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复方七芍降压片对 ＴＮＦ￣α 诱导的与平滑肌细胞
共培养的血管内皮细胞中炎症因子与

ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ 蛋白表达的影响
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　 　 【摘要】 　 目的　 观察复方七芍降压片对 ＴＮＦ￣α 诱导的与平滑肌细胞共培养的血管内皮细胞中炎症因子与

ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ 蛋白表达情况ꎬ探讨复方七芍降压片抑制血管重塑的作用机制ꎮ 方法　 利用炎症因子 ＴＮＦ￣α 联合血

管内皮细胞和血管平滑肌细胞共培养体系构建高血压炎症环境ꎮ 将共培养好的细胞随机分为 ７ 组ꎬ即正常对照组

(Ａ)、模型组(Ｂ)、空白血清对照组(Ｃ)、ＭＲＳ２５７８ 组(Ｄ)、厄贝沙坦片含药血清组(Ｅ)、复方七芍降压片含药血清组

(Ｆ)、ＭＲＳ２５７８ ＋ 复方七芍降压片含药血清组(Ｇ)ꎮ 除正常对照组外ꎬ其余各组加入炎症因子 ＴＮＦ￣αꎬ浓度 １０ ｎｇ /
ｍＬꎻ厄贝沙坦片含药血清组、复方七芍降压片含药血清组和 ＭＲＳ２５７８ ＋ 复方七芍降压片含药血清组加入 １０％的含

药血清ꎻＭＲＳ２５７８ 组与 ＭＲＳ２５７８ ＋ 复方七芍降压片含药血清组加入 １０ μｍ 的 Ｐ２Ｙ６ 受体阻断剂 ＭＲＳ２５７８ꎻ造模与

给药干预 ２４ ｈ 后ꎬ采用 ＣＣＫ８ 法检测内皮细胞及平滑肌细胞的存活率ꎻ采用 ＥＬＩＳＡ 法检测培养基上清液中炎症因

子 ＩＬ￣８ 的水平ꎻ采用免疫荧光、Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ、实时荧光定量法(ｑＰＣＲ)技术检测内皮细胞中 ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ 的表达ꎮ
结果　 与正常对照组比较ꎬ模型组和空白血清对照组内皮细胞及平滑肌细胞存活率明显降低(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎬＩＬ￣８ 水平

明显升高(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎬ内皮细胞中 ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ 的荧光强度值、灰度值比值、ｍＲＮＡ 水平均明显升高(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎻ与
模型组比较ꎬ复方七芍降压片含药血清组内皮细胞及平滑肌细胞存活率明显升高(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬＩＬ￣８ 水平明显降低

(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ内皮细胞中 ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ 荧光强度值、灰度值比值、ｍＲＮＡ 水平均明显降低(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ 结论　 复方

七芍降压片能够改善因炎症因子 ＴＮＦ￣α 诱导的内皮细胞及平滑肌细胞的存活率ꎬ降低 ＡＰ￣１ 和 ＭＣＰ￣１ 的活性ꎬ抑
制内皮细胞炎症反应ꎬ改善内皮损伤ꎬ保护平滑肌细胞正常功能ꎮ

【关键词】 　 炎症ꎻＡＰ￣１ꎻＭＣＰ￣１ꎻ内皮细胞ꎻ平滑肌细胞ꎻ复方七芍降压片
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ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＩＬ￣８ ｉｎ ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ. Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔꎬ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡＰ￣１ ａｎｄ ＭＣＰ￣１. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅｓ ｏｆ
ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｎｄ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｂｌａｎｋ ｓｅｒｕｍ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ＩＬ￣８ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ (Ｐ < ０􀆰 ０１). Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬＡＰ￣１ ａｎｄ ＭＣＰ￣１ ｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ
ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｂｌａｎｋ ｓｅｒｕｍ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅꎬ ｇｒａｙ
ｖａｌｕｅ ｒａｔｉｏ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔꎬ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ< ０􀆰 ０１). Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｎｄ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｑｉｓｈａｏ Ｊｉａｎｇｙａ ｔａｂｌｅｔ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｒｕｍ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ￣８ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ (Ｐ < ０􀆰 ０５). ＡＰ￣１ ａｎｄ
ＭＣＰ￣１ ｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅꎬ ｇｒａｙ ｖａｌｕｅ ｒａｔｉｏ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇꎬ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｑｉｓｈａｏ Ｊｉａｎｇｙａ ｔａｂｌｅｔ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｒｕｍ ｇｒｏｕｐｓ
ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ(Ｐ < ０􀆰 ０１). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＴＮＦ￣αꎬ
ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｑｉｓｈａｏ Ｊｉａｎｇｙａ ｔａｂｌｅｔ ｃａｎ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓꎬ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡＰ￣１ ａｎｄ ＭＣＰ￣１ꎬ ｐｒｅｖｅｎｔ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎꎬ ｉｍｐｒｏｖｅ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｄａｍａｇｅꎬ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｃｔ ｎｏｒｍａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ
ｏｆ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎꎻ ＡＰ￣１ꎻ ＭＣＰ￣１ꎻ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌꎻ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌꎻ ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｑｉｓｈａｏ Ｊｉａｎｇｙａ ｔａｂｌｅｔ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 高血压是心血管疾病的独立危险因素之一ꎬ每
年全球因高血压死亡人数约有 ９００ 多万[１]ꎬ严重危

害人类身体健康ꎮ 血管重塑是许多血管疾病共同

的关键病理环节[２]ꎬ也是高血压靶器官损害的病理

基础和导致其他心血管疾病发生引起死亡的重要

原因[３]ꎮ
高血压是一种慢性炎症性疾病ꎬ随着病程的发

展ꎬ血管的切应力增加ꎬ更多的炎症因子会损伤内

皮细胞ꎬ导致血管舒张功能降低ꎬ进一步促进血管

内皮细胞的炎性损伤ꎬ引起平滑肌细胞的增殖、迁
移ꎬ导致组织纤维化而出现血管结构的改变[４－５]ꎮ
激活蛋白￣１(ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ￣１ꎬＡＰ￣１)是细胞内一类

