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摘要：目的　评估积雪草酸（ＡＡ）通过调控Ｔｏｌｌ样受体４／髓样分化因子８８／核因
子κＢ／ＮＯＤ样受体蛋白３（ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＮＦ－κＢ／ＮＬＲＰ３）通路对心微血管内皮
细胞（ＣＭＥＣｓ）凋亡和血管再生的影响。方法　用同型半胱氨酸（ＨＣＹ）诱导大
鼠ＣＭＥＣｓ模拟构建冠心病损伤细胞模型，用细胞计数试剂盒（ＣＣＫ８）法验证模
型构建是否成功。将细胞分为对照组（正常培养）、模型组（造模）、积雪草酸组

（造模＋１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＡ）和联合组（造模＋１μｇ·ｍＬ－１脂多糖 ＋１０μｍｏｌ·Ｌ－１

ＡＡ）。用ＣＣＫ８法检测细胞活力，用流式细胞术法检测细胞凋亡，用蛋白质印迹
法检测凋亡相关蛋白、通路相关蛋白和血管再生相关蛋白的相对表达水平。

结果　对照组、模型组、积雪草酸组和联合组的细胞活性分别为０９２±００１、
０６１±０、０７５±００１和 ０５０±００２；细胞凋亡率分别为（４９６±０５３）％、
（２４９８±１６８）％、（１８２２±０９６）％和（３４１７±０４９）％；Ｂ细胞淋巴瘤／白血病 －２
相关Ｘ蛋白（Ｂａｘ）的相对蛋白表达水平分别为０１２±００１、０６３±０、０４２±００２
和０９６±００１；Ｂｃｌ－２蛋白相对表达水平分别为 ０９９±００２、０３４±００１、
０６９±００１和０１０±００１；ＴＬＲ４蛋白相对表达水平分别为０１９±００１、０６５±０、
０４１±００１和０８４±００１；Ｍｙｄ８８蛋白相对表达水平分别为 ０２９±００２、
０７７±０、０６１±００１和 ０９５±００２；ＮＦ－κＢ蛋白相对表达水平分别为
０２２±００１、０８２±００２、０５３±００２和０８４±００２；ＮＬＲＰ３蛋白相对表达水平
分别为０１７±００２、０７５±００３、０５０±００１和０９８±００１；血管内皮生长因子
（ＶＥＧＦ）蛋白相对表达水平分别为 ０９５±００１、０４４±００２、０６８±００２和
０２３±００１；血小板 －内皮细胞黏附分子（ＣＤ３１）蛋白相对表达水平分别为
１０１±００１、０４４±００２、０５８±０和０３８±００１。模型组的上述指标与对照组
比较，积雪草酸组的上述指标与模型组比较，联合用药组的上述指标与积雪草酸

组比较，在统计学上差异均有统计学意义（均Ｐ＜００１）。结论　ＡＡ能通过抑制
ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＮＦ－κＢ通路缓解ＨＣＹ诱导的心微血管内皮细胞凋亡，促进血管
再生。
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ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅａｌｌｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜００１）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＡＡｃａｎａｌｌｅｖｉａｔｅＨＣＹｉｎｄｕｃｅｄ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｃａｒｄｉａｃｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｖａｓｃｕｌａｒｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／
ＮＦ－κＢｐａｔｈｗａｙ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ａｓｉａｔｉｃａｃｉｄ；ｃｏｒｏｎａｒｙｈｅａｒｔｄｉｓｅａｓｅ；Ｔｏｌｌ－ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４／ｍｙｅｌｏｉｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｐｒｉｍａｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅ８８／
ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ／ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ－ｂｉｎｄｉｎｇｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎｄｏｍａｉｎ－ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ３ｐａｔｈｗａｙ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；
ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ

　　冠心病是最常见的一类器官疾病，目前，冠心病
死亡人数已超过所有肿瘤死亡人数的总和，是人类

第１大死因［１］。临床上许多冠心病患者在早期往往没

有明显的症状，预防冠心病的发生和进一步发展已成

为亟待解决的医学问题之一。血管紧张素转换酶抑

制剂、β受体阻滞剂、他汀类药物、阿司匹林等药物常
引起药物不良反应［２］，而中药方剂具有多靶点干预和

药物不良反应小的优势。积雪草酸（ａｓｉａｔｉｃａｃｉｄ，ＡＡ）
是多种中药复方中的主要活性成分之一，已证实对缺

氧／复氧所致心肌细胞损伤具有保护作用［３－４］。据报

道，ＡＡ可以通过调控 Ｔｏｌｌ样受体 ４／髓样分化因子
８８／核因子κＢ（Ｔｏｌｌ－ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４／ｍｙｅｌｏｉｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａ
ｔｉｏｎｐｒｉｍａｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅ８８／ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ，ＴＬＲ４／
ＭｙＤ８８／ＮＦ－κＢ）ｐ６５通路抑制疾病进展，保护心功
能［５－６］。但 ＡＡ对同型半胱氨酸 （ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ，
ＨＣＹ）诱导模拟构建的冠心病损伤细胞模型的作用效

