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木犀草素改善高脂诱导的 ＡｐｏＥ／小鼠非酒精性
脂肪肝及动脉粥样硬化作用研究
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摘要　目的：探讨木犀草素对高脂诱导的ＡｐｏＥ／小鼠非酒精性脂肪肝及动脉粥样硬化的改善作用。方法：采用高脂饲料
喂养诱导非酒精性脂肪肝和动脉粥样硬化模型，木犀草素低、高剂量（７０，１４０ｍｇ／ｋｇ）灌胃给药，每天１次，连续１２周。给
药结束后，检测血清血脂四项、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、丙二醛（ＭＤＡ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨＰｘ），肝脏匀浆检测谷
丙转氨酶、天冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）；观察肝脏组织ＨＥ染色和油红Ｏ染色以及主动脉根部的油红Ｏ染色；通过ＴＵＮＥＬ
试验检测肝脏细胞的凋亡；应用免疫组化检测肝脏ｂｃｌ２和ｃａｓｐａｓｅ３的表达。结果：木犀草素能够使肝脏ＡＬＴ、ＡＳＴ水平
降低；提高血清中ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ，降低血清ＭＤＡ的表达；改善肝脏中脂质堆积以及脂肪泡的形成，减少主动脉根部的脂质
堆积；降低ＴＵＮＥＬ阳性细胞数，以及提高肝脏中ｂｃｌ２和减少ｃａｓｐａｓｅ３的表达。结论：本研究表明木犀草素可通过减少氧
化损伤来改善高脂诱导的ＡｐｏＥ／小鼠非酒精性脂肪肝及动脉粥样硬化。
关键词　木犀草素；非酒精性脂肪肝；动脉粥样硬化；氧化损伤；ＡｐｏＥ／小鼠
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　　当今社会，慢性疾病已经成为人类健康的头号
威胁。在中国，最新统计《中国居民营养与慢性病状

况报告（２０１５）》表明，慢性病的死亡人数已超过总
死亡人数的８０％以上。因此，对于慢性病的预防与
控制进入了关键时期［１］。非酒精性脂肪肝（Ｎｏｎａｌ
ｃｏｈｏｌｉｃＦａｔｔｙＬｉｖｅｒＤｉｓｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）和动脉粥样硬化

（Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）引起的心血管疾病在慢性疾病
中占有相当大的比例。非酒精性脂肪肝的病理形成

过程由简单的脂肪变性到纤维化、肝硬化以及最后

肝癌的形成［２３］。然而关于非酒精性脂肪肝的病理

机制目前所公认的是Ｄａｙ在１９９８年提出的“二次打
击”学说［４］，该学说认为，第一次打击主要是引起肝
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脏的脂肪堆积，第二次打击包括缺氧，细胞因子，药

