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摘要 目的：明确葛根素（Pur）对小鼠动脉粥样硬化斑块稳定性的治疗作用及其潜在机制。方法：用高脂饮食喂养成年小鼠诱导动

脉粥样硬化模型，将小鼠分为 Con组，ApoE-/-组，ApoE-/-+ Pur组。采用 HE染色分别检测各组小鼠中动脉粥样硬化斑块面积，免疫

荧光染色检测斑块中MMP2的阳性区域面积。用 50 滋g/mL ox-LDL干预巨噬细胞诱导动脉粥样硬化细胞模型，并用 Ad-sh-Sirt3

干扰 Sirt3表达，将细胞分为 Con组、ox-LDL组、ox-LDL+Pur组、ox-LDL+Pur+Ad-sh-Sirt3组。Western-blot检测 Sirt3表达含量，

TUNEL法检测巨噬细胞凋亡。结果：动物水平，与 Con组相比，ApoE-/-组小鼠出现了显著的动脉粥样硬化斑块，ApoE-/-组小鼠

MMP2阳性区域面积显著高于 Con组（P<0.05）；Pur处理后，ApoE-/-+ Pur组动脉粥样硬化斑块面积明显低于 ApoE-/-组（P<0.05），
MMP2的阳性区域面积显著低于 ApoE-/-组（P<0.05）。细胞水平，Western结果显示，与对照组相比，ox-LDL组 Sirt3表达量显著降

低（P<0.05），ox-LDL+Pur组 Sirt3表达水平显著高于 ox-LDL组（P<0.05）。相比于 Con组，ox-LDL组巨噬细胞凋亡水平显著升高

（P<0.05）；给予 Pur处理后，相比于单纯 ox-LDL组，ox-LDL+Pur组巨噬细胞的凋亡水平显著降低（P<0.05）。Ad-sh-Sirt3处理消除
了葛根素对于巨噬细胞凋亡的抑制作用（P<0.05）。结论：外源性 Pur可能通过激活 Sirt3表达，进一步降低巨噬细胞凋亡水平，减

少巨噬细胞的浸润，增加动脉粥样硬化斑块稳定性。
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Study on the Mechanism of Puerarin in Preventing the Progression of
Atherosclerosis*

To clarify the therapeutic effect of Puerarin (Pur) on stability of atherosclerotic plaques and its underlying

mechanism. High-fat-diet was used to induce atherosclerosis model, the mice were divided into Con group, ApoE-/- group and

ApoE-/-+Pur group. The plaque area was measured by HE staining, the positive area of MMP2 in plaques were detected by immunofluo-

rescence staining. In vitro, 50 滋g/mL ox-LDL was used to simulate atherosclerosis and Ad-sh-Sirt3 was used to inhibit Sirt3 expression.

Cells were divided into Con group, ox-LDL group, ox-LDL + Pur group, ox-LDL + Pur + Ad-sh-Sirt3 group. Western-blot was used to

detect the expression of Sirt3. The level of apoptosis in macrophages was detected by TUNEL assay. Compared with the Con

group, the mice in the ApoE-/- group showed significant atherosclerotic plaques, the positive area of MMP2 in ApoE-/- mice were signifi-

cantly higher than Con group (P<0.05). The plaque area and the positive area of MMP2 in ApoE-/- mice were significantly higher than

ApoE-/-+Pur group (P<0.05). In cell level, western blot showed that compared with Con group, the expression of Sirt3 in ox-LDL group

was significantly reduced (P<0.05). Treatment with Pur significantly increased the expression of Sirt3 compared with ox-LDL group

(P<0.05). Furthermore, compared with the Con group, the level of macrophage apoptosis with ox-LDL administration was significantly

increased (P<0.05), and Pur administration significantly reduced the apoptosis levels of cells compared with ox-LDL group (P<0.05).
Pur effectively reduced the level of macrophage apoptosis and the infiltration of macrophages, increased the stability of

atherosclerotic plaques by activating Sirt3 expression.
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前言