果和机制尚未阐明。基于此，本研究探究了积雪草酸

能否通过调控 ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＮＦ－κＢ通路缓解 ＨＣＹ
诱导的冠心病细胞损伤，以期为冠心病的中药药物治

疗提供更多的实验依据。

材料与方法

１　材料
细胞　大鼠心微血管内皮细胞（ｃａｒｄｉａｃｍｉｃｒｏｖａｓ

ｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＣＭＥＣｓ），购自湖北武汉普诺赛
生命科技有限公司。

试剂　Ｌ－半胱氨酸，规格：每瓶 １００ｇ，纯度：
≥９９％，批号：Ｃ１０８２３７、积雪草酸，规格：每瓶５０ｍｇ，
纯度：≥９８％，批号：Ａ１１１３７９，均由上海阿拉丁生化科
技股份有限公司生产；大鼠心微血管内皮细胞完全培

养基，武汉普诺赛生命科技有限公司生产；０２５％胰
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蛋白酶和放射免疫沉淀分析（ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ
ａｓｓａｙ，ＲＩＰＡ）裂解液，北京索莱宝科技有限公司生产；
ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡检测试剂盒，美国 Ｂｅｃｔｏｎ
Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ公司生产；聚偏氟乙烯（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅｆｌｕｏ
ｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）转移膜，德国 ＭｉｌｌｉｐｏｒｅＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ生产；
化学发光试剂，江苏省天地人和生物科技有限公司生

产；ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒，上海碧云天生物技术有
限公司生产；细胞技术试剂盒－８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８，
ＣＣＫ－８）试剂盒、抗体Ｂ细胞淋巴瘤／白血病－２基因
相关 Ｘ蛋白 （Ｂ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ／ｌｅｕｋｅｍｉａ－２－
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）、Ｂｃｌ－２、Ｔｏｌｌ样受体（ｔｏｌｌｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＴＬＲ４）、髓性分化原发应答基因８８（ｍｙｅｌｏｉｄ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｐｒｉｍａｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｇｅｎｅ８８，ＭｙＤ８８）、核因
子 κＢ亚基 ｐ６５（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ－ｋａｐｐａ－Ｂｐ６５，
ＮＦ－κＢｐ６５）、ＮＯＤ样受体热蛋白结构域蛋白３（ＮＬＲ
ｆａｍｉｌｙｐｙｒｉｎｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ３，ＮＬＲＰ３）、血管内皮生
长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）、血小
板 －内皮细胞黏附分子（ｐｌａｔｅｌｅｔｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ
ａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ－１，ＣＤ３１）、甘油醛 －３－磷酸脱氢
酶 （ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＧＡＰＤＨ）及羊抗兔免疫球蛋白 Ｇ（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎＧ，
ＩｇＧ），均由湖北武汉贝茵莱生物技术有限公司生产。

仪器　ＤＭＩＬＬＥＤ倒置荧光显微镜，德国Ｌｅｉｃａ相
机股份公司产品；ＡＭＲ－１００酶标仪，浙江杭州奥盛公
司全称产品；ＮｏｖｏＣｙｔｅ流式细胞仪，德国艾森生物有
限公司产品；Ｔａｎｏｎ－５２００全自动化学发光分析仪，
上海天能科技有限公司产品；ｍｉｎｉｐｒｏｔｅａｎ３ｃｅｌｌ电泳
仪，美国Ｂｉｏ－ＲａｄＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ产品。
２　实验方法
２１　细胞培养及心损伤细胞模型构建［７］

ＣＭＥＣｓ在大鼠心微血管内皮细胞完全培养基
中培养，培养箱温度 ３７℃，５％ＣＯ２。进行传代培
养，加入 ０２５％的胰蛋白酶消化，细胞收回突起
变圆时倒掉胰酶，分散细胞，重新加入完全培养

基。基 于 培 养 状 态 较 好 的 ＣＭＥＣｓ细 胞，用
０２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１的 ＨＣＹ诱导 ２４ｈ，模拟构建心
损伤细胞模型，以未处理的细胞为对照，通过

