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槲皮素通过FOXO1介导自噬抑制
ox-LDL诱导泡沫细胞脂滴形成*
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摘要 目的　探讨槲皮素对氧化低密度脂蛋白（ox-LDL）诱导的泡沫细胞脂滴形成的影响及作用机制。方法　用50 mg/L

的ox-LDL诱导小鼠RAW264.7细胞构建泡沫细胞模型，分别用不同浓度的槲皮素处理不同时间后，通过CCK8筛选槲皮素

最佳作用浓度和时间。基于构建的泡沫细胞模型，在添加或不添加AS1842856（FOXO1抑制剂）的情况下，用槲皮素处理

后，通过油红O染色观察脂滴形成，通过流式细胞术检测细胞凋亡；通过免疫印迹法（Western blot）检测各组细胞FOXO1

蛋白表达水平；通过吖啶橙染色观察自噬小体形成情况；通过实时荧光定量PCR（qRT-PCR）和Western blot检测各组细胞

Beclin1、LC3II和P62的mRNA和蛋白质表达水平。结果　100 μmol/L槲皮素干预12 h后，泡沫细胞脂滴形成和细胞凋亡被

显著抑制（P<0.05）。与对照组相比，模型组细胞脂滴形成和细胞凋亡增加（P<0.05），自噬小体减少（P<0.05），FOXO1蛋白表

达减少（P<0.05），Beclin1和LC3II蛋白的mRNA和蛋白质表达水平均显著下降（P<0.05），P62的mRNA和蛋白质表达水平显

著增加（P<0.05）。与模型组相比，槲皮素处理上调 FOXO1 蛋白表达 （P<0.05），诱导自噬小体形成 （P<0.05），促进

Beclin1和LC3II的蛋白质和mRNA表达水平（P<0.05），抑制P62的蛋白质和mRNA表达水平（P<0.05）。而FOXO1抑制剂

会逆转槲皮素对ox-LDL诱导的泡沫细胞的作用效果。结论　槲皮素通过上调FOXO1的表达诱导自噬，抑制ox-LDL诱导的

脂滴形成。
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高脂血症是指脂质代谢异常导致血清中一种或

多种脂质水平高于正常水平的疾病，现代医学称之

为血脂异常，可诱发肥胖、糖尿病以及冠心病、高

血压等心脑血管疾病，每年导致全球数百万人死

亡［1］。在心血管疾病中，动脉粥样硬化最为常见。

动脉粥样硬化起始于受损的动脉壁内膜，当受损的

动脉壁发出化学信号，血液来源的单核细胞会分化

为不同的巨噬细胞亚群，并在细胞因子的复杂环境

下进一步分化为过量负载胆固醇的泡沫细胞，进而

在动脉管壁形成粥样斑块［2］。研究表明，自噬在

维持细胞脂质稳态中起着关键作用，其失调与动脉

粥样硬化的发生发展密切相关。自噬能将多余的胆

固醇以胆固醇酯的形式储存在脂滴中，传递给溶酶

体，在溶酶体中被酸性脂肪酶水解成游离胆固醇，

并从细胞中排出，从而防止巨噬细胞中胆固醇积聚

的有害影响［3］。

草药在抑制氧化低密度脂蛋白（ox-LDL）诱

导的泡沫细胞形成方面具有巨大潜力。槲皮素

（quercetin）是一种天然的糖基化类黄酮，广泛存

在于植物的花、果实、蔬菜、茶等多种天然植物

中，能增强肝细胞的自噬作用，降低非酒精性因素

引起的小鼠肝脏脂滴沉积［4］。槲皮素还可以增加

自 噬 调 节 的 主 要 介 体 叉 头 盒 转 录 因 子 O1

（forkhead box O1，FOXO1） 的表达和转录活性，

诱 导 自 噬［5］ 。 Cao 等［6］ 通 过 ox-LDL 诱 导

RAW264.7细胞建立体外泡沫细胞模型，发现泡沫

细胞中自噬相关蛋白LC3II/I、Beclin1的表达降低，

而槲皮素干预可以通过促进自噬减少脂质累积和衰
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老表型，但槲皮素能否通过FOXO1介导泡沫细胞

