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　 　 【摘要】 　 目的 　 探讨茯苓杏仁甘草汤 （ Ｆｕｌｉｎｇ Ｘｉｎｇｒｅｎ Ｇａｎｃａｏ ｇｒａｎｕｌｅ， ＦＸＧ） 对小鼠动脉粥样硬化

（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）巨噬细胞极化的调控作用。 方法　 ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠构建 ＡＳ 模型，ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 巨噬细胞构建极化模

型。 油红 Ｏ 和苏木精－伊红染色法（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ，ＨＥ）观察主动脉斑块总面积和主动脉管腔狭窄程度。
荧光定量 ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 体内外检测 Ｍ１ 型极化因子诱导型一氧化氮合酶（ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ，
ｉＮＯＳ）、单核细胞趋化蛋白 １（ｍｏｎｏｃｙｔｅ ｃｈｅｍｏｔａｃｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ １，ＣＣＬ２）和 Ｍ２ 型极化因子精氨酸酶－１（ａｒｇｉｎａｓｅ⁃１，Ａｒｇ⁃
１）、类几丁质酶样蛋白（ｃｈｉｔｉｎａｓｅ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ３，ＹＭ１）、甘露糖受体（ＣＤ２０６）的表达水平及信号转导和转录激活因子

３（ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ＳＴＡＴ３）磷酸化水平。 结果　 ＦＸＧ 明显减少 ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠主动脉斑块

总面积、降低 Ｍ１ 型巨噬细胞极化因子 ｉＮＯＳ、ＣＣＬ２ 表达水平，升高 Ｍ２ 型巨噬细胞极化因子 Ａｒｇ⁃１、ＹＭ１ 表达水平

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 模型组小鼠和 Ｍ１ 型巨噬细胞 ＳＴＡＴ３ 磷酸化水平降低，在 ＦＸＧ 干预后其磷酸化水平上调（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 抑制剂 Ｓｔａｔｔｉｃ 部分消除了 ＦＸＧ 对 ｉＮＯＳ 和 Ａｒｇ⁃１ 的调控作用（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 ＦＸＧ 具有抑制 ＡＳ 进展的

作用，其作用与靶向 ＳＴＡＴ３ 调控巨噬细胞极化有关。
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（１． ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５０００２， Ｃｈｉｎａ．
２． Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ Ｄｉｓｅａｓｅ， Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５０００２）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｆｕｌｉｎｇ Ｘｉｎｇｒｅｎ Ｇａｎｃａｏ ｇｒａｎｕｌｅｓ （ ＦＸＧ） ｏｎ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ （ＡＳ） ｍｏｄｅｌ ｍｉｃｅ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＡｐｏＥ－ ／ － ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ａｎ ＡＳ ｍｏｄｅｌ
ａｎｄ ＲＡＷ２６４􀆰 ７ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ａ ｐｏｌａｒｉｚｅｄ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌ． Ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ａｒｅａ ｏｆ ａｏｒｔｉｃ ｐｌａｑｕｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ
ｏｆ ａｏｒｔｉｃ ｓｔｅｎｏｓｉｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ａｎｄ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｍ１
ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ （ｉＮＯＳ） ａｎｄ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｌｉｇａｎｄ ２ （ＣＣＬ２）， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｔｈｅ Ｍ２ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ



ｆａｃｔｏｒｓ Ａｒｇ⁃１， ＹＭ１， ａｎｄ ＣＤ２０６， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
（ＳＴＡＴ３） ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｖｏ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＦＸＧ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ａｒｅａ ｏｆ ａｏｒｔｉｃ ｐｌａｑｕｅｓ ｉｎ ＡｐｏＥ－ ／ － ｍｉｃｅ， ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｍ１ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒｓ ｉＮＯＳ ａｎｄ ＣＣＬ２， ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｍ２ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ Ａｒｇ⁃１ ａｎｄ ＹＭ１ （Ｐ
＜０􀆰 ０５）． ＳＴＡＴ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｍｉｃｅ ａｎｄ Ｍ１ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ， ｂｕｔ ｗｅｒｅ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｆｔｅｒ
ＦＸＧ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ ＳＴＡＴ３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ Ｓｔａｔｔｉｃ ｐａｒｔｉａｌｌｙ ｅｌｉｍｉｎａｔｅｄ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＦＸＧ ｏｎ ｉＮＯＳ ａｎｄ
Ａｒｇ⁃１ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＦＸＧ ｈａｓ ａｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＳ， ｖｉａ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＳＴＡＴ３ ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｅ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｆｕｌｉｎｇ Ｘｉｎｇｒｅｎ Ｇａｎｃａｏ ｇｒａｎｕｌｅ； ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ； ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ； ＳＴＡＴ３
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）是导致多种

