
湖南中医药大学学报 http://hnzyydxxb.hnucm.edu.cn圆园26 年第 46 卷

付傲妮 1袁刘婉婷 1袁2袁李 婧 3袁杨皓天 1袁李朝荃 1袁谢玉鑫 1袁2袁雷 偲 1袁易光辉 1袁2,3*
1.南华大学衡阳医学院心血管疾病研究所袁湖南省动脉硬化重点实验室袁湖南动脉硬化疾病国际科技合作基地袁湖南 衡阳

421001曰2.南华大学湖南省分子靶向新药研究合作创新中心药物与药理研究所袁湖南 衡阳 421001曰
3.南华大学衡阳医学院基础医学院袁湖南 衡阳 421001

也收稿日期页2025-12-11
也基金项目页国家自然科学基金项目渊81770490冤曰湖南省科技计划项目渊2020JJ4535冤遥
也通信作者页* 易光辉袁男袁博士袁教授袁E-mail院ghyi6108@163.com遥

也摘要页 目的 探究小檗碱渊BBR冤对氧化低密度脂蛋白渊ox-LDL冤诱导的巨噬细胞胞葬功能障碍及炎症反应的作用及机制遥

方法 以 ox-LDL诱导人 THP-1巨噬细胞胞葬功能障碍为模型遥 将细胞分为对照组尧ox-LDL组尧ox-LDL+BBR渊5尧10尧20 滋mol/L冤组尧ox-
LDL+BBR+ABC294640 组尧ox-LDL+BBR+ABC294640+S1P 组尧ox-LDL+BBR+BIX02189 组袁ox-LDL 组用 80 滋mol/L ox-LDL 处

理24 h袁其他组用 80 滋mol/L ox-LDL 处理 2 h 后袁根据实验需要加入 BBR尧SPHK2 抑制剂 ABC294640渊25 滋mol/L冤尧外源性 S1P
渊80 nmol/L冤或 MEK5抑制剂 BIX02189渊100 nmol/L冤共同孵育 24 h遥通过荧光实验和流式细胞术检测巨噬细胞胞葬效率曰用 ELISA
检测 S1P 含量曰通过 Western blot 检测 MerTK尧AXL尧TYRO3尧SPHK1/2尧MEK5尧ERK5 和 p-ERK5 蛋白表达水平遥 结果 与对照组相

比袁ox-LDL 组胞葬效率降低渊P<0.01袁P<0.001冤袁MerTK尧AXL尧TYRO3尧MEK5尧p-ERK5/ERK5尧SPHK2 蛋白表达水平降低渊P<0.01袁P<
0.001冤袁S1P含量降低渊P<0.01冤遥 与 ox-LDL组相比袁20 滋mol/L BBR处理组胞葬效率显著增加渊P约0.01冤袁MerTK尧AXL尧TYRO3尧MEK5尧p-
ERK5/ERK5尧SPHK2 蛋白表达水平升高渊P约0.05袁P约0.01冤遥 与 ox-LDL+20 滋mol/L BBR 组相比袁加入 ABC294640 后胞葬效率降低

渊P约0.01冤袁MerTK尧AXL尧TYRO3尧MEK5尧p-ERK5/ERK5尧SPHK2 蛋白表达水平下降 渊P约0.05袁P约0.01冤遥 与 ox-LDL+20 滋mol/L BBR+
ABC294640 组相比袁加入 S1P后胞葬效率增加渊P约0.01袁P约0.05冤袁MerTK尧AXL尧TYRO3尧MEK5尧p-ERK5/ERK5尧SPHK2 蛋白表达水平

升高渊P约0.05袁P约0.01冤遥 与 ox-LDL+20 滋mol/L BBR组相比袁加入 BIX02189 后胞葬效率降低渊P约0.01冤袁MerTK尧AXL尧TYRO3尧MEK5尧
p-ERK5/ERK5 蛋白表达水平下降渊P约0.05袁P约0.01冤遥 结论 BBR 可能通过 SPHK2/S1P/ERK5 途径发挥作用袁减轻 ox-LDL 诱导的巨

噬细胞胞葬功能障碍遥
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动脉粥样硬化渊atherosclerosis袁 AS冤是一种慢性