ＣＣＫ８法检测细胞活性。
２２　细胞分组和处理方法［８－９］

将ＣＭＥＣｓ细胞分为对照组、模型组、积雪草酸组
和联合用药组，其中对照组为正常培养的 ＣＭＥＣｓ细
胞；模型组用０２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＨＣＹ诱导 ＣＭＥＣｓ细
胞２４ｈ；积雪草酸组在造模后用 １０μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＡ
干预２４ｈ；联合用药组造模后同时用 １μｇ·ｍＬ－１

脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）和１０μｍｏｌ·Ｌ－１

ＡＡ干预２４ｈ。
２３　ＣＣＫ８试剂盒法检测细胞活性

将ＣＭＥＣｓ细胞接种于９６孔板（每孔３×１０３个细
胞），培养２４ｈ以确保细胞粘附，按照分组处理结束
后，向每孔加入 ＣＣＫ８溶液１０μＬ，继续培养４ｈ。用
酶联免疫检测仪在４５０ｎｍ处测量各孔的光密度，根
据吸光值判断各孔细胞增殖活力。

２４　流式细胞术法检测细胞凋亡［１０］

各组细胞（每孔 １×１０６）在 ６孔板中培养，细胞
贴壁后，抽吸培养基，离心丢弃上清。用 ＰＢＳ洗涤沉
淀物２次，重悬，并与ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ１０μＬ和碘化
丙啶４℃避光孵育３０ｍｉｎ，用流式细胞仪分析细胞凋
亡情况。

２５　蛋白质印迹法检测相关因子的蛋白表达
每１×１０６个细胞加入 ＲＩＰＡ缓冲液裂解２００μＬ，

离心后取上清液，用 ＢＣＡ试剂盒测定样品总蛋白表
达。蛋白样品（２０μｇ）通过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳分
离，转移到聚偏氟乙烯膜上，通过５％的脱脂奶粉室温
封闭过夜。然后加入 １∶１０００稀释的 Ｂａｘ、Ｂｃｌ－２、
ＴＬＲ４、Ｍｙｄ８８、ＮＦ－κＢ、ＮＬＲＰ３、ＶＥＧＦ和 ＣＤ３１的抗
体，在４℃下孵育１ｈ。ＰＢＳＴ洗涤后，二抗（１∶２０×１０４）
室温孵育１ｈ。用化学发光试剂处理２ｍｉｎ，并暴露于
全自动化学发光分析仪中。

３　统计学处理
数据来自至少３个独立的实验，以 珋ｘ±ｓ表示，用

ＳＰＳＳ２２０软件进行２组间配对ｔ检验，多组间进行单
因素分析。

结　　果

１　ＡＡ增强细胞增殖活力，抑制细胞凋亡
模型 组 细 胞 增 殖 活 力 显 著 低 于 对 照 组

（Ｐ＜００１），说明心损伤细胞模型被成功构建。积雪
草酸组细胞增殖活力显著高于模型组（Ｐ＜００１）。联
合用药组的细胞增殖率显著低于积雪草酸组

（Ｐ＜００１），见表１。
模型组的细胞凋亡率和 Ｂａｘ相对表达水平均

显著高于对照组（均 Ｐ＜００１），Ｂｃｌ－２相对表达水平
显著低于对照组（Ｐ＜００１）。积雪草酸组细胞凋亡率
和 Ｂａｘ相对表达水平均显著低于模型组 （均
Ｐ＜００１），Ｂｃｌ－２相对表达水平显著高于模型组
（Ｐ＜００１）。联合用药组的细胞凋亡率和Ｂａｘ相对表
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ１Ｊａｎｕａｒｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４７）

达水平均显著高于积雪草组（均Ｐ＜００１），Ｂｃｌ－２相
对表达水平显著低于积雪草组（Ｐ＜００１），见图１和
表１。
２　ＡＡ抑制 ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＮＦ－κＢ／ＮＬＲＰ３通路激
活并促进血管生成

模型组细胞的 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦ－κＢ和 ＮＬＲＰ３
蛋白相对表达水平均显著高于对照组（均Ｐ＜００１），
ＶＥＧＦ和ＣＤ３１蛋白相对表达水平均显著低于对照组

（均Ｐ＜００１）。积雪草酸组的 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦ－κＢ
和ＮＬＲＰ３蛋白相对表达水平均显著低于模型组（均
Ｐ＜００１），ＶＥＧＦ和 ＣＤ３１蛋白相对表达水平均显著
高于模型组（均 Ｐ＜００１）。联合用药组的 ＴＬＲ４、
ＭｙＤ８８、ＮＦ－κＢ和ＮＬＲＰ３蛋白相对表达水平均显著
高于积雪草酸组（均 Ｐ＜００１），ＶＥＧＦ和 ＣＤ３１蛋白
相对表达水平均显著低于积雪草酸组（均 Ｐ＜００１），
见图２和表２。

