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咖啡酸苯乙酯对 ox鄄LDL 诱导的 THP鄄1 源性
巨噬细胞炎症因子分泌的抑制作用
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[摘摇 要] 摇 目的摇 研究咖啡酸苯乙酯(CAPE)对 ox鄄LDL 诱导的 THP鄄1 源性巨噬细胞炎症因子分泌的影响及其可

能机制。 方法摇 用不同浓度 CAPE 预处理 THP鄄1 源性巨噬细胞 2 h,再用 40 mg / L ox鄄LDL 处理 24 h,ELISA 检测炎

症因子 TNF鄄琢,IL鄄6 以及 MCP鄄1 的分泌情况;用 40 mg / L ox鄄LDL 分别处理 THP鄄1 源性巨噬细胞不同时间,Western
blot 检测细胞 COX鄄2 蛋白表达的情况;最后,采用 Western blot 分析 CAPE 对 ox鄄LDL 诱导的 THP鄄1 源性巨噬细胞

COX鄄2 蛋白表达、I资B鄄琢 降解及其 NF鄄资B 核转位的影响。 结果摇 40 mg / L ox鄄LDL 可诱导 THP鄄1 源性巨噬细胞 TNF鄄
琢,IL鄄6 以及 MCP鄄1 分泌增多,而 CAPE 明显抑制了 ox鄄LDL 诱导的细胞炎症因子分泌,呈浓度依赖性(P < 0. 05);随
着 ox鄄LDL 处理时间的延长,THP鄄1 源性巨噬细胞 COX鄄2 蛋白表达逐渐增高,以 24 h 最为明显(P < 0. 05),而 CAPE
能抑制 ox鄄LDL 诱导的 THP鄄1 源性巨噬细胞 COX鄄2 蛋白表达上调,并可抑制 ox鄄LDL 诱导的 THP鄄1 源性巨噬细胞

I资B鄄琢 降解及其 NF鄄资B 核转位。 结论摇 CAPE 对 ox鄄LDL 诱导的巨噬细胞炎症因子分泌应具有抑制作用,作用机制

可能与其抑制 NF鄄资B 激活,下调 COX鄄2 蛋白表达有关。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effect and underlying mechanisms of Caffeic acid phenethyl ester(CAPE) on
inflammatory cytokines secretion in oxidized low density lipoprotein (ox鄄LDL)鄄stimulated THP鄄1 macrophages. 摇 摇 Meth鄄
ods摇 The THP鄄1 macrophages were preincubated with CAPE at different concentrations for 2 h, and then treated with ox鄄
LDL(40 mg / L) for 24 h. 摇 The secret levels of TNF鄄琢, IL鄄6 and MCP鄄1 in cells were determined by ELISA. 摇 After trea鄄
ted with 40 mg / L of ox鄄LDL for the indicated times, the expression of COX鄄2 in THP鄄1 macrophages was measured by
Western blot. 摇 Subsequently, THP鄄1 cells were pretreated with indicated concentrations of CAPE, and then incubated with
or without 40 mg / L of ox鄄LDL for 1 h. 摇 The expressions of COX鄄2, I资B鄄琢 and nuclear NF鄄资B were measured by Western
blot. 摇 摇 Results摇 CAPE suppresses the ox鄄LDL鄄induced up鄄regulation of TNF鄄琢, IL鄄6 and MCP鄄1 in THP鄄1 macropha鄄
ges. 摇 The expression of COX鄄2 was markedly increased by ox鄄LDL, which, however, could be significantly attenuated by
CAPE. 摇 CAPE suppresses ox鄄LDL induced I资B鄄琢 degradation and NF鄄资B nuclear translocation in THP鄄1 macrophages. 摇
Conclusion摇 CAPE suppresses inflammatory cytokines secretion in ox鄄LDL treated THP鄄1 macrophages through inhibition
of NF鄄资B activation and COX鄄2 expression.

