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健脾化痰方抑制炎症小体

改善小鼠主动脉粥样硬化的体外作用机制
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  摘要：目的 研究通过体外实验观察健脾化痰方对 ox -LDL 诱导的血管平滑肌细胞活力、增殖、表型转换及炎症因
子的影响。方法 C57BL/6J小鼠分离胸主动脉制备平滑肌细胞。6 ～8 周龄 SD（Sprague Dawley）大鼠灌胃给药，腹主动
脉取血制备含药血清。DMEM培养基培养，ox -LDL：1 00 μg/mL ox -LDL诱导，Atorvastatin：ox -LDL +阿托伐他汀（0.4
μM）含药血清，JPHTF -L/M/H ：ox -LDL +JPHTF含药血清（5%，1 0%，1 5%）。免疫荧光染色 α-SMA 抗体鉴定初代
VSMCs。CCK-8 法检测细胞活力，Transwell 实验观察细胞迁移情况，Western Blot 检测细胞中 α-SMA、Calponin、
SM22α、PCNA、OPN、ASC、NLRP3、cleaved Caspase -1 表达，ELISA 检测细胞上清中 IL -1β、IL -1 8、TNF -α和 IL -6 的
含量。结果 JPHTF抑制 ox -LDL诱导的 VSMCs增殖和表型转换，JPHTF处理可降低 NLRP3、ASC和 cleaved Caspase -1
蛋白表达水平，ELISA结果提示 JPHTF处理能显著降低 IL -1β和 IL -1 8 含量，降低 TNF -α和 IL -6 炎症因子的水平。
结论 健脾化痰方体外作用可抑制 ox -LDL诱导的 VSMCs从收缩表型向合成表型转换，降低细胞增殖和细胞迁移能力，
减少 NLRP3、ASC和 cleaved Caspase -1 水平，抑制炎症小体的激活，从而延缓动脉粥样硬化发展。
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Jianpi Huatan Formula（健脾化痰方）Alleviates Atherosclerosis via Inhibiting Inflammasome in vitro

TIAN Miao1，2，JIA Lianqun2，SONG Nan2，MIN Dongyu1，WANG Yang1，GUAN Le1，JU Yetao1，WANG Fengrong1
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Abstract：Objective This study observed the effects of Jianpi Huatan Formula（健脾化痰方，JPHTF）on oxidized low -den-
sity lipoprotein（ox -LDL）induced vascular smooth muscle cell viability，proliferation，phenotype transformation and inflammatory
factors in vitro.Methods Smooth muscle cells were isolated from the thoracic aorta of C57BL/6J mice.The 6 -8 week old Spra-
gue Dawley rats were orally administered，and the blood samples were collected from the abdominal aorta to prepare the drug con-
taining serum.The DMEMmedium culture was the control group.The ox -LDL induction（1 00 μg/mL）was the ox -LDL
group.The atorvastatin group were the serum containing ox -LDL and atorvastatin（0.4 μM）.JPHTF low，middle and high dose
groups were the serum containing ox -LDL and JPHTF（5%，1 0%，1 5%）.The identification of the first generation vascular
smooth muscle cells？（VSMCs）was carried out by using immunofluorescence staining with α-smooth muscle actin（α-SMA）
antibody.The cell counting kit -8（CCK-8）method was used to detect the cell viability.Transwell assay was used to observe
the cell migration.Western Blot was used to detect the expressions ofα-SMA，Calponin，SM22α，proliferating cell nuclear anti-
gen（PCNA），osteopontin（OPN），ASC，NOD -like receptor family pyrin domain containing 3（NLRP3）and cleaved caspase -1
in cells，and enzyme -linked immunosorbent assay（ELISA）was used to detect the levels of interleukin -1β（IL -1β），interleu-
kin -1 8（IL -1 8），tumor necrosis factor -α（TNF -α）and interleukin -6（IL -6）in cell supernatant.Results JPHTF inhibi-
ted ox -LDL induced VSMCs proliferation and phenotype transition.JPHTF reduced the protein expression levels of NLRP3，ASC
and cleaved caspase -1.ELISA results showed that JPHTF significantly reduced the levels of IL -1βand IL -1 8，as well as the
levels of TNF -αand IL -6.Conclusion The effect of JPHTF in vitro can inhibit the conversion of VSMCs induced by ox -LDL
from contractile phenotype to synthetic phenotype，reduce the ability of cell proliferation and migration，lower the levels of NL-
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RP3，ASC and cleaved caspase -1，and inhibit the activation of inflammasome，thereby inhibiting the development of atherosclero-
sis.

