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摘要 目的 探讨辛伐他汀在氧化低密度脂蛋白( oxLDL)

诱导巨噬细胞焦亡中的作用及机制。方法 oxLDL 作用于
J774A. 1 小鼠巨噬细胞，采用乳酸脱氢酶( LDH) 释放试剂盒
检测 LDH的释放，荧光显微镜观察吖啶橙( AO) 、溴化乙锭
( EB) 的染色情况来判断焦亡细胞膜的完整性; Western blot

检测 LC3-Ⅱ /Ⅰ、caspase-1 与白介素-1β( IL-1β) 的蛋白表达
情况; 分别加入辛伐他汀、3-甲基腺嘌呤( 3-MA) 自噬阻断剂
等药物后，检测上述实验结果的变化情况。结果 在 oxLDL

诱导的巨噬细胞脂质聚集的过程中，辛伐他汀药物有保护膜

完整性的作用，并且显著减少 LDH 的释放，AO/EB 荧光染
色结果可观察到橘红色荧光( EB) 所占比例显著降低，并抑
制 caspase-1 的激活和 IL-1β的分泌。然而，当巨噬细胞的自
噬过程被 3-MA所阻断时，Western blot 结果显示 LC3-Ⅱ /Ⅰ
的表达下调，caspase-1 的活性和成熟的 IL-1β 分泌增加; 同
时 LDH实验和染色实验结果也显示，LDH释放增多、AO/EB

染色中橘红色荧光增加，表明 oxLDL诱导的巨噬细胞膜的损
伤进一步加重。结论 辛伐他汀可抑制 oxLDL 诱导的巨噬
细胞焦亡，可能与增强 oxLDL诱导的巨噬细胞自噬有关。
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在动脉粥样硬化的形成过程中，巨噬细胞经过

吞噬氧化低密度脂蛋白( oxidized low density lipopro-
tein，oxLDL) ，最终导致脂质沉积和巨噬细胞发生
泡沫样改变［1］。细胞焦亡是程序性细胞死亡方式，
取决于 caspase-1 的活化并且伴随着大量炎症因子
的产生［2］。oxLDL 在巨噬细胞内的聚集可导致
NOD样受体蛋白 3 ( nucleotide-binding domain，leu-
cine-rich-repeat-containing family， pyrindomain-con-
taining 3，NLＲP3) 炎症小体和 caspase-1 的活化，引

起细胞焦亡并进一步促进动脉粥样硬化的发展［3］。
他汀类药物可以减少细胞内胆固醇的水平［4］。

在动脉粥样硬化的过程中，他汀类药物还可以降低

炎症反应和氧化应激反应，从而阻碍血栓的形

成［5］。在 oxLDL作用的巨噬细胞中，辛伐他汀可以
增强细胞自噬，从而减轻脂质在巨噬细胞内的聚集。
但其对 oxLDL 诱导巨噬焦亡的影响及相关途径尚
不明确。该实验旨探讨辛伐他汀对 oxLDL 诱导巨
噬细胞焦亡的影响及可能的作用机制，为其在动脉

粥样硬化的临床应用提供新的思路和方向。

1 材料与方法

1． 1 细胞培养 实验细胞为小鼠单核巨噬细胞
J774A. 1，该细胞株源于武汉大学细胞库，并应用高
糖细胞培养液，在适宜的条件下进行培养。
1． 2 主要试剂 oxLDL 购自广州奕源生物公司;
DMEM购自赛默飞生物化学制品有限公司; 辛伐他
汀购自浙江天航生物科技公司; 吖啶橙 /溴化乙锭
( acridine orange /ethidium bromide，AO / EB ) 染料
购自上海源叶生物科技有限公司; 一抗兔抗鼠 LC3-
Ⅱ /Ⅰ抗体购自美国 Santa Cruz公司; 二抗辣根过氧
化物酶标记山羊抗兔 IgG抗体购自北京中杉金桥生
物技术有限公司; 乳酸脱氢酶( lactate dehydrogen-
ase，LDH) 试剂盒购自原坪皓生物技术有限公司;
一抗兔抗小鼠 caspase-1、IL-1β 抗体购自北京博奥
森生物技术有限公司。
1． 3 方法
1． 3． 1 LDH 释放的检测 在 96 孔细胞培养板中
接种一定数量的细胞，等到细胞数量达到一定程度

