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川芎嗪对 ApoE- / - 小鼠动脉粥样硬化斑块的影响及机制

韩利平, 王天珩, 曹利波, 杨昊煜
邯郸市第一医院药学部,河北省邯郸市 056002

[摘　 要] 　 [目的] 　 探讨川芎嗪(TMP)对动脉粥样硬化(As)斑块的影响及潜在机制。 [方法] 　 43 只 ApoE- / -小

鼠通过高脂饮食 8 周的方法制备 As 动物模型,3 只用于造模结局验证,40 只随机分为模型组、TMP 低剂量(25 mg / kg)
组、TMP 中剂量(50 mg / kg)组、TMP 高剂量(100 mg / kg)组和阿托伐他汀(AT,2. 6 mg / kg)组,每组 8 只;另取 8 只

C57BL / 6J 小鼠设为对照组。 灌胃给药 8 周后,生物化学法检测血清总胆固醇(TC)、甘油三酯(TG)、低密度脂蛋白

(LDL)和高密度脂蛋白(HDL)水平,计算 As 指数;ELISA 法检测血清氧化型低密度脂蛋白(ox-LDL)和肿瘤坏死因

子 α(TNF-α)、白细胞介素 1β( IL-1β)、单核细胞趋化蛋白 1(MCP-1)、细胞间黏附分子 1( ICAM-1)水平;HE 染色评

估主动脉病理学改变;油红 O 染色评估主动脉斑块状况,计算斑块面积百分比;Masson 染色评估主动脉纤维化状

况,计算胶原面积百分比;免疫组织化学( IHC)法检测主动脉单核细胞 / 巨噬细胞抗体 2(MOMA-2)、α 平滑肌肌动

蛋白(α-SMA)表达,计算斑块易损指数;RT-qPCR、Western blot 法检测主动脉过氧化物酶体增殖物激活受体 γ
(PPARγ)、核因子 κB p65(NF-κB p65)的 mRNA 和蛋白表达。 [结果] 　 与对照组相比,模型组小鼠血清 TC、TG、
LDL、ox-LDL、TNF-α、IL-1β、MCP-1、ICAM-1 水平和 As 指数均显著升高,HDL 水平显著降低(P<0. 05);主动脉表现

出内膜不均匀增厚、泡沫细胞和脂肪细胞堆积、大量斑块形成、管腔狭窄、炎性细胞浸润等病理学改变,主动脉斑块

面积百分比、胶原面积百分比、MOMA-2 和 α-SMA 阳性面积百分比、斑块易损指数均显著升高(P<0. 05);主动脉

PPARγ mRNA 和蛋白表达水平显著降低,NF-κB p65 mRNA 和蛋白表达水平显著升高(P<0. 05)。 与模型组相比,
TMP 中、高剂量组和 AT 组血清 TC、TG、LDL、ox-LDL、TNF-α、IL-1β、MCP-1、ICAM-1 水平和 As 指数均显著降低,
HDL 水平显著升高(P<0. 05);主动脉病理学改变明显改善,斑块面积百分比、胶原面积百分比、MOMA-2 阳性面积

百分比、斑块易损指数均显著降低,α-SMA 阳性面积百分比显著升高(P<0. 05);主动脉 PPARγ mRNA 和蛋白表达

水平显著升高,NF-κB p65 mRNA 和蛋白表达水平显著降低(P<0. 05)。 并且,TMP 对 As 小鼠各项检测指标(MCP-1
除外)的作用呈现一定的剂量依赖性。 TMP 高剂量组对 As 小鼠各项检测指标(LDL、As 指数除外)的调控作用与

AT 组相当或优于 AT 组。 [结论] 　 TMP 具有缩小 As 小鼠斑块面积、提高易损斑块稳定性的作用,这可能与调节

PPARγ / NF-κB 信号通路从而改善脂质代谢和抑制炎症反应有关。
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Effect and mechanism of tetramethylpyrazine on atherosclerotic plaques in ApoE- / -

