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摘= =要：目的= =探究表松脂醇在抗巨噬细胞泡沫化方面的作用及潜在机制。方法= =采用倒置显微镜拍照和用酶标仪检测吸光

度等方法，评价表松脂醇对泡沫细胞形成的抑制作用。采用荧光检测法检测胆固醇流入及流出情况，用实时荧光定量 mCo
（oqJmCo）检测流出、流入相关基因的表达情况。结果= =表松脂醇能够显著抑制 oAtOSQKT 巨噬细胞由氧化低密度脂蛋白

（oxJiai）诱导的胆固醇累积，能够显著增强由高密度脂蛋白（eai）介导的胆固醇流出，同时还能够显著抑制胆固醇的流

入。oqJmCo 结果表明，表松脂醇能够上调过氧化物增殖激活受体 γ（mmAoγ）、肝 u 受体 α（iuoα）、Aqm 结合盒转运子

AN（ABCAN）和 Aqm结合盒转运子 dN（ABCdN）基因 mokA的水平，下调清道夫受体 AN（poJAN）和 AO（poJAO）基

因 mokA的水平。结论= =表松脂醇是一种新的泡沫细胞形成抑制剂，其作用可能是通过上调 mmAoγJLXRαJABCANLABCdN
通路和下调 poJAN、poJAO实现的，其可能在防治动脉粥样硬化方面具有潜在的作用。=
关键词：表松脂醇；动脉粥样硬化；泡沫细胞；胆固醇流入；胆固醇流出；巨噬细胞=
中图分类号：oOURKR= = = = = =文献标志码：A= = = = = =文章编号：MORP=J=OSTMEOMNRFNU=J=OTPT=J=MS=
alfW=NMKTRMNLjKássnKMORPJOSTMKOMNRKNUKMNO=

fnhibition=of=epipinoresinol=on=macrophage=foam=and=potential=mechanisms=

tAkd=phu~áNI=ifr=jánÖJóueNI=OI=weAkd=uueNI=OI=if=uánNI=drl=menÖNI=tr=ChonÖJmánÖN=
NK= mh~rm~coloÖó= ~nd= qoxácoloÖó= oese~rch= CeníerI= fnsíáíuíe= of= jedácán~l= ml~ní= aeveloémeníI= Chánese= Ac~demó= of= jedác~l=
pcáencesI=mekánÖ=rnáon=jedác~l=ColleÖeI=BeájánÖ=NMMNVPI=Chán~=

OK=oese~rch=Ceníre=on=iáfe=pcáences=~nd=bnváronmení=pcáencesI=e~rbán=rnáversáíó=of=CommerceI=e~rbán=NRMMTSI=Chán~=

AbstractW=lbjective= = qo= cl~ráfó= íhe= éoíeníá~l= ánhábáíáve= effecí= of= eéáéánoresánol= on=m~croéh~Öe= fo~m= ~nd= éoíeníá~l=mech~násmsK=
jethods= = qhe= ánhábáíáon=of=eéáéánoresánol=on=fo~m=cell=form~íáon=~fíer=sí~áned=wáíh=oál=red=l=w~s= ~ssessed=bó=fm~ÖeJmro=mlus=~nd=
jácroél~íe= oe~derI= ~nd= íhe= effecí= on= cholesíerol= efflux= ~nd= ánflux= w~s= íesíed= bó= fluorescence= deíecíáon= ío= obí~án= cholesíerol=
ánflowsJíáme=curve=~nd=ouíflow=r~íeK=Addáíáon~lló= íhe= cholesíerol=flowJ~ssocá~íed=Öenes=exéressáon=w~s= checked=bó=re~lJíáme=mCo=
EoqJmCoFK= oesults= = béáéánoresánol= doseJdeéendeníló= ánhábáíed= íhe= enh~nced= cholesíerol= ~ccumul~íáon= elácáíed= bó= oxádázed=
lowJdensáíó=láéoéroíeán=cholesíerol=EoxJiaiF=án=oAtOSQKT=cellsK=qre~ímení=wáíh=eéáéánoresánol=sáÖnáfác~níló=enh~nced=íhe=cholesíerol=
efflux= medá~íed= bó= háÖhJdensáíó= láéoéroíeán= EeaiF= ~nd= subsí~níá~lló= ánhábáíed= íhe= cholesíerol= ánfluxK= oqJmCo= showed= íh~í=
eéáéánoresánol= sáÖnáfác~níló= áncre~sed= íhe=mokA= levels= of=PPARγI=LXRαI=ABCANI= ~nd=ABCdNI= decre~sed= íhose= of= poJAN= ~nd=
poJAOK=Conclusion= = béáéánoresánol= ás= ~= new= ánhábáíor= on= fo~m= cell= form~íáon= íh~í=m~ó= síámul~íe= íhe= cholesíerol= efflux= íhrouÖh=
uéJregulating the PPARγJLXRαJABCANLABCdN=é~íhw~ó=~nd=érevení=cholesíerol=ánflux=íhrouÖh=downJreÖul~íánÖ=poJAN=~nd=poJAOI=
whách=m~ó=be=useful=on=~íherosclerosás=íre~ímeníK=
hey=wordsW=eéáéánoresánolX=~íherosclerosásX=fo~m=cellX=cholesíerol=ánfluxX=cholesíerol=effluxX=m~croéh~Öe=
=

