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[摘　 要] 　 [目的] 　 研究辣椒来源外泌体样纳米囊泡(CDELN)抑制氧化型低密度脂蛋白( ox-LDL)诱导 THP-1
源性巨噬细胞泡沫化的作用机制。 [方法] 　 通过组织破碎、差速 / 超速离心及蔗糖密度梯度离心等步骤,分离提

纯 CDELN。 利用 ox-LDL 刺激 THP-1 源性巨噬细胞 24 h 建立泡沫细胞模型,并进一步研究 CDELN 对巨噬细胞

泡沫化的作用及其机制。 采用激光共聚焦显微镜检测 THP-1 源性巨噬细胞对 CDELN 和人 DiL 标记乙酰化低密

度脂蛋白(DiL-ac-LDL)的摄取;采用油红 O 染色检测细胞内胆固醇含量,通过分析细胞油红 O 染色阳性面积评

估细胞内脂质累积影响;RT-qPCR 和 Western blot 检测清道夫受体 A(SRA)、脂肪酸转运蛋白(CD36)、凝集素样

氧化型低密度 脂 蛋 白 受体 1 ( LOX-1)、ATP 结 合 盒 转运 体 A1 / G1 (ABCA1 / G1) 以及 丝 裂 原活 化 蛋 白激 酶

(MAPK)通路 p-ERK、p-p38 MAPK 和 p-c-Jun 的 mRNA 和蛋白表达水平。 [结果] 　 CDELN 是大小均一、具有双

层膜结构、富含蛋白质和核酸的外泌体样纳米囊泡,能被巨噬细胞摄取。 DiL-ac-LDL 摄取实验提示 CDELN 可抑

制巨噬细胞的胆固醇摄取。 油红 O 染色实验提示 CDELN 可减轻 ox-LDL 诱导下的胞内胆固醇蓄积。 RT-qPCR
及 Western blot 显示,CDELN 能够显著降低 ox-LDL 诱导的 THP-1 源性巨噬细胞基质金属蛋白酶 9(MMP-9)、
SRA、CD36、LOX-1 的 mRNA 水平,以及降低 p-ERK、SRA、CD36、LOX-1 蛋白水平。 加入 p-ERK 激动剂 Yoda1 后,
CDELN 的保护作用被明显逆转。 [结论] 　 CDELN 可显著抑制巨噬细胞泡沫化,该作用可能与抑制 MAPK 通路

ERK1 / 2 的磷酸化水平有关。
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Chili-derived exosome-like nanovesicle antagonize the transformation of macrophages
into foam cells through ERK1 / 2 pathway
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate how chili-derived exosome-like nanovesicle (CDELN) inhibited ox-LDL uptake
and reduced ox-LDL-induced intracellular cholesterol accumulation. 　 　 Methods 　 CDELN were isolated and purified
using tissue crushing, differential centrifugation, ultracentrifugation and sucrose density gradient centrifugation. 　 Ox-LDL
was used to stimulate THP-1-derived macrophages for 24 hours to establish a foam cell model in vitro, and the effect of
CDELN on macrophage foam and its mechanism were further studied. 　 Confocal laser microscopy was used to detect the
uptake of CDELN and DiL-acetylated low density lipoprotein (DiL-ac-LDL) by THP-1 macrophages. 　 Oil red O staining
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was used to detect intracellular cholesterol content and the positive area of oil red O staining in cells was analyzed to evalu-
ate the effect of intracellular lipid accumulation. 　 RT-qPCR and Western blot were used to detect mRNA and protein levels
of scavenger receptor A (SRA) and cluster of differentiation 36 (CD36), lectin-like oxidized low density lipoprotein recep-
tor-1 (LOX-1), ATP-binding cassette transporter A1 / G1 (ABCA1 / G1). 　 The expression of mitogen-activated protein ki-
nase (MAPK) pathway proteins including p-ERK, p-p38 MAPK and p-c-Jun, were also analyzed. 　 　 Results　 CDELN
were exosome-like nanovesicles with uniform size and double membrane, rich in protein and nucleic acids, which can be
taken up by macrophages. 　 The results of DiL-ac-LDL uptake showed that CDELN could inhibit cholesterol uptake of mac-
rophages. 　 Oil red O staining showed that CDELN could reduce ox-LDL-induced intracellular cholesterol accumulation. 　
RT-qPCR and Western blot showed that CDELN could significantly reduce mRNA levels of matrix metalloprotein-9 (MMP-9),
SRA, CD36 and LOX-1 and protein levels of p-ERK, SRA, CD36 and LOX-1 in ox-LDL-induced THP-1-derived macro-
phages. 　 Treatment with the p-ERK agonist Yoda1 diminished the protective effect of CDELN. 　 　 Conclusion　 CDELN
can significantly inhibit macrophage foam cell formation, and this effect may be associated with the inhibition of phosphoryl-
ation levels of ERK1 / 2 in the MAPK pathway.
[KEY WORDS]　 atherosclerosis;　 chili-derived exosome-like nanovesicle;　 foam cell;　 MAPK;　 macrophage

