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#摘要$ 目的!采用网络药理学方法探讨苦参治疗 "$#D 新型冠状病毒!"$#D+4(KU#感染合并心肌炎的活性成分及作用机制$
方法!利用T(SIV数据库获得苦参的活性成分及其相关靶点"并在 H:4:(-102数据库和 =S>S数据库中查找 "$#D+4(KU和心肌炎
的靶点&使用W软件预测苦参作用于 "$#D+4(KU感染合并病毒性心肌炎的作用靶点"并利用 (ROK2;-N:)?Y?" 软件构建+药物+活性成
分+疾病+靶点,的网络&通过 IO1.45数据库进行蛋白质相互作用分析"并筛选关键靶点&采用W软件进行基因本体!H=#富集分析和京
都基因与基因组百科全书! *̀HH#通路分析$ 结果!筛选得到苦参作用于 "$#D+4(KU心肌炎的活性成分 #C个"作用靶点 )C个$ 富
集分析显示"作用靶点主要涉及 %)个生物学功能和 #)X条通路$ 结论!苦参可能通过多成分%多靶点和多通路的共同作用发挥抗
"$#D+4(KU心肌炎的作用$

#关键词$ 苦参&新型冠状病毒&心肌炎&网络药理学
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"$#D新型冠状病毒!"$#D+4(KU"是一种比严重急
性呼吸综合征!IFWI"冠状病毒传播性更强的新型 !
冠状病毒#其基因序列与 IFWI 具有很高的同源性#且
都会导致严重的呼吸道疾病

(#+") * "$#D+4(KU感染的
具有独特的流行病学特征的新型冠状病毒肺炎

!(=U><+#D"人数远超 IFWI#但病死率比 IFWI 低得
多#其临床症状主要表现为发热,乏力和干咳#少数患
者有咽痛,腹泻和恶心等症状(#+") * 通过对临床病例
报告的分析发现#"$#D+4(KU除感染肺部外#还会对心

血管系统产生影响#有临床病例显示#无心血管系统疾
病的 (=U><+#D 患者在疾病发展过程中出现心肌受
损

()+C) * 有学者认为 "$#D+4(KU可能与 IFWI+(KU一
样#能与在心血管系统中广泛表达的血管紧张素转换
酶#受体结合直接感染心肌细胞#造成心肌损伤(C) *
研究发现#"$#D+4(KU感染患者体内的 TM# 和 TM" 细
胞的反应均增强#使体内炎性细胞因子释放增多#免疫
系统激活

(C) * 不论是病毒直接感染心肌细胞造成的
心肌受损#还是由病毒引起的全身性炎症风暴和免疫
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系统紊乱造成的心肌受损#都可能引起心肌细胞炎症
反应#继而诱发病毒性心肌炎 !Q.1-/,RK;-10.O.2#
US("#其主要临床症状为发热,恶心,呕吐,心慌和胸
痛等#严重者可能发生休克,心律失常,心力衰竭#甚至
猝死#要及早治疗(X) *

中国作为中医药大国#对病毒所致疾病的治疗有
相当丰富的经验* 在中医看来#此次 "$#D+4(KU所致
疫情的重要特征为1湿2邪#故可称为1湿毒疫2#其病
位在肺#但可累及营血#逆传心包#气阴两虚#对于累及
心包的重症患者#应以清热,化痰,活血,祛瘀和利水等
为主要治疗方法'并且中医对 US(的看法是1以外感
肺卫之邪#肺温热之毒#乘之入心而致病2#瘀和痰既
是其病理产物又是致病因素#应祛痰化瘀(%+@) * 苦参
是豆科植物苦参的根#在临床上具有清热燥湿,抗炎消
炎,平喘祛痰和利尿利水等作用#对 "$#D+4(KU感染合
并US(!"$#D+4(KU心肌炎"可能是有益的* 并且已
有研究证明#苦参成分中的苦参碱和槐定碱对US(具
有抗炎,抗病毒和抗心肌细胞凋亡等作用(D) * 为了阐
明苦参对 "$#D+4(KU心肌炎的有益作用#现通过网络
药理学的研究方法#在分子水平上对其可能的有效成
分和作用机制进行全面的研究

(#$) *
9:材料和方法
9<9:苦参成分和靶点的预测

在中药系统药理数据库和分析平台!T(SIV"中
对苦参进行检索#得到苦参的活性成分#再以生物利用
度!=Z"")$\和类药性!<L""$?#@对活性成分进行
筛选#得到候选化合物#并查找候选化合物对应的靶
点

(##) * 在]4.OV1KO数据库中以1人源2为限定标准#将
预测靶点的蛋白名转换成官方基因名#以便于后面的
分析*
9<;:;D9CT'I(*心肌炎的靶点预测

