
许颖智 !!张军平 "!李 明 "!李良军 !!彭 立 !!张光银 !!杨 萃 !!周亚男 !

收稿日期! !"#"$"%$!!"修回日期!!"&’$&&$"%
基金项目! 国家自然科学基金项目#()%"&*%)$
作者简介! 许颖智%博士研究生%研究方向为中西医结合治疗心血管疾病%电子信箱!+,-./01/23415&6(789:"张军平&通信作者$%教授%研究方向为

中西医结合治疗心血管疾病%电子信箱!;<34;8:5&6(=89:

&= 天津中医药大学研究生院%天津 (""&%(
!= 天津中医药大学第一附属医院%天津 (""&%(

通过利用复合因素制备兔动脉粥样硬化!#$"易损斑块模型#研究四妙勇安汤对 #$ 易损斑块的影响及作用机制$ 随机将
%&只日本大耳白兔分为正常组 !&只#实验组 ’&只$正常组予普通饲料#实验组利用复合因素制备兔主 #$易损斑块模型#( 周时
实验组随机分为模型组%辛伐组%四妙组#继续予以高脂饮食&各给药组开始给药至 "% 周取材#观察主动脉的病理形态#检测血清
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! 引言
动脉粥样硬化!!""疾患随着生活方式的改变其发病率

呈逐年上升趋势#导致各种心脑血管疾病的发生#严重危害人
类健康$ 在 !" 病理机制的认识上##$$$ 年 %&’’ 在内皮损伤
反应学说基础上提出的 !" 是一种炎症性疾病被广泛接受 (#)$
而 !"斑块炎症的产生与 *+,!- 的激活有关#被激活后引发
一系列级联反应#可调控多种基因表达 (.,/)#在 !" 的发生发展
过程中起到非常重要的作用# 是促进斑块不稳定的关键因
素$ 炎症反应可通过增加斑块内坏死脂核#促进斑块内促血
管新生因子的过表达# 增强斑块内基质金属蛋白酶的活性#
加速基质降解等多种途径导致斑块易损性增加$ 近年中药在
防治 !" 疾病过程中呈现良好效果# 在临床治疗中加入清热
解毒药后往往收效极佳 (0,1)$彭立等 (2)认为 !" 疾病乃阴虚毒瘀
为主要病机#治疗以滋阴解毒活血为治疗大法#并且将其法
用于治疗冠心病#效果甚佳$ 本研究依据中医理论和临床实
践#将其一治疗外科疾病的名古方引入冠心病领域#以兔 !"
易损斑块为模型# 从炎症反应的角度探寻其稳定 !" 晚期易
损斑块的作用机制$

" 材料与方法
"#" 实验材料
"#"#" 药物
辛伐他汀%03 456片#1 片6盒#批号%78.9/#杭州默沙东制

药有限公司 &四妙勇安汤煎剂 %金银花 /75’玄参 /75’当归
.75’甘草 #75#汤液经旋蒸仪旋蒸浓缩至含生药 .:.1564;$
"#"#$ 试剂

*+,!- 免疫组化一抗 !%<= !#>?@: A%-,#2/9,B7#C?DDE@
F&=GH=&I?= ?I@ED&JG#KL<C4&"&K*+ M" 免一抗 !-!7N/N#C?DDE@
F&=GH=&I?= ?I@ED&JG# 武汉博士德有限公司"&O"B27!-PN1NN#
C?DDE@ F&=GH=&I?= ?I@ED&JG#武汉博士德公司 "#>Q29 一抗!!DM
/#4&R’< 4&I&H=&I?= ?I@ED?&JG#>?@: SP" ,/T8 ,B7#KL<C4&"&
P>B,N’U>!P,N’>%B V;U"! 试剂盒!美国 %- 公司"$
"#"#% 仪器
酶标仪!PWX#KL<C4&"#电泳仪!QYYZ9>#北京六一仪器

厂"#B>% 仪!K>,T2#杭州博日科技有限公司"#紫外透射仪
![\,]10#北京鼎国生物技术发展中心"#生物显微镜!^=G4!
FR’Z-_07#日本 ^=G4FR’ 公司"#高清晰度彩色病理图像分析
系统!OPU!"Z]777#武汉同济医科大学千屏影像工程公司"$
"#$ 实验方法
"#$#" 实验动物分组及给药方法
选用普通级雄性日本大耳白兔 07 只#体重!]:]"7:]"‘5#

