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绞股蓝总甙对高脂诱导动脉粥样硬化

大鼠炎性分子表达的影响

·403·

权媛钱民章

摘要 目的研究绞股蓝总甙(gyrenosides，GP)对高脂诱导动脉粥样硬化(AS)大鼠病变部位炎性因

子表达的影响及可能机制。方法 采用高脂饲料喂饲和腹腔注射维生素D，建立大鼠AS模型。60只雄性

健康SD大鼠随机分为正常组、模型组、GP 3个剂量组、辛伐他汀组。7周后处死大鼠，光镜下观察胸主动脉

病理学改变；免疫组织化学染色法检测主动脉壁细胞问黏附分子．1(ICAM—1)、单核细胞趋化蛋白一l(MCP—1)

和核因子KB p65(NF—KB p65)的表达；EuSA法测定血清氧化型低密度脂蛋白水平(OX—LDL)；比色法测定血

清总抗氧化能力、硫代巴比妥酸法测定血清丙二醛(MDA)水平。结果与模型组比较，GP各剂量组可减轻

AS病变；下调主动脉壁ICAM一1、MCP—l和NF—KBp65的表达(P<0．01)；降低血清MDA、OX-LDL水平(P<

O．01)，升高血清总抗氧化水平(P<0．01)。结论 CP可下调ICAM．1及MCP—l的表达、抑制实验性大鼠AS

病变的形成，其机制可能与其抗氧化进而抑制NF．KB的激活有关。

关键词病理生理学；动脉粥样硬化；绞股蓝总甙；氧化应激；炎症
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ABSTRACT OMective To evaluate the effect and possible mechanism of gypenoside(GP)on expres·

sion of inflammatory factors in aortic lesion of rats with high-fat induced atherosclerosis．Methods Atherosclerotic

rat model was established by feeding high·fat diet and intraperitoneal injection of vitamin D3．Sixty healthy male

SD rats were randomly divided into the normal group，the model group，the simvastatin treated group and the

three GP groups treated respectively with different dosages of G P．Rats were sacrificed 7 weeks later，their his—

topathological changes in thoracic aorta were observed by light microscope；expressions of intercellular adhesion

molecule 1(ICAM·1)，monocyte chemotactic protein-1(MCP-1)and nuclear factor-KBp65(NF-KElp65)in aortic

wall were detected by immunohistochemistry；serum level of oxidized low—density lipoprotein(OX·LDL)was deter-

mined by ELISA；serum total antioxidant capacity determined by colorimetry，and serum maIondiaIdehyde

(MDA)level determined by Thiobarbituric acid method．Results In comparing with the model group，G PS

showed actions in lessening the atherosclerosis lesion；reducing expressions of ICAM一1，MCP-1 and NF-KBp65

in aortic wall(P．c0．01)and serum levels of MDA，OX-LDL(P<0．们)，as well as increasing the serum level of

total antioxidant capacity(P<0．01)．Conclusion GP can down-regulate the expressions of lCAM一1 and

MCP一1，inhibit the atheroscterosis formation in experimental rats。its mechanism might be related with its anti-oxi—

dation effect and further inhibiting on the NF-KB activation．

KEY、，VORDS pathophysioIOgy；atherosclerosis；gypenosides；oxidative stress；inflammation

动脉粥样硬化(atherosclerosis，AS)是一类多病因

相互作用而产生的疾病。大量的基础研究表明，氧化
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应激在AS中扮演重要角色⋯。氧化应激是过量的活

性氧与内源性清除活性氧的抗氧化系统间失去平衡。

活性氧簇(reactive oxygen spcies，ROS)可以激活核因

子KB(nBcJeBr factors—KB，NF—KB)等炎症信号转导通

路，诱导对氧化还原敏感的基因，如细胞问黏附分子．1

(intercellar adhesion molecule·1，ICAM—1)、单核细胞趋

化蛋白(monocyte chemoattractant protein·l，MCP．1)的
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表达，从而加重血管内皮的炎症损伤，促进AS的形

