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[摘　 要] 　 目的　 探讨普罗布考对炎性单核细胞亚群分化的影响及其可能机制ꎮ 方法　 用 ８ 周龄 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠

制备脾脏单细胞悬液ꎬ以 １００ ｋＵ / Ｌ 重组干扰素 γ 诱导单核细胞亚群分化ꎬ再以 ２５、５０、１００ μｍｏｌ / Ｌ 普罗布考干预ꎬ
观察其对各单核细胞亚群分化的影响ꎮ 用抗￣ＣＤ１１ｂ￣ＰＥ 及抗￣Ｌｙ￣６Ｃ￣ＦＩＴＣ 抗体进行细胞染色ꎬ通过流式细胞仪检测

各单核细胞亚群的分化情况ꎬ再以 Ｆｌｏｗｊｏ 软件进行数据分析ꎮ 利用细胞内细胞因子染色法ꎬ以 ２′ꎬ７′￣二氯荧光素二

乙酸酯探针ꎬ通过流式细胞仪检测各单核细胞亚群中活性氧(ＲＯＳ)水平ꎮ 用 ＮＡＤＰＨ 氧化酶试剂盒检测人单核细

胞系 ＴＨＰ￣１ 细胞内 ＮＡＤＰＨ 氧化酶活性ꎮ 结果　 ２５、５０、１００ μｍｏｌ / Ｌ 普罗布考呈浓度依赖性地抑制脾脏原代细胞

中 Ｌｙ￣６Ｃｈｉ炎性单核细胞亚群的分化ꎮ Ｌｙ￣６Ｃ＋炎性单核细胞亚群中 ＲＯＳ 水平是 Ｌｙ￣６Ｃ－ 炎性单核细胞亚群的 ２ 倍ꎬ
同时 ２５、５０、１００ μｍｏｌ / Ｌ 普罗布考呈浓度依赖性地抑制 Ｌｙ￣６Ｃ＋炎性单核细胞亚群中 ＲＯＳ 的产生ꎮ １００ μｍｏｌ / Ｌ 普罗

布考显著抑制 ＴＨＰ￣１ 细胞内 ＮＡＤＰＨ 氧化酶的活性ꎮ 结论　 普罗布考可能通过干预 ＮＡＤＰＨ 氧化酶活性ꎬ从而抑

制 Ｌｙ￣６Ｃｈｉ炎性单核细胞亚群的分化及其 ＲＯＳ 的产生ꎮ
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　 　 动脉粥样硬化是一种慢性炎症性病理状态ꎬ在
各种危险因素作用下ꎬ循环中单核细胞(ｍｏｎｏｃｙｔｅꎬ
ＭＣ)黏附并聚集在内皮下ꎬ分化为巨噬细胞后吞噬

氧 化 型 低 密 度 脂 蛋 白 ( ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ
ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬｏｘ￣ＬＤＬ)ꎬ从而启动了动脉粥样硬化病变

的发生发展[１]ꎮ 近年研究显示ꎬ在人类和小鼠中ꎬ
单核细胞存在异质性ꎬ并且对动脉粥样硬化病变的

贡献不同ꎮ 在鼠类ꎬ依据单核细胞表面抗原 Ｌｙ￣６Ｃ
的表达情况将其分为 Ｌｙ￣６Ｃｈｉ、Ｌｙ￣６Ｃｍｉｄ和 Ｌｙ￣６Ｃ ｌｏｗ单

核细胞亚群ꎬＬｙ￣６Ｃｈｉ 和 Ｌｙ￣６Ｃｍｉｄ 被认为是炎性单核

细胞ꎬＬｙ￣６Ｃ ｌｏｗ被认为是抗炎性单核细胞[２]ꎮ 前期研

究显示ꎬＬｙ￣６Ｃｈｉ和 Ｌｙ￣６Ｃｍｉｄ 单核细胞亚群可分泌炎

症因子ꎬ并可聚集到动脉粥样硬化病变处分化为巨

噬细胞ꎬ并且还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸

(ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ ａｄｅｎｉｎｅ ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬ ＮＡＤ￣
ＰＨ)氧化酶介导的氧化应激反应在炎性单核细胞亚