动脉粥样硬化是一种以大量胆固醇聚集于动脉

壁为主要特征的慢性疾病xNz，是导致死亡的重要原

因之一xOJPz。泡沫细胞的形成是导致动脉粥样硬化的

重要因素，在动脉粥样硬化的发生、发展过程中起

到了关键作用xOIQJSz。泡沫细胞的形成是由于胆固醇

流入和流出失衡造成的，在诸多因素作用下，大量
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胆固醇通过胞吞作用（流入）进入细胞内，或者细胞

内胆固醇流出受阻，造成过多胆固醇聚集于外周细胞

中，尤其是巨噬细胞和内皮细胞，从而引起了泡沫细

胞的形成和斑块的出现xTJUz。因此，抑制胆固醇流入和

促进胆固醇流出对抑制泡沫细胞形成具有重要意义。=
胆 固 醇 流 出 是 胆 固 醇 逆 转 运 （ reverse=

cholesíerol=ír~nséorí，oCq）的第一步，也是其关键

步骤xNITz。通过 oCq，细胞中过多积累的胆固醇从动

脉壁转运到肝脏，通过胆汁排出体外xVz。胆固醇流

出的调控有很多蛋白参与，其中，Aqm结合盒转运

子 AN（AqmJbándánÖ=c~sseííe=AN，ABCAN）和 Aqm
结合盒转运子 dN（ABCdN）起到了关键作用。

ABCAN和 ABCdN均属于膜内蛋白，其功能是利用

Aqm提供能量将脂质或其他代谢物进行跨膜转运xNMz。

ABCAN和 ABCdN均是由过氧化物增殖激活受体 γ

（mmAoγ）L肝 u受体 α（LXRα）通路调控，所不同

的是 ABCAN 是由 mmAoγ/LXRα 通路单独调控，

ABCdN 是由 mmAoγ/LXRα 通路部分调控xNNz。除了

胆固醇流出受阻，胆固醇流入过多也是造成细胞内

脂质失衡的重要原因，在泡沫细胞形成过程中也起

到了非常重要的作用。巨噬细胞中胆固醇流入主要

是通过清道夫受体吞噬修饰了的低密度脂蛋白

（iai）xOz，如氧化低密度脂蛋白（oxJiai）。清道

夫受体是一类跨膜糖蛋白受体，在介导 oxJiai 流

入中起到了重要作用 xNOz。其中清道夫受体 A
（sc~venÖer=receéíors=A，poJA）和 CaPS介导的胆固

醇流入占胆固醇流入总量的 TRB～VMBxNINOz，因此，

具有调控胆固醇流动和抑制胆固醇积累的药物可能

在治疗动脉粥样硬化方面具有显著作用。=
表松脂醇是从露兜树 mandanus= tectorius 

pol~ndK=中提取的具有 O 个酚羟基的木质素类化合

物。目前，表松脂醇的研究大多处于化学方面xNPJNRz，

而对药理方面的研究较少。据报道，尼泊尔老鹤草

deranium=nepalense pweeí提取物具有抗炎作用，表

松脂醇是其中的成分之一xNSz。总花灰莉 cagraea=
racemose g~ck=ex t~llK 提取物具有镇痛作用，也从

中分离得到了表松脂醇xNTz。然而其在抗动脉粥样硬

化方面的研究还未见报道。本实验将对表松脂醇在

抑制巨噬细胞泡沫化、促进胆固醇流出和抑制胆固

醇流入方面的作用进行研究。=
