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[摘　 要] 　 目的　 基于自噬小体形成信号通路探讨丹参酮ⅡＡ 对 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导内皮细胞氧化应激损伤的保护作用

及机制ꎮ 方法　 体外培养 ＥＡ. ｈｙ９２６ 细胞ꎬ随机分为正常组、模型组、丹参酮ⅡＡ 组、丹参酮ⅡＡ＋模型组、３￣ＭＡ 组、
模型＋３￣ＭＡ 组、丹参酮ⅡＡ＋模型＋３￣ＭＡ 组ꎮ 比色法检测各组细胞氧化应激损伤丙二醛(ＭＤＡ)含量及超氧化物歧

化酶(ＳＯＤ)活力ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检测细胞自噬小体形成信号通路相关蛋白表达情况ꎮ 结果　 与正常组比较ꎬ模
型组 ＭＤＡ 含量增高(Ｐ<０.０１)ꎬＳＯＤ 活力降低(Ｐ<０.０１)ꎬＬＣ３￣Ⅰ / ＬＣ３￣Ⅱ蛋白含量增多(Ｐ<０.０１)ꎻ３￣ＭＡ 组 ＬＣ３￣Ⅰ /
ＬＣ３￣Ⅱ蛋白含量无明显变化(Ｐ>０.０５)ꎮ 与模型组比较ꎬ丹参酮ⅡＡ＋模型组细胞中 ＭＤＡ 含量降低(Ｐ<０.０１)ꎬＳＯＤ
活力增高(Ｐ<０.０１)ꎬＬＣ３￣Ⅰ / ＬＣ３￣Ⅱ蛋白含量增多(Ｐ<０.０１)ꎻ模型＋３￣ＭＡ 组 ＭＤＡ 含量增高(Ｐ<０.０１)ꎬＳＯＤ 活力降

低(Ｐ<０.０１)ꎬＬＣ３￣Ⅰ / ＬＣ３￣Ⅱ蛋白含量减少(Ｐ<０.０１)ꎮ 与丹参酮ⅡＡ＋模型组比较ꎬ丹参酮ⅡＡ＋模型＋３￣ＭＡ 组 ＭＤＡ
含量增高(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬＳＯＤ 活力降低(Ｐ<０.０１)ꎬＬＣ３￣Ⅰ / ＬＣ３￣Ⅱ蛋白含量减少(Ｐ<０.０１)ꎮ 与正常组比较ꎬ模型组

Ａｔｇ３、Ａｔｇ４ｂ、Ａｔｇ７ 蛋白表达水平明显增高(Ｐ<０.０５ꎬＰ<０.０１)ꎻ与模型组比较ꎬ丹参酮ⅡＡ＋模型组 Ａｔｇ３、Ａｔｇ７、Ａｔｇ５￣
Ａｔｇ１２ 蛋白表达水平明显增高(Ｐ<０.０５ꎬＰ<０.０１)ꎻ与丹参酮ⅡＡ＋模型组比较ꎬ丹参酮ⅡＡ＋模型＋３￣ＭＡ 组 Ａｔｇ３、
Ａｔｇ７、 Ａｔｇ５￣Ａｔｇ１２ 蛋白表达水平均明显降低(Ｐ<０.０５ꎬＰ<０.０１)ꎮ 结论　 丹参酮ⅡＡ 可能通过调节 ＥＡ. ｈｙ９２６ 细胞自

噬小体形成信号通路即 Ａｔｇ１２￣Ａｔｇ５ 通路和 ＬＣ３￣ＰＥ 通路相关蛋白ꎬ发挥其保护 ＥＡ. ｈｙ９２６ 细胞抗氧化应激损伤的生

物学活性ꎬ进而防治动脉粥样硬化的发生发展ꎮ
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ｓｔｒｅｓｓ ｄａｍａｇｅꎬ ｔｈｅｎ ｐｒｅｖｅｎｔ ａｎｄ ｔｒｅａｔ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ Ａｓ.

