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·药学研究·
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摘 要 目的：研究调脾护心方对载脂蛋白基因敲除（ApoE－/－）小鼠动脉粥样硬化（AS）的影响，并探讨其作用机制。方法：将

40只雄性ApoE－/－小鼠分为空白组、模型组、辛伐他汀组（阳性对照，5 mg/kg）以及调脾护心方低、高剂量组（50、150 mg/kg），每

组8只。除空白组小鼠给予普通饲料外，其余各组小鼠均给予高脂饲料以复制AS模型。造模后，各给药组小鼠均灌胃相应药物，

空白组和模型组小鼠均灌胃等容生理盐水，每天 1次，连续 12周。末次给药后，采用分光光度法检测各组小鼠血清总胆固醇

（TC）、三酰甘油（TG）、低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）、高密度脂蛋白胆固醇（HDL-C）水平，采用硝酸酶还原法检测血清一氧化氮

（NO）水平；采用酶联免疫吸附测定法检测血清白细胞介素6（IL-6）、血管细胞黏附分子1（VCAM-1）水平；分离胸主动脉，以苏木

精-伊红染色，观察各组小鼠胸主动脉斑块形成情况，并计算校正斑块面积；采用蛋白质印迹法检测各组小鼠胸主动脉组织中核因

子κB（NF-κB）p65、小窝蛋白 1（Cav-1）、一氧化氮合酶（eNOS）蛋白的表达情况。结果：与空白组比较，模型组小鼠血清 TC、TG、

LDL-C、IL-6、VCAM-1水平均显著升高，HDL-C、NO水平均显著下降（P＜0.01）；胸主动脉斑块明显，校正斑块面积显著增大（P＜

0.01），该组织中NF-κB p65、Cav-1蛋白的相对表达量均显著升高，eNOS蛋白的相对表达量显著下降（P＜0.01）。与模型组比较，

各给药组小鼠血清TC、TG、LDL-C水平以及辛伐他汀组和调脾护心方高剂量组小鼠血清 IL-6、VCAM-1水平均显著下降，各给药

组小鼠血清HDL-C、NO水平均显著升高（P＜0.05或P＜0.01）；各给药组小鼠胸主动脉斑块减少，校正斑块面积均显著缩小（P＜

0.05或P＜0.01），该组织中NF-κB p65、Cav-1蛋白的相对表达量均显著下降，eNOS蛋白的相对表达量均显著升高（P＜0.05或P＜

0.01）。结论：调脾护心方可调节血脂水平、降低炎症因子水平、抑制AS斑块的形成，其机制可能与其抑制Cav-1/NF-κB通路有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of Tiaopi huxin prescription（TPHXP）on the atherosclerosis（AS）of ApoE－/－

mice，and to investigate its mechanism. METHODS：Forty male ApoE－/－ mice were divided into blank group，model group，

simvastatin group（positive control，5 mg/kg）and TPHXP low-dose and high-dose groups（50，150 mg/kg），with 8 mice in each

group. Except that blank group was given common diet，other groups were given high-lipid diet to induce AS model. After

modeling，administration groups were given relevant medicine intragastrically，and blank group and model group were given

constant volume of normal saline intragastrically，once a day，for consecutive 12 weeks. After last medication，the serum levels of

TC，TG，LDL-C and HDL-C were determined by spectrophotometry. The serum level of NO was detected by nitrate reduction

method. The serum levels of IL-6 and VCAM-1 were determined by ELISA. After separating thoracic aorta，HE staining was used

to observe the formation of plaque in the thoracic aorta of mice in each group，and the corrected plaque area was calculated.

