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基于 miR-181b-5p/Sirt1/自噬轴探讨五味子丙素防治动脉粥样硬

化的作用机制研究 

 

摘 要 

 

动脉粥样硬化（atherosclerosis，AS）属于中医“气虚血淤”的范畴，

气虚则血运不畅，脉道不利，血脉失养。阴虚则虚火灼津，津亏液少，脉

道干涩。所以中医以益气、养阴为原则治疗动脉粥样硬化。五味子

（Schisandra chinensis）为木兰科植物五味子（Schisandra chinensis Turcz. 

Baill.）的干燥果实。五味子广泛地应用于高血压、冠心病、病毒性心肌炎、

肺心病、心力衰竭等疾病的防治，疗效确定。五味子丙素（Schisandrin C，

SC）是从五味子中分离得到的联苯环辛二烯类木脂素。新近我们研究发现

五味子丙素具有很好的心脑血管保护作用。鉴于此，本研究通过高效液相

色谱联合网络药理学及体内细胞实验考察五味子丙素对动脉粥样硬化的作

用，并基于自噬的角度进一步探讨五味子丙素治疗动脉粥样硬化的具体分

子作用机制。主要研究内容如下： 

（1）通过高效液相色谱法（High Performance Liquid Chromatography，

HPLC）对五味子中的五种混合有效成分同时进行检测，为建立五味子质

量评价标准提供技术支持。通过五种成分的标准品建立标准曲线，从而对

五味子中的有效成分进行比对，并测定五味子中有效成分的含量。同时根

据测定的五味子五种成分与动脉粥样硬化疾病进行网络药理学预测，筛选

核心靶点。确定五味子治疗动脉粥样硬化的药理途径和生物学功能。将核
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心靶点进行蛋白相互作用，筛选出核心靶点，将五味子五种活性成分与核

心靶点进行分子对接明确关键活性成分。五味子中有效成分具有较高的医

用价值，利用此方法为测评五味子的质量提供了简便、省时的方式，同时

为进一步研究医药和开发新的食疗产品提供参考数据。 

（2）采用 THP-1 细胞株模仿动脉粥样硬化病人体内生理病理过程建

立了泡沫细胞体外模型，光镜下 ox-LDL 组经油红 O 染色可见细胞有明显

的红色脂质颗粒，采用上述方法成功地建立了稳定的泡沫细胞体外模型；

Taqman 探针法检测泡沫细胞上清外泌体中 miR-181b-5p 的表达量，实验结

果表明，ox-LDL 组与对照组相比其中的 exosome-miR-181b-5p 的表达水平

较高，给予五味子丙素干预后 exosome-miR-181b-5p 的表达水平降低，结

果表明 miR-181b-5p 与动脉粥样硬化的发病机制之间有联系，为了进一步

明确 exosome-miR-181b-5p 对 HUVEC 损伤的影响，采用 exosome-miR-

181b-5p inhibitor或mimics介导HUVEC细胞。对于miR-181b-5p对HUVEC

细胞造成的损伤的机制，通过生物信息学手段预测了 miR-181b-5p 的靶基

因为 Sirt1，实验证明 miR-181b-5p 可通过抑制 HUVEC 靶基因 Sirt1 表达，

诱导血管内皮细胞损伤。本实验通过探索 HUVEC 细胞损伤及其机制，为

动脉粥样硬化疾病的早期治疗和预防提供了新的生物标志物 miR-181b-5p。 

（3）为了探讨五味子丙素对自噬相关通路的影响，结合网络药理学，

分析了 P13K/AKT/mTOR 信号通路在 ox-LDL 诱导的 HUVEC 细胞中的作

用。结果表明，ox-LDL可诱导 HUVEC自噬功能障碍，抑制 LC3Ⅱ表达，

引起内皮损伤，从而导致动脉粥样硬化的发生。五味子丙素可以提高

HUVEC 中 LC3Ⅱ的表达水平，减少 ox-LDL 在 HUVEC 中的积累和 p62 蛋
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白的水平，从而改善 HUVEC 的自噬流，保护内皮细胞。五味子丙素确实

可逆转经 ox-LDL 诱导的 HUVEC 细胞中 P13K/AKT/mTOR 通路异常激活

状态。提示 P13K/AKT/mTOR 通路是五味子丙素发挥促进自噬及自噬通量

的有效途径。 

本研究综合利用多学科交叉技术，探讨五味子丙素通过调控泡沫细胞

源外泌体 miR-181b-5p 释放，调节 Sirt1-PI3K/AKT/mTOR 自噬通路诱导心

血管内皮细胞的损伤，参与动脉粥样硬化疾病的发生、发展过程。深入阐

释五味子丙素通过调节外泌体 miR-181b-5p 释放途径防治动脉粥样硬化疾

病作用的新机制，揭示五味子丙素防治动脉粥样硬化性心血管疾病的作用

靶点、特色与信号途径，为具有良好心血管保护作用的中药活性成分防治

心血管疾病微观生物学基础的阐释提供新的研究方向和思路。具有很强的

针对性和临床指导意义。 

 

关键词： miR-181b-5p，Sirt1，自噬，五味子丙素，动脉粥样硬化 
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THE INVESTIGATION OF MECHANISM FOR PREVENTING 

ATHEROSCLEROSIS BASED ON MIR-181B-

5P/SIRT1/AUTOPHAGY AXIS WITH SCHIZANDRIN C 

 

 

 

ABSTRACT 

 

 

Atherosclerosis (AS) belongs to the category of "Qi deficiency and blood 

stasis" in traditional Chinese medicine. Qi deficiency results in poor blood 

transport, unfavorable pulse and blood loss. Yin deficiency leads to deficient fire 

burning, less fluid depletion and dry veins. Therefore, TCM treats atherosclerosis 

on the principle of supplementing qi and nourishing Yin. Schisandra chinensis is 

the dried fruit of Schisandra chinensis Turcz. Baill. Schisandra chinensis is 

widely used in the prevention and treatment of hypertension, coronary heart 

disease, viral myocarditis, pulmonary heart disease, heart failure and other 

diseases. Schisandrin C (SC) isa benzocycloctadiene lignan isolated from 

Schisandra chinensis. Recently, we found that Schisandrin C has a good cardio-

cerebrovascular protective effect. In view of this, this study investigated the effect 

of Schisandrin C on atherosclerosis through high performance liquid 

chromatography combined with network pharmacology and in vivo cell 

experiments and further explored the specific molecular mechanism of 

Schisandrin C in the treatment of atherosclerosis from the perspective of 
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autophagy. The main research contents are as follows: 

(1) The five mixed active ingredients in Schisandra chinensis were 

simultaneously detected by HPLC to provide technical support for establishing 

quality evaluation standards of Schisandra chinensis. The standard curve of five 

components was established to compare the active components in Schisandra 

chinensis and determine the content of active components in Schisandra 

chinensis. At the same time, according to the five components of Schisandra 

chinensis and atherosclerotic diseases, the network pharmacological prediction 

was made, and the core target was screened. To determine the pharmacological 

pathway and biological function of Schisandra chinensis in the treatment of 

atherosclerosis. The core target was screened for protein interaction, and the five 

active components of Schisandra chinensis were interfaced with the core target 

to identify the key active components. The effective components of Schisandra 

chinensis have high medical value. This method provides a simple and time-

saving way to evaluate the quality of Schisandra chinensis, and provides 

reference data for further research on medicine and development of new dietary 

therapeutic products. 

(2) The foam cell model in vitro was established by using THP-1 cell line to 

imitate the physiological and pathological process of atherosclerosis patients. The 

cells of ox-LDL group showed obvious red lipid particles by oil red O staining 

under light microscope. The expression level of miR-181b-5p in foam cell 

supernatant exosome was detected by Taqman probe method. The experimental 
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results showed that the expression level of exosome-miR-181b-5p in ox-LDL 

group was higher than that in the control group. A stable foam cell model was 

successfully established in vitro with the above method, and the expression level 

of exosome miR-181b-5p in ox-LDL group indicated that there was a relationship 

between miR-181b-5p and the pathogenesis of atherosclerosis. In order to further 

clarify the effect of exosome-miR-181b-5p on HUVEC injury, HUVEC cells 

were mediated by exosome-miR-181b-5p inhibitor or mimics. As for the 

mechanism of the damage caused by miR-181b-5p to HUVEC cells, the target 

gene of miR-181b-5p was predicted to be Sirt1 by bioinformatics means, and 

experiments proved that miR-181b-5p could induce vascular endothelial cell 

damage by inhibiting the expression of Sirt1, the target gene of HUVEC. By 

exploring HUVEC cell damage and its mechanism, this study provides a new 

biomarker miR-181b-5p for the early treatment and prevention of atherosclerotic 

diseases. 

(3) In order to investigate the effects of Schisandrin C on autophagy related 

pathways, combined with network pharmacology, the role of P13K/AKT/mTOR 

signaling pathway in ox-LDL-induced HUVECs cells was analyzed. The results 

showed that ox-LDL could induce autophagy dysfunction in HUVECs, inhibit 

LC3Ⅱ expression, cause endothelial injury, and thus lead to atherosclerosis. 

Schisandrin C can increase the expression level of LC3Ⅱ in HUVECs, reduce the 

accumulation of ox-LDL in HUVECs and the level of p62 protein, so as to 

improve the autophagy flow of HUVECs and protect endothelial cells. 
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Schisandrin C did reverse the abnormal activation of P13K/AKT/mTOR pathway 

in ox-LDL-induced HUVEC cells. It is suggested that P13K/AKT/mTOR 

pathway is an effective pathway to promote autophagy and autophagy flux of 

Schisandrin C. 

In this study, we comprehensively utilized interdisciplinary techniques to 

explore the role of Schisandrin C in the occurrence and development of 

atherosclerotic diseases by regulating the release of foam cell-derived exosome 

miR-181b-5p, regulating the Sirt1-PI3K/AKT/mTOR autophagy pathway to 

induce cardiovascular endothelial cell damage. Further elucidates the new 

mechanism of Schisandrin C in the prevention and treatment of atherosclerotic 

diseases by regulating the release pathway of exosome miR-181b-5p, and reveals 

the target, characteristics and signal pathway of Schisandrin C in the prevention 

and treatment of atherosclerotic cardiovascular diseases. It provides a new 

research direction and thinking for the explanation of microbiological basis of the 

active ingredients of Chinese medicine with good cardiovascular protection. It 

has strong pertinence and clinical guiding significance. 

 

KEY WORDS: miR-181b-5p, Sirt1, Autophagy, Schisandrin C, atherosclerosis 
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第 1 章 绪论 

1.1 动脉粥样硬化疾病 

心血管疾病（cardiovascular disease, CVD）是威胁人类健康的主要原因[1]。动脉粥

样硬化（atherosclerosis，AS）是一种慢性炎症性动脉疾病，主要是由于动脉内的脂质

沉积、炎症反应和纤维化导致的动脉壁增厚和硬化。在血管壁内形成动脉粥样硬化斑

块，其发病率逐年升高[2]。血脂异常是冠状动脉粥样硬化疾病最重要的致病原因，有

助于分析个体发生心血管疾病事件的综合危险[3]。这种疾病通常发生在中老年人群中，

但也可能影响年轻人。动脉粥样硬化疾病可发生在全身各个部位的动脉，包括冠状动

脉、颈动脉、脑动脉、外周动脉等[4]。病变的程度和位置不同，可能导致不同的临床

表现，如心绞痛、心肌梗死、脑卒中、外周动脉疾病等[5]。 

1.1.1 胆固醇沉积与动脉粥样硬化 

胆固醇是一种脂质类物质，它在体内主要由肝脏合成，也可通过饮食摄入。当体

内胆固醇水平过高时，会导致胆固醇在血管内壁沉积，形成斑块，从而促进动脉粥样

硬化的发生和发展[6]。具体来说，胆固醇沉积在血管内壁后，会引起炎症反应和平滑

肌细胞增生，形成斑块。这些斑块会逐渐增大，并可能破裂释放出血栓物质，导致血

管狭窄或阻塞，最终引发心脑血管疾病，如心绞痛、心肌梗塞、脑卒中等[7]。因此，

控制胆固醇水平对预防和控制动脉粥样硬化至关重要。通过健康的饮食习惯、适量运

动、避免吸烟等方式，可以有效降低血液中的胆固醇水平，减少胆固醇在血管内壁的

沉积，从而减少动脉粥样硬化的风险。 

1.1.2 炎症反应与动脉粥样硬化 

炎症反应可以加速斑块形成、促进斑块破裂和血管狭窄，进而导致心脑血管疾病

的发生[8]。具体来说，当血管内壁受到损伤时，炎症反应会被激活，引起炎性细胞

（如白细胞）和炎症介质的聚集和释放。这些炎性细胞和介质会促进斑块形成的过程，

加速胆固醇和其他脂质在血管内壁的沉积和斑块的形成[9]。同时，炎症反应也会导致

斑块内部的稳定性降低，增加斑块破裂的风险。斑块破裂后，释放出的血栓物质会进
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一步激活炎症反应，引起血管炎症和狭窄，最终导致心脑血管疾病的发生，如心绞痛、

心肌梗塞、脑卒中等[10]。因此，控制炎症反应对预防和控制动脉粥样硬化至关重要。

通过保持健康的生活方式、控制炎症介质的释放、减少炎症反应的激活等方式，可以

减缓动脉粥样硬化的进展，降低心脑血管疾病的风险。 

1.1.3 平滑肌细胞增生与动脉粥样硬化 

平滑肌细胞是血管壁的主要细胞类型，在动脉粥样硬化的早期阶段，血管内壁受

到损伤后，平滑肌细胞会被激活并增生。这些增生的平滑肌细胞可以参与修复受损的

血管壁，形成斑块的基础结构[11]。同时，增生的平滑肌细胞也会分泌胶原蛋白和其他

细胞外基质成分，使斑块变得更加稳定。然而，过度的平滑肌细胞增生也可能导致动

脉粥样硬化的进展[12]。过多的平滑肌细胞会导致斑块内部细胞密度增加、斑块体积增

大，最终可能破裂释放出血栓物质，引发血管狭窄或阻塞，导致心脑血管疾病的发生

[13]。因此，控制平滑肌细胞增生对预防和控制动脉粥样硬化至关重要。通过保持健康

的生活方式、合理饮食、适量运动等方式，可以减缓平滑肌细胞的过度增生，降低斑

块的形成和破裂风险，从而减少动脉粥样硬化的发生。 

1.1.4 斑块破裂与动脉粥样硬化 

斑块是由胆固醇、脂质、平滑肌细胞、炎性细胞和纤维素等物质组成的血管内壁

的局部增生物，可在血管内壁形成肿块状结构。当斑块内部炎性反应加剧、斑块内的

炎性细胞和介质释放增多时，斑块的稳定性会降低，斑块表面的纤维可能变薄、破裂

或破裂处被破坏，导致斑块内部的血栓物质暴露在血流中[14]。这些血栓物质可以激活

血小板和凝血系统，形成血栓，进一步加剧血管狭窄或阻塞，导致心脑血管事件，如

心肌梗塞、脑卒中等[15]。因此，预防斑块破裂对于预防心脑血管疾病至关重要。通过

控制炎症反应、稳定斑块、减少斑块内部的血栓形成等方式，可以降低斑块破裂的风

险。 

1.1.5 血管狭窄与动脉粥样硬化 

在动脉粥样硬化的过程中，血管壁内的斑块逐渐增大，形成狭窄的血管腔。斑块

的形成会导致血管壁变硬、失去弹性，同时也会引起血管内腔的狭窄[16]。当血管腔狭



安徽工程大学硕士学位论文 

3 

 

