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巨噬细胞的自噬和极化抑制其泡沫化进程 *
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摘要 目的：巨噬细胞是动脉粥样硬化斑块中最丰富的免疫细胞，巨噬细胞泡沫化加速动脉粥样硬化，本研究探讨巨噬细胞自噬

与极化对泡沫化的影响。方法：分离培养小鼠腹腔巨噬细胞，免疫荧光检测巨噬细胞的标记物 F4/80。不同浓度雷帕霉素处理巨噬

细胞，western blot检测自噬标记物 LC3II，经典激活的巨噬细胞（Classically activated macrophages, M1）标记物白细胞介素 6（inter-

leukin 6, IL-6）和替代激活的巨噬细胞（Alternatively activated macrophages, M2）标记物转化生长因子 茁（transform growth factor,

TGF-茁）的表达。用 ox-LDL诱导巨噬细胞泡沫化，油红 O染色鉴定泡沫细胞形成及巨噬细胞泡沫化情况。结果：免疫荧光结果显

示，小鼠腹腔巨噬细胞 F4/80阳性率达 87.6%；雷帕霉素处理巨噬细胞 24 h，western blot结果显示 LC3II表达增加，M1标记物IL-6

表达增加，而M2标记物 TGF-茁表达减少，对其条带进行统计分析结果显示都具有显著性差异（P<0.05）；油红 O染色结果显示雷

帕霉素明显减少巨噬细胞泡沫化形成。结论：雷帕霉素能诱导巨噬细胞自噬，促进其向M1型极化，从而抑制巨噬细胞泡沫化。
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Autophagy and Polarization of Macrophage Inhibit Foaming Process*

Macrophages are the most abundant immune cells in atherosclerotic plaque, and macrophage foaming ac-

celerates atherosclerosis. The study aims to explore the effect of macrophage autophagy and polarization on foaming. Mouse

peritoneal macrophages were isolated and cultured, and the marker F4/80 of macrophages was detected by immunofluorescence.

Macrophages were treated with rapamycin at different concentrations. Western blot was used to detect the expression of autophagy mark-

ers LC3II, classically activated macrophages(M1) macrophage markers interleukin 6(IL-6) and alternatively activated macrophages (M2)

markers transforming growth factor-茁 (TGF-茁). Macrophages were foamed by ox-LDL, and the foam cells formation and macrophage

foaming were identified by oil red O staining. Immunofluorescence assay showed that the positive rate of F4/80 was 87.6%.

Western blot showed that increased the expression of LC3II and IL-6, decreased the expression of TGF-茁 in rapamycin treatment of

macrophages for 24 hours. And, statistical analysis of the bands showed that there were significant differences (P<0.05). Oil red O stain-

ing showed that the formation of macrophage foam cells was decreased in rapamycin treatment macrophages. Rapamycin

promotes macrophage autophagy and M1 polarization to inhibit foam cell formation.
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前言

动脉粥样硬化（atherosclerosis, AS）是发生在大、中动脉壁

组织上，可引发急性心肌梗死和猝死的疾病[1-4]，具有脂质蓄积

和炎症浸润的特征。有免疫细胞和非免疫细胞参与其中。单核

吞噬细胞系统中的巨噬细胞，是动脉粥样硬化斑块中最丰富的

免疫细胞，且在 AS中处于动态平衡态[5]。在 AS早期，因单核吞

噬系统能够正常清除凋亡细胞，并不会继发炎症和坏死；在 AS

晚期，单核吞噬系统对斑块内凋亡细胞的吞噬清除作用缺陷，

导致继发性坏死和炎症反应，形成易损斑块。其中巨噬细胞吞

噬大量 ox-LDL发生泡沫化形成泡沫细胞加速动脉粥样硬化

进程[1,6,7]。因此，抑制和稳定巨噬细胞泡沫化是治疗动脉粥样硬
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化疾病的目标之一。

