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[摘摇 要] 摇 目的摇 通过体外实验探讨 24鄄乙酰泽泻醇 A 对氧化型低密度脂蛋白(ox鄄LDL)诱导大鼠腹腔巨噬细胞

脂代谢因子 ATP 结合盒转运体 A1(ABCA1)、B 族清道夫受体(CD36)和炎症因子细胞外基质金属蛋白酶诱导因子

(CD147)、基质金属蛋白酶 9(MMP鄄9)蛋白表达的影响。 方法摇 分别采用 50 mg / L ox鄄LDL 和 10 mg / L Dil鄄ox鄄LDL
诱导巨噬细胞,10 mg / L 24鄄乙酰泽泻醇 A 进行干预。 荧光显微镜观察细胞内 Dil鄄ox鄄LDL 蓄积情况;蛋白免疫印迹

检测细胞 ABCA1、CD36、CD147、MMP鄄9 蛋白的表达。 结果摇 10 mg / L Dil鄄ox鄄LDL 诱导后大鼠腹腔巨噬细胞内有大

量的 Dil鄄ox鄄LDL 蓄积,10 mg / L 24鄄乙酰泽泻醇 A 干预后,细胞内 Dil鄄ox鄄LDL 蓄积明显减轻。 与对照组比较,50 mg /
L ox鄄LDL 诱导后大鼠腹腔巨噬细胞 ABCA1、CD36 和 CD147、MMP鄄9 蛋白表达明显增加,10 mg / L 24鄄乙酰泽泻醇 A
干预后,ABCA1 蛋白表达进一步上升(P < 0郾 01),CD36、CD147 和 MMP鄄9 蛋白表达被明显抑制(P < 0郾 05 或 P <
0郾 01)。 结论摇 24鄄乙酰泽泻醇 A 上调巨噬细胞的脂代谢因子 ABCA1 和抑制 CD36 的表达,减少胆固醇蓄积,同时

抑制炎症因子 CD147 和 MMP鄄9 的分泌。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To evaluate the effect of Alisol A 24鄄acetate on the protein expression of lipid metabolism fac鄄
tors ATP鄄binding cassette transporter A1 (ABCA1), class B scavenger receptor (CD36) and inflammatory factors extracel鄄
lular matrix metalloproteinase inducer (CD147), matrix metalloproteinase鄄9 (MMP鄄9) in oxidized low density liprotein
(ox鄄LDL)鄄stimulated rat peritoneal macrophages. 摇 摇 Methods 摇 Rat peritoneal macrophages were respectively treated
with 50 mg / L ox鄄LDL and 10 mg / L Dil鄄ox鄄LDL, and intervened with 10 mg / L Alisol A 24鄄acetate. 摇 Dil鄄ox鄄LDL accumu鄄
lation in macrophages was observed with fluorescence microscope. 摇 The protein expression of ABCA1, CD147, CD36 and
MMP鄄9 were detected by Western blot. 摇 摇 Results摇 After induced with 10 mg / L Dil鄄ox鄄LDL, a large number of Dil鄄ox鄄
LDL accumulation was observed in peritoneal macrophages of rats. 摇 Intracellular Dil鄄ox鄄LDL accumulation was significant鄄
ly reduced after 10 mg / L Alisol A 24鄄acetate intervention. 摇 Compared with the control group, the protein expressions of
ABCA1, CD36 and CD147, MMP鄄9 were significantly increased in peritoneal macrophages after induced with 50 ox鄄LDL
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mg / L. 摇 After 10 mg / L Alisol A 24鄄acetate intervention, the protein expression of ABCA1 was increased further (P <
0郾 01), and protein expressions of CD36, CD147 and MMP鄄9 were significantly inhibited (P < 0郾 05 or P < 0郾 01). 摇 摇
Conclusions摇 Alisol A 24鄄acetate can increase the expression of lipid metabolic factor ABCA1, inhibit the expression of
CD36, and reduce cholesterol accumulation in macrophages. 摇 Also it can inhibit the secretion of inflammatory factors
CD147 and MMP鄄9.

