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内皮素１Ｂ型受体拮抗剂通过抑制 ＮＬＲＰ３／ＩＬ１β炎症小体通路缓解
ＡｐｏＥ／小鼠的动脉粥样硬化
杜彦挺，杜光勇，夏志强，张　伟，赵振伟　（榆林市第二医院神经外科二病区，陕西 榆林 ７１９０００）

［摘　要］　目的　探讨内皮素１（ＥＴ１）Ｂ型受体拮抗剂ＢＱ７８８治疗动脉粥样硬化的效果及其分子机制。方法　使用２４只
８周龄ＡｐｏＥ／小鼠（遗传背景为Ｃ５７ＢＬ／６小鼠）构建晚期动脉粥样硬化模型，并分为饲喂常规啮齿类动物基础饲料的正常饮食
（ＣＨＯＷ）组、饲喂高脂饮食（ＨＦＤ）饲料的ＨＦＤ组和饲喂ＨＦＤ饲料并给予ＢＱ７８８治疗的ＨＦＤ＋ＢＱ７８８组。ＥＬＩＳＡ测定各组小鼠
血清炎症因子ＩＬ１β、ＩＬ６和ＴＮＦα的水平。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定小鼠胸主动脉血管ＮＬＲＰ３炎症小体相关因子Ｃａｓｐａｓｅ１ｐ２０、Ｃａｓｐａｓｅ１
ｐ４５、ＮＬＲＰ３和ＩＬ１β的表达水平。流式细胞术测定小鼠全血单核细胞及单核细胞Ｌｙ６Ｃｈｉｇｈ、Ｌｙ６Ｃｌｏｗ亚型细胞数量。油红Ｏ染色测定
小鼠胸主动脉血管动脉粥样硬化斑块面积；ＨＥ染色测定斑块“帽”的厚度；Ｍａｓｓｏｎ染色观察斑块胶原沉积情况。结果　与 ＣＨＯＷ
组相比，ＨＦＤ组小鼠血清炎症因子ＩＬ１β、ＩＬ６和 ＴＮＦα的水平显著升高（Ｐ＜０．０１）；炎症小体相关因子 Ｃａｓｐａｓｅ１ｐ２０、ＮＬＲＰ３和
ＩＬ１β的表达水平显著上调（Ｐ＜０．０１）；单核细胞及全血中促炎单核细胞 Ｌｙ６Ｃｈｉｇｈ数量显著增加（Ｐ＜０．０１），全血中抗炎单核细胞
Ｌｙ６Ｃｌｏｗ数量显著减少（Ｐ＜０．０１）。与 ＨＦＤ组相比，ＨＦＤ＋ＢＱ７８８组小鼠血清炎症因子 ＩＬ１β、ＩＬ６和 ＴＮＦα的水平明显回落
（Ｐ＜０．０５）；炎症小体相关因子Ｃａｓｐａｓｅ１ｐ２０、ＮＬＲＰ３和ＩＬ１β的表达水平显著下调（Ｐ＜０．０１）；单核细胞及全血中促炎单核细胞
Ｌｙ６Ｃｈｉｇｈ数量显著回落（Ｐ＜０．０１），全血中抗炎单核细胞Ｌｙ６Ｃｌｏｗ数量显著增加（Ｐ＜０．０１）；小鼠胸主动脉血管的油红Ｏ阳性着色面积
占比显著较低（Ｐ＜０．０１）；动脉粥样硬化斑块“帽”的平均厚度显著较小（Ｐ＜０．０１）；斑块的胶原沉积范围明显较小。结论
ＥＴ１Ｂ型受体拮抗剂ＢＱ７８８可通过抑制ＮＬＲＰ３／ＩＬ１β炎症小体通路缓解ＡｐｏＥ／小鼠的动脉粥样硬化。
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　　急性冠状动脉综合征（ａｃｕｔｅｃｏｒｏｎａｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅ，
ＡＣＳ）是致心血管疾病患者残疾和死亡的主要原因，动
脉粥样硬化是其病理基础［１２］。动脉粥样硬化是一种