巨噬细胞在功能上非常复杂，根据它们所处的微环境不同

会出现不同功能状态，称之为巨噬细胞的极化或表型转换。经

典激活的巨噬细胞（classically activated macrophages, M1）和替

代激活的巨噬细胞（alternatively activated macrophages, M2）是

巨噬细胞的两个极端状态。在动脉粥样硬化中[11]，M1和M2同

时存在，但在斑块中的分布有差异。因此选择性清除或改变巨

噬细胞，是早期干预 AS或晚期稳定 AS斑块的有效途径。自噬

是真核细胞通过溶酶体降解自身受损的细胞器和大分子物质

进而实现细胞内再循环的过程；受依赖 mTOR（mammal target

of rapamycin,哺乳动物雷帕霉素靶蛋白）和不依赖 mTOR途径

调节。小鼠动脉粥样硬化模型证实，利用支架载药局部投递

mTOR抑制剂依维莫司，可诱导巨噬细胞自噬而实现 AS斑块

巨噬细胞的选择性清除，且没有继发炎症和坏死[12]。但另有文

献报道局部投递 TLR7激动剂咪喹莫特能够诱导巨噬细胞自

噬，反而导致斑块扩大，炎性因子大量释放而加重 AS[13]。因此，

本研究利用巨噬细胞作为 AS早期体外模型，应用自噬途径

mTOR 抑制剂雷帕霉素处理巨噬细胞，检测其自噬标记物

LC3II和极化M1标记物 IL-6、M2标记物 TGF-茁表达，确定雷
帕霉素对巨噬细胞自噬和极化的影响；然后用 ox-LDL诱导

泡沫细胞，油红 O染色观察雷帕霉素对细胞成脂即泡沫化的

影响。

1 材料与方法

1.1 实验动物

6-8周龄的 B6D2F1小鼠购自北京维通利华有限公司。

1.2 实验方法

1.2.1 腹腔巨噬细胞的分离和培养 成年 B6D2F1小鼠腹腔

注射 3%巯基乙酸培养基（T9032-500G, Sigma-Aldrich）刺激小

鼠腹腔渗出细胞[14]，3天后断颈处死。应用含 3% FBS的 DPBS

冲洗腹腔 3次，收集腹腔液体 1000× g离心 5 min，用含 10%

FBS（04-001-1, biological industries）的 RPMI1640（22400089,

Invitrogen）重悬细胞并接种，37℃培养，24 h后更换液体。实

验共分三组：0 滋M雷帕霉素（ab120224, Abcam）为对照组，1 滋M
和 5 滋M雷帕霉素实验组。
1.2.2 F4/80抗体染色 细胞爬片，用含 4%多聚甲醛的 PBS

