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自拟脉痹方对糖尿病大鼠后肢动脉

A7i5. 表达的影响

林丽珠,刘萍,任永丽,关怿,魏青,褚月颉

,,!摘要",目的,研究自拟脉痹方对糖尿病大鼠后肢动脉血凝素样氧化低密度脂蛋白受体

!A7i"5. 表达的影响及机制# 方法,/- 只 'X#HSWV5@HZKVN大鼠按照随机数字表法随机取 .- 只作为

正常对照组$+- 只予高糖%高脂饮食联合尾静脉注射链脲佐菌素!!+ GWFaW"建立糖尿病模型$成模后

按照随机数字表法分为非药物干预组%西洛他唑干预组!.- GW*aW

>.

*T

>.

"%低剂量脉痹方干预组

!.! W*aW

>.

*T

>.

"%中剂量脉痹方干预组!!3 W* aW

>.

*T

>.

"%高剂量脉痹方干预组!3: W* aW

>.

*T

>.

"$

每组 .- 只# 灌胃 3 周后$测定大鼠的体重%血糖%肝功能%肾功能%总胆固醇%甘油三酯%高密度脂蛋

白5胆固醇%低密度脂蛋白5胆固醇!A@A5B"&6J染色观察后肢动脉内膜组织的形态&]V%RV#& 印迹法

检测后肢动脉A7i5.%核因子5

.

[X/+%血管细胞黏附分子5.!_B985."蛋白的表达# 结果,造模后糖

尿病大鼠较非糖尿病大鼠体重下降明显$血糖升高!*13=/;%.!-=!2$)均<-=-+"$药物干预 3 周后

各组肝%肾功能无差异!)均g-=-+"# 与非药物干预组相比$中%高剂量脉痹方干预组血清总胆固醇%

A@A5B明显下降$正常对照组%西洛他唑干预组及低%中%高剂量脉痹方干预组血清甘油三酯较非药物

干预组明显下降!*13=.-%3=02%.2=!;$)均<-=-."# 6J染色可见非药物干预组后肢动脉中膜细胞

黏液变性$经药物干预后$各组均有不同程度的改善$其中中剂量脉痹方干预组和高剂量脉痹方干预

组改善较明显# 低%中%高剂量脉痹方干预组及西洛他唑干预组后肢动脉 A7i5.%_B985. 蛋白表达

均较非药物干预组下降!*1.;=!+%3;=-.$)均<-=-."$西洛他唑干预组%高剂量脉痹方干预组核因

子5

.

[X/+ 较非药物干预组下降明显!*1.;=:;$)<-=-."# 结论,自拟脉痹方可下调糖尿病大鼠后

肢动脉A7i5. 的表达$并通过降低核因子5

.

[X/+ 抑制_B985. 的表达#

!关键词",自拟脉痹方&糖尿病性下肢动脉粥样硬化&血凝素样氧化低密度脂蛋白受体5.&核因

子5

.

[X/+&血管细胞黏附分子5.

@7"'.-=;2/-FDGH=I=$%%&=./2;53.+2=!-.:=-.=--;
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(?8(:+%$:)L@8A#$:/7#,QP$&YV%R$WHRVRUVVLLVDRH&T #VKHRVT GVDUH&$%GPLE$&$GH$C$@VDPDR$P& P&

RUVV\X#V%%$P& PLKVDR$&5K$aVP\$T$MVT KPZ5TV&%$RNK$XPX#PRV$& #VDVXRP#!A7i"5. $& RUVU$&TK$GC H#RV#$V%PL

T$HCVR$D#HR%=B#:")0(,9RPRHKPL%$\RN'X#HSWV5@HZKVN#HR%ZV#V$&DKSTVT $& RU$%%RSTN=QV& #HR%ZV#V

#H&TPGKN%VKVDRVT H%&P#GHKDP&R#PKW#PSX HDDP#T$&WRP#H&TPG&SGCV#RHCKVGVRUPT$ZUV#VH%HKKRUVPRUV#

#HR%ZV#VLVT Z$RU U$WU5WKSDP%VH&T U$WU5LHRT$VRDPGC$&VT Z$RU RUV$&IVDR$P& PL%R#VXRPMPRPD$& !!+ GWFaW"

L#PGRH$KYV$& RP$&TSDVT$HCVRV%=9LRV#%SDDV%%LSKGPTVK$&W$ HKKT$HCVR$D#HR%ZV#V#H&TPGKNT$Y$TVT $&RP

&P&5T#SW$&RV#YV&R$P& W#PSX$ D$KP%RHMPKW#PSX!.- GW*aW

>.

