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·基础研究 ·

补肾活血方对去卵巢小鼠冠脉微循环的

保护作用及机制研究

贾承明　马　静　陈昌波　李颖祺　曹　亮　王方圆　周　倩　王玉珍

摘要　目的　探讨心肌巨噬细胞（
@1H/4MN1D-O

，
+

）表型
+#K+!

极化在去卵巢小鼠冠脉微循环障碍

（
&+I

）中的作用及补肾活血方的影响。方法　将
$"

只雌性
&;>=PK8

小鼠按随机数字表法分为
$

组：

8

周正常组（
8*&

组）、
8

周假手术组（
8*9

组）、
8

周模型组（
8*+

组，去卵巢
8*

）、
L

周正常组（
L*&

组）、

L

周假手术组（
L*9

组）、
L

周模型组（
L*+

组，去卵巢
L*

）、巨噬细胞清除组（简称
&+

组，腹腔注射氯膦

酸二钠脂质体
"


"# @PKQD

，每周
#

次）、补肾活血组［简称
=R

组，补肾活血方灌胃，
; @PK

（
QD

·
G

），每天

#

次］及
@BS


#;;

抑制组（简称
+(

组，尾静脉注射
@BS


#;;

抑制剂
!" @DKQD

，每周
#

次），每组
#"

只，持

续干预
L

周。采用小动物超声成像系统检测左室短轴缩短率（
P3,9

）和左室射血分数（
P3?,

），
T?

染色观

察心肌组织结构，麦胚凝集素染色检测心肌细胞横截面积，免疫荧光染色检测冠脉微血管密度和
&I8L

U表

达；实时荧光定量
V&S

检测心肌
@BS


#;;

、
(P


#β、)7,α、(P#" 及血管内皮生长因子（3?R,）@S7W

表

达。结果　与
8*&

组比较，
8*9

和
8*+

组心肌
P3?,

和
P3,9

值、炎症细胞浸润、心肌细胞横截面积、冠

脉微血管密度差异均无统计学意义 （
V X"


";

）；与
L*&

和
L*9

组比较，
L*+

组心肌
P3?,

和
P3,9

值明

显下降，心肌细胞肿胀和炎症细胞浸润增加，心肌细胞横截面积增大，冠脉微血管密度减少，
&I8L

U表达增

加，
@BS


#;;

、
(P


#β和 )7,

α@S7W

表达增加，
(P


#"

和
3?R, @S7W

表达减少（
V Y"


";

，
V Y"


"#

）；与

L*+

组比较，
=R

组心肌
P3?,

、
P3,9

值和冠脉微血管密度增加，炎症细胞浸润、细胞横截面积减小，
&+

和

=R

组心肌组织炎症细胞浸润、
&I8L

U表达均减少，
&+

、
=R

和
+(

组心肌
@BS


#;;

、
(P


#β和 )7,

α@S7W

表达均减少；
=R

和
+(

组心肌
(P


#"

和
3?R, @S7W

表达均增加，差异均有统计学意义（
V Y "


";

，
V Y

"


"#

）；与
+(

组比较，
=R

组心肌
@BS


#;;

、
(P


#β、)7,α、(P#"、3?R, @S7W

表达差异无统计学意义

（
V X"


";

）。结论　补肾活血方可能通过下调心肌
@BS


#;;

调控
+#K+!

极化抑制冠脉微血管炎症反应。

关键词　补肾活血方；冠脉微循环障碍模型；去卵巢小鼠；
+#K+!

极化；
@BS


#;;
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
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］
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，
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
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，
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）
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c1O 0O-G Z4 H455-HZ -HN4H1/GB4D/1MN2 Z4 1C152]- 5-FZ [-CZ/BH051/ F/1HZB4C ON4/Z-CBCD

（
P3,9

）
1CG 5-FZ [-C


Z/BH051/ -A-HZB4C F/1HZB4C

（
P3?,

）
6 T? OZ1BCBCD c1O 0O-G Z4 4.O-/[- ZN- @24H1/GB15 OZ/0HZ0/-6 *N-1Z D-/@

1DD50ZBCBC OZ1BCBCD c1O 0O-G Z4 4.O-/[- @24H2Z- H/4OO


O-HZB4C15 1/-16 (@@0C4F504/-OH-CH- c1O 0O-G Z4

4.O-/[- H4/4C1/2 @BH/4[1OH051/ G-COBZ2

，
ZN- -\M/-OOB4C 4F &I8L

U

6 S-15


ZB@- _01CZBZ1ZB[- V&S c1O 0O-G

Z4 G-Z-HZ ZN- -\M/-OOB4C 4F @BH/4S7W


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（
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
#;;

