
本文引用: 潘 杨, 张 蕾, 李梦杰, 等. 黄芪多糖和水蛭素联合干预对巨噬细胞脂质积聚的影响及其机制[J]. 中国动脉硬化
杂志, 2023, 31(12): 1029-1036. 　 　 DOI: 10. 20039 / j. cnki. 1007-3949. 2023. 12. 003.

[收稿日期] 　 2023-04-12 [修回日期] 　 2023-07-08
[基金项目] 　 国家自然科学基金项目(82274287);北京市自然科学基金项目(7232266)
[作者简介] 　 潘杨,硕士,研究方向为动脉粥样硬化及其相关机制的中医临床与研究,E-mail:469908556@ qq. com。 通信作者

周明学,医学博士,研究员,研究方向为心血管疾病中西医结合研究,E-mail:mingxue78@ 163. com。

[文章编号] 　 1007-3949(2023)31-12-1029-08 ·实验研究·

黄芪多糖和水蛭素联合干预对巨噬细胞脂质积聚的影响及其机制

潘 杨1, 张 蕾2,3, 李梦杰2,3, 郭帅杰2,3, 郭家娟1, 刘红旭2, 刘卫红2,3, 周明学2,3

(1. 长春中医药大学,吉林省长春市 130117;2. 首都医科大学附属北京中医医院,3. 北京市中医药研究所,北京市 100010)

[摘　 要] 　 [目的] 　 明确黄芪多糖和水蛭素联合干预对氧化型低密度脂蛋白(ox-LDL)诱导的巨噬细胞内脂质积

聚、线粒体膜电位和细胞凋亡相关蛋白的影响。 [方法] 　 采用 100 mg / L ox-LDL 孵育 RAW264. 7 细胞 24 h 建立泡

沫细胞模型,采用优化浓度的黄芪多糖和水蛭素联合干预,设立对照组、模型组、黄芪多糖组、水蛭素组和二者联合

干预组。 采用油红 O 染色和氧化酶法检测 ox-LDL 诱导的巨噬细胞内胆固醇含量,流式细胞仪检测巨噬细胞早期

凋亡率、晚期凋亡率和总凋亡率,激光共聚焦显微镜检测细胞线粒体膜电位的变化,Western blot 检测抗凋亡蛋白

Bcl-2 及促凋亡蛋白 Caspase-3 和 Bax 的表达水平。 [结果] 　 与水蛭素组、黄芪多糖组相比,黄芪多糖和水蛭素联

合干预组细胞内胆固醇含量降低更明显(P<0. 05)。 与模型组相比,黄芪多糖+水蛭素联合干预组可显著降低

ox-LDL 诱导的巨噬细胞早期凋亡率和总凋亡率(P<0. 01)、上调巨噬细胞线粒体膜电位(P<0. 01),并显著降低

Caspase-3 和 Bax 蛋白表达量,升高 Bcl-2 蛋白表达量(P<0. 05)。 [结论] 　 黄芪多糖和水蛭素联合干预可降低巨噬

细胞内脂质积聚,且优于单独用药干预,两者联合干预可降低 ox-LDL 诱导的巨噬细胞凋亡率,其作用机制可能与

调控线粒体膜电位和改善促凋亡蛋白 Caspase-3、Bax 以及抗凋亡蛋白 Bcl-2 的表达有关。
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Effects of astragalus polysaccharide and hirudin combined intervention on lipid accu-
mulation in macrophages and its mechanism
PAN Yang1, ZHANG Lei2,3, LI Mengjie2,3, GUO Shuaijie2,3, GUO Jiajuan1, LIU Hongxu2, LIU Weihong2,3,
ZHOU Mingxue2,3

