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  [ 摘要]  目的: 研究酒大黄对实验性动脉粥样硬化 ( AS) 兔纤溶酶原激活物抑制物-1( PAI-1) 及其基因的调节作用, 探讨

酒大黄抗 AS机制。方法:将健康雄性新西兰兔 32只随机分为 4组 ( n = 8) : 空白对照组 ( N组) 、AS模型组( M组) 、酒大黄低

剂量组( L组) 和酒大黄高剂量组( H组) ,常规高脂饮食构建动脉粥样硬化模型。治疗给药 12周, 免疫组织化学法检测主动脉

组织 PAI-1蛋白表达,半定量逆转录聚合酶链反应( RT-PCR) 技术检测兔主动脉组织 PAI-1 mRNA的表达。结果: 与模型组相

比, 酒大黄低剂量组能显著抑制主动脉组织 PAI-1 mRNA以及蛋白的表达( P < 0. 05或 P < 0. 01) ; 酒大黄高剂量组显著上调主

动脉组织 PAI-1 mRNA和蛋白的表达( P < 0. 05或 P < 0. 01)。结论:酒大黄对 AS兔 PAI-1蛋白及其 mRNA表达的调节作用呈

现剂量双重性。
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[ Abstract]  Objective: To investigate possible mechanisms of the beneficial effects of Radix et Rhizoma Rhei

prepared with wine on the contents and expressions of plasminogen activator inhibitor-1( PAI-1) in atherosclerotic

( AS) rabbits induced by high lipid diet. Method: Thirty-two healthy male New-Zealand rabbits were randomly

divided into four groups( n = 8 each) : Normal control group( N) , AS model group( M) , low dose( L) and high dose

( H) Radix et Rhizoma Rhei prepared with wine groups. After 12-weeks treatment, the protein of PAI-1 was observed

by immunohistochemistry method, and PAI-1 mRNA in aortic tissue were detected by RT-PCR method. Result: In

low dose group, the expression of PAI-1 mRNA and protein in aortic tissue decreased significantly compared with AS

model group( P < 0. 05 or P < 0. 01) . In high dose group, the expression of PAI-1 mRNA and protein in aortic

tissue were significantly increased compared with the other three groups. ( P < 0. 05 or P < 0. 01) . Conclusion:

Radix et Rhizoma Rhei prepared with wine may play a dual role in controlling of PAI-1 gene expression.

[ Key words]  Radix et Rhizoma Rhei prepared with wine; atherosclerosis; plasminogen activator inhibitor

type-1
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  纤溶酶原激活物抑制物-1( plasminogen activator

inhibitor-1, PAI-1) 是组织型纤溶酶原激活物 ( tPA)

