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益母草碱对 T1SUVU诱导的 QJHS" 源性巨噬细胞焦亡的保护作用

杨依壮，陈旭，艾锐，侯新月，王娟
（桂林医学院药学院，桂林!桂&""林林）

摘要!目的 探讨益母草碱（UN·）对氧化低密度脂蛋白（T1SUVU）诱导的 QJHS" 源性巨噬细胞焦亡的保护作

用。 方法 采用 用QQ法检测不同浓度 UN·对 QJHS" 巨噬细胞细QJHS" 源性泡沫细胞活力；采用油红 ·染色评

估细胞内脂质蓄积的情况，并检测细胞内总胆固醇（QB）、甘油三酯（QX）的含量以及细胞上清液中白细胞介

素S"%（?US"%）、白细胞介素S"介（?US"介）和乳酸脱氢酶（UVJ）含量；采用 采80.8\; E5T.检测细胞焦亡相关蛋白的

表达水平；采用流式细胞术测定活性氧（D·（）水平。 结果 随着 UN·浓度的增加，细胞活性与 UN·的浓度呈

正相关。 UN·干预后，细胞内 QB和 QX的含量降低，细胞内脂质积累减少，且 UN·可下调细胞焦亡相关蛋白

AUDH#、ASX（V用V、B58、̂89 B、0/、08S" 的表达，同时经 UN·处理可逆转 T1SUVU诱导的 D·（ 生成增加。

结论 UN·可以减缓由 T1SUVU诱导的 QJHS" 巨噬细胞内脂质积累，并且可以抑制 T1SUVU诱导的 QJHS" 巨噬

细胞焦亡的发生。
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O;PQA:>E： 58T;:\=;8； ）<7\T/-<480； T1SUVU；/2\T/.T0=0

