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巨噬细胞泡沫化的影响
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摘要!以多酚肠道菌群代谢物
48

羟基苯乙酸!

48G

>

F=HI

>

8

J

GE?

>

<:BEK;B:B;F

"

48,L**

$为试验对象"研究其对
)#

型巨

噬细胞极化及巨噬%泡沫细胞形成的影响#结果表明"

48,L**

能降低巨噬细胞
)#

极化标志基因
,#9&

!

&

+*&E

和
+*&F

"

的
90.*

表达及分泌水平"抑制
0*M!34D5

巨噬

细胞向促炎的
)#

型巨噬细胞极化'油红
&

染色结果显示

48,L**

可显著降低
HI8N'N

诱导的巨噬细胞中脂滴蓄

积"并显著降低胆固醇酯的含量!

L

#

"D"6

$#

0O8L+0

结果

显示
48,L**

可显著上调
HI8N'N

诱导的泡沫细胞三磷酸

腺苷结合盒转运蛋白
P#

!

*Q+P#

$"下调白细胞分化抗原

23

!

7GHE

$基因的表达水平!

L

#

"D"6

$#说明
48,L**

能抑

制巨噬细胞
)#

型极化"同时能抑制巨噬细胞泡沫化"表明

多酚肠道菌群代谢物
48,L**

可能在其改善动脉粥样硬

化的过程中发挥重要作用#

关键词!

48

羟基苯乙酸'巨噬细胞
)#

'极化'泡沫细胞'动

脉粥样硬化
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动脉粥样硬化+

:KGE=HAB<E=HA;A

!

*X

,是心脑血管疾病

的重要病程之一!慢性炎症及胆固醇代谢异常是动脉粥

样硬化最危险的因素/

#Y!

0

$巨噬细胞是一类具有高度异

质性的细胞群!在促炎的微环境下!巨噬细胞极化成
)#

型!显著上调肿瘤坏死因子+

O.%

,

8

!

(白介素+

-N

,

8#

"

和

-N83

等细胞因子的基因表达和分泌量!促进炎症及动脉

粥样硬化的发生和发展/

2Y6

0

$此外!巨噬细胞转化为泡

沫细胞是动脉粥样硬化发展过程中的关键性步骤/

3

0

!而

这主要与细胞内脂质代谢异常密切相关$研究/

5

0发现!

氧化低密度脂蛋白+

HI8N'N

,等胆固醇经白细胞分化抗

原
23

+

+'23

,摄取!在巨噬细胞内转变成胆固醇酯并大量

蓄积!巨噬细胞转化为泡沫细胞$三磷酸腺苷结合盒转

运体
*#

+

*Q+*#

,(三 磷 酸 腺 苷 结 合 盒 转 运 体
P#

+

*Q+P#

,等膜转运蛋白介导巨噬细胞内游离胆固醇流

出/

$Y7

0

!维持细胞内胆固醇平衡!进而抑制泡沫细胞形

"

%&&'()*+,-./01

第
23

卷第
#!

期 总第
!2"

期
"

!"!"

年
#!

月
"



成$抑制
)#

型巨噬细胞的大量聚集和泡沫细胞的形成!

对于预防
*X

的发生和发展具有重要意义$

多酚类物质具有抗氧化(降血脂(改善心脑血管疾病

等活性/

#"Y##

0

!但是多酚的生物利用率极低!超过
76Z

的膳

食多酚不能被小肠吸收/

#!Y#2

0

!而通过结肠微生物代谢转

化成其他小分子物质再吸收进入人体发挥生物活性作用!

例如鞣花酸和鞣花单宁被肠道菌群转化生成的尿石素类

物质/

#4

0

!大豆异黄酮被肠道菌群转化生成雌马酚/

#6

0

$已

有研究证明!

48

羟基苯乙酸+

48G

>

F=HI

>J

GE?

>

<:BEK;B:B;F

!

