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四妙勇安汤对 ＡｐｏＥ／动脉粥样硬化小鼠
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［摘要］　目的：研究四妙勇安汤对高脂饲料喂养的 ＡｐｏＥ基因敲除小鼠动脉粥样硬化炎症反应的干预作用。
方法：采用高脂饲料喂养ＡｐｏＥ／小鼠１４周制备动脉粥样硬化模型，成模后随机分为５组：模型组，阳性药组（阿托
伐他汀，２５７ｍｇ·ｋｇ－１），四妙勇安汤高剂量组（３４９ｇ·ｋｇ－１）、四妙勇安汤中剂量组（２３１４ｇ·ｋｇ－１）和四妙勇安汤
低剂量组（１１６１ｇ·ｋｇ－１），分别灌胃给药１２周，同时以Ｃ５７ＢＬ／６小鼠为正常对照组，给予去离子水灌胃１２周。采
用生化仪检测三酰甘油（ＴＧ）、总胆固醇（ＴＣ）、高密度脂蛋白胆固醇（ＨＤＬＣ）和低密度脂蛋白胆固醇（ＬＤＬＣ）含量；
ＨＥ染色观察主动脉血管形态，并测量主动脉内膜厚度（ＩＴ）、中膜厚度（ＭＴ）、血管管腔面积（ＬＡ）、粥样斑块面积
（ＰＡ）、内中膜厚度比（ＩＴ／ＭＴ）、管腔狭窄率（ＰＡ／ＬＡ）；采用流式高通量多因子检测技术检测血清中白介素６
（ＩＬ６）、单核细胞趋化蛋白１（ＭＣＰ１）炎症细胞因子表达。结果：与对照组相比，模型组小鼠血清 ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ
明显提高，ＨＤＬＣ明显降低，ＰＡ、ＩＴ及 ＩＴ／ＭＴ明显升高（Ｐ＜００１）。与模型组比较，四妙勇安汤能够明显降低
ＡｐｏＥ／小鼠主动脉ＰＡ、ＩＴ及ＩＴ／ＭＴ（Ｐ＜００１），并明显降低ＩＬ６及ＭＣＰ１表达（Ｐ＜００１、Ｐ＜００５），但对血脂水
平无明显的影响。结论：四妙勇安汤可以通过抑制炎症反应防治动脉粥样硬化，而不依赖血脂水平的变化。
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《中国心血管病报告２０１７》发布心脑血管疾病
目前仍然是人类死亡的首要原因，而动脉粥样硬化

（ａｒｔｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）是作为其发生发展的最重要的
病理基础。ＡＳ被认为是一种慢性炎症性的脂类在血
管内皮下沉积的代谢疾病［１］，病因病机尚未完全明