摇 摇 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是一种累及

全身大小动脉的慢性复杂性病变,近来本病的发病

率在我国日益增高,俨然成为心脑血管疾病的主要

危险因素。 As 过程十分复杂,早期脂质在血管壁沉

积[1],使内皮细胞功能紊乱,单核细胞黏附、聚集形

成单核 /巨噬细胞,并通过清道夫受体摄取氧化型

低密度脂蛋白( oxidized low density lipoprotein,ox鄄
LDL)转变为泡沫细胞[2],随着病变的进展,巨噬细

胞发生继发性凋亡、坏死,细胞膜崩解,脂质被释

放,于是被释放的脂质累积形成斑块中的坏死核,
扩大的坏死核可使斑块突入动脉腔内引起管腔狭

窄,使纤维帽变薄易破溃,继发一系列的病理生理

疾病,因此单核巨噬细胞激活形成泡沫细胞过程是

As 的核心步骤[3]。 ATP 结合盒转运体 A1 (ATP鄄
binding cassette transporter A1,ABCA1)是介导细胞

胆固醇流出的关键转运体,具有维持细胞脂质稳态

的功能[4]。 B 族清道夫受体(CD36)存在于细胞膜

的脂筏结构上,对脂质的转运内吞和信号传导非常

重要,至少结合巨噬细胞中 50%氧化型低密度脂蛋

白[5],使巨噬细胞活化成泡沫细胞,分泌大量的各

种各样的细胞因子和基质金属蛋白酶(matrix metal鄄
loproteinase,MMP),产生一系列的炎症反应。 近年

有研究发现细胞外基质金属蛋白酶诱导因子(extra鄄
cellular matrix metalloproteinase inducer,EMMPRIN /
CD147)作为一种促炎因子在粥样斑块中大量表

达[6],其通过细胞外调节蛋白激酶 1 / 2(extracellular
regulated protein kinase 1 / 2,ERK1 / 2)、核因子 资B 诱

导巨噬细胞产生 MMP鄄9,降解细胞外基质(extracel鄄
lular matrix,ECM),引起斑块不稳定,导致急性事件

的发生[7鄄8]。 因此,刺激动脉壁中巨噬细胞的胆固

醇外流、减少其摄取能够抑制泡沫细胞的形成,减
少炎症反应,从而阻止 As 的发生。

泽泻 为 泽 泻 科 植 物 泽 泻 [ Alisma orientalis
(Sam. ) Juzep. ]的干燥块茎。 在《神农本草经》被

列为上品,谓其“养五脏,益气力,肥健久冶。 近代药

理证明泽泻具有抑制 As 和活血化瘀的功效,以及利

尿、降低血压、抗脂肪肝等作用[9]。 大量研究证明,
泽泻醇类化合物是泽泻药材的调脂活性成分,其中

以 24鄄乙酰泽泻醇 A(Alisol A 24鄄acetate)的降胆固

醇作用最强[10]。 目前,24鄄乙酰泽泻醇 A 抗 As 的机

制研究较少见。 本实验基于 ox鄄LDL 和 Dil 标记的

氧化型低密度脂蛋白(Dil鄄ox鄄LDL)诱导后大鼠腹腔

巨噬细胞,观察 24鄄乙酰泽泻醇 A 对其脂代谢因子

和炎症因子的影响。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 主要材料

摇 摇 DMEM鄄F12 培养基购自 Hyclone 有限公司;胎
牛血清购自 FAA 有限公司;ox鄄LDL 和 Dil鄄ox鄄LDL
购自北京协生生物科技公司;24鄄乙酰泽泻醇 A 购自

