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养阴活血方对高脂饮食诱导的 ＡｐｏＥ－／－小鼠 Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７
失衡及动脉粥样硬化的影响

周李煜，马元婧，孙玉婷，陈韦凯，邱润泽，袁冬平

，龙　军

（南京中医药大学药学院，南京 ２１００２３）

摘　要　探讨养阴活血方（ＹＨＦ）对高脂饮食诱导的ＡｐｏＥ－／－小鼠Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７失衡及动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）的影
响。小鼠给予高脂饮食诱导ＡＳ，ＹＨＦ低剂量（１８ｇ／ｋｇ，以生药计）、ＹＨＦ高剂量（３６ｇ／ｋｇ，以生药计）灌胃给药２０周进行干
预。油红Ｏ脂肪染色法观测主动脉斑块面积变化；生化分析血脂水平；流式细胞术检测外周血 Ｔｒｅｇ、Ｔｈ１７比例；荧光实时
定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）、免疫组化（ＩＨＣ）及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测主动脉Ｆｏｘｐ３、ＲＯＲγｔｍＲＮＡ及蛋白表达。分离小鼠脾脏ＣＤ４＋Ｔ
细胞并用ａｎｔｉＣＤ３／ＣＤ２８活化，再经ＬＰＳ刺激和ＹＨＦ干预后，ｑＲＴＰＣＲ与免疫荧光（ＩＦ）检测ＣＤ４＋Ｔ细胞Ｆｏｘｐ３、ＲＯＲγｔ表
达。结果显示，ＹＨＦ显著减小主动脉斑块面积，降低血脂水平，增加Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７比值；上调主动脉 Ｆｏｘｐ３表达而下调 ＲＯＲγｔ
表达；且在体外上调ＣＤ４＋Ｔ细胞Ｆｏｘｐ３表达而下调ＲＯＲγｔ表达。本研究表明，ＹＨＦ可以调节高脂饮食诱导的 ＡｐｏＥ－／－小
鼠Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７比例失衡，减弱ＬＰＳ对ＣＤ４＋Ｔ细胞的炎性刺激影响，从而改善ＡＳ。
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　　动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）以血管内
壁脂质沉积为特点，是多种心脑血管疾病的发病基

础［１］。自Ｒｏｓｓ［２］提出ＡＳ的炎症免疫学说以来，炎
症和免疫在 ＡＳ发展中的作用受到越来越多的重
视［３］。脂质与炎症共同参与 ＡＳ疾病进程，同时免
疫平衡的破坏也加剧了 ＡＳ的发展，其中 ＣＤ４＋Ｔ
细胞亚群调节性 Ｔ细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌ，Ｔｒｅｇ）和
辅助性Ｔ细胞１７（ｈｅｌｐｅｒＴｃｅｌｌ１７，Ｔｈ１７）之间的平
衡已被证实是影响 ＡＳ发生发展的重要因素［４］。

脂质、炎症以及免疫平衡三者在 ＡＳ中相互影响，
是促进ＡＳ发病的关键环节。

养阴活血方（ＹＨＦ）源自江苏省名老中医唐蜀
华教授，已于临床治疗 ＡＳ多年，疗效显著。ＹＨＦ
由何首乌、黄精、红花、姜黄、漏芦以及虎杖六味中

药组成，对 ＡＳ阴虚淤热的特点综合发挥补益肝
肾、活血化瘀、清热解毒的功效［５］。ＹＨＦ对 ＡＳ的
积极作用已在家兔、大鼠 ＡＳ模型中得到充分证
实，并已发现调节脂质、保护血管内皮功能以及抑

