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[摘要] 　 为了研究冠心止痛胶囊(GXZT)对血管内皮细胞脂毒性损伤的影响,探索 GXZT 防治动脉粥样硬化可能的作用机

制,该实验用棕榈酸(palmitic
 

acid,PA)刺激人脐静脉内皮细胞(human
 

umbilical
 

vein
 

endothelial
 

cells,HUVEC)复制脂毒性损伤

模型,将细胞分为正常对照组(NC,15%正常血清)、模型组(PA,0. 6
 

mmol·L-1
 

PA+15%正常血清)、GXZT高剂量组(GXZT-H,
0. 6

 

mmol·L-1
 

PA+ 15%GXZT 血清)、中剂量组(GXZT-M,0. 6
 

mmol·L-1
 

PA+ 10%GXZT 血清 + 5%正常血清)和低剂量组

(GXZT-L,0. 6
 

mmol·L-1
 

PA+5%GXZT血清+10%正常血清)。 用 CCK-8法检测不同组 HUVEC 的细胞活力,流式细胞术检测

细胞凋亡,JC-1荧光探针标记后用激光共聚焦显微镜检测线粒体膜电位(mitochondrial
 

membrane
 

potential,MMP),Western
 

blot
检测丝裂原激活蛋白激酶(mitogen-activated

 

protein
 

kinases,MAPK)信号通路关键蛋白 p38、ERK1 / 2、JNK1 / 2 总蛋白和磷酸化

蛋白表达,并计算蛋白的磷酸化水平。 实验结果显示,与 NC组相比,PA组的细胞活力和 MMP 显著降低(P<0. 01,P<0. 01),
细胞凋亡率显著增加(P<0. 01),MAPK 信号通路 p38、ERK1 / 2、JNK1 / 2 的磷酸化水平显著增加(P<0. 01,P<0. 01,P<0. 01)。
与 PA组相比,GXZT-H、GXZT-M、GXZT-L 的细胞活力和 MMP 均显著升高(P<0. 01,P<0. 01,P<0. 01),细胞凋亡率显著降低

(P<0. 01),p38、ERK1 / 2、JNK1 / 2
 

MAPK信号通路的磷酸化蛋白表达减少,磷酸化水平显著降低(P<0. 01,P<0. 01,P<0. 01)。
综上所述,GXZT

 

3个剂量组均可改善 PA诱导的 HUVEC脂毒性损伤,其机制可能是通过阻断 MAPK信号通路减少内皮细胞

凋亡而发挥作用。
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[Abstract]　
 

The
 

present
 

study
 

observed
 

the
 

effect
 

of
 

Guanxin
 

Zhitong
 

Capsules
 

(GXZT)
 

on
 

the
 

lipotoxicity
 

of
 

vascular
 

endothelial
 

cells
 

and
 

investigated
 

the
 

mechanism
 

of
 

GXZT
 

in
 

atherosclerosis
 

treatment.
 

The
 

lipotoxicity
 

model
 

in
 

human
 

umbilical
 

vein
 

endothelial
 

cells
 

(HUVECs)
 

was
 

induced
 

by
 

palmitic
 

acid
 

(PA)
 

stimulation.
 

These
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

a
 

normal
 

control
 

group
 

(NC,
 

15%
 

normal
 

serum),
 

a
 

model
 

group
 

(PA,
 

0. 6
 

mmol·L-1
 

PA+15%
 

normal
 

serum),
 

a
 

high-dose
 

GXZT
 

group
 

(GXZT-H,
 

0. 6
 

mmol·L-1
 

PA+15%
 

GXZT-medicated
 

serum),
 

a
 

medium-dose
 

GXZT
 

group
 

(GXZT-M,
 

0. 6
 

mmol·L-1
 

PA+10%
 

GXZT-medicated
 

serum+5%
 

normal
 

serum)
 

and
 

a
 

low-dose
 

GXZT
 

group
 

(GXZT-L,
 

0. 6
 

mmol·L-1
 

PA+5%
 

GXZT-medicated
 

serum+10%
 

normal
 

serum).
 

