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[摘　 要] 　 目的　 观察川芎嗪(LIG)对脂多糖(LPS)诱导的人冠状动脉内皮细胞(HCAEC)炎症损伤的影响并探

讨其可能的机制。 方法 　 用 1、10、100 μmol / L LIG 预处理 HCAEC 12 h,再加入 1 mg / L LPS 共同处理 12 h。
HCAEC 的细胞活力通过噻唑蓝法检测;HCAEC 的凋亡率通过流式细胞术检测;HCAEC 细胞培养液上清中白细胞

介素 6( IL-6)和肿瘤坏死因子 α(TNF-α)的水平通过酶联免疫吸附法检测;HCAEC 细胞中三磷酸腺苷结合盒转运

体 A1(ABCA1)蛋白的表达通过 Western blot 法检测。 结果　 LPS 组细胞的活力较对照组显著降低,HCAEC 细胞凋

亡率和培养液上清中 IL-6 和 TNF-α 的水平较对照组显著增加,细胞中 ABCA1 蛋白表达较对照组显著下调(均 P<
0. 05)。 LIG(10、100 μmol / L)+LPS 组细胞活力较 LPS 组显著增加,细胞凋亡率和培养液上清中 IL-6 和 TNF-α 的

水平较 LPS 组显著降低,细胞中 ABCA1 蛋白表达较 LPS 组显著上调(均 P<0. 05)。 结论　 LIG 抑制 LPS 诱导的

HCAEC 的炎症损伤,其机制可能与 LIG 上调 ABCA1 的表达有关。
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matory injury in human coronary artery endothelial cells
YUAN Na1, ZHU Mingyan2, YANG Hongfa2, LIU Fangyao2, ZENG Gaofeng2, WANG Bo2

(1. Department of Emergency, 2. Department of Cardiology, the Second Affiliated Hospital, University of South China,
Hengyang, Hunan 421001, China)
[KEY WORDS]　 ligustrazine;　 lipopolysaccharide;　 human coronary artery endothelial cell;　 inflammatory injury;　
ATP-binding cassette transporter A1
[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the effect of ligustrazine (LIG) on inflammatory injury induced by lipopolysac-
charide (LPS) in human coronary artery endothelial cells (HCAEC) and explore its possible mechanism. 　 　 Methods　
After pretreatment with LIG (1, 10, 100 μmol / L) for 12 hours, HCAEC cells were co-treated by LPS (1 mg / L) and LIG
for 24 hours. 　 Cell viability was tested by methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) assay. 　 Apoptosis rate of HCAEC was de-
tected by flow cytometry. 　 Levels of interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor-α (TNF-α) in supernatant of cell cul-
ture medium were tested by enzyme linked immunosorbent assay ( ELISA). 　 Expression of ATP-binding cassette
transporter A1 (ABCA1) protein in HCAEC cells were measured by Western blot. 　 　 Results　 Compared with control
group, the cell viability of HCAEC was significantly decreased, the apoptosis rate of HCAEC was significantly increased,
the levels of IL-6 and TNF-α in supernatant of cell culture medium were significantly increased, expression of ABCA1 pro-
tein in HCAEC was significantly down-regulated in LPS group (all P<0. 05). 　 Compared with LPS group, the cell viabili-
ty of HCAEC was significantly increased, the apoptosis rate of HCAEC was significantly decreased, the levels of IL-6 and
TNF-α in supernatant of cell culture medium were significantly decreased, expression of ABCA1 protein in HCAEC were sig-
nificantly up-regulated in LIG (10 and 100 μmol / L)+LPS group (all P<0. 05). 　 　 Conclusion　 LIG inhibits the inflam-
matory injury induced by LPS in HCAECs, and its mechanism may be related to LIG up-regulating the expression of ABCA1.
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　 　 炎症在动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)的发

