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[摘摇 要] 摇 目的摇 研究四君子汤、血府逐瘀汤、补阳还五汤等 3 种中药复方血清对脂多糖诱导的人脐静脉内皮细

胞(HUVEC)血凝素样氧化低密度脂蛋白受体 1(LOX鄄1)、肿瘤坏死因子 琢(TNF鄄琢)、血管细胞黏附分子 1(VCAM鄄
1)及细胞间黏附分子 1( ICAM鄄1)表达的影响,探讨相关中药复方防治动脉粥样硬化的机制。 方法摇 应用药物血清

学方法制备四君子汤、血府逐瘀汤、补阳还五汤含药血清及正常空白血清,以供细胞实验使用。 体外培养 HUVEC,
随机分为 6 组,即空白对照组、模型组、阿托伐他汀组、四君子汤组、血府逐瘀汤组、补阳还五汤组,用脂多糖刺激 2
h 后,分别加入阿托伐他汀和中药复方血清干预,24 h 后收集细胞,用荧光定量 PCR 和 Western blot 测定 LOX鄄1、
TNF鄄琢、VCAM鄄1、ICAM鄄1 的 mRNA 和蛋白表达。 结果 摇 用脂多糖刺激 HUVEC 后,引起 LOX鄄1、TNF鄄琢、VCAM鄄1、
ICAM鄄1 的 mRNA 和蛋白表达显著升高(P < 0. 01),分别以血府逐瘀汤、补阳还五汤含药血清及阿托伐他汀干预后

可显著抑制 LOX鄄1、TNF鄄琢、VCAM鄄1、ICAM鄄1 的 mRNA 和蛋白表达(P < 0. 05),而四君子汤含药血清则未见显著影

响(P > 0. 05)。 结论摇 血府逐瘀汤、补阳还五汤可抑制 LOX鄄1、TNF鄄琢、VCAM鄄1 及 ICAM鄄1 等炎症因子的表达,这可

能是这两种中药复方防治动脉粥样硬化作用的机制之一。 而四君子汤未见此作用。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the influences of 3 kinds of traditional Chinese herbal compound drug serum Si鄄
junzi decoction (SD), Xuefu Zhuyu decoction (XZD) and Buyang Huanwu decoction (BHD) on the expression of lectin鄄
like oxidized low density lipoprotein receptor鄄1 (LOX鄄1), tumor necrosis factor鄄琢 (TNF鄄琢), vascular cell adhesion mole鄄
cule鄄1 (VCAM鄄1) and intercellular adhesion molecule鄄1 (ICAM鄄1) induced by lipopolysaccharide (LPS) in human um鄄
bilical vein endothelial cell (HUVEC), and to explore the mechanism of traditional Chinese medicine compound preventing
and treating atherosclerosis. 摇 摇 Methods 摇 For cell experiment, SD, XZD, BHD containing drug serums and normal
blank serum were prepared by using drug serological method. 摇 HUVECs were cultured in vitro and divided randomly into 6
groups: blank control group, model group, atorvastatin group, SD group, XZD group and BHD group. 摇 HUVECs were
stimulated with LPS for 2 h, then treated separately with atorvastatin and traditional Chinese herbal compound drug serum
for 24 h. 摇 The mRNA and protein expressions of LOX鄄1, TNF鄄琢, VCAM鄄1, and ICAM鄄1 were detectd by fluorescence
quantitative PCR and Western blot. 摇 摇 Results摇 mRNA and protein expressions of LOX鄄1, TNF鄄琢, VCAM鄄1 and ICAM鄄
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1 were significantly increased after HUVEC stimulated by LPS (P < 0郾 01). 摇 mRNA and protein expressions of LOX鄄1,
TNF鄄琢, VCAM鄄1 and ICAM鄄1 were significantly inhibited, after adding respectively XZD, BHD containing drug serums
and atorvastatin to intervene (P < 0郾 05). 摇 But SD containing drug serum had no significant effect (P > 0郾 05). 摇 摇 Con鄄
clusions摇 Traditional Chinese herbal compound XZD and BHD can inhibit the expressions of inflammatory factors LOX鄄1,
TNF鄄琢, VCAM鄄1 and ICAM鄄1, and this may be one of the mechanisms of them to prevent and treat atherosclerosis. 摇
While SD has no such role.

