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摘要 目的 观察芩丹胶囊对老年自发性高血压大鼠(SHR)血管外膜I、Ⅲ型胶原蛋白和基因

表达的影响，并进一步探讨血管外膜重构的可能作用机制。方法 32只40周龄老年自发性高血压大

鼠随机分为模型组、芩丹胶囊大剂量组[750 rag／(kg·d)】、芩丹胶囊小剂量组【150 mg／(kg·d)】及

氯沙坦组[30 mg／(kg·d)】，每组8只；另设老年Wistar．Kyoto大鼠为空白对照组和正常药物对照组【芩

丹胶囊750 rag／(kg·d)1；模型组和空白对照组给予等量生理盐水灌胃，每天1次，共12周。观测各

组大鼠收缩压：免疫组化法观察I、Ⅲ型胶原在胸主动脉外膜的蛋白表达以及PCR检测mRNA表达。结

果与模型组比较，芩丹大、小剂量组及氯沙坦组收缩压均明显下降(P<0．05)；与模型组比较，此3

组免疫组化中I、Ⅲ型胶原蛋白表达显著降低(P<O．05)，PCR显示I、Ⅲ型胶原mRNA在外膜表达也

有所降低(P<O．05)。结论芩丹胶囊不仅能够有效地降低SHR大鼠血压，而且从I、Ⅲ型胶原表达量

明显减少可看出芩丹胶囊对动脉血管外膜重构有明显的抑制及逆转作用。
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ABSTRACT 0bjective To investigate the effect of Qindan Capsule(QDC)on gene and protein expression of

vascular adventitial collagen I andⅢ(VACl and VAC3)in spontaneously hypertensive rats(SHR)，for further research

the possible mechanism of vascular adventitial flbroblasts remodeling．Methods Thirty-two SHR，40 weeks old。were

equally randomized into the model group and the three treated groups treated respectively with high(750 mg／Kg·d)and

low dosage QDC(1 50 mg／Kg·d)，and Iosartan(30 mg／Kg·d)，once a day for 1 2 weeks．Besides，a normal blank control

group and a normal QDC(750 mg／Kg·d)medicated group were set up with same aged Wistar-Kyoto rats．Systolic blood

pressures of rats were monitored。gene and protein expressions of VACl and VAC3 in rats’thoracic aortic adventitia

were detected at the end of experiment using immune-histochemicaI staining and real-time quantitative fluorescent PCR

respectively．Results Compared with the model group，blood pressure as well as the gene and protein expressions of

WCl and VAC3 were all lower in the two QDC(high and low dosage)treated groups(P‘0．05)．Conclusion QDC could

not only effectively reduce the blood pressure in SHR，but also suppress and even reverse their thoracic aorta adventitial

vascular remodeling，which is displayed by the obvious lowering of VACl and VAC2 expression levels．

KEYWORDS Qindan Capsule；vascular remodeling；vascular adventitial collagen I and collagen m：immune—

histochemistry：real-time polymerase chain reaction

高血压病是严重危害人类健康的常见心血管疾病

之一，目前我国成人发病率一直呈持续上升的趋势，而

血管重构(vascular remodeling)是最早也是最广泛的

高血压靶器官损害，随着对高血压病研究的深入，血管

外膜胶原重塑现象日益受到人们的关注。高血压血管胶
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原重塑是指高血压状态下血管胶原结构和功能的改变，

是高血压靶器官损伤及循环紊乱的病理生理基础。以往

研究血管重塑多集中在血管内膜、中膜平滑肌细胞的异

常变化，鲜有系统研究血管外膜细胞外基质尤其胶原

者，胶原蛋白是细胞外基质的主要成分，血管壁主要含

有I型胶原和Ⅲ型胶原，胶原的合成多于降解，特性构

型和排列的异常改变是高血压血管胶原重塑的基本原

因，所以要从根本上解决高血压问题，其治疗上也要包

括逆转高血压血管重塑的胶原基质方面，这为高血压血
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管重塑的研究提出新的切入点。本研究通过整体动物实

