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人参皂苷 oe对球囊损伤大鼠血管内膜增殖及 qdcJβNLpmads信号通路=
的影响=
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摘= =要：目的= =探讨人参皂苷 oe（dpJoe）对球囊损伤后大鼠颈动脉内膜增殖及 qdcJβNLpmads信号通路的影响。方法= = RM
只清洁级 pa大鼠随机分为 R组：假手术组，模型组，dpJoe低、中、高剂量（NOKR、ORKM、RMKM=mgLkg）组。除假手术组外，

其余组大鼠均采用 Oc球囊导管建立颈动脉球囊损伤模型，造模后次日开始 ág给药，连续给药 NQ= d后取损伤段颈动脉，行

eb染色，观察血管形态学改变，用 ieáca光学显微镜测定血管腔面积（iA）、内膜面积（fA）、中膜面积（jA），并计算 fALjA。
利用 oeal= táme= oqJmCo法、免疫组织化学法分别检测转化生长因子 βN（qdcJβ1）、pmadO、pmadP的 mokA表达及蛋白水

平的变化。结果= =与假手术组比较，模型组血管腔变窄（m＜MKMN）；与模型组比较，dpJoe中、高剂量组血管内膜增生减轻

（m＜MKMR、MKMN）。与假手术组比较，模型组血管壁 qdcJβN、pmadO、pmadP=mokA水平及其蛋白表达均增高（m＜MKMN）；
与模型组比较，dpJoe中、高剂量组血管壁 qdcJβ1、pmadO、pmadP=mokA水平下调，蛋白表达量也降低（m＜MKMR）。此

外，dpJoe 低剂量组血管壁 qdcJβN= mokA 水平及 éJpmadO 蛋白的表达也下调（m＜MKMN）。结论= = dpJoe 可通过抑制

qdcJβNLpmads通路发挥抑制血管内膜增殖的作用。=
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动脉粥样硬化（atherosclerosás，Ap）导致病

变动脉管腔逐渐狭窄而出现心肌缺血甚至心肌梗

死，严重威胁人类生命健康。目前经皮冠状动脉

介入（éercutaneous= coronary= ánterventáon，mCf）
技术广泛应用于临床治疗冠心病，但术后均会发

生不同程度的再狭窄（restenosás，op），远期疗

效不佳xNz。现已明确，血管内膜增殖是 Ap及 mCf
术后 op的主要病变基础xOz。在血管急性损伤的早

期阶段，因受到炎症因子刺激和血栓形成的影响，

会引起转化生长因子Jβ1（qdcJβN）、血小板源性

生长因子（madc）等释放。pmad（small=mother=
agaánst=decaéentaélegác）蛋白是 qdcJβ1 信号通路

中重要的细胞内作用底物，qdcJβNLpmads信号通

路在细胞的分化、生长、增殖、凋亡、迁移，免

疫应答，以及炎症反应中均发挥着重要作用xPz。

且大量研究表明，qdcJβN与动脉粥样硬化斑块的

形成、mCf术后血管 op以及血管壁损伤后修复有

关，这些生物学效应与 qdcJβNLpmads 通路关系

密切xQz。人参皂苷 oe（gánsenosáde= oe，dpJoe）
是人参皂苷的一个重要活性成分，主要存在于人

参叶、浆果和根中，前期研究发现 dpJoe对球囊

损伤所致血管内膜增殖具有抑制作用xRz，本实验

进 一 步 探 讨 其 抗 血 管 内 膜 增 殖 过 程 中 对

qdcJβNLpmads信号通路的影响。=
N= =材料=
NKN= =药品与试剂=

dpJoe（北京奥明兴业科技有限责任公司，质

量分数 VRB，OMNQNMMN）；okA逆转录试剂盒（宝

生物工程大连有限公司）；兔抗大鼠 qdcJβN、兔抗

大鼠 éJpmadO、兔抗大鼠 éJpmadP（北京博奥森生

物技术有限公司）；sé 法试剂盒（北京中杉金桥公

司）：qdcJβN、pmadO、pmadP 引物（上海捷瑞生

物工程有限公司）。=
NKO= =仪器=

cogarty导管（美国= bdwards=láfescáence公司）；

ieáca 光学显微 镜及照 相系统 （德国 ieáca=
jácrosystems= 公司）；_áoJoad= CcuVS= oealJtáme=
oqJmCo扩增仪和_áoJoad=ájark通用酶标仪均购于