），
BCZ-/5-0QBC

（
(P

）
#β，Z0@4/ C-H/4OBO F1HZ4/

（
)7,

）α，
(P


#" 1CG [1OH051/ -CG4ZN-5B15 D/4cZN F1HZ4/

（
3?R,

）
@S7W6 S-O05ZO

　
&4@M1/-G cBZN 8*& D/40M

，
ZN-/-

c1O C4 OZ1ZBOZBH1552 OBDCBFBH1CZ GBFF-/-CH- BC P3,9 1CG P3?, 5-[-5O

，
ZN- @24H1/GB15 H-55 Oc-55-G

，
BCF51@@1Z4


/2 H-55O BCFB5Z/1ZB4C

，
ZN- H/4OO


O-HZB4C15 1/-1 4F H1/GB1H H-55O

，
1CG H4/4C1/2 @BH/4[1OH051/ G-COBZ2 BC 8*9

1CG 8*+ D/40MO

（
V X"


";

）
6&4@M1/-G cBZN L*& 1CG L*9 D/40M

，
P3,9 1CG P3?, 5-[-5O G-H/-1O-G

，
1CG ZN-

@24H1/GB15 H-55 Oc-55-G

，
BCF51@@1Z4/2 H-55O BCFB5Z/1ZB4C BCH/-1O-G

，
ZN- H/4OO


O-HZB4C15 1/-1 4F H1/GB1H H-55O

BCH/-1O-G

，
H4/4C1/2 @BH/4[1OH051/ G-COBZ2 G-H/-1O-G

，
ZN- -\M/-OOB4C 4F &I8L

U，
@BS


#;;

，
(P


#β，)7,

α
@S7W BCH/-1O-G

，
ZN- -\M/-OOB4C 4F (P


#" 1CG 3?R, @S7W G-H/-1O-G BC L*+ D/40M

，
155 ZN- 1.4[- GBFF-/


-CH-O c-/- OZ1ZBOZBH1552 OBDCBFBH1CZ

（
V Y"


";

，
V Y"


"#

）
6 &4@M1/-G cBZN L*+ D/40M

，
P3,9 1CG P3?, 5-[-5O

，

H4/4C1/2 @BH/4[1OH051/ G-COBZ2 BCH/-1O-G

，
BCF51@@1Z4/2 H-55O BCFB5Z/1ZB4C 1CG ZN- H/4OO


O-HZB4C15 1/-1 4F

H1/GB1H H-55O G-H/-1O-G BC =R D/40M

；
BCF51@@1Z4/2 H-55O BCFB5Z/1ZB4C 1CG ZN- -\M/-OOB4C 4F &I8L

U

G-H/-1O-G

BC &+ 1CG =R D/40M

；
ZN- -\M/-OOB4C 4F @BS


#;;

，
(P


#β，)7,α@S7W G-H/-1O-G BC &+

，
=R 1CG +( D/40M

；

ZN- -\M/-OOB4C 4F (P


#" 1CG 3?R, @S7W BCH/-1O-G BC =R 1CG +( D/40M

；
155 ZN- 1.4[- GBFF-/-CH-O c-/- OZ1


ZBOZBH1552 OBDCBFBH1CZ

（
V Y "


";

，
V Y "


"#

）
6 &4@M1/-G cBZN +( D/40M

，
ZN-/- c1O C4 OZ1ZBOZBH1552 OBDCBFBH1CZ

GBFF-/-CH- BC ZN- -\M/-OOB4C 4F @BS


#;;

，
(P


#β，)7,α，(P#" 1CG 3?R, @S7W BC =R D/40M

（
V X"


";

）
6 &4C


H50OB4C

　
=0ON-C T04\0- S-HBM- @12 BCNB.BZ ZN- BCF51@@1Z4/2 /-OM4CO- 4F H4/4C1/2 @BH/4HB/H051ZB4C .2

G4cC


/-D051ZBCD ZN- -\M/-OOB4C 4F @BS


#;; /-D051ZBCD +#K+! M451/B]1ZB4C6

:?^*JSI9

　
=0ON-C T04\0- S-HBM-

；
H4/4C1/2 @BH/4[1OH051/ G2OF0CHZB4C @4G-5

；
4[1/B-HZ4@B]-G

@BH-

；
+#K+! M451/B]1ZB4C

；
@BH/4S7W


#;;

　　冠脉微循环障碍（
H4/4C1/2 @BH/4[1OH051/

G2OF0CHZB4C

，
&+I

）已成为心血管病防治的研究热点

之一［
#

］。炎症细胞浸润和促炎因子增多导致血管内

皮细胞受损，降低冠状动脉功能和血流储备，影响心肌

收缩功能，进而加速了
&+I

发生发展［
!