确，而炎症反应贯穿于ＡＳ起始、进展及斑块破裂血
栓形成的全过程，是斑块不稳定发生破裂的中心环

节［２］。其中炎性细胞因子在 ＡＳ的发生发展中的互
相作用也成为ＡＳ研究中的一个新领域。

鉴于ＡＳ炎症反应与中医毒邪致病特点的相似之
处，本课题在既往的中医痰瘀病机基础上，提出从

毒论治理念，采用具有解毒活血作用的四妙勇安汤

干预ＡＳ病变。目前，四妙勇安汤在 ＡＳ相关疾病的
临床应用日益广泛。王立茹［３］认为在明确有颈动脉

粥样硬化的患者长期加服适量加味四妙勇安汤可能

有助于减轻颈动脉粥样硬化的进展，稳定斑块从而

减轻脑梗死的发病率。还有以四妙勇安汤为主方加

减，治疗血栓闭塞性脉管炎、动脉硬化性闭塞症、下

肢深静脉血栓、雷诺氏病、糖尿病周围血管神经病变

等周围血管性疾病均能取得满意的疗效［４５］。

既往研究工作从动物及细胞水平均证实四妙勇

安汤干预 ＡＳ有效，对相关炎性因子具有调节作
用［６７］。本研究采用经典的 “西方膳食”［８］诱导

ＡｐｏＥ／小鼠构建动脉粥样硬化疾病模型，观察四妙
勇安汤对小鼠主动脉的病理改变，以及白介素６
（ＩＬ６）和单核细胞趋化蛋白１（ＭＣＰ１）炎症因子的影
响，进一步研究四妙勇安汤防治ＡＳ斑块疗效及可能
的抗炎作用机制，为临床中对ＡＳ疾病的中医治疗开
拓多途径、多靶点的用药思路。

１　材料

１１动物和饲料
Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，雄性，７周龄，体质量 １８～

２０ｇ，ＳＰＦ级；ＡｐｏＥ／小鼠，雄性，７周龄，体质量

１８～２０ｇ，ＳＰＦ级；小鼠均购自北京维通利华实验动
物技术有限公司，动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（京）
２０１２０００１。室温保持 ２２～２４℃，相对湿度 ５０％，
１２ｈ交替照明，饮水不限，自由摄食。本研究获得
北京中医药大学东直门医院动物伦理委员会的批准下

进行 ［编号：京中东内（２０１６）０６号］。高脂饲料配方
为２１％脂肪 ＋０１５％胆固醇 ＋７８８５％基础饲料，均
购自北京科澳协力饲料有限公司，许可证号为：

ＳＣＸＫ（京）２０１４００１０，饲料均经６０Ｃｏγ照射灭菌处理。

１２药物及试剂

阿托伐他汀钙片（立普妥，辉瑞制药有限公司，

批 准 文 号：国 药 准 字 Ｈ２００５１４０８，产 品 批 号：
Ｎ３７４９２）；四妙勇安组方：金银花（批号：１５０５１９０４）
９０ｇ、当归（批号：１５０３１３０６１）６０ｇ、玄参（批号：
１５０１８１４３１）９０ｇ、甘草（批号：１５０２８０７３１）３０ｇ，购
于北京中医药大学东直门医院药房，由本实验室水

煎浓缩制备，分装４℃保存；ＲｎＤ多因子检测试剂
盒，货号：ＬＸＳＡＭＳＭ０９，批号：Ｌ１２２９５０。

１３仪器

ＯＬＹＭＰＵＳＢＸ６０光学显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公
司），ＨＡＮＧＰＩＮＧＪＡ１００３Ｎ精准天平（上海仪器仪表
厂），ＸＴＴ型 ００００３７体视镜（上海勤奋仪器厂），
ＡＵ５８００全自动生化测定仪（美国 ＢＥＣＫＭＡＮＣＯＵＬ
ＴＥＲ公司），Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４２４Ｒ低温多用途离心机（德
国ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），Ｘ２００Ｌｕｍｉｎｅｘ液态芯片（澳大利
亚Ｌｕｍｉｎｅｘ）。

２　方法

２１动物模型建立、分组与给药
所有动物适应性喂养１周后，Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ为正常

对照组，给予基础饲料，ＡｐｏＥ／小鼠给予高脂饲料
喂饲１４周后，随机抽取１０只，检测三酰甘油（ＴＧ）、
总胆固醇（ＴＣ）、高密度脂蛋白胆固醇（ＨＤＬＣ）

·２４４·
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和低密度脂蛋白胆固醇（ＬＤＬＣ），取主动脉行 ＨＥ
染色，观察 ＡＳ模型形成情况。确定成模后将剩余
ＡｐｏＥ／小鼠随机分为５组，分别为模型组，阳性药
阿托伐他汀组，四妙勇安汤高、中、低剂量组，每