N= =材料=
NKN= =主要试剂=

表松脂醇由本实验室从露兜树 mandanus=

tectorius pol~ndK=果实中提取制备，经 emiC分析质

量分数＞VUKSB；洛伐他汀（批号 NMMSMMJOMNMMP）、
罗格列酮（批号 NMMSTPJOMMQMN），中国食品药品检

定研究院；ORJkBa胆固醇、油红 l和高糖培养基

（ajbj）均购自 páÖm~ 公司；细胞内胆固醇测定

试剂盒购自南京建成生物技术有限公司；人源

oxJiai、高密度脂蛋白（eai）购自北京协生生物

有限责任公司；总 okA提取、反转录及 mCo试剂

购自北京全式金生物技术有限公司。=
NKO= =主要仪器=

hC= junáor 微孔板扫描酶标仪（美国 Báoíek 公

司）；gvVSJff 细胞超声破碎仪（宁波新芝生物科技

有限公司）；Cenírá=s~é=Benchíoé真空浓缩离心仪（美

国 i~bconco 公司）；hnJRMb 型超声波清洗器（昆

山市超声仪器有限公司）；isbofuÖe=QMMo高速冷冻

离心机（德国 eer~eus 公司）；快速 mCo 仪（美国

Aééláed=Báosósíems=C~rl=weáss=gen~）。=
O= =方法=

OKN= =细胞培养和巨噬细胞泡沫化形成实验=
oAtOSQKT 巨噬细胞（购自中国医学科学院基

础医学研究所细胞资源中心）用 ajbj培养基（含

NMB胎牛血清、NB青J链霉素合剂）培养于 RB=ClO、
PT=℃的恒温培养箱中，待长到 TMB～UMB时，对照

组加入无血清培养基，模型组和其他给药组均加入

含 RM=μg/mi=oxJiai的不完全培养基进行诱导，同

时，洛伐他汀组加入 NM= μmol/L 的洛伐他汀，罗格

列酮组加入 NM=μmol/L 罗格列酮，表松脂醇高、中、

低剂量组分别加入 NMKM、NKM、MKN=μmol/L 的表松脂

醇，继续培养 OQ=h，弃掉培养基，磷酸缓冲液（mBp）
洗 P遍，油红 l染色后用酶标仪在 PRU= nm处测定

吸光度（A）值。细胞内胆固醇浓度按照试剂盒说

明检测xNUJNVz。=
OKO= =胆固醇流出实验=

oAtOSQKT巨噬细胞培养于 VS孔的酶标板上，

接种浓度为每孔 Q×NMQ个，S= h后弃掉培养基，换

成含有 ORJkBa胆固醇（R=μÖLmi）的无血清培养基

继续培养，OQ=h后弃掉培养基，mBp洗 O遍，加入

含有相应浓度药物（分组及给药浓度同“OKN”项，

不设洛伐他汀组）和 eai（RM=μÖLmi）的无血清培

养基继续培养 S=h，NO=MMM=rLmán离心 NM=mán，取上

清，用来检测培养基中胆固醇的量；沉淀的细胞 mBp
洗 P次，用 MKNB=qráíonJuNMM裂解细胞 NM=mán，用

酶标仪分别检测培养基中和细胞中的胆固醇的量
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（发射波长 QUR= nm，吸收波长 RPR= nm）。计算胆固

