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苓桂术甘汤影响 ＶＥＧＦＣ／ＶＥＧＦＲ３通路促进淋巴管生成
防治动脉粥样硬化分子机制研究

陈丝，宋囡，王群，朱敬轩，曹媛
（辽宁中医药大学中医脏象理论及应用教育部重点实验室，辽宁 沈阳 １１０８４７）

　　摘要：目的 探讨血管内皮生长因子Ｃ（Ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ－Ｃ，ＶＥＧＦＣ）／血管内皮生长因子受体３（Ｖａｓ
ｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ－３，ＶＥＧＦＲ３）通路影响淋巴管生成对动脉粥样硬化（Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃ，ＡＳ）发生进程的
调控，并揭示苓桂术甘汤的干预机制。方法 高脂饮食喂养ＡｐｏＥ－／－小鼠构建ＡＳ模型，Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠作为空白组，分为
空白对照组、模型组以及苓桂术甘汤低、中、高剂量组，全自动生物分析仪检测各组小鼠血脂水平，ＨＥ染色观察小鼠主
动脉病理学改变，ｑＲＴ－ＰＣＲ和ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法检测小鼠主动脉淋巴管内皮受体－１（ＬｙｍｐｈａｔｉｃＶｅｓｓｅｌＥｎｄｏｔｈｅｌｉａｌＲｅｃｅｐ
ｔｏｒ－１，ＬＹＶＥ－１）、ＶＥＧＦＲ３、血管内皮生长因子 Ｄ（Ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ－Ｄ，ＶＥＧＦＤ）、血管内皮生长因子受
体２（Ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ－２，ＶＥＧＦＲ２）、平足蛋白（Ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ，ＰＤＰＮ）、蛋白激酶Ｂ（ＰｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，
ＡＫＴ）、细胞外信号调节激酶（Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ１／２，ＥＲＫ１／２）、ＶＥＧＦＣ基因ｍＲＮＡ及蛋白水平。结果
与空白对照组相比，模型组小鼠血清甘油三酯（Ｔｒｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌ，ＴＧ）、总胆固醇（Ｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）、低密度脂蛋白胆固
醇（Ｌｏｗ－ｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＬＤＬ－Ｃ）水平显著升高（Ｐ＜００１），主动脉结构异常，可见较大粥样斑块，主动脉
ＬＹＶＥ－１、ＶＥＧＦＤ、ＶＥＧＦＲ２、Ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ、ＶＥＧＦＲ３、ＶＥＧＦＣ基因及蛋白表达显著降低（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１），ＡＫＴ、ＥＲＫ１／２
蛋白表达显著降低（Ｐ＜００１）；经苓桂术甘汤干预后，血脂异常情况得以改善，主动脉壁结构异常减轻，粥样斑块减少，
主动脉ＬＹＶＥ－１、ＶＥＧＦＤ、ＶＥＧＦＲ２、ＶＥＧＦＣ基因及蛋白表达显著升高（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１），主动脉ＡＫＴ、ＥＲＫ１／２蛋白
表达显著升高（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１），苓桂术甘汤中剂量组和高剂量组小鼠主动脉Ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ、ＶＥＧＦＲ３基因及蛋白表达
显著升高（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１），其中，苓桂术甘汤高剂量组改善更为明显。结论 苓桂术甘汤可能通过影响 ＶＥＧＦＣ／
ＶＥＧＦ３通路促进淋巴管生成参与ＡＳ发生发展进程的调控。
　　关键词：苓桂术甘汤；ＡＳ；淋巴管生成；ＶＥＧＦＣ／ＶＥＧＦＲ３
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＯｂｊｅｃｔｉｖｅＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ－Ｃ（ＶＥＧＦＣ）／ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ－３（ＶＥＧＦＲ３）ｐａｔｈｗａｙｏｎｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｌｙｍｐｈａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｏｎｔｈｅｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅｏｆａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ（ＡＳ），ａｎｄｔｏ
ｒｅｖｅａｌｔｈｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＬｉｎｇｇｕｉＺｈｕｇａｎＤｅｃｏｃｔｉｏｎ（苓桂术甘汤）．ＭｅｔｈｏｄｓＡｐｏＥ－／－ｍｉｃｅｆｅｄｗｉｔｈｈｉｇｈ－ｆａｔｄｉｅｔ
ｗｅｒｅｆｅｄｔｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔａｎＡＳｍｏｄｅｌ，ａｎｄＣ５７ＢＬ／６Ｊｍｉｃｅｗｅｒｅｕｓｅｄａｓｔｈｅｂｌａｎｋｇｒｏｕｐｓ，ｗｈｉｃｈｗｅｒｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ，ＬｉｎｇｇｕｉＺｈｕｇａｎＤｅｃｏｃｔｉｏｎｌｏｗ，ｍｅｄｉｕｍａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐｓ．Ｔｈｅｂｌｏｏｄｌｉｐｉｄｌｅｖｅｌｓｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｗｅｒｅｃｈｅｃｋｅｄ