验观察了芩丹胶囊的降压疗效及其对胸主动脉外膜I、

Ⅲ型胶原重塑的干预机制。

材料与方法

1 动物 14周龄雄性sHR大鼠40只，体重

(260±20)g；14周龄雄性Wistar．Kyoto(WKY)大

鼠20只，体重(280±20)g。均购自北京维通利华实验

动物技术有限公司[许可证编号：SCXK(京)2002—

0003]。每笼4只，饲养在(22±2)oC，相对湿度

(55 4-5)％，人工光照明暗各12 h的普通级动物室中。

饲料(由山东大学实验动物中心提供)和自来水供自由

饮食，大鼠40周龄时开始灌胃及测量血压和体重。期

间由于大鼠年迈等原因造成12只大鼠死亡，实际用于

实验的共32只SHR，16只WKY大鼠。

2药物芩丹胶囊(成分：生黄芩、丹参、黄

连、钩藤、川芎、地龙、益母草、桑寄生等提取物，

0．35∥粒，1 g药物相当于生药材4 g，院内制剂)由山东

大学附属齐鲁医院药剂科提供。氯沙坦，50 ms／粒，杭州

默沙东制药有限公司生产，批号H20000371。用蒸馏水

配置成相应浓度的混悬液，4℃保存，备用。

3 主要仪器和试剂ALC．NIBP型大鼠血压测定

仪(上海奥尔科特生物科技有限公司)；LKB8800型

超薄切片机；Olympus BX51型显微镜(Olympus Corp，

日本)；Image-Pro Plus 6．0数字图像分析系统(Media

Cybernetics Inc，美国)；Tgradient96型PCR热循环仪

(Biometra，德国)；Biofuge—stratos型低温超速离心机

(Kendro Ltd，德国)。主要试剂：SP9001免疫组化试

剂盒及浓缩型DAB试剂盒均购自北京中杉金桥生物技术

有限公司，抗体购自Abcam公司。RNA提取剂(Triz01)

购自Invitrogen公司；聚合酶链反应(PCR)试剂盒购自

Takara公司，引物由博尚生物技术有限公司合成。

4实验方法

4．1分组与给药32只40周龄雄性SHR大鼠随机

分为4组，模型组、芩丹胶囊大剂量组、芩丹胶囊小剂

量组、氯沙坦组，每组8只；另设40周龄雄性WKY大

鼠为空白对照组及正常药物对照组。芩丹胶囊大剂量

组给予芩丹胶囊750 mg，(kg·d)，芩丹胶囊小剂量组

给予芩丹胶囊150 mg，(kg·d)，氯沙坦组给予氯沙坦

30 ms／(kg·d)，正常药物对照组给予芩丹胶囊750 ms／

(kg·d)。空白对照组和模型组给予相等剂量生理盐

水。每日1次，连续给药12周。

4．2血压测量用ALC．NIBP型大鼠血压测定仪应

用尾袖法测量尾动脉收缩压，测3次，取其均值。用药

时每2周1次，共测压6次。

4．3 胸主动脉组织免疫组织化学测定 大鼠末

次给药后12 h禁食，不禁水，10％水合氯醛腹腔注射

麻醉。快速打开胸腔，剪取胸主动脉0．5 cm，生理盐

水冲洗后，4％多聚甲醛固定1周，常规石蜡包埋后切

片，厚度5恤m。石蜡切片脱蜡至水；枸橼酸盐缓冲液

(pH 6．0)抗原修复；体积分数为3％的H202室温孵育

10 min，以消除内源性过氧化物酶活性；体积分数为

5％的正常山羊血清室温孵育20 min，消除背景染色；

加入一抗，4℃过夜；加入生物素标记山羊抗兔IgG--

抗，37℃孵育15 min；加辣根酶标记链霉卵白素(S-A／

HRP)，37℃孵育15 min；3，3‘二氨基联苯胺(DAB)

显色，苏木素复染，乙醇脱水，二甲苯透明，中性树脂

封片。同时，医用图像处理系统(Image—Pro Plus 6．0)

处理，胶原为胞浆表达，以胞浆内出现棕黄色颗粒为

阳性表现，每张切片40倍物镜下随机选取8个视野，测

定其光密度值。

4．4 PCR检测I、Ⅲ型胶原mRNA的表达反应12

周时另取膈上约1 em胸主动脉，提取组织总RNA，检

测其浓度和纯度后，在PCR热循环仪中逆转录为cDNA

(表1)。参照试剂盒说明书，配制反应体系。PCR反

应在罗氏公司LightCycler中进行。反应程序为：95℃

预变性10 S，I型胶原55℃退火5 S，72 oC延伸40 S，

共45个循环，Ⅲ型胶原54℃退火5 S，72 oC延伸10 S，

共45个循环，每个循环结束后采集荧光信号，最后绘

制熔解曲线。当荧光信号强度超过基线(baseline)

