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虎杖对高脂血症动脉粥样硬化兔 NOS系统的在体干预 

秦 俭 ，陈运 贞 ，周岐新 ，倪银星 

(1．重庆医科大学附属第 ．医院心内科，重庆 400016；2．重庆医科大学 础医学院药理教研室，重庆 400016； 

3．第 军 大学大坪医院内分泌高血压科，重庆 400014) 

【摘 要】目的：研究虎仗埘高脂m疝动咏{芈{样硬化免 NOS系统的在体干预。方法：36只雌雄各半的Fj本大耳白兔，随机分为 

6组：对照组(NC组)、高脂组(HC组)和虎仗加二种不M剂量组 ，剂量由小到大依次为 SHZ组、MHZ组、LHZ组及高脂加阳性 

对照 L 精氨~fft(Arg组)。 J 喂养 同li’『问测定血浆 NO、E'I、水平和 NOS活性；在体内皮依赖件舒张功能(EDD)和内皮非 

依赖性舒张功能(NEDI))；胸 } 动脉 As 块向积；腹丰动脉 NOS活性及 eNOS mRNA、iNOS mRNA表达。结果：HC组于第 1 

周 EDD已经『l』】 减退，而 NEI)D则n第 6删才歼始减退；血清 NO、NOS和 ET明显增高；各例 As斑块明显；腹主动脉壁中层 

细胞 NOS活性和 iNOS mRNA表达均『l』】 增强 ，内皮细胞 NOS组化染色及 eNOS mRNA表达均明显减弱；除 NEDD外，虎杖 

呈剂 依赖性改善紊乱的 N( 系统功能并减轻 As病变，以 LHZ组效应最明 结论：虎杖可旱刹量依赖性改善 As紊乱的 

NOS系统功能，并口J减轻 AS病变 
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Interventional effect of polygonum cuspidatum sieb．et Zucc．On 

NOS in atherOsCIerOsis rabbits in vivo 

Q， NJian，et al 

(Department ’CardioloKy， P First A~D'liated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objectire： Fo study the intervenfional effect of Ix)lygonum cuspidatum sieb et Zucc．on NOS system in vivo．Methods： 

Fhirty six Japanese rabbits were randomized into 6 groups：NC Group(fed normal control diet)，HC group(fed atherogenic diet)， 

SHZ group，MHZ group，I．HZ group(fed atherogenic diet and three different doses of polygonum cuspidatum sieb．et Zucc．separately) 

and I Arg group(fed atherogenic diet and I arginine)．At the different feeding time，the following contents were surveyed：1 

serum NO，NOS，plasma ET；2．EDD and NEDD of external iliac artery in vivo；3．the area of AS plaque in thoracic aorta；4．NOS ac— 

tivity and the expression of iNOS mRNA and eNOS mRNA on the wall of the abdominal artery．Results：In group HC，EDD and 

NEDI)of external iliac arteries were damaged at 1 week and 6 weeks，separately；the levels of serum NO，plasma ET and activity of 

NOS were elevated significantly；AS lesion was serious；the activity of NOS and expression of iNOS mRNA on the medial layer of the 

artery wall were much higher，the activity of NOS and expression of eNOS mRNA on endothelial cells were much lower．Except 

NEDD，polygonum cuspidatum sieb．et Zucc．could not only adjust the activities and expressions of disordered NOS systems on AS ves— 

sels．but also improve AS lesion in a d(xse—effect manner．Large&xse of polygonum cuspidatum sieb．et Zucc．had the strongest effect． 

Omclusion：Polygonum cuspidatum sicb．ct Zucc．can improve the function of the disordered NOS and lessen AS lesion on AS vessels in 

a&xse dependent manner． 

【Key words】Polygonum cuspidatum sicb et Zucc．；Ather{xsclerosis；NOS；Rabbits 

血管内皮功能失凋(ED)是动脉粥样硬化(AS) 

发病的天键 。功能健令的内皮细胞能分泌舒血 

作者介绍：秦 俭(1966 )，女，副主任医师，博士， 

主要研究方向：冠心病动脉粥样硬化的发病机理及其防治。 
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管因子一氧化氮(NO)，具有抗动脉粥样硬化作用。 

NO是内皮细胞在一氧化氮合酶(NOS)催化下以 L 

精氨酸为底物合成的。研究表明，内皮功能失调 

时内皮型 NOS(eNOS)活性降低、诱生型 NOS(iN— 

OS)活性增高l 2l2。近年发现，AS患者和存在相关易 

患因素的高危患者血浆中内源性 NOS抑制剂 一非 
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对称性二甲基精氨酸(asymmetric dimethylarginine， 