醇流出率，实验重复 P次。=
胆固醇流出率＝培养基中胆固醇的量/E培养基中胆固

醇的量＋细胞中胆固醇的量F=

OKP= = OR-kBa胆固醇流入实验=
oAtOSQKT巨噬细胞接种于 VS孔酶标板上，=每

孔 Q×NMQ个，S= h 后弃掉培养基，用含有 ORJkBa
胆固醇（R=μÖLmi）和相应浓度药物（分组及给药浓

度同“OKN”项，不设洛伐他汀和罗格列酮组）的无

血清培养基继续培养，分别在 N、O、P、Q=h时取出

细胞，NO= MMM= rLmán离心 NM=mán，弃上清，用 mBp
洗 P次，用 MKNB=qráíonJuNMM裂解细胞 NM=mán，用

酶标仪检测细胞内胆固醇的量（发射波长 QUR=nm，
吸收波长 RPR=nm），实验重复 P次。=

OKQ= =oq-mCo检测胆固醇流入、流出相关基因表达=
oAtOSQKT 巨噬细胞培养于 S 孔板上，接种浓

度为 R×NMQ/mi，每孔接种O=mi，待长到 TMB～UMB
时，模型组加入含 RM=μg/mL oxJiai的不完全培养

基进行诱导，同时，表松脂醇组加入 RM= μg/mL 

oxJiai和 NMKM=μmol/L 的表松脂醇，罗格列酮组加

入 RM=μg/mL oxJiai和 NM=μmol/L 罗格列酮，继续

培养 OQ= h。总 okA提取、cakA合成和 mCo定量

实验均按照文献方法进行xOMz。使用 ABfJTRMM 检测

器，mCo过程：VR=℃、R= mán后有 QM个循环，条

件是 VR=℃、NR=s，SM=℃、PQ=s，TO=℃、QM=s。循

环基线设定值（Cí值）为检测器软件默认值。每组

有 Q个生物样本重复，每个生物样本有 P个技术重

复，oqJmCo特异性引物见表 N。=

表 N= = oq-mCo所用引物=
qable=N= =mrimers=used=in=oq-mCo=analysis=

引物名称= 正向引物= ER’JP’F= 反向引物= ER’JP’F=

PPARγ= dCAdCqACqdCAqdqdAqCAAdA= dqCAdCdddqdddACqqqC=

LXRα= AddAdqdqCdACqqCdCAAA= CqCqqCqqdCCdCqqCAdqqq=

ABCAN= CCCAdAdCAAAAAdddACqC= ddqCAqCAqCACqqqddqCCqqd=

ABCdN= CAAdACCCqqqqdAAAdddAqCqC= dCCAdAAqAqqCAqdAdqdqddAC=

CaPS= CAAdCqCCqqddCAqddqAdA= qddAqqqdCAAdCACAAqAqdAA=

poJAN= qqAAAddqdAqCddddACAAA= CAACCAdqCdAACqdqCqqAAd=

poJAO= qqAAAddqdAqCddddACAAA= AdCqdAqCqqAAAAdddqCqqd=

βJ~cíán= CCqddCACCCAdCACAAq= dCCdAqCCACACACddAdqACq=
=
OKR= =统计分析=

实验结果以 ±x s表示，用 pmpp=NTKM进行单因

素方差分析（lneJw~ó=AklsA）。=
P= =结果=
PKN= =表松脂醇抑制由 ox-iai诱导oAtOSQKT巨噬

细胞泡沫化的形成=
泡沫细胞在动脉管壁上的积累是斑块出现和动

脉粥样硬化发生的重要原因xVz，因此，本实验首先

评价了表松脂醇对 oxJiai诱导 oAtOSQKT巨噬细

胞胆固醇累积的抑制作用。结果表明 oxJiai 能够

显著增强 oAtOSQKT 巨噬细胞中胆固醇累积（m＜
MKMN），细胞内脂滴数量明显增多，体积增大。不同

浓度表松脂醇（NMKM、NKM= μmol/L）均能显著降低

oAtOSQKT 巨噬细胞中的胆固醇堆积，尤以 NMKM=
μmol/L 效果最为显著。检测 A值后发现，不同浓度

表松脂醇均能够显著降低 oAtOSQKT 巨噬细胞因

oxJiai 诱导产生的脂质堆积。经单因素方差分析

后发现，NMKM=μmol/L 表松脂醇组作用效果与常用降

胆固醇药物洛伐他汀和胆固醇流出激动剂罗格列酮

相当（m＞MKMR）。表松脂醇能够显著抑制 oAtOSQKT
巨噬细胞中胆固醇的量，其中以 NMKM= μmol/L 效果

最佳。结果见图 N。=
PKO= =表松脂醇增强 oAtOSQKT 巨噬细胞胆固醇流

出及机制研究=
如图 O 所示，阳性药罗格列酮能够显著增强

eai介导的胆固醇流出，NMKM、NKM、MKN=μmol/L 的

表松脂醇均能够显著增强eai介导的胆固醇流出，

其中以 NMKM=μmol/L 表松脂醇的作用效果最好，其作

用比罗格列酮强（m＜MKMR），且显示出剂量依赖性。

