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平ꎮ 结果　 超速离心法获得的微囊泡结构物具有完整清晰茶托样膜ꎬ直径众数为 １３０ ｎｍꎬ含标志性蛋白 Ａｌｉｘ、
ＴＳＧ１０１、ＣＤ９ 和 ＣＤ６３ꎬ鉴定为外泌体ꎮ 丹皮酚(１２０、６０ 及 ３０ μｍｏｌ / Ｌ)可降低脂多糖(１ ｍｇ / Ｌ)诱导的 ＴＨＰ￣１ 细胞分

泌外泌体ꎬ减少 Ｎ￣ＳＭａｓｅ２ 蛋白表达ꎬ抑制 ｐ３８ ＭＡＰＫ 磷酸化ꎮ 结论　 丹皮酚抑制 ＴＨＰ￣１ 细胞外泌体分泌ꎬ该作用
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ｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ＴＨＰ￣１ ｃｅｌｌ ｅｘｏｓｏｍｅꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｐ３８ ＭＡＰＫ / Ｎ￣ＳＭａｓｅ２ ｐａｔｈｗａｙ.

　 　 丹皮酚 ( ｐａｅｏｎｏｌꎬ Ｐａｅ) 是毛茛科植物牡丹

Ｐａｅｏｎｉａ Ｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏａｓ Ａｎｄｒ.干燥根皮的主要活性成分

之一ꎬ具有抗炎、抗动脉粥样硬化( ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬ
Ａｓ)等作用[１￣２]ꎬ对脂多糖( ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅꎬＬＰＳ)
诱导的单核 /巨噬细胞炎症相关基因的表达有调控

作用[３]ꎮ 外泌体(ｅｘｏｓｏｍｅꎬｅｘｏ)是细胞分泌的具有

双层膜结构的胞外囊泡ꎬ是细胞间通讯的重要介

质ꎬ具有调节免疫、炎症反应等功能ꎮ 单核细胞是

外泌体的重要来源细胞之一ꎬ也是炎症反应发生的

主要细胞ꎮ ＬＰＳ、ＴＮＦ￣α 等诱导因素引起的单核细

胞炎症状态下ꎬ外泌体的分泌大幅提高ꎬ从而参与

了 Ａｓ 内皮血管的炎症反应[４]ꎮ 中性鞘磷脂酶 ２
(ｎｅｕｔｒａｌ ｓｐｈｉｎｇｏｍｙｅｌｉｎ￣２ꎬＮ￣ＳＭａｓｅ２)是介导外泌体

分泌的重要环节[５]ꎬ上游介质 ｐ３８ 丝裂原活化蛋白

激 酶 ( ｐ３８ ｍｉｔｏｇｅｎ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬ ｐ３８
ＭＡＰＫ) 可以诱导 Ｎ￣ＳＭａｓｅ２ 磷酸化并改变其活

性[６]ꎮ 既有研究表明丹皮酚可抑制 ｐ３８ ＭＡＰＫ 表

达[７]ꎬ也可缓解细胞炎症反应[８]ꎮ 那么丹皮酚是否

抑制单核细胞分泌外泌体? 该作用是否通过对 ｐ３８
ＭＡＰＫ / Ｎ￣ＳＭａｓｅ２ 通路的调控而实现? 本研究以外

泌体为主要对象ꎬ探索丹皮酚对单核细胞外泌体这

一细胞间信息交流载体的影响ꎬ以期为丹皮酚抑制

单核细胞炎症反应提供新思路和科学依据ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 ＴＨＰ￣１ 细胞

ＴＨＰ￣１ 细胞购自中国科学院上海生命科学研究

院细胞库ꎬ培养于 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基(含 １５％胎牛

血清ꎬ１％青霉素￣链霉素)ꎬ３７ ℃、５％ＣＯ２ 饱和湿度

条件下ꎬ每 ２~３ 天传代一次ꎮ
１.２　 药物与试剂

丹皮酚 (宣城百草植物工贸有限公司ꎬ纯度

９９％)ꎻＧＷ４８６９、ＬＰＳ(美国 Ｓｉｇｍａ 公司)ꎻＲＰＭＩ １６４０
培养基、胎牛血清(美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎻ青霉素￣链霉

