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益肾通脉汤对兔动脉粥样硬化形成过程中平滑肌细胞
增殖和凋亡的影响

"

!程红!罗陆一!!广州中医药大学附属深圳市中医院心内科!深圳 "#$%"""

摘要!目的!探讨益肾通脉汤对兔动脉粥样硬化"&'#形成过程中血管平滑肌细胞"(')*#增殖和凋亡的影响$ 方法!+% 只健

康新西兰雄性大耳白兔%随机分成 + 组%即模型组"),#%益肾通脉汤组"-',#%阿托伐他汀组"&*,#&通过兔耳缘静脉注射牛

血清白蛋白及高脂饲料喂养%复制兔动脉粥样硬化模型%免疫组化法检测增殖细胞核抗原"./01234/5627894117:9145/5762847%;*<

=&#的表达%缺口末端标记法 ">?=@A#检测 (')*凋亡情况$ 结果!与*,组比较%),组'-',组'&*,组;*=&和(')*凋

亡均有显著升高"!B%C%%%#&与 ),组比较%-',组'&*,组 ;*=&和 (')*凋亡表达的阳性细胞率均有显著降低"!B%C

%%%#&-',组和&*,组相比;*=&和(')*凋亡表达无明显区别"!B%CDEE%!B%CDFG#$ 结论!对 &' 形成过程中 (')*增

殖和凋亡进行合理调节可能是益肾通脉汤延缓动脉粥样硬化发生发展的有效途径$

关键词!动脉粥样硬化&血管平滑肌细胞&增殖&凋亡
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+!讨论

中药活性成分的药代动力学研究在阐述中药的

药效物质基础及作用机制发挥着重要的作用# 但是

中药成分复杂$进入体内的活性成分含量低$常规的

色谱方法不易检测# 质谱检测以高灵敏性和高准确

性无疑是中药体内药物分析的发展趋势# 本文通过

液质联用技术$定量检测了金银花粗提物灌胃给药

的 'I大鼠体内绿原酸的含量$区分了绿原酸代谢

物对其含量的影响#

从A*<)'法及微生物效应法所得数据可以明

显看出两者之间有密切关系# 从侧面论证了绿原酸

是金银花中主要的抗菌成分# 因此$可以初步认为

体内绿原酸浓度的变化一定程度反映了抗菌成分的

的变化$绿原酸及转化成分还是金银花在体内的主

要活性成分#

本文建立一种快速%灵敏的体内绿原酸的检测

方法$并应用于口服金银花粗提物的药代动力学研

究$并且辅助以抗菌活性成分的微生物效应法$建立

时间%浓度%抗菌效应三者同步的 ;J<;I模型$为解

释金银花的抗菌活性成分在体内的药效物质基础提

供一种新的方法#
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!!血管平滑肌细胞!(')*"异常增殖被认为是动

脉粥样硬化!&'"等疾病发生%发展的病理基础$

(')*凋亡作为其增殖的平衡力量$可减少斑块局

部细胞堆积$延缓斑块形成$抑制血栓形成及血管重

构等的发生# 因此对(')*增殖及凋亡进行研究有

助于揭示粥样硬化和动脉管腔再狭窄的病因$为&'

的防治寻求有效的方法#

#!材料与方法

#C#!动物!健康新西兰雄性大耳白兔 +% 只$体重

约 #CF aDC"X8$" a+ 月龄$安徽医科大学实验动物

中心提供$许可证号('*MJ!皖"D%%E b%%##

#CD!药物与试剂!益肾通脉汤(广州中医药大学罗

陆一教授提供处方$安徽中医学院制剂室提供制剂*

牛血清白蛋白%增殖细胞抗原 !;*=&" 试剂盒%

>?=@A凋亡试剂盒(北京中杉金桥生物技术有限公

司*胆固醇%猪胆盐(郑州利伟生物实业有限公司#

#C"!高脂饲料配方!胆固醇 #c%猪胆盐 %C#c!郑

州利伟生物试剂有限公司"%猪油 Ec!双汇食品有

限公司"%基础饲料 L"CLc!由安徽医科大学实验动

物中心配制(玉米面 #Ec$豆粉 #Dc$麸皮 D$c$骨

粉 Dc$鱼粉 Dc$草粉 +%c$食盐 %CEc$多维

%]%Ec$矿物质 %C#c$鱼肝油 %C"Ec"#

#C+!分组与造模方法!+% 只兔子适应性饲养 D

周$然后随机分成 + 组$*,组%),组%-',组%&*,

组$每组 #% 只$后面 " 组为造模组# 实验开始时$使

用牛血清白蛋白经为各造模组兔耳缘静脉注射$每

周一次$连续 " 周$造成内源性的内皮损伤$给药量

为 DE% N8dX8**,组给以普通饲料喂养$" 组给以高

脂饲料喂养$至),动脉粥样硬化形成$约 #D 周后

取材#

#CE!给药方法!),组只造模不给药$-',组和

&*,组从开始造模时分别给以益肾通脉汤和阿托

伐他汀每天一次灌胃至 ),组模型成功$约 #D 周#

用药剂量阿托伐他汀 #CDE N8d!X8)Q"$益肾通脉汤

相当于生药 EC$"8dX8#

#CG!取材方法!"c戊巴比妥钠1N1dX8麻醉$麻醉

成功后将兔固定于手术台上$剪开胸部及腹部$从主

动脉根部切取整条主动脉$小心去除血管外的脂肪

组织$#%#% 万像素数码相机拍照留存$然后将动脉

置于 +c多聚甲醛中固定$制备成约 + aE NN的组

织块$常规脱水%透明%浸腊%包埋%切片%烤片备用#

#CF!指标检测方法!';法免疫组化检测 ;*=&$

>?=@A检测 (')*凋亡$具体操作方法按照试剂

盒#

#C$!统计方法!通过图像分析系统对进行分析$每

组随机选取 E 张切片$每张切片随机挑选 E 个高倍

镜 ! e+%%"视野$计算 ;*=&%(')*凋亡表达的阳

性细胞率*实验结果数值用均数 f标准差!