4℃固定细胞 20 min。接着用含 0.25% Triton X-100的 PBS清

洗 1次，70%乙醇处理细胞 5 min，之后用含 2%BSA的 PBS进

行室温封闭 30 min。封闭结束后弃掉封闭液，用 1:50稀释的

F4/80抗体（565612, BD）4℃孵育过夜。次日弃掉一抗，用含

0.1% tween20的 PBS清洗 3次，最后用 Hoechst 33342（14533,

Sigma-Aldrich）复染细胞核，PBS清洗，防荧光淬灭剂封皮，等

待观察。

1.2.3 泡沫细胞诱导 收集的腹腔巨噬细胞接种于 12孔或 6

孔板，用含 10% FBS的 PRIM1640培养液培养过夜。次日换

液，用含有 ox-LDL（UBC_oxldl,北京协生生物科技有限责任公

司）的培养液培养 48 h，诱导巨噬细胞泡沫细胞形成，油红 O

染色观察巨噬细胞泡沫化。

1.2.4 油红 O 染色 细胞用 PBS 清洗 2 次，4 %多聚甲醛

-PBS 室温固定 15 min，PBS 清 洗 2 次，0.05 % 油红 O

（00625-25G, Sigma-Aldrich）（油红 O浓储液：0.5 g油红 O溶解

于 100 mL 100 %异丙醇避光保存；工作液：60%异丙醇稀释浓

储至 0.05%，过滤静置 30 min）室温孵育 1 h，之后 60 %异丙醇

脱色去除多余染料，PBS清洗，观察细胞。

1.2.5 Western blot 蛋白质的提取：PBS冲洗细胞，用细胞

刮刀收集细胞并转移至离心管中，5000 rpm× 10 min离心弃上

清；加入适量的 RIPA 缓冲液（Sigma Aldrich）混匀后冰上置

30 min以裂解细胞。20000 rpm× 20 min 4℃离心，转移上清至

新 Ep管中，测定蛋白质浓度，分装，保存备用。

PAGE胶电泳分离蛋白质：使用 110 V电压 12 % PAGE

胶分离蛋白；300 mA电流 1 h转膜。结束后，蛋白膜用 5 %脱脂

奶粉室温封闭 1 h；封闭后按照抗体说明书用封闭液稀释抗体

进行一抗 4℃孵育过夜；次日 PBS-T液洗膜 3次，然后加入相

应二抗室温孵育 1 h，再用 TBS-T液洗膜 4次；最后使用 ECL

自显影观察结果。文中所用一抗：自噬标记物 LC3

（14600-1-AP, Proteintech），M1 标记物 IL-6（21865-1-AP，Pro-

teintech）、M2 标记物 TGF-茁（ab66043, Abcam）、内参 GAPDH

（KG-48,北京康成）。

1.3 统计分析

实验结果用均值± 标准差的形式表示；收集巨噬细胞数通

过细胞计数板统计活细胞数进行计算，免疫荧光结果随机选取

3个重复实验 6个视野统计阳性率，并采用双尾两样本 T检

验；Western blot 条带利用 NIH-ImageJ software 进行蛋白条带

的灰度定量分析，并进行 T检验；当 P<0.05时，差异具有统计
学意义。

2 结果

2.1 腹腔巨噬细胞的收集和鉴定

成年 B6D2F1小鼠腹腔注射不同体积的 3%巯基乙酸培养

基，3天后断颈处死。应用 DPBS冲洗腹腔，收集腹腔液体并进

行细胞计数，统计不同体积巯基乙酸培养基收集的巨噬细胞

量，结果如图 1A显示，3 mL 3%巯基乙酸培养基获得的细胞量

最多。对收集的腹腔巨噬细胞应用巨噬细胞标记物 F4/80进行

免疫染色鉴定，结果如图 1B所示，获得的 F4/80阳性细胞数达

87.6 %。

2.2 泡沫细胞形成

泡沫细胞形成是巨噬细胞脂质蓄积的结果，本研究用不同

浓度 ox-LDL（0、50 滋g/mL和 150 滋g/mL）处理细胞，48 h固定

进行油红 O染色观察泡沫细胞形成。结果如图 2所示。可见

50 滋g/mL和 150 滋g/mL ox-LDL都能明显诱导巨噬细胞胞质

中脂质聚集，即泡沫细胞形成，但 150 滋g/mL效果更明显。因
此，诱导泡沫细胞即泡沫化使用 150 滋g/mL ox-LDL处理 48 h。

2.3 雷帕霉素激活自噬且促进M1抑制 M2，减轻巨噬细胞泡

沫化

雷帕霉素抑制 mTOR途径而激活自噬。本研究首先检测

雷帕霉素对巨噬细胞的自噬的作用。用雷帕霉素（0 滋M、1 滋M、
5 滋M）处理巨噬细胞，24 h收样，western blot检测自噬的标记
物 LC3的表达。结果如图 3A所示，LC3有 14 KD、18 KD两条

带，证实 LC3I（18 KD）被脂质化为 LC3II（14 KD），有自噬发

生，且雷帕霉素能显著诱导巨噬细胞自噬。同时，本研究用 1

3622· ·



现代生物医学进展 biomed. cnjournals . com Progress inModern Biomedicine Vol.19 NO.19 SEP.2019

图 1 腹腔巨噬细胞统计和免疫荧光染色鉴定结果

A收集腹腔巨噬细胞的统计结果，B F4/80的免疫染色鉴定巨噬细胞结果

Fig.1 Statistics of peritoneal macrophages and immunofluorescence staining

A The statistics of collecting peritoneal macrophages, B Results of F4/80 immunostaining in macrophages

图 2 油红 O染色显示 ox-LDL诱导泡沫细胞的形成

MΦ：巨噬细胞

Fig. 2 Oil red O staining showed that ox-LDL induced macrophages to foam cell formation.

MΦ : macrophage

滋M、5 滋M雷帕霉素处理巨噬细胞，24 h后收集细胞提取蛋白，
进行 western blot分别检测M1和M2标记物 IL-6和 TGF-茁的
表达，结果如图 3A所示。与对照组相比，雷帕霉素能显著促进

