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动脉粥样硬化（atherosclerosis, AS）是许多心脑血

管疾病的共同发病基础，也是引起心脑血管急性事件

的主因［1］。AS的发生机制尚未完全阐明，目前认为其

是一种与内皮损伤、自由基损伤、脂质过氧化，以及脂

质沉积等相关的血管慢性炎症。AS中的糖脂代谢紊

乱可导致非酒精性脂肪性肝病（non-alcoholic fatty

liver disease, NAFLD）的发生，成为AS早期事件的标

志，而肝脏脂肪变性又可直接促进AS的进展，诱发急

性心脑血管事件［2］。研究发现微小RNA（microRNA,

miRNA）参与了AS发生过程中相关基因的调节［3］，

miRNA是否也在AS小鼠肝脏脂肪变性过程中起到重

要作用尚未见报道。

虎杖苷（polydatin, PD）是从中药虎杖的干燥根茎

中提取的第4种单体，亦称为白藜芦醇苷。现代药理

研究表明，PD不仅对心肌细胞、血管平滑肌细胞、抗血
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摘要：目的 研究虎杖苷（PD）对ApoE-/-小鼠肝脏miR-214及肝功能的影响。方法 采用高脂饲料喂养雄性ApoE-/-小鼠，建立小鼠

AS模型。将ApoE-/-小鼠随机分为4组（n=10），即模型组（Model）、辛伐他汀组（Simvastatin）、PD低剂量组（PDL）、PD高剂量组

（PDH），另设10只同龄C57BL/6J小鼠为正常对照组。连续给药12周后取血，检测小鼠血糖、血脂、谷草转氨酶（AST）、谷丙转

氨酶（ALT）、肝脏T-SOD及MDA等指标，HE染色观察肝组织病理切片，实时荧光定量PCR检测miR-214水平。结果 模型组小

鼠血糖和血清中TC、TG、LDL-C、ALT和AST，以及肝脏中MDA较正常对照组显著增高（P<0.01），血清中HDL-C和肝脏中

T-SOD、miR-214则显著降低（P<0.01），肝切片可见细胞内充满大小不一脂滴，大部分肝细胞呈现脂肪变性；与模型组相比，PD

高剂量组能显著降低小鼠空腹血糖、血清TC、TG、LDL-C、AST、ALT以及肝脏中的MDA（P<0.05），并且能够显著升高血清

HDL-C和肝脏miR-214及T-SOD（P<0.05）；PD高、低剂量组小鼠肝细胞脂肪变性与模型组相比均有所减轻。结论 PD能降低

AS小鼠血糖、血脂，并保护肝功能，其机制可能主要与PD升高肝脏miR-214水平，调节T-SOD与MDA等氧化应激指标有关。

关键词：虎杖苷；动脉粥样硬化；miR-214；肝功能；氧化应激

Abstract: Objective To study the effect of polydatin on the expression level of miR-214 and liver function in atherosclerotic
mice. Methods Forty male ApoE-/- mice were randomly allocated into 4 groups (n=10), namely the model group, low- and
high-dose polydatin groups, and simvastin group, with 10 male C57BL/6J mice serving as the normal control group. Mouse
models of atherosclerosis were established by feeding the ApoE-/- mice with a high-fat diet. After 12 weeks of treatment, blood
levels of glucose, lipids, AST, and ALT and the contents of T-SOD and MDA in the liver tissue were detected. The pathologies
of the liver were examined with HE staining, and miR-214 expression in the liver was detected using quantitative real-time
PCR. Results Compared with the normal control mice, the mice in the model group showed significantly increased blood
glucose, serum TC, TG, LDL-C, ALT, and AST levels, and MDA contents in the liver (P<0.01), with significantly decreased
serum HDL-C level and SOD and miR-214 levels in liver (P<0.01). Polydatin treatment significantly ameliorated such changes
in blood glucose, serum ALT, AST, TC, TG, LDL-C, and HDL-C levels, and MDA, SOD, and miR-214 contents in liver tissue (P<
0.05). Conclusions Polydatin can reduce blood glucose and lipid levels and protect the liver function in atherosclerotic mice
possibly by up-regulating the expression of miR-214 and T-SOD and down-regulating MDA in the liver.
Key words: polydatin; atherosclerosis; miR-214; liver function; oxidative stress
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小板聚集、改善微循环等有显著作用，还有保护肝细胞，

