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大蒜素对apoE-/-小鼠动脉粥样硬化易损斑块
细胞凋亡及P53蛋白表达的影响

谢敏1,谷万里2

(1 青岛大学医学院中西医结合专业,山东 青岛 266003; 2 聊城市人民医院中医科)

[摘要] 目的 探讨大蒜素对载脂蛋白E基因敲除(apoE-/-)小鼠动脉粥样硬化易损斑块的作用及其机制。

方法 以高脂饲料喂养apoE-/- 小鼠8周造模,并随机分为模型组、低剂量大蒜素组和高剂量大蒜素组,每组8
只。模型组小鼠给予0.50mL生理盐水灌胃,低剂量大蒜素组给予0.25mL生理盐水+0.25mL大蒜素溶液灌胃,

高剂量大蒜素组给予0.50mL大蒜素溶液灌胃,每天1次,连续8周。然后取主动脉根部,采用TUNEL染色检测

斑块凋亡阳性面积,采用免疫组化方法检测斑块内凋亡巨噬细胞、血管平滑肌细胞含量及凋亡相关蛋白P53的表

达。结果 大蒜素灌胃处理后斑块凋亡阳性面积均减小,其中低剂量大蒜素组减小具有统计学意义(F=42.32,

P<0.05),高剂量大蒜素组减小差异无统计学意义(P>0.05)。低剂量大蒜素组斑块内凋亡巨噬细胞含量较模型

组和高剂量大蒜素组降低,差异具有统计学意义(F=28.13,P<0.05);各组斑块内凋亡血管平滑肌细胞含量比较

差异无统计学意义(P>0.05)。低剂量大蒜素组和高剂量大蒜素组斑块内P53蛋白表达均显著低于模型组,差异

有统计学意义(F=22.11,P<0.05)。结论 大蒜素可通过下调P53蛋白的表达、抑制细胞凋亡,发挥稳定晚期不

稳定斑块的作用。
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EFFECTOFGARLICINONCELLAPOPTOSISANDP53EXPRESSIONINVULNERABLEPLAQUESINAPOLIPOPROTEINE

GENEKNOCKOUTMICE WITHATHEROSCLEROSIS XIE Min,GU Wanli  (IntegratedTraditionalChineseandWestern

Medicine,QingdaoUniversityMedicalCollege,Qingdao266003,China)

[ABSTRACT] Objective ToinvestigatetheeffectofgarlicinonvulnerableplaquesinapolipoproteinEgeneknockout
(apoE-/-)micewithatherosclerosisandpossiblemechanisms. Methods TheapoE-/- miceweregivenhigh-fatfeedfor8

weekstoestablishamousemodelofatherosclerosis,andthenthesemicewererandomlydividedintomodelgroup,low-dosegarli-

cingroup,andhigh-dosegarlicingroup,with8miceineachgroup.Themiceinthemodelgroupweregiven0.50mLnormalsaline

bygavage,thoseinthelow-dosegarlicingroupweregiven0.25mLnormalsalineand0.25mLgarlicinsolutionbygavage,and

thoseinthehigh-dosegarlicingroupweregiven0.50mLgarlicinsolutionbygavageonceadayfor8consecutiveweeks.TUNEL

stainingwasusedtoobservetheareaofplaqueapoptosisintheaorticroot,andimmunohistochemistrywasusedtoobservethe

numbersofapoptoticmacrophagesandvascularsmoothmusclecellsandtheexpressionofapoptosis-relatedproteinP53. Results