涉及大中型动脉的慢性全身性炎症性疾病，发病机制

与免疫细胞激活、胆固醇积累及年龄增长等因素密切

相关［３］。动脉粥样硬化斑块的特征是具有一个坏死

核心，其上覆盖薄的纤维帽［４］。早期动脉粥样硬化起

始于吞噬了脂质的巨噬细胞形成泡沫细胞并经历自

噬，但在中晚期动脉粥样硬化中，这种泡沫细胞的自噬

功能失调，凋亡细胞也不能通过正常自噬过程有效降

解，从而导致炎症和斑块坏死核心的形成［５］。

动脉粥样硬化的高危因素包括动脉高血压、吸烟、

糖尿病和肥胖，这些因素均会增强血管收缩，增加组织

内皮素１（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ１，ＥＴ１）的水平［６］。ＥＴ１是内皮
素肽家族的主要成员，是一种内皮细胞衍生的血管收

缩肽。目前认为ＥＴ１是一种多功能肽，具有细胞因子
样活性，参与几乎所有的生理过程［７］。限制内皮细胞

过表达ＥＴ１将导致内皮损伤，促进动脉粥样硬化进展
并显著加重病变程度［８］。而使用 ＥＴ１Ａ型受体拮抗
剂达鲁生坦治疗７个月，可改善内皮依赖性血管舒张
并减缓实验性动脉粥样硬化的进展［９］。因此，使用

ＥＴ１受体拮抗剂（包括 ＥＴ１Ａ型受体和 Ｂ型受体的
拮抗剂）治疗动脉粥样硬化已发展为一种新兴疗

法［７］，但其作用的具体分子机制还有待深入研究。

一项抗炎性血栓形成的临床研究结果表明，抗

ＩＬ１β抗体可以减少二级预防中的复发性心血管事件，
从中和ＩＬ１β到抑制ＩＬ６分泌的途径是一个值得深入
研究和临床开发的治疗靶标［１０］。Ｃａｓｐａｓｅ１是 ＩＬ１β
的转化酶，也是ＮＬＲＰ３炎症小体的组成成分之一［１１］。

许多与动脉粥样硬化相关的刺激物（如胆固醇结晶和

缺氧）均可激活 ＮＬＲＰ３炎症小体［１２］。ＮＬＲＰ３炎症小
体激活后 Ｃａｓｐａｓｅ１酶活性增强，将促炎细胞因子
ＩＬ１β从无活性的前体加工为成熟的活性形式，并分泌
至胞外，从而触发炎症反应。有报道显示ＥＴ１Ｂ型受
体拮抗剂ＢＱ１２３能够显著改善因脑血管痉挛导致的
蛛网膜下腔出血后模型动物脑部微循环灌注，降低血

管炎症反应［１３］。因此，我们猜测 ＥＴ１受体拮抗剂也
有可能通过抑制血管内皮细胞 ＮＬＲＰ３／ＩＬ１β炎症小
体的活性发挥药效。现本研究拟使用 ＥＴ１Ｂ型受体

拮抗剂ＢＱ７８８治疗 ＡｐｏＥ／小鼠晚期动脉粥样硬化，
研究其对血管内皮细胞 ＮＬＲＰ３／ＩＬ１β炎症小体活性
的影响，深入探讨ＥＴ１Ｂ型受体拮抗剂的药物作用机
理，为其在临床的大规模应用奠定理论基础。

１　材料与方法

１．１　主要实验材料
２４只６～７周龄 ＳＰＦ级雄性 ＡｐｏＥ／小鼠，体质量

（２０．０±３．５）ｇ，遗传背景为 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，实验动物
购自西安交通大学实验动物中心，生产许可证号为

