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不同程度内质网应激对巨噬细胞自噬的影响 *
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摘要 目的：采用 ox-LDL诱导巨噬细胞泡沫化模型，通过不同剂量衣霉素诱导巨噬细胞不同程度内质网应激，观察对其自噬的影
响。方法：不同剂量衣霉素作用于小鼠巨噬细胞系 RAW264.7，通过 TUNEL染色检测其凋亡率，Western blot检测内质网应激蛋白
GRP78，以及自噬标志蛋白 P62的表达水平。结果：与 ox-LDL组和大剂量衣霉素组相比，小剂量衣霉素组可以显著减少巨噬细胞
的凋亡（P<0.01）；与 ox-LDL组相比，小剂量衣霉素组上调内质网应激蛋白 GRP78表达的同时，自噬标志蛋白 P62适度下降（P<
0.01）；大剂量衣霉素组更为显著地上调了内质网应激蛋白 GRP78表达，但同时自噬标志蛋白 P62也显著增加（P<0.01）。结论：小
剂量衣霉素引起一定程度的内质网应激，可以激活适度的自噬，从而减少巨噬细胞的凋亡，可能有助于降低动脉粥样硬化的程

度。
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Effects of the Different Degree of the Endoplasmic Reticulum Stress on
Macrophage's Autophagy*

By using ox-LDL-induced macrophage foam cell model, we used different doses of tunicamycin to induce
different degree of the endoplasmic reticulum stress, to observe the effects of it on autophagy. Different doses of tunicamycin
were added to macrophage RAW264.7. The apoptosis rate was detected with TUNEL method. And the expression level of the
endoplasmic reticulum stress marker protein GRP78 and autophagy marker protein P62 were detected by western blotting.
Compared with the ox-LDL group and the high-dose tunicamycin group, low-dose of tunicamycin significantly reduced the apoptosis of
macrophage (P<0.01); compared with ox-LDL group, the endoplasmic reticulum stress marker protein GRP78 expression was remarkable
increased in low-dose tunicamycin group; meanwhile, the autophagy marker protein P62 moderately decreased (P<0.01); in the high-dose
tunicamycin group, there was more significant increase in the endoplasmic reticulum stress marker protein GRP78 expression, however
the autophagy marker protein P62 also increased notably (P<0.01). Low-dose of tunicamycin caused a certain degree of
endoplasmic reticulum stress, which activated moderate autophagy, decreasing macrophage apoptosis. It may help to reduce the extent of
the atherosclerosis.
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前言

冠状动脉粥样硬化性心脏病是心血管疾病中致死率最高

的心血管疾病之一，近年研究表明，巨噬细胞凋亡是造成动脉

粥样硬化斑块不稳定的重要因素，在晚期动脉粥样硬化中，内

质网应激(endoplasmic reticulum stress, ERS)与巨噬细胞凋亡密

切相关[1-3]。本课题组前期研究结果也显示 ERS导致巨噬细胞

凋亡，参与了动脉粥样硬化不稳定斑块形成过程[4]。内质网应激

（ERS）是指由于某种原因导致细胞内质网内稳态失衡、生理功

能发生紊乱的一种亚细胞器的病过程。应激发生后，通过上调

分子伴侣 GRP78表达、抑制蛋白质合成、加速错误折叠和未折

叠蛋白质降解等方式缓解 ERS。然而，持续或和较严重的 ERS

则触发凋亡信号，诱导 CHOP、Caspase-12、JNK等促凋亡子的
表达及活化，导致细胞凋亡[5, 6]。自噬(Autophagy)是通过溶酶体

系统降解长半衰期蛋白和细胞器的代谢通路，能被饥饿、细胞

分化以及正常生长的调节所诱导，是用来维持细胞内环境稳定

和存活的机制。P62是自噬标志蛋白之一，自噬激活时 P62的

表达下降。但是，在动脉粥样硬化的发展过程中，内质网应激和
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自噬的关系仍不明确。最新研究报道发现，在心肌缺血再灌注

