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血管软化丸调控 AMPK/NLRP3 信号通路
防治动脉粥样硬化的机制研究

秦合伟1，2，王梦楠2，李彦杰1，2，孙孟艳2，高洋2，刘丹丹2

（1 .河南省中医院，河南 郑州 450002；2.河南中医药大学，河南 郑州 450046）

　　摘要：目的 探讨血管软化丸能否通过调控腺苷酸活化蛋白激酶（AMP -activated protein kinase，AMPK）/NOD 样受
体热蛋白结构域相关蛋白 3（NOD -like receptor thermal protein domain associated protein 3，NLRP3）通路抑制细胞焦亡改
善载脂蛋白 E 基因敲除（apolipoprotein E knockout，APOE -/-）小鼠动脉粥样硬化（atherosclerosis，AS）。方法 1 0 只
C57BL/6J小鼠作为空白对照组，60 只 APOE -/-小鼠随机分为模型组、血管软化丸低剂量组、血管软化丸高剂量组、阿托
伐他汀组、血管软化丸高剂量和 AMPK抑制剂联合组、AMPK抑制剂组，给予高脂饮食饲养 1 8 周建造动脉粥样硬化小鼠
模型，并于第 1 3 周给予不同方法干预，干预 6 周后取材，分别检测各组小鼠甘油三酯（triglyceride，TG）、总胆固醇（total
cholesterol，TC）、低密度脂蛋白-胆固醇（low density lipoprotein -eholesterol，LDL -C）、高密度脂蛋白-胆固醇（high den-
sity lipoprotein -eholesterol，HDL -C）水平，HE 和油红 O染色观察小鼠主动脉组织病理形态学变化，Elisa测定主动脉组
织白细胞介素（interleukin，IL）-1β和 IL -1 8 水平，Western Blot检测 AMPK、P -AMPK、NLRP3、裂解的半胱氨酸天冬酶
1（Cleaved -Caspase -1）、Gasdermin D（GSDMD）-N 蛋白表达，免疫荧光检测 P -AMPK、NLRP3 蛋白在主动脉根部的分
布情况，透射电子显微镜观察主动脉内皮超微结构改变情况。结果 与对照组相比，模型组大鼠血清 TG、TC、LDL -C 水
平显著升高，HDL -C水平显著降低（P<0.01），主动脉根部细胞排列紊乱，且脂肪空泡明显，主动脉有明显粥样斑块沉
积，P -AMPK蛋白表达水平显著降低，NLRP3、Cleaved -Caspase 1、GSDMD -N 蛋白表达水平及 IL -1β和 IL -1 8 水平
显著升高（P<0.05 或P<0.01）；与模型组比较，血管软化丸高低剂量组及阿托伐他汀组血脂紊乱得到改善，主动脉组
织及细胞病变程度减轻，P -AMPK蛋白表达水平显著升高，NLRP3、Cleaved -Caspase 1、GSDMD -N 蛋白表达水平显著
降低（P<0.05 或P<0.01），IL -1β和 IL -1 8 水平显著降低（P<0.05 或P<0.01）；与血管软化丸高剂量 +AMPK抑制
剂组比较，血管软化丸高剂量组焦亡相关蛋白水平显著降低（P<0.05 或P<0.01），主动脉内皮细胞损伤程度减轻，而
AMPK抑制剂组与之相反。结论 血管软化丸可能通过调控 AMPK/NLRP3 通路减轻细胞焦亡发挥对动脉粥样硬化小鼠
的保护作用。
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Mechanism of Xuguan Ruanhua Pill（血管软化丸）Regulating AMPK/NLRP3
Signaling Pathway Against Atherosclerosis
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Abstract：Objective To investigate whether Xuguan Ruanhua Pill（血管软化丸）can improve atherosclerosis in APOE -/-
mice by regulating the AMP -activated protein kinase（AMPK）/NOD -like receptor thermal protein domain associated protein 3
（NLRP3）pathway and inhibiting cellular death.Methods Ten C57BL/6J mice were used as blank control group.Sixty apolipopro-
tein E knockout（APOE -/-）mice were randomly divided into model group，Xuguan Ruanhua Pill low -dose group，Xuguan Ru-
anhua Pill high -dose group，atorvastatin group，Xuguan Ruanhua Pill high dose +AMPK inhibitor combination group and AMPK
inhibitor group，and were given high -fat diet to construct atherosclerosis（AS）mouse model for 1 8 weeks and were given different
methods of intervention in the 1 3th week.Different methods of intervention were given，and the samples were taken 6 weeks after
the intervention，and the levels of triglyceride（TG），total cholesterol（TC），low density lipoprotein -eholesterol（LDL -C）and
high density lipoprotein -eholesterol（HDL -C）were detected respectively in each group.The pathological and morphological
changes of mouse aortic tissues were observed by HE and Oil Red O staining.The levels of interleukin（IL）-1βand IL -1 8 in
aortic tissues were determined by ELISA，and the protein expressions of AMPK，P -AMPK，NLRP3，Cleaved -Caspase 1 and GS-
DMD -N were detected by Western Blot.The P -AMPK and NLRP3 protein distribution in the aortic root was detected by immu-
nofluorescence method and transmission electron microscopy was used for the observation of aortic endothelial ultrastructural
changes.Results Compared with those in the control group，the model group had significantly higher serum levels of TG，TC and
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LDL -C，significantly lower HDL -C levels（P<0.01），disorganised cell arrangement in the aortic root and obvious fat vacuoles，
significant atheromatous plaque deposition in the aorta，significantly lower levels of P -AMPK protein expression，and significantly
lower levels of NLRP3，Cleaved -Caspase 1 and GSDMD -N proteins were significantly increased（P<0.05 or P<0.01）.Com-
pared with those of the model group，the lipid disorders were improved in the high and low dose groups of Xuguan Ruanhua Pill
and the atorvastatin group，and the degree of aortic tissue and cytopathic lesions were reduced，with a significant increase in the
expression level of P -AMPK，and a significant decrease in the expression levels of NLRP3，Cleaved -Caspase 1 and GSDMD -
N proteins（P<0.05 or P<0.01）.The expression levels were significantly reduced（P<0.05 or P<0.01），and the levels of
IL -1βand IL -1 8 were significantly reduced（P<0.05 or P<0.01）.Compared with those of the Xuguan Ruanhua Pill high
dose +AMPK inhibitor group，the level of coagulopathy -associated proteins in the Xuguan Ruanhua Pill high -dose group was
significantly reduced（P<0.05 or P<0.01），and the degree of damage to aortic endothelial cells was attenuated，while that in
the AMPK inhibitor group in contrast.Conclusion Xuguan Ruanhua Pill may exert a protective effect on atherosclerotic mice by
regulating the AMPK/NLRP3 pathway to reduce cell death.

