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　　［摘要］　目的　研究氯沙坦对大鼠动脉粥样硬化的影响。方法　Ｗｉｓｔａｒ雄性大鼠３０只，随机分为正常对照组、动脉粥
样硬化模型组和氯沙坦治疗组，正常组喂基础饲料，模型组以高脂饲料＋维生素Ｄ３＋动脉内膜球囊损伤术建立动脉粥样硬化

模型，治疗组同法造模后加氯沙坦治疗。喂养９０ｄ后，比较各组间血脂水平、血钙水平、胸主动脉形态学改变、巨噬细胞和α平

滑肌肌动蛋白免疫组织化学结果、血浆和胸主动脉血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）水平。分析病变部位的ＡｎｇⅡ水平与相应的内膜厚

度的相关性。结果　与对照组相比，模型组和治疗组总胆固醇（ＴＣ）、三酰甘油（ＴＧ）、低密度脂蛋白胆固醇（ＬＤＬＣ）、血钙水
平均升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；模型组与对照组相比，内膜厚度增厚，中层厚度变薄（Ｐ＜０．０１）；治疗组与模型组相

比，内膜厚度变薄，中层厚度变厚（Ｐ＜０．０１）。对照组ＣＤ６８阴性，模型组强阳性，治疗组为弱阳性；模型组斑块表面只有很薄

的一层α平滑肌肌动蛋白阳性，中层明显萎缩；治疗组内膜及中层均有较厚的α平滑肌肌动蛋白阳性。血浆 ＡｎｇⅡ水平在３
组间无差别；胸主动脉组织中的ＡｎｇⅡ水平在模型组及治疗组均较对照组升高（Ｐ＜０．０１），治疗组较模型组降低（Ｐ＜０．０５）。

主动脉粥样硬化病变中ＡｎｇⅡ水平与相应的内膜厚度呈正相关。结论　氯沙坦有抗动脉粥样硬化作用。
　　［关键词］　氯沙坦；动脉粥样硬化；血管紧张素Ⅱ
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１１，３２（１２）：１２８６１２９０］

　　肾素血管紧张素醛固酮系统（ＲＡＡＳ）参与动

脉粥样硬化（ＡＳ）的病理过程，特别是血管紧张素Ⅱ
（ＡｎｇⅡ）起重要作用，因而应用血管紧张素Ⅱ受体

拮抗剂作为抗ＡＳ药物的研究得到广泛关注。氯沙

坦作为上市时间最长的血管紧张素Ⅱ受体拮抗剂，

是否具有抗动脉粥样硬化作用，具体机制如何，国内

外报道各不相同［１５］；本研究通过已成功建立的大鼠

ＡＳ模型［６］，来研究氯沙坦是否具有抗 ＡＳ作用。已

有报道的机制探讨多从与 ＡＳ相关的细胞因子出

发，如转化生长因子β和肿瘤坏死因子等
［３］，而这些

细胞因子仅是 ＡＳ发生过程中的一环，结果有一定

的片面性；本研究从氯沙坦的主要作用机制、ＡｎｇⅡ
受体拮抗剂的源头———ＡｎｇⅡ出发，观察动脉粥样

硬化模型与ＡｎｇⅡ的关系，来探讨氯沙坦可能的抗

动脉粥样硬化机制。

１　材料和方法

１．１　实验动物　健康纯种的 Ｗｉｓｔａｒ雄性大鼠３０
只，体质量２００ｇ左右（３～４月龄），由第二军医大学

实验动物中心提供。

１．２　动物分组与模型制备　大鼠自由饮水，室温：

１９～２３℃，自然采光。动物饲养在带不锈钢盖底的

塑料笼内，每笼２只，染色编号。大鼠随机分为３
组，每组１０只。（１）正常对照组：喂基础饲料。（２）

动脉粥样硬化模型组：喂高脂饲料（２％胆固醇、

０．５％胆酸钠、３％猪油、０．２％丙基硫氧嘧啶、９４．３％
的基础饲料，由第二军医大学实验动物中心提供）＋
维生素Ｄ３粉剂（上海化学试剂公司）１．２５×１０６Ｕ／

