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加味二陈汤对 ApoE - / - 小鼠炎症标志物 IL鄄6 和
TNF鄄琢 的调节作用

谢雪姣1,李亚梅,徐摇 佳,廖端芳*,吴若霞,尹栋梁,陈聪伶

(湖南中医药大学仲景学说教研室,湖南 长沙 410208))

摘摇 要:摇 目的摇 研究加味二陈汤对 ApoE - / - 小鼠血清、主动脉壁及瓣膜的 IL鄄6、TNF鄄琢 表达的影响。 摇 方法

40 只 ApoE - / - 小鼠中 10 只为空白对照组,30 只以高脂饲喂养 4 周构建动脉粥样硬化(As)小鼠模型,均分成模型

组、辛伐他汀组、加味二陈汤组,分别用生理盐水、辛伐他汀及加味二陈汤对小鼠灌胃给药,8 周后处死小鼠,Elisa
法检测血清中 IL鄄6、TNF鄄琢 的含量;免疫组化法检测 IL鄄6、TNF鄄琢 在主动脉壁及瓣膜的表达。 摇 结果摇 辛伐他汀组

血清 IL鄄6 和 TNF鄄琢 分别为 392. 06 依 37. 70 pg / mL、189. 1 依 50. 4 pg / mL,与模型组相比表达下降(P < 0. 05);加味二

陈汤组血清 IL鄄6、TNF鄄琢 分别为 442. 41 依 172. 26 pg / mL、47. 2 依 13. 3 pg / mL,与模型组相比表达下降(P < 0. 05),与
辛伐他汀组相比,表达下降(P < 0. 05);免疫组化结果显示加味二陈汤可降低 IL鄄6、TNF鄄琢 在主动脉壁内的表达。
结论摇 加味二陈汤可降低血清和主动脉壁及瓣膜的 IL鄄6、TNF鄄琢 的表达。
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The Effects of Modified “Erchen Decoction冶on the Expression of
Inflammatory Marker IL鄄6,TNF鄄琢 on ApoE - / - Mice

XIE Xuejiao,LI Yamei,XU Jia,et al
(Hunan University of Chinese Medicine,Changsha,Hunan 410208,China)

Abstract:摇 Objective摇 This study was to investigate the effects of Modified Erchen Decoction on the expression of IL鄄
6,TNF鄄琢 in the aortic wall and serum of ApoE - / - mice,in order to confirm the effect on the regulation of inflammatory factors
in atherosclerosis. 摇 Methods摇 ApoE - / - mice of the control group (n =10) were fed with normal diet,the others (n = 30)
were fed with a high鄄cholesterol diet in 4 weeks to induce atherosclerosis mode,and then were divided into the model group
(n =10),the Modified Erchen Decoction group (n =10) and the simvastatin group (n =10). The two treatment groups were
given Modified Erchen Decoction and simvastatin by gavage respectively. The expression of IL鄄6 and TNF鄄琢 was measured by
ELISA kit after treated with the drugs for 8 weeks continuously. 摇 Results 摇 IL鄄6 and TNF鄄琢 in serum were 392. 06 依
37. 70 pg / mL and 189. 1 依50. 4 pg / mL in the simvastatin group and were 47. 2 依 13. 3 pg / mL and 442. 41 依 172. 26 pg / mL
in the Modified Erchen Decoction group respectively. They were decreased by the two drugs,and significant difference was
found between each treatment group and the control group. The expression of IL鄄6 and TNF鄄琢 were decreased by the two
drugs,which were confirmed by the histopathology. 摇 Conclusion摇 Modified Erchen Decoction can inhibit the expression of
IL鄄6 and TNF鄄琢 effectively in the ApoE - / - mice,which indicates that Chinese formula may reduce atherosclerosis progress.