摇 摇 收载于《医林改错》中的补阳还五汤具有补气活

血、通经活络的功效,临床上广泛应用于各种心脑血

管疾病的治疗。 研究表明,补阳还五汤具有良好的抗

动脉粥样硬化(atherosclerosis,As)的作用[1鄄2];但补阳

还五汤抗 As 的作用机理仍不明确。 我们在前期研

究[3]中发现,以补阳还五汤为基础加减而成的益气活

血复方对血凝素样氧化低密度脂蛋白受体 1(lectin鄄
like oxidized low density lipoprotein receptor鄄1, LOX鄄
1)、肿瘤坏死因子 琢(tumor necrosis factor鄄琢,TNF鄄琢)
及细胞间黏附分子 1(intercellular adhesion molecule鄄
1,ICAM鄄1)等炎症因子有明显的抑制作用。 以前期

研究结果为基础,本实验选用四君子汤、血府逐瘀汤、
补阳还五汤等 3 种方剂,研究不同治法的方剂对

LOX鄄1、TNF鄄琢、血管细胞黏附分子 1(vascular cell ad鄄
hesion molecule鄄1,VCAM鄄1)及 ICAM鄄1 等炎症因子的

影响,比较益气、活血化瘀及益气活血 3 种不同治法

代表方剂及西药阿托伐他汀对 As 相关炎症因子影响

的异同,为相关中医治法、方剂在抗 As 的临床应用及

其机理探讨提供实验依据。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 实验材料

摇 摇 雄性新西兰大耳白兔 20 只,体重 2郾 0 依 0郾 5 kg,
由辽宁中医药大学实验动物中心提供。 四君子汤

处方:人参 9 g,白术 9 g,茯苓 9 g,甘草 6 g;血府逐

瘀汤处方:桃仁 12 g,红花 9 g,当归 9 g,生地 9 g,川
芎 5 g,赤芍 6 g,牛膝 9 g,桔梗 5 g,柴胡 3 g,枳壳 6
g,甘草 3 g;补阳还五汤处方:生黄芪 120 g,当归尾 6
g,赤芍 5 g,地龙 3 g,川芎 3 g,红花 3 g,桃仁 3 g。
药物由延边大学附属医院中药药剂科提供。 各组

方药均煎 3 次,时间分别为 1郾 5 h、1 h、45 min,合并

煎煮液后浓缩至四君子汤含生药 200 g / L,血府逐瘀

汤含生药 400 g / L,补阳还五汤含生药 800 g / L。 人

脐静脉内皮细胞株(human umbilical vein endothelial
cell,HUVEC)由辽宁中医药大学附属医院检验科提

供。 胎牛血清为 Gibco 公司产品;脂多糖 ( lipopo鄄
lysaccharide,LPS)为 Sigma 公司产品;阿托伐他汀纯

品为美国 LKT Laboratories 公司产品;兔抗人 LOX鄄
1、TNF鄄琢、VCAM鄄1 及 ICAM鄄1 抗体和辣根过氧化物

酶标记的羊抗兔 IgG 为 Santa Cruz 公司产品。
1郾 2摇 动物含药血清的制备

新西兰白兔随机分为四君子汤组、血府逐瘀汤

组、补阳还五汤组、空白组,每组 5 只。 3 个中药组

分别以四君子汤、血府逐瘀汤、补阳还五汤灌胃,空
白组以同等量的生理盐水灌胃,连续 7 天。 动物给

药量:四君子汤组 1郾 6 g / kg,血府逐瘀汤组 3郾 6 g /
kg,补阳还五汤组 6郾 7 g / kg。 第 8 天,心脏采血,离
心后分离血清;所制备的血清分别为四君子汤血

清、血府逐瘀汤血清、补阳还五汤血清、空白血清。
1郾 3摇 HUVEC 分组及干预方法

培养 HUVEC 18 h,待细胞生长融合成单层后,经
过 24 h 饥饿同步化,随机分为空白对照组、模型组、
阿托伐他汀组、四君子汤组、血府逐瘀汤组、补阳还五

汤组等 6 组。 用 LPS 刺激 HUVEC 2 h 后,分别用下

列方法进行干预:(1)空白对照组:10% 空白血清 +
DMEM 培养液;(2)模型组:10% 空白血清 + DMEM
培养液 +1 mg / L LPS;(3)阿托伐他汀组:10%空白血

