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病变形成的影响
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[摘　 要] 　 目的　 研究香青兰总黄酮对载脂蛋白 Ｅ 基因缺陷小鼠动脉粥样硬化病变的作用及可能的机制ꎮ 方法

载脂蛋白 Ｅ 基因缺陷小鼠随机分为模型组、辛伐他汀组及香青兰总黄酮高、中、低剂量组ꎬ以 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠为正常

对照组ꎬ给药第 １２ 周后处死ꎬ检测血清血脂水平ꎬ主动脉粥样硬化斑块面积 / 管腔面积比值ꎬ免疫组织化学染色观

察主动脉壁细胞间黏附分子 １、血管细胞黏附分子 １ 及增殖细胞核抗原的表达ꎮ 结果　 与模型组比较ꎬ各给药组可

以显著降低血清甘油三酯、低密度脂蛋白胆固醇水平(Ｐ<０.０５ 或 Ｐ<０.０１)ꎻ苏木素伊红染色观察给药组动脉粥样硬

化病变减轻ꎬ斑块面积 / 管腔面积比值减小(Ｐ<０.０５ 或 Ｐ<０.０１)ꎻ免疫组织化学染色显示给药组细胞间黏附分子 １、
血管细胞黏附分子 １ 及增殖细胞核抗原的表达下调(Ｐ<０.０５ 或 Ｐ<０.０１)ꎮ 结论　 香青兰总黄酮可能通过调节载脂

蛋白 Ｅ 基因缺陷小鼠血脂代谢及下调主动脉壁细胞间黏附分子 １、血管细胞黏附分子 １ 及增殖细胞核抗原表达等

的共同作用与影响ꎬ阻止载脂蛋白 Ｅ 基因缺陷小鼠动脉粥样硬化病变形成的发生、发展ꎮ
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　 　 香青兰为唇形科青兰属植物香青兰的干燥地

上部分ꎬ系维吾尔族、蒙古族习用药材ꎬ在新疆资源

丰富[１]ꎮ 其主要的有效成分香青兰总黄酮(ｔｏｔａｌ ｆｌａ￣
ｖｏｎｅｓ ｏｆ ｄｒａｃｏｃｅｐｈａｌｕｍ ｍｏｌｄａｖｉｃａꎬＴＦＤＭ)具有降低
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血脂、舒张血管、抗氧化、抑制血小板聚集等作

用[２￣５]ꎮ 课题组前期研究表明香青兰总黄酮能够抑

制血管平滑肌细胞异常增殖和迁移的作用[６￣９]ꎮ 因

此ꎬ在此基础上ꎬ本研究利用载脂蛋白 Ｅ 基因缺陷

(ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｅ ｇｅｎｅ ｄｅｆｉｃｉｅｎｔꎬＡｐｏＥ－ / － )小鼠建立

动物模型ꎬ在体观察香青兰总黄酮对胸主动脉粥样

硬化病变的影响ꎬ并从其对主动脉细胞间黏附分子

１(ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ￣１ꎬＩＣＡＭ￣１)、血
管细胞黏附分子 １( ｖａｓｃｕｌａｒ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ￣
１ꎬＶＣＡＭ￣１)和增殖细胞核抗原(ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｎｕ￣
ｃｌｅａｒ ａｎｔｉｇｅｎꎬＰＣＮＡ)表达的影响这一角度初步探讨

香青兰总黄酮预防和治疗动脉粥样硬化(ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅ￣
ｒｏｓｉｓꎬＡｓ)的可能机制ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

１.１.１　 仪器　 　 Ｍｏｄｕｌａｒ ＤＰＰ￣Ｈ７６００ 罗氏全自动生

化分析仪ꎻＴＧＬ￣２０Ｂ 高速台式离心机(上海安亭科

学仪器厂)ꎻＯＬＹＭＰＵＳ ＢＸ４０ 自动照相生物显微镜

及图像分析系统ꎮ
１.１.２　 药品与试剂　 　 香青兰总黄酮(新疆自治区

药物研究所ꎬ纯度为 ５７％ꎬ批号为 ２０１３１１０９)ꎻ辛伐

他汀片(杭州默沙东制药有限公司ꎬ批号 Ｌ０１９７３８)ꎻ
胆 固 醇 ( 北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司ꎬ 批 号

１０８Ｄ１０２)ꎻ ＩＣＡＭ￣１ 单克隆抗体 (批号 ＧＲ２２９７９５￣
１)、 ＶＣＡＭ￣１ 单克隆抗体 (批号 ＧＲ１８５３６８￣１１ )、
ＰＣＮＡ 单克隆抗体(批号 ＧＲ１４１５０２￣９)ꎬ均购自美国