ｂｙａｕｔｏｍａｔｉｃｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ，ａｎｄｔｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅｍｏｕｓｅａｏｒｔａｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ，ａｎｄｔｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏ
ｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆｌｙｍｐｈａｔｉｃｖｅｓｓｅｌｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｒｅｃｅｐｔｏｒ－１（ＬＹＶＥ－１），ＶＥＧＦＲ３，ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ－Ｄ（ＶＥＧＦＤ），
ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ－２（ＶＥＧＦＲ２），ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ（ＰＤＰＮ），ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ（ＡＫＴ），ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌ－
ｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ１／２（ＥＲＫ１／２）ａｎｄＶＥＧＦＣｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｑＲＴ－ＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．ＲｅｓｕｌｔｓＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｏｆｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｓｅｒｕｍｌｅｖｅｌｓｏｆｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ（ＴＧ），ｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ（ＴＣ）ａｎｄｌｏｗ－ｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ（ＬＤＬ－Ｃ）ｉｎ
ｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００１），ｔｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅａｏｒｔａｗａｓａｂｎｏｒｍａｌ，ｔｈｅｌａｒｇｅａｔｈｅｒｏｍａｐｌａｑｕｅｓｗｅｒｅ
ｓｅｅｎ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＬＹＶＥ－１，ＶＥＧＦＤ，ＶＥＧＦＲ２，ＰＤＰＮ，ＶＥＧＦＲ３ａｎｄＶＥＧＦＣｉｎｔｈｅａｏｒｔａｗｅｒｅｓｉｇ
ｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００５ｏｒＰ＜００１），ａｎｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＡＫＴａｎｄＥＲＫ１／２ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜
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００１）．ＡｆｔｅｒｔｈｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｏｆＬｉｎｇｇｕｉＺｈｕｇａｎＤｅｃｏｃｔｉｏｎ，ｄｙｓｌｉｐｉｄｅｍｉａｗａｓｉｍｐｒｏｖｅｄ，ｔｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅａｏｒｔｉｃｗａｌｌｗａｓｒｅ
ｄｕｃｅｄ，ｔｈｅａｔｈｅｒｏｍａｐｌａｑｕｅｗａｓｒｅｄｕｃｅｄ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＬＹＶＥ－１，ＶＥＧＦＤ，ＶＥＧＦＲ２ａｎｄＶＥＧＦＣｉｎ
ａｒｔｅｒｉｅｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００５ｏｒＰ＜００１），ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＡＫＴａｎｄＥＲＫ１／２ｉｎｔｈｅａｏｒｔａｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆ
ｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００５ｏｒＰ＜００１）ａｎｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＰＤＰＮａｎｄＶＥＧＦＲ３ｇｅｎｅｓｉｎｔｈｅａｏｒｔｉｃｏｆＬｉｎｇｇｕｉＺｈｕ
ｇａｎＤｅｃｏｃｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００５ｏｒＰ＜００１）．Ａｍｏｎｇｔｈｅｍ，ｔｈｅｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ
ｏｆＬｉｎｇｇｕｉＺｈｕｇａｎＤｅｃｏｃｔｉｏｎｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐｗａｓｍｏｒｅｏｂｖｉｏｕｓ．ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎＬｉｎｇｇｕｉＺｈｕｇａｎＤｅｃｏｃｔｉｏｎｍａｙｐｒｏｍｏｔｅｌｙｍｐｈａｎｇｉｏ
ｇｅｎｅｓｉｓｂｙａｆｆｅｃｔｉｎｇｔｈｅＶＥＧＦＣ／ＶＥＧＦ３ｐａｔｈｗａｙａｎｄｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｉｎｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆＡＳ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＬｉｎｇｇｕｉＺｈｕｇａｎＤｅｃｏｃｔｉｏｎ（苓桂术甘汤）；ＡＳ；ｌｙｍｐｈａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ；ＶＥＧＦＣ／ＶＥＧＦＲ３

