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姜黄素对兔颈动脉斑块稳定性及

ＥＰＣｓ活力的影响

付　冰　焦晓民
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摘要　目的：观察姜黄素对颈动脉斑块稳定性及内祖皮细胞（ＥＰＣｓ）的影响。方法：将３０只新西兰兔随机分为空白对照
组、模型组及姜黄素组，各１０只，其中空白对照组予普通饲料喂养，模型组予喂养高脂饲料，姜黄素组予喂养高脂饲料 ＋
１００ｍｇ／ｄ姜黄素。连续喂养１２周后ＨＥ染色法观察３组西兰兔主动脉内膜斑块厚度、外周血总胆固醇（ＴＣ）、三酰甘油
（ＴＧ）、低密度脂蛋白（ＬＤＬＣ）、高密度脂蛋白（ＨＤＬＣ）水平以及利用 ＭＴＴ法测定人纤维 ＥＰＣｓ细胞迁徙及增殖活性。结
果：１）血脂水平：与空白组比较，模型组及姜黄素组ＴＣ、ＴＧ及ＬＤＬＣ均升高（Ｐ＜００５），ＨＤＬＣ降低（Ｐ＜００５），其中姜黄
素干预后上述指标有明显改善（Ｐ＜００５）。２）形态学变化：空白对照组颈动脉壁厚薄均匀，结构均匀，模型组及姜黄素均
出现动脉管腔狭窄，动脉内膜增厚，其中姜黄素组较模型组改善。３）ＥＰＣｓ增殖情况：与空白组比较，模型组及姜黄素 ＯＤ
值均降低（Ｐ＜００５），与模型组比较，姜黄素ＯＤ有所上调（Ｐ＜００５）。４）ＥＰＣｓ迁徙能力：空白对照组各时间点划痕愈合
率均显著高于其余２组（Ｐ＜００５），其中姜黄素组各时间点划痕愈合率均高于模型组（Ｐ＜００５）。结论：姜黄素由明显抗
动脉粥样硬化作用，其作用机制可能与促进ＥＰＣｓ增殖及迁徙有关。
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　　逐年增长的心脑血管事件发病率给人类生命健
康带来沉重打击，其中动脉粥样硬化（Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏ
ｓｉｓ，ＡＳ）是冠心病及缺血性脑梗死的主要独立危险
因子，因此抗ＡＳ被视为治疗心脑血管事件的核心任

务［１２］。近年来，中草药以疗效显著、毒性低等生物

效应被诸多生物、医学界工作者纳入研究，姜黄素属

于姜黄中提取的酸性酚类物质，据目前已知资料证

实姜黄素有明显抗ＡＳ效应，但其作用机制尚无统一
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定论。内皮祖细胞（ＥＰＣｓ）是血管形成前体细胞，具
有较强增殖能力并最终分化成血管内皮细胞，广泛

参与血管新生及血管内膜修复等环节［３］，因此我们

设想：姜黄素抗ＡＳ效应是否通过 ＥＲＣｓ细胞增殖进
行介导？为了证实这一观点我们进行一系列研究。

现将结果报道如下。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　取３０只新西兰兔，平均体重（２１±
０１９）ｋｇ，所有动物均由辽宁长生生物有限公司动物
实验中心提供，饲养环境设置：室温（２３±２）℃，相对
湿度（５６±６）％。
１１２　试剂与仪器　胆固醇粉购自上海国光生物
有限公司，ＤＭＥＭ培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司，ＭＴＴ
即四甲基偶氮唑蓝购自 Ｓｉｇｍａ公司，胰酶购自 Ｂｉｏ
ｓｈａｒｐ公司，ＤＭＳＯ购自 Ｓｉｇｍａ公司，９６孔板，超净工
作台购自苏州安泰公司，细胞恒温培养箱购自日本

ＳＡＮＹＯ公司，酶标定量测定仪购自 ＴｈｅｒｍｏＭｕｌｔｉ
ｓｋａｎＡｓＣａｎｔ公司，可调控温度离心机购自Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
公司，流式细胞仪购自 ＢＤ公司，姜黄素购自神威药
业有限公司，猪油自行市场购买，蛋黄粉购自河南上

