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［摘要］ 探讨补阳还五汤苷类组分调节核因子 κB ( nuclear factor kappa-B，NF-κB) 信号通路对载脂蛋白 E－/－ ( apolipoprotein
E－ /－，ApoE－/－ ) 小鼠及 RAW264. 7 细胞炎症反应的影响。体内实验，采用高脂饲料连续喂养 ApoE－/－ 小鼠 12 周，建立动脉粥样

硬化动物模型，75 μg·mL－1氧化低密度脂蛋白( oxidized low-density lipoprotein，Ox-LDL) 孵育 RAW264. 7 细胞 24 h 建立动脉粥

样硬化细胞模型，利用全自动生化分析仪、苏木素-伊红( hematoxylin-eosin，HE) 染色、酶联免疫吸附测定( enzyme linked immu-
nosorbent assay，ELISA) 、Western blot 及 droplets digital PCR 方法，检测血脂水平、主动脉内膜厚度、炎症因子含量及 NF-κB 通

路相关蛋白及 mRNA 表达水平，评价动脉粥样硬化病变情况、药物抗动脉粥样硬化作用机制。结果表明，ApoE－/－ 小鼠高脂饲

料连续喂养 12 周后成功建立动脉粥样硬化模型。与对照组比较，模型组小鼠血浆中总胆固醇( total cholesterol，TC) 、甘油三

酯( triglyceride，TG) 、低密度脂蛋白胆固醇( low-density lipoprotein cholesterol，LDL-C) 含量显著升高，血管内膜增厚，炎症因子

肿瘤坏死因子-α( tumor necrosis factor-α，TNF-α) 、白细胞介素-6( interleukin-6，IL-6) 含量增加，NF-κB 及 IκBα 蛋白及 mRNA 表

达显著增加; 与模型组相比，补阳还五汤苷类组分高剂量组显著降低小鼠血浆中 TC、TG、LDL-C 含量，减轻斑块面积和厚度，

减少炎症因子 TNF-α 的含量，抑制 NF-κB、IκBα 蛋白及 mRNA 表达，且作用与补阳还五汤一致。体外实验，采用 75 μg·mL－1

Ox-LDL 刺激 RAW264. 7 细胞 24 h 成功建立泡沫细胞模型。与对照组相比，模型组细胞 NF-κB 的入核量、IκBα 蛋白及相关

mRNA 的表达增加; 与模型组比较，补阳还五汤苷类组分中、高剂量组减少 NF-κB 的入核量、IκBα 蛋白及相关 mRNA 的表达。

以上结果表明，苷类组分是补阳还五汤抗动脉粥样硬化的主要有效成分，可抑制 NF-κB 通路，减轻炎症反应，发挥母方补阳还

五汤同效的抗动脉粥样硬化炎症反应的作用。
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［Abstract］ This study aims to explore the effect of Buyang Huanwu Decoction glycosides on the inflammatory response of
apolipoprotein E－ /－( ApoE－/－ ) mice and RAW264. 7 cells through nuclear factor kappa-B ( NF-κB) signaling pathway． In the in vivo
experiment，ApoE－/－ mice were fed with high-fat diets for 12 weeks to induce the animal model of atherosclerosis，and 75 μg·mL－1

oxidized low-density lipoprotein ( Ox-LDL) incubated RAW264. 7 cells for 24 h to establish the atherosclerosis cell model． Automatic
biochemical analyzer，hematoxylin-eosin ( HE) staining，enzyme-linked immunosorbent assay ( ELISA) ，Western blot，and droplet
digital polymerase chain reaction ( PCR) were used to determine the blood lipid levels，aortic intimal thickness，inflammatory factor
content，NF-κB pathway-related proteins，and mRNA expression levels，and evaluate arterial atherosclerotic lesions and anti-
atherosclerotic mechanisms of the drug． The model of atherosclerosis was successfully established in ApoE－/－ mice after 12 weeks of
feeding with high-fat diets． In the model group，the plasma levels of total cholesterol ( TC) ，triglyceride ( TG) ，and low-density
lipoprotein cholesterol ( LDL-C) were increased ( P＜0. 01) ，the intima of the blood vessels was thickened，the levels of inflammatory
factors tumor necrosis factor-α ( TNF-α) and interleukin-6 ( IL-6) were increased，and the protein and mRNA expressions of NF-κB
and inhibitor of NF-κB ( IκBα) were significantly increased as compared with the control group． Compared with the model group，the
high-dose Buyang Huanwu Decoction glycoside group decreased the plasma levels of TC，TG，and LDL-C，reduced the plaque area and
thickness and the content of inflammatory factor TNF-α，and inhibited the protein and mRNA expressions of NF-κB and IκBα，with the
effect same as Buyang Huanwu Decoction． In the in vivo experiment，75 μg·mL－1 Ox-LDL stimulated RAW264. 7 cells for 24 h to
successfully establish a foam cell model． As compared with the control group，the nuclear amount of NF-κB and the protein and mRNA
expressions of IκBα in the model group increased． Compared with the model group，the middle-dose and high-dose Buyang Huanwu
Decoction glycoside groups decreased the nuclear amount of NF-κB and the protein and mRNA expressions of IκBα． The above results
show that the glycosides are the main effective substances of Buyang Huanwu Decoction against atherosclerosis，which inhibit the NF-κB
pathway and reduce the inflammatory response，thus playing the role against atherosclerotic inflammation same as Buyang Huanwu Decoction．
［Key words］ Buyang Huanwu Decoction; glycosides; atherosclerosis; inflammatory response; NF-κB signaling pathway
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心血管疾病( cardiovascular disease，CVD) 是中

