
２０１６ 年 ６ 月

第 ２４ 卷　 第 ３ 期
中国实验动物学报

ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｊｕｎｅ ２０１６

Ｖｏｌ． ２４　 Ｎｏ． ３

［基金项目］国家自然科学基金（Ｎｏ． ８１４０３３３９）；广东省自然科学基金博士启动项目（Ｎｏ． ２０１４Ａ０３０３１０１５０）；广东省中医药管理局科研项

目（Ｎｏ． ２０１４１１８６）
［通讯作者］周凤华（１９８６ － ），女，讲师，博士学位，从事缺血性心血管疾病的中医药防治研究。 Ｅｍａｉｌ： ｗｅｎｄｙｚｈｏｕ５１５＠ １２６． ｃｏｍ

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋
􀦋 􀦋

􀦋􀦋研究报告

黄连解毒汤通过调节性 Ｔ 细胞产生
抗动脉粥样硬化作用

周凤华，程赛博，张宇，张蕾，贾钰华，赵丹丹，苏志杰

（南方医科大学中医药学院，广州　 ５１０５１５）

　 　 【摘要】 　 目的　 观察黄连解毒汤（ＨＬＪＤＤ）对 ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠斑块、炎症因子及调节性 Ｔ 细胞（Ｔｒｅｇｓ）的影响。
方法　 高脂饲料喂养雄性 ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠建立动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ， ＡＳ）模型，４０ 只雄性 ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠随机

分为：模型组，辛伐他汀组，ＨＬＪＤＤ 高、中、低剂量组（ｎ ＝ ８）。 ＨＬＪＤＤ 灌胃剂量依次为：每日 ３􀆰 ５、７􀆰 ０、１４􀆰 ０ ｇ ／ （ ｋｇ
∙ｂｗ），辛伐他汀灌胃剂量为每日 ５ ｇ ／ （ ｋｇ∙ｂｗ），另设 ８ 只同龄雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠为对照组，喂以普通饲料，连续

给药 １６ 周后处死小鼠。 检测血脂水平，观察主动脉斑块形成情况；ＥＬＩＳＡ 法检测血清炎症因子水平；流式细胞术检

测 Ｔｒｅｇｓ 数量；ＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测 Ｆｏｘｐ３ ｍＲＮＡ 水平。 结果　 与对照组相比，模型组中主动脉斑块明显，ＴＣ、ＴＧ 与 ＬＤＬ⁃
Ｃ 浓度显著升高，促炎因子超敏 Ｃ 反应蛋白（ｈｓ⁃ＣＲＰ）、白介素⁃６（ＩＬ⁃６）与肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）水平显著升高，
而 ＨＤＬ⁃Ｃ、白介素⁃１０（ＩＬ⁃１０）、生长转化因子⁃β（ＴＧＦ⁃β）、Ｆｏｘｐ３ ｍＲＮＡ 水平显著降低，Ｔｒｅｇｓ 数量减少，二者差异有

显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ＨＬＪＤＤ 能显著缩小主动脉斑块面积，降低血清 ＴＣ、ＴＧ 与 ＬＤＬ⁃Ｃ，并降低 ＩＬ⁃６、ｈｓ⁃ＣＲＰ 与 ＴＮＦ⁃α
水平，增加血清 ＨＤＬ⁃Ｃ、ＩＬ⁃１０、ＴＧＦ⁃β 及 Ｆｏｘｐ３ ｍＲＮＡ 水平，并增加 Ｔｒｅｇｓ 数量，与模型组相比差异有显著性（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 结论　 ＨＬＪＤＤ 可显著减轻 ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠主动脉斑块损伤，可能与增加 Ｔｒｅｇｓ 数量，从而降低血清炎症因子

水平有关。
【关键词】 　 动脉粥样硬化；调节性 Ｔ 细胞；黄连解毒汤；白介素⁃１０；生长转化因子⁃β； 小鼠
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【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ； Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｔ ｃｅｌｌｓ； Ｈｕａｎｇｌｉａｎ Ｊｉｅｄｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ， Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ； ＩＬ⁃１０； ＴＧＦ⁃β；
Ｍｉｃｅ

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　 ａｕｔｈｏｒ： ＺＨＯＵ Ｆｅｎｇ⁃ｈｕａ， Ｅｍａｉｌ： ｗｅｎｄｙｚｈｏｕ５１５＠ １２６． ｃｏｍ

　 　 动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ， ＡＳ）是多数心脑

血管疾病的共同病理基础，其发病机制复杂。 目前

普遍认为，ＡＳ 是发生在全身大中弹性动脉的慢性炎

症性病变，免疫反应贯穿了 ＡＳ 发生发展的全过程。
调节性 Ｔ 细胞 （ ＣＤ４ ＋ ＣＤ２５ ＋ Ｔ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ，
Ｔｒｅｇｓ）是一类特殊亚群的 Ｔ 细胞，主要通过分泌白

