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摘要： 目的　 研究健脾益肾活血方 （ＪＹＨＰ） 含药血清抗氧化应激、 抑制细胞铁死亡的作用。 方法　 制备 ＪＹＨＰ 含药

血清： Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠分别灌胃生理盐水、 ＪＹＨＰ 药液 （２７􀆰 ３ ｇ ／ ｋｇ）， 连续 ３ ｄ 后收集含药血清。 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞第一

部分分为空白组、 模型组、 ＪＹＨＰ 含药血清组， 第二部分分为模型组、 ＪＹＨＰ 含药血清组和 ＪＹＨＰ 含药血清＋ＧＷ９６６２
组 （ＰＰＡＲγ 拮抗剂）。 ＣＣＫ⁃８ 法筛选 Ｅｒａｓｔｉｎ 最佳作用浓度， 构建细胞铁死亡模型， 筛选含药血清最佳作用浓度； 免疫

荧光法检测 ＦＰＮ１ 和 ＦＴＬ 表达； 流式细胞术检测细胞 Ｆｅ２＋ 和 ＲＯＳ 水平； 比色法检测 ＧＳＨ 水平； 酶反应速率法检测

ＳＯＤ 活力； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＰＰＡＲγ、 ＮＲＦ２、 ＳＬＣ７Ａ１１、 ＡＣＳＬ４、 ＧＰＸ４ 蛋白表达。 结果　 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅｒａｓｔｉｎ 和 １５％
含药血清为最佳孵育条件。 与模型组比较， ＪＹＨＰ 含药血清可以降低 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的细胞铁死亡的 Ｆｅ２＋ 和 ＲＯＳ （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 升高 ＧＳＨ 水平和 ＳＯＤ 活力 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 激活 ＰＰＡＲγ ／ ＮＲＦ２ 信号通路， 升高 ＰＰＡＲγ、 ＮＲＦ２、 ＳＬＣ７Ａ１１、 ＧＰＸ４
蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 降低 ＡＣＳＬ４ 蛋白的表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而 ＰＰＡＲγ 拮抗剂可逆转上述作用。 结论　 ＪＹＨＰ 可以抗氧

化应激， 减轻 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的细胞铁死亡， 其可能通过激活 ＰＰＡＲγ ／ ＮＲＦ２ 信号通路发挥作用。
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　 　 铁死亡是一种铁依赖性的脂质过氧化驱动的程

序性细胞死亡形式， 其核心机制涉及铁代谢异常、
谷胱甘肽 （ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ， ＧＳＨ） ⁃谷胱甘肽过氧化物

酶 ４ （ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ４， ＧＰＸ４） 系统失活以

及脂质过氧化物累积［１⁃３］。 近年来， 铁死亡被证实

与多种心血管疾病密切相关， 尤其是动脉粥样硬

化。 因此， 靶向铁死亡通路可能为防治动脉粥样硬

化提供新策略。
中药复方以多组分、 多靶点、 多通路为特点，

为动脉粥样硬化治疗提供了兼顾 “治标” 与 “治
本” 的新策略。 其个体化诊疗模式与整体调理理

念， 弥补了西药单一靶点治疗的局限性， 尤其在预

防动脉粥样硬化进展和改善患者生活质量方面具有

独特潜力。 前期基础研究发现， 健脾益肾活血方

（ＪＹＨＰ） 可抑制 ＲｈｏＡ ／ ＲＯＣＫ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路激

活， 下调 ＧＳＫ⁃３β 和 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白的表达， 改善血

脂代谢， 减轻动脉粥样硬化小鼠炎症反应， 从而改

善该 病 症 状［４⁃５］。 本 研 究 采 用 铁 死 亡 诱 导 剂

（Ｅｒａｓｔｉｎ） 诱导构建细胞铁死亡模型， 旨在探讨

ＪＹＨＰ 是否可以激活 ＰＰＡＲγ ／ ＮＲＦ２ 信号通路抗氧化

应激， 抑制细胞铁死亡， 以期为 ＪＹＨＰ 治疗动脉粥

样硬化提供实验数据和理论依据。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠 ４０ 只， ６ ～
８ 周龄， 体质量 １６～ ２０ ｇ， 购自斯贝福 （北京） 生