炎症性疾病袁其发病机制复杂且现阶段的治疗手段

有待提升袁需要深入探索 AS 的发病机制以寻找治

疗新靶点遥 胞葬作用是指吞噬细胞对凋亡细胞及其

相关碎片的清除过程[1]遥 胞葬作用的识别尧结合尧吞
噬和消化 4 个阶段完成后袁吞噬体和溶酶体会融合

形成吞噬溶酶体袁促进凋亡细胞的降解袁除降解物

质被外排外袁糖尧核苷酸尧脂质等成分还会被吞噬细

胞重新捕获并再次利用袁主要用于恢复细胞骨架成

分和补充能源袁以确保持续性的吞噬活动[2]遥 吞噬细

胞主要分为专业吞噬细胞渊巨噬细胞和单核细胞冤和
非专业吞噬细胞渊内皮细胞尧平滑肌细胞等冤两大类[3]遥
巨噬细胞被视为 AS 的重要治疗靶点袁在 AS 初期袁
巨噬细胞通过分泌多种抗炎因子袁避免凋亡细胞释

放的胞内物质引发炎症[4]遥 随着 AS 的进展袁巨噬细

胞胞葬功能发生障碍袁进而促进 AS 的进展[5]遥 因此袁
提高巨噬细胞对凋亡细胞的吞噬效率来抑制 AS袁可
能是治疗 AS 的一个可行策略遥

神经酰胺在神经酰胺酶的作用下代谢为鞘氨

醇袁再由两种鞘氨醇激酶异构体渊sphingosine kinase
1, SPHK1曰sphingosine kinase 2, SPHK2冤磷酸化合

成 1-磷酸鞘氨醇渊sphingosine 1-phosphate, S1P冤[6]遥
S1P 影响炎症的发生和消退过程[7]遥 SPHK1/2 激酶双

缺陷的突变小鼠受到促炎因子刺激后袁可加重炎症

反应[8]遥此外袁S1P 轴可以参与调控巨噬细胞的胞葬作

用袁TRAN 等[9]发现袁S1P 及其类似物可以逆转SPHKs
信号失调导致的 THP-1 巨噬细胞胞葬作用减弱遥细
胞外调节蛋白激酶 5渊extracellular signal regulated
kinase 5, ERK5冤是丝裂原活化蛋白激酶渊mitogen-
activated protein kinase, MAPK冤家族的成员袁具有

Target New Drug Study, University of South China, Hengyang, Hunan 421001, China; 3. School of Basic Medical Sciences,

Hengyang Medical College, University of South China, Hengyang, Hunan 421001, China

也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To investigate the effects and mechanisms of berberine (BBR) on oxidized low-density lipoprotein (ox-
LDL)-induced macrophage efferocytosis dysfunction and inflammatory response. Methods Using an ox-LDL-induced efferocytosis
dysfunction model in human THP-1-derived macrophages, the cells were divided into the following groups: control, ox-LDL, ox-
LDL+BBR (5, 10, 20 滋mol/L), ox-LDL+BBR+ABC294640, ox-LDL+BBR+ABC294640+S1P, and ox-LDL+BBR+BIX02189 groups. The
ox-LDL group was treated with 80 滋mol/L ox-LDL for 24 h. In other groups, cells were pretreated with 80 滋mol/L ox-LDL for 2 h,
followed by co-incubation for 24 h with BBR, the SPHK2 inhibitor ABC294640 (25 滋mol/L), exogenous S1P (80 nmol/L), or the
MEK5 inhibitor BIX02189 (100 nmol/L), as required. Macrophage efferocytosis efficiency was assessed using fluorescence microscopy
and flow cytometry. S1P levels were measured by ELISA. Protein expression levels of MerTK, AXL, TYRO3, SPHK1/2, MEK5,
ERK5, and p-ERK5 were determined by Western blot. Results Compared with the control group, the ox-LDL group exhibited
decreased efferocytosis efficiency (P<0.001, P<0.01), reduced protein expression levels of MerTK, AXL, TYRO3, MEK5, p-ERK5/
ERK5, and SPHK2 (P<0.01, P<0.001), and decreased S1P levels (P<0.01). Compared with the ox-LDL group, treatment with 20 滋mol/L
BBR significantly increased efferocytosis efficiency (P<0.01) and elevated protein expression levels of MerTK, AXL, TYRO3, MEK5,
p-ERK5/ERK5, and SPHK2 (P<0.05, P<0.01). Compared with the ox-LDL+20 滋mol/L BBR group, the addition of ABC294640
decreased efferocytosis efficiency (P<0.01) and reduced protein expression levels of MerTK, AXL, TYRO3, MEK5, p-ERK5/ERK5,
and SPHK2 (P<0.05, P<0.01). Compared with the ox-LDL+20 滋mol/L BBR+ABC294640 group, the addition of S1P increased
efferocytosis efficiency (P<0.01, P<0.05) and elevated protein expression levels of MerTK, AXL, TYRO3, MEK5, p-ERK5/ERK5, and
SPHK2 (P<0.05, P<0.01). Compared with the ox-LDL+20 滋mol/L BBR group, the addition of BIX02189 decreased efferocytosis
efficiency (P<0.01) and reduced protein expression levels of MerTK, AXL, TYRO3, MEK5, and p-ERK5/ERK5 (P<0.05, P<0.01).
Conclusion BBR may exert its effects through the SPHK2/S1P/ERK5 pathway to alleviate ox-LDL-induced macrophage efferocytosis
dysfunction.