的生理性抑制剂,是纤溶系统的主要抑制因子。近

年来 PAI-1 与动脉粥样硬化 ( atherosclerosis, AS) 的

关系日益受到关注。目前认为,血管内皮细胞是血

浆中 PAI-1产生的主要场所, 血管损伤处及血浆中

PAI-1 增多是 AS血管、血栓性疾病发生的主要原因

之一,纤溶失衡有助于 AS的发生和发展 [ 1]
。近年

来,国内外对中药大黄,尤其是其有效成分和复方制

剂在抗 AS方面的作用研究日趋深入 [ 2] ,而对动脉

粥样硬化动物实验模型中与内皮功能关系密切的

PAI-1 表达干预作用的研究尚未见报道。本研究通

过建立家兔 AS模型,观察酒大黄对 PAI-1 及其基因

的调节作用,探讨其抗 AS作用机制。

1 材料

1.1 动物 健康雄性新西兰兔 32 只, 3 ～4 月龄,

体重( 1. 5 ±0. 5) kg,由河北医科大学实验动物中心

提供(合格证号 803036) 。

1.2 动物饲料 标准饲料由河北医科大学动物实

验中心提供。高脂饲料配方: 1% 胆固醇; 15% 蛋黄

粉; 5% 猪油; 79% 基础饲料;胆固醇、蛋黄粉购自北

京鼎国生物技术有限责任公司。

1.3 药品与试剂 大黄购于沧州市药材公司,经鉴

定为蓼科植物掌叶大黄 Rheum palmatum L. 的干燥

根及根茎,鉴定人为沧州医学高等专科学校中医教

研室马小允教授;酒大黄:取大黄净片加黄酒 10%

喷淋均匀, 稍闷后置锅内用文火微炒, 取出晾干

用
[ 3]
。酒大黄经本校药剂教研室打碎过 80 目筛,呈

极细粉末,与高脂饲料混匀, 制成含药颗粒饲料喂

养。含药高脂饲料配制比例: 高脂饲料 ( 配方同

1.2) 占 90% ,酒大黄粉占 10%。给药量根据成人常

用量按体表面积折合成兔用量
[ 4 ]

