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［摘　要］目的：研究何首乌游离蒽醌对动脉粥样硬化（ＡＳ）的影响。方法：４０只新西兰大白兔，随机分为ＡＳ
模型组、何首乌高剂量干预组、中剂量干预组、低剂量干预组、血脂康组和正常组，除正常组外，用免疫注射法加

高脂饲料喂养法进行兔颈ＡＳ模型的复制，全部从兔耳缘静脉注射牛血清白蛋白，在免疫注射当天，同时开始喂
食高脂饲料；１６周后，给予何首乌游离蒽醌高中低３个不同剂量灌胃，阳性对照组给予血脂康灌服；给药４周后
取材，观察兔颈动脉粥样硬化病理改变，取胸主动脉和腹主动脉做实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）检测基质金属
蛋白酶９（ＭＭＰｓ９）。结果：ＨＥ结果显示何首乌游离蒽醌中剂量组能延缓 ＡＳ的发生和发展；ＭＭＰｓ的表达显
示，模型组与正常组相比（Ｐ＜００５），提示模型复制成功；高中低剂量组、阳性组与模型组相比（Ｐ＜００５），有统
计学意义，提示何首乌游离蒽醌和血脂康胶囊都能干预 ＭＭＰｓ９的表达；阳性组与高中低剂量组相比（Ｐ＜
００５），有统计学意义。结论：何首乌游离蒽醌能干预ＡＳ的病变发展，其机制可能与影响ＭＭＰｓ９有关。
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　　动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）所致心脑
血管疾病是目前威胁人类健康的常见病和多发病，

是引起人类死亡的主要疾病，心脑血管疾病导致的

死亡人数占全球疾病死亡人数的５０％以上，也是
中国人的首位死因［１２］，已占我国总死因的４０％。
因此探索ＡＳ的病因、发病机制及防治药物的开发
有重要的意义。何首乌是传统补益药材，在宋朝唐

慎微编著的《证类本草》中早有“止心痛”的记载。

本研究拟以基质金属蛋白酶９（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏ
ｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰｓ９）为切入点，从分子水平上研究何
首乌游离蒽醌提取物有效部位对ＡＳ及ＭＭＰｓ９的
影响，进一步阐明其抗ＡＳ的机制，为防治ＡＳ疾病
提供理论及实验依据。

１　材料与方法

１１　实验药物和材料
丙硫氧嘧啶片（南通精华制药集团股份有限

公司），牛血清白蛋白（ＢＳＡ）、胆固醇和脱氧胆酸
钠（ｓｏｌａｒｂｉｏ），维生素 Ｄ３（陕西森弗生物技术有限
公司），超纯 ＲＮＡ提取试剂盒、ＨｉＦｉＭＭＬＶｃＤＮＡ
第一链合成试剂、ＵｌｔｒａＳＹＢＲＭｉｘｔｕｒｅ（ＷｉｔｈＲＯＸ、
ＤＮａｓｅ和５ｘＲＮＡＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ（北京康为世纪生
物科技有限公司），引物合成由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ提供。何
首乌药材产地为贵州省施秉县。炮制何首乌药材

打粉，８０％乙醇提取，提取液于旋转蒸发仪上浓缩，
１０％硫酸酸化，加二氯甲烷萃取三次，合并萃取液，
减压回收二氯甲烷，残渣减压干燥，得何首乌游离

蒽醌提取物备用。阳性组药物血脂康胶囊由北京

北大维信生物科技有限公司生产，国药准字

Ｚ１０９５００２９。
１２　实验动物及分组

新西兰大白兔４０只，雄性，３月龄，体质量２２
～２８ｋｇ，由贵阳医学院医学动物实验中心提供。
新西兰大白兔适应性喂养１周后，随机分为６组，
分别为 ＡＳ模型组 １０只，何首乌蒽醌高剂量组、
中剂量组、低剂量组、血脂康阳性组和正常组各６
只。

