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芎芍胶囊药物组分协同降低 RAW264. 7 源性泡沫细胞
胆固醇含量及抗炎作用
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[摘　 要] 　 目的　 从体外细胞实验的角度,观察芎芍胶囊药物组分对泡沫细胞内胆固醇及炎症因子的影响作用。
方法　 以氧化型低密度脂蛋白(ox-LDL)诱导 RAW264. 7 细胞泡沫化;以 CCK-8 试剂检测泡沫细胞增殖活性;以胆

固醇检测试剂盒检测泡沫细胞内总胆固醇(TC)、游离胆固醇(FC)含量,油红 O 染色结果观察细胞内脂质分布,以
ELISA 试剂盒检测炎性因子肿瘤坏死因子 α(TNF-α)和白细胞介素 1β( IL-1β)的浓度。 结果　 CCK-8 检测结果提

示川芎嗪、芍药苷在 80 mg / L 浓度以下对泡沫细胞增殖活性没有明显影响;40 mg / L 川芎嗪加载 80 mg / L 芍药苷可

以明显降低泡沫细胞内 TC、FC 含量,减少泡沫细胞内脂质沉积,抑制泡沫细胞分泌 TNF-α 和 IL-1β。 结论　 芎芍

胶囊有效成分(川芎嗪、芍药苷)能够协同降低 RAW264. 7 源性泡沫细胞内胆固醇含量,并减少泡沫化细胞产生的

炎症因子 TNF-α、IL-1β,具备一定的抗炎作用。
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Synergistic effect of components of Xiongshao capsule on reducing cholesterol content
and inflammation in foam cells derived from RAW264. 7 cells
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To observe the effects of components of Xiongshao capsule on cholesterol and inflammatory fac-
tors on foam cells in vitro. 　 　 Methods　 Oxidized low-density lipoprotein (ox-LDL) was used to induce the foaming of
RAW264. 7 cells. 　 The proliferation activity of foam cells was detected by CCK-8 reagent. 　 The total cholesterol (TC)
and free cholesterol (FC) in foam cells were detected by cholesterol test kit, and the lipid distribution in cells was observed
by oil red staining. 　 The concentration of inflammatory factors, tumor necrosis factor alpha (TNF-α) and interleukin 1beta
(IL-1β) was detected by ELISA kit. 　 　 Results　 The results of CCK-8 showed that ligustrazine and paeoniflorin had no
obvious effect on the proliferation of foam cells under 80 mg / L concentration. 　 40 mg / L ligustrazine plus 80 mg / L paeoni-
florin could significantly reduce TC and FC contents in foam cells, reduce lipid deposition in foam cells, and inhibit the se-
cretion of TNF-α and IL-1β by foam cells. 　 　 Conclusion　 It is proved that the effective components of Xiongshao cap-
sule, ligustrazine and paeoniflorin, can reduce the cholesterol content in foam cells derived from RAW264. 7 cells and re-
duce the inflammatory factors, TNF-α and IL-1β produced by foam cells which have an potential ability to inhibit inflamma-
tory reaction.
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　 　 巨噬细胞吞噬氧化型低密度脂蛋白( oxidized
low-density lipoprotein,ox-LDL)或胆固醇外流能力

下降导致的细胞内脂质蓄积是泡沫细胞形成的主

要原因,并加速动脉粥样硬化(atherosclerosis,As)的
发展进程;同时,细胞在泡沫化的过程中也会释放

一系列细胞因子,其中包括肿瘤坏死因子 α( tumor
necrotic factor alpha,TNF-α)、白细胞介素 1β( inter-
leukin 1 beta,IL-1β)等促炎因子[1]。 据报道 TNF-
α、IL-1β 均可损伤血管内皮,并增加动脉粥样硬化

斑块大小,其损伤程度与 TNF-α、 IL-1β 的浓度相

关[2-3]。 同时,由泡沫细胞合成分泌的 TNF-α、IL-1β
可以下调 ATP 结合盒转运体 A1(adenosine triphos-
phate binding cassette transporter A1,ABCA1)、ABCG1
的转录表达,促进巨噬细胞摄取 ox-LDL,诱导巨噬

