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Aliskiren单用及联用氟伐他汀对动脉粥样硬化斑块稳定性的影响 *
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摘要 目的：观察和比较肾素抑制剂 aliskiren单用或与氟伐他汀(fluvastatin)联用对动脉粥样硬化斑块稳定性的影响。方法：选择 4

周龄雄性 ApoE-/-小鼠通过喂以高脂饮食 8周建立动脉粥样硬化模型，将其随机分为 5组：模型对照组、aliskiren组、肼屈嗪组、氟

伐他汀组、aliskiren与氟伐他汀联合用药组，所有组别均治疗 12周。取主动脉根部组织评估斑块面积(HE染色)、斑块内新生血管

数量(CD31染色)及斑块稳定性指标(胶原蛋白染色、弹力纤维染色、Mac-3染色、MCP-1染色)。结果：与模型对照组比较，aliskiren

单用显著降低动脉粥样硬化斑块面积，减少斑块内新生血管数量以及巨噬细胞浸润、炎症因子表达，增加斑块内弹力纤维及胶原

蛋白含量(P<0.05或 P<0.01)。与 aliskiren单用组比较，aliskiren与氟伐他汀联用进一步降低斑块面积，改善斑块的稳定性(P<0.05
或 P<0.01)。与 aliskiren组比较，肼屈嗪组降压幅度相似（P>0.05）。与模型对照组比较，肼屈嗪没有明显抑制斑块进展以及改善斑
块的稳定性（P>0.05）。结论：Aliskiren能够抑制动脉粥样硬化斑块的进展，减少斑块内新生血管形成，改善斑块的稳定性，而其与
氟伐他汀联用的治疗效果更佳。
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Effects of Aliskiren Alone and in Combination with Fluvastatin on the
Stability of Atherosclerotic Plaque*

To investigate the effects of renin inhibitor aliskiren alone or in combination with fluvastatin on the stability

of atherosclerotic plaque. Four-wk-old ApoE-/- mice were fed a high-fat diet until 12 weeks, and the mice were randomly as-

signed to one of five groups, including model group, hydralazine group, aliskiren group, fluvastatin group, aliskiren and fluvastatin com-

bined group, for an additional 12 weeks. Plaque area (HE staining), number of neovascularization (CD31 staining) and plaque stability

(collagen staining, elastic fiber staining, Mac-3 staining and MCP-1 staining) were assessed from aortic root tissue. Compared

with the model control group, aliskiren alone significantly reduced atherosclerotic plaque area, decreased the number of neovasculariza-

tion (CD31 staining), macrophage infiltration and expression of inflammatory factors (MCP-1 staining), and increased the content of elastic

fibers and collagen in the plaque (P<0.05 or P<0.01). Compared with aliskiren group, aliskiren combined with fluvastatin group further
decreased the plaque area and improved the stability of atherosclerotic plaque (P<0.05 or P<0.01). Compared with aliskiren group, hy-
dralazine group had a similar extent of lowering systolic blood pressure (P>0.05). Compared with model control group, hydralazine did
not significantly inhibit plaque progression or improve plaque stability (P>0.05). Aliskiren can inhibit the development of

atherosclerotic plaque, reduce plaque neovessel formation and improve the stability of atherosclerotic plaque. Combination of aliskiren

and fluvastatin may have a better therapeutic effect in atherosclerosis-based diseases.
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Note: BW: body weight; SBP: systolic blood pressure; TCh: total cholesterol; **P<0.01, compared with the control group, n=8.

