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[摘　 要] 　 目的　 探讨丹参酮ⅡA(TanⅡA)通过抑制组蛋白去乙酰化酶 3(HDAC3)影响巨噬细胞极化的作用。
方法　 应用中药系统药理学数据库与分析平台(TCMSP)筛选 TanⅡA 药效靶点和动脉粥样硬化作用靶点,并将二

者的交集基因进行 KEGG 通路分析,采用 Cytoscape 3. 7. 1 软件对主要交集基因-信号通路进行可视化分析。 选用

THP-1 单核细胞株经佛波醇 12-十四酸酯 13-乙酸酯(PMA)诱导为贴壁的巨噬细胞后,分为 M0 组、氧化型低密度

脂蛋白(ox-LDL)组、TanⅡA+ox-LDL 组及 ox-LDL+HDAC3 siRNA 组。 采用流式细胞术、免疫荧光实验及 qRT-PCR
技术检测 TanⅡA 对 ox-LDL 诱导的巨噬细胞极化方向的改变及 HDAC3 mRNA 表达水平的变化。 结果　 生物信息

学分析得到 TanⅡA 药效靶点和动脉粥样硬化作用靶点有 23 个交集基因,选取排序靠前的 20 条信号通路进行可

视化分析,发现主要富集于动脉粥样硬化、流体剪切力和 TNF 信号通路等。 其中,JUN、FOS、RELA、NFKBIA 四个交

集基因参与巨噬细胞极化的信号通路调控。 流式细胞术、免疫荧光实验及 qRT-PCR 结果显示 ox-LDL 可诱导 M0
巨噬细胞 CCR7 和 CCL2 表达显著升高;与 ox-LDL 组相比,TanⅡA 预处理的 M0 巨噬细胞经 ox-LDL 诱导后

HDAC3、CCR7 及 CCL2 mRNA 表达均下降,和 ox-LDL+HDAC3 siRNA 组结果一致。 结论 　 TanⅡA 能有效地阻止

ox-LDL 诱导巨噬细胞往 M1 方向极化,其机制可能是通过调控巨噬细胞 HDAC3 表达介导的。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To explore the effect of TanshinoneⅡA(TanⅡA) on macrophage polarization by inhibiting
histone deacetylase 3 ( HDAC3). 　 　 Methods 　 Traditional Chinese Medicine Systems Pharmacology Database and
Analysis Platform(TCMSP) was applied to screen drug targets of TanⅡA and therapeutic targets of atherosclerosis(As). 　
The intersection genes were enriched and visualized by KEGG pathway analysis and Cytoscape 3. 7. 1 software,
respectively. 　 THP-1 monocytes were induced as adherent macrophages by phorbol 12-myristate- 13-acetate(PMA), and
divided into four groups: M0 group, oxidized low density lipoprotein ( ox-LDL) group, TanⅡA + ox-LDL group and
ox-LDL+HDAC3 siRNA group. 　 Flow cytometry, immunofluorescence and qRT-PCR were used to detect the change of po-
larization and expression of HDAC3 mRNA in macrophage. 　 　 Results　 Twenty-three intersection genes were obtained of
TanⅡA drug targets and As therapeutic targets by Bioinformatics analysis. 　 The top twenty signal pathways were selected
for visual analysis and displayed that these genes concentrated in signaling pathways such as atherosclerosis, fluid shear
force and TNF signaling pathway, among which JUN, FOS, RELA and NFKBIA, were involved in the regulation of macro-
phage polarization. 　 Results of Flow cytometry, immuno fluorescence and qRT-PCR showed that ox-LDL could
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significantly increased the expression of CCR7 and CCL2 in M0 macrophages. 　 Compared with ox-LDL group, HDAC3,
CCR7 and CCL2 expression decreased in TanⅡA+ox-LDL group, consistent with ox-LDL+HDAC3 siRNA group. 　 　
Conclusion　 TanⅡA could effectively prevent ox-LDL-induced macrophage polarization toward M1 direction, the mecha-
nism may be mediated by regulating HDAC3 expression.