: 酒大黄低剂量组

给药量为 1 g·kg
- 1
·d

- 1
( 给含药饲料 10 g·kg

- 1
·

d - 1 ) ,高剂量组给药为 2 g·kg - 1
·d - 1 ( 给含药饲料

20 g·kg - 1
·d - 1 ) 。

总胆固醇( TC) 试剂盒 ( 批号 011808010) 、甘油

三脂( TG) 试剂盒 ( 批号 015908008) 、高密度脂蛋白

胆固醇( HDL-C) 试剂盒 ( 批号 013708010) 、低密度

脂蛋白胆固醇 ( LDL-C) 试剂盒 ( 批号 014808008) ,

均购 自 深 圳 迈 瑞 公 司; 兔 PAI-1 抗 体 ( 批 号

20080800) ,武汉博士德生物工程有限公司;兔 SP检

测试剂盒( 批号 K86922E) 、DAB显色试剂盒 ( 批号

375230AJ) ,北京中杉金桥生物技术有限公司; 总

RNA极速抽提试剂盒(批号 20080506) ,上海飞捷生

物技术有限公司; RT-PCR 试剂盒,杭州博日生物科

技公司; PAI-1 及内参照 β-actin引物由上海捷瑞生

物工程有限公司合成。

1.4 仪器  MINDRAY BS-220 全自动生化分析仪

( 深圳迈瑞公司) ; YD-1508A冷冻切片机, 浙江金华

益迪医疗设备厂; LEICA DFC420 型显微镜、LEICA

DM2000 型显微成像系统,德国莱卡公司; Motic Med

6. 0 数码医学分析系统, 麦克奥迪公司; UV-2100 型

紫外分光光度计,上海尤尼柯仪器公司; TC-xp-G基

因扩增仪, 杭州博日科技有限公司; Fine-do X3

Tanon UVP凝胶成像系统,上海天能科技公司。

2 方法

2.1 分组与给药  家兔在实验室适应性饲养 1 周

后,随机分为 4 组, 每组 8 只,即:①正常对照组 ( N

组) 给予普通颗粒饲料喂养;②AS模型组( M组) 给

予高脂饲料喂养;③酒大黄低剂量组 ( L组) 喂饲高

脂饲料 +酒大黄粉 1 g·kg - 1
·d - 1 ( 相当于临床成人

口服剂量的 10 倍) ;④酒大黄高剂量组( H组 ) 喂饲

高脂饲料 +酒大黄粉 2 g·kg - 1
·d - 1 ( 相当于临床成

人口服剂量的 20 倍 ) 。上述各组家兔均分笼饲养,

限食量,每兔每日 100 g, 分 2 次喂养,自由饮水,连

续喂养 12 周。酒大黄低、高剂量处理组均于每日分

2次按计算好的药量喂饲含酒大黄的高脂饲料,待

食完后再给予高脂饲料补足规定食量。每周称体重

1次调整药量。

2.2 标本采集 实验第 12 周末禁食 12 h,取各组

兔静脉血 2 mL, 分离血清, 用于血脂检测。末次给

药后 24 h,各组动物颈动脉放血致死,立即剖开胸

腔、腹腔,游离主动脉全长,剥离外膜脂肪组织,生理

盐水冲洗后纵行剖开,取靠近主动脉弓处的降主动

脉约 1 cm,迅速液氮冷冻并置于 - 70 ℃冰箱保存用

于 RNA提取;另取一段近主动脉弓处及血管开口处

动脉组织约 1 cm,用 4%多聚甲醛溶液固定 36 h,常

规乙醇脱水,石蜡包埋、切片, 分别作 HE染色和免

疫组织化学染色。HE染色用于观察局部病理改变,

免疫组织化学染色用于检测主动脉组织 PAI-1 蛋白

表达情况。

2.3 指标检测

2.3.1 血脂检测  全自动生化分析仪测定血清中

TC, TG, HDL-C, LDL-C含量。
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2.3.2 主动脉壁病理形态观察  主动脉壁 HE染

色切片, 40 倍普通光镜下,每张切片随机选取 5 个

视野,观察病理形态变化并显微摄像,利用医学图像

分析系统分别测定其主动脉粥样斑块面积、主动脉

内膜总面积以及内膜和中膜的厚度, 每个标本取 5

个视野测量的平均值, 并计算 AS斑块面积 /血管内

膜面积和主动脉内膜 /中膜厚度比值。

2.3.3 主动脉组织 PAI-1 蛋白表达  采用免疫组

织化学 S-P法, DAB显色。染色步骤按照试剂盒说

明操作。光镜下观察主动脉组织 PAI-1 蛋白的表达

及定位,棕黄色颗粒为阳性表达。采用 LEICA DM

2000 型显微成像系统分别拍摄各组图片,使用 Motic

Med 6. 0 数码医学分析系统分析各组图片 PAI-1 阳

性细胞的平均吸光度( A) ,以其作为 PAI-1 蛋白的表

达强度。

2.3.4 RT-PCR方法检测主动脉组织 PAI-1 mRNA

表达 提取主动脉组织总 RNA,严格按照试剂盒说

明书操作。基因序列查自 GenBank, 应用专业引物

软件 Primer Premier 5. 0 设计,由上海捷瑞生物工程

有限公司合成。 PAI-1 的上游引物序 列为: 5′-

CACTCCTGCTGCTGGTGAATGCC-3′; 下游引物序列

为: 5′-GAGATGGTGCTCCCGTCCGACTT-3′, 产物长

度为 112 bp; 内参照 β-actin 的上游引物为: 5′-

GCGACCTCACCGACTACCTGATG-3′; 下游引物为:

5′-GGCAGCTCGTAGCTCTTCTCCAG-3′,产物长度为

135 bp。扩增条件: 94 ℃预变性 3 min, 然后 94 ℃,

45 s, 54 ℃, 45 s, 72 ℃, 45 s, 共 29 个循环,结束前

72 ℃, 5 min, 4 ℃, 5 min。各取 PAI-1 和内参照 β-

actin的 PCR产物 10 μL,经 2%琼脂糖凝胶电泳,电

泳结果用计算机扫描分析, 以恒量表达的 β-actin

mRNA吸光度 A为内参照进行标准校正,计算 PAI-1

产物的相对量。计算公式:
PAI-1相对量 = PAI-1产物电泳条带 A/β-actin产物电泳条带 A

2.4 统计学处理  应用 SPSS 11. 5 统计软件进行

单因素方差分析( F检验) ,所有计量资料用 珋x±s表

示,组间两两比较采用 SNK-q检验, P < 0. 05 有统计

学意义。

3 结果

3.1 血脂检测  与模型组比较,酒大黄低、高剂量

组血清中 TC, LDL-C含量均明显减少 ( P < 0. 01) ,

HDL-C含量均明显升高 ( P < 0. 01) , 以低剂量组

HDL-C升高明显( P < 0. 05) ,高剂量组血清中 TG含

量明显减少( P < 0. 01) ,低剂量组 TG含量降低,但

无显著性差异。见表 1。
表 1 第 12周末各组兔血脂检测结果 ( 珋x±s, n = 8) mmol·L - 1

组别
给药剂量

/ g·kg - 1·d - 1
TC TG HDL-C LDL-C

正常 - 2. 27 ±0. 55 2) 1. 04 ±0 . 322) 0. 78 ±0. 25 1. 01 ±0. 232)