在H:4:(-102数据库和=S>S数据库中分别检索
14KQ:/;K1K4-Q.1822 !新型冠状病毒"和1,RK;-10.O.22
!心肌炎"#得到 "$#D+4(KU和心肌炎各自的靶点#然
后将它们进行取交集#得到共同靶点#即 "$#D+4(KU心
肌炎的潜在靶点*
9<=:(药物T活性成分T疾病T靶点)的网络构建

利用W软件中的1U:44<.-51-,2程序包对苦参治
疗 "$#D+4(KU心肌炎的作用靶点进行预测#再通过预
测到的靶点对上述得到的候选化合物进行筛选#得到
与靶点相关的化合物* 将作用靶点及其相关化合物导
入(ROK2;-N:)?Y?"软件中#以药物,活性成分,疾病和
靶点为节点#节点之间的连线为边#构建1药物+活性成
分+疾病+靶点2网络*
9<>:蛋白互作网络构建及关键靶点筛选

通过 IO1.45数据库#对药物作用于疾病的靶蛋白进

行蛋白质相互作用的网络分析* 限定蛋白种类为
1[K,K2-N.:422!人源"#设置最低蛋白互作得分为 $?C#
其余参数保持默认设置#以靶蛋白为节点#节点之间以
边相连接* 将得到的蛋白互作网络中#各靶蛋白所连接
的节点数目进行排序#以连接节点数目排名前 #$ 的靶
蛋白作为关键靶点* 连接节点越多可认为在该网络中
越关键#越有可能是药物作用于疾病的关键药效靶点*
9<?:基因本体及通路富集分析

利用W软件中的1;/82O:1V1KP./:12安装包#对苦参
作用于 "$#D+4(KU心肌炎的作用靶点进行基因本体
!H=" 富集分析和京都基因与基因组百科全书
! *̀HH"代谢通路分析#得到苦参治疗 "$#D+4(KU心
肌炎可能涉及的生物学功能和通路* H=分析中通过
分子功能,生物过程和细胞组分三个模块对靶点进行
注释#设定阈值为Bk$?$X#B值大小表示富集显著性#
B值越小#富集越显著#可认为 Bk$?$X 的所有条目是
重要生物学功能#并根据 B值大小进行排序#列出显
著富集的前 "$ 个生物学功能的基本信息* 与 H=分
析一样#选取 *̀HH分析得到的所有Bk$?$X 的通路#
用显著富集的前 "$ 条通路#绘制气泡图#图中节点的
大小表示富集在该通路的基因数目#节点的颜色表示
B值大小#节点越红越大说明该通路越重要*
;:结果
;<9:药物和疾病的相关靶点

将T(SIV中检索到的活性成分及其相关靶点#经
筛选,整合和去重后#最终得到活性成分 ")个#相关靶
点 #YY个* 将H:4:(-102数据库和 =S>S数据库检索
到的疾病靶点整合和去重后#得到 "$#D+4(KU相关靶
点 )C@ 个#其中 =S>S数据库未单独收集心肌炎的相
关靶点#改成1,RK;-10.-/2!心肌"后重新检索#最终得
到心肌炎相关靶点 D@Y个#二者取交集后#得到共同靶
点 #)D个#即 "$#D+4(KU心肌炎的相关靶点*
;<;:(药物T活性成分T疾病T靶点)网络

在W软件中导入上述得到的苦参相关靶点和
"$#D+4(KU心肌炎相关靶点#运行1U:44<.-51-,2程序
包#得到交集靶点 )C 个#即苦参治疗 "$#D+4(KU心肌
炎的潜在靶点#进一步的筛选确定了苦参发挥抗 "$#D+
4(KU心肌炎的 #C个主要活性成分!见表 #"* 再将这
)C 个 靶 点 及 其 相 关 的 #C 个 活 性 成 分 导 入
(ROK2;-N:)?Y?" 软件#得到 1药物+活性成分+疾病+靶
点2网络!见图 #"* 其中#黄色节点代表药物#红色节
点代表疾病#蓝色节点代表成分#绿色节点代表靶点基
因#各节点之间以边相连* 通过这个网络#可知苦参主
要是通过哪些成分以及这些成分是通过调控哪些靶点

来产生对 "$#D+4(KU心肌炎的治疗作用*
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表 9:苦参抗 ;D9CT'I(*心肌炎的活性成分