物等这些引起由简单脂肪变性至脂肪肝的因素，导

致肝细胞内活性氧簇 ＲＯＳ的大量产生引起脂质过
氧化，最终诱导肝星形细胞激活导致炎症反应和纤

维化［５６］。与此同时，文献资料表明氧化应激损伤参

与了ＡＳ形成的各个阶段［７］。而肝脏的脂肪变性能

够加速ＡＳ的形成［８］。因此如何减少氧化应激以及

脂肪堆积成为预防和控制这两种慢性疾病的治疗靶

点。

木犀草素主要以糖基化形式存在于许多植物

中，包括水果、蔬菜以及中草药中，具有明显的抗氧

化，抗炎，以及抗肿瘤活性［９１１］。我们课题组前期已

经发现木犀草素及木犀草苷具有较强的保护心肌细

胞氧化损伤的作用［１２１３］。文献报道表明，木犀草素

还能减少平滑肌细胞的增殖［１４］。流行病学统计数

据表明，长期高饮食摄入木犀草素能够显著降低心

血管疾病的发生［１５］。以上的这些研究表明，木犀草

素在氧化应激损伤疾病中的具有潜在的治疗作用，

但是其是否能够减少高脂诱导的非酒精性脂肪肝和

动脉粥样硬化还未见报道。

我们通过高脂饲料喂养ＡｐｏＥ／小鼠，并同时给
予木犀草素，研究其改善非酒精性脂肪肝和动脉粥

样硬化的作用，首次证实了木犀草素能够减缓高脂

饲料诱导的 ＡｐｏＥ／小鼠非酒精性脂肪肝及动脉粥
样硬化的形成，旨在为后续木犀草素的进一步作用

机制研究及临床开发与利用提供参考。

１　材料和方法
１１　材料　木犀草素（分子量 ＝２８６２４；纯度，
９８％）（上海融禾医药科技发展有限公司）。总胆固
醇（ＴＣ），总甘油（ＴＧ），低密度脂蛋白（ＬＤＬＣ），高密
度脂蛋白（ＨＤＬＣ）试剂盒，辣根过氧化物酶标记的
二抗（北京中杉金桥生物技术有限公司）。谷胱甘

肽过氧化物酶（ＧＳＨＰｘ），丙二醛（ＭＤＡ），过氧化物
歧化酶（ＳＯＤ），谷草转氨酶（ＡＳＴ）和谷丙转氨酶
（ＡＬＴ）试剂盒（南京建成生物工程研究所）。ＴＵＮＥＬ
试剂盒购（德国罗氏公司）。油红 Ｏ，羧甲基纤维素
钠（ＣＭＣＮａ）以及其他试剂（美国 Ｓｉｇｍａ公司）。
Ｂｃｌ２，ｃａｓｐａｓｅ３（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ）。
１２　动物　所有动物操作及干预都按照中国医学
科学院＆北京协和医学院动物管理办法执行，并得
到动物管理委员会的认可。４０只６周龄的小鼠随
机分为 ４个实验组，对照组 Ｃ５７ＢＬ／６Ｎ小鼠，模型
组，木犀草素低剂量组（７０ｍｇ／ｋｇ每天，ｉｇ）、高剂
量组（１４０ｍｇ／ｋｇ每天，ｉｇ），均为 Ｃ５７ＢＬ／６Ｎ小鼠

背景 ＡｐｏＥ
!

／
!

小鼠，恒温饲养（温度：２２℃ ±１
℃；湿度：６０％），２周适应期后，给予高脂饲料
（ＨＦＤ，０３％胆固醇以及 ２０％脂肪）持续灌胃 １２
周。每次取血前，禁食过夜，眼球取血，并置于 －８０
℃保存。实验结束后，脱臼处死，取出心脏和主动
脉，肝脏组织。多聚甲醛固定肝脏组织并进行组织

石蜡和冰冻切片。

１３　血脂四项，肝脏损伤酶以及炎症因子的检测　
在灌胃１２周结束后，摘眼球取血，离心获取血清，通
过Ｈｉｔａｃｈｉ７６００全自动生化仪检测血脂四项。肝脏
匀浆，生化仪检测 ＡＬＴ、ＡＳＴ酶的表达情况，通过试
剂盒检测血清中ＳＯＤ，ＭＤＡ和ＧＳＨＰｘ的表达。
１４　肝脏 ＨＥ染色　多聚甲醛固定，采用石蜡切
片，并随机选择肝脏上相聚５０μｍ部位相邻的２个
观测点的连续５张切片，采用 ＨＥ染色，在光镜下观
察肝脏的脂肪变性。

１５　油红Ｏ染色　小鼠经乙醚麻醉后开胸，生理盐
水经心室灌流５ｍｉｎ后，取出肝脏和心脏，并在体式
显微镜下分离主动脉，ＯＣＴ包埋心脏肝脏，制作 ６
μｍ厚冰冻切片。从第一张血管腔及主动脉瓣可见
处开始留取切片，附于除脱玻片上，每只鼠连续切

４０张，－８０℃冰箱保存。每５张抽取一张切片室温
放置１５ｍｉｎ，自来水洗１５ｍｉｎ×２次，蒸馏水洗２ｍｉｎ，
加入６０％异丙醇稍洗，油红６０％异丙醇的油红Ｏ染
液６０℃下作用１ｈ，６０％异丙醇分化，自来水终止分
化，苏木素复染核３０ｓ，自来水返蓝，甘油明胶封片。
组织切片在２０倍显微镜下摄取图像，参照文献的方
法作病变面积定量分析。用ＩｍａｇｅＰｒｏｐｌｕｓ６０分析
斑块面积，计算斑块面积占总血管面积之比。

