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茁-榄香烯对 RAW264.7巨噬细胞源性泡沫细胞作用的研究 *
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摘要 目的：研究 茁-榄香烯抗巨噬细胞源性泡沫细胞的形成及抑制巨噬细胞炎症因子分泌的作用。为探讨茁-榄香烯抗动脉粥样

硬化（AS）的作用提供依据。方法：采用氧化低密度脂蛋白（ox-LDL）诱导小鼠单核 /巨噬细胞(RAW264.7)建立巨噬细胞源性泡沫

细胞模型，采用油红 O染色鉴定泡沫细胞形成。给予不同浓度（0.5，5，50 滋M）茁-榄香烯干预后，ELISA方法检测巨噬细胞源性泡

沫细胞内胆固醇含量和肿瘤坏死因子 -琢（TNF-琢），白介素 -6（IL-6）分泌量的变化。结果：茁-榄香烯可降低巨噬细胞源性泡沫细胞

内总胆固醇(P<0.05或 P<0.01)，胆固醇酯含量（P<0.01），减少炎症因子 TNF-琢，IL-6的分泌(P<0.05或 P<0.01)，并且呈现出一定的

浓度依赖性。结论：茁-榄香烯抑制巨噬细胞对 ox-LDL的摄取，降低细胞内胆固醇的含量，抑制泡沫细胞的形成，同时改善巨噬细

胞的炎症状态从而发挥抗动脉粥样硬化的作用。
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Study on the Effects of 茁-elemene on RAW264.7 Macrophage-derived
Foam Cells*

The effects of 茁-elemene on the generation of and inflammatory cytokine production from RAW264.7

macrophage-derived foam cells were observed. RAW264.7 macrophages were incubated with oxidized low-density

lipoproteins (ox-LDL) or with both ox-LDL and 茁-elemene (0.5, 5, or 50 滋M). Oil red O staining was used to observe the formation of

foam cells and the contents of cellular cholesterol, TNF-琢 and IL-6 were determined by commercially available kits. Compared

with the control cells, RAW264.7 macrophage-derived foam cells showed significantly increased contents of total cholesterol,cholesterol

ester, TNF-琢 and IL-6 (P<0.01 or P<0.001). However, 茁-elemene treatments significantly lowered the contents of total cholesterol,

cholesterol ester and decreased secretion of TNF-琢 and IL-6 in a dose-dependent manner (P<0.05 or P<0.01). 茁-elemene can

be involved in the intake of ox-LDL, decrease the contents of total cholesterol and cholesterol esters,reduce the secretion of inflammatory

cytokines in the macrophages, inhibit the formation of foam cell and produce the anti-atherosclerotic effect.
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前言

心血管疾病是全球范围造成死亡的最主要原因，每年有一

亿六千七百万人死于心血管疾病[1,2]，冠脉疾病和脑血管疾病是

最常见的心血管疾病，它们共同的病理基础是动脉粥样硬化

（AS）。AS是一种以顽固性炎症和脂质代谢紊乱为特征的疾病
[3，4]，巨噬细胞在 AS的发生发展中起着关键的作用。一方面巨

噬细胞吞噬大量的脂质形成泡沫细胞，引起 AS的发生；另一

方面脂质蓄积引起巨噬细胞释放大量的炎症因子，这些因子在

AS病变部位起到多方面的作用，可以引起炎症反应、内皮细胞

功能障碍、血栓形成、血管重构和斑块破裂，促进 AS形成和发

展[5-8]。目前临床治疗 AS的主要方案为降胆固醇药如他汀类。

他汀类虽然能够减少炎性反应并增加斑块稳定性，但目前仍然

没有直接有效的方法来抑制泡沫细胞形成，改善细胞炎症状

态。因此寻找新的药物维持巨噬细胞内胆固醇含量的动态平衡

并改善细胞炎症状态对防治 AS有重大意义。

茁-榄香烯是从姜科植物温莪术中提取出来的倍半萜烯类

化合物，是一种广谱、高效的抗肿瘤药物[9-11]。近年来研究发现
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茁-榄香烯具有抑制血管生成，抗凝血，溶血栓，改善血液流变