oqJmCo结果（图 P）显示，表松脂醇能够显著增强

基因 PPARγ、LXRα、ABCAN和 ABCdN的表达水

平，其上调 PPARγ、LXRα 的作用强度与罗格列酮

相当（m＞MKMR），而上调 ABCAN和 ABCdN的作用

强度要强于罗格列酮（m＜MKMN）。其中，PPARγ 升=



·OTQM·= 中草药= = Chinese=qraditional=and=eerbal=arugs= =第 QS卷=第 NU期= OMNR年 V月= =

= = = =

=

= = = =
= = = = = = = = = = = = = = = 对照= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =模型= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =洛伐他汀= = = = = = = = = = = = = = = = = =罗格列酮= =
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与对照组比较：@@m＜MKMN；与模型组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN，下同=
@@m Y=MKMN=vs=conírol=ÖrouéX=Gm=Y=MKMR= = GGm=Y=MKMN=vs=model=ÖrouéI=s~me=~s=below=

图 N= =表松脂醇对oAtOSQKT巨噬细胞油红l染色后细胞形态= EAF=和 A值= EBF=及细胞内胆固醇量= ECF=的影响= E x±sI=n=Z=UF= =
cigK=N= = bffect=of=epipinoresinol=on=cell= morphology= EAFI=A values= EBFI= and= intracellular=concentration=of= cholesterol= ECF= in=
oAtOSQKT=macrophages=after=oil-red=l=staining=E x±sI=n=Z=UF=

=
=

图 O= =表松脂醇促进 oAtOSQKT巨噬细胞胆固醇流出作用

E x±sI=n=Z=UF=
cigK= O= = mromotion= of= epipinoresinol= on= eai-mediated= =

cholesterol=efflux=from=oAtOSQKT=macrophages=E x±sI=n=Z=UF=

=

=
=
图 P= =表松脂醇促进胆固醇流出相关基因表达= E x±sI=n=Z=QF=
cigK= P= = mromotion= of= epipinoresinol= on= cholesterol=

efflux-=associated=genes=expression=E x±sI=n=Z=QF=
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高了 OKNN倍，LXRα 升高了 QKON倍，ABCAN、ABCdN
均升高了 OM倍以上。=
PKP= =表松脂醇抑制 oAtOSQKT巨噬细胞对 OR-kBa

胆固醇摄入及机制研究=
如图 Q所示，O= h内，表松脂醇对 oAtOSQKT巨

噬细胞胆固醇摄入的抑制作用以 NKM= μmolLi 作用最

好。O= h后表松脂醇能够显著抑制 oAtOSQKT巨噬细

胞对胆固醇的摄入，其作用效果稳定，NKM=μmolLi与
NMKM= μmolLi 表松脂醇均具有抑制作用，且以 NKM=
μmolLi作用效果最强。清道夫受体 poJAN、poJAO
和 CaPS 能够选择性地从 eai或细胞中摄入胆固

醇xONJOPz，采用oqJmCo技术检测其表达情况，结果见

图 R，表松脂醇能够显著抑制 poJAN、poJAO的表达，

而对CaPS表达没有抑制作用。=
=

= = = = = = =
=

图 Q= =表松脂醇抑制胆固醇摄入= E x±sI=n=Z=UF=
cigK= Q= = fnhibition= of= epipinoresinol= on= cholesterol= uptake= =
E x±sI=n=Z=UF=

= = = = = = = =
=

图 R= =表松脂醇抑制胆固醇流入相关基因表达= E x±sI=n=Z=QF=
cigK= R= = oegulation= of= epipinoresinol= on= cholesterol= =
influx-associated=genes=expression=E x±sI=n=Z=QF=

