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白藜芦醇对兔动脉粥样硬化及 PPAR酌 相关炎症因子表达的影响
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨白藜芦醇抗动脉粥样硬化的效应及其可能机制。 方法摇 成熟雄性新西兰大白兔 42 只,分
为三组:空白组(n = 10)普通饲料喂养;模型组(n = 18)高脂饲料喂养;白藜芦醇组(n = 14)高脂饲料加白藜芦醇

[16 mg / (kg·d)]干预。 TUNEL 法检测细胞凋亡,RT鄄PCR 检测主动脉过氧化体增殖物激活型受体 酌(PPAR酌)、
Fas、FasL 及 Caspase鄄3 mRNA 表达水平,ELISA 测定血清中单核细胞趋化蛋白 1(MCP鄄1)、基质金属蛋白酶 9(MMP鄄
9)及组织型基质金属蛋白酶抑制剂 1(TIMP鄄1)的蛋白表达水平。 结果摇 成功建立动脉粥样硬化模型。 白藜芦醇

组动脉粥样硬化病变明显减轻,可抑制斑块内细胞凋亡;PPAR酌 mRNA 转录增高,Fas、FasL 和 Caspase鄄3 mRNA 转

录显著下降;MCP鄄1 和 MMP鄄9 蛋白表达水平显著降低,TIMP鄄1 蛋白表达增高。 结论摇 白藜芦醇具有抗动脉粥样硬

化作用,这一作用类似 PPAR酌 激动剂,可通过上调斑块内 PPAR酌 的基因转录,降低 Fas、FasL 和 Caspase鄄3 mRNA 转

录,以及降低 MCP鄄1、MMP鄄9 的表达同时促进 TIMP鄄1 的表达来实现。
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Effects of Resveratrol on Expression of PPAR酌 and Related Inflammatory Factors in
Rabbits with Atherosclerosis
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To explore the effect and its possible mechanism of resveratrol on atherosclerosis. 摇 摇 Meth鄄
ods摇 42 Mature male New Zealand white rabbits were randomly divided into three groups: rabbits in blank group treated
with normal diet, rabbits in model group treated with high fat diet, rabbits in resveratrol group treated with high fat diet and
resveratrol at the dosage 16 mg / (kg·d). 摇 All rabbits were fed according to experiment design for 12 weeks. 摇 The aortas
were harvested for histopathological examination. 摇 Apoptosis was detected by TUNEL, the mRNA transcription of PPAR酌,
Fas, FasL and Caspase鄄3 were examined by RT鄄PCR and MCP鄄1, MMP鄄9 and TIMP鄄1 were examined by ELISA.
Results摇 Atherosclerosis model was successfully established. 摇 Atherosclerotic lesions in the resveratrol group were signifi鄄
cantly reduced. 摇 Resveratrol inhibited apoptosis of cells in the plaque. 摇 In the resveratrol group PPAR酌 transcription in鄄
creased, Fas, FasL and Caspase鄄3 mRNA transcription was significantly decreased. 摇 The protein expression levels of
MCP鄄1 and MMP鄄9 were significantly reduced, TIMP鄄1 protein expression was increased. 摇 摇 Conclusions摇 Resveratrol
has anti鄄atherosclerotic role, which may be as a natural agonist through upregulating the PPAR酌 gene transcription within
the plaque, reducing Fas, FasL and Caspase鄄3 transcription, and reducing the expression of MCP鄄1, MMP鄄9 while promo鄄
ting TIMP鄄1 expression.

摇 摇 白藜芦醇是存在于许多植物如花生、虎杖、葡
萄内的一种多酚类物质,其药理价值的发现源于所

谓的“法国悖论冶—即法国人的高脂饮食习惯却有

低的冠心病发病率。 研究表明这与法国人喜爱饮用
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红葡萄酒中的白藜芦醇有关。 白藜芦醇的心血管