　 　 动脉粥样硬化(atherosclerosis,As)是冠心病、脑
卒中及外周血管病共同的病理学基础,是一种复杂

的代谢性心血管疾病,也是导致患者死亡的重要原

因,被认为是一种慢性炎症性疾病[1]。 巨噬细胞作

为最重要的免疫细胞贯穿于炎症反应始末,巨噬细

胞 M1 / M2 亚型的平衡一直处于动态变化[2],向任

何一方倾斜都决定了炎症的最终转归,决定 As 的结

局。 细胞的炎症状态受多种代谢、遗传和药理学因

素的动态影响,巨噬细胞呈现不同表型,取决于斑

块形成微环境和细胞内信号通路的激活。 因此,调
控巨噬细胞介导的炎性反应是 As 治疗的新希望和

手段。
丹参作为活血化瘀之要药,是临床上广泛用于

心脑血管疾病治疗的常见中药材,其主要药用成分

丹参酮ⅡA(TanshinoneⅡA,TanⅡA)是一类脂溶性

二萜类物质,可以通过抑制血管平滑肌细胞增殖、
减轻低密度脂蛋白( low density lipoprotein,LDL)引

起的内皮细胞损伤、抑制炎性反应及抗血小板凝

集、抗血栓形成等多重作用发挥其抗 As 功效[3]。
近年来有研究表明 TanⅡA 参与了巨噬细胞极化的

调控从而发挥抗 As 作用,然而具体作用机制尚不十

分明确。 对 TanⅡA 抗 As 作用机制的深入阐释,有
利于更充分地发挥祖国中医药的临床应用价值。

1　 材料和方法

1. 1　 材料

人髓系白血病单核细胞(human myeloid leukemia
mononuclear cells,THP-1)购自中国科学院上海生命

科学研究院细胞库;佛波醇 12-十四酸酯 13-乙酸酯

(phorbol 12-myristate-13-acetate, PMA ) 购 自 美 国

Sigma 公司;TanⅡA(CAS 号 568-72-9)购自上海源叶

生物公司;CCR7 流式标记抗体、CCL2 流式标记抗体、
山羊抗鼠 IgG-Fc(PE)购自英国 Abcam 公司;FITC-
CD68 流式标记抗体购自美国 eBioscience 公司;山羊

抗兔 IgG 二抗购自武汉博士德生物工程有限公司;
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit 购自美国

Thermo 公司;SYBR 􀅺 Premix Ex TaqTMⅡ购自日本

TaKaRa 公司;TRIzol 􀅺 Reagent 购自美国 Ambion 公

司;DAPI 购自武汉博士德生物工程有限公司。

1. 2　 TanⅡA 药效靶点和 As 作用靶点匹配及筛选

应用中药系统药理学数据库与分析平台(Tra-
ditional Chinese Medicine Systems Pharmacology Data-
base and Analysis Platform,TCMSP)获取丹参的全部

有效活性成分,并结合文献报道分析 TanⅡA 的已

知药效靶点;通过 Genecards 数据库以“Atherosclero-
sis”为关键词检索 As 作用靶点,筛选 TanIIA 药效靶

点和 As 作用靶点的交集基因。 且将交集基因进行

KEGG 通路分析,采用 Cytoscape 3. 7. 1 软件对主要

交集基因-信号通路进行可视化分析。
1. 3　 细胞分组及处理

THP-1 细胞经 PMA 诱导为贴壁的巨噬细胞后,
根据实验需求分组:①M0 组:经 PMA 诱导的巨噬

细胞;②ox-LDL 组:终浓度为 50 mg / L 的 ox-LDL 处

理 M0 巨噬细胞;③TanⅡA+ox-LDL 组:终浓度为

40 mg / L 的 TanⅡA 预处理 M0 巨噬细胞 6 h 后加入

ox-LDL(终浓度为 50 mg / L);④ox-LDL+HDAC3 siR-
NA 组:设计合成的 HDAC3 siRNA 转染 ox-LDL(终
浓度为 50 mg / L)处理的 M0 巨噬细胞。 各组细胞