制炎症是其发挥功效的重要途径［６］。

本课题组前期在高脂饮食诱发的 ＡｐｏＥ－／－小
鼠ＡＳ模型中发现，ＹＨＦ可以改善ＡＳ症状，减轻炎
症水平，并上调外周血Ｔｒｅｇ比例［７］，由此推测ＹＨＦ
在调节ＡＳ小鼠 Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７平衡中具有一定影响。
本研究在此模型上进一步观察 ＹＨＦ对 ＡＳ小鼠
Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７平衡的影响。此外，观察ＹＨＦ对ＬＰＳ刺
激的ＣＤ４＋Ｔ细胞中Ｔｒｅｇ和Ｔｈ１７细胞特征性转录
因子 Ｆｏｘｐ３和 ＲＯＲγｔ表达的影响。由此分析脂
质、炎症以及Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７免疫失衡对 ＡｐｏＥ－／－小鼠
ＡＳ发病的影响以及ＹＨＦ的干预作用。
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　材　料

１１　药品与试剂
养阴活血方配方组成：片姜黄、红花、漏芦、虎

杖、制何首乌、酒黄精。养阴活血方的制备及有效

成分检测见前期报道［８］；辛伐他汀（河南天方药业

有限公司）；总胆固醇（ｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）、甘油
三酯（ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ）、低密度脂蛋白胆固醇（ｌｏｗ
ｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＬＤＬＣ）与高密度脂蛋
白胆固醇（ｈｉｇｈｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＨＤＬ
Ｃ）生化试剂盒（南京建成生物技术研究所）；油红Ｏ
粉末（北京索莱宝科技有限公司）；抗小鼠ＣＤ４ＦＩＴＣ
抗体、抗小鼠 ＣＤ２５ＰＥ抗体、抗小鼠 Ｆｏｘｐ３ｅＦｌｕｏｒ
６６０流式抗体（美国ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司）；ＴＲＩｚｏｌ试剂、
反转录试剂盒、ＭａｓｔｅｒＭｉｘＬＲｑＲＴＰＣＲ染料法试剂
盒（美国Ａｍｂｉｏｎ公司）；Ｆｏｘｐ３兔抗鼠多克隆抗体、
ＲＯＲγｔ兔抗鼠多克隆抗体（英国Ａｂｃａｍ公司）；小鼠
ＣＤ４＋Ｔ细胞阴选试剂盒（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司），
其他试剂均为市售分析纯。

１２　仪　器
ＩｎｆｉｎｉｔｅＭ２００ＰＲＯ酶标仪（瑞士 Ｔｅｃａｎ公司）；

ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪（美国 ＢＤ公司）；Ｎａｎｏ
ＤｒｏｐＯｎｅ微量紫外可见分光光度计（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ公司）；Ｖｅｒｉｔｉ９６ＷｅｌｌＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒ梯度反
转录ＰＣＲ仪、７５００荧光实时定量 ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）
仪（美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司）；Ｗｅｓｔｅｒｎ电泳
仪、ＧｅｌＤｏｃＸＲ＋全自动凝胶成像仪（美国 Ｂｉｏｒａｄ
公司）；石蜡包埋机（日本 ＴｉｓｓｕｅＴＥＫ公司）；蔡司
倒置荧光显微镜（德国 Ｚｅｉｓｓ公司）；５４１７Ｒ冷冻高
速离心机（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）。
１３　动　物

ＡｐｏＥ－／－小鼠，雄性，６～８周，１８～２２ｇ，购自
北京维通利华实验动物有限公司，许可证号：ＳＣＸＫ
（京）２０１２０００１。饲养于南京中医药大学实验动物
中心，实验动物使用许可证：ＳＹＸＫ（苏）２０１４０００１。
Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，雄性，１８～２０ｇ，购自南京市江宁区
青龙山动物繁殖场，许可证号：ＳＣＸＫ（苏）２０１７
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０００１。动物实验符合动物伦理委员会标准。

'

　方　法

２１　动物分组、造模与给药
ＡｐｏＥ－／－小鼠分为正常组、模型组、辛伐他汀

组、ＹＨＦ低剂量组、ＹＨＦ高剂量组，每组１６只。正
常组普通饲料喂养，其余各组给以高脂饲料（含

１２５％胆固醇，２０％猪油）。辛伐他汀组给予辛伐他
汀（３３ｍｇ／ｋｇ），ＹＨＦ低剂量组给予ＹＨＦ（１８ｇ／ｋｇ，
以生药计），高剂量组给予 ＹＨＦ（３６ｇ／ｋｇ，以生药
计），灌胃给药２０周。
２２　细胞获取与处理