保护作用源于其抗氧化和抗炎症特性[1]。 动脉粥

样硬化是一种慢性炎症性疾病,导致心血管疾病的

高发和死亡。 动脉粥样硬化研究的热点近年已经

指向过氧化体增殖物激活型受体(peroxisome prolif鄄
erator鄄activated receptor, PPAR),作为转录调节因

子,PPAR 参与脂质代谢、炎症和动脉粥样硬化[2]。
但白藜芦醇对动脉粥样硬化斑块的影响如何,以及

是否从 PPAR 途径调节 Fas、FasL、Caspase鄄3 及单核

细胞趋化蛋白 1(monocyte chemoattractant protein鄄1,
MCP鄄1)、基质金属蛋白酶 9(matrix metalloproteinase鄄
9,MMP鄄9)及组织型基质金属蛋白酶抑制剂 1( tis鄄
sue inhibitor of metalloproteinase鄄1,TIMP鄄1)等诸多炎

症因子的表达,本研究拟对此进行探讨。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 材料

摇 摇 普通级 8 周龄新西兰白兔,雄性,体重 1郾 8 ~
2郾 2 kg,健康,购自上海生旺实验动物有限责任公司

[许可证号为 SCXK(沪)2002鄄0011],饲养于福建省

医学科学研究所动物实验室[许可证号为 SYXK
(闽)2006鄄0002]。 白藜芦醇(上海纳贝生物科技股

份有限公司,生产批号 RES20070401);TUNEL 试剂

盒(福州迈新生物技术开发有限公司);Trizol 试剂

( Invitrogen 公司,美国);RT 试剂盒(Promega Corpo鄄
ration 公司,美国);Taq 酶、dNTP (TaKaRa 公司,日
本);DNA Marker(TIANGEN 公司,美国)。
1郾 2摇 实验分组及动物模型的制备

新西兰白兔 42 只单独笼养,经普通饲料(苜蓿

草粉)适应性喂养 10 天后随机分成三组开始实验:
空白组 10 只,普通饲料喂养;模型组 18 只,高脂饲

料喂养;白藜芦醇组 14 只,高脂饲料喂养同时给予

白藜芦醇 16 mg / (kg·d)干预。 高脂饲料配方[3]:
1%胆固醇 + 5% 蛋黄粉 + 5% 猪油 + 0郾 5% 胆盐 +
88郾 5%普通饲料。 每只兔限饲料 100 g / d,自由饮

水;实验第 0 周开始灌胃给药。 空白组兔 0郾 9% 氯

化钠溶液 10 mL 灌胃,模型组兔 0郾 5% 吐温溶液 10
mL 灌胃,白藜芦醇组兔按 16 mg / ( kg·d)白藜芦

醇[4]分别稀释于 0郾 5% 吐温溶液 10 mL 灌胃,每日

一次。 连续给药 12 周。
1郾 3摇 动物标本留取

实验动物于第 12 周末称重后戊巴比妥钠麻醉。
剪取胸主动脉弓以下 2 cm 动脉,迅速置于 4益 1译
DEPC 水中洗去血液后,置于 1郾 5 mL EP 管中,于

- 70益冰箱保存,备 RT鄄PCR 检测用。 再向下剪取 1
cm 动脉,0郾 9%氯化钠冲净后浸泡于 10% 中性甲醛

溶液中固定 24 h,常规石蜡包埋,5 滋m 厚连续切片,
备 TUNEL 检测用。
1郾 4摇 细胞凋亡检测

采用 TUNEL 法,按试剂盒说明书操作。 光镜观

察,细胞核蓝黑色为阳性细胞,即凋亡的细胞。 每

个标本在高倍镜下随机观察 5 个不重叠的高倍镜视

野( 伊 400)阳性细胞数,计数每高倍镜视野中平均

阳性细胞数,其阳性细胞数与总细胞的百分比为细

胞凋亡指数(apoptosis index,AI)。
1郾 5 摇 RT鄄PCR 检测 PPAR酌、Fas、FasL 及 Caspase鄄3
mRNA 转录水平

参照 Trizol RNA 提取试剂盒说明书流程提取组

织总 RNA,用核酸分析仪测 RNA 浓度和纯度,
OD260 / 280为 1郾 8 ~ 2郾 0。 加无核水稀释 RNA 成 1 g / L。
取 RNA 1 滋g 于 PCR 仪中,在 20 滋L 反应体系中逆

