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摘 要：【目的】探讨花色苷单体矢车菊素-3-葡萄糖苷（Cy-3-g）对血小板分泌的炎症相关因子，及对血小板

趋化因子诱导的单核细胞迁移的影响。【方法】健康人纯化血小板分别与不同浓度 Cy-3-g（0、0.5、5、50 μmol/L）孵

育，酶联免疫吸附法（ELISA）检测血小板分泌的上清液中 TGF-β1、β-TG、CCL5的水平；不同浓度Cy-3-g与健康人

外周静脉血共同孵育 60 min，流式细胞仪检测白细胞表面的CCR5水平；使用Calcein AM标记 THP-1细胞，然后与

不同浓度Cy-3-g孵育后的纯化血小板上清共同作用 120 min，于显微镜下观察细胞迁移情况；将THP-1细胞株分别

与不同浓度 Cy-3-g 和 CCR5抑制剂Maraviroc 干预 60 min，然后和重组蛋白分子 CCL5（100 nmol/L）共同作用 120
min，显微镜观察细胞迁移情况。【结果】与对照组相比，5、50 μmol/L 的Cy-3-g能显著抑制纯化血小板分泌的 TGF-
β1、β-TG、CCL5与白细胞表面CCR5水平（P<0.05）；同时，5 μmol/L和 50 μmol/L的Cy-3-g能显著抑制血小板上清诱

导的 THP-1细胞的迁移（P<0.05）；Cy-3-g也可显著抑制重组蛋白分子 CCL5诱导的 THP-1细胞的迁移（P<0.05）。

【结论】花色苷Cy-3-g可以在体外通过抑制CCL5/CCR5介导的 THP-1细胞迁移而有效抑制炎症，为花色苷抗炎及

防治心血管疾病提供新的思路。
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Abstract：【Objective】To evaluate the effects of anthocyanin cyanidin-3-o-β-glucoside（Cy-3-g）on monocyte migra⁃
tion mediated by platelet derived factors in vitro.【Methods】Thrombin-activated human gel-filtered platelets were incubated
with different concentrations（0，0.5，5 or 50 μmol/L）of Cy-3-g. The level of TGF-β1，β-TG，CCL5 in platelet superna⁃
tant was determined by ELISA. The peripheral venous blood from healthy volunteers were incubated with different concentra⁃
tions of Cy-3-g. The expression of CCR5 on leukocytes was detected by flow cytometer. Calcein AM labeled THP-1 cells
were incubated with the releasates of Cy-3-g-treated gel-filtered platelets for 120 min，and then the number of the THP-1
cells were counted by a microscope. Moreover，THP-1 cells were pre-incubated with different concentrations of Cy-3-g with
or without CCR5 inhibitor maraviroc（200 μmol/L）for 60 min，then treated with recombinant CCL5（100 nmol/L）for 120
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血小板作为一种多功能的细胞，在动脉粥样

