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丹参酮域A 对泡沫细胞胆固醇平衡的影响
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[摘摇 要] 摇 目的摇 通过体外细胞实验阐明丹参酮域A 对泡沫细胞胆固醇平衡的影响。 方法 摇 体外培养小鼠

RAW264郾 7 细胞,以氧化型低密度脂蛋白诱导为泡沫细胞模型,并用不同浓度的丹参酮域A 进行处理,通过油红 O
染色观察细胞内脂质堆积情况,酶比色法定量检测细胞内总胆固醇和胆固醇酯的变化,荧光定量 PCR 和 Western
Blot 检测细胞中 CD36、三磷酸腺苷结合盒转运体 A1(ABCA1)、肝脏 X 受体 琢(LXR琢)、过氧化体增殖物激活型受

体 琢(PPAR琢)及 PPAR酌 的 mRNA 和蛋白表达。 结果摇 0 ~ 20 mg / L 的丹参酮域A 对泡沫细胞增殖活力无明显影

响,20 mg / L 丹参酮域A 干预后,泡沫细胞内胆固醇酯与总胆固醇的比值显著降低,细胞内脂质累积减少,并上调

ABCA1、LXR琢 和 PPAR琢 的 mRNA 和蛋白表达,但对 CD36 表达无明显作用。 结论摇 丹参酮域A 能抑制泡沫细胞的

形成,其机制可能是通过诱导 PPAR琢、LXR琢 和 ABCA1 表达,促进胆固醇的外排。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 The effect of tanshinone域A on cholesterol homeostasis in foam cells was studied in vitro. 摇 摇
Methods摇 The foam cell induced from RAW264郾 7 macrophage with oxidized low density lipoprotein (ox鄄LDL) were trea鄄
ted with different concentration of tanshinone域A. 摇 The relative cell viability were detected by MTT methods, and the
change of total cholesterol and cholesterol ester in the cells were detected with the enzyme colorimetric quantifies. 摇 The lip鄄
id accumulation in cell was observed by oil red O dyeing, then the expressions of CD36, ATP binding cassette transporter
A1(ABCA1), liver X receptor 琢 (LXR琢) and peroxisome proliferator activated receptors 酌 (PPAR酌), PPAR琢 were de鄄
tected with the methods of fluorescent quantitation PCR and Western Blot. 摇 摇 Results摇 The cell viability was not affected
when tanshinone 域A concentrations were in the range of 0 ~ 20 mg / L. 摇 The ratio of cholesterol ester and total cholesterol
decreased and lipid accumulation decreased when the foam cells were treated with 20 mg / L tanshinone 域A. 摇 Meanwhile,
the expression of ABCA1, LXR琢, PPAR琢 were increased,but the expression of CD36 had no obvious variance. 摇 摇 Con鄄
clusion摇 Tanshinone域A can inhibit the formation of foam cells induced from RAW264郾 7 by ox鄄LDL,the mechanism is
possibly related to inducing the expressions of PPAR琢, LXR琢 and ABCA1 and promoting the excretion of cholesterol.

摇 摇 巨噬细胞泡沫化是早期动脉粥样硬化(As)病
变的标志之一,其形成主要原因是细胞内胆固醇平

衡被打破,巨噬细胞大量摄取氧化型低密度脂蛋白

(ox鄄LDL)颗粒,在胞内大量蓄积胆固醇酯[1],因此

维持巨噬细胞内胆固醇含量的动态平衡至关重要。
中药丹参是唇形科植物丹参 ( Salvia miltiorrhiza

Bge) 的干燥根茎,具有祛瘀止痛、活血通经和清心

除烦的作用,可用于治疗心绞痛、冠心病等症。 丹

参酮域A 是其最主要的有效成分之一。 丹参酮域A
能通过降低 As 血清甘油三酯(TG)、胆固醇及低密

度脂蛋白受体浓度,升高一氧化氮(NO)浓度,而
抑制As斑块的形成,具有明确的抗As作用[2] ,但其
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具体机制尚未明确。 本研究拟从细胞胆固醇平衡