美国 _áoJrad公司。=
NKP= =动物=

清洁级雄性 pa大鼠，体质量 PMM～PRM= g，由

中国人民解放军第四军医大学实验动物中心提供，

许可证号 pCuh（军）OMNOJMMMT。=

O= =方法=
OKN= =模型制备=

参照文献报道方法xSz制备大鼠颈总动脉球囊损

伤模型。术前禁食 NO=h，áé=TB水合氯醛 PRM=mgLkg
麻醉动物。颈部正中切口，在气管左侧分离出左颈

总动脉，在左胸锁乳突肌乳突端寻找左颈外、颈内

动脉分叉处，靠近分叉处分离颈外动脉，双结结扎

颈外动脉远心端。夹闭颈总动脉近心端和颈内动

脉，用显微外科剪在颈外动脉远心端 NLP处 QR度剪

开一小口，自此逆行将 cogarty 导管从切口插入至

颈总动脉约 P～Q=cm，以生理盐水 MKMR～MKNM=mi充

盈球囊缓慢往回抽拉，来回 P 次剥脱内膜，将

cogarty导管取出，用细线结扎颈外动脉近心端，松

开动脉夹，恢复血流，缝合切口。并皮下注射 Q×
NMQ= r 注射用青霉素钠预防感染。造模后即刻随机

取 N只大鼠自股静脉注入 MKRB（O= miLkg）的伊文

思蓝染液，N= h 后取颈总动脉观察，正常血管面不

染色，内皮损伤后的血管腔染蓝色。=
OKO= =分组与给药=

RM只 pa大鼠随机分为 R组，即假手术组，模

型组，dpJoe低、中、高剂量（NOKR、OR、RM=mgLkg）
组。假手术组大鼠只进行颈总动脉的分离，不行球

囊损伤术，其他组大鼠行球囊损伤术，其余操作相

同。术后第 O 天 dpJoe 各组大鼠 ág 给予 dpJoe，
假手术组和模型组大鼠 ág给予相同体积的蒸馏水，

每天 N次，连续给药 NQ=d，末次给药 OQ=h后 áé=TB
水合氯醛（PRM=mgLkg）麻醉大鼠，然后迅速取出左

颈总动脉，用生理盐水洗净后分成 P段，中间部分

置于 QB甲醛溶液固定 OQ=h后石蜡包埋，余下组织

于−UM=℃冰箱保存。=
OKP= = eb染色观察动脉内膜损伤情况=

将石蜡包埋的标本进行 eb 染色，在 ieáca 光
学显微镜下进行形态学观察并拍照。利用 cellpens=
ptandard 专业分析软件测量血管腔面积（iA）、内

弹力板围绕面积（ fbiA）、外弹力板围绕面积

（bbiA），计算内膜面积（fA）和中膜面积（jA），
其中 fA＝fbiA－iA，jA＝bbiA－fbiA，每个样

本切片 P张，分别测量后取平均值，并计算 fALjA。=
OKQ= = oealJtime= oqJmCo 检测动脉 qdcJβN、
pmadO、pmadP=mokA的表达=
OKQKN= = qrázol 法提取颈总动脉 mokA= =取冷冻标本

置于预先加入 qrázol液 MKR=mi的 NKR=mi=bm管中，

电动研磨棒充分匀浆至组织完全裂解，加入氯仿 MKN=
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mi，Q=℃，NR=OTU×g离心 NR=mán，取上清，加

入与上清液等体积的异丙醇，摇匀，静置 O= h，
Q=℃，NR=OTU×g离心 NR=mán，弃上清，控干，加

TRB乙醇进行洗涤，Q=℃，R=VSU×g离心 R=mán，
弃上清，控干，加入适量 abmC 水溶解，最后测

吸光度值。=
OKQKO= =逆转录反应= =按照逆转录试剂盒的说明书

进行。NM=μi逆转录反应体系，包括 R×mrámepcráée=
qj=_uffer=OKM=μi，mrámepcráée=qjoq=bnzyme=jáx=N=
MKR= μi，llágod= q= mrámer（RM= μmolLi）MKR= μi，
oandomS=mers（NMM=μmolLi）MKR=μi和 mokA= SKR=

