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在动脉粥样硬化斑块的形成过程中，其诱发因素较

多，氧化低密度脂蛋白（ｏｘ－ＬＤＬ）诱导的炎性损伤是其
中最重要的因素，其作用机制表现为：ｏｘ－ＬＤＬ作用→
巨噬细胞进入血管内皮→形成泡沫细胞→粥样硬化斑
块形成犤１犦。ｏｘ－ＬＤＬ与血管炎性反应密切相关，单核细

胞趋化因子１（ＭＣＰ－１）、白细胞介素６（ＩＬ－６）、肿瘤坏
死因子－α（ＴＮＦ－α）等均为常见炎性因子，其表达会直
接影响细胞膜脂质过氧化而损伤血管内膜，进而参与到

动脉粥样硬化斑块的形成中犤２－３犦。虎黄烧伤搽剂为中医

常见制剂，具有泻火解毒、凉血活血、消肿止痛、燥湿敛

白藜芦醇苷在增强ｏｘ－ＬＤＬ诱导ＴＨＰ－１巨噬细胞增殖
能力及抑制炎性因子表达中的作用

石春林 １，沙前坤 ２，陈 瑾 ３，刘 俊 ４△

（１．重庆市永川区人民医院，重庆 ４０２１００； ２．重庆央都生物研究院药学部，重庆 ４０８０００； ３．重庆医科大
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摘要：目的 探讨虎黄烧伤搽剂中白藜芦醇苷在增强氧化低密度脂蛋白（ｏｘ－ＬＤＬ）诱导 ＴＨＰ－１巨噬细胞增殖能力及抑制炎性因子表
达中的作用。方法 选取 ＴＨＰ－１巨噬细胞进行培养，并分为对照组、ｏｘ－ＬＤＬ组和白藜芦醇苷组。采用 ＣＣＫ－８法检测３组ＴＨＰ－１巨
噬细胞的增殖活性和单核细胞趋化因子１（ＭＣＰ－１）、白细胞介素６（ＩＬ－６）、肿瘤坏死因子－α（ＴＮＦ－α）水平。结果 ＴＨＰ－１巨噬细胞
增殖活性与 ｏｘ－ＬＤＬ处理浓度和时间呈相关性，浓度越高，时间越长，增殖活性越强；与 ｏｘ－ＬＤＬ处理组相比，白藜芦醇苷组处理 ４ｈ
后，ＴＨＰ－１巨噬细胞增殖能力均有不同程度的升高，其中 ５０μｍｏｌ／Ｌ白藜芦醇苷组细胞增殖活性变化最明显；ｏｘ－ＬＤＬ组 ＭＣＰ－１，

ＩＬ－６，ＴＮＦ－α炎性因子水平均高于对照组（Ｐ＜０．０５）；白藜芦醇苷组 ＭＣＰ－１，ＩＬ－６，ＴＮＦ－α炎性因子水平高于对照组，但低于

ｏｘ－ＬＤＬ组（Ｐ＜０．０５）。结论 虎黄烧伤搽剂中的白藜芦醇苷能增强 ＴＨＰ－１巨噬细胞的增殖活性，抑制炎性因子的表达，可能与减少

ｏｘ－ＬＤＬ诱导有关。
关键词：虎黄烧伤搽剂；白藜芦醇苷；氧化低密度脂蛋白；ＴＨＰ－１巨噬细胞；增殖能力；炎性因子
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浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）

