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三七总皂苷对载脂蛋白 Ｅ 基因敲除小鼠脾脏单个核细胞白细胞
介素 １７Ａ、白细胞介素 １０ 和肿瘤坏死因子 α 表达的影响
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[关键词] 　 三七总皂苷ꎻ　 动脉粥样硬化ꎻ　 白细胞介素 １７Ａꎻ　 白细胞介素 １０ꎻ　 肿瘤坏死因子 α
[摘　 要] 　 目的　 研究三七总皂苷(ＴＰＮＳ)对动脉粥样硬化 (Ａｓ)小鼠脾脏单个核细胞白细胞介素 １７Ａ( ＩＬ￣１７Ａ)、
肿瘤坏死因子 α(ＴＮＦ￣α)和白细胞介素 １０ ( ＩＬ￣１０ )表达的影响ꎮ 方法　 载脂蛋白 Ｅ 基因敲除(ＡｐｏＥ－ / －)小鼠高脂

饮食喂养ꎬ小鼠 ２０ 周龄时分为模型组及 ＴＰＮＳ 大、小剂量组ꎮ 用药组分别给予 ＴＰＮＳ ４０ ｍｇ / ｋｇ、１２０ ｍｇ / ｋｇ 灌胃 ８
周ꎮ 采用全自动生化分析仪检测各组小鼠血清总胆固醇(ＴＣ)、甘油三酯(ＴＧ)、低密度脂蛋白胆固醇(ＬＤＬＣ)浓度ꎻ
ＨＥ 染色观察斑块形态并计算斑块面积 / 管腔面积ꎻＥＬＩＳＡ 法检测小鼠脾脏单个核细胞 ＩＬ￣１７Ａ、ＩＬ￣１０ 和 ＴＮＦ￣α 表

达ꎮ 结果　 ＴＰＮＳ 可以降低 ＡｐｏＥ－ / －小鼠的血清 ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ 浓度ꎬ大剂量组 ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ 浓度分别为 １６.４±２.２
ｍｍｏｌ / Ｌ、１.３６±０.２３ ｍｍｏｌ / Ｌ 和 ５.９±１.２ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ模型组 ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ 浓度分别为 ２８.２± ４.０ ｍｍｏｌ / Ｌ、２.０８± ０.１７
ｍｍｏｌ / Ｌ 和 １０.０±１.９ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ差异有显著性(Ｐ 均<０.００１)ꎮ ＴＰＮＳ 有延缓 Ａｓ 斑块形成的作用(模型组及大、小剂量

ＴＰＮＳ 组的斑块面积 / 管腔面积分别为 ３１.３％±５.１％、１４.１％±５.０％和 ２４.２％±４.９％ꎬＰ 均<０.０５)ꎮ 大剂量 ＴＰＮＳ 可以

提高小鼠脾脏单个核细胞的 ＩＬ￣１０ 表达ꎬ与模型组相比差异有显著性(４０.９±２.２ 比 ３６.３±２.８ꎬＰ<０.０５)ꎬ小剂量 ＴＰＮＳ
组略有升高趋势ꎬ但差异无统计学意义ꎮ ＴＰＮＳ 可以降低小鼠脾脏单个核细胞 ＩＬ￣１７Ａ 和 ＴＮＦ￣α 的表达ꎬ以大剂量

组效果显著ꎬ差异有统计学意义( ＩＬ￣１７Ａ １８.１±１.５ 比 ２２.８±３.１ꎬＰ<０.０５ꎻＴＮＦ￣α １８.３±１.２ 比 ２２.９±０.７ꎬＰ<０.００１)ꎮ 结

论　 ＴＰＮＳ 可以降低 ＡｐｏＥ－ / － 小鼠血清 ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ 的水平ꎬ升高脾脏单个核细胞 ＩＬ￣１０ 的表达ꎬ同时降低 ＩＬ￣１７Ａ
和 ＴＮＦ￣α 的表达ꎬ这可能是其抗 Ａｓ 的重要机制之一ꎮ
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Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｔｏｔａｌ Ｐａｎａｘ Ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅｓ ｏｎ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１７Ａꎬ Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣
１０ ａｎｄ Ｔｕｍｏｒ Ｎｅｃｒｏｓｉｓ Ｆａｃｔｏｒ￣α ｉｎ Ｓｐｌｅｅｎ Ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ ｏｆ Ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｅ￣
Ｋｎｏｃｋｏｕｔ Ｍｉｃｅ
ＬＩＵ Ｇｕｉ￣Ｌｉｎ１ꎬ ＤＯＵ Ｙｉｎｇ￣Ｃｈｕｎ２ꎬ ＧＵＯ Ｘｕｅ￣Ｆｅｎｇ１ꎬ ａｎｄ ＬＩ Ｈｅｎｇ３

(１.Ｓｅｃｏｎｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｊｉｎａｎꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇ ２５０００１ꎻ ２. Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｂａｓｉｃ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｊｉｎａｎꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇ ２５０３５５ꎻ ３.Ｑｉａｎ Ｆｏｓｈａｎ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｓｈａｎ￣
ｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｊｉｎａｎꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇ ２５００１２ꎬ Ｃｈｉｎａ)
[ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ]　 Ｔｏｔａｌ Ｐａｎａｘ Ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅｓꎻ　 Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎻ　 Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１７Ａꎻ　 Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１０ꎻ　 Ｔｕｍｏｒ Ｎｅｃ￣
ｒｏｓｉｓ Ｆａｃｔｏｒ￣ａｌｐｈａ
[ＡＢＳＴＲＡＣＴ]　 　 Ａｉｍ　 Ｔｏ ｅｓｔｉｍａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅｓ (ＴＰＮＳ) ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１７Ａ
(ＩＬ￣１７Ａ)ꎬ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１０ (ＩＬ￣１０) ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣α (ＴＮＦ￣α) ｉｎ ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｅ￣ｋｎｏｃｋｏｕｔ (ＡｐｏＥ－ / －) ｍｉｃｅ.
Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＡｐｏＥ－ / － ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｆｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｈｉｇｈ ｆａｔꎬ ｈｉｇｈ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｄｉｅｔ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ １５％ ｆａｔ ａｎｄ ０.２５％ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ.　 Ａｔ ２０
ｗｅｅｋｓ ｏｆ ａｇｅꎬ ＡｐｏＥ－ / － ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｉｚｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ＴＰＮＳ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ＴＰＮＳ
ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ.　 Ｍｉｃｅ ｉｎ ＴＰＮＳ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｇｉｖｅｎ ｏｒａｌ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ＴＰＮＳ ａｔ ４０ ｍｇ / ｋｇꎬ ｏｎｃｅ ａ ｄａｙ ｆｏｒ ８ ｗｅｅｋｓ. 　
Ｍｉｃｅ ｉｎ ＴＰＮＳ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｇｉｖｅｎ ｏｒａｌ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ＴＰＮＳ ａｔ １２０ ｍｇ / ｋｇꎬ ｏｎｃｅ ａ ｄａｙ ｆｏｒ ８ ｗｅｅｋｓ.　 Ｍｉｃｅ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