μi；反应条件为 PT=℃、NR=mán，UR=℃、R=s，得到

的 cakA备用。=
OKQKP= = oealJtáme=oqJmCo实验= =将 án=pv_o=dreen=
puéermáx=TKR=μi、abmC水 Q=μi、正向和反向引物

共 MKR=μi混匀后，取 U=μi与逆转录产物 cakA=O=μi
构成 NM=μi反应体系；反应条件为 VR=℃、P=mán，
VR=℃、NM=s，SM=℃、QR=s；循环 QM次。以 Ct值为

统计参数，以 O−ΔΔCt表示基因表达量，以目的基因

的表达量/内参基因的表达量为目的基因相对表达

量。从基因库（dene_ank）查出相关引物序列。相

关基因序列见表 N。

表 N= =引物序列=
qable=N= =pequences=for=primers=

基因= 基因号= 引物序列=
βJactán= kj_MPNNQQKO= 正向= R’JddAdAqqACqdCCCqddCqCCqAJP’=

反向= R’JdACqCAqCdqACqCCqdCqqdCqdJP’=
qdcJβ1= kj_MONRTUKO= 正向= R’JCAqqdCqdqCCCdqdCAdAJP’=

反向= R’JAddqAACdCCAddAAqqdqqdCqAJP’=
pmadO= kj_MNVNVNKN= 正向= R’JqqACAdAqCCAqCdAACqCddAdAJP’=

反向= R’JCACqqAddCACqCddCAAACACJP’=
pmadP= kj_MNPMVRKO= 正向= R’JCCAdAqdAACCACAdCAqddAJP’=

反向= R’JCqACqdqCAqddACddCqdqdAAJP’=
=
OKR= = 免疫组织化学法检测 qdcJβN、pJpmadO、
pJpmadP蛋白表达=

将石蜡切片脱蜡至水，MKPB= tráton= uJNMM破膜

OM=mán，MKMNB柠檬酸盐缓冲液（ée=SKM）S=mán×O
次，每次间隔补足液体，防止干片，用微波炉进行

热抗原修复，m_p 冲洗（P 次×R= mán），PB= eOlO
避光室温孵育 NR=mán，灭活内源性过氧化物酶，m_p
冲洗（P×R= mán）。参照 sé法免疫组化检测试剂盒

说明书操作，滴加试剂 A常温孵育 NR=mán，弃去滴

加一抗（qdcJβN、éJpmadO、éJpmadP）PT=℃孵育

P=h，阴性对照用 m_p代替一抗，m_p冲洗（P次×

R=mán），滴加试剂 _，PT=℃孵育 NR=mán，m_p冲洗

（P次×R= mán），滴加试剂 C，PT=℃孵育 NR= mán，
m_p冲洗（P次×R=mán），aA_显色、苏木精复染、

分化、脱水、封片，每张切片选择 R个高倍视野（×

QMM），分别计数血管内膜和中膜的正常细胞和

éJpmadO、éJpmadP 阳性细胞（细胞核内含棕黄和

（或）褐色颗粒的细胞）数量，计算 éJpmadO、éJpmadP
的阳性细胞率（阳性细胞数/细胞总数）；采用

fmageJmro=mlus图像分析软件测量qdcJβN的积分光

密度值及血管内膜和中膜总面积，以积分光密度值

与总面积的比值为 qdcJβN 的阳性表达量。每组 R

只大鼠。=
OKS= =统计学处理=

定量资料以 ±x s表示，采用 pmpp=NUKM软件进

行录入和单因素方差分析，进一步两两差异比较采

用 pkh法。=
P= =结果=
PKN= =颈总动脉内膜形态改变=

由 eb 染色结果（图 N）可见，假手术组内膜

光滑，无增厚现象；与假手术组比较，模型组血管

内膜明显增厚，管腔狭窄，fA 及 fALjA 分别增加

OOKOQ 倍和 NQKVR 倍（m＜MKMN）；与模型组比较，

dpJoe中、高剂量组内膜厚度降低，使管腔面积增

大，中剂量组 fA及 fALjA均轻度下降（m＜MKMR）。
dpJoe 高剂量组 fA 及 fALjA 分别下降 SNKNVB和

QSKRQB（m＜MKMN），见表 O。=
PKO= =颈总动脉 qdcJβN、pmadO、pmadP=mokA的

表达=
与假手术组比较，模型组颈总动脉 qdcJβN、

pmadO、pmadP=mokA的表达分别升高 PKQT、PKTO、
QKUU倍（m＜MKMN）。与模型组比较，dpJoe中、高

剂量组颈总动脉 qdcJβN、pmadO、pmadP= mokA
的表达均有下调（m＜MKMN），见表 P。=
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=