摇 摇 动脉粥样硬化 (atherosclerosis, As)是一种累及

血管壁的慢性炎症过程。 巨噬细胞是 As 发生发展

中最主要的炎症细胞类型[1]。 研究证实,氧化型低

密度脂蛋白 ( oxidized low density lipoprotein, ox鄄
LDL)作为 As 发病过程中的重要因子,与巨噬细胞

之间存在十分重要的交互式应答,巨噬细胞除摄取
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ox鄄LDL 形成泡沫细胞外,还能被 ox鄄LDL 激活,释放

大量的促炎性细胞因子和趋化因子如 TNF鄄琢、IL鄄6、
IL鄄1茁、MCP鄄1 和 MMP 等,参与调节细胞的增殖或凋

亡、细胞外基质的合成或降解等过程,导致 As 斑块

不稳定和破裂[2]。 因此,研究巨噬细胞炎症因子分

泌的调控机制,对于稳定斑块,防治急性冠状动脉

综合征的发生具有重要的意义。
咖啡酸苯乙酯 ( caffeic acid phenethyl ester,

CAPE)是蜂胶主要活性组分之一,也可人工合成。
CAPE 具有多种药理作用,如抗氧化、抗炎、抗肿瘤、
抗 As 及免疫调节等[3,4],而且 CAPE 虽对肿瘤细胞

具有选择性的抑制作用,但对正常细胞几乎没有毒

性作用,CAPE 是一种疗效好、副作用小的天然药

物。 研究表明,CAPE 可抑制 NF鄄资B 活化,调节炎症

介质的产生而发挥抗炎作用[5,6]。 因此,本研究采

用 ox鄄LDL 刺激的 THP鄄1 源性巨噬细胞作为实验模

型,观察 CAPE 对于 ox鄄LDL 诱导的巨噬细胞炎症因

子分泌的影响,并初步探讨可能的作用机制。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 细胞与试剂

摇 摇 人单核细胞株(THP鄄1)购自中科院上海细胞生

物所细胞中心;CAPE、佛波酯(PMA)、NF鄄资B 抑制

剂 PDTC 购自 Sigma 公司;RPMI鄄1640 培养基购自美

国 Gibco 公司;酶联免疫吸附法(ELISA)试剂盒购

自 R&D Systems 公司;兔抗人 COX鄄2、 I资B琢、 NF鄄
资Bp65 一抗购自 Bioword 公司,辣根过氧化物酶标

记的羊抗兔二抗购自美国 Abcam 公司;其他试剂均

为国产分析纯。
1郾 2摇 低密度脂蛋白的分离、氧化修饰及鉴定

健康人血浆购自珠海市中心血站。 按照文献

[7]方法制备低密度脂蛋白,210 mL 健康人血浆置

超速离心机进行序列超速离心,制备 LDL。 然后用

含 10 滋mol / L CuSO4 的 PBS 溶液将 LDL 氧化修饰

成 ox鄄LDL,最后,采用 0郾 5%的琼脂糖凝胶电泳鉴定

修饰程度,过滤除菌,4益保存备用。
1郾 3摇 细胞培养

THP鄄1 细胞用含有 10% 小牛血清 RPMI 1640
培养液,在 37益、5% CO2 培养箱中静置培养。 培养

液中加羟乙基哌嗪乙硫磺酸(HEPES)10 mmol / L 和

青霉素、链霉素各 1郾 0 伊 105 U / L,每次实验前用 160
nmol / L 佛波酯孵育 24 h,使其诱导分化成巨噬

细胞。

1郾 4摇 酶联免疫吸附法

细胞分成 6 组:空白对照组;40 mg / L ox鄄LDL 处

理组; 10 滋mol / L CAPE + 40 mg / L ox鄄LDL 处理组;
20 滋mol / L CAPE + 40 mg / L ox鄄LDL 处 理 组; 40
滋mol / L CAPE +40 mg / L ox鄄LDL 处理组;60 滋mol / L
CAPE +40 mg / L ox鄄LDL 处理组,实验终点时,按照

