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  [摘要] 目的 探讨益心通痹合剂干预动脉粥样硬化(AS)的相关分子机制。方法 将36只SD大鼠分

为正常对照组、模型对照组、低剂量益心通痹合剂组、中剂量益心通痹合剂组、高剂量益心通痹合剂组及阿托伐

他汀组,每组6只,除正常对照组外其余组采用高脂维生素D3混合饲料灌胃法建立大鼠AS模型。低、中、高剂

量益心通痹合剂组大鼠分别灌胃10、20、40
 

g/kg的益心通痹合剂,阿托伐他汀组灌胃5
 

mg/kg阿托伐他汀,正

常对照组和模型对照组大鼠灌胃安慰剂,1次/d,连续干预14
 

d。采用 HE染色观察大鼠主动脉组织的病理变

化,全自动生化分析仪检测大鼠血清总胆固醇(TC)、甘油三酯(TG)、高密度脂蛋白(HDL)及低密度脂蛋白

(LDL)水平,ELISA 检 测 主 动 脉 组 织 白 细 胞 介 素 (IL)-6、肿 瘤 坏 死 因 子-α(TNF-α)和 细 胞 间 黏 附 分 子-1
(ICAM-1)表达,Western

 

blot检测主动脉组织基质金属蛋白酶(MMP)-2、MMP-9和心肌组织B淋巴细胞瘤-2
基因(Bcl-2)及相关X蛋白(Bax)表达。结果 与正常对照组比较,模型对照组大鼠主动脉管壁明显增厚,血清

TC、TG、HDL及LDL水平升高,主动脉组织 MMP-2、MMP-9、IL-6、TNF-α及ICAM-1表达升高,心肌组织

Bax表达升高、Bcl-2表达降低,差异有统计学意义(P<0.05)。与模型对照组比较,中、高剂量益心通痹合剂组

和阿托伐他汀组上述指标均有明显改善(P<0.05),低剂量益心通痹合剂组除Bax、IL-6、ICAM-1表达外其他

指标均无差异(P>0.05)。结论 益心通痹合剂可能通过抑制炎症及细胞凋亡来抑制AS的发生、发展,其机

制与IL-6/TNF-α和 MMP-2/MMP-9表达异常有关。
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  [Abstract] Objective To
 

explore
 

the
 

molecular
 

mechanism
 

of
 

Yixin
 

Tongbi
 

Mixture
 

in
 

the
 

intervention
 

of
 

atherosclerosis
 

(AS).Methods Thirty-six
 

SD
 

rats
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

normal
 

control
 

group,model
 

con-
trol

 

group,low
 

dose
 

Yixin
 

Tongbi
 

Mixture
 

group,medium
 

dose
 

Yixin
 

Tongbi
 

Mixture
 

group,high
 

dose
 

Yixin
 

Tongbi
 

Mixture
 

group
 

and
 

atorvastatin
 

group,6
 

cases
 

in
 

each
 

group.Except
 

the
 

normal
 

control
 

group,the
 

oth-
er

 

groups
 

adopted
 

the
 

high
 

fat
 

vitamin
 

D3
 

mixed
 

feed
 

gavage
 

for
 

constructing
 

the
 

rat
 

AS
 

model.The
 

low
 

dose,

medium
 

dose
 

and
 

high
 

doses
 

Yixin
 

Tongbi
 

Mixture
 

groups
 

were
 

gavaged
 

by
 

10,20,40
 

g/kg
 

Yixin
 

Tongbi
 

Mixture.The
 

atorvastatin
 

group
 

was
 

gavaged
 

by
 

5
 

mg/kg
 

atorvastatin;and
 

the
 

normal
 

control
 

group
 

and
 

mod-
el

 

