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红曲对 ApoE-/-小鼠肠道屏障功能影响*

程慧敏1，刘曼1，杜威1，刘颖2，梁惠1

【摘    要】目的  研究红曲对 ApoE-/-小鼠肠道屏障功能的影响。方法  6只雄性 8周龄 C57BL/6J小鼠作为正常对照

组，18只 8周龄雄性 ApoE-/-小鼠随机分为：动脉粥样硬化模型组；他汀对照组；红曲组。实验周期为 12周。主动脉

大体油红 O染色，定量斑块面积；苏木精-伊红染色法（HE）观察结肠病理变化；透射电镜观察结肠超微结构变化；

免疫印迹法（WB）检测结肠组织中紧密连接蛋白 ZO-1、claudin-1的表达水平。结果  正常对照组无斑块形成，动脉

粥样硬化模型组斑块面积为（22.46 ± 8.33）%。与正常对照组相比，模型组结肠绒毛高度和微绒毛长度 [分别为

（66.27 ± 6.38）、（0.67 ± 0.19）μm]降低（P < 0.05）；与模型组相比，红曲组结肠绒毛高度和微绒毛长度[（92.57 ± 7.37）、

（0.87 ± 0.07）μm]均升高（P < 0.05）。与对照组相比，模型组结肠组织中 claudin-1和 ZO-1蛋白表达水平 [分别为

（494.00 ± 47.15）、（466.67 ± 43.41）]降低（P < 0.05）；与模型组相比红曲组 claudin-1和 ZO-1蛋白表达水平[（709.33 ±

60.00）、（785.67 ± 101.55）]均升高（P < 0.05）。红曲组所测各指标和他汀组相比均无显著性差异（P > 0.05）。结论  红

曲可以改善 ApoE-/-小鼠肠道屏障功能，其机制可能与修复结肠绒毛和通过上调结肠 ZO-1和 claudin-1紧密连接蛋白

有关。
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Effect of Chinese red yeast rice on intestinal barrier function in ApoE-/- rats
CHENG Hui-min*,   LIU Man,   DU Wei,   et al (*Department of Nutrition and Food Hygiene, College of Public Health,
Qingdao University, Qingdao, Shandong Province 266021, China)

【Abstract】 Objective   To study the effect of red yeast rice (monacolin K) on intestinal barrier function in ApoE-/- rats.

Methods    Eighteen  8-week-old  male  ApoE-/-  mice  were  fed  with  feeds  containing  15%  lard  and  0.25%  cholesterol  to

establish  atherosclerosis  model  and  then  randomly  divided  into  a  model  (with  daily  gavage  of  saline),  a  statin  control

(10 mg/kg.d statin), and a red yeast rice group (0.34 g/kg.d monacolin K) and 6 male 8-week-old C57BL/6J rats were used as

normal control  for  a  12-week experiment.  The aorta specimens were stained with oil  red O to quantify the area of  plaque;

pathological  changes  of  the  small  intestine  were  observed  with  hematoxylin-eosin  (HE)  staining;  the  ultrastructure  of  the

small  intestine  was  observed  with  transmission  electron  microscopy;  and  Western  blot  (WB)  was  used  to  detect  the

expression  of  tight  junction  protein  zonula  occludens-1  (ZO-1)  and  claudin-1  in  colon  tissues. Results    No  aorta  plaque

formation was observed in the normal control group. The average aorta plaque area for the atherosclerosis model group was

22.46 ± 8.33%. Compared with the normal control group, the mean height of colonic villi (66.27 ± 6.38 μm) and the mean

length of  colonic microvilli  (0.67 ± 0.19 μm) of  the model  group were significantly decreased compared with those of  the

normal  control  group  (both P  < 0.05) and  the  mean  height  of  colonic  villi  (92.57   ± 7.37  μm)  and  the  length  of  colonic

microvilli (0.87 ± 0.07 μm) of the monacolin K group increased significantly (both P < 0.05) in contrast to those of the model

group. The protein expression of claudin-1 (494 ± 47.15) and ZO-1 (466.67 ± 43.41) of the model group were significantly

lower than those of the normal control group (both P < 0.05). Compared with the model group, the protein expression level of

claudin-1 (709.33 ± 60) and ZO-1 (785.67 ± 101.55) in the colonic tissues of the monacolin K group increased significantly

in  comparison  with  those  of  the  model  group  (both P  < 0.05).  There  were  no  significant  differences  in  all  the  indicators

between monacolin K group and the statin group (P > 0.05 for all). Conclusion   Red yeast rice can improve intestinal barrier

function  in  ApoE-/-  rats  and  the  mechanism  of  the  effect  may  be  related  to  the  repairment  of  colonic  villi  and  the  up-

regulation of colonic ZO-1 and claudin-1 tight junction proteins.
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动脉粥样硬化是心血管疾病的病理基础，城乡

