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血管软化丸调控ｍｉＲ１７５ｐ与ＰＣＳＫ９／ＶＬＤＬＲ
信号通路抗动脉粥样硬化研究

孔艳芳１，秦合伟１，２，王　媛２，胡长春２

（１．河南省中医院　河南中医药大学第二附属医院，河南 郑州　４５０００２；
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［摘要］目的　观察血管软化丸对ｍｉＲ１７５ｐ及其下游前蛋白转化酶枯草溶菌素（ｐｒｏｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｖｅ

ｒｔａｓｅｓｕｂｔｉｌｌｉｓｉｎ／ｋｅｘｉｎｔｙｐｅ９，ＰＣＳＫ９）／极低密度脂蛋白受体（ｖｅｒｙｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｒｅｃｅｐ

ｔｏｒ，ＶＬＤＬＲ）信号通路的调控作用，揭示血管软化丸抗动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）的作用

机制。方法　细胞实验：通过加入氧化型低密度脂蛋白构建血管平滑肌细胞损伤模型。根据不同

干预方法将细胞分为４组：模型组、ｍｉＲ１７５ｐ抑制剂组、血管软化丸高剂量含药血清组和低剂量

含药血清组；干预后检测各组细胞活性以及细胞 ｍｉＲ１７５ｐ、ＶＬＤＬＲ和ＰＣＳＫ９ｍＲＮＡ和蛋白表

达水平。动物实验：根据不同干预方法将小鼠分为模型组、ｍｉＲ１７５ｐ抑制剂组、血管软化丸高剂

量组和低剂量组；干预８周后检测小鼠外周血清中白细胞介素６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）、白细胞介

素１０（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１０，ＩＬ１０）、肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）水平和小鼠主动脉

ｍｉＲ１７５ｐ、ＶＬＤＬＲ和ＰＣＳＫ９表达水平，并观察各组小鼠病理学改变情况。结果　细胞实验：与

模型组比较，ｍｉＲ１７５ｐ抑制剂组，血管软化丸高、低剂量含药血清组血管平滑肌细胞活性均明显

升高（犘＜０．０５），血管平滑肌细胞的 ｍｉＲ１７５ｐ和 ＶＬＤＬＲｍＲＮＡ和蛋白表达水平均明显升高

（犘＜０．０５），血管平滑肌细胞的ＰＣＳＫ９ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均明显降低（犘＜０．０５）。动物实

验：与模型组比较，ｍｉＲ１７５ｐ抑制剂组和血管软化丸高、低剂量组外周血清中ＩＬ６、ＴＮＦα水平均

明显降低（犘＜０．０５），血清中ＩＬ１０水平均明显升高（犘＜０．０５），主动脉ｍｉＲ１７５ｐ和ＶＬＤＬＲｍＲ

ＮＡ水平均明显降低（犘＜０．０５），ＰＣＳＫ９ｍＲＮＡ表达水平均明显升高（犘＜０．０５）；病理学观察发现

模型组小鼠主动脉管径厚薄不均匀，内膜不光滑，管腔内可见明显ＡＳ斑块形成，斑块内可见浅染无定

形物和钙化颗粒物，部分ＡＳ斑块截面积大于主动脉截面积。ｍｉＲ１７５ｐ抑制剂组和血管软化丸高、

低剂量组ＡＳ病变程度明显较模型组减轻。结论　血管软化丸防治ＡＳ的作用机制可能与靶向调控

ｍｉＲ１７５ｐ影响ＰＣＳＫ９／ＶＬＤＬＲ信号通路，抑制血管炎症反应，减轻血管平滑肌细胞损伤有关。

［关键词］动脉粥样硬化；血管软化丸；血管平滑肌细胞；微小核糖核酸１７５ｐ
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　　动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）是导致缺

血性心脑血管疾病的主要病理基础，目前西医防治

ＡＳ的临床效果不理想，而中医药防治ＡＳ取得了一

定的成果，但具体作用机制不明确［１］；新近研究发现

微小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲ）参与了ＡＳ的发生、发

展，其中ｍｉＲ１７５ｐ能够通过抑制血管平滑肌细胞

（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌ，ＶＳＭＣ）极低密度
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生导师，ｑｉｎｈｅｗｅｉｉ＠１２６．ｃｏｍ

脂蛋白受体（ｖｅｒｙｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，

ＶＬＤＬＲ）的表达，影响前蛋白转化酶枯草溶菌素

（ｐｒｏｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｖｅｒｔａｓｅｓｕｂｔｉｌｌｉｓｉｎ／ｋｅｘｉｎｔｙｐｅ９，ＰＣ

