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P38MAPK 通路在内皮细胞 F-actin 蛋白
表达中的作用及通络药物的影响
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摘要: 目的:探讨 p38 丝裂原活化蛋白激酶(p38MAPK) 通路在络气虚滞型血管内皮功能障碍模型大鼠血清诱

导的内皮细胞纤维状肌动蛋白(F-actin) 表 达 中 的 作 用 及 通 络 药 物 保 护 血 管 内 皮，防 治 血 管 病 变 的 作 用 机 制。方

法:首先建立络 气 虚 滞 型 血 管 内 皮 功 能 障 碍 ( VED) 大 鼠 模 型，用 模 型 大 鼠 血 清 体 外 培 养 人 脐 静 脉 内 皮 细 胞

(HUVEC) 细胞株，实 验 分 为 空 白 对 照 组、正 常 血 清 组、模 型 血 清 组、通 心 络 ( TXL) 组、SB203580 组 5 组。采 用

Western blot 技术检测各组中 F-actin、p38、磷酸化 p38( phospho-p38) 蛋 白 表 达 的 变 化。结 果:与 空 白 对 照 组 和 正 常

血清组比较，模型血清组 F-actin 的蛋 白 表 达 明 显 下 调 (P < 0. 05) ，phospho-p38 蛋 白 表 达 明 显 升 高 (P < 0. 01，P <
0. 05) ;与模型血清组比较，通心络组和 SB203580 组 F-actin 的蛋白表达明显升高(P < 0. 01) ，phospho-p38 蛋白表达

明显下调(P < 0. 05)。结论:p38 MAPK 信号通路 的 激 活 可 能 参 与 了 络 气 虚 滞 型 血 管 内 皮 功 能 障 碍 模 型 大 鼠 血 清

诱导的 F-actin 蛋白表达的变化及通心络可能通过抑制 p38 MAPK 信号通路而对内皮功能起保护作用的，这可能是

通心络防治血管病变的机制之一。
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Role of Pathway of p38 Mitogen-activated Protein Kinase in F-actin
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Abstract: Objective: To test the hypotheses that p38 Mitogen-activated protein kinase ( P38 MAPK) pathway is
involved in the induction of filamentous-actin ( F-actin) stimulated by the serum of model rat with vascular endothelial
dysfunction of“collateral-QI deficiency” in the vascular endothelial cells and that Tongxinluo capsules ( TXL) improve
vascular endothelial function and prevent vascular lesion through p38 MAPK pathway. Methods: (1) the construction of
animal model of collateral-QI deficiency type with vascular endothelial dysfunction;(2) the culture of human umbilical vein
endothelial cell (HUVEC) in different rat serums;(3) Grouping:normal rat serum group，model serum control group，model
plus TXL group，model plus SB253580 group. (4) The western blotting for the detection of F-actin，p38，and phospho-p38
protein in HUVEC cells. Results:The expression of F-actin protein was significantly down-regulated in model serum group
(P < 0. 05) ，and phospho-p38 significantly increased relative to the control group (P < 0. 05) . Compared with the model
group，the expression of F-actin protein of the TXL group and SB203580 group were increased significantly (P < 0. 01) ，

while the expression of phospho-p38 protein of TXL group and SB203580 group were decreased significantly(P < 0. 05) .
Conclusions:P38 MAPK signaling pathway may be involved in the pathological process of the changes of protein expression，

and the protective effects of TXL on endothelial cells may be through inhibiting p38 MAPK signaling pathway，which maybe
provide one of the mechanisms of TXL treatment of vascular lesion.

Key words: Mitogen-activated protein kinase; serum of model rat; collateral-QI deficiency; filamentous-actin;

Tongxinluo capsule
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血管内皮功能障碍是血管病变的始动因素且贯

穿整个血管病变的始终，所以开展对血管内皮功能

障碍的研究，将 对 血 管 病 变 的 防 治 具 有 积 极 意 义。

血管内皮细胞衬于血管壁内表面，是血管壁与血液

间的分界细胞，其形态结构受损或功能改变导致血

管内皮屏障 功 能 的 损 害，促 进 血 管 疾 病 的 发 生、发

展
［1、2］。有研究 发 现，内 皮 细 胞 骨 架 与 血 管 内 皮 通

透性的调节密切相关，对于维持内皮细胞的屏障功

能有 重 要 意 义
［3］。纤 维 状 肌 动 蛋 白 ( filamentous-

actin，F-actin) 是细胞骨架中的主要收缩蛋白，其 含
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量减少，可以使内皮细胞单层的通透性增加，导致血