ＳＣＸＫ（陕）２００３０００７。基础饲料和高脂饲料均购自北
京 科 奥 协 力 饲 料 有 限 公 司。ＢＱ７８８（批 号
Ｂ００７９７８８２）、牛血清白蛋白（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，
ＢＳＡ；批号Ａ００１３０３８４）、叠氮化钠（批号 Ｓ００００３５３６）、
蛋白酶抑制剂混合物粉末（批号Ｐ００７５３８３９）、磷酸酶抑
制剂混合物（批号 Ｐ００７６５７３７）购自 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司
（美国）。ＥＣＬ化学发光底物（批号 Ｗ００４２９０５３）购自
ＭｅｒｃｋＭｉｌｌｉｐｏｒｅ公司（美国）。兔单抗Ｃａｓｐａｓｅ１ｐ２０（批
号Ｐ０９１７９９）、兔单抗 Ｃａｓｐａｓｅ１ｐ４５（批号 Ｐ２７２３２２）、兔
单抗 ＮＬＲＰ３（批号 Ｐ１５０１０７）、兔单抗 ＩＬ１β（批号
Ｐ１３７０４０）、山羊抗兔 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）ＨＲＰ二抗（批号
Ｓ３５４０２８）购自ＣＳＴ公司（美国）。ＲＩＰＡ裂解液（批号
１７１０２９００）购自ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司（美国）。油红 Ｏ
染色液、ＨＥ染色液套装、Ｍａｓｓｏｎ染色液套装购自北京
国药集团。ＩＬ１β（批号０４０６３４）、ＩＬ６（批号０４２６３９）
和ＴＮＦα（批号０４７４４１）的ＥＬＩＳＡ检测试剂盒购自武
汉华美生物工程有限公司。酶标仪（美国 ＢｉｏＴｅｋ，型
号ＳｙｎｅｒｇｙＬＸ）、流式细胞仪（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，型号
ＡｔｔｕｎｅＮｘＴ），光学显微镜（日本Ｎｉｋｏｎ，型号ＮｉＥ）。
１．２　晚期动脉粥样硬化小鼠模型构建

２４只６～７周龄ＳＰＦ级雄性ＡｐｏＥ／小鼠饲养于恒
温（２２～２５℃）、恒湿（相对湿度６０％）、１２ｈ／１２ｈ明
暗周期的 ＳＰＦ级鼠房，自由进食、饮水。将小鼠随机
分为饲喂常规啮齿类动物基础饲料的正常饮食

（ＣＨＯＷ）组、饲喂高脂饮食（ｈｉｇｈｆａｔｄｉｅｔ，ＨＦＤ）饲料的
ＨＦＤ组和饲喂ＨＦＤ饲料并给予ＢＱ７８８治疗的ＨＦＤ＋
ＢＱ７８８组，每组８只。每４只小鼠一笼，不同分组的
小鼠分别饲养于不同鼠笼。ＨＦＤ饲料含有２１％的脂
肪、０．２５％的胆固醇、７８．７５％的基础饲料。小鼠适应
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性饲养至第８周龄第１天开始造模：①ＣＨＯＷ组小鼠
从第８周龄第１天开始喂食基础饲料，并于同一天开
始每隔 ２４ｈ腹腔注射一次 ０．５ｍＬ无菌生理盐水；
②ＨＦＤ组小鼠从第８周龄第１天开始连续喂食１６周
ＨＦＤ饲料，构建晚期动脉粥样硬化小鼠模型，并于同
一天开始每隔２４ｈ腹腔注射一次０．５ｍＬ无菌生理盐
水；③ＨＦＤ＋ＢＱ７８８组小鼠从第８周龄第１天开始，
在连续喂食１６周 ＨＦＤ饲料的同时，于同一天开始每
隔２４ｈ腹腔注射一次 ＢＱ７８８，每次３ｎｍｏｌ。所有鼠
笼、小鼠器具和饮用水均经高压灭菌处理，基础饲料和

