
[收稿日期] 　 ２０１５￣１０￣２９ [修回日期] 　 ２０１６￣０３￣０３
[基金项目] 　 浙江省自然科学基金资助项目(ＬＱ１３Ｈ３１０００３)ꎻ浙江省教育厅科研项目(Ｙ２００９０６３３３)ꎻ浙江省中医药重点项目

(２００９ＣＢ００５)
[作者简介] 　 闫昭芫ꎬ本科在读ꎬ主要从事生物科学研究ꎮ 耿伸ꎬ硕士研究生ꎬ主要从事中医药心血管疾病治疗研究ꎮ 刘佳ꎬ
硕士研究生ꎬ主要从事中医药心血管疾病治疗研究ꎮ 通讯作者柴惠ꎬ副教授ꎬ主要从事中药药理学研究ꎮ

[文章编号] 　 １００７￣３９４９(２０１６)２４￣０４￣０３６１￣０７ 􀅰实验研究􀅰

丹参酮ⅡＡ 对 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的小鼠巨噬细胞源性泡沫细胞
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[摘　 要] 　 目的　 应用双向电泳和质谱技术研究丹参酮ⅡＡ 对 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的 ＲＡＷ２６４.７ 小鼠巨噬细胞源性泡沫

细胞蛋白质组的影响ꎬ探讨丹参酮ⅡＡ 调脂和抗动脉粥样硬化作用的分子机制ꎮ 方法　 分离纯化获得人血清低密

度脂蛋白(ＬＤＬ)ꎬ用 ＣｕＳＯ４ 进行氧化得到 ｏｘ￣ＬＤＬꎬ与 ＲＡＷ２６４.７ 细胞共孵育ꎬ形成的泡沫细胞用含 ２０ ｍｇ / Ｌ 丹参酮

ⅡＡ 继续培养 ２４ ｈ 作为丹参酮组ꎬ不含丹参酮ⅡＡ 的溶液培养 ２４ ｈ 作为对照组ꎬ经超声破碎细胞ꎬ离心ꎬ取上清进

行蛋白质定量ꎬ丹参酮ⅡＡ 组和对照组蛋白质等量上样ꎬ进行双向电泳ꎬ电泳完毕后用硝酸银染色得到不同样品的

蛋白质组图谱ꎮ 经 Ｌａｂｓｃａｎ 软件进行差异蛋白质组分析ꎬ选取蛋白质表达量差异超过 ２ 倍的蛋白质作为差异蛋白ꎮ
经胶内酶解及质谱分析ꎬ得到肽质量指纹图谱ꎬ通过 Ｍａｓｃｏｔ 数据库搜索ꎬ结合 ２￣Ｄ 图谱上蛋白质的分子量、等电点

信息鉴定蛋白质ꎮ 结果　 丹参酮组钙网蛋白、波形蛋白、过氧化物酶 ２、ＣｕＺｎ￣超氧化物歧化酶(ＣｕＺｎ￣ＳＯＤ)、亮氨酸

拉链蛋白、ｓｔａｂｉｌｉｎ￣１、造血细胞系特异性蛋白表达量增加ꎬ而 ＧＴＰ 蛋白、ＡＴＰ 合酶、ｍｉｍｉｔｉｎ、 ＩＬ￣５、热休克蛋白 ７０
(ＨＳＰ７０)、翻译控制肿瘤蛋白、氯离子通道蛋白 １ 表达量降低ꎮ 结论　 丹参酮ⅡＡ 通过降低 ＧＴＰ 蛋白和 ＨＳＰ７０ 表

达以及提高钙网蛋白表达改善泡沫细胞对脂代谢的调控功能ꎻ通过提高 ｓｔａｂｉｌｉｎ￣１ 表达和降低 ＡＴＰ 合酶表达调节

细胞的吞噬能力ꎻ通过提高亮氨酸拉链蛋白和波形蛋白表达促进脂与脂蛋白的代谢ꎻ通过提高过氧化物酶 ２ 和

ＣｕＺｎ￣ＳＯＤ 表达起到清除氧自由基和抗脂质过氧化作用ꎻ通过降低 ｍｉｍｉｔｉｎ 和 ＩＬ￣５ 表达以及提高造血细胞系特异性

蛋白表达而具有抗炎和抗细胞凋亡作用ꎻ通过降低氯离子通道蛋白 １ 和翻译控制肿瘤蛋白表达具有抗肿瘤作用ꎮ
因此可以认为丹参酮ⅡＡ 可能具有调节血脂和抗动脉粥样硬化作用ꎬ在临床上可以用于心脑血管疾病的治疗ꎮ
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丹参中分离出来的一种脂溶性的二萜类化合物ꎮ
虽然研究表明丹参酮具有抗氧化、抗血小板聚集、
改善微循环、降血脂等药理作用ꎬ临床上丹参酮制