(1. Changchun University of Traditional Chinese Medicine, Changchun, Jilin 130117, China; 2. Beijing Hospital of Tradi-
tional Chinese Medicine Affiliated to Capital Medical University, 3. Beijing Institute of Traditional Chinese Medicine, Beijing
100010, China)
[ABSTRACT] 　 　 Aim 　 To investigate the effects of astragalus polysaccharide and hirudin combined intervention on
lipid accumulation, mitochondrial membrane potential and apoptosis-related proteins in macrophages induced by oxidized
low density lipoprotein (ox-LDL). 　 　 Methods　 RAW264. 7 cells were incubated with 100 mg / L ox-LDL for 24 h to es-
tablish a foam-cell model, which were treated by astragalus polysaccharide and hirudin after dose optimization. 　 The
control group, model group, astragalus polysaccharide group, hirudin group and the combined intervention of the two drugs
group were established. 　 Oil red O staining and oxidase method were used to detect the cholesterol contents in macrophages
induced by ox-LDL, flow cytometry was used to detect the early apoptosis rate, late apoptosis rate and total apoptosis rate of
macrophages, the changes of mitochondrial membrane potential were detected by laser confocal microscopy, Western blot
was used to detect the expression levels of anti-apoptotic protein Bcl-2, proapoptotic protein Caspase-3 and Bax. 　 　 Re-
sults　 The contents of cholesterol in macrophages of the astragalus polysaccharide and hirudin combined intervention group
were decreased than those in the hirudin group or astragalus polysaccharide group significantly (P<0. 05). 　 Compared
with the model group, the astragalus polysaccharide and hirudin combined intervention could reduce the early apoptosis rate
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and total apoptosis rate of macrophages induced by ox-LDL (P<0. 01), increase the mitochondrial membrane potential of
macrophages (P<0. 01), reduce the expressions of Caspase-3 and Bax, and increase the expression of Bcl-2 protein (P<
0. 05) significantly. 　 　 Conclusions　 The astragalus polysaccharide and hirudin combined intervention in reducing lipid
accumulation in macrophages is superior to drug treatment alone. 　 The combined treatment of the two drugs can reduce the
apoptosis rate of macrophages induced by ox-LDL. 　 Its mechanism may be related to regulate mitochondrial membrane po-
tential and regulate the expressions of proapoptotic protein Caspase-3, Bax and anti-apoptotic protein Bcl-2.
[KEY WORDS]　 atherosclerosis;　 astragalus polysaccharide;　 hirudin;　 lipid accumulation;　 macrophage;　 apoptosis