介素⁃１０ 与转化生长因子⁃β（ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃ⁃
ｔｏｒ⁃β， ＴＧＦ⁃β）抑制炎症反应。 已有研究证实，Ｔｒｅｇｓ
能显著延缓 ＡＳ 进展，但其机制尚未阐明［１］。

黄 连 解 毒 汤 （ Ｈｕａｎｇｌｉａｎ Ｊｉｅｄｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ，
ＨＬＪＤＤ）出自《外台秘要》，主要由黄连、黄柏、栀子、
黄芩四味中药组成，具有清热解毒之功效。 研究表

明，ＨＬＪＤＤ 能显著调节机体免疫功能，对热毒炽盛

型感染性疾病疗效较好［２］。 中医认为热毒是 ＡＳ 的

主要病理矛盾，因而清热解毒法是治疗 ＡＳ 性疾病

的主要中医治法。 本研究采用高脂喂养 ＡｐｏＥ 基因

敲除 （ ＡｐｏＥ － ／ － ） 小鼠建立 ＡＳ 模型， 主要观察

ＨＬＪＤＤ 对 ＡＳ 小鼠血脂、斑块及 Ｔｒｅｇｓ 的影响，初步

探讨 ＨＬＪＤＤ 防治 ＡＳ 的药理机制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 动物及饲料

６ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 ＡｐｏＥ 基因敲除（ＡｐｏＥ － ／ － ）
小鼠 ４０ 只，同周龄 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠 ８ 只，均由北

京维通利华实验动物公司提供【ＳＣＸＫ（京）２０１２ －
０００１ 】。 高 脂 饲 料 配 方： ７８􀆰 ８５％ 基 础 饲 料 ＋
０􀆰 １５％胆固醇 ＋ ２１％ 脂肪，由广东省医学实验中

心提供【ＳＣＸＫ（粤）２０１３ － ０００２】。 动物实验在南方

医科大学实验动物中心完成 【 ＳＹＸＫ（粤） ２０１１ －
００７４】。
１􀆰 ２　 药物与试剂

黄连解毒汤水煎剂由黄连、栀子、黄芩、黄柏组

成（３∶ ３∶ ２∶ ２），南方医院药剂科代煎；辛伐他汀片购

自杭州默沙东公司；血清甘油三酯（ＴＧ）、总胆固醇

（ＴＣ）、低密度脂蛋白胆固醇（ＬＤＬ⁃Ｃ）、高密度脂蛋

白胆固醇（ＨＤＬ⁃Ｃ）试剂盒均购自南京建成生物公

司；超敏 Ｃ 反应蛋白（ ｈｓ⁃ＣＲＰ）、白介素⁃６ （ ＩＬ⁃６）与

肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）、ＩＬ⁃１０ 与 ＴＧＦ⁃β 试剂盒均

购自武汉华美生物公司；ＴＲＩｚｏｌ、ＴａｑＭａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ
ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、 ＴａｑＭａｎ ＭｉｃｒｏＲＮＡ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎ⁃
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｋｉｔ、 ＴａｑＭａｎ ＭｉｃｒｏＲＮＡ Ａｓｓａｙｓ （ Ｔａｋａｒａ，日

本）购自大连宝生物公司。
１􀆰 ３　 仪器

酶标定量测定仪（德国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）、低温高速

离心机（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）、Ｌｅｉｃａ 超低温冰箱（美国

Ｒｅｖｃｏ 公司）、Ｌ４２０ 台式低速自动平衡离心机（湘仪仪

器有限公司）、ＰＬ３０３ 电子天平（瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ
公司）、ＳＤＳ 电泳系统（北京君意东方有限公司）、Ｉｍ⁃
ａｇｅ Ｓｔａｔｉｏｎ ２０００ ＭＭ 成像系统（美国 Ｋｏｄａｋ 公司）、实
时荧光定量 ＰＣＲ 仪（德国 Ｒｏｃｈｅ 公司）。
１􀆰 ４　 方法

１􀆰 ４􀆰 １　 小鼠分组及 ＡＳ 模型建立

４０ 只 ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠随机分为模型组，辛伐他汀

组，ＨＬＪＤＤ 低、中、高剂量组，每组 ８ 只，高脂饲料喂

养 １２ 周后开始药物干预。 ＨＬＪＤＤ 组灌胃剂量依次

为每日 ３􀆰 ５、７􀆰 ０、１４􀆰 ０ ｇ ／ （ ｋｇ∙ｂｗ），辛伐他汀灌胃

剂量为 ５ ｍｇ ／ （ｋｇ∙ｄ），模型组每日给予等体积生理

盐水灌胃，药物连续干预 １６ 周。 另取 ８ 只同周龄

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠作为对照组，普通饲料喂养。
１􀆰 ４􀆰 ２　 标本采集及处理