无菌分离小鼠脾脏，研磨成单细胞悬液，红细

胞裂解液裂解红细胞，离心并清洗后，参照 ＣＤ４＋Ｔ
细胞分离试剂盒说明获取 ＣＤ４＋Ｔ细胞，加入
４μｇ／ｍＬ抗小鼠 ＣＤ２８抗体、６μｇ／ｍＬ抗小鼠 ＣＤ３
抗体，３７℃，５％ ＣＯ２条件下培养。

除对照组以外的其余各组细胞中加入 ０１
μｇ／ｍＬ脂多糖（ＬＰＳ）以在体外模拟炎性微环境，
同时给药组加入１，２，４ｍｇ／Ｌ的 ＹＨＦ水提液，培
养２４ｈ后进行后续检测。
２３　主动脉斑块面积测定与血脂检测

分离主动脉，油红 Ｏ脂肪染色。ＭａｐＩｎｆｏ７０
（美国，ｗｗｗｍａｐｉｎｆｏｃｏｍ）软件测量主动脉斑块
面积，计算斑块占血管总面积比。血脂检测按照

试剂盒说明书步骤操作，非高密度脂蛋白胆固醇

（ｎｏｎｈｉｇｈｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ｎｏｎＨＤＬ
Ｃ）＝ＴＣ－ＨＤＬＣ。
２４　流式细胞术检测外周血Ｔｒｅｇ、Ｔｈ１７比例

淋巴细胞分离液获取总淋巴细胞，固定缓冲液

固定并用破膜缓冲液处理样本。用于检测 ＣＤ４＋

ＩＬ１７Ａ＋Ｔｈ１７细胞的样本加用佛波酯处理以刺激
ＩＬ１７Ａ分泌。相应抗体孵育后检测。
２５　ｑＲＴＰＣＲ检测主动脉组织／小鼠脾脏 ＣＤ４＋Ｔ
细胞Ｆｏｘｐ３和ＲＯＲγｔｍＲＮＡ表达

ＴＲＩｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ。ｑＲＴＰＣＲ操作及反应
条件按试剂盒说明书，引物委托上海生工合成，引物

信息见表１。数据按２ΔΔＣｔ法（内参ＧＡＰＤＨ）分析。
２６　免疫组化检测主动脉 Ｆｏｘｐ３、ＲＯＲγｔ蛋白
表达

石蜡包埋小鼠主动脉，切片，Ｆｏｘｐ３、ＲＯＲγｔ抗
体孵育后，加二抗溶液孵育；按 ＩＨＣ实验步骤处

理，最后于光学显微镜下进行观察和图像采集。

Ｔａｂｌｅ１　ＰｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｑＲＴＰＣＲａｎｄｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｇｅｎｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

ＧＡＰＤＨ Ｆｏｒｗａｒｄ ＣＡＧＴＡＴＧＡＣＴＣＣＡＣＴＣＡＣＧＧＣＡＡ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＣＴＣＧＣＴＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴ

Ｆｏｘｐ３ Ｆｏｒｗａｒｄ ＣＡＣＣＴＡＴＧＣＣＡＣＣＣＴＴＡＴＣＣＧ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＣＡＴＧＣＧＡＧＴＡＡＡＣＣＡＡＴＧＧＴＡＧＡ

ＲＯＲγｔ Ｆｏｒｗａｒｄ ＴＧＣＡＡＧＡＣＴＣＡＴＣＧＡＣＡＡＧＧ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＡＧＧＧＧＡＴＴＣＡＡＣＡＴＣＡＧＴＧＣ