HU-
VECs

 

were
 

detected
 

for
 

cell
 

viability
 

by
 

cell
 

counting
 

kit-8
 

(CCK-8)
 

assay,
 

apoptosis
 

by
 

flow
 

cytometry,
 

mitochondrial
 

membrane
 

po-
tential

 

(MMP)
 

by
 

JC-1
 

labeled
 

laser
 

scanning
 

confocal
 

microscopy,
 

and
 

total
 

and
 

phosphorylated
 

proteins
 

of
 

p38,
 

ERK1 / 2,
 

and
 

6905
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JNK1 / 2
 

in
 

the
 

mitogen-activated
 

protein
 

kinases
 

(MAPK)
 

signaling
 

pathway
 

by
 

Western
 

blot.
 

The
 

phosphorylated
 

level
 

was
 

calcula-
ted.

 

Compared
 

with
 

the
 

NC
 

group,
 

the
 

PA
 

group
 

showed
 

decreased
 

cell
 

viability
 

and
 

MMP
 

(P<0. 01,
 

P<0. 01),
 

elevated
 

apoptosis
 

(P<0. 01),
 

and
 

up-regulated
 

phosphorylated
 

levels
 

of
 

p38,
 

ERK1 / 2,
 

and
 

JNK1 / 2
 

(P<0. 01,
 

P<0. 01,
 

P<0. 01).
 

Compared
 

with
 

the
 

PA
 

group,
 

the
 

GXZT-H,
 

GXZT-M,
 

and
 

GXZT-L
 

groups
 

showed
 

increased
 

cell
 

viability
 

and
 

MMP
 

(P<0. 01,
 

P<0. 01,
 

P<0. 01),
 

reduced
 

apoptosis
 

(P<0. 01),
 

and
 

down-regulated
 

protein
 

expression
 

and
 

phosphorylated
 

levels
 

of
 

p38,
 

ERK1 / 2
 

and
 

JNK1 / 2
 

in
 

the
 

MAPK
 

signaling
 

pathway
 

(P<0. 01,
 

P<0. 01,
 

P<0. 01).
 

In
 

conclusion,
 

the
 

results
 

suggest
 

that
 

GXZT
 

functions
 

via
 

blocking
 

MAPK
 

signaling
 

pathway
 

to
 

relieve
 

the
 

damage
 

of
 

HUVECs
 

induced
 

by
 

PA.
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全世界每年超过 1
 

700万人死于心血管病(car-
diovascular

 

disease,CVD),占总死亡人数近 1 / 3,在
中、低收入国家情形尤为严重[1]。 中国防治 CVD工

作取得很大成绩,但由于居民关于 CVD的危险因素

增多,近年来 CVD 发病率和死亡率仍持续增长[2]。
动脉粥样硬化(atherosclerosis,AS)是 CVD共同的病

理基础,是致死的首要原因,AS 与高血脂、氧化应

激、低水平非反应性炎症密切相关,高血脂是 AS 的

独立高危因素。 饱和脂肪酸属于前促炎类型,与短

链、中链脂肪酸相比,长链脂肪酸是 CVD 发生因素

中更大的风险[3-5]。 随着饮食习惯的改变,血浆游离

脂肪酸水平增加的趋势愈加严重,严重危害血管内

皮细胞功能,血管内皮细胞功能失调是 AS 的始动

环节,加剧 AS 发展进程。 尽管科学家们对 AS 的认

识逐渐增加,但 AS 具有的多重风险因素及复杂发

病机制使得该病的防治仍然面临严峻的挑战。
AS属于中医学“胸痹” “中风”等范畴,病理因

素主要为“痰、浊、瘀、毒”,中医疗法丰富,内科治法

包括补肾活血、活血化瘀、清热解毒、健脾化痰、祛瘀

化痰等。 中药防治 AS 具有多靶点、多通道等优点,
通过改善内皮细胞功能、干预炎症反应、重构血管和

微循环、抑制氧化应激,达到稳定易损斑块、延缓 AS
进程的效果[6-8]。

冠心止痛胶囊(简称 GXZT)系河南省中医药研

究院医院制剂,由瓜蒌、半夏、蒲黄、五灵脂、红花、赤
芍、川芎、桂枝、紫苏梗、山楂、薤白、甘草组成,用于

治疗冠心病心绞痛及慢性冠状动脉供血不足,临床

疗效良好。 本实验室前期研究发现 GXZT可改善动

脉粥样硬化大鼠的脂质代谢、减轻炎症反应[9],减
轻过氧化氢诱导的人脐静脉内皮细胞( human

 

um-
bilical

 