宇公司。ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、βａｃｔｉｎｇ抗体均购自ＣＳＴ公司。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　３０只新西兰兔随机分为
空白对照组、模型组及姜黄素组，各１０只。高脂饲
料配方：１０％蛋黄粉 ＋５％猪油 ＋１％胆固醇粉 ＋
８４％常规兔饲料。即每１００ｇ饲料中含有１０ｇ蛋黄
粉，５ｇ猪油，１ｇ胆固醇粉及８４ｇ常规饲料。除空白
对照组予喂养纯常规饲料，模型组及姜黄素均予连

续１２周喂养高脂饲料，所有动物自由饮水，并设置
１２／１２昼夜交替灯光周期。
１２２　干预方法　空白对照组及模型组予 ０９％
ＮａＣｌ溶液（广西裕源药业有限公司，国药准字
Ｈ４５０２０９７７）以１０ｍＬ／ｋｇ灌胃，姜黄素组亦以以１０
ｍＬ／ｋｇ灌胃，３组均１次／ｄ，连续给药４周。
１２３　检测指标与方法
１２３１　血脂检测　给药４周后动物均禁食１２ｈ，
次日清晨以０３ｍＬ／ｋｇ水合氯醛麻醉动物后抽取空
腹兔耳动脉血５ｍＬ，在４℃条件以５０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，抽取上清液待查，并用酶法检测动物 ＴＧ、ＴＣ、
ＨＤＬＣ、ＬＤＬＣ。
１２３２　ＥＰＣｓ细胞的分离及培养　完成１２１步
骤后于３组新西兰兔双侧胫骨平台抽取骨髓血，利
用密度梯度离心法提取单核细胞，加４ｍＬＤＭＥＭ高

糖培养基，离心１０００ｒ／ｍｉｎ×３ｍｉｎ，弃去上清，加入
５ｍＬ完全培养基（１０％胎牛血清），用巴士吸管轻轻
吹大，使细胞悬浮，接种于培养瓶中，置于３７℃、５％
ＣＯ２孵箱中孵育，２４ｈ换液，弃去没贴壁的细胞，继
续培养，待细胞铺满瓶底８０％以上时，以０２５％的
胰酶消化传代。

１２３３　颈动脉取材　完成１２３２抽取骨髓后
于耳缘静脉注入空气处死３组新西兰兔，随后逐层
剪开颈部皮肤暴露左颈总动脉，利用手术剪剪取长

约２ｃｍ的动脉，置于提前配制好的０１ＭＰＢＳ中反
复清洗，随后将标本置于多聚甲醛后固定２４ｈ，在进
行常规石蜡包埋、切片、染色，并在显微镜下观察形

态学改变。

１２３４　ＭＴＴ法测细胞增殖情况　将处于对数生
长期的ＥＰＣｓ细胞密度调整为２×１０４个／ｍＬ，接种
于２４孔板，３７℃５％ＣＯ２培养箱培养，将实验分为空
白组、模型组、姜黄素组、各组６个复孔。每孔加入
ＣＣＫ２８１０μＬ，培育 ４ｈ后每孔加入 ２０μＬ５ｇ／Ｌ
ＭＴＴ，继续孵育 ４ｈ后，吸弃上清，每孔加入 ＤＭ
ＳＯ１５０μＬ，振荡１０ｍｉｎ，酶标仪在４９０ｎｍ波长处读
取ＯＤ值。
１２３５　细胞迁移划痕实验　将处于对数生长期
的ＥＰＣｓ细胞密度调整为２×１０４个／ｍＬ，接种于２４
孔板，３７℃５％ＣＯ２培养箱培养，利用移液枪对细胞
进行划 “一”操作，每孔划分痕 １次，随后用
０１ＭＰＢＳ冲洗３次，将悬浮非贴壁细胞尽量冲洗脱
离，再加入培养液，再次置于３７℃５％ＣＯ２培养箱培
养１２ｈ、２４ｈ及４８ｈ，随后显微镜下观察划痕愈合情
况，划痕愈合率 ＝（拍摄时划痕面积初始面积）／初
始面积×１００％［８］

１２３６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ的表达　将
收集的ＥＰＣｓ细胞收集加入１００μＬ裂解液进行细胞
分裂，放入４℃振荡器中持续震荡３０ｍｉｎ，并将液体
用移液枪转移至事先预冷离心管，再次置于４℃离
心机中以５０００ｒ／ｍｉｎ转速进行离心１５ｍｉｎ，用移液
枪将上清液抽取至新的离心管中备用。利用 ＢＣＡ
试剂盒测定蛋白浓度，并在１００℃水浴中进行蛋白
变性７ｍｉｎ，并计算上样量。事先配制好 ＳＤＳＰＡＧＥ
胶体，用移液枪将蛋白加之胶体中进行电泳，随后将