说明书方法,将试剂盒提供的原倍标准品在 EP 管

中加入标准品稀释液倍比稀释。 分别设空白孔、标
准品孔、待测样品孔。 在酶标包被板上标准品孔中

加入稀释好的标准品 50 滋L;在酶标包被板上待测

样品孔中先加样品稀释液 40 滋L,然后再加待测样

品 10 滋L,混匀,室温孵育 30 min。 弃去液体,甩干,
重复洗板 3 次,拍干。 每孔加酶标试剂 50 滋L,空白

孔除外,混匀,室温孵育 30 min。 弃去液体,甩干,重
复洗板 3 次,拍干。 每孔先加显色剂 A 50 滋L,再加

入显色剂 B50 滋L,轻轻晃动混匀,37益避光显色 10
分钟。 取出酶标板,每孔加终止液 50 滋L,终止反

应,在 450 nm 波长下测量读值。
1郾 5摇 Western blot

收集处理后的细胞,用蛋白提取试剂盒, 分别提

取细胞总蛋白及核蛋白,用 BCA 法进行蛋白质定量。
取 40 滋g 蛋白质进行 10% SDS鄄PAGE 分离,蛋白质电

转移至 PVDF 上,BSA 室温封闭 2 h,加入一抗,分别

为兔抗人 COX鄄2 抗体(1 颐 1000)、兔抗人 I资B琢 抗体

(1颐 1 000)、兔抗人 NF鄄资B p65 抗体(1颐 1 000), 室温

孵育 12 h,TBST 缓冲液洗膜 30 min;加入辣根过氧化

物酶标记的二抗,室温孵育 2 h;TBST 洗膜 30 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郾 6摇 统计学处理

实验所得数据采用x 依 s 表示。 用 SPSS 15郾 0 进

行统计处理,组间比较采用 t 检验, 以 P < 0郾 05 判

定有无统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 CAPE 对 ox鄄LDL 诱导的 THP鄄1 源性巨噬细胞

炎症因子分泌的影响

分别用 0、10、20、40 和 60 滋mol / L CAPE 预处理

THP鄄1 源性巨噬细胞 2 h,再用 40 mg / L ox鄄LDL 处

理 24 h, ELISA 检测炎症因子 TNF鄄琢, IL鄄6 以及

MCP鄄1 的分泌情况。 结果显示,40 mg / L ox鄄LDL 可

诱导细胞 TNF鄄琢, IL鄄6 以及 MCP鄄1 分泌增多,而
20、40 和 60 滋mol / L CAPE 明显抑制了 ox鄄LDL 诱导

的 THP鄄1 源性巨噬细胞 TNF鄄琢,IL鄄6 以及 MCP鄄1 的
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分泌(P < 0郾 05),其中,以 60 滋mol / L CAPE 效果最 为显著(图 1)。

图 1. 不同浓度 CAPE 对对 ox鄄LDL 诱导的 THP鄄1 源性巨噬细胞炎症因子分泌的影响摇 摇 1 为空白对照组,2 为 40 mg / L ox鄄LDL 处理

组,3 为 10 滋mol / L CAPE +40 mg / L ox鄄LDL 处理组,4 为 20 滋mol / L CAPE +40 mg / L ox鄄LDL 处理组,5 为 40 滋mol / L CAPE +40 mg / L ox鄄LDL 处理

组;6 为 60 滋mol / L CAPE +40 mg / L ox鄄LDL 处理组;a 为 P <0郾 05,与空白对照组比较;b 为 P <0郾 05,与 40 mg / L ox鄄LDL 处理组比较,n =3。

Figure 1. Effects of CAPE on ox鄄LDL鄄induced secretion of TNF鄄琢, IL鄄6 and MCP鄄1 in THP鄄1鄄derived macrophages

2郾 2摇 ox鄄LDL 对 THP鄄1 源性巨噬细胞中 COX鄄2 蛋

白表达的影响

采用 Western blot 检测了 40 mg / L ox鄄LDL 分别

处理 THP鄄1 源性巨噬细胞 0、1、4、8、12、24 h 后

COX鄄2 蛋白表达的情况。 结果显示,随着 ox鄄LDL 处

理时间的延长,COX鄄2 蛋白表达逐渐增高,以 24 h
最为明显(图 2)。

图 2. ox鄄LDL 处理 THP鄄1 源性巨噬细胞不同时间 COX鄄2 蛋

白表达情况摇 摇 a 为 P < 0郾 05,与 0 h 组比较,n = 3。

Figure 2 The expression of COX鄄2 protein in THP鄄1鄄derived
macrophages treated with 40 mg / L of ox鄄LDL for the indi鄄
cated times