　 　 动脉粥样硬化性心血管疾病 ( atherosclerotic
cardiovascular disease,ASCVD)是全球范围内高患病

率、高死亡率的疾病谱之一,其病理生理过程涉及

内膜下脂质沉积、内皮细胞受损、炎症细胞大量浸

润,粥样斑块形成导致管腔狭窄,最终可引发靶器

官缺血性改变[1]。 其中,炎症刺激下巨噬细胞膜表

面清道夫受体 A( scavenger receptor A,SRA)、脂肪

酸转运蛋白( cluster of differentiation 36,CD36)、凝
集素样氧化型低密度脂蛋白受体 1 ( lectin-like
oxidized low density lipoprotein receptor-1,LOX-1)表

达水平上调,巨噬细胞大量摄取氧化型低密度脂蛋白

(oxidized low density lipoprotein,ox-LDL);尽管 ATP 结

合盒转运体 A1 / G1(ATP-binding cassette transporter
A1 / G1,ABCA1 / G1)介导部分胆固醇流出,但巨噬

细胞内胆固醇摄取和流出不均衡,使得巨噬细胞内

出现大量的胆固醇和脂类物质,从而向泡沫细胞转

化[2-5]。 泡沫细胞在动脉内膜下蓄积,是动脉粥样

硬化(atherosclerosis,As)斑块形成的起始和关键步

骤[6]。 因此,如何控制巨噬细胞泡沫化成为当前治

疗 ASCVD 的热点问题。
辣椒(chili pepper)是茄科植物中的辣椒属。 研

究表明辣椒的摄入可减少心血管患者死亡率[7-10]。
辣椒及其提取物被认为具有良好的抗 ASCVD 作

用。 其中,辣椒提取物中的辣椒素(capsaicin,CAP)
已被发现具有抗氧化、抗炎和降血压的潜力[11-13]。
然而,辣椒素口服生物利用度低、组织刺激性强等

问题始终制约着辣椒素的临床应用。 我们从辣椒

组织分离并提纯了辣椒来源外泌体样纳米囊泡

(chili-derived exosome-like nanovesicle,CDELN),其
心血管保护作用尚未被研究。 本研究中,我们通过

ox-LDL 诱导巨噬细胞建立泡沫细胞模型,初步探索

CDELN 对巨噬细胞向泡沫细胞转化的调控及相关

作用机制。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞来源与试剂

THP-1 细胞(Pricella,CL-0233)。 95% 辣椒素

(源叶,S97493)、人 ox-LDL(biolong,YB-002)、新鲜

小米辣、99% 蔗糖 (Macklin, S818046 )、 TRIS-HCL
( Solarbio, T8230 )、 99. 7% 无 水 乙 醇 ( Macklin,
E809061 )、 99. 5% 异 丙 醇 ( Macklin, I811925 )、
99. 5%甲醇(Macklin,M813895)、Trizol reagent( In-
vitrogen,15596018)、BCA 蛋白浓度测定试剂盒(bio-
sharp,BL521A)、 ECL 发 光 液 ( Thermo Scientific,
34080)、TBS 缓冲液(Servicebio,G0001)、TWEEN 20
(Biofroxx, 1247ML100 )、 PBS ( Servicebio, G4202 )、
7. 5%PAGE 胶快速制备试剂盒(EpiZyme,PG111)、
高效 RIPA 裂解液(Solarbio,R0010)、50×通用型蛋

白酶磷酸酶抑制剂混合物 (Beyotime,P1045)、5 ×
SDS-PAGE 蛋白上样缓冲溶液(Beyotime,P0015L)、
PageRuler 预 染 蛋 白 Marker ( Thermo Scientific,
26616)、SYBR􀳏 Green Pro Taq HS 预混型 qPCR 试

剂盒(含 Rox) (AG,AG11718)、Evo M-MLV RT Kit
with gDNA Clean for qPCR ( AG, AG11705 )、 0. 22
μmol / L 滤 膜 ( Merck Millipore, SLGS025NB )、
beckman 超速离心管 (Beckman,344059)、 beckman
高速 离 心 管 ( Beckman, 357007 )、 氯 仿 替 代 物

( CWBIO, CW3166M )、 2 × RNA loading buffer
(Beyotime, R0215 )、 small RNA ladder ( Beyotime,
R0206)、NA-Red (Beyotime,D0128)、Urea-PAGE 凝