动脉粥样硬化在发展中国家是导致死亡和致残的主要原

因[1]。随着肥胖和 2型糖尿病患病人数不断增多，动脉粥样硬化

的发病率也在不断上升[2]。动脉粥样硬化引起的临床疾病最常

见的是冠心病，例如不稳定心绞痛、急性心肌梗死、缺血性脑卒

中和急性心源性猝死 [2,3]。探讨动脉粥样硬化的发病机制，提

出针对性的干预策略，对冠心病的治疗具有重要意义。

葛根素（puerarin，Pur）为传统中药葛根及粉葛的主要药效

成分之一，具有典型的雌激素样生物学活性，具有抗心肌纤维

化损伤、舒张血管、抗动脉钙化及粥样硬化、促血管新生、改善

微血流、抗血小板凝集、降脂、抗糖尿病等作用[4]，但是葛根素是

否可以增加动脉粥样硬化斑块稳定性，以及是否通过减少巨噬

细胞浸润进而增加动脉粥样硬化斑块稳定性及其具体机制尚

不得而知。本研究通过建立动脉粥样硬化动物和细胞模型，观

察葛根素对于动脉粥样硬化斑块稳定性的影响，并探寻其具体

机制。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 动物 SPF级野生型 C57BL小鼠 10只，鼠龄 6-8周龄，

