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金合欢素的降血脂及抗动脉粥样硬化作用及机制初探
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摘要: 本文旨在研究金合欢素对小鼠血脂代谢及动脉粥样硬化的影响并初步探索其作用机制。利用不同浓度

的金合欢素处理人肝癌细胞HepG2后, 采用RT-qPCR和Western blot方法分别检测LDLR mRNA水平和蛋白表达情

况以及SREBP-2的蛋白表达情况。C57BL/6J小鼠给予金合欢素灌胃处理 5周, 全自动生化分析仪检测血清中总胆

固醇 (total cholesterol, TC)、低密度脂蛋白胆固醇 (low-density lipoprotein cholesterol, LDL-C)、高密度脂蛋白胆固醇

(high-density lipoprotein cholesterol, HDL-C) 和甘油三酯 (triglyceride, TG) 等指标, Western blot检测低密度脂蛋白受

体 (LDL receptor, LDLR) 和固醇调节元件结合蛋白 2 (sterol-regulatory element binding protein-2, SREBP-2) 蛋白表

达水平。载脂蛋白ApoE基因敲除 (apolipoprotein E knockout, ApoE KO) 小鼠灌胃给药 12周后, 全自动生化分析仪

检测小鼠血清中的血脂水平等指标; 油红O染色观察主动脉全长及主动脉根部斑块中脂质沉积情况; RT-qPCR和

Western blot分别检测LDLR mRNA水平和蛋白表达情况以及 SREBP-2蛋白水平; 16S rDNA测序分析小鼠肠道内

容物的菌群组成变化情况 (动物实验经医药生物技术研究所实验动物伦理审查委员会批准)。体外实验结果表明,

金合欢素显著上调LDLR mRNA和蛋白水平, 同时在蛋白水平增加转录因子SREBP-2的表达。体内实验结果表明,

金合欢素与对照组相比可以显著降低C57BL/6J小鼠血清中TC和LDL-C水平。机制研究显示, 金合欢素显著提高

肝组织中的LDLR水平, 同时升高SREBP-2的蛋白水平。ApoE KO小鼠的血脂结果及斑块形态学分析发现, 金合欢

素组与高脂饮食组间的差异没有统计学意义。肠道菌群分析结果显示, 金合欢素处理组肠道菌群的组成与高脂饮

食组相比存在结构差异。总之, 金合欢素可能通过调控转录因子SREBP-2来增加LDLR的表达, 进而降低C57BL/6J

小鼠血清中LDL-C水平, 调节小鼠的血脂代谢, 同时对ApoE KO小鼠的肠道菌群也有影响, 提示其可能具有潜在抑

制动脉粥样硬化的作用。
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Abstract: The purpose of this research is to investigate the effects of acacetin on serum lipid metabolism and

atherosclerosis in mice and explore its molecular mechanism. HepG2 cells were treated with different concentra‐
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tions of acacetin. The expression of LDL receptor (LDLR) and sterol-regulatory element binding protein-2

(SREBP-2) were detected by RT-qPCR and/or Western blot. C57BL/6J mice were given acacetin (50 mg · kg-1)

for 5 weeks by gavage. Serum total cholesterol (TC), low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C), high-density

lipoprotein cholesterol (HDL-C) and triglyceride (TG) were analyzed by an automatic biochemical analyzer. The

expression of LDLR or SREBP-2 was detected by Western blot. After 12 weeks of intragastric administration of

acacetin (30 mg·kg-1) in apolipoprotein E knockout (ApoE KO) mice, the serum lipid levels were determined by an

automatic biochemical analyzer. The lipid deposition in aortic plaque (en face) and aortic root plaque were stained

with oil red O. The expression of LDLR and SREBP-2 were detected by RT-qPCR and/or Western blot. The

intestinal content microflora was analyzed by 16S rDNA sequencing (All animal studies were approved by the

Animal Experimentation Ethics Committee of Institute of Medicinal Biotechnology, CAMS & PUMC). In vitro

results indicated that acacetin significantly up-regulated LDLR mRNA and protein levels, and stimulated LDLR

transcription factor SREBP-2 protein expression. As indicated from in vivo studies, compared with control group,

acacetin significantly decreased the serum levels of TC and LDL-C in C57BL/6J mice by 34% and 57% (P<0.01),

respectively. Furthermore, mechanic study showed that acacetin significantly increased the protein expression of

hepatic LDLR and SREBP-2. Although the results of serum lipid profiles, hepatic LDLR/SREBP-2 expression and

area of atherosclerotic lesions in aorta and aortic root in ApoE KO mice showed differences between acacetin

and high-fat diet group, the differences did not reach statistical significance. Nevertheless, acacetin exhibited a

profound influence on the composition of the intestinal microbiota as indicated by 16s rDNA sequencing analysis.

