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·基础研究·

△ ［基金项目］　国家自然科学基金项目（８１５７３６４９）；国家 “重大新药创制”科技重大专项（２０１７ＺＸ０９１０１００２００２００２，
２０１７ＺＸ０９１０１００２００２００８，２０１７ＺＸ０９３０１０１２００２）；中国中医科学院国际合作项目（ＧＨ２０１７０１，ＺＸＫＴ１７０１０）

 ［通信作者］　朱晓新，研究员，研究方向：中药心血管药理；Ｔｅｌ：（０１０）６４０５６１５４，Ｅｍａｉｌ：ｚｈｕｘｘ５９＠１６３ｃｏｍ

参莲提取物对 ｏｘＬＤＬ诱导的巨噬细胞泡沫化和凋亡的
药效学研究及提取部位活性比较

△

赵正１，２，李琦２，尹婕２，孙立东２，冉庆森２，李玉洁２，王娅杰２，陈颖２，

杨庆２，翁小刚２，蔡维艳２，朱晓新２

１安徽中医药大学，安徽　合肥　２３００３８；２中国中医科学院 中药研究所，北京　１００７００

［摘要］　目的：研究参莲（ＳＬ）提取物对氧化型低密度脂蛋白（ｏｘｉｄｉｚｅｄｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ｏｘＬＤＬ）诱导的腹
腔巨噬细胞泡沫化和凋亡的药效及ＳＬ不同提取部位的活性比较。方法：从Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雌性小鼠腹腔中收集腹腔巨噬
细胞，体外培养７２ｈ后，分为７组，阴性对照组（ＮＣ），模型组（Ｍｏｄｅｌ，ｏｘＬＤＬ，２０ｍｇ·Ｌ－１），丹参水溶性提取物
组（ＤＳ，４３２ｍｇ·Ｌ－１＋２０ｍｇ·Ｌ－１ｏｘＬＤＬ），丹参脂溶性提取物组（ＤＺ，２５ｍｇ·Ｌ－１＋２０ｍｇ·Ｌ－１ｏｘＬＤＬ），穿心莲脂
溶性提取物组（Ｃ，３１８ｍｇ·Ｌ－１＋２０ｍｇ·Ｌ－１ｏｘＬＤＬ），ＳＬ提取物组（１０ｍｇ·Ｌ－１＋２０ｍｇ·Ｌ－１ｏｘＬＤＬ），内质网应激诱
导剂衣霉素组（ＴＭ，１ｍｇ·Ｌ－１），药物处理２４ｈ。油红Ｏ染色观察脂质积累的情况；钙离子荧光染色联合流式细胞
仪检测细胞内钙离子浓度的变化；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ染色观察细胞的凋亡情况；比色法检测 Ｃａｓｐａｓｅ３的酶活性；
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｃａｓｐａｓｅ１２的表达。结果：与ＮＣ组相比，Ｍｏｄｅｌ组和 ＴＭ组腹腔巨噬细胞内脂质蓄积，凋亡率增
加，Ｃａｓｐａｓｅ３的酶活性增加，钙离子浓度增加，Ｃａｓｐａｓｅ１２的活化水平上调。与Ｍｏｄｅｌ组相比，ＳＬ组和Ｃ组显著改
善细胞内脂质积累的情况；ＳＬ组和ＤＺ组显著降低细胞的凋亡率，降低Ｃａｓｐａｓｅ３的酶活性，有效降低细胞内钙离子
的浓度，显著降低Ｃａｓｐａｓｅ１２的活化水平。结论：综上所述，以巨噬细胞为靶点，ＳＬ提取物可能通过缓解 ｏｘＬＤＬ
诱导的内质网应激，抑制巨噬细胞源泡沫细胞的凋亡。