Western blotting was conducted to determine the expression of

NF-κB p65，Cav-1 and eNOS. RESULTS：Compared with

blank group，the serum levels of TC，TG，LDL-C，IL-6 and

VCAM-1 were increased significantly in model group，while

the levels of HDL-C and NO were decreased significantly（P＜

0.01）. The plaque of thoracic aorta was obvious and the

corrected plaque area were increased significantly （P＜0.01）.
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动脉粥样硬化（AS）是众多心脑血管疾病共同的病

理基础，严重危害人类身体健康[1-2]。近年来，炎症学说

的提出和建立为AS的研究指明了方向。Ross R[3]在其

损伤反应学说的基础上指出，AS实为一种炎症性疾病，

炎症始终贯穿于该症的发生、发展和演变过程中。目

前，临床AS常规治疗药物以他汀类为主，其能显著降低

患者心血管事件的发生率，是临床防治这类疾病的重要

药物。然而现有研究发现，长期使用他汀类药物可能会

增加肝酶升高和肌病发生的风险，导致AS患者的治疗

效果欠佳[4]。临床实践证明，中医药在防治AS等疾病方

面具有毒副作用小、疗效显著等优势，同时还可显著降

低血脂水平、减少动脉斑块、抑制AS的进展[5]。因此，寻

求防治AS的中医药疗法、探究中医药抗AS机制具有重

要意义。

小窝蛋白1（Cav-1）是位于小窝上的标志蛋白，在细

胞信号转导过程中具有枢纽作用[6]。Cav-1可通过影响

内皮一氧化氮合酶（eNOS）的活性来调控机体一氧化氮

（NO）的合成，从而发挥对炎症信号转导的调节作用[7]。

NO 是血管保护的信号分子，其可通过抑制核因子κB

（NF-κB）这一炎症相关因子的活性来抑制AS的形成[8]。

由此可见，AS的形成可能与Cav-1/NF-κB这一条炎症通

路的激活有关。调脾护心方是根据邓铁涛教授以“心脾

相关”核心理论为基础所创制的冠心病治疗经验方，含

人参、半夏、橘红、丹参、三七、藿香等6味药材，具调脾护

心、益气除痰之功效[9]。该方治疗AS的临床疗效较好，

可有效抑制AS合并糖代谢异常患者的炎症反应[10]；此

外，本课题组前期动物实验表明，调脾护心方可调节载

脂蛋白基因敲除（ApoE－/－）小鼠血管内皮依赖性舒张

功能，降低其血管内皮脂肪的堆积，提高NO水平[11]。然

而调脾护心方抗AS的作用机制及相关通路尚未明确。

为此，本研究拟以Cav-1/NF-κB通路为突破口，初步探讨

调脾护心方发挥抗AS炎症反应的可能机制，以期为该

方的临床应用提供参考。

1 材料
1.1 仪器

Filter Max F3型全自动酶标仪（美国Molecular De-

vices 公司）；AU5800型全自动生化分析仪（美国 Beck-

man Coulter 公司）；402T 型电泳仪（美国 CBS 公司）；

UV-6100S 型分光光度计（上海元析仪器有限公司）；

AL-204型电子天平（德国Sartorius公司）；GT-10型高速

离心机（北京时代北利离心机有限公司）；Ⅸ71型荧光倒

置显微镜（日本Olympus公司）；WD-9413A型凝胶成像

仪（广州深华生物技术有限公司）。

1.2 药品与试剂

调脾护心方颗粒[广东省中医院自制，批号：20160512，

规格：1 g（含人参0.19 g、半夏0.09 g、橘红0.15 g、丹参0.19

g、三七0.19 g、藿香0.19 g）]；辛伐他汀片[Merck Sharp &

Dohme（Australia）Pty. Ltd.，，批号：20160623，规格：20

mg]；白细胞介素6（IL-6）、血管细胞黏附分子1（VCAM-1）

酶联免疫吸附测定（ELISA）试剂盒（英国Abcam公司，