Ａｂｃａｍ 公司ꎻ ＳＡＢＣ 免疫组织化学试剂盒 (批号

Ｋ１５２３１７Ａ)ꎬ购自北京中杉金桥生物技术有限公司ꎮ
１.１.３　 动物　 　 ＳＰＦ 级 ８ 周龄雄性 ＡｐｏＥ－ / －小鼠 ４０
只ꎬＣ５７ＢＬ / ６Ｊ ８ 周龄雄性小鼠 ８ 只ꎬ购自北京维通

利华实验动物技术有限公司ꎬ动物合格证号为

ＳＣＸＫ 京 ２０１２￣０００１ꎮ
１.２　 实验分组

适应性喂 养 ２ 周 后ꎬ 将 ４０ 只 ８ 周 龄 雄 性

ＡｐｏＥ－ / －小鼠随机分为 ５ 组ꎬ每组 ８ 只:模型组(给予相

应生理盐水)、辛伐他汀组 (每天给予辛伐他汀

３.５ ｍｇ / ｋｇ)、ＴＦＤＭ 高、中、低剂量组(每天分别给予

ＴＦＤＭ ８４ ｍｇ / ｋｇ、４２ ｍｇ / ｋｇ、２１ ｍｇ / ｋｇ)ꎮ 将 ８ 只 ８ 周龄

Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠作为正常对照组ꎮ
１.３　 模型制备

正常对照组给予普通饲料喂养ꎬ模型组给予高

脂饲料(０.７５％胆固醇、１５％猪油、８４.２５％基础饲料)
喂养ꎬ辛伐他汀组和 ＴＦＤＭ 组给予高脂饲料喂养ꎬ并

每日以相应剂量的药物灌胃ꎻ所有动物自由饮水ꎬ
连续饲喂 １２ 周ꎮ
１.４　 血脂水平检测

小鼠处死前禁食 １２ ｈ 以上ꎬ每组小鼠 ２０％乌拉

坦生理盐水溶液 ０.２ ~ ０.３ ｍＬ 腹腔注射麻醉ꎬ眼眶取

血ꎬ ３０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ分离血清ꎬ常规生物化学

法测定血清总胆固醇(ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬＴＣ)、甘油三酯

(ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅꎬＴＧ)、低密度脂蛋白胆固醇( ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ
ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬＬＤＬＣ)及高密度脂蛋白胆固醇

(ｈｉｇｈ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬＨＤＬＣ)水平ꎮ
１.５　 ＨＥ 染色观察主动脉病理变化

动物处死后完全分离心脏及主动脉ꎬ将心脏和

主动脉根部至髂动脉分叉段离断取出ꎮ 取全部小

鼠主动脉根部 １.０ ｃｍ 主动脉ꎬ４％多聚甲醛固定ꎮ
组织标本脱水ꎬ常规石蜡包埋ꎬ均匀间断切片ꎬ切片

厚 ５ μｍꎮ ＨＥ 染色ꎬ梯度酒精脱水ꎬ中性树胶封片ꎮ
于普通光学显微镜下观察主动脉组织病理改变ꎮ
计算机病理图像分析软件测定 Ａｓ 斑块大小、斑块面

积占管腔面积的比值ꎮ
１.６　 免疫组织化学法测定小鼠主动脉中 ＩＣＡＭ￣１、
ＶＣＡＭ￣１ 及 ＰＣＮＡ 的表达

采用链霉亲和素￣生物素复合物法(ＳＡＢＣ 法)测定

主动脉壁 ＩＣＡＭ￣１、ＶＣＡＭ￣１及 ＰＣＮＡ 的表达(一抗稀释

度 ＩＣＡＭ￣１和 ＰＣＮＡ 为 １ ∶ １００ꎬＶＣＡＭ￣１为 １ ∶ ２５０)ꎬ最
后以 ＤＡＢ 显色ꎬ苏木素轻度复染ꎬ无水乙醇脱水后于

显微镜下观察ꎮ 对于细胞浆表达的免疫组织化学图

片ꎬ用计算机图像扫描并半定量分析 ＩＣＡＭ￣１ 和

ＶＣＡＭ￣１表达的强弱(以灰度值表示阳性率ꎬ阳性率＝
ＩＯＤ/ ａｒｅａ)ꎻ对于细胞核表达的免疫组织化学图片ꎬ通
过对整个高倍镜视野下的图片进行细胞计数ꎬ然后再

计算 ＰＣＮＡ 阳性率(阳性率＝阳性细胞个数 / 视野中所

有细胞个数)ꎮ
１.７　 统计学分析

所有数据以 ｘ±ｓ 表示ꎬ多组间比较采用 Ｏｎｅ￣ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ 单因素方差分析ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异有统计学

