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辛伐他汀抑制机械牵张力介导的巨噬细胞活性
氧族元素的表达
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨机械牵张力刺激能否介导小鼠巨噬细胞活性氧族元素(ROS)的产生,并进一步探讨辛伐他

汀对此作用的影响及其作用机制。 方法摇 体外常规培养小鼠巨噬细胞 RAW264. 7,施加机械力刺激,或用辛伐他

汀预处理细胞 60 min 后再施加此刺激,用荧光探针 H2DCFDA 检测巨噬细胞 ROS 的表达水平,以细胞免疫荧光定

量阳性率和 SPSS 统计软件对其表达水平进行分析。 Western blot 检测 NADPH 氧化酶 1(NOX1)的表达。 结果摇 机

械牵张力刺激介导的巨噬细胞 ROS 呈时间依赖性增多,以 60 min 最显著(P < 0. 05);辛伐他汀可抑制此刺激介导

的巨噬细胞 ROS 表达增加,且抑制作用呈浓度依赖增强,以 0. 3 滋mol / L 辛伐他汀的抑制作用最显著(P < 0. 05)。
辛伐他汀可使机械牵张力介导的巨噬细胞 NOX1 表达显著减少。 结论摇 辛伐他汀可通过抑制 NOX1 的表达从而抑

制由机械牵张力介导的小鼠巨噬细胞 ROS 的表达。
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Simvastatin Repressed ROS Expression of Macrophage Cells Induced by Stretch Stress
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effect of simvastatin on reactive oxygen species (ROS) expression in stretch
stress (SS) induced macrophage cells. 摇 摇 Methods摇 RAW264郾 7 macrophage cells were cultured in vitro, treated with
SS, or pretreated with simvastatin for 60 min and then stimulated with SS, the expression of ROS was detected by Ho鄄
echst33342 and H2DCFDA fluorescent probe, the fluorescence intensity of ROS was detected and the positive ratio of ROS
was analysed by SPSS statistical software. 摇 The expression of NADPH oxidase 1 (NOX1) was evaluated by Western blot.
Results摇 SS increased the expression of ROS in a time dependent manner, and the expression of ROS reached the most sig鄄
nificant at 60 min (P < 0郾 05). 摇 Simvastatin could inhibit the effect induced by SS in a concentration dependent manner,
the inhibition effect of simvastatin was the most significant in 0郾 3 滋mol / L (P < 0郾 05). 摇 The expression of NOX1 was sig鄄
nificantly inhibited by simvastatin after SS. 摇 摇 Conclusion摇 Simvastatin repressed ROS expression of RAW264郾 7 macro鄄
phage cells induced by SS through inhibiting the expression of NOX1.

摇 摇 高血压的病理改变主要是小动脉病变。 早期

阶段全身小动脉痉挛,长期反复的痉挛使小动脉内

膜因压力负荷增加、缺血缺氧出现玻璃样变,中层

则因平滑肌细胞增殖、肥大而增厚,出现血管壁重

构,最后管壁纤维化、管腔狭窄呈现出不可逆病变。
非常重要的是正常血流产生的机械力对维持管壁
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细胞的表型、分化及正常结构和功能是必须的,只
有高血压所产生的异常机械力对血管重塑起关键

作用。 高血压所产生的异常机械力对血管平滑肌

细胞的作用前期已有研究报道,有研究指出,机械

牵张力伴或不伴去甲肾上腺素可通过 G琢q 蛋白或

ERK 信号通路诱导血管平滑肌细胞增殖[1]。 还有

研究显示,机械牵张力伴或不伴晚期糖基化终末产

物可诱导血管平滑肌细胞增殖和 ERK 信号通路激

活[2]。 然而,其对巨噬细胞功能和氧化应激的影响

以及辛伐他汀对此种作用的影响均不明确,未见

报道。
在合并高血脂的情况下,大血管易发生动脉粥

样硬化病变,从而令血管重塑的过程显著加速。 已

知血管平滑肌细胞和巨噬细胞在粥样硬化斑块中

起重要作用,血管平滑肌细胞的氧化应激前期已有

大量研究报道,而对于血管壁巨噬细胞的氧化应激

在动脉粥样硬化中的作用目前研究不多,机制尚不

清楚。 线粒体偶联的酶、细胞色素 P450、 黄嘌呤氧

化酶及 NADPH 氧化酶(NADPH oxidase,NOX)都能

产生 ROS,从而引发细胞的氧化应激。 虽然在不同

的组织和细胞中多种酶可以产生活性氧族元素(re鄄
active oxygen species,ROS)引发氧化应激,但越来越

多的研究表明在生理条件下 NOX 是产生 ROS 最主

要的来源[3]。 NOX 由多个亚单位组成,前期研究指

出,NOX1 亚单位高表达于心血管系统。
本研究旨在观察机械牵张力对小鼠巨噬细胞

RAW264. 7 ROS 产生的影响及辛伐他汀对此作用的

影响,并通过探讨 NOX1 的表达水平初步揭示辛伐他

汀影响 ROS 产生的作用机制,为阐明辛伐他汀在动

脉粥样硬化血管重塑中的作用机制提供实验依据。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 细胞与试剂

