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益母草碱对 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的 ＴＨＰ⁃１ 源性巨噬细胞焦亡的保护作用

杨依壮，陈旭，艾锐，侯新月，王娟

（桂林医学院药学院，桂林　 ５４１１９９）

摘要　 目的 探讨益母草碱（ＬＥＯ）对氧化低密度脂蛋白（ｏｘ⁃ＬＤＬ）诱导的 ＴＨＰ⁃１ 源性巨噬细胞焦亡的保护作

用。 方法 采用 ＭＴＴ 法检测不同浓度 ＬＥＯ 对 ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞 ／ ＴＨＰ⁃１ 源性泡沫细胞活力；采用油红 Ｏ 染色评

估细胞内脂质蓄积的情况，并检测细胞内总胆固醇（ＴＣ）、甘油三酯（ＴＧ）的含量以及细胞上清液中白细胞介

素⁃１β（ ＩＬ⁃１β）、白细胞介素⁃１８（ ＩＬ⁃１８）和乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）含量；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞焦亡相关蛋白的

表达水平；采用流式细胞术测定活性氧（ＲＯＳ）水平。 结果 随着 ＬＥＯ 浓度的增加，细胞活性与 ＬＥＯ 的浓度呈

正相关。 ＬＥＯ 干预后，细胞内 ＴＣ 和 ＴＧ 的含量降低，细胞内脂质积累减少，且 ＬＥＯ 可下调细胞焦亡相关蛋白

ＮＬＲＰ３、Ｎ⁃ＧＳＤＭＤ、Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 的表达，同时经 ＬＥＯ 处理可逆转 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的 ＲＯＳ 生成增加。

结论 ＬＥＯ可以减缓由 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的 ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞内脂质积累，并且可以抑制 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的 ＴＨＰ⁃１ 巨噬

细胞焦亡的发生。
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　 　 动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ， ＡＳ）是一种慢性

免疫炎症性疾病，其主要病理学特征为脂质代谢失

衡和巨噬细胞介导的免疫功能失调［１－２］。 在 ＡＳ 起

始阶段，积聚的低密度脂蛋白（ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，

ＬＤＬ）在血管内膜中被氧化修饰，形成 ｏｘ⁃ＬＤＬ［３］。 这

一过程刺激内皮细胞释放大量黏附因子和趋化因

子，并促使单核细胞在血管内膜大量募集并分化为

巨噬细胞［４－５］。 随后，巨噬细胞吞噬 ｏｘ⁃ＬＤＬ，形成泡

沫细胞［６－７］。 伴随巨噬细胞不断浸入及泡沫化，ＮＯＤ

样受体家族 ｐｙｒｉｎ 结构域蛋白 ３（ＮＯＤ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ

ｐｙｒｉｎ ｄｏｍａｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ３， ＮＬＲＰ３）炎症小体及下游

焦亡通路被激活，促进泡沫细胞焦亡的发生［８］。 死

亡的泡沫细胞无法被及时清除，从而构成了血管内

斑块的主要成分，导致斑块更加不稳定，这也是疾病

进展的关键因素［９］。 众多研究［１０－１２］ 表明，抑制泡沫

细胞的形成和细胞焦亡可以减轻 ＡＳ 的进程，其中天

然药物抗 ＡＳ 的作用受到越来越多的关注。

益母草碱（ ｌｅｏｎｕｒｉｎｅ， ＬＥＯ）为唇形科植物益母

草的主要活性成分［１３］，广泛应用于多种疾病的治

疗，具有活血化瘀、利水消肿的功效［１４－１５］。 ＬＥＯ 可

以通过抗氧化［１６］、调节血脂代谢［１７］、抑制血小板聚

集和血栓形成［１８］等多种途径在 ＡＳ 中发挥作用。 最

近研究［１９］ 结果表明，ＬＥＯ 能够增加纤维帽厚度和胶

原含量，减少巨噬细胞 ／泡沫细胞积聚，从而增强 ＡＳ

斑块的稳定性。 然而，ＬＥＯ 在 ＡＳ 发展中对 ｏｘ⁃ＬＤＬ

诱导巨噬细胞焦亡作用及机制尚不清楚。 本研究以

人单核细胞白血病细胞 ＴＨＰ⁃１ 为对象，旨在探索

ＬＥＯ 干预对 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导 ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞形成泡沫

