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丹皮酚调控 ApoE- / - 小鼠胆汁酸代谢发挥抗动脉粥样硬化作用
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(安徽中医药大学药学院 中药研究与开发安徽省重点实验室,安徽省合肥市 230012)
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[摘　 要] 　 目的　 探究丹皮酚通过调控 ApoE- / -小鼠胆汁酸代谢影响 FXR-FGF15 信号通路,从而影响脂质代谢发

挥抗动脉粥样硬化的作用。 方法　 采用高脂饲料喂养 ApoE- / -小鼠 20 周建立动脉粥样硬化斑块模型,造模同时灌

胃丹皮酚(200 mg / kg)。 油红 O 染色观察主动脉大体和肝脏组织病理形态学变化;酶法检测血脂和肝脂水平;LC-
MS / MS 检测小鼠肠道胆汁酸组分变化;Western blot 检测小鼠肝脏 CYP7A1 及回肠 FXR、FGF15 蛋白的表达。 结果

　 丹皮酚显著减轻动脉粥样硬化模型小鼠主动脉斑块面积,减少肝脏脂质沉积;明显降低血清和肝脏中甘油三酯、
总胆固醇水平及肝脏系数;升高 FXR 拮抗剂 TαMCA、TβMCA 含量,降低 FXR 激动剂 CDCA 和 LCA 含量,抑制肠

FXR-FGF15 信号通路,诱导肝组织 CYP7A1 蛋白表达,增加粪便中总胆汁酸外排。 结论　 丹皮酚可能通过影响胆

汁酸代谢,抑制 FXR-FGF15 轴从而促进肝脏胆汁酸合成与排泄,减少胆固醇蓄积,进而实现其抗动脉粥样硬化的

作用。
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Paeonol regulates bile acid metabolism in ApoE- / - mice and reduces atherosclerosis
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To explore the effect of paeonol (Pae) on the FXR-FGF15 signaling pathway by regulating the
metabolism of bile acids in ApoE- / - mice, thereby affecting lipid metabolism to play an anti-atherosclerotic effect. 　 　
Methods　 ApoE- / - mice were fed high-fat diet for 20 weeks to establish an atherosclerotic plaque model, and the model
was created and injected with paeonol (200 mg / kg). 　 Oil red O staining was used to observe the pathomorphological chan-
ges of the aorta and liver tissues; Enzymatic method was used to detect the lipid levels of blood and liver; LC-MS / MS was
used to detect changes in mouse intestinal bile acid composition; Western blot was used to detect the expression of mouse
liver CYP7A1, ileum FXR and FGF15. 　 　 Results　 Paeonol significantly reduced the plaque area of the aorta in athero-
sclerotic model mice and reduced lipid deposition in the liver; significantly reduced the levels of triglyceride, total choles-
terol and liver coefficient in serum and liver; increased the content of FXR antagonists TαMCA and TβMCA, reduced the
content of FXR agonists CDCA and LCA, inhibited the intestinal FXR-FGF15 signaling pathway, induced the expression of
CYP7A1 protein in liver tissue, and increased the efflux of total bile acid in feces. 　 　 Conclusion　 Paeonol may affect
the metabolism of bile acids and inhibit the FXR-FGF15 axis to promote the synthesis and excretion of bile acids in the liv-
er, reduce cholesterol accumulation, and achieve its anti-atherosclerotic effect.

　 　 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是心肌梗死

和脑梗死等心血管事件发病的共同病理基础,胆固

醇代谢异常、动脉内壁脂质斑块沉积是重要诱

因[1-2]。 胆汁酸(bile acids,BA)是胆固醇分解代谢
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的主要下游产物,在调控脂肪、糖、能量代谢等关键

途径中发挥重要作用,在众多代谢性疾病包括 As 的
发生中扮演重要角色[3-4]。 胆汁酸可作为信号分子

进而激活多种核受体,并通过激活核受体产生的下

游效应对自身代谢进行调节,主要包括法尼醇 X 受

体(farnesoid X receptor,FXR)、G 蛋白偶联受体(G
protein-coupled bile acid receptor,TGR5)、维生素 D
受体(vitamin D receptor,VDR),其中 FXR 是调节脂