素溶液、ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒、ＣＣＫ￣８ 试剂盒

(上海碧云天生物技术有限公司)ꎻＲａｂｂｉｔ ａｎｔｉ￣ＣＤ６３
(美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司)ꎻ Ｒａｂｂｉｔ ａｎｔｉ￣ＣＤ９、 Ｒａｂｂｉｔ
ａｎｔｉ￣Ａｌｉｘ、Ｒａｂｂｉｔ ａｎｔｉ￣ＴＳＧ１０１、Ｎ￣ＳＭａｓｅ２(英国 Ａｂｃａｍ
公司)ꎻｐ３８ ＭＡＰＫ ａｎｔｉｂｏｄｙ、ｐ￣ｐ３８ ＭＡＰＫ ｒａｂｂｉｔ ｍＡｂ
(美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司)ꎻ柔红霉素

(ｄａｕｎｏｒｕｂｉｃｉｎꎬＤＮＲ)、ＳＢ２０３５８０(上海陶素生化科技

有限公司)ꎮ

１.３　 主要仪器

ＣＯ２ 细胞培养箱(日本 Ｓａｎｙｏ 公司)ꎻ高速冷冻

离心机(德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司)ꎻ超速冷冻离心机(美
国 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ 公司)ꎻ酶标仪 (美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司)ꎻ电泳装置(美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公

司)ꎮ
１.４　 超速离心法提取外泌体[９]

取对数生长期 ＴＨＰ￣１ 细胞ꎬ离心后无菌 ＰＢＳ 洗

３ 次ꎬ换用含无外泌体胎牛血清[１０] 的 ＲＰＭＩ １６４０ 培

养基继续培养 ４８ ｈꎻ收集细胞培养上清ꎬ使用 ３００×ｇ
离心 １０ ｍｉｎꎬ２０００×ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ１８０００×ｇ 离心 ３０
ｍｉｎꎬ以连续离心取上清的方法去除细胞上清液中的

悬浮细胞、死细胞、细胞碎片、微泡及凋亡小体等杂

质ꎻ离心后上清液用 ０.２２ μｍ 滤器过滤ꎬ１１００００×ｇ
离心 ７０ ｍｉｎꎬ 冰 ＰＢＳ 重 悬 稀 释 外 泌 体 沉 淀ꎬ
１１００００×ｇ离心 ７０ ｍｉｎꎬ获得的沉淀物为纯净的外泌