*T

>.

"$ KPZTP%VPL8H$C$@VDPDR$P& W#PSX

!.! W*aW

>.

*T

>.

"$ GVT$SGTP%VPL8H$C$@VDPDR$P& W#PSX!!3 W*aW

>.

*T

>.

"H&T U$WU TP%VPL8H$C$

@VDPDR$P& W#PSX!3: W*aW

>.

*T

>.

"HDDP#T$&WRP#H&TPG&SGCV#RHCKVGVRUPT$ Z$RU .- #HR%$& VHDU W#PSX=

9LRV#3 ZVVa%PL$&RV#YV&R$P&$ CPTNZV$WUR$ CKPPT WKSDP%V$ K$YV#LS&DR$P&$ #V&HKLS&DR$P& H&T RPRHKDUPKV%RV#PK

!B67"$ R#$WKNDV#$TV!Q̀ "$ U$WU TV&%$RNK$XPX#PRV$&5DUPKV%RV#PK!6@A5B" H&T KPZTV&%$RNK$XPX#PRV$&5DUP5
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KV%RV#PK!A@A5B" ZV#VV\HG$&VT=6J%RH$&$&WZH%S%VT RPPC%V#YVRUVGP#XU$KPW$DHKDUH&WV%PLU$&TK$GC

H#RV#N$&R$GH=]V%RV#& CKPRR$&WZH%S%VT RPH&HKNMVRUVV\X#V%%$P& PLA7i5.$&SDKVH#LHDRP#5

.

[!4(5

.

