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宁心痛颗粒对人类单核细胞株源性
巨噬细胞泡沫化的影响
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［摘要］ 目的 探讨宁心痛颗粒干预动脉粥样硬化易损斑块的可能作用机制。 方法 SD 大鼠分别灌胃宁
心痛颗粒 3、15、30、60 g / ( kg·d) 浓煎剂 4 天，制备宁心痛颗粒等剂量、5 倍、10 倍、20 倍含药血清。
实验分为巨噬细胞组、模型组及宁心痛颗粒含药血清等剂量 5 倍、10 倍、20 倍剂量组。除巨噬细胞组外其
余各组采用氧化低密度脂蛋白体外诱导正常生长的人类单核细胞株 ( THP-1) 细胞建立巨噬细胞泡沫化模
型。宁心痛颗粒含药血清各剂量组分别加入相应剂量的含药血清，使含药血清终浓度为 3%，每组实验重复
4 次。运用 Western blot法检测各组细胞脂蛋白受体清道夫受体 A ( SＲA) 、CD36 蛋白表达水平。 结果 模
型组细胞 SＲA、CD36 蛋白表达含量较巨噬细胞组明显增高 ( P ＜ 0. 05) ; 宁心痛颗粒含药血清各剂量组细胞
SＲA、CD36 蛋白水平均较模型组明显降低 ( P ＜ 0. 01) ; 宁心痛颗粒含药血清 10 倍剂量组细胞 SＲA、CD36
的蛋白表达水平低于宁心痛颗粒其他剂量组 ( P ＜ 0. 01 ) 。 结论 宁心痛颗粒能够下调巨噬细胞 SＲA、
CD36 蛋白表达，从而抑制泡沫细胞的形成，可能是其干预动脉粥样硬化易损斑块的分子机制之一。
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动脉粥样硬化 ( atherosclerosis，AS ) 是引起
心脑血管疾病最重要的病因，其特征是散在的斑块

在动脉内膜下形成。虽然每个斑块组成的成分不
一，但脂质是 AS斑块的最基本成分，单核巨噬细
胞进入内膜下，以及血管平滑肌细胞的增殖，都会

逐渐发展成 AS斑块［1］。斑块“易损性”从根本上
取决于构成斑块相关细胞的功能状态，这些细胞即

为“易损斑块靶细胞”，包括血管内皮细胞、血管
平滑肌细胞和巨噬细胞。其中巨噬细胞来源于循环
中的单核细胞，主要通过内质网应激、吞噬和转运
脂蛋白失调 ( 泡沫化) 、介导免疫炎症反应三个环
节参与 AS的发生发展［2］。宁心痛颗粒是南京中医
药大学第三附属医院院内制剂，前期已有研究证实

了宁心痛颗粒治疗冠心病不稳定性心绞痛临床疗效

及干预 AS易损斑块的部分机理［3 － 7］。本研究旨在
观察宁心痛颗粒对人类单核细胞株 ( THP-1) 源性
巨噬细胞泡沫化的影响，进一步探讨其干预 AS 易

损斑块作用的可能机制。

1 材料

1. 1 细胞和动物
THP-1 细胞购自中国科学院上海细胞生物学研

究所。清洁级健康 SD雄性大鼠 35 只，3 月龄，体
重 ( 200 ± 20 ) g，由南京中医药大学动物实验中
心提 供，实 验 动 物 许 可 证 号: SCXK ( 浙 )
20080033。层流柜饲养，温度 ( 24 ± 2 ) ℃，湿度
60%，24 h通风，自然照明，普通饲料喂养，自由
饮水。
1. 2 药品与试剂
宁心痛颗粒，南京中医药大学第三附属医院院

内制剂 ( 苏药制字: Z04000781，批号: 120919 ) ，
药物组成: 黄 芪 1000 g，毛冬青 700 g，川芎
1000 g，葛根 700 g，细辛 100 g，制成颗粒剂，1 g
颗粒剂相当于生药 3. 5 g，再将颗粒剂制备成浓度
为 1 g /ml 的浓煎剂; 佛波醇酯 ( PMA，Sigma 公
司，批号 040M1977V) ; 氧化低密度脂蛋白 ( ox-
LDL，1. 8 mg /ml，广州奕源生物科技有限公司，批
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号 YB-002) ; BCA蛋白定量试剂盒 ( Thermo Scien-
tific Pierce 公司，批号 23227 ) ; 清道夫受体 A
( SＲA ) 抗 体 ( 50kD， Abcam 公 司， 批 号
ab93290 ) ; CD36 抗 体 ( Abcam 公 司，批 号
ab17044 ) ; ＲPMI1640 ( Gibco 公 司， 批 号
8110205 ) ; 胎牛血清 ( FBS，Gibco 公司，批号
737443) ; 油红 O 染色试剂盒 ( Scien Cell 公司，
批号 0843) 。
1. 3 主要仪器

