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芪参益气滴丸对ApoE基因敲除小鼠动脉粥样硬化中

调节性T细胞的影响
彭立，沈佳成，王亚东，吕崇山，赵云，卢大为，黄淑琼，杨宗保，钱林超，文磊

（厦门大学医学院，厦门  361102）

摘要：目的：研究芪参益气滴丸对动脉粥样硬化中调节性T细胞的影响。方法：采用6周龄雄性C57BL/6J小鼠

和ApoE基因敲除小鼠，分为正常组、模型组、芪参低剂量组、芪参高剂量组，每组6只。除正常组外，其他3组小

鼠均给予高脂饲料喂养，药物组还给予高、低剂量的芪参益气滴丸，8周后评价内脏指数、动脉粥样硬化病变、

调节性T细胞情况。结果：与模型组比较，芪参高剂量组可显著降低肝指数（P<0.05），减少动脉粥样硬化斑块

面积（P<0.05，P<0.01），并增加脾脏调节性T细胞数量（P<0.01）。结论：芪参益气滴丸可能通过增加脾脏调节

性T细胞数量抑制动脉粥样硬化形成。
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Effects of Qishen Yiqi Dripping Pills on regulatory T cells in ApoE gene knockout  
mice with atherosclerosis
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Abstract: Objective: To study the effect of of Qishen Yiqi Dripping Pills (QSYQ) on regulatory T cells in 

atherosclerosis. Methods: Six-week male C57BL/6J mice and ApoE gene knockout mice were randomly divided into control 

group, model group, QSYQ low dosage group and QSYQ high dosage group, six mice in each group. Except for the control 

group, mice in the other three groups were fed with high fat diet, and those in the drug treatment groups were administered with 

high or low dosage QSYQ respectively at the same time. Internal organs index, aortic atherosclerosis lesion and regulatory T cells 

were determined. Results: Compared with model group, QSYQ could significant decreased liver index (P<0.05), attenuate aortic 

atherosclerotic plaque area (P<0.05, P<0.01), and increase the quantity of regulatory T cells in spleen (P<0.01). Conclusion: 

QSYQ might inhibit the formation of atherosclerosis by increasing the quantity of regulatory T cells in spleen.
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根据2015年中国心血管病报告，心血管病死

亡占城乡居民总死亡原因的首位，已成为重大的

公共卫 生问题，其主 要 病 理 基 础动脉 粥样硬化

（atherosclerosis，AS）被认为是一种炎性疾病[1]。调

节性T细胞（regulatory T cell，Treg）是近年发现的辅

助性T细胞亚群，被证实通过分泌转化生长因子β1

（transforming growth factor-β1，TGF-β1）和白介素10

（interleukin 10，IL-10）具有抑制细胞免疫反应的作
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用，而清除Treg亚群可以促进高胆固醇血症和AS[2]，

