
·54· PJCCPVD　March 2019，Vol.27　No.3　http：//www.syxnf.net

•论著 •

色素上皮衍生因子对氧化低密度脂蛋白诱导的巨噬细胞
炎性反应的影响研究

张燕 1，姚树桐 2，田华 2，王曙霞 3，马守原 1，李曼 1，秦树存 2，朱平 1

【摘要】　背景　近年来越来越多的研究证据表明，伴有巨噬细胞浸润和极化的局部和全身炎症反应是导致动脉

粥样硬化斑块不稳定的主要原因，因此减少巨噬细胞源性泡沫细胞形成、抑制巨噬细胞炎性反应对提高斑块稳定性及

防治心脑血管疾病具有重要意义。目的　探讨色素上皮衍生因子（PEDF）对氧化低密度脂蛋白（Ox-LDL）诱导的巨

噬细胞炎性反应的影响。方法　本实验于 2018年 1—8月完成。实验分组前将巨噬细胞分为空白对照组及A、B、C、D组，

A、B、C、D 组细胞分别给予终浓度为 100、200、400、800 ng/ml 的 PEDF 处理 24 h，进行细胞毒性试验。细胞毒性

试验完成后将巨噬细胞随机分为实验对照组、炎性反应组、低浓度组、中浓度组、高浓度组。炎性反应组细胞加 Ox-
LDL 处理 24 h 诱导炎性反应；低浓度组、中浓度组、高浓度组分别加终浓度为 100、200、400 ng/ml 的 PEDF 处理 24 h，
之后加 Ox-LDL 处理 24 h 诱导炎性反应。采用 CCK-8 法检测细胞活力，采用 Western blot 法检测细胞内白介素 1（IL-1）、

单核细胞趋化因子 1（MCP-1）蛋白表达，采用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测细胞外 IL-1、MCP-1 蛋白表达，采

用 Annexin V-FITC/PI 双染法流式细胞术检测细胞凋亡率。结果　（1）D 组细胞活力低于空白对照组（P<0.05），A、

B、C 组细胞活力与空白对照组比较，差异无统计学意义（P>0.05）；PEDF 适宜干预浓度为 100、200、400 ng/ml。（2）
炎性反应组、低浓度组、中浓度组、高浓度组细胞活力低于实验对照组，中浓度组、高浓度组细胞活力低于炎性反应

组（P<0.05）。（3）炎性反应组、低浓度组、中浓度组、高浓度组细胞内外 IL-1 蛋白相对表达量高于实验对照组，

低浓度组、中浓度组、高浓度组细胞内外 IL-1 蛋白相对表达量低于炎性反应组（P<0.05）；炎性反应组、低浓度组、

中浓度组、高浓度组细胞内外 MCP-1 蛋白相对表达量高于实验对照组，中浓度组、高浓度组细胞内外 MCP-1 蛋白相

对表达量低于炎性反应组（P<0.05）。（4）炎性反应组、低浓度组、中浓度组、高浓度组细胞凋亡率高于实验对照组，

中浓度组、高浓度组细胞凋亡率高于炎性反应组（P<0.05）。结论　终浓度为 200、400 ng/ml 的 PEDF 能有效降低巨

噬细胞活力，下调 IL-1 和 MCP-1 蛋白表达，促进巨噬细胞凋亡，进而抑制 Ox-LDL 诱导的巨噬细胞炎性反应。
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【Abstract】　Background　In recent years，more and more research evidence shows that，local and systemic 
inflammatory response with macrophage infiltration and polarization are the major causes of atherosclerotic plaque instability. 
Therefore，reducing the formation of macrophage derived foam cells and inhibiting inflammatory response of macrophages are 
of great importance for improving the plaque stability，prevention and treatment of cardiovascular and cerebrovascular diseases. 
Objective　To investigate the impact of pigment epithelium-derived factor（PEDF）on oxidized low density lipoprotein（Ox-
LDL）-induced macrophage inflammatory response. Methods　This experiment was carried out from January to August 2018. 
Macrophages were divided into blank control group and groups A，B，C and D before grouping，and then cells in groups A，

