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冠心舒通胶囊对 ApoE - / - 小鼠动脉粥样硬化斑块内
MMP鄄9 和 TIMP鄄1 表达的影响
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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察中成药冠心舒通胶囊对高脂饮食喂养 ApoE - / - 小鼠主动脉粥样硬化斑块病理变化、人组织

型基质金属蛋白酶抑制剂 1(TIMP鄄1)、基质金属蛋白酶 9(MMP鄄9)表达的影响,探讨冠心舒通胶囊对粥样斑块稳定

性的影响以及对相关机制进行初步研究。 方法摇 将 8 周龄雄性 ApoE - / - 小鼠 30 只给予高脂喂养,12 周时随机分

为:模型组、冠心舒通胶囊高剂量[1郾 8 g / (kg·天)]组和冠心舒通胶囊低剂量[0郾 6 g / (kg·天)]组,喂养 12 周后

处死,取主动脉中段,大体标本油红 O 染色观察斑块面积,冰冻切片后 HE 染色观察斑块厚度,冰冻切片免疫荧光

法检测斑块内 TIMP鄄1、MMP鄄9 表达情况。 结果 摇 与模型组相比,冠心舒通胶囊组平均斑块浸润面积减小(P <
0郾 05),弥漫程度减轻,斑块厚度降低,MMP鄄9 表达减少,而且冠心舒通胶囊高剂量组与低剂量组相比,各项统计指

标亦有统计学意义(P < 0郾 05) ,TIMP鄄1 表达未见明显变化。 结论摇 冠心舒通胶囊可以对抗 ApoE - / - 小鼠动脉粥样

硬化斑块的形成和进展,以及通过降低斑块内 MMP鄄9 表达,从而抑制胶原纤维分解,稳定易损粥样斑块。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To approach the possible mechanism of Guanxinshutong capsule on the progression and stability
of atherosclerotic plaque through observing the effects of Guanxinshutong capsule on pathologic morphology and expression
of tissue matrix metalloproteinase inhibitor鄄1 (TIMP鄄1), matrix metalloproteinases鄄9 (MMP鄄9) of atherosclerotic plaque in
ApoE - / - mice model with experimental atherosclerosis. 摇 摇 Methods摇 The animals were fed with high fat diet. 摇 They
were randomly divided into 3 groups when they were 20 weeks old (10 mice in every group). 摇 They were high fat diet fed
group (HF), high fat diet and high鄄dose Guanxinshutong capsule [1郾 8 g / (kg·d)] group (HH), high fat diet and low鄄
dose Guanxinshutong capsule [0郾 6 g / (kg·d)] group (HL). 摇 All the animals were fed for 12 weeks. After administered
for 12 weeks, mice were sacrificed. 摇 The area and thickness of atherosclerotic plaque were observed by the methods of oil
red O and HE stain. 摇 The expressions of TIMP鄄1, MMP鄄9 in the plaque were detected by immune fluorescence staining
method. 摇 摇 Results摇 Compared with HF group, the changes of the area and thickness of atherosclerotic plaque in HH
group and HL group were obvious (P < 0郾 05). 摇 The expression of TIMP鄄1 didn爷 t have significant differences between
groups (P > 0郾 05) and MMP鄄9 in treatment groups were lower than those of model group (P < 0. 05). 摇 Moreover, Signifi鄄
cant differences were also observed between treatment groups (P < 0郾 05). 摇 摇 Conclusion摇 Guanxinshutong capsule can
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inhibit the formation and progression of atherosclerotic plaque and stabilize the unstable plaque through down鄄regulating the
MMP鄄9 expression in atherosclerotic plaque, inhibiting the collagen decomposition.

摇 摇 动脉粥样硬化(atherosclerosis,As)是一种慢性、
系统性的炎症反应病变,其导致的冠心病、脑卒中

等已成为导致当今人类死亡的重要原因之一[1]。
目前对于 As 斑块的防治研究,不仅是如何阻止粥样

斑块的形成和进展,而且,如何稳定粥样斑块,防止

脱落后堵塞血管也是一个研究热点,对改善疾病预

后有重要意义。 粥样斑块内的胶原含量对于稳定

斑块至关重要。 斑块内巨噬细胞分泌的基质金属

蛋白酶(matrix metalloproteinases,MMP),是一类对

细胞外基质具有降解活性的蛋白酶超家族,其中

MMP鄄9 主要降解细胞外郁型胶原和弹力纤维,使得

炎性细胞可以通过基底膜,与 As 斑块稳定性尤为相

关[2,3]。 冠心舒通胶囊是步长集团研制用于治疗冠

心病心绞痛的中成药,本实验观察冠心舒通胶囊灌

服 ApoE - / - 小鼠主动脉 As 斑块进展情况,以及对

As 斑块稳定性的影响,为临床应用冠心舒通胶囊治

疗 As 病变提供实验依据。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 试剂

摇 摇 冠心舒通胶囊由陕西步长制药有限公司提供

(批准文号:国药准字 Z20020055,规格 0郾 3 g / 粒)。
MMP鄄9、组织型基质金属蛋白酶抑制剂 1( tissue ma鄄
trix metalloproteinase inhibitor鄄1,TIMP鄄1)抗体由北京

