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·论著·

异鼠李素通过上调自噬水平预防巨噬细胞
脂质代谢紊乱

王婷婷，张鹏珂，史敏，于倩怡，乔娇，薛玉刚

【摘要】　目的　探讨异鼠李素预防巨噬细胞脂质代谢紊乱的可能机制。方法　本实验时间为2022年1—6月。

取对数生长期的RAW264.7细胞，将其分为对照组（不干预）、动脉粥样硬化组〔采用50 μg/ml的氧化低密度脂蛋

白（ox-LDL）干预24 h〕、动脉粥样硬化+异鼠李素组（采用20 μmol/L的异鼠李素孵育8 h，之后采用50 μg/ml的 
ox-LDL干预24 h）。采用油红O染色检测各组巨噬细胞中脂质含量，Western blot法检测各组巨噬细胞中自噬标志

物〔微管相关蛋白1轻链3（LC3Ⅱ）、P62〕表达水平，透射电镜观察各组巨噬细胞中自噬小体数目。结果　油红O染

色结果显示，对照组巨噬细胞中未发现脂质沉积；动脉粥样硬化组巨噬细胞中存在明显的脂质沉积现象；与动脉粥样

硬化组比较，动脉粥样硬化+异鼠李素组巨噬细胞中脂质含量明显减少。动脉粥样硬化组、动脉粥样硬化+异鼠李素组

巨噬细胞中LC3Ⅱ表达水平低于对照组，P62表达水平高于对照组（P＜0.05）；动脉粥样硬化+异鼠李素组巨噬细胞中

LC3Ⅱ表达水平高于动脉粥样硬化组，P62表达水平低于动脉粥样硬化组（P＜0.05）。透射电镜观察结果显示，对照

组巨噬细胞中可观察到自噬小体；与对照组相比，动脉粥样硬化组和动脉粥样硬化+异鼠李素组巨噬细胞中自噬小体

数目明显减少；与动脉粥样硬化组相比，动脉粥样硬化+异鼠李素组巨噬细胞中自噬小体数目增多。结论　异鼠李素

可能通过上调自噬水平来预防巨噬细胞脂质代谢紊乱，进而预防泡沫细胞形成。
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【Abstract】　Objective　To investigate the specific mechanism of isorhamnetin in preventing lipid metabolism disorder 
in macrophages. Methods　This study was conducted from January to June 2022. RAW264.7 cells in logarithmic growth 
phase were divided into control group (no intervention) , atherosclerosis group [treated with 50 μg/ml oxidized low-density 
lipoprotein (ox-LDL) for 24 h] , atherosclerosis+isorhamnetin group (incubated with 20 μmol/L isorhamnetin for 8 h, and then 
treated with 50 μg/ml ox-LDL for 24 h) . The lipid content of macrophages in each group was detected by oil red O staining. 
The expression level of autophagy markers [microtubule-associated protein 1 light chain 3 (LC3) Ⅱ and P62] in macrophages 
in each group was detected by Western blot. The number of autophagosomes in macrophages in each group was observed by 
transmission electron microscopy. Results　Oil red O staining showed that no lipid deposition was found in macrophages of 
control group; there was obvious lipid deposition in macrophages of atherosclerosis group; the lipid content of macrophages in the 
atherosclerosis+isorhamnin group was significantly reduced compared with that in the atherosclerosis group. The expression level 
of LC3Ⅱ in macrophages of atherosclerosis group and atherosclerosis+isorhamnetin group was lower than that of control group, 
and the expression level of P62 was higher than that of control group (P < 0.05) . The expression level of LC3Ⅱ in macrophages 
of atherosclerosis+isorhamnin group was higher than that of atherosclerosis group, and the expression level of P62 was lower 
than that of atherosclerosis group (P < 0.05) . The results of transmission electron microscopy showed that autophagosomes 
could be observed in macrophages of the control group; compared with the control group, the number of autophagosomes in the 
atherosclerosis group and the atherosclerosis+isorhamnetin group was significantly reduced; compared with atherosclerosis group, 
the number of autophagosomes in macrophages of atherosclerosis+isorhamnin group was increased. Conclusion　Isorhamnetin 
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can prevent the lipid metabolism disorder in macrophages by up-regulating autophagy level, and then prevent the formation of 
foam cells.
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急性心肌梗死是动脉粥样硬化性心血管疾病的主要

