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摘要# 目的!探讨二氢杨梅素 "];F ]̂L?9̂L;>5U;A( .YT# 对高脂诱导的QP?8*J*小鼠动脉粥样硬化的对抗作用及作用机
制) 方法!取健康雄性QP?8*J*小鼠 0& 只( 随机分为 0 组( 即模型组* 二氢杨梅素组 +7& 9IJ"KI#]#, 和阿托伐他
汀组 +7 9IJ"KI#]#,( 每组 "& 只$ 另取 "& 只+7%/\J( [小鼠作为对照组) 对照组与模型组小鼠予以 &X7!羧甲基纤
维素钠溶液灌胃( 药物组小鼠灌以 &X7!羧甲基纤维素钠溶液配制的药物混悬液( 灌胃容积均为 &X# 9\J"& I) 同时所
有小鼠均给予高脂饲料 "&X0!胆固醇( #&!脂肪# 饲养) "& 周后( 眼眶取血( 分离血清( 生化仪检测血脂 ’ 项水
平( 试剂盒检测血清氧化酶活性) 取心脏油红Z染色观察主动脉根部脂质沉积$ 免疫荧光检测斑块处巨噬细胞的堆积
以及+:EP:E5*0的表达$ -MN8\试验检测主动脉瓣膜处巨噬细胞凋亡情况) 结果!连续灌胃 "& 周后( 与模型组相比(
.YT组小鼠血清-+* -O和\.\*+水平显著下降( 主动脉瓣膜处粥样硬化斑块显著减少$ .YT组血清 T.Q水平明
显降低( +Q-* O1Y*bC和 1Z.活性明显提高$ 主动脉根部细胞+:EP:E5*0表达明显降低$ 巨噬细胞在动脉粥样硬化斑
块处的堆积减少( -MN8\实验结果显示.YT组斑块处巨噬细胞的凋亡明显降低) 结论!二氢杨梅素能够改善高脂饲

料诱导的QP?8*J*动脉粥样硬化小鼠脂质堆积( 其机制可能与抑制巨噬细胞凋亡有关)

关键词! 二氢杨梅素$ 动脉粥样硬化$ 巨噬细胞$ 凋亡$ QP?8*J*小鼠
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O1Y*bC( +Q-:A] T.QV ÛF5V;?>F59;>:6:A:6̂‘5L:A] U5EU?_6;P;] :>>D9D6:U;?A ;A UF5:?U;>L??UV ?̂;6L5] Z$
-F5]5U5>U;?A ?_9:>L?PF:I5E:>>D9D6:U;?A :A] +:EP:E5*0 5CPL5EE;?A 65a56;A UF5:?LU;>L??U@5L5:>F;5a5] V ;̂9*
9DA?_6D?L5E>5A>5( :A] UF59:>L?PF:I5E:P?PU?E;EV -̂MN8\:EE:̂$:>!AB"!!1;IA;_;>:AUP?EU*UL5:U95AUL5]D>*
U;?A ;A 65a56E?_-O( -+( :A] L59:LK:V65:956;?L:U;?A ?_\.\*+:A] P6:=D5:L5:;A UF5:?LU;>L??U@5L5?VE5La5] ;A
.YTIL?DP @F5A >?9P:L5] @;UF 9?]56IL?DP$T5:A@F;65( .YT>?AUL;VDU5] U?9:LK5] ]5>L5:E5?_T.Q65a56:A]
;9PL?a595AU;A :>U;a;U;5E?_+Q-( O1Y*bC:A] 1Z.( UF5?Va;?DE9:>L?PF:I5E:>>D9D6:U;?A PL5a5AU;?A ;A :UF5L?*
E>65L?U;>P6:=D5$Q]];U;?A:66̂( ;UEE;IA;_;>:AU;AF;V;U;?A ?A 9:>L?PF:I5:P?PU?E;E;A :?LU;>L??U@:Ea5L;_;5] V ÛF5
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!!动脉粥样硬化 ":UF5L?E>65L?E;E( Q1# 是一种慢
性的炎症性疾病( 巨噬细胞凋亡是 Q1 形成过程中
重要的病理特征和造成斑块不稳定的决定因素+", )
因此( 降低巨噬细胞凋亡成为动脉粥样硬化防治的
靶点+#*0, ) 二氢杨梅素 " ];F ]̂L?9̂L;>5U;A( .YT#
广泛存在于植物界( 既往研究证实其具有抗氧化*
抗炎* 保肝* 调节血脂* 抗凋亡* 抗癌等多方面药
理作用+’*%, ) 近期报道二氢杨梅素能够促进巨噬细
胞性泡沫细胞胆固醇流出( 从而降低动脉粥样硬化
斑块的形成+), ) 然而.YT是否通过抑制巨噬细胞
凋亡实现抗动脉粥样硬化尚未见报道( 此问题的解
决为阐明 .YT抗 Q1 作用的可能机制打下基础)
本实验通过高脂饲料喂养QP?8*J*小鼠来获得Q1 模
型( 并同时给予二氢杨梅素( 研究其改善动脉粥样
硬化的作用( 发现了二氢杨梅素能够减缓高脂饲料
诱导的QP?8*J*小鼠动脉粥样硬化以及降低斑块处
巨噬细胞凋亡( 旨在为二氢杨梅素的作用机制研究
及进一步临床应用提供依据)
GH材料与方法
"X"!材料与仪器
"X"X"!材料!野生型 +7%/\J( [小鼠和 QP?8*J*小
鼠( 雄性( ( 周龄( 体质量 ") j## I( 购于北京维
通利华实验动物有限公司( 动物生产许可证号!
1+,G "京# #&"(*&&""( 自由进食和饮水$ 二氢杨
梅素 "含有量n4)!( 上海融禾医药科技发展有限
公司#$ 阿托伐他汀钙片 "辉瑞制药有限公司#$
总胆固醇 "U?U:6>F?65EU5L?6( -+#* 甘油三酯 "UL;*
I6̂>5L;]5(-O#* 低密度脂蛋白 "6?@]5AE;Û6;P?PL?*
U5;A >F?65EU5L?6( \.\*+#* 高密度脂蛋白胆固醇

