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增高[8]。ALT 和 AST 是临床上判断肝损害进展的

较好指标[9]。MDA 是过氧化脂质(LPO)主要成分之

一，通过测定其在血与肝组织内含量，可反应机

体和肝脏脂质过氧化损伤程度，间接反映出肝细

胞毒性损伤程度。GSH-PX 为机体抗氧化系统中有

机组成部分，观察血、肝组织 GSH-PX 活性变化

一定程度上可反映氧化损伤的程度[10]。故本研究

选取以上 4 种指标作为反应，应用 Caco-2 细胞模

型评估黄药子肝毒性的评价指标。实验结果表明，

黄药子醇提物 Caco-2 细胞摄取液对正常人肝细胞

HL-7702和肝癌细胞HepG2细胞的活力均有影响，

细胞上清液中 ALT、AST 和 MDA 含量增加，GSH- 

PX 含量减少，与文献报道的结果基本一致[5,11]。

证明应用 Caco-2 细胞模型评估黄药子的肝细胞损

伤有一定的可行性。黄药子醇提物 Caco-2 细胞摄

取液对 HL-7702 和 HepG2 细胞有毒性，以上结果

为阐明黄药子肝毒性的物质基础提供了依据。 
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摘要：目的  研究山楂叶总黄酮(total flavones of crataegus leaves，TFCL)对家兔动脉粥样硬化(AS)形成抑制作用的机理。

方法  用复方高脂饲料复制家兔 AS 模型并同时给予 TFCL 80 d，取主动脉进行病理切片和大体观察，常规检测血脂和血清

中两种抗氧化酶 SOD、GSH-PX 的活性和 NO 水平，ELISA 法测定 C 反应蛋白(CRP)、IL-6 及 TNF-α 的量，RT-PCR 法检测

COX-ⅡmRNA 表达。结果  复方高脂饲料饲喂家兔 80 d 可以形成明显的 AS，TFCL 在减轻 AS 的同时能够降低血清中 NO、

CRP、IL-6 及 TNF-α 的水平，升高 SOD 和 GSH-PX 的活性，下调 COX-ⅡmRNA 的表达。结论  TFCL 对复方高脂饲料形

成的家兔 AS 具有一定的拮抗作用，提高抗氧化酶的活性、抑制炎性因子的生成可能是 TFCL 抗家兔 AS 的作用机理。  
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the mechanisms of total flavones of crataegus leaves (TFCL) on experimental 
atherosclerosis(AS) in rabbits. METHODS  The typical atherosclerosis in rabbits was formed by administrating with high-lipid 
food or together with TFCL for 80 d. The section of aortia were examined pathologically. The activities of SOD, GSH-PX, the 
level of NO, CRP, IL-6 and TNF-α in the serum and the relative amount of COX- mRNA inⅡ  aortia of atherosclerotic rabbits 
were detected. RESULTS  Atherosclerotic rabbit models were replicated by feeding high-lipid food. TFCL could inhibit the 
formation of AS with decreasing the level of NO, CRP, IL-6 and TNF-α, increasing the activities of SOD and GSH-PX, down 
regulating the expression of COX- mRNA. Ⅱ CONCLUSION  The protective effect of TFCL on atherosclerosis may result 
from elevating the activities of oxygen enzymes but suppressing the production of inflammation factor. 

KEY WORDS：atherosclerosis; TFCL; CRP; IL-6; TNF-α; COX- mRNAⅡ  

 

动脉粥样硬化(atherosclerosis，AS)是一个缓

慢而复杂的病理过程，与氧自由基产生、炎性细

胞浸润等多种因素有关[1-2]。因此，阻抑以上环节

对防止或延缓 AS 的发生发展具有重要意义。山楂

叶总黄酮(total flavones of crataegus leaves，TFCL)

临床主要用于心肌缺血的治疗[3-4]。本实验室已证

实其具有抗实验性大鼠高脂血症和抗脑缺血的作

用[5]，也报道了其抗家兔 AS 与细胞凋亡的关系[6]。

本实验主要研究其抗家兔 AS 与氧化应激、炎症的

关系，进一步探讨 TFCL 的作用机理。 

1  材料 

1.1  动物  

新西兰兔，♂，体质量2.0~2.5 kg，浙江省余

姚市泗门镇实验兔养殖场，动物生产许可证号：

SCXK(浙)2006-0026，使用许可证号：SYXK(浙) 