48

,L**

,是原花青素(山奈酚等多酚类物质的主要肠道菌群

代谢物/

#3Y#$

0

!且
48,L**

能提高小鼠抗氧化酶和肝脏
#

相

代谢酶活力进而预防肝损伤/

#7

0

$目前!尚未见
48,L**

对
)#

型巨噬细胞极化以及对巨噬细胞泡沫样化的研究报

道$试验拟探究
48,LL*

对
)#

型巨噬细胞极化过程的作

用!并初步研究其对巨噬-泡沫细胞形成的影响!从而探

讨多酚肠道菌群代谢物
48,,L*

抗动脉硬化的作用!以期

为多酚预防和改善动脉粥样硬化作用提供依据$

#

!

材料与方法
#D#

!

材料与仪器

#D#D#

!

材料与试剂

0*M!34D5

小鼠巨噬细胞系'广州中医药大学*

48

羟基苯乙酸(脂多糖(干扰素'美国
X;

@

9:

公司*

氧化低密度脂蛋白'广州弈元生物技术有限公司*

油红
&

'美国
P;U;BH

公司*

O.%8

!

(

-N83

和
-N8#

"

/N-X*

试剂盒'美国
0('

X

>

AKE9

公司*

总胆固醇(游离胆固醇试剂盒'北京普利莱生物技术

有限公司*

')/)

培养基'美国
P;U;BH

公司*

细胞总
0.*

提取试剂盒(

X

>

?KGEA;AXC

J

E=);IRH=

[

L+0

(

O=:?AXK:=KO;

J

P=EE?

[

L+0XC

J

E=);I

'北京全式

金生物技术有限公司$

#D#D!

!

主要仪器设备

多 功 能 酶 标 仪'

)C<K;A\:?)\2

型! 美 国

OGE=9H%;AGE=

公司*

荧光定量
L+0

仪'

+%]73

型!美国
Q;H0:F

公司*

+&

!

细胞培养箱'

O+8!2!2

型!美国
XG<FH?

公司*

光学显微镜'

-]5#

型!日本
&<

>

9

J

CA

公司$

#D!

!

方法

#D!D#

!

48

羟基苯乙酸对
0*M!34D5

细胞活力的影响
!

采

用
++̂ 8$

法$收集对数生长期的
0*M!34D5

细胞并制

成细胞悬液!调整细胞密度为
6_#"

4

9N

Y#

!以
#""

$

N

.孔

接种于
73

孔板!待细胞完全贴壁后!弃去培养液$细胞

分为空白组+

"D#Z ')X&

无血清培养液,!不含细胞的培

养液为对照组!以及
3D!6

!

#!D6"

!

!6D""

!

6"D""

$

@

.

9N

48,L**

的试验组!每组设置
4

个复孔!继续培养
!4G

后!分别加入
#"

$

N

的
++̂ 8$

溶液!

25`

孵育
#G

$于微

量振荡器上振荡
6 9;?

!用酶联免疫检测仪检测各孔

IG

46"?9

值!记录数值$按式+

#

,计算细胞存活的百分数$

7a

"

#

Y"

"

"

!

Y"

"

_#""Z

! +

#

,

式中'

7

---细胞存活率!

Z

*

"

#

---试验组吸光度*

"

"

---空白组吸光度*

"

!

---对照组吸光度$

#D!D!

!

0*M!34D5

细胞
)#

极化模型的建立与试验分组

将对数生长期的
0*M!34D5

以
#_#"

6个.
9N

接种

于
3

孔板中!待细胞密度达到
26Z

%

6"Z

时分为以下

2

组'空白对照组加入无血清培养液*模型组加入
NLX

+

#""?

@

.

9N

,和
-%.8

#

+

!"?

@

.

9N

,!诱导
)#

型巨噬细胞

的形 成*干 预 组 加 入
NLX

+

#"" ?

@

.

9N

,和
-%.8

#

+

!"?

@

.

9N

,!同 时 加 入 终 质 量 浓 度 为
3D!6

或

#!D6"

$

@

.

9N

的
48,L**

干预!于
25`

!

6Z +&

!

的培养

箱中孵育
!4G

后进行后续检测$

#D!D2

!

巨噬细胞源性泡沫细胞模型的建立与试验分组

收集对数生长期的
0*M!34D5

细胞!制成细胞悬液!