剂也被用于冠心病治疗ꎬ但其作用的分子机制仍不

清楚ꎮ 本研究以氧化型低密度脂蛋白(ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ
ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬｏｘ￣ＬＤＬ)诱导 ＲＡＷ２６４.７ 细胞所

形成的泡沫细胞为研究对象ꎬ分析丹参酮ⅡＡ 作用

前后泡沫细胞蛋白质组的变化ꎬ从泡沫细胞蛋白质

表达角度深入探讨丹参酮ⅡＡ 抗动脉粥样硬化治疗

冠心病的作用机制ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 实验材料

小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ２６４.７ 由奥地利格拉茨大学

生物化学研究所惠赠ꎻ丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、尿
素、硫脲、甘氨酸、ＴＲＩＳ、ＣＨＡＰＳ、ＳＤＳ、碘乙酰氨、ＩＰＧ
胶条为 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司产品ꎬ２￣Ｄ ｃｌｅａｎ ｕｐ 试剂盒为 ＧＥ
ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ 公司产品ꎬ所有溶液用 ＭｉｌｌｉＱ 水配制ꎮ
１.２　 主要仪器

ＥｔｔａｎＴＭ ＩＰＧｐｈｏｒＴＭ 等 电 聚 焦 电 泳 仪、 ＥｔｔａｎＴＭ

ＤＡＬＴＳｉｘ 垂直板电泳仪、ＵＭＡＸ Ｉｍａｇｅ Ｓｃａｎｎｅｒ 凝胶

扫描仪及 Ｌａｂｓｃａｎ 软件均为美国 ＧＥ ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ 公司

产品ꎬＰ８０ＭＸ 超速冷冻离心机和 ＵＶ８２００ 分光光度

计为日本日立公司产品ꎮ
１.３　 ｏｘ￣ＬＤＬ 的制备

取健康人血清ꎬ用序列超速离心法及 Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ
６Ｂ 凝胶过滤法分离获取纯化的低密度脂蛋白( ｌｏｗ
ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬＬＤＬ)ꎮ 定量后用 ０.０１ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ
将其稀释至 ５０ ｇ / Ｌꎬ向稀释后的 ＬＤＬ 中加入 １ ｍｏｌ / Ｌ
ＣｕＳＯ４ꎬ使之终浓度为 ５ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ３７℃水浴 ２４ ｈꎮ 氧

化结束后取少量样品ꎬ根据硫代巴比妥酸反应物含量

来鉴定 ＬＤＬ 氧化程度ꎬ按照丙二醛(ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬ
ＭＤＡ)测定试剂盒说明书测定 ＬＤＬ 氧化程度ꎬ其余

ｏｘ￣ＬＤＬ 转入透析袋中ꎬ置于含 ０. １％ ＥＤＴＡ￣Ｎａ２ 的

ＰＢＳ 缓冲液中ꎬ４℃透析 ２４ ｈꎬ每 ２ ｈ 换液一次ꎬ第 ４ 次

透析过夜ꎮ 透析完毕ꎬ用 ＰＥＧ２００００ 浓缩ꎬ０.２２ μｍ 微

孔滤膜过滤除菌ꎬ测定浓度后于 ４℃保存ꎮ
１.４　 细胞培养及蛋白质提取

将细胞接种于 ６ 个 ７５ ｃｍ２ 培养瓶中ꎬ每瓶细胞

培养液 １０ ｍＬꎬ细胞密度为 ５.０×１０８ ｃｅｌｌｓ / Ｌꎬ培养过

夜后ꎬ分为两组:①丹参酮ⅡＡ 组:以含 ２０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣
ＬＤＬ 细胞培养液培养细胞 ２４ ｈ 后换成 ２０ ｍｇ / Ｌ 丹

参酮ⅡＡ 细胞培养液继续培养 ２４ ｈꎮ ②对照组:以
含 ２０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 细胞培养液培养细胞 ２４ ｈ 后换

成细胞培养液继续培养 ２４ ｈꎮ 两组均在 ３７℃、５％
ＣＯ２ 的培养箱中培养ꎮ 培养完毕后ꎬ弃上清液ꎬ用无

菌生理盐水洗涤 ３ 次ꎮ 刮下细胞ꎬ收集在 ＥＰ 管中ꎬ
加入 １ ｍＬ 细胞裂解液(３０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓꎬ８ ｍｏｌ / Ｌ 尿

素ꎬ４％ＣＨＡＰＳꎬｐＨ８.５)ꎬ在冰浴下超声破碎细胞ꎬ功
率 ２００ Ｗꎬ超声 １０ ｓꎬ间歇 １０ ｓꎬ工作 １５ 次ꎻ４℃、
１２ ０００ ｇ 离心 ３０ ｍｉｎꎬ收集上清ꎮ 并用 ２Ｄ￣Ｑｕａｎｔ Ｋｉｔ
定量试剂盒测定蛋白浓度ꎬ分装ꎬ－８０℃保存ꎮ
１.５　 双向电泳