，
%

］；巨噬细胞

（
@1H/4MN1D-O

，
+

）表型
+#K+!

极化在这一进程中

发挥了重要的作用［
d

］，以及
@BS


#;;

会促进
+#

极

化，抑制
+!

极化［
;

］。但目前尚无
+#K+!

极化在去

卵巢
&+I

中的作用及中药对其影响的报道。补肾活

血方有育阴助阳、活血止痛之功，在治疗女性绝经后

&+I

中疗效显著［
8

］。同时，补肾活血方可防治去卵

巢大鼠心肌微血管内皮细胞形态和功能损伤及炎症反

应，其抗炎作用与阻断
7,

κ=M;"（(κ=α）(P#β信号
通路有关，并以含生药

% DK@P

最为明显［
>

，
L

］。由于

(P


#β是 +#

型巨噬细胞的标志炎症因子［
$

］，故本研

究推测
&+I

的发生发展可能与
@BS


#;;

调控巨噬

细胞
+#K+!

极化有关以及补肾活血方防治绝经后

&+I

的作用机制可能是通过调控
@BS


#;;

表达，影

响巨噬细胞
+#K+!

极化。因此，本研究拟通过创建

去卵巢小鼠
&+I

模型，观察心肌组织结构、冠脉微血

管密度和心肌收缩功能的损伤与
+#K+!

的标志炎症

因子表达的关系，探讨补肾活血方的保护作用机制，为

其防治绝经后
&+I

提供可靠实验依据。

材料与方法

#

　动物　
9V,

级
L

周龄雌性
&;>=PK8

小鼠，体

重（
!"


LL

±
"


#>

）
D

适应性喂养
#

周，饲养环境为昼

夜
#! N

交替，室内温度控制在
#L e!!

℃，湿度控制
在

;"f e8"f

，食物和水自由摄取。动物合格证号：

9&<:

（陕）
!"#d

—
""!

，本实验通过空军军医大学实

验动物中心福利与伦理委员会审查（
746 !"#;"$"%

）。

!

　药物　补肾活血方由仙茅
"


; D

　淫羊藿
"


; D

　知母
!


; D

　黄柏
#


" D

　当归
"


; D

　制香
附

"


; D

　远志
"


> D

　葛根
#


; D

配方颗粒组成，分

别相当于生药仙茅
#" D

　淫羊藿
#" D

　知母
8 D

　黄
柏

#" D

　当归
#" D

　制香附
#" D

　远志
#" D

　葛根
#; D

，并由广州一方制药有限公司提供，产品批号：

d#!#$#P

。用
#""

℃的蒸馏水将以上颗粒剂冲调至
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含生药量为
8 DK@P

的混悬液，
d

℃保存备用。
%

　试剂与仪器　
&I%#

兔抗大鼠单克隆抗体（批

号：
9W=;8"""8#

）、
&I8L

兔抗小鼠多克隆抗体（批号：

9W=#d"#"8!

）、
,()&


KSN4

交联二抗（批号：
,()&#

）均

购自美国
9BD@1

公司，
)S(]45

提取液（美国
(C[BZ/4D-C

公司，批号：
#;;$8


"#L

）、
+


+P3

反转录酶（
(C[BZ/4D-C

公司，批号：
!L"!;


"#d

），
9^=S D/--C _S)


V&S

检测

试剂盒（批号：
#%d#>"""

日本
)1:1S1

公司），氯膦酸

二钠脂质体
&54MN4O4@-

（批号：
,>"#"#&


7

，
,4/


@0+1\

公司），
@BS7W

试剂盒（天根生物科技有限公

司，批号：
,Vd"#


"#


;"

），
@BS


#;;

抑制剂
@BS


#;;

1CZ1D4@B/

（广州锐博生物科技有限公司）。正置荧光

显微镜（日本
J52@M0O

公司），激光共聚焦显微镜、

7(9


3B-c-/

图像处理软件系统（日本
7BQ4C

公司），

=B4


S1G &,<$8

型实时定量定量
V&S

仪（美国
=B4


S1G

公司）。

d

　动物分组及模型建立　将
$"

只雌性
&;>=PK8

小鼠按随机数字表法分为
$

组，每组
#"

只。分别为

8*

正常组（
8*&

）、
8*

假手术组（
8*9

）、
8*

模型组

（
8*+

）、
L*

正常组（
L*&

）、
L*

假手术组（
L*9

）、

L*

模型组（
L*+

）、巨噬细胞清除组（
&+

）、补肾活血

组（
=R

）及
@BS


#;;

