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[摘　 要] 　 目的　 观察大蒜素对高脂饮食诱导的 ＡｐｏＥ－ / －小鼠巨噬细胞泡沫化及动脉粥样硬化形成的影响ꎬ并从

清道夫受体调控的角度探讨其相关的作用机制ꎮ 方法　 ６ 周雄性 ＡｐｏＥ－ / －小鼠随机分为 ４ 组:正常饮食组、高脂饮

食组、 高脂饮食＋低剂量大蒜素组、高脂饮食＋高剂量大蒜素组ꎮ 采用血脂检测试剂盒测定小鼠血脂水平ꎻ使用油

红 Ｏ 染色法观察小鼠主动脉根部斑块形成面积和腹腔巨噬细胞泡沫化情况ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测腹腔巨噬细胞中

清道夫受体 ＳＲ￣Ａ 和 ＣＤ３６ 表达以及 ＪＮＫ 和 ｐ３８ 激酶磷酸化水平ꎮ 结果　 大蒜素可呈剂量依赖性降低高脂饮食小

鼠总胆固醇、甘油三酯及低密度脂蛋白胆固醇的水平(Ｐ<０.０５)ꎬ并显著减少主动脉根部斑块面积以及腹腔巨噬细

胞泡沫化的形成(Ｐ<０.０５)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示大蒜素不仅抑制高脂饮食所诱导的腹腔巨噬细胞中 ＳＲ￣Ａ 和

ＣＤ３６ 表达的增加(Ｐ<０.０５) ꎬ还能够显著减少 ＪＮＫ 和 ｐ３８ 激酶磷酸化水平ꎮ 结论　 大蒜素减少 ＳＲ￣Ａ 和 ＣＤ３６ 表

达ꎬ并抑制 ＪＮＫ 和 ｐ３８ 激酶激活ꎬ从而发挥抗泡沫化和动脉粥样硬化的作用ꎮ
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　 　 动脉粥样硬化( ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡｓ)是众多心脑