摇 摇 小鼠巨噬细胞 RAW264郾 7 购自 ATCC 公司;
DMEM 培养基为 Gibco 产品;胎牛血清购自天津灏

洋(TBD)公司;Hoechst33342 和辛伐他汀购自 Sigma
公司;荧光探针 H2DCFDA 购自 Invitrogen 公司。
1郾 2摇 细胞培养

小鼠巨噬细胞 RAW264郾 7 用含 10% 标准胎牛

血清的 DMEM 高糖培养基在 37益、5% CO2 培养箱

中静置培养。 待细胞长满培养瓶时,常规使用细胞

刮进行传代,刮下后,将细胞悬液离心,而后以 2 伊
104 密度的细胞悬液接种于 6 孔硅胶牵拉板。
1郾 3摇 辛伐他汀工作液的配制

于瓶装辛伐他汀粉末中加入 95% 乙醇 100

滋L,混匀后加入 0. 1 mol / L NaOH 15 滋L,于 50益水

浴箱中静置 2 h,最后定容到 1 mL,分装后于 4益冰

箱保存,即为 10 mmol / L(5 g / L)的储存液。
1郾 4摇 Hoechst33342 及荧光探针 H2DCFDA 对活细

胞的染色

荧光探针 H2DCFDA 本身无荧光,但可自由穿

透细胞膜,被细胞内的酯酶水解成 DCFH,其也不能

穿透细胞膜,但容易被装载到细胞内。 细胞内的

ROS 可以氧化无荧光的 DCFH,使其变成有荧光的

DCF,故而在荧光倒置显微镜下检测 DCF 的荧光就

可了解细胞内 ROS 水平。 配制 H2DCFDA 荧光探

针染液和 Hoechst33342 核标记荧光染液的储存液,
浓度分别为 10 mmol / L、16 mmol / L,使用前溶于无

血清培养基中,使二者终浓度分别为 10 滋mol / L、16
滋mol / L,对细胞施加刺激后,吸弃培养液,用无血清

的培养基清洗后,加入上述含两种荧光染液的无血

清培养基,于 37益、5% CO2 培养箱中孵育 30 min;
结束后吸弃培养液,用 37益的无血清培养基和 PBS
各清洗 2 遍,立即于倒置荧光显微镜下观察,并拍片

保存,以备分析。 全过程均避光。
1郾 5摇 不同牵拉力介导的小鼠巨噬细胞 ROS 产生的

检测

小鼠巨噬细胞 RAW264. 7 以 2 伊 104 的密度接

种于 6 孔牵拉板中,待细胞生长至 80% 汇合时,换
用无血清的培养基饥饿细胞 12 h,用 10%的机械牵

拉力分别刺激其 0 min、10 min、30 min、60 min。 结

束后用荧光探针 H2DCFDA 和核标记荧光染液 Ho鄄
echst33342 检测细胞 ROS 的产生。 将小鼠巨噬细胞

RAW264. 7 以 2 伊 104 的密度接种于 6 孔硅胶牵拉

板中,待其生长至 80% 汇合时,换无血清培养基同

步化处理 12 h,分别以 0、0. 1、0. 2、0. 3 及 0. 4
滋mol / L预处理细胞 1 h,再施加拉伸量为 10% 的机

械牵拉力,作用 10 min。 另设两组对照:辛伐他汀对

照组,仅使用 0. 3 滋mol / L 辛伐他汀处理细胞,不施

加机械牵拉力;阴性对照组,不施加任何因素。 使

用 H2DCFDA 探针和核标记染液 Hoechst33342 检测

ROS 的产生。 根据细胞荧光定量阳性率确定其产生

ROS 水平,即 H2DCFDA 探针荧光阳性细胞数与总

细胞数的比值。
1郾 6摇 Western blot 检测 NOX1 的表达

将小鼠巨噬细胞 RAW264. 7 以 2 伊 104 的密度

接种于 6 孔硅胶牵拉板中,待其生长至 80% 汇合

时,换无血清培养基同步化处理 12 h。 分为四组:阴
性对照组、辛伐他汀对照组(浓度为 0. 3 滋mol / L)、
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牵拉组(给予机械牵张力 16 h)、辛伐他汀预处理 +
牵拉组(浓度为 0. 3 滋mol / L 的辛伐他汀预处理 1 h
后,给予机械牵张力 16 h)。 用 Western blot 检测以

