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阿托伐他汀对 THP鄄1 源性巨噬细胞自体吞噬的影响
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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察阿托伐他汀对 THP鄄1 源性巨噬细胞自体吞噬(自噬)的影响。 方法摇 用 Hank爷 s 液代替常

规培养液的饥饿诱导的方法使 THP鄄1 源性巨噬细胞发生自噬,在诱导自噬过程中,使细胞分别与含有低浓度(1
滋mol / L)和高浓度(5 滋mol / L)阿托伐他汀钙的培养液共同孵育,以空白组作对照,运用间接免疫荧光染色法,采用

荧光显微镜观察 LC3鄄FITC 点状聚集情况,应用透射电镜观测各组细胞自噬的发生情况。 结果摇 与对照组相比,两
组含阿托伐他汀钙培养液的巨噬细胞中的自噬泡占胞质总面积均明显增多(P < 0郾 05),高浓度阿托伐他汀组自噬

泡占胞质总面积高于低浓度阿托伐他汀组,但无显著性差异(P = 0郾 079)。 结论摇 阿托伐他汀钙可以促进 THP鄄1 源

性巨噬细胞自噬。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To observe the effect of atorvastatin on the autophagy of THP鄄1 macrophages. 摇 摇 Methods摇
The Hank爷s solution was used to induce the autophagy of THP鄄1 macrophages. 摇 Cells were randomized into four groups: the
blank control group and atorvastatin groups; the cells were incubated with normal medium in group玉, Hank爷 s solution in
group域, containing low concentration of atorvastatin (1 滋mol / L) in Hank爷s solution in group芋, containing high concentra鄄
tion of atorvastatin (5 滋mol / L) in Hank爷s solution in group 郁 respectively. 摇 Indirect immunofluorescence was used to de鄄
tect LC3鄄FITC dot clustering. 摇 Transmission electron microscope was used to detect the autophagy. 摇 摇 Result摇 Compared
with the control group, the macrophages autophagic vacuoles of both groups of containing atorvastatin medium occupied a total
area of cytoplasm increased significantly (P <0郾 05), and the high concentration group was not increased more significantly
than the low (P =0郾 079). 摇 摇 Conclusion摇 Atorvastatin could promote the autophagy of THP鄄1 macrophages.

摇 摇 自体吞噬(autophagy,自噬)是细胞将自身部分

细胞质、细胞器包裹形成双膜包裹体,利用溶酶体

系统进行一系列降解长半衰期蛋白和细胞器的过

程。 自体吞噬的一个显著特征是 “自体吞噬泡冶
(autophagicvacuoles,AVs)的形成[1]。 越来越多的文

献报道巨噬细胞、血管内皮细胞、血管平滑肌细胞

的自噬参与了动脉粥样硬化的发生发展过程。 近

年来,应用他汀类药物的大规模临床试验均证实他

汀类药物可减少冠心病临床事件及心血管病死亡

率;他汀类药物能抑制冠状动脉粥样硬化的发生发

展,其所获得的益处与降胆固醇不成比例,提示这

可能与改善内皮功能、稳定粥样斑块等调脂之外的

作用有关。 Crisby 等以普伐他汀治疗观察人颈动脉

斑块变化,显示治疗后的形态学变化包括血管平滑

肌细胞的聚集,基质金属蛋白酶活性降低,伴随着

巨噬细胞数量和细胞外脂质的减少,相关细胞的凋

亡率降低[2]。 他汀类药物可以通过减少泡沫细胞

的细胞毒作用,减轻炎症反应稳定斑块,但其对血

管壁内的巨噬细胞自噬方面的作用目前尚未见

报道。本研究观察了阿托伐他汀钙对THP鄄1源性巨
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噬细胞自噬的作用。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 实验细胞

摇 摇 单核细胞株 THP鄄1,购自中国科学院上海细胞

生物学研究所细胞中心。
1郾 2摇 试剂和仪器

RPMI 1640 培养基:Gibco 公司;胎牛血清:Gib鄄
co 公司;佛波酯 ( phorbol myristate acetate, PMA):
Sigma 公司;抗 LC3A / B 抗体:Abcam 公司;异硫氰

