
·实验研究· [文章编号] 摇 1007鄄3949(2013)21鄄10鄄0876鄄05

泽泻汤对巨噬细胞源性泡沫细胞 MMP鄄9 表达的影响及
其与 ERK 通路的相关性
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[摘摇 要] 摇 目的摇 以大鼠腹腔巨噬细胞为研究对象,经 ox鄄LDL(50 mg / L)诱导后建立巨噬细胞源性泡沫细胞模

型,观察泽泻汤对泡沫细胞 MMP鄄9 表达的影响及其与 ERK 通路的相关性。 方法摇 用 ox鄄LDL(50 mg / L)处理大鼠

腹腔巨噬细胞 24 h,经 20%泽泻汤含药血清干预 24 h,油红 O 染色检测泡沫细胞形成情况,RT鄄PCR 检测泡沫细胞

MMP鄄9 mRNA 的表达,蛋白免疫印迹检测泡沫细胞 MMP鄄9 和 ERK 信号分子的表达情况。 结果摇 ox鄄LDL(50 mg /
L)处理巨噬细胞成功建立巨噬细胞源性泡沫细胞模型;与空白组比较,模型组 MMP鄄9mRNA 和蛋白表达明显增加,
经 20%泽泻汤含药血清、U0126 干预后,MMP鄄9 mRNA 和蛋白、p鄄ERK 蛋白表达水平较模型组显著降低。 结论 摇
ox鄄LDL(50 mg / L)处理巨噬细胞可以成功建立巨噬细胞源性泡沫细胞模型;ERK 通路受抑制能减少泡沫细胞中

MMP鄄9 的表达,泽泻汤能抑制巨噬细胞源性泡沫细胞 MMP鄄9 表达,其作用机制可能与 ERK 的磷酸化密切相关。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To observe the effect of Alisma soup on the expression of matrix metalloproteinase鄄9 and the
correlation with ERK pathway on foam cell derived from rat peritoneal macrophages. 摇 摇 Methods摇 Foam cell model de鄄
rived from rat peritoneal macrophages was established after induction with oxidized low density liprotein (ox鄄LDL) (50 mg /
L) for 24h. 摇 The foam cells were intervened with 20% Alisma 鄄containing serum for 24 h. 摇 They were stained by oil red
O to observe foam cell formation. 摇 RT鄄PCR and Western blot was utilized to detect the expression of MMP鄄9. 摇 p鄄ERK and
ERK protein was detected by Western blot. 摇 摇 Results摇 The foam cell model was established sucessfully after the stimula鄄
tion with ox鄄LDL(50mg / L). 摇 As compared with the control group, the expression of MMP鄄9 protein and mRNA in ox鄄LDL
group were elevated. 摇 However, after the intervention with 20% Alisma soup鄄containing serum and U0126,the specific in鄄
hibitior of the ERK signaling pathway, the expression of MMP鄄9 protein and mRNA and P鄄ERK protein decreased signifi鄄
cantly comparing with ox鄄LDL group. 摇 There was no change of ERK expression among groups. 摇 摇 Conclusion摇 Pretrea鄄
ting macrophage with ox鄄LDL can establish foam cell model derived from macrophages. 摇 Alisma soup can inhibit the ex鄄
pression of MMP鄄9 in foam cell, and the mechanism maybe has correlation with ERK signaling pathway.

摇 摇 以动脉粥样硬化(atherosclerosis,As) 为病理基

础的心脑血管疾病严重威胁着人们的健康。 在 As
进程中巨噬细胞通过清道夫受体摄取氧化型低密

度脂蛋白(oxidized low density liprotein, ox鄄LDL) ,
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转变为泡沫细胞,分泌大量基质酶和细胞因子等,
在 As 的发生、发展中起重要的作用。 研究表明在

人颈动脉粥样硬化斑块中存在基质金属蛋白酶 9
(matrix metalloproteinase鄄9,MMP鄄9)的高表达[1],在
体外培养中 ox鄄LDL 能诱导巨噬细胞分泌 MMP鄄9
[2]。 MMP鄄9 是基质金属蛋白酶家族重要一员,在巨

