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短链脂肪酸丁酸抑制动脉粥样硬化形成及其分子机制
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摘  要：本研究通过观察丁酸对动脉粥样硬化斑块形成以及肠道组织结构和功能的影响，探讨丁酸防治动脉粥样硬化的效应

及可能机制。选取8周龄雄性载脂蛋白E基因敲除(apolipoprotein E-knockout, ApoE−/−)小鼠，随机分成对照组(高脂高胆固醇饲

料+饮水中给予200 mmol/L氯化钠，n = 10)和丁酸组(高脂高胆固醇饲料+饮水中给予200 mmol/L丁酸钠，n = 10)，喂养12
周。干预结束后麻醉处死小鼠并分离主动脉、心脏，油红O染色定量分析动脉粥样硬化斑块面积。取新鲜的小鼠肠道组织检

测肠道组织长度、结构和通透性。定量PCR和酶联免疫吸附法检测炎症因子水平。结果表明：与对照组相比，丁酸组小鼠

动脉粥样硬化斑块面积显著减少(P < 0.01)，血清总胆固醇和低密度脂蛋白胆固醇水平也明显降低(P < 0.05)，主动脉、肠道

组织以及血液循环中炎症因子表达水平显著下降。同时，丁酸干预后小鼠肠道结构更加致密，肠道通透性降低，血液内毒

素脂多糖水平也明显降低，肠道紧密连接蛋白Occludin和ZO-1基因表达水平显著升高。体外人小肠上皮细胞Caco-2实验结果

显示，丁酸可以剂量依赖性地上调Occludin和ZO-1 mRNA和蛋白表达水平，这一效应可以被G蛋白耦联受体41小干扰RNA所

阻断。以上结果提示，丁酸显著抑制小鼠动脉粥样硬化发生，其作用机制可能与其降低肠道通透性、减少血液脂多糖和炎

症因子水平有关。
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Short-chain fatty acid butyrate acid attenuates atherosclerotic plaque formation 
in apolipoprotein E-knockout mice and the underlying mechanism
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Abstract: This study was designed to evaluate the role of short-chain fatty acid butyrate acid on intestinal morphology and function, 
and atherosclerotic plaque formation in apolipoprotein E-knockout (ApoE−/−) mice. ApoE−/− mice on high-fat, high-cholesterol diet 
were treated with butyrate acid (200 mmol/L) or NaCl (control) in the drinking water for 12 weeks, followed by histological evalua-
tions of atherosclerotic lesion in aorta. Real-time PCR analysis and ELISA were used to measure the expression levels of proinflam-
matory cytokines. Butyrate acid significantly attenuated high-fat, high-cholesterol diet-induced atherosclerotic plaque formation in 
ApoE−/− mice. Butyrate acid prevented high-fat, high-cholesterol diet-induced inflammation in both the aorta and the circulation, as 
evidenced by reduced expression of proinflammatory cytokines. These changes were accompanied by a marked attenuation in metabolic 
endotoxemia lipopolysaccharide (LPS). Butyrate acid induced intestinal expression of the tight junction proteins (Occludin and zona 
occuldens protein-1), thereby preventing the gut permeability. Butyrate acid dose-dependently upregulated the expression of the tight 
junction proteins in Caco-2 cells in GPR41-dependent manner. In conclusion, butyrate acid attenuates atherosclerotic lesions by 
ameliorating metabolic endotoxemia-induced inflammation through restoration of the gut barrier. 
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动脉粥样硬化是心血管疾病的常见类型，是冠

