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· 论著 ·

葛根素通过miR-485-3p/Notch2信号通路减轻动脉粥样硬化

大鼠炎症反应

陈利芬，刘辉，李建鹏
（河南省中医院（河南中医药大学第二附属医院）  周围血管科，郑州  450000）  

摘要  目的 探讨葛根素通过miR-485-3p/Notch2信号通路对动脉粥样硬化 （AS） 大鼠炎症反应的影响。方法  将SD大鼠分为对

照组、AS组、葛根素组、葛根素+antagomir NC组、葛根素+miR-485-3p antagomir组，每组12只。检测血脂水平、胸主动脉病理变化、

炎症因子水平以及CD206、诱导型一氧化氮合酶 （iNOS）、miR-485-3p和Notch2蛋白表达水平，验证miR-485-3p与Notch2的关系。

结果  与对照组比较，AS组大鼠胸主动脉有AS斑块形成，动脉壁变厚，血清中甘油三酯、低密度脂蛋白胆固醇、总胆固醇水平，

胸主动脉中肿瘤坏死因子α水平、白细胞介素-6水平、血管细胞黏附分子-1水平、iNOS相对荧光强度、Notch2蛋白表达水平升高，

胸主动脉中CD206相对荧光强度、miR-485-3p表达水平降低 （P < 0.05）；与AS组比较，葛根素组上述指标变化呈相反趋势 （P < 

0.05）；miR-485-3p antagomir减弱了葛根素对AS大鼠炎症反应的抑制作用。miR-485-3p与Notch2存在靶向关系。结论  葛根素可

能通过调控miR-485-3p/Notch2信号通路减轻AS大鼠炎症反应。
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Puerarin attenuates inflammatory response in atherosclerotic rats via the
miR-485-3p/Notch2 signaling pathway

CHEN Lifen，LIU Hui，LI Jianpeng
（Department of Peripheral Vascular，Henan Province Hospital of TCM （The Second Affiliated Hospital of Henan University of Chinese Medicine），

Zhengzhou 450000，China） 

Abstract  Objective To investigate the effects of puerarin on inflammatory response in atherosclerotic （AS） rats via the miR-485-3p/

Notch2 signaling pathway. Methods  SD rats were divided into control，AS，puerarin，puerarin+antagomir NC，and puerarin+miR-485-3p 

antagomir groups，with 12 rats in each group. Blood lipid levels，thoracic aorta pathology，inflammatory factor levels，and expression levels 

of CD206，inducible nitric oxide synthase （iNOS），miR-485-3p，and Notch2 protein were detected. The relationship between miR-485-3p 

and Notch2 was verified. Results  Compared with the control group，the AS group showed AS plaque formation in the thoracic aorta，

thickened arterial wall，increased serum levels of triglyceride，low-density lipoprotein cholesterol，and total cholesterol，elevated levels of 

tumor necrosis factor α，interleukin-6，and vascular cell adhesion molecule-1  in the thoracic aorta，increased relative fluorescence inten-
sity of iNOS，and upregulated Notch2 protein expression as well as decreased relative fluorescence intensity of CD206 and downregulated 

miR-485-3p expression in the thoracic aorta （P < 0.05）. Compared with the AS group，the above-mentioned indicators showed the opposite 

trend in the puerarin group （P < 0.05）. miR-485-3p antagomir attenuated the inhibitory effect of puerarin on the inflammatory response of 

AS rats. A targeting relationship was confirmed between miR-485-3p and Notch2. Conclusion   Puerarin may attenuate the inflammatory 

response in AS rats by regulating the miR-485-3p/Notch2 signaling pathway.
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动脉粥样硬化 （atherosclerosis，AS） 引起的心血

管疾病已成为人类死亡的主要原因［1］。AS的发病

机制与脂蛋白沉积、炎症反应、斑块形成有关，且炎

症是AS发生和发展过程中生理和病理变化的共同

基础［2］。目前，降压药和抗血小板药可延缓AS进展，

但可能出现胃肠道不良反应、肝损伤等［3］。最近的

研究［4］发现，许多中药的有效成分对AS有很好的防

治作用。因此，确定治疗AS的关键中药成分以及探

索其可能的分子机制具有重要意义。

葛根素具有抗炎、抗氧化、改善心血管疾病等
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作用［5］。研究［6］报道，葛根素可改善AS大鼠血脂异