vein
 

endothelial
 

cells,HUVEC)损伤[10],然而

还不清楚 GXZT对棕榈酸所致内皮细胞脂质损伤的

影响及可能的作用机制。 本实验用棕榈酸(palmitic
 

acid,PA)刺激 HUVEC复制内皮细胞脂毒性损伤模

型,通过检测 GXZT 对 PA 损伤的 HUVEC 细胞活

力、凋亡、线粒体膜电位及 MAPK 信号通路的影响,
为临床应用提供理论和实验依据。
1　 材料

1. 1　 动物和细胞　 选用健康 SPF 级雄性 SD 大鼠

20只,体质量(250±10)
 

g,购自辽宁长生生物技术

有限公司,许可证号 SCXK(辽)2015-0003。 于河南

省中医药研究院实验动物中心适应性饲养 5
 

d 后用

于实验,实验内容符合动物实验伦理标准,得到了河

南省中医药研究院动物实验伦理委员会的批准,伦
理审核编号 HNTCMDW-20200408。

人脐静脉内皮细胞,由河南省中医药研究院中

药所保存。
1. 2　 受试药和试剂　 冠心止痛胶囊,批准文号豫药

制字 Z20121056,批号 20190501。
DMEM改良型培养基(广州赛库生物技术有限

公司,批号 L430826);胎牛血清(美国 ThermoFisher
公司,批号 42F0266K);胰酶(德国 Biofroxx 公司,批
号 EZ6688C183);棕榈酸 (美国 Sigma 公司,批号

SLCF9094);CCK8、BSA、PVDF膜、超敏 ECL 发光试

剂盒(博士德生物工程有限公司,批号 15G20B60、
15K25C06、15125C36、15H03A72);Annexin

 

V-FITC /
PI凋亡试剂盒(杭州联科生物技术股份有限公司,
批号 A00621);JC-1(美国 ThermoFisher 公司,批号

1724796);蛋白磷酸酶抑制剂、蛋白酶抑制剂、30%
制胶液、SDS-PAGE 分离胶、浓缩胶缓冲液(北京索

莱宝 科 技 有 限 公 司,批 号 20201226、 20201130、
20210104、20201217、20201128);Western 及 IP 细胞

裂解液、蛋白相对分子质量标准(北京碧云天生物

技 术 有 限 公 司, 批 号 092120201201、
7905
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110520210108);BCA蛋白定量试剂盒(康为世纪生

物科技股份有限公司,批号 CW0014S);p-p38、p38、
p-ERK、ERK、p-JNK、JNK 兔多克隆抗体(美国 CST
公司,批号 13、9、24、28、15、18);HRP 标记羊抗兔二

抗(爱必信生物科技有限公司,批号 AS008);GAP-
DH小鼠单克隆抗体、HRP 标记羊抗小鼠二抗(武汉

三 鹰 生 物 技 术 有 限 公 司, 批 号 10017731、
20000242)。
1. 3　 仪器 　 HF160W 型 CO2 培养箱(上海力申科

学仪器有限公司);Synergy
 

Neo型全功能酶标仪(美
国 Bio-Tek 公司); NAVIOS 型流式细胞仪 (美国

Beckman
 

Coulter有限公司);Ti2-E 型激光共聚焦显

微镜(日本 Nikon有限公司);DYY-7C 型电泳仪(北
京六一生物科技有限公司);FluorChem

 

R 型凝胶成

像系统(美国 Proteinsimple公司);2K15型冷冻离心

机(德国 Sigma 公司);CKX53 型倒置显微镜(日本

Olympus公司)。
2　 方法

 

2. 1　 细胞培养　 配制含 10%胎牛血清的 DMEM改

良型培养基,并加入链霉素和青霉素,复苏低温下保

存的 HUVEC,于 37
 

℃、5%CO2、饱和湿度条件下培

养,细胞呈集落样生长,细胞用 0. 25%胰酶+ 0. 53
 

mmol·L-1
 

EDTA消化后传代,传代 3次后开始实验。
2. 2　 制备含药血清　 将 SD 大鼠随机分为正常组、
GXZT组(3. 0

 