调整细胞密度为
6_#"

3

9N

Y#

!以
!9N

.孔接种于放有无

菌细胞爬片的
3

孔板中$待细胞完全贴壁后!弃去培养

液!用无血清培养基饥饿培养
!4G

后分为以下
2

组'对照

组加入无血清培养液*模型组加入
$"

$

@

.

9N

的
HI8N'N

!

诱导细胞摄入脂质形成泡沫细胞*干预组加入
$"

$

@

.

9N

的
HI8N'N

!同时加入终质量浓度为
3D!6

或
#!D6"

$

@

.

9N

的
48,L**

干预!孵育
!4G

后进行后续检测$

#D!D4

!

炎症因子的分泌检测
!

采用
/N-X*

法$干预结

束后收集细胞上清液!

6"""=

.

9;?

离心
!"9;?

!吸取上清

液!使用相应的
/N-X*

检测试剂盒检测
O.%8

!

(

-N83

和

-N8#

"

蛋白的水平$

#D!D6

!

油红
&

染色
!

将细胞接种于铺有盖玻片的
3

孔板

中!给药
!4G

后!移除培养基!

LQX

冲洗
2

次!

#"Z

甲醛溶

液固定
2G

!

LQX

清洗一次!

3"Z

异丙醇放置
2"A

$吸去异

丙醇溶液!加入
!9N"D6Z

油红
&

异丙醇溶液并于
3"`

烘箱中染色
2"9;?

$

3"Z

异丙醇清洗
2"A

!蒸馏水清洗

2

次$苏木素染色
69;?

!蒸馏水洗
69;?

$

#Z

盐酸-乙

醇分色
2"A

!

LQX

返蓝
#"

%

#69;?

$用
#"

$

N6"Z

甘油水

溶液封片!光学显微镜下观察$

#D!D3

!

巨噬细胞源性泡沫细胞胆固醇酯含量的测定
!

弃

去培养液的细胞用
LQX

清洗
!

遍!每孔加入
#""

$

N#Z

O=;KH?]8#""

裂解液!

4`

裂解
2"9;?

!参照试剂盒步骤测

定总胆固醇和游离胆固醇含量!胆固醇酯含量为总胆固

醇和游离胆固醇的差值$采用
Q+*

试剂盒测定细胞内

蛋白含量$

#D!D5

!

基因表达水平测定
!

0*M!34D5

巨噬细胞按
#D!D!

#

"

bH<D23

"

.HD#!

杨宇哲等!

48

羟基苯乙酸对
)#

型巨噬细胞极化及巨噬细胞泡沫化的影响



和
#D!D2

造模和分组作用
!4G

后!倾去培养液!用预冷的

LQX

洗
2

次!

O=;VH<

试剂提取细胞总
0.*

!用
O:\:=:

逆

转录试剂盒进行逆转录反应
B'.*

!并采用实时荧光定量

L+0

仪检测基因+

+*&E

(

,#9&

!

(

+*&F

"

(

"J7"F

(

"J7$F

和
7GHE

,的表达量$实时荧光定量
L+0

条件为
76D"`

预变性
69;?

*

76D"`

变性
2"A

!

3"D"`

退火
2"A

!

5!D"`

延伸
#9;?

!

2"

个循环!每个循环结束前系统自动检测荧

光产物的量!所有循环结束后!绘制溶解曲线以判断扩增

产物的特异性$以
"

8:BK;?

作为内参!采用
!

Y

&&

7=法分析

基因的相对表达量$引物由广州锐博生物科技公司设计

并合成+见表
#

,$

#D2

!

数据分析

结果以
9E:?c;G

表示+

.a4

,$采用
XLXX!!D"

软

件!单因素分析方法+

*.&b*

,进行显著性分析!字母不

同表示差异显著+

L

#

"D"6

,$

!

!

结果与分析
!D#

!

48,L**

对
0*M!34D5

细胞活力的影响

由图
#

可知!当
48,L**

和细胞共同培养
!4G

时!

浓度为
3D!6

%

#""D""

$

@

.