血管疾病共同的病理基础ꎬ由其所导致的心脑血管

疾病如心肌梗死、脑中风已成为严重危害人类健康

的主要疾病之一[１]ꎮ 大量临床研究及动物实验显

示ꎬ脂质代谢异常与动脉粥样硬化的发生发展密切

相关ꎬ如血浆中总胆固醇( ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬＴＣ)和甘

油三酯( ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅꎬＴＧ)增高所导致的脂质沉积是

动脉粥样硬化的重要始动环节[２]ꎮ 此外ꎬ在动脉粥

样硬化的病理过程中ꎬ内膜下的巨噬细胞在清道夫

受体(如 ＳＲ￣Ａ 和 ＣＤ３６)的介导下ꎬ大量吞噬氧化性

脂质形成泡沫细胞ꎬ过量脂质堆积促进细胞发生凋

亡和坏死从而释放出脂质导致粥样硬化斑块的形

０４１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ２ꎬ２０１７



成[３￣４]ꎮ 可见ꎬ研究巨噬泡沫细胞的形成对揭示动

脉粥样硬化的发病机理具有重要意义ꎮ
在中国等亚洲国家ꎬ大蒜是一种药食两用的食

品ꎮ 大蒜素(ａｌｌｉｃｉｎ)则是从大蒜的鳞茎中提取的一

种具有挥发性的硫化物[５]ꎮ 近年来ꎬ国内外关于对

大蒜素的药用价值研究和应用越发重视ꎮ 研究表

明大蒜具有抗肿瘤、抗菌、抗病毒、提高免疫力等作

用[５￣７]ꎮ 而且ꎬ其防治心脑血管疾病的研究已逐渐

引起广泛的关注ꎬ如文献[７￣８]报道大蒜素具有抗

动脉粥样硬化的作用ꎬ其机制可能与降血脂有关ꎮ
然而ꎬ大蒜素在抗动脉粥样硬化过程中对脂质摄取

的作用及其相关的分子机制不详ꎬ大蒜素是否通过

抑制泡沫细胞形成发挥抗动脉粥样硬化作用尚不

清楚ꎮ 为此ꎬ本研究应用代谢关键基因敲除小鼠模

型ꎬ观察大蒜素对动脉粥样硬化斑块形成的影响ꎬ
并从泡沫细胞形成和清道夫受体表达的角度初步

探讨大蒜素的抗动脉粥样硬化分子机制ꎬ为大蒜素

防治动脉粥样硬化提供进一步有价值的实验依据ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料与试剂

　 　 大蒜素购自徐州莱恩药业有限公司ꎻＡｐｏＥ－ / －小

鼠购自美国 Ｊａｃｋｓｏｎ 实验室ꎻ血脂检测试剂盒为南

京建成生物科技有限公司产品ꎻ油红 Ｏ 染色液、蛋
白酶抑制剂、细胞裂解液购于美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎮ ＳＲ￣
Ａ 和 ＣＤ３６ 抗体购于美国 Ｒ＆Ｄ 公司ꎮ ｐ￣ＪＮＫ、ＪＮＫ、
ｐ￣ｐ３８、ｐ３８ 和 ＧＡＰＤＨ 购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎮ
ＰＶＤＦ 膜、脱脂奶粉、ＨＲＰ 标记抗兔或抗羊二抗为碧

云天公司产品ꎮ 其余试剂为国产分析纯ꎮ
１.２　 动物与分组

选用清洁级 ６ 周左右的雄性 ＡｐｏＥ－ / －基因敲除

小鼠 ４０ 只ꎬ将所有动物随机分为 ４ 组ꎬ每组 １０ 只ꎬ
分别为正常饮食组 (ＮＤ 组)、高脂饮食组 (ＨＦＤ
组)、 高脂饮食＋低剂量大蒜素组 (ＨＦＤ＋ＬＡ 组) 、
高脂饮食＋高剂量大蒜素组 (ＨＦＤ＋ＨＡ 组)ꎮ 正常