ＨＦＤ饲料均经６０Ｃｏγ照射灭菌处理。
１．３　流式细胞术检测

在造模开始后第１６周的第７天，从３组小鼠眼眶
取血并加入枸橼酸钠，温和混匀数次。然后将抗

ＣＤ１６／３２抗体加入抗凝全血中，室温避光孵育１０ｍｉｎ，
以阻断Ｆｃ受体。接着进行如下处理：①加抗小鼠ＩｇＧ
ＦＩＴＣ和抗小鼠ＣＤ１１５ＡＰＣ；然后加抗小鼠ＣＤ１１５ＡＰＣ
和抗小鼠 Ｌｙ６Ｃｐｅｒｃｐｃｙ５．５，温和混匀，室温避光孵育
２０ｍｉｎ；②加入含１．５％甲醛的 ＯｐｔｉＬｙｓｅ溶血剂，温和
混匀，室温避光放置１０ｍｉｎ；③加入 ＦＡＣＳ缓冲液（含
０．１％ＢＳＡ、０．０１％叠氮化钠的 ＰＢＳ，ｐＨ７．４），混匀，
３００×ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清，再加入适量 ＦＡＣＳ缓冲液
重悬细胞沉淀，然后立即上机流式细胞仪检测。以

ＣＤ１１５ＡＰＣ标记单核细胞，以 Ｌｙ６Ｃ阳性标记单核细
胞的炎症状态。

１．４　ＥＬＩＳＡ检测
从３组小鼠眼眶取血，然后使用 ＩＬ１β、ＩＬ６和

ＴＮＦα的ＥＬＩＳＡ检测试剂盒，按照试剂盒说明书进行
ＥＬＩＳＡ测定。使用酶标仪在４５０ｎｍ处检测吸光值。
１．５　小鼠胸主动脉的采集

采用ＣＯ２对小鼠实施安乐死。然后将小鼠腹部向

上，固定小鼠前后肢，用手术剪从小鼠腹底部到胸顶部

剪开皮肤，打开双侧胸腔，直至暴露胸腺和肺，然后移

除食管和肺以暴露心脏，使用冰预冷的 ＰＢＳ对心脏进
行灌注。用镊子夹住与胸主动脉末端相连的横膈膜，

切开主动脉与胸腔肌壁之间的结缔组织，露出主动脉

弓，切断左右颈动脉和左锁骨下动脉，以便分离心脏和

主动脉。分离胸主动脉后将其置于解剖盘中，滴加

ＰＢＳ始终保持胸主动脉湿润，然后用小镊子小心地拉
出外膜脂肪并丢弃，注意避免过度操作破坏胸主动脉

血管组织。切断并丢弃胸主动脉的分支血管，将胸主

动脉血管浸没于新鲜制备的１０％中性福尔马林溶液
中，于４℃固定４８ｈ。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
向小鼠胸主动脉血管组织中加入含有蛋白酶抑制

剂混合物和磷酸酶抑制剂混合物的 ＲＩＰＡ裂解液，然
后在液氮中研磨组织，制备组织匀浆。使用ＢＣＡ蛋白
定量试剂盒定量总蛋白浓度。每个样本取３０μｇ总蛋
白进行ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，电泳条件为１５０ｍＡ恒流
跑积层胶，１００ｍＡ恒流跑分离胶。然后于 ４℃以
８０ｍＡ恒流将 ＰＡＧＥ胶中的蛋白通过半干转印法转印
至ＰＶＤＦ膜上。使用含１０％脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ缓冲
液于室温封闭ＰＶＤＦ膜１ｈ。于４℃孵育一抗过夜，抗
体工作浓度如下：Ｃａｓｐａｓｅ１ｐ２０（１∶５００稀释），
Ｃａｓｐａｓｅ１ｐ４５（１∶１０００稀释），ＮＬＲＰ３（１∶５００稀释），
ＩＬ１β（１∶１０００稀释）。次日加入山羊抗兔ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）
ＨＲＰ二抗（１∶３０００稀释），于３７℃孵育１ｈ。然后用
ＴＢＳＴ缓冲液洗膜；滴加ＥＣＬ发光底物进行目的条带的化
学发光。

