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通心络对小鼠钙化性主动脉瓣膜病早期病变
的影响研究
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　 　 【摘要】 　 目的　 观察在钙化性主动脉瓣膜病早期进行通心络干预能否延缓其进展ꎮ 方法　 小鼠造模 １ 周后

通过随机区组法分成 ５ 组ꎬ分别为:假手术组、模型组、通心络大剂量组、通心络中剂量组、通心络小剂量组ꎬ通心络

干预 ６ 周后行多普勒超声检测主动脉瓣峰值流速变化ꎻ检测血清髓过氧化物酶(ＭＰＯ)活力和总胆固醇(ＴＣ)的浓

度ꎻ病理学观察主动脉瓣膜组织病理变化和钙盐沉积情况ꎻ免疫组化染色检测瓣膜小叶内巨噬细胞浸润ꎬ瓣膜间质

细胞分化为肌成纤维细胞和成骨细胞的情况ꎮ 结果　 通心络干预 ６ 周后ꎬ与模型组相比能够显著降低主动脉瓣膜

的峰值流速(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ并且能够显著降低血清总胆固醇水平和血清 ＭＰＯ 活力(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ与通心络干预各组相

比ꎬ模型组主动脉瓣小叶厚度明显增加(Ｐ<０􀆰 ０５)并表现出钙盐沉积ꎻ免疫组化结果显示:与模型组比ꎬ通心络干预

各组巨噬细胞募集减少ꎬα￣ＳＭＡ 和 ＯＰＮ 阳性细胞表达降低ꎮ 结论　 在钙化性主动脉瓣膜病早期通心络能够通过

降低血清 ＴＣ 浓度ꎬ抑制炎性巨噬细胞的浸润和降低 ＭＰＯ 活性减少病变内氧化应激ꎬ进而影响瓣膜间质细胞向肌

成纤维细胞和成骨细胞分化ꎬ延缓瓣膜钙化的进展ꎮ
【关键词】 　 钙化性主动脉瓣膜病ꎻ炎症ꎻ通心络ꎻ小鼠
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　 　 钙化性主动脉瓣膜病 ( ｃａｌｃｉｆｉｅｄ ａｏｒｔｉｃ ｖａｌｖｅ
ｄｉｓｅａｓｅꎬ ＣＡＶＤ)又称为“退行性”主动脉瓣膜病ꎬ是
目前引起主动脉狭窄的最常见原因ꎮ 由于 ＣＡＶＤ
的发生呈现出时间依赖性和被动性的钙沉积ꎬ以往

很长一段时间被认为是一种退行性病变ꎮ 随着对

瓣膜组织病理学和流行病学研究的深入ꎬ发现其是

一种类似于动脉粥样硬化的主动进展性疾病ꎮ 首

先越来越多的证据显示 ＣＡＶＤ 具有与动脉粥样硬

化相同的病理特点:脂质在内皮下的大量堆积ꎬ炎
症细胞的浸润ꎬ内皮功能障碍以及钙化等ꎻ其次是

在流行病学发现二者之间具有多种危险因素的重

叠ꎬ包括:年龄、吸烟、高血压、糖尿病、高脂血症和

肾功能不全等[１－２]ꎮ 这些观察结果表明ꎬＣＡＶＤ 发

病机制可能与动脉粥样硬化的早期机制相似ꎬ同样

也有被防治的可能ꎮ 通心络具有多效性作用ꎬ是动

脉粥样硬化疾病治疗中常用的中成药ꎮ 研究表明

通心络通过剂量依赖型作用在降血脂ꎬ抗氧化和抗

炎以及调节内皮功能障碍等方面与他汀类药物药

理作用相当[３－４]ꎮ 基于 ＣＡＶＤ 早期发病机制与动脉

粥样硬化相似ꎬ本研究拟通过导丝损伤瓣膜内皮机

制建立 ＣＡＶＤ 动物模型[５－７]ꎬ在早期阶段进行中药

通心络超微粉干预ꎬ尝试探讨通心络对 ＣＡＶＤ 早期

阶段脂质、炎症、氧化应激等方面的影响ꎬ观察是否

能够延缓 ＣＡＶＤ 的进展ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 选取 ５０ 只 １０ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小