常和炎症反应。但其具体分子机制尚不完全清楚。

研究［7-8］显示，过表达miR-485-3p可通过抑制炎症改

善小鼠AS；Notch2与AS的进展有关；生物信息学分

析发现miR-485-3p与Notch2存在靶向关系。研究［9］

报道，葛根素通过调控miR-29b-3p/胰岛素样生长因

子1通路抑制AS中血管平滑肌的增殖和炎症。但葛

根素调控miR-485-3p/Notch2信号通路能否改善AS

大鼠炎症反应尚不确定。因此，本研究基于miR-485-

3p/Notch2信号通路，探讨葛根素对AS大鼠炎症反应

的影响及分子作用机制。

1 材料与方法

1.1 动物和细胞

60只体重为200~210 g的6周龄SPF级雄性SD大

鼠，购自广东莱迪生物医药研究院有限公司［SCXK

（粤） 2022-0064］。所有动物实验获得我院伦理委

员会批准 （HNSZYYWZ-2022010019）。人胚肾细胞

HEK-293T，购自上海佰晔生物科技中心。

1.2 主要试剂

葛根素，购自西安旭煌生物技术有限公司；

miR-485-3p拮抗剂 （miR-485-3p antagomir） 及其阴性

对照 （antagomir NC）、miR-485-3p模拟物 （miR-485-3p 

mimic） 及其阴性对照 （miR-NC），均购自广州锐博生

物科技有限公司；高脂饲料，购自上海金畔生物科

技有限公司；维生素D3，购自南京罗迈美生物科技

有限公司；大鼠肿瘤坏死因子α （tumor necrosis factor 

α，TNF-α）、白细胞介素-6 （interleukin-6，IL-6）、血管

细 胞 黏 附 分 子-1 （vascular cell adhesion molecule-1，

VCAM-1） 酶联免疫吸附试验 （enzyme-linked immu-

nosorbent assay，ELISA） 试剂盒，购自北京冬歌博业

生物科技有限公司；兔源一抗CD206、诱导型一氧

化氮合酶 （inducible nitric oxide synthase，iNOS）、Notch2、

GAPDH和辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔二抗，均

购自英国abcam公司。

1.3 AS大鼠模型的构建和分组

大鼠一次性腹腔注射维生素D3 （15 000 μg/kg） 

后用高脂饲料喂养，持续8周，分别在第3、5、7 周的

首日再次腹腔注射维生素D3 （2 500 μg/kg），构建AS

大鼠模型。全自动生化分析仪检测结果显示大鼠血

清甘油三酯 （triglyceride，TG）、低密度脂蛋白胆固醇 

（low-density lipoprotein cholesterol，LDL-C）、总胆固

醇 （total cholesterol，TC） 水平升高，且HE染色结果显

示大鼠胸主动脉有AS斑块形成，动脉壁变厚，为造

模成功［10］。

将SD大鼠随机分为对照组、AS组、葛根素组、葛

根素+antagomir NC组、葛根素+miR-485-3p antagomir

组，每组12只。AS组、葛根素组、葛根素+antagomir 

NC组、葛根素+miR-485-3p antagomir组大鼠构建AS

模型。对照组用生理盐水代替维生素D3，用普通饲

料代替高脂饲料，其他操作与建模过程相同。大鼠

建模成功率为100%。建模成功后，葛根素组大鼠60 

mg/kg葛根素灌胃，尾静脉注射10 mL/kg生理盐水［6］；

葛根素+antagomir NC组大鼠60 mg/kg葛根素灌胃，

尾静脉注射1.4 μg/100 g antagomir NC；葛根素+miR-

485-3p antagomir组大鼠60 mg/kg葛根素灌胃，尾静脉