mice
HAN Liping, WANG Tianheng, CAO Libo, YANG Haoyu
Department of Pharmacy, Handan First Hospital, Handan, Hebei 056002, China
[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the effect and potential mechanisms of tetramethylpyrazine (TMP) on athero-
sclerotic plaques. 　 　 Methods　 43 ApoE- / - mice were used to establish the animal model of atherosclerosis (As) by
high-fat diet for 8 weeks, 3 of which were used for model outcome verification, and another 40 model mice were randomly
divided into model group, TMP low dose (25 mg / kg) group, TMP medium dose (50 mg / kg) group, TMP high dose
(100 mg / kg) group and atorvastatin (AT, 2. 6 mg / kg) group, with 8 mice in each group; another 8 C57BL / 6J mice were
set as control group. 　 After gavaging administration for 8 weeks, the levels of total cholesterol (TC), triglyceride (TG),
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low density lipoprotein (LDL), high density lipoprotein (HDL) in the serum were detected by biochemical methods, and
the As index was calculated. 　 The levels of oxidized low density lipoprotein (ox-LDL), tumor necrosis factor-α (TNF-α),
interleukin-1β (IL-1β), monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), intercellular adhesion molecule-1 ( ICAM-1) in
serum were detected by ELISA method. 　 The pathological changes of aorta was evaluated by HE staining. 　 The aortic
plaque formation was evaluated by oil red O staining, and the plaque area percentage was calculated. 　 The aortic fibrosis
was evaluated by Masson staining, and the collagen area percentage was calculated. 　 The expression of monocyte macro-
phage antibody-2 (MOMA-2) and α-smooth muscle actin (α-SMA) in the aorta was detected by immunohistochemistry
(IHC) method, and the plaque vulnerability index was calculated. 　 The mRNA and protein expression of peroxisome pro-
liferator-activated receptor γ (PPARγ), nuclear factor-κB p65 (NF-κB p65) in aorta were detected by RT-qPCR or West-
ern blot method. 　 　 Results　 Compared with control group, the levels of TC, TG, LDL, ox-LDL, TNF-α, IL-1β, MCP-
1, ICAM-1 in serum and As index of the mice were significantly increased in model group, while the level of HDL was sig-
nificantly decreased (P<0. 05). 　 The aorta showed pathological changes such as uneven thickening of the intima, accu-
mulation of foam cells and fat cells, formation of a large number of plaques, lumen stenosis and infiltration of inflammatory
cells; the percentage of aortic plaque area, percentage of collagen area, MOMA-2 and α-SMA positive area, plaque vulner-
ability index were all significantly increased (P<0. 05). 　 The mRNA and protein expression of PPARγ in aorta were sig-
nificantly decreased, and the mRNA and protein expression of NF-κB p65 were significantly increased (P<0. 05). 　 Com-
pared with model group, the levels of TC, TG, LDL, ox-LDL, TNF-α, IL-1β, MCP-1, ICAM-1 in serum and As index of
the mice were significantly decreased in the TMP medium, high dose group and AT group, the level of HDL was signifi-
cantly increased ( P < 0. 05 ). 　 The pathological changes of aorta were significantly improved. 　 The plaque area
percentage, collagen area percentage, MOMA-2 positive area percentage and plaque vulnerability index were significantly
decreased, and the α-SMA positive area percentage was significantly increased (P<0. 05). 　 The mRNA and protein ex-
pression of PPARγ in aorta were significantly increased, the mRNA and protein expression of NF-κB p65 were significantly
decreased (P<0. 05). 　 Moreover, TMP exhibited a certain dose-dependent effect on various detection indicators (except
MCP-1) in As mice. 　 The regulatory effect of TMP high dose group on various detection indicators (except LDL and As
index) in As mice was comparable or superior to those of AT group. 　 　 Conclusion 　 TMP can reduce the area of As
plaque and improve the stability of vulnerable plaque in As mice, its mechanism may be related to regulating PPARγ / NF-
κB signaling pathway, improving lipid metabolism and inhibiting inflammatory response.
[KEY WORDS]　 atherosclerosis;　 tetramethylpyrazine;　 PPARγ / NF-κB signaling pathway;　 inflammatory response;
lipid metabolism

　 　 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是一种慢性

进行性炎症性病变,以脂质聚集形成 As 斑块、内膜

增厚和管腔狭窄为主要特征,易损斑块破裂、血小

板聚集、血栓形成导致动脉狭窄或闭塞,是引发急

性心肌梗死(acute myocardial infarction,AMI)、心源

性猝死等急危心血管疾病的主要原因,严重威胁着

患者的生命健康。 As 发病机制复杂,其中脂代谢紊

乱和炎症反应被认为在 As 发展过程中起着至关重

要的作用[1-2]。 过氧化物酶体增殖物激活受体 γ
(peroxisome proliferator-activated receptor γ,PPARγ)
为配体激活型核因子超家族成员,在血管内皮细

胞、平滑肌细胞等广泛表达,能够通过调节脂肪相

关基因表达和脂肪细胞分化,促进细胞内胆固醇流

出和氧化型低密度脂蛋白(oxidized low density lipo-
protein,ox-LDL)清除,从而改善脂质代谢;通过下调

核因子 κB(nuclear factor-κB,NF-κB)表达与活化而

抑制 炎 症 反 应[3]。 研 究 表 明, 通 过 药 物 调 节

PPARγ / NF-κB 信号通路可改善 As 动物模型脂质

代谢并抑制炎症反应, 从而逆转或阻滞 As 进

展[4-6]。 川芎嗪( tetramethylpyrazine,TMP)是由中药

川芎提取的一种酰胺类生物碱,为川芎的主要活性

成分,具有调脂、抗炎和抗氧化等多种药理学作用,
目前主要用于缺血性脑血管疾病的治疗。 有研究

报道,TMP 能够有效降低冠心病大鼠总胆固醇( total
cholesterol,TC)、甘油三酯( triglyceride,TG)、低密度

脂蛋白(low density lipoprotein,LDL)等血脂指标,并
提高高密度脂蛋白(high density lipoprotein,HDL)水
平[7];TMP 可促进巨噬细胞中胆固醇流出,抑制 ox-
LDL 诱导的炎症反应和巨噬细胞源性泡沫细胞形

成[8-9];并且,TMP 能够通过调节 PPARγ / NF-κB 信

号通路抑制多囊卵巢综合征大鼠炎症反应[10]。 动

物实验和临床研究结果显示,TMP 对 As 症状具有

一定的改善作用[11-12],但对 As 斑块的影响及相关

作用机制的报道尚不多见。 本研究旨在探讨 TMP
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对 As 斑块的影响,并基于 PPARγ / NF-κB 信号通路