= =
= = = = = = = =假手术= = = = = = = = = = = = = = = = = =模型= = = = = = = = = = = = = = = = dpJoe=NOKR=mg·kg−N= = = = = = = = = = = dpJoe=ORKM=mg·kg−N= = = = = = = = = dpJoe=RMKM=mg·kg−N= = =

图 N= = dpJoe对球囊损伤大鼠颈动脉形态学的影响=
cigK=N= = bffect=of=dinsenosides=oe=on=morphologic=change=of=carotid=artery=in=rats=after=ballon=injury=

表 O= = dpJoe对球囊损伤大鼠血管内膜 iA、fA、jA和 fALjA的影响= E x±sI=n===RF=
qable=O= = bffect=of=ginsenoside=oe=on=iAI=fAI=jAI=and fALjA=of=carotid=artery=in=rats=after=ballon=injury=E x±sI=n===RF=
组别= 剂量LEmg·kg−NF= LA/μmO= IA/μmO= MA/μmO= fALjA=

假手术= —= PVV=TTOKVV±OR=TVSKNQ= NR=VRQKUR±= O=MTNKSQ= NSQ=NMPKSV±= V=QSTKON= MKNM±MKMN=
模型= —= NNO=MTRKQU±OU=MNVKQMGG= PRM=QORKSS±SM=PSTKTUGG= ONV=UUVKTS±NN=OOMKTV= NKSR±MKOPGG=
dpJoe= NOKR= NPQ=NSTKTN±NO=UUPKNU= OTP=TTQKSP±ON=SUMKRS= OMM=MVVKQT±NQ=URVKQP= NKPV±MKNP=
= ORKM= ONP=PROKPN±OQ=ORTKPR@= NVU=QMRKTR±PS=NNRKUR@= OMR=PVQKVM±= T=PMMKVO= MKVU±MKOM@=
= RMKM= OMS=UPOKTN±QQ=ORTKTN@= NQM=UOPKSU±QO=SPRKQU@@= NTT=PUSKSU±= V=QNMKUU= MKTU±MKOP@@=

与假手术组比较：GGm＜MKMN；与模型组比较：@m＜MKMR= = @@m＜MKMN，下表同=
GGm=Y=MKMN=vs=pham=grouéX=@m=Y=MKMR= = @@m=Y=MKMN=vs=model=grouéI=same=as=below=tables= =

表 P= = dpJoe对球囊损伤大鼠颈总动脉 qdcJβN、pmadO和 pmadP=mokA表达的影响= E x±sI=n===UF=
qable=P= = bffect=of=ginsenoside=oe=on=mokA=expression=of=qdcJβ1I= pmadOI= and=pmadP=of= carotid=artery=in=rats=after=ballon=
injury=E x±sI=n===UF=

组别= 剂量LEmg·kg−NF= qdcJβ1= pmadO= pmadP=
假手术= —= MKPV±MKNQ= MKMV±MKMP= MKMV±MKMP=
模型= —= NKVM±MKNUGG= MKPS±MKMNGG= MKPO±MKMPGG=
dpJoe= NOKR= NKNT±MKNV@@= MKOR±MKMQ= MKOQ±MKMQ=