物技术有限公司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ
（京） ２０１９⁃００１０］， 饲养于福建医科大学实验动物

中心 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （闽） ２０２０⁃
０００５］， 环境温度 ２２～２６ ℃， 相对湿度 ４５％ ～６５％ ，
１２ ｈ ／ １２ ｈ 明暗循环， 自由进食和饮水。 本研究经

福建医科大学实验动物伦理委员会批准 （批准号

ＩＡＣＵＣ⁃ＦＪＭＵ⁃２０２４⁃Ｙ⁃００６３）。
１􀆰 ２　 细胞 　 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 小鼠单核巨噬细胞白血病

细胞 （货号 ｉＣｅｌｌ⁃ｍ０４７）， 购自赛百慷 （上海） 生

物技术股份有限公司。
１􀆰 ３　 试剂　 ＤＭＥＭ 培养基 （货号 ＫＧＬ１２１２⁃５００）、
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ＣＣＫ⁃８ 法细胞增殖检测试剂盒 （货号 ＫＧＡ９３０５⁃
５００）、 活 性 氧 （ ＲＯＳ ） 检 测 试 剂 盒 （ 货 号

ＫＧＴ０１０⁃１） 购自江苏凯基生物技术股份有限公司；
胰蛋白酶⁃ＥＤＴＡ 消化液 （０􀆰 ２５％ ） （货号 Ｔ１３００）
购自北京索莱宝科技有限公司； Ｅｒａｓｔｉｎ、 ＧＷ９６６２
（ 货 号 ＨＹ⁃１５７６３、 ＨＹ⁃１６５７８ ） 购 自 美 国

ＭｅｄｃｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ 公司； ＲＩＰＡ 细胞裂解液 （货号

Ｃ１０５３） 购自北京普利莱基因技术有限公司； 还原

型谷胱甘肽 （ＧＳＨ） 比色法测试盒 （货号 Ｅ⁃ＢＣ⁃
Ｋ０３０⁃Ｍ）、 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒 （货号 Ｅ⁃ＢＣ⁃
Ｋ３１８⁃Ｍ） 购自武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公

司； 超氧化物歧化酶 （ＳＯＤ） 测定试剂盒 （货号

Ａ００１⁃３） 购自南京建成生物工程研究所有限公司；
ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ 试剂盒 （货号 Ｆ３７４） 购自北仁化学科

技 （北京） 有限公司； 兔多克隆抗体 Ｆｅｒｒｉｔｉｎ Ｌｉｇｈｔ
Ｃｈａｉｎ （货号 ＤＦ６６０４）、 兔多克隆抗体 ＡＣＳＬ４ （货
号 ＤＦ６７０１） 购自江苏亲科生物研究中心有限公司；
兔多克隆抗体 ＦＰＮ１ （货号 Ａ０１９５３⁃２） 购自武汉博

士德生物工程有限公司； 兔多克隆抗体 ＰＰＡＲγ
（货号 １６６４３⁃１⁃ＡＰ） 购自武汉三鹰生物技术有限公

司； 兔单克隆抗体 ＮＲＦ２ （货号 Ａ２１１７６）、 兔单克

隆抗体 ＳＬＣ７Ａ１１ （货号 Ａ２４１３）、 Ｃｙ３ 标记的山羊

抗兔 ＩｇＧ 二抗 （货号 ＡＳ００７） 购自爱博泰克生物科

技 有 限 公 司； 鼠 单 克 隆 抗 体 ＧＡＰＤＨ （ 货 号

ＨＣ２０１） 购自北京全式金生物技术有限公司； ＰＢＳ
（１×， ＰＨ ７􀆰 ４） （货号 Ｇ４２０２）、 ＨＲＰ 标记的山羊

抗兔二抗 ＩｇＧ （货号 ＧＢ２３３０１） 购自武汉赛维尔生

物科技有限公司； 舒泰 ５０ （批号 ９８ＡＵＡ） 购自法国

Ｖｉｒｂａｃ 公司； 盐酸赛拉嗪注射液 （批号 ２０２４０６０７）
购自吉林省敦化市圣达动物药品有限公司。
１􀆰 ４　 仪器 　 荧光显微镜 （型号 ＣＫＸ５３）， 日本

