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阿魏酸对大气细颗粒物 PM2.5 诱导的小鼠主动脉炎症的干预作用 
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摘要：目的  探讨大气细颗粒物 PM2.5 对小鼠主动脉 Toll 样受体(Toll-like receptors，TLRs)信号通路的影响及阿魏酸的干

预作用。方法  采用气管滴注方法以 10，20 mg·kg1 的 PM2.5 处理小鼠，并用 40，80 mg·kg1 的阿魏酸对部分 20 mg·kg1 

PM2.5 处理后的小鼠进行治疗。2 周后处死小鼠，血液细胞分析仪检测小鼠血液中炎症细胞水平，ELISA 检测血清中 IL-1β

和 IL-6 的含量，并用荧光定量 PCR 检测主动脉中 IL-1β 和 IL-6 的 mRNA 水平，Western blot 检测各组小鼠主动脉组织中

TLR2、TLR4、MyD88、NF-κB p65 蛋白的表达，免疫组化技术观察 TLR2 和 TLR4 在小鼠主动脉中的水平。结果  PM2.5

能提高血液中 NEUT、EOS 的数量及其在总细胞中的比率，增加血液和主动脉组织中炎症因子 IL-1β、IL-6 的含量，上调

主动脉组织中的 TLRs 通路相关分子 TLR2、TLR4、MyD88、NF-κB p65 的表达；而用阿魏酸干预后，血液中白细胞数量、

EOS 数量、NEUT 与 EOS 的比率明显降低，IL-1β、IL-6 水平下降。同时主动脉组织中的 TLRs 通路相关分子的表达下调。

结论  PM2.5 可能通过 TLRs 通路诱导小鼠主动脉炎症的产生，而阿魏酸可能通过抑制 TLRs 通路相关因子的表达而发挥

抑制 PM2.5 诱导的小鼠主动脉炎症的作用。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the effect of Toll-like receptors (TLRs) signaling pathway on PM2.5-induced 

inflammation in mice aorta and the intervention of ferulic acid. METHODS  Mice were treated with 10, 20 mg·kg1 PM2.5 

respectively by onsurgical intratracheal instillation. Additionally, mice were concurrently treated with 40, 80 mg·kg1 ferulic acid 

at the high dose group (20 mg·kg1 PM2.5) for 2 weeks. The categories of inflammatory cells and inflammatory factors in serum 
were detected by hemathology analyzer. Isolated aortic tissue was isolated and the mRNA expression of IL-1β and IL-6 were 
determined by RT-PCR. The protein level of TLR2, TLR4, MyD88 and NF-κB p65 were detected by Western blot. The 
expression of TLR2 and TLR4 in mice aorta was also evaluated by immunohistochemistry. RESULTS  The content and the ratio of 

NEUT and EOS were increased by PM2.5. The mRNA levels of IL-1 and IL-6 were overexpressed in both blood and aortic tissue. 

Meanwhile, TLRs signaling pathway-related protein such as TLR2, TLR4, MyD88, and NF-B p65 were also increased in aortic 
tissue. After the intervention of ferulic acid, the numbers of NEUT, EOS, and the ratio of NEUT and EOS, as well as the level of 

inflammation factors including IL-6 and IL-1were reduced. Moreover, the inhibition TLRs pathway in aortic tissue were also 
significantly reduced. CONCLUSION  PM2.5 can induce the production of aortic inflammation in mice through TLRs signaling 
pathway. Moreover, ferulic acid can protect mice from PM2.5-induced aortic inflammation by inhibition TLRs pathway. 
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近年来，大气细颗粒物对心血管系统危害的研

究越来越被重视。多项流行病学调查表明，长期暴

露于大气细颗粒物 PM2.5 中，能显著增加心血管

疾病的发病率和死亡率[1-2]。PM2.5 诱发心血管疾

病与炎症反应密切相关，而 Toll 样受体(Toll-like 

receptors，TLRs)，特别是 TLR2 和 TLR4，在炎症

反应过程中发挥重要作用，它能激活 NF-κB，导致

IL-1β、IL-6 等炎症因子的产生[3]。 
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阿魏酸是广泛存在于当归、川芎、木贼等中