M1细胞标记物 IL-6表达，抑制 M2细胞标记物 TGF-茁表达。
上述结果显示，雷帕霉素处理巨噬细胞增加自噬，促进巨噬细

胞向M1极化而抑制M2极化。

最后，本研究检测雷帕霉素对巨噬细胞泡沫化的影响。结

果如图 3B所示，油红 O染色结果显示雷帕霉素明显抑制巨噬

细胞脂质聚集，抑制巨噬细胞泡沫化。

3 讨论

动脉粥样硬化发生在动脉血管壁上，以炎症改变为主的一

种慢性、增生性疾病，其发生发展过程多被认为是从变质、渗出

和增生等炎症反应，到粥样斑块的形成，乃至不稳定斑块的破

裂和继发血栓形成[15]。现在研究认为 AS具有脂质蓄积和炎症

浸润的特征，有许多免疫和非免疫细胞参与该病理过程。血管

壁的主要细胞类型包括血管内皮细胞、平滑肌细胞以及巨噬细

胞。其中巨噬细胞是 AS中最丰富的免疫细胞，巨噬细胞在动

脉粥样硬化发生、进展及消退中起着重要作用[6]。AS进展以形

成 AS斑块为特征。AS病变的形成过程始于损伤的内皮细胞

激活和功能失调，随之内皮细胞表达并释放特异的粘附分子，

且内皮细胞附近的平滑肌细胞、淋巴细胞也释放各种趋化因子

及生长调节因子。这种情况下，外周血液中的单核细胞迁移到

内膜下转变成巨噬细胞。巨噬细胞经表面的清道夫受体识别多

种修饰过的脂蛋白并大量摄取，转化形成泡沫细胞。另外，平滑

肌细胞不断增殖和迁移，并能释放大量的炎性因子，且能吞噬

脂质形成平滑肌源性泡沫细胞。最后，这些细胞的不断增生和

聚集，加剧了 AS的发展，形成明显的纤维增生斑块。巨噬细胞

的堆积和泡沫化是其形成的关键步骤[1,6,7]。因此，巨噬细胞和泡
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图 3 雷帕霉素对巨噬细胞自噬、极化和泡沫化的影响

Awestern blot检测雷帕霉素处理巨噬细胞后自噬与极化标记物的表达及条带灰度分析统计，B油红O染色显示雷帕霉素处理巨噬细胞泡沫化结果

Fig. 3 The effects of rapamycin on autophagy, polarization and foaming in macrophages

A Western blot showed that the expression of autophagy and polarization markers in rapamycin treated macrophages and Grayscale analysis statistics of

bands, B Oil red O staining showed the foaming in rapamycin treated macrophages

沫细胞成为 AS研究和治疗的目标。

自噬是真核细胞通过溶酶体降解自身受损、变性、衰老的

细胞器或大分子物质进而实现细胞内自身代谢需要及细胞器

更新的再循环过程。根据细胞内物质进入溶酶体途经的不同，

自噬可分为巨自噬、微自噬和分子伴侣介导的自噬。通常所说

的自噬即指巨自噬。在动脉粥样硬化过程中,自噬参与了细胞

存活和死亡的调控[16]。在动脉粥样硬化中[11]，M1和M2同时存

在，但在斑块中的分布有差异。因此选择性清除或改变巨噬细

胞，是早期干预 AS或晚期稳定 AS斑块的有效途径。因此，本

文应用经典自噬途径 mTOR抑制剂雷帕霉素处理巨噬细胞来

研究其自噬和极化情况，探讨巨噬细胞对 AS发生的影响。

自噬有多种信号途径调控，包括 mTOR非依赖性途径和

经典 mTOR依赖性途径。mTOR由 mTORC1和 mTORC2亚型

组成。其中，雷帕霉素抑制 mTORC1激活自噬。在自噬过程中

胞质中的 LC3-I被脂质化为 LC3-II，表达于自噬体。在免疫染

色中呈现点状分布，western blot 结果中出现大约 14 KD、18

KD两条带，其中 14 KD为 LC3II，即认为有自噬发生。Wang X

等通过 RNA干扰 mTOR的方法显示抑制 mTOR能诱导巨噬

细胞株的自噬[17]。AS动物模型中，利用支架载药局部投递自噬

诱导剂依维莫司能诱导巨噬细胞自噬，实现 AS斑块巨噬细胞

的选择性清除而缓解 AS[8]。Mireille Ouimet也报道，自噬促进

泡沫细胞的胆固醇流出[18]。Li S等通过对 RAW264.7和 THP-1

巨噬细胞细胞系进行程序性细胞死亡蛋白 4（Programmed cell

death protein 4，PDCD4）干扰，再进行糖基化低密度脂蛋白（Ad-

vanced glycation end of low-density lipoprotein，AGE-LDL）泡沫

化诱导，结果显示干扰 PDCD4的巨噬细胞系激活细胞自噬，而

抑制了泡沫细胞形成[19]。Ma Y等也报道 THP-1巨噬细胞系自

噬的增加抑制了 ox-LDL诱导巨噬细胞泡沫细胞的形成[20]。在

本研究中，应用经典自噬激活剂雷帕霉素处理腹腔巨噬细胞

24 h，结果与文献报道一致，明显可见巨噬细胞自噬标记物

LC3II表达增强。 AGE-LDL或 ox-LDL处理巨噬细胞，导致

ox-LDL进入巨噬细胞形成泡沫细胞，泡沫细胞中有胆固醇酯

沉积。泡沫细胞的聚积、增多以及炎症反应都是 AS形成的病

变因素。在本研究中，我们利用雷帕霉素处理巨噬细胞后再进

行 ox-LDL泡沫化诱导，油红 O染色结果显示雷帕霉素能明显
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抑制巨噬细胞脂质沉积。这与文献报道一致，表明雷帕霉素能