生发展进程中发挥了重要的作用,血管内皮细胞和

平滑肌细胞在受到损伤刺激后引发的血管局部慢

性炎性反应是 As 发生的重要病理生理学基础[1-2]。
因此抑制血管的炎症反应已经成为治疗 As 的重要

策略。 川芎嗪( ligustrazine,LIG)是中药川芎中含有

的一种生物碱,是川芎的主要有效活性成分。 LIG
的药理作用较广泛,如抑制氧化反应、抑制炎症反

应、抑制血小板的功能、抑制过敏反应、抗纤维化、
神经保护、内皮保护作用和调节免疫功能等[3-4]。
近年来的研究发现 LIG 具有保护急性冠状动脉综合

征的作用,但其具体机制还不清楚[5]。 三磷酸腺苷

结合盒转运体 A1 (ATP-binding cassette transporter
A1,ABCA1)具有抗 As 的作用,被称为胆固醇逆向

转运 ( reverse cholesterol transport, RCT) 的 “看门

人”,近年来的研究发现 ABCA1 具有抗炎作用[6-7]。
因此本研究旨在观察 LIG 对脂多糖( lipopolysaccha-
ride,LPS)诱导的人冠状动脉内皮细胞(human coro-
nary artery endothelial cell,HCAEC)炎症损伤的保护

作用,从 ABCA1 抑制炎症反应的角度阐明 LIG 抗

As 的可能机制。

1　 材料和方法

1. 1　 试剂与药品

内皮 细 胞 培 养 基 ( endothelial cell medium,
ECM)和鼠胶原蛋白均为美国 Cellscience 公司产

品;小牛血清为杭州四季青生物工程公司产品;
LPS、青霉素和链霉素均为美国 Sigma 公司产品;LIG
由中国药品生物制品检定所提供;肿瘤坏死因子 α
( tumor necrosis factor-α,TNF-α)和白细胞介素 6( in-
terleukin-6,IL-6)酶联免疫吸附检测试剂盒为北京

四正柏生物有限责任公司产品;兔抗人 ABCA1 的一

抗及相应的羊抗兔二抗均来自美国 Santa Cruz 有限

责任公司。
1. 2　 细胞培养与分组

HCAEC 细胞系为上海哈灵生物公司产品。 预

先在培养瓶的内表面铺满鼠胶原蛋白,在饱和湿度

的二氧化碳培养箱中孵育 24 h。 用磷酸盐缓冲液

(phosphate buffer solution,PBS)清洗 2 次,用 ECM
将 HCAEC 培养于培养瓶中,在培养箱中继续培养。
换培养液的时间间隔为 1 ~ 3 天,细胞生长融合度为

80%左右时传代,对数生长期的细胞用于实验。 实

验分为对照组、LPS 组和 LIG+LPS 组。 LPS 组细胞

用 1 mg / L LPS 处理 12 h,LIG+LPS 组细胞先用 1、

10、100 μmol / L LIG 预处理细胞 12 h,再加入 1 mg /
L LPS 共同处理 12 h。
1. 3　 噻唑蓝法检测细胞活力

胰蛋白酶消化 HCAEC 细胞,经吹打后制成细

胞悬液。 加适量培养基,调整细胞密度为 5×106 个 /
mL。 取 100 μL 细胞悬液,种板于 96 孔细胞培养板

的每个孔中。 配制 5 g / L 噻唑蓝(methyl thiazolyl
tetrazolium,MTT)溶液,处理结束后每孔加入 10 μL
MTT 溶液,再孵育 4 h。 弃液体,每孔再加入二甲基

亚砜 100 μL,充分振荡。 将酶标仪的波长设定为

490 nm,测定各样本的吸光度(absorbance,A)值。
1. 4　 流式细胞术检测细胞凋亡

处理结束后,胰蛋白酶消化 HCAEC 细胞,经吹

打后制成细胞悬液,收集悬液至离心管,1 000 r / min
离心 5 min,吸去上清,用 PBS 洗细胞 2 次。 加入

500 μL 的结合缓冲液重悬细胞,然后加入 5 μL 膜

连蛋白Ⅴ-异硫氰酸荧光素 ( annexin V-fluorescein
isothiocyanate,Annexin V-FITC),再加入 5 μL 的碘

化丙 淀 ( propidium iodide, PI), 进 行 Annexin V-
FITC / PI 双染色,充分混匀,在室温下避光反应 15
min。 上机检测操作,计算细胞凋亡率,每个实验重