也运藻赠憎燥则凿泽页 berberine; efferocytosis; macrophage; sphingosine kinase 2; extracellular signal-regulated kinase 5; sphingosine-
1-phosphate
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调控细胞增殖尧分化尧凋亡等多种功能[10]遥 MEK5 是

ERK5 的唯一上游激酶[11]遥 HEO 等[12]发现袁ERK5 不

仅能通过调节胞葬作用相关基因渊c-mer proto-onco鄄
gene tyrosine kinase, MerTK曰milk fat globule egf
factor 峪 , Mfg -e8曰complement c1q subcomponent
A, C1qA冤的表达来调控巨噬细胞的胞葬作用袁还能

调节 M1/M2 极化产生抗炎的作用遥 ERK5 缺失的

LDLR-/-小鼠 AS 形成加快袁这说明 ERK5 的缺失可加

重 AS[13-14]遥
小檗碱渊berberine, BBR冤是一种从中草药黄连

和其他小檗属植物中分离出来的异喹啉生物碱袁具
有广泛的药理特性[15]遥 研究发现袁BBR 具有抗炎尧调
节血脂等多种生物学功能袁在心血管疾病的治疗方

面有着重要的应用[16-18]遥 BBR 能改善心血管血流动

力学袁调节脂质代谢袁抑制血管内皮炎症袁从而减轻

AS[19-20]遥 BBR 抑制 AS 发展的药理作用机制仍不完

全清楚遥因此袁本研究用 ox-LDL 诱导构建人 THP-1
源性巨噬细胞胞葬功能障碍模型袁探究 BBR 是否通

过 SPHK2/S1P/ERK5 途径发挥作用袁从而减轻 ox-
LDL 诱导的巨噬细胞胞葬功能障碍遥
1 实验材料

1.1 细胞来源

人 THP-1 单核细胞渊THP-1 monocytes, iCell
h213冤购自赛百康生物科技有限公司袁Jurkat 细胞

渊CL-0129冤购自普诺赛生命科技有限公司遥
1.2 主要药品与试剂

BBR渊HY-18258冤尧PKH26 红色荧光染料渊HY-
D1451冤尧BIX02189渊HY-12056冤均购自上海皓元生物

医药科技有限公司曰人 S1P ELISA试剂盒渊ml038623冤
购自上海酶联生物技术有限公司曰CellTrackerTM Deep
Red 染色试剂渊A66433袁美国 Invitrogen 公司冤曰CFSE
细胞增殖检测试剂 渊423801袁美国 BioLegend 公

司冤曰p-ERK5渊TA8146S袁中国艾比玛特公司冤曰AXL
渊ab259831冤尧TYRO3渊ab109231冤尧MerTK渊AB52968冤均
购自英国 Abcam 公司曰ERK渊10036-2-AP冤尧MEK5
渊15758-1-AP冤尧SPHK1渊10670-1-AP冤尧SPHK2渊17096-
1-AP冤和 茁-actin渊81115-1-RR冤均购自武汉三鹰生