鼠ꎬ体重 ２５~２８ ｇꎬ购自郑州市惠济区华兴实验动物

养殖场[ ＳＣＸＫ(豫) ２０１９￣０００２]ꎮ 小鼠饲养于河南

中医药大学一附院动物实验研究中心动物房

[ＳＹＸＫ(豫) ２０１７￣０００１]ꎬ室内环境清洁ꎬ室温恒定

(２２±２)℃ꎬ１２ ｈ 为明 /暗周期ꎬ并随意接受食物和饮

用水ꎮ 动物实验研究方案已经过河南中医药大学

第一附属医院动物实验中心伦理委员会的审查和

批准(ＹＦＹＤＷ２０１９０３９)ꎬ实验研究过程中对实验鼠

严格遵守 ３Ｒ 原则ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 总胆 固 醇 ( ＴＣ ) 含 量 检 测 液 ( ＢＣ１９８０ꎬ
Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ)ꎻ 苏木素伊红 ( ＨＥ) 染色液 ( Ｇ１１２０ꎬ
Ｓｏｌａｒｂｉｏ)ꎻ 髓 过 氧 化 物 酶 检 测 液 ( ＳＥＫＭ￣０１１８ꎬ
Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ)ꎻ钙盐染色液(改良茜素红 Ｓ 法ꎬＧ３２８０ꎬ
Ｓｏｌａｒｂｉｏ)ꎻ ａｎｔｉ￣ＣＤ６８ 单 克 隆 抗 体 ( Ｋ２０００７１ Ｍꎬ
Ｓｏｌａｒｂｉｏ)ꎻ ａｎｔｉ￣ＡＣＴＡ２ 单克隆抗体 ( Ｋ２０００１７ Ｍꎬ
Ｓｏｌａｒｂｉｏ)ꎻ ａｎｔｉ￣ＯＰＮ 单克隆抗体 ( ＡＢｃｌｏｎａｌ)ꎻ ａｎｔｉ￣
ＮＯＳ３ 多克隆抗体(Ｋ００９６９７ＰꎬＳｏｌａｒｂｉｏ)ꎮ 通心络超

微粉剂ꎬ主要成分:人参、水蛭、全蝎、赤芍、蝉蜕、土
鳖虫、蜈蚣、檀香、降香、乳香(制)、酸枣仁(炒)、冰
片ꎬ均购自以岭药业ꎮ
１􀆰 ３　 方法

１􀆰 ３􀆰 １　 模型建立

　 　 １０~ １２ 周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ(野生型)小鼠ꎬ体
重 ２５~２８ ｇꎬ抽取适量 １􀆰 ２５％阿佛丁以 ０􀆰 ２ ｍＬ / １０ ｇ
剂量麻醉ꎻ待小鼠充分麻醉后ꎬ用脱毛膏清除颈部

及胸前区(主要为左侧心前区)毛发ꎬ然后固定于鼠

板上ꎻ持手术剪纵向剪开颈前皮肤ꎬ然后持无齿镊

子和止血钳钝性分离出右颈动脉ꎬ并使其充分暴

露ꎻ预留 ２~３ 根结扎线ꎬ结扎远端颈动脉ꎻ右手持穿

刺针先 ４５°进针后平行血管向前推进一段距离ꎬ固
定穿刺针外鞘后拔出针芯ꎻ将雅培直导丝 ( ＨＩ￣
ＴＯＲＱＵＥ ０􀆰 ０１４’’)沿穿刺鞘管在超声引导下缓慢

送入主动脉瓣膜处ꎬ前后移动 ５０ 次后再以每秒 ２ 次

的速度旋转 １００ 次ꎮ 结束后退出导丝立即对主动脉

瓣处行多普勒超声检测ꎬ确定是否反流ꎮ 然后进行
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近段结扎ꎬ在伤口处滴洒 ２ 滴抗生素预防感染ꎮ 假

