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丹红注射液对动脉粥样硬化小鼠主动脉斑块的干预作

用及基因组 ＤＮＡ甲基化水平和甲基化转移酶的影响
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摘要　目的：研究丹红注射液对高脂喂养的ＡｐｏＥ基因敲除（ＡｐｏＥ－／－）小鼠动脉粥样硬化（Ａｓ）斑块的干预作用及基因组
ＤＮＡ甲基化水平和ＤＮＡ甲基化转移酶（ＤＮＭＴｓ）的影响。方法：将４０只８周龄雄性ＡｐｏＥ－／－小鼠高脂饲料喂养６周后随
机分为模型组、阿托伐他汀钙片（商品名：立普妥）（阳性对照组）、丹红注射液低剂量组和高剂量组（ｎ＝１０），给予药物腹
腔注射６周后。检测其血清总胆固醇（ＴＣ）、三酰甘油（ＴＧ）、低密度脂蛋白胆固醇（ＬＤＬＣ）和高密度脂蛋白胆固醇（ＨＤＬ
Ｃ）水平。行ＨＥ染色，图像分析测量小鼠主动脉Ａｓ斑块面积。采用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法检测小鼠血清基因组甲基化
水平，采用ＥＬＩＳＡ法检测各组小鼠血清 ＤＮＭＴｓ水平。免疫组化染色，图像分析测量小鼠主动脉 Ａｓ斑块内 ＤＮＭＴ１的表
达。结果：与模型组相比，丹红注射液高剂量和低剂量组小鼠血清 ＴＧ水平明显降低（Ｐ＜００１）、丹红注射液高剂量组
ＬＤＬＣ水平明显降低（Ｐ＜００１），丹红注射液低剂量组 ＨＤＬＣ水平明显升高（Ｐ＜００５），丹红注射液高剂量组小鼠动脉
粥样硬化指数显著降低（Ｐ＜００１）。丹红注射液高剂量和低剂量组小鼠血清基因组甲基化和ＤＮＭＴｓ水平显著降低（Ｐ＜
００１）。丹红注射液与模型组相比，丹红注射液组Ａｓ小鼠的校正后主动脉Ａｓ斑块面积显著降低，以及斑块内ＤＮＭＴ１表
达显著降低（Ｐ＜００１）。结论：丹红注射液可降低Ａｓ小鼠血脂水平，减少Ａｓ斑块面积，其机制可能与降低Ａｓ小鼠血清基
因组甲基化水平和整体ＤＮＭＴｓ水平和抑制Ａｓ小鼠主动脉斑块ＤＮＭＴ１表达有关。
关键词　动脉粥样硬化；丹红注射液；ＤＮＡ甲基化；血脂异常；ＤＮＡ甲基化转移酶１
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　　丹红注射液主要由活血化瘀中药丹参和红花组
成，具有活血和血、通脉舒络的作用。临床上广泛应

用于动脉粥样硬化（Ａｓ）性心脑血管疾病的治疗，具
有抗炎、抗血栓、调节血脂、抗凋亡和神经保护等药

理作用。新近研究表明，Ａｓ性心脑血管疾病的发生
发展与ＤＮＡ甲基化为代表的表观遗传学机制密切
相关［１］，而ＤＮＡ甲基化是参与 Ａｓ形成发展的重要
机制［２］。但目前从表观遗传学角度研究丹红注射液

干预Ａｓ及其相关心脑血管病的研究尚未见报道。
新近研究表明，巨噬细胞中的 ＤＮＡ甲基化转移酶１
（ＤＮＭＴ１）被抑制可调控小鼠的慢性炎性反应和 Ａｓ
的进展［３］。因此，本研究以高脂喂养的 ＡｐｏＥ－／－小
鼠为观察对象，探讨丹红注射液对高脂喂养的 ＡｐｏＥ
基因敲除（ＡｐｏＥ－／－）小鼠Ａｓ斑块的干预作用，并通
过检测斑块内ＤＮＭＴ１的表达，来研究丹红注射液抗
Ａｓ的可能ＤＮＡ甲基化机制。
１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　６～８周龄ＡｐｏＥ－／－小鼠（品系Ｃ５７ＢＬ／
６Ｊ），８周龄，体重１８～２０ｇ，购自北京维通利华实验
技术有限公司，４０只，高脂饲养６周。
１１２　药物　阿托伐他汀钙片（商品名：立普妥），
购买于上海辉瑞制药公司，批号 Ｈ２００５１４０８。丹红
注射液，商品名倍通，批号１６０７１０２８，购买于山东丹
红制药有限公司。