g·kg-1·d-1,5 倍临床等效剂量),每组

10只。 取冠心止痛胶囊内容物用蒸馏水配成混悬

液,大鼠灌胃给药,给药体积 10
 

mL·kg-1,正常组给

予等体积蒸馏水,连续给药 5
 

d,每天给药 1 次。 末

次给药后 2
 

h,用戊巴比妥钠麻醉大鼠,经腹主动脉

取血。 血样于 4
 

℃放置 4
 

h,3
 

000
 

r·min-1离心 10
 

min 分离血清,同一组大鼠的血清混在一起,0. 22
 

μm过滤除菌,分装冻存备用。
2. 3　 CCK-8法检测 GXZT对 HUVEC细胞活力的影

响　 选取对数生长期的 HUVEC 细胞,收集细胞用

培养液重悬,接种到 96 孔板中,细胞密度 5 × 104

个 / mL,每孔 100
 

μL,实验结束前,弃上清,每孔加入

100
 

μL新鲜的无血清培养基和 10
 

μL
 

CCK-8溶液,
在细胞培养箱中继续孵育 2

 

h。 用全功能酶标仪在

测定波长 450
 

nm、参考波长 650
 

nm 下进行双波长

测定,计算细胞活力=各组吸光度 /正常对照组吸光

度×100%。
将 HUVEC细胞接种到 96 孔板中,过夜后细胞

贴壁,将细胞分为正常对照组(NC 组,15%正常血

清)、GXZT 高剂量组 ( GXZT-H 组, 15%
 

GXZT 血

清)、GXZT中剂量组(GXZT-M组,10%
 

GXZT血清+
5%正常血清)、 GXZT 低剂量组 ( GXZT-L 组, 5%

 

GXZT血清+10%正常血清),每组设 6 个复孔,培养

箱中孵育 24
 

h后加入 CCK-8检测液,用酶标仪测定

吸光度,计算细胞活力。
2. 4　 CCK-8 法检测棕榈酸对 HUVEC 活力的影响

　 精密称取棕榈酸(PA),加入 0. 1
 

mol·L-1
 

NaOH,
56 ℃水浴中溶解得到 0. 1

 

mol·L-1
 

PA母液。 用 PBS
配成 10%

 

BSA溶液,0. 3
 

mL
 

0. 1
 

mol·L-1的 PA加入

到 5. 7
 

mL
 

10%
 

BSA 中,溶解后 0. 22
 

μm 微孔滤膜

过滤除菌,得到 5
 

mmol·L-1的 PA储备液,造模前用

培养基稀释成相应的浓度。 将细胞接种到 96 孔板

中,待细胞贴壁后,将细胞分为 NC 组和不同浓度的

PA组(0. 2、0. 4、0. 6、0. 8
 

mmol·L-1)。 各组细胞均

用含 15%正常血清的培养基培养,24
 

h后加入 CCK-
8检测液,37

 

℃孵育 2
 

h 后用酶标仪测定各孔细胞

的吸光度,计算细胞活力,选择合适的造模浓度。
2. 5　 CCK-8法检测 GXZT对 PA 所致 HUVEC 损伤

的影响　 细胞接种到 96孔板中,将贴壁后的细胞分

为 NC 组、PA 组、GXZT-H 组、GXZT-M 组、GXZT-L
组,除 NC组外,其余各组培养基中含 0. 6

 

mol·L-1
 

PA。 药物、造模液与细胞作用 24
 

h 后,用 CCK-8试
剂盒检测细胞活力,计算 GXZT 提高 PA 损伤 HU-
VEC活力,活力=(AGXZT组-APA组) / APA组×100%。
2. 6　 流式细胞术检测细胞凋亡　 将细胞均匀接种

到 6 孔板中,细胞接种密度 1. 5×105
 

个 / mL,2
 

mL /
孔,细胞分组和处理方法同 2. 5 项,24

 

h 后收集细

胞,用预冷 PBS 离心洗涤 2 次,弃上清,加入预冷

binding
 

buffer 重悬,每份样本加入 5
 

μL
 

Annexin
 

V-FITC和 10
 

μL
 

PI,轻轻涡旋混匀后室温避光孵育

5
 

min。 选用流式细胞仪的 FITC 和 PI 相应通道检

测荧光强度,用 Kaluza 软件分析各组细胞的凋亡

情况。
2. 7　 激光共聚焦显微镜检测线粒体膜电位(MMP)
　 将细胞接种到激光共聚焦专用 24孔板中,细胞接

种密度为 6×104 个 / mL,0. 5
 

mL /孔,细胞分组和处

理方法同 2. 5 项。 JC-1 荧光探针用 DMSO 充分溶

解后用培养基稀释至 10
 

μg·mL-1,细胞造模给药 24
 

h 后弃去培养基,加入 JC-1于 37
 

℃孵育 20
 

min。 用

PBS轻柔洗 2 次去掉残余染料,加入 0. 5
 

mL
 

PBS,
8905
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在激光共聚焦显微镜明场下观察细胞状态,用红色