B，C and D received PEDF with final concentration of 100，200，400，800 ng/ml for 24 hours to complete the cytotoxicity 
test，respectively. After cytotoxicity test，macrophages were randomly divided into experimental control group，inflammatory 
response group，low concentration group，medium concentration group and high concentration group. Cells in inflammatory 
response group received Ox-LDL for 24 hours to induce inflammatory response，cells in low concentration group，medium 
concentration group and high concentration group received PEDF with final concentration of 100，200 and 400 ng/ml for 24 
hours，respectively，followed by Ox-LDL for 24 hours to induce inflammatory response. CCK-8 method was used to detect the 
cell viability，Western blot method was used to detect the intracellular expression of IL-1 protein and MCP-1 protein，ELISA 
was used to detect the extracellular expression of IL-1 protein and MCP-1 protein，and Annexin V-FITC/PI double staining 
method was used to detect the apoptotic rate. Results　（1）Cell viability in D group was statistically significantly lower than 
that in blank control group（P<0.05），while there was no statistically significant difference in cell viability in groups A，B，C 
and blank control（P>0.05），thus the appropriate intervention concentration of PEDF was 100，200 and 400 ng/ml.（2）Cell 
viability in inflammatory response group，low concentration group，medium concentration group and high concentration group 
was statistically significantly lower than that in experimental control group，respectively，meanwhile cell viability in medium 
concentration group and high concentration group was statistically significantly lower than that in inflammatory response group，
respectively（P<0.05）.（3）Relative expression quantity of intracellular and extracellular IL-1 protein in inflammatory 
response group，low concentration group，medium concentration group and high concentration group was statistically 
significantly higher than that in experimental control group，respectively，meanwhile relative expression quantity of intracellular 
and extracellular IL-1 protein in low concentration group，medium concentration group and high concentration group was 
statistically significantly lower than that in inflammatory response group，respectively（P<0.05）；relative expression 
quantity of intracellular and extracellular MCP-1 protein in inflammatory response group，low concentration group，medium 
concentration group and high concentration group was statistically significantly higher than that in experimental control group，
respectively，meanwhile relative expression quantity of intracellular and extracellular MCP-1 protein in medium concentration 
group and high concentration group was statistically significantly lower than that in inflammatory response group，respectively
（P<0.05）.（4）Apoptotic rate in inflammatory response group，low concentration group，medium concentration group and high 
concentration group was statistically significantly higher than that in experimental control group，respectively，meanwhile apoptotic 
rate in medium concentration group and high concentration group was statistically significantly higher than that in inflammatory 
response group，respectively（P<0.05）. Conclusion　PEDF with final concentration of 200 and 400 ng/ml can effectively 
reduce viability of macrophage，down-regulate the expression of IL-1 protein and MCP-1 protein，promote the apoptosis of 
macrophage，and then inhibit the  Ox-LDL-induced macrophage inflammatory response.

【Key words】　Pigment epithelium-derived factor；Oxidized low density lipoprotein；Macrophage；Inflammatory 
response

动脉粥样硬化（atherosclerosis，AS）是心血管疾病

的主要病理基础，是一种以粥样斑块形成为特征的慢性

血管炎性疾病［1-2］。既往研究表明，巨噬细胞与 AS 的

发生、发展密切相关，抑制巨噬细胞炎性反应可能成为

延缓 AS 进展的关键［3］。氧化低密度脂蛋白（oxidized 
low-density lipoprotein，Ox-LDL）作为贯穿 AS 发生发

展的关键致炎因子，在内皮细胞功能损伤及启动 AS
中发挥着重要作用［4］。色素上皮衍生因子（pigment 
epithelium-derived factor，PEDF）是一种丝氨酸蛋白酶

