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白藜芦醇对动脉粥样硬化兔血脂及血清中抗氧化酶水平的影响
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　　摘　要：目的　研究白藜芦醇对动脉粥样硬化（ＡＳ）兔血脂及血浆抗氧化酶水平以及对核因子κＢ（ＮＦκＢ）、ＭＡＰＫｓ信号通

路的影响。方法　将雄性纯种日本大耳白兔分为５组，对照组（Ａ组），高脂模型组（Ｂ组），白藜芦醇干预组（Ｃ、Ｄ、Ｅ组）。收集血

样测定血脂总胆固醇（ＴＣ）、三酰甘油（ＴＧ）、低密度脂蛋白胆固醇（ＬＤＬＣ）、高密度脂蛋白胆固醇（ＨＤＬＣ）水平及抗氧化酶谷胱

甘肽（ＧＳＨ）、谷胱甘肽过氧化物（ＧＳＨＰＸ）、谷胱甘肽硫基转移酶（ＧＳＴ）、γ谷氨酰半胱氨酸合成酶（γＧＣＳ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）、

超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、丙二醛（ＭＤＡ）水平。蛋白质免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测促分裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫｓ）、核因子κＢ

（ＮＦκＢ）蛋白表达。结果　与Ａ组相比，Ｂ组血脂水平升高，抗氧化酶总体呈下降趋势，ＭＤＡ水平增加，ＭＡＰＫｓ、ＮＦκＢ蛋白磷

酸化增强；Ｃ、Ｄ、Ｅ组可减低血脂，升高 ＨＤＬＣ，提高抗氧化酶活力，降低 ＭＤＡ水平，抑制 ＭＡＰＫｓ、ＮＦκＢ蛋白磷酸化。结论　白

藜芦醇可以降低ＡＳ兔的血脂水平，升高血清抗氧化酶活力，降低血清 ＭＤＡ水平，抑制 ＭＡＰＫｓ和ＮＦκＢ信号通路的激活。
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　　在动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）和冠心病的发生、发

展过程中，脂代谢异常是一重要的危险因素。有研究证实，降

低冠心病患者的总胆固醇（ＴＣ）、低密度脂蛋白胆固醇（ＬＤＬ

Ｃ）水平可大幅降低心血管事件病死率及事件再发生率
［１２］。

大量的研究表明，白藜芦醇能有效抑制脂质过氧化，抑制 ＡＳ

的形成，但其具体机制报道较少。本研究拟通过高脂饮食构建

ＡＳ兔模型，观察白藜芦醇对ＡＳ兔血脂的影响，明确其抗脂质

过氧化的作用，并阐述白藜芦醇的抗氧化作用与促分裂原活化

蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ，ＭＡＰＫｓ）家族及

核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ，ＮＦκＢ）细胞信号通路之间

的关系，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　普通级８周龄纯种雄性日本大耳白兔５０只，体质

量２．２～２．６ｋｇ，健康，购自昆明医科大学实验动物科［许可证

号：滇实动证第２００５０６４号，实验动物设施合格证号：ＳＣＸＫ

（滇）２０１１～０００４］。分为对照组（Ａ组），高脂模型组（Ｂ组），白

藜芦醇低剂量组（Ｃ组），白藜芦醇中剂量组（Ｄ组），白藜芦醇

高剂量组（Ｅ组），每组１０只。白藜芦醇购自上海纳贝生物公

司；谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）、谷胱甘肽过氧化物（ｇｌｕｔａｔｈｉ

ｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＧＳＨＰＸ）、谷胱甘肽硫基转移酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ

Ｓｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＧＳＴ）、γ谷氨酰半胱氨酸合成酶（γｇｌｕｔａｍｙｌ

ｃｙｓｔｅｉｎｙｌｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ，γＧＣＳ）、过氧化氢酶（ｃａｔａｌａｓｅ，ＣＡＴ）、超

９６１４重庆医学２０１４年１１月第４３卷第３１期
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氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉ

ａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）检测试剂盒购于南京建成生物工程所；ＮＦ

κＢ、细胞外信号调节激酶１／２（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉ

ｎａｓｅ１／２，ＥＲＫ１／２）、丝裂原活化蛋白激酶（ｐ３８ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａ

ｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｐ３８，ｐ３８ＭＡＰＫ）、氨基末端激酶（ｃＪｕｎＮ

ｔｅｒｍｉｎａｌｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＪＮＫ）、甘油醛３磷酸脱氢（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅ

ｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）鼠单克隆抗体，辣

根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的羊抗鼠二抗购自美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公 司、美 国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ 公 司；聚 偏 二 氟 乙 烯

（ＰＶＤＦ）膜购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。

１．２　方法

１．２．１　动物模型的制备　选取成熟健康雄性日本大耳兔５０

只，给予普通饲料（黄豆粉、麸皮、粗纤维、麦粉组成）适应性喂

养７ｄ后分成５组开始试验（实验０周），Ａ组继续普通饲料喂

养，Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ组均高脂饲料喂养；Ｃ、Ｄ、Ｅ组高脂饲料饲养１０

周后通过喂服胶囊分别给予白藜芦醇１５、４５、８０ｍｇ·ｋｇ
１·

ｄ１，连续给药１０周。高脂饲料配方为２．０％胆固醇＋１０．０％

猪油＋０．２％丙硫氧嘧啶＋８７．８％基础饲料
［３］。每只兔子限制

饲料１００～１２０ｇ／ｄ，自由饮水。白藜芦醇剂量根据参考文献

［４］确定。

１．２．２　采血测定血脂水平及血清抗氧化酶水平　实验动物于

第１、２０周末，清晨空腹从兔耳中动脉采集血液２ｍＬ，静置后

离心分离血清，－２０ ℃保存。全自动生化仪测定 ＴＣ、ＴＧ、

ＬＤＬＣ、ＨＤＬＣ水平。按南京建成生物工程室提供试剂盒操

作步骤测定ＣＡＴ、ＳＯＤ、ＧＳＴ、ＧＳＨ、γＧＣＳ、ＭＤＡ水平。

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＮＦκＢ和 ＭＡＰＫｓ信号通路蛋白表

达　ＲＩＰＡ法提取组织蛋白，以ＢＣＡ法进行蛋白定量后，取５０

μｇ总蛋白，１０％十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ

ＰＡＧＥ）分离，ＰＶＤＦ膜电转移，５％ 脱脂奶粉的ＴＢＳＴ缓冲液

室温封闭２ｈ，加入一抗４℃孵育过夜；ＴＢＳＴ 洗膜后与 ＨＲＰ

标记的羊抗鼠二抗室温孵育１ｈ；ＴＢＳＴ洗膜，加入免疫印迹化

学发光剂室温下反应、暗室曝光、显影和定影。扫描条带，并用

ＩｍａｇｅＪ１．４３ｕ软件对成像结果进行分析，测定各个蛋白条带的

平均光密度值，根据平均光密度值进行统计分析。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１５．０软件进行分析，计量资料