国乃至全球致死 /致残的首要原因。长期不健康生

活方式和饮食习惯等引发的动脉粥样硬化型心血管

疾病( atherosclerosis CVD，ASVD) 是 CVD 的主要致

死类型 ( 占 61%) ［1］。动脉粥样硬化 ( atherosclero-
sis，AS) 作为 CVD 早期病理基础，以 CVD 治疗窗口

前移为切入点，针对 AS 的研究成为 CVD 防治的关

键。慢性炎症贯穿 AS 始终，与机体脂质代谢紊乱、
氧化应激反应、内皮损伤及功能障碍等多种生物进

程相互交协而共为病［2-3］。研究发现［4］，AS 始于血

管炎症，在损伤部位巨噬细胞吞噬氧化低密度脂蛋

白( oxidized low-density lipoprotein，Ox-LDL) 后释放

肿瘤坏死因子-α( tumor necrosis factor-α，TNF-α) 、白
细胞介素-6 ( interleukin-6，IL-6) 等炎症因子，巨噬

细胞发生泡沫化并激 活 核 因 子 κB ( nuclear factor
kappa-B，NF-κB) 信号通路，促进血管结构的二次损

伤，血管壁中形成脂质条纹，血管失去弹性，最终形

成 AS 斑块。
AS 炎症反应是血管结构和功能改变的主要病

理过程，目前尚无靶向 AS 炎症反应的药物获得临

床转化，因此寻求有效治疗 AS 的药物刻不容缓。
中药具 有 多 成 分、多 靶 点、多 途 径 的 药 物 效 应 特

点，在整体观念、辨证论治理论指导下，具有巨大

的药物开发潜能和临床转化价值。补阳还五汤是

益气活血经典方剂，具有降低斑块内巨噬细胞含

量、抑制泡沫细胞形成、抑制斑块中脂质蓄积及炎

性因子 分 泌、抑 制 炎 性 反 应、加 速 脂 质 代 谢 的 作

用［5-7］，临床疗效显著［8］。团队前期研究发现［9］，

补阳还五汤苷类组分抑制血管内膜增生，具有修

复内皮的作用，可能与调节血脂水平、改善局部微

环境有关，但补阳还五汤苷类组分抗炎的作用机

制尚不明确。
基于此，针对 CVD 前期 AS 炎症反应病理阶

段，结合前期实验研究，以 NF-κB 经典炎症通路为

导向，探讨补阳还五汤抗 AS 炎症反应的主要有效

物质，及补阳还五汤主要有效物质抗 AS 炎症反应

的药 理 作 用，为 防 治 CVD 的 发 生 发 展 提 供 实 验

依据。
1 材料

1. 1 动物 25 只 6 ～ 8 周龄 SPF 级雄性 ApoE－ /－ 小

鼠，体质量 18～22 g，购自北京维通利华实验动物有

限公司，动物合格证号 SCXK ( 京) 2016-0006。5 只

6～8 周龄 SPF 级雄性 C57BL /6J 小鼠，体质量 18 ～
22 g，购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司，动物
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合格证号 SCXK ( 湘 ) 2019-0004。20 只 5 ～ 6 周龄

SPF 级雄性 SD 大鼠，体质量 180 ～ 200 g，购自湖南

斯莱 克 景 达 实 验 动 物 有 限 公 司，动 物 合 格 证 号

SCXK( 湘) 2019-0004。
动物均饲养于湖南中医药大学 SPF 级实验动

物中心，昼夜交替各 12 h ( 6: 00 开灯) ，温度 ( 22±
2) ℃，湿度 50%±10%。动物实验经湖南中医药大

学实 验 动 物 伦 理 委 员 会 批 准 ( 伦 理 审 核 批 号

LL2019102503) 。
1. 2 细胞 小鼠单核巨噬细胞 RAW264. 7 购中国

科学院上海生命科学研究院细胞库 ( 目录号 SCSP-
5036) 。
1. 3 动物饲料 高脂饲料配方( 3%胆固醇，0. 5%
胆酸钠，2%丙基硫氧嘧啶，5%白糖，10%猪油，5%牛