质代谢的关键核受体,可通过调节肝脏脂质生成途

径、脂质分泌、血浆脂质清除以及肠道胆固醇吸收

来调节脂质代谢[5-7]。 牛磺-β-鼠胆酸( tauro-β-muri-
cholic acid,TβMCA)是天然的 FXR 拮抗剂,肠 FXR
表达被抑制后,进而抑制下游肠成纤维细胞生长因

子 15(fibroblast growth factor 15,FGF15)的表达,胆
汁酸随后分泌到门静脉并循环到肝脏,与相关受体

结合后启动信号级联,激活肝脏胆固醇 7α-羟化酶

(cholesterol 7α-hydroxylase,CYP7A1)蛋白表达进而

增加胆汁酸的合成,减少肝脏胆固醇含量[8-10]。
丹皮 酚 ( paeonol, Pae ) 是 毛 茛 科 植 物 牡 丹

Paeonia Suffruticoas Andr. 干燥根皮的主要活性成分

之一,其化学结构为 2-羟基-4-甲氧基苯乙酮,具有

清热凉血、活血化瘀的功效。 前期实验表明丹皮酚

能够调节脂质代谢和抗 As 等作用[11-12],本研究旨

在探索丹皮酚抗 As 作用是否通过胆汁酸代谢及相

关核受体而调节脂质代谢,为进一步揭示丹皮酚抗

As 作用的新途径提供思路。

1　 材料和方法

1. 1　 主要材料

丹皮酚(批号:T1903202)购自宣城百草植物工

贸有限公司,纯度 99% ;高脂饲料(批号:CI92119)
购自常州鼠一鼠二生物科技有限公司;甘油三酯

( triglyceride,TG)、总胆固醇( total cholesterol,TC)、
高密度脂蛋白胆固醇(high density lipoprotein choles-
terol,HDLC) 和低密度脂蛋白胆固醇 ( low density
lipoprotein cholesterol,LDLC)试剂盒购自南京建成