硬化的发生、发展等全过程中都发挥重要作用。

血小板在活化之后分泌大量的细胞因子和趋化因

子，如β-TG、TGF-β1、CCL5等，从而与白细胞、内

皮细胞和血管平滑肌细胞等多种细胞相互作用，

诱导白细胞活化、黏附、迁移以及血小板-白细胞

聚合物的形成，促进炎症细胞招募至炎症病灶处

的内皮细胞表面，参与血管炎症的病理过程［1-2］。

大量证据表明血小板趋化因子在炎症反应中起重

要作用，与动脉粥样硬化的发生发展关系密切。

其中 C-C 类趋化因子配体 5（C- C chemokine li⁃
gand 5，CCL5）主要来源于血小板，但在 T细胞等

其他细胞也有少量分泌［3-5］。而 C-C类趋化因子

受体 5（C-C chemokine receptor 5，CCR5）是主要

表达于单核细胞和巨噬细胞表面的一种受体，在

与血小板趋化因子 CCL5特异性结合后，介导单

核细胞的定向迁移以及黏附，并且可以促进巨噬

细胞泡沫化，参与炎症及动脉斑块的形成［6］。花

色苷是广泛存在于天然植物中的一类黄酮类植

物化合物，也是一种水溶性的天然色素，在一些

紫红色或者黑色等深色植物中含量十分丰富。

矢车菊素 -3-葡萄糖苷（Cyanidin-3-glucoside，
Cy-3-g）是花色苷中的一种重要单体［7-8］。研究

发现，花色苷及其提取物可以降低心血管疾病的

发病风险，与其抗炎作用密切相关。在我们的前

期人群研究中，花色苷显著降低血小板相关炎症

因子［9］。本研究将以血小板趋化因子 CCL5作为

切入点，在体外探讨花色苷对血小板分泌的细胞

因子、白细胞上趋化因子受体，以及血小板与白

细胞之间相互作用的影响，将为植物化学物花

色苷抗炎抗动脉粥样硬化提供新的理论与实验

依据。

1 材料与方法

1.1 健康志愿者

于中山大学校内招募了 16名健康志愿者（男

性 8人，女性 8人）。健康志愿者要求至少 2 周以

内未服用任何抗凝或抗血小板药物，未摄入富含

花色苷的水果、蔬菜和果汁饮料等，以及无嗜酒、

吸烟等习惯。所有志愿者均对试验方式知情且签

署知情同意书。

1.2 药物和试剂

矢车菊素-3-葡萄糖苷（Cy-3-g）购自挪威

Polyphenol AS公司；β-TG ELISA检测试剂盒购自

上海蓝基公司；TGF-β1 ELISA 检测试剂盒购自

R&D Systems；CXCL5 ELISA检测试剂盒购自Mil⁃
lipore 公司；抗人 CCR5 APC、小鼠 IgG1 K 同种型

对照 APC 均购自 eBioscience 公司；凝血酶购自

Sigma 公司；重组人 RANTES（CCL5）购自 PeproT⁃
ech 公司；人 CCR5 抗体购自 R&D Systems 公司；

Maraviroc 购 自 MedChem Express 公 司 ；R/MINI-
1640 培养基、胎牛血清购自 Gibco 公司；Tran⁃
swell 小室购自 Millipore 公司；酶标仪购自 Bio-
Tek instrument Inc；Gallios 流式细胞仪购自 Beck⁃
man 公司；POLARstar OPTIMA 荧光酶标仪购自

BMG公司。

1.3 纯化血小板分泌的 β-TG、TGF-β1的水平

检测

1.3.1 纯化血小板的制备 采用静脉穿刺抽取健

康志愿者外周静脉血 10 mL于ACD抗凝管中。将

采集的全血以 1 000 r/min（r=8.5 cm）转速室温离

心 7 min，上清转移至新的EP管中，得到富血小板

血浆（Platelet Rich Plasma，PRP）。再将 PRP 于

min. The number of the THP-1 cells were counted as well.【Results】Cy-3-g significantly inhibited platelet TGF-β1，β-
TG，CCL5 secretion and decreased CCR5 expression of leukocytes compared with the control（P<0.05）. Moreover，the sig⁃
nificant inhibitory effects of Cy-3-g on THP-1 cell migration toward the releasates of Cy-3-g-treated platelets were also ob⁃
served（P<0.05）. In addition，THP-1 cell migration toward recombinant CCL5 was significantly suppressed by Cy- 3-g.
【Conclusions】Anthocyanin Cy-3-g inhibited inflammation of atherosclerosis by platelet TGF-β1，β-TG，CCL5 secretion
and CCL5-mediated monocyte migration. Our results provided new ideas for prevention and treatment of atherosclerosis.