探讨其潜在机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

43 只清洁级雄性 ApoE- / - 小鼠(8 周龄,体重

18 ~ 21 g)和 8 只清洁级雄性 C57BL / 6J 小鼠(8 周

龄,体重 18 ~ 21 g)购自北京维通利华实验动物公司

[许可证号:SCXK(京)2021-0011]。 饲养于通风良

好、温度(24±1)℃、湿度 45% ~65% 、12 h 光照黑暗

循环的动物房中,食水不限。 本研究获得邯郸市第

一医院伦理委员会批准 [批准号:HDYYLL (K)
2023-014]。
1. 2　 药物与试剂

TMP(规格 50 mg,批号 202304A017)购自丽珠

集团利民制药厂;阿托伐他汀( atorvastatin,AT) (规
格 10 mg,批号 20221109)购自齐鲁制药(海南)有

限公司;苏木精-伊红(hematoxylin-eosin,HE)染色试

剂盒(货号 G1120 )、油红 O 染色试剂盒 (货号

G1261)、Masson 染色试剂盒(货号 G1340)、通用 SP
免疫组织化学( immunohistochemistry, IHC)试剂盒

(货号 SP0041) 购自北京索莱宝公司; TC (货号

A111-1-1)、TG(货号 A110-1-1)、LDL(货号 A113-1-1)、
HDL(货号 A112-1-1)、ox-LDL(货号 H248-1-2)试剂

盒和一步法 RT-qPCR 试剂盒(货号 N116)购自南京

建成生物工程研究所; 肿瘤坏死因子 α ( tumor
necrosis factor-α,TNF-α) (货号 JM-02415M2)、白细

胞介 素 1β ( interleukin-1β, IL-1β ) ( 货 号 JM-
02323M2)、单核细胞趋化蛋白 1(monocyte chemoat-
tractant protein-1,MCP-1)(货号 JM-02365M1)、细胞

间黏 附 分 子 1 ( intercellular adhesion molecule-1,
ICAM-1)(货号 JM-02466M2)试剂盒购自江苏晶美

公司;TRIzol 总 RNA 提取液(货号 G3013)、RIPA 裂

解液(货号 G2002)、BCA 蛋白定量试剂盒 (货号

G2026)、ECL 试剂盒(货号 G2074)购自武汉赛维尔

公 司; 单 核 细 胞 / 巨 噬 细 胞 抗 体 2 ( monocyte
macrophage antibody-2,MOMA-2) (货号 ab33451)购
自英国 Abcam 公司;α 平滑肌肌动蛋白(α-smooth
muscle actin,α-SMA)(货号 AF1032)、PPARγ(货号

AF6284)、NF-κB p65(货号 AF5006)、GAPDH(货号

AF7021)抗体购自美国 Affinity 公司;IgG 二抗(货号

bs-0295G)、辣根过氧化物酶(HRP)标记二抗(货号

bs-0295G-HRP)、 DAB 显 色 剂 ( 货 号 bs-80295G-

HRP)购自北京博奥森公司。
1. 3　 仪器

2K15 型 离 心 机、 SkyHigh 型 酶 标 仪 ( 美 国

Thermo 公司);EG1150C 型石蜡包埋机、RM2016 型

切片机(德国 Leica 公司);AU5800 型全自动生物化

学分析仪(美国 Beckman 公司);PCR 扩增仪(德国

Eppenddor 公司);552BR 型电泳仪(美国 Bio-Rad 公

司);TE77XP 型转膜仪(美国 Hoefer 公司)。
1. 4　 模型制备与分组

8 只 C57BL / 6J 小鼠设为对照组,常规饲料喂

养。 43 只 ApoE- / -小鼠参照文献[13]报道的方法,
通过高脂饮食(84. 9% 常规饲料+10% 猪油+5% 胆

固醇+0. 1% 丙基硫氧嘧啶)喂养 8 周制备 As 动物

模型,完成后随机取 3 只小鼠,通过 HE 染色进行主

动脉病理学检查,均发现泡沫细胞堆积、As 斑块形

成和炎症细胞浸润,认为造模成功;剩余 40 只成模

小鼠随机分为模型组、TMP 低剂量组、TMP 中剂量

组、TMP 高剂量组和 AT 组,每组 8 只。 对照组和模

型组每天灌胃 0. 9% 氯化钠溶液,TMP 低、中、高剂

量组分别每天灌胃 25、50、100 mg / kg 的 TMP(分别

相当于人临床剂量的 0. 5、1、2 倍),AT 组每天灌胃

2. 6 mg / kg 的 AT(相当于临床剂量),灌胃体积均为

10 mL / kg,连续给药 8 周。
1. 5　 标本采集

末次给药 12 h 后,摘眼球取血,室温静置 1 h 后

3 000 r / min 离心 5 min 分离血清,-20 ℃保存。 麻

醉后颈椎脱臼处死,解剖、分离胸主动脉至腹主动

脉末端,剥离周围组织并用 0. 9% 氯化钠溶液冲洗

干净后,取主动脉根部,纵向剖开、展平后 4% 多聚

甲醛固定;取部分剩余主动脉管-20 ℃保存,其余部

分 4%多聚甲醛固定。
1. 6　 生物化学法检测血清 TC、TG、LDL 和 HDL 水

平并计算 As 指数

取保存的血清,按试剂盒说明,通过全自动生

物化学分析仪检测血清 TC、TG、LDL 和 HDL 水平。
按以下公式计算 As 指数[14]:As 指数 = (TC 水平-
HDL 水平) / HDL 水平。
1. 7　 ELISA 法检测血清 ox-LDL 和 TNF-α、 IL-1β、
MCP-1、ICAM-1 水平