生物工程研究所;FXR 抗体( ab129089)、FGF15 抗

体(ab229630)、CYP7A1 抗体( ab234982)均购自美

国 Abcam 公司;甲醇、乙腈、乙酸、乙酸铵、甲酸均购

自德国 CNW 公司。
超高效液相(美国 Agilent 公司);高分辨质谱仪

(美国 Thermo Fisher Scientific 公司);多功能酶标仪

Spectra Max Mze(美国 MD 公司);-80 ℃冰箱(日本

Sanyo 公司);电泳系统(美国 Bio-Rad 公司);化学发

光成像仪(美国 GE 公司);酶标仪(德国 Eppendorf 公
司);倒置显微镜(日本 Olympus 公司)。

本实验所用小鼠均由常州卡文斯动物实验中

心提供 [ SCXK (苏) 2016-0010],7 ~ 8 周龄,雄性

ApoE- / -小鼠和 C57BL / 6J 小鼠。 小鼠随机分笼,普
通饲料适应性喂养 7 天后开始实验。
1. 2　 动物分组及给药

ApoE- / -小鼠随机分为 2 组:模型组和丹皮酚

组,每组 6 只,给予高脂饲料喂养,高脂饲料配方为

20%蛋白质、50% 碳水化合物、21% 脂肪、0. 15% 胆

固醇。 另取 6 只 C57BL / 6J 小鼠为空白组,普通饲

料喂养。 丹皮酚组灌胃给药剂量为 200 mg / kg,其
余两组每天灌胃 0. 5% CMC-Na 溶液,给药体积均为

10 mL / kg,连续 20 周。
1. 3　 主动脉病理学观察

第 20 周末,动物禁食、处死,预冷 PBS 冲洗小

鼠心脏及主动脉血管组织,使用纤维剪将心脏去

除,在体式显微镜下观察,用显微镊及显微剪将血

管外膜上附着的脂肪及其他组织分离去除,用显微

剪小心将血管纵向剖开,双蒸水洗 3 次。 平铺整根

主动脉,用细针固定于黑色培养皿上,油红 O 工作

液染 15 min,分别用 100% 和 65% 异丙醇分化

5 min,双蒸水清洗 3 次,于高分辨率相机拍照,以斑

块占总血管面积的百分比代表 As 的相对严重程度。
1. 4　 肝脏组织切片、染色及图像处理

取肝脏组织浸润于 OCT 中,放入-80 ℃ 冰箱

中,待组织冷冻成固体状态时置于冰冻切片机中切

片,将组织块切为 7 μm 厚的连续冰冻切片,用预冷

的 PBS 清洗 3 次,用 10% 甲醛钙固定切片组织

10 min,再次清洗 3 次,于 65%异丙醇中浸洗 1 min;
油红 O 工作液染色 15 min 后,加入 60%异丙醇脱色

至间质清晰,双蒸水清洗 3 次,于荧光倒置显微镜下

观察并拍照。
1. 5　 肝脏系数检测

动物处死前先准确称取小鼠体质量并记录,取
出完整肝脏并剔除周围结缔组织,滤纸吸干肝脏表

面水分,再准确称取小鼠肝脏,按照公式计算肝脏

系数。 肝脏系数=肝质量(g) / 体质量(100 g)。
1. 6　 酶法检测血脂及肝脂水平

血液样本于 4 ℃、3 000 r / min 离心 10 min,收
集小鼠血清于 EP 管,按照操作盒说明和流程加入

相应试剂反应进行血脂 TC、TG、LDLC、HDLC 含量

测定。 精密称取各组肝脏 100 mg,研磨醇提制备成

匀浆,4 ℃、13 000 r / min 离心 12 min 取上清,按照
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操作盒说明和流程加入相应试剂反应进行肝脏 TC、
TG 含量测定。
1. 7　 酶法检测粪便总胆汁酸水平

粪便收集后储存样本于-80 ℃冰箱,检测前按

体质量与体积比为 1 ∶ 9 的比例加入 0. 9% 盐水。
冰水浴中均匀破碎,于 4 ℃、3 500 r / min 离心 10
min,收集上清按照操作盒说明和流程加入相应试剂

反应,采用酶法对粪便总胆汁酸含量进行测定。
1. 8 　 LC-MS / MS 检测小鼠回肠中各胆汁酸含量

变化

精密称取 25 mg 样品,各加入 1 000 μL 含

0. 1%甲酸提取液( V甲醇 ∶ V乙腈 ∶ V水 = 2 ∶ 2 ∶ 1),
4 ℃、12 000 r / min 离心 15 min;取上清液至 LC 进样

瓶中,用于 LC-MS / MS 分析。 色谱条件使用 Agilent
1290 Infinity series(Agilent Technologies)超高效液相

色谱仪,通过 Waters ACQUITY UPLC BEH C18(150×
2. 1 mm,1. 7 μm,Waters)液相色谱柱对目标化合物

进行色谱分离。 流动相 A 相为 1 mmol / L 的乙酸和

1 mmol / L 的乙酸铵水溶液,B 相为乙腈。 流速 0. 4
mL / min,进样体积为 1 μL。
1. 9 　 Western blot 检测小鼠肝脏 CYP7A1 及回肠

