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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察红景天甙对间歇性低压低氧诱导的载脂蛋白 E 基因敲除(ApoE - / - )小鼠动脉粥样硬化的

影响及其可能机制。 方法摇 30 只 8 周龄健康雄性 ApoE - / - 小鼠随机分为常压常氧组、间歇性低压低氧组、低压低

氧 + 红景天甙组,其中间歇性低压低氧组和低压低氧 + 红景天甙组被放置在模拟海拔 5000 m 低压低氧舱内每天 8
h,每组给予相同的普通饮食喂养,低压低氧 + 红景天甙组灌服红景天甙 30 mg / (kg·d),而常压常氧组和间歇性低

压低氧组灌服等量蒸馏水,连续灌胃 12 周后取小鼠血样测空腹血糖和血脂,取小鼠主动脉根部,HE 染色观察动脉

粥样硬化斑块的大小,Masson 染色观察斑块内胶原含量,Western blot 检测基质金属蛋白酶 2(MMP鄄2)、基质金属蛋

白酶 9(MMP鄄9)和组织型基质金属蛋白酶抑制剂 2(TIMP鄄2)蛋白的表达。 结果摇 三组空腹血糖和血脂水平无统计

学差异(P > 0. 05);与常压常氧组比较,间歇性低压低氧组动脉粥样硬化斑块面积明显增加(P < 0. 01),胶原含量

明显减少(P < 0. 01);与间歇性低压低氧组比较,低压低氧 + 红景天甙组斑块面积、MMP鄄2 和 MMP鄄9 蛋白水平明显

降低(P < 0. 01),而斑块内胶原含量、TIMP鄄2 蛋白水平明显增加(P < 0. 01)。 结论摇 红景天甙能抑制间歇性低压低

氧诱导的动脉粥样硬化斑块形成,并提高斑块的稳定性,其机制可能与红景天甙增加斑块内胶原含量有关。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To observe the effect of salidroside on atherosclerosis of apolipoprotein E gene knockout mice
(ApoE - / - ) with intermittent hypobaric hypoxia, so as to illuminate the role of salidroside on atherogenesis. 摇 摇 Methods
Thirty eight鄄week鄄old male ApoE - / - mice were randomized into normobaric normoxic group (control group), intermittent
hypobaric hypoxia group (IHH), hypobaric hypoxia + salidroside group (intervention group) for 12 weeks. 摇 Mice in IHH
group and intervention group were exposed to a hypobaric chamber mimicking the hypobaric hypoxia condition on an altitude
of 5000 m for 8 hours every day, each group was fed with the same general diet, the intervention group was given salidro鄄
side 30 mg / (kg·d), oral gavage, while the control group and IHH group were administered distilled water. 摇 Then fasting
blood glucose (FBG) and plasma lipid levels were measured, paraffin sections of mice aorta roots were made. 摇 The aorta
atherosclerotic lesion area and plaque collagen content were meassured by HE staining and Masson staining. 摇 Matrix metal鄄
loproteinase鄄2 (MMP鄄2) and MMP鄄9, tissue inhibitor of metalloproteinase鄄2 (TIMP鄄2) protein expression were analyzed
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by Western blot. 摇 摇 Results摇 The three groups did not statisticly differ in FBG and plasma lipid levels (P > 0郾 05). 摇
Compared with control group, atherosclerotic plaque area were increased significantly (P < 0郾 01), whereas plaque collagen
content were increased in IHH group (P < 0郾 01). 摇 Compared with IHH group, plaque area and the protein expression of
MMP鄄2 and MMP鄄9 were decreased significantly (P < 0郾 01), whereas plaque collagen content and the protein expression
of TIMP鄄2 were increased in salidroside intervention group (P < 0郾 01). 摇 摇 Conclusion摇 Salidroside attenuates athero鄄
sclerosis and enhances plaque stability in ApoE - / - mice of IHH. 摇 The mechanism is in connection with salidroside in鄄
creased plaque collagen content.