体重 20-25 g，购自常州卡文斯模式动物中心,雄性 ApoE-/-小鼠

20只，鼠龄 6-8周龄，体重 20-25 g，购自北京维通利华有限公

司。高脂饲料购自北京维通利华有限公司，主要成分包括 15 %

脂肪，1.25 %胆固醇，0.2 %胆酸盐。

1.1.2 试剂 巨噬细胞 RAW264.7 购自美国 ATCC 公司；

Puerarin (批号：P0043，纯度≥ 97%)购自上海纯优生物科技有

限公司；ox-LDL购自广州益源生物科技有限公司；Sirt3抗体、

GAPDH抗体均购自美国 CST公司；二抗购自西安壮志生物公

司；TUNEL试剂盒购自美国罗氏公司；小鼠麻醉所用异氟烷购

自中国河北一品公司；Bio-Rad成像系统购自美国伯乐公司。

1.2 方法

1.2.1 小鼠动脉粥样硬化模型的建立 SPF级野生型 C57BL

小鼠 10只，鼠龄 8周龄，体重 20-25g，购自常州卡文斯模式动

物中心。将 20只 8周龄 ApoE-/-小鼠随机分配为 2组，即动脉

粥样硬化组（ApoE-/-）和动脉粥样硬化 +Pur组（ApoE-/-+Pur），每

组 10只。参考相关文献，在以上各组小鼠 8周龄时，进行高脂

饮食喂养 16周以构建动脉粥样硬化模型[5]。其中，ApoE-/-+Pur

组给予 300 mg/kg·d Pur灌胃，连续给药 4周[6]。继续高脂喂养

12周以诱导动脉粥样硬化。所有小鼠均自由进食饮水。持续监

测小鼠血脂水平，12周后分离小鼠主动脉，通过 HE染色观察

动脉内膜面是否形成斑块进行模型验证。

1.2.2 巨噬细胞的培养和诱导泡沫细胞形成 巨噬细胞

RAW264.7给予含 50 g/mL的 ox-LDL干预 +10% FBS的培养

基培养 24 h 诱导巨噬细胞变成泡沫细胞；对于治疗

（ox-LDL+Pur）组，先给与 100 g/mLPur作用 1h后，加入 50 g/mL

ox-LDL干预 24 h[7]。

1.2.3 HE 染色检测 ApoE-/- 小鼠中动脉粥样硬化斑块面积

将石蜡切片脱蜡至水，按照说明书操作步骤，苏木素染细胞核，

放入伊红染液中染色 3 min对细胞质进行染色，依次脱水后封

片，显微镜下拍照观察，细胞核蓝色，细胞质红色。利用 ImageJ

软件分析斑块面积与血管壁总横截面积，计算二者之比即动脉

粥样硬化斑块面积百分比[5]。

1.2.4 蛋白的提取及Western-Blot检测 Sirt3的表达 将各组

细胞用 PBS洗涤 3次，充分消化，全程 4℃低温操作。加入裂解

液 RIPA提取蛋白，根据蛋白定量结果调整上样体积。按照操

作流程进行 SDSPAGE蛋白电泳，并转膜至 PVDF膜上。配置

5 %脱脂奶粉封闭孵育 1 h，TBST液洗 3次，过夜孵育一抗，

TBST液洗 3次，滴加山羊抗兔 IgG抗体孵育 1h，TBST液洗 3

次。用化学发光法检测目的蛋白条带，并用 Bio-rad成像系统记

录并分析，以 GAPDH为内参标化各蛋白表达的水平。

1.2.5 巨噬细胞凋亡检测 使用末端脱氧核苷酸转移酶 dUTP

缺口末端标记（TUNEL）测定试剂盒（美国罗氏公司）检测

ox-LDL干预的巨噬细胞的凋亡水平，重复 3次，所有操作均按

照试剂盒说明书严格执行，染色封片后在激光共聚焦显微镜下

观察并拍照。共聚焦显微镜下观察巨噬细胞凋亡，绿色荧光为

凋亡细胞，蓝色荧光为细胞核。

1.2.6 Ad-sh-Sirt3干扰 Sirt3表达 巨噬细胞 RAW264.7，转染

腺病毒Ad-sh-Sirt3，干扰 Sirt3的表达，然后给与 50 g/mLox-LDL

干预 24 h进行细胞实验。Ad-sh-Sirt3购自上海汉恒生物科技有

限公司，选取生长状态良好的巨噬细胞，用高糖的 DMEM稀释

腺病毒原液，干预巨噬细胞，感染复数即MOI值是 100:1。培养

箱（37℃、5% CO2）孵育 4-6 h后更换正常培养基。在病毒感染

巨噬细胞 12 h后开始对细胞进行 ox-LDL干预。

1.2.7 免疫荧光染色检测 MMP2的阳性区域面积 制备石蜡

切片，脱蜡至水，用 EDTA抗原修复缓冲液对切片进行抗原修

复，山羊血清封闭 1 h后加一抗MMP2（1：100；Ab215986；Ab-

cam)，放在 4℃冰箱中孵育过夜。滴加相应的荧光二抗（兔抗

鼠，用 PBS按 1:100稀释；Abcam)均匀覆盖组织，避光环境下

在室温中孵育 60 min。加抗荧光淬灭剂封片后激光共聚焦显微

镜下观察并采集图像。

1.2.8 统计学分析 计量资料数据 x± s用表示。用 GraphPad

Prism 6.0进行统计分析和绘图，两组之间的比较采用 One-way

ANOVA分析，P<0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 葛根素对 ApoE-/-小鼠中动脉粥样硬化斑块进展的影响