酸荧光素( fluoresceine isothiocyanate,FITC)标记的

山羊抗兔二抗:碧云天公司;抗荧光淬灭甘油:碧云

天公司;4,6 二氨基鄄2鄄苯基吲哚二盐酸(4忆,6鄄dia鄄
midino鄄2鄄phenylindole,DAPI):Nitrogen 公司;阿托伐

他汀钙:美国辉瑞公司惠赠。 CO2 培养箱,型号 For鄄
ma / 371(气套):Thermo 公司;超净工作台(含生物

安全柜),型号 SAFE1800:力申公司。
1郾 3摇 THP鄄1 细胞培养

将单核细胞株 THP鄄1 接种在含 10%胎牛血清、
1%谷氨酰胺的 1640 培养基里,37益、5% CO2、湿度

恒定在 60% ~ 70% 的孵箱内培养。 培养状态良好

后 2 ~ 4 代用于实验。 该细胞株属人类单核细胞系,
在培养液中呈簇集状悬浮生长,倍增时间大约在 26
h 后。 细胞数量控制在 106 个,每 2 ~ 3 天换液 1 次,
每 4 ~ 5 天传代 1 次。 细胞复苏后,传至 3 ~ 5 代后

用于实验。
1郾 4摇 阿托伐他汀溶液的配置

将阿托伐他汀钙原药 6郾 0 mg 溶于 2 mL 55益甲

醇中,静置 10 min,加磷酸盐缓冲液(phosphate buff鄄
ered solution,PBS)至总体积 10 mL,过滤后 - 70益冻

存,贮存浓度为 0郾 5 mmol / L。 另取 2 mL 甲醇,加
PBS 至总体积 10 mL,过滤后 - 70益冻存,作为空白

对照使用。
1郾 5摇 THP鄄1 源性巨噬细胞自噬模型的建立及实验

分组

以每孔 1郾 0 伊106 个细胞接种到 12 孔板中,每孔

预先放置 12 mm 伊 15 mm 盖玻片一片,进行细胞爬

片, 160 滋g / L 佛波酯下诱导细胞贴壁生长 48 h,使之

成巨噬细胞,0郾 01 mmol / L PBS 洗涤 2 次,更换培养基

培养,用于后续实验。 实验中分别选用正常培养基或

Hank爷s 液逐级稀释上述已配好的阿托伐他汀溶液,
分别制备成低浓度(1 滋mol / L)、高浓度(5 滋mol / L)
溶液。 根据溶液是否含阿托伐他汀,分组如下:(1)空
白组:无 Hank爷s 液诱导;(2)对照组:经过饥饿诱导;

(3)低浓度阿托伐他汀组:经过饥饿诱导并与低浓度

阿托伐他汀(1 滋mol / L)共同培育的实验组;(4)高浓

度阿托伐他汀组:经过饥饿诱导并与高浓度阿托伐他

汀(5 滋mol / L)共同培育的实验组。
1郾 6摇 间接免疫荧光染色法

用预冷的 70% 甲醇 + 30% 丙酮固定 15 min,
PBS 漂洗 3 次,每次 5 min;加入 1% 牛血清白蛋白

(bovine serum albumin,BSA)封闭 30 min,加入 1%
BSA 稀释的一抗(1 颐 50),于湿盒内 4益 孵育过夜,
PBS 洗片 2 次,每次 5 min;加入 1% BSA 稀释的

FITC(激发光波长为 490 nm)标记的山羊抗兔二抗

(1颐 2 000)37益孵育 1 h,PBS 洗片 2 次,每次 5 min;
0郾 1%DAPI(激发光波长为 405 nm)染核 1 min,PBS
漂洗 3 次,每次 5 min;加入抗荧光淬灭甘油封片,荧
光显微镜采集荧光图像。
1郾 7摇 电镜观察自噬体