　 　 动脉粥样硬化( ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡｓ)是多种心脑

血管疾病的病理基础ꎬ亦是现代基础与临床药理学

研究的热点问题ꎮ 丹参酮ⅡＡ 作为丹参的有效活性

成分ꎬ具有抗血小板聚集、改善微循环、改善血管平

滑肌功能、抗动脉粥样硬化、抗心肌急性缺氧损伤、
抗心律失常等药理作用[１￣２]ꎮ 本课题小组前期研究

发现丹参酮ⅡＡ 对内皮细胞具有保护作用ꎬ其机制

主要是通过抗氧化和抗凋亡发挥作用[３]ꎮ 自噬作

用是基础研究的新兴问题ꎬ研究发现基础性或适度

自噬是 Ａｓ 斑块内细胞对抗氧化应激和炎症等损伤

的重要自我保护方式ꎬ是 Ａｓ 斑块稳定性的一个重要

决定因素[４]ꎬ自噬不足或者自噬过度均会影响斑块

的发生发展进程ꎮ 基于以上基础ꎬ进一步猜想丹参

酮ⅡＡ 是否可以通过调节自噬发挥其对内皮细胞氧

化应激损伤的保护作用呢? 因此ꎬ本文拟在前期研

究工作的基础上ꎬ以自噬小体形成信号通路为切入

点ꎬ构建氧化型低密度脂蛋白( ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ
ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬｏｘ￣ＬＤＬ)诱导血管内皮细胞氧化应激损

伤模型ꎬ从自噬角度探讨丹参酮ⅡＡ 对血管内皮细

胞的保护作用及机制ꎬ以进一步揭示丹参酮ⅡＡ 抗

Ａｓ 的药理作用机制ꎬ丰富其临床应用提供实验

依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试剂与仪器　
丹参酮ⅡＡ 标准品(中国食品药品鉴定研究

院)ꎬｏｘ￣ＬＤＬ(广州奕源生物科技有限公司)ꎬ３￣甲基

腺嘌呤(３￣Ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅꎬ３￣ＭＡ) ( Ｓｅｌｌｅｃｋｃｈｅｍ Ｃｏｍ￣
ｐａｎｙ)ꎬＤＭＥＭ / 高糖培养基、胎牛血清、０.２５％胰蛋白

酶、硫酸青霉素、硫酸链霉素(Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ)ꎬ微
量丙二醛(ｍａｌｏｎｄｉａｌｃｈｅｈｙｃｈｅꎬＭＤＡ)、超氧化物歧化

酶(ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬＳＯＤ) (南京建成生物科技

有限公司)ꎬ蛋白质裂解液、一抗稀释液、ＥＣＬ 化学

发光试剂(碧云天生物技术有限公司)ꎬ蛋白测定试

剂盒(鼎国生物技术有限公司)ꎬ兔抗人 Ａｔｇ３ 多克

隆抗体(Ａｂｃａｍ Ｃｏｍｐａｎｙ)、兔抗人 Ａｔｇ４ｂ 多克隆抗

体( Ａｂｃａｍ Ｃｏｍｐａｎｙ)、兔抗人 Ａｔｇ７ 多克隆抗体

(Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ)、兔抗人 Ａｔｇ５￣Ａｔｇ１２ 多克

隆抗体(Ｎｏｖｕｓ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ)、兔抗人 ＬＣ３￣Ⅰ / ＬＣ３￣Ⅱ
多克隆抗体(Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ)、兔抗人 β￣
Ａｃｔｉｎ 多克隆抗体( Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ)ꎬ二抗

羊抗兔 ＨＲＰ￣ＩｇＧ(Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ)ꎮ ＨＥＲ￣
ＡＣｅｌｌ １５０ｉ 细胞培养箱(Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ)、ＴｒｉＳｔａｒ２
ＬＢ ９４２ 型多功能酶标仪(Ｂｅｒｔｈｏｌｄ Ｃｏｍｐａｎｙ)、ＳＨＺ￣
８８ 型水浴恒温振荡器(其林贝尔仪器制造有限公

司)、Ｍｉｎｉ￣Ｐｒｏｔｅａｎ ｔｅｔｒａ 型垂直板电泳装置(Ｂｉｏ￣Ｒａｄ
Ｃｏｍｐａｎｙ)、Ｔｒａｎｓ￣Ｂｌｏｔ ＳＤ 型半干转转膜仪(Ｂｉｏ￣Ｒａｄ
Ｃｏｍｐａｎｙ)、Ｆ３ 型全自动荧光与可见光凝胶成像分