抑制剂超家族的多功能糖蛋白，具有抗炎、抗氧化应

激、稳定斑块等作用，其与 AS 发生密切相关［5-7］。笔

者所在课题组前期研究发现，急性冠脉综合征（acute 
coronary syndrome，ACS）患者血浆 PEDF 水平低于健康

人群，且 PEDF 在 AS 早期具有减轻 Ox-LDL 诱导的内

皮细胞功能损伤等作用［8］。本研究旨在探讨 PEDF 对

Ox-LDL 诱导的巨噬细胞炎性反应的影响，现报道如下。

1　材料与方法 
1.1　主要试剂与仪器　鼠源 RAW 264.7 巨噬细胞购自
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中国科学院上海生物化学与细胞生物学研究所细胞库，

Ox-LDL（北京协生生物科技有限公司生产），胎牛血

清（fetal calf serum，FBS）、DMEM 培养基（Gibco 公

司生产），PEDF（PeproTech 公司生产），CCK-8（上

海碧云天生物科技有限公司生产），兔抗 β-actin 抗

体（Sigma 公司生产），抗白介素 1（IL-1）抗体、

抗单核细胞趋化因子 1（MCP-1）抗体（Abcam 公司

生产），辣根过氧化物酶标记山羊抗兔免疫球蛋白 G
（IgG）（北京中杉金桥生物技术有限公司生产），增

强化学发光（enhanced chemiluminescence，ECL）试剂

盒（Pierce 公司生产），PVDF 膜（Millpore 公司生产），

Annexin V-FITC 细胞凋亡检测试剂盒（南京凯基生物

科技发展有限公司生产），IL-1、MCP-1 酶联免疫吸

附试验（ELISA）试剂盒（上海蓝基生物科技有限公司

生产），RIPA 裂解液、BCA 蛋白定量试剂盒、二甲基

亚砜（DMSO）、碱性磷酸盐、青链霉素混合液、胰蛋

白酶、4× 蛋白上样缓冲液、30% 丙烯酰胺、4×SDS-
PAGE 分离胶缓冲液、4×SDS-PAGE 浓缩胶缓冲液（北

京 Solarbio 公司生产）。

1.2　方法

1.2.1　细胞培养　本实验于 2018 年 1—8 月完成。采用

DMEM 培养基（含 10% FBS、1% 青链霉素混合液）于

37 ℃、5% 二氧化碳（CO2）培养箱中培养巨噬细胞。

1.2.2　细胞毒性试验　将 DMEM 培养基更换为含 1% 
FBS 的 DMEM 培养基，将巨噬细胞分为空白对照组及

A、B、C、D 组，A、B、C、D 组细胞分别给予终浓度

为 100、200、400、800 ng/ml 的 PEDF 处理 24 h。
1.2.3　分组　将 DMEM 培养基更换为 1% FBS 的 DMEM
培养基培养 12 h，之后将巨噬细胞随机分为实验对照组、

炎性反应组、低浓度组、中浓度组、高浓度组。炎性反

应组细胞加 Ox-LDL 80 mg/L 处理 24 h 诱导炎性反应；

低浓度组、中浓度组、高浓度组分别加终浓度为 100、
200、400 ng/ml 的 PEDF 处理 24 h，之后加 Ox-LDL 
80 mg/L 处理 24 h 诱导炎性反应。