群分化中可能具有重要作用[３]ꎮ 普罗布考是一种

具有抗氧化和抗动脉粥样硬化作用的药物ꎮ 长期

普罗布考治疗高危纯合子家族性高胆固醇血症的

患者ꎬ能够降低其心血管风险达 ８７％[４]ꎮ 有研究显

示普罗布考能够抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 的形成[５]ꎬ提高高密度

脂蛋白抗氧化成分屏氧酶的血清水平[６]ꎬ清除细胞

内氧自由基[７]ꎬ抑制血管壁的 ＮＡＤＰＨ 氧化酶的活

性[８]ꎬ降低基质蛋金属蛋白酶 ２(ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏ￣
ｔｅｉｎａｓｅꎬＭＭＰ￣２)和 ＭＭＰ￣９ 的活性[９]ꎻ但有关普罗布

考对各单核细胞亚群分化的影响尚不清楚ꎮ 因此ꎬ
本研究利用体外培养脾脏原代单核细胞ꎬ进一步观

察普罗布考对各单核细胞亚群分化的影响及其可

能机制ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 脾脏原代细胞培养及普罗布考干预

利用 ８ 周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠在腹腔深麻醉状

态下去脾脏后制备脾脏单细胞悬液(已去除红细

胞)ꎬ以 １.５×１０９ 个 / Ｌ 的密度接种于含有 ＲＰＭＩ １６４０
培养基、１０％胎牛血清(ＢＩꎬＫｉｂｂｕｔｚ Ｂｅｉｔ￣ＨａｅｍｅｋꎬＩｓｒａ￣
ｅｌ)、 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ 谷 氨 酰 胺、 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＥＰＥＳ、
０.１ ｍｍｏｌ / Ｌ 非必需氨基酸、 １ ｍｍｏｌ / Ｌ 丙酮酸钠、
５０ μｍｏｌ / Ｌ巯基乙醇( ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬＣａｒｌｓｂａｄꎬＣａｌｉｆｏｒｎｉａ)
的 ２４ 孔板中ꎬ以 １００ ｋＵ / Ｌ 重组干扰素 γ(ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ￣γꎬｒＩＦＮ￣γ)诱导分化ꎮ 培养 ２４ ｈ 后以 ２５、
５０、１００ μｍｏｌ / Ｌ 普罗布考进行干预ꎬ继续培养 ４８ ｈꎮ
１.２　 流式细胞仪检测单核细胞亚群分化

收集细胞后以抗￣ＣＤ１１ｂ￣ＰＥ 和抗￣Ｌｙ￣６Ｃ￣ＦＩＴＣ

(ＢＤ ＰｈａｒｍｉｎｇｅｎＴＭꎬＳａｎ ＤｉｅｇｏꎬＣａｌｉｆｏｒｎｉａ)抗体 ４ 度

染色 ３０ ｍｉｎꎬＢＤ ＦＡＣＳ Ｃａｌｉｂｕｒ 流式细胞仪检测单核

细胞亚群的分化情况ꎬＦｌｏｗｊｏ 软件分析数据ꎮ 去除

红细胞及细胞碎片的细胞设为门 ｉꎬ而与淋巴细胞及

中性粒细胞比较ꎬ单个核细胞 (ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｃｅｌｌꎬ
ＭＮＣ)颗粒较少ꎬ反映为较低的侧向角散射( ｓｉｄｅ
ｓｃａｔｔｅｒꎬＳＳＣ)ꎬ体积较大ꎬ反映为较大的前向角散射

