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熊果酸对脂多糖诱导的 ＴＨＰ１细胞的作用及其机制
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摘　要　探讨熊果酸对ＴＨＰ１细胞的保护作用及其机制。以脂多糖诱导的ＴＨＰ１炎症细胞为模型，观察不同浓度的
熊果酸（１０，３０，５０μｍｏｌ／Ｌ）对细胞黏附、迁移功能的影响，ＲＴＰＣＲ法检测ＭＣＰ１、ＣＣＲ２ｍＲＮＡ的表达，继而探讨 ＮＦκＢ活
性。结果显示，与模型组比较，熊果酸（３０，５０μｍｏｌ／Ｌ）能够显著降低ＴＨＰ１细胞与人纤维连接蛋白的黏附，各给药组均能
显著降低ＴＨＰ１细胞的迁移，降低 ＭＣＰ１、ＣＣＲ２ｍＲＮＡ的表达并下调 ＮＦκＢ活性。初步判断，熊果酸对脂多糖诱导的
ＴＨＰ１炎症细胞的保护功能可能是通过下调ＮＦκＢ活化及降低ＭＣＰ１、ＣＣＲ２表达而实现的。
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　　动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）是动脉血
管壁对损伤和刺激的慢性炎症和免疫反应。血液

中的单核细胞在损伤部位聚集、黏附、迁移和穿

过血管内皮，进而活化和分化为巨噬细胞［１］。单

核细胞趋化蛋白１（ＭＣＰ１）是一个作用极强的单
核细胞趋化因子，不仅具有吸附单核细胞移动的

功能，而且对血管内皮细胞黏附分子的表达亦具

有调节作用［２］。文献报道 ＭＣＰ１基因缺陷小鼠

可显著降低动脉粥样硬化斑块的发展，提示通过

抑制 ＭＣＰ１的表达可以降低动脉粥样硬化
风险［３］。

熊果酸（ｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄ，ＵＡ）又名乌索酸、乌苏
酸，属于α香树脂烷（αａｍｙｒｉｎ）型五环三萜类化合
物［４］。研究表明 ＵＡ具有抗肿瘤、抗 ＨＩＶ、抗糖尿
病、增强免疫力、降脂、抗炎、抗氧化等多种生物学

效应，其中抗肿瘤方面的报道最多。近年来ＵＡ的

７４４
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抗心血管疾病活性成为下一个研究热点［５］，而作

为待开发的抗心血管疾病的药物，相关机制研究报

道较少。

本研究在细胞水平探讨了熊果酸对脂多糖

（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）诱导的 ＴＨＰ１单核细胞
增殖、黏附、迁移等功能的影响，并从 ＭＣＰ１及其
受体趋化因子受体２（ＣＣＲ２）的ｍＲＮＡ水平及ＮＦ
κＢ信号途径对其相关机制作了初步探讨。

!

　材　料

１１　药品与试剂
人单核细胞系 ＴＨＰ１细胞（中科院上海细胞

库）；熊果酸（上海融禾医药科技发展有限公司，纯

度大于９８％）；ＲＰＭＩ１６４０液体培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ
公司）；小牛血清（奥地利 ＰＡＡ公司）；噻唑蓝 ＭＴＴ
（美国Ａｍｒｅｓｃｏ公司）；细菌脂多糖，人纤维连接蛋
白（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；牛血清白蛋白（德国 Ｒｏｃｈｅ
公司）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（美国 ＣｏｒｎｉｎｇＣｏｓｔａ公司）；
ＴｒａｎｓＡＭ蛋白提取试剂盒、ＴｒａｎｓＡＭＮＦκＢｆａｍｉｌｙ
试剂盒（美国 ＡｃｔｉｖｅＭｏｔｉｆ公司）；ＢＣＡ蛋白测定试
剂盒（上海碧云天公司）；苏木精伊红染液（南京
建成生物工程研究所）；重组人 ＭＣＰ１（英国
Ｐｒｏｓｐｅｃ公司）；其余化学试剂均为市售分析纯。
１２　仪　器

Ｚ３２３Ｋ冷冻离心机（德国Ｈｅｒｍｌｅ公司）；细胞
培养箱（德国Ｈｅｒａｅｕｓ公司）；酶标仪（奥地利 Ｓｕｎ
ｒｉｓｅ公司）；Ａｘｉｏｖｅｒｔ４０ＣＦＬ倒置荧光显微镜（德国
Ｚｅｉｓｓ公司）。