心血管疾病发生发展的病理基础［１］。 巨噬细胞在

ＡＳ 病变过程中极化为不同表型参与全部病理阶

段［２］。 巨噬细胞可以极化为促炎性经典激活表型

（Ｍ１ 型），或者抗炎性交替激活表型（Ｍ２ 型） ［３］，其
表型比例失衡是 ＡＳ 发生发展的重要因素［４］。 研究

表明，巨噬细胞极化受信号转导和转录激活因子 ３
（ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，
ＳＴＡＴ３）调控［５］。 茯苓杏仁甘草汤（ Ｆｕｌｉｎｇ Ｘｉｎｇｒｅｎ
Ｇａｎｃａｏ ｇｒａｎｕｌｅ，ＦＸＧ）是临床用于治疗心血管疾病

（胸痹）的经典方。 有研究报道，ＦＸＧ 具有抑制大鼠

心肌细胞凋亡、改善心肌缺血等作用［６－７］。 前期研

究表明，ＦＸＧ 能抑制 ＡＳ 小鼠炎症反应和脂质沉

积［８－９］，但机制尚不明确。 本研究基于前期研究基

础，观察 ＦＸＧ 对 ＡＳ 病变中 Ｍ１ 型巨噬细胞极化因

子诱 导 型 一 氧 化 氮 合 酶 （ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ
ｓｙｎｔｈａｓｅ，ｉＮＯＳ）、单核细胞趋化蛋白 １ （ ｍｏｎｏｃｙｔｅ
ｃｈｅｍｏｔａｃｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ １，ＣＣＬ２）和 Ｍ２ 型巨噬细胞极化

因子精氨酸酶－１（ａｒｇｉｎａｓｅ⁃１，Ａｒｇ⁃１）、类几丁质酶样

蛋白（ｃｈｉｔｉｎａｓｅ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ３，ＹＭ１）以及 Ｍ２ 型巨噬

细胞标志蛋白甘露糖受体 （ ＣＤ２０６） 表达水平和

ＳＴＡＴ３ 磷酸化水平的影响，探讨其干预 ＡＳ 进展的

作用机制。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 细胞

　 　 小鼠单核巨噬细胞白血病细胞（ＲＡＷ２６４􀆰 ７）购
自 中 国 科 学 院 昆 明 细 胞 库 （ ＫＣＢ ）， 编

号：ＫＣＢ２００６０３ＹＪ。
１􀆰 １􀆰 ２　 实验动物

　 　 ４５ 只 ＳＰＦ 级 ８ 周龄雄性 ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠，１５ 只同

品系 ＳＰＦ 级 ８ 周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，体重（２０±

２）ｇ，由江苏省赛业模式生物研究中心（太仓）有限

公司提供［ＳＣＸＫ（苏）２０２０－０００６］。 动物实验在河

南省中医院中心实验室 ＳＰＦ 级动物中心进行

［ＳＹＸＫ（豫） ２０２１ － ００１８］。 实验室环境 １２ ｈ ／ １２ ｈ
明 ／暗交替，温度恒定为 ２２ ～ ２４ ℃，以每笼 ４ 只，自
由进食进水饲养。 动物实验获得河南中医药大学

第二附属医院动物伦理委员会批准 （ ＨＮＳＺＹＹ⁃
２０２００５２９）。 在实验中，动物饲养和实验过程中按

照实验动物使用的 ３Ｒ 原则给与人道关怀。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 茯苓杏仁甘草汤：茯苓 ４５ ｇ、杏仁 １５ ｇ、甘草 １５
ｇ，由四川新绿药科技发展有限公司生产的配方颗粒