奶，74. 5%普通饲料) 购于北京科奥协力饲料有限公

司，许可证号 SCXK( 京) 2019-0003。普通饲料购于

湖南 斯 莱 克 景 达 动 物 实 验 有 限 公 司，许 可 证 号

SCXK( 湘) 2020-0006。
1. 4 药物 补阳还五汤由黄芪 60 g、赤芍 9 g、川芎

6 g、当归 9 g、地龙 9 g、红花 9 g、桃仁 9 g 组成。购

自湖南中医药大学第一附属医院中药房，经湖南中

医药大学第一附属医院左亚杰教授鉴定。阿托伐他

汀片( 批号 H20133127，10 mg /片) 购自浙江乐普药

业股份有限公司。
1. 5 试剂 HE 染色试剂盒( 批号 BL700B) 购自上

海白鲨生物科技有限公司; TNF-α、IL-6 ELISA 试剂

盒( 批号 E-EL-M0049c、E-EL-M0044c) 购自武汉伊

莱瑞特生物科技股份有限公司; DMEM 高糖培养

基、特级胎牛血清( 批号 PM150210、164210-500) 购

自武汉 普 诺 赛 生 命 科 技 有 限 公 司; Ox-LDL ( 批 号

YB-002) 购自广州奕源生物科技有限公司; NF-κB
p65 抗体、IκBα 抗体 ( 批号 ab32536、ab32518) 购自

英国 Abcam 公司; p-NF-κB p65 抗体( 批号 93H1) 购

自美国 CST 公司; β-actin 抗体( 批号 02536-1-AP) 购

自武汉三鹰生物技术有限公司; RNA 提取试剂盒

( 批号 DP419) 购自北京天根生化科技有限公司; 逆

转录试剂盒( 批号 E047) 购自上海近岸科技有限公

司; 微滴生成油、微滴读取油、2×Target Super Mix for
Probes( 批号分别为 1863005、1863004、1863010) 购

自美国 Bio-Rad 公司。
1. 6 仪器 CO2 培养箱 ( 德国 Heraeus 公司，型号

BB15) ; 超净工作台( 苏州苏净仪器自控设备有限公

司，型号 SW-CJ-1FD) ; 多功能酶标仪( 美国 Bio-Tek
公司，型号 Cytation3) ; 凝胶成像系统、Mini-PROTE-
AN Tetra 电泳槽、Mini Trans-Blot 转印槽、液滴生成

仪+数字 PCR 仪+数字 PCR 读取系统( 美国 Bio-Rad
公司，型 号 分 别 为 Chemi DocTM XRS +、1658001、
1703939、QX200) 。
2 方法

