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保护作用及机制
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[摘　 要] 　 目的　 观察二陈汤合桃红四物汤含药血清对氧化型低密度脂蛋白(ｏｘ￣ＬＤＬ)诱导内皮细胞损伤的保护

作用并探讨其可能的机制ꎮ 方法　 培养 ＥＡ.ｈｙ９２６ 细胞ꎬ随机分为对照组、ｏｘ￣ＬＤＬ 组、干预组、抑制剂组ꎮ 流式细胞

仪检测各组细胞凋亡水平ꎬ比色法检测细胞内丙二醛(ＭＤＡ)、一氧化氮(ＮＯ)水平及超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)活性ꎬ
ＥＬＩＳＡ 检测细胞上清液中肿瘤坏死因子 α(ＴＮＦ￣α)、白细胞介素 ６( ＩＬ￣６)水平ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测磷脂酰肌醇 ３￣激酶

(ＰＩ３Ｋ)、磷酸化 ＡＫＴ(ｐ￣ＡＫＴ)、内皮型一氧化氮合酶(ｅＮＯＳ)蛋白表达水平ꎮ 结果　 与对照组比较ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 组细胞

上清液中 ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣６ 水平显著升高(Ｐ<０.０１)ꎬ细胞内 ＭＤＡ 含量显著升高(Ｐ<０.０１)ꎬＳＯＤ 活性明显降低(Ｐ<
０.０５)ꎬ上清液中 ＮＯ 水平显著降低(Ｐ<０.０１)ꎬ活性氧(ＲＯＳ)含量和细胞凋亡率明显升高ꎬＰＩ３Ｋ、ｅＮＯＳ 蛋白表达水

平和 ＡＫＴ 蛋白磷酸化水平显著降低(Ｐ<０.０１)ꎮ 与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组比较ꎬ干预组细胞上清液中 ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣６ 水平显著降

低(Ｐ<０.０１)ꎬ细胞内 ＭＤＡ 含量显著降低(Ｐ<０.０１)ꎬＳＯＤ 活性明显升高(Ｐ<０.０５)ꎬ上清液中 ＮＯ 水平显著升高(Ｐ<
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白表达水平和 ＡＫＴ 蛋白磷酸化水平显著降低(Ｐ<０.０１)ꎮ 结论　 二陈汤合桃红四物汤含药血清能有效保护 ｏｘ￣ＬＤＬ
诱导的内皮细胞损伤ꎬ其机制可能与激活 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｅＮＯＳ 信号通路有关ꎮ
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Ｓｉｗｕ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｃａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｐｒｏｔｅｃｔ ｏｘ￣ＬＤＬ ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｉｎｊｕｒｙꎬ ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＩ３Ｋ /
ＡＫＴ / ｅＮＯＳ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ.

　 　 我国每年因心脑血管疾病死亡的患者在不断

升高ꎬ心脑血管疾病已成为人类健康的又一大杀

手ꎬ因此心脑血管疾病的防治十分重要ꎮ 动脉粥样

硬化(ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡｓ)是心脑血管疾病发生的主

要病理基础ꎬ目前研究认为ꎬ动脉粥样硬化的发生

是由于长期不良的生活习惯ꎬ如吸烟、饮酒、熬夜等

导致高血脂、高血压、高血糖、高尿酸、肥胖等病理

因素致使血管内皮损伤ꎬ血管壁增厚ꎬ血管弹性改

变[１]ꎮ 因此ꎬ防治血管内皮损伤在治疗动脉粥样硬

化中发挥重要的作用ꎮ 中医学认为ꎬ心主血脉功能

失司ꎬ血脉失于濡养ꎬ气血运行不畅ꎬ加之肥甘厚

味ꎬ脾虚痰浊内生ꎬ瘀血阻滞ꎬ痰瘀互结ꎬ是本病发

生的主要病机ꎬ痰瘀是本病发生的关键[２]ꎮ 本研究

根据“痰瘀”这一致病关键ꎬ选取具有“化痰除湿”和
“活血化瘀”的经典方剂二陈汤与桃红四物汤ꎬ通过

观察含药血清对氧化型低密度脂蛋白(ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ
ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬｏｘ￣ＬＤＬ)诱导的内皮细胞损伤的

影响ꎬ并通过观察磷脂酰肌醇 ３￣激酶(ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉ￣
ｎｏｓｉｔｏｌ ３￣ｋｉｎａｓｅꎬＰＩ３Ｋ)信号通路抑制剂 ＬＹ２９４００２ 的

