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血脂康对动脉粥样硬化的预防作用

胡杨兮　赵仙先　荆清

　　【摘要】　目的：探讨血脂康对斑马鱼动脉粥样硬化的预防作用。　方法：以二甲基

亚砜为阴性对照，辛伐他汀为阳性对照，对斑马鱼脂代谢紊乱模型进行不同浓度的血脂

康处理，通过油红Ｏ染色、直接测量血脂、荧光显微镜拍照等方法评估血脂康对动脉粥样

硬化的预防作用。　结果：油红Ｏ染色显示血脂康１０μｇ／ｍＬ及以上浓度处理组中幼鱼

血管内脂质沉积显著减轻；脂质含量测定显示血脂康５μｇ／ｍＬ处理组幼鱼组织匀浆中各

类脂质成分明显降低；荧光显微镜活体观察发现血脂康２μｇ／ｍＬ及以上浓度处理组幼鱼

的中性粒细胞在血管内的募集受到显著抑制。　结论：血脂康通过降低血脂和抑制中性

粒细胞在血管内的募集，预防动脉粥样硬化。
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　　斑马鱼又名蓝条鱼、花条鱼、印度鱼，多生活于

中亚和南亚的热带地区。１９８４年美国科学家率先

对斑马鱼的发育和遗传进行研究。由于斑马鱼性

成熟周期短、产卵量大，十分适用于高通量在体筛

选研究，如用于新药开发、药理及毒理研究和病理

生理学研究。斑马鱼基因组已经测序完毕，其与人

类基因组高度同源。斑马鱼胚胎透明，可在显微镜

下直视观察，广泛用于组织发育、心血管和神经系

统疾病、肿瘤发生和转移、代谢病、炎症等研究领域。

血脂康是一种由红曲精制而成的中成药，含有

多种他汀类药物成分，被称为“天然他汀”，主要成

分是洛伐他汀及其同系物。他汀类药物的结构与

三羟基三甲基戊二酸单酰辅酶Ａ（ＨＭＧＣｏＡ）还原

酶相似，与其存在竞争性抑制作用，可以减少胆固

醇的合成，降低总胆固醇（ＴＣ）、低密度脂蛋白胆固

醇（ＬＤＬＣ）水平。有报道称，血脂康还具有降压、稳

定粥样斑块、改善内皮细胞功能的作用［１］。由于血
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脂康成分复杂，在体代谢转化则更为复杂，其预防