由北京市维通利华实验动物中心提供$ 随机分正常组 N7 只#
实验组 /7只$ 所有动物均单笼饲养#饮水不限#自由摄食#每
日每只予 N175 饲料#喂养 ]0 周&正常组动物予普通饲料#实
验组动物予高脂饲料$ 采用高脂饮食加免疫损伤和球囊拉
伤方法建立兔 !" 斑块模型(8)#自 9 周时实验组随机分为模型
组’辛伐他汀组’四妙勇安组 !简称为模型组 ’辛伐组’四妙

组"$ 各给药组开始给药至 ]0 周取材# 给药量按动物与人用
药量体表面积折算系数 N1 换算$ 辛伐他汀 1456!‘5(次"#
N 次6日&四妙勇安汤按生药量 NN:]156!‘5(次"#] 次6日&模型
组予蒸馏水 N74;6次#]次6日$
"#$#$ 标本的收集
分别于实验开始’给药第 9周’第 N2 周’第 ]0周采血$每

次采血前禁食 N]L#经耳缘静脉抽血 /4;#静置 NL 后 /777
C64EI 离心 N74EI#提取血清置于Z97#冰箱冻存备用&]0 周取
材#用 /a戊巴比妥钠!/745(4;,N(‘5,N"麻醉后将动物固定于
手术台#取出主动脉血管组织#沿纵轴剪开#用生理盐水轻轻
冲洗后一部分置于组织冻存管#液氮保存#做 B>% 测试备用&
一部分置于 N7b中性福尔马林固定$
"#$#% 标本测定
石蜡包埋#苏木素Z伊红!OV"’油红)^*’P?’’&I 染色#光

镜观察病理改变$ P>BZN’U>!PZN’>%B 含量测定采用 V;U"!
方法# 斑块内 O"B23’K*+Z"’*+Z!- 表达# 采用免疫组化方
法#分析测量各阳性染色面积占整个场面积的百分比$ 每张
切片随机观察 1 个不同的高倍镜视野!N3$03"#计算阳性细
胞!细胞内有黄褐色或棕黄色沉淀物"的面积与整个场面积
的比率#取其平均值$ U>!PZN 4%*! 表达采用 %KZB>%方法
检测#测定 U>!PZN 4%*!的相对表达量$
"#$#& 统计方法
实验数据计量资料以 !!" 表示# 组间比较采用单因素方

差分析!"B"" NN:1软件"#差异显著性水平设为 #c3:31$

$ 结果与分析
$#" 四妙勇安汤对血清炎症因子的影响
第 9 周即给药前模型组血清炎症因子 U>!PZN’P>BZN’

>%B 水平均远远高于正常组!$d3:3N"$ 第 N2’.0 周四妙组
U>!PZN’P>BZN 水平明显低于模型组 !$d3:3N#$d3:31"&>%B
水平与模型组相当#无统计学意义!表 N"$ 可见#四妙勇安汤
可在一定程度上降低 !"模型兔机体的 U>!PZN 和 P>BZN 水
平#对血清 >%B 含量无明显影响$
$#$ 四妙勇安汤对病理形态学的影响
由图 N可以看出#正常组主动脉内皮细胞完整#单层紧贴

内弹力板#中层平滑肌细胞排列整齐#呈长椭圆形$ 模型组主
动脉见有典型粥样斑块形成# 斑块表面有纤维组织覆盖#形
成典型的)纤维帽*#且纤维帽较薄&内膜明显增厚#内皮部分
脱落’不完整#内皮下见脂质浸润#大量泡沫细胞及炎性细胞
浸润#弹力板不连续#弹力纤维断裂溶解#有大量胶原纤维生
成$ 辛伐组内膜增厚#有少量泡沫细胞形成#内皮完整#中膜
平滑肌增殖#部分向内膜移行#弹力板尚完整$ 四妙组内膜增
厚#可见若干泡沫细胞#内皮完整#中膜平滑肌增殖#排列尚
规则#弹力板尚完整$

$#% 四妙勇安汤对斑块内炎症反应的影响
正常组动脉壁有少量 *+Z!-表达#模型组 O"B23’K*+Z"’

*+Z!-蛋白呈强阳性表达#其阳性面积百分比均明显高于正
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图 ! 各组 "# 染色观察比较!$%!"
&’() * +,-./0’1,2 ,3 $ (0,4.1 ’2 "5 16/’2’2( 7$%!8