体ꎬ２００ μＬ ＰＢＳ 重悬后冻存于－８０ ℃保存备用ꎮ
１.５　 ＴＥＭ 观察外泌体形态

用 ＰＢＳ 溶液稀释纯化的微泡ꎬ重悬后混匀ꎻ
取 １０ μＬ 样本滴加至铜网状栅上ꎬ１ ｍｉｎ 后ꎬ以滤

纸轻轻吸干ꎬ用 ＰＢＳ 洗 ２ 次ꎻ滴加 １０ μＬ 醋酸双

氧铀于铜网上ꎬ１ ｍｉｎ 后用滤纸吸干ꎬ室温下自然

晾干ꎻ透射电子显微镜 ８０ ~ １２０ ｋＶ 成像观察外泌

体形态ꎮ
１.６　 动态光散射检测外泌体粒径

离心沉淀后的外泌体用适量纯水稀释ꎬ用 １ ｍＬ
注射器将样品注射至检测槽中ꎬ注意不要留气泡ꎻ
检测条件为温度 ２５ ℃、温度平衡时间 ７０ ｓ、黏度

０.８９ ｃＰ、折射率 １.３３０ꎬ测量 ３ 次ꎬ待机器自动读数、
记录并生成报告ꎬ即得样品粒径平均值和粒径大小

分布ꎮ
１.７　 ＣＣＫ￣８ 检测 ＴＨＰ￣１ 细胞存活率

将 ＴＨＰ￣１ 细胞混悬液(１×１０８ ｃｅｌｌｓ / Ｌ)接种于

９６ 孔板中培养ꎬ分别给予 １００、１０、１、０. １、０. ０１ 及

０.００１ ｍｇ / Ｌ ＬＰＳ 培养 ２４ ｈꎬ每孔加入 ２０ μＬ ＣＣＫ￣８
(５ ｇ / Ｌ)ꎬ再培养 ０.５、１、２ 及 ４ ｈ 后ꎬ酶标仪检测 ４９０
ｎｍ 处吸光度(Ａ)ꎬ确定 ＬＰＳ 最佳作用浓度ꎮ 细胞存

活率＝(实验组 Ａ 值－空白孔 Ａ 值) / (正常对照组 Ａ
值－空白孔 Ａ 值)×１００％ꎮ 与上述方法相同ꎬ分别检

测含 ２４０、１２０、６０、３０ 及 １５ μｍｏｌ / Ｌ 丹皮酚的培养基

培养 １２、２４ 及 ４８ ｈ 后 ＴＨＰ￣１ 细胞存活率ꎬ确定最佳

给药浓度和给药时间ꎮ

２１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２７ꎬＮｏ １ꎬ２０１９



１.８　 ＢＣＡ 法蛋白定量

根据说明书将试剂 Ａ、试剂 Ｂ 按 ５０ ∶ １ 的比例

配制成 ＢＣＡ 工作液ꎻ用 ＰＢＳ 将结晶牛血清白蛋白配

制成 ５００ ｍｇ / Ｌ 的蛋白质标准溶液ꎬ分别加 ０、１、２、
４、８、１２、１６ 及 ２０ μＬ 到 ９６ 孔板中ꎬ并补足至 ２０ μＬꎻ
将待测样品加入板中ꎬ以溶剂稀释到 ２０ μＬꎮ 向上

述稀释后的标准品及待测样品中分别加入 ２００ μＬ
ＢＣＡ 工作液ꎬ混匀后 ３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎꎻ在酶标仪中

测量 ５６２ ｎｍ 处吸光度ꎬ根据标准曲线计算出样品的

蛋白浓度ꎮ
１.９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白质水平

将药物干预培养后的细胞离心取沉淀ꎬ以适量

的 ＲＩＰＡ 裂解液裂解得到蛋白ꎬ取此细胞蛋白或超

速离心所得外泌体以 ＢＣＡ 法定量后调整蛋白浓度ꎬ
加 ５×Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒꎬ金属浴 １００ ℃加热 ８ ｍｉｎ 使蛋

白变性ꎮ 之后依次进行电泳、转膜、封闭、一抗孵育

(Ｎ￣ＳＭａｓｅ２、ｐ３８ ＭＡＰＫ、ｐ￣ｐ３８ ＭＡＰＫ、Ａｌｉｘ、ＴＳＧ１０１、
ＣＤ９ 及 ＣＤ６３ 蛋白抗体)、二抗孵育ꎬ采用凝胶成像

系统进行检测ꎮ
１.１０　 统计学分析

实验数据用 ＳＰＳＳ ２３.０ 软件进行统计分析ꎬ数
据组间比较采用单因素方差分析ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差

异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 外泌体的提取与鉴定

通过超速离心法从细胞培养上清液中获得大

小均一的微囊泡结构物ꎬ透射电镜下观察其具有完

整清晰茶托样膜(图 １)ꎬ样本直径众数为 １３０ ｎｍ
(图 ２)ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测到其标志性蛋白 Ａｌｉｘ、
ＴＳＧ１０１、ＣＤ９ 和 ＣＤ６３(图 ３)ꎬ鉴定为外泌体ꎮ