细胞泡沫化,而且 IL-1β 能够通过自分泌的途径,使
自身表达增加,进一步发挥促 As 作用[4-9]。

课题组前期实验证明芎芍胶囊可以促进胆固

醇逆转运( reverse cholesterol transport,RCT)相关蛋

白 ABCA1、ABCG1、肝 X 受体 α(liver X receptor al-
pha,LXRα)表达,防治颈动脉内膜增厚,缩小粥样

硬化斑块面积[10-11],并通过降低 IL-2、IL-8、TNF-α、
髓过氧化物酶(myeloperoxidase,MPO)等炎症因子

表达,发挥抗 As 作用[10,12-13]。 而且有研究发现川芎

嗪、氧 化 芍 药 苷 均 可 以 上 调 PPARγ、 LXRα 和

ABCA1 表达,促进泡沫细胞胆固醇流出[14-15]。
因此,课题组在芎芍胶囊组方药物中选取代表

性组分———川芎嗪、芍药苷作为干预药物,但文献

对川芎中川芎嗪含量的报道有很大争议,从测不出

到占川芎质量的 0. 43%不等,无法根据芎芍胶囊配

伍剂量固定川芎嗪与芍药苷的比值[16-20]。 因此,我
们采取浓度梯度探索川芎嗪、芍药苷不同配伍用药

对泡沫细胞胆固醇外流的影响,确定最佳配伍剂

量,然后观察其对泡沫细胞胆固醇流出能力和 TNF-
α、IL-1β 等致 As 细胞因子的作用,以探索芎芍胶囊

促胆固醇逆转运的物质基础和分子生物学机制。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞株

RAW264. 7 细胞采购自国家实验细胞资源共享

服务平台(北京总部)。
1. 2　 试剂及药品

细胞培养基(DMEM 高糖培养基+10% 胎牛血

清)、DMEM 高糖培养基及胎牛血清(美国 Gibco 公

司),ox-LDL(奕源生物科技公司),0. 25% 含 EDTA

胰蛋白酶消化液和 Cell Counting Kit-8(CCK-8)试剂

盒(南京恩晶生物科技有限公司),油红 O 染料(美
国 Sigma 公司),总胆固醇及游离胆固醇检测试剂盒

(北京普利莱基因技术有限公司), TNF-α、 IL-1β
ELISA 检测试剂盒(中国台湾 Arigo 公司);盐酸川

芎嗪及芍药苷(青岛凯莫思生化科技有限公司)。
1. 3　 仪器

超净台 (哈工联)、恒温 CO2 培养箱 (日本

SANYO,MCO-15AC)、水浴锅(HeidolPh)、低温离心

机 ( 德 国 EPPendorf 公 司, EPPendorf centrifuge
5810R)、倒置相差显微镜(德国 Leica DMIRB)、酶
标仪(美国 BioTek,Synergy H1)、全自动细胞计数器

(深圳博大博聚科技有限公司)。
1. 4　 细胞培养

将购得的细胞株分装冻存,剩余 RAW264. 7 细

胞以含 10%新生胎牛血清的 DMEM 高糖培养基,于
37. 0 ℃、5%CO2 恒温培养箱中静置培养,视细胞状

态更换培养液。 当细胞融合成片至视野的 70% ~
80%时,移入超净台;吸去培养瓶中残液,每瓶加胰

酶 1 mL,置孵箱孵育(37 ℃、5% CO2)3 min;细胞全

部漂浮后,每瓶加 10% 胎牛血清的 DMEM 1 mL 终

止,抽吸于离心管中,1 000 r / min 离心 2 min,而后

以 1 ∶ 3 的比例进行细胞传代,平分于 3 个 5 mL 细

胞培养瓶中。
1. 5　 细胞增殖活力的检测

将含有 RAW264. 7 细胞的(含 10% 胎牛血清)
混悬液,分装于 96 孔板中, 每孔 100 μL, 置于

37 ℃、5%CO2 培养箱中适应性培养 24 h。 加入含

80 mg / L ox-LDL 的培养液孵育 24 h,诱导巨噬细胞

分化为泡沫细胞,其后更换培养液,加入不同浓度

川芎嗪(0、5、10、20、40、80 mg / L)、芍药苷(0、5、10、
20、40、80 mg / L)及两者不同配伍浓度干预 24 h,每
孔加入 10 μL CCK-8 试剂孵育 2 h 后,在波长 450
nm 处检测吸光度。 根据各组的平均吸光度值计算

细胞存活率。
1. 6　 细胞内胆固醇含量测定

先将 RAW264. 7 细胞接种于 6 孔板中,分为 7
组,分别为对照组、模型组、川芎嗪(5、10、20、40、80
mg / L)组,每孔 2 mL,适应性培养 24 h 后,吸出培养

