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桃红四物汤调节血管内皮细胞功能及

治疗动脉硬化闭塞症的实验研究

李润生#!

$李大勇#

$陈文娜!

$马贤德!

$张$扬#

$李雪晶#

摘要$目的$探讨桃红四物汤调节血管内皮细胞功能!治疗动脉硬化闭塞症"

1/I-/A4BE5-/4BAB 4.5AI-/

#

1JB

#

KLG

$的作用% 方法$采用高脂饮食饲喂及动脉内膜损伤的方法制作大鼠
KLG

模型#随机分为正常组

"

#"

只$!模型组"

>

只$!桃红四物汤低浓度组"中药
K

组#

#!

只$!桃红四物汤中浓度组"中药
M

组#

#"

只$!桃

红四物汤高浓度组"中药
&

组#

>

只$#造模后
8

周用激光多普勒血流仪观测肢体血流灌注#光镜!透射电镜观察

动脉大体形态#

N-/E455

密度梯度离心法测定循环内皮细胞"

EA/E051IAJO -JC4IP-5A15 E-55B

#

&?&B

$数量#酶联

免疫吸附"

?;(LK

$双抗体夹心法检测血清中肿瘤坏死因子#

!

"

)7,

#

!

$!

(;

#

#

!内皮素#

#

"

?)

#

#

$和
7G

水平%

结果$成功建立了大鼠
KLG

模型#模型组大鼠血脂水平明显升高#左后肢血流灌注量明显下降#外周血中

&?&B

数量明显增多#动脉管腔不规则狭窄#血管壁超微结构被破坏#大鼠血清
)7,

#

!

!

(;

#

#

!

?)

#

#

水平均明显

升高#

7G

水平明显降低#与正常组比较#差异有统计学意义"

N Q"

!

"#

$% 与模型组比较#中药
M

组和中药
&

组

的上述各项指标均有明显改善#差异有统计学意义"

N Q"

!

":

#

N Q"

!

"#

$% 结论$内皮细胞损伤及分泌功能的

异常是
KLG

发生的重要病理过程#桃红四物汤能够保护血管内皮细胞#改善血管内皮细胞的分泌功能#是
KLG

的有效治疗方药%

关键词$桃红四物汤&动脉硬化闭塞症&内皮细胞&循环内皮细胞
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G.5AI-/1JB

#
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#
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!

LP-J21JO

$

##""%!

%!

&PAJ1

&

! &-JI/- T4/ ?UV-/A@-JI15

)-1EPAJO

!

;A14JAJO ]JA^-/BAI2 4T )/1CAIA4J15 &PAJ-B- +-CAEAJ-
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)4 CABE0BB IP- -TT-EI 4T )14P4JO LAR0 F-E4EIA4J

$
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%
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#
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$

KLG

%

6 +-IP4CB

#
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!

IP- J0@.-/ 4T &?&B AJ IP- V-/AVP-/

#
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7G BAOJATAE1JI52 C-E/-1B-C AJ IP- @4C-5 O/40V

!

BP4RAJO BI1IABIAE15 CATT-/-JE- RP-J E4@V1/-C RAIP IP- J4/

#

@15 E4JI/45 O/40V

$

N Q"

%

"#

%

6 &4@V1/-C RAIP IP- @4C-5 O/40V

!
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#
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$

N Q"

%
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!
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%
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6 &4JE50BA4JB

#

)P- AJ\0/2 1JC 1.J4/@15 T0JEIA4JB 4T

-JC4IP-5A15 E-55B AB 1J A@V4/I1JI V1IP454OAE15 V/4E-BB 4T KLG6 KB 1J -TT-EIA^- /-EAV- T4/ I/-1IAJO KLG

!

)LF

E405C V/4I-EI ^1BE051/ -JC4IP-5A15 E-55B 1JC A@V/4^- IP- B-E/-IA4J T0JEIA4J 4T ^1BE051/ -JC4IP-5A15 E-55B 6

b?[*GSFL

#

)14P4JO LAR0 F-E4EIA4J

&

1/I-/A4BE5-/4BAB 4.5AI-/1JB

&

-JC4IP-5A15 E-55

&

EA/E051IAJO -J

#

C4IP-5A15 E-55

$$动脉硬化闭塞症$

1/I-/A4BE5-/4BAB 4.5AI-/1JB

!