角度探讨丹参酮域A 干预泡沫细胞形成的作用,为
丹参酮域A 抗 As 作用机制的研究和临床应用提供

实验依据。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 材料

摇 摇 RAW264郾 7 细胞株购于中国科学院上海细胞

库;丹参酮域A 购于安徽甙尔塔医药科技有限公司;
RPMI1640 培养基、胎牛血清购自杭州四季青生物

工程材料研究所;总胆固醇 ( TC) 和游离胆固醇

(FC)检测试剂盒购于宁波塞克生物技术有限公司。
PCR 引物由上海生物工程公司合成;荧光定量 PCR
试剂盒购于 TAKALA 公司;CD36、三磷酸腺苷结合

盒转运体 A1(ABCA1)、过氧化体增殖物激活型受

体 琢(PPAR琢)、PPAR酌、肝脏 X 受体 琢(LXR琢)羊抗

兔抗体均购于 Santa Cruz 公司。
1郾 2摇 主要仪器

P80MX 超速离心机(日本 Hitachi 公司)、Spec鄄
traMax M3 酶标仪(美国 MD 公司)、AKTA 液相色谱

仪(美国 GE 公司)、细胞培养箱(德国 Heraeus 公

司)、 DM IL 型倒置荧光显微镜(德国 Leica 公司)、
IQ5 荧光定量 PCR 仪(美国 Bio鄄Rad 公司)。
1郾 3摇 ox鄄LDL 的制备

健康人血清经序列超速离心法及 Sepharose 6B
凝胶过滤法分离获取纯化的低密度脂蛋白(LDL)。
Lowry 法测蛋白浓度后加入适量 1 mol / L CuSO4,使
之终浓度为 5 mmol / L,37益水浴孵育 24 h,使 LDL
氧化,并按丙二醛测定试剂盒说明书方法测定 LDL
氧化程度。 氧化后 LDL(ox鄄LDL)转入透析袋中,于
含 0郾 1% EDTA鄄Na2 的 PBS 缓冲液中室温透析 24
h,浓缩后用 0郾 22 滋m 微孔滤膜过滤除菌,测定浓度

后 4益保存,并在分离后 2 周内使用。
1郾 4摇 细胞培养及药物处理

小鼠 RAW264郾 7 细胞培养于含 10% 胎牛血清

的 RPMI1640 培养基中,每 2 ~ 3 天传代 1 次,生长

良好的 RAW264郾 7 细胞加入含 20 mg / L 的 ox鄄LDL,
孵育 24 h 后 RAW264郾 7 细胞被诱导分化成泡沫细

胞[3],培养液中加入不同浓度丹参酮域A(10、20、
30、40、50 和 60 mg / L)培养 24 h 后进行细胞增殖活

力和细胞内胆固醇含量检测,筛选最佳的丹参酮域
A 处理浓度。 并对该浓度丹参酮域A 处理 24 h 后

的泡沫细胞进行油红 O 染色、荧光定量 PCR 及

Western Blot 检测。

1郾 5摇 细胞增殖活力检测

将生长状态良好的对数期 RAW264郾 7 细胞以 1
伊 104 个 / 孔浓度传代培养于 96 孔板中,加入不同

剂量的丹参酮域A,使其终浓度为 10、20、30、40、50
和 60 mg / L,每个浓度设 6 个重复。 5% CO2 培养箱

中培养 24 h 后,利用 MTT 法在波长 570 nm 处检测

各组样品吸光度值(A570)。
1郾 6摇 细胞内总胆固醇及游离胆固醇的测定

不同剂量丹参酮域A 处理后的泡沫细胞清洗后

用细胞刮刀刮下,分别转移至 1郾 5 mL 的 EP 管中,
再用无水乙醇超声破碎萃取细胞内胆固醇,按总胆

固醇和游离胆固醇试剂盒操作说明书,测定细胞内

总胆固醇和游离胆固醇的含量,根据 CE(% ) = (TC
- FC) / TC 伊 100% ,求出泡沫细胞内胆固醇酯与总

胆固醇的比值。
1郾 7摇 油红 O 染色观察泡沫细胞形态

细胞处理后用 PBS 清洗 3 遍后加入 4%多聚甲

醛固定 10 min,PBS 轻轻洗 1 次,再用 60%异丙醇固

定 5 min,用油红 O 染色 15 min,立即用 PBS 清洗 3
遍,显微镜下观察泡沫细胞形态。
1郾 8摇 荧光定量 PCR 检测

细胞孵育结束后,收集各实验组细胞,按 TR鄄
IZOL 试剂盒说明书提取细胞总 RNA 并将总 RNA
逆转录合成 cDNA。 取产物以 GAPDH 为内参照进

行定量 PCR 扩增。 GAPDH 引物为上游 5忆鄄TCAC鄄
CATCTTCCAGGAGCGAG鄄3忆,下游 5忆鄄TGTCGCTGTT鄄
GAAGTCAGAG鄄3忆,产物长度为 324 bp;ABCA1 引物

