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[摘　 要] 　 目的　 探讨赤芍总苷(ＴＰＧ)对自发性高血压大鼠(ＳＨＲ)血管重构基质金属蛋白酶 ９(ＭＭＰ￣９)、金属蛋

白酶组织抑制因子 １(ＴＩＭＰ￣１)和血管壁氧化应激的干预作用ꎮ 方法　 ３０ 只 ８ 周龄雄性 ＳＨＲ 大鼠随机分为 ３ 组:低
剂量 ＴＰＧ 组(低剂量组ꎬｎ＝ １０)、高剂量 ＴＰＧ 组(高剂量组ꎬｎ＝ １０)、对照组(ｎ＝ １０)ꎻ另外以 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠作为空白组

(ｎ＝ ８)ꎮ 低剂量组、高剂量组分别以 １００、２００ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)的 ＴＰＧ 灌胃ꎬ对照组、空白组以 ２ ｍＬ 生理盐水灌胃ꎮ ８
周后ꎬ酶联免疫吸附测定法测定血清 ＭＭＰ￣９、ＴＩＭＰ￣１ 水平ꎻ活性氧(ＲＯＳ)荧光探针检测胸主动脉壁细胞氧化应激

水平ꎻ免疫组织化学染色检测主动脉 ＭＭＰ￣９、ＴＩＭＰ￣１ 蛋白表达ꎮ 结果　 与空白组比较ꎬ对照组 ＭＭＰ￣９、ＴＩＭＰ￣１ 血

清水平及血管壁 ＭＭＰ￣９、ＴＩＭＰ￣１ 蛋白表达均明显升高(Ｐ<０.０５)ꎮ ＴＰＧ 治疗后ꎬＭＭＰ￣９ 有所下降ꎬ高剂量组与对照

组比较ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ但 ＴＩＭＰ￣１ 在低剂量组、高剂量组、对照组间差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ
对照组胸主动脉 ＲＯＳ 水平明显高于空白组ꎬ而低剂量组、高剂量组 ＲＯＳ 水平较对照组下降ꎮ 结论　 高血压血管重

构存在血管氧化应激和 ＭＭＰ￣９ 水平升高ꎻＴＰＧ 能够抑制动脉氧化应激和 ＭＭＰ￣９ 水平ꎬ改善高血压血管重构ꎬ可作

为高血压治疗的辅助药物ꎮ
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　 　 赤芍总苷( ｔｏｔａｌ ｐａｅｏｎｙ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅꎬＴＰＧ)为赤芍

的总提取物ꎬ主要为单萜苷类化合物ꎬ具有抗血栓、
抗凝血的作用[１]ꎮ 本课题组在前期研究中发现

ＴＰＧ 具有抑制高血压血小板活化功能[２]ꎬ但对高血

压血管重构的研究尚未见报道ꎮ 近年来研究表明ꎬ
赤芍联合川穹可以使高脂饮食的兔血管动脉硬化

斑块逆转ꎬ降低斑块中基质金属蛋白酶 ９ (ｍａｔｒｉｘ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ￣９ꎬＭＭＰ￣９)表达[３]ꎮ ＴＰＧ 能够抑制

糖尿病大鼠氧化应激水平而对糖尿病肾损害具有

保护作用[４]ꎻ本课题组在既往研究中也发现高血压

主动脉的氧化应激水平升高[５]ꎮ ＴＰＧ 是否具有对

高血压动脉细胞外 ＭＭＰ￣９、金属蛋白酶组织抑制因

子 １( ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ￣１ꎬＴＩＭＰ￣１)
和氧化应激水平起抑制作用ꎬ目前尚无相关报道ꎮ
本研 究 应 用 ＴＰＧ 对 自 发 性 高 血 压 大 鼠

(ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔꎬ ＳＨＲ) 进行灌胃处

理ꎬ研究 ＴＰＧ 对高血压大鼠循环和主动脉 ＭＭＰ￣９、
ＴＩＭＰ￣１ 以及动脉壁活性氧( ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ
ＲＯＳ)水平的影响ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 实验动物分组及 ＴＰＧ 制备

８ 周龄雄性 ＳＨＲ 大鼠 ３０ 只作为实验组ꎬ８ 周龄

雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ８ 只作为空白组ꎬ均为 ＳＰＦ(ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅ)级ꎬ体重 １２０~ １４０ ｇꎬ北京维通利华实

验动物技术有限公司提供ꎮ ＴＰＧ 由中药赤芍利用

乙醇回流法提取获得ꎬ流程如下:将赤芍根除杂质ꎬ
粉碎过 ６０ 目筛ꎬ以 ７０％乙醇回流提取ꎬ减压浓缩ꎬ过
Ｄ１０１ 大孔吸附树脂柱ꎬ３ 倍量蒸馏水洗ꎬ再用 ３ 倍