In conclusion, these results demonstrated that acacetin can decrease the serum lipid levels in C57BL / 6J mice

through up-regulation of hepatic LDLR and SREBP-2, and alter gut microflora in high-fat diet fed Apo KO mice.

This study suggests the possibility that acacetin has a potential role in inhibiting the progression of atherosclerosis.

Key words: acacetin; lipid metabolism; low-density lipoprotein receptor; atherosclerosis; gastrointestinal

microbiome

心血管疾病 (cardiovascular diseases, CVD) 已经

成为发达国家及我国人口死亡的主要原因[1]。血脂异常

特别是低密度脂蛋白胆固醇 (low-density lipoprotein

cholesterol, LDL-C) 水平升高是 CVD 的主要危险因

素[2]。血浆中约有 70%的LDL-C是经低密度脂蛋白受

体 (LDL receptor, LDLR) 介导而被各组织细胞摄取清

除。肝脏是胆固醇代谢消除的主要场所, 血浆LDL-C

被肝脏LDLR摄入后, 胆固醇转化成胆汁酸排出肝脏

或直接经胆管进入小肠, 是机体清除LDL-C的主要方

式[3]。上调肝细胞表面LDLR的表达成为降低血脂和

治疗CVD的有效策略之一, 而LDLR的表达在转录水

平主要受到固醇调节元件结合蛋白 2 (sterol-regulatory

element binding protein-2, SREBP-2) 的调控[4]。

金合欢素 (acacetin) 又名刺槐素, 化学名为 5,7-二

羟基-4'-甲氧基黄酮, 研究发现它具有广泛的生物学活

性, 如抗氧化、抗炎抑菌和免疫调节等[5]。近期文献报

道了金合欢素分别在帕金森疾病模型和心梗后心脏重

塑模型中表现出了神经保护[6]和心脏保护作用[7], 提示

这一植物来源的化合物在神经退行性疾病和心血管疾

病中具有潜在的应用前景。金合欢素能与多种糖分子

结合形成黄酮苷类化合物, 其中田蓟苷 (金合欢素-7-

O-葡萄糖苷) 具有降血压和抗动脉粥样硬化的作用[8]。

Hong等[9]研究发现田蓟苷可显著抑制内皮细胞中肿瘤

坏死因子 α诱导的血管细胞黏附分子-1的表达及炎症

转录因子 NF-κB的激活。Nam 等[10]研究证实田蓟苷

能显著减少高脂饲料喂养的 LDLR-/-小鼠的动脉斑块

面积, 同时降低血浆中肿瘤坏死因子 α和白介素 1β的

水平。田蓟苷和金合欢素由于溶解性低导致其口服后

在肠道吸收差, 体内生物利用度偏低。Dai等[11]研究发

现田蓟苷口服后在肠道中被黄酮苷水解酶水解成其苷

元金合欢素, 经肠道上皮细胞重新吸收进入肝脏代谢,

之后由胆汁流入肠腔, 进行肝肠循环。肝肠循环的存

在有利于提高药物在肝肠局部生物利用度, 发挥其药

理活性。

肠道菌群是定植于宿主体内最大的微生态系统,

与机体健康联系紧密。研究发现菌群组成的变化及其

产生的一些代谢产物对动脉粥样硬化的发生发展具有

影响[12]。王琰等[13]认为肠道菌群对口服药物的药代-

药效特性也存在重要影响, 金合欢素的药代特性是否

提示它能与肠道菌发生相互作用, 进而产生抗动脉粥

样硬化的代谢收益, 引起了本课题组的研究兴趣。考

虑到金合欢素对于血脂代谢及动脉粥样硬化影响的研
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究尚未见诸报道, 因此, 本研究首先从肝脏脂质代谢角