2. 1 补阳还五汤制备及苷类组分提取 参考课题

组前期方法［10］，取原方药材浸泡 30 min 后煎煮 2
次，煎煮时间分别为 2、1. 5 h，合并 2 次滤液，浓缩成

补阳还五汤浸膏( 21. 32 g /付) ; 补阳还五汤浸膏经

大孔树脂方法提取苷类组分浸膏( 1. 286 6 g /付) 。
2. 2 含药血清制备 参考课题组前期方法［10］，按

体表面积换算，药物组以人 10 倍量灌胃相应药物，

对照组灌胃等体积生理盐水，2 次 /d，连续 7 次。末

次给药 2 h 后，麻醉腹主动脉取血，脱颈椎处死。离

心取上层血清，56 ℃ 灭活，过滤分装，－80 ℃ 保存。
2. 3 动物分组及处理 采用 ApoE－ /－ 基因敲除小

鼠，适应性喂养后予以高脂饲料连续喂养 12 周，建

立动脉粥样硬化动物模型［11］。将 C57BL /6J 小鼠为

对照 组，普 通 饲 料 喂 养。将 模 型 制 备 成 功 后 的

ApoE－ /－基因敲除小鼠，采用随机数表法随机分成模

型组、补阳还五汤组、补阳还五汤苷类组分高剂量

组、补阳还五汤苷类组分低剂量组、阿托伐他汀组，

每组各 5 只。随机分组后 ( 即 13 周后) ，各组小鼠

均予以普通饲料喂养，同时予以药物干预。各组药

物溶于 0. 9%氯化钠溶液中，配制成药液备存，连续

4 周予以等体积( 0. 01 mL·g－1·d－1 ) 药液灌胃，具体

给药剂量见表 1。

表 1 动物分组及药物干预

Table 1 Animal grouping and drug intervention

分组 剂量 / g·kg－1·d－1

对照 －
模型 －
补阳还五汤 2. 772
补阳还五汤苷类组分高剂量 0. 167
补阳还五汤苷类组分低剂量 0. 084
阿托伐他汀 0. 012

2. 4 细胞分组及处理 参考课题组前期方法［10］，

75 μg·mL－1 Ox-LDL 刺激 RAW264. 7 细胞 24 h 为

建立动脉粥样硬化泡沫细胞模型。设置对照组、
402
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模型组、补阳还五汤组、补阳还五汤苷类组分高剂

量组、补阳还五汤苷类组分中剂量组、补阳还五汤

苷类组分低剂量组及阿托伐他汀组，具体分组及

给药见表 2。

表 2 细胞分组及药物干预

Table 2 Cell grouping and drug intervention

分组 药物干预

对照 10%空白血清预处理 3 h，0 μg·mL－1Ox-LDL 干预 24 h

模型 10%空白血清预处理 3 h，75 μg·mL－1Ox-LDL 干预 24 h

补阳还五汤 10%补阳还五汤血清预处理 3 h，75 μg·mL－1Ox-LDL 干预 24 h

补阳还五汤苷类组分高剂量 10%补阳还五汤苷类组分血清预处理 3 h，75 μg·mL－1Ox-LDL 干预 24 h

补阳还五汤苷类组分中剂量 5%空白血清+5%补阳还五汤苷类组分血清预处理 3 h，75 μg·mL－1Ox-LDL 干预 24 h

补阳还五汤苷类组分低剂量 7. 5%空白血清+2. 5%补阳还五汤苷类组分血清预处理 3 h，75 μg·mL－1Ox-LDL 干预 24 h

阿托伐他汀 10%阿托伐他汀血清预处理 3 h，75 μg·mL－1Ox-LDL 干预 24 h

2. 5 标本采集 用 2%戊巴比妥钠腹腔注射麻醉

小鼠。在充分麻醉后，沿腹中线开腹使腹主动脉充

分暴露，用 EDTA-K2 抗凝管腹主动脉采血，4 ℃ 静

置 2 h 后，3 000 r·min－1，离心 15 min，上层即为血

浆，－80 ℃ 保存备用。取血后脱颈椎处死，沿胸中

线开胸，使心脏、胸主动脉充分暴露，用 0. 9%氯化

钠溶液从心尖处进行灌注，将主动脉从主动脉根部

至髂总动脉分支处完整剥离，主动脉弓部浸泡于

4%多聚甲醛中固定，余下部分－80 ℃保存备用。
2. 6 小鼠血脂水平检测 用全自动生化分析仪检

测小鼠血浆中总胆固醇( total cholesterol，TC) 、甘油

三酯( triglyceride，TG) 、低密度脂蛋白胆固醇( low-
density lipoprotein cholesterol，LDL-C ) 、高密度脂蛋

白胆固醇( HDL-C) 含量。
2. 7 HE 染色评价小鼠主动脉病变情况 小鼠主

动脉弓部经石蜡包埋，切片，脱腊至水后进行 HE 染

色: 苏木素 4 min，洗 15 s，酸性乙醇 5 s，流水返蓝 5
min，伊红 2 min，洗 15 s，梯度乙醇脱水，二甲苯浸泡

2 次，4 min /次。封片，显微镜采集图片。用显微图

像分析软件( Image Pro Plus 6. 0) 测量小鼠主动脉内

外弹力膜和管腔的内膜面积及其周长。参考课题组

以往方法计算［12］，内膜面积( intimal area，IA) = 内弹

力膜的膜内面积－管腔面积; 中膜面积( media area，

MA) = 外弹力膜内膜面积－内弹力膜膜内膜面积; 内

膜厚度( intima thickness，IT) = ( 内弹力膜周长－管

腔周 长 ) /2π; 中 膜 厚 度 ( media thickness，MT ) =
( 外弹力膜周长－内弹力膜周长) /2π; 内膜增生率

( hyperplasia rate of intimal area，HRIA) = IA / ( IA+
MA) ×100%; 内膜厚度增生率( hyperplasia rate of in-

timal thickness，HRIT) = IT / ( IT+MT) ×100%。
2. 8 ELISA 检测小鼠血浆中 TNF-α、IL-6 表达 按

ELISA 试剂盒说明书测定小鼠血浆中 TNF-α 和 IL-6
水平。
2. 9 Western blot 检测小鼠主动脉及 RAW264. 7 细

胞中 NF-κB 通路相关蛋白表达 小 鼠 主 动 脉 及

RAW264. 7 细胞用含蛋白酶抑制剂及磷酸酶抑制剂

的 RIPA 匀浆提取蛋白。BCA 法测蛋白浓度。变性

后的蛋白样本经电泳，转至 PVDF 膜，加入 5%牛奶

或牛血清白蛋白室温封闭 90 min，分别加入 β-actin
( 1 ∶8 000) 、NF-κB p65( 1 ∶5 000) 、IκBα( 1 ∶10 000)

