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活心丸( 浓缩丸) 下调 TLＲ4 /TNF-α 表达减轻 ApoE-/- 小鼠动脉粥样硬化

郑标1，牙侯弟2，余思君2，全嘉锟2，钟巧青3，莫中成1

( 1．桂林医学院广西糖尿病系统医学重点实验室 /组织胚胎学教研室，桂林 541199; 2．桂林医学院智能医学与生物

技术学院，桂林 541199; 3．中南大学湘雅医院心血管内科，长沙 410008)

摘要 目的 探讨活心丸( 浓缩丸) 对载脂蛋白 E 基因敲除( ApoE-/-) 小鼠动脉粥样硬化( As) 的影响

及机制。方法 选取 ApoE-/-小鼠，饲以高脂饮食复制 As 模型，采用不同浓度活心丸和( 或) Toll 样受

体 4( TLＲ4) 抑制剂处理，随机分为对照组、活心丸处理组、TLＲ4 抑制剂处理组、活心丸和 TLＲ4 抑制

剂共处理组。苏木素-伊红( HE) 染色、马松( Masson) 染色观察 As 模型鼠主动脉窦病变情况; 油红 O

( OＲO) 染色观察 As 模型鼠主动脉窦及主动脉脂质蓄积情况; 免疫组织化学法( IHC) 检测 As 模型鼠

主动脉窦 TLＲ4、肿瘤坏死因子 α( TNF-α) 表达情况。结果 与对照组比较，活心丸减轻 As 模型鼠主

动脉窦病变，减少主动脉病变处脂质蓄积，降低主动脉窦狭窄程度，差异均有统计学意义( P＜0．05) ;

活心丸还下调 As 模型鼠主动脉窦 TLＲ4 和 TNF-α 表达( P＜0．05) ，TLＲ4 抑制剂与活心丸作用具有

协同性。结论 活心丸可以减轻 ApoE-/-小鼠 As 病变，其机制可能与下调 TLＲ4、TNF-α 表达以及调

控炎症反应相关。
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Abstract Objective To investigate the effect and mechanism of Huoxin pill ( concentrated pill ) on

atherosclerosis ( As) in apolipoprotein E knockout ( ApoE－ /－ ) mice． Methods ApoE-/-mice were fed with

high-fat diet to replicate As model． The mice were treated with different concentrations of Huoxin pills and

Toll-like receptor 4 ( TLＲ4) inhibitor． The mice were randomly divided into control group，Huoxin pill

treatment group，TLＲ4 inhibitor treatment group，and Huoxin pill and TLＲ4 inhibitor co-treatment group．

Hematoxylin-eosin( HE) staining and Masson staining were used to observe the pathological changes of

aortic sinus of As model mice． Oil red O( OＲO) staining was used to observe the lipid accumulation in

aortic sinus and aorta of As model mice． Immunohistochemistry was used to detect the expression of TLＲ4

and tumor necrosis factor-α ( TNF-α) in aortic sinus of As model mice． Ｒesults Compared with the control

group，Huoxin pills significantly reduced the aortic sinus lesions，reduced the lipid accumulation in the

aortic lesions and the degree of aortic sinus stenosis of As model mice，with a statistically significant

difference ( P＜0．05) ． In addition，Huoxin pills also down-regulated the expression of TLＲ4 and TNF-α in

aortic sinus of As model mice ( P ＜ 0． 05 ) ，and the effect of TLＲ4 inhibitor and Huoxin pills had a

synergistic effect． Conclusion Huoxin pills can alleviate As in ApoE-/-mice and its mechanism may be

related to down-regulating the expression of TLＲ4 and TNF-α and regulating the inflammatory response．

Keywords: Huoxin pill; atherosclerosis; Toll like receptor 4; tumor necrosis factor-α