胶配制试剂盒 RNA 专用(Beyotime,D0128S)、THP-
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1 细胞专用培养基(Pricella,CM-0233)、亲脂性膜染

料 DiL( Invitrogen,D282)、人 DiL 标记乙酰化低密度

脂蛋白 (DiL-acetylated low density lipoprotein,DiL-
ac-LDL)(MKBio,MP6013)、饱和油红 O 染料(Servi-
cebio,G1015)、35 mm 玻底共聚焦培养皿(Biosharp,
BS-15-GJM)、 4% 多 聚 甲 醛 ( Biosharp, BL539A )、
DAPI(Beyotime,C1002)、BSA Fraction V(Beyotime,
ST023)、BD 脱脂奶粉 (BD,232100)、细胞计数板

( Invitrogen,C10228)、DEPC 水(Biosharp,BL510B)。
1. 2　 CDELN 的分离与提纯

新鲜辣椒去除辣椒柄,超纯水浸泡洗涤多次去

除杂质,通风橱晾干后转移至破壁机,250 g 辣椒组

织加入预冷的 20 mmol / L Tris-HCl 溶液 500 mL,充
分破碎辣椒 3 min / 次,共 5 次。 滤网过滤除去残渣。
分装滤液至 50 mL 离心管,4 ℃ 下 300 × g 离心

10 min,取上清;4 ℃ 下 2 000 ×g 离心 20 min,取上

清;4 ℃ 下 10 000 ×g 离心 30 min,取上清;4 ℃ 下

135 000×g 离心 70 min,弃上清,20 mmol / L Tris-HCl
溶液充分重悬沉淀即粗提的 CDELN。 配制 8% 、
20% 、30% 、50%的蔗糖 Tris-HCl 溶液。 水平超速离

心管内依次缓慢加入 2 mL 的 50%蔗糖 Tris-HCl 溶
液、30% 蔗糖 Tris-HCl 溶液、20% 蔗糖 Tris-HCl 溶

液、8% 蔗糖 Tris-HCl 溶液、 Tris-HCl 溶液重悬的

CDELN,150 000×g 离心 120 min,抽取各分层区的

液体,利用纳米颗粒追踪分析技术 ( nanoparticle
tracking analysis,NTA)检测其纳米囊泡的粒径并定

量;使用透射显微镜检测其形貌。 鉴定后的优选层

PBS 稀释后 4 ℃下 135 000×g 离心 70 min,弃上清,
PBS 重悬沉淀即提纯后的 CDELN,-80 ℃储存。
1. 3　 CDELN 蛋白电泳及考马斯亮蓝染色

取 100 μL 的 1×1014 颗粒 / mL CDELN 溶液,加
入 100 μL 的 RIPA 裂解液、4 μL 的 50×蛋白酶抑制

剂、4 μL 的 50×磷酸酶抑制剂、4 μL 的 0. 05 mol / L
EDTA,混匀后4 ℃摇动裂解30 min。 4 ℃下12 000×g
离心 15 min 留取上清,加入 50 μL 的 5×SDS-PAGE
蛋白上样缓冲溶液,混匀后 100 ℃煮样 10 min。 冰

浴冷却后上样 10% SDS-PAGE 胶,每孔 30 μL,电泳

结束进行考马斯亮蓝染色,脱色后曝光。
1. 4　 CDELN RNA 提取及核酸电泳 NA-Red 染色

1×1011 颗粒 CDELN,加入 1 mL Trizol,颠倒混

匀后静置 10 min,加入 250 μL 氯仿替代物,颠倒混

匀后室温静置 5 min,4 ℃下 12 000×g 离心 15 min。
抽取上清加入等量异丙醇混匀,-20 ℃ 过夜沉降,
4 ℃下 12 000×g 离心 10 min,弃上清加入现配 75%

乙醇洗涤沉淀,4 ℃下 12 000×g 离心 10 min,弃洗涤

液晾干 RNA 沉淀,30 μL 无酶水溶解沉淀。 加入

30 μL 的 2 ×RNA ladder buffer 混匀后煮样 75 ℃,
5 min,冰浴冷却后 30 μL / 孔上样 15% urea-page 电

泳,电泳结束进行 NA-Red 染色,冲洗后曝光。
1. 5　 细胞培养

采用 THP-1 细胞来源的巨噬细胞建立泡沫细

胞模型。 37 ℃、5% CO2 培养箱中使用 THP-1 细胞

专用完全培养基培养 THP-1 细胞,半换液法传代维

持(2 ~ 4) ×105 个 / mL。 状态良好的 THP-1 细胞加

入终浓度 160 nmol / L 的 PMA 诱导贴壁,24 h 观察

到大部分细胞贴壁后更换新鲜培养基维持培养巨

噬细胞。 在后续实验研究中,将细胞随机分为:对
照组、CDELN 组、模型组(ox-LDL 组)、ox-LDL+CAP
组、ox-LDL+CDELN 组。
1. 6　 激光扫描共聚焦显微镜观察 THP-1 源性巨噬