ＳＫ９）的表达，进而负调控 ＶＬＤＬＲ表达，缓解血管

内膜的增生，抑制血管管腔狭窄和平滑肌细胞的

增殖迁移，抑制ＡＳ的形成
［２］。鉴于最新研究进展

和本课题组前期研究基础［３］，笔者推测中医药防

治 ＡＳ的作用机制可能与调控 ｍｉＲ１７５ｐ，靶向调

控ＶＬＤＬＲ或靶向调控ＰＣＳＫ９有关。因此，本研

究旨在观察血管软化丸抗 ＡＳ的作用机制是否与

靶向调控 ｍｉＲ１７５ｐ，靶向调控 ＶＬＤＬＲ或靶向调

控ＰＣＳＫ９间接调控 ＶＬＤＬＲ，抑制血管炎症反应，

减轻ＶＳＭＣ有关。
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１　材料

１．１　实验动物　健康雄性 ＡｐｏＥ
－／－ 小鼠６０只，

ＳＰＦ级，体质量（２０±２）ｇ，购自北京维通利华实验

动物技术有限公司，生产许可证号：ＳＣＸＫ（京）２０１６

０００６。健康雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠１５只，体质量（２０±

２）ｇ，购自南京大学模式动物研究所，生产许可证号：

ＳＣＸＫ（苏）２０１５０００１；ＳＤ大鼠６０只，体质量（３００±

２０）ｇ，雄性，购自郑州市惠济区华兴实验动物养殖

场，动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（豫）２０１９０００２。所有

动物饲养于河南中医药大学第二附属医院动物实验

中心，实验动物使用许可证号：ＳＹＸＫ（豫）２０１６

０００９，（２２±１）℃恒温、６０％～７５％恒湿、１２ｈ循环

照明，自由摄食、饮水。人 ＶＳＭＣ购自上海沪震生

物科技有限公司。

１．２　伦理审查　经河南中医药大学第二附属医院

动物实验伦理委员会审核通过，本实验设计方案符

合安全性和公平性原则，实验动物符合国家对医学

实验 动 物 的 有 关 要 求。伦 理 审 核 批 准 标 号：

２０１９０６２２。

１．３　实验药物　本研究所用血管软化丸（药物组

成：山楂、神曲、珍珠、代赭石各３０ｇ，莱菔子、茯苓、

枸杞子各１５ｇ，陈皮、连翘、郁金、三七各１２ｇ、清半

夏９ｇ）方中所有中药均来源于河南中医药大学第二

附属医院药剂科；按照“人和动物体表面积折算的等

效剂量比率表”换算低、高２个剂量分别为２１．６、

８６．４ｇ／ｋｇ，分别相当于６０ｋｇ成人临床用量等效量

的５．８、２３．３倍，医院煎药房按照要求煎煮成生药含

量为０．８６４、３．４５６ｇ／ｍＬ
［４］。

１．４　含药血清制备　ＳＤ大鼠高剂量组（２０只）灌

胃给予血管软化丸高剂量制备高剂量含药血清；

ＳＤ大鼠低剂量组（２０只）灌胃给予血管软化丸低

剂量制备低剂量含药血清；每日早晚２次灌胃，连

续灌胃５ｄ。空白血清对照组（２０只）给予等量的

生理盐水灌胃，每日２次；各组大鼠末次灌胃后

１ｈ，给予腹腔注射水合氯醛（３５０ｍｇ／ｋｇ）麻醉，腹

主动脉取血，３７℃静置１ｈ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０

ｍｉｎ，分离血清，放入离心管中，０．４５μｍ微孔滤膜

过滤除菌，分装，－２０℃保存备用。

２　方法

２．１　细胞实验

２．１．１　ＶＳＭＣ培养和分组　ＶＳＭＣ在含有１５％