Ｏｌｙｍｐｕｓ 公 司； 多 功 能 酶 标 分 析 仪 （ 型 号

ＳｕＰｅｒＭａｘ３１００）， 上海闪谱生物科技有限公司； 全

自动酶标仪 （型号 ＷＤ⁃２０１２Ｂ）， 北京六一生物科

技有 限 公 司； ＮｏｖｏＣｙｔｅＴＭ 流 式 细 胞 仪 （ 型 号

ＮｏｖｏＣｙｔｅ ２０６０Ｒ）， 艾森生物 （杭州） 有限公司；
蛋白垂直电泳仪 （型号 ＵＰＳ６００）， 上海雅酶生物

医药科技有限公司； 全自动化学发光图像分析系统

（型号 Ｔａｎｏｎ⁃５２００）， 上海天能科技有限公司。
１􀆰 ５　 健脾益肾活血方 （ＪＹＨＰ） 制备　 ＪＹＨＰ 颗粒剂

购自福建医科大学附属协和医院中药房， 由北京康

仁堂药业有限公司提供。 组方药材黄芪 ３０ ｇ、 法半

夏 ９ ｇ、 陈皮 ６ ｇ、 茯苓 １５ ｇ、 淮山药 １５ ｇ、 白术

１０ ｇ、 薏苡仁 ３０ ｇ、 竹茹 ９ ｇ、 藿香 ９ ｇ、 石菖蒲

９ ｇ、 红景天 ６ ｇ、 杜仲 １５ ｇ、 桑寄生 １５ ｇ、 红花

６ ｇ、 赤 芍 １５ ｇ （ 批 号 ２４０２６４２１、 ２４０２９０３１、
０４２３０００１１１、２３０１０５２１、２３０１３０５１、２４０２８５１１、２４０１４８９１、
２４００６９４１、 ２２０４９２５１、 ２４０１７７１１、 ２３０２２９７１、 ２４００３９３１、
２２０３５３９１、２４００３６３１、２４００４７０１），根据公式小鼠给药

量＝ ９􀆰 １ ×成人临床药量换算， 小鼠等效剂量为

２７􀆰 ３ ｇ ／ ｋｇ［６］， 灌胃前用适量蒸馏水溶解。
２　 方法

２􀆰 １　 含药血清制备 　 ４０ 只小鼠随机分为空白组、
ＪＹＨＰ 含药血清组， 每组 ２０ 只。 ＪＹＨＰ 含药血清组

灌胃给予 ＪＹＨＰ （２７􀆰 ３ ｇ ／ ｋｇ）， 空白组给予等量生

理盐水， 连续 ３ ｄ， 末次给药 １ ｈ 后， 采用舒泰 ５０
（０􀆰 １ ｍｇ ／ ｋｇ） ＋盐酸赛拉嗪注射液 （０􀆰 ２ ｍｇ ／ ｋｇ）
联合腹腔注射麻醉后腹主动脉采血， 分离血清，
即得。
２􀆰 ２　 ＣＣＫ⁃８ 法筛选 Ｅｒａｓｔｉｎ 和含药血清最佳作用浓

度　 将 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞置于含有牛血清的 ＤＭＥＭ
培养基中进行传代培养， 将细胞以 ３×１０３ 个 ／孔的

密度接种于 ９６ 孔板中， 加入 ０、 １、 ５、 １０、 ２０、
５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｅｒａｓｔｉｎ， 孵育 ２４ ｈ， 再更换为含

９􀆰 １％ ＣＣＫ⁃８ 的无血清培养基， ３７ ℃孵育 １ ｈ， 用

酶标仪在 ４５０ ｎｍ 波长处测吸光度 （Ａ）， 计算细胞

增殖率， 公式为细胞增殖率＝ ［ （Ａ给药组－Ａ空白组） ／
（Ａ正常组－Ａ空白组） ］ ×１００％ 。 筛选 ＪＹＨＰ 含药血清最

佳作用浓度时采用 ０、 ５％ 、 １０％ 、 １５％ 、 ２０％ 、
２５％ 的 ６ 个浓度孵育细胞 ２４ ｈ， 其余步骤相同。
２􀆰 ３　 细胞分组及干预　 第一部分细胞分为空白组、
模型组、 ＪＹＨＰ 含药血清组， 旨在探索 ＪＹＨＰ 对

Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的细胞铁死亡的作用； 第二部分细胞

分为模型组、 ＪＹＨＰ 含药血清组和 ＪＹＨＰ 含药血清＋
ＧＷ９６６２ 组 （ＰＰＡＲγ 拮抗剂）， 旨在验证 ＪＹＨＰ 是

否通过激活 ＰＰＡＲγ 的表达抑制 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的细胞

铁死亡。 空白组给予完全培养基， 模型组给予含

２０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅｒａｓｔｉｎ 和 １５％ 无药血清培养基， ＪＹＨＰ
含药血清组给予含 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅｒａｓｔｉｎ 和 １５％ 含药血

清培养基， ＪＹＨＰ 含药血清＋ＧＷ９６６２ 组给予含 ２０
μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅｒａｓｔｉｎ、 １５％ 含药血清和 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＧＷ９６６２
培养基。
２􀆰 ４　 免疫荧光法检测细胞铁蛋白轻链 （ ｆｅｒｒｉｔｉｎ
ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ， ＦＴＬ） 和铁转运蛋白 １ （ ｆｅｒｒｏｐｏｒｔｉｎ １，
ＦＰＮ１） 表达　 ４％ 的组织细胞固定液固定细胞爬片

１５ ｍｉｎ， ＰＢＳ 漂洗， ５％ ＢＳＡ ３７ ℃ 恒温封闭 ３０
ｍｉｎ， 滴加适量兔多克隆抗体 ＦＴＬ （１ ∶ ２００）、 兔多

克隆抗体 ＦＰＮ１ （１ ∶ ２００）， ４ ℃孵育过夜， 加 Ｃｙ３
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标记的山羊抗兔 ＩｇＧ 二抗 （１ ∶ ２００）， ３７ ℃恒温避

光孵育 ４５ ｍｉｎ， 复染 ＤＡＰＩ， 自然晾干封片， 荧光

显微镜下观察拍照。 ＦＴＬ 表达 ＝ ＦＴＬ 积分光密度 ／
面积× １００％ ， ＦＰＮ１ 表达 ＝ ＦＰＮ１ 积分光密度 ／面
积×１００％ 。
２􀆰 ５　 细胞 ＧＳＨ 水平和 ＳＯＤ 活性检测　 收集细胞，
加入 ＰＢＳ 适量， 超声波细胞粉碎机进行低温超声

破碎， 离心， 收集上清， 按试剂盒说明书操作， 比

色法检测 ＧＳＨ 水平， 酶反应速率法检测 ＳＯＤ 活性。
２􀆰 ６　 流式细胞术检测细胞 Ｆｅ２＋和 ＲＯＳ 水平　 收集

细胞， 按 ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ 试剂盒说明书， 加入 １ μｍｏｌ ／ Ｌ
的 ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ 工作液， ３７ ℃恒温孵育 ３０ ｍｉｎ， 流

式细胞仪检测， Ｆｅ２＋ 检测荧光探针为 Ｅｘ ／ Ｅｍ ５４３ ／
５８０ ｎｍ。 按 ＲＯＳ 检测试剂盒说明书， 加入 １０
μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ， ３７ ℃恒温孵育 ２０ ｍｉｎ， ＰＢＳ
洗涤 １ 次， １ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， ＰＢＳ 重悬细胞，
ＲＯＳ 检测荧光探针为 Ｅｘ ／ Ｅｍ ４８８ ／ ５２５ ｎｍ。
２􀆰 ７ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法 检 测 细 胞 ＰＰＡＲγ、 ＮＲＦ２、
ＳＬＣ７Ａ１１、 ＡＣＳＬ４、 ＧＰＸ４ 蛋白表达 　 收集细胞，
加入 适 量 ＲＩＰＡ 裂 解 液， 提 取 总 蛋 白， ４ ℃、
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ， 取上清液， ＢＣＡ 法测定

总蛋白含量。 通过十二烷基硫酸钠⁃聚丙烯酰胺凝

胶电泳 （ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ） 分离蛋白后电转至 ＰＶＤＦ
膜， ３％ 脱脂奶粉溶液封闭 ２ ｈ， 加入一抗 ＰＰＡＲγ
（１ ∶ ５ ０００）、 ＮＲＦ２ （１ ∶ １ ０００）、 ＳＬＣ７Ａ１１ （１ ∶

