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姜黄素通过影响巨噬细胞的极性延缓动脉粥样硬化进展
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[摘　 要] 　 目的　 研究姜黄素对 ApoE 基因敲除(ApoE- / -)小鼠动脉粥样硬化进展及斑块中巨噬细胞极性的影响。
方法　 用高脂高胆固醇饮食饲养 ApoE- / -小鼠建立动脉粥样硬化模型,设立姜黄素治疗组、阿托伐他汀治疗组和高

脂组;通过免疫组织化学(HE 染色、油红 O 染色、Masson 染色、苏木精染色)及免疫荧光染色检测主动脉斑块形态

及不同亚型巨噬细胞的含量。 通过实时荧光定量 PCR 检测主动脉组织中炎症因子的表达。 结果　 姜黄素干预能

减轻 ApoE- / -小鼠主动脉粥样硬化病变,并降低动脉粥样硬化斑块的易损指数。 姜黄素降低动脉粥样硬化斑块内

M1 / M2 巨噬细胞的比值,减少 M1 型巨噬细胞分泌的促炎因子白细胞介素 1β( IL-1β)、诱导型一氧化氮合酶

( iNOS)和肿瘤坏死因子 α(TNF-α)的表达,促进 M2 型细胞因子 IL-10、Ym1 和 Fizz1 的表达。 结论　 姜黄素可通过

影响斑块中巨噬细胞的极性、抑制相关的炎症反应,从而延缓 ApoE- / -小鼠动脉粥样硬化的进展。
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Curcumin alleviates the progression of atherosclerosis through its action on macro-
phage polarization
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the effect of curcumin on the progression of atherosclerosis and macrophage po-
larization in vivo. 　 　 Methods　 The apolipoprotein E deficient (ApoE- / -) mice were fed with high fat diet to establish
atherosclerosis model. 　 The aortas were isolated for haematoxylin and eosin, masson trichrome, picrosirus red, oil red O
and immunofluorescence staining. 　 Inducible nitric oxide synthase (iNOS) and CD206 were utilized as biomarkers of M1
and M2 phenotypes, respectively. 　 Quantitative real-time polymerase chain reaction (PCR) was carried out to examine the
gene expression of inflammatory factors. 　 　 Results　 Curcumin significantly decreased atherosclerotic burden and plaque
vulnerability in the experimental atherosclerosis model. 　 Furthermore, curcumin decreased the ratio of M1 / M2
macrophages together with the gene expressions of pro-inflammatory interleukin 1beta (IL-1β), inducible nitric oxide syn-
thase (iNOS), tumor necrosis factor alpha (TNF-α), but promoted the levels of anti-inflammatory cytokines IL-10, Ym1,
Fizz1 in the atherosclerotic plaque. 　 　 Conclusion　 Curcumin could alleviate the progression of atherosclerosis by inhibi-
ting macrophage polarizing towards M1 phenotype as well as inflammatory response.

　 　 动脉粥样硬化作为一种慢性炎症性疾病,各种

炎症介质参与其发生发展。 其中,巨噬细胞在动脉

粥样硬化的发病过程中扮演了非常重要的角色[1]。
姜黄素是姜黄根中的多酚成分,具有抗氧化、抗炎、
抗微生物和抗凋亡等多种药理活性[2-4]。 有研究证

实姜黄素具有抗动脉粥样硬化及调节巨噬细胞功

能的作用[5-7]。 然而,大多数针对姜黄素对巨噬细

胞功能的研究都是在体外进行[8-9]。 在本研究中,
我们通过 ApoE 基因敲除(ApoE- / -)小鼠建立动脉

粥样硬化模型,探讨姜黄素是否能延缓动脉粥样硬

化的进展,并进一步研究姜黄素对小鼠体内巨噬细

胞的表型及功能的免疫调节作用。
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1　 材料和方法

1. 1　 实验动物及分组

8 周龄 ApoE- / -小鼠(品系 C57BL / 6J,购于常州

卡文斯实验动物有限公司),均为雄性,分组为:(1)
普食对照组(Control):给予普通饲料喂养;(2)高脂

(high-fat diet, HFD)组:给予高脂饲料(含 1. 25%胆

固醇、1. 25%脂肪)喂养;(3)阿托伐他汀(Atorvasta-
tin)治疗组:给予高脂饲料+阿托伐他汀[10 mg / (kg
·d)]喂养;(4)姜黄素(curcumin)治疗组:给予高