表 * 第 9周#第 *:和第 ;< 周各组 =+>?@*#?+A@*水平比较
B/CDE * BFE DEGED1 ,3 =+>?@*H ?+A@*H +IA ’2 1E04- /6 6FE 96FH *:6F /2J ;<6F KEEL

常组 !!!"#"$"#%& 斑块内存在一定的炎症反应 $ 四妙组
’&()"%*+,-!%+,-". 阳性面积百分比均低于模型组 !!!
"#"/ 或 !!"#"$"#可见四妙勇安汤可能能够抑制 ’&()"%*+,-
!%+,-". 蛋白表达#抑制斑块内炎症反应!表 0"&

;)< 四妙勇安汤对 >M斑块内 =+>?@* -INO表达的影响
由表 1可知# 以 23%4-$ 56+%7%89:; 比值表示 23%4-$

56+%基因的相对表达量& 模型组 23%4-$ 56+% 相对表达
高于正常组$ 四妙勇安汤组和辛伐他汀组 23%4-$ 56+% 表
达均低于模型组!!!"#"$"#但四妙勇安汤组和辛伐他汀组之

时点 组别 只数 23%4-$ 含量7!;<’5=-$" 43(-$ 含量7!><’5=-$" 36( 含量7!><’5=-$"

第 ?周
正常组

模型组

$"
?

1@$#A"!$)#BB
@)0#?1!@0#/$C

A0#0/!0?#"/
0@"#B$!$"0#"/C

$A#?)!"#BA
0"#@/!0#$A!

第 $) 周
模型组

辛伐组

四妙组

?
$"
$"

/?1#?/!@/#@A"

/"B#@)!@@#"/"

/00#A0!@)#00"

0@"#A"!??#"@
0$B#BA!?"#0"
$)0#")!))#A/#

0A#@1!1#)A
0?#A@!$#0B
0)#$B!$#A?

第 0@ 周
模型组

辛伐组

四妙组

?
$"
$"

)A?#B)!)@#$0"

/?0#/B!1@#/1"

@/A#?1!@?#00"

1"A#B$!$1$#$"
$@/#)@!0@#B1$

$$$#?B!/A#?)"

1/#1"!@#A$
10#@"!1#B1
10#B$!$#)"

注! 与正常组比较"%表示 !!"#"/"C 表示 !!"#"$#与模型组比较"$表示 !!"#"/""表示 (!"#"$$

+D9EFG 8D5>HIEJ K:9L ;DI5HM <IDN>O!5EH;F !!"#"/"C5EH;F !!"#"$P 8D5>HIEJ K:9L ;DI5HM <IDN>O $5EH;F !!"#"/""5EH;F !!"#"$#

!/" 正常组
7/8 N,0-/D P,260,D (0,4.

!C" 模型组
7C8 ?,JED (0,4.

!P" 辛伐组
7P8 M’-G/16/6’2 (0,4.

!J" 四妙组
7J8 MQR (0,4.

表 ; 各组 "MA:%#BN&@!#N&@"S
阳性面积百分比比较

B/CDE ; +,-./0’1,2 ,3 "MA:%H BN&@!H N&@"S
ET.0E11’,2 ’2 .D/U4E ,3 < (0,4.1

注! 与正常组比较"!表示 !!"#"/"C 表示 !!"#"$#与模型组比较"$表
示 !!"#"/""表示 !!"#"$$

+D9EFG 8D5>HIEJ K:9L ;DI5HM <IDN>O !5EH;F !!"#"/"C5EH;F ! !"#"$P
8D5>HIEJ K:9L ;DI5HM <IDN>O $5EH;F !!"#"/""5EH;F !!"#"$#

表 V 各组 =+O?@* -INO 表达的比较
B/CDE V +,-./0’1,2 ,3 =+O?@* -INO ET.0E11’,2

’2 .D/U4E ,3 < (0,4.1

组别 只数 23%4-$ 56+%7%89:;
正常组

模型组

辛伐组

四妙组

$"
?

$"
$"

$#0"!"#1/
0#1$!"#@BC"

"#A"!"#1@C"

"#)$!"#1"C"

注!与正常组比较"C 表示 !!"#"$#与模型组比较""表示 !!"#"$$

+D9EFG 8D5>HIEJ K:9L ;DI5HM <IDN>O C5EH;F !!"#"$P 8D5>HIEJ K:9L ;DI5HM

<IDN>O"5EH;F !!"#"$#

组别 只数 ’&()" *+,-! +,-".
正常组

模型组

辛伐组

四妙组

$"
?