度研究金合欢素调节血脂的作用和机制, 进而评价了

其抗动脉粥样硬化的作用及对动脉粥样硬化模型小鼠

肠道菌群的影响, 为金合欢素进一步的研究与应用提

供理论基础。

材料与方法

材料 金合欢素 (HPLC纯度 98%) 购自南京春秋

生物工程有限公司; MEM培养基 (Gibco公司), 加入终

浓度 10% (v/v) 的标准胎牛血清 (Gibco公司), 1%非必

需氨基酸和 1%丙酮酸钠, 用于HepG2细胞的培养; 总

胆固醇 (total cholesterol, TC)、甘油三酯 (triglyceride,

TG)、LDL-C、高密度脂蛋白胆固醇 (high-density lipo‐

protein cholesterol, HDL-C)、天门冬氨酸氨基转移酶

(aspartate aminotransferase, AST)、丙氨酸氨基转移酶

(alanine aminotransferase, ALT) 检测试剂盒均购自中

生北控生物科技股份有限公司; 兔抗LDLR (ab30532)

购自Abcam公司; 鼠抗 SREBP-2 (557037) 购自BD公

司; 鼠抗 GAPDH (货号 TA-08)、辣根酶标记山羊抗兔

IgG (H+L) (ZB-2301)、辣根酶标记山羊抗小鼠 IgG (H+

L) (ZB-2305) 均购自北京中杉金桥生物技术有限公

司; 增强型HRP底物化学发光, 购自Millipore公司; 抗

体稀释液Can Get Signal, 购自Toyobo公司; 小鼠高脂

饲料和普通饲料均购自南通特洛菲饲料科技有限公

司; ReliaPrep™ RNA Tissue Miniprep System动物组织

总RNA提取试剂盒购自Promega公司; Fast DNA Spin

Kit for Feces购自美国MP Biomedicals生物医学公司;

