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摘要# 目的!探讨参附注射液对高脂喂养;UJG(5(小鼠动脉粥样硬化的影响& 从氧化应激角度探讨其抗动脉粥样硬化
机制’ 方法!81’ 小鼠作为对照& 高脂喂养;UJG(5(小鼠 #& 周后随机分为模型组( 参附组& 连续给药 ) 周’ 测定小鼠
血脂水平& G0a‘;法检测/7d( :d.) 水平& 羟胺法测定P(‘d-活力& Pj;法检测/-;水平$ 大体油红 d及主动脉
窦FG染色观察斑块形成$ TNHDQ?3NK789法检测 6)(#( R’4&" 39:;表达’ 结果!与对照组比较& 模型组 PM( P8(
0-0升高& F-0降低$ 血清 ‘d-活性降低& /7d( :d.) 和/-;含有量升高$ 主动脉6)(# 和R’4&" 39:;表达下调$
较于与模型组比较& 参附组血脂变化不明显& 斑块面积减小$ 参附注射液干预后& 抑制氧化应激水平& 上调 6)(# 和
R’4&" 39:;表达’ 结论!参附注射液通过激活6)(#& 干预相关酶类& 进而抑制氧化应激水平抗动脉粥样硬化’
关键词! 动脉粥样硬化$ ;UJG基因敲除小鼠$ 氧化应激$ 中药$ 参附注射液
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!!世界卫生组织报告& #&"# 年动脉粥样硬化
";Q6NTJ@VDNTJ@?@& ;‘# 所致的心肌梗死( 心力衰竭
等心血管事件死亡人数为 ’)& 万& 占总死亡人数
的 "$2#!& 其死亡率较 #&&& 年上升 #$2$!& 成为
全球首位死因& 并呈持续上升趋势)"* ’ 近年来&
从信号传导和基因调控水平的研究揭示& 氧化应激
"dX?IHQ?WN‘QTN@@& d‘# 学说是动脉粥样硬化发病
机制的重要组成部分& 是 ;‘ 发生( 发展& 从简单
斑块到复杂斑块的重要促进因素& 而抗氧化应激成
为治疗;‘的重要靶点)#($* ’

参附注射液由红参( 黑附片提取物组成& 其主
要有效成分为人参皂苷及乌头碱& 常用于四肢厥
冷( 大汗( 虚脱等阳气脱证& 这些症状类似现代医
学 -心力衰竭. 的表现))(1* ’ ;‘ 所致的冠心病是
心力衰竭最常见的基础疾病& 因此& 当前参附注射
液广泛应用于冠心病的治疗’ 其可通过扩张冠状动
脉( 改善心肌能量代谢等& 显示出良好的提高心功
能之功效)=* ’ 鉴于中药多靶点起效及人参( 黑附
片良好的抗氧化功效& 提示干预氧化应激& 延缓
;‘斑块发展& 亦是参附注射液治疗冠心病( 提高
心功能的机制’ 故本研究通过腹腔注射参附注射液
干预 ;UJG(5(小鼠动脉粥样硬化模型& 检测动脉粥
样硬化及氧化应激相关指标& 以期阐明参附注射液
延缓;‘的潜在机制’
GH材料与方法
"2"!实验动物!选用 * <"& 周龄 ‘7b级雄性
;UJG(5(小鼠 "品系81’j05= O# 作为模型动物& 选
用同周龄雄性 81’j05= O野生型小鼠作为对照动
物& 体质量 #" <#+ 4& 实验动物购自北京大学医学
部实验动物中心& 动物生产许可证号 ‘8.c "京#
#&")(&&$’
"2#!动物饲料!;UJG(5(小鼠饲以 #"!脂肪和
&2"1!胆固醇 -高脂饲料.& 购自北京华阜康生物
科技股份有限公司’
"2$!仪器与试剂!紫外可见分光光度计 "’1=/8&
上海#$ 荧光定量 789仪 ";ja& 美国#$ 血脂检
测试剂盒( 油红 d染色液( 血清总超氧化物歧化
酶 "P(‘d-# 及丙二醛 "/-;# 测定试剂盒均购
自南京建成生物工程研究所$ 髓过氧化物酶
"/7d# 和:;-7F氧化酶 ) ":d.)# G0a‘;试剂
盒均购自武汉优尔生 "B‘8:# 公司$ 9P(789试
剂盒购自北京天根生化科技公司$ 引物序列由上海