均设立 3 个复孔,每项实验重复 3 次。
1. 4　 免疫荧光实验检测细胞 CD68 蛋白表达

细胞爬片,长至 70% 时弃上清,用 PBS 漂洗 2
次;用 4%多聚甲醛冰上孵育 20 min;预冷的 PBST
漂洗 3 次;加 1 mL 封闭液孵育 30 min,一抗 4 ℃孵

育过夜,PBST 漂洗 3 次;二抗室温孵育 1 h,漂洗 3
次;加入 DAPI 染色液,覆盖住细胞孵育 5 min,PBST
漂洗 3 次;封片、晾干后,置于显微镜上观察。
1. 5　 流式细胞术检测巨噬细胞特征分子的表达

收集生长状态良好的细胞,保证每个样品组

细胞不少于 106 个,PBS 清洗 2 遍;加入胰酶消化,
制备成单细胞悬液;PBS 清洗 2 遍,用含有 1% BSA
的 PBS 稀释抗体,根据抗体说明书稀释相应倍数

(CCL2 稀释倍数为 1 ∶ 250,CCR7 稀释倍数为 1 ∶
500),重悬细胞,室温避光孵育 45 min,期间可震

荡几次;离心弃一抗上清,再用 PBS 清洗细胞 2
遍;用 500 μL PBS 重悬细胞,1 h 内流式细胞仪上

机检测。
1. 6　 qRT-PCR 检测 HDAC3 的表达

收集生长状态良好的细胞,TRIzol 􀅺 Reagent
提取细胞总 RNA,采用 RevertAid First Strand cDNA
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Synthesis Kit 试 剂 盒 进 行 反 转 录 及 T SYBR 􀅺
Premix Ex TaqTMⅡ(Tli RNaseH Plus)试剂盒进行实

时定量 PCR 分析。 反转录条件为 42 ℃、60 min;
72 ℃、5 min,得到的 cDNA 行两步法 PCR 扩增,扩
增条件:预变性 95 ℃ 30 s;95 ℃ 5 s,60 ℃ 30 s;40
个循环。 引物序列:β-actin 正向为 5′-CCT TCC TGG
GCA TGG AGT C-3′,反向为 5′-TGA TCT TCA TTG
TGC TGG GTG-3′;HDAC3 正向为 5′-AGT CAG CCC
CAC CAA TAT GC-3′,反向为 5′-TGT GTA ACG CGA
GCA GAA CT-3′。
1. 7　 统计学方法