上海康标化学品有限公司;ABCA1、CD36、CD147、
MMP鄄9 抗体购自 Abcam 公司;ECL 试剂和细胞裂解

液购自北京碧云天有限公司。 清洁级 SD 雄性大鼠

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 24鄄乙酰泽泻醇 A 的制备

24鄄乙酰泽泻醇 A(纯度逸98% ),溶解于二甲亚

砜,配制成 20 g / L 母液,取母液加入无血清培养基

稀释至 0郾 2 g / L 的浓度(二甲亚砜在培养基中的最

终浓度不超过 0郾 1% ),4益冰箱储存备用(3 个月内

用完)。
1郾 3摇 大鼠腹腔巨噬细胞提取及细胞培养

颈椎脱臼处死大鼠,75% 乙醇浸泡 5 ~ 10 min
后,于腹中线处剪开皮肤,暴露腹壁肌肉,用酒精消

毒腹壁,10% 胎牛血清 + DMEM / F12 培养液 10 ml
腹腔内灌洗 2 ~ 3 min,将细胞混悬液吸出,显微镜下

计数。 调整细胞浓度为 1 伊 109 个 / 升,取 1 ~ 2 mL
接种于 6 孔板中,置于 37益、5% CO2 培养箱中培

养,12 h 后更换培养液除去未贴壁细胞,贴壁细胞

则为腹腔巨噬细胞,贴壁细胞部分会有伪足生长,
可呈扁平梭型。
1郾 4摇 细胞活力测定

用 MTS 法测定:巨噬细胞以 5 伊 103 个 / 孔接种

于 96 孔板,细胞预加入不同浓度(5、10、20、30、40、
50 mg / L)24鄄乙酰泽泻醇 A,每组 3 复孔,共同培养
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12、24 h,更换无血清培养基后加入 MTS(20 滋L),
37益培养箱中孵育 2 h,待细胞溶液观察变色后于

540 nm 波长下检测光密度(optical density,OD)值。
1郾 5摇 24鄄乙酰泽泻醇 A 干预及分组

根据细胞活力测定,选择细胞活力最高的 10
mg / L 24鄄乙酰泽泻醇 A 作为干预浓度。 用含 10%
胎牛血清的 DMEM / F12 培养液调细胞密度至 1 伊
105 个 / 孔,接种于 6 孔板,24 h 后换入含 0郾 1%胎牛

血清的 DMEM / F12 培养液,使细胞静止 24 h 后,再
做相应处理,干预时间为 24 h,实验分 3 组:淤对照

组:含 10% 胎牛血清的 DMEM / F12 培养液;于ox鄄
LDL(或 Dil鄄ox鄄LDL)组:加 50 mg / L ox鄄LDL(或 10
mg / L Dil鄄ox鄄LDL)于含 10%胎牛血清的 DMEM / F12
培养液中培养;盂ox鄄LDL(或 Dil鄄ox鄄LDL) + 24鄄乙酰

泽泻醇 A 组:加 10 mg / L 24鄄乙酰泽泻醇 A 于含

10%胎牛血清的 DMEM / F12 培养液中培养,预处理

6 h 后,再加入 50 mg / L ox鄄LDL(或 10 mg / L Dil鄄ox鄄
LDL)继续培养。
1郾 6摇 免疫荧光检测巨噬细胞吞噬脂质

以 5 伊 103 个 / 孔将大鼠腹腔巨噬细胞接种于预

先放有无菌盖玻片的 6 孔培养板,用 Dil鄄ox鄄LDL 及

24鄄乙酰泽泻醇 A 干预后,用 PBS 冲洗盖玻片 3 次。
每块盖玻片荧光显微镜下随机取 5 个视野拍照

(400 倍),用 Image鄄Pro Plus 6郾 0 图像分析软件进行

定量分析。 实验均重复 3 次。
1郾 7摇 蛋白免疫印迹检测 ABCA1、CD36、CD147 和

MMP鄄9 蛋白的表达

收集上述干预结束的细胞,加入三去污细胞裂

解液裂解细胞,冰上放置 30 min,4益、12000 g 离心

力离心 2 min,弃除沉淀,BCA 法蛋白定量。 取 30
滋g 蛋白加入 2 伊 十二烷基硫酸钠凝胶加样缓冲液

中,100益水浴 10 min,立刻置于冰上备用。 8%十二

烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳分离,转至二氟化

树脂膜,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;予
ECL 显色剂显色后在凝胶成像系统扫描成像并分