１．７　油红Ｏ染色
将固定好的小鼠胸主动脉放入１．５ｍＬ的 ＥＰ管

中，每管１个胸主动脉。向每管中加入１ｍＬ新鲜配制
的７８％甲醇溶液，室温孵育 ５ｍｉｎ，更换新鲜甲醇溶
液，重复１次。弃甲醇溶液，加入１ｍＬ新鲜的油红 Ｏ
染色液，于室温孵育６０ｍｉｎ。弃油红 Ｏ染色液，加入
１ｍＬ７８％甲醇溶液清洗，室温孵育 ５ｍｉｎ，弃甲醇溶
液，重复１次。随后可加入１ｍＬＰＢＳ，将装有胸主动
脉的 ＥＰ管置于４℃冰箱中等待观察；也可直接对动
脉粥样硬化斑块进行观察。将胸主动脉置于解剖盘

中，用手术剪从主动脉的升弓到左锁骨下动脉切开主

动脉弓的外曲率，并纵向剖开胸主动脉；使用钢制小针

将纵向剖开的胸主动脉固定，并观察、拍照，使用Ｉｍａｇｅ
Ｊｖ１．８．０进行动脉粥样硬化斑块面积的计算。动脉粥
样硬化斑块面积占比（％）＝动脉粥样硬化斑块面积／
胸主动脉总面积×１００％。
１．８　ＨＥ染色和Ｍａｓｓｏｎ染色

将新鲜采集的小鼠胸主动脉血管浸没于新鲜制备

的１０％中性福尔马林溶液中，于４℃固定４８ｈ，然后
进行石蜡包埋并切片（５μｍ）。切片经二甲苯脱蜡，重
复１次；再经梯度乙醇水化。ＨＥ染色：先使用苏木精
染色液对细胞核染色 ５ｍｉｎ，使用 １％盐酸乙醇分化
３ｓ，再对切片进行复蓝３ｓ；然后用８５％和９５％乙醇脱
水，每次４ｍｉｎ；接着对切片进行伊红染色５ｍｉｎ；使用
无水乙醇脱水５ｍｉｎ，重复２次；二甲苯透明化 ２ｍｉｎ，
重复１次；最后，使用中性树胶封片。Ｍａｓｓｏｎ染色：使
用Ｍａｓｓｏｎ染色液套装进行染色，操作步骤按照套装中
的说明书进行，中性树胶封片。在 Ｎｉｋｏｎ光学显微镜
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（型号ＮｉＥ）下观察并拍照。
１．９　统计学分析

计量数据以均数±标准差（ｘ±ｓ）的形式表示。使
用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍｖ８统计学分析软件对计量数据进
行分析。２组间比较采用ｔ检验；多组间比较采用单因
素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）。Ｐ＜０．０５为差异具有
统计学意义。

２　结果

２．１　ＢＱ７８８能够抑制血管内皮细胞 ＮＬＲＰ３／ＩＬ１β炎
症小体通路的活化

　　ＥＬＩＳＡ测定小鼠血清炎症因子ＩＬ１β、ＩＬ６、ＴＮＦα
的水平，结果显示，与ＣＨＯＷ组小鼠相比，ＨＦＤ组小鼠
上述３种炎症因子的水平均显著上升（Ｐ＜０．０１）；与
ＨＦＤ组小鼠相比，ＨＦＤ＋ＢＱ７８８组小鼠上述３种炎症
因子的水平均明显回落（Ｐ＜０．０５），见图 １ａ。采用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定小鼠血管内皮细胞中炎症小体的活
化水平，结果显示，与ＣＨＯＷ组小鼠相比，ＨＦＤ组小鼠
Ｃａｓｐａｓｅ１ｐ２０（Ｃａｓｐａｓｅ１的活性形式）、ＮＬＲＰ３和
ＩＬ１β蛋白的表达水平显著上调（Ｐ＜０．０１）；与ＨＦＤ组
小鼠相比，ＨＦＤ＋ＢＱ７８８组小鼠上述 ３种蛋白的
表达水平 显 著 下 调 （Ｐ＜０．０１）；Ｃａｓｐａｓｅ１ｐ４５
（Ｃａｓｐａｓｅ１的无活性形式）在 ＣＨＯＷ 组、ＨＦＤ组和
ＨＦＤ＋ＢＱ７８８组小鼠血管内皮中的表达差异无统计
学意义（Ｐ＞０．０５），见图１ｂ、ｃ。
２．２　ＢＱ７８８能够减少促炎单核细胞数量