上四组 NOX1 的表达。
1郾 7摇 统计学方法

实验所得数据采用x 依 s 表示,组间比较采用方

差分析,以 P < 0. 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果
2郾 1摇 机械牵拉力对小鼠巨噬细胞 ROS 产生的影响

用牵拉仪对小鼠巨噬细胞施加拉伸量为 10%
的牵拉力,分别作用 0 min、10 min、30 min 及 60
min,孵育荧光探针和核标记染液并清洗后,倒置荧

光显微镜下,根据绿色荧光判断细胞 ROS 的表达,
可见发绿色荧光的细胞数目随着牵拉时间延长而

增加,表示牵拉力刺激可促进细胞产生 ROS(图 1)。

图 1. 不同牵拉时间对巨噬细胞 ROS 产生的影响( 伊 200)摇 摇 A、B、C、D 分别为 10%的牵拉力作用 0 min、10 min、30 min 及 60 min。 a
为 P < 0. 05,与阴性对照组比较。

Figure 1. Effects of production of ROS in mice macrophages induced by SS at different time point

2郾 2摇 辛伐他汀对机械牵拉力介导的小鼠巨噬细胞

ROS 产生的影响

巨噬细胞用无血清的培养基饥饿 24 h 后,以 10
mmol / L 的辛伐他汀预处理细胞,使其终浓度分别为

0. 1 滋mol / L、0. 2 滋mol / L、0. 3 滋mol / L、0. 4 滋mol / L,
于 37益、5%CO2 培养箱中作用 1 h,而后施加拉伸

量为 10%的机械牵张力,作用 10 min,用荧光探针

和核标记荧光染液对细胞染色,倒置荧光显微镜

下,辛伐他汀对机械牵张力介导的巨噬细胞产生

ROS 有抑制作用,且随着辛伐他汀浓度的增高其抑

制作用逐渐增强(图 2)。
2郾 3摇 辛伐他汀对机械牵张力介导的小鼠巨噬细胞

NOX1 表达的影响

Western blot 检测显示, 机械牵张力可上调

NOX1 表达,而辛伐他汀对机械牵张力介导的巨噬

细胞 NOX1 的表达有抑制作用,且随着辛伐他汀浓

度的增高其抑制作用逐渐增强(图 3)。

3摇 讨摇 论

在本研究中,依照前期实验数据确定施加拉伸

量为 10% 的机械牵张力[4],并且依照前期对 ROS
的检测方法[5],证实在此作用下,血管壁巨噬细胞

ROS 的产生增加,且随着作用时间的延长 ROS 的增

加越显著,表明了高血压所产生的异常机械牵张力

可促进巨噬细胞 ROS 的产生,促进细胞氧化应激的

发生,最终加速动脉粥样硬化的病变过程。 而采用

不同浓度的辛伐他汀预先处理细胞 1 h,结束后再施

加拉伸量为 10%的机械牵拉力作用 10 min,并使用

荧光探针和核标记染液对细胞进行染色,清洗后于

倒置荧光显微镜下观察,产生绿色荧光的细胞数目

逐渐减少,说明辛伐他汀可明显抑制巨噬细胞 ROS
的产生,且随着辛伐他汀浓度的升高抑制作用亦加

强。 用 Western blot 证实了辛伐他汀通过抑制

NOX1 的表达从而抑制机械牵张力介导的小鼠巨噬

细胞 ROS 的表达。 因此本研究首次证实了高血压

所产生的异常机械牵张力可促进血管壁巨噬细胞

ROS 的产生,并首次证实了辛伐他汀对此促进作用

的抑制作用和作用机制。 这也揭示了辛伐他汀除

了前期已知的降血脂作用外,在延缓动脉粥样硬化

血管重塑病变进展中的作用机制。
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图 2. 不同浓度辛伐他汀对机械牵拉力介导的巨噬细胞

ROS 产生的影响( 伊 200)摇 摇 A 为阴性对照组,B 为辛伐他汀对

照组,C 为牵拉组,D 为 0郾 1 滋mol / L 辛伐他汀预处理 + 牵拉组,E 为

0郾 2 滋mol / L 辛伐他汀预处理 + 牵拉组,F 为 0郾 3 滋mol / L 辛伐他汀预

处理 + 牵拉组,G 为 0郾 4 滋mol / L 辛伐他汀预处理 + 牵拉组。 a 为 P
< 0郾 05,与阴性对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与辛伐他汀对照组比较;c
为 P < 0郾 05,与牵拉组比较。

Figure 2. Effect of production of ROS in mice macrophages
induced by SS after pretreatment of different concentration
of simvastatin

图 3. 辛伐他汀对机械牵张力介导的小鼠巨噬细胞 NOX1
表达的影响摇 摇 a 为 P < 0郾 05,与阴性对照组比较;b 为 P < 0郾 05,
与辛伐他汀对照组比较;c 为 P < 0郾 05,与牵拉组比较。