１１３　试剂与仪器　血清总胆固醇（ＴＣ）检测试剂
盒（批号７００７２１０５０６）、血清三酰甘油（ＴＧ）检测试
剂盒（批号７００６２１０５０６）、血清低密度脂蛋白胆固醇
（ＬＤＬＣ）检测试剂盒（批号７０２１２２０６０５）、血清高密
度脂蛋白胆固醇 （ＨＤＬＣ）检测试剂盒 （批号
７０２０２１０５０６），均购自英科新创（厦门）科技有限公
司。小鼠血清 ＤＮＡ甲基化转移酶（ＤＮＭＴｓ）检测试
剂盒购于美国 Ｒ＆Ｄ公司（ＣＫＥ４３３６５２Ｍ）。ＤＮＭＴ１
抗体（货号ａｂ１３５３７）购自Ａｂｃａｍ公司。血生化指标
检测采用日本奥林巴斯株式会社全自动生化仪

（ＡＵ４８０）。美国 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓＶｅｒｓｉｏｎ５０（ＩＰＰ）图
像分析软件。

１２　方法

１２１　分组与模型制备　所有小鼠随机分为模型
组、阿托伐他汀钙片（商品名：立普妥））组（阳性对

照组）３３４ｍｇ／ｋｇ、丹红注射液高剂量组６ｍＬ／ｋｇ，和
丹红注射液低剂量组３ｍＬ／ｋｇ，ｎ＝１０。
１２２　给药方法　丹红注射液高剂量和低剂量分
别选取临床常用剂量和临床常用剂量的１／２，并按
成人与小鼠的给药剂量换算系数折算成小鼠用量灌

胃给药［４］，１次／ｄ，灌胃给药６周。模型组给予等量
的生理盐水。高脂饲料配方为脂肪 ２１％（ｗｔ／ｗｔ）、
胆固醇 ０１５％的西方类型膳食饲料［５］。喂养 １２
周。各组动物在喂养１２周后，颈椎脱臼法处死，眶
下静脉丛取血，保留血清，无菌条件下取心脏，心脏

用４％多聚甲醛固定。
１２３　检测指标与方法　１）血脂检测：采用氧化酶
法和直接法检测丹红注射液对高脂喂养 １２周
ＡｐｏＥ－／－小鼠血清 ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ和 ＨＤＬＣ水平。
动脉粥样硬化指数（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓｉｎｄｅｘ，ＡＩ）＝（ＴＣ
ＨＤＬＣ）／ＨＤＬＣ。２）基因组 ＤＮＡ甲基化水平检测：
采用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）法检测茶饮料对高脂
喂养１２周ＡｐｏＥ－／－小鼠血清ＤＮＡ甲基化水平。３）
整体ＤＮＡ甲基化转移酶水平检测：采用ＥＬＩＳＡ法检
测茶饮料对高脂喂养１２周 ＡｐｏＥ－／－小鼠血清 ＤＮＡ
甲基化转移酶（ＤＮＭＴｓ）水平的影响。４）组织病理：
ａ小鼠心底部横断面连续切片，每隔５０μｍ连续取
６张切片，切片厚 ５μｍ。按 Ｓｕｚｕｋｉ等［６］确立的方