"F;IF ]5AE;Û6;P?PL?U5;A >F?65EU5L?6( Y.\*+# "中生
北控生物科技股份有限公司#$ 谷胱甘肽过氧化物
酶 "I6DU:UF;?A5P5L?C;]:E5( O1Y*bC#* 过氧化氢酶
">:U:6:E5( +Q-#* 丙 二 醛 " 9:6?A];:6]5F ]̂5(
T.Q#* 超氧化物歧化酶 "EDP5L?C;]5];E9DU:E5(
1Z.# 试剂盒 "南京建成生物工程研究所 #$
-MN8\试剂盒购 "德国罗氏公司#$ 油红Z* .QbS
染料* 羧甲基纤维素钠 "+T+*N:# 以及其他试剂
"美国 1;I9:公司#$ +.()* +:EP:E5*0 "美国 1:AU:
+LD‘#$ 高脂饲料 "北京华阜康生物科技股份有限
公司#)
"X"X#!仪器!QM7)&& 全自动生化仪 "美国贝克
曼库尔特公司#$ 荧光显微镜 "德国 \5;>:公司#$
台式离心机 "上海安亭科学化学仪器厂#$ 酶标仪
"奥地利-5>:A 公司#$ 电子天平 "梅特勒*托利多
仪器有限公司#)
"X#!方法
"X#X"!实验分组!取健康雄性QP?8*J*小鼠 0&只( 随
机分 为 0 组( 即 模 型 组( 二 氢 杨 梅 素 组
+7& 9IJ"KI-]#,( 阿托伐他汀组+7 9IJ"KI-]#,(
每组 "& 只$ "& 只+7% 小鼠作为对照组) # 周适应
期后( 对照组与模型组小鼠予以 &X7!羧甲基纤维
素钠溶液灌胃( 药物组小鼠以 &X7!羧甲基纤维素
钠溶液配制的相应药物混悬液灌胃( 灌胃容积均为
&X# 9\J"& I( 同时高脂饲料喂养各组小鼠) 持续
喂养 "& 周后( 摘取眼球取血( 室温下血液自然凝
固 0& 9;A 后( ) &&& LJ9;A 离心 "& 9;A( 取上清分
装( 置于l#& g保存) 多聚甲醛固定心脏组织并
进行组织石蜡和冰冻切片)
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"X#X#!血脂 ’ 种成分的检测!根据试剂盒说明(
用全自动生化仪 "贝克曼库尔特 QM7)&&# 进行血
清中-+* -O* \.\*+和Y.\*+浓度的检测)
"X#X0!油红Z染色!小鼠经乙醚麻醉后开胸( 生
理盐水经心室灌流 7 9;A后( 取出心脏 "留约 " >9
长的主动脉#( 解剖显微镜下去掉多余的脂肪( 并
于Z+-包埋( 制作 ( #9厚冰冻切片) 每只鼠连续
切 ’&张( l)& g冰箱保存) 每 7 张抽取一张切片(
室温放置 "7 9;A( 自来水洗 # 次( 每次"7 9;A( 蒸
馏水洗 # 9;A( 加入 (&!异丙醇稍洗( 油红 (&!异
丙醇的油红 Z染液 (& g下作用 " F( (&!异丙醇
分化( 自来水终止分化( 苏木素复染核 0& E( 自来
水返蓝( 甘油明胶封片) 组织切片在 #& 倍显微镜
下摄取图像) 用S9:I5bL?b6DE(X& 进行分析)
"X#X’!氧化损伤检测!根据试剂盒说明检测血清
+Q-* 1Z.* O1Y*bC和T.Q的水平)
"X#X7!免疫荧光实验!取出心脏( 生理盐水清洗
干净后进行石蜡切片( 厚度 0 #9( 通过二甲苯脱
蜡后( 用/>6*#* +:EP:E5*0 进行免疫组化染色( 随
后摄取图像( 并通过S9:I5bL?b6DEE?_U@:L5(X& 进