　 　 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是全世界血

管疾病的主要病因[1],是冠状动脉粥样硬化性心脏

病的主要病理基础,严重危害人类健康。 As 的发生

发展过程涉及多种细胞机制和途径,如脂质积聚、
自噬和凋亡、炎症、氧化应激和血管平滑肌增殖

等[2]。 随着研究的不断深入,越来越多的证据表明

血脂代谢异常导致动脉内膜下泡沫细胞的形成和

聚集是 As 斑块发生的中心环节[3],而细胞凋亡贯

穿整个 As 的发展过程中,大量的细胞凋亡会影响斑

块的稳定性,造成急性心血管事件的发生[4]。
中医多将 As 归为“脉痹”“血痹”“胸痹”和“心

痛”等范畴,病理机制早期以痰浊、血瘀为主,后期

出现虚实夹杂,气虚血瘀证[5]。 清代医家王清任

《医林改错》中提到“元气既虚,必不达于血管,血管

无气,必停留而为瘀,此乃气虚血瘀也,气行则血

行,气虚则血瘀” [6]。 益气逐瘀法是在益气活血法

的基础上结合中医络病理论演变而来,络病学说认

为 As 属“久病入络” “久瘀入络”,其病理基础多由

心气虚乏,络脉瘀阻,绌急而痛所致,气虚血瘀导致

津液输布障碍,停留于脉络积聚成毒,致使脉络受

损,治疗上常采用通络法,利用虫类药搜剔血络,透
毒外出的作用,同时配伍大剂量补气药扶正透毒,
防虫类药耗伤正气[7]。

因此,基于细胞凋亡和细胞脂质积聚在 As 中的

作用以及中医络病理论,推测益气代表药黄芪和逐

瘀通络代表药水蛭的有效成分黄芪多糖和水蛭素

联合干预可能通过抑制巨噬细胞凋亡,减少巨噬细

胞内脂质积聚,从而延缓 As 进程。 为此,本研究采

用氧化型低密度脂蛋白(oxidized low density lipopro-
tein,ox-LDL)诱导巨噬细胞泡沫化,并选取黄芪多

糖和水蛭素联合干预,从细胞凋亡角度研究其作用

机制,为其临床应用提供实验依据。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞

RAW264. 7 小鼠巨噬细胞购自北京协和细胞资

源中心。
1. 2　 药物

水蛭素冻干粉购自西安普瑞斯生物工程有限

公司;黄芪多糖冻干粉( IA0570)购自北京索莱宝科

技有限公司。
1. 3　 试剂

DMEM 培养基(2120395)、胎牛血清(2132094P)
购自 Gibco 公司;ox-LDL 购自北京源博汇科生物技

术研究所;组织总胆固醇( total cholesterol,TC)酶法

测定试剂盒(E1015)、组织游离胆固醇( free choles-
terol,FC)酶法测定试剂盒(E1016)、蛋白质定量试

剂盒购自北京普利莱基因技术有限公司;油红 O 染

色液 (G1262)、高效 RIPA 裂解液 (R0010) 购自

Solarbio 公司;Annexin V-FITC 细胞凋亡检测试剂盒

(C1062L)、线粒体膜电位检测试剂盒( JC-1,C2006)
购自上海碧云天生物技术有限公司;Caspase-3 兔单

克隆抗体(14220S)、Bcl-2 兔单克隆抗体(3498S)和
Bax 兔单克隆抗体(14796S)购自 Cell Signaling Tech-
nology 公司;β-actin(G1003S)购自北京冠星宇科技

有限公司。
1. 4　 仪器

电子天平(德国 Sartorius 公司,BP1215);低温

离心机(美国 Sigma 公司,3-18k);蒸汽高压消毒箱

(美国 Tuttnaner 公司,2540MK);全波长酶标仪(美
国 Thermo 公司,1500);微型离心机(珠海罗马医学

仪器有限公司,Mini-6k);流式细胞仪(美国 Becton
公司,Dickinson and Company);激光共聚焦显微镜

(德国 Zeiss 公司,LSM780);电泳仪(北京六一仪器

厂,DYY-6C);凝胶成像仪(上海山富科学仪器有限

公司,BioSens SC 810B);超净工作台(北京东联哈尔

仪器制造有限公司);CO2 培养箱(日本 Sanyo 公司,
MCO-18AC);电子天平(德国 Sartorius 公司,BP1215);
水浴锅(德国 Wiggens 公司,WA20)。
1. 5　 分组及干预方法

实验分组:对照组、模型组、黄芪多糖组、水蛭

素组和两药联合干预组。 干预方法:对照组给予

DMEM 培养;模型组给予 DMEM+100 mg / L ox-LDL
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溶液;黄芪多糖组给予 DMEM+100 mg / L ox-LDL 溶