转录激活因子ꎬ能够诱导调控多种炎症因子的释

放ꎬ加速内皮损伤ꎬ促进平滑肌细胞增殖和分泌ꎬ参
与血管重塑[６－７]ꎮ 单核细胞趋化蛋白￣１(ｍｏｎｏｃｙｔｅ
ｃｈｅｍｏｔａｃｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ￣１ꎬＭＣＰ￣１)是炎性反应重要的趋

化因子ꎬ机体发生炎症时ꎬ导致血管内皮细胞受损ꎬ
ＭＣＰ￣１ 大量分泌ꎬ促进血管内皮修复及血管新

生[８]ꎮ 因此ꎬ以内皮细胞炎症反应为切入点研究高

血压病血管重塑的发生机制具有重要意义ꎮ 针对

高血压“虚、瘀、风”的病机ꎬ我们采用养阴柔肝、化
瘀息风立法的复方七芍降压片治疗“肝肾阴虚、阴
虚阳亢”型高血压ꎮ 前期研究发现复方七芍降压片

能降低患者血压[９]ꎬ有效降低原发性高血压大鼠

４３７
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(ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ｒａｔꎬＳＨＲ)肠系膜动脉上血

管重塑标志物活性和炎症因子表达ꎬ改善血管重

塑[１０－１１]ꎬ但是否与调控内皮细胞 ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ 蛋白

表达ꎬ影响内皮细胞炎症反应ꎬ调节平滑肌细胞增

殖有关ꎬ尚不清楚ꎮ 因此ꎬ本实验利用炎症因子肿

瘤坏死因子￣α( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣αꎬＴＮＦ￣α)诱导

内皮细胞与平滑肌细胞共培养体系模拟高血压炎

症环境ꎬ观察复方七芍降压片对内皮细胞炎症因子

和 ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ 的影响及其与血管平滑肌细胞损伤

相关性ꎬ并在此基础上探讨复方七芍降压片的干预

机制ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

１５ 只 ３ ~ ４ 月龄的 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠ꎬ体重

２３０~２５０ ｇꎬ购于湖南斯莱克景达实验动物有限公司

【ＳＣＸＫ(湘)２０１６－０００２】ꎬ室温 ２２℃、湿度 ５０％ꎬ１２ ｈ
光 照 /黑 暗 循 环ꎮ 实 验 动 物 伦 理 审 批 号

(ＺＹＦＹ２０１８１１２５０３)ꎬ由湖南省科技厅实验动物管理

办公室审批实验动物环境设施合格证号 【 ＳＹＸＫ
(湘)２０１５－０００３】ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 细胞

原代大鼠血管平滑肌细胞株和内皮细胞株均

购于 Ｐｒｏｃｅｌｌ 公司ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 主要试剂与仪器

复方七芍降压片(批号:２０１８１０２６ꎬ规格:每片

０􀆰 ４６ ｇ)ꎬ人临床日用量为 １２ 片ꎬ相当于生药量

９７ ｇꎬ购自湖南中医药大学第一附属医院制剂室ꎮ
厄贝沙坦片(批号:１７１２２１１１ꎬ规格:每片 ７５ ｍｇ)ꎬ人
临床日用量为 ３００ ｍｇꎬ购自扬子江药业集团北京海

燕药业有限公司ꎮ
ＴＮＦ￣α 购 自 美 国 ｅｐｒｏｔｅｃｈ 公 司ꎬ 批 号:

１０１３７３Ａ２９１８ꎬＰ２Ｙ６ 受体阻断剂 ＭＲＳ２５７８ 购自美国

ｓｅｌｌｅｃｋ 公司ꎬ批号:Ｓ２８５５０１ꎬＩＬ￣８ ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒

购自上海晶天生物科技有限公司ꎬ批号:２０１９０３０５ꎬ
ＡＰ￣１ 一抗、ＭＣＰ￣１ 一抗、β￣ａｃｔｉｎ 内参抗体均购自北

京博 奥 森 生 物 技 术 有 限 公 司ꎬ 批 号 分 别 为:
ＡＩ０３１１３８１８、ＡＢ０５１０５６８９、ＡＨ１１２８６４８７ꎮ

ＭＫ３ 型酶标仪 (雷勃ꎬ芬兰)ꎬ电泳仪 ( ＢＩＯ￣
ＲＡＤꎬｍｉｎｉ ｐｒｏｔｅａｎ ３ ｃｅｌｌꎬ美国)ꎬ离心机(Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆꎬ
Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５４２４ Ｒ 型ꎬ 德国 )ꎬ 冰 箱 ( Ｈａｉｅｒꎬ ＢＣＤ￣
１９６ＴＭＺＬ 型ꎬ中国)ꎬ全自动化学发光分析(上海天

能科技有限公司ꎬＴａｎｏｎ￣５２００ 型)ꎬ实验室超纯水

(ＭｉｌｌｉＰＯＲＥꎬＵＬＵＰＵＲＥ 型ꎬ法国)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 含药血清及对照血清的制备

ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 １５ 只ꎬ根据体重随机分为

３ 组ꎬ即空白对照组(５ 只)、厄贝沙坦片组(５ 只)、
复方七芍降压片组(５ 只)ꎮ 分别按临床等效剂量临

床成人常用剂量 ３ 倍给予等体积蒸馏水、厄贝沙坦

片(０􀆰 ０８１ ｇ / ｋｇ)和复方七芍降压片(１􀆰 ５０ ｇ / ｋｇ)ꎬ灌
胃ꎮ 每天 ２ 次ꎬ连续给药 ７ 次ꎮ 末次给药后 ２ ｈꎬ腹
主动脉取血于血清管中ꎬ离心 １０ ｍｉｎ(４５００ ｒ / ｍｉｎ)ꎬ
取上清液ꎬ水浴灭活(５６℃ꎬ３０ ｍｉｎ)ꎬ置于－８０℃ 冰