中杉金桥提供。
1郾 2摇 动物及分组

8 周龄 ApoE - / - 小鼠,30 只,雄性,体重 20郾 0 依
2郾 6 g,由北京大学医学部动物实验中心提供。 高脂

喂养 12 周后,随机平均分为 3 组:模型组、冠心舒通

胶囊高剂量[1郾 8 g / (kg·d)]组和冠心舒通胶囊低

剂量[0郾 6 g / (kg·d)]组,模型组每天给予等量生

理盐水灌胃,高脂饲料配方为:15 % 脂肪,0郾 25 %
胆固醇,84郾 75 %基础饲料。 喂养 12 周。
1郾 3摇 处理方法

各组动物喂养 12 周后,颈椎脱臼法处死,自主

动脉根部至腹主动脉离断主动脉,取胸主动脉段做

纵剖面油红 O 染色,取膈肌处主动脉,4% 多聚甲醛

固定半小时,7郾 5% 蔗糖脱水过夜后,OCT 包埋,连
续冰冻切片,单张厚度为 6 滋m,分别行 HE 染色,
TIMP鄄1、MMP鄄9 免疫荧光染色。

1郾 4摇 油红 O 染色

取主动脉中段大约 1 cm,纵向剪开,适当 PBS
冲洗后,浸入 60% 异丙醇中清洗数秒,然后浸入油

红工作液约 20 min 后,60% 异丙醇清洗多余染液,
蒸馏水洗 30 s,甘油明胶封片,观察动脉壁粥样斑块

分布,应用 Image J 软件计算斑块面积。
1郾 5摇 免疫荧光染色

冰冻切片入 PBS 中湿润 10 min;3% H2O2 室温

孵育 10 min,PBS 洗 3 min 伊 3 次;滴加 10% 正常马

血清封闭液,室温孵育 20 min,甩干;滴加兔抗小鼠

MMP鄄9 或 TIMP鄄1 多克隆抗体,4益 过夜。 复温后

PBS 洗涤 3 min 伊 3 次;滴加 HRP 标记的羊抗兔

IgG,室温 30 min。 PBS 洗涤 3 min 伊 3 次;DAPI 染

核,蒸馏水洗,甘油封片。 后荧光显微镜观察标本,
高倍镜下,每组随机选取 5 张片子拍照,用 Image
Proplus 6郾 0 软件分析,计算每张图片阳性染色区域

的积分光密度值。
1郾 6摇 统计学方法

采用 SPSS 17郾 0 统计软件,计量资料用x 依 s 表

示,多组间计量资料的比较采用方差分析,组间比

较用 LSD 法,P < 0郾 05 认为差异有显著性。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 病理形态学观察

摇 摇 冠心舒通胶囊干预 ApoE - / - 小鼠后,主动脉粥

样硬化斑块面积与所取血管面积比值降低 (P <
0郾 05),弥漫程度减轻,且高剂量组效果优于低剂量

组(图 1)。
2郾 2摇 血管切面 HE 染色

与模型组相比,冠心舒通胶囊组斑块厚度有所降

低,斑块内脂肪空泡减少,结构相对致密,主动脉管腔

有所扩大,且高剂量组效果优于低剂量组(图 2)。
2郾 3摇 血管切面免疫荧光染色

在冠心舒通胶囊高、低剂量组斑块中,MMP鄄9
蛋白表达均低于模型组,其中冠心舒通胶囊高剂量

组 MMP鄄9 表达低于低剂量组 ( P < 0郾 05;图 3)。
TIMP鄄1 在各组 As 斑块中均有不同程度的荧光显

示,冠心舒通胶囊高剂量组荧光强度较强,但与其

它两组相比,差异无统计学意义(图 4)。
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图 1. 小鼠主动脉剖面斑块油红 O 染色及面积比值摇 摇 A 为模型组,B 为冠心舒通胶囊低剂量组,C 为冠心舒通胶囊高剂量组。 a 为 P
< 0郾 05,与模型组相比;b 为 P < 0郾 05,与冠心舒通胶囊低剂量组比较。

Figure 1. Oil red staining and area ratio of the plaque

图 2. 小鼠主动脉切面冰冻切片 HE 染色(200 伊 ) 摇 摇 A 为模型组,B 为冠心舒通胶囊低剂量组,C 为冠心舒通胶囊高剂量组。

Figure 2. HE staining of the plaque(200 伊 )