9N

的
48,L**

对细胞活性无

显著影响!巨噬细胞存活率均在
76Z

以上$

!D!

!

48,L**

对
)#

型极化巨噬细胞分泌炎症细胞因子的

影响

!!

巨噬细胞向
)#

型极化后会分泌大量炎症细胞因子$

由表
!

可知!与对照组相比!

)#

型极化巨噬细胞模型组

炎症细胞因子
O.%8

!

(

-N83

和
-N8#

"

的分泌量均显著升

高+

L

#

"D"6

,!表明
)#

型极化模型建立成功$与模型组

相比!

48,L**

显著降低了炎症细胞因子的分泌水平

+

L

#

"D"6

,!其中当浓度为
#!D6"

$

@

.

9N

时!

48,L**

组

表
#

!

0O8L+0

检测引物

O:U<E#

!

L=;9E=?:9E:?FAE

[

CE?BE

基因 引物序列

"

&><=4.

%

'

6

1

8PO+++O+*+++O+++****P82

1

0

'

6

1

8P+OP++O+**+*++O+**+++82

1

+*&F

"

%

'

6

1

8OPPP*O*PPP++O+O+OOP+82

1

0

'

6

1

8++*OPP**O++POPO+OO++O82

1

,#9&

!

%

'

6

1

8OOOPP*POPPO*PO*****PPP+82

1

0

'

6

1

8+PPP++P*OOP*O+O+*P+82

1

+*&E

%

'

6

1

8*+O+*++O+OO+*P**+P**OOP82

1

0

'

6

1

8++*O+OOOPP**PPOO+*PPOOP82

1

"J7"#

%

'

6

1

8+++*P*P+*****P+P*+O+82

1

0

'

6

1

8PPO+*O+*O+*+OOOPPO++OOP82

1

"J7$F

%

'

6

1

8**OPO+OP+OOOP++O+POO82

1

0

'

6

1

8P+*P+O*+OP+*OPOP*O+**P*82

1

7GHE

%

'

6

1

8POP+O+O+++OOP*OO+OP+82

1

0

'

6

1

8+O++***+*+*P++*PP*+82

1

的
O.%8

!

(

-N83

和
-N8#

"

分泌量分别降低为
)#

型极化巨

噬细胞模型组的
3"D5$Z

!

2$D"2Z

!

27D26Z

+

L

#

"D"6

,$

原花青素/

!"

0

(山奈酚/

!#

0

(榴莲壳多酚/

!!

0等多酚类化合物

具有抗炎症作用!其肠道菌群代谢物
48,L**

可能在其

中发挥了重要作用$

!D2

!

48,L**

对
)#

型极化巨噬细胞相关标志基因表达的

影响

!!

由图
!

可知!与空白组相比!

)#

型极化巨噬细胞模

型组的
,#9&

!

(

+*&E

和
+*&F

"

2

种极化相关标志基因

90.*

的表达量显著升高+

L

#

"D"6

,*加入
48

羟基苯乙酸

干预后!与
)#

型极化组相比!

,#9&

!

(

+*&E

和
+*&F

"

90.*

的表达量均显著降低+

L

#

"D"6

,!其降低程度与

48,L**

浓度呈正相关$说明
48,L**

干预后可抑制

NLX

和
-%.8

#

诱导的巨噬细胞向
)#

型极化$韩淇安

等/

!2

0发现鞣花酸的肠道菌群代谢产物尿石素
*

能抑制

NLX

诱导的巨噬细胞向
)#

型极化$表明肠道菌群代谢

物抑制巨噬细胞向促炎的
)#

型极化可能在多酚预防和

改善动脉粥样硬化发生发展的过程中起到了重要作用$

!D4

!

48,L**

对
0*M!34D5

细胞内脂质蓄积的影响

由图
2

可知!对照组细胞内未见染红的脂滴!巨噬细

胞被
$"

$

@

.

9N

的
HI8N'N

孵育
!4G

后!细胞数量减少!

胞体内有大量的脂滴排列在细胞膜内侧!有少量细胞破

图
#

!