０
３０
９０

４ｈ
１．２１±０．３２
１．３０±０．３８
１．３８±０．４２

ＴＨＰ－１巨噬细胞增殖活性（Ａ）

８ｈ
１．３５±０．４１
１．３７±０．４２
１．４５±０．４７

１６ｈ
１．３９±０．４３
１．５０±０．５１
１．４１±０．４３

表１ ｏｘ－ＬＤＬ诱导ＴＨＰ－１巨噬细胞增殖活性的时间
和浓度依赖性（Ｘ±ｓ）

疮等功效，含有多酚类植物抗毒素白藜芦醇苷。白藜芦

醇苷是组蛋白去乙酰化酶沉默信息调控因子（ＳＩＲＴ１）家
族的主要激动剂，有保护心肌、延缓衰老及抗炎抗氧化

作用犤４－５犦。刘雅倩等犤６犦的研究指出，白藜芦醇苷能增强

ＴＨＰ－１巨噬细胞的增殖能力，抑制炎性因子的表达，但
其作用机制尚不明确。动物实验表明，白藜芦醇苷能通

过调控 ＳＩＲＴ１蛋白对 ｏｘ－ＬＤＬ诱导 ＴＨＰ－１巨噬细胞
的增殖能力起到有效作用犤７犦，也能抑制炎性因子的产

生，但由于国内相关文献报道不多见，具可靠性和真实

性有待进一步证实。本研究中探讨了白藜芦醇苷对巨噬

细胞增殖、炎性细胞因子的干预作用及作用机制。现报

道如下。

１ 材料与方法

１．１ 仪器与试药
仪器：ＴＰ－１２００Ｃ型电子天平（湘仪天平仪器设备

有限公司，精度为 ０．０１ｇ）；１６５８００１型电泳仪（美国
Ｂｉｏ－Ｒａｄ有限公司）；ＰＹ－１６型恒温培养箱（南京畅翔
仪器设备有限公司）；ＷＤ－９４０５Ｆ型脱色摇床（北京六一
生物科技有限公司）；１２６０型高效液相色谱仪（美国安捷
伦公司）；ＳＡＴ－６８０Ｔ型酶标仪（上海巴玖实业有限公司）。

试药：ＴＨＰ－１人单核细胞株（中科院上海细胞生物
所细胞中心）；虎黄烧伤搽剂（重庆喜旋生物科技有限公

司，国药准字Ｚ２００１０１５１，规格为每瓶５０ｍＬ）；白藜芦醇
苷（中国药品生物制品检定所，纯度大于 ９８％，规格为
每瓶 ２０ｍｇ）；ＲＰＭＩ－１６４０培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；
ＴＮＦ－α及 ＩＬ－６酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）试剂盒
（深圳晶美生物有限公司）；ＣＣＫ－８法细胞增殖检测试
剂盒，生物素标记的山羊抗兔二抗或生物素标记的山羊

抗小鼠二抗，ＨＲＰ标记的链霉亲和素（北京中杉金桥生
物技术有限公司）。

１．２ 方法
１．２．１ ＴＨＰ巨噬细胞制备

细胞复苏后均匀平铺于培养基中，加入含１００ｍＬ／Ｌ
胎牛血清的培养液，置含５０ｍＬ／ＬＣＯ２的 ３７℃电热恒
温箱孵育，细胞汇合至０左右，以２×１０４个／ｍＬ细胞数
接种于９６孔板，每孔１００μＬ，包含１６０ｎｍｏｌ／ＬＰＭＡ培
养液，置含 ５０ｍＬ／ＬＣＯ２培养箱中诱导贴壁 ３６ｈ，弃培
养液，每孔再加入培养液 １００μＬ。在白藜芦醇苷处理前
添加０，３０，９０μｍｏｌ／Ｌｏｘ－ＬＤＬ对巨噬细胞预处理４ｈ，
用 ５，２５，５０μｍｏｌ／Ｌ白藜芦醇苷分别处理巨噬细胞 ４，
８，１６ｈ。将所有ＴＨＰ－１巨噬细胞分为３组。对照组仅加
入普通培养基，ｏｘ－ＬＤＬ组加入 ｏｘ－ＬＤＬ，白藜芦醇苷
组加入白藜芦醇苷。以白藜芦醇苷作为标准品，采用高

效液相色谱牗ＨＰＬＣ牘法对虎黄烧伤搽剂中的白藜芦醇苷
进行含量测定犤８－９犦。

１．２．２ 细胞增殖活性检测

将各处理组终点细胞，在 ９６孔板加入 １００μＬ
ＣＣＫ－８工作液，置 ３７℃恒温箱孵育过夜。次日，避光
采用酶标仪于４５０ｎｍ波长处检测各细胞标本的吸光度
（Ａ）值。
１．２．３ 炎性因子水平测定