剂提供（批号：茯苓 ２１０６０１２７、杏仁 ２１０６００２７、甘草

２１０６０１２４）。 Ａｒｇ⁃１ 抗 体、 ｉＮＯＳ 抗 体 （ Ｇｅｎｅ Ｔｅｘ，
ＧＴＸ１０９２４２、ＧＴＸ１３０２４）；ＳＴＡＴ３ 抗体、磷酸信号转

导和转录激活因子 ３ （ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ＳＴＡＴ３， Ｐ⁃
ＳＴＡＴ３） 抗体 （ Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ＃ ４９０４、 ＃
９１４５Ｓ）；ＣＤ２０６ 抗体、Ｃｙ３ 标记山羊抗兔二抗、ＦＩＴＣ
标记山羊抗兔二抗、β⁃ａｃｔｉｎ（武汉三鹰生物技术公

司， １８７０４⁃１⁃ＡＰ、 ＳＡ００００９⁃２、 ＳＡ００００３⁃２、 ８１１１５⁃１⁃
ＲＲ）； 总 ＲＮＡ 抽 提 纯 化 试 剂 盒 （ 上 海 生 工，
Ｂ５１８６２１）；逆转录聚合酶链反应试剂盒、荧光定量

试剂盒（ＴａＫａＲａ，ＲＲ０４７Ａ、ＲＲ８２０Ａ）；ＢＣＡ 蛋白定量

试剂盒； 苏木精 － 伊红染色法 （ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ
ｓｔａｉｎｉｎｇ，ＨＥ）染色试剂盒（京索莱宝，Ｇ１１２０）；干扰

素－γ（ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ⁃γ，ＩＦＮ⁃γ） （ ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ，３１５⁃０５）；白
细 胞 介 素 － ４ （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃４， ＩＬ⁃４ ） 重 组 蛋 白

（ ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ， ＡＦ⁃２１４⁃１４ ）； 脂 多 糖

（ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ， ＬＰＳ ）、 油 红 Ｏ 粉 末 （ Ｓｉｇｍａ，
Ｌ２８８０、 １００２３９１１３０ ）； ＳＴＡＴ３ 抑 制 剂 Ｓｔａｔｔｉｃ ＣＡＳ
（Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ，１９９８３⁃４４⁃９）；高脂饲料（南京麦瑞斯生

物科技公司，Ｄ１２１０８Ｃ）。
蛋白垂直电泳仪、转印仪、凝胶图像系统、荧光
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定量 ＰＣＲ 定量仪 （ Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ， １６４⁃５０７０、 １７０⁃４０７０、
１７０⁃８２６５、ＣＦＸ Ｃｏｎｎｅｃｔ）；荧光显微镜（Ｎｉｋｏｎ，Ｔｉ⁃Ｅ）；
荧光定量 ＰＣＲ 扩增仪 （ Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，
７５００Ｆａｓｔ）；超微量核酸蛋白测定仪（南京五义科技

