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麝香保心丸对 ApoE原/原 小鼠心肌梗死后动脉粥样硬化
进程和循环单核细胞亚群的影响
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摘要摇 目的摇 观察麝香保心丸对载脂蛋白 E 基因敲除渊ApoE原/原冤小鼠心肌梗死后动脉粥样硬化斑块

进程和循环单核细胞亚群渊CD11b + Ly6G原 CD115+ Ly6Chi 和 CD11b + Ly6G原 CD115+ Ly6C lo冤的影响遥
方法摇 35 只 6 周龄雄性 ApoE原/原小鼠袁高脂喂养 10 周袁选择 10 只小鼠为假手术组渊 sham 组袁等量生理

盐水灌胃冤 袁25 只小鼠通过结扎左冠状动脉前降支建立心肌梗死模型袁将造模成功的 20 只小鼠采用随机

数字表法分为心肌梗死组渊MI 组袁等量生理盐水冤和麝香保心丸组咱MI+SBP 组袁100 mg/渊 kg窑d冤暂 袁每组

10 只袁持续灌胃 4 周遥 全自动生化仪检测小鼠血浆 TC尧TG 和 LDL鄄C 水平袁油红 O 染色检测主动脉全长

斑块面积袁F4/80 免疫荧光染色检测主动脉窦斑块内巨噬细胞含量袁流式细胞术分析循环单核细胞亚群比

例遥 结果摇 与 sham 组比较袁MI 组主动脉粥样硬化病变明显加重渊P<0郾 01冤袁斑块内巨噬细胞含量增加

渊P<0郾 01冤袁单核细胞数量及 Ly6Chi 单核细胞亚群数量明显增加渊P<0郾 01冤遥 与 MI 组比较袁MI+SBP 组

主动脉粥样硬化病变明显改善渊P<0郾 01冤袁斑块中 F4/80+巨噬细胞含量减少渊P<0郾 01冤袁单核细胞数量及

Ly6Chi 单核细胞亚群数量减少渊P<0郾 05袁 P<0郾 01冤遥 3 组之间 Ly6C lo 单核细胞亚群数量及 TC尧TG 尧
LDL鄄C 水平比较差异无统计学意义渊P>0郾 05冤遥 结论摇 心肌梗死会加速动脉硬化病变进程袁麝香保心丸

通过减少循环中炎性单核细胞比例和斑块中巨噬细胞含量袁调控动脉粥样硬化斑块的炎症反应袁且不依

赖于血脂水平的变化遥
关键词摇 动脉粥样硬化曰 麝香保心丸曰 单核细胞亚群曰 炎症反应
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ABSTRACT摇 Objective摇 To evaluate the protective effect of Shexiang Baoxin Pill渊SBP冤on atheroscle鄄
rotic development and the role of circulating monocyte subsets 渊CD11b + Ly6G原 CD115+ Ly6Chi and CD11b +