物技术有限公司遥

1.3 主要仪器

酶标仪渊型号院PT-3502G袁美国 BIO-RAD 公司冤曰
CO2 细胞培养箱渊型号院DH-160I袁上海三腾仪器有

限公司冤曰流式细胞仪渊型号院FACSCalibur袁美国 BD
Biosciences 公司冤曰正置倒置一体荧光显微镜 [型
号院AMF5000袁赛默飞世尔科技渊中国冤有限公司]曰垂
直电泳仪渊型号院EPS300冤尧半干转印槽渊型号院VE-
180B冤尧全自动化学发光图像分析仪渊型号院Tanon-
5200冤均来自上海天能科技有限公司曰脱色摇床渊型
号院KB-2A袁海门市其林贝尔仪器制造有限公司冤曰小
型冷冻离心机渊型号院5424R袁德国 Eppendorf 公司冤遥
2 方法

2.1 细胞培养与处理

将 THP-1 单核细胞置于含10豫胎牛血清尧1豫
青链霉素的 1640 培养基中袁于 37 益尧5% CO2 的细

胞培养箱内培养遥 参考 SHEN 等[21]的实验方法袁采用

ox-LDL 构建氧化损伤模型以模拟胞葬损伤袁THP-1
单核细胞用 PBS 缓冲液洗涤后袁加入含有 80 滋mol/L
ox-LDL的培养基培养 24 h制备氧化损伤模型遥 后续

根据实验需求袁用 80 滋mol/L ox-LDL 处理 2 h 后加

入 BBR渊5尧10尧20 滋mol/L冤尧SPHK2 抑制剂ABC294640
渊25 滋mol/L冤尧外源性 S1P渊80 nmol/L冤或 MEK5 抑

制剂 BIX02189渊100 nmol/L冤共同孵育 24 h遥
2.2 Jurkat细胞凋亡模型的构建

Jurkat 细胞用紫外灯照射 60 min 诱导细胞凋

亡遥 取 1伊105 个凋亡细胞转移至避光 EP 管袁弃上清

液袁加入 195 滋L 结合液重悬袁加入 5 滋L AnnexinV-
FITC袁加入10 滋L 碘化丙啶袁在室温下避光孵育 20 min袁
期间重悬 2耀3 次改善染色效果遥 染色结束后上机检

测袁结果用 FlowJo 10.8 软件进行分析遥
2.3 Western blot检测

将蛋白质样品经 10% SDS-PAGE 凝胶电泳后

转移至 PVDF 膜上遥 膜用 5%脱脂牛奶封闭 1 h袁然
后用一抗孵育袁放置于 4 益摇床上过夜遥 根据说明书

配制一抗工作液院SPHK1渊1颐1 000冤尧SPHK2渊1颐3 000冤尧
MerTK渊1颐3 000冤尧AXL渊1颐3 000冤尧TYRO3渊1颐6 000冤尧
p-ERK5渊1颐1 000冤尧ERK渊1颐500冤尧MEK5渊1颐1 000冤尧
茁-actin渊1颐10 000冤遥孵育后袁用对应的二抗在室温下
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孵育 1 h遥 用 TBST洗涤 3次袁每次 10 min遥 配制eECL
显影液袁用全自动化学发光图像分析系统进行曝光袁
保存图像并用 ImageJ 软件分析遥
2.4 ELISA 检测

将细胞经反复冻融裂解后袁离心收集上清液备

用遥 使用 ELISA 试剂盒检测 S1P 含量遥 用酶标仪在

450 nm 波长处检测各孔的 OD 值遥
2.5 荧光实验检测胞葬效率

细胞根据实验需求处理后袁加入配好的 PKH26
染色液袁避光孵育 30 min遥 离心后重悬袁加入 CFSE
后室温避光染色 20 min遥 加入培养基淬灭染色袁
1 000 r/min 离心 5 min遥 用培养基重悬后孵育