时，其阈值循环数(Ct值)被记录下来。Ct值被认为与

被扩增基因的初始浓度密切相关。采用2以Ac‘方法，将

Ct值转换为实验组I、Ⅲ型胶原基因表达相对于对照组

的变化倍数，可以直接得到的目的基因相对于参照基因

的定量。

表1 PCR检测中引物序列

名称 引物 长度

eDNA．1型胶原引物上游5’一GGCATAAAGGGTCATCGTG-3’ 714 bp

eDNA．I型胶原引物下游5‘一GAACCTTCGCTrCCATACTC-3’ 714 bp

aetion弓l物上游 5'-GACAGGATGCAGAAGGAGATTACT 142 bp

aetion弓l物下游 5'-TGATCCACATCTGCTGGAAGGT 142 bp

Ⅲ犁胶原引物上游 5'-CCCAGAACATrACATACCACT-3‘ 190 bp

nl型眨原引物下游 5'-GTCTTGCTCCATrCACCAG一3· 190 bp

5统计学处理所有数据以牙±_s表示，采用SPSS

16．0统计软件处理数据，应用方差分析和两样本f检验

进行统计，P<o．05为差异有统计学意义。

结 果

1 各组大鼠收缩压的比较(图1) 从给药第
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4周起，芩丹胶囊大、小剂量组、氯沙坦组大鼠收

缩压与模型组比较均下降，其差异具有统计学意义

(P<0．05)。给药6周到12周间，芩丹胶囊大剂量组

比小剂量组血压下降更为显著，差异具有统计学意义

(P<0．05)。

2 芩丹胶囊对老年自发性高血压大鼠胸主动脉

I、Ⅲ型胶原免疫组化中表达(表2，图2、3) 结果

显示，模型组较空白对照组I、Ⅲ胶原表达明显增多，

差异有统计学意义(P<0．05)；芩丹胶囊大、小剂量

组及氯沙坦组表达较模型组均减少(P<0．05)。空白

对照组和正常药物对照组I、Ⅲ型胶原表达量比较差异

图1 各组大鼠治疗后血压测定结果

注：A为空白对照组；B为正常药物对照组；c为模型组；D为芩丹胶囊大剂量组；E为芩丹胶囊小剂量组；F

为氯沙坦组；图3同

图2各组I型胶原蛋白表达(免疫组化。×400)

图3各组Ⅲ型胶原蛋白表达(免疫组化，X400)
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表2各组I、Ⅲ型胶原光密度值比较(OD值，i±s)

组别 ／7 I型胶原 n m型胶原

空白对照8 3049．53±1323．42 6 3127．07±l 100．27

正常药物对照8 3698．20．4-1479．29 6 3277．82±1036．87

模型 8 l 1 133．41±1288．25’ 6 l 1474．29±1020．43’