细胞影响，同时进一步探讨 ＬＥＯ 在 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的巨

噬细胞焦亡中的调控作用。

１　 材料与方法

１．１　 实验材料

ＴＨＰ⁃１ 细胞株（购自中国科学研究院上海细胞

库），盐酸益母草碱（购自上海安谱璀世标准技术服

务有限公司），ｏｘ⁃ＬＤＬ（购自广州奕元生物技术有限

公司），佛波酯（ＰＭＡ）（购自美国 Ｇｌｐ ｂｉｏ 公司）。

１６４０ 培养基（购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司）；胎牛血清

（购自美国 Ｃｌａｒｋ 公司）；噻唑蓝（ＭＴＴ）（购自北京索

莱宝公司）；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ） （购自广东西陇化

工公司）；ＤＣＦＨ⁃ＤＡ（购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；ＲＩＰＡ

强裂解液、油红 Ｏ 检测试剂盒（均购自上海碧云天公

司）； ＧＳＤＭＤ 抗体、 Ｎ⁃ＧＳＤＭＤ 抗体 （均购自美国

Ａｂｃａｍ 公司）；ＮＬＲＰ３ 抗体、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 抗体、乳酸脱

氢酶检测试剂盒（均购自沈阳万类生物公司）；β⁃

Ａｃｔｉｎ 抗体、山羊抗兔、小鼠 ＩｇＧ（均购自北京中杉金

桥）；ＥＣＬ 超敏化学发光试剂（购自合肥 Ｂｉｏｓｈａｒｐ 公

司）；ＩＬ⁃１β 检测试剂盒、ＩＬ⁃１８ 检测试剂盒（均购自杭

州联科生物公司）。

ＣｅｌｌＸｐｅｒｔ Ｃ１７０ 二氧化碳细胞培养箱（购自德国

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）；ＡＣ２－４Ｓ１ 生物安全柜（购自新加坡

ＥＳＣＯ 公司）；Ｉｎｆｉｎｉｔｅ Ｍ２００ ＰＲＯ 多功能酶标仪（购自

瑞士 ＴＥＣＡＮ 公司）；蛋白电泳系统、ＰｏｗｅｒＰａｃ Ｂａｓｉｃ

蛋白转印系统（均购自新加坡 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）；ＴＤＺ４⁃

ＷＳ 台式低速离心机（购自湖南湘仪实验室仪器开发

有限公司）；Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５４２５ 小型高速离心机（购自德

国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）；Ｓｏｒｖａｌｌ Ｂｉｏｆｕｇｅ Ｓｔｒａｔｏｓ Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ
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高速冷冻离心机（购自德国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ

公司）；ＢＤ Ａｃｃｕｒｉ Ｃ６ Ｐｌｕｓ 流式细胞仪（购自美国 ＢＤ

公司）。

１．２　 实验方法

①药物配制。 ＬＥＯ 溶解在 ＤＭＳＯ 中，制备成浓

度为 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的母液，根据实验所需浓度，用培养

基稀释，现配现用。 ＰＭＡ 溶解在 ＤＭＳＯ 中，制备成

浓度为 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的母液，根据实验所需浓度，用培

养基稀释，ｏｘ⁃ＬＤＬ 无需配制，直接使用。

②细胞培养及模型构建。 将 ＴＨＰ⁃１ 细胞置于含

有 １０%胎牛血清（ＦＢＳ）、青霉素 １００ Ｕ ／ ｍＬ 和链霉素

１００ μｇ ／ ｍＬ 的 １６４０ 培养基中，并在 ３７ ℃、５%二氧化

碳的恒温培养箱中进行培养。 为了诱导单核细胞分

化为巨噬细胞，使用 ５０ ｎｇ ／ ｍＬ 的 ＰＭＡ 处理 ＴＨＰ⁃１

细胞，使其分化为 ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞。 随后，将构建完

成的 ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞转移到含有 １００ μｇ ／ ｍＬ ｏｘ⁃ＬＤＬ

