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摘要 通过 Toll样受体 4(TLR4)抑制剂表没食子儿茶素没食子酸酯(EGCG)对 TLR4途径的抑制，研究 apoE-/-小鼠 TLR4及多
种炎症因子的表达和动脉粥样硬化病变程度的改变，以探讨 TLR4 途径在动脉粥样硬化病变发生中的作用． 5 周龄雄性
apoE-/-小鼠 50只，随机分成 4组：基础饮食组对照组(n=12)、高脂饮食组对照组(n=12)、基础饮食+EGCG组(n=13)、高脂饮
食+EGCG组(n=13)．给药 14周后处死动物，从主动脉根部连续冰冻切片，油红 O染色观察主动脉窦处动脉粥样硬化(As)斑
块面积，定量分析主动脉粥样硬化斑块大小及占管腔的面积百分比，采用 Real time-PCR 检测主动脉 TLR4 mRNA 和
CD14mRNA的表达，蛋白质印迹检测 TLR4和 CD14蛋白表达，ELISA检测小鼠血清中单核细胞趋化蛋白 -1(MCP-1)，肿瘤
坏死因子 -琢(TNF-琢)浓度．研究结果提示：EGCG显著减轻 apoE-/-主动脉窦部的动脉粥样硬化病变，高脂对照组的主动脉窦
AS斑块面积为(2.37依0.08) mm2，高脂饲料+EGCG组的主动脉窦 AS斑块的面积为(1.05依0.13) mm2，EGCG组小鼠主动脉窦
粥样斑块面积比相应对照组明显减少(P < 0.05)，高脂饮食+EGCG组小鼠 TLR4蛋白表达显著降低(P < 0.05)，MCP-1，TNF-琢
的含量减少，与高脂饮食对照组相比差异有显著性(P < 0.05)．TLR4信号转导途径在高脂所致的 AS发生当中有着重要作用，
该信号途径的激活至少是 AS发生当中的一个重要环节．
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动脉粥样硬化(atherosclerosis，AS)是一种在发
病起始和整个过程中都伴有免疫反应的慢性炎症性

疾病[1]．Toll样受体(TLRs)作为介导天然免疫与炎
症反应的主要模式识别受体，其识别内、外源性的

配体后通过激活核因子 -资B途径诱导炎症因子、细
胞间黏附分子以及单核细胞趋化因子等的表达，参

与动脉粥样硬化的发生与发展[2]．大量流行病学、

临床病理学和动物模型的研究均提示，TLR4 在
AS的发生、发展中起着重大作用．最先用于证实
TLRs与动脉粥样硬化相关的动物是 C3H//HeJ 小
鼠，该鼠编码 TLR4的基因外显子发生突变，以致
不能表达 TLR4，高胆固醇喂养 8～14周后，与对
照组相比，该鼠 AS病变显著减少[3]．此外，在人

和鼠 AS斑块当中的内皮细胞、肥大细胞和巨噬细
胞 TLR4表达均显著增加．表没食子儿茶素没食子
酸酯(EGCG)是绿茶中的一种黄酮类物质，现已证
实，其能抑制肿瘤细胞的增殖，对心血管具有保护

作用 [4]．离体和在体实验证实，EGCG 能抑制

TLR4激活后信号转导通路中的 MyD88依赖和非
依赖的两条途径中的关键激酶，进而抑制

TLR4/NF-资B的激活，降低炎症因子、黏附分子以
及趋化因子的表达[5]．本研究拟通过 TLR4抑制剂
EGCG对 TLR4途径的抑制，来研究载脂蛋白 E基
因敲除(apoE-/- )小鼠 TLR4及多种炎症因子的表达
和动脉粥样硬化病变程度的改变，从而探讨 TLR4
途径在动脉粥样硬化病变发生中的作用．

1 材料与方法

1援1 实验动物

apoE-/ -小鼠 50 只，5 周龄，体重 17～18 g，
购自北京大学实验动物部．
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Table 1 Primer and probe sequence for Real鄄time PCR

Name Sequence(5忆～3忆)
Length of

PCR

products/bp

TLR4-F 5忆 actgggtgagaaatgagctggta 3忆 96

TLR4-R 5忆 tggctacaccaggaataaagtctct 3忆
TLR4-PROBE FAM-5忆 aatttagaagaagaagtgcccgct 3忆-TAMRA

CD14-F 5忆 ctcagttacaacaggctggatagg 3忆 103

CD14-R 5忆 agtgggattcagagtccaaaaag 3忆
CD14- PROBE FAM-5忆 ctagcccagatgagctgccccaa 3忆-TAMRA