以狓±狊表示，数据经正态检验均为正态分布，采用单因素方差

分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）后Ｓｃｈｅｆｆｅ检验，进行组间两两比较，

以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　白藜芦醇对血脂的影响　实验第０周各组间血清ＴＧ、

ＴＣ、ＬＤＬＣ、ＨＤＬＣ水平比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

第２０周末，Ａ组与第０周对比有轻微变化，但差异无统计学意

义（犘＞０．０５）；Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ组与同组第０周时相比及与同时期Ａ

组比较，ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬＣ、ＨＤＬＣ水平均明显升高（犘＜０．０１）；

与Ｂ组比较，Ｃ、Ｄ、Ｅ组ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬＣ水平均有不同程度下

降，ＨＤＬＣ水平升高，差异有统计学意义（犘＜０．０１）；Ｃ、Ｄ、Ｅ

组间两两比较发现，ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬＣ水平逐渐降低，ＨＤＬＣ水

平逐渐升高，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结果显示，白藜

芦醇对于血脂ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬＣ、ＨＤＬＣ水平的影响呈现出一

定的剂量依赖性，见表１。

２．２　白藜芦醇对血清抗氧化酶的影响　与 Ａ组比较，Ｂ组

ＣＡＴ、ＳＯＤ活力有所下降，而 ＭＤＡ水平有所上升，差异有统

计学意义（犘＜０．０５）；给予白藜芦醇干预后，ＣＡＴ、ＳＯＤ活力随

着白藜芦醇剂量的增加而增强，ＭＤＡ水平随白藜芦醇剂量的

增加而降低，呈剂量依赖性，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见

表２。与 Ａ 组相比，Ｂ组 ＧＳＨＰＸ活力降低，ＧＳＨ 水平、γ

ＧＣＳ、ＧＳＴ活力骤然升高，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；给予

白藜芦醇干预后，ＧＳＨ 水平、ＧＳＨＰＸ活力有所增强，γＧＣＳ、

ＧＳＴ活力则随着白藜芦醇剂量的增加而下降，呈剂量依赖性，

差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表３。

表１　　第２０周末各组血脂水平（狓±狊，ｍｍｏｌ／Ｌ）

组别 ＴＣ ＴＧ ＬＤＬＣ ＨＤＬＣ

Ａ组 １．２０±０．２５ ０．８０±０．２６ ０．４０±０．１０ ０．３９±０．１６

Ｂ组 ３５．９５±３．８４▲ ２．６４±０．３２▲ ２０．６２±２．２４▲ １．１３±０．４２▲

Ｃ组 ３１．８０±６．４２▲★ ２．２０±０．３７▲★ １７．０９±３．７７▲★ ３．２４±０．８３▲★

Ｄ组 ２５．４５±４．０１▲★■ １．５９±０．３８▲★■ １１．４９±２．９０▲★■ ４．１５±０．７３▲★

Ｅ组 １９．６７±７．３０▲★■◆ １．２４±０．４２▲★■◆８．４３±２．７８▲★■◆４．３６±０．７０▲★■

　　▲：犘＜０．０１，与Ａ组比较；★：犘＜０．０５，与Ｂ组比较；■：犘＜０．０１，

与Ｃ组比较；◆：犘＜０．０５，与Ｄ组比较。

表２　　各组ＣＡＴ、ＳＯＤ活力、ＭＤＡ水平比较（狓±狊）

组别 ＣＡＴ（Ｕ／ｍＬ） ＳＯＤ（Ｕ／ｍＬ） ＭＤＡ（ｎｍｏｌ／ｍＬ）

Ａ组 １８．２９±２．５６ ８４．００±１０．３９ ２．３７±０．５６

Ｂ组 ８．１２±２．０３▲ ５８．２４±７．３９▲ ４６．４５±１１．８５▲

Ｃ组 １２．１３±２．５３▲★ １２７．６１±２３．７６▲★ ２３．３２±１０．３５▲★

Ｄ组 １６．１７±３．３４▲★■ ２４０．５６±２２．３０▲★■ １９．４３±４．６０▲★■

Ｅ组 １５．２７±３．５１▲★■◆ ３０４．０５±３２．０４▲★■◆ ９．６３±２．６６▲★■◆

　　▲：犘＜０．０１，与Ａ组比较，★：犘＜０．０５，与Ｂ组比较，■：犘＜０．０５，

与Ｃ组比较，◆：犘＜０．０５，与Ｄ组比较。

表３　　各组ＧＳＨ水平、ＧＳＨＰＸ、γＧＣＳ、ＧＳＴ活力比较（狓±狊）

组别 ＧＳＨ（ｇ／Ｌ） ＧＳＨＰＸ（Ｕ／ｍＬ） γＧＣＳ（Ｕ／ｍＬ） ＧＳＴ（Ｕ／ｍＬ）

Ａ组 １０．１１±１．６１ ２８８．０４±４３．６０ １６．９９±３．３４ １８．３７±２．３４

Ｂ组 １９９．０６±４１．８６▲ １９２．１５±２８．８４▲ ４２．９１±５．９８▲ ３２．５７±４．５０▲

Ｃ组 ３０４．６３±３０．３３▲★ ２３０．０５±３９．２０▲★ ３７．００±７．１２▲★ ４１．２３±５．６１▲★

Ｄ组 ３２６．２５±２４．２９▲★■ ２４６．７６±２８．８９▲★■ ３２．３４±６．０３▲★■ ４６．７９±８．２０▲★■

Ｅ组 ３６６．８７±２６．２８▲★■◆ ２７８．２５±３８．６５▲★■◆ ２５．７０±３．３４▲★■◆ ５１．９７±６．８１▲★■◆

　　▲：犘＜０．０１，与Ａ组比较；★：犘＜０．０５，与Ｂ组比较；■：犘＜０．０５与Ｃ组比较；◆：犘＜０．０５，与Ｄ组比较。
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２．３　白藜芦醇对 ＮＦκＢ、ＭＡＰＫｓ信号通路的影响　按照实