脂饲料+姜黄素[100 mg / (kg·d)]喂养。 所有小鼠

自由饮水饮食,并在相同的 SPF 级环境下饲养

16 周。
1. 2　 实验试剂及仪器

姜黄素、油红 O、苏木精、酸性品红购于 Sigma
公司;诱导型一氧化氮合酶 ( inducible nitric oxide
synthase, iNOS)抗体购于 CST 公司;CD206、α 平滑

肌细胞抗体(α-SAMC)购于 Abcam 公司;抗单核巨

噬细胞(MOMA-2)抗体购于 SantaCruz 公司;荧光

(CY3)标记羊抗兔 IgG、荧光(CY3)标记羊抗小鼠

IgG 及 DAPI 购于碧云天公司;cDNA 合成试剂盒和

荧光定量 PCR 试剂购于 TaKaRa 公司。 低温高速离

心机为德国 Sigma 公司产品;Real-Time PCR 仪为美

国 Applied Biosystems 公司产品;荧光正置显微镜为

日本 Carl Zeiss 公司产品;普通正置显微镜为日本

Olympus 公司产品;图像分析软件为美国 Image Pro
Plus 6. 0。
1. 3　 免疫染色

麻醉小鼠后解剖取出胸主动脉,主动脉根部连

续切片,OCT 包埋切片后分别行 HE 染色、油红 O 染

色、Masson 染色及苏木精染色,用于观察血管病理

形态变化,测量内膜、中膜厚度,计算校正斑块面积

(斑块面积 / 血管横截面积)及脂质中心面积占斑块

面积百分比。 免疫荧光染色方面, MOMA-2 抗体及

α-SAMC 抗体分别用于检测巨噬细胞和平滑肌细胞

的含量; iNOS 抗体及 CD206 抗体分别用于检测动

脉粥样硬化斑块中的 M1 型巨噬细胞和 M2 型巨噬

细胞。 染色完成后使用正置(荧光)显微镜观察组

织切片的染色情况并进行拍照,采用 Image Pro Plus
6. 0 对图像进行分析。 计算时每个样本选取 4 个切

面的平均值。 通过分析斑块脂质、巨噬细胞、胶原

纤维和平滑肌细胞含量,计算易损指数:易损指数 =
(巨噬细胞+脂质)阳性面积百分比 / (平滑肌细胞+
胶原)阳性面积百分比[10-11]。

1. 4　 实时荧光定量 PCR
Trizol 处理各组小鼠的主动脉组织,提取总

RNA,反转录成 cDNA。 根据 SYBR Premix Ex Taq
(TaKaRa) 试剂盒的使用说明,检测 M1 型巨噬细胞

相关的炎症因子[白细胞介素 1β( interleukin 1beta,
IL-1β), iNOS, 肿瘤坏死因子 α ( tumor necrosis
factor alpha, TNF-α)]和 M2 型巨噬细胞相关的炎

症因子( IL-10, Ym1, Fizz1)的 mRNA 水平,所有数

据均重复检测 3 次。 应用 Primer 5. 0 设计检测基因

引物,内参基因为 β-actin。 IL-1β 引物为 F:5′ -
CAGCTTTCGACAGTGAGGAGA-3′, R: 5′-TTGTCG
AGATGCTGCTGTGA-3′; iNOS 引物为 F: 5′-CAAG-
CACCTTGGAAGAGGAG-3′, R: 5′-AAGGCCAAACA-
CAGCATACC-3′;TNF-α 引物为 F:5′-CCTCTCTCTA-
ATCAGCCCTCTG-3′, R: 5′-GAGGACCTGGGAGTAG
ATGAG-3′;IL-10 引物为 F:5′-ACTTTAAGGGTTAC-
CTGGGTTGC-3′, R: 5′-TCACATGCGCCTTGATGTC
TG-3′;Ym1 引物为 F:5′-CAGGGTAATGAGTGGGTT-
GG-3′, R: 5′-CACGGCACCTCCTAAATTGT-3′; Fizz1
引物为 F: 5′-GCTACTGGGTGTGCTTGTG-3′, R: 5′-
CTGGGTTCTCCACCTCTTC-3′。 PCR 条件如下:50 ℃
2 min,95 ℃ 3 min,95 ℃ 12 s 延伸,40 个循环,62 ℃
1 min。 基因的相对表达量采用 2-△△Ct 来表示。
1. 5　 统计学分析

