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冠心平含药血清对氧化低密度脂蛋白诱导的

ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞泡沫化的影响

周冠进１，严　飞１，孙玉婷２，陈韦凯２，掌琳惠２，袁冬平２，刘福明３

（１．涟水县中医院，江苏 淮安　２２３４００；２．南京中医药大学，江苏 南京　２１００２３；

３．南京中医药大学附属医院，江苏 南京　２１００２３）

［摘要］目的　观察冠心平含药血清对氧化低密度脂蛋白（ｏｘｉｄｉｚｅｄｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ｏｘ

ＬＤＬ）诱导的ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞泡沫化的调控作用。方法　将ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞分为对照

组，模型组，冠心平含药血清低、中、高剂量组，以８０μｇ／ｍＬｏｘＬＤＬ刺激２４ｈ，诱导巨噬细胞泡沫

化模型，采用不同浓度冠心平含药血清进行干预。油红Ｏ染色观察巨噬细胞内脂滴形成；ＥＬＩＳＡ

法检测巨噬细胞内游离胆固醇（ｆｒｅｅｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＦＣ）与胆固醇酯（ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｅｓｔｅｒａｓｅ，ＣＥ）的表达

水平；实时荧光定量ＰＣＲ法检测巨噬细胞清道夫受体 Ａ（ｓｃａｖｅｎｇｅｒｒｅｃｅｐｔｏｒＡ，ＳＲＡ）和ＣＤ３６

ｍＲＮＡ表达水平。结果　冠心平中、高剂量能够显著减少巨噬细胞泡沫化；低剂量显著增加巨噬

细胞ＦＣ水平（犘＜０．０５），高剂量显著降低巨噬细胞ＣＥ水平（犘＜０．０５）；冠心平高剂量显著增加

ＳＲＡｍＲＮＡ表达水平（犘＜０．０５），低、中、高剂量均显著增加ＣＤ３６ｍＲＮＡ表达水平（犘＜０．０５）。

结论　冠心平能够抑制巨噬细胞的泡沫化，这或许是冠心平治疗动脉粥样硬化的潜在机制之一。

［关键词］冠心平；动脉粥样硬化；巨噬细胞；泡沫化

［中图分类号］Ｒ５４１．４　［ＤＯＩ］１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．２０９５７２４６．２０２１．０４．０１９