表１　积雪草酸（ＡＡ）干预后细胞凋亡的变化
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓａｆｔｅｒａｓｉａｔｉｃａｃｉｄ（ＡＡ）ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＯＤ４５０
Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ｒａｔｅ（％）

Ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｂａｘ Ｂｃｌ－２

Ｃｏｎｔｒｏｌ ３ ０９２±００１ ４９６±０５３ ０１２±００１ ０９９±００２

Ｍｏｄｅｌ ３ ０６１±０００ ２４９８±１６８ ０６３±０００ ０３４±００１

ＡＡ ３ ０７５±００１＃＃ １８２２±０９６＃＃ ０４２±００２＃＃ ０６９±００１＃＃

ＡＡ＋ＬＰＳ ３ ０５０±００２△△ ３４１７±０４９△△ ０９６±００１△△ ０１０±００１△△

ＯＤ：Ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ；Ｂａｘ：Ｂ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ／ｌｅｕｋｅｍｉａ－２－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ；Ｂｃｌ－２：Ｂ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ／ｌｅｕｋｅｍｉａ－２；Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｎｏｒｍａｌｃｕｌｔｉｖａ

ｔｉｏｎ；Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：Ｍｏｄｅｌｅｄ；ＡＡｇｒｏｕｐ：１０μｍｏｌ·Ｌ－１ａｓｉａｔｉｃａｃｉｄ；ＡＡ＋ＬＰＳｇｒｏｕｐ：１μｇ·ｍＬ－１ＬＰＳ＋１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＡ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，
＃＃Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＡＡｇｒｏｕｐ，△△Ｐ＜００１

表２　ＡＡ干预后 Ｔｏｌｌ样受体４／髓样分化因子８８／核因子 κＢ／ＮＯＤ样受体蛋白３（ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＮＦ－κＢ／ＮＬＲＰ３）通路蛋白表达
变化

Ｔａｂｌｅ２　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＮＦ－κＢ／ＮＬＲＰ３ｐａｔｈｗａｙｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｆｔｅｒＡＡｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ

Ｇｒｏｕｐ ＴＬＲ４ ＭｙＤ８８ ＮＦ－κＢ ＮＬＲＰ３ ＶＥＧＦ ＣＤ３１

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０１９±００１ ０２９±００２ ０２２±００１ ０１７±００２ ０９５±００１ １０１±００１

Ｍｏｄｅｌ ０６５±０００ ０７７±０００ ０８２±００２ ０７５±００３ ０４４±００２ ０４４±００２

ＡＡ ０４１±００１＃＃ ０６１±００１＃＃ ０５３±００２＃＃ ０５０±００１＃＃ ０６８±００２＃＃ ０５８±０００＃＃

ＡＡ＋ＬＰＳ ０８４±００１△△ ０９５±００２△△ ０８４±００２△△ ０９８±００１△△ ０２３±００１△△ ０３８±００１△△

ＴＬＲ４：Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４；ＭｙＤ８８：Ｍｙｅｌｏｉｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｐｒｉｍａｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｇｅｎｅ８８；ＮＦ－κＢ：Ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ－ｋａｐｐａ－Ｂ；ＮＬＲＰ３：ＮＬＲｆａｍｉｌｙｐｙｒｉｎｄｏｍａｉｎ

ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ３；ＶＥＧＦ：Ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ；ＣＤ３１：Ｐｌａｔｅｌｅｔｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ－１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００１；

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＡＡｇｒｏｕｐ，△△Ｐ＜００１

图 １　ＡＡ干预后细胞凋亡的变化
Ｆｉｇｕｒｅ１　 ＣｈａｎｇｅｓｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓａｆｔｅｒＡＡｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ
Ａ：Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔａｐｏｐｔｏｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
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图 ２　蛋白质印迹法检测ＡＡ干预后蛋白相对表达水平变化
Ｆｉｇｕｒｅ２　 ＣｈａｎｇｅｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｆｔｅｒＡＡｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ
ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

讨　　论

ＨＣＹ诱导的内皮细胞损伤是动脉粥样硬化发病
机制中的关键事件，可能导致心脏和周围血管相关的

血管疾病的发生发展［１１］。中医认为，冠心病属于“雄

痹”和“心通”范畴。李双娣等［１２］研究发现，由延胡

索、三七、川芎、郁金、人参、冰片组成的宣痹通瘀方能

“正气祛瘀”，减轻心肌缺血性损伤，而 ＡＡ是其主要
活性成分之一［１３］。复方丹参滴丸在治疗冠心病相关

的疾病方面具有较好的疗效，而 ＡＡ是其有效活性成
分［１４］。但ＡＡ在心血管疾病中治疗的具体作用仍不
够深入，为此，本研究利用 ＨＣＹ诱导 ＣＭＥＣｓ构建的
冠心病损伤细胞模型进一步探讨 ＡＡ对该模型的
作用。