Key words:摇 Modified Erchen Decoction;摇 atherosclerosis;摇 TNF鄄琢;摇 IL鄄6

摇 摇 动脉粥样硬化(atherosc1erosis,As)是严重危害

人类健康的常见疾病之一,是冠心病、脑血管病和血

栓栓塞性疾病等缺血性心脑血管病的主要病理基

础[1],2010 年全球死于缺血性心脏病和中风的人数

约为 1. 29 亿人,且每 4 个死者中就有 1 个死于心血
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管疾病[2]。 而我国每年在心血管疾病方面所花费

的医疗费用及劳动力损失总约 2000 亿元[3]。 他汀

类药物的问世及心脏塔桥手术给冠心病患者带来了

福音,但却有着不可避免的弊端,中医药在改善冠心

病患者症状及提高生存率方面发挥着重要的作用。
已有研究表明二陈汤可显著降低血中胆固醇、甘油

三脂以及低密度脂蛋白的含量[4],而本文研究亦表

明加味二陈汤可显著降低小鼠血清中血清总胆固醇

(TCHOL)、低密度脂蛋白胆固醇( low density lipo鄄
protein cholesterol,LDL鄄C)水平(P < 0. 01),但加味

二陈汤对冠状动脉粥样硬化性心脏病“前炎症细胞

因子冶IL鄄6 及 TNF鄄琢 表达的影响尚未见报道。

1摇 材料与方法

1,1摇 实验动物摇 摇 7 ~ 8 周龄雄性 ApoE 基因敲除

小鼠 44 只,品系为 C57BL / 6J,体重 19 ~ 21 g,来自

北京大学医学部实验动物中心由美国 Jackson 实验

室引进、繁育[ SCXK(京):2011鄄0012] [5]。 实验操

作在湖南中医药大学 SPF 级动物中心进行揖SYXK
(湘):2013鄄0005铱。 实验过程中按照实验动物 3R
原则给予人道关怀。
1. 1. 2摇 受试药物 摇 加味二陈汤由茯苓 15 g、陈皮

10 g、法半夏 10 g、甘草 6 g、荷叶 10 g、山楂 15 g、刺
五加 10 g 由湖南中医药大学中药鉴定教研室主任

刘塔斯教授鉴定,加水煎煮 30 min 后趁热过滤,浓
缩至生药 0. 5 g 生药 / mL,制得煎液。 高脂饲料由湖

南中医药大学实验动物中心加工制作,配方为猪油

5% 、胆固醇 1% 、普通饲料 94% 。 小鼠用垫料由湖

南斯莱克景达实验动物有限公司提供。
1. 1. 3摇 主要试剂 摇 Mouse IL鄄6 ELISA 试剂盒(RD
公司,产品编号 EIA05846),Mouse TNF鄄琢 ELISA 试

剂盒 ( RD 公司,产品编号 EIA05897),O·C·T
compound Tissue鄄Tek ( SaKura Finetek USA, order
number 4583),羊抗兔辣根过氧化物酶标记二抗

(PV鄄6001, 北 京 中 杉 金 桥 ), 兔 源 TNF鄄琢 抗 体

(ab9739,abcam 公司),兔源 IL鄄6 抗体( ab6672,ab鄄
cam 公司),DAB 试剂盒(753223A,北京中杉金桥),
其他试剂均为国产分析纯。
1. 1. 4摇 主要仪器 摇 LEICA DM LB2 型双目显微镜

