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［摘要］ 目的 探讨稳斑汤防治动脉粥样硬化的可能作用机制。 方法 20 只 SD大鼠随机分为空白组及稳
斑汤低、中、高浓度组各 5 只。稳斑汤低、中、高浓度组分别给予稳斑汤 4. 275、8. 55、17. 1 g / ( kg·d) 灌
胃，空白组给予 4 ml蒸馏水灌胃，每天 1 次，连续灌胃 7 天。灌胃第 8 天腹主动脉取血，离心后分离血清。
体外培养小鼠巨噬细胞，分为空白对照组、模型组、雷帕霉素组及稳斑汤低、中、高浓度组，每组 6 孔。除
空白对照组外其余各组均进行巨噬细胞泡沫化。空白对照组及模型组予 10%大鼠空白血清培养; 雷帕霉素
组用雷帕霉素 10μl /孔 ( 终浓度 10 nmol /L) 培养; 稳斑汤低、中、高浓度组分别用 10%稳斑汤低、中、高
浓度含药血清 200μl /孔培养。48h后收集细胞，在透射电镜下观察各组细胞自噬体的变化，Western Blot 法
检测各组细胞 LC3B 和 Beclin 1 蛋白表达水平。 结果 透射电镜下观察到，空白对照组无明显自噬体出现，
模型组可见少量自噬体出现; 与模型组比较，稳斑汤各浓度组与雷帕霉素组的自噬体数量均明显增加，雷帕

霉素组数量更多。与空白对照组比较，其余各组 LC3B和 Beclin 1 蛋白表达水平均升高 ( P ＜ 0. 05) ; 与模型
组比较，稳斑汤各浓度组及雷帕霉素组 LC3B和 Beclin 1 蛋白表达水平均升高 ( P ＜ 0. 05) ; 与雷帕霉素组比
较，稳斑汤高浓度组 LC3B和 Beclin 1 蛋白表达水平差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。 结论 稳斑汤含药血
清能够上调巨噬细胞泡沫化自噬相关蛋白 LC3B和 Beclin 1 表达，促进泡沫化的巨噬细胞的自噬，从而抑制
巨噬细胞泡沫化的进展，这可能是稳斑汤防治动脉粥样硬化的分子机制之一。
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动脉粥样硬化 ( atherosclerosis，AS ) 的病变
基础为脂质代谢障碍，病变过程为动脉内膜首先受

累，脂质和复合糖类积聚，进而纤维组织增生及钙

质沉着，动脉中层不断增生，导致动脉管壁增厚变

硬，使血管腔狭窄［1］。在 AS 形成早期，血管内皮
受损，血液中的单核细胞通过内皮间隙在内膜下转

化为巨噬细胞，巨噬细胞介导渗入血管内皮下的低

密度脂蛋白发生氧化修饰，形成氧化型低密度脂蛋

白 ( ox-LDL) ，并通过相关受体吞噬大量氧化型低
密度脂蛋白，导致细胞内大量脂质堆积，形成泡沫

细胞，泡沫细胞聚集形成脂质条纹乃至脂质斑

块［2］。因此，AS早期通过各种途径抑制泡沫细胞
的形成和聚集，可以干预 AS 的发展进程［3］。自噬
是细胞吞噬自身受损的蛋白质和细胞器，最终将吞

噬物在溶酶体内进行降解的过程［4］。有研究发现，

自噬可促进泡沫细胞胆固醇外流，从而延缓 AS 的
发生、发展［5］。LC3B 和 Beclin 1 作为自噬的相关
蛋白，参与自噬的触发、自噬体的形成过程，并能
反映自噬的程度，已成为评价自噬的常用指

标［6 － 7］。前期体内动物实验已经证实，搜风祛痰中
药稳斑汤具有抑制 AS、稳定不稳定斑块的作用［8］。
我们在此基础上在体外细胞培养条件下，观察稳斑

汤含药血清对巨噬细胞泡沫化自噬相关蛋白 LC3B
和 Beclin 1 表达的影响，从而进一步探讨稳斑汤防
治 AS的作用机制。

1 材料与方法

1. 1 实验动物及细胞
SPF级雄性 SD 大鼠 20 只，6 ～ 8 周龄，体重

200 ～ 250 g，由北京维通利华实验动物技术有限公
司提供，实验动物许可证号: SCXK ( 京 ) 2016-
0001。原代小鼠巨噬细胞 ＲAW264. 7 细胞，通派
( 上海) 生物科技有限公司。
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1. 2 实验药品
稳斑汤: 全蝎 5 g，蜈蚣 1 条，地龙 15 g，陈皮