手术组模型的建立ꎬ同样是钝性分离右颈动脉ꎬ送
入导丝但不进入主动脉瓣膜处ꎬ其余操作方法相同ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 实验分组和给药

　 　 建立模型 １ 周后将所有动物行彩超多普勒检测

主动脉流速检测ꎬ除假手术组(８ 只)外把主动脉流

速相对增加值(上下差值<１０％)相近的组成一组ꎬ
再在进行随机分配成 ４ 组分别为:模型组(１２ 只)、
通心络大剂量组(１０ 只)、通心络中剂量组(１０ 只)、
通心络小剂量组(１０ 只)ꎮ 根据 ９７３ 项目关于通心

络药物药效试验的配置和剂量规定:依据动物数量

将通心络超微粉溶于纯水中配制成大中小剂量(中
剂量为临床等效剂量)分别为 １.５、０􀆰 ７５、０􀆰 ３８ ｇ / ｋｇꎬ
每天灌胃 １ 次ꎮ

表 １　 通心络干预 ６ 周后主动脉流速检测值(􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ ８)
Ｔａｂｌｅ １　 Ａｏｒｔｉｃ ｆｌｏｗ ｖｅｌｏｃｉｔｙ ａｆｔｅｒ ６ ｗｅｅｋｓ ｏｆ Ｔｏｎｇｘｉｎｌｕｏ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

假手术组
Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

通心络 １􀆰 ５ ｇ / ｋｇ
Ｔｏｎｇｘｉｎｌｕｏ １􀆰 ５ ｇ / ｋｇ

通心络 ０􀆰 ７５ ｇ / ｋｇ
Ｔｏｎｇｘｉｎｌｕｏ ０􀆰 ７５ ｇ / ｋｇ

通心络 ０􀆰 ３８ ｇ / ｋｇ
Ｔｏｎｇｘｉｎｌｕｏ ０􀆰 ３８ ｇ / ｋｇ

主动脉流速(ｍ / ｓ)
ＡＶ Ｐｅａｋ ｖｅｌｏｃｉｔｙ ５８９􀆰 ７７±２５􀆰 ９０ １０２４􀆰 ９８±８１􀆰 ６７∗ ７８８􀆰 ３６±４８􀆰 ０５∗＃ ８４８􀆰 ６８±５４􀆰 ２０∗＃ ９４９􀆰 ７３±３２􀆰 ６１∗＃△

注:与假手术组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与模型组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与通心络 １􀆰 ５ ｇ / ｋｇ 相比ꎬ△Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｔｏｎｇｘｉｎｌｕｏ １􀆰 ５ ｇ / ｋｇꎬ△Ｐ<０􀆰 ０５.

１􀆰 ３􀆰 ３　 多普勒超声心动图检测

　 　 Ｍ 型超声心动图和彩色多普勒超声分别检测

左室心功能和主动脉瓣狭窄情况ꎮ Ｍ 模式下在胸

骨旁长轴切面测量左室射血分数ꎮ 壁厚测量采用

胸骨旁长向 Ｍ 型和短向 Ｍ 型ꎮ 彩色多普勒模式在

胸骨旁长轴和胸骨上切面对主动脉瓣峰值流速及

反流进行成像ꎬ超声探头角度校正范围为 ４０° ~５０°ꎮ
峰值流速较基线增加 １５％ ~ ５０％定义为轻度狭窄ꎬ
５０％~７５％定义为中度狭窄ꎬ>７５％定义为重度主动

脉瓣狭窄ꎮ 整个操作过程有 １ 人独自完成ꎬ减少个

体间差异性ꎻ所有操作方法和检测结果都在超声科

老师指导下完成ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 血清指标检测

　 　 取材后采用腹主动脉采血法收集血液ꎬ将采集

血样室温静置 ２ ｈꎬ然后放入离心机以 ３５００ ｒ / ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎ 后分离血清备用ꎬ采用比色法检测血清