生工合成$ 参附注射液 "‘ba# 购自雅安三九药业
有限公司 "国药准字 ,1"&#&==)#& 其余均为市售
分析纯’
"2)!动物模型的建立及分组!适应性饲养 " 周后&
81’j05= O野生型小鼠饲以普通饲料& 作为对照
组$ ;UJG(5(小鼠饲以 -高脂饲料.& 总周期为 #) 周
以复制;‘模型’ 高脂饮食 #& 周后& 将;UJG(5(小鼠
随机分为模型组和参附组 "3 g#&#& 参附组& 腹腔
注射成人等效剂量的参附注射液 ""12= 305Z4& 其
中红参和附片生药量分别为 " 34530& # 34530#&
模型组& 腹腔注射等体积的生理盐水& 干预时间 )
周’ 本研究动物实验得到天津中医药大学动物管理
委员会批准实施’
"21!指标检测
"212"!血清学指标的检测!干预结束后& 内眦取
血& 静置 $& 3?A& 于 ) e $ &&& T53?A离心 "1 3?A&
收集血清& ^*& e冻存备用’ 血清总胆固醇
"P8#( 甘油三酯 "PM#( 低密度脂蛋白胆固醇
"0-0(8# 和高密度脂蛋白胆固醇 "F-0(8# 水平
检测& 采用血脂试剂盒$ P(‘d-水平测定采用羟胺
法& /-;水平测定采用硫代巴比妥酸 "Pj;# 法&
/7d和:d.) 采用酶联免疫吸附测定 "G0a‘;# 法
检测& 具体步骤参照检测说明书进行’
"212#!全主动脉斑块观察!剪开右心耳& 快速以
磷酸盐缓冲液从左心室进行灌流& 至右心房流出澄
清液体为止’ 分离( 切取主动脉全长& 体视镜下仔
细剥离外膜& 剖开( 展平( 福尔马林固定 #) 6&
=&!异丙醇润洗 "& 3?A& 油红 d染液浸染 "& 3?A&
’&!乙醇分化( 水洗& 直至动脉粥样硬化斑块呈鲜
红色& 其余部分呈白色为止’ 取出动脉& 置于载玻
片上( 铺平( 拍照后& 用 a3H4N(7TJ7DR@=2& 数据
分析软件& 分析红染部分 "斑块# 面积占全动脉
面积的百分比’
"212$!主动脉根部斑块病理学观察!分离小鼠心
脏& 福尔马林固定& 行常规石蜡连续切片& FG染
色’ 每 1 张连续切片留取 " 张用于观察统计’ 通过
0N?VHC[?A a3H4N7TJVN@@?A4HAI ;AHDS@?@软件分析
切片& 测量;‘斑块横截面积 "7;#( 血管管腔横
截面积 "0;#& 计算校正斑块面积 "斑块面积5血
管管腔面积& 7;50;#& 以百分比 "!# 表示’
"212)!TNHD(Q?3NK789检测6)(# 和R’4&" 39:;的
表达!采用 P9a,d0提取主动脉总 9:;& 测定
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9:;水平及纯度’ 以总 9:;为模板& 按照 9P试
剂盒步骤反转录成 V-:;$ 以 V-:;为模板进行
789扩增& 以 M;7-F为内参& 目的基因 6)(# 和
R’4&" 引物序列见表 "’ 扩增条件为 +1 e预变性
"1 3?A& +1 e变性 "& @& =& e退火 $& @& ’# e延
伸 " 3?A& 循环 )& 次’ 采用 # "̂"8P法计算样品中目
的基因相对表达量’