心病、脑梗死以及外周血管疾病、卒中等的主要病

因及共同病理学基础，严重危害人类健康 [1, 2]。本

质上来说，动脉粥样硬化是一种多因素、多阶段的

脂质沉积和炎症反应性疾病 [3]，其发病机制非常复

杂，至今尚未完全明确，寻找动脉粥样硬化的有效

防治措施非常必要。

越来越多的研究报道，菌群紊乱、细菌移位及

肠道黏膜屏障的改变等所致的肠源性内毒素血症在

动脉粥样硬化病理过程中起着重要的作用 [4, 5]。有

研究证实，高脂膳食会引起肠道菌群紊乱，造成肠

道内正常的优势菌群减少甚至消失，而革兰氏阴性

菌的数量却大大增加，并且大量释放内毒素脂多糖

(lipopolysaccharide, LPS)，同时肠道屏障功能受到

破坏，通透性增加，造成内毒素血症，进而诱导全

身性炎症反应和动脉粥样硬化的发病 [6]。丁酸是

短链脂肪酸 (short-chain fatty acids, SCFAs) 的一种，

主要是膳食纤维在肠道组织中经肠道厌氧菌发酵而

产生的代谢产物 [7, 8]。丁酸是上皮细胞的重要能量

来源。丁酸主要通过其特异性 G 蛋白耦联受体 (G 
protein-coupled receptor, GPR) 发挥生物学效应 [9, 10]。

现已证明丁酸在调节宿主的营养、代谢和免疫方面

发挥重要作用 [11]。然而，它对动脉粥样硬化斑块形

成的影响尚不清楚。

本研究拟通过高脂饮食喂养载脂蛋白 E 基因敲

除 (apolipoprotein E-knockout, ApoE−/−) 小鼠，建立动

脉粥样硬化小鼠模型 [12]，进而通过丁酸干预 12 周，

观察 ApoE−/− 小鼠动脉粥样硬化斑块面积、肠道组

织结构和功能、炎性因子以及内毒素 LPS 的水平，

探讨丁酸对动脉粥样硬化形成的影响及其可能的分

子机制。

1  材料与方法

1.1  实验动物和饲料　　20 只 8 周龄 ApoE−/− 小鼠

购自江苏集萃药康生物科技有限公司。小鼠适应性

喂养一周后，随机分为两组：对照组和丁酸组，每

组 10 只，分笼喂养。对照组给予高脂高胆固醇饲

料 ( 江苏美迪森生物医药有限公司提供 ) 喂养，并

在饮水中给予氯化钠 (200 mmol/L)，丁酸组给予高

脂高胆固醇饲料，并在饮水中给予丁酸钠 (200 
mmol/L，Sigma 公司 )。喂养周期为 12 周，每周记

录小鼠摄食、饮水量及小鼠体重。

1.2  细胞实验　　人小肠上皮细胞 (human colon 

carcinoma cell line, Caco-2) 购自美国典型培养物保

藏中心 (ATCC)。采用高糖 DMEM 基础培养基 +20%
胎牛血清 (FBS)+1% 双抗 (P/S)+1% 非必需氨基酸

(NEAA) 置于细胞培养箱内培养。然后采用去血清

培养基培养，加入 0、10 μmol/L、100 μmol/L 丁酸

干预 Caco-2 细胞 24 h，或者用 100 μmol/L 丁酸与

100 nmol/L GPR41 siRNA 或 GPR43 siRNA (Santa 
Cruz Biotechnology, Inc.) 共处理 12 h。
1.3  小鼠血清指标检测　　喂养结束后，小鼠禁食

过夜，麻醉状态下心脏灌流采集分离全血，4 °C 静

置，2 000 r/min 离心 10 min，血清在 −20 °C 保存

待用。血清总胆固醇 (total cholesterol, TC)、甘油三

酯 (triglyceride, TG)、低密度脂蛋白胆固醇 (low 
density lipoprotein cholesterol, LDL-C)、高密度脂蛋

白胆固醇 (high density lipoprotein cholesterol, HDL-C)
和空腹血糖 (fasting blood glucose, FBG) 采用 Hita-
chi747 型全自动生化分析仪 ( 日本日立 ) 检测，试

剂盒购自日本和光纯药工业株式会社。血清炎症因

子包括单核细胞趋化蛋白 1 (monocyte chemoattractant 
protein 1, MCP-1)、白介素 1β (interleukin-1β, IL-1β)、
细胞间黏附分子 1 (intercellular cell adhesion protein 
1, ICAM-1) 的水平采用免疫试剂盒 (R&D Systems)
检测。血清内毒素 LPS 水平采用内毒素鲎试剂测定