的 １６４０ 完全培养基中孵育 ２４ ｈ，成功构建 ＴＨＰ⁃１ 源

性泡沫细胞。

③实验分组。 根据实验需求，将实验分为 ３ 组

进行处理。 ＰＭＡ 组：将 ＴＨＰ⁃１ 源性巨噬细胞在正常

的 １６４０ 完全培养基中培养 ２４ ｈ。 ｏｘ⁃ＬＤＬ 组：将

ＴＨＰ⁃１ 源性巨噬细胞用浓度为 １００ μｇ ／ ｍＬ 的 ｏｘ⁃ＬＤＬ

处理，并在 １６４０ 完全培养基中培养 ２４ ｈ。 药物干预

（ｏｘ⁃ＬＤＬ＋ＬＥＯ）组：找出实验中最佳的 ＬＥＯ 浓度，在

ＴＨＰ⁃１ 源性巨噬细胞中进行预处理 １ ｈ，然后加入

１００ μｇ ／ ｍＬ 的 ｏｘ⁃ＬＤＬ，并在 １６４０ 完全培养基中培养

２４ ｈ。

④ＭＴＴ 检测益母草碱对 ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞和

ＴＨＰ⁃１ 源性泡沫细胞活力的影响。 向对数生长期的

细胞中加入 １００ ｎｇ ／ ｍＬ ＰＭＡ 刺激 ２４ ｈ。 每孔接种

１×１０４个细胞于 ９６ 孔板中，２４ ｈ 贴壁后，弃去培养

基。 分别加入不同浓度（０、１０、２０、４０、８０ μｍｏｌ ／ Ｌ）的

ＬＥＯ 继续培养，并分别于 ２４ ｈ、 ４８ ｈ 进行观察。

ＴＨＰ⁃１ 经 ＰＭＡ 刺激分化为巨噬细胞后，分别加入不

同浓度（０、１０、２０、４０、８０ μｍｏｌ ／ Ｌ）的 ＬＥＯ 处理 １ ｈ ，

每组再分别给予 １００ μｇ ／ ｍＬ 的 ｏｘ⁃ＬＤＬ，孵育 ２４ ｈ、

４８ ｈ分别进行观察。 在培养结束后，向每孔加入

２０ μＬ ＭＴＴ，并继续培养 ４ ｈ，然后弃去上清液，每孔

加入１５０ μＬ ＤＭＳＯ 溶液混合均匀。 用酶标仪在

４９０ ｎｍ波长处测量吸光度（ＯＤ）。

⑤油红 Ｏ 染色观察 ＴＨＰ⁃１ 源性巨噬细胞泡沫化

程度。 取对数生长期的 ＴＨＰ⁃１ 细胞，按分组给药处

理后，缓慢吸去细胞培养液，采用 ＰＢＳ 洗 １ 次，４%多

聚甲醛固定 １０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 漂洗两次。 加入适量的染

色洗涤液覆盖细胞 ２０ ｓ，吸除洗涤液，加入 １ ｍＬ 油

红 Ｏ 染色工作液，染色 ２０ ｍｉｎ。 去除油红 Ｏ 染色工

作液，加入适量染色洗涤液，静置 ３０ ｓ，去除染色洗

涤液，用 ＰＢＳ 洗涤 ２０ ｓ，更换 ＰＢＳ，均匀覆盖细胞，在

显微镜下观察和拍照。

⑥细胞内 ＴＣ、ＴＧ 和细胞上清液中 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８

和 ＬＤＨ 含量测定。 取对数生长期的 ＴＨＰ⁃１ 细胞，按

分组给药处理后，按照试剂盒说明书步骤，检测

ＴＨＰ⁃１ 细胞内 ＴＧ、ＴＣ 水平和细胞上清液中 ＩＬ⁃１β、

ＩＬ⁃１８、ＬＤＨ 的含量。

⑦ＲＯＳ 含量测定。 取对数生长期的 ＴＨＰ⁃１ 细

胞，按分组给药处理后，收集细胞沉淀，ＰＢＳ 洗涤 ３

次，每组加入 ２×１０－６ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＲＯＳ 探针 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ，