析系统(Ｓｙｎｇｅｎｅ Ｃｏｍｐａｎｙ)ꎮ
１.２　 细胞培养

人脐静脉内皮细胞 ＥＡ. ｈｙ９２６ 购自中国科学院

上海细胞库ꎮ ＥＡ. ｈｙ９２６ 细胞接种于含 １０％胎牛血

清及 １％双抗的 ＤＭＥＭ / 高糖培养液中ꎬ在 ３７℃、５％
ＣＯ２条件下进行培养ꎬ平均每 ２ 天换液 １ 次ꎬ每 ２ ~ ３
天进行 １ 次传代ꎬ传代培养至对数生长期备用ꎮ
１.３　 细胞分组及干预

培养的 ＥＡ. ｈｙ９２６ 细胞分为正常组、模型组、丹
参酮ⅡＡ 组、丹参酮ⅡＡ＋模型组、３￣ＭＡ 组、模型＋３￣
ＭＡ 组、丹参酮ⅡＡ＋模型＋ ３￣ＭＡ 组ꎮ 正常组仅用
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ＤＭＥＭ 完全培养基培养ꎬ不加任何药物ꎻ模型组予

以 １００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导内皮细胞 １２ ｈꎻ丹参酮ⅡＡ
组予以 ２０ μｍｏｌ / Ｌ 丹参酮ⅡＡ 干预 １２ ｈꎻ丹参酮ⅡＡ
＋模型组予以 １００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 和 ２０ μｍｏｌ / Ｌ 的丹

参酮同时作用 １２ ｈꎻ３￣ＭＡ 组予以 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ３￣ＭＡ 作

用 １２ ｈꎻ模型＋３￣ＭＡ 组予以 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ３￣ＭＡ 预处理

２ ｈꎬ再加入 １００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 连续作用 １２ ｈꎻ丹参酮

ⅡＡ＋模型＋３￣ＭＡ 组予以 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ３￣ＭＡ 预处理 ２
ｈꎬ再加入 １００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 和 ２０ μｍｏｌ / Ｌ 丹参酮同

时连续作用 １２ ｈꎮ 各组细胞培养结束后进行各项指

标测定ꎮ
１.４　 比色法检测细胞 ＭＤＡ 含量及 ＳＯＤ 活力

收集各组 ＥＡ. ｈｙ９２６ 细胞ꎬ采用 ＴＢＡ 法测定各

组细胞内 ＭＤＡ 含量ꎬ每管加入样品 ５０ μＬꎬ与其他

试剂充分混匀ꎬ９５℃水浴 ４０ ｍｉｎꎬ于波长 ５３２ ｎｍ 处ꎬ
酶标仪测定吸光度值ꎬ计算各组细胞 ＭＤＡ 含量ꎮ
收集各组 ＥＡ. ｈｙ９２６ 细胞ꎬ采用黄嘌呤氧化酶(羟胺

法)法测定各组细胞内 ＳＯＤ 活力ꎬ每管加入样品 ２０
μＬꎬ与其他试剂充分混匀ꎬ３７℃恒温孵育 ２０ ｍｉｎꎬ于
波长 ４５０ ｎｍ 处ꎬ酶标仪测定吸光度值ꎬ计算各组细

胞 ＳＯＤ 活力ꎮ
１.５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 技术检测细胞自噬小体形成信号

通路相关蛋白表达情况

分别收集各组细胞ꎬ加入蛋白裂解液提取总蛋

白ꎬ利用蛋白质测定试剂盒检测蛋白含量ꎮ 以 ６０
μｇ 蛋白 /泳道上样ꎬ经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳后ꎬ半干转膜

至 ＰＶＤＦ 膜ꎬ 按比例配制 ＬＣ３￣Ⅰ / ＬＣ３￣Ⅱ、 Ａｔｇ３、
Ａｔｇ４ｂ、Ａｔｇ７、Ａｔｇ５￣Ａｔｇ１２ 及 β￣Ａｃｔｉｎ 一抗ꎬ４℃封闭过

夜ꎬＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎬ加入 ＨＲＰ 标记的

羊抗兔二抗ꎮ 按 １ ∶ １ 比例配制化学发光液ꎬ将膜放

在曝光板上ꎬ膜上滴适量的发光液ꎬ应用全自动荧

光与可见光凝胶成像分析系统曝光分析图片ꎮ
１.６　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ１６.０ 软件处理ꎬ数据以 ｘ±ｓ 表示ꎬ应
用 Ｏｎｅ￣Ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 进行分析ꎬ组间比较采用 Ｆ 检