　　冠心平由黄精、当归、三七、瓜萎皮、甘松五味药

组成，适用于气阴两虚、痰瘀互阻型稳定心绞痛，同

时还可作为心肌梗死的辅助用药，改善预后［１］。前

期临床和动物实验结果［２］表明，其具有调节血脂、抗

血小板、抗血液黏稠度增高、抗氧化和保护血管内皮

细胞功能等作用。

血液中的单核细胞在受到相关信号刺激后聚集

到血管内壁，发育成为巨噬细胞，巨噬细胞吞噬并处

理脂质；但当脂质水平过高、超过巨噬细胞的处理能

力时，巨噬细胞产生泡沫化，进一步发展为泡沫细

胞，使脂质在血管内壁不断堆积，加剧动脉粥样硬化

（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）疾病进程
［３］。因此，进一步研

究冠心平对巨噬细胞泡沫化进程的调控将有助于

ＡＳ的防治。

１　材料

１．１　药品和试剂　冠心平片（药物批准文号：苏药

制字Ｚ０４０００５１５；批号：１８１２００８），药片研磨成粉末

基金项目：江苏省重点研发计划项目（ＢＥ２０２０６８３）；江苏省

中医药科技发展计划重点项目（ＺＤ２０１９０６）；江苏省中

医院创新发展基金项目（Ｙ２０１９ＣＸ２０）

作者简介：周冠进（１９８４），男，硕士研究生

通信作者：刘福明（１９６６），男，博士，主任中医师，博士研究

生导师，ｄｏｃｔｏｒ．ｌｉｕｆｕｍｉｎｇ＠ｏｕｔｌｏｏｋ．ｃｏｍ

后溶于蒸馏水并进行梯度稀释。ＤＭＥＭ 培养基、胎

牛血清：美国Ｇｉｂｃｏ公司；青霉链霉双抗溶液：美国

Ｔｈｅｒｍｏ公司；磷酸盐缓冲液粉末：博士德生物工程

有限公司；油红Ｏ粉末：北京索莱宝科技有限公司；

游离胆固醇（ｆｒｅｅｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＦＣ）检测试剂盒、胆固

醇酯（ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｅｓｔｅｒａｓｅ，ＣＥ）检测试剂盒：南京建

成生物工程研究所；ＴＲＩｚｏｌ试剂：Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；ＤＥＰＣ

水（批 号 ７１０２７２２３）、ＴｒｉｓＥＤＴＡ 缓 冲 液 （批 号

６９０９７４２２）：Ｂｉｏｓｈａｒｐ；三氯甲烷（批号２０１３０９１６）：

上海 凌 峰 化 学 试 剂 有 限 公 司；异 丙 醇 （批 号

２０１９０２２７）、无水乙醇（批号２０１９０９２０）：国药集团化

学试剂有限公司；５Ｘ ＡｌｌＩｎＯｎｅ逆转录试剂盒

（Ｇ４９０）、ＥｖａＧｒｅｅｎ２ＸｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘＬｏｗＲＯＸ

试剂盒（ＭａｓｔｅｒＭｉｘＬＲ）：Ａｂｍ；ＰＣＲ引物：上海生

工生物工程股份有限公司。

１．２　仪器　ＮａｎｏＤｒｏｐＯｎｅ微量紫外可见光分光

光度计、ＲｅｖｃｏＵＬＴ 超低温冰箱、ＨｅｒａｅｕｓＭｕｌｔｉ

ｆｕｇｅＸ１Ｒ离心机：美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；Ｉｎｆｉ

ｎｉｔｅＭ２００ＰＲＯ多功能酶标仪：瑞士ＴＥＣＡＮ公司；

５４１７Ｒ高速冷冻离心机：德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；Ｖｅｒ

ｉｔｉ９６ＷｅｌｌＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒ梯度ＰＣＲ仪、７５００荧光

实时定量ＰＣＲ仪：美国ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司。

２　方法

２．１　冠心平含药血清获取　冠心平片按标示量研

９７
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磨成粉末，蒸馏水溶解，４℃保存，使用前３７℃水浴

温热。１２只ＳＤ大鼠［１８０～２００ｇ，雄性，ＳＰＦ级，合

格证号为 １１０３２４１９１１００６１８２，生产许可证号为

ＳＣＸＫ（京）２０１６—０００２］，购自青龙山实验动物繁殖

场，饲养于南京中医药大学实验室。适应性喂养３ｄ

后，将大鼠分为空白组、冠心平低剂量组（０．４０５

ｇ／ｋｇ）、冠心平中剂量组（０．８１０ｇ／ｋｇ）、冠心平高剂

量组（１．６２０ｇ／ｋｇ），每组３只。冠心平各剂量组连

续４ｄ灌胃给药，空白组给予蒸馏水，末次给药１ｈ

后，戊巴比妥钠麻醉，腹主动脉采血，血液于室温静

置２ｈ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，分离血清，血清５６

℃热灭活３０ｍｉｎ，０．２２μｍ滤膜过滤除菌后于－８０

℃分装保存备用。

