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丹红注射液对氧化型低密度脂蛋白诱导的 THP鄄1
巨噬细胞脂质蓄积的影响
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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察丹红注射液对氧化型低密度脂蛋白(ox鄄LDL)诱导的 THP鄄1 巨噬细胞脂质蓄积的影响,并
探讨其机制。 方法摇 160 nmol / L PMA 孵育 THP鄄1 巨噬细胞 24 h 后,细胞分为三组:对照组、ox鄄LDL 组(100 mg / L)
和丹红组(100 mg / L ox鄄LDL + 30 mL / L 丹红注射液)。 高效液相色谱分析法检测细胞内胆固醇水平,采用液体闪烁

计数法观察细胞内胆固醇的流出,Western blot 检测细胞 ATP 结合盒转运体 A1(ABCA1)和肝 X 受体 琢(LXR琢)的

蛋白表达,定量 PCR 检测细胞 ABCA1 和 LXR琢 的 mRNA 表达。 结果摇 丹红注射液抑制 ox鄄LDL 诱导的 THP鄄1 巨噬

细胞脂质蓄积,显著降低细胞总胆固醇(TC)、游离胆固醇(FC)和胆固醇酯(CE)的含量,增加载脂蛋白 A玉(ApoA
玉)介导的胆固醇流出,促进 THP鄄1 巨噬细胞 ABCA1 和 LXR琢 的表达。 结论 摇 丹红注射液抑制 ox鄄LDL 诱导的

THP鄄1 巨噬细胞脂质蓄积,可能与其促进 LXR琢鄄ABCA1 途径介导的胆固醇流出有关。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To explore the effects and mechanisms involved of Danhong injection on lipid accumulation in
THP鄄1 macrophages induced by oxidized low density lipoprotein (ox鄄LDL). 摇 摇 Methods摇 The human THP鄄1 macropha鄄
ges were induced by phorbol鄄12鄄myristate acetate (PMA, 160 nmol / L) for 24 h, then cells were divided into three groups:
control group, ox鄄LDL group (100 mg / L) and Danhong group (100 mg / L ox鄄LDL + 30 mL / L Danhong injection). 摇
Cellular cholesterol was examined by HPLC. 摇 Cholesterol efflux was determined by liquid scintillation counting. 摇 The pro鄄
tein and mRNA expression of ATP鄄binding cassette transporter A鄄1 (ABCA1) and liver X receptor 琢 (LXR琢) were detec鄄
ted by Western blot and RT鄄PCR, respectively. 摇 摇 Results摇 Danhong injection inhibited the lipid accumulation in THP鄄1
macrophage induced by ox鄄LDL. 摇 Cellular total cholesterol, free cholesterol and cholesterol ester were decreased by appli鄄
cation of Danhong injection. 摇 Danhong injection increased apolipoprotein A玉(ApoA玉) mediated cholesterol efflux. 摇 In
addition, Danhong injection significantly decreased the expression of ABCA1 and LXR琢 in both protein and mRNA levels.
Conclusions摇 Danhong injection inhibits lipid accumulation induced by ox鄄LDL, and the mechanisms may be related to the
activation of LXR琢鄄ABCA1 pathway and the increase of ApoA玉 mediated cholesterol efflux in THP鄄1 macrophage.

摇 摇 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是大部分心

脑血管类疾病的共同病理学基础,其中泡沫细胞的

形成是 As 发病的核心环节[1]。 泡沫细胞的主要来

源是巨噬细胞,其主要原因是细胞内脂质过量蓄

积,因此,降低巨噬细胞内的脂质蓄积可以有效的

减缓 As 的病理进程[2]。 中药制剂丹红注射液主要

由丹参和红花两种药效成分组成,丹参与红花是广

泛应用于临床治疗心血管疾病的中药。 近年来研
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究发现,丹红注射液能有效地改善冠心病患者的临