AS模型 - 18. 26 ±4. 36 3. 15 ±0 . 94 1. 03 ±0. 37 15. 80 ±3. 61

酒大黄 1 12. 79 ±2. 50 2) 2. 63 ±0 . 79 3. 27 ±1. 062) 8. 32 ±1. 182)

2 10. 37 ±2. 81 2) 1. 81 ±0 . 632) 2. 52 ±0. 832) 7. 03 ±1. 742)

  注 :与模型组比较 1) P < 0. 05, 2) P < 0. 01( 表 2 ～3 同 )。

3.2 各组动物主动脉斑块面积 /血管内膜面积和主

动脉内膜 /中膜厚度比较  与模型组比较, 酒大黄

低、高剂量组主动脉斑块面积 /血管内膜面积和主动

脉内膜 /中膜厚度及主动脉壁胆固醇含量都显著减

小,差异有统计学意义 ( P < 0. 01 或 P < 0. 05) 。见

表 2。
表 2 各组动物 AS斑块面积 /血管内膜面积和主动脉

内膜 /中膜厚度比较 ( 珋x±s, n = 8)

组别
给药剂量

/ g·kg - 1·d - 1

AS斑块面积 /

血管内膜面积

主动脉内膜 /

中膜厚度比值

正常 - 0 . 00 ±0. 002) 0. 12 ±0. 072)

AS模型 - 0 . 61 ±0. 15 0. 93 ±0. 28

酒大黄 1 0 . 27 ±0. 952) 0. 39 ±0. 162)

2 0 . 48 ±0. 981) 0. 72 ±0. 181)

3.3 各组家兔主动脉组织 PAI-1 蛋白表达的免疫

组织化学分析 正常组内膜和中膜仅见散在棕黄色

颗粒状阳性染色物质;模型组增厚的动脉内膜及中

膜内可见大量的棕黄色颗粒状阳性染色物质, 部分

融合成片,尤以内膜明显;酒大黄低剂量组的阳性染

色物质明显低于模型组; 酒大黄高剂量组的阳性染

色物质高于模型组。见图 1。

采用图像分析仪定量检测结果表明,模型组单

位面积动脉内膜及中膜 PAI-1 阳性染色标记物的平

均吸光度 A明显高于其他 3 组 ( P < 0. 01) , 酒大黄

低剂量组 PAI-1 蛋白表达较模型组明显降低 ( P <

0. 01) ;酒大黄高剂量组 PAI-1 蛋白表达较模型组升

高( P < 0. 01) 。见表 3。
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图 1 各组兔主动脉组织 PAI-1表达的免疫组织化学表现

( S-P法 ,DAB 染色, ×400)

N. 为正常对照组 ; M. 为 AS模型组 ; L. 为酒大黄 1 g·kg - 1·d - 1

组 ; H. 为酒大黄 2 g·kg - 1·d - 1组

3.4 各组家兔主动脉组织 PAI-1 mRNA 表达比较

 β-actin 电泳条带亮度无明显差异, 正常对照组

PAI-1 表达的极少, 模型组 PAI-1 产物电泳条带最

强,产量最高, 与正常组相比,模型组 PAI-1 基因的

表达明显增多( P <0. 01) ;与模型组相比,酒大黄低

剂量组 PAI-1基因的表达明显降低( P <0. 05) ;酒大

黄高剂量组 PAI-1基因的表达明显升高( P <0. 05) 。

见表 3。
表 3 各组兔主动脉 PAI-1组织化学染色及

PAI-1 mRNA 表达平均吸光度 ( 珋x±s, n = 8)

组别
剂量

/ g·kg - 1·d - 1

PAI-1 阳性染色

/ A

PAI-1 mRNA /

β-actin mRNA

正常 - 0 . 27 ±0. 032) 1. 27 ±0. 392)