［关键词］　参莲提取物；泡沫化；凋亡；内质网应激
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［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｓｔｕｄｙｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＳｈｅｎｌｉａｎｏｎｏｘＬＤＬｉｎｄｕｃｅｄｍａｃｒｏｐｈａｇｅｄｅｒｉｖｅｄｆｏａｍｃｅｌｌｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ａｎｄｉｔｓａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｉｔｓｆｒａｃｔｉｏｎｓＭｅｔｈｏｄｓ：Ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍ ｔｈｅＣ５７ＢＬ／６Ｊ
ｍｉｃｅＡｆｔｅｒｃｕｌｔｕｒｉｎｇｆｏｒ７２ｈｏｕｒｓ，ｔｈｅｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ７ｇｒｏｕｐｓ：ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
（ＮＣ），ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（ｍｏｄｅｌ，２０ｍｇ·Ｌ－１ｏｘＬＤＬ），ｗａｔｅｒｓｏｌｕｂｌｅｅｘｔｒａｃｔｏｆＳａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａｇｒｏｕｐ（ＤＳ，４３２ｍｇ·Ｌ－１＋
２０ｍｇ·Ｌ－１ｏｘＬＤＬ），ｌｉｐｏｓｏｌｕｂｌｅｅｘｔｒａｃｔｏｆＳｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａｇｒｏｕｐ（ＤＺ，２５ｍｇ·Ｌ－１＋２０ｍｇ·Ｌ－１ｏｘＬＤＬ），ｌｉｐｏｓｏｌｕｂｌｅ
ｅｘｔｒａｃｔｏｆＡｎｄｒｏｇｒａｐｈｉｓｐａｎｉｃｕｌａｔａｇｒｏｕｐ（Ｃ，３１８ｍｇ·Ｌ－１＋２０ｍｇ·Ｌ－１ｏｘ－ＬＤＬ），ａｎｄｔｈｅＳｈｅｎｌｉａｎｅｘｔｒａｃｔｇｒｏｕｐ（ＳＬ，
１０ｍｇ·Ｌ－１＋２０ｍｇ·Ｌ－１ｏｘ－ＬＤＬ），ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓｉｎｄｕｃｅｒｇｒｏｕｐ（ＴＭ，１ｇ·Ｌ－１）Ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｆｏｒ２４
ｈｏｕｒｓ，ｔｈｅａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｏｆｌｉｐｉｄｓｗｅｒｅｓｔａｉｎｅｄｏｆｏｉｌｒｅｄｏｘｙｇｅｎＴｈｅｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｃａｌｃｉｕｍｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗ
ｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｎｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｂｅｓＴｈｅｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣｄｏｕｂｌｅｓｔａｉｎｉｎｇＴｈｅＣａｓｐａｓｅ３ａｃｔｉｖｉｔｙ
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ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｂｏｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｉｎｇｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓｉｎｄｕｃｅｒｇｒｏｕｐｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅ
ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｏｆｌｉｐｉｄｓ，ｔｈｅｒａｔｅｓｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＣａｓｐａｓｅ３，ｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｃａｌｃｉｕｍａｎｄｔｈｅ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＣａｓｐａｓｅ１２ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｏｘＬＤＬｍｏｄｅｌｉｎｇｇｒｏｕｐ，ｔｈｅＳｈｅｎｌｉａｎｅｘｔｒａｃｔａｎｄｌｉｐｏｓｏｌｕｂｌｅｅｘｔｒａｃｔｏｆ
ＡｐａｎｉｃｕｌａｔａｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｏｆｌｉｐｉｄｓＴｈｅＳｈｅｎｌｉａｎｅｘｔｒａｃｔａｎｄｌｉｐｏｓｏｌｕｂｌｅｅｘｔｒａｃｔｏｆＳｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｈｉｂｉｔｅｄｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＣａｓｐａｓｅ３，ａｎｄｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｒｅｄｕｃｅｓｅｄｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｏｆｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｃａｌｃｉｕｍａｎｄｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＣａｓｐａｓｅ１２Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ，ＳＬｅｘｔｒａｃｔｍａｙｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｍａｃｒｏｐｈａｇｅｄｅｒｉｖｅｄｆｏａｍｃｅｌｌｓｂｙａｌｌｅｖｉａｔｉｎｇｏｘＬＤＬｉｎｄｕｃｅｄｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ

［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｅｘｔｒａｃｔｏｆＳｈｅｎｌｉａｎ；ｆｏａｍｃｅｌｌｆｏｒｍａｔｉｏｎ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ

动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）是一种内源
性促炎和抗炎失衡所引起的慢性炎症性疾病［１２］。巨

噬细胞跨膜蛋白 Ｂ型清道夫受体ＣＤ３６可以无限制
地摄取氧化型低密度脂蛋白（ｏｘＬＤＬ），形成胆固醇
负载的泡沫细胞［３４］，而巨噬细胞源性泡沫细胞的凋

亡是被公认为形成 ＡＳ坏死核心的关键步骤［５］。

ｏｘＬＤＬ可促使巨噬细胞内质网功能紊乱，通过激活
内质网应激（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ，ＥＲＳ）凋亡
相关蛋白酶 Ｃａｓｐａｓｅ１２，诱导细胞凋亡［６８］。而巨噬

细胞的大量凋亡、炎症消散功能的缺失、斑块的不

稳定性均与 ＥＲＳ机制相关［９１０］。研究发现［６，１１］，通

过缓解ｏｘＬＤＬ诱导的 ＥＲＳ，抑制巨噬细胞的凋亡，
同时加强清除脂质和凋亡细胞的能力，可以达到抗

炎与促炎症消散平衡的过程。因此，从炎症消散的

角度，提高巨噬细胞对脂质过氧化物清除的有效性，

有利于减缓ＡＳ的进展。
参莲（ＳＬ）提取物是以丹参和穿心莲不同有效部

位按照临床剂量５∶３进行配伍，在活血化瘀的基础
上引药入心，清解血分毒热［１２］。前期研究结果表

明，ＳＬ提取物能够有效抑制 ＡＳ模型小鼠斑块的形
成［１３］，改善促炎介质和炎症消散介质的失衡［１４］，

抑制ＬＰＳ诱导的巨噬细胞的极化［１５］。然而 ＳＬ提取
物能否以巨噬细胞为靶点，通过缓解脂质过氧化物

诱导的内质网应激，抑制巨噬细胞源泡沫细胞的凋

亡，促进炎症消散，干预ＡＳ炎症，是本实验的研究
重点。因此，本实验以ｏｘＬＤＬ诱导的腹腔巨噬细胞
炎症损伤为模型，研究 ＳＬ提取物对 ｏｘＬＤＬ诱导的
巨噬细胞泡沫化和凋亡的药效以及不同提取部位之