液+100 mg / L 黄芪多糖;水蛭素组给予 DMEM +
100 mg / L ox-LDL 溶液+40 mg / L 水蛭素溶液;联合

干预组给予 DMEM+100 mg / L ox-LDL 溶液+40 mg / L
水蛭素溶液 + 100 mg / L 黄芪多糖溶液,共培养

24 h。
1. 6　 氧化酶法检测巨噬细胞内胆固醇含量

将细胞按照 4 × 105 / 孔接种于 6 孔板中培养

24 h,饥饿过夜后进行不同组间干预,继续培养 24 h
后收集细胞。 裂解,取上清液进行酶学测定,选择

550 nm 波长进行 OD 值测定,根据标准品绘制标准

曲线,计算样品胆固醇的浓度,用 BCA 法进行蛋白

定量,确定每毫克胆固醇含量。
1. 7　 油红 O 染色检测巨噬细胞泡沫化

将细胞按照 1 ×108 / 孔接种于 24 孔板中培养

24 h,饥饿过夜后进行不同组间干预,孵箱内培养

24 h。 固定 20 ~ 30 min,浸染 10 ~ 20 min,加入蒸馏

水覆盖细胞并在显微镜下观察拍照。
1. 8　 流式细胞仪检测黄芪多糖和水蛭素联合干预

对 ox-LDL 诱导的巨噬细胞凋亡的影响

将细胞按照 6×105 / 孔接种于 6 孔板中,按照实

验需要处理后 PBS 洗涤 2 次,收集细胞,加入

195 μL Annexin V-FITC 结合液轻轻重悬细胞,加入

5 μL Annexin V-FITC,再加入 10 μL PI 染色液混

匀,避光,室温孵育 10 ~ 20 min 后置于冰上,离心收

集细胞后加入 500 μL PBS 重悬,转移至流式管中,
立即上流式细胞仪检测。
1. 9　 流式细胞仪检测黄芪多糖和水蛭素联合干预

对 ox-LDL 诱导的巨噬细胞线粒体膜电位的影响

将细胞按照 6 × 105 / 孔接种于 6 孔板中培养

24 h,饥饿过夜后进行不同组间干预,继续培养

24 h,弃上清,收集细胞后进行重悬,再加入 0. 5 mL
JC-1 染色工作液混匀,避光,孵箱中孵育 20 min,收
集细胞,用 JC-1 染色缓冲液洗涤细胞 2 次,再用

500 μL JC-1 染色缓冲液重悬后,转移至流式管内,
上流式细胞仪检测分析。
1. 10　 激光共聚焦检测黄芪多糖和水蛭素联合干预

对 ox-LDL 诱导的巨噬细胞线粒体膜电位的影响

将细胞按照 4×105 / 孔接种于共聚焦小皿中培

养 24 h,饥饿过夜后进行不同组间干预,用 PBS 洗

涤细胞 2 次,加入 1 mL 细胞培养液,再加入 1 mL
JC-1 染色工作液混匀,避光,孵箱中孵育 20 min,
JC-1 染色缓冲液洗涤 2 次,加入细胞培养液 2 mL,
在激光共聚焦显微镜下观察拍照。

1. 11　 Western blot 检测黄芪多糖和水蛭素联合干预

对 ox-LDL 诱导的巨噬细胞相关凋亡蛋白表达的影响

提取细胞总蛋白,BCA 试剂盒检测总蛋白浓

度,加入 5×Loading buffer,配置好所需样本后,95 ℃
5 min,蛋白变性后置于冰上;配制 12. 5%和 15%快

速凝胶,取蛋白上样 20 μL / 孔,蛋白电泳,无水乙醇

激活 PVDF 膜进行电转,在摇床上室温封闭 1 h,孵
育一抗(1 ∶ 1 000),4 ℃摇床孵育过夜。 加入二抗,
室温摇床孵育 1 h。 ECL 滴加到膜的蛋白面,反应

3 min,胶片曝光,显影定影,图片扫描后用凝胶成像

仪进行拍照并进行灰度分析。
1. 12　 统计学分析

用 SPSS 20. 0 软件分析组间数据,各组数据用

x±s 表示,目的蛋白的相对表达量=目标蛋白条带灰

度值 / 内参蛋白条带灰度值。 多组间比较采用单因

素方差分析。 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 黄芪多糖和水蛭素联合干预可减少 ox-LDL 诱

导的 RAW264. 7 内脂质积聚

与对照组相比,模型组泡沫细胞内 TC 含量增

加 3. 38 倍,FC 增加 1. 02 倍,胆固醇酯( cholesteryl
ester,CE)增加 13. 8 倍,CE / TC 增加 2. 41 倍,差异

均具有统计学意义(P<0. 01),且 CE / TC 大于 0. 5,
说明本研究中泡沫细胞模型成功建立[8]。 与模型

组相比,黄芪多糖+水蛭素联合干预组 TC 含量降低

50. 4% ,FC 降低 14. 3% ,CE 降低 72. 1% ,CE / TC 降

低 44. 2% ,差异均具有统计学意义(P<0. 05)。 与

水蛭素组相比较,黄芪多糖+水蛭素联合干预组 TC、
CE 含 量 及 CE / TC 分 别 降 低 22. 5% 、 40. 4% 和

24. 2% ,差异均具有统计学意义(P<0. 05);与黄芪

多糖组相比,黄芪多糖+水蛭素联合干预组 TC、CE
含量及 CE / TC 分别降低 27. 0% 、49. 6%和 31. 4% ,
差异均具有统计学意义(P<0. 01;表 1)。
2. 2　 黄芪多糖和水蛭素联合干预减弱 ox-LDL 诱导