验ꎬＰ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 各组 ＥＡ. ｈｙ９２６ 细胞 ＭＤＡ 含量及 ＳＯＤ 活力

变化

与正常组比较ꎬ模型组 ＭＤＡ 含量增高 (Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎬＳＯＤ 活力降低(Ｐ<０.０１)ꎻ与模型组比较ꎬ丹参

酮ⅡＡ＋模型组细胞中 ＭＤＡ 含量降低(Ｐ<０.０１)ꎬＳＯＤ
活力增高(Ｐ<０.０１)ꎬ模型＋３￣ＭＡ 组 ＭＤＡ 含量增高

(Ｐ<０.０１)ꎬＳＯＤ 活力降低(Ｐ<０.０１)ꎻ与丹参酮ⅡＡ＋模
型组比较ꎬ丹参酮ⅡＡ＋模型＋３￣ＭＡ 组 ＭＤＡ 含量增高

(Ｐ<０.０１)ꎬＳＯＤ 活力降低(Ｐ<０.０１)(图 １)ꎮ

图 １. 各组细胞 ＭＤＡ 含量及 ＳＯＤ 活力的比较 (ｎ＝ ６)　 　 １
为正常组ꎬ２ 为模型组ꎬ３ 为丹参酮ⅡＡ 组ꎬ４ 为丹参酮ⅡＡ＋模型组ꎬ５
为 ３￣ＭＡ 组ꎬ６ 为模型＋３￣ＭＡ 组ꎬ７ 为丹参酮ⅡＡ＋模型＋３￣ＭＡ 组ꎮ ａ:
Ｐ<０.０１ꎬ与正常组比较ꎻｂ:Ｐ <０.０１ꎬ与模型组比较ꎻｃ: Ｐ <０.０１ꎬ与丹

参酮ⅡＡ＋模型组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｎ＝ ６)

２.２　 各组 ＥＡ. ｈｙ９２６ 细胞自噬小体相关蛋白表达

情况

２.２.１　 各组 ＥＡ. ｈｙ９２６ 细胞自噬小体 ＬＣ３￣Ⅰ / ＬＣ３￣
Ⅱ蛋白表达情况 　 　 与正常组比较ꎬ模型组 ＬＣ３￣
Ⅰ / ＬＣ３￣Ⅱ蛋白含量增多(Ｐ<０.０１)ꎬ３￣ＭＡ 组 ＬＣ３￣
Ⅰ / ＬＣ３￣Ⅱ蛋白含量无明显变化(Ｐ>０.０５)ꎬ丹参酮

ⅡＡ 组 ＬＣ３￣Ⅰ / ＬＣ３￣Ⅱ蛋白含量无明显变化 (Ｐ >
０􀆰 ０５)ꎻ与模型组比较ꎬ丹参酮ⅡＡ＋模型组 ＬＣ３￣Ⅰ /
ＬＣ３￣Ⅱ蛋白含量增多 (Ｐ < ０. ０１)ꎬ模型 ＋ ３￣ＭＡ 组

ＬＣ３￣Ⅰ / ＬＣ３￣Ⅱ蛋白含量减少(Ｐ<０.０１)ꎻ与丹参酮

ⅡＡ＋模型组比较ꎬ丹参酮ⅡＡ＋模型＋３￣ＭＡ 组 ＬＣ３￣
Ⅰ / ＬＣ３￣Ⅱ蛋白含量减少(Ｐ<０.０１)(图 ２)ꎮ
２.２.２　 丹参酮ⅡＡ 对 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导 ＥＡ. ｈｙ９２６ 细胞

自噬的干预机制 　 　 与正常组比较ꎬ模型组 Ａｔｇ３、
Ａｔｇ４ｂ、Ａｔｇ７ 蛋白表达水平明显增高(Ｐ<０.０５ 或 Ｐ<
０.０１)ꎬＡｔｇ５￣Ａｔｇ１２ 蛋白表达水平呈增高趋势ꎬ但差