动脉粥样硬化( atherosclerosis，As) 是慢性血管炎

症性疾病，因 As 引起的心血管疾病( cardiovascular

disease，CVD) 发病率及死亡率位居全球首位［1－3］。

近年来，As 性 CVD 防治取得了显著进展，但其病因

及发生机制复杂，目前仍未完全明确。因此，探究 As

的有效防治策略仍是目前亟待研究解决的重要问

题。炎症反应参与 As 发生、发展的整个病理过程，

是 As 等心血管疾病的重要病理表现之一［45］，其发

生及 调 控 机 制 复 杂［6－7］。肿 瘤 坏 死 因 子 α ( tumor

necrosis factor α，TNF-α) 由单核-巨噬细胞产生，是参

与炎症反应调控的重要细胞因子［8］，在细胞坏死、血

管新生、血栓形成及 As 易损斑块形成等过程中发挥

重要作用［9－10］。Toll 样受体 4 ( Toll like receptor 4，

TLＲ4) 作为经典炎症调控因子，其表达水平与 As 病

变呈正相关［11］，可以通过调节 TNF-α 等因子的释

放，调控炎症反应［12－13］。

活心丸( 浓缩丸) 由灵芝、人工麝香、熊胆等中药

原材料配伍而成，在冠心病、心绞痛、心肌缺血、心功

能不全等 CVD 防治中疗效显著［14－15］。活心丸具有

抑炎作用［16－17］，Chu 等［18］研究报道证实活心丸可下

调 TLＲ4 表达，抑制心血管疾病炎症进展，提示活心

丸在 As 防治中发挥积极作用，TLＲ4 可能是发挥作

用的重要参与分子。本研究以载脂蛋白 E 基因敲除

( apolipoprotein E knockout，ApoE-/-) 小鼠为研究对象，

高脂饲料饲养复制 As 小鼠模型，活心丸和( 或) TLＲ4-

IN-C34 进 行 处 理，采 用 苏 木 素-伊 红 ( hematoxylin-

eosin，HE) 染色、马松( masson) 染色、油红 O ( oil red

O，OＲO) 染色、免疫组织化学( immunohistochemistry，

IHC) 等实验技术观察活心丸对 As 模型鼠主动脉病变

及炎症因子 TLＲ4、TNF-α表达的影响。

1 材料与方法

1．1 材料

1．1． 1 动 物 实 验 鼠 为 无 特 定 病 原 体 ( specific

pathogen free，SPF) 级 ApoE-/-小鼠，由常州卡文斯实

验动物有限公司提供〔许可证号: SCXK ( 苏) 2021－

0013〕。动物实验取得桂林医学院实验动物伦理委

员会批准( GLMC-IACUC－2022025) 。

1．1．2 药物与主要试剂 TLＲ4-IN-C34 ( 购自 Med

Chem Express) ，活心丸( 浓缩丸) ( 悦康药业集团股

份有限公司赠送) ，Anti-TNFα Antibody( 购自博士德

生物工程有限公司) ，TLＲ4 Antibody ( 购自 Affinity

Biosciences) ，4%多聚甲醛( 购自长沙维世尔生物科

技 有 限 公 司) ，OCT 冰 冻 切 片 包 埋 剂 ( 购 自 美 国
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SAKUＲA 公司) ，苏木素染液( 购自北京 Solarbio 公

司) ，PBS( 购自北京 Solarbio 公司) ，柠檬酸( 购自罗

恩化学有限公司) ，柠檬酸钠( 购自九鼎化学有限公

司) ，油红 O( 购自美国 Sigma-Aldrich 公司) 。

1．2 方法

1．2．1 动物分组及处理 4 周龄雄性 ApoE-/-小鼠

( 体质量 20 ± 2 g) ，普通饲料适应性饲养 1 周，随机

分为对照组、不同浓度活心丸处理组、TLＲ4 抑制剂

处理组、活心丸和 TLＲ4 抑制剂联合处理组，高脂饲

料饲养 12 周复制 As 模型。

对照组不做处理。不同浓度活心丸处理组选取

活心丸灌胃给药，工作浓度分别为 1 mg /kg、2 mg /kg、

4 mg /kg，持续 2 周。TLＲ4 抑制剂处理组选取 TLＲ4-

IN-C34 腹腔注射给药，工作浓度为 1 mg /kg，持续 2

周。活心丸和 TLＲ4 抑制剂联合处理组选取 2 mg /kg

活心丸和 1 mg /kg TLＲ4-IN-C34 共同处理，持续 2

周。给药结束后，腹腔注射戊巴比妥钠麻醉，眼球取

血致死，分离小鼠心脏及主动脉整体，固定于 4%多

聚甲醛。

1．2．2 冰冻切片 取小鼠心脏组织，流水冲洗 4～ 6 h;

冰冻切片机提前预冷至－25 ℃ 左右; 将心脏组织心

尖部分切除，暴露小鼠主动脉窦; 置于装有冷冻包埋

剂的冰冻样品托，进行切片; 同时使用显微镜观察，

直至出现完整主动脉窦，切片并室温保存。

1．2． 3 HE 染 色 取 冰 冻 切 片 置 于 60 ℃ 烘 箱

30 min ; 采用苏木素染色 5 ～ 10 min，流水冲洗; 盐酸

酒精分化 3～ 5 s，流水冲洗 20 ～ 30 min 反蓝; 伊红染

液染色 1～3 min，流水冲洗; 依次放入 95%乙醇、无

水乙醇 I、无水乙醇Ⅱ、二甲苯 I、二甲苯Ⅱ各 5 min

脱水透明，晾干，中性树胶封片，显微镜观察拍照。

1．2．4 Masson 染色 取冰冻切片置于 60 ℃ 烘箱

30 min ; 采 用 苏 木 素 染 色 5～ 10 min，流 水 冲 洗;