箱保存备用ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 细胞培养

将原代内皮细胞和平滑肌细胞分别于专用培

养液(条件:５％ ＣＯ２ꎬ３７℃)中传代培养ꎬ取对数生长

期细胞用于后续实验ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 共培养体系的建立

按细胞常规方法培养ꎬ 将内皮细胞消化后接种

至康宁 ２４ 孔细胞培养板中ꎬ处于对数生长期的平滑

肌细胞消化后接种至康宁 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室内侧ꎬ置于

细胞培养箱内(条件:５％ ＣＯ２ꎬ３７℃)ꎬ培养１~２ ｄ
后ꎬ即可成功构建内皮细胞和平滑肌细胞共培养

体系[１２]ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 分组及给药

将共培养好的细胞随机分为 ７ 组ꎬ即正常对照

组(Ａ):内皮细胞 ＋ 平滑肌细胞ꎻ模型组(Ｂ):炎症

因子 ＋ 内皮细胞 ＋ 平滑肌细胞ꎻ空白血清对照组

(Ｃ):炎症因子 ＋ 内皮细胞 ＋ 平滑肌细胞 ＋ 空白血

清ꎻＭＲＳ２５７８ 组(Ｄ):炎症因子 ＋ 沉默内皮细胞 ＋
平滑肌细胞ꎻ厄贝沙坦片含药血清组(Ｅ):炎症因子

＋ 内皮细胞 ＋ 平滑肌细胞 ＋ 厄贝沙坦片血清ꎻ复方

七芍降压片含药血清组(Ｆ):炎症因子 ＋ 内皮细胞

＋ 平滑肌细胞 ＋ 复方七芍降压片血清ꎻＭＲＳ２５７８ ＋
复方七芍降压片含药血清组(Ｇ):炎症因子 ＋ 沉默

内皮细胞 ＋ 平滑肌细胞 ＋ 复方七芍降压片血清ꎮ
除 Ａ 组外的共培养体系中加入 １０ ｎｇ / ｍＬ 的ＴＮＦ￣αꎬ
构建模拟高血压炎症微环境ꎬ给药组加入 １０％的含

药血清ꎬ其余各组加入等量空白血清ꎬ沉默内皮细

胞为加入 １０ μｍ 的 ＭＲＳ２５７８ 的内皮细胞ꎬ造模及给

药干预 ２４ ｈ 后进行相关指标检测ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 细胞活力检测

采用 ＣＣＫ￣８ 法检测各组平滑肌细胞及内皮细

５３７
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胞活 性ꎮ 弃 孔 内 液 体ꎬ 然 后 加 入 完 全 培 养 基

２００ μＬꎬ同时每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ８ 溶液ꎬ于细胞培

养箱中继续培养 ３ ｈꎬ最后用酶标仪于 ４５０ ｎｍ 波长

下测定各孔 ＯＤ 值ꎬ扣除板底值ꎬ并计算各组细胞的

相对存活率ꎮ 其中细胞存活率率＝给药组细胞存活

率 /正常组细胞存活率ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６ 　 酶联免疫吸附剂测定法 ( ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙꎬＥＬＩＳＡ)检测平滑肌细胞与内

皮细胞共培养液中炎症因子 ＩＬ￣８ 的水平

收集平滑肌细胞与内皮细胞共培养上清液ꎬ离
心 １５ ｍｉｎ(３０００ ｒ / ｍｉｎ)ꎬ取上清ꎬ按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒

说明书ꎬ检测共培养体系中培养液中 ＩＬ￣８ 水平ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ７　 免疫荧光法检测内皮细胞中 ＭＣＰ￣１、ＡＰ￣１
的蛋白表达

将共培养后的各组细胞ꎬ移去 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室及

孔内液体ꎬ冷 ＰＢＳ 润洗ꎬ多聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎꎮ 用

０􀆰 ２５％ Ｔｒｉｔｏｎ￣１００ 通透 １５ ｍｉｎꎬ滴加 ５％ ＢＳＡ 封闭

１０ ｍｉｎꎬ根据 １ ∶１００ 的体积比分别加入 ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１
一抗稀释液ꎬ４℃避光孵育ꎬＰＢＳ 润洗ꎮ 根据 １ ∶ ４００
的体积比加入二抗稀释液ꎬ３７℃避光孵育 ３０ ｍｉｎꎬ冷
ＰＢＳ 润洗 ４ 次ꎮ 滴加 ＤＡＰＩ 避光孵育 １５ ｍｉｎꎬＰＢＳ 润

洗 ４ 次ꎮ 荧光检测并采集图像ꎬ并记录细胞平均荧

光强度值ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ８　 蛋白免疫印迹法(Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ)检测内皮细

胞中 ＭＣＰ￣１、ＡＰ￣１ 的蛋白表达

严格按照 ＢＣＡ 蛋白检测试剂盒说明书操作ꎬ根
据标准曲线求出每个样本的蛋白浓度ꎮ 提取各组

细胞蛋白ꎬ１００℃ 变性后ꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳后采用湿

转转膜ꎬ用含 ５％脱脂奶粉在室温封闭 ２ ｈꎮ 一抗孵

育 ４℃ 过夜ꎬ ＰＢＳＴ 洗涤 ５ ｍｉｎꎬ ３ 次ꎮ 二抗孵育ꎬ
ＰＢＳＴ 洗涤 ５ ｍｉｎꎬ３ 次ꎮ 取 ＥＣＬ 发光液与膜的正面

充分接触进行化学发光ꎬ置于全自动化学发光分析

仪中曝光ꎬ通过 ＴＡＮＯＮ ＧＩＳ 软件读取相关蛋白的条

带灰度值ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ９　 实时荧光定量法( ｑＰＣＲ)检测内皮细胞中

ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ ｍＲＮＡ 的表达

加入适量 ＴＲＩｚｏｌ 试剂ꎬ离心 １２ ０００ ｒｐｍꎬ５ ｍｉｎꎬ
取上清液加入 ２００ μＬ 氯仿溶液ꎬ剧烈振荡１５ ｓ后离

心ꎬ取上清液ꎬ加入等体积的异丙醇溶液以沉淀其

中的 ＲＮＡꎬ待 ＲＮＡ 沉淀干燥后加入ＲＮＡｓｅ￣ｆｒｅ溶液

反复吹打使其完全溶解ꎮ 按试剂盒说明书操作ꎬ逆
转录合成 ｃＤＮＡꎬ进行 ＰＣＲ 反应ꎮ 通过 Ｐｒｉｍｅｒ ５􀆰 ０

软件设计引物ꎬ引物序列见表 １ꎮ
表 １　 ＰＣＲ 各基因引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＰＣＲ ｇｅｎｅｓ
基因
Ｇｅｎｅ