窄到一定程度时，会影响到血液的正常流动，导致血流速度减慢、血液流动受阻，从

而影响到身体各部位的供血和氧气输送[17]。血管狭窄还可能导致高血压、心脏负荷增

加、心肌缺血等并发症的发生[18]。另外，当斑块内部的血栓物质破裂或脱落时，也可

能引发血栓形成，进一步加剧血管狭窄，甚至导致血管完全阻塞，引发心脑血管事件，

如心肌梗塞、脑卒中等严重后果[19]。因此，预防和控制动脉粥样硬化是预防血管狭窄

的关键。保持健康的生活方式、合理饮食、适量运动、控制血脂、血糖和血压等，可

以有效减缓动脉粥样硬化的发展，降低血管狭窄的风险。及时发现和处理血管狭窄也

是预防心脑血管疾病的重要措施。 

1.2 自噬 

自噬是一种细胞自我调节的重要生理过程，通过这一过程，细胞可以将自身的部

分或全部细胞器、蛋白质以及其他细胞成分进行降解和再利用。自噬在维持细胞内环

境稳定、清除受损或老化细胞器、应对营养缺乏、抗击感染等方面起着重要作用[20]。

在自噬过程中，细胞会通过一系列信号通路（如 mTOR 信号通路、AMPK 信号通路等）

被诱导启动自噬。它还与许多疾病的发生和发展密切相关，如癌症、神经退行性疾病、

心血管疾病等。因此，研究自噬对于理解疾病的发病机制、开发治疗方法具有重要意

义。 

1.2.1 自噬与动脉粥样硬化 

动脉粥样硬化是一种慢性进行性的血管疾病，主要特征是在血管内壁形成斑块，

导致血管狭窄和功能异常[21]。研究表明，自噬在斑块形成过程中扮演着重要角色[22]。

自噬可以调节炎症反应、氧化应激和细胞凋亡等过程，对斑块内的炎症细胞和脂质沉

积进行调控[23]。一些研究显示，自噬功能的异常可能与斑块形成和动脉粥样硬化的发

展有关[24]。斑块的稳定性与动脉粥样硬化的进展密切相关[25]。自噬可以调节斑块内的

细胞凋亡和炎症反应，维持斑块的稳定性。研究表明，自噬的活性下降可能导致斑块

易破裂，增加心脑血管事件的风险[26]。自噬可以调节血管内皮细胞的生存和功能，维

持血管内皮屏障的完整性。自噬功能的异常可能导致血管内皮损伤，促进动脉粥样硬

化的发展[27]。 

总的来说，自噬在动脉粥样硬化的发生和发展中扮演着重要角色，通过调节炎症
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反应、细胞凋亡、氧化应激等过程影响斑块形成和稳定性。进一步研究自噬与动脉粥

样硬化之间的关系，有助于深入理解动脉粥样硬化的发病机制，为预防和治疗提供新

的思路和方法 

1.2.2 自噬与 PI3K/AKT/mTOR 通路 

PI3K/AKT/mTOR通路是一个重要的细胞信号传导通路，参与调控细胞生长、增殖、

存活等多种生物学过程。这一通路与自噬之间的相互作用对于细胞的代谢平衡、生存

和凋亡等过程至关重要[28]。PI3K/AKT/mTOR 通路对自噬的调控起着重要作用。在正

常情况下，当细胞处于营养充足状态时，PI3K/AKT/mTOR通路被激活，抑制自噬的进

行；而在饥饿或应激条件下，通路被抑制，促进自噬的启动 [29] 。mTOR 是

PI3K/AKT/mTOR 通路中的一个重要组分，也是自噬的负调节因子。激活的 mTOR 能

够抑制自噬的启动，而 mTOR 的抑制则有助于促进自噬的进行 [30]。AKT 是

PI3K/AKT/mTOR通路中的一个关键蛋白激酶，对细胞生存、增殖和代谢等起着重要调

节作用。AKT 的活性可以影响 mTOR 的磷酸化状态，从而影响自噬的调节[31]。 

总的来说，PI3K/AKT/mTOR 通路通过调控 mTOR 的活性，影响自噬的进行。这

种相互作用在细胞内维持自噬和细胞代谢的平衡，对于细胞的生存和功能具有重要意

义。进一步研究自噬与 PI3K/AKT/mTOR 通路之间的关系，有助于深入理解细胞信号

传导网络的调控机制，为相关疾病的治疗提供新的靶点和策略。 

1.3 miRNA 的概述 

MicroRNA（miRNA）是一类长度约为 20-25 个核苷酸的非编码 RNA 分子，主要

存在于真核生物的细胞内[32]。miRNA 通过与靶基因的 mRNA 结合，降解或抑制其翻

译，在转录后水平调节基因表达，参与多种生物学过程的调控，包括细胞增殖、分化、

凋亡、代谢等[33]。自 1993 年在线虫细胞发现后，科学家们发现在动物、植物以及病毒

体内存在大量的 miRNA[16]。目前，在人类和其他真核生物中超过 600 种 miRNA 已经

被确认。miRNA 在生物体内扮演重要的调控角色，参与调控细胞周期、细胞命运、代

谢、免疫应答等多种生理过程[34]。miRNA 的异常表达与多种疾病的发生和发展密切相

关[35]。因此，miRNA 作为一种重要的调控因子，对于疾病的诊断、治疗以及预防具有

重要意义。 
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图 1-1 miRNA 的生物发生[36] 

Figure 1-1 Biogenesis of miRNA 

 

1.3.1 miRNA 的作用模式 

miRNA通过与靶基因的 mRNA结合，调控基因表达，从而影响细胞的生理过程。

miRNA 的作用模式主要包括翻译抑制：miRNA 与 mRNA 的 3'非翻译区（3'UTR）结

合，导致 mRNA 的翻译被抑制，从而减少靶基因蛋白的合成[37]。这种方式是 miRNA

最常见的作用模式之一；mRNA降解：miRNA结合到mRNA上后，可能会导致mRNA

的降解，从而减少靶基因的 mRNA 水平，进而影响靶基因的蛋白表达；转录调控：除

了直接影响 mRNA的稳定性和翻译外，miRNA还可以通过影响靶基因的转录过程，调

控靶基因的表达水平；剪切调控：有些miRNA可能会导致靶基因mRNA的剪切变化，

从而影响靶基因的蛋白产物的结构和功能；转座活性：miRNA 还可能通过转座活性的

方式，影响基因组的稳定性和表达模式[38]。 

总的来说，miRNA 通过多样化的作用模式，与 DNA、RNA 和蛋白质等分子产生

相互作用，构成复杂而精密的调控网络，调控生物体内的众多生物学过程[39]。miRNA

与靶基因之间的相互作用网络复杂，一个 miRNA 可能同时调控多个靶基因，一个靶基

因也可能受到多个 miRNA 的调控。对 miRNA 的作用模式进行深入研究，有助于更好

地理解 miRNA 的生物学功能，以及其在疾病发生和发展中的作用机制。 

1.3.2 循环中的 miRNA 

循环中的 miRNA（circulating miRNA）是指存在于体液中（如血浆、血清、唾液、
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尿液等）的 miRNA，它们以一种稳定的形式循环在体内[40]。这些循环中的 miRNA 可

以通过胞外囊泡、蛋白质载体或裸露在体液中的形式存在，从而在体内进行远距离的

细胞间通讯[41]。循环中的 miRNA 在细胞间的传递和调控中起着重要作用，循环中的

miRNA 相对稳定，不易被降解，能够在体液中长时间存在。循环中的 miRNA 可以通

过胞外囊泡（如外泌体）或蛋白质载体等形式，跨越细胞膜，从而在不同细胞之间传

递信息[42]。循环中的miRNA可以通过靶向调控靶基因的表达，影响接受细胞的生理过

程，参与细胞间的通讯和调控[43]。循环中的miRNA可以作为潜在的生物标志物，用于

疾病的诊断、预后评估和治疗监测[44]。 

研究表明，循环中的 miRNA 在多种疾病的发生和发展中发挥着重要作用，如癌症、

心血管疾病、神经系统疾病等[45]。因此，对循环中的miRNA进行深入研究，有助于揭

示其在疾病发生机制中的作用，为疾病的早期诊断和治疗提供新的思路和方法。 

1.3.3 miR-181b 的生物学功能 

miR-181b是一种 miRNA，它在细胞内起着重要的调控作用，参与多种生物学过程

[46]。miR-181b 可以通过靶向调控多个基因，影响细胞的增殖和凋亡过程。在某些情况

下，miR-181b 可能促进细胞增殖，而在其他情况下可能促进细胞凋亡，从而影响细胞

的生存和增殖能力[47]。miR-181b 也参与调控细胞的分化过程。它可以影响干细胞定向

分化为特定细胞系，促进或抑制细胞的分化发育。miR-181b 在免疫系统中发挥重要作

用，参与调控 T 细胞和 B 细胞的发育、分化和功能。它可以影响免疫细胞的活化、增

殖和细胞因子的分泌，从而调节免疫反应[48]。miR-181b 在神经系统中也具有重要作用，

参与调控神经元的发育、突触形成和神经递质的合成释放[49]。它可能影响神经元的功

能和神经传导，对神经系统的正常发育和功能维持起着重要作用。 

总的来说，miR-181b作为一种 miRNA，在细胞内通过调控靶基因的表达，参与调

控多种生物学过程，包括细胞增殖、凋亡、分化、免疫调节和神经系统调控等。对

miR-181b 的生物学功能进行深入研究，有助于更好地理解其在不同生理和病理过程中

的作用机制，为相关疾病的治疗和预防提供新的思路和方法。 
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1.4 五味子及五味子丙素概述 

1.4.1 五味子 

五味子（Schisandra chinensis Turcz. Baill.），又称五味子果实、五味子子实，属于

五味子科五味子属。果实呈圆形或卵形，具有特殊的香味[50]。是一种传统中药材，具

有悠久的历史和广泛的应用[51]。五味子在中医药理论中被视为一种重要的药材，具有

多种药用价值。它被认为具有温肺、益气、补肾、安神、生津等功效，常用于治疗肺

虚咳嗽、气虚乏力、肾虚遗精、失眠健忘等症状。现代研究表明，五味子含有多种活

性成分，如五味子酸、五味子苷、五味子甙等，具有抗氧化、抗炎、抗肿瘤、调节免

疫等作用，对心血管疾病、肝病、神经系统疾病等具有一定的保健和治疗作用[52]。 

总的来说，五味子作为一种传统中药材，具有丰富的药用价值和广泛的应用领域。

对五味子的药理作用和活性成分进行深入研究，有助于揭示其药效机制，为其在临床

和保健领域的应用提供科学依据。 

1.4.2 五味子丙素 

五味子丙素（Schisandrin C，SC）是一种来源于五味子果实的天然植物化合物，

具有很强的抗氧化作用，可以有效清除体内的自由基，减少氧化应激对心血管系统的

损害[53]。氧化应激是心血管疾病发生和发展的重要因素，通过减少氧化应激可以降低

心血管疾病的风险[54]。此外，五味子丙素还具有抗炎作用，可以减轻炎症反应，缓解

疼痛和肿胀，降低动脉粥样硬化的发生和发展。动脉粥样硬化是心血管疾病的主要病

理基础，炎症在其形成过程中扮演着重要角色[55]。这些特性使其在心血管疾病的预防

和治疗中具有潜在的益处。通过抑制炎症反应，五味子丙素可以减少动脉粥样硬化的

风险。五味子丙素还具有降血压和降血脂的作用，可以改善心血管健康[56]。高血压和

高血脂是心血管疾病的危险因素，通过调节血压和血脂水平，五味子丙素可以降低心

血管疾病的发生风险[57]。 

总的来说，五味子丙素是一种具有多种生物活性的天然植物化合物，对人体健康

具有积极的影响，可以作为预防和治疗心血管疾病的潜在药物或保健品成分。然而，

由于其在体内的代谢和作用机制尚不完全清楚，尚需进一步的研究和临床试验来验证

其在心血管疾病中的确切作用和效果。 
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1.5 研究目的及意义 

动脉粥样硬化属于中医“气虚血淤”的范畴，气虚则血运不畅，脉道不利，血脉

失养。阴虚则虚火灼津，津亏液少，脉道干涩。所以中医以益气、养阴为原则治疗动

脉粥样硬化[58]。五味子广泛地应用于病毒性心肌炎、高血压、肺心病、心力衰竭、冠

心病等疾病的防治，疗效确定[59]。五味子丙素是从五味子中分离得到的联苯环辛二烯

类木脂素[60]。新近我们研究发现五味子丙素具有很好的心脑血管保护作用。鉴于此，

本研究通过高效液相色谱联合网络药理学及体内细胞实验考察五味子丙素对动脉粥样

硬化的作用，并基于自噬的角度进一步探讨五味子丙素治疗动脉粥样硬化的具体分子

作用机制。 

本研究在课题组前期大量工作的基础上综合利用多学科交叉技术，探讨五味子丙

素通过调控泡沫细胞源外泌体 miR-181b-5p 释放，调节 Sirt1-PI3K/AKT/mTOR 自噬通

路诱导心血管内皮细胞的损伤，参与动脉粥样硬化疾病的发生、发展过程。深入阐释

五味子丙素通过调节外泌体 miR-181b-5p 释放途径防治动脉粥样硬化疾病作用的新机

制，揭示五味子丙素防治动脉粥样硬化性心血管疾病的作用靶点、特色与信号途径，

为具有良好心血管保护作用的中药活性成分防治心血管疾病微观生物学基础的阐释提

供新的研究方向和思路。具有很强的针对性和临床指导意义。 
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第 2 章 五味子抗动脉粥样硬化药效物质基础分析 

2.1 引言 

五味子又称五味子实、五味子仁，是一种中药材，常用于中医药领域[61]。五味子

在中医药领域被认为具有一定的抗动脉粥样硬化的作用。动脉粥样硬化是一种慢性疾

病，主要是由于血管内壁发生炎症反应，导致胆固醇等物质在血管壁内沉积形成斑块，

最终导致血管狭窄和硬化[62]。五味子具有收敛止泻、涩肠止带的功效，可以帮助调节

肠道功能，减少腹泻等情况，有助于维护肠道健康。在中医药中，五味子常被用于配

伍其他药材，以增强疗效。在中医药理论中，肠道健康与心血管疾病有一定关联，因

为肠道的炎症反应和菌群失调可能会引发全身炎症反应，从而影响心血管健康。 

高效液相色谱法（High Performance Liquid Chromatography，HPLC）C 在分析不同

的物质时，利用不同物质在不同条件下对紫外吸收能力的不同达到物质分离分析的方

式[63]，具有灵活的调节性，可通过调节柱温、波长、流动相的不同以及比例来达到分

离物质的目的[64]。此方法简便、可操作性强，具有优秀的分离不同物质能力，在化学

分析过程中被广泛运用。 

网络药理学是一门适用于考察多成分复杂体系对机体多靶点活性作用的生物信息

学技术，多被用于中药复方的药理学机制研究，也适用于药食同源物品的分析，通过

结构相似比对预测其可能作用的疾病靶点，构建“成分-靶点”相互作用网络，探索其

主要活性成分及其作用机制[65]。分子对接可以验证活性化合物与中心治疗靶点之间的

相互作用[66]。本研究将网络药理学和分子对接技术相结合，全面揭示五味子丙素抗动

脉粥样硬化的作用机制，预测五味子抗动脉粥样硬化的关键活性成分和关键靶点，应

用 AutoDock-Vina 进行分子对接，以揭示活性成分（配体）和目标蛋白（受体）之间

的相互作用。 

本章节通过 HPLC 对五味子中的五种混合有效成分同时进行检测，为建立五味子

质量评价标准提供技术支持。通过五种成分的标准品建立标准曲线，从而对五味子中

的有效成分进行比对，并测定五味子中有效成分的含量。同时根据测定的五味子五种

成分与动脉粥样硬化疾病进行网络药理学预测，筛选核心靶点。确定五味子治疗动脉

粥样硬化的药理途径和生物学功能。将核心靶点进行蛋白相互作用，筛选出核心靶点，

将五味子五种活性成分与核心靶点进行分子对接明确关键活性成分。五味子中有效成
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分具有较高的医用价值，利用此方法为测评五味子的质量提供了简便、省时的方式，