[" X/+

H&T YH%DSKH#DVKKHTUV%$P& GPKVDSKV!_B98"5. PLU$&TK$GC=3#(,6:(,QUVZV$WURPLT$HCVR$D#HR%ZV#V

TVD#VH%VT H&T CKPPT WKSDP%VZV#V$&D#VH%VT %$W&$L$DH&RKNDPGXH#VT Z$RU &P&5T$HCVR$D#HR%HLRV#GPTVK$&W

!*13=/;$.!-=!2$ HKK)<-=-+"=4P%$W&$L$DH&RT$LLV#V&DVZH%LPS&T $& K$YV#H&T #V&HKLS&DR$P& HGP&W

W#PSX%3 ZVVa%HLRV#T#SW$&RV#YV&R$P& !HKK)g-=-+"=QUV%V#SGB67H&T A@A5BKVYVK$& RUVGVT$SGH&T

U$WU TP%VPL8H$C$@VDPDR$P& W#PSX ZV#VTPZ&#VWSKHRVT DPGXH#VT Z$RU &P&5T#SW$&RV#YV&R$P& W#PSX$ RUV%V#SG

Q̀ KVYVK$& &P#GHKDP&R#PKW#PSX$ D$KP%RHMPKW#PSX$H&T HKK8H$C$@VDPDR$P& W#PSX%ZV#VTVD#VH%VT %$W&$L$DH&RKN

DPGXH#VT Z$RU &P&5T#SW$&RV#YV&R$P& W#PSX!*13=.-$3=02$.2=!;$HKK)<-=-."=8SDP$T TVWV&V#HR$P&

ZV#VLPS&T $& RUVU$&TK$GC H#RV#N$& &P&5T#SW$&RV#YV&R$P& W#PSX CSRZV#V$GX#PYVT $& HKK$&RV#YV&R$P&

W#PSX%$ V%XVD$HKKN$& RUVGVT$SGH&T U$WU TP%VPL8H$C$@VDPDR$P& W#PSX%=BPGXH#VT Z$RU &P&5T#SW$&RV#5

YV&R$P& W#PSX$ RUVV\X#V%%$P& PLA7i5. H&T _B985. X#PRV$& ZV#VTVD#VH%VT %$W&$L$DH&RKN$& KPZ$GVT$SG$

U$WU TP%VPL8H$C$@VDPR$P& $&RV#YV&R$P& W#PSX H&T D$KP%RHMPKW#PSX !*1.;=!+$ 3;=-.$HKK)<-=-."=QUV

X#PRV$& KVYVKPL4(5

.

[X/+ ZV#VHK%PTVD#VH%VT %$W&$L$DH&RKN$& D$KP%RHMPKW#PSX H&T U$WU TP%VPL8H$C$

@VDPDR$P& W#PSX DPGXH#VT Z$RU &P&5T#SW$&RV#YV&R$P& W#PSX !*1.;=:;$)<-=-."=C)&$6,(/)&(,E$&$GH$C$

@VDPDR$P& TPZ&#VWSKHRV%RUVV\X#V%%$P& PLA7i5. $& RUVU$&TK$GC H#RV#$V%PLT$HCVR$D#HR%H&T $&U$C$R%RUV

V\X#V%%$P& PL_B985. CNTVD#VH%$&WRUVV\X#V%%$P& PL4(5

.

[X/+=

(D#< ;)+0() , E$&$GH$C$@VDPDR$P&& @$HCVR$DKPZV#K$GC HRUV#P%DKV#P%$%& AVDR$&5K$aVP\$T$MVT

KPZ5TV&%$RNK$XPX#PRV$& #VDVXRP#5.& 4SDKVH#LHDRP#5

.

[X/+& _H%DSKH#DVKKHTUV%$P& GPKVDSKV5.

,,糖尿病性下肢动脉粥样硬化是糖尿病的常见并

发症$目前认为动脉粥样硬化是一种慢性炎性血管疾

病+.,

# 血凝素样氧化低密度脂蛋白受体!A7i"5.是氧

化低密度脂蛋白的一种受体$它可活化核因子5

.

[X/+

并上调血管细胞黏附分子5.!_B985."的表达$导致

或加重血管内炎性反应+!,

# -自拟脉痹方.是本课

题组治疗糖尿病性下肢动脉粥样硬化的常用方剂$

在临床上疗效显著# 本研究使用-自拟脉痹方.干

预糖尿病大鼠$旨在评估其治疗糖尿病性下肢动脉

粥样硬化的效果并初步探讨其作用机制#

E>材料与方法

.=.,主要试剂与仪器,链脲佐菌素!'QE"购自美

国 '$WGH公司# 西洛他唑片购自浙江大冢制药有限

公司$溶于去离子水$浓度为 ! WFA# 自拟脉痹方药

物组成'黄芪 3- W%川芎 .+ W%赤芍 .+ W%当归 .- W%

桃仁 .- W%红花 .- W%地龙 .! W%鸡血藤 ;- W%牛膝

.- W%莶草 ;- W%木瓜 !- W%玄参 !- W%黄芩 !- W%桔

梗 .- W$均购自天津市中医药研究院附属医院# 方

药煎 ! 次$时间分别为 . U%;- G$&$合并煎煮液后浓

缩至含生药 / WFGK# A7i5.%核因子5

.