组１０只。四妙勇安汤高、中、低剂量组及阳性药组
均依照 “人和动物间按体表面积折算的等效剂量比

值”计算各组临床等效剂量换算，分别按照 ３４９、
２３１４、１１６８、２５７ｇ·ｋｇ－１灌胃给药。除对照组之
外，其余各组均继续高脂喂养，对照组和模型组给

予等剂量的去离子水，每日１次，连续给药１２周。
２２血清学指标

给药１２周后进行取材，取材前夜禁食不禁水，
摘除眼球取血，将其麻醉过量致死，２５００ｒ·ｍｉｎ－１，
４℃离心２０ｍｉｎ，分离血清，应用全自动生化分析
仪检测ＴＧ、ＴＣ、ＨＤＬＣ和ＬＤＬＣ含量。
２３病理组织学分析

取血后，取其小鼠主动脉根部，置于４％多聚甲
醛中固定，手动轮转式切片机连续切片，厚度３μｍ，
进行ＨＥ染色。在１００倍光镜下对组织切片随机选择
３个视野进行观察并采集图像，用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６０
专业图像分析软件进行图像分析。测量指标为内膜厚

度（ＩＴ）、中膜厚度（ＭＴ）、血管管腔面积（ＬＡ）、斑块
面积（ＰＡ），其中ＩＴ、ＰＡ、ＩＴ／ＭＴ及ＰＡ／ＬＡ取其均值
入统计学分析。见图１。

注：ＩＴ＝ ［（内弹力板周长／π－残腔周长／π）／２］；ＭＴ＝

［（外弹力板周长／π－内弹力板周长／π）／２］；ＬＡ＝内弹力

板围绕面积；ＰＡ＝内弹力板围绕面积－残腔面积；内中膜

比值＝ＩＴ／ＭＴ；主动脉狭窄率＝ＰＡ／ＬＡ×１００％。

图１　主动脉ＰＡ、ＩＴ、ＰＡ／ＬＡ、ＩＴ／ＭＴ具体测量方法

２４血清细胞因子检测

取血后，４℃离心，分离血清后，采用 Ｌｕｍｉｎｅｘ

液态芯片检测技术，严格按照 Ｘ２００Ｌｕｍｉｎｅｘ操作方
法操作，检测血清中ＩＬ６和ＭＣＰ１炎症细胞因子的
表达情况。

２５统计学分析

采用 ＳＰＳＳ２２０软件进行统计分析，计量资料
进行正态分布及方差齐性检验，符合正态分布的计

量资料以（珋ｘ±ｓ）表示，多组间计量资料均数的比较
采用单因素方差分析，组间两两比较采用 ＬＳＤ法。
非正态分布的计量资料采用非参检验，Ｐ＜００５、
Ｐ＜００１表示差异具有统计学意义。

３　结果

３１各组小鼠对血脂的影响
高脂喂养１４周后，经血脂检测及 ＨＥ染色后确

定模型建立，继续给药１２周后，进行血脂检测，结
果显示，与正常对照组比较，模型组小鼠血清 ＴＣ、
ＴＧ、ＬＤＬＣ明显提高（Ｐ＜００１），ＨＤＬＣ明显降低
（Ｐ＜００１）；与模型组比较，阳性药组及四妙勇安汤
高、中、低剂量组ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ及ＨＤＬＣ无明显
的变化，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）（见图２）。
３２各组小鼠对主动脉根部病理形态的影响

ＨＥ染色显示：对照组小鼠主动脉内膜完整，内
皮细胞及平滑肌细胞排列整齐规则，无ＡＳ斑块形成。
与正常对照组比较，模型组小鼠主动脉根部内膜明显

增厚（Ｐ＜００１），中膜平滑肌排列紊乱且萎缩变薄，
内中膜厚度比值明显增大（Ｐ＜００１）；主动脉斑块内
可见大量泡沫细胞和胆固醇结晶沉积，斑块面积明显

增大（Ｐ＜００１），斑块与管腔面积比明显升高（Ｐ＜
００１）；与模型组比较，各给药组主动脉根部内膜比
较完整，厚度较模型组明显减少（Ｐ＜００１），中膜平
滑肌排列规则，内中膜厚度比值明显减小（Ｐ＜００１）；
主动脉内膜局部仅有少量泡沫细胞的形成，斑块面积