2008-0118。 

1.2  试剂与仪器  

SOD，GSH-Px，NO检测试剂盒(南京建成生

物技术有限公司)；TNF-ɑ，IL-6，CRP，ELISA免

疫测定试剂盒(上海森雄科技公司)；RNA提取和扩

增试剂盒(杭州新捷生物科技公司)。7020型全自动

生化分析仪(日本日立公司)；7020全波长酶标仪

(美国Molecular Devices)；MAX190 PCR仪(ABI)；

PRISM 7000凝胶成像系统(美国Bio-Rad)。 

1.3  药物  

TFCL购自山西中晋制药有限公司，批号：

200801016，黄酮含量：92%(分光光度法)。 

2  方法 

2.1  动物分组与剂量计算   

将 30 只兔按体质量随机分为 3 组：正常对

照组采用基础饲料；模型组采用复方高脂饲料(基

础饲料 89.5%+胆固醇 1%+蛋黄 1.5%+猪油 8%)；

TFCL 组采用复方高脂饲料+0.5%TFCL。自由饮

水，单笼喂养。本实验室家兔饲养的资料数据显

示，一般家兔每日摄食量为 130~150 g，TFCL 在

饲料中的含量为 0.5%，即每日摄取 650~750 mg，

TFCL 的日摄入量为 260~300 mg·kg1(家兔体重按

平均 2.5 kg 计算)。 

2.2  病理标本制作 

实验至80 d，沿兔耳中动脉注入10 mL空气处

死，取主动脉大体标本(从主动脉弓至髂动脉分叉

处)置入10%中性福尔马林液中固定。取主动脉弓2 

cm片段，经脱水、浸蜡、包埋、切片等步骤制成

石蜡切片，进行HE染色，光镜下观察形态学改变。 

2.3  血标本的采集和指标测定  

于处死前抽取空腹静脉血。全自动生化分析

仪测定血清总胆固醇(TC)、甘油三酯(TG)、高密度

脂蛋白(HDL-C)及低密度脂蛋白(LDL-C)水平；黄

嘌呤氧化酶法测定SOD活性，硝酸还原酶法测定

NO；ELISA法测定CRP、TNF-和IL-6。 

2.4  COX-ⅡmRNA的表达的检测 

取胸主动脉弓位置的动脉约1.5 cm(约100 mg)

放入液氮中保存。实验时，加液氮充分研磨，柱

纯化法提取主动脉的Total RNA，引物由上海生物

工程有限公司按下列序列合成，上游序列：5-AACG 

AGTACCGCAAACGC-3，下游序列：5-GCTGAGG 

ATCTGGGACGT-3。扩增条件：  42①  ℃ 3 min；

② 94 ℃ 3 min；③ 94 ℃ 20 s，60  ℃ 1 min循环35

次；④ 72 ℃延伸5 min。扩增产物70 ℃保存。PCR

产物进行1.5%琼脂糖凝胶电泳，DNA条带光密度

用凝胶成像分析系统进行半定量分析。目的mRNA

的表达水平用目的mRNA/GAPDH mRNA的比值

来表示。 

2.5  统计学分析 
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本试验所有数据表示为 sx  ，采用SPSS软件

对各组数据进行处理。组间差异的比较采用方差

分析。 

3  结果 

3.1  TFCL对家兔AS和血脂的影响 

肉眼观察，用手术剪将动脉管腔剪开，再用

清水缓缓冲洗，可见模型组主动脉增粗变硬，管

壁明显增厚，白色粥样硬化斑块明显隆起，融合

呈大片状。染色后，斑块呈红色，TFCL组粥样硬

化斑块面积明显减小。见图1。 

 
图 1 兔主动脉大体标本 Herxheimers 液染色照片 
A空白对照组；B模型组；C山楂叶总黄酮组 

Fig 1 The Herxheimers dyeing photos of rabbit aorta 
specimens 
Ablank group; Bmodel group; CTFCL group 

血脂检测结果显示，TFCL组与模型组比较，

TG显著降低、HDL-C和HDL-C/TC显著升高。组

织病理学检测显示，TFCL组主动脉粥样硬化斑块、

内膜中脂质沉积及泡沫细胞浸润等均较模型组

轻，具体病理图和血脂检测结果见本实验室先期

发表的文献[6]。 

3.2  TFCL 对 AS 家兔血清 SOD、GSH-Px 活性和

NO 水平的影响 

复方高脂饲料饲喂家兔80 d，血清中2种抗氧

化酶SOD和GSH-Px的活性显著降低，NO的水平明

显升高，给予TFCL后，2种抗氧化酶活性均明显提

高，NO水平则明显降低。结果见表1。 

表 1 TFCL 对 AS 家兔血清 SOD、GSH-Px 活性和 NO 水

平的影响(n=10， sx  ) 

Tab 1 Effects of TFCL on SOD, GSH-Px activity and NO 
level in AS rabbit(n=10, sx  ) 

组 别 SOD/U·mL1 GSH-Px/U·mL1 NO/µmol·L1

正常对照组 257.4±47.8 172.9±8.3 145.3±34.3 

模型组 105.5±8.81) 140.2±19.41) 516.5±98.61) 

TFCL 组 148.3±35.32) 158.9±15.32) 335.8±131.02)