蛋白转移至硝酸纤维膜上，随后用脱脂奶粉进行封

闭２ｈ，用 ＰＢＳ清洗２次，１０ｍｉｎ／次，加１∶５００稀释
的一抗（ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ）及内参抗体（βａｃｔｉｎｇ，１∶３０００）
室温孵育２ｈ，用 ＰＢＳ清洗２次，１０ｍｉｎ／次，随后加
入辣根过氧化酶ＨＲＰ二抗，室温下轻摇２ｈ取出继
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表１　各组血脂变化情况（珋ｘ±ｓ）

组别 例数 ＴＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＴＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＨＤＬＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＬＤＬＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ）

空白组 １０ １１９±０３４ ０７２±０１３ １５７±０４０ ０４３±０１５
模型组 １０ ３２６±１２６ ６８９±１３７ ０４９±００６ １８１６±４２５

阿伐他汀钙组 １０ １４３±０７７△ ３７５±１０８△ １２２±０３８△ １１０５±３２７△

　　注：与空白组比较：Ｐ＜００５，与模型组组比较：△Ｐ＜００５。

续ＰＢＳ清洗２次，１０ｍｉｎ／次，最后利用ＥＣＬ显影，拍
照，统计分析。

１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１７０单因素方差分
析（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ），各组数据均用（珋ｘ±ｓ）表示，
各组所得数据与空白组比较，计量资料符合正态分

布，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　３组血脂情况　与空白组比较，模型组及姜黄
素组ＴＣ、ＴＧ及ＬＤＬＣ均升高（Ｐ＜００５），ＨＤＬＣ降
低（Ｐ＜００５），其中姜黄素干预后上述指标有明显
改善（Ｐ＜００５）。见表１。
２２　３组左颈动脉形态学的变化　空白对照组颈
动脉壁厚薄均匀，结构均匀，模型组及姜黄素均出现

动脉内膜增厚及不均，其中姜黄素组较模型组改善。

见图１。

图１　３组左颈动脉内膜情况

２３　ＥＰＣｓ细胞增殖情况　与空白组比较，模型组
及姜黄素ＯＤ值均降低（Ｐ＜００５），与模型组比较，
姜黄素ＯＤ有所上调（Ｐ＜００５）。见表２。

表２　各组ＥＰＣｓ细胞增殖的影响

组别 ＯＤ值（ＯＤ４９０）

空白组 ０９４７±０１３２
模型组 ０４３６±００５８

姜黄素组 ０７９３±００６７△

　　注：与空白组比较：Ｐ＜００５；与模型组比较：△Ｐ＜００５。

２４　ＥＰＣｓ细胞迁徙能力变化　空白对照组各时间
点划痕愈合率均显著高于其余２组（Ｐ＜００５），其
中姜黄素组各时间点划痕愈合率均高于模型组（Ｐ
＜００５）。见表３。

表３　各组的不同时间点划痕愈合率比较（％，珋ｘ±ｓ）

组别 １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ

空白组 ４１５１±９１５ ７８３２±６６７ ９７６３±１３８
模型组 １４２４±６７６ ２４７２±４７２ ５４３６±２３２

姜黄素组 ２８７３±３１６△ ４４１５±１８３△ ８４６２±３６９△

　　注：与空白组比较：Ｐ＜００５；与模型组比较：△Ｐ＜００５。

２５　ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ蛋白表达的变化　造模后模型组
及姜黄素组新西兰兔外周单核细胞中 ＰＩ３Ｋ蛋白及
ＡＫＴ蛋白均较空白对照组下降，其中模型组下降的
趋势更明显（Ｐ＜００５）。见表４。