"

　方　法

２１　细胞培养
ＴＨＰ１细胞悬浮培养于含有１０％小牛血清的

ＲＰＭＩ１６４０培养基中，在３７℃、５％ＣＯ２的孵箱中
常规培养。实验前换无血清培养基饥饿 １ｈ，在
实验中空白对照组均给予等体积 ＲＰＭＩ１６４０培
养基。取处于对数生长期的细胞进行后续实验。

２２　细胞增殖实验
将ＴＨＰ１细胞以每毫升１×１０５个接种于９６

孔板，加入不同浓度的 ＵＡ（１０，３０，５０μｍｏｌ／Ｌ），另
设空白对照组，每组设３个复孔，重复３次。在培
养箱中作用２４ｈ后，加入无血清 ＲＰＭＩ１６４０培养
基和５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ溶液（９∶１），３７℃、５％ＣＯ２细胞

培养箱中孵育３ｈ；弃去上述培养液，加入 ＤＭＳＯ，
微量振荡器振荡１０ｍｉｎ溶解蓝紫色结晶，酶标仪
测定吸收度（测定波长５７０ｎｍ，参比波长６５０ｎｍ）
并记录Ａ５７０。
２３　黏附实验

将ＴＨＰ１细胞以每毫升１×１０５个接种于９６
孔板，加入不同浓度的 ＵＡ（１０，３０，５０μｍｏｌ／Ｌ），另
设空白对照组和模型组，在培养箱中作用２４ｈ后，
模型组和给药组给予１０μｇ／ｍＬＬＰＳ诱导３ｈ。将
经上述处理过的ＴＨＰ１细胞以每毫升５×１０５个接
种于预先以１０μｇ／ｍＬ人纤维连接蛋白４℃包被
过夜的９６孔板中，每组设３个复孔，３７℃、５％ＣＯ２
细胞培养箱中培养３ｈ；将细胞液吸出，ＭＴＴ法显
色，酶标仪测定吸收度。实验至少重复３次，比较
ＵＡ对细胞的黏附率的影响。实验平行做两份，且
至少重复３次。黏附率（％）＝各组吸收度／空白
对照组吸收度×１００。
２４　迁移实验

ＴＨＰ１细胞的迁移实验在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中测
定，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室分上、下两室，之间以８μｍ聚碳
酸酯膜分隔开。将ＴＨＰ１细胞以每毫升５×１０５个
接种于２４孔板，预先给予不同浓度的熊果酸（１０，
３０，５０μｍｏｌ／Ｌ），并设空白组和模型组，在培养箱中
孵育２４ｈ后，模型组和给药组给予 ＬＰＳ刺激３ｈ。
然后将经上述处理后的细胞以每毫升５×１０６个接
种于Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的上室，下室中加入含５０ｎｇ／
ｍＬ重组人ＭＣＰ１的培养基作为趋化物，置于培养
箱中孵育３ｈ后取出，吸去上室中的细胞培养液，
并用棉签擦净聚碳酸酯膜的上表面，迁移至膜下表

面的细胞用苏木精伊红（ＨＥ）染液染色并在显微
镜下观察。计数１０个视野中的细胞数，取平均值。
实验平行做两份，且至少重复３次。细胞迁移率
（％）＝各组迁移至膜下表面的细胞数／空白组迁
移至膜下表面的细胞数×１００。
２５　ＭＣＰ１ｍＲＮＡ、ＣＣＲ２ｍＲＮＡ表达的测定