Masson 蓝化液返蓝，流水冲洗; 丽春红染色液染色

5～10 min，流水冲洗; 磷钼酸溶液冲洗 1 ～ 2 min; 苯

胺蓝染色液中染色 1～2 min; 冰醋酸冲洗 1 min; 依次

放入 95%乙醇、无水乙醇 I、无水乙醇Ⅱ、二甲苯 I、二

甲苯Ⅱ各 5min 脱水透明，晾干，中性树胶封片，显微

镜观察拍照。

1．2．5 OＲO 染色 主动脉窦: 取冰冻切片置于60 ℃

烘箱 30 min; 滴加适量 OＲO 染液染色 8 ～ 15 min; 流

水冲洗; 苏木素染核 5～8 min，流水冲洗返蓝; 晾干，

中性树胶封片，显微镜观察拍照。主动脉整体: 使用

眼科镊将主动脉整体周围脂肪组织剔除，使用剪刀

将血管剖开，置于 OＲO 染色液染色 8 ～ 15 min，盐酸

酒精终止分化，显微镜观察拍照。

1．2．6 IHC 取冰冻切片置于 60 ℃烘箱 2 h; 采用枸

橼酸钠溶液进行抗原修复; 滴加内源性过氧化物酶

阻断剂进行内源性过氧化物酶阻断; 一抗 4 ℃ 孵育

过夜，PBST 清 洗; 滴 加 反 应 增 强 液，室 温 孵 育

20 min，PBST 清洗; 二抗 37 ℃孵育 30 min，PBST 清

洗; 滴加 DAB 显色液，室温孵育 5 ～ 8 min; 反蓝、透

明; 晾干，中性树胶封片，显微镜观察拍照。

1．3 统计学方法

采用 Prism 8 统计软件处理数据，计量资料以

( �x±s ) 表示，用 t 检验或单因素方差分析。P＜0．05

表示差异有统计学意义。

2 结果

2．1 活心丸抑制 As 模型鼠主动脉窦病变

病变部位脂质斑块以及钙盐物质异常蓄积是 As

重要病理特点之一。采用 HE 染色、Masson 染色观

察 As 模型鼠主动脉窦病变情况( 图 1A、B) 。结果发

现: 与对照组比较，活心丸处理组小鼠主动脉窦斑块

钙化及血管纤维化程度降低，提示活心丸可以减轻

As 模型鼠主动脉窦病变，发挥抗 As 作用。

2．2 活心丸抑制 As 模型鼠主动脉窦与主动脉整体

脂质蓄积

采用 OＲO 染色观察 As 模型鼠主动脉窦及主动

脉整体脂质蓄积情况。结果发现: 与对照组比较，活

心丸明显抑制 As 模型鼠主动脉窦及主动脉整体脂

质蓄积( 图 2A、C) ，降低 As 模型鼠主动脉窦狭窄率

( 图 2B) ，提示活心丸可能通过抑制 As 模型鼠病变

部位脂质蓄积发挥抗 As 作用。
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注: A． HE 染色观察 As 模型鼠主动脉窦斑块钙化情况; B． Masson 染色观

察 As 模型鼠主动脉窦病变部位纤维化情况( 虚线矩形表示高倍镜视野) 。

图 1 活心丸抑制 As 模型鼠主动脉窦病变

注: A． OＲO 染色观察 As 模型鼠主动脉窦脂质蓄积情况( 虚线矩形表示高

倍镜视野) ; B． 主动脉窦狭窄率; C． OＲO 染色观察 As 模型鼠主动脉整体

脂质蓄积情况; 与对照组比较，* P＜0．05。

图 2 活心丸抑制 As 模型鼠主动脉窦与主动脉大体脂质蓄积
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2．3 活心丸抑制 As 模型鼠病变部位炎症反应

炎症反应是 As 进展的重要病理特征之一［7，19］。

采用 IHC 检测 As 模型鼠主动脉窦炎性因子 TLＲ4

和 TNF-α 表达情况。结果发现: 与对照组比较，活心

丸明显下调 As 模型鼠主动脉窦 TLＲ4 和 TNF-α 表

达( 图 3A、B、C) ，提示活心丸可能通过调控 TLＲ4 /

TNF-α通路抑制 As 模型鼠主动脉窦炎症反应，发挥

抗 As 作用。

注: A． IHC 检测 As 模型鼠主动脉窦 TLＲ4、TNF-α表达情况; B． TLＲ4 表达量统计分析图; C． TNF-α表达量统计分析图;