所有数据均采用 SPSS 20. 0 统计软件进行处

理,数据以 x±s 表示。 两组数据比较采用 t 检验,多
组数据比较采用单因素方差分析,计数资料以百分

率表示,组间比较采用卡方检验。 P<0. 05 为差异有

统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 TanⅡA 药效靶点和 As 作用靶点交集基因富

集于巨噬细胞极化信号通路

应用 TCMSP 获取丹参的全部有效活性成分,共

得到符合 OB≥30% ,DL≥0. 18 条件的主要有效化

学成分 65 种。 基于丹参的相关研究文献,聚焦于

TanⅡA,并结合 TCMSP 数据库及文献报道分析

TanⅡA 的已知靶点,得到 TanⅡA 药物靶点蛋白 41
个。 通过 Genecards 数据库“Atherosclerosis”为关键

词检索出 As 作用靶点,将数据导出至 EXCEL 表格

中,根据中位数分法进行标准化处理,得到 1 119 个

As 相关靶点。 将 TanIIA 药效靶点和 As 作用靶点

匹配,得到 23 个交集基因(图 1A)。 将交集基因进

行 KEGG 通路分析,筛选前 20 条主要信号通路进行

可视化分析,结果显示 TanIIA 药效靶点和 As 作用

靶点的交集主要富集于 As、流体剪切力及 TNF 等信

号通路。 其中 JUN、FOS、RELA、NFKBIA 四个交集

基因参与巨噬细胞极化的信号通路调控(图 1B)。
2. 2　 THP-1 单核-巨噬细胞培养体系的建立

THP-1 细胞使用 PMA 刺激后,细胞形态发生明

显的变化,从悬浮状态的球型单核细胞转变成了簇

状贴壁细胞,且随着作用时间的延长,贴壁细胞越

来越多(图 2)。 流式细胞术和免疫荧光实验检测显

示,贴壁的细胞表面巨噬细胞标志物 CD68 的表达

明显升高(图 3)。 结果表明 PMA 处理 THP-1 细胞

24 h 后,细胞被诱导为 M0 巨噬细胞。

图 1. TanIIA 药效靶点和 As 作用靶点交集基因参与巨噬细胞极化的信号通路调控

A 为 TanIIA 药效靶点和 As 作用靶点交集基因韦恩图,B 为交集基因-主要信号通路网络图。

Figure 1. The intersection genes of TanIIA drug targets and As targets are involved in
the regulation of macrophage polarization

图 2. THP-1细胞株经 PMA 处理不同时间的细胞形态

Figure 2. Morphology of THP-1 cell line treated with PMA
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图 3. THP-1细胞株经 PMA 处理后高表达 CD68
A 为流式细胞术检测结果,B 为免疫荧光实验结果。

Figure 3. The expression of CD68 was high in THP-1 cell line after PMA treatment

2. 3　 ox-LDL 诱导巨噬细胞极化方向的变化

流式细胞术检测结果显示,与 M0 巨噬细胞相

比,ox-LDL 诱导的巨噬细胞 M1 型特征分子 CCR7
和 CCL2 的表达显著升高(图 4)。

图 4. ox-LDL 诱导巨噬细胞发生 M1 极化

a 为 P<0. 05,与 M0 组比较。

Figure 4. Ox-LDL induced M1 polarization in macrophages

2. 4　 TanⅡA 对 ox-LDL 诱导的巨噬细胞极化方向

的影响

流式细胞检测结果显示,TanⅡA 可有效阻止

ox-LDL 诱导的巨噬细胞发生 M1 极化,抑制 CCR7
和 CCL2 的表达(图 5)。
2. 5　 TanⅡA 抑制 HDAC3 调控巨噬细胞极化

流式细胞术和 qRT-PCR 检测结果显示,ox-LDL
诱导的巨噬细胞 HDAC3 mRNA 表达水平显著高于

M0 组,CCR7 和 CCL2 表达升高;与 ox-LDL 组相比,
TanⅡA 预处理的 M0 巨噬细胞经 ox-LDL 诱导后

HDAC3 及 CCR7、 CCL2 mRNA 的 表 达 均 下 降;
HDAC3 siRNA 转染 ox-LDL 诱导的巨噬细胞 CCR7
和 CCL2 的表达同样下降(图 6)。

3　 讨　 论

丹参是广泛应用于 As、高血压、冠心病、高血脂

等心脑血管疾病治疗的中药材,其药效作用得到了

大量临床及基础研究的证实[4]。 然而,丹参及其有

效成分抗炎及免疫调节作用并不清楚。 本研究利用
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图 5. TanⅡA 抑制 ox-LDL 诱导的巨噬细胞发生 M1 极化

a 为 P<0. 05,与 M0 组比较;b 为 P<0. 05,与 ox-LDL 组比较。

Figure 5. TanⅡA inhibited M1 polarization in ox-LDL induced macrophages

图 6. TanⅡA 抑制 HDAC3 表达调控巨噬细胞极化

A 为流式细胞检测结果,B 为 qRT-PCR 检测结果。 a 为 P<0. 05,与 M0 组比较;b 为 P<0. 05,与 ox-LDL 组比较。

Figure 6. TanⅡA regulated macrophage polarization by inhibiting HDAC3 expression

TCMSP 数据库信息并经过筛选,共得到丹参主要有

效化学成分 65 种。 基于本课题组以往的研究基础,
本文通过 TCMSP 数据库及文献收集到 TanIIA 对应

的药物靶点蛋白 41 个,运用 Uniprot 数据库进行靶

点基因注释,并从 Genecards 数据库中获得 As 靶

点,经过标准化处理得到 1 119 个 As 相关靶点。 继

而分析得到 TanⅡA 药效靶点和 As 作用靶点有 23
个交集基因,它们主要富集于 As、流体剪切力和

TNF 信号通路等。 其中原癌基因 JUN 和 FOS 是转

录因子复合物 AP-1 形成的重要要素,RELA 是 NF-
κB 的亚基,它和 NFKBIA 基因均参与 NF-κB / REL
复合物的形成[5]。 大量研究显示转录因子复合物