的自噬作用尚未有研究。因此，本研究用 ox-LDL

诱导RAW 264.7小鼠单核巨噬细胞白血病细胞构建

泡沫细胞模型，观察槲皮素对泡沫细胞模型细胞自

噬及脂滴形成的影响并探究其作用机制。

1　材料与方法

1.1　实验材料

小鼠单核巨噬细胞白血病细胞RAW 264.7来自

中国科学院细胞库。槲皮素（中国 aladdin公司），

ox-LDL、抗体 Beclin-1、抗体 LC3II、抗体 P62、

抗体FOXO1、CCK8试剂盒、油红O染色液（中国

Bioswamp 公司），DMEM （美国 Hyclone 公司），

胎牛血清（美国Gibco公司），吖啶橙荧光染色检

测 试 剂 盒 （北 京 雷 根 生 物 技 术 有 限 公 司），

AnnexinV-FITC/PI 凋亡检测试剂盒 （美国 BD 公

司），AS1842856（美国MCE公司）。

正置显微镜（德国 Leica 公司），流式细胞仪

（美国BECKMAN公司），全自动化学发光分析仪

（中国天能源科技有限公司）。

1.2　泡沫细胞模型构建

将冻存的细胞从液氮罐中取出后，37℃水浴，

使细胞迅速融化。将细胞悬液吸至离心管中，       

1 000 r/min离心 3 min，弃上清，细胞重新悬浮于

1 ml DMEM培养基中，再转移至培养瓶中，加入

4 ml 含 10% 血清的新鲜培养基，置于 37℃ 、

5%CO2的培养箱内培养。在RAW 264.7细胞培养基

中，加入 ox-LDL （终浓度为 50 mg/L）培养 24 h，

构建泡沫细胞模型。

1.3　CCK8法
收集对数期的细胞，分于 96孔板，细胞密度

5×103/孔，置37℃、5% CO2培养箱中培养过夜，使

细胞贴壁。分别添加 5、 10、 50、 100、 200 和        

500 μmol/L 槲皮素培养 0、12、24、48 h；取出细

胞培养板，向每孔加入 10 μl CCK8 溶液，继续培

养4 h。使用酶标仪在450 nm处测量各孔的吸光度

值（A450）。

1.4　细胞处理方式

将细胞分为对照组、模型组、处理组。对照组

细胞不进行干预处理，模型组采用 ox-LDL 诱导，

处理组在添加或不添加 FOXO1抑制剂AS1842856

（100 nmol/L）的情况下，采用 100 μmol/L 槲皮素

干预12 h ［7］。

1.5　油红O染色

收集各组细胞，小心倒去培养液，PBS 漂洗   

1次，用10%甲醛溶液固定10 min。将油红O染液

置于65℃恒温箱中预热。用PBS漂洗细胞2次，加

入预热后的油红 O 染液，在 65℃恒温箱中染色       

30 min。80%丙二醇分化1 min，在显微镜下观察，

至背景接近于无色为止。用PBS漂洗细胞3次，于

显微镜下观察染色情况。

1.6　流式细胞术

收集各组细胞，取1×106个培养基重悬的细胞，

400g，4℃离心 5 min，弃上清。加入 1 ml 预冷

PBS，轻轻吹打混匀细胞，400g，4℃离心 5 min，

弃上清。将细胞重悬于 200 μl PBS，加入 10 μl 

Annexin V-FITC和10 μl PI，轻轻混匀，4℃避光孵

育30 min。加入300 μl PBS，随即进行流式检测。

1.7　吖啶橙染色

取 AO Stain Buffer 和 AO Stain，按照 19∶1 的

比例配制工作液。取 1 ml 工作液覆盖细胞，室温

避光染色 15 min。弃去染色液，PBS 清洗细胞       

2次，1 min/次。于激发滤光片波长488 nm，阻断滤

光片波长515 nm的荧光显微镜下观察。形成自噬小

体的细胞经吖啶橙染色可观察到红黄色点状体。

1.8　免疫印迹法（Western blot）
RIPA 裂解液裂解细胞，提取细胞总蛋白质。

根据BCA蛋白质定量结果上样，10% SDS聚丙烯

酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）分离 2.5 h，转膜后，

5% 脱 脂 奶 粉 室 温 封 闭 1 h。 4℃ 下 分 别 孵 育

Beclin1、LC3II、P62 和 FOXO1 一抗（稀释比 1∶  

1 000）过夜，PBS洗膜3次。室温孵育二抗（稀释

比1∶20 000） 1 h，PBS洗膜3次，ECL曝光显影。

1.9　实时荧光定量PCR（qRT-PCR）
收集分组处理后的细胞，使用 TRIzol 试剂提

取总RNA，逆转录酶试剂盒制备cDNA。使用以下

热循环条件：95℃ 3 min，然后 95℃ 5 s，56℃     

10 s，72℃ 25 s，共 40 个循环。使用以下引物：

Beclin1-F，CTGACAGACAAATCTAAGG，Beclin1-R，

AGGGAAGACAAAAACG；LC3II-F，CATCCAA-

CCAAAATCC， LC3II-R， TCTCACTCTCATACA-

CCTCT； P62-F， AAGAGAAAAAAGAGTGCCG，

P62-R，TCAGACAGGTGCCCGA；GAPDH-F，C-

CTTCCGTGTTCCTAC，GAPDH-R：GACAACCT-

GGTCCTCA。

1.10　统计分析

SPSS 22.0统计软件用于数据统计分析，计量
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数据 x±s 表示，均进行 3 次重复实验，采用