同时为进一步研究医药和开发新的食疗产品提供参考数据。 

2.2 实验材料 

2.2.1 实验仪器 

表 2-1 实验中的主要仪器 

Table 2-1 The main equipments in the experiments  

主要仪器 生产厂家 

十万分之一电子分析天平 上海力辰邦西仪器有限公司 

电子天平 常州市幸运电子设备有限公司 

超纯水系统 舒活泉智能科技有限公司 

电加热器 长沙米淇仪器设备有限公司 

高效液相色谱仪 日本岛津 SIL-20A 

超声波清洗器 深圳市歌能清洗设备有限公司 

2.2.2 实验试剂 

表 2-2 实验中的主要试剂 

Table 2-2 The main reagents in the experiments 

主要试剂 生产厂家 

五味子 寻百草药业有限公司 

乙腈（色谱纯） 上海阿拉丁生化科技股份有限公司 

无水乙醇（色谱纯） 上海阿拉丁生化科技股份有限公司 

甲醇（色谱纯） 上海阿拉丁生化科技股份有限公司 

冰醋酸（色谱纯） 上海阿拉丁生化科技股份有限公司 

五味子醇甲标准品 南京源植生物科技有限公司 

五味子醇乙标准品 南京源植生物科技有限公司 

五味子甲素标准品 南京源植生物科技有限公司 

五味子乙素标准品 南京源植生物科技有限公司 

五味子丙素标准品 南京源植生物科技有限公司 
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2.3 五味子活性成分及其含量分析 

2.3.1 五味子样品预处理 

将所得的五味子样品放入中药材打粉机中粉碎，过 80 目筛，得到五味子样品粉末。 

2.3.2 五味子提取液的制备 

取上述制备的五味子粉 5.000 g 按料液比 1:20（g/mL）加入 100 mL 无水乙醇（v：

v）于圆底烧瓶中，采用热回流提取法提取 2.5 h，后过滤，收集滤液。所得溶液即为五

味子提取液。 

2.3.3 标准对照品溶液的制备 

五味子醇甲标准品储备溶液：精密称取 23.0 mg五味子醇甲标准品，溶于 10 mL甲

醇中，配制成浓度为 2.30 mg/mL。 

五味子醇乙标准品储备溶液：精密称取 17.6 mg五味子醇乙标准品，溶于 10 mL甲

醇中，配制成浓度为 1.76 mg/mL。 

五味子甲素标准品储备溶液：精密称取 19.2 mg五味子甲素标准品，溶于 10 mL甲

醇中，配制成浓度为 1.92 mg/mL。 

五味子乙素标准品储备溶液：精密称取 14.7 mg五味子乙素标准品，溶于 10 mL甲

醇中，配制成浓度为 1.47 mg/mL。 

五味子丙素标准品储备溶液：精密称取 17.0 mg五味子丙素标准品，溶于 10 mL甲

醇中，配制成浓度为 1.70 mg/mL。 

将上述标准品储备液稀释 10 倍，将所得溶液过 0.45 μm 滤膜即得对应的标准品对

照溶液液。 

2.3.4 色谱条件 

在高效液相色谱仪（岛津 LC20AD）中以 shim-pack C18 ODS 色谱柱(200 mm×4.6 

mm，5 μm)，以乙腈（A）-0.5%醋酸水溶液（B）为流动相，设置柱温 30℃，调整总

流速为 0.8 mL/min；波长设置为 254 nm；进样量 20 μL。洗脱时间程序见表。 
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表 2-3 梯度洗脱时间程序 

Table 2-3 gradient elution time program 

时间(min) 乙腈（%） 0.5 %醋酸水（%） 

0 45 55 

5 50 50 

15 60 40 

25 70 30 

30 80 20 

40 85 15 

45 Stop  

  

 

图 2-1 混合标准品色谱图（1 五味子醇乙；2 五味子醇甲；3 五味子甲素；4 五味子乙素；5 五味子

丙素） 

Figure 2-1 Chromatogram of mixed standard products (1 Schisandrol B; 2 Schisandrol A; 3 Schisandrin A; 

4 Schisandrin B; 5 Schisandrin C) 

 

图 2-2 五味子提取液色谱图（1 五味子醇乙；2 五味子醇甲；3 五味子甲素；4 五味子乙素；5 五味

子丙素） 

Figure 2-2 Chromatographic diagram of extract liquid of Schisandra chinensis (1 Schisandrol B; 2 

Schisandrol A; 3 Schisandrin A; 4 Schisandrin B; 5 Schisandrin C) 
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2.4 五味子主要活性成分抗动脉粥样硬化网络药理学研究 

2.4.1 活性成分靶点和疾病靶点筛选 

在 Pubchem数据库（https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov）分别找出五种五味子活性成

分的 SMILES 号，将五种五味子活性成分的 SMILES 导入 SwissTargetPrediction 数据库

（http://www.swisstargetprediction.ch/）中，物种选择“Homo sapiens”得到其相应的靶

点数据。利用GeneCards数据库（https://www.genecards.org/）以“atherosclerosis”为关

键词检索动脉粥样硬化疾病的相关靶点。将所有活性成分靶点汇集到一起进行筛选，

将动脉粥样硬化的靶点汇集到一起进行筛选。将五味子中五种活性成分与动脉粥样硬

化相关靶点导入 Venny 绘图软件（http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/）取

交集，从而获得五味子抗动脉粥样硬化的共同靶点[67]。 

2.4.2 构建蛋白质与蛋白质相互作用网络图 

将五味子抗动脉粥样硬化的共同靶点导入String数据库（https://cn.string-db.org/），

构建生物物种设置为“Human”的 PPI网络模型；置信度>0.7和并隐藏网络中断开连接的

节点，其余参数设置为默认值。得到蛋白质间相互作用的数据图并保存其 TSV 格式文

件，再将其导入 Cytoscape 3.8.2 软件中对蛋白质相互作用（PPI）进行可视化[68]。 

2.4.3 潜在靶点的 GO 功能及 KEGG 通路富集分析  

将五味子抗动脉粥样硬化共同靶点导入 DAVID 数据库（https://david.ncifcrf.gov/），

以 P＜0.05 为筛选条件，选取 GO 分析排名前 10、KEGG 分析排名前 20 的条目绘制图

形。将结果进行可视化分析，得到 GO 富集分析结果包括生物过程（BP）、分子功能

（MF）和细胞组分(CC)，通过 KEGG分析可以得到通路富集结果，再用微生信数据库

（https://www.bioinformatics.com.cn/）作图进行可视化分析[69]。 

2.4.4 构建成分-靶点-通路网络图 

将五味子五种活性成分和成分靶点以及排名前十的通路靶点信息导入

Cytoscape3.8.2 软件，构建化合物-靶点-通路相互作用网络，展示活性成分与靶点及通

路之间的相互作用关系。通过软件计算网络拓扑参数、度和介数中心性（BC），筛选
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主要候选目标和单体成分[70]。 

2.5 五味子主要活性成分与核心靶点的分子对接  

2.5.1 配体与受体的处理 

选 择 PPI 结 果 中 两 个 核 心 靶 点 作 为 靶 点 蛋 白 ， 在 uniprot 数 据 库

（https://www.uniprot.org/）中搜索核心靶点名并选择“human”,复制其 Entry 名，在

PDB 数据库（https://www.rcsb.org/）中搜索核心靶点的 Entry 名，下载靶点文件。将五

种五味子活性成分导入 Pubchem 数据库中下载其 2D 结构，再打开 Chem3D 软件计算

最小能量后，将文件以 mol2 格式保存。 

2.5.2 大分子受体文件的制备 

从蛋白质数据库（PDB）（http://www.rcsb.org/）中检索蛋白质的三维结构，然后

输入软件 Pymol 进行去除水分子修饰，共结晶的配体和离子。随后，在 AutoDock1.5.6

工具中，添加了缺失的氢和 Kollman 部分电荷，非极性氢被合并到它们相应的碳中。

然后将结构保存为 PDBQT 蛋白受体文件。 

2.5.3 小分子配体文件的制备 

从 PubChem数据库(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)下载 SDF格式的 2D结构后，

将化合物的 2D结构导入 Chem3D软件，最小化能量(MM2）并转移到 3D结构。随后，

在 AutoDockVina 软件中，通过添加氢和质子化来修改获得的 3D 结构。非极性氢被合

并到它们相应的碳旋转中，并且软件中自动设置了扭转，然后将结构保存为 PDBQT配

体文件。 

2.5.4 对接口袋的构建 

将受体和配体的 PDBQT 结构导入 AutoDock tools，构建对接口袋。构建交配盒时，

间距设置为 1，中心设置在大分子上，并设置 x-、y-和 z-维度上的点数以保持蛋白质完

全被交配盒覆盖。对于每种蛋白质，交配盒的这些参数由配置文件（config）定义，供

Vina 进一步对接，其中包括以下内容：交配盒的中心（centre-x、centre-y、centre-z）、
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交配盒的大小(size-x, size-y, size-z)，要输出的最大绑定模式数(num modes)设置为 20，

energy-range 设置为 5 和 exhaustiveness 设置为 8。 

2.5.5 对接与可视 

利用 Vina 软件进行分子对接，计算对接亲和力。在此过程中，除了配置文件外，

还使用了蛋白质和配体的 PDBQT 文件，因为 PDBQT 文件确定了用于对接的配体和蛋

白质的信息。Vina 运行完成后，将结果输出为.pdbqt*和 log*.txt 文件，并根据对接结合

自由能进行评分，建立目标蛋白受体与小分子配体的结合亲和力评分。 

2.6 结果与分析 

2.6.1 五味子活性成分及其含量分析 

2.6.1.1 线性关系考察 

取上述对应的标准品溶液至容量瓶中，以甲醇为溶剂配制成梯度溶液。按上述色

谱条件每个梯度重复进样 3 次，记录各标准品的出峰时间统计各物质的峰面积，以各

标准品浓度（x）为横坐标，峰面积（y）为纵坐标绘制标准曲线。结果表明五味子醇

甲、五味子醇乙、五味子甲素、五味子乙素、五味子丙素在线性范围内具有良好的线

性关系。各标准品线性关系，结果见表。 

表 2-4 各标准品标准曲线 

Table 2-4 Standard curves of each standard product 

成分 线性关系 相关系数 R² 线性范围 μg/mL 

五味子醇甲 y = 33349x + 96352 1 27.600-230.000 

五味子醇乙 y = 46774x - 180.1 0.9999 3.52-176.000 

五味子甲素 y = 49494x + 136231 0.9998 3.200-384.00 

五味子乙素 y = 54401x + 5462 0.9999 2.940-147.000 

五味子丙素 y = 40552x + 3544.1 0.9999 3.400-34.000 

2.6.1.2 精密度考察 

精密吸取“2.3.3”项下制备的对照品 20 μL，按“2.3.4”项所述的色谱条件进样，

重复6次，并记录峰面积，测得1~5峰面积的RSD(n=6)分别为1.9%、1.2%、0.6%、0.7%

和 1.3%。结果表明，仪器精密度良好。 



安徽工程大学硕士学位论文 

16 

 

2.6.1.3 重复性考察 

精确称取同一批五味子样品 6 份，按“2.3.2”项所述方法制备五味子提取液，按照

“2.3.4”项条件进样 20 μL，记录个样品中各成分的峰面积，并计算各成分含量。测得

上述样品的平均含量的 RSD 分别为 1.6%、1.2%、1.6%、1.9%和 2.1%。表明该方法重复

性良好。 

2.6.1.4 稳定性试验 

取适量的五味子样品，按照“2.3.2”项下方法制备样品溶液，分别在时间为0、2、

4、8、12、24 h 的条件下按照“2.3.4”项所述的色谱条件进样 20 μL 进行分析，记录各

标准品的出峰时间和峰面积。五味子醇甲、五味子醇乙、五味子甲素、五味子乙素和五

味子丙素峰面积的 RSD（n=6）分别为 0.8%、0.6%、1.3%、1.6%和 1.3%。结果表明，

样品溶液中 5 个化合物在 24 h 内稳定性良好。 

2.6.1.5 加样回收率实验 

取上述已知含量的五味子样品 5 份。依次精密移取适量已知浓度的标准品储备液，

按照“2.3.2”项方法制备样品溶液，按“2.3.4”项所述色谱条件下进行测定，计算回收

率。结果五味子中上述各种有效成分的平均回收率（n=5）分别为 98.7%、101.3%、

105.7%、97.4%和 99.8%；RSD 分别为 0.8%、1.3%、2.2%、1.7%和 1.1%。 

2.6.1.6 样品含量测定 

分别称取上述制备的五味子粉末 5.000 g，按照上述制备方法制备五味子提取液，

参照“2.3.4”项所述色谱条件检测，进样 20 μL，重复进样 3 次，所得峰面积代入上述

线性方程计算对应成分的含量。结果见表。 

表 2-5 五味子提取物中各物质成分含量（n=3） 

Table 2-5 Contents of components in extracts of Schisandra chinensis (n=3) 

成分 峰面积𝑦̅ 含量𝑥̅（μg/g） 

五味子醇甲 1371478 38.236 

五味子醇乙 2548299 54.485 

五味子甲素 1497506 23.913 

五味子乙素 3806154 69.864 

五味子丙素 561592 13.761 
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2.6.2 五味子主要活性成分抗动脉粥样硬化网络药理学研究 

 2.6.2.1 五味子抗动脉粥样硬化靶点的收集 

利用 SwissTargetPrediction 数据库分别预测五味子的活性成分，去除重复项最终筛

选出五味子五种活性成分对应靶点 284个。通过GeneCards数据库筛选获得动脉粥样硬

化相关靶点有 5113 个，最后运用 Venny 绘图软件将五味子中五种活性成分靶点与动脉

粥样硬化相关靶点取交集，得到 197 个靶点，见图。 

 

图 2-3 五味子抗动脉粥样硬化靶点维恩图 

Figure 2-3 Venn diagram of anti-atherosclerosis targets of Schisandra chinensis 

2.6.2.2 PPI 网络构建与分析 

将五味子抗动脉粥样硬化共同靶点导入 STRING 数据库，再将得到的数据信息导

入 Cytoscape 3.8.2 软件进行分析，去除游离节点后共得到 182 个节点，结果有 975 条

边。节点越大、颜色越深，表示该靶点 degree（度值）越大，该节点在网络中具有更

重要的作用。如图所示，五味子抗动脉粥样硬化的关键靶点主要包括 SRC、STAT3、

HSP90AA1、AKT1、EGFR、PIK3CA、PIK3R1。 
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图 2-4 蛋白相互作用网络图 

Figure 2-4 Protein interaction network 

2.6.2.3 五味子抗动脉粥样硬化的基因本体（GO）功能富集分析和京都基因与基因组百

科全书（KEGG）通路富集分析 

将五味子抗动脉粥样硬化的潜在 197 个靶点导入 DAVID 数据库，进行 GO（Gene 

Ontology）富集分析以及 KEGG（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes）通路富集

分析。GO（基因本体）分析结果显示，生物过程（BP）中主要包括蛋白质磷酸化、

蛋白质自身磷酸化、peptidyl-serine磷酸化、peptidyl-threonine磷酸化、炎症反应、蛋白

激酶 B 信号的正向调节、信号转导、peptidyl-tyrosine 磷酸化、正向调控 MAPK 级联、

激酶活性的正向调节等；由细胞成分（CC）可推测这些靶点主要集中在等离子体膜、

质膜、细胞表面、细胞质等区域；分子功能（MF）主要集中于蛋白丝氨酸/苏氨酸/酪

氨酸激酶活性、蛋白激酶活性、ATP 结合等。KEGG 通路富集分析结果显示，主要通

路集中于 PI3K-AKT 信号通路、FoxO 信号通路、MAPK 信号通路等。 
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图 2-5 KEGG 功能富集分析 

Figure 2-5 Functional enrichment analysis of KEGG 

 

 
图 2-6 GO 功能富集分析（细胞组分(CC) 、分子功能(MF) 和生物学过程(BP)） 

Figure 2-6 GO functional enrichment analysis (Cell components (CC), molecular functions (MF), and 

biological processes (BP)) 
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2.6.2.4 五味子“活性成分-靶点-通路”网络图 

将五种五味子活性成分的潜在靶点及前十位富集分析的 KEGG 通路导入

cytoscape3.8.2 软件中，构建“活性成分-靶点-通路”网络图，见图。其中黄色方形代

表五味子五种活性成分潜在靶点，共有 284 个黄色节点；蓝色箭头形状代表 KEGG 通

路，共有 10 个蓝色节点；绿色圆形代表活性成分，共有 5 个绿色节点。 

 