( ｆｏｒｗａｒｄ ｓｃａｔｔｅｒꎬＦＳＣ)ꎬ因此根据体积和颗粒情况将

ＭＮＣ 设为门 ｉｉꎬ单核细胞被定义为 ＣＤ１１ｂ＋ＭＮＣꎬ进
一步根据单核细胞表面 Ｌｙ￣６Ｃ 抗原的表达量ꎬ将单

核细胞进一步分为 Ｌｙ￣６Ｃｈｉ、Ｌｙ￣６Ｃｍｉｄ和 Ｌｙ￣６Ｃ ｌｏｗ三个

亚群ꎮ
１.３　 单核细胞亚群内活性氧的检测

以 ２′７′￣二氯荧光素二乙酸酯探针 ( ２ꎬ７’ ￣ｄｉ￣
ｃｈｌｏｒｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ￣ｄｉａｃｅｔａｔｅꎬＤＣＦＨ￣ＤＡꎻ碧云天ꎬ北京)
检测各单核细胞亚群内活性氧( ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅ￣
ｃｉｅｓꎬＲＯＳ)水平ꎮ 脾脏原代细胞以 １００ ｋＵ / Ｌ ｒＩＦＮ￣γ
诱导炎性单核细胞亚群分化ꎬ在培养后 ２４ ｈ 加入

２５、５０、１００ μｍｏｌ / Ｌ 普罗布考ꎬ继续培养 ４８ ｈꎮ 收集

细胞后ꎬ 于 ０. ５ μｍｏｌ / Ｌ ＤＣＦＨ￣ＤＡ 中 ３７℃ 孵 育

３０ ｍｉｎꎮ 以 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次ꎬ去除未进入细胞内的探

针ꎬ后以抗￣ＣＤ１１ｂ￣ＰＥ 和抗￣Ｌｙ￣６Ｃ￣ＡＰＣ(ＢＤ Ｐｈａｒｍ￣
ｉｎｇｅｎＴＭꎬＣＡ)荧光抗体 ４ 度染色ꎬＢＤ ＦＡＣＳ Ｃａｌｉｂｕｒ
流式细胞仪检测单核细胞分化情况ꎬＦｌｏｗｊｏ 软件分

析数据ꎮ 根据 ＦＳＣ 及 ＳＳＣ 设门 ＭＮＣ 即门 ｉｉꎬ再以

Ｌｙ￣６Ｃ 表达将 ＣＤ１１ｂ＋ＭＮＣ 分为 Ｌｙ￣６Ｃ＋和 Ｌｙ￣６Ｃ－细

胞亚群ꎮ 再进一步分析 Ｌｙ￣６Ｃ＋ 和 Ｌｙ￣６Ｃ－ 单核细胞

亚群中 ＤＣＦＨ￣ＤＡ 的含量ꎬ将含有 ＤＣＦＨ￣ＤＡ 的细胞

定义为 ＤＣＦＨ￣ＤＡ＋细胞ꎬ代表细胞内 ＲＯＳ 的产生ꎮ
１.４　 ＮＡＤＰＨ 氧化酶活性检测

为了探讨普罗布考影响炎性单核细胞分化的

机制ꎬ利用人单核细胞系 ＴＨＰ￣１ 细胞检测普罗布考

对 ＮＡＤＰＨ 氧化酶的影响ꎮ 首先以 １００ μｍｏｌ / Ｌ 普

罗布考干预 ３０ ｍｉｎꎬ再以 １ ｍｇ / Ｌ 脂多糖 ( ｌｉｐｏｐｏ￣
ｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅꎬＬＰＳ)干预 ３０ ｍｉｎ 后进行裂解ꎬ之后进

行蛋白浓度测定ꎬ在 ９６ 孔板中分别加入阴性液、样
品及专性液和样品ꎬ采用 ＮＡＤＰＨ 氧化酶检测试剂

盒(Ｇｅｍａｎｄꎬ上海)分别检测背景对照、样品总活性

及样品非特异活性ꎬ通过公式计算样品特异活性ꎮ
１.５　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ １７.０ 统计软件进行分析ꎬ所有实验