意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＴＦＤＭ 对小鼠血脂水平的影响

与正常对照组相比ꎬ模型组 ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ 及

ＨＤＬＣ 水平均有明显增加(Ｐ< ０. ０１)ꎻ与模型组相

比ꎬ辛伐他汀组 ＴＧ、ＬＤＬＣ 水平显著降低(Ｐ<０.０１)ꎬ
ＨＤＬＣ 水平有所升高(Ｐ<０.０５)ꎬＴＦＤＭ 高、中、低剂

量组 ＴＧ 和 ＬＤＬＣ 水平呈剂量依赖性降低(Ｐ<０.０５
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或 Ｐ<０.０１)ꎻＴＦＤＭ 高、中、低剂量组和辛伐他汀组

ＴＣ 水平较模型组均无显著性差异ꎮ 提示 ＴＦＤＭ 具

有改善血脂紊乱的作用(表 １)ꎮ

表１. ＴＦＤＭ对ＡｐｏＥ－/ －小鼠血脂水平的影响(ｘ±ｓꎬ ｎ＝８ꎬ ｍｍｏｌ / Ｌ)
Ｔａｂｌｅ １. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＴＦＤＭ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ｌｉｐｉｄ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＡｐｏＥ－ / －

ｍｉｃｅ(ｘ±ｓꎬ ｎ＝ ８ꎬ ｍｍｏｌ / Ｌ)

分　 组 ＴＣ ＴＧ ＬＤＬＣ ＨＤＬＣ
正常对照组 ２.４３±０.２８ｂ ０.８４±０.３７ｂ ０.２９±０.１０ｂ ２.３４±０.３２ｂ

模型组 ３３.３３±０.９１ ２.５１±１.２０ ３７.１３±３.０４ ６.６４±２.０３
ＴＦＤＭ 低剂量组 ３２.４５±０.８７ １.０６±０.８６ａ ３１.６９±２.３１ａ ７.５６±１.０７
ＴＦＤＭ 中剂量组 ３２.０４±２.４９ ０.９４±０.８４ａ ３０.９６±４.１８ｂ ８.０６±２.００
ＴＦＤＭ 高剂量组 ３０.１３±３.９８ ０.６４±０.１５ｂ ２７.９９±５.７８ｂ ８.０９±０.７３
辛伐他汀组 ３２.１４±１.７２ ０.６８±０.１８ｂ ２９.９０±１.８１ｂ ９.３６±０.５２ａ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与模型组比较ꎮ

２.２　 ＴＦＤＭ 对小鼠主动脉病理形态学变化的影响

ＨＥ 染色显示ꎬ正常对照组小鼠主动脉血管壁

层次清晰ꎬ内膜平滑完整ꎬ无 Ａｓ 病灶ꎻ而模型组和各

给药组小鼠主动脉均有不同程度的 Ａｓ 病变产生ꎮ
模型组主动脉部分斑块体积较大ꎬ融合成片ꎬ管壁

弥漫性增厚ꎬ管腔明显狭窄ꎬ形成粥样斑块ꎬ纤维帽

薄ꎬ脂质核心大ꎬ稳定性差ꎬ易破损ꎮ 各给药组小鼠

主动脉大多斑块体积较小ꎬ管腔狭窄程度较轻ꎬ病
变较局限ꎬ血管内膜局部增厚ꎬ粥样斑块内纤维帽

厚ꎬ脂质核心小ꎬ斑块趋于稳定ꎮ 提示 ＴＦＤＭ 可能有

抑制动脉粥样斑块形成ꎬ增强斑块稳定性的作用

(图 １)ꎮ

图 １. ＡｐｏＥ－ / －小鼠主动脉组织病理学检查(ＨＥ 染色ꎬ ４０×)　 　 Ａ 为正常对照组ꎬＢ 为模型组ꎬＣ 为 ＴＦＤＭ 低剂量组ꎬＤ 为 ＴＦＤＭ 中剂量

组ꎬＥ 为 ＴＦＤＭ 高剂量组ꎬＦ 为辛伐他汀组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ａｏｒｔａ ｉｎ ＡｐｏＥ－ / － ｍｉｃｅ(ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ ４０×)