法 (Limulus  Amebocyte Lysate, Hycult Biotechnology)。
1.4  小鼠肝脏脂质含量测定　　称取小鼠适量肝脏

组织，冰上充分研磨制成匀浆液，在 4 °C 条件下过

夜萃取脂质，低温下以 15 000 r/min 离心 30 min，
取上清。测定上清 TG、游离胆固醇 (free cholesterol, 
FC) 和胆固醇酯 (cholesterol ester, CE) 含量，以 μg/mg 
liver protein 表示。

1.5  小鼠离体主动脉分离及动脉粥样硬化斑块染色 [13]

　　麻醉状态下，取出小鼠主动脉，在显微镜下剥

离血管周围脂肪组织，纵向剖开主动脉，新鲜配制

的油红 O 染液避光染色 15 min，染色结束后显微镜

下拍照，用全自动图像分析软件对小鼠主动脉斑块

面积定量分析。

1.6  小鼠主动脉窦冰冻切片及动脉粥样硬化斑块染

色 [13]　　取新鲜小鼠心脏组织，用冰冷生理盐水冲

洗心脏组织，用 OCT 包埋，用冰冻切片机对心脏

组织连续切片，每张切片厚度 10 μm，主动脉窦远

端以心脏和连接处的三尖瓣作为标准。主动脉窦冰

冻切片用油红 O 染色观察。全自动图像分析软件对

小鼠主动脉窦斑块面积定量分析。
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1.7  小鼠肠道形态观察 [14]　　分离新鲜的小鼠肠道

组织，截取十二指肠至直肠组织的全长，迅速放入

4 °C 预冷的生理盐水内进行润洗，制作石蜡切片，

进行苏木精 -伊红 (hematoxylin-eosin, HE)染色观察。

1.8  小鼠肠道通透性检测 [15]　　小鼠空腹禁食 6 h，
用异硫氰酸酯荧光标记的右旋糖酐 (FITC-labeled 
dextran, DX-4000-FITC, 500 mg/kg body weight, Sigma- 
Aldrich) 进行灌胃，尾静脉采血 100 μL，离心分离

血浆并与等体积的 PBS (pH7.4) 混合，荧光分光光

度仪检测荧光强度，激发光波长 485 nm，发射光波

长 535 nm。计算小鼠血浆中的 DX-4000-FITC 浓度。

1.9  Caco-2 细胞表面紧密连接蛋白分子表达　　用

丁酸干预 Caco-2 细胞后，PBS 冲洗 1 遍，4% 多聚

甲醛固定 15 min，PBS 洗 1 次，分别加抗人 Occludin
和 ZO-1 一抗 (Abcam，按 1:100 稀释 )，37 °C 孵育

后 PBS 清洗。加入 FITC 标记的二抗 (Life Technol-
ogies，按 1:100 稀释 ) ，37 °C 避光孵育 1 h。PBS
充分清洗，再向切片上滴加 1 μg/mL 的 DAPI 工作

