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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨甘草酸对载脂蛋白 E 基因敲除(ApoE - / - )小鼠血脂代谢及动脉粥样硬化(As)斑块的影响

及可能机制。 方法摇 雌性 ApoE - / - 小鼠 18 只,随机分为对照组和甘草酸组,高脂喂养 12 周中,甘草酸组给予甘草

酸[100 mg / (kg·d)]灌胃,对照组给予等体积生理盐水灌胃,每 4 周监测小鼠体重并采取小鼠禁食后眼球后静脉

血,酶法测量血脂、血糖水平及血清中对氧磷酶 1(PON1)活性,小鼠安乐死后取主动脉窦部作冰冻切片油红 O 染

色、胸腹主动脉段作剖面分析脂质斑块面积。 实时荧光 PCR 检测肝组织中基因表达水平,Western blot 检测肝组织

中相关蛋白的表达水平。 结果摇 高脂喂养中小鼠体重增加、血脂紊乱加重。 与对照组比较,甘草酸组小鼠体重增

幅、血浆甘油三酯及血糖水平均无显著差异,但血清总胆固醇水平显著降低(P < 0. 05);与对照组比较,甘草酸降低

主动脉窦及主动脉胸腹部斑块面积可达 22%及 21% (P < 0. 01 和 P < 0. 05)。 实时荧光 PCR 结果显示甘草酸能显

著上调肝脏脂质转运相关的 B 族玉型清道夫受体(SRB玉)及 ATP 结合盒转运体 A1(ABCA1)的 mRNA 水平;其次,
甘草酸可促进小鼠肝脏抗氧化酶 PON1 表达而升高血清中 PON1 活性(P < 0. 01),并显著提高肝细胞内甲硫氨酸

亚砜还原酶 A(MsrA)的表达水平显示其抗氧化能力。 结论摇 甘草酸能有效阻抑 ApoE - / - 小鼠 As 的发展,其机制

可能涉及对肝脏胆固醇代谢调节及抗氧化功能的改善。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To observe the effects and mechanism of glycyrrhiza acid (GA) on lipid metabolism and devel鄄
opment of atherosclerotic lesions in apolipoprotein E gene knockout (ApoE - / - ) mice. 摇 摇 Methods摇 Eighteen female
ApoE - / - mice were randomly divided into control group and glycyrrhiza acid treatment group. 摇 All mice were fed with
Western diet for 12 weeks, glycyrrhiza acid 100 mg / (kg·d) was intragastrically given to hyperlipidemic mice and 0郾 9%
NaCl as the control. 摇 The weight of mice was detected per 4 weeks, the levels of plasma lipids and glucose were deter鄄
mined enzymatically, serum paraoxonase 1 (PON1) activity was measured by using paraoxon as the substrate. 摇 The extent
of aortic atherosclerosis was examined both in oil red O鄄stained cross鄄sections of the proximal aorta (8 m cryosections) and
by en face analysis with quantitation using Image J System. 摇 The expression levels of gene in liver were detected by real鄄
time PCR and Western blot. 摇 摇 Results摇 The average weight of mice was increased and dyslipidemia was aggravated dur鄄
ing being fed with Western diet. 摇 The increasing level of mice weight, the level of plasma triglycerides and glucose had no
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obvious change between both groups. However, the level of total cholesterol was statistically decreased (P < 0郾 05) in
ApoE - / - mice with glycyrrhiza acid treatment compared with control group. 摇 In mice of glycyrrhiza acid group, the athero鄄
sclerotic lesions of aortic root and aorta were reduced by 21% to 22% versus control mice. 摇 Glycyrrhiza acid obviously up鄄
regulated the mRNA level of scavenger receptor B玉 (SR鄄B玉) and ATP鄄binding cassette transporter A1 (ABCA1) in
mouse liver. 摇 Meanwhile, glycyrrhiza acid significantly increased the serum antioxidative enzymes PON1 activity by up鄄
regulation of the PON1 expression level (P < 0郾 01), and the expression level of cellular methionine sulfoxide reductase A
(MsrA) was also increased. 摇 摇 Conclusions摇 Glycyrrhiza acid inhibits the development of the atherosclerosis, the mech鄄
anism might be related to the regulation of cholesterol metabolism and improvement of antioxidation.

