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活血及活血解毒配伍中药含药血清对肿瘤坏死因子#

!

诱导人内皮细胞与中性粒细胞黏附及

相关通路蛋白表达的影响

郭春雨#

$马晓娟!

$刘$倩!

$殷惠军%

$史大卓!

摘要$目的$探讨活血及活血解毒配伍中药含药血清对肿瘤坏死因子#

!

!

)7,

#

!

"诱导人脐静脉内皮细

胞!

GH3=&I

"与外周血中性粒细胞!

J+7

"黏附#炎症反应及相关通路蛋白的影响$ 方法$采用随机数字

表法将
%!

只大鼠分为空白对照组#芎芍胶囊组#黄连胶囊组及芎芍胶囊加黄连胶囊组%每组
8

只%各给药组

按临床等效剂量灌胃%采血制备含药血清$ 空白对照组予等体积蒸馏水作对照$ 常规方法培养
GH3=&I

%

以
)7,

#

!

!

#"" CKF>L

"为刺激物%制备
GH3=&I

细胞损伤模型$ 细胞分为
$

组&空白对照组#模型组#活血

组#解毒组及活血解毒组$ 空白对照组及模型组给予正常大鼠血清%其他
%

组以
#"M

含药血清干预
!: @

后

收集细胞%应用孟加拉玫瑰红染色法观察
GH3=&I

与
J+7

发生病理性黏附情况'酶联免疫法检测细胞上

清液相关炎症因子
=

选择素!

=

#

I-5-NA?C

"#细胞黏附分子#

#

!

(&O+

#

#

"及白细胞介素#

#"

!

(L

#

#"

"含量'

*-IA-/C .54A

法检测丝裂素活化蛋白激酶
P%8

!

P%8+OJQ

"及细胞外信号调节激酶
#F!

!

=RQ #F!

"蛋白磷

酸化水平$ 结果$与空白对照组比较%模型组细胞出现明显的氧化损伤%

J+7

黏附数量明显增加%

(L

#

#"

#

=

#

I-5-NA?C

及
(&O+

#

#

水平升高%且
GH3=&

上清
P

#

P%8+OJQ

#

P

#

=RQ #F!

蛋白表达增加!均
J S"

!

"#

"$

与模型组比较%活血组#解毒组及活血解毒组
GH3=&I

与
J+7

黏附数量减少!

J S"

!

"$

"%细胞培养上清液

(L

#

#"

#

=

#

I-5-NA?C

及
(&O+

#

#

水平降低!

J S"

!

"$

%

J S"

!

"#

"%且内皮细胞
P

#

P%8+OJQ

#

P

#

=RQ #F!

蛋白表

达降低!

J S"

!

"#

"$ 结论$活血及活血解毒含药血清能减轻
)7,

#

!

诱导的
GH3=&I

损伤%抑制
GH3=&I

#

J+7

黏附和黏附因子释放$ 其机制可能与调节内皮细胞
+OJQ

通路
P%8+OJQ

#

=RQ #F!

蛋白磷酸化水

平有关$

关键词$活血解毒'内皮细胞'细胞黏附'丝裂素活化蛋白激酶
P%8

'细胞外信号调节激酶
#F!

=TT-NA 4T &@?C-I- G-/.15 D/0K

#

&4CA1?C?CK U-/0> T4/ ONA?V1A?CK W544X

"

ONA?V1A?CK W544X 1CX D?I

#

P-55?CK )4Y?C 4C )7,

#

!

#

(CX0N-X OX@-/-CN- .-AZ--C =CX4A@-5?15 &-55I 1CX 7-0A/4P@?5I 1CX A@- =Y

#

P/-II?4C 4T +OJQ J1A@Z12

$

[HE &@0C

#

20

#

"

+O \?14

#

]01C

!

"

L(H ^?1C

!

"

_(7 G0?

#

]0C

%

"

1CX UG( D1

#

`@04

!

$

# D-P1/A>-CA 4T )/1X?A?4C15 &@?C-I- +-X?N?C-

"

W-?]?CK G4IP?A15 4T E.IA-/A/?NI 1CX [2C-N454K2

"

&1P?A15 +-X?N15 HC?V-/I?A2

"

W-?]?CK

$

#"""!9

%"

&@?C1

&

! &-CA-/ T4/ &1/X?4V1IN051/ D?I-1I-

"

\?201C G4IP?