髓过氧化物酶 ( ＭＰＯ) 活力和总胆固醇 ( ＴＣ) 的

浓度ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 主动脉瓣瓣叶厚度和钙盐沉积情况检测

　 　 取新鲜主动脉瓣组织ꎬ１０％中性福尔马林固定ꎬ
乙醇梯度脱水ꎬ石蜡包埋ꎮ 用组织切片机切 ３ 和 ５
μｍ 超薄石蜡切片ꎬ分别进行 ＨＥ 染色和茜素红钙盐

染色观察主动脉瓣形态变化和钙盐沉积情况ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６　 免疫组化检测分析

　 　 取脱水包埋后主动脉瓣组织ꎬ切 ３ μｍ 超薄石蜡

切片ꎬ免疫组化 ＳＰ 法检测各组标本中巨噬细胞ꎬα￣
ＳＭＡ 和 ＯＰＮ 阳性细胞表达情况ꎮ 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像

软件分析切片的阳性染色面积(平均光密度值表示)ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 实验结果采用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 进行统计学分析ꎬ计
量资料采用平均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)ꎬ若数据方差齐且

符合正态分布ꎬ采用单因素方差分析ꎬ当数据不是

正态分布或方差不相等时ꎬ采用 Ｋｒｕｓｋａｌ￣Ｗａｌｌｉｓ 非参

数检验ꎮ Ｐ<０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 多普勒超声心动图检测结果

　 　 通心络灌胃 ６ 周后对各组主动脉峰值流速进行

多普勒超声检测ꎮ 与假手术组比较ꎬ其它各组主动

脉瓣峰值流速明显增加ꎬ其中模型组增加最为显

著ꎻ与模型组相比ꎬ经通心络干预后主动脉瓣峰值

流速明显降低ꎬ而通心络 １􀆰 ５ ｇ / ｋｇ 组降低最多ꎬ如
表 １ 所示ꎮ
２􀆰 ２　 血清指标检测

　 　 通心络超微粉灌胃 ６ 周后ꎬ检测各实验组血清

中总胆固醇和髓过氧化物酶的水平ꎬ结果显示:通
心络各组血清总胆固醇含量较假手术组、模型组明

显降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ表明通心络在降低胆固醇方面效

果显著ꎻ髓过氧化物酶作为氧化应激的来源ꎬ以此

检测实验各组氧化应激水平ꎮ 与假手术相比ꎬ其它

实验组 ＭＰＯ 活力明显升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ但通心络干

预各组较模型组 ＭＰＯ 活力显著下降(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ如
表 ２ 所示ꎮ
２􀆰 ３　 各组主动脉瓣 ＨＥ 和茜素红钙盐染色

　 　 通过 ＨＥ 和茜素红钙盐染色分别观察主动脉瓣

小叶的形态变化和钙盐沉积情况ꎬ如图 １、表 ３ 所

示ꎮ ＨＥ 染色结果显示ꎬ与假手术组相比ꎬ其它实验

各组主动脉瓣小叶海绵层内部结构紊乱ꎬ有不同程

４８ 中国比较医学杂志 ２０２２ 年 １ 月第 ３２ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２２ꎬＶｏｌ. ３２ꎬＮｏ. １



　 　 　 表 ２　 血清胆固醇和髓过氧化物酶的变化(􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ ８)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ａｎｄ ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

假手术组
Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

通心络 １􀆰 ５ ｇ / ｋｇ
Ｔｏｎｇｘｉｎｌｕｏ １􀆰 ５ ｇ / ｋｇ

通心络 ０􀆰 ７５ ｇ / ｋｇ
Ｔｏｎｇｘｉｎｌｕｏ ０􀆰 ７５ ｇ / ｋｇ

通心络 ０􀆰 ３８ ｇ / ｋｇ
Ｔｏｎｇｘｉｎｌｕｏ ０􀆰 ３８ ｇ / ｋｇ

总胆固醇(ｍｍｏｌ / Ｌ)
ＴＣ ２􀆰 ４３±０􀆰 ３４ ２􀆰 ２４±０􀆰 ２６ １􀆰 ６１±０􀆰 １１∗＃ １􀆰 ６５±０􀆰 ２１∗＃ １􀆰 ８６±０􀆰 １８∗＃