２．２　ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞培养　细胞复苏：冻存

的巨噬细胞于３７℃水浴中迅速解冻，将细胞转移到

装有２ｍＬ全血清培养液的１５ｍＬ离心管。８００

ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后弃上清，加入１ｍＬ全血清培养

液重悬混匀后加入培养皿，摇匀。在３７ ℃、５％

ＣＯ２ 细胞培养箱内培养，第２天更换培养基，细胞生

长到对数生长期进行传代。

细胞传代：吸取一部分培养基，用剩余培养基将

贴壁细胞吹落，置于显微镜下摇晃观察；将含有细胞

的培养基吸入１５ｍＬ至离心管，离心，贴好封口膜，

离心条件为２５℃、８００ｒ／ｍｉｎ、５ｍｉｎ；离心结束后，

弃去上清，向细胞沉淀中加入１ｍＬ全血清培养液

重悬，吹匀；将吹匀的１ｍＬ细胞分别加入培养皿

中，并加入新鲜全血清培养液８ｍＬ，混匀。放入３７

℃、５％ＣＯ２ 培养箱进行培养。

２．３　巨噬细胞泡沫化　取ＲＡＷ２６４．７细胞悬液，

调整密度为１．０×１０５／ｍＬ，接种于含培养基的２４孔

板中，每个孔接种１ｍＬ（含１００μＬ冠心平各剂量组

含药血清），细胞分为空白组，模型组，冠心平含药血

清低、中、高剂量组，贴壁培养１２ｈ，吸除原培养基，

除空白组外，其余各组加入氧化低密度脂蛋白（ｏｘｉ

ｄｉｚｅｄｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ｏｘＬＤＬ）８０μｇ／ｍＬ

诱导巨噬细胞泡沫化，作用２４ｈ。

２．４　油红Ｏ染色ＲＡＷ２６４．７细胞　取ＲＡＷ２６４．７

细胞悬液，调整密度为１．０×１０５／ｍＬ，接种于含培养

基的２４孔板中，每个孔接种１ｍＬ，细胞分为空白

组，模型组，冠心平含药血清低、中、高剂量组，贴壁

培养１２ｈ，吸除原培养基，除空白组外，其余各组加

入ｏｘＬＤＬ（８０μｇ／ｍＬ）诱导巨噬细胞泡沫化，作用

２４ｈ，空白组和模型组加入新鲜全血清培养液，药物

干预组加入高、中、低剂量的冠心平含药血清作用于

细胞，２４ｈ后进行油红Ｏ染色。

２．５　巨噬细胞胆固醇水平检测　ＲＡＷ２６４．７巨噬

细胞接种于６孔板，每孔接种２ｍＬ，将细胞密度调

整为每孔１×１０５，贴壁１２ｈ，次日早上吸走原培养

基，除了空白组加入新鲜全血清培养液，其余各组给

予ｏｘＬＤＬ（８０μｇ／ｍＬ），刺激细胞２４ｈ后，药物组

加入１０％不同浓度冠心平含药血清作用于细胞，作

用２４ｈ后按试剂盒说明书测定胆固醇水平，包括

ＦＣ与ＣＥ。

２．６　实时荧光定量ＰＣＲ法检测巨噬细胞清道夫受

体Ａ（ｓｃａｖｅｎｇｅｒｒｅｃｅｐｔｏｒＡ，ＳＲＡ）与ＣＤ３６ｍＲＮＡ

表达水平　ＴＲＩｚｏｌ法提取细胞ＲＮＡ。细胞培养于

６孔板，药物处理结束后弃去培养上清，１ｍＬＴＲ

Ｉｚｏｌ试剂加入细胞中，充分吹打，收集溶液于离心管

内，１２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃高速离心，收集上清，用三氯

甲烷去除苯酚等有机相后，加入异丙醇将ＲＮＡ与

水相分离，获得ＲＮＡ沉淀。７５％乙醇清洗ＲＮＡ后

控干，ＤＥＰＣ水溶解。微量紫外分光光度计检测

ＲＮＡ浓度，用ＤＥＰＣ水将ＲＮＡ定量为１０ｎｇ／μＬ。

按试剂说明书要求加入预混的逆转录试剂和ＲＮＡ，

用梯度ＰＣＲ仪将 ＲＮＡ 逆转录为互补 ＤＮＡ（ｃＤ

ＮＡ）。选用特异性ＰＣＲ扩增引物，根据实时荧光定

量ＰＣＲ试剂盒说明书要求，使用 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ

７５００实时荧光定量ＰＣＲ仪进行扩增反应。ｍＲＮＡ

相对 表 达 量 通 过 ２－ΔΔ犆Ｔ 法 计 算，内 参 基 因 为

ＧＡＰＤＨ。

２．７　统计学方法　使用ＳＰＳＳ１７．０统计学软件分

析数据。连续型变量采用“均数±标准差（珚狓±狊）”进

行统计学描述。两组均数比较使用两个独立样本狋

检验，多组均数比较使用单因素方差分析。采用双

侧检验，犘＜０．０５表示差异有统计学意义。

３　结果

３．１　冠心平含药血清减少巨噬细胞的泡沫化　与

空白组相比，模型组巨噬细胞大量红染脂滴，代表泡

沫化程度明显；与模型组比较，冠心平含药血清低、

中、高剂量组均减轻了巨噬细胞泡沫化情况，其中尤

以中、高剂量组效果最为明显。见图１。

３．２　冠心平含药血清调节巨噬细胞胆固醇水平　与

模型组比较，冠心平含药血清低剂量组巨噬细胞ＦＣ水

平显著增加（犘＜０．０５）；冠心平含药血清高剂量组巨噬

细胞ＣＥ水平显著降低（犘＜０．０５）。见表１。

３．３　冠心平含药血清增加泡沫细胞相关因子表达

水平　与模型组比较，冠心平含药血清高剂量组