#

A15

"

&@?C1 ON1X->2 4T &@?C-I- +-X?N15 UN?-CN-I

"

W-?]?CK

$

#""";#

%"

&@?C1

&

% D-P1/A>-CA 4T &1/X?4V1I

#

N051/ D?I-1I-

"

OTT?5?1A-X G4IP?A15 A4 [1CI0 &455-K- 4T )/1X?A?4C15 &@?C-I- +-X?N?C-

"

L1C`@40

$

<%""""

%"

&@?C1

OWU)RO&)

$

E.]-NA?V-

$

)4 -YP54/- A@- -TT-NA 4T X/0K

#

N4CA1?C?CK I-/0> 4T &@?C-I- @-/.15 N4>

#

P40CXI

'

\?4CKI@14 &1PI05-

$

\U

"

T4/ 1NA?V1A?CK .544X

%

1CX G01CK5?1C &1PI05-

$

GL

"

T4/ X?IP-55?CK A4Y?C

%(

4C A0>4/ C-N/4I?I T1NA4/

#

!

$

)7,

#

!

%#

?CX0N-X 1X@-/-CN- .-AZ--C @0>1C 0>.?5?N15 V-?C -CX4A@-5?15 N-55I

$

GH3=&I

%

1CX P452>4/P@4C0N5-1/ C-0A/4P@?5I

$

J+7

%"

?CT51>>1A4/2 /-1NA?4C 1CX -YP/-II?4C 4T /-51A-X

P/4A-?CI ?C >?A4K-C

#

1NA?V1A-X P/4A-?C a?C1I-

$

+OJQ

%

P1A@Z126+-A@4XI

$

)@?/A2

#

AZ4 /1AI Z-/- /1CX4>52 X?

#
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V?X-X ?CA4 T40/ K/40PI

$

8 ?C -1N@ K/40P

%

0I?CK /1CX4> X?K?A A1.5-

#

A@- .51Ca N4CA/45 K/40P A/-1A-X Z?A@ X?I

#

A?55-X Z1A-/

"

A@- A-IA K/40P#A/-1A-X Z?A@ &@?C-I- @-/.15 N4>P40CX 4T \U

$

"

!

#%$ KFaK

%"

A@- A-IA K/40P$

A/-1A-X Z?A@ &@?C-I- @-/.15 N4>P40CX 4T GL

$

"

!

#%$ KFaK

%"

1CX A@- A-IA K/40P % A/-1A-X Z?A@ &@?C-I- @-/.

#

15 N4>P40CX 4T \U

$

"

!

#%$ KFaK

%

1CX GL

$

"

!

#%$ KFaK

%

6 O55 >-X?N1A?4C Z1I K?V-C .2 K1IA/4K1V1K- 4CN- 1

X12 T4/ 1 Z--a6 R1AI

%

.544X I-/0> Z1I @1/V-IA-X # @ 1TA-/ A@- 51IA 1X>?C?IA/1A?4C A4 P/-P1/- X/0K

#

N4CA1?

#

C?CK I-/0>6 GH3=&I Z-/- -YP4I-X A4 )7,

#

!

$

#"" CKF>L

%

A4 ?CX0N- N-55 ?C]0/2 >4X-5 1CX ?CN0.1A-X Z?A@

N4//-IP4CX?CK X/0K

#

N4CA1?C?CK I-/0>

$

#"M

%

T4/ !: @6 74/>15 /1AI

%

I-/0> Z1I K?V-C A4 N-55I ?C A@- .51Ca

N4CA/45 K/40P 1CX A@- >4X-5 K/40P

"

Z@?5- \& bGL N4CA1?C?CK I-/0> Z1I K?V-C A4 N-55I ?C A@- /-IA % K/40PI6

)@- 1X@-/-CN- 4T GH3=&I 1CX J+7 N-55I Z1I X-A-NA-X .2 0I?CK /4I- .-CK15 IA/1?C6 L-V-5I 4T =

#

I-5-NA?C

"

?CA-/N-55051/ 1X@-I?4C >45-N05-

#

#

$

(&O+

#

#

%"

1CX ?CA-/5-0a?C

#

#"

$

(L

#

#"

%

?C A@- I0P-/C1A1CA 4T N05A0/-X GH

#

3=&I Z-/- X-A-/>?C-X .2 =L(UO6 J/4A-?C -YP/-II?4CI 4T >?A4K-C

#

1NA?V1A-X P/4A-?C a?C1I-I P%8

$

P%8+OJQ

%

1CX -YA/1N-55051/ I?KC15

#

/-K051A-X a?C1I- #F!

$

=RQ #F!