抑制组（
+(

）。参照参考文献

［
#"

］，用
#f

戊巴比妥钠（
%" @DKQD

，腹腔注射）麻醉雌

性小鼠后，俯卧位固定，腰椎后侧正中切口约
# H@

，切

除双侧卵巢后将输卵管、血管等结扎，缝合皮肤并消毒，

制备小鼠去卵巢模型；假手术组不切除卵巢，仅切除少

许卵巢周围的脂肪组织；正常组不作任何处理；
8

周和

L

周后分别观察以上各组处理后的心肌组织及冠脉微

血管密度等指标。
=R

组：参照参考文献［
L

］，选用大鼠

灌服的补肾活血方混悬液的最佳剂量（含生药
% DK@P

，

相当于成人服用剂量的
8


d;

倍），按照体表面积法，换

算成含生药
8 DK@P

给去卵巢手术
L

周后的小鼠灌服，

; @PK

（
QD

·
G

），每天
#

次，连续
L

周；
&+

组：参考文献

［
##

］，给去卵巢手术
L

周后的小鼠腹腔注射氯膦酸二钠

脂质体（
&54MN4O4@-

），
"


"# @PKQD

，每周
#

次，连续

L

周；
+(

组：参考文献［
#!

］，给去卵巢手术
L

周后的小

鼠尾静脉注射
@BS


#;;

抑制剂
@BS


#;; 1CZ1D4@B/

，

!" @DKQD

，每周
#

次，连续
L

周。

;

　观察指标及方法
通过观察去卵巢手术后

8

、
L

周时小鼠心肌收缩

功能、心肌组织结构、心肌细胞横截面积、冠脉微血管

密度，建立小鼠去卵巢
&+I

模型；在该模型的基础

上，通过清除
+

，观察
&I8L

U和
+#

、
+!

标志炎症因

子、血管内皮生长因子（
[1OH051/ -CG4ZN-5B15 D/4cZN

F1HZ4/

，
3?R,

）
@S7W

表达，探究冠脉微血管修复与

巨噬细胞
+#K+!

极化的关系；通过抑制心肌
@BS#;;

表达，观察巨噬细胞
+#

、
+!

标志炎症因子、
3?R,

@S7W

，及
&I8L

U表达水平，探究
@BS#;;

对巨噬细

胞
+#K+!

极化的影响。

;


#

　心肌收缩功能　采用小动物超声成像系
统。使用戊巴比妥钠（

%" @DKQD

，腹腔注射）麻醉实验

小鼠后，将其仰面固定于
%>

℃恒温固定台上，左前胸
进行脱毛处理。用高分辨小动物超声成像系统，将探

头放置于雌性小鼠左胸前，
!I

超声显示左室短轴切

面，然后，在乳头肌水平位置，采用
+

式超声记录左室

运动情况，测量雌性小鼠左室舒张末内径以及左室收

缩末内径，计算左室短轴缩短率（
5-FZ [-CZ/BH051/

F/1HZB4C ON4/Z-CBCD

，
P3,9

）和左室射血分数（
5-FZ

[-CZ/BH051/ -A-HZB4C F/1HZB4C

，
P3?,

）。用以衡量心

肌收缩功能。

;


!

　心肌组织形态结构　采用
T?

染色。经

$f

福尔马林液固定心肌组织，石蜡包埋，切片，厚约

d μ@。经过二甲苯和梯度酒精脱水脱蜡，苏木精染色
%

～
; @BC

，
#f

盐酸乙醇分化
%" O

，
#f

氨水返蓝

#" O

，
#f

伊红染色
# @BC

，酒精脱水，封片。用光学显

微镜观察并采集图片，用以检测心肌组织形态结构。

;


%

　心肌细胞横截面积　参照参考文献［
#%

］，

采用麦胚凝集素染色。将放于
J&)

的心肌组织置于

冰冻 切 片 机 中 切 片，厚 约
#" μ@。取 浓 度 为

! @@45KP

的麦胚凝集素（
cN-1Z D-/@ 1DD50ZBCBC

，

*RW

）覆盖心肌组织，
%>

℃避光孵育
#; @BC

。
V=9

洗
%

次，每次
%

～
; @BC

。
T4-HNOZ

（
#" C@45KP

）染核，

V=9

洗
%

次，每次
%

～
; @BC

，封片。用激光共聚焦显

微镜采集图片，用以检测心肌细胞横截面积。

;


d

　
&I%#

U

K&I8L

U免疫荧光染色检测微血管

密度
K

心肌组织巨噬细胞阳性表达　取适量山羊血清
将组织切片进行封闭，滴加一抗

&I%#

U兔抗大鼠单克

隆抗体（
#

∶
!;"

稀释）或
&I8L

U兔抗小鼠多克隆抗体

（
#

∶
!;"

稀释）
d

℃孵育过夜，
V=9

洗
%

次后滴加二抗

,()&


KSN4

（
#

∶
!""