10 min遥 将CFSE 标记的凋亡细胞以 5颐1 的比例与巨

噬细胞共孵育 2 h遥 孵育后袁加入 4%多聚甲醛处理

15 min袁用 PBS 缓冲液清洗遥 在荧光显微镜下观察

并保存图像遥
2.6 流式细胞术检测胞葬效率

细胞中加入配制好的 CellTrackerTM Deep Red
染液袁孵育 30 min遥 以 5颐1 的比例加入用 CFSE 标记

的凋亡细胞袁孵育 2 h遥 加入经 37 益预热的胰蛋白

酶消化细胞后袁轻轻吹打细胞遥 将消化后的细胞以

1 000 r/min 离心 5 min遥 弃去上清液袁 加入 PBS 重

悬袁用流式细胞仪检测胞葬效率遥
2.7 统计学分析

所有实验均重复 3次及以上袁使用 ImageJ尧FlowJo
10.8对数据进行分析袁利用 GraphPad Prism 8.0 软件

对数据进行统计学分析遥 数据用野曾依s冶表示袁经正态

性及方差齐性检验符合条件者袁运用单因素方差分

析和 q 检验比较组间差异遥 P<0.05 为差异具有统计

学意义遥

3 结果

3.1 抑制 SPHK2 对巨噬细胞胞葬功能的影响

与对照组相比袁ox-LDL组胞葬效率降低渊P<0.01袁
P<0.001冤袁MerTK尧AXL尧TYRO3尧SPHK1尧SPHK2 蛋

白表达水平显著降低渊P<0.01袁P<0.001冤袁S1P 含量降

低渊P约0.01冤曰相比 ox-LDL组袁ox-LDL+20 滋mol/L BBR
组 SPHK2 蛋白表达水平增加渊P约0.01冤袁但 SPHK1
蛋白表达水平无显著差异袁S1P 含量增加渊P约0.01冤遥
用 SPHK2 抑制剂 ABC294640渊25 滋mol/L冤对细胞进

行处理遥 与 ox-LDL+BBR 组相比袁ox-LDL+BBR+
ABC294640 组 SPHK2 蛋白表达水平降低渊P约0.01冤袁
MerTK尧AXL和 TYRO3 蛋白表达水平降低渊P约0.05冤袁
胞葬效率下降渊P约0.01冤遥 用外源性 S1P渊80 nmol/L冤
对细胞进行处理袁与 ox-LDL+BBR+ABC294640 组相

比袁ox-LDL+BBR+ABC294640+S1P组 SPHK2尧MerTK尧
AXL 和 TYRO3 蛋白表达水平增加渊P约0.05冤袁胞葬效

率增加渊P<0.01袁P约0.05冤遥 详见图 1要2遥
3.2 抑制 ERK5 对巨噬细胞胞葬功能的影响

与对照组相比袁ox-LDL 组的 MEK5 蛋白表达水

平降低渊P约0.05冤袁p-ERK5/ERK5的比值降低渊P约0.01冤遥
相比 ox-LDL 组袁ox-LDL+20 滋mol/L BBR 组 MEK5
的蛋白表达水平和 p-ERK5/ERK5 比值均增加渊P约
0.05冤遥用 MEK5 抑制剂 BIX02189渊100 nmol/L冤对细

胞进行处理遥与 ox-LDL+BBR 组相比袁ox-LDL+BBR+
BIX02189 组 MEK5 表达水平和 p-ERK5/ERK5 比

值均降低渊P约0.05袁P约0.01冤袁MerTK尧AXL尧TYRO3 的

表达降低渊P约0.05冤袁胞葬效率降低渊P约0.01冤遥 详见

图3要4遥

图 1 BBR处理后巨噬细胞 SPHK1/2 的蛋白表达和 S1P含量渊曾依s袁n=3冤
Fig.1 Protein expression of SPHK1/2 and S1P levels in macrophages after BBR treatment 渊曾依s, n=3冤

注院A. Western blot 检测 SPHK1/2 的蛋白表达水平曰B尧C 为 A 的定量分析曰D. ELISA 检测细胞分泌 S1P 的水平遥 与对照组相

比袁**P<0.01袁***P<0.001曰与 ox-LDL 组相比袁#P<0.05袁##P<0.01遥
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图 2 抑制 SPHK2 对巨噬细胞胞葬功能的影响渊曾依s袁n=3冤
Fig.2 Effects of SPHK2 inhibition on macrophage efferocytosis 渊曾依s, n=3冤