明显减小（Ｐ＜００１），仅四妙勇安汤高剂量组的斑块
与管腔面积比明显降低（Ｐ＜００１），其余各给药组差
异无统计学意义（Ｐ＞００５），各给药组的病变程度明
显轻于模型组，但四妙勇安汤高、中、低各组与阳性

药组的差异无统计学意义。见图３、４。
３３各组小鼠对ＭＣＰ１及ＩＬ６的影响

与对照组比较，模型组 ＩＬ６明显升高（Ｐ＜
００１）。与模型组比较，阳性药组明显下降，差异具
有统计学意义（Ｐ＜００１），同时四妙勇安汤各剂量
组ＩＬ６的表达均明显下降（Ｐ＜００１），尤以四妙勇

·３４４·
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安汤中剂量组更为明显（见图５）。
与对照组比较，模型组 ＭＣＰ１明显升高（Ｐ＜

００５）。与模型组比较，阳性药组ＭＣＰ１明显下降，差

异具有统计学意义（Ｐ＜００５），同时四妙勇安汤高剂量
组及低剂量组明显下降（Ｐ＜００１），四妙勇安汤中剂量
组明显下降，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）（见图５）。

注：ＡＴＣ；ＢＴＧ；ＣＨＤＬＣ；ＤＬＤＬＣ；与模型组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；下同。

图２　各组ＡｐｏＥ／小鼠对血脂的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

注：Ａ对照组；Ｂ模型组；Ｃ阳性药组；Ｄ四妙高剂量组；Ｅ四妙中剂量组；Ｆ四妙低剂量组。

图３　各组小鼠主动脉的病理形态影响（苏木素伊红染色，１００×）
·４４４·
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注：Ａ内膜厚度；Ｂ斑块面积；Ｃ管腔狭窄率；Ｄ内中膜厚度比。

图４　各组小鼠对主动脉ＰＡ、ＩＴ、ＰＡ／ＬＡ、ＩＴ／ＭＴ比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

注：ＡＩＬ６；ＢＭＣＰ１。

图５　各组小鼠血清ＩＬ６和ＭＣＰ１的比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

４　讨论

本研究采用西方饮食高脂饲料配方饲养 ＡｐｏＥ／

小鼠，因未予外界物理损伤干预，充分模拟了正常

人的ＡＳ过程，是评价 ＡＳ的经典的造模方法，而且
这种高脂血症小鼠的脂纹病变及广泛的纤维斑块损

伤，与人类ＡＳ病变的发生、发展过程及病变部位均
十分相似，目前已成为探讨高血脂症及其所致ＡＳ发
生、发展机制及研究干预手段的极佳动物模型。越

来越多的研究表明，他汀类药物通过它们的多效性，

如通过改善内皮功能障碍、稳定斑块、抗炎作用等

发挥抑制ＡＳ作用［９１０］，但有研究报道显示他汀类药

物不具有降低ＡｐｏＥ／小鼠的胆固醇作用，与其缺乏
合成胆固醇的 ＬＤＬｒ和 ＬＤＬｒ相关蛋白的临界配体
（ＡｐｏＥ）有关［１１］。在类似的实验条件下，Ｓｐａｒｒｏｗ等
均证实以上观点［１２１３］。本研究结果与其一致，他汀

类药物不具有降低ＡｐｏＥ／小鼠血脂作用。
在ＡＳ发生和发展过程中，动脉内膜是炎症反应

最早累及的部位，尤其是大中型动脉内膜。内膜增

厚是ＡＳ的早期征象，反映动脉血管对脂质浸润和炎
·５４４·
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症的反应。主动脉是ＡＳ最常见、最易累及的大血管
之一，ＰＡ、ＩＴ、ＰＡ／ＬＡ、ＩＴ／ＭＴ是诊断 ＡＳ的早期指
征，是心脑血管疾病重要的危险因素与预测因子。本