时，去除已消耗的培养液，PBS多次清洗后添加新的
培养液进行培养。在规定的检测时间，重新更换培
养液，按照规定步骤依次加入 LDH释放试剂和其它
试剂，混匀继续培养。到达既定的时间后收集细胞，
离心后抽取 120 μl上清液，放置仪器上进行样品测
定。
1． 3． 2 AO /EB 复染 把细胞接种至细胞培养板
中，每孔 2 ml细胞培养液进行培养。等到细胞达到
合适的密度，加入不同浓度的药物继续培养; 之后离
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心收集细胞，用 PBS 洗涤重悬细胞后; 在上悬液细
胞中分别加 AO和 EB 等量染料 10 μl，待染色液充
分混合后，立即封片，放置荧光显微镜下检测。
1． 3． 3 Western blot 法 在 6 孔板中接种 J774A. 1
细胞，加入 oxLDL 和辛伐他汀。另外，在 oxLDL 和
辛伐他汀的基础上再加入 3-甲基腺嘌呤( 3-MA) 抑
制剂。到达既定的时间后收集细胞，裂解提取细胞
总蛋白。通过酶标仪测定其浓度。根据所测蛋白的
大小，配置一定比例的分离胶。把蛋白样本与 5 ×
上样缓冲液按比例混匀。在上样之前，需点动离心
混匀后加到加样孔中，确保每孔中有一定的蛋白总

量。电泳转膜后，用牛奶室温封闭 2 h，加入一抗
( LC3-Ⅱ /Ⅰ、IL-1β和 caspase-1 抗体) 室温下孵育 2
h，用 PBST洗涤; 加入对应的辣根过氧化物酶标记
的二抗，轻轻摇晃 1 h后再次洗涤; 应用数码凝胶图
像分析系统进行曝光观察，用于后期定量分析。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 统计软件对数
据进行分析。数据采用 珋x ± s 表式，组间比较采用 t
检验，所有实验重复 3 次以上。各时间点数据间比
较采用单因素方差分析，P ＜ 0. 05 表示差异有统计
学意义。

2 结果

2． 1 辛伐他汀抑制 oxLDL诱导的巨噬细胞焦亡
2． 1． 1 LDH 释放试验的结果 与正常细胞组比
较，加入 oxLDL 后，LDH 的释放显著升高，达到
( 62. 40 ± 7. 32 ) % ; 分别应用不同浓度( 0. 5、1. 0
μmol /L) 辛伐他汀，LDH的检测结果无明显变化; 而
在 oxLDL的基础上加入辛伐他汀后，LDH 释放呈下
降趋势，其中加入 1. 0 μmol /L辛伐他汀减少趋势最
为明显，达到( 37. 33 ± 4. 82 ) %，差异有统计学意
义( F = 70. 22，P ＜ 0. 05) 。见图 1A。
2． 1． 2 AO /EB染色结果 在应用 oxLDL后，EB 橘
红色荧光显著上升; 与正常细胞组相比，加入不同浓

度辛伐他汀( 0. 5、1. 0 μmol /L) 后，EB 的荧光无明
显变化; 而在 oxLDL 的基础上加入辛伐他汀后，EB
橘红色荧光所占的比例呈减少的趋势。见图 1B。
2． 2 3-MA阻断辛伐他汀对 oxLDL 介导的巨噬细
胞自噬的增强作用 在 ox-LDL 及 1. 0 μmol / L 辛
伐他汀处理的 J774A. 1 细胞中，在 3-MA 的作用下，
LC3-Ⅱ /Ⅰ的表达明显下降至( 0. 32 ± 4. 65 ) %，差
异有统计学意义( F = 224. 05，P ＜ 0. 01) 。见图 2。
2． 3 3-MA阻断自噬对辛伐他汀抑制 oxLDL 诱导
的巨噬细胞焦亡影响

图 1 LDH的释放和 AO/EB复染情况
A: LDH的释放; B: AO / EB复染 × 400; 1: 对照组; 2: oxLDL; 3:

0． 5 μmol /L 辛伐他汀; 4: 1． 0 μmol /L 辛伐他汀; 5: oxLDL + 0． 5

μmol /L辛伐他汀; 6: oxLDL + 1． 0 μmol /L辛伐他汀; 与 oxLDL 比较:
#P ＜ 0. 05

图 2 3-MA作用巨噬细胞 LC3-Ⅱ /Ⅰ的表达
1: oxLDL; 2: oxLDL +辛伐他汀; 3: oxLDL +辛伐他汀 + 3-MA;

与 oxLDL +辛伐他汀比较: ##P ＜ 0. 01

2． 3． 1 3-MA作用后 LDH 释放检测结果 正常细
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胞组加入 1. 0 μmol / L 辛伐他汀后，LDH 的释放降
低; 与辛伐他汀的基础上加入 3-MA 后，检测到的
LDH释放量显著升高，达到( 62. 41 ± 7. 32) %，差异
有统计学意义( F = 154. 83，P ＜ 0. 01) 。见图 3A。
2． 3． 2 3-MA作用后 AO /EB复染情况 为了明确
辛伐他汀在自噬被阻断后对焦亡的影响，本研究对

AO /EB复染结果进行了量化分析，在 1 000 个细胞
中计算橘红色 EB 荧光在全部荧光中所占的比例。
正常细胞中加入 1. 0 μmol / L 辛伐他汀后，EB 的荧
光比例降低; 与辛伐他汀的基础上加入 3-MA，橘红
色 EB 荧光所占总荧光的比例明显升高，达到
( 85. 02 ± 5. 01 ) %，差异有统计学意义 ( F =
142. 64，P ＜ 0. 01) 。见图 3B、C。

图 3 3-MA作用巨噬细胞 LDH的释放和 AO/EB复染情况
A: LDH的释放; B: AO / EB 复染量化分析; C: AO / EB 复染 ×

400; 1: oxLDL; 2: oxLDL +辛伐他汀; 3: oxLDL +辛伐他汀 + 3-MA;

与 oxLDL +辛伐他汀比较: ##P ＜ 0. 01

2． 3． 3 3-MA作用后巨噬细胞 caspase-1 活化和 IL-
1β成熟的结果 Caspase-1 本身不具有活性，主要
以 pro-caspase-1 的形式存在。只有通过活化裂解才

能生成有活性的 cleaved caspase-1。另外，具有活性
的 cleaved caspase-1 还可以通过促进 IL-1β 的分泌
使细胞发生炎症反应。正常细胞中加入 1. 0 μmol /
L辛伐他汀后，cleaved caspase-1 和成熟 IL-1β 表达
均减弱; 另外再加入 3-MA 后，cleaved caspase-1 和
IL-1β表达呈增加的趋势。见图 4A、B。

图 4 3-MA对巨噬细胞 caspase-1 和 IL-1β表达的影响
A: caspase-1 的表达; B: IL-1β 的表达; 1: oxLDL; 2: oxLDL +辛

伐他汀; 3: oxLDL +辛伐他汀 + 3-MA

3 讨论

与凋亡和坏死不同，细胞焦亡是一种新的炎症

性细胞死亡形式。其伴随着细胞内容物的释放及大
量促炎因子的生成，其主要特征包括 caspase-1 依赖
的细胞溶解和炎症因子的产生［6］。有文献［7］报道，

焦亡在动脉粥样硬化和感染等疾病中发挥着至关重

要的作用。过去一直认为在 oxLDL 作用下的巨噬
细胞所表现出的特征是凋亡，然而近期有研究［8］显

示，在 oxLDL处理的巨噬细胞中，观察到如膜完整
性的破坏、炎症反应、细胞器的损伤等特征，而这些
特征在细胞凋亡中却是不存在的。当细胞膜结构被
破坏以后，细胞质内的 LDH释放到细胞外。通过检
测培养液中胞质内的 LDH活性，可以判断细胞膜的
完整性，继而了解细胞焦亡的发生情况。AO 可以
穿过结构完好的细胞膜，在一定的激发光下显示绿