15 g，法半夏 15 g，白术 15 g，水蛭 15 g，加工制成
含生药 2 g /ml 的中药浓缩液备用，由辽宁中医药
大学附属医院中药房提供; 雷帕霉素 ( 粉剂，规

格: 100 mg，碧云天生物技术研究所，批号:
S1842-100) 。
1. 3 实验试剂及仪器

ox-LDL ( 批号: H7950 ) 、脂多糖 ( LPS，批
号: L2880 ) 、油红 O 染色 ( 批号: 1320-06-5 ) ，
Sigma 公司; 苏木素染色 ( 批号: 71020784 ) 、
2. 5%戊二醛 ( 批号: 30092436 ) ，国药集团化学
试剂有限公司; 细胞裂解液 ( 碧云天生物技术研

究所，批号: P0013 ) ; Anti-LC3B 抗体 ( 批号:
ab192890) 、Anti-Beclin1 抗体 ( 批号: ab217179 ) ，
Abcam公司; HＲP 标记的羊抗兔二抗 ( 北京中杉
金桥生物科技有限公司，批号: zb-5301 ) ; Anti-β-
actin 抗体 ( 批号: BM0627 ) 、SDS-Page 凝胶试剂
盒 ( 批号: AＲ0138) ，博士德生物工程有限公司;
蛋白定量试剂盒 ( 碧云天生物技术研究所，批号:

P0006) ; 蛋白 marker ( Fermentas 公司，批号:
PSC1065) ; ECL发光试剂盒 ( Thermo公司，批号:
NCI4106) ; DMEM 培养基 ( 批号: AB10115023 ) 、
青链霉素双抗 ( 批号: J160035 ) 、胰酶 ( 批号:
J150037) ，海克隆北京公司; 胎牛血清 ( 杭州四季
青公司，批号: 150315) 。
二氧化碳培养箱 ( 美国热电公司，3111 型) ;

电泳仪 ( EPS300 型) 、电泳槽 ( HE-120 型) 、凝
胶成像分析系统 ( Tanon-4200SF 型) ，上海天能科
技有限公司，透射电子显微镜 ( 日本日立公司，

H-7650 型) 。
1. 4 小鼠巨噬细胞的培养
原代小鼠巨噬细胞复苏后用培养基 ( DMEM

培养基 + 10%胎牛血清 +青链霉素双抗) 培养于
37 ℃、5% CO2 恒温培养箱，24h 后更换培养基，
细胞约 80% ～ 90%融合度时用胰蛋白酶消化收集
细胞并按 1 ∶ 2 比例进行传代。
1. 5 含药血清的制备
将 20 只大鼠按体重采用随机数字表法分为空

白组及稳斑汤低、中、高浓度组各 5 只。依据成人
每日用药临床推荐的常用剂量，根据大鼠与人等剂

量换算公式［9］得出大鼠灌胃用药量，稳斑汤低、
中、高浓度组分别给予稳斑汤 4. 275、8. 55、
17. 1 g / ( kg·d) 灌胃，空白组给予 4 ml 蒸馏水灌
胃，每天 1 次，连续灌胃 7 天。在灌胃第 8 天给药

2 h后，大鼠用 10%水合氯醛腹腔注射进行麻醉，
腹主动脉取血，存放于抗凝管中，在 4℃环境下，
以 3000 r /min离心 10 min，分离血清，将同组血清
收集后，放在一起混匀，置于 56℃ 的水浴中
30 min，进行灭活，用过滤器滤过血清除菌，放置
在 － 80℃冰箱中保存，备用。
1. 6 分组及干预方法
实验分为空白对照组、模型组、雷帕霉素组及

稳斑汤低、中、高浓度组，每组 6 孔。空白对照组
及模型组予 10%大鼠空白血清培养 48h; 雷帕霉素
组用雷帕霉素 10μl /孔 ( 终浓度 10nmol /L) 培养
48h; 稳斑汤低、中、高浓度组分别用 10%稳斑汤
低、中、高浓度含药血清 200μl /孔培养 48h。
除空白对照组外其余各组参考文献 ［10］建