有限公司，Ｏｎｅｄｒｏｐ ２０００）；超速低温离心机（Ｓｉｇｍａ⁃
Ａｌｄｒｉｃｈ，ＳＩＧＭＡ ３⁃１８Ｋ）。

表 １　 荧光定量 ＰＣＲ 引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

引物序列（５’－３’）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’－３’）

引物长度 ／ ｂｐ
Ｐｒｉｍｅｒ ｌｅｎｇｔｈ

一氧化氮合酶
ｉＮＯＳ

Ｆ：ＧＴＴＣＴＣＡＧＣＣＣＡＡＣＡＡＴＡＣＡＡＧＡ ２３
Ｒ：ＧＴＧＧＡＣＧＧＧＴＣＧＡＴＧＴＣＡＣ １９

单核细胞趋化蛋白 １
ＣＣＬ２

Ｆ：ＧＡＧＡＴＧＣＣＴＴＣＡＧＣＡＧＡＧＴＧＡＡＧＡ ２４
Ｒ：ＡＧＧＣＴＴＧＧＣＡＡＣＣＣＡＧＧＴＡＡＣ ２１

精氨酸酶－１
Ａｒｇ⁃１

Ｆ：ＣＴＣＣＡＡＧＣＣＡＡＡＧＴＣＣＴＴＡＧＡＧ ２２
Ｒ：ＡＧＧＡＧＣＴＧＴＣＡＴＴＡＧＧＧＡＣＡＴＣ ２２

类几丁质酶样蛋白
ＹＭ１

Ｆ：ＡＧＡＡＧＧＧＡＧＴＴＴＣＡＡＡＣＣＴＧＧＴ ２２
Ｒ：ＧＴＣＴＴＧＣＴＣＡＴＧＴＧＴＧＴＡＡＧＴＧＡ ２３

内参
β⁃ａｃｔｉｎ

Ｆ：ＡＧＡＡＧＣＴＧＴＧＣＴＡＴＧＴＴＧＣＴＣＴＡ ２３
Ｒ：ＡＡＧＧＣＴＧＧＡＡＡＡＧＡＧＣＣＴＣＡＧ ２１

１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 小鼠分组及造模方法

　 　 ４５ 只 ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠分为模型组、茯苓杏仁甘草

汤（茯杏甘，ＦＸＧ）组、瑞舒伐（Ｒｏｓｕｖａｓｔａｔｉｎ，ＲＳＴ）组，
每组 １５ 只。 空白组饲喂普通饲料，其余各组给予高

脂饲料（成分：蛋白质 ２３％、碳水化合物 ４５％、脂肪

２０％、其他 １２％）喂养。 灌胃给药与高脂饮食同步

进行，均采用临床等效量给药，每天灌胃给药 １ 次。
空白组、模型组给予等量 ０􀆰 ９％氯化钠溶液灌胃。
持续 １６ 周［１０－１１］。
１􀆰 ３􀆰 ２　 干预药物配备

　 　 茯苓杏仁甘草汤：将 １ 剂中药溶于 ４０ ｍＬ 去离

子水中，煮沸并超声溶解，给药量按照小鼠与人体

体表面积换算等效剂量，最终小鼠给药浓度为

０􀆰 ００６ ｍＬ ／ ｇ。
瑞舒伐他汀钙：同上，将 １ 片瑞舒伐他汀钙溶于

４０ ｍＬ 去离子水，超声充分溶解，置于冰箱保存。
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 巨噬细胞造模及干预方法

　 　 ＬＰＳ （ １００ ｎｇ ／ ｍＬ） 和 ＩＦＮ⁃γ （ ２０ ｎｇ ／ ｍＬ） 刺激

ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 巨噬细胞 １２ ｈ 建立 Ｍ１ 型巨噬细胞极化

模型，ＩＬ⁃４（２０ ｎｇ ／ ｍＬ）刺激 １２ ｈ 建立 Ｍ２ 型巨噬细

胞极化模型［１２］，造模前 ２４ ｈ 加入 ＦＸＧ 和 Ｓｔａｔｔｉｃ 干

预。 细胞分为空白组、Ｍ１ 模型组 （ ＬＰＳ ＋ ＩＦＮ⁃γ）、
ＦＸＧ 组（ＬＰＳ＋ＩＦＮ⁃γ＋ＦＸＧ）、Ｍ２ 阳性对照组（ＬＰＳ＋
ＩＦＮ⁃γ＋ＩＬ⁃４）、ＳＴＡＴ３ 抑制剂组（ＬＰＳ＋ＩＦＮ⁃γ＋ＦＸＧ＋
Ｓｔａｔｔｉｃ），干预后收集各组细胞及细胞上清。