提取的细胞内蛋白质用水化液(８ ｍｏｌ / Ｌ 尿素ꎬ
２％ＣＨＡＰＳꎬ１３ ｍｍｏｌ / Ｌ ＤＴＴꎬ０.５％ＩＰＧ ｂｕｆｆｅｒꎬ ０.００２％
溴酚蓝)定容到 ３００ μｇ 蛋白质 / ４５０ μＬꎬ采用胶内泡

涨的方法上样ꎬ两组样品被加到 ６ 条 ｐＨ４~７ 的胶条

中ꎬ进行第一向等电聚焦电泳ꎬ等电聚焦参数:３０ Ｖ
１２ ｈ、５００ Ｖ １ ｈ、１０００ Ｖ １ ｈ、８０００ Ｖ ８ ｈꎮ 等电聚集后ꎬ
胶条 于 平 衡 液 １ ( １％ ＤＴＴꎬ ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌꎬ
６ ｍｏｌ / Ｌ尿素ꎬ３０％甘油ꎬ２％ＳＤＳꎬ０.００２％溴酚蓝)、平
衡液 ２(４％碘乙酰氨ꎬ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌꎬ ６ ｍｏｌ / Ｌ

２６３ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ４ꎬ２０１６



尿素ꎬ３０％甘油ꎬ２％ＳＤＳꎬ０.００２％溴酚蓝)中各平衡

１５ ｍｉｎꎬ然后转移到已制好的１２.５％聚丙烯酰胺凝胶

上ꎬ用０.５％琼脂糖封顶ꎬ进行第二向 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ
电泳参数:３０ Ｗ ４５ ｍｉｎ、９０ Ｗ ６ ｈꎮ 直到溴酚蓝染料

迁移至胶的底部边缘ꎬ结束电泳ꎮ
１.６　 图像扫描分析

电泳结束后ꎬ轻轻敲开夹层玻璃ꎬ取出凝胶转

移到染色盒里ꎬ进行硝酸银染色ꎮ 经染色后的凝胶

用 ＵＭＡＸ Ｉｍａｇｅ Ｓｃａｎｎｅｒ 凝胶扫描仪及 Ｌａｂｓｃａｎ 软件

进行 扫 描ꎬ 蛋 白 质 组 图 谱 用 Ｉｍａｇｅ Ｍａｓｔｅｒ ２Ｄ
Ｐｌａｎｔｉｎｕｍ ６.０ 软件进行差异蛋白质分析ꎮ
１.７　 胶内酶解及质谱分析

制作一块制备胶ꎬ银染后切取经分析后有表达

差异的蛋白质点ꎬ置于离心管中ꎬ用双蒸水冲洗后

加入 ５０ μＬ 脱色液[５０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｎａ２Ｓ２Ｏ３ꎬ１５ ｍｍｏｌ / Ｌ
Ｋ３Ｆｅ(ＣＮ) ６]脱色 １０ ｍｉｎꎬ双蒸水冲洗ꎬ去除溶液ꎬ再
用 ２００ μＬ ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮＨ４ＨＣＯ３ 冲洗ꎬ剧烈振荡 １０
ｍｉｎꎬ去除液体后用 １００ μＬ 乙腈脱水 ８ ｍｉｎꎬ迅速干

燥ꎬ估计干胶体积ꎬ加入 ３ 倍体积的 １２.５ ｍｇ / Ｌ 胰蛋

白酶(用 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮＨ４ＨＣＯ３ 配制)ꎬ３７℃ 酶解过

夜ꎬ酶解后用 １５ μＬ 萃取液 (Ｈ２Ｏ ∶ ＴＦＡ ∶ 乙腈 ＝
４５ ∶ ５ ∶ ５０)萃取 ２ 次ꎬ合并萃取液ꎬ冷冻干燥后加入

１.２ μＬ 含 ０.１％ＴＦＡ 的洗脱液重新溶解多肽片段ꎬ取
０.３ μＬ 样品点于靶上ꎬ加入等量的饱和基质溶液ꎬ
进行 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 检测ꎬ得到肽质量指纹图

谱ꎬ通过 Ｍａｓｃｏｔ 数据库搜索ꎬ结合 ２￣Ｄ 图谱上蛋白

质的分子量、等电点信息鉴定蛋白质ꎮ
１.８　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ １３.０ 统计学软件ꎬ计量资料以ｘ±ｓ 表
示ꎬ组间比较采用 ｔ 检验ꎬ相关性分析采用 Ｐｅａｒｓｏｎ
直线相关分析法ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ｏｘ￣ＬＤＬ 氧化程度的鉴定