实验第 ２９ 周处死小鼠，心脏穿刺采集血液标

本，离心分离血清，检测小鼠血脂水平；取主动脉弓

制作病理切片，ＨＥ 染色观察血管内斑块；另每组取

三条主动脉进行油红 Ｏ 染色，观察整条主动脉的斑

４３２
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块形成情况；采用流式细胞术检测各组小鼠 Ｔｒｅｇｓ
数量。
１􀆰 ４􀆰 ３　 ＥＬＩＳＡ 法测血浆炎症因子水平

分离小鼠血浆，按照试剂盒说明书进行操作，分
别计算各组小鼠 ＩＬ⁃６、ｈｓ⁃ＣＲＰ、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１０ 及 ＴＧＦ⁃
β 浓度。
１􀆰 ４􀆰 ４　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测

Ｆｏｘｐ３ 及内参引物由上海 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司合成

纯化。 Ｆｏｘｐ３ 上游引物序列为 ５’⁃ＡＴＧＡＡＧＡＧＣＣＴ⁃
ＧＣＣＴＴ ＧＧＴＡ⁃３’，下游引物序列为 ５’⁃ＣＣＡＧＡＴＧＴ⁃
ＴＧＴＧＧＧＴＧＡＧＴＧ⁃３’；β⁃ａｃｔｉｎ 上游引物 ５’⁃ＣＴＧＴＣ⁃
ＣＣＴＧＴＡＴＧＣＣＴＣＴＧ⁃３ ’， 下 游 ５ ’⁃ＡＴＧＴＣＡＣＧ⁃
ＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣ⁃３’。 提取血管总 ＲＮＡ，并采用琼脂

糖凝胶电泳检测其质量。 合成 ｃＤＮＡ：反应体系由

１４ μＬ 模板 ＲＮＡ，２ μＬ ｅｎｚｙｍｅ ｍｉｘ 以及 ５ × ＲＴ 缓冲

液 ４ μＬ 组成，４２℃反应 １ ｈ，９５℃反应 ５ ｍｉｎ，即可得

ｃＤＮＡ。 ＲＴ⁃ＰＣＲ：反应体系分别为：ｃＤＮＡ １ μＬ、２ ×
ＰＣＲ 反应混合物 １０ μＬ、引物 ０􀆰 ５ μＬ、Ｈ２Ｏ ７􀆰 ５ μＬ
及 ２０ × ＳＹＢＲ １ μＬ。 ９５℃ 反应 １０ ｍｉｎ，再转向

（９５℃ １０ ｓ、６０℃ １ ｍｉｎ）共 ４０ 个循环。 目的基因与

内参基因的相对表达量用 ２ －△△ＣＴ表示，重复 ３ 次。

１􀆰 ５　 统计分析

采用 ＳＰＳＳ２０􀆰 ０ 软件对数据进行分析。 计量资

料数据以均数 ±标准差表示。 对符合正态分布和方

差齐性的数据，采用 ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 方法分析；若
不符合正态分布和方差齐性，则采用秩和检验。 检

验显著性水准 α ＝ ０􀆰 ０５。

２　 结果

２􀆰 １　 小鼠体重及血脂　
实验中发现对照组小鼠精神最佳，进食与活动

量均正常，毛色有光泽。 而模型组小鼠精神状态较

差，进食量大，活动量小，体重增长最显著，毛发稀

疏，缺少光泽。 药物干预组小鼠精神较好，体重增加

比模型组小，毛发有光泽。 比较各组血脂水平发现，
模型组 ＴＧ、ＴＣ 与 ＬＤＬ⁃Ｃ 增高，ＨＤＬ⁃Ｃ 明显降低，与
对照组相比差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，表 １）。 辛伐他

汀与 ＨＬＪＤＤ 各组 ＴＧ、ＴＣ 与 ＬＤＬ⁃Ｃ 有所降低，相反

ＨＤＬ⁃Ｃ 浓度增加，其中，辛伐他汀与 ＨＬＪＤＤ 高剂量

组效果最明显，与模型组相比差异有显著性（Ｐ ＜
０􀆰 ０１，表 １）。 提示，ＨＬＪＤＤ 汤具有 ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠调

节血脂的功效。

　 　 表 １　 各组小鼠体重及血脂水平（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８，ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
　 　 Ｔａｂ． １　 Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ 体重 ／ ｇ
Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ

总胆固醇
ＴＣ

低密度脂蛋
白胆固醇
ＬＤＬ⁃Ｃ

高密度脂蛋
白胆固醇
ＨＤＬ⁃Ｃ

血清甘油
三酯 ＴＧ

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ３１􀆰 ３２ ± ２􀆰 ８７＃ ４􀆰 ９８ ± ０􀆰 ５７＃ ０􀆰 ９２ ± ０􀆰 ０６＃ １􀆰 ８８ ± ０􀆰 ３７＃ ２􀆰 １８ ± ０􀆰 ２５＃

模型组 Ｍｏｄｅｌ ４３􀆰 ８５ ± ６􀆰 ２４∗ ２８􀆰 ６５ ± ３􀆰 ７４∗ ４􀆰 ３３ ± ０􀆰 ２５∗ ０􀆰 ３１ ± ０􀆰 ０９∗ ２４􀆰 ０１ ± ２􀆰 ２０∗

ＨＬＪＤＤ
Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ４０􀆰 ４９ ± ３􀆰 ７７∗ ２２􀆰 ６５ ± ２􀆰 ６８∗ ３􀆰 ２１ ± ０􀆰 ３７∗ ０􀆰 ５６ ± ０􀆰 １２∗ １８􀆰 ７９ ± １􀆰 ９７∗

ＨＬＪＤＤ
ｍｏｄｅｒａｔｅ ｄｏｓｅ ３８􀆰 ５２ ± ５􀆰 ３８∗ １７􀆰 ５３ ± ３􀆰 ５２＃∗ １􀆰 ９８ ± ０􀆰 ３４＃∗ ０􀆰 ８３ ± ０􀆰 ２１＃∗ １４􀆰 ７２ ± １􀆰 ２６＃∗

ＨＬＪＤＤ
Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ３５􀆰 １３ ± ４􀆰 ２６＃ １３􀆰 ６５ ± ３􀆰 ２１＃∗ １􀆰 ５１ ± ０􀆰 ２６＃∗ １􀆰 ２９ ± ０􀆰 １７＃∗ １０􀆰 ８５ ± １􀆰 ０３＃∗

辛伐他汀组
Ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ ４１􀆰 ４８ ± ４􀆰 ０７∗ １５􀆰 ８８ ± １􀆰 ９９＃∗ １􀆰 ４９ ± ０􀆰 ３１＃∗ １􀆰 ２５ ± ０􀆰 ２３＃∗ １３􀆰 １４ ± ０􀆰 ８５＃∗

注：与模型组比较，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， 与对照组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

２􀆰 ２　 病理形态学

对 ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠整条主动脉进行油红 Ｏ 染

色发现，对照组小鼠主动脉内膜光滑，无明显斑

块形成，而模型组小鼠主动脉内膜出现多处肉眼

可见的斑块，尤其是主动脉弓及分叉处。 辛伐他

汀及 ＨＬＪＤＤ 组斑块有所减轻，斑块占主动脉的

比例也显著低于模型组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，表 ２ 与图 １） 。
主动脉弓处的石蜡切片显示，辛伐他汀与 ＨＬＪＤＤ
高剂量组斑块面积显著小于模型组，差异有显著

性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，表 ２ 与图 ２） 。 说明 ＨＬＪＤＤ 与辛伐

他汀都能显著抑制 ＡＳ 斑块发展，从而延缓 ＡＳ 进

程。

５３２
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２􀆰 ３　 炎症因子水平

模型组 ｈｓ⁃ＣＲＰ、ＩＬ⁃６ 与 ＴＮＦ⁃α 水平较对照组显

著升高，辛伐他汀与 ＨＬＪＤＤ 中、高剂量能显著降低

ｈｓ⁃ＣＲＰ、ＩＬ⁃６ 与 ＴＮＦ⁃α 水平，与模型组相比差异有

显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，表 ３），ＨＬＪＤＤ 高剂量组与辛伐他

汀组差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 提示 ＨＬＪＤＤ 具有

较好的抗炎作用。
２􀆰 ４　 Ｔｒｅｇｓ 数量及 ＩＬ⁃１０ 与 ＴＧＦ⁃β 水平

与对照相比， 模型组 Ｔｒｅｇｓ 数量显著降低，
ＨＬＪＤＤ 中、高剂量组显著增加了 Ｔｒｅｇｓ 数量，差异有

显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，表 ４）。 分析各组小鼠 ＩＬ⁃１０ 与

ＴＧＦ⁃β 水平发现，模型组小鼠 ＩＬ⁃１０ 与 ＴＧＦ⁃β 浓度

较对照组显著降低，ＨＬＪＤＤ 高剂量组显著提高两者

水平，与其他组相比差异均有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
而模型组 Ｔｒｅｇｓ 表面特异性标记物 Ｆｏｘｐ３ ｍＲＮＡ 水