Keywords：Jianpi Huatan Formula（健脾化痰方）；atherosclerosis；vascular smooth muscle cell；phenotype transformation；
NLRP3

  动脉粥样硬化（Atherosclerosis，AS）是血管内膜内包含各
种细胞、脂质和碎片组织在内的斑块形成过程［1］，被认为是一

种由危险因素介导的慢性血管炎症。动脉粥样硬化斑块是由

血管细胞和免疫细胞组成的复杂结构［2］。发生在 AS 的免疫
炎症反应机制已在体外和动物实验中得到广泛验证，血管平滑

肌细胞（Vascular Smooth Muscle Cell，VSMC）通过产生不同的
细胞因子，如 IL -1 8、IL -6，和各种黏附分子参与 AS 慢性炎症
过程。VSMC的表型转换、增殖、迁移可以加速 AS 的发展［3］。

因此，抑制 AS 的炎症过程，抑制 VSMC 的表型转换、增殖和迁
移可有效缓解 AS。鉴于炎症与动脉粥样硬化之间的关系，从
炎症角度治疗动脉粥样硬化可能成为一种有效抗动脉粥样硬

化的方式［4］。

健脾化痰方（JianPiHuaTan Formula，JPHTF）是国家 973 项
目研究成果，以四君子汤为主方，结合瓜蒌薤白半夏汤化裁，有

化痰宽胸、健脾益气之功效，课题组前期实验研究证明 JPHTF
对小鼠脂质水平改善、延缓大鼠动脉粥样硬化进展方面有明确

疗效。本研究旨在通过体外研究从炎症角度探讨 JPHTF 抑制
小鼠动脉硬化发展的作用机制。

1  材料与方法
1 .1  实验材料
1 .1 .1 实验药物 健脾化痰方（JPHTF）免煎颗粒由江阴天江
药业有限公司（中国江苏）生产，辽宁中医药大学附属医院中

药房配药，包含黄芪颗粒 1 0 g，党参颗粒 1 0 g，生白术颗粒 1 0
g，茯苓颗粒 1 0 g，清半夏颗粒 6 g，瓜蒌颗粒 1 0 g，丹参颗粒 1 0
g，炙甘草颗粒 3 g。
1 .1 .2 实验动物 6 ～8 周龄 SD 大鼠及 C57BL/6 小鼠购于
斯贝福（北京）生物技术有限公司，许可证号：SCXK（京）
201 9 -001 0。实验动物伦理审查批件号：2020CS（DW）-
002 -01。
1 .1 .3 主要仪器及试剂 Triton X -1 00（美国 Amresco，货号
1 596 -026）；α-SMA 抗体（武汉 Proteintech，货号 1 4395 -1 -
AP）；羊抗兔 IgG抗体（武汉 Invitrogen，货号 A1 0520）、RIPA 裂
解液（上海碧云天，货号 R001 0）、NLRP3 抗体（美国 Abcam，货
号 ab263899）、ASC抗体（武汉爱博泰克，货号 A1 1 70）、cleaved
Caspase -1 抗体、OPN 抗体、PCNA 抗体（美国 Proteintech，
2291 5 -1 -AP、22952 -1 -AP、1 0205 -2 -AP）；ELISA 试剂盒
（上海酶联生物技术公司，货号 S1 00）；荧光显微镜（日本 O-
LYMPUS）；Transwell 小室 （上海格瑞纳生物科技，型号
655641）；倒置显微镜（厦门 Motic，型号 AE31）；凝胶图像处理
系统（赛默飞中国，型号 iBright CL1 500）。
1 .2 实验方法
1 .2.1 药物血清的制备 将 6 ～8 周龄的 SD大鼠 30 只，适应
性饲养 1 周，30 只大鼠随机分为对照组、西药组、中药组，每组
1 0只，笼饲。将 JPHTF溶解在 40 ℃蒸馏水中。参考人与动物
之间药理实验等效剂量，按照小鼠体表面积比例 k 值 9.1 给