异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎻ与模型组比较ꎬ丹参酮

６４２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ３ꎬ２０１７



ⅡＡ＋模型组 Ａｔｇ３、Ａｔｇ７、Ａｔｇ５￣Ａｔｇ１２ 蛋白表达水平

明显增高(Ｐ<０.０５ 或 Ｐ<０.０１)ꎬＡｔｇ４ｂ 蛋白表达水平

呈增高趋势ꎬ但差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎻ与丹

参酮ⅡＡ＋模型组比较ꎬ丹参酮ⅡＡ＋模型＋３￣ＭＡ 组

Ａｔｇ３、Ａｔｇ７、Ａｔｇ５￣Ａｔｇ１２ 蛋白表达水平均明显降低

(Ｐ<０.０５ 或 Ｐ<０.０１)ꎬＡｔｇ４ｂ 蛋白表达水平呈下降趋

势ꎬ但差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)(图 ２)ꎮ

图 ２. 各组细胞自噬小体相关蛋白表达情况(ｎ＝ ３)　 　 １ 为正常组ꎬ２ 为模型组ꎬ３ 为丹参酮ⅡＡ＋模型组ꎬ４ 为模型＋３￣ＭＡ 组ꎬ５ 为丹参酮

ⅡＡ＋模型＋３￣ＭＡ 组ꎬ６ 为 ３￣ＭＡ 组ꎬ７ 为丹参酮ⅡＡ 组ꎮ 　 ａ:Ｐ <０.０５ꎬｄ:Ｐ <０.０１ꎬ与正常组比较ꎻｂ:Ｐ <０.０５ꎬｅ:Ｐ <０.０１ꎬ与模型组比较ꎻｃ:Ｐ<
０􀆰 ０５ꎬｆ:Ｐ <０.０１ꎬ与丹参酮ⅡＡ＋模型组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｅｖｅｒｙ ｇｒｏｕｐ’ｓ ｃｅｌｌ(ｎ＝ ３)

３　 讨　 论

Ａｓ 的发生是由于血管内皮细胞和平滑肌细胞

受到各种危险因子如(机械损伤、免疫复合物)ꎬ特
别是 ｏｘ￣ＬＤＬ 损伤ꎬ 使血管局部产生一种过度慢性

炎性增生反应ꎬ而在该生物学改变过程中ꎬ内皮细

胞功能障碍是 Ａｓ 发生发展的重要基础病理改变ꎬ当
内皮细胞出现形态结构受损和功能改变ꎬ血管屏障

功能遭到破坏ꎬ血液中的脂质和单核细胞等则更容

易沉积在内皮下间隙ꎬ进而形成泡沫细胞ꎬ导致 Ａｓ
等一系列病理损伤[５￣７]ꎮ ｏｘ￣ＬＤＬ 作为导致血管内皮

损伤的主要原因ꎬ可以通过直接损伤内皮细胞和与

血凝素样氧化型低密度脂蛋白受体￣１(ｌｅｃｔｉｎ￣ｌｉｋｅ ｏｘ￣
ｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣１ꎬＬＯＸ￣１)结合

两种途径诱导内皮细胞氧化应激损伤ꎬ进而促使白

细胞黏附迁移、泡沫细胞形成、脂质沉积、平滑肌细

胞增殖、血管收缩性改变、粥样斑块脆性增加及破

裂等病理性损伤的发生ꎬ加速 Ａｓ 发展[８￣９]ꎮ 因此ꎬ

本研究选用 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导 ＥＡ. ｈｙ９２６ 细胞形成氧化

应激损伤模型ꎬ结果发现ꎬ与正常组比较ꎬ模型组

ＭＤＡ 含量增高ꎬ ＳＯＤ 活力降低ꎬ说明模型组 ＥＡ.
ｈｙ９２６ 细胞发生了氧化应激损伤ꎻ而与模型组比较ꎬ
丹参酮ⅡＡ＋模型组 ＭＤＡ 含量降低ꎬＳＯＤ 活力增高ꎬ
说明丹参酮ⅡＡ 对 ＥＡ. ｈｙ９２６ 细胞具有抗氧化应激

损伤的保护性作用ꎮ
自噬(ａｕｔｏｐｈａｇｙ)是真核细胞特有的一种不同于

凋亡的生命方式ꎬ是细胞通过溶酶体降解内源性底物

的重要生物学过程ꎬ具有高度的进化保守性ꎬ对维持

细胞结构、代谢和功能的平衡发挥着重要生物学作

用[１０]ꎮ 自噬与多种疾病的发生发展有着密切关系ꎬ
在疾病进展的不同阶段对细胞所产生的影响是不同

的ꎬ不同程度自噬对机体的作用亦是不同的[１１￣１３]ꎮ 研

究发现ꎬ适度自噬对动脉粥样硬化具有保护作用ꎬ过
度自噬却会导致细胞死亡ꎬ不利于斑块的稳定性[１４]ꎮ
ｏｘ￣ＬＤＬ、内质网应激、炎症等与 Ａｓ 发生相关的因素均

可促进斑块内细胞发生自噬[１５]ꎮ 其中ꎬ有研究发现
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ｏｘ￣ＬＤＬ 可以影响氧化应激ꎬ改变细胞内的钙离子浓