图 2-7 五味子“活性成分-靶点-通路”网络图 

Figure 2-7 "Active ingredient-target-pathway" network of Schisandra chinensis 

2.6.3 五味子主要活性成分与核心靶点的分子对接 

在 PDB 数据库中得到两个关键靶点的受体蛋白，AKT1（PDB ID: 1h10）、PI3K

（PDB ID: 2enq），在 Pubchem 数据库中得到五味子五种活性成分的二级结构，五味

子醇甲（CAS ID: 7432-28-2）、五味子醇乙（CAS ID:  58546-54-6）、五味子甲素

（CAS ID: 61281-38-7）、五味子乙素（CAS ID: 61281-37-6）、五味子丙素（CAS ID: 

61301-33-5）。对关键靶点蛋白和五味子五种活性成分分别处理后进行分子对接分析，

得到相互间对接的结合自由能。结合能越低说明配体和受体结合越稳定，结合能小于

0说明可以自发结合。一般以结合能小于-5 kcal·mol-1作为评分标准。结果表明，五味
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子五种活性成分与关键靶点之间，除了五味子甲素与 PI3K 之间的结合力为 -4.9 

kcal·mol-1，其余均小于-5 kcal·mol-1，因此，五个关键成分与 2 个关键靶点之间有较

为强烈的结合能，五味子五种活性成分均可以与 AKT1、PI3K 关键靶点发生结合。 

 
图 2-8 分子对接结果（A-E 五味子醇甲、五味子醇乙、五味子甲素、五味子乙素、五味子丙素与

AKT 对接可视化结果；F-J 五味子醇甲、五味子醇乙、五味子甲素、五味子乙素、五味子丙素与

PI3K 对接可视化结果；K 分子对接结果统计） 

Figure 2-8 Molecular docking results (A-E Schisandrol A, Schisandrol B, Schisandrin A, Schisandrin B, 

Schisandrin C and AKT docking visual results; F-J Schisandrol A, Schisandrol B, Schisandrin A, 

Schisandrin B, Schisandrin C and PI3K docking visual results; K molecular docking results statistics) 
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2.7 本章小结  

五味子是常用益气养阴方的重要药味，中医常用五味子治疗心血管疾病，疗效确

切。五味子含有丰富的生物活性成分[71]，这些成分具有抗氧化、抗炎、降血脂、抗凝

血等作用，可以帮助降低心血管疾病的发生风险。一些研究也发现五味子可以降低血

压、改善血管功能，对心血管健康有积极的影响。 

本研究通过高效液相色谱法以五味子为研究对象，通过对提取溶剂的浓度、提取

方法以及料液比等相关参数研究。实验发现，通过不同浓度的提取溶剂对五味子进行

提取物，发现不同浓度的提取物溶剂对五味子中的不同物质的提取效果不同。最终，

确定以无水乙醇为提取溶剂，按照料液比 1:20，热回流提取 2.5 h，能够快速实现对五

味子中 5 中成分的定性分析，对其中 5 种成分进行定量分析。 

采用网络药理学从多靶点、多角度、多途径预测五味子抗动脉粥样硬化的潜在靶

点以及作用机制[69]。本研究结果显示，共筛选出 284 个五味子作用靶点，5113 个动脉

粥样硬化作用靶点，二者共同靶点共 197 个；进一步通过 STRING 数据库得到 33 个 五

味子抗动脉粥样硬化的核心靶点，其中 Degree 值排名前七的分别为 SRC、STAT3、

HSP90AA1、AKT1、EGFR、PIK3CA 和 PIK3R1。 

GO 功能富集分析结果表明，五味子可能通过炎症反应、信号转导等信号通路参

与 动脉粥样硬化进展。而 KEGG 通路富集分析结果显示 PI3K-AKT信号通路、FoxO信

号通路、MAPK 信号通路等可能是五味子丙素发挥抗动脉粥样硬化的重要途径。为了

鉴定出五味子的关键活性成分，将五味子的 5 种活性成分与核心靶点进行分子对接，

结果表明五味子丙素为关键活性成分。 

综上所述，本章通过高效液相色谱联合网络药理学与分子对接方法系统性地探讨

了 五味子治疗动脉粥样硬化的潜在作用，揭示了五味子多靶点、多途径的作用机制，

并鉴定出五味子的关键活性成分为五味子丙素，为后文五味子丙素通过 

PI3K/AKT/mTOR 信号通路参与自噬途径改善动脉粥样硬化奠定了理论基础。 
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第 3 章 五味子丙素通过 miR-181b-5p 靶向 Sirt1 抗内皮细胞损伤

作用机制研究 

3.1 引言 

动脉粥样硬化是常见的炎症疾病，是一个慢性的，多阶段，多病因的老年疾病。

目前，动脉粥样硬化而形成血栓导致死亡的人数高达 28%，可以说动脉粥样硬化性疾

病是世界范围内，死亡的重要原因[72]。一般起始于血管内皮细胞(ECs)损伤[73]。血管平

滑肌细胞、单核/巨噬细胞和血管内皮细胞是参与动脉粥样硬化发生发展的重要因素。 

目前普遍接受的发病机制是“损伤反应假说”，就是动脉粥样硬化疾病始于内皮细

胞损伤。单核细胞和巨噬细胞及 T淋巴细胞聚集在病灶部位，摄取大量的 ox-LDL变成

富含胆固醇酯的泡沫细胞[74]。然后分泌出炎性介质，激活 NF-κB 后，使血管内皮细胞

的 ICAM-1 和 VCAM-1 表达水平增高，使得单核细胞和巨噬细胞及 T 淋巴细胞与血管

内皮细胞粘合在一起[75]。ox-LDL 毒性作用引起泡沫细胞坏死，并分泌超出巨噬细胞摄

取能力的脂类和溶酶体酶，出现破坏血管内皮细胞膜和胆固醇结晶现象[76]。由于相似

相溶原理，ox-LDL 进入血管内皮细胞，破坏该细胞的通透性和膜内外的离子梯度，从

而引起细胞凋亡和破裂，引起内膜平滑肌细胞增殖，合成大量的结缔组织。增殖的平

滑肌细胞、凋亡的血管内皮细胞以及大量的 ox-LDL形成粥样的纤维斑块，增殖的平滑

肌细胞形成纤维帽，凋亡的血管内皮细胞和 ox-LDL形成斑块，使血管腔变窄，从而造

成供血困难[77]。 

动脉粥样硬化疾病早期不容易发现，等到发现时，一般都出现器官不同程度的损

伤。病发后，各个部位的血管都有可能出现病变，这就会给病人带来很大的生理痛苦

和经济损失，所以我们更应该注重早期治疗和预防。早期治疗和预防的关键就是寻找

新的生物标志物。最新研究发现在很多动脉粥样硬化疾病患者体内，miRNAs 的表达

含量变化非常明显，所以 miRNAs 非常有望成为动脉粥样硬化疾病诊断的新的生物标

志[78]。miRNAs 是小分子 RNA，由 20-23 个核苷酸构成的内源性非编码单链，人体的

30%以上的基因均受其调控。 

miR-181b-5p 广泛表达于血管内皮细胞、平滑肌细胞和单核/巨噬细胞中，并通过

作用于不同靶基因发挥其多样化的生物学功能，参与调控动脉粥样硬化 [79]。本文就
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miR-181b-5p 与血管内皮细胞及单核巨噬细胞的关系及其在动脉粥样硬化发病机制中的

研究进展进行。经过筛选发现 miR-181b-5p 在动脉粥样硬化患者身上的增加明显。但

miR-181b-5p 介导 HUVEC 细胞损伤及其机制仍然尚不明确，也不能将 miR-181b-5p 直

接作为动脉粥样硬化疾病诊断的生物标志物。通过加深对动脉粥样硬化等慢性炎症疾

病的病因及机制的认识，为临床诊断和治疗提供新方法。本课题在前期研究的基础上，

以 HUVEC 细胞为研究对象，研究 exosome-miR-181b-5p 介导 HUVEC 细胞损伤及其机

制。 

3.2 实验材料 

3.2.1 实验仪器 

表 3-1 实验仪器 

 Table3-1 The list of experimental reagents and instruments 

仪器名称 厂家 

-80℃低温冰箱 Thermo Fisher 

分析天平 Sartorius 

蛋白质凝胶电泳仪 Biorad 

接触式化学发光成像仪 上海易孛特 

NIB900 荧光倒置显微镜 宁波永新光学股份有限公司 

Infinite200 酶标仪 瑞士 Tecan 公司 

ZEAL WAY 高压灭菌锅 致微仪器有限公司 

PCR 仪 美国 Applied Biosystems 公司 

实时荧光定量 PCR 仪 美国 Applied Biosystems  公司 

倒置荧光显微镜 Leica 

HH-2 恒温水浴锅 江苏省金坛市荣华仪器公司 

JIMBIO iCytal 细胞计数仪 江苏卓微生物科技有限公司 

灭菌锅 Zealway 

高速冷冻离心机 Sartorius 

涡旋振荡器 海门市其林贝尔 

NTA 纳米颗粒跟踪仪 德国 Particle Metrix 

二氧化碳恒温箱 Thermo Fisher 

制冰机 Grant 
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3.2.2 实验试剂 

表 3-2 实验试剂 

Table 3-2 Experimental reagents 

主要试剂 厂家 

0.45 μm PVDF 膜 德国默克公司 

VCAM-1 antibody 武汉三鹰生物技术有限公司 

ICAM-1 antibody 武汉三鹰生物技术有限公司 

MCP-1 antibody 武汉三鹰生物技术有限公司 

β-actin antibody 武汉三鹰生物技术有限公司 

Sirt1 antibody 武汉三鹰生物技术有限公司 

油红 O 染色试剂 碧云天生物技术有限公司 

五味子丙素 南京源植生物科技有限公司 

BCA 蛋白浓度测定试剂盒 武汉三鹰生物技术有限公司 

DMEM 高糖培养基 赛默飞世尔科技公司 

ECL 发光显影液 武汉三鹰生物技术有限公司 

Marker 武汉三鹰生物技术有限公司 

蛋白酶磷酸酶抑制剂混合物 碧云天生物技术有限公司 

人源 IL-1β ELISA 试剂盒 翼飞雪生物技术有限公司 

人源 TNF-α ELISA 试剂盒 翼飞雪生物技术有限公司 

二甲基亚砜 麦克林生化科技有限公司 

甘氨酸 麦克林生化科技有限公司 

cDNA 合成试剂盒 碧云天生物技术有限公司 

过硫酸铵 麦克林生化科技有限公司 

牛血清蛋白 麦克林生化科技有限公司 

噻唑蓝 麦克林生化科技有限公司 

Celopener 转染液 上海吉荧生物技术有限公司 

CD63 Proteintech 正能生物技术有限责任公司 

Trizol 提取试剂盒 碧云天生物技术有限公司 

SYBR Green 试剂盒 碧云天生物技术有限公司 

RPMI 1640 培养液 赛默飞世尔科技公司 

苏木精-伊红染液 碧云天生物技术有限公司 

胎牛血清 赛默飞世尔科技公司 

通用型抗体稀释液 新赛美生物技术有限公司 

胰蛋白酶 赛默飞世尔科技公司 
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3.3 泡沫细胞体外模型的建立及五味子丙素浓度确定 

3.3.3 细胞培养 

将购买来的 THP-1 细胞放置 37℃的水浴锅中预热，1000 rpm 离心 4 min。弃上清

液，加入 1 mL 含 10％血清的 RPMI-1640 培养液，将底部的细胞混合均匀。然后将细

胞铺在 T25 细胞培养瓶内，添加完全培养液到 4 mL，将细胞培养于含 5% CO2，37℃

的恒温培养箱中培养。待细胞长满培养瓶底 85%以上时，将细胞转至 15 mL 离心管中，

1000 rpm 的速离心 4 min。弃上清，加入 1 mL 完全培养液，将细胞接种到新的培养瓶

中（1:2 传代）。 

将购买来的 HUVEC 细胞放置 37℃的水浴箱中复苏，经离心机以 1000 rpm 离心 3 

min 后，去上清液。将 HUVEC 细胞转移至直径为 100 mm 的培养皿中，其中含有 8 mL

完全 DMEM 培养基(含 10%胎牛血清和 1％抗生素)。在 37℃，5％CO2，饱和湿度条件

下，待细胞 80％汇合成致密单层时传代培养，大约 2 到 3 天按 1:4 传代培养。 

3.3.4 五味子丙素对 THP-1 细胞活力的影响 

取对数生长期 THP-1 细胞，按 2×104个/孔接种到 96 孔板，经 100 mg/mL PMA 诱

导后待细胞贴壁使用等量的不同浓度的五味子丙素给药，均设三个复孔。培养 24 h 后，

向每孔中加入 20 μL MTT（5 mg/mL），培养 4 h 后弃上清液，向每孔中加入 150 μL 

DMSO，用酶标仪于 490 nm 测量各孔的吸光度（A）。并按以下公式计算细胞活力。 

细胞存活率%＝（A 药物组-A 调零组）/（A 空白组-A 调零组）×100% 

3.3.5 细胞分组 

将细胞随机分为 5 组：空白对照组：经 PMA 诱导以无血清 1640 培养基培养；模

型对照组：经 100 mg/mL PMA 诱导以无血清 1640 培养基内加入终浓度为 100 μg/mL 的

ox-LDL；五味子丙素处理组：经 PMA 诱导以无血清 1640 培养基内加入 0.1 μM、1 μM、

10 μM的五味子丙素，并经终浓度为 100 μg/mL的 ox-LDL处理。细胞于 37ºC、5% CO2

培养箱内孵育 48 h 后收集刺激后的泡沫细胞并观察细胞的形态学改变。 

用不完全 DMEM 培养基培养 HUVEC 细胞 24 h，饥饿处理后的细胞保存备用，然

后将 HUVEC 细胞分为五组。空白组：用正常培养条件下巨噬细胞分泌的外泌体刺激
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HUVEC 细胞；实验组：将 ox-LDL 处理巨噬细胞分泌的外泌体与 HUVEC 细胞共同培

养；五味子丙素低、中、高剂量组，将不同浓度五味子丙素干预并经 ox-LDL处理巨噬

细胞分泌的外泌体一同作用于 HUVEC 细胞。 

3.3.6 油红 O 染色鉴定脂肪堆积 

（1）缓慢吸取上述泡沫细胞的培养液，并用 PBS 洗涤一次； 

（2）加入适量染色洗涤液覆盖细胞 20 s； 

（3）吸除染色洗涤液，加入适量改良油红 O 染色液，染色 10-20 min； 

（4）去除油红 O 染色液，加入适量染色洗涤液，静置 30 s； 

（5）去除染色洗涤液，并用 PBS 洗涤 20 s； 

（6）加入适量 PBS，均匀覆盖细胞 

（7）置于显微镜下观察泡沫细胞内脂滴的染色状况并拍照。 

3.4 外泌体的收集及表征鉴定 

3.4.1 超滤法收集上清液中的外泌体 

参考文献方法进行如下提取[80]： 

（1）收集上述泡沫细胞上清液约 100 mL，分别装入 5 个 15 mL 的离心管中，并

置于离心机中，在转速为 4000 rpm、温度为 4℃下离心 10 min，弃去剩余细胞。 

（2）将离心管置于离心机中再次离心，在转速为 12,000 rpm 下离心 30 min，收集

上清液并过滤。 

（3）将上述步骤收集到的上清液分别移入 15 mL、100 kD超滤管中以 4000 rpm转

速进行超滤，待上清液超滤至 20-50 μL，加入 100 μL 的 PBS 再次超滤，重复三次。 

（4）待上述步骤结束后，加入 PBS 溶液 0.5 mL，使超滤膜中的外泌体悬浮，将

外泌体悬浮液转到 1.5 mL 的 EP 管中，并放入-80℃的冰箱待处理。 

3.4.2 外泌体的形态特征观察 

实验方法参考文献进行外泌体的处理[81]，在室温下，取少量外泌体悬液滴在载样

铜网上，放置 3 min。小心将滤纸置于载样铜网的一侧吸干液体，滴加 3%的磷钨酸溶
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液于铜网上。向载样铜网中滴加负染液，5 min 后用滤纸吸干液体，并干燥铜网。将干