干预作用ꎬ探讨二陈汤合桃红四物汤对内皮细胞损

伤的保护作用及抗动脉粥样硬化作用相关机制ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 主要药物、试剂与仪器

ＥＡ.ｈｙ９２６ 细胞株购自中国科学院上海细胞库ꎻ２０
只 ＳＤ 大鼠购自辽宁长生生物科技有限公司ꎬ许可证

号:ＳＣＸＫ(辽)２０１２￣０００１ꎻｏｘ￣ＬＤＬ 购自北京索莱宝生物

科技有限公司ꎻＬＹ２９４００２ 购自 Ｓｅｌｌｅｃｋｃｈｅｍ Ｃｏｍｐａｎｙꎻ
ＤＭＥＭ/ 高糖培养基、胎牛血清、０.２５％胰蛋白酶、双抗购

自Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司ꎻ丙二醛(ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬＭＤＡ)、超氧

化物歧化酶( ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬＳＯＤ)、一氧化氮

(ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅꎬＮＯ)检测试剂盒购自南京建成生物科技

有限公司ꎻ凋亡检测试剂盒、活性氧( ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ)检测试剂盒购自碧云天生物科技有限公

司ꎻ肿瘤坏死因子 α( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣αꎬＴＮＦ￣α)、
白细胞介素 ６(ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣６ꎬＩＬ￣６)试剂盒购自北京达科

为生物科技有限公司ꎻＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｐ￣ＡＫＴ、内皮型一氧

化氮合酶(ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬｅＮＯＳ)、β￣
ａｃｔｉｎ、二抗购自美国 ＣＳＴ 公司ꎮ 二陈汤由半夏 １５ ｇ、陈
皮 １５ ｇ、茯苓 １２ ｇ、甘草 ６ ｇ 组成ꎬ桃红四物汤由桃仁

１２ ｇ、红花 ９ ｇ、当归 １２ ｇ、川芎 ９ ｇ、赤芍 ９ ｇ、生地 １２ ｇ
组成ꎬ全部药物购买于辽宁中医药大学附属医院ꎮ 煎

煮浓缩为含有生药量为 ２.０ ｇ / ｍＬ 的煎剂ꎮ 细胞培养箱

(Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ)ꎻ酶标仪(Ｂｅｒｔｈｏｌｄ Ｃｏｍｐａｎｙ)ꎻ流式

细胞仪(ＢｅｃｋＭａｎ)ꎻ电泳仪、化学发光成像系统(上海

天能)ꎻ荧光显微镜(Ｌｅｉｃａ)ꎮ
１.２　 含药血清的制备

１０ 只大鼠给予二陈汤合桃红四物汤煎液灌胃ꎬ
每日早晚各一次ꎬ每次 ２ ｍＬꎬ另外 １０ 只大鼠给予等

量生理盐水灌胃ꎬ连续灌胃 ７ 天ꎬ于末次灌胃 ２ ｈ 后

用 １０％水合氯醛麻醉ꎬ腹主动脉采血ꎬ４ ℃静置 ２ ｈꎬ
３０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ分离上清液ꎬ６０ ℃水浴灭

活 ３０ ｍｉｎꎬ－２０ ℃保存备用ꎮ
１.３　 细胞培养、分组及干预

新购置的 ＥＡ.ｈｙ９２６ 细胞株用含 １０％胎牛血清
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的 ＤＭＥＭ 高糖培养基于 ３７ ℃、５％ＣＯ２、饱和湿度培

养箱内培养ꎮ 待细胞汇合到 ８０％时用胰酶消化后

传代ꎮ 待细胞传至足够时ꎬ进行分组处理:①对照

组:由含有 １０％生理盐水大鼠血清的 ＤＭＥＭ 高糖培

养基培养ꎻ②ｏｘ￣ＬＤＬ 组:对照组＋５０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬꎻ
③干预组:由含有 １０％含药血清的 ＤＭＥＭ 高糖培养

基培养＋５０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬꎻ④抑制剂组:在干预组处

理前加入 １０ μｍｏｌ / Ｌ ＬＹ２９４００２ 抑制剂预处理 ２ ｈꎮ
各组细胞连续处理 １２ ｈ 后进行相应指标检测ꎮ
１.４　 流式细胞仪检测细胞凋亡水平