药，西药组使用阿托伐他汀钙 2.29 mg·kg -1，中药组 JPH-
TF5.9 g·kg -1，对照组使用等量蒸馏水灌胃，每日给药 1 次，
连续给药 9 d。末次给药 2 h 后腹主动脉取血，4 ℃条件下
3000 r/min离心血清，56 ℃水浴 30 min 灭菌，过滤上清（滤膜
0.22 μm）分离获得含药血清备用。
1 .2.2 血管平滑肌细胞的分离与制备 C57BL/6 小鼠（雄性，
6 ～8 周龄）麻醉后处死，暴露并取出胸主动脉，置于含青霉素
（1 00 μ/L）、链霉素（1 00 μ/L）无菌 DMEM培养液中。在细胞
培养室超净台上，PBS 反复冲洗血管，使用眼科剪去除外膜。
将主动脉剪成小块（1 .0 mm ×1.0 mm）置入含有胰蛋白酶 -
EDTA消化液中，37 ℃、5%CO2 培养箱中消化 20 ～30 min 后，
加入 1 0%FBS 的 DMEM培养基终止消化。将消化后的细胞悬
液过滤、离心、弃上清，VSMCs 置于 1 0%胎牛血清的 DMEM培
养基培养瓶中，温度 37 ℃和浓度 5%CO2 条件培养箱中培
养［5］。3 ～5 d换液 1 次。采用上述方法从 C57BL/6 小鼠的主
动脉中分离出血管平滑肌细胞（VSMCs）。
1 .2.3 免疫荧光染色 α-SMA 鉴定初代 VSMCs VSMCs 在
4%甲醛中固定 1 5 min，PBS 洗涤 3 次。用 3%的 Triton X -1 00
处理细胞 1 0 min，山羊血清在室温下封闭细胞 20 min，加入α-
SMA抗体 4 ℃孵育过夜，加入 cy3 -羊抗兔 IgG二抗（1 ∶500
稀释）37 ℃孵育 60 min。采用 DAPI 进行核染色，用荧光显微
镜观察α-SMA阳性细胞。
1 .2.4 细胞分组与处理 Control：1 0%胎牛血清的 DMEM培
养基培养。ox -LDL：1 00 μg/mL 氧化低密度脂蛋白（ox -
LDL）按相应时间处理。Atorvastatin：ox -LDL +西药组含药血
清（0.4 μM）。JPHTF -L/M/H组：ox -LDL +中药组含药血清
（5%、1 0%、20%）。
1 .2.5 细胞增殖能力检测 采用 CCK -8 法检测细胞增殖。
将 VSMCs（每孔 1 ×1 04个细胞）接种于 96 孔板中，置于 37 ℃、
5% CO2 下孵育 0、24、48、72、96 h，加入 CCK -8 溶液 37 ℃孵
育 1 h。采用酶标仪于 450 nm下测定各孔吸光度。
1 .2.6 细胞迁移实验 将细胞 Transwell 跨孔室置于 24 孔板
中，在下室加入含有 20%胎牛血清的培养液 800 μL。细胞在
37 ℃和 5%CO2 条件下培养 24 h，用 PBS 洗涤。室温下用 1 0%
多聚甲醛固定 20 min，苏木精染色 5 min。使用 200 倍 AE31 倒
置显微镜观察细胞迁移，计算细胞迁移率。

1 .2.7 蛋白免疫印记法（Western Blot）检测细胞中 α-SMA、
Calponin、SM22α、PCNA、OPN、ASC、NLRP3、cleaved Caspase -1
表达 VSMCs 样本加入 RIPA 裂解液裂解，采用 BCA 蛋白检
测试剂盒测定蛋白浓度。各蛋白质组分别在 1 0%的 SDS -
PAGE 进行蛋白电泳，并转移到 PVDF 膜上。采用 5%脱脂奶
粉室温封闭 60 min，一抗 4 ℃孵育过夜。一抗分别为：NLRP3
（1 ∶1 000）、ASC（1 ∶1 000）、cleaved Caspase -1（1 ∶1 000）、α-
SMA（1 ∶1 000）、Calponin（1 ∶2000）、SM22α（1 ∶1 000）、OPN（1 ∶
1 000）和 PCNA（1 ∶1 000）。洗膜后用 HRP 偶联羊抗兔 IgG二
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抗 37 ℃孵育 45 min。ECL 底物发光液室温孵育 2 min 后，采
用凝胶图像处理系统分析目标条带的灰度值。