避光室温染色 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗涤之后，使用流式细胞

仪检测 ＲＯＳ 水平。

⑧Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验。 取对数生长期的 ＴＨＰ⁃１

细胞，按分组给药处理后，收集细胞沉淀，加入适量

裂解液冰上放置 ３０ ｍｉｎ 后，在 ４ ℃ 条件下，以

１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ的速度离心 ２０ ｍｉｎ，取上清液，采用

ＢＣＡ 法定量。 之后用 １０% ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳分离

１２０ ｍｉｎ，转膜 ７０ ｍｉｎ，５%脱脂牛奶室温封闭 ３ ｈ，加

入一抗 ４ ℃孵育过夜，ＰＢＳＴ 洗 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ，与

二抗室温孵育 １ ｈ，ＰＢＳＴ 洗 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ，加入

ＥＣＬ 发光液，采用免疫印迹成像系统检测目的蛋白。

１．３　 统计学方法

所得数据采用 ＳＰＳＳ ２０．０ 软件进行统计学分析。

采用独立样本 ｔ 检验进行两样本间比较，多组间比较

采用单因素方差分析。 Ｐ＜０．０５ 表示差异具有统计

学意义。

·８４·
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２　 结果

２．１　 ＬＥＯ 对 ＴＨＰ⁃１巨噬细胞存活率的影响

在 ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞中，加入不同浓度的 ＬＥＯ，分

别处理 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ，采用 ＭＴＴ 法检测细胞活性。 如

图 １ 所示，当 ＬＥＯ 浓度为 １０、２０、４０ 和 ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ

时，与仅加入 ＰＭＡ 组相比，ＬＥＯ 对细胞活性并没有

明显的抑制作用。

注：与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＬＥＯ 相比，ｎｓ 表示 Ｐ＞０．０５。

图 １　 不同浓度 ＬＥＯ 对 ＴＨＰ⁃１巨噬细胞存活率的影响

２．２　 ＬＥＯ 可减少 ｏｘ⁃ＬＤＬ 对 ＴＨＰ⁃１巨噬细胞活性的

影响

ＴＨＰ⁃１ 细胞经 ＰＭＡ 刺激为巨噬细胞，在 ｏｘ⁃ＬＤＬ

诱导为泡沫细胞前 １ ｈ，加入不同浓度的 ＬＥＯ 分别处

理 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ，使用 ＭＴＴ 法检测细胞活性。 如图 ２

所示，随着 ＬＥＯ 浓度的递增，细胞活性呈现浓度依

赖性上升。 在 ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＬＥＯ 浓度下，与仅接受

ｏｘ⁃ＬＤＬ 处理组相比较，ＴＨＰ⁃１ 源性泡沫细胞的活性

增强。 基于以上结果，本研究选择 ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的

ＬＥＯ 为后续实验的药物浓度。

注：与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＬＥＯ 相比，∗Ｐ＜０．０５。

图 ２　 不同浓度 ＬＥＯ 对 ＴＨＰ⁃１源性泡沫细胞存活率的影响

２．３　 ＬＥＯ 对 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的 ＴＨＰ⁃１巨噬细胞损伤的

改善效果

显微镜下，ＰＭＡ 组细胞生长正常，而 ｏｘ⁃ＬＤＬ 组

细胞数量减少，生长受抑制，表现为细胞圆润、透明、

膜胀大和内容物溢出，加入 ＬＥＯ 后，这些现象减轻，

结果如图 ３ 所示。 此结果提示，ＬＥＯ 对 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导

的巨噬细胞死亡具有一定的逆转作用。

图 ３　 ｏｘ⁃ＬＤＬ 和 ＬＥＯ 处理后的 ＴＨＰ⁃１细胞形态

２．４　 ＬＥＯ 对 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的 ＴＨＰ⁃１巨噬细胞脂质积

累的影响

油红 Ｏ 染色显示，与 ＰＭＡ 组相比，ｏｘ⁃ＬＤＬ 组的

泡沫细胞和红色脂滴显著增加，经 ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＬＥＯ

处理后，这些脂滴明显减少，泡沫细胞数量降低，结

果如图 ４Ａ、图 ４Ｂ 所示。 ＥＬＩＳＡ 检测结果表明，ｏｘ⁃

ＬＤＬ 处理的 ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞中的总胆固醇和甘油三

酯比 ＰＭＡ 组高，而 ＬＥＯ 可抑制总胆固醇和甘油三酯

的增加，结果如图 ４Ｃ、图 ４Ｄ 所示。 此结果说明，

ＬＥＯ 能减少 ＴＨＰ⁃１ 源性泡沫细胞脂质沉积。
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注：Ａ．油红 Ｏ 染色；Ｂ．脂滴相对面积；Ｃ．ＴＣ 含量（以蛋白质计）；Ｄ．ＴＧ 含量（以蛋白质计）。 与 ｏｘ⁃ＬＤＬ 组相比，∗Ｐ＜０．０５，∗∗Ｐ＜０．０１。
图 ４　 ＬＥＯ 对 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的 ＴＨＰ⁃１巨噬细胞脂质积累的影响