活性成分编号 活性成分名称 =Z!\" <L

S=L$$)XC" @+.2KN:4O:4R/+B-:,NP:1K/ )@?$C $?)D

S=L$$)%"Y 2KNMK;-1N.4: %C?"% $?"X

S=L$$)%Y) E.5MO:K4: C"?@$ $?)%

S=L$$)%@$ 2KNMK1.0.4: %$?$Y $?"X

S=L$$$)D" PK1,K4K4:O.4 %D?%Y $?"#

S=L$$XDCC ,-O1.4: %)?YY $?"X

S=L$$$$$% /8O:K/.4 )%?#% $?"X

S=L$$%XD% 5/R;:K//.4 DY?"Y $?Y%

S=L$$))CY MRN:1PK1.4 CC?$) $?%$

S=L$$%%$C
!"I"+Y+MR01KaR+"+!C+MR01KaRNM:4R/"+X+

,:OMKaR+@+!)+,:OMR/J8O+"+:4R/";M1K,-4+C+K4:
C@?$D $?)D

S=L$$%%#) B82M:4.4 CY?%" $?)@

S=L$$%%"% /:-;M.-4K4:#5 %$?DY $?C$

S=L$$$$D@ g8:1;:O.4 C%?C) $?"@

S=L$$$CX% NM-2:K/.4 Y@?"$ $?Y)

图 9:药物T活性成分T疾病T靶点网络图
注$黄色节点$苦参'红色节点$"$#D+4(KU心肌炎'蓝色节

点$苦参的有效活性成分'绿色节点$苦参和 "$#D+4(KU心肌炎
的共同靶点*

;<=:蛋白互作网络及关键靶点
在 IO1.45数据库中对上述得到的 )C 个作用靶点

进行蛋白互作网络分析#结果!见图 ""#图中显示出
)C个节点和 )%Y条边* 节点代表靶基因#不同颜色的
边代表不同的相互作用证据#两靶点之间的边越多#越
能证明其具有相关性* 利用 W软件对各靶点连接的
节点数目进行排序#得到排名前 #$ 的关键靶点!见图
)"#其中白介素!>L"+%连接了 )# 个节点#是连接节点
最多的靶点* 各靶点连接节点越多#可认为其在该网
络中越重要#越有可能是苦参治疗 "$#D+4(KU心肌炎
的主要药效靶点*

图 ;:作用靶点的蛋白互作网络图
注$节点$靶点蛋白'不同颜色的连线代表不同的互作关系

的证据*

图 =:关键靶点
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;<>:靶点的RY分析和7QRR分析
H=分析结果显示共富集到 %) 个与作用靶点相

关的功能条目#以 B值排序#前 "$ 个生物学功能见
表 "* 该结果显示#这些作用靶点主要涉及的生物学
功能有细胞因子受体结合,细胞因子活性,受体配体
活性,趋化因子受体结合,趋化因子活性,磷酸酶结
合,生长因子受体结合和蛋白磷酸酶结合等* 由此
得出#苦参对 "$#D+4(KU心肌炎的治疗作用参与了
多种生物学进程* *̀HH分析得到 Bk$?$X 的通路
#)X 条#以 B值排序#将前 "$ 条通路进行可视化分析

结果!见图 C"* 该结果表明#苦参治疗 "$#D+4(KU
心肌炎的相关靶点主要参与 >L+#Y,肿瘤坏死因子
!O8,K14:;1K2.2P-;OK1#TG'",TK//样受体和缺氧诱导
因子+# ! MRNKa.-+.408;.J/:P-;OK1+##[>'+#"等信号通
路#涉及其他通路有糖尿病并发症中的 FH*+WFH*
信号通路,甲型流感通路,恰加斯病!美洲锥虫病"通
路,百日咳通路和结核通路等#这表明苦参可通过不
同的代谢通路#相互协调,相互合作来发挥治疗
"$#D+4(KU心肌炎的作用*

表 ;:苦参治疗 ;D9CT'I(*心肌炎的主要生物学功能%前 ;D个&

序号 描述 基因数 B值

# 细胞因子受体结合 #% C?"$~#$v#@

" 细胞因子活性 #) Y?%#~#$v#X

) 受体配体活性 #) #?"C~#$v#$

C 趋化因子受体结合 % #?#X~#$vY

X 趋化因子活性 X #?"$~#$v%

% 磷酸酶结合 Y #?X$~#$v%

Y 生长因子受体结合 % C?Y)~#$v%

@ 蛋白磷酸酶结合 % X?)Y~#$v%

D H蛋白偶联受体结合 Y #?%%~#$vX

#$ (e(W趋化因子受体结合 ) #?@C~#$vX

## TG'受体超家族结合 C "?YY~#$vX

#" TG'受体结合 ) C?$Y~#$vC

#) 整联蛋白结合 C #?XC~#$v)

#C Z[结构域结合 " #?@X~#$v)

#X 死亡结构域结合 " #?@X~#$v)

#% 生长因子活性 C "?YX~#$v)

#Y 氧化还原酶活性#作用于GF<!V"[#血红素蛋白为受体 " "?YX~#$v)

#@ 泛素类蛋白连接酶结合 X "?YX~#$v)

#D SFV激酶活性 " "?DC~#$v)

"$ 抑制转录因子结合 ) "?DX~#$v)