稀释），
%>

℃孵育
# N

，
V=9

洗

%

次，每次
% e ; @BC

。
T4-HNOZ

（
#" C@45KP

）染核，

V=9

洗
%

次，每次
%

～
; @BC

，封片。用激光共聚焦显

微镜采集图片。按照
*-BGC-/ 7

标准［
#d

］进行微血管

密度计数，内皮细胞或内皮细胞簇会被
&I%#

U抗体染

成红色，不管其是否有管腔，均算作一个微血管计数，厚

的平滑肌壁以及管腔直径大于
L

倍红细胞直径的血管

排除在外。首先在
#""

倍镜下观察组织切片，寻找血管

高密度区域，再在高倍镜 （×
d""

）下记录
;

个随机视
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野的血管数，统计后取其平均值作为微血管密度。

;


;

　实时荧光定量
V&S

　取新鲜心肌采用
)S


(]45

试剂盒提取总
S7W

，定量后，使用反转录试剂盒

将
S7W

反转录成
HI7W

，将
HI7W

用荧光定量检测

试剂盒（
9^=S R/--C

）在
=B4


S1G &,<$8

实时荧光

定量
V&S

仪上进行检测相关
@S7W

的表达。反应

条件为：
$d

℃变性
! @BC

，
$d

℃
!" O

，
8"

℃
%d O

，

dd

个循环；最后加熔解曲线检测。

表
#

　实时定量
V&S

的引物序列表

名称 引物序列（
;

′－
%

′）
引物长度

（
.M

）

β1HZBC 上游：
&)R)W))&&&&)&&W)&R)R !"

下游：
)W&)&&)R&))R&)RW)&&W !"

3?R,

上游：
WRR&WRW&)W))&WR&RRW&)& !!

下游：
&)&WWWW&&R))RR&W&RW #$

(P


#β 上游：

R&WW&)R))&&)RWW&)&WW&) !!

下游：
W)&))))RRRR)&&R)&WW&) !#

)7,

α 上游：
&R&RRW)&&W)RWR&W&)RWWWR&W)R !>

下游：
&&R&)&RWR)&W&WRRR&WW)RW)&&&WWWR %#

(P


#"

上游：
)))WRR&RWRWWR&)RWWRR !"

下游：
)&))&W&WRRR&WRRWW)&) !"

a8

上游：
&)&R&))&RR&WR&W&W #>

下游：
WW&R&))&W&RWW))R&R) #$

@BS


#;;

上游：
W)RR))&R)RRR))WW)R&)WW)&R)R !>

下游：
R)&R)W)&&WR)R&WRRR)&&RWRR)W))&R&

W&)RRW)W&RW&W&&&&)W)

;!

通过检测
+#

型巨噬细胞标志炎症因子
(P


#β、

)7,

α和 +!

型巨噬细胞标志炎症因子
(P


#"

及

3?R,

表达，间接反映
+#

或
+!

型巨噬细胞数量。

8

　统计学方法　应用
9V99 #$


"

软件进行统

计分析，所有数据以
\

±
O

表示，多组间比较采用单因

素方差分析，组间两两比较采用
P9I

分析，
V Y"


";

为差异有统计学意义。

结　　果

#

　各组心肌
P3?,

、
P3,9

值比较（表
!

）　与
8*&

组比较，
8*9

、
8*+

、
L*&

、
L*9

组心肌
P3?,

、

表
!

　各组小鼠心肌收缩功能比较　（
f

，
\

±
O

）

组别
C P3,9 P3?,

8*& #" d>

．
";

±
#

．
#$ ;8

．
d"

±
#

．
>L

8*9 #" dd

．
L%

±
#

．
d% ;>

．
d!

±
#

．
%>

8*+ #" d;

．
8>

±
#

．
88 ;>

．
#>

±
#

．
$>

L*& #" d%

．
$%

±
#

．
8% ;;

．
d8

±
#

．
L;

L*9 #" d;

．
"8

±
#

．
d! ;d

．
8"

±
#

．
;!

L*+ #"

%L

．
Ld

±
#

．
8>

△
d>

．
"!

±
!

．
%;

△

&+ #" d!

．
#d

±
#

．
%! dd

．
d8

±
!