降低血脂及抗脂质过氧化等作用［4,5］。PD是否能减轻

AS小鼠肝脏脂肪变性尚且未知。课题组前期通过基因

测序发现了 AS 中大量表达异常的 miRNAs，其中

miR-214表达显著下调，提示其在AS发病过程中或起

到重要作用。本实验以高脂饮食喂养ApoE-/-小鼠建立

小鼠AS模型，主要观察PD对AS小鼠肝功能、T-SOD、

MDA及miR-214水平的影响，初步揭示PD减轻AS小

鼠肝功能损伤的部分机制。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物及饲料 40只8周龄SPF级ApoE-/-雄性

小鼠购于北京维通利华实验动物技术有限公司，许可证

号：SCXK（京）2012-0001；10只同龄SPF级C57BL/6J

雄性小鼠购于南方医科大学实验动物中心，动物许可证

号：SCXK（粵）2011-0015。高脂饲料（0.15%胆固醇+

21%猪油+78.85%基础饲料）和普通饲料均由广东省医

学实验动物中心提供，许可证号：SCXK（粤）

2013-0002。

1.1.2 实验药物及试剂 PD（No.S0406A，纯度>98%）购

于大连美仑生物技术有限公司，用二甲基亚砜充分溶解

配制成实验浓度100倍的药物原液，-20 ℃保存，灌胃前

用生理盐水稀释至实验浓度；辛伐他汀片［（No.