48,L**

对细胞活力的影响

%;

@

C=E#

!

/RREBKHR48,L**H?0*M!34D5S;:U;<;K

>

表
!

!

48,L**

对
)#

型极化巨噬细胞分泌的

炎症因子的影响

O:U<E!

!

/RREBKHR48,L**H?;?R<:99:KH=

>

R:BKH=AAEB=EK8

EFU

>

)#K

>J

E

J

H<:=;VEF9:B=H

J

G:

@

EA

J@

#

9N

组别
O.%8

!

-N83 -N8#

"

对照组
#5!D""c#"D2!

B

#!D#$c#D"5

B

5D"6c"D6#

B

)#

型极化巨噬细

胞模型组
265D""c#5D6!

:

27D3$c6D7#

:

!#D52c#D5$

:

)#d3D!6

$

@

.

9N

48,L**

组
!2#D""c#6D#$

U

!#D#7c#D#6

U

#!D24c"D5#

U

)#d#!D6"

$

@

.

9N

48,L**

组
!#5D""c7D5"

U

#6D"7c!D"#

B

$D66c"D65

B

$

基础研究
%e.'*)/.O*N0/X/*0+,

总第
!2"

期
"

!"!"

年
#!

月
"



裂且脂滴外溢!细胞泡沫化现象严重$与泡沫细胞模型

组比较!不同浓度的
48,L**

干预均能显著降低细胞染

红程度!高浓度组抑制细胞内脂质蓄积的效果显著高于

低浓度组$原花青素/

!4

0

(山奈酚/

!6

0

(石榴皮多酚/

!3

0等多

酚类化合物具有抑制
HI8N'N

诱导的巨噬细胞脂质蓄积

的作用!改善脂质代谢异常是多酚防治动脉粥样硬化的

机制之一$

图
!

!

48,L**

对
)#

型极化巨噬细胞相关标志

基因表达的影响

%;

@

C=E!

!

/RREBKHR48,L**H?)#9:B=H

J

G:

@

E

A;

@

?:KC=E

@

E?EEI

J

=EAA;H?

#D

对照组
!

!DHI8N'N

泡沫细胞模型组
!

2DHI8N'Nd3D!6

$

@

.

9N

48,L**

组
!

4DHI8N'Nd#!D6"

$

@

.

9N48,L**

组

图
2

!

48,L**

对
0*M!34D5

细胞脂质蓄积的

影响!油红
&

染色$

%;

@

C=E2

!

/RREBKAHR48,L**H?<;

J

;F:BBC9C<:K;H?;?8

9:B=H

J

G:

@

E

!

H;<=EF&AK:;?;?

@

$

!D6

!

48,L**

对
0*M!34D5

细胞胆固醇含量的影响

由图
4

可知!与对照组相比!

$"

$

@

.

9N

的
HI8N'N

处

理巨噬细胞
!4G

后!巨噬细胞内胆固醇酯含量显著升高

+

L

#

"D"6

,*与空白对照组相比!泡沫细胞模型组胆固醇酯

含量显著升高+

L

#

"D"6

,*与模型组比较!

48,L**

显著降

低了巨噬细胞内胆固醇酯含量!且随着
48,L**

浓度的增

加!其降低作用更明显+

L

#

"D"6

,!其中
#!D6"

$

@

.

9N

48,L**

组的胆固醇酯含量降低至泡沫细胞模型组

45D2"Z

$与模型组相比!

48,L**

组细胞内游离胆固醇

含量有所降低!但无显著性差异!表明巨噬细胞源性泡沫

细胞中聚集的脂质以胆固醇酯为主!当胆固醇酯含量超过

6"Z

时!巨噬细胞成为泡沫细胞/

!5

0

!

48,L**

主要通过降

低细胞内胆固醇酯的聚集进而抑制泡沫细胞的形成$

!D3

!

48,L**

对
0*M!34D5

细胞胆固醇代谢相关基因

表达的影响

!!

由图
6

可知!各组
"J7"F

表达无显著变化!与泡沫

图
4

!