Key words：anthocyanin；platelet chemokines；THP-1；CCL5；CCR5
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2018，39（1）：41-47］
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Sepharose 2B 凝胶过滤系统过滤后得到纯化血

小板。

1.3.2 β-TG、TGF-β1 的水平检测 分别用终浓

度为 0、0.5、5、50 μmol/L的Cy-3-g干预血小板，在

37 ℃作用 60 min 后加入终浓度为 0.5 U/mL 的

Thrombin和1 mmol/L 的Ca2+激活纯化血小板5 min，
然后放于冰上终止反应。在 4 ℃，转速为 12 000 r/
min条件下（离心半径 r=8.5 cm）进行离心 15 min，
收集血小板分泌的上清液。用ELISA试剂盒检测

不同浓度的花色苷干预后血小板分泌的上清液中

β-TG、TGF-β1的水平。

1.4 纯化血小板分泌的CCL5的水平检测

分别用终浓度为 0、0.5、5、50 μmol/L的Cy-3-
g干预纯化的血小板，在 37 ℃作用 60 min后加入

终浓度为 0.5 U/mL的 Thrombin和 1 mmol/L的 Ca2+

激活纯化血小板 5 min，然后放于冰上终止反应。

在 4 ℃，转速为 12 000 r/min的条件下进行离心 15
min，收集血小板分泌的上清液。用ELISA试剂盒

检测不同浓度的花色苷干预后血小板分泌的上清

液中CCL5的水平。

1.5 健康人白细胞上CCR5表达的检测

收集健康志愿者外周静脉血于 ACD抗凝管

中。取 50 μL的全血于流式管中，各管分别加入

不同浓度的Cy-3-g。孵育 60 min后，加入终浓度

为 100 μmol/L的 ADP 激活 10 min，加入 10 g/L多

聚甲醛溶液固定 30 min。分别加 CCR5的流式抗

体以及相应的同型对照抗体后，孵育 20 min。后

加入红细胞裂解液作用 15 min。1 700 r/min，加速

度 1，25 ℃离心 10 min后，去上清。每管加入 PBS
再离心 10 min。去上清，再加入 PBS重悬，上机。

采用Gallios 十色流式细胞仪上机检测。

1.6 血小板分泌物诱导的THP-1细胞的迁移

1.6.1 血小板分泌上清液的制备 将纯化血小板

与不同终浓度 Cy-3-g（0、0.5、5、50 μmol/L）孵育

60 min。用 0.5 U/mL的凝血酶和 1 mmol/L的 Ca2+

激活纯化血小板 5 min后放于冰上终止反应。离

心收集活化血小板分泌的上清液。

1.6.2 THP-1细胞的培养 人单核细胞株 THP-1
用含体积分数 90%的R/MINI-1640和 10%胎牛血

清的完全培养在 37 ℃、体积分数 5% CO2、湿度为

95%的培养箱中进行培养。

1.6.3 THP-1 细胞的迁移实验 THP-1 细胞用

10 μmol/L的Calcein AM进行标记 30 min。离心后

弃上清。加入PBS溶液，再离心去上清，彻底洗掉

多余的Calcein AM。各取 100 μL的THP-1细胞于

Transwell小室中，下室加入 600 μL的纯化血小板

分泌的上清液，37 ℃共同作用 120 min。分别收集

下室中的液体，在荧光酶标仪上检测荧光强度。

同时用结晶紫溶液对小室膜进行染色，在显微镜

下随机选 5个视野，计数迁移到膜上的细胞数。

1.7 CCL5诱导的THP-1细胞的迁移

将 THP-1 细胞与不同终浓度的 Cy-3-g 和

200 μmol/L的 CCR5的抑制剂Maraviroc 共同孵育

120 min。将 THP-1 细胞用 10 μmol/L 的 Calcein
AM进行标记，洗掉多余的 Calcein AM。各取 100
μL 的 THP-1 细胞于 Transwell 小室中，下室加入