Ly6G原 CD115+ Ly6Clo冤 in atherosclerotic ApoE原/原 mice after myocardial infarction 渊MI冤 . Methods 摇 Thirty鄄
five male ApoE原/原 mice at 6 weeks of age were fed with a high鄄fat diet for 10 weeks袁 10 mice recruited in a
sham surgery group袁 administered with equal volume of normal saline by gastrogavage袁 and the other
twenty 鄄five mice received myocardial infarction surgery by ligating left anterior descending branch. Twenty
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successfully modeled mice with MI were randomly devided into MI group 渊equal volume of normal saline冤
and MI+SBP group 渊SBP袁100 mg窑kg 原1窑d 原1冤 by random digit table袁 10 in each group. All mice were inter鄄
vened for 4 weeks. TC袁 TG and LDL 鄄C levels in plasma were measured enzymatically using an automatic
analyzer. Aortic lesion areas were evaluated with oil red O staining. The macrophage in plaque of aortic si鄄
nus were analyzed by F4/80 immunofluorescence staining. Flow cytometry was used to explore the propor鄄
tions of circulating monocyte subsets 援 Results 摇 Compared with the sham surgery group袁 aortic lesions
were significantly aggravated 渊P<0郾 01冤袁 macrophage content in plaque was increased 渊P<0郾 01冤袁 the
number of circulating monocytes and the inflammatory Ly6Chi monocyte subset increased 渊P<0郾 01冤 in the
MI group. Compared with the MI group袁 SBP treatment reduced aortic lesions 渊P<0郾 01冤袁 F4/80鄄positive
macrophages in plaque decreased 渊P<0郾 01冤袁 monocyte levels and Ly6Chi monocyte subset levels de鄄
creased 渊P<0郾 05袁 P<0郾 01冤 in MI+SBP group. There was no statistical difference in Ly6Clo monocyte sub鄄
set or TC袁 TG and LDL鄄C levels among the three groups 渊P>0郾 05冤援 Conclusions摇 MI accelerated athero鄄
sclerosis progress. SBP had significantly anti鄄inflammatory effect in atherosclerosis by reducing the pro鄄
portion of pro鄄inflammatory monocytes in circulation and the content of macrophages in plaques accom鄄
panied by no changes on plasma lipid profiles 援