收集处理后的细胞，用蛋白提取试剂盒分别提取

细胞总蛋白及核蛋白，用ＢＣＡ法进行蛋白质定量。取蛋
白质４０μｇ，１０％十二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电
泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）分离，蛋白质电转移至聚偏二氟乙烯
膜（ＰＶＤＦ）上，牛血清白蛋白（ＢＳＡ）室温封闭 ２ｈ，加入
一抗，分别加入小鼠抗 ＭＣＰ－１抗体（１∶５００）、小鼠抗
ＩＬ－６抗体（１∶１０００）、小鼠抗 ＴＮＦ－α抗体（１∶８００），
室温孵育１２ｈ，ＴＢＳＴ缓冲液洗膜３０ｍｉｎ；加入辣根过氧
化物酶标记的二抗，室温孵育２ｈ；ＴＢＳＴ洗膜３０ｍｉｎ，采
用蛋白质印迹（ＷＢ）荧光检测试剂激发荧光，显示于 Ｘ
光片，显影，定影，进行图像分析。

１．３ 统计学处理
采用 ＳＰＳＳ２３．０统计学软件分析。计量资料以

Ｘ±ｓ表示，行 ｔ检验；计数资料以百分比牗％牘表示，行
χ２检验。呈非正态分布数据，多组间比较采用Ｏｎｅ－ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ检验，组间两两比较行 ＳＮＫ法。相关性分析采
用Ｐｅａｒｓｏｎ法。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２ 结果

２．１ 在ｏｘ－ＬＤＬ诱导ＴＨＰ－１巨噬细胞增殖能力中的作用
采用 ０，３０，９０μｍｏｌ／Ｌｏｘ－ＬＤＬ对 ＴＨＰ－１巨噬细

胞预处理 ４ｈ后，采用 ５，２５，５０μｍｏｌ／Ｌ白藜芦醇苷分
别处理巨噬细胞，于 ４，８，１６ｈ时分别检测细胞增殖活
性。结果显示，ＴＨＰ－１巨噬细胞增殖活性与ｏｘ－ＬＤＬ处
理浓度和时间有一定相关性，除去９０μｍｏｌ／Ｌｏｘ－ＬＤＬ
处理１６ｈＴＨＰ－１巨噬细胞的增殖活性低于８ｈ外，其余
均表现为浓度越高，时间越长，增殖活性越强。详见表１。

选择 ９０μｍｏｌ／Ｌｏｘ－ＬＤＬ，进一步分析白藜芦醇苷
在增强 ｏｘ－ＬＤＬ诱导 ＴＨＰ－１巨噬细胞增殖能力中的
作用。在ｏｘ－ＬＤＬ处理后，添加５，２５，５０μｍｏｌ／Ｌ３种浓
度的白藜芦醇苷处理 ４ｈ后，ＴＨＰ－１巨噬细胞增殖活
性分别为 牗１．２５±０．３４牘Ａ，牗１．３６±０．４１牘Ａ，牗１．４９±
０．５１牘Ａ。结果显示，与 ｏｘ－ＬＤＬ处理组相比，白藜芦醇
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表２ ３组相关炎性因子水平比较（Ｘ±ｓ，ｎｇ／Ｌ）

注：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；与 ｏｘ－ＬＤＬ组，△Ｐ＜０．０５。

对照组 ｏｘ－ＬＤＬ组 白藜芦醇苷组

Ａ

Ｂ

Ｃ

Ａ．ＭＣＰ－１ Ｂ．ＩＬ－６ Ｃ．ＴＮＦ－α
图１ 巨噬细胞 ＭＣＰ－１，ＩＬ－６，ＴＮＦ－α蛋白水平

组别

对照组

ｏｘ－ＬＤＬ组
白藜芦醇苷组

ＭＣＰ－１
１２．５４±３．６７
２７．４１±８．１２

１６．５８±４．９１△

ＩＬ－６
６５．４５±１３．４７
１０２．６２±２３．０８

８４．１５±２０．６４△

ＴＮＦ－α
１．６５±０．５４
２．８９±０．７６

２．０３±０．６１△

苷的浓度达到５０μｍｏｌ／Ｌ时，其对 ＴＨＰ－１巨噬细胞增
殖活性的影响最显著。

２．２ 白藜芦醇苷在增强 ｏｘ－ＬＤＬ抑制炎性因子表达
中的作用

ｏｘ－ＬＤＬ组的ＭＣＰ－１，ＩＬ－６，ＴＮＦ－α炎性因子水
平均高于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。白藜
芦醇苷组ＭＣＰ－１，ＩＬ－６，ＴＮＦ－α炎性因子水平高于对
照组，但低于ｏｘ－ＬＤＬ组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），
提示白藜芦醇苷能抑制炎性因子的表达，其中可能与增