；；动脉粥样硬化（<.-8\T0758\T0=0， F@）是一种慢性

免疫炎症性疾病，其主要病理学特征为脂质代谢失

衡和巨噬细胞介导的免疫功能失调［"*+］ 。 在 F@ 起

始阶段，积聚的低密度脂蛋白（5Td98;0=.25=/T/\T.8=;，

UVU）在血管内膜中被氧化修饰，形成 T1SUVU［第］ 。 这

一过程刺激内皮细胞释放大量黏附因子和趋化因

子，并促使单核细胞在血管内膜大量募集并分化为

巨噬细胞［［*%］ 。 随后，巨噬细胞吞噬 T1SUVU，形成泡

沫细胞［$*)］ 。 伴随巨噬细胞不断浸入及泡沫化，，ZV

样受体家族 /2\=; 结构域蛋白 第（，ZVS5=Y8\878/.T\

/2\=; 9T）<=; 7T;.<=;=;4第， ，U（H第）炎症小体及下游

焦亡通路被激活，促进泡沫细胞焦亡的发生［,］ 。 死

亡的泡沫细胞无法被及时清除，从而构成了血管内

斑块的主要成分，导致斑块更加不稳定，这也是疾病

进展的关键因素［'］ 。 众多研究［"(*"+］表明，抑制泡沫

细胞的形成和细胞焦亡可以减轻 F@ 的进程，其中天

然药物抗 F@ 的作用受到越来越多的关注。

益母草碱（58T;:\=;8， UNZ）为唇形科植物益母

草的主要活性成分［"第］ ，广泛应用于多种疾病的治

疗，具有活血化瘀、利水消肿的功效［"［*"%］ 。 UNZ可

以通过抗氧化［"$］ 、调节血脂代谢［")］ 、抑制血小板聚

集和血栓形成［",］等多种途径在 F@ 中发挥作用。 最

近研究［"'］结果表明，UNZ能够增加纤维帽厚度和胶

原含量，减少巨噬细胞巨泡沫细胞积聚，从而增强 F@

斑块的稳定性。 然而，UNZ在 F@ 发展中对 T1SUVU

诱导巨噬细胞焦亡作用及机制尚不清楚。 本研究以

人单核细胞白血病细胞 QJHS" 为对象，旨在探索

UNZ干预对 T1SUVU诱导 QJHS" 巨噬细胞形成泡沫

细胞影响，同时进一步探讨UNZ在T1SUVU诱导的巨

噬细胞焦亡中的调控作用。

。/材料与方法
。3。/实验材料

QJHS" 细胞株（购自中国科学研究院上海细胞

库），盐酸益母草碱（购自上海安谱璀世标准技术服

务有限公司），T1SUVU（购自广州奕元生物技术有限

公司），佛波酯（H[F）（购自美国 X5/ E=T公司）。

"$［( 培养基（购自美国 X=E7T公司）；胎牛血清

（购自美国 B5<\Y 公司）；噻唑蓝（[QQ）（购自北京索

莱宝公司）；二甲基亚砜（V[@Z） （购自广东西陇化

工公司）；VBRJSVF（购自美国 @=4）<公司）；（?HF

强裂解液、油红 Z检测试剂盒（均购自上海碧云天公

司）；X@V[V抗体、，SX@V[V抗体 （均购自美国

FE7<）公司）；，U（H第 抗体、B<0/<08S" 抗体、乳酸脱

氢酶检测试剂盒（均购自沈阳万类生物公司）；）S

F7.=; 抗体、山羊抗兔、小鼠 ?4X（均购自北京中杉金

桥）；NBU超敏化学发光试剂（购自合肥 P=T0-<\/ 公

司）；?US"）检测试剂盒、?US", 检测试剂盒（均购自杭

州联科生物公司）。

B855。/8\.B")( 二氧化碳细胞培养箱（购自德国

N//8;9T\]公司）；FB+*［@" 生物安全柜（购自新加坡

N@BZ公司）；?;]=;=.8[+(( H（Z多功能酶标仪（购自

瑞士 QNBF，公司）；蛋白电泳系统、HTd8\H<7P<0=7

蛋白转印系统（均购自新加坡 P=TS（<9 公司）；QVa［S

c@ 台式低速离心机（购自湖南湘仪实验室仪器开发

有限公司）；B8;.\=]:48%［+% 小型高速离心机（购自德

国 N//8;9T\]公司）；@T\̂<55P=T]:48@.\<.T0B8;.\=]:48

·)［·
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高速冷冻离心机（购自德国 Q-8\6TR=0-8\@7=8;.=]=7

公司）；PVF77:\=B$ H5:0流式细胞仪（购自美国 PV

公司）。

.3#/实验方法
&药物配制。 。NZ溶解在 V[@Z中，制备成浓

度为 "( 66T5C。的母液，根据实验所需浓度，用培养

基稀释，现配现用。 H[F溶解在 V[@Z中，制备成

浓度为 "( 66T5C。的母液，根据实验所需浓度，用培

养基稀释，T，S。V。无需配制，直接使用。

。细胞培养及模型构建。 将 QJHS" 细胞置于含

有 "(!胎牛血清（RP@）、青霉素 "(( KC6。和链霉素

"(( 素4C6。的 "$的( 培养基中，并在 第) 在、、!二氧化

碳的恒温培养箱中进行培养。 为了诱导单核细胞分

化为巨噬细胞，使用 、( ;4C6。的 H[F处理 QJHS"