KEYWORDS摇 atherosclerosis曰 Shexiang Baoxin Pill曰 monocyte subsets曰 inflammation

摇 摇 心肌梗死渊myocardial infarction袁MI冤是严重危

害人类健康的重大疾病遥 近年来袁随着我国经济的迅

速发展袁生活方式的转变以及人口老龄化的加剧袁MI
的发病率和病死率呈逐年增长趋势袁心血管病死亡占

我国总死亡原因的首位咱1暂 遥 在动脉粥样硬化渊athero鄄
sclerosis袁AS冤进程中袁炎性细胞破坏动脉壁的脂质

斑块袁导致其破裂袁从而引发 MI遥 虽然及时的血运重

建能大大降低MI 患者的病死率和病残率袁但是心血管

事件的再发率仍很高咱2暂遥 新近研究发现袁MI 后引发的

全身系统性炎症反应袁会逆向加速斑块的生长和渊或冤
促进斑块的不稳定性袁从而加剧已有 AS 病变的进

程咱3暂遥 这种继发于心肌损伤的炎症反应袁可能与炎性

细胞袁主要是单核细胞袁浸润 AS 斑块进而引起斑块生

长和斑块不稳定有关咱4暂遥
麝香保心丸由麝香尧苏合香脂尧蟾酥尧牛黄尧肉桂尧

冰片及人参提取物组成袁作为一种治疗 AS 性疾病的

有效药物袁麝香保心丸具有缓解心绞痛症状尧纠正缺血

性心电图的表现尧改善心肌缺血的显著效果袁并能提高

冠心病患者的生活质量袁改善远期预后袁减少心血管事

件的发生咱5袁 6暂 遥 既往国内研究发现麝香保心丸具有多

种抗炎尧抗 AS 作用袁但对 MI 后 AS 进展过程中斑块

局部巨噬细胞的变化以及与循环单核细胞亚群的关系

尚未见报道咱7袁 8暂 遥 因此袁本研究采用 ApoE原/原小鼠高脂

饮食和左前降支结扎术构建 MI 后 AS 模型袁检测斑块

内巨噬细胞密度以及循环单核细胞亚群 渊CD11b+

Ly6G原 CD115+ Ly6Chi 和 CD11b+ Ly6G原 CD115+

Ly6Clo冤数量的变化袁从而进一步明确麝香保心丸对

MI 加速 AS 进程的抗炎保护作用机制遥

材料与方法

1摇 动物摇 35 只 6 周龄 ApoE原/原小鼠袁雄性袁体重

22~25 g袁购自常州卡文斯实验动物有限公司袁许可证

号院SCXK渊苏冤 2016原0010袁实验前均经 DNA 检测为

纯合子遥 本研究通过复旦大学实验动物科学部伦理委

员会审批渊No. 20160835A214冤遥
2摇 药物摇 麝香保心丸由麝香尧苏合香脂尧蟾酥尧牛

黄尧肉桂尧冰片及人参提取物组成渊22郾 5 mg/丸袁上海

和黄药业有限公司生产袁批号院171001冤遥
3摇 主要试剂与仪器摇 抗 CD11b鄄PE渊BD袁USA袁

批号院 557397冤尧 抗 Ly6C鄄BV421 渊 BD袁 USA袁 批号院
562727冤尧 抗 CD115鄄BV606 渊 BD袁 USA袁 批 号院
743640冤 和抗 Ly6G鄄APC 抗 体 渊 BD袁 USA袁 批号院
560599冤曰FACS Celesta 流式细胞仪渊BD袁USA冤曰卓
越 450 全自动生化分析仪渊科华生物冤曰抗 F4/80 抗体

渊武汉赛维尔生物袁批号院GB11027冤袁DAPI 渊武汉赛维

尔生物袁批号院G1012冤袁CY3 标记山羊抗兔二抗渊武汉

赛维尔生物袁批号院GB21303冤曰荧光显微镜渊ECLIPSE
C1袁Nikon袁Japan冤袁SZ51 型体式显微镜渊Olympus袁
Japan冤袁其余常规试剂为国产分析纯遥

4摇 造模及干预方法摇 6 周龄雄性 ApoE原/原小鼠 35
只袁高脂喂养渊含 1郾 25% 胆固醇和 22% 脂肪冤10周后

随机分假手术渊sham冤组 10 只渊仅开胸不结扎左前降

支冤和MI 造模组 25 只遥 参照参考文献咱3暂袁行左冠状

动脉前降支结扎建立 MI 模型袁结扎后心电图和心脏超

声证实MI 造模成功袁左前降支结扎前后心电图对比如
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图 1所示遥 造模成功小鼠 20只渊造模过程中死亡 5 只袁
成功率为 80%冤袁采用随机数字表法分为 MI 组和麝香