=:讨论
(=U><+#D是感染 "$#D+4(KU所致的主要疾病#属

于呼吸系统疾病* 呼吸系统疾病与炎症反应密切相
关#此次 "$#D+4(KU所导致的体内炎症风暴可能波及
心血管系统#造成心肌损伤#继而导致心肌炎()) * 这
与中医的整体观相契合#即人体是一个有机的整体#体
内的五脏六腑是相互关联和相互影响的#其中心和肺
是气和血相互依存关系的写照* 苦参性寒凉#具有清
热燥湿的作用#对于 "$#D+4(KU的重要特征1湿邪2和
"$#D+4(KU感染所致的1热证2可能有益'并且苦参的

抗炎消炎作用能减轻炎症反应造成的心肌损伤*
对于中药成分多,作用机制复杂的特点#本文采用

网络药理学的研究方法#通过活性成分筛选,作用靶点
预测,网络构建和分析以及作用靶点功能和通路分析等
过程#对苦参治疗 "$#D+4(KU心肌炎的作用机制进行了
探讨* 研究发现#苦参中有 #C 个活性成分可能通过直
接或间接的方式作用于靶点发挥抗 "$#D+4(KU心肌炎
的作用#主要有香芹碱,槐定碱,苦参碱,木犀草素和槲
皮素等* 其中#苦参碱和槐定碱已被证明对US(有治
疗作用

(D) * 进一步分析得到 )C 个作用靶点#推测苦参
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可能通过作用于这些靶点发挥作用* 最后对作用靶点
的功能和信号通路进行富集分析#结果显示$作用靶点
主要涉及的生物学功能有细胞因子受体结合,细胞因子
活性,受体配体活性,趋化因子受体结合,趋化因子活
性,磷酸酶结合,生长因子受体结合,蛋白磷酸酶结合,H
蛋白偶联受体结合和TG'受体结合以及TG'受体超家
族结合等#分析发现这些生物学功能主要与炎症反应以
及细胞生长,增殖和凋亡等密切相关* 通路富集结果显
示#作用靶点主要参与调控>L+#Y信号通路,TG'信号通

路,TK//样受体信号通路,[>'+#信号通路以及各种疾病
通路等多种类型的通路#来发挥治疗作用#其中 >L+#Y,
TG',TK//样受体和[>'+#等信号通路都与炎症反应密
切相关#并且>L+#Y信号通路还参与了细胞纤维化进程#
TG'信号通路和[>'+#信号通路能调控细胞凋亡#推测
苦参通过抑制炎症反应,心肌细胞纤维化和心肌细胞凋
亡等来发挥抗 "$#D+4(KU所致 US(的作用(#"+#C) * 总
之#苦参是通过多成分,多靶点和多通路的共同作用发
挥抗 "$#D+4(KU心肌炎的作用*

图 >:苦参治疗 ;D9CT'I(*心肌炎的主要生物学通路%前 ;D条&

在 )C 个作用靶点中进一步筛选出 #$ 个关键靶
点#分别是 >L+%,>L+#$,(FIV),((L",>L+#Z,(e(L@,
>(FS+#,>'GH, >L+C 和 SFV̀ #* 其中除 (FIV) 和
SFV̀ #外#都与炎症反应密切相关#>L+% 和 >L+C 能介
导T细胞和Z细胞活化和增殖#在炎症反应中起重要
作用'>L+#$ 能抑制多种细胞因子的合成#从而抑制细
胞免疫应答'((L"和(e(L@是趋化因子#能诱导炎症
反应#((L" 还能诱导其他炎性因子合成#如 >L+%'>L+
#Z是促炎细胞因子#能活化T细胞和Z细胞使细胞因
子和抗体产生#促进炎症反应发生#另外#>L+#Z能促
进成纤维细胞增殖和胶原蛋白产生#从而促进心肌细
胞纤维化'>(FS+#是细胞间黏附分子#是炎症发生的
重要分子基础'>'GH是#型干扰素!>'G+("#具有免
疫调节作用#促进巨噬细胞吞噬抗原,激活自然杀伤细
胞和T,Z淋巴细胞#增强机体免疫应答#并且 >'G+(
还具有抗病毒活性

(#)##X) * (FIV) 参与负责凋亡执行

的胱天蛋白酶的激活级联反应#在细胞凋亡过程中起
重要作用

(#%) * SFV̀ # 主要参与细胞信号转导#是细
胞增殖和分化的调节剂

(#Y) * 这些基因的作用揭示了
苦参可能通过调控免疫系统#抑制炎症反应,心肌细胞
纤维化和心肌细胞凋亡或直接产生抗病毒作用等来发

挥治疗 "$#D+4(KU心肌炎的作用*
综上所述#本文基于网络药理学方法#挖掘了苦

参治疗 "$#D+4(KU心肌炎可能的活性成分及其相关
作用靶点#对作用靶点进行了功能富集分析和通路
富集分析#较全面地分析了其可能的作用机制#为临
床上可能发生的 "$#D+4(KU心肌炎的治疗提供了参
考依据*
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橘皮素通过抑制 *Ẁ #A"信号通路干预小鼠腹主动脉瘤的进展