其余试剂购自北京普利莱基因技术有限公司。

细胞实验 HepG2细胞用 0.25%胰酶消化后, 以

每毫升 8×105个铺板, 铺板 12～16 h后用金合欢素 (0、

10、100、200 μmol·L-1) 处理 48 h, RT-qPCR检测mRNA

水平变化情况 , Western blot 检测 LDLR 和 SREBP-2

蛋白水平变化情况。人LDLR, 上游引物: 5'-GCG AAG

ATG CGA AGA TAT CGA TG-3', 下游引物 : 5' -CCG

GTT GGT GAA GAA GAG GTA G-3'。人GAPDH, 上游

引物: 5'-AGC CAC ATC GCT CAG ACA C-3', 下游引

物: 5'-GCC CAA TAC GAC CAA ATC C-3'。

实验动物及分组给药 SPF级健康雄性C57BL/6J

小鼠由斯贝福 (北京) 生物技术有限公司提供, 许可证

号: SCXK (京) 2016-0002。体重21.8 ± 0.6 g, 适应性饲

养 1周后, 随机分为 3组, 对照组 (Ctrl, n=5)、金合欢素

组 (50 mg·kg-1·d-1, n=5)、阿托伐他汀组 (15 mg·kg-1·d-1,

n=5), 清洁级普通大小鼠维持饲料喂养 , 药物溶于

0.5%羟甲基纤维素钠 (CMC-Na) 灌胃给药, 对照组给

予相同体积的0.5% CMC-Na灌胃, 连续给药5周。

SPF 级健康雄性载脂蛋白 ApoE 基因敲除 (apoli‐

poprotein E knockout, ApoE KO) 小鼠由北京华阜康生

物科技股份有限公司提供, 许可证号: SCXK (京) 2017-

0004。体重24.4 ± 1.3 g, 适应性喂养1周后, 随机分为4

组, 即普通饮食组 (Chow, n=5)、高脂饮食模型组 (high-

fat diet, HFD, n=5)、高脂饮食模型组+金合欢素组

(HFD+Acacetin, 30 mg · kg-1 · d-1, n=5), 高脂饮食模型

组+阿托伐他汀组 (HFD+Atorvastatin, 15 mg ·kg-1 · d-1,

n=5), 普通饮食对照组给予普通饲料 LAD 0011 (脂肪

13%、蛋白质 22% 和碳水化合物 65%), 高脂饮食模型

组给予高脂饲料TP 26304 (脂肪 42%、蛋白质 14%、碳

水化合物 44%和胆固醇含量 0.2%)。金合欢素组和阿

托伐他汀组每天用 0.5% CMC-Na溶解的相应药物灌

胃, 普通饮食组及高脂饮食模型组每天灌胃相同体积

的0.5% CMC-Na, 连续给药12周。

所有小鼠均饲养于 SPF级屏障环境, 自由进食与

饮水。全部动物实验饲养及操作严格遵守中国医学科

学院医药生物技术研究所以及国家和北京市动物福利

伦理与保护相关规定。

血脂检测 禁食过夜后 , 5% 戊巴比妥麻醉后取

血, 1 600 ×g离心 10 min分离出血清, 全自动生化分析

仪日立 7600按试剂盒说明书检测血清中TC、LDL-C、

HDL-C、TG、AST和ALT的水平。

肝脏mRNA提取和检测 PBS灌流后, 提取肝脏,

及时冻存于-80 ℃。称取 20 mg组织采用 ReliaPrep™
RNA Tissue Miniprep System (Promega公司) 提取试剂

盒提取总 RNA, 逆转录成 cDNA, 设定 PCR 反应条

件 , 用 SYBR Green Master Mix 试剂检测待测基因的

mRNA水平, 共重复测定 3次。小鼠LDLR, 上游引物:

5'-GAT GGC TAT ACC TAC CCC TCA A-3', 下游引物:

5'-TGC TCA TGC CAC ATC GTC-3'。小鼠 GAPDH,

上游引物 : 5' - TGA TGA CAT CAA GAA GGT GGT

GAA G - 3', 下游引物 : 5'- TCC TTG CAG GCC ATG

TAG GCC AT-3'。

肝脏总蛋白提取和Western blot分析 称取肝脏

组织约 50 mg至 1 mL T-PER/cocktail组织蛋白裂解液,

生物样品均质器破碎 40 s, 16 000 ×g离心 10 min, 吸取

上清 , BCA 定量。SDS-PAGE 电泳分离蛋白 , 采用湿

转的方法将蛋白转至 PVDF膜上。5%脱脂奶粉封闭

1 h, 孵育相应的一抗, 4 ℃过夜, TBST洗 3次。加入相

应的二抗, 室温孵育 1 h, TBST洗 3次。使用增强化学

发光液在Bio-Rad化学发光图像采集系统成像, 检测

肝脏组织LDLR和SREBP-2蛋白水平的变化。

油红染色 4%多聚甲醛灌流固定后取肝脏、主动

脉及主动脉根部组织, 4%多聚甲醛浸泡 48 h后, 浸泡
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液换为20%蔗糖, OCT包埋剂 (optimal cutting tempera‐