$

Hf:"表

示$组间比较单因素方差分析#

D!结果

见表 ##

表 #!+ 组动物;*=&和

(')*凋亡表达的阳性细胞率比较"

$

Hf:#

组别 6!只" ;*=&!c" (')*凋亡!c"

*, $ +CD# f#CED DC$D f#C%#

), F

D$C## f+CDE

%

DFCFD f"CG+

%

-', G

#EC$" f+C#D

%&

#GCE$ fDCE$

%&

&*, F

#$C#$ fDCF"

%&
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DC#!斑块内 ;*=&染色及表达结果!正常动脉内

膜下几乎无;*=&阳性染色# ;*=&阳性细胞为细

胞核呈棕黄色染色$阳性细胞多集中在 &' 斑块的

纤维帽及靠近肩部$斑块的基地部位也较多表达$脂

质核心内偶尔有极少阳性细胞染色$少量的阳性细

胞融合成片#

与*,组比较$),组%-',组%&*,组 ;*=&

均有显著升高$!B%C%%%*与 ),组比较$-',组%

&*,组;*=&表达的阳性细胞率均有显著降低$!

B%C%%%*-',组和 &*,组相比 ;*=&表达无明显

区别!B%CDEE#

DCD!斑块内(')*凋亡染色及表达结果!正常动

脉内膜下几乎无 (')*凋亡阳性染色# 造模组$免

疫组织化学显示 (')*凋亡 阳性的 (')*多集中

在脂质核周围靠近内膜或者中膜区域$多为圆形%椭

圆形或梭形的细胞核染色$均匀棕黄染色$凋亡细胞

体积缩小$可以看到部分细胞致密的染色质边集$有

的断裂成核碎片$可能是形成了膜包裹性的凋亡小

体#

与 *,组比较$),组%-',组%&*,组 (')*

凋亡均有显著升高$!B%C%%%*与 ),组比较$-',

组%&*,组 (')*凋亡均有显著降低$!B%C%%%*

-',组和&*,组相比$(')*凋亡无明显区别$!B

%CDFG#

"!讨论

&'形成过程中$(')*大量增殖$增殖的(')*

内部结构发生变化$其表型也发生改变$由收缩型向

合成型转变$肌丝成分减少$粗面内质网和高尔基体

等蛋白质合成器很发达$其功能与结构改变相适应$

以收缩为主变为以增殖为主*合成型 (')*在各种

因子的作用下大量的增殖$并活跃地合成胶原纤维%

弹力纤维%蛋白多糖等 @*)成分$摄取脂质转变为

泡沫细胞$部分保持增殖活性$并由中膜向内膜迁

移$结果最初血管壁表现为增厚$随着泡沫细胞增

多$血管壁上的增厚演变成脂质斑块&#'

$随后间质

成分日渐增多成为斑块的主要成分在外周包绕$病

灶处的(')*和由其分泌胶原纤维%@*)形成纤维

帽$覆盖于深部大量脂质之上&D'

$至此 &' 斑块形

成#

(')*的增殖状态可以通过对 ;*=&的测定来

监测$;*=&是 ;*=&基因表达的核内蛋白$是I=&

多聚酶
!

的一个辅助亚单位$其含量在细胞周期中

的变化与I=&的合成一致&"'

$与 I=&多聚酶协同

作用$影响I=&链的复制$使细胞进入并通过 '期$

在细胞增殖中起关键性作用# 细胞在静息期中 ;*<

=&含量很低$但在周期 ' 期中$;*=&则大量表达$

因此;*=&指数与细胞的增殖状态显著相关$可以

作为细胞周期中 ' 期细胞数量的特异性标志&"$+'

$

因此对;*=&蛋白表达进行检测可以得知(')*的

增殖情况#

与(')*增殖一样$(')*的凋亡是调节内膜

厚度演变的重要机制之一$细胞凋亡发生率和细胞

增殖率成正比以保持细胞总数不变# &' 病变中$可

能这种平衡破坏$细胞凋亡受抑$增殖活跃$导致&'

后的官腔狭窄$而凋亡过度$致使 (')*数量减少$

分泌的 @*)成分减少$并且在 &' 形成过程中

(')*分泌 ));O增加$进一步对 @*)降解$导致

纤维帽变薄$&'斑块易损性增加$斑块容易破裂#

从中医的角度分析认为(肾阳促进温煦%运动%

兴奋和化气的功能$这些功能使血液在脉管内正常

的运行$肾阳虚$则全身的津液和血液运行的速度减

慢$津液不得输布%聚液成痰$血液不得运行%留而成

瘀$类似于动脉内血液的正常轴流失常$导致炎性细

胞浸润%内皮损伤%脂质沉积$最后形成 &'*肾阴的

主要生理作用是促进机体的滋润%宁静%成形和制约

阳热等功能# 肾阴通过三焦到达全身$促进津液的

分泌和血液的生成$津液与血液有滋润和濡养的作

用$当肾阴亏虚$则津枯血少$化痰成瘀$滋润和濡养

的作用失常$类似于血管内皮损伤后$血流异常$炎

性细胞浸润%脂质沉积等$最后导致&'# 因此$肾之

阴阳亏虚$痰瘀互结是 &' 发生发展的重要病机之

一$因此$本实验使用具有补肾活血化痰作用的益肾

通脉汤取得了显著的疗效#
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