Student’s t test分析组间差异，单因素方差分析多

组间差异，P<0.05 具有统计学意义。差异有统计

学意义。

2　结 果

2.1　槲皮素作用浓度及作用时间筛选

如图 1所示，与 0 h相比，12、24和 48 h培养

条件下，ox-LDL处理的细胞增殖能力整体呈上升

状态；与 48 h 相比，12 和 24 h 培养条件下，ox-

LDL 处理的细胞增殖能力整体呈上升状态。采用

不同浓度 （5、10、50、100、200 和 500 μmol/L）

槲皮素处理细胞 12 h 后，槲皮素作用浓度为      

100 μmol/L 时细胞增殖能力最强。因此，选择  

100 μmol/L槲皮素干预12 h为后续实验条件。

2.2　槲皮素抑制ox-LDL诱导的泡沫细胞凋亡和脂

滴形成

如图2所示，相较于对照组，模型组部分细胞

出现红色着色的脂滴，细胞凋亡率显著增加（P<

0.05）。而与模型组相比，槲皮素组细胞红色着色

的脂滴减少，细胞凋亡率显著下降（P<0.05）。

2.3　槲皮素诱导ox-LDL诱导的泡沫细胞中自噬小

体形成

如图3所示，相较于对照组，模型组细胞红黄

色点状减少，自噬小体减少，Beclin1、LC3II蛋白

表达水平显著降低（P<0.05），P62 蛋白表达水平

显著升高（P<0.05）。与模型组比较，槲皮素组红

黄色点状体增多，自噬小体增加，Beclin1、LC3II

蛋白表达水平显著升高（P<0.05），P62 蛋白表达

水平显著降低（P<0.05）。

Fig. 1　Changes in cell proliferation ability after treatment 
with different concentrations of quercetin were detected by 

CCK8 assay
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Fig. 2　Effects of quercetin on fat droplet formation and cell apoptosis
(a) Effects of quercetin on fat droplet formation in ox-LDL induced foam cells observed by oil red O staining (×400). (b) Effects of quercetin on cell 

apoptosis in ox-LDL induced foam cells detected by Flow cytometry. *P<0.05.
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2.4　FOXO1抑制剂逆转了槲皮素处理的泡沫细胞

中FOXO1的蛋白质表达水平

如图 4 所示，与对照组比较，模型组 FOXO1

蛋白表达水平显著降低（P<0.05）。与模型组比较，

槲皮素组 FOXO1 蛋白表达水平明显升高 （P<

0.05）。与槲皮素组比较，槲皮素与FOXO1抑制剂

共处理后逆转了细胞中FOXO1的蛋白质表达水平

（P<0.05）。

2.5　FOXO1抑制剂逆转了槲皮素处理的泡沫细胞

中的脂滴和自噬小体形成

如图5所示，与对照组比较，模型组细胞脂滴

增多，自噬小体减少。与模型组比较，槲皮素组脂

滴减少，自噬小体增加。与槲皮素组比较，槲皮素

与FOXO1抑制剂共处理后细胞逆转了脂滴和自噬

小体的形成。
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Fig. 3　Effects of quercetin on autophagosome formation and autophagy related protein expression levels
(a) Effects of quercetin on autophagosome in ox-LDL induced foam cells observed by acridine orange staining (×200). (b) Effects of quercetin on 

protein expression levels of Beclin1, LC3II and P62 in ox-LDL induced foam cells detected by Western blot. *P<0.05.