1.3　CCK-8 法　采用 CCK-8 法检测细胞活力，具体如

下：将巨噬细胞以 1×104/ 孔接种于 96 孔培养板内，

按照上述分组方法处理细胞后，每孔加 100 μl 无 FBS 
DMEM 培养基与 10 μl CCK-8，37 ℃继续培养 2 h。酶

标仪在波长 450 nm 处测定各孔吸光度（optical density，
OD）值，测定前轻微振荡。

1.4　Western blot 法　采用 Western blot 法检测细胞内

IL-1 和 MCP-1 蛋白表达，具体如下：将巨噬细胞以

1×106/ 孔接种于 6 孔培养板内，按照上述分组方法处

理细胞后，采用 RIPA 裂解液提取各组细胞蛋白，经

BCA 蛋白定量、金属浴变性处理，并进行 SDS-PAGE
（10% 分离胶）分离后电转印至 PVDF 膜，5% 脱脂奶

粉封闭 2 h，后分别用兔抗 β-actin 抗体（1:1 000）、

抗 IL-1 抗 体（1:1 500）、 抗 MCP-1 抗 体（1:1 500）
4 ℃孵育过夜，TBST-T 洗膜 3 次，采用辣根过氧化物

酶标记相应二抗孵育 2 h，再次 TBST-T 洗膜 3 次。免

疫条带用 ECL 法显影，暗室曝光，采用 Image-Pro Plus
软件分析蛋白条带积分吸光度（integrated absorbance，
IA）值，以目的蛋白 IA 值 /β-actin IA 值的比值反映目

的蛋白相对表达量。

1.5　ELISA　采用 ELISA 检测细胞外 IL-1、MCP-1 蛋

白表达，具体如下：收集各组培养基，4 ℃ 1 000 r/min
离心 5 min（离心半径 30 cm），取上清。取出试剂盒，

于室温（20~25 ℃）放置 15~30 min。取出酶标板，按照

标准品的次序分别加入 50 μl标准品溶液于空白微孔中，

空白微孔中加入 50 μl 样品，空白对照孔加入 50 μl 蒸
馏水，在样品孔中加入 10 μl 生物素，除空白对照孔外

各孔中加入 100 μl 酶标记溶液，将酶标板用封口胶密

封，37 ℃孵育 1 h。浓缩洗涤液用蒸馏水 1:100 稀释，

然后充分清洗酶标板 5 次，吸水纸彻底拍干。除空白对

照孔外各孔加入显色剂 A、B 液各 50 μl，室温避光反

应 15 min 后各孔加入 50 μl 终止液终止反应，酶标仪

在波长 450 nm 处测定各孔 OD 值。

1.6　Annexin V-FITC/PI 双 染 法 流 式 细 胞 术　 采 用

Annexin V-FITC/PI 双染法流式细胞术检测细胞凋亡

率，具体如下：收集各组巨噬细胞，调整细胞密度为 5
×105/ml，4 ℃ 1 000 r/min 离心 10 min（离心半径 30 cm），

冰冷 PBS 漂洗细胞 2 次。弃上清，加入 500 μl Binding 
Buffer 重悬细胞，加入 5 μl Annexin V-FITC 混匀后室

温避光孵育 15 min，上机前 5 min 加入 5 μl 碘化丙碇

（propidium iodide，PI）染色，流式细胞仪检测细胞凋

亡情况。凋亡细胞可定量分为 4 个细胞亚群，包括正常

活细胞（左下象限：Annexin-/PI-）、坏死细胞（左上象限：

Annexin-/PI+）、早期凋亡细胞（右下象限：Annexin+/
PI-）和晚期凋亡细胞（右上象限：Annexin+/PI+），细

胞凋亡率 = 早期细胞凋亡率 + 晚期细胞凋亡率。

1.7　统计学方法　采用 SPSS 18.0 统计学软件进行数据

分析，计量资料以（x±s）表示，多组间比较采用单因

素方差分析，组间两两比较采用 SNK 法。以 P<0.05 为

差异有统计学意义。

2　结果

2.1　细胞毒性试验结果　空白对照组细胞活力为

（0.569±0.009），A 组 为（0.566±0.011），B 组 为

（0.561±0.008）、C 组 为（0.558±0.009），D 组 为

（0.548±0.006）。各组细胞活力比较，差异有统计学

意义（P<0.05）；其中 D 组细胞活力低于空白对照组，

差异有统计学意义（P<0.05）；A、B、C 组细胞活力

与空白对照组比较，差异无统计学意义（P>0.05）；
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PEDF 适宜干预浓度为 100、200、400 ng/ml。
2.2　 细 胞 活 力　 实 验 对 照 组 细 胞 活 力 为