乔晓博
#""!罗倩文"!赵鹏)!刘冉"!王乐"!吕晓"!张明明#

!#9河北省人民医院检验科"河北 石家庄 $X$$X#& "9华北理工大学临床医学院"河北 唐山 $%)"#$& )9河北医科大
学研究生学院"河北 石家庄 $X$$X##

!!基金项目"河北省科技厅项目!"$)YYYY%<"
!!通信作者"张明明#*+,-./$cM-45,,#DY%#"6#"%?;K,

#摘要$ 目的!探讨橘皮素对小鼠腹主动脉瘤模型的治疗机制$ 方法!采用 Yi@周龄雄性FNK*+A+
小鼠行血管紧张素#灌注并

高脂饲养方法构建腹主动脉瘤模型"超声筛选造模成功的小鼠"随机分为对照组!生理盐水#和治疗组!橘皮素#"每组各 #$ 只$ 治
疗组每日给予 #次灌胃橘皮素 #$$ ,5AB5"对照组给予等量生理盐水"C 周后取材瘤体组织并石蜡包埋"行 S-22K4 和 *UH法染色观
察各组小鼠主动脉壁的病理和胶原沉积的变化"E:2O:14 J/KO检测橘皮素对小鼠主动脉组织中*Ẁ #A"信号通路的影响"免疫荧光染
色检测主动脉壁SSV+"和SSV+D的表达$ 结果!与对照组比较"治疗组血管紧张素#诱导的主动脉直径的扩张和动脉壁弹力纤
维的损坏均有一定程度的减轻!Bk$?$X#&治疗组小鼠腹主动脉组织中 *Ẁ #A" 及其磷酸化表达水平均下降!Bk$?$X#"SSV+" 和
SSV+D的表达量同样减少!Bk$?$X#$ 结论!GKO;M#信号抑制剂橘皮素同样能通过抑制 *Ẁ #A" 信号通路和 SSV+"%SSV+D的表
达延缓小鼠动脉瘤的进展$

#关键词$ 橘皮素&动脉瘤&*Ẁ #A"&信号通路
'<=>(#$?#%@$%A79;4B.9.2249#$$C+)D)C?"$"#?$%?$""

!$'G#"#%+'/%%#'-$%#23(-2#/64(&+'$./("%+,/'#-"12&
J+$ 5'0+6+%+'G QV79 ;̂ W+G'$.+'G F$%08$1

f>F=e.-KJK##"# L]=f.-43:4"# _[F=V:45)# L>]W-4"# EFGHL:"# L&]e.-K"# _[FGHS.45,.45#

!#@!"#$%&'"(&)*+.-(-:$.J$A)%$&)%0# 6"A"-F"("%$.6)4#-&$.# D2-8-$E2>$(/ $X$$X## 6"A"-# +2-($' "@D:2)).)*+.-(-:$.
9",-:-("#7)%&2 +2-($ ;(-<"%4-&0)*D:-"(:"$(, 1":2().)/0#1$(/42$( $%)"#$#6"A"-#+2-($' )@F%$,>$&"D:2)).)*6"A"-
9",-:$.;(-<"%4-&0#D2-8-$E2>$(/ $X$$X##6"A"-#+2-($"
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.4M.J.OK1T-45:1:O.4 ;-4 -OO:48-O:OM:N1K51:22.K4 KPFFFJR.4M.J.O.45*Ẁ #A" 2.54-/.45N-OM3-R-40 :aN1:22.K42KPSSV+" -40 SSV+D .4
FNK*+A+,.;:9

%7#1 8("42& T-45:1:O.4'F4:81R2,'*Ẁ #A"'I.54-/.45N-OM3-R

腹主动脉瘤!-J0K,.4-/-K1O.;-4:81R2,#FFF"是
动脉管壁在病理因素的作用下局部发生病变或损伤后

于薄弱处向外膨出而发生的扩张#瘤体一旦发生破裂#
死亡率高达 @$\#严重威胁中老年人的生命健康(#) *
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炎症反应,平滑肌细胞凋亡,细胞外基质降解,胶原蛋
白沉积和血管弹力纤维断裂是主要病理学特征

(") *
随着动脉管壁的逐渐变薄#无法阻抗动脉血流的压力
时便发生破裂* 胞外信号调节激酶 !:aO1-;://8/-1
2.54-/+1:58/-O:0 B.4-2:#*Ẁ "通过磷酸化的形式可将
细胞外各种信息传递至细胞核内#促进细胞增殖和分
化等相关蛋白的转录激活