(德国 LEICA 公司),Motic B5 型显微摄像系统(麦
克奥迪实业集团公司),ELISA 检测仪器(基因有限

公司,型号 biotek鄄ELX800 )。

1. 2摇 实验方法

1. 2. 1 动物模型的建立及给药摇 44 只 ApoE - / - 小鼠

先给与适应性喂养 1 周,后随机抽取小鼠 10 只,作
为空白对照组(n = 10),给与普通饲料喂养;30 只给

与高脂饲料(含 5% 的猪油、1% 的胆固醇)喂养,自
由饮水,进行造模;余下 4 只为造模检验小鼠,分别

与两组予相同喂养(各 2 只)。 喂养 4 周后,将造模

检验小鼠(类空白对照组 2 只,类模型组 2 只),检
测小鼠血脂水平、对小鼠心脏主动脉及主动脉瓣行

油红 O 染色,综合分析用于检验 AS 模型是否已制

备成功。 再将造模组小鼠按小鼠体重采用随机分组

方法将动物分为 3 组,模型组、加味二陈汤组、辛伐

他汀组各 10 只。
模型组小鼠与空白对照组均给予生理盐水灌

胃,灌胃量与后面用药组相同,灌胃体积均为每天

20 mL / kg。 辛伐他汀组小鼠给予辛伐他汀每天

3 mg / kg[5]灌胃,加味二陈汤组小鼠给予其浸膏按

生药量每天 2. 2 g / kg 灌胃,配制药液的溶剂均为生

理盐水。
1. 2. 2 摇 取材及实验室检测摇 各组动物连续灌胃 8
周,再与 12 h 不禁水禁食处理,首先经眼眶静脉丛

取血,将血液静置 2 h 后,离心 5 min(4 000 rpm),
取上清液即血清,在 - 20 益冰箱中保存,用于 IL鄄6、
TNF鄄琢 的检测。 用 4%多聚甲醛从小鼠左心室灌流

30 min,剥离主动脉,将其在常温条件下保存在 4%
多聚甲醛中。 心脏在 4% 多聚甲醛中常温保存

24 h,取出以 OCT compound 包埋,保存在 - 20 益冰

箱中,将用于冰冻切片。
1. 2. 3摇 小鼠血清 IL鄄6、TNF鄄琢 含量的检测摇 检测血

清中 IL鄄6、TNF鄄琢 的含量,方法按 ELISA 试剂盒说明

书操作。
1. 2. 4摇 小鼠主动脉内 IL鄄6、TNF鄄琢 表达摇 冰箱中取

出主动脉切片,予以脱蜡,在室温下采用 3% H2O2

孵育 10 min;先以蒸馏水冲洗,再用 PBS 洗 2 次(各
5 min); 洗后浸入 PBS 缓冲液中, 微波炉加热

10 min,使液体温度保持在 95益左右,拿出在室温中

冷却 15 min;予以 5% 正常山羊血清(PBS 稀释)封
闭,在室温中孵育 10 min;除去血清,直接加稀释后

的一抗(IL鄄6 稀释比例为 1 颐 40;TNF鄄琢 稀释比例为

1颐 400),孵育 2 h(37益);使用 PBS 洗 5 min 伊 3 次;
滴加 PV鄄6001 二抗,孵育 30 min(37益);再 PBS 洗

5 min 伊 3 次;采用 DAB 显色 2 min;拿出后用自来水

充分冲洗,以苏木精复染,用水洗晾干,给予中性树
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胶封片后采集图像,供后期分析。
1. 2. 5摇 免疫组化法检测 IL鄄6 在小鼠主动脉瓣的表

达摇 取小鼠心脏主动脉瓣冰冻切片,放置在 60 益烘

箱中烤 30 min,取出来,进行免疫组织化学实验。 按

试剂盒说明书操作,检测 IL鄄6 在小鼠主动脉瓣的

表达。
1. 3摇 统计学处理摇 摇 采用 SPSS16. 0 统计分析软件

进行统计,数据用 x 依 s 表示 ,统计采用单因素方差

分析多重比较中的 LSD 方法进行检验。

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 加味二陈汤对 ApoE - / - 小鼠血清 IL鄄6、TNF鄄琢
表达的影响 摇 摇 由表 1 可见,模型组血清 IL鄄6 和

TNF鄄琢 的表达与空白对照组相比显著上升(P < 0.
01)。 与模型组相比,辛伐他汀组血清 IL鄄6 和 TNF鄄
琢 表达明显下降(P < 0. 01);加味二陈汤组血清 IL鄄
6、TNF鄄琢 表达下降;其中 TNF鄄琢 的表达下降显著