药中的活性成分[4]，在抗氧化、抗炎等方面发挥着

重要作用[5-6]。研究显示，阿魏酸能通过降低 NF-κB

的水平减轻 LPS 诱发的巨噬细胞的炎症反应[7]，

并且能拮抗 PM2.5 对大鼠的肺损伤作用[8]。但其

在 PM2.5 诱导的血管炎症中的作用尚未见报道。

本研究旨在探究 PM2.5 诱发小鼠主动脉组织炎症

反应以及阿魏酸干预作用的分子机制，为 PM2.5

诱导的心血管疾病的防治提供新思路和新方法。 

1  材料 

1.1  动物 

7 周龄 SPF 级 C57BL/6J 小鼠 50 只，♂，体质

量为(18±22)g，购于上海必凯实验动物有限公司，

生产许可证号：SCXK(沪)2013-2016。动物饲养于

浙江中医药动物实验中心，使用许可证号：

SYXK(浙 )2013-0184。自由饮食摄水，温度为

(24±2)℃，湿度约为 50%。 

1.2  试剂 

阿魏酸(成都曼思特生物科技有限公司，纯度：

99.32%；批号：MUST-17010908)；Mouse IL-1β、

IL-6 ELISA 试剂盒(上海哈林生物有限公司，批号

分别为 201602、201605)；TRIzol®Reagent(Ambion

公司，批号：03877)；TLR2、TLR4 兔多克隆抗体

(上海优宁维公司，批号分别为 FT20 和 FT21)；骨

髓样分化蛋白 88(myeloid differentiation protein 

88，MyD88)、NF-κB p65 鼠单克隆抗体(Santa Cruz

公司，批号分别为 D0212，B0612)；去基因组 cDNA

第一链合成试剂盒、羊抗鼠 IgG、羊抗兔 IgG(北京

康为世纪生物有限公司，批号分别为 30147、

10146、10146)。 

1.3  仪器 

PM2.5 大流量采样仪(美国 Thermal Anderson

公司)；石英纤维滤膜(美国 PALL 公司)；3111 CO2

细胞培养箱(美国 Thermo Fisher Scientific 公司)；

ADVIA 2120 全自动血液细胞分析仪(德国 Bayer

公司)；Step One Plus 荧光定量 PCR 仪(美国 ABI

公司)；Spectra Max190 酶标仪(美国 Molecular 

Devices公司)；PowerPacTM HCBIO-RAD电泳仪(美

国 Bio-Rad 公司)；5427R 低温高速离心机(德国

Eppendorf 公司)；JY92-Ⅱ超声波细胞粉碎机(宁波

新芝科器研究所)；Ti-S 倒置显微镜(尼康)。 

2  方法 

2.1  PM2.5 的采集及处理   

采样点位于浙江中医药大学生命科学学院 5

楼，距离地面约 15 m，PM2.5 大流量采样仪连续

采样 24 h，空气流量为 1.13 m3·min1，石英滤膜

吸附颗粒物。采样结束后，将石英滤膜剪成 1 cm2

大小，浸泡于去离子水中；超声震荡器震荡 3 次，

每次 30 min，洗脱颗粒物；洗提液 6 层纱布过滤，

滤液用真空冷冻干燥机冷冻干燥成干粉；20 ℃

避光保存；使用时紫外灯照射后，用 PBS 配成

5 mg·mL1的PM2.5母液，使用前超声震荡 10 min。 

2.2  动物分组 

动物适应性喂养 1 周后，按体质量随机分成 5

组，每组 10 只，分别为正常组、PM2.5 低浓度组、

PM2.5 高浓度组、阿魏酸低浓度组、阿魏酸高浓度

组。PM2.5 高、低浓度组以 20，10 mg·kg1 的剂量

进行气道滴注，每隔 2 d 滴注 1 次，方法参考文献

[9]。阿魏酸高、低浓度组均以 20 mg·kg1 的 PM2.5

进行滴注的同时，分别给予阿魏酸 80，40 mg·kg1

进行灌胃，每天 1 次，连续 2 周。 

2.3  血液中炎症细胞及炎症因子的检测 

小鼠经戊巴比妥钠麻醉后，腹主动脉采血，

经 EDTA-K2 抗凝后，全自动血细胞分析仪检测血

液中白细胞(white blood cell，WBC)、中性粒细胞

(Neutrophil，NEUT)、嗜酸性粒细胞(Eosinophil，

EOS) 的 含 量 。 部 分血 液 静置 30 min 后，

3 000 r·min1 离心 20 min，取上层血清，ELISA 试

剂盒检测血清中炎症因子 IL-1β和 IL-6 的水平。 

2.4  主动脉组织样本的处理 

处死小鼠后，分离小鼠主动脉组织，保存于

液氮中，用于 RNA 和蛋白质的提取。RNA 提取

参照 TRIzol 试剂盒说明书进行，分离 RNA 后，逆

转录试剂盒转至 cDNA，用于荧光定量 PCR 的检

测；另外，分离主动脉组织后，液氮研磨，加入

裂解液后，超声破碎细胞，4 ℃，12 000 r·min1