采用 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 细胞凋亡试剂盒检测

各组细胞凋亡水平ꎮ 使用 ０.２５％不含 ＥＤＴＡ 的胰酶

消化细胞ꎬ显微镜下观察ꎬ待细胞分离后使用培养

液终止消化ꎬ收集最初培养液中细胞和消化后的细

胞ꎬ制备单细胞悬液ꎬＰＢＳ 洗两遍ꎬ１５００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ３
ｍｉｎꎬＢｕｆｆｅｒ 重悬细胞ꎬ按照说明书加入 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ￣ＦＩＴＣ 混匀ꎬ加入 １０ μＬ 碘化丙啶染色液ꎬ混匀ꎬ室
温避光孵育 １５ ｍｉｎꎬ上机检测ꎮ Ｑ１￣ＵＬ 区域代表坏

死细胞ꎬＱ１￣ＵＲ 区域代表晚期凋亡细胞ꎬＱ１￣ＬＲ 区

域代表早期凋亡细胞ꎬＱ１￣ＬＬ 区域代表活细胞ꎮ
１.５　 比色法检测细胞内 ＭＤＡ、ＮＯ 水平及 ＳＯＤ 活性

收集细胞ꎬ分别采用 ＴＢＡ 法和羟胺法检测细胞

内 ＭＤＡ 水平和 ＳＯＤ 活性ꎮ 收集细胞上清液ꎬ采用

硝酸还原酶法检测细胞上清液中 ＮＯ 水平ꎮ 严格按

照说明书进行操作ꎮ
１.６　 ＥＬＩＳＡ 检测细胞上清液 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 水平

收集细胞上清液ꎬ采用 ＥＬＩＳＡ 检测各组上清液

中 ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣６ 水平ꎬ严格按照说明书进行操作ꎮ
１.７　 细胞内 ＲＯＳ 水平检测

采用原位装载探针的方法检测细胞内 ＲＯＳ 水

平ꎬ使用 ＤＭＥＭ 培养基稀释 ＤＣＦＨ￣ＤＡ 至 ５ μｍｏｌ / Ｌꎬ
去除培养液ꎬ加入配好的含 ＤＣＦＨ￣ＤＡ ＤＭＥＤ 培养

基ꎬ３７ ℃细胞培养箱内孵育 ２０ ｍｉｎꎬ使用荧光显微

镜观察ꎬ采集图像ꎮ 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 分析平均光密度ꎮ

１.８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＰＩ３Ｋ、ｐ￣ＡＫＴ、ｅＮＯＳ 蛋白水平

使用 ＰＢＳ 冲洗细胞ꎬ加入蛋白裂解液提取总蛋

白ꎬＢｒａｄｆｏｒｄ 蛋白质测定试剂盒进行蛋白定量ꎮ 每

泳道上样蛋白 ２０ μｇꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳后电转膜至

ＰＶＤＦ 膜ꎬ加入 １ ∶ １０００ 兔抗人 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｐ￣ＡＫＴ、
ｅＮＯＳ、β￣ａｃｔｉｎꎬ４ ℃封闭过夜ꎬＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬ每次

１０ ｍｉｎꎬ加入 ＨＲＰ 标记的羊抗兔二抗ꎬ１ ｈ 后ꎬＴＢＳＴ
洗涤 ３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎬ按试剂盒说明书混合发光液

Ａ 和 Ｂꎬ与膜作用 ５ ｍｉｎ 后ꎬ使用天能化学发光成像

系统进行曝光ꎮ 实验重复 ３ 次ꎮ
１.９　 统计学分析

实验数据均为计量资料ꎬ用 ｘ±ｓ 表示ꎬ组间比较

首先进行单因素方差齐性分析ꎬ若方差齐ꎬ组间比

较采用 ＬＳＤ 法检验ꎻ若方差不齐ꎬ组间比较采用

Ｔａｍｈａｎｅ 法检验ꎬＰ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 细胞凋亡水平

与对照组比较ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 能明显诱导 ＥＡ. ｈｙ９２６
细胞凋亡ꎬ二陈汤合桃红四物汤含药血清预处理能

明显改善 ｏｘ￣ＬＤＬ 对细胞的损伤ꎬ加入抑制剂后细胞

凋亡率增加(图 １ 和表 １)ꎮ
２.２　 细胞内 ＭＤＡ 含量、ＳＯＤ 活性及上清液中 ＮＯ
水平

与对照组比较ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 组细胞内 ＭＤＡ 含量显

著升高(Ｐ<０.０１)、ＳＯＤ 活性明显降低(Ｐ<０.０５)ꎬ上
清液中 ＮＯ 水平显著降低(Ｐ<０.０１)ꎻ与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组比