%

Z-/- X-A-/>?C-X .2 *-IA-/C .54A6 R-I05AI

$

&4>

#

P1/-X Z?A@ A@- .51Ca N4CA/45 K/40P

"

GH3=&I Z-/- I-/?40I52 ?C]0/-X

&

J+7 1X@-/-CN- 1>40CA I?KC?T?N1CA52

?CN/-1I-X

&

5-V-5I 4T =

#

I-5-NA?C

"

(&O+

#

#

"

1CX (L

#

#"?CN/-1I-X

&

-YP/-II?4C 5-V-5I 4T P

#

P%8+OJQ 1CX P

#

=RQ

#F! ?C A@- I0P-/C1A1CA 4T GH3=&I I?KC?T?N1CA52 ?CN/-1I-X ?C A@- >4X-5 K/40P

$

155 J S"

!

"#

%

6 &4>P1/-X Z?A@

A@- >4X-5 K/40P

"

GH3=&I

#

J+7 1X@-/-CN- 1>40CA X-N/-1I-X

$

J S "

!

"$

%&

5-V-5I 4T =

#

I-5-NA?C

"

(&O+

#

#

"

1CX (L

#

#"?C A@- I0P-/C1A1CA 4T GH3=&I X-N/-1I-X

$

J S"

!

"#

"

J S"

!

"$

%&

-YP/-II?4C 5-V-5I 4T P

#

P%8+OJQ

1CX P

#

=RQ #F! 4T -CX4A@-5?15 N-55I X-N/-1I-X ?C A@- A-IA K/40P#

"

$

"

1CX %

$

J S"

!

"#

%

6 &4CN50I?4CI

$

D/0K

#

N4CA1?C?CK I-/0>I 4T 1NA?V1A?CK .544X

"

1NA?V1A?CK .544X 1CX X?IP-55?CK A4Y?C N405X 1AA-C01A- )7,

#

!?CX0N-X

?C]0/2 4T GH3=&I

"

?C@?.?A GH3=&I

#

J+7 1X@-/-CN- 1CX A@- /-5-1I- 4T 1X@-I?4C T1NA4/I6 (AI >-N@1C?I>

>?K@A .- ?CV45V-X Z?A@ P/4A-?C P@4IP@4/251A?4C 4T P%8+OJQ 1CX =RQ #F! ?C A@- +OJQ P1A@Z126

Q=_*ERDU

$

1NA?V1A?CK .544X 1CX X?IP-55?CK A4Y?C

&

@0>1C 0>.?5?N15 V-?C -CX4A@-5?15 N-55

&

N-55 1X@-

#

I?4C

&

>?A4K-C

#

1NA?V1A-X P/4A-?C a?C1I- P%8

&

-YA/1N-55051/ I?KC15

#

/-K051A-X a?C1I- #F!

$$动脉粥样硬化$

1A@-/4IN5-/4I?I

"

OU

%是心脑血

管疾病发生)发展的主要病理基础"其病理机制尚未明

确*

R4II R

'

#

(的+损伤反应,理论提出"

OU

是一系列

复杂的慢性炎症反应过程"巨噬细胞)内皮细胞)血小

板以及这些细胞释放的各种细胞因子$如细胞因子)

细胞素)氧自由基等%介导并参与了
OU

炎症反应的发

生)发展过程* 肿瘤坏死因子#

!

$

A0>4/ C-N/4I?I

T1NA4/

#

!

"

)7,

#

!

%作为最常见的细胞因子"在慢性炎

症反应过程中发挥关键作用*

)7,

#

!

可直接损伤内

皮细胞"使其发生氧化损伤"致使单核细胞与活化的血

管内皮细胞发生黏附并迁移集聚于内膜下"进而诱导

大量黏附分子表达"促进
OU

的发生及发展'

!

"

:

(

*

现代医学认为"易损斑块破裂)血栓形成)炎性反

应贯穿了
OU

发生)发展的全过程"血小板的黏附)聚

集"纤溶系统的抑制导致血栓形成"与中医+瘀毒,病

机有相通之处* 从中医学的角度"无论冠心病的发作

期还是缓解期"瘀毒互结贯穿始终"因此"热毒瘀结"脉

络瘀阻是冠心病发病的关键所在"而活血解毒法是治

疗冠心病
OU

的基本原则之一* 诸多研究证实"活血

解毒配伍方药在防治由
OU

导致的不稳定性心绞痛)

脑卒中方面具有较为可靠的临床疗效"其作用机制与

改善内皮功能"减少氧化应激反应及炎症反应等关系

密切'

$

"

<

(

*

为深入探讨活血及活血解毒配伍中药治疗冠心病

OU

的具体作用机制"本研究观察了中药活血及活血

解毒含药血清对
)7,

#

!