FXR、FGF15 蛋白的表达

将各组小鼠肝脏和回肠组织分别在研钵中充

分研磨,加入裂解液置于冰上 30 min 以充分裂解组

织细胞,4 ℃、12 000 r / min 离心 15 min,吸取上清液

即为待测蛋白质提取物。 采用 BCA 试剂盒测量蛋

白质含量,取等量蛋白质用上样缓冲液进行处理,
100 ℃灭活 5 min,-80 ℃冰箱保存。 调整蛋白浓度

后上样,取 10 μg 蛋白样品经 SDS-PAGE 凝胶,通电

转至 PVDF 膜,放入封闭液中 37 ℃ 封闭 1 h;一抗

4 ℃过夜, TBST 清洗,加入二抗, TBST 清洗后用

ELC 化学发光液显色曝光,进行蛋白表达分析。
1. 10　 统计学处理方法

实验数据采用 SPSS 23. 0 软件进行统计分析。
计量资料采用 x±s 表示,组间比较采用单因素方差

分析及 LSD-t 检验, P < 0. 05 表示差异有统计学

意义。

2　 结　 果

2. 1　 丹皮酚对 ApoE- / -小鼠动脉粥样硬化斑块形成

的影响

主动脉油红 O 染色结果显示:高脂饲料喂养 20
周,模型组小鼠主动脉及主动脉弓处的阳性区域斑

块面积明显增多,与空白组相比差异有显著性(P<
0. 01);丹皮酚组小鼠主动脉及主动脉弓处的阳性

区域斑块面积与模型组比较显著减少(P<0. 01);上
述结果表明高脂饲料喂养 ApoE- / -小鼠 20 周,动脉

粥样硬化模型复制成功,丹皮酚给药可显著减少 As
小鼠主动脉斑块形成(图 1)。

图 1. 丹皮酚对 ApoE- / -小鼠动脉粥样硬化斑块形成的影响(n=3)
a 为 P<0. 01,与空白组比较;b 为 P<0. 01,与模型组比较。

Figure 1. The effect of Pae on atherosclerotic plaque formation in ApoE- / - mice (n=3)

2. 2　 丹皮酚对 ApoE- / -小鼠肝脏中脂肪分布的影响

肝脏组织冰冻切片油红 O 染色显示:空白组小

鼠肝脏无红色脂滴,模型组小鼠肝脏胞质可见大量

红色脂滴,高脂饮食小鼠肝脏脂质沉积显著增加(P
<0. 01);灌胃丹皮酚后,小鼠肝脏的脂质沉积明显

减少(P<0. 01;图 2)。
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图 2. 丹皮酚对 ApoE- / -小鼠肝脏脂肪分布的影响(n=3)
A 为空白组,B 为模型组,C 为丹皮酚组。 a 为 P<0. 01,与空白组比较;b 为 P<0. 01,与模型组比较。

Figure 2. Effects of Pae on the liver tissue morphology of ApoE- / -mice (n=3)

2. 3　 丹皮酚对 ApoE- / -小鼠肝脏系数的影响

与空白组相比,模型组小鼠肝脏系数明显增加

(P<0. 05),丹皮酚给药小鼠肝脏系数较模型组显著

降低(P<0. 05;表 1)。

表 1. 丹皮酚对 ApoE- / -小鼠肝脏系数的影响

Table 1. Effect of Pae on liver coefficient of ApoE- / - mice

分组 n 肝脏系数 / %

空白组 6 4. 45±0. 21

模型组 6 5. 44±0. 17a

丹皮酚组 6 4. 77±0. 17b

　 　 注:a 为 P<0. 05,与空白组比较;b 为 P<0. 05,与模型组比较。

2. 4　 丹皮酚对 ApoE- / -小鼠血清和肝脏中脂质水平

的影响

为了探究小鼠体内血脂及肝脏脂质水平的变

化以及丹皮酚给药后的干预作用,采用酶标仪检测

小鼠血清 TG、TC、HDLC 和 LDLC 及肝脏 TC、TG 的

含量水平。 结果显示,模型组小鼠血清 TG、TC、LDLC
水平明显升高,肝脏 TG、TC 水平同样显著升高;丹皮

酚组血清 TG、TC 和 LDLC 水平及肝脏 TC、TG 水平明

显降低,与模型组小鼠比较差异有显著性,丹皮酚同

样可以逆转高脂饲养引起的 HDLC 水平降低。 以上

结果表明:高脂饲养造成小鼠体内脂质水平紊乱,丹
皮酚对 As 小鼠具有明显的降脂作用(表 2)。

表 2. 丹皮酚对 ApoE- / -小鼠血清和肝脏脂质水平的影响

Table 2. Effects of Pae on lipid level in serum and liver of ApoE- / - mice

分组 n
血清 / (mmol / L)