1 .2.8 ELISA检测 IL -1β、IL -1 8、TNF -α和 IL -6 的分泌
 使用 ELISA试剂盒测定细胞上清液中 TNF -α、IL -6、IL -
1β和 IL -1 8 的含量，按照说明书要求进行。
1 .2.9 统计分析 使用 GraphPad 7.0 软件进行数据分析，结
果以平均数±标准差表示。多组比较采用单因素方差分析，两
组之间的比较采用 Tukey 检验。P<0.05 定义为差异有统计
学意义。

2 结果
2.1 JPHTF抑制 ox -LDL诱导的 VSMCs增殖

用免疫荧光法鉴定 C57BL/6 小鼠胸主动脉分离出的
VSMCs，采用 DAPI 核染色，倒置荧光显微镜观察（插页ⅩⅩⅢ图
1 A）。用 1 00 μg/mL ox -LDL处理 VSMCs 24 h后，通过CCK-
8 检测细胞增殖情况，说明 JPHTF 对 VSMCs 增殖的影响。如
插页ⅩⅩⅢ图 1 B所示，在 ox -LDL作用下，VSMCs 的增殖能力显
著增强，而 JPHTF -L、JPHTF -M、JPHTF -H及 Atorvastatin 干
预明显抑制了 ox -LDL对 VSMCs增殖的影响。从各时间点的
平均值上来看，JPHTF -H 组表现出了最好的效果（96 h：P<
0.01 vs.ox -LDL，P<0.001 vs.Atorvastatin）。
2.2 JPHTF抑制 ox -LDL诱导的 VSMCs增殖相关蛋白表达

Western Blot实验结果显示，ox -LDL 增加了 OPN 和 PC-
NA蛋白表达水平，而 JPHTF 和阿托伐他汀降低 OPN 和 PCNA
蛋白表达水平（插页ⅩⅩⅢ图 2）。
2.3 JPHTF抑制 ox -LDL诱导的 VSMCs迁移

Transwell检测结果显示（插页ⅩⅩⅢ图 3），ox -LDL 作用 24
h后，VSMCs迁移能力显著增强（P<0.001 vs.control），而阿
托伐他汀则表现出对 ox -LDL 作用显著抑制的效果（P<
0.001 vs.ox -LDL）。相比之下，JPHTF 不仅在高剂量组表现
出好于阿托伐他汀的抑制作用（P<0.001 vs.ox -LDL，P<
0.001 vs Atorvastatin），而且有明显的剂量依赖关系。
2.4 JPHTF抑制 ox -LDL 诱导的 VSMCs表型转换

Western Blot实验结果显示，ox -LDL 显著升高 α-SMA、
Calponin和 SM22α蛋白表达水平，但阿托伐他汀在本实验中未
表现出对以上蛋白明显的抑制作用，JPHTF不同剂量则表现出
不同的抑制作用（插页ⅩⅩⅣ图 4）。低剂量显著降低了 α-SMA
表达，中高剂量没有明显效果；3 个剂量对 calponin表达的抑制
作用相似，对 SM22α则表现出明显的剂量依赖效果。
2.5 JPHTF抑制 ox -LDL 诱导的 VSMCs炎症过程

本研究探讨了 JPHTF对 ox -LDL诱导的炎症反应过程的
影响，用Western Blot法检测 NLRP3、ASC 和 cleaved Caspase -
1 的蛋白表达水平。结果显示，ox -LDL 可显著提高 NLRP3、
ASC和 cleaved Caspase -1 水平，而 JPHTF 和阿托伐他汀治疗
均可降低以上蛋白表达水平（插页ⅩⅩⅣ图 5），表明 JPHTF 抑制
了 NLRP3 炎症小体的激活。