间的活性比较。

１　材料

ＨＷＳ３５０型细胞培养箱（宁波海曙赛福实验仪
器厂），ＩＸ８１倒置显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司），
Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４２４Ｒ型低温高速离心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｆｆ

公司），ＣｅｎｔｒｉｆｕｇｅＬＥＧＥＮＤＲＴ＋型超高速吊篮离心
机（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司），ＤＹＹ６Ｄ型电泳仪（北京市
六一仪器厂），ｓｐｅｃｔｒａｍａｘｐｌｕｓ３８４连续光谱酶标仪
（美国ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅ公司）。

氧化型低密度脂蛋白（北京欣盛泽科技有限公

司），衣霉素（美国 Ｓｉｇｍａ公司，货号：６５４３８０），
Ｂｒｅｗｅｒ改良巯基乙醇酸盐肉汤（美国 ＢＤ公司，货
号：６０９１７８２），二甲基亚砜（ＤＭＳＯ，美国 ａｍｒｅｓｃｏ
公司，货号：２０７５Ｃ１２７），油红Ｏ染色液（北京雷根
生物技术有限公司，货号：ＤＬ０００９Ａ６），钙离子荧
光染料Ｆｌｕｏ３ＡＭ（北京索莱宝科技有限公司，货号：
Ｆ８８４１），ＰｌｕｒｏｎｉｃＦ１２７（美国 Ｓｉｇｍａ公司，货号：
Ｐ２４４３），Ｈｅｐｅｓ缓冲液（北京索莱宝科技有限公司，
货号：Ｈ１０９５），Ｈａｎｋｓ平衡盐溶液（Ｈａｎｋ’ｓＢａｌ
ａｎｃｅｄＳａｌｔＳｏｌｕｔｉｏｎ，ＨＢＳＳ，北京索莱宝科技有限公
司，货号：Ｈ１０４５），ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ细胞凋亡双
染试剂盒（美国 ＢＤ公司，货号：５５６５４７），Ｃａｓｐａｓｅ３
活性检测试剂盒（碧云天生物技术研究所，货号：

Ｃ１１１６），Ｃａｓｐａｓｅ１２抗体（美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ公司，货号：２２０２），ＴＥＭＥＤ（Ｃ６Ｈ１６Ｎ２）（美
国ｓｉｇｍａ公司，货号：０７６１），Ｔｒｉｓ（三羟甲基氨基甲
烷，美国Ａｍｒｅｓｃｏ公司，货号：７７８６１），ＡＰＳ（过硫
酸铵，美国 Ｓｉｇｍａ公司，货号：Ａ３６７８），ＢＳＡ（牛血
清白蛋白Ｖ，美国Ａｍｒｅｓｃｏ公司，货号：９０４８４６８），
ＲＩＰＡ裂解液（碧云天生物技术有限公司，货号：
Ｐ００１３Ｂ），ＰＭＳＦ（碧云天生物技术有限公司，货号：
０９０６１６１６１２１２），ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒（北京普
利莱公司，货号：ＰＬＬ２０１７０２）。ＳＬ提取物由中国
中医科学院中药研究所化学室提供（２０１６年９月中
试加工）。

ＳＰＦ级６～８周龄 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雌性小鼠１２只，体
质量（２０±２）ｇ，购于斯坦福北京生物技术有限公司，许
可证号：ＳＣＸＫ（京）２０１６０００２，批号：１１４０１５０００４３４１８；
动物饲养于室温（２５±２）℃、湿度（５５±５）％的１２ｈ

·１９５·
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光暗交替的中国中医科学院基础研究所 ＳＰＦ级实验
动物中心。

２　方法

２１样品制备

ＳＬ提取物和各提取部位的制备和质量控制详细
见参考文献 ［１４］，其中丹参水溶性提取物部位的得
率为 １９９％，丹参脂溶性提取部位的得率为
１１５％，穿心莲脂溶性提取物的得率为２４３％，按
照丹参和穿心莲临床剂量５∶３的配伍比例，换算出
在ＳＬ提取物中，含４３２％丹参水溶性提取物、２５％
丹参脂溶性提取物和 ３１８％穿心莲脂溶性提取物。
ＳＬ提取物（５０ｍｇ）、穿心莲脂溶性浸膏（１５９ｍｇ）、
丹参脂溶性浸膏（１２５ｍｇ）、丹参水溶性浸膏
（２１６ｍｇ）充分溶解于 ＤＭＳＯ中，储备液终浓度为
５０ｍｇ·ｍＬ－１。－２０℃保存备用。