行统计)
"X#X(!-MN8\染色!将 0 #9厚的主动脉根部石
蜡切片在 (& g下脱蜡 (& 9;A( 二甲苯脱蜡 "& 9;A)
然后依次进行以下操作! "&&!乙醇 # 次( 47!*
4&!* )7!* %&!* 7&!乙醇( 以及双蒸水各 "
次) -MN8\染色按照试剂盒说明书进行操作( 荧
光显微镜下随机选取 0& 个视野( 观察主动脉瓣膜
处-MN8\阳性细胞数( 通过 S9:I5bL?b6DEE?_U*
@:L5(X& 对-MN8\阳性细胞进行统计)
"X#X%!数据统计!全部数据用 1b11 "#X& 分析(
以 ’d-表示) 各组间比较用单因素方差分析
"?A5*@:̂ QNZcQ# 检验) Gk&X&7 为差异有统计
学意义)
IH结果与分析
#X"!.YT调节血脂水平降低动脉粥样硬化斑块的
形成!实验结果表明( 高脂饲料喂养 "& 周后( 模型
组小鼠空腹血清-O* -+和\.\*+水平均显著升高
"Gk&X&"#$ 与模型组相比( 二氢杨梅素能够显著
降低血清-O* -+和\.\*+水平 "Gk&X&"#( 同时
减少主动脉根部动脉粥样硬化斑块的形成) 见图 ")

注! >?AUL?6为对照组$ 9?]56为模型组$ .YT为二氢杨梅素 7& 9IJKI组$ :U?La:EU:U;A 为阿托伐他汀 7 9IJKI组) 与对照组比较(mmGk

&X&"$ 与模型组比较(!!Gk&X&"

图 GH@.=调节血脂四项的水平以及降低动脉粥样硬化斑块的形成 % UIVV& #LGV’
S&QNGH@.= 2%$/31)*O)W*3*Z*3O%-03%%$3&7&$O1,$12*3&%(1)*O1)W*(%O+3*(%)&+731[/*-%(21)&%,% UIVV& #LGV’

#X#!.YT调节氧化损伤相关酶的活性!结果表
明( 模型组小鼠血清+Q-* O1Y*bC和 1Z.活性明
显降低( T.Q水平明显升高 "Gk&X&"#$ 与模型
组相比( 二氢杨梅素能够显著降低 T.Q水平( 提
高抗氧化酶 +Q-* 1Z.和 O1Y*bC活性 "Gk
&X&"#) 见图 #)
#X0!.YT降低巨噬细胞在斑块处的堆积!免疫荧

光实验结果表明( 高脂饲料连续饲养 "& 周后( 主
动脉根部巨噬细胞堆积显著增加 "Gk&X&"#$ 与
模型组相比( 二氢杨梅素能够显著降低主动脉根部
斑块处+.() 阳性巨噬细胞的堆积 "Gk&X&"#) 见
图 0)
#X’!.YT抑制斑块处细胞 +:EP:E5*0 的表达!细
胞凋亡是动脉粥样硬化形成中的重要病理变化( 通
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注! >?AUL?6为对照组$ 9?]56为模型组$ .YT为二氢杨梅素 7& 9IJKI组$ :U?La:EU:U;A 为阿托伐他汀 7 9IJKI组) 与对照组比