与ＣＨＯＷ组相比，ＨＦＤ组小鼠全血中的单核细胞

数量显著增加（Ｐ＜０．０１）；与ＨＦＤ组小鼠相比，ＨＦＤ＋
ＢＱ７８８组小鼠全血中的单核细胞数量显著减少
（Ｐ＜０．０１），见图２ａ。与 ＣＨＯＷ组相比，ＨＦＤ组小鼠
全血中的促炎单核细胞 Ｌｙ６Ｃｈｉｇｈ数量显著增加
（Ｐ＜０．０１），抗炎单核细胞 Ｌｙ６Ｃｌｏｗ数量显著减少
（Ｐ＜０．０１）；与 ＨＦＤ组小鼠相比，ＨＦＤ＋ＢＱ７８８组小
鼠全血中的Ｌｙ６Ｃｈｉｇｈ数量显著回落（Ｐ＜０．０１），Ｌｙ６Ｃｌｏｗ

数量显著增加（Ｐ＜０．０１），见图２ｂ。
２．３　ＢＱ７８８能够缓解动脉粥样硬化斑块进展

油红Ｏ染色结果显示，ＣＨＯＷ组小鼠胸主动脉血
管无油红Ｏ染色阳性着色区域；ＨＦＤ组小鼠胸主动脉
血管油红 Ｏ阳性着色面积占比超过 ３０％，与 ＣＨＯＷ
组相比显著增高（Ｐ＜０．０１）；而ＨＦＤ＋ＢＱ７８８组小鼠
胸主动脉血管的油红Ｏ阳性着色面积占比低于２０％，
显著低于ＨＦＤ组（Ｐ＜０．０１），见图３。

ＨＥ染色结果显示，ＣＨＯＷ组小鼠无动脉粥样硬
化斑块“帽”；ＨＦＤ组小鼠动脉粥样硬化斑块“帽”的
平均厚度 ＞１５μｍ，与 ＣＨＯＷ 组相比显著增厚
（Ｐ＜０．０１）；而 ＨＦＤ＋ＢＱ７８８组小鼠动脉粥样硬化
斑块“帽”的平均厚度 ＜１０μｍ，显著小于 ＨＦＤ组
（Ｐ＜０．０１），见图４。

Ｍａｓｓｏｎ染色结果显示，ＣＨＯＷ组小鼠动脉血管内
壁无蓝色（胶原）着色；ＨＦＤ组小鼠动脉粥样硬化斑块
有较大范围的蓝色（胶原）着色，与ＣＨＯＷ组比较显著
增大；ＨＦＤ＋ＢＱ７８８组斑块的蓝色（胶原）着色区域范
围明显缩小，见图４。

ａ：ＥＬＩＳＡ测定小鼠血清炎症因子 ＩＬ１β、ＩＬ６、ＴＮＦα的水平；ｂ、ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定小鼠血管内皮细胞中 Ｃａｓｐａｓｅ１ｐ２０、Ｃａｓｐａｓｅ１
ｐ４５、ＮＬＲＰ３和 ＩＬ１β蛋白的表达水平　：与 ＣＨＯＷ组比较，Ｐ＜０．０５；：与 ＣＨＯＷ组比较，Ｐ＜０．０１；＃：与 ＨＦＤ组比较，
Ｐ＜０．０５；＃＃：与ＨＦＤ组比较，Ｐ＜０．０１