[X/+ 抗体购

自美国 '94Q9B)dE公司$_B985. 抗体购自美国

9CDHG公司$

&

5HDR$&抗体购自美国*#PRV$&RVDU公司#

凝胶成像仪购自美国["75)9@公司#

.=!,方法

.=!=.,动物造模及分组,3 周龄清洁级雄性

'X#HSWV5@HZKVN!'@"大鼠 /- 只$体重 0- ?.-- W# 适

应性喂养 . 周后$按照随机数字表法随机抽取 .- 只

大鼠作为正常对照组$其余大鼠进行糖尿病造模#

正常对照组予普通饲料喂养$造模大鼠予高糖%高脂

饲料喂养$: 周后予尾静脉注射低剂量 'QE!!+ GWF

aW"$正常对照组予尾静脉注射等体积柠檬酸缓冲

液$. 周后测随机尾静脉血糖$高于 ./=2 GGPKFA为

糖尿病造模成功# 低于 ./=2 GGPKFA者重复尾静脉

注射低剂量 'QE直至造模成功# +- 只成模大鼠按

随机数字表法分为 + 组$分别为非药物干预组%西洛

他唑干预组%低剂量脉痹方干预组%中剂量脉痹方干

预组%高剂量脉痹方干预组# 正常对照组%非药物干

预组每天予去离子水 ! GK灌胃$西洛他唑干预组予

西洛他唑 .- GW*aW

>.

*T

>.

$低%中%高剂量脉痹方

干预组分别予自拟脉痹方 .!%!3%3: W*aW

>.

*T

>.

灌胃$每日 . 次$连续灌胃 3 周#

.=!=!,标本收集,干预 3 周后测体重%尾静脉血

糖# 麻醉大鼠后主动脉采血$离心制备血清$ >!-b

保存$待测血脂%肾功能及肝功能# 取双侧后肢动

脉$剥净外膜的脂肪组织$取部分置入 3e多聚甲醛

液中$进行6J染色观察动脉内膜形态$剩余动脉组

织立即放入液氮中$随后再转入>:-b冰箱中保存$

待测A7i5.%核因子5

.

[X/+%_B985. 蛋白表达量#

.=!=;,检测血清生化指标,全自动生化仪测定血清甘

油三酯%总胆固醇%低密度脂蛋白5胆固醇!A@A5B"%

高密度脂蛋白5胆固醇!6@A5B"%肌酐%尿素氮%丙氨

酸氨基转移酶 !9AQ"%天门冬氨酸氨基转移酶
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!9'Q"水平#

.=!=3,后肢动脉组织病理,常规制片$脱蜡$苏木

素染色$盐酸酒精分色$伊红复染$中性树胶封闭$显

微镜下观察动脉的基本结构和变化$比较各组动脉

的改变情况#

.=!=+,]V%RV#& 印迹法检测 A7i5.%核因子5

.

[

X/+%_B985. 蛋白含量,提取大鼠后肢动脉蛋白$

蛋白质分离用 .-e聚丙烯酰胺凝胶电泳并转移到

*_@(膜# +e脱脂牛奶室温封闭 ! U$洗膜后加入

特异性抗体!

&

5HDR$& . m. ---$A7i5.%核因子5

.

[

X/+ . m!--$_B985. . m3 ---"$3b摇床孵育过夜#

洗膜后加入二抗! . m; ---"室温摇床孵育 ! U# 化

学发光及曝光$曝光结果经灰度扫描$以目标蛋白和

&

5HDR$&的灰度比值表示蛋白表达的相对值#

.=;,统计学处理,运用 '*'' !!=- 软件进行数据统

计处理$符合正态分布的计量数据以3fC表示$组间

的显著性检验采用单因素方差分析$组内两两比较采

用 /"V?D检验# )<-=-+为差异有统计学意义#

=>结果

!=.,自拟脉痹方对体重%血糖和肝%肾功能的影响

造模后糖尿病大鼠较非糖尿病大鼠体重下降明显$

血糖升高!)均<-=-+"$并出现多饮%多尿%多食及

行动稍有迟缓等现象$其中高剂量脉痹方干预组有

! 只大鼠在灌胃过程中死亡$考虑与灌胃不慎导致

肺炎有关# 干预 3 周后各组肝%肾功能差异均无统

计学意义!)均g-=-+"$见表 .#

!=!,自拟脉痹方对血脂的影响,干预后各组血清

甘油三酯均较非药物干预组低!)<-=-."$中%高

剂量脉痹方干预组血清总胆固醇及 A@A5B均较非

药物干预组低!)均<-=-."$而高剂量脉痹方干预组

6@A5B%A@A5B均较西洛他唑干预组低!)<-=-+"$见

表 !#

!=;,自拟脉痹方对后肢动脉组织的影响,正常对

照组动脉结构清晰$形态正常$各层结构存在$排列

规整$非药物干预组可见中膜细胞黏液变性$经药物

治疗后$各组均有不同程度的改善# 其中中%高剂量

脉痹方干预组改善较明显!图 .$封 ;"#

!=3,自拟脉痹方对后肢动脉A7i5.%核因子5

.