较(mmGk&X&"$ 与模型组比较(!!Gk&X&"

图 IH@.=调节氧化损伤 %#LGV’
S&QNIH@.= (*Q/31)*O)W*%P&$1)&Z*&,4/(5 %#LGV’

注! >?AUL?6为对照组$ 9?]56为模型组$ .YT为二氢杨梅素 7& 9IJKI组$ :U?La:EU:U;A 为阿托伐他汀 7 9IJKI组) 与对照组比

较(mmGk&X&"$ 与模型组比较(!!Gk&X&"

图 JH@.=降低;@\] 阳性巨噬细胞在斑块处的堆积 % UIVV& #LGV’
S&QNJH@.= (*$/+*O;@\]67%O&)&Z*+*33O&,1)W*(%O+3*(%)&+3*O&%,O% UIVV& #LGV’

过免疫荧光实验检测了斑块处凋亡效应分子
+:EP:E5*0 的表达情况) 实验结果表明( 模型组小
鼠主动脉根部 +:EP:E5*0 的表达明显升高 "Gk
!!!!

&X&"#( 二氢杨梅素能够显著减缓主动脉斑块处细
胞+:EP:E5*0 的表达 "Gk&X&"#) 见图 ’)

注! >?AUL?6为对照组$ 9?]56为模型组$ .YT为二氢杨梅素 7& 9IJKI组$ :U?La:EU:U;A 为阿托伐他汀 7 9IJKI组) 与对照组比

较(mmGk&X&"$ 与模型组比较(!!Gk&X&"

图 TH@.=抑制斑块处细胞;1O71O*6J的表达 % UIVV& #LGV’
S&QNTH@.= &,W&0&)O;1O71O*6J *P7(*OO&%,&,1)W*(%O+3*(%)&+3*O&%,O% UIVV& #LGV’

#X7!.YT减少斑块处巨噬细胞的凋亡!为了进一
步证明二氢杨梅素是否能够抑制动脉粥样硬化斑块
处巨噬细胞的凋亡( 本课题进行了免疫荧光实验)
实验结果表明( 模型组小鼠主动脉根部巨噬细胞凋
亡明显增加 "Gk&X&"#( 二氢杨梅素能够显著降
低斑块处巨噬细胞的凋亡 "Gk&X&7#) 见图 7)

JH讨论
长期大量进食高脂食物能够引起高血脂( 持续

的高血脂是导致Q1 形成的主要因素( 本实验通过
经典的高脂饲料诱导 QP?8*J*小鼠形成动脉粥样硬
化) 实验中 .YT能够显著降低血清 -O* -+*
\.\*+水平( 而对 Y.\*+水平没有明显的调节作
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注! >?AUL?6为对照组$ 9?]56为模型组$ .YT为二氢杨梅素 7& 9IJKI组$ :U?La:EU:U;A 为阿托伐他汀 7 9IJKI组) 与对照组比

较(mmGk&X&"$ 与模型组比较(!Gk&X&7

图 ^H@.=减少斑块处巨噬细胞的凋亡 % UIVV& #LGV’
S&QN̂H@.= $*+(*1O*O)W*21+(%7W1Q*17%7)%O&O&,1)W*(%O+3*(%)&+3*O&%,O% UIVV& #LGV’

用) 氧化应激损伤参与了 Q1 的病理形成过程+4, (
本研究进一步检测了与氧化应激损伤相关酶的活
性( 与先前的报道结果一致+"&*"", ( .YT能够降低
T.Q水平( 显著提高抗氧化酶 1Z.* +Q-和O1Y*
bC活性) 动脉粥样硬化最直观的表型是脂肪斑块
形成于大* 中动脉( 通过油红 Z染色发现二氢杨
梅素能够降低主动脉根部脂肪斑块面积)