的 RAW264. 7 泡沫化

与对照组相比较,100 mg / L ox-LDL 能诱导巨噬

细胞泡沫化,使细胞体积增大,胞质内可见大量的

红色脂滴;水蛭素组、黄芪多糖组和联合干预组胞

质中红色脂滴减少,其中,联合干预组油红 O 染色

效果相对更弱(图 1)。
2. 3　 黄芪多糖和水蛭素联合干预可抑制 ox-LDL 诱

导的巨噬细胞凋亡

流式细胞仪检测结果显示,与对照组相比,模
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型组细胞早期凋亡率、晚期凋亡率及总凋亡率显著

增加(P<0. 01);与模型组相比,黄芪多糖+水蛭素

联合干预组细胞早期凋亡率和总凋亡率显著降低

(P<0. 01),说明水蛭素和黄芪多糖联合干预可降低

ox-LDL 诱导的巨噬细胞凋亡(图 2)。

表 1. 黄芪多糖和水蛭素联合干预对 ox-LDL 诱导的 RAW264. 7 内脂质积聚的影响(x±s)
Table 1. Effect of astragalus polysaccharide and hirudin combined intervention on lipid accumulation in

RAW264. 7 induced by ox-LDL(x±s)

分组 TC / (mmol / g) FC / (mmol / g) CE / (mmol / g) CE / TC

对照组 0. 081±0. 009 0. 066±0. 004 0. 015±0. 005 0. 183±0. 045

模型组 0. 355±0. 024a 0. 133±0. 008a 0. 222±0. 018a 0. 624±0. 013a

水蛭素组 0. 227±0. 013b 0. 123±0. 005 0. 104±0. 011b 0. 459±0. 023b

黄芪多糖组 0. 241±0. 023b 0. 118±0. 0007b 0. 123±0. 023b 0. 507±0. 047b

黄芪多糖+水蛭素联合干预组 0. 176±0. 012bcd 0. 114±0. 003b 0. 062±0. 013bcd 0. 348±0. 049bcd

　 　 注:a 为 P<0. 01,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与模型组比较;c 为 P<0. 05,与水蛭素组比较;d 为 P<0. 01,与黄芪多糖组比较。

图 1. 黄芪多糖和水蛭素联合干预对 ox-LDL 诱导的 RAW264. 7 泡沫化的影响(油红 O 染色,40×)
A 为对照组,B 为模型组,C 为水蛭素组,D 为黄芪多糖组,E 为黄芪多糖+水蛭素联合干预组。

Figure 1. Effect of astragalus polysaccharide and hirudin combined intervention on ox-LDL induced RAW264. 7 foam

图 2. 黄芪多糖和水蛭素联合干预对 ox-LDL 诱导的巨噬细胞凋亡的影响

A 为对照组,B 为模型组,C 为黄芪多糖+水蛭素联合干预组。 a 为 P<0. 01,与对照组比较;b 为 P<0. 01,与模型组比较。

Figure 2. Effect of astragalus polysaccharide and hirudin combined intervention on ox-LDL induced macrophage apoptosis

2. 4　 黄芪多糖和水蛭素联合干预上调 ox-LDL 诱导

的巨噬细胞线粒体膜电位

与对照组相比,模型组巨噬细胞线粒体膜电位

下降,以单体形式存在的 JC-1(绿色荧光)比例增加

(P<0. 01);同时,线粒体基质中的 JC-1 聚合物产生

红色荧光的比例下降(P<0. 01)。 与模型组相比较,

黄芪多糖+水蛭素联合干预组巨噬细胞线粒体膜电

位上调,JC-1 单体比例降低,线粒体基质中的 JC-1
聚合物比例上升(P<0. 01)。 说明黄芪多糖和水蛭

素联合干预可以上调 ox-LDL 诱导的巨噬细胞膜电

位,减轻泡沫化巨噬细胞早期凋亡的发生(图 3 和

图 4)。
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图 3. 流式细胞仪检测黄芪多糖和水蛭素联合干预对 ox-LDL 诱导的巨噬细胞线粒体膜电位的影响

A 为对照组,B 为模型组,C 为黄芪多糖+水蛭素联合干预组。 a 为 P<0. 01,与对照组比较;b 为 P<0. 01,与模型组比较。

Figure 3. Flow cytometry was used to detect the effect of astragalus polysaccharide and hirudin combined
intervention on ox-LDL-induced mitochondrial membrane potential in macrophages