ＬＤＬ 经 ＣｕＳＯ４ 氧化修饰后ꎬ用 ＭＤＡ 法测定ꎬ在 λ
＝５３２ 处测得标准品、空白对照品和样品的吸收值分

别为 ０.１３４７、０. ００２７、０. ０２１２ꎬ蛋白浓度为 ５０ ｍｇ / Ｌꎬ
ＭＤＡ 含量＝(样品 ＯＤ 值－空白对照品 ＯＤ 值) / (标准

品 ＯＤ 值－空白对照品 ＯＤ 值)×１０ /蛋白质浓度ꎬ计算

得出 ｏｘ￣ＬＤＬ 中丙二醛含量为 ２８.０３ μｍｏｌ / ｇꎮ
２.２　 不同浓度的丹参酮ⅡＡ 对细胞活性的影响

不同浓度的丹参酮ⅡＡ 与 ＲＡＷ２６４.７ 细胞共培

养 ２４ ｈ 后ꎬＭＴＴ 法测定细胞活性ꎬ结果发现ꎬ丹参酮

ⅡＡ 在 ０ ~ ２０ ｍｇ / Ｌ 浓度范围内对 ＲＡＷ２６４.７ 细胞

无毒性ꎬ从 ３０ ｍｇ / Ｌ 起对细胞活性有显著抑制作用

(图 １)ꎮ 因此选择 ２０ ｍｇ / Ｌ 以下的浓度来研究丹参

酮ⅡＡ 对 ＲＡＷ２６４.７ 细胞蛋白质组的影响ꎮ

图 １. 丹参酮ⅡＡ 对 ＲＡＷ２６４.７ 细胞活性的影响(ｎ＝ ６) 　 　 ａ
为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ０ ｍｇ / Ｌ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｔａｎｓｈｉｎｏｎｅ Ⅱ Ａ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ
ＲＡＷ２６４.７ ｃｅｌｌ(ｎ＝ ６)

２.３　 ｏｘ￣ＬＤＬ 浓度的选择

不同浓度的 ｏｘ￣ＬＤＬ 与 ＲＡＷ２６４.７ 细胞共培养

２４ ｈ 后ꎬＭＴＴ 法测定细胞活性ꎬ结果发现ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 浓

度从 ２０ ｍｇ / Ｌ 起对细胞生长有显著抑制作用(图
２)ꎮ 经泡沫细胞形态学观察和胆固醇酯测定ꎬ２０
ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的泡沫细胞形态完整(图 ３)ꎻ倒
置显微镜下ꎬ相比于 ｏｘ￣ＬＤＬ 干预之前ꎬ巨噬细胞呈

贴壁生长ꎬ大多呈类圆形或不规则形ꎬ体积较小ꎬ生
长很快ꎻ干预之后成为泡沫细胞ꎬ细胞体积明显增

大ꎬ细胞突触形成明显ꎬ胞浆增加ꎬ疏松化ꎬ胞内可

见大量大小不等的脂滴ꎻ油红 Ｏ 染色显示ꎬ细胞浆

内出现大量红染物质(约占 ６０％)ꎮ 胆固醇酯比重>
６０％ꎬ符合泡沫细胞特征ꎮ

图 ２. ｏｘ￣ＬＤＬ 对 ＲＡＷ２６４.７ 巨噬细胞活性的影响(ｎ ＝ ６) 　
ａ 为Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ０ ｍｇ / Ｌ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｘ￣ＬＤＬ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＲＡＷ２６４.７
ｃｅｌｌ(ｎ＝ ６)

２.４　 差异蛋白质分析

６ 块胶扫描所得的蛋白质组图谱用 Ｉｍａｇｅ
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图 ３. ２０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的泡沫细胞(４０×１０)
Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ２０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ(４０×１０)

Ｍａｓｔｅｒ ２Ｄ Ｐｌａｎｔｉｎｕｍ ６.０ 软件分析ꎬ胶中平均检测到

５６８ 个点ꎬ其中所有图谱共有的点有 ３８２ 个ꎮ 对这

些蛋白质点进行差异比较ꎬ从中选择蛋白质表达量

差异超过 ２ 倍的蛋白质作为差异蛋白ꎮ 在本实验

中ꎬ共鉴定出 １４ 个差异蛋白ꎬ其中有 ７ 个蛋白质在

丹参酮ⅡＡ 作用过程中表达量增高ꎬ７ 个蛋白质表

达量降低(图 ４)ꎮ

图 ４. 差异蛋白在双向电泳凝胶图谱中的比较分析　 　 第 １、３、５、
７排为对照组ꎬ第 ２、４、６、８排为丹参酮ⅡＡ组ꎮ １￣１４如表 １中编号ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｗｏ
ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