８７９ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ １０ꎬ２０１６



ｗｅｒｅ ｇｉｖｅｎ ａｎ ｅｑｕａｌ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｄｉｓｔｉｌｌｅｄ ｗａｔｅｒ ｏｒａｌｌｙ. 　 Ａｆｔｅｒ ８ ｗｅｅｋｓꎬ ｂｌｏｏｄ ａｎｄ ａｏｒｔａｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ. 　 Ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ｌｉｐｉｄ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄꎬ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｐｌａｑｕｅ ａｒｅａ ｔｏ ｖｅｓｓｅｌ ａｒｅａ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣１７Ａꎬ ＩＬ￣１０ ａｎｄ ＴＮＦ￣α ｗｅｒｅ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｂｙ
ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ＥＬＩＳＡ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｉｔ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｏｕｒ ｓｔｕｄｙ ｔｈａｔ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｌｉｐｉｄꎬ ｒａｔｉｏ ｏｆ
ｐｌａｑｕｅ ａｒｅａ ｔｏ ｖｅｓｓｅｌ ａｒｅａꎬ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＩＬ￣１７Ａ ａｎｄ ＴＮＦ￣α ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｇｉｖｅｎ ＴＰＮＳ.　 Ｓｅｒｕｍ ｔｏｔａｌ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ ａｎｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ２８.２±４.０ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ ２.０８±０.１７ ｍｍｏｌ / Ｌ
ａｎｄ １０.０±１.９ ｍｍｏｌ / Ｌ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ꎬ ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ １６.４±２.２ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ １.３６±０.２３ ｍｍｏｌ / Ｌ ａｎｄ ５.９±１.２ ｍｍｏｌ / Ｌ ｉｎ ＴＰＮＳ
ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.００１) ａｎｄ ２０.４±１.１ ｍｍｏｌ / Ｌ (Ｐ<０.０５)ꎬ １.９１±０.２５ ｍｍｏｌ / Ｌ (Ｐ>０.０５) ａｎｄ ８.０±０.８ ｍｍｏｌ / Ｌ (Ｐ<
０.０５) ｉｎ ＴＰＮＳ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ.　 Ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｐｌａｑｕｅ ａｒｅａ ｔｏ ｖｅｓｓｅｌ ａｒｅａ ｗａｓ ３１.３％±５.１％ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ １４.１％±５.０％
ｉｎ ＴＰＮＳ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ２４.２％±４.９％ ｉｎ ＴＰＮＳ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０５).　 Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｏｆ ＴＰＮＳ ｃｏｕｌｄ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＩＬ￣１７Ａ ａｎｄ ＴＮＦ￣α ｉｎ ｓｐｌｅｅｎ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌ (ＩＬ￣１７Ａ １８.１±１.５ ｖｓ ２２.８±３.１ꎬＰ<０.０５ꎻ ＴＮＦ￣α １８.３±１.２
ｖｓ ２２.９±０.７ꎬ Ｐ<０.００１). 　 Ｏｎ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｈａｎｄꎬ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｏｆ ＴＰＮＳ ｃｏｕｌｄ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣１０ ｉｎ ｓｐｌｅｅｎ
ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌ (４０.９±２.２ ｖｓ ３６.３±２.８ꎬ Ｐ<０.０５).　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｕｇｇｅｓｔ ｔｈａｔ ＴＰＮＳ ｃｏｕｌｄ ｐｒｅｖｅｎｔ ａｔｈ￣
ｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｂｙ ｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｅｒｕｍ ｌｉｐｉｄ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｓｐｌｅｅｎ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌ ＩＬ￣１７Ａꎬ ＩＬ￣１０ ａｎｄ ＴＮＦ￣α ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ.
ＴＰＮＳ ｍａｙ ｈａｖｅ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅ.

　 　 动脉粥样硬化( ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡｓ)是严重危害

人类健康的常见病ꎬＡｓ 的发病机制主要涉及脂质浸

润学说、血小板聚集和血栓形成学说、平滑肌细胞

克隆学说和损伤反应学说ꎮ １９９９ 年ꎬＲｏｓｓ[１] 在损伤

反应学说的基础上ꎬ明确指出 Ａｓ 不仅是脂质沉积性

疾病ꎬ还是一种炎症性疾病ꎮ 炎症和免疫反应在 Ａｓ
的形成和发展过程中起着重要的作用ꎬ是导致斑块

不稳定及急性冠状动脉综合征( ａｃｕｔｅ ｃｏｒｏｎａｒｙ ｓｙｎ￣
ｄｒｏｍｅꎬＡＣＳ)发生的主要原因[２]ꎮ 中药三七为五加

科人参属植物ꎬ是我国特有的传统名贵中药材ꎬ具
有止血生肌、活血化瘀、舒筋活络、 消炎镇痛、滋补

强壮等功能ꎮ 三七总皂苷( ｔｏｔａｌ ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎ￣
ｏｓｉｄｅｓꎬＴＰＮＳ)是中药三七的主要活性成分ꎮ 在临床

上ꎬＴＰＮＳ 及其制剂主要用于心脑血管疾病的治疗ꎬ
具有保护心脏、抗 Ａｓ、改善脑缺血再灌注损伤等作

用[３]ꎮ 在我们前期的研究中ꎬＴＰＮＳ 可以下调小鼠

主动脉 Ａｓ 斑块中白细胞分化抗原 ４０ (ｃｅｌｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎ￣
ｔｉａｔｉｏｎ ａｎｔｉｇｅｎ ４０ꎬＣＤ４０)、基质金属蛋白酶 ９ 的表

达ꎬ并可抑制氧化型低密度脂蛋白( ｏｘｙｇｅｎｉｚｅｄ ｌｏｗ
ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬｏｘ￣ＬＤＬ)诱导的人脐静脉内皮细