注射1.4 μg/100 g miR-485-3p antagomir［11］；对照组和

AS组大鼠等体积的生理盐水灌胃，尾静脉注射等体

积的生理盐水。灌胃给药1次/d，尾静脉注射给药1

次/周，给药时间共4周。

1.4 标本采集

末次处理24 h后，用2%戊巴比妥钠麻醉大鼠，

收集大鼠的腹主动脉血，离心获得的血清用于血脂

指标TG、LDL-C、TC的检测。处死大鼠，收集大鼠的

胸主动脉，一部分于4%多聚甲醛中固定，用于HE和

免疫荧光染色，另一部分于-80 ℃冻存，用于ELISA、

实时定量PCR和Western blotting检测。

1.5 血脂指标和炎症因子水平检测

利用全自动生化分析仪，检测血清中血脂指标

TG、LDL-C、TC水平。按照试剂盒说明书，检测胸主

动脉中炎症因子TNF-α、IL-6、VCAM-1水平。

1.6 HE染色和免疫荧光染色

将固定在4%多聚甲醛中的组织包埋在石蜡中，

切成4 μm的切片。切片用二甲苯脱蜡，梯度乙醇水

合，然后进行HE染色。最后，用中性树脂密封片，观

察，光学显微镜下拍照。

取切片脱蜡至水，抗原修复、封闭后，加入一

抗CD206 （1 ∶ 3 000）、iNOS （1 ∶ 5 000） 在4 ℃下

孵育过夜，再加入二抗 （1 ∶ 4 000） 避光室温孵育

1 h，DAPI复染细胞核后封片。荧光显微镜下观察

CD206、iNOS的表达变化，以单位面积CD206、iNOS

的荧光强度作为CD206、iNOS的相对表达水平。
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1.7 实时定量PCR检测胸主动脉中miR-485-3p表达

用TRIzol试剂提取胸主动脉总RNA，将RNA合

成为cDNA后，将cDNA分别与U6、miR-485-3p引物共

同加入扩增体系中，使用PCR仪进行实时定量PCR。

以U6作为内参基因，通过2-ΔΔCt法评估miR-485-3p

的相对表达量。引物序列：miR-485-3p，正向5’-GCT

CTAGTCATACACGGCTCTC-3’，反向5’-GTGCAGG

GTCCGAGGT-3’；U6，正 向5’-CTCGCTTCGGCAGC

ACA-3’，反向5’-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3’。

1.8 Western blotting检测大鼠胸主动脉中Notch2蛋

白表达

用RIPA裂解液裂解胸主动脉匀浆，提取蛋白。

提取的蛋白经定量、常规电泳、膜转移和抗原阻断

操作后，加入一抗Notch2 （1 ∶ 3 000）、GAPDH （1 ∶

5 000） 在4℃下孵育过夜。再加入二抗 （1 ∶ 5 000） 

孵育1 h。用ECL发光溶液显色后，应用ImageJ软件分

析目的蛋白相对灰度值。

1.9 双萤光素酶报告基因实验

采用TargetScan （https://www.targetscan.org） 预测

miR-485-3p与Notch2的结合位点，为双萤光素酶报

告基因实验验证靶向关系提供生物信息学依据。将

野生型和突变型Notch2序列插入pmirGLO中，以获

得WT/MUT Notch2。使用转染试剂，将萤光素酶载体

和miR-485-3p mimic或miR-NC共转染于HEK-293T细

胞。48 h后检测萤光素酶相对活性。

1.10 统计学分析

采用SPSS 25.0软件进行统计学分析。计量资料

用x-±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，进一

步两两比较采用SNK-q检验。P < 0.05为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 葛根素对大鼠血脂水平的影响