Control Model Quercetin

C
on

tro
l

M
od

el

Q
ue

rc
et

in

C
on

tro
l

M
od

el

Q
ue

rc
et

in

Q
ue

rc
et

in
+A

S18
42

85
6

C
on

tro
l

M
od

el

Q
ue

rc
et

in

Q
ue

rc
et

in
+A

S18
42

85
6

0.8

0.6

0.4

R
el

at
iv

e 
p

ro
te

in
 l

ev
el

 o
f 

F
O

X
O

1

0.2

0

FOXO1

GAPDH

FOXO1

GAPDH

0.1

0.2

R
el

at
iv

e 
p

ro
te

in
 l

ev
el

 o
f 

F
O

X
O

1

0.3

0.4

0.5

0

*

*

*
*

*

ku

74

36

ku

74

36

Fig. 4　Effects of quercetin with or without AS1842856 on FOXO1 protein expression in ox-LDL induced foam cells 
detected by Western blot

*P<0.05.
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2.6　FOXO1抑制剂逆转了槲皮素处理的泡沫细胞

中自噬蛋白表达

如图 6所示，与对照组比较，模型组Beclin1、

LC3II 的 mRNA 和蛋白质表达水平显著下降 （P<

0.05），P62 的 mRNA 和蛋白质表达水平显著升高

（P<0.05）。与模型组比较，槲皮素组 Beclin1、

LC3II 的 mRNA 和蛋白质表达水平显著升高 （P<

0.05），P62 的 mRNA 和蛋白质表达水平显著下降
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Fig. 6　Effects of quercetin with or without AS1842856 on mRNA and protein expression levels of Beclin1, LC3II and 
P62 in ox-LDL induced foam cells
(a) qRT-PCR, (b) Western blot. *P<0.05.

(a) Control Model Quercetin Quercetin+AS1842856

(b) Control Model Quercetin Quercetin+AS1842856

Fig. 5　Reverse effects of AS1842856 on fat droplet formation and autophagosome treated by quercetin
(a) Effects of quercetin with or without AS1842856 on fat droplet formation in ox-LDL induced foam cells observed by oil red O staining (×400).    

(b) Effects of quercetin with or without AS1842856 on autophagosome in ox-LDL induced foam cells observed by acridine orange staining (×200).
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（P<0.05）。与槲皮素组比较，槲皮素与 FOXO1抑