ture compound, OCT) 包埋组织。连续冰冻切片, 单片

厚度为 10 μm, 油红 O 染色分析脂质沉积面积 , 使用

Leica Q500IW 图像分析系统采集图像并定量。在解

剖镜下将主动脉外周多余的脂肪剥离, 纵向剪开, 油红

O 染色 , 拍照 , 用 Image J 分析计算主动脉斑块面积

占比。

肠道内容物基因组提取 采用Fast DNA Spin Kit

for Feces 试剂盒 , 按说明书提取盲肠内容物菌群

DNA, 再以获得的细菌DNA为模板进行细菌16S rDNA

V3-V4可变区 PCR扩增。上下游引物分别为 338F 5'-

ACT CCT ACG GGA GGC AGC AG-3'和 806R 5'-GGA

CTA CHV GGG TWT CTA AT-3'。采用 Illumina MiSeq

测序技术对 16S rDNA PCR产物进行测序 (上海美吉

生物医药科技有限公司)。得到的原始数据和 reads进

行去除接头序列、低复杂度序列和低质量序列的处理,

得到高通量下机原始碱基序列, 采用 I-Sanger云平台

完成数据分析 , 主要包括操作分类单元 (operational

taxonomic units, OTU) 的生成及主成分分析 (principal

component analysis, PCA)、菌群结构多样性分析、群落

组成分析、菌群间差异比较分析 (LEfSe物种差异判别

分析) 等。

统计学方法 采用 Graphpad Prism 5.0 软件对数

据进行统计学分析。计量资料均以mean ± SEM表示,

多组比较采用单因素方差分析 (one-way ANOVA) 和

Bonferroni's post hoc test检验对实验数据进行统计与

整理, 两组间比较采用非配对 t检验, P<0.05为差异有

统计学意义。

结果

1 金合欢素对HepG2细胞中LDLR表达的影响

不同浓度 (0、10、100、200 μmol · L-1) 的金合欢素

处理 HepG2细胞 48 h, 可以显著地增加 LDLR mRNA

(图 1A) 和蛋白表达水平 (图 1B)。为了明确金合欢素

在转录水平上调 LDLR 的表达, 本研究对调控 LDLR

的关键转录因子 SREBP-2的蛋白水平进行了检测, 结

果显示高浓度的金合欢素作用 48 h后, SREBP-2的蛋

白水平较对照组明显升高 (图1C)。

2 金合欢素对C57BL/6J小鼠体内血脂水平及LDLR

表达的影响

C57BL/6J小鼠金合欢素给药处理 5周后, 同对照

组相比, 血清中TC和LDL-C水平显著降低, 分别下降

了 34% 和 57% (P<0.01, 图 2A), 与阿托伐他汀对照组

的血脂水平相当 (图 2A)。金合欢素组血清中HDL-C

和 TG水平变化均无统计学显著性 (图 2A)。此外, 血

清中AST和ALT水平无明显变化, 提示金合欢素对肝

脏无明显毒性。小鼠肝组织蛋白Western blot结果显示,

金合欢素组的肝组织中LDLR蛋白水平显著上调 (P<

0.01, 图 2B), 与阿托伐他汀组观察到的情况类似。同

时, 金合欢素组肝组织中的 SREBP-2蛋白水平较对照

组也显著升高, 与细胞水平的实验结果一致 (图2C)。

3 金合欢素对 ApoE KO 小鼠动脉粥样硬化斑块的

作用

ApoE KO小鼠由于脂代谢存在异常, 造成多余脂

质在血管中累积, 可自发形成动脉粥样硬化斑块, 而高

脂饮食能加速这一进程, 其斑块分布及病理特征与人

体动脉粥样硬化斑块较为相似, 是研究动脉粥样硬化

Figure 1 Acacetin increases the expression of LDLR in vitro. HepG2 cells were cultured with different concentrations of acacetin for 48 h,

total RNA and whole protein extracts were isolated. A: The relative level of LDLR mRNA was analyzed by real-time PCR and mRNA levels

were normalized to those of GAPDH; B: Whole cell extracts were subjected to SDS-PAGE and immunoblotting with anti-LDLR and anti-

GAPDH antibodies. The signals were quantified and normalized by GAPDH signal; C: Whole cell extracts were subjected to SDS-PAGE

and immunoblotting with anti-SREBP-2 and anti-GAPDH antibodies. All data are expressed as mean ± SEM, n = 3. *P<0.05, **P<0.01 vs

control (Ctrl) group. LDLR: Low-density lipoprotein receptor; SREBP-2: Sterol-regulatory element binding protein-2
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常用的动物模型[14]。高脂饮食喂养 12 周后 , 血清中