将ＴＨＰ１细胞以每毫升５×１０５个接种于６孔
板，加入不同浓度的熊果酸（１０，３０，５０μｍｏｌ／Ｌ），
另设空白对照组和模型组，在培养箱中作用２４ｈ
后，模型组和给药组给予１０μｇ／ｍＬＬＰＳ诱导３ｈ。
每组１×１０６个细胞，由Ｔｒｉｚｏｌ提取液，以氯仿／异丙
醇法抽提各组细胞总ＲＮＡ，Ａ２６０／２８０测定 ＲＮＡ纯度。
逆转录合成 ｃＤＮＡ。于 ＰＣＲ反应体系２５μＬ中加
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入模板ｃＤＮＡ１μＬ进行ＰＣＲ扩增，１８Ｓ作为内参，
实验重复３次。引物由北京赛百盛公司合成。１８Ｓ
上游引物：５′ＧＡＴＡＴＧＣＴＣＡＴＧＴＧＧＴＧＴＴＧ３′，下游
引物：５′ＡＡＴＣＴＴＣＴＴＣＡＧＴＣＧＣＴＣＣＡ３′，２３６ｂｐ，
９５℃ ３０ｓ，６０℃ ４５ｓ，７２℃ ４０ｓ，共２９个循环；
ＭＣＰ１上游：５′ＧＡＴＧＣＡＡＴＣＡＡＴＧＣＣＣＣＡＧＴ３′，
下游：５′ＴＴＧＣＴＴＧＴＣＣＡＧＧＴＧＧＴＣＣＡＴ３′，２０５ｂｐ，
９４℃ ５０ｓ，５５℃ １ｍｉｎ，７２℃ ５０ｓ，共２７个循环；
ＣＣＲ２上游：５′ＣＣＡＣＡＴＣＴＣＧＴＴＣＴＣＧＧＴＴＴＡＴＣＡＧ
３′，下游：５′ＣＧＴＧＧＡＡＡＡＴＡＡＧＧＧＣＣＡＣＡＧ３′，５８２
ｂｐ，９５℃９ｓ，６４℃３０ｓ，７２℃２５ｓ，共３１个循环。
ＰＣＲ产物经含１０μｇ／ｍＬ溴化乙锭（ＥＢ）染色液
的１５％琼脂糖凝胶电泳，电泳扫描图像用Ｑｕａｎｔｉ
ｔｙｏｎｅ软件进行密度分析，分别以目的条带扩增产
物电泳条带总灰度与１８Ｓ电泳条带总灰度之比表
示各自ｍＲＮＡ的相对强度。
２６　ＮＦκＢ活性测定

将ＴＨＰ１细胞以每毫升５×１０５个接种于６孔
板，加入 ＵＡ５０μｍｏｌ／Ｌ，另设空白对照组和模型
组，在培养箱中作用２４ｈ后，模型组和给药组给予
１０μｇ／ｍＬＬＰＳ诱导３ｈ。按试剂盒要求提取细胞
核蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓度。每组取核蛋白１０
μｇ按照ＴｒａｎｓＡＭ试剂盒要求测定ＮＦκＢ家族５个
转录因子的活性：将核蛋白加于预包被有 ＮＦκＢ
特异的寡核苷酸双链探针的９６孔板中，轻微震荡
１ｈ，洗板后，分别加入 ｐ６５、ｐ５０、ｃＲｅｌ、ｐ５２和 ＲｅｌＢ
单抗反应１ｈ；洗板后，加入辣根过氧化物酶交联的
二抗及展开液，酶标仪测定吸收度（测定波长４５０
ｎｍ，参比波长６５５ｎｍ）并定量。以吸收度表示被测
样品ＮＦκＢＤＮＡ结合活性的相对值。每组设３个
复孔，重复４次。
２７　统计分析

实验所得数据用 珋ｘ±ｓ以表示。用 ＳＰＳＳ１３０
进行统计处理，组间比较采用方差分析及 ｔ检验，
以Ｐ＜００５判定为有显著性差异。

#

　结　果

３１　ＵＡ对ＴＨＰ１细胞增殖的影响
与空白对照组相比，熊果酸１０，３０，５０μｍｏｌ／Ｌ

孵育２４ｈ虽能抑制 ＴＨＰ１细胞增殖，但无统计学
意义（图１）。提示在此浓度范围内熊果酸的作用
与其细胞毒性无关。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄｏｎＴＨＰ１ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝９）

３２　ＵＡ对ＬＰＳ诱导的ＴＨＰ１细胞黏附功能的影响
与空白对照组相比，用 ＬＰＳ处理的 ＴＨＰ１细

胞模型组与人纤维连接蛋白的黏附率显著增高

［（１２６１１±６３７）％，Ｐ＜００１］，预先与不同浓度
的ＵＡ孵育能降低黏附水平，其中与模型组相比，低
浓度 ＵＡ组（１０μｍｏｌ／Ｌ）黏附率为（１１７６９±
５８７）％，无显著差异，而中浓度ＵＡ组（３０μｍｏｌ／Ｌ）
黏附 率 （９６１１±１０５３）％ 和 高 浓 度 ＵＡ组
（５０μｍｏｌ／Ｌ）黏附率（９４４１±８３８）％都存在显
著性差异（Ｐ＜０００１），高、中浓度组间无显著差
异（图２）。提示 ＵＡ能降低由 ＬＰＳ刺激而升高的
ＴＨＰ１细胞与人纤维连接蛋白的黏附率。