床症状,有防止 As 的作用[3鄄6]。 然而,丹红注射液

抗 As 的确切作用机制仍不十分清楚。 为了进一步

研究丹红注射液的抗 As 作用及可能机制,本实验将

观察丹红注射液对氧化型低密度脂蛋白( oxidized
low density lipoprotein,ox鄄LDL)诱导的 THP鄄1 巨噬

细胞脂质蓄积的影响,并探讨其是否能够调节巨噬

细胞内胆固醇流出及其可能机制,从而为丹红注射

液应用于临床治疗 As 提供新的实验依据。

1摇 材料与方法

1. 1摇 主要材料

摇 摇 THP鄄1 细胞购自中科院上海生物化学与细胞生

物学研究所;RPMI鄄1640 培养基购自 Gibco 公司;小
牛血清购自四季青公司;丹红注射液(10 mL / 支)购
自菏泽步长制药有限公司;[ 3H]胆固醇购自 Sigma
公司;载脂蛋白 A玉( apolipoprotein A玉,ApoA玉 )
购自 Fluka Biochemika 公司;ATP 结合盒转运体 A1
(ATP鄄binding cassette transporter A1,ABCA1)兔抗人

一抗以及肝 X 受体 琢( liver X receptor琢,LXR琢)兔抗

人一抗均购自 Novus 公司;辣根过氧化物酶标记的

羊抗兔二抗购自武汉博士德公司。
1. 2摇 细胞培养及分组

THP鄄1 细胞采用 RPMI鄄1640 培养基(含 10% 胎

牛血清)于 5% CO2、37益培养箱中培养。 细胞在实

验前用 160 nmol / L 的佛波酯孵育 12 h,使其诱导分

化为巨噬细胞。 巨噬细胞分为三组:对照组、ox鄄LDL
组和丹红组。 对照组为正常培养 THP鄄1 细胞,不加

干预措施;ox鄄LDL 组为 100 mg / L 的 ox鄄LDL 处理 24
h;丹红组为 100 mg / L 的 ox鄄LDL 和 30 mL / L 的丹红

注射液共处理 24 h。 每次实验均设立复孔。
1. 3摇 油红 O 染色

在 6 孔培养板内接种 THP鄄1 细胞并用 PMA 诱

导分化为巨噬细胞。 细胞按前所述分为三组,首先

用 PBS 洗 涤 细 胞 后, 再 用 60% 异 丙 醇 固 定

1 ~ 2 min,油红 O 染色液滴染 10 ~ 15 min,PBS 水

洗,苏木素进行复染 3 ~ 5 min,然后用 1% HCl 分色

1 ~ 2 s,水洗返蓝,干燥后用甘油明胶封片,光学显

微镜下观察红色脂滴。
1. 4摇 高效液相色谱分析

参照文献[7]方法,按前述分组方法处理细胞

后,PBS 清洗,随后加入细胞裂解液 200 滋L,使细胞裂

解;采用 BCA 法进行蛋白定量,再加入 7. 2%三氯乙

酸使蛋白沉淀,以 800 伊 g 离心 10 min;取上清液 100

滋L,加入 15%的醇溶性 KOH,涡旋使胆固醇酯(cho鄄
lesterol ester,CE)水解,此时的样品为细胞内总胆固

醇(total cholesterol,TC)待测样品。 各样品分别与内

标液混匀,再加入等体积正己烷颐 异丙醇(4颐 1),进行

涡旋、抽提,并于真空冷冻干燥剂中进行真空干燥,加
入 100 滋L 异丙醇颐 正庚烷颐 乙晴(35颐 12颐 53)将样品溶

解后上样。 采用 C鄄18 柱,柱温保持 4益,流速为 1
mL / min,紫外光检测波长为 250 nm,以峰面积定量,
内标校准,以 mg / g 细胞蛋白为单位。
1. 5摇 巨噬细胞胆固醇流出检测