图１　小鼠血清炎症因子及其血管内皮细胞中炎症小体的活性水平
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ａ：小鼠全血中单核细胞计数结果；ｂ：小鼠全血中促炎和抗炎单核细胞计数结果　：与ＣＨＯＷ组比较，Ｐ＜０．０５；：与 ＣＨＯＷ组
比较，Ｐ＜０．０１；＃＃：与ＨＦＤ组比较，Ｐ＜０．０１

图２　小鼠全血中单核细胞及促炎和抗炎单核细胞数量统计结果

ａ：小鼠胸主动脉血管油红Ｏ染色结果；ｂ：油红Ｏ染色阳性着色区域统计结果　：与ＣＨＯＷ组比较，Ｐ＜０．０５；：与ＣＨＯＷ组比
较，Ｐ＜０．０１；＃＃：与ＨＦＤ组比较，Ｐ＜０．０１

图３　小鼠胸主动脉油红Ｏ染色结果

ａ：小鼠胸主动脉血管 ＨＥ染色及 Ｍａｓｓｏｎ染色结果；ｂ：动脉粥样硬化斑块“帽”的厚度测定结果　：与 ＣＨＯＷ组比较，Ｐ＜０．０５；
：与ＣＨＯＷ组比较，Ｐ＜０．０１；＃＃：与ＨＦＤ组比较，Ｐ＜０．０１

图４　小鼠胸主动脉ＨＥ染色及Ｍａｓｓｏｎ染色结果
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３　讨论

ＮＬＲＰ３与 Ｃａｓｐａｓｅ１及接头蛋白共同组成了
ＮＬＲＰ３炎症小体。研究证明，胆固醇晶体可诱导激活人
类巨噬细胞中的 ＮＬＲＰ３炎症小体［１４］。使用 ＡｐｏＥ／／
Ｃａｓｐａｓｅ１／双基因敲除小鼠模型的研究表明，Ｃａｓｐａｓｅ１
的激活在血管炎症和动脉粥样硬化斑块形成中起着关

键作用，能增强病变部位的炎症水平，进而加速动脉粥

样硬化的形成和恶化；而与ＡｐｏＥ＋／＋／Ｃａｓｐａｓｅ１＋／＋野
生型相比，ＡｐｏＥ／／Ｃａｓｐａｓｅ１／双基因敲除小鼠的斑块
面积显著减少，血清炎症细胞因子 ＩＬ１β、ＣＣＬ２和
ＴＮＦα的水平明显降低［１５］。一项ＬｏＤｏＣｏ研究将广泛
用于治疗炎症的秋水仙碱用于ＡＣＳ的二级预防，每天
剂量为０．５ｍｇ，在为期３年的随访中发现，秋水仙碱
显著减少了复发性心血管事件的发生［１６］。还有研究

表明，秋水仙碱可抑制 ＮＬＲＰ３炎症小体的激活［１７］。

ｍｉＲ９９ａ５ｐ通过靶向 ｍＴＯＲ抑制 ＮＬＲＰ３炎症小体活
化，从而减轻动脉粥样硬化［１８］。新型 Ｃａｓｐａｓｅ１抑制
剂ＶＸ７６５能够通过抑制 ＮＬＲＰ３炎症小体的组装减轻
线粒体损伤，从而抑制动脉粥样硬化斑块的形成［１９］。

Ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎ１缓解动脉粥样硬化也是通过抑制 ＮＬＲＰ３
炎症小体的活性水平实现的［２０］。本研究结果显示，