胞 ＣＤ４０、血管细胞黏附分子 １ 的表达[４￣５]ꎮ 本研究

旨在探讨 ＴＰＮＳ 对实验性 Ａｓ 小鼠脾脏单个核细胞

表达白细胞介素 １７Ａ( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１７Ａꎬ ＩＬ￣１７Ａ)、肿
瘤坏死因子 α( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣αꎬＴＮＦ￣α)和白

细胞介素 １０ ( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１０ꎬＩＬ￣１０)的影响ꎬ进一步

探讨 ＴＰＮＳ 防治 Ａｓ 的免疫机制ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 实验动物及药物

　 　 ８ 周龄雄性载脂蛋白 Ｅ 基因敲除(ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ

Ｅ￣ｋｎｏｃｋｏｕｔꎬＡｐｏＥ－ / －)小鼠 ２４ 只ꎬＳＰＦ 级ꎬ品系背景

Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊꎬ购自北京大学医学部实验动物中心ꎬ动
物质量合格证 ＳＣＸＫ (京) ２０１１￣００１２ꎮ ＴＰＮＳ (含

４０％人参皂苷 Ｒｇ１ꎬ３２％人参皂苷 Ｒｂ１ꎬ７％三七参苷

Ｒ１)购自山东省药品检验所ꎮ
１.２　 主要仪器与试剂

ＲＰＭＩ１６４０ 细胞培养液购自赛默飞世尔生物化

学制品有限公司ꎮ 胎牛血清(ＦＣＳ)系美国 Ｇｉｂｃｏ 公

司产品ꎮ ｍｏｕｓｅ ＩＬ￣１０ (批号 ＤＫＷ１２￣２１００)、ｍｏｕｓｅ
ＩＬ￣１７Ａ(批号 ＤＫＷ１２￣２１７０)和 ｍｏｕｓｅ ＴＮＦ￣α(批号

ＤＫＷ１２￣２７２０)ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒均购自深圳达科为

生物技术有限公司ꎮ ＯＣＴ 冰冻切片包埋剂为美国

ＳＡＫＵＲＡ 公司产品ꎮ Ｂｉｏｆｕｇｅ ｐｒｉｍｏ 台式离心机(德
国 Ｈｅｒａｅｕｓ 公司)ꎬ血球计数板(新亚诊察器械厂)ꎬ
酶标仪 (美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎬ ＣＯ２ 培养箱 (美国

Ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎬＳ６４８ 电热恒温水浴箱(上海医疗器

械厂)ꎬＥＬＸ５０ 自动洗板机(美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司)ꎬ细
胞 滤 网 ( 美 国 ＢＤ 公 司 )ꎬ Ｈｉｔａｃｈｉ ９１７ Ｒｏｃｈｅ
Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ 全自动生化分析仪(德国 Ｈｉｔａｃｈｉ 公司产

品)ꎮ Ｉｍａｇｅ￣Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ５. ０ 形态学分析软件系美国

Ｍｅｄｉａ Ｃｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ 公司产品ꎮ ＢＸ￣４１ 型光学显微镜

和 ＩＸＩ￣ＳＬ 型倒置相差显微镜为日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司

生产ꎮ 细胞培养箱ꎬ德国 Ｈｅｒａｅｕｓ 公司生产ꎮ ＬＥＩＣＡ
ＣＭ １９００ 冰冻切片机ꎬ德国 Ｌｅｉｃａ 公司产品ꎮ
１.３　 动物分组与给药方法

ＡｐｏＥ－ / －小鼠随机分为 ３ 组ꎬ模型组、ＴＰＮＳ 小剂

量组和 ＴＰＮＳ 大剂量组ꎬ每组 ６ 只ꎮ 均给予高脂饮

食喂养(１５.００％脂肪ꎬ０.２５％胆固醇ꎬ８４.７５％基础饲

料ꎬ饲料经钴 ６０ 灭菌处理)ꎬ小鼠 ２０ 周龄时ꎬＴＰＮＳ
小剂量组给予 ＴＰＮＳ ４０ ｍｇ / ｋｇ 灌胃ꎬ每日 １ 次ꎬ大剂
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量组给予 ＴＰＮＳ １２０ ｍｇ / ｋｇ 灌胃ꎬ每日 １ 次ꎬ模型组