１􀆰 ３􀆰 ４　 存取组织标本

　 　 小鼠取材前 １２ ｈ 禁食禁水，４％戊巴比妥钠腹

腔注射麻醉，留取血液标本，冰生理盐水进行心脏

灌注，分离肝、脾等脏器，迅速剥离小鼠完整胸腹主

动脉，并尽量保留主动脉弓、头臂干、左侧颈总动

脉、左锁骨下动脉，部分用 ４％多聚甲醛固定，剩余

保存于－８０ ℃冰箱中，用于进行后续实验。
１􀆰 ３􀆰 ５　 油红 Ｏ 染色

　 　 将分离后的主动脉在体式显微镜下剔除主动

脉管腔外的脂肪组织及外膜，室温固定漂洗后，将
主动脉沿管腔剪开，６０％异丙醇中浸洗 ３ ｓ 后将主动

脉浸没于 ０􀆰 ３％油红 Ｏ 工作液中密闭孵育 １０ ｍｉｎ，
将主动脉平铺于显微镜下拍照。
１􀆰 ３􀆰 ６　 ＨＥ 染色

　 　 组织切片脱蜡后滴加苏木素染色液染色 １０
ｍｉｎ，流动水冲洗后，滴加分化液分化 ３０ ｓ，自来水浸

洗 ３ 次，伊红染色液染色 ３０ ｓ，镜检观察染色情况。
中性树胶封片。 在显微镜下进来暴露完整主动脉

根部组织，观察各组小鼠主动脉根部斑块病理情况。
１􀆰 ３􀆰 ７　 荧光定量 ＰＣＲ 检测各组小鼠巨噬细胞极化

因子 ｍＲＮＡ 的表达水平

　 　 剪取主动脉组织或收集各组细胞后，提取并检

测各组总 ＲＮＡ 纯度及浓度，逆转录为 ｃＤＮＡ。 分别

加入上下游引物、ＴＢ ＧＲＥＥＮ 等进行检测，空白组做

参照，β⁃ａｃｔｉｎ 为内参，２－△△Ｃｔ 计算相对表达量。 引物

序列由上海生工提供，见表 １。
１􀆰 ３􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组小鼠 ｉＮＯＳ、Ａｒｇ⁃１、Ｐ⁃
ＳＴＡＴ３ ／ ＳＴＡＴ３ 蛋白表达水平

　 　 剪取适量主动脉组织置于离心管，或细胞培养

板内每孔加入 ８０ μＬ 裂解液（ＲＩＰＡ 裂解液 ∶ ＰＭＳＦ
＝ １００ ∶ １）和磷酸酶抑制剂，ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒

测定蛋白浓度，以 １２０ Ｖ 恒压垂直电泳 ２０ ｍｉｎ，２４０
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Ｖ 恒压电泳 ３０ ｍｉｎ 电泳跑胶，恒定电流 ０􀆰 ２４ Ａ 聚偏

二氟乙烯（ ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ ｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）转膜 １ ｈ。
５％脱脂奶粉溶液中室温摇床封闭 １ ｈ 后孵育抗体

并显影。 一抗比例如下： ｉＮＯＳ （ １ ∶ ２０００）、 Ａｒｇ⁃１
（１ ∶ ２０００）、Ｐ⁃ＳＴＡＴ３（１ ∶ １５００）、ＳＴＡＴ３（１ ∶ ２０００）、
β⁃ａｃｔｉｎ（１ ∶ ４０００）、二抗（１ ∶ ４０００）。

注：Ａ：小鼠主动脉油红 Ｏ 染色及斑块面积统计；Ｂ：小鼠主动脉根部斑块 ＨＥ 染色。 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 各组小鼠主动脉组织病理变化（ＨＥ，ｎ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｍｏｕｓｅ ａｏｒｔｉｃ Ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｐｌａｑｕｅ ａｒｅａ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ． Ｂ， ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ａｏｒｔｉｃ ｒｏｏｔ ｐｌａｑｕｅｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ａｏｒｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ＨＥ， ｎ＝ ３）

１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 １ 软件对所有实验数据进行

统计分析和作图，实验结果以平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）
方式呈现。 数据分析多组间比较采用单因素方差

分析，组间两两比较采用 ＬＳＤ 法，Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有

统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＦＸＧ 对小鼠主动脉斑块面积的影响　
　 　 油红 Ｏ 染色结果如图 １Ａ 所示，与模型组比较，
ＦＸＧ 干预后明显减少了主动脉中斑块总面积，减轻

病变程度（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 图 １Ｂ 中 ＨＥ 染色显示，与模

型组比较，ＦＸＧ 组管腔狭窄程度降低。

２􀆰 ２　 ＦＸＧ 对小鼠主动脉组织极化因子 ｍＲＮＡ 表

达量的影响

　 　 如图 ２ 所示，极化因子表达水平可以反映 ＦＸＧ
对巨噬细胞极化的调控作用，与模型组比较，ＦＸＧ
组 Ｍ１ 型巨噬细胞极化因子 ｉＮＯＳ、ＣＣＬ２ ｍＲＮＡ 表达