J20130181）Merck Sharp&Dohme limited（U.K.）］。血清

总胆固醇试剂盒（TC，No.006301）、甘油三酯试剂盒

（TG，No.006304）、高密度脂蛋白胆固醇（HDL-C，

No.006328）试剂盒、低密度脂蛋白胆固醇试剂盒

（LDL-C，No.006340）、天冬氨酸氨基酶试剂盒（AST，

No.20141218）和丙氨酸氨基转移酶试剂盒（ALT，

No.20141217）、总超氧化物歧化酶试剂盒（T-SOD，

No.20150120）、丙二醛试剂盒（MDA，No.20150119）均

购自南京建成生物工程研究所。RNAiso Plus（批号

9109）、Prime ScriptTM RT Reagent Kit（批号RR037A）、

SYBR Premix Ex TaqTM（批号 RR420A）均购于日本

Takara公司。

1.1.3 器材 PL303电子天平（瑞士 Mettler Toledo公

司），L420台式低速自动平衡离心机（湘仪离心机仪器

有限公司），低温高速离心机（美国Thermo Electron公

司）、Legaci超低温冰箱（美国Revco公司），酶标定量测

定仪（美国Thermo公司），Eclipse Ti荧光倒置显微镜

（日本Nikon公司）。

1.2 实验方法

1.2.1 动物分组和给药 本实验选用40只ApoE-/-小鼠

（品系C57BL/6J，雄性，清洁级，8周龄），10只同周龄雄

性 C57BL/6J 小鼠。所有动物适应性喂养 1 周，将

ApoE-/-小鼠随机分成4组（n=10）：模型组（Model）、辛伐

他汀组（Simvastatin）、PD低剂量组（PDL）、PD高剂量组

（PDH），均给予高脂饲料喂养；另取10只C57BL/6J小

鼠为正常对照组（Control），普通饲料喂养。PD腹腔注

射剂量分别为 50、100 mg·kg-1·d-1，辛伐他汀灌胃剂量

为5 mg·kg-1·d-1。

1.2.2 肝脏病理形态学观察 将取血后的小鼠断颈处

死，小心分离肝脏，在距离肝右叶边缘0.5 cm处，横切一

块肝脏组织，放于10%的中性福尔马林中固定，组织脱

水，常规石蜡包埋，5 μm连续切片，在60 ℃温箱中烤片

1 h；脱蜡水化，HE染色，封片，在光学显微镜下观察拍照。

1.2.3 指标检测 小鼠禁食12 h，尾静脉取血测检测空

腹血糖后，用10%的戊巴比妥钠腹腔注射麻醉后，然后眼

球摘除法获取血液标本，室温下血液自然凝固60 min后，

以3000 r/min离心10 min，分离取上清分装，置于-20 ℃
保存，依法检测小鼠血脂４项、AST与ALT。同时取肝

组织约0.3 g，用冰生理盐水制备肝匀浆，测定肝组织中

的T-SOD和MDA。

1.2.4 miR-214检测 miR-214引物序列由上海吉诺公

司设计，miR-214引物序列上游为：5'-GCACAGCAG

GCACAGACA-3'；下游：5'-CAGAGCAGGGTCAGC

GGTA-3'，产物大小为66 bp。RNA提取：TRIzol法提取

肝脏总RNA，琼脂糖凝胶电泳检测总RNA质量及完整

性，紫外分光法测定吸光度（A）。cDNA合成：取14 μL

模板RNA，2 μL Enzyme mix，5×RT缓冲液4 μL，组成总

体积为 20 μL的反应体系，在 42 ℃与 95 ℃分别反应

60 min、5 min。实时定量PCR：总反应体系 20 μL，含

PCR 反应混合物 10 μL、miR-214 引物 0.5 μL、cDNA

1 μL、20×SYBR 1 μL、H2O 7.5 μL。反应条件：95 ℃
10 min，（95 ℃ 10 s、60 ℃ 1 min）共40个循环。结果以

每个管内荧光信号到达设定的阈值所经历的循环数C

（T）表示，靶基因与内参的相对表达量用2-△△CT表示，实

验重复3次，以U6基因为内参照。

1.3 统计学分析

本研究数据采用SPSS20.0软件统计并分析，计量

数据资料均采用均数±标准差表示，组间比较采用方差

分析，以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 虎杖苷对ApoE-/-小鼠肝组织形态的影响

肉眼观察肝脏大体性状，正常对照组小鼠肝脏包膜

光滑完整，表面呈暗深红色，边缘锐利，切面无油腻感；

模型组小鼠肝脏体积明显增大，表面呈黄白色，包膜紧

张，边缘厚钝，切面有油腻感。辛伐他汀以及PD组肝脏

大体性状介于正常对照组与模型组之间，表面呈黄色，

肝脏体积弥漫性增大，切面部分油腻感。
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光镜下显示，正常对照组（图1A）小鼠肝小叶结构

清晰，肝索呈放射状排列，细胞间紧密联系；胞核大而

圆，核仁明显，胞浆呈均质红染；汇管区小动脉、小静脉

及胆管结构正常。模型组（图1B）小鼠肝小叶结构不清

晰，肝索排列紊乱，肝血窦形状改变，肝细胞明显肿胀，

胞内可见大小不等脂滴空泡，胞核则被脂肪滴挤得明显

偏位。辛伐他汀组（图1C）小鼠肝小叶结构较清晰，肝

细胞脂肪样变减轻，未见肝细胞点状坏死以及炎细胞浸

润。PD低剂量组（图1D）轻度混合性脂肪变性，肝细胞

轻度肿胀，肝索排列较整齐，肝血窦清晰。PD高剂量组

（图1E）较模型组有显著的改善，其脂滴明显减少，肝血

窦清晰，肝索排列整齐，无明显炎性细胞浸润。

图1 虎杖苷对ApoE-/-小鼠肝脏组织
形态学的影响
Fig.1 Effect of polydatin on liver
pathologies in ApoE-/- mice (HE
staining, original magnification: ×
100). A: Control; B: Model group; C:
Simvastatin group; D: Low-dose
polydatin group; E: High-dose
polydatin group.

A B C

D E

2.2 PD对ApoE-/-小鼠血浆血糖以及血清血脂四项的

影响

从表1可见，与正常对照组相比，模型对照组小鼠

血糖升高（P<0.01），血清TC、TG、LDL-C含量显著升高

（P<0.01），HDL-C含量显著下降（P<0.01）；与模型组相

比较，辛伐他汀组和PD组血糖、TC、TG、LDL-C显著降

低，而HDL-C升高（P<0.05），说明辛伐他汀和PD均有

良好的降血脂作用。

表1 PD对小鼠血糖和血脂的影响
Tab.1 Effect of polydatin on blood glucose and lipid levels in ApoE-/- mice (Mean±SD, n=10, mmol/L)

Group

Control

Model

Simvastatin

PDL

PDH

Blood glucose

5.36±1.17*

7.53±1.34

5.40±1.47#

5.82±1.03#

5.18±0.91*

TC

5.15±0.62*

24.25±1.63

14.81±1.00*

21.32±1.96#

18.82±19.2*

TG

0.87±0.06*

2.51±0.27

1.44±0.13*

2.03±0.08*

1.79±0.10*

LDL-C

3.52±0.44*

18.54±2.20

10.77±1.57*

16.26±2.14

13.70±2.15#

HDL-C

1.61±0.32*

0.34±0.10

1.10±0.15*

0.38±0.10

0.65±0.16#

#P<0.05, *P<0.01 vs model.