2郾 3摇 CAPE 对 ox鄄LDL 诱导的 THP鄄1 源性巨噬细胞

COX鄄2 蛋白表达的影响

分别用 20、40、60 滋mol / L CAPE 及 25 滋mol / L
NF鄄资B 抑制剂 PDTC 预处理 THP鄄1 源性巨噬细胞 2

h 后,用 40 mg / L ox鄄LDL 处理 24 h,Western blot 检

测细胞 COX鄄2 蛋白表达。 结果显示,CAPE 能抑制

ox鄄LDL 诱导的 THP鄄1 源性巨噬细胞 COX鄄2 蛋白表

达上调,且随着 CAPE 浓度的增加,抑制作用越明

显,同样,PDTC 预处理也能能抑制 ox鄄LDL 诱导的

THP鄄1 源性巨噬细胞 COX鄄2 蛋白表达上调, 60
滋mol / L CAPE 的抑制效应与 25 滋mol / L PDTC 抑制

效应相当,两者差异无统计学意义(图 3)。

图 3. 不同浓度 CAPE 对 ox鄄LDL 诱导的 THP鄄1 源性巨噬细

胞 COX鄄2 蛋白表达的影响摇 摇 1 为 40 mg / L ox鄄LDL 处理组,2 为

20 滋mol / L CAPE + 40 mg / L ox鄄LDL 处理组,3 为 40 滋mol / L CAPE +
40 mg / L ox鄄LDL 处理组,4 为 60 滋mol / L CAPE + 40 mg / L ox鄄LDL 处

理组,5 为 20 滋mol / L PDTC + 40 mg / L ox鄄LDL 处理组;a 为 P < 0郾 05,
与 40 mg / L ox鄄LDL 处理组比较,n = 3。

Figure 3. Effects of CAPE on ox鄄LDL induced COX鄄2 pro鄄
tein expression in THP鄄1 derived macrophages
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2郾 4摇 CAPE 对 ox鄄LDL 诱导 THP鄄1 源性巨噬细胞

I资B鄄琢 降解及其 NF鄄资B 核转位的影响

用 60 滋mol / L CAPE 预处理 THP鄄1 源性巨噬细

胞 2 h 后,加或不加 40 mg / L ox鄄LDL 处理 1 h,收集

细胞并提取蛋白,采用Western blot 检测细胞中 I资B鄄
琢 的表达以及细胞核内 NF鄄资B p65 的表达。 结果表

明,与 ox鄄LDL 处理相比,CAPE + ox鄄LDL 处理组细

胞核内 NF鄄资B p65 蛋白的表达明显减少(P < 0郾 05;
图 4)。 而且,CAPE 可抑制 ox鄄LDL 诱导的 THP鄄1 源

性巨噬细胞 I资B鄄琢 降解(P < 0郾 05;图 5)

图 4. CAPE 对 ox鄄LDL 诱导的 THP鄄1 源性巨噬细胞 NF鄄资B
p65 蛋白表达的影响摇 摇 1 为空白对照组,2 为 40 mg / L ox鄄LDL
处理组,3 为 60 滋mol / L CAPE + 40 mg / L ox鄄LDL 处理组,4 为 60
滋mol / L CAPE 处理组;a 为 P < 0郾 05,与空白对照组比较,b 为 P <
0郾 05,与 40 mg / L ox鄄LDL 处理组比较,n = 3。

Figure 4. Effects of CAPE on ox鄄LDL鄄induced nuclear NF鄄
资B鄄p65 protein expression in THP鄄1鄄derived macrophages

3摇 讨摇 论

CAPE 是一种从蜂胶中提取的中药单体,具有

多种药理作用。 研究表明,CAPE 有显著的抗炎作

用,CAPE 对胸膜炎,耐药性化脓性眼内膜炎、杆菌

大肠性肾盂肾炎等都有明显疗效[10,11]。 Hishikawa
等[12]在高脂喂养的 apoE 基因敲除小鼠中发现,予
以 CAPE 能明显延缓 As 的发生发展,作者认为