　　动脉粥样硬化（Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃ，ＡＳ）是一种由动脉脂质积
累驱动的慢性炎症性疾病，它是心血管疾病的主要发病基础，

是全球主要死亡原因之一［１］。据《中国心血管健康与疾病报

告２０２３》推算，目前我国心血管疾病（Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒｄｉｓｅａｓｅｓ，
ＣＶＤ）现患人数约达３．３亿，且患病率处于持续上升阶段，防治
ＡＳ等心血管疾病进程刻不容缓［２－３］。

随着我国传统医学的不断发展，中医对 ＡＳ认识不断深
入。中医学将ＡＳ归于“脉痹”“胸痹”“真心痛”等范畴，《医学
正传》：“津液稠黏，为痰为饮，积久渗入脉中，血为之浊”，认为

痰浊壅塞脉道是 ＡＳ发生发展的关键环节［４］。《证治汇补》：

“脾为生痰之源”。脾失健运则日久阳虚，水谷不化，膏脂蓄

积，成痰成饮，阻于脉络而发病［４－５］。提出“脾失健运 －脾阳
不振－膏脂转输障碍”为 ＡＳ发生发展的重要病机。基于上述
病机，课题组选取古代经典名方《金匮要略》中苓桂术甘汤加

以治疗，全方由茯苓、桂枝、白术、炙甘草组合而成，共奏温阳化

饮、健脾利湿之功效，对痰饮阻滞中焦相关的病证有较好的治

疗功效［６］。现代研究已发现苓桂术甘汤可通过调节水液代

谢、血脂代谢、血压、血流、抗炎、抗氧化等多途径参与调控心血

管疾病的进程［７］。说明苓桂术甘汤调控 ＡＳ等心血管疾病具
有显著可行性。

新兴研究表明，淋巴管生成对冠状 ＡＳ疾病发生发展具有
重要的影响［８］，淋巴管是低压、盲端的管状结构，它在维持组

织液稳态、调节免疫功能以及参与膳食脂质摄取和运输中起着

至关重要的作用［８－９］。淋巴管生成是指从现有淋巴管系统形

成新的淋巴管的过程，已有开创性研究提出，淋巴管生成可能

有利于缓解和解决心血管疾病［１０］。同时，有研究发现人淋巴

内皮细胞白细胞分化抗原 ３６（Ｃｌｕｓｔｅｒｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ３６，
ＣＤ３６）的治疗性阻断可能会促进动脉淋巴管生成，导致胆固醇
从动脉壁的清除增加并减少 ＡＳ［１１］。本研究基于健脾祛痰化
瘀法防治ＡＳ的有效性，以及中医治病多通路、多靶点的特点，
创新性地提出血管内皮生长因子Ｃ（Ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ－Ｃ，ＶＥＧＦＣ）／血管内皮生长因子受体３（Ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏ
ｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ－３，ＶＥＧＦＲ３）通路介导淋巴管生成
途径可能与ＡＳ发生发展密切相关，并探究苓桂术甘汤在其过
程中的干预作用。

１　材料和方法
１．１　动物饲养及造模　实验小鼠：６～８周，雄性，体质量
（２０±５）ｇ，Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠８只，ＡｐｏＥ－／－小鼠３２只，购于辽宁
沈阳格润斯特（长生生物科技股份有限公司子公司），经辽宁

中医 药 大 学 实 验 动 物 伦 理 审 查 委 员 会 批 准 （编 号：

２１００００４２０１９０９０），动物饲养于辽宁中医药大学实验动物中心
［实验动物许可证号：ＳＣＸＫ（辽）２０２０－０００１］。动物造模：高
脂饲料饲喂ＡｐｏＥ－／－小鼠１２周构建 ＡＳ小鼠模型。造模成功
后，ＡＳ小鼠随机分为模型组、苓桂术甘汤低、中、高剂量组，
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠为空白对照组。其中，苓桂术甘汤中剂量为人