水平降低，Ｍ２ 型极化因子 Ａｒｇ⁃１、ＹＭ１ ｍＲＮＡ 表达

水平升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
２􀆰 ３　 ＦＸＧ 对小鼠主动脉组织极化因子蛋白表达量

的影响

　 　 如图 ３ 所示，与模型组比较，ＦＸＧ 干预后小鼠

主动脉斑块内 ｉＮＯＳ 蛋白表达水平明显降低，Ｍ２ 型

巨噬细胞标志蛋白 ＣＤ２０６ 和极化因子 Ａｒｇ⁃１ 蛋白表

达水平明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
２􀆰 ４　 ＦＸＧ 对 ＳＴＡＴ３ 磷酸化水平的影响

　 　 多项研究表明 ＳＴＡＴ３ 为驱动 Ｍ２ 型巨噬细胞极

化和抑制炎症反应的关键途径［１３－１４］。 因此，为探索

ＦＸＧ 调节巨噬细胞极化因子的作用是否与 ＳＴＡＴ３
激活有关，分别在体内外检测了 ＳＴＡＴ３ 及其磷酸化

蛋白表达水平。 如图 ４Ａ、４Ｂ 所示，与空白组比较，
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ＡＳ 小鼠和 Ｍ１ 型巨噬细胞模型组的 ＳＴＡＴ３ 磷酸化

水平均明显降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），而经 ＦＸＧ 干预后

ＳＴＡＴ３ 磷酸化水平在体内外均有所回升（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

２􀆰 ５ 　 ＦＸＧ 对 ＳＴＡＴ３ 磷酸化水平和极化因子

ｉＮＯＳ、Ａｒｇ⁃１的表达量的影响

如图 ５ 所示，进一步利用 ＳＴＡＴ３ 抑制剂 Ｓｔａｔｔｉｃ

注：与空白组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 各组小鼠主动脉组织内巨噬细胞极化因子的 ｍＲＮＡ 表达水平（ｎ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｉｎ ｔｈｅ ａｏｒｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注：与空白组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 各组小鼠主动脉组织内巨噬细胞极化因子的蛋白表达水平（ｎ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｉｎ ｔｈｅ ａｏｒｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２４ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０



注：Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测小鼠主动脉组织内 Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ ／ ＳＴＡＴ３ 蛋白表达水平；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 巨噬细胞内 Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ ／ ＳＴＡＴ３ 蛋白表

达水平。 与空白组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 各组小鼠主动脉斑块和 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 巨噬细胞内 ｉＮＯＳ、Ａｒｇ⁃１ 和 Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ ／ ＳＴＡＴ３ 蛋白表达水平（ｎ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ ／ ＳＴＡＴ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ａｏｒｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅ． Ｂ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ ／ ＳＴＡＴ３

ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＲＡＷ２６４􀆰 ７ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉＮＯＳ， Ａｒｇ⁃１， ａｎｄ Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ ／ ＳＴＡＴ３ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ａｏｒｔｉｃ ｐｌａｑｕｅｓ ａｎｄ ＲＡＷ２６４􀆰 ７ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ
ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注：与 ＬＰＳ＋ＩＦＮ⁃γ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ＦＸＧ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 各组 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 巨噬细胞内 ｉＮＯＳ、Ａｒｇ⁃１ 和 Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ ／ ＳＴＡＴ３ 蛋白表达水平（ｎ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＬＰＳ＋ＩＦＮ⁃γ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＦＸＧ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉＮＯＳ， Ａｒｇ⁃１， ａｎｄ Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ ／ ＳＴＡＴ３ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ＲＡＷ２６４􀆰 ７ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

３４中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０



对茯苓杏仁甘草汤治疗后的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 巨噬细胞

进行处理，发现与 ＦＸＧ 组比较， Ｓｔａｔｔｉｃ 组抑制 Ｐ⁃
ＳＴＡＴ３ 表达（Ｐ＜０􀆰 ０５），同时升高 ｉＮＯＳ 表达水平，降
低了 Ａｒｇ⁃１ 表达水平 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），提示 ＦＸＧ 抑制