研究中主动脉ＨＥ染色观察到模型组有典型粥样斑块
形成、内膜明显增厚、斑块内大量脂质沉积及炎性细

胞浸润，而四妙勇安汤干预后很好地改善这一现象，

局部仅有少量泡沫细胞的形成，ＡＳ斑块面积明显减
小，病变程度明显轻于模型组。与模型组比较，四妙

勇安汤高中低剂量组的 ＰＡ、ＩＴ及 ＩＴ／ＭＴ明显降低，
具有统计学差异，进一步研究明确四妙勇安汤能够降

低斑块面积、减少内膜厚度、有效减轻 ＡＳ的病变
程度。

Ｔｚｏｕｌａｋｉ等［１４］报道，ＩＬ６是ＡＳ进程中的炎症标
志物，同时也是心血管疾病的独立危险因素。

ＩＬ６能够将急性炎性反应放大，促进慢性炎症反应
的产生，是炎症反应的一个中枢性调节因子［１５］。

ＭＣＰ１是被确认的具有趋化及活化单核／巨噬细胞的
重要趋化细胞因子之一［１６］。在 ＡＳ病变后期，
ＭＣＰ１能够使斑块趋向不稳定，导致斑块破裂［１７］。

最新的研究报道显示，ＡＳ斑块中ＭＣＰ１的丰度可能
表明它在ＡＳ的起始、形成和发展中起着至关重要的
作用［１８］，是加速 ＡＳ形成的独立危险因素之一［１９］。

相关研究表明，ＩＬ６可以使巨噬细胞分泌 ＭＣＰ１，
使单核细胞聚集进入血管内皮下，参与形成粥样硬

化斑块［２０］；ＭＣＰ１能活化白细胞并介导其产生炎性
介质，如ＩＬ６等，持续过度的 ＩＬ６产生破坏细胞因
子网络，促进血管内皮细胞表达 ＩＣＡＭ１和 ＶＣＡＭ１，
并促进内皮细胞分泌趋化因子如 ＭＣＰ１，进而趋化
ＩＬ６本身［２１］，使得心血管疾病发生率更进一步提高。

本研究结果显示，与模型组相比，四妙勇安汤

高、中、低剂量组血清中ＩＬ６和 ＭＣＰ１水平明显低
于模型组，具有统计学差异（Ｐ＜００１、Ｐ＜００５），
说明四妙勇安汤能够有效降低 ＡｐｏＥ／小鼠 ＡＳ模型
的ＩＬ６和ＭＣＰ１的表达，从而抑制炎症稳定 ＡＳ斑
块的作用。

本方以玄参、金银花滋阴清热解毒为君，当归

养血活血、化瘀散结为佐，甘草调和诸药为使，系

清养结合、瘀毒并驱、标本兼治、共助滋阴解毒活

血之法，是解毒活血的代表方。现代药理学研究显

示，四妙勇安汤中含有绿原酸、甘草苷、木犀草素

等化学成分，具有显著的抗菌消炎、抗氧化、清除

自由基、降脂、免疫调节等作用［２２２３］，这些药物成

分是四妙勇安汤发挥抑制炎症、稳定斑块的主要物

质基础。因此，四妙勇安汤发挥抗ＡＳ作用与炎症机
制关系密切。

本实验研究以 ＡｐｏＥ／小鼠为研究对象，采用经
典西方膳食构建ＡＳ模型，并使用解毒活血法的代表
方四妙勇安汤进行早期干预，结果表明，四妙勇安

汤可以通过抑制炎性因子ＩＬ６和 ＭＣＰ１表达，进而
抑制ＡＳ的炎症反应、降低内膜厚度、减少斑块面
积等，从而发挥抑制炎症反应、稳定斑块的药理作

用，然而其具体的抗炎分子机制有待于更深层次的

研究。
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