前言

肾素 -血管紧张素系统 (renin-angiotensin system，RAS)在

动脉粥样硬化为基础的心血管疾病的发生和发展中起重要作

用[1,2]。血管紧张素 II(angiotensin II，Ang II)是 RAS系统中的主

要生物活性成分。Ang II与血管紧张素 II受体 1( angiotensin II

type 1 receptor，AT1R)结合，诱导反应氧族产生，刺激粘附分子和

化学因子的表达，导致内皮细胞功能障碍，炎症细胞聚集，脂质

沉积和血管平滑肌细胞增生，从而促进动脉粥样硬化的发展[3,4]。

研究表明血管紧张素抑制剂及血管紧张素受体拮抗剂类药物

具有减少心肌梗死、脑卒中和充血性心力衰竭等作用 [5-7]。

Aliskiren是近年来研制的一种直接肾素抑制剂，可通过抑制血

浆肾素活性，明显降低血浆及组织中血管紧张素Ⅱ水平，从源

头上阻断 RAS系统的激活，具有抗动脉粥样硬化的作用[3,8]。

我们前期研究发现[9]aliskiren能降低晚期动脉粥样硬化斑

块内新生血管形成，抑制斑块内炎症反应和细胞外基质的降

解，改善斑块的稳定性，抑制动脉粥样硬化斑块的进展。他汀是

预防和治疗动脉粥样硬化的一线药物 [10]，具有抗动脉粥样硬

化、改善内皮功能、抗炎等作用[11,12]。本研究旨在探讨 aliskiren

单用或联合小剂量氟伐他汀对降低动脉粥样硬化斑块内新生

血管形成及稳定斑块的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 动物及饲料 ApoE-/-小鼠，雄性，4周龄，共 40只，购于