Keywords：Xuguan Ruanhua Pill（血管软化丸）；atherosclerosis；AMPK/NLRP3 signalling pathway；pyroptosis

　　动脉粥样硬化是指糖脂异常积聚于大中动脉内壁而导致
动脉硬化及其他继发病变的慢性代谢性疾病，其病机复杂，主

要涉及内皮细胞损伤、脂质沉积、血管平滑肌细胞增殖迁移等

多种病理过程，缺血性心脑血管疾病发生发展的病理基

础［1 -2］。研究表明，氧化低密度脂蛋白（oxidized low -density
lipoprotein，ox -LDL）可以促进 NOD样受体热蛋白结构域相关
蛋白 3（NOD -like receptor thermal protein domain associated
protein 3，NLRP3）炎症小体激活，NLRP3 炎症小体的激活参与
AS 的发生和发展，其含量与疾病严重程度呈正相关［3 -4］。NL-
RP3 被广泛认为能够通过诱导 Caspase -1 活化，加速细胞炎症
因子如白细胞介素（interleukin，IL）-1β和 IL -1 8 的分泌，加
重代谢性疾病的炎症反应［5］。腺苷酸活化蛋白激酶（AMP -
activated protein kinase，AMPK）是体内不可缺少的蛋白激酶，不
仅参与糖脂代谢等多种生理过程，并能有效抑制 NLRP3 和炎症
因子的表达，在动脉粥样硬化等代谢性疾病中起关键作用［6 -7］。

中医药在治疗动脉粥样硬化中具有独特的优势，展现出广

阔的发展前景。目前，中医药治疗动脉粥样硬化的主要作用机

制主要包括调节脂质代谢、改善胰岛素抵抗、减轻氧化应激水

平、调节肠道菌群失衡和抑制炎症因子释放等。研究的范围从

传统方药扩展到自拟经验方，并且很多方药都经过长期临床应

用实践，为中医药的辨证施治和进一步研究奠定了基础。血管

软化丸是以由保和丸加减化裁而成的具有调节脂质代谢作用

的中药复方，既往研究发现，血管软化丸具有明显的抑制炎症

反应和调节脂质代谢的作用，可靶向脂蛋白脂肪酶 （lipopro-
tein lipase，LPL）调控巨噬细胞，减少白细胞介素 （interleukin，
IL）-6、IL -1β、肿瘤坏死因子（tumor necrosis factor，TNF -
α）、单核细胞趋化蛋白 -1 （monocyte chemotactic protein 1，
MCP -1）等炎症因子分泌和巨噬细胞脂质蓄积［8 -9］。基于血