液,对照组加入 2 mL DMEM 高糖培养液(含 10%胎

牛血清),其余 6 组均加入 2 mL 含 80 mg / L ox-LDL
的培养液进行泡沫细胞造模,孵育 24 h 后吸出培养

液,并用 PBS 洗涤 2 次;其后对照组与模型组分别

加入 2 mL DMEM 高糖培养液(含 10%胎牛血清),
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川芎嗪组分别加入含有川芎嗪 5、10、20、40、80 mg /
L 的培养液,再次孵育 24 h 后,收集各组细胞培养

液 1 mL 备用,其余培养液弃置,并用 PBS 洗涤 2
次,用 0. 25%含 EDTA 胰蛋白酶消化液消化后收集

细胞,按照脂质测定试剂盒说明书分别检测总胆固

醇( total cholesterol,TC)及游离胆固醇( free choles-
terol,FC)。

根据上述检测结果确定川芎嗪对泡沫细胞内

胆固醇最佳药效浓度后,再重复上述操作,以该川

芎嗪浓度加载不同浓度(5、10、20、40、80 mg / L)芍

药苷干预泡沫细胞,确定川芎嗪与芍药苷最佳配伍

浓度。
1. 7　 各组细胞的油红 O 染色

基于 1. 6 部分实验的结果,进行以下操作。 将

含有 RAW264. 7 细胞的细胞悬液分为:对照组、模
型组、川芎嗪组、芍药苷组、联合组,接种于 96 孔培

养板中贴壁生长,每组 3 个复孔,每孔 100 μL,适应

性培养 24 h 后,吸出培养液,对照组加入 100 μL
DMEM 高糖培养液(含 10%胎牛血清),其余 4 组均

加入含 80 mg / L ox-LDL 的 100 μL 培养液进行泡沫

细胞造模,孵育 24 h 后吸出培养液,并用 PBS 洗涤

2 次;其后对照组与模型组分别加入 100 μL DMEM
高糖培养液(含 10%胎牛血清),其余 3 组分别加入

含有 40 mg / L 川芎嗪的培养液、80 mg / L 芍药苷的

培养液、40 mg / L 川芎嗪+80 mg / L 芍药苷的培养

液,再次孵育 24 h 后,用 PBS 洗涤 2 次后进行油红

O 染色,显微镜下观察各组之间染色效果。
1. 8　 炎症因子 TNF-α、IL-1β 的检测

基于 1. 6 部分实验的结果,进行以下操作。 将

收集的各组细胞培养液于室温下 1 000 g 离心 15
min,按照 ELISA 试剂盒说明书分别对各组培养液

进行处理,最后用酶标仪于波长 450 nm 处检测吸光

度,再根据标准品拟合曲线计算出相应各药物组的

TNF-α、IL-1β 浓度。
1. 9　 统计学处理

采用 SPSS 20. 0 统计软件分析数据。 实验数据

以 x± s 表示,多组间比较采用 one-way ANOVA 检

验,组间两两比较采用 SNK 检验。 P<0. 05 为差异

有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 川芎嗪、芍药苷对泡沫细胞增殖活力的影响

不同浓度(5、10、20、40、80 mg / L)川芎嗪、不同

浓度(5、10、20、40、80 mg / L)芍药苷与 RAW264. 7

细胞源性泡沫细胞共同培养 24 h 后,用 CCK-8 法测

定细胞的增殖活性,结果表明,川芎嗪、芍药苷在≤
80 mg / L 时对泡沫细胞增殖活性均无明显影响(图
1)。

图 1. 不同浓度川芎嗪、芍药苷对泡沫细胞增殖活性的影响

(n=3)
Figure 1. Effects of different concentrations of ligustrazine
and paeoniflorin on proliferation of foam cells(n=3)