清 + DMEM 培养液 + 1 mg / L LPS + 10 滋mol / L 阿托

伐他汀;(4)四君子汤组:10%四君子汤血清 + DMEM
培养液 +1 mg / L LPS;(5)血府逐瘀汤组:10%血府逐

瘀汤血清 + DMEM 培养液 + 1 mg / L LPS;(6)补阳还

五汤组:10% 补阳还五汤血清 + DMEM 培养液 + 1
mg / L LPS。 培养 24 h 后收集细胞。
1郾 4摇 荧光定量 PCR 分析

用 RNA鄄OUT 提取总 RNA,逆转录,用荧光定量

PCR 方法测定 LOX鄄1、TNF鄄琢、VCAM鄄1 及 ICAM鄄1
基因表达。 扩增条件:94益变性 5 min ,94益 30 s,
60益 30 s,72益 30 s,55 个循环,72益 延伸 5 min。
以 GAPDH 为内参。 引物用 Prime 5郾 0 软件设计,由
大连宝生物工程有限公司合成。 引物序列:LOX鄄1
上游引物:5忆鄄TGGCAGTCTATGTCTGCACC鄄3忆,下游

引物:5忆鄄CTATGGCTACCACAGGCGAT鄄3忆,扩增产物

长度为 93 bp; TNF鄄琢 上游引物:5忆鄄AGATGATCT鄄
GACTGCCTGGG鄄3忆,下游引物:5忆鄄CAGCCTCTTCTC鄄
CTTCCTGA鄄3忆,扩增产物长度为 142 bp;VCAM鄄1 上
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游引物:5忆鄄TCACAGCCCATGACACTACA鄄3忆,下游引

物:5忆鄄GGAAAAACAGAAAAGAGGTGGA鄄3忆,扩增产

物长度为 130 bp; ICAM鄄1 上游引物:5忆鄄AGGGTA鄄
AGGTTCTTGCCCAC鄄3忆, 下 游 引 物: 5忆鄄TGAT鄄
GGGCAGTCAACAGCTA鄄3忆,扩 增 产 物 长 度 为 108
bp;GAPDH 上游引物: 5忆鄄CGCTCTCTGCTCCTCCT鄄
GTT鄄3忆,下游引物:5忆鄄CCATGGTGTCTGAGCGATGT鄄
3忆,扩增产物长度为 81 bp。 由计算机自动计算得出

Ct 值,用 2 -吟吟Ct方法进行计算。
1郾 5摇 Western blot 分析

收集 HUVEC,加入 SDS 上样缓冲液裂解细胞,
蛋白浓度由 BCA 法检测。 以每泳道 60 滋g 蛋白上

样,经 SDS鄄PAGE 电泳后,电转膜至硝酸纤维膜,分
别加入 1 颐 200 兔抗人 LOX鄄1、 TNF鄄琢、VCAM鄄1 及

ICAM鄄1 一抗,4益封闭过夜后用 TBST 洗涤 3 次,每
次 10 min,加入 1颐 1000 羊抗兔二抗,置室温 2 h 显

色,比较目的条带吸光度值。

1郾 6摇 统计学方法

用 SPSS 19郾 0 统计软件进行分析,数据均用x 依
s 表示,组间比较采用单因素方差分析 (One鄄way
ANOVA),以 P < 0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 3 种中药复方血清和阿托伐他汀对 LOX鄄1、
TNF鄄琢、VCAM鄄1 及 ICAM鄄1 mRNA 表达的影响

与空白对照组比较,模型组 LOX鄄1、 TNF鄄琢、
VCAM鄄1 及 ICAM鄄1 mRNA 表达明显升高 ( P <
0郾 01);与模型组比较,阿托伐他汀组、血府逐瘀汤

组和补阳还五汤组均显著抑制 LOX鄄1、 TNF鄄琢、
VCAM鄄1 及 ICAM鄄1 mRNA 表达(P < 0郾 05),而四君

子汤组各项指标无明显变化(P > 0郾 05)。 本实验条

件下 3 个中药组的上述作用显著逊于阿托伐他汀组

(P < 0郾 05)(表 1)。

表 1. 3 种中药复方血清和阿托伐他汀对 LOX鄄1、TNF鄄琢、VCAM鄄1 及 ICAM鄄1 mRNA 表达的影响(n = 5)
Table 1. Effects of 3 kinds of traditional Chinese herbal compound drug serum and atorvastatin on mRNA expression of
LOX鄄1, TNF鄄琢, VCAM鄄1 and ICAM鄄1(n = 5)