2.3 PD对ApoE-/-小鼠肝脏T-SOD、MDA及水平的影响

从表2可见，模型组较正常对照组小鼠血清ALT、

AST以及肝匀浆T-SOD、MDA含量差异具有统计学意

义（P<0.01）；与模型对照组相比，辛伐他汀组、PD低、高

剂量组 ALT、AST 明显降低，肝脏 T-SOD 明显升高，

MDA则显著降低（P<0.01），说明PD以及辛伐他汀都具

有抗氧化应激的作用。

2.4 PD对ApoE-/-小鼠肝脏miR-214水平的影响

与正常对照组相比，模型组小鼠miR-214水平显著

降低（P<0.01），PD高低剂量及辛伐他汀均能明显增加

肝脏miR-214水平（P<0.01），尤其是PD高剂量组升高

最明显（表 2）。miR-214 水平的增高同时伴有肝脏

T-SOD活性增加，MDA表达下降，进一步证实miR-214

的抗氧化作用。

3 讨论

AS是严重危害人类健康的一种心脑血管疾病，其

发病机制复杂，发生发展都与多种因素有关。目前认

为，AS是一种慢性炎症性疾病，主要与动脉壁内皮损

伤、自由基损伤、脂质过氧化以及炎症因子关系密切。
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由于糖脂代谢紊乱，所以AS的病人常伴有肝功能异常，