动脉粥样硬化的作用尚不完全清楚。本研究通过

观察血脂康对斑马鱼模型脂代谢、血管脂质沉积及

中性粒细胞募集的影响，探讨其对动脉粥样硬化的

作用机制。

１　材料和方法

１．１　模型构建

１．１．１　实验动物　本研究使用的血管内皮细胞及

中性粒细胞双荧光（Ｔｇ）品系斑马鱼，均由海军军医

大学附属长海医院提供。斑马鱼养殖设备和饲养

方法及相关实验操作均符合医院实验动物伦理委

员会规定。斑马鱼饲养于２８．５℃、ｐＨ＝７．０的循

环水系统（北京爱生科技发展有限公司）中，以昼

１４ｈ夜１０ｈ光照循环。胚胎发育过程中为阻止色

素形成，在培养水中加入０．００３％２苯硫脲（德国

Ｓｉｇｍａ公 司）。胚 胎 发 育 时 相 的 判 断 依 据

见文献［２］。

１．１．２　饲料及喂食　根据实验需要从受精后４ｄ开

始对幼鱼喂食不同饲料。普通饲料：常规饲料草履

虫［３］；高脂饲料：将蛋黄粉（北京索莱宝科技有限公

司）加入普通饲料中充分混匀后制成０．１％蛋黄液。

饲料共喂食２ｄ，每日３次，每４ｈ更换新配制的培养

水和饲料。在后续实验步骤中，以喂食高脂饲料的幼

鱼作为血管内脂代谢紊乱模型，并按照既往报道的方

法进行相应药物处理［４］。

１．２　实验动物分组及处理

１．２．１　药物及使用方法　辛伐他汀片购自杭州默

沙东制药有限公司，使用时研磨成粉末后溶解于二甲

基亚 砜 （ＤＭＳＯ，德 国 Ｓｉｇｍａ 公 司）中，形 成

０．５ｍｇ／ｍＬ储液。去除血脂康（北京北大维信生物科

技有限公司）胶囊外壳，将内容粉末溶解于ＤＭＳＯ

中，用漩涡振荡器充分振荡混合后形成１５ｇ／Ｌ储液，

－２０℃分装保存。以上储液中ＤＭＳＯ浓度≤０．５％

（Ｗ／Ｖ）。使用时根据实验需要将储液加入培养水中

形成不同浓度，对斑马鱼进行２４ｈ药浴。

１．２．１　实验动物分组　取洁净的１２孔板，将所构

建的动物模型随机平均分为１２组，逐孔移入１２孔

板中，每孔补充培养水至２ｍＬ。对照组：将作为阴

性对照的 ＤＭＳＯ储液加入培养水中，终浓度为

０．５％ （Ｗ／Ｖ）。辛伐他汀（处理）组：即阳性对照

组，将辛伐他汀储液加入培养水中，终浓度为

０．４ｍｇ／Ｌ。血脂康（处理）组：取不同体积的血脂康

储液分别加入相应处理组培养水中形成１、２、５、１０、

２０、４０、７５、１５０、３００、５００μｇ／ｍＬ浓度梯度。

１．３　油红Ｏ染色

斑马鱼体内脂肪用油红Ｏ染料（德国Ｓｉｇｍａ公

司）染色。将幼鱼用高浓度三卡因（ｔｒｉｃａｉｎｅ）安乐死

后，在４％多聚甲醛中固定２４ｈ，磷酸缓冲盐溶液

（ＰＢＳ）冲洗２次后用６０％异丙醇浸泡３０ｍｉｎ，０．３％

油红Ｏ工作液染色３ｈ，最后再用ＰＢＳ漂洗１次。

１．４　显微镜拍照

使用体式显微镜对油红Ｏ染色拍照。将斑马

鱼在甲基纤维素中固定，拍照时头部统一位于视野

左方，腹部位于视野下方。相同放大倍数的图片使

用相同的曝光时间、光圈等拍摄参数。

使用荧光体式显微镜对活体幼鱼进行拍照。

在Ｔｇ转基因鱼系中，红色荧光蛋白标记血管内皮

细胞，绿色荧光蛋白标记中性粒细胞。先将斑马鱼

用三卡因麻醉，在甲基纤维素中侧卧、固定，切换

红、绿滤光片并分别拍照。

１．５　血脂相对定量及中性粒细胞计数

油红Ｏ染色照片使用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件

（美国ＭｅｄｉａＣｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ公司）分析，测量躯干部５个

连续节段血管内累计光密度（ＩＯＤ），并以此作为血管

内脂质的相对定量参数。使用相同软件对活体幼鱼

照片中绿色荧光标记的中性粒细胞进行计数。

１．６　脂质水平检测

根据实验需要，将特定实验分组的３０条幼鱼用

高浓度三卡因安乐死后收集于１．５ｍＬ离心管，加入

１ｍＬＰＢＳ在冰上用超声匀浆器反复敲打，然后迅速