２２腹腔巨噬细胞的提取及分组

３％ Ｂｒｅｗｅｒ改良巯基乙醇酸盐肉汤１ｍＬ腹腔注
射Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雌性小鼠，常规饲养３ｄ摘除眼球缺血
处死，７５％乙醇浸泡 １０ｓ后取出，无菌条件下将
２ｍＬＲＰＭＩ１６４０培养基快速注入小鼠腹腔内，回抽
腹腔灌洗液转移至 １５ｍＬ离心管内，此操作重复
２次，合并灌洗液，１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，弃上
清液，用ＲＰＭＩ１６４０培养基重悬细胞，调整细胞密
度为１×１０７个细胞／ｍＬ，加入培养板各孔中（每孔
２５ｍＬ），３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中贴壁４５ｍｉｎ后，
洗去未贴壁细胞，加入 ＤＭＥＭ完全培养基（每孔
２５ｍＬ），３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养 ７２ｈ后加
药。分为阴性对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、模型组（Ｍｏｄｅｌ，
ｏｘＬＤＬ，２０ｍｇ·Ｌ－１）、丹参水溶性提取物组（ＤＳ，
４３２ｍｇ·Ｌ－１＋２０ｍｇ·Ｌ－１ｏｘＬＤＬ）、丹参脂溶性提取
物组（ＤＺ，２５ｍｇ·Ｌ－１＋２０ｍｇ·Ｌ－１ｏｘＬＤＬ）、穿心
莲脂溶性提取物组（Ｃ，３１８ｍｇ·Ｌ－１＋２０ｍｇ·Ｌ－１ｏｘ
ＬＤＬ）、ＳＬ提取物组（１０ｍｇ·Ｌ－１＋２０ｍｇ·Ｌ－１ｏｘ
ＬＤＬ）、内质网应激诱导剂衣霉素组（ＴＭ，１ｍｇ·Ｌ－１），
其中ＳＬ提取物的给药浓度引用自参考文献 ［１５］，
各提取部位的给药浓度是以 ＳＬ提取物１０ｍｇ·Ｌ－１的
给药浓度与各提取部位的含量相乘计算得到。

２３油红Ｏ染色

腹腔巨噬细胞培养于放有细胞爬片的培养板中，

细胞加药２４ｈ后，用１×ＰＢＳ洗涤２次；放入 ＯＲＯ
Ｆｉｘａｔｉｖｅ固定１５ｍｉｎ；取出涂片，放于流通的空气中

１５ｍｉｎ；放入新配置好的 ＯＲＯＳｔａｉｎ，浸染 １５ｍｉｎ；
放入６０％的异丙醇漂洗３０ｓ，流水冲洗，放入蒸馏
水稍微清洗；放入ＯＲＯＢｕｆｆｅｒ１ｍｉｎ；流水冲洗，晾
干。置于倒置显微镜下观察拍照。采用 ＩｍａｇｅＰｒｏ
Ｐｌｕｓ５０软件计算阳性细胞的平均分光密度（Ｉｎｔｅｇｒａｔ
ｅｄＯＤＡｖｅｒａｇｅ，ＩＡ）值（平均分光密度 ＝积分光密
度／图片总面积）。

２４ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ检测细胞凋亡

药物处理 ２４ｈ后，用细胞刮刀收集细胞，用
１×ＰＢＳ洗涤两次，加入３００μＬ的１×ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ
悬浮细胞；加入２μＬ的ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ混匀后，避
光，室温孵育１５ｍｉｎ；上机前５ｍｉｎ加入２μＬ的ＰＩ
染色。用流式细胞仪检测其凋亡率，在双变量流式

细胞仪的二维散点图上，左下象限显示活细胞，为

（ＦＩＴＣ／ＰＩ）；右上象限是坏死细胞，为（ＦＩＴＣ＋／
ＰＩ＋）；而右下象限是凋亡细胞，为（ＦＩＴＣ＋／ＰＩ）。

２５Ｃａｓｐａｓｅ３的活性检测

在收集细胞中按照每２００万细胞加入１００μＬ裂
解液的比例加入裂解液，重悬沉淀，冰浴裂解

１５ｍｉｎ；１７０００×ｇ，４℃离心１２ｍｉｎ；把上清液转
移至冰浴预冷的离心管中；蛋白定量后，按试剂盒

说明书设置反应体系：检测缓冲液４０μＬ，待测样品
４０μＬ，裂解液１０μＬ，ＡｃＤＥＶＤｐＮＡ（２ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
１０μＬ，总体积为１００μＬ。３７℃孵育过夜，酶标仪
在４０５ｎｍ波长处检测吸光度 Ａ值，计算 Ｃａｓｐａｓｅ３
酶的比活力。

２６钙离子荧光染料Ｆｌｕｏ３ＡＭ测细胞内钙离子浓度

Ｆｌｕｏ３ＡＭ溶解于无水 ＤＭＳＯ溶液中，加入
２０％ ＰｌｕｒｏｎｉｃＦ１２７的 ＤＭＳＯ溶液助溶，制备成
５ｍｍｏｌ·Ｌ－１的储备液。用ＨＢＳＳ稀释制备成５μｍｏｌ·Ｌ－１