ADMA)水平明显增高 。中药虎杖具有降脂、抗血 

栓、抗脂质过氧化和改普微循环等作用l4， ，因而对 

AS有治疗意义。本文验旨在研究虎杖在体对血管 

内皮功能失调的改善及离体虎杖甙 与ADMA对血 

管舒缩的作用。 

1 材料与方法 

1．1 主要 试剂和仪 器 

胆固醇(进口，广州分装)；硝酸 m由(N FC-)(西安康复药 

厂)；NO、NOS试剂盒(南京生物建成公司)；ET放免药盒 

(北京解放军总医院放射免疫 试剂公 )；eNOS、iNOS原位 

杂交试剂盒及相关试剂(武汉博士德公 司)；NADPH(Sigma 

公司产晶，北京邦定泰克生物技术公司分装)；NBT、苏丹 lv 

(中国上海前 进化学 试剂厂 )。彩 色 【nI管 多普 勒检测 仪 

(HP8500(~ ) 

1．2 动物模型制备及 实验 分组 

体重 2．()0～2．25kg、4』】龄纯种 日本人耳白兔 36只，雌 

雄各 18只，}fJ第 三 人学实验动物巾心提供。先适应性 

喂养动物 1 ，按完伞随机没计分为6组，每组 6只，雌雄各 

半。每}{摄入饲料 150g。共喂养 14脚，：分组情况见表 1。 

表 1 动物分组、饲料配方和药物处理 

高脂高胆固醇兔颗粒饲料：胆固醇 1％，熟猪油 5％， 

蛋黄粉 2％，普通全价兔颗粒饲料 92％。 

虎杖为市售干虎杖根片，以碾磨机粉碎成粉后加入饲 

料 ；L 精氨酸直接加入饲料。 

1．3 检测指标 

于喂养 8周和 14 J吉】，经耳缘动脉抽取血液标本 ；于喂养 

14周空气栓塞处死动物，取 出组织标本。测定血浆 NO、 

NOS活性、ET、胸主动脉 AS斑块面积、腹t动脉 NOS组化 

染色及 eNOS mRNA、iNOS nLRNA表达(原位杂交)、血管内 

皮依赖性舒张功能 EDD和 血管内皮 依赖性舒张功能 

NEDD。其中，EDD和 NEDD以高分辨超声诊断仪检测 ，参 

照本室 方 法，以血流介导 的髂外动脉内径扩张率表示 

EDD，以舌下含化硝基甘油 0．25 mg前后髂外动脉内径的扩 

张率表示 NEDD。 

1、4 图像 分析及统计 

以北航 CM一2000B生物医学图像分析系统进行图像分 

析。以 SAS软件包进行方差分析，以 P<0．05为差异显著， 

P<0，01为差异非常显著。 

2 结 果 

2．1 血浆 NO水平 

NC组 NO于 8周和 14周时都保持较低水平； 

其余各组 NO均显著增高；不同剂量 HZ组 NO呈 

剂量依赖性降低；Arg组 NO较各组增高。见表 2。 

表 2 不同喂养时间 NO测值(／and／L)( ±S， =6) 

①
：与 ：组比较，P<0．01；②：与 HC组比较，P<0．05；③： 

与 S卜亿组比较，P<0．05；④：与 MHZ组比较，P<0．05；⑤：与 

LHZ组比较，P<0．01。 

表 3 不同喂养时间 NOS测值(U／m1)( ±s， =6) 

①：与 NC组比较，P<0．01；②：与 HC组比较，P<0．01；③： 

与 S卜亿组 比较，P<0．01；④：与 MHZ组 比较，P<0．01；⑤：与 

LHZ组比较，P<0．01。 

表 4 不同喂养时间ET测值(pg／L)( ±S， =6) 

①
：与 组比较，P<0．01；②：与 HC组比较，P<0 01；③： 

与SHZ组比较，P<0．01； ：与 MHZ组比较，P<0．01；⑤：与 

LHZ组比较，P<0．01。 

2．2 血浆 NoS活性 

NC组 NOS活性于喂养的不同时问均保持较 

低水平；HC组明显增高；各不同剂量 HZ组其活性 

呈剂量依赖性降低，Arg组与 HC组无显著性差异。 
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见表 3。 