居民疾病死亡构成比中，心血管疾病占首位 [1 –  2]。

有研究显示肠道菌群可能参与动脉粥样硬化发病

机制，其可能经肠道屏障进入人体 [3]。红曲是以大

米为原料，经红曲菌发酵而成的一种紫红色米曲，

具有降血脂 [4]、降血糖 [5]等作用。本研究通过红曲

干预 ApoE-/-小鼠，对小鼠结肠病理，结肠组织紧密

连接蛋白 ZO-1、claudin-1表达进行检测，从而探讨

红曲对 ApoE-/-小鼠肠道屏障的作用。

1   材料与方法

1.1    主 要 试 剂 和 仪 器　红曲，monacolin K含量

2～40（0.2～4.0 %）mg/g（杭州禾田生物技术有限公

司）；10 % 中性甲醛、油红 O、异丙醇（南京建成生

物科技有限公司）；claudin-1一抗和二抗、ZO-1一抗

和二抗、β-actin内参、ECL发光试剂盒（北京中杉金

桥生物技术有限公司）。JEM-1200EX透射电镜（日

本 JEOL公 司 ） ， 制 冰 机 IM-20Kr25型 （ 英 国

Hoshizaki公司），超低温冰箱（美国 Thermo公司），

BX53型显微（日本 Olympus公司），光镜 Olympus

BX60型（日本 Olympus公司），转移脱色摇床（海门

其林贝尔仪器制造公司），电泳仪（北京百晶生物技

术有限公司）。

1.2    动物　SPF级 8周龄雄性 ApoE-/-小鼠 18只，

野生型（wide type，WT）雄性 C57BL/6J小鼠 6只，体

重（22 ± 2）g，购自北京维通利华实验动物技术有限

公司，许可证号为 SCXK（京）2016 – 0011。
1.3    实验方法

1.3.1   动物分组及给药方法　 18只 8周龄雄性

ApoE-/-小鼠，6只 8周龄雄性 C57BL/6J小鼠，体重

（22 ± 2）g。适应性喂养 1周后 C57BL/6J小鼠作为

正常对照组；ApoE-/-小鼠随机分为：动脉粥样硬化

模型组；阿托伐他汀组；红曲组。红曲组每天 0.34 g/kg.d

红曲灌胃。他汀组每天 10 mg/kg.d阿托伐他汀灌

胃，其它组生理盐水灌胃。动脉粥样硬化模型组，

红曲组，阿托伐他汀组喂食高脂高胆固醇饲料（含

15 % 猪油 + 0.25 % 胆固醇）。实验周期为 12周。

1.3.2   标本的收集及指标检测　小鼠禁食 12 h后，

摘取眼球取血，离心，取血清，– 80  ℃ 冰箱保存。

将小鼠行心脏灌注。灌注完毕，在冰上取出主动脉

和小肠。

1.3.3   主动脉大体油红 O染色　用异丙醇配置油红

O工作液。将主动脉在解剖显微镜下分离干净，纵

向剖开，在蒸馏水中浸洗 10 min，在 60 % 异丙醇中

5 min，用油红 O避光、密封染色 1 h，60 % 异丙醇分

化至背景清晰。用斑块面积比血管总面积表示动

脉粥样硬化的严重程度。

1.3.4   结肠组织超微结构观察　将肠组织 1 mm3 于

2.5 % 戊二醛固定 4 h，PBS缓冲液冲洗 3次，每次

10 min。1 % 锇酸固定 2 h。PBS（phosphate-buffered

saline）缓冲液冲洗 3次，每次 10 min。乙醇系列梯

度脱水；环氧树脂包埋，温箱固化。超薄切片机切

片，醋酸双氧铀硝酸铅染色，透射电镜观察。

1.3.5   结肠病理结构观察　取约 1 cm结肠组织，于

10 % 中性甲醛固定，石蜡包埋，切片，脱蜡，苏木精-

伊红染色法（hematoxylin-eosin staining，HE）染色，中

性树胶封片，光镜观察。肠绒毛高度为绒毛基部

（肠腺与绒毛连接处）到绒毛顶端的距离。

1.3.6   免疫印迹法（Western blot，WB）法检测结肠组

织 claudin-1和ZO-1紧密连接蛋白的表达　称取100 mg

肠组织研至粉末状加入 1 mL裂解液，静置，离心，

取上清。制备 SDS-PAGE（ sodium dodecyl-polyacryl

gradient gel electrophoresis）凝胶，样品变性及电泳，

