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摘 要 目的：观察复方冬虫夏草口服液对载脂蛋白E基因敲除（ApoE-/-）小鼠动脉粥样硬化（AS）的影响，并探讨其作用机制。

方法：将45只雄性ApoE-/-小鼠随机分为模型组（生理盐水）、阳性对照组（阿托伐他汀，5 mg/kg）和复方冬虫夏草口服液低、中、高

剂量组（0.4、1.2、3.6 g/kg，以生药量计），每组9只；另取9只雄性C57BL/6J小鼠作为空白对照组（生理盐水）。除空白对照组小鼠

给予普通饲料外，其余各组小鼠均给予高脂饲料以复制AS模型，并于造模同时每天灌胃给药1次，连续8周。末次给药后，分离血

清，检测各组小鼠血清中总胆固醇（TC）、三酰甘油（TG）、低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）、高密度脂蛋白胆固醇（HDL-C）水平；分离

胸主动脉及主动脉窦，以油红O染色，检测胸主动脉斑块损伤面积比（即胸主动脉斑块面积与胸主动脉总面积的比值）和主动脉窦

脂质损伤面积比（即主动脉窦脂质沉积面积与主动脉窦管腔总面积的比值）；采用免疫组化法测定主动脉窦巨噬细胞表达量（即巨

噬细胞阳性表达面积与斑块面积的比值）。结果：与空白对照组比较，模型组小鼠血清TC、TG、LDL-C水平显著升高，HDL-C水平

显著下降（P＜0.01）；胸主动脉斑块形成明显，主动脉窦脂质沉积明显增多，其斑块损伤面积比和脂质损伤面积比均显著升高（P＜

0.01）；主动脉窦巨噬细胞阳性表达明显增加，其表达量显著升高（P＜0.01）。与模型组比较，各给药组小鼠血清TC、TG、LDL-C水

平均显著降低，HDL-C水平均显著升高（P＜0.05或P＜0.01）；胸主动脉斑块面积及主动脉窦脂质沉积明显减少，其斑块损伤面积

比和脂质损伤面积比均显著下降（P＜0.05或 P＜0.01）；主动脉窦巨噬细胞浸润明显减少，其表达量显著下降（P＜0.05或 P＜

0.01）。结论：复方冬虫夏草口服液可抑制AS斑块形成，其机制可能与降低血清TC、TG、LDL-C水平，缩小胸主动脉斑块面积，减

少主动脉窦脂质沉积和巨噬细胞浸润有关。

关键词 复方冬虫夏草口服液；载脂蛋白E基因敲除小鼠；动脉粥样硬化；血脂；斑块；脂质沉积；巨噬细胞
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ABSTRACT OBJECTIVE：To observe the effects of Compound dongchong xiacao oral liquid on atherosclerosis（AS）in ApoE

knock-out （ApoE-/-） mice，and to investigate its mechanism. METHODS：Totally of 45 male ApoE-/- mice were randomly

divided into model group（normal saline），positive group（atorvastatin，5 mg/kg）and Compound dongchong xiacao oral liquid
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血脂代谢异常、炎症细胞浸润是动脉粥样硬化