2. 2　 芎芍胶囊有效组分对泡沫细胞内 TC、FC 含量

的影响

与对照组相比,模型组在 80 mg / L ox-LDL 作用

下细胞内胆固醇含量明显升高(P<0. 05);与模型组

相比,不同浓度(5、10、20、40、80 mg / L)川芎嗪组

TC、FC 含量显著降低(P<0. 05),40 mg / L 川芎嗪降

低泡沫细胞内 TC、FC 含量效果更好(表 1)。 基于

此,以 40 mg / L 川芎嗪加载不同浓度(5、10、20、40、
80 mg / L)芍药苷,确定对泡沫细胞内 TC、FC 含量影

响最佳的配伍浓度。
与模型组相比,40 mg / L 川芎嗪加载不同浓度

(5、10、20、40、80 mg / L)芍药苷组 TC 含量显著下降

(P<0. 01),FC 含量有所下降(P<0. 05;表 1)。
根据统计分析结果,在 80 mg / L ox-LDL 时泡沫

细胞内 TC、FC 最高,相比其他浓度,40 mg / L 川芎

嗪可明显降低泡沫细胞内 TC、FC 含量,40 mg / L 川

芎嗪加载 80 mg / L 芍药苷组可以更进一步降低泡沫

细胞内 TC、FC 含量(表 1),因此,40 mg / L 川芎嗪加

载 80 mg / L 芍药苷组为观察芎芍胶囊有效组分促进

胆固醇外流的最佳配伍浓度。
2. 3　 各组细胞的油红 O 染色结果

基于上述研究结果,以 40 mg / L 川芎嗪加载 80
mg / L 芍药苷(联合组)为干预药物,观察其对泡沫

细胞干预 24 h 后油红 O 染色结果。
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对照组细胞无着色;模型组细胞形态呈类圆

形,细胞形态呈空泡样,胞内可见大量红色脂滴,符
合泡沫细胞标准;与模型组比较,川芎嗪组、芍药苷

组、联合组细胞内脂质沉积明显减少,川芎嗪组、芍
药苷组可见少量红色脂滴,联合组未见明显脂质着

色(图 2)。

表 1. 芎芍胶囊有效组分对泡沫细胞内胆固醇含量的影响

(n=6)
Table 1. Effect of effective components of Xiongshao capsule
on cholesterol content in foam cells (n=6)

分　 组 TC(μmol / L) FC(μmol / L)

对照组 25. 45±3. 15 20. 0±3. 72

模型组 50. 27±4. 18b 41. 06±4. 19b

5 mg / L 川芎嗪组 44. 63±1. 60bc 41. 06±4. 53b

10 mg / L 川芎嗪组 41. 91±1. 79bd 39. 24±1. 75b

20 mg / L 川芎嗪组 41. 01±1. 79bd 38. 37±2. 01b

40 mg / L 川芎嗪组 38. 37±2. 05bd 33. 08±3. 01bc

80 mg / L 川芎嗪组 44. 65±3. 02bc 34. 08±1. 69bc

40 mg / L 川芎嗪+5 mg / L
芍药苷组

40. 14±2. 89bd 25. 19±1. 80ac

40 mg / L 川芎嗪+10 mg / L
芍药苷组

40. 24±6. 46bd 26. 13±7. 14bc

40 mg / L 川芎嗪+20 mg / L
芍药苷组

40. 19±5. 07bd 27. 54±1. 60bc

40 mg / L 川芎嗪+40 mg / L
芍药苷组

38. 37±2. 01bd 24. 41±1. 55bc

40 mg / L 川芎嗪+80 mg / L
芍药苷组

31. 25±2. 30bd 22. 13±1. 73c

a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与对照组比较;c 为 P<0. 05,d 为 P<
0. 01,与模型组比较。

图 2. 各组细胞的油红 O 染色效果(200×)　 　 A 为对照组,B
为模型组,C 为川芎嗪组(40 mg / L 川芎嗪),D 为芍药苷组(80 mg / L
芍药苷),E 为联合组(40 mg / L 川芎嗪+ 80 mg / L 芍药苷)。

Figure 2. Oil red O staining of cells in every group (200×)

2. 4　 芎芍胶囊有效组分对炎症因子 TNF-α、IL-1β
的影响

与对照组相比,模型组 TNF-α、IL-1β 浓度明显

升高;与模型组比较,川芎嗪组 TNF-α 浓度变化无

统计学差异(P >0. 05),IL-1β 浓度明显下降(P <
0. 01);与模型组比较,芍药苷组 TNF-α、IL-1β 浓度

变化无统计学差异(P>0. 05),联合组 TNF-α、IL-1β
浓度明显下降(P<0. 05;图 3)。

图 3. 芎芍胶囊有效组分对培养液中炎症因子的影响(n=4)
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与模型组比较。

Figure 3. Effect of effective components of Xiongshao capsule
on inflammatory factors in culture medium (n=4)

3　 讨　 论

巨噬细胞胆固醇流出能力与颈动脉内膜中膜

厚度和冠心病发病的可能性呈显著负相关[21]。 过

氧化脂质的摄取和巨噬细胞胆固醇外流能力下降

可以导致细胞内胆固醇蓄积和泡沫细胞形成,并在

As 发展中参与形成脂质条纹和斑块[22]。 同时 As
也被视为一种慢性炎症过程,炎症因子贯穿了 As 发
生发展的全部过程,其中在 As 起始阶段———血管内