Q= =讨论=
动脉壁上泡沫细胞（含有大量胆固醇的巨噬细

胞）累积是斑块形成和动脉粥样硬化出现的重要标

志。因此，首先评价了表松脂醇对由 oxJiai 诱导

的 oAtOSQKT巨噬细胞胆固醇累积的抑制作用。结

果表明， oxJiai（ RM= μÖLmi）能够显著增强

oAtOSQKT 巨噬细胞中胆固醇累积，不同浓度表松

脂醇均能显著降低 oAtOSQKT巨噬细胞中的胆固醇

累积，尤以 NMKM=μmol/L 效果最好，其作用效果与洛

伐他汀和罗格列酮相当。实验结果表明表松脂醇能

够有效抑制由 oxJiai 诱导的胆固醇累积，从而起

到抑制泡沫细胞形成的作用。=
促进巨噬细胞胆固醇流出很可能是表松脂醇抑

制胆固醇累积的另一条途径。本实验结果表明不同

浓度的表松脂醇均能够显著增强由 eai 介导的

oAtOSQKT 巨噬细胞胆固醇流出，且具有剂量依赖

性，其中以 NMKM=μmolLi作用效果最好，其作用强于

罗格列酮。此结果与表松脂醇能够降低胆固醇积累

和降低巨噬细胞中胆固醇的量的结果一致。因此，

表松脂醇促进胆固醇流出，使得 oAtOSQKT巨噬细

胞中胆固醇的量降低、胆固醇累积情况得到改善，

从而起到抑制泡沫细胞形成的作用。=
巨噬细胞中胆固醇流出的调控是由很多基因共

同作用的结果，其中 ABCAN 和 ABCdN 起到了关

键作用xNz。ABCAN主要作用于将细胞内的胆固醇转

运到细胞外的受体，如载脂蛋白 AJN（~éoláéoéroíeán=
AJN，AéoAJN）xONz。ABCdN在巨噬细胞中高表达，

其作用是促进胆固醇流出，并使之与 eai结合xONz。

ABCAN和 ABCdN均是由 mmAoγJLXRα 通路调控，

其中两者不同的是 ABCAN是由 PPARγJLXRα 通路

单独调控，而 ABCdN是由 PPARγJLXRα 通路部分

调控xNNIONJOOz。oqJmCo结果显示，表松脂醇能够显著

增强基因 mmARγ、LXRα、ABCAN和 ABCdN的表

达水平。表明表松脂醇调节胆固醇流出的作用可能

是通过上调 PPARγJiuoαJABCANLABCdN 通路实

现的。然而有关胆固醇流出的其他通路及 ABCdN
的精确调控还有待于进一步研究。=

泡沫细胞的形成通常是胆固醇流出受阻，或者

是由于巨噬细胞大量吞噬胆固醇造成的。因此，也

检测了表松脂醇对胆固醇摄入的影响。表松脂醇能

够显著抑制 oAtOSQKT巨噬细胞对胆固醇的摄入，

这也在很大程度上抑制了胆固醇累积、降低了细胞

中胆固醇的量，从而起到抑制泡沫细胞形成的作用。=
巨噬细胞胆固醇流入是通过细胞表面的清道夫

受体实现的，其中 poJAN、poJAO和 CaPS介导的胆

固醇流入起到了决定性作用（占流入总量的 TRB～
VMB）xNOz，因此，采用 oqJmCo的分析方法，分析了
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poJAN、poJAO及 CaPS基因mokA的表达水平，结

果显示，表松脂醇能够显著抑制 poJAN、poJAO的表

达，但对 CaPS无作用。因此，表松脂醇抑制胆固醇

流入的作用可能是通过下调 poJAN和 poJAO的表达

实现的。但是其调控通路还有待于研究。=
通过体外实验证明，表松脂醇能够抑制由

oxJiai 诱导的 oAtOSQKT 巨噬细胞中的胆固醇累

积、促进胆固醇流出和抑制胆固醇流入，从而起到

抑制巨噬细胞转化成泡沫细胞的作用。上调

mmAoγJLXRαJABCANLABCdN 通路可能是其促进胆

固醇流出的作用机制，下调 poJAN和 poJAO可能是

抑制胆固醇流入的作用机制。这些结果表明表松脂

醇可能在防治动脉粥样硬化方面具有潜在的作用，

具有开发应用的前景，值得进行深入细致的研究。=
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