管软化丸的抗炎、降脂功能，本研究以高脂喂养 APOE -/-小鼠
构建动脉粥样硬化模型，基于 AMPK/NLRP3 介导的细胞焦亡
途径探讨血管软化丸对动脉粥样硬化小鼠的保护作用。

1 　材料
1 .1 　实验动物及饲料　8 周龄、体质量（20 ±2）g、雄性载脂蛋
白 E 基因敲除（apolipoprotein E knockout，APOE -/-）小鼠购自
杭州子源公司，合格证：20221 01 2Abzz01 05000687。所有动物
饲养于河南中医药大学动物实验中心，（22 ±1 ）℃恒温、
60% ~75%恒湿、1 2 h循环照明，自由摄食、饮水。本研究所涉
及的所有动物饲养及其他实验操作将由河南中医药大学动物

实验中心伦理委员会和河南中医药大学第二临床医学院中心

实验室进行审查和批准，本实验设计方案符合安全性和公平性

原则，符合国家对医学实验动物的有关要求，伦理审核批准号：

DWLL20220901 2。

1 .2　试剂　AMPK 抑制剂化合物 C（Compound C）（货号：
CC1 7243，GLPBIO）；IL -1β试剂盒（货号：EK201 BHS -AW1，
MULTI SCIENCES）和 IL -1 8 试剂盒（货号：EK21 8 -AW1，
MULTI SCIENCES）；HE 染色试剂盒（货号：G1 1 20，Solarbio）；
BCA 蛋白浓度测定试剂盒（批号：P001 0，Beyotime）、ECL Plus
超敏发光液（批号：PE001 0，Solarbio）。油红 O 染液（货号：
G1 260，Solarbio）。AMPK（货号：1 0929 -2 -AP，Proteintech）、
P -AMPK（货号：bs -1 431 8R，Bioss）、NLRP3（货号：DF7438，
Affinity）、Cleaved -Caspase 1 （货 号：AF4005，Affinity）、
GSDMD -N（货号：AF401 2，Affinity）、GAPDH（货号：1 0494 -
1 -AP，Proteintech）；2.5%电镜固定液（货号 P1 1 26，Solarbio）。
1 .3　药物　血管软化丸药物组成：山楂 30 g，陈皮 1 2 g，清半
夏 1 0 g，黄芪 30 g，丹参 1 2 g，三七 1 2 g，莱菔子 1 5 g。方中所
有中药均来自河南中医药大学第二附属医院药剂科，按照要求

制为颗粒剂，按照“人和动物体表面积折算的等效剂量比率

表”换算为小鼠灌胃的低、高 2 个剂量：2.34、4.68 g/kg。阿托
伐他汀钙片，购于辉瑞制药有限公司，20 mg/片。
2　方法
2.1　造模与分组　Apo E -/-小鼠适应性饲养 1 周后给予全程
高脂饲料喂养，于第 12周末将小鼠随机分为 6组：模型组、血管软
化丸低剂量组、血管软化丸高剂量组、阿托伐他汀组、血管软化丸

高剂量和 AMPK抑制剂联合组（联合组）、AMPK抑制剂组，每组
10只；另有 10只 C57 BL/6小鼠给予普通饲料作为对照组。
2.2　给药　饲养 1 2 周后开始干预，对照组、模型组给予生理
盐水 1 0 mL/kg灌胃，血管软化丸低、高剂量组分别给予 2.34、
4.68 g/kg血管软化丸，阿托伐他汀组给予 1 0 mg/kg阿托伐他
汀，联合组在血管软化丸高剂量组的基础上腹腔注射 Com-
pound C 1 0 mg/kg，AMPK抑制剂组单独腹腔注射 Compound C
1 0 mg/kg。1 次/d，连续干预 6 周。
2.3　样本采集　在实验最终日禁食 1 2 h 后，麻醉小鼠眼窝取
血 1 ~1 .5 mL，颈椎脱臼处死小鼠，迅速解剖心脏、主动脉。将
血液置于抗凝管中，静置 3 h 后以 3000 r/min 离心 1 5 min，分
离血清，冻存在-80 ℃的冰箱中以备使用。
2.4　血清生化指标检测　应用全自动生化分析仪检测各组小
鼠血清甘油三酯（triglyceride，TG）、总胆固醇（total cholesterol，
TC）、低密度脂蛋白-胆固醇（low density lipoprotein -eholester-
ol，LDL -C）及 高 密 度 脂 蛋 白 -胆 固 醇 （high density
lipoprotein -eholesterol，HDL -C）水平。
2.5　主动脉组织病理形态学变化　HE 染色：将经 4%多聚甲
醛固定 48 h的心脏脱水后石蜡包埋，切成 4 μm 厚的切片，贴
片后烘干，经二甲苯脱蜡、梯度乙醇、蒸馏水后，苏木精 -伊红
染液染色，最后中性树脂封片于显微镜上观察。油红 O 染色：
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剥离小鼠主动脉弓至髂动脉分叉处，纵向解剖并在 37 ℃水浴
锅中用油红 O染液染色 1 h，75%乙醇洗色。使用 Image J 软
件计算斑块面积。