取保存的血清,按 ELISA 试剂盒说明,通过酶

标仪检测血清 ox-LDL 和 TNF-α、 IL-1β、 MCP-1、
ICAM-1 水平。
1. 8　 HE 染色法评估主动脉病理学改变

取 4%多聚甲醛固定 3 天后的主动脉管组织,
梯度乙醇脱水、浸蜡包埋后制备石蜡切片 (厚度
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4 μm),按照试剂盒说明行常规 HE 染色(苏木精染

色 5 min,自来水冲洗 1 min 后 1% 盐酸乙醇分化

5 s,伊红染色 2 min),封片后显微镜下观察主动脉

病理学改变。
1. 9　 油红 O 染色评估主动脉斑块状况并计算斑块

面积百分比

取 4% 多聚甲醛固定 3 天后的主动脉根部组

织,展平并固定在黑色蜡块上,浸入油红 O 染色液

中 37 ℃恒温避光染色 30 min,75%乙醇分化 1 s,苏
木精染色 3 min,60%异丙醇漂洗,封片后通过显微

镜观察并拍照(粥样斑块呈红色)。 通过 Image J 软

件计算斑块面积百分比,斑块面积百分比= (红染面

积 / 总面积)×100% 。
1. 10 　 Masson 染色评估主动脉纤维化状况并计算

胶原面积百分比

取“1. 8”项下制备好的主动脉组织石蜡切片,
按照试剂盒说明行 Masson 染色,封片后 400 倍显微

镜下观察主动脉纤维化状况(胶原纤维呈蓝色)。
通过 Image J 软件计算胶原面积百分比,胶原面积百

分比=(蓝染面积 / 总面积)×100% 。
1. 11　 IHC 法检测主动脉 MOMA-2 和 α-SMA 蛋白

表达并计算斑块易损指数

取“1. 8”项下制备好的主动脉石蜡切片水化处理

后,H2O2 猝灭过氧化氢酶、乙二胺四乙酸修复抗原、山
羊血清封闭,加稀释后一抗 MOMA-2(1 ∶ 500)、α-SMA
(1 ∶ 500)孵育过夜,冲洗后加 HRP 标记二抗稀释

液(1 ∶ 1 000)室温孵育 30 min,冲洗后加 DAB 显

色,苏木精复染,封片后 400 倍显微镜下观察,黄褐

色为阳性表达。 运用 Image J 软件分析 MOMA-2 和

α-SMA 阳性面积百分比,然后计算斑块易损指

数[15],斑块易损指数=(MOMA-2 阳性面积百分比+
斑块面积百分比) / (α-SMA 阳性面积百分比+胶原

面积百分比)×100% 。
1. 12　 RT-qPCR 法检测主动脉 PPARγ 和 NF-κB p65
的 mRNA 表达

取“1. 5”项下-20 ℃保存的主动脉组织 100 mg,
TRIzol 法提取总 RNA,反转录为 cDNA(反应体系

20 μL;反应条件为 42 ℃ 90 min,70 ℃ 5 min),然后

进行 PCR 扩增(扩增条件为 95 ℃ 预变性 5 min;
95 ℃变性 10 s、60 ℃退火 30 s、72 ℃延伸 30 s,循环

40 次)。 引物序列为 PPARγ 上游 5′-GCGAACCT-
GTGTCCTTTCTCCT-3′, 下 游 5′-CCCATCTTGTCTA-
CATCAGTGA-3′,产物长度 173 bp;NF-κB p65 上游

5′-AAATCCAACGCAGGGGTC-3′, 下 游 5′-CATGC-
CAAGGCGATGGGTC-3′, 产 物 长 度 151 bp; 内 参

GAPDH 上 游 5′-ACAGCAACAGGGTGGTGGAC-3′,
下游 5′-TTTGAGGGTGCAGCGAACTT-3′,产物长度

126 bp。 应用 2-ΔΔCt 公式计算 PPARγ 和 NF-κB p65
的 mRNA 相对表达水平。
1. 13 　 Western blot 法检测主动脉 PPARγ、NF-κB
p65 蛋白表达

取“1. 5”项下-20 ℃保存的主动脉组织 100 mg,加
RIPA 裂解液提取总蛋白、BCA 法测定浓度后,10%
SDS-PAGE 电泳分离蛋白、转膜、封闭处理后,加稀

释后一抗 PPARγ(1 ∶ 1 000)、NF-κB p65(1 ∶ 1 000)、
GAPDH(1 ∶ 2 000) 4 ℃ 孵育过夜,磷酸盐缓冲液

(PBS)洗膜后加 IgG 二抗稀释液(1 ∶ 3 000)室温孵

育 1 h,PBS 洗膜后加 ECL 显色,应用 Image J 软件

分析蛋白条带灰度值,然后以 GAPDH 为内参计算

PPARγ 和 NF-κB p65 的蛋白相对表达水平。
1. 14　 统计学分析

应用 SPSS 20. 0 统计软件处理数据。 计量资料

以 x±s 表示,多组间比较应用单因素方差分析,方差

齐时两组间比较应用 LSD-t 检验,方差不齐时应用

Dunnett􀆳s T3 检验;模型组与对照组斑块面积百分比

比较采用非参数 Mann-Whitney U 检验。 P<0. 05 表

示差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 血清 TC、TG、LDL、HDL 水平及 As 指数

与对照组相比,模型组 TC、TG、LDL 水平和 As
指数升高了 53. 37%、59. 49%、78. 91% 和 477. 27%,
HDL 水平降低了 46. 94% (均 P<0. 05)。 与模型组