批号分别为 20161101、20160613）；人抗鼠 NF-κB p65、

Cav-1、eNOS 抗体和兔抗鼠二抗（美国 R&D Systems 公

司，批号分别为20170113、20161203、20160314、20160413）；

甘油醛-3-硫酸脱氢酶（GAPDH）抗体（内参）、5％牛血清

蛋白（BSA）封闭液、三羟甲基氨基甲烷盐酸盐（TBST）

溶液（上海钰博生物科技有限公司，批号分别为20170106、

20161123、20161025）；免疫印迹化学发光（ECL）试剂盒

（上海炎熙生物科技有限公司，批号：20161012）；血脂生

化检测试剂盒、NO（硝酸酶还原法）试剂盒（上海信裕生

物科技有限公司，批号分别为 20160825、20160524）；其

余试剂均为分析纯，水为超纯水。

1.3 动物与饲料

SPF 级雄性 ApoE－/－小鼠 40只，2月龄，体质量

20～25 g，由北京维通利华实验动物技术有限公司提供

[动物生产许可证号：SCXK（京）2012-0001]。高脂饲料

（含 3％胆固醇、1％胆盐、10％猪油、5％蛋黄粉、81％基

础饲料）由广东省医学实验动物中心提供。

2 方法
2.1 分组、造模与给药

将所有ApoE－/－小鼠适应性喂养7 d后，随机分为

5组，即空白组、模型组、辛伐他汀组（阳性对照，5 mg/kg，

根据小鼠体表面积按人用临床剂量的10倍换算而得）以

及调脾护心方低、高剂量组（50、150 mg/kg，参照前期预

实验结果，并根据小鼠体表面积按人用临床剂量的5、15

倍换算而得），每组8只。空白组小鼠给予普通饲料，其

余各组小鼠均给予高脂饲料以复制AS模型。造模后，

The relative expression of NF-κB p65 and Cav-1 were increased significantly，while the relative expression of eNOS was decreased

significantly（P＜0.01）. Compared with model group，the serum levels of TC，TG and LDL-C in administration groups，the serum

levels of IL-6 and VCAM-1 in simvastatin group and TPHXP high-dose group were decreased significantly，while the serum levels

of HDL-C and NO were increased significantly in administration groups （P＜0.05 or P＜0.01）. In administration groups，the

plaques of thoracic aorta were reduced and the corrected plaque area was decreased significantly（P＜0.05 or P＜0.01）；the relative

expression of NF-κB p65 and Cav-1 were decreased significantly，while the relative expression of eNOS was increased significantly

（P＜0.05 or P＜0.01）. CONCLUSIONS：TPHXP can regulate the level of blood lipid，decrease the level of inflammatory factors

and inhibit the formation of AS plaque，the mechanism of which may be associated with inhibiting Cav-1/NF-κB pathway.

KEYWORDS Tiaopi huxin prescription；Atherosclerosis；Blood lipid；Inflammatory factor；Cav-1；NF-κB；Mice