（0.524±0.031），炎性反应组为（0.333±0.022），低

浓度组为（0.329±0.016），中浓度组为（0.289±0.021），

高浓度组为（0.247±0.018）。各组细胞活力比较，差

异有统计学意义（F=114.704，P<0.05）；炎性反应组、

低浓度组、中浓度组、高浓度组细胞活力低于实验对照

组，中浓度组、高浓度组细胞活力低于炎性反应组，差

异有统计学意义（P<0.05）。

2.3　细胞内外 IL-1 和 MCP-1 蛋白相对表达量　各组

细胞内外 IL-1 和 MCP-1 蛋白相对表达量比较，差异有

统计学意义（P<0.05）；炎性反应组、低浓度组、中

浓度组、高浓度组细胞内外 IL-1 蛋白相对表达量高于

实验对照组，低浓度组、中浓度组、高浓度组细胞内外

IL-1 蛋白相对表达量低于炎性反应组，差异有统计学

意义（P<0.05）；炎性反应组、低浓度组、中浓度组、

高浓度组细胞内外 MCP-1 蛋白相对表达量高于实验对

照组，中浓度组、高浓度组细胞内外 MCP-1 蛋白相对

表达量低于炎性反应组，差异有统计学意义（P<0.05，
见表 1、图 1）。

表 1　5 组细胞内外 IL-1 和 MCP-1 蛋白相对表达量比较（x±s）
Table 1　Comparison of relative expression quantity of intracellular and 
extracellular IL-1 protein and MCP-1 protein in the five groups

组别 细胞内 IL-1 蛋白 细胞内 MCP-1 蛋白 细胞外 IL-1 蛋白 细胞外 MCP-1 蛋白

实验对照组 0.085±0.029 0.251±0.094 0.753±0.081 0.874±0.070

炎性反应组 0.868±0.062a 1.614±0.433a 1.634±0.092a 1.497±0.107a

低浓度组 0.604±0.127ab 1.266±0.312a 1.484±0.093ab 1.406±0.059a

中浓度组 0.308±0.063ab 0.841±0.070ab 1.280±0.106ab 1.293±0.064ab

高浓度组 0.270±0.056ab 0.709±0.060ab 1.001±0.149ab 1.048±0.129ab

F 值 51.020 13.641 55.521 40.938

P 值 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

注：IL-1= 白介素 1，MCP-1= 单核细胞趋化因子 1；与实验对照

组比较，aP<0.05；与炎性反应组比较，bP<0.05

2.4　 细 胞 凋 亡 率　 实 验 对 照 组 细 胞 凋 亡 率 为

（9.937±1.459）%，炎性反应组为（14.060±1.128）%，
低 浓 度 组 为（16.977±1.132）%， 中 浓 度 组 为
（30.517±3.820）%，高浓度组为（40.200±4.431）%。
各组细胞凋亡率比较，差异有统计学意义（F=40.928，
P<0.05）；炎性反应组、低浓度组、中浓度组、高浓度
组细胞凋亡率高于实验对照组，中浓度组、高浓度组细
胞凋亡率高于炎性反应组，差异有统计学意义（P<0.05，
见图 2）。
3　讨论