２．５　 ＬＥＯ 对 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的 ＴＨＰ⁃１巨噬细胞焦亡的
影响

如图 ５Ａ、图 ５Ｂ、图 ５Ｃ 所示， ｏｘ⁃ＬＤＬ 增加了

ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞中 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 和 ＬＤＨ 的释放。 然

而，ＬＥＯ 的应用可有效降低这些指标。 如图 ５Ｄ、图

５Ｅ 所示， ＬＥＯ 还能抑制 ｏｘ⁃ＬＤＬ 引起的 Ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 和 Ｎ⁃ＧＳＤＭＤ 表达增加，减少细胞焦亡。
这表明 ＬＥＯ 可能通过减少细胞焦亡蛋白来阻止 ｏｘ⁃
ＬＤＬ 诱导的 ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞焦亡。

注：Ａ．ＩＬ⁃Ｉβ 含量；Ｂ．ＩＬ⁃１８ 含量；Ｃ．ＬＤＨ 活力；Ｄ．目的条带；Ｅ．灰度值定量分析。 与 ｏｘ⁃ＬＤＬ 组相比，∗Ｐ＜０．０５，∗∗Ｐ＜０．０１。
图 ５　 ＬＥＯ 对 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的 ＴＨＰ⁃１巨噬细胞焦亡的影响

·０５·
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２．６　 ＬＥＯ 对 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的 ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞 ＲＯＳ
的影响

根据前面结果，观察到 ＴＨＰ⁃１ 源性泡沫细胞的

形成，并且可能发生了细胞焦亡，细胞焦亡的发生通

常伴随着细胞内 ＲＯＳ 的累积。 流式细胞术检测

ＲＯＳ 水平显示，经过 ｏｘ⁃ＬＤＬ 处理后的巨噬细胞与

ＰＭＡ 组相比，细胞内 ＲＯＳ 生成显著增加，结果如图 ６

所示。 然而，在 ｏｘ⁃ＬＤＬ＋ＬＥＯ 组中，与 ｏｘ⁃ＬＤＬ 组相

比，细胞内升高的 ＲＯＳ 水平得到有效抑制。 这表明

ＬＥＯ 能够显著抑制 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的 ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞

内 ＲＯＳ 生成增加。

注：与 ｏｘ⁃ＬＤＬ 组相比，∗Ｐ＜０．０５。

图 ６　 ＬＥＯ 对 ＴＨＰ⁃１源性泡沫细胞 ＲＯＳ 的影响

３　 讨论
ＡＳ 是由大中型动脉内的脂质沉积和斑块累积

引起的疾病，是心脑血管疾病发生的主要原因［２０］。
巨噬细胞是 ＡＳ 中关键的参与者，是动脉壁内主要的

免疫细胞，能产生促炎因子并广泛参与脂质蓄积及

血管内皮重塑等过程［２１］。 其中，ｏｘ⁃ＬＤＬ 在促进巨噬

细胞向泡沫细胞转化的过程中发挥着关键作用，这
一过程对于动脉粥样硬化的发展至关重要，并且一

直是研究焦点［２２－２３］。 巨噬细胞持续吞噬大量的 ｏｘ⁃
ＬＤＬ，细胞内脂质输入和输出不平衡，导致细胞内脂

质代谢的紊乱，大量的脂质蓄积致使巨噬细胞的迁

移能力减弱，形成泡沫细胞，最终演变为粥样斑

块［２４］。 本研究采用油红 Ｏ 染色研究 ＬＥＯ 对 ｏｘ⁃ＬＤＬ
诱导的泡沫细胞生成的影响。 结果显示，在 ＰＭＡ 组

细胞内有较少的红色脂滴，ｏｘ⁃ＬＤＬ 组细胞内红色脂

滴显著增多，ＬＥＯ 干预后，红色脂滴明显减少，说明

ＬＥＯ 可有效抑制 ＴＨＰ⁃１ 源性泡沫细胞的脂质蓄积。
同时对细胞中的 ＴＣ、ＴＧ 进行检测，发现经过 ｏｘ⁃ＬＤＬ
处理的 ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞中，ＴＣ 和 ＴＧ 的含量明显增