为上 游 5忆鄄CTCAGAGGTGGCTCTGATGAC鄄3忆, 下 游

5忆鄄CCCATACAGCAAGAGCG AAG 鄄3忆,产物长度为

284 bp;CD36 引物序列为上游 5忆鄄GAGAAC TGTTA鄄
TGGGGCTAT鄄3忆,下游 5忆鄄TTCAACTGGAGAGGCAA鄄
AGG鄄3忆,产物长度为 265 bp,LXR琢 引物序列为上游

5忆鄄TCTGGAGACATCTCGGAGGTA鄄3忆,下游 5忆鄄GGCT鄄
CACCAGTTTCATTAGCA鄄3忆,产 物 长 度 为 302 bp;
PPAR琢 的 引 物 序 列 为 上 游 5忆鄄CTGTCCTCTCTC鄄
CCCACTGGA鄄3忆,下游 5忆鄄TGACTGAGGAAGG GCT鄄
GG AAG鄄3忆,产物长度为 200 bp。 PPAR酌 引物序列

为上游 5忆鄄ATAAAGCA TCAGGCTTCCACT鄄3忆,下游

5忆鄄GCACTTCTGAAACCGACAGTA鄄3忆, 产 物 长 度 为

143 bp。 反应结束后进行软件分析。
1郾 9摇 Western Blot 检测

收集各实验组细胞,加入 1 mL 细胞裂解液(30
mmol / L Tris,8 mol / L 尿素, 4% CHAPS,pH8郾 5),冰
浴下超声破碎细胞,4益 下离心 30 min,收集上清。
并采用 Western Blot 法进行蛋白质定量。 蛋白质样
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品先用 7郾 5% SDS鄄PAGE 凝胶进行分离,后用湿转法

将蛋白转移到 PVDF 膜上,再将膜进行封闭,1 颐 200
羊抗兔的一抗孵育,1 颐 1000 兔抗鼠的二抗孵育及

ECL 显色。
1郾 10摇 统计学处理

实验数据以x 依 s 表示,采用 SPSS10郾 0 统计软

件分析数据,两个均数间的比较采用 t 检验,多组间

比较采用单因素方差分析,P < 0郾 05 为差异有统计

学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 丹参酮域A 对 RAW264郾 7 源泡沫细胞增殖活

力的影响

浓度范围在 0 ~ 20 mg / L 的丹参酮域A 对泡沫

细胞增殖活力无明显影响,当丹参酮域A 浓度逸30
mg / L 时对细胞活性有显著抑制作用(图 1)。

图 1. 丹参酮域A 对泡沫细胞增殖活力的影响摇 摇 1 为泡沫细

胞(20 mg / L ox鄄LDL 诱导 RAW264郾 7 细胞24 h),2 ~ 7 依次为 10、20、
30、40、50 和 60 mg / L 丹参酮域A 处理的泡沫细胞。 a 为 P < 0郾 05,b
为 P < 0郾 01,与泡沫细胞相比。

Figure 1郾 The effect of tanshinone域A on the foam cell via鄄
bility

2郾 2摇 丹参酮域A 对泡沫细胞内胆固醇含量的影响

20 mg / L ox鄄LDL 诱导 RAW264郾 7 细胞后,细胞

内的胆固醇酯与总胆固醇明显增加,胆固醇酯与总

胆固醇比值达到 50%以上。 经丹参酮域A 干预后,
细胞内总胆固醇和胆固醇酯与总胆固醇的比值下

降。 其中 20 mg / L 丹参酮域A 干预后,泡沫细胞内

胆固醇酯与总胆固醇的比值为 27郾 21% ,说明 20
mg / L 丹参酮域A 就能有效抑制脂质在细胞中的积

累(表 1)。
2郾 3摇 丹参酮域A 调节泡沫细胞内脂质的积累

正常 RAW264郾 7 细胞中油红 O 染色阳性细胞

很少。 ox鄄LDL 处理后 RAW264郾 7 细胞由于大量摄

取 ox鄄LDL 导致胞内脂质堆积,油红 O 染色阳性,脂
滴较大,且细胞体积增大,形态多呈圆形或不规则

形,符合泡沫细胞的特征。 20 mg / L 丹参酮域A 处

理后 RAW264郾 7 细胞中油红 O 染色阳性细胞明显

下降,可以看出 20 mg / L 丹参酮域A 能显著抑制巨

噬细胞向泡沫细胞转化(图 2)。

表 1郾 细胞内胆固醇和胆固醇酯的含量(x 依 s,n = 6)
Table 1郾 Cholesterol and cholesteryl ester content within the
cells(x 依 s,n =6)