度ꎬ激活内质网应激ꎬ诱导细胞凋亡ꎬ而在此过程中自

噬也被激活ꎬ其机制可能是通过 Ｃａ２＋ /钙依赖蛋白激

酶抑制 ｍＴＯＲ 的激活ꎬ进而激活自噬[１６]ꎮ 本研究利

用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检测 ＥＡ. ｈｙ９２６ 细胞 ＬＣ３Ⅰ̄/ ＬＣ３￣
Ⅱ自噬小体蛋白表达情况ꎬ结果发现:与正常组比较ꎬ
模型组自噬增强ꎬ自噬抑制剂 ３￣ＭＡ 组自噬减弱ꎻ与
模型组比较ꎬ３￣ＭＡ 能够抑制模型组自噬水平ꎮ 检测

各组 ＥＡ. ｈｙ９２６ 细胞 ＭＤＡ 含量和 ＳＯＤ 活力ꎬ结果发

现:与模型组比较ꎬ模型＋３￣ＭＡ 组 ＭＤＡ 含量增高ꎬ
ＳＯＤ 活力降低ꎬ说明抑制自噬可导致 ＥＡ. ｈｙ９２６ 细胞

氧化应激损伤增强ꎬ在本过程中模型组 ＥＡ. ｈｙ９２６ 细

胞因受到 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导而影响氧化应激ꎬ发生氧化应

激损伤ꎬ反馈性的促使自噬激活ꎬ但被激活的自噬程

度较低ꎬ尚未能够逆转其本身的氧化应激损伤ꎬ因此

仍表现为氧化损伤ꎻ当于模型组加入自噬抑制剂 ３￣
ＭＡ 时ꎬＥＡ. ｈｙ９２６ 细胞自噬明显受到抑制ꎬ氧化应激

损伤增强ꎮ 从以上结果可以看出ꎬ内皮细胞氧化应激

损伤与自噬关系非常密切ꎬ那么丹参酮ⅡＡ 是否会通

过影响内皮细胞自噬水平发挥其抗氧化损伤的作

用呢?
本研究进一步研究发现ꎬ与正常组比较ꎬ模型

组和丹参酮ⅡＡ 组自噬小体 ＬＣ３￣Ⅰ / ＬＣ３￣Ⅱ蛋白表

达增强ꎬ说明丹参酮ⅡＡ 能够促进内皮细胞自噬ꎻ与
模型组比较ꎬ丹参酮ⅡＡ＋模型组自噬小体 ＬＣ３￣Ⅰ /
ＬＣ３￣Ⅱ蛋白表达进一步增强ꎬ说明丹参酮ⅡＡ 能够

促进氧化损伤的内皮细胞自噬活性ꎮ 为进一步证

实自噬增强在丹参酮ⅡＡ 保护 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导 ＥＡ.
ｈｙ９２６ 细胞氧化应激损伤中的作用ꎬ结果发现:自噬

抑制剂 ３￣ＭＡ 预处理后丹参酮ⅡＡ 对 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导

ＥＡ. ｈｙ９２６ 细胞氧化应激损伤的保护作用明显降

低ꎮ 然而丹参酮ⅡＡ 增强 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导 ＥＡ. ｈｙ９２６
细胞自噬水平的机制可能是什么呢?