强ｏｘ－ＬＤＬ诱导有关。详见表２和图１。

３ 讨论

巨噬细胞介导冠状动脉粥样硬化的进展是冠状动

脉粥样硬化性心脏病（简称冠心病）的主要病理机制。脂

质蛋白被氧化修饰作用后，会入侵受损的内皮细胞，在

趋化因子的作用下导致单核细胞发生迁移至内膜下，单

核细胞膜体与 ｏｘ－ＬＤＬ相结合，分化成巨噬细胞，并分
泌多种促炎因子，较常见的有 ＩＬ－６，ＩＬ－８，ＴＮＦ－α
等，使平滑肌层细胞迁移、内皮细胞增生，增加粥样斑块

的不稳定性犤１０－１１犦。可见，单核巨噬细胞的功能状态直接影

响斑块的稳定性。因此，干预冠状动脉粥样硬化必须对巨

噬细胞进行干预，以此提升治疗效果，达到治疗目的。

在巨噬细胞的分化过程中，ｏｘ－ＬＤＬ具有至关重要
的作用犤１２犦。借助巨噬细胞与内皮整合素家族受体结合，

ｏｘ－ＬＤＬ能诱导局部促进炎性反应损伤血管内膜，产生
一系列细胞分化增殖异常反应犤１３犦。ＭＡ等犤１４犦研究认为，

ｏｘ－ＬＤＬ是促使巨噬细胞参与形成不稳定斑块的重要
因素，诱导斑块周边细胞增殖与过度凋亡，增加了脂质

池内部的容积，减少了纤维帽钙化的硬度。本研究结果

显示，ＴＨＰ－１巨噬细胞增殖效应与 ｏｘ－ＬＤＬ呈一定的
时间和浓度依赖性。其中，３０μｍｏｌ／Ｌ干预 １６ｈ时增殖
效果最显著。进一步分析炎性因子水平的变化情况发

现，ＩＬ－６，ＴＮＦ－α等水平在 ｏｘ－ＬＤＬ作用后均有不同
程度的升高，证实了 ｏｘ－ＬＤＬ诱导巨噬细胞增殖与炎
性因子的介导有关。ＭＣＰ－１是核因子 κＢ（ＮＦ－κＢ）的
调控关键糖蛋白，是炎症介导通路中的关键靶点，能直

接诱导单核巨噬细胞趋化迁移，对ＩＬ－６，ＴＮＦ－α炎性细
胞因子的表达具有激活作用犤１５犦。ＳＨＡＹＧＡＮＮＩ等犤１６犦研究

发现，动脉粥样硬化斑块的形成过程中，会被过度修饰

的脂质蛋白直接激活炎症通路，使ＭＣＰ－１的表达得到
增加，发生平滑细胞的过度增殖。本研究结果显示，在

ｏｘ－ＬＤＬ作用下，除 ＩＬ－６和 ＴＮＦ－α上升外，ＭＣＰ－１
也明显增加，表明 ｏｘ－ＬＤＬ诱导巨噬细胞的增殖，与
ＭＣＰ－１的表达密切相关。白藜芦醇苷是一种多酚类中
药提取物，是ＳＩＲＴ１的有效激活剂，可改善细胞代谢，对
自噬水平的调控也有一定作用。研究表明，白藜芦醇苷

能有效抑制ＮＦ－κＢ的活性水平，促进谷胱甘肽过氧化
物酶的表达犤１７犦。本研究结果显示，白藜芦醇苷作用后，

巨噬细胞明显增殖，同时 ＭＣＰ－１，ＩＬ－６，ＴＮＦ－α炎性
细胞因子水平明显下降，进一步证实了白藜芦醇苷在

ｏｘ－ＬＤＬ诱导巨噬细胞增殖中的作用，抗炎性细胞因子
表达的效应被抑制。

综上所述，虎黄烧伤搽剂中白藜芦醇苷能增强

ＴＨＰ－１巨噬细胞的增殖能力，抑制炎性因子的表达，可
能与减少ｏｘ－ＬＤＬ诱导有关。
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