注院A. Western blot 检测 SPHK2 的蛋白表达水平曰B. A 的定量分析曰C 为 Western blot 检测 MerTK尧AXL 和 TYRO3 的蛋白表达水平曰
D尧E尧F 为 C 的定量分析曰G. 巨噬细胞清除凋亡细胞的荧光图袁凋亡细胞被 CFSE 染色渊绿色冤袁巨噬细胞被 PKH26 染色渊红色冤渊比例

尺=300 滋m冤曰H. G 的定量分析曰I.巨噬细胞清除凋亡细胞的流式图袁凋亡细胞被 CFSE 标记袁巨噬细胞被 CellTracKerTM Deep Red标

记曰J. L 的定量分析遥 与对照组相比袁**P<0.01袁***P<0.001曰与 ox-LDL 组相比袁#P<0.05袁##P<0.01曰与 ox-LDL+BBR 组相比袁$P<0.05袁$$P<
0.01袁$$$P<0.001曰与 ox-LDL+BBR+ABC294640 组相比袁&P<0.05袁&&P<0.01遥
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3.3 抑制 SPHK2 对 MEK5尧ERK5 和 p-ERK5 蛋白

表达的影响

用 SPHK2 抑制剂 ABC294640渊25 滋mol/L冤对细

胞进行处理遥 与 ox-LDL+BBR 组相比袁ox-LDL+
BBR+ABC294640 组 MEK5 蛋白表达和 p-ERK5/
ERK5的比值均降低渊P约0.01冤遥用外源性 S1P渊80 nmol/
L冤对细胞进行处理遥相比 ox-LDL+BBR+ABC294640
组袁ox-LDL+BBR+ABC294640+S1P 组 MEK5 蛋白