立巨噬细胞泡沫化，即在含药血清干预前均同时加

入 ox-LDL ( 终浓度为 100 mg /L ) 10μl /孔及 LPS
( 终浓度 10 mg /L) 10μl /孔，各组在培养箱内孵育
( 泡沫化) 48h，细胞标本用 PBS 洗涤 2 次，4%多
聚甲醛固定 15 min，油红 O染色 10 min，苏木素染
色 5 min，10 ml /L HCl 分色及返蓝，水性封片剂封
片。显微镜下观察显示，模型组泡沫细胞的胞浆内
存在大量红色的脂滴，形态完整，细胞核呈蓝色，

符合巨噬细胞泡沫化特征。
1. 7 观察指标及方法
1. 7. 1 透射电镜下观察细胞的超微结构 各组细
胞干预完成后，常规胰酶消化法收集细胞，用 PBS
缓冲液洗涤 3 次，置于 1. 5 ml 尖底离心管中离心，
弃去上清液，加入 2. 5%戊二醛固定，轻轻震荡，
使细胞团悬浮于固定液中，4℃冰箱中固定 24h 以
上，脱水，包埋，超薄切片，染色后于透射电子显

微镜下观察，并采集照片。
1. 7. 2 Western Blot 检测细胞 LC3B 和 Beclin 1 蛋
白表达水平 实验结束时收集培养的细胞，细胞裂

解液裂解细胞和抽提巨噬细胞的总蛋白，用 Brad-
ford法测定蛋白浓度，调蛋白浓度使各组一致。等
量样品上样，SDS-聚丙稀酰胺凝胶电泳，然后将蛋
白转移至 PVDF膜上电泳，依次用一抗和二抗，加
入增强化学发光试剂 ( ECL) 后用感光胶片曝光，
用图像分析系统对结果进行灰度扫描，以目的蛋白

条带灰度值和内参蛋白条带灰度值的比值作为相应

样本的蛋白表达量。
1. 8 统计学方法
采用 SPSS 15. 0 统计软件进行分析，计量资料

采用 ( 珋x ± s) 表示，多组间比较采用单因素方差分
析，以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。
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2 结果

2. 1 各组细胞透射电镜下超微结构结果
空白对照组无明显自噬体出现; 模型组可见少

量自噬体出现，自噬体呈双层膜的囊泡状结构，包

裹有内容物; 稳斑汤各浓度组均可见较多自噬体出

现，自噬体数量均高于模型组; 雷帕霉素组也可见

较多自噬体出现，自噬体数量高于稳斑汤各浓度

组。见图 1。
2. 2 各组细胞 LC3B及 Beclin 1 蛋白表达比较
表 1 示，与空白对照组比较，其余各组细胞

LC3B及 Beclin 1 蛋白表达水平升高 ( P ＜ 0. 05 ) ;
与模型组比较，稳斑汤各浓度组与雷帕霉素组

LC3B及 Beclin 1蛋白表达水平均升高 ( P ＜0. 05) ;

表 1 各组细胞 LC3B、Beclin 1 蛋白表达比较 ( 珋x ± s)

组别 样本数 LC3B Beclin 1

空白对照组 6 0. 190 ± 0. 029 0. 185 ± 0. 026
模型组 6 0. 254 ± 0. 033* 0. 234 ± 0. 035*

雷帕霉素组 6 0. 502 ± 0. 053＊△ 0. 490 ± 0. 043＊△

稳斑汤低浓度组 6 0. 315 ± 0. 034＊△▲ 0. 299 ± 0. 039＊△▲

稳斑汤中浓度组 6 0. 398 ± 0. 034＊△▲ 0. 361 ± 0. 030＊△▲

稳斑汤高浓度组 6 0. 466 ± 0. 058＊△ 0. 451 ± 0. 040＊△

注: 与空白对照组比较，* P ＜ 0. 05; 与模型组比较，△P ＜

0. 05; 与雷帕霉素组比较，▲P ＜ 0. 05

与雷帕霉素组比较，稳斑汤低、中浓度组 LC3B 及
Beclin 1 蛋白表达降低 ( P ＜ 0. 05) ，而稳斑汤高剂
量组 LC3B及 Beclin 1 蛋白表达水平与雷帕霉素组
比较差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05 ) 。各组细胞
LC3B及 Beclin 1 蛋白电泳图分别见图 2、图 3。