诱导的血管内皮细胞氧化应

激)内皮细胞"中性粒细胞黏附及相关通路蛋白表达

的影响"探讨活血解毒配伍中药对内皮细胞保护的效

应及相关机制*

材料与方法

#

$动物$健康清洁级
UD

大鼠
%!

只"购自北京

联通利华实验动物中心"动物许可证号#'

U&\\

$京%

!""9

"

""";

("体重$

!""

&

!"

%

K

"雌雄各半"适应性

喂养
#

周后开始实验*

!

$药物及试剂$

D05.-NN4

%

I +4X?T?-X =1K5-

+-X?0>

$

D+=+

% 培养基 $

K50N4I-

#

!$ >>45FL

%

$

[?.N4

公司"美国%&胎牛血清 $

G2N54C-

公司"美

国%&胶原酶
#

$

U?K>1

#

O5X/?N@

公司"美国%&玫瑰红

比色法试剂盒)人白细胞介素 "

#"

$

(L

#

#"

%酶联免疫

$

=L(UO

%试剂盒)人
=

#选择素$

=

#

I-5-NA?C

%

=L(UO

试

剂盒)人细胞间黏附分子 "

#

$

(&O+

#

#

%

=L(UO

试剂盒
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$华美生物工程公司%&丝裂素活化蛋白激酶
P%8

$

>?A4

#

K-C

#

1NA?V1A-X P/4A-?C a?C1I- J%8

"

P%8+OJQ

%)磷酸

化
P%8+OJQ

$

P

#

P%8+OJQ

%)细胞外信号调节激酶
#F!

$

-YA/1N-55051/ /-K051A-X P/4A-?C a?C1I- #F !

"

=RQ #F!

%及磷酸化细胞外信号调节激酶
#F !

$

P

#

=RQ #F!

%抗体$

O.N1>

公司"美国%&辣根过氧

化酶标记的二抗$北京中杉金桥公司%&芎芍胶囊由

川芎)赤芍有效部位川芎总酚和赤芍总苷组成"每粒

"

!

!$ K

"每克提取物分别含芍药苷
!##! >K

"阿魏

酸
!#: >K

"总酚酸
!#%9 >K

" 由大连化学物理研

究所提供$批号#

#"#"!;

%&黄连胶囊"每粒
"

!

!$ K

"

由湖北香连药业有限责任公司生产$批号
##"$"9

%*

%

$细胞制备

%

!

#

$人脐静脉内皮细胞 $

@0>1C 0>.?5?N15

V-?C -CX4A@-5?15 N-55I

"

GH3=&I

%培养与鉴定$参照

文献'

8

(改良方法培养原代
GH3=&I

* 用胶原酶
#

灌

注消化分离新鲜人脐静脉内皮细胞"接种于含
!"

'胎

牛血清)

#" CKF>L

内皮细胞生长因子)

:" HF>L

肝

素)

!" >>45FL

谷氨酰胺)

$" HF>L

青链霉素)

"

!

## >KF>L

丙酮酸钠的高糖型
D+=+

培养基中培

养* 根据细胞形态和结构一致性选用第
! c:

代细胞

用于本次研究* 应用
&

因子相关抗原进行免疫荧光鉴

定"倒置显微镜下观察
GH3=&I

生长情况*

%

!

!

$人外周血中性粒细胞$

P452>4/P@4C0N5-

#

1/ C-0A/4P@?5

"

J+7

%分离及鉴定$参照文献'

;

(非连

续密度梯度离心法"无菌取健康人新鲜肝素抗凝外周

血
$ >L

"使用淋巴细胞分离液将细胞分为单核细胞层

和
J+7

层"

JWU

清洗后"制备中性粒细胞悬液* 瑞姬

染色形态学观察细胞形态"台盼蓝拒染试验鉴定细胞

活性#细胞活性
d;9M

时使用*

:

$含药血清制备$取健康清洁级
UD

大鼠
%!

只"采用随机数字表法分为
:

组#空白对照组)芎芍

胶囊组$简称活血组%)黄连胶囊组$简称解毒组%及

芎芍胶囊加黄连胶囊组 $简称活血解毒组%"每组

8

只*根据临床成人剂量"按体表面积比等效剂量法

折算大鼠用药量"活血组)解毒组和活血解毒组大鼠

分别按芎芍胶囊
"

!

#%$ KFaK

)黄连胶囊
"

!

#%$ KF

aK

)芎芍胶囊和黄连胶囊各
"

!