采用 ELISA法检测细胞上清炎症因子的含量，结果显示，
ox -LDL可引起 VSMCs 炎症反应增强，表现为 IL -1β、IL -
1 8、IL -6 和 TNF -α分泌上调，而 JPHTF 或阿托伐他汀处理
能显著降低这些炎症因子水平（插页ⅩⅩⅣ图 6）。JPHTF 中高剂
量组表现出比阿托伐他汀更好降低 TNF -α分泌的效果（P<

0.001 vs.Atorvastatin）。综上所述，体外实验结果显示，JPHTF
可抑制 ox -LDL诱导的 VSMCs 炎症反应。
3 讨论

VSMCs表型转换在包括 AS 在内的一系列血管闭塞性疾
病的发生和发展中起着关键作用［6］。VSMCs 的迁移是发生
AS 的标志［7］。VSMCs 从收缩表型向合成表型的转换伴随着
平滑肌收缩蛋白表达缺失及增殖诱导，最终导致 AS 的发
展［8 -9］。α-SMA、Calponin和 SM22α是 VSMCs收缩表型标志
物，Vimentin 是 VSMCs 的合成表型标志物［1 0 -1 1］。OPN 和 PC-
NA被认为是细胞增殖的重要调控因子［1 2］。本研究中，体外实

验证实 JPHTF抑制 ox -LDL 诱导的 VSMCs 从收缩表型向合
成表型转换，降低细胞活力，减少细胞迁移，抑制细胞增殖。结

果显示，ox -LDL诱导的 VSMCs收缩表型标记物表达降低，提
示在 AS 期间 VSMCs从收缩表型向合成表型转换，JPHTF 含药
血清抑制了此过程，这可能有助于其发挥抗动脉硬化作用。

炎症是动脉粥样硬化斑块发展的驱动因素，也是动脉粥样

硬化事件的危险因素［1 3］。动脉粥样硬化斑块中脂质的积累可

以激活 NLRP3 炎症小体［1 4］。NLRP3 炎症小体由先天免疫受
体蛋白 NLRP3、适配器蛋白 ASC 和炎症蛋白酶 Caspase -1 组
成［1 5］。被激活后，NLRP3 与 ASC 形成炎症小体复合物，导致
procaspase -1 转化为 active Caspase -1，随后引起 IL -1β和
IL -1 8 的分泌［1 6］。在本研究中，我们发现 ox -LDL 诱导的
VSMCs中 NLRP3 阳性细胞增加，而 JPHTF 含药血清组 NLRP3
水平降低，提示 NLRP3 炎症小体的激活受到抑制。此外，
CD68 在单核细胞和巨噬细胞中表达，其显著上调可引发 AS
期间的炎症反应［1 7］。我们的研究结果证实，HFD增加了 CD68
阳性细胞数量，而 JPHTF则可减少 CD68 阳性细胞，提示 JPH-
TF抑制了炎症细胞的浸润。同样，研究结果还表明，JPHTF 治
疗显著降低了炎症细胞因子 IL -1β、IL -1 8、TNF -α和 IL -6
的水平。

异常的 NLRP3 激活是 AS 慢性炎症发生和发展的核心，其
激活后促进 IL -1β和 IL -1 8 的释放，参与 AS 的内皮损伤、泡
沫细胞形成和焦亡［1 8］。由于 AS 是一种慢性炎症性疾病，靶向
NLRP3 炎性小体为 AS 提供了一种新的治疗策略［1 9］。针对

NLRP3 炎症小体的药物研究很多正在进行，目前还没有此类
治疗 AS 的上市药物［20］。相关研究发现，秋水仙碱可通过抑制

NLRP3 炎症小体发挥对急性心肌梗死后患者的心肌保护作
用［21］，也有研究表明，多种中药成分能够抑制 NLRP3，发挥抑
制炎症反应的作用［22］。中医理论中对炎症的研究观点多集中