离心 30 min，吸取上清，BCA 试剂盒检测蛋白浓

度，80 ℃保存备用。 

2.5  荧光定量 PCR  

测定主动脉组织中 IL-1β与 IL-6 mRNA 水平。

扩增条件：95 ℃ 10 s、60 ℃ 30 s、72 ℃ 5 s，

扩增 40 个循环。目的基因引物由生工(上海)生物

工程股份有限公司合成，引物序列：IL-1β，5’- 

CGATCGCGCAGGGGCTGGGCGG-3’(forward)，

5’-AGGAACTGACGGTACTGATGGA-3’(reverse)；

IL-6，5’-TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC-3’(forward)，

5’-TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC-3’(reverse)；

β-actin，5’-TTGTCCCTGTATGCCTCTGG-3’(forward)，
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5’-GAGGTCTTTACGGATGTCAACG-3’(reverse)。 

2.6  Western Blot 

取一定量的蛋白样品与上样缓冲液，按比例

混合后煮沸 5 min，SDS-PAGE 电泳 80 V 恒压 3 h，

Western blot 湿转(0.45 μm 的 PVDF 膜)200 mA 恒

流 2 h，5%脱脂奶粉室温封闭 2 h，TBST 漂洗 3

次后分别加入相应一抗，4 ℃孵育过夜，TBST 漂

洗 3 次，于 37 ℃和二抗反应 2 h，TBST 漂洗 3

次后进行 ECL 显色。用美国 Bio-Rad 公司的凝胶

成像分析系统分析 Western blot 电泳条带，以内参

做对照，计算各处理组目的蛋白的表达情况。 

2.7  免疫组化 

主动脉组织分离后，福尔马林固定，经石蜡

包埋切片处理后，消除过氧化物酶活性，并用 10%

山羊血清封闭，加入一抗孵育并清洗后，孵育二

抗，加显色剂，复染、脱水、封片后，在尼康 Ti-S

倒置显微镜拍照并观察染色情况。 

2.8  统计分析 

采用 GraphPad Prism 5.0软件对数据进行统计

分析，结果以 sx  表示，2 组间差异比较采用 t

检验，P<0.05 为具有显著性差异，P<0.01 为具有

极显著性差异。 

3  结果 

3.1  阿魏酸对小鼠血液中炎症细胞的影响 

在 20 mg·kg1 浓度的 PM2.5 处理小鼠 2 周后，

血液中 WBC、NEUT、EOS 的数量与正常组相比

明显增加(P<0.01 或 P<0.05)，NEUT 在总细胞中的

比率也明显升高(P<0.05)；80 mg·kg1 阿魏酸干预

后，血液中 WBC 和 EOS 数量明显降低(P<0.01 或

P<0.05)，NEUT 与 EOS 在总细胞中的比率明显下

降(P<0.01 或 P<0.05)。结果见图 1。 

3.2  阿魏酸对小鼠血液中炎症因子的影响 

PM2.5 滴注小鼠 2 周后，血液中炎症因子

IL-1β和 IL-6 的表达量显著升高，且有明显的剂量

依赖性，PM2.5 高浓度组与正常组对比有极显著差

异(P<0.01)。80 mg·kg1 阿魏酸处理后血清中 IL-1β

和 IL-6 的表达显著降低(P<0.05 或 P<0.01)。结果

见表 1。 

表 1  血清中 IL-1β和 IL-6 的表达(n=10, sx  ) 

Tab. 1  The expression of IL-1β and IL-6 in serum(n=10, sx  ) 

组 别 IL-1β/ng·L1 IL-6/ng·L1 

正常组 41.56±5.93 30.15±7.68 

PM2.5 低浓度(10 mg·kg1)组 99.06±19.971) 105.10±20.891)

PM2.5 高浓度(20 mg·kg1)组 181.80±33.082) 165.50±13.442)

阿魏酸低浓度(40 mg·kg1)组 105.10±38.33 110.00±30.69 

阿魏酸高浓度(80 mg·kg1)组 64.59±10.033) 68.48±9.214) 

注：与正常组比较，1)P<0.05，2)P<0.01；与 PM2.5 高浓度组比较，
3)P<0.05，4)P<0.01。 

Note: Compared with control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01; compared with 
the high dose PM2.5 group, 3)P<0.05, 4)P<0.01. 