１ ０００）、 ＡＣＳＬ４ （１ ∶ １ ０００）、 ＧＰＸ４ （１ ∶ １ ０００）、
ＧＡＰＤＨ （１ ∶ ２ ０００）， ４ ℃孵育过夜， ＴＢＳＴ 洗膜 ３
次， 每次 １５ ｍｉｎ。 再加入 ＨＲＰ 标记的山羊抗兔二

抗 ＩｇＧ （１ ∶ ２ ０００） 孵育， ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次， 每次

１５ ｍｉｎ。 化学发光底物显色， 全自动化学发光图像

分析系统 （Ｔａｎｏｎ⁃５２００） 显影成像， 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ
１􀆰 ４２ 软件分析条带灰度值。
２􀆰 ８　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２３􀆰 ０ 软件进行处理，
计数资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间两两比较采用 ｔ 检
验， 多组间比较采用单因素方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表

示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 Ｅｒａｓｔｉｎ 和 ＪＹＨＰ 含药血清对细胞增殖能力的

影响　 Ｅｒａｓｔｉｎ 在 ０～１００ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度范围内， 随浓

度的增加， 细胞活力逐渐下降； 当 Ｅｒａｓｔｉｎ 为 ５０
μｍｏｌ ／ Ｌ 时， 细胞出现死亡现象， 最后选择 ２０
μｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｅｒａｓｔｉｎ 孵育细胞 ２４ ｈ 构建铁死亡模型，
见图 １Ａ。 ＪＹＨＰ 含药血清在 ０ ～ ２５％ 浓度范围内，
随浓度的增加， 细胞活力逐渐下降； 含药血清浓度

为 ２５％ 时， 细胞出现死亡现象， 最后选择 １５％ 含

药血清孵育细胞， 见图 １Ｂ。 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅｒａｓｔｉｎ 或

１５％ ＪＹＨＰ 含药血清孵育细胞 ２４ ｈ 后， 与空白组比

较， 模型组细胞活力下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比

较， ＪＹＨＰ 含药血清组细胞活力升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
见图 １Ｃ。

注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 Ｅｒａｓｔｉｎ 和 ＪＹＨＰ 含药血清对细胞增殖能力的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

３􀆰 ２　 Ｅｒａｓｔｉｎ 对细胞 ＦＴＬ 和 ＦＰＮ１ 表达的影响　 当

２０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅｒａｓｔｉｎ 孵育细胞 ２４ ｈ 时， 与空白组比

较， 模型组细胞 ＦＴＬ 和 ＦＰＮ１ 表达下降 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 见图 ２， 提示 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅｒａｓｔｉｎ 孵育细胞

２４ ｈ 可成功构建铁死亡模型。
３􀆰 ３　 ＪＹＨＰ 对 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的细胞铁死亡的 Ｆｅ２＋ 和

氧化应激水平的影响　 与空白组比较， 模型组细胞

Ｆｅ２＋和 ＲＯＳ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较，
ＪＹＨＰ 含药血清组 Ｆｅ２＋和 ＲＯＳ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
见图 ３Ａ、 ３Ｂ。 生化检测显示， 与空白组比较， 模

型组细胞 ＧＳＨ 水平和 ＳＯＤ 活性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）；
与模型组比较， ＪＹＨＰ 含药血清组 ＧＳＨ 水平和 ＳＯＤ
活性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ３Ｃ， 提示 ＪＹＨＰ 可抗

氧化应激、 抑制 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的细胞铁死亡。
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注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 Ｅｒａｓｔｉｎ 对细胞 ＦＴＬ 和 ＦＰＮ１ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 ＪＹＨＰ 对 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的细胞铁死亡的 Ｆｅ２＋和氧化应激水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ４　 ＪＹＨＰ 对细胞 ＰＰＡＲγ ／ ＮＲＦ２ 信号通路相关蛋白

表达的影响　 与空白组比较， 模型组细胞 ＰＰＡＲγ、
ＮＲＦ２、 ＳＬＣ７Ａ１１ 和 ＧＰＸ４ 蛋 白 表 达 降 低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， ＡＣＳＬ４ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型
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组 比 较， ＪＹＨＰ 含 药 血 清 组 ＰＰＡＲγ、 ＮＲＦ２、
ＳＬＣ７Ａ１１ 和 ＧＰＸ４ 蛋 白 表 达 升 高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ），
ＡＣＳＬ４ 蛋白表达降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 见图 ４， 提示