学，抗氧化损伤等作用[12-15]，因此 茁-榄香烯具有良好的抗动脉

粥样硬化的应用前景。但是 茁-榄香烯对巨噬细胞源性泡沫细

胞的作用尚无报道，本研究采用 ox-LDL诱导 RAW264.7建立

巨噬细胞源性泡沫细胞模型，观察 茁-榄香烯是否抑制泡沫细

胞的形成和炎症因子的释放，为 茁-榄香烯抗动脉粥样硬化的

应用提供进一步的科学依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 细胞系 小鼠单核 /巨噬细胞系（RAW264.7）购自 Amer-

ican Type Culture Collection（ATCC)。

1.1.2 试剂 茁-榄香烯由大连远大医药科技开发有限公司提

供；ox-LDL 购自广州奕源生物科技有限公司；TNF-琢 ELISA

试剂盒购自南京伟沃生物科技有限公司；IL-6 ELISA试剂盒购

自北京四正柏生物科技有限公司；胆固醇试剂盒购自 Invitro-

gen；辛伐他汀，油红粉，四甲基偶氮唑蓝（MTT）、二甲基亚砜

（DMSO）、青霉素、链霉素均为美国 Sigma 公司产品；碳酸氢

钠、氯化钾、氯化钠、磷酸二氢钾、磷酸氢二钠均为分析纯，购自

南京化学试剂一厂；DMEM培养基、胎牛血清、购自美国 GIB-

CO公司。

1.1.3 仪器 CO2培养箱（Hearous，德国）；Safire 2 型微孔板测

读仪（TECAN，瑞士）；倒置显微镜（Olympus，日本）；超净工作

台（苏州艾可林净化设备有限公司）；电子天平（Sartorious，德

国）；Milli—Q自动纯水机（Millipore，美国）。

1.2 实验方法

1.2.1 小鼠单核 /巨噬细胞的培养 RAW264.7复苏后，传至培

养皿中，用含有 10 %胎牛血清，青霉素（100 U/ml），链霉素（100

滋g/ml）的 DMEM培养基于 37℃、5 % CO2培养箱内培养，当细

胞达到 80 %融合时传代。正常培养 3代后，接种于细胞培养板

或培养皿中。待细胞融合至 70 %时，按实验分组设计加入相应

处理因素并检测相应指标。

1.2.2 茁-榄香烯对 RAW264.7 活力的影响 取生长状态良好

的 RAW264.7传代，以 5× 103个 /孔密度接种于 96孔培养板

中，正常培养 24 h 后，换用含有 0，0.5，5，10，50，100，200，500

滋M的 茁-榄香烯的无血清培养基继续培养 24 h，MTT法检测

各组细胞活力。

1.2.3 泡沫细胞油红 O 染色 取生长状态良好的 RAW264.7

传代，以 5× 105个 /ml密度接种于 6孔培养板中，正常培养 24

h后，PBS洗 1遍，正常组和模型组分别换用无血清培养基和

含有 60 滋g/ml ox-LDL的无血清培养基继续培养 24 h后，弃去

原细胞培养液，用 PBS洗 2遍，用 4 %多聚甲醛固定 30 min，弃

去固定液后用 PBS洗 2~3 遍，加入油红染色液 37 ℃染色 30

min，弃去染色液后用 PBS洗 3遍，在倒置显微镜下观察染色

结果并进行拍照。

1.2.4 茁-榄香烯对 RAW264.7 巨噬细胞源性泡沫细胞内总胆

固醇，胆固醇酯的检测 取生长状态良好的 RAW264.7传代，

以 5× 105个 /ml密度接种于 6孔培养板中，于 37 ℃、5 %CO2

培养箱中培养。正常培养 24 h后，换用无血清的培养基继续培

养 12 h，使细胞同步化后。实验分为以下几组：正常对照组；模

型组（ox-LDL损伤组）；辛伐他汀组（ox-LDL+ 辛伐他汀 1

滋M）；茁-榄香烯低剂量组（ox-LDL+茁-榄香烯 0.5 滋M）；茁-榄香

烯中剂量组（ox-LDL+茁- 榄香烯 5 滋M）；茁- 榄香烯高剂量组

（ox-LDL+茁- 榄香烯 50 滋M）。正常组换用无血清的培养基，

ox-LDL损伤组换为含 60 滋g/ml ox-LDL的无血清培养基，辛伐

他汀组换为含 1 滋M辛伐他汀和 60 滋g/ml ox-LDL的无血清培

养基，茁- 榄香烯组换为含相应浓度的 茁- 榄香烯和 60 滋g/ml

ox-LDL无血清培养基继续培养 24小时。收集细胞，按照试剂

盒说明书所述方法测定总胆固醇，胆固醇酯的含量。

1.2.5 茁-榄香烯对 RAW264.7巨噬细胞源性泡沫细胞 TNF-琢，
IL-6 分泌的影响 将 RAW264.7 接种于 6 孔培养板中，按

“1.2.4”方法分组处理后，收集培养液，按照试剂盒说明书所述

方法测定 TNF-琢，IL-6的含量。

1.3 统计学处理

采用 GraphPad Prism 5统计软件进行分析，所有数据均采

用均数± 标准差（x± s )表示，组间比较进行 t检验。P<0.05表

示差异有统计意义。

2 结果

2.1 茁-榄香烯对 RAW264.7活力的影响