2.6　Western Blot检测主动脉组织 AMPK、P -AMPK、NLRP3、
Cleaved -Caspase -1、GSDMD -N 的表达　剪取合适大小主动
脉组织，磨碎匀浆，冰上静置 1 h 并离心，取上清，测定蛋白浓
度，95 ℃变性 5 min。使用 1 0%SDS 聚丙烯酰胺凝胶进行蛋白
电泳，并将其转至 PVDF 膜上，室温下 5%脱脂奶粉封闭 2 h，特
异性单克隆一抗 AMPK（1 ∶1 000）、P -AMPK（1 ∶1 000）、NL-
RP3（1 ∶1 000）、Cleaved -Caspase -1 （1 ∶1 500）、GSDMD -N
（1 ∶1 500）和 GAPDH（1 ∶5000），4 ℃孵育过夜，洗涤后室温孵育
二抗 1 h。Image Lab 软件目的条带和内参 GAPDH的灰度值。
2.7　Elisa法检测小鼠主动脉匀浆中 IL -1β和 IL -1 8 水平　
取适量主动脉组织，磨碎匀浆，采用 IL -1β和 IL -1 8 试剂盒
检测主动脉组织中 IL -1β和 IL -1 8 的水平。
2.8　免疫荧光检测小鼠主动脉窦 P -AMPK、NLRP3 蛋白表达
　主动脉窦切片经补液和抗原修复后进行免疫组织化学测定，
将主动脉窦切片和封闭缓冲液一起孵育，P -AMPK一抗 4 ℃
孵育过夜（1 ∶1 000），二抗孵育 50 min；修复后用 NLRP3（1 ∶
200）抗体 4 ℃孵育过夜，二抗孵育 50 min；DAPI 复染，抗荧光
淬灭剂封片，荧光显微镜观察，采集图像。

2.9　透射电镜观察小鼠主动脉内皮超微结构改变　将长度约
为 2 mm的主动脉组织放入 2.5%的戊二醛内固定，梯度脱水
后用环氧树脂包埋，随后对主动脉组织进行超薄切片（70
nm），然后用饱和醋酸双氧铀水溶液和枸橼酸钠铅染色。在透
射电镜下观察血管内皮细胞内超微结构。

2.1 0　统计学分析　用 SPSS 22.0 软件对实验数据进行统计
学分析。计量资料以均数±标准差（★x±s）表示，多组计量资料
如正态分布且方差齐性，组间比较采用单因素方差分析，以

P<0.05 为差异有统计学意义。
3　结果
3.1　血管软化丸对小鼠血清中 TC、TG、HDL -C 及 LDL -C
含量的影响　表 1 结果显示，与正常组相比，模型组小鼠血清
TC、TG及 LDL -C 水平明显升高，HDL -C 水平明显降低；与
模型组相比，血管软化丸治疗组及阿托伐他汀组小鼠 TC、TG
及 LDL -C水平下降，HDL -C 水平上升；而与高剂量血管软
化丸组相比，联合组小鼠 TC、TG及 LDL -C 水平上升，HDL -
C水平下降，但与单纯腹腔注射 AMPK抑制剂的小鼠相比，联
合组小鼠血脂代谢紊乱的情况明显减轻（表 1）。由此可见，血
管软化丸能够有效改善 AS 小鼠的血脂代谢，抑制 AMPK的表
达会减弱血管软化丸对血脂代谢的改善作用。

3.2　血管软化丸对小鼠主动脉斑块沉积的影响　如插页ⅩⅤ图
1 所示，血管软化丸会减轻 APOE -/-小鼠主动脉粥样硬化病
变，与正常组相比，模型组小鼠主动脉及其根部出现明显的斑