AP-1 及 NF-κB 均调控了巨噬细胞极化[6]。 为此,
本课题组参照文献[7]利用 ox-LDL 诱导巨噬细胞,在
体外细胞水平模拟 As 中泡沫细胞的病理变化,验证

TanIIA 对巨噬细胞极化的影响,并试图探索其药理

作用机制。 预实验中设计了 TanIIA 四个不同浓度

(10 mg / L、20 mg / L、40 mg / L、80 mg / L)预处理 M0
巨噬细胞,结果表明终浓度为 40 mg / L TanIIA 对 ox-
LDL 诱导的巨噬细胞极化方向的影响最为显著。

巨噬细胞是 As 形成过程中最具代表性的炎症

细胞,在 As 发生发展的各个阶段都发挥着重要作

用。 巨噬细胞的迁移、活化、浸润和增殖使斑块甚

至使整个机体处于低度炎症反应状态,并且通过分
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泌大量的蛋白酶和组织因子促进炎症、脂质沉积和

斑块破裂[8]。 巨噬细胞是一类具有异质性、可塑性

的免疫细胞,为了有效地适应微环境,机体通过多

个信号通路选择性表达靶基因,使巨噬细胞呈现相

应特征性的分子标志物,最终实现不同极性及功

能[9]。 其中 M1 型巨噬细胞能促进病灶内的炎症反

应,导致坏死核心和不稳定性斑块形成,从而加快

As 进程;M2 型巨噬细胞分泌抗炎因子下调免疫应

答促进血管生成、组织修复、斑块稳定、延缓甚至逆

转 As 进程[10]。 各型巨噬细胞及其分泌的细胞因子

在 As 各个阶段发挥不同作用,M1 / M2 型的极化维

持机体内炎症的程度与平衡,二者的比例在很大程

度上决定了炎症的发展方向、斑块内脂质含量以及

斑块的稳定性,影响着 As 结局。 巨噬细胞呈现不同

表型,取决于斑块形成微环境和细胞内信号通路的

激活[11]。 研究表明特定的转录因子可以通过多个

信号通路选择性调控与巨噬细胞异质性有关的基

因,比如 STAT、AP-1、NF-κB、PPARγ、NR4A1 以及

IFN 调节因子等信号通路均可调控巨噬细胞

极化[12]。
在 As 发生发展过程中,组蛋白修饰相关酶的表

达水平显著降低[13];HDAC 在维持血管内皮细胞的

完整性、调控平滑肌细胞增殖以及调节巨噬细胞和

平滑肌细胞源性泡沫细胞的形成中扮演重要角色。
HDAC3 和 HDAC7 则可能通过促进白细胞活化、招
募、附着,继而迁移至血管内膜,引发早期 As 病

变[14];HDAC3 能够降低 IL-4 诱导 M2 型相关基因

增强子的乙酰化程度,作为 IL-4 诱导 M2 型极化的

“闸” [15]。 尽管目前有不少丹参及其有效成分调控

巨噬细胞极化抵抗 As 的研究,但表观遗传修饰调

控,包括组蛋白修饰介导巨噬细胞极化影响 As 转归

的研究鲜有报道。 本研究在体外实验证实了 TanⅡA
通过抑制 HDAC3 表达阻止 ox-LDL 诱导的巨噬细胞

往 M1 方向极化。 由于本研究仅进行了细胞体外实

验,初步探索了 TanⅡA 表观调控巨噬细胞极化抗

As 的机制,后续需要设计动物实验甚至临床试验进

一步深入探索 TanⅡA 抗 As 的药理作用机制。
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