3.3  阿魏酸对主动脉组织中炎症因子 mRNA 的影响 

PM2.5 染毒小鼠 2 周后，主动脉组织中 IL-1β

和 IL-6 的 mRNA 水平随 PM2.5 浓度的升高明显升

高，PM2.5 高浓度组与正常组对比有极显著差异

(P<0.01)。而在 80 mg·kg1 阿魏酸干预后，IL-1β

和 IL-6 mRNA 水平明显降低(P<0.01 或 P<0.05)。

结果见图 2。 

 
图 1  阿魏酸对小鼠血液中炎症细胞的影响(n=10, sx  ) 

与正常组比较，1)P<0.05，2)P<0.01；与 PM2.5 高浓度组比较，3)P<0.05，4)P<0.01。 

Fig. 1  Effects of ferulic acid on inflammatory in mice blood(n=10, sx  ) 
Compared with control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01; compared with the high dose PM2.5 group, 3)P<0.05, 4)P<0.01. 
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图 2  主动脉组织中 IL-1β、IL-6 的 mRNA 表达量(n=10, 

sx  ) 
与正常组比较，1)P<0.05，2)P<0.001；与 PM2.5 高浓度组比较，3)P<0.05，
4)P<0.01。 

Fig. 2  The mRNA expression of IL-1β and IL-6 in mice 
aorta(n=10, sx  ) 
Compared with control group, 1)P<0.05, 2)P<0.001; compared with the 
high dose PM2.5 group, 3)P<0.05, 4)P<0.01. 

3.4  阿魏酸对主动脉组织中 TLRs 通路相关蛋白

的影响 

20 mg·kg1 的 PM2.5 染毒小鼠 2 周后，主动脉

组织中 TLRs 信号通路相关蛋白(如 TLR2、TLR4、

MyD88 以及 NF-κB p65) 的表达量明显上升

(P<0.05 或 P<0.01)。而在 80 mg·kg1 阿魏酸处理

后，TLRs 信号通路相关蛋白的表达显著降低

(P<0.01)。结果见图 3。 

 
图 3  主动脉组织中 TLR2、TLR4、MyD88、NF-κB p65

的蛋白表达量(n=3, sx  ) 

与正常组比较，1)P<0.05，2)P<0.01；与 PM2.5 高浓度组比较，3)P<0.05，
4)P<0.01。 

Fig. 3  The protein expression of TLR2, TLR4, MyD88 and 
NF-κB p65 in mice aorta(n=3, sx  ) 
Compared with control group, 1)P<0.05, 2)P<0.001; compared with the 
high dose PM2.5 group, 3)P<0.05, 4)P<0.01. 

3.5  主动脉组织中 TLR2 和 TLR4 免疫组化观察 

TLR2 和 TLR4 的免疫组化染色结果显示，在

PM2.5 高、低浓度组小鼠的主动脉中 TLR2 和

TLR4 的表达量都增加，在高浓度组中染色加深更

为明显。而经阿魏酸灌胃处理后，主动脉中 TLR2

和 TLR4 的表达量都明显减少，这与 Western blot

的结果相一致。结果见图 4。 

 

 
图 4  主动脉组织中 TLR2 和 TLR4 的免疫组化染色(400×) 

Fig. 4  Expression of TLR2 and TLR4 proteins in arota tissues was examined using immunohistochemical staining(400×) 
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4  讨论 