··166



中国药房 2019年第30卷第2期 China Pharmacy 2019 Vol. 30 No. 2

各给药组小鼠均灌胃相应药物（以生理盐水为溶剂），空

白组和模型组小鼠均灌胃等容生理盐水，每天1次，连续

12周。

2.2 血脂以及血清NO、IL-6、VCAM-1水平检测

末次给药后，所有小鼠均禁食不禁水 12 h，腹腔注

射3％戊巴比妥进行麻醉，随后颈椎脱臼处死小鼠，摘取

眼球取血 3 mL，静置 1 h后，以 3 000 r/min离心 10 min，

取上层血清于－80 ℃保存，备用。采用分光光度法以全

自动生化分析检测各组小鼠血清总胆固醇（TC）、三酰甘

油（TG）、高密度脂蛋白胆固醇（HDL-C）、低密度脂蛋白

胆固醇（LDL-C）水平；采用硝酸酶还原法以分光光度计

仪检测血清NO水平；采用ELISA法以全自动酶标仪检

测血清 IL-6、VCAM-1的水平。上述实验均严格按照相

关试剂盒说明书操作。

2.3 胸主动脉斑块面积检测

采用苏木精-伊红（HE）染色法检测各组小鼠胸主动

脉斑块面积。分离各组小鼠胸主动脉组织0.2 g，置于液

氮中速冻保存，备用。将胸主动脉置于 4％多聚甲醛/

0.01 mol/L磷酸盐缓冲液（PBS，pH＝7.2，下同）中固定，

用石蜡包埋，常规切片（厚度约4 μm），经HE染色后，置

于荧光倒置显微镜下观察其胸主动脉斑块形成情况，并

采用 Image J 1.41软件测量斑块面积（粥样硬化斑块阳

性判定标准为：细胞内膜显著增厚、内皮细胞排列紊乱、

脂质浸润明显；经HE染色后，斑块呈红色，且较其他部

位明显增厚），计算校正斑块面积＝（内弹力膜围绕面

积－管腔面积）/内弹力膜围绕面积×100％。

2.4 胸主动脉组织中NF-κB p65、Cav-1、eNOS蛋白表

达水平检测

采用蛋白质印迹法（Western blotting）检测各组小鼠

胸主动脉组织中NF-κB p65、Cav-1、eNOS等蛋白的表达

水平。取各组小鼠胸主动脉组织适量，研磨，以 3 000

r/min离心5 min后，弃去沉淀。取上清液至聚丙烯酰胺

凝胶中，恒压电泳（电压：90 V）3 h，转膜，用PBS清洗 4

次，每次 5 min，加入 5％BSA 封闭液适量，于 37 ℃下

封闭 1 h，分别加入NF-κB p65、Cav-1、eNOS一抗（均为

1 ∶ 1 000），于37 ℃下反应1 h，用TBST溶液清洗3次，每

次 5 min；加入二抗（1 ∶ 2 000），于 37 ℃下反应 1 h，用

TBST溶液清洗3次，每次5 min；以ECL显色后，置于凝

胶成像仪上成像，采用Bio-1D Express 1.0图像分析软件

检测蛋白条带灰度值，以目的蛋白与内参蛋白条带灰度

值的比值来表示其相对表达量。

2.5 统计学方法

采用SPSS 22.0软件对数据进行统计分析。计量资

料以 x±s表示，组间比较采用方差分析或 t检验。P＜

0.05为差异有统计学意义。

3 结果

3.1 调脾护心方对小鼠血脂水平的影响

与空白组比较，模型组小鼠血清TC、TG、LDL-C水

平均显著升高，HDL-C水平显著降低，差异均有统计学

意义（P＜0.01）；与模型组比较，辛伐他汀组和调脾护心

方低、高剂量组小鼠血清TC、TG、LDL-C水平均显著降

低，HDL-C水平均显著升高，差异均有统计学意义（P＜

0.05或P＜0.01），详见表1。

表 1 调脾护心方对小鼠血脂水平的影响（x±±s，n＝8，

mmol/L）

Tab 1 Effects of TPHXP on blood lipid levels of mice

（x±±s，n＝8，mmol/L）

组别
空白组
模型组
辛伐他汀组
调脾护心方低剂量组
调脾护心方高剂量组

TC

4.38±0.58

7.49±0.45＊

4.31±0.52##

6.41±0.73#

4.48±0.29##

TG

1.43±0.34

4.27±0.34＊

2.03±0.30##

3.46±0.25#

2.14±0.22##

LDL-C

3.21±0.22

6.81±0.99＊

3.42±0.61##

5.64±0.62#

3.94±0.58##

HDL-C

2.15±0.32

1.47±0.42＊

1.95±0.43##

1.96±0.29#

2.04±0.27##

注：与空白组比较：＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜0.01

Note：vs. blank group，＊P＜0.01；vs. model group，#P＜0.05，##P＜

0.01

3.2 调脾护心方对小鼠血清NO、IL-6、VCAM-1水平

的影响

与空白组比较，模型组小鼠血清NO水平显著降低，

IL-6、VCAM-1水平均显著升高，差异均有统计学意义

（P＜0.01）；与模型组比较，辛伐他汀组和调脾护心方

低、高剂量组小鼠血清NO水平均显著升高，辛伐他汀组

和调脾护心方高剂量组小鼠血清 IL-6、VCAM-1水平均

显著降低，差异均有统计学意义（P＜0.05或 P＜0.01），

而调脾护心方低剂量组小鼠血清 IL-6、VCAM-1水平与

模型组比较，差异均无统计学意义（P＞0.05），详见表2。

表 2 调脾护心方对小鼠血清NO、IL-6、VCAM-1水平

的影响（x±±s，n＝8）