和 p-NF-κB p65( 1 ∶1 000) 4 ℃孵育过夜; 二抗 37 ℃
孵育 60 min; 采用 ECL 高效化学发光试剂盒显影，

并用 Image Lab 4. 0 软件进行定量分析。由于 NF-
κB 入核后才能启动下游炎症因子的表达，因此参考

课题组前期评价 NF-κB 活化情况方法［13］，NF-κB 活

化率=胞核相对表达量 / ( 胞核相对表达量+胞质相

对表达量) 。其他目的蛋白的表达情况均以 β-actin
为内参。
2. 10 droplets digital PCR 检 测 小 鼠 主 动 脉 及

RAW264. 7 细胞中 NF-κB 通路相关蛋白 mRNA 表

达 按 照 试 剂 盒 说 明 书 提 取 小 鼠 主 动 脉 及

RAW264. 7 细胞总 RNA 并合成 cDNA，进行 PCR 扩

增。droplets digital PCR 在 QX200 droplets digital
PCR 系 统 上 进 行。反 应 混 合 物 含 有 10 μL 2 ×
ddPCR SupeMix for Probes、2 μL cDNA Temple、900
nmol·L－1 PCR 引物和 250 nmol·L－1PCR 探针，最终

体积为 20 μL。在液滴发生器制备液滴，15 000 液

滴 /样本。PCR 的热循环条件如下: 在 95 ℃ 预变性
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1 min，然后进行 3 步 40 个循环。每个循环由 95 ℃
变性 20 s、58 ℃ 退火 20 s 和 72 ℃ 延伸 30 s 组成。
然后 12 ℃ 保温。在 QX200 Droplet Reader 上单独

检测液滴，自动对数据进行计算，给出每个反应和每

微升的反应液中目的基因的拷贝数。引物和探针由

Sangon Biotech 设计和合成，见表 3。

表 3 droplets digital PCR 引物及探针序列

Table 3 Droplets digital PCR primers and probe sequences

目的基因 引物序列( 5'-3')

NF-κB 上游引物: CCAGCTTCCGTGTTTGTTCA
下游引物: TCAGGGTAGTAGAGAAAGGGTTTCG
探针: 6FAM-CAGACCTGGAAACTAGTG-MGB

IκBα 上游引物: GCTGTCATCCACAAAGATGCA
下游引物: CACGTAGGCTCCGGTTTATTG
探针: 6FAM-CTCAGGGATGCCGGAG-MGB

2. 11 统计学分析 所有统计分析均使用 SPSS
23. 0 软件进行，计量资料以 �x±s 表示，组间比较若

符合正态性且方差齐性时，采用单因素方差分析

LSD 法进行两两比较; 方差不齐时，采用 Tamhane' s
T2 法 进 行 两 两 比 较; 若 不 符 合 正 态 性 时，采 用

Kruskal-Wallis 秩和检验。
3 结果

3. 1 补阳还五汤及苷类组分对小鼠血脂水平的影

响 小 鼠 血 浆 中 血 脂 相 关 指 标 TG、TC、HDL-C、
LDL-C 检测结果见表 4。模型组小鼠血浆中 TG、
TC、LDL-C 含量均明显高于对照组小鼠( P＜0. 01) ，

药物干预后可降低模型组小鼠血脂水平; 补阳还五

汤苷类组分高剂量组可显著降低 TC、TG、LDL-C 含

量( P＜0. 01) ，其中降低 TC 和 LDL-C 作用与补阳还

五汤组相当，差异无统计学意义。

表 4 小鼠血浆中 TG、TC、HDL-C、LDL-C 含量( �x±s，n= 5)

Table 4 Contents of TG，TC，HDL-C and LDL-C in the plasma of mice ( �x±s，n= 5) mmol·L－1

分组 TG TC HDL-C LDL-C

对照 0. 86±0. 06 2. 10±0. 05 1. 06±0. 08 0. 41±0. 05

模型 2. 30±0. 261) 9. 82±1. 921) 0. 89±0. 041) 6. 03±0. 451)

补阳还五汤 1. 12±0. 082) 6. 09±0. 302) 0. 83±0. 10 3. 60±0. 512)