图 １. 透射电镜观察外泌体形态

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｂｙ ＴＥＭ

图 ２. ＤＬＳ 法检测外泌体粒径(ｎ＝ ３)
Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ｂｙ ＤＬＳ(ｎ＝ ３)

图 ３. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测外泌体标志性蛋白

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅ ｍａｒｋｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ

２.２　 丹皮酚对 ＬＰＳ 诱导 ＴＨＰ￣１ 细胞的保护作用

随着 ＬＰＳ 浓度的增加ꎬＴＨＰ￣１ 细胞存活率降

低ꎬＬＰＳ 为 １ ｍｇ / Ｌ 时与空白对照组比较差异具有统

计学意义(Ｐ < ０. ０１ꎻ图 ４)ꎻ丹皮酚给药浓度为 ６０
μｍｏｌ / Ｌꎬ作用 ２４ ｈ 时细胞存活率最高(图 ５)ꎮ

图 ４. ＬＰＳ 对 ＴＨＰ￣１细胞存活率的影响(ｎ ＝ ６) 　 　 ａ 为 Ｐ<
０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与空白对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＬＰＳ ｏｎ ＴＨＰ￣１ ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ(ｎ＝ ６)
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图 ５. 丹皮酚对 ＬＰＳ诱导的 ＴＨＰ￣１细胞存活率的影响(ｎ＝８)
Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｐａｅ ｏｎ ＬＰＳ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ＴＨＰ￣１ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ
ｒａｔｅ(ｎ＝ ８)

２.３　 丹皮酚减少外泌体分泌并抑制 Ｎ￣ＳＭａｓｅ２ 蛋白

表达

ＬＰＳ 诱导的 ＴＨＰ￣１ 细胞外泌体分泌和 Ｎ￣
ＳＭａｓｅ２ 蛋白表达均明显增加ꎬ丹皮酚可以降低 ＬＰＳ
诱导的 ＴＨＰ￣１ 细胞外泌体分泌ꎬ并抑制 Ｎ￣ＳＭａｓｅ２
蛋白表达(图 ６ 和图 ７)ꎮ
２.４　 丹皮酚减少外泌体分泌与 Ｎ￣ＳＭａｓｅ２ 有关

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检 测 显 示ꎬ Ｎ￣ＳＭａｓｅ２ 抑 制 剂

ＧＷ４８６９ 作用后外泌体分泌和 Ｎ￣ＳＭａｓｅ２ 蛋白表达

显著减少(图 ８ 和 ９)ꎻＮ￣ＳＭａｓｅ２ 激动剂 ＤＮＲ 作用后

外泌体分泌和 Ｎ￣ＳＭａｓｅ２ 蛋白表达较空白对照组显

著增加ꎬ但与 ＬＰＳ 组比较差异无统计学意义ꎬ丹皮

酚干预后外泌体分泌和 Ｎ￣ＳＭａｓｅ２ 蛋白含量有所降

低(图 １０ 和 １１)ꎬ说明丹皮酚减少外泌体分泌可能

与 Ｎ￣ＳＭａｓｅ２ 有关ꎮ

图 ６. 丹皮酚对 ＬＰＳ 诱导的 ＴＨＰ￣１ 细胞外泌体分泌的影响

(ｎ＝ ８)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与空白对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬｃ 为 Ｐ<
０.０１ꎬ与 ＬＰＳ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｐａｅ ｏｎ ｅｘｏｓｏｍｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｉｎ ＬＰＳ￣ｉｎｄｕｃｅｄ
ＴＨＰ￣１ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ８)