抑制巨噬细胞泡沫化。

巨噬细胞根据它们所处的微环境不同会出现不同极化状

态。其中在 LPS（lipopolysaccharide，脂多糖）和 / 或 IFN-酌（in-
terferon-酌，酌干扰素）等炎性因子刺激时，巨噬细胞被极化为
M1，被 TLR-4（toll-like receptor 4，Toll 样受体 4）、MARCO

（Collagen structure macrophage receptor，胶原结构巨噬细胞）受

体、CD25和 CD80识别，分泌促炎因子 TNF-琢（肿瘤坏死因子
-琢，Tumor Necrosis Factor）、IL-12（Interleukin -12，白细胞介素

-12）、IL-6、iNOS（诱导性一氧化氮合酶，inducible nitric oxide

synthase），发挥杀菌、杀死肿瘤细胞的功能[8]；在 IL-10、IL-13或

TGF-酌（转化生长因子 茁，transform growth factor）等抗炎性因子

或细胞因子的刺激下，巨噬细胞可极化成 M2[9]，被甘露醇受

体，SR-A、CD163、CD209和 FIZZ1（found in inflammatory zone

protein，发现炎症区蛋白）识别，分泌精氨酸酶 1、IL-10和 Mrc1

（甘露糖受体 C型 1，Mannose Receptor C-Type 1）等，发挥抗感

染、促进组织再生和修复等功能[10]。在动脉粥样硬化中[11,21-24]，

M1和M2同时存在，但在不同斑块中的分布有差异。因此选择

性清除或改变巨噬细胞，是早期干预 AS或晚期稳定 AS斑块

的有效途径。在本研究中，雷帕霉素处理腹腔巨噬细胞使得巨

噬细胞M1细胞标记物 IL-6表达，抑制M2细胞标记物 TGF-茁
表达。这与文献报道一致雷帕霉素可激活 RAW 264.7自噬而

抑制M2极化[25]，且自噬可诱导巨噬细胞向M1极化[26]。大多数

AS文献报道中显示促进M1极化可导致 AS发展[27,28]。也有文

献报道在纤维性斑块中，肿瘤坏死因子（ tumor necrosis factor-

琢, TNF-琢）、单核细胞趋化蛋白 1（monocyte chemotactic pro-

tein-1, MCP-1）、诱导型一氧化氮合酶（inducible nitric oxide syn-

thase, iNOS）、白细胞介素（interleukin-6, IL-6）和 IL-12 mRNA

高表达；粥样硬化斑块中，精氨酸酶（arginase-1, Arg-1）、转化生

长因子（transforming growth factor-茁, TGF-茁）、CD163和 IL-10

mRNA高表达，且自噬高表达。并认为在 AS早期表达中等水

平的自噬，通过 p-STAT1/NF-资B途径诱导巨噬细胞向 M1极

化，AS晚期M2细胞的自噬水平更高，巨噬细胞通过 p-STAT6

途径激活其向 M2极化[21]。然而文章中，提到的纤维性斑块已

经进入了 AS进程，此时抑制M1促进 M2可能缓减 AS进程。

在本研究使用正常小鼠的腹腔巨噬细胞，此时巨噬细胞聚集增

多是 AS最早期，因此，增加巨噬细胞向M1极化可能会促进

M1的吞噬和清除能力从而达到干预 AS。本研究的结果显示雷

帕霉素处理巨噬细胞自噬增多，M1极化增多，且巨噬细胞泡沫

化减轻。这间接的说明巨噬细胞可能提高自噬途径抑制M1而

减轻巨噬细胞泡沫化。另，Li X等报道通过促进 TFEB的 ROS

依赖性核转位可诱导 THP-1巨噬细胞系自噬并降低其脂质沉

积[29]。这说明巨噬细胞脂质沉积减轻也可以提高其他途径。在

结肠癌中，抑制巨噬细胞向 M2极化，可使得肿瘤细胞自噬增

加而抑制肿瘤细胞生长[30]。在 AS早期，抑制巨噬细胞向M2极

化也可能使得内皮细胞自噬增加或平滑肌细胞自噬增加而抑

制平滑肌细胞的过度增多，基质成分增多而抑制斑块的形成，

从而起到干预 AS的作用。

综上所述，经典自噬途径 mTOR抑制剂雷帕霉素处理早

期 AS体外模型巨噬细胞可提高巨噬细胞自噬，并促进其 M1

极化，抑制巨噬细胞泡沫化，为巨噬细胞在动脉粥样硬化早期

的预防和干预提供指导。
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