保心丸组渊MI+SBP 组冤袁每组 10 只遥 麝香保心丸组按

100 mg/渊kg窑d冤灌胃袁相当于成人剂量的 5倍渊剂量的

制定见参考文献咱9暂冤袁sham 组和 MI 组给予等剂量的

生理盐水袁连续 4周袁给药期间持续高脂喂养遥

图 1摇 左前降支结扎前后心电图对比

5摇 检测指标及方法摇 MI 术后干预 4 周的小鼠袁
异氟烷吸入麻醉后袁肝门静脉取血袁EDTA 抗凝袁离心

渊3 000 r/min袁10 min冤后取血浆袁用于血脂检测曰血细

胞用于流式细胞术分析遥 PBS 心脏灌流袁游离心脏及

主动脉全长并剥除外膜结缔组织和脂肪组织袁置于

4%甲醛溶液中袁用于病理检测遥
5郾 1摇 血脂水平测定摇 全自动生化分析仪测定各

组血浆总胆固醇渊 total cholesterol袁TC冤尧甘油三酯

渊 triglyceride袁TG冤尧低密度脂蛋白渊 low density lipo鄄
protein cholesterol袁LDL鄄C冤水平遥

5郾 2摇 主动脉油红 O 染色摇 在体式显微镜下袁用
显微剪将主动脉纵行剪开袁 固定袁水洗袁 再用 60%异

丙醇浸泡 10 min遥 然后用新鲜配制的油红 O 工作液

染色 30 min袁 60%异丙醇漂洗 3~5 min袁 至背景近乎

透明遥 置于黑色不反光绒布上拍照遥 每组小鼠选取

5 只小鼠进行染色遥 采用图像分析软件渊 Image Pro
Plus袁IPP冤计算斑块面积占比渊%冤=主动脉内膜斑块

面积 / 血管面积伊100%遥
5郾 3摇 F4/80 免疫荧光染色摇 主动脉窦石蜡切片袁

厚 5 滋m袁常规脱蜡至水袁抗原修复后袁山羊血清封闭

30 min袁加入兔抗小鼠抗体 F4/80渊1 颐500冤袁4 益孵育

过夜袁次日加入 CY3 标记山羊抗兔二抗袁室温孵育

1 h袁含 DAPI 的防淬灭封片剂封片遥 采用图像分析软

件计算荧光显微镜拍摄视野内 F4/80 阳性面积和斑块

面积袁F4/80 阳性巨噬细胞含量渊%冤 = F4/80 阳性面

积/斑块面积伊100%遥
5郾 4摇 流式细胞术分析循环单核细胞亚群比例

渊图 2冤 摇 取 100 滋L 抗凝全血加入抗 CD11b鄄PE尧抗
CD115鄄 BV606尧抗 Ly6C鄄BV421 和抗 Ly6G鄄APC 抗体

细胞染色缓冲液吹打混匀袁室温避光孵育 40 min袁加入

1郾 5 mL 红细胞裂解液袁室温裂解红细胞 5 min袁离心后

PBS重悬袁上机检测袁FlowJo10. 6郾 1 软件分析流式细

胞术 结 果遥 根 据 文 献 报 道袁 认 定 CD11b+ Ly6G原

CD115+细胞为单核细胞袁并根据 Ly6C 表达高低进一

步分为 Ly6Chi 和 Ly6Clo2个亚群遥
6摇 统计学方法摇 应用 Graphpad Prism 7郾 0 统

计软件进行数据统计与分析遥 计量资料以x依s 表示袁
多组间比较采用单因素方差分析冤袁两组间比较采用

Newman鄄Keuls 检验遥 P < 0郾 05 为差异有统计学

意义遥
结摇 摇 果

1摇 各组主动脉油红 O 染色结果比较渊图 3尧4冤 摇
sham 组小鼠主动脉正常血管内膜为白色袁病变斑块经

油红 O染色后为红色遥 与 sham 组比较袁MI 组小鼠主

动脉 AS病变明显加重袁主动脉血管内膜上红色斑块面

积增多咱渊12郾 77 依2郾 43冤% vs 渊20郾 44 依 3郾 00冤%袁P<
0郾 01暂遥 与 MI 组比较袁MI+SBP组小鼠主动脉 AS 病变

有 明 显 改 善 咱渊 20郾 44 依 3郾 00 冤% vs 渊 13郾 58 依
1郾 41冤%袁P<0郾 01暂遥

2摇 各组主动脉窦斑块内巨噬细胞密度的变化

渊图 5冤摇 sham 组尧MI 组尧MI+SBP 组 F4/80 阳性巨噬

细胞含量百分比分别为 渊6郾 18 依 1郾 15冤%尧 渊18郾 30 依
2郾 33冤%尧渊13郾 21依1郾 90冤%遥 与 sham 组比较袁MI 组
主动脉窦斑块内 F4/80 阳性巨噬细胞含量增加渊P<
0郾 01冤曰与 MI 组比较袁MI+SBP 组斑块中 F4/80 阳性

巨噬细胞含量减少渊P<0郾 01冤遥

图 2摇 流式细胞术分析小鼠外周血单核细胞及其亚群
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摇 摇 注院A 为 sham 组曰B 为 MI 组曰C 为 MI+SBP 组