control
 

group
 

were
 

gavaged
 

by
 

placebo
 

once
 

a
 

day
 

for
 

consecutive
 

14
 

d.The
 

pathological
 

changes
 

of
 

aortic
 

tissues
 

were
 

observed
 

by
 

HE
 

staining.The
 

levels
 

of
 

serum
 

TC,TG,HDL
 

and
 

LDL
 

were
 

detected
 

by
 

automatic
 

biochemical
 

analyzer.The
 

expression
 

levels
 

of
 

IL-6,TNF-α
 

and
 

ICAM-1
 

in
 

aortic
 

tissue
 

were
 

detected
 

by
 

ELISA.The
 

expression
 

levels
 

of
 

MMP-2
 

and
 

MMP-9
 

in
 

aortic
 

tissue
 

and
 

Bax
 

and
 

Bcl-2
 

protein
 

expression
 

lev-
els

 

in
 

cardiac
 

tissue
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Results Compared
 

with
 

the
 

normal
 

control
 

group,the
 

aor-
tic

 

wall
 

of
 

the
 

model
 

control
 

group
 

rats
 

was
 

significantly
 

thickened,and
 

the
 

levels
 

of
 

serum
 

TC,TG,HDL
 

and
 

LDL
 

were
 

increased.The
 

expression
 

levels
 

of
 

MMP-2,MMP-9,IL-6,TNF-α
 

and
 

ICAM-1
 

in
 

the
 

aortic
 

tissues
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were
 

also
 

increased.The
 

expression
 

level
 

of
 

Bax
 

in
 

the
 

myocardial
 

tissues
 

was
 

increased,while
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

Bcl-2
 

was
 

decreased,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

model
 

control
 

group,the
 

above
 

indicators
 

in
 

the
 

medium
 

dose
 

and
 

high
 

doses
 

Yixin
 

Tongbi
 

Mixture
 

groups
 

and
 

atorvastatin
 

group
 

were
 

significantly
 

improved
 

(P<0.05).Except
 

Bax,IL-6
 

and
 

ICAM-1
 

expression
 

lev-
els,the

 

other
 

indicators
 

in
 

the
 

low
 

dose
 

Yixin
 

Tongbi
 

Mixture
 

group
 

had
 

no
 

statistically
 

significant
 

differences
 

(P>0.05).Conclusion Yixin
 

Tongbi
 

Mixture
 

could
 

inhibit
 

the
 

AS
 

occurrence
 

and
 

development
 

by
 

inhibiting
 

inflammation
 

and
 

cellular
 

apoptosis,and
 

its
 

mechanism
 

is
 

related
 

to
 

the
 

abnormal
 

expression
 

of
 

IL-6/TNF-α
 

and
 

MMP-2/MMP-9.
[Key

 

words] Yixin
 

Tongbi
 

Mixture;atherosclerosis;inflammatory
 

factors;matrix
 

metalloproteinase

  动脉粥样硬化(atherosclerosis,AS)是心脑血管

事件的高危因素和主要病理基础[1],越来越受到关

注,预计到2030年其患病率将上升18%[2]。根据病

变的位置通常将 AS分为颈动脉粥样硬化(carotid
 

atherosclerosis,CAS)、冠状动脉粥样硬化、下肢动脉

粥样硬化等,其中颈动脉是全身性AS最常见的受累

部位之一,20%~25%的患者颈动脉颅外段的AS与

脑梗死的发生密切相关[3]。AS是成人心血管疾病的

主要病理原因,可导致心肌梗死或中风,甚至死亡[4]。

AS相关疾病,如缺血性心脏病和中风具有较高的发

病率和死亡率,而且预后不良[5],给患者带来了沉重

的身体和经济负担。因此,探索AS的发病机制及其

有效治疗方法具有重要意义。

AS斑块的形成及易损斑块的脱落、破裂、血小板

聚集、血栓的形成是临床心血管疾病的主要发病机

制[6]。AS斑块主要由纤维帽和脂质组成,其特征是

平滑肌细胞(smooth
 

muscle
 

cells,SMCs)增殖和炎症

细胞浸润[7]。国内外大量研究认为AS是一种慢性炎

症疾病[8],炎症反应贯穿于AS发展的所有阶段,与各

种并发症的发生密切相关[9]。基质金属蛋白酶(ma-
trix

 