摇 摇 脂质代谢紊乱、氧化应激、炎症是公认的动脉

粥样硬化(atherosclerosis,As)发生发展的重要因素,
故不断开发有调脂、抗氧化、抗炎等综合疗效高的

药物将对 As 防治有重要的临床价值[1]。 甘草酸

(glycyrrhiza acid,GA),属三萜皂甙类化合物,是甘

草根部提取物的重要有效成分之一,具有抗氧化、
抗炎、抗病毒、免疫调节及护肝等多种药理作用,已
广泛用于临床治疗肝炎、结肠炎、抗过敏等方面[2]。
近年,在高脂血症的大鼠、小鼠、家鸽等及糖尿病或

代谢综合征的大鼠模型中,报道甘草酸有降低血总

胆固醇 ( total cholesterol,TC)、甘油三酯 ( triglycer鄄
ides,TG)等调节血脂及降低血糖的作用[3,4];其次,
甘草酸还能作为凝血酶抑制剂抗血栓形成,这些作

用说明甘草酸具备抗 As 的能力[5],但其确切机制

并不十分清楚。 本实验以载脂蛋白 E 基因敲除

(ApoE - / - )小鼠高脂饮食下建立的 As 模型,探讨甘

草酸对 As 发生发展的影响及其作用机制。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 实验动物

摇 摇 C57BL / 6J 种系 ApoE - / - 雌性小鼠购自北京维

通利华实验动物技术有限公司 (许可证:SCXK 京

2012鄄0001),武汉大学 SPF 级动物实验中心饲养,室
温 21 ~ 25益,光照时间每天 12 h。 普通饲料由湖北

省疾病控制中心提供,高脂饲料购自江苏迪美森生

物医药有限公司(MD12015,含 21%乳脂、0. 15% 胆

固醇)。
1郾 2摇 试剂与材料

甘草酸购自西安瑞鸿生物技术有限公司(批

号:20070501,纯度 98. 8% ,以生理盐水溶解,现用

现配);TC、TG 测定试剂盒及葡萄糖氧化酶法测定

试剂盒均购自上海名典生物工程有限公司;对氧

磷、油红 O 购自美国 Sigma 公司;Trizol 试剂购自 In鄄
vitrogen 公司;RT鄄PCR 试剂盒购自 TaKaRa 公司;对
氧磷酶 1(paraoxonase 1,PON1)单抗、甲硫氨酸亚砜