#%$ KFaK

的剂量给

药"药物均用蒸馏水稀释后"按
#" >LFaK

体重灌胃"

每天
#

次"连续
<

天* 末次给药后
# @

"无菌条件下"

经腹主动脉取血"分离含药血清* 同组混匀"

$9

(

水浴
%" >?C

灭活"微孔滤膜过滤除菌" "

8"

(保存

备用*

$

$细胞分组及给药$参考文献'

#"

(改良后方法

制备
)7,

#

!

诱导
GH3=&I

损伤模型*

GH3=&I

细

胞分为
$

组#$

#

%空白对照组#加入
#"M

正常大鼠血

清&$

!

%模型组#加入
)7,

#

!

$

#"" CKF>L

%及
#"M

正

常大鼠血清培养
!: @

&$

%

%活血组#加入
)7,

#

!

$

#""

CKF>L

%及
#"M

芎芍胶囊含药血清共培养
!: @

&$

:

%

解毒组#加入
)7,

#

!

$

#"" CKF>L

%及
#"M

黄连胶囊含

药血清共培养
!: @

& $

$

%活血解毒组#加入
)7,

#

!

$

#"" CKF>L

%)

#"M

芎芍胶囊及
#"M

黄连胶囊含药血

清共培养
!: @

*

9

$孟加拉玫瑰红活细胞染色法测定
J+7

#

GH

#

3=&I

黏附率$参照文献'

##

("各组
GH3=&I

分别

与相应的受试药物或溶剂于
%<

("

$

'

&E

!

温孵

9" >?C

后"每孔加入
)7,

#

!

$终浓度
#" 'KF>L

%刺激

!: @

"

JWU

洗孔一遍"加入
J+7

悬液$

!"" 'LF

孔%"

%<

(孵育
%" >?C

* 吸除未黏附
J+7

"

JWU

洗涤
!

次"

每孔加入
#"" 'L "

!

!$

'的
R4I-W-CK15

$

JWU

配

制%"室温作用
$ >?C

* 吸除染料"

JWU

洗孔
!

遍"每

孔加入
JWU

#乙醇$

#

)

#

%

!"" 'L

"室温作用
%" >?C

后"酶标仪
:;! C>

波长下测定各孔
ED

值*

J+7

所

摄取的
R4I-W-CK15

染料在
JWU

#乙醇作用约
%" >?C

释放"采用
ED

值衡量
J+7

黏附数量*

<

$

=L(UO

法检测细胞上清液中相关细胞因子

$

(L

#

#"

)

=

#

I-5-NA?C

)

(&O+

#

#

% 水平$细胞接种于

9" >>

培养皿中"按前述方法干预
!: @

后"收集细胞

培养上清液" "

!"

(保存* 采用
=L(UO

法检测
=)

#

#

)

(L

#

#"

)

=

#

I-5-NA?C

)

(&O+

#

#

浓度"具体步骤按照试剂

盒说明书操作*

8

$

*-IA-/C .54A

法检测
P%8+OJQ

)

P

#

P%8+OJQ

)

=RQ #F!

及
P

#

=RQ #F!

蛋白表达$按前述方法干预

!: @

后"收集细胞"经裂解液作用后"刮至
=J

管中"

:

(

# !""" / F>?C

离心
!" >?C

"收集上清液"用于细

胞总蛋白中
P%8+OJQ

)

P

#

P%8+OJQ

)

=RQ #F!

及
P

#

=RQ #F!

蛋白含量分析* 测定蛋白浓度后"加入
$

*

蛋白上样缓冲液
#""

(

$ >?C

使蛋白变性"制备

UDU

#聚丙烯酰胺凝胶$

#"M

分离胶和
$M

的浓缩胶%"

每孔加蛋白样品
:" 'K

"电泳$积层胶#电泳
8" 3

&

%" >?C

分离胶#电压
#"" 3

"

<$ >?C

%"半干电转移仪

转膜$恒流
%" >O

"电转
;" >?C

%"

$M )WU

#

)

脱脂奶

粉封闭"室温振荡
9" >?C

* 一抗#

P%8+OJQ

"

P

#

P%8+OJQ

"

=RQ #F!

及
P

#

=RQ #F!

$

#

)

# """

%"

"

#

1NA?C

$

#

)

# """

%稀释"

:

(孵育过夜"

)WU)

洗膜

%

次"二抗#漂洗液稀释的辣根过氧化物酶标记的二抗

$

#

)

! """

%"

%<

(振荡
# @

"

)WU)

洗涤
%

次"将聚偏二

氟乙烯膜$

P452V?C25?X-C- T504/?X-

"

J3D,

%膜置
=&L
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!

!!"'$$!

超敏发光液中于室温下振荡温育
$ >?C

" 每平方厘米

膜片至少使用
"

!