48,L**

对
HI8N'N

诱导的巨噬细胞

胆固醇含量的影响

%;

@

C=E4

!

/RREBKHR48,L**H?HI8N'N8;?FCBEFBGH<EA8

KE=H<:BBC9C<:K;H?;?9:B=H

J

G:

@

E

图
6

!

48,L**

对巨噬%泡沫细胞胆固醇转运相关

基因表达的影响

%;

@

C=E6

!

/RREBKHR48,L**H?BGH<EAKE=H<ERR<CI

)

;?R<CI8

=E<:KEF

@

E?EA;?0:W!34D5RH:9BE<<A

%

"

bH<D23

"

.HD#!

杨宇哲等!

48

羟基苯乙酸对
)#

型巨噬细胞极化及巨噬细胞泡沫化的影响



细胞模型组相比!

48,L**

显著上调
"J7$F

基因表达水

平!显著下调
7GHE

基因表达水平$

48

羟基苯乙酸通过下

调巨噬细胞的
7GHE

和上调
"J7$F

基因表达!降低细胞

内胆固醇摄入并增加胆固醇的流出!减少巨噬细胞内脂

质的蓄积!抑制巨噬细胞向泡沫细胞的转化/

!$

0

$石榴皮

等多酚提取物/

!7

0通过提高
"J7"F

和.或
"J7$F

的表达

引起的胆固醇流出增加!进而抑制
HI8N'N

诱导的巨噬细

胞泡沫化$

2

!

结论
试验以多酚肠道菌群代谢物

48

羟基苯乙酸为对象!

探讨其对
)#

型巨噬细胞极化及巨噬细胞泡沫化的影响

及相关机制$结果表明!

48

羟基苯乙酸通过下调
)#

型巨

噬细胞标志基因
,#9&

!

(

+*&E

和
+*&F

"

的表达!降低炎症

细胞因子
O.%8

!

(

-N83

和
-N8#

"

的分泌!抑制
0*M!34D5

小鼠巨噬细胞向促炎的
)#

型巨噬细胞极化*油红
&

染

色发现
48,L**

能显著抑制
HI8N'N

诱导巨噬-泡沫细

胞形成!并显著降低胆固醇酯含量+

L

#

"D"6

,*实时荧光

定量聚合酶链式反应检测表明
48,L**

能显著上调三磷

酸腺苷结合盒转运蛋白
P#

(下调
7GHE

基因的表达$说

明
48

羟基苯乙酸能抑制巨噬细胞向
)#

型极化!同时能

够抑制巨噬-泡沫细胞形成$由于多酚具有相对较低的

生物利用度!说明其肠道菌群代谢物可能在其改善动脉

粥样硬化的过程中发挥着重要的作用!肠道菌群代谢物

48

羟基苯乙酸的生物利用度(效应部位和分子机制等还有

待于进一步研究$
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则顶置蓄冷板冷库融霜能耗降低了
#D$#Z

$

4

!

结论
基于连续融霜的冷库!研究了增加顶置蓄冷板对冷

库融霜时库温波动(融霜能耗的影响$结果表明'制冷风

机有霜时!顶置蓄冷板冷库比空库在
"D"

!

"D5

!

#D4

!

!D"9

4

个截面处的温度波动分别降低了
2#D"Z

!

2#D6Z

!

2"D6Z

!

5$D3Z

!库温波动减小了
!D6!`

!融霜能耗减小了

#D23Z

*制冷风机无霜时!顶置蓄冷板冷库比空库在
4

个

截面处的温度波动分别降低了
47D"Z

!

45D$Z

!

4$D#Z

!

5$D5Z

!库温波动减小了
!D74`

!融霜能耗减小了
#D$#Z

$

说明顶置蓄冷板在融霜过程中可以有效降低融霜热对库

温波动的影响*制冷风机在无霜状态下进行融霜可以更

好地减小库温波动且降低融霜耗能!对保证冷库贮藏食

品品质有重要意义$后续可以研究风机翅片侧安装蓄冷

板对库温波动的影响!探究蓄冷板最佳安装方式以最大

程度降低冷库融霜时的库温波动$
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