的Ｆｌｕｏ３ＡＭ工作液。将Ｆｌｕｏ３ＡＭ工作液加入培养
体系中，在３７℃下培养２０ｍｉｎ。加入５倍体积的含
有１％胎牛血清的 ＨＢＳＳ，再继续培养 ４０ｍｉｎ。用
１ｍｏｌ·Ｌ－１Ｈｅｐｅｓ溶液洗涤细胞３次，细胞重悬，制
备成１×１０６个细胞／ｍＬ的单细胞混悬液。３７℃下培
养１０ｍｉｎ，然后用美国ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓＡｃｃｕｒｉＣ６流式
细胞仪进行钙离子荧光检测。激发波长５０６ｎｍ，发
射波长５２６ｎｍ。

２７Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测Ｃａｓｐａｓｅ１２蛋白水平

加药培养２４ｈ后，弃去上清液，用预冷的１×
·２９５·
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ＰＢＳ洗涤两次，加入１００μＬ混合好的ＲＩＰＡ裂解液，
冰上裂解 ３０ｍｉｎ，然后 １００００ｒ·ｍｉｎ－１，４℃离心
２０ｍｉｎ，取２５μＬ上清液，ＢＣＡ法蛋白定量，另一
部分加入５×蛋白上样缓冲液后煮沸灭活。１２％的聚
丙烯酰胺凝胶电泳并恒流转膜将蛋白转移到用无水

甲醇活化的ＰＶＤＦ膜上，脱脂牛奶封闭２ｈ，孵育目
的蛋白抗体置于４℃冰箱过夜，ＴＢＳＴ洗３次，每次
１０ｍｉｎ，室温孵育二抗２ｈ，ＥＣＬ化学发光于凝胶成
像系统中显影成像，ＩｍａｇｅＪ软件对结果进行灰度扫
描分析。

２８统计学分析

所有数据用（珋ｘ±ｓ）表示。应用 ＳＰＳＳ２００统
计软件进行单因素方差分析及两两比较，假定方

差齐者用 ＬＳＤ检验，方差不齐采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ｓＴ３
检验。Ｐ＜００５、Ｐ＜００１表示差异有统计学
意义。

３　结果

３１ＳＬ提取物及其提取部位对ｏｘＬＤＬ诱导的腹腔巨
噬细胞泡沫化的影响

　　通过油红Ｏ染色，观察ＳＬ提取物对巨噬细胞吞
噬ｏｘＬＤＬ后脂质沉积的影响和比较提取部位的活性
差异。与ＮＣ组比较，Ｍｏｄｅｌ组和 ＴＭ组油红 Ｏ染色
阳性细胞遍布，细胞内脂滴大而多，其 ＩＡ值显著增
加（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５）。与 Ｍｏｄｅｌ组比较，Ｃ组、
ＳＬ组细胞内脂滴明显减少（Ｐ＜００１，Ｐ＜００１）；
ＤＳ组和 ＤＺ组细胞内脂滴无明显变化（Ｐ＞００５，
Ｐ＞００５）；但Ｃ组和 ＳＬ组之间的药效差异无统计
学意义（Ｐ＞００５）。提示，ＳＬ整方能够有效减少细胞

内胆固醇蓄积，抑制腹腔巨噬细胞泡沫化，且与穿

心莲脂溶性提取部位药效相同；而 ＥＲＳ可能进一步
增加巨噬细胞内的胆固醇蓄积，促进泡沫细胞的形

成。结果见表１、图１。

表１　ＳＬ提取物及其提取部位对ｏｘＬＤＬ诱导的腹腔
巨噬细胞脂质沉积的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组别 剂量／ｍｇ·Ｌ－１ 平均分光密度（ＩＡ）值

ＮＣ ０ ３４１±０３９

Ｍｏｄｅｌ ２０００ ２５６３±３６６＃＃

ＤＳ ４３２ １９７８±５８５

ＤＺ ２５０ ２６６３±１１５

Ｃ ３１８ ６１７±１９０

ＳＬ １０００ ６２５±１１０

ＴＭ １００ ８０３±０６３＃

　　注：与ＮＣ组比较，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１；与Ｍｏｄｅｌ组比较，Ｐ＜
００５，Ｐ＜００１。

３２ＳＬ提取物及其提取部位对ｏｘＬＤＬ诱导的腹腔巨
噬细胞凋亡的影响

　　通过ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染实验检测细胞凋亡
率。与ＮＣ组相比，Ｍｏｄｅｌ组和 ＴＭ组显著诱导腹腔
巨噬细胞凋亡（Ｐ＜００１，Ｐ＜００１）；与 Ｍｏｄｅｌ组比
较，ＤＳ组、ＤＺ组、ＳＬ组均能显著减少腹腔巨噬细
胞凋亡（Ｐ＜００１，Ｐ＜００１，Ｐ＜００１）；Ｃ组并未
有效减少腹腔巨噬细胞凋亡（Ｐ＞００５）；其中 ＳＬ组
的药效优于ＤＳ组和ＤＺ组（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５），但
ＤＳ组和 ＤＺ组之间的药效差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。提示，ＳＬ整方能够有效抑制巨噬细胞源性
泡沫细胞凋亡，药效优于丹参各提取物部位；而