相比,TMP 低剂量组 HDL 水平升高了 15. 38% ,As
指数降低了 26. 77% (均 P<0. 05),其他指标差异无

统计学意义(均 P>0. 05);TMP 中、高剂量组和 AT
组 TC 水平降低了 18. 80% 、27. 60% 和 29. 60% ,TG
水平降低了 15. 08% 、26. 98%和 32. 54% ,LDL 水平

降低了 16. 73% 、30. 42% 和 38. 78% ,As 指数降低

了 52. 23% 、68. 24% 和 74. 80% ,HDL 水平升高了

38. 46% 、57. 69% 和 73. 08% (均 P<0. 05);TMP 上

述作用呈剂量依赖性(P<0. 05)。 与 AT 组相比,
TMP 低、 中 剂 量 组 TC 水 平 升 高 了 29. 55% 和

15. 34% ,TG 水平升高了 41. 18% 和 25. 88% ,LDL
水平升高了 53. 42% 和 36. 02% ,HDL 水平降低了

33. 33% 和 20. 00% , As 指数升高了 190. 63% 和

89. 58% (均 P<0. 05);TMP 高剂量组 LDL 水平及

As 指数升高了 13. 66%和 26. 04% (均 P<0. 05),其
他指标差异无统计学意义(均 P>0. 05;表 1)。
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表 1. 各组小鼠血清 TC、TG、LDL、HDL 水平及 As 指数比较

Table 1. Comparison of the levels of TC, TG, LDL, HDL in serum and As index of mice in each group

分组 n TC / (mmol / L) TG / (mmol / L) LDL / (mmol / L) HDL / (mmol / L) As 指数

对照组 8 1. 63±0. 14 0. 79±0. 06 1. 47±0. 15 0. 98±0. 10 0. 66±0. 09
模型组 8 2. 50±0. 24a 1. 26±0. 11a 2. 63±0. 28a 0. 52±0. 06a 3. 81±0. 47a

TMP 低剂量组 8 2. 28±0. 21e 1. 20±0. 09e 2. 47±0. 24e 0. 60±0. 07be 2. 79±0. 35be

TMP 中剂量组 8 2. 03±0. 20bce 1. 07±0. 10bce 2. 19±0. 23bce 0. 72±0. 07bce 1. 82±0. 26bce

TMP 高剂量组 8 1. 81±0. 17bcd 0. 92±0. 08bcd 1. 83±0. 20bcde 0. 82±0. 08bcd 1. 21±0. 17bcde

AT 组 8 1. 76±0. 15b 0. 85±0. 07b 1. 61±0. 15b 0. 90±0. 10b 0. 96±0. 14b

　 　 注:a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与模型组比较;c 为 P<0. 05,与 TMP 低剂量组比较;d 为 P<0. 05,与 TMP 中剂量组比较;e 为
P<0. 05,与 AT 组比较。

2. 2　 血清 ox-LDL 和 TNF-α、IL-1β、MCP-1、ICAM-1
水平

与对照组相比,模型组 ox-LDL 和 TNF-α、 IL-
1β、MCP-1、ICAM-1 水平升高了 89. 25% 、102. 52% 、
187. 10% 、114. 46% 和 112. 12% (均 P<0. 05)。 与

模型组相比,TMP 中、高剂量组和 AT 组 ox-LDL 降

低了 23. 30% 、34. 09%和 26. 70% ,TNF-α 水平降低

了 23. 45% 、35. 38% 和 25. 84% ,IL-1β 水平降低了

35. 40% 、50. 05% 和 41. 82% ,MCP-1 水平降低了

20. 06% 、32. 68% 和 24. 24% ,ICAM-1 水平降低了

28. 31% 、40. 71% 和 29. 76% (均 P<0. 05);TMP 上

述作用(除 MCP-1 外)呈现剂量依赖性(P<0. 05)。
与 AT 组相比,TMP 低剂量组 ox-LDL 和 TNF-α、IL-
1β、MCP-1、ICAM-1 水平升高了 23. 26% 、21. 09% 、
56. 45% 、18. 52% 和 28. 63% (均 P<0. 05);TMP 中

剂量组各指标差异无统计学意义 (均 P > 0. 05);
TMP 高剂量组 TNF-α、 IL-1β、 ICAM-1 水平降低了

12. 86% 、14. 15% 和 15. 58% (均 P<0. 05),其他指

标差异无统计学意义(均 P>0. 05;表 2)。

表 2. 各组小鼠血清 ox-LDL 和 TNF-α、IL-1β、MCP-1、ICAM-1水平比较

Table 2. Comparison of the levels of ox-LDL and TNF-α, IL-1β, MCP-1, ICAM-1 in serum of mice in each group

分组 n ox-LDL / (mmol / L) TNF-α / (ng / L) IL-1β / (ng / L) MCP-1 / (ng / L) ICAM-1 / (ng / L)
对照组 8 0. 93±0. 11 69. 41±8. 25 12. 95±1. 60 183. 07±24. 73 104. 06±11. 85
模型组 8 1. 76±0. 21a 140. 57±18. 62a 37. 18±5. 05a 392. 61±52. 84a 220. 73±26. 09a

TMP 低剂量组 8 1. 59±0. 18e 126. 24±15. 08e 33. 84±4. 69e 352. 75±50. 16e 199. 41±21. 57e

TMP 中剂量组 8 1. 35±0. 17bc 107. 61±13. 25bc 24. 02±3. 18bc 313. 84±46. 27b 158. 25±18. 46bc

TMP 高剂量组 8 1. 16±0. 13bcd 90. 84±11. 76bcde 18. 57±2. 74bcde 264. 30±44. 53bcd 130. 87±16. 13bcde