注: 1: 空白对照组; 2: 模型组; 3: 稳斑汤低浓度组;
4: 稳斑汤中浓度组; 5: 稳斑汤高浓度组; 6: 雷帕霉素组

图 2 各组细胞 LC3B蛋白表达电泳图

注: 1:空白对照组; 2:模型组; 3:稳斑汤低浓度组;
4:稳斑汤中浓度组; 5:稳斑汤高浓度组; 6:雷帕霉素组
图 3 各组细胞 Beclin 1 蛋白表达电泳图

3 讨论

巨噬细胞大量吞噬氧化修饰的脂蛋白形成泡沫

细胞，是 AS 早期病变的细胞学特征，亦是 AS 初
始的标志点和关键步骤［11］。细胞自噬是溶酶体对

空白对照组 模型组 稳斑汤低浓度组

稳斑汤中浓度组 稳斑汤高浓度组 雷帕霉素组

图 1 各组细胞透射电镜下超微结构 ( × 20000)
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自噬体所包裹的内容物的降解，它既是细胞内的再

循环过程，也是机体一种重要的自我防御和保护机

制［12］。有研究结果证实，细胞通过自噬清除细胞
内的损伤成分，保护细胞抵御各种应激，防止细胞

发生凋亡和坏死［13］。自噬在清除脂质在细胞内的
聚集、维持细胞的脂代谢平衡中发挥了重要作
用［14］。当巨噬细胞内脂蛋白大量蓄积时，自噬依
赖的胆固醇外流作用增强，被看作是抑制巨噬细胞

形成泡沫细胞从而早期干预 AS 进程的一种潜在途
径［15］。LC3 已成为反映自噬的常用指标之一，
LC3B是 LC3 的亚型之一，同样被用来作为自噬的
分子标志［16］。Beclin 1 是第一个经过研究公认的在
哺乳动物身上发现的自噬基因，其参与自噬的诱

导、自噬体的生成及成熟过程［17］，许多自噬调控
蛋白通过与其不同结构域或氨基酸发生直接或间接

结合，形成蛋白复合体，进而调控自噬水平［18］。
AS可属中医学 “胸痹” “真心痛”等范畴。

病因病机为素有过食膏粱厚味伤脾，脾虚生痰，血

滞成瘀，痰瘀互结不解而生内痈毒热，热极生内

风。风邪为百病之长，善行而数变，痰为百病之祟，
风痰内动，如 《医方考》谓 “风痰者，湿土生痰，
痰生热，热生风也”，故从风从痰论治 AS 具有其可
行性。稳斑汤方中全蝎熄风止痉，解毒散结; 地龙
清热熄风，平喘通络止痉; 蜈蚣熄风止痉，解毒散