（Atherosclerosis，AS）发生、发展的重要原因[1]。有研究

报道，冬虫夏草提取物可降低高脂饲料诱导的肥胖小鼠

血清中总胆固醇（TC）、三酰甘油（TG）、低密度脂蛋白胆

固醇（LDL-C）的含量[2]。复方冬虫夏草口服液是由解放

军第 411医院自行研制开发的院内制剂，已获得军队非

标准制剂批文。该制剂含冬虫夏草、西洋参等药材，经

现代提取工艺处理，药材中的虫草素、核苷酸、氨基酸及

肽类、虫草多糖、甘露醇、维生素等多种活性成分均被有

效保留[3]。本课题组预实验以高脂饲料喂养的载脂蛋白

E基因敲除（ApoE-/-）小鼠（经高脂饲料持续喂养 8周，

与同背景下的C57BL/6J普通小鼠相比，ApoE-/-小鼠主

动脉可形成明显斑块，且病理过程与人相似[4]）为研究对

象，采用复方冬虫夏草口服液（0.4 g/kg）连续灌胃 8周，

结果发现，给药组小鼠血清中TC、TG、LDL-C水平均显

著低于模型组，提示复方冬虫夏草口服液可降低其血脂

水平；同时有研究发现，冬虫夏草提取物中的虫草素可

抑制急性肝损伤中的巨噬细胞、中性粒细胞浸润[5]。鉴

于此，本研究通过高脂饮食诱导复制 ApoE-/-小鼠 AS

模型，进一步考察复方冬虫夏草口服液对其AS斑块的

影响及其可能的作用机制，以期为该制剂的临床应用提

供实验依据。

1 材料
1.1 仪器

Epoch 型微孔板分光光度计（美国 Bio-Tek 公司）；

5424R 型离心机（德国 Eppendorf 公司）；HM525型冰冻

切片机（美国Thermo Fisher Scientific公司）；BX41型荧

光显微镜（日本 Olympus 公司）；Ariol 型扫描仪（德国

Leica公司）；V370型扫描仪（日本Epson公司）；9160N型

隔水式恒温培养箱（上海一恒科学仪器有限公司）。

1.2 药品与试剂

复方冬虫夏草口服液[解放军第 411医院药学科提

供，批准文号：总制字（2015）F57029，批号：20170110，规

格：10 mL（含冬虫夏草、西洋参生药总量160 mg）]；阿托

伐他汀钙片（商品名：立普妥，辉瑞制药有限公司，批准

文号：国药准字 H20051408，批号：S36977，规格：20

mg）；血脂 4项[TC、TG、LDL-C、高密度脂蛋白胆固醇

（HDL-C）]检测试剂盒（南京建成生物工程研究所，批

号：20170329）；油红O（美国Sigma公司）；聚乙二醇和聚

乙烯醇的水溶性混合物（OCT）冷冻切片包埋剂（美国

Sakura公司）；小鼠巨噬细胞F4/80抗体（美国Santa Cruz

公司）；小鼠免疫球蛋白G（IgG）即用型链霉亲和素-生物

素复合物（SABC）免疫组织化学试剂盒、二氨基联苯胺

（DAB）显色试剂盒（武汉谷歌生物科技有限公司，批号：

17125、17163）；异丙醇等试剂均为分析纯，水为蒸馏水。

1.3 实验动物及饲料

健康SPF级雄性ApoE-/-小鼠，8周龄，体质量20～

22 g，由常州卡文斯实验动物有限公司提供[动物使用许

可证号：SCXK（苏）2016-0010]；健康SPF级雄性C57BL/

6J小鼠，8周龄，体质量20～22 g，由上海西普尔-必凯实

验动物有限公司提供[动物使用许可证号：SYXK（沪）

2013-0058]。所有动物均于第二军医大学SPF级动物实

验中心饲养，环境温度为21～25 ℃，每日光照时间为12

low-dose，medium-dose and high-dose groups（0.4，1.2，3.6 g/kg，by crude drug），with 9 mice in each group. Another 9 male

C57BL/6J mice were included in blank control group（normal saline）. Except blank control group was given common diet，other

groups were given high lipid diet to induce AS model and given relevant medicine intragastrically once a day，for consecutive 8

weeks. After last medication，serum was isolated，and the levels of TC，TG，LDL-C and HDL-C were determined. Thoracic aorta

and aortic sinus were separated and then stained with oil red O. The ratio of thoracic aortic plaque area（i.e. the ratio of thoracic

aortic plaque area to total thoracic aorta area） and the ratio of aortic sinus lipid lesion area（i.e. the ratio of aortic sinus lipid

deposition to total area of aortic sinus lumen）were determined. The expression of aortic sinus macrophage（i.e. the ratio of positive

expression area of macrophage in plaque area）was determined by immunohistochemical method. RESULTS：Compared with blank

control group，the serum levels of TC，TG and LDL-C were increased significantly in model group，while the level of HDL-C was

decreased significantly（P＜0.01）. There were obvious plaque in thoracic aorta and obvious increase of sinus lipid deposition in

aortic sinus；the ratio of aortic plaque area and the ratio of aortic sinus lipid lesion area were all increased significantly（P＜0.01）.