芩丹胶囊大剂量8 4809．25±1880．796 6 4659．10±1176．980

芩丹胶囊小剂量8 7901．35±2316．48△▲6 7685．29±1403．210‘

氯沙坦8 3865．71±917．66“ 6 3789．17±556．59“

注：与空自对照组比较，_P(o．05；与模型组比较。oP<o．05；与芩

丹胶囊大剂量组比较。‘P<0．05

无统计学意义(尸>0．05)，芩丹胶囊大剂量组与小剂量

组比较差异有统计学意义俨<0．05，)，但与氯沙坦组比

较，差异无统计学意义(P>0．05)。

3实时定量PCR检测结果(图4) 模型组大鼠胸

主动脉壁I、Ⅲ型胶原mRNA表达量与空白对照组之间

的差异具有统计学意义(P<0．05)。芩丹胶囊大、小剂

量组及氯沙坦组大鼠胸主动脉壁I、Ⅲ型胶原表达与模

型组比较有所减少，差异均有统计意义(P<0．05)。

注：I为空白对照组；2为正常药物对照组；3为模型组；4为芩丹

胶囊大剂量组；5为芩丹胶囊小剂量组；6为氯沙坦组；与空白对照组比

较，k 0．05，与模型组比较，△P<0．05

图4各组I、Ⅲ型胶原mRNA表达相对倍数

讨 论

近年来研究发现，外膜对血压升高的反应先于血

管中膜和内膜，且最为灵敏f11，而且外膜的这种变化

是高血压血管结构改变的最早征象之一【2l。血管外膜

的主要细胞成分是成纤维细胞(adventitial fibroblasts，

AF)，Wilcox等【3】研究发现AF转变为肌成纤维细胞

(myofibroblasts，MF)、增殖、迁移、分泌细胞外基质

是血管损伤后血管重塑的重要内容。胶原蛋白是细胞外

基质的主要成分，通过观察胸主动脉病理切片在镜下所

示，模型组均出现外膜细胞增生活跃，血管管壁增厚，

有些出现断裂、剥脱，内弹力层破坏，内径、中膜、外

膜比值降低，这与Duarte等【41的报道一致。赵军礼【51认

为I、Ⅲ型胶原排列紊乱，含量增加是血管再狭窄形成

的重要机制，Tozzi CAt6I曾指出胶原细胞的过度表达与

血管重塑有关。在正常动脉壁中，I型和Ⅲ型胶原是构

成细胞外基质(ECM)的主要成分，骨桥蛋白(OPN)

能够直接和I型胶原相结合，并与Ⅲ型胶原发生相互作

用17l，对此王博[Sl已经证实了OPN基因的表达与在血管重

构过程中起重要作用的胶原网络的重构有着密切的关系。

本研究结果显示，芩丹胶囊大、小剂量组，氯沙

坦组的血压和模型比较，从灌胃开始到结束一直成下降

趋势，这与王博等19I的报道一致。空白对照组与正常药

物对照组比较差异无统计学意义，说明芩丹胶囊对正常

大鼠无明显影响。芩丹胶囊不仅能够有效地降低SHR大

鼠血压，而且能够通过下调血管外膜I、Ⅲ型胶原的合

成、分泌及成纤维细胞的分化，进而抑制血管外膜的重

塑。从免疫组化中观察到，模型组外膜上，I、Ⅲ型胶

原阳性颗粒表达量最多，氯沙坦组最少，这与AnSJtl0I对

氯沙坦能有效抑制胶原表达的报道一致，Image—Pro Plus

6．0软件分析结果显示，模型组光密度值高于空白对照

组，芩丹大、小剂量组和氯沙坦组的光密度值虽然有所

增多，但仍低于模型组。Estrada KDllll曾在文献中报道

胶原的表达增多可引起肺动脉高压，可见胶原的高表达

对于高血压重构有着重要意义。本实验通过荧光PCR发

现，芩丹胶囊能有效降低胶原mRNA表达，与模型组比

较，经芩丹治疗的SHR动脉壁I、Ⅲ型胶原mRNA的表

达量与外膜厚度均明显减少，推测芩丹胶囊对SHR动脉

壁形态学的影响与下调胶原基因的表达量有关。

肝热血瘀证是高血压病临床常见证，肝热阳亢、瘀

组脉络是其重要的病机变化。芩丹胶囊以清热平肝、活

血通络为基本治法，方中黄芩、黄连、钩藤清热泻火、

平肝潜阳，丹参、川芎、地龙活血化瘀通络，辅以益母

草、桑寄生化瘀利水、补益肝肾。郑进【121等观察到川芎

嗪组I型胶原纤维密度值明显低于模型组和生理盐水组

(P<0．05)，认为川芎嚷可抑制腹膜黏连组织中I型

胶原的蛋白表达。还有钩藤提取物给予SHR后，可抑制

血管内皮细胞生成自由基，保护内皮细胞的功能I”I。陈

锋【14l认为黄芩通过抑制TGF—B 1和Ⅲ型胶原表达水平，

减少细胞外基质的异常沉积。宋德明等¨5l的研究也发现

川芎嗪、丹参对培养心肌成纤维细胞的胶原合成有抑制

作用。本实验证实了芩丹胶囊具有良好的降压作用，通

过减少I、Ⅲ型胶原的蛋白质及mRNA表达来改善SHR

血管胶原重塑。这对高血压血管重构的防治及药物干预

研究具有重要意义。
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