表 GH5&2I 和6#"7G 引物序列
/3OPGH5&2I 和6#"7G &’#2%’6%V(%1)%6

名称 引物序列"1+($+# 扩增片段长度5\U

M;7-F
正向MMPPMP8P88PM8M;8PP8;
反向PMMP88;MMMPPP8PP;8P88

"*$

6)(#
正向8888PMM;;MPMP8;;;8;M
反向8;8;PPMMM;PP8;8M8;P;

"#&

R’4&"
正向M88;;M8;MM;MM;MPP8PP
反向;PPPM;888;MP8M;PM8;8

"#"

"2121!统计学处理及方法!采用 ‘7‘‘ "*2& 统计
软件包进行数据分析’ 计量资料以均数 h标准差
"Jh%# 表示’ 多组均数间比较采用单因素方差分
析& 组间多重比较采用 0‘-(Q法’ Bi&2&1 为差异
有统计学意义’
IH结果
#2"!参附注射液对;UJG(5(小鼠血脂水平的影响!
高脂喂养 ;UJG(5(小鼠的血清 P8( PM( 0-0(8水
平& 均明显高于对照组& 依次为 Bi&2&"& Bi
&2&" 或i&2&1#$ 与对照组相比& F-0(8变化不明
显 "Bm&2&1#’ 给予参附注射液腹腔注射 ) 周&
对血清P8( PM( 0-0(8和F-0(8无明显影响& 与
模型组相比& 无统计学差异 "Bm&2&1#& 见表 #’

表 IH各组血脂变化情况 $1L,% $MW&
/3OPIHB%+%06".O0""!0#&#!6#1+3’#"(65’"(&6$1L,% $MW&

组别
PM5

"33JD,0̂ "#

P85

"33JD,0̂ "#

0-0(85

"33JD,0̂ "#

F-0(85

"33JD,0̂ "#
对照组 $2=’ h&2)+ "12## h#2## ""2’$ h#2#+ #2’) h"2"+
模型组 ’2$* h#2)""" #"21) h#2$="" "12=$ h)2"+" #2)* h&2$"
参附组 12$’ h"2$" #&2&* h#2#+ "&2’’ h$2$" #2)# h&21)

!!注!与对照组比较&""Bi&2&"$与对照组比较&"Bi&2&1

#2#!参附注射液可有效降低主动脉斑块面积百分
比!主动脉大体油红d染色结果 "图 "& 表 $# 显
示& 对照组主动脉内膜光滑& 未见动脉粥样硬化斑
块$ 经 #) 周高脂饮食可明显诱发 ;UJG(5(小鼠主动
脉;‘病变形成& 主动脉内膜可见散在( 大面积较
厚的红染斑块& 斑块面积达 ""12** h)2"+#!$
高脂饮食的同时& 给予参附注射液干预 ) 周& 可以
有效减小主动脉内膜斑块面积 """2&# h#2)"#!&
与模型动物相比& 有统计学意义 "Bi&2&1#’

图 GH各组主动脉油红?染色结果
R#5PGH$%6(0*6"."#0’%!?6*3#1#15 ".+3’#"(65’"(&6

表 JH参附注射液对7&"=4T4主动脉内膜动脉粥样硬化病变
面积的影响 $1L,% $MW&

/3OPJH=..%)*6".9Q%1.(;1U%)*#"1"13*Q%’"6)0%’"*#)0%6#"1
3’%3 $1L,% $MW&

组别 主动脉内膜斑块面积百分比5!
对照组 12)* h"21"
模型组 "12** h)2"+""

参附组 ""2&# h#2)"n

!!注!与对照组比较&""Bi&2&"$与模型组比较&nBi&2&1

#2$!参附注射液对 ;UJG(5(小鼠主动脉根部斑块形
成的影响!主动脉根部FG染色结果 "图 #& 表 )#
显示& 小鼠高脂喂养 #) 周后& 出现明显而典型的
粥样斑块& 纤维帽( 胆固醇结晶( 泡沫细胞并存&
接近人类斑块形态’ 高脂饲养 #& 周& 同时给予参附
注射液干预后& 结果显示校正斑块面积 "=&2" h
)2)!# 较模型动物 ")=21 h$2$#!减小& Bi&2&"’