２７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测主动脉 Ｆｏｘｐ３和 ＲＯＲγｔ蛋
白表达

ＲＩＰＡ裂解液提取蛋白，ＢＣＡ法蛋白定量后，
加入Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，沸水浴５ｍｉｎ完成蛋白变性。
样品以３０μｇ的上样量进行电泳。转膜，封闭，分
别用一抗、二抗孵育，全自动凝胶成像仪获取条带

图像，ＩｍａｇｅＬａｂ４０１软件分析。
２８　免疫荧光法观察小鼠脾脏 ＣＤ４＋Ｔ细胞
Ｆｏｘｐ３、ＲＯＲγｔ蛋白表达

收集培养的细胞，滴在预冷的多聚赖氨酸包被

玻片后置于细胞孵箱２～３ｈ，按免疫荧光实验步骤
处理加一抗、二抗。荧光显微镜观察拍照。

２９　统计学处理
数据采用 ＳＰＳＳ１７０软件进行双侧 ｔ检验或

ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ分析，ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５０２软件
制图，数据以 珋ｘ±ｓ表示，Ｐ＜００５表示差异具有统
计学意义。

(

　结　果

３１　ＹＨＦ对 ＡｐｏＥ－／－小鼠主动脉斑块及血脂水
平的影响

与正常组相比，模型组小鼠主动脉斑块显著增

多，且主动脉弓处尤为明显（Ｐ＜００１，图１Ａ和图
１Ｂ）。与模型组相比，ＹＨＦ低、高剂量组小鼠主动
脉斑块面积明显减小（Ｐ＜００５）。ＹＨＦ对 ＡＳ小
鼠血脂水平具有调节作用。与正常组相比，模型组

小鼠ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ与ｎｏｎＨＤＬＣ水平升高，ＨＤＬ
Ｃ水平下降（Ｐ＜００５，图 １Ｃ）。与模型组相比，
ＹＨＦ低剂量降低 ＴＧ水平，升高 ＨＤＬＣ水平；ＹＨＦ
高剂量则降低 ＴＣ、ＴＧ与 ｎｏｎＨＤＬＣ水平并升高
ＨＤＬＣ水平（Ｐ＜００５）。结果表明，ＹＨＦ能够降
低血脂水平，减少高脂饮食所致 ＡｐｏＥ－／－小鼠的
ＡＳ斑块形成。

２６
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Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＹａｎｇｙｉｎＨｕｏｘｕｅＰｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ（ＹＨＦ）ｏｎａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃｐｌａｑｕｅａｒｅａａｎｄｓｅｒｕｍｌｉｐｉｄｓｌｅｖｅｌｏｆＡｐｏＥ－／－ｍｉｃｅ
Ａ：ＡｏｒｔａｓｗｅｒｅｓｅｐａｒａｔｅｄｆｒｏｍａｏｒｔｉｃａｒｃｈｔｏｌｅｆｔａｎｄｒｉｇｈｔｃｏｍｍｏｎｉｌｉａｃａｒｔｅｒｙａｎｄｓｔａｉｎｅｄｂｙｏｉｌＲｅｄＯ；Ｂ：Ａｒｅａｏｆａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃｐｌａｑｕｅｗｅｒｅｍｅａｓ
ｕｒｅｄｂｙＭａｐＩｎｆｏ７０（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）；Ｃ：Ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｓｅｒｕｍｌｉｐｉｄｓｉｎｃｌｕｄｉｎｇｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ（ＴＣ），ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ（ＴＧ），ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ
（ＬＤＬＣ）ａｎｄｈｉｇｈｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ（ＨＤＬＣ）ｏｆＡｐｏＥ－／－ｍｉｃｅｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｋｉｔｓ，ａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｎｏｎｈｉｇｈｄｅｎｓｉｔｙ
ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ（ｎｏｎＨＤＬＣ）ｗａｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄｂｙＨＤＬＣｓｕｂｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍＴＣｃｏｎｔｅｎｔ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