(P < 0. 01)。

表 1摇 加味二陈汤对 ApoE - / - 小鼠血清 IL鄄6、TNF鄄琢表达的

影响

组别 n TNF鄄琢(pg / mL) IL鄄6(pg / mL)

空白对照组 10 54. 6 依 22. 3b 313. 38 依 121. 15b

模型组 10 503. 1 依 95. 3a 711. 18 依 97. 17a

辛伐他汀组 10 189. 1 依 50. 4ab 392. 06 依 37. 70b

加味二陈汤组 10 47. 2 依 13. 3bc 442. 41 依 172. 26bd

摇 摇 与空白对照组相比,a:P < 0. 05;与模型组相比,b:P < 0. 05;与
辛伐他汀组相比,c:P < 0. 01,d:P < 0. 05

2. 2 摇 加味二陈汤对 ApoE - / - 小鼠主动脉内 IL鄄6、
TNF鄄琢 表达的影响 摇 摇 主动脉免疫组化结果表明

(见图 1、图 2),空白对照组小鼠主动脉大致无 IL鄄6、
TNF鄄琢 的阳性表达(黄褐色颗粒物);模型组小鼠主

动脉内 IL鄄6、TNF鄄琢 的阳性表达(黄褐色颗粒物)显
著高于空白对照组,而辛伐他汀组、加味二陈汤组主

动脉斑块内 IL鄄6、TNF鄄琢 的阳性表达明显低于模

型组。

图 1摇 ApoE - / - 小鼠主动脉 TNF鄄琢免疫组化结果(40 伊 )摇 A:空白对照组;B:模型组 ;C:辛伐他汀组; D:加味二陈汤组

图 2摇 ApoE - / - 小鼠主动脉 IL鄄6 免疫组化结果(40 伊 )摇 A:空白对照组;B:模型组 ;C:辛伐他汀组; D:加味二陈汤组

2. 3摇 加味二陈汤对 ApoE - / - 小鼠主动脉瓣 IL鄄6 表

达的影响摇 摇 免疫组化检测研究显示,模型组与空

白对照组相比,其主动脉瓣斑块上棕黄颗粒明显增

多。 辛伐他汀组和加味二陈汤组较模型组相比,其
小鼠主动脉瓣棕黄色颗粒均显著减少。 图中棕黄色

颗粒是 IL鄄6 的阳性表达。 见图 3。

3摇 讨摇 摇 论

迄今为止,As 的发病机制存在多种学说,尚未

完全清楚,涉及多种危险因素,大量的临床和基础研

究表明,其危险因素包括高血压、高脂血症、高血糖、
高半胱氨酸血症、高纤维蛋白原血症、高尿酸血症、
肾素—血管紧张素—醛固酮系统(RAAS)活化、肥
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图 3摇 各组小鼠主动脉瓣 IL鄄6 免疫组化染色病理切片(40 伊 )