摇 摇 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是导致心脑

血管病患病及死亡的主要因素之一。 环境因素可

以增加心血管疾病的发生率,大量研究表明高海拔

与增加的心血管疾病风险相关。 研究表明慢性间

歇性低氧可导致 As,加速斑块进展[1,2]。 而胶原对

As 斑块稳定性有着重要作用。 我们前期研究发现

间歇性低压低氧能够促进载脂蛋白 E 基因敲除

(apolipoprotein E gene knockout,ApoE - / - )小鼠 As
斑块的不稳定性[3]。 红景天甙作为一种有效的药

用植物,它能够保护心脏、保护神经、抗疲劳、抗压

力、抗肿瘤等[4,5],红景天甙对间歇性低压低氧诱导

的 As 的影响如何? 对斑块胶原是否有作用? 目前

尚未见报道,为此本研究选择 ApoE - / - 小鼠作为实

验动物,观察红景天甙对间歇性低压低氧诱导的

ApoE - / - 小鼠 As 的影响及其可能机制。

1摇 材料和方法

1. 1摇 实验动物、试剂与仪器

摇 摇 30 只 8 周龄遗传背景为 C57 BL / 6J 的 ApoE - / -

小鼠,雄性,体重 20 依 2 g,购于南京大学动物实验中

心。 FLYDWC50鄄IA 型低压低氧动物实验舱(贵州风

雷航空军械有限责任公司);红景天甙由西安源森生

物科技有限公司提供,纯度 >99% ;基质金属蛋白酶 2
(matrix metalloproteinase鄄2,MMP鄄2)、基质金属蛋白酶

9(matrix metalloproteinase鄄9,MMP鄄9)、组织型基质金

属蛋白酶抑制剂 2( tissue inhibitor of metalloprotein鄄
ase鄄2,TIMP鄄2)抗体(博士德公司);BCA 蛋白浓度测

定试剂盒和超敏 ECL 化学发光试剂盒(碧云天公

司);石蜡包埋机及切片机(Thermo Scientific,英国);
全自动生化分析仪及 Olympus BX41 显微镜(Olym鄄
pus,日本);Image鄄Pro Plus 6. 0 专业图像分析系统为

美国 Media Cybernetics 公司产品。
1郾 2摇 动物模型的建立及干预

将 ApoE - / - 小鼠随机分为常压常氧组、间歇性

低压低氧组、低压低氧 +红景天甙组,每组 10 只,均
安置在同一实验室内,其中间歇性低压低氧组和低

压低氧 +红景天甙组被放置在模拟海拔 5000 m 低

压低氧舱内每天 8 h,每组给予相同的普通饮食喂

养,低压低氧 + 红 景 天 甙 组 灌 服 红 景 天 甙 30
mg / (kg·d),而常压常氧组和间歇性低压低氧组灌

服等量蒸馏水,连续灌胃 12 周。
1郾 3摇 血液及组织标本的采集

实验期满后,各组 ApoE - / - 小鼠于空腹 12 h 后

乙醚麻醉,眼眶取血, 3000 r / min 离心 25 min,分离

血清,全自动生化分析仪测定空腹血糖 ( fasting
blood glucose,FBG)、甘油三酯( triglyceride,TG)、总
胆固醇( total cholesterol,TC)、低密度脂蛋白胆固醇

( low density lipoprotein cholesterol,LDLC)、高密度脂

蛋白 胆 固 醇 ( high density lipoprotein cholesterol,
HDLC)水平。 处死各组动物,立即分离主动脉,从
主动脉根部至腹主动脉,并取出保留主动脉根部的

心脏,将主动脉置于 - 80益保存用于 Western blot 检
测。 将保留主动脉根部的心脏立即用 4%多聚甲醛

固定,常规石蜡包埋,从每只小鼠主动脉根部 3 个瓣

膜均出现处开始取,间断均匀切片,切片厚度均为 5
滋m,分别行 HE 染色和 Masson 染色。
1. 4摇 图像分析系统检测主动脉粥样硬化斑块面积

和胶原含量

主动脉根部石蜡切片 HE 染色及 Masson 染色

后,利用 Image鄄Pro Plus 6. 0 专业图像分析软件系统

计算主动脉粥样硬化斑块面积及进行胶原含量定

量分析,同时记录管腔面积,胶原含量为血管斑块

Masson 染色胶原含量面积占血管斑块面积的百

分比。
1. 5摇 Western blot 分析 MMP鄄2、MMP鄄9 及 TIMP鄄2 蛋

白的表达

在标本中加入液氮,研磨后按 1 mg 组织加入预

冷的 10 滋L 裂解液(含终浓度为 1 mol / L 的 PMSF)裂
解组织,收集裂解组织于 4益下、1200 r / min 离心 5
min,使用 BCA 定量试剂盒检测蛋白浓度。 常规电

泳、转膜、封闭后结合相应的 MMP鄄2、MMP鄄9、TIMP鄄2
抗体,内参 茁鄄actin,4益孵育过夜,TBST 洗膜,结合相

应的辣根过氧化物酶标记的二抗。 用 ECL 化学发光
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试剂盒与 PVDF 膜共孵育 1 min 后,将 PVDF 膜与 X
光片放入暗盒内曝光 3 min,显影后再定影。 扫描胶