引物序列(５′－３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５′－３′)

ＡＰ￣１
Ｆｏｒｗａｒｄ: ＣＡＧＣＣＧＣＣＧＣＡＣＣＡＣＴＴＧ

Ｒｅｖｅｒｓｅ: ＴＣＣＧＣＴＣＣＴＧＡＧＡＣＴＣＣＡＴＧＴＣ

ＭＣＰ￣１
Ｆｏｒｗａｒｄ: ＧＣＡＧＧＴＣＴＣＴＧＴＣＡＣＧＣＴＴＣＴＧ
Ｒｅｖｅｒｓｅ: ＧＴＴＣＴＣＣＡＧＣＣＧＡＣＴＣＡＴＴＧＧＧ

β￣ａｃｔｉｎ
Ｆｏｒｗａｒｄ: ＣＣＣＡＧＧＣＡＴＴＧＣＴＧＡＣＡＧＧＡＴＧ
Ｒｅｖｅｒｓｅ: ＴＧＣＴＧＧＡＡＧＧＴＧＧＡＣＡＧＴＧＡＧＧ

１􀆰 ３　 统计学分析

运用 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 软件进行统计学分析ꎮ 各组实

验数据均用平均值±标准差( 􀭰ｘ ± ｓ)表示ꎬ多组间比

较用单因素方差分析ꎬ两组间比较用 ＬＳＤ 检验ꎮ
Ｐ < ０􀆰 ０５为差异具显著性ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 对内皮细胞及平滑肌细胞活力的影响

与 Ａ 比ꎬＢ 组和 Ｃ 组内皮细胞及平滑肌细胞存

活率明显降低(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬ表明 ＴＮＦ￣α 介导的炎症

微环境对细胞具有一定的损伤作用ꎻ与 Ｂ 组比ꎬＤ
组、Ｅ 组、Ｆ 组以及 Ｇ 组中的内皮细胞及平滑肌细胞

存活率不同程度增加(Ｐ < ０􀆰 ０１ 或Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 与

Ｄ 组比ꎬＧ 组内皮细胞及平滑肌细胞存活率增加(Ｐ
< ０􀆰 ０５)ꎮ ＭＲＳ２５７８ 和复方七芍降压片含药血清均

能明显恢复炎症微环境损伤后的内皮细胞及平滑

肌细胞活性(见图 １)ꎮ
２􀆰 ２　 对平滑肌细胞与内皮细胞共培养液中炎症因

子 ＩＬ￣８水平的影响

与 Ａ 组比ꎬＢ 组和 Ｃ 组平滑肌细胞与内皮细胞

共培养液中 ＩＬ￣８ 水平明显升高(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬ表明

ＴＮＦ￣α 干预构建炎症微环境后会造成炎症因子 ＩＬ￣８
分泌增加ꎻ与 Ｂ 组比ꎬＤ、Ｅ、Ｆ、Ｇ 组平滑肌细胞与内

皮细 胞 共 培 养 液 中 ＩＬ￣８ 水 平 不 同 程 度 降 低

(Ｐ < ０􀆰 ０１或 Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻ与 Ｄ 组比ꎬＧ 组 ＩＬ￣８ 水平

降低ꎬ但差异无统计学意义(Ｐ> ０􀆰 ０５)ꎮ ＭＲＳ２５７８
和复方七芍降压片含药血清均能抑制炎症微环境

损伤后炎症因子 ＩＬ￣８ 分泌增加(见图 ２)ꎮ
２􀆰 ３　 对内皮细胞中 ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１蛋白表达的影响

免疫荧光结果显示:与 Ａ 组比ꎬＢ、Ｃ 组内皮细

胞 中 ＡＰ￣１、 ＭＣＰ￣１ 荧 光 强 度 值 明 显 升 高

(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎻ与 Ｂ 组比ꎬＤ、Ｅ、Ｆ、Ｇ 组内皮细胞中

ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ 荧光强度值明显降低(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ 与

Ｄ 组比ꎬＧ 组 ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ 蛋白荧光强度值降低ꎬ但

６３７
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注:Ａ 组:正常对照组ꎻＢ 组:模型组ꎻＣ 组:空白血清对照组ꎻＤ 组:ＭＲＳ２５７８ 组ꎻＥ 组:厄贝沙坦含药血清组ꎻＦ 组:复方七芍降压片含药血清

组ꎻＧ 组:ＭＲＳ２５７８ ＋ 复方七芍降压片含药血清组ꎮ 与正常对照组比较ꎬ∗Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ< ０􀆰 ０１ꎻ与模型组比较ꎬ＃Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬ＃＃Ｐ< ０􀆰 ０１ꎻ与
ＭＲＳ２５７８ 组比较ꎬ▲Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬ▲▲Ｐ< ０􀆰 ０１ꎮ (下图同)

图 １　 各组内皮细胞及平滑肌细胞活力比较( 􀭰ｘ ± ｓꎬｎ＝ ３)
Ｎｏｔｅ. Ｇｒｏｕｐ Ａ. Ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｇｒｏｕｐ Ｂ. Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. Ｇｒｏｕｐ Ｃ. Ｂｌａｎｋ ｓｅｒｕｍ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｇｒｏｕｐ Ｄ. ＭＲＳ２５７８ ｇｒｏｕｐ. Ｇｒｏｕｐ Ｅ. Ｉｒｂｅｓａｒｔａｎ
ｔａｂｌｅｔ ｄｒｕｇ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｒｕｍ ｇｒｏｕｐ. Ｇｒｏｕｐ Ｆ. Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｑｉｓｈａｏ Ｊｉａｎｇｙａ ｔａｂｌｅｔ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｒｕｍ ｇｒｏｕｐ. Ｇｒｏｕｐ Ｇ. ＭＲＳ２５７８ ＋ ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｑｉｓｈａｏ
Ｊｉａｎｇｙａ ｔａｂｌｅｔ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｒｕｍ ｇｒｏｕｐ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗ Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬ ∗∗Ｐ< ０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ＃ Ｐ<
０􀆰 ０５ꎬ ＃＃Ｐ< ０􀆰 ０１.Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＭＲＳ２５７８ ｇｒｏｕｐꎬ▲Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬ ▲▲Ｐ< ０􀆰 ０１.(Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ)