饮食组给予普通饲料喂养ꎬ其余 ３ 组均给予高脂高

胆固醇饲料(含 １０％猪油和 １.２５％胆固醇ꎬ购于广

东省医学动物实验中心)ꎬ喂养 １２ 周ꎮ 于小鼠高脂

饮食开始至结束ꎬ每日给予大蒜素灌胃ꎬ低、高剂量

分别为每日 １０ ｍｇ / ｋｇ 与 ２０ ｍｇ / ｋｇꎮ 本研究动物实

验得到南阳医学高等专科学校动物管理委员会依

据南阳医学高等专科学校动物实验室动物准则批

准实施ꎮ
１.３　 血生化指标检测

喂养 １２ 周结束后ꎬ采集静脉血ꎬ静置 ３０ ｍｉｎꎬ

４ ０００ ｒｐｍ常温离心 １０ ｍｉｎ 收集上清ꎮ 总胆固醇

(ＴＣ)、 甘 油 三 酯 ( ＴＧ)、 高 密 度 脂 蛋 白 胆 固 醇

(ＨＤＬＣ)及低密度脂蛋白胆固醇(ＬＤＬＣ)水平均采

用血脂检测试剂盒ꎬ具体步骤均参照说明书操作ꎮ
１.４　 小鼠主动脉根部斑块病理学观察

血液标本采集结束后ꎬ剪开小鼠右心耳ꎬ快速

用磷酸盐缓冲溶液从左心室逆行灌注至右心房流

出澄清液体ꎬ分离小鼠心脏ꎬ放入 ４％多聚甲醛中固

定过夜ꎬ随后于蔗糖梯度溶液中脱水ꎬ制备 ８ μｍ 组

织切片ꎬ待斑块病理学观察ꎮ 采用 ６０％异丙醇润洗

主动脉根部切片ꎬ然后用 ０.３％油红 Ｏ 染色 ５ ｍｉｎꎬ
６０％异丙醇润洗 ２ 次ꎬ超纯水漂洗 ３ 次ꎬ在正立显微

镜下观察斑块形成情况ꎬ并使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ (１.４１ 版

本ꎬ美国 ＮＩＨ)统计分析斑块面积ꎮ
１.５　 小鼠腹腔巨噬细胞的分离与培养

小鼠处死后ꎬ用注射器吸取 ２ ｍＬ 磷酸盐缓冲

溶液注入小鼠腹腔ꎬ轻揉小鼠腹部ꎬ吸出并收集腹

腔内缓冲溶液ꎬ重复以上步骤 ３ 次ꎮ 随后将收集的

液体于室温 ２ ０００ ｒｐｍ 离心 １０ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ沉淀为

腹腔巨噬细胞ꎬ细胞沉淀重悬后置于 ＲＰＭＩ １６４０ 培

养液中培养ꎮ
１.６　 油红 Ｏ 染色检测泡沫细胞脂滴形成情况

将分离后的巨噬细胞置于 ４％多聚甲醛中固定

１０ ｍｉｎꎬ油红 Ｏ 染色前用 ６０％异丙醇润洗细胞 ２ 次ꎬ
随后用 ０.３％油红 Ｏ 染色 １ ｍｉｎꎬ染色后用 ６０％异丙

醇润洗 ２ 次ꎬ超纯水漂洗 ３ 次ꎬ最后放置于正立显微

镜下观察细胞内脂滴形成情况ꎮ
１.７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测相关蛋白表达

使用含有 １％蛋白酶抑制剂的细胞裂解液裂解

巨噬细胞ꎬ然后 １２ ０００ ｒｐｍ 离心 １５ ｍｉｎꎬ取上清收集

蛋白并测定蛋白浓度ꎬ将上样总蛋白调至一致ꎮ 蛋

白经 １０％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳分离后ꎬ以 ２００ ｍＡ 恒流

电转至 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ用含 ５％脱脂奶粉的三羟甲基氨

基甲烷盐酸盐吐温缓冲溶液(ＴＢＳＴ)封闭 １ ｈꎬ孵育

相应一抗ꎬ４℃过夜ꎬ然后孵育相应二抗室温 １ ｈꎬ化
学发光法显色ꎬ成像扫描分析系统保存图像ꎮ
１.８　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ１５.０ 软件进行分析ꎬ对体外腹腔细胞

实验ꎬｎ 代表每组老鼠的数量ꎬ每只老鼠进行 １ 次实

验ꎮ 结果采用ｘ±ｓ 表示ꎬ方差分析采用单因素方差

分析(ＡＮＯＶＡ)ꎬ两组间均数比较采用独立样本的 ｔ
检验ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差异具有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 大蒜素对血脂水平的影响
　 　 高脂喂养小鼠的 ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ 和 ＨＤＬＣ 水平
具明显高于 ＮＤ 组(Ｐ<０.０５ꎻ表 １)ꎮ 给予高低剂量
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大蒜素喂养可显著降低 ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ 水平 (Ｐ <
０.０５)ꎬ而且呈现剂量依赖性关系ꎮ 但是在大蒜素喂
养后ꎬＨＤＬＣ 水平在相同饮食的小鼠组间无统计学
意义(Ｐ>０.０５)ꎮ

表 １. ４ 组小鼠血脂水平变化情况(ｘ±ｓꎬ ｎ＝ １０)
Ｔａｂｌｅ １. Ｔｈｅ ｌｉｐｉｄ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｘ±ｓꎬ ｎ＝ １０)

分组
ＴＣ

(ｍｍｏｌ / Ｌ)
ＴＧ

(ｍｍｏｌ / Ｌ)
ＬＤＬＣ

(ｍｍｏｌ / Ｌ)
ＨＤＬＣ

(ｍｍｏｌ / Ｌ)

ＮＤ 组 ５２.８８±６.１２ １.９７±０.２１ １６.８２±２.２７ ３.０１±１.０４

ＨＦＤ 组 １１９.３４±４.０３ａ ４.４１±０.４５ａ ５２.１２±６.３２ａ １０.５４±１.５９

ＨＦＤ＋ＬＡ 组 １０７.２４±３.３４ａｂ ４.０９±０.２４ａｂ ４４.１１±２.７３ａｂ １０.６９±１.８３

ＨＦＤ＋ＨＡ 组 １０１.６８±４.８３ａｂ ３.５４±０.３６ａｂ ４０.５４±２.８１ａｂ １１.１±１.４３

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＮＤ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＨＦＤ 组比较ꎮ