量的乙醇洗脱ꎬ收集 ２０％洗脱组分ꎬ减压回收乙醇ꎬ
剩余浸膏于真空干燥器中干燥ꎻＴＰＧ 纯度达 ９５％以

上ꎮ ＴＰＧ 灌胃剂量参考既往文献所描述剂量[６]ꎮ
将实验组的 ＳＨＲ 大鼠随机分为低剂量 ＴＰＧ 组(简
称低剂量组ꎬｎ ＝ １０)、高剂量 ＴＰＧ 组(简称高剂量

组ꎬｎ＝ １０)和对照组(ｎ ＝ １０)ꎮ 低剂量组、高剂量组

分别以 １００、２００ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)的 ＴＰＧ 经生理盐水溶

解至 ２ ｍＬ 后灌胃ꎻ每周测量大鼠体重ꎬ随体重调整

给药剂量ꎬ连续 ８ 周ꎮ 对照组、空白组同一时间进行

同等量生理盐水灌胃ꎮ 实验前后分别使用安徽正

华生物设备有限公司生产的 ＺＨ￣ＨＸ￣Ｚ 型无创尾动

脉血压测量系统经尾动脉测血压ꎮ
１.２　 血清 ＭＭＰ￣９、ＴＩＭＰ￣１ 水平测定

８ 周后ꎬ 经静脉采血ꎬ ４℃、 ３０００ ｒ / ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎꎬ取血清－２０℃冰箱保存待测ꎮ 采用酶联免疫

吸 附 测 定 ( ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙꎬ
ＥＬＩＳＡ)方法按试剂盒说明测定各组清 ＭＭＰ￣９、
ＴＩＭＰ￣１ 水平ꎮ ＭＭＰ￣９ ＥＬＩＳＡ 试剂盒由欣博盛生物

科技有限公司提供ꎻＴＩＭＰ￣１ ＥＬＩＳＡ 试剂盒由 Ｒ＆Ｄ
公司提供ꎮ
１.３　 免疫组织化学检测

两组中胸主动脉组织切片依序取 ３ 张分别行

ＭＭＰ￣９ 免疫组织化学染色ꎮ 步骤如下:切片经二甲

苯脱蜡ꎬ乙醇脱二甲苯ꎬ磷酸盐缓冲液洗涤ꎬ经微波

修复ꎬ３％过氧化氢溶液浸泡后ꎬ分别滴加入一抗

ＭＭＰ￣９ꎻ４℃孵育过夜后ꎬ加二抗ꎬ３７℃孵育 ３０ ｍｉｎꎬ
联苯二胺显色ꎬ显微镜下观察到阳性区变黄色ꎬ蒸
馏水中止反应ꎬ苏木素复染ꎬ水性封片剂封片ꎮ 采

用 Ｉｍａｇｅ￣Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６.０ 图像分析软件ꎬ对组织玻片的

免疫组织化学结果进行平均光密度(ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙꎬ
ＯＤ)分析ꎬ每张切片随机取 ３ 个高倍视野进行观察ꎬ
选取阳性区域测定灰度值并取平均 ＯＤ 值ꎬ同一组

织的 ３ 张切片再次取平均值ꎮ 试剂:一抗 ＭＭＰ￣９ 抗

体(货号:Ａ￣ＡＪ１５０３ｂꎬＡｂｇｅｎｔ 公司ꎬＳａｎ ＤｉｅｇｏꎬＣＡ)ꎻ
二抗(Ｄａｋｏ 公司)ꎮ
１.４　 氧化应激水平测定

取胸主动脉冰冻切片以 ＲＯＳ 荧光探针二氢乙

啶溶液加到主动脉环上ꎬ在 ３７℃避光孵育 ３０ ｍｉｎꎬ
在荧光显微镜下ꎬ用绿光激发ꎬ观察和拍摄动脉环

红色发射图像ꎬＲＯＳ 阳性细胞在整个核区被染成红

色ꎻ观察动脉环染色情况ꎮ
１.５　 统计学处理

数据统计采用 ＳＰＳＳ １７.０ ｆｏｒ Ｗｉｎｄｏｗｓ 软件计算
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完成ꎬ计量资料以 ｘ±ｓ 表示ꎬ两样本均数比较采用 ｔ
检验ꎻ单因素多组间比较ꎬ方差齐时ꎬ采用单因素方

差分析(ＡＮＯＶＡ)ꎬ组间多重比较应用 ＬＳＤ 检验ꎻＰ<
０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 各组体重、血压和血清ＭＭＰ￣９、ＴＩＭＰ￣１水平比较