与小鼠体表面积比转换的等效给药剂量，低剂量组为等效剂量

的１／２，高剂量组为等效剂量的两倍。苓桂术甘汤各剂量组小
鼠每日灌胃相应剂量苓桂术甘汤１次，持续灌胃４周；正常组
和模型组小鼠灌胃等量生理盐水。

１．２　药物制备　苓桂术甘汤：茯苓４０ｇ，桂枝３０ｇ，白术２０ｇ，
甘草２０ｇ，饮片购买于辽宁中医药大学附属医院。药物制备
时，将以上４味中药７００ｍＬ水浸泡３０ｍｉｎ，武火煮沸后，文火
煮２０ｍｉｎ，倒出药液。次煎加４００ｍＬ水不浸泡，武火煮沸后，
文火煮２０ｍｉｎ，混合药液，经纱布过滤、旋转蒸发器浓缩。
１．３　实验主要试剂及仪器　淋巴管内皮受体 －１（Ｌｙｍｐｈａｔｉｃ
ＶｅｓｓｅｌＥｎｄｏｔｈｅｌｉａｌＲｅｃｅｐｔｏｒ－１，ＬＹＶＥ－１）、ＶＥＧＦＲ３、平足蛋白
（Ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎ，ＰＤＰＮ）、细胞外信号调节激酶 （Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｓｉｇｎａｌ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ１／２，ＥＲＫ１／２）、Ｐ－ＥＲＫ１／２、血管内皮
生长因子Ｄ（Ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ－Ｄ，ＶＥＧＦＤ）、血
管内皮生长因子受体２（Ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐ
ｔｏｒ－２，ＶＥＧＦＲ２）抗体（ＩｍｍｕｎｏＷａｙ，ＹＮ２１８５、ＹＴ５８７８、ＹＴ７９６５、
ＹＴ１６２５、ＹＰ０１０１、ＹＴ４８７２、ＹＴ１７２３），ＶＥＧＦＣ、ＧＡＰＤＨ（ｐｒｏｔｅｉｎ
ｔｅｃｈ，２２６０１－１－ＡＰ、１０４９４－１－ＡＰ），蛋白激酶 Ｂ（Ｐｒｏｔｅｉｎｋｉ
ｎａｓｅＢ，ＡＫＴ）、ｐＡＫＴ（ＣＳＴ，９２７２Ｓ、９２７１Ｓ），ＨｉＦｉ－ＳｃｒｉｐｔｇＤＮＡ
ＲｅｍｏｖａｌｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ、ＵｌｔｒａＳＹＢＲＭｉｘｔｕｒｅ（康为世纪生物
科技有限公司，ＣＷ２５８２Ｍ、ＣＷ０９５７Ｍ）；１２～２３０ｋＤａＷｅｓＳｅｐ
ａｒａｔｉｏｎＭｏｄｕｌｅ８ｘ２５ｃａｐｉｌｌａｒｙｃａｒｔｒｉｄｇｅｓ（ＰｒｏｔｅｉｎＳｉｍｐｌｅ，ＳＭ －
Ｗ００４）；全自动生化分析仪（东芝，ＴＡＢ－１２０ＦＲ）；冷冻高速离
心机、紫外分光光度计（Ｔｈｅｒｍｏ，ＳＴ１６Ｒ、Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００）；全波
长酶标仪（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ，ＳｐｅｃｔｒａＭａｘｉ３），普通光学显微镜
（Ｌｅｉｃａ）；梯度ＰＣＲ仪、实时荧光定量 ＰＣＲ仪（美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ，
Ｔ１００、ＣＦＸＯＰＵＳ９６）。
１．４　全自动生化分析仪检测小鼠血脂水平　将实验小鼠麻醉
后，腹主动脉取血，静置后，４℃离心处理后，取上清并分装，－
８０℃保存备用。按照仪器操作说明以及血脂检测试剂盒说明
书进行操作，全自动生化分析仪检测小鼠血清甘油三酯（Ｔｒｉａ
ｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌ，ＴＧ）、总胆固醇（Ｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）、低密度脂蛋白
胆固醇（Ｌｏｗ－ｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＬＤＬ－Ｃ）和高密度脂
蛋白胆固醇（Ｈｉｇｈ－ｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＨＤＬ－Ｃ）含量。
１．５　ＨＥ和油红Ｏ染色观察小鼠主动脉脂质沉积情况　将实
验小鼠麻醉后，快速处理并剪取小鼠主动脉组织，除－８０℃保
存外，将需进行病理形态学检测的小鼠主动脉进行４％多聚甲
醛固定２４ｈ以上，进行固定组织洗涤后，梯度酒精脱水，二甲
苯透明，先将其放入二甲苯和石蜡各半的混合液中，再依次放入

石蜡Ⅰ、石蜡Ⅱ进行透蜡，石蜡包埋结束后。进行切片、贴片，脱蜡
复水后应用苏木精染色，再经水洗、分化、漂洗、脱水后０．５％伊
红乙醇液复染，脱水、透明后中性树胶封存，显微镜观察。