茁-actin-F 5忆 ccgggacctgacagactacct 3忆 97

茁-actin-R 5忆 ctctttgatgtcacgcacgatt 3忆
茁-actin-PROBE FAM-5忆 aagatcctgaccgagcgtggcta 3忆-TAMRA

1援2 主要试剂

EGCG(上海友思生物技术有限公司)；E.Z.N.A
Total RNA Kit 购自 美国 Omega-biotek 公司；
MMLV第一链 cDNA合成试剂盒购自 MBI 公司；
所有引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合

成；兔抗小鼠 TLR4抗体(ab47093，Abcam公司)；
肿瘤坏死因子 -琢(TNF-琢)和单核细胞趋化蛋白 1
(MCP-1)ELISA试剂(Abcam公司)；羊抗小鼠 CD14
多克隆抗体 M-20购自 Santa Cruz Bio公司；油红
O试剂购自 Sigma公司．
1援3 主要仪器

倒置光学显微镜 (日本 Olympus 公司 )；
ABI7500荧光定量仪及分析软件(美国 ABI公司)；
图像分析系统(武汉华海公司，HIPAS-1000 型)；
酶标仪(美国 BIO-TEK公司)；凝胶成像分析系统
(美国 UVP公司，GOS7500型)；垂直电泳仪与转
膜系统(美国 BioRad公司)．
1援4 实验动物分组及其处理

50只 5周龄雄性 apoE-/-小鼠，随机分成对照
组和 EGCG组．对照组：基础饮食组(n = 12)，高
脂高胆固醇饮食组(n = 12)；EGCG组：基础饮食+
EGCG 组(n = 13)、高脂高胆固醇饮食 + EGCG 组
(n = 13)．平衡 2周后，EGCG以 PBS 溶解，浓度
为 0.1%．EGCG组按 10 mg/kg腹腔注射给药，隔
日一次，对照组则注射同样体积的 PBS，给药 14
周后处死动物．

1援5 apoE-/-小鼠血清胆固醇与三酰甘油检测

apoE-/-小鼠经眼眶采血后，4℃ 静置 24 h，常
温下 1 500 r/min离心 2 min，小心吸取上层血清，
-80℃保存．按照相应的检测试剂盒说明书检测血
清胆固醇与三酰甘油浓度．

1援6 apoE-/-小鼠 AS斑块面积的测定
3%戊巴比妥钠麻醉 apoE-/-小鼠后，摘除眼球

取血，随后以 4%中性多聚甲醛自左心室灌流 1 h，
然后自腹主动脉分叉连同心脏一并剪下．主动脉窦

进行低温冰冻连续 8 滋m切片，油红 O染色，用
NIH图象软件分析斑块面积．
1援7 Real鄄time PCR检测 TLR4和 CD14的 mRNA
表达水平

将主动脉血管外的脂肪组织清除干净后，每条

血管以组织剪剪碎，按 E.Z.N.A Total RNA Kit 说
明书提取总 RNA．以提取的总 RNA为模板，按照
逆转录试剂盒 (MBI 公司)说明书进行逆转录反
应，合成 cDNA第一链，-20℃保存．在 NCBI数

据库中查询 茁-actin、TLR4 和 CD14 cDNA 序列，
应 用 Perkin-Elmer Applied Biosystems 提 供 的
PrimerExpress software 设计引物与探针(表 1)，交
由上海生物工程有限公司合成．以制备 cDNA为
模板，利用表 1的引物和探针，分别扩增 茁-actin、
TLR4和 CD14．选取 cDNA样品进行 10倍梯度稀
释，分别进行 Real-time PCR 反应，得出荧光曲
线，通过 cDNA浓度梯度的对数值对 驻CT值作图
比较两基因扩增效率．反应条件：95℃ 预变性
10 s，95℃变性 5 s，60℃退火及延伸 40 s，进行
40个循环．配好反应体系后，将各个样品逐一加
入 96孔板中，每个样品设置 3个复孔．Real-time
PCR 反应在 ABI7500(美国 AB 公司)的实时定量
PCR系统上进行，重复 3次．