计量数据以 x±s 表示。 各组间比较采用单因素

方差分析及 t 检验,P<0. 05 表示差异有统计学意

义。 SPSS 19. 0 用于数据分析。

2　 结　 果

2. 1　 姜黄素对 ApoE- / -小鼠动脉粥样硬化斑块的

影响

HE 染色及油红 O 染色结果发现,相较于普食

对照组,高脂组动脉切片可见内膜完整性部分破

坏,内膜内聚集大量的泡沫细胞及炎症细胞,局部

斑块形成;阿托伐他汀治疗组和姜黄素治疗组都可

见主动脉形成明显的动脉粥样硬化斑块,但相较于

高脂组,病理变化均有一定的改善。 Masson 染色结

果可见,阿伐他汀治疗组和姜黄素治疗组的胶原纤

维含量明显高于高脂组,在一定程度上说明姜黄素

可以提高病理斑块的稳定性(图 1)。
应用图像分析软件(Image Pro Plus 6. 0)测量斑

块面积、被染成红色的脂质面积及胶原纤维面积,
计算脂质面积占斑块面积的百分比。 结果发现,姜
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黄素治疗组的校正斑块面积和脂质面积明显低于

高脂组(P<0. 01,表 1),这表明姜黄素治疗能减轻

ApoE- / -小鼠主动脉粥样硬化病变。

图 1. 不同分组 ApoE- / -小鼠动脉粥样硬化斑块的免疫染色结果

Figure 1. Representative histological pictures of aortic atherosclerotic lesion in ApoE- / -mice fed with different diets

表 1. 各组主动脉校正斑块面积、脂质面积及胶原纤维面积

百分比的比较

Table 1. Comparison of corrected plaque area, lipid area
and collagen fiber area of the aorta in ApoE- / - mice fed
with different diets

分 组
校正斑块
面积(% )

脂质面积
(% )

胶原纤维
面积(% )

普食对照组 2. 16±2. 46 - 3. 56±2. 04

高脂组 32. 86±3. 64a 21. 83±4. 49 18. 57±3. 04a

阿托伐他汀治疗组 12. 12±2. 86ab 9. 87±3. 20b 35. 14±2. 95ab

姜黄素治疗组 18. 02±3. 24ab 13. 25±2. 16b 27. 53±2. 70ab

a 为 P<0. 05,与普食对照组比较;b 为 P<0. 01,与高脂组比较。

组织免疫荧光染色结果(图 2)发现,相较于高

脂组,姜黄素能显著降低动脉粥样硬化斑块的易损

指数(1. 52 比 0. 90,P<0. 01),提示姜黄素能稳定

ApoE- / -小鼠体内的动脉粥样硬化斑块。
2. 2　 姜黄素对 ApoE- / -小鼠动脉粥样硬化斑块内巨

噬细胞极性和功能的影响

使用免疫荧光双标法检测小鼠主动脉组织中

iNOS 和 CD206 的表达量(分别反映动脉粥样硬化

斑块中 M1 型及 M2 型巨噬细胞的极化状态),并计

算 M1 型巨噬细胞与 M2 型巨噬细胞的比值。 结果

发现,与高脂组相比,姜黄素治疗组显著降低了

ApoE- / -小鼠动脉粥样硬化斑块内 M1 / M2 巨噬细胞

的比值(iNOS / CD206)(P<0. 01;图 3)。

图 2. 不同分组 ApoE- / -小鼠动脉粥样硬化斑块的易损性比较　 　 a 为 P<0. 01,与高脂组比较。

Figure 2. Comparison of vulnerability of atherosclerotic plaques in ApoE- / - mice fed with different diets
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图 3. 不同分组 ApoE- / -小鼠动脉粥样硬化斑块中 M1 型巨噬细胞 / M2 型巨噬细胞的比值　 　 a 为 P<0. 01,与高脂组比较。

Figure 3. The percentage of M1 / M2 macrophages in aortic root plaques of ApoE- / - mice fed with different diets