ｉＮＯＳ 和促进 Ａｒｇ⁃１ 表达水平的作用随着 Ｐ⁃ＳＴＡＴ３
表达被抑制而消除。

３　 讨论

　 　 巨噬细胞在 ＡＳ 病变过程中主要极化为 Ｍ１ 表

型 Ｍ２ 表型［１５］，其中 Ｍ１ 型巨噬细胞介导炎症反应，
促进 ｉＮＯＳ、ＣＣＬ２ 等促炎因子产生，加剧 ＡＳ 慢性炎

症状态［１６］。 而 Ｍ２ 型巨噬细胞释放 Ａｒｇ⁃１、ＹＭ１ 等

因子，促进受损血管修复［１７］，降低胆固醇积累，发挥

抗 ＡＳ 和稳定斑块的作用［１８］。 ＡＳ 斑块的进展和稳

定性取决于浸润巨噬细胞的数量、极化状态以及不

同表型巨噬细胞的比例［１９］，通过靶向调控巨噬细胞

极化状态成为防治 ＡＳ 的重要途径。
ＡＳ 归属于中医学“胸痹”范畴，Ｍ１ 型和 Ｍ２ 型

巨噬细胞在 ＡＳ 中的作用与阴阳的对立制约、相互

转化关系相似［２０］，调节巨噬细胞极化，维持其表型

比例平衡是 ＡＳ 防治的重要思路。 许多应用于炎症

性疾病的中药被证明具有调控巨噬细胞极化的作

用［２１］。 茯苓杏仁甘草汤由茯苓、杏仁、甘草三味药

组成，现代研究表明，茯苓三萜提取物制造的透明

质酸水凝胶能够调控 Ｍ２ 型巨噬细胞极化，从而抑

制炎症反应［２２］。 羧甲基茯苓多糖可以增强巨噬细

胞吞噬功能，降低其 ＣＣＬ２ 和肿瘤坏死因子（ ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ）⁃α 分泌水平，刺激巨噬细胞向

Ｍ２ 型极化［２３］。 苦杏仁苷抑制巨噬细胞白细胞介素

（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）⁃６、ＴＮＦ⁃α 的表达水平，增加 ＩＬ⁃１０
表达水平，抑制 ＡＳ 病变进展［２４］。 从甘草中提取的

类黄酮异甘草素［２５］ 和 ＧＬＡ［２６］ 被证明具有抗炎、抗
氧化活性的作用，降低 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 表达水平，增
加 Ｍ２ 细胞因子 Ｌ⁃１０ 和 ＴＧＦ⁃β 表达水平，减少化疗

药物引起的心脏毒性。 总之，茯苓、杏仁、甘草的单

体及其有效成分均被证明具有抑制 ＡＳ 和调控巨噬

细胞极化的作用。 团队前期研究也表明，ＦＸＧ 能够

减少 ＡＳ 小鼠主动脉斑块面积，降低其体重并改善

血脂水平，抑制 ＡＳ 小鼠血清炎症因子水平［８－９］。 本

研究结果提示，ＦＸＧ 通过降低 ｉＮＯＳ、ＣＣＬ２ 表达水

平，升高 Ａｒｇ⁃１、ＹＭ１、ＣＤ２９６ 表达水平，抑制 Ｍ１ 型

巨噬细胞极化，促进 Ｍ２ 型巨噬细胞极化，从而减少

斑块面积，抑制 ＡＳ 进展。

ＡＳ 的主要病理因素是血管壁内持续的慢性炎

症反应。 ＳＴＡＴ３ 在炎症反应和免疫控制中起着关键

作用，过度激活或失活都会导致人类疾病［２７］。 ＩＬ⁃
１０ 和 ＩＬ⁃４ 可以通过酪氨酸磷酸化 ＳＴＡＴ３，提高其活

性，抑制促炎因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１２ 和 ＩＦＮ⁃γ 的

水平，促进巨噬细胞向 Ｍ２ 型极化，释放抗炎性和修

复性细胞因子 ＩＬ⁃１０、ＴＧＦ⁃β、Ａｒｇ⁃１、血管内皮生长因

子等，加速炎症消退、参与修复和重塑受损组织，发
挥保护血管和抗 ＡＳ 作用［２８－２９］。 有研究报道，Ｗｎｔ３ａ
通过激活 ＳＴＡＴ３，响应 ＩＬ⁃４ 诱导 Ｍ２ 型巨噬细胞极