较ꎬ干预组细胞内 ＭＤＡ 含量显著降低(Ｐ<０.０１)ꎬ
ＳＯＤ 活性明显升高(Ｐ<０.０５)ꎬ上清液中 ＮＯ 水平显

著升高(Ｐ<０.０１)ꎻ与干预组比较ꎬ抑制剂组细胞内

ＭＤＡ 含量显著升高(Ｐ<０.０１)ꎬＳＯＤ 活性明显降低

(Ｐ<０.０５)ꎬ上清液中 ＮＯ 水平明显降低(Ｐ<０.０５ꎻ表
２)ꎮ

图 １. 各组细胞凋亡水平　 　 Ａ 为对照组ꎬＢ 为 ｏｘ￣ＬＤＬ 组ꎬＣ 为干预组ꎬＤ 为抑制剂组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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表 １. 各组细胞凋亡率(ｘ±ｓꎬ％ꎬｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ １. Ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｘ±ｓꎬ％ꎬｎ＝ ３)

分组 凋亡率

对照组 ２.４２±０.５２

ｏｘ￣ＬＤＬ 组 ３２.５５±３.８２ａ

干预组 １９.３３±２.６３ｂ

抑制剂组 ２７.６４±２.５０ｃ

ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<
０.０１ꎬ与干预组比较ꎮ

表 ２. 各组细胞内ＭＤＡ 含量、ＳＯＤ 活性及细胞上清液中 ＮＯ
水平(ｘ±ｓꎬｎ＝ ５)
Ｔａｂｌｅ ２. Ｔｈｅ ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ
ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＮＯ ｉｎ ｃｅｌｌ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ(ｘ±ｓꎬｎ＝ ５)
分组 ＭＤＡ(ｇ / Ｌ) ＳＯＤ(ｋＵ / Ｌ) ＮＯ(μｍｍｏｌ / Ｌ)

对照组 １.９１±０.１５ ２６.９１±７.１６ ０.２３±０.０６

ｏｘ￣ＬＤＬ 组 ６.１０±０.７０ｂ １７.１６±２.４２ａ ０.０８±０.０２ｂ

干预组 ３.０１±０.５９ｄ ２４.５２±２.５６ｃ ０.１８±０.０３ｄ

抑制剂组 ５.０３±０.７１ｃｆ １８.１９±２.８２ｅ ０.１０±０.０３ｅ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬｄ 为 Ｐ<０.０１ꎬ
与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组比较ꎻｅ 为 Ｐ<０.０５ꎬｆ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与干预组比较ꎮ

２.３　 细胞上清液 ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣６ 水平

与对照组比较ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 组细胞上清液中 ＴＮＦ￣α
和 ＩＬ￣６ 水平显著升高(Ｐ<０.０１)ꎻ与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组比较ꎬ

干预组和抑制剂组细胞上清液中 ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣６ 水

平显著降低(Ｐ<０.０１)ꎻ与干预组比较ꎬ抑制剂组细

胞上清液中 ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣６ 水平显著升高(Ｐ<０.０１ꎻ
表 ３)ꎮ

表 ３. 各组细胞上清液中 ＴＮＦ￣α和 ＩＬ￣６水平(ｘ±ｓꎬμｇ / Ｌꎬｎ＝
５)
Ｔａｂｌｅ ３. Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＴＮＦ￣α ａｎｄ ＩＬ￣６ ｉｎ ｃｅｌｌ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ(ｘ
±ｓꎬμｇ / Ｌꎬｎ＝ ５)
分组 ＴＮＦ￣α ＩＬ￣６

对照组 １７３.１６±１０.７８ ９６.９６±１３.７９

ｏｘ￣ＬＤＬ 组 ４８８.０１±２５.０１ａ ３９３.９８±３３.１３ａ

干预组 ２８３.９２±２０.５６ｂ ２０９.０３±９.４３ｂ

抑制剂组 ３９２.４４±２１.２４ｂｃ ３１７.３５±１８.０２ｂｃ

ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<
０.０１ꎬ与干预组比较ꎮ

２.４　 细胞内 ＲＯＳ 含量

荧光显微镜观察结果显示ꎬ与对照组比较ꎬｏｘ￣
ＬＤＬ 组细胞内有大量绿色荧光ꎬ表明细胞内 ＲＯＳ 含

量显著升高ꎻ与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组比较ꎬ干预组荧光亮度明

显减弱ꎬ表明细胞内 ＲＯＳ 含量明显降低ꎻ与干预组

比较ꎬ抑制剂组细胞内荧光轻度增加ꎬ表明细胞内

ＲＯＳ 含量升高(图 ２ 和表 ４)ꎮ

图 ２. 各组细胞内 ＲＯＳ 水平　 　 Ａ 为对照组ꎬＢ 为 ｏｘ￣ＬＤＬ 组ꎬＣ 为干预组ꎬＤ 为抑制剂组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ４. 各组细胞内 ＲＯＳ 平均光密度