（犞／犞）热灭活胎牛血清的ＤＭＥＭ 培养基（含有１００

Ｕ／ｍＬ青霉素和１００ｍｇ／ｍＬ链霉素）中培养，以每

孔１×１０５／ｍＬ的细胞数将细胞铺板于２４孔板，

３７℃、５％ ＣＯ２ 的环境下培养，通过加入氧化低密

度脂蛋白（ｏｘｉｄａｔｉｏｎｌｏｗｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＯｘＬＤＬ）２０

μｇ／ｍＬ构建平滑肌细胞损伤模型
［４］。模型复制成

功后分为４组：（１）模型组：ＶＳＭＣ＋ＯｘＬＤＬ＋不含

药正常血清；（２）ｍｉＲＮＡ１７５ｐ抑制剂组：ＶＳＭＣ＋

ＯｘＬＤＬ＋ＨｉｐｅｒＦｅｃｔ转染试剂，将 ＲＮＡ１７５ｐ抑

制剂转染ＶＳＭＣ；（３）含药血清高剂量组：ＶＳＭＣ＋

ＯｘＬＤＬ＋中药高剂量含药血清；（４）含药血清低剂

量组：ＶＳＭＣ＋ＯｘＬＤＬ＋中药低剂量含药血清。干

预４８ｈ后观察收集细胞总ＲＮＡ和总蛋白进行相应

指标检测。

２．１．２　血清干预和细胞转染的具体方法

（１）血清干预：将第３～５代 ＶＳＭＣ弃去培养

基，用ＰＢＳ温和洗３遍，在３７℃、５％ＣＯ２ 孵箱中培

养１６ｈ，观察到每孔内细胞铺板率达５０％，弃掉孔

内旧培养基，分别加入血管软化丸不同浓度（６．２５、

１２．５和２５μｇ／ｍＬ）含药血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养

基，最终选取２５μｇ／ｍＬ含药血清，进行含药血清

干预。

（２）细胞转染：在无菌条件下，用含有１０％ＦＢＳ

的细胞培养基ＤＭＥＭ，将ＶＳＭＣ（１×１０５／ｍＬ）接种

于６孔板，每孔含有２ｍＬ培养基；３７℃温度下在

５％ＣＯ２ 细胞培养箱中孵育备用；取 ｍｉＲ１７５ｐ抑

制剂，以０．６μＬ（２０ｍｏｌ／Ｌ）和 ＨｉＰｅｒＦｅｃｔ转染试剂

１２μＬ 滴加入３００μＬ 的不含 ＦＢＳ和抗生素的

ＤＭＥＭ细胞培养基，混合为浓度５μｍｏｌ／Ｌ在室温

条件下放置５～１０ｍｉｎ形成转染复合物，将转染复

合物均匀滴入上述接种ＶＳＭＣ培养基中，孵育直至

血管内皮细胞融合度约８０％时终止培养，刮取细

胞，以提取血管内皮细胞的ＲＮＡ
［４］。经ｑＲＴＰＣＲ

检测，细胞转染成功率为７０％。

２．１．３　四甲基偶氮唑盐（ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉ

ｕｍ，ＭＴＴ）法检测细胞活性　收集各组细胞并调整

密度为每孔２×１０４ 个细胞，接种于９６孔板中，每组

设５个复孔，培养２４ｈ后加入 ＭＴＴ２０μＬ（浓度为

５ｍｇ／ｍＬ），培养箱孵育４ｈ后取出，弃上清，加入二

甲基亚砜１５０ｍＬ，摇床震荡１０ｍｉｎ后，于４９０ｎｍ

波长测定吸光度（犃）值
［４］。

２．１．４　检测细胞 ｍｉＲ１７５ｐ、ＶＬＤＬＲ 和 ＰＣＳＫ９

ｍＲＮＡ表达水平　采用ＲＴＰＣＲ法：收集血清处理

４８ｈ后的细胞，提取总 ＲＮＡ，逆转录，采用ＳＹＢＲ

Ｇｒｅｅｎ进行ｑＲＴＰＣＲ反应；反应参数：９５℃３０ｓ，１

个循环；９５℃５ｓ，５５℃１０ｓ，４０个循环，样本中目

的基因的计算方法为２ΔΔ犆Ｔ。ＧＡＰＤＨ 为内参
［４］。
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引 物 序 列：ｍｉＲ１７５ｐ 正 向 引 物 ５′ＣＣＡＧＣ