２.５　 质谱分析

上述 １４ 个差异蛋白质凝胶斑点经酶解和质谱测

定获得肽质量指纹图谱ꎬ通过 Ｍａｓｃｏｔ 数据库搜索ꎬ结
合 ２￣Ｄ 图谱上蛋白质的分子量、等电点等信息ꎬ最终

确定 １４ 个蛋白质ꎬ其中钙网蛋白、波形蛋白、过氧化

物酶 ２、ＣｕＺｎ￣超氧化物歧化酶(ＣｕＺｎ￣ＳＯＤ)、亮氨酸

拉链蛋白、ｓｔａｂｉｌｉｎ￣１、造血细胞系特异性蛋白在用药

后表达量增加ꎬ而 ＧＴＰ 蛋白、ＡＴＰ 合酶、ｍｉｍｉｔｉｎ、白细

胞介素 ５( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣５ꎬＩＬ￣５)、热休克蛋白 ７０(ｈｅａｔ
ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ７０ꎬＨＳＰ７０)、控制翻译肿瘤蛋白、氯离子

通道蛋白 １ 在用药后表达量降低(表 １)ꎮ

表 １. 差异蛋白质的质谱鉴定

Ｔａｂｌｅ １. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂｙ
ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

蛋白分类 编号 蛋白名称 分子量 ＰＩ Ａｖ.Ｒａｔｉｏ

影响细胞调控 １ ＧＴＰ 蛋白 ４０５７８.３ ５.５０ －２.５０

２ 钙网蛋白 ４７９６４.９ ４.３３ ＋２.８２

３ 热休克蛋白 ７０ ７３４８２.７ ５.９１ －３.５３

影响吞噬功能 ４ ＡＴＰ 合酶 １８７３７.６ ５.５２ －２.０１

５ ｓｔａｂｉｌｉｎ￣１ ２７６０７３.８ ６.２０ ＋３.８２

调节脂质代谢 ６ 波形蛋白 ５１５３３.１ ４.９６ ＋２.０２

７ 亮氨酸拉链蛋白 １１７１０４.９ ８.６１ ＋２.６４

抗氧化作用 ８ 过氧化物酶 ２ ２１７６５.１ ５.２０ ＋２.５８

９ ＣｕＺｎ￣超氧化物歧化酶 １５９３２.８ ６.０２ ＋２.１８

抗炎抗凋亡作用 １０ ｍｉｍｉｔｉｎ １９６１５.８ ７.８８ －２.４３

１１ 白细胞介素 ５ ４６８８３.５ ６.１９ －２.５３

１２ 造血细胞系特异性蛋白 ５４１７９.１ ４.７３ ＋３.４２

抗肿瘤作用 １３ 控制翻译肿瘤蛋白 １９４４４９.６ ４.７６ －２.８１

１４ 氯离子通道蛋白 １ ２６９６３.８ ５.０９ －３.７５

３　 讨　 论

丹参酮ⅡＡ 是从中药丹参中分离出的一种脂溶

性的二萜类成分ꎬ大量前期研究证明丹参酮ⅡＡ 具

有降血脂、抗动脉粥样硬化和抗氧化等作用ꎬ但是

其确切的作用机制仍不十分清楚ꎮ 我们选择

ＲＡＷ２６４.７ 巨噬细胞ꎬ用 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导形成巨噬细胞

源性泡沫细胞为模型ꎬ将丹参酮ⅡＡ 与泡沫细胞共

孵育ꎬ应用蛋白质组技术与方法分析药物作用后细

胞内蛋白质组的变化ꎬ找出药物作用后的差异蛋白

质ꎬ从而阐述丹参酮ⅡＡ 可能的调血脂、抗动脉粥样

硬化的作用途径和分子机制ꎮ
实验中筛选并鉴定出 １４ 个差异蛋白质ꎬ其中钙

网蛋白、波形蛋白、过氧化物酶 ２、ＣｕＺｎ￣ＳＯＤ、亮氨酸

拉链蛋白、ｓｔａｂｉｌｉｎ￣１、造血细胞系特异性蛋白在用药