图 3.小鼠主动脉切面冰冻切片 MMP鄄9 免疫荧光染色(200 伊 ) 摇 摇 A 为模型组,B 为冠心舒通胶囊低剂量组,C 为冠心舒通胶囊高剂

量组。 a 为 P < 0郾 05,与模型组相比。

Figure 3. Immunofluorescent staining of the plaque for MMP鄄9(200 伊 )

图 4.小鼠主动脉切面冰冻切片 TIMP鄄1 免疫荧光染色(200 伊 ) 摇 摇 A 为模型组,B 为冠心舒通胶囊低剂量组,C 为冠心舒通胶囊高剂

量组。 a 为 P < 0. 05,与模型组相比。

Figure 4. Immunofluorescent staining of the plaque for TIMP鄄1(200 伊 )

564CN 43鄄1262 / R摇 中国动脉硬化杂志 2014 年第 22 卷第 5 期



3摇 讨摇 论

目前在心脑血管疾病的防治中,As 病变的防治

属于研究热点,一方面是研究如何阻止 As 斑块的形

成和进展,另一方面则是如何稳定已形成的 As 斑

块[4]。 研究表明,稳定的斑块对生命并不构成威

胁。 当动脉内壁 As 斑块由稳定状态转变为不稳定

状态,继而脱落直接堵塞血管,或者斑块内富含的

胶原、组织因子、凝血因子、ADP、血栓素 A2 等与血

液接触使血细胞凝集形成血栓,血管收缩,是导致

脑卒中和急性冠状动脉综合征的主要发病机制[5]。
所以,对 As 易损斑块的干预对预防急性心脑血管事

件有积极的意义。
MMP 是一组能降解细胞外基质成分的 Zn2 + 依

赖性蛋白酶家族,参与降解全身各种组织的细胞外基

质。 研究证实 MMP 在机体各种组织的发育和修复、
肿瘤发生发展、炎症反应等过程中起着重要作用。 在

As 病变中主要由斑块中的巨噬细胞和血管平滑肌细

胞等合成与分泌。 其中 MMP鄄9 是 As 斑块内巨噬细

胞分泌的主要基质金属蛋白酶,可以降解变性的胶原

和弹性蛋白,使 As 斑块纤维帽崩解,有利于平滑肌细

胞迁移至内膜使内膜增厚。 其表达增加、活性增强可

使斑块稳定性降低,导致斑块破裂。 Alvarez 等[6鄄8] 人

的研究提示 MMP鄄9 在斑块内的高表达是造成斑块不

稳定的主要因素。 本实验选取其作为检测指标。 As
斑块内同时表达 TIMP,拮抗着 MMP 的活性[9],在斑

块稳定期,巨噬细胞和血管平滑肌细胞分泌 MMP 增

多,损伤血管内皮,分解细胞外胶原等基质,同时由于

机体的代偿作用,巨噬细胞等表达 TIMP 亦增加,使
细胞外基质的降解减弱。 随着 As 斑块发展,MMP 表

达持续增高,而 TIMP 的表达进入失代偿,两者之间

的比例失调,As 斑块内胶原分解失控,最终使斑块变

得不稳定。
As 病变在中医理论上属于“痰淤冶、“血瘀冶范

畴,痰浊是人体津液不归的产物[10]。 瘀血是由于人

体血运不畅。 这种状态持续发展,痰借血体,血借痰

凝,着于血脉,日久胶结不解,愈凝愈坚,形成结块便

是 As 斑块。 近年来,中医药在 As 的防治领域取得了

长足的进步[11]。 冠心舒通胶囊是陕西咸阳步长制药

有限公司研制的治疗冠心病心绞痛的中成药,其主要

成分为广枣、丹参、丁香、冰片、天竺黄等,该药具有活

血化瘀、通经活络、行气止痛的作用[12鄄16]。
本研究结果显示,与模型组相比,冠心舒通胶

囊组主动脉斑块面积明显减小(P < 0郾 05),MMP鄄9
表达受到抑制(P < 0郾 05),而且高剂量组与低剂量

组相比亦有统计学差异,但是 TIMP鄄1 三组相比未得

出统计学差异。
可以看出,冠心舒通胶囊可抑制 ApoE - / - 小鼠

As 的形成和进展,其机制可能是通过减弱 As 斑块

中 MMP鄄9 的表达对稳定粥样斑块发挥积极作用,为
临床应用冠心舒通胶囊抗 As 作为借鉴,而其在对稳

定 As 斑块的其他机制,以及影响 TIMP 与MMP鄄9 的

相互作用方面有待于进一步深入研究。
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