．
#d

=R #"

d%

．
$d

±
#

．
;8

▲
;d

．
>#

±
#

．
dd

▲

　　注：与
L*&

组比较，
V Y "


";

；与
L*9

组比较，△
V Y "


";

；与

L*+

组比较，▲
V Y"


";

P3,9

值比较，差异无统计学意义 （
V X "


";

）；与

L*&

和
L*9

组比较，
L*+

组心肌
P3?,

、
P3,9

值降

低 （
V Y "


";

）；与
L*+

组比较，
&+

组心肌
P3?,

、

P3,9

值差异无统计学意义 （
V X "


";

），
=R

组心肌

P3?,

、
P3,9

值升高 （
V Y"


";

）。

!

　各组心肌组织结构比较（图
#

）　
8*&

、
8*9

、

8*+

、
L*&

、
L*9

组小鼠心肌均胞浆丰富，结构完整，

细胞排列整齐；
L*+

组心肌细胞肿胀，横纹模糊，炎症

细胞浸润增多，心肌间质充血；
&+

组心肌组织浸润的

炎症细胞较少；
=R

组心肌组织浸润的炎症细胞较少，

损伤程度较轻。

　　注：箭头所指为炎症细胞

图
#

　各组心肌组织形态结构比较　（
T?

，×
d""

）

%

　各组心肌细胞横截面积比较（图
!

，表
%

）　与
8*&

组比较，
8*9

、
8*+

、
L*&

、
L*9

组心肌细胞横

截面积差异无统计学意义（
V X "


";

）；与
L*&

和

L*9

组比较，
L*+

组心肌细胞横截面积增大（
V Y

"


";

）；与
L*+

组比较，
&+

组心肌细胞横截面积差

异无统计学意义（
V X "


";

），
=R

组心肌细胞横截面

积减小（
V Y"


";

）。

d

　各组冠脉微血管密度比较（表
d

，图
%

）　与

　　注：绿色标记的是心肌细胞膜，其面积为心肌细胞横截面

积，蓝色标记的是细胞核；箭头所指为心肌细胞膜

图
!

　各组心肌细胞横截面积　（
*RW

，×
d""

）
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表
%

　各组心肌细胞横截面积比较　（μ@!，
\

±
O

）

组别
C

心肌细胞横截面积

8*& #" #

．
8>

±
"

．
"d

8*9 #" #

．
>$

±
"

．
"d

8*+ #" #

．
>!

±
"

．
";

L*& #" #

．
L#

±
"

．
"8

L*9 #" #

．
>$

±
"

．
"8

L*+ #"

!

．
"#

±
"

．
"8

△

&+ #" !

．
";

±
"

．
">

=R #"

#

．
L!

±
"

．
";

▲

　　注：与
L*&

组比较，
V Y "


";

；与
L*9

组比较，△
V Y "


";

；与

L*+

组比较，▲
V Y"


";

8*&

组比较，
8*9

、
8*+

、
L*&

、
L*9

组冠脉微血

管密度差异无统计学意义（
V X "


";

）；与
L*&

和

L*9

组比较，
L*+

组冠脉微血管密度减少（
V Y

"


"#

）；与
L*+

组比较，
&+

组冠脉微血管密度无明

表
d

　各组小鼠冠脉微血管密度计数比较　（
\

±
O

）

组别
C

微血管密度计数

8*& #" L$

．
>"

±
"

．
$#

8*9 #" $"

．
d"

±
#

．
#>

8*+ #" L$

．
L"

±
#

．
!;

L*& #" L>

．
#"

±
#

．
%!

L*9 #" LL

．
%"

±
#

．
#$

L*+ #"

;>

．
;"

±
#

．
>!

△

&+ #" 8"

．
>"

±
#

．
d;

=R #"

L"

．
>"

±
#

．
#L

▲

　　注：与
L*&

组比较，
V Y "


"#

；与
L*9

组比较，△
V Y "


"#

；与

L*+

组比较，▲
V Y"


"#

　　注：箭头所指为
&I%#

U表达

图
%

　各组小鼠冠脉微血管
&I%#

U表达

（免疫荧光，×
d""

）

显变化 （
V X"


";

），
=R

组冠脉微血管密度增加

（
V Y"


"#

）。

;

　各组心肌
&I8L

U表达（表
;

，图
d

）　与
L*&

和
L*9

组比较，
L*+

组心肌
&I8L

U表达明显增加

（
V Y "


"#

）；与
L*+

组比较，
&+

组心肌
&I8L

U表

达明显减少（
V Y"


"#

），
=R

和
+(

组
&I8L

U表达差

异无统计学意义（
V X"


";

）。

表
;

　各组小鼠心肌
&I8L

U表达比较　（
\

±
O

）

组别
C

&I8L

U表达数

L*& #" #

．
#"

±
"

．
!%

L*9 #" "

．
$"

±
"

．
!%

L*+ #"

d

．
;"

±
"

．
!>

△

&+ #"

"

．
L"

±
"

．
!;

▲

=R #" ;

．
""

±
"

．
!8

+( #" d

．
8"

±
"

．
!!