１．６　ｑＲＴ－ＰＣＲ法检测小鼠主动脉 ＬＹＶＥ－１、ＶＥＧＦＤ、ＶＥＧ
ＦＲ２、ＰＤＰＮ、ＡＫＴ、ＶＥＧＦＲ３、ＥＲＫ１／２、ＶＥＧＦＣｍＲＮＡ表达　应
用ＲＮＡ提取试剂盒提取小鼠主动脉总 ＲＮＡ，超微量紫外分光
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光度计检测ＲＮＡ浓度后，将浓度统一，根据样本及待测基因数
进行 ＰＣＲ预排版，根据排版情况计算 ｃＤＮＡ所需量，按照
ＨｉＦｉ－ＳｃｒｉｐｔｇＤＮＡＲｅｍｏｖａｌｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ说明书进行去
基因组ＤＮＡ，并反转录为ｃＤＮＡ，引物稀释后，参照ＰＣＲ扩增试
剂盒说明书进行体系配置及上样，应用实时荧光定量 ＰＣＲ仪
进行扩增，实验结束后保存结果并分析。引物序列表见表１。

表１　引物序列

基因名 引物 序列

ＬＹＶＥ－１ Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ ＡＣＡＴＧＣＡＧＡＡＴＣＡＴＧＧＧＣＧＴ
Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ ＣＡＡＣＣＣＡＴＣＣＡＴＡＧＣＴＧＣＡＡ

ＶＥＧＦＲ３ Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ ＣＧＧＧＣＴＡＣＣＴＧＴＣＣＡＴＣＡＴＣ
Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ ＣＣＴＡＧＧＡＣＴＣＴＣＣＣＧＡＧＧＴＧ

ＰＤＰＮ Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ ＡＡＣＴＧＴＣＣＡＣＣＴＣＡＧＣＡＡＣＣ
Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ ＡＣＴＧＧＣＡＡＧＣＣＡＴＣＴＣＴＡＴＴＧ

ＡＫＴ Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ ＣＣＧＣＣＴＧＡＴＣＡＡＧＴＴＣＴＣＣＴ
Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ ＧＡＴＧＡＴＣＣＡＴＧＣＧＧＧＧＣＴＴ

ＥＲＫ１／２ Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ ＣＣＴＡＣＧＧＣＡＴＧＧＴＴＴＧＣＴＣＴ
Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ ＴＴＴＧＣＴＣＡＡＴＧＧＴＴＧＧＴＧＣＣ

ＶＥＧＦ－Ｄ Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ ＣＣＴＧＧＧＡＣＡＧＡＡＧＡＣＣＡＣＴＣ
Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ ＴＧＡＧＡＴＣＴＣＣＣＧＧＡＣＡＴＧＧＴ

ＶＥＧＦ－Ｃ Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ ＧＣＴＴＣＴＴＧＴＣＴＣＴＧＧＣＧＴＧＴ
Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ ＴＴＴＧＣＣＴＴＣＡＡＡＡＧＣＣＴＴＧＡＣＣ

ＶＥＧＦＲ２ Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ ＧＣＣＴＣＴＧＴＧＧＧＴＴＴＧＣＣＴ
Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ ＣＣＴＣＡＧＡＡＴＣＡＣＧＣＴＧＡＧＣＡ

ＧＡＰＤＨ Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ ＣＡＧＧＡＧＡＧＴＧＴＴＴＣＣＴＣＧＴＣＣ
Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ ＴＧＣＣＧＴＧＡＧＴＧＧＡＧＴＣＡＴＡＣ

１．７　Ｗｅｓ全自动蛋白质印迹定量分析系统检测小鼠主动脉
ＬＹＶＥ－１、ＶＥＧＦＤ、ＶＥＧＦＲ２、ＰＤＰＮ、ＡＫＴ、ＶＥＧＦＲ３、ＥＲＫ１／２、
ＶＥＧＦＣ蛋白表达　提取小鼠主动脉组织蛋白，ＢＣＡ法检测主
动脉蛋白浓度，将其浓度统一稀释至３μｇ／μＬ，应用 Ａｎｔｉｂｏｄｙ
ＤｉｌｕｅｎｔⅡ，按照抗体说明书稀释倍数的１０～２０倍进行稀释一
抗，选择ＰｒｏｔｅｉｎＳｉｍｐｌｅ提供的合适二抗备用，准备 Ｗｅｓ仪器及
软件等设备进行自检，根据试剂盒说明书配制 ＤＴＴ、５×Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ、Ｌａｄｄｅｒ及发光液，根据样品浓度，计算每孔所需要的体积
以配制样品，在试剂盒板内进行加样，盖上盖子，室温，２５００
ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，上机运行，结束保存结果并分析。
１．８　统计学处理　采用Ｐｒｉｓｍ６软件进行统计分析，数值以均
值±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多组间比较采用Ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ方
差分析，组间两两比较采用Ｔｕｋｅｙ＇ｓ检验，当Ｐ＜００５表示差异
有统计学意义。