块沉积；与模型组相比，血管软化丸高、低剂量组和阿托伐他汀

组小鼠主动脉斑块沉积面积均明显减轻，其中高剂量组与低剂

量组、阿托伐他汀组之间的差异均不具有统计学意义。联合组

小鼠的主动脉斑块沉积情况较血管软化丸高剂量组小鼠加重，

较 Compound C组小鼠减轻（表 2）。提示血管软化丸可能在动
脉粥样硬化中具有保护作用，而 Compound C 逆转了血管软化
丸对动脉粥样硬化的保护作用。

3.3　血管软化丸对小鼠主动脉窦病理形态改变的影响　如插
页ⅩⅤ图 2 所示，正常组主动脉组织结构完整，内皮细胞完整且
排列有序；与正常组相比，模型组可观察到内皮细胞脱落，主动

脉纤维层被破坏，出现了含脂质及胆固醇结晶的粥样斑块，胶

原纤维结缔组织增生；与模型组比较，血管软化丸高、低剂量组

及阿托伐他汀组的细胞病理形态改变减轻，病变区域的泡沫细

胞及胶原纤维减少；与高剂量血管软化丸组相比，联合腹腔注

射 AMPK抑制剂的小鼠主动脉窦病变情况明显，但病变最严
重的仍是单纯腹腔注射 AMPK抑制剂的小鼠（表 2）。
3.4　血管软化丸对小鼠主动脉组织中 IL -1β、IL -1 8 表达的
影响　与正常组相比，模型组小鼠主动脉中 IL -1β和 IL -1 8
的表达水平明显升高；各中药、西药治疗组均显著降低了主动

脉炎症因子的表达。同先前的研究结果一致，与联合组相比，

血管软化丸高剂量组的小鼠 IL -1β、IL -1 8 水平显著降低，抑
制剂组水平显著升高（表 3）。提示血管软化丸能够降低 AS 小
鼠主动脉炎症因子的表达，但这种抑制作用会被 AMPK 抑制
剂消除。

3.5　血管软化丸对小鼠主动脉组织 AMPK、P -AMPK 、NL-
RP3、Cleaved -Caspase -1、GSDMD -N 蛋白表达的影响　如图
3 所示，与正常组相比，模型组小鼠主动脉组织 P -AMPK蛋白
表达量显著降低，NLRP3、Cleaved -Caspase -1、GSDMD -N 表
达量均显著升高；与模型组比较，血管软化丸高、低剂量组及阿

托伐他汀组小鼠主动脉组织 P -AMPK表达均显著升高，NL-
RP3、Cleaved -Caspase -1、GSDMD -N 表达均显著降低；在给
予高剂量血管软化丸灌胃治疗时同时腹腔注射 AMPK抑制剂
Compound C 显著降低了 P -AMPK 的表达，提高了 NLRP3、
Cleaved -Caspase -1、GSDMD -N 的表达，而单独腹腔注射
Compound C使蛋白趋势改变更加明显（表 4）。免疫荧光共定
位染色检测了 P -AMPK和 NLRP3 在主动脉窦的表达，其结果
与蛋白质印迹分析结果相对应（插页ⅩⅥ图 4，表 5），进一步验
证了血管软化丸对 AMPK/NLRP3 信号通路的调控作用。
3.6　血管软化丸对小鼠主动脉组织超微结构的影响　透射电
子显微镜结果显示，与正常组相比，模型组小鼠主动脉血管内

皮细胞表现出明显的形态改变，如细胞肿胀变形，胞质空泡化

并伴有内容物流出，甚至出现细胞膜破裂、细胞核溶解；相比之

下，各治疗组细胞病理形态改变程度减轻；而在使用 AMPK抑
制剂干预的小鼠主动脉中，内皮细胞的形态又呈现出不同程度

的病理改变，如图所示。结合前期分子检测结果，提示血管软

化丸能够有效抑制高脂饮食诱导的小鼠主动脉内皮细胞焦亡，

表 1 　各组小鼠血清 TC、TG、HDL -C 及 LDL -C 水平（★x±s） 单位：mmol/L

组别 n TC TG HDL -C LDL -C

正常组 9 2.59 ±1 .02 0.64 ±0.1 1 1 .1 4 ±0.1 5 0.32 ±0.1 5
模型组 9 22.20 ±3.91 ■■ 1 .20 ±0.20■■ 0.60 ±0.1 4■■ 5.22 ±0.70■■

血管软化丸低剂量组 9 1 9.01 ±3.25▲ 1 .03 ±0.1 8▲ 0.73 ±0.1 2▲ 3.73 ±0.54▲▲

血管软化丸高剂量组 9 1 8.55 ±2.66▲● 0.99 ±0.20▲● 0.75 ±0.1 1 ▲●● 3.58 ±0.48▲▲●●

阿托伐他汀组 9 1 6.38 ±3.05▲▲ 1 .02 ±0.22▲ 0.68 ±0.1 6▲ 3.47 ±0.46▲▲

联合组 9 21 .49 ±3.69 1 .1 6 ±0.1 3 0.57 ±0.1 0 4.49 ±0.61
AMPK抑制剂组 9 25.1 8 ±2.98● 1 .35 ±0.1 4● 0.45 ±0.1 2● 5.85 ±0.92●●