参照文献[8]方法进行。 THP鄄1 细胞用 PMA 诱

导成巨噬细胞。 实验各组细胞在处理时同时加入

[ 3H]胆固醇(0. 2 mCi / L)孵育 48 h。 以 PBS 清洗细

胞后加牛血清白蛋白(2 g / L),再加入 ApoA玉(10
mg / L)处理 12 h,采用闪烁计数法检测培养液以及

细胞内[ 3H]胆固醇含量。 巨噬细胞胆固醇流出率

表示方式为:培养液中 cpm / 总 cpm(培养液 cpm +
细胞 cpm) 伊 100% 。
1. 6摇 Western blot 分析巨噬细胞 ABCA1 和 LXR琢
蛋白的表达

参照文献[9]方法,收集细胞,提取蛋白质,加
入 5 伊凝胶上样缓冲液,100益煮 10 min,从而使蛋

白质变性,再用 10% SDS鄄PAGE 进行电泳分离,再转

移至 PVDF 膜上。 5% 脱脂牛奶室温封闭 4 h,分别

加入 ABCA1 (1 颐 500 )、 LXR琢 ( 1 颐 500 ) 和 茁鄄actin
(1颐 2000)一抗室温孵育 4 ~ 8 h,用 TBST 洗膜 3 次,
共 20 ~ 30 min。 加入二抗(1颐 1000),室温孵育 2 h,
再次洗膜 3 次。 用蛋白质印迹荧光检测试剂盒显

影、定影于 X 光胶片,结果用凝胶图像分析系统扫

描、并分析目的蛋白与内参蛋白条带的灰度值,以
二者的比值代表目的蛋白表达的变化。
1. 7摇 实时荧光定量 PCR 分析巨噬细胞 ABCA1 和

LXR琢 mRNA 的表达

按试剂盒说明操作。 人 ABCA1 引物序列为上

游 5忆鄄GGT TTG GAG ATG GT T ATA CAA TAG TTG
T鄄3忆,下游 5忆鄄CCC GGA AAC GCA AGT CC鄄3忆;人

LXR琢 引物序列为上游 5忆鄄AGC GTC CAC TCA GAG
CAA GT鄄3忆,下游 5忆鄄GGG GAC AGA ACA GTC ATT
CG鄄3忆;人 茁鄄actin 引物序列为上游 5忆鄄TCA CCA TCT
TCC AGG AGC GAG鄄3忆,下游 5忆鄄TGT CGC TGT TGA
AGT CAG AG鄄3忆。 采用 Roche Light Cycler Run 5. 32
型号荧光定量仪进行反应,检测结束后导出实验结

果,在相应的统计学软件中分析相关数据。 目的基

因的表达量采用 驻驻Ct 方法计算。
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1. 8摇 统计学分析

所有实验数据均以 x 依 s 表示。 用 SPSS 12. 0 软

件进行统计学处理,两组间的比较采用 t 检验,三组

之间的比较采用方差分析,以 P < 0. 05 判定差异有

统计学意义。

2摇 结摇 果

2. 1摇 丹红注射液降低 ox鄄LDL 诱导的 THP鄄1 巨噬细

胞脂质蓄积

与对照组比较,ox鄄LDL 组细胞内脂质蓄积明显

加重,HPLC 结果显示 TC、游离胆固醇( free choles鄄

terol,FC)和 CE 均明显增加,其中细胞内 CE 从 62
mg / g 蛋白增加至 392 mg / g 蛋白,表明大量胆固醇

酯在细胞内聚集;而与 ox鄄LDL 组比较,丹红组细胞

内 TC、FC 和 CE 均显著减少(图 1 和表 1)。
2. 2摇 丹红注射液促进 THP鄄1 巨噬细胞胆固醇流出

ApoA玉接受膜上 ABCA1 蛋白转运出的胆固

醇,是最主要的细胞外胆固醇接受体[7]。 因此,我
们在细胞培养液中加入 ApoA玉以检测胆固醇的流

出水平,结果发现丹红组 ApoA玉所介导的胆固醇流

出提高近 2 倍,提示丹红注射液可能影响了 ABCA1
蛋白的功能(表 2)。

图 1. 油红 O 染色检测丹红注射液对 THP鄄1 巨噬细胞脂质蓄积的影响( 伊 400) 摇 摇 从左到右依次为对照组、ox鄄LDL 组和丹红组。

Figure 1. The effect of Danhong injection on lipid accumulation in THP鄄1 macrophages by oil red O( 伊 400)