KLG

%是动脉粥样硬化所致的慢性动脉闭塞性疾病!

是全身动脉硬化性病变在下肢的重要表现!亦是周围

动脉疾病的重要组成部分'

#

!

!

(

)

9"

岁以上人群
KLG

的发病率在
#:c d!"c

!其中
!"c

的患者会出现包

括间歇性跛行*静息痛*缺血性溃疡及末端肢体坏疽在

内的典型症状'

%

(

) 本病属于中医+脱疽,的范畴!临床

上往往以活血化瘀药物贯穿治疗的始终!希望建立侧

支循环!改善肢体供血'

$

(

) 本实验拟通过大鼠
KLG

模型!探讨活血化瘀中药复方桃红四物汤对动脉内皮

细胞功能的影响及对
KLG

的治疗作用)

材料与方法

#

$动物$

8

%

#"

个月龄清洁级
*ABI1/

大鼠
:"

只!

体质量$

!""

&

!"

%

O

!由辽宁中医药大学实验动物中心提

供!实验动物质量合格证号
L&Xb

$辽%

!"#"

"

""#9

)

!

$实验试剂及仪器$酶联免疫吸附$

?;(LK

%双抗

体夹心法检测试剂盒均购自上海越研生物技术有限公

司!白细胞介素 "

#

$

(;

#

#

!批号#

K?>8"!!S1

%!肿瘤坏

死因子"

!

$

)7,

#

!

!批号#

K?>"#%%S1

%!内皮素#

#

$

?)

#

#

!批号#

K?>"=:"S1

%!一氧化氮$

7G

%检测试剂盒购

自南京建成生物工程研究所$批号#

!"#!">

%) 兔抗鼠

抗
"

因子#

,()&

抗体购自武汉博士德生物公司) 电热

恒温培养箱$

WW

"

M##

"

:""

!上海跃进医疗器械有限

公司%!微量移液器$

)P-/@4

!美国泰尔茂公司%!酶标

仪$

KJIP4B!"#"

! 奥地利%!多通道激光多普勒血流检

测仪$

+44/ 3+L

!英国%!透射电镜$

'?+

#

#!""?X

!日

本%!荧光显微镜$

;-AE1

!德国%!生化分析仪$日立

9=""

!日本%!胰岛素注射器$贝朗!德国%)

%

$药物$高脂饲料组成#

=!

!

8c

基础饲料*

!"c

猪油*

#:" OH;

胆固醇*

!" OH;

胆酸钠及
! OH;

丙基硫氧

嘧啶) 桃红四物汤按原方的组方比例!并根据体表面积

的比率折算出
!"" O

大鼠的等效用药剂量作为桃红四

物汤中浓度组!另取其
#H!

剂量和
!

倍剂量作为桃红四

物汤低浓度和桃红四物汤高浓度组!于辽宁中医药大学

附属医院药剂科统一购买饮片!并请辽宁中医药大学王

淑清教授鉴定!符合-中华人民共和国药典.$

!"":

版%

各项的规定) 纯净水煎
%

次!时间分别为
#

!

: P

*

# P

和

$: @AJ

!合并煎煮液后过滤并浓缩至预定浓度!

$

'冰

箱保存) 桃红四物汤组的最终浓度分别为#

"

!

: O

生药
H

@;

*

#

!

" O

生药
H@;

*

!

!

" O

生药
H@;

)实验过程中每次

中药制剂均按同一标准进行)

$

$模型制作*分组及给药方法$联合采用高脂饮

食喂饲及隐动脉内膜损伤的方法制作大鼠
KLG

模

型'

:

(

) 实验前适应性喂养
#

周!排除饮食异常大鼠!

高脂饮食喂饲
#

周后于清洁动物实验室内用
#"c

水

合氯醛$

%"" @OH`O

%腹腔注射麻醉!每只大鼠均取左

后肢消毒) 从腹股沟中点向后肢内侧纵行切开皮肤!

分离并暴露隐动脉!动脉夹阻断隐动脉远*近端共

#

!

: d!

!

" E@

!取胰岛素注射器
#

支!沿隐动脉血管

长轴从远端向近端刺入血管腔!将
"

!

! d"

!