成‘2，31。

近20年来，国内外学者对中药绞股蓝进行了大量

研究¨’，发现其主要药效成分为绞股蓝总甙(gypeno—

sides，GP)。研究表明，GP通过降脂、抗血小板聚集、

抗血栓等多方面发挥抗As的作用¨。，由此研发的中

成药绞股蓝总甙片(胶囊)临床广泛用于防治高脂血

症、AS等疾病，取得可喜疗效。但对于GP抗AS作用

的细胞分子机制所知甚少。GP能否通过抗氧化应激

作用抑制炎性分子表达，从而发挥抗AS的效应。本

研究对此进行了探讨。

材料与方法

l 动物60只SPF级健康SD大鼠，雄性，体重

(210±10)g，第三军医大学实验动物中心提供，动物

合格证号SCXKC(渝)2007—005。饲养条件：室温

(22±4)℃，光照与黑暗循环时间为12 h。

2药物 GP为浅黄色精细干粉制剂，纯度≥

98％(西安赛邦医药科技有限公司)；辛伐他汀(每片5

mg，海南海灵制药厂有限公司，批号：071222)；维生素

D，注射液(每支30万IU，江苏吴中医药集团有限公

司，批号：070601)；丙基硫氧嘧啶(每片50 mg，上海复

星朝晖药业有限公司，批号：08070)。

3试剂与仪器goat anti-rat OX．LDL试剂盒(美

国ADL公司产品)；总抗氧化能力(total antioxidadve

capacity，T-AOC)、丙二醛(malondialdehyde，MDA)测定

试剂盒均由南京建成生物工程研究所提供；兔抗

ICAM一1、MCP一1、NF．KB 065多克隆抗体(北京博奥森

公司产品)、SABC试剂盒(武汉博士德公司产品)；胆

固醇和胆酸钠(北京爱普华美生物科技有限公司产

品)，其他试剂均为国产分析纯。Olympus AU5400全

自动生化分析仪，13本Olympus公司产品；LeicA

DM2500数字图像分析系统，德国LeicA公司产品；

ELX800酶联免疫检测仪(美国BioTek公司产品)；721

分光光度计(上海菁华仪器有限公司产品)。

4 AS模型建立、分组及给药方法 大鼠适应性

喂养1周后随机分为正常对照(A)组、模型(B)组、GP

小、中、大3个剂量(C、D、E)组、辛伐他汀(F)组。A

组饲以普通标准饲料，其余各组饲以高脂饲料(3％胆

固醇、0．5％胆酸钠、0．02％丙基硫氧嘧啶、5％白糖、

10％猪油、81．3％标准饲料)。喂食开始，同时腹腔注

射维生素D，注射液60万IU／kg，每隔30天重复注射

维生素D，30万IU／kg，对照组腹腔注射同等体积的生

理盐水。根据人体实验剂量和成人与大鼠的体重折算

系数折算成大鼠用药量¨1。造模同时灌胃给GP，C组

每天40 ms／kg、D组每天80 ms／kg、E组每天160 ms／

kg。F组给予辛伐他汀，每天5 mg／kg，A、B组每天灌服

10 mL／kg的生理盐水，每周称体重调整用药量，连续

灌胃7周。

5观察项目及检测方法

5．1血清T—AOC、MDA含量测定采用比色法

检测血清中T．AOC。血清测试前2000 r／min，离心10

rain，与测试试剂充分混匀，放置10 rain，双蒸水调零，

1 cm光径，520 am处，测各管吸光度。采用硫代巴比

妥法测定血清中MDA含量，532 am波长处测定其吸

光度。具体操作步骤及计算公式严格参照试剂盒说明

书进行。

5．2 血清氧化低密度脂蛋白(ox-LDL)浓度测定

采用双抗夹心ELISA检测试剂盒，抗大鼠OX-LDL单抗

包被于酶标板上。实验前试剂盒应平衡至室温(20—

25。C)，临用前15 rain配制工作液。操作步骤参照试

剂盒说明书进行。

5．3 大鼠胸主动脉ICAM一1、MCP．1、NF-nB表达

检测 采用免疫组织化学染色法。每只大鼠胸主动脉

连续切片，间隔50斗m连续6张切片，切片厚度3斗m，

常规脱蜡至水，3％H：0：灭活内源性过氧化物酶，高压

抗原修复，5％正常山羊血清封闭。滴加一抗分别为兔