上图FG& )&$ 下图FG& "&&

图 IH各组主动脉根部斑块面积
R#5PIHX03V(%3’%3 ".*Q%3"’*#)’""*".+3’#"(65’"(&6

#2)!参附注射液对;UJG(5(小鼠氧化应激的影响!
;UJG(5(小 鼠 - 高 脂 饮 食 . #) 周 后& 血 清
P(‘d-活力下降&而/-;(/7d(:d.)水平升高&
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表 SH不同组别主动脉根部斑块面积的变化 $1L,&
/3OPSHY’"(&+3’#3*#"16#1&03V(%3’%3 ".3"’*#)’""*

$1L,&

组别 3 斑块面积533# 斑块校正面积5!
对照组 ) & h& & h&
模型组 = &2+$# h&2"&$"" =&2" h)2)""

参附组 = &2’&’ h&2&)$nn )=21 h$2$nn

!!注!与对照组比较&""Bi&2&"$与模型组比较&nnBi&2&"

与对照组相比& 差异有显著性&""Bi&2&"$ 给予参
附注射液干预后& ;UJG(5(小鼠血清 P(‘d-活力增
!!!

强& 而 /7d( :d.) 和 /-;含量下降& 与模型小
鼠相比& 差异有显著性& 分别为nBi&2&1& nnBi
&2&"& 见表 1’
#21!参附注射液对 ;UJG(5(小鼠主动脉 6)(# 和
R’4&" 39:;表达的影响!模型组小鼠主动脉 6)(#
和R’4&" 39:;表达低于对照组& 差异均有显著性
"Bi&2&1#’ 参附注射液干预后& 6)(# 和 R’4&"
39:;的表达均上调& 较之模型组差异有显著性
"Bi&2&1#& 见表 =’

表 KH参附注射液对7&"=4T4小鼠血清/49?@’ <@7’ <X?和C?ZS 的影响 $1L,% $MW&
/3OPKH=..%)*6".9Q%1.(;1U%)*#"1"16%’(2/49?@% <@7% <X?31!C?ZS #17&"=4T42#)%$1L,% $MW&

组别 P(‘d-5"B,30̂ "# /-;5"A4,30̂ "# /7d5"A4,30̂ "## :d.)5"A4,30̂ "#
对照组 )$’2* h"$&2&’ $""2# h*&2=+ # $=)2) h$+"2’) ##2" h=2")
模型组 "’)2= h)*2"+"" 11&2+ h+12=)"" $ $*#2+ h#"&2+="" )12= h*2*+""

参附组 #+=21 h=+2**n $"#21 h=)2"$nn # 1$12$ h’’"2&#n #$2$ h12*&nn

!!注!与对照组比较&""Bi&2&"$与模型组比较&nBi&2&1&nnBi&2&"

表 WH参附注射液对 7&"=4T4小鼠主动脉 5&2I 和 6#"7G

2$C7表达的影响 $1L,% $MW&

/3OPWH=..%)*6".9Q%1.(;1U%)*#"1"1*Q%%,&’%66#"1".

3"’*#)5&2I 31!6#"7G 2$C7 #17&"=4T4 2#)%

$1L,% $MW&

组别 6)(# R’4&"
对照组 "2&" h&2"* "2&" h&2"#
模型组 &2’= h&2"$" &2’& h&2#&"

参附组 &2+" h&2&’n &2+& h&2&=n

!!注!与对照组比较&"Bi&2&1$与模型组比较&nBi&2&1

JH讨论
本研究发现高脂喂养 ;UJG(5(小鼠出现血脂代

谢异常& 主动脉全长和主动脉根部有明显粥样硬化
斑块形成& 血清 ‘d-活性降低( /7d( :d.) 和
/-;含有量升高& 呈现明显氧化应激状态& 主动
脉6)(# 和 R’4&" 39:;表达下调& 说明 ;UJG(5(小
鼠;‘模型复制成功& 并存在氧化应激损伤’ 参附
注射液并不能有效改变高脂喂养 ;UJG(5(小鼠的血
脂水平& 但可减小主动脉斑块面积& 减轻氧化应激
水平和提高 6)(# 和 R’4&" 39:;的表达& 提示参
附注射液抗高脂喂养;UJG(5(小鼠;‘ 机制可能与抑
制高脂所致的氧化应激有关’