损伤过程中，ERS可以诱导适度的自噬，从而减少缺血再灌注

损伤[7]。为此，本研究应用不同剂量衣霉素对巨噬细胞进行干

预，探讨不同程度内质网应激对自噬及巨噬细胞凋亡的影响。

1 材料与方法

1.1 细胞系和试剂

巨噬细胞系 RAW264.7（中国科学院上海细胞库），高糖
DMEM培养基(美国 Hyclone公司)，胎牛血清(美国 Giblco 公

司)，DMSO(美国 Sigma 公司)，衣霉素(tunicamycin，TM，美国
Sigma公司)，胰蛋白酶(美国 Sigma公司)，Anti-GRP78抗体(美

国 Abcam公司)，Anti-P62抗体（美国 CST公司），Anti-茁-actin

抗体 (美国 Abcam公司)，TUNEL凋亡试剂盒（美国 Roche公

司），BCA蛋白定量试剂盒(碧云天生物技术研究所)，氧化低密

度脂蛋白（ox-LDL，北京协生生物科技有限公司）。
1.2 巨噬细胞的培养与分组

小鼠巨噬细胞系 RAW264.7 培养于 10%胎牛血清的
DMEM高糖培养基中，条件：37 ℃、5 %CO2，每 2-3天传代一

次，传 3代后的细胞可用于实验。细胞密度调整至 1× 106/L，加

入 6孔板中培养，脂蛋白诱导前用无血清 DMEM培养基同步

化 12 h，分为四组分别进行干预：（1）空白对照组：仅含 10 %

FBS的 DMEM高糖培养基共培养 24 h；（2）ox-LDL诱导组：10

%FBS的 DMEM高糖培养液 +ox-LDL（50 mg/L）共培养 24 h；

（3）小剂量衣霉素组：10 % FBS的 DMEM高糖培养液 +小剂

量衣霉素（0.1 滋g/mL）共培育 24 h后加入 ox-LDL（50 mg/L）培

养 24 h；（4）大剂量衣霉素组：10 % FBS的 DMEM高糖培养液
+大剂量衣霉素（1.0 滋g/mL）共培育 24 h后加入 ox-LDL（50

mg/L）培养 24 h。处理完，收集细胞与培养液。
1.3 TUNEL法检测巨噬细胞凋亡率

制备细胞爬片：取盖玻片置于 24孔板内，用 0.25 %胰酶消

化细胞制成细胞悬液，并接种于盖玻片上；按上述分组处理细

胞，每组设 3个副孔，处理完毕，取出盖玻片，PBS液洗片，5 mi-

n× 3次；冷丙酮固定 20 min，PBS液洗片，5 min× 3 次，晾干；

将玻片置于冰上，0.1 %Triton X-100 液浸泡 2 min，PBS 液洗

片，5 min× 3次，晾干；加入由核苷酸复合物，rTdT酶组成的混

合液 50 mL(9:1)，避光 37 ℃孵育 60 min；DAPI染色液室温避
光孵育 10 min，PBS液洗片，5 min× 3次；50%甘油封片后在荧

光显微镜下观察拍照。

1.4 Western-blot检测内质网应激及自噬蛋白的表达

常规方法收集蛋白样品后，用 12 %SDS、PAGE胶，85 V电

泳 30 min后将电压调至 125 V，待溴酚蓝跑出胶板时停止电

泳。100 V、2 h将蛋白样品转移至 NC膜上，5 %脱脂奶粉室温

封闭 1 h。加入稀释后的抗体，anti-P62 (1:1000)，anti-GRP78(1:

1000)，Anti-茁-actin(1:1000)，4 ℃孵育过夜。TBST洗膜 3次，每

次 5 min。加入荧光二抗(1:5000)，室温孵育 l h。TBST洗膜 3

次，每次 5 min，凝胶成像系统显色后，应用 Image J软件半定量

分析条带灰度，相对表达量以各样本与 茁-actin条带灰度比值

计算。

1.5 统计学分析
实验数据采用 SPSS 18.0统计软件进行分析，均以均值±

标准差( X± S )表示。各组间比较采用单因素方差分析，以 P<

0.05作为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 不同剂量衣霉素对巨噬细胞凋亡率的影响
TUNEL荧光染色及半定量分析结果显示(图 1)，正常对照