大鼠饲养至 １６ 周龄ꎬ体重在各组之间的比较ꎬ

差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ ８、１６ 周龄 ＳＨＲ(实
验组)较同周龄 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠(空白组)比较ꎬ血压明

显升高ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 对照组血清

ＭＭＰ￣９、ＴＩＭＰ￣１ 水平均明显升高ꎬ与空白组比较ꎬ差
异有统计学意义(Ｐ< ０. ０５)ꎮ ＴＰＧ 治疗后ꎬＭＭＰ￣９
水平有所下降ꎬ高剂量组与对照组比较ꎬ差异有统

计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ但 ＴＩＭＰ￣１ 水平变化不大ꎬ低剂

量组、高剂量组、对照组组间差异无统计学意义(Ｐ>
０.０５)(表 １)ꎮ

表 １. 各组大鼠体重、血压及血清 ＭＭＰ￣９、ＴＩＭＰ￣１水平比较

Ｔａｂｌｅ １. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔꎬ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ＭＭＰ￣９ ａｎｄ ＴＩＭＰ￣１ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

分　 组 ｎ １６ 周龄体重(ｇ) ８ 周龄血压(ｍｍＨｇ) １６ 周龄血压(ｍｍＨｇ) ＭＭＰ￣９(μｇ / Ｌ) ＴＩＭＰ￣１(μｇ / Ｌ)
低剂量组 １０ ２７５.６５±１６.２０ １５２.５２±２０.２６ａ ２２２.０±１８.３ａ １０８.７６±１５.９４ ６３.６５±１０.７８ａ

高剂量组 １０ ２６９.５６±１５.３４ １５４.６７±２４.３４ａ ２１６.０±１５.４ａ ７０.８８±９.８０ｂ ６１.６４±９.６８ａ

对照组 １０ ２６８.３４±１０.８７ １５３.９６±２８.６６ａ ２２４.０±１４.５ａ １２２.５６±２６.３１ａ ６４.７８±１４.５９ａ

空白组 ８ ２７２.４８±１１.６７ １３５.２３±２０.８７ １４６.０±２４.６ ６８.７０±１９.６４ ４２.６８±１３.３４
Ｆ 值 ０.２５６ ４.３６８ ９.０１４ ２６.５６ ９.８９
Ｐ 值 ０.７８９ ０.０４０ ０.０００ ０.０００ ０.０１３

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与空白组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎮ

２.２　 主动脉壁 ＭＭＰ￣９、ＴＩＭＰ￣１ 蛋白表达水平

免疫组织化学染色结果显示ꎬ对照组主动脉壁

ＭＭＰ￣９ 蛋白表达明显升高ꎬ与空白组比较ꎬ差异有

统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ而低剂量组、高剂量组与对

照组比较ꎬＭＭＰ￣９ 蛋白表达水平有所下降ꎬ高剂量

组更为明显ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ ＳＨＲ 大

鼠主动脉壁 ＴＩＭＰ￣１ 蛋白表达升高ꎬ与 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠

(空白组)比较ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ对照

组、低剂量组、高剂量组组间 ＴＩＭＰ￣１ 蛋白表达差异

无统计学意义(Ｐ>０.０５)(图 １)ꎮ

图 １. 免疫组织化学染色检测主动脉壁 ＭＭＰ￣９、ＴＩＭＰ￣１蛋白表达　 　 显微镜图放大倍数为 ２００ 倍ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与空白组比较ꎻｂ
为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＭＭＰ￣９ ａｎｄ ＴＩＭＰ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ａｏｒｔｉｃ ｗａｌｌ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ

６７７ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ８ꎬ２０１８



２.３　 主动脉氧化应激水平

取胸主动脉切片经 ＲＯＳ 荧光探针孵育后ꎬ在荧

光显微镜以绿光激发ꎬ可以观察动脉形态和 ＲＯＳ 阳

性细胞表达ꎮ 空白组大鼠主动脉环阳性细胞少或

无ꎬ对照组血管环中可见较多阳性细胞胞核染成红

色ꎬ说明血管氧化性高ꎻ低剂量组和高剂量组阳性

细胞数较对照组减少ꎬ以高剂量组为明显ꎬ说明

ＴＰＧ 治疗后明显抑制了血管氧化水平(图 ２)ꎮ

图 ２. ＲＯＳ 荧光探针检测胸主动脉壁细胞氧化水平(２００×)
Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｈｏｒａｃｉｃ ａｏｒｔａ ｗａｌｌ ｃｅｌｌｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＯＳ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｐｒｏｂｅ(２００×)