The positive expression of aortic sinus macrophage was increased significantly，and its amount was also increased significantly（P＜

0.01）. Compared with model group， the serum levels of TC，TG and LDL-C in administration groups were all decreased

significantly，while the level of HDL-C was increased significantly（P＜0.05 or P＜0.01）. The plaque area in thoracic aorta and

sinus lipid deposition in aortic sinus were decreased，and the ratio of aortic plaque area and the ratio of aortic sinus lipid lesion area

were also decreased significantly（P＜0.05 or P＜0.01）. The macrophage infiltration of aortic sinus was decreased significantly，

and its amount was also decreased significantly（P＜0.05 or P＜0.01）. CONCLUSIONS：Compound dongchong xiacao oral liquid

can inhibit the generation of AS plaque，the mechanism of which may be associated with the decrease of TC，TG and LDL-C

levels in serum，the decrease of thoracic aorta plaque area，the reduce of aortic sinus lipid deposition and the macrophage

infiltration.

KEYWORDS Compound dongchong xiacao oral liquid；ApoE knock-out mice；Atherosclerosis；Blood lipid；Plaque；Lipid

deposition；Macrophage

··1913



中  
国  
药  
房  
网 

www
.chi
na-
phar
mac
y.co
m

China Pharmacy 2018 Vol. 29 No. 14 中国药房 2018年第29卷第14期

h。高脂饲料[批号：17042003，含40 kcal脂肪（主要为可

可脂）+1.25％胆固醇，1 kcal＝4.19 kJ]购自常州鼠一鼠

二生物科技有限公司；普通饲料由第二军医大学SPF级

动物实验中心提供。

2 方法
2.1 分组、造模与给药

45只雄性ApoE-/-小鼠适应性喂养 1周后，采用随

机数字表法分为模型组、阳性对照组（阿托伐他汀钙片，

5 mg/kg[6]）和复方冬虫夏草口服液低、中、高剂量组[0.4、

1.2、3.6 g/kg，以冬虫夏草、西洋参生药总量计；根据成人

临床推荐剂量的1、3、9倍换算而得]，每组9只；另取9只

雄性C57BL/6J小鼠作为空白对照组。除空白对照组小

鼠给予普通饲料外，其余 5组小鼠均给予高脂饲料以复

制AS模型。造模同时，各给药组小鼠均灌胃相应药物

（均以生理盐水为溶剂），空白对照组和模型组小鼠灌胃

等容生理盐水，每天1次，连续8周。

2.2 血脂指标检测

末次给药后，以 1％戊巴比妥钠按 10 mL/kg的剂量

麻醉小鼠，取颈动脉血适量，于4 ℃下以转速3 000 r/min

离心5 min，分离上层血清，备用。分别采用胆固醇氧化

酶-过氧化物酶偶联法和甘油磷酸氧化酶-过氧化物酶偶

联法（检测波长：510 nm）检测TC、TG水平，采用紫外分

光光度法（检测波长：546 nm）检测 LDL-C、HDL-C 水

平。上述指标均使用微孔板分光光度计检测，并严格按

照试剂盒说明书操作。

2.3 胸主动脉斑块及主动脉窦脂质沉积检查

采血结束后，从小鼠下腹部向上剖胸，以生理盐水

经左心室灌注主动脉，分离胸主动脉，纵向剖开，以油红

O 染色，胸主动脉组织上的斑块呈红色。用扫描仪扫

描，观察胸主动脉斑块形成情况。采用 Image-pro Plus

6.0软件测定胸主动脉斑块面积，并计算主动脉斑块损

伤面积比（即胸主动脉斑块面积与胸主动脉总面积的比