600 μL的终浓度为 100 nmol/L的CCL5，37 ℃共同

作用 120 min。分别收集下室中的液体，在荧光酶

标仪上检测荧光强度。同时用结晶紫溶液对小室

膜进行染色，在显微镜下随机选 5个视野，计数迁

移到膜上的细胞数。

1.8 数据分析

所有的数据统计分析均采用 SPSS 20.0软件

进行。多组计量资料采用单因素方差分析（ANO⁃
VA），多组比较有统计学意义后采用Dunnett􀆳s t检
验，P<0.05认为差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 花色苷体外抑制健康人纯化血小板分泌 β-
TG、TGF-β1

用不同浓度的花色苷与健康人纯化的血小板

共同孵育 60 min，检测血小板分泌的β-TG、TGF-
β1的水平。结果显示，在与浓度为 5 μmol/L和 50
μmol/L的花色苷共孵育后，血小板分泌的β-TG、

TGF-β1水平均被显著抑制，与对照组相比组间

差异具有统计学意义（P<0.05；图 1）。

2.2 花色苷体外抑制健康人纯化血小板分泌

CCL5

用不同浓度的花色苷在体外孵育健康人纯化

的血小板，检测血小板分泌的CCL5的水平。结果

显示，纯化血小板在被凝血酶激活后，可以分泌大

量的 CCL5；在终浓度为 5 μmol/L 和 50 μmol/L 花

色苷组共孵育后，血小板分泌的CCL5水平均被显

著抑制，与对照组相比组间差异具有统计学意义

（P<0.05；图 2）。
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2.3 花色苷体外抑制健康人白细胞表面CCR5

的表达

用不同浓度的花色苷与健康人外周静脉血共

同孵育 60 min后，检测白细胞表面趋化因子受体

CCR5 的水平。结果显示，5 μmol/L 和 50 μmol/L
的花色苷可以显著抑制白细胞表面 CCR5 的表

达，与对照组相比，差异具有统计学意义（P<0.05；
图 3）。

2.4 花色苷抑制血小板分泌物诱导的THP-1细

胞迁移

健康人纯化血小板与不同浓度的花色苷孵育

后收集上清液，将上清液与 THP-1 细胞共同孵

育，检测 THP-1细胞的迁移率。结果显示，与对

照组相比，5 μmol/L和 50 μmol/L的花色苷孵育后

的血小板上清所诱导的细胞迁移率明显降低，差

异具有统计学意义（P<0.05；图 4）。

The Cy-3-g-treated groups showed a significant reduction of β-TG，TGF-β1 secretion by platelet compared to the control group. n=6/group，
β-TG F=24.06，P<0.001，TGF-β1 F=8.75，P<0.001，1）P<0.05 2）P<0.01 and 3）P<0.001 vs control group by Dunnett􀆳s t-test after ANOVA.

图 1 花色苷抑制健康人纯化血小板β-TG，TGF-β1的释放

Fig.1 Cy-3-g significantly suppressed the level of β-TG，TGF-β1 secreted by platelets
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The treatment of Cy-3-G (5 and 50 μmol/L groups showed a sig⁃
nificant reduction of CCL5 secretion by platelet compared to the con⁃
trol group. n=3/group, F=21.3 P<0.001, 1)P<0.05 and 2)P<0.01 vs

control group by Dunnett’s t-test after ANOVA.
图 2 花色苷抑制健康人纯化血小板CCL5的释放

Fig.2 Cy-3-g significantly suppressed the level of CCL5
secreted by platelets
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The 5 and 50 μmol/L groups showed a significant reduction of
CCR5 expression on leukocyte compared to the control group. n=3/
group，F=9.57 P=0.01，2）P<0.01 vs control group by Dunnett 􀆳 s t-
test after ANOVA.