ｋｇ，同时于右下肢肌内注射维生素Ｄ３针剂（上海第

九制药厂）３０×１０４Ｕ／ｋｇ，每隔３０ｄ重复１次。于第７
天行大鼠胸腹主动脉内膜球囊损伤术（参照球囊损伤

的常规方法［７］），戊巴比妥钠３０ｍｇ／ｋｇ腹腔麻醉，分

离暴露左颈主动脉，结扎远心端，插入ＡＱＵＡＴ３１．５Ｆ
球囊（Ｃｏｒｄｉｓ），进入８ｃｍ后，注入０．２ｍｌ生理盐水充

盈球囊，手感到一定阻力后回拉约４～５ｃｍ，放水后再

进入８ｃｍ，注水充盈、回拉、放水，反复３次，拔出球

囊，结扎近心端。（３）氯沙坦治疗组：饲料、口服及肌

内注射维生素Ｄ３、球囊损伤手术等处理均同模型组；

饮水中加入氯沙坦（美国默克制药公司），按每只大鼠

每日饮水２０ｍｌ，每日氯沙坦用量２０ｍｇ／ｋｇ）。所有大

鼠均饲养９０ｄ后取标本检测。

１．３　血液和动脉标本的采集　９０ｄ后，各组大鼠在

取血前均禁食过夜，大鼠戊巴比妥钠３０ｍｇ／ｋｇ腹腔

麻醉后，分离暴露腹主动脉，在肾动脉分叉处下方，

剪开腹主动脉，插入穿刺针，以注射器采集动脉血，

不抗凝，予３０００ｒ／ｍｉｎ（离心半径１６ｃｍ）×１５ｍｉｎ
离心，分离出血清，取１ｍｌ用于检测血脂和血钙；剪

下胸主动脉，胸主动脉下段约１ｃｍ立即用１０％中性

甲醛溶液固定，用于常规形态学和免疫组织化学

检查。

１．４　血脂和血钙的检测　ＡｂｂｏｔｔＡｅｒｏｓｅｔＴＭ生化分

析仪（美国雅培公司）检测总胆固醇（ＴＣ）、三酰甘油

（ＴＧ）、高密度脂蛋白胆固醇（ＨＤＬＣ）、低密度脂蛋

白胆固醇（ＬＤＬＣ）和血钙水平。

１．５　病理学观察

１．５．１　形态学观察　石蜡包埋，连续切片，切片固

定于载玻片上，ＨＥ染色，光镜观察，利用 ＨＰＬＡＳ

１０００型图像分析系统检测内膜、中层厚度。

１．５．２　巨噬细胞和α平滑肌肌动蛋白免疫组织化学

检测　采用微波 ＥｎＶｉｓｉｏｎ法［８］，应用小鼠抗大鼠

ＣＤ６８单克隆抗体（ＮｅｏＭａｒｋｅｒｓ公司）和α平滑肌肌动

蛋白单克隆抗体（武汉博士德公司）为一抗鉴定巨噬

细胞和平滑肌细胞，ＥｎＶｉｓｉｏｎ复合物（Ｄａｋｏ公司）为二

抗，常规ＤＡＢＨ２Ｏ２显色，苏木精复染。

１．６　血浆及血管组织的 ＡｎｇⅡ放射免疫分析　按

ＡｎｇⅡ放射免疫分析测定试剂盒（北京北方生物技

术研究所）说明书进行。

１．７　统计学处理　数据用珚ｘ±ｓ表示，利用ＳＰＳＳ
１０．０统计软件行方差分析，各组间两两比较用ＳＮＫ
法。血管组织的ＡｎｇⅡ水平与相应的内膜厚度的相

关性采用直线相关分析。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　一般状况　实验过程中共有６只大鼠死亡，其