丹参酮
域A(mg / L)

ox鄄LDL
(mg / L) TC(mg / dL) FC(mg / dL) CE

0 0 49郾 00 依 1郾 34 41郾 29 依 0郾 81 15郾 73% 依1郾 20%

0 20 89郾 23 依 2郾 11 44郾 12 依 1郾 10 50郾 05% 依2郾 47%

10 20 78郾 24 依 1郾 23 44郾 28 依 0郾 64 43郾 40% 依4郾 21%

20 20 58郾 02 依 0郾 52 42郾 23 依 0郾 59 27郾 21% 依3郾 71% a

30 20 48郾 37 依 1郾 68 35郾 12 依 0郾 98 27郾 39% 依2郾 98% a

40 20 41郾 15 依 2郾 25 31郾 12 依 1郾 62 24郾 37% 依3郾 01% a

50 20 42郾 72 依 1郾 54 32郾 05 依 0郾 98 24郾 98% 依2郾 26% a

60 20 41郾 34 依 1郾 10 31郾 27 依 0郾 42 24郾 36% 依3郾 94% a

a 为 P < 0郾 05,与泡沫细胞(20 mg / L ox鄄LDL 诱导组)比较。

图 2. 细胞油红 O 染色图(400 伊 ) 摇 摇 左为 RAW264郾 7 细胞(常规培养),中为泡沫细胞(20 mg / L ox鄄LDL 诱导 RAW264郾 7 细胞 24 h),右
为 20 mg / L 丹参酮域A 处理的泡沫细胞。

Figure 2. Cells of oil red O dyeing
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2郾 4摇 丹参酮域A 对 CD36、ABCA1、LXR琢、PPAR琢
和 PPAR酌 的 mRNA 表达的影响

RAW264郾 7 细胞在含 20 mg / L ox鄄LDL 的培养

液中培养 24 h 后,细胞中 CD36、ABCA1、 LXR琢、
PPAR琢 和 PPAR酌 mRNA 显著增加。 20 mg / L 丹参

酮域A 处理 RAW264郾 7 源泡沫细胞 24 h 后,结果发

现,丹参酮域A 可诱导 ABCA1、LXR琢 和 PPAR琢 的

mRNA 表达,同时抑制 PPAR酌 的 mRNA 表达,但对

CD36 mRNA 表达无明显影响(表 2)。
2郾 5摇 丹参酮域A 对 CD36、ABCA1、LXR琢、PPAR琢
和 PPAR酌 的蛋白表达的影响

20 mg / L 丹参酮域A 处理 RAW264郾 7 源泡沫细

胞后,ABCA1 和 LXR琢 和 PPAR琢 的蛋白表达增加,
而 CD36 与药物处理前差异无显著性,但 PPAR酌 蛋

白表达下降(图 3 和表 2)。

图 3. CD36、ABCA1、LXR琢、PPAR琢 和 PPAR酌 的蛋白表达摇 摇 1 为 RAW264郾 7 细胞(常规培养),2 为泡沫细胞(20 mg / L ox鄄LDL 诱导

RAW264郾 7 细胞 24 h),3 为 20 mg / L 丹参酮域A 处理的泡沫细胞。

Figure 3郾 Protein expression of CD36, ABCA1, LXR琢, PPAR琢 and PPAR酌

表 2郾 丹参酮域A 对 CD36、ABCA1、LXR琢、PPAR琢 和 PPAR酌 的 mRNA 和蛋白表达的影响(x 依 s )
Table 2郾 Effect of tanshinone域A on mRNA and protein expression of CD36, ABCA1, LXR琢, PPAR琢 and PPAR酌 (x 依 s )

参摇 数
RAW264郾 7 细胞组

mRNA 蛋白

泡沫细胞组

mRNA 蛋白

丹参酮域A 组

mRNA 蛋白

CD36 1郾 00 依 0郾 07 0郾 55 依 0郾 05 4郾 32 依 0郾 39a 2郾 44 依 0郾 34a 3郾 86 依 0郾 46 1郾 86 依 0郾 25

ABCA1 1郾 00 依 0郾 06 0郾 42 依 0郾 08 1郾 52 依 0郾 03a 0郾 38 依 0郾 12 7郾 54 依 0郾 55b 1郾 54 依 0郾 34b