提示Treg可能通过抑制免疫反应和胆固醇代谢影响

AS进展。芪参益气滴丸是临床常用于治疗气虚血瘀

型冠心病的中成药，由黄芪、丹参、三七、降香4味药

物组成，具有益气通脉、活血止痛的功效。临床和实

验研究显示，芪参益气滴丸及其有效成分具有抑制

炎性反应、促进粥样斑块稳定的作用[3]。本研究拟进

一步探讨芪参益气滴丸是否通过影响Treg而发挥抗

动脉粥样硬化的作用。

材料与方法

1. 仪器与试剂  电子天平（梅特勒托利多仪

器上海有限公司，型号：ME104E/02），电热恒温

鼓风干燥箱（上海森信实验仪器有限公司，型号：

DGG-9203A），冰冻切片机（德国Leica Biosystems 

Nussloch GmbH，型号：CM 1950），倒置显微镜（日

本OLYPUS Corporation，型号：IX53），图像拍摄系统

（日本OLYPUS Corporation，型号：cellSens Standard 

1.9）。芪参益气滴丸（组成：黄芪、丹参、三七、降

香，规格：0.5g/袋，天士力制药股份有限公司，批号：

140706），油红O（规格：5g/瓶，南京奥多福尼生物科

技有限公司，货号：150126），抗叉头状蛋白P3抗体

（forkhead box P3，Foxp3，规格：100μL/瓶，艾博抗

上海贸易有限公司，货号：Ab54501）。

2. 动物  SPF级雄性C57BL/6J小鼠和ApoE基因

敲除小鼠（品系C57BL/6J），6周龄，体质量21-23g，

购自北京华阜康生物科技股份公司，动物生产许可

证号：SCXK（京）2014-0004。动物饲养于厦门大学

海峡中医药研究中心，提供充足的饮用水和标准饲

料，温度保持在22℃，相对湿度控制在50%，12h光

照-黑暗循环，适应性饲养1周后进行实验。动物实

验过程获得厦门大学医学院实验动物伦理委员会批

准，并按实验动物使用的3R原则给予人道关怀。

3. 实验设计  ApoE基因敲除小鼠随机分为模

型组、芪参低剂量组、芪参高剂量组，每组各6只

小鼠，3组小鼠均给予高脂饲料喂养（高脂配方：

基础饲料79%，猪油21%，胆固醇0.15%），芪参低

剂量组给予芪参益气滴丸0.3g·kg-1·d-1（人等效剂

量），芪参高剂量组给予芪参益气滴丸1.5g·kg-1·d-1 

（人等效剂量的5倍），溶于0.3mL 0.9%氯化钠溶

液中腹腔注 射，模 型组和正常组给 予等量 0 .9 %

氯化钠 溶 液。正常组 为同年龄 C 57 B L / 6 J小鼠 6

只，正常饲料喂养。给药8周后取材，用10%水合

氯 醛 进 行 腹 腔 麻 醉，收 集 腹 主动脉 血 液 后，经

心脏灌注20mL的1×PBS和20mL的4%多聚甲醛

（PFA），取出主动脉、心脏、肝脏、脾脏、胸腺等 

器官。

4. 内脏指数测定  肝脏、脾脏、胸腺取出后，剥去

包膜及连接的脂肪组织，之后用预冷的0.9%氯化钠溶

液洗净内脏并用滤纸吸干、擦净，置于电子天平进行

称重，内脏指数=内脏重量（mg）/自身体质量（g）。

5. 病理形态学染色及测量  动脉粥样硬化损伤

评价主要采用主动脉根部油红O染色法，用最佳切割

温度复合物（OCT）包埋心脏后对主动脉根部行连续

冰冻切片（10μm），每隔10张切片进行油红O染色，

采用图像拍摄系统在100倍镜下进行摄片，用Image J

软件定量测量动脉粥样硬化损伤面积，结果以损伤

面积占主动脉管壁的面积比进行表示。

6. 免疫组化染色及测量  冰冻切片室温干燥

30min，4%PFA固定10min，1×PBS清洗2×5min。

3%H2O2/PBS孵育5min，1×PBS清洗5min。5%山羊

血清/0.3%Triton-X100/PBS封闭20min。一抗加入

封闭液中，于室温孵育1-2h或4℃过夜，1×PBS清洗

5min。生物素化二抗室温孵育30min，1×PBS清洗

5min。Streptavidin Peroxidase室温孵育30min，1×PBS

清洗5min。新鲜配置的DAB显色10min，1×PBS清洗

5min。苏木素染色1min，自来水洗2×5min。中性树脂

封片。每隔10张切片进行免疫组化染色，采用图像拍

摄系统在400倍镜下进行摄片，每张切片随机选3个

视野，计数Foxp3阳性染色细胞数，结果以Foxp3阳性

染色细胞数/切片进行表示。

7. 统计学方法  所有数据均符合正态分布，数

据以x-±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，两

组间比较采用LSD法，统计软件为SPSS 11.5（SPSS 

Inc.，Chicago，IL，USA），P＜0.05为差异有统计学 

意义。

结果

1. 芪参益气滴丸对高脂喂养的ApoE基因敲除小

鼠体质量及内脏指数的影响  结果显示，各组小鼠

实验前后体质量差异无统计学意义，提示高脂和药

图1  芪参益气滴丸对高脂喂养的ApoE基因敲除小鼠 
体质量的影响（n=6）
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内部有大量脂滴沉积，结构较疏松，斑块占管腔总

面积约12%，芪参高、低剂量组均能显著减小斑块与

管腔的面积比（P＜0.05，P＜0.01），而且芪参高剂量

组的作用更强，显示一定的剂量依赖特征。

3. 芪参益气滴丸对高脂喂养的ApoE基因敲除小

鼠调节性T细胞的影响  见图4。结果显示，与正常组

比较，模型组脾脏Treg的数量显著减少（P<0.05）。

芪参高剂量组与模型组比较可显著增加脾脏Treg数

量（P<0.01），提示芪参益气滴丸可能通过增加脾脏

Treg发挥抑制动脉粥样硬化的作用。

图5  芪参益气滴丸对高脂喂养的ApoE基因敲除小鼠粥样 
斑块区Treg的影响（Treg免疫组化×400）

注：a、b、c分别为模型组、芪参低剂量组、芪参高剂量组，d为正
常脾脏阳性对照。图中箭头指示Foxp3阳性染色细胞（Treg细胞）。

物因素并未显著影响小鼠的正常生长，见图1。与正常

组比较，模型组肝指数显著升高（P＜0.01），而脾指

数和胸腺指数则明显低于正常组（P＜0.01）。与模型

组比较，芪参高剂量组肝指数明显降低（P<0.05），

但芪参高、低剂量组脾指数和胸腺指数无明显变化，

见图2。

图3  芪参益气滴丸对各组小鼠动脉粥样硬化 
损伤的影响（n=6）

注：a、b、c、d分别为正常组、模型组、芪参低剂量组、芪参高
剂量组。与模型组比较，*P<0.05，**P<0.01。图4同。
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2. 芪参益气滴丸对高脂喂养的ApoE基因敲除小