细胞对 CDELN 的摄取实验

DMSO 溶解 DiL 粉末制备 1 mmol / L 储存液,
PBS 稀释储存液至 100 μmol / L 的 DiL 工作液,
10 mL 的 1 × 1011 颗粒 / mL CDELN 与 10 mL 的

100 μmol / L DiL 工 作 液 混 合 均 匀, 37 ℃ 孵 育

30 min。 DiL-CDELN 混合孵育液 4 ℃、135 000×g 离

心 70 min,沉淀重悬于 10 mL PBS,得到纯化的 DiL-
CDELN 用于后续的摄取实验。 每个共聚焦小皿接

种 5×104 个 THP-1 细胞,并诱导贴壁,培养基稀释

DiL-CDELN 至 108 颗粒 / mL 换液小皿,37 ℃避光孵

育 12 h,PBST 洗涤 2 次后,4%多聚甲醛室温固定细

胞 10 min,PBST 润洗 2 次,1 mg / L DAPI 染核 5 min,
PBST 洗涤 2 次,覆盖细胞后共聚焦下观察拍照。
1. 7　 CCK8 法评估 CDELN对 THP-1细胞活力的影响

THP-1 接种于 96 孔板中,每孔接种 5 000 个细

胞,细胞培养板离心后吸弃培养基,换含有不同剂

量 CDELN ( 0、 107、 108、 109 和 1010 颗粒 / mL) 的

RPMI 1640 培养基,继续培养 24 h,每孔 10 ∶ 1 体积

加入 CCK8 试剂,避光孵育 2 h,酶标仪测量 450 nm
吸光度。
1. 8　 激光扫描共聚焦显微镜观察 THP-1 源性巨噬

细胞对 DiL-ac-LDL 的摄取

方法同 1. 4,CAP 给药浓度 20 μmol / L[13]、CDELN
给药浓度 108 颗粒 / mL、p-ERK 激动剂 Yoda1 加药浓度

10 nmol / L[14-15],加药处理 12 h 后,吸弃培养基。 根据

说明书,DiL-ac-LDL 药物浓度为 20 mg / L,37 ℃孵育

4 h。 孵育结束固定细胞并染核拍照。
1. 9　 THP-1 巨噬细胞来源泡沫细胞油红 O 染色

每孔 1×106 个 THP-1 细胞接种 12 孔板,诱导
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贴壁后加入 CDELN、CAP、Yoda1 孵育细胞 12 h。 后

续使用 80 mg / L 的 ox-LDL[16-17],孵育细胞 12 h 后,
吸弃培养基,PBS 润洗细胞 2 次,4% 多聚甲醛室温

固定细胞 10 min,PBS 润洗细胞 2 次,60%异丙醇覆

盖细胞 20 s,吸弃后稍晾干水分,油红工作液(6 份饱

和油红与 4 份蒸馏水充分混合均匀,置于 70 ℃水浴

30 min,滤纸过滤)覆盖细胞,室温避光染色 30 min,
吸弃染色液,60%异丙醇快速分化3 s,纯水洗5 min / 次
共 3 次。 PBS 覆盖细胞后显微镜观察拍照。
1. 10　 RT-qPCR 检测 mRNA 水平

分组及加药步骤同 1. 5,6 孔板每孔 2×106 个细

胞。 加药处理 24 h 后,预冷 PBS 洗涤细胞 2 次,提
取细胞 RNA,方法同 1. 4 中 CDELN 的 RNA 提取。
Nano Drop 对 RNA 进行定量,Evo M-MLV 反转录预

混型试剂盒进行反转录,产物 cDNA 应用 SYBR
Green Pro Taq HS 预混型 qPCR 试剂盒对靶基因进

行定量检测。 使用 GAPDH 作为内参,mRNA 表达

量以 2-ΔΔCt 公式计算。

表 1. 引物列表

Table 1. Primer list

基因 引物序列 产物大小

LOX-1 Forward:TTGCCTGGGATTAGTAGTGACC
Reverse:GCTTGCTCTTGTGTTAGGAGGT

81 bp

CD36 Forward:GGCTGTGACCGGAACTGTG
Reverse:AGGTCTCCAACTGGCATTAGAA

92 bp

SRA Forward:CTGAGGTCAGTCAGTGGATGG
Reverse:AGCCTGGTATGGTATGGTTCT

129 bp

MMP-9 Forward:TGTACCGCTATGGTTACACTCG
Reverse:GGCAGGGACAGTTGCTTCT

97 bp

ABCA1 Forward:ACCCACCCTATGAACAACATGA
Reverse:GAGTCGGGTAACGGAAACAGG

123 bp

ABCG1 Forward:ATTCAGGGACCTTTCCTATTCGG
Reverse:CTCACCACTATTGAACTTCCCG

103 bp

GAPDH Forward:GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT
Reverse:GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG

197 bp

1. 11　 Western blot 检测蛋白表达水平

分组及加药步骤同 1. 5,6 孔板每孔 2×106 个细

胞。 加药处理 24 h 后,预冷 PBS 润洗细胞 2 次,配
制 1 500 μL RIPA 裂解液、30 μL 50 ×蛋白酶抑制

剂、30 μL 50 ×磷酸酶抑制剂、30 μL 0. 05 mol / L
EDTA 混合液,吹打混匀后每孔加入 250 μL 冰上裂

解细胞 5 min,刮取细胞后收集裂解液,4 ℃摇床继

续裂解 25 min。 离心弃细胞沉淀,BCA 试剂盒定量

各组样品蛋白量后,加入 loading buffer 混匀 100 ℃
变性 10 min,冰浴冷却后加样进行 SDS-PAGE,每泳

道蛋白定量 30 μg。 电泳结束转 PVDF 膜,5% 脱脂

牛奶封闭 1 h,稀释一抗 4 ℃过夜孵育,1 ∶ 10 000 稀

释二抗室温孵育 1 h 后显影成像。 蛋白抗体信息如

下: phospho-p44 / 42 MAPK ( ERK1 / 2 ) ( Thr202 /
Tyr204 ) ( D13. 14. 4E ) XP 􀳏 Rabbit mAb # 4370
(CST),稀释比例 1 ∶ 5 000; phospho-p38 MAPK
(Thr180 / Tyr182 ) ( D3F9 ) XP 􀳏 RabbitmAb # 4511
(CST),稀释比例 1 ∶ 5 000;phospho-c-Jun( Ser73)
(D47G9)XP􀳏 Rabbit mAb#3270(CST),稀释比例

1 ∶ 5 000;CD36(D8L9T)Rabbit mAb#14347(CST),
稀释比例 1 ∶ 5 000;OLR1 Polyclonal antibody 11837-
1-AP(proteintech),稀释比例 1 ∶ 1 000;SRA1 Poly-
clonal antibody24655-1-AP ( proteintech),稀释比例

1 ∶ 1 000;β-Tubulin(9F3)Rabbit mAb#2128(CST),
稀释比例 1 ∶ 8 000;GAPDH(14C10)Rabbit mAb #
2118(CST),稀释比例1 ∶ 8 000;HRP Conjugated Goat
anti-Rabbit IgG Goat Polyclonal Antibody # HA1001
(CST),稀释比例 1 ∶ 10 000;HRP Conjugated Goat
anti-Mouse IgG,Light-Chain Specific Antibody #91196
(CST),稀释比例 1 ∶ 10 000。
1. 12　 数据统计方法

数据分析采用 GraphPad Prism 软件。 实验数据

以 x±s 表示,采用 GraphPad Prism 9. 0 作图并进行

统计学分析。 两组之间比较采用独立样本 t 检验,
三组或者三组以上间比较采用单因素方差分析(One-
Way ANOVA),以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 辣椒来源外泌体样纳米囊泡的分离提纯与鉴定

本研究中,参考大多数中草药来源外泌体样纳

米囊泡的提取方法,通过榨汁破壁预处理结合差

速 /超速离心、蔗糖密度梯度离心法[18] 从辣椒中分

离、纯化获得大量外泌体样纳米囊泡(图 1A);利用

NTA 检测其纳米囊泡的粒径并定量,结果显示

CDELN 颗粒大小较为均一,集中在 50 ~ 100 nm 区

间,250 g 辣椒可提取 1013 颗粒 CDELN(图 1B);使
用透射显微镜检测其形貌,CDELN 呈典型的类圆形

双层囊泡状(图 1C);通过 SDS-PAGE、Urea-PAGE
凝胶电泳,分别结合考马斯亮蓝染色及 NA-Red 染

色,可视化纳米囊泡内蛋白质、RNA 等生物活性小

分子,观察纳米囊泡中蛋白质、RNA 分子的组成及

分子量分布(图 1D、E)。 可见,CDELN 是大小均一、
具有双层膜结构、富含蛋白质和 RNA 的外泌体样纳

米囊泡。
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图 1. CDELN 提纯分离与鉴定

A 为 CDELN 提纯过程;B 为 NTA 追踪 CDELN 的粒径度及分布;C 为 TEM 下 CDELN 的形态学;
D 为考马斯亮蓝染色 CDELN 主要蛋白带谱;E 为 NA-Red 染色 CDELN 主要 RNA 带谱。