由图 1 可知，RAW264.7 用不同浓度的 茁- 榄香烯孵育

24 h 后，随着给药浓度的增加，细胞活力剂量依赖性的降

低，但是即使 茁-榄香烯浓度达到 500 滋M 时，细胞活力仍在

70 %以上。提示 茁- 榄香烯对 RAW264.7 细胞毒性作用较

弱。

2.2 茁-榄香烯对 RAW264.7巨噬细胞源性泡沫细胞形成进程

的影响

图 1 茁-榄香烯对 RAW264.7细胞活力的影响（x± s，n=6）

Fig. 1 The effect of 茁-elemene on the viability of normal RAW264.7

(x± s, n=6)

*注：与正常组比较，#P<0.05，##P<0.01。

*Note: #P < 0.05 vs. control group, ##P < 0.01 vs. control group.
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由图 2可知，60 滋g/ml ox-LDL处理 RAW264.7 24 h，油红

O染色后，在倒置显微镜下观察，胞浆内可见红色脂滴，符合泡

沫细胞形态学特点。由图 3，图 4和图 5总结可知，60 滋g/ml

ox-LDL处理 RAW264.7 24 h后，与正常组细胞相比，细胞内的

总胆固醇含量显著增加（P<0.01），胆固醇酯的含量急剧增加

（P<0.001），总胆固醇中胆固醇酯占有的比例也明显增加（P<0.01），

且比值超过了 50 %，说明 ox-LDL成功诱导 RAW264.7为泡沫

细胞。给予阳性对照药辛伐他汀和 茁-榄香烯干预后，辛伐他汀

降低 RAW264.7 巨噬细胞源性泡沫细胞内总胆固醇（P<0.

05），胆固醇酯的含量（P<0.05）和胆固醇酯与总胆固醇的含量

比值（P<0.05）。茁-榄香烯剂量依赖性的降低总胆固醇的含量

（P<0.05或 P<0.01），并且中高剂量组显著降低了胆固醇酯的含

量（P<0.01），同时，辛伐他汀和 茁-榄香烯中，高剂量组的胆固

醇酯与总胆固醇的含量比值 <50 %，提示辛伐他汀和 茁-榄香

烯中高剂量组抑制了巨噬细胞源性泡沫细胞的形成。

2.3 茁-榄香烯对 RAW264.7 巨噬细胞源性泡沫细胞 TNF-琢、
IL-6的分泌影响

图 2 ox-LDL对 RAW264.7脂滴含量的影响（油红 O染色× 400）

Fig. 2 The effect of ox-LDL on RAW264.7 lipid content

(Oil Red O staining× 400)

*注：A空白对照组，B泡沫细胞组，标尺代表 100 滋m。

*Note: A control group,B foam cells, Scale bar represents 100 滋m.

图 3 茁-榄香烯对 RAW264.7巨噬细胞源性泡沫细胞内总胆固醇含量

的影响（x± s，n=3）

Fig. 3 The effect of 茁-elemene on total cholesterol level in RAW264.7

induced by ox-LDL (x± s, n=3)

*注：与正常组比较 ##P<0.01，与模型组比较 *P<0.05，**P<0.01。

*Note: ##P<0.01 vs. control group, *P<0.05 vs. model group,

**P<0.01vs. model group.

图 4 茁-榄香烯对 RAW264.7巨噬细胞源性泡沫细胞内胆固醇酯的含

量的影响（x± s，n=3）

Fig. 4 The effect of 茁-elemene on cholesterol ester level in RAW264.7

induced by ox-LDL (x± s, n=3)

*注：与正常组比较 ###P<0.001，与模型组比较 *P<0.05，**P<0.01。

*Note: ###P<0.001 vs. control group, *P<0.05 vs. model group,

**P<0.01vs. model group.

图 5 茁-榄香烯对 RAW264.7巨噬细胞源性泡沫细胞内胆固醇酯与总
胆固醇的含量比值的影响（x± s，n=3）*

Fig. 5 The effect of 茁-elemene on the ratio of cholesterol ester level and
total cholesterol level in RAW264.7 induced by ox-LDL (x± s, n=3)
注：与正常组比较 ##P<0.01，与模型组比较 *P<0.05，**P<0.01。

*Note: ##P<0.01 vs. control group, *P<0.05 vs. model group, **P<0.01vs.
model group.