噬细胞溢出迁移、血管壁重构、斑块破裂、血栓形成

等一系列病理生理过程扮演着重要的作用 [3]。 泽

泻汤出自东汉张仲景《金匮要略》篇,研究表明本方

具有扩张血管、降脂、抗 As 等药理作用[4,5]。 目前

泽泻汤抗 As 的机制研究较少见,尚未见泽泻汤对

MMP鄄9 的表达影响及其与 ERK 信号通路的相关性

研究。 本研究立足于 As 进程中重要细胞—巨噬细

胞源性泡沫细胞,观察泽泻汤对 MMP鄄9 表达的影

响,并探讨其作用机制与 ERK 通路相关性。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 主要材料

摇 摇 RPMI1640 培养基购自 Hyclone 有限公司;胎牛

血清购自 FAA 有限公司;氧化型低密度脂蛋白(ox鄄
LDL 1郾 26 mg / L)购自北京协生生物科技公司;油红 O
购自武汉博士德有限公司;苏木素购自武汉博士德有

限公司;MMP鄄9、p鄄ERK 和 ERK 抗体购自 CST 有限公

司;ECL 试剂购自北京碧云天有限公司;细胞裂解液

裂解细胞购自北京碧云天有限公司,清洁级 SD 雄性

大鼠 40 只,购自福建医科大学实验动物中心(许可证

号:SCXK(闽)2012鄄0001),Western blot 电泳设备购自

Bio鄄RAD 公司;细胞培养箱 (Therom 公司,美国),
Leica DM IL LED 倒置显微镜。
1郾 2摇 泽泻汤的制备

泽泻汤由泽泻、白术组成,购自福建中医药大

学附属康复医院药剂科,泽泻、白术剂量严格按《金
匮要略》原方剂量比例制剂并提供,以上药物均经

过鉴定,符合《中华人民共和国药典·一部》2005 年

版有关规定。 参考中药药理实验方法学(李仪奎著

作,上海科学技术出版社)制备相当于生药材 2郾 64
g / mL 的药液:头煎加水量为药量的 6 倍,浸泡 1 h,
煎 20 分钟;二煎加水量为药量的 4 倍,煎 0郾 5 h,两
次药液混合后,再浓煎压缩, 4益冰箱储存备用。
1郾 3摇 大鼠腹腔巨噬细胞提取及细胞培养

SD 大鼠腹腔内注射 10 mL RPMI1640 培养液,
72 h 后以颈椎脱臼法处死,腹腔内注射无血清无酚

红 RPMI1640 培养液 10 mL,75%乙醇浸泡 5 min,无
菌操作收集腹腔内液,1500 r / min 离心 5 min 后收

集细胞,用含 10% 胎牛血清的无酚红 RPMI1640 培

养液调整细胞数至 5 伊 106mL / L,将细胞接种到覆有

盖玻片的 6 孔板和 25 cm2 培养瓶中,置 5% CO2、
37益孵箱培养 6 h 细胞贴壁后弃上清液,PBS 洗去

未贴壁细胞。
1郾 4摇 泽泻汤含药血清的制备

清洁级 SD 雄性大鼠 40 只,体重 200 ~ 220 g,适
应性饲养 3 天后再行实验。 SD 大鼠随机分为泽泻

汤含药血清组和空白血清组(注射相同量的生理盐

水),每组各 20 只。 按 1 mL / 100 g 灌胃给药,每天 2
次,连续 7 天,第 8 天给药后 2 h 腹主动脉采血,于 4
益 3 kr / min 离心 10 min 分离血清。 合并血清,56益
灭活 30 min,微孔滤膜过滤除菌,于 - 20 益保存待