　　注：■■与正常组比较，P<0.01；▲与模型组比较，P<0.05；▲▲与模型组比较，P<0.01；●与联合组比较，P<0.05；●●与联合组比较，P<0.01。
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表 2　各组小鼠主动脉组织病变的相对定量分析（★x±s）
单位：%

组别 n
主动脉窦病变

面积占比

主动脉斑块

面积占比

正常组 3 3.1 5 ±1 .78　　 2.65 ±2.30　　
模型组 3 32.66 ±5.34■■ 32.60 ±1 .68■■

血管软化丸低剂量组 3 25.07 ±1 .69▲ 20.38 ±0.75▲▲

血管软化丸高剂量组 3 22.08 ±2.30▲▲● 1 7.89 ±1 .69▲▲●

阿托伐他汀组 3 1 5.23 ±7.1 7▲▲ 1 4.76 ±3.58▲▲

联合组 3 31 .1 6 ±0.45 24.03 ±2.67
AMPK抑制剂组 3 38.83 ±4.49● 37.76 ±3.70●●

　　注：■■与正常组比较P<0.01；▲与模型组比较，P<0.05；▲▲
与模型组比较，P<0.01；●与联合组比较，P<0.05；●●与联合组比
较，P<0.01。

表 3　各小鼠主动脉组织中的 IL -1β、IL -1 8 表达（★x±s）
单位：pg/mg

组别 n IL -1β IL -1 8

正常组 6 1 6.79 ±4.1 8　　 1 4.95 ±3.57　　
模型组 6 56.03 ±4.75■■ 56.69 ±6.33■■

血管软化丸低剂量组 6 49.05 ±5.05▲ 48.70 ±6.59▲

血管软化丸高剂量组 6 47.73 ±4.90▲● 47.96 ±6.93▲●

阿托伐他汀组 6 43.65 ±4.82▲▲ 48.71 ±4.1 8▲

联合组 6 55.50 ±4.36 55.20 ±4.57
AMPK抑制剂组 6 81 .1 0 ±1 8.62●● 78.83 ±6.20●●

　　注：■■与正常组比较P<0.01；▲与模型组比较，P<0.05；▲▲
与模型组比较，P<0.01；●与联合组比较，P<0.05；●●与联合组比
较，P<0.01。

　　注：a为正常组，b为模型组，c 为血管软化丸低剂量组，d为血
管软化丸高剂量组，e 为阿托伐他汀组，f为高剂量血管软化丸与
AMPK抑制剂联合组，g为 AMPK抑制剂组。
图 3　各组小鼠主动脉组织 AMPK、P -AMPK、NLRP3、Cleaved -