#!$ >L =&L

混合液以覆盖全膜片"

用
(JJ

$

?>1K-

#

P/4 P50I 1C152I?I I4TAZ1/-

%软件对

扫描图象的目的条带进行灰度分析"检测密度扫描值"

结果以各目的蛋白与
"

#

1NA?C

的灰度比值表示*

;

$统计学方法$采用
UJUU #%

!

"

统计软件包

进行统计学分析"计量资料以
Y

&

I

表示"多组间比较

采用单因素方差分析"组间两两比较采用
e

检验"

J S

"

!

"$

为差异有统计学意义*

结$$果

#

$

GH3=&I

及
J+7

鉴定$图
#

%$培养第
% c$

天"倒置显微镜下观察空白对照组
GH3=&I

形态见细

胞融合成片"铺满培养瓶"呈鹅卵石样排列"

&

因子相

关抗原免疫荧光鉴定显示"

GH3=&I

胞质呈较强的黄

绿色荧光"核周尤为明显"镜下可见
GH3=&I

融合连

成片"呈鹅卵石样铺满培养瓶"形态单一"呈棱形或多

角形"细胞边界清楚"胞核椭圆形)靠近中央"核仁明显

$图
#O

%* 使用人淋巴细胞分离液分离后"贴壁培养

得到
J+7

"经瑞姬染色后"倒置相差显微镜观察"可见

胞核呈蓝紫色"染色质呈块状"着色深"呈分叶状"一般

可分
! c$

叶$图
#W

%*

$$注#

O

为
GH3=&I

&

W

为
J+7

图
#

$

GH3=&I

与
J+7

形态学观察$$ *

!""

%

!

$各组
J+7

#

GH3=&I

细胞黏附情况比较

$表
#

%$以
ED

值代表所黏附的
J+7

数量* 与空白

对照组比较"模型组
J+7

黏附数量明显增加$

J S

"

!

"#

%&与模型组比较"活血及活血解毒组含药血清

J+7

黏附数量下降$

J S"

!

"$

%* 各用药组间比较"差

异无统计学意义$

J d"

!

"$

%*

%

$各组细胞上清
(L

#

#"

)

=

#

I-5-NA?C

及
(&O+

#

#

表达水平比较$表
#

%$与空白对照组比较"模型组

(L

#

#"

)

=

#

I-5-NA?C

及
(&O+

#

#

含量升高$

J S "

!

"#

%*

与模型组比较"活血组)解毒组及活血解毒组细胞上清

中
(L

#

#"

)

=

#

I-5-NA?C

和
(&O+

#

#

含量明显下降$

J S

"

!

"$

"

J S"

!

"#

%* 各用药组间比较"差异无统计学意

义$

J d"

!

"$

%*

表
#

$各组
J+7

#

GH3=&I

细胞黏附数量及细胞上清
(L

#

#"

)

=

#

I-5-NA?C

及
(&O+

#

#

水平比较$$

Y

&

I

%

组别
C

ED

$<"

(L

#

#"

$

CKF>L

%

=

#

I-5-NA?C

$

PKF>L

%

(&O+

#

#

$

CKF>L

%

空白对照
9 "

+

!!

&

"

+

"% :9

+

::

&

<

+

!9 !:

+

#8

&

8

+

8$ #

+

%%

&

"

+

"8

模型
9

"

+

:8

&

"

+

"8

"

;<

+

8;

&

#!

+

%%

"

#8!

+

:<

&

!%

+

9#

#;

+

!9

&

"

+

!$

"

活血
9

"

+

!8

&

"

+

":

#

9#

+

!%

&

8

+

"%

##

:"

+

$:

&

#:

+

%!

##

#"

+

8:

&

"

+

%#

##

解毒
9 "

+

%%

&

"

+

"!

98

+

%:

&

#"

+

<$

##

%%

+

$!

&

#$

+

<:

##

;

+

$9

&

"

+

!9

#

活血解毒
9

"

+

!9

&

"

+

"8

#

$$

+

:8

&

;

+

$!

##

!<

+

9$

&

#:

+

99

##

8

+

!%

&

"

+

#;

##

$$注#与空白对照组比较"

"

J!"

+

"#

&与模型组比较"

#

J!"

+

"$

"

##

J!

"

+

"#

:

$各组细胞上清
P%8+OJQ

)

P

#

P%8+OJQ

)

=RQ #F!

及
P

#

=RQ #F!

表达水平比较$表
!

"图
!

%$

与 正 常 对 照 组 比 较" 模 型 组
GH3=&

上 清

P

#

P%8+OJQ

)

P

#

=RQ #F!

