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固本化痰通络方对大鼠血管平滑肌

细胞粘附分子表达的影响※

□ 张丽君１　王　平２　邱幸凡２　田代志２　邹小娟３　刘松林３　程方平３

（１．湖北中医学院２００３级硕士研究生　湖北　武汉　４３００６１
２．湖北中医学院老年医学研究所　湖北　武汉　４３００６１
３．湖北中医学院基础医学部　湖北　武汉　４３００６１）

　　摘　要　目的：观察固本化痰通络方含药血清对血管平滑肌细胞 （ＶＳＭＣ）表达血管细胞粘附分
子 １（ＶＣＡＭ１）的影响。方法：在建立血管紧张素Ⅱ （ＡｎｇⅡ）诱导的ＶＳＭＣ表达粘附分子模型的
基础上，将培养的细胞分为４组：正常组、ＡｎｇⅡ刺激组、固本化痰通络方高剂量组、低剂量组。镜
下观察细胞生长状况，流式细胞术和免疫组化检测 ＶＣＡＭ１的表面表达及蛋白的表达。结果：与正
常组比较，ＡｎｇⅡ能够明显诱导ＶＣＡＭ１的表达，ＧＢＨＴＴＬＰ能降低ＶＣＡＭ１的表达及蛋白的表达。结
论：ＡｎｇⅡ能够明显诱导ＶＳＭＣ中 ＶＣＡＭ１的表达，而 ＧＢＨＴＴＬＰ能够通过抑制 ＶＳＭＣ中 ＶＣＡＭ１的
表达从而延缓早期动脉粥样硬化的病变进程。

　　关键词　固本化痰通络方 （ＧＢＨＴＴＬＰ）　血管平滑肌细胞　血管细胞粘附分子１

　　高脂血症是临床常见病、多发病，与动脉粥样硬
化 （Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，Ａｓ）的形成和发展有密切的关
系。及时降低过高的血脂对防治冠心病、脑血管等病

的发生有重要意义。固本化痰通络方 （ＧＢＨＴＴＬＰ）
由何首乌、党参、枸杞、橘红、决明子、苍术、薏苡

仁、山楂、荷叶等药组成，具有补肾健脾、化痰通络

等功效，临床实验证明其治疗高脂血症等有一定的疗

效［１］。本实验拟采用血管紧张素Ⅱ （ＡｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ，
ＡｎｇⅡ）诱导 Ａｓ的细胞模型［２］，观察 ＧＢＨＴＴＬＰ对
ＶＳＭＣ中ＶＣＡＭ －１表达的影响。

１　材料与方法
１１　动物　健康 Ｗｉｓｔａｒ雄性大鼠３０只，体重２００±
２０ｇ，购自湖北省预防医学院实验动物中心。
１２　药物　ＧＢＨＴＴＬＰ由湖北中医学院老年医学研究
所提供，是临床和实验有效验方。由何首乌、党参、

枸杞、橘红、决明子、苍术、薏苡仁、山楂、荷叶等

药组成，购于湖北中医学院附属门诊部中药房。经水

煎成含生药２ｇ／ｍＬ、１ｇ／ｍＬ的浓缩液。
１３　仪器和试剂　恒温 ＣＯ２培养箱 （ＳＨＥＬＤＯＮ公
司）、倒置相差显微镜 （日本ＯＬＹＭＰＵＳ，ＣＫ２）、流式
细胞仪 （美国 ＢＤ公司，ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ型）。ＡｎｇⅡ、
ＤＭＥＭ培养液、胰蛋白酶 （Ｓｉｇｍａ公司）；胎牛血清
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（ＦＢＳ）由武汉三利生物技术有限公司提供；ＦＩＴＣ小
鼠抗大鼠 ＣＤ１０６（ＶＣＡＭ１）单克隆抗体 （美国 ＢＤ
公司）、兔抗大鼠 αａｃｔｉｎ单抗、即用型 ＳＡＢＣ试剂盒
（武汉博士德公司），其他常用试剂均为国产分析纯。

１４　方法
１４１　大鼠ＶＳＭＣ的培养　参照文献［３］的方法，稍

加改进。取体重约２００ｇ的健康 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，用１０％
水合氯醛３ｍＬ／ｋｇ腹腔麻醉，无菌条件下迅速打开胸
腔，取出胸主动脉，小心剥去外膜，刮下内膜，贴块