AT 组 8 1. 29±0. 15b 104. 25±12. 84b 21. 63±2. 59b 297. 46±43. 08b 155. 03±19. 24b

　 　 注:a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与模型组比较;c 为 P<0. 05,与 TMP 低剂量组比较;d 为 P<0. 05,与 TMP 中剂量组比较;e 为
P<0. 05,与 AT 组比较。

2. 3　 主动脉病理学改变

对照组小鼠主动脉内膜光滑、厚度均匀,细胞

排列整齐紧密,未见粥样斑块。 模型组可见主动脉

内膜不均匀增厚、泡沫细胞和脂肪细胞堆积、大量

粥样斑块形成、管腔狭窄、炎症细胞浸润等病理学

改变。 与模型组相比,TMP 低、中、高剂量组和 AT 组

小鼠主动脉上述病理学改变不同程度减轻,其中 TMP
高剂量组和 AT 组内膜欠光滑、可见少量粥样斑块和

少量炎症细胞浸润,其改善效果优于其他组(图 1)。
2. 4　 主动脉斑块状况及斑块面积百分比

对照组小鼠主动脉未见粥样斑块;模型组主动

脉可见大量粥样斑块形成;与模型组相比,TMP 低、
中、高剂量组和 AT 组粥样斑块数量不同程度减少。
与对照组相比,模型组小鼠主动脉斑块面积百分比

显著升高(P<0. 05)。 与模型组相比,TMP 中、高剂

量组和 AT 组斑块面积百分比降低了 43. 42% 、
89. 41%和 76. 98% (均 P<0. 05);TMP 上述作用呈

现剂量依赖性(P<0. 05)。 与 AT 组相比,TMP 低、
中剂量组斑块面积百分比升高了 284. 26% 和

145. 79% (均 P<0. 05);TMP 高剂量组斑块面积百

分比降低了 53. 99% (P<0. 05;图 2 和表 3)。
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图 1. 各组小鼠主动脉 HE 染色

Figure 1. HE staining of the aortas of mice in each group

图 2. 各组小鼠主动脉油红 O 染色

Figure 2. Oil red O staining of the aortas of mice in each group

2. 5　 主动脉纤维化状况及胶原面积百分比

对照组小鼠主动脉可见少量散在分布的着蓝

色的胶原纤维;模型组主动脉可见大量胶原纤维沉

积;与模型组相比,TMP 低、中、高剂量组和 AT 组胶

原纤维沉积状况不同程度减轻。 与对照组相比,模
型组小鼠主动脉胶原面积百分比升高了 352. 91%
(P<0. 05)。 与模型组相比,TMP 中、高剂量组和

AT 组胶原面积百分比降低了 31. 12% 、60. 79% 和

51. 15% (均 P<0. 05);TMP 上述作用呈现剂量依赖

性(P<0. 05;图 3 和表 3)。 与 AT 组相比,TMP 低、
中剂 量 组 胶 原 面 积 百 分 比 升 高 了 88. 60% 和

41. 01% (均 P<0. 05);TMP 高剂量组胶原面积百分

比降低了 19. 73% (P<0. 05;图 3 和表 3)。

图 3. 各组小鼠主动脉 Masson 染色

Figure 3. Masson staining of the aortas of mice in each group
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表 3. 各组小鼠主动脉斑块面积百分比和胶原面积

百分比比较

Table 3. Comparison of aortic plaque area percentage and
collagen area percentage of mice in each group

单位:%

分组 n 斑块面积百分比 胶原面积百分比

对照组 8 0. 00±0. 00 9. 28±1. 16
模型组 8 39. 75±4. 78a 42. 03±5. 09a

TMP 低剂量组 8 35. 16±3. 92e 38. 72±4. 81e

TMP 中剂量组 8 22. 49±3. 05bce 28. 95±4. 20bce

TMP 高剂量组 8 4. 21±0. 71bcde 16. 48±2. 37bcde

AT 组 8 9. 15±1. 24b 20. 53±2. 86b

　 　 注:a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与模型组比较;c
为 P<0. 05,与 TMP 低剂量组比较;d 为 P<0. 05,与 TMP 中剂量组比
较;e 为 P<0. 05,与 AT 组比较。

2. 6　 主动脉MOMA-2、α-SMA 蛋白表达及斑块易损

指数

与对照组相比,模型组小鼠主动脉 MOMA-2、α-

SMA 阳性面积百分比和斑块易损指数升高了

1001. 72% 、397. 60%和 426. 92% (均 P<0. 05)。 与

模型组相比,TMP 低、中、高剂量组和 AT 组 MOMA-
2 阳 性 面 积 百 分 比 降 低 了 17. 44% 、 37. 21% 、
56. 08%和 48. 69% ,α-SMA 阳性面积百分比升高了

87. 44% 、236. 33% 、405. 22%和 192. 46% ,斑块易损

指数降低了 22. 63% 、53. 28% 、80. 29% 和 63. 50%
(均 P<0. 05);TMP 上述作用呈现剂量依赖性(P<
0. 05)。 与 AT 组相比,TMP 低剂量组 MOMA-2 阳