燥后的铜网放在透射电子显微镜下观察，并拍摄外泌体形态的电镜照片。随机选取其

中的 10 个外泌体测量粒径。 

3.4.3 外泌体粒径的检测 

外泌体的粒径可用 Zetasizer (Nano series) Nano-ZS90 粒度仪检测，取外泌体，并在

其中加入 PBS 溶液，使其稀释至 100 倍，充分摇匀，根据说明取 100 μL 稀释后的样品

加入加样板中，然后检测外泌体的粒径[82]。 

3.4.4 外泌体表面特异性标志物的检测 

（1）提蛋白 

在外泌体中加入裂解液（RIDA 裂解液（A）：蛋白磷酸酶抑制剂：RIDA 裂解液

（B）=100:1:1），轻轻摇匀，冷冻裂解，然后放置 4℃冰箱中裂解 40 min，估计每个

样品体积，每个样品取出 4 μL备用，在剩余的样品中加入 Loading buffer后短暂离心；

100℃下，孵育 7 min，置于-20℃冰箱保存。 

（2）蛋白定量 

取 96 孔板先加入 BCA（A 液:B 液=50:1）标曲，然后每孔加入 2 μL 上步留出的

样品，最后加入 BCA，放入 37℃培育箱中孵育 30 min；置于酶标仪中在波长 562 nm

处测浓度，根据标准曲线计算蛋白样品的浓度。 

（3） SDS-PAGE 电泳 

制胶：将制备好的 10%分离胶缓缓加入装好的板中，并注入蒸馏水以封住胶面，

防止空气浸入凝胶中，静置 40 min，将配置好的堆积胶加入玻璃板中至满溢，插入梳

子，静置 40 min，将板放置于电泳缓冲液中，竖直向上快速拔去梳子。 

上样：将 Marker 和蛋白样品按顺序加入胶板的梳齿中。 

跑胶：将电泳箱放入 4℃冰箱，选择 80 V 恒压进行电泳。 

（4）转膜 

根据 Marker 标记切下目标蛋白所在位置。置于甲醇活化后的 PVDF 膜上，并浸入

转膜液中。转膜槽中加满转膜液，置于 4℃冰箱，选择 200 mA 恒流进行转膜，根据目

标蛋白的相对分子质量确定转膜的时间。 
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（5）封闭 

转膜结束后，将其放入含有 5% BSA 的 TBST 溶液中，室温下摇床震荡 2 h。并再

次用 TBST 洗膜 3 次，每次 8 min。 

（6）一抗孵育 

用5% BSA稀释一抗（即CD63单克隆抗体），将稀释过的一抗滴加入封膜的PVDF

膜上，4℃过夜。取出并用 TBST 洗 3 次，每次 8 min。 

（7）二抗孵育 

回收一抗，使 PVDF 膜浸泡入用 5% BSA 稀释后的二抗中，室温摇床缓慢摇晃 2 h，

TBST 洗涤 3 次，每次 8 min，洗涤完毕后滴加 HRP 标记的羊抗兔二抗，室温下，摇床

缓慢摇晃 2 h，回收二抗，TBST 洗涤 3 次，每次 8 min。 

（8）ECL 显色 

以 1:1 混合 A 液 B 液配制显色液，均匀滴加到 PVDF 膜上，将其放置于化学发光

凝胶成像系统中观察并拍摄照片[69]。 

（9）结果分析 

用 Image J 分析软件将目的蛋白条带及内参蛋白条带灰度数字化，比较蛋白的表达。 

3.5 五味子丙素调控 exosome-miR-181b-5p 保护 ox-LDL 诱导的 HUVEC 细

胞损伤 

3.5.1 五味子丙素干预的泡沫细胞源外泌体对 ox-LDL诱导的 HUVEC细胞炎性因子的影

响 

将细胞按上述实验分组处理，每组 3 个复孔，孵育 24 h 后取细胞上清液。本部分

实验采用翼飞雪生物科技有限公司的 ELISA 试剂盒进行实验，具体方法如下： 

（1） 按照说明书所述方法在 96 孔板中加入稀释标准品溶液； 

（2） 在 96 孔板中先加入 40 μL 的样品稀释液后，再加入 10 μL 待测待测细胞上

清溶液，并于水平摇床上缓慢摇动； 

（3） 将混合好的 96 孔板用封膜封口后，转移到 37 ℃孵育箱中静置 30 min。 

（4） 按说明书将洗涤液稀释备用； 

（5）待孵育完成后，弃去 96 孔板中液体，甩干，用洗涤液洗涤酶标板重复 5 次，
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最后一次拍干； 

（6） 向每孔加入酶标试剂 50 μL，空白孔除外； 

（7） 将混合好的 96 孔板用封膜封口后，转移到 37 ℃孵育箱中静置 30 min； 

（8） 重复洗涤操作，并拍干； 

（9） 先向每孔加入显色剂 A 50 μL，再加入显色剂 B 50 μL，于水平摇床上缓慢

摇动，转移到 37 ℃避光孵育 15 min； 

（10）加入 50 μL 终止液，终止反应； 

（11） 于 450 nm 波长依序测量各孔的吸光度(OD 值)。 

3.5.2 外泌体中 miR-181b-5p 含量的检测 

3.5.2.1 外泌体总 miRNA 的提取 

采用 miRNA 提取试剂盒进行外泌体中 miRNA 的提取，并根据说明书进行如下操

作： 

（1）取外泌体悬液，离心收集沉淀物。在沉淀物中加入 150 μL PBS溶液重悬外泌

体，同时滴加 450 μL miRNA Reagent A 上下摇晃至混匀，静置。 

（2）在操作后的液体中加入 200 μL miRNA Reagent B，大力摇晃使其充分混匀。

混匀后放置在离心机中离心 8 min，取离心后上清液 550 μL，将其移至 1.5 mL EP 管中。 

（3）向EP管内的上清液中滴加 200 μL无水乙醇，大力摇晃EP管使其充分混匀，

室温情况下静置。 

（4）将 EP 管再次置于离心机内离心 10 min，取 650 μL 上清液移至 1.5 mL EP 管

内。 

（5）在 EP 管中滴加异丙醇 350 μL，大力震荡使其充分混匀。 

（6）将 EP 管中的溶液倒进吸附柱内，并离心 2 min，弃去过滤液。 

（7）在上述溶液中滴加 700 μL 异丙醇洗涤，条件不变下离心 2 min，弃去过滤液。 

（8）在上述处理后的溶液中滴加 500 μL 无水乙醇，再次洗涤，重复上述离心步

骤，弃去过滤液。 

（9）吸附柱不加任何溶液，重复上述离心步骤离心 2 min，除掉上述过程中剩余

的乙醇。 

（10）取上述吸附柱溶液至 1.5 mL EP 管中，静置，使溶液中的乙醇充分挥发。在
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滤芯中滴加无 RNase 的 TE 缓冲液 30 μL，静置，离心条件不变离心 2 min，所得产物

为所需的 miRNA。 

3.5.2.2 cDNA 的合成 

采用 TaqMan miRNA 反转录试剂盒，根据说明书进行操作，方法如下： 

（1）按表组分在 0.2 mL EP 管中配制反应液。 

表 3-3 反应液组分 

Table 3-3 Components of reaction solution 

成分 体积 

miRNA （5～100 ng/μL） 4 μL 

5×TaqMan miRNA RT Solution A 1 μL 

（2） 按表温度时间条件在逆转录 PCR 仪内进行加 A 反应: 

表 3-4 PCR 中加 A 反应条件 

Table 3-4 Reaction conditions for adding A to PCR 

温度 时间 

37℃ 30 min 

85℃ 5 min 

（3）反应结束后，在反应体系中滴加表中的试剂，并充分混匀。 

表 3-5 反应组分 

Table 3-5 Reaction components 

成分 体积 

10×TaqMan miRNA RT Primer 2 μL 

10×TaqMan miRNA RT Solution B 2 μL 

H2O 11 μL 

（4）按表设置在 PCR 仪上进行反转录反应: 

表 3-6 反转录条件 

Table 3-6 Reverse transcription conditions 

温度 时间 

30℃ 5 min 

55℃ 60 min 

95℃ 5 min 

逆转录结束后所得的 cDNA，可在其中加入 ddH2O 稀释 3-5 倍，通常取 2 μL 的

cDNA 用于 TaqMan hsa-miR-181b-5p miRNA 定量 PCR 试剂盒检测（货号：TAP13334）。 
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3.5.2.3 TaqMan 荧光定量 PCR 

利用 TaqMan qPCR Kit 对上述反转录的 cDNA 产物进行 Real-Time PCR 检测。其中

选择的内参为：TaqMan RNU6B miRNA 定量 PCR 试剂盒（货号：TAP01501）[83]。实

验利用 TaqMan探针来检测泡沫细胞中 exosome-miR-181b-5p的表达量，可以得出 miR-

miR-181b-5p 相对表达情况。依照表 5 在冰上配置反应体系。所有样品均设置三个复孔。 

（1）配制反应体系 

根据表组分配制 20 μL PCR 反应体系： 

表 3-7 PCR 反应液体系 

Table 3-7 Liquid system of PCR reaction 

试剂 使用体积 

5×Golden HS TaqMan qPCR Mix 4 μL 

50×ROX Reference Dye 0.4 μL 

20×miRNA TaqMan Assay 1 μL 

cDNA 模板 1-2 μL 

ddH2O Up to 20 μL 

 

 （2）将上述 PCR反应液充分混匀后，缓慢加到 PCR反应所需的 96孔板中，短暂

离心。 

进行 Real-Time PCR 反应：将 96 孔 PCR 反应板放置在 PCR 仪中，按以下程序设

置循环： 

Stage 1: 95℃ 15min 

Stage 2: 95℃ 10s 

60℃ 60s    40 cycles 

反应结束后，可以得到 cDNA在 PCR仪中扩增的 CT值，最终 CT值取三个复孔的

平均值。 

（3）实验结果处理 

采用△△CT 法，以 U6 为内参，进行各样本中 miR-181b-5p 基因表达的相对定量

分析： 

处理组△CT=CT(目的基因，待测样本)-△CT (内参基因，待测样本) 

未处理组△CT=CT(目的基因，对照样本)-CT(内参基因，对照样本) 
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△△CT=处理组△CT-未处理组△CT 

表达倍数=2-△△CT 

3.5.3 HUVEC 细胞 miR-181b-5p mimics/inhibitor 转染 

提前一天将 HUVEC 细胞种植在 6 孔板中，转染实验分组设置： miR-181b-5p 

mimics NC + ox-LDL 外泌体、miR-181b-5p mimics + ox-LDL 外泌体、miR-181b-5p 

mimics + ox-LDL（1 μM SC）外泌体、miR-181b-5p inhibitor NC + ox-LDL 外泌体、

miR-181b-5p inhibitor +ox-LDL 外泌体、miR-181b-5p inhibitor + ox-LDL（1 μM SC）外

泌体。转染过程如下： 

（1）RNA 稀释液制备  

2.5 nM 小 RNA 以冻干粉的形式瞬时离心，加入 125 μL RNase-free H2O 配制成 20 

μM 储存液，分装保存，避免反复冻融。取 10 μL 溶解好的小 RNA，加入 250 μL OPTI-

MEM 无血清稀释液，充分混匀，制成 RNA 稀释液。  

（2）Celopener 稀释液制备 

取 5 μL 的 Celopener，然后加入 250 μL OPTI-MEM 无血清稀释液体，充分混匀，

制成 Celopener 稀释液，室温静置 5 min。转染复合物制备完成。确保在 25 min 内执行

第三步操作，不要过于延迟。  

（3）将 Celopener 稀释液和 RNA 稀释液充分混合，室温静置 15 min。  

（4）将 500 μL 转染复合物滴加到有 1500 μL 全培养基（可含 10%血清和抗生素）

的细胞上，前后移动培养皿，混合均匀。  

（5）细胞板置于 37℃、5% CO2 培养箱中培养 18-48 h，转染后 6 h 更换培养基。 

3.5.4 miR-181b-5p 转染效率检测 

取出细胞培养板，并用 PBS 清洗两遍，后续实验同 3.5.2 

3.5.5 miR-181b-5p 及五味子丙素对 ox-LDL 诱导的 HUVEC 细胞损伤的研究 

Western Blot 实验过程同 3.4.4 
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3.6 五味子丙素调控 exosome-miR-181b-5p 靶向 Sirt1 保护 ox-LDL 诱导的

HUVEC 细胞损伤 

3.6.1 miR-181b-5p 靶基因预测 

采用 Targetscan 数据库（https://www.targetscan.org/vert_80/） [84]，选择“Human 

species”，输入 microRNA 名字“has-miR-181b-5p”后提交，进行靶基因预测。 

3.6.2 五味子丙素通过外泌体调控 Sirt1 的水平 

3.6.2.1 免疫荧光检测 Sirt1 的水平 

将 HUVEC 细胞按照 1.5×105 个/皿接种于共聚焦小皿，培养 24 h 后倒掉培养基加

入 PBS 清洗，加入无血清培养基与外泌体混合，24 h 后准备免疫荧光。 

（1）吸出培养液加入 1 mL PBS 洗 3 次，每次 8 min，不断摇晃洗去杂物。  

（2）用 100 μL 固定液固定 30 min。  

（4）固定液处理后，使用 PBS 洗去多余的固定液  

（5）用 0.2%TritonX-100 处理 15 min。  

（6）用 PBS 洗 3 次，每次 5 min。  

（7）5% BSA 以 PBS 为溶质进行配置，在室温环境下封闭非特异性蛋白 1 h。  

（8）按照相应比例稀释一抗， 并将稀释液滴加在细胞表面，放入湿盒中， 4℃冰

箱过夜。所需一抗 Sirt1。  

（9）次日回收一抗。  

（10）用 PBS 洗 3 次，每次 5 min。  

（11）加入免疫荧光二抗（比例为 1:400）处理 1 h，加入荧光二抗需要避光，后 

续步骤均需进行避光。  

（12）吸出二抗，并用 PBS 清洗 3 次。  

（13）将 DAPI 以（1：1）的比例使用 PBS 稀释，并将稀释好的 DAPI 滴加到细

胞上处理 5 min。  

（14）用 PBS 洗 3 次，每次 5 min。  

（15）加入抗荧光淬灭剂。  

（16）染色结束后使用激光共聚焦显微镜观察，并采集图像。 
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3.6.2.2 Western Blot 检测 Sirt1 蛋白的表达 

Western Blot 实验过程同 3.4.4； 

3.6.2.3 RT-qPCR 检测 Sirt1 基因的表达 

（1）总 RNA 提取参考文献方法进行[85]
 

① 吸尽培养液，于六孔板中每孔加 1 mL Trizol，晃动 3-5 下，再用枪吹打 2-3 下，

确保全部裂解，然后吸至离心管中。再加入 0.2 mL 氯仿， 混匀或猛烈晃动 15 秒，室

温放置 10 min。  

② 12,000 g 4℃离心 15  min，然后取上层无色水相至一新的离心管中。 

③ 加入等体积异丙醇，混匀，室温沉淀 10 min。 

④  12,000 g 4℃离心 10 min，可见 RNA 沉淀。 

⑤ 加入 1 mL75%乙醇（DEPC 水配制），混匀。  

⑥  12,000 g 4℃离心 10 min，弃上清。 

⑦ 敞口放置 8 min后，加入 18 μL DEPC 水溶解，定量后，-80℃冻存。 

（2）cDNA 合成  

实验方法依据 cDNA 第一链快速合成试剂盒（去基因组）操作。将总 1 μg RNA、

1 μL gDNA Eraser、8 μL DNase/RNase-Free Water 进行混合，42℃孵育 5 min 后，于冰

上放置，得基因组 DNA 去除反应液。分别取 10 μL 的基因组 DNA 去除反应液和 2x 1st 

Strand cDNA Synthesis Super Mix，轻轻混匀，短暂离心，50 ℃孵育 15 min。75℃、5 

min 失活酶。取 1 μL 模板合成液直接用于后续 PCR 实验。  

（3）荧光定量 PCR 检测相对表达量  

① 以 18s 为内参对照，人源 Sirt1 mRNA 引物均由通用生物科技有限公司合成。 

表 3-8 引物序列 

Table 3-8 primers sequence 

Primer name Sequence (5' to 3') 