１６　ＴＵＮＥＬ染色　肝脏组织中肝细胞的凋亡通过
ＴＵＮＥＬ阳性细胞在３０个随机选择的视野下进行分
析。简之，３μｍ的石蜡切片在６０℃下脱蜡６０ｍｉｎ，
二甲苯１０ｍｉｎ。组织切片然后进行以下操作：１００％
乙醇两次；９５％，９０％，８５％，７０％，５０％乙醇；以及双
蒸水。ＴＵＮＥＬ实验是按照生产商说明进行。然后
在显微镜下观察，并统计。

１７　免疫组织化学　取出肝脏，生理盐水清洗，进
行３μｍ厚的石蜡切片，通过二甲苯脱蜡并进行了
Ｂｃｌ２，ｃａｓｐａｓｅ３免疫组化染色。染色完成后，拍片，
并通过ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓｓｏｆｔｗａｒｅ６０进行统计。
１８　数据统计　全部数据用 ＳＰＳＳ１３０分析，实验
数据用ｍｅａｎ±ＳＤ表示。各组间数据的比较用单因
素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）检验。Ｐ＜００５为差
异有统计学意义。
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２　结果
２１　木犀草素减少肝脏损伤以及脂肪变性　我们
首先检测了木犀草素对于血脂四项 ＴＧ，ＴＣ，ＬＤＬＣ，
ＨＤＬＣ的影响。如图１Ａ，模型组中血脂四项明显高
于对照组，木犀草素低、高剂量组与模型组相比没有

统计学意义。ＡＬＴ和 ＡＳＴ水平的上升是非酒精性
脂肪肝的一个重要特征。为了评价木犀草素对于其

表达的影响，我们检测了肝脏匀浆液中的 ＡＳＴ和
ＡＬＴ的水平。如图２Ｂ，木犀草素低、高剂量均能显
著性降低这两种酶的表达。这表明了木犀草素能够

减少肝脏的损伤。

肝脏脂肪变性是脂肪肝形成的病理性特征。我

们通过ＨＥ和油红 Ｏ染色，证明木犀草素能够减少
肝脏脂肪变性（图２Ｃ和２Ｄ）。因此，木犀草素能够
显著降低肝脏脂肪变性。

图１　木犀草素减少高脂饲料诱导的ＡｐｏＥ／小鼠
肝脏损伤和肝脏脂肪变性
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２２　木犀草素能够调控氧化损伤相关的酶　根据
“二次打击”学说，氧化损伤是脂肪肝形成过程中的

重要因素。因此，我们检测了氧化损伤相关酶的表

达情况。如图２，木犀草素能够显著上调 ＳＯＤ，ＧＳＨ
Ｐｘ的表达，显著下调 ＭＤＡ的表达。结果表明木犀
草素能够通过减少促氧化损伤酶的表达，增加抗氧

化酶的表达来保护肝脏损伤。

图２　木犀草素调节高脂饲料诱导的ＡｐｏＥ／
小鼠ＧＳＨＰｘ，ＭＤＡ，ＳＯＤ的表达
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２３　木犀草素能够减少肝细胞的凋亡　氧化损伤
能够诱导细胞凋亡的发生［１６］。我们接下来通过

ＴＵＮＥＬ试验检测了肝细胞的凋亡。如图３Ａ和３Ｃ，
与模型组相比较，木犀草素能够显著降低 ＴＵＮＥＬ阳
性细胞数。我们同时还通过免疫组化检测了肝脏组

织中凋亡相关蛋白 Ｂｃｌ２和 ｃａｓｐａｓｅ３的表达情况，
如图３Ｂ，３Ｄ和３Ｅ，结果表明木犀草素能够显著降低
促凋亡蛋白ｃａｓｐａｓｅ３的表达和上调抗凋亡蛋白Ｂｃｌ
２的表达。以上的结果证明了，木犀草素能够保护
肝脏细胞的凋亡。