２.３　 各组小鼠主动脉斑块面积 /管腔面积比值比较

５ 组管腔面积差异无显著性(Ｐ>０.０５)ꎮ ＴＦＤＭ
高、中、低剂量组及辛伐他汀组斑块面积 /管腔面比

值均低于模型组(Ｐ<０.０５ 或 Ｐ<０.０１)ꎬ且呈现一定

的剂量依赖性变化ꎬ各给药组间无显著性差异(Ｐ>
０.０５)ꎬ提示 ＴＦＤＭ 可明显减少 Ａｓ 斑块面积(表 ２)ꎮ

表 ２. ＡｐｏＥ－ / －小鼠主动脉斑块面积及管腔面积比较(ｘ±ｓ)
Ｔａｂｌｅ ２. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｏｒｔｉｃ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃ ｐｌａｑｕｅ ａｒｅａ ａｎｄ ｌｕｍｅｎ ａｒｅａ ｏｆ ＡｐｏＥ－ / － ｍｉｃｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ(ｘ±ｓ)

分　 组 ｎΔ 管腔面积(μｍ２) 斑块面积(μｍ２) 斑块面积 /管腔面积比值

模型组 ７ / ８ ８６７７６７±２２９０９１ ５４５１７３±４２５５８１ ０.５７±０.１５

ＴＦＤＭ 低剂量组 ５ / ８ ８２８４０８±４４３５２６ ３８５７１８±２４８０４１ ０.３８±０.１７ａ

ＴＦＤＭ 中剂量组 ５ / ８ ９７９９３９±２７７２３２ ３６３５１９±２７８６０３ ０.３１±０.２０ａ

ＴＦＤＭ 高剂量组 ４ / ８ ８４９４５８±５０１８８９ ２２８２３７±２２３２１１ ０.２１±０.１９ｂ

辛伐他汀组 ３ / ８ ７７８００７±２２５６０２ ２０８７３９±１９１５２９ ０.１８±０.１３ｂ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与模型组比较ꎮ Δ 指分子为有斑块的小鼠数目ꎬ分母为本组的小鼠数目ꎮ

６７８ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ９ꎬ２０１７



２. ４ 　 ＴＦＤＭ 对小鼠主动脉 ＩＣＡＭ￣１、 ＶＣＡＭ￣１ 和

ＰＣＮＡ 表达的影响

ＰＣＮＡ 主要在细胞核表达ꎬ细胞核被染成棕色

的为阳性细胞ꎬ细胞核被染成蓝色的为阴性细胞ꎮ
ＩＣＡＭ￣１、ＶＣＡＭ￣１ 主要在胞浆中表达ꎬ胞浆呈棕黄色

的为阳性细胞ꎮ 免疫组织化学染色显示ꎬ模型组小

鼠主动脉 ＶＣＡＭ￣１、ＩＣＡＭ￣１ 的表达量与正常对照组

相比显著增加(Ｐ<０.０１)ꎻ与模型组相比ꎬＴＦＤＭ 中、

高剂量组和辛伐他汀组均能抑制 ＶＣＡＭ￣１ 的表达ꎬ
ＴＦＤＭ 低、中、高剂量组和辛伐他汀组均能抑制

ＩＣＡＭ￣１ 的表达(Ｐ<０.０５ 或 Ｐ<０.０１)ꎬ且呈现一定的

剂量依赖性变化ꎮ 模型组小鼠主动脉 ＰＣＮＡ 的表达

量与正常对照组相比显著增加(Ｐ<０.０１)ꎻ与模型组

比较ꎬＴＦＤＭ 中、高剂量组和辛伐他汀组可以显著抑

制 ＰＣＮＡ 的表达(Ｐ<０.０１)ꎬＴＦＤＭ 低剂量组也有所

降低ꎬ呈现一定的剂量依赖性变化(图 ２ 和 ３)ꎮ

图 ２. 免疫组织化学染色检测 ＡｐｏＥ－ / －小鼠主动脉组织 ＩＣＡＭ－１、ＶＣＡＭ－１ 和 ＰＣＮＡ 的表达(２００×)　 　 Ａ 为正常对照组ꎬＢ 为模
型组ꎬＣ 为 ＴＦＤＭ 低剂量组ꎬＤ 为 ＴＦＤＭ 中剂量组ꎬＥ 为 ＴＦＤＭ 高剂量组ꎬＦ 为辛伐他汀组ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＣＡＭ－１ꎬ ＶＣＡＭ－１ ａｎｄ ＰＣＮＡ ｉｎ ａｏｒｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ＡｐｏＥ－ / －ｍｉｃｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏ￣
ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ(２００×)