HE染色中，相比于WT组，ApoE-/-组和 ApoE-/-+Pur组管

腔中有明显的斑块，表明动脉粥样硬化模型造模成功。HE染色

结果表明，ApoE-/-+Pur 组动脉粥样硬化斑块面积显著低于

ApoE-/-组（54.90± 3.21 vs. 21.49± 1.22, P<0.05），见图 1A。

2.2 葛根素对 ApoE-/-小鼠中MMP2表达量的影响

免疫荧光染色结果表明，相比于 ApoE-/-组，Pur处理显著

降低了ApoE-/-小鼠动脉粥样硬化斑块中MMP2的表达（P<0.05），
一定程度上增加了动脉粥样硬化斑块的稳定性，见图 2A-B。

2.3 葛根素对 ox-LDL干预巨噬细胞中 Sirt3表达量的影响

Western-blot结果显示，相比于 Con组，ox-LDL组巨噬细

胞的 Sirt3表达量出现了显著的下降（P<0.05），给予 Pur干预后

Sirt3表达量显著增加（P<0.05）。可见外源性 Pur显著上调了

ox-LDL组巨噬细胞中 Sirt3的表达，表明 Pur改善动脉粥样硬
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图 1 HE染色检测动脉粥样硬化斑块面积（n=4-6；a，与 Con组相比，P<0.05；b，与 ApoE-/-组相比，P<0.05）
Fig.1 Plaque area was detected by HE staining (n=4-6; a, vs. Con, P<0.05; b, vs. ApoE-/-, P<0.05)

图 2 Western-blot检测 Sirt3表达量（n=4-6；a，与 Con组相比，P<0.05；b，与 ox-LDL组相比，P<0.05）；免疫荧光染色检测小鼠斑块中MMP2的表

达（n=4-6；a，与 ApoE-/-组相比，P<0.05）
Fig.2 Positive area of MMP2 was detected by Immunofluorescence staining（n=4-6; a, vs ApoE-/-，P<0.05）

化的作用很可能是通过上调 Sirt3表达量实现的，见图 3A-B。
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2.4 干扰 Sirt3对葛根素改善巨噬细胞凋亡作用的影响

TUNEL检测结果显示，相比于 Con组，ox-LDL组巨噬细

胞凋亡水平显著升高（P<0.05），给予 Pur处理后，相比于单纯

ox-LDL 组，ox-LDL+Pur 组巨噬细胞的凋亡水平显著降低

（P<0.05）。Ad-sh-Sirt3处理消除了葛根素对于巨噬细胞凋亡的
抑制作用（P<0.05），见图 4A-B。

图 3 Western-blot检测 Sirt3表达量，（n=4-6；a，与 Con组相比，P<0.05；b，与 ox-LDL组相比，P<0.05）
Fig.3 Expression of Sirt3 in macrophages was detected by Western-blot (n=4-6; a, vs. Con, P<0.05; b, vs. ox-LDL, P<0.05)

图 4 TUNEL检测小鼠巨噬细胞凋亡水平

（n=4-6；a，与 Con组相比，P<0.05；b，与 ox-LDL组相比，P<0.05；c，与 ox-LDL +Pur组相比，P<0.05）
Fig.4 Cell apoptosis was detected by TUNEL assay

(n=4-6; a, vs. Con, P<0.05; b, vs. ox-LDL, P<0.05; c, vs ox-LDL+Pur, P<0.05)
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3 讨论