验分组提取组织蛋白，运用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＮＦκＢ、ＭＡＰＫｓ

信号通路蛋白的表达发现，对于ＮＦκＢ通路，Ｂ组相对于Ａ组

ＮＦκＢ磷酸化表达明显上调，给予白藜芦醇处理后表达有所

抑制，且呈剂量依赖性。对于 ＭＡＰＫｓ通路，在高脂饮食成模

后 ＭＡＰＫｓ信号通路（包括ＥＲＫ１／２、ＪＮＫ和ｐ３８ＭＡＰＫ）磷酸

化明显上调，而在给予不同剂量白藜芦醇治疗后ＪＮＫ和ｐ３８

ＭＡＰＫ的蛋白磷酸化水平得到不同程度的抑制，并呈剂量依

赖性，见图１。

　　
＃：犘＜０．０５，与Ａ组比较；：犘＜０．０５，与Ｂ组比较。

图１　　白藜芦醇对 ＭＡＰＫｓ和ＮＦκＢ信号

通路蛋白磷酸化的影响

３　讨　　论

对于ＡＳ的形成与发展的研究表明，氧化应激与炎性反应

是ＡＳ发生、发展的两个关键环节，氧化应激引起血管内膜损

伤，引起局部炎性反应，进一步发展为ＡＳ。

对于氧化应激，唐玉涵等［５］、朱立贤等［６］通过构建大鼠高

脂血症模型证实，高脂血症可加强脂质过氧化作用，使 ＭＤＡ

生成增加，ＳＯＤ活力降低，白藜芦醇可以抑制高脂血症大鼠的

ＭＤＡ升高及ＳＯＤ、ＧＳＨＰＸ、ＣＡＴ 的下降。Ｓｈｅｎ等
［７］也提

出，白藜芦醇可以抑制大鼠缺血再灌注心肌 ＭＤＡ的产生，提

高ＳＯＤ的活力，增加缺血心肌的存活率。本研究证实，在高脂

饮食致ＡＳ兔模型中白藜芦醇也可以降低 ＭＤＡ的水平，升高

ＳＯＤ、ＣＡＴ等抗氧化酶的活力，从而发挥其抗氧化及心血管保

护作用。

此外，有研究发现白藜芦醇可通过增加血管平滑肌细胞内

还原型ＧＳＨ的水平，降低细胞内氧化剂水平，从而保护细胞

免受氧化损伤［８］。也有研究提示，ＧＳＨ 的慢性缺乏会加剧负

荷性心脏病的心室重构和心力衰竭［９］。本研究发现，ＡＳ兔血

中ＧＳＨ水平升高，ＧＳＨＰＸ活力降低，ＧＳＴ、γＧＣＳ等的活力

增加，给予白藜芦醇后可观察到 ＧＳＨ 的水平进一步增加，

ＧＳＨＰＸ的活力也有所提升，ＧＳＴ、γＧＣＳ的活力则相对降低。

ＧＳＨＰＸ、ＧＳＴ、γＧＣＳ作为合成 ＧＳＨ 的关键因子，其活力的

变化提示白藜芦醇可能通过影响 ＧＳＨ 的合成来发挥其抗氧

化作用。

平滑肌细胞中的活性氧（ＲＯＳ）可激活 ＭＡＰＫｓ信号通路，

引起细胞增殖，还可激活 ＮＦκＢ信号通路，引发局部炎性反

应，促进ＡＳ的发生
［１０１１］。白藜芦醇可能通过抑制 ＭＡＰＫｓ信

号通路来阻碍血管平滑肌细胞的增殖，从而发挥其抗 ＡＳ作