法，主动脉根部以主动脉瓣为标志选取４个切面，分
别为：升主动脉最近端横截面，切面形态呈圆形；主

动脉瓣起始横截面；主动脉瓣附着部位，并有冠状动

脉开口；主动脉瓣完全出现并汇合在一起。我们在

实验中统一选取第四切面，分别进行病理 ＨＥ染色。
ｂＩＰＰ图像软件分析测量小鼠主动脉 Ａｓ斑块面积，
具体如下：测量管腔面积（ＬｕｍｅｎＡｒｅａ，ＬＡ，ｍｍ２）、内
弹力膜围绕面积（ＩｎｔｅｒｎａｌＥｌａｓｔｉｃＬａｍｉｎａｌＡｒｅａＩＥＬａ，
ｍｍ２），并计算斑块面积、校正后斑块面积。公式换
算如下：斑块面积（ＰｌａｑｕｅＡｒｅａ，ＰＡ，ｍｍ２）＝ＩＥＬａ
ＬＡ；校正后斑块面积 ＝ＰＡ／ＩＥＬａ。５）免疫组化法检
测：免疫组化染色选取第三切面，采用两步法测定斑

块内ＤＮＭＴ１蛋白表达（抗体稀释度为１∶１００），每组
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均以ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照，在１００倍镜下每
张切片选取５个不同的视野，对阳性区域累积面积
进行定量测定，最后求取斑块内阳性区域面积占斑

块面积的百分比。

１３　统计学方法　应用 ＳＰＳＳ１１５软件对数据进
行统计分析。计量资料采用（珋ｘ±ｓ）形式表示，组间
比较在方差齐时用方差分析，两两比较用 ｔ检验。
以Ｐ＜００５为差异有统计学意义，以 Ｐ＜００１为差
异有极显著统计学意义。

２　结果
２１　小鼠主动脉粥样硬化模型的复制　高脂喂养
１２周后，ＡｐｏＥ－／－小鼠主动脉出现典型的 Ａｓ斑块，
主动脉管壁上可观察到典型的富含胆固醇结晶的

Ａｓ斑块，斑块有成熟的纤维帽覆盖（图１Ｂ，黑箭头
所示），说明复制小鼠Ａｓ模型成功。

图１　高脂喂养１２周ＡｐｏＥ－／－小鼠主动脉根部
动脉粥样硬化模型的建立

　　注：ＡＨＥ染色显示高脂喂养１２周ＡｐｏＥ－／－小鼠主动脉
根部病理形态，×１００倍；ＢＡ图的局部放大，黑箭头指示主
动脉壁Ａｓ斑块，×２００倍。

图２　丹红注射液对动脉粥样硬化小鼠血脂水平的影响
　　注：ＴＣ，总胆固醇；ＴＧ，三酰甘油；ＬＤＬＣ，低密度脂蛋白
胆固醇；ＨＤＬＣ，高密度脂蛋白胆固醇。ｎ＝１０，与模型组相
比，Ｐ＜００１，与模型组相比，△Ｐ＜００５。

２２　丹红注射液对高脂喂养１２周 ＡｐｏＥ－／－小鼠血
脂和动脉粥样硬化指数的影响　如图 ２和图 ３所
示，与模型组相比，丹红注射液高剂量和低剂量组

小鼠血清ＴＧ水平明显降低 （Ｐ＜００１）、丹红注射
液高剂量组 ＬＤＬＣ水平明显降低 （Ｐ＜００１），丹
红注射液低剂量组 ＨＤＬＣ水平明显升高 （Ｐ＜
００５），和丹红注射液高剂量组小鼠动脉粥样硬化
指数 （ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓｉｎｄｅｘ，ＡＩ）显著降低 （Ｐ＜
００１），与阳性对照阿托伐他汀钙片 （商品名：立

普妥）组相比，丹红注射液高剂量和低剂量组小鼠

血脂各指标和ＡＩ均无统计学意义 （Ｐ＞００５）。

图３　丹红注射液对动脉粥样硬化小鼠
　　动脉粥样硬化指数的影响

　　注：ｎ＝１０，与模型组相比，Ｐ＜００１，与模型组相比，△Ｐ
＜００５。

２３　丹红注射液对高脂喂养１２周 ＡｐｏＥ－／－小鼠校
正后主动脉斑块面积的影响　药物干预６周后，经
ＨＥ染色和ＩＰＰ图像软件分析结果显示：与模型组相
比，丹红注射液高、低剂量组和阿托伐他汀钙片（商