鼠动脉粥样硬化损伤的影响  见图3。结果显示，模

型组小鼠在主动脉起始部出现较大粥样硬化斑块，

图2  芪参益气滴丸对高脂喂养的ApoE基因敲除小鼠 
内脏指数的影响（n=6）

注：与正常组比较，*P＜0.05，**P＜0.01；与模型组比较，△P＜0.05。
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图4  芪参益气滴丸对高脂喂养的ApoE基因敲除 
小鼠脾脏Treg的影响（n=6）

注：A为脾脏Treg免疫组化染色图（Treg免疫组化染色×400），
a、b、c、d分别为正常组、模型组、芪参低剂量组、芪参高剂量组。图
中箭头指示Foxp3阳性染色细胞（Treg细胞）。B为各组Treg数量的比
较。与正常组比较，*P＜0.05，**P<0.01；与模型组比较，△△P<0.01。
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图5结果显示，各组斑块区Treg数量较少，约1-2

个，无法进行定量统计比较，Treg多位于斑块表面纤

维帽附近，提示斑块区Treg可能通过分泌细胞因子发

挥抑制动脉粥样硬化的作用。

讨论

心血管疾病主要病理基础是以管腔狭窄、供血

不足、血栓形成、组织坏死为特征的，AS是其主要

病理改变，它是一种慢性透壁性炎性疾病，主要由巨

噬细胞吞噬氧化修饰的低密度脂蛋白、引发一系列

持续慢性的免疫反应，初期表现为脂纹、脂斑，中后

期形成粥样斑块、纤维斑块，直至斑块破裂、血栓形

成。其中，过度的免疫反应对斑块形成和斑块破裂

的多个环节均起着重要的作用。Treg细胞主要由胸腺

中T细胞发育而来，其表达Foxp3并分泌TGF-β1和IL-
10，对多种免疫细胞发挥免疫抑制作用。

临床研究显示，急性冠脉综合征患者与正常人

和稳定性心绞痛患者比较，外周血Treg的亚群比例明

显降低，同时Foxp3的表达和血浆TGF-β1浓度也明显

降低[4]。在人体AS斑块中，Foxp3+Treg出现于粥样硬

化损伤的所有阶段，但数量和功能都相对偏低，不足

以抑制AS介导的炎性反应[5]。采用抗-CD3抗体可扩

增Foxp3+Treg的比例，减少动脉壁巨噬细胞的聚集，

增加TGF-β1的含量，减少粥样斑块的形成[6]。而通

过注射白喉毒素清除小鼠的Foxp3+Treg，则可造成血

浆胆固醇水平的升高和炎性反应的加重，促进AS的

进展[2]。

芪参益气滴丸具有补虚、行滞、化瘀的作用，针

对气虚血瘀型冠心病患者血脂代谢紊乱的虚、瘀、

滞具有良好的治疗作用。其抗AS机制包括：降低血

脂，升高肝组织肝酯酶活性，降低高敏C反应蛋白水

平，上调TGF-β1表达等[7]。本研究结果证实，芪参益

气滴丸高剂量组可以显著降低肝指数，减小斑块与

管腔的面积比，抑制斑块内脂滴沉积等，但其作用是

否通过影响Treg功能而实现则不清楚。初步研究显

示，单味黄芪和丹参即可促进体外培养的CD4
+T细胞

向Treg分化，显著增加Foxp3的阳性表达率[8]。而黄芪

或丹参为主药的相关制剂均可上调Foxp3、TGF-β1的

mRNA水平，提高Treg细胞及相关细胞因子IL-10的水

平，达到抑制效应性T细胞的作用[9-10]。本研究证实，

芪参益气滴丸高剂量组可显著增加粥样硬化小鼠脾

脏的Foxp3+Treg数量，Foxp3+Treg主要位于粥样斑块

的纤维帽附近，其抗粥样硬化作用可能通过分泌细

胞因子如IL-10和TGF-β1而实现。综上所述，本研究

从免疫调节角度发现了芪参益气滴丸抗AS的新途

径，为其临床应用提供了新的科学依据。
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