胖、吸烟、慢性应激等,而 As 发病机制的学说也众

多,公认的有脂质浸润学说(脂源性学说)、损伤反

应学说、潴留反应学说(潴留一应答学说)、炎症学

说、血小板功能亢进学说、血管平滑肌细胞克隆学

说、氧化应激学说、血栓形成学说、免疫功能异常学

说、Ca 超负荷学说等[7鄄8]。 在这众多学说中,炎症机

制学说是相对新的一种学说。 众多的研究提示炎症

反应与 As 的发生发展具有直接关系,可见动脉粥样

硬化是一种慢性持续性炎症反应性疾病的观点由美

国华盛顿大学医学院 ROSS 教授提出后获得广泛

认同[9鄄14]。
研究表明[15],上述 As 的多种危险因素如吸烟、

高血脂等均可促氧化应激反应,从而导致血管内皮

细胞(Endothelial cell,EC)损伤,内皮受损,激活的

巨噬细胞分泌 IL鄄6,通过细胞信号转导 IL鄄6 可促使

炎症介质、细胞因子的基因转录增加,使中膜平滑肌

细胞增殖并发生表型转化。 在此同时释放更多炎症

介质,使更多单核细胞聚集、浸润,从而导致动脉粥

样斑块形成。 肿瘤坏死因子鄄琢(TNF鄄琢)是一种多功

能的炎性细胞因子,主要由激活的单核细胞、淋巴细

胞分泌,参与炎症反应,促进 As 的发展[16]。 TNF鄄琢
还通过直接的细胞毒性作用,致使中性粒细胞脱颗

粒、氧化代谢,破坏内皮细胞结构和功能的完整

性[17];并且可促进 IL鄄6 的分泌,参与血管平滑肌细

胞增殖、分化和调控,从而促使血管壁增厚,官腔狭

窄;此外还刺激内皮细胞激活血小板激活因子,导致

损伤部位的血栓形成,加速动脉粥样硬化进程。 队

列研究证实[18]血清中的 IL鄄6、TNF鄄琢 及 CRP 含量指

标高的人群发生冠心病等老年性疾病的概率明显增

加,其中 IL鄄6、TNF鄄琢 预测急性事件的价值要高于

CRP。 因此,IL鄄6 和 TNF鄄琢 作为炎症标志物,检测血

清 IL鄄6、TNF鄄琢 表达水平成为预测心脑血管事件的

重要指标,若能降低其活性和表达水平将有利于控

制 As 进程。

二陈汤是中医药常用的基础方,出自宋代《太平

惠民和剂局方》,因方中半夏、橘红以陈久者良而命名

为“二陈冶,为祛痰的通用方剂。 加味二陈汤乃二陈

汤去乌梅、生姜,加荷叶、山楂、刺五加组成,方中以法

夏为君,取其辛温性燥,善能燥湿化痰,且又降逆和

胃。 以陈皮为臣,理气燥湿祛痰,燥湿以助半夏化痰

之力,理气可使气顺则痰消。 痰由湿生,湿自脾来,故
佐以茯苓健脾渗湿,俾湿去脾旺,痰无由生;去掉降逆

之生姜、酸收之乌梅,加自古奉为瘦身的良药荷叶利

尿通便、凉血消脂,山楂消食健胃、行气散瘀,刺五加

补肝滋肾;活血通脉,使痰湿解而不伤脾阳;以甘草为

使药,调和药性而兼润肺和中。 诸药合用,标本兼顾,
燥湿化痰,行气消脂,活血通脉。 笔者临床将其辨证

论治用之于单纯性肥胖、高脂血症、冠状动脉粥样硬

化性心脏病等疾病证属痰湿郁结者,屡收奇效[19]。
本课题组前期研究显示[20],加味二陈汤与模型

组相比,其血清 TCHOL、LDL鄄C 均明显降低 (P <
0郾 05);对小鼠主动脉行油红 O 大体染色,可见加味

二陈汤组小鼠主动脉弓和主动脉干管腔内脂质沉积

斑块均明显少于模型组,减少 ApoE - / - 小鼠肝脏脂

质沉积,说明加味二陈汤具有明显的降脂消斑功效。
也有研究表明冠心病血瘀证和痰热证患者其白细胞

计数、C鄄反应蛋白含量、TNF鄄琢 和 IL鄄6 含量均升高,
表明中医学之“痰冶、 “瘀冶与炎症因子密切相关[21],
并得到诸多验证[22鄄24]。 而本实验表明,模型组血清

IL鄄6、TNF鄄琢 水平明显高于空白对照组(P < 0. 01),
这结果也证实了血清 IL鄄6 和 TNF鄄琢 升高成为冠心

病重要病理因素之一。 而加味二陈汤可明显下调血

清中 IL鄄6、 TNF鄄琢 的表达 (P < 0. 05);降低 IL鄄6、
TNF鄄琢 在主动脉内的表达,这为加味二陈汤辨证论

治冠状动脉粥样硬化性心脏病和进一步深入研究提

供了依据和基础。
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