样品设置相同的阈值线，应用 SPSS12.0计算
重复样品间 CT均值及标准偏差，采用 2-驻驻CT法处

理数据，绘制出转录水平的直方图．

1援8 Western blot检测 TLR4和 CD14蛋白的表达
水平

主动脉经 PBS洗涤 3次，剪碎，加入组织裂
解液中裂解后，4℃，12 000 g离心 7 min，小心吸
出上清液，用 BAC法进行蛋白质定量．每条泳道
取 50 滋g蛋白质加入等体积 5伊SDS凝胶加样缓冲
液，煮沸使蛋白质变性．60 V积层胶，120 V分离
胶，电泳分离细胞蛋白，60～100 mA 1 h将蛋白质
用半干转膜仪转移至 PVDF膜上．5%脱脂牛奶室
温封闭 2 h 后，加入一抗，4℃孵育 6～12 h．
TBST洗膜 3次，每次 5～10 min．加入辣根过氧
化物酶标记的二抗，4℃孵育 4～8 h，TBST洗膜 3
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Fig. 2 Effects of EGCG on the development of
atherosclerosis in aortic sinus of apoE-/- mice

(a～d) Representative photographs of arotic sinuses of apoE-/- mice from

basic diet group, EGCG + basic diet group, high-fat diet group, high-fat

diet+ EGCG group,respectively. 8 滋m frozen sections of arotic sinuses

were stained with oil red O. Original magnifcation: 伊40.

Fig. 3 EGCG markedly decreases the extent of
atherosclerosis development in aortic sinus of apoE-/- mice

Quantifcation of plaque areas in arotic sinuses in apoE-/- mice stained for

lipid deposition with oil red O. Each bar represents x 依 s (n =10 per

group). *P < 0.05 versus the high-fat diet control group. 1: Basic diet

group; 2: EGCG+ basic diet group; 3: High-fat diet group; 4: High-fat

diet+ EGCG group.

次，每次 5～10 min．然后用 Western blot 荧光检
测试剂激发荧光，显示于 X光片，显影、定影后
进行图像分析．

1援9 ELISA 法检测 apoE-/-小鼠血清中 TNF鄄琢 和
MCP鄄1的表达
取已制备好的血清，按 ELISA试剂盒说明书

操作，即刻测量标本 A 450值，根据说明书绘制标准

曲线，并根据标准曲线查找其对应的浓度范围．每

组样品点 3孔．
1援10 统计学处理

实验所得数据采用 x 依 s 表示，两组间比较采
用方差分析及 t检验，以 SPSS12.0统计软件完成，
P < 0.05认为为差异有统计学意义．

2 结 果

2援1 EGCG对 apoE-/-小鼠血浆总胆固醇与三酰甘

油的影响

14周后，高脂高胆固醇饮食对照组 apoE-/-小
鼠 血 清 中 的 TC、 TG、 LDL-C 显 著 升 高 ，
HDL-C/LDL-C的比值显著降低．结果表明(图 1)，
高脂高胆固醇饮食+EGCG组 apoE-/-小鼠血清中的
TC、TG、LDL-C的水平显著低于高脂对照组，而
HDL-C/LDL-C的比值高于高脂对照组，差异具有
统计学意义(P < 0.05)．这表明 EGCG 具有调节血
脂平衡的作用：降低 TC、TG、LDL-C的水平，升
高 HDL的水平，这可能是 EGCG具心血管保护作
用的机制之一．

2援2 EGCG 对 apoE -/-小鼠主动脉窦 AS 病变的
影响

主动脉窦 8 滋m 的连续冰冻切片以油红 O 染
色，观察 EGCG对 apoE-/- AS病变的影响．结果显
示(图 2，3)，经过 14周的高脂高胆固醇饲料喂养
后，高脂对照组的主动脉窦动脉粥样硬化病变非常

显著，主动脉窦的 AS斑块面积为(2.37依0.08) mm2.
EGCG组：基础饮食+ EGCG组，高脂饮食+EGCG
组的主动脉窦 AS 的面积分别为(0.46 依 0.08) mm2

和(1.05依0.13) mm2．与高脂对照组相比，EGCG组
主动脉窦 AS 病变显著减轻，差异有统计学意义
(P < 0.05)．

(a) (b)

(c) (d)

Fig. 1 Effects of EGCG on plasma lipid levels
of apoE-/- mice

Plasma lipid profiles in stressed and control mice were detected

following 12 h period of food and water deprivation at the week 14

(n =12 per group). Data are x 依 s. *P < 0.05 versus the high-fat diet
control group. : Basic diet; : EGCG+basic diet; : High-fat diet;

: EGCG+high-fat diet.