与对照组比较，AS组TG、LDL-C、TC水平升高 

（P < 0.05）；与AS组比较，葛根素组TG、LDL-C、TC水

平降低 （P < 0.05）；与葛根素组、葛根素+antagomir 

NC组比较，葛根素+miR-485-3p antagomir组TG、LDL-C、

TC水平升高 （P < 0.05）。见表1。

表1  各组大鼠血清中TG、LDL-C、TC水平的比较 （mmol/L）

Tab.1  Comparison of serum TG，LDL-C，and TC levels in rats of each group （mmol/L） 

Group n TG LDL-C TC

Control 12 1.18±0.08 2.31±0.12   1.96±0.17

AS 12 4.76±0.201） 7.68±0.341） 10.69±0.581） 

Puerarin 12 1.97±0.072） 3.88±0.192）   3.68±0.182） 

Puerarin+antagomir NC 12 1.92±0.08 3.91±0.20   3.71±0.19

Puerarin+miR-485-3p antagomir 12 3.21±0.143），4） 5.48±0.223），4）   7.37±0.213），4） 

1） P < 0.05 vs. control group；2） P < 0.05 vs. AS group；3） P < 0.05 vs. puerarin group；4） P < 0.05 vs. puerarin + antagomir NC group.

2.2 葛根素对大鼠胸主动脉病理变化的影响

与对照组比较，AS组胸主动脉有AS斑块形成，

动脉壁变厚；与AS组比较，葛根素组AS斑块形成

减少，动脉壁厚度趋于正常；与葛根素组、葛根素+

antagomir NC组比较，葛根素+miR-485-3p antagomir组

AS斑块形成增加，动脉壁明显增厚。见图1。

2.3 葛根素对大鼠胸主动脉中TNF-α、IL-6、VCAM-1

水平的影响

与对照组比较，AS组TNF-α、IL-6、VCAM-1水平

升高 （P < 0.05）；与AS组比较，葛根素组TNF-α、IL-6、

VCAM-1水平降低 （P < 0.05）；与葛根素组、葛根素+

antagomir NC组比较，葛根素+miR-485-3p antagomir

组TNF-α、IL-6、VCAM-1水平升高 （P < 0.05）。见表2。

2.4 葛根素对大鼠胸主动脉中CD206和iNOS表达

水平的影响

与 对 照 组 比 较，AS组CD206相 对 荧 光 强 度 降

低，iNOS相对荧光强度升高 （P < 0.05）；与AS组比较，

葛根素组CD206相对荧光强度升高，iNOS相对荧光

强度降低 （P < 0.05）；与葛根素组、葛根素+antagomir 

NC组 比 较，葛 根 素+miR-485-3p antagomir组CD206

相对荧光强度降低，iNOS相对荧光强度升高 （P < 

0.05），见图2、表3。
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表3  各组大鼠胸主动脉中CD206和iNOS相对荧光强度以及miR-485-3p和Notch2蛋白表达水平的比较

Tab.3  Comparison of  the relative fluorescence  intensities of CD206 and  iNOS and the expression  levels of miR-485-3p and Notch2 

protein in rat thoracic aorta in each group 

Group n
Relative fluorescence 

intensity of CD206
Relative fluorescence 

intensity of iNOS
miR-485-3p Notch2/GAPDH

Control 12 58.83±2.33 18.86±0.83 1.00±0.00 0.35±0.03

AS 12 21.15±0.931） 52.26±2.331） 0.28±0.021） 1.29±0.141） 

Puerarin 12 49.93±2.072） 25.55±1.262） 0.73±0.072） 0.46±0.042） 

Puerarin+antagomir NC 12 50.12±2.47 26.79±1.34 0.75±0.07 0.49±0.04

Puerarin+miR-485-3p antagomir 12 36.64±1.593），4） 40.15±2.073），4） 0.61±0.053），4） 0.86±0.073），4） 

1） P < 0.05 vs. control group；2） P < 0.05 vs. AS group；3） P < 0.05 vs. puerarin group；4） P < 0.05 vs. puerarin + antagomir NC group.

A，control group；B，AS group；C，puerarin group；D，puerarin+antagomir NC group；E，puerarin+miR-485-3p antagomir group.