平显著低于对照组，ＨＬＪＤＤ 能显著增加 Ｆｏｘｐ３ ｍＲ⁃
ＮＡ 水平，增加 Ｔｒｅｇｓ 数量。 提示 ＨＬＪＤＤ 能增加

Ｔｒｅｇｓ 数量，并促进其分泌 ＩＬ⁃１０ 与 ＴＧＦ⁃β，发挥其抗

炎作用。

注：Ａ：对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：辛伐他汀组；
Ｄ：ＨＬＪＤＤ 低剂量组；Ｅ：ＨＬＪＤＤ 中剂量组；Ｆ：ＨＬＪＤＤ 高剂量组。

　 　 图 １　 各组主动脉斑块油红 Ｏ 染色

Ｎｏｔｅ． Ｇｒｏｕｐｓ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ： Ａ： ｃｏｎｔｒｏｌ； Ｂ： ｍｏｄｅｌ；
Ｃ： ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ； Ｄ：ＨＬＪＤＤ ｌｏｗ ｄｏｓｅ， Ｅ： ＨＬＪＤＤ

ｍｏｄｅｒａｔｅ ｄｏｓｗ； Ｆ： ＨＬＪＤＤ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ．

　 　 Ｆｉｇ．１　 Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃ ｐｌａｑｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ａｏｒｔａｓ Ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ

　 　 图 ２　 各组主动脉斑块石蜡切片染色（分组同上， × ２００）
　 　 Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃ ｐｌａｑｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ａｏｒｔａｓ （ｇｒｏｕｐｓ ａｓ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ， ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ × ２００）

　 　 表 ２　 各组小鼠主动脉斑块面积比例（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
　 　 Ｔａｂ． ２　 Ｒａｔｉｏｓ ｏｆ ｐｌａｑｕｅ ａｒｅａ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ａｏｒｔａｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

主动脉
Ａｏｒｔａ ／ ％

主动脉弓
Ａｏｒｔｉｃ ａｒｃｈ ／ ％

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ０ ０
模型组 Ｍｏｄｅｌ ３３􀆰 １９ ± ５􀆰 ３５∗ ４２􀆰 ７３ ± ８􀆰 ６２∗

ＨＬＪＤＤ 低组 ＨＬＪＤＤ ｌｏｗ ｄｏｓｅ １８􀆰 ４３ ± ６􀆰 ７２∗ ２８􀆰 ６５ ± ２􀆰 ６８＃∗

ＨＬＪＤＤ 中组 ＨＬＪＤＤ ｍｏｄｅｒａｔｅ ｄｏｓｅ １４􀆰 ２６ ± ４􀆰 ２２＃∗ ２０􀆰 ３６ ± ４􀆰 ８２＃∗

ＨＬＪＤＤ 高组 ＨＬＪＤＤ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ １０􀆰 ３７ ± ３􀆰 ４３＃∗ １５􀆰 ９４ ± ３􀆰 ５７＃∗

辛伐他汀组 Ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ １７􀆰 ５０ ± ４􀆰 ０３＃∗ ３３􀆰 １８ ± ５􀆰 ４４∗

注：与模型组比较，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， 与对照组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

６３２
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　 　 表 ３　 各组小鼠血清炎症因子水平（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８，ｎｇ ／ ｍＬ）
　 　 Ｔａｂ． ３　 Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ ｈｓ⁃ＣＲＰ ＩＬ⁃６ ＴＮＦ⁃α
对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ １３２􀆰 ７３ ± ６􀆰 ２２＃ １５９􀆰 ６２ ± ８􀆰 ９３＃ ５５􀆰 ０８ ± ４􀆰 ３６＃

模型组 Ｍｏｄｅｌ ２９６􀆰 ５２ ± １０􀆰 ４３∗ ４２７􀆰 ５８ ± １５􀆰 ３３∗ １６３􀆰 ２４ ± ７􀆰 ５６∗

ＨＬＪＤＤ 低组 Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ＨＬＪＤＤ ２３３􀆰 ７１ ± ７􀆰 ５８∗ ３７９􀆰 ３２ ± １８􀆰 ４４∗ １３４􀆰 ３９ ± ７􀆰 ２７∗

ＨＬＪＤＤ 中组 Ｍｏｄｅｒａｔｅ ｄｏｓｅ ＨＬＪＤＤ １９８􀆰 ５２ ± ９􀆰 ３４∗ ２９１􀆰 ４９ ± １３􀆰 ２６＃∗ １１８􀆰 ７１ ± ５􀆰 ７４＃∗

ＨＬＪＤＤ 高组 Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ＨＬＪＤＤ １６６􀆰 １３ ± ６􀆰 ７３＃ ２１３􀆰 ７０ ± １５􀆰 ６３＃ ７３􀆰 ５１ ± ８􀆰 ２３＃

辛伐他汀组 Ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ １５８􀆰 ３２ ± ９􀆰 ０７＃ １８６􀆰 ５３ ± １０􀆰 １９＃ ８２􀆰 ４５ ± ６􀆰 ３５＃