0.5

0

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

1

*

2

*

3 4

*

*
*

*
*

**

*
*

TC TG LDL-c HDL-c
0

5

10

15

20

25

30

35

1167· ·



生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys. 2009; 36 (9)

Fig. 5 Effects of EGCG on the expressions of TLR鄄4 and
CD14 protein in aortas of apoE-/- mice

(a) Western blot shows changes in expression levels of TLR4 (73 ku) and

CD14 (54 ku) in aortas of apoE -/ - mice. (b), (c) Histogram shows the

TLR4 and CD14 in aortas of apoE-/ - mice determined by densitometric

analysis respectively. * P < 0.05 as compared to high-fat diet control

group. 1: Basic diet group; 2: EGCG+ basic diet group; 3: High-fat diet

group; 4: High-fat diet+ EGCG group.
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Fig. 4 Effects of EGCG on the expressions of TLR鄄4 and
CD14 mRNA in aortas of apoE-/- mice

(a) mRNA level of TLR4. (b) mRNA level of CD14. y axis represents

expression folds of target gene compared to 茁-actin. * P < 0.05 as

compared to high-fat diet control group. 1: Basic diet group; 2: EGCG+
basic diet group; 3: High-fat diet group; 4: High-fat diet+ EGCG group.
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2援3 EGCG对 apoE-/-小鼠主动脉 CD14 和 TLR4
mRNA表达的影响

EGCG 组 apoE -/ -小鼠按 10mg/㎏ 腹腔注射
EGCG，14周后，Real time-PCR方法检测主动脉
CD14和 TLR4 mRNA表达水平．结果表明(图 4)，
高脂对照组 apoE-/-小鼠的主动脉 TLR4mRNA的表
达显著增强，而 EGCG 组的 apoE -/ -小鼠主动脉
TLR4mRNA的表达显著减少(P < 0.05)．在高脂对
照组中，CD14 mRNA表达水平虽略高，但与其他
各组之间 CD14mRNA 表达水平相比较无统计学
意义．

2援4 Western blot 检测 EGCG 对 apoE -/-小鼠

TLR4和 CD14蛋白表达的影响
14周后，Western blot方法检测 apoE-/-小鼠主

动脉 TLR4和 CD14蛋白表达水平．结果表明(图 5),
高脂对照组 apoE-/-小鼠的主动脉 TLR4蛋白表达显
著增强，而 EGCG组 apoE-/-小鼠的主动脉 TLR4蛋
白的表达较高脂对照组低．其主动脉 TLR4蛋白的
表达水平与高脂对照组相比较，差异有统计学意义

(P < 0.05)．在高脂对照组，CD14 蛋白表达与其

mRNA水平一样虽轻微增加，但与其他各组之间
CD14蛋白表达水平相比较无统计学意义．

2援5 ELISA 法检测 EGCG 对 apoE-/-小鼠血清中

MCP鄄1，TNF鄄琢表达的影响
ELISA 法检测结果表明(图 6)，高脂对照组

apoE-/-小鼠血清中的单核细胞趋化蛋白 1(MCP-1)，
肿瘤坏死因子 -琢(TNF-琢)浓度显著高于 EGCG组．
高脂对照组中 MCP-1 和 TNF-琢 的浓度分别为
(827.33依142.36) 滋g/L和(10.84依1.62) 滋g/L;而高脂+
EGCG组 MCP-1和 TNF-琢的浓度分别为(374.92依
76.11)滋g/L和(5.14依0.85) 滋g/L．EGCG组血清中的
MCP-1，TNF-琢水平显著低于高脂对照组(P < 0.05).
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3 讨 论

大量的研究资料表明：血脂水平，特别是胆固

醇和三酰甘油水平与 AS的发生密切相关．本研究
证实，与基础饲料组相比，高脂、高胆固醇组

apoE-/-小鼠主动脉的 AS病变显著增加．高脂血症
在 AS 发病中的作用机制除直接引起内皮细胞损
伤、使内皮细胞的通透性增加外，还与低密度脂蛋

白 (LDL)的氧化修饰成为氧化性低密度脂蛋白
(oxLDL)密切相关．有研究表明，oxLDL等 TLR4
内源性配体与 TLR4结合后，致使 TLR4的表达增
加以及 TLR4信号转导途径激活[6]．我们的研究发

现，高脂、高胆固醇组 apoE-/-小鼠主动脉 TLR4的
表达显著增加、且这种增加可能与其血浆中

oxLDL等修饰脂蛋白增加有关．我们先前的研究
表明，oxLDL能上调 THP-1细胞 TLR4表达．高
脂、高胆固醇动脉粥样硬化 apoE -/ -小鼠主动脉
TLR4表达增加与 AS加重二者之间究竟是因果还
是伴随关系，目前尚不清楚，为了阐明 TLR4在高