中对照组未死亡，模型组死亡４只，治疗组死亡２
只。每组均取６只进行后续检测。

２．２　血脂和血钙浓度的变化　血脂和血钙变化见

表１，经方差分析，与对照组相比，模型组和治疗组
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ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ和血钙均升高，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０１），各组间 ＨＤＬＣ差异无统计学意义。治

疗组与模型组相比，两组间的血脂及血钙差异无统

计学意义（Ｐ＞０．０５）。

表１　各组大鼠血脂和血钙水平的变化

Ｔａｂ１　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｓｅｒｕｍｌｉｐｉｄｓｉｎｒａｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
ｎ＝６，珚ｘ±ｓ，ｃＢ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｇｒｏｕｐ ＴＣ ＴＧ ＨＤＬＣ ＬＤＬＣ Ｃａｌｃｉｕｍ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ２．４９±０．２０ ０．８４±０．３８ ０．９８±０．２２ １．１３±０．４８ ２．４５±０．５１

Ｍｏｄｅｌ １６．３４±４．３９ ２．９３±０．４５ １．１４±０．３５ １３．４６±３．５５ ３．９７±０．９１

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ １５．９４±４．２０ ２．８９±０．４１ ０．９６±０．５０ １３．４９±３．２７ ３．９９±０．８６

　ＴＣ：Ｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ；ＴＧ：Ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ；ＨＤＬＣ：Ｈｉｇｈｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ；ＬＤＬＣ：Ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ．
Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．３　胸主动脉病理变化　由 ＨＥ染色图片可见，