　　注：与
L*&

组比较，
V Y "


"#

；与
L*9

组比较，△
V Y "


"#

；与

L*+

组比较，▲
V Y"


"#

　　注：箭头所指为
&I8L

U表达

图
d

　各组小鼠心肌
&I8L

U表达　（免疫荧光，×
d""

）

8

　各组心肌
@BS


#;;

、
(P


#β、)7,α、(P#"、

3?R, @S7W

表达比较（表
8

）　与
L*&

和
L*9

组比

较，
L*+

组心肌
(P


#β、)7,α和 @BS


#;; @S7W

表

达均增加（
V Y"


"#

）；
(P


#"

和
3?R, @S7W

表达降低

（
V Y"


";

，
V Y"


"#

）。与
L*+

组比较，
&+

、
+(

和
=R

组心肌
(P


#β、)7,α和 @BS


#;; @S7W

表达均降低

（
V Y"


"#

），
&+

组
(P


#"

、
3?R, @S7W

表达差异无统计

学意义（
V X"


";

），
+(

和
=R

组
(P


#"

、
3?R, @S7W

表

表
8

　各组心肌
(P


#β、(P#"、)7,α、3?R,、@BS


#;; @S7W

相对表达量比较　（
\

±
O

）

组别
C (P


#β (P


#" )7,

α 3?R, @BS


#;;

L*& #" #

．
"#

±
"

．
"8 #

．
L"

±
"

．
#! "

．
>>

±
"

．
"8 %

．
d>

±
"

．
## #

．
"8

±
"

．
">

L*9 #" #

．
"8

±
"

．
"> #

．
>!

±
"

．
#% "

．
L8

±
"

．
"> %

．
d8

±
"

．
## "

．
$$

±
"

．
">

L*+ #"

!

．
!$

±
"

．
##

△△
#

．
%#

±
"

．
#%

△
!

．
8$

±
"

．
#"

△△
#

．
d$

±
"

．
"$

△△
!

．
d;

±
"

．
##

△△

&+ #"

#

．
"d

±
"

．
">

▲▲
#

．
"8

±
"

．
"$

"

．
$;

±
"

．
#"

▲▲
#

．
%$

±
"

．
#"

"

．
>L

±
"

．
"L

▲▲

=R #"

#

．
%L

±
"

．
"L

▲▲
#

．
>d

±
"

．
#d

▲
#

．
!%

±
"

．
##

▲▲
!

．
>$

±
"

．
"$

▲▲
#

．
8"

±
"

．
"$

▲▲

+( #"

#

．
d$

±
"

．
"$

▲▲
#

．
8;

±
"

．
#"

▲
#

．
!L

±
"

．
#"

▲▲
!

．
88

±
"

．
"$

▲▲
#

．
8#

±
"

．
#"

▲▲

　　注：与
L*&

组比较，
V Y"


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
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达均增加（
V Y"


";

，
V Y"


"#

）；与
+(

组比较，
=R

组

心肌
(P


#β、)7,α、(P#"、3?R,和 @BS


#;; @S7W

表达差异无统计学意义（
V X"


";

）。

讨　　论

女性绝经后
&+I

高发病率，被国内外心血管领

域学者广泛重视。目前尚无较好的治疗药物及手段，

所以，探讨绝经后
&+I

的中医药防治，对绝经后女性

心血管病的防治有重要的意义。

&+I

的机制目前尚不完全清楚，模拟不同发病机

制的动物模型在研究疾病发生和药物干预中具有重要

作用。目前的动物模型与女性绝经后发生
&+I

存在

较大差距［
#;

］。为研究女性绝经后
&+I

的发病机制

及补肾活血方的治疗机理，本课题组前期研究证实，补

肾活血方治疗女性绝经后
&+I

疗效显著，能较好的

减少心绞痛发作次数，改善临床症状；积极改善心电图

9)

段与
)

波形态；显著提高内皮素
#

水平，抑制
7J

水平［
8

，
#8

］。有研究发现，
9I

大鼠去卵巢
8"

天后出现

微血管损伤，微血管密度减少，血清雌激素和一氧化氮

水平下降，内皮素
#

水平升高［
>

，
L

，
#>

］。在此基础上，本

研究选择生长周期短，经常适用于实验室研究的

&;>=PK8

小鼠，建立模型。参照方喜业主编的《医学

实验动物学》［#L］中动物寿命相对表，推算小鼠可能出

现微血管病变的时间为去卵巢后
d"