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ( 􀭰ｘ ± ｓꎬｎ＝ ３)

差异无统计学意义(Ｐ> ０􀆰 ０５)ꎮ 复方七芍降压片能

够抑制炎症因子诱导的内皮细胞中 ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ 蛋

图 ３　 各组内皮细胞中 ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ 蛋白表达比较
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ

白的表达水平ꎬ且与 ＭＲＳ２５７８ 合用时ꎬ这种抑制程

度更加明显(见图 ３、４)ꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果显示:与 Ａ 组相比ꎬＢ、Ｃ 组内

皮细 胞 中 ＡＰ￣１、 ＭＣＰ￣１ 光 密 度 比 值 明 显 升 高

(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ 与 Ｂ 组比较ꎬＤ、Ｅ、Ｆ、Ｇ 组内皮细胞中

ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ 光密度比值均明显降低(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ
与 Ｄ 组比较ꎬＧ 组 ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ 光密度比值明显降

低(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ 复方七芍降压片能够抑制炎症因子

诱导的内皮细胞中 ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ 蛋白的高表达ꎬ且
与 ＭＲＳ２５７８ 合用时ꎬ作用更加明显(见图 ５、６)ꎮ
２􀆰 ４　 对内皮细胞中 ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ｍＲＮＡ 的影响

ｑＰＣＲ 结果显示:与 Ａ 组比ꎬＢ、Ｃ 组内皮细胞中

ＡＰ￣１、 ＭＣＰ￣１ ｍＲＮＡ 表 达 水 平 均 明 显 升 高

(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ 与 Ｂ 组比较ꎬＤ、Ｅ、Ｆ、Ｇ 组内皮细胞中

ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ｍＲＮＡ 表达水平均明显降低 ( Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎮ 与 Ｄ 组比较ꎬＧ 组 ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ ｍＲＮＡ 表达

水平降低ꎬ但差异无统计学意义(Ｐ> ０􀆰 ０５)ꎮ 复方

七芍降压片能够抑制炎症因子诱导的内皮细胞中

ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ｍＲＮＡ 的表达水平(见图 ７)ꎮ

图 ２　 各组平滑肌细胞与内皮细胞共培养液中 ＩＬ￣８ 水平
比较( 􀭰ｘ ± ｓꎬｎ＝ ３)

Ｆｉｇｕｒｅ ２ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＩＬ￣８ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｃｏ￣ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ ｏｆ
ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ( 􀭰ｘ± ｓꎬｎ＝３)
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图 ４　 各组内皮细胞中 ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ 荧光强度值比较( 􀭰ｘ ± ｓꎬｎ＝ ３)
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｖａｌｕｅ ｏｆ ＡＰ￣１ ａｎｄ ＭＣＰ￣１ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ( 􀭰ｘ ± ｓꎬｎ＝ ３)

图 ５　 各组内皮细胞中 ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ 蛋白表达比较
Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ

图 ６　 各组内皮细胞中 ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ 灰度值比值比较( 􀭰ｘ ± ｓꎬｎ＝ ３)
Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｇｒａｙ ｖａｌｕｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＡＰ￣１ ａｎｄ ＭＣＰ￣１ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ( 􀭰ｘ ± ｓꎬｎ＝ ３)

图 ７　 各组内皮细胞中 ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ ｍＲＮＡ 水平比较( 􀭰ｘ ± ｓꎬｎ＝ ３)
Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡＰ￣１ ａｎｄ ＭＣＰ￣１ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ( 􀭰ｘ ± ｓꎬｎ＝ ３)
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３　 讨论

复方七芍降压片是根据高血压病“肝肾阴虚、
瘀血阻络”的发病特点ꎬ采用“养阴柔肝、化瘀息风”
的立法组方而成ꎮ 该方由三七、白芍、天麻、杜仲、
丹参等 １１ 味中药组成ꎮ 方中三七活血化瘀通络、白
芍养阴柔肝息风ꎬ共为君药ꎻ天麻平肝息风、桑寄

生、杜仲补益肝肾、丹参活血祛瘀ꎬ共为臣药ꎻ萝芙

木平肝清热、葛根生津活血、地龙息风通络、炒香附

理气疏肝ꎬ共为佐药ꎻ甘草为使ꎬ调和诸药ꎻ以上诸

药合用使阴虚得补ꎬ阳亢得平ꎬ脉络得畅ꎬ髓海得

濡、清窍得养、眩晕自止ꎮ 现代药理研究发现:三
七、天麻、丹参都具有扩张血管、减少外周血管阻

力、增加血流量起到降低血压的作用[１３－１５]ꎬ白芍、杜
仲能降低内皮素－１(ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ￣１ꎬＥＴ￣１)和增加一氧

化氮(ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅꎬＮＯ)浓度ꎬ改善内皮功能ꎬ调节血

管重构ꎬ降低血压[１６－１７]ꎮ
血管平滑肌细胞和内皮细胞是血管中的两个

重要组成成分ꎬ两种细胞之间存在肌内皮缝隙连

接ꎬ允许电和小分子物质传递ꎬ在调节血管收缩和

舒张功能中起重要作用[１８]ꎮ 内皮功能的损伤是发

生血管重塑的始动环节[１９]ꎬ在炎症因子 ＴＮＦ￣α 诱

导的血管内皮细胞中ꎬ细胞存活率降低ꎬ凋亡细胞

增多ꎬ内皮细胞大量分泌白介素 ６ ( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣６ꎬ
ＩＬ￣６)、白介素 ８( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣８ꎬＩＬ￣８)、ＴＮＦ￣α、ＭＣＰ￣１
等前炎性因子ꎬ导致血管内皮细胞损伤ꎬ平滑肌细