用４℃离心机６０００×犵离心１５ｓ，用０．４５μｍ孔径过

滤膜将组织匀浆液过滤，使用血浆ＴＣ、三酰甘油

（ＴＧ）、ＬＤＬＣ和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），按照说明书检测

脂质水平。

１．７　统计学分析

连续计量资料以均数±标准差表示。两组计

量资料经正态性检验后采用Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓ狋检验进行

比较；经方差齐性检验后多组计量资料之间的比较

采用ＡＮＯＶＡ分析。以犘＜０．０５为有统计学差异。

２　结果

２．１　血脂康减轻斑马鱼血管内脂质沉积

油红Ｏ染色显示在脂代谢紊乱斑马鱼模型中，

腹部主动脉及节间血管内有大量红染的脂质沉积；

辛伐他汀组血管内脂质沉积明显减少；在不同浓度

血脂康处理组中，血脂康≥１０μｇ／ｍＬ时也存在明

显的降脂效果，而血脂康≤５μｇ／ｍＬ时则不明显

（见图１、表１）。
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注：对照组高脂饮食后血管内有明显的脂质沉积，辛伐他汀组则明显减轻；在血脂康处理组，随着培养水中药物浓度的降低，血管内脂质沉积

增多

图１　各组斑马鱼血管内脂质沉积情况

表１　各组血管内累计光密度比较（狀均＝６）

分组 累计光密度（×１０５）

对照组 ５５．７８±１２．７２

辛伐他汀组 ８．８０±３．１１（１）

血脂康５００μｇ／ｍＬ组 ６．３５±６．７５（１）

血脂康３００μｇ／ｍＬ组 ５．０４±３．４５（１）

血脂康１５０μｇ／ｍＬ组 １０．５８±１１．０６（１）

血脂康７５μｇ／ｍＬ组 ３０．８３±９．８４（１）（２）

血脂康４０μｇ／ｍＬ组 ４４．６５±１５．９８（１）（２）

血脂康２０μｇ／ｍＬ组 ２８．８３±１０．９７（１）（２）

血脂康１０μｇ／ｍＬ组 ３６．３７±１８．３８（１）（２）

血脂康５μｇ／ｍＬ组 ３８．０２±１５．６８（２）

血脂康２μｇ／ｍＬ组 ４９．５５±２９．０８（２）

血脂康１μｇ／ｍＬ组 ５０．０５±１８．１９（２）

　注：与对照组比较，（１）犘均＜０．０５；与辛伐他汀组比较，（２）犘均＜

０．０５

２．２　血脂康降低斑马鱼组织脂质水平

为了解血脂康对幼鱼体内各脂质成分的具体

影响，我们针对血脂康５μｇ／ｍＬ组斑马鱼全组织匀

浆液中脂质成分进行检测（见表２）。与对照组相

比，血脂康５μｇ／ｍＬ组ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ水平均明显

降低，而ＨＤＬＣ水平明显升高。

２．３　血脂康抑制血管内中性粒细胞募集

相比普通饮食组，高脂饮食组斑马鱼中性粒细

胞在腹部血管募集更为显著（见图２）。在对照组

中，中性粒细胞散在分布于腹主动脉；在药物处理

组中，血管内中性粒细胞明显减少（见图３），随着血

脂康水平下降，血管内中性粒细胞数量增多。当血

脂康≤２μｇ／ｍＬ时，血管内中性粒细胞的募集与对

照组差异无统计学意义（见表３）。

表２　两组幼鱼组织匀浆脂质成分的比较（狀均＝６）／犿犿狅犾·犔－１

　　　分组 ＴＣ ＴＧ ＬＤＬＣ ＨＤＬＣ

对照组 ５３．３９±７．５３ ４．３４±０．４５ ２２．９４±０．６５ １．６３±０．４２

血脂康５μｇ／ｍＬ组 １９．８０±４．６９（１） １．３２±０．２４（２） １５．３１±１．２４（２） ４．２４±０．６３（１）

　　注：与对照组比较，（１）犘＜０．０１，（２）犘＜０．００１

注：ｅＧＦＰ为中性粒细胞；ｄｓＲｅｄ为血管内皮细胞

图２　高脂饮食诱导斑马鱼的中性粒细胞在血管聚集
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图３　血脂康抑制中性粒细胞在血管的聚集