AS 是一种全身、弥漫性血管壁慢性炎性反应，可
导致心、脑、肾等重要脏器功能损伤，其主要病理过程
与炎性反应密切相关，故在 AS 早期抗炎或可成为其治
疗关键。Ox-LDL 可诱导炎性反应，上调血管内皮细胞
及巨噬细胞产生炎性因子，促进巨噬细胞迁移至血管内
皮下吞噬脂质，进一步进展为泡沫细胞，其在 AS 始动
阶段具有关键作用，但具体机制尚未十分清楚。既往
研究表明，局部和系统性炎性反应是导致 AS 斑块不稳
定的关键，减轻巨噬细胞炎性反应有利于增加斑块稳
定性［9-10］。巨噬细胞是释放促炎因子和破坏斑块稳定
性因子的主要细胞群，因此抑制巨噬细胞炎性反应可能
抑制 AS 进展。

PEDF 是最先在人胎儿视网膜色素上皮细胞培养基
中发现的一种神经营养活性物质，体内多种细胞均可表
达PEDF蛋白，其具有抑制血管新生及炎性反应、抗肿瘤、

实验对照组炎性反应组低浓度组 中浓度组 高浓度组

MCP-1

β-actin

IL-1

注：IL-1= 白介素 1，MCP-1= 单核细胞趋化因子 1
图 1　5 组细胞内 IL-1 和 MCP-1 蛋白表达电泳图
Figure 1　 Electrophoretogram for expression of intracellular IL-1 protein 
and MCP-1 protein in the five groups
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实验对照组 炎性反应组 低浓度组 中浓度组 高浓度组

Annexin-V Annexin-V Annexin-V Annexin-V

注：PI= 碘化丙碇

图 2　5 组流式细胞图
Figure 2　Flow cytometry for the five groups
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抗氧化应激、抗血栓形成、促进细胞凋亡、免疫调节等
作用［11-14］。本研究结果显示，D 组细胞活力低于对照组，
A、B、C 组细胞活力与空白对照组比较差异无统计学意
义，提示 PEDF 终浓度为 800 ng/ml 对细胞有明显毒性
作用，PEDF 适宜干预浓度为 100、200、400 ng/ml。

巨噬细胞通过在血管内皮迁徙、聚集、释放炎性
因子及炎性趋化因子（如 MCP-1、IL-1）等复杂过程
而导致炎性反应［15］。既往研究表明，PEDF 可通过抑
制 AS 过程中 MCP-1、IL-1、肿瘤坏死因子 α（tumor 
necrosis factor-alpha，TNF-α）等各种炎性因子生成，
进而发挥抗炎作用［16］。本研究结果显示，炎性反应组、
低浓度组、中浓度组、高浓度组细胞内外 IL-1 蛋白相
对表达量高于实验对照组，低浓度组、中浓度组、高浓
度组细胞内外 IL-1 蛋白相对表达量低于炎性反应组；
炎性反应组、低浓度组、中浓度组、高浓度组细胞内外
MCP-1 蛋白相对表达量高于对照组，中浓度组、高浓
度组细胞内外MCP-1蛋白相对表达量低于炎性反应组，
提示终浓度为 200、400 ng/ml 的 PEDF 能有效下调 IL-1
和 MCP-1 蛋白表达，进而发挥抗炎作用。

WEN 等［17］研究表明，降低巨噬细胞活性或促进
巨噬细胞凋亡均可达到抗炎效果，因此促进巨噬细胞凋
亡实质也是抗炎过程。本研究结果显示，炎性反应组、
低浓度组、中浓度组、高浓度组细胞活力低于实验对照
组，细胞凋亡率高于实验对照组；中浓度组、高浓度组
细胞活力低于炎性反应组，细胞凋亡率高于炎性反应组，
提示终浓度为 200、400 ng/ml 的 PEDF 能有效降低巨噬
细胞活力、促进细胞凋亡。

综上所述，终浓度为 200、400 ng/ml 的 PEDF 能有
效降低巨噬细胞活力，下调 IL-1 和 MCP-1 蛋白表达，
促进巨噬细胞凋亡，进而抑制 Ox-LDL 诱导的巨噬细胞
炎性反应。但 PEDF 延缓 AS 发展的可能机制仍有待进
一步研究探索。
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