图 ７. 丹皮酚对 ＬＰＳ 诱导的 ＴＨＰ￣１细胞 Ｎ￣ＳＭａｓｅ２ 蛋白表达

的影响(ｎ＝ ３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与空白对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ
ｃ 为Ｐ<０.０１ꎬ与 ＬＰＳ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ７. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｐａｅ ｏｎ Ｎ￣ＳＭａｓｅ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＬＰＳ￣ｉｎｄｕｃｅｄ
ＴＨＰ￣１ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ３)

图 ８. ＧＷ４８６９ 对 ＬＰＳ 诱导的 ＴＨＰ￣１ 细胞外泌体分泌的影

响(ｎ＝ ８)　 　 ａ 为 Ｐ< ０.０１ꎬ与空白对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ< ０.０１ꎬ与
ＬＰＳ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ８. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＷ４８６９ ｏｎ ｅｘｏｓｏｍｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｉｎ ＬＰＳ￣ｉｎ￣
ｄｕｃｅｄ ＴＨＰ￣１ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ８)

图 ９. ＧＷ４８６９ 对 ＬＰＳ 诱导的 ＴＨＰ￣１细胞 Ｎ￣ＳＭａｓｅ２ 蛋白表

达的影响(ｎ ＝ ３) 　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与空白对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<
０.０１ꎬ与 ＬＰＳ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ９. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＷ４８６９ ｏｎ Ｎ￣ＳＭａｓｅ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＬＰＳ￣
ｉｎｄｕｃｅｄ ＴＨＰ￣１ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ３)
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图 １０. Ｎ￣ＳＭａｓｅ２ 激动剂 ＤＮＲ 对 ＴＨＰ￣１ 细胞外泌体分泌的

影响(ｎ＝ ８)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与空白对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与
ＬＰＳ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １０. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｎ￣ＳＭａｓｅ２ ａｇｏｎｉｓｔ ＤＮＲ ｏｎ ｅｘｏｓｏｍｅ ｓｅ￣
ｃｒｅｔｉｏｎ ｉｎ ＴＨＰ￣１ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ８)

图 １１. Ｎ￣ＳＭａｓｅ２ 激动剂 ＤＮＲ 对 ＴＨＰ￣１ 细胞 Ｎ￣ＳＭａｓｅ２ 蛋

白表达的影响(ｎ ＝ ３) 　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与空白对照组比较ꎻｂ 为

Ｐ<０.０５ꎬ与 ＬＰＳ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １１. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｎ￣ＳＭａｓｅ２ ａｇｏｎｉｓｔ ＤＮＲ ｏｎ Ｎ￣ＳＭａｓｅ２
ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＴＨＰ￣１ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ３)

２.５　 丹皮酚抑制 ＬＰＳ 诱导的 ＴＨＰ￣１细胞 ｐ３８ ＭＡＰＫ
磷酸化

ｐ３８ＭＡＰＫ 是 Ｎ￣ＳＭａｓｅ２ 的 上 游 调 控 介 质ꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬＬＰＳ 对 ｐ３８ ＭＡＰＫ 磷酸化起