Tab 2 Effects of TPHXP on the serum levels of NO，

IL-6 and VCAM-1 in mice（x±±s，n＝8）

组别
空白组
模型组
辛伐他汀组
调脾护心方低剂量组
调脾护心方高剂量组

NO，μmol/L

144.32±28.43

105.67±18.41＊

132.15±17.26##

113.63±15.24#

135.27±21.14##

IL-6，pg/mL

290.12±73.35

341.18±67.09＊

305.14±58.05##

329.16±53.07

302.13±49.03##

VCAM-1，mg/mL

310.32±63.29

372.16±54.28＊

322.15±51.26##

357.63±68.24

313.27±59.14##

注：与空白组比较：＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜0.01

Note：vs. blank group，＊P＜0.01；vs. model group，#P＜0.05，##P＜

0.01

3.3 调脾护心方对小鼠胸主动脉斑块面积的影响

与空白组比较，模型组小鼠胸主动脉斑块面积明显

增大，内膜明显增厚，且可见明显脂质沉积，校正斑块面

积显著增大，差异有统计学意义（P＜0.01）。与模型组

比较，辛伐他汀组和调脾护心方低、高剂量组小鼠胸主

动脉脂质沉积明显减少，校正斑块面积显著缩小，差异

均有统计学意义（P＜0.05或P＜0.01），详见图1、表3。
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表 3 调脾护心方对小鼠胸主动脉校正斑块面积及其

NF-κB p65、Cav-1、eNOS蛋白表达的影响（x±±s，

n＝8）

Tab 3 Effects of TPHXP on corrected plaque area of

thoracic aorta and the protein expression of

NF-κB p65，Cav-1 and eNOS in mice（x±± s，

n＝8）

组别
空白组
模型组
辛伐他汀组
调脾护心方低剂量组
调脾护心方高剂量组

校正斑块面积，％
25.44±5.58

43.38±8.32＊

28.91±5.61##

36.84±6.83#

27.76±4.63##

NF-κB p65，ng/mL

1.00±0.12

3.27±0.29＊

1.42±0.37##

2.65±0.36#

1.48±0.31##

Cav-1，ng/mL

0.12±0.05

0.18±0.09＊

0.14±0.05##

0.16±0.07#

0.12±0.03##

eNOS，ng/mL

0.64±0.13

0.31±0.17＊

0.57±0.12##

0.38±0.09#

0.51±0.15##

注：与空白组比较，＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜0.01

Note：vs. blank group，＊P＜0.01；vs. model group，#P＜0.05，##P＜

0.01

3.4 调脾护心方对小鼠胸主动脉组织中NF-κB p65、

Cav-1、eNOS蛋白表达的影响

与空白组比较，模型组小鼠胸主动脉组织中

NF-κB p65、Cav-1蛋白的相对表达量均显著升高，eNOS

蛋白的相对表达量显著降低，差异均有统计学意义（P＜

0.01）。与模型组比较，辛伐他汀组和调脾护心方低、高

剂量组小鼠胸主动脉组织中NF-κB p65、Cav-1蛋白的相

对表达量均显著下降，eNOS蛋白的相对表达量均显著

升高，差异均有统计学意义（P＜0.05或 P＜0.01），详见

图2、表3。

4 讨论
AS是指脂质在动脉血管壁上堆积，形成粥样硬化

斑块，从而使血管壁增厚、管腔变窄的一种慢性炎症改

变，容易导致心脑血管疾病的发生[12]。1999年，Ross R[3]

明确提出AS是一种炎症性疾病，炎症反应贯穿AS的全

过程。Cav-1是位于小窝上的标志蛋白，在细胞的信号

转导过程中起枢纽作用 [6]。Cav-1通过影响 eNOS 的活

性，来调控NO的合成，从而调节炎症信号的转导[7]。NO

是血管保护分子，可抑制NF-κB的活性，后者参与炎症

过程中黏附因子、炎症因子等的信号转导途径，可调控

VCAM-1、IL-6等的表达 [9，13]。黏附因子 VCAM-1在 AS

的形成中发挥关键作用，eNOS可直接下调内皮细胞中

VCAM-1的表达，从而减少 AS 斑块的形成 [14]。由此可

见，若NF-κB的活性被抑制，炎症反应也会随之减少，AS

的进程将得以延缓。

他汀类药物是防治 AS 性心脑血管疾病的主要药

物，可调节血脂水平，延缓AS进程，但长期使用可能会

导致肝损害及横纹肌溶解等不良反应的发生 [4，15]。其

中，辛伐他汀能调节血脂代谢紊乱，防治AS，是目前冠

心病二级预防的推荐药物之一[16]，故本研究将其作为阳

性对照药物。随着中医学对AS病因病机、证候分布特

征、治疗等认识的不断深入，中西医结合防治AS逐渐成

为临床关注的热点问题。临床研究表明，中医药在调节

血脂水平、缓解AS患者临床症状、改善其生活质量等方

面发挥着积极的作用[17]。AS属于中医学“痰浊”“血瘀”