荧光检测 JC-1聚合物,绿色荧光检测 JC-1单体,分
析每张图的平均荧光强度,计算 MMP,MMP =红色

平均荧光强度 /绿色平均荧光强度,比较各组细胞的

线粒体膜电位去极化程度。
2. 8 　 Western

 

blot 检 测 MAPK 信 号 通 路 p38、
ERK1 / 2、JNK1 / 2蛋白的磷酸化水平 　 将细胞接种

到 6孔板中,细胞接种密度 1. 5×105 个 / mL,每孔 2
 

mL,细胞分组和处理方法同 2. 6 项。 细胞裂解液中

加入 PMSF、蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑制剂配成蛋白

提取液,培养板去除培养基后,将细胞用 PBS 洗 1
次,吸净残留液,加入蛋白提取液 120

 

μL /孔,充分

裂解后用细胞刮刀收集细胞,于 4
 

℃
 

13
 

500
 

×g 离

心 5
 

min,取上清液用 BCA 法测定蛋白浓度。 蛋白

加入 loading
 

buffer 经 100
 

℃ 变性 5
 

min,用 SDS-
PAGE胶进行电泳分离,再将蛋白电转移到 PVDF
膜上,用 5%

 

BSA 常温封闭蛋白 1
 

h,PVDF 膜分别

用的 p-p38(1 ∶ 1
 

000)、p38(1 ∶ 1
 

000)、p-ERK(1 ∶
2

 

000)、ERK(1 ∶ 1
 

000)、p-JNK(1 ∶ 1
 

000)、JNK(1
∶ 1

 

000)兔多克隆抗体(用 5%BSA 配制抗体)4
 

℃
孵育过夜,再用 TBST 洗 3 次,每次 8

 

min。 室温下

用 HRP 标记的羊抗兔二抗孵育 1
 

h,TBST洗 3次×8
 

min,加入超敏 ECL化学发光底物,在凝胶成像系统

中显影。 PVDF膜用 TBST清洗 3次×8
 

min后,再加

入 GAPDH小鼠单克隆抗体(1 ∶ 16
 

000)室温孵育 1
 

h,TBST清洗后再加入 HRP 标记羊抗小鼠二抗室温

孵育 1
 

h,TBST 清洗后加入 ECL 发光液显影。 用

AlphaView
 

SA软件分析各条带的灰度值,计算蛋白

的磷酸化水平,蛋白磷酸化水平=(磷酸化蛋白灰度

值 / GAPDH灰度值) / (总蛋白灰度值 / GAPDH 灰度

值)×100%。
2. 9　 统计分析　 用 SPSS

 

19. 0分析所有实验结果,
用  x±s 描述结果,数据经检验符合正态性分布和方

差齐性,用单因素方差分析(ANOVA)比较多组之间

均数,各组之间的两两比较用 SNK检验,以 P<0. 05
为差异有统计学意义。
3　 结果

 

3. 1　 GXZT对 HUVEC 细胞活力的影响 　 GXZT 对

HUVEC的增殖没有明显影响(图 1A)。 与 NC 组相

比,随着 PA刺激 HUVEC 细胞的剂量增大,细胞活

力逐渐下降,0. 2、0. 4、0. 6、0. 8
 

mmol·L-1的 PA组细

胞活力分别为 83. 7%、71. 6%、53. 4%、40. 2%,本次

实验选择 0. 6
 

mmol·L-1的 PA 为合适的浓度(图
1B)。 与 NC组相比,HUVEC 经 PA 刺激后,细胞活

性显著降低(P<0. 01)。 与 PA 组(0. 6
 

mmol·L-1)
相比,GXZT-H、GXZT-M、GXZT-L组细胞活力均显著

提高(P<0. 01),分别提高细胞活力 48%、20%、26%
(图 1C)。

A. GXZT对 HUVEC细胞活力的影响;B. PA 对 HUVEC 细胞活力的

影响;C. GXZT对 PA损伤 HUVEC细胞活力的影响;NC.正常对照组

(15%正常血清);GXZT-H.冠心止痛胶囊高剂量组(15%
 

冠心止痛

胶囊血清);GXZT-M.
 