表达增加渊P约0.01冤袁p-ERK5/ERK5 的比值增加渊P约
0.05冤遥 详见图 5遥
4 讨论

受损的巨噬细胞胞葬作用与多种慢性炎症性疾

病渊如 AS尧神经退行性疾病等冤的发生发展有关[22]遥
提高胞葬效率可能是治疗胞葬损伤相关疾病的可行

策略遥 巨噬细胞表达的识别受体的缺失会降低其胞

葬作用袁而高表达则会增强胞葬作用遥 酪氨酸蛋白

激酶受体渊MerTK尧AXL 和 TYRO3冤是巨噬细胞表面

关键吞噬受体袁也是胞葬关键分子袁其缺失会导致巨

噬细胞胞葬功能障碍[23]遥因此袁检测巨噬细胞胞葬关

键分子的蛋白表达情况能够评估胞葬作用的强弱遥
本研究采用 ox-LDL 诱导巨噬细胞构建胞葬损伤细

胞模型袁其中 ox-LDL 组巨噬细胞对凋亡细胞的清

除速度下降遥
BBR 是一种从中草药黄连和其他小檗属植物

中分离出来的异喹啉类生物碱袁具有抗炎尧降血脂等

药理学作用[24]遥 BBR 可以减轻 NLRP3 炎症小体激活

诱导的巨噬细胞 M1 极化[25]和抑制巨噬细胞中 p300
表达[26]袁发挥抗炎作用遥 研究表明袁BBR 对 AS 斑块

的形成和扩大表现出抑制作用[18]遥 用 20 滋mol/L BBR
处理巨噬细胞袁能够逆转 ox-LDL 造成的胞葬功能

损伤并降低促炎因子分泌袁这说明 BBR 可以减轻巨

噬细胞胞葬功能障碍遥
S1P 是由 SPHK1/2 合成的一种信号脂质袁其通

过激活过氧化物酶体增殖物激活受体-酌 提高巨噬

细胞对凋亡细胞的清除速率[27]遥 SPHK2 缺失的巨噬

细胞内溶酶体蛋白水解酶活性降低袁可导致溶酶体

降解功能缺陷袁进而加重 ApoE 敲除小鼠 AS 病变的

形成[28]遥 SPHK/S1P 可能会影响巨噬细胞内化凋亡细

胞后吞噬溶酶体的形成袁以及溶酶体对凋亡相关产

物的降解能力遥BBR 处理后 SPHK2 蛋白表达水平显

著上升袁但 SPHK1蛋白表达无显著差异遥 SPHK2 抑制

剂 ABC294640 减弱了 BBR 保护胞葬功能和减轻炎

症的作用袁加入外源性 S1P 可以部分恢复 BBR 的保

护作用袁这提示 SPHK2/S1P 与 BBR 减轻 ox-LDL诱
导的巨噬细胞胞葬功能损伤有关遥

ERK5 是参与调节胞葬过程的关键分子袁其通

过促进 MerTK 的表达来增强巨噬细胞对凋亡中性

粒细胞的吞噬作用[29]遥 ERK5 能提高胞葬效率袁巨噬

细胞中 ERK5 缺陷会使胞葬功能损伤 [12]袁MEK5 是

图 3 BBR处理后巨噬细胞 MEK5尧ERK5 和 p-ERK5 的蛋白表达渊曾依s袁n=3冤
Fig.3 Protein expression of MEK5, ERK5, and p-ERK5 in macrophages after BBR treatment 渊曾依s, n=3冤
注院A 为 Western blot 检测 MEK5尧ERK5 和 p-ERK5 的蛋白表达水平曰B尧C尧D尧E 为 A 的定量分析遥 与对照组相比袁*P<
0.05袁**P<0.01曰与 ox-LDL 组相比袁#P<0.05遥
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图 4 抑制 ERK5 对巨噬细胞胞葬功能的影响渊曾依s袁n=3冤
Fig.4 Effects of ERK5 inhibition on macrophage efferocytosis 渊曾依s, n=3冤

注院A. Western blot 检测 p-ERK5尧ERK5 和 MEK5 的蛋白表达水平曰B尧C尧D尧E 为 A 的定量分析曰F. Western blot 检测 MerTK尧AXL 和 TYRO3
的蛋白表达水平曰G尧H尧L 为 F 的定量分析曰J.巨噬细胞清除凋亡细胞的荧光图袁凋亡细胞被 CFSE 染色渊绿色冤袁巨噬细胞被 PKH26 染色渊红
色冤渊比例尺=300 滋m冤曰K.巨噬细胞清除凋亡细胞的流式图袁凋亡细胞被 CFSE 标记袁巨噬细胞被 CellTracKerTM Deep Red 标记曰L. J 的定量

分析曰M. K 的定量分析遥与对照组相比袁*P<0.05袁**P<0.01袁***P<0.001曰与 ox-LDL 组相比袁#P<0.05袁##P<0.01曰与 ox-LDL+BBR 组相比袁$P<
0.05袁$$P<0.01遥

895



湖南中医药大学学报 http://hnzyydxxb.hnucm.edu.cn 圆园26 年第 46 卷

ERK5 的唯一上游激酶遥 SPHK2 参与调节细胞内的

ERK 磷酸化[30]遥 上调 ERK5 可以提高巨噬细胞对凋

亡细胞的清除效率袁抑制 AS 的进程[12]遥 本研究结果

发现使用 MEK5 抑制剂 BIX02189 减弱了 BBR 保

护胞葬功能和减轻炎症的作用袁这提示 ERK5 参与

BBR 减轻 ox-LDL 诱导的巨噬细胞胞葬功能障碍遥
用 SPHK2 抑制剂 ABC294640 处理后 MEK5 的蛋白

表达和 p-ERK5/ERK5 比值显著降低袁加入外源性

S1P 可以部分抵消 ABC294640 的抑制作用袁这说明

BBR 可能通过激活 SPHK2/S1P/ERK5 通路发挥减

轻胞葬功能障碍的作用遥
本研究存在一定局限性袁主要关注 BBR 减轻

ox-LDL 诱导的巨噬细胞胞葬功能损伤袁但没有深入

探究巨噬细胞内哪些具体生物功能可以影响其胞葬

过程袁BBR 是否可以通过改善内质网应激尧线粒体

功能障碍等发挥作用尚不明确遥 同时袁研究主要基于

SPHK2 抑制剂 ABC294640尧MEK5 抑制剂 BIX02189
和外源性 S1P 的补充为全部药理学证据袁还缺乏遗

传学手段验证袁未来可以开展 SPHK2 或ERK5 siR鄄
NA/shRNA 敲低实验进行下一步探索遥

综上袁BBR 可能通过激活SPHK2/S1P/ERK5 通

路减轻 ox-LDL 诱导的巨噬细胞胞葬功能障碍遥 这

不仅丰富了 BBR 的药理作用袁还为其在心血管疾病

中的研究提供了新思路遥
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