促进作用ꎬ丹皮酚可降低 ＬＰＳ 诱导的 ｐ３８ ＭＡＰＫ 磷

酸化ꎬ且 ｐ３８ ＭＡＰＫ 表达量随丹皮酚浓度增加而减

少(图 １２)ꎮ
２.６ 　 丹皮酚减少外泌体分泌与 ｐ￣ｐ３８ ＭＡＰＫ / Ｎ￣
ＳＭａｓｅ２ 通路有关

丹皮酚给药后外泌体分泌降低ꎬ其作用与 ｐ３８
ＭＡＰＫ 特异性抑制剂 ＳＢ２０３５８０ 的作用相似 (图

１３)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ与 ＬＰＳ 组相比ꎬ丹皮酚

组 ｐ￣ｐ３８ ＭＡＰＫ、 Ｎ￣ＳＭａｓｅ２ 蛋白表达减少ꎬ 使用

ＳＢ２０３５８０ 后 ｐ￣ｐ３８ ＭＡＰＫ、Ｎ￣ＳＭａｓｅ２ 蛋白表达较

ＬＰＳ 组也显著下降(图 １４)ꎬ提示丹皮酚降低外泌体

分泌可能与 ｐ３８ ＭＡＰＫ / Ｎ￣ＳＭａｓｅ２ 通路有关ꎮ

图 １２. 丹皮酚对 ＬＰＳ 诱导的 ＴＨＰ￣１细胞 ｐ￣ｐ３８ ＭＡＰＫ 蛋白

表达的影响(ｎ＝ ３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与空白对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<
０.０５ꎬｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＬＰＳ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １２. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｐａｅ ｏｎ ｐ￣ｐ３８ ＭＡＰＫ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＬＰＳ￣ｉｎ￣
ｄｕｃｅｄ ＴＨＰ￣１ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ３)

图 １３. 丹皮酚与 ＳＢ２０３５８０ 均降低外泌体分泌(ｎ ＝ ８) 　 　 ａ
为 Ｐ<０.０１ꎬ与空白对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＬＰＳ 组

比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １３. Ｂｏｔｈ Ｐａｅ ａｎｄ ＳＢ２０３５８０ ｒｅｄｕｃｅｄ ｅｘｏｓｏｍｅ ｓｅｃｒｅ￣
ｔｉｏｎ

３　 讨　 论

炎性反应贯穿 Ａｓ 发生发展的全过程ꎬ单核细胞

在其中发挥着重要作用ꎮ 活化的单核细胞黏附于

内皮细胞并分化为巨噬细胞ꎬ大量吞噬 ｏｘ￣ＬＤＬ 而转
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图 １４. 丹皮酚与 ＳＢ２０３５８０均抑制 ｐ￣ｐ３８ ＭＡＰＫ和 Ｎ￣ＳＭａｓｅ２
蛋白表达(ｎ＝ ３) 　 　 ａ 为 Ｐ< ０.０１ꎬ与空白对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<
０.０５ꎬｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＬＰＳ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １４. Ｂｏｔｈ Ｐａｅ ａｎｄ ＳＢ２０３５８０ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｐ￣ｐ３８ ＭＡＰＫ
ａｎｄ Ｎ￣ＳＭａｓｅ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ(ｎ＝ ３)

化为巨噬细胞源性泡沫细胞ꎬ在动脉内壁堆积形成

脂质斑块[１１]ꎬ由此ꎬ抑制单核细胞炎症反应是抗 Ａｓ
的有效路径ꎮ

外泌体是由生物体内多种细胞释放的细胞外

囊泡ꎬ直径在 ３０~１５０ ｎｍꎬ含有丰富的蛋白质、ＤＮＡ、
ＲＮＡ、ｍＲＮＡ 等物质ꎬ是细胞间重要的通讯工具ꎮ 炎

性因子诱导后的外泌体中含有多种促炎介质ꎬ大量

的促炎介质使外泌体具有促炎作用ꎮ 单核 /巨噬细

胞在 ＬＰＳ 等诱导因素作用下ꎬ分泌的外泌体炎性因

子含量大大增加ꎬ这些炎性因子通过外泌体的形式

进入细胞ꎬ参与调控其下游靶基因表达ꎬ加重炎性

损伤ꎬ促进疾病进程[１２￣１３]ꎮ 本研究采用 ＬＰＳ 诱导

ＴＨＰ￣１ 细胞模型以探讨丹皮酚对外泌体的分泌作用

及机制ꎮ 采用超速离心法提取外泌体ꎬＴＥＭ 观察外

泌体形态、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测其标志蛋白、ＤＬＳ 检测

外泌体粒径ꎬ证明所得产物为外泌体ꎮ 采用 ＢＣＡ 法

检测外泌体总蛋白ꎬＬＰＳ 诱导的 ＴＨＰ￣１ 细胞外泌体

分泌增加ꎬ丹皮酚干预显著降低外泌体含量ꎬ提示

丹皮酚对外泌体分泌有抑制作用ꎮ
Ｎ￣ＳＭａｓｅ２ 主要是存在于高尔基体和内质网的

ｐＨ 为中性的酶ꎬ它可以水解鞘磷脂ꎬ形成神经酰胺

(ｃｅｒａｍｉｄｅꎬＣｅｒ)ꎬＣｅｒ 则是外泌体形成的关键物质ꎮ
含有蛋白脂质蛋白(ｐｒｏｔｅｏｌｉｐｉｄ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＰＬＰ)的外泌