2．3 血浆 ET水平 

NC组于喂养不『HgI~；血浆 盯 保持较低水平； 

其余各组 ET均明显增高；不问剂垃 HZ组 盯 呈剂 

量依赖性降低；Arg组 、降到_r最低水平。见表4。 

2．4 髂外动脉 EDD 

喂养不同时间，NC组 EDD无显著变化；HC组于 

进食高脂后第 1周、SHZ组于第 2周、MHZ组于第 4 

周、LHZ组于第 8周，EDD明显减退，以后进一步减 

退。见表 5。 

表 5 不同喂养时间髂外动脉 EDD(％)( ±S，n=6) 

①：与NC组比较，P<0．05；②-llj HC绀比较，P<0．05；③：与S~ ALt较，P<0．05；④：与MHZ组比较，P<0．05。 

表6 不同喂养时间髂外动脉 NEr)【)(％)( ±S，，z=6) 

：与 NC组比较，P<0．01。 

表 7 胸主动脉 AS斑块面积百分比％(-，±S，， 6) 

①：与 N【=组比较，P<0．01；②：与 组比较，P<0．05；③： 

与 SHZ组比较，P<0．05；④：与 MHZ组比较，P<0．05。 

2．5 髂外动脉 NEDD 

除NC组外，其余各组 自第 6周起 NEDD才开 

2．6 胸主动脉 AS斑块染色 

HC组 AS斑块明显 ， 同剂 HZ组斑块面积 

呈剂量依赖性减小，以 LHZ组面积最小，达到了与 

A艰组相当的水平。见表 7。 

2．7 腹主动脉 NOS组织化学及 eNOS mRNA、iN— 

OS mRNA表达 

HC组腹主动脉壁 eNOS mRNA表达和内皮细 

胞 NOS活性明显降低，iNOS mRNA表达和中层细 

胞 NOS活性明显增高，不同剂量 HZ组 eNOS mR— 

NA表达和内皮细胞 NOS活性呈剂量依赖性增高， 

iNOS mR NA表达和中层细胞 NOS活性呈剂量依 

始减退，以后 NEDD进一步减退。见表 6。 赖性降低。见表 8。 

表 8 腹主动脉壁 NOS组织化学及 eNOS mRNA、iN()S mRNA表达平均光密度( ± ，n=6) 