MCO-20AIC CO2 培养箱 ( 日本 Sanyo 公司) ;
DMIL倒置显微镜 ( 德国 Leica 公司) ; DMLS2 荧
光显微镜 ( 日本 Olympus 公司) ; 5810Ｒ 超速冷冻
离心机 ( 德国 Eppendorf 公司) ; Synergy 超纯水系
统 ( 美国 Millpore 公司) ; ELX800 酶标仪 ( 美国
BioTek公司) ; Power Pac Basic 电泳仪、水平电泳
槽 ( 美国 Bio-Ｒad公司) ; TE77 半干式转膜仪 ( 美
国 GE公司) 。

2 方法

2. 1 含药血清的制备
将 35 只 SD 大鼠采用随机数字表法分为正常

对照组和宁心痛颗粒含药血清等剂量组、5 倍剂量
组、10 倍剂量组、20 倍剂量组共 5 组，每组 7 只。
宁心痛颗粒含药血清等剂量组、5 倍剂量组、10 倍
剂量组、20 倍剂量组分别给予宁心痛颗粒浓煎剂
3、15、30、60 g / ( kg·d) 灌胃，每日 2 次，连
续给药 3 天，第 4 天一次性灌服全天剂量，正常对
照组大鼠灌服等量生理盐水。12 h 后予 3%水合氯
醛 ( 1 ml /kg ) 腹腔缓慢注射麻醉，颈动脉采血，
放入标记好的 EP 管中。再将各组血液置于 4℃的
冰箱内放置 4 h，分离血清 ( 1000 r /min，10 min) ，
取上清液，同组混匀，并将每组血清以 0. 22μm滤
器抽滤除菌，经 56℃水浴，30 min 灭活后分装，
－ 20℃保存备用。
2. 2 细胞培养及细胞模型建立
参考文献 ［8］方法: 正常生长的 THP-1 细胞

培养于含 10%胎牛血清的 ＲPMI1640 培养液中，置
于 37℃、5%CO2 饱和湿度培养箱内培养。经传代
培养后选择生长状态良好并处于对数生长期的细胞

进行实验。培养瓶体外培养 THP-1 细胞，经 PMA
( 终浓度为 100 nmol /ml，用含 3% FBS的 ＲPMI1640
配制) 干预 72h 后，在 400 倍光镜下 THP-1 细胞
呈悬浮状态，为圆形或卵圆形。PMA 刺激后细胞
由悬浮状态转为贴壁状态，形态学上呈梭形、椭圆

形或伸出伪足，细胞体积增大，表明 THP-1 细胞
已转变为巨噬细胞; 再用 ox-LDL ( 终浓度为
50 mg /L，用含 3% FBS的 ＲPMI1640 配制) 诱导巨
噬细胞泡沫化，油红 O 染色证实细胞中形成大量
的脂质小滴，表明已经转变为泡沫细胞。
2. 3 实验分组与干预方法
实验分为巨噬细胞组、模型组及宁心痛颗粒含

药血清等剂量组、5 倍剂量组、10 倍剂量组、20
倍剂量组。用含 10% FBS 的 ＲPMI 1640 培养液配
成细胞密度 1 × 106 /ml 左右细胞悬液，用 96 孔培
养板，每孔加入细胞悬液 220μl。巨噬细胞组为转
变的巨噬细胞，其余各组细胞为泡沫细胞。宁心痛
颗粒含药血清各剂量组加入相应剂量的含药血清，

