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摘要　目的：观察活血化瘀法对颈动脉粥样硬化血管内皮损伤模型大鼠ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路的影响，探讨其可能的作
用机制。方法：３２只ＳＤ大鼠高脂喂养１个月后，随机取８只作为假手术组（仅切开皮肤），其余大鼠均行颈总动脉球囊损
伤术，成膜后再随机分为模型组（ｎ＝８只）、活血化瘀中药方中剂量（临床等效量）组（ｎ＝８只）和高剂量（临床２倍量）组
（ｎ＝８只）。从术后第４天开始予以相应药物灌胃治疗（模型组、假手术组灌等量生理盐水），２周后取术侧颈总动脉段，
采用实时荧光定量ＰＣＲ法捡测 ｗｎｔ、ＦｚＤ１、ＡＸＩＮ１、ＧＳＫ３β、βｃａｔｅｎｉｎ、ＶＥＧＦｍＲＮＡ基因表达水平。结果：与假手术组比
较，模型组ｗｎｔ、ＦｚＤ１、ＡＸＩＮ１、βｃａｔｅｎｉｎ、ＶＥＧＦ等ｍＲＮＡ水平降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００１），经活血化瘀中药方干预
后，上述各基因ｍＲＮＡ水平均有不同程度升高，尤其是高剂量组与模型组比较差异有统计学意义（Ｐ＜００５～００１）；只有
ＧＳＫ３βｍＲＮＡ水平各组无明显差异。结论：活血化瘀法可通过上调ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路表达，使损伤血管ＶＥＧＦｍＲＮＡ
基因表达水平上升，提示该法可保护颈动脉粥样硬化血管内皮损伤。
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　　目前我国心脑血管疾病呈高发上升趋势，其中
动脉粥样硬化（Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）是其主要的病理
学基础。研究表明，血管内皮细胞（ＶａｓｃｕｌａｒＥｎｄｏ
ｔｈｅｌｉａｌＣｅｌｌｓ，ＶＥＣｓ）损伤是动脉粥样硬化的始动环节

或关键因素［１２］。因此，保护 ＶＥＣｓ及其功能对预防
和治疗ＡＳ具有重要意义。而ＡＳ与传统医学的“血
瘀”表现极为相似，活血化瘀中药在临床中大量应

用，对其机制研究表明［３４］，活血化瘀中药具有调脂、
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抗炎、抗氧化、保护内皮等作用进而起到抗 ＡＳ。我
们的前期研究发现，具活血化瘀功效的中药方能有

效修复损伤的血管内皮，为进一步探讨其分子机制，

本研究以颈动脉球囊损伤大鼠为模型，研究活血化

瘀法对损伤血管内皮 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ经典信号通路
上相关信号分子表达的影响，如 ｗｎｔ、糖原合成酶激
酶３β（ＧＳＫ３β）、轴蛋白（Ａｘｉｎ）、βｃａｔｅｎｉｎ及下游靶
基因血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）等，探讨其修复损伤
血管内皮的作用机制，为活血化瘀法防治ＡＳ提供理
论依据。

１　材料与方法
１１　实验动物　清洁级雄性 ＳＤ大鼠３２只，体重
（２００±２０）ｇ，购自上海斯莱克实验动物有限公司
（ＳＣＸＫ（沪）２００７０００５）。
１２　中药与试剂、仪器　中药方组成：桃仁１２ｇ、红
花９ｇ、当归９ｇ、生地黄９ｇ、牛膝９ｇ、川芎６ｇ等（从
福建中医药大学国医堂医院中药房购得）。中药预