性面积百分比升高了 60. 91% ,α-SMA 阳性面积百

分比 降 低 了 35. 91% , 斑 块 易 损 指 数 升 高 了

112. 00% (均 P<0. 05);TMP 中剂量组 MOMA-2 阳

性面积百分比、斑块易损指数升高了 22. 37% 和

28. 00% (均 P<0. 05),α-SMA 阳性面积百分比差异

无统计学意义(P>0. 05);TMP 高剂量组 MOMA-2
阳性面积百分比降低了 14. 41% ,α-SMA 阳性面积

百分比升高了 72. 75% , 斑块易损指数降低了

46. 00% (均 P<0. 05;图 4 和表 4)。

图 4. 各组小鼠主动脉免疫组织化学染色结果

上图为 MOMA-2 蛋白表达 IHC 染色,下图为 α-SMA 蛋白表达 IHC 染色。

Figure 4. Immunohistochemical staining results of aorta in each group of mice

表 4. 各组小鼠主动脉 MOMA-2、α-SMA 阳性面积百分比及斑块易损指数比较

Table 4. Comparison of MOMA-2, α-SMA positive area percentage of aortas and the plaque vulnerability
index of mice in each group

分组 n MOMA-2 阳性面积百分比 / % α-SMA 阳性面积百分比 / % 斑块易损指数

对照组 8 2. 91±0. 37 2. 08±0. 24 0. 26±0. 04
模型组 8 32. 06±4. 18a 10. 35±1. 21a 1. 37±0. 21a

TMP 低剂量组 8 26. 47±3. 92be 19. 40±2. 63be 1. 06±0. 17be

TMP 中剂量组 8 20. 13±2. 85bce 34. 81±4. 76bc 0. 64±0. 10bce

TMP 高剂量组 8 14. 08±2. 01bcde 52. 29±7. 40bcde 0. 27±0. 05bcde

AT 组 8 16. 45±2. 28b 30. 27±4. 39b 0. 50±0. 09b

　 　 注:a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与模型组比较;c 为 P<0. 05,与 TMP 低剂量组比较;d 为 P<0. 05,与 TMP 中剂量组比较;e 为
P<0. 05,与 AT 组比较。
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2. 7　 主动脉 PPARγ 和 NF-κB p65 的 mRNA 表达

与对照组相比, 模型组小鼠主动脉 PPARγ
mRNA 表达水平降低了 72. 70% ,NF-κB p65 mRNA
表达水平升高了 264. 29% (均 P<0. 05)。 与模型组

相比,TMP 低、中、高剂量组和 AT 组 PPARγ mRNA
表达水平升高了 47. 66% 、112. 15% 、193. 46% 和

101. 87% , NF-κB p65 mRNA 表 达 水 平 降 低 了

15. 41% 、 33. 33% 、 52. 38% 和 32. 21% ( 均 P <
0. 05);TMP 上述作用呈现剂量依赖性(P<0. 05)。
与 AT 组相比,TMP 低剂量组 PPARγ mRNA 表达水

平降低了 26. 85% ,NF-κB p65 mRNA 表达水平升高

了 24. 79% (均 P<0. 05);TMP 中剂量组各指标差异

无统计学意义(均 P>0. 05);TMP 高剂量组 PPARγ
mRNA 表达水平升高了 45. 37% ,NF-κB p65 mRNA
表达水平降低了 29. 75% (均 P<0. 05;图 5)。
2. 8　 主动脉 PPARγ 和 NF-κB p65 的蛋白表达

与对照组相比,模型组小鼠主动脉 PPARγ 蛋白

表达水平降低了 88. 04% ,NF-κB p65 蛋白表达水平

升高了 433. 33% (均 P < 0. 05)。 与模型组相比,
TMP 低 剂 量 组 PPARγ 蛋 白 表 达 水 平 升 高 了

72. 73% (P<0. 05),NF-κB p65 蛋白表达水平差异

无统计学意义(P>0. 05);TMP 中、高剂量组和 AT
组 PPARγ 蛋 白 表 达 水 平 升 高 了 263. 64% 、
690. 91%和 363. 64% ,NF-κB p65 蛋白表达水平降

低了 40. 63% 、76. 56%和 59. 38%(均 P<0. 05);TMP

上述作用呈现剂量依赖性(P<0. 05)。 与 AT 组相

比,TMP 低、中剂量组 PPARγ 蛋白表达水平降低了

62. 75%和 21. 57% ,NF-κB p65 蛋白表达水平升高

了 111. 54%和 46. 15% (均 P<0. 05);TMP 高剂量

组 PPARγ 蛋白表达水平升高了 72. 55% ,NF-κB
p65 蛋白表达水平降低了 42. 31%(均 P<0. 05;图 6)。

图 5. 各组小鼠主动脉 PPARγ和 NF-κB p65 的
mRNA 表达比较(n=8)

a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与模型组比较;
c 为 P<0. 05,与 TMP 低剂量组比较;d 为 P<0. 05,
与 TMP 中剂量组比较;e 为 P<0. 05,与 AT 组比较。

Figure 5. Comparison of the mRNA expression of PPARγ,
NF-κB p65 in aortas of mice in each group (n=8)

图 6. 各组小鼠主动脉 PPARγ、NF-κB p65 的蛋白表达比较(n=8)
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与模型组比较;c 为 P<0. 05,与 TMP 低剂量组比较;

d 为 P<0. 05,与 TMP 中剂量组比较;e 为 P<0. 05,与 AT 组比较。

Figure 6. Comparison of the protein expression of PPARγ, NF-κB p65 in aortas of mice in each group (n=8)

3　 讨　 论

As 是引发冠心病、心肌梗死和缺血性脑卒中等

心脑血管疾病的病理基础,临床上通过支架植入或内

膜剥脱等介入手术纠正动脉狭窄、改善血运,但不能

改变 As 生物学过程;通过他汀类药物调节血脂、阿司

匹林或氯吡格雷抗血小板聚集等药物治疗,能够一定

程度上稳定斑块、保护内皮血管,但长期用药可导致
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肌溶解、肝损伤等广泛不良反应[16]。 因此,寻找更加