% @;

注射

用无菌蒸馏水缓慢注入阻断部位血管!至血管充盈为

止)

: @AJ

后取下针头和动脉夹!压迫止血!缝合切

口) 内膜损伤模型完成后继续每日饲喂高脂饮食!并

应用维生素
F%

$

%"

万
]H`O

%!右后肢肌肉注射) 共制

作大鼠
KLG

模型
$"

只!采用随机数字表法分为模型

组$

>

只%*桃红四物汤低浓度组$中药
K

组!

#!

只%*

桃红四物汤中浓度组$中药
M

组!

#"

只%*桃红四物汤

高浓度组$中药
&

组!

>

只%) 另取
#"

只清洁级
*ABI

#

1/

大鼠作为正常组) 造模后次日!每组均予相应浓度

的中药制剂
% @;

灌胃!模型组予生理盐水
% @;

灌

胃!每日
#

次!直至造模后
8

周)

:

$标本收集$肢体血流灌注检测完成后!麻醉大

鼠方法同前!腹部消毒!剪开皮肤!由腹主动脉采血

$

%

: @;

!分为
!

份!

#

份于肝素钠抗凝管中待测循环

内皮细胞$

EA/E051IAJO -JC4IP-5A15 E-55B

!

&?&B

%&余

#

份
! :"" / H@AJ

离心
: @AJ

后!分离出血清分装于

"

8"

'保存!用于血脂及免疫学检测) 游离出左隐动

脉上段!剪下约
# E@

!分成
!

部分!分别于
$c

多聚甲

醛溶液和
!

!

:c

戊二醛溶液中固定保存)

=

$主要观察指标

=

!

#

$肢体血流灌注测定$在每组大鼠的实验终
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点!用激光多普勒血流仪记录每只大鼠左后肢的血流

灌注量*血细胞浓度*血流速度和皮肤温度)

=

!

!

$大鼠血管壁普通病理学及超微结构观察$

多聚甲醛固定的血管制成蜡块!常规病理切片*

W?

染

色进行病理学观察) 戊二醛固定的血管以
NML

漂洗!

#c

锇酸再固定!

NML

漂洗!梯度酒精 $

%"c

%

#""c

%*

#""c

丙酮脱水!

?V4J 8#!

浸透*包埋*聚

合!半薄切片定位血管!超薄切片
9" J@

!醋酸铀*柠

檬酸铅染色!透射电镜下观察*摄片)

=

!

%

$

&?&B

检测$取
#

!

: @;

淋巴细胞分离液于

离心管中!将
# @;

肝素钠抗凝管中外周血用玻璃吸管

缓慢加入淋巴细胞分离液面上部!

# 8"" /H@AJ

离心

#: @AJ

!弃去上层血浆层! 尽量取出全部第
!

层环状乳

白色淋巴细胞层!加
NML

液混匀!

# %"" /H @AJ

离心
:

@AJ

!弃上清液!取下层细胞悬液!滴于血细胞计数池中!

光镜下计数
>

个大方格的
&?&B

数!同一标本计数
$

次!取平均值$单位为
E-55BH"

!

> #;

%) 另取下层细胞悬

液
#"" #;

!加入
:"" #;

多聚甲醛
$

'固定
#" @AJ

!取

:" #;

备测细胞悬液于专用
?N

管中!加入
! #;

兔抗鼠

抗
"

因子#

,()&

抗体! 振荡混匀! 室温避光孵育

%" @AJ

!加入
NML

液混匀!

# %"" /H@AJ

离心
: @AJ

!弃

上清液!加入
:" #; NML

液重悬细胞!于荧光显微镜下

观察阳性细胞$表达绿色荧光%)

=

!

$

$血脂及内皮细胞功能指标检测$应用生化

分析仪测定血脂情况!包括血清胆固醇$

)&

%*甘油三

酯$

)Z

%*低密度脂蛋白胆固醇$

;F;

#

&

%*高密度脂蛋

白胆固醇$

WF;

#

&

%) 采用
?;(LK

双抗体夹心法对各

组大鼠血清中
(;

#

#

*肿瘤坏死因子#

#

$

)7,

#

!

%*内皮

素#

#

$

?)