液，37 °C 避光孵育 30 min。水性封片剂封片，激

光共聚焦显微镜拍照。

1.10  RNA 提取和定量 PCR 检测　　取小鼠新鲜小

肠组织用预冷的生理盐水润洗后纵向剪开小肠组

织，刮取黏膜组织，收集至冻存管中。收取丁酸干

预的 Caco-2 细胞。用 TRIzol 试剂 (Life Technologies)
提取肠黏膜组织和 Caco-2 细胞中总 RNA，具体步

骤参照说明书。用逆转录试剂盒 (Promega) 转录成

cDNA 模板，定量 PCR 仪 (Life Technologies) 进行

扩增。反应条件：95 °C 10 min 预变性；95 °C 15 s，
60 °C 1 min，重复 40 个循环。结果用 2−ΔΔCt 方法进

行分析。扩增基因的引物见表 1。
1.11  数据处理与统计分析　　实验数据录入用

SPSS 19.0 统计软件包进行统计分析，数据结果采

用 mean ± SEM 表示。两组间比较采用非配对 t 检
验或者 Mann-Whitney test，P < 0.05 为差异具有统

计学意义，采用 GraphPad Prism 软件作图。

2  结果

2.1  丁酸对动脉粥样硬化斑块面积的影响

为了研究丁酸对动脉粥样硬化发生的影响，

ApoE−/− 小鼠给予高脂高胆固醇饲料并在饮水中分

别加入氯化钠 ( 对照组 ) 和丁酸 ( 丁酸组 )，喂养

12 周，分离小鼠心脏进行主动脉窦油红 O 染色。

与对照组相比，丁酸组小鼠主动脉窦内红色动脉粥

样硬化斑块明显减少 ( 图 1A)。定量分析结果显示，

与对照组相比，丁酸组主动脉窦斑块面积减少了

55% [(3.3 ± 0.5) × 104 vs (7.3 ± 1.0) × 104 μm2, P < 
0.01，图 1B]。

小鼠主动脉纵切面油红 O 染色显示，丁酸组小

鼠主动脉内红色的动脉粥样硬化斑块明显减少 ( 图
1C)。定量分析结果显示，与对照组相比，丁酸组

小鼠主动脉斑块病变面积减少了 46% (P < 0.01，图

1D)。
2.2  丁酸对血脂和血糖及肝脏脂质水平的影响

对照组和丁酸组喂养 12 周后，分离小鼠血清

检测血脂和血糖水平，结果显示，与对照组相比，

丁酸组小鼠血清 TC 和 LDL-C 含量分别下降 33.5% 
(P < 0.01) 和 32.0% (P < 0.01)，HDL-C 下降 23.4%，

而 TG 和 FGB 水平无显著变化 ( 表 2)。与对照组相

比，丁酸组小鼠肝脏脂质包括 TG、FC 和 CE 含量

均有下降，但差异没有统计学意义 ( 表 3)。
2.3  丁酸对小鼠炎症因子水平的影响

分离小鼠主动脉和肠道组织，定量 PCR 检测炎

症因子的表达水平。与对照组相比，丁酸组小鼠主

动脉炎症因子包括 MCP-1、IL-1β 和 ICAM-1 mRNA
的表达水平均显著下降 ( 图 2A~C)。丁酸组小鼠肠

道组织中炎症因子 MCP-1、IL-1β 和 ICAM-1 mRNA
的表达水平也明显降低 ( 图 2D~F)。进一步采用

ELISA 方法检测血液循环中炎症因子的水平，发现

丁酸组血清中 MCP-1、IL-1β 和 ICAM-1 的浓度较

对照组也明显下降 ( 图 2G~I)。
2.4  丁酸对小鼠肠道结构的影响

肠道组织 HE 染色表明，对照组小肠 ( 图 3A)

表1. 引物序列

Table 1. The sequences of primers 
Gene Primer sequence (5’–3’)
MCP-1 Forward: CCACTCACCTGCTGCTACTCA
 Reverse: TGGTGATCCTCTTGTAGCTCTCC
IL-1β Forward: GGATGAGGACATGAGCACCT 
 Reverse: GGAGCCTGTAGTGCAGTTGT
ICAM-1 Forward: GCCTTGGTAGAGGTGACTGAG 
 Reverse: GACCGGAGCTGAAAAGTTGTA
Occludin Forward: ATGTCCGGCCGATGCTCTC
 Reverse: TTTGGCTGCTCTTGGGTCTGTAT
ZO-1 Forward: TTTTTGACAGGGGGAGTGG
 Reverse: TGCTGCAGAGGTCAAAGTTCAAG
GAPDH Forward: CTCATGACCACAGTCCATGC
 Reverse: CACATTGGGGGTAGGAACAC
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图  1. ApoE−/−小鼠动脉粥样硬化斑块面积

Fig. 1. Atherosclerotic lesion areas in the aortic root and entire aorta in ApoE−/− mice. A: Representative cross-sectional lesion areas 
at the aortic root in ApoE−/− mice from Ctrl and BA groups at 12 weeks. B: Quantitative analysis of aortic root lesion area. C: Repre-
sentative en face aorta’s images of oil red O staining. D: The percentages of lesion area of the whole aorta. Scale bar, 10 μm. Data are 
presented as the means ± SEM; n = 10. **P < 0.01 vs Ctrl. Ctrl, Control; BA, Butyrate acid. 