注：与模型组比较，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， 与对照组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

　 　 表 ４　 各组小鼠 Ｔｒｅｇｓ 数量及 ＩＬ － １０ 与 ＴＧＤ － β 水平（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８，ｎｇ ／ ｍＬ）
　 　 Ｔａｂ． ４　 Ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ － １０，ＴＧＦβ ａｎｄ Ｔｒｅｇｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ Ｔｒｅｇｓ ／ ％ ＩＬ⁃１０ ＴＧＦ⁃β Ｆｏｘｐ３ ／ β⁃ａｃｔｉｎ
对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ９􀆰 ６４ ± ０􀆰 ５９＃ ２９５􀆰 ３４ ± １２􀆰 ６６＃ ４２１􀆰 ２６ ± １８􀆰 ６５＃ ０􀆰 ３８ ± ０􀆰 ０９＃

模型组 Ｍｏｄｅｌ ４􀆰 ８５ ± ０􀆰 ２７∗ ９８􀆰 １６ ± １５􀆰 ４８∗ １４８􀆰 ３７ ± １０􀆰 ５９∗ ０􀆰 １６ ± ０􀆰 ０５∗

ＨＬＪＤＤ 低组 Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ＨＬＪＤＤ ５􀆰 ５７ ± ０􀆰 ４２∗ １３２􀆰 ５３ ± ８􀆰 ６２∗ ２３０􀆰 １９ ± １７􀆰 ７２∗ ０􀆰 ２０ ± ０􀆰 ０５∗

ＨＬＪＤＤ 中组
Ｍｏｄｅｒａｔｅ ｄｏｓｅ ＨＬＪＤＤ ６􀆰 ９９ ± ０􀆰 ３６＃∗ １９８􀆰 ４９ ± １３􀆰 ８２＃∗ ３３１􀆰 ８２ ± １１􀆰 ４６＃∗ ０􀆰 ２５ ± ０􀆰 ０６＃∗

ＨＬＪＤＤ 高组
Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ＨＬＪＤＤ ８􀆰 ７６ ± ０􀆰 ４８＃ ２６１􀆰 ７３ ± １５􀆰 ２５＃ ３７８􀆰 １５ ± １５􀆰 ６７＃ ０􀆰 ３４ ± ０􀆰 ０４＃

辛伐他汀组 Ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ ８􀆰 １９ ± ０􀆰 ３７＃∗ ２３４􀆰 ５８ ± １０􀆰 ９３＃∗ ３６２􀆰 ９１ ± １８􀆰 １８＃ ０􀆰 ２８ ± ０􀆰 ０７＃∗

注：与模型组比较，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， 与对照组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

３　 讨论

本研究以高脂饮食喂养 ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠复制 ＡＳ
模型，以 ＨＬＪＤＤ 高中低剂量连续干预小鼠 １６ 周，检
测小鼠血脂、主动脉斑块、炎症因子水平及 Ｔｒｅｇｓ 数

量与功能。 通过分析实验结果我们得出以下结论：
（１） ＨＬＪＤＤ 能显著降低 ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠 ＴＣ、 ＴＧ 与

ＬＤＬ⁃Ｃ 水平，增高 ＨＤＬ⁃Ｃ 水平，具有显著调节血脂

水平的作用；（２）ＨＬＪＤＤ 能显著缩小主动脉处的斑

块面积，降低小鼠血清炎症因子 ｈｓ⁃ＣＲＰ、 ＩＬ⁃６ 与

ＴＮＦ⁃α 水平，通过抗炎机制来延缓 ＡＳ 斑块进展；
（３） ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠 Ｔｒｅｇｓ 数量显著降低， ＩＬ⁃１０ 与

ＴＧＦ⁃β 分泌减少，ＨＬＪＤＤ 显著增加 Ｔｒｅｇｓ 数量，促进

Ｔｒｅｇｓ 分泌 ＩＬ⁃１０ 与 ＴＧＦ⁃β，从而起到抗炎作用。
免疫反应贯穿于 ＡＳ 全过程，并在其中起到重

要作用，通过调节免疫功能可起到防治 ＡＳ 的功

效［３］。 Ｔｒｅｇｓ 是一类特殊类型的 Ｔ 细胞，在调节机体

免疫系统平衡及控制自身免疫性疾病的进展中具有

重要作用。 ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠体内 Ｔｒｅｇｓ 的数量和功能

均明显低于正常 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，而且随着 ＡＳ 的进

展，Ｔｒｅｇｓ 的数量及其特异性标志物 Ｆｏｘｐ３ 的表达、
分泌的 ＴＧＦ⁃β 水平都显著下降［１，４］。 ＡＣＳ 患者人群

外周血中 Ｔｒｅｇｓ 的数量也明显低于健康人群，而且

Ｔｒｅｇｓ 数量的降低伴随人类 ＡＳ 发生和发展的各个阶

段［５，６］。 因此，内源性 Ｔｒｅｇｓ 的数量和功能降低与

ＡＳ 的发生关系密切。 在 ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠中给予 Ｔｒｅｇｓ
治疗可有效阻止小鼠斑块内 Ｔ 细胞和巨噬细胞浸