表 1. 丹红注射液对 THP鄄1 巨噬细胞胆固醇含量的影响

(mg / g,n = 3)
Table 1. The effect of Danhong injection on cholesterol con鄄
tents in THP鄄1 macrophages(mg / g,n = 3)

指摇 标 对照组 ox鄄LDL 组 丹红组

TC 236 依 13 712 依 29a 381 依 21ab

FC 173 依 19 319 依 14a 195 依 15ab

CE 62 依 6 392 依 21a 186 依 22ab

CE / TC 23. 8% 依 4. 3% 52. 8 依 8. 2% a 46. 5 依 6. 7% a

a 为 P < 0. 05,与对照组比较;b 为 P < 0. 05,与 ox鄄LDL 组比较。

表 2. 丹红注射液对 THP鄄1 巨噬细胞胆固醇流出的影响

Table 2. The effect of Danhong injection on cholesterol ef鄄
flux in ox鄄LDL induced THP鄄1 macrophages

分摇 组 胆固醇流出率

对照组 5. 1% 依 0. 5%
ox鄄LDL 组 8. 5% 依 0. 4% a

丹红组 18. 2% 依 1. 3% ab

a 为 P < 0. 05,与对照组比较;b 为 P < 0. 05,与 ox鄄LDL 组比较。

2. 3摇 丹红注射液上调 THP鄄1 巨噬细胞 ABCA1 的

表达

THP鄄1 巨噬细胞经 ox鄄LDL 和丹红注射液处理

后,提取细胞总蛋白和总 RNA,分别采用 Western
blot 和 RT鄄PCR 法检测细胞 ABCA1 蛋白和 mRNA
含量,结果发现,与 ox鄄LDL 组比较,丹红注射液处理

后 THP鄄1 巨噬细胞内 ABCA1 蛋白和 mRNA 含量明

显升高(图 2)。
2. 4 摇 丹红注射液上调 THP鄄1 巨噬细胞 LXR琢 的

表达

THP鄄1 巨噬细胞经 ox鄄LDL 和丹红注射液处理

后,Western blot 和 RT鄄PCR 检测发现,与 ox鄄LDL 组

比较,丹红组 THP鄄1 巨噬细胞内 LXR琢 蛋白和 mR鄄
NA 含量明显升高(图 3)。

3摇 讨摇 论

巨噬细胞泡沫化过程可作为 As 防治过程中的

重要靶点,泡沫细胞形成是 As 形成和发展中的早期

变化。 胆固醇流出障碍是导致泡沫细胞形成的重

要原因之一[10],因此,寻找影响胆固醇流出的体内

外因素并探索其相关机制,对 As 类疾病的防治具有

十分重要的意义。 我们的研究结果发现,THP鄄1 巨

噬细胞经用丹红注射液处理后,可明显减少巨噬细

胞脂质蓄积;我们的结果进一步显示丹红注射液可
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图 2. 丹红注射液对 THP鄄1 巨噬细胞 ABCA1 蛋白(上图)
和 mRNA(下图)表达的影响 摇 摇 a 为 P < 0. 05,与 ox鄄LDL 组

比较。

Figure 2. The effect of Danhong injection on protein and
mRNA expression of ABCA1 in THP鄄1 macrophages

图 3. 丹红注射液对 THP鄄1 巨噬细胞 LXR琢蛋白(上图)和
mRNA(下图)表达的影响摇 摇 a 为 P < 0. 05,与 ox鄄LDL 组比较。

Figure 3. The effect of Danhong injection on protein and
mRNA expression of LXR琢 in THP鄄1 macrophages