Ｔａｂｌｅ ４. Ｍｅａｎ ｌｉｇｈｔ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ
ｉｎ ｃｅｌｌｓ
分组 平均光密度(ＩＯＤ / ａｒｅａ)
对照组 ０.１２±０.０４
ｏｘ￣ＬＤＬ 组 ０.７９±０.１１ａ

干预组 ０.２８±０.０８ｂ

抑制剂组 ０.５２±０.１２ｂｃ

ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<
０.０５ꎬ与干预组比较ꎮ

２.５　 细胞 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｅＮＯＳ 蛋白表达水平

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示ꎬ与对照组比较ꎬｏｘ￣
ＬＤＬ 组细胞 ＰＩ３Ｋ、ｅＮＯＳ 蛋白表达水平和 ＡＫＴ 蛋白

磷酸化水平显著降低(Ｐ<０.０１)ꎻ与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组比较ꎬ
干预组细胞 ＰＩ３Ｋ、ｅＮＯＳ 蛋白表达水平和 ＡＫＴ 蛋白

磷酸化水平显著升高(Ｐ<０.０１)ꎻ与干预组比较ꎬ抑
制剂组细胞 ＰＩ３Ｋ、ｅＮＯＳ 蛋白表达水平和 ＡＫＴ 蛋白

磷酸化水平显著降低(Ｐ<０.０１ꎻ图 ３)ꎮ

０９９ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ １０ꎬ２０１８



图 ３. 各组细胞 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｅＮＯＳ 蛋白表达水平　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与干预组