TC和 LDL-C水平较普通饮食组显著升高, HDL-C水

平明显降低 (图 3A), 主动脉及主动脉根部斑块沉积显

著增多 (图3D和E)。说明高脂饮食诱导小鼠的血脂水

平升高, 加剧了动脉粥样硬化的发展。同高脂饮食组

相比, 金合欢素给药组和他汀组对血清中TC、LDL-C、

HDL-C和TG水平均无显著影响 (图 3A), 金合欢素组

小鼠肝组织LDLR mRNA水平变化不大, 蛋白水平比

高脂饮食组略有增加, 但是差异无统计学意义 (图 3B

和C), 阿托伐他汀组LDLR mRNA变化情况和金合欢

素组相似, 但LDLR和 SREBP-2蛋白水平均显著性升

高 (图 3C, P<0.05, P<0.01)。金合欢素组主动脉斑块

面积存在减少趋势, 平均下降达 30% (P=0.078, 图 3D),

主动脉根部斑块面积无明显变化 (图 3E), 阿托伐他汀

组的主动脉斑块及主动脉根部斑块面积均明显减少

(图3D和E, P<0.005, P<0.01)。

4 金合欢素对ApoE KO小鼠肠道菌群的影响

肠道菌群分析结果显示, 与普通饮食组相比, 高脂

饮食组小鼠中反映肠道菌群多样性的 Shannon指数、

反映菌群均匀度的Heip指数显著下降。而反映菌群实

际观测丰富度Sobs指数变化不大。与高脂饮食组相比,

金合欢素组对肠道菌群多样性无显著影响 (图 4A)。

OTU水平的主成分分析结果显示, 普通饮食组和高脂

饮食组明显分离 (图 4B), 而金合欢素处理后, 能使肠

道菌群结构远离高脂饮食组、更接近他汀处理组和普

通饮食组。小鼠肠道菌群在门水平的分析结果表明,

各组小鼠肠道菌群构成均以厚壁菌门 (Firmicutes)、拟

杆菌门 (Bacteroidetes) 为主。高脂饮食后厚壁菌门的

相对丰度明显增加, 拟杆菌门的相对丰度随之下降。

金合欢素给药后, 厚壁菌门的相对丰度下降, 而变形菌

门 (Proteobacteria) 和放线菌门 (Actinobacteria) 相对丰

度有所增加 (图4C)。运用LEfSe分析比较各组间差异

Figure 2 Effects of acacetin on blood lipid levels and gene expression in C57BL/6J mice. Serum lipid concentrations and the expression

of hepatic LDLR were analyzed after 5 weeks supplementation with acacetin (50 mg·kg-1 · d-1) in C57BL/6J. The levels of serum lipids (A)

were measured by an automatic biochemical analyzer; Western blot analysis was used to assess the expression of LDLR (B) and SREBP-2

(C) in the liver. All data are expressed as mean ± SEM, n = 4-5. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs Ctrl
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菌属, 属水平的结果显示共存在 29个差异表达菌属,

高脂饮食组中艾克曼菌属 (Akkermansia)、葡萄球菌属

(Staphylococcus)、Romboutsia 属等菌群较多 ; 金合欢

素组嗜胆菌属 (Bilophila)、乳酸杆菌属 (Lactobacillus)、

理研菌属 (Rikenella) 较多; 而他汀处理后, 肠道菌群中

若干属于拟杆菌目中 S24-7 科 (Bacteroidales_S24-7_

group)、毛螺旋菌科 (Lachnospiraceae) 及瘤胃球菌科

(Ruminococcaceae) 下的菌属丰度增加, 同时瘤胃梭菌

属 (Ruminiclostridium) 等菌群也较多 (图 4D), 说明各

处理组菌群优势物种丰度上差别明显, 组成结构存在

显著差异。

讨论

降低 LDL-C是目前临床治疗动脉粥样硬化性心

血管病的主要干预靶点, 他汀类药物就是反馈上调细

胞表面 LDLR, 使血浆胆固醇水平降低。在前期研究

中, 本课题组发现田蓟苷作用动脉粥样硬化模型大鼠

12周后, 血清中 TC、TG及 LDL-C水平较模型组均显

著降低[15]。金合欢素是田蓟苷的天然苷元, 也是田蓟

苷的体内代谢产物之一。本研究发现金合欢素显著降

低C57BL/6J小鼠血清中LDL-C和TC水平, 同时在体

内和细胞水平确认其增加LDLR mRNA及蛋白的表达

水平。LDLR的启动子区内存在SREBPs结合位点, 哺

乳动物细胞中有 3种SREBPs亚型, 分别为SREBP-1a、

SREBP-1c和SREBP-2, 其中SREBP-2是LDLR的主要

激活因子[4]。本研究发现, 金合欢素能够明显上调肝

细胞和肝组织中转录因子 SREBP-2的蛋白水平, 因此

金合欢素降低血脂的机制可能是通过增加转录因子

Figure 3 Effect of acacetin on atherosclerosis in ApoE KO mice. Serum lipids, LDLR expression and the aorta lesion were analyzed

after 12 weeks supplementation with acacetin (30 mg ·kg-1 · d-1) in ApoE KO mice. A: The levels of serum lipids were measured by an auto‐

matic biochemical analyzer; B: The relative levels of LDLR mRNA were analyzed by real-time PCR and normalized to GAPDH

(n = 3); C: Representative Western blot analysis with corresponding quantifications of hepatic LDLR and SREBP-2. The protein expression

levels were normalized to GAPDH; D: Representative photographs and quantifications of en face atherosclerotic lesions in the entire aorta

stained with oil red O; E: Representative images of aortic root lesions stained by oil red O and quantitative analysis. a. Chow; b. HFD; c.