空气中 PM2.5 的浓度与心血管系统疾病密切

相关[10-12]，其对心血管疾病的影响已成为一个严

重的“公共卫生问题”。有研究显示，大气颗粒

物污染可诱发青少年血栓症和纤维蛋白溶解[13-15]，

降低健康成人的血液凝固时间等[16]。人群暴露于

PM2.5 中之后，血液中 IL-6、IL-1β、TNF-α 等炎

症因子的含量明显增加[17]，这表明 PM2.5 能引发

系统性的炎症反应，在本实验的结果中(图 1 和表

1)，暴露于 PM2.5 中之后，血液中炎症细胞、炎

症因子的水平都明显上升，这同样表示 PM2.5 导

致了小鼠循环系统的炎症。 

血管内皮细胞在体内分布广泛，是介于血液

与血管壁之间的屏障，能分泌多种生物活性物质，

具有许多重要的生理功能，在调节血管张力，调

控血管平滑肌生长，调节血管内皮细胞与炎症细

胞的粘附，抑制血小板聚集等方面起着重要作用[18]。

内皮细胞受到损伤后，单核细胞在内皮细胞活化

时合成的黏附因子作用下，与内皮黏附后向内皮

下间隙迁移，而单核细胞本身也被活化，促进泡

沫细胞的形成及平滑肌细胞的增殖，进而加速心

血管疾病的进程[19]。Rundell 等人研究发现健康成

年人在主交通干道附近锻炼 30 min 便可使内皮依

赖性血管舒张功能受损，表明细颗粒物进入人体

后可经肺泡进入血液循环系统，直接作用于血管

内皮细胞[20]。 

PM2.5 作用于内皮细胞后，产生氧化应激及炎

症反应，从而导致内皮的损伤，是 PM2.5 诱导心

血管疾病的原因之一[21-22]，因此血管内皮细胞自

身的炎症在心血管疾病的进程中发挥着十分重要

的作用。有研究显示，大气污染物暴露于血管内

皮细胞后，会激活 NF-κB 途径，导致细胞中促炎

因子的释放[23]。在本实验中，小鼠暴露于 PM2.5

中之后，炎症因子 IL-1β 和 IL-6 在主动脉组织中

的 mRNA 表达量都明显升高(图 2)，这表明 PM2.5

不仅诱发了小鼠循环系统中炎症的产生，还导致

血管内皮的局部炎症的产生。 

TLRs 是 1 型跨膜糖蛋白，主要由胞内区、跨

膜区、胞外区三部分组成，细胞内信号区是与白

介素受体 1(IL-1)高度同源的 TIR(Toll-like/IL-1 

receptor)区域[24]。TLR 受体一旦与配体结合，就会

有胞内 TIR 区域的分子适配器包括 MyD88、TIR

区域衔接蛋白(TIR region adapter protein，TIRAP)

等产生信号级联放大，激活 NF-κB 信号通路，导

致包括 IL-1β、IL-6 和 TNF-α在内的前体炎症因子

编码基因的激活[25-26]，从而产生炎症。TLR2 和

TLR4 是 Toll 样受体家族中识别范围 广的成员，

在炎症反应过程中扮演重要角色。有证据显示，

TLR2 和 TLR4 与心血管疾病密切相关[27-28]，在动

脉粥样硬化的内皮细胞中 TLR1、TLR2 和 TLR4

的表达量都明显升高[29]，这表明 TLR1、TLR2 与

TLR4 在内皮细胞中的高表达可能是心血管疾病

发生发展的关键点。从图 3~4 中可以看出，小鼠

暴露于 PM2.5 中之后，血管组织中 TLR2 和 TLR4

的蛋白表达明显升高，作为 TLR2 和 TLR4 下游的

MyD88 与 NF-κB p65 的表达也显著上升，这说明

PM2.5诱发血管炎症可能是通过激活 TLRs信号通

路产生的。 

阿魏酸能清除自由基，促进清除自由基酶的

产生，增加谷胱甘肽转硫酶和醌还原酶的活性，

并抑制酪氨酸酶活性，调节人体生理机能[30]。同

时，阿魏酸具有明显的抗炎作用，能在神经性炎

症[31]、呼吸道炎症[32-33]等多种炎症中发挥抗炎作

用。在肝损伤模型中，阿魏酸显著减轻了血清中

炎症因子 TNF-α、TFN-γ 的水平，同时降低了

NF-κB p65 的表达，这可能是阿魏酸抵抗肝损伤的

机制之一[34]。另外，在 PM2.5 诱导的大鼠肺损伤

模型中，阿魏酸能有效抑制血清中 MDA 的表达、

增加 SOD 的含量，同时降低 PM2.5 诱导的肺组织

中 IgE、IL-4、TNF-α 等炎症因子以及 TLR4 的表

达，这同样提示了阿魏酸的抗炎机制可能是抑制

了 Toll 样受体以及 NF-κB 途径[8]。在本研究中，

40，80 mg·kg1 的阿魏酸连续灌胃 2 周后，小鼠血

液中炎症细胞以及血清中炎症因子的表达量均明

显降低，这与之前的研究是相符的。另外，主动

脉组织中的炎症因子 IL-1β、IL-6 的 mRNA 的表达

也显著减少，这表明阿魏酸抑制了血管组织的局

部炎症反应。而血管组织中 TLRs 通路相关蛋白

TLR2、TLR4、MyD88 及 NF-κB p65 的表达显著

降低。这提示阿魏酸可能通过抑制 TLRs 信号通路

而发挥减轻 PM2.5 诱导的血管炎症的作用。 

综上所述，PM2.5 不仅能引起小鼠循环系统中

炎症的产生，还能诱发小鼠血管组织中炎症，其

过程可能与激活 TLRs 信号通路相关，并且 TLR2

和 TLR4 均参与了这一过程。阿魏酸具有良好的抗

炎效应，其作用机制可能是抑制了 TLRs 信号通
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路。这一结论有望为中医药预防和治疗 PM2.5 引

发的心血管疾病提供一定的方向和研究方法。 
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