$"
$"

$#1A!"#/)A
0)#B)!B#@0C"

?#BB!$#1@1C"

B#?0!1#A)1C"

0#1?!"#?1
0?#B1!A#"?C
B#0@!0#B?C"

B#??!0#A1C"

"#$A!"#"A
0@#1?!?#$"C
$0#""!0#/)C$

$$#)1!1#?1C$
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间无统计学差异! 可见"四妙勇安汤可以从基因水平抑制黏
附分子的表达!

! 讨论
在 !"的发生过程中"各种危险因素可导致内皮损伤"细

胞处于一种应激状态就会产生 #"$%&"’"$%& 可诱导巨噬细
胞表达 ()*+!#基质金属蛋白酶+,"而且它们可以激活血管
内皮细胞#平滑肌细胞#单核细胞来源的巨噬细胞"诱导产生
-./0+1 及 2./0+1" 使血流中的白细胞与内皮细胞相互黏
附"继而在单核细胞趋化蛋白+1$0.$+1%等趋化因子的作用
下迁移至血管内膜&0.$+1 除趋化单核细胞外" 对平滑肌细
胞也有趋化增殖作用"并诱导组织因子表达"促进局部血栓
形成! 单核细胞进入内膜后逐渐成熟变为巨噬细胞"活化的
巨噬细胞释放 -3+1#-3+4#()5+! 等细胞因子和生长因子!

()5+! 能够损伤内皮细胞"促进巨噬细胞吞噬脂质"形成泡
沫细胞& 促进平滑肌增殖及平滑肌源性泡沫细胞的形成&

()5+!还能够激活转录因子 )5+"6! )5+"6激活后"参与 /"
发生的多种基因表达的调控 789"可调控许多炎症因子的转录
过程"参与 /"的病理过程"形成炎症级联反应网络!
本实验表明" 模型组主动脉见有典型粥样斑块形成"纤

维帽较薄"内膜明显增厚"斑块内大量脂质沉积及炎性细胞
浸润& 血清 -./0+1#0.$+1#.:$ 水平随时间延长呈不断上
升趋势&动脉壁斑块内 ()5+!#’"$%&及 )5+"6 呈高表达!四
妙勇安汤干预后 4 周和 1% 周血清 -;/0+1#0.$+1 水平降
低"对 .:$作用不明显!.:$是急性时相反应蛋白"既往在感
染#自身免疫性疾病#肿瘤方面的研究应用较多! 近来".:$
在临床已被广泛应用于预测心血管病变的发生率".:$可能
是不稳定动脉粥样硬化病变的重要标志物"但并不反映动脉
粥样硬化的程度! 本实验结果也提示了四妙勇安汤可以抑制
内膜厚度#降低斑块易损性"但是对 .:$ 的降低作用不明显!
免疫组化结果提示其可抑制斑块内 ()5+!#’"$%& 表达 "降
低斑块内炎症反应水平"抑制炎症相关的细胞信号通路蛋白

)5+"6 的表达! 进一步 $.: 实验表明四妙勇安汤能够抑制
-./0+1 的 <:)/表达!四妙勇安汤出自清代包相敖的’验方
新编("其组成简单"由金银花#当归#玄参#甘草四味药组成"
金银花清热解毒"当归活血和血"玄参滋阴清热"甘草调和诸
药"清热解毒"全方共奏滋阴活血解毒之功效!/"的发病过程
中存在热毒的病理变化"日久脏腑失调"形成血瘀热毒阴虚
相互夹杂的病理状态"进而损伤脉络"导致 /" 斑块的形成!
四妙勇安汤具有滋阴活血#清热解毒并治之功效"可清除 /"
机体的热毒瘀血"延缓内膜增厚"下调炎症因子表达"抑制炎
症反应"从而稳定 /" 易损斑块!

" 结论
四妙勇安汤能够降低内膜厚度 "降低血清 0;$+1 和

-;/0+1水平"对 ;:$ 水平影响不明显&抑制斑块内 ()5+!#
’"$%&的高表达及炎症细胞信号通路蛋白 )5+!6 的高表达"

下调 -;/0+1 <:)/ 的表达! 由此可见" 四妙勇安汤能够抑
制斑块内炎症反应"降低内膜厚度"抑制斑块生长和斑块内
成分的改变"从而稳定 /" 易损斑块"其进一步的作用机制还
在深入研究中!
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