以促进 ApoA玉介导的巨噬细胞胆固醇流出。
大量文献证实,胆固醇逆向转运(RCT)可以促

进外周胆固醇从细胞内流出,经血液循环转运到肝

脏进行代谢,该过程对于抑制 As 的发生发展具有重

要作用[11,12]。 巨噬细胞胆固醇流向 ApoA玉并形成

盘状前 茁鄄HDL 是 RCT 的重要步骤[13]。 本实验中,
丹红注射液明显促进巨噬细胞胆固醇流出,提示丹

红注射液可能影响体内 RCT,这也可以部分解释为

什么实验性 As 家兔使用丹红注射液处理后,血清

TC 和低密度脂蛋白胆固醇(LDLC)含量下降[3]。
ABCA1 是 ABC 转运蛋白家族中的成员,可促

进细胞内胆固醇流出至贫脂的载脂蛋白 A,在胆固

醇逆向转运和 HDL 生成的起始步骤中起重要作用,
是介导细胞内胆固醇流出的关键基因[14]。 细胞敲

除 ABCA1 后,其胆固醇流出受到抑制;ABCA1 基因

突变可引起丹吉尔病和家族性 HDL 缺乏症,患者的

HDL 含量极低,泡沫细胞在多种组织中堆积,往往

伴随 As 的发生[15]。 本研究以 THP鄄1 巨噬细胞为研

究对象,ox鄄LDL 干预促进巨噬细胞脂质蓄积,在体

外模拟体内 As 发生时泡沫细胞的形成;再用丹红注

射液处理细胞,结果发现,ABCA1 的 mRNA 和蛋白

表达含量明显升高,说明丹红注射液促胆固醇流出

的作用很可能与其促 ABCA1 的表达有关。 这与以

往智晓文等[16] 在 U937 细胞中的观察结果一致,再
次证明丹红注射液可在调控巨噬细胞脂质蓄积中

发挥积极作用。
可调节 ABCA1 的因素众多,这些因素主要包括

核受体超家族、环磷酸腺苷(cAMP)、细胞因子和酶

等四类[17],近年研究发现 microRNA 也可调控 AB鄄
CA1 的表达[18]。 细胞核受体家族包括肝 X 受体

(liver X receptor,LXR琢 和 茁)和维甲酸 X 受体(reti鄄
noic acid receptor,RXR)等。 这些核受体中,LXR 是

脂质体内平衡稳定的主要调节器,与 RXR 形成

LXR / RXR 异二聚体,在巨噬细胞,LXR 激活后通过

诱导 ABCAl 表达而促进 ApoA玉介导的胆固醇流

出[19]。 为进一步探讨丹红注射液促巨噬细胞 AB鄄
CA1 表达的机制,我们又观察了丹红注射液对

LXR琢 表达的影响。 结果显示,丹红注射液处理后,
LXR琢 的表达水平明显升高,说明丹红注射液的促

胆固醇流出及 ABCA1 表达功能与 LXR琢 的表达有

关,LXR琢鄄ABCA1 途径激活是丹红注射液抑制巨噬

细胞脂质蓄积的重要原因。 同时,近年的研究发

现,LXR 具有明显的抗炎效应[20],这也可以部分解

释丹红注射液对择期经皮冠状动脉介入治疗(PCI)
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术后患者体内炎症反应的抑制效应[21],以及抑制巨

噬细胞分泌炎症因子及基质金属蛋白酶[22]。
总之,本实验研究发现,丹红注射液可抑制 ox鄄

LDL 诱导的 THP鄄1 巨噬细胞脂质蓄积,其机制可能

与激活 LXR琢鄄ABCA1 途径,进而促进巨噬细胞胆固

醇外流有关。 中医药在临床调脂稳定斑块方面有

独特优势,如降脂效用多靶点、副反应少等[23]。 综

合本实验及其他课题组的研究结果,丹红注射液可

以改善血脂代谢,对 RCT 过程中 LXR琢鄄ABCA1 途

径的干预能明显改善血脂代谢,显示出该中药在防

治 As 中的潜在治疗作用。 通过对丹红注射液及有

效成分在巨噬细胞脂质蓄积以及对实验动物血脂、
体内炎症和斑块的深入研究,有助于人们找到治疗

As 性疾病新的治疗策略。
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