图 ３. ＴＦＤＭ 对 ＡｐｏＥ－ / －小鼠主动脉 ＩＣＡＭ￣１、ＶＣＡＭ￣１和 ＰＣＮＡ 表达的影响　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与模型组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＴＦＤＭ ｏｎ ＩＣＡＭ￣１ꎬ ＶＣＡＭ￣１ ａｎｄ ＰＣＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＡｐｏＥ－ / －ｍｉｃｅ
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３　 讨　 论

本研究通过利用高脂饲料喂养易自发形成 Ａｓ
的 ＡｐｏＥ－ / －小鼠建立合适的 Ａｓ 模型ꎬ探讨 ＴＦＤＭ 对

Ａｓ 病变的影响及作用机制ꎮ Ａｓ 是一种慢性炎症过

程ꎬ各种危险因素使血管内皮受损ꎬ脂质和炎症细

胞聚集ꎬ同时血管平滑肌细胞增殖和细胞外基质分

泌增多在受损的血管内皮下形成斑块ꎮ
大量实验性研究和流行病学调查显示 Ａｓ 的发

生发展与血脂紊乱密切相关[１０￣１１]ꎮ 本研究中ꎬ
ＴＦＤＭ 可能通过降低血浆中 ＴＧ、ＬＤＬＣ 来达到干预

Ａｓ 病变发展的作用ꎬ对降低 ＴＣ 和升高 ＨＤＬＣ 的作

用并不明显ꎮ 其调节血脂紊乱的作用与辛伐他汀

相似ꎮ 主动脉病理学检查也证实 ＴＦＤＭ 具有抑制

Ａｓ 病变发展的作用ꎮ
Ａｓ 病变不仅有血脂紊乱ꎬ还是一种慢性炎症过

程[１２]ꎮ Ａｓ 早期单核细胞等炎症细胞黏附于受损的

内皮细胞ꎬ而 ＩＣＡＭ￣１ 和 ＶＣＡＭ￣１ 在这一过程中发

挥着重要作用ꎮ ＩＣＡＭ￣１ 和 ＶＣＡＭ￣１ 是存在于细胞

表面的一种糖蛋白ꎬ属于免疫球蛋白超家族类黏附

分子ꎬ正常情况下在血管内皮不表达或仅有微弱地

表达ꎻ病理状态下ꎬ病变内皮在各种致炎因子刺激

下黏附分子大量表达ꎬ介导单核细胞、淋巴细胞等

慢性炎症细胞黏附于血管内皮细胞并迁移至病变

内皮下ꎬ促进 Ａｓ 病变的发生发展[１３￣１４]ꎮ 本研究结

果发现ꎬ 模型组小鼠主动脉病变中 ＩＣＡＭ￣１ 和

ＶＣＡＭ￣１ 高表达ꎬ而 ＴＦＤＭ 各剂量组可不同程度地

抑制其表达ꎬ且对黏附分子表达的抑制作用与辛伐

他汀相似ꎬ说明 ＴＦＤＭ 可以通过抑制黏附分子

ＩＣＡＭ￣１ 和 ＶＣＡＭ￣１ 的表达ꎬ减轻炎症反应ꎬ从而抑

制 Ａｓ 病变的发生发展ꎮ
ＰＣＮＡ 是一种细胞核内酸性蛋白质ꎬ在细胞分

裂时协调 ＤＮＡ 引导链和后随链的合成ꎬ对细胞分裂

及增殖起重要作用ꎮ 检测血管壁 ＰＣＮＡ 的表达ꎬ能
较好地反应血管细胞的增殖活性[１２]ꎮ 本研究结果

发现ꎬ模型组小鼠主动脉病变中 ＰＣＮＡ 高表达ꎬ说明

血管细胞正处于增殖状态ꎬＴＦＤＭ 各剂量组可不同

程度地抑制其表达且作用效果与辛伐他汀无显著

性差异ꎬ说明 ＴＦＤＭ 具有抑制血管细胞增殖的作用ꎮ
以上结果表明ꎬＴＦＤＭ 可能通过调节脂质代谢ꎬ

减轻炎症反应ꎬ抑制血管细胞增殖来达到阻止 Ａｓ 的
发生和发展ꎮ
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