体在富含鞘脂的膜结构域产生ꎬ通过 Ｃｅｒ 微结构域

并聚结成更大的结构域ꎬ促进囊泡向内出芽ꎬＣｅｒ 的

锥形结构诱导内体膜自发形成负曲率ꎬ利于形成内

囊泡[５ꎬ１４]ꎮ 当缺乏 Ｎ￣ＳＭａｓｅ２ 基因时外泌体分泌受

到抑制[１５]ꎻ给予 Ｎ￣ＳＭａｓｅ２ 干扰 ＲＮＡ 时ꎬ外泌体分

泌同样受到抑制[１６]ꎮ ＤＮＲ 和 ＧＷ４８６９ 是实验研究

中常用的 Ｎ￣ＳＭａｓｅ２ 蛋白激动剂和抑制剂ꎮ 本研究

结果显示ꎬ丹皮酚作用后 Ｎ￣ＳＭａｓｅ２ 含量降低ꎬ趋势

与 ＧＷ４８６９ 组相同ꎬ且随着丹皮酚给药浓度的增加

而减少ꎻＮ￣ＳＭａｓｅ２ 激动剂 ＤＮＲ 干预后 Ｎ￣ＳＭａｓｅ２ 表

达量显著升高ꎬ丹皮酚给药后 Ｎ￣ＳＭａｓｅ２ 含量有所降

低ꎬ提示丹皮酚抑制外泌体分泌的作用靶点可能与

Ｎ￣ＳＭａｓｅ２ 有关ꎮ
ｐ３８ ＭＡＰＫ 是激活 Ｎ￣ＳＭａｓｅ２ 的上游介质[６]ꎮ

通过 ＲＯＳ、ｏｘ￣ＬＤＬ 等激活上游调控介质 ｐ３８ ＭＡＰＫ
可以诱导 Ｎ￣ＳＭａｓｅ２ 磷酸化而上调其活性ꎬ并且在此

过程中 Ｎ￣ＳＭａｓｅ２ 下游物质 Ｃｅｒ 浓度也随之升

高[１７]ꎮ ｐ３８ ＭＡＰＫ 是 ＭＡＰＫ 家族调控炎症反应的

重要成员之一ꎬ可被 ＬＰＳ、促炎因子、ｏｘ￣ＬＤＬ 等多种

物质激活ꎬ并且其可以特异性调节炎症细胞的分

化、增殖和黏附迁移[１８￣１９]ꎮ 本研究采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测了丹皮酚和 ｐ３８ ＭＡＰＫ 抑制剂 ＳＢ２０３５８０ 干预

后 ＴＨＰ￣１ 细胞 ｐ￣ｐ３８ ＭＡＰＫ 的表达量ꎬ结果显示两

组 ｐ￣ｐ３８ ＭＡＰＫ 表达量均显著低于 ＬＰＳ 组ꎬ且随着

丹皮酚给药浓度的增加 ｐ￣ｐ３８ ＭＡＰＫ 表达量减少ꎬ
说明丹皮酚对 ｐ３８ ＭＡＰＫ 通路有抑制作用ꎮ 本研究

结果提示丹皮酚抑制外泌体分泌可能通过抑制 ｐ３８
ＭＡＰＫ / Ｎ￣ＳＭａｓｅ２ 发挥作用ꎮ
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