２　结果
２．１　各组小鼠血清 ＴＧ、ＴＣ、ＨＤＬ－Ｃ、ＬＤＬ－Ｃ水平情况　血
清血脂结果显示：与空白对照组相比，模型组小鼠血清 ＴＧ、
ＴＣ、ＬＤＬ－Ｃ水平显著升高（Ｐ＜００１），ＨＤＬ－Ｃ水平呈上升趋
势，但无统计学意义；与模型组相比，苓桂术甘汤低剂量组小鼠

血清ＴＣ水平显著降低（Ｐ＜００５），苓桂术甘汤中剂量组小鼠
血清ＴＣ、ＬＤＬ－Ｃ水平显著降低（Ｐ＜００１），苓桂术甘汤高剂
量组小鼠血清ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬ－Ｃ水平显著降低（Ｐ＜００５或Ｐ＜
００１），ＨＤＬ－Ｃ水平呈下降趋势，但无统计学意义。见图１。
２．２　各组小鼠主动脉病理学形态改变　ＨＥ染色结果显示：
空白对照组小鼠主动脉管壁结构完整，内皮细胞和平滑肌细胞

排列平整，无粥样斑块沉积形成；模型组小鼠主动脉血管壁结

构异常，可见较大粥样斑块，且血管内壁增厚、不平整；苓桂术

甘汤干预后，小鼠主动脉血管壁结构异常减轻，粥样斑块减少，

其中苓桂术甘汤高剂量组小鼠主动脉粥样斑块减少更为明显。

　　注：＃＃与空白对照组比较，Ｐ＜００１；与模型组比较，Ｐ＜
００５；与模型组比较，Ｐ＜００１。

图１　各组小鼠血清ＴＧ、ＴＣ、ＨＤＬ－Ｃ、ＬＤＬ－Ｃ水平情况

见插页ⅩⅣ图２。
２．３　各组小鼠主动脉 ＬＹＶＥ－１、ＶＥＧＦＤ、ＶＥＧＦＲ２、ＰＤＰＮ、
ＡＫＴ、ＥＲＫ１／２、ＶＥＧＦＲ３、ＶＥＧＦＣ基因 ｍＲＮＡ表达　ｑＲＴ－ＰＣＲ
结果显示：与空白对照组相比，模型组小鼠主动脉 ＬＹＶＥ－１、
ＶＥＧＦＤ、ＶＥＧＦＲ２、ＰＤＰＮ、ＶＥＧＦＲ３、ＶＥＧＦＣ基因 ｍＲＮＡ表达显
著降低（Ｐ＜００１），ＡＫＴ、ＥＲＫ１／２表达呈上升趋势，但无统计
学意义。苓桂术甘汤干预后，ＡｐｏＥ－／－ＡＳ小鼠ＬＹＶＥ－１、ＶＥＧ
ＦＤ、ＶＥＧＦＲ２、ＶＥＧＦＣ表达显著升高（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１），其
中，苓桂术甘汤高剂量组改善更为明显。同时，与模型组相比，

苓桂术甘汤中剂量组和高剂量组小鼠主动脉 ＰＤＰＮ、ＶＥＧＦＲ３
基因ｍＲＮＡ表达显著升高（Ｐ＜００１），ＡＫＴ、ＥＲＫ１／２表达呈下
降趋势，但无统计学意义。见图３。
２．４　各组小鼠主动脉 ＬＹＶＥ－１、ＶＥＧＦＲ３、ＶＥＧＦＤ、ＶＥＧＦＲ２、
ＰＤＰＮ、ＶＥＧＦＣ、ＥＲＫ１／２、ＡＫＴ蛋白表达　Ｗｅｓ结果显示：与空
白对照组相比，模型组小鼠主动脉 ＰＤＰＮ、ＡＫＴ、ＬＹＶＥ－１、
ＶＥＧＦＤ、ＶＥＧＦＲ２、ＶＥＧＦＲ３、ＶＥＧＦＣ、ＥＲＫ１／２蛋白表达显著降
低（Ｐ＜００１），经苓桂术甘汤干预后，ＡｐｏＥ－／－ＡＳ小鼠主动脉
ＰＤＰＮ、ＡＫＴ、ＬＹＶＥ－１、ＶＥＧＦＤ、ＶＥＧＦＲ２、ＶＥＧＦＣ、ＥＲＫ１／２蛋白
表达显著升高（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１），且苓桂术甘汤高剂量组
调控趋势更为明显。与模型组相比，苓桂术甘汤中剂量和高剂