润，显著降低斑块面积，从而阻止早期 ＡＳ 形成［７］。
本实验中，模型组 Ｔｒｅｇｓ 数量显著低于对照组，而由

其分泌的 ＩＬ⁃１０ 及 ＴＧＦ⁃β 水平也显著降低，这与文

献结果一致，说明 ＡＳ 小鼠体内呈现低水平的 Ｔｒｅｇｓ。
而 ＨＬＪＤＤ 高剂量可显著增加 Ｔｒｅｇｓ 数量，促进其分

泌抗炎因子 ＩＬ⁃１０ 及 ＴＧＦ⁃β，从而减轻 ＡＳ 斑块的炎

症反应，延缓 ＡＳ 斑块进展。 这些结果都提示，对维

持体内免疫稳态起重要作用的 Ｔｒｅｇｓ 同样可以在抗

ＡＳ 方面发挥重要作用，通过提高体内 Ｔｒｅｇｓ 的数量

和功能，可有效抑制 Ｔ 细胞和巨噬细胞介导的免疫

反应，最终逆转 ＡＳ 斑块进程［８］。
虽然 ＡＳ 的病理机制十分复杂，但学者们普遍

认为 ＡＳ 是一种慢性炎症性疾病，炎症反应是 ＡＳ 斑

块形成、发展和最终破裂的关键环节［９］。 炎症的作

用主要依赖于炎症细胞的浸润和促炎因子如 ＴＮＦ⁃
α、ＩＬ⁃６、ｈｓ⁃ＣＲＰ 等的产生和释放。 效应性 Ｔ 细胞和

巨噬细胞直接参与 ＡＳ 的炎症过程，产生大量促炎

因子，而 Ｔｒｅｇｓ 抑制 Ｔ 细胞的活化及其从外周组织

向 ＡＳ 斑块的迁移［１０］。 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 与 ｈｓ⁃ＣＲＰ 等促

炎因子无论在 ＡＳ 病人或 ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠血清中均呈

现较高的水平，它们也是炎症的血清标记物，通过检
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测其浓度可快速了解机体炎症反应的程度。 而主要

由 Ｔｒｅｇｓ 分泌的 ＩＬ⁃１０ 与 ＴＧＦ⁃β 具有显著的抗炎作

用，能有效抑制由促炎因子所激发的炎症反应，维持

体内免疫功能的正常与稳定。 ＩＬ⁃１０ 可抑制 ＩＬ⁃１、
ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＩＣＡＭ⁃１ 等炎症因子的合成和释放，并
促进其他抗炎因子的产生。 ＩＬ⁃１０ 在 ＡＳ 的形成和

稳定性方面起到重要的保护作用，ＩＬ⁃１０ 的缺失可加

速 ＡＳ 的发展，促进血栓形成和斑块不稳定［１１］。
ＬＤＬＲ － ／ － 小鼠体内过表达 ＩＬ⁃１０ 后，小鼠体内 ＡＳ 病

变则受到明显抑制［１２］。 ＴＧＦ⁃β 信号通路的抑制则

会诱导 Ｔ 细胞的活化及向 Ｔｈｌ、Ｔｈ２ 细胞分化，相应

降低 Ｔｒｅｇｓ 的细胞数量，减少其表面 Ｆｏｘｐ３ 的表达，
同时减弱 Ｔｒｅｇｓ 的抑制功能［１３］。 因此，ＴＧＦ⁃β 在维

持 Ｔｒｅｇｓ 的数量和功能方面也发挥了关键作用。 研

究表明，ＴＧＦ⁃β 抑制斑块内炎症细胞的浸润，促进胶

原的合成和平滑肌细胞分泌基质金属蛋白酶抑制

剂；反之，ＴＧＦ⁃β 信号通路的缺失则加重斑块内炎症

反应，促进胶原降解，从而诱导斑块不稳定［１４］。
我们的结果也显示，ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠血清 ＴＮＦ⁃α、