还原酶 A(methionine sulfoxide reductase A,MsrA)多
抗、兔抗鼠 茁鄄actin、辣根过氧化物酶标记的羊抗小

鼠或羊抗兔 IgG 均购自美国 Abcam 公司;ECL 试剂

盒购于美国 Thermo 公司;Lowry DC 试剂购于 Bio鄄
Rad 公司;其它试剂均为进口分装或国产分析纯。
1郾 3摇 分组及给药

18 只 ApoE - / - 雌性小鼠适应性饲养至 19 ~ 20
周龄,体重 22. 7 依 1. 1 g,随机分为对照组与甘草酸

组,每组 9 只。 开始西方高脂膳食喂养至 12 周的同

时,甘草酸组给予甘草酸 100 mg / (kg·d)灌胃,对
照组给予等体积生理盐水灌胃。 每日 1 次,小鼠定

期测量体重,调整用药量。
1郾 4摇 血脂、血糖检测

分别于高脂喂养前及高脂喂养 4 周、8 周、12 周

时,利用肝素抗凝采血管采取小鼠禁食 12 h 后的眼

眶球后静脉血 50 滋L,4000 r / min 离心 10 min,制备

血浆,采用酶学终点法试剂盒微量测定血浆 TC、TG
及血糖含量。
1郾 5摇 血浆对氧磷酶 1 酶活性测定

按本室建立的方法测定血浆 PON1 酶活性[6],
以每毫升血浆(清)每分钟生成对硝基酚的纳摩尔

数表示 1 个 PON1 酶活性单位(U / mL)。
1郾 6摇 主动脉斑块面积分析

小鼠取血后安乐死,剖胸后用 PBS 经左心室灌

流,分离心脏及主动脉根部,OCT 包埋,冰冻切片机

于主动脉近心端作 8 滋m 系列冰冻切片,油红 O 染

色,显微镜下照相;分离的胸腹主动脉段于 4%多聚

甲醛固定处理,去除血管外围组织,纵向剖开作油

红 O 染色,使用 Image J 软件对成像血管作 As 斑块

面积的定量分析。
1郾 7摇 Western blot 测肝脏 PON1 和 MsrA 蛋白表达

取冻存于 - 80益的肝组织 50 mg 置入含有蛋白

酶抑制剂和 RIPA 裂解液中匀浆,匀浆液于 4益
13000 r / min 离心 5 min,上清采用 Lowry DC 试剂测

蛋白浓度。 以 30 滋g 蛋白上样量进行 10% SDS鄄
PAGE 分离,转 NC 膜后封闭 1 h;加 PON1(1颐 1000)
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或 MsrA(1颐 1500)一抗,4益孵育过夜;再经洗膜,酶
标二抗孵育及洗膜;最后化学发光 ECL 法显影。
1郾 8摇 实时荧光 PCR 分析 SRB玉和 ABCA1 的 mR鄄
NA 表达

取小鼠肝脏 50 ~ 100 mg 加入 1 mL Trizol 试剂

按试剂盒说明进行 RNA 提取,利用 260 nm 及 280
nm 吸光度值计算 RNA 的纯度与浓度,取 1 g 总

RNA 逆转录为 cDNA,按 RT鄄PCR 试剂盒说明进行

PCR 反应,引物由上海桑尼生物科技有限公司合

成。 引物序列为:B 族玉型清道夫受体( scavenger
receptor class B type 玉, SRB 玉 ) 上 游 引 物 5忆鄄
TTTCAGCAGGA TCCATCTGGTGGA鄄3忆,下游引物 5忆鄄
AGTTCATGGGGATCCCAGTGAC鄄3忆;ATP 结合盒转

运 体 A1 ( ATP鄄binding cassette transporter A1,
ABCA1 ) 上 游 引 物 5忆鄄GGAGCTGGGAAG TCAA鄄
CAAC鄄3忆,下游引物 5忆鄄ACATGCTCTCTTCCCGTCAG鄄
3忆; 内 参 18S RNA 的 上 游 引 物: 5忆鄄CGCGGTTC鄄
TATTTTGTTGGT鄄3忆, 下 游 引 物 5忆鄄AGTCG鄄
GCATCGTTTATGGTC鄄3忆。 反应条件为 95益预变性 3
min,95益变性 30 s,60益退火 30 s,72益延伸 30 s,利
用实时 荧 光 定 量 PCR 仪 ( Bio鄄Rad 公 司 CFX96
TouchTM)进行 40 个循环,采用 2 -吟吟Ct法对相关基

因进行定量分析。
1. 9摇 统计学方法

采用 SPSS17. 0 软件进行统计分析。 数据以x 依
s 表示,两组间均数比较采用 t 检验,Mann鄄Whitney
test 用于斑块面积的统计学分析,P < 0. 05 表示差异

有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 小鼠体重、血脂和血糖水平

摇 摇 ApoE - / - 雌性小鼠,于高脂喂养前后观察小鼠

日常活动、进食状态,组间无明显差异。 小鼠高脂

喂养后平均体重呈增加趋势,但两组间体重增加幅

度无明显差异(图 1)。 高脂喂养 12 周中 ApoE - / -

小鼠表现更典型的高脂血症,与对照组比较,甘草

酸组 TC 水平有降低趋势,其中第 8 周和第 12 周 TC
降低差异有显著性(P < 0. 05),但并没有改变小鼠

高胆固醇血症状态,且甘草酸对小鼠血 TG、血糖水

平也未见明显影响(表 1)。
2郾 2摇 主动脉粥样硬化斑块面积分析

高脂喂食 ApoE - / - 小鼠 12 周,主动脉根部冰冻

切片和胸腹主动脉段剖面油红 O 染色显示,小鼠主

动脉均有明显粥样硬化斑块形成。 与对照组比较,

甘草酸组主动脉窦部 As 斑块减少了 22% [(455 依
99) 伊 103 滋m2 比(581 依 80) 伊 103 滋m2,P = 0. 006;
图 2],胸腹主动脉斑块减少了 21% (21. 8% 比