色的荧光。而 EB 只能从受损的细胞膜通过，荧光
显微镜下显示橘红色的荧光。通过 AO / EB 染色
观察，可以检测了解细胞膜的完整性，进一步判断细

胞焦亡的发生。本研究通过对 LDH 释放的检测和
AO / EB染色，结果表明 oxLDL 可以导致巨噬细胞
膜完整性的损伤; 同时 cleaved caspase-1 和 IL-1β 的
检测结果也证实了 oxLDL 可以诱导巨噬细胞发生
caspase-1 依赖的细胞焦亡。
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辛伐他汀是一种高效的降脂药物，广泛用于动

脉粥样硬化的治疗。研究［9］显示，辛伐他汀还可以
增强 oxLDL介导的巨噬细胞自噬。然而，辛伐他汀
对 oxLDL诱导巨噬细胞焦亡的影响仍不清楚。本
研究中通过实验证实辛伐他汀能有效缓解 oxLDL
诱导的巨噬细胞膜的损伤，并阻碍 caspase-1 的活化
和 IL-1β的产生。实验结果表明，辛伐他汀在 ox-
LDL诱导的巨噬细胞焦亡过程中发挥抑制作用。
自噬与焦亡之间存在相互关系。有研究［10］显

示，活性氧的产生与线粒体自噬密切相关，细胞通过

选择性降解发生氧化损伤的线粒体，可以减轻活性

氧引起的细胞损伤。另外，活性氧也可通过增加氧
化应激激活 NLＲP3 炎症体和 caspase-1-IL 1β 信号
从而引起细胞焦亡［11］。本研究前期显示辛伐他汀
可以增强 oxLDL诱导的巨噬细胞自噬。然而，这是
否与辛伐他汀抑制 oxLDL 诱导的巨噬细胞焦亡有
关，目前尚不清楚。3-MA是一种被广泛应用的自噬
抑制剂，可有效的阻断自噬体的形成，抑制细胞内蛋

白的降解。为此，本研究应用 3-MA 阻断自噬后，观
察辛伐他汀对 oxLDL 诱导巨噬细胞焦亡过程的影
响。结果表明: 在 3-MA处理巨噬细胞后，自噬被有
效阻断; 在此背景下，caspase-1 的活化和随后的 IL-
1β的分泌进一步增加，LDH水平和 EB 橘红色荧光
比例也相应增加。即在 3-MA 干预下，oxLDL 诱导
的巨噬细胞焦亡的过程中，辛伐他汀的抑制作用被

阻断。因此，辛伐他汀可能通过增强巨噬细胞自噬，
抑制 oxLDL诱导的巨噬细胞焦亡。
综上所述，在 oxLDL 作用的巨噬细胞基础上，

辛伐他汀可能通过增强巨噬细胞自噬，调节活性氧

的产生和 NLＲP3 的活化，从而抑制 caspase-1 依赖
的细胞焦亡。
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Simvastatin inhibits the oxidized LDL-induced macrophages pyroptosis
Peng Xue，Li Yunyun，Jin Mengxing，et al

( Dept of Immunology，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To investigate the effect of simvastatin on oxLDL induced macrophages pyroptosis． Methods
OxLDL treated J774A． 1 mouse macrophages． Acridine orange /ethidium bromide ( AO /EB) staining method and

LDH release assay was used to observe the membrane integrity; Western blot was used to detect the expression of
LC3-Ⅱ /Ⅰ，caspase-1 and interleukin( IL) -1β，compared with the group after treatment with simvastatin and 3-
methyladenine ( 3-MA) ． Ｒesults Simvastatin could protect the plasma membrane integrity and inhibit the activa-
tion of caspase-1 and the maturation of IL-1β during the process of lipid accumulation in macrophages induced by
oxLDL． LDH release decreased and AO /EB staining showed orange fluorescence reduce． However，when the auto-
phagy of macrophage was blocked by 3-MA，Western blot showed that the expression of LC3-Ⅱ /Ⅰwas down-regu-
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lated，the activity of caspase-1 and the secretion of mature IL-1β increased． Furthermore，the results of LDH re-
lease increased and AO /EB staining orange fluorescence increase indicated that the damage of macrophage cell
membrane induced by oxLDL is significantly worse after 3-MA treatments． Conclusion Simvastatin inhibit the ox-
LDL-induced macrophages pyroptosis，which may be associated with enhanced oxLDL-induced macrophage autoph-
agy．
Key words pyroptosis; simvastatin; oxLDL; autophagy