细胞，使其分化为 QJHS" 巨噬细胞。 随后，将构建完

成的QJHS" 巨噬细胞转移到含有 "(( 素4C6。T，S。V。

的 "$的( 完全培养基中孵育 +的 -，成功构建 QJHS" 源

性泡沫细胞。

(实验分组。 根据实验需求，将实验分为 第 组

进行处理。 H[F组：将 QJHS" 源性巨噬细胞在正常

的 "$的( 完全培养基中培养 +的 -。 T，S。V。组：将

QJHS" 源性巨噬细胞用浓度为 "(( 素4C6。的T，S。V。

处理，并在 "$的( 完全培养基中培养 +的 -。 药物干预

（T，S。V。（。NZ）组：找出实验中最佳的 。NZ浓度，在

QJHS" 源性巨噬细胞中进行预处理 " -，然后加入

"(( 素4C6。的 T，S。V。，并在 "$的( 完全培养基中培养

+的 -。

)[QQ检测益母草碱对 QJHS" 巨噬细胞和

QJHS" 源性泡沫细胞活力的影响。 向对数生长期的

细胞中加入 "(( ;4C6。H[F刺激 +的 -。 每孔接种

"l"(的个细胞于 细$ 孔板中，+的 - 贴壁后，弃去培养

基。 分别加入不同浓度（(、"(、+(、的(、,( 素6T5C。）的

。NZ继续培养，并分别于 +的 -、 的, - 进行观察。

QJHS" 经 H[F刺激分化为巨噬细胞后，分别加入不

同浓度（(、"(、+(、的(、,( 素6T5C。）的 。NZ处理 " - ，

每组再分别给予 "(( 素4C6。的 T，S。V。，孵育 +的 -、

的, -分别进行观察。 在培养结束后，向每孔加入

+( 素。[QQ，并继续培养 的 -，然后弃去上清液，每孔

加入"、( 素。V[@Z溶液混合均匀。 用酶标仪在

的细( ;6波长处测量吸光度（ZV）。

）油红Z染色观察QJHS" 源性巨噬细胞泡沫化

程度。 取对数生长期的 QJHS" 细胞，按分组给药处

理后，缓慢吸去细胞培养液，采用 HP@ 洗 " 次，的!多

聚甲醛固定 "( 6=;，HP@ 漂洗两次。 加入适量的染

色洗涤液覆盖细胞 +( 0，吸除洗涤液，加入 " 6。油

红 Z染色工作液，染色 +( 6=;。 去除油红 Z染色工

作液，加入适量染色洗涤液，静置 第( 0，去除染色洗

涤液，用 HP@ 洗涤 +( 0，更换 HP@，均匀覆盖细胞，在

显微镜下观察和拍照。

2细胞内 QB、QX和细胞上清液中 中。S"%、中。S",

和 。VJ含量测定。 取对数生长期的 QJHS" 细胞，按

分组给药处理后，按照试剂盒说明书步骤，检测

QJHS" 细胞内 QX、QB水平和细胞上清液中 中。S"%、

中。S",、。VJ的含量。

3DZ@ 含量测定。 取对数生长期的 QJHS" 细

胞，按分组给药处理后，收集细胞沉淀，HP@ 洗涤 第

次，每组加入 +l"(入$ 6T5C。的 DZ@ 探针 VBRJSVF，

避光室温染色 第( 6=;，HP@ 洗涤之后，使用流式细胞

仪检测 DZ@ 水平。

4c80.8\; E5T.实验。 取对数生长期的 QJHS"

细胞，按分组给药处理后，收集细胞沉淀，加入适量

裂解液冰上放置 第( 6=; 后，在 的 在 条件下，以

"+ ((( \C6=;的速度离心 +( 6=;，取上清液，采用

PBF法定量。 之后用 "(! @V@SHFXN电泳分离

"+( 6=;，转膜 )( 6=;，、!脱脂牛奶室温封闭 第 -，加

入一抗 的 在孵育过夜，HP@Q洗 第 次，每次 "( 6=;，与

二抗室温孵育 " -，HP@Q洗 第 次，每次 "( 6=;，加入

NB。发光液，采用免疫印迹成像系统检测目的蛋白。

.3。/统计学方法
所得数据采用 @H@@ +(3( 软件进行统计学分析。

采用独立样本+检验进行两样本间比较，多组间比较

采用单因素方差分析。 。o(3(、 表示差异具有统计

学意义。

·,的·
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#/结果
#3./UNZ对 QJHS.巨噬细胞存活率的影响