ＥＴ１Ｂ型受体拮抗剂 ＢＱ７８８也能够抑制 ＨＦＤ组小
鼠胸主动脉的ＮＬＲＰ３炎症小体的活化水平，并能降低
ＨＦＤ组小鼠血清ＩＬ１β、ＩＬ６和ＴＮＦα的水平。

此外，本研究还观察到ＨＦＤ组小鼠循环系统中单
核细胞亚群的显著变化。已知 Ｌｙ６Ｃｈｉｇｈ单核细胞是在
炎症因子驱动下迁移到受伤或感染部位参与炎症反应

的细胞亚群；而Ｌｙ６Ｃｌｏｗ单核细胞则是在静息脉管系统
中巡逻并参与炎症消退的细胞亚群［２１］。由于 Ｌｙ６Ｃｈｉｇｈ

单核细胞将分化为类似于Ｍ１型巨噬细胞（促炎）的亚
型，而Ｌｙ６Ｃｌｏｗ单核细胞将分化为类似于 Ｍ２型巨噬细
胞（抗炎）的亚型，这可能导致动脉粥样硬化斑块内出

现不同的巨噬细胞亚型［２２２３］。已知制瘤素 Ｍ在动脉
粥样硬化发展的多个阶段中发挥促进作用。最近研究

发现，当暴露于氧化低密度脂蛋白后，制瘤素 Ｍ以剂
量依赖性方式在ＴＨＰ１巨噬细胞表面被诱导高表达，
并促进ＴＨＰ１巨噬细胞活化为 Ｍ１表型，加速动脉粥
样硬化斑块的形成［２４］。使用长链３酮酰基辅酶 Ａ硫
解酶曲美他嗪抑制脂肪酸氧化能够抑制巨噬细胞

ＮＬＲＰ３的活化，减缓动脉粥样硬化的进展［２５］。目前

ＮＬＲＰ３炎症小体影响循环系统中单核细胞亚群的机

制尚不清楚，但本研究结果显示，ＢＱ７８８在抑制
ＮＬＲＰ３炎症小体的同时，也能够抑制单核细胞的增殖
及向Ｌｙ６Ｃｈｉｇｈ亚型的分化；与 ＨＦＤ组相比，ＨＦＤ＋ＢＱ
７８８组小鼠全血单核细胞及 Ｌｙ６Ｃｈｉｇｈ亚型细胞数量明
显减少，且Ｌｙ６Ｃｌｏｗ亚型细胞数量显著增加，进一步说
明ＢＱ７８８具有显著的抗炎效果。随后本研究的油红
Ｏ染色、ＨＥ染色和Ｍａｓｓｏｎ染色结果明确了ＢＱ７８８治
疗ＡｐｏＥ／小鼠晚期动脉粥样硬化的疗效，与 ＨＦＤ组
相比，ＨＦＤ＋ＢＱ７８８组小鼠动脉粥样硬化斑块面积显
著减少，斑块“帽”的厚度显著减小，斑块内胶原沉积

也明显减少。这也进一步说明，炎症及炎症驱动激活

的Ｌｙ６Ｃｈｉｇｈ亚型单核细胞在动脉粥样硬化形成过程中
的确扮演着重要的角色，以Ｌｙ６Ｃｈｉｇｈ亚型单核细胞为治
疗靶点或许能够探索一条减缓动脉粥样硬化进展的预

防和治疗新策略。

本研究仅使用 ＡｐｏＥ／小鼠构建晚期动脉粥样硬
化模型这一种方式对 ＢＱ７８８缓解动脉粥样硬化的疗
效进行了评估，而未使用其他方式构建动脉粥样硬化

模型，如使用Ｌｄｌｒ／小鼠或Ｌｄｌｒ／合并糖尿病小鼠等造
模在多个动物模型上对 ＢＱ７８８的疗效进行综合评
估，获得的关于 ＢＱ７８８治疗动脉粥样硬化的疗效评
价结论具有一定的局限性［５，２６］。但本研究发现，使用

ＥＴ１Ｂ型受体拮抗剂ＢＱ７８８治疗动脉粥样硬化是通
过抑制ＮＬＲＰ３炎症小体的激活水平和降低 ＩＬ１β的
分泌发挥功效的，这为临床上广泛使用ＥＴ１Ｂ型受体
拮抗剂类药物进行 ＡＣＳ的二级预防提供了临床前研
究证据。
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