以及以脂肪变性为主的肝损害。AS的中医病因病机是

以气虚血瘀和痰瘀互结较为突出的一种本虚标实证，主

要与“痰浊”、“血瘀”有着重要的关联［6］。

糖脂代谢紊乱与AS的发生有着密切关系，糖尿病

患者往往容易伴发AS，糖代谢紊乱是AS早期的危险因

子。有研究表明，高血糖可以通过增加糖基化终末产

物，增强氧化应激，激活蛋白酶，而加速AS的进一步发

展［7］。所以，控制血糖对防治AS有着重要的临床意义。

血脂在中医上即为脂膏，来源于津液，是人体的重要物

质。在血脂四项中，TC、TG是被认为是检测高血脂症

的特异性敏感性的指标，LDL-C与HDL-C也呈相关性

改变。其中HDL-C则被认为是对AS具有保护作用的

物质，其促进了胆固醇逆向转运。研究表明，HDL可以

激活多种细胞的AMPK信号通路，促进了组织葡萄糖

的摄取，从而延缓了高血糖对AS的进展［8］。研究显示，

HDL可以通过几种途径来调节体内糖代谢，（1）调节胰

岛素分泌；（2）通过腺苷酸活化蛋白激酶磷酸化和活化

等非胰岛素依赖途径增加外周组织对糖类的摄取；（3）

通过对外周组织的抗炎作用改善外周胰岛素的敏感性；

（4）通过HDL直接信号转导通路作用于外周组织以及

巨噬细胞，激发胆固醇逆向转运和脂质清除，从而改善炎

症和氧化应激，并且降低血糖，而达到抗AS的作用［9］。本

实验通过检测空腹血糖，血脂四项来探讨PD对于AS小

鼠糖脂代谢紊乱的保护机制，结果表明，PD各组血糖，

TC、TG、LDL-C均较模型组低，而保护性的HDL-C则

较高，表明了PD能够较好的纠正AS糖脂代谢紊乱，进

而延缓AS的进展。但PD调节血脂的作用明显不如辛

伐他汀显著。

现代医学研究表明NAFLD是AS的标志，介入了

AS的早期发生过程。糖尿病患者继发脂肪肝的平均发

生率为50%，远远高于普通人群［10］。AST和ALT是糖和

蛋白质相互转化所需要的酶。ALT主要存在肝脏、心脏

和骨骼肌中，AST则在心肌细胞中的含量最高，在肝细

胞损害时，也同样会使得AST浓度的升高。AST与

AST能够敏感的反映肝脏损伤与否、其轻重程度以及评

判肝损害防治的效果。故本实验通过检测小鼠血浆中

的ALT和AST来反映小鼠肝损害的程度以及PD干预

后的作用，结果显示，模型组AST和ALT的含量远高于

正常对照组，而PD各防治组的ALT和AST指标，均低

于模型对照组，且高剂量防治组的效果最好。在病理

上，PD干预的肝组织，泡沫细胞都有明显的减少，说明

了PD有良好的改善肝功能的作用，并且优于辛伐他汀。

氧化应激现已被普遍认为是AS的一种发病机理。

在生理条件下，氧化与抗氧化是处于平衡状态的，一旦

平衡被打破，使得活性氧类产生过多或抗氧化能力减

弱，而最终导致氧化应激的发生［11］。机体脂质代谢紊乱

会产生大量的自由基，可以引发强烈的脂质过氧化作

用。氧自由基可以氧化LDL，促进泡沫细胞的形成，也

可以破坏血管内皮细胞，导致其功能障碍，致使AS的发

生［12］。MDA是氧自由基氧化细胞膜上磷脂形成脂质过

氧化物的稳定存在形式，是脂质过氧化代谢的最终毒性

产物，所以其含量可以反映机体脂质过氧化的程度，也

间接反映了机体清除氧自由基的能力。SOD是体内清

除氧自由基的重要的抗氧化酶，主要使O2-歧化为H2和

O2，减轻机体脂质过氧化反应［13］。近年来，对于PD抗氧

化应激的研究中，PD和白藜芦醇均能显著的降低血清

中的MDA，并能够提升T-SOD等抗氧化酶的活性与含

量，而尤其在提升T-SOD等抗氧化酶的活性中，PD则有

显著的优势［14］。PD能通过降酶以及调节大鼠SOD、

MDA、TNF-α等来保护和防治四氯化碳引起的大鼠急

性肝损伤［15］。PD 还可通过阻滞 MAPK 家族成员对

PPARγ的磷酸化作用，来抑制ox-LDL诱导的脂质过氧

化，并下调CD36的表达［16］。在脓毒血症中，PD通过抑

制ALT、AST活性以及TNF-α的升高，减少肝组织中

COX-2的表达来减轻肝组织的病理损害，从而降低脓

毒症小鼠的死亡率［17］。莫志贤等［18］也认为，PD能够在

一定的浓度范围内，对过氧化氢引起的小鼠肝损伤具有

保护性作用。本实验选取肝匀浆内SOD和MDA含量，

来反映AS小鼠的脂质过氧化水平以及抗氧自由基的能

力，结果显示PD各组SOD值较模型对照组高，MDA值

则有所下降，辛伐他汀组则基本与PD低剂量组持平，说

表2 PD对小鼠肝脏T-SOD、MDA及miR-214的影响
Tab.2 Effect of polydatin on T-SOD, MDA and miR-214 expressions in the liver (Mean±SD, n=10)

Group

Control

Model

Simvastatin

PDL

PDH

ALT (U/L)

54.05±8.45*

121.68±13.88

85.13±11.5*

86.96±12.45*

80.53±6.42*

AST (U/L)

126.69±12.72*

182.62±10.05

149.38±9.10*

144.71±6.67*

120.54±3.33*

T-SOD (U/mL)

120.64±9.74*

82.70±7.91

98.53±6.78*

103.48±8.71*

114.76±12.76*

MDA (mmol/mL)

12.78±2.11*

32.41±2.02

24.99±1.76*

26.25±2.53*

19.87±2.17*

miR-214

15.33±4.02*

4.62±2.37

8.56±4.29*

9.21±4.36

12.95±2.84*

*P<0.01 vs model.
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明PD有着良好的抗氧化功效，作用优于辛伐他汀。

miRNA是一类长度为18~24碱基的非编码单链小

分子RNA，可调节靶基因mRNA的降解或翻译，参与细

胞增殖、分化、凋亡及坏死等过程。研究表明，冠心病患

者循环 miR-214 的水平较正常人显著降低，提示

miR-214很可能是急性心血管事件的一个潜在的生物

标记物［19］。miR-214已被证实在多种细胞中具有显著

抗氧化应激作用，尤其是心肌细胞和肝细胞中［20,21］，抗氧

化损伤可能是miR-214抗AS肝损伤的部分作用机制。

本研究发现，与正常对照组相比，模型组miR-214水平

显著降低，PD及辛伐他汀干预后肝脏miR-214水平明

显升高，进一步调节肝脏SOD及MDA水平，降低小鼠

氧化应激水平。miR-214可能是PD减轻AS小鼠肝损

伤及抗氧化反应的关键环节。

综上所述，PD对AS小鼠肝损伤具有一定的保护作

用，表现在对AS小鼠血糖、血脂及氧化应激反应的调节

方面，涉及的机制可能与PD升高肝脏SOD及miR-214

水平，降低MDA有关。miR-214可能是PD抗AS小鼠肝

损伤的中间靶点，具体的分子机制还有待研究。
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