析各种蛋白的表达水平。
1郾 8摇 数据处理及统计学分析

每组实验至少重复 3 次。 采用 SPSS 18郾 0 统计

软件分析数据,计量资料以x 依 s 表示,采用 One way鄄
ANOVA 分析,P < 0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 24鄄乙酰泽泻醇 A 对大鼠腹腔巨噬细胞的影响

不同浓度的 24鄄乙酰泽泻醇 A 与大鼠腹腔巨噬

细胞共培养 12、24 h 后,用 MTS 法测定细胞的活性。
结果表明 10 mg / L 24鄄乙酰泽泻醇 A 为适宜的干预

浓度(图 1)。

图 1. 24鄄乙酰泽泻醇 A 对巨噬细胞活力的影响摇 摇 a 为 P <
0郾 05,与 10 mg / L 24鄄乙酰泽泻醇 A 组比较。

Figure 1. Effect of Alisol A 24鄄acetate on rat peritoneal
macrophage cells viability

2郾 2摇 Dil鄄ox鄄LDL 负荷 SD 大鼠腹腔巨噬细胞及检测

10 mg / L Dil鄄ox鄄LDL 与大鼠腹腔巨噬细胞共同

培养 24 h 后,用 PBS 冲洗盖玻片 2 次,在荧光显微

镜下观察巨噬细胞吞噬大量的 Dil鄄ox鄄LDL,镜下呈

现鲜红的荧光。 与 Dil鄄ox鄄LDL 组巨噬细胞比较,
Dil鄄ox鄄LDL + 24鄄乙酰泽泻醇 A 组的细胞内红色荧光

较淡,且其平均荧光强度值小,提示经 24鄄乙酰泽泻

醇 A 干预后巨噬细胞内 Dil鄄ox鄄LDL 蓄积明显减少

(P < 0郾 01;图 2)。
2郾 3摇 24鄄乙酰泽泻醇 A 对 ox鄄LDL 诱导后巨噬细胞

ABCA1 和 CD36 蛋白表达的影响

各组细胞干预结束后,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 ABCA1、CD36 蛋白的表达水平。
结果发现巨噬细胞经 ox鄄LDL 诱导后 ABCA1、CD36
呈高表达状态,与对照组比较,差异有统计学意义(P
<0郾 01);经 24鄄乙酰泽泻醇 A 干预后,与 ox鄄LDL 组比

较,细胞 ABCA1 的表达显著升高(P < 0郾 01),然而

CD36 蛋白表达却被明显抑制(P <0郾 01;图 3)。

9CN 43鄄1262 / R摇 中国动脉硬化杂志 2016 年第 24 卷第 1 期



图 2. 荧光显微镜观察巨噬细胞内脂质(Dil鄄ox鄄LDL)的含量( 伊 400) 摇 摇 A 为对照组,B 为 Dil鄄ox鄄LDL 组,C 为 Dil鄄ox鄄LDL + 24鄄乙酰

泽泻醇 A 组。 对照组未见荧光脂质,Dil鄄ox鄄LDL 组巨噬细胞吞噬大量的脂质,经 24鄄乙酰泽泻醇 A 干预后细胞吞噬脂质明显减少。 a 为 P <
0郾 01,与 Dil鄄ox鄄LDL 组比较。

Figure 2. The changes of the lipid (Dil鄄ox鄄LDL) uptake after different interventions under the fluorescence microscopy ( 伊
400)

图 3. 不同干预对巨噬细胞 ABCA1、CD36 蛋白表达的影响

A 为对照组,B 为 ox鄄LDL 组,C 为 ox鄄LDL + 24鄄乙酰泽泻醇 A 组。 a
为 P < 0郾 01,与对照组比较;b 为 P < 0郾 01,与 ox鄄LDL 组比较。