冠心止痛胶囊中剂量组(10%
 

冠心止痛胶囊

血清+5%正常血清);GXZT-L.冠心止痛胶囊低剂量组(5%冠心止痛

胶囊血清+10%正常血清);与 NC组比较1)
 

P<0. 01;与 PA组比较2)
 

P<0. 01(图 2~4同)。

图 1　 GXZT对 HUVEC细胞活力的影响( x±s,n= 6)
Fig. 1　 Effects

 

of
 

Guanxin
 

Zhitong
 

Capsules
 

on
 

cell
 

survial
 

rate
 

in
 

human
 

umbilical
 

vein
 

endothelial
 

cells( x±s,n= 6)

3. 2　 GXZT 对 HUVEC 凋亡的影响 　 与 NC 组相

比,PA组细胞凋亡率显著增加(P<0. 01);与 PA 组

相比,GXZT-H、GXZT-M和 GXZT-L组的细胞凋亡率

均显著降低(P<0. 01),随着 GXZT浓度增大凋亡率

减小(图 2)。
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图 2　 GXZT对 HUVEC凋亡的影响( x±s,n= 5)
Fig. 2　 Effect

 

of
 

Guanxin
 

Zhitong
 

Capsules
 

on
 

apoptosis
 

in
 

hu-
man

 

umbilical
 

vein
 

endothelial
 

cells( x±s,n= 5)

3. 3　 GXZT对 HUVEC 线粒体膜电位的影响 　 正

常细胞中 MMP 较高,JC-1聚集在线粒体中形成聚

合体发出红色荧光,胞浆中 JC-1 单体发出绿色荧

光,当细胞凋亡时 MMP 降低,线粒体发生去极化,
JC-1从线粒体被释放到胞浆内,红色荧光减弱,绿
色荧光增强。 与 NC 组相比,PA组红色荧光减少,
绿色荧光增强,MMP 显著降低(P< 0. 01);与 PA
组相比,GXZT-H、GXZT-M、GXZT-L 组的红色荧光

增加,绿色荧光减弱,MMP 显著提高 ( P < 0. 01)
(图 3)。
3. 4　 GXZT对 HUVEC的 MAPK信号通路的影响　
与 NC组相比,PA 组的 p-p38、p-ERK1 / 2、p-JNK1 / 2
蛋白表达显著增加,p-p38 / p38、p-ERK1 / 2 / ERK1 / 2、
p-JNK1 / 2 / JNK1 / 2的比值显著增高(P<0. 01),表明

MAPK信号通路关键蛋白 p38、ERK1 / 2、JNK1 / 2 的

磷酸化水平提高。 与 PA组相比,GXZT-H、GXZT-M、
GXZT-L 组的 p-p38、 p-ERK1 / 2、 p-JNK1 / 2 表达减

少,p38、ERK1 / 2、JNK1 / 2 的磷酸化水平显著降低

(P<0. 01)(图 4)。

MMP.
 

线粒体膜电位。

图 3　 GXZT对 HUVEC线粒体膜电位的影响( x±s,n= 5)
Fig. 3　 Effect

 

of
 

Guanxin
 

Zhitong
 

Capsules
 

on
 

MMP
 

in
 

human
 

umbilical
 

vein
 

endothelial
 

cells( x±s,n= 5)

4　 讨论

长链饱和脂肪酸 PA 在血液循环中含量最高,
众多体内外研究证实大量摄入棕榈酸可诱导 AS 的

发生发展[11-13]。 LDLR- / -小鼠给予 PA 和脂多糖后

出现明显的动脉粥样硬化病变,人动脉内皮细胞经

PA和脂多糖处理后黏附分子( ICAM-1、VCAM-1)、
促炎细胞因子 IL-6表达显著增高[11]。 LDLR- / -小鼠

喂养 PA或富含 PA 的互酯化油脂,小鼠血脂升高、
LDL微粒和巨噬细胞的胆固醇堆积、胶原含量升高、
炎性因子释放增多,表明 PA 及其互酯化产品均可

诱导 AS病变,启动炎症进程[9]。 凋亡是脂质代谢
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图 4　 GXZT对 HUVEC细胞 MAPK信号通路蛋白表达的影响( x±s,n= 3)
Fig. 4　 Effect