与对照组比较，* P＜0．05。

图 3 活心丸抑制 As 模型鼠病变部位炎症反应

2．4 TLＲ-IN-C34 和活心丸在 As 治疗中的协同作用

TLＲ4 抑制剂 TLＲ-IN-C34 和 ( 或) 活心丸处理

As 模型鼠。采用 OＲO 染色观察 As 模型主动脉窦及

主动脉整体脂质蓄积情况( 图 4A、B、C) ，IHC 检测

As 模型鼠主动脉窦炎性因子 TLＲ4 和 TNF-α 表达情

况( 图 4D、E、F) 。结果发现: 与对照组比较，活心丸

显著抑制 As 模型鼠主动脉窦及主动脉整体脂质蓄

积，下调 As 模型鼠主动脉窦 TLＲ4 和 TNF-α 表达，

TLＲ4-IN-C34 处理作用与活心丸协同。
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注: A． OＲO 染色观察 As 模型鼠主动脉窦脂质蓄积情况( 虚线矩形表示高倍镜视野) ; B． 主动脉

窦狭窄率; C． OＲO 染色观察 As 模型鼠主动脉整体脂质蓄积情况; D． IHC 检测 As 模型鼠主动脉

窦 TLＲ4、TNF-α表达情况; E． TLＲ4 表达量统计分析图; F． TNF-α 表达量统计分析图; 与对照组

比较，* P＜0．05。

图 4 TLＲ-IN-C34 和活心丸在 As 治疗中的协同作用

3 讨论
《中国心血管健康与疾病报告 2022》［20］指出，截

止到 2022 年中国 CVD 患者人数约 3．3 亿，并且呈现

上升趋势。As 作为 CVD 重要病理基础，炎症反应、

脂质蓄积、动脉壁纤维化为其主要病理表现，严重威

胁患者身心健康及生存质量［21－23］。针对 As 患者，

目前临床治疗方法主要是饮食、运动、药物( 降脂、降

压、血管扩张类等药物) 及手术等，在 As 患者情绪调

节及血管功能改善等方面发挥积极作用［24－26］。但上

述干预方式仅仅针对 As 患者相关症状具有一定减

缓作用，其作用效果具有一定时效性。因此，寻求副

作用小且效果显著的治疗方式仍是 As 研究的重要

方向。

活心丸作为一种中药制剂，在心肌细胞凋亡、心

肌纤维化、心肌缺血损伤等 CVD 的防治中得到广泛

应用［18，27－28］。有研究结果证实［15］，活心丸可以通过

TLＲ4 /NF-κB /NLＲP3 信号通路抑制心肌缺血再灌注

模型鼠病变部位氧化还原反应，减轻炎症，发挥保护

作用。He 等［14］研究证实，活心丸可以通过减轻心肌

梗死所致的炎症反应，在缺血性心肌梗死疾病中发
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挥积极作用，Wnt /β-catenin 是活心丸发挥作用的重

要调控机制。本研究中，高脂饲料饲养 ApoE-/-小鼠

复制 As 模型，采用不同浓度活心丸灌胃处理，结果

发现，活心丸可以抑制 As 模型鼠病变部位斑块钙化

及血管纤维化，减少脂质斑块蓄积，在抗 As 方面发

挥积极作用。

As 作为一种多因素驱动的慢性炎症性血管疾

病，重要病理特征表现为巨噬细胞、单核细胞等炎性

细胞浸润并释放炎性因子。因此，探究炎症性 As 中

发挥作用的调控分子并寻求靶向调控药物是 As 防

治的重要策略之一。TLＲ4 作为炎症反应重要调控

因子介导的信号通路参与 TNF-α、IL-1β、IL-6 等炎症

因子释放，在 As 发病过程中发挥重要作用［29－30］。

本研究发现，随着活心丸浓度升高，ApoE-/-小鼠主动

脉病变部位炎症因子 TLＲ4、TNF-α 水平降低，As 进

展受到抑制。TLＲ-IN-C34 处理后，其作用与活心丸

协同，这提示活心丸可能通过抑制病变部位炎症反

应发挥抗 As 作用，TLＲ4 是此过程中重要参与分子。

但是，本研究选取小鼠作为对象，未涉及到细胞模型

实验，活心丸的临床实际治疗作用具有一定的局限

性。并且，本研究选用的活心丸为丸剂复合药物，其

具体作用成分不够明确，仍需进一步实验探究验证。

4 结论

本研究探究活心丸对 ApoE-/-小鼠 As 病变的影

响，结果提示，中成药活心丸可以改善 As 模型鼠病

变情况，其作用机制可能与下调 TLＲ4、TNF-α 表达

以及调控炎症反应相关。
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