18s-F AAACGGCTACCACATCCAAG 

18s-R CCTCCAATGGATCCTCGTTA 

Sirt1-F CTCATGTGATCTATGCCCGTC 

Sirt1-R AGGTGATACAACTCGTTCGTAGT 

② 将引物稀释至 10 μM，设计 96 孔板上样顺序，每个样品 5 个复孔。  

③ 按如下反应体系（20 uL 反应体系）分别加入下列试剂：cDNA 模板 1 μL，正

向引物 0.5 μL，反向引物 0.5 μL，2× SYBR Green Fast qPCR Master Mix-LR 10 ，DEPC 
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水 8 μL。  

④ 实验在 Applied Biosystems ViiA 7（Real Time PCR 扩增仪）上进行。  

⑤ Real-time 反应两步法 PCR 扩增程序：  

Stage 1. Initial denaturation：95℃，5 min  

Stage 2. Denaturation：95℃，10 s  

60℃，30 s  

Annealing/Extension：60℃，5 s  

90℃，50 s  

45 cycles 

3.6.3 五味子丙素通过 exosome-miR-181b-5p 靶向调控 Sirt1 的水平 

Western Blot 实验过程同 3.4.4； 

RT-qPCR 实验过程同 3.6.2 

3.6.4 HUVEC 细胞干扰靶基因 Sirt1 

提前一天将 HUVEC 细胞种植在 6 孔板中，以转染时细胞密度在 30％左右为宜，

转染前含血清培养基总量为 1500 μL。转染实验分组设置： siSirt1 NC+ox-LDL 外泌体、

siSirt1 +ox-LDL 外泌体、siSirt1 +ox-LDL（1 μM SC）外泌体。 

转染过程同 3.5.3 

3.6.5 siSirt1 干扰效率检测 

RT-qPCR 过程同 3.6.2 

3.6.6 Sirt1 及五味子丙素对 ox-LDL 诱导的 HUVEC 细胞损伤的研究 

Western Blot 实验过程同 3.4.4 

3.7 统计学分析 

采用 Graph Pad Prism 8 对实验数据进行分析和作图，所有数据都以平均值± 标准

误差平均值（mean ± SEM）来表示。组间差异使用单因素方差分析（ANOVA）， P < 
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0.05 表示具有统计学意义。 

3.8 结果与分析 

3.8.1 泡沫细胞体外模型的建立及五味子丙素浓度确定 

3.8.1.1 THP-1 细胞转化为巨噬细胞的细胞形态学改变 

THP-1 细胞经 100 ng/mL PMA 孵育 24 h 后，将其置于光镜下观察，细胞体积变大，

由圆形转变为形态不一的多角细胞，且细胞易于贴壁，有触角（如图），说明细胞已由

THP-1 细胞转变成巨噬细胞。 

 

图 3-1 THP-1 细胞经 PMA 诱导后的形态变化（×200）（ 诱导前；诱导后） 

Figure 3-1 Morphological changes of THP-1 cells induced by PMA (×200) (before induction; after 

induction) 

3.8.1.2 不同浓度五味子丙素对细胞活力的影响 

给药 24 h 后结果显示，与对照组细胞活力比较，五味子丙素对 THP-1 细胞抑制的

IC50=198 µM，在 50 µM 浓度细胞毒性明显，具有显著性差异（P＜0.01），0-20 µM 范

围内细胞毒性作用较小。因此，本研究后续的实验均选定 0.1 µM、1 µM、10 µM 作为

五味子丙素的低、中、高实验剂量。 

 
图 3-2 MTT 检测细胞毒性 

Figure 3-2 MTT detection of cytotoxicity 



安徽工程大学硕士学位论文 

38 

 

3.8.1.3 油红 O 染色观察脂质堆积情况 

在 ox-LDL 组中加入 100 μg/mL 的 ox-LDL 刺激巨噬细胞 48 h 后，并采用油红 O 染

液染色发现，ox-LDL 组细胞内有明显的红色脂质的存在，且细胞大小不一形态为椭圆

或不规则形状，与泡沫细胞的形态特征相符；而对照组中未经 ox-LDL处理，在光镜下

观察发现细胞内没有明显的红色颗粒，说明巨噬细胞已在 ox-LDL的诱导下转化为泡沫

细胞。经不同浓度的五味子丙素处理后细胞内红色脂质随药物浓度剂量的升高而逐渐

变少。结果表明五味子丙素可以显著抑制 ox-LDL诱导的脂质堆积，并且呈现出剂量依

赖性。 

 

图 3-3 油红 O 染色泡沫细胞的形态（×200） 

Figure 3-3 Morphology of oil red O stained foam cells (×200) 

3.8.2 外泌体的表征鉴定 

3.8.2.1 TEM 观察外泌体 的形态 

超滤法收集上清液中的外泌体，经处理后将其置于 TEM 样品室内观察发现外泌体

形态特征呈圆形或椭圆形，有完整的胞膜结构。与理论上外泌体形态结构一致。 

 
图 3-4 TEM 下外泌体 的超微结构图 

Figure 3-4 Ultrastructure of exosome in the TEM 

3.8.2.2 粒度仪测定外泌体粒径 

外泌体悬液加 PBS 稀释后经粒度仪测定，软件分析的粒径分布图表明外泌体粒径
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大小较为集中，粒径范围约在 50-200 nm之间，与理论上外泌体粒径大小一致，说明超

滤法收集的为细胞上清中外泌体。 

 

图  3-5 外泌体粒径大小分布图（A 粒径；B 动态图像捕捉） 

Figure 3-5 Size distribution of exosomes (A Particle size; B Motion image capture) 

3.8.2.3 蛋白免疫印迹法鉴定细胞上清中外泌体标志物 

在相关文献报道中，外泌体表面一般都含有 CD9、CD63、CD81 等特异性蛋白标

志物[86]，采用 Western blot 对外泌体上的特异性蛋白标志物进行鉴定，结果显示标志蛋

白 CD63 在提取的外泌体中均有表达，进一步说明泡沫细胞上清中有外泌体。 

 

图 3-6 泡沫细胞上清外泌体标志物 CD63 

Figure 3-6 exosome marker CD63 in foam cell supernatant 

3.8.3 五味子丙素调控 exosome-miR-181b-5p 保护 ox-LDL 诱导的 HUVEC 细胞损伤 

3.8.3.1 ELISA 检测 HUVECs 中炎性因子表达量 

为探究五味子丙素对 HUVEC 细胞炎性因子表达水平的影响，采用 ELISA 法检测

HUVEC细胞上清中的 TNF-α和 IL-1β的表达水平。结果如图所示，与空白对照组相比, 

ox-LDL 诱导组细胞上清中 TNF-α 和 IL-1β 的表达水平显著升高；与模型组相比，五味

子丙素中、高剂量给药组细胞上清中 IL-1β的表达水平显著降低，五味子丙素低、中、

高剂量给药组细胞上清中 TNF-α 的表达水平均有下降趋势，但无明显差异。提示五味

子丙素可显著降低 HUVEC 细胞中的炎性因子表达水平，减轻炎症反应。 
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图 3-7 ELISA 检测 HUVEC 细胞上清液中 IL-1β 和 TNF-α 的表达水平 

Figure 3-7 Expression levels of IL-1β and TNF-α in the supernatant of HUVEC cells were detected by 

ELISA 

注：与正常对照组比较，#P<0.05, ##P<0.01；与 模型组比较，*P<0.05, **P<0.01。  

Note: #P<0.05, ##P<0.01 vs the control group; *P<0.05, **P<0.01 vs the model group. 

3.8.3.2 泡沫细胞 exosome-miR-181b-5p 的表达水平 

实验利用 TaqMan 探针法检测泡沫细胞上清外泌体中 miR-181b-5p 的表达水平，其

结果表明，对照组（巨噬细胞）中存在 miR-181b-5p 的表达，只是其表达量极低，而

检测经 100 μg/mL的 ox-LDL处理 48 h后的细胞上清外泌体表明 ox-LDL组中 miR-181b-

5p 的表达量明显高于对照。实验数据表明 ox-LDL 组与对照组之间存在统计学差异，

经 ox-LDL 诱导后的泡沫细胞中的 exosome-miR-181b-5p 表达水平升高。经不同浓度的

五味子丙素处理后细胞上清外泌体中 miR-181b-5p 的表达量随药物浓度剂量的升高而

逐渐变少。结果表明五味子丙素可以显著抑制 miR-181b-5p 的表达，并且呈现出剂量

依赖性。 

 

图 3-8 exosome-miR-181b-5p 的表达水平 

Figure 3-8 exosome-miR-181b-5p expression level 

注：与正常对照组比较，#P<0.05, ##P<0.01；与 模型组比较，*P<0.05,**P<0.01。  

Note: #P<0.05, ##P<0.01 vs the control group; *P<0.05, **P<0.01 vs the model group. 
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3.8.3.3 RT-qPCR 检测 miR-181b-5p 转染效率 

为明确miR-181b-5p的转染是否成功，采用RT-qPCR检测miR-181b-5p转染效率。

结果如图所示，与 miR-181b-5p mimics NC 组相比，miR-181b-5p mimics 显著提高了

miR-181b-5p 的表达水平，与 miR-181b-5p mimics 组相比，五味子丙素可以一定程度的

降低miR-181b-5p 的表达水平（如图 3-9 A）。与miR-181b-5p inhibitor NC组相比，miR-

181b-5p inhibitor 显著降低了 miR-181b-5p 的表达水平，在 miR-181b-5p inhibitor 的基础

上，五味子丙素并不能继续降低 miR-181b-5p 的表达水平（如图 3-9 B）。结果表明

miR-181b-5p 的转染效率较好。 

 
图 3-9 miR-181b-5p 表达水平（A 转染 miR-181b-5p mimics 后 miR-181b-5p 的表达；B 转染 miR-

181b-5p inhibitor 后 miR-181b-5p 的表达） 

Figure 3-9 Expression level of miR-181b-5p (A expression of miR-181b-5p after transfection of miR-

181b-5p mimics; B Expression of miR-181b-5p after transfection with miR-181b-5p inhibitor) 

注：与正常对照 NC 组比较，#P<0.05, ##P<0.01；与 mimics/inhibitor 组比较，*P<0.05,**P<0.01。  

Note: #P<0.05, ##P<0.01 vs the control NC group; *P<0.05, **P<0.01 vs the mimics/inhibitor group. 

 

3.8.3.4 Western Blot 检测 miR-181b-5p及五味子丙素对 ox-LDL诱导的 HUVEC细胞损伤

的影响 

为验证 miR-181b-5p 及五味子丙素对 ox-LDL 诱导的 HUVEC 细胞损伤的影响，采

用 Western Blot 检测转染 miR-181b-5p 后，HUVEC 细胞损伤因子 MCP-1、VCAM-1、

ICAM-1 的表达水平，结果显示，exosome-miR-181b-5p mimics 介导 HUVEC 细胞的

MCP-1、VCAM-1、ICAM-1 表达水平与空白对照组相比显著增加，给予五味子丙素干

预后 MCP-1、VCAM-1、ICAM-1 表达水平显著降低（如图 3-10 A）。exosome-miR-

181b-5p inhibitor 和 exosome-miR-181b-5p 同时作用 HUVEC 细胞，使 MCP-1、VCAM-

1、ICAM-1水平与空白组相比极显著降低，再给予五味子丙素干预后 MCP-1、VCAM-
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1、ICAM-1 表达水平更加降低（如图 3-10 B）。实验结果表明是 exosome-miR-181b-5p

引起 HUVEC 细胞损伤。 

 

图 3-10 转染 miR-181b-5p 后血管内皮细胞损伤蛋白的表达（A 转染 miR-181b-5p mimics 后血管内

皮细胞损伤蛋白的表达；B 转染 miR-181b-5p inhibitor 后血管内皮细胞损伤蛋白的表达） 

Figure 3-10 Expression of damage protein in vascular endothelial cells after transfection of miR-181b-5p 

(A expression of vascular endothelial cell damage protein after transfection with miR-181b-5p mimics; B 

Expression of vascular endothelial cell damage protein after transfection with miR-181b-5p inhibitor) 

注：与正常对照 NC 组比较，#P<0.05, ##P<0.01；与 mimics/inhibitor 组比较，*P<0.05,**P<0.01。  

Note: #P<0.05, ##P<0.01 vs the control NC group; *P<0.05, **P<0.01 vs the mimics/inhibitor group. 

 

3.8.4 五味子丙素调控 exosome-miR-181b-5p 靶向 Sirt1 保护 ox-LDL 诱导的 HUVEC 细

胞损伤 

3.8.4.1 miR-181b-5p 的靶基因预测 

通过 Targetscan数据库预测出 has- miR-181b-5p的靶基因为 Sirt1，预测分数为 94，

对接位点为 Sirt1 3’UTR 的 63-69 碱基位点。 

 

图 3-11 miR-181b-5p 的靶基因预测 

Figure 3-11 Target gene prediction of miR-181b-5p 

3.8.4.2 五味子丙素通过外泌体调控 Sirt1 的水平 

为探讨五味子丙素可以通过外泌体调控 Sirt1 的水平，采用免疫荧光、RT-qPCR 和

Western Blot检测五味子丙素对 Sirt1的影响。免疫荧光结果显示，与空白对照组相比，
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ox-LDL 诱导的 HUVEC 细胞中 Sirt1 的荧光强度减弱，而给予五味子丙素干预后，

HUVEC 细胞中 Sirt1 的荧光强度增强，且随着五味子丙素浓度的增加，荧光强度递增，

具有剂量依赖性（如图 3-12 A）；RT-qPCR 结果显示，与空白对照组相比，ox-LDL 诱

导的HUVEC细胞中 Sirt1的基因表达水平下降，而给予五味子丙素干预后，HUVEC细

胞中 Sirt1 的基因表达水平显著增加，具呈剂量依赖性（如图 3-12 B）；Western Blot 结

果显示，与空白对照组相比，ox-LDL 诱导的 HUVEC 细胞中 Sirt1 的蛋白表达水平下

降，而给予五味子丙素干预后，HUVEC 细胞中 Sirt1 的蛋白表达水平显著增加，具呈

剂量依赖性（如图 3-12 C）；免疫荧光、RT-qPCR 和 Western Blot 结果一致表明，五味

子丙素可以增加靶基因 Sirt1 的表达。 

 

图 3-12 五味子丙素通过外泌体调控 Sirt1 的水平（A 免疫荧光检测 Sirt1 的表达（400×）；B RT-

qPCR 检测 Sirt1 mRNA 的表达；C Western Blot 检测 Sirt1 蛋白的表达） 

Figure 3-12 Schisandrin C regulates Sirt1 levels through exosome (A immunofluorescence detection of 

Sirt1 expression (400×）; B The expression of Sirt1 mRNA was detected by RT-qPCR; C Western Blot 

detection of Sirt1 protein expression) 

注：与正常对照组比较，#P<0.05, ##P<0.01；与 模型组比较，*P<0.05,**P<0.01。  

Note: #P<0.05, ##P<0.01 vs the control group; *P<0.05, **P<0.01 vs the model group. 
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3.8.4.3 五味子丙素通过 exosome-miR-181b-5p 靶向调控 Sirt1 的水平 

为验证 miR-181b-5p 后对靶蛋白 Sirt1 的影响，采用 Western Blot 检测转染 miR-

181b-5p 不同组后的靶蛋白 Sirt1 表达情况。结果如图所示，与 miR-181b-5p mimics NC

组相比，miR-181b-5p mimics 降低了靶蛋白 Sirt1 的表达水平，与 miR-181b-5p mimics

组相比，五味子丙素可以一定程度的提高靶蛋白 Sirt1 的表达水平（如图 3-13 A）。与

miR-181b-5p inhibitor NC 组相比，miR-181b-5p inhibitor 显著提高了靶蛋白 Sirt1 的表达

水平，在 miR-181b-5p inhibitor 的基础上，五味子丙素能够显著提高靶蛋白 Sirt1 的表

达水平（如图 3-13 B）。结果表明，Sirt1 的表达水平与 miR-181b-5p 的表达量呈负相关， 

RT-qPCR 的结果与 Western Blot 一致（如图 3-13 C-D）。 

 
图  3-13 exosome-miR-181b-5p 靶向调控 Sirt1 的水平（A 转染 miR-181b-5p mimics 后靶蛋白 Sirt1 蛋

白的表达；B 转染 miR-181b-5p inhibitor 后靶蛋白 Sirt1 的表达； C 转染 miR-181b-5p mimics 后靶

基因 Sirt1 的表达；B 转染 miR-181b-5p inhibitor 后靶基因 Sirt1 的表达） 

Figure 3-13 exosome-miR-181b-5p targeted regulation of Sirt1 levels (A expression of Sirt1 protein after 

transfection of miR-181b-5p mimics; B transfection of miR-181b-5p inhibitor after the expression of target 

protein Sirt1; Expression of the target gene Sirt1 after transfection with miR-181b-5p mimics; Expression 

of miR-181b-5p inhibitor target gene Sirt1 after transfection) 

注：与正常对照 NC 组比较，#P<0.05, ##P<0.01；与 mimics/inhibitor 组比较，*P<0.05,**P<0.01。  

Note: #P<0.05, ##P<0.01 vs the control NC group; *P<0.05, **P<0.01 vs the mimics/inhibitor group. 