TC TG LDLC HDLC

肝脏 / (mmol / 100 g)

TC TG

正常组 6 11. 97±1. 17 1. 48±0. 31 5. 98±2. 58 4. 04±0. 67 0. 57±0. 14 0. 97±0. 29
模型组 6 67. 50±3. 26a 13. 85±1. 54a 23. 41±4. 49a 2. 21±0. 60a 1. 41±0. 10a 2. 25±0. 20a

丹皮酚组 6 37. 91±3. 92b 5. 19±1. 31c 13. 19±3. 87c 3. 63±1. 24b 0. 93±0. 21c 1. 52±0. 15b

　 　 注:a 为 P<0. 01,与空白组比较;b 为 P<0. 05,c 为 P<0. 01,与模型组比较。

2. 5　 丹皮酚对 ApoE- / -小鼠粪便总胆汁酸含量的

影响

采用酶标仪检测小鼠粪便总胆汁酸的含量,结

果显示,与空白组比较,模型组小鼠粪便总胆汁酸

水平显著升高(P<0. 05),丹皮酚干预后可显著增加

小鼠粪便中胆汁酸的含量(P<0. 05;图 3)。
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图 3. 丹皮酚对 ApoE- / -小鼠粪便总胆汁酸

含量的影响(n=6)
a 为 P<0. 05,与空白组比较;b 为 P<0. 05,与模型组比较。

Figure 3. Effect of Pae on the total bile acid content
in feces of ApoE- / - mice (n=6)

2. 6　 丹皮酚对 ApoE- / -小鼠回肠中各胆汁酸含量变

化的影响

进一步利用 LC-MS / MS 检测回肠中各胆汁酸

含量的变化,鹅脱氧胆酸 ( chenodeoxycholic acid,
CDCA)、脱氧胆酸( deoxycholic acid,DCA)、石胆酸

(lithocholic acid,LCA)和胆酸(cholic acid,CA)均为

FXR 受体激动剂,牛磺-α-鼠胆酸( tauro α-muricholic
acid,TαMCA)与 TβMCA 和牛磺熊脱氧胆酸( taur-
oursodeoxycholic acid, TUDCA) 为 FXR 受体拮抗

剂[13-14]。 与空 白 组 相 比, 模 型 组 小 鼠 TUDCA、
CDCA、DCA、LCA 和 CA 含量均显著升高(P<0. 05
或 0. 01),TαMCA 和 TβMCA 含量差异无显著性(P
>0. 05);与模型组相比,丹皮酚给药后可显著升高

回肠中 TαMCA 和 TβMCA 含量(P<0. 01),显著降

低 CDCA 和 LCA 含量(P<0. 05 或 0. 01;图 4)。

图 4. 丹皮酚对 ApoE- / -小鼠回肠胆汁酸含量变化的影响(n=6)
a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与空白组比较;c 为 P<0. 05,d 为 P<0. 01,与模型组比较。

Figure 4. Effect of Pae on the changes of bile acid content in the ileum of ApoE- / - mice (n=6)