metalloproteinase,MMP)是已知的最重要的基

质降解酶,可通过降解内皮细胞的基底膜,促进免疫

相关巨噬细胞和血管SMCs在内膜内的迁移[10],而巨

噬细胞通过多种途径侵袭组织,并可对AS斑块造成

损伤[11],揭示 MMP可通过调节细胞免疫影响AS斑

块的恶化程度。近年来,越来越多的临床研究尝试了

基于抗炎和免疫调节的新疗法,发现西药在调节脂

质、抗炎和抗血小板聚集方面有一定的疗效,但临床

应用时存在肌肉疼痛、肝肾毒性、转氨酶增加、药物生

产成本高、作用靶点单一等缺陷[12]。而传统中药在治

疗AS方面具有明确的疗效且副作用较小[13],从整体

角度来看,中药可以影响疾病发生、发展的多个方面。
目前中药通过免疫炎症相关途径预防和治疗AS是当

前研究的热点。大量研究发现,气虚、痰瘀是CAS患

者最常见的症状,治疗时多采用活血、祛瘀、祛痰、益
气的方法[3]。益心通痹合剂主要由黄芪、丹参、川芎、

薤白4味药组成,其中黄芪具有补气益气、养血活血

和化痰的功效,丹参能活血化瘀,川芎行气活血、祛风

止痛,薤白有宽胸理气、通阳散结的功效,4味药同用

可以益气补虚、活血通脉,改善气虚血瘀的症状[14]。
临床研究发现,益心通痹合剂在防治冠状动脉粥样硬

化性疾病、房颤合并冠心病方面具有确切的疗效[15],
然而目前益心通痹合剂治疗 AS的作用机制尚不清

楚。因此,本研究基于相关炎症因子和 MMP表达探

究益心通痹合剂治疗AS的疗效及其分子机制,为传

统中药在临床上治疗AS提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物

36只雄性健康SD大鼠,体重180~200
 

g,购于

成都中医药大学实验动物研究中心[许可证号:SCXK
(川)2019-11]。所有动物被独立饲养在温度20~
25

 

℃和湿度20%~55%的环境中,按照实验室大鼠

标准喂养。动物实验已获得成都中医药大学动物伦

理委员会批准(审批号:20231229012)。

1.2 主要实验试剂与仪器

阿托伐他汀片(辉瑞制药有限公司,规格:10
 

mg/
片,批准文号:EG6187),高脂饲料(大鼠基础饲料配

方中添加1%胆固醇、0.35%胆酸、5%猪油),维生素

D3(上海生物制品研究所,生产批号:077K1414),灭
菌注射用水(四川科伦药业股份有限公司,国药准字:

H20123337,规格:2
 

mL/支)。ELISA 检 测 试 剂 盒

(上海茁彩生物科技有限公司,货号:ZC-37988、ZC-
39024、ZC-37328),BCA蛋白浓度测定试剂盒(上海碧

云天生物技术有限公司,货号:P0009),β-actin、MMP-
2、MMP-9、B淋巴细胞瘤-2基因(B-cell

 

lymphoma-2
 

gene,Bcl-2)及相关 X蛋白(Bcl-2-associated
 

X
 

pro-
tein,Bax)抗体(武汉爱博泰克生物科技有限公司,货
号:AC026、A19080、A0289、A19684、A19693)。

倒置生物显微镜[徕卡显微系统(上海)贸易有限

公司,型号:DMI1],台式低速离心机(长沙湘仪离心机

仪器有限公司,型号:TDZ4-WS),酶标仪[(美谷分子仪

器(上海)有限公司,型号:spectra
 

max
 

PLUS
 

384],电子
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恒温水浴锅(北京中兴伟业仪器有限公司,型号:DZ-
KW-4),垂直电泳槽(北京君意东方电泳设备有限公