#

#

%的含量进行检测!具体检测过程严格按照

试剂盒中说明书步骤进行操作!于
$:" J@

处检测各

孔吸光度$

GF

%值!根据标准品浓度及相应
GF

值拟

合标准曲线及方程!计算各检测孔中待测因子的浓度)

采用化学法对各组大鼠血清中
7G

含量进行检测) 具

体检测过程严格按照试剂盒中说明书步骤进行操作!

于
:$" J@

比色!根据公式计算各待测样本中
7G

含量)

9

$统计学方法$用
LNLL ##

!

"

进行统计描述

和分析!数据用
U

&

B

表示!组间比较采用
I

检验!多组

间比较采用单因素方差分析!

N Q"

!

":

为差异有统计

学意义)

结$$果

#

$各组一般状态比较$各组大鼠均成活至标本

采集!造模后恢复较好!切口愈合良好) 造模后
#

周以

内!各组均有部分大鼠患侧肢体呈拖拉步态!但
#

周后

均逐渐恢复正常)

!

$各组大鼠左后肢血流灌注量*血细胞浓度*血

流速度及皮肤温度情况比较$表
#

%$与正常组比较!

模型组大鼠左后肢血流灌注量及血细胞浓度明显下

降!差异有统计学意义$

N Q"

!

"#

%) 与模型组比较!中

药
M

*

&

组大鼠后肢血流灌注明显改善!差异有统计学

意义$

N Q"

!

"#

%&中药
M

*

&

组血细胞浓度明显增高!

差异有统计学意义$

N Q "

!

":

!

N Q "

!

"#

%) 各组血流

速度及皮肤温度差异无统计学意义$

N e"

!

":

%)

表
#

#各组大鼠左后肢血流灌注检测情况比较#$

U

&

B

%

组别
J

血流灌注量

$

N]

%

血细胞浓度

$

E4J

%

血流速度

$

@@HB

%

皮肤温度

$'%

正常
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$$注#与正常组比较!

!

N Q"

!

"#

&与模型组比较!

"

N Q"

!

":

!
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N Q"

!

"#

%

$各组大鼠隐动脉病理学情况比较$图
#

%$正

常组大鼠隐动脉内皮细胞*内弹力板及平滑肌细胞均

排列规整!血管腔未见狭窄&模型组大鼠隐动脉管腔不

规则狭窄!动脉壁内皮细胞*内弹力板及平滑肌细胞均

排列紊乱&中药
K

*

M

组大鼠隐动脉壁组织结构趋于改

善!管腔逐渐扩大&中药
&

组大鼠隐动脉管腔狭窄程

度明显减轻)

图
#

#各组大鼠隐动脉病理学比较#$

W?

! )

#""

%
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!
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$$

$

$各组大鼠血管壁超微结构比较$图
!

%$正常组

大鼠内皮细胞形态完整!覆于血管腔面!内弹力板清晰!

无破坏&模型组大鼠内皮细胞不连贯!内膜不完整!内皮

下层暴露于血管腔面!内弹力板部分破坏!平滑肌细胞

变形!核浓聚!并向内膜迁移&中药
K

*

M

组大鼠血管壁

内皮细胞*平滑肌细胞增生活跃!细胞器增多!细胞核的

形态有所改善&中药
&

组大鼠动脉内皮细胞排列较为规

则!弹力板连续)

图
!

#各组大鼠血管壁超微结构比较$ )

% """

%

:

$各组大鼠血脂水平比较$表
!

%$与正常组比

较!模型组大鼠的
)&

*

)Z

*

;F;

#

&

水平明显升高!

WF;

#

&

水平明显降低!差异均有统计学意义 $

N Q

"

!

"#

%) 与模型组比较!中药
M

*

&

组
)&

*

)Z

水平明

显下降!差异均有统计学意义$

N Q"

!

":

%!但
;F;

#

&

*

WF;

#

&

的变化不明显$

N e"

!

":

%)

表
!

#各组大鼠血脂水平比较#$

@@45H;
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N
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"

N

*

"

(

":

=

$各组大鼠
&?&B

数量比较$图
%

!表
%

%$正常

组外周血中
&?&B

数量极少) 与正常组比较!模型组

大鼠外周血中
&?&B

数量明显增多!差异有统计学意

义$

N Q"

!

"#

%) 与模型组比较!中药
M

组
&?&B

数量

下降!差异有统计学意义$

N Q"

!