品名：立普妥）组小鼠的校正后主动脉 Ａｓ斑块面积
均显著降低（Ｐ＜００１），两给药组之间无统计学意
义（Ｐ＞００５）（图４）。

图４　丹红注射液对动脉粥样硬化小鼠
　　主动脉Ａｓ斑块面积的影响

　　注：Ａ各组小鼠主动脉斑块的病理形态，ＨＥ染色，黑箭
头指示Ａｓ斑块。×１００倍。Ｂ基于 ＨＥ染色 ＩＰＰ图像分析

结果显示的统计图，ｎ＝１０，与模型组相比，Ｐ＜００１。

２４　丹红注射液对高脂喂养１２周 ＡｐｏＥ－／－小鼠血
清基因组ＤＮＡ甲基化水平和ＤＮＭＴｓ表达的影响　
药物干预６周后，处死采血后经 ＨＰＬＣ法检测小鼠
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血清 ＤＮＡ甲基化水平和采用 ＥＬＩＳＡ法检测血清
ＤＮＭＴｓ水平。结果显示：与模型组相比，阿托伐他
汀钙片（商品名：立普妥）组和丹红注射液组小鼠血

清ＤＮＡ甲基化和ＤＮＭＴｓ水平显著降低（Ｐ＜００１），
与阳性对照药阿托伐他汀钙片（商品名：立普妥）组

比较无统计学意义（Ｐ＞００５）（图５）。

图５　丹红注射液对动脉粥样硬化小鼠血清
　　ＤＮＡ甲基化和ＤＮＭＴｓ水平的影响

　　注：ＡＨＰＬＣ法检测各组小鼠血清 ＤＮＡ甲基化水平；
ＢＥＬＩＳＡ法检测各组小鼠血清 ＤＮＭＴｓ水平。ｎ＝１０，与模型

组相比，Ｐ＜００１。

２５　丹红注射液对高脂喂养１２周 ＡｐｏＥ－／－小鼠主
动脉斑块内ＤＮＭＴ１表达的影响　药物干预６周后，
经免疫组化染色和 ＩＰＰ图像软件分析结果显示：与
模型组相比，阿托伐他汀钙片（商品名：立普妥）组

和丹红注射液低剂量、高剂量组小鼠主动脉Ａｓ斑块
ＤＮＭＴ１表达显著降低（Ｐ＜００１），两给药组之间无
统计学意义（Ｐ＞００５）（图６）。

图６　丹红注射液对动脉粥样硬化小鼠主动脉
　　斑块内ＤＮＭＴ１表达的影响

　　注：Ａ各组小鼠主动脉斑块内 ＤＮＭＴ１表达，免疫组化
法染色，图片中棕色颗粒为阳性表达，黑箭头指示 Ａｓ斑块。
×２００倍。Ｂ基于免疫组化染色 ＩＰＰ图像分析结果显示的
统计图，ｎ＝１０，与模型组相比，Ｐ＜００１。

３　讨论
丹红注射液临床上广泛应用于动脉粥样硬化

（Ａｓ）性心脑血管疾病的治疗，具有抗炎、抗血栓、调
节血脂、抗凋亡和神经保护等药理作用。新近研究

发现ＤＮＡ甲基化是导致Ａｓ和脂代谢紊乱发生发展
的重要机制［７］。本实验发现，丹红注射液可降低血

脂和动脉粥样硬化指数（ＡＩ），减小 Ａｓ斑块面积，其
机制可能与降低主动脉斑块内 ＤＮＭＴ１表达有关。
我们的研究结果同样发现，丹红注射液可在不同程

度上改善高脂饮食喂养的 ＡｐｏＥ－／－小鼠的血脂水
平，并且明显降低 ＡＩ。此外，病理实验结果表明，丹
红注射液可明显降低Ａｓ小鼠的主动脉斑块面积，与
既往研究结果相一致［８］。

Ａｓ是一种由多个基因及环境因素相互作用所
致的常见复杂性疾病，其发病机制根本在于一系列

基因的功能或表达水平的改变。现有研究表明，

ＤＮＡ甲基化异常是Ａｓ发生发展的重要机制。Ｓｈａｒ
ｍａ等［９］用队列研究的方法研究了１３７例造影证实
的冠心病患者和１５０例健康人外周血淋巴细胞的基
因组甲基化水平，发现冠心病患者淋巴细胞基因组