ＥＲＳ可引起巨噬细胞的凋亡。结果见图２、表２。

图１　ＳＬ提取物及其提取部位对ｏｘＬＤＬ诱导的腹腔巨噬细胞泡沫化的影响（４００×）

·３９５·
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图２　ＳＬ提取物及其提取部位对ｏｘＬＤＬ诱导的腹腔巨噬细胞凋亡的影响

表２　ＳＬ提取物及其提取部位对腹腔巨噬细胞
凋亡率的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组别 剂量／ｍｇ·Ｌ－１ 凋亡率／％

ＮＣ ０ ５４７±０５３

Ｍｏｄｅｌ ２０００ ５１２０±２１１＃＃

ＤＳ ４３２ １８４５±１３４△△

ＤＺ ２５０ １５２０±３３５△

Ｃ ３１８ ４４３６±１４３

ＳＬ １０００ １１０９±１１８

ＴＭ １００ ２８５５±２１０＃＃

　　注：与ＮＣ组比较，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１；与Ｍｏｄｅｌ组比较，Ｐ＜
００５，Ｐ＜００１；ＤＳ组、ＤＺ组与ＳＬ组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１。

３３ＳＬ提取物及其提取部位对ｏｘＬＤＬ诱导的腹腔巨
噬细胞Ｃａｓｐａｓｅ３活化的影响

　　细胞凋亡主要通过死亡受体介导的途径和线粒
体途径共同调控 Ｃａｓｐａｓｅ３来实现。本实验检测了
Ｃａｓｐａｓｅ３的活性，与ＮＣ组相比，Ｍｏｄｅｌ组和 ＴＭ组
均能显著上调 Ｃａｓｐａｓｅ３的活性（Ｐ＜００１，Ｐ＜
００１）。与 Ｍｏｄｅｌ组比较，ＤＺ组、ＳＬ组均能降低
Ｃａｓｐａｓｅ３的活性（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５）；ＤＳ组和 Ｃ
组并未有效降低 Ｃａｓｐａｓｅ３的活性（Ｐ＞００５，Ｐ＞
００５）；其中ＤＺ组的药效优于ＳＬ组（Ｐ＜００５）。提
示，ＳＬ整方能够有效降低 Ｃａｓｐａｓｅ３的活性，抑制
巨噬细胞源性泡沫细胞凋亡，丹参脂溶性提取部位

药效优于整方；而ＥＲＳ能增加Ｃａｓｐａｓｅ３的活性，诱
导巨噬细胞源性泡沫细胞凋亡。结果见表３。

表３　ＳＬ提取物及其提取部位对ｏｘＬＤＬ诱导的腹腔巨噬
细胞Ｃａｓｐａｓｅ３活性的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组别 剂量／ｍｇ·Ｌ－１ Ｃａｓｐａｓｅ３酶比活力／Ｕ·ｇ－１

ＮＣ ０ ４８４±１８０
Ｍｏｄｅｌ ２０００ １３９５±８０１＃＃

ＤＳ ４３２ １１１０±３８９
ＤＺ ２５０ ６５３±１１９△

Ｃ ３１８ １１５１±９０１
ＳＬ １０００ ９５９±３０９

ＴＭ １００ １３７９±８３８＃＃

　　注：与ＮＣ组比较，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１；与Ｍｏｄｅｌ组比较，Ｐ＜
００５，Ｐ＜００１；ＤＺ组与ＳＬ组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１。

３４ＳＬ提取物及其提取部位对ｏｘＬＤＬ诱导的腹腔巨
噬细胞内钙离子浓度增加的影响

　　细胞内钙离子浓度的增加是内质网功能紊乱的直
接体现。本实验通过检测细胞内钙离子水平，进一步

研究ＳＬ对脂质吞噬引起的巨噬细胞内质网应激的影
响和比较提取部位的活性差异。与ＮＣ组相比，Ｍｏｄｅｌ
组和ＴＭ组均能提高腹腔巨噬细胞内 Ｃａ２＋水平（Ｐ＜
００５，Ｐ＜００５）。与Ｍｏｄｅｌ组相比，ＤＺ组、Ｃ组、ＳＬ
组均能显著降低腹腔巨噬细胞内Ｃａ２＋水平（Ｐ＜００１，
Ｐ＜００１，Ｐ＜００１）；ＤＳ组并未有效降低腹腔巨噬细胞
内Ｃａ２＋水平（Ｐ＞００５）；其中ＤＺ组的药效优于ＳＬ组
和Ｃ组（Ｐ＜００１，Ｐ＜００１），但ＳＬ组和Ｃ组之间的药
效差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。提示，ＳＬ整方能够有
效减少腹腔巨噬细胞中Ｃａ２＋水平，缓解内质网应激，
且丹参脂溶性提取部位的药效最优；而ＥＲＳ能促进腹
腔巨噬细胞内Ｃａ２＋水平增加。结果见图３、表４。
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图３　ＳＬ提取物及其提取部位对ｏｘＬＤＬ诱导的腹腔巨噬细胞内钙离子浓度增加的影响