皮损伤和泡沫细胞形成过程中就有许多细胞因子

分泌,如 TNF-α、IL-1β 等[8],有研究发现 As 斑块内

TNF-α、IL-1β 表达水平明显增加[23],而泡沫细胞形
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成过程中也可以大量分泌 TNF-α、IL-1β。 此外 TNF-
α、IL-1β 可增加 ox-LDL 的摄取,诱导巨噬细胞向泡

沫细胞转化,促进泡沫细胞凋亡,促进动脉粥样硬

化斑块形[7-8],而且有研究显示 TNF-α 和 IL-1β 还可

以降低 ABCA1 和 ABCG1 的转录水平,降低细胞外

排胆固醇的能力[4]。
芎芍胶囊由血府逐瘀汤简化而来,前期的动物

试验和临床研究发现其具有抗 As、降脂、抗炎作用,
对冠心病疗效确切,能够降低 PCI 术后再狭窄等作

用[5]。 然而,潜在的分子生物学机制尚需体外细胞

实验进行验证。 然而在前期的实验研究中,课题组

发现动物血清自身会导致 RAW264. 7 细胞泡沫化

(待发表),因此芎芍胶囊含药血清法不适用于本研

究。 通过检索文献发现,我们发现陈竺院士团队[24]

曾以复方黄黛片组方药物的三种有效组分作为干

预药物,探索中药复方黄黛片治疗早幼粒细胞白血

病的作用机制,并证明四硫化二砷是黄黛片药效的

主要物质基础,而靛玉红、丹参酮ⅡA 可增强其疗

效。 而且有研究发现川芎嗪、氧化芍药苷均可以上

调 PPARγ、LXRα、ABCA1 表达,具有促进泡沫细胞

胆固醇流出能力[14-15]。 因此,课题组在芎芍胶囊组

方药物中选取代表性组分———川芎嗪、芍药苷作为

干预药物,但文献对川芎中川芎嗪含量的报道有很

大争议,从测不出到占川芎质量的 0. 43% 不等,无
法根据芎芍胶囊配伍剂量固定川芎嗪与芍药苷的

比值[16-20]。 因此,我们采取浓度梯度探索川芎嗪、
芍药苷不同配伍用药对泡沫细胞胆固醇外流的影

响,以确定最佳配伍剂量,其后观察其对泡沫细胞

内 TC、FC 含量及 TNF-α、IL-1β 等致 As 细胞因子的

作用,以探索芎芍胶囊促胆固醇逆转运的物质基础

和分子生物学机制。
在本次研究中,根据前期实验基础以 80 mg / L

ox-LDL 成功诱导 RAW264. 7 细胞泡沫化[25],CCK-8
检测结果提示川芎嗪、芍药苷在 80 mg / L 浓度以下

对泡沫细胞增殖活性没有明显影响;其后探索川芎

嗪与芍药苷不同配伍浓度对泡沫化细胞胆固醇外

流的影响,并结合油红 O 染色结果,最终确定 40
mg / L 川芎嗪加载 80 mg / L 芍药苷为最佳干预浓度。
其后观察两单药及联合用药各自对炎性因子 TNF-
α、IL-1β 的影响,结果提示 40 mg / L 川芎嗪加载 80
mg / L 芍药苷较单药有更好的抗炎作用。

体外实验证实以 ox-LDL 诱导的泡沫细胞在去

除诱因后可以通过激活过氧化体增殖物激活型受

体 γ(PPARγ),调节肝 X 受体 α(LXRα)促进 AB-
CA1、ABCG1 表达,使胞内胆固醇外流;将 PPARγ

基因敲除小鼠的骨髓移植到 LDLR- / - 小鼠体内后,
LXRα、ABCA1 表 达 会 明 显 下 降, 因 此, PPARγ-
LXRα-ABCA1 / ABCG1 是调节细胞内脂质跨膜转运

的主要途径[26-27]。 据报道,通过 PPARγ 增加 LXRα
的表达可以抑制 IL-1β 和 TNF-α 的分泌,但抑制

LXRα 的表达后, 相关炎症因子的抑制作用消

失[28]。 反过来,IL-1β 和 TNF-α 也可以降低 PPARγ
和 LXRα 的激活[29]。

本实验初步证明了芎芍胶囊有效成分(川芎

嗪、芍药苷)能够协同促进 RAW264. 7 源性泡沫细

胞胆固醇外流,并减少泡沫化细胞产生的炎症因子

TNF-α 和 IL-1β,具备一定的抗炎作用。 因此,芎芍

胶囊有效组分可能通过激活 PPARγ / LXRα 通路,上
调 ABCA1、ABCG1 表达,进而促进泡沫细胞胆固醇

外流。 在后续的研究中,我们将进一步检测相关指

标,对这一假设进行验证。
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