胞的增殖、迁移ꎬ组织纤维化而出现血管结构的改

变[２０－２１]ꎮ 刘雅蓉等[１２]发现丹皮酚能减少血管内皮

细胞炎性分泌的作用ꎬ影响血管平滑肌细胞中

ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路ꎬ最终抑制其凋亡ꎮ 黄荷等[２２]

在内皮细胞－平滑肌细胞共培养体系中发现ꎬ内皮

细胞的损伤可引起 Ｔｏｌｌ 样受体 ４( ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
４ꎬＴＬＲ４)炎症蛋白的表达增加ꎬ导致内皮细胞炎症

反应加剧ꎬ平滑肌细胞增殖、迁移ꎬ进而诱发血管重

塑ꎮ 以上说明内皮细胞的损伤ꎬ可以导致其分泌炎

症因子增加ꎬ作用于平滑肌细胞ꎬ影响血管舒张功

能以及促进血管重塑ꎮ 因此ꎬ研究内皮细胞对平滑

肌细胞的影响ꎬ对保护血管正常功能和改善血管重

塑有重要意义ꎮ 建立内皮细胞－平滑肌细胞共培养

体系ꎬ模拟体内细胞微环境ꎬ是目前研究内皮细胞

和平滑肌细胞相互作用的理想模型[２３]ꎮ 本实验以

ＴＮＦ￣α 联合血管内皮细胞和血管平滑肌细胞共培养

体系构建高血压炎症环境ꎬ观察内皮细胞炎症对平

滑肌细胞增殖、迁移的影响ꎮ
ＡＰ￣１ 是机体内一类重要的核转录因子ꎬ由

ｃ￣Ｊｕｎ和 ｃ￣Ｆｏｓ 两个亚单位组成的 ＡＰ￣１ 异源二聚体

最为典型ꎮ ＭＣＰ￣１ 属于趋化类细胞因子ꎬ是重要的

促炎细胞因子ꎬ在单核细胞、内皮细胞、平滑肌细胞

等不同细胞中均有表达ꎮ 内皮细胞中 ＡＰ￣１ 的两个

亚单位 ｃ￣Ｊｕｎ 和 ｃ￣Ｆｏｓ 的激活可上调ＭＣＰ￣１ 的表达ꎬ
促进多种炎症因子的分泌ꎬ引起血管平滑肌增殖、
迁移ꎬ引发病理性血管重塑[２４－２７]ꎮ 任卫琼等[２８] 通

过抑制 ＳＨＲ 大鼠肠系膜动脉中 ＡＰ￣１ 的活化ꎬ抑制

ＭＣＰ￣１ 蛋白表达ꎬ能够降低炎症因子水平ꎬ抑制炎

症反应ꎬ保护血管ꎬ改善血管重构ꎮ 氧化低密度脂

蛋白的内皮受体－ １( ｌｅｃｔｉｎ￣ｌｉｋｅ ｏｘ￣ＬＤＬ ｒｅｃｅｐｔｏｒ １ꎬ
ＬＯＸ－１)通过 ＫＬＦ２ / ＡＰ￣１ 途径介导内皮功能障碍和

损伤ꎬ内皮功能的损伤进一步加剧内皮炎症反应ꎬ
导致平滑肌细胞增殖、迁移ꎬ引发血管重塑[２９－３０]ꎮ
李恒华等[３１] 发现葛根素联合丹参酮ⅡＡ 通过有效

抑制糖尿病大鼠主动脉中 ＭＣＰ￣１、ＴＮＦ￣α 的表达ꎬ减
轻血管内皮炎症反应ꎬ增强对血管内皮的保护作

用ꎬ促使平滑肌细胞功能修复ꎬ改善血管重塑ꎮ
ＴＮＦ￣α 通过诱导内皮细胞中 ＡＰ￣１ 蛋白的活化ꎬ可
调控多种炎症因子的释放ꎬ导致内皮功能紊乱ꎬ加
剧炎症因子的表达ꎬ促使血管平滑肌细胞异常增

殖[３２－３３]ꎻＰ２Ｙ６ 受体阻断剂 ＭＲＳ２５７８ 是炎性蛋白的

抑制剂ꎬ能够阻断 ＴＮＦ￣α 的炎性信号传递ꎬ抑制平

滑肌细胞增殖ꎬ改善血管重构[３４]ꎮ 本实验研究结果

显示ꎬＴＮＦ￣α 诱导的血管内皮细胞和平滑肌细胞存

活率明显降低ꎬ血管平滑肌细与内皮细胞共培养产

生的炎症因子 ＩＬ￣８ 的含量增加ꎬ内皮细胞中 ＡＰ￣１、
ＭＣＰ￣１ 蛋白表达和 ｍＲＮＡ 表达升高ꎮ 给予药物干

预后ꎬ复方七芍降压片含药血清组、厄贝沙坦含药

血清组、ＭＲＳ２５７８ 组、ＭＲＳ２５７８＋复方七芍降压片含

药血清组内皮细胞及平滑肌细胞存活率增加ꎬＩＬ￣８
水平降低ꎬ 内皮细胞中 ＡＰ￣１、 ＭＣＰ￣１ 蛋白及其

ｍＲＮＡ 的表达水平降低ꎮ 提示ꎬ复方七芍降压片能

恢复内皮细胞和平滑肌细胞活性ꎬ抑制炎症微环境

损伤后细胞炎症因子分泌ꎬ降低内皮细胞中 ＡＰ￣１、
ＭＣＰ￣１ 的活性ꎬ改善内皮损伤ꎬ保护平滑肌细胞正

常功能ꎬ抑制血管重塑ꎮ
本实验研究发现ꎬ复方七芍降压片能够改善因

炎症因子 ＴＮＦ￣α 诱导的内皮细胞及平滑肌细胞的

存活率ꎬ抑制血管重塑ꎬ其机制可能与抑制 ＩＬ￣８ 的

分泌ꎬ降低 ＡＰ￣１ 和 ＭＣＰ￣１ 的活性ꎬ抑制内皮细胞炎
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症反应ꎬ改善内皮损伤ꎬ保护平滑肌细胞正常功能
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血压大鼠血压及左室肥厚的影响[ Ｊ] . 中西医结合心脑血管

病杂志ꎬ ２００５ꎬ ３(３): ２３２－２３４.
Ｔａｎ ＹＳꎬ Ｔａｎ ＳＺꎬ Ｓｏｎｇ ＸＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄ
ｑｉｓｈａｏ ｊｉａｎｇｙａ ｔａｂｌｅｔ ｏｎ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ａｎｄ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ
ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ ｉｎ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔｓ[Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｊ Ｉｎｔｅｇｒ
Ｍｅｄ Ｃａｒｄｉｏ － / Ｃｅｒｅｂｒｏｖａｓｃｕｌａｒ Ｄｉｓꎬ ２００５ꎬ ３(３): ２３２－２３４.