Figure 1. Purification,isolation and identification of CDELN

2. 2　 CDELN 及 CAP 给药浓度

不同剂量的 CDELN 孵化 THP-1 源性巨噬细胞

24 h,使用 CCK8 法检测细胞活性比值(图 2A),结
果显示 108 颗粒 / mL 的 CDELN 效果最佳,109 颗粒 /
mL 与 108 颗粒 / mL 的 CDELN 作用效果无统计学差

异,因此后续采用 108 颗粒 / mL 的 CDELN 孵化

THP-1 源性巨噬细胞。 HPLC 质谱检测 108 颗粒

CDELN 内辣椒素含量为 3. 408 3 μmol(图 2B)。 参

考其他辣椒素作用细胞研究文献,采用 20 μmol / L
辣椒素干预 THP-1 源性巨噬细胞。

图 2. CDELN 对细胞活力的作用及其内辣椒素含量(n=3)
A 为 CCK8 检测不同剂量 CDELN 对 THP-1 源性巨噬细胞活性的影响;B 为 HPLC 质谱检测 108 颗粒 CDELN 内辣椒素含量。

Figure 2. The effect of CDELN on cell proliferation and its capsaicin content(n=3)

2. 3　 THP-1 源性巨噬细胞摄取 CDELN
诱导贴壁后的 THP-1 源性巨噬细胞与 DiL 标

记好的 CDELN 共孵育 24 h,DAPI 标记细胞核后共

聚焦显微镜观察结果,巨噬细胞内可见 DiL 红色荧

光信号,提示 CDELN 被巨噬细胞摄取(图 3)。

2. 4　 共聚焦显微镜观察 THP-1 源性巨噬细胞对

DiL-ac-LDL 摄入能力

与对照组比较,20 μmol / L CAP 或 108 颗粒 / mL
CDELN 孵育巨噬细胞 24 h 都减少了细胞 DiL-ac-
LDL 的摄入量,其中 CDELN 组平均荧光强度降低

18% (P<0. 01),表明 CDELN 抑制 THP-1 源性巨噬

细胞中 ac-LDL 的摄取(图 4)。
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图 3. THP-1 源性巨噬细胞摄取 CDELN
Figure 3. Uptake of CDELN by THP-1-derived macrophages

图 4. THP-1源性巨噬细胞摄取 DiL-ac-LDL 能力评估(n=3)
Figure 4. Assessment of the uptake of DiL-ac-LDL by THP-1-derived macrophages(n=3)

2. 5　 油红 O 染色检测 CDELN 对 THP-1 巨噬细胞

来源泡沫细胞内脂质累积的影响

光镜下观察油红 O 染色细胞,与对照组相比,
80 mg / L ox-LDL 处理巨噬细胞显著泡沫化,细胞内

可见密集红色脂滴,细胞体积略有增加,油红 O 着

色脂滴面积增加 901% (P<0. 01);ox-LDL+CAP 组

和 ox-LDL+CDELN 组胞质内脂滴有不同程度减少,
其中,ox-LDL+CDELN 组油红 O 着色脂滴面积减少

62% (P<0. 01)。 结果表明,CDELN 有效减少 THP-
1 源性巨噬细胞摄取 ox-LDL,减轻胞内脂质蓄积,抑
制巨噬细胞向泡沫细胞转化(图 5)。
2. 6　 CDELN 降低 ox-LDL 诱导的 THP-1 源性巨噬

细胞向泡沫细胞转化过程中胆固醇摄取相关受体

的表达

为了明确 CDELN 对 ox-LDL 诱导的 THP-1 源

性巨噬细胞向泡沫细胞转化过程中胆固醇摄取及
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外排相关受体的影响,采用 Western blot 检测各组细

胞中相关蛋白的表达,以及 RT-qPCR 检测各组细胞

中相关基因的表达。 结果发现,与对照组比较,ox-
LDL 组细胞内 SRA、CD36、LOX-1 蛋白表达量增加

149% 、182% 、193% (P<0. 01);与 ox-LDL 组比较,
ox-LDL+CDELN 组细胞内 SRA、CD36、LOX-1 表达

量分别降低 44% 、27% 、40% (P<0. 05),p-ERK1 / 2
表达量降低 50% (P<0. 01),p-c-Jun 及 p-p38 表达

量变化不具有统计学差异。 表明 CDELN 干预可显

著下调巨噬细胞胆固醇摄取 SRA、CD36、LOX-1 及

MAPK 通路 p-ERK1 / 2 等的表达(图 6)。 RT-qPCR
实验结果显示,与 ox-LDL 组相比,ox-LDL+CDELN
组 SRA 表达量下调 30% (P<0. 01),CD36 表达量下