髓过氧化物酶(Ｕ / Ｌ)
ＭＰＯ ４７􀆰 ４４±１４􀆰 ５０ ４５３􀆰 ４０±６３􀆰 ８３∗ １１６􀆰 ３０±２８􀆰 ７４∗＃ １６６􀆰 ２２±２９􀆰 ８１∗＃ ２０８􀆰 ４６±３５􀆰 ２１∗＃△

注:与假手术组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与模型组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与通心络 １􀆰 ５ ｇ / ｋｇ 相比ꎬ△Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｔｏｎｇｘｉｎｌｕｏ １􀆰 ５ ｇ / ｋｇꎬ△Ｐ<０􀆰 ０５.

图 １　 各组主动脉瓣小叶 ＨＥ 染色

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ａｏｒｔｉｃ ｖａｌｖｅ ｌｅａｆｌｅｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ３　 主动脉瓣小叶厚度比较(􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ ８)
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｏｒｔｉｃ ｌｅａｆｌｅｔ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

假手术组
Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

通心络 １􀆰 ５ ｇ / ｋｇ
Ｔｏｎｇｘｉｎｌｕｏ １􀆰 ５ ｇ / ｋｇ

通心络 ０􀆰 ７５ ｇ / ｋｇ
Ｔｏｎｇｘｉｎｌｕｏ ０􀆰 ７５ ｇ / ｋｇ

通心络 ０􀆰 ３８ ｇ / ｋｇ
Ｔｏｎｇｘｉｎｌｕｏ ０􀆰 ３８ ｇ / ｋｇ

主动脉瓣叶厚度(μｍ)
Ａｏｒｔｉｃ ｌｅａｆｌｅｔ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ２３􀆰 ５５±２􀆰 １１ ５８􀆰 ２４±２􀆰 ４０∗ ３７􀆰 ７２±１􀆰 ６７∗＃ ４０􀆰 ８７±１􀆰 ５８∗＃ ４２􀆰 ０４±１􀆰 ４５∗＃

注:与假手术组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ与模型组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ<０􀆰 ０１.

度的胶原纤维增(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ其中模型组增厚较为明

显ꎬ通心络干预各组随着剂量的增加ꎬ主动脉瓣增

厚和分化程度逐渐减少ꎮ
茜素红钙盐染色结果显示ꎬ如图 ２ 所示ꎬ模型组

出现少量钙盐沉积ꎬ通心络干预各组均未出现ꎮ
２􀆰 ４　 免疫组化检测分析

　 　 ＣＤ６８ 抗体主要用于检测瓣膜病变部位炎性巨

噬细胞浸润情况ꎻ如图 ３ 所示ꎬ巨噬细胞主要分布在

主动脉瓣根部和病变部位瓣膜内皮细胞下ꎻ与假手术

组比ꎬ各实验组巨噬细胞阳性率均增加ꎬ模型组最为

显著ꎻ与模型组相比ꎬ通心络干预各组其阳性细胞占

比均明显减少ꎻ通心络干预各组随着剂量增加ꎬ瓣膜

内巨噬细胞阳性率逐渐减少ꎬ但差异不显著ꎮ
ＡＣＴＡ２ 单克隆抗体标记的平滑肌肌动蛋白(α￣

ＳＭＡ)主要检测瓣膜肌成纤维的分布ꎻ如图 ４ 所示ꎬ
假手术组中几乎未表达 α￣ＳＭＡꎬ模型组中阳性细胞

分布向内皮下层延伸ꎬ并且阳性细胞分布面积均高

于其他各组ꎻ通心络干预各组阳性细胞分布面积较

模型组减少但高于假手术组ꎮ
骨桥蛋白(ＯＰＮ)抗体染色阳性细胞主要分布

在瓣膜病变部位ꎬ在所有各组中模型组阳性率最

高ꎬ通心络干预各组有少量阳性细胞ꎬ但明显少于

模型组ꎬ假手术组仅有极少量阳性细胞ꎬ如图 ５
所示ꎮ

５８中国比较医学杂志 ２０２２ 年 １ 月第 ３２ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２２ꎬＶｏｌ. ３２ꎬＮｏ. １