ＣＡＡＡＧＴＧＣＴＴＡＣＡＧＴＧＣ３′，反向引物５′ＧＴＧ

ＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣ３′；ＶＬＤＬＲ正向引物

５′ＣＣＣＧＴＴＣＴＡＣＴＣＡＧＴＧＴＡＴＣＣＣ３′，反 向 引

物５′ＣＴＧＣＣＡＴＣＧＴＣＡＣＡＧＴＣＡＴＣＣ３′；ＰＣＳＫ９

正向引物５′ＧＣＧＴＣＧＴＧＧＴＧＡＴＴＧＧＡＴＴＧ３′，

反 向 引 物 ５′ＣＡＧＧＧＧＴＧＴＴＧＴＧＧＡＴＧＣＴ３′；

ＧＡＰＤＨ 正 向 引 物 ５′ＡＧＴＧＴＧＡＣＧＡＴＴＡ

ＡＴＣＧＣＡＡＧ３′，反 向 引 物 ５′ＡＴＣＣＡＣＡＴＣＴＣ

ＴＣＧＴＴＧＴＧＧＣ３′。

２．１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞 ＶＬＤＬＲ和ＰＣ

ＳＫ９蛋白表达水平　收集处理４８ｈ后的细胞，提取

蛋白，采用ＢＣＡ蛋白定量法，蛋白电泳，分离，转膜，

室温下５％脱脂奶粉封闭２ｈ，用相应的一抗（ＶＬＤ

ＬＲ和ＰＣＳＫ９），分别按照１∶２００和１∶５００孵育，４℃

过夜，洗涤后标记二抗（滴度１∶２００）杂交。采用化

学发光试剂盒检测，使用ＩｍａｇｅＬａｂ４．１图像分析

软件检测ＶＬＤＬＲ和ＰＣＳＫ９印迹条带净吸光度值，

以βａｃｔｉｎ内参照，结果以样本灰度值／内参照灰度

值表示［４］。

２．２　体内实验

２．２．１　模型复制与给药　Ｃ５７ＢＬ／６小鼠给予全程

普通饲料喂养，作为正常对照组；ＡｐｏＥ
－／－小鼠给予

全程高脂饲料（含脂肪２１％、胆固醇０．１５％）喂养，

分为４组，每组１５只；饲养８周模型复制成功（每组

随机抽取１只小鼠主动脉壁可见明显的斑块形成）

后开始干预。每日灌胃１次，连续干预８周后取材

进行检测。①对照组：Ｃ５７ＢＬ／６小鼠给予等量生理

盐水灌胃；②模型组：ＡｐｏＥ
－／－小鼠给予等量生理盐

水灌胃；③ｍｉＲ１７５ｐ抑制剂组：ＡｐｏＥ
－／－小鼠尾静

脉注射ｍｉＲ１７５ｐ抑制剂处理；④血管软化丸高剂

量组：ＡｐｏＥ
－／－小鼠采用血管软化丸灌胃量为８６．４

ｇ／（ｋｇ·ｄ）；⑤血管软化丸低剂量组：ＡｐｏＥ
－／－小鼠

采用血管软化丸灌胃量为２１．６ｇ／（ｋｇ·ｄ）。

２．２．２　样品采集和病理形态学观察　经药物干预

８周后取材，禁食１２ｈ后摘眼球取血，用于血清指

标检测；取胸腹全长主动脉，一部分主动脉固定于

４％甲醛溶液中，用于 ＨＥ染色；一部分置于－８０℃

冻存用于主动脉相关指标检测。

２．２．３　ＥＬＩＳＡ法测定外周血清中白细胞介素６　

（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）、白细胞介素１０（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ

１０，ＩＬ１０）、肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ

α，ＴＮＦα）等炎症因子水平　采用ＥＬＩＳＡ法检测血

清中ＩＬ６、ＩＬ１０、ＴＮＦα水平，按ＥＬＩＳＡ试剂盒说

明书进行。

２．２．４　ＲＴＰＣＲ 检测各组主动脉 ｍｉＲ１７５ｐ、

ＶＬＤＬＲ和ＰＣＳＫ９ｍＲＮＡ表达水平　将主动脉称

量后，加入适量的Ｔｒｉｚｏｌ，提取总ＲＮＡ。具体方法

见“２．１．４”项。

２．３　统计学方法　所有数据采用ＳＰＳＳ１９．０统计

软件进行数据处理。连续型变量采用“均数±标准

差（珚狓±狊）”表示。多组均数比较用单因素方差分析，

方差齐时均数多重比较采用ＬＳＤ法检验，方差不齐

时均数多重比较采用Ｔａｍｈａｎｅｓ法检验。犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

３　结果

３．１　一般情况　动物模型鉴定时每组各处死１只，

除去撕咬致死５只，灌胃致死６只，剔除各组离群

值，各组进入统计数量均为１０只。

３．２　各组 ＶＳＭＣ存活率比较　与模型组比较，

ｍｉＲ１７５ｐ抑制剂组，血管软化丸高、低剂量含药血

清组ＶＳＭＣ存活率均明显升高（犘＜０．０５）。见图１。

　　注：Ａ．模型组；Ｂ．ｍｉＲ１７５ｐ抑制剂组；Ｃ．血管软化丸

高剂量组；Ｄ．血管软化丸低剂量组；与模型组比较，犘＜

０．０５；与ｍｉＲ１７５ｐ抑制剂组比较，＃犘＜０．０５

图１　各组ＶＳＭＣ细胞存活率（珚狓±狊，狀＝１０）

３．３　ＶＳＭＣ中 ｍｉＲ１７５ｐ、ＶＬＤＬＲ、ＰＣＳＫ９ｍＲ

ＮＡ表达水平比较　与模型组比较，ｍｉＲ１７５ｐ抑制

剂组，血管软化丸高、低剂量含药血清组 ＶＳＭＣ中

ｍｉＲ１７５ｐ和ＶＬＤＬＲｍＲＮＡ表达水平均明显升高

（犘＜０．０５），ＰＣＳＫ９ｍＲＮＡ 表达水平明显降低

（犘＜０．０５）；血管软化丸高、低剂量含药血清组

ｍｉＲ１７５ｐ、ＶＬＤＬＲ、ＰＣＳＫ９ ｍＲＮＡ 表达水平比

较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。见表１。

表１　各组ＶＳＭＣ中ｍｉＲ１７５ｐ、ＶＬＤＬＲ、ＰＣＳＫ９

ｍＲＮＡ表达水平比较（珚狓±狊）

组　别 狀
ｍｉＲ１７５ｐ

ｍＲＮＡ

ＶＬＤＬＲ

ｍＲＮＡ

ＰＣＳＫ９

ｍＲＮＡ

模　型 ６ ２．０２±０．１３ ２．１３±０．２４ １．０６±０．１９

ｍｉＲ１７５ｐ抑制剂 ６ ０．８３±０．０５ ０．９１±０．３７ ２．３２±０．４３

血管软化丸高剂量 ６ １．４９±０．５７＃１．５３±０．２９＃１．８３±０．２６＃

血管软化丸低剂量 ６ １．５１±０．６８＃１．６０±０．２９＃１．８０±０．３３＃

　　注：与模型组比较，犘＜０．０５；与 ｍｉＲ１７５ｐ抑制剂组

比较，＃犘＜０．０５
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３．４　各组 ＶＳＭＣ内 ＶＬＤＬＲ、ＰＣＳＫ９蛋白表达水