量组小鼠主动脉 ＶＥＧＦＲ３蛋白表达显著升高（Ｐ＜００５或Ｐ＜
００１），苓桂术甘汤低剂量组小鼠主动脉 ＶＥＧＦＲ３呈上升趋
势，但无统计学意义。见图４。
３　讨论

ＡＳ的发生源于促 ＡＳ、富含脂质的炎症环境，炎症环境存
续存在将导致局灶性炎症、内膜增厚以及内皮损伤，最终形成

粥样硬化斑块［１２－１３］。中医将 ＡＳ归属于胸痹等范畴，认为其
病机多由脾虚膏脂转输障碍，痰浊血瘀互结以及痹阻脉道由引

发而成，其中膏脂淫精归心于脉中是 ＡＳ的关键致病因素。
《素问·经脉别论篇》：“浊气归心，淫精于脉”。病理状态下，
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浊气不能运化的膏脂，淫精为膏脂浸入脉道，蓄积脉道日久，则

脉道瘀阻，气血运行不畅，而生百病［１４］。由此可见，治疗血脉

疾病当以祛机体膏浊之邪、化痰浊之源。而痰浊内生，多由脾

阳虚衰引起。故治疗ＡＳ等血脉疾病当以温阳健脾化饮，根据
上述病因病机，本研究选用温阳化饮、健脾利湿的经典名方苓

桂术甘汤加以治疗，课题组前期研究已发现，苓桂术甘汤可显

著降低非酒精性脂肪肝相关肝细胞癌模型小鼠血清ＴＣ、ＴＧ和
ＬＤＬ－Ｃ水平，升高ＨＤＬ－Ｃ水平［１５］。说明其在调控血脂方面

的优势，提示其可能是防治ＡＳ等心脑血管疾病的有效药物。
淋巴管生成是在旧的淋巴系统中淋巴内皮细胞发芽、迁

移、增殖和形成管状结构，促使新淋巴管生成的过程［１６－１７］。其

参与许多病理过程，包括组织炎症、肿瘤扩散、器官移植排斥反

应以及淋巴水肿等［１８－１９］。淋巴管生成是淋巴系统发育和扩张

新血管的一种机制，可促进液体引流和免疫细胞运输［２０］。已

有研究发现，巨噬细胞介导的炎症浸润和 ＡＳ斑块周围的病理
性淋巴管生成可能是ＡＳ新的治疗靶点［２１］。近年来，淋巴管与

ＡＳ之间的调控关系已逐渐成为治疗 ＡＳ疾病的一个重要切入
点。淋巴管是胆固醇逆向转运、炎症因子及坏死物质排出和组

织液引流的重要通道，在小鼠主动脉斑块内胆固醇流出中发挥

着重要作用［２２］。已有研究发现淋巴管介导的动脉胆固醇清除

已被证明可以减少 ＡＳ病变的形成［１１］。而淋巴功能障碍被证

实是早期ＡＳ斑块发展的关键病理机制［２３］。肯定了淋巴管与

ＡＳ之间的密切联系，而淋巴管生成被认为是疾病中淋巴管扩
张的主要机制，说明其可能是联系淋巴管与ＡＳ之间密切联系

注：＃＃与空白对照组比较，Ｐ＜００１；与模型组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，Ｐ＜００１。
图３　各组小鼠主动脉ＬＹＶＥ－１、ＶＥＧＦＤ、ＶＥＧＦＲ２、ＰＤＰＮ、ＡＫＴ、ＶＥＧＦＲ３、ＥＲＫ１／２、ＶＥＧＦＣｍＲＮＡ表达
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注：＃＃与空白对照组比较，Ｐ＜００１；与模型组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，Ｐ＜００１；ｎｓ与模型组比较，Ｐ＞００５。
图４　各组小鼠主动脉ＬＹＶＥ－１、ＶＥＧＦＲ３、ＶＥＧＦＤ、ＶＥＧＦＲ２、ＰＤＰＮ、ＶＥＧＦＣ、ＥＲＫ１／２、ＡＫＴ蛋白表达