对照组主动脉管腔呈圆形，内膜、中层和外膜分界清

楚，管腔面由单层内皮细胞覆盖，光镜下见内皮细胞

完整，中层主要见有梭形的平滑肌细胞；外膜较薄，

为疏松结缔组织（图１Ａ）。模型组的主动脉病变部

位内皮细胞脱落，内膜增厚，斑块表面纤维帽薄，突

出的斑块内含有坏死物质，平滑肌细胞减少，纤维组

织增生伴片状、点状钙化，中层明显萎缩，呈较典型

的成熟动脉粥样硬化斑块（图１Ｂ）。治疗组主动脉

病变部位内皮细胞脱落，内膜增厚，局部管壁向管腔

内突出，内含平滑肌细胞及少量泡沫细胞，中层无明

显萎缩（图１Ｃ）。

２．４　胸主动脉内膜、中层厚度的变化　如图１Ｄ所

示，模型组与对照组相比，内膜厚度明显增厚，中层

厚度明显变薄，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。治

疗组与模型组相比，内膜厚度明显变薄，中层厚度明

显变厚，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

２．５　胸主动脉巨噬细胞免疫组化检测　用特异性

巨噬细胞抗体ＣＤ６８抗体为一抗，可见对照组阴性，

模型组为强阳性，治疗组为弱阳性（图２）。

２．６　胸主动脉α平滑肌肌动蛋白免疫组化检

测　用特异性平滑肌抗体α平滑肌肌动蛋白抗体为

一抗，可见对照组基本正常（图３Ａ）；模型组斑块表

面只有很薄的一层α平滑肌肌动蛋白阳性，中层明

显萎缩（图３Ｂ）；治疗组内膜及中膜均有较厚的α平

滑肌肌动蛋白阳性（图３Ｃ）。

２．７　各组血浆及胸主动脉组织的 ＡｎｇⅡ水平　由

表２可见，血浆ＡｎｇⅡ水平在３组间差异无统计学

意义；胸主动脉组织中的ＡｎｇⅡ水平在模型组及治

疗组均较对照组升高（Ｐ＜０．０１），治疗组较模型组

降低（Ｐ＜０．０５）。

２．８　胸主动脉组织的ＡｎｇⅡ水平与相应的内膜厚

度相关分析　直线相关分析结果表明，大鼠主动脉

粥样硬化病变中ＡｎｇⅡ水平与相应的内膜厚度密切

相关（ｒ＝０．９５２，Ｐ＜０．０１，图４）。

３　讨　论

　　给予大鼠高脂饲料＋维生素Ｄ负荷＋局部球

囊损伤动脉可形成与人类 ＡＳ相似的较成熟的 ＡＳ
斑块模型［６］。本实验利用该方法建立了大鼠ＡＳ模

型，以此研究氯沙坦的抗 ＡＳ作用。实验结果发现

模型组的主动脉壁内皮细胞脱落，内膜增厚，斑块表

面纤维帽很薄，突出的斑块内含有大量的泡沫细胞、

少量平滑肌细胞，深部为坏死物质，内含胞外脂质，

伴片状、点状钙化，巨噬细胞免疫组织化学强阳性，

α平滑肌肌动蛋白免疫组织化学显示中层明显萎

缩，呈较典型的成熟动脉粥样硬化斑块。与模型组

相比，氯沙坦治疗组的主动脉病变部位内膜增厚程

度明显减轻，巨噬细胞减少，内膜及中层均有较强的

α平滑肌肌动蛋白阳性。这说明氯沙坦可能通过减

少炎症细胞———巨噬细胞，抑制平滑肌细胞的移行，

从而起到较好的抗 ＡＳ作用。治疗组与模型组相

比，两组间的血脂（ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ、ＨＤＬＣ）差异无

统计学意义，提示氯沙坦不影响血脂，进而说明氯沙

坦不是通过降低血脂而发挥抗ＡＳ作用的。

　　各种致ＡＳ因素使血管局部各主要炎性细胞中

ＲＡＡＳ活性增加，如氧化型ＬＤＬＣ可攻击 ＡＣＥ基

因，在局部血管壁内产生ＡｎｇⅡ［９１０］，ＡｎｇⅡ能刺激

心肌成纤维细胞增生，诱导其Ⅰ、Ⅲ型胶原 ｍＲＮＡ
表达及蛋白分泌增多［１１］；ＡｎｇⅡ能促进心肌细胞凋

亡、内皮细胞凋亡，刺激血管平滑肌细胞增生，并分

泌多种细胞因子（血小板源性生长因子、碱性成纤维
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细胞生长因子、胰岛素样生长因子、转化生长因子β
和内皮素），并使血管平滑肌细胞膜上这些生长因子

受体表达增加，进而加速 ＡＳ的形成。氯沙坦是血

管紧张素Ⅱ受体拮抗剂，鲁辛等［１２］以氯沙坦预处理

ＡｎｇⅡ损伤的ＲＩＮｍ细胞，结果发现氯沙坦能够拮

抗ＡｎｇⅡ的作用，对细胞起到保护作用。

图１　各组大鼠胸主动脉的ＨＥ染色图和内膜、中层厚度

Ｆｉｇ１　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓａｎｄｔｈｉｃｋｎｅｓｓｏｆｉｎｔｉｍａａｎｄｍｅｄｉａｏｆｔｈｏｒａｃｉｃａｏｒｔａｏｆｒａｔｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００（ＡＣ）．Ｄ：Ｔｈｉｃｋｎｅｓｓｏｆｉｎｔｉｍａａｎｄｍｅｄｉａ．Ｐ＜０．０１

ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

图２　各组大鼠胸主动脉的ＣＤ６８免疫组化染色

Ｆｉｇ２　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＣＤ６８ｉｎｔｈｏｒａｃｉｃａｏｒｔａｏｆｒａｔｓ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图３　各组大鼠胸主动脉的α平滑肌肌动蛋白免疫组化染色

Ｆｉｇ３　Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆαｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎｉｎｔｈｏｒａｃｉｃａｏｒｔａｏｆｒａｔｓ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