平比较　与模型组比较，ｍｉＲ１７５ｐ抑制剂组，血管

软化丸高、低剂量组ＶＳＭＣ中ＶＬＤＬＲ蛋白表达水

平均明显降低（犘＜０．０５），ＶＳＭＣ中ＰＣＳＫ９蛋白表

达水平均明显升高（犘＜０．０５）；血管软化丸高、低剂

量组各项指标比较，差异均无统计学意义（犘＞

０．０５）。见表２和图２。

表２　各组ＶＳＭＣ中ＶＬＤＬＲ、ＰＣＳＫ９

蛋白表达水平比较（珚狓±狊）

组　别 狀 ＶＬＤＬＲ ＰＣＳＫ９

模　型 ６ １．８２±０．２１ １．０７±０．１８

ｍｉＲ１７５ｐ抑制剂 ６ ０．９３±０．３１ １．９１±０．３２

血管软化丸高剂量 ６ １．５６±０．２５＃ １．８２±０．２５

血管软化丸低剂量 ６ １．６２±０．２７＃ １．７９±０．３２

　　注：与模型组比较，犘＜０．０５；与 ｍｉＲ１７５ｐ抑制剂组

比较，＃犘＜０．０５

　　注：Ａ．模型组；Ｂ．ｍｉＲ１７５ｐ抑制剂组；Ｃ．血管软化丸

高剂量组；Ｄ．血管软化丸低剂量组

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组ＶＳＭＣ中

ＶＬＤＬＲ和ＰＣＳＫ９蛋白表达水平

３．５　主动脉病理形态观察　光学显微镜下观察发

现，模型组小鼠主动脉管径厚薄不均匀，内膜不光

滑，管腔内可见明显ＡＳ斑块形成，斑块内可见浅染无

定形物和钙化颗粒物，部分ＡＳ斑块截面积大于主动脉

截面积。ｍｉＲ１７５ｐ抑制剂组和血管软化丸高、低剂量

组ＡＳ病变程度明显较模型组减轻。见图３。

３．６　各组小鼠血清ＩＬ６、ＩＬ１０、ＴＮＦα水平比较　与

对照组比较，模型组小鼠血清ＩＬ６和ＴＮＦα水平

明显升高（犘＜０．０５），ＩＬ１０水平明显降低（犘＜

０．０５）；与模型组比较，ｍｉＲ１７５ｐ抑制剂组和血管

软化丸高、低剂量组血清ＩＬ６和ＴＮＦα水平明显

降低（犘＜０．０５），ＩＬ１０水平明显升高（犘＜０．０５）。

血管软化丸高、低剂量组各项指标比较，差异均无统

计学意义（犘＞０．０５）。见表３。

３．７　各组主动脉ｍｉＲ１７５ｐ、ＶＬＤＬＲ、ＰＣＳＫ９ｍＲ

ＮＡ表达水平比较　与模型组比较，ｍｉＲ１７５ｐ抑制

剂组，血管软化丸高、低剂量组主动脉 ｍｉＲ１７５ｐ、

ＶＬＤＬＲｍＲＮＡ表达水平均明显降低（犘＜０．０５），

主动脉 ＰＣＳＫ９ｍＲＮＡ 表达水平明显升高（犘＜

０．０５）；血管软化丸高、低剂量组 ｍｉＲ１７５ｐ、ＶＬＤ

ＬＲ、ＰＣＳＫ９ｍＲＮＡ表达水平比较，差异均无统计学

意义（犘＞０．０５）。见表４。

表３　各组小鼠外周血ＩＬ６、ＩＬ１０、

ＴＮＦα水平比较（珚狓±狊）

组　别 狀
ＩＬ６／

（ｐｇ／ｍＬ）
ＩＬ１０／

（ｐｇ／ｍＬ）
ＴＮＦα／

（ｐｇ／ｍＬ）

对　照 １０ ２０．１４±４．５３ ２６５．５０±２８．２４ １０．１４±１．８４

模　型 １０ ６５．４７±９．３６△ ９２．１４±２１．２１△ ３３．４７±４．６１△

ｍｉＲ１７５ｐ抑制剂 １０ ４８．４７±６．３２ １９１．２５±２６．１５ １８．１９±７．１５

血管软化丸高剂量 １０ ５１．２６±１２．２７２３１．９８±３４．６７＃１９．２６±２．５９

血管软化丸低剂量 １０ ５２．８９±７．１５ ２３５．０１±３６．８３＃１９．８９±１．７８

　　注：与对照组比较，△犘＜０．０５；与模型组比较，犘＜

０．０５；与ｍｉＲ１７５ｐ抑制剂组比较，＃犘＜０．０５

表４　各组主动脉ｍｉＲ１７５ｐ、ＶＬＤＬＲ、

ＰＣＳＫ９ｍＲＮＡ表达水平比较（珚狓±狊）

组　别 狀
ｍｉＲ１７５ｐ

ｍＲＮＡ

ＶＬＤＬＲ

ｍＲＮＡ

ＰＣＳＫ９

ｍＲＮＡ

对　照 １０ １．０５±０．１１ １．１２±０．１９ １．５７±０．２１

模　型 １０ ２．０５±０．１６△ ２．１４±０．２８△ ０．２７±０．０６△

ｍｉＲ１７５ｐ抑制剂 １０ ０．８６±０．１９ ０．９４±０．３３ １．３６±０．３２

血管软化丸高剂量 １０ １．４８±０．５４＃ １．５４±０．２４＃ ０．８４±０．１９＃

血管软化丸低剂量 １０ １．５０±０．６１＃ １．６１±０．２８＃ ０．８３±０．１５＃

　　注：与对照组比较，△犘＜０．０５；与模型组比较，犘＜

０．０５；与ｍｉＲ１７５ｐ抑制剂组比较，＃犘＜０．０５

４　讨论

ｍｉＲＮＡ在ＡＳ的发生发展过程中发挥了重要

的作用，人为调控 ｍｉＲＮＡ的表达也是疾病防治的

一个重要方法，其中 ｍｉＲＮＡ１７５ｐ的表达水平与

ＡＳ严重程度密切相关
［５］。有研究发现，低密度脂

蛋白受体（ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ｒｅｃｐｔｏｒ，ＬＤＬＲ）

能够通过结合并内吞低密度脂蛋白（ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙ

ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＬＤＬ）调节胆固醇代谢，在ＬＤＬＲ数量

降低时将导致血浆中 ＬＤＬ和胆固醇水平升高；

ＶＬＤＬＲ主要分布在心肌、骨骼肌以及脂肪组织

中，能够通过与含有载脂蛋白Ｅ的脂蛋白结合，调

节脂质代谢；巨噬细胞膜上ＶＬＤＬＲ通过摄取富含

三酰甘油的脂蛋白，促进三酰甘油在细胞中的沉

积，导致和加重 ＡＳ
［６］。此外，在粥样斑块存在情

况下，研究者通过高表达 ＶＬＤＬＲ，结合低脂饮

食，能够降低血浆中 ＶＬＤＬ及 ＬＤＬ水平，促进

ＡＳ斑块消退
［７］。

研究发现，ＰＣＳＫ９ 能够影响 ＶＬＤＬＲ 的表

达［８］，增强肝脏中ＶＬＤＬＲ的溶酶体和内涵体降解，

导致血清低密度脂蛋白胆固醇（ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏ

ｐｒｏｔｅｉｎｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＬＤＬＣ）水平升高
［９］；研究者通

过转染ＰＣＳＫ９进入ＶＳＭＣ，发现提高ＰＣＳＫ９表达

能够降低ＶＬＤＬＲ蛋白水平
［１０］。新近研究［２］发现，
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　　注：Ａ．对照组；Ｂ．模