分摇 组 LOX鄄1 TNF鄄琢 VCAM鄄1 ICAM鄄1
空白对照组 1郾 01 依 0郾 14 1郾 02 依 0郾 21 1郾 01 依 0郾 15 1郾 01 依 0郾 12
模型组 5郾 36 依 0郾 67a 4郾 30 依 0郾 53a 3郾 82 依 0郾 45a 3郾 59 依 0郾 34a

阿托伐他汀组 2郾 14 依 0郾 48b 2郾 06 依 0郾 62b 1郾 71 依 0郾 48b 1郾 73 依 0郾 58b

四君子汤组 4郾 90 依 0郾 63c 3郾 96 依 0郾 54c 3郾 41 依 0郾 81c 3郾 21 依 0郾 26c

血府逐瘀汤组 3郾 51 依 0郾 42bc 3郾 14 依 0郾 47bc 2郾 86 依 0郾 51bc 2郾 77 依 0郾 54bc

补阳还五汤组 2郾 92 依 0郾 41bc 2郾 90 依 0郾 25bc 2郾 35 依 0郾 14bc 2郾 43 依 0郾 62bc

表中数据为与内参比较所得出的数值,故无相应的单位。 a 为 P < 0郾 01,与空白对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与模型组比较;c 为 P < 0郾 05,与阿托

伐他汀组比较。

2郾 2摇 3 种中药复方血清和阿托伐他汀对 LOX鄄1、
TNF鄄琢、VCAM鄄1 及 ICAM鄄1 蛋白表达的影响

与空白对照组比较,模型组 LOX鄄1、 TNF鄄琢、
VCAM鄄1 及 ICAM鄄1 蛋白表达明显升高(P < 0郾 01);
与模型组比较,阿托伐他汀组、血府逐瘀汤组及补

阳还五汤组均显著抑制 LOX鄄1、TNF鄄琢、VCAM鄄1 及

ICAM鄄1 蛋白表达(P < 0郾 05),而四君子汤组各项指

标无明显变化(P > 0郾 05)。 本实验条件下 3 个中药

组的上述作用显著逊于阿托伐他汀组(P < 0郾 05)
(表 2、图 1)。

表 2. 3 种中药复方血清和阿托伐他汀对 LOX鄄1、TNF鄄琢、VCAM鄄1 和 ICAM鄄1 蛋白表达的影响(n = 5)
Table 2. Effects of 3 kinds of traditional Chinese herbal compound drug serum and atorvastatin on protein expression of
LOX鄄1, TNF鄄琢, VCAM鄄1 and ICAM鄄1 (n = 5)

分摇 组 LOX鄄1 TNF鄄琢 VCAM鄄1 ICAM鄄1
空白对照组 0郾 38 依 0郾 01 0郾 45 依 0郾 02 0郾 33 依 0郾 02 0郾 25 依 0郾 03
模型组 0郾 95 依 0郾 06a 0郾 95 依 0郾 04a 0郾 93 依 0郾 04a 0郾 92 依 0郾 08a

阿托伐他汀组 0郾 56 依 0郾 01b 0郾 54 依 0郾 05b 0郾 43 依 0郾 05b 0郾 35 依 0郾 05b

四君子汤组 0郾 81 依 0郾 05c 0郾 86 依 0郾 06c 0郾 82 依 0郾 04c 0郾 85 依 0郾 07c

血府逐瘀汤组 0郾 74 依 0郾 04bc 0郾 78 依 0郾 03bc 0郾 68 依 0郾 11bc 0郾 58 依 0郾 04bc

补阳还五汤组 0郾 68 依 0郾 04bc 0郾 66 依 0郾 05bc 0郾 60 依 0郾 05bc 0郾 52 依 0郾 03bc

表中数据为与内参比较所得出的数值,故无相应的单位。 a 为 P < 0郾 01,与空白对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与模型组比较;c 为 P < 0郾 05,与阿托