给予 ０.２ ｍＬ 的生理盐水灌胃ꎬ每日 １ 次ꎮ 小鼠灌胃

时间为 ８ 周ꎮ
１.４　 标本制备及小鼠脾脏单个核细胞的制备

(１)标本制备:小鼠处死前禁食 １２ ｈꎬ不禁水ꎬ
１０％水合氯醛 ０.０４ ｍＬ / １０ ｇ 体质量腹腔注射麻醉ꎬ
摘眼球取血 １ ｍＬꎬ１５００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ取血清ꎬ
－７０℃保存ꎬ备用ꎮ ７５％酒精消毒小鼠后置于超净工

作台上ꎬ无菌取脾ꎬ将脾脏置于盛有 ２ ｍＬ ＲＰＭＩ１６４０
培养液的离心管中ꎮ 用 ０.９％生理盐水从左心室逆

行灌注主动脉后ꎬ自主动脉根部至升主动脉离断主

动脉ꎬ以 ４％多聚甲醛固定ꎬ备用ꎮ (２)小鼠脾脏单

个核细胞的制备:在无菌 ２００ 目滤网上研磨脾脏ꎬ用
含 ５％ ＦＣＳ 的 ＲＰＭＩ１６４０ 培养液制成细胞悬液ꎮ
１２００ ｒ / ｍｉｎ 室温离心 ５ ｍｉｎ 后弃上清ꎮ 加入 ２ ｍＬ
无菌蒸馏水破红细胞膜ꎬ１ ｍｉｎ 后加入 １ ｍＬ ２.７％
ＮａＣｌ 并充分混匀ꎬ再加入 １ ｍＬ ＲＰＭＩ１６４０ 培养液混

匀ꎮ １２００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 后弃上清ꎻ用 ２ ｍＬ 含

１０％ＦＣＳ 的 ＲＰＭＩ１６４０ 培养液重悬细胞获得小鼠脾

脏单个核细胞悬液ꎬ苔盼蓝染色观察细胞活性在

９０％以上ꎬ通过倒置相差显微镜计数细胞ꎬ将脾细胞

终浓度调至 １×１０１０ / Ｌꎮ 将细胞转移至 ９６ 孔培养板

中ꎬ５００ μＬ / 孔ꎬ每只小鼠设 ６ 孔ꎬ将细胞置于 ３７℃、
５％ＣＯ２ 培养箱中培养 ４８ ｈ 后ꎬ收集上清ꎬ－７０℃保

存ꎬ待测细胞因子ꎮ
１.５　 血清学检测血脂浓度

利用德国 Ｈｉｔａｃｈｉ ９１７ Ｒｏｃｈｅ Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ 全自动

生化 分 析 仪 测 定 小 鼠 血 清 总 胆 固 醇 ( ｔｏｔａｌ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬＴＣ)、甘油三酯( ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅꎬＴＧ)及低密

度脂蛋白胆固醇( ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬ
ＬＤＬＣ)ꎬＴＣ、ＴＧ 采用终点法ꎬＬＤＬＣ 采用直接法ꎮ
１.６　 ＨＥ 染色观察主动脉病理形态

将多聚甲醛固定的主动脉用 ＯＣＴ 包埋ꎬ制备冰

冻切片ꎬ自主动脉根部每隔 １００ μｍ 连续横切冰冻

切片 ９ 张ꎬ每张切片上 ３ 个组织面ꎬ每间隔 ３ 张取 １
张ꎬ行 ＨＥ 染色观察并计算斑块面积 / 管腔面积ꎮ
１.７　 ＥＬＩＳＡ 检测小鼠脾脏单个核细胞 ＩＬ￣１７Ａ、ＩＬ￣１０
和 ＴＮＦ￣α 表达

操作按试剂盒说明书进行ꎮ 将标准品倍比稀

释ꎬ依次加入标准品孔ꎬ每孔 １００ μＬꎬ待测样品(脾
细胞培养液上清)加至样品孔ꎬ每孔 １００ μＬꎬ设置空

白孔ꎬ空白孔及标准品孔均做复孔ꎮ 分别加入稀释

后的生物素标记的抗 ＩＬ￣１７Ａ、抗 ＩＬ￣１０、抗 ＴＮＦ￣α 检

测抗体 ５０ μＬꎬ盖上封板膜ꎬ３７℃恒温水浴箱温育 ９０
ｍｉｎꎬ自动洗板机洗板 ４ 次ꎬ加入稀释的辣根过氧化

物酶(ＨＲＰ)ꎬ１００ μＬ / 孔ꎬ３７℃温育 ３０ ｍｉｎꎮ 洗板 ４
次ꎬ加入 ＴＭＢ 显色液ꎬ１００ μＬ / 孔ꎬ３７℃避光温育 １５
ｍｉｎꎬ加入终止液终止反应ꎬ酶标仪 ４５０ ｎｍ 波长处读