Caspase -1、GSDMD -N 蛋白免疫印迹

而抑制 AMPK磷酸化会逆转此种保护作用。见插页ⅩⅦ图 5。
4　讨论

动脉粥样硬化是从大中动脉内膜受损开始，发生脂质代谢

紊乱伴炎性细胞浸润，最终以脂质沉积形成斑块为特征的慢性

炎症疾病。高血压、血脂异常等因素均有可能诱发血管内膜损

伤，刺激动脉粥样硬化病变形成。目前，动脉粥样硬化的治疗

策略仍以采用他汀类药物为主，但其常引起肝痛、肌损伤等不

良反应［1 0］。

中药具有多角度、多靶点、多层次的特点，药物简便、药效

平稳，能够发挥治病求本的特色，在治疗动脉粥样硬化这一疾

病中有独特的优势［1 1］。现代中医学认为动脉粥样硬化主要病

机是痰瘀互结、化热成毒与损伤络脉，“痰”“瘀”“毒”三者之

间可相生或相互转化［1 2 -1 3］。本研究所用血管软化丸由保和丸

加减化裁而成，方中山楂消食化积、活血化瘀为君药；陈皮、半

夏理气健脾、化痰散结，黄芪补气以行血，丹参、三七行气散结、

活血化瘀，共为臣药；莱菔子理气消食为佐药；诸药合用，共奏

消积化痰、活血化瘀之效［1 4］。既往临床研究表明，血管软化丸

能够通过降低血清炎性因子，调节血脂代谢紊乱，改善血管内

皮功能及血液流变学，抑制颈动脉粥样硬化斑块发展［1 5 -1 6］。

细胞焦亡属于程序性细胞死亡方式的一种，焦亡经典途径

由 NLRP3 炎症小体启动，并依赖于 Caspase -1 信号途径［1 7］。

在生理情况下，炎症小体能够通过消除细胞损伤致病因素来保

护机体免受病原体感染和氧化应激，然而，NLRP3 的过度激活
则会促进 AS 的发展［1 8］。研究表明，NLRP3 炎症小体和 IL -
1β是 AS 发展的主要驱动因素［1 9］。AMPK是细胞内调节脂质
代谢的关键分子，AMPK 参与代谢相关心血管疾病的发生过
程，激活 AMPK可以通过减少泡沫细胞形成、保护血管内皮进
而减少斑块形成，延缓 AS 进程。他汀类药物可以通过增加体
外和体内的 Thr -1 72 磷酸化来快速激活 AMPK，是此类药物
降低血脂，抗炎抗氧化的主要机制之一［20 -21］。AMPK活性抑
制可通过激活 NLRP3 炎症小体发挥促焦亡作用，WU M等［22］

的研究表明激活 AMPK 能够抑制哺乳动物雷帕霉素靶蛋白
（mammalian target of rapamycin，mTOR）途径，从而抑制 NLRP3
炎症小体活化并缓解 β细胞功能障碍中的焦亡。激活 AMPK
信号还可以通过改善自噬，减轻内质网应激，激活 SIRT1 和调
节线粒体稳态，从而抑制 NLRP3 炎症小体，进一步改善炎症反
应［23］。血管软化丸中的多种活性成分都可参与 AMPK 的激
活，例如黄芪、三七中的黄酮类化合物槲皮素在体内和体外都

能激活 AMPK/过氧化物酶体增殖物激活受体 γ辅激活因子
1α（peroxlsome proliferator -activated receptor -γcoactlvator -
1α，PGC -1α）途径纠正线粒体的氧化应激、ATP 生成减少［24］。

山柰酚可以介导 AMPK 信号通路来调节自噬，进一步抑制细
胞凋亡，以保护大脑免受缺血再灌注损伤［25］。

本研究发现，动脉粥样硬化模型小鼠主动脉组织 p -
AMPK 表达明显降低，而 NLRP3、Cleaved -Caspase -1、
GSDMD -N 蛋白表达水平显著升高，下调的 p -AMPK可通过
影响 NLRP3 表达进而上调 Cleaved -Caspase -1 及 GSDMD -
N 的表达，主动脉焦亡相关蛋白表达升高，促进了 IL -1β、IL -
1 8 等炎症因子的表达水平，致使血管内皮细胞形态结构不规
则，内皮细胞发生肿胀、坏死，内皮下间隙增大，细胞核减小伴

表 4　各组小鼠主动脉组织 AMPK、P -AMPK、NLRP3、Cleaved -Caspase -1、GSDMD -N 蛋白表达情况（★x±s）

组别 n P -AMPK/AMPK NLRP3/GAPDH Cleaved -Caspase -1 /GAPDH GSDMD -N/GAPDH

正常组 3 1 .01 ±0.1 6 0.37 ±0.06 0.21 ±0.06 0.1 5 ±0.09
模型组 3 0.48 ±0.07■■ 0.87 ±0.1 1 ■■ 0.92 ±0.04■■ 0.67 ±0.1 8■■

血管软化丸低剂量组 3 0.75 ±0.1 4▲ 0.54 ±0.1 3▲ 0.55 ±0.07▲▲ 0.30 ±0.08▲▲

血管软化丸高剂量组 3 0.77 ±0.09▲▲ ●● 0.50 ±0.21 ▲ ● 0.52 ±0.08▲▲ ●● 0.33 ±0.06▲▲●

阿托伐他汀组 3 0.78 ±0.1 6▲▲ 0.47 ±0.21 ▲ 0.41 ±0.1 1 ▲▲ 0.1 9 ±0.02▲▲

联合组 3 0.48 ±0.08 0.80 ±0.26 0.74 ±0.06 0.52 ±0.06
AMPK抑制剂组 3 0.26 ±0.06● 1 .1 7 ±0.09● 1 .1 2 ±0.08●● 0.96 ±0.1 1 ●●

　　注：■■与正常组比较P<0.01；▲与模型组比较，P<0.05，与模型组比较；▲▲P<0.01；●与联合组比较，P<0.05；●●与联合组比较，P<0.01。
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表 5　各组小鼠主动脉窦 P -AMPK、NLRP3 的平均荧光强度（★x±s）