３２　ＹＨＦ对ＡｐｏＥ－／－小鼠外周血Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７比例
的影响

与正常组相比，模型组 Ｔｒｅｇ比例下降（Ｐ＜
００１，图２Ａ和图２Ｂ），Ｔｈ１７比例上升（Ｐ＜００５，
图２Ａ和图２Ｂ），Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７降低（Ｐ＜００１，图２
Ｃ）。与模型组相比，ＹＨＦ低、高剂量组 Ｔｒｅｇ比例
升高（Ｐ＜００１），Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７增加（Ｐ＜００１）。结
果表明，ＹＨＦ一定程度上提高了高脂饮食诱导的
ＡｐｏＥ－／－小鼠外周血中 Ｔｒｅｇ细胞比例，降低了
Ｔｈ１７细胞比例。
３３　ＹＨＦ对 ＡｐｏＥ－／－小鼠主动脉 Ｆｏｘｐ３、ＲＯＲγｔ
ｍＲＮＡ表达的影响

与正常组相比，模型组小鼠主动脉 Ｆｏｘｐ３ｍＲ
ＮＡ表达下降（Ｐ＜０００１），ＲＯＲγｔｍＲＮＡ表达上升
（Ｐ＜０００１）。与模型组相比，ＹＨＦ高剂量上调小
鼠主动脉 Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ表达（Ｐ＜００１），下调

ＲＯＲγｔｍＲＮＡ表达（Ｐ＜００５）。结果表明，ＹＨＦ增
加主动脉 Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ表达而降低 ＲＯＲγｔｍＲＮＡ
表达（图３）。
３４　ＹＨＦ对主动脉 Ｆｏｘｐ３、ＲＯＲγｔ蛋白表达的
影响

与正常组相比，模型组小鼠主动脉Ｆｏｘｐ３蛋白
表达下降（Ｐ＜００１，图４Ａ和图４Ｂ），ＲＯＲγｔ蛋白
表达增加（Ｐ＜０００１，图４Ａ和图４Ｂ）。与模型组
相比，ＹＨＦ上调Ｆｏｘｐ３蛋白表达（Ｐ＜０００１），下调
ＲＯＲγｔ蛋白表达（Ｐ＜００１）。结果表明，ＹＨＦ可以
增加主动脉 Ｆｏｘｐ３蛋白表达，降低 ＲＯＲγｔ蛋白
表达。

３５　ＩＨＣ检测 ＹＨＦ对主动脉 Ｆｏｘｐ３、ＲＯＲγｔ蛋白
表达的影响

与正常组相比，模型组小鼠主动脉Ｆｏｘｐ３蛋白
表达下降（Ｐ＜００５，图５Ａ和图５Ｂ），ＲＯＲγｔ蛋白
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表达增加（Ｐ＜００５，图５Ａ和图５Ｂ）。与模型组
相比，ＹＨＦ各组Ｆｏｘｐ３蛋白表达均呈现上升趋势，
ＲＯＲγｔ蛋白表达呈现下降趋势，但高剂量组 Ｆｏｘｐ３
蛋白表达上升更加明显（Ｐ＜００５）、低剂量组

ＲＯＲγｔ蛋白表达下降更加明显（Ｐ＜００５）。结果
表明，ＹＨＦ具有增加主动脉组织中 Ｆｏｘｐ３蛋白表
达而降低ＲＯＲγｔ蛋白表达的作用。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＹＨＦｏｎＴｒｅｇｏｒＴｈ１７ｉｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｏｆＡｐｏＥ－／－ｍｉｃｅ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ：Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｏｆｍｉｃｅｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄａｔｔｈｅｅｎｄｏｆ２０ｔｈｗｅｅｋａｎｄｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ（ＰＢＭＣ）ｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅ
ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＴｒｅｇｏｒＴｈ１７；Ｂ：ＦｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆＴｒｅｇｏｒＴｈ１７ｉｎＰＢＭＣ；Ｃ：ＲａｔｉｏｏｆＴｒｅｇ／Ｔｈ１７
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＹＨＦｏｎｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦｏｘｐ３ｏｒＲＯＲγｔｏｆａｏｒｔａｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝４）
Ｐ＜０００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