取光密度值(ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙꎬＯＤ)ꎮ
１.８　 统计学处理

实验数据以ｘ± ｓ 表示ꎬ组间差异采用 ｏｎｅ￣ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ 分析和 ｑ 检验ꎮ 所有数据资料均使用 ＳＰＳＳ
１１.５ 软件处理ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＴＰＮＳ 对小鼠血清 ＴＣ、ＴＧ 及 ＬＤＬＣ 浓度的影响

　 　 实验表明 ＡｐｏＥ－ / －小鼠的血清 ＴＣ、ＴＧ 及 ＬＤＬＣ
均明显升高ꎬ给予 ＴＰＮＳ 后ꎬ小鼠血脂有不同程度的

降低ꎬ与模型组相比ꎬＴＰＮＳ 大剂量组差异均有显著

性(Ｐ<０.００１)ꎬＴＰＮＳ 小剂量组除 ＴＧ 差异无统计学

意义外(Ｐ>０.０５)ꎬＴＣ、ＬＤＬＣ 均有统计学差异(Ｐ<
０.０５)ꎮ 且大剂量的 ＴＰＮＳ 降脂效果优于小剂量的

ＴＰＮＳ(Ｐ 均<０.０５ꎻ表 １)ꎮ

表 １. ＴＰＮＳ 对小鼠血清 ＴＣ、ＴＧ 及 ＬＤＬＣ 浓度的影响(ｘ±ｓꎬ
ｍｍｏｌ / Ｌ)
Ｔａｂｌｅ １. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＴＰＮＳ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＣꎬ ＴＧ ａｎｄ
ＬＤＬＣ ｉｎ ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｅ￣ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ (ｘ±ｓꎬｍｍｏｌ / Ｌ)

分　 组 ｎ ＴＣ ＴＧ ＬＤＬＣ

模型组 ６ ２８.２±４.０ ２.０８±０.１７ １０.０±１.９

ＴＰＮＳ 小剂量组 ６ ２０.４±１.１ａ １.９１±０.２５ ８.０±０.８ａ

ＴＰＮＳ 大剂量组 ６ １６.４±２.２ｂｃ １.３６±０.２３ｂｃ ５.９±１.２ｂｃ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与模型组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＴＰＮＳ 小剂

量组比较ꎮ

２.２　 ＴＰＮＳ 对主动脉斑块面积的影响

实验显示高脂喂养的 ＡｐｏＥ－ / －小鼠在 ２８ 周龄时

主动脉根部及升主动脉均出现了内膜增厚ꎬ管腔变

窄及 Ａｓ 斑块的形成ꎻＴＰＮＳ 组斑块体积较小ꎬ或局

限于动脉分叉处ꎬ表明 ＴＰＮＳ 有延缓 Ａｓ 斑块形成的

作用(图 １)ꎮ 模型组、ＴＰＮＳ 大剂量组和 ＴＰＮＳ 小剂

量组小鼠主动脉斑块面积 /管腔面积分别为:３１.３％
±５.１％、１４.１％±５.０％和 ２４.２％±４.９％ꎬ三组间比较ꎬ
差异均有显著性(Ｐ 均<０.０５)ꎮ

０８９ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ １０ꎬ２０１６



图 １. 小鼠主动脉斑块 ＨＥ 染色　 　 从左到右依次为模型组、ＴＰＮＳ 大剂量组和 ＴＰＮＳ 小剂量组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｍｉｃｅ ａｏｒｔａ ｐｌａｑｕｅｓ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ

２.３　 ＴＰＮＳ 对小鼠脾脏单个核细胞 ＩＬ￣１７Ａ、ＩＬ￣１０、
ＴＮＦ￣α 表达的影响

研究表明ꎬ大剂量 ＴＰＮＳ 可以提高小鼠脾脏单

个核细胞的 ＩＬ￣１０ 表达ꎬ与模型组相比差异有显著

性(Ｐ<０.０５)ꎬ小剂量组略有升高趋势ꎬ但差异无统

计学意义ꎮ 大剂量 ＴＰＮＳ 可以降低小鼠脾细胞 ＩＬ￣
１７Ａ 和 ＴＮＦ￣α 的表达ꎬ与模型组相比差异均有统计

学意义(Ｐ<０.０５ 或 Ｐ<０.０１)ꎬ且大剂量 ＴＰＮＳ 效果优

于小剂量 ＴＰＮＳ(Ｐ<０.０５ꎻ表 ２)ꎮ

表 ２. ＴＰＮＳ 对小鼠脾脏单个核细胞 ＩＬ￣１０、ＩＬ￣１７Ａ、ＴＮＦ￣α
表达的影响(ｘ±ｓꎬ ｎｇ / Ｌ)
Ｔａｂｌｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＴＰＮＳ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣１０ꎬ ＩＬ￣１７Ａꎬ
ＴＮＦ￣α ｉｎ ｓｐｌｅｅｎ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ ｏｆ ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｅ￣
ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ (ｘ±ｓꎬｎｇ / Ｌ)

分　 组 ｎ ＩＬ￣１０ ＩＬ￣１７Ａ ＴＮＦ￣α

模型组 ６ ３６.３±２.８ ２２.８±３.１ ２２.９±０.７
ＴＰＮＳ 小剂量组 ６ ３６.９±１.０ ２０.１±０.５ ２０.２±１.３ａ

ＴＰＮＳ 大剂量组 ６ ４０.９±２.２ａｃ １８.１±１.５ａｃ １８.３±１.２ｂｃ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与模型组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＴＰＮＳ 小剂

量组比较ꎮ

３　 讨　 论

我们的实验结果表明ꎬ高脂喂养的 ＡｐｏＥ－ / －小鼠

在 ２８ 周龄时均有 Ａｓ 斑块的形成ꎮ ＴＰＮＳ 可以降低

ＡｐｏＥ－ / －小鼠的血清 ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ 水平ꎬ延缓 Ａｓ 斑

块的形成ꎬ并且 ＴＰＮＳ 可以升高小鼠脾脏单个核细

胞 ＩＬ￣１０ 的表达ꎬ降低小鼠脾脏单个核细胞 ＩＬ￣１７Ａ、
ＴＮＦ￣α 的表达ꎮ

１９９２ 年ꎬＰｉｅｄｒａｈｉｔａ 等[６] 应用基因打靶技术成

功复制出 ＡｐｏＥ－ / － 小鼠ꎬ目前该动物模型早已成为

Ａｓ 研究领域中应用最为广泛的基因敲除动物模型ꎮ
５~６ 周龄 ＡｐｏＥ－ / －小鼠即可见单核细胞在血管内皮

上黏附并穿越内皮细胞向内皮下迁移ꎬ１０ 周后可见

脂质条纹ꎬ２０ 周后即可见类似人类 Ａｓ 的纤维斑块ꎮ

其 Ａｓ 病变范围广泛ꎬ全身大中动脉如主动脉根部、
胸主动脉、腹主动脉、肾动脉、冠状动脉等均可发

生ꎮ 高脂饮食可使血胆固醇水平升高和 Ａｓ 病变形

成更快更严重[７]ꎮ 在本研究中ꎬ我们的结果也表

明ꎬ２８ 周龄的 ＡｐｏＥ－ / －小鼠主动脉根部及升主动脉

均有 Ａｓ 斑块形成ꎬ这与以往的研究相符ꎮ
高脂血症特别是高 ＬＤＬＣ 水平是 Ａｓ 发生、发展

的重要因素ꎮ 过多的 ＬＤＬＣ 可通过细胞间隙沉积到

内皮下基质中ꎬ沉积的 ＬＤＬＣ 被氧化修饰成 ｏｘ￣ＬＤＬꎬ
ｏｘ￣ＬＤＬ 可以被巨噬细胞吞噬形成泡沫细胞ꎬ加速 Ａｓ
的进程[８]ꎮ 国内外多项研究表明调脂治疗能够延