抗ICAM-1(1：100)、MCP·1(1：100)、NF-KBp65(1：

50)多克隆抗体，4 oC过夜。每组均以PBS代替一抗作

为阴性对照。然后滴加生物素标记羊抗兔二抗，再滴

加链霉亲和素一生物素复合物。DAB显色，镜下控制

显色时间，苏木精复染、脱水、透明、封片。每张切片选

取3个不同的视野(左上，右上，中下)，计算机图像分

析仪测定阳性产物的平均光密度(integral optical de．

sity，IOD)。

6统计学方法数据以i±s表示，经SPSS 15．0

统计软件处理。多组间比较采用单因素方差分析，两

两比较采用LSD法，P<0．05为差异有统计学意义。

结 果

1胸主动脉病理学改变结果(图1) A组：血管

壁层次清晰，内膜表面光滑完整，平滑肌层均匀、厚度

正常，外层结缔组织未见异常变化；B组：动脉内皮细

胞脱落，内膜增厚，纤维化，出现了显著AS病变，斑块

中大量泡沫细胞、脂质沉积，炎性细胞聚集，中膜严重

萎缩、钙化，血管壁三层结构不清晰；c组：动脉壁薄厚

不均匀，内膜可见轻度隆起、增厚，亦见散在斑块生长，

中膜可见大小不等的钙化灶，外膜结缔组织层变薄；D
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组：动脉壁薄厚不均匀，内膜可见轻度隆起、增厚，可见

泡沫细胞，平滑肌细胞排列较乱，外膜结缔组织层变

薄；E组：动脉壁薄厚较均匀，内膜较光滑，增厚不明

显，比较完整，中膜平滑肌细胞排列基本整齐，但有些

仍可见纵横交错，外膜结缔组织无明显变化；F组：动

脉壁薄厚较均匀，内膜较光滑，增厚不明显，比较完整，

中膜平滑肌细胞排列基本整齐，外膜结缔组织无明显

变化。

注：A为正常对照组：B

为模型组；C为GP小剂量组；

D为GP中剂量组：E为GP大

剂量组；F为辛伐他汀组

图1各组大鼠胸主动脉AS病变结果

(苏木精一伊红染色，×200)

2各组大鼠ICAM-1、MCP一1及NF—KB 065测定

结果比较(表1) A组ICAM一1、MCP一1在主动脉内膜

核中膜细胞胞浆内不表达或弱表达；而在B组的表达

明显高于A组(P<0．01)；与B组比较，C、D、E、F组

ICAM—l、MCP．1阳性表达明显减少(P<0．01)。D组

ICAM一1、MCP-1阳性表达水平显著低于C组(P<

0．01)；E组ICAM-1、MCP-l表达水平低于D组(P<

0．01)；其余各组间比较，差异无统计学意义(P>

O．05)。A组NF—KB p65在主动脉内皮细胞和平滑肌

细胞胞核和胞浆中弱表达或不表达；B组NF-KB p65

在主动脉内皮细胞和平滑肌细胞胞核和胞浆中阳性表

达明显高于A组(P<0．01)；与B组比较，C、D、E、F

组NF—KB p65阳性表达明显减少(P<0．01)；D组NF-

KBp65阳性表达水平低于C组(P<0．01)；E组NF-

表1 各组大鼠ICAM一1、MCP一1及NF-KB p65

测定结果比较(×104，i±J)

注：与A组比较。’P<0．01；与B组比较，△P<0．01；与C组比

较，▲P<O．Ol；与D组比较，oP<O．01；下表同

KB p65阳性表达水平低于D组(P<0．05)。

3各组大鼠血清T．AOC、MDA及OX．LDL水平比

较(表2) 与A组比较，B组T．AOC水平明显下降

(P<0．01)，MDA、OX—LDL水平明显升高(P<0．01)；

各治疗组AS大鼠的T—AOC增强，表现为血清T．AOC

水平高于B组(P<0．01)，MDA、OX—LDL生成水平显

著低于B组(P<0．01)；D组T—AOC水平升高，MDA、

OX—LDL水平降低，与C组比较，差异有统计学意义

(P<0．01)；E组MDA水平显著低于D组(P<

0．01)。

表2 各组大鼠血清T．AOC、MDA及OX—LDL

水平比较(×103，i±5)