ＳＲＡｍＲＮＡ表达水平显著增加（犘＜０．０５）；冠心

０８
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平含药血清低、中、高剂量组ＣＤ３６ｍＲＮＡ表达水

平均显著增加（犘＜０．０５）。见表２。

　　注：Ａ．空白组；Ｂ．模

型组；Ｃ．冠心平含药血清

低剂量组；Ｄ．冠心平含药

血清中剂量组；Ｅ．冠心平

含药血清高剂量组

　　图１　冠心平含药血清对巨噬细胞泡沫化的影响

（油红Ｏ染色，１０×２０倍）

表１　冠心平含药血清对巨噬细胞胆固醇

水平的影响（珚狓±狊）

组　别 狀
ＦＣ／

（ｍｍｏｌ／Ｌ）
ＣＥ／

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

空　白 ３ ７４．５１±３３．３０ ７．５９５±１．６９６

模　型 ３ ７４．５１±１８．２４ ７．３０４±１．１６５

冠心平含药血清低剂量 ３ １２５．９０±１３．８８＃ ６．７４３±０．０８７

冠心平含药血清中剂量 ３ １０６．８０±２３．３６ ６．０６２±０．９１１

冠心平含药血清高剂量 ３ １１７．６０±１９．７８ ３．８９９±０．８０１＃

　　注：与模型组比较，＃犘＜０．０５

表２　冠心平含药血清对巨噬细胞ＳＲＡ与

ＣＤ３６ｍＲＮＡ表达水平的影响（珚狓±狊）

组　别 狀 ＳＲＡ ＣＤ３６

空　白 ３ １．２０３±０．３５７ １．０２５±０．０２８７

模　型 ３ ２．０３１±０．７４９ １．１３３±０．５０５

冠心平含药血清低剂量 ３ ３．２４６±２．１４９ ３．３７１±０．８６７＃

冠心平含药血清中剂量 ３ ３．２８０±０．３８７ ４．０９３±０．３６９＃

冠心平含药血清高剂量 ３ ４．２０３±０．５８６＃３．５３８±０．６２８＃

　　注：与模型组比较，＃犘＜０．０５

４　讨论

巨噬细胞泡沫化是 ＡＳ形成的一个重要因素，

巨噬细胞内脂质过量积累是形成泡沫细胞的重要原

因，巨噬细胞泡沫化会引发相关的炎症反应，进一步

加重ＡＳ病理进程
［４］，因此抑制巨噬细胞泡沫化并减

轻由此引发的炎症反应对防治ＡＳ具有积极作用。

巨噬细胞向泡沫细胞的转化是以细胞内脂质大

量沉积为特点的，ｏｘＬＤＬ常被用于诱导巨噬细胞

泡沫化［５］。本研究选用ｏｘＬＤＬ处理巨噬细胞２４ｈ

以造成巨噬细胞泡沫化模型，观察不同浓度冠心平

含药血清在这一过程中的影响。

油红Ｏ染色结果显示，ｏｘＬＤＬ处理增加了泡

沫细胞的形成，表明巨噬细胞泡沫化模型构建成功。

进一步加以不同浓度的冠心平含药血清干预后，泡

沫细胞的形成减少，以中、高浓度较为明显。实验结

果表明，冠心平含药血清能够对巨噬细胞泡沫化产

生一定的抑制作用，并且具有一定的剂量依赖性。

在巨噬细胞泡沫化进程中，巨噬细胞对脂质的

处理能力减弱，脂质在细胞内不断堆积，进而加剧泡

沫化的发生。ＦＣ与ＣＥ属于脂质中的胆固醇，是胆

固醇的两种存在形式，其水平的增加意味着巨噬细

胞更易于泡沫化以及泡沫化进程的加快［６］。本研究

结果表明，冠心平低剂量含药血清增加细胞ＦＣ含

量，但中、高剂量含药血清则不具有增加ＦＣ水平的

作用。此外，高剂量含药血清降低了ＣＥ水平，减少

了细胞的ＣＥ脂质含量。实验结果表明，冠心平含

药血清对于不同类型的胆固醇可能存在不同的调节

作用。冠心平对于ＦＣ的升高作用和对于结合形式

的ＣＥ的降低作用，表明其对于ＣＥ的形成过程存在

抑制作用，但这需要进一步的实验验证。

巨噬细胞在泡沫化过程中，ＳＲＡ的表达水平

增加与巨噬细胞摄取ｏｘＬＤＬ相关
［７］。研究结果表

明，高剂量冠心平含药血清显著增加了ＳＲＡｍＲ

ＮＡ的表达，这提示冠心平含药血清增加了巨噬细

胞对ｏｘＬＤＬ的摄取。此外，对ＣＤ３６的检测则表

明冠心平含药血清低、中、高剂量均可增加 ＣＤ３６

ｍＲＮＡ的表达水平。ＳＲＡ与ＣＤ３６的表达增加提

示巨噬细胞摄取了更多的ｏｘＬＤＬ，意味着巨噬细

胞更易于发展成为泡沫细胞［８］，但油红Ｏ染色的结

果又与此推论相反。由此，笔者推测冠心平含药血

清在巨噬细胞处理脂质的环节发挥了重要作用，冠

心平含药血清很有可能增强了巨噬细胞对脂质的分

解，使得巨噬细胞对外界脂质的摄取能力增强却又

不加剧自身向泡沫化的转变，事先对环境中脂质的

调节及对自身的调节［９１０］。同时，这也使得冠心平

含药血清增加ＦＣ却减少ＣＥ水平这一实验结果易

于理解。

综合实验结果来看，冠心平含药血清能够抑制

巨噬细胞的泡沫化，但这一功能的发挥可能并不是

常规直接减少巨噬细胞对脂质的摄取，其中更可能
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涉及巨噬细胞对脂质的处理。
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