Bothlow-andhigh-dosegarlicingroupshadareductionintheareaofplaqueapoptosisaftergarlicintreatmentbygavage;thelow-

dosegarlicingrouphadasignificantreduction(F=42.32,P<0.05),whilethehigh-dosegarlicingrouphadnosignificantreduction
(P>0.05).Comparedwiththemodelgroupandthehigh-dosegarlicingroup,thelow-dosegarlicingrouphadasignificantreduc-

tioninthenumberofapoptoticmacrophagesintheplaque(F=28.13,P<0.05);therewasnosignificantdifferenceinthenumber

ofapoptoticvascularsmoothmusclecellsintheplaquebetweengroups(P>0.05).Thelow-andhigh-dosegarlicingroupshadsig-

nificantlylowerexpressionofP53intheplaquethanthemodelgroup(F=22.11,P<0.05). Conclusion Garlicincanstabilize

theadvancedunstableplaquesbydownregulatingP53expressionandinhibitingcellapoptosis.
[KEYWORDS] plaque,atherosclerotic;garlicin;apolipoproteinsE;mice,knockout;genes,P53

  动脉粥样硬化(AS)易损斑块具有炎症细胞(单
核-巨噬细胞)浸润、大的脂质核心(脂质核心占斑块

总容积>40%)、薄纤维帽(纤维帽厚度<100μm)
等特点,容易破裂,引发出血和血栓,从而造成急性

冠状动脉事件,研究如何防止斑块破裂对稳定斑块

具有重要意义[1-2]。大蒜素又名大蒜新素,是从大蒜

中提取的含硫化合物,化学名称为三硫二丙烯。既

往研究显示,大蒜素具有抗血小板聚集、抗高血压、
扩张血管、抗AS的作用[3-5]。但有关大蒜素对晚期

AS斑块作用的研究较少,本研究旨在探讨大蒜素

对载脂蛋白E基因敲除(apoE-/-)小鼠晚期AS易
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损斑块的作用及机制,为其临床应用提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 动物 6~8周龄雄性apoE-/- 小鼠24只,
品系背景C57BL/6,体质量20~22g,购自常州卡

文斯实验动物公司。饲养于SPF级动物室,室温保

持在22~24℃,相对湿度50%,光照时间7:00~
19:00。实验中对动物的处置均经医院动物伦理委

员会审核通过。

1.1.2 药物及试剂 大蒜素胶囊(含大蒜素20mg,
国药准字H42022592);免疫组化用Galectin-3(1∶
200)、α-SMA(1∶50)抗体均购自美国SantaCruz
公司,P53(1∶100)抗体由美国 Abcam 公司提供;