结，通络止痛，三药共为君药; 臣药合用陈皮、半
夏、白术，既能宽胸理气，又可燥湿化痰，消痞散
结; 水蛭为虫类化瘀药，破血逐瘀而不伤新血，为

佐药; 合方共奏搜风祛痰、祛瘀通络之功效。
雷帕霉素是一种新型大环内酯类免疫抑制剂，

研究证实其通过抑制细胞自噬的负调控分子 mTOＲ
来诱导细胞自噬［19］，故近年来作为诱导细胞自噬

的常用诱导剂，因而本实验选择雷帕霉素作为西药

对照药。
本研究结果表明，通过透射电镜观察，空白对

照组无明显自噬体出现，说明正常条件下细胞自噬

处于较低水平; 与空白对照组相比，模型组有自噬

体出现，说明巨噬细胞泡沫化后，ox-LDL 可以引
起泡沫化的巨噬细胞应激性地启动自噬。稳斑汤各
浓度组均可见较多的自噬体出现，数量均高于模型

组，说明稳斑汤含药血清促进了泡沫化的巨噬细胞

的自噬，减少其发生积聚; 雷帕霉素组也可见较多

的自噬体出现，数量高于稳斑汤各浓度组，说明雷

帕霉素作为常用的细胞自噬诱导剂，其诱导自噬的

作用较强。同时，与空白对照组比较，模型组、雷
帕霉素组和稳斑汤各浓度组 LC3B 和 Beclin 1 蛋白

表达水平均升高，说明正常条件下细胞自噬处于一

个较低的水平，故空白对照组自噬相关蛋白表达水

平较低。而巨噬细胞发生泡沫化后，由于 ox-LDL
可以引起泡沫化的巨噬细胞应激性的上调自噬相关

蛋白的表达而启动自噬，故使模型组的自噬相关蛋

白表达水平较空白对照组有所升高。稳斑汤各浓度
含药血清与雷帕霉素均可以上调泡沫化的巨噬细胞

自噬相关蛋白而促进自噬，故自噬相关蛋白表达水

平同样会升高。与雷帕霉素组比较，稳斑汤高浓度
组 LC3B和 Beclin 1 蛋白表达水平无明显差异，说
明稳斑汤高浓度含药血清同雷帕霉素在上调巨噬细

胞泡沫化自噬相关蛋白方面作用相当。
综上所述，稳斑汤含药血清能够上调巨噬细胞

泡沫化自噬相关蛋白 LC3B 和 Beclin 1 表达，促进
泡沫化的巨噬细胞的自噬，从而抑制巨噬细胞泡沫

化的进展，这可能是稳斑汤早期防治 AS 的分子机
制之一。
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Effect of Serum Containing Wenban Decoction ( 稳斑汤) on the Expression of Macrophage Foaming Autoph-
agy-related Protein LC3B and Beclin 1
ZHAO Dianchen1，GONG Lihong2，XIAO Fulong1

( 1． Liaoning University of Traditional Chinese Medicine，Shenyang，110847; 2． Affiliated Hospital of Liaoning University of Tradi-
tional Chinese Medicine)
ABSTＲACT Objective To explore the mechanism of prevention and treatment of atherosclerosis by Wenban De-
coction ( 稳斑汤) ． Methods Twenty SD rats were randomly divided into blank group and Wenban Decoction group
of low，medium and high concentrations，with 5 rats in each group． Wenban Decoction low，medium，high dose
groups were given Wenban Decoction 4. 275，8. 55，17. 1 g / ( kg·d) gavage，and blank group was given 4ml distilled
water，once a day，continuous gavage for 7 days． Eight days after intragastric gavage，blood was taken from the ab-
dominal aorta and the serum was separated after centrifugation． Mouse macrophages were cultured in vitro and divided
into blank control group，model group，rapamycin group，and low-，medium-，and high-concentration group of Wen-
ban Decoction，with 6 holes in each group． Except for the blank control group，macrophage foaming was performed in
all other groups． The blank control group and model group were cultured with 10% rat blank serum; the rapamycin
group was cultured with 10μl /hole of rapamycin ( final concentration of 10 nmol /L) ; the low，medium，and high
concentrations of Wenban Decoction were treated with 10 % Wenban Decoction low，medium and high concentration of
serum containing 200μl /hole culture． After 48 hours，the cells were collected and the autophagosomes were observed
under transmission electron microscope． The expression of LC3B and Beclin 1 protein in each group was detected by
Western Blot． Ｒesults Under transmission electron microscope，there were no obvious autophagosomes in the
blank control group，and a small amount of autophagosomes were seen in the model group． Compared with the model
group，the number of autophagosomes in each concentration of Wenban Decoction group and the rapamycin group was
significantly increased，and the number was larger in rapamycin group． Compared with the blank control group，the
expression of LC3B and Beclin 1 protein in the other groups increased ( P ＜ 0. 05) ; compared with the model group，
the expression levels of LC3B and Beclin 1 protein in each group of Wenban Decoction and rapamycin group elevated
( P ＜ 0. 05) ; Compared with rapamycin group，there was no significant difference in the expression level of LC3B and
Beclin 1 protein in the high concentration group of Wenban Decoction ( P ＞ 0. 05) ． Conclusion Serum containing
Wenban Decoction can up-regulate the expression of macrophage foaming autophagy-associated proteins LC3B and Bec-
lin 1 and promote autophagy of foamed macrophages，thereby inhibiting the progress of macrophage foaming，which
may be one of the molecular mechanisms of prevention and treatment of atherosclerosis by Wenban Decoction．
Keywords atherosclerosis; Wenban Decoction ( 稳斑汤) ; macrophage foaming; autophagy
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