调 23% (P < 0. 01),LOX-1 表达量下调 19% (P <
0. 01),MMP-9 表达量下调 36% (P<0. 01),ABCA1
及 ABCG1 表达量的变化不具有统计学差异(图 6)。
上述实验结果表明,CDELN 在抑制巨噬细胞向泡沫

细胞转化过程中下调 p-ERK1 / 2 活性及胆固醇摄取

相关受体的表达。

图 5. CAP 和 CDELN 干预作用于 ox-LDL 诱导的 THP-1细胞泡沫化的油红 O 染色结果(n=3)
Figure 5. Oil red O staining results of CAP and CDELN intervention on ox-LDL-induced foam of THP-1 cells(n=3)

图 6. CDELN 对 ox-LDL 诱导的 THP-1源性巨噬细胞泡沫化进程中胆固醇摄取相关受体表达的影响(n=3)
A 为Western blot 检测MPAK 通路关键分子及胆固醇摄取相关受体的蛋白表达水平;B 为 RT-qPCR 检测胆固醇摄取及外排相关受体的mRNA 水平。

Figure 6. Effect of CDELN on the expression of cholesterol uptake-related receptors during ox-LDL-induced
foam cell formation in THP-1-derived macrophages(n=3)
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2. 7　 Yoda1 促进巨噬细胞向泡沫细胞转化

油红 O 染色和共聚焦显微镜拍摄结果显示,与
ox-LDL + CDELN 组比较,加入 p-ERK1 / 2 激动剂

Yoda1(ox-LDL+CDELN+Yoda1 组)巨噬细胞内染色

脂滴数量增多、平均荧光强度增高(P<0. 01,图 7)。
结果表明,Yoda1 通过激活 p-ERK1 / 2 信号通路,显
著提高巨噬细胞对 DiL-ac-LDL 的摄取,促进巨噬细

胞泡沫化进程。

图 7. Yoda1 干预下 THP-1源性巨噬细胞对 ox-LDL 及 DiL-ac-LDL 摄取的评估

A 与 C 为油红 O 染色检测 Yoda1 干预对巨噬细胞来源泡沫细胞生成的影响(n=3);B 与 D 为共聚焦显微镜拍照检测

Yoda1 拮抗 CDELN 抑制巨噬细胞摄取 DiL-ac-LDL 的作用及统计图(n=3)。

Figure 7. Assessment of THP-1-derived macrophage uptake of ox-LDL and DiL-ac-LDL under Yoda1 intervention

2. 8　 Yoda1 通过激活 p-ERK1 / 2 上调 THP-1 源性

巨噬细胞胆固醇摄取相关受体的表达

Yoda1 干预 12 h 显著上调了 p-ERK1 / 2 的水

平。 与 ox-LDL +CDELN 组比较,ox-LDL +CDELN+
Yoda1 组 SRA 上调 46% (P<0. 01),CD36 上调 18%
(P<0. 05),LOX-1 上调 186% (P<0. 01) (图 8A)。
RT-qPCR 结果显示,与 ox-LDL+CDELN 组比较,ox-
LDL+CDELN+Yoda1 组 MMP-9 mRNA 水平显著上

调;与 ox-LDL+CDELN 组比较,Yoda1 干预后巨噬细

胞 SRA、CD36、LOX-1 mRNA 水平显著上调,差异有

统计学意义(图 8B)。 该实验结果显示,CDELN 抑

制巨噬细胞 p-ERK1 / 2 表达水平,遏制巨噬细胞向

泡沫细胞转化,而加入 Yoda1 后,通过上调 p-ERK1 /
2 水平,逆转 CDELN 介导的抑制作用。

3　 讨　 论

辣椒作为常见植物的一种,无论是被草药医学
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图 8. Yoda1 干预对 ox-LDL 诱导 THP-1源性巨噬细胞胆固醇摄取相关蛋白和基因表达的影响(n=3)
A 为 Western blot 检测胆固醇摄取相关受体的蛋白表达水平及统计图;B 为 RT-qPCR 检测胆固醇相关受体的 mRNA 水平。

Figure 8. Effect of Yoda1 intervention on the expression of cholesterol uptake-related proteins and genes in
ox-LDL-induced THP-1-derived macrophages(n=3)