Figure 3. Effects of simvastatin on the expression of NOX1
of mice macrophages induced by SS

目前已知 ROS 在脉管系统中的作用是调节细

胞信号通路,从而介导各种急性和慢性的细胞表型

改变,它的这项特殊功能通过调节细胞支架性能、
增殖、迁移、死亡和细胞外基质的改变使其在血管

重塑过程中起到关键作用[6]。 异常增多的 ROS 参

与了动脉粥样硬化血管病变各个阶段的形成过

程[7]。 已知在动脉粥样硬化病灶中发现有大量的

炎症细胞浸润,以单核 /巨噬细胞的聚集为主要特

征[8],且已有文献报道 ROS 可以激活巨噬细胞[9],
而巨噬细胞的活化又可产生更多的 ROS,从而导致

恶性循环,加速病变进展。 在动脉粥样硬化的发病

机制中,巨噬细胞起到了至关重要的作用,它清除

脂质和组织碎片,尤其对组织损伤和血管壁的重塑

起到关键作用。 由于巨噬细胞的多功能性和可塑

性,它可促进一系列的病理过程,包括释放各种细

胞因子和酶类、ROS、组织重塑因子等[10]。 因而可

以认为血管壁中巨噬细胞的氧化应激是导致动脉

粥样硬化血管重构的重要机制之一。
已有大量研究报道,氧化型低密度脂蛋白可介

导巨噬细胞产生大量 ROS,诱导其氧化应激。 然

而,目前关于高血压所产生的异常机械牵张力对巨

噬细胞氧化应激的影响尚不清楚,暂无报道。 前期

有关高血压引起的机械牵张力作用于巨噬细胞的

研究指出,氧化型低密度脂蛋白和机械牵张力刺激

可分别引起细胞内 ERK1 / 2 活性增加,呈时间和强

度依赖性;与氧化型低密度脂蛋白组和机械牵张力

组相比,氧化型低密度脂蛋白和机械牵张力协同处

理可使 ERK1 / 2 磷酸化明显增加[4]。 这也证实了高

血压所产生的异常机械牵张力可激活血管壁巨噬

细胞内信号通路。 高血压血管重构的机制尚未完

全明了,研究表明 ROS 诱导的氧化应激参与了高血

压血管重构的各个环节,在高血压血管重构的发

生、发展中起重要作用[11]。 资料显示血管平滑肌细

胞膜上存在上百种受体、离子通道以及未知蛋白成

分等。 研究发现,血管平滑肌细胞膜上受体可直接

被机械牵张力激活,并且最近在国际上首次提出

“机械牵张力可同时非特异性多通道激活细胞膜受

体信号冶的学术理论[12]。 该假说还指出,机械力刺

激可直接或间接地作用于细胞上的很多种分子,包
括受体、离子通道、小凹蛋白、G 蛋白、细胞骨架、激
酶和转录因子,心血管系统的细胞如何感知并且将

细胞外的机械力刺激转变为胞内的生物信号是了

解心血管疾病发展机制的关键所在[13]。 以上资料

均证实了高血压机械牵张力对血管平滑肌细胞内

信号通路的激活作用。 但是巨噬细胞膜上的受体

及离子通道等是否也可被机械牵张力所激活,目前

尚不确定。 在高血压患者中,血管重构加速,但是

目前血管壁中巨噬细胞的氧化应激与高血压所产

生的异常机械牵张力之间的关系尚不明确。
辛伐他汀是土曲霉发酵产物的合成衍生物,作
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为他汀类的降血脂药物,用于控制血液中胆固醇的

含量以及预防心血管疾病。 之前有研究提出,辛伐

他汀可以抑制机械牵张力伴或不伴氧化型低密度

脂蛋白介导的大鼠血管平滑肌细胞 ERK 活性和

Ki67 表达的增加[14]。 现亦有大量研究资料指出其

可抑制氧化型低密度脂蛋白所介导的巨噬细胞

ROS 的产生。
大量研究资料指出血管壁中巨噬细胞的氧化

应激是导致动脉粥样硬化血管重构的重要机制之

一,且在合并高血压时可显著加速血管重构的过

程,因此探讨高血压产生的异常机械牵张力对巨噬

细胞 ROS 产生的影响具有重要意义。 本研究首次

证实了高血压产生的异常机械力可促进巨噬细胞

ROS 的产生,并呈时间依赖性增多;亦首次证实了

辛伐他汀可抑制上述作用,且抑制作用呈浓度依赖

性增强,并揭示了其通过抑制 NOX1 的表达从而抑

制 ROS 的产生。 此结论是对之前提出的高血压异

常机械牵张力可同时非特异性多通道激活细胞膜

受体信号理论的补充,也揭示了辛伐他汀除了降血

脂作用外,在延缓动脉粥样硬化血管重塑的机制中

的作用。
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