３　 讨　 论

赤芍是传统的活血化瘀类中药ꎬＴＰＧ 为赤芍的

主要活性成份ꎬ有较强的抗动脉粥样硬化作用ꎮ 近

年来发现ꎬ细胞外基质的合成与降解是高血压病心

血管重塑的重要特征ꎻ与基质代谢密切相关的酶如

ＭＭＰ 及其特异抑制剂 ＴＩＭＰ 在高血压病早期血管

重构中起着十分重要的作用ꎮ ＴＩＭＰ 与 ＭＭＰ 以

１ ∶ １结合从而抑制 ＭＭＰ 活性ꎬ二者互相拮抗ꎬ其动

态平衡是保持细胞间质稳态的关键ꎮ ＭＭＰ￣９ 可以

作为早期血管硬化的信号[７]ꎬ在高血压病早期血管

重构中起重要作用ꎮ 有学者发现ꎬ赤芍可以使高脂

饮食的兔血管动脉硬化斑块逆转ꎬ降低斑块中

ＭＭＰ￣９ 表达[３]ꎮ 本课题组早期研究发现 １６ 周龄高

血压大鼠主动脉发生高血压血管重构现象ꎬ并且血

管壁 ＭＭＰ￣９ 表达升高[５]ꎮ 氧化应激是指机体组织

或细胞内氧自由基生成增加和清除能力降低ꎬ导致

ＲＯＳ 在体内或细胞内蓄积而引起的氧化损伤过程ꎻ
过量的 ＲＯＳ 引起细胞和组织损伤ꎮ 血管壁内可产

生多种 ＲＯＳꎬ它们独自或联合参与了高血压血管内

皮损伤的发生与发展过程ꎮ 病理情况下ꎬＲＯＳ 产生

过多和(或)抗氧化能力降低ꎬ使得 ＲＯＳ 大量蓄积而

引起氧化损伤ꎬ可损害血管内皮ꎬ导致血管内皮功

能障碍、顺应性降低ꎬ血管功能及结构发生改变ꎬ最
终促进了高血压的发生和发展[８]ꎮ 同时ꎬ氧化应激

可以促进动脉粥样硬化的发生[９]ꎬ促进包括高血压

在内的心血管疾病的病理过程[１０]ꎮ ＲＯＳ 可直接改

变血管功能ꎬ引起心血管重构ꎬ表现为细胞排列紊

乱ꎬ肌细胞伸长和重建等[１１￣１２]ꎮ 研究表明ＭＭＰ￣９ 和

氧化应激在高血压等心血管疾病中具有重要的

作用[１３]ꎮ
本研究通过对 １６ 周龄 ＳＨＲ 大鼠血清 ＭＭＰ￣９、

ＴＩＭＰ￣１ 水平进行检测ꎬ发现两者水平均明显升高ꎬ
同时运用免疫组织化学染色观察主动脉 ＭＭＰ￣９、
ＴＩＭＰ￣１ 蛋白水平ꎬＲＯＳ 探针检测血管壁氧化应激水

平ꎬ发现 ＳＨＲ 的实验组 ＭＭＰ￣９、ＴＩＭＰ￣１ 表达明显增

强ꎬ氧化应激水平明显升高ꎮ 说明主动脉壁存在明

显血管重构改变ꎬ与既往研究[５] 相一致ꎮ ＴＰＧ 可以

抑制 ＭＭＰ￣９ 和氧化应激水平ꎬ并在高剂量 ＴＰＧ 治

疗组中可见 ＭＭＰ￣９ 和氧化应激水平下降程度具有

统计学意义ꎮ 表明 ＴＰＧ 具有抗氧化及保护血管重

构及损伤的作用ꎬ类似他汀类药物对高血压血管重
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构的治疗作用[１４]ꎻ其机制可能是提高超氧化物歧化

酶活性和降低丙二醛水平ꎬ在提高血管内皮细胞抗

氧化能力及促进一氧化氮释放方面产生协同作

用[１５]ꎮ 但 ＴＰＧ 对 ＴＩＭＰ￣１ 水平影响不大ꎬ具体原因

有待进一步研究明确ꎮ
总之ꎬ在高血压血管重构中ꎬ存在大动脉细胞

外基质 ＭＭＰ￣９ 增加ꎬ血管氧化应激水平升高ꎬＴＰＧ
不仅降低血清 ＭＭＰ￣９ 水平ꎬ同时抑制主动脉 ＭＭＰ￣
９ 的生成及氧化应激水平ꎮ 该研究不仅深化了高血

压靶器官损害的机制ꎬ同时也为高血压血管重构的

临床治疗提供了新的研究方向ꎮ
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