[１０] 　 雍苏南ꎬ 王顺民ꎬ 张稳. 养阴柔肝、化瘀息风法对自发性高血

压大鼠血管重塑的影响[Ｊ] . 中国中医急症ꎬ ２０１５ꎬ ２４(１０):
１６９６－１５７２.
Ｙｏｎｇ ＳＮꎬ Ｗａｎｇ ＳＭꎬ Ｚｈａｎｇ Ｗ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ
ｅｎｒｉｃｈｉｎｇ ｙｉｎ ｔｏ ｅｍｏｌｌｉａｔｅ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｒｅｓｏｌｖｉｎｇ ｓｔａｓｉｓ ｔｏ ｅｘｔｉｎｇｕｉｓｈ
ｗｉｎｄ ｏｎ ｖａｓｃｕｌａｒ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙ

ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ[ Ｊ] . Ｊ Ｅｍｅｒｇ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄꎬ ２０１５ꎬ ２４ ( １０):
１６９６－１５７２.

[１１] 　 李弘ꎬ 刘叶倩ꎬ 龚姗ꎬ 等. 复方七芍降压片对自发性高血压

大鼠肠系膜动脉中Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白表达及血压的影响[ Ｊ] .
中国临床药理学与治疗学ꎬ ２０１９ꎬ ２４(１２): １３６４－１３７０.
Ｌｉ Ｈꎬ Ｌｉｕ ＹＱꎬ Ｇｏｎｇ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｑｉｓｈａｏ Ｊｉａｎｇｙａ ｔａｂｌｅｔ
ｒｅｄｕｃｅｓ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｉｎ ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ ａｒｔｅｒｙ ｏｆ ＳＨＲ ｒａｔｓ ｂｙ
ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｈｅ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｙｐｅⅠａｎｄ ｔｙｐｅ Ⅲ ｃｏｌｌａｇｅｎ[Ｊ] . Ｃｈｉｎ
Ｊ Ｃｌｉｎ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｔｈｅｒａｐｅｕｔꎬ ２０１９ꎬ ２４(１２): １３６４－１３７０.

[１２] 　 刘雅蓉ꎬ 吴鸿飞ꎬ 戴敏. 丹皮酚抑制脂多糖诱导的血管内皮

细胞 ＴＮＦ￣α 释放对共培养体系中血管平滑肌细胞凋亡及

ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路的影响[Ｊ] . 安徽中医药大学学报ꎬ ２０１８ꎬ
３７(４): ６５－７１.
Ｌｉｕ ＹＲꎬ Ｗｕ ＨＦꎬ Ｄａｉ Ｍ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐａｅｏｎｏｌ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ
ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣αｆｒｏｍ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ
ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ａ Ｃｏ￣ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｙｓｔｅｍ ａｎｄ ｉｔｓ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｎ
ｔｈｅ ｐ３８ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ[ Ｊ] . Ｊ Ａｎｈｕｉ Ｕｎｉｖ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄꎬ
２０１８ꎬ ３７(４): ６５－７１.

[１３] 　 张继ꎬ 赵朝伟ꎬ 赵睿. 三七的药理作用研究进展[Ｊ] . 中国药

业ꎬ ２００３ꎬ １２(１１): ７６－７７.
Ｚｈａｎｇ Ｊꎬ Ｚｈａｏ ＣＷꎬ Ｚｈａｏ Ｒ. Ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ
ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ[ Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｐｈａｒｍꎬ
２００３ꎬ １２(１１): ７６－７７.

[１４] 　 韩大荣. 天麻研究新进展[Ｊ] . 中国处方药ꎬ ２０１８ꎬ １６(４): １９
－２１.
Ｈａｎ ＤＲ. Ｎｅｗ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ Ｇａｓｔｒｏｄｉａ ｒｅｓｅａｒｃｈ [ Ｊ ] . Ｊ Ｃｈｉｎ
Ｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｄｒｕｇꎬ ２０１８ꎬ １６(４): １９－２１.

[１５] 　 王涵ꎬ 杨娜ꎬ 谭静ꎬ 等. 丹参化学成分、药理作用及临床应用

的研究进展[Ｊ] . 特产研究ꎬ ２０１８ꎬ ４０(１): ４８－５３.
Ｗａｎｇ Ｈꎬ Ｙａｎｇ Ｎꎬ Ｔａｎ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｓａｌｖｉａ
ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ ｂｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ
ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ [ Ｊ] . Ｓｐｅｃ Ｗｉｌｄ Ｅｃｏｎ Ａｎｉｍ Ｐｌａｎｔ Ｒｅｓꎬ
２０１８ꎬ ４０(１): ４８－５３.

[１６] 　 Ｓｕ ＨＣꎬ Ｑｉ Ｃꎬ Ｂｏ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｔｉｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒａｄｉｘ
ｐａｅｏｎｉａｅ ａｌｂａ ｉｎ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔｓ ａｎｄ ｅｘｃｅｓｓｉｖｅ
ａｌｃｏｈｏｌ ｉｎｔａｋｅ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔｓ [ Ｊ] .
Ｅｖｉｄ Ｂａｓｅｄ Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ Ａｌｔｅｒｎａｔ Ｍｅｄꎬ ２０１５ꎬ ２０１５: ７３１２３７.