2. 7　 丹皮酚对 ApoE- / -小鼠肝脏 CYP7A1 和回肠

FXR、FGF15 蛋白表达的影响

Western blot 结果显示,与空白组比较,模型组

小鼠肝脏 CYP7A1 蛋白表达水平显著减少 ( P <
0. 01),回肠 FXR 和 FGF15 蛋白表达水平显著增加

(P< 0. 01 );与模型组比较,丹皮酚组小鼠肝脏

CYP7A1 蛋白表达水平显著增加(P<0. 01),回肠

FXR 和 FGF15 蛋白表达水平显著减少(P<0. 01;图
5)。 以上结果表明:丹皮酚可降低回肠 FXR 和

FGF15 蛋白表达,升高肝脏 CYP7A1 蛋白表达,进而

促进肝脏中胆固醇向胆汁酸转化。

3　 讨　 论

高脂饮食诱导的胆固醇积聚是脂质代谢紊乱

的常见致病因素之一,是心血管疾病的高危因

素[15]。 ApoE- / -小鼠是当前用于复制 As 模型的经

典动物,高脂饲料造成小鼠体内胆固醇和脂质大量

累积,由于 ApoE 基因缺陷,小鼠血液循环中脂质代

谢受阻,更容易导致 As 发生,其病理及组织学形态

与人类疾病极为相近[16],故本研究采用 ApoE- / - 小

鼠高脂饲料喂养 20 周建立 As 模型,血脂和肝脂水

平明显升高,通过肉眼观察和油红 O 染色肝脏组织

均显示模型组小鼠肝内大量的脂质沉积,脂肪变性

严重,这些结果说明长期喂食高脂饮食导致小鼠体
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图 5. 丹皮酚对 ApoE- / -小鼠回肠 FXR、FGF15 及肝脏 CYP7A1 蛋白表达的影响(n=6)
a 为 P<0. 01,与空白组比较;b 为 P<0. 01,与模型组比较。

Figure 5. The effect of Pae on the expression of FXR, FGF15 and CYP7A1 in ApoE- / - mice (n=6)

内过量胆固醇沉积;模型组小鼠主动脉大体油红 O
染色后,主动脉弓处的阳性区域斑块面积明显增

多,这些结果均表明 As 模型复制成功。
课题组前期已有研究不同剂量丹皮酚抗 As 的

作用,丹皮酚有效剂量有充足依据,其中以丹皮酚

200 mg / kg 作用最为明显[17],故本研究选用 200
mg / kg 作为有效给药剂量。 与模型组相比,丹皮酚

给药后可逆转高脂饮食引起的血清及肝脏脂质代

谢紊乱,降低 ApoE- / -小鼠肝脏脂质的积聚和主动脉

大体斑块面积,提示丹皮酚具有调控体内脂质代

谢、抗 As 的作用。
肝脏中胆固醇的摄取、合成、代谢和排泄直接

影响肝脏胆固醇水平[18],加强胆固醇逆向转运和增

加其转化为胆汁酸是胆固醇代谢的主要途径[19]。
胆汁酸是胆固醇分解代谢的主要下游产物,它的产

生和排泄对维持胆固醇稳态至关重要,由此,调控

胆汁酸代谢是抗 As 研究的有效路径。 FXR 是脂质

代谢的一个重要组成部分[5],在无菌处理的动物体

内已有研究证实胆汁酸的合成受 FXR-FGF15 信号

通路调控[20]。 FXR 拮抗剂可以显著改善高胆固醇

血症、高脂血症和糖尿病,已有研究表明,TαMCA 和

TβMCA 是鼠胆酸在小鼠体内的主要存在形式,是
FXR 受体的天然拮抗剂,CDCA 和 LCA 均为内源性

FXR 激动剂,且药理活性 CDCA>LCA[9-10,21]。 在本

研究中,通过酶法检测粪便中总胆汁酸含量变化,
LC-MS / MS 检测回肠单个胆汁酸含量,Western blot
检测小鼠肝脏 CYP7A1 及回肠 FXR、FGF15 蛋白的

表达,结果表明丹皮酚可升高回肠 FXR 拮抗剂

TαMCA 和 TβMCA 含量,降低 FXR 激动剂 CDCA 和

LCA 含量,抑制肠 FXR-FGF15 信号通路,促进肝

CYP7A1 的表达,提高粪便中胆汁酸的排出。 提示

丹皮酚可能通过胆汁酸代谢途径,减少高脂饮食诱

导的 ApoE- / -小鼠肝脏胆固醇积聚,发挥抗 As 作用。
本研究在建立 As 模型基础上,首次探讨丹皮酚

对胆汁酸代谢的调节作用,进而抑制高脂饮食诱导

的 As 发生发展。 但丹皮酚对胆汁酸代谢更深入的

分子机制研究尚需进一步完善,本课题组将在后续

研究中作更深入的探讨。
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