作为整体应用于治疗疾病[19] 还是提取其中有效成

分辣椒素等化合物入药[20-22],已有充分的研究表明

其对人类健康具有积极保护作用。 本研究立足于

目前植物提取物应用于治疗疾病方向的热点(植物

外泌体样纳米囊泡),通过实验研究探讨来源于辣

椒植物组织、携带辣椒生物活性分子的外泌体样纳

米囊泡对巨噬细胞泡沫化的干预作用,解释辣椒心

血管获益的机制。
As 是一种慢性血管炎症性病变,其特征是内膜

增厚、平滑肌细胞增殖、脂质堆积和斑块形成。 巨

噬细胞是 As 斑块内的主要免疫细胞,在 As 发生发

展中起着至关重要的作用。 内皮细胞损伤后,初始

的免疫反应通过释放单核细胞趋化蛋白 1(monocyte
chemotactic protein-1,MCP-1)等炎症因子引发慢性

炎症反应,推动单核细胞向内皮细胞下迁移。 在内

皮细胞下,单核细胞分化为巨噬细胞,这些巨噬细

胞吸附和内化修饰的低密度脂蛋白或脂蛋白残基,

最终转化为泡沫细胞[23]。 巨噬细胞源性泡沫细胞

大量积聚在内膜组织被认为是 As 早期病变的主要

标志之一,同时也在 As 病变进程中发挥核心作

用[5]。 抑制巨噬细胞向泡沫细胞转化,被认为是防

治 As 的有效手段之一。 本研究发现,CDELN 可有

效抑制 ox-LDL 诱导的 THP-1 源性巨噬细胞泡沫化

过程,提示 CDELN 具有良好的抗 As 潜能。
泡沫化进程中,巨噬细胞通过 CD36、 SRA1、

LOX-1 等清道夫受体吞噬 ox-LDL[24],而 ABCA1、
ABCG1 作为介导巨噬细胞胆固醇外排的主要转运

体,介导了 50%以上的胆固醇从巨噬细胞排出[25]。
血管炎症刺激下,黏附到内皮下的巨噬细胞上调清

道夫受体表达,增加对 ox-LDL 的摄取;下调膜胆固

醇转运体表达,减少对胆固醇的外排,胆固醇摄取

与外排过程出现不平衡,巨噬细胞内大量胆固醇酯

堆积,最终导致泡沫细胞形成。 可见,巨噬细胞对

胆固醇摄入与外排的失衡,是导致其发生泡沫化的
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关键。 本研究通过评估 CDELN 对巨噬细胞胆固醇

摄入与外排的影响,探索其抗巨噬细胞泡沫化的机

制。 结果表明 CDELN 显著抑制巨噬细胞摄取 DiL-
ac-LDL 的能力,且降低胆固醇摄入相关受体 SRA、
CD36 和 LOX-1 的 mRNA 和蛋白表达水平,然而对

胆固醇外排相关蛋白 ABCA1 及 ABCG1 的 mRNA
表达水平无明显影响,提示 CDELN 主要通过减少

修饰化脂蛋白内化以抑制巨噬细胞向泡沫细胞

发展。
丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated protein

kinase,MAPK)属于一组进化保守的丝 /苏氨酸蛋白

激酶,通过传递各种刺激的信号分子,在细胞增殖、
分化、发育、转化、炎症反应和凋亡中发挥重要作

用。 目前已明确 MAPK 通路三个主要亚族(ERK、
JNK 和 p38 MAPK)每个家族都有特定的细胞外信

号启动[26]。 多项研究发现,MAPK 通路在巨噬细胞

泡沫化进程中发挥重要作用[27-28]。 Liu 等[29] 发现,
MAPK 通路激活, 加剧了巨噬细胞泡沫化。 Lu
等[30]发现,抑制 MAPK 信号转导可以抑制巨噬细胞

炎症和泡沫细胞形成。 本研究发现,在 ox-LDL 诱导

巨噬细胞泡沫化模型中 MAPK 通路被显著激活,与
既往文献报道相符。 CDELN 干预巨噬细胞后,p-
ERK1 / 2 表达量下降,ERK1 / 2 通路活性受抑制,且
胆固醇摄入受体表达减少,巨噬细胞内胆固醇蓄积

减轻;以上作用被 ERK1 / 2 激动剂 Yoda1[14] 显著抑

制。 可见,CDELN 可通过介导 MAPK / ERK 通路抑

制胆固醇摄入以阻止巨噬细胞向泡沫细胞转化。
本研究从辣椒提取物 CDELN 抑制巨噬细胞向

泡沫细胞转化角度丰富了辣椒心血管获益的机制,
为动脉粥样硬化性心血管疾病的药物开发提供了

新的思路。 然而,本研究仍存在一定的局限性。 首

先,CDELN 内含蛋白质、RNA、化合物(如辣椒素)等
多种活性成分,受限于研究篇幅,未在本研究中针

对其内含物的生物学作用展开研究。 再者,本研究

仅在体外模型中评估 CDELN 的抗 As 作用,其体内

效应仍有待进一步评估。 在后续研究中,作者团队

将深入研究 CDELN 内含成分的作用,并建立体内

As 模型,进一步完善 CDELN 抗 As 的作用评估及机

制探索。
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