２.２　 大蒜素对主动脉根部斑块形成的影响

主动脉根部油红 Ｏ 染色结果显示ꎬ小鼠高脂喂

养 １２ 周后ꎬ斑块面积明显高于 ＮＤ 组(Ｐ<０.０５)ꎬ说
明高脂饮食后脂质蓄积明显增多ꎮ 但是给予大蒜

素喂养后ꎬ与高脂饮食组比较ꎬ主动脉根部斑块明

显减少(Ｐ<０.０５)ꎬ并随着大蒜素剂量的增加ꎬ斑块

形成面积越小(图 １)ꎮ
２.３　 大蒜素对泡沫细胞脂滴形成的影响

如图 ２ 所示ꎬ与 ＮＤ 组比较ꎬ高脂喂养小鼠腹腔

巨噬细胞泡沫化显著增加(Ｐ<０.０５)ꎬ说明细胞内的

脂滴沉积明显增多ꎮ 通过灌胃给予了高低剂量的

大蒜素后ꎬ巨噬细胞泡沫化的形成明显受到抑制(Ｐ
<０.０５)ꎮ
２.４　 大蒜素对 ＳＲ￣Ａ 和 ＣＤ３６ 表达的影响

如图 ３ 所示ꎬ与 ＮＤ 组比较ꎬ高脂喂养小鼠腹腔

巨噬细胞中的清道夫受体 ＳＲ￣Ａ 和 ＣＤ３６ 的蛋白表

达均显著增加(Ｐ<０.０５)ꎮ 而大蒜素则呈剂量依赖

性抑制高脂饮食所引起的 ＳＲ￣Ａ 和 ＣＤ３６ 表达增加ꎬ
并且均具有统计学差异(Ｐ<０.０５)ꎮ
２.５　 大蒜素对 ＪＮＫ 和 Ｐ３８ 激酶的影响

如图 ４ 所示ꎬ与 ＮＤ 组比较ꎬ高脂喂养小鼠显著

诱导 ＪＮＫ 和 ｐ３８ 磷酸化水平的增加(Ｐ<０.０５)ꎮ 给

予大蒜素处理后ꎬ与 ＨＦＤ 组比较ꎬＪＮＫ 和 ｐ３８ 磷酸

化水平明显减小(Ｐ<０.０５)ꎮ

图 １. 大蒜素对小鼠主动脉根部斑块形成的影响(１００×ꎬｎ ＝
１０)　 　 Ａ 为 ＮＤ 组ꎬＢ 为 ＨＦＤ 组ꎬＣ 为 ＨＦＤ＋ＬＡ 组ꎬＤ 为 ＨＦＤ＋ＨＡ
组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＮＤ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＨＦＤ 组比较ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｌｌｉｃｉｎ ｏｎ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃ ｐｌａｑｕｅ

图 ２. 大蒜素对小鼠腹腔巨噬细胞泡沫化的影响(４００×ꎬｎ ＝
６)　 　 Ａ 为 ＮＤ 组ꎬＢ 为 ＨＦＤ 组ꎬＣ 为 ＨＦＤ＋ＬＡ 组ꎬＤ 为 ＨＦＤ＋ＨＡ
组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＮＤ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＨＦＤ 组比较ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｌｌｉｃｉｎ ｏｎ ｆｏａｍ ｃｅｌｌ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ
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图 ３. 大蒜素对 ＳＲ￣Ａ 和 ＣＤ３６ 表达的影响(ｎ＝ ６) 　 　 ａ 为 Ｐ
<０.０５ꎬ与 ＮＤ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＨＦＤ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｌｌｉｃｉｎ ｏｎ ＳＲ￣Ａ ａｎｄ ＣＤ３６ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ

图 ４. 大蒜素对 ＪＮＫ 和 Ｐ３８ 激酶激活的影响(ｎ＝ ６)
ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＮＤ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＨＦＤ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｌｌｉｃｉｎ ｏｎ ＪＮＫ ａｎｄ Ｐ３８ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

３　 讨　 论

大蒜素ꎬ即二烯丙基硫代亚磺酸脂ꎬ是大蒜中

有效成分ꎮ 已有动物实验表明ꎬ大蒜素主要通过降

低血脂总胆固醇及肝脏 ｃＡＭＰ 水平从而发挥对血管

的保护作用[７￣８]ꎮ 同时ꎬ大蒜素降血脂的保护机制

则是通过增加脂质分解和抑制胆固醇及脂肪酸合

成而实现[９]ꎮ 临床数据亦表明使用大蒜素胶囊每

日 ８０ ｍｇ 治疗 ５０ 例高血脂症患者ꎬ６ 周检测血脂相

关指标ꎬ结果发现 ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ 分别下降 １２.１％、６.
３％、１７.３％[１０]ꎮ 本研究与上述临床试验结果相似ꎬ
即发现大蒜素对于因高脂饮食不当引起的血脂异