图 3摇 各组小鼠主动脉油红 O染色结果

摇 摇 注院A 为 sham 组曰B 为 MI 组曰C 为 MI+SBP 组曰与 sham

组比较袁 鄢P<0郾 01曰与 MI组比较袁吟P<0郾 01曰 n =5
图 4摇 各组小鼠主动脉斑块面积/血管面积

摇 摇 注院A1 ~ A3 为 sham 组曰B1 ~ B3 为 MI 组曰C1 ~
C3 为 MI+SBP组曰箭头所指为 F4/80 阳性巨噬细胞

图 5摇 各组主动脉窦 F4/80 免疫荧光染色结果摇 渊伊20冤

摇 摇 3摇 各组循环单核细胞及其亚群计数渊图 6冤 摇 与

sham 组比较袁MI 组单核细胞数量及 Ly6Chi 单核细

胞亚群数量增加渊P<0郾 01冤遥 与 MI 组比较袁MI+SBP
组单核细胞数量减少渊P<0郾 05冤袁Ly6Chi 单核细胞亚

群数量降低渊P<0郾 01冤遥 各组之间 Ly6C lo 单核细胞亚

群数量差异无统计学意义渊P>0郾 05冤遥

摇 摇 注院A 为 sham 组曰B 为 MI 组曰C 为 MI+SBP 组曰与 sham

组比较袁 鄢P<0郾 01曰与 MI 组比较袁吟P<0郾 05袁吟吟P<0郾 01曰n =10
图 6摇 各组小鼠循环单核细胞及其亚群计数比较

4摇 各组小鼠血脂水平比较渊表 1冤 摇 与 sham 组

比较袁MI 组小鼠血浆 TC 尧TG 和 LDL鄄C 水平比较差

异无统计学意义渊P>0郾 05冤曰MI+SBP 组小鼠 TC 和

LDL鄄C 水平降低袁但差异无统计学意义渊P>0郾 05冤遥
表 1摇 各组小鼠血脂水平比较摇 渊mmol/L袁x依s冤

组别 n TC TG LDL鄄C
sham 10 29援 98依2援 34 1援 88依0援 22 23援 22依2援 08
MI 10 28援 67依3援 51 1援 95依0援 31 21援 88依4援 02
MI+SBP 10 27援 10依3援 94 1援 86依0援 19 20援 18依4援 72

结摇 摇 论

有研究证据表明 MI 会进一步加速 AS 进程袁并且

MI 常伴有局部和全身的炎症反应咱10暂遥 炎症反应可导
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致外周循环中白细胞增殖尧活化和释放多种炎症介质