[X/+%

_B985. 蛋白表达的影响,低%中%高剂量脉痹方

干预组及西洛他唑干预组 A7i5.%_B985. 表达

量与非药物干预组相比均下降!)均 <-=-+" &而

核因子5

.

[X/+ 在西洛他唑干预组及高剂量脉痹

方干预组较非药物干预组下降明显!)<-=-+"#

各组指标组内两两对比$高剂量脉痹方干预组A7i5.%

核因子5

.

[X/+ 较低剂量脉痹方干预组%中剂量脉痹

方干预组下降明显!)均<-=-+"$见图 !#

表 E>药物干预 3 周后各组大鼠体重%血糖和肝%肾功能比较!3fC"

组别 例数 体重!W" 血糖!GGPKFA" [d4!GGPKFA" 'B#!GPKFA" 9AQ!dFA" 9'Q!dFA"

正常对照组 .- ;0+=-- f!+=-+ /=.- f-=00 .!=32 f!=3- !/=-- f2=3; 00=!! f/=!0 .;!=.0 f..=/;

非药物干预组 .-

;+;=;; f3:=2;

H

!.=2- f!=-.

H

.;=33 f;=:+ !0=!! f!=/; .--=!: f:=.0 .;/=3- f..=:3

西洛他唑干预组 .-

;3+=+/ f;2=2:

H

!.=+2 f.=-:

H

.;=0! f;=/0 !:=;; f3=0! 0/=0: f.;=.: .;3=// f.!=-+

低剂量脉痹方干预组 .-

;;;=+/ f;3=2+

H

!-=:2 f.=:2

H

.!=0+ f3=./ !2=22 f+=+/ 0:=/3 f/=/+ .;:=-: f.2=.2

中剂量脉痹方干预组 .-

;;.=/2 f33=.2

H

!!=-- f!=3+

H

.;=+! f;=-3 !3=:: f3=+; 0:=+2 f0=/2 .!0=;: f.3=20

高剂量脉痹方干预组 :

;3-=-- f3!=2!

H

!.=+- f.=./

H

.;=!/ f.=3: !:=+2 f3=.0 0;=!- f0=0: .3;=:2 f0=-:

*值 3=/; .!-=!2 -=!! -=+3 -=/! .=.2

)值 <-=-+ <-=-+ g-=-+ g-=-+ g-=-+ g-=-+

,,注'[d4'尿素氮&'B#'血肌酐&9AQ'丙氨酸氨基转移酶&9'Q'天门冬氨酸氨基转移酶&与正常对照组相比$

H

)<-=-+

表 =>药物干预 3 周后各组大鼠血脂水平比较!3fC"

组别 例数 总胆固醇!GGPKFA" 6@A5B!GGPKFA" A@A5B!GGPKFA" Q̀ !GGPKFA"

正常对照组 .- .=23 f-=.+ .=;/ f-=.; -=03 f-=.-

-=:. f-=.0

H

非药物干预组 .- !=.. f-=;+ .=;- f-=;3 .=-3 f-=.: ;=-+ f.=;/

西洛他唑干预组 .- .=:. f-=3; .=3. f-=;+ -=0! f-=!.

-=23 f-=;!

H

低剂量脉痹方干预组 .- .=2; f-=/3 .=;; f-=;/ -=:+ f-=;3

-=2+ f-=/2

H

中剂量脉痹方干预组 .-

.=;; f-=;0

HC

.=.2 f-=;/

-=/. f-=.0

HC

-=3. f-=.0

H

高剂量脉痹方干预组 :

.=3. f-=!2

H

.=-2 f-=!;

C

-=2- f-=.!