转录 mRNA 为 cDNA,取 2 滋g cDNA,以 ExTaq DNA
聚合酶在 50 滋L 反应体系中进行目的基因和内参基

因 茁鄄actin 的 PCR 扩增。 PPAR酌 引物序列:上游 5忆鄄
TGG GGA TGT CTC ATA ATG CCA鄄3忆,下游 5忆鄄TTC
CTG TCA AGA TCG CCC TCG鄄3忆,产物片段 201 bp;
反应条件:94益预变性 5 min,94益变性 30 s,55益退

火 40 s,72益延伸 30 s,最后 72益延伸 10 min,共 34
个循环。 Fas mRNA 引物序列:上游 5忆鄄GGG GCT
GAG AAG ATA CAAA鄄3忆,下游 5忆鄄GAG GAA GTC
GGT GAT GGTT鄄3忆,产物片段 375 bp,反应条件:
94益预变性 5 min,94益 变性 30 s,50益 退火 30 s,
72益延伸 40 s,共 38 个循环。 FasL mRNA 引物序

列:上游 5忆鄄GGA ATG GGA AGA CAC ATA TGG
AAC TG鄄3忆,下游 5忆鄄CAT ATC TGG CCA GTA GTG
CAG TAA TTC鄄3忆,产物片段 237 bp;反应条件:94益
预变性 10 min,94益变性 20 s,55益退火 30 s,72益
延伸 40 s,共 38 个循环。 Caspase鄄3 mRNA 引物序

列:上游 5忆鄄AGT CTG ACT GGA AAG CCG AA鄄3忆,下
游 5忆鄄CGG GAT CTG TTT CTT TGC AT鄄3忆,产物片段

342 bp;反应条件:95益 预变性 5 min,94益 变性 30
s,60益退火 40 s,68益延伸 1 min,共 36 个循环。 内

参照 茁鄄actin mRNA 引物序列:上游 5忆鄄AGA AGC
TGT GCT ACG TGG CG鄄3忆,下游 5忆鄄AGG AAG GAG
GGC TGG AAC A鄄3忆,产物片段 160 bp;反应条件:
94益预变性 5 min,94益 变性 30 s,60益 退火 30 s,
72益延伸 1 min,共 30 个循环。 取 PCR 产物 5 滋L,
经 1% 琼脂糖凝胶电泳,溴化乙锭染色,应用 Im鄄
agemaster VDS鄄CL 凝胶成像系统,检测各组目的基
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因及 茁鄄actin 基因的灰度值,以灰度值比表示基因相