图 4. 激光共聚焦显微镜观察黄芪多糖和水蛭素联合干预对 ox-LDL 诱导的巨噬细胞线粒体膜电位的影响(400×)
Figure 4. Laser confocal microscopy was used to observe the effect of astragalus polysaccharide and hirudin combined

intervention on ox-LDL-induced mitochondrial membrane potential in macrophages(400×)

2. 5　 黄芪多糖和水蛭素联合干预对 ox-LDL 诱导的

巨噬细胞凋亡蛋白 Caspase-3、Bax 和 Bcl-2 表达的

影响

与对照组相比,模型组巨噬细胞内 Caspase-3 和

Bax 的蛋白表达量增加,Bcl-2 的蛋白表达量减少,
差异均具有统计学意义(P<0. 01);与模型组相比,

黄芪多糖+水蛭素联合干预组巨噬细胞内 Caspase-3
和 Bax 的蛋白表达量降低,Bcl-2 的蛋白表达量升

高,差异均具有统计学意义(P<0. 05)。 说明黄芪多

糖和水蛭素联合干预可显著上调抗凋亡蛋白 Bcl-2
的表达,下调促凋亡蛋白 Caspase-3 和 Bax 的表达

(图 5)。
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图 5. 黄芪多糖和水蛭素联合干预对 ox-LDL 诱导的巨噬细胞相关凋亡蛋白表达的影响

A 为对照组,B 为模型组,C 为黄芪多糖+水蛭素联合干预组。
a 为 P<0. 01,与对照组比较;b 为 P<0. 05,c 为 P<0. 01,与模型组比较。

Figure 5. Effect of astragalus polysaccharide and hirudin combined intervention on the expression of
macrophage related apoptotic proteins induced by ox-LDL

3　 讨　 论

目前,中医多认为 As 为本虚标实之证,气虚血

瘀、痰浊壅滞是 As 形成的病理因素,膏脂运化失常

为其病理基础,血脉闭阻为其临床终点[9],这与西

医所说“血栓”和“脂质斑块”概念相类似,是导致冠

状动脉狭窄的重要病理基础[10]。 临床上针对治疗

As 的中药复方中多包含黄芪和水蛭两味药,其中黄

芪味甘、性微温、归脾肺两经,具有固表止汗、益气

升阳、托毒生肌和利水消肿之功效[11],是益气的典

型代表药。 水蛭是破血逐瘀药中治疗胸痹心痛的

良药,味咸,性平,色黑,气腐,因其味咸故善入血

分,为嗜血之物故善于破血;气腐,其气味与瘀血相

感召,而不与新血相感召,故破瘀而不伤新血,可消

瘀血于无形[12]。 现代药理研究发现,黄芪多糖是黄

芪最重要的天然有效成分,也是主要活性成分之

一,具有保护血管内皮、保护心肌细胞等功能;水蛭

的主要成分水蛭素有抑制血小板聚集、抗凝、抗栓、
促纤溶、降血脂等作用[13]。 故选取具有益气逐瘀代

表性药物的主要成分黄芪多糖和水蛭素进行联合

干预,探讨其对巨噬细胞内脂质积聚的影响。
研究发现,益气、活血中药的联合干预对 As 有

不同程度的治疗作用。 张红珍等[14] 研究发现益气

药黄芪和活血药三七的联合干预具有抗 As 作用,并
在一定范围内随着益气药物量的增加其效果增强,
降低 C 反应蛋白和血脂可能是其作用机制之一。
张永波等[15]发现黄芪槲皮素、三七总皂甙联合干预