ＪＹＨＰ 可能通过激活 ＰＰＡＲγ ／ ＮＲＦ２ 信号通路减轻

Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的细胞铁死亡。

注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 ＪＹＨＰ 对细胞 ＰＰＡＲγ／ ＮＲＦ２ 信号通路蛋白表达的影响 （ｎ＝３）

３􀆰 ５　 ＰＰＡＲγ 拮抗后对细胞 Ｆｅ２＋和氧化应激水平的

影响　 与模型组比较， ＪＹＨＰ 含药血清组细胞 Ｆｅ２＋

和 ＲＯＳ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与 ＪＹＨＰ 含药血清组

比较， ＪＹＨＰ 含药血清＋ＧＷ９６６２ 组 Ｆｅ２＋ 和 ＲＯＳ 水

平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ５Ａ、 ５Ｂ。 生化检测显示，
与模型组比较， ＪＹＨＰ 含药血清组细胞 ＧＳＨ 水平和

ＳＯＤ 活性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与 ＪＹＨＰ 含药血清组比

较， ＪＹＨＰ 含药血清＋ＧＷ９６６２ 组 ＧＳＨ 水平和 ＳＯＤ
活性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ５Ｃ， 提示 ＪＹＨＰ 可以

通过激活 ＰＰＡＲγ 的表达减轻 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的细胞铁

死亡、 氧化应激损伤。
３􀆰 ６　 ＰＰＡＲγ 拮抗后对细胞 ＰＰＡＲγ ／ ＮＲＦ２ 信号通

路相关蛋白表达的影响　 与模型组比较， ＪＹＨＰ 含

药血清组细胞 ＰＰＡＲγ、 ＮＲＦ２、 ＳＬＣ７Ａ１１ 和 ＧＰＸ４
蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＡＣＳＬ４ 蛋白表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与 ＪＹＨＰ 含药血清组比较， ＪＹＨＰ 含药

血 清＋ ＧＷ９６６２ 组 ＰＰＡＲγ、 ＮＲＦ２、 ＳＬＣ７Ａ１１ 和

ＧＰＸ４ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＡＣＳＬ４ 蛋白表达

升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 见图 ６， 提示 ＪＹＨＰ 通过激活

ＰＰＡＲγ 表达调控 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的细胞铁死亡相关蛋

白的表达。
４　 讨论

中医对动脉粥样硬化的认知源于对 “痰瘀互

结” “血脉不通” 等病理现象的观察， 虽无直接对

应病名， 但可追溯至以下经典理论， 《素问·痹

论》提出 “风寒湿三气杂至合而为痹” ［７］， 奠定了

“痰瘀致痹” 的理论基础； 《灵枢·营卫生会》云

“老者之气血衰， 其肌肉枯， 气道涩， 五脏之气相

抟， 其营气衰少而卫气内伐” ［７］， 强调年老体虚与

血脉运行障碍的关联； 张仲景在 《金匮要略》 “胸
痹心痛短气病脉证治” 篇中指出 “阳微阴弦， 即

胸痹而痛”， 将胸痹病机归结为心阳不振、 痰浊内

阻［８］； 《素问·举痛论》中提到 “寒气入经而稽迟，
泣而不行， 客于脉外则血少， 客于脉中则气不通，
故卒然而痛”， 又提出 “热气留于小肠， 肠中痛，
瘅热焦渴， 则坚不得出， 故痛而闭不通矣” ［７］， 强
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注： 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 ＪＹＨＰ 含药血清组比较，ΔＰ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 ＰＰＡＲγ拮抗后对细胞 Ｆｅ２＋和氧化应激水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