型组；Ｃ．ｍｉＲ１７５ｐ抑制

剂组；Ｄ．血管软化丸高剂

量组；Ｅ．血管软化丸低剂

量组

图３　各组小鼠主动脉病理形态（ＨＥ染色，１０×２０倍）

ＡＳ发病与ｍｉＲ１７５ｐ表达成正相关，与ＶＬＤＬＲ表达

成负相关；ｍｉＲ１７５ｐ能够靶向 ＶＬＤＬＲ，直接抑制

ＶＳＭＣ中ＶＬＤＬＲ的表达，ＭｉＲ１７５ｐ通过影响ＰＣＳＫ９

参与负调控ＶＬＤＬＲ表达，抑制ＡＳ的发生发展。

高脂血症和ＡＳ可归属于中医“血浊”和“脉痹”

范畴，痰、瘀等病理产物壅塞脉道，沉积脉壁，痰瘀蓄

留不去而成“脉痹”，即 ＡＳ和血栓形成。本课题组

针对 ＡＳ“痰阻血瘀”的基本病机，采用由保和丸加

减化裁而成的血管软化丸治疗ＡＳ。该方中山楂消

饮食积滞、活血化瘀为君药；神曲消食健胃，莱菔子

理气消食，半夏、茯苓燥湿健脾、化痰散结，郁金、三

七行气解郁、活血化瘀，枸杞子滋补肝肾、益精明目，

珍珠和代赭石平肝潜阳、降逆祛痰，共为臣药；陈皮

理气和中为佐药；甘草调和诸药。诸药合用，共奏消

积化痰、活血化瘀之功［４］。本课题组既往研究［１１１５］

发现，血管软化丸防治 ＡＳ 与调控 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／

ｍＴＯＲ通路、ＴＬＲ３／ＴＬＲ９、ｍｉＲ１５５、ＣＤ４０ＣＤ４０Ｌ

系统、ｍｉＲ４６７ｂ等ｍｉＲ及其下游信号有关。

鉴于ｍｉＲ１７５ｐ能够靶向调控ＶＬＤＬＲ或靶向

调控ＰＣＳＫ９间接调控 ＶＬＤＬＲ，抑制血管炎症反

应，减轻ＶＳＭＣ损伤，防治ＡＳ
［２］，本研究旨在验证

血管软化丸抗 ＡＳ的作用机制是否与靶向调控

ｍｉＲ１７５ｐ，靶向调控 ＶＬＤＬＲ或靶向调控ＰＣＳＫ９

间接调控ＶＬＤＬＲ，抑制血管炎症反应，减轻ＶＳＭＣ

损伤有关，进而揭示血管软化丸防治 ＡＳ的分子机

制，这是本研究的思路创新。

本研究结果显示，经过血清干预后，与模型组比

较，ｍｉＲ１７５ｐ抑制剂组和两个中药含药血清组

ＶＳＭＣ活性均明显升高，ＶＳＭＣ 中 ｍｉＲ１７５ｐ、

ＶＬＤＬＲｍＲＮＡ 表达水平均明显降低，ＶＳＭＣ中

ＰＣＳＫ９ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均明显升高；与模

型组比较，ｍｉＲ１７５ｐ抑制剂组和两个中药含药血

清组细胞ＶＬＤＬＲ蛋白表达水平均明显降低。这表

明ＶＳＭＣ活性与 ｍｉＲ１７５ｐ和ＶＬＤＬＲｍＲＮＡ表

达水平呈负相关，与ＰＣＳＫ９ｍＲＮＡ表达水平呈正

相关，血管软化丸对ＯｘＬＤＬ构建平滑肌细胞损伤

模型的ＶＬＤＬＲ和ＰＣＳＫ９表达有明显调控作用，这

可能与调控ｍｉＲ１７５ｐ表达有关。

体内实验结果也显示，经过干预后，与模型组比

较，ｍｉＲ１７５ｐ抑制剂组和血管软化丸高、低剂量组

外周血清中ＩＬ６和ＴＮＦα水平明显降低，ＩＬ１０水

平明显升高，ｍｉＲ１７５ｐ抑制剂组和血管软化丸高、

低剂量组主动脉 ｍｉＲ１７５ｐ和 ＶＬＤＬＲｍＲＮＡ表

达水平均明显降低，ＰＣＳＫ９ｍＲＮＡ表达水平明显升

高；血管软化丸不同剂量组之间各项指标比较差异无

统计学意义，不存在量效关系。病理学检测也证实，

血管软化丸和ｍｉＲ１７５ｐ抑制剂均能防治ＡＳ。

综上所述，血管软化丸防治 ＡＳ的作用机制可

能与靶向调控 ｍｉＲ１７５ｐ，靶向调控 ＶＬＤＬＲ或靶

向调控ＰＣＳＫ９间接调控ＶＬＤＬＲ，抑制血管炎症反

应，减轻ＶＳＭＣ损伤有关。
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肝豆汤改良方调控ＰＫＲ／ｅＩＦ２α通路改善 Ｗｉｌｓｏｎ
病模型ＴＸ小鼠突触功能障碍的机制研究