= ORKM= NKMU±MKNN@@= MKON±MKMO@@= MKNV±MKMO@@=
= RMKM= MKUS±MKOO@@= MKNN±MKMO@@= MKNO±MKMO@@=

=
PKP= =颈总动脉 qdcJβN、pJpmadO、pJpmadP蛋白

表达=
qdcJβ1 主要表达于细胞浆，可见成片棕褐色

区域；éJpmadO主要表达于细胞核，有棕黄和（或）

褐色颗粒的细胞为 éJpmadO 阳性表达细胞；

éJpmadP 主要表达于细胞核和细胞浆。结果显示，

模型组血管内膜及中膜均有 qdcJβ1、éJpmadO、
éJpmadP 阳性表达细胞，且表达主要集中在新生内

膜，在模型组 qdcJβ1 及其下游蛋白 éJpmadO、
éJpmadP 的蛋白表达趋势一致，均较假手术组显著

增加（m＜MKMN），而 dpJoe中、高剂量组与模型组

相比，qdcJβ1、éJpmadO、éJpmadP 蛋白表达均明

显减少（m＜MKMN）。结果见图 O和 P。=
Q= =讨论=

mCf 是目前临床治疗 Ap 的主要手段之一，但

术后会发生不同程度的 op。本实验采用经典的球

囊损伤模型模拟血管再狭窄，eb 染色结果显示，

血管内膜增殖模型制作成功，dpJoe中、高剂量组

血管增殖明显减轻，提示 dpJoe对球囊损伤大鼠血

管平滑肌增殖具有抑制作用，可减轻血管内膜增

殖，这与之前的研究结果一致xRz。=
qdcJβ 家族在细胞生长、分化、迁移、凋亡，

炎症，血管损伤中的调控作用早有文献报道xTJUz。过

多的 qdcJβ 活化能够促进多种疾病的产生和发展，

包括癌症、血管疾病及多种器官的渐进性纤维化等。=
pmad家族是最早被证实的 qdcJβ1 下游因子，

目前，在哺乳动物分离鉴定出的 pmad蛋白有 V种，

分别用 pmadN～V表示，其中 pmadO、pmadP可被

qdcJβ1 激活，作为 qdcJβ1 受体（TβRI）激酶的直

接底物，活化后与通用介体型 pmadQ形成复合物转=
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= =
= = = = = = = =假手术= = = = = = = = = = = = = = = = = =模型= = = = = = = = = = = = = = = = dpJoe=NOKR=mg·kg−N= = = = = = = = = = = dpJoe=ORKM=mg·kg−N= = = = = = = = = dpJoe=RMKM=mg·kg−N= = =

AJqdcJβ1= = _JéJpmadO= = CJéJpmadP=

图 O= =免疫组化检测球囊损伤大鼠颈总动脉 qdcJβN、pJpmadO、pJpmadP蛋白表达=
cigK=O= =mrotein=expression=of=qdcJβ1I=pJpmadOI=and=pJpmadP=of=carotid=artery=in=rats=after=ballon=injury=by=immunohistochemistry=
=

= = = = = = = = =
=

=
与假手术组比较：GGm＜MKMN；与模型组比较：@m＜MKMR= = @@m＜MKMN=

GGm=Y=MKMN=vs=pham=grouéX=@m=Y=MKMR= = @@m=Y=MKMN=vs=model=groué=

图 P= = dpJoe对球囊损伤大鼠颈总动脉 qdcJβN、pJpmadO、pJpmadP蛋白表达的影响= E x±sI=n===RF=
cigK=P= =bffect=of=ginsenosides=oe=on=protein= expression=of=qdcJβ1I=pJpmadOI=and=pJpmadP=of=carotid=artery= in=rats=after=ballon=
injury=E x±sI=n===RF=

移至细胞核内，从而调控靶基因转录xVz。在粥样硬

化斑块和血管再狭窄的部位，qdcJβ 和 pmad 基

因表达及活性明显增高并延续至细胞外基质形成

的全过程xNMz。qdcJβ1 通过 pmad蛋白信号转导刺

激血管平滑肌细胞的增殖、迁移及纤连蛋白的合

成，导致细胞外基质沉积，加重血管内膜增殖的

发生xNNJNOz。在本实验中，qdcJβ1 的基因及蛋白表

达在球囊损伤模型组中均增加，其下游基因pmadO、
pmadP及磷酸化蛋白水平也明显上调，采用的免疫

组化染色方法，确定了 qdcJβ1/Smads 信号通路蛋

白主要表达于新生内膜处，印证了该通路对内膜增

殖的促进作用。而与模型组相比，dpJoe高、中剂

量可降低球囊损伤大鼠血管壁 qdcJβ1 的表达，对

pmadO、pmadP 及其磷酸化水平也有下调作用，表

明 dpJoe可通过抑制 qdcJβ1/Smads 通路发挥抑制

血管平滑肌增殖的作用。=
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