凝胶转膜及其检测，采用 Tanon1600对胶片进行扫

描，用 Tanon Gis软件分析。

x̄± s

1.3.7   统计分析　采用 SPSS 24.0统计软件进行统

计学分析，数据以 表示，多组间比较采用方差

分析，组内比较采用 least-significant difference（LSD）-t

检验，P < 0.05认为有统计学意义。

2   结　果

2.1    红曲对主动脉斑块的影响（图 1，表 1）　对

小鼠主动脉行油红 O染色后，进行分析统计。正常

对照组无斑块形成，动脉粥样硬化模型组斑块面积

为（22.46 ± 8.33）%，他汀组斑块面积为（8.89 ± 0.62）%，

红曲组斑块面积为（7.00 ± 2.65）%。与动脉粥样硬

化模型组相比他汀组和红曲组斑块减少都有统计

学意义（P < 0.05），红曲组斑块面积与他汀组相比，

差异无统计学意义（P > 0.05）。
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2.2    红曲对结肠病理的影响（图 2，表 2）　HE染

色结果显示，正常对照组肠组织无病理性改变，绒

毛丰富无脱失，黏膜正常；与正常对照组相比，动脉

粥样硬化模型组肠黏膜表面上皮大量脱失，黏膜充

血，肠绒毛不清，结肠绒毛高度明显降低（P < 0.05）；

与动脉粥样硬化模型组相比，他汀组结肠绒毛顶端

轻度脱失，肠绒毛高度显著增加（P < 0.05）；与模

型组相比红曲组结肠绒毛丰富，绒毛顶端轻度脱

失，黏膜基本正常，结肠绒毛高度度显著增加（P <

0.05）；他汀组和红曲组结肠绒毛高度无显著性差异

（P > 0.05）。

2.3    红曲对结肠组织超微结构的影响（图 3，表 3）
电镜结果显示，正常对照组结肠微绒毛丰富，排列

整齐，柱状上皮细胞结构完整，细胞间连接结构正

常。与正常对照组相比，动脉粥样硬化模型组微绒

毛长短不一，紧密连接松弛，绒毛根部变细，头部膨

大；与模型组相比他汀组与红曲组微绒毛丰富，细

胞间连接结构正常。与正常对照组相比动脉粥样

硬化模型组、他汀组、红曲组结肠微绒毛长度分别

缩短了 50 %、28 %、36 %，差异具有显著性（P < 0.05）。

与动脉粥样硬化模型组相比他汀组、红曲组微绒

毛长度分别增长了 44 %、30 %，差异具有显著性（P <

0.05）。他汀组和红曲组结肠微绒毛长度无显著性

差异（P > 0.05）。

¹x § s表 1   主动脉斑块面积（%）（ ，n = 6）

组别 斑块面积（%血管总面积）

正常对照组                                 0

动脉粥样硬化模型组 22.46 ± 8.33

他汀对照组 8.89 ± 0.62 b

红曲组 7.00 ± 2.65 c

　　注：b与动脉粥样硬化模型组组相比，P < 0.05；c与他汀对照组相
比，P < 0.05。

¹x § s表 2   红曲对小鼠结肠组织绒毛高度的影响（ ，n = 6）

组别 绒毛高度/（μm）

正常对照组 95.27 ± 3.50 b

动脉粥样硬化模型组 66.27 ± 6.38 ac

他汀对照组 91.72 ± 14.83 b

红曲组 92.57 ± 7.37 b

　　注：a与正常对照组相比，P < 0.05；b与动脉粥样硬化模型组相比，
P < 0.05；c与他汀对照组相比，P < 0.05。

¹x § s表 3   红曲对小鼠结肠组织微绒毛长度的影响（ ，n = 6）

组别 微绒毛长度/（μm）

正常对照组 1.35 ± 0.13bc

动脉粥样硬化模型组 0.67 ± 0.19ac

他汀对照组 0.97 ± 0.07ab

红曲组 0.87 ± 0.07ab

　　注：a与正常对照组相比，P < 0.05；b与动脉粥样硬化模型组相比，
P < 0.05；c与他汀对照组相比，P < 0.05。

 

    注：A 正常对照组；B 动脉粥样硬化模型组；C 他汀对
照组；D 红曲组。

A

B

C

D

 
图 1   小鼠主动脉大体油红 O染色观察

 