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄｏｎｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ（ＬＰＳ）ｉｎｄｕｃｅｄ
ＴＨＰ１ｃｅｌｌｓａｄｈｅｓｉｏｎｃａｐａｂｉｌｉｔｙ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
＃＃Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ； Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

３３　ＵＡ对ＬＰＳ诱导的ＴＨＰ１细胞迁移功能的影响
给予ＬＰＳ刺激的 ＴＨＰ１细胞模型组与空白组

相比，经ＭＣＰ１趋化而迁移至 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室聚碳
酸酯膜下表面的 ＴＨＰ１细胞的数量明显增加
［（１６７２８±１１９１）％，Ｐ＜００１］，而预先与ＵＡ共
孵育的ＴＨＰ１细胞迁移率则较模型组显著减少。
其中低浓度 ＵＡ组（１０μｍｏｌ／Ｌ）迁移率（１３１３４±

９４４
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１２８２）％（Ｐ＜００５），中浓度 ＵＡ组（３０μｍｏｌ／Ｌ）
迁移率（１２８３８±９７２）％（Ｐ＜００５）。高浓度ＵＡ
组（５０μｍｏｌ／Ｌ）迁移率（８８７６±６４４）％（Ｐ＜
００１）。高、中浓度组间存在显著性差异（Ｐ＜
００１）（图３）。提示ＵＡ可显著降低ＬＰＳ刺激而升
高的ＴＨＰ１细胞的迁移率，且作用呈剂量依赖性，
以高浓度（５０μｍｏｌ／Ｌ）最为显著。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄｏｎＬＰＳｉｎｄｕｃｅｄＴＨＰ１ｃｅｌｌｓｍｉｇｒａｔｉｏｎ
ｃａｐａｂｉｌｉｔｙ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
＃＃Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ； Ｐ＜００５， Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ；△△ Ｐ＜００１ｖｓ３０μｍｏｌ／Ｌｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄｇｒｏｕｐ

３４　ＵＡ对ＬＰＳ诱导的ＴＨＰ１细胞中ＭＣＰ１、ＣＣＲ２
ｍＲＮＡ表达的影响

未受 ＬＰＳ刺激的 ＴＨＰ１细胞有少量 ＭＣＰ１、
ＣＣＲ２ｍＲＮＡ表达，而在 ＬＰＳ（１０μｇ／ｍＬ）刺激３ｈ
后，ＭＣＰ１、ＣＣＲ２ｍＲＮＡ表达均有显著增加（Ｐ＜
００１）；ＵＡ高（５０μｍｏｌ／Ｌ）、中浓度（３０μｍｏｌ／Ｌ）给
药组ＭＣＰ１ｍＲＮＡ表达较模型组显著降低（Ｐ＜
００５），ＵＡ各剂量组ＣＣＲ２ｍＲＮＡ表达均较模型组
显著下降（Ｐ＜００５）（图 ４）。提示 ＵＡ可以降低
ＬＰＳ刺激而升高的ＭＣＰ１、ＣＣＲ２ｍＲＮＡ表达水平。
３５　ＵＡ对ＬＰＳ诱导的ＴＨＰ１细胞中ＮＦκＢ活性
的影响

ＴＨＰ１细胞经 ＬＰＳ刺激后，ＮＦκＢ家族中
ｐ６５，ｐ５０，ｐ５２，ＲｅｌＢ的活性显著增加（Ｐ＜００１）；
与模型组相比，ＵＡ高浓度（５０μｍｏｌ／Ｌ）可显著降
低ｐ６５，ｐ５０，ｃＲｅｌ的活性（Ｐ＜００１）（图５）。提示
ＵＡ高浓度可以抑制 ＬＰＳ刺激而升高的 ＮＦκＢ
活性。

$

　讨　论

单核／巨噬细胞在动脉粥样硬化等炎症相关性

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄｏｎｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＭＣＰ１ａｎｄＣＣＲ２
ｉｎＬＰＳｉｎｄｕｃｅｄＴＨＰ１ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
＃＃Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５， Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄｏｎＬＰＳｉｎｄｕｃｅｄａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＮＦκＢ
ｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１２）
＃＃Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