注：与正常对照组比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.05 

Note: Compared with nomal group, 1)P<0.01; compared with model 
group, 2)P<0.05 

3.3  TFCL对AS家兔血清CRP、IL-6及TNF-α水平

的影响 

复方高脂饲料饲喂家兔80 d，血清中CRP、IL-6

及TNF-α水平均显著提高，给予TFCL后，血清中

CRP、IL-6及TNF-α水平均明显降低。见表2。 

表 2 TFCL 对 AS 家兔血清 CRP、IL-6 及 TNF-α 水平的

影响(n=10， sx  ) 

Tab 2 Effects of TFCL on CRP, IL-6 and TNF-α level in 
AS rabbit(n=10, sx  ) 

组 别 CRP/ng·mL1 IL-6/ng·mL1 TNF-α/ng·mL1

正常对照组 10.9±4.7 259.5±97.6 410.7±128.3 

模型组 18.2±3.31) 513.5±109.81) 562.4±92.11) 

TFCL 组 13.0±5.12) 379.6±83.52) 473.2±98.02) 

注：与正常对照组比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.05 

Note：Compared with nomal group, 1)P<0.01; compared with model 

group, 2)P<0.05 

3.4  TFCL对AS家兔主动脉COX- mRNAⅡ 表达的

影响 

家兔饲喂复方高脂饲料 80 d后，主动脉

COX- mRNAⅡ 表达比正常组显著增加，COX-Ⅱ/ 

GAPDH由正常对照组的0.52上升到0.93(P<0.01)。

TFCL 能使 COX- mRNAⅡ 表达减少， COX-Ⅱ/ 

GAPDH下降为0.53(P<0.01)。结果见图2。 

 
图 2  TFCL 对 AS 家兔主动脉 COX- mRNAⅡ 表达的影响 
与正常对照组比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.01 
Fig 2  Effects of TFCL on COX- mRNA eⅡ xpressive in AS 
rabbit 
Compared with nomal group, 1)P<0.01; compared with model group, 
2)P<0.01 
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4  讨论 

近年研究认为，氧化损伤在 AS 的发生发展

起重要作用，和内皮细胞凋亡及炎症密切相关。

SOD 是清除超氧阴离子自由基损害的主要活性

酶，GSH-Px 是机体广泛存在的催化过氧化氢分解

的酶，二者反映了体内的抗氧化能力。研究表明，

AS家兔血清中 2种抗氧化酶活性明显降低，TFCL

可以明显增加 SOD 及 GSH-Px 活力，说明提高以

上2种抗氧化酶的活性是TFCL抗AS的部分机制。 

研究表明，AS 是多种炎症因子参与下的持续

炎症损害，炎症因子在 AS 的病变过程中起到重要

作用。TNF-α 是触发与炎症有关的许多细胞因子

释放的关键物质，它可通过直接的细胞毒性作用

破坏血管内皮细胞结构和功能的完整性[7-8]。NO

介导内毒素(LPS)、NF、IL-1 等细胞因子的病理作

用。IL-6 由巨噬细胞和成纤维细胞分泌，在 AS 斑

块中大量存在，能刺激平滑肌细胞增殖和诱导肝

细胞产生 CRP。CRP 是最具代表性的炎症标志物，

可直接参与 AS 的发生、发展[9]。本研究发现，AS

兔血浆中 NO、CRP、IL-6 及 TNF-α 含量明显升高，

可能原因是，高脂饲料引起的高血脂以及高血脂

中被氧化修饰的脂蛋白长期刺激损伤了血管内

皮，引起炎症反应，血管组织中炎症反应的持续

存在导致炎症组织中单核巨噬细胞活化，产生

TNF-α、IL-6，IL-6 诱导肝细胞产生大量 CRP，这

些炎症因子均导致 AS 的一系列炎症反应过程。本

研究中 AS 兔饲喂 TFCL 后，兔血浆 NO、CRP、

IL-6、TNF-α含量明显下降，从而解除或缓解了高

脂血症作为炎症反应过程的始动影响，其他原因

尚待研究。COX-Ⅱ是花生四烯酸合成前列腺素过

程的限速酶，多由炎性细胞因子诱导并在炎症部

位表达。研究证实，COX-Ⅱ在 AS 血管中的单核

巨噬细胞、内皮细胞、平滑肌细胞广泛表达。

COX-Ⅱ不仅介导全身的炎症反应，而且在 AS 病

变处表达，并受多种炎性细胞因子调节，其代谢

产物前列腺素也具有促进炎症作用，包括增加血

管通透性、促进单核细胞黏附、诱导巨噬细胞化

学趋化性和迁移、刺激炎症因子产生，激活基质

金属蛋白酶增加 AS 斑块的不稳定性等，对 AS 的

形成和发展具有重要影响。研究发现，长期给予

复方高脂饮食后，家兔主动脉 COX-Ⅱ表达明显增

加，和文献报道一致[10]，TFCL 能下调 COX-Ⅱ的

表达，但下调的机理有待进一步研究。 

综上所述，TFCL通过提高氧化酶的活性、减

少炎症因子的生成并下调COX-Ⅱ表达从而发挥抗

AS的作用。 
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