先浸泡３０ｍｉｎ，后水煎３次，再合并水煎液，于水浴
锅中浓缩成含生药量２ｇ／ｍＬ，分装冻存备用。胆固
醇（批号：２０１１１１０８），购自上海惠兴生化试剂有限公
司产品；胆酸钠（批号：２０１１０５０８），购自北京奥博星
生物技术有限责任公司。ＰＣＲ引物，生工生物工程
（上海）有限公司合成。手术显微镜（美国ｗｏｒｌｄｐｒｅ
ｃｉｓｉｏｎｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）。ＰＣＲ仪（ＡＢＩ７５００型）。
１３　实验分组及治疗　大鼠予以高脂饲料（自制，
配方如下：２５％猪油，２％胆固醇，０１％胆酸钠，
７２９％基础饲料）喂养１个月后，随机取８只作为假
手术组（仅切开颈部皮肤）（Ａ组）；余下均行颈动脉
球囊损伤术，再随机分为模型组（Ｂ组，ｎ＝８只）、中
药方中剂量（临床等效量）（Ｃ组，ｎ＝８只）和高剂量
（临床２倍量）（Ｄ组，ｎ＝８只）。并于术后第４天开
始予以相应药物灌胃治疗（模型组、假手术组予等量

生理盐水），２周后禁食不禁水处死大鼠，取术侧颈
总动脉段，迅速置于液氮中，后转移保存在７０℃冰
箱中备用。注：大鼠颈动脉球囊损伤模型制备参照

ＤａｖｉｄＡｎｔｈｏｎｙ等［５］方法稍进行改良。术后在水瓶

中加入苄星青霉素以通过饮水预防感染，并单笼喂

养。另外因未找到合适西药，故未设阳性对照组。

１４　实时荧光定量ＰＣＲ法检测各组ｗｎｔ、ＦｚＤ１、ＡＸ
ＩＮ１、ＧＳＫ３β、βｃａｔｅｎｉｎ、ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达　按
Ｔｒｉｚｏｌ法提取各组大鼠颈动脉总 ＲＮＡ，并参照逆转
录扩增试剂盒操作程序进行 ｃＤＮＡ合成。扩增条件
为：９５℃，２ｍｉｎ变性，９５℃，１０ｓ，６０℃，３０ｓ，７０℃，
３０ｓ，扩增 ４０个循环，获得各样本待测基因的 ＣＴ

值，各组间相对基因表达用２△△ＣＴ表示［△△ＣＴ＝
ＡＶＥＲＡＧＥ（样本ＣＴ值）ＡＶＥＲＡＧＥ（内参ＣＴ值）］。
采用ＡＣＴＢ作为内参照，所用引物序列见表１。
１５　统计分析　采用 ＳＰＳＳ１７０软件进行处理，组
间比较采用单因素方差分析，数值均采用均数 ±标
准差（珋ｘ±ｓ）表示，Ｐ＜００５代表有统计学意义。

表１　实时荧光定量ＰＣＲ引物

引物名称 寡核苷酸序列（５３）

内参ＡＣＴＢ
Ｆｏｒ：ＣＴＧＣＧＧＧＴＡＴＣＣＡＴＧＡＧＡ
Ｒｅｖ：ＴＡＣＣＡＣＣＡＣＴＧＡＧＡＡＣＧＡＴＧ

Ｗｎｔ１Ｇ２
Ｆｏｒ：ＴＧＡＴＧＡＴＧＴＧＧＡＡＡＴＧＡＧＧＴＴＧ
Ｒｅｖ：ＡＴＣＣＡＡＡＣＴＣＧＴＧＧＣＴＣＴＧＴＡＴ

ＦｚＤ１Ｇ３
Ｆｏｒ：ＡＡＧＣＣＡＡＣＴＣＡＣＡＧＴＡＴＴＴＴＣＡＣＣ
Ｒｅｖ：ＣＡＣＴＣＣＧＣＴＣＡＧＣＡＣＡＴＣＧ

ＡＸＩＮ１Ｇ４
Ｆｏｒ：ＴＣＣＡＧＡＣＣＣＴＴＧＴＣＣＣＴＴＧＡＧ
Ｒｅｖ：ＧＴＡＧＴＡＣＧＣＣＡＣＡＡＣＧＡＴＧＣＴＧ

ＧＳＫ３ＢＧ５
Ｆｏｒ：ＣＧＣＣＣＧＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＡＣ
Ｒｅｖ：ＣＧＧＡＧＡＴＧＣＧＡＣＧＧＧＡＡ