TUNEL凋亡检测试剂盒购自武汉博士德生物工程

有限公司。

1.1.3 仪器 相差显微镜以及照相系统(德国Carl
ZeissJena公司生产);ImageProPlus6.0图像分析

仪(美国 MacroMedia公司);M750-B型分光光度

仪(日本岛津公司)。

1.2 方法

1.2.1 模型制备及分组 ApoE-/- 小鼠购买后先

给予普通饲料适应性喂养1周并编号称质量,然后

再给予含质量分数0.2100脂肪、质量分数0.0125
胆固醇的致AS膳食饲料(购自江苏美迪森生物医

药有限公司,经60Co灭菌照射处理)喂养8周。确

认造模成功后,随机分为对照组(A组)、低剂量大蒜

素组(B组)和高剂量大蒜素组(C组),每组8只,继
续用高脂饲料喂养8周。

1.2.2 给药方法 将大蒜素胶囊溶于50mL生理

盐水中配制成0.4g/L的大蒜素混悬液。模型组小

鼠给予0.50mL生理盐水灌胃,低剂量大蒜素组给

予0.25mL生理盐水+0.25mL大蒜素溶液(相当

于成人剂量30mg/d)灌胃,高剂量大蒜素组给予

0.50mL大蒜素溶液(相当于成人剂量60mg/d)灌
胃,每天1次,连续8周。给药前后小鼠饮食及活泼

程度均正常。

1.2.3 标本取材及处理 实验结束后以10g/L戊

巴比妥腹腔注射麻醉小鼠,无菌条件下打开胸腔暴

露心脏,将头皮针插入左心室,在上腔静脉处剪一小

口,灌注磷酸盐缓冲液,直至从上腔静脉流出的液体

变清,游离取出小鼠心脏保存于40g/L多聚甲醛中

过夜,次日转移至体积分数0.75的乙醇中保存。标

本常规脱水透明,纵行石蜡包埋后切片,光学显微镜

下观察管腔变圆后于主动脉根部开始连续切片,片
厚5μm。每个标本留取25~30张切片,每张切片

保留2个组织面。

1.2.4 斑块凋亡阳性面积及斑块内凋亡细胞含量、

P53蛋白表达检测 每间隔3张取1张切片进行染

色,采用TUNEL染色检测主动脉根部斑块凋亡阳

性面积,分别采用Galectin-3、α-SMA、P53免疫组化

染色检测斑块内巨噬细胞、血管平滑肌细胞含量以

及凋亡相关蛋白P53的表达。TUNEL染色棕黄色

区域为凋亡阳性区域,以凋亡阳性区域面积与主动

脉根部管腔面积的比值表示斑块凋亡阳性面积。

Galectin-3、α-SMA免疫组化染色棕黄色区域为巨

噬细胞、血管平滑肌细胞凋亡阳性区域,以凋亡阳性

区域面积与主动脉根部管腔面积的比值评估斑块内

两种细胞的凋亡情况;P53免疫组化阳性染色呈棕

黄色,其表达以吸光度(A)表示。取各个斑块的全

视野拍照后利用IPP6.0软件分析留取数据。

1.2.5 统计学处理 应用SPSS17.0软件进行统计

学处理,所得计量资料结果以x±s表示,3组间比

较采用F 检验,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 各组斑块凋亡阳性面积比较

凋亡细胞核经TUNEL染色呈棕褐色,染色质

凝集成块或者边集。大蒜素组斑块凋亡阳性面积较

模型组减小,其中低剂量大蒜素组减小具有统计学

意义(F=42.32,P<0.05),高剂量大蒜素组减小差

异无统计学意义(P>0.05)。见表1。

2.2 各组斑块内凋亡巨噬细胞和血管平滑肌细胞

含量比较

低剂量大蒜素组斑块内凋亡巨噬细胞含量较模

型组和高剂量大蒜素组降低,差异具有统计学意义

(F=28.13,P<0.05);各组斑块内凋亡血管平滑肌

细胞含量比较差异无显著性(P>0.05)。见表1。

2.3 各组斑块内P53蛋白表达比较

低剂量大蒜素组和高剂量大蒜素组小鼠主动脉

根部AS斑块内P53蛋白表达水平均显著低于模型

组(F=22.11,P<0.05)。见表1。

3 讨  论

细胞凋亡是指由基因调控的一种细胞自杀性的

程 序化死亡[6]。AS的发生和进展同时存在着凋亡
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  表1 各组斑块凋亡阳性面积及斑块内凋亡细胞含量、

P53蛋白表达比较(n=8,x±s)

组别
凋亡阳性

面积
凋亡巨噬细胞
(χ/%)

凋亡血管平滑肌
细胞(χ/%)

P53
(A)

A组 0.820±0.100 0.287±0.032 0.187±0.085 0.903±0.161
B组 0.468±0.560 0.132±0.094 0.151±0.031 0.517±0.118
C组 0.736±0.780 0.226±0.011 0.175±0.059 0.736±0.194