　 　 为进一步验证姜黄素对巨噬细胞功能的影响,
我们检测了各组 ApoE- / -小鼠主动脉组织中各炎症

因子的基因表达水平。 结果发现,与高脂组相比,
姜黄素治疗组和阿托伐他汀治疗组中 M1 型巨噬细

胞分泌的促炎因子( IL-1β、iNOS 和 TNF-α)表达下

调,而 M2 型巨噬细胞分泌的抗炎因子( IL-10、Ym1
和 Fizz1)表达上调(图 4)。 提示姜黄素治疗能显著

改善 ApoE- / -小鼠动脉粥样硬化斑块内的炎症反应。

图 4. 不同分组 ApoE- / -小鼠主动脉组织中各炎症因子的表达水平　 　 1 为普食对照组,2 为高脂组,3 为阿托伐他汀治疗组,4 为姜黄

素治疗组。 a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01, 与普食对照组比较;c 为 P<0. 05,d 为 P<0. 01,与高脂组比较。

Figure 4. The gene expression of inflammatory cytokines in aortic root plaques of ApoE- / - mice fed with different diets

3　 讨　 论

动脉粥样硬化是一种慢性炎症的病理状态,最
终会导致斑块破裂及相关的心血管事件(心肌梗

死、中风、心脏猝死等)。 动脉粥样硬化斑块的稳定

性是决定疾病预后的关键[12]。 一般来说,不稳定斑

块的病理表现为巨噬细胞聚集、病灶炎症反应显

著、脂质含量增加、纤维帽变薄、平滑肌细胞和胶原

蛋白含量减少等[13]。 姜黄素由于其相对安全、药理

作用范围广泛,在心血管防治领域具有广阔的应用

前景[5]。 既往的研究发现,姜黄素可通过降脂、抗
氧化等方面发挥抗动脉粥样硬化的作用。 本研究

中,我们通过 ApoE- / -小鼠建立动脉粥样硬化模型,
分别比较不同实验组小鼠动脉粥样硬化斑块的校

正斑块面积、脂质面积和易损指数,证实姜黄素可

减轻活体内动脉粥样硬化负担并稳定动脉粥样硬

化斑块。 另外,我们还使用阿托伐他汀治疗作为实

验的阳性对照组。 值得一提的是,我们发现姜黄素

的抗动脉粥样硬化作用并不亚于阿托伐他汀,提示

姜黄素对于治疗动脉粥样硬化性心血管疾病具有

良好的疗效和应用前景。
巨噬细胞在动脉粥样硬化的发生发展中发挥

关键作用。 动脉壁中的巨噬细胞可转化为泡沫细

胞,引起过度的炎症反应,从而加剧动脉粥样硬化
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病变的进展[14]。 巨噬细胞具有异质性,可根据不同

的微环境分化为 M1 和 M2 型巨噬细胞[15-17]。 其

中,M1 型巨噬细胞可通过表达促炎因子(如 IL-1β、
IL-6、TNF-α 及 iNOS 等)加剧炎症反应,而 M2 型巨

噬细胞则可通过抑制炎症反应、促进组织修复增强

动脉粥样硬化斑块的稳定性[18]。 最近的研究表明,
M1 型巨噬细胞多位于斑块的易损区域(如斑块的

肩部),而 M2 型巨噬细胞多集中于动脉外膜,提示

不同亚型巨噬细胞在动脉粥样硬化病程中可能执

行不同的功能[19]。 因此,调控巨噬细胞极性以达到

斑块内免疫平衡是一种防治动脉粥样硬化疾病的

有效策略。 最新的细胞实验发现,姜黄素能够抑制

巨噬细胞 M1 型极化,从而达到抗炎的作用[9,20-21]。
本研究通过应用 ApoE- / -小鼠建立动脉粥样硬化模

型,证实姜黄素能在活体中影响巨噬细胞极性,即
抑制巨噬细胞向 M1 型极化,从而抑制炎症反应及

动脉粥样硬化的进展。 然而,姜黄素抗动脉粥样硬

化的临床应用及其影响巨噬细胞极化的具体机制

仍需进一步的临床试验及基础研究。
综上所述,本研究结果表明,姜黄素能通过减

少动脉粥样硬化斑块中 M1 / M2 型巨噬细胞的比

值,抑制病灶中的炎症反应,从而延缓动脉粥样硬

化的进展。 该结果将为姜黄素在动脉粥样硬化防

治领域中的应用提供进一步的理论基础。
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