Figure 3. Effect of different intervention on expression of
ABCA1 and CD36 protein in macrophages

2郾 4摇 24鄄乙酰泽泻醇 A 对 ox鄄LDL 诱导后巨噬细胞

CD147、MMP鄄9 蛋白表达的影响

CD147 和 MMP鄄9 蛋白在对照组均有一定的基

础表达;ox鄄LDL 诱导 24 h 后,两者表达均出现明显

的上升,与对照组相比差异有统计学意义 ( P <
0郾 01);24鄄乙酰泽泻醇 A 干预后, ox鄄LDL 诱导的

CD147、MMP鄄9 过表达可被部分抑制(图 4)。

3摇 讨摇 论

As 是一种复杂的血管性疾病,脂质代谢异常和

炎症因素是 As 发生发展过程中重要的危险因

素[11]。 巨噬细胞在 As 中起到至关重要的作用,通
过吞噬修饰的 LDL,分泌促炎因子、细胞因子,降解

ECM,促进 As 的发生发展[12]。 因此,通过调节动脉

壁中巨噬细胞的脂质平衡,能减少泡沫细胞的形

图 4. 不同干预对巨噬细胞 CD147、MMP鄄9 蛋白表达的影

响摇 摇 A 为对照组,B 为 ox鄄LDL 组,C 为 ox鄄LDL + 24鄄乙酰泽泻醇 A
组。 a 为 P < 0郾 01,与对照组比较;b 为 P < 0郾 05,c 为 P < 0郾 01,与 ox鄄
LDL 组比较。

Figure 4. Effect of different intervention on expression of
CD147 and MMP鄄9 protein in macrophages

成,抑制炎症反应,从而阻止 As 的发生。
ABCA1 是一种整合膜蛋白,是胆固醇逆转运的

“守门人冶之—,它以 ATP 为能源,促进细胞内游离

胆固醇和磷脂的流出,结合到细胞表面的载脂蛋白

A1,形成新生的高密度脂蛋白。 在胆固醇逆转运和

高密度脂蛋白生成的起始步骤中起重要作用[13]。
目前研究表明,增加巨噬细胞内胆固醇含量可显著

增加 ABCA1 的表达并提高载脂蛋白介导的脂质流

出[14],上调巨噬细胞 ABCA1 的表达能抑制 ox鄄LDL
诱导的巨噬细胞胆固醇蓄积[15]。 可见 ABCA1 作为
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介导细胞胆固醇流出的关键转运体,具有维持细胞

脂质稳态的功能。 而 CD36 受体是巨噬细胞膜上介

导内吞氧化脂蛋白的最主要清道夫受体[16鄄17],是巨

噬细胞泡沫化的主要途径之一,其广泛分布在单核

细胞、巨噬细胞、血小板、内皮细胞、视网膜色素上

皮细胞和脂肪细胞以及 As 病变中。 目前研究表明

CD36 缺陷患者巨噬细胞暴露于 ox鄄LDL 时,摄取 ox鄄
LDL 的量只有正常水平的 40% ~ 50% ,巨噬细胞不

会形成泡沫细胞,而正常人的巨噬细胞在相同的环

境下经 12 ~ 24 h 则可转变为泡沫细胞[5,18]。 Mar鄄
leau 等[19]以具有竞争力的配体(EP80317)干预巨

噬细胞,阻止 CD36 的 ox鄄LDL 结合位点,可降低 As
病变发病率。 另一方面,炎症反应在 As 病变过程中

起重要作用[20]。 大量的实验研究表明,粥样斑块的

不稳定性主要与 MMP 有关[21]。 As 的形成过程就

是 ECM 重构的过程,而 MMP 能够降解 ECM,在
ECM 重构中发挥重要作用。 MMP鄄9 是 MMP 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中扮演着重要