对表达量。
1郾 6 摇 ELISA 测定血清 MCP鄄1、MMP鄄9 和 TIMP鄄1
水平

按照试剂盒说明书进行,自动酶标仪 450 nm 波

长测定样本的吸光度,根据标准曲线计算各样本中

MCP鄄1、MMP鄄9 和 TIMP鄄1 含量。
1郾 7摇 统计学方法

计量资料以x 依 s 表示,组间比较采用单因素方

差分析,方差齐性检验用 Levene 法,以 P < 0郾 05 为

差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 动物存活情况

摇 摇 空白组 10 只兔全部存活。 模型组存活 11 只

兔,3 只死于腹泻,2 只死于肺炎,2 只于实验末期不

明原因死亡。 白藜芦醇组存活 9 只兔,1 只死于灌

胃误吸入气管窒息,2 只死于腹泻,1 只死于肺炎,1
只死于意外伤害。
2郾 2摇 标本组织化学观察

空白组兔胸主动脉内膜表面光滑,无粥样斑

块、脂斑及脂纹出现;模型组动脉内膜有严重的弥

漫性奶酪样斑块,融合成片,密布内膜面,油红 O 染

色呈红色;白藜芦醇组奶酪样块较模型组明显减

少,多分布于胸主动脉与肋间动脉分杈处(图 1)。
空白组动脉粥样硬化斑块面积为 0,模型组动脉粥

样硬化斑块面积为 60郾 08% 依 0郾 12% ,白藜芦醇组

动脉粥样硬化斑块面积为 26郾 73% 依 0郾 05% ,白藜

芦醇组斑块面积明显低于模型组(P < 0郾 01;图 1)。
HE 染色显示,空白组无粥样斑块;模型组有典型粥

样斑块病变,血管壁结构紊乱,内膜明显增厚,含有

大量泡沫细胞及散在粥样坏死灶,内弹力膜减少或

消失,并有平滑肌细胞增殖,中膜为泡沫细胞浸润,
斑块基底部有新生血管,外膜亦有泡沫细胞浸润;
白藜芦醇组内膜较均匀增厚,泡沫细胞量少,内弹

力膜尚清晰完整,中膜平滑肌细胞排列尚整齐,未
见明显泡沫细胞浸润(图 2)。 空白组偶尔可见凋亡

细胞;模型组 TUNEL 染色阳性细胞主要分布于内膜

层,尤其是成熟动脉粥样硬化斑块内最多;白藜芦

醇组细胞凋亡明显减少(图 3)。 空白组细胞凋亡指

数为 2郾 21 依 0郾 31,模型组细胞凋亡指数为 10郾 62 依
1郾 53,白藜芦醇组细胞凋亡指数为 5郾 41 依 1郾 00,凋
亡指数有显著性差异(P < 0郾 01)。

图 1. 主动脉内膜斑块分布和面积摇 摇 A 为空白组,B 为模型

组,C 为白藜芦醇组。

Figure 1. The distribution and area of plaque in the aortic
tunica intima

图 2. 胸主动脉 HE 染色 (200 伊 ) 摇 摇 A 为空白组,B 为模型组,C 为白藜芦醇组。

Figure 2. HE stain of the thoracic aorta

2郾 3摇 PPAR酌、Fas、FasL 及 Caspase鄄3 基因转录水平

三组 PPAR酌 基因均有转录,模型组、白藜芦醇组

与空白组比较差异均有显著性(P < 0郾 01),模型组与

白藜芦醇组差异无显著性。 三组均有 Fas、FasL 和

Caspase鄄3 基因转录,与空白组比较,模型组 Fas、FasL
和 Caspase鄄3 基因转录明显增高(P < 0郾 01);与模型
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组比较,白藜芦醇组 Fas、FasL 和 Caspase鄄3 基因转录

显著下降,但仍明显高于空白组(P <0郾 01;表 1)。
2郾 4摇 血清 MCP鄄1、MMP鄄9 和 TIMP鄄1 水平

空白组 MCP鄄1 仅有少量表达;模型组 MCP鄄1 表

达较空白组明显增加(P < 0郾 01);白藜芦醇组 MCP鄄

1 表达明显下降,但仍高于空白组(P 均 < 0郾 01)。
空白组 MMP鄄9、TIMP鄄1 仅有少量表达;模型组 MMP鄄
9、TIMP鄄1 表达均明显增加(P < 0郾 01);白藜芦醇组

MMP鄄9 的表达明显下降,TIMP鄄1 的表达显著上升,
MMP鄄9 / TIMP鄄1 比值明显降低(P 均 < 0郾 01;表 2)。

图 3. 胸主动脉 TUNEL 染色 (400 伊 ) 摇 摇 A 为空白组,B 为模型组,C 为白藜芦醇组。

Figure 3. TUNEL stain of the thoracic aorta

表 1. 白藜芦醇对 PPAR酌、Fas、FasL 及 Caspase鄄3 mRNA 转录的影响(x 依 s)
Table 1. Effects of resvertrol on the expression of PPAR酌, Fas, FasL and Caspase鄄3 mRNA

分摇 组 PPAR酌 mRNA Fas mRNA FasL mRNA Caspase鄄3 mRNA

空白组 0郾 5852 依 0郾 0467 0郾 3280 依 0郾 0483 0郾 3160 依 0郾 0337 0郾 2820 依 0郾 0745

模型组 0郾 7801 依 0郾 0679a 0郾 7482 依 0郾 0927a 0郾 4655 依 0郾 0509a 0郾 6291 依 0郾 1005a

白藜芦醇组 0郾 8163 依 0郾 0471a 0郾 3556 依 0郾 0788ab 0郾 2867 依 0郾 0550ab 0郾 3189 依 0郾 0825ab

a 为 P < 0郾 01,与空白组比较;b 为 P < 0郾 01,与模型组比较。

表 2. 白藜芦醇对血清 MCP鄄1、MMP鄄9 和 TIMP鄄1 表达的影响 (x 依 s)
Table 2. Effects of resvertrol on the expression of MCP鄄1,MMP鄄9 and TIMP鄄1