缓 Ａｓ 的进程ꎬ增加斑块的稳定性[９￣１０]ꎮ 我们的结果

表明ꎬ经 ＴＰＮＳ 治疗后ꎬ小鼠血清的 ＴＣ、ＴＧ 及 ＬＤＬＣ
水平较模型组有不同程度的降低ꎬ这与以往的研究

相符[４ꎬ１１]ꎮ 同时ꎬ我们观察到给予 ＴＰＮＳ 治疗的小

鼠 Ａｓ 斑块面积 /管腔面积有不同程度的降低ꎬ且随

着 ＴＰＮＳ 剂量的增大ꎬＡｓ 进展的更为缓慢ꎬ这表明

ＴＰＮＳ 有延缓 Ａｓ 进程的作用ꎬ推测该作用与其调脂

作用密切相关ꎮ
ＩＬ￣１０ 是一种单链糖蛋白ꎬ在 Ａｓ 病变中ꎬＩＬ￣１０

可由 ＣＤ４＋ ＣＤ２５＋ 免疫调节 Ｔ 细胞( ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｃｅｌｌꎬ
Ｔｒｅｇ)分泌ꎮ ＩＬ￣１０ 能够抑制初始 Ｔ 细胞的增殖ꎬ降
低 Ｔｈ１ 和 Ｔｈ２ 反应ꎬ可通过抑制促炎细胞因子 ＴＮＦ￣
α、白细胞介素 ６( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣６ꎬ ＩＬ￣６)、单核细胞趋

化因子 １、白细胞介素 １８(ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１８ꎬＩＬ￣１８)等的

合成下调单核细胞、巨噬细胞和平滑肌细胞等靶细

胞的炎性激活ꎬ从而发挥抗 Ａｓ 作用[１２]ꎮ 临床研究

表明ꎬ与正常人群及稳定型心绞痛患者相比ꎬＡＣＳ
患者血中 ＩＬ￣１０ 的含量减少[１３]ꎬ而血浆抗炎细胞因

子 ＩＬ￣１０ 与促炎细胞因子 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１８ 等的适当平

衡有助于 Ａｓ 斑块的稳定[１４]ꎮ 我们的结果表明ꎬ
ＴＰＮＳ 可以升高 ＡｐｏＥ－ / －小鼠的脾脏单个核细胞 ＩＬ￣
１０ 的表达ꎬ表明其可能通过抑制 Ｔｈ１ 和 Ｔｈ２ 反应ꎬ
延缓 Ａｓ 的进程ꎮ

ＩＬ￣１７Ａ 是一种含有 １５５ 个氨基酸的糖蛋白ꎬ主
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要由新型的辅助性 Ｔ 淋巴细胞、Ｔｈ１７ 细胞分泌ꎬＩＬ￣
１７ 通过与其受体 ＩＬ￣１７Ｒ 结合ꎬ可诱导 Ｃ 反应蛋白

表达ꎬ使促炎因子 ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 等表达增加ꎬ促进 Ａｓ
的进程[１５]ꎮ 临床研究表明ꎬＡＣＳ 患者血中 ＩＬ￣１７、
ＩＬ￣２３、ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 明显增高ꎬ且与血小板的聚集呈

正相关[１６￣１７]ꎮ 基础研究表明在 ＡｐｏＥ－ / －小鼠中存在

ＩＬ￣１７ 的高表达ꎬ而抑制 ＩＬ￣１７ 的作用可使 Ａｓ 病变

减轻[１８￣２０]ꎮ 我们运用 ＥＬＩＳＡ 技术检测到 ＴＰＮＳ 可以

降低 ＡｐｏＥ－ / －小鼠脾脏单个核细胞 ＩＬ￣１７Ａ 及 ＴＮＦ￣α
的表达ꎬ推测 ＴＰＮＳ 抗 Ａｓ 作用与其抑制 ＩＬ￣１７ 介导

的炎症反应有关ꎮ
综上所述ꎬ ＴＰＮＳ 可以降低 ＡｐｏＥ－ / － 小鼠血清

ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ 的水平ꎬ升高 ＡｐｏＥ－ / －小鼠脾脏单个核

细胞 ＩＬ￣１０ 的表达ꎬ同时降低 ＩＬ￣１７Ａ、ＴＮＦ￣α 的表

达ꎬ这可能是其抗 Ａｓ 的重要机制之一ꎮ

(致谢:本课题得到山东大学千佛山医院医学研究

中心的大力协助ꎬ在此深表感谢ꎮ)
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