均独立重复 ３ 次ꎮ 结果以 ｘ±ｓ 表示ꎬ组间比较采用

独立样本 ｔ 检验ꎬＰ<０.０５ 表示差异有统计学意义ꎮ
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２　 结　 果

２.１　 普罗布考显著抑制 Ｌｙ￣６Ｃｈｉ 单核细胞亚群的

分化

２５、５０、１００ μｍｏｌ / Ｌ 普罗布考显著抑制 Ｌｙ￣６Ｃｈｉ

单核细胞亚群的分化ꎬ分别达 ７０％、６３％、５４％ꎬ但对

Ｌｙ￣６Ｃｍｉｄ和 Ｌｙ￣６Ｃ ｌｏｗ 单核细胞亚群分化无显著影响

(图 １)ꎮ

图 １. 普罗布考抑制 Ｌｙ￣６Ｃｈｉ单核细胞亚群的分化(ｎ＝３)　 　 Ａ 为 ＣＤ１１ｂ＋ＭＮＣꎬ根据 Ｌｙ￣６Ｃ 表达将其分为 Ｌｙ￣６Ｃｈｉ、Ｌｙ￣６Ｃｍｉｄ和 Ｌｙ￣６Ｃｌｏｗ单核细胞

亚群ꎻＢ、Ｃ 为普罗布考干预后ꎬＬｙ￣６Ｃｈｉ、Ｌｙ￣６Ｃｍｉｄ和 Ｌｙ￣６Ｃｌｏｗ单核细胞亚群分化的散点图、柱形图ꎮ ａ 为 Ｐ＝０.０３１ꎬｂ 为 Ｐ＝０.００４ꎬ与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｐｒｏｂｕｃｏｌ ｉｎｈｉｂｉｔｓ Ｌｙ￣６Ｃｈｉ ｍｏｎｏｃｙｔｅ ｓｕｂｓｅｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ(ｎ＝ ３)

２.２　 普罗布考抑制脾脏原代 Ｌｙ￣６Ｃ＋单核细胞亚群

中活性氧的产生

为了进一步探讨普罗布考抑制 Ｌｙ￣６Ｃｈｉ单核细

胞亚群分化的可能机制ꎬ我们检测了普罗布考干预

后各单核细胞亚群中 ＲＯＳ 的水平ꎮ 我们观察到 Ｌｙ￣
６Ｃ＋单核细胞亚群中 ＲＯＳ 的水平是 Ｌｙ￣６Ｃ－ 的约 ２
倍ꎮ 我们又观察到 ２５、５０、１００ μｍｏｌ / Ｌ 普罗布考可