复 3 次。
1. 5　 酶联免疫吸附法检测细胞培养液中的 IL-6 和
TNF-α 含量

将各组细胞的培养液上清收集好,根据试剂盒

说明书指导绘制标准曲线。 在反应孔中加入细胞

上清液,37 ℃中孵育 90 min,加入抗体工作液,再继

续孵育 60 min。 再将酶结合物的工作液加入反应孔

中,37 ℃中孵育 30 min。 加显色剂,在避光的情况

下孵育 15 min,用终止液将反应终止,将酶标仪的波

长调为 450 nm,测量各样本的 OD 值。 通过标准曲

线计算出细胞培养上清液中 IL-6 和 TNF-α 的含量。
1. 6　 Western blot 分析

收集细胞,按试剂盒要求,在冰块上操作,提取

细胞的总蛋白,测量总蛋白样本的蛋白浓度。 取适

量总蛋白的蛋白样本放入加样缓冲液中,煮沸,充
分变性蛋白。 用十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶

电泳将样本蛋白分离,在转膜仪上将蛋白转膜至聚

偏氟乙烯膜。 用浓度为 10% 的脱脂牛奶孵育聚偏

氟乙烯膜 2 h 以封闭非特异性抗体。 加入兔抗人 β-
肌动蛋白(β-actin)(1 ∶ 600)和 ABCA1(1 ∶ 100)一
抗,4 ℃下孵育过夜。 加入相应的二抗,4 ℃冰箱中

孵育 4 h。 采用蛋白印迹荧光检测试剂盒在 X 光片

上进行曝光反应,然后经过显影和定影后,通过荧

光凝胶成像分析系统观察结果并拍照记录结果。
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在 Image J 软件中对结果进行分析,计算目的蛋白

ABCA1 与内参 β-actin 灰度值的比值,用来表示目

的蛋白 ABCA1 的相对表达量。
1. 7　 统计学处理和分析

数据均采用 x±s 表示,单因素方差分析用来比

较组间的差异,组间差异的两两比较再采用 LSD-t
检验进行。 统计分析采用 SPSS 19. 0 统计软件,P<
0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 LPS 和 LIG 对 HCAEC 细胞活力的影响

LPS 组细胞活力较对照组显著性降低 ( P <
0. 05)。 与 LPS 组比较,LIG(10、100 μmol / L) +LPS
组细胞的活力显著增加(均 P<0. 05)。 LIG(1、10、
100 μmol / L)组 HCAEC 的细胞活力与对照组比较

差异无统计学意义(均 P>0. 05)(图 1)。

图 1. LIG 对 LPS 诱导的 HCAEC 细胞活力的影响(n=3)
A 为对照组; B 为 LPS 组; C 为 LIG (1 μmol / L) 组; D 为 LIG (10
μmol / L)组;E 为 LIG(100 μmol / L)组;F 为 LIG(1 μmol / L)+LPS 组;
G 为 LIG(10 μmol / L) +LPS 组;H 为 LIG(100 μmol / L) +LPS 组。 a
为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 LPS 组比较。

Figure 1. Effect of LIG on LPS-induced cell viability of
HCAECs (n=3)

2. 2 　 LIG 对 LPS 诱导 HCAEC 细胞分泌 IL-6 和

TNF-α 的影响

LPS 组细胞培养液上清中 IL-6 和 TNF-α 的水

平较对照组显著增加(均 P<0. 05)。 与 LPS 组比

较,LIG(10、100 μmol / L) +LPS 组细胞培养液上清

中 IL-6 和 TNF-α 的水平显著降低(均 P <0. 05)。
LIG(1、10、100 μmol / L)组细胞培养液上清中 IL-6
和 TNF-α 的水平与对照组比较差异无统计学意义

(均 P>0. 05)(表 1)。

表 1. LIG 对 LPS 诱导 HCAEC 细胞分泌 IL-6和 TNF-α的

影响(n=3)
Table 1. Effect of LIG on LPS-induced IL-6 and TNF-α se-
cretion in HCAECs (n=3)

分　 组 IL-6(ng / L) TNF-α(ng / L)