的作用。 CD147 是细胞外 MMP 的诱导剂,作为一

种广泛分布于体内的跨膜蛋白,在 As 病理过程中的

细胞激活和分化、血小板活化、粥样斑块稳定性等

方面发挥着重要作用。 ox鄄LDL 能增加 CD147 和

MMP鄄9 表达[22]。 Seizer 等[23] 在研究 CD34 + 组细胞

分化进展为泡沫细胞中也发现了 CD147 / MT1鄄MMP
(membrane鄄type 1 matrix metalloproteinase) / MMP鄄9
表达水平上调。 正是这种脂质代谢紊乱和炎症反

应在 As 方面的重要作用,使其成为近年来药物研发

热点之一。
泽泻汤调节血脂代谢和抗 As 的作用在防治心

脑血管病方面已有研究报道,其能上调 ABCA1 蛋白

表达,减少巨噬细胞源性泡沫细胞脂质沉积[24]。 泽

泻汤能调节 ERK 通路抑制泡沫细胞 MMP鄄9 表

达[25],从而在抗 As 中发挥一定的作用。 泽泻为泽

泻汤中的君药,是泽泻汤中的重要组成药物,泽泻

粗提取物对不同高脂血症大鼠模型都有降脂作

用[26]。 24鄄乙酰泽泻醇 A 是从泽泻脂溶性部分提取

的三萜类化合物中作用最强的降血脂有效成分[27]。
研究证实 24鄄乙酰泽泻醇 A 有抑制小鼠小肠酯化胆

固醇的能力,并使胆固醇在大鼠小肠内的吸收率降

低 34% [28]。 24鄄乙酰泽泻醇 A 通过调节血管平滑肌

细胞 ERK1 / 2 信号活性,抑制血管平滑肌细胞表型

转化,减少 MMP鄄9 表达水平,阻止 As 的进程[29]。
24鄄乙酰泽泻醇 A 在抗 As 方面具有较好的功

效,其是否能作用于巨噬细胞源性泡沫细胞以调节

胆固醇平衡和炎症反应来实现其功效尚未见研究

报道。 研究表明 ox鄄LDL 可显著增加细胞内总胆固

醇和胆固醇酯含量,与泡沫细胞生物学特点相

符[15]。 本实验体外培养诱导巨噬细胞为泡沫细胞,
采用 24鄄乙酰泽泻醇 A 进行干预,通过荧光 Dil 标记

ox鄄LDL 的方法观察巨噬细胞内脂质蓄积情况,我们

发现 24鄄乙酰泽泻醇 A 具有改善巨噬细胞泡沫化进

程中脂质蓄积的效应。 本研究还发现,对照组巨噬

细胞 ABCA1、CD36 呈低水平表达,加入 ox鄄LDL 后

能够促进 ABCA1、CD36 大量表达,经 24鄄乙酰泽泻

醇 A 干预后 ABCA1 的表达进一步升高,而 CD36 的

表达被抑制。 ABCA1 高表达能促进胆固醇外

流[30],缺乏 CD36 的表达能减少胆固醇的摄取[31],
从而改善细胞内脂质蓄积情况。 我们的结果还显

示,24鄄乙酰泽泻醇 A 能抑制 ox鄄LDL 诱导的 CD147
和 MMP鄄9 的表达;有学者研究发现利用 CD147 基

因沉默封闭 CD147 蛋白表达可抑制 MMP鄄9 的表

达[23]。 提示 24鄄乙酰泽泻醇 A 可能通过抑制 CD147
蛋白的表达以改善巨噬细胞泡沫化进程中炎症反

应因子 MMP鄄9 的表达。
综上所述,24鄄乙酰泽泻醇 A 具有调节 ox鄄LDL

诱导的大鼠腹腔巨噬细胞脂质代谢因子 ABCA1、
CD36 的表达,减少胆固醇蓄积,促进细胞脂质平

衡,同时通过调节促炎因子 CD147 而减少 MMP鄄9
的表达。
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