加，使用 ＬＥＯ 干预后，这种增加趋势被有效抑制。

本研究结果显示，ＬＥＯ 可以抑制 ＴＨＰ⁃１ 源性泡沫细

胞内脂质沉积，降低泡沫化水平。 这些观察结果揭

示了 ＬＥＯ 参与影响 ＴＨＰ⁃１ 源性泡沫细胞的形成，而
具体的调控机制有待进一步研究。

除脂质代谢紊乱外，慢性炎症也在 ＡＳ 的发展中

起着至关重要的作用［２５］。 脂质蓄积进一步加重时，
会引起粥样斑块中的巨噬细胞 ／泡沫细胞发生死亡，

并释放大量促炎因子，导致斑块失稳，引起继发性病

变［２６］。 有研究［２７－２９］ 表明，ＡＳ 会出现多种类型巨噬

细胞死亡，如凋亡、坏死、焦亡、铁死亡等。 细胞焦亡

又称为炎症相关性死亡［３０］，其形态特征为光镜下细

胞体积增大、质膜破裂、细胞内容物和促炎因子（如
ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 和 ＬＤＨ）迅速释放。 本研究中，ＬＥＯ 可

逆转 ｏｘ⁃ＬＤＬ 导致的细胞生长抑制以及细胞死亡，并

且可降低 ｏｘ⁃ＬＤＬ 导致的 ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞中炎性因

子及 ＬＤＨ 表达水平的升高。 细胞焦亡所致的促炎

性细胞程序性死亡与 ＮＬＲＰ３ 密切相关，它的激活受

多种因素的调控［２６，３１］。 被激活后的 ＮＬＲＰ３ 炎症小

体，会活化 Ｃａｓｐａｓｅ１ 和 ＧＳＤＭＤ，从而诱导细胞焦

亡［３２－３３］。 本研究中，ＬＥＯ 处理会下调 ＮＬＲＰ３ 的蛋白

·１５·
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表达，它的下调提示 ＮＬＲＰ３ 炎症小体的活性降低，

同时发现其下游被激活的 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 和 ＧＳＤＭＤ 也被

ＬＥＯ 抑制。 以上结果说明，ＬＥＯ 抗 ＡＳ 的作用可能与

其抑制 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的巨噬细胞焦亡有关。

众多研究［３４－３６］表明，细胞焦亡的发生常常伴随

着细胞内氧化水平过度，即 ＲＯＳ 的水平上调。 当使

用 Ｎ⁃乙酰半胱氨酸等抗氧化剂清除胞内过高 ＲＯＳ

水平时，ＮＬＲＰ３ 的蛋白表达也呈现下降趋势，细胞焦

亡被抑制，因此异常 ＲＯＳ 水平被认为是下游 ＮＬＲＰ３

炎症小体激活的信号［３７］。 本实验检测了细胞内

ＲＯＳ 含量，结果表明，ＬＥＯ 预先干预可以有效抑制

ｏｘ⁃ＬＤＬ 引起细胞内 ＲＯＳ 水平的升高。 以上体外实

验结果表明，ＬＥＯ 可抑制 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的 ＴＨＰ⁃１ 源性

泡沫细胞的脂质沉积、ＲＯＳ 生成和细胞焦亡。

４　 结论
ＬＥＯ 能够降低 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的 ＴＨＰ⁃１ 源性泡沫

细胞的脂质沉积和泡沫化程度，同时减少 ＴＨＰ⁃１ 源

性巨噬细胞中 ＲＯＳ 的生成和抑制细胞焦亡的发生，

这些结果为 ＬＥＯ 在心脑血管疾病中的抗动脉粥样

硬化作用提供了新的理论支持。
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