１３　ＡＳ动物模型制备
除正常组外，全部给予高脂饲料喂养（用１５％

蛋黄、５％猪油、０５％胆固醇、０５％脱氧胆酸钠、
０５％丙硫氧嘧啶、０５％维生素 Ｄ３和７８％基础饲
料均匀混合），同时从兔耳缘静脉注射牛血清免疫

白蛋白２５０ｍｇ／ｋｇ，１次／周，连续３周［３－６］。高脂

饲料喂养１６周。解剖实验用兔２只，颈动脉有脂
纹形成，造模成功。

１４　给药方法
造模成功后，给予药物治疗４周，何首乌游离

蒽醌高剂量组１５ｍｇ／ｋｇ，何首乌游离蒽醌中剂量
组７５ｍｇ／ｋｇ，何首乌游离蒽醌低剂量组３７５ｍｇ／
ｋｇ，血脂康胶囊阳性组４００ｍｇ／ｋｇ。
１５　观察指标

给药结束后，取材前夜禁食，第２日处死动物，
取左右颈总动脉，从近心端一直取到颌下，用

０９％的生理盐水清洗干净，放置在４％的多聚甲
醛溶液中进行固定。颈动脉组织石蜡包埋、切片、

ＨＥ染色，电子显微镜观察病理改变。检测 ＭＭＰｓ
９在主动脉中的表达：剖开胸腹部暴露胸主动脉和
腹主动脉，取部分胸主动脉和腹主动脉，迅速放置

在－８０℃的液氮中保存，备用。用超纯 ＲＮＡ提取
试剂盒提取兔组织ＲＮＡ，通过ＨｉＦｉＭＭＬＶｃＤＮＡ第
一链合成试剂盒进行反转录，再以 ＵｌｔｒａＳＹＢＲＭｉｘ
ｔｕｒｅ（ＷｉｔｈＲＯＸ）进行扩增，扩增程序为：９５℃１０ｍｉｎ，
（９５℃ １５ｓ，６０℃ ６０ｓ）ｘ４５个循环。引物设计，
ＭＭＰｓ９上游引物 ５＇ＣＣＡＡＡＡＣＴＡＣＴＣＣＧＡＡＧＡＣ
ＣＴＧＣ３＇，下游：５＇ＣＧＡＣＣＣＣＡＡＡＣＴＧＧＡＴＧＡＣＡ３＇，
扩增产物大小 １４３ｂｐ；内参 ＡＣＴＩＮ上游引物：５＇
ＡＧＡＴＣＧＴＧＣＧＧＧＡＣＡＴＣＡＡＧ３＇，ＡＣＴＩＮ下游引物
５＇ＣＡＧＧＡＡＧＧＡＧＧＧＣＴＧＧＡＡＧＡ３＇，扩增产物大小
１８２ｂｐ。
１６　统计学方法

数据采用 ＳＰＳＳ１７０软件包进行统计分析，计
量资料采用（ｘ±ｓ）表示，用单因素方差分析（Ｏｎｅ
ｗａｙＡＮＯＶＡ）进行比较。Ｐ＜００５表示差异有统计
学意义。

８９７
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２　结果
２１　颈动脉ＨＥ结果
　　本实验ＨＥ结果显示，何首乌游离蒽醌中剂量

组处于脂纹期朝向纤维斑块期发展的阶段；而其他

各组（模型组、高低剂量组和血脂康组）表现出了

复合病变的典型特征 －钙化，处于 ＡＳ的第４期。
见图１。

Ａ为正常组，Ｂ为模型组，Ｃ、Ｄ和Ｅ为何首乌游离醌高、中、低剂量组，Ｆ为阳性组

图１　各组家兔动脉血管壁组织学表现（ＨＥ，×１００）
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｏｆｂｌｏｏｄｖｅｓｓｅｌｓ

２２　ＭＭＰｓ９表达
模型组与正常组相比（Ｐ＜００５），提示模型复

制成功。何首乌游离蒽醌高中低剂量组、血脂康组

与模型组相比（Ｐ＜００５），有统计学意义，提示何
首乌游离蒽醌和血脂康胶囊都能干预 ＭＭＰｓ９的
表达。血脂康组与何首乌游离蒽醌高中低剂量组

相比（Ｐ＜００５），有统计学意义。见表１。

表１　各组家兔主动脉壁ＭＭＰｓ９表达（ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．１　 ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰｓ－９ｏｆｒａｂｂｉｔ＇ｓａｏｒｔａ

组别 ＭＭＰｓ９
ＡＳ　正常组 ００００８±００００２（１）

　　模型组 １００９３±００１８６
何首乌　高剂量组 ０２９９６±００４３２（１）（２）

　　　　中剂量组 ０６７３６±０２０９１（１）（２）

　　　　低剂量组 ０５９８４±００５３３９（１）（２）

血脂康阳性对照组 ００７３５±００３６７（１）

（１）与模型组比较，Ｐ＜００５；（２）与血脂康组相比，Ｐ＜００５

３　讨论

实验选用雄性的新西兰大白兔，由于雌激素会

减缓动脉粥样硬化的发生发展［７－８］。ＡＳ的发展一
般分为４期，分别是：（１）早期的脂点和脂纹病变，
也被成为脂质条纹期；（２）纤维斑块；（３）粥样斑

块；（４）复合病变。本实验ＨＥ结果显示，何首乌游
离蒽醌中剂量组有明显的延缓 ＡＳ病理发展变化
的作用，使其处于脂纹期朝向纤维斑块期发展的阶

段；而其他各组（模型组、高低剂量组和血脂康组）

表现出了复合病变的典型特征 －钙化，处于 ＡＳ的
第４期，也提示何首乌游离蒽醌的用量应该在更多
剂量上进一步探索。

ＭＭＰｓ是造成冠状动脉斑块破裂的主要原因。
ＭＭＰｓ是Ｚｎ２＋和 Ｃａ２＋依赖的酶家族，能特异性与
细胞外基质成分相结合并降解细胞外基质，在胚胎

发育、细胞迁移、伤口愈合、组织吸收等过程中发挥

重要作用。在正常的动脉组织内检测不到蛋白水

解酶活性，但在 ＡＳ斑块，特别是在不稳定斑块内，
ＭＭＰｓ等蛋白水解酶的活性显著升高，目前认为动
脉硬化斑块不稳定性与基质金属蛋白酶的增加密

切相关［９］。ＭＭＰｓ９是ＭＭＰｓ家族中分子量最大的
一种，在正常的血管壁只有微量的 ＭＭＰｓ９表达，
而在 ＡＳ血管壁，ＭＭＰｓ９的活性增强，含量较
多［１０］。

本研究结果显示，何首乌游离蒽醌对 ＭＭＰｓ９
产生了干预作用，特别是高剂量组干预效果最好；

中剂量组和ＨＥ结果趋势不太一致的原因，可能是
正处在巨噬细胞向巨噬泡沫细胞转化阶段，所以表

达量偏高。有研究表明，ＭＭＰｓ９也受到上游的核
９９７
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转录因子ｋａｐｐａＢ（ＮＦκＢ）的调控，而 ＮＦκＢ在稳
定心绞痛选择性和显著性的激活时，不受冠状动脉

疾病的严重程度或者用药治疗方法的影响［１１］，因

此可能导致何首乌游离蒽醌 ＭＭＰｓ９的干预效果
与ＨＥ染色显示的 ＡＳ斑块发展趋势不一致。总
之，何首乌游离蒽醌对ＭＭＰｓ９起到了一定的干预
作用。其抗ＡＳ的分子机制有待进一步研究。
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