蛋白表达增加$

J S"

!

"#

%&

与模型组比较" 活血组) 解毒组及活血解毒组

P

#

P%8+OJQ

)

P

#

=RQ #F!

蛋白达减少$

J!"

!

"#

%* 各

用药组间比较"差异无统计学意义$

J d"

!

"$

%*

表
!

$各组
P

#

P%8+OJQ

及
P

#

=RQ #F!

蛋白表达水平比较$$

Y

&

I

%

组别
C P

#

P%8+OJQ P

#

=RQ #F!

空白对照
9 "

+

#<

&

"

+

"% "

+

";

&

"

+

"!

模型
9

"

+

8$

&

"

+

##

"

"

+

88

&

"

+

#%

"

活血
9

"

+

%;

&

"

+

"8

#

"

+

%8

&

"

+

"9

#

解毒
9

"

+

:!

&

"

+

";

#

"

+

:$

&

"

+

"<

#

活血解毒
9

"

+

%;

&

"

+

"8

#

"

+

%!

&

"

+

"$

#

$$注#与空白对照组比较"

"

J!"

+

"#

&与模型组比较"

#

J!"

+

"#

$$注#

O

为空白组&

W

为模型组&

&

为活血组&

D

为解毒组&

=

为

活血解毒组

图
!

$各组
P

#

P%8+OJQ

及
P

#

=RQ #F!

蛋白表达比较

讨$$论

OU

的形成是以贯穿斑块成熟)破裂"以早期白细

胞募集为特征的慢性炎症过程'

#!

(

"其发生)发展过程

以及形态学变化主要包括内皮损伤)单核
F

中性粒细胞

内皮下浸润)泡沫细胞形成)血管平滑肌细胞迁移增

殖"最终粥样斑块形成'

#%

(

* 其中"血管壁粥样斑块处
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!

!

内皮细胞活化和循环血液中白细胞向血管壁募集是炎

性"增殖反应过程中的两个关键环节'

#:

(

* 而炎症反

应最重要的功能是将炎症细胞输送到炎症病灶"白细

胞的渗出是炎症反应最重要的指征* 白细胞渗出是复

杂的连续过程'

#$

(

"它包括白细胞边集
$

黏附
$

游出
$

趋化作用* 此步骤使白细胞和内皮细胞表面的黏附分

子的表达增加"亲和性增强* 通过细胞表面的黏附分

子"白细胞黏附于内皮细胞表面"随后中性白细胞释放

活性氧)蛋白酶等"诱导内皮细胞的炎症反应'

#9

(

* 由

此可见"内皮细胞与白细胞间的黏附过程是炎性反应

的关键步骤*

内皮细胞与中性白细胞的黏附是组织损伤的重要

原因"而内皮细胞表达和释放的黏附分子在此过程中

起着关键作用* 在这些黏附分子中"

(&O+

#

#

和

=

#

I-5-NA?C

对于内皮细胞与中性白细胞的黏附和内皮

细胞与细胞外基质的黏附起着最为重要的作用* 白细

胞在内皮细胞连接处伸出伪足"整个细胞以阿米巴运

动方式"从内皮细胞之间的连接处中逸出* 最后"白细

胞在趋化因子的作用下向炎症局部进行单一定向的运

动* 活化的白细胞通过表面的
J

#选择素配体
#

$

JU

#

[L

#

#

%和黏附受体
+1N

#

#

$

&D##.F&D#8

%分别与血

小板表面
J

#选择素和
[J$.F%1

结合'

#<

"

#8

(

* 本实验

中"笔者使用
)7,

#

!

持续干预
GH3=&I !: @

"

J+7

#

GH3=&I

黏附检测结果表明"与正常对照组比较"模

型组细胞
J+7

#

GH3=&I

黏附数量急剧上升"同时伴

随着大量黏附因子$

(&O+

#

#

)

=

#

I-5-NA?C

%)趋化因子

$

(L

#

#"

%的释放"提示
)7,

#

!

刺激可增加血管内皮通

透性'

#;

(

"诱导
J+7

#

GH3=&I

间黏附"从而导致
OU

的最终形成*

丝裂素活化蛋白激酶$

>?A4K-C

#

1NA?V1A-X P/4A-?C

a?C1I-

"

+OJQ

%介导的信号转导通路是生物信号引起

核反应的重要通路"在细胞生长)增殖)分化及凋亡的调

节中起着至关重要的作用*

P%8+OJQ

和
=RQ #F!

是

该通路上重要的蛋白激酶* 在多种物理和化学因素)炎

性因子或应激刺激下"通过非磷酸化转化为磷酸化状

态"促进下游底物的磷酸化来快速实现信号传递"促进

炎性介质分泌"介导炎症反应"参与
OU

形成'

!"