50 μm
A B

C D

 
图 2   小鼠结肠组织光镜观察（HE，X200）

 

    注：A正常对照组；B动脉粥样硬化模型组；C他汀对照组；
D红曲组。

A B

C D

 
图 3   小鼠结肠组织透射电镜观察
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2.4    红曲对结肠紧密连接蛋白的影响（图 4，表 4）
与正常对照组相比，模型组 claudin-1和 ZO-1蛋白

的表达均显著降低（P < 0.05）; 与模型组相比，他汀

组和红曲组 claudin-1和 ZO-1蛋白的表达均显著升

高（P < 0 .05）。他汀组和红曲组 claudin-1和 ZO-1蛋

白的表达均无显著性差异（P > 0.05）。

3   讨　论

肠道屏障是指肠道能够阻止有害物质如细菌、

毒素等进入血液及人体其他组织，由机械屏障、化

学屏障、免疫屏障和生物屏障组成，其中以机械屏

障最为重要[6]。有研究显示肠道屏障功能障碍会导

致细菌及内毒素等进入人体导致机体炎症性疾病

易感性增加进而导致动脉粥样硬化的发病[7 – 9]。因

此调节肠道屏障功能可以预防动脉粥样硬化的发

生发展。红曲作为一种中药可以通过调节脂质代

谢防治心脑血管疾病的发生发展[10]，但是红曲能否

通过保护肠道屏障功能预防动脉粥样硬化的发生

发展这一问题值得探究。本研究选择红曲对 ApoE-/-

小鼠进行干预，观察对动脉粥样硬化小鼠肠道屏障

功能是否有保护作用。

研究显示 ApoE-/-小鼠可自发形成动脉粥样硬

化斑块，高脂高胆固醇饮食可加速粥样硬化斑块形

成[11]，故本实验选择 ApoE-/-小鼠喂养高脂高胆固醇

饮食 12周进行造模。结果显示动脉粥样硬化模型

组形成了典型的动脉粥样硬化斑块，成功制备动脉

粥样硬化小鼠模型。红曲有降低动脉粥样斑块形

成的作用，这与郑广娟等[12]研究结果相一致。肠黏

膜组织学观察是一种公认的评价肠黏膜屏障功能

最常用和最直接的方法，包括光学显微镜、扫描电

镜、透射电镜等，其中光学和电子显微镜是观察肠

黏膜改变最常用的方法 [13]。本研究通过光镜和透

射电镜评价肠道屏障功能。结果显示，动脉粥样硬

化模型组小鼠存在肠道屏障功能损伤。红曲对小

肠绒毛损伤及紧密连接都有一定的保护作用。

肠粘膜机械屏障由肠粘膜上皮细胞及细胞间连

接构成，其中细胞间连接包括紧密连接、缝隙连接、

黏附连接以及桥粒等。紧密连接在多种连接中最

重要，它可它防止肠腔内有毒物质及细菌等进入其

他组织[14]。紧密连接由众多蛋白组成，其中 claudin-1

蛋白是构成紧密连接的主要骨架蛋白[15]，其表达异

常可导致紧密连接的结构和功能受损，引起屏障功

能紊乱[16 – 17]。ZO-1蛋白可以使紧密连接结构更加

稳定[18]，肠粘膜屏障功能与 ZO-1蛋白关系密切[19 – 20]。

Ghosh等研究发现通过姜黄素干预可上调人肠上皮

Caco-2细胞中 ZO-1和 Claudin-1蛋白的表达，从而

改善屏障功能并降低细胞旁通透性 [21]。有研究显

示，大黄等中药可通过上调 ZO-1蛋白的表达，保护

紧密连接，改善肠粘膜屏障功能 [22 –  23]。为了进一

步研究红曲对肠道屏障功能的影响，本研究采用

WB法检测结肠组织 claudin-1及 ZO-1紧密连接相

关蛋白的表达。结果显示，与正常对照组相比，模

型组 claudin-1和 ZO-1紧密连接蛋白的表达均显著

降低，红曲干预后均显著升高。表明红曲可通过上

调结肠组织紧密连接蛋白 claudin-1和 ZO-1的表

达，降低肠粘膜通透性，改善肠道屏障功能。

综上所述，高脂高胆固醇喂养的 ApoE-/-小鼠存

在肠道屏障功能破坏，红曲干预后可以改其损伤程

度，其机制可能与修复结肠绒毛和上调结肠 claudin-1

和 ZO-1紧密连接蛋白有关。
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