和结肠 ( 图 3B) 呈现典型病理改变，包括细胞核聚

集增多、炎症细胞增多、腺体紊乱、绒毛稀疏，表

明小肠结构遭到破坏，黏液层吸收功能丧失；而丁

酸组小鼠这些病理变化显著改善，结肠绒毛杯状细

胞排列紧密 ( 图 3A，B)。

测定小鼠小肠绒毛高度，结果表明，与对照组

相比，丁酸组小鼠小肠绒毛高度显著增加 [(261.6 ± 
13.2) μm vs (196.6 ± 13.5) μm, P < 0.01]。
2.5  丁酸对小鼠肠道通透性的影响

采用 DX-4000-FITC 方法检测小鼠肠道通透性

表2. 小鼠血脂与血糖水平

Table 2. Serum levels of fasting lipid and glucose in ApoE−/− mice
Groups TC (mmol/L) TG (mmol/L) LDL-C (mmol/L) HDL-C (mmol/L) FBG (mmol/L)
Ctrl 22.61 ± 1.50 0.86 ± 0.08 19.65 ± 1.28 2.05 ± 0.07 3.99 ± 0.15
BA 15.03 ± 1.36** 0.84 ± 0.07 13.36 ± 1.19** 1.57 ± 0.05** 3.81 ± 0.25
Mean ± SEM, n = 10. **P < 0.01 vs Ctrl. TC, total cholesterol; TG, triglycerides; LDL-C, LDL-cholesterol; HDL-C, HDL-cholesterol; 
FBG, fasting blood glucose; Ctrl, Control; BA, Butyrate acid.

表3. 小鼠肝脏脂质含量

Table 3. The levels of hepatic lipid content in ApoE−/− mice
Groups TG (μg/mg liver protein) FC (μg/mg liver protein) CE (μg/mg liver protein)
Ctrl 124.08 ± 14.16 17.54 ± 1.08 67.22 ± 6.13
BA 112.54 ± 15.24 15.85 ± 0.83 60.23 ± 5.31
Mean ± SEM, n = 10. TG, triglycerides; FC, free cholesterol; CE, cholesterol ester; Ctrl, Control; BA, Butyrate acid.
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发现，与对照组相比，丁酸组小鼠肠道通透性明显

降低 [(919.2 ± 67.3) ng/mL vs (1 409.0 ± 87.9) ng/mL，
P < 0.01，图 4A]。丁酸组小鼠血液中 LPS 水平显

著降低 ( 图 4D)。紧密连接蛋白是肠道通透性的生

理性调节蛋白，定量 PCR 检测结果表明，与对照

组相比，丁酸组小肠组织紧密连接蛋白 Occludin
和 ZO-1 mRNA 的表达水平显著升高 ( 图 4B 和 4C)。
免疫印迹结果表明，丁酸组小肠组织 Occludin 和

ZO-1 的蛋白表达水平也明显升高 ( 图 4E 和 4F)。
2.6  丁酸对Caco-2细胞Occludin和ZO-1 mRNA表达

的影响

丁酸干预 Caco-2 细胞 24 h，定量 PCR 检测细

胞 Occludin 和 ZO-1 mRNA 表达水平。结果显示，

与对照组相比，丁酸可以剂量依赖地上调 Caco-2
细胞 Occludin ( 图 5A) 和 ZO-1 mRNA 表达 ( 图 5B)。
免疫荧光染色结果也证实，丁酸干预显著上调