"

!#

(

* 本

研究结果显示"造模后
GH3=&I

中
P%8+OJQ

和
=RQ

#F !

蛋 白 表 达 变 化 不 明 显" 但
P

#

P%8+OJQ

和

P

#

=RQ #F!

蛋白表达明显增加"提示
)7,

#

!

诱导
GH

#

3=&I

发生的氧化损伤与
P%8+OJQ

和
=RQ #F!

蛋白

磷酸化水平密切相关"进一步验证了刺激物可能通过

+OJQ

通路诱导血管内皮发生损伤的观点*

近年来有医家认为
OU

斑块破裂)血栓闭塞引发

的组织损伤坏死)炎症瀑布反应)氧化脂质沉积)钙超

载)细胞凋亡等病理损害"与中医+毒,邪起病急骤)传

变迅速)直中脏腑)腐肌伤肉的特点多有相似之

处'

!#

"

!%

(

* 将+瘀,)+毒,两种病因结合以来"有望更全

面地诠释心脑血管血栓性疾病的中医临床发病特点及

病因)病机* 一些小样本临床观察表明"应用中医活血

解毒法治疗冠心病取得了满意效果* 耿立梅等'

!:

(应

用解毒活血丸治疗急性冠脉综合征"发现活血解毒丸

不仅可以明显改善急性冠脉综合征的症状"并对
&

反

应蛋白)

(L

#

9

有明显降低作用"其可能机制是中药在

扩张血管)改善微循环)增加冠脉血流量)降低全血黏

度)抑制血小板聚集)血栓形成及炎症反应"促进炎症

吸收等方面发挥了较好作用* 赵伟峰等'

!$

(研究认为"

活血解毒配伍中药制剂能有效降低
OP4=

基因敲除小

鼠血清甘油三酯等血脂水平"具有稳定
OU

斑块的作

用"其机制可能与提高血清中血清整体
D7O

甲基化

水平和甲基化转移酶水平有关* 可见"清热解毒配伍

方药在防治心血管疾病方面具有较为可靠的临床疗效

和药理基础*

芎芍胶囊是在传统活血化瘀名方血府逐瘀汤基础

上"反复精简)提取有效部位"优化配比而成的有效组

分配伍制剂"由川芎总酚和赤芍总苷配伍而成"是治疗

冠心病的有效经验方* 本研究使用芎芍胶囊)芎芍胶

囊合用黄连胶囊的含药血清作为干预药物"观察活血

及活血解毒法对
GH3=&I

损伤的影响及其可能机制*

结果显示"单纯活血药物血清和解毒药物血清均可降

低
)7,

#

!

诱导的
J+7

#

GH3=&I

大规模黏附"减少黏

附因子释放"明显降低
+OJQ

蛋白通路关键蛋白

P%8+OJQ

和
=RQ #F!

磷酸化水平* 其中"单纯活血

和活血解毒中药含药血清可显著逆转
)7,

#

!

诱导的

J+7

#

GH3=&I

聚集率升高"说明在抗内皮细胞与白

细胞黏附方面"活血和活血解毒中药配伍优势明显*

此外"本次研究还比较了活血法与活血解毒法在

各组数据上的差异* 结果显示"虽然两组在
J+7

#

GH3=&I

黏附率)趋化黏附因子释放等方面比较"差

异无统计学意义"但与单纯活血组比较"活血解毒组的

数值有明显偏低的趋势* 提示活血中药可能主要针对

内皮损伤后出现的血小板凝集优势明显'

!9

(

"而配伍使

用活血解毒中药"能有效提升中药抗击炎症细胞浸润)

阻止内皮细胞与白细胞之间黏附的作用* 单纯的活血

法还是不能完全解决由+瘀毒,病因导致的血小板)内

皮细胞)白细胞间的黏附)聚集)表达的问题* 只有活

血)解毒合用"才能从更好地抑制由
)7,

#

!

诱导的内

皮损伤"改善血管内环境*
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综上所述"活血和活血解毒中药配伍能有效抑制

内皮细胞与中性白细胞间的黏附作用"且活血解毒法

的疗效优于单纯活血法* 活血解毒的中医治法有效阻

断白细胞黏附后向血管外迁移"切断白细胞贴着细胞

外基质"继而阻止侵润和损伤反应的第一步"其药理机

制与阻断活化的
+OJQ

信号通路密切相关* 这一结

论将为进一步探讨活血解毒配伍的内皮细胞保护作用

提供的实验基础*
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