LXR琢 1郾 05 依 0郾 06 0郾 21 依 0郾 12 2郾 89 依 0郾 49a 0郾 52 依 0郾 17a 9郾 36 依 0郾 79b 2郾 83 依 0郾 31b

PPAR琢 1郾 01 依 0郾 10 0郾 12 依 0郾 03 2郾 21 依 0郾 07a 0郾 11 依 0郾 07 5郾 83 依 1郾 77b 12郾 32 依 1郾 04b

PPAR酌 1郾 05 依 0郾 02 0郾 16 依 0郾 06 13郾 42 依 0郾 63a 0郾 89 依 0郾 23a 2郾 45 依 0郾 19b 0郾 45 依 0郾 09b

a 为 P < 0郾 05,与 RAW264郾 7 细胞组比较;b 为 P < 0郾 05,与泡沫细胞组比较。

3摇 讨摇 论

本研究结果表明,丹参酮域A 可明显抑制

RAW264郾 7 源泡沫细胞的形成,20 mg / L 丹参酮域A
干预泡沫细胞后,可使泡沫细胞内胆固醇酯与总胆

固醇的比值降为 27郾 21% 。 油红 O 染色也显示 20
mg / L 丹参酮域A 能有效抑制脂质在细胞中的积累。

细胞胆固醇摄入方式主要有游离胆固醇扩散、
游离胆固醇颗粒内化和受体介导的选择性摄取这

三条途径。 其中,受体介导摄取占主导地位。 CD36
是一种多功能受体。 CD36 在巨噬细胞中可识别并

吞噬 ox鄄LDL,引起细胞内胆固醇堆积,导致细胞泡

沫化[4]。 靶向断裂 ApoE 基因敲除小鼠中的 CD36

基因可降低 As 病变发病率,说明 CD36 过表达可促

进泡沫细胞形成[5]。 本实验结果也显示 ox鄄LDL 可

诱导 CD36 的表达,从而加快细胞胆固醇的摄入,但
丹参酮域A 不能调节泡沫细胞 CD36 基因表达。

ABCA1 是 ABC 超家族成员,它是一类膜蛋白,
可介导胆固醇从细胞内流出至载脂蛋白 A玉(apoA
玉)上,相互作用形成紧密交叉连接,即 ABCA1 可

以与 ApoA玉形成复合物,并结合细胞内胆固醇后形

成新生 HDL 颗粒,促进胆固醇流出[6,7]。 丹参酮域
A 作用后,泡沫细胞中 ABCA1 mRNA 显著增加,说
明丹参酮域A 大大加速了胆固醇的外流。

LXR 属核激素受体蛋白质超家族成员,其特异

性配体为氧化固醇。 巨噬细胞中激活 LXR琢 后 AB鄄
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CA1、ABCG1 及 ApoE 表达增加,促进胆固醇逆运

转。 且 LXR 与 PPAR 通路耦联,增加 CD36 和 AB鄄
CA1 的表达,调控脂质摄入和逆转运[8]。 PPAR 同

属于核受体超家族成员,有 琢、啄 和 酌 三类亚型,与
巨噬细胞内胆固醇平衡密切相关。 PPAR琢 的激活

可提高 HDL 水平、激活 LXR 及进一步促进 ABCA1
表达等,抑制泡沫细胞生成[9]。 PPAR酌 在泡沫细胞

生成过程中可能扮演“双刃剑冶的角色[10],ox鄄LDL
可上调巨噬细胞 PPAR酌 的表达,导致巨噬细胞对

ox鄄LDL 的摄取增加,形成正反馈,促进泡沫细胞形

成。 但 PPAR酌 激动剂可通过促进胆固醇逆转运蛋

白(ABCA1) 的转录,加速胆固醇逆转运出巨噬细胞

而发挥抗 As 作用。 实验中我们发现丹参酮域A 可

以促进泡沫细胞中 LXR琢 和 PPAR琢 mRNA 的合成,
因此可以增加胆固醇逆转运,而抑制泡沫细胞的形

成。 同时丹参酮域A 抑制了 PPAR酌 mRNA 的合成,
此结果是否能使巨噬细胞减少 ox鄄LDL 的摄取,尚需

进一步实验。
综上所述,丹参酮域A 能抑制泡沫细胞的形成,

20 mg / L 丹参酮域A 能有效降低泡沫细胞内胆固醇

酯与 总 胆 固 醇 的 比 值, 其 机 制 可 能 通 过 诱 导

PPAR琢、LXR 和 ABCA1 基因表达,从而促进胆固醇

的外排。
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