用。 血清均在制备后 1 个月内使用。
1郾 5摇 细胞干预分组

空白组:大鼠腹腔巨噬细胞 + 20% 正常大鼠血

清,48 h; 模型组:大鼠腹腔巨噬细胞 + ox鄄LDL (50
mg / L) ,48 h;泽泻汤血清干预组:在大鼠腹腔巨噬

细胞 + Ox鄄LDL (50mg / L) 孵育 24 h 后,加入含有

20%泽泻汤含药血清的 RPMI1640 培养基孵育细

胞,继续培养 24 h。 单纯泽泻汤血清组:大鼠腹腔巨

噬细胞 + 20%正常大鼠血清培养 24 h 后,更换为含

有 20%泽泻汤含药血清的 RPMI1640 培养基孵育细

胞,继续培养 24 h。 U0126 组:在大鼠腹腔巨噬细胞

+ ox鄄LDL (50 mg / L) 孵育 24 h 后,加入含 U0126
(10 滋mol / L)的 20% 正常大鼠血清 RPMI1640 培养

基, 继续培养 24 h。 每组实验重复 3 次。
1郾 6摇 油红 O 及苏木素染色

取出干预后细胞(6 孔板),细胞标本用 PBS 洗

涤 1 次,4% 多聚甲醛固定 15 min,油红 O 染色 10
min,苏木素染色 5 min,10 mL / L HCl 分色及返蓝,
水性封片剂封片。 普通显微镜下观察,细胞内脂质

呈红色,细胞核呈蓝色。
1郾 7摇 RT鄄PCR 检测 MMP鄄9 mRNA 的表达

用 TRIzol 试剂 (Gibco 公司) 提取总 RNA,取
2滋g 各组细胞总 RNA 逆转录合成 cDNA,再各取 2
滋L 逆转录产物分别进行 PCR。 MMP鄄9 的引物序列

为: 上 游 5忆鄄GATCCCCAGAGCGTTACTCG鄄3忆, 下 游

5忆鄄GTTGTGGAAACTCACACGCC鄄3忆,扩增片段长度

为 132 bp。 内参照采用 茁鄄actin 引物序列为上游 5忆鄄
GCATTGCTGACAGGATGCAG鄄3忆, 下 游 5忆鄄GTAA鄄
CAGTCCGCCTAGAAGCA鄄3忆,扩增片段长度为 218
bp。 取 RT鄄PCR 产物在 2% 琼脂糖凝胶电泳中电

泳,MMP鄄9 加样量为 5 滋L,内参的加样量为 5 滋L,
溴化乙锭染色. 电泳条带采用 UVP 型凝胶图像分
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析系统做积分吸光度测定和分析。
1郾 8摇 蛋白免疫印迹检测 MMP鄄9、p鄄ERK 和 ERK 蛋

白的表达

在收获好的细胞中加入三去污细胞裂解液裂

解细胞,0益放置 30 min,4益、12 kr / min 离心 2 min,
弃除沉淀,BCA 法蛋白定量。 取 30 滋g 蛋白加入 2
伊 SDS 凝胶加样缓冲液中,100益水浴 10 min,立刻

置于冰上备用。 6% SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳分离,
转 PDVF 膜,丽春红染色观察转移效果。 5%脱脂奶

粉封闭液封闭 2 h;按 1 颐 200 加入一抗,4益 孵育过

夜,TBST 洗 3 次,每次 10 min;1 颐 2000 加入辣根过

氧化物酶标记的二抗,室温孵育 1 h,TBST 洗 3 次。
用 Western blot 印迹荧光检测试剂盒显示,并于凝胶

成像系统检测分析。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 大鼠腹腔巨噬细胞源性泡沫细胞模型的建立

50 mg / L ox鄄LDL 与大鼠腹腔巨噬细胞共同培

养 24 h 后,用 PBS 洗涤 2 次,采用油红 O 与苏木素

染色,显微镜下观察提示模型组泡沫细胞的胞浆内

存在大量红色的脂滴,苏木素染色后细胞核呈蓝

色,成功建立巨噬细胞源性泡沫细胞。 与模型组泡

沫细胞比较,泽泻汤血清干预组和 U0126 干预组的

泡沫细胞内脂滴染色较淡,提示二者脂质沉积较模

型组减少(图 1)。

图 1. 巨噬细胞向泡沫细胞的转化摇 摇 大鼠腹腔巨噬细胞油红 O 与苏木素染色后发现模型组泡沫细胞的胞浆内存在大量红色的脂滴,
经泽泻汤血清干预组和 U0126 干预后泡沫细胞内脂滴染色较模型组减轻。