病理条件下，ＣＭＥＣｓ受损会引起细胞凋亡、局部
炎症反应和微血管栓塞，从而导致冠状动脉血流量

减少［１５］，加速心脏的不利重塑并恶化心功能［１６］。据

报道，ＡＡ具有抗炎、抗氧化和抗细胞凋亡活性，能
显著改善心梗小鼠心功能，减少梗塞面积和缺血性心

肌损伤［１７］。本研究中，ＡＡ干预冠心病损伤细胞模型
后，能够抑制 ＨＣＹ诱导的 ＣＭＥＣｓ凋亡，提高细胞的
增殖活力，增加抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ－２相对表达水平，下
调促凋亡蛋白 Ｂａｘ相对表达水平，说明 ＡＡ能减轻
ＨＣＹ导致的ＣＭＥＣｓ损伤，可能是冠心病潜在的有效
治疗药物，但其作用机制还需要进一步阐明。ＴＬＲ４
通路在控制炎症和细胞凋亡中起着关键作用［１８］。

ＴＬＲ特异性抑制剂可以有效抑制冠状动脉微栓塞后
大鼠心肌的炎症反应，减轻心肌损伤，其机制为抑制

ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＮＦ－κＢ信号传导，降低 ＮＬＲＰ３炎性小

体活化［１９］。在受损的人和小鼠心肌中，ＴＬＲ４被激活，
ＭｙＤ８８与ＴＬＲ４的胞质结构域结合，导致促炎信号级
联的激活，ＮＦ－κＢ从 ＮＦ－κＢ复合物中释放并转运
到细胞核，最终导致促炎细胞因子和炎性体（如

ＮＬＲＰ３）的转录，诱导细胞凋亡［２０－２１］。在本研究中，

ＡＡ抑制了 ＨＣＹ诱导的 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦ－κＢ和
ＮＬＲＰ３蛋白激活，而 ＴＬＲ４激动剂 ＬＰＳ会逆转 ＡＡ的
作用效果，证实了 ＡＡ对 ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＮＦ－κＢ／
ＮＬＲＰ３通路的调控作用。研究表明，通过血管网络的
恢复来增强心脏修复具有重要意义。心肌梗死后立

即进行靶向性ＶＥＧＦ治疗，可以通过改善侧支循环和
微血管功能，缩小梗死面积，改善心功能［２２］。ＣＤ３１
是一种在内皮细胞和造血细胞上表达的跨膜蛋白，在

血管生成、血管通透性和细胞反应性调节中起重要作

用。ＡＬ－ＫＥＩＬＡＮＩＭ等［２３］研究发现，在肺癌患者组

织样本中，ＶＥＧＦ和 ＣＤ３１表达水平之间的正相关提
示，ＶＥＧＦ可能与 ＣＤ３１协同促进肺癌中的血管生成。
在本研究中，ＡＡ促进冠心病损伤细胞模型中 ＶＥＧＦ
和ＣＤ３１的蛋白表达，而ＴＬＲ４激动剂 ＬＰＳ会逆转 ＡＡ
的作用效果，说明ＡＡ能够促进血管生成，其机制可能
是抑制 ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＮＦ－κＢ／ＮＬＲＰ３通路激活。然
而，本研究发现，联合用药组细胞凋亡率和 Ｂａｘ的表
达均高于模型组，推测 ＬＰＳ可能并不是简单的逆转
ＡＡ的作用效果，可能还与 ＨＣＹ产生协同作用效应，
导致了更严重的细胞损伤，这提示可能需要与 ＴＬＲ４
抑制剂联用，或需要更高剂量才能克服强烈的炎症驱

动，这为开发联合用药策略提供了新的思路。

本研究提示：ＡＡ通过抑制ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＮＦ－κＢ／
ＮＬＲＰ３通路缓解ＨＣＹ诱导的 ＣＭＥＣｓ凋亡，促进血管
生成，缓解心肌损伤。本研究仅在细胞水平初步明确

了ＡＡ对ＨＣＹ损伤细胞模型的直接保护效应，后续会
基于动物模型（如心肌梗死）进一步验证其促血管再

生功能，加大样本量，以为冠心病的中药治疗提供更

明确的理论依据和实验基础。
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