值）。去除心脏及主动脉根部的多余组织，经OCT包埋、

液氮冷冻，从主动脉近心端处切片（厚度约10 μm），切片

以油红O染色，主动脉窦管腔内的脂质沉积呈深红色。

于荧光显微镜下拍照，观察主动脉窦脂质沉积情况。采

用 Image-pro Plus 6.0软件测定主动脉窦脂质沉积面积，

并计算主动脉窦脂质损伤面积比（即主动脉窦脂质沉积

面积与主动脉窦管腔总面积的比值）。

2.4 主动脉窦巨噬细胞浸润情况检查

采用免疫组化法定量分析主动脉窦巨噬细胞的浸

润情况。取各组小鼠主动脉近心端，置于 4％多聚甲醛

液中固定，常规石蜡包埋，连续切片（厚度约 5 μm）。切

片经脱蜡、水化、组织抗原修复后，用磷酸盐缓冲液

（PBS，pH为 7.2～7.4）清洗，滴加F4/80抗体（1 ∶ 200），于

37 ℃下孵育2 h。采用免疫组化SABC法，以DAB显色

后，用扫描仪扫描并观察巨噬细胞的表达情况（细胞浆

中黄色颗粒者为阳性表达）。采用 Image-pro Plus 6.0软

件分析主动脉窦巨噬细胞的表达量（即巨噬细胞阳性表

达面积与斑块面积的比值）[7]。

2.5 统计学方法

采用SPSS 16.0软件对数据进行统计分析。计量资

料以 x±s表示，组间比较采用 t检验。P＜0.05为差异有

统计学意义。

3 结果
3.1 各组小鼠血脂水平检测结果

与空白对照组比较，模型组小鼠血清 TC、TG、

LDL-C水平显著升高，HDL-C水平显著下降（P＜0.01）；

与模型组比较，阳性对照组和复方冬虫夏草口服液低、

中、高剂量组小鼠血清 TC、TG、LDL-C 水平显著下降，

HDL-C水平显著升高（P＜0.05或P＜0.01），详见表1。

表1 各组小鼠血清TC、TG、LDL-C、HDL-C水平检测

结果（x±±s，n＝9，mmol/L）

Tab 1 Determination results of the serum levels of

TC，TG，LDL-C and HDL-C of mice in each

group（x±±s，n＝9，mmol/L）

组别
空白对照组
模型组
阳性对照组
复方冬虫夏草口服液低剂量组
复方冬虫夏草口服液中剂量组
复方冬虫夏草口服液高剂量组

TC

3.41±0.41
25.62±1.30＊

19.65±3.46##

23.00±2.04#

21.80±3.68#

20.68±3.98#

TG

0.61±0.22
1.70±0.20＊

1.14±0.33##

1.39±0.16#

1.42±0.21#

1.40±0.14#

LDL-C
0.35±0.09
8.84±1.26＊

6.17±0.97##

7.37±0.93#

6.92±1.13#

6.59±2.02#

HDL-C
2.99±0.50
1.48±0.58＊

2.58±0.32##

2.30±0.66#

2.25±0.56#

2.36±0.57#

注：与空白对照组比较，＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01

Note：vs. blank control group，＊ P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01

3.2 各组小鼠胸主动脉斑块损伤面积比检测结果

与空白对照组比较，模型组小鼠胸主动脉斑块形成

明显；与模型组比较，阳性对照组和复方冬虫夏草口服

液低、中、高剂量组小鼠胸主动脉斑块面积均有所减小，

详见图1。统计学分析结果显示，与空白对照组比较，模

型组小鼠胸主动脉斑块损伤面积比显著升高（P＜

0.01）；与模型组比较，阳性对照组和复方冬虫夏草口服

液低、中、高剂量组小鼠胸主动脉斑块损伤面积比均显

著下降，分别下降了 34.7％、14.3％、20.7％、22.9％（P＜

0.05或P＜0.01），详见表2。

3.3 各组小鼠主动脉窦脂质损伤面积比检测结果

与空白对照组比较，模型组小鼠主动脉窦脂质沉积

严重，斑块形成明显；与模型组比较，阳性对照组和复方

冬虫夏草口服液低、中、高剂量组小鼠主动脉窦脂质沉

积均明显减少，详见图2。统计学分析结果显示，与空白

对照组比较，模型组小鼠主动脉窦脂质损伤面积比显著

升高（P＜0.01）；与模型组比较，阳性对照组和复方冬虫

夏草口服液低、中、高剂量组小鼠主动脉窦脂质损伤面

积比均显著下降，分别下降了 39.9％、23.3％、31.8％、

32.4％（P＜0.05或P＜0.01），详见表2。

3.4 各组小鼠主动脉窦巨噬细胞浸润情况检查结果
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与空白对照组比较，模型组小鼠主动脉窦巨噬细胞