Figure 1. Transformation of macrophages to foam cells

2郾 2摇 泽泻汤含药血清对巨噬细胞源性泡沫细胞的

MMP鄄9 mRNA 表达的影响

Ox鄄LDL(50 mg / L)与大鼠腹腔巨噬细胞共同培

养 24 h 后,20%泽泻汤含药血清继续干预 24 h 后,
收集细胞,PBS 洗涤 2 次,分别采用 TRIzol 提取细胞

总 RNA。 RNA 定量后,采用 RT鄄PCR 检测 MMP鄄9
mRNA 的表达水平。 结果发现空白组细胞亦有

MMP鄄9 mRNA 的表达,模型组中泡沫细胞 MMP鄄9
mRNA 表达明显增加,泽泻汤血清干预组、单纯泽泻

汤血清干预组和 U0126 干预组的细胞 MMP鄄9 mR鄄
NA 表达显著降低(图 2)。
2郾 3摇 泽泻汤含药血清对巨噬细胞源性泡沫细胞的

MMP鄄9、p鄄ERK 和 ERK 蛋白表达的影响

Ox鄄LDL(50 mg / L)与大鼠腹腔巨噬细胞共同培

养 24 h 后,20%泽泻汤含药血清继续干预 24 h 后,收
集细胞,PBS 洗涤 2 次,采用细胞裂解液提取细胞总

蛋白,蛋白定量后,采用蛋白免疫印迹检测 MMP鄄9、p鄄
ERK 和 ERK 蛋白的表达水平。 结果发现大鼠腹腔巨

噬细胞(空白组)在体外培养过程中 MMP鄄9 和 p鄄ERK
有不少的表达,模型组的泡沫细胞 MMP鄄9 和 p鄄ERK
蛋白表达量较空白组略有增加,泽泻汤血清干预组、
单纯泽泻汤血清干预组和 U0126 干预组的细胞

MMP鄄9 和 p鄄ERK 蛋白表达量显著降低(图 3)。

3摇 讨摇 论

As 是许多心脑血管疾病的起点,严重危害人类

的生命健康。 单核 /巨噬细胞是参与动脉粥样硬化
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图 2. 不同干预方法对巨噬细胞源性泡沫细胞的 MMP鄄9
mRNA 表达水平的影响摇 摇 与模型组比较,泽泻汤含药血清干

预组和 U0126 干预组的泡沫细胞 MMP鄄9 mRNA 表达显著降低。

Figure 2. Effect of different intervention on MMP鄄9 mRNA
in foam cell derived from rat peritoneal macrophages

图 3. 不同干预方法对巨噬细胞源性泡沫细胞 MMP鄄9、
ERK 和磷酸化后 ERK(p鄄ERK)蛋白表达的影响 摇 摇 巨噬

细胞源性泡沫细胞经泽泻汤血清、U0126 干预后 MMP鄄9,p鄄ERK 表达

显著降低,单纯泽泻汤血清亦有类似的作用。

Figure 3. Effect of different intervention on MMP鄄9,ERK
and p鄄ERK protein in foam cell derived from rat peritoneal
macrophages