４６



第５１卷第１期　 周李煜，等：养阴活血方对高脂饮食诱导的ＡｐｏＥ－／－小鼠Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７失衡及动脉粥样硬化的影响
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Ａ：ＰｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆＦｏｘｐ３ａｎｄＲＯＲγｔｏｆａｏｒｔａｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；Ｂ：ＰｒｏｔｅｉｎｒｅｌａｔｉｖｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎｏｆＦｏｘｐ３ａｎｄＲＯＲγｔ
Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＹＨＦｏｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦｏｘｐ３ｏｒＲＯＲγｔｏｆａｏｒｔａｓ（ＩＨＣ：２００×，珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ：ＰｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆＦｏｘｐ３ａｎｄＲＯＲγｔｏｆａｏｒｔａｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ（ＩＨＣ）；Ｂ：ＰｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｉｏｏｆＦｏｘｐ３ｏｒＲＯＲγｔｐｒｏｔｅｉｎｉｎａｏｒｔａｓ
Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

３６　ＹＨＦ对体外培养 ＣＤ４＋Ｔ细胞 Ｆｏｘｐ３、ＲＯＲγｔ
ｍＲＮＡ表达的影响

相较于正常组，ＬＰＳ组 ＣＤ４＋Ｔ细胞 Ｆｏｘｐ３
ｍＲＮＡ表达下降（Ｐ＜００５），ＲＯＲγｔｍＲＮＡ表达上
升（Ｐ＜００５），表明 ＬＰＳ有利于 ＲＯＲγｔ的表达，而
不利于 Ｆｏｘｐ３的表达。相较于 ＬＰＳ组，２、４ｍｇ／Ｌ
ＹＨＦ水提液上调Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ表达（Ｐ＜００５），１、
２、４ｍｇ／ＬＹＨＦ水提液下调 ＲＯＲγｔｍＲＮＡ表达
（Ｐ＜００５），且ＹＨＦ对Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ表达的影响呈
剂量依赖性。结果表明，ＹＨＦ可以增加体外培养

ＣＤ４＋Ｔ细胞Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ表达而降低ＲＯＲγｔｍＲＮＡ
表达（图６）。
３７　ＹＨＦ对体外培养 ＣＤ４＋Ｔ细胞 Ｆｏｘｐ３、ＲＯＲγｔ
蛋白表达的影响

相较于正常组，ＬＰＳ组 ＣＤ４＋Ｔ细胞 Ｆｏｘｐ３蛋
白表达下调，ＲＯＲγｔ蛋白表上调。相较于 ＬＰＳ组，
ＹＨＦ上调Ｆｏｘｐ３蛋白表达，同时下调 ＲＯＲγｔ蛋白
表达。结果表明，ＹＨＦ上调体外 ＣＤ４＋Ｔ细胞中
Ｆｏｘｐ３蛋白表达而下调ＲＯＲγｔ蛋白表达。
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Ｆｉｇｕｒｅ７　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＹＨＦｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦｏｘｐ３ｏｒＲＯＲγｔｐｒｏｔｅｉｎｏｆＣＤ４＋Ｔｃｅｌｌｓ

*

　讨　论

ＡＳ发病机制复杂，脂质代谢障碍是其发病基
础［９］，本研究采用长期高脂饮食造成ＡｐｏＥ－／－小鼠
脂质代谢紊乱，诱发 ＡＳ。高水平的脂质可造成
ＬＰＳ易位增加，引发低强度全身性炎症反应［１０］及