阳性表达明显增加；与模型组比较，阳性对照组和复方

冬虫夏草口服液低、中、高剂量组小鼠主动脉窦巨噬细

胞阳性表达均明显减少，详见图 3。统计学分析结果显

示，与空白对照组比较，模型组小鼠主动脉窦巨噬细胞

表达量显著升高（P＜0.01）；与模型组比较，阳性对照组

和复方冬虫夏草口服液低、中、高剂量组小鼠主动脉窦

巨噬细胞表达量均显著下降，分别下降了 37.7％、

16.2％、23.2％、26.3％（P＜0.05或P＜0.01），详见表2。

4 讨论
AS是多因素参与的慢性疾病，典型病变为脂质代

谢异常导致的大/中动脉脂质沉积、斑块形成、内膜增厚、

管腔狭窄[8]。已有研究证实，调节血脂水平，降低胆固醇

水平，尤其是LDL-C的水平，可以减少主动脉脂质沉积

及斑块形成，改善管腔狭窄，从而降低心脑血管疾病的

发病率和病死率 [9]。阿托伐他汀作为一线他汀类调脂

药，可改善机体TC、TG、LDL-C水平，已在临床上广泛应

用[10]，故本研究将其作为阳性对照药物。复方冬虫夏草

口服液由冬虫夏草、西洋参等药材组成。有研究指出，

冬虫夏草提取物具有一定的降脂作用[3]，且其中的虫草

素可抑制AS斑块的形成[11]；此外，冬虫夏草中含有的大

豆脑苷脂可抑制白细胞介素 1β诱导的炎症模型大鼠的

软骨退化及单核细胞浸润[12]。但有关复方冬虫夏草口

服液对AS影响的研究尚少，故本课题组对其进行了相

关考察。

本研究结果显示，与空白对照组比较，模型组小鼠

血清中TC、TG、LDL-C水平显著上升，HDL-C水平显著

降低，提示血脂水平的异常与AS的发生发展有关。经

药物干预后，阳性对照组和复方冬虫夏草口服液低、中、

高剂量组小鼠血清中TC、TG、LDL-C水平均显著降低，

提示复方冬虫夏草口服液可调节小鼠体内的血脂水平，

具有一定的抗AS作用，这种作用可能与虫草素、大豆脑

苷脂等活性成分有关。同时本研究结果还显示，阳性对

照组和复方冬虫夏草口服液低、中、高剂量组小鼠血清中

HDL-C水平均显著上升。HDL-C除具抗炎、抗氧化作用

复方冬虫夏草口
服液低剂量组

复方冬虫夏草口
服液中剂量组

复方冬虫夏草口
服液高剂量组

空白对照组 模型组 阳性对照组

图1 各组小鼠胸主动脉斑块的扫描图（×10）

Fig 1 Scanning diagrams of thoracic aorta plaque of

mice in each group（×10）

表 2 各组小鼠胸主动脉斑块损伤面积比、主动脉窦脂

质损伤面积比、巨噬细胞表达量的检测结果（x±±

s，n＝9）

Tab 2 Determination results of the ratio of thoracic

aortic plaque area，the ratio of aortic sinus li-

pid lesion area and the expression of macro-

phage of mice in each group（x±±s，n＝9）

组别
空白对照组
模型组
阳性对照组
复方冬虫夏草口服液低剂量组
复方冬虫夏草口服液中剂量组
复方冬虫夏草口服液高剂量组

胸主动脉斑块损伤面积比
0.03±0.01

0.35±0.05＊

0.23±0.06##

0.30±0.05#

0.28±0.05#

0.27±0.07#

主动脉窦脂质损伤面积比
0.002±0.001

0.30±0.09＊

0.18±0.05##

0.23±0.06#

0.21±0.07#

0.20±0.04#

巨噬细胞表达量
0.002±0.002

0.37±0.07＊

0.23±0.07##

0.31±0.06#

0.28±0.06#

0.27±0.05#

注：与空白对照组比较，＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01

Note：vs. blank control group，＊ P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01