刘松杨１，程　楠２，徐陈陈２，董健健２，高曼莉１

（１．安徽中医药大学研究生院，安徽 合肥　２３００１２；

２．安徽中医药大学神经病学研究所附属医院，安徽 合肥　２３００６１）

［摘要］目的　探究肝豆汤改良方调控双链ＲＮＡ依赖蛋白激酶（ｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｅｄＲＮＡｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏ

ｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＰＫＲ）／真核细胞起始因子２α（ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２α，ｅＩＦ２α）通路改善Ｗｉｌｓｏｎ病模型

毒牛奶（ｔｏｘｉｃｍｉｌｋ，ＴＸ）小鼠突触功能障碍的机制。方法　实验分为正常组、正常加肝豆汤改良方组、

模型组、模型加肝豆汤改良方组，每组２０只小鼠；正常组和模型组每日分２次予生理盐水灌胃，每次

２０ｍＬ／ｋｇ，正常加肝豆汤改良方组与模型加肝豆汤改良方组每日分２次予中药肝豆汤改良方各２０

ｍＬ／ｋｇ灌胃给药，连续４周，末次给药结束后取各组小鼠海马组织进行检测；采用旷场实验、Ｂａｒｎｅｓ迷

宫实验检测 Ｗｉｌｓｏｎ病模型小鼠认知功能；采用ＴＵＮＥＬ染色法检测小鼠海马组织中神经细胞凋亡情

况；采用免疫荧光染色检测各组小鼠海马８羟化脱氧鸟苷（８ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｅｄｄｅｏｘｙｇｕａｎｏｓｉｎｅ，８ＯＨｄＧ）

的表达水平；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测海马组织ＰＫＲ／ｅＩＦ２α通路以及突触相关蛋白表达水平。

结果　模型组小鼠的认知功能显著低于正常组（犘＜０．０５），模型加肝豆汤改良方组小鼠的认知功能显

著高于模型组（犘＜０．０５）；与正常组比较，模型组小鼠海马神经细胞凋亡数目显著增加（犘＜０．０５）；与

模型组比较，模型加肝豆汤改良方组小鼠海马神经细胞凋亡数量显著降低（犘＜０．０５），８ＯｈｄＧ表达水

平显著降低（犘＜０．０５）；小鼠海马内突触相关蛋白突触蛋白１、突触素、突触后致密物９３、突触后致密

物９５表达水平显著增加（犘＜０．０５），小鼠海马ＰＫＲ／ｅＩＦ２α通路相关蛋白ＰＫＲ、磷酸化ｅＩＦ２α、转录激

活因子４、促凋亡分子Ｃ／ＥＢＰ同源蛋白表达水平显著降低（犘＜０．０５）。结论　肝豆汤改良方可通过调

控ＰＫＲ／ｅＩＦ２α通路，促进突触相关蛋白表达，减轻高铜诱导的突触功能障碍，改善ＴＸ小鼠认知功能

损伤症状。

［关键词］突触功能障碍；ＰＫＲ／ｅＩＦ２α通路；肝豆汤改良方；Ｗｉｌｓｏｎ病；认知功能障碍

［中图分类号］Ｒ７４２．４　［ＤＯＩ］１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．２０９５７２４６．２０２１．０６．０１７

　　Ｗｉｌｓｏｎ病（Ｗｉｌｓｏｎｓｄｉｓｅａｓｅ，ＷＤ）是由ＡＴＰ７Ｂ基

因突变引起以铜代谢障碍为表现的神经性遗传病［１］。

部分 ＷＤ患者，特别是脑型患者伴有较明显的认知功

能障碍，临床主要表现为记忆力减退、学习能力下降

基金项目：国家自然科学基金项目（８１９０４０８６）

作者简介：刘松杨（１９９３），男，硕士研究生

通信作者：程楠（１９７２），男，博士，教授，ｓｙｓｃｈｅｎｇｎａｎ＠１６３．ｃｏｍ

等［２］。安徽中医药大学神经病学研究所自１９７０年

代开始使用具有清热解毒、通腑利湿作用的肝豆汤

治疗 ＷＤ患者获得显著临床疗效。肝豆汤改良方是

在原肝豆汤组方基础上加芍药、山茱萸、三七等活血

养髓药物组成，该改良方可改善脑损伤与肝损伤 ＷＤ

患者的认知功能［３］。实验研究［４］发现，肝豆汤改良

方可通过调控细胞色素Ｃ（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ，ＣｙｔＣ）／
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