用，还可以通过抑制 ＮＦκＢ信号通路的激活，抑制炎性反应，

进而抗ＡＳ
［１２］。除外这些作用，还有研究表明外界刺激可激活

ＥＲＫ１／２、ｐ３８ＭＡＰＫ，活化的ＥＲＫ１／２、ｐ３８ＭＡＰＫ可使转录因

子ｃｆｏｓｃｊｕｎ磷酸化，从而在转录水平调控γＧＣＳｍＲＮＡ表达，

使细胞质翻译合成γＧＣＳ增加，ＧＳＨ的合成作用增强
［１３］。有

研究发现，ＥＲＫ通路可以被ＣＡＴ所抑制，而抗氧化剂ＣＡＴ可

以减少ＮＦκＢ的激活
［１４１５］。本实验观察到，高脂饮食可以激

活 ＭＡＰＫｓ和 ＮＦκＢ信号通路，表现为ＥＲＫ１／２、ｐ３８ＭＡＰＫ、

ＪＮＫ、ＮＦκＢ信号蛋白的磷酸化水平增加，给予不同剂量的白

藜芦醇干预后发现，ＥＲＫ１／２、ｐ３８ＭＡＰＫ、ＪＮＫ、ＮＦκＢ信号蛋

白的磷酸化水平得到不同程度的抑制，并呈现一定的剂量依

赖性。

综上所述，笔者认为白藜芦醇抗 ＡＳ的作用可能是通过减

低血脂水平，提高抗氧化酶活力，降低氧化应激，进而抑制

ＭＡＰＫｓ和ＮＦκＢ信号通路的激活来实现的。
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内质网应激诱导剂，在许多实验中已经被证实可以与多种抗肿

瘤药物联合运用，诱导肿瘤细胞凋亡，但是具体的分子机制还

不甚明了［１３１４］。

本研究发现，犇犚犈２基因杂合缺失酵母的菌落形成能力明

显大于野生型，表明犇犚犈２基因杂合缺失酵母对衣霉素的抗

性明显高于野生型菌株，暗示ＤＲＥ２很可能参与内质网应激的

调节，可能在内质网应激中起负调控作用。

研究表明，内质网应激反应会随着细胞衰老而发生一些改

变，导致或者加剧细胞衰老的进程［１５］。为了进一步研究

犇犚犈２基因杂合缺失酵母在含有衣霉素的固体培养基上的菌

落形成能力大于野生型是否与其复制寿命（指一个酵母细胞在

死亡之前所能分裂增殖的次数，即产生子细胞的个数）有关，本

研究检测了两者的复制寿命，结果显示：犇犚犈２基因缺失酵母

菌株的复制寿命明显低于野生型菌株，表明犇犚犈２基因杂合

缺失酵母对衣霉素的抗性增加不依赖于其复制寿命。

综上所述，犇犚犈２基因可能作为酵母内质网应激的负调控

因子，调节细胞内质网的未折叠蛋白反应，同时参与酵母的复

制寿命的调控。这对于进一步研究内质网应激机制，揭示衣霉

素的抗肿瘤作用机制提供了有益借鉴。
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