①：与 NC组 比较 ，P<0．01；②：与 HC组 比较，P<0．05；③：与 SHZ组比较，P<0．01；④：与 MHZ组 比较，P<0．01；⑤：与 

LHZ组比较．P<0．【)l。 
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3 讨 论 

3．1 高脂血症 AS兔的血管内皮功能损害与活跃 

表达的 iNOS 

本文用外周动脉超声法对兔血管内皮功能研究 

结果显示，HC组高脂喂养 1周 EDI)已经开始减 

退。而 NEDI)在高脂喂养 8周才明显减退，表明高 

脂后 E1)I)障碍明显 于 NEDI)。 

高脂血症 AS血管内皮功能失调还表现为内皮 

细胞分泌 NO减少。本实验结果农明：HC组血清 

NO水平和 NOS活性都明显增高；腹主动脉壁中层 

NOS活性明显活化，而内皮细胞 NOS活性明显减 

弱。这和Aliev( 等l 2l2报道Watanabe遗传性高脂家 

兔 AS病变的发展进程与 iNOS的免疫反应性增加 

相关是相符的。本文还进一·步发现 AS组血管壁内 

皮细胞 eNOS mRNA表达明 减 ，而中层 i OS 

mRNA表达明显增强，这 解释血清 No水平和 

NOS活性明 增高， j Wilcox JN等报道人 AS m 

管内皮 eNOS表达明 减弱，』 他细胞 iNOS表达 

明显增强以及 Depre C等 报道人冠状动脉 AS班 

块上 iN()S表达增多足一 致的。动脉中层表达 i — 

OS增多的细胞类 究竟足哪种?Esaki T等曾做高 

脂兔、冠脉AS 块 的研究，结 {Il! ，iNOS并 

表达在平滑肌细胞和内皮细胞， 足表达在巨噬细 

胞来源的细胞和 T淋巴细胞。iNOS合成大量 NO， 

NO和超氧化物、过氧化物反应，产生大量的过氧化 

亚硝酸盐。而后者L1『形成有细胞毒作用的过氧亚硝 

酸，引起羟自由基毒性及由氨基酸硝化所致的蛋白 

质裂解。因而可认为 iNOS能促进 AS的发生。 

内皮内分泌功能的另一方山则是分泌 ET。AS 

时ET 1明显增高_l。J，本实验结果亦如此。1wasa 

s等⋯J证实人 AS病损处免疫活性的 ET一1显著 

增加 ，表明 ET一1参与了 AS的发牛过程。 

3．2 虎杖可调节高脂血症 AS兔紊乱的 NOS系 

统、保护血管内皮功能、降低 AS病变程度 

对不同剂量 HZ组的血管}上J皮功能多方位检 

测，其结果均 显示，HZ 剂量依赖性改善 EDD。 

MHZ组于喂养 4周时、LHZ组于喂养 8周时在体 

EDD才发生障碍，较HC组出现 EDD障碍时间明显 

为晚，与离体动脉条结果一致 6， LHZ组效应达 

到了与Arg相当的程度；m清NO、m浆 ET 1水平 

和NOS活性均呈剂量依赖性降低，LHZ组<MHZ 

组<SHZ组，而 Arg组血清NO有所增高、ET明显 

降低，但 NOS活性与 HC组比较无明显变化；腹主 

动脉壁内皮细胞 NOS活性和 eNOS mRNA表达呈 

剂量依赖性升高，中层细胞 NOS活性和 iNOS mR— 

NA表达呈剂量依赖性降低，而Arg组 NOS活性和 

NOS mRNA表达 与HC组差异不明显。病理结果 

显示，MHZ组和 LHZ组胸主动脉 AS斑块面积已 

明显减小，LHZ组 AS病变程度减轻达到与 Arg组 

相当的程度。 

综_J 可见，虎杖能显著改善血管内皮依赖性舒 

张功能，降低胸主动脉 AS斑块面积。其作用机理 

在于虎杖能提高 eNOS mRNA的表达及其酶活性， 

降低 AS时明显活跃的 iNOS mRNA表达及其酶活 

性 
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于经典的抑癌基冈。 少闰外学 ' 研究显示 

p73基 【大】表达 多种人类肿瘤 的发牛 、发展 、生物学 

行为和预后密切相火。P73a足 p73 囚的一种羧 

基末端切状异构体， 636个氨 酸，以全长形式表 

达，能诱导 p2l蛋白的生成，抑制止常和转化细胞的 

生长，促进 凋亡_l ；还 能通过 其他 途径促 进 凋 

亡[7， 。 

本组结果显示乳腺癣组织巾 p73a阳性检出率 

显著高于乳腺纤维腺瘤组织 与I 常 乳腺组织(P< 

0．05)；乳腺癌组织巾 p73a阳性表达与 p53蛋门的 

表达具有正相关关系(P<0．05)，而 p21蛋白的 

表达无明显关系(P>0．05)；p73a阳性表达的病例 

大多具有 3个以 的淋巴结转移，H．p73a的表达在 

I+Ⅱ期和Ⅲ+Ⅳ期之间差异具有显著性意义(P 

<0．05)。说明乳腺癌巾存在 p73a的表达上调， 

p73a的表达上调与乳腺癌的发牛、发展及临床行为 

较恶性相关，p73a的阳性表达也许能作为乳腺癌临 

床 TNM分期的一个指标。p2l 编码一个富含 

精氨酸的 164个氨基酸的蛋白质，通过与 CDK2或 

PCNA结合，抑制细胞周期停滞 ( l期；p73a能诱导 

p21蛋门的生成，抑制正常和转化细胞的生长，促进 

凋亡_l ；奉纰结果未能 爪tP,p73c~ j I)2l jL 十lI火 

性(P>【】．05)， 能 j p73a能迎过 他途径促进捌 

亡及其他基l大J也能诱导p2l蛋门的产生有关。 

野生型 p53基因突变足乳腺癌发生的早期信 

号，并贯穿乳腺癌发展演变的整个过程。Tannapfel 

等 J认为 p73基因的表达上调可能是对野生型 p53 

基因功能丧失的一种补偿。Zwahlen等[ ]研究发现 

卵巢癌较卵巢良性肿瘤有 p73a的高水平表达，且 

p73a的表达 与p53蛋门的表达有相关性；因为 p73a 

有促进凋亡的作用，而突变型 p53蛋白与 p73a结合 

能抑制 p73a促进凋亡的能力，l大J此 p73a以反馈的 

机制表达上调来代偿 p73基因功能的丧失。在本组 

研究也发现 p73a的阳性表达 p53蛋白阳性表达 

有正相关关系(P<0．05)，因此推测可能是由于野 

牛型 p53基 的突变或其他基因的异常导致 p73a 

的表达上调，参 了乳腺癌的发生、发展过程。 
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