制剂共处理后逆转了细胞中 Beclin1、LC3II、P62

的mRNA和蛋白质表达水平（P<0.05）。

3　讨 论

血液单核细胞进入血管内膜分化为巨噬细胞，

通过清除受体或吞噬聚集的脂蛋白，吸收修饰的脂

蛋白，产生胆固醇充盈的巨噬细胞。而当机体出现

血脂代谢异常时，ox-LDL 不断被巨噬细胞摄取，

大量胆固醇会在巨噬细胞中积累并转化为泡沫细

胞［8］。在晚期动脉粥样硬化病变中，泡沫细胞经

常发生凋亡或坏死，产生局部血栓阻碍血液流

动［9］。因此，抑制巨噬细胞衍生泡沫细胞的形成

可能是预防和减轻动脉粥样硬化的一种有前景的策

略。作为可能是最广泛和已知的自然衍生的黄酮

醇，槲皮素能够逆转高脂血症的影响，促进储存的

胆固醇外排，减少泡沫细胞的形成［10］。本研究中，

ox-LDL诱导泡沫细胞中形成的脂滴增多，细胞凋

亡率增加，槲皮素处理逆转了ox-LDL的诱导作用。

这说明槲皮素能够抑制泡沫细胞脂滴的形成和细胞

凋亡，减少动脉粥样硬化等心血管病的对机体的

危害。

自噬是细胞自我修复的一种形式，抑制冠状动

脉和人脐静脉内皮细胞的异常自噬，能减少巨噬细

胞凋亡和坏死，维持动脉斑块的稳定性［11］。LC3

和Beclin-1是监测自噬的有效生物标志物。Beclin1

是自噬途径中影响自噬体形成的关键蛋白质，定位

于吞噬泡，促进自噬体的成熟，调控自噬的发生和

发展。LC3是明确贯穿整个自噬过程并出现在晚期

自噬溶酶体中的自噬相关蛋白，LC3 的 C 端被

ATG4加工生成LC3I，进而与磷脂酞乙醇胺的结合

转化为LC3II，代表自噬的启动［12］。P62通过偶联

于LC3，作为调节因子参与自噬体的构成，在自噬

的中晚期被降解。LC3II升高，P62同时降低，表

明自噬增强［13］。Robichaud等［14］研究发现，动脉

粥样硬化期间动脉泡沫细胞群的自噬受损，但可以

通过药理手段挽救，以促进反向胆固醇转运和动脉

粥样硬化斑块的消退。Zhou等［15］通过实验发现，

ox-LDL刺激下的内皮细胞中，LC3II/I比和Beclin1

蛋白的表达下降，P62蛋白的表达增加，自噬体的

形成减少，自噬途径被抑制。自噬抑制降低了槲皮

素的保护作用，而槲皮素通过下调 P62 和激活

Beclin1 和 LC3II 来刺激自噬［16］。因此，自噬可作

为槲皮素在人类疾病中的保护作用的分子靶点。本

研究中，槲皮素处理逆转了 ox-LDL诱导的泡沫细

胞自噬抑制，细胞中自噬小体增多，Beclin1 和

LC3II蛋白表达上调，P62蛋白表达下调。这说明

槲皮素在泡沫细胞自噬受到抑制时发挥促自噬作

用，调控自噬蛋白促进自噬小体生成，减轻机体

损伤。

研究表明，FOXO1 是 FOXO 家族的一种转录

因子，是不同细胞类型和疾病条件下自噬的关键介

质。在骨形成中，过表达FOXO1启动了自噬诱导，

与自噬相关蛋白7的相互作用增强。相反，FOXO1

敲除阻碍了 FOXO1与自噬相关蛋白 7结合，导致

自噬活性受损［17］。此外，激活FOXO1表达，会上

调哺乳动物脂肪细胞中溶酶体脂肪酶的表达，以及

上调小鼠脂肪细胞中脂肪甘油三酯脂肪酶的表达，

促进脂质分解代谢［18］。AS1842856是FOXO1抑制

剂，添加AS1842856后，细胞中FOXO1活性被抑

制。FOXO1通路功能异常会导致多种代谢性疾病，

包括糖尿病、肥胖症和动脉粥样硬化等。在 ox-

LDL 处理的血管平滑肌细胞和颈动脉粥样硬化患

者的血清样本中，FOXO1 mRNA和蛋白质的表达

均显著降低［19］。本研究中，ox-LDL诱导的泡沫细

胞中FOXO1蛋白表达下降，槲皮素处理后FOXO1

蛋白表达被上调。AS1842856和槲皮素共处理后，

泡沫细胞中自噬小体减少，Beclin1和LC3II蛋白表

达下降，P62蛋白表达上调，脂滴形成减少。这说

明槲皮素可能通过介导FOXO1蛋白调控泡沫细胞

自噬，抑制脂滴增多。

4　结 论

自噬在动脉粥样硬化中发挥重要作用。槲皮素

作为有效的治疗药物，可通过上调FOXO1蛋白表

达，促进细胞自噬，进而抑制 ox-LDL诱导的泡沫

细胞脂质过度积累。
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Quercetin Inhibits Lipid Droplet Formation in ox-LDL-induced Foam Cells 
Through FOXO1-mediated Autophagy*
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Abstract　Objective  The aim of this study was to investigate the effect and mechanism of quercetin on lipid 
droplet formation in foam cells induced by oxidized low-density lipoprotein (ox-LDL). Methods  Mouse 
RAW264.7 cells were induced by 50 mg/L ox-LDL to construct a foam cell model. After different quercetin 
concentrations were treated for different time, the optimal quercetin concentration and time were screened by 
CCK8 assay. Based on the constructed foam cell model, the formation of fat droplets was observed by oil red O 
staining after quercetin treatment with or without AS1842856 (FOXO1 inhibitor). Apoptosis was detected by flow 
cytometry. The protein expression of FOXO1 in each group was detected by Western blot. Autophagosome 
formation was observed by acridine orange staining. The mRNA and protein expression levels of Beclin1, LC3II 
and P62 were detected by qRT-PCR and Western blot. Results  After being treated with 100 μmol/L quercetin for 
12 h, the formation of fat droplets and apoptosis of foam cells were inhibited (P<0.05). Compared with control 
group, there was an increase in fat droplet formation and apoptosis (P<0.05), a decrease in autophagosome (P<
0.05), a decrease in FOXO1 protein expression (P<0.05), a decrease in Beclin1 and LC3II protein and mRNA 
expression levels (P<0.05), and the expression levels of P62 protein and mRNA were found to be increased (P<
0.05) in model group. Compared with model group, quercetin treatment up-regulated FOXO1 protein expression 
(P<0.05), induced autophagosome formation (P<0.05), promoted the protein and mRNA expression levels of 
Beclin1 and LC3II (P<0.05), and inhibited the protein and mRNA expression levels of P62 (P<0.05). In addition, 
treatment with the FOXO1 inhibitor AS1842856 reversed quercetin’s effect on OX-LDL-induced foam cells.
Conclusion  Quercetin induced autophagy by upregulating FOXO1 expression and inhibited fat droplet 
formation induced by OX-LDL.
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