补阳还五汤苷类组分高剂量 1. 41±0. 182，3) 7. 13±0. 242) 1. 20±0. 152，3) 3. 92±0. 752)

补阳还五汤苷类组分低剂量 1. 70±0. 042，3) 7. 03±0. 522) 1. 16±0. 082，3) 4. 17±0. 662)

阿托伐他汀 1. 50±0. 082) 5. 57±0. 422) 0. 79±0. 04 2. 70±0. 152)

注: 与对照组比较1) P＜0. 01; 与模型组比较2) P＜0. 01; 与补阳还五汤比较3) P＜0. 01( 表 5 同) 。

3. 2 补阳还五汤及苷类组分对小鼠主动脉病变的

影响 小鼠主动脉 HE 染色观察主动脉病变情况，

见图 1、表 5。对照组小鼠主动脉内膜完整，中层平

滑肌细胞排列整齐，内膜下未见泡沫细胞; 模型组小

鼠主动脉内膜增厚，平滑肌细胞增殖且排列紊乱，内

皮下脂质沉积可见大量泡沫细胞; 药物干预后减轻

模型组小鼠主动脉内膜厚度，泡沫细胞数量及脂质

沉积情况; 补阳还五汤苷类组分高剂量组可显著降

低模型组小鼠主动脉的 IA、IT、HRIA 和 HRIT ( P＜
0. 01) ，且在减轻 IA 和 IT 方面效果与补阳还五汤组

相当，差 异 无 统 计 学 意 义; 高 脂 饲 料 喂 养 导 致

ApoE－ /－基因敲除小鼠血脂紊乱，主动脉内膜明显增

厚，斑块沉积，动脉粥样硬化病变发生，提示动脉粥

样硬化动物模型构建成功。

图 1 小鼠主动脉 HE 染色( ×40)

Fig．1 HE staining of the aorta of mice ( ×40)
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表 5 小鼠主动脉 IA、IT、HRIA 及 HRIT( �x±s，n= 5)

Table 5 IA，IT，HRIA and HRIT in the aorta of mice ( �x±s，n= 5)

分组 IA /μm2 IT /μm HRIA /% HRIT /%
对照 0 0 0 0
模型 44 567. 20±26 429. 741) 42. 46±19. 541) 46. 37±12. 021) 49. 12±11. 591)

补阳还五汤 10 389. 80±12 803. 802) 7. 65±8. 222) 11. 53±6. 892) 12. 37±7. 472)

补阳还五汤苷类组分高剂量 3 400. 40±3 421. 432) 8. 22±5. 562) 20. 21±4. 762) 22. 19±6. 082)

补阳还五汤苷类组分低剂量 15 927. 60±13 160. 692) 18. 32±6. 222) 28. 17±10. 112，3) 30. 65±10. 202，3)

阿托伐他汀 6 226. 00±4 487. 392) 5. 91±3. 922) 7. 87±4. 772) 8. 81±4. 902)

注: IA．内膜面积; IT．内膜厚度; HRIA．内膜增生率; HRIT．内膜厚度增生率。

3. 3 补阳还五汤及苷类组分对小鼠血浆中炎症因

子 TNF-α、IL-6 的影响 通过 ELISA 法检测小鼠血

浆中炎症因子 TNF-α 与 IL-6 表达情况，见图 2。与

对照组相比，模型组血浆中炎症因子 TNF-α、IL-6 含

量明显增加( P＜0. 01) ; 补阳还五汤及补阳还五汤苷

类组分高剂量组均能抑制炎症因子 TNF-α、IL-6 的

表达( P＜0. 01) 。

与对照组比较＊＊P＜0. 01; 与模型组比较#P＜0. 05，##P＜0. 01; 与补阳

还五汤比较 @P＜0. 05，@ @P＜0. 01( 图 3～5 同) 。
图 2 小鼠血浆中炎症因子 TNF-α、IL-6 含量( �x±s，n= 5)
Fig．2 Contents of inflammatory factors TNF-α and IL-6 in the
plasma of mice ( �x±s，n= 5)

3. 4 补阳还五汤及苷类组分对小鼠主动脉 NF-κB
通路相关基因 mRNA 的影响 通过 droplets digital
PCR 法检测小鼠主动脉 NF-κB 相关通路蛋白 mR-
NA 表达情况，见图 3。与对照组相比，模型组主动

脉 NF-κB 及 IκBα mRNA 表达明显增加( P＜0. 01) ;