伐他汀组比较。
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图 1. Western blot 检测各组 LOX鄄1、 TNF鄄琢、VCAM鄄1、
ICAM鄄1 蛋白表达摇 摇 1 为空白对照组,2 为模型组,3 为阿托伐

他汀组,4 为四君子汤组,5 为血府逐瘀汤组,6 为补阳还五汤组。

Figure 1. Protein expression of LOX鄄1, TNF鄄琢, VCAM鄄1
and ICAM鄄1 detected by Western blot in different groups

摇 摇

3摇 讨摇 论

目前 As 的炎症反应学说被普遍接受[4]。 研究

表明 LOX鄄1、TNF鄄琢、VCAM鄄1 及 ICAM鄄1 在 As 病变

过程 中 起 着 重 要 的 作 用, 抑 制 LOX鄄1、 TNF鄄琢、
VCAM鄄1 及 ICAM鄄1 的表达对 As 发生和发展有明显

的抑制作用[5鄄7]。 我们在前期研究[3] 中发现,以补

阳还五汤加减而成的益气活血复方,对 LOX鄄1、TNF鄄
琢 及 ICAM鄄1 等炎症因子有明显的抑制作用,而这

可能是其发挥抗 As 作用的机制之一。 我们的另一

项前期研究[8]表明,阿托伐他汀对 LOX鄄1、TNF鄄琢 及

ICAM鄄1 等炎症因子有明显的抑制作用[8]。 因此,
本实验选用益气法代表方剂四君子汤、活血法代表

方剂血府逐瘀汤、益气活血法代表方剂补阳还五汤

等 3 种不同治法的方剂,并且与阿托伐他汀进行比

较,研究 3 种不同治法的方剂对 LOX鄄1、 TNF鄄琢、
VCAM鄄1 及 ICAM鄄1 等炎症因子的影响以及与阿托

伐他汀的差异。
本研究结果表明,用 LPS 刺激 HUVEC 后 LOX鄄

1、TNF鄄琢、VCAM鄄1 及 ICAM鄄1 的 mRNA 和蛋白表达

明显提高,在用中药复方血清干预 24 h 后,血府逐

瘀汤组和补阳还五汤组 LOX鄄1、TNF鄄琢、VCAM鄄1 及

ICAM鄄1 的 mRNA 和蛋白表达明显下降,说明血府

逐瘀汤和补阳还五汤对上述几种炎症因子有明显

的抑制作用。 血府逐瘀汤和补阳还五汤可能通过

抑制 LOX鄄1、TNF鄄琢、VCAM鄄1 及 ICAM鄄1 等炎症因子

的表达,从而减少单核细胞与血管内皮细胞黏附以

及内皮细胞的损伤,这可能是这 2 种中药复方发挥

抗 As 作用的机制之一。 而四君子汤组 LOX鄄1、TNF鄄

琢、VCAM鄄1 及 ICAM鄄1 的 mRNA 和蛋白表达无明显

变化,说明四君子汤对 As 可能无明显疗效。
阿托伐他汀的抗 As 作用已得到充分认可,广泛

应用于临床抗 As 治疗。 比较阿托伐他汀组与血府

逐瘀汤组、补阳还五汤组,阿托伐他汀组对 LOX鄄1、
TNF鄄琢、VCAM鄄1 及 ICAM鄄1 的抑制作用最明显,而
血府逐瘀汤组和补阳还五汤组的抑制效果不如阿

托伐他汀组。 在前期研究[3] 中,我们采用益气活血

复方高、中、低 3 个浓度组进行实验,实验结果表明

3 个浓度组中高浓度组效果最好,其次为中浓度组,
低浓度组效果最差。 表明中药复方对 LOX鄄1、TNF鄄
琢 及 ICAM鄄1 的抑制作用有浓度依赖性,即达到一

定浓度以后才能起到作用或作用更显著。 在本实

验中我们均按方剂的原有剂量(中浓度)进行实验,
因此可能存在因浓度未达到理想水平而影响抑制

效果的可能。 在未来的实验中,我们将进一步研究

不同浓度组中药复方对 LOX鄄1、TNF鄄琢、VCAM鄄1 及

ICAM鄄1 等炎症因子的影响,以探讨并比较中药复方

与西药的疗效。
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