()) #*Ẁ #A"信号的过度激活
和基质金属蛋白酶!,-O1.a,:O-//KN1KO:.4-2:#SSV"+"和
SSV+D的高表达均与 FFF相关(C+X) * 另外#GKO;M 信
号通路可通过调节炎症反应促进 FFF的病理进
程

(%+Y) #并且与其他细胞内信号通路相互作用#例如
;+d84(@)

和*Ẁ #A"(D)
等*

橘皮素是于橘皮中提取出来的一种天然化合物#
可特异性抑制GKO;M#受体蛋白的表达#并在抵抗炎症
反应和阻断氧化应激等方面发挥着重要作用

(#$) * 研
究表明#橘皮素可抑制炎性因子介导的炎症细胞的释
放以及*Ẁ #A"的磷酸化#对动脉炎症性疾病如动脉
粥样硬化的发生和发展起到一定程度的抑制作用

(##) #
但橘皮素是否通过 *Ẁ #A" 信号抑制 FFF的发展仍
未见报道* 因此#课题组通过构建小鼠FFF模型去证
实GKO;M#信号抑制剂橘皮素是否能抑制 FFF的进展
以及是否与 *Ẁ #A" 信号通路的干预相关#为临床
FFF的药物治疗提供参考*
9:材料与方法
9<9:实验试剂

GKO;M# 抑制剂橘皮素!纯度为 D@?D@\"购于北
京百奥莱博科技有限公司'药物缓释泵!F/c:O公司"
购于明阳科华生物科技有限公司'血管紧张素#购
于 IK/-1J.K公司'吸入式麻醉剂异氟烷购于深圳市瑞
沃德生命科技有限公司'*Ẁ #A" 和 N+*Ẁ #A" 抗体
购于美国 (://I.54-/.45T:;M4K/K5R公司'兔抗鼠抗体
SSV+"和 SSV+D购于 FJ;-,公司'抗体稀释液购于
FJ2.4 公司'凝胶配制试剂盒!I<I+VFH*H:/̀ .O",二
辛可宁酸蛋白浓度测定试剂盒,总蛋白提取试剂盒,
硝酸纤维素膜!>,,KJ./K4+G;"均购于 IK/-1J.K公司'
S-22K4三色染色试剂盒!IK/-1J.K公司",弹力纤维染
色试剂盒! I:1Q.;:J.K公司",高脂饲料!含 $?#X\胆
固醇,"#\脂肪#美迪森公司"和抗荧光淬灭封片液
!含 Ch#%+二脒基+"+苯基吲哚"购于上海碧云天生物
技术有限公司*
9<;:实验设备

低温离心机 !天美科学仪器有限公司"#*NK;M
([I酶标仪!赛默飞世尔公司"#石蜡切片机!徕卡显
微系统贸易有限公司"#光学显微镜!日本奥林巴斯"
和荧光显微镜!天津众邦企业国际贸易有限公司"*

9<=:小鼠///模型及样本制备
#?)?#!动物模型的建立

Yi@周龄雄性 FNK*+A+
小鼠购自卡文斯实验动物

有限公司(生产许可证号 I(è !苏""$#%+$$#$)#体重
!""l#"5#动物实验在河北省人民医院临床研究中心
IV'级动物房(I&è !冀""$#X+$$%X)进行#该动物实
验经过了河北省人民医院医学伦理委员会的批准

!"$#D"""* 以 # $$$ 45-B5+#-,.4+#
持续 C 周剂量的

血管紧张素#缓释泵植入小鼠皮下#同时用含 $?#X\
胆固醇的高脂饲料常规饲养#构建小鼠 FFF模型#超
声检查评估腹主动脉扩张情况#C 周后将造模成功的
小鼠随机分为两组$对照组和治疗组#各 #$只#治疗组
中每只小鼠予以 #$$ ,5AB5的橘皮素溶液灌胃#对照
组给予同等剂量的生理盐水#每日 #次#共 C周*
#?)?"!标本取材

$?"\戊巴比妥钠腹腔注射麻醉小鼠#由下腹部向
上剪开至颈部#剥离肌肉及结缔组织#充分暴露心脏及
相连的血管和肾脏#匀速输注 C s肝素生理盐水冲洗
心脏#分离心脏,主动脉及肾脏#剥离血管外膜脂肪组
织后置于解剖显微镜下观察主动脉血管形态#游标卡
尺测量血管最大直径并拍照记录#统计测量后进行分
析* 每组 X 只小鼠瘤体组织 C\多聚甲醛固定#石蜡
包埋'另外 X只瘤体组织置于液氮中保存*
9<>:检测方法
#?C?#!S-22K4染色