常有一定的疗效ꎬ主要表现在血脂 ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ 均

有一定程度降低ꎮ 本研究进一步结果表明大蒜素

还能减少主动脉根部斑块的形成ꎮ
尽管本研究和其他研究结果均明确了大蒜素

对脂质代谢紊乱和动脉粥样硬化的保护作用ꎬ然而

其相关的作用机制却鲜有报道ꎮ 巨噬细胞泡沫化

与脂质沉积、摄取密切相关ꎬ是动脉粥样硬化发生

的标志性事件[１]ꎮ 本研究发现大蒜素可以减缓高

脂饮食过程中小鼠腹腔巨噬细胞泡沫化的进程ꎬ说
明大蒜素能够通过减少细胞内胆固醇的堆积抑制

巨噬细胞泡沫化从而发挥抗动脉粥样硬化的作用ꎮ
巨噬细胞表面既表达低密度脂蛋 白 受 体

(ＬＤＬＲ)又表达清道夫受体ꎬＬＤＬＲ 可介导细胞吞噬

脂质ꎬ但是该过程受胞内脂质含量的反馈作用ꎬ从
而阻止细胞摄取过量脂质ꎬ因此认为脂质不能直接

使巨噬细胞发生泡沫化[１１]ꎮ 更为重要的是ꎬ由清道

夫受体如 ＳＲ￣Ａ 和 ＣＤ３６ 所介导的脂质摄取不受胞

内脂质含量的反馈抑制ꎬ摄取的脂质反而会促进清

道夫受体的表达进而加重泡沫化进程[４]ꎮ 由此可

见ꎬ清道夫受体 ＳＲ￣Ａ 和 ＣＤ３６ 的表达直接影响到巨

噬细胞内脂质的沉积情况ꎬ对巨噬细胞泡沫化具有

重要的影响ꎮ 在本研究中ꎬ给予大蒜素喂养可明显

抑制高脂饮食所诱导清道夫 ＳＲ￣Ａ 和 ＣＤ３６ 蛋白表

达的增加ꎬ说明大蒜素是通过调控清道夫受体的表

达进而影响巨噬细胞泡沫化形成ꎮ ＭＡＰＫ 通路的

ＪＮＫ 和 ｐ３８ 激酶是调控清道夫受体以及动脉粥样硬

化的重要信号通路[１２]ꎮ 有研究发现在低密度脂蛋

白(ｏｘ￣ＬＤＬ)处理条件下ꎬＪＮＫ 和 ｐ３８ 激酶的磷酸化

发生变化[１３]ꎮ ＪＮＫ 激酶被报道通过调控清道夫受

体的表达与内吞从而调控动脉粥样硬化ꎬＪＮＫ 基因

敲除的巨噬细胞可抑制对脂质的摄取以及泡沫化

的形成[１４]ꎮ 本研究再一次证实在高脂刺激下ꎬ巨噬

细胞中 ＪＮＫ 和 ｐ３８ 激酶磷酸化明显增加ꎬ当给予了

大蒜素后ꎬ高脂饮食所引起 ＪＮＫ 和 ｐ３８ 的磷酸化受

到了明显的抑制ꎮ 以上结果说明大蒜素可能通过抑

制 ＪＮＫ 和 ｐ３８ 的激活ꎬ从而参与了清道夫受体所介

导的巨噬细胞泡沫化的进程ꎮ
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综上所述ꎬ本研究发现大蒜素能有效的抑制高

脂饮食诱导的 ＡｐｏＥ－ / － 小鼠动脉粥样硬化的形成ꎮ
结果表明ꎬ大蒜素不仅能一定程度抑制动脉粥样硬

化过程中血脂的升高ꎬ也能够有效减少斑块面积以

及腹腔巨噬细胞中脂质的沉积ꎻ此外ꎬ分子生物学

实验显示ꎬ大蒜素还能显著减少清道夫受体 ＳＲ￣Ａ
和 ＣＤ３６ 的蛋白表达ꎬ其机制可能与大蒜素抑制

ＪＮＫ 和 ｐ３８ 激酶活化有关ꎮ
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