的重要机制之一。已有学者提出从现有淋巴管系统形成新的

淋巴管（淋巴管生成）可有助于缓解和治疗心血管疾病［１０］。

再次说明淋巴管生成可能是防治 ＡＳ等心血管疾病的重要
手段。

长期以来，ＶＥＧＦＣ／ＶＥＧＦＲ３信号传导被认为是淋巴管生
成的主要分子驱动因素，ＶＥＧＦＣ通过 ＶＥＧＦＲ３诱导淋巴管生

成。相关研究证实，促进 ＶＥＧＦＣ／ＶＥＧＦＲ３通路介导的淋巴管
生成能刺激胆固醇逆向转运和 Ｔ细胞引流以限制 ＡＳ的进
展［２４］。在配体ＶＥＧＦＣ的刺激下，ＶＥＧＦＲ３可与 ＶＥＧＦＲ２形成
同源二聚体和异源二聚体，并激活多个下游信号通路，包括

ＡＫＴ／ＥＲＫ１／２［２５－２６］。本研究结果显示，ＡｐｏＥ－／－ＡＳ小鼠主动
脉ＶＥＧＦＤ、ＶＥＧＦＲ２、ＶＥＧＦＲ３、ＶＥＧＦＣ基因及蛋白表达显著降
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低，ＡＫＴ、ＥＲＫ１／２蛋白表达显著降低，说明ＡＳ发生时ＶＥＧＦＣ／
ＶＥＧＦＲ３通路调控淋巴管生成水平下降。苓桂术甘汤干预后，
小鼠主动脉ＶＥＧＦＤ、ＶＥＧＦＲ２、ＶＥＧＦＣ、ＶＥＧＦＲ３基因及蛋白表
达均显著上升，主动脉ＡＫＴ、ＥＲＫ１／２蛋白表达也显著升高，说
明苓桂术甘汤可通过影响 ＶＥＧＦＣ／ＶＥＧＦＲ３通路促进淋巴管
生成，防治ＡＳ发生发展。

此外，本研究还分别检测淋巴管内皮细胞标志物 ＬＹＶＥ－
１和 ＰＤＰＮ的表达［２７］。其中，ＬＹＶＥ－１是细胞外基质糖胺聚
糖透明质酸的主要受体，局限表达于淋巴管壁上，可转运透明

质酸至淋巴管内皮进行分解代谢或反向转运到淋巴管腔中发

挥作用［２８］。ＰＤＰＮ是Ⅰ型唾液酸跨膜糖蛋白，主要表达于淋巴
内皮上，作为淋巴内皮细胞的另一重要标志物，可维持淋巴管、

静脉的完整性，充分发挥屏障功能，并在淋巴管生成中发挥重

要作用［２９－３０］。本研究结果显示，ＡｐｏＥ－／－ＡＳ小鼠主动脉 ＬＹ
ＶＥ－１和 ＰＤＰＮ基因及蛋白表达显著降低，说明 ＡＳ发生时伴
随淋巴管减少。苓桂术甘汤干预后，小鼠主动脉 ＬＹＶＥ－１和
ＰＤＰＮ基因及蛋白表达显著升高，说明苓桂术甘汤可通过增加
淋巴管影响ＡＳ的发生发展。

综上所述，ＶＥＧＦＣ／ＶＥＧＦＲ３通路介导的淋巴管生成与 ＡＳ
发生发展密切相关。“脾失健运－脾阳不振－膏脂转输障碍”
为 ＡＳ发生发展的重要病机，温阳化饮、健脾利湿之苓桂术甘
汤可通过影响ＶＥＧＦＣ／ＶＥＧＦＲ３通路促进淋巴管生成防治ＡＳ，
为从脾论治ＡＳ等心血管疾病提供研究策略和实验依据。
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苓桂术甘汤影响ＶＥＧＦＣ／ＶＥＧＦＲ３通路促进淋巴管生成
防治动脉粥样硬化分子机制研究

（正文见６７－７２页）

图２　苓桂术甘汤对ＡｐｏＥ－／－ＡＳ小鼠主动脉病理的影响（ＨＥ染色）
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