":

%&中药
&

组
&?&B

数量下降明显!差异有统计学意义$

N Q"

!

"#

%)

"

因

子相关抗原免疫荧光染色发现阳性细胞超过
>:c

)

图
%

#各组大鼠
&?&B

数量比较$$荧光免疫

细胞化学! )

!""

%

9

$各组大鼠血清
)7,

#

!

*

(;

#

#

*

?)

#

#

及
7G

水平

比较$表
%

% $与正常组比较!模型组大鼠的血清

)7,

#

!

*

(;

#

#

*

?)

#

#

水平均明显升高!血清
7G

水平明

显降低!差异均有统计学意义$

N Q"

!

"#

%) 与模型组

比较!中药
M

*

&

组血清中的
)7,

#

!

*

(;

#

#

*

?)

#

#

*

7G

水平均有改善!以中药
&

组的变化最为明显!差异有

统计学意义$

N Q"

!

":

!

N Q"

!

"#

%)

讨$$论

目前尚缺乏经典的
KLG

动物模型!但脂质代谢

紊乱结合免疫损伤的方法值得重点关注) 大鼠具有饲

养方便*抵抗力强!食性与人相近的特点!能够用于动

脉粥样硬化的研究) 本实验中给大鼠饲喂高脂饮食!

其中胆酸钠能明显增加大鼠对胆固醇的吸收!丙基硫

氧嘧啶能减少胆固醇的代谢!血中
)&

*

)Z

*

;F;

#

&

的

含量明显升高'

=

(

) 予维生素
F%

注射后!血钙浓度迅

速升高!加速了动脉粥样硬化的进程!再结合蒸馏水损

伤动脉内膜!能在短时间内制成
KLG

模型!该模型能

较好地模拟人
KLG

的病理变化'

:

(

)



中国中西医结合杂志
!"#$

年
!

月第
%$

卷第
!

期
&'()*+

!

,-./01/2 !"#$

!

3456 %$

!

74

!

!

"!"(##"

表
%

#各组大鼠
)7,

#

!

*

(;

#

#

*

?)

#

#

*

7G

水平及
&?&B

数量比较$$

U

&

B

%

组别
J )7,

#

!

$

JOH;

%

(;

#

#

$

JOH;

%

?)

#

#

$

JOH;

%

7G

$

#@45H;

%

&?&B

$

E-55BH"

(

> #;

%

正常
#" #%

(

##

&

#

(

!% 9%

(

>$

&

=

(

!: %:

(

!$

&

!

(

>8 #>

(

%>

&

#

(

:# "

(

>

&

"

(

!

模型
>

%#

(

!>

&

!

(

=8

!

##>

(

!$

&

##

(

!:

!

>"

(

>8

&

8

(

9%

!

#!

(

9!

&

#

(

"$

!

:

(

#

&

#

(

=

!

中药
K #! !>

(

#8

&

!

(

$: #"8

(

$!

&

#"

(

#% 9"

(

88

&

8

(

#% #%

(

=$

&

#

(

"% %

(

#

&

#

(

!

M #" !:

(

%9

&

!

(

%%

>$

(

9:

&

>

(

#9

"

:9

(

#=

&

=

(

9#

""

#%

(

=9

&

#

(

::

!

(

8

&

#

(

"

"

& >

#9

(

=:

&

#

(

89

""

88

(

=$

&

>

(

#%

""

:#

(

$8

&

:

(

=8

""

#:

(

89

&

#

(

$>

""

!

(

!

&

#

(

"

""

$$注#与正常组比较!

!

N

*

"

(

"#

&与模型组比较!

"

N

*

"

(

":

!

""

N

*

"

(

"#

$$现代药理研究证实!活血化瘀法具有抑制血小板

聚集!改善血液流变学!控制动脉壁炎性细胞浸润!抑

制血栓形成!平衡微量元素代谢等作用!是动脉粥样硬

化及其冠心病*

KLG

等多种并发症的主要治疗原

则'

9

(

) 桃红四物汤出自-医宗金鉴.!具有养血*活血*

逐瘀之功效!是脱疽血脉瘀阻证的治疗主方'

$

(

!但其

治疗肢体缺血性疾病的机制尚缺少系统研究)

在
KLG

的发病过程中!动脉内斑块的形成导致

血管腔不同程度的狭窄甚至闭塞!影响了肢体的供血!