细胞凋亡是动脉粥样硬化形成过程中的重要病
理变化之一( 发生凋亡的细胞包括内皮细胞* 巨噬
细胞与平滑肌细胞等+"#, ) +:EP:E5*0 是凋亡的启动
子( 能够诱导.NQ破碎以及其他与凋亡相关的形态
学的改变+"0, ) 结果显示( .YT能够抑制斑块处细
胞+:EP:E5*0的表达( 表明其能够明显降低斑块处细
胞的凋亡) +.()是巨噬细胞标志物( 能够特异性地
标记巨噬细胞( 巨噬细胞在斑块处的堆积是Q1形成
的重要病理特征+"’, ( 发病早期巨噬细胞凋亡能够加
速Q1的形成) 近年来报道的许多药物通过减少巨噬
细胞凋亡进而降低动脉粥样硬化斑块的形成+"7, ) 本
研究结果表明( .YT能够显著抑制+.() 阳性巨噬
细胞在斑块处的凋亡) 根据上述实验结果( 本研究
进一步通过-MN8\及免疫荧光实验证实了.YT通
过抑制巨噬细胞凋亡进而降低Q1的形成)

.YT可以降低主动脉根部斑块堆积及
+:EP:E5*0 的表达( 调节氧化损伤相关酶的活性(
抑制小鼠动脉Q1斑块中巨噬细胞积累与凋亡( 从
而稳定斑块) 推测 .YT稳定斑块机制与其抑制巨
噬细胞在斑块处的聚集和凋亡有关) 因此( .YT
可能是一个潜在的抗动脉粥样硬化药物) 明确的靶

点需要进一步实验探讨)
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E5AE;U;‘5LF ]̂L?Ĉ6:>5Û6:U5] >DL>D9;A+[,$G>0# W&+( #&"’(

4"0#! 540"00$

+ ’ , !侯小龙( 王文清( 施春阳( 等$二氢杨梅素药理作用研究

进展+[,$中草药( #&"7( ’("’#! (&0*(&4$

+ 7 , !+F5A 3( \o \( b;Y( +.%D".;F ]̂L?9̂L;>5U;A PL?U5>UE:I:;AEU

6;a5L;E>F59;:JL5P5L_DE;?A ;A]D>5] :P?PU?E;Ea;::>U;a:U;?A ?_
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藏药四味姜黄方对 !"#诱导糖尿病肾病大鼠模型的剂量配比关系的初
步研究
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摘要# 目的!开展藏药四味姜黄方的剂量配比关系研究( 探索其处方剂量配比关系对糖尿病肾病 ".N# 大鼠的保护
作用及其机制) 方法!除正常组外( 其余大鼠均使用 (& 9IJKI体质量的链脲佐菌素 "1-H# 一次性腹腔内注射法复制
糖尿病模型( 待.N模型成功后将其分为模型组* 二甲双胍阳性组* 四味姜黄方 ) 个不同剂量配比组 "采用均匀设计
法#( 按给药剂量表每天灌胃给予相应药物 " 次( 连续给药 ’ 周) 使用血糖仪测空腹血糖 "R/O#( 化学法检测血清尿
素氮 "/MN#* 尿酸 "MQ#* 肌酐 "1>L# 和总蛋白 "-b# 浓度( 8\S1Q试剂盒检测转化生长因子*"" "-OR*""# 和血
管内皮生长因子 "c8OR# 水平( 电镜下观察肾脏病理形态学变化及测定肾小球基底膜厚度) 采用主成分分析
"b+Q#* 多元逐步回归分析 "T1WQ# 等多元分析方法( 对配比剂量*药效学结果进行剂量配比关系分析) 结果!各给
药组的各项药效学指标均有不同程度的改善) T1WQ结果表明 /MN* 肾指数* R/O* 肾小球基底膜厚度* c8OR* 1>L
和MQ% 项指标水平与剂量配比存在多元一次线性关系或多元二次非线性关系( 其回归方程有显著性意义 "Gk
&X&7#$ -OR*"" 和-b水平与剂量配比间无明显线性或非线性关系( 其回归方程无显著性意义 "Gn&X&7#$ 在均匀设
计取值范围内的全局寻优比较( 大鼠模型的优化配比剂量为姜黄 f小檗皮 f余甘子 f蒺藜h" f# f" f#) 结论!四味
姜黄方各剂量配比对.N的各项指标均有不同程度的改善( 这可能与其降低/MN* 肾指数* R/O* 肾小球基底膜厚度*
c8OR* 1>L和MQ等指标的水平有关)
关键词! 藏药$ 四味姜黄方$ 糖尿病肾病$ 剂量配比$ 药效学$ 多元分析
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