管屏障功能的损害，其中 p38 MAPK 通 路 与 内 皮 细

胞损伤和 血 管 通 透 性 关 系 密 切
［4、5］。但 是，在 病 证

复合模型大鼠血清诱导内皮细胞骨架的变化、内皮

通透性增高的过程中，p38 MAPK 通路的作用如何，

目前尚未见研究报道。另外通心络能改善血管内皮

功能，对血管性疾病有很好的防治作用
［6、7］，但其改

善内皮功 能 是 否 与 改 善 p38 MAPK 通 路 的 活 性 有

关? 本研究使用络气虚滞型血管内皮功能障碍病证

复合模型大鼠血清培养 HUVEC，观察其对细胞骨架

蛋白 F-actin 的影响，并探讨 p38 MAPK 信号转导通

路是否在该过程中发挥作用及通心络改善血管内皮

功能的可能机制。
1 材料与方法

1. 1 主要材料

健康雄性 Wistar 大 鼠，体 重 220g ～ 250g，购 于

北京维通利华实验动物中心 ( 许可证号 SCXK( 京)

2007-0001 ) ; HUVEC 细 胞 株 ( ATCC 编 号 CRL-
1730) :人脐 静 脉 内 皮 细 胞 株 购 于 中 国 典 型 培 养 物

保藏中心( 武 汉 大 学 保 藏 中 心) ;F12K 培 养 基 购 于

Gibco 公司;SB203580，美国 biosource 公司;RIPA 蛋

白裂解液，北京 Solarbio 公 司;抗 人 F-actin 抗 体，英

国 abcam 公 司; 抗 人 p38 MAPK 单 克 隆 抗 体，美 国

Cell Signaling 公司;磷酸化 p38 MAPK 单克隆抗体，

美国 Cell Signaling 公司;通心络由石家庄以岭药业

股份 有 限 公 司 提 供; 凝 胶 成 像 分 析 仪，美 国 Biorad
公司; DYY-8C 型 电 泳 仪，北 京 市 六 一 仪 器 厂;

Minispin 离心机，德国 eppendorf 公司。
1. 2 大鼠血清的制备

络气虚滞型血管内皮功能障碍模型的建立
［8］:

连续喂养雄性 Wistar 大 鼠 3% 高 蛋 氨 酸 饲 料 ( 不 限

食)4 周后，施加力竭游 泳 因 素，每 只 造 模 大 鼠 在 给

予 5% 的上述饲料条件下在 25℃ ～ 27℃ 水温的自制

游泳缸 (60cm × 40cm × 100cm) 中，每 日 强 迫 负 重

( 按每只造模大鼠自身体重的 5% 计算) 游泳，采取

2 次游泳法，前后相差 10min，游泳至力竭为止，以最

大限度耗竭动物体力( 力竭标准
［9、10］:游泳范围逐渐

缩小，动作明显失调、慌张，鼻部在水面上下浮动，头

部没入水面下 10s 不能上浮为力竭标准) ，连续游泳

训练 14d。络气虚滞 型 内 皮 功 能 障 碍 模 型 建 立 ( 表

现为精神萎靡，眼睑下垂，反应迟钝;全身毛发枯槁，

竖立，皮肤松弛，皮下少有脂肪，甚至抓之触骨;鼻尾

颜色可见苍白等)。
正常大鼠和络气虚滞型内皮功能障碍模型大鼠

分别取血后离心并收集血清，56℃ 灭活 30min，而后

进行过滤除菌，－ 20℃ 保存备用。
1. 3 细胞实验分组

实验分 5 组: (1) 空 白 对 照 组: 无 血 清 培 养 基

(F12K) 中加入终浓度为 20% 的胎牛血清;(2) 正常

血清 组: 无 血 清 培 养 基 ( F12K ) 中 加 入 终 浓 度 为

20% 的正常大鼠血清;(3) 模型血清组:无血清培养

基( F12K) 中 加 入 终 浓 度 为 20% 的 模 型 大 鼠 血 清;