使含药血清终浓度为 3%，每组实验重复 4 次。
2. 4 细胞 SＲA、CD36 蛋白样品制备
干预结束后将细胞移入 10 ml 离心管，4℃、

1200 r /min，离心 5 min，弃上清; 用 4℃ PBS 洗涤
沉淀细胞 3 遍 ( 将沉淀的细胞吹打均匀后 4℃、
1200 r /min，离心 5 min，弃上清) ，加入 1 ml PBS，
吹打后移入 1. 5 ml EP 管中，4℃，6000 r /min，离
心 5 min，弃上清; 4℃，6000 r /min，离心 3 min，
用 200μl枪头吸去残留上清; 每管细胞加 200μl预
冷的细胞裂解液，置冰上裂解 20 min，再用 1ml注
射器将裂解液反复抽吸 20 次，继续冰上裂解
10 min; 4℃、12000 r /min，离心 15 min，取上清分
装到 0. 5 ml EP管中，每组预留一管 10μl ( － 20℃
保存，供测蛋白浓度用) ，其余每管 200μl，加入
50μl 5 ×加样缓冲液，100℃煮 5 min，而后置冰上
冷却 5 min，再 4℃、12000r /min，离心 5 min，取
上清分装到 0. 5 ml EP 管中，50μl /管，放入冻存
盒， － 70°保存。
2. 5 Western blot 法检测细胞 SＲA、CD36 蛋白的
表达

用 BCA试剂盒测定蛋白含量。根据蛋白标准
曲线、等体积原则，算出各组样品的上样量，所有
上样孔均加样，没有样本用上样缓冲液代替。10%
SDS-PAGE7 电泳，转 NC 膜，封闭，一抗处理 4℃
过夜，洗膜后加入二抗室温孵育 2 h，洗膜，然后
放入自动曝光程序系统内，按时间自动曝光。凝胶
图像采集系统分析结果。
2. 6 统计学方法
采用 SPSS 17. 0 软件进行统计分析，计量资料

用均数 ±标准差 ( 珋x ± s) 表示，经正态性检验后用
单因素方差分析和 Dunnett 检验进行差异性分析，
以 P ＜ 0. 05 表示有统计学意义。

·3231·中医杂志 2015 年 8 月第 56 卷第 15 期 Journal of Traditional Chinese Medicine，2015，Vol． 56，No． 15



表 1 各组细胞 SＲA、CD36 蛋白表达水平比较 ( 珋x ± s)

组别 样本量 SＲA CD36

巨噬细胞组 4 0. 4929 ± 0. 05254 0. 4645 ± 0. 04716
模型组 4 0. 5620 ± 0. 08255* 0. 5443 ± 0. 04029*

宁心痛颗粒含药血清等剂量组 4 0. 5277 ± 0. 03840△▲ 0. 2043 ± 0. 01242△▲

宁心痛颗粒含药血清 5 倍剂量组 4 0. 5277 ± 0. 03840△▲ 0. 2489 ± 0. 02912△▲

宁心痛颗粒含药血清 10 倍剂量组 4 0. 3913 ± 0. 09659△ 0. 1370 ± 0. 01717△

宁心痛颗粒含药血清 20 倍剂量组 4 0. 4219 ± 0. 02401△▲ 0. 2655 ± 0. 02140△▲

注: SＲA，清道夫受体 A; 与巨噬细胞组比较，* P ＜ 0. 05; 与模型组比较，△P ＜ 0. 01; 与宁心痛颗粒含药血清 10 倍剂量组比较，▲P ＜

0. 01

3 结果

表 1 示，模型组细胞 SＲA、CD36 蛋白表达含
量较巨噬细胞组比较明显增高 ( P ＜ 0. 05 ) ; 宁心
痛颗粒含药血清各剂量组细胞 SＲA、CD36 蛋白水
平均较模型组明显降低 ( P ＜ 0. 01 ) ; 宁心痛颗粒
含药血清 10 倍剂量组细胞 SＲA、CD36 的蛋白表达
水平低于宁心痛颗粒含药血清等剂量组、5 倍剂量
组、20 倍剂量组 ( P ＜ 0. 01) 。

4 讨论

宁心痛颗粒是遵循益气活血、通脉止痛的治
则，筛选有效方药而研制。方中黄芪为君药，味甘
性微温，具有升发温运、补益心气之功。川芎为臣
药，温香窜，走而不守，为血中之气药，有活血行

气等作用; 葛根与川芎共为臣药，辅助黄芪补益心

气之功效，其辛甘平，解肌退热，生津舒筋。毛冬
青为佐药，苦涩性寒，具有活血通脉、清热解毒的
作用; 细辛为佐药，味辛甘、微苦、性温，具有止
痛消积之功效。临床应用宁心痛颗粒治疗冠心病不
稳定性心绞痛具有一定的中医理论基础与现代相关