17郾 3% ,P = 0. 02;图 3),可见甘草酸有显著抑制 As
斑块发展的作用。

图 1. 两组小鼠体重变化

Figure 1. The change of mice weight in two group

表 1. 小鼠血浆脂质和血糖水平(n = 9)
Table 1. Plasma lipids and glucose levels of mice(n = 9)

分摇 组摇 时间 TC(mmol / L) TG(mmol / L) 血糖(mmol / L)

对照组 0 周 12. 8 依 2. 0 1. 6 依 0. 2 5. 0 依 1. 1

4 周 26. 6 依 3. 9 2. 7 依 0. 4 5. 7 依 1. 6

8 周 24. 9 依 4. 4 2. 2 依 0. 3 6. 5 依 0. 7

12 周 26. 6 依 3. 5 2. 4 依 0. 5 6. 9 依 0. 9

甘草酸组 0 周 13. 5 依 1. 3 1. 7 依 0. 2 4. 8 依 0. 4

4 周 24. 6 依 2. 8 2. 3 依 0. 2 5. 1 依 0. 5

8 周 20. 8 依 2. 7a 2. 0 依 0. 2 5. 9 依 0. 7

12 周 23. 8 依 2. 8a 2. 3 依 0. 3 6. 4 依 0. 7

a 为 P < 0. 05,与对照组同一时间点比较。

图 2. 小鼠主动脉窦部斑块面积分析摇 摇 A 为对照组,B 为甘

草酸组。

Figure 2. Atherosclerotic lesions in cross鄄sections of aortic
root in ApoE - / - mice

2郾 3摇 小鼠对氧磷酶 1 活性

高脂喂养可使血清 PON1 活性降低,同时给予

甘草酸的小鼠则表现 PON1 酶活性显著上升。 与同

期对照组相比,甘草酸组高脂喂养 8 周、12 周 PON1
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活性分别提高了 65%和 76% (P < 0. 01;表 2)。

图 3. 小鼠主动脉粥样硬化斑块剖面分析

Figure 3. Percentage lesion area in the aorta by enface a鄄
nalysis in ApoE - / - mice

表 2. 甘草酸对 ApoE - / -小鼠血清 PON1活性的影响(U / mL)
Table 2. Effect of glycyrrhiza acid on serum paraoxonase 1
activity in ApoE - / - mice(U / mL)