并发症，其致死率较高，为13.2%［1］。鉴于不稳定斑块

的治疗策略有限，有必要开发新的治疗手段来预防斑块

形成，而不是治疗已经形成的斑块［2］。动脉粥样硬化

的形成主要是由于巨噬细胞中脂质代谢紊乱，导致脂质

转运出巨噬细胞发生障碍及巨噬细胞中存在多余的脂质

沉积，进而导致泡沫细胞的形成［3］。而泡沫细胞在血

管内皮下的不断形成及积聚可促进斑块的形成和进展，

且脂质核心不断扩大可导致不稳定斑块的形成［4］。因

此，探讨纠正巨噬细胞中脂质代谢紊乱从而抑制泡沫细

胞形成的机制有助于抑制不稳定斑块的形成，从而降低

急性心血管事件的发生率。

异鼠李素是一种主要从大量果实、花等植物中提取

的黄酮类化合物，研究发现，其具有降血脂、扩张冠状

动脉、抗氧化等重要作用［5］。研究显示，真核细胞中

维持细胞器和蛋白质稳态的一种重要的细胞过程被称为

“自噬”［6］。本研究组前期研究发现，异鼠李素可通

过升高SIRT6来减轻巨噬细胞脂质代谢障碍，进而抑制

泡沫细胞形成［7］，但自噬是否参与这一病理过程目前

尚不得而知。基于此，本研究旨在探讨异鼠李素预防巨

噬细胞脂质代谢紊乱的可能机制。

1　材料与方法

1.1　实验时间　本实验时间为2022年1—6月。

1 . 2 　 实 验 细 胞 　 小 鼠 单 核 巨 噬 细 胞 白 血 病 细 胞

（RAW264.7细胞）购自美国ATCC公司。

1 . 3 　 主 要 实 验 试 剂 与 仪 器 　 异 鼠 李 素 （ 批 号 ：

M E D 8 0 0 0 3 ， 纯 度 ≥ 9 8 % ） 购 自 湖 南 康 都 制 药 有

限公司，氧化低密度脂蛋白（oxidized low-density 
l i pop ro t e in， ox-LDL） 购 自 广 州 市 益 源 生 物 科 技

有 限 公 司 ， 微 管 相 关 蛋 白 1 轻 链 3 （ m i c r o t u b u l e -
associated protein 1 light chain 3，LC3）Ⅱ抗体（货号：