可增加血清 TIMP-1 表达,发挥抗 As 作用,且联合

用药比单独应用效果好。 杨志红等[16] 研究表明黄

芪多糖可能通过上调 ABCA1 的蛋白表达而降低泡

沫细胞内胆固醇含量,促进 THP-1 巨噬细胞源性泡

沫细胞胆固醇流出。 刘东泽等[17] 研究发现水蛭酶

解物能够很好地降低泡沫细胞内脂质含量,使泡沫

细胞形成受到抑制,与调控细胞自噬有关。 基于以

上研究,推测益气逐瘀代表性药物的主要成分黄芪

多糖和水蛭素联合干预可能对巨噬细胞内脂质积

聚和泡沫细胞形成具有一定的抑制作用。
本课题组早期通过 CCK-8、胆固醇测定和油红 O

染色预实验发现,100 mg / L ox-LDL 诱导 RAW264. 7
细胞 24 h 可建立巨噬细胞泡沫化模型,水蛭素高剂

量(40 mg / L)组、黄芪多糖高剂量(100 mg / L)组可降

低细胞内胆固醇含量,较其他剂量组而言,水蛭素

40 mg / L 和黄芪多糖 100 mg / L 在降低 ox-LDL 诱导

的巨噬细胞内脂质积聚方面具有更为明显的效果。
故在预实验的基础上,本研究采用优化剂量水蛭素

40 mg / L 和黄芪多糖 100 mg / L 进行联合干预,结果

发现,与水蛭素组、黄芪多糖组相比,二者联合干预

在降低 TC、CE 含量以及两者比例方面效果更好,提
示黄芪多糖和水蛭素联合干预抑制巨噬细胞脂质

积聚方面具有较好的协同增效作用。
巨噬细胞向泡沫细胞的转变过程实质上是细

胞凋亡的过程[18],并且线粒体凋亡途径是细胞凋亡

的主要途径之一[19]。 研究表明,在几乎所有的细胞

凋亡中均伴有细胞线粒体膜电位的下降,这主要受

线粒体通透性转换孔 ( mitochondrial permeability
transitiopore,MPTP)调控的线粒体膜通透性(perme-
ability transition,PT)的改变所致[20]。 MPTP 主要由

线粒体内膜的腺苷转位因子 ( adenine nucleotide
translocator,ANT)、线粒体外膜的电压依赖性阴离子

通道(voltage dependentanion channel,VDAC)和亲环

蛋白 D 等蛋白组成,MPTP 的孔道组分与其他多肽

协同,将细胞色素 c( cytochrome C,Cyt c)输送到胞

质中。 最近研究表明,促凋亡家族成员 ( Bax 和

Bak) 和抗凋亡家族成员可与孔道的某些成分

(ANT、VDAC)相互作用,被氧化修饰的低密度脂蛋

白可使抗凋亡和促凋亡相关基因的表达失衡[21]。
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Bcl-2 抗凋亡蛋白的抑制使线粒体膜的通透性增大

并促进 Cyt c 释放,Cyt c 进入胞质中即与细胞凋亡

蛋白 酶 活 化 因 子 1 ( apoptotic protease activating
factor-1,Apaf-1)结合,在 dATP / ATP 存在的条件下

活化 Caspase-9,启动 Caspase 级联反应,进而激活凋

亡过程中最主要的终末剪切酶 Caspase-3 的表达,促
进凋亡发生[22]。 巨噬细胞源性泡沫细胞凋亡后形

成的凋亡产物难以清除,胞质内容物释放堆积形成

脂质池,促进粥样坏死中心形成和增大[18]。 此外,
大量研究表明,晚期 As 中含脂质的巨噬细胞凋亡促

进病变坏死,并导致斑块易损、破裂和急性血管事

件的发生。 因此,抑制巨噬细胞源性泡沫细胞的形

成和凋亡可能是预防和治疗 As 发生发展的有效

策略[23]。
因此,在明确药物疗效的基础上,本研究进一

步通过流式细胞仪、激光共聚焦显微镜和蛋白质印

迹检测发现,黄芪多糖和水蛭素联合干预通过上调

线粒体膜电位、促进抗凋亡蛋白 Bcl-2 的表达并抑

制促凋亡蛋白 Bax 以及凋亡中重要的激活蛋白

Caspase-3 的表达,减轻 ox-LDL 诱导的巨噬细胞凋

亡,抑制泡沫细胞形成,延缓 As 斑块的进展。
综上所述,黄芪多糖和水蛭素联合干预可降低

巨噬细胞内脂质积聚,其治疗 As 作用机制可能与降

低 ox-LDL 诱导巨噬细胞凋亡、调控线粒体膜电位和

相关促凋亡蛋白 Caspase-3、Bax 以及抗凋亡蛋白

Bcl-2 的表达有关,但其具体机制仍需要进一步深入

研究。
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