(4) 通心络组:无血清培养基(F12K) 中先加入终浓

度为 1μg /ml 通心络预处理 6h，然后加入终浓度为

20% 的模型大鼠血清;(5)SB203580 组:于无血清培

养基(F12K) 中先加入 SB203580( p38 阻断剂，终浓

度:25umol /L) 孵育，1h 后加入 20% 模型大鼠血清。
各项观察与检测均在血清作用后 6h 进行。

1. 4 Western blot 技术检 测 HUVEC 中 的 蛋 白

表达

Western blot 技 术 检 测 HUVEC 细 胞 骨 架 蛋 白

F-actin、p38、P-p38 蛋白的含量。按照实验设计刺激

HUVEC 后，加 入 0. 1ml RIPA 裂 解 液 冰 上 裂 解

30min，4℃ 3000r /min，离 心 20min 吸 取 上 清，BCA
法测定总蛋 白 浓 度，用 样 品 缓 冲 液 稀 释 至 5μg /μl。
取 100μg 的 蛋 白 样 品 于 12% 的 SDS-PAGE 凝 胶 中

进行电泳，待 目 的 蛋 白 接 近 凝 胶 底 部 时 停 止 电 泳，

4℃ 120V 恒 压 电 转 移 至 PVDF 膜 上，5% 脱 脂 奶 粉

室温封闭 1h。分别加入 1∶ 1000 稀释的 p38 MAPK、
phospho-p38 MAPK、F-actin 一抗和 1 ∶ 500 稀释的 β-
actin( 内参) 一抗，4℃ 孵育过夜，TBST 洗膜 10min ×
3 次，加入辣根过氧化物酶标记的二抗(1 ∶ 1000) 室

温孵育 1h，TBST 洗膜 5min × 3 次。ECL 发光显色，

凝胶成像系统照相，实验结果采用 quantity one 软件

分析，扫 描 光 密 度 (OD) 值，以 目 的 蛋 白 与 内 参 β-
actin 的比值表示。

1. 5 数据统计

统计分析采 用 SPSS13. 0 软 件。数 据 用 均 数 ±
标准差来表示(珋x ± SD) ，组 间 差 异 用 单 因 素 方 差 分

析 One-Way ANOVA 程 序 进 行 分 析 处 理，有 显 著 差

异者进一步用最小显著差异法行两两之间比较，以

P < 0. 05 为有统计学意义。
2 结果

2. 1 细 胞 骨 架 蛋 白 F-actin、p38 和 phospho-
p38 蛋白表达的变化

与对照 组 及 正 常 血 清 组 比 较，模 型 血 清 组 F-
actin 蛋白相对表达量显著下调(P < 0. 05) ，phospho
-p38 蛋 白 相 对 表 达 量 显 著 上 调 ( P < 0. 01，P <
0. 05) ，p38 蛋白表达无明显变化 (P > 0. 05)。与模

型血清组相 比，通 心 络 组 和 SB203580 组 F-actin 蛋

白相对表达量显著上调 (P < 0. 01) ，phospho-p38 蛋

白相对表达量显著下调(P < 0. 05) ( 图 1、表 1)。这

提示 F-actin 蛋 白 表 达 的 变 化 可 能 与 p38 MAPK 信

号 通 路 激 活 有 关，且 通 心 络 可 能 通 过 抑 制 p38
MAPK 信号通路参与了这一病变过程。

图 1 F-actin、p38 和 phospho-p38 蛋白表达

1. 空白对照组;2. 正常血清组;3. 模型血清组;

4. 通心络组;5. SB203580 组
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表 1 F-actin、p38 和 phospho-p38 蛋白表达(珋x ± s)