AB192890）、P62抗体（货号：AB109012）、GAPDH
抗体（货号：#8864S）购自美国CST公司，山羊抗兔

IgG二抗购自西安壮志生物科技有限公司。

1.4　实验方法

1.4.1　细胞培养及分组　采用含有15%胎牛血清的细

胞培养基培养RAW264.7细胞，培养环境为消毒灭菌细

胞孵箱。取对数生长期的RAW264.7细胞，将其分为对

照组（不干预）、动脉粥样硬化组（采用50 μg/ml的 
ox-LDL干预24 h［8］）、动脉粥样硬化+异鼠李素组（采

用20 μmol/L的异鼠李素孵育8 h，之后采用50 μg/ml的
ox-LDL干预24 h）。

1.4.2　油红O染色检测巨噬细胞中脂质含量　收集各组

RAW264.7细胞，固定15 min后根据试剂盒说明书进行

油红O染色，然后在倒置显微镜下观察巨噬细胞中脂质

含量。实验独立重复3次。

1.4.3　Western blot法检测巨噬细胞中自噬标志物

（LC3Ⅱ、P62）表达水平　收集各组RAW264.7细胞，

用PBS洗涤并充分消化，提取蛋白后进行聚丙酰胺凝胶

电泳，并转至聚偏二氟乙烯（polyvinylidene fluoride，

PVDF）膜上；加入LC3Ⅱ、P62、GAPDH抗体（实验中

所需LC3Ⅱ、P62、GAPDH抗体提前按1∶100的比例配

好），用脱脂奶粉封固后于4 ℃冰箱中孵育过夜；滴加

山羊抗兔IgG二抗孵育1 h，采用化学发光法、利用BIO-
RAD凝胶成像系统检测巨噬细胞中LC3Ⅱ、P62表达水

平。实验独立重复3次。

1.4.4　透射电镜观察巨噬细胞中自噬小体数目　收集各

组RAW264.7细胞，送往空军军医大学口腔医院电镜室

制备标本，在透射电镜下观察自噬小体数目。实验独立

重复3次。

1.5　统计学方法　采用Graphpad Prism 5.01软件进行

数据处理。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LSD-t检验。以

P＜0.05为差有统计意义。

2　结果

2.1　巨噬细胞中脂质含量　油红O染色结果显示，对照

组巨噬细胞中未发现脂质沉积；动脉粥样硬化组巨噬细

胞中存在明显的脂质沉积现象；与动脉粥样硬化组比

较，动脉粥样硬化+异鼠李素组巨噬细胞中脂质含量明

显减少，见图1。

2.2　巨噬细胞中自噬标志物表达水平　三组巨噬细

胞中LC3Ⅱ、P62表达水平比较，差异有统计学意义

（P ＜0.05）；动脉粥样硬化组、动脉粥样硬化+异鼠

李素组巨噬细胞中LC3Ⅱ表达水平低于对照组，P62表

达水平高于对照组，差异有统计学意义（P＜0.05）；

动脉粥样硬化+异鼠李素组巨噬细胞中LC3Ⅱ表达水平

高于动脉粥样硬化组，P62表达水平低于动脉粥样硬化

组，差异有统计学意义（P＜0.05），见表1。

2.3　巨噬细胞中自噬小体数目　透射电镜观察结果显

示，对照组巨噬细胞中可观察到自噬小体；与对照组相

比，动脉粥样硬化组和动脉粥样硬化+异鼠李素组巨噬

细胞中自噬小体数目明显减少；与动脉粥样硬化组相

比，动脉粥样硬化+异鼠李素组巨噬细胞中自噬小体数

目增多，见图2。
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图1　油红O染色检测各组巨噬细胞中脂质含量（×200）
Figure 1　Lipid content of macrophages in each group detected by oil red O staining

动脉粥样硬化+异鼠李素组对照组 动脉粥样硬化组

图2　透射电镜观察各组巨噬细胞中自噬小体数目
Figure 2　The number of autophagosomes in macrophages in each group 
observed by transmission electron microscopy