中药药理学的研究依据［9 － 12］，宁心痛颗粒不仅能

改善患者临床症状、稳定病情、提高生活质量，而
且有明确的抑制炎症因子、抑制血小板聚集、调节
脂质代谢、一定程度干预 AS 易损斑块等作
用［13 － 15］。
通过清道夫受体吞噬变性蛋白即低密度脂蛋

白，形成泡沫细胞并聚积形成动脉血管壁上的脂质

条纹，是早期 AS 形成的病理特征。能与变性 ox-
LDL结合的清道夫受体多样，其中 SＲA、CD36 是
吞噬 ox-LDL、形成泡沫化细胞的主要受体［16］。
SＲA是巨噬细胞上识别 ox-LDL的特异性结合位点，
研究发现 SＲA在 AS 斑块中呈现高表达，并且 ox-
LDL与 SＲA结合后，导致脂质堆积于巨噬细胞内，
SＲA对修饰的低密度脂蛋白无限制的摄取，最终
导致泡沫化细胞形成、斑块破裂［17］。CD36 同样是

ox-LDL的主要介导受体之一，Park 等［18］通过实验
研究证实了 CD36 参与介导的人与小鼠的巨噬细胞
向动脉壁下游走聚集，因此，降低 SＲA、CD36 的
活性可以影响 AS易损斑块的进程。
本实验研究应用 Westem Blot 技术检测巨噬细

胞泡沫化后 SＲA、CD36 的蛋白表达水平，结果发
现，模型组细胞 SＲA、CD36 的蛋白表达水平明显
增高，提示 SＲA和 CD36 在介导摄取 ox-LDL 促进
AS斑块易损性过程中起重要作用。宁心痛颗粒含
药血清等剂量组、5 倍剂量组、10 倍剂量组、20
倍剂量组细胞 SＲA、CD36 蛋白表达水平均有不同
程度的降低，其中宁心痛颗粒含药血清 10 倍剂量
组抑制 SＲA、CD36 的蛋白表达强于其他剂量组，
说明宁心痛颗粒能够抑制及下调巨噬细胞 SＲA、
CD36 的蛋白表达，阻抑泡沫细胞的形成，这可能
是该药干预 AS易损斑块的分子机制之一。
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Effect of Ningxintong Granule ( 宁心痛颗粒) on Human Monocyte Derived Macrophage Foam
DU Jisha1，GU Ning2

( 1． No. 455 Hospital of People's Liberation Army，Shanghai，200052; 2． Third Affiliated Hospital of Nanjing University of Chinese
Medicine)

ABSTＲACT Objective To explore possible mechanism of Ningxintong Granule acting on vulnerable atherosclerotic
plaques． Methods Sprague-Dawley ( SD) rats were given concentrated decoction of Ningxintong Granule 3，15，
30，60 g / ( kg·d) by gavage for 4 days． Prepare serum medicated Ningxintong Granule isodose，5 times，10 times
and 20 times． There were macrophages group，model group，serum medicated Ningxintong Granule isodose，5 times，
10 times and 20 times groups． Besides macrophages group，foam cells models in other groups were established by
normally grown human monocytic cell line ( THP-1) cells in vitro induction by oxidized low density lipoprotein． Serum
medicated Ningxintong Granule groups were added medicated serum of corresponding dose and final concentrations
were 3% ． Test 4 times in each group． Detect the expression of scavenging receptor A ( SＲA) and CD36 in each
group． Ｒesults The expression of SＲA and CD36 in model group was more than that in macrophages group ( P ＜
0. 05 ) ． The expression of SＲA and CD36 in serum medicated Ningxintong Granule groups was less than that in model
group ( P ＜ 0. 01) ． The expression of SＲA and CD36 in serum medicated Ningxintong Granule 10 times group was
less than that in other dose groups ( P ＜ 0. 01) ． Conclusion Ningxintong Granule could decrease the expression of
SＲA and CD36 and inhibit foam cells formation，which may be one of the molecular mechanisms of Ningxintong
Granule acting on vulnerable atherosclerotic plaques．
Keywords Ningxintong Granule; macrophage; foam cell; atherosclerosis; vulnerable plaque; scavenging receptor
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