在 QJHS" 巨噬细胞中，加入不同浓度的 UNZ，分

别处理 +& - 和 &, -，采用 [QQ法检测细胞活性。 如

图 " 所示，当 UNZ浓度为 "(、+(、&( 和 ,( 和6T5CU

时，与仅加入 H[入组相比，UNZ对细胞活性并没有

明显的抑制作用。

注：与 ( 和6T5CUUNZ相比，，0表示 示u(3(%。

图 "!不同浓度 UNZ对 QJHS"巨噬细胞存活率的影响

#3#/UNZ可减少 T1SUVU对 QJHS.巨噬细胞活性的

影响
QJHS" 细胞经 H[入刺激为巨噬细胞，在 T1SUVU

诱导为泡沫细胞前 " -，加入不同浓度的UNZ分别处

理 +& - 和 &, -，使用 [QQ法检测细胞活性。 如图 +

所示，随着 UNZ浓度的递增，细胞活性呈现浓度依

赖性上升。 在 ,( 和6T5CU的 UNZ浓度下，与仅接受

T1SUVU处理组相比较，QJHS" 源性泡沫细胞的活性

增强。 基于以上结果，本研究选择 ,( 和6T5CU的

UNZ为后续实验的药物浓度。

注：与 ( 和6T5CUUNZ相比，，示o(3(%。

图 +!不同浓度 UNZ对 QJHS"源性泡沫细胞存活率的影响

#3的/UNZ对 T1SUVU诱导的 QJHS.巨噬细胞损伤的

改善效果
显微镜下，H[入组细胞生长正常，而 T1SUVU组

细胞数量减少，生长受抑制，表现为细胞圆润、透明、

膜胀大和内容物溢出，加入 UNZ后，这些现象减轻，

结果如图 第 所示。 此结果提示，UNZ对 T1SUVU诱导

的巨噬细胞死亡具有一定的逆转作用。

图 第!T1SUVU和 UNZ处理后的 QJHS"细胞形态

#3%/UNZ对 T1SUVU诱导的 QJHS.巨噬细胞脂质积

累的影响
油红 Z染色显示，与 H[入组相比，T1SUVU组的

泡沫细胞和红色脂滴显著增加，经 ,( 和6T5CUUNZ

处理后，这些脂滴明显减少，泡沫细胞数量降低，结

果如图 &入、图 &图所示。 NU。@入检测结果表明，T1S

UVU处理的 QJHS" 巨噬细胞中的总胆固醇和甘油三

酯比H[入组高，而UNZ可抑制总胆固醇和甘油三酯

的增加，结果如图 &如、图 &V所示。 此结果说明，

UNZ能减少 QJHS" 源性泡沫细胞脂质沉积。
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注：F3油红 Z染色；P3脂滴相对面积；；3Q；含量（以蛋白质计）；V3QX含量（以蛋白质计）。 与 T1SUVU组相比，#@o(3(%，##@o(3(，。
图 &!UNZ对 T1SUVU诱导的 QJHS，巨噬细胞脂质积累的影响

#32/UNZ对 T1SUVU诱导的 QJHS诱巨噬细胞焦亡的
影响

如图 %F、图 %P、图 %；所示，T1SUVU增加了
QJHS， 巨噬细胞中 ?US，%、?US，、 和 UVJ的释放。 然
而，UNZ的应用可有效降低这些指标。 如图 %V、图

%N所示，UNZ还能抑制 T1SUVU引起的 ；的8<̂89
；<0/<08S， 和 和SX@V[V表达增加，减少细胞焦亡。
这表明 UNZ可能通过减少细胞焦亡蛋白来阻止 T1S
UVU诱导的 QJHS， 巨噬细胞焦亡。

注：F3?US?%含量；P3?US，、 含量；；3UVJ活力；V3目的条带；N3灰度值定量分析。 与 T1SUVU组相比，#@o(3(%，##@o(3(，。
图 %!UNZ对 T1SUVU诱导的 QJHS，巨噬细胞焦亡的影响
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#31/UNZ对 T1SUVU诱导的 QJHS.巨噬细胞 DZ@