图 ２　 各组主动脉瓣小叶茜素红钙盐染色

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｓａｌｔ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ａｏｒｔｉｃ ｌｅａｆｌｅｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注:与假手术组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与模型组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ３　 主动脉瓣内巨噬细胞免疫组化 ＤＡＢ 染色

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ＤＡＢ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎ ａｏｒｔｉｃ ｖａｌｖｅ

注:与假手术组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ与模型组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ

图 ４　 主动脉瓣内 α￣ＳＭＡ 免疫组化 ＤＡＢ 染色

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０１.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ＤＡＢ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ α￣ＳＭＡ ｉｎ ａｏｒｔｉｃ ｖａｌｖｅ
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注:与假手术组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ与模型组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ

图 ５　 主动脉瓣内 ＯＰＮ 免疫组化 ＤＡＢ 染色

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０１.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ＤＡＢ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＯＰＮ ｉｎ ａｏｒｔｉｃ ｖａｌｖｅ

３　 讨论

　 　 ＣＡＶＤ 是一个慢性演变过程ꎬ涉及遗传易感性、
内皮切应力、慢性炎症、脂质沉积和瓣膜钙化ꎬ并以

进行性纤维化组织重塑和矿化为特征[８－９]ꎮ 在初期

阶段由于机械和(振荡)剪切应力会诱发瓣膜内皮

细胞层(ＶＥＣ)的内皮功能障碍ꎬ从而导致脂蛋白在

内皮下的沉积并引起炎症细胞浸润[１０－１１]ꎮ 基于

ＣＡＶＤ 与动脉硬化性疾病早期发病机制的相似性ꎬ
他汀类药物也被应用于 ＣＡＶＤ 中ꎬ非常可惜的是在

多个大型临床研究中被证实是不能减缓钙化性瓣

膜病的进展[１２－１３]ꎬ原因可能是干预时已经进展到钙

化不可逆阶段ꎮ 近年来有研究发现在 ＣＡＶＤ 的早

期进行他汀药物的干预能够延缓疾病的进程[１４]ꎬ而
且在疾病早期阶段能够有效延缓病程进展这一假

设在其他动物实验已经被验证ꎮ 本实验研究通过

超声引导下导丝损伤瓣膜内皮细胞ꎬ并在早期阶段

使用通心络药物干预 ＣＡＶＤ 动物模型发现:通心络

能够通过抑制炎性巨噬细胞的产生ꎬ减少超氧化物