脂加速 AS发生当中的作用，我们用 TLR4途径的
抑制剂 EGCG来探讨其在 AS发生中的作用．

AS 是一种免疫炎症性疾病，免疫应答在 AS
的发生、发展中起着重要作用．大量流行病学、临

床病理学和动物模型研究均提示，TLR4在 AS的
发生、发展中起着重大作用[7, 8]．Toll样受体是天然
免疫的重要识别成分，可以识别种类繁多的病原体

相关模式分子(PAMPs)，其配体几乎涵盖了人类所
能遇到的所有病原体及其产物．研究表明，TLR4
不仅在单核细胞和巨噬细胞上表达，且在内皮细

胞、多形核细胞、淋巴细胞、T细胞、中性粒细
胞、肥大细胞、树突状细胞以及心肌细胞上表达．

我们的研究表明，AS斑块中的巨噬细胞 TLR4表
达显著增加．有研究表明，TLR4 是炎症 / 免疫、
脂质代谢与 AS形成之间的桥梁[9]．

Edfeldt等[10]在 AS的斑块中发现 TLR4的表达
显著提高，并证实正是通过 TLR4的识别功能导致
一系列与 AS 有关的细胞因子的合成与释放．
TLR4 激活所生成的炎症因子 IL-6、 IL-1茁 和
TNF-琢等能刺激血管平滑肌细胞的迁移及增殖．有
研究报道通过敲除 MyD88基因，阻断 TLRs信号
以后，高脂饲养 apoE-/-小鼠的主动脉粥样硬化病变
显著减少[11]．同样，TLR4的缺失也促 apoE-/-小鼠
动脉粥样硬化病变明显减少[12]．此外，流行病学研

究发现，Asp299GlyTLR4 基因多态性的志愿者颈
总动脉发生斑块的危险性很低，并且这不依赖于其

他传统的心血管疾病危险因素[13]．

本实验结果表明，阻断 TLR4信号途径则能显
著抑制高脂喂养 apoE-/-小鼠主动脉粥样硬化斑块的
形成．与对照组相比较，EGCG组主动脉的 TLR4
mRNA、TLR4 蛋白表达显著减少(P < 0.01)，且
AS 斑块面积显著减小(P < 0.05)．这提示，TLR4
信号转导途径可能在高脂所致的 AS发生当中起着
重要作用．EGCG虽也能减少基础饮食 apoE-/-小鼠
主动脉 AS病变，但对其 TLR4/NF-资B信号转导途
径无影响．推测在基础饮食组，EGCG抑制 AS的
机制主要在于调脂和抗氧化作用．此外，EGCG组
的 LDL、TC、TG显著低于相应对照组，我们的研
究结果与 Kuang-Yuh等[14]的相一致，该作者从抗氧

化、抑制细胞增殖的角度研究 EGCG抗 AS的作用
机制，认为 EGCG通过降脂、抗氧化、抑制细胞
增殖的作用能显著抑制 apoE-/-小鼠球囊损伤颈总动
脉 AS的形成．

CD14是革兰阴性菌内毒素脂多糖(LPS)高亲和

Fig. 6 Effects of EGCG on MCP鄄1 and TNF鄄琢 leves in the
serum of apoE-/- mice

MCP-1 (a) and TNF-琢 (b) levels in the serum of apoE -/ - mice were

analyzed by ELISA. These cytokines were measured by ELISA

according to the manufacturer’s instructions. Data are x 依 s. * P < 0.05

versus the high-fat diet control group. 1: Basic diet group; 2: EGCG +
basic diet group; 3: High-fat diet group; 4: High-fat diet+ EGCG group.
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受体，属细胞表面糖蛋白家族成员之一，是一种特

异性的单核细胞和巨噬细胞细胞表面标记物，在各

组织的单核细胞和巨噬细胞表达[15]，并受 LPS正向
调节．本研究表明，EGCG不影响 apoE-/-小鼠主动
脉 CD14mRNA、蛋白质的表达，这提示 EGCG下
调 TLR4的表达并不因 apoE-/-小鼠主动脉单核 /巨
噬细胞的减少所致．已有研究表明[16]，oxLDL等能
显著上调巨噬细胞 TLR4的表达，增加巨噬细胞炎
症因子的分泌．我们认为，EGCG 降低主动脉
TLR4的表达可能与调脂、抗氧化，减少脂质的氧
化修饰，减少体内 oxLDL等修饰脂蛋白，进而直
接下调巨噬细胞、内皮细胞等细胞的 TLR4 表达
有关．