Group n F-actin p38 phospho-p38

空 白 对 照 组 3 1. 97 ± 0. 71 1. 20 ± 0. 44 0. 32 ± 0. 17

正 常 血 清 组 3 1. 74 ± 0. 44 1. 13 ± 0. 20 0. 99 ± 0. 31

模 型 血 清 组 3 0. 68 ± 0. 20 *# 1. 05 ± 0. 17 2. 24 ± 0. 92#

通 心 络 组 3 1. 87 ± 0. 17▲▲ 1. 25 ± 0. 54 1. 18 ± 0. 16▲

SB2 0 3 5 8 0 组 3 1. 59 ± 0. 41▲▲ 1. 43 ± 0. 07 1. 20 ± 0. 47▲

注:vs 空白对照组:* P < 0. 05，P < 0. 01;vs 正常血清组:# P < 0. 05;

vs 模型血清组:▲ P < 0. 05，▲▲ P < 0. 01

3 讨论

中医证候如何在离体水平研究一直是中医证候

研究的难点，目前尚缺乏在离体细胞水平施加病证

复合因素的细胞模型，严重阻碍了证候的病理生理

学机制的深入研究。
本实验以 HUVEC 为 实 验 材 料，以 络 气 虚 滞 型

血管内皮功能障碍病证复合模型大鼠血清作为损伤

因素，建立了反映人类血管内皮功能障碍病证特点

的较为理想的细胞模型。这一模型，无需对病因模

拟，提供了理想的体现“病”、“证”结合特 点 的 实 验

细胞模型，为更深入的实验研究打下了基础，同时也

为中医病证复合细胞模型的建立提供了方法学上的

借鉴，具有深远的科研价值。
细胞骨架是维持细胞正常形态与功能的重要结

构，F-actin 是细 胞 骨 架 中 的 重 要 部 分，其 基 本 结 构

单位是纤维状肌动蛋白 ( F-actin) ，F-actin 的完整对

于维持内 皮 细 胞 的 正 常 功 能 是 必 须 的。F-actin 是

细胞骨架中的主要收缩蛋白，它的含量减少，可以导

致细胞紧密连接结构不能维持，从而使内皮细胞单

层的通透性增加，导致血管屏障功能的损害，使血液

中的脂质等生物大分子物质更易通过内皮细胞进一

步形成泡沫细胞，促进动脉粥样硬化的形成。
MAPK 是一类丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶，是多种

信号转导通路的交汇点，细胞运用这一系统把细胞

外刺激传递到胞核，介导细胞反应，在调控内皮细胞

屏障中起重要作用
［11］。哺 乳 动 物 MAPK 传 导 通 路

主要有 5 条，其中 p38 MAPK 通 路 与 内 皮 细 胞 损 伤

和血管通透性关系密切
［12］。目前己知 p38 有 a、β、

γ、δ 4 种 亚 型，内 皮 细 胞 主 要 表 达 p38a、β，且

SB203580 是特异的 p38a 和 P38β 的阻滞剂，因具有

选择性高、效力强大等特点，故国内外大都用其研究

p38 MAPK 通路。
本研 究 结 果 显 示，在 干 预 6h 时 间 点，western

blot 检测结果，与对照组及正常血清组比较，复合模

型血清 组 F-actin 蛋 白 相 对 表 达 量 显 著 降 低 ( P <
0. 05) ，SB203580 组能够显著上调 F-actin 蛋白的表

达(P < 0. 01) ;与复合模型血清组比较，通心络组和

B203580 组 phospho -p38 的蛋白表达明显降低(P <
0. 05) ，而 p38 在 各 组 中 均 无 明 显 变 化 (P > 0. 05)。
上述结果提示，在干预组中总的 p38 在干预前后并

无变 化，只 是 phospho-p38 发 生 了 变 化，说 明 p38

MAPK 信号通路的激活参与了络气虚滞型血管内皮

功能障碍模型大鼠血清诱导的 F-actin 含量的变化，

及通心络可能通过抑制 p38 MAPK 信号通路而对内

皮细胞屏障功能起保护作用的。其原因可能是通心

络通过 p38 MAPK 信号通路增加 F-actin 的含量，使

细胞间隙缩小，进而降低血管内皮通透性，维持机体

内环境的稳定而发挥对内皮细胞的屏障保护作用，

进而保护血管。
总之，用病证复合模型大鼠血清培养细胞是一

种全新的尝试，将为病证复合细胞模型的建立，为证

候在细胞、分子水平的研究提供新思路与方法，将对

中医证候的深入研究有所裨益、有所启发。
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