疾病的发生、发展过程中起着重要作用［６］，而大量

的研究表明单核细胞的趋化主要是由单核细胞趋

化蛋白ＭＣＰ１来实现的。ＭＣＰ１属于趋化细胞因
子家族中的β家族（即 ＣＣ亚家族）成员之一，能
够特异性地作用于外周血中的单核细胞，招引其迁

移至内皮下，构成了动脉粥样硬化发生、发展的重

要机制［７］。ＭＣＰ１的趋化作用通过其特异性受体
ＣＣＲ２完成，因此，阻断 ＭＣＰ１及 ＣＣＲ２的作用有
助于阻止早期血管炎症反应和稳定斑块。

单核／巨噬细胞细胞的增殖、黏附、迁移是其功
能性的体现，本研究首先考察 ＵＡ对 ＬＰＳ诱导的
ＴＨＰ１细胞炎症模型的功能性的影响，结果表明
ＵＡ预先孵育２４ｈ可降低 ＬＰＳ刺激而升高的细胞
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黏附、迁移水平，其中以高浓度（５０μｍｏｌ／Ｌ）最为
显著，且对细胞增殖能力无影响。为证实ＵＡ的这
一效应通过降低 ＭＣＰ１及 ＣＣＲ２表达来实现，通
过ＲＴＰＣＲ实验，结果显示 ＵＡ能够显著抑制 ＬＰＳ
刺激而升高的ＭＣＰ１、ＣＣＲ２ｍＲＮＡ的表达。

Ｓｈｉｓｈｏｄｉａ等［８］发现，ＵＡ可抑制 ＴＮＦα、佛波
酯、冈田酸、Ｈ２Ｏ２和香烟所致的 ＮＦκＢ的激活作
用，并且无细胞特异性。它还可抑制 ＮＦκＢ与
ＤＮＡ的结合作用，同时，抑制 ＩκＢα的降解，ＩκＢα
磷酸化，Ｉκα激酶的激活，ｐ６５磷酸化，ｐ６５亚基的
核转移，ＮＦκＢ依赖性报告基因的表达等；另一方
面，绝大多数炎症反应通过 ＮＦκＢ途径介导［９］，因

此推测 ＵＡ通过抑制 ＮＦκＢ的活化而起到降低
ＴＨＰ１细胞黏附、迁移和抑制 ＭＣＰ１、ＣＣＲ２ｍＲＮＡ
表达的作用。ＮＦκＢ是与免疫球蛋白重链和 ｋ轻
链基因增强子序列（５′ＧＧＧＡＣＴＴＴＣＣ３′）特异结
合的核蛋白因子。在哺乳动物细胞中有两组共

５种Ｒｅｌ／ＮＦκＢ家庭成员：ＮＦκＢ１（ｐ５０）、ＮＦκＢ２
（ｐ５２）为一组，另一组包括 ＲｅｌＡ（ｐ６５）、ＲｅｌＢ、
ｃＲｅｌ［１０］。本研究选择 ＵＡ高浓度（５０μｍｏｌ／Ｌ）研
究对ＮＦκＢ活性的影响。ＮＦκＢ活性测定方法采
用ＴｒａｎｓＡＭＮＦκＢ活性检测试剂盒，该试剂盒基
于ＥＬＩＳＡ法，检测方法同传统的凝胶电泳迁移率
实验（ＥＭＳＡ）原理相同，无放射性污染；灵敏度为
ＥＭＳＡ的４０倍，较Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法更适合大规模快
速筛选［１１］。ＬＰＳ刺激后，ｐ６５蛋白磷酸化并发生核
转移至核内激发多种炎症基因的转录［１２］，ＵＡ可显
著降低ｐ６５蛋白的活化；ＬＰＳ诱导的ｐ５０上调被认
为是细胞耐受ＬＰＳ所必须的步骤［１３］，ＵＡ下调 ｐ５０
活性，可能与其降低了 ＬＰＳ对细胞造成的损伤有
关。另外，ＵＡ显著降低了 ｃＲｅｌ的活性，ｃＲｅｌ被
认为与调控凋亡有关［１４］，这一作用与 ＵＡ的抗凋
亡活性相符。

本实验通过观察熊果酸对 ＬＰＳ诱导的 ＴＨＰ１
细胞炎症模型黏附、迁移功能的影响，进而探讨其

作用机制。结果显示，熊果酸可显著下调 ＬＰＳ诱
导升高的 ＭＣＰ１、ＣＣＲ２ｍＲＮＡ表达，这一作用可
能是通过抑制ＮＦκＢ活化而体现出来的。
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