显著抑制 Ｌｙ￣６Ｃ＋ 单核细胞亚群中 ＲＯＳ 的产生达

６８％、６２％、３４％(图 ２)ꎬ使 Ｌｙ￣６Ｃ－ 单核细胞亚群中

ＲＯＳ 降到 ８６％、５１％、４８％ꎮ
２.３　 普罗布考抑制 ＴＨＰ￣１细胞中ＮＡＤＰＨ氧化酶活性

由于 ＮＡＤＰＨ 氧化酶是产生 ＲＯＳ 最主要的酶ꎬ因
此我们进一步观察了普罗布考对 ＮＡＤＰＨ 氧化酶活

性的影响ꎮ 我们观察到 １００ μｍｏｌ / Ｌ 普罗布考使

ＴＨＰ￣１ 细胞中 ＮＡＤＰＨ 氧化酶活性降到 ７５％(图 ３)ꎮ

３　 讨　 论

我们前期研究显示 Ｌｙ￣６Ｃｈｉ炎性单核细胞亚群

的分化在动脉粥样硬化病变的进展中具有重要作

用ꎬ且氧化应激反应可能参与此过程[２]ꎮ 普罗布考

作为一种抗氧化剂ꎬ能够显著抑制动脉粥样硬化病

变的进程[１０]ꎬ但其抗动脉粥样硬化的机制尚未完全

阐明ꎮ 本研究进一步证实普罗布考能够抑制 Ｌｙ￣
６Ｃｈｉ炎性单核细胞亚群的分化ꎬ 可能与其抑制

ＮＡＤＰＨ 氧化酶活性、降低 ＲＯＳ 的产生有关ꎬ这可能

是普罗布考抗动脉粥样硬化的重要机制之一ꎮ
目前研究显示ꎬ单核细胞具有异质性ꎬ且该现

象在鼠类和人类普遍存在ꎮ 在小鼠中ꎬＬｙ￣６Ｃｈｉ 和

Ｌｙ￣６Ｃｍｉｄ单核细胞亚群与炎症反应有关[３]ꎮ 本团队

既往研究显示ꎬ在各种危险因素的作用下ꎬ循环炎

０５５ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ６ꎬ２０１７



图 ２. 普罗布考抑制 Ｌｙ￣６Ｃ＋单核细胞亚群 ＲＯＳ 的产生(ｎ＝ ３)　 　 Ａ 为 ＣＤ１１ｂ＋ＭＮＣꎬ根据 Ｌｙ￣６Ｃ 表达将其分为 Ｌｙ￣６Ｃ＋和 Ｌｙ￣６Ｃ－单核

细胞亚群ꎬ含有 ＤＣＦＨ￣ＤＡ 的细胞被定义为 ＤＣＦＨ￣ＤＡ＋细胞ꎻＢ、Ｃ 为普罗布考干预后 Ｌｙ￣６Ｃ＋和 Ｌｙ￣６Ｃ－单核细胞亚群中 ＲＯＳ 水平ꎻＤ、Ｅ 为 Ｌｙ￣６Ｃ＋

和 Ｌｙ￣６Ｃ－单核细胞亚群中 ＲＯＳ 水平的量化柱状图ꎮ ａ 为 Ｐ＝ ０.０１２ꎬｂ 为 Ｐ＝ ０.００５ꎬｃ 为 Ｐ＝ ０.００１ꎬ与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｐｒｏｂｕｃｏｌ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｔｈｅ ＲＯＳ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｌｙ￣６Ｃ＋ ｍｏｎｏｃｙｔｅ ｓｕｂｓｅｔ(ｎ＝ ３)

图 ３. 普罗布考抑制 ＴＨＰ￣１细胞 ＮＡＤＰＨ 氧化酶的活性(ｎ＝
３)　 　 １００ μｍｏｌ / Ｌ 普罗布考干预 ３０ ｍｉｎ 后以 １ ｍｇ / Ｌ ＬＰＳ 诱导 ３０
ｍｉｎꎬ然后用酶标仪测定吸光值变化ꎮ ａ 为 Ｐ＝ ０.０１９ꎬ与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｐｒｏｂｕｃｏｌ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ＮＡＤＰＨ ｏｘｉｄａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ
ＴＨＰ￣１ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ３)