２４　木犀草素能够改善ＡｐｏＥ／小鼠动脉粥样硬化
的形成　前期我们已经通过高脂诱导 ＡｐｏＥ／小鼠
建立了动脉粥样硬化模型［１７］，在此基础上我们研究

了木犀草素的抗动脉粥样硬化作用。通过主动脉根

部的油红Ｏ染色，结果证明了木犀草素能够显著降
低其脂质堆积（如图４）。
３　讨论

“二次打击”学说是目前广泛接受的非酒精性

脂肪肝形成机制的假说［４］。第一次打击主要包括脂

肪的堆积，第二次打击主要是肝细胞氧化损伤以及

凋亡。为了能够模拟非酒精性脂肪肝的形成，我们

根据先前的报道建立了 ＡｐｏＥ／非酒精性脂肪肝小
鼠模型［１８］。木犀草素具有较强的保护内皮细胞氧

化损伤［１９］以及保护心肌损伤的活性［２０］。本研究证

实了木犀草素能够减少肝脏脂肪变性、氧化损伤和

肝脏细胞的凋亡以及动脉粥样硬化。
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图３　木犀草素减少高脂饲料诱导的ＡｐｏＥ／小鼠
肝细胞凋亡
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图４　木犀草素减少高脂饲料诱导的ＡｐｏＥ／小鼠
主动脉根部的脂质堆积
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　　ＡＬＴ和ＡＳＴ是肝脏损伤的两种标记酶，在正常
的情况下，ＡＬＴ与 ＡＳＴ主要存在于肝脏细胞内，而
在肝脏损伤的病理情况下，从肝细胞中释放到血液

中，增加血液中的酶水平。我们的结果表明木犀草

素能够显著降低ＡＬＴ以及ＡＳＴ水平。然而，木犀草
素对血脂四项的表达没有影响。另外，从形态学的

结果可以看出木犀草素能够显著降低其脂肪变性。

简单的脂肪变性与非酒精性脂肪肝的区别在于

肝脏的氧化损伤。诱导氧化损伤不仅会引起坏死，

以及凋亡，还能引起肝癌［２１］。结果表明，木犀草素

能够上调 ＳＯＤ，ＧＳＨＰｘ的表达，降低 ＭＤＡ的表达。
已有文献报道肝脏细胞的凋亡能够使得非酒精性脂

肪肝到肝癌的转变，我们的研究结果证实木犀草素

能够通过减少促凋亡蛋白的表达以及促进抗凋亡蛋

白的表达以减少肝脏细胞的凋亡。

氧化应激参与了动脉粥样硬化的形成［６］，为了

进一步研究其减缓动脉粥样硬化的作用，我们评估

了木犀草素对主动脉根部的脂质堆积。实验结果表

明，木犀草素能够减少该处的脂质堆积，提示其具有

减缓动脉粥样硬化的作用。

本研究证实了木犀草素能够通过调控氧化损伤

相关的酶与肝细胞凋亡保护高脂饲料诱导的肝脏脂

肪变性以及肝损伤，同时还能减缓动脉粥样硬化的

形成。这为我们后续进一步深入机制研究提供了实

验基础。因此，木犀草素可能是一个潜在的药物来

预防慢性病的发生，而其临床应用还需进一步研究。
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系。本研究表明施用复合肥能对丹参的连作障碍有

一定的修复作用，但效果不如微生物肥明显，可能与

微生物肥含多种植物营养成分有关。值得注意的是

微生物＋复合肥修复效果不如单独施用微生物肥或
复合肥，是否与复合肥使用量较大有关系值得进一

步探讨（一般复合肥作基肥施用量为６０～７５ｋｇ）。
中药作用的特点是多种有效成分综合作用，目

前中药质量评价主要以化学方法为主，通过一个或

几个成分的含量来评价药材的质量；然而几个有效

成分的含量能否全面反应药材的质量仍需进一步研

究，因此以简单、可靠的药效指标直接评价药材的质

量也是很好的研究方法。１，１二苯基２苦肼基自由
基（ＤＰＰＨ）是一种稳定的以氮为中心的自由基，常
用于体外评价物质的抗氧化能力。丹参为中药活血

化瘀常用药现代药理研究表明其在心血管及抗氧化

方面具有活性，因此可以通过测定丹参药材清除

ＤＰＰＨ自由基的能力从抗氧化的角度来评价丹参药
材的质量。本研究表明连作虽然对丹参的有效成分

含量的影响不明显，但对丹参的抗氧化活性产生明

显影响，这一点值得特别注意。从另外一方面来看，

仅以有效成分含量多少来评价药材的质量存在一定

的缺陷。
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