动脉粥样硬化+异鼠李素组 
（×8 200）

动脉粥样硬化+异鼠李素组 
（×43 000）

对照组（×8 200） 对照组（×43 000）

动脉粥样硬化组 （×8 200） 动脉粥样硬化组 （×43 000）

3　讨论

心血管疾病是影响全世界人民健康的最主要问题之

一，患者死亡率很高，因而早期预防和治疗心血管疾病

尤为重要，而动脉粥样硬化是心血管疾病最常见的原因

之一［9］。众所周知，动脉粥样硬化的形成是一个复杂

的病理过程，包括脂质代谢紊乱、炎症、氧化应激、自

噬功能障碍和线粒体功能障碍，其中脂质代谢紊乱发挥

着关键作用［9］。巨噬细胞摄取脂质与清除脂质的作用

失衡将导致多余的脂质积聚，从而引发脂质代谢紊乱，

进而导致泡沫细胞形成［10-11］；此外，脂质超负荷会阻

碍巨噬细胞从斑块中迁移，导致其发生凋亡和坏死，从

而加重斑块的不稳定性［12］。因此，纠正巨噬细胞脂质

代谢紊乱是抑制动脉粥样硬化斑块形成的有效方法。既

往研究发现，异鼠李素具有减轻氧化应激导致的内皮

功能障碍等多种生物学作用［2］，异鼠李素抗动脉粥样

硬化的作用主要体现在抑制ox-LDL形成、内皮细胞损

伤、脂质堆积、平滑肌细胞增殖及迁移等［13］，然而其

具体机制尚不清楚。本研究组前期研究发现，异鼠李素

可减轻巨噬细胞脂质代谢障碍，进而抑制泡沫细胞形

成［7］。本研究旨在探讨异鼠李素预防巨噬细胞脂质代

谢紊乱的具体机制。

本研究油红O染色结果显示，对照组巨噬细胞中未

发现脂质沉积；动脉粥样硬化组巨噬细胞中存在明显的

脂质沉积现象；与动脉粥样硬化组比较，动脉粥样硬

化+异鼠李素组巨噬细胞中脂质含量明显减少；提示异

鼠李素可以减少脂质在巨噬细胞中的沉积，进而预防泡

沫细胞的形成。

研究发现，遗传、饮食和药物均可以激活自噬，而

自噬功能障碍会导致动脉粥样硬化，进而引起心血管疾

病［14］。自噬功能障碍可发生在各种类型细胞中，主要

表1　三组巨噬细胞中自噬标志物表达水平比较（x±s，n=3）
Table 1　Comparison of expression levels of autophagy markers of 
macrophages in three groups

组别 LC3Ⅱ P62

对照组 1.000±0.053 1.000±0.062

动脉粥样硬化组 0.193±0.136a 4.086±0.436a

动脉粥样硬化+异鼠李素组 0.586±0.096ab 2.273±0.105ab

F值 159.60 351.60

P值 ＜0.001 ＜0.001

注：LC3=微管相关蛋白1轻链3；a表示与对照组比较，P＜0.05； 
b表示与动脉粥样硬化组比较，P＜0.05
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为血管平滑肌细胞、内皮细胞和巨噬细胞，其中巨噬

细胞自噬功能障碍在动脉粥样硬化斑块的形成过程中

发挥着重要作用［15］。研究显示，自噬底物P62可连接

LC3和泛素化的底物，随后被整合到自噬体中，并在自

噬溶酶体中被降解［9］。本研究结果显示，动脉粥样硬

化组、动脉粥样硬化+异鼠李素组巨噬细胞中LC3Ⅱ表

达水平低于对照组，P62表达水平高于对照组；动脉粥

样硬化+异鼠李素组巨噬细胞中LC3Ⅱ表达水平高于动

脉粥样硬化组，P62表达水平低于动脉粥样硬化组，提

示异鼠李素能够上调巨噬细胞中自噬水平。此外，本研

究透射电镜观察结果显示，对照组巨噬细胞中可观察到

自噬小体；与对照组相比，动脉粥样硬化组和动脉粥样

硬化+异鼠李素组巨噬细胞中自噬小体数目明显减少；

与动脉粥样硬化组相比，动脉粥样硬化+异鼠李素组巨

噬细胞中自噬小体数目增多，提示异鼠李素能够增加巨

噬细胞中自噬小体的数目。以上研究结果表明，异鼠李

素可能通过上调巨噬细胞自噬水平来促进脂质通过自

噬-溶酶体途径进行降解，从而减少脂质沉积，预防脂

质代谢紊乱，进而预防泡沫细胞形成。

综上所述，异鼠李素可能通过上调巨噬细胞自噬水

平来预防脂质代谢紊乱，进而预防泡沫细胞形成。本研

究为抑制动脉粥样硬化斑块形成、促进斑块稳定性提供

了新的治疗方向。但本研究为基础研究，尚需要临床试

验进一步验证本研究结论。此外，临床上冠心病合并糖

尿病患者常同时存在糖脂代谢紊乱［16］，异鼠李素是否

可通过上调巨噬细胞自噬水平来调控糖脂代谢紊乱还需

要进一步研究。
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