表４　ＳＬ提取物及其提取部位对ｏｘＬＤＬ诱导的腹腔巨噬
细胞钙离子浓度增加的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组别 剂量／ｍｇ·Ｌ－１ 平均荧光强度比值

ＮＣ ０ ０７９±００３

Ｍｏｄｅｌ ２０００ ０８６±００５＃

ＤＳ ４３２ ０８５±００３

ＤＺ ２５０ ０６８±００４△△

Ｃ ３１８ ０７５±００２

ＳＬ １０００ ０７７±００１

ＴＭ １００ ０８４±００１＃

　　注：与ＮＣ组比较，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１；与Ｍｏｄｅｌ组比较，Ｐ＜
００５，Ｐ＜００１；ＤＺ组与ＳＬ组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１。

３５ＳＬ提取物及其提取部位对ｏｘＬＤＬ诱导的腹腔巨
噬细胞ｃａｓｅｐａｓｅ１２活化的影响

　　Ｃａｓｐａｓｅ１２是一种直接介导 ＥＲＳ诱导凋亡机制
的关键蛋白酶。本实验检测了 Ｃａｓｐａｓｅ１２的活化程
度，与 ＮＣ组相比，Ｍｏｄｅｌ组和 ＴＭ组剪切型的
Ｃａｓｐａｓｅ１２蛋白表达水平显著增加（Ｐ＜００１，Ｐ＜
００５）。与Ｍｏｄｅｌ组相比，ＤＳ组、ＤＺ组、ＳＬ组显著
降低剪切型的 Ｃａｓｐａｓｅ１２蛋白表达水平（Ｐ＜００１，
Ｐ＜００１，Ｐ＜００１）；Ｃ组并未有效降低剪切型的
Ｃａｓｐａｓｅ１２蛋白表达水平（Ｐ＞００５）；但 ＤＳ组、ＤＺ

组与ＳＬ组之间的药效差异无统计学意义（Ｐ＞００５，
Ｐ＞００５）。提示，ＳＬ整方能够有效降低 Ｃａｓｐａｓｅ１２
的活性程度，缓解内质网应激诱导的腹腔巨噬细胞

凋亡，且与丹参各提取部位的药效相同；而 ＥＲＳ可
上调Ｃａｓｐａｓｅ１２的活化程度。结果见图４、表５。

图４　腹腔巨噬细胞ｃａｓｅｐａｓｅ１２蛋白表达电泳

表５　ＳＬ提取物及其提取部位对ｏｘＬＤＬ诱导的腹腔巨噬
细胞ｃａｓｅｐａｓｅ１２活化的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组别 剂量／ｍｇ·Ｌ－１ ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ１２／βａｃｔｉｎ

ＮＣ ０ ０４５±０１４

Ｍｏｄｅｌ ２０００ １３３±０２１＃＃

ＤＳ ４３２ ０５２±００９

ＤＺ ２５０ ０６９±０２２

Ｃ ３１８ １０７±０２２

ＳＬ １０００ ０７８±０１０

ＴＭ １００ ０６０±０３２＃

　　注：与ＮＣ组比较，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１；与Ｍｏｄｅｌ组比较，Ｐ＜
００５，Ｐ＜００１。
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４　讨论

在Ａｓ疾病发生发展过程中，同时存在着促炎和
炎症消散两大调控体系，两种进程间彼此制约且相

互转化［１，１６］。其中，主要由巨噬细胞胞葬作用（ｅｆｆｅ
ｒｏｃｙｔｏｓｉｓ）介导的脂质过氧化物清除是炎症消散过程
的重要机制［１７１８］。在生理状态下，有效的胞葬作用