AS模型 - 0 . 41 ±0. 04 2. 13 ±0. 49

酒大黄 1 0 . 33 ±0. 042) 1. 54 ±0. 451)

2 0 . 47 ±0. 062) 2. 77 ±0. 581)

4 讨论

AS形成的重要始动环节是内皮细胞损伤和功

能紊乱。内皮细胞损伤或功能紊乱可导致血液凝

血-纤溶失衡,机体内纤溶系统的功能减低是导致血

栓形成的重要原因之一
[ 5]
。当 PAI-1 过量时纤溶活

性下降,引起纤维蛋白沉着甚至血栓形成,血浆脂蛋

白渗入内膜,长期纤维蛋白的慢性沉积会导致血管

的反复损伤,有利于斑块的生长,这可能是 AS发展

的一个重要原因
[ 6 ]
。研究发现

[ 7 ]
, 高胰岛素、高血

糖、高甘油三酯以及升高的游离脂肪酸可以引起

PAI-1 合成增加。Sobel 等
[ 8 ]
报道,动脉粥样硬化斑

块中 PAI-1 mRNA表达增加,且 PAI-1 mRNA水平与

动脉粥样硬化程度呈正相关。

中医学认为 AS的形成过程可归结为痰瘀交阻、

蕴结成毒、损伤脉络。清热解毒、活血祛瘀可能对

AS发病机制相关靶点和通路有更好的作用,目前已

成为中西医结合治疗 AS的一个切入点 [ 9]
。大黄味

苦性寒, 归脾、胃、大肠、肝、心经,具有泻下攻积、清

热泻火解毒、活血祛瘀止血等作用。现代研究表明

大黄具有抗炎、调节脂质代谢、保护血管内皮细胞、

抑制血管平滑肌细胞增殖、抗氧化、抗凝血与抗纤溶

作用
[ 2 ]

,但生大黄剧烈泻下、腹痛的副作用也比较突

出,在临床应用时,有一定的局限性。酒性味辛、大

热具行散之功,酒制大黄缓和生大黄苦寒泻下之性,

免伤脾胃,减轻了腹痛等副作用,突出活血祛瘀、清

热解毒的功能。

本研究表明, 新西兰白兔喂食高脂饲料 12 周

后,模型组可见主动脉组织 PAI-1 蛋白及其 PAI-1

mRNA表达增强。酒大黄 1 g·kg - 1
·d - 1
剂量喂饲干

预可明显减少主动脉组织 PAI-1 mRNA 和蛋白的过

度表达,提示酒大黄低剂量可提高血液纤溶活性,使

血管内皮功能损伤减轻,纤维蛋白病理性沉积减少,

从而防止动脉壁血栓形成,可能为 AS的防治提供一

条新途径。

作者还发现应用酒大黄 2 g·kg - 1
·d - 1
剂量组主

动脉组织 PAI-1 mRNA 和蛋白表达升高, 呈现剂量

的双重性,推测酒大黄应用可能存在一个临界剂量,

超过这个剂量,对 PAI-1 的抑制作用消失,酒大黄由

促进纤溶,转为促进血栓形成。一方面提示在临床

应用酒大黄时要掌握剂量,不能滥用;另一方面酒大

黄对 PAI-1 的双向调节作用, 也说明了酒大黄在调

整机体纤溶系统方面具有独特的优势, 酒大黄是止

血与活血并举中药,其“活血不伤血,止血不留瘀”

的特殊功效在临床心脑血管疾病防治中值得推广研

究。

本研究结果显示, 酒大黄 2 个剂量组均可降低

动脉粥样硬化兔血清 TC, LDL 含量, 升高 HDL 含

量,明显减少主动脉斑块面积 /血管内膜面积和内

膜 /中膜厚度比值,其中低剂量组更为明显,这与酒

大黄对 PAI-1 的双向调节作用并不完全一致。AS

的发生是一个复杂的病理生理过程,抗 AS药物的作

用机制也并非单一,推测酒大黄可通过影响 PAI-1

以外的其他因素发挥抗 AS作用,其作用机制及抗

AS作用的量效关系有待进一步探索。
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