 

3.8.4.4 siSirt1 干扰效率检测 

为探讨靶基因的作用，通过干扰靶基因 Sirt1，采用 RT-qPCR 检测 Sirt1 的干扰效

率。结果如图所示，与 siSirt1 NC 组相比，干扰 Sirt1 后，Sirt1 的表达水平显著降低；

与干扰 Sirt1 组相比，给予五味子丙素干预后，Sirt1 的表达水平显著升高，五味子丙素
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可以提高靶基因的表达水平。 

 

图 3-14 Sirt1 的表达水平 

Figure 3-14 Expression levels of Sirt1 

注：与正常对照 NC 组比较，#P<0.05, ##P<0.01；与 干扰组比较，*P<0.05,**P<0.01。  

Note: #P<0.05, ##P<0.01 vs the control NC group; *P<0.05, **P<0.01 vs the siSirt1 group. 

 

3.8.4.5 Sirt1 及五味子丙素对 ox-LDL 诱导的 HUVEC 细胞损伤的研究 

为探讨靶基因 Sirt1 及五味子丙素对 ox-LDL 诱导的 HUVEC 细胞损伤的作用，通

过干扰靶基因 Sirt1，采用 Western Blot 检测干扰 Sirt1 后，HUVEC 细胞损伤因子 MCP-

1、VCAM-1、ICAM-1 的表达水平，结果显示，与 ox-LDL 诱导组相比，干扰 Sirt1 后

ox-LDL 诱导的 HUVEC 细胞损伤因子 MCP-1、VCAM-1、ICAM-1 的表达水平均显著

升高，表明 Sirt1可以抑制 HUVEC细胞损伤。给予五味子丙素干预后，ox-LDL诱导的

HUVEC 细胞损伤因子 MCP-1、VCAM-1、ICAM-1 的表达水平均显著降低，结果表明

五味子丙素抑制 HUVEC 细胞损伤（如图 3-15 A-D）。 

 

图  3-15 干扰 Sirt1 后血管内皮细胞损伤蛋白的表达（A Western Blot显示干扰 Sirt1 后细胞损伤蛋白

表达结果；B MCP-1 蛋白表达水平；C VCAM-1 蛋白表达水平；D ICAM-1 蛋白表达水平） 

Figure 3-15 Expression of vascular endothelial injury protein after silencing Sirt1 (A Western Blot showed 

the expression of cell damage protein after interfering with Sirt1. B MCP-1 protein expression level; C 

VCAM-1 protein expression level; D ICAM-1 protein expression level) 

注：与正常对照 NC 组比较，#P<0.05, ##P<0.01；与 干扰组比较，*P<0.05,**P<0.01。  

Note: #P<0.05, ##P<0.01 vs the control NC group; *P<0.05, **P<0.01 vs the siSirt1 group. 
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3.9 本章小结 

动脉粥样硬化斑块中所出现的病理细胞称之为泡沫细胞，血管中的平滑肌细胞和

血液中的单核细胞是其主要来源。在动脉粥样硬化形成的早期，血液中的单核细胞先

分化为巨噬细胞并进入血管内皮，而巨噬细胞通过摄入大量的脂蛋白胆固醇及胆固醇

酯，而使细胞内积累大量的脂质进而转化为泡沫细胞[87]。因此实验采用 ox-LDL 诱导

巨噬细胞使巨噬细胞内大量脂质堆积形成泡沫细胞进而建立泡沫细胞体外模型[88]，而

本实验采用的是购买的人类 THP-1 细胞株作为细胞源，其建立的泡沫细胞模型的病理

生理特征与人类动脉粥样硬化病人体内细胞较为接近，因此本实验所建立的以 THP-1

细胞株作为细胞源的泡沫细胞体外模型，有利于动脉粥样硬化疾病的研究与防治。实

验采用的超滤法是一种提取外泌体的新方法，利用该种方法提取的外泌体较为完全，

且经 TEM、粒度仪、蛋白印迹检测证实为外泌体，便于后续实验对外泌体中 miR-

181b-5p 表达量的检测。 

近年来，miRNA 在药物的研究以及靶点防治疾病方面已成为热议。且目前在

miRNA 基因防治动脉粥样硬化方面也已受到了研究者的重视[89]。在目前 miRNAs 的研

究中 miR-181b-5p是重点之一，且 miR-181b-5p与许多免疫炎症疾病密切相关，它在巨

噬细胞、单核细胞、T 淋巴细胞等许多免疫和炎症细胞中都高度表达[90]。近年来研究

显示，miR-181b-5p 在经 ox-LDL 刺激后的单核巨噬细胞中的表达发生显著变化。因此，

本实验需要检测所建立的泡沫细胞中是否存在 miR-181b-5p 的显著表达。 

本实验采用 THP-1 细胞株模仿动脉粥样硬化病人体内生理病理过程建立了泡沫细

胞体外模型，光镜下 ox-LDL 组经油红 O 染色可见细胞有明显的红色脂质颗粒；

Taqman 探针法检测泡沫细胞上清外泌体中 miR-181b-5p 的表达量，实验结果表明，ox-

LDL 组与对照组相比其中的 exosome-miR-181b-5p 的表达水平高。采用上述方法成功

地建立了稳定的泡沫细胞体外模型，且 ox-LDL 组中 exosome-miR-181b-5p 的表达水平

表明 miR-181b-5p 与动脉粥样硬化的发病机制之间有联系，为了进一步明确 exosome-

miR-181b-5p 对 HUVEC 损伤的影响，采用 exosome-miR-181b-5p inhibitor 或 mimics 介

导 HUVEC 细胞，exosome-miR-181b-5p mimics 介导 HUVEC 细胞 MCP-1、VCAM-1 和

ICAM-1 表达水平均比巨噬细胞分泌外泌体介导的较高，加入 exosome-miR-181b-5p 

inhibitor 介导 HUVEC 细胞 MCP-1、VCAM-1 和 ICAM-1 表达水平显著降低。实验表明

exosome-miR-181b-5p 介导 HUVEC 细胞损伤。 
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对于 miR-181b-5p 对 HUVEC 细胞造成的损伤的机制，通过我们查阅资料可知，

miR-181b-5p 的靶基因有很多。而本实验中通过生物信息学手段预测了 miR-181b-5p 的

靶基因为 Sirt1，并通过转染实验证明 exosome-miR-181b-5p 抑制 HUVEC 靶基因 Sirt1

的表达。 

综上所述，实验证明 miR-181b-5p 可通过抑制 HUVEC 靶基因 Sirt1 表达，诱导血

管内皮细胞损伤。本实验通过探索 HUVEC 细胞损伤及其机制，为动脉粥样硬化疾病

的早期治疗和预防提供了新的生物标志物 miR-181b-5p。 
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第 4 章 五味子丙素通过 miR-181b-5p 靶向 Sirt1 促进血管内皮细

胞自噬作用机制研究 

4.1 引言 

自噬是细胞内一种常见的生物学现象，指的是细胞通过吞噬自身的部分结构或细

胞器来维持自己的生存和功能，自噬过程通常发生在细胞内部的囊泡（又称自噬体）

内，通过将细胞内的有害或受损物质分解并回收利用，帮助细胞维持稳定的内部环境。

自噬在细胞发育、细胞代谢和细胞应激等过程中起着重要作用，对细胞的生存和适应

性具有重要意义。通过自噬，细胞可以将受损或老化的细胞器、蛋白质等有害物质包

裹成囊泡，然后将其降解并回收利用。自噬在维持细胞内稳态、清除有害物质、应对

压力等方面发挥着重要作用[91]。适度的自噬可以帮助清除血管内皮细胞中的有害物质，

维持血管内皮细胞的正常功能，从而有助于预防动脉粥样硬化的发生。一些研究也发

现，自噬功能的异常或失调可能会导致血管内皮细胞的损伤和炎症反应的加剧，进而

促进动脉粥样硬化的发展[92]。总的来说，适度的自噬对于预防动脉粥样硬化具有积极

的作用，但是自噬的具体作用机制和在动脉粥样硬化发生发展中的作用还需要进一步

的研究来阐明。 

前期实验表明：氧化型低密度脂蛋白（oxidized low density lipoprotein, ox-LDL）诱

导巨噬细胞转化为泡沫细胞，与巨噬细胞相比，泡沫细胞分泌外泌体增多，exosome-

miR-181b-5p 在外泌体中含量也显著上升。exosome-miR-181b-5p 介导 HUVEC 表达

ICAM-1、VCAM-1 水平升高，从而导致 HUVEC 细胞损伤。HUVEC 细胞损伤是否是

由于细胞自噬受阻引起的目前还在研究中。所以本实验以正常巨噬细胞分泌的外泌体

做空白对照组，用泡沫细胞分泌的外泌体研究 exosome-miR-181b-5p 对 HUVEC 细胞自

噬的影响，以及 exosome-miR-181b-5p 的靶基因 Sirt1 对自噬的影响。 

4.2 实验材料 

4.2.1 实验仪器 
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表 4-1 实验仪器 

 Table 4-1 The list of experimental reagents and instruments 

仪器名称 厂家 

蛋白质凝胶电泳仪 Biorad 

接触式化学发光成像仪 上海易孛特 

PCR 仪 美国 Applied Biosystems 公司 

分析天平 Sartorius 

二氧化碳恒温箱 Thermo Fisher 

NIB900 荧光倒置显微镜 宁波永新光学股份有限公司 

Infinite200 酶标仪 瑞士 Tecan 公司 

倒置荧光显微镜 Leica 

实时荧光定量 PCR 仪 美国 Applied Biosystems  公司 

HH-2 恒温水浴锅 金坛市荣华仪器制造有限公司 

制冰机 Grant 

4.2.2 实验试剂 

表 4-2 实验试剂 

Table 4-2 Experimental reagents 

试剂名称 生产厂家 

PI3K antibody 武汉三鹰生物技术有限公司 

p-PI3K antibody 武汉三鹰生物技术有限公司 

AKT antibody 武汉三鹰生物技术有限公司 

p-AKT antibody 武汉三鹰生物技术有限公司 

mTOR antibody 武汉三鹰生物技术有限公司 

p-mTOR antibody 武汉三鹰生物技术有限公司 

Sirt1 antibody 武汉三鹰生物技术有限公司 

ATG5 antibody 武汉三鹰生物技术有限公司 

LC3 antibody 武汉三鹰生物技术有限公司 

Beclin1 antibody 武汉三鹰生物技术有限公司 

P62 antibody Abcam 

β-actin antibody 武汉三鹰生物技术有限公司 

BCA 蛋白浓度测定试剂盒 武汉三鹰生物技术有限公司 
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4.3 五味子丙素干预的 exosome-miR-181b-5p 对血管内皮细胞自噬及自噬通

路的研究 

4.3.1 细胞培养及分组 

用不完全 DMEM 培养基培养 HUVEC 细胞 24 h，饥饿处理后的细胞保存备用，然

后将 HUVEC 细胞分为五组。空白组：用正常培养条件下巨噬细胞分泌的外泌体刺激

HUVEC 细胞；实验组：将 ox-LDL 处理巨噬细胞分泌的外泌体与 HUVEC 细胞共同培

养；五味子丙素低、中、高剂量组：将不同浓度五味子丙素干预并经 ox-LDL处理巨噬

细胞分泌的外泌体一同作用于 HUVEC 细胞。 

4.3.2 免疫荧光法观察自噬蛋白 Beclin-1 的表达水平 

将 HUVEC 细胞按照 1.5×105 个/皿接种于共聚焦小皿，培养 24 h 后倒掉培养基加

入 PBS 清洗，加入无血清培养基与外泌体混合，24 h 后准备免疫荧光。 

（1）吸出培养液加入 1 mL PBS 洗 3 次，每次 8 min，不断摇晃洗去杂物。  

（2）用 100 μL 固定液固定 30 min。  

（4）固定液处理后，使用 PBS 洗去多余的固定液  

（5）用 0.2%TritonX-100 处理 15 min。  

（6）用 PBS 洗 3 次，每次 5 min。  

（7）5% BSA 以 PBS 为溶质进行配置，在室温环境下封闭非特异性蛋白 1 h。  

（8）按照相应比例稀释一抗， 并将稀释液滴加在细胞表面，放入湿盒中， 4℃冰

箱过夜。所需一抗 Beclin-1。  

（9）次日回收一抗。  

（10）用 PBS 洗 3 次，每次 5 min。  

（11）加入免疫荧光二抗（比例为 1:400）处理 1 h，加入荧光二抗需要避光，后 

续步骤均需进行避光。  

（12）吸出二抗，并用 PBS 清洗 3 次。  

（13）将 DAPI 以（1：1）的比例使用 PBS 稀释，并将稀释好的 DAPI 滴加到细

胞上处理 5 min。  

（14）用 PBS 洗 3 次，每次 5 min。  
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（15）加入抗荧光淬灭剂。  

（16）染色结束后使用激光共聚焦显微镜观察，并采集图像。 

4.3.3 RT-qPCR 检测 HUVEC 细胞中自噬基因 ATG5、LC3mRNA 表达 

RT-qPCR 实验过程同 3.6.2 

以 18s 为内参对照，人源 ATG 5、LC 3 mRNA 引物均由通用生物科技有限公司合

成。 

表 4-3 引物序列 

Table 4-3 primers sequence 

Primer name Sequence (5' to 3') 

ATG 5-F CTGGGCTGGTCTTACTTTGC 

ATG 5-R GGCCAAAGGTTTCAGCTTCA 

LC 3-F AACATGAGCGAGTTGGTCAAG 

LC 3-R GCTCGTAGATGTCCGCGAT 

18s-F AAACGGCTACCACATCCAAG 

18s-R CCTCCAATGGATCCTCGTTA 

4.3.4 Western Blot 检测自噬及自噬通路 PI3K/AKT/mTOR 的表达 

Western Blot 实验过程同 3.4.4 

4.4 自噬及自噬通路 PI3K/AKT/mTOR 受 Sirt1 蛋白调节影响研究 

4.4.1 细胞培养及分组 

转染 Sirt1 的 HUVEC 培养过程同 3.6.3 

4.4.2 RT-qPCR 检测 Sirt1 对下游自噬基因 ATG5、LC3mRNA 表达的影响 

RT-qPCR 实验过程同 3.6.2 

4.4.3 Sirt1 对下游自噬通路蛋白 PI3K/AKT/mTOR 的影响 

Western Blot 实验过程同 3.4.4 
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4.5 统计学分析 

采用 Graph Pad Prism 8 对实验数据进行分析和作图，所有数据都以平均值± 标准

误差平均值（mean ± SEM）来表示。组间差异使用单因素方差分析（ANOVA）， P < 

0.05 表示具有统计学意义。 

4.6 结果与分析 

4.6.1 五味子丙素干预的 exosome-miR-181b-5p 对血管内皮细胞自噬及自噬通路的研究 

4.6.1.1 免疫荧光观察 

Beclin-1 是一重要的自噬调控因子，通过免疫荧光的方法，检测了 HUVEC 细胞中

自噬蛋白 Beclin-1 的表达。结果如图所示，与空白对照组相比，经 ox-LDL 诱导组的

Beclin-1 的表达量明显降低，与模型组相比，给药组能显著提高 ox-LDL 诱导的

HUVEC 细胞中 Beclin-1 的表达量，不同剂量的五味子丙素能显著提高 ox-LDL 诱导的

HUVEC 细胞中 Beclin-1 的表达量。且随着药物浓度不断升高，自噬蛋白 Beclin-1 的表

达量也升高。上述结果表明，五味子丙素能够通过调节细胞中自噬蛋白的表达来促进

细胞自噬的发生。 

 

图 4-1 免疫荧光观察自噬蛋白 Beclin-1 的表达（400×） 

Figure 4-1 Immunofluorescence observation of Beclin-1 expression of autophagy protein (400×) 
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4.6.1.2 RT-qPCR 检测细胞中自噬基因 ATG5、LC3mRNA 的表达 

为进一步验证五味子丙素对 ox-LDL 诱导的 HUVEC 细胞自噬基因的影响，采用

RT-qPCR 技术对细胞中自噬相关基因 ATG5、LC3 的 mRNA 表达水平进行考察。结果

如图所示，与空白组相比，ox-LDL 诱导组的自噬基因 ATG5、LC3 水平显著降低，与

模型组相比，五味子丙素低、中、高剂量给药组均显著提高了自噬基因 ATG5 、

LC3mRNA 的表达水平（如图 4-2 A-B）。结果表明，五味子丙素能够通过促进自噬来

缓解动脉粥样硬化。 

 

图 4-2 自噬基因的表达（A ATG5 mRNA 的表达；B LC3 mRNA 的表达 ） 

Figure 4-2 Autophagy gene expression (A ATG5 mRNA expression; B LC3 mRNA expression) 

注：与正常对照组比较，#P<0.05, ##P<0.01；与 模型组比较，*P<0.05,**P<0.01。  

Note: #P<0.05, ##P<0.01 vs the control group; *P<0.05, **P<0.01 vs the model group. 