图 6 茁-榄香烯对 RAW264.7巨噬细胞源性泡沫细胞 TNF-琢分泌的影
响（x± s，n=3）

Fig. 6 The effect of 茁-elemene on the TNF-琢 level in RAW264.7 induced
by ox-LDL(x± s, n=3)

*注：与正常组比较 ###P<0.001，与模型组比较 *P<0.05，**P<0.01。
*Note: ###P<0.001 vs. control group, *P<0.05 vs. model group,

**P<0.01vs. model group.
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由图 6，图 7可见，用 60 滋g/mL ox-LDL处理 RAW264.7

24 h后，与正常组比较，模型组炎症因子 TNF-琢和 IL-6的分泌

量显著增加（P<0.001或 P<0.01），给予相应的药物干预后，茁-

榄香烯中高剂量组减少 TNF-琢的分泌量（P<0.05或 P<0.01），茁-榄

香烯低剂量组虽有减少 TNF-琢分泌量的趋势，但是尚未有统
计学意义（P>0.05）。茁-榄香烯剂量依赖性的降低 IL-6的分泌

量且都具有统计学意义（P<0.05或 P<0.01）。辛伐他汀与模型

组比较虽有降低 TNF-琢和 IL-6分泌量的趋势，但是并没有统

计学意义（P>0.05），提示 茁-榄香烯的抗炎作用可能优于辛伐

他汀。

3 讨论

巨噬细胞内胆固醇平衡与 AS的发生息息相关，巨噬细胞

内一旦出现胆固醇大量堆积，即可引起胆固醇代谢失衡，胆固

醇酯含量增加，细胞内脂滴大量聚集，当细胞内胆固醇酯含量

超过总胆固醇含量的 50%，可形成巨噬细胞源性泡沫细胞，随

着泡沫细胞的不断堆积，最终形成动脉粥样硬化斑块[16]。

在本研究中，用 60 滋g/mL ox-LDL 处理 RAW264.7 24 h

后，ox-LDL增加 RAW264.7细胞内总胆固醇和胆固醇酯的含

量，且胆固醇酯与总胆固醇的比值超过 50%，说明 ox-LDL诱

导了巨噬细胞源性泡沫细胞的形成。而加入不同浓度的 茁-榄

香烯后，可剂量依赖性的降低总胆固醇，胆固醇酯的含量和胆

固醇酯与总胆固醇的比值，提示 茁-榄香烯可能通过抑制巨噬

细胞对 ox-LDL的摄取，加速巨噬细胞内的胆固醇酯水解，从

而抑制了泡沫细胞的形成。

在 AS的发生发展过程中，巨噬细胞也分泌一系列炎症

因子参与其中，如 TNF-琢和 IL-6。TNF-琢作为促炎因子可直接
引起内皮细胞损伤[17,18]；破坏血管表面凝血与抗凝系统平衡，易

致血栓形成[19]；促进新生血管形成；促进血管平滑肌细胞的增

殖及平滑肌源性泡沫细胞的形成。IL-6可以促进巨噬细胞表面

LDL受体的合成，使巨噬细胞对 LDL的摄取增加；刺激血管平

滑肌细胞增生[20]；调节粘附分子及其他细胞因子如 IL-1、TNF-琢
的表达，促进炎症反应；刺激基质降解酶的合成，侵蚀斑块内的

基质，从而导致斑块不稳定破裂 [21]。有很多研究已表明抗

TNF-琢和 IL-6的治疗虽然没有显著降低血浆脂质水平，但是

有效的抑制了 AS的发展[22-24]。在本研究中，ox-LDL显著增加

RAW264.7细胞 TNF-琢和 IL-6的分泌，而加入不同浓度的 茁-

榄香烯后，可剂量依赖性的降低这两种炎症因子的分泌。提示

茁-榄香烯可以改善 RAW264.7巨噬细胞的炎症状态，抑制炎

症反应。

综上所述，茁-榄香烯可以剂量依赖性的减少巨噬细胞内脂

质的含量，抑制泡沫细胞的形成，减少炎症因子分泌，改善细胞

炎症状态，提示 茁-榄香烯有抗动脉粥样硬化的潜在作用，对防

治心血管疾病有重要的意义，但其具体作用机制还有待于进一

步的实验研究。
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