分 组 MCP鄄1(ng / L) MMP鄄9 (滋g / L) TIMP鄄1(滋g / L) MMP鄄9 / TIMP鄄1

空白组 87郾 76 依 7郾 51 164郾 04 依 7郾 08 68郾 49 依 9郾 04 2郾 18 依 0郾 13

模型组 243郾 50 依 8郾 56a 341郾 96 依 9郾 94a 91郾 8 依 9郾 23a 3郾 63 依 0郾 18a

白藜芦醇组 181郾 49 依 9郾 31ab 277郾 4 依 7郾 9ab 126郾 11 依 8郾 24ab 2郾 38 依 0郾 14ab

a 为 P < 0郾 01,与空白组比较;b 为 P < 0郾 01,与模型组比较。

3摇 讨摇 论

动脉粥样硬化是一种慢性炎症性疾病,参与其

病变的主要细胞是血管内皮细胞、血管平滑肌细胞

及巨噬细胞。 血管内皮细胞形成血液和血管内皮

下间隙之间的渗透屏障。 当机械或化学损伤削弱

这一屏障,内皮细胞活化产生细胞因子,促进单核

细胞迁移到内皮下间隙并随后分化为巨噬细胞。
血管平滑肌的活化导致促炎性细胞因子释放,后者

和基质金属蛋白酶(MMP)及凝血因子结合,导致慢

性炎症反应。 MCP鄄1 是一种特异性的单核细胞趋

化因子,在动脉粥样硬化形成的早期阶段,内皮损

伤后刺激内皮细胞产生 MCP鄄1,可以强有力地趋化

和激活单核细胞,诱导单核细胞黏附于血管内皮细

胞并迁入内皮下间隙,进一步分化为巨噬细胞摄取

脂质,最终转化为泡沫细胞,从而具有促进炎症应

答及斑块形成的作用。 Takeya 等[5] 利用抗人 MCP鄄
1 抗体发现在人的动脉粥样硬化斑块中存在大量

MCP鄄1。 本研究也证实,所有高脂喂养的兔血清中

MCP鄄1 蛋白表达水平均较空白组显著增高;白藜芦
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醇可明显抑制血清中 MCP鄄1 的表达。 这提示白藜