A.空白对照组 B.模型组 C.阳性对照组

D.复方冬虫夏草口服液
低剂量组 中剂量组 高剂量组

E.复方冬虫夏草口服液 F.复方冬虫夏草口服液

图2 各组小鼠主动脉窦脂质沉积的显微图（×20）

Fig 2 Micrographs of aortic sinus lipid deposition of

mice in each group（×20）

A.空白对照组 B.模型组 C.阳性对照组

D.复方冬虫夏草口服液
低剂量组 中剂量组 高剂量组

E.复方冬虫夏草口服液 F.复方冬虫夏草口服液

图3 各组小鼠主动脉窦巨噬细胞浸润的扫描图（×20）

Fig 3 Scanning diagrams of aortic sinus macrophage

infiltration of mice in each group（×20）
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外，还可逆向运输胆固醇至肝脏，降低血清中胆固醇水

平，从而发挥抗AS的作用，虽然其不能单独作为治疗AS

的靶点，但提高体循环中 HDL-C 的水平可有助于延缓

AS病情进展[13]。

本研究对小鼠的胸主动脉及主动脉窦进行了油红

O染色，并进行了显微观察。结果显示，与空白对照组

比较，模型组小鼠胸主动脉斑块形成明显，主动脉窦脂

质沉积严重；经药物干预后，阳性对照组和复方冬虫夏

草口服液低、中、高剂量组小鼠胸主动脉斑块损伤面积

比和主动脉窦脂质损伤面积比均显著下降，提示复方冬

虫夏草口服液可缩小胸主动脉斑块面积，并减少主动脉

窦脂质沉积。

LDL-C沉积于血管内膜，可刺激内皮细胞分泌黏附

分子和趋化因子，在巨噬细胞集落刺激因子（M-CSF）的

作用下，单核细胞演变为巨噬细胞；巨噬细胞吞噬体内被

氧化的低密度脂蛋白成为充满脂肪的泡沫细胞，后者可

促进脂肪存储，从而加快斑块形成[14]。聚集在AS损伤区

域的巨噬细胞迁移能力下降，并可释放过氧化氢和超氧

化物羟自由基促进LDL-C氧化；同时，巨噬细胞还可分

泌促炎细胞因子和趋化因子，从而导致并维持局部炎症

反应[15]。因此，可通过抑制巨噬细胞聚集至损伤部位来

减少其对AS的促进作用。此外，F4/80是巨噬细胞的特

异性表面抗原，F4/80抗体的应用为标记主动脉窦中的

巨噬细胞提供了理想手段[14]。本研究结果显示，与空白

对照组比较，模型组小鼠主动脉窦巨噬细胞明显增多，

其表达量显著升高，提示巨噬细胞参与了AS的进展；经

药物干预后，阳性对照组和复方冬虫夏草口服液低、中、

高剂量组小鼠主动脉窦巨噬细胞明显减少，其表达量显

著下降，提示复方冬虫夏草口服液可通过减轻主动脉窦

巨噬细胞浸润来改善AS。

综上所述，本研究初步证明复方冬虫夏草口服液可

抑制 ApoE-/-小鼠 AS 斑块的形成，其机制可能与降低

其血清中TC、TG、LDL-C水平，缩小胸主动脉斑块面积，

减少主动脉窦脂质沉积和巨噬细胞浸润有关。该研究

为复方冬虫夏草口服液的临床应用提供了基础药理学

依据，但该制剂的具体活性成分及其作用机制仍有待进

一步研究。
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