ＢｃａｔｅｎｉｎＧ６
Ｆｏｒ：ＣＣＡＣＡＡＧＡＴＴＡＣＡＡＧＡＡＡＣＧＧＣＴ
Ｒｅｖ：ＡＴＣＣＡＣＣＡＧＡＧＴＧＡＡＡＡＧＡＡＣＧＡ

ＶＥＧＦＧ７
Ｆｏｒ：ＧＡＡＣＴＴＴＣＴＧＣＴＧＴＣＴＴＧＧＧＴＧ
Ｒｅｖ：ＧＡＡＣＴＴＣＡＣＣＡＣＴＴＣＧＴＧＡＴＧＡＴＴ

２　结果
２１　大鼠一般情况观察　假手术组大鼠未见有明
显异常改变。模型组大鼠术后前 ３ｄ大鼠精神较
差，后稍有好转，但毛发欠光泽，体重增长缓慢，未见

感染死亡现象。中药方治疗组大鼠较模型组大鼠毛

色光泽，活动度较好。

２２　各组 ｗｎｔ、ＦｚＤ１、ＡＸＩＮ１、ＧＳＫ３β、βｃａｔｅｎｉｎ、
ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达比较　用 ＱＰＣＲ方法检测上述
基因表达，结果显示各引物溶解曲线（图１）均呈现
单峰，说明其具有较强的特异性。每个样品扩增曲

线（图２）呈 Ｓ形，ＣＴ值≤３０，均阳性，抛物线平滑，
基线平坦，并经指数扩增期依次达平台期，用２△△Ｃｔ

方法分析统计相对表达值。定量分析显示，与假手

术组比较，模型组 ｗｎｔ、ＦｚＤ１、ＡＸＩＮ１、βｃａｔｅｎｉｎ、
ＶＥＧＦ等ｍＲＮＡ水平降低，差异有统计学意义（Ｐ＜
００１），药物干预后，上述各基因 ｍＲＮＡ水平均有不
同程度升高，尤其是高剂量组与模型组比较差异有

统计学意义（Ｐ＜００５～００１）；只有 ＧＳＫ３βｍＲＮＡ
水平各组无明显差异。（图１、图２，表２）
３　讨论

中医学认为“久病必有瘀，怪病必有瘀”，而 ＡＳ
的发生是一个长期的过程，最终导致脏腑功能失调，

故而治疗上当以活血化瘀为主［６７］。田金洲等对脑

梗死患者进行中医证候分析，发现分型属血瘀证的
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图１　相关基因溶解曲线
　　注：Ａ为ＡＣＴＢ；Ｂ为Ｗｎｔ１Ｇ２；Ｃ为ＦｚＤ１Ｇ３；Ｄ为ＡＸＩＮ１Ｇ４；Ｅ为ＧＳＫ３βＧ５；Ｆ为βｃａｔｅｎｉｎＧ６；Ｇ为ＶＥＧＦＧ７；下图同

图２　相关基因扩增曲线

表２　各组ｗｎｔ、ＦｚＤ１、ＡＸＩＮ１、ＧＳＫ３β、βｃａｔｅｎｉｎ、ＶＥＧＦｍＲＮＡ相对表达比较（珋ｘ±ｓ）

组别 假手术组（Ａ） 模型组（Ｂ） 中药中剂量组（Ｃ） 中药高剂量组（Ｄ）

只数 ８ ８ ８ ８
ｗｎｔ １００００±０１４４２ ０３１９１±００４６４ ０７２３９±００９４０△△ ０４４９３±００４０３△△

ＦｚＤ１ １００００±０１７９２ ０００６５±００００４ ００２２６±０００１４ ０１２３８±０００９９△

ＡＸＩＮ１ １００００±００７９１ ００２０８±０００１４ ０２７９９±００３６５△△ ０６６９９±００３５７△△

ＧＳＫ３β １００００±００８１５ １０２６９±００９７５ ０９８３３±０１１２２ ０９７３１±００７３２
βｃａｔｅｎｉｎ １０００±０１４０２ ０７８４３±００４７１ ０８４８２±００９４２ ０９５３９±００８９４△△