调气血通畅的重要性， 与动脉粥样硬化的病理机制

密切相关。
ＪＹＨＰ 为我院经验方， 重视疾病发病之本， 着

重健脾化湿， 临床疗效显著， 被广泛用于治疗出现

动脉粥样硬化的心血管疾病患者。 方中以黄芪、 淮

山、 白术健脾益气， 恢复中焦运化功能， 以绝生痰

之源； 杜仲、 桑寄生补肾填精固本， 肾精充足， 气

血得以调畅， 以充五脏气血生化乏源。 肾为 “先
天之本”， 脾为 “后天之本”， 本方通过调补脾肾

治其本， 以平补之法缓缓图之， 达到扶正固本以祛

毒之功； 配伍法半夏、 陈皮、 茯苓、 薏苡仁、 竹

茹、 藿香、 石菖蒲化痰除湿， 红花、 赤芍、 红景天

活血通脉， 以化痰瘀之毒治其标； 痰瘀久滞易生内

热之毒， 灼伤阴血， 赤芍兼有清热凉血解毒之效，
全方共奏益气健脾补肾、 利湿化痰降浊、 活血化瘀

通络、 清热凉血解毒的功效。

动脉粥样硬化斑块的形成涉及巨噬细胞泡沫

化、 平滑肌细胞增殖和内皮功能障碍， 而这些病理

过程均与铁死亡介导的氧化应激及炎症反应密切相

关［９⁃１２］。 核因子 Ｅ２ 相 关 因 子 ２ （ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ
ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ２⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ， ＮＲＦ２） 作为抗氧化信号

的核心调控因子， 通过激活靶基因 （如 ＧＰＸ４、 血

红素氧合酶⁃１） 维持细胞氧化还原稳态， 从而抑制

铁死亡［１３⁃１６］。 过氧化物酶体增殖物激活受体 γ
（ ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ γ，
ＰＰＡＲγ） 可激活促进 ＮＲＦ２ 表达， 并通过蛋白激酶

（如 ＰＫＣδ） 磷酸化促进其核转位［１７⁃２０］； ＰＰＡＲγ 和

ＮＲＦ２ 两者共同上调 ＧＰＸ４ 活性， 减少脂质过氧化

物积累， 同时调控铁代谢相关蛋白如 ＳＬＣ７Ａ１１， 降

低细胞内铁离子水平［１８⁃２１］。 ＮＲＦ２ 介导的抗氧化酶

表达可减轻低密度脂蛋白 （ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，
ＬＤＬ） 氧化修饰， 而酰基辅酶 Ａ 合成酶长链家族成
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注： 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 ＪＹＨＰ 含药血清组比较，ΔＰ＜０􀆰 ０５。

图 ６　 ＰＰＡＲγ拮抗后对细胞 ＰＰＡＲγ／ ＮＲＦ２ 信号通路蛋白表达的影响 （ｎ＝３）

员 ４ （ ａｃｙｌ⁃ｃｏＡ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ ｌｏｎｇ⁃ｃｈａｉｎ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒ
４， ＡＣＳＬ４） 可能通过生成脂质过氧化物 （如 ｏｘ⁃
ＬＤＬ） 加剧氧化应激， 破坏斑块稳定性［２２⁃２３］。 前期

动物实验已证实 ＪＹＨＰ 可以改善小鼠血脂代谢、 抗

动脉粥样硬化［４⁃５］。 本研究通过细胞实验探究

ＪＹＨＰ 在细胞铁死亡、 氧化应激中的作用， 结果发

现 ＪＹＨＰ 可以降低 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导的细胞铁死亡 Ｆｅ２＋和

ＲＯＳ 水平， 升高 ＧＳＨ 水平和 ＳＯＤ 活性， 激活

ＰＰＡＲγ ／ ＮＲＦ２ 信 号 通 路， 升 高 ＰＰＡＲγ、 ＮＲＦ２、
ＳＬＣ７Ａ１１、 ＧＰＸ４ 蛋白表达， 降低 ＡＣＳＬ４ 蛋白表

达， ＰＰＡＲγ 拮抗剂可逆转上述效应， 说明 ＪＹＨＰ
可以减轻细胞铁死亡、 氧化应激损伤， 机制可能是

激活 ＰＰＡＲγ ／ ＮＲＦ２ 信号通路。
综上所述， ＪＹＨＰ 可能通过激活 ＰＰＡＲγ ／ ＮＲＦ２

信号通路抑制细胞铁死亡和氧化应激损伤， 从而发

挥抗动脉粥样硬化作用， 未来还需动物实验进一步

证实， 为扩大 ＪＹＨＰ 的临床应用奠定理论基础。
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