图1  HE染色检测大鼠胸主动脉病理变化  ×200

Fig.1  Pathological changes in rat thoracic aorta detected using HE staining  ×200

表2  各组大鼠胸主动脉中TNF-α、IL-6、VCAM-1水平的比较 （pg/mg）

Tab.2  Comparison of TNF-α，IL-6，and VCAM-1 levels in rat thoracic aorta in each group （pg/mg）

Group n TNF-α IL-6 VCAM-1

Control 12 42.23±1.95 26.67±1.25 0.89±0.07

AS 12 85.58±4.121） 68.89±2.771） 2.78±0.141） 

Puerarin 12 56.67±2.332） 37.73±1.852） 1.35±0.192） 

Puerarin+antagomir NC 12 56.98±2.56 38.01±1.88 1.39±0.13

Puerarin+miR-485-3p antagomir 12 72.25±3.153），4） 50.22±2.633），4） 2.05±0.163），4） 

1） P < 0.05 vs. control group；2） P < 0.05 vs. AS group；3） P < 0.05 vs. puerarin group；4） P < 0.05 vs. puerarin + antagomir NC group.

图2  免疫荧光染色检测大鼠胸主动脉中CD206和iNOS表达  ×200

Fig.2  CD206 and iNOS expression in rat thoracic aorta detected using immunofluorescence staining  ×200

Control

CD206

iNOS

AS Puerarin
Puerarin+antagomir 

NC
Puerarin+miR-485-3p 

antagomir
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2.5 葛根素对大鼠胸主动脉中miR-485-3p和Notch2