芦醇可抑制单核细胞黏附,在早期就抑制动脉粥样

硬化的形成。 MMP鄄9 被认为与粥样硬化和血管重

建关系最为密切,并被认为是巨噬细胞激活的主要

标志之一。 TIMP鄄1 由巨噬细胞和结缔组织细胞产

生,是体内 MMP鄄9 的特异性抑制物。 目前循环血液

中 MMP鄄9、TIMP鄄1 水平被认为是反映动脉粥样硬化

斑块严重程度和稳定性的良好指标并用于急性冠

状动脉事件的监测。 本研究证实白藜芦醇干预后

血清中 MMP鄄9 的表达显著降低,TIMP鄄1 表达水平

明显升高,尤其是 MMP鄄9 / TIMP鄄1 比值在两组有显

著差异。 本课题组前期实验已经证实:在体外培养

的人脐静脉内皮细胞中,白藜芦醇可抑制由 TNF鄄琢
或 sCD40L 诱导 MMP鄄9 的分泌并降低 MMP鄄9 的酶

活性;而且还可通过增加巨噬细胞 TIMP鄄1 蛋白的表

达,发挥对 MMP鄄9 的调节作用[6]。 综合以上研究结

果,我们可以看出白藜芦醇能够降低 MMP鄄9 的表

达,升高 TIMP鄄1 的表达,调节 MMP鄄9 / TIMP鄄1 比值,
在病变后期起到稳定斑块的作用。

细胞凋亡和炎症免疫反应可能参与冠状动脉

粥样硬化斑块的形成、发展及破裂过程。 有研究表

明白藜芦醇心血管保护作用的一个显著特点是抗

细胞凋亡[7]。 本研究结果同样支持上述观点,但其

机制有待深入探讨:死亡因子受体 Fas 与其配体

FasL 结合,启动 Caspase 相关蛋白酶级联反应,最终

导致细胞凋亡。 PT鄄PCR 检测显示斑块内 Fas、FasL
及 Caspase鄄3 mRNA 高度表达。 这些证据说明细胞

凋亡是动脉粥样硬化病变过程中的重要内容。 本

研究发现,模型组出现典型的细胞凋亡现象,RT鄄
PCR 检测显示斑块内 PPAR酌、Fas、FasL 及 Caspase鄄3
mRNA 高度表达,白藜芦醇组细胞凋亡率降低,Fas、
FasL 及 Caspase鄄3 mRNA 表达降低,但 PPAR酌 表达

仍升高,尤其值得关注。 动脉粥样硬化过程复杂,
参与因素众多,但作为一种代谢性并发症,其发展

已经指向 PPAR。 PPAR酌 可参与动脉粥样硬化的整

个病理过程。 已有研究发现,PPAR酌 激活有几个有

利的效应:淤抑制单核细胞 /巨噬细胞产生炎性细

胞因子,如 IL鄄6、IL鄄1茁,抑制 TNF鄄琢 和 MCP鄄1 水平

和减轻肿瘤坏死因子诱导的 VCAM鄄1 和 ICAM鄄1 表

达[8鄄10],抑制转录因子(如 NF鄄资B)的活性[11],从而

抑制炎症反应。 于PPAR酌 也抑制内皮细胞 ET鄄1 产

生[12]和刺激 NO 释放,导致血管舒张和改善内皮细

胞功能[13]。 盂在巨噬细胞,PPAR酌 激动剂已经被

证明能抑制 MMP 的合成,从而抑制血管平滑肌细

胞增殖[14]。 在血管平滑肌细胞 PPAR酌 活化受体激

动剂也减弱细胞迁移和增殖[15]。 榆在动脉粥样硬

化斑块形成后,PPAR酌 激动剂可下调巨噬 /泡沫细

胞 EMMPRIN 的表达, 抑制 MMP鄄9 的表达及活

性[16],可以改善斑块的稳定性。 目前认为脂肪酸及

其衍生物 ox鄄LDL 是 PPAR 的天然激动剂,本研究模

型组中高脂膳食致 PPAR酌 转录增强也支持这一观

点,粥样硬化病变伴随着 PPAR酌 的升高容易理解。
有趣的是白藜芦醇干预后,动脉粥样病变减轻,但
PPAR酌 的转录仍显著增加,本课题的亚组研究也提

示,同样高脂膳食的动物模型,不同剂量白藜芦醇

干预后 PPAR酌 mRNA 转录明显高于该 LDL 水平下

的预测值,据此可推测白藜芦醇有直接或间接上调

PPAR酌 的作用[17]。 提示白藜芦醇有类似 PPAR酌 激

动剂的作用。 国内也有研究提示白藜芦醇能够剂

量依赖性地激动 PPAR酌[18]。
白藜芦醇作为 PPAR酌 激动剂这一猜想较好地

解释了本研究中发现的白藜芦醇抗凋亡、抗动脉粥

样硬化作用。 可以推测,白藜芦醇抑制 MCP鄄1、
MMP鄄9 发挥抗动脉粥样硬化,抑制 Fas / FasL 途径,
继而抑制 Caspase鄄3 基因的转录发挥抗凋亡作用部

分是通过激活 PPAR酌 途径实现的。 但详细的机制

仍有待进一步深入研究。 动脉粥样硬化病变中

PPAR酌 表达增高,白藜芦醇干预后,PPAR酌 进一步

升高,并发挥抗动脉粥样硬化作用。 这将为 PPAR酌
激动剂抗动脉粥样硬化的发生提供新的治疗靶点

和理论基础。
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