组巨噬细胞状态良好，凋亡率为 2.1％（图 1A.a，图 1B），加入
ox-LDL(50 mg/L)后细胞凋亡增加，凋亡率 31.0 %（图 1A.b，图
1B）（ox-LDL组 vs control组，P<0.01），在 ox-LDL基础上增加

小剂量衣霉素(0.1 滋g/mL)预处理巨噬细胞，细胞凋亡减少，凋

亡率为 12.3%（图 1A.c，图 1B），而大剂量衣霉素组(1.0 滋g/mL)

明显增加细胞凋亡数量，凋亡率为 40 %（图 1A.d，图 1B）(小剂

量衣霉素组 vs ox-LDL组，大剂量衣霉素组 vs小剂量衣霉素

组，P<0.01)。
2.2 不同剂量衣霉素对巨噬细胞 GRP78、P62蛋白表达水平的
影响

Western blot法检测内质网应激蛋白 GRP78、自噬标志性

蛋白 P62 表达水平。结果显示，与正常对照组相比，加入
ox-LDL （50 mg/L） 后 GRP78、P62 表达水平均显著增加

（ox-LDL 组 vs control 组，P<0.05），与 ox-LDL 组相比，在
ox-LDL基础上给予细胞小剂量衣霉素 (0.1 滋g/mL) 干预后
GRP78表达显著增加，而 P62表达水平显著下降（小剂量衣霉

素组 vs ox-LDL 组，P<0.05），与小剂量衣霉素组相比，在
ox-LDL 基础上给予细胞大剂量衣霉素 (1.0 滋g/mL) 干预，
GRP78表达水平进一步增加，同时 P62蛋白表达水平也显著

增加（大剂量衣霉素组 vs小剂量衣霉素组，P<0.05）（图 2）。

3 讨论

动脉粥样硬化性心血管疾病是对人类健康威胁最严重的

疾病之一，是冠心病和缺血性脑卒中的主要原因。据报道全球

范围内心血管疾病的病死率仅次于肿瘤的病死率，严重危害人

类健康。近年来研究发现急性冠脉综合征(ACS)的发生主要与
动脉粥样硬化斑块的稳定性相关，不稳定斑块破裂及继发血栓

形成是 ACS发生的主要原因[8]。不稳定斑块也称易损斑块，多

为偏心性，脂质坏死核心大，占斑块体积的 40 %以上，纤维帽

薄，可见大量炎性细胞浸润，以巨噬细胞、泡沫细胞居多，激活

的 T淋巴细胞及肥大细胞也增多，纤维帽基质耗竭增加，平滑

肌细胞极少[9-11]。最近研究显示，内质网应激参与动脉粥样硬化

的发生发展。内质网应激是指由于某种原因导致细胞内质网内

稳态失衡、生理功能发生紊乱的一种亚细胞器的病理过程。研

究表明内质网应激反应是细胞的一种自我保护性机制，以恢复

内质网稳态，维持生存。但是过强的或长时间的内质网应激反

应可以引起细胞的凋亡[12]。课题前期研究显示，ox-LDL可以诱

导内质网应激的发生，并且证实了内质网应激在不稳定性动脉

粥样硬化中扮演至关重要的作用[4,13]。因此，探索内质网应激与

巨噬细胞凋亡以及与动脉粥样硬化的关系，对于动脉粥样硬化

的防治及新药的研发有重要意义。

自噬是由溶酶体介导的一种降解途径，通过降解细胞器内

受损及冗余成分为氨基酸、脂肪酸、核苷等小分子，供细胞再利

用。因此，自噬在维持细胞内环境的稳定性起着十分重要的作
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用。自噬一般被认为是细胞在氧化应激及营养匮乏等条件下的

一种自我保护机制。通常情况下，自噬维持在较低水平，但是当

ATP能量耗竭、活性氧的释放，线粒体膜通道的开放都会导致

自噬活性迅速升高[14]。自噬过程受严格调控，除 mTOR途径和
PI3K/Akt(PKB)途径两条经典途径外，近来发现内质网应激途

径也是自噬的重要调控通路 [15]。自噬的主要标志蛋白有 P62、

图 2 Western blotting检测各组细胞 GRP78、P62蛋白的表达及半定量分析

A：各组细胞 GRP78、P62蛋白的表达

B：半定量分析，注: *P<0.01，ox-LDL组 vs control组;#P<0.01，0.1TM+ox-LDL组 vs ox-LDL组;*#P<0.01，1.0TM+ox-LDL组 vs0.1TM+ox-LDL组

Fig.2 The protein expression level of GRP78 and P62 of each group detected by Western blotting

A: The protein expression level of GRP78 and P62 of each group

B: Semi-quantitative analysis, Note:*P<0.01,ox-LDL group compared with control group;#P<0.01, (0.1TM+ox-LDL) group compared with ox-LDL

group;*#P<0.01, (1.0TM+ox-LDL) group compared with (0.1TM+ox-LDL) group.