司,型号:JY-SCZ4+),电泳仪(北京君意东方电泳设

备有限公司,型号:JY200C),水平脱色摇床(江苏科析

仪器有限公司,型号:TY-80A),化学发光凝胶成像仪

5200(上海天能科技有限公司),高速低温组织研磨仪

(武汉赛维尔生物科技有限公司,型号:KZ-Ⅲ-F)。

1.3 方法

1.3.1 益心通痹合剂制备

称取黄芪30
 

g、丹参30
 

g、川芎18
 

g、薤白18
 

g,
将其水浴加热浓缩至含生药2

 

g/mL,4
 

℃保存备用。

1.3.2 AS模型建立及分组

36只SD大鼠适应性饲养1周,分为正常对照组

(6只)和模型组(30只)。模型组采用高脂维生素D3
混合饲料灌胃法建立AS模型:给予大鼠连续3

 

d灌

胃7
 

000
 

U/g的维生素D3并联合高脂饮食,3
 

d后停

止维生素D3灌胃,并继续给予高脂饮食18
 

d,取腹主

动脉组织进行 HE染色观察到管壁明显增厚则判断

造模成功。将造模成功的SD大鼠分为模型对照组、
低剂量益心通痹合剂组、中剂量益心通痹合剂组、高
剂量益心通痹合剂组及阿托伐他汀组。低、中、高剂

量益心通痹合剂组分别以10、20、40
 

g/kg的益心通痹

合剂灌胃,阿托伐他汀组以5
 

mg/kg阿托伐他汀灌

胃,模型对照组和正常对照组以灭菌注射用水灌胃,

1次/d,连续干预14
 

d。

1.3.3 HE染色观察病理变化

干预结束后24
 

h内将大鼠脱颈处死,采集主动脉

组织,4%中性甲醛溶液固定,浓度梯度乙醇脱水,二
甲苯透明,石蜡包埋,成片,HE染色,在显微镜下观察

病理变化,包括整体结构、动脉斑块形态的改变情况,
拍照并保存。

1.3.4 全自动生化分析仪检测血清总胆固醇(total
 

cholesterol,TC)、甘油三酯(triglyceride,TG)、高密度

脂蛋白(high-density
 

lipoprotein,HDL)及低密度脂

蛋白(low-density
 

lipoprotein,LDL)水平

干预结束后采集腹主动脉血液并抗凝摇匀,2
 

000
 

r/min离心15
 

min,分离出血清后用全自动生化分析

仪检测TC、TG、HDL、LDL水平。

1.3.5 ELISA检测白细胞介素(interleukin,IL)-6、
肿瘤坏死因子-α(tumor

 