ＩＬ⁃６ 与 ｈｓ⁃ＣＲＰ 水平显著高于正常的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小

鼠，提示 ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠体内存在较高水平的炎症反

应。 ＨＬＪＤＤ 与辛伐他汀均能显著降低小鼠炎症因

子水 平， 辛 伐 他 汀 的 抗 炎 效 果 明 显 优 于 中 药

ＨＬＪＤＤ，但 ＨＬＪＤＤ 调节 Ｔｒｅｇｓ 数量及功能的作用显

著优于辛伐他汀，说明 ＨＬＪＤＤ 抗 ＡＳ 功效部分是通

过对 Ｔｒｅｇｓ 的调节实现的，但 ＨＬＪＤＤ 如何调控 Ｔｒｅｇｓ
数量及功能尚需要进一步研究。
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（２）： ｅ８８７７５．

［ ７ ］ 　 Ｆｅｎｇ Ｊ， Ｚｈａｎｇ Ｚ， Ｋｏｎｇ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｔ ｃｅｌｌｓ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅ
ｈｙｐｅｒｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎａｅｍｉａ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｉｎ ａｐｏＥ － ／ －

ｍｉｃｅ ［Ｊ］ ． Ｃａｒｄｉｏｖ Ｒｅｓ， ２００９， ８４： １５５ － １６３．
［ ８ ］ 　 Ｇｏｒｏｎｚｙ ＪＪ， Ｗｅｙａｎｄ ＣＭ． Ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ：

ｍｏｂｉｌｉｚｉｎｇ ｔｈｅ ｏｐｐｏｓｉｔｉｏｎ ｗｉｔｈｉｎ ［ Ｊ］ ． Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ， ２００６， １１４：
１９０１ － １９０４．

［ ９ ］ 　 Ｒｏｓｓ Ｒ． Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ — ａｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］ ． Ｎ Ｅｎｇｌ
Ｊ Ｍｅｄ， １９９９， ３４０： １１５ － １２６．

［１０］ 　 Ｋｖａｋａｎ Ｈ， Ｋｌｅｉｎｅｗｉｅｔｆｅｌｄ Ｍ， Ｑａｄｒｉ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｔ ｃｅｌｌｓ
ａｍｅｌｉｏｒａｔｅ ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ ＩＩ ｉｎｄｕｃｅｄ ｃａｒｄｉａｃ ｄａｍａｇｅ ［ Ｊ］ ． Ｃｉｒｃｕｌａ⁃
ｔｉｏｎ， ２００９， １１９： ２９０４ － ２９１２．

［１１］ 　 Ａｉｔ⁃Ｏｕｆｅｌｌａ Ｈ， Ｗａｎｇ Ｙ， Ｈｅｒｂｉｎ Ｏ， ｅｔ ａｌ． Ｎａｔｕｒａｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｔ
ｃｅｌｌｓ ｌｉｍｉｔ ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ ＩＩ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｎｅｕｒｙｓｍ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｕｐｔｕｒｅ
ｉｎ ｍｉｃｅ ［ Ｊ］ ． Ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒ Ｔｈｒｏｍｂ Ｖａｓｃ Ｂｉｏｌ， ２０１３， ３３ （１０）：
２３７４ － ２３７９．

［１２］ 　 Ｄｉｅｔｅｌ Ｂ， Ｃｉｃｈａ Ｉ， Ｖｏｓｋｅｎｓ ＣＪ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｒｅｇ⁃
ｕｌａｔｏｒｙ Ｔ ｃｅｌｌｓ ａｒｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈｕｍａｎ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃ ｌｅｓｉｏｎ
ｖｕｌｎｅｒａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｉｎｖｅｒｓｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅ ｗｉｔｈ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｅｄ ｍａｔｕｒｅ ｄｅｎ⁃
ｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ［Ｊ］ ． Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ． ２０１３， ２３０（１）： ９２ － ９９．

［１３］ 　 Ｏｇａｗａ Ｃ， Ｔｏｎｅ Ｙ， Ｔｓｕｄａ Ｍ， ｅｔ ａｌ． ＴＧＦ⁃β⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ Ｆｏｘｐ３ ｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｓ ｃｏｏｐｅｒａｔｉｖｅｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ Ｓｔａｔ５， Ｃｒｅｂ， ａｎｄ ＡＰ⁃１
ｔｈｒｏｕｇｈ ＣＮＳ２ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０１４， １９２（１）： ４７５ － ４８３．

［１４］ 　 Ｌｉ Ｄ， Ｌｉｕ Ｙ， Ｃｈｅｎ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｔｈｅｒｏｇｅｎｅｓｉｓ ｂｙ ｄｅ⁃
ｌｉｖｅｒｙ ｏｆ ＴＧＦｂｅｔａｌ ＡＣＴ ｕｓｉｎｇ ａｄｅｎｏ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ２ ｉｎ
ＬＤＬＲ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ ［ Ｊ ］ ． Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ Ｃｏｍｍｕｎ，
２００６， ３４４： ７０１ － ７０７．

［收稿日期］ 　 ２０１５⁃１２⁃０８

８３２