按照上述方法分组。 4 组分别计数 THP鄄1 细

胞,以 1郾 0 伊 107 个细胞接种到 10 cm 培养皿中,160
滋g / L 佛波酯下诱导细胞贴壁生长 48 h,使之成巨噬

细胞,0郾 01 mmol / L PBS 洗涤 2 次,更换培养基培

养,用于后续实验。 自噬诱导分化 3 h,PBS 洗涤 3
次,吸干,加入电镜固定液 (2% 戊二醛磷酸缓冲

液),送上海交通大学医学院电镜室观察自噬体。
1郾 8摇 自噬泡占细胞质总面积比值的测定

各组分别选取放大倍数为 2 000 倍的电镜照片

5 张,采用 Image Tool 3郾 0 软件对各组电镜照片进行

图像处理和分析。
1郾 9摇 统计学处理

数据采用x 依 s 表示,多组间比较采用单因素方

差分析(One鄄way ANOVA),由 SPSS 19郾 0 统计软件

进行分析,两两比较采用 LSD 检验。 P < 0郾 05 为差

异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 间接免疫荧光染色结果

摇 摇 荧光显微镜下观察,空白组:胞质内染色均匀,浅
淡;对照组:胞质内染色较空白组深,且有少量绿色荧

光点状聚集;低浓度阿托伐他汀组:胞质内绿色荧光

聚集点较对照组明显增多;高浓度阿托伐他汀组:胞
质内绿色荧光聚集点较对照组明显增多(图 1)。
2郾 2摇 透射电镜观察结果

在透射电镜下发现,THP鄄1 源性巨噬细胞呈近

似圆形,表面见长短不一的微绒毛,细胞质中内质

网囊性膨胀,线粒体轻度肿胀,胞核染色质呈细颗
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粒状,均匀分布。 各组细胞胞质中充满了数量不等

的自噬泡,为单层或双层膜包裹着的处于不同降解

阶段的胞质成分或废弃的细胞器经消化降解后形

成的板层样结构,轮廓清晰可见,其中以低浓度阿

托伐他汀组和高浓度阿托伐他汀组中自噬泡最多,
空白组中自噬泡最少(图 2)。

图 1. 荧光显微镜下观察自噬体点状聚集摇 摇 A 为空白组,B 为对照组,C 为低浓度阿托伐他汀组,D 为高浓度阿托伐他汀组。

Figure 1. Observation of point鄄like aggregation of autophagosome by fluorescence microscope

2郾 3摇 自噬泡占细胞质总面积的比值

与空白组相比,对照组细胞自噬泡占细胞质总面

积的比值明显增加(P < 0郾 01)。 而与对照组相比,低
浓度阿托伐他汀组、高浓度阿托伐他汀组细胞内形成

的自噬泡占细胞质总面积的比值均明显增大(P <
0郾 05);与低浓度阿托伐他汀组相比,高浓度阿托伐他

汀组细胞内形成的自噬泡占细胞质总面积的比值增

大,但无统计学差异(P =0郾 079)(表 1)。

表 1. 各组巨噬细胞自噬占细胞质总面积的比值(x 依 s)
Table 1. The proportion of autophagosome to the total area
of cytoplasm in every group macrophages (x 依 s)

分摇 组 平均比值

空白组 4郾 058% 依1郾 423%

对照组 8郾 096% 依1郾 354% a

低浓度阿托伐他汀组 10郾 454% 依2郾 192% b

高浓度阿托伐他汀组 12郾 356% 依1郾 259% b

a 为 P < 0郾 01,与空白组比较;b 为 P < 0郾 05,与对照组比较。

3摇 讨摇 论

血脂异常是导致多种心血管疾病的主要危险

因素,积极有效地调节血脂已成为当前预防心脑血

管疾病、降低病死率的重要手段之一。 目前,他汀

类药物是调脂治疗的一线药物。 近年来临床及动

物试验证实,他汀类药物不仅可以降低血脂,减少

致死及非致死性心血管病事件的发生率,而且能降

低血中 C 反应蛋白水平及金属蛋白酶活性,减少炎

症反应[3],减少白细胞浸润,降低斑块中 T 淋巴细

胞活性,从而减轻炎症对斑块组织的损伤[2];阿托

伐他汀能显著降低高脂和免疫刺激所致动脉粥样

硬化形成过程中的氧化应激反应,减少丙二醛和氧

化型低密度脂蛋白(oxidized low density lipoprotein,
ox鄄LDL)的生成以及血管壁氧化型低密度脂蛋白受

体 1d( lectin鄄like oxidized low density lipoprotein re鄄
ceptor鄄1d,LOX鄄1d) 的表达,从而显著抑制炎症反

应,保护血管内皮[4];阿托伐他汀还可减轻高胆固
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图 2. 电镜下观察自噬体( 伊 5 000) 摇 摇 A 为空白组,胞质中自噬泡较少;B 为对照组,胞质内自噬泡较空白组增多;C 为低浓度阿托伐他