图 3 花色苷抑制健康人白细胞上CCR5的表达

Fig.3 Cy-3-g inhibited the expression of CCR5 on
leukocyte
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2.5 花色苷抑制CCL5诱导的THP-1细胞迁移

将 THP-1细胞分别与不同浓度的花色苷孵

育，再使用 100 nmol/L的外源性CCL5作为趋化物

诱导 THP-1细胞的迁移。结果显示，与对照组相

比，5 μmol/L 和 50 μmol/L 的花色苷可显著抑制

CCL5所诱导的THP-1细胞的迁移，差异具有统计

学意义（P<0.05；图 5）。

为了进一步验证 CCR5 是否为花色苷抑制

THP-1细胞迁移的靶点之一，我们加入了 CCR5
的特异性抑制剂Maraviroc。如图 5所示，CCR5的

抑制剂Maraviroc也显著抑制 THP-1细胞的迁移

（P<0.05），它与花色苷联合作用时，THP-1细胞的

迁移率明显下降（P<0.05），然而与花色苷单独作

用相比，差异没有统计学意义（图 6）。

3 讨 论

大量研究发现，花色苷及其提取物可以降低

心血管疾病、糖尿病以及肿瘤等疾病的发病风险，

主要归因于其抗炎，抗氧化，调节血脂以及改善内

皮功能等作用［10-11］。我们课题组前期的研究发现

花色苷单体可以显著抑制人和小鼠血小板的活

化、聚集、血小板颗粒物的释放以及血栓的形成；

在高胆固醇血症人群的干预实验中，我们发现花

色苷可以显著降低高胆固醇血症患者血浆中

LDL-C、IL-1β等炎症因子，以及血小板趋化因子

CXCL7、CCL5、CXCL5、CXCL8、CXCL12 和 CCL2
的水平［12-13］，且发现血浆中CCL5水平的变化分别

与炎症因子 IL-1β的变化成正相关关系［9］，说明

200 μmol/L Maraviroc significantly decreased the THP- 1cells
migration toward CCL5，and the combination of 50 μmol/L Cy- 3g
and 200 μmol/L Maraviroc could also decrease them. n=3/group，F=
92.34 P<0.001，3）P<0.001 vs control group by Dunnett􀆳s t-test after
ANOVA.
图 6 Maraviroc对花色苷抑制THP-1细胞迁移的影响

Fig.6 Maraviroc significantly inhibited THP-1cells
migration toward CCL5
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The 5 and 50 μmol/L groups significantly decreased the THP-1
cells migration toward platelet secretory products. n=3/group，F=
47.77 P=0.00，2）P<0.01 and 3）P<0.001 vs control group by Dunnett􀆳s
t-test after ANOVA.
图 4 花色苷抑制血小板分泌物诱导的THP-1细胞迁移

Fig.4 Cy-3-g inhibited THP-1 cells migration toward
platelet secretory products

2）

3）

0 0.5 5 50
Cy-3-g/（μmol/L）

150

100

50

0

cel
lm

igra
tion

rate
/%

2）

3）

0 0.5 5 50
Cy-3-g/（μmol/L）

150

100

50

0

cel
lm

igra
tion

rate
/%

The 5 and 50 μmol/L groups significantly decreased the THP-1
cells migration toward platelet secretory products. n=3/group，F=
24.13 P<0.001，2）P<0.01 and 3）P<0.001 vs control group by Dun⁃
nett􀆳s t-test after ANOVA.

图 5 花色苷抑制CCL5诱导的THP-1细胞的迁移

Fig.5 Cy-3-g inhibited THP-1 cells migration toward
CCL5
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血小板趋化因子可能是花色苷发挥抗炎作用的靶