HC

-=2; f-=2;

H

*值 3=.- .=;+ 3=02 .2=!;

)值 <-=-+ g-=-+ <-=-+ <-=-+

,,注'6@A5B'高密度脂蛋白5胆固醇&A@A5B'低密度脂蛋白5胆固醇&Q̀ '甘油三酯&与非药物干预组相比$

H

)<-=-.&与西洛他唑干预组相

比$

C

)<-=-+
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F>讨论

-自拟脉痹方.是本课题组治疗糖尿病性下肢

动脉粥样硬化的常用方剂$由0医林改错1中的-补

阳还五汤.加减而来# 补阳还五汤具有补气活血%

通经活络的功效$临床上广泛应用于心%脑血管疾病

的治疗# 研究显示$它有促进血管新生%减轻炎性反

应%抑制细胞凋亡的作用+;53,

# 笔者根据糖尿病患

者的机体情况$依据中医理论$加入鸡血藤%牛膝%

莶草%木瓜%玄参%黄芩%桔梗组成自拟脉痹方$在临

床使用有效++,

#

A7i5. 是 .002 年在牛内皮细胞上发现的氧化

低密度脂蛋白的一种受体$它参与了动脉粥样硬化

的关键发病机制$包括血管内皮功能障碍$单核细胞

的黏附%增殖%迁移和平滑肌细胞的凋亡%泡沫细胞

的形成%血小板活化%以及斑块的不稳定性+/52,

#

A7i5. 在健康人体内几乎不表达$而在肥胖%血脂紊

乱和高血糖时含量上升+:,

# 对小鼠的研究提示$

A7i5. 的过表达增加斑块形成并促进动脉粥样硬

化+0,

# 临床研究显示$血清可溶性 A7i5. 与踝肱指

数相关$提示它可能是糖尿病下肢动脉疾病的一个

标志物+.-,

# _B985. 存在于血管内皮细胞膜上$其

水平升高被认为是内皮细胞活化与损伤的重要标

志$A7i5. 作为氧化低密度脂蛋白的受体$可介导其

上调_B985. 的表达量+..,

# 核因子5

.

[是一种蛋

白复合体$作为细胞刺激的初始和快速转录因子$核

因子5

.

[信号通路参与了动脉粥样硬化斑块的形成

和发展$主要介导其炎性反应+.!,

# A7i5. 的过表达

可增加动脉活性氧簇的产生$氧化应激的发生可激

活核因子5

.

[信号通路+0,

# 值得关注的是$A7i5.

激活核因子5

.

[可增加 _B985.%J5选择素及 *5选

择素的表达$而这些因子对于单核细胞黏附于血管

内皮细胞至关重要+.;,

# 所以$降低体内 A7i5. 的

表达水平对于治疗下肢动脉粥样硬化具有关键

意义+2$.3,

#

本研究发现$糖尿病大鼠后肢动脉A7i5.%核因

子5

.

[X/+ 及_B985. 水平较正常对照组升高$与既

往研究结果一致# 分别予梯浓度自拟脉痹方及西洛

他唑干预后$大鼠后肢动脉 A7i5.%_B985. 水平下

降$可能与自拟脉痹方降低大鼠血脂水平%减轻血

管炎性反应有关# 高剂量脉痹方干预可降低核因

子5

.

[X/+ 的表达量$而低%中剂量脉痹方也有降低

核因子5

.

[X/+ 的趋势$但效果无高剂量明显$提示

自拟脉痹方可通过抑制核因子5

.

[X/+ 的表达$下

调_B985. 的表达$从而对血管起保护作用#

综上所述$自拟脉痹方可降低糖尿病大鼠后肢

动脉A7i5. 的表达水平$并通过降低核因子5

.

[X/+

而抑制 _B985. 的表达$从而延缓糖尿病性下肢动

脉粥样硬化的进程#
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