表３　各组血管内中性粒细胞计数比较（狀均＝６）

分组 中性粒细胞／个

对照组 １３３．３３±４３．２

辛伐他汀组 ２１．１７±２６．８６（１）

血脂康５００μｇ／ｍＬ组 ９．６７±１０．７０（１）

血脂康３００μｇ／ｍＬ组 １３．５０±５．９９（１）

血脂康１５０μｇ／ｍＬ组 １０．６７±６．４４（１）

血脂康７５μｇ／ｍＬ组 ２２．００±１８．４９（１）

血脂康４０μｇ／ｍＬ组 ３６．８３±２５．３１（１）

血脂康２０μｇ／ｍＬ组 ７０．８３±４０．１３（１）（２）

血脂康１０μｇ／ｍＬ组 １１４．００±５６．２４（２）

血脂康５μｇ／ｍＬ组 ８０．６７±４９．００（１）（２）

血脂康２μｇ／ｍＬ组 ８８．００±５１．５１（２）

血脂康１μｇ／ｍＬ组 ９８．６７±４５．８９（２）

　　注：与对照组比较，（１）犘均＜０．０５；与辛伐他汀组比较，（２）犘均＜

０．０５

３　讨论

血脂康除活血、化淤、降脂外，还有化浊、健脾、

消食等功效，因其疗效确切，不良反应少，广泛用于

高脂血症、动脉粥样硬化、高血压、冠状动脉粥样硬

化性心脏病、肾病综合征的预防和治疗［５］。血脂康

成分复杂，除含有他汀类药物的降脂成分外，还有

多元不饱和脂肪酸如棕榈酸、亚油酸、油酸和硬脂

酸等［６］。这些多元不饱和脂肪酸被机体吸收后，

ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ和极低密度脂蛋白胆固醇水平均

可降低，而 ＨＤＬＣ升高，具有良好的血脂清除作

用［７］。本研究结果与上述研究一致，显示血脂康对

斑马鱼模型也存在强力的降脂作用，其作用可能是

一方面减少脂质的内源性运输，一方面增加脂质由

外周组织向肝脏的转运，进而促进其分解代谢。此

外，血脂康所含的植物甾醇能减少肠道对胆固醇的

吸收，异黄酮能增加胆固醇７α羟化酶的合成以促

进胆固醇代谢［８］。

在动脉粥样硬化早期病变中，血管内中性粒细

胞在内皮下大量募集，释放多种细胞因子、炎性介

质，引起局部炎性反应；进而诱导单核巨噬细胞进

入，吞噬氧化型低密度脂蛋白形成泡沫细胞，促进

脂质条纹生成，并且能进一步激活巨噬细胞，加重

动脉病变。多项临床研究发现，在晚期动脉粥样硬

化斑块中，中性粒细胞的数量、活性与急性冠脉综

合征、不稳定斑块破裂、血栓形成等心血管事件的

发生率呈正相关［９１０］。血脂康通过抑制中性粒细胞

募集或阻碍其中间过程，对这些疾病发挥一定治疗

作用［１１］。在斑马鱼早期的动脉粥样硬化模型中，芥

菜籽［１２］、大黄酚［４］等中药及其提取物可抗中性粒细

胞募集，发挥抗动脉粥样硬化的作用。血脂康可能

也对中性粒细胞募集有抑制作用，本研究在斑马鱼

高脂模型上证实了这一假设。

本研究还存在一些不足。首先，成鱼实验周期

长，不适用于大规模、高通量实验；幼鱼周期短、成

本低，但体量微小且各器官发育尚在早期阶段，难

以进行血检验、切片等实验。因此，本研究仅测量

幼鱼整体组织匀浆脂质水平，未进一步确认早期动

脉粥样斑块的形成。其次，无法精确定量每一条幼

鱼的进食、消耗和排泄。在实验中我们定时在显微

镜下观察幼鱼发育和进食的情况，及时舍弃不健康

或不进食的幼鱼，但仍无法完全消除个体差异对实

验结果的影响。
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