表４　各组ＰＩ３Ｋ蛋白及ＡＫＴ蛋白的表达

组别 例数 ＰＩ３Ｋ／内参ＩＯＤ比值 ＡＫＴ／内参ＩＯＤ比值

空白对照组 １０ ３９１ ４１２
模型组 １０ １９３ ０２４
姜黄素组 １０ ２３６ ２１４

３　讨论
动脉管壁在长期不同病理因素激下逐渐发生病

变，主要导致脂质聚集及其表面纤维帽的形成，最终

导致动脉粥样硬化，并有病理学资料证实粥样硬化

性斑块的稳定性取决于纤维帽的厚度及血管内皮细

胞的活性，传统观点认为血流剪应力导致血管内皮

细胞受损所致，最终形成动脉粥样硬化斑块。但近

年来某些新发现提出了异议［４６］，部分学者通过病理

学实验证实动脉有样硬化是血管内皮细胞动态平衡

受损导致。ＥＰＣｓ细胞是一类具有高度增殖的前体
细胞，其通过不断的增殖反应最终分化为成熟血管

内皮细胞，并广泛参与血管新生及内皮细胞修复的

过程，当机体中ＥＰＣｓ数量不足，无法及时修复受损
的内皮细胞，因此动脉粥样硬化随之而来，有学者利

用多因素 Ｌｏｇｉｃ多因素回归分析显示，内皮细胞数
量减少是脑动脉粥样硬化的独立危险因子。故越来

越多学者认为 ＥＰＣｓ有望成为调节内皮细胞功能最
终实现抗动脉粥样硬化的靶方向之一。在本研究中

我们利用对新西兰兔进行动脉粥样硬化模型制作，
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并进行血脂、颈动脉形态学研究，同时检测了动物的

ＥＰＣｓ细胞增殖情况及其迁徙能力，结果显示高脂饲
料喂养下新西兰兔血脂明显高于正常组，并且在其

左颈总动脉发现明显的动脉粥样硬化斑块，同时出

现血管内皮明显不均，与此同时我们还发现模型组

ＥＰＣｓ细胞增殖能力及迁徙能力明显减弱，这一结果
与国内外诸多文献研究一致［７１２］，这说明动脉粥样

硬化者确存在 ＥＰＣｓ细胞数量及功能减弱，影响了
其修复血管内皮的效应，ＥＰＣｓ细胞确在抗 ＡＳ中扮
演重要角色。

姜黄素是一种多酚类植物单体，提取自中草药

姜黄、莪术等块茎中，具有破血行气、通经止痛功效，

中医学无动脉粥样硬化的病名，其属于“血瘀”范

畴，活血化瘀是其主要治则。现代药理学证实姜黄

素拥有酚和β二酮结构并存在化学结构，其中酚性
羟基具有较强的捕捉清楚自由基的能力，有学者［１３］

发现姜黄素可利用过氧化反应将自由基转化为诸多

二聚体的产物，使其具有稳定的二氢呋喃结构，而二

氢呋喃结构产物易溶解于酸性环境，具有一定的抗

肿瘤效应。此外，有研究显示姜黄素对超氧阴离子

等多种自由基有明显清除能力，减少了自由基对组

织及细胞的损害，在本研究中我们发现经过造模的

新西兰兔血脂明显异常，颈动脉内膜明显受损，

ＥＰＣｓ细胞增殖及迁徙能力明显减弱，在经过为期４
周姜黄素干预后新西兰兔血脂水平有所恢复，劲动

脉内膜得到一定修复，同时促进了 ＥＰＣｓ细胞的增
殖及迁徙能力，这说明姜黄素可刺激 ＥＰＣｓ细胞增
殖及迁移而达到抗ＡＳ的目的。然后姜黄素是通过
何种途径促进 ＥＰＣｓ细胞的增殖目前尚处于研究阶
段，我们亦进行一系列研究，结果显示姜黄素促进

ＥＰＣｓ细胞的增殖机制可能与ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路关
系密切。ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路与细胞的增殖、凋亡过
程关系密切，当此信号通路在不同刺激因素作用下

被激活，可不断磷酸化下游的增殖凋亡相关的蛋白，

ＰＩ３Ｋ属于激酶物质，具有明显的催化磷脂酰肌醇效
应，可通过调节活化 ＡＫＴ抑制线粒体释放凋亡因

子，从而促进细胞增殖，在本研究中我们发现造模的

新西兰兔ＰＩ３Ｋ及 ＡＫＴ表达水平均是下降的，但是
经过姜黄素干预后ＰＩ３Ｋ蛋白及ＡＫＴ蛋白的表达有
所上调，这说明姜黄素促进 ＥＰＣｓ细胞的增殖，抑制
其凋亡可能与激活ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路有关。
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