日本 SLC公司(松浜，日本)。高脂饲料(含 21%脂肪和 0.15%胆

固醇)购于日本 SLC公司(松浜，日本)。饲养场所：日本名古屋

大学动物实验中心。饲养环境：温度 20-25℃、相对湿度

30-60％、每日光照时间 12 h，自由饮水和食物。

1.1.2 药物及试剂 anti-Mac-3 抗体 (550292，美国 BD

Pharmingen公司)；anti-CD31抗体(550274，美国 BD Pharmingen

公司)，anti-MCP-1 抗体 (NBP2-22115，美国 Novus Biologicals

公司)。免疫组化试剂盒(VECTASTAIN Elite ABC kit, PK-6104，

美国 Vector公司)，浓缩型 DAB试剂盒(ImmPACTTMDAB kit，

SK-4105，美国 Vector公司)。肼屈嗪组(美国 Sigma-Aldrich公

司)、aliskiren(诺华制药公司赠送)、氟伐他汀组(诺华制药公司

赠送)。血清胆固醇检测试剂盒 (日本Wako Pure Chemical In-

dustries)。

1.1.3 实验仪器 显微镜与照相系统(日本 Nikon公司)，高速

低温离心机(美国 Beckman公司)，石蜡包埋机(德国莱卡 Leica

EG1160)，Softron智能无创血压计(BP-98A，东京)，实验室用去

离子水机 (美国Millipore公司)。

1.2 方法

1.2.1 AS小鼠模型的建立与分组 所有 ApoE-/-小鼠进行标

准化饲养，高脂 (21%脂肪和 0.15%胆固醇)喂养 8周，建立 AS

模型[13]。将小鼠随机分成 5组，每组 8只：模型对照组、肼屈嗪

组(25 mg/kg/day，灌胃给药)、aliskiren组(25 mg/kg/day，通过皮

下微泵给药)、氟伐他汀组(3 mg/kg/day，灌胃给药)、联合用药组

(aliskiren 25 mg/kg/day，氟伐他汀 25 mg/kg/day)，均继续高脂喂

养 12周。

1.2.2 小鼠血压测定 实验结束时测量血压，使用 Softron智

能无创血压计 BP-98A(东京)进行测量。每只小鼠测量 3次，取

3次结果的平均值作为最终结果。

1.2.3 检测指标 治疗 12周后，用 5%戊巴比妥钠 50 mg/kg

腹腔麻醉，小鼠心脏采血，4℃下离心 3000 rpm离心 15 min，分

离血清，检测血清胆固醇。取主动脉弓至主动脉根部区域，标

本经 4％甲醛溶液固定，常规行石蜡包埋，从主动脉根部起始

连续切片，制备 4 滋m厚连续切片，行 HE染色。采用图象分析

软件(BZ8000 analysis，美国 Keyence公司)，分析主动脉根部横

断面内膜面积(Intima area)，中膜面积(medial area)，内膜中膜面

积比值(Intima media ratio, I/M Ratio)；另取石蜡切片行弹力纤

维染色(EVG染色)、胶原蛋白染色(PSR染色)，具体步骤参见已

发表论文[9]。另取石蜡切片行免疫组化染色，采用 ABC法，按试

剂盒说明进行操作，以 DAB显色，胞膜或胞浆出现棕黄色颗粒

为阳性。染色后的组织切片用计算机影像处理和图象分析软件

(BZ8000 analysis，美国 Keyence公司)进行光密度分析。

1.3 统计学方法

所有实验数据采用 SPSS18.0软件进行统计学分析，结果

用均值± 标准误(x± SEM)表示，以方差分析和 t检验比较各组

均数间的差异性。以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组小鼠收缩压、血脂水平的比较

治疗 12周后，与模型组(Control)比较，aliskiren组、肼屈嗪

组和联合用药组的收缩压均明显降低(P<0.01)；但 aliskiren组、

肼屈嗪组和联合用药组之间血压无明显差异(P>0.05)。模型组、
aliskiren组、氟伐他汀组、肼屈嗪组、联合用药组体重及血浆总

胆固醇之间无明显差异(P>0.05)，见表 1。

表 1各组小鼠治疗 12周后体重、收缩压、血浆总胆固醇水平的比较

Table 1 Comparison of the body weight, systolic blood pressure, plasma total cholesterol level between mice from different groups

after treatment for 12 weeks

Parameters Control Hydralazine Aliskiren Fluvastatin Aliskiren+Fluvastatin

BW(g) 42.8± 1.1 41.2± 1.6 40.7± 2.6 40.8± 2.4 39.0± 2.2

SBP (mmHg) 105± 3 81± 3** 79± 4** 102± 2 80± 3**

TCh(mg/dL) 1242± 77 1138± 81 1140± 78 1083± 82 1103± 141

2.2 各组小鼠动脉粥样硬化斑块面积的比较

HE 染色结果显示模型组主动脉根部内膜明显增厚

(0.603± 0.037 mm2)，内膜 /中膜面积比(Intima/media ration)达

2.04± 0.17。与模型组比较，aliskiren组、氟伐他汀组、aliskiren+
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氟伐他汀联合用药组的内膜面积、内膜 /中膜面积比明显降低

(P<0.01)。与 aliskiren单用组比较，联合用药组斑块面积进一步

降低(P<0.05)。与模型组比较，肼屈嗪组对斑块面积无明显影响
(P>0.05)。见图 1。

2.3 各组小鼠斑块巨噬细胞浸润及炎症因子表达的比较

免疫组化染色和半定量分析显示模型组的斑块中有大量

巨噬细胞浸润和MCP-1表达。与模型组比较，aliskiren、氟伐他

汀、aliskiren+氟伐他汀联合用药均显著降低斑块内巨噬细胞

浸润以及MCP-1的表达(P<0.01)。与 aliskiren单用组比较，联

合用药组进一步降低斑块内巨噬细胞浸润及炎症因子表达(P
值分别为 <0.01和 <0.05)。与模型组比较，肼屈嗪组的炎症指标

无明显差异(P>0.05)。见图 2。

图 1 各组小鼠动脉粥样硬化斑块面积的比较

Fig.1 Comparison of the atherosclerotic plaque area in the aortic roots between mice from different groups

Note: Data were expressed as x± SEM, n=8. **P<0.01, compared with control group; #P<0.05, ##P<0.01, compared with aliskiren group.
a, atheroma; m, media. Scale bar: 100 滋m.