性单核细胞亚群增生并进入内皮下ꎬ分化为巨噬细

胞ꎬ从而促进血管壁的炎症反应和动脉粥样硬化病

变的进展[２]ꎬ可见如何干预炎性单核细胞亚群的分

化和增生是目前待解决的问题ꎮ 在高胆固醇饮食

喂养的大鼠中ꎬ普罗布考能够抑制单核细胞黏附、
浸润到内皮下[１１]ꎬ提示普罗布考干预单核细胞进入

内皮下是其重要的抗动脉粥样硬化机制ꎬ但有关普

罗布考对炎性单核细胞亚群分化的影响尚未明确ꎮ
本研究证实了普罗布考能够呈浓度依赖性地显著

抑制 Ｌｙ￣６Ｃｈｉ单核细胞亚群的分化ꎮ 本团队前期研

究显示ꎬＬｙ￣６Ｃｈｉ＋ｍｉｄ 单核细胞是主要分泌白细胞介

素 ６ 和肿瘤坏死因子 α 的炎性单核细胞亚群ꎬ参与

机体的炎症反应[３]ꎻ本研究观察到普罗布考能够抑

制 Ｌｙ￣６Ｃｈｉ炎性单核细胞亚群的分化ꎬ这可能是普罗

布考抑制机体炎症反应的重要机制之一ꎮ
本研究进一步观察了普罗布考抑制炎性单核

细胞亚群分化的可能机制ꎮ 本团队前期研究显示

氧化应激反应可能参与炎性单核细胞亚群的分化ꎮ
普罗布考分子结构中包含 ２ 个酚羟基ꎬ能够捕捉氧

离子ꎬ具有强大的抗氧化作用ꎬ因此普罗布考有可

能通过抗氧化作用参与调控炎性单核细胞亚群的

分化ꎮ 另外ꎬ有关各单核细胞亚群对机体氧化应激

的贡献尚不清楚ꎮ 因此ꎬ本团队采用 ＤＣＦＨ￣ＤＡ 探

针检测了各单核细胞亚群内 ＲＯＳ 的水平ꎮ 首先验

证了 Ｌｙ￣６Ｃ＋单核细胞亚群相对于 Ｌｙ￣６Ｃ－ 单核细胞
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亚群产生更多的 ＲＯＳꎬ丰富了 Ｌｙ￣６Ｃ＋单核细胞的炎

症功能及参与机体氧化应激反应ꎮ 另外ꎬ有研究表

明普罗布考是一种强有力的氧自由基清除剂ꎬ能够

抑制 Ｃｕ２＋诱导的巨噬细胞脂质氧化ꎬ发挥强大的抗

动脉粥样硬化作用[８]ꎮ 最新研究显示普罗布考能

够抑制 ＲＯＳ 的产生ꎬ从而保护内皮细胞免受 ｏｘ￣ＬＤＬ
的损伤[１１]ꎻ普罗布考能否抑制炎性单核细胞亚群中

氧化应激反应还未报道ꎮ 本研究结果显示 ２５、５０、
１００ μｍｏｌ / Ｌ 普罗布考呈浓度依赖性地抑制炎性单

核细胞亚群中 ＲＯＳ 的水平ꎬ表明普罗布考可能通过

抑制炎性单核细胞亚群的分化、减少 ＲＯＳ 的产生ꎬ
来抑制机体的氧化应激反应ꎮ

本团队既往研究提示 ＮＡＤＰＨ 氧化酶参与炎性

单核细胞亚群的分化[２]ꎬ且单核细胞或巨噬细胞中

的 ＮＡＤＰＨ 氧化酶是产生 ＲＯＳ 最主要的酶ꎬ在动脉

粥样硬化病变形成中具有重要作用[１２]ꎮ 因此ꎬ本研

究进一步利用人单核细胞系检测了普罗布考对人

单核细胞中 ＮＡＤＰＨ 氧化酶活性的影响ꎬ结果证实

了普罗布考能显著抑制人单核细胞中 ＮＡＤＰＨ 氧化

酶的活性ꎬ说明普罗布考可能通过抑制 ＮＡＤＰＨ 氧

化酶活性的途径来干预炎性单核细胞亚群的分化

及其 ＲＯＳ 的产生ꎮ
综上所述ꎬ普罗布考可显著抑制炎性单核细胞

亚群的分化及其 ＲＯＳ 的产生ꎬ该过程可能与其抑制

ＮＡＤＰＨ 氧化酶活性有关ꎻ这可能是普罗布考抗动

脉粥样硬化的重要机制之一ꎬ亦为临床应用普罗布

考干预炎性单核细胞亚群的分化提供了理论依据ꎮ
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