动脉粥样硬化是一种由脂蛋白驱动的慢性进展性疾病[8]，

取决于遗传、性别以及一些独立的危险因素，例如高胆固醇血

症、糖尿病、高血压、肥胖症和吸烟。其中在高血压、血脂异常、

糖尿病和吸烟中的炎症和免疫反应被认为与动脉粥样硬化的

进展有密切联系[9]。易损斑块的特点通常有：较大的坏死核心，

较薄的纤维帽（厚度通常 <65 滋m），大量的巨噬细胞浸润以及
较少的平滑肌细胞，斑块内新生血管形成，斑块内出血，斑块钙

化。斑块破裂发生在纤维帽最薄且泡沫细胞（巨噬细胞）浸润最

多的地方[10]。动脉粥样硬化形成的病理过程是复杂的，多种细

胞参与其中，包括内皮细胞、单核细胞、巨噬细胞、平滑肌细胞、

B细胞、T细胞及树突状细胞等[2]。储留在内皮下的脂蛋白经过

聚集和氧化修饰，被单核细胞分化成的巨噬细胞吞噬，变成负

载胆固醇的泡沫细胞，泡沫细胞的形成可以进一步促进脂蛋白

的修饰和储留，促进炎症反应。随着动脉粥样硬化病理过程的

进展，平滑肌细胞从中膜迁移至内膜，转变为分泌型平滑肌细

胞，分泌胶原促进纤维帽形成。巨噬细胞衍生的泡沫细胞能分

泌蛋白水解酶，例如纤溶酶原激活物，组织蛋白酶和基质金属

蛋白酶。MMPs过度表达参与促进斑块不稳定性，如降解纤维

帽基质。MMP的活性与斑块中的薄纤维帽和大量的坏死核心相

关，这表明MMP的活性可能是导致不稳定斑块的主要原因[11,12]。

在动脉粥样硬化的小鼠模型中的巨噬细胞中过表达基质金属

蛋白酶 9，可促进斑块的破裂[13,14]。

在哺乳动物中，Sirtuin家族具有烟酰胺腺嘌呤二核苷酸依

赖的去乙酰化酶活性，包括从 Sirt1到 Sirt7的 7个成员，定位

于细胞的不同部位[15,16]。Sirt3主要位于肝脏，脂肪和心脏的线粒

体中[17,18]，在维持能量稳态、心脏重构、心力衰竭和保护心脏免

受氧化应激损伤中起着重要作用[19,20]。既往研究结果表明，在小

鼠动脉粥样硬化模型中，Sirt3 mRNA和蛋白水平均明显下降，

提示 Sirt3的下调与动脉粥样硬化中的内皮细胞凋亡密切相

关[21]。本研究也表明，在小鼠动脉粥样硬化模型中，Sirt3表达量

显著降低。既往研究证实，Sirt3与血管内皮细胞脂质的代谢和

氧化应激关系密切[22]。因此，Sirt3表达水平降低可能通过影响

脂质代谢和氧化应激进一步影响动脉粥样硬化斑块的形成和

稳定性。

葛根素(puerarin，Pur)为传统中药葛根及粉葛的主要药效

成分[23]。近年来研究表明，Pur具有扩张血管、保护神经、降血

压、降血糖、抗氧化、抗肿瘤等多种药理作用，在心血管领域已

有广泛的临床应用[4,24]。动物模型研究证实，Pur干预可维持内

皮细胞正常功能，减少动脉粥样硬化斑块发生钙化，抑制动脉

粥样硬化进展[25,26]。本研究也证实 Pur显著减少动脉粥样硬化

面积，改善动脉粥样硬化斑块的稳定性。巨噬细胞在动脉粥样

硬化斑块的形成和进展中发挥重要作用，本研究进一步证实

Pur的斑块保护作用很可能是通过提高巨噬细胞中 Sirt3的表

达发挥的：Pur能够提高巨噬细胞中 Sirt3的表达，降低巨噬细

胞的凋亡水平，减少巨噬细胞在斑块中的浸润。使用

Ad-sh-Sirt3抑制 Sirt3的表达后，Pur对抑制巨噬细胞凋亡的作

用被减弱。

本研究也存在着一定的局限性。首先，动脉粥样硬化的发

病机制极其复杂，Pur是否通过改善内皮细胞通透性、抑制血小

板聚集、减少巨噬细胞与平滑肌细胞的联系，从而抑制平滑肌

细胞的迁移和增殖，这些还有待进一步研究；其次，Pur通过何

种方式激活 Sirt3表达及其具体调控机制尚不明确。

本研究在动物和细胞两个水平证实：外源性 Pur可能通过

激活 Sirt3表达，进一步减小动脉粥样硬化斑块面积，抑制动脉

粥样硬化进展，减少巨噬细胞浸润，抑制泡沫细胞形成，增加动

脉粥样硬化斑块稳定性。本研究为临床应用 Pur治疗动脉粥样

硬化患者提供了实验依据，为冠心病的治疗提供了新的中医药

治疗方案。
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