ＶＥＧＦ １００００±００４２５ ０４３０４±００３５４ ０６０７２±００４５７△△ ０７４０７±００７１０△△

　　注：与Ａ组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与Ｂ组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１。

患者中有７８６％颈动脉超声检查有颈动脉斑块，而
无血瘀证的只有５７４％有颈动脉斑块，两者差异有
统计学意义（Ｐ＜００５）；经统计分析认为颈动脉粥
样硬化和血瘀证成正相关性［８］。故而本课题采用

活血化瘀中药方干预颈动脉粥样硬化。

内皮细胞是构成血管壁的生物屏障，在 ＡＳ病
变的发生上有重大意义［９］。而一般认为颈动脉粥

样硬化较冠状动脉粥样硬化要早，与主动脉硬化大

约同时进行，它是脑血管病重要的危险因素之

一［１０］。颈动脉粥样硬化的治疗方法有颈内动脉切
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除术（ＣＥＡ）、颈动脉血管成形支架置入术（ＣＡＳ）、经
皮腔内动脉成形术（ＰＴＡ）等［１１］。这些治疗方法均

有可能损伤血管内皮，引起内皮细胞功能紊乱。本

研究采用的动物模型是先高脂喂养以造成血脂升

高，后借助球囊损伤血管以模拟颈动脉粥样硬化血

管内皮损伤进而导致功能紊乱。Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信
号通路在正常细胞中无激活，在生物进化中极为保

守，其异常表达与人类疾病关系密切［１２１３］。目前研

究表明血管发生与 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路有着密
切的联系，该信号通路可能成为未来血管内皮细胞

相关疾病治疗的新靶点［１４１５］。Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号
通路可以分为经典型和非经典型途径。经典 Ｗｎｔ
蛋白（含Ｗｎｔ１、Ｗｎｔ３Ａ和Ｗｎｔ８等）与膜受体卷曲蛋
白（Ｆｒｉｚｚｌｅｄ）结合，从而抑制 Ｇｓｋ３β与 Ａｘｉｎ的表
达，降低 βｃａｔｅｎｉｎ的磷酸化［１６］。βｃａｔｅｎｉｎ是一种
多功能蛋白，可以作为血管内皮和 Ｎ钙粘素和肌动
蛋白细胞骨架之间的支架，在存在 Ｗｎｔ配体时，可
使其稳定并转位到细胞核以促进转录，激活靶基因

ＶＥＧＦ等转录，控制血管稳定性［１７１９］。

本实验结果表明，球囊损伤大鼠血管 ｗｎｔ配体
（ｗｎｔ１）、ｗｎｔ受体（ＦｚＤ１）、Ａｘｉｎ及 βｃａｔｅｎｉｎｍＲＮＡ
表达水平均较正常血管下降；经活血化瘀中药方干

预后，模型大鼠损伤血管上述基因表达水平均有不

同程度升高，特别是高剂量组，与模型组比较有显著

促进作用（Ｐ＜００５～００１），表明其具有一定的剂
量依赖性。Ｇｓｋ３β蛋白是 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路
中的关键分子，起负性调控作用，其可调节 βｃａｔｅ
ｎｉｎ进入细胞核的量，防止细胞功能出现异常［２０］。

本研究结果显示在 Ｇｓｋ３β基因表达水平方面各组
差异无统计学意义，提示该模型Ｇｓｋ３β基因未出现
表达异常。ＶＥＧＦ与血管内皮特异性受体结合后，
可促进血管内皮细胞进行有丝分裂，导致内皮细胞

增生，形成新生血管［２１］。在本研究中发现，活血化

瘀中药方能促进 ＶＥＧＦ基因的表达，提示其具有修
复损伤血管的作用，这可能与促进上述 ｗｎｔ／βｃａｔｅ
ｎｉｎ信号通路中关键信号分子的表达有关。
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