 

4.6.1.3 PI3K/AKT/mTOR 自噬信号通路的确证 

PI3K/AKT/mTOR通路是一条重要的信号传导通路，参与调控细胞生长、增殖和存

活等生物学过程。这条通路的活化会抑制自噬的进行，而抑制 PI3K/AKT/mTOR 通路

则会促进自噬的发生。采用 Western blot 检测五味子丙素是否通过自噬信号通路

PI3K/AKT/mTOR 发挥促进自噬的作用，结果如图所示，与空白对照组相比，经 ox-

LDL诱导后，PI3K/AKT/mTOR信号通路被活化，抑制 HUVEC细胞自噬，经不同浓度

五味子丙素干预后，PI3K/AKT/mTOR 信号通路的活化被抑制，促进 HUVEC 细胞自噬

的发生（如图 4-3 A-C）。结果表明，五味子丙素确实是通过 PI3K/AKT/mTOR 通路发

挥促进自噬作用。 
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图 4-3 PI3K/AKT/mTOR 通路蛋白的表达（A PI3K 及 p-PI3K 的蛋白表达；B AKT 及 p-AKT 的蛋白

表达；C mTOR 及 p-mTOR 的蛋白表达） 

Figure 4-3 Expression of PI3K/AKT/mTOR pathway proteins (A Protein expression of PI3K and p-PI3K; 

B Protein expression of AKT and p-AKT; C Protein expression of mTOR and p-mTOR) 

注：与正常对照组比较，#P<0.05, ##P<0.01；与 模型组比较，*P<0.05,**P<0.01。  

Note: #P<0.05, ##P<0.01 vs the control group; *P<0.05, **P<0.01 vs the model group. 

4.6.1.4 Western blot 检测细胞中自噬蛋白 Beclin-1、LC3 II、ATG5、P62 的表达水平 

Beclin-1是自噬过程中的一个关键蛋白，它在自噬的调控中发挥着重要作用。它参

与形成自噬小体和自噬囊泡的过程。ATG5 是自噬相关基因（autophagy-related gene，

ATG）家族的一个成员，参与自噬囊泡的形成和自噬过程的执行。LC3 是一个与自噬

囊泡膜结合的蛋白，它在自噬过程中经历翻译后修饰（主要是磷酸化和脂质化），从而

转变为 LC3 II 形式。LC3 II 的产生标志着自噬囊泡的形成和自噬过程的进行。p62 在自

噬中的作用是连接废物识别和自噬体形成的关键环节，促进废物降解和细胞内废弃物

的清除。p62的过度堆积可能会导致自噬通路的阻塞，影响自噬囊泡的形成和废物降解

的进行。结果如图所示，与空白对照组比较，模型组细胞中 P62 蛋白表达升高（如图

4-4 B）, Beclin-1、LC3 II、ATG 5 蛋白表达显著降低，提示 ox-LDL 可引发细胞自噬的

阻滞（如图 4-4 C-D）；与模型组相比，五味子丙素不同剂量给药组细胞中 Beclin-1、

LC3 II、ATG 5 蛋白显著升高。五味子丙素不同剂量给药组细胞中 P62 蛋白显著下调。

提示五味子丙素可提高自噬水平，并显著改善自噬通路阻滞现象。 
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图 4-4 自噬蛋白的表达（A Western Blot 显示自噬蛋白表达结果；B P62 蛋白表达水平；C Beclin-1

蛋白表达水平；D ATG5 蛋白表达水平；E LC3 II 蛋白表达水平）  

Figure 4-4 Expression of autophagy protein (A Western Blot showed the expression result of autophagy 

protein; B P62 protein expression level; C Beclin-1 protein expression level; D ATG5 protein expression 

level; E LC3 II protein expression level)  

注：与正常对照组比较，#P<0.05, ##P<0.01；与 模型组比较，*P<0.05,**P<0.01。  

Note: #P<0.05, ##P<0.01 vs the control group; *P<0.05, **P<0.01 vs the model group. 

4.6.2 自噬及自噬通路 PI3K/AKT/mTOR 受 Sirt1 蛋白调节影响研究 

4.6.2.1 RT-qPCR 检测干扰 Sirt1 后对自噬相关基因 ATG5、LC3mRNA 表达的影响 

为探讨靶基因对下游自噬蛋白的影响，通过干扰靶基因 Sirt1，采用 RT-qPCR 检测

下游自噬基因的表达水平。结果如图所示，与 siSirt1 NC 组相比，干扰 Sirt1 后，自噬

基因 ATG5 和 LC3 的表达水平显著降低，而给予五味子干预后 ATG5 和 LC3 的表达水

平显著升高。结果表明靶基因 Sirt1 可以介导 HUVEC 细胞的自噬，五味子丙素可以提

高靶基因 Sirt1 的表达水平来促进自噬（如图 4-5 A-B）。 
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图 4-5 干扰 Sirt1 后对自噬相关基因的表达（A ATG5 mRNA 的表达；B LC3 mRNA 的表达） 

Figure 4-5 The expression of autophagy related genes after interfering with Sirt1 (ATG5 mRNA 

expression; B LC3 mRNA expression) 

注：与正常对照 NC 组比较，#P<0.05, ##P<0.01；与 干扰组比较，*P<0.05,**P<0.01。  

Note: #P<0.05, ##P<0.01 vs the control NC group; *P<0.05, **P<0.01 vs the siSirt1 group. 

4.6.2.2 Western Blot 检测干扰 Sirt1 后 PI3K/AKT/mTOR 通路蛋白的影响 

为探讨Sirt1是否介导PI3K/AKT/mTOR信号通路，通过Western Blot 检测干扰Sirt1

后 PI3K/AKT/mTOR 通路蛋白。结果显示干扰 Sirt1 后，PI3K/AKT/mTOR 信号通路被

活化，抑制 HUVEC 细胞自噬，经不同浓度五味子丙素干预后，PI3K/AKT/mTOR 信号

通路的活化被抑制，促进 HUVEC 细胞自噬的发生。结果表明，五味子丙素确实是通

过调控 Sirt1 蛋白介导 PI3K/AKT/mTOR 通路发挥促进自噬作用，并参与下游分子作用

机制（如图 4-6 A-C）。 

 

图 4-6 干扰 Sirt1 后 PI3K/AKT/mTOR 通路蛋白表达（A PI3K 及 p-PI3K 的蛋白表达；B AKT 及 p-

AKT 的蛋白表达；C mTOR 及 p-mTOR 的蛋白表达） 

Figure 4-6 Expression of PI3K/AKT/mTOR pathway protein after Sirt1 interference (A Protein expression 

of PI3K and p-PI3K; B Protein expression of AKT and p-AKT; C Protein expression of mTOR and p-

mTOR) 

注：与正常对照 NC 组比较，#P<0.05, ##P<0.01；与 干扰组比较，*P<0.05,**P<0.01。  

Note: #P<0.05, ##P<0.01 vs the control NC group; *P<0.05, **P<0.01 vs the siSirt1 group. 
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4.6.2.3 Western Blot 检测干扰 Sirt1 后 Sirt1 的表达水平及对下游自噬蛋白的影响 

通过 Western Blot 检测干扰 Sirt1 后 Sirt1 的表达水平及对下游自噬蛋白的影响，结

果如图所示，与 siSirt1 NC 组相比，干扰 Sirt1 后，Sirt1 的表达水平显著降低；与干扰

Sirt1 组相比，给予五味子丙素干预后，Sirt1 的表达水平显著升高（如图 4-7 B），五味

子丙素可以提高靶蛋白的表达水平。与 siSirt1 NC 组相比，干扰 Sirt1 后， P62 蛋白表

达升高（如图 4-7 C）, Beclin-1、LC3 II、ATG 5 蛋白表达显著降低（如图 4-7 D-F），

提示干扰 Sirt1可引发细胞自噬的阻滞；与干扰 Sirt1组相比，五味子丙素给药组细胞中

Beclin-1、LC3 II、ATG 5蛋白显著升高。五味子丙素给药组细胞中P62蛋白显著下调。

提示五味子丙素可通过提高靶蛋白 Sirt1 的表达来提高自噬水平，并显著改善自噬通路

阻滞现象。具体的机制通路如图 4-8。 

 

图 4-7 干扰 Sirt1 后 Sirt1 的表达水平及对下游自噬蛋白的表达（A Western Blot 显示蛋白表达结果；

B Sirt1 蛋白表达水平；C P62 蛋白表达水平；D Beclin-1 蛋白表达水平；E ATG5 蛋白表达水平；F 

LC3 II 蛋白表达水平） 

Figure 4-7 The expression level of Sirt1 and the expression of downstream autophagy protein after 

interfering with Sirt1 (A Western Blot showed the protein expression results; B Sirt1 protein expression 

level; C P62 protein expression level; D Beclin-1 protein expression level; EATG5 protein expression 

level; F LC3 II protein expression level) 

注：与正常对照 NC 组比较，#P<0.05, ##P<0.01；与 干扰 Sirt1 组比较，*P<0.05,**P<0.01。  

Note: #P<0.05, ##P<0.01 vs the control NC group; *P<0.05, **P<0.01 vs the siSirt1 group. 
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图 4-8 五味子丙素防治动脉粥样硬化的分子机制图  

Figure 4-8 Molecular mechanism diagram of Schisandrin C in preventing atherosclerosis 

 

4.7 本章小结 

动脉粥样硬化的发生与多种危险因素密切相关，包括血管内皮损伤、炎症反应、

脂质代谢异常等。近年来的研究表明，自噬在动脉粥样硬化的进展中起着至关重要的

作用[93]。我们探讨了动脉粥样硬化与自噬之间的关系，并论证了自噬对动脉粥样硬化

发展的可能影响。自噬有助于维持细胞稳态，清除受损蛋白和细胞器，并参与调节细

胞代谢和应激反应。首先，自噬可以清除细胞内的氧化应激产物和炎症因子，从而减

轻血管内皮损伤和炎症反应，有助于减缓动脉粥样硬化的发展。其次，自噬还调节脂

质代谢，通过清除胆固醇和脂质沉积，有助于防止动脉粥样硬化斑块的形成[94]。 

为了探讨五味子丙素对自噬相关通路的影响，我们结合网络药理学，分析了

P13K/AKT/mTOR 信号通路在 ox-LDL 诱导的 HUVECs 细胞中的作用。结果表明，ox-

LDL 可诱导 HUVECs 自噬功能障碍，抑制 LC3 Ⅱ表达，引起内皮损伤，从而导致动脉
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粥样硬化的发生。五味子丙素可以提高 HUVECs 中 LC3 Ⅱ的表达水平，减少 ox-LDL

在 HUVECs 中的积累和 p62 蛋白的水平，从而改善 HUVECs 的自噬流，保护内皮细胞。

研究表明，五味子丙素可以通过调节 PI3K/AKT/mTOR通路的活性来影响自噬。mTOR

在自噬中起着重要的调控作用，是自噬的主要负调控轴。PI3K/AKT/信号通路位于

mTOR 的上游，在调控 mTOR 和自噬中起重要作用。它以中医为指导，通过辨证论治，

通过多种方法调节靶脏器，显示出独特的优势。它能有效治疗复杂的疾病。大量中药

及其有效成分已被证明可靶向 PI3K/AKT/mTOR 信号通路介导的自噬，从而抑制炎症

或自身免疫性疾病。 

mTOR 是自噬的主要负调节轴[95]。而作为 mTOR 上游的 PI3K/AKT/信号通路在调

节 mTOR 以及自噬中发挥重要作用。为探究五味子丙素对自噬相关通路的影响，通过

联合网络药理学分析 P13K/AKT/mTOR在 ox-LDL诱导的 HUVEC细胞中的作用。结果

发现，五味子丙素确实可逆转经 ox-LDL诱导的 HUVEC细胞中 P13K/AKT/mTOR通路

异常激活状态。提示 P13K/AKT/mTOR 通路是五味子丙素发挥促进自噬及自噬通量的

有效途径。 

结果表明，Sirt1 介导的细胞自噬在动脉粥样硬化的发病机制中起着至关重要的作

用，五味子丙素通过 P13K/AKT/mTOR 促进自噬、下调炎性因子释放来改善动脉粥样

硬化。 
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第 5 章 总结与展望  

5.1 结论  

中药活性成分五味子丙素通过调节外泌体 miR-181b-5p 的释放，调控外泌体

miRNA 跨细胞介导心血管内皮细胞的自噬，进而起到防治动脉粥样硬化性疾病的作用；

基于高效液相分析联合网络药理学和分子对接技术预测五味子丙素可能发挥作用的通

路，发现了五味子丙素可能通过 PI3K/AKT/mTOR 信号通路促进自噬从而发挥抗动脉

粥样硬化的作用机制。阐明五味子丙素防治动脉粥样硬化性心血管疾病的微观生物学

基础，揭示五味子丙素防治动脉粥样硬化的科学内涵。为动脉粥样硬化性心血管疾病

的防治提供参考依据和可能的策略，为类似特性的中药活性成分防治心血管疾病的作

用机制阐释提供新的研究方向和思路。 

主要发现总结如下：  

（1）五味子治疗动脉粥样硬化具有多靶点、多通路的特点。 

（2）五味子丙素能够显著改善 ox-LDL 诱导的血管内皮细胞损伤以及炎症反应。 

（3）五味子丙素通过调控巨噬细胞外泌体 miR-181b-5p 释放，调节 Sirt1 介导的

PI3K/AKT/mTOR 自噬通路防治动脉粥样硬化。 

（4）从微观角度揭示五味子丙素改善脂质紊乱条件下动脉粥样硬化的发生、发展

的科学内涵。 

5.2 展望  

（1）关于五味子丙素调节外泌体释放途径的方式，本研究并未详细探讨，未来将

深入探讨外泌体释放机制。 

（2）关于五味子丙素通过 miR-181b-5p/Sirt1 自噬途径防治动脉粥样硬化的作用机

制研究仅停留在细胞水平，未来将在动物层面进行深度探究。  
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学习了许多关于实验的东西，也为后来的实验生涯夯实了基础。同时我也在宿州学院
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研究生生涯即将结束，我还要感谢我的家人，是他们一直支持我，鼓励我，让我

能有现在的收获。最后，我还要感谢在我无助的时候一直陪伴在我身边的于文祥先生，
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