后表达增加ꎬ而 ＧＴＰ 蛋白、ＡＴＰ 合酶、ｍｉｍｉｔｉｎ、白细

胞介素 ５、ＨＳＰ７０、控制翻译肿瘤蛋白、氯离子通道蛋

４６３ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ４ꎬ２０１６



白 １ 在用药后表达降低ꎮ 通过对上述 １４ 个差异蛋

白质的分析ꎬ我们认为丹参酮ⅡＡ 可能具有以下几

个方面的作用ꎮ
３.１　 丹参酮ⅡＡ 影响细胞的调控功能

Ｇ 蛋白为 α、β、γ 亚基组成的杂三聚体ꎬ有报道

称ꎬＧ 蛋白偶联受体参与平滑肌细胞增殖ꎬ在动脉内

膜增生过程中发挥着重要作用[１]ꎮ 故而在细胞泡沫

化损伤后ꎬＧ 蛋白的表达呈时间依赖性递增ꎬ一旦 Ｇ
蛋白的表达被药物抑制ꎬＧ 蛋白信号传导的中断将产

生长期中断内膜增生的作用ꎮ 在本研究中ꎬ丹参酮Ⅱ
Ａ 使 Ｇ 蛋白表达量显著下降ꎬ因此丹参酮ⅡＡ 可能通

过抑制 Ｇ 蛋白的表达而具有抗内膜增生的作用ꎮ
同时ꎬ另外一个信号通道ꎬ生物体内的钙网蛋白

具有调节细胞凋亡、应激、心血管炎症反应等多种生

理和病理生理过程ꎮ 以往研究发现ꎬ钙网蛋白表达的

升高可以增强内质网 Ｃａ２＋缓冲能力ꎬ抵制高浓度 Ｃａ２＋

的毒性作用ꎬ并可以增强细胞对氧自由基诱导的氧化

应激损伤的抵抗力[２]ꎻ钙网蛋白能够提高脑毛细血管

内皮细胞对缺氧 /复氧的适应性反应ꎬ减少细胞凋亡ꎬ
是心肌缺血早期重要的保护因子[３]ꎻ钙网蛋白还能抑

制内皮细胞增殖和血管生成[４]ꎮ 在本研究中ꎬ丹参酮

ⅡＡ 使钙网蛋白表达量显著升高ꎬ提示丹参酮ⅡＡ 可能

通过升高钙网蛋白的表达来调控巨噬细胞 Ｃａ２＋稳态ꎮ
可见ꎬ丹参酮ⅡＡ可以增强巨噬细胞氧化应激损伤的

抵抗能力ꎬ减轻炎症反应ꎬ减少细胞凋亡ꎬ并且有防止

动脉粥样硬化血管再生的作用ꎮ
ＨＳＰ７０ 是一个与损伤相关的炎症诱导因子[５]ꎬ

可升高促炎症因子单核细胞趋化蛋白 １ 和纤维转化

生长因子的表达ꎬ增加心肌肥厚和纤维化的危

险[６]ꎮ 不仅如此ꎬ研究发现 ＨＳＰ７０ 与 ＭＳＲ 的 Ｎ 端

包浆区相结合ꎬ有助于 ＭＳＲ 的功能发挥和信号传

导[７]ꎮ 在本研究中ꎬ丹参酮ⅡＡ 使 ＨＳＰ７０ 表达量显

著降低ꎬ推测丹参酮ⅡＡ 能够通过降低 ＨＳＰ７０ 的表

达来影响 ＭＳＲ 的功能和表达ꎬ减少 ＭＳＲ 对修饰的

低密度脂蛋白的吞噬ꎮ 如若能控制 ＨＳＰ７０ 的表达ꎬ
则延缓甚至阻止动脉粥样硬化的进程[８]ꎮ 丹参酮

在此方面显示了很好的前景ꎮ
３.２　 丹参酮ⅡＡ 影响细胞的吞噬功能

以往普遍认为 ＡＴＰ 合酶只在线粒体上表达ꎬ最
近研究发现该酶也存在于多种细胞膜表面ꎬ作为多

种配体的受体参与脂质代谢的调控、控制细胞的增

殖与分化等[９]ꎮ 在前脂肪细胞向脂肪细胞转化过

程中ꎬＡＴＰ 合酶的表达显著增加[１０]ꎮ 在脂类代谢

中ꎬ通过使用小分子 ＡＴＰ 合酶抑制剂ꎬ能够抑制细

胞溶质的脂滴形成[１１]ꎮ ＡＴＰ 合酶的 β 亚基与 ＡｐｏＡ
Ⅰ有高亲和力[１２]ꎬ在 ＡｐｏＡⅠ结合 ＡＴＰ 合酶后ꎬ通
过产生 ＡＤＰꎬ促使高密度脂蛋白(ｈｉｇｈ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏ￣
ｐｒｏｔｅｉｎꎬＨＤＬ)内吞受体 Ｐ２Ｙ１３ 完成内吞[１３]ꎮ 在本