Caco-2 细胞 Occludin ( 图 5C) 和 ZO-1 ( 图 5D) 的蛋

白表达。丁酸上调 Occludin 和 ZO-1 mRNA 和蛋白表

达可以被 GPR41 特异性的 siRNA 所阻断。

3  讨论 
肠道黏膜屏障是机体屏障系统的重要组成部

分，由肠道黏膜机械屏障、化学屏障、生物屏障和

免疫屏障所组成。有研究显示肠道屏障功能障碍，

通透性增加会造成细菌及内毒素等进入血液循环

中，导致机体炎症水平升高，促进动脉粥样硬化斑

图  2. 小鼠主动脉、肠道组织和循环中炎症因子的表达水平

Fig. 2. Aortic, intestinal and systemic levels of inflammatory molecules. A–C: Total RNA was extracted from the dissected aorta. The 
mRNA expression of monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), interleukin-1β (IL-1β) and intercellular adhesion molecule-1 
(ICAM-1) was quantified by quantitative polymerase chain reaction and normalized against GAPDH. D–F: MCP-1, IL-1β, and ICAM-1 
expression levels in intestine tissue. G–I: The circulating levels of MCP-1, IL-1β, and ICAM-1 were measured by ELISA. Data are 
presented as mean ± SEM; n = 8 to 10. *P < 0.05, **P < 0.01 vs Ctrl. Ctrl, Control; BA, Butyrate acid.
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块的形成 [16–18]。本研究显示丁酸可以显著抑制动脉

粥样硬化的发生，这可能与其调节肠道组织的通透

性、减少血液循环中内毒素 LPS 的水平、抑制机体

系统性炎症反应有关。

丁酸是肠道微生物重要的代谢物之一，同时也

是肠道黏膜细胞的主要能量来源 [19]，它对于维持大

肠的正常功能和结肠上皮细胞的形态和功能具有重

要作用。以往的研究显示，丁酸可促进肠道黏膜修

复及其功能恢复，并且能抑制炎症细胞因子的产生，

发挥抗炎作用 [20]。丁酸还可以明显减少肠道上皮细

胞肿瘤坏死因子的分泌，抑制肿瘤细胞的增殖分化

和凋亡，发挥抗肿瘤作用 [20]。然而丁酸对动脉粥样

硬化发生的影响未见报道。我们在动物模型中研究

发现，丁酸干预抑制高脂高胆固醇诱导 ApoE−/− 小

鼠动脉粥样硬化脂质斑块的形成，具有抗动脉粥样

硬化的作用。

动脉粥样硬化是一种动脉血管壁的慢性炎症反

应，伴随着脂质的沉积，循环中的大量白细胞和单

核细胞活化，进而释放多种致炎因子。我们进一步

研究发现丁酸干预可以减少小鼠主动脉和肠道组织

炎症因子的表达，包括 MCP-1、IL-1β 和 ICAM-1。
ELISA 检测结果也表明丁酸干预显著降低了血液循

环中 MCP-1、IL-1β 和 ICAM-1 的水平。这些结果

表明，丁酸能够抑制动脉粥样硬化病理过程中的炎

症反应。

与对照组相比，丁酸也改善了小鼠肠道黏膜微

图  3. 小鼠肠道结构和功能改变

Fig. 3. Intestine morphology and function in ApoE−/− mice. Hematoxylin and eosin (HE) staining of small intestine (A) and colon (B) 
of ApoE−/− mice from Ctrl and BA groups at 12 weeks. Ctrl, Control; BA, Butyrate acid. Scale bar, 500, 100 and 50 μm.
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绒毛的结构，降低了肠道的通透性，减少了血液循

环中内毒素 LPS 的水平。同时，丁酸干预显著上调

小鼠肠道组织紧密连接蛋白 Occludin 和 ZO-1 的表

达。GPR 是人体中分布最广、地位最重要的一类膜

蛋白受体，其中 GPR41 (Ffar3) 和 GPR43 (Ffar2) 是
SCFAs 的特异性受体，然而它们对不同 SCFAs 的
亲和力有较大的差异，GPR41 与丙酸和丁酸的亲

和力较高，而 GPR43 对乙酸和丙酸的亲和力较

高 [9, 10]。我们在体外实验中利用 Caco-2 细胞研究

证实，丁酸剂量依赖性上调 Caco-2 细胞紧密连接

蛋白 Occludin 和 ZO-1 的表达，这一效应可能主要

由 GPR41 所介导。

综上所述，本研究结果显示丁酸抑制动脉粥样

硬化斑块形成，具有抗动脉粥样硬化作用，其机制

可能与其调节肠道紧密连接蛋白表达、降低肠道通

透性、减少血液循环中内毒素 LPS 和炎症因子水平

密切相关。
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