讨 论

GP是从中药绞股蓝中提取出的有效成分群，由

80余种具有人参皂甙基本结构的单体皂甙组成，均属

哒玛脂烷醇类结构。基础研究及临床试验证实¨一。，

GP具有降脂抗AS作用。本实验病理学检查进一步

证实，GP对大鼠AS病变的形成有显著的抑制作用。

辛伐他汀作为调脂药，可通过抗炎及改善内皮功能以

外的作用延缓AS的进程∽3。本实验将辛伐他汀作为

阳性对照药物比较发现：GP中剂量组与辛伐他汀抗

AS效应相似；而GP小剂量组病变程度较辛伐他汀组

重。提示GP抗大鼠AS的作用具有一定的剂量依赖

性。

ICAM一1几乎参与单核细胞在血管内皮黏附、募集

以及向内皮下迁移和泡沫化的全过程，由此引发了AS

病变的形成与发展¨⋯。据报道，ICAM．1在AS患者的

斑块中有高表达，在大鼠和兔的脂质条纹中亦有大量

表达⋯。。MCP-1是作用很强的单核细胞趋化因子，可

在多种细胞尤其是构成AS病变的三种主要细胞：单

核细胞、内皮细胞和平滑肌细胞中表达¨“。它不仅特

异地招募血液中的单核细胞迁移至内皮下，吞噬脂质

形成泡沫细胞，还能诱导超氧阴离子产生，对血管平滑

肌细胞有促增殖作用，并促进组织因子的生成¨”，诱

导内皮细胞凋亡¨“，从而直接或间接地参与了As的

形成。本实验免疫组化结果提示，GP可抑制主动脉病

变处导致AS发生的ICAM．1、MCP-1的表达。

NF—KB是一种由Rel家族蛋白(包括p50和p65)

构成的同源或异源性二聚体转录因子，是参与机体免
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疫和炎症分子表达调控的主要转录因子¨“。静息细

胞中NF—KB以非活性形式存在于胞浆中，当受到氧化

应激、ox—LDL、细胞因子等刺激时，NF—KB p65．p50异

源二聚体活化进入核内，引起NF．KB激活¨“，继而作

用于靶基因，迅速诱导基因表达。目前已经证实的

NF—KB靶基因有ICAM-】、MCP一1及血管细胞间黏附分

子等⋯1。为了进一步了解GP抑制炎症因子表达可能

的机制，本实验检测了GP对AS大鼠主动脉壁NF—KB

p65表达的影响。结果表明其能有效下调As大鼠主

动脉壁NF．KB p65的表达，提示GP抑制炎性分子

ICAM．1、MCP．1的表达与其抑制NF—KB的活化密切相

关。

越来越多的事实说明，在AS的发生发展中，氧化

应激起主要作用¨81。T—AOC是反映机体整体水平上

抗氧化水平高低的重要指标。MDA含量的增减代表

着脂质过氧化作用的强弱，是反映氧化应激较好的指

标¨引。ox—LDL是低密度脂蛋白的氧化修饰产物，它

是致AS形成的关键因素。本实验中检测到大鼠经高

脂饲养后血清T-AOC水平明显下降，而MDA及ox—

LDL的水平明显增高，表明大鼠在高脂饮食的诱导下

产生了大量的脂质过氧化物，抗氧化能力降低，机体有

氧化应激表现。进一步证实血脂异常与氧化应激一炎

症之间有密切关系。本实验观察到GP处理后，大鼠

的T．AOC水平上升，MDA及ox．LDL水平则降低，提

示GP在AS大鼠体内起着抗氧化作用。

综合上述实验结果，GP可下调ICAM-1及MCP一1

的表达、抑制实验性大鼠AS病变的形成，其机制可能

与其发挥抗氧化作用抑制高脂大鼠体内ROS的生成，

抑制低密度脂蛋白氧化为ox—LDL，进而抑制NF—KB的

激活有关。这些结果对认识GP的作用机理及拓宽临

床应用有重要意义。
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