蛋白表达水平的影响

与对照组比较，AS组miR-485-3p表达水平降

低，Notch2蛋白表达水平升高 （P < 0.05）；与AS组比

较，葛根素组miR-485-3p表达水平升高，Notch2蛋白

表达水平降低 （P < 0.05）；与葛根素组、葛根素+an-

tagomir NC组比较，葛根素+miR-485-3p antagomir组

miR-485-3p表达水平降低，Notch2蛋白表达水平升

高 （P < 0.05），见表3、图3。

2.6 miR-485-3p靶向调控Notch2的表达

TargetScan预测结果发现，miR-485-3p与Notch2

存在结合位点。miR-485-3p mimic+WT-Notch2组、

miR-NC+WT-Notch2组、miR-485-3p mimic+MUT-

Notch2组、miR-NC+MUT-Notch2组萤光素酶相对活

性分别为0.33±0.06、1.13±0.16、1.21±0.22、1.19±

0.20。miR-485-3p mimic+WT-Notch2组萤光素酶相

对活性较miR-NC+WT-Notch2组降低 （P < 0.05），而

miR-485-3p mimic+MUT-Notch2组与miR-NC+MUT-

Notch2组比较，萤光素酶相对活性的差异无统计学

意义 （P > 0.05）。

3 讨论

AS的特征是血管壁增厚变硬，导致血管变窄，

形成脂肪坏死病变和血管壁硬化［12］。本研究构建

了AS大鼠模型，结果显示，与对照组比较，AS组血清

TG、LDL-C、TC水平升高，胸主动脉有AS斑块形成，

动脉壁变厚，表明AS大鼠模型构建成功。越来越多

的证据表明，炎症反应在AS患者斑块形成和疾病

进展中扮演重要角色。TNF-α、IL-6是炎症标志物，

TNF-α和IL-6水平升高可以加速AS进展［13］。此外，

VCAM-1是AS的潜在标志物，早期AS内皮细胞释放

VCAM-1，促进单核细胞向动脉壁迁移，对AS的发生

和发展起至关重要的作用［14］。本研究发现，与对照

组比较，AS组大鼠胸主动脉中TNF-α、IL-6、VCAM-1

水平升高，表明AS大鼠存在炎症反应。活化的巨噬

细胞对AS的进展至关重要。在微环境刺激下，巨噬

细胞可分化为促进斑块生长的促炎M1型巨噬细胞

和维持斑块稳定的抗炎M2型巨噬细胞［15］。本研究

发现，与对照组比较，AS组大鼠胸主动脉中CD206相

对荧光强度降低，iNOS相对荧光强度升高，表明巨

噬细胞可能向M1型极化，加剧了炎症反应，进而促

进了大鼠中AS的发生和发展。这一推测还需体外细

胞实验进一步验证。上述结果提示，抑制炎症反应

可能成为改善AS的有效途径之一。

葛根素是从葛根中提取的天然活性成分，具有

抗氧化、抗炎等作用［16］。研究［17］报道，葛根素可稳

定AS易损斑块，表明葛根素对AS具有保护作用。本

研究结果显示，葛根素可减少巨噬细胞向M1型极

化，抑制炎症反应，进而改善大鼠AS。提示葛根素可

能成为治疗AS的潜在有效药物。

还有研究［9］发现，葛根素可通过微RNA （micro

RNA，miRNA）途径抑制AS的发生和发展。miR-485-

3p为近年来研究较多的一种miRNA，已有研究［18］报

道，上调miR-485-3p可减弱香烟烟雾提取物诱导的

人支气管上皮细胞炎症损伤，表明miR-485-3p的过

表达可抑制炎症反应的发生。为了进一步探究葛根

素改善大鼠AS的分子机制，本研究检测了大鼠胸主

动脉中miR-485-3p表达情况，结果显示，与对照组

比较，AS组大鼠胸主动脉中miR-485-3p表达水平降

低，而与AS组比较，葛根素组miR-485-3p表达水平

升高，推测葛根素可能通过上调miR-485-3p表达抑

制AS大鼠炎症反应。为验证上述猜测，本研究用葛

根素和miR-485-3p拮抗剂miR-485-3p antagomir共同

处 理AS大 鼠，结 果 发 现，miR-485-3p antagomir减 弱

了葛根素对AS大鼠炎症反应的抑制作用。

miRNA可通过靶向调节mRNA表达影响小鼠

AS的进展。为了进一步探究葛根素上调miR-485-3p

表达抑制AS大鼠炎症反应的分子机制，本研究证实

了Notch2为miR-485-3p的靶基因。Notch2是一种膜

蛋白，参与中风、先天性疾病等的发生。上调Notch2

表达能够加剧慢性阻塞性肺疾病大鼠肺内炎症反

应。本研究发现，Notch2蛋白在AS大鼠胸主动脉中

高 表 达，葛 根 素 处 理 后，AS大 鼠 胸 主 动 脉 中miR-

1，control group；2，AS group；3，puerarin group；4，puerarin + antagomir 

NC group；5，puerarin + miR-485-3p antagomir group.

图3  Western blotting检测大鼠胸主动脉中Notch2蛋白表达

Fig.3  Expression of Notch2 protein in rat thoracic aorta detected 

using Western blotting
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485-3p表达上调，Notch2蛋白表达下调，且miR-485-

3p antagomir逆 转 了 葛 根 素 对AS大 鼠 胸 主 动 脉 中

Notch2蛋白表达的抑制作用，证明了葛根素可能通

过上调miR-485-3p表达来抑制Notch2表达，进而减

轻AS大鼠炎症反应。此外，最近的研究［19］报道，抑制

Notch/STAT3信号通路可改善大鼠脊髓损伤。葛根素

调控miR-485-3p/Notch2信号通路减轻AS大鼠炎症

反应是否有下游因子STAT3的参与，有待后续研究

进一步验证。

综上所述，葛根素可能通过调控miR-485-3p/

Notch2信号通路减轻AS大鼠炎症反应。葛根素减轻

AS大鼠炎症反应的分子机制较为复杂，具体通过

miR-485-3p/Notch2信号通路下游的哪些具体分子影

响AS大鼠炎症反应，需进一步验证。本研究通过葛

根素干预验证了miR-485-3p/Notch2信号通路的作

用，但未设置单独的miR-485-3p mimic组作为阳性

对照，可能无法完全排除葛根素通过其他非miRNA

依赖途径发挥作用。本研究证实了葛根素显著调控

miR-485-3p和Notch2表达，miR-485-3p antagomir减弱

了葛根素对AS大鼠炎症反应的抑制作用，且分子对

接结果显示了葛根素与Notch2的直接相互作用，间

接支持了该通路的特异性。
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