补阳还五汤苷类组分高剂量组能抑制主动脉 NF-κB
及 IκBα mRNA 表达( P＜0. 01) ，且作用与补阳还五

汤一致，差异无统计学意义。
3. 5 补阳还五汤及苷类组分对小鼠主动脉 NF-κB
通路相关蛋白的影响 通过 Western blot 法检测小

鼠主动脉 NF-κB 通路相关蛋白表达情况，见图 4。
与对照组相比，模型组主动脉 NF-κB 及 IκBα 蛋白

表达明显增加( P＜0. 01) ; 补阳还五汤苷类组分高剂

量组能抑制主动脉 NF-κB 及 IκBα 蛋白表达 ( P＜
0. 01) ，且在抑制 NF-κB 及 IκBα 蛋白表达作用与补

阳还五汤组一致，差异无统计学意义。
3. 6 补阳还五汤及苷类组分对 RAW264. 7 细胞

NF-κB 通路相关基因 mRNA 的影响 通过 droplets
digital PCR 法检测 RAW264. 7 细胞 NF-κB 相关通

图 3 小鼠主动脉 NF-κB 通路相关基因 mRNA 表达( �x±s，n= 3)

Fig．3 mRNA expression of NF-κB pathway-related genes in the aorta of mice ( �x±s，n= 3)
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图 4 小鼠主动脉 NF-κB 通路相关蛋白表达( �x±s，n= 3)

Fig．4 Expression of NF-κB pathway-related proteins in the aorta of mice ( �x±s，n= 3)

路蛋白 mRNA 表达情况，见图 5。与对照组相比，模

型组 NF-κB 及 IκBα mRNA 表 达 明 显 增 加 ( P＜
0. 01) ; 补 阳 还 五 汤 苷 类 组 分 中 剂 量 组 能 抑 制

RAW264. 7 细胞 NF-κB 及 IκBα 蛋 白 mRNA 表 达

( P＜0. 01) ，且在抑制 IκBα 蛋白表达作用与补阳还

五汤组一致，差异无统计学意义。

图 5 RAW264. 7 细胞 NF-κB 通路相关基因 mRNA 表达( �x±s，n= 3)

Fig．5 mRNA expression of NF-κB pathway-related genes in RAW264. 7 cell ( �x±s，n= 3)

3. 7 补阳还五汤及苷类组分对 RAW264. 7 细胞

NF-κB 通路相关蛋白的影响 参考课题组前期实验

结果［10］，75 μg·mL－1 Ox-LDL 刺激 RAW264. 7 细胞

24 h，细胞体积增大，多呈圆形，细胞内胆固醇含量

增加，培养上清中炎症因子含量增多。通过 Western
blot 法检测 RAW264. 7 细胞 NF-κB 通路相关蛋白表

达情况，见图 6。与对照组相比，模型组 NF-κB 入核

量明显升高、IκBα 蛋白表达明显增加( P＜0. 01) ; 补

阳还五汤苷类组分高剂量组、中剂量组均能抑制

NF-κB 入核及 IκBα 蛋白表达( P＜0. 01) ，且与补阳

还五汤组作用相当，差异无统计学意义。
4 讨论

AS 是由长期不合理饮食结构、生活方式及某些

疾病等危险因素导致局部血管缺血，出现责任器官

缺血症状的一种临床常见病理基础。AS 的起始及

进展是由血管内皮损伤、炎症反应、脂质浸润、血小

板聚集及平滑肌细胞克隆等作用综合交互产生。
AS 起始期，局部血流紊乱致内皮损伤及其功能障

碍，进而 LDL-C 在血管内皮沉积，脂质浸润后激发

炎症反应; 进展期，巨噬细胞、平滑肌细胞及 T 细胞

可能增殖、迁移及程序性坏死，导致 AS 斑块形成及

坏死。因此，针对 AS 的早期防治当以炎症反应和

脂质浸润为要。
AS 归属于中医“眩晕”“胸痹”“真心痛”等范

畴，因先天禀赋、饮食、情志等因素，以气血阴阳亏虚

为本，痰、瘀、气滞、热毒、寒凝等病理实邪为标，机体
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图 6 RAW264. 7 细胞 NF-κB 通路相关蛋白表达( �x±s，n= 3)

Fig．6 Expression of NF-κB pathway-related proteins in RAW264. 7 cell ( �x±s，n= 3)