石蜡切片浸入二甲苯液中进行脱蜡#梯度酒精入
水处理后#用免疫组化笔在载玻片上将组织画圈#
E:.5:1O铁苏木素染色 #$ ,.4#水洗后置于酸性乙醇液
分化 # ,.4#流水冲洗并滴加 S-22K4 蓝化液 X ,.4 返
蓝#再次冲洗#丽春红品红染液滴染 #$ ,.4#之后用磷
钼酸溶液洗 ) ,.4#滴加苯胺蓝染液 ) ,.4#弱酸工作液
洗 # ,.4#质量分数为 DX\,#$$\"和 #$$\#的酒精
梯度脱水#二甲苯透明#中性树胶封片*
#?C?"!弹力纤维染色

制备好的石蜡切片依次脱蜡至水#将酒精苏木素,
三氯化铁和碘液按照 X �" �"的比例混合为弹力纤维
染色!*/-2O.;U-4 H.:2K4#*UH"染液#避光滴加至切片
组织上 #$ ,.4#水洗#酸性乙醇分化液分化数秒#水洗
终止分化#显微镜下控制分化程度#直至弹力纤维呈紫
黑色细丝状为佳#苦味酸与酸性品红按 D �#混合配置
UH染液#滴染 #$ 2后浸入梯度酒精!DX\,#$$\"和
#$$\#"脱水#二甲苯透明#中性树胶封片*
#?C?)!E:2O:14 J/KO检测

取出冻存的血管组织#用眼科剪剪碎#置冰上充分
研磨后加入组织裂解液#C s离心提取蛋白'配制 I<I+
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VFH*凝胶#蛋白加样连接电泳#湿转法将蛋白转至聚
偏二氟乙烯膜上#置于 X\脱脂奶粉中封闭 " M#滴加
稀释后的一抗 C s过夜#TZIT洗 X ,.4~X 次#置于带
有辣根过氧化物酶的二抗溶液中振荡孵育 " M#TZIT
洗 X ,.4~X次#滴加电化学发光液进行曝光显影*
#?C?C!免疫荧光染色

C -,切片石蜡切片#脱蜡至水#柠檬酸缓冲液高
温高压抗原修复#冷却后磷酸缓冲盐溶液浸洗 X 次#
#$\山羊血清室温封闭 )$ ,.4#一抗!抗体 # �X$比例
稀释"C s孵育过夜#VZI 浸洗 X 次#荧光二抗避光室
温孵育 %$ ,.4#VZI浸洗 X次#抗荧光淬灭封片液染核
并封片#于荧光显微镜下观察*
9<?:统计学分析

数据采用 IVII #D?$ 统计软件处理#计量资料以
均数l标准差表示#两组间比较采用&检验#Bk$?$X 认
为差异具有统计学意义*
;:结果
;<9:两组小鼠///的膨胀尺寸比较

测量两组小鼠瘤体尺寸后统计发现#与对照组相
比#治疗组小鼠腹主动脉血管的持续扩张明显被抑制
(!#?@#"l$?#C)" ,,Q2!"?XCDl$?"%X" ,,#(j#$)#
差异有统计学意义!Bk$?$X"#如图 #所示*
;<;:两组小鼠///的病理学观察

S-22K4和*UH染色发现#对照组小鼠 FFF腔体

增大#中膜层平滑肌细胞数减少且排列紊乱#胶原纤维
溶解#含量减少'中层弹力蛋白结构破坏严重#原有曲
度消失#甚至变直,变细和缺失#胶原沉积#断裂明显'
经橘皮素干预后#FFF组织形态较为完善#胶原纤维
排列均匀#中膜层弹力蛋白结构相对完整#纵行分裂较
少#连续性好#弹力纤维曲度可见* 如图 "所示*

注$组织形态学显示橘皮素减弱了 FNK*+A+

小鼠FFF的膨胀尺度!%Bk$?$X"*

图 9:橘皮素对小鼠///膨出直径的影响

注$F和Z$S-22K4染色中蓝色代表胶原纤维#橘皮素抑制了治疗组小鼠胶原纤维的溶
解!放大倍数$#$~"'(和<$*UH染色中黑色代表弹力纤维#和对照组相比#橘皮素治疗组
小鼠弹力纤维相对完整!放大倍数$#$~"*

图 ;:3$22('和Q*R染色两组小鼠///组织结果

;<=:两组小鼠 ///组织中 QV79 ;̂'HTQV79 ;̂'
33FT;和33FTC蛋白的表达

与对照组相比# #$$ ,5AB5的橘皮素治疗组

FNK*+A+
小鼠动脉瘤组织中*Ẁ #A"蛋白表达无明显变

化#而其活化形式 N+*Ẁ #A"活性降低#随之其下游分
子蛋白SSV+"和 SSV+D 的蛋白表达亦有所下降#提
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示橘皮素对*Ẁ 通路蛋白的调控作用#差异具有统计 学意义!Bk$?$X"* 见图 )*