本实验结果发现，抑制 TLR4后，其下游信号
转导途径中的 NF-资B(p65)表达显著减少，且该信
号通路激活后 MCP-1 和 TNF-琢 的表达也显著降
低．这提示 EGCG 能抑制 TLR4/NF-资B 途径的激
活．单核巨噬细胞和细胞因子，特别是 MCP-1在
动脉粥样硬化发展中的作用，近些年来引起了很多

研究者的兴趣．临床上发现，冠状动脉粥样硬化的

患者其MCP-1水平明显升高，我们此前的研究证
实，用 EGCG抑制 TLR4信号途径后，THP-1单核
细胞的这种迁移作用明显减弱．Th1细胞、巨噬细
胞、NK细胞产生的 TNF-琢具有致炎性和细胞毒作
用，TNF-琢基因打靶能减少 AS的发生．本研究的
结果显示，TLR4抑制剂 EGCG能显著降低 apoE-/-

小鼠血清中的 MCP-1和 TNF-琢的表达，这表明抑
制 apoE-/-小鼠 AS的发生可能与 TLR4/NF-资B通路
被抑制后所生成的 MCP-1和 TNF-琢的减少有关．
由于 EGCG能抑制 TLR4激活后信号转导通路中
的 MyD88 依赖和非依赖的两条途径中的关键激
酶，而包括 TLR4在内的多数 TLRs具有相似的信
号通路，因此，EGCG 减少血清中的 MCP-1、
TNF-琢的表达还可能与抑制其他 TLRs通路有关．
EGCG降低这些炎症因子和趋化因子的表达是否唯
一通过抑制 TLR4信号转导途径的激活，这需要通
过进一步实验证实．

综上所述，TLR4信号转导途径在高脂所致的
AS发生当中有着重要作用，该信号途径的激活至
少是 AS发生当中的一个重要环节．通过对 TLR4
及其信号转导途径在 AS发生、发展中所起作用的
认识，有助于人们找到治疗 AS 性疾病新的治疗
策略．
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Effect of Inhibition of Toll鄄like Receptor 4 on The Development of
Atherosclerosis in Apolipoprotein E Knockout (apoE-/-) Mice*

GU Hong-Feng1,2), ZHOU Hao1), TANG Chao-Ke1), SUN Hui1), YANG Yong-Zong1)**

(1) Institute of Cardiovascular Disease, Key Laboratory for Arteriosclerology of Hunan Province，University of South China, Hengyang 421001, China;
2) Department of Physiology, Hengyang 421001, China)

Abstract It is known that (-)-Epigallocatechin-3-gallate (EGCG) is the inhibitor of TLR4 signaling pathway
activation. To investigate a possible role of TLR4 signaling pathway in the development of atherosclerosis, the
effects of EGCG on the development of atherosclerosis, the expression of TLR4 and inflammatory cytokine
production in apoE-/- mice was investigated. Fifty male apoE-/- mice (5wk old) were divided into four groups: basic
diet group (control group), high-fat diet group (control group), EGCG + basic diet group (EGCG group), and
high-fat diet + EGCG group (EGCG group). EGCG (10 mg/kg) was injected intraperitoneally every day. Areas of
aortic plaque areas were measured by oil red O staining. Western blot was used to detect the expression of TLR4
and CD14 in mouse aorta. The expression of TLR4 mRNA and CD14 mRNA were detected by Real-time PCR.
Serum concentrations of MCP-1 and TNF-琢 were determined with ELISA. Compared with high-fat diet group,
EGCG groups showed marked decreases in aortic atherosclerosis (P < 0.05), concomitantly with significant
decreases in levels of the expression of TLR4, TNF-琢 and MCP-1. The mean lesion area was (2.37 依 0.08) mm2 in
the high-fat diet + EGCG group, whereas the atherosclerotic lesion was only (1.05 依 0.13) mm2 in the high-fat diet +
EGCG group. The TLR4 expression was obviously higher in high-fat diet group than that in other groups (P <
0.05). Compared with high-diet group, the serum concentrations of MCP-1 and TNF-琢 were significantly
decreased in EGCG groups (P < 0.05). These results suggest that TLR4 signaling pathway may play an important
role in the development of atherosclerosis in apoE-/- mice induced by high-fat diet.
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