安全、有效的 As 新型治疗方案至关重要。
脂代谢紊乱和炎症反应是 As 发生发展的关键

因素,ApoE- / -能够促使单核细胞、巨噬细胞等聚集,
引发炎症并促进炎症细胞浸润,促进 As 发生发

展[17]。 主要由巨噬细胞分泌的 TNF-α、 IL-1β 和

MCP-1 是 As 过程中重要的促炎因子,并且 TNF-α
可损伤血管内皮细胞导致血管功能紊乱,MCP-1 可

趋化单核细胞、巨噬细胞等向损伤部位聚集而形成

炎症级联反应,被认为是 As 炎症级联反应的起始细

胞因子[18]。 ICAM-1 可促进炎症细胞浸润而加重炎

症损伤。 ApoE- / -小鼠高脂饮食喂养引发炎症反应

和主动脉 As 斑块形成,是目前常用且公认的 As 动

物模型制备方法,具有操作简单、成模时间短、病理

特征与人类相似的优势[19]。 基于此,本研究采用高

脂饮食喂养 ApoE- / -小鼠 8 周的方法制备 As 动物模

型。 结果显示,经 TMP 或 AT 治疗能够减轻 As 小

鼠血脂紊乱状况(降低 TC、TG 和 LDL 水平,提高

HDL 水平) 并降低 As 指数,降低血清 TNF-α、 IL-
1β、MCP-1 和 ICAM-1 等炎症因子水平,说明 TMP
具有改善 As 小鼠脂代谢并抑制炎症反应的作用,这
与刘志勇等[20]报道相似。 HE、油红 O 和 Masson 染

色结果显示,经 TMP 或 AT 治疗可明显改善 As 小

鼠主动脉病理学改变,减少主动脉 As 斑块数量和胶

原纤维沉积,降低斑块面积百分比和胶原面积百分

比,与陈雨晗等[21]报道一致。 TMP 高剂量组对 TC、
TG、HDL、MCP-1 的调控作用与 AT 组相当,并且

TMP 高剂量组对 TNF-α、IL-1β、ICAM-1、斑块面积

百分比、胶原面积百分比及主动脉病理学改变的作

用明显优于 AT 组。 说明 TMP 具有改善 As 小鼠主

动脉组织病变和缩小 As 斑块面积的作用,可能与改

善脂代谢和抑制炎症反应有关。
易损斑块破裂形成血栓是引发急性心血管事

件的主要原因。 He 等[22]报道过量脂质在血管内膜

蓄积,单核 /巨噬细胞系统诱导 LDL 氧化形成 ox-
LDL,巨噬细胞吞噬 ox-LDL 后转化为泡沫细胞,降
低 As 斑块稳定性而形成易损斑块,从而加剧急性心

血管事件风险。 因此,ox-LDL 常作为 As 易损斑块

的检测指标。 许心蕊等[15] 发现通过药物干预降低

ox-LDL 水平能够降低斑块易损指数、增加斑块稳定

性,起到一定的抗 As 作用。 胶原纤维在维持 As 斑

块稳定性、阻止斑块破裂方面发挥着关键作用。 本

研究结果显示,经 TMP 或 AT 治疗可降低 As 小鼠

ox-LDL 水平,降低主动脉 MOMA-2(巨噬细胞标志

物)水平并提高 α-SMA(平滑肌细胞标志物)水平,
明显降低斑块易损指数;TMP 高剂量组对 ox-LDL

的调控作用与 AT 组相当,并且 TMP 高剂量组对主

动脉 MOMA-2、α-SMA 水平及斑块易损指数的改善

作用明显优于 AT 组。 说明 TMP 具有提高 As 小鼠

易损斑块稳定性的作用。
PPARγ 为过氧化物酶体增殖物激活受体(per-

oxisome proliferator-activated receptor,PPAR)家族成

员之一,被称为“脂肪感受器”和“脂肪酸氧化驱动

器”,在维持脂质代谢稳态方面发挥着重要作用[23]。
NF-κB 以二聚体形式存在,其中 p65 / p50 形式含量

最为丰富,活化并核转位后 p65 亚基可调控下游炎

症因子基因转录表达而促进炎症反应,因此,抑制

NF-κB 表达或活化入核是抗炎治疗的重要靶点[24]。
研究证实,NF-κB 为 PPARγ 下游分子,其活化及入

核过程受 PPARγ 抑制,所以 PPARγ 对炎症反应具

有负向调控作用[25]。 本研究结果显示,经 TMP 或

AT 治疗可提高 As 小鼠主动脉 PPARγ mRNA 和蛋

白表达水平,降低 NF-κB p65 mRNA 和蛋白表达水

平;TMP 高剂量组对主动脉 PPARγ、NF-κB p65 的

mRNA 和蛋白表达调控作用明显优于 AT 组。 提示

TMP 调节 PPARγ / NF-κB 信号通路可能是其缩小 As
斑块面积、提高易损斑块稳定性的重要分子机制。

综上所述,TMP 具有缩小 As 小鼠斑块面积、提
高易损斑块稳定性的作用,这可能与调节 PPARγ /
NF-κB 信号通路,从而改善脂代谢和抑制炎症反应

有关。 本研究为 TMP 应用于 As 的治疗提供了实验

依据,但中药发挥药理学作用的机制较为复杂,TMP
能否通过其他通路对 As 小鼠起到保护作用尚需进

一步研究。
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