分摇 组 n 0 周 第 8 周 第 12 周

对照组 8 147郾 6 依 10郾 1 123郾 8 依 10郾 9a 118郾 3 依 12郾 4a

甘草酸组 8 143郾 8 依 14郾 6 204郾 4 依 20郾 3ab 207郾 8 依 17郾 8ab

a 为 P < 0. 01,与同组 0 周比较;b 为 P < 0. 01,与对照组同期比较。

2郾 4摇 小鼠肝组织 PON1 和 MsrA 的蛋白表达

与对照组比较,甘草酸组小鼠肝脏中的抗氧化

酶活性增高,表现为肝脏 PON1 及 MsrA 的表达水平

明显升高(P < 0. 05;图 4)。

图 4. 小鼠肝脏 MsrA 和 PON1 的蛋白表达 摇 摇 a 为 P <
0郾 05,b 为 P < 0. 01,与对照组比较。

Figure 4. The protein level of MsrA and PON1 in mouse liver

2郾 5摇 小鼠肝组织 SRB玉和 ABCA1 的 mRNA 表达

与对照组比较,甘草酸组小鼠肝组织 SRB玉和

ABCA1 的 mRNA 表达均显著上调(P < 0. 05;图 5)。

图 5. 小鼠肝脏 SRB玉和 ABCA1 的 mRNA 表达水平摇 摇
a 为 P < 0. 05,与对照组比较。

Figure 5. The mRNA level of SRB玉 and ABCA1 in mouse
liver

3摇 讨摇 论

As 是血脂代谢紊乱、慢性炎症累及的一种常见

血管疾病。 本研究选择 C57BL / 6J 遗传背景的

ApoE - / - 小鼠是最早用于 As 研究的基因敲除动物

模型,该小鼠表现典型的遗传性高胆固醇血症及明

显的氧化、炎症状态,形成与人类 As 斑块极为接近

的进展性斑块,给予高脂饮食能加重高胆固醇血症

及斑块发展进程及严重程度[7],故成为目前研究 As
机制、防治手段与药物的公认模型,尤其在降脂、抗
炎、抗氧化联合治疗 As 的措施中为研究者常选择的

实验对象。
甘草是一种补益中草药,从其药用的根茎部分

可提取主要活性成分,包括三萜类、黄酮类、多糖类

等三大类。 研究报道,其中水溶性的三萜类物质甘

草酸是甘草调控脂质代谢的活性成分之一,可能通

过其水解产物甘草次酸发挥抗肿瘤、抗病毒、抗炎、
抗氧化等多种药理作用[5,8,9]。 我们在 ApoE - / - 小

鼠高脂模型实验中发现,使用的甘草酸采用文献参

考剂量[100 mg / (kg·d)],可观察到甘草酸能明显

降低血浆 TC 水平,而降低 TG 及血糖的水平并不显

著,说明甘草酸有一定的调脂作用,但不能完全改

善 ApoE - / - 小鼠的典型血脂紊乱,原因可能与小鼠

表现的以脂蛋白残粒为代表的遗传性高胆固醇血

症有关。 我们的实验观察到小鼠肝细胞膜上介导

肝脏摄取胆固醇,利于胆固醇逆向转运的受体 SRB
玉表达水平上调,同时介导细胞胆固醇外流的 AB鄄
CA1 mRNA 也上调,说明甘草酸降低血浆 TC 的作

用,至少部分是通过促进胆固醇的逆向转运和抑制

胆固醇在细胞内积聚来调节胆固醇的动态平衡;有
报道甘草酸可通过抑制前脂肪细胞增殖与分化,促
进脂肪分解,使 TG 进入血液,而 ApoE - / - 小鼠的脂
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蛋白残粒代谢障碍,这也可能是其 TG 水平没有显

著降低的原因[10];另外,虽有文献报道甘草酸能减

轻糖尿病小鼠肾脏的糖应激状态,但也有研究证

实,甘草的醇提取物可表现较强的降糖作用,而甘

草水提物对血糖的影响不明显[5,11],与本实验中血

糖无显著变化一致,故不同模型中甘草酸对糖代谢

的影响机制还有待进一步研究。
研究报道甘草酸具有抗氧化、抗炎及肝脏保护

作用,能够显著提高肝脏谷胱甘肽过氧化物酶活

性,减少丙二醛生成, 抑制肝脏产生过氧化脂

质[5,9]。 体外实验发现甘草酸抑制肿瘤坏死因子 琢
(TNF鄄琢)诱导的内皮细胞黏附分子的表达,其机制

可能涉及对 JNK / c鄄Jun 和 NF鄄资B 炎症信号通路的干

扰[12];我们前期也证实甘草酸可通过抗氧化作用干

预氧化血清所致的巨噬细胞泡沫化进程[13],这些作

用均有助于 As 等血管炎症性疾病的防治。 有研究

观察甘草酸对糖尿病肾病的防治作用与典型的抗

氧化剂 琢鄄硫辛酸的作用效果相似,能有效降低肾组

织中丙二醛水平并升高超氧化物歧化酶活性[14]。
本研究关注了甘草酸对肝脏合成的其它抗氧化酶

的影响。 血浆 PON1 是与 HDL 抗氧化功能密切相

关的酯酶,其酶活性可反映血循环中抑制低密度脂

蛋白(LDL)氧化的能力,并能直接抑制巨噬细胞的

炎症反应,从而有利于防御 As 斑块的发生发展[15],
我们证实甘草酸能显著上调肝脏表达 PON1 的水

平,从而提高分泌入血的 PON1 活性;细胞内 MsrA
可特异催化甲硫氨酸氧化产物甲硫氨酸亚砜的还

原,是一道特殊的胞内抗蛋白氧化损伤的防御屏

障,功能涉及对细胞内多种重要蛋白的氧还原状态

及相关生物活性的调节[16],本研究中也观察到甘草

酸可使内源性抗氧化酶 MsrA 的表达上调,说明甘

草酸直接或间接提高机体抗氧化、抗炎能力,与其

对肝细胞的保护及机体代谢的调节作用有关。
总之,本研究利用 ApoE - / - 小鼠模型证实,甘草

酸能有效发挥抗氧化和脂质代谢调节的作用,可显

著阻抑 As 的进程,为进一步阐明甘草酸的分子药理

作用提供了依据,开发了甘草酸成为抗 As 药物的应

用潜能。
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