图 1 TUNEL法检测的各组细胞凋亡及半定量分析

A:TUNEL染色：a.control,b.ox-LDL,c.0.1TM+ox-LDL,d.1.0TM+ox-LDL

B:半定量分析，注：*P<0.01，ox-LDL组 vs control组;#P<0.01，0.1TM+ox-LDL组 vs ox-LDL组;*#P<0.01，1.0TM+ox-LDL组 vs0.1TM+ox-LDL组

Fig.1 The apoptosis of each group detected by TUNEL method

A: TUNEL staining. a.control,b.ox-LDL,c.0.1TM+ox-LDL,d.1.0TM+ox-LDL

B: Semi-quantitative analysis, Note:*P<0.01,ox-LDL group compared with control group;#P<0.01, (0.1TM+ox-LDL) group compared with ox-LDL

group; *#P<0.01, (1.0TM+ox-LDL) group compared with (0.1TM+ox-LDL) group
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Atg7、LC3等，自噬的上调或下调参与肝脏疾病、心肌病、肿瘤

和神经变性等多个系统疾病的发生[16-19]。最近，不断有研究发

现，自噬可能参与了动脉粥样硬化时细胞死亡和存活的调控。

选择性抑制 PI3K/Akt/mTOR 信号通路能诱导巨噬细胞自噬，

减少斑块巨噬细胞的浸润，抑制炎症反应进而稳定动脉粥样硬

化易损斑块[20]。

内质网应激与自噬的关系也备受关注，但目前研究尚无定

论。Li等[21]发现下调内质网转录分子伴侣 -葡萄糖调节蛋白 78

(GRP78)可使内质网扩张和瓦解，进而抑制细胞的自噬，但同时

下调 GRP78和 X-盒 -结合蛋白－ 1（XBP-1）可恢复自噬的水

平。徐治[22]等人对宫颈癌 Hela细胞进行缺糖缺氧，发现缺糖缺

氧应激可以诱导细胞发生自噬，这种自噬可能来源于内质网应

激 -自噬信号通路。也有研究发现诱导自噬通过减弱内质网应

激从而促进牛胚胎的黏附发展[23]。然而，在动脉粥样硬化的发

展过程中，两者的关系仍不清楚。

本实验应用不同剂量的内质网应激的诱导剂衣霉素体外

培养的巨噬细胞系 RAW264.7，采用 ox-LDL诱导巨噬细胞泡

沫化模拟动脉粥样硬化模型，应用 TUNEL染色法检测巨噬细

胞的凋亡率，观察到与 ox-LDL组和大剂量衣霉素组相比，小

剂量衣霉素组显著地减少了巨噬细胞的凋亡。为了进一步观察

内质网应激和自噬在巨噬细胞凋亡中的关系，采用 Western
blot 检测了内质网应激标志蛋白 GRP78 以及自噬标志蛋白
P62表达水平，发现小剂量衣霉素组与大剂量衣霉素组相比，

引起内质网应激的同时激活了适度的自噬，而大剂量衣霉素虽

引起更大程度的内质网应激却削弱了自噬。本实验首次证实，

小剂量衣霉素引起适度内质网应激的同时，可以激活适度的自

噬，从而减少巨噬细胞的凋亡，可能有助于减轻动脉粥样硬化

程度。

综上所述，本实验利用 ox-LDL诱导的泡沫化巨噬细胞模

型，首次证实小剂量衣霉素可引起的一定程度的内质网应激，

同时激活了适度的自噬，从而减少了巨噬细胞的凋亡，可能有

助于减轻动脉粥样硬化的进程。
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