图 2 各组小鼠斑块内巨噬细胞浸润及炎症因子表达的比较

Fig.2 Comparison of the macrophage infiltration and MCP-1 expression in the atherosclerotic plaque among different groups

Note: Data were expressed as x± SEM, n=8. **P<0.01, compared with control group; #P<0.05, ##P<0.01, compared with aliskiren group.
a, atheroma; m, media. Scale bar: 100 滋m.

2203· ·



现代生物医学进展 biomed.cnjournals . com Progress inModern Biomedicine Vol.19 NO.12 JUN.2019

2.4 各组主动脉根部斑块内 CD31表达的比较

治疗 12周后，模型组斑块内有较多的新生血管形成 (密

度：18.3± 1.5/mm2)。与模型组比较，aliskiren组、氟伐他汀组、

aliskiren+氟伐他汀联合用药组均显示较低的新生血管密度(分

别为 9.7± 06，8.2± 1.2，4.7± 0.4/mm2，P<0.01)。与 aliskiren 单

药组比较，联合用药进一步降低斑块内新生血管形成(P<0.01)。
与模型组比较，肼屈嗪组的斑块内新生血管密度无明显差别

(P>0.05)。见图 3。

图 3 各组小鼠主动脉根部斑块内微血管密度的比较

Fig.3 Comparison of the neovessel density in the atherosclerotic plaques among different groups

Note: Data are expressed as x± SEM, n=7. *P<0.01, compared with control group; ##P<0.01, compared with aliskiren group.
a, atheroma; m, media. Scale bar: 100 滋m.