汀组,胞质内自噬泡个数和自噬泡所占整个胞质的面积较对照组明显增多;D 为高浓度阿托伐他汀组,胞质内自噬泡个数和自噬泡所占整个

胞质的面积较对照组明显增多。

Figure 2. Observation of autophagosome by transmission electron microscope ( 伊5 000)

醇血症导致的心肌线粒体结构损伤,升高线粒体内

膜呼吸链复合物域、郁活性,进而改善线粒体氧化

磷酸化能力[5]。 Laufs 等人的研究发现,他汀类药物

能抑制血小板聚集、降低血小板活性,对防止冠状

动脉急性事件的发生起重要作用[6]。 这些都表明

他汀类药物可以通过不同的途径起到稳定动脉粥

样斑块的作用。
随着分子生物学研究的深入,越来越多的文献

报道巨噬细胞、血管内皮细胞、血管平滑肌细胞的

自噬参与了动脉粥样硬化的发生发展过程。 有人

发现阿托伐他汀可以抑制血管内皮细胞自体吞噬,
推测阿托伐他汀改善血管内皮功能的机制可能与

其减少血管内皮细胞的自噬有关[7]。 动脉粥样硬

化是动脉内膜炎症的反应,巨噬细胞通过分泌基质

金属蛋白酶导致血管平滑肌细胞死亡,降解细胞外

胶原纤维,破坏纤维帽结构,导致斑块的不稳定。
在动脉粥样斑块形成早期,通过药理方法诱导巨噬

细胞自噬性死亡,可以稳定易损斑块[8]。 Martinet
等报道了 z鄄VAD鄄fmk———一种特异的半胱天冬酶抑

制剂,可以诱导小鼠单核巨噬样细胞 J774A郾 1 和破

骨前体细胞 RAW264郾 7 发生非凋亡性细胞死亡,但
不影响平滑肌细胞数量[9]。 在胆固醇喂养的兔的

动脉粥样硬化形成的动脉内植入依维莫司———雷

帕霉 素 靶 蛋 白 ( mammalian target of rapamycin,
mTOR)的抑制剂洗脱支架后,可以看到血管壁内的

巨噬细胞选择性的被清除,而平滑肌细胞的数量不

会改变[10]。 巨噬细胞凋亡可减少早期斑块内的细

胞数量,被认为具有稳定斑块的作用[11]。 而对于晚

期斑块,脂质核心处巨噬细胞的凋亡增多,提示巨

噬细胞凋亡与斑块脂质核心增大有关,进而影响斑
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块稳定性。 Hartung 等制备了晚期动脉粥样硬化斑

块模型,给予他汀类调脂治疗,观察到粥样硬化斑

块中巨噬细胞炎性浸润减少和血管平滑肌细胞含

量增加,而巨噬细胞凋亡明显减少,表明晚期斑块

中巨噬细胞凋亡减少可能有助于斑块的稳定。 上

述研究突出说明过度的巨噬细胞凋亡可能为易损

斑块形成的重要原凶之一[12]。
近年来,随着对自噬研究的深入,对恶性肿瘤、

神经变性性疾病和病原体感染等方面有了新的认

识,并逐渐成为近期的研究热点。 但从自体吞噬角

度来探索他汀类药物对血管壁内巨噬细胞自噬作

用影响的研究尚不多。 本研究观察到阿托伐他汀

钙可以促进 THP鄄1 源性巨噬细胞自噬,随着浓度的

升高,自噬作用有增强,但无统计学差异。 在今后

的进一步研究中如若增加多组不同的浓度组和不

同的观察时间点,可能会有新的发现。 根据本研究

我们推测在抑制动脉粥样斑块的形成中,阿托伐他

汀钙与促进血管壁内巨噬细胞自噬、减少斑块内巨

噬细胞数量有一定关系。 目前分子生物学家和细

胞生物学家对自噬及自噬性程序性细胞死亡的认

识还处于初级阶段,关于自噬现象的参与分子、信
号转导过程、病理生理学意义的研究有待进一步深

入。 随着一个个谜团的解开,自噬的发生发展过程

可受到精细调控,利用自噬机制发展的临床治疗方

法可更好的为人类服务。
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