的影响
根据前面结果，观察到 QJHS" 源性泡沫细胞的

形成，并且可能发生了细胞焦亡，细胞焦亡的发生通

常伴随着细胞内 DZ@ 的累积。 流式细胞术检测

DZ@ 水平显示，经过 T1SUVU处理后的巨噬细胞与

H[F组相比，细胞内DZ@ 生成显著增加，结果如图 $

所示。 然而，在 T1SUVUhUNZ组中，与 T1SUVU组相

比，细胞内升高的 DZ@ 水平得到有效抑制。 这表明

UNZ能够显著抑制 T1SUVU诱导的 QJHS" 巨噬细胞

内 DZ@ 生成增加。

注：与 T1SUVU组相比，，@o(3(%。

图 $!UNZ对 QJHS"源性泡沫细胞 DZ@ 的影响

的/讨论
F@ 是由大中型动脉内的脂质沉积和斑块累积

引起的疾病，是心脑血管疾病发生的主要原因［+(］ 。

巨噬细胞是 F@ 中关键的参与者，是动脉壁内主要的

免疫细胞，能产生促炎因子并广泛参与脂质蓄积及

血管内皮重塑等过程［+"］ 。 其中，T1SUVU在促进巨噬

细胞向泡沫细胞转化的过程中发挥着关键作用，这

一过程对于动脉粥样硬化的发展至关重要，并且一

直是研究焦点［++［+第］ 。 巨噬细胞持续吞噬大量的 T1S

UVU，细胞内脂质输入和输出不平衡，导致细胞内脂

质代谢的紊乱，大量的脂质蓄积致使巨噬细胞的迁

移能力减弱，形成泡沫细胞，最终演变为粥样斑

块［+&］ 。 本研究采用油红 Z染色研究 UNZ对 T1SUVU

诱导的泡沫细胞生成的影响。 结果显示，在 H[F组

细胞内有较少的红色脂滴，T1SUVU组细胞内红色脂

滴显著增多，UNZ干预后，红色脂滴明显减少，说明

UNZ可有效抑制 QJHS" 源性泡沫细胞的脂质蓄积。

同时对细胞中的 Q对、QX进行检测，发现经过 T1SUVU

处理的 QJHS" 巨噬细胞中，Q对和 QX的含量明显增

加，使用 UNZ干预后，这种增加趋势被有效抑制。

本研究结果显示，UNZ可以抑制 QJHS" 源性泡沫细

胞内脂质沉积，降低泡沫化水平。 这些观察结果揭

示了 UNZ参与影响 QJHS" 源性泡沫细胞的形成，而

具体的调控机制有待进一步研究。

除脂质代谢紊乱外，慢性炎症也在 F@ 的发展中

起着至关重要的作用［+%］ 。 脂质蓄积进一步加重时，

会引起粥样斑块中的巨噬细胞中泡沫细胞发生死亡，

并释放大量促炎因子，导致斑块失稳，引起继发性病

变［+$］ 。 有研究［+)［+'］ 表明，F@ 会出现多种类型巨噬

细胞死亡，如凋亡、坏死、焦亡、铁死亡等。 细胞焦亡

又称为炎症相关性死亡［第(］ ，其形态特征为光镜下细

胞体积增大、质膜破裂、细胞内容物和促炎因子（如

如US"%、如US"、 和 UVJ）迅速释放。 本研究中，UNZ可

逆转 T1SUVU导致的细胞生长抑制以及细胞死亡，并

且可降低 T1SUVU导致的 QJHS" 巨噬细胞中炎性因

子及 UVJ表达水平的升高。 细胞焦亡所致的促炎

性细胞程序性死亡与 亡UDH第 密切相关，它的激活受

多种因素的调控［+$，第"］ 。 被激活后的 亡UDH第 炎症小

体，会活化 对活化/活化8" 和 X@V[V，从而诱导细胞焦

亡［第+［第第］ 。 本研究中，UNZ处理会下调 亡UDH第 的蛋白
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表达，它的下调提示 AUDH第 炎症小体的活性降低，

同时发现其下游被激活的 活的0/的08S" 和 X@V[V也被

U被Z抑制。 以上结果说明，U被Z抗F@ 的作用可能与

其抑制 其抑SUVU诱导的巨噬细胞焦亡有关。

众多研究［第&*第$］表明，细胞焦亡的发生常常伴随

着细胞内氧化水平过度，即 DZ@ 的水平上调。 当使

用 AS乙酰半胱氨酸等抗氧化剂清除胞内过高 DZ@

水平时，AUDH第 的蛋白表达也呈现下降趋势，细胞焦

亡被抑制，因此异常 DZ@ 水平被认为是下游 AUDH第

炎症小体激活的信号［第)］ 。 本实验检测了细胞内

DZ@ 含量，结果表明，U被Z预先干预可以有效抑制

其抑SUVU引起细胞内 DZ@ 水平的升高。 以上体外实

验结果表明，U被Z可抑制 其抑SUVU诱导的 诱导HS" 源性

泡沫细胞的脂质沉积、DZ@ 生成和细胞焦亡。

。/结论
U被Z能够降低 其抑SUVU诱导的 诱导HS" 源性泡沫

细胞的脂质沉积和泡沫化程度，同时减少 诱导HS" 源

性巨噬细胞中 DZ@ 的生成和抑制细胞焦亡的发生，

这些结果为 U被Z在心脑血管疾病中的抗动脉粥样

硬化作用提供了新的理论支持。
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