和坏死,而内皮细胞、巨噬细胞和血管平滑肌细胞的

凋亡占主导地位,凋亡的失控在促进不稳定斑块的

形成过程中起着重要作用。凋亡过度是不稳定斑块

的明显特征,而大量的细胞凋亡直接造成斑块不稳

定[7-8]。在晚期AS斑块中,巨噬细胞的凋亡导致细

胞的继发性坏死,从而扩大斑块的坏死核心,而血管

中膜的平滑肌细胞由合成型转为收缩型,相对稳定

的细胞由中膜迁移到内膜,不断增生形成新的 AS
斑块病变。同时,纤维帽中细胞过度凋亡会引起纤

维帽变薄,降低斑块稳定性,导致斑块破裂[9]。因

此,减少晚期AS巨噬细胞的凋亡和血管平滑肌细

胞的迁移数量,有利于稳定斑块,减少血栓形成。

P53蛋白具有促进细胞调亡的作用,它通过调控其

下游相关通路的靶蛋白———促凋亡蛋白Bax和抑

凋亡蛋白Bcl-2而发挥功能。P53蛋白广泛存在于

各种组织中,定位于细胞核内,包括野生型和突变型

两种,其中野生型P53蛋白是促细胞凋亡蛋白,它
通过活化Bax 基因和抑制Bcl-2基因的表达,抑制

细胞增殖[10-12]。
从宏观来讲,AS是全身性疾病,人体各个部位

动脉发生AS均会引起相应的疾病。从微观来讲,

AS发生时血管壁受损,内皮完整性被破坏,细胞外

基质暴露,表皮黏附分子和炎症递质大量表达,血小

板聚集被激活,凝血-纤溶系统失衡,造成血液凝固,
血流缓慢、滞涩则导致微血管堵塞、血栓形成。大蒜

素作为大蒜中的单体有效成分,味辛走窜,具有散寒

通络、活血化瘀的作用。《新修本草》中记载,大蒜能

主霍乱、温中除邪瘴气[13]。《本草纲目》中记载,大
蒜性温味辛,属太阴、阳明二经,其气熏烈,能通五

脏,达诸窍,去寒湿,辟邪恶,祛毒气、破恶血,……此

其功也[14]。表明大蒜治疗作用同目前临床上抗凝、
溶栓、扩血管治疗AS基本原则一致。李格等[15]研

究表明,大蒜素可以通过调控气体信号分子和改善

微循环,对寒凝血瘀型心肌缺血有较好的治疗和保

护作用。马晓红等[16]通过结扎颈动脉造成大鼠脑

缺血微循环障碍,然后经静脉注射大蒜新素,结果显

示,大蒜新素可较好改善微循环异常,减少脑部缺血

再灌注损伤。林勇廉等[17]的研究表明,大蒜素可激

活糖尿病模型大鼠心肌细胞 MEK-ERK通路,降低

P38蛋白表达,保护心肌,减少心肌细胞的凋亡及损

伤。而本实验结果也表明,低剂量大蒜素可通过抑

制P53蛋白表达,调控巨噬细胞、血管平滑肌细胞

的凋亡,减小斑块凋亡面积,从而稳定晚期AS易损

斑块,降低其破裂和出血可能,减少临床急性事件的

发生。但高剂量大蒜素治疗未呈现有统计学意义的

结果,这印证了中医五行学说“亢害承治”的理论,亢
则害,承乃制,只有把握适当的用药剂量治疗疾病,
保持体内稳态,才能“制则生化”,过大剂量用药,超
过自身的代偿调节,则会导致“害则败乱”。由于本

实验采用含有质量分数0.0125胆固醇的高脂饲料

喂养apoE-/-小鼠,使斑块形成过快,有可能会隐

藏一部分线索,本文结果还需要进一步研究证实。
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杂,需要对IONM进行标准化培训[24]。
综上所述,尽管IONM 存在一些不足,国内大

规模应用存在一些限制,尚不能作为甲状腺手术的

常规项目,但是其与常规暴露方法比较有一定的优

越性,在高危险、二次、复杂甲状腺手术中显示出其

价值。同时需要指出的是,IONM 并不能代替熟练

的外科解剖技术。医生应该仔细衡量病人是否需要

IONM,不要过分夸大IONM的益处。目前,IONM
应用又有一些新的进展,如IONM在微创手术中的

应用,对喉上神经外支的识别,术中神经连续监测,
不解剖颈动脉鞘而行RLN监测等[25]。随着IONM
设备的改进、标准化的实施,IONM 在甲状腺手术

中的应用具有更加广阔的发展前景。
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