可以保证脂质过氧化物等炎症原在动脉内膜等病灶

内的快速有效清除，能够改变促炎机制的相对激活

水平，重塑斑块局灶的炎症促抑平衡，进而保证斑
块局灶内炎症反应在时空上的精确调控［１９２０］。

在病理失衡状态下，巨噬细胞吞噬脂质后，引

发内质网应激，诱导泡沫细胞出现生存障碍，导致

脂质吞噬物的反复释放和坏死细胞碎片的大量出

现［２１２２］。这一病理障碍极大地降低了脂质过氧化炎

症原的清除效率，同时将会引发更为剧烈且持续的

炎症损伤，加速坏死核心和不稳定斑块的形

成［１８，２３］。因此，ｏｘＬＤＬ诱导的巨噬细胞的泡沫化和
病理性死亡不仅仅是急性心血管事件发病的重要诱

导因素，也是ＡＳ疾病进展中炎症失衡调控具有代表
性的体现。综上所述，巨噬细胞的清除效率和泡沫

细胞的生存保护是从炎症的源头调控病理性炎症损

伤高强度、长时程进行的关键要素，也形成了基于

炎症消散进程的全新有效治疗靶点。最新研究表明，

通过减少巨噬细胞的凋亡，维持有效的胞葬作用，

对动脉粥样硬化疾病的综合治疗具有明确而积极的

意义。

本课题组对ＳＬ提取物具有较为深厚的研究积淀
和较为系统的药理学认识。目前研究成果主要集中

在：１）物质组成和药物安全性评价（ＳＬ提取物５～
４０ｍｇ·Ｌ－１在各个时间点均无明显细胞毒性［１５］）；

２）对ＡＳ的干预活性和治疗价值（ＳＬ提取物能够减少
ＡＳ斑块面积，调节血脂，阻断 ＡＳ炎症反应［１３１４］）；

３）基于抑制促炎反应的抗ＡＳ药理机制研究（ＳＬ提取
物有效抑制ＮＦκＢ的活化，调节内源性促炎介质和
炎症消散介质的再平衡而达到抑制 ＡＳ炎症的作
用［１４］）。上述研究虽然对 ＳＬ治疗 ＡＳ的主要药效活
性和通过抑制炎症反应治疗ＡＳ的药理机制较为清楚
和明确，但ＳＬ对炎症反应平衡调控，特别是对炎症
消散反应的调节活性仍尚未得到清楚的科学阐释，

同时对提取物中不同组分的活性比较和药效贡献度

评价仍未涉及。基于此，本实验的目的是以巨噬细

胞泡沫化形成和泡沫细胞的凋亡为切入点，明确 ＳＬ

提取物全方对ＡＳ炎症消散进程的影响和对脂质过氧
化炎症损伤平衡的重塑；评价和比较ＳＬ提取物不同
提取组分药效的贡献度和活性差异，为ＳＬ提取物组
方科学性和优效性提供初步的研究提示和思路；揭

示ＳＬ提取物在脂质摄取过程中内质网应激保护的药
理机制。

在上述ＡＳ治疗的新思路和新靶点的指引下，本
研究发现ＳＬ提取物整方可以显著减少脂质的积累。
更为重要的是，我们在机制水平首次创新提出ＳＬ提
取物能够通过对泡沫细胞内质网应激的调控，改善

巨噬细胞吞噬脂质后的生存障碍，减少泡沫细胞的

凋亡，有效搭建起脂质在斑块内动态的代谢链条，

提高了巨噬细胞对脂质的清除效率。因此，本课题

在巨噬细胞水平上，从炎症原（脂质过氧化物）和脂

质沉积形成脂质坏死核心的整体角度，揭示了ＳＬ提
取物促进炎症消散的药效和作用机制。

同时，在对ＳＬ提取物进行药效药理创新研究的
基础上，我们还通过比较各提取部位之间的活性差

异，初步从炎症消散和巨噬细胞对脂质摄取清除的

角度，对ＳＬ提取物抗 ＡＳ的成分基础进行了探索。
实验中，我们发现，在整方活性可靠稳定的基础上，

穿心莲脂溶性提取物减少脂质沉积的药效优于丹参

各提取物部位；丹参脂溶性提取部位和丹参水溶性

提取部位减少ＥＲＳ介导的细胞凋亡的药效优于穿心
莲脂溶性提取部位。上述各提取部位之间药效的差

异可能成为ＳＬ复方配伍科学性的重要论据，为后续
ＳＬ提取物配方优效性和物质基础研究提供初步的研
究提示。本实验中设置了诱导内质网应激 ＴＭ组，
实验发现ＴＭ诱导的ＥＲＳ可引起巨噬细胞脂质蓄积、
钙离子浓度升高、Ｃａｓｐａｓｅ３活性增加、Ｃａｓｐａｓｅ１２
活化程度增加，诱导巨噬细胞源泡沫细胞凋亡。ＴＭ
组实验结果与ｏｘＬＤＬ组诱导的巨噬细胞泡沫化和凋
亡结果相符，进一步提示ＳＬ提取物减少脂质过氧化
物诱导泡沫细胞凋亡的机制可能与ＥＲＳ有关。

未来研究中我们将着力在分子水平开展ＳＬ提取
物调控内质网应激的信号通路研究，论证其减少泡

沫细胞凋亡的具体作用机制。特别是针对穿心莲脂

溶性提取物减少脂质沉积的情况，我们将依据脂质

炎症原在动脉粥样硬化病灶内 “摄取转化流出”
动态平衡调控的理论基础，从巨噬细胞胆固醇摄取、

酯化和外排的角度进一步开展研究，探究其抑制泡

沫细胞形成的具体作用机制。同时，我们还拟将进

一步围绕 “斑块局灶内脂质代谢的完整链条”，从

·６９５·
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炎症细胞迁出的角度，更加全面地揭示出ＳＬ提取物
促进脂质过氧化病理性炎症消散的活性特征。
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