法培养ＶＳＭＣ。倒置相差显微镜下观察细胞呈梭形，
生长至融合状态时呈现特有的 “峰”与 “谷”特点，

同时运用免疫组化特异性抗α－ａｃｔｉｎ单抗鉴定ＶＳＭＣ。
细胞纯度达９５％以上，第３～８代细胞用于实验。
１４２　含药血清的制备［４］　 大鼠随机分为三组，每
组１０只。大剂量组：每日灌服 ２５ｇ／ｋｇ的 ＧＢＨＴＴＬＰ
药液；小剂量组：每日灌服 １２５ｇ／ｋｇ的 ＧＢＨＴＴＬＰ
药液；空白组：每日灌服 ０９％等容积的生理盐水；
每日２次，连续７次，末次灌胃１ｈ后，颈动脉插管
采血，收集血液４℃过夜，３０００ｒｐｍ离心１５ｍｉｎ，收集
血清，５６℃、３０ｍｉｎ灭活，并用 ０２２μｍ过滤除菌，
－２０℃冰箱保存备用。
１４３　Ａｓ细胞模型的建立及分组　本实验取第四代
正常生长的 ＶＳＭＣ接种于１００ｍＬ培养瓶，加５ｍＬ含
１５％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养液，在３７℃、５％ＣＯ２培
养箱中培养。待细胞完全贴壁后２４ｈ加入终浓度为１０
－６ｍｍｏｌ／Ｌ的ＡｎｇⅡ诱导２４ｈ，在倒置相差显微镜下
观察细胞的形态，可看到细胞的形状明显变宽，变

短，细胞边界不清晰，细胞膜肿胀，符合痰症 Ａｓ细
胞模型［２］。实验分４组：正常组、模型组、含药血清
高剂量组和低剂量组。血清组分别以含 １０％空白血
清、１０％含药血清的培养液更换原培养液。除正常组
外，其余各组均预先加入 ＡｎｇⅡ建立 Ａｓ细胞模型。
各组进行相应处理２４ｈ后，倒置相差显微镜下观察细
胞生长状态。

１４４　流式细胞术检测 ＶＣＡＭ１的表达　实验分组
同上，按上述条件对ＶＳＭＣ进行处理后，用０２５％胰
酶消化、ＰＢＳ收集细胞，调整细胞数为 １×１０６／ｍＬ，
ＰＢＳ洗２次，加２μｌ带有ＦＩＴＣ（荧光抗体）的小鼠抗
大鼠的 ＶＣＡＭ１单克隆抗体，充分摇匀，避光放置

１５ｍｉｎ，细胞过 ３００目尼龙网后用流式细胞仪检测
ＶＳＭＣ表面荧光强度，每份样品计数 １００００个细胞。
用平均荧光强度代表细胞表面ＶＣＡＭ１表达水平。
１４５　ＳＡＢＣ免疫组化法检测ＶＣＡＭ１蛋白的表达　
计算ＶＣＡＭ１的阳性细胞数：在高倍镜 （１０×４０）下随
机取５个视野计数阳性细胞表达数，与模型组相比较。
１５　统计方法　使用ＳＰＳＳ１１５软件进行统计处理。

２　结　果
２１　原代细胞生长的形态及鉴定　组织块在贴壁５
天后均可见细胞从不同的组织块边缘爬出，细胞多呈

梭形或长梭形，ＶＳＭＣ胞核多为卵圆形，有一个或多
个核仁，胞浆丰富，有时有暗色颗粒，细胞间常有突

起相连。原代培养 ＶＳＭＣ胞体较小，胞质折光性强，
７～１０天后细胞已爬满瓶底，即可进行消化传代。传
代后ＶＳＭＣ突起增多，胞质伸展，较多分支状突起，
部分区域细胞重叠堆积生长形成典型的 “峰”与

“谷”的特点。通过抗αａｃｔｉｎ免疫组织化学染色：镜
下观察细胞爬片，可见细胞浆中大量平行丝条状阳性

染色胞核不着色，所有细胞染色，结果均为阳性。

２２　固本化痰通络方对 ＶＳＭＣ中 ＶＣＡＭ１表达的影
响　流式细胞术结果如表１所示，ＡｎｇⅡ可使ＶＳＭＣ表面
ＶＣＡＭ１表达明显增加，与正常组比较有显著性差异 （Ｐ
＜００１）。ＧＢＨＴＴＬＰ可明显抑制ＡｎｇⅡ诱导的ＶＳＭＣ表达
ＶＣＡＭ１，与模型组有显著性差异（Ｐ＜００１）。
　表１　ＧＢＨＴＴＬＰ对ＶＳＭＣ中ＶＣＡＭ －１阳性表达值的比较