研究中ꎬ丹参酮ⅡＡ 使 ＡＴＰ 合酶表达量显著下降ꎬ
推测丹参酮ⅡＡ 可能通过减少 ＡＴＰ 合酶的表达ꎬ从
而降低巨噬细胞的吞噬功能ꎬ抑制巨噬细胞内脂滴

形成ꎬ减轻泡沫化作用ꎮ
ｓｔａｂｉｌｉｎ￣１ 又称 ＦＥＥＬ￣１ 或 ＣＬＥＶＥＲ￣１ꎬ是一个具

有多功能的Ⅰ型跨膜受体[１４]ꎬ最初发现于肝窦内皮

细胞ꎬ被称为具有清道夫受体功能的高分子蛋白ꎮ
ｓｔａｂｉｌｉｎ￣１ 也表达于选择性激活的巨噬细胞表面ꎬ调
节巨噬细胞吞噬功能ꎬ在正常鼠源性巨噬细胞表面

却少见其表达[１５]ꎮ 据报道 ｓｔａｂｉｌｉｎ￣１ 还能调节细胞

内 ａｃ￣ＬＤＬ 的转运和代谢[１６]ꎬ具有抗炎、抗动脉粥样

硬化作用ꎮ 在本研究中ꎬ丹参酮ⅡＡ 使 ｓｔａｂｉｌｉｎ￣１ 表

达量显著增高ꎬ丹参酮ⅡＡ 的使用可能通过升高

ｓｔａｂｉｌｉｎ￣１ 的表达来调节巨噬细胞的吞噬功能起到抗

动脉粥样硬化的作用ꎮ
３.３　 丹参酮ⅡＡ 具有调节脂代谢的作用

波形蛋白是一类中间丝蛋白ꎬ与细胞延伸、黏
附及核信号传导密切相关ꎮ 细胞中氧化固醇结合

蛋白(ｏｘｙｓｔｅｒｏｌ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＯＳＢＰ)具有调节脂质

和胆固醇代谢的作用ꎬ它与氧化固醇结合蛋白相关

蛋白 ４(ＯＳＢＰ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ４ꎬＯＲＰ４)高度同源ꎬ而
ＯＲＰ４ 的固醇结合位点可结合波形蛋白、胆固醇、氧
化固醇ꎬ并与丝状波形蛋白网络作用ꎬ转运胆固

醇[１７]ꎮ 波形蛋白还能与细胞中激素敏感脂肪酶

(ｈｏｒｍｏｎｅ￣ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｌｉｐａｓｅꎬＨＳＬ)相互作用ꎬ促进脂类

分解和胆固醇运输[１８]ꎮ 波形蛋白还是细胞骨架结

构中一种主要成分ꎬ在细胞的完整性和细胞骨架的

稳定性中发挥作用ꎬ所以增强波形蛋白的表达有助

于细胞骨架结构的稳定ꎬ具有抗细胞凋亡的作

用[１９]ꎮ 本研究发现丹参酮ⅡＡ 使波形蛋白含量显

著增加ꎬ丹参酮ⅡＡ 可能通过升高波形蛋白表达来

调节巨噬细胞内胆固醇的代谢平衡ꎬ增强细胞结构

的稳定性ꎬ发挥抗动脉粥样硬化的作用ꎮ
固醇调节元件结合蛋白(ｓｔｅｒｏｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ

ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＳＲＥＢＰ)是一类能与胆固醇调节元件

ＳＲＥ￣１ 发生特异性结合的碱性螺旋￣环￣螺旋亮氨酸拉

链蛋白ꎬ它可激活一系列涉及胆固醇、不饱和脂肪酸、
甘油三酯等生物合成以及脂质摄取所需要的酶ꎬ参与

胆固醇代谢和酶的转录[２０￣２１]ꎮ 此外ꎬ亮氨酸拉链蛋白

还具有显著的抗炎功效ꎮ 研究发现糖皮质激素诱导
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的亮氨酸拉链蛋白能够抑制 ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣１ 的表

达[２２]ꎮ 在本研究中ꎬ丹参酮ⅡＡ 使亮氨酸拉链蛋白的

表达量显著增加ꎬ丹参酮ⅡＡ 可能通过升高亮氨酸拉

链蛋白的表达来增加 ＳＲＥＢＰ 的表达及活性ꎬ从而调

节胆固醇代谢ꎮ 亮氨酸拉链蛋白表达增加也能起到

抑制细胞炎症因子的表达ꎬ调节细胞凋亡信号通路ꎬ
抑制巨噬细胞凋亡ꎮ
３.４　 丹参酮ⅡＡ 具有抗氧化的作用

过氧化物酶 ２ 属于过氧化物酶家族ꎬ在抗氧化防

御系统中发挥重要作用ꎮ 研究表明过氧化物酶 ２ 能

够直接清除过氧化氢ꎬ保护细胞免受毒害作用[２３]ꎮ
ＣｕＺｎ￣ＳＯＤ 属于超氧化物酶体中的一类金属酶ꎬ占
ＳＯＤ 总量的 ９０％ꎬ在保护脑、肺及其它组织的氧化应

激中起着重要作用ꎮ ＳＯＤ 是机体内天然存在的超氧

自由基清除因子ꎬ能专一地清除体内有害的自由基ꎬ
以解除自由基所造成的机体损害[２４]ꎬ且 ＣｕＺｎ￣ＳＯＤ 能

清除体内多余的 Ｏ２－ꎬ 保护 ＮＯ 的生物活性ꎮ 本研究

发现丹参酮ⅡＡ 使过氧化物酶 ２ 和 ＣｕＺｎ￣ＳＯＤ 含量明

显升高ꎬ说明丹参酮ⅡＡ 可能通过升高细胞内过氧化

物酶 ２ 和 ＳＯＤ 的含量而发挥抗氧化作用ꎬ同时通过

ＳＯＤ 的作用来保护和发挥 ＮＯ 的调节血压和组织血

流量以及抑制血小板的黏附聚集作用ꎮ
３.５　 丹参酮ⅡＡ 具有抗炎和抗凋亡作用

ｍｉｍｉｔｉｎ 是线粒体上一种新型的细胞因子调节蛋

白ꎬＩＬ￣１、 ＩＬ￣６ 是激活 ｍｉｍｉｔｉｎ 基 因 的 炎 性 因 子ꎬ
ｍｉｍｉｔｉｎ 基因转录和蛋白表达亦随这些炎性因子的上

调而上调[２５￣２６]ꎬ并且 ｍｉｍｉｔｉｎ 基因的改变能够调节细

胞凋亡因子 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ￣７ 的表达ꎬ暗示着

ｍｉｍｉｔｉｎ 可能间接参与细胞凋亡过程ꎮ ｍｉｍｉｔｉｎ 还可能

通过介导微管相关蛋白的表达来参与控制细胞凋

亡[２７]ꎮ 本研究证明丹参酮ⅡＡ 使 ｍｉｍｉｔｉｎ 的表达显著

降低ꎬ说明丹参酮ⅡＡ 可以通过减轻炎症反应保护线

粒体ꎬ减少 ｍｉｍｉｔｉｎ 的表达ꎬ间接抑制细胞凋亡ꎮ
ＩＬ￣５ 被认为是变应性致敏和促炎性反应的关键

性细胞因子ꎬ它能诱导嗜酸性粒细胞前体细胞增殖

和分化、延长嗜酸性粒细胞存活时间ꎬ以及选择性

趋化和激活嗜酸性粒细胞等[２８]ꎮ 本研究发现丹参

酮ⅡＡ 使 ＩＬ￣５ 显著下降ꎬ推测丹参酮ⅡＡ 可能通过

降低 ＩＬ￣５ 的表达来减轻炎症反应ꎮ
研究发现ꎬＣＫ２ 蛋白激酶抑制剂 ＴＢＢ 与细胞共

孵育时ꎬ随着孵育时间的延长ꎬ细胞凋亡现象明显增

加ꎬ而造血细胞系特异性蛋白的表达却显著降低[２９]ꎮ
蛋白激酶 ＣＫ２ 参与调节细胞生长和增殖ꎬ在增殖的

组织中其活动显著增强[３０]ꎬ多项实验暗示了 ＣＫ２ 是

一种抗凋亡剂[３１]ꎬ参与细胞凋亡事件过程ꎮ ＣＫ２ 能

够使造血细胞系特异性蛋白产生磷酸化位点ꎬ使半胱

天冬酶难以水解造血细胞系特异性蛋白ꎬ从而对抗细

胞凋亡[３２￣３３]ꎮ 本研究发现丹参酮ⅡＡ 使泡沫细胞中造

血细胞系特异性蛋白表达显著升高ꎬ推测丹参酮ⅡＡ
抗泡沫细胞凋亡的机制之一可能与升高造血细胞系

特异性蛋白的表达有关ꎬ但通过何种途径升高造血细

胞系特异性蛋白的表达或抑制造血细胞系特异性蛋

白的降解还有待进一步研究ꎮ
３.６　 丹参酮ⅡＡ 具有抗肿瘤作用

翻译控制肿瘤蛋白(ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌｌｙ￣ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ｔｕｍｏｒ
ｐｒｏｔｅｉｎꎬＴＣＴＰ)是一种高度保守的蛋白质ꎬ广泛存在于

肿瘤细胞中ꎮ 目前研究发现翻译控制肿瘤蛋白基因的

敲除能够抑制肿瘤细胞增殖、迁移和浸润ꎬ暗示翻译控

制肿瘤蛋白在肿瘤发生发展过程中发挥着部分作

用[３４]ꎮ 氯离子通道蛋白具有重要的生理功能ꎬ氯离子

通道蛋白的异常表达可以引发各种疾病ꎬ尤其是肿瘤

的发生ꎬ在肿瘤胞的增殖、浸润及转移等恶性生物学行

为中起着重要作用ꎮ 本研究发现丹参酮ⅡＡ 能使氯离

子通道蛋白和翻译控制肿瘤蛋白表达量显著降低ꎬ说
明丹参酮ⅡＡ 有较好的抗肿瘤作用ꎮ

综上所述ꎬ丹参酮ⅡＡ 具有广泛的药理作用ꎬ表
现为改善细胞的调控功能、调节细胞的吞噬能力、
促进脂和脂蛋白代谢、清除氧自由基和抗过氧化作

用ꎬ丹参酮ⅡＡ 还有抗炎、抗细胞凋亡和抗肿瘤作

用ꎮ 对于这些差异蛋白质之间的相互关系、这些蛋

白质的表达差异与脂代谢与动脉粥样硬化之间的

相互关系和作用途径还需进一步研究ꎮ
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