在瘀血和痰浊的影响［23］，JPHTF 药物组成以四君子汤及化痰
祛浊的瓜蒌半夏薤白汤化裁而成，共同发挥健脾益气化痰的功

效。健脾祛痰中药复方有改善 AS 动物的血脂代谢水平、抗炎
作用［24］，吕回等人的研究［25］证实四君子汤可抑制 AD 小鼠
NLRP3 表达。

剂量依赖的呈现是药理研究中需观察的重要现象。本研

究中我们发现，给予不同浓度的 JPHTF 含药血清后，对 ox -
LDL诱导的迁移的抑制、SM22α蛋白表达、NLRP3 蛋白表达、
IL -1β分泌等几个指标有明显的剂量依赖关系，但在其他指
标中却没有。与单一分子、靶点明确的西药不同，作为中药复

方，JPHTF中成分复杂、分子靶点众多，没有明确的剂量依赖关
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系可能是这一特点的表现，详细的药理机制仍有待阐明。但

是，JPHTF 在抑制 VSMCs 的异常迁移中表现出了明确的剂量
依赖性，这一特点对该药物的临床应用有重要的指导意义。

中药可作为潜在有效的抗动脉粥样硬化药物［26］，中药活

性成分的提取和鉴定可能是未来研究任务主要面临的挑战。

研究表明［27］，包括黄芪、丹参、人参及甘草等中药对动脉粥样

硬化具有治疗作用，这些中药抗动脉粥样硬化的药理学作用涉

及细胞增殖和迁移、炎症、凋亡、自噬、脂质代谢等。

我们的体外研究证实 JPHTF对 AS 有良好的抑制作用，而
抑制 NLRP3 炎症小体可能与 JPHTF 这种抗 AS 的作用有关。
在未来，我们将进一步深入 JPHTF 对 AS 的靶向作用，如提取
和鉴定药物活性成分，开发抑制 NLRP3 炎症小体抗 AS 的新
药，为冠状动脉粥样硬化性疾病治疗提供新方法。
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健脾化痰方抑制炎症小体改善小鼠主动脉粥样硬化的体外作用机制

（正文见 81 -84 页）

  注：#与对照组比较，P<0.05；##与对照组比较，P<0.01；###与对照组比较，P<0.001；*与 ox -LDL组比较，P<0.05；**与 ox -LDL
组比较，P<0.01；†与 Atorvastatin组比较，P<0.05；††与 Atorvastatin组比较P<0.01；†††与 Atorvastatin组比较P<0.001。

图 1 （A）免疫荧光法鉴定 VSMC（比例尺为 1000 μm）（B）CCK -8 检测细胞增殖能力

  注：###与对照组比较，P<0.001；*与 ox -LDL组比较，P<0.05；**与 ox -LDL 组比较，P<0.01；***与 ox -LDL
组比较，P<0.001；†††与 Atorvastatin组比较P<0.001。

图 2 WB检测 ox -LDL诱导的 VSMCs中 OPN、PCNA的蛋白表达水平

注：###与对照组比较，P<0.001；***与 ox -LDL组比较，P<0.001；†††与 Atorvastatin组比较P<0.001。
图 3 Transwell法测定细胞迁移情况
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    注：#与对照组比较，P<0.05；##与对照组比较，P<0.01；###与对照组比较，P<0.001；*与 ox -LDL组比较，P<0.05；**与ox -
LDL组比较，P<0.01；†与 Atorvastatin组比较，P<0.05；†††与 Atorvastatin组比较P<0.001。

图 4 Western Blot检测 ox -LDL诱导的 VSMC 中α-SMA、calponin、SM22α的蛋白表达水平

  注：#与对照组比较，P<0.05；##与对照组比较，P<0.01；###与对照组比较，P<0.001；*与 ox -LDL组比较，P<0.05；**与 ox -
LDL组比较，P<0.01；***与 ox -LDL组比较，P<0.001。

图 5 WB检测 NLRP3、ASC 和 cleaved Caspase -1 的蛋白表达水平

    注：###与对照组比较，P<0.001；*与 ox -LDL 组比较，P<0.05；**与 ox -LDL 组比较，P<0.01；***与 ox -LDL 组比较，
P<0.001；††与 Atorvastatin组比较P<0.01。

图 6 ELISA法检测 IL -1β、IL -18、TNF -α和 IL -6 的含量