necrosis
 

factor-α,TNF-α)和

细胞间黏附分子-1(intercellular
 

adhesion
 

molecule-
1,ICAM-1)表达

干预结束后24
 

h内将大鼠脱颈处死,采集主动脉

组织,使用试剂盒测定IL-6、TNF-α和ICAM-1表达。

1.3.6 Western
 

blot检测 MMP-2、MMP-9、Bax及

Bcl-2表达

干预结束后24
 

h内将大鼠脱颈处死,采集心肌组

织和主动脉组织,使用总蛋白提取试剂盒提取总蛋

白,并用BCA法进行定量检测。各组取等量蛋白质

用的聚丙烯酰胺凝胶电泳进行分离,分离后的蛋白质

转移至聚偏二氟乙烯膜上,5%的脱脂奶粉封闭1
 

h后

加入β-actin、MMP-2、MMP-9、Bcl-2、Bax抗体,4
 

℃
孵育过夜后TBST清洗,然后二抗孵育,TBST清洗,

ECL暗室显色。显色后的蛋白使用Bio-Rad全功能

成像系统采集图像,Image-Pro
 

Plus分析吸光度,以

β-actin为内参,计算各组蛋白质的相对表达量。

1.4 统计学处理

采用SPSS20.0软件进行统计学分析。计量资料

以x±s表示,多组间比较采用单因素方差分析,两两

比较采用LSD-t检验。以P<0.05为差异有统计学

意义。
 

2 结  果

2.1 益心通痹合剂对主动脉斑块形成的影响

与正常对照组比较,模型对照组大鼠的主动脉管

壁明显增厚;外膜层较厚,未见明显坏死或炎症细胞

浸润;中膜层大面积坏死,坏死区域弹性纤维断裂,排
列疏松,SMCs坏死,坏死细胞的细胞核固缩、崩解,细
胞质溶解,局部形成钙化灶,质地较硬;内膜层局部明

显增厚,形成较大钙化灶,周围伴有纤维组织增生和

较多软骨细胞形成,内皮细胞脱落,弹性纤维断裂,揭
示造模后病理程度明显加重。与模型对照组比较,阿
托伐他汀组和高剂量益心通痹合剂组大鼠外膜层较

厚,结缔组织以胶原纤维为主,未见明显坏死或炎症

细胞浸润;中膜层排列较疏松,形成较多空隙;内膜层

较薄,部分内皮细胞脱落于管腔。阿托伐他汀组和高

剂量益心通痹合剂组大鼠主动脉组织的病变程度最

轻,中剂量益心通痹合剂组次之,低剂量益心通痹合

剂组病理改变程度略微减轻,见图1。

2.2 益心通痹合剂对肝功能、血脂、血液流变学的

影响

与正常对照组比较,模型对照组大鼠血清 TC、

TG、HDL及LDL水平升高(P<0.01);中、高剂量益

心通痹合剂组和阿托伐他汀组大鼠血清 TC、TG、

HDL及LDL水平低于模型对照组(P<0.05);低剂

量益心通痹合剂组大鼠血清 TC、TG、HDL及LDL
水平与模型对照组无明显差异(P>0.05),见图2。

2.3 益心通痹合剂对IL-6、TNF-α、ICAM-1表达的

影响

与正常对照组比较,模型对照组大鼠主动脉组织

IL-6、TNF-α、ICAM-1表达升高(P<0.01);中、高剂

量益心通痹合剂组和阿托伐他汀组大鼠主动脉组织

IL-6、TNF-α、ICAM-1表 达 低 于 模 型 对 照 组(P<
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0.01);低剂量益心通痹合剂组大鼠主动脉组织IL-6、

ICAM-1表达低于模型对照组(P<0.05),但TNF-α
表达无差异(P>0.05),见图3。

2.4 益心通痹合剂对Bax、Bcl-2表达的影响

与正常对照组比较,模型对照组大鼠心肌组织

Bax表达升高,Bcl-2表达降低(P<0.01);与模型对

照组比较,中、高剂量益心通痹合剂组和阿托伐他汀

组大鼠心肌组织Bax表达降低,Bcl-2表达升高(P<
0.01);低剂量益心通痹合剂组大鼠心肌组织Bax表

达低于模型对照组(P<0.05),见图4。

2.5 益心通痹合剂对 MMP-2、MMP-9表达的影响

与正常对照组比较,模型对照组大鼠主动脉组织

MMP-2及 MMP-9表达升高(P<0.01);与模型对照

组比较,中、高剂量益心通痹合剂组和阿托伐他汀组

大鼠主动脉组织 MMP-2及 MMP-9表达降低(P<
0.05);低剂量益心通痹合剂组 MMP-2及 MMP-9表

达与模型对照组比较差异无统计学意义(P>0.05),
见图5。

图1  各组大鼠主动脉组织病理学变化(HE染色)
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  a:P<0.01,与正常对照组比较;b:P<0.01,c:P<0.05,与模型对照组比较;①:正常对照组;②:模型对照组;③:低剂量益心通痹合剂组;④:

中剂量益心通痹合剂组;⑤:高剂量益心通痹合剂组;⑥:阿托伐他汀组。

图2  各组大鼠血清TC、TG、HDL及LDL水平

  a:P<0.01,与正常对照组比较;b:P<0.01,c:P<0.05,与模型对照组比较;①:正常对照组;②:模型对照组;③:低剂量益心通痹合剂组;④:

中剂量益心通痹合剂组;⑤:高剂量益心通痹合剂组;⑥:阿托伐他汀组。

图3  各组大鼠主动脉组织IL-6、TNF-α、ICAM-1表达

  a:P<0.01,与正常对照组比较;b:P<0.01,c:P<0.05,与模型对照组比较;①:正常对照组;②:模型对照组;③:低剂量益心通痹合剂组;④:

中剂量益心通痹合剂组;⑤:高剂量益心通痹合剂组;⑥:阿托伐他汀组。

图4  各组大鼠心肌组织Bax及Bcl-2表达

  a:P<0.01,与正常对照组比较;b:P<0.01,c:P<0.05,与模型对照组比较;①:正常对照组;②:模型对照组;③:低剂量益心通痹合剂组;④:

中剂量益心通痹合剂组;⑤:高剂量益心通痹合剂组;⑥:阿托伐他汀组。

图5  各组大鼠主动脉组织 MMP-2及 MMP-9表达

3 讨  论

  AS是动脉硬化性血管病中最常见、最重要的一

种疾病,主要病理变化为动脉内膜增厚和粥样物质斑

块的形成,其形成和发展是一系列炎症反应的过程,

在AS的不同阶段均伴随着炎症反应的发生,而炎症

因子在炎症反应中发挥着重要作用[16-17]。在AS的产

生过程中许多炎症因子均有参与,包括IL-6、TNF-α
和ICAM-1等。IL-6和 TNF-α是由巨噬细胞、血管
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内皮细胞和SMCs等分泌的能够促进炎症的细胞因

子,其中IL-6可以诱导 AS的急性炎症反应,引起纤

溶酶原激活性降低,导致血小板不断聚集,增加血栓

发生率;TNF-α与感染、炎症反应等有关,能进入血管

内膜中活化巨噬细胞,形成泡沫细胞或脂质池[18]。

ICAM-1是一种主要由动脉内皮细胞分泌的糖蛋白,
其表达下调时可有效缓解 AS的形成[19]。本研究发

现益心通痹合剂可明显降低上述促炎因子的表达,揭
示益心通痹合剂具有抗炎的作用。

AS的形成与血脂水平异常密切相关,可能是其

形成的独立危险因素,其中LDL和TC是诊断AS的

关键证据。血脂水平由 TC、TG、HDL及LDL等指

标共同反映,LDL在血管内皮损伤后可氧化为ox-
LDL刺激内皮细胞产生大量的炎症因子,从而导致血

管收缩紧张,并损伤内皮功能,而HDL具有降低机体

胆固醇水平和抗氧化及抗炎作用[19]。脂类物质作为

人体的三大营养物质之一,有助于维持人体正常的生

理功能,当脂质代谢紊乱、脂质水平异常时往往会导

致一系列疾病的发生[20]。脂质异常患者的 AS发生

率高于正常患者,TC及胆固醇脂大量沉积在动脉内

膜和中膜是 AS形成的病理基础[21]。血脂中高胆固

醇对AS的形成影响最大,降低胆固醇可使卒中的相

对危险性降低[22]。本研究也发现益心通痹合剂可有

效降低AS大鼠的血脂水平。
研究表明,MMP可以作为预测斑块易损性的参

考。MMP-1/2/9表达可用于判断易损斑块的恶化程

度[23]。其中 MMP-2和 MMP-9可水解细胞外基质

(extracellular
 

matrix,ECM)中的胶原蛋白和弹性蛋

白,在ECM的合成与降解平衡中起到关键作用,与斑

块的形成和稳定性密切相关。研究发现,MMP-9可

通过介导血管SMCs的增殖、凋亡及ECM 降解参与

AS的发生、发展,其与颈动脉内膜中层增厚及斑块的

不稳定性有着密切的联系,MMP-9高表达可作为颈

内AS稳定性的检测指标[24]。MMP-2可通过ECM
从而在不稳定斑块形成的病理生理过程中扮演重要

角色,被认为是治疗AS的靶分子[25]。抑制 MMP-2/

MMP-9表达可以降低炎症反应,从而提高粥样斑块

的稳定性[26]。本研究采用灌胃高脂维生素D3混合

饲料的方法建立大鼠AS模型,发现造模后主动脉管

壁明显增厚,并且主动脉组织 MMP-2及 MMP-9表

达明显上调,而经不同剂量的益心通痹合剂干预后,
上述指标均有改善,其中高剂量益心通痹合剂组的效

果较好。
综上所述,益心通痹合剂可有效降低AS大鼠的

主动脉管壁的厚度,抑制炎症反应,其机制可能与IL-
6/TNF-α和 MMP-2/MMP-9表达异常相关。
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