HFD+Acacetin; d. HFD+Atorvastatin. All data are expressed as mean ± SEM, n = 4-5. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. HFD: High-fat diet;

ApoE: Apolipoprotein E
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SREBP-2的表达, 进而上调LDLR的表达。

载脂蛋白ApoE主要在肝脏和大脑合成, 是除LDL

以外的所有脂蛋白的组成蛋白。ApoE也是多个脂蛋

白受体 (如LDLR) 的配体, 在脂蛋白的代谢中发挥着

重要作用[16]。当ApoE 敲除后小鼠的脂蛋白清除能力

降低, 血液中胆固醇水平升高, 从而容易引起动脉粥样

硬化斑块的形成[17], ApoE KO小鼠由于缺乏 LDLR的

配体, 因而当药物 (例如他汀) 作用靶点为LDLR时, 往

往无法很好地显示降低血脂的作用[18]。本研究发现金

合欢素在 ApoE KO小鼠体内未能如 C57BL/6小鼠中

达到预期的降血脂效果, 很可能与 ApoE蛋白缺失导

致LDLR功能未能充分发挥有关。

Dong等[19]研究发现, 他汀类药物上调LDLR表达

的另一条途径是抑制 LDLR 诱导降解蛋白 (inducible

degrader of the LDLR, Idol) 的表达。金合欢素与阿托

伐他汀对ApoE KO小鼠肝脏LDLR蛋白的不同影响可

Figure 4 Effect of acacetin on intestinal flora of ApoE KO mice. A: Comparisons of microbial diversity, estimated by Shannon Index, Sobs

Index, and Heip Index; B: Principal component analysis (PCA) of fecal microbiota based on operational taxonomic units (OTU) level; C:

Composition analysis of gut microbiota at phylum level in the four groups; D: Linear discriminant analysis (LDA) score showing the most

differentially significant abundant genera enriched in microbiota from three groups. n = 4-5; *P<0.05
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能还与该小鼠体内二者不同的作用机制有关。本研究

中金合欢素表现出了一定的抑制斑块作用, 这可能与

它所具有的抗炎、抗氧化作用存在关联。国外有学

者[18]利用ApoE*3-Leiden小鼠评价他汀类药物的降血

脂和抗动脉粥样硬化效果, 获得与临床观察相一致的

结果。在后续的研究中, 课题组拟对实验条件及给药

剂量进行优化, 利用高脂饮食处理的C57小鼠或选择

更为适合的动脉粥样硬化动物模型, 深入解析金合欢

素的抗动脉粥样硬化作用。

肠道菌群是影响机体健康的重要环境因素, 特定

类型的饮食模式可能影响肠道菌群结构, 菌群结构失

衡可进一步影响脂质代谢、炎症反应, 促进动脉粥样硬

化等代谢性疾病的发展[20]。本研究中金合欢素组灌胃

给药和高脂饮食组相比, 对于菌群多样性的影响并不

显著, 主要变化体现在菌群的丰度差异方面, 如对厚壁

菌门和拟杆菌门二者相对比例的影响, 提示其可以改

善由于高脂饮食导致的肠道菌群组成结构变化, 金合

欢素对肠道微生物的调节有可能对脂质代谢以及抑制

炎症产生有利的影响, 但是尚待进一步证实。

综上, 本研究结果表明, 金合欢素可能通过上调转

录因子 SREBP-2的表达而增强LDLR的表达, 从而降

低血清中LDL-C水平, 调节小鼠的血脂代谢; 同时, 金

合欢素对动脉粥样硬化模型小鼠的肠道菌群组成也会

产生影响, 可能对其减缓动脉粥样硬化进程具有潜在

作用。相信随着研究的深入, 对于金合欢素在动脉粥

样硬化疾病防治方面的作用会有更加明确的认识。
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