CAPE 抗 As 的作用与其抑制 NF鄄资B 激活,减少全身

性氧化应激有关。 在 As 斑块区,ox鄄LDL 能激活巨

噬细胞,使其释放各种炎症因子,进一步损伤内皮

功能、招募炎性细胞、刺激血管平滑肌细胞增殖,影

图 5. CAPE 对 ox鄄LDL 诱导的 THP鄄1 源性巨噬细胞 I资B鄄琢 蛋

白降解的影响摇 摇 1 为空白对照组,2 为 40 mg / L ox鄄LDL 处理组;
3郾 60 滋mol / L CAPE + 40 mg / L ox鄄LDL 处理组;4郾 60 滋mol / L CAPE
处理组;a 为 P < 0郾 05,与空白对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与 40 mg / L
ox鄄LDL 处理组比较,n = 3。

Figure 5 Effects of CAPE on oxLDL鄄induced I资B鄄琢 degra鄄
dation in THP鄄1鄄derived macrophages

响细胞外基质的合成或降解,从而加速斑块不稳定

和破裂,导致急性冠状动脉综合征发生,严重危及

患者的生命。 本实验发现在 ox鄄LDL 刺激 THP鄄1 源

性巨噬细胞后,多种炎症因子如 TNF鄄琢, IL鄄6 以及

MCP鄄1 分泌明显增加,而 CAPE 预处理明显抑制了

ox鄄LDL 诱导的 THP鄄1 源性巨噬细胞炎症因子的

分泌。
COX鄄2 是一种诱导型酶,在各种刺激因子作用

下表达可迅速上调,参与各种炎症[8]。 有研究证

实,在 As 过程中,COX鄄2 表达增加,可调节炎症因子

的分泌,促进血管炎症反应[9]。 研究已证实,COX鄄2
与 As 发生、发展密切相关,其在 As 血管中的单核鄄
巨噬细胞、内皮细胞中表达明显增强,尤其在斑块

处的巨噬细胞最为显著,COX鄄2 表达增加,可引起

炎症因子的分泌增加,促进血管炎症反应[13]。 本实

验结果也表明,在 ox鄄LDL 刺激下,THP鄄1 源性巨噬

细胞中 COX鄄2 蛋白呈时间依赖性上调。 随后,我们

用不同浓度 CAPE 预处理 THP鄄1 源性巨噬细胞,结
果发现 CAPE 能抑制 ox鄄LDL 诱导的 THP鄄1 源性巨

噬细胞 COX鄄2 蛋白表达上调,这提示 CAPE 对 ox鄄
LDL 诱导的巨噬细胞炎症因子分泌的抑制作用与

其下调 COX鄄2 蛋白表达有关。
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NF鄄资B 作为一个转录调控因子,可以调控多个

炎症基因的表达。 有研究证明,COX鄄2 基因的表达

受 NF鄄资B 的调控,抑制 NF鄄资B 的的激活可以抑制

LPS、TNF鄄琢 所诱导的 COX鄄2 的表达[14,15]。 本研究

也发现 NF鄄资B 抑制剂 PDTC 可抑制 ox鄄LDL 诱导的

THP鄄1 源性巨噬细胞 COX鄄2 蛋白表达上调,CAPE
具有同样的作用。 那 CAPE 对 ox鄄LDL 诱导的 THP鄄
1 源性巨噬细胞中 NF鄄资B 的活性是否具有抑制作用

呢? NF鄄资B 以异源二聚体存在于细胞胞浆中,其
p50、p65 亚基与它的抑制蛋白 I资B 结合后,I资B 磷酸

化后发生降解,导致 NF鄄资B 活化并从细胞浆易位至

细胞核内[16鄄17]。 本研究发现 CAPE 可抑制 ox鄄LDL
诱导的 THP鄄1 源性巨噬细胞 I资B鄄琢 降解及 NF鄄资B
核转位,这说明 CAPE 对 ox鄄LDL 诱导的 THP鄄1 源性

巨噬细胞中 NF鄄资B 激活具有抑制作用。
综上所述,CAPE 对 ox鄄LDL 诱导的巨噬细胞炎

症因子分泌具有抑制作用,作用机制可能与其抑制

NF鄄资B 激活,下调 COX鄄2 蛋白表达有关。 但是还需

通过体内实验进一步明确 CAPE 在 As 中的抗炎作

用及其确切机制。
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