K

$

#"

升高非常显著"提示黄连

解毒汤主要提高机体全身抗炎反应) 相反"对于高血脂

引发的血管病变"黄连解毒汤抑制血管局部多种炎症因

子"但对于抑炎因子表达并无显著作用)

对于上述差异"推测可能与诱发炎症反应的因素相

关) 内毒素通过激活
(KO8

"诱导炎症细胞因子和趋化

因子等表达*分泌"促进
LS

发生和进展) 临床报道高

脂血症患者单核细胞
(KO8

的表达增高"阿托伐他汀干

预
8

周可降低
(KO8

的表达'

#H

(

) 笔者发现
;I,:

#

G

#小

鼠高脂饮食引发单核细胞
(KO8

的表达有差异"但

(KO8

的表达的强度不大"可能与高脂饮食导致

;I,:

#

G

#小鼠全身性炎症反应较弱有关) 在炎症条件

下"炎症刺激
OFS

产物氧化
KEK

"

,aKEK

通过激活

RRLO"

信号传导通路促进单核巨噬细胞表面
%E$9

的

表达"进一步促进
,aKEK

内化和巨噬细胞泡沫化'

#H

(

)

高脂饮食
;I,:

#

G

#小鼠单核细胞
%E$9

的表达的幅度

较大"

%E$9

的水平与吞噬脂质形成血管局部
LS

直接

相关"黄连解毒汤干预不仅降低系统性炎症反应"更重

要是通过降低
%E$9

的水平抑制血管局部炎症反应)

综上所述"黄连解毒汤干预主要增强高脂饮食

;I,:

#

G

#小鼠全身抑炎因子"抑制血管局部炎性因子

的表达"从而发挥免疫调节作用)
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