在临床上出现明显的发凉*麻木*跛行甚至肢体坏

疽'

8

!

>

(

) 本实验中大鼠肢体血流灌注和光镜*电镜的

病理学检测发现!造模后
8

周!肢体血流灌注下降!动

脉管腔不规则狭窄!动脉壁内皮细胞*内弹力板及平滑

肌细胞均排列紊乱!应用桃红四物汤治疗后!动脉管腔

狭窄程度明显减轻!内皮细胞*平滑肌细胞排列规则!

弹力板连续!血流灌注量亦明显提高) 血脂结果发现!

中*高浓度的桃红四物汤能够明显降低甘油三酯*胆固

醇的水平!表明本方能通过活血化瘀的作用荡涤血中

+膏脂湿浊,!改善血液的流动性) 因此!有效降脂*改

善动脉硬化斑块狭窄*增加动脉管腔的供血面积!可能

是桃红四物汤用于治疗冠心病*

KLG

等动脉粥样硬化

各种并发症的机制之一!与-素问"调经论.中+病在

脉!调之血,的观点不谋而合) 目前国内有学者通过

检测乳腺癌患者治疗前后微血管密度$

+3F

%*血管内

皮生长因子#

K

$

3?ZK

#

K

%*血管内皮生长因子受体#

#

的表达!发现桃红四物汤能抑制乳腺癌患者肿瘤血管

生成'

#"

(

&亦有学者发现桃红四物汤在骨折愈合过程

中!具有正向调高
3?Z, @S7K

转录水平!促进微血

管新生增殖!达到促进骨折愈合的作用'

##

(

) 因此在治

疗
KLG

时!桃红四物汤发挥的究竟是促血管生成作

用还是抗血管生成作用!尚待进一步实验证明)

&?&B

是指能够在外周血中测得的血管内皮细

胞) 正常人体内
&?&B

的数量非常少!然而在内皮受

损的病理状态下!循环内皮细胞会发生数量的变化!

&?&

是目前在活体内唯一可以直接反映血管内皮损

伤的标志物'

#!

(

) 血管内皮的损伤!可启动一系列反应

来诱导动脉粥样硬化的发生!也是
KLG

的早期病理

过程之一'

#%

!

#$

(

) 本实验采用密度梯度离心的方法检

测发现!造模后大鼠外周血中
&?&B

的数量明显增

多!表明内皮细胞的损伤与
KLG

的发病存在密切关

系) 应用桃红四物汤后!各组血清中
&?&B

的数量明

显下降!提示了本方能够+祛瘀而不伤正,!减轻血管

内皮的损伤!并对血管内皮产生较好的保护性作用)

?)

#

#

是由血管内皮细胞分泌的一种强有力的收

缩肽!具有强烈的缩血管和促细胞增殖作用'

#:

(

!血管

内皮损伤时!

?)

#

#

合成和释放增加&

7G

亦由血管内

皮细胞分泌!是能阻止动脉粥样硬化病程发展的内皮

保护因子'

#=

(

) 模型组大鼠血清中
?)

#

#

的水平显著升

高!

7G

的水平明显下降!进一步证实了内皮细胞功能

受损!且血管内皮保护性因子缺乏是
KLG

早期的重

要病理过程) 动脉粥样硬化又是一种与炎症反应密切

相关的疾病!促炎因子
)7,

#

!

*

(;

#

#

是炎症反应中重要

的启动因子!可以促进中性粒细胞对血管壁的黏附及

平滑肌细胞增生!活化凝血因子!进而诱发动脉粥样硬

化'

#9

(

) 造模后二者的表达水平明显升高!提示了炎性

因子引发的炎症反应在
KLG

的发病中亦具有重要

作用)

综上!桃红四物汤治疗后血管壁的病理学改变明

显改善!且
?)

#

#

*

)7,

#

!

和
(;

#

#

的含量明显下降!

7G

的含量明显升高!表明了本方具有保护血管内皮细胞!

抑制促炎细胞因子的分泌!改善血管内皮细胞分泌的

功能!能够从始动环节干预
KLG

的级联反应!是
KLG

早期*中期有效的治疗药物之一)
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