片,用软件分析条带光密度值,以 MMP鄄2、MMP鄄9、
TIMP鄄2 与 茁鄄actin 条带的吸光面积积分比值评定

MMP鄄2、MMP鄄9、TIMP鄄2 蛋白表达水平。
1郾 6摇 统计学方法

计量资料以x 依 s 表示,多组间比较采用单因素

方差分析,两两比较采用 Student鄄Newman鄄Keuls 检

验。 P < 0. 05 为差异具有统计学意义。

2摇 结摇 果

2. 1摇 红景天甙对血糖、血脂水平的影响

摇 摇 常压常氧组、间歇性低压低氧组与低压低氧 +
红景天甙组 ApoE - / - 小鼠 FBG、TC、TG、LDLC 及

HDLC 水平无统计学差异(表 1)。

表 1. ApoE - / - 小鼠空腹血糖和血脂水平(x 依 s, n = 10, mmol / L)
Table 1. FBG and lipid levels in ApoE - / - mice(x 依 s, n = 10, mmol / L)

分摇 组 FBG TC TG LDLC HDLC
常压常氧组 5. 59 依 1. 25 9. 32 依 1. 38 1. 06 依 0. 27 1. 41 依 0. 23 0. 45 依 0. 15
间歇性低压低氧组 5. 83 依 1. 45 10. 12 依 0. 96 1. 03 依 0. 34 1. 56 依 0. 27 0. 41 依 0. 07
低压低氧 +红景天甙组 5. 73 依 1. 15 9. 76 依 1. 46 1. 02 依 0. 19 1. 52 依 0. 34 0. 52 依 0. 16

2郾 2摇 红景天甙对主动脉粥样硬化斑块面积的影响

HE 染色显示,三组 ApoE - / - 小鼠主动脉根部

均可见斑块形成,但间歇性低压低氧组主动脉根部

斑块面积较常压常氧组明显增加 ( 29郾 56% 依

2郾 26%比 19郾 95% 依2郾 96% ,P < 0郾 01),低压低氧 +
红景天甙组主动脉根部斑块面积较间歇性低氧低

氧组明显减少 ( 14郾 97% 依 1郾 76% 比 29郾 56% 依
2郾 26% ,P < 0郾 01;图 1 和 2)。

图 1. ApoE - / -小鼠主动脉根部斑块粥样硬化程度( 伊40)摇 摇 A 为常压常氧组,B 为间歇性低压低氧组,C 为低压低氧 +红景天甙组。

Figure 1. Aortic roots atherosclerotic lesions in ApoE - / - mice( 伊 40)

图 2. ApoE - / - 小鼠主动脉根部斑块面积 摇 摇 a 为 P < 0. 01,
与常压常氧组比较;b 为 P < 0. 01,与间歇性低压低氧组比较。

Figure 2. Atherosclerotic plaque areas in ApoE - / - mice

2郾 3摇 红景天甙对斑块内胶原含量的影响

间歇性低压低氧组斑块内胶原含量较常压常

氧组明显降低 ( 18郾 75% 依 2郾 58% 比 37郾 52% 依
4郾 35% ,P < 0郾 01),而低压低氧 + 红景天甙组斑块

内胶 原 含 量 较 间 歇 性 低 压 低 氧 组 明 显 升 高

(31郾 13% 依 9郾 7% 比 18郾 75% 依 2郾 58% ,P < 0郾 01),
间歇性低压低氧组和低压低氧 + 红景天甙组血管

非斑块部分改变不明显(图 3 和 4)。

图 3. ApoE - / -小鼠主动脉根部斑块内胶原含量摇 摇 a 为 P <
0. 01,与常压常氧组比较;b 为 P <0. 01,与间歇性低压低氧组比较。

Figure 3. Collagen content of aortic roots atherosclerotic le鄄
sions in ApoE - / - mice
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图 4. Masson 染色( 伊 40)摇 摇 A 为常压常氧组,B 为间歇性低压低氧组,C 为低压低氧 + 红景天甙组。

Figure 4. Masson staining( 伊 40)

2. 4摇 斑块内 MMP鄄2、MMP鄄9、TIMP鄄2 蛋白的表达

与常压常氧组比较,间歇性低压低氧组 MMP鄄2
和 MMP鄄9 蛋白表达显著增加,TIMP鄄2 蛋白表达明

显降低(P < 0. 05);与间歇性低压低氧组比较,低压

低氧 +红景天甙组 MMP鄄2 和 MMP鄄9 蛋白表达显著

降低,TIMP鄄2 蛋白表达显著增加(P < 0. 01;图 5)。

图 5. Western blot 检测主动脉斑块内 MMP鄄2、MMP鄄9 和 TIMP鄄2 的蛋白表达摇 摇 1 为常压常氧组,2 为间歇性低压低氧组,
3 为低压低氧 +红景天甙组。 a 为 P < 0. 05,与常压常氧组比较;b 为 P < 0. 01,与间歇性低压低氧组比较。