[１７] 　 潘龙ꎬ 支娟娟ꎬ 许春国ꎬ 等. 杜仲糖苷对肾性高血压大鼠血

压及血浆 ＥＴ、ＮＯ 的影响[Ｊ] . 现代中医药ꎬ ２０１０ꎬ ３０(２): ５４
－５６.
Ｐａｎ Ｌꎬ Ｚｈｉ ＪＪꎬ Ｘｕ ＣＧꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｕｃｏｍｍｉａ ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ ｏｎ
ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ、ｐｌａｓｍａ ＥＴ ａｎｄ ＮＯ ｉｎ ｒｅｎａｌ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔｓ[Ｊ] .
Ｍｏｄｅｒｎ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄꎬ ２０１０ꎬ ３０(２): ５４－５６.

[１８] 　 Ｄｏｒａｎ ＡＣꎬ Ｍｅｌｌｅｒ Ｎꎬ ＭｃＮａｍａｒａ ＣＡ. Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ
ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅａｒｌｙ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ[Ｊ] .
Ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒ Ｔｈｒｏｍｂ Ｖａｓｃ Ｂｉｏｌꎬ ２００８ꎬ ２８(５): ８１２－８１９.

[１９] 　 谭元生ꎬ 田梦影. 血管平滑肌增殖在血管重塑过程中的作用

[Ｊ] . 中西医结合心脑血管病杂志ꎬ ２０１６ꎬ １１ ( １１): １２３３
－１２３５.
Ｔａｎ ＹＳꎬ Ｔｉａｎ ＭＹ. Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ [ Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｊ

０４７



中国实验动物学报 ２０２０ 年 １２ 月第 ２８ 卷第 ６ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ ＳｉｎꎬＤｅｃｅｍｂｅｒ ２０２０ꎬＶｏｌ. ２８ꎬ Ｎｏ. ６

Ｉｎｔｅｇｒ Ｍｅｄ Ｃａｒｄｉｏ － / Ｃｅｒｅｂｒｏｖａｓｃｕｌａｒ Ｄｉｓꎬ ２０１６ꎬ １１(１１): １２３３
－１２３５.

[２０] 　 Ｃｈｅｎ Ｑꎬ Ｊｉｎ Ｍꎬ Ｙａｎｇ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ:
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ｉｎ ｖａｓｃｕｌａｒ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ[Ｊ] . Ｍｅｄｉａｔｏｒｓ Ｉｎｆｌａｍｍꎬ ２０１３ꎬ ２０１３: ９２８３１５.

[２１] 　 吴亚军ꎬ 苏洁ꎬ 黄浦俊ꎬ 等. 蒙花苷对 ＴＮＦ￣α 诱导的血管内

皮细胞炎症损伤及 ＴＬＲ４ / ＩκＢα / ＮＦ￣κＢ 信号通路的影响[ Ｊ] .
中国现代应用药学ꎬ ２０１７ꎬ ３４(５): ６３７－６４２.
Ｗｕ ＹＪꎬ Ｓｕ Ｊꎬ Ｈｕａｎｇ ＰＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｕｄｄｌｅｏｓｉｄｅ ｐｒｅｖｅｎｔｓ ＴＮＦ￣α
ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｕｍａｎ ａｏｒｔｉｃ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｉｎｊｕｒｙ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＴＬＲ４ / ＩκＢα / ＮＦ￣κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ [ Ｊ] .
Ｃｈｉｎ Ｊ Ｍｏｄ Ａｐｐｌ Ｐｈａｒｍꎬ ２０１７ꎬ ３４(５): ６３７－６４２.

[２２] 　 黄荷ꎬ 张勇ꎬ 杨舒婷ꎬ 等. ＤＦＭＧ 调节 ＴＬＲ￣４ 抑制损伤内皮细

胞对平滑肌细胞增殖和迁移促进作用[ Ｊ] . 湖南师范大学学

报(医学版)ꎬ ２０１６ꎬ １３(１): １－５.
Ｈｕａｎｇ Ｈꎬ Ｚｈａｎｇ Ｙꎬ Ｙａｎｇ ＳＴꎬ ｅｔ ａｌ. ＤＦＭＧ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ
ｌｐｃ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｊｕｒｅｄ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｄｅｐｒｅｓｓｉｎｇ ＴＬＲ４
[Ｊ] . Ｊ Ｈｕｎａｎ Ｎｏｒｍａｌ Ｕｎｉｖ(Ｍｅｄ Ｓｃｉ)ꎬ ２０１６ꎬ １３(１): １－５.

[２３] 　 李玉洁ꎬ 杨庆ꎬ 翁小刚ꎬ 等. 血管内皮细胞－平滑肌细胞共培

养体系研究进展 [ Ｊ] . 中国中药杂志ꎬ ２０１２ꎬ ３７ ( ３): ２６５
－２６８.
Ｌｉ ＹＪꎬ Ｙａｎｇ Ｑꎬ Ｗｅｎｇ ＸＧꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｄｖａｎｃｅ ｉｎ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ａｎｄ ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌ ｃｏ￣ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｙｓｔｅｍ [ Ｊ] .
Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｈｉｎ Ｍａｔ Ｍｅｄꎬ ２０１２ꎬ ３７(３): ２６５－２６８.

[２４] 　 Ｊｕｎｇ ＭＫꎬ Ｈａ Ｓꎬ Ｓｏｎ ＪＡꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｎ￣６０ ｄｉｓｐｌａｙｓ ａ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ａｃｎｅ ｂｙ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ２ ａｎｄ ＩＬ￣８
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｉａ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＥＲＫ１ / ２ ｐａｔｈｗａｙ [ Ｊ] . Ａｒｃｈ
Ｄｅｒｍａｔｏｌ Ｒｅｓꎬ ２０１２ꎬ ３０４(８): ６５５－６６３.

[２５] 　 韩畅畅ꎬ 万福生. ＡＰ￣１ 的研究进展[ Ｊ] . 中国细胞生物学学

报ꎬ ２０１７ꎬ ３９(１０): １３５７－１３６２.
Ｈａｎ ＣＣꎬ Ｗａｎ ＦＳ. Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ＡＰ￣１[ Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｅｌｌ
Ｂｉｏｌꎬ ２０１７ꎬ ３９(１０): １３５７－１３６２.
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