对照组 257. 13±18. 34 38. 44±4. 07

LPS 组 624. 15±41. 87a 168. 91±6. 33a

LIG(1 μmol / L)组 254. 96±24. 33 41. 27±3. 58

LIG(10 μmol / L)组 248. 34±31. 19 38. 41±4. 67

IIG(100 μmol / L)组 250. 39±20. 07 37. 25±5. 01

LIG(1 μmol / L)+LPS 组 605. 72±51. 36 147. 63±7. 32

LIG(10 μmol / L)+LPS 组 446. 35±27. 14b 91. 12±5. 78b

LIG(100 μmol / L)+LPS 组 293. 02±23. 89b 50. 34±4. 18b

a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 LPS 组比较。

2. 3　 LIG 对 LPS 诱导 HCAEC 细胞凋亡的影响

LPS 组 HCAEC 细胞凋亡率较对照组显著增加

(P<0. 05)。 与 LPS 组比较,LIG(10、100 μmol / L) +
LPS 组 HCAEC 细胞凋亡率显著降低(均 P<0. 05)。
LIG(1、10、100 μmol / L)组 HCAEC 的细胞凋亡率与

对照组比较差异无统计学意义(均 P>0. 05)(图 2)。
2. 4　 LIG 对 LPS 诱导 HCAEC 细胞中 ABCA1 蛋白

表达的影响

LPS 组 HCAEC 细胞中 ABCA1 蛋白表达水平较

对照组显著下调(P <0. 05)。 与 LPS 组比较,LIG
(10、100 μmol / L) +LPS 组 HCAEC 细胞中 ABCA1
蛋白表达显著上调(均 P<0. 05)。 LIG(1、10、100
μmol / L)组 HCAEC 细胞中 ABCA1 蛋白表达水平与

对照组比较差异无统计学意义(均 P>0. 05)(图 3)。

3　 讨　 论

动脉粥样硬化是导致心肌梗死和脑梗死等缺

血性血管疾病发生的重要病理学基础。 As 的发病

机制复杂,至今尚未完全阐明清楚,在 As 的病变斑

块中具有炎症的特征,如变性、渗出和增生等,因此

As 被认为是一种慢性炎症。 一系列的持续炎症反

应导致血管内膜的损伤,血管的通透性增加,使炎

症反应的功能细胞巨噬细胞等浸入血管壁中,导致

As 的发生[8],因此抑制炎症是防治 As 的重要手段。
LIG 是中药川芎的主要有效成分,具有心肌保护、舒
张冠状动脉、抑制血栓形成、抗氧化和抗 As 的作

用[9]。 研究显示中药川芎嗪治疗冠心病的总有效

率达到 87. 23% ,显著降低了患者血浆高敏 C 反应

蛋白、胆固醇和甘油三酯的水平[10]。 川芎嗪可通过
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图 2. LIG 对 LPS 诱导 HCAEC 细胞凋亡的影响(n=3)　 　 A 为对照组;B 为 LPS 组;C 为 LIG(1 μmol / L)组;D 为 LIG(10 μmol / L)
组;E 为 LIG(100 μmol / L)组;F 为 LIG(1 μmol / L)+LPS 组;G 为 LIG(10 μmol / L)+LPS 组;H 为 LIG(100 μmol / L)+LPS 组。 a 为 P<0. 05,与对

照组比较;b 为 P<0. 05,与 LPS 组比较。

Figure 2. Effect of LIG on LPS-induced cell apoptosis of HCAECs (n=3)

图 3. LIG 对 LPS 诱导 HCAEC 细胞 ABCA1 蛋白表达的影

响(n=3)　 　 A 为对照组;B 为 LPS 组;C 为 LIG(1 μmol / L)组;D
为 LIG(10 μmol / L)组;E 为 LIG(100 μmol / L)组;F 为 LIG(1 μmol /
L)+LPS 组;G 为 LIG(10 μmol / L)+LPS 组;H 为 LIG(100 μmol / L) +

LPS 组。 a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 LPS 组比较。

Figure 3. Effect of LIG on LPS-induced expression of AB-
CA1 protein in HCAECs (n=3)

上调 ABCA1 的表达和下调清道夫受体的表达而抑

制巨噬细胞中脂质的蓄积[11]。 本研究采用 LPS 处

理 HCAEC,诱导炎症损伤,而给予 LIG 干预后结果

显示 LIG 可抑制 LPS 诱导的 HCAEC 炎症损伤。

LPS 是一种脂类和多糖结合的复合物,是革兰

氏阴性菌的细胞壁中对宿主产生毒性作用的主要

活性成分。 核转录因子 κB(nuclear factor kappa B,
NF-κB)是介导炎症的重要信号通路,研究表明 LPS
对 NF-κB 信号通路具有激活作用,从而导致炎症反