本虚，邪气内生，虚实错杂，脉络阻滞，胶着脉管，聚

块不散，久病脉阻，络毛瘀塞，脉络臃癥，气血不通，

脏腑无养，虚者更虚，实者更甚，以正反馈形式促进

AS 进程。气为血之帅，气行则血行，气血本虚则脉

中血行无力，痰浊、瘀血内生，阻滞脉络，发为 AS，气

虚者，夹瘀、夹痰者多，气虚血瘀为 AS 主要病机，故

益气则血助，血行于脉中而得力助，瘀滞通畅，脏腑

荣充，本虚补养，循环以解，益气活血为 AS 气虚血

瘀证主要治法。补阳还五汤出自《医林改错》，具有

益气活血功效，常用于治疗气虚血瘀型疾病［14］。课

题组多年来延续性开展中西医结合防治心脑血管疾

病的工作，综合同行研究得出补阳还五汤具有抗脑

缺血、促进神经再生，保护血管、抗内膜增生、抑制血

管平滑肌细胞增殖等多种药理作用［15-17］，且其苷类

组分具有抑制球囊损伤后血管平滑肌细胞增殖，抗

动脉血 栓 形 成 和 减 轻 动 脉 内 膜 增 厚 的 母 方 同 效

性［12］。基于此，本研究为深入研究补阳还五汤及其

苷类组分抗 AS 炎症反应的机制，以经典炎症相关

NF-κB 信号通路为落脚点，从体内、体外实验全面研

究补阳还五汤及其苷类组分干预后 ApoE－ /－ 小鼠与

巨噬细胞血脂及炎症反应情况，为中医药早期防治

AS 提供坚实的实验基础。
ApoE 是一种分泌蛋白，参与脂质调节，ApoE 缺

失，易发高胆固醇症、AS 等疾病。ApoE－ /－基因敲除

小鼠最常用于建立 AS 模型。因此，本研究采用高

脂饲料连续喂养 ApoE－ /－ 基因敲除小鼠 12 周构建

AS 动物模型，发现 AS 小鼠血脂紊乱，以 TC、TG、
LDL-C 含量显著升高，HDL-C 含量显著降低为主，

同时大中动脉中出现明显的粥样斑块，而补阳还五

汤及其苷类组分干预后可减轻此病理变化。
炎症是 AS 斑块形成、斑块破裂及动脉血栓形

成的关键［18］。为进一步明确补阳还五汤及其苷类

组分抗 AS 的药理机制，本研究采用 ELISA 检测炎

症因子的表达，发现补阳还五汤及其苷类组分能有

效抑 制 血 浆 中 炎 症 因 子 TNF-α、IL-6 的 表 达 ( P＜
0. 01) 。NF-κB 信号通路的激活被广泛认为是炎症

反应的关键通路，为进一步探讨补阳还五汤及其苷

类组分抗 AS 的药理作用的分子机制，采用 Western
blot 和 droplets digital PCR 法检测 NF-κB 信号通路

相关蛋白、mRNA 的表达，发现补阳还五汤及其苷类

组分有效抑制 AS 小鼠 NF-κB、IκBα 蛋白及其 mR-
NA 的表达( P＜0. 01) ，提示补阳还五汤及其苷类组

分可抑制 NF-κB 信号通路，减轻炎症反应，发挥抗

AS 的作用。
巨噬细胞泡沫化是在 AS 发生发展的起始病理

阶段［5］，本部分采用 Ox-LDL 诱导巨噬细胞泡沫化。
NF-κB 信号通路是经典的炎症信号通路，受多种细

胞因子调控，包括炎症因子 TNF-α、IL-6 等。静息状

态下，NF-κB 与 IκBα 以二聚体失活状态存在于细胞

核中，细胞因子等信号分子刺激，IκBα 与 NF-κB 解

离，后者迅速移位至细胞核，启动靶基因的转录，完

成信号转导。Western blot 结果表明，含苷血清可以

抑制 Ox-LDL 介导的 NF-κB 入核及 IκBα 蛋白表达

( P＜0. 01) ，提示苷类组分通过抑制 NF-κB 通路的

激活发挥抗 AS 的作用。体外实验 droplets digital
PCR 结果与体内实验部分相互佐证，苷类组分抑制

NF-κB 信 号 通 路 相 关 蛋 白 mRNA 的 表 达 ( P＜
0. 01) ，且作用与补阳还五汤相当。
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在本研究中，高脂饲料喂养 ApoE－ /－基因敲除小

鼠建立 AS 动物模型、Ox-LDL 干预巨噬细胞建立 AS
细胞模型后，小鼠血浆中、主动脉上及细胞培养上清

中，炎症因子 TNF-α、IL-6 表达增加，通过 NF-κB 入

核分别激活 NF-κB 信号通路。补阳还五汤及其苷

类组分能够抑制在这 2 条通路的激活，减轻炎症反

应，起到抗 AS 的作用。
综上所述，适宜剂量的苷类组分在减轻炎症反

应方面与补阳还五汤作用相当，可代表母方抑制

NF-κB 信号通路，发挥 AS 的作用，提示苷类组分有

望成为 AS 的有效药物。
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