组别 n P -AMPK NLRP3

正常组 3 1 67.03 ±1 0.89　　 60.45 ±1 5.1 0　　
模型组 3 90.23 ±2.60■■ 1 21 .93 ±6.06■■

血管软化丸低剂量组 3 1 1 4.49 ±8.60▲ 1 02.1 2 ±6.25▲

血管软化丸高剂量组 3 1 24.01 ±1 9.02▲▲● 85.90 ±4.1 0▲▲●

阿托伐他汀组 3 1 32.1 8 ±1 2.22▲▲ 75.55 ±4.47▲▲

联合组 3 98.25 ±8.90 1 05.47 ±1 2.07
AMPK抑制剂组 3 25.80 ±3.89●● 1 73.27 ±2.61 ●●

　　注：■■与正常组比较P<0.01；▲与模型组比较，P<0.05；▲▲
与模型组比较，P<0.01；●与联合组比较，P<0.05；●●与联合组比
较，P<0.01。
形状不规则，异染色质边集在核膜附近，细胞膜破裂，胞质空泡

化伴内容物丢失，诱发炎性反应及血管内皮损伤、脂质沉积等

病理改变，导致动脉粥样硬化的发生［26］。经血管软化丸治疗

后，AS 小鼠血脂紊乱情况得以改善，IL -1β、IL -1 8 等炎症因
子水平显著降低，同时主动脉内皮细胞损伤程度减轻，细胞形

态基本规则，基膜较为连续，细胞核形态基本正常，染色质分布

均匀，部分细胞仍出现空泡化情况，脂质沉积形成粥样斑块情

况减少，证实血管软化丸对动脉粥样硬化的治疗作用，且治疗

后的小鼠主动脉中 P -AMPK表达较模型组明显升高，NLRP3、
Cleaved -Caspase -1、GSDMD -N 蛋白表达水平呈降低趋势，
提示血管软化丸调控 AMPK/NLRP3 信号通路基因及蛋白表
达，抑制小鼠体内炎症反应和主动脉内皮细胞焦亡，延缓 AS
发展进程。为验证这一观点，在灌胃高剂量血管软化丸基础上

给予 APOE -/-小鼠 AMPK抑制剂，此时血管软化丸对 AS 小鼠
的保护作用被逆转，细胞损伤水平升高，再次出现基膜不连续、

细胞及细胞核形态不规则、胞质空泡化的情况；与之相比，单纯

使用 AMPK抑制剂的小鼠进一步加重了内皮细胞损伤程度，
促进了动脉粥样硬化进程。提示血管软化丸可通过促进

AMPK表达抑制 NLRP3 介导的细胞焦亡，从而调节脂质代谢，
抑制炎症反应，发挥动脉粥样硬化保护作用。

综上所述，血管软化丸可以减轻动脉粥样硬化小鼠的血脂

紊乱和斑块沉积情况，减少血管炎症因子的产生和释放，保护

血管内皮细胞，抑制炎性细胞浸润和主动脉血管壁增厚。此中

药复方对动脉粥样硬化小鼠血管内皮细胞的保护作用机制可

能与激活 AMPK进而抑制 NLRP3 炎症小体介导的细胞经典焦
亡途径有关。
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ⅩⅤ

血管软化丸调控 AMPK/NLRP3 信号通路防治动脉粥样硬化的机制研究

（正文见 35 -39 页）

图 1　各组小鼠大体主动脉油红 O染色

　　注：a为正常组，b为模型组，c 为血管软化丸低剂量组，d为血管软化丸高剂量组，e为阿托伐他汀组，f为高剂量血管软化丸与 AMPK抑
制剂联合组，g为 AMPK抑制剂组。

图 2　各组小鼠主动脉窦 HE 染色（40 ×）
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ⅩⅥ

　　注：a为正常组，b为模型组，c 为血管软化丸低剂量组，d为血管软化丸高剂量组，e为阿托伐他汀组，f为高剂量血管软化丸与 AMPK抑
制剂联合组，g为 AMPK抑制剂组。

图 4　各组小鼠 P -AMPK、NLRP3 蛋白在主动脉窦的表达（IF，40 ×）
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ⅩⅦ

　　注：a为正常组，b为模型组，c 为血管软化丸低剂量组，d为血管软化丸高剂量组，e为阿托伐他汀组，f为高剂量血管软
化丸与 AMPK抑制剂联合组，g为 AMPK抑制剂组；黑色箭头表示胞质空泡化，红色箭头表示自噬溶酶体，白色箭头表示细
胞肿胀变形、细胞膜破裂。

图 5　各组小鼠主动脉组织内皮细胞形态（5000 ×，20000 ×）