 

of
 

Guanxin
 

Zhitong
 

Capsules
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

MAPK
 

signaling
 

proteins
 

in
 

human
 

umbilical
 

vein
 

endothelial
 

cells
 

( x±s,n= 3)

紊乱造成内皮细胞损伤的关键因素,PA介导内皮细

胞、内皮祖细胞等多种细胞的凋亡进程[13-15]。 PA
可显著增加 HUVEC 细胞内脂肪含量和凋亡率,
PCR

 

Array基因分析参与 AS反应的关键基因,发现

PA可显著提高促凋亡分子(Bax、Bid)和炎症因子

(TNF-α、IL-1R1、IL-4、IL-2 等)的基因表达,显著降

低抗凋亡分子(Bcl-2、CCL2、CFLAR)的基因表达,
诱导载脂蛋白 A1(ApoA1)、载脂蛋白 E(ApoE)和脂

蛋白脂酶(LPL)转录,在脂质代谢、运输和清除过程

中发挥关键作用[13]。 HUVEC 经 PA 刺激后氧化应

激水平升高,凋亡基因表达增强,细胞发生明显凋

亡,用凋亡抑制剂环孢霉素 A(CsA)可明显缓解 PA
诱导 HUVEC的脂毒性凋亡,表明 PA通过激活氧化

应激-线粒体凋亡信号通路启动凋亡[16]。 本实验通

过采用 PA 刺激 HUVEC 建立内皮细胞脂毒性损伤

模型,研究结果显示,PA 显著降低 HUVEC 细胞活

性,增加细胞凋亡率,降低线粒体膜电位,结果与文

献报道相符。 GXZT高、中、低剂量组的细胞活性显

著增加,细胞凋亡率显著降低,线粒体膜电位下降发

生逆转,实验结果提示 GXZT可改善 PA诱导的 HU-
VEC细胞损伤。

MAPK信号通路参与调控动脉粥样硬化发生发

展的病理过程,血管内皮细胞受到不良刺激后

MAPK信号通路被异常激活,通过多条 MAPKs信号

通路的并行及交互作用共同精细调节细胞的增殖和

凋亡、AS斑块内表型转换和炎症反应,介导 AS 形

成、进展的各阶段。 近年来越来越多关于 AS 和

MAPK的研究结果提示,MAPK 信号通路中的关键

分子可能成为 AS预防和治疗的药理靶点
 [17-18]。 激

活 p38信号通路促进内皮细胞凋亡、诱导炎性因子

分泌和黏附分子聚集,许多报道发现阻断 p38 信号

通路的激活可保护细胞,抑制、延缓 AS 疾病进程。
p38抑制剂 losmapimod

 

(GW856553)的Ⅱ期临床结

果发现 losmapimod可降低 AS 病变的炎症作用[19],
不过急性心肌梗死患者并没有从Ⅲ级临床中受益,
但还没有研究 AS早期患者能否从 p38 抑制剂治疗

中获益[20]。 维生素 D3 联合高脂饮食复制的 AS 大

鼠脂质代谢水平、氧化应激活性和炎性因子表达都

显著增高,胸主动脉中 JNK、ERK1 / 2、p38 蛋白的磷

酸化水平明显提高,MAPK信号通路被激活,淫羊藿

苷可通过抑制 MAPK 信号通路激活逆转部分动脉

粥样硬化病变[21]。 PA通过增加细胞活氧簇(ROS)
生成,降低抗氧化酶含量,诱导 HUVEC 氧化应激和

凋亡发生,提高 NF-κB 和 JNK 磷酸化水平,利拉鲁

肽可抑制 JNK的磷酸化水平,拮抗 PA诱导 HUVEC
的氧化应激和凋亡[22]。 本实验结果发现,PA 可显

著提高 HUVEC 细胞的 p38、ERK1 / 2、JNK1 / 2 磷酸

化水平,激活 p38、ERK1 / 2、JNK1 / 2
 

MAPK 信号通

路,而 GXZT-H、 GXZT-M、 GXZT-L 均可显著降低

p38、ERK1 / 2、JNK1 / 2 的磷酸化水平,实验结果表

明,GXZT可一定程度阻断 MAPK信号通路。
综上所述,GXZT 通过阻断 MAPK 信号通路减

少细胞凋亡,保护 PA 诱导的 HUVEC 脂毒性损伤,
这可能是 GXZT防治动脉粥样硬化的机制。
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