比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

３　 讨　 论

动脉粥样硬化是现代医学名词ꎬ中医学中没有

对动脉粥样硬化这一病名的记载ꎬ现代医家根据临

床表现、特点等将其归属于“胸痹” “眩晕” “头痛”
“中风”“痰浊” “血瘀”等研究范畴[３]ꎬ认为动脉粥

样硬化为本虚标实之证ꎬ心、肝、脾等脏器虚损为

本ꎬ痰浊、血瘀为标ꎮ 随着研究不断的深入ꎬ中医学

中的痰浊血瘀、膏脂异常导致胸痹、中风等与现代

医学中的血脂代谢异常导致的冠心病、脑血管疾病

等不谋而合ꎬ再次说明了“痰浊、血瘀”导致动脉粥

样硬化的重要因素ꎬ而临床上ꎬ痰浊与血瘀密不可

分ꎬ二者总是伴随发生ꎬ早在元代ꎬ朱丹溪在«丹溪

心法»中就提出:“痰淤同病”ꎬ«症因脉治»中又明确

提出“痰瘀互结”可导致胸痹心痛的发生[４￣５]ꎮ 因

此ꎬ中医学在临床治疗动脉粥样硬化、冠心病等疾

病时ꎬ根据其病因病机除了补虚外ꎬ多采用燥湿祛

痰、活血化瘀等治疗原则进行选方用药ꎬ众多研究

表明ꎬ化瘀祛痰法能有效治疗动脉粥样硬化[６￣７]ꎮ
内皮细胞是血管内膜的主要细胞ꎬ血管内膜是

血管壁和血液之间的重要器官ꎬ具有交换血液与组

织间的营养物质、氧气等重要作用ꎬ在炎症反应、抗
血小板聚集等方面具有重要的作用[８￣９]ꎮ 研究证

实ꎬ血管内皮功能障碍和动脉粥样硬化之间有着密

切关系ꎬ正常的内皮细胞能够调节血管紧张度ꎬ维
持血管结构ꎬ抑制单核细胞、炎性细胞、黏附分子聚

集ꎬ释放 ＮＯꎬＮＯ 具有内皮依赖的血管舒张功能、抑
制内皮素释放ꎬ抑制血小板聚集等作用ꎬ是一种能

够使血管有效舒张的内源性抗动脉粥样硬化因

子[１０￣１１]ꎬ主要由 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路重要的下游基

因 ｅＮＯＳ 催化作用下由内皮细胞产生ꎮ 当由于长期

吸烟、高血脂、氧化自由基等病理刺激后[１２]ꎬ则会引

起血管内皮功能障碍ꎬＲＯＳ 则能通过损伤细胞通透

性ꎬＲＯＳ 氧化 ＬＤＬ 生成 ｏｘ￣ＬＤＬꎬｏｘ￣ＬＤＬ 和内皮细

胞、平滑肌细胞、巨噬细胞的外源凝集素样 ｏｘ￣ＬＤＬ
受体 １ 结合ꎬ加速脂质对内皮细胞的损伤ꎬ诱发内皮

细胞凋亡ꎬ导致 ｅＮＯＳ 合成减少ꎬ进一步导致 ＮＯ 合

成减少ꎬ加速动脉粥样硬化进程[１３￣１４]ꎮ 研究表明ꎬ
ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｅＮＯＳ 信号通路在动脉粥样硬化中起到

重要作用[１５￣１６]ꎬＡＫＴ 被 ＰＩ３Ｋ 活化后通过激活 ｅＮＯＳ
促进内源性 ＮＯ 合成释放ꎬ对血管内皮起到保护作

用[１７]ꎮ 目前研究认为ꎬ自由基损伤亦是组织损伤的

主要机制之一ꎬＭＤＡ 是细胞膜脂质损伤产生的重要

脂质自由基ꎬ能够反应机体脂质过氧化的程度ꎬＳＯＤ
是机体清除氧化自由基的主要抗氧化酶ꎬ二者是反

应自由基氧化损伤的重要指标[１８]ꎮ ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣６
则是反应内皮细胞炎性损伤的重要炎症因子ꎬ能够

反应内皮细胞损伤程度ꎮ
本研究选用 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导 ＥＡ.ｈｙ９２６ 细胞损伤ꎬ

复制氧化应激损伤模型ꎬ同时ꎬ基于动脉粥样硬化

痰瘀论治理论选取经典的治痰方剂二陈汤和活血

化瘀的经典方剂桃红四物汤含药血清进行干预ꎬ以
及观察 ＰＩ３Ｋ 抑制剂 ＬＹ２９４００２ 是否能够干预二陈

汤合桃红四物汤含药血清的干预作用ꎬ探讨 ＰＩ３Ｋ
信号通路是否参与了二陈汤合桃红四物汤含药血

清对 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的 ＥＡ. ｈｙ９２６ 细胞损伤的干预作

用ꎮ 研究结果发现ꎬ与对照组比较ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 组细胞

上清液中 ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣６ 水平显著升高ꎬ细胞内

ＭＤＡ 含量显著升高ꎬＳＯＤ 活性明显降低ꎬ上清液中

ＮＯ 水平显著降低ꎬＲＯＳ 含量明显增高ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 能明

显诱导细胞凋亡ꎻ与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组比较ꎬ干预组细胞上

清液中 ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣６ 水平显著降低ꎬ细胞内 ＭＤＡ
含量显著降低ꎬＳＯＤ 活性明显升高ꎬ上清液中 ＮＯ 水

平显著升高ꎬＲＯＳ 含量和细胞凋亡率明显降低ꎬ而
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ＰＩ３Ｋ 抑制剂 ＬＹ２９４００２ 逆转了这一结果ꎻＷｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ与对照组比较ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 组细胞 ＰＩ３Ｋ、
ｅＮＯＳ 蛋白表达水平和 ＡＫＴ 蛋白磷酸化水平显著降

低ꎻ与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组比较ꎬ干预组细胞 ＰＩ３Ｋ、ｅＮＯＳ 蛋白

表达水平和 ＡＫＴ 蛋白磷酸化水平显著升高ꎻ与干预

组比较ꎬ抑制剂组细胞 ＰＩ３Ｋ、ｅＮＯＳ 蛋白表达水平和

ＡＫＴ 蛋白磷酸化水平显著降低ꎮ 结果表明 ｏｘ￣ＬＤＬ
能够明显诱导细胞损伤ꎬ二陈汤合桃红四物汤含药

血清能够有效保护细胞损伤ꎬ通过抑制 ＰＩ３Ｋ 信号

通路能够逆转二陈汤合桃红四物汤含药血清对 ｏｘ￣
ＬＤＬ 诱导细胞损伤的保护作用ꎮ

综上ꎬ二陈汤合桃红四物汤含药血清能有效保

护 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的内皮细胞损伤ꎬ其机制可能与激活

ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路有关ꎮ
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