注$F$和对照组相比#橘皮素治疗组 OKO-/+*Ẁ #A" 蛋白表达无明显变化#但其活化状态的
N+*Ẁ #A"以及SSV+D和SSV+"的表达明显降低!''Bk$?$##'Bk$?$X"#HFV<[为内参'
Z$橘皮素治疗组 N+*Ẁ #A",SSV+D和SSV+"的表达水平明显降低!''Bk$?$##'Bk$?$X"*

图 =:O#2%#"'6.(%检测两组小鼠///组织中QV7通路蛋白的表达

;<>:两组小鼠///组织中33FT;'33FTC的定位
免疫荧光染色结果显示#在 FFF组织中 SSV+"

表达主要分布于血管中膜部分#SSV+D主要分布在外

膜区域'并且与对照组比较#治疗组主动脉壁绿色和红
色荧光的强度明显减弱#进一步表明橘皮素对 SSV+"
和SSV+D表达的抑制作用* 见图 C*

注$F$绿色荧光区域代表 SSV+"在各组小鼠 FFF中的表达情况!放大倍数$C$~"'Z$橙红
色荧光区域代表SSV+D在各组小鼠FFF中的表达情况!放大倍数$C$~"'($免疫荧光染色显示
橘皮素降低了SSV+"和SSV+D在小鼠FFF中的表达!''Bk$?$#"*

图 >:免疫荧光法检测橘皮素对QV7通路下游蛋白的影响

=:讨论
腹主动脉血管中膜层以层状排列的血管平滑肌细

胞为主#其可分泌大量的弹力蛋白和细胞外基质#用以
维持并修复血管壁正常弹性状态* 在 FFF的形成过
程中#炎症反应诱导趋化因子的分泌#招募单核巨噬细
胞等炎性细胞在血管壁聚集#大量的炎性细胞可降解
细胞外基质并促使血管平滑肌细胞的凋亡#致使正常
血管组织结构被破坏#血管稳态及顺应性降低#最终促
进了血管壁的局部扩张* 大量研究证实#动脉瘤的发
生机制与炎症反应,氧化应激和 SSV2家族的水解有
关#而炎症反应贯穿于动脉瘤病程的始终(#"+#)) * 以巨
噬细胞为主的炎症细胞聚集和炎性因子的释放激活血

管平滑肌细胞中 *Ẁ 信号通路#该通路的激活促进
SSV+"和SSV+D表达的上调#溶解细胞外基质成分#
血管组织屏障进一步被破坏

(#C) *
近年来研究发现#GKO;M# 信号通路可能是通过影

响血管平滑肌细胞和巨噬细胞参与动脉粥样硬化和

FFF的发展进程(#X) #并且该信号通路与 *Ẁ 等多种

信号传导途径交汇
(#%) * 并且在小鼠动脉瘤模型中#

*Ẁ 磷酸化水平明显高于正常小鼠#通过抑制 *Ẁ
通路蛋白的活化可明显延缓 FFF的进展(#Y+#@) #提示
GKO;M# 可能是 *Ẁ #A" 的上游信号并促进下游分子
SSV+"和SSV+D的表达* 本研究结果显示#在血管
紧张素#诱导成功的小鼠 FFF模型中#血管组织中
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*Ẁ 磷酸化水平显著升高且SSV+"和SSV+D蛋白表
达量亦增加'与此同时#SSV+"和 SSV+D蛋白表达主
要位于血管中膜和外膜组织#并伴随弹力纤维断裂以
及大量胶原沉积#增加了动脉壁的扩张程度和动脉瘤
破裂的风险'而在治疗组中小鼠的腹主动脉壁结构趋
于相对完整#扩张度明显降低#胶原纤维分布均匀#弹
力纤维断裂程度减缓#说明橘皮素显著保护了动脉壁
结构的完整性#具有抑制FFF进展的作用* 这与已有
的橘皮素具有抗炎功能的报道结果一致* 另外#橘皮
素作为特异性阻断GKO;M#受体表达的天然产物(#D+"$) #
具有毒副作用少的优势#配合其他信号分子化学抑制
剂的效果值得进一步研究*

尽管本研究证实了橘皮素抑制小鼠 FFF的作用
是通过*Ẁ #A"信号通路的干预#但以下几点限制仍
值得研究者的关注$!#"对照组和治疗组中整体 GKO;M
家族 #iC 分子的表达情况如何需进一步检测#以期全
面了解该信号通路在 FFF中的作用'!""橘皮素与
*Ẁ #A"信号抑制剂联合应用是否在抑制 FFF进展
中的作用更为突出'!)"细胞水平的分子机制阐述仍
必不可少*

综上所述#橘皮素作为 GKO;M 信号通路抑制剂可
通过与*Ẁ #A"的通路相互作用延缓 FFF扩张的进
程#抗血管重塑并降低 FFF破裂的风险#有望成为有
效缓解和治疗FFF进展的药物分子*
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