的氧化应激以及抑制瓣膜骨化的信号通路中主要

蛋白的表达ꎻ实验证实通心络能够在早期对 ＣＡＶＤ
的钙化具有延缓作用ꎮ

通心络作为心血管疾病中最常用的中成药已

在临床实践中用于治疗心绞痛患者十多年了[１５]ꎬ其
主要成分包括人参、赤芍、冰片和酸枣仁等ꎮ 正是

因为由多味草药合制而成ꎬ导致提取物中多种化合

物的累积或协同作用ꎬ这也是为什么通心络具有包

括改进内皮功能、降脂、抗氧化、血管舒张、抗血栓、
抗发炎、抗凋亡和增强血管生成等多效性作用的原

因[１６－１７]ꎮ 例如ꎬ通心络药物中的人参ꎬ其主要成分

为人参皂甙ꎮ 据报道ꎬ人参皂苷 Ｒｂ１ 可有效阻断高

半胱氨酸诱导的猪冠状动脉内皮功能障碍ꎬ超氧阴

离子产生和内皮一氧化氮合酶下调[１８]ꎻ人参皂甙

Ｒｂ２ 能够降低经高脂培养基中 ３Ｔ３￣Ｌ１ 脂肪细胞的

ＴＣ 和 ＴＧ 的水平[１９]ꎮ 研究发现ꎬ赤芍同样具有抗氧

化、血管舒张、抗血小板、降脂和抗炎能力[２０－２１]ꎮ 此

外ꎬ酸枣仁也具有提升免疫力和降脂的作用ꎮ
目前研究表明瓣膜内皮细胞的破坏是 ＣＡＶＤ

形成的首要因素[２２－２３]ꎮ 同动脉粥样硬化一样ꎬ
ＣＡＶＤ 的触发事件是机械应力增加和剪切应力减少

引起的内皮损伤ꎮ 剪应力改变后的内皮损伤允许

脂质的浸润ꎬ尤其是 ＬＤＬ 和脂蛋白￣ａ( Ｌｐ￣ａ)ꎬ开始

将炎症细胞招募到瓣膜中ꎮ 在手术切除的钙化主

动脉瓣中发现炎性浸润主要是有巨噬细胞、肥大细

胞、ＣＤ４＋Ｔ 细胞和 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞组成[２４]ꎮ 这些炎症

是先天免疫的主要反应ꎬ发生在内皮细胞受损后ꎬ
伴随着炎症的激活和脂质沉积ꎮ 先天性免疫反应

及其它细胞和体液反应都牵涉到这一过程ꎮ 作为

对外来生物体、细胞残骸或物理刺激物引起的损伤

的反应ꎬ先天免疫系统代表了对外部或内部触发的
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第一反应ꎬ并启动了组织再生的过程ꎮ 一旦炎症过

程被触发ꎬ它将沿着一定的过程进行ꎬ直到炎症刺

激被根除ꎬ愈合机制可以开始ꎮ 然而ꎬ如果炎症源

不能被消除ꎬ炎症将会进展ꎬ随着时间的推移强度

不同[２５]ꎮ ＣＡＶＤ 中的先天性免疫反应最初是由几

种氧化类脂物质通过 ｔｏｌｌ 样受体和 ＮＦ￣κＢ 途径引起

的ꎮ ＶＩＣｓ 表达 ＴＬＲｓꎬ已知在炎症和抗原特异性适

应性免疫反应的启动中起关键作用ꎮ ＴＬＲｓ 可以被

几种脂类物质激活ꎬ特别是 ｏｘ￣ＬＤＬꎬ信号通过特定

适配分子的补充进而激活转录因子 ＮＦ￣κＢ[２６]ꎮ 通

过这种方式 ＴＬＲｓ 信号通过核因子 ＮＦ￣κＢ 途径调整

炎症ꎬ对维持组织内环境稳定至关重要ꎮ 通心络不

仅能够下调 ＴＬＲ４、ＮＦ￣κＢ 的表达ꎬ而且可以通过抑

制血管损伤引起的巨噬细胞浸润ꎬ分泌炎症因子

ＴＮＦ￣α 下调转录因子 ＫＬＦ５ 而改善新生内膜的形

成ꎬ从而起到保护内皮细胞的作用[２７]ꎬ这与我们的

实验结果相一致ꎮ
我们的实验研究和其他人一样存在不足之处ꎮ

首先ꎬ由于对导丝损伤瓣膜的力度无法做到严格的

一致性ꎬ导致对瓣膜损伤程度的差异性ꎻ对此我们

在建立模型时此部分操作都有同一人完成ꎬ同时根

据术后瓣膜流速的变化进行区组随机分组以保证

实验各组间的可比性ꎮ 第二ꎬ由于小鼠瓣膜组织较

小并且在该实验中样本量较少ꎬ我们没有对主要蛋

白进行蛋白质定量分析的蛋白质印迹分析ꎮ 第三ꎬ
尽管已经验证了通心络的降脂ꎬ抗炎ꎬ抗氧化作用

对早期 ＣＡＶＤ 的影响ꎬ但这些作用背后的详细分子

机制仍需进一步大样本量验证ꎮ
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