;UJG(5(小鼠;‘模型存在氧化应激损伤’ 高脂
血症是 ;‘ 的物质基础& 但 ;‘ 不仅与血脂异常本
身有关& 亦与血脂异常继发的氧化应激密切相关&
有研究甚至认为氧化应激贯穿 ;‘ 的始终& 通过直
接氧化损伤及信号介导损伤 # 个方面促进 ;‘ 发生
发展)’(** ’ 高脂血症;UJG(5(小鼠通过激活多种信号

途径& 导致氧化应激发生& 使动脉内膜& 尤其是内
皮细胞发生氧化应激损伤& 使胆固醇易于进入动脉
内膜& 并继发炎症反应& 这是氧化应激参与 ;‘ 的
重要机制)+* ’ 在本研究中观察到 ;‘ 经典模型%%%
;UJG(5(小鼠 ;‘ 模型& 不但出现类似于人类的 ;‘
斑块& 而且& 具有抗氧化功能的 ‘d-酶活性降低(
促氧化应激的/7d( :d.) 升高& 导致氧化应激产
物/-;增加’ /-;是膜脂质过氧化最重要的产物
之一& 是反映细胞受自由基攻击严重程度的可靠指
标)"&* & 提示该模型在高脂血症状态下存在明显氧
化应激状态& 与临床相关研究相一致& ;‘ 患者亦
存在明显氧化应激损伤)""* ’ 由此可见& 抑制氧化
应激( 降低 9d‘ 水平& 是临床防治 ;‘ 的可行途
径)"#("$* ’ cNDV6 样 G8F联合蛋白 " "cNDV6(D?ZN
G8F(H@@JV?HQNI UTJQN?A"& cNHU"# 5核因子 G# 相关
因子 # "ARVDNHTYHVQJT(G#(TNDHQNI YHVQJT#& :TY## 抗
氧化系统介导抗氧化基因的转录& 是迄今为止发现
的机体最为重要的内源性抗氧化应激系统)"&* ’ 本
模型主动脉 6)(# 和 R’4&" 39:;下调& 表明 6)(#
和R’4&" 功能在;UJG(5(小鼠;‘ 模型中受到明显抑
制& 参与氧化应激发生’

参附注射液抗 ;‘ 的药效与干预氧化应激有
关)")* ’ 参附注射液常用于;‘所致的心力衰竭的治
疗& 但本研究发现参附注射液可以有效延缓 ;‘ 进
程& 然而& 其效果独立于降脂之外’ 有研究显示红
参( 附片及其有效成分具有良好的抗氧化效果)"1* ’
因此& 从氧化应激入手阐明参附注射液的抗 ;‘ 机
制’ 进一步研究显示& 该注射液通过干预相关酶
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系& 减少氧自由基产生( 促进氧自由基清除& 从而
减少氧化应激产物堆积& 显示良好的抗氧化功效&
推断其延缓 ;‘ 的作用与干预氧化应激有关’ 既
然& 氧化应激相关酶的表达受 6)(#TR’4&" 系统调
控& 因此& 在参附注射液抗氧化疗效确切的基础
上& 进一步观察 6)(#TR’4&" 的表达’ 结果显示该
注射液可提高 6)(# 和 R’4&" 39:;的表达& 进一
步明确了其抗氧化功效’

总之& 本研究发现具有抗心衰作用的参附注射
液& 可以在不改变高脂喂养的 ;UJG(5(小鼠血脂代
谢的情况下& 抑制 ;‘ 斑块的形成’ 这一过程与降
低:;-7F氧化酶( 髓过氧化物酶活性& 提升超氧
化物歧化酶活性& 抑制该模型 9d‘ 水平有关& 且
这种作用可能通过上调 6)(#TR’4&" 系统活性来
实现’
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