化，从而促进小鼠 ＡＳ 斑块消退［３０］。 白藜芦醇激活

ＳＴＡＴ３ 通路、抑制 ＮＦ⁃κＢ 活性，从而抑制 Ｍ１ 型巨噬

细胞，增加 Ｍ２ 型巨噬细胞，抑制 ＬＰＳ 诱导的小鼠疾

病发展［３１］。 与这些研究一致，本研究结果表明 ＦＸＧ
促进巨噬细胞向 Ｍ２ 表型极化，并能升高 ＳＴＡＴ３ 磷

酸化水平。 随后探索了 ＦＸＧ 调控巨噬细胞极化与

调控 ＳＴＡＴ３ 磷酸化水平是否存在作用关系。 结果

表明，在使用 ＳＴＡＴ３ 抑制剂后，ＦＸＧ 降低 ｉＮＯＳ、升
高 Ａｒｇ⁃１ 的作用伴随 Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 水平降低而消除，提
示 ＦＸＧ 是通过调节 ＳＴＡＴ３ 活性来发挥调控巨噬细

胞极化作用的。
综上所述，ＦＸＧ 可减少 ＡＳ 斑块形成，其作用机

制与促进 Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 表达水平从而调控巨噬细胞向

Ｍ２ 表型转换有关。 本研究结果揭示了中药复方在

治疗 ＡＳ 这类复杂疾病时的优势，为临床应用 ＦＸＧ
及研发 ＡＳ 等慢性炎症疾病的治疗性药物提供了实

验依据，但其具体调控机制还有待进一步阐明。
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一种动物联合模型测定生长猪在不同粗纤维水平下大肠挥发性
脂肪酸的净吸收量

厌氧微生物在动物胃肠道中发酵一系列碳水化合物从而生成有机酸和气体等产物，而单胃动物主要在

大肠（盲肠、结肠）中进行微生物厌氧发酵产生挥发性脂肪酸（ＶＦＡｓ）和乳酸等。 有研究发现：猪大肠利用发

酵产生的 ＶＦＡｓ 能满足自身约 ５％～２０％的能量维持需求，除此之外，这部分 ＶＦＡｓ 还为动物肠道和动物健康

提供营养。 然而，大肠内微生物发酵生成 ＶＦＡｓ 的产量和模式会受到多种因素的影响，如何监控大肠内产生

的内源性 ＶＦＡｓ 情况是一大难点问题，这也是难以对动物进行精准营养调控的原因。
基于上述背景，武汉轻工大学－湖北省动物营养与饲料科学重点实验室赵胜军团队研究构建“血管瘘－

肠瘘”结合“同位素标记法”的动物联合模型，测定生长猪在不同粗纤维水平下大肠 ＶＦＡｓ 的净吸收量情况。
其中为动态检测 ＶＦＡｓ 吸收情况采用手术造肠系膜、门静脉和股左动脉血管瘘，来测定单位时间门静脉对

ＶＦＡｓ 的吸收量。 为消除前肠道以及外源性 ＶＦＡｓ 的干扰，手术构建回肠瘘管并在测定期间灌注碳 １３ 标记

的 ＶＦＡｓ（ １３Ｃ⁃ＶＦＡｓ），通过检测门静脉血液和大肠组织中１３Ｃ⁃ＶＦＡｓ 含量来计算大肠对 ＶＦＡｓ 的动态净吸

收量。
总的来说，本项研究构建了一种新方法来探索动物大肠对 ＶＦＡｓ 的净吸收量，对精准监控大肠的营养吸

收提供了新的思路并为进一步的研究奠定了基础。
该研究成果发表于《动物模型与实验医学（英文）》期刊（Ａｎｉｍａｌ Ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２３，
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