天左右，故设置

去卵巢后
8

、
L

周两个时间点，检测小鼠心肌组织结

构、微血管密度及心肌收缩功能。结果发现去卵巢

8

周后，小鼠心肌收缩功能、心肌组织结构、冠脉微血

管密度无明显变化；去卵巢
L

周后，小鼠心肌组织结构

改变，细胞肿胀变性，心肌横纹消失，炎症细胞浸润增

多，心肌细胞肥大，冠脉微血管密度减少及心肌
P3?,

和
P3,9

值降低，表明此时小鼠去卵巢
&+I

模型制

备成功。该模型模拟了女性绝经后发生
&+I

的病理

过程，但其机制和评价方法仍需进一步研究和完善。

巨噬细胞在心肌内环境稳态中发挥着重要的作

用［
#$

］。巨噬细胞表型
+#K+!

极化是指在不同的刺激

因素作用下，巨噬细胞会形成不同的表型，在炎症相关

疾病中发挥着重要作用［
!"

］。
+#

型巨噬细胞促进炎

症反应，引起组织损伤，可分泌其标志促炎因子，如

)7,

α和 (P


#β等［

!#

］；同时也会诱使未极化的巨噬细

胞向
+#

极化；
+!

型巨噬细胞抑制炎症反应，促进组

织修复和再生［
!!

］，可分泌大量的
(P


#"

，并促使未极化

的巨噬细胞向
+!

极化［
!%

］。因此
+#

或
+!

标志炎症

因子
@S7W

表达可间接反映
+#

或
+!

型巨噬细胞

的数量。为了探讨巨噬细胞
+#K+!

极化在去卵巢小

鼠
&+I

模型中的作用，本研究清除了模型小鼠心肌

组织中的巨噬细胞，观察相关
@S7W

的表达。结果显

示模型小鼠心肌
+#

型巨噬细胞被清除，心肌收缩功

能降低、冠脉微血管损伤未得到改善。所以，去卵巢小

鼠冠脉微血管损伤与巨噬细胞向
+#

极化密切相关。

中医学认为绝经后
&+I

属“胸痹”、“心痛”等范

畴，发病于女性肾精亏虚，肾阴阳平衡失调之时，病位

在心、病本在肾。补肾活血方由二仙汤化裁而来。方

中淫羊藿、仙茅补肾壮阳，知母、黄柏滋阴泻火清热，当

归补血活血，葛根、制香附配当归以疏经通络、补血和

血，远志以交通心肾。现已证实，该复方对去卵巢大鼠

冠脉微血管的保护作用，可能与阻断
7,

κ=M;"
（
(κ=α）(P#β信号通路有关［

L

，
#>

］。又有研究表明，补

肾活血方中淫羊藿的主要成分———淫羊藿苷可以诱导

SW*!8d


>

巨噬细胞系向
+!

型转化［
!d

］。根据前期

研究结果选择含生药
8 DK@P

的剂量给补肾活血组小

鼠灌胃［
L

］，本研究结果表明，补肾活血方能够提高去

卵巢小鼠冠脉微血管密度，减少心肌组织结构损伤，改

善心肌收缩功能，但标志巨噬细胞数量的
&I8L

U表达

则无影响；同时，还可以使心肌
(P


#β、)7,α@S7W

表达降低，
(P


#"

、
3?R, @S7W

表达升高。因此，补

肾活血方可能是通过抑制去卵巢
&+I

小鼠心肌组

织中的巨噬细胞向
+#

极化，促进其向
+!

极化，以

抑制冠脉微血管炎症反应的发生发展，达到修复心

肌组织，改善心肌收缩功能和冠脉微血管形态及功

能的目的。

@BS


#;;

是一种内源性非编码小
S7W

，参与多

种生理病理反应，如炎症，免疫，肿瘤等［
!;

］。研究表

明，
@BS


#;;

高表达会促进炎症的发生发展，且
@BS


#;;

会抑制巨噬细胞向
+!

型转化［
!8

］。本研究结果

表明，心肌
@BS


#;;

表达降低，改变了促炎因子与抑

炎因子的比例，促进了巨噬细胞向
+!

极化，抑制了

+#

极化，这有利于抑制炎症的发生发展、改善心肌损

伤和
&+I

。而且补肾活血方可以降低去卵巢小鼠

&+I

模型心肌
@BS


#;; @S7W

表达，因此，补肾活

血方抑制去卵巢小鼠
&+I

模型心肌巨噬细胞向
+#

极化，促进
+!

极化，可能与其下调心肌
@BS


#;;

表

达有关。

利益冲突：无。
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