自噬是多阶段连续进行的生物学过程ꎬ主要分

为自噬的诱导阶段、独立膜样结构形成阶段、自噬

小体形成阶段以及自噬小体成熟降解阶段[１０]ꎮ 在

自噬过程中自噬小体形成阶段对于自噬的发生是

十分重要的ꎮ 参与自噬小体形成最主要的两类蛋

白是 泛 素 样 蛋 白 ＬＣ３ 家 族 和 自 噬 相 关 蛋 白

(ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ Ａｔｇ)家族ꎬ其生物学过程

涉及到两条泛素样结合通路 Ａｔｇ１２￣Ａｔｇ５ 通路和

ＬＣ３￣ＰＥ 通路[１７￣１８]ꎮ Ａｔｇ 是一类自噬组成蛋白ꎬ参与

调节自噬启动和自噬小体的形成等过程[１９]ꎮ 其中

Ａｔｇ１２、Ａｔｇ５、Ａｔｇ７ 是参与 Ａｔｇ１２￣Ａｔｇ５ 通路的关键蛋

白ꎬＬＣ３、 ＬＣ３￣Ｉ、 ＬＣ３￣Ⅱ、 Ａｔｇ４、 Ａｔｇ７、 Ａｔｇ３ 是 参 与

ＬＣ３￣ＰＥ 通路的相关基因ꎮ 在 Ａｔｇ１２￣Ａｔｇ５ 结合的生

物学过程中ꎬＡｔｇ７ 与 Ａｔｇ１２ 的 Ｃ￣末端结合ꎬ水解

ＡＴＰ 活化 Ａｔｇ１２ꎮ 活化的 Ａｔｇ１２ 与 Ａｔｇ１０ 分离ꎬ
Ａｔｇ１２ 与 Ａｔｇ５ 共价结合ꎬ然后再与 Ａｔｇ１６ 非共价结

合形成三聚体ꎬ参与 ＬＣ３ 的募集和分离膜的延伸过

程[１３]ꎮ 在 ＬＣ３￣ ＰＥ 结合的生物学过程中ꎬＡｔｇ４ 切断

ＬＣ３ 羧基末端暴露甘氨酸残基ꎬ转化为活性 ＬＣ３￣Ｉ
型ꎮ ＬＣ３￣Ｉ 型被 Ａｔｇ７ 活化ꎬ然后 ＬＣ３￣Ｉ 型被转移给

Ａｔｇ３ꎻＡｔｇ３ 催化 ＬＣ３￣Ｉ 与脑磷脂( ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌ ｅｔｈａ￣
ｎｏｌａｍｉｎｅꎬＰＥ)共价聚合ꎬ形成 ＬＣ３￣ＰＥ(ＬＣ３￣Ⅱ型)ꎻ
ＬＣ３￣Ⅱ型以 Ａｔｇ５ 依赖性的方式被转运到自噬体外

膜中[１８]ꎬ进而参与自噬小体的形成(图 ３)ꎮ 本研究

以自噬小体形成过程为切入点ꎬ利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技
术检测各组 ＥＡ. ｈｙ９２６ 细胞自噬小体形成信号通路

相关蛋白 Ａｔｇ３、 Ａｔｇ４ｂ、 Ａｔｇ７、 Ａｔｇ５￣Ａｔｇ１２、 ＬＣ３￣Ⅰ /
ＬＣ３￣Ⅱ表达水平ꎬ结果显示:丹参酮ⅡＡ 能够增强氧

化应激损伤 ＥＡ. ｈｙ９２６ 细胞自噬相关蛋白 Ａｔｇ３、
Ａｔｇ７、Ａｔｇ５￣Ａｔｇ１２、ＬＣ３￣Ⅰ / ＬＣ３￣Ⅱ的表达水平ꎬ说明

丹参酮ⅡＡ 能够促进氧化损伤内皮细胞自噬小体的

形成ꎻ加入自噬抑制剂后ꎬ丹参酮ⅡＡ 促进氧化损伤

ＥＡ. ｈｙ９２６ 细胞自噬小体的形成过程受到抑制ꎮ

图 ３. 自噬小体形成信号通路相关蛋白机制图

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

８４２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ３ꎬ２０１７



　 　 综上可以初步看出ꎬ丹参酮ⅡＡ 可通过调节

ＥＡ. ｈｙ９２６ 细胞自噬小体形成信号通路即 Ａｔｇ１２￣
Ａｔｇ５ 通路和 ＬＣ３￣ＰＥ 通路相关蛋白ꎬ发挥其保护

ＥＡ. ｈｙ９２６ 细胞抗氧化应激损伤的生物学活性ꎬ进
而防治 Ａｓ 的发生发展ꎮ 然而ꎬ自噬是动态的发展过

程ꎬ氧化应激与自噬的关系十分复杂ꎬ有关丹参酮

ⅡＡ 与自噬及自噬与内皮细胞氧化应激损伤的时效

关系ꎬ课题组将在以后的研究中对其进行更深入的

探讨ꎮ
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