网络出版时间: 2017 － 9 － 8 12: 37 网络出版地址: http: / /kns． cnki． net /kcms /detail /34． 1065． Ｒ． 20170908． 1237． 017． html

骨保护素 －聚乳酸羟基乙酸缓释微球的制备
及体外释药性能研究

刘华杰1，李亚磊1，魏 娇2，冯小琼1，马璞玉1，吴豪阳1

摘要 目的 以聚乳酸羟基乙酸( PLGA) 为载体构建载有骨
保护素( OPG) 的微球，筛选出缓释效果最佳的制备条件，并
研究载药微球的体外释放特性。方法 采用复乳溶剂挥发
法，以不同的搅拌速度、聚乙烯醇( PVA) 浓度、PLGA 浓度制
备 OPG-PLGA微球并测定其载药量和包封率，通过正交试验
优化制备条件; 以磷酸盐缓冲液作为释放介质考察载药微球

的体外释放特性。结果 以 PLGA 聚合物浓度 400 mg /ml、

搅拌速度 400 r /min、PVA浓度 2%为条件制备的载药微球具
有最优的载药量和包封率，分别为 6. 21 × 10 －7和 75. 10%，

体外释药试验显示微球持续释放时间达到 30 d，具有良好缓
释效果。结论 采用优化条件制备的 OPG-PLGA 微球具有
较高的包封率和载药量，同时具有良好的缓释效果，为用于

拔牙位点保存术的缓释药物研究提供了基础。

关键词 骨保护素; 聚乳酸羟基乙酸; 载药量; 包封率; 制备

工艺
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牙槽骨骨质和骨量是种植体植入后长期稳定的

基础，但患牙拔除后常出现缺牙区骨组织吸收［1］。
破骨细胞活化成熟对骨吸收有重要作用，而破骨细

胞的分化依赖其细胞表面的核因子 κB 受体激活剂
( receptor activator of nuclear factor κB，ＲANK) 与成
骨细胞分泌的核因子 κB 受体激活剂配体( ＲANK
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ligand，ＲANKL) 相结合。大量研究［2 － 4］显示，骨保

护素( osteoptegerin，OPG) 作为 ＲANKL 的诱骗受体，
可竞争性的与 ＲANK 结合，从而抑制破骨细胞的成
熟和功能，达到阻断骨吸收的作用。目前，应用
OPG治疗骨质疏松、高钙血症已进入临床试验阶
段［5］，但局部用于拔牙位点保存容易因药物流失快

导致未达到有效浓度［6］。
聚乳酸羟基乙酸( poly lactic acid glycolic acid，

PLGA) 等可降解聚合物在生物医学领域的应用为制
备蛋白缓释制剂提供了有效载体［6］。PLGA 是由乳
酸和羟基乙酸按照特定比例聚合生成的高分子材

料，具有理想的生物相容性及可调节的溶胀性和生

物降解性［7］，已通过美国 FDA 认证并应用于临床。
因此该实验采用 PLGA 作为药物载体，运用复乳 －
溶剂挥发法制备 OPG-PLGA 微球，通过对微球相关
性质的评价，确定最佳的制备工艺，为后续的试验及

将来临床应用于拔牙位点保存术提供前期研究基

础。

1 材料与方法

1． 1 主要实验试剂及仪器 OPG ( 以色列 Prospec
公司) ; PLGA共聚物( 分子量 30 000，LA ∶ GA = 50
∶ 50，济南岱罡生物工程有限公司) ; 聚乙烯醇( 汕头
西陇化工有限公司) ; 二氯甲烷( 分析纯，天津化学

试剂有限公司) ; 85-2 型恒温磁力搅拌器( 上海司乐
仪器有限公司) ; J2-21 型高速离心机( 美国 Beckman
公司) ; FDU-1100 型冷冻干燥机( 日本 EYELA 公
司) ; SHZ-88 型水浴恒温振荡器( 江苏太仓实验设
备厂) 。
1． 2 方法
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