甲基化水平明显高于健康人。Ｚａｉｎａ等［１０］高通量微

阵序列技术比较了人主动脉粥样硬化组织和正常主

动脉组织所有的基因甲基化水平，发现粥样硬化组

织许多基因位点呈高甲基化水平，并给出了粥样硬

化组织高甲基化基因位点图谱。我们的研究结果显

示，经ＨＰＬＣ法检测，丹红注射液可显著降低 Ａｓ小
鼠血清基因组 ＤＮＡ甲基化水平，经 ＥＬＩＳＡ法检测，
丹红注射液可显著降低 Ａｓ小鼠血清 ＤＮＭＴｓ水平，
说明干预ＤＮＡ甲基化可能是丹红注射液抗Ａｓ的作
用机制之一。

ＤＮＡ甲基化包括从头甲基化和维持甲基化 ２
种类型。催化和维持甲基化的酶被称为甲基化转移

酶（ＤＮＭＴ），主要包括 ＤＮＭＴ１，ＤＮＭＴ２，ＤＮＭＴ３三
种。ＤＮＭＴ１的作用主要是在 ＤＮＡ复制时维持甲基
化［１１］。ＤＮＭＴ３可以分为ＤＮＭＴ３Ａ，ＤＮＭＴ３Ｂ和ＤＮ
ＭＴ３Ｌ三种，ＤＮＭＴ３Ａ和 ＤＮＭＴ３Ｂ的作用主要是介
导ＤＮＡ的从头甲基化［１２］。基因新近研究表明，巨

噬细胞中的ＤＮＭＴ１被抑制可调控小鼠的慢性炎性
反应和Ａｓ的进展［３］。本研究结果显示，丹红注射液

可明显抑制高脂喂养１２周的 ＡｐｏＥ－／－小鼠主动脉
Ａｓ斑块内ＤＮＭＴ１的表达，说明 ＤＮＭＴ１可能是丹红
注射液抗Ａｓ甲基化机制的重要靶点。

综上所述，丹红注射液可明显降低Ａｓ小鼠血脂
水平，减少 Ａｓ斑块面积，发挥抗 Ａｓ作用，其机制可
能与降低 Ａｓ小鼠血清基因组甲基化水平和整体
ＤＮＭＴｓ水平和抑制 Ａｓ小鼠主动脉斑块 ＤＮＭＴ１表
达有关。
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５ＨＴ过度增高，则会损伤内皮功能，导致机体损
伤［５］。ＦｒｉｓｈｍａｎＷＨ［６］等人研究认为，心脏分布有
多种５ＨＴ受体，５ＨＴ对心脏有直接的作用，参与了
多种心血管疾病的发病。机体处于应激状态时，５
ＨＴ水平增高，进而引起多种心理和行为异常［７］。本

研究中模型组的血清５ＨＴ较正常组明显下降，这表
明应激损伤会消耗血清中的５ＨＴ，合并海马神经递
质生成不足，５ＨＴ递质系统的功能明显减退，故５
ＨＴ水平下降。对于应用参元丹干预的实验组与模
型组比较，参元丹干预后可显著提高抑郁大鼠海马

神经递质的生成并增强５ＨＴ递质系统功能，而同种
药物干预的高低剂量组间并无明显统计学意义。

抑郁症与一定程度的炎性反应激活相伴发生，

促炎性细胞因子升高已成为抑郁症的标志性现象。

抗抑郁药能够阻断临床上应用细胞因子免疫治疗的

患者出现的抑郁样症状［８］。ＴＮＦα属于前炎症细胞
因子，是一系列炎性反应中最早产生的细胞因子。

研究表明，心理性应激反应能使脑内情感调节区的

ＴＮＦα等促炎症性细胞因子浓度增加［９］。本研究结

果未观察到参元丹干预大鼠血清 ＴＮＦα浓度与模
型组的统计学意义，但参元丹高剂量组血清 ＴＮＦα
较各组明显下降，提示高剂量参元丹干预可能对

ＡＭＩ／抑郁大鼠的炎性反应有所调控。
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