形成的重要炎症细胞,也是泡沫细胞的主要来源细

胞[6]。 单核 /巨噬细胞与 ox鄄LDL 接触,并通过膜表

面清道夫受体等无限制摄取 ox鄄LDL,最终形成泡沫

细胞,并分泌大量基质蛋白酶和细胞因子等,促进

As 的发生发展。 丝裂原活化蛋白激酶(mitogen ac鄄
tivated protein kinases,MAPK) 是哺乳动物细胞内广

泛存在的一类丝 /苏氨酸蛋白激酶,包括细胞外调

节蛋白激酶(ERK)、c鄄Jun 氨基末端激酶( JNK)和

p38 MAPK 等,与多种细胞反应( 如细胞增殖、分
化、转化及凋亡等)密切相关,其中 ERK、JNK 以及

p38 在动脉粥样硬化中具有重要作用。 ERK 的磷酸

化促进细胞增殖分化,诱导相应促炎分子分泌,与

As 进程密切相关。
泽泻汤出自东汉张仲景《金匮要略》篇,其调节

血脂代谢和抗动脉粥样硬化的作用在防治心脑血

管病方面逐渐成为研究热点。 刘金元等[7] 研究发

现泽泻汤对大鼠血脂及血液流变学指标明显改善,
认为该方对动脉粥样硬化大鼠血脂和血液流变学

指标具有调节作用,对受损血管具有修复作用。 泽

泻中主要含有的三萜类成分为泽泻醇 A,24鄄乙酰泽

泻醇 A,泽泻醇 B 及其 23鄄乙酰化物等。 近来有研究

提示泽泻主要成分泽泻醇 B 能作用人血管平滑肌

细胞和淋巴细胞而发挥抗 AS 的作用[8],Law 等研

究提示泽泻醇 B 能通过抑制内质网 Ca 离子 ATP 酶

而诱导自噬、抗细胞增殖的作用[9]。 本研究初步发

现泽泻汤具有改善泡沫细胞脂质累积的效应,提示

泽泻汤具有改善脂质代谢而发挥抗 As 的作用。 临

床和实验研究提示泽泻汤抗 As 的明确疗效,是否与

MMP鄄9 和 ERK 信号途径相关亦未见报道。
MMP鄄9 是降解细胞外基质最主要的 MMP,是参

与 As 进程中最主要的分子。 正常动脉壁内只有少

量无活性的 MMP鄄9 表达,而在 As 斑块中可检出多

种 MMP,其中 MMP鄄9 含量较多,活性最强。 MMP鄄9
是平滑肌细胞和单核 /吞噬细胞迁移的一种必要的

媒介,在对内膜损伤的反应及 As 病变形成的过程中

起关键作用。 在动脉粥样硬化斑块血管平滑肌细

胞及聚集的巨噬细胞内可诱导 MMP鄄9 表达,MMP鄄9
表达与斑块不稳定性和颈动脉粥样硬化的密切相

关[10鄄12]。 因此抑制 MMP鄄9 的表达具有抗 As 作用和

稳定斑块的可能。 ox鄄LDL 能够激活巨噬细胞 NF鄄
资b 通路,从而导致 MMP鄄9 大量表达[2,13], Zhang
等[14]研究表明 TGF鄄茁1 通过 ERK鄄NF鄄资B 通路诱导

MMP鄄9 的表达,提示 MMP鄄9 的表达与 ERK 通路调

控有关。 本研究发现大鼠腹腔巨噬细胞体外培养

过程中亦有部分 MMP鄄9 和 p鄄ERK 的表达,单纯加

入泽泻汤血清后亦能抑制 MMP鄄9 和 p鄄ERK 的表

达;加入 ox鄄LDL 后 p鄄ERK 和 MMP鄄9 表达水平略有

增加,经泽泻汤血清和 ERK 特异性抑制剂 U0126 干

预后 p鄄ERK 和 MMP鄄9 表达量明显降低,证实了

MMP鄄9 的表达与 ERK 通路调控有关,同时也提示

泽泻汤具有类似 U0126 的抑制 ERK 磷酸化的作用,
可能通过该途径调节 MMP鄄9 的表达。

总之,我们实验结果表明泽泻汤能抑制大鼠腹

腔巨噬细胞和泡沫细胞 MMP鄄9 的表达,并通过抑制

ERK 的磷酸化起作用,该研究结果的发现为阐明泽

泻汤抗动脉粥样硬化研究提供新的思路和实验

方法。
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