Figure 5. Protein expression of MMP鄄2, MMP鄄9 and TIMP鄄2 in aortic roots atherosclerotic lesions by Western blot

3摇 讨摇 论

高原地区是我国特有的气候和地理环境,是高

原地区人民及部队不可避免的生活、驻防和作战环

境,并且现在赴高原旅游的人也越来越多。 高原环

境可引起高原性心脏病、As 等心血管疾病,严重威

胁当地人民、旅游人员及官兵的生命健康,也极大

地影响人民生活及部队的作战能力,探索高原性心

脏损害及 As 的发病机制和防治策略有着重要意义。
ApoE - / - 小鼠是目前常用的 As 模型,能够在自

然膳食条件下自发形成 As,且其病理特征与人 As
非常相似,是研究 As 发生机制的优良动物模型[6]。
红景天甙作为红景天种属最重要的生物活性成分

之一已被广泛用于传统的中医药当中[7]。 我们的

研究发现红景天甙可以明显改善低压低氧诱导的

As 斑块的进展,并增加斑块中胶原的含量提高其稳

定性。 以上发现表明红景天甙对间歇性低压低氧

诱导的 As 有治疗作用。 动脉粥样斑块由脂质核心

和纤维帽斑块形成。 斑块的稳定与否主要取决于

脂质核心面积的大小和纤维帽厚度。 研究发现具

有较大脂质核心的斑块容易发生破裂,如果脂质核

心面积超过斑块总面积的 40% ,那么该斑块具有显

著的不稳定性[8],As 中稳定斑块向不稳定转变与心

血管疾病事件密切相关,斑块稳定性成为现代心血

管疾病防治研究的热点。 本研究中,低压低氧增加

了 As 斑块的面积,而红景天甙减轻了低压低氧导致

的 ApoE - / - 小鼠主动脉粥样硬化斑块的进展,但却

对血糖及血脂水平无影响,表明红景天甙降低低压

低氧介导的 ApoE - / - 小鼠 As 程度的作用独立于血

脂水平的改变。 这与仲英洁等[9] 用高脂饮食喂养

ApoE - / - 小鼠致血脂升高情况不一样,但此研究对

于血脂水平的改变与钟兴明等[10]研究基本相似。
在急性冠状动脉综合症患者中,斑块胶原的含

量在阻止斑块破裂方面具有重要的作用并且可以

减少 As 斑块的不稳定性[11]。 本研究发现间歇性低

压低氧组胶原含量较常压常氧组要低,而低压低氧

+红景天甙组胶原含量比间歇性低压低氧组高,间
歇性低压低氧组和低压低氧 + 红景天甙组对血管

非斑块部分影响不明显,表明低压低氧 + 红景天甙

组可以增加动脉斑块稳定性,这可能与抑制 MMP鄄2
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和 MMP鄄9 的上调,升高 TIMP鄄2 的表达有关。 基质

金属蛋白酶家族表达在平滑肌细胞、巨噬细胞中,
具有降解细胞外基质的作用,通过影响脂质核心及

降解纤维帽来改变粥样斑块的稳定性,参与 As 斑块

去稳定性作用,并通过降解粥样斑块纤维帽促进斑

块破裂[12]。 MMP鄄2 对细胞外基质的降解作用被认

为是治疗 As 和防治并发症的靶分子[13]。 Peterson
等[14]研究发现 MMP鄄9 的过表达可使细胞外基质降

解活性增强,从而降解斑块强度,促使斑块破裂。
TIMP鄄2 为基质金属蛋白酶的内源性抑制因子,可特

异性地抑制 MMP鄄2 和 MMP鄄9 的产生,使 MMP /
TIMP 维持动态平衡,MMP鄄2 和 MMP鄄9 蛋白表达升

高,TIMP鄄2 蛋白表达降低预示着斑块的不稳定或破

裂。 本研究结果表明,红景天甙通过抑制 MMP鄄2 和

MMP鄄9,升高 TIMP鄄2 而具有抑制 As 斑块进展和增

加其稳定性的作用。
综上,我们认为间歇性低压低氧可以促进 As 的

进展,导致斑块的不稳定性,但红景天甙能够削弱

间歇性低压低氧促进 As 斑块进展的作用,并增加斑

块的稳定性,其机制可能与红景天甙调节斑块内胶

原含量及 TIMP鄄2 蛋白表达增加,与 MMP鄄2、MMP鄄9
蛋白表达减少有关。 因此,红景天甙可能在防治高

原环境导致的 As 有一定的运用前景,但由于低压低

氧诱导的 As 斑块的形成和进展是一个多因素相互

作用的复杂过程,在此过程中,各因素间是否发挥

了协同作用以及是否还有其它因素参与并发挥了

调控作用,尚有待进一步研究。
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