表２　各组血浆及胸主动脉组织的ＡｎｇⅡ水平

Ｔａｂ２　ＡｎｇⅡｉｎｔｈｏｒａｃｉｃａｏｒｔａｔｉｓｓｕｅ

ａｎｄｐｌａｓｍａｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ Ｐｌａｓｍａ
ρＢ／（ｐｇ·ｍｌ－１）

Ｔｈｏｒａｃｉｃａｏｒｔａ
（ｐｇ·ｍｇ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ １４６．４±２５．８ ４５４．３±４０．１

Ｍｏｄｅｌ １３８．４±１９．３ ９３５．８±１００．７

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ １４３．５±２５．０ ７０７．８±３１．０△

　Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

图４　胸主动脉ＡｎｇⅡ与内膜厚度相关关系散点图

Ｆｉｇ４　ＳｃａｔｔｅｒｄｉａｇｒａｍｆｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＡｎｇⅡ
ｏｆｔｈｏｒａｃｉｃａｏｒｔａａｎｄｔｈｉｃｋｎｅｓｓｏｆｉｎｔｉｍａ
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　　本实验为了观察氯沙坦对动脉粥样硬化大鼠的

作用及机制，以放射免疫分析法测定了各组血浆和

胸主动脉的ＡｎｇⅡ水平，分析发现模型组及氯沙坦

治疗组均较对照组明显升高，氯沙坦治疗组较模型

组降低。将胸主动脉的ＡｎｇⅡ水平与内膜厚度进行

相关分析，证实两者具有正相关性。临床上常以内

膜厚度值作为 ＡＳ严重程度指标，因而说明 ＡｎｇⅡ
水平与ＡＳ严重程度相关。氯沙坦通过拮抗血管紧

张素Ⅱ受体，减少血管组织中的ＡｎｇⅡ水平起到抗

动脉粥样硬化作用。

　　本研究发现血浆ＡｎｇⅡ水平在３组间无差别，

而胸主动脉组织中的ＡｎｇⅡ水平变化明显，氯沙坦

治疗组较模型组降低。胸主动脉组织中的变化与

Ｋｏｂｏｒｉ等［１３］和Ｃｏｎｔｅ等［１４］研究结果相似；但Ｋｏｂｏ

ｒｉ等［１３］研究发现应用奥美沙坦治疗 ＡｎｇⅡ诱发的

高血压大鼠，１２ｄ后检测血浆中的ＡｎｇⅡ水平明显

升高，与本研究结果不同。另Ｉｃｈｉｋａｗａ等［１５］研究发

现长期（６～１２个月）应用奥美沙坦治疗的高血压患

者，血浆ＡｎｇⅡ水平降低，且随着时间延长，降低程

度愈加明显。为何应用血管紧张素Ⅱ受体拮抗剂后

血浆ＡｎｇⅡ水平有如此不同的变化，可能有以下原

因：（１）用药时间长短的不同导致，具体机制有待于

进一步研究；（２）与ＲＡＡＳ的分泌特点有关，ＲＡＡＳ
以自分泌或旁分泌形式发挥作用，并通过血液循环

作用于其他器官，因此血循环与组织中ＲＡＡＳ的含

量有明显差别。Ｃａｍｐｂｅｌｌ等［１６］应用血管紧张素转换

酶抑制剂对高血压大鼠进行降压时，发现循环中的

ＡｎｇⅡ水平治疗前后无变化，但仍能发挥降压作用，进

一步研究发现高血压大鼠的心脏、肾脏等组织中的

ＡｎｇⅡ水平明显下降，这也从侧面证明了ＲＡＡＳ可以

自分泌或旁分泌形式在局部组织中起作用。

　　综上所述，本研究结果显示氯沙坦具有抗 ＡＳ
的作用，这种作用可能是通过减少炎症细胞———巨

噬细胞、抑制平滑肌细胞的移行、降低胸主动脉组织

中的ＡｎｇⅡ水平等途径来实现的。
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