范畴，由内外合邪而成，心、脾、肾功能虚损于内，外加饮

食不节、情志不舒，则气滞血瘀，脾虚津液不能输布，聚

而生痰[18]。国医大师邓铁涛教授基于“心脾相关”理论，

把握冠心病“脾虚生痰，因痰致瘀”的基本病机，创制了

调脾护心方，该方治疗心系疾病时重视脾胃，强调调脾

护心之法[9]。方中人参补气健脾，养心通脉；丹参清热除

烦，宁心安神，二者共为君药。半夏燥湿化痰，祛痰开

窍；橘红行气调脾，燥湿化痰，二者共同增强人参益气除

痰之效，均为臣药。藿香理气醒脾和胃，与补脾养心之

药合用，使得补而不滞；三七行气活血，祛瘀通脉，二者

图1 各组小鼠胸主动脉斑块的显微图（HE染色，×200）

Fig 1 Micrographs of thoracic aorta plaque in mice

of each group（HE Staining，×200）

A.空白组 B.模型组

C.辛伐他汀组 D.调脾护心方低剂量组

E.调脾护心方高剂量组

NF-κB p65

Cav-1

eNOS

GAPDH

空白组 模型组 调脾护心方
低剂量组

辛伐他汀组 调脾护心方
高剂量组

图 2 各组小鼠胸主动脉组织中 NF-κB p65、Cav-1、

eNOS蛋白表达的电泳图

Fig 2 Electrophoretic maps of protein expression of

NF-κB p65，Cav-1 and eNOS in thoracic aorta

of mice in each group
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共为佐药。诸药合用，共奏健脾补气、养心安神之功[9]。

同时现代药理研究证实，该方可调节脂质代谢、改善血

液流变、纠正自由基代谢紊乱，有助于提高AS患者的生

活质量[10]。曾有实验研究证实，调脾护心方可促进细胞

内胆固醇逆向转运，减少血管内AS斑块的形成，发挥抗

AS的作用[19]。为此，本研究以ApoE－/－小鼠为研究对

象，对该方抗AS的可能机制进行了初步探讨（综合考虑

前期实验结果[11]和现有成本，本研究暂未设立调脾护心

方中剂量组）。

本研究结果显示，与空白组比较，模型组小鼠血脂

（TC、TG、LDL-C）及炎症因子（IL-6、VCAM-1）水平均

显著升高，HDL-C、NO水平均显著降低，胸主动脉脂质

沉积明显，校正斑块面积显著增大，其组织中 NF-κB

p65、Cav-1蛋白表达水平均显著升高，eNOS表达水平显

著下降，差异均有统计学意义，提示小鼠具有明显的AS

症状及炎症反应，造模成功。而低、高剂量调脾护心方

可显著降低 AS 模型小鼠血清 TC、TG、LDL-C 水平，显

著升高HDL-C水平，差异均有统计学意义，提示其具有

血脂调节作用。此外，低、高剂量调脾护心方亦可缩小

胸主动脉斑块面积，上调 NO、eNOS 蛋白的表达，抑制

NF-κB p65、Cav-1蛋白的表达，降低其下游炎症因子

IL-6、VCAM-1的水平，差异均有统计学意义，提示其可

通过下调Cav-1的表达、提高 eNOS水平、增加NO的释

放来发挥对血管内皮功能的保护作用；同时，该方可阻

断 NF-κB 信号通路，减少其下游炎症因子（如 IL-6、

VCAM-1）的表达，抑制 AS 的炎症反应，减少斑块的形

成，进而抑制AS的发生和进展。

综上所述，调脾护心方可调节血脂水平、降低炎症

因子水平、抑制 AS 斑块形成，这种作用可能与其抑制

Cav-1/NF-κB通路有关。但其具体的信号转导通路及作

用靶点仍有待后续研究深入探讨。
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