（ｘ±ｓ，％）

组　　别 阳性表达值

正常组 ２８２±３３
模型组 ５７２±５５▲▲

含药血清高剂量组 ３５４±２１▲▲★★

含药血清低剂量组 ３７８±２６▲▲★★

　注：与正常组比较：▲▲Ｐ＜００１；与模型组比较：★★Ｐ＜
００１

２３　固本化痰通络方对 ＶＣＡＭ１蛋白表达的影响　
各组ＶＳＭＣ均有ＶＣＡＭ１蛋白表达，免疫阳性染色信
号定位于细胞膜和细胞质的棕黄色粗细不均匀的颗

粒。与正常对照组相比，模型组表达明显增强，表现

为细胞着色明显加深。同模型组组比较，固本化痰通

络方含药血清高剂量组ＶＣＡＭ１蛋白表达则是明显受
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到抑制，表现为着色明显变浅。各组 ＶＳＭＣ中 ＶＣＡＭ
－１蛋白表达阳性细胞数见表２。
表２　ＧＢＨＴＴＬＰ对ＶＳＭＣ中ＶＣＡＭ１蛋白表达的影响

（ｘ±ｓ，％）

组　　别 阳性细胞数

正常组 １６３６±３２１
模型组 ３２３６±３４１▲▲

含药血清高剂量组 １９６５±２１１▲★★

含药血清低剂量组 ２１７５±２４１▲★★

　　注：与正常组比较：▲Ｐ＜００５、▲▲Ｐ＜００１；与模型组比
较：★★Ｐ＜００１

３　讨　论
Ａｓ的炎症学说越来越受到重视，许多研究表明，

Ａｓ的发生、发展由许多粘附分子、细胞因子介导。
在以往的许多研究中已经提到粘附分子在 Ａｓ斑块中
的表达水平和 Ａｓ的发生发展过程相一致，并认为
ＶＣＡＭ１在 Ａｓ的发病机制中起重要作用。高血脂是
Ａｓ的主要危险因素之一，已有研究表明它能促进单
核细胞－血管平滑肌细胞的粘附，其机制可能与粘附
分子表达有关［５］。

中医许多学者认为Ａｓ与痰浊的关系密切相关，是
一个综合性复杂病症，病变涉及多个脏腑。痰浊是Ａｓ
发生、发展的病理关键，脾肾亏虚是其发生、发展的

病理基础［６］。水谷精微必须通过脾胃的运化及转输才

能进入血中，如嗜食肥甘厚味，脂膏摄入过多，可致

脾气虚弱，脾失健运，痰浊内生。如此久之则可形成

脾虚与痰浊互为因果的恶性循环，导致痰浊脂质不断

凝聚，血脂增高。肾主水，若肾气不足，气化不利，

水不得化，停聚为痰，亦可致痰浊内生。脾肾亏虚致

脏腑功能失调，则气血运行不畅，酿生痰浊。可见本

病实为本虚标实之属，本虚在于脾肾亏虚，标实在于

痰浊内停，故以健脾肾、化痰浊之 “固本化痰通络方”

治疗甚为得当。近年临床实践证明，固本化痰通络方

治疗高脂血症等有确切疗效，其方中何首乌、枸杞滋

补肝肾，补益精血，现代药理研究证明，何首乌有明

显抑制血清胆固醇升高的作用，可延缓Ａｓ的形成和发
展 ［７］。党参有补益气血、健脾益肺等功效，橘红、苍

术、薏苡仁健脾燥湿祛痰，决明子、山楂、荷叶祛湿

化浊。诸药合用共奏补益脾肾、化痰通络之功效。

本实验采用 ＡｎｇⅡ诱导 Ａｓ的细胞模型，采用血
清药理学方法，流式细胞仪检测，免疫组化等手段，

探讨含固本化痰通络方大鼠含药血清对 ＶＳＭＣ中
ＶＣＡＭ１表达的影响。结果表明，固本化痰通络方对
ＡｎｇⅡ诱导的 ＶＣＡＭ１的高表达有一定抑制作用，高
剂量中药的抑制作用明显优于低剂量中药的抑制作

用，其机制可能与阻断 ＡｎｇⅡ的作用及 ＶＣＡＭ１表达
下调有关。
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