应,因此 LPS 常被用来诱导炎症反应[12-13]。 研究显

示 LPS 可促进高脂饮食诱导的 As 进程,其机制与

诱导慢性炎症反应及血脂代谢紊乱有关[14]。 IL-6
是一种常见的炎症标志物,能诱导 B 淋巴细胞的分

化,促进 T 淋巴细胞的增殖,增强自然杀伤细胞的

活性,从而参与炎症反应。 多种细胞可产生 IL-6,主
要包括有巨噬细胞、淋巴细胞、内皮细胞、成纤维母

细胞和肿瘤细胞等[15]。 TNF-α 也是一种常见的具

有促炎作用的细胞因子,可增强中性粒细胞的非特

异性吞噬能力,促进肝急性期蛋白的产生,还具有

杀伤肿瘤细胞的作用,主要在炎症反应的初期产生

作用[16]。 能分泌 TNF-α 的细胞主要有巨噬细胞、
淋巴细胞、中性粒细胞、内皮细胞及星状细胞等。
因此 IL-6 和 TNF-α 的水平常用来反映炎症反应。
本研究的结果显示,LPS 组较对照组 HCAEC 活力

显著降低,细胞的凋亡率和培养液上清中 IL-6 和

TNF-α 的水平均显著增加;而 LIG+LPS 组较 LPS 组

细胞活力显著增加,细胞凋亡率和培养液上清中 IL-
6 和 TNF-α 的水平均显著降低,这些结果提示 LIG
可抑制 LPS 诱导的 HCAEC 的炎症损伤,但其机制

不明。
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ABCA1 是 ABC 转运体蛋白超家族的重要成员

之一。 ABCA1 具有抗 As 的作用,其抗 As 的作用主

要是促进细胞的 RCT,通过 RCT 将细胞内过多的胆

固醇转出去,产生高密度脂蛋白(high density lipo-
protein,HDL),最后通过 HDL 将胆固醇转运至肝

脏,生成胆汁排至肠道而排出体外,ABCA1 被称为

RCT 的 “看门人” [17]。 近年来的大量研究表明

ABCA1 对炎症具有抑制作用,炎症反应可影响 AB-
CA1 的表达和功能,而 ABCA1 也具有抑制炎症反应

的作用[18-19]。 研究表明巨噬细胞中的 ABCA1 可以

通过与载脂蛋白 A1(apolipoprotein A1,ApoA1)产生

相互作用而产生抑制抗炎反应的效应,其机制与

JAK2 / STAT3 通路的激活有关[20]。 而在 ABCA1 敲

除的小鼠巨噬细胞中,ApoA1 不具有抗炎的活性。
本研究的结果显示 LPS 可降低 HCAEC 细胞中 AB-
CA1 的表达,这与以往的研究结果一致[19-20],而给

予 LIG 处理可显著上调 ABCA1 的表达。 因此这些

结果提示 LIG 的抗炎作用可能与上调 ABCA1 的表

达有关。 ABCA1 表达的调控机制复杂,涉及到很多

信号通路,如核受体超家族中的肝 X 受体( liver X
receptor,LXR)和类视黄醛受体(retinoid X receptor,
RXR)、过氧化物酶体增生激活型受体( peroxisome
proliferative activated receptor,PPAR)、固醇调节元

件 蛋 白 2 ( steroid regulatory element protein 2,
SREBP2)、低密度脂蛋白受体相关蛋白 1 ( low
density lipoprotein receptor associated protein 1,
LRP1)、干扰素和转化生长因子 β 等,其中以 LXR
和 RXR 最受关注。 但是川芎嗪影响 ABCA1 表达的

具体机制是什么,还有待进一步的研究。
总之,该研究的结果表明川芎嗪抑制了 LPS 诱

导的 HCAEC 炎症损伤,其机制可能与上调 ABCA1
的表达有关,这为阐明川芎嗪的抗 As 机制及川芎嗪

的临床应用提供了理论和实验依据。
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