免疫活化，造成免疫细胞失衡，进一步加快 ＡＳ进

程［１１］。脂质紊乱、低度炎症以及免疫平衡破坏都

参与ＡＳ发生发展。
ＹＨＦ已在临床上运用多年，对 ＡＳ疗效确切，

长期用药对肝的毒性较辛伐他汀更低［８］。在

ＡｐｏＥ－／－小鼠的研究中发现 ＹＨＦ可显著减少 ＡＳ
斑块形成，有效调节脂质水平，减轻炎症反应，但

ＹＨＦ对免疫的影响尚不明确。大量研究已经证
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实，ＡＳ发展过程中存在明显的 Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７失衡［４］，

因而本项研究着重探讨了 ＹＨＦ对 Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７失衡
的影响。

体内研究结果显示高脂饮食可破坏 ＡｐｏＥ－／－

小鼠Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７平衡，表明长期高脂饮食会引发免
疫失衡。Ｆｏｘｐ３和ＲＯＲγｔ分别是Ｔｒｅｇ和Ｔｈ１７的特
征性转录因子，分别在维持两者的稳定表达和功能

中具有至关重要的作用［１２－１３］，其表达变化在一定程

度上反映了Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７的变化。对主动脉Ｆｏｘｐ３和
ＲＯＲγｔ表达的检测结果表明，高脂饮食引起了主动
脉Ｆｏｘｐ３表达的下降和 ＲＯＲγｔ表达的增加。而在
ＹＨＦ的干预之下，Ｆｏｘｐ３表达增加，ＲＯＲγｔ表达下
降，Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７的比例增加，表明ＹＨＦ确能改善高脂
饮食引发的Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７失衡状态。

在ＡＳ的发展过程中，感染也是一个重要的诱
发因素。在体内，肠道细菌失衡会增加肠道通透性，

导致循环ＬＰＳ增加；外界的结核分枝杆菌等细菌感
染机体的过程中也会释放ＬＰＳ。ＬＰＳ主要通过ＴＬＲ４
信号传导引起单核巨噬细胞及树突状细胞的炎性
反应，引发机体固有免疫应答［１２，１４］。同时，ＬＰＳ也能
以独立于ＴＬＲ４信号的机制发挥作用［１５］，影响适应

性免疫应答。研究表明ＬＰＳ暴露会引起 Ｔｈ１、Ｔｈ２、
Ｔｈ１７以及Ｔｒｅｇ的数量及功能的变化，影响机体免疫
平衡［１５－１６］。因而，本研究在体外用ＬＰＳ刺激活化的
ＣＤ４＋Ｔ细胞（ａｎｔｉＣＤ３／ａｎｔｉＣＤ２８刺激），模拟体内
ＣＤ４＋Ｔ细胞所处的炎性环境，观察 ＹＨＦ的干预作
用。结果表明，ＬＰＳ刺激的ＣＤ４＋Ｔ细胞Ｆｏｘｐ３表达
减少而 ＲＯＲγｔ表达增加，表明 ＣＤ４＋Ｔ细胞在 ＬＰＳ
炎性刺激下Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７平衡发生了改变。ＹＨＦ干预
后，ＣＤ４＋Ｔ细胞 Ｆｏｘｐ３表达增加而 ＲＯＲγｔ表达减
少，表明ＹＨＦ对ＣＤ４＋Ｔ细胞遭受ＬＰＳ炎性刺激后
的反应产生一定的抑制作用。

本研究从炎症免疫的角度探讨了 ＹＨＦ对 ＡＳ
发病过程的影响，实验结果表明，ＹＨＦ可以在一定
程度上对高脂诱导的 ＡｐｏＥ－／－小鼠 Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７失
衡进行纠正，抑制 ＬＰＳ炎性刺激下 ＣＤ４＋Ｔ细胞向
Ｔｈ１７的极化。ＡＳ发病是一个复杂的过程，脂质、
炎症以及免疫都积极参与了 ＡＳ疾病的发生发展。
中药复方ＹＨＦ对ＡＳ的治疗作用在于其可以发挥
调脂和抗炎性免疫反应的作用，但其具体分子机制

还未阐明。
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