以及已存在的 AS 斑块进一步生长和破裂袁从而导致

心血管事件再次发生咱11袁 12暂 遥 即使在心血管事件临床

缓解后袁炎症反应仍会持续较长时间遥 其中袁MI 后循

环单核细胞增多预示着再发心血管事件的风险增加遥
初次梗死引发的全身炎症反应在修复受损心肌的同

时袁却加速已存在的动脉粥样斑块病变发展咱13暂遥 因

此袁抑制单核细胞活化及其介导的炎症反应是稳定斑

块袁改善 MI 预后的重要治疗策略遥
单核细胞根据其表面标志袁主要分为炎症型渊经典

型冤和定居型渊非经典型冤两个亚群袁分别对应于小鼠的

Ly6Chi 和 Ly6Clo 细胞亚群咱14暂遥 Ly6Clo 单核细胞具有

抑制炎症和促进组织修复的功能袁能稳定斑块袁降低 MI
发生的风险遥 相反地袁Ly6Chi 单核细胞被认为是炎症

状态下的巨噬细胞前体袁是在 MI 发生后袁在脾脏和骨髓

增殖尧并释放进入循环遥 其通过 CCR2 趋化因子袁被血

管内皮细胞招募并聚集在内膜下袁分化成巨噬细胞袁吞
噬清除坏死物质袁并通过局部增殖袁引起过度的炎症反

应袁从而加剧 AS 的病程进展咱3袁 15暂遥 本研究证实 MI 加
速 AS进程袁并且与循环中 Ly6Chi 单核细胞水平和斑

块内巨噬细胞含量的增多密切相关袁提示局部和系统性

炎症反应的激活促进 AS进程发展遥
麝香保心丸是根据中医学芳香温通尧益气强心的

原则袁由麝香尧苏合香脂尧蟾酥尧牛黄尧肉桂尧冰片及人参

提取物组成袁芳香温通治疗侧重于对野脉冶的作用遥 由

于其相对安全尧药理作用范围广泛袁普遍应用于心血管

疾病咱6暂 遥 既往的研究发现袁麝香保心丸通过保护血管

内皮尧抑制心肌纤维化尧促进血管新生等多个方面发挥

抗 AS 的作用咱8袁 16原18暂 遥 近年发现袁麝香保心丸还具有

良好的抗炎活性袁例如袁高尿酸大鼠给予 SBP 干预后袁
血清炎症因子及趋化因子 CRP 尧IL鄄6和单核细胞趋化

蛋白鄄1渊monocyte chemotactic protein 1袁MCP鄄1冤
水平明显下降咱19暂遥 在 MI 大鼠模型中袁SBP 能抑制 MI
后的心室重构袁其对心脏保护作用的机制可能与抑制

炎症因子 TNF鄄琢 和 IL鄄6 的表达袁改善血流动力学有

关咱19暂遥 此外袁麝香保心丸通过抑制炎症反应和氧化应

激袁减轻单核细胞浸润袁从而明显改善高糖诱导心肌细

胞损伤尧心肌功能障碍咱7袁 21袁 22暂 遥 进一步机制研究显

示袁麝香保心丸抑制 PI3K/AKT尧MAPK/NF鄄剀B 等信号

通路袁减轻单核细胞介导的炎症反应咱23原25暂 遥 以上既往

研究结果提示麝香保心丸有可能通过抑制炎症反应袁
发挥对 MI 后 AS 的保护作用遥

本研究中袁通过高脂喂养 ApoE原/原小鼠联合结扎

左前降支术建立 MI 后 AS 模型袁分别比较不同实验组

小鼠 AS 斑块面积尧斑块内巨噬细胞含量和循环单核

细胞亚群计数袁证实麝香保心丸通过减少循环中炎性

单核细胞比例和斑块中巨噬细胞含量袁调控 AS 斑块

的炎症反应袁抑制 AS 斑块进程发展袁提示麝香保心丸

对于冠心病二级预防具有良好的应用前景遥 另外袁脂
代谢紊乱是 AS 的独立危险因素袁为了分析麝香保心

丸的抗 AS 作用是否与降脂有关袁比较不同实验组的

TC尧TG 和 LDL鄄C 水平袁结果表明三组间血脂水平差

异均无统计学意义袁提示麝香保心丸对脂质代谢紊乱

无明显调控作用遥 因此袁本研究证实麝香保心丸可通

过抑制全身系统性炎症反应袁减少循环单核细胞过度

增多袁降低斑块中巨噬细胞供应链袁从而减缓 MI 后
AS 的病程遥

需要说明的是袁本研究只是在动物水平上初步探

讨了 SBP 对 MI 后 AS 的干预作用袁并证实其通过调

控炎症性单核细胞亚群袁发挥抗 AS 效应袁但对其具体

的作用环节和分子机制等问题袁仍需进一步研究阐明遥
综上所述袁AS 和 MI 互为因果可能是 AS 疾病进

展的潜在因素袁单核细胞亚群分化及其介导的炎症反

应在其中发挥重要作用遥 本研究以中医的整体理论和

多靶点的理论为指导思想袁充分发挥中药野多途径尧多
靶点冶的作用特点和优势袁进一步证实麝香保心丸不

仅具有保护血管内皮尧抑制心肌纤维化尧促进血管新生

的作用袁还可以通过独立于降脂的免疫调节作用袁下调

炎症性单核细胞亚群水平袁发挥 AS 保护作用遥 同时袁
为研究 野芳香温通冶中成药改善 MI 患者的预后和防治

AS 性心脏病的作用机制基础提供全新的理论视角和

研究方向遥
利益冲突院 无遥
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