点之一。

血小板在活化之后分泌大量的细胞因子、趋

化因子以及各种趋化因子受体等，从而与白细胞、

内皮细胞和血管平滑肌细胞等多种细胞相互作

用，诱导白细胞活化、黏附、迁移以及血小板-白
细胞聚合物的形成，促进炎症细胞招募至炎症病

灶和功能紊乱的内皮细胞表面，参与血管炎症的

病理过程［1-2］。血小板趋化因子与白细胞表面受

体的结合，是连接血小板和白细胞的桥梁，在动脉

粥样硬化的炎症细胞的迁移招募中起着关键的作

用。而 CCL5的受体 CCR5主要表达于单核细胞

和巨噬细胞的表面，在与血小板趋化因子CCL5特
异性结合后，介导单核细胞的定向迁移以及黏附，

并且可以促进巨噬细胞泡沫化，参与动脉粥样硬

化的发生发展过程［14-15］。单核细胞在血小板趋化

因子CCL5 的趋化作用下，迁移至内皮炎症部位，

分化成巨噬细胞，再而吞噬胆固醇形成泡沫细

胞。因此动脉粥样硬化灶中的纤维脂质斑形成是

通过单核细胞与巨噬细胞的招募和分化而实现

的［16］。有研究显示，给 Ldlr-/-小鼠进行Ccr5-/-的骨

髓移植，发现动脉斑块中巨噬细胞的积聚减少，斑

块稳定性增加，及病灶部位单核细胞的浸润减少，

说明 CCR5对单核细胞的迁移与黏附，以及巨噬

泡沫细胞的形成相当重要［17］。通过抑制血小板趋

化因子，或者单核细胞上的趋化因子受体，均有可

能削弱血小板和单核细胞之间的这种趋化作用，

从而减少单核细胞的招募，对免疫反应的产生和

慢性炎症的发展起到关键作用。因此，我们首先

选择CCL5及其受体CCR5进行进一步的探讨，研

究花色苷是否可以通过抑制 CCL5与 CCR5相互

作用，从而减弱单核细胞和血小板之间的相互作

用，减轻慢性炎症的发展。

在本研究中我们首次验证了花色苷 Cy-3-g
在体外也可以抑制血小板生长因子 TGF-β1、趋
化因子 β-TG、CCL5 的分泌及白细胞的 CCR5 表

达。而由于 T细胞等也能分泌CCL5，因此我们在

体外将血小板从外周血中纯化分离，然后与花色

苷进行孵育。结果证明纯化血小板可以分泌大量

的CCL5，并且可以被花色苷显著抑制。在高胆固

醇血症等刺激下，血小板被激活，迅速释放一系

列趋化因子等促进炎症因子，将循环中的白细胞

招募到损伤的内皮细胞表面促进炎症反应，并进

一步促使血小板的自身活化，从而放大炎症效应

促进动脉粥样硬化的发展。因此血小板来源的

CCL5对动脉粥样硬化灶中的单核细胞的招募起

关键的作用。为了证明花色苷也可以通过抑制

CCR5 而抑制对 THP-1 细胞的迁移，我们采用

CCL5的重组蛋白分子对THP-1细胞进行诱导，结

果发现，花色苷与 THP-1细胞共孵育后，可以抑

制由CCL5诱导的迁移作用，说明花色苷很可能通

过抑制 CCL5的受体 CCR5而发挥抑制 THP-1细

胞迁移的作用。我们又进一步引入CCR5的抑制

剂Maraviroc 进行干预。结果表明Maraviroc 也可

以显著抑制 THP-1 细胞的迁移，但是花色苷与

Maraviroc的联合作用的结果与花色苷单独作用的

结果相比，差异没有统计学意义。因此我们推测

花色苷极有可能是通过抑制CCR5的表达而抑制

THP-1细胞的迁移，从而减弱对血小板和单核细

胞之间的桥联作用，证明这可能是花色苷减轻炎

症及抗动脉粥样硬化的发展的机制之一。

本研究也存在一定的不足之处：首先我们采

用的人单核细胞株 THP-1，未能在人或鼠静脉血

中分离的单核细胞中验证；其次，白细胞上趋化因

子受体的种类很多，本研究未能全面的研究花色

苷对所有趋化因子受体的作用，以及未能比较花

色苷对哪一个受体的作用最强；第三，受体下游的

信号通路也很复杂，花色苷对白细胞迁移的具体

作用机制仍未十分明确，可以在后续的研究中完

善其机制探索。

综上所述，花色苷 Cy-3-g 在体外可以有效

抑制CCL5/CCR5介导的 THP-1细胞的迁移，从而

为动脉粥样硬化的预防治疗提供了一定的理论

依据。
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