2.5 各组主动脉根部斑块内胶原蛋白和纤维蛋白表达的比较

胶原蛋白染色和弹力纤维染色结果显示：与模型组比较，

aliskiren、氟伐他汀、aliskiren+氟伐他汀联合用药均显著提高主

动脉根部斑块内胶原蛋白和纤维蛋白的含量 (P<0.05或 P<0.01)。
与 aliskiren单用组比较，aliskiren+氟伐他汀合用可以进一步提

高斑块内胶原蛋白和弹力纤维的含量(P<0.01)。与模型组比较，
肼屈嗪组的斑块内胶原蛋白和纤维蛋白的含量均无明显改变

(P>0.05)，见图 4。

3 讨论

RAS系统在动脉粥样硬化的发生发展中起重要作用。多项

临床研究已证实 ACEI及 ARB具有抑制动脉粥样硬化，降低

心血管死亡风险的作用 [1,14-16]。作为新型的 RAS系统抑制剂，

aliskiren通过抑制血浆肾素活性，降低血浆及组织中 Ang II水

平，从源头上阻断 RAS系统的激活[17]，具有抗动脉粥样硬化的

广阔前景。Hong Lu 等 [17] 用不同浓度的 aliskiren(2.5，25，50

mg/kg/day)治疗 LDL受体缺陷小鼠 12周，结果显示不同浓度

的 alikiren均能显著降低主动脉弓及主动脉根部的斑块面积。

Imanish等发现 [18]aliskiren不仅明显抑制兔动脉粥样硬化斑块

的进展，并且显著改善内皮细胞功能，促进 NO的产生。与既往

研究结果相似，我们研究也证实 aliskiren可以显著抑制小鼠动

脉粥样硬化斑块的进展，且 aliskiren抑制动脉粥样硬化斑块进

展的同时，改善斑块内成分，增加斑块的稳定性，而 aliskiren与

氟伐他汀联和用药不但显著降低斑块面积，而且进一步改善了

斑块的稳定性。值得注意的是，虽然肼屈嗪组与 aliskiren组虽

然降压幅度相似，但肼屈嗪没有明显抑制斑块进展以及改善斑

块的稳定性，提示 aliskiren对动脉粥样硬化的保护作用可能独

立于降血压作用。

动脉粥样硬化不稳定斑块的特点是具有薄的纤维帽、较大

的脂质池、高水平炎症细胞和炎症介质、低水平胶原蛋白和平

滑肌细胞等[19,20]。敲除血管紧张素 II受体 1a(angiotensin II type

1 receptor，AT1Ra) 可以显著抑制小鼠动脉粥样硬化斑块的破

裂[19]，提示 RAS系统与斑块稳定性密切相关。本研究结果显示

aliskiren显著降低斑块内巨噬细胞浸润及炎症因子的表达，增

加斑块内细胞外基质蛋白(胶原蛋白及弹力纤维)的含量，提示

aliskiren可能通过改善斑块内成分，增加斑块的稳定性。既往动

物实验显示动脉粥样硬化斑块进展和斑块内新生血管的形成

密切相关[21,22]。当血管发生动脉粥样硬化时，血管壁滋养血管网

变得更加密集，并向血管中层及内膜下发展，斑块内部新生血

管形成。新生血管不仅能促进斑块内炎症细胞的浸润，还能诱

导斑块内部出血、斑块破损，斑块的易损性增加[22,23]。Molton等

学者[21]用血管新生抑制剂对 ApoE-/-小鼠进行研究，结果显示血

管新生抑制剂 Endostatin和 TNP-470显著降低斑块内新生血

管的形成以及斑块面积，提示新生血管可能是诱发动脉粥样硬

化斑块进展的主要致病机理。斑块内新生的血管数量成为判断

斑块是否稳定的一项重要因素，减少斑块内的血管新生成为治
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图 4 各组小鼠斑块内胶原蛋白和纤维蛋白表达的比较

Fig.4 Comparison of the collagen and elastin content in the atherosclerotic plaques among different groups

Note: Data were expressed as x± SEM, n=8. *P<0.05, **P<0.01, compared with control group; ##P<0.01, compared with aliskiren group.
a, atheroma; m, media. Scale bar: 100 滋m.

疗动脉粥样硬化的新靶点。本研究结果显示 aliskiren可以显著

减少斑块内新生血管形成，提示 aliskiren可能部分通过抑制斑

块内新生血管形成改善斑块的稳定性。

他汀作为一种安全有效的降脂药物，目前已广泛应用于临

床，是治疗动脉粥样硬化性疾病的首选药物，在冠心病的一、二

级预防中发挥了重要作用[24-27]。除了对血脂的调节作用,他汀类

药物还有抗炎症反应、抗氧化应激、减轻血管内皮损伤等多种

心血管保护作用 [24]。Li 等 [28] 研究显示小剂量氟伐他汀

(3mg/kg/day)虽然对血胆固醇无明显影响，但可以降低动脉粥

样硬化斑块的面积和斑块内脂质沉积，其作用可能通过抑制炎

症和细胞间粘附分子的表达相关。进一步研究显示小剂量缬沙

坦(0.1 mg/kg/day)或者更低剂量的氟伐他汀(1 mg/kg/day)单独

使用均无降低动脉粥样硬化斑块的作用，但两者合用却可以显

著降低动脉粥样斑块的进展，提示 RAS系统抑制剂和他汀类

药物在抗动脉粥样硬化性疾病中可能起协同治疗作用[28,29]。本

研究结果显示与 aliskiren单用组比较，aliskiren联合小剂量氟

伐他汀可以进一步减低斑块面积、降低斑块内炎症细胞浸润和

新生血管形成、增加斑块内细胞外基质蛋白(胶原蛋白及弹力

纤维)的含量，显著改善斑块的稳定性。既往研究显示他汀治疗

会增加胰岛素抵抗和增加 2型糖尿病的发病风险，而 RAS抑

制剂可以改善胰岛素抵抗，与他汀联合用药可以发挥协同治疗

作用[30,31]。

综上所述，Aliskiren能够抑制动脉粥样硬化斑块的进展，

减少斑块内新生血管形成，改善斑块的稳定性，而其与氟伐他

汀联用的治疗效果更佳。
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