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葡萄糖和厄贝沙坦对单核巨噬细胞系凝集素样氧化型
低密度脂蛋白受体表达的影响

林令君1, 王晓俐1, 吕晓霞2, 张东善3, 张绪洪1

(山东大学附属省立医院 1. 心血管科, 2. 中心实验室, 3. 内科, 山东省济南市 250021)

[关键词] 摇 葡萄糖;摇 厄贝沙坦;摇 巨噬细胞;摇 凝集素样氧化型低密度脂蛋白受体

[摘摇 要] 摇 目的摇 研究不同浓度葡萄糖和厄贝沙坦对人单核巨噬细胞系(THP鄄1)凝集素样氧化型低密度脂蛋白

受体 mRNA 及蛋白表达的影响,并探讨其可能的机制。 方法摇 THP鄄1 细胞经 0郾 16 滋mol / L 佛波酯诱导分化 72 h
后,将细胞分为对照组、不同浓度葡萄糖组(5、8、12 和 15 mmol / L)和厄贝沙坦干预组,葡萄糖组将不同浓度葡萄糖

与诱导分化的巨噬细胞孵育 24 h,厄贝沙坦干预组用厄贝沙坦预先孵育 2 h 后,再加入 15 mmol / L 葡萄糖共同孵育

24 h。 用荧光定量 PCR 和细胞酶联免疫法检测凝集素样氧化型低密度脂蛋白受体 mRNA 和蛋白的表达。 结果摇
与对照组相比,5 mmol / L 葡萄糖组凝集素样氧化型低密度脂蛋白受体 mRNA 及蛋白表达差异无显著性(P >
0郾 05),其余高糖组该受体 mRNA 和蛋白表达明显增加(P < 0郾 05),并且其表达呈浓度依赖性;厄贝沙坦可显著抑

制此作用,使该受体表达明显降低。 结论摇 高糖以浓度依赖方式上调凝集素样氧化型低密度脂蛋白受体 mRNA 和

蛋白的表达,这可能是导致动脉粥样硬化发生的机制之一;厄贝沙坦可显著抑制这一作用,可能在抗动脉粥样硬化

中起作用。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the influence of glucose and irbesartan on expression of lectin鄄like oxidized low
density lipoprotein receptor鄄1(LOX鄄1) mRNA and protein in cultured THP鄄1 cells. 摇 摇 Methods摇 THP鄄1 cells were differ鄄
entiated by incubation with 160 nmol / L PMA for 72 hours. 摇 The cells were divided into three groups: control group, glucose
group (5 mmol / L, 8 mmol / L, 12 mmol / L, 15 mmol / L), irbesartan intervention group. 摇 Then the cells in glucose group
were incubated with several concentrations glucose for 24 hours. 摇 The intervention group was first treated with irbesartan for
2 h, then co鄄incubated with 15 mmol / L glucose for 24 h. 摇 Real time PCR and enzyme鄄linked immunosorbent assay technolo鄄
gy were used to detect LOX鄄1 mRNA and protein expression. 摇 摇 Results摇 Compared with control group,the expression of
LOX鄄1 mRNA and protein showed no significance in 5 mmol / L glucose group(P >0郾 05),but the expression in high glucose
groups increased significantly (P <0郾 05),and the increase was dependent on high glucose concentration. 摇 Irbesartan group
markedly decreased high glucose鄄induced LOX鄄1 mRNA and protein expression. 摇 摇 Conclusion摇 High glucose can upregu鄄
late LOX鄄1 mRNA and protein expression in a concentration鄄dependent manner and may contribute to the pathogenesis of ath鄄
erosclerosis. 摇 Irbesartan can block the effect of high glucose and may produce anti鄄atherosclerosis.
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摇 摇 高血糖是致动脉粥样硬化的危险因素之一,据
统计,约 80%的糖尿病患者死于动脉粥样硬化导致

的并发症[1]。 巨噬细胞通过其表面的清道夫受体

(scavenger receptors,SR)摄取氧化型低密度脂蛋白

(oxidized low density lipoprotein,ox鄄LDL)参与泡沫

细胞的形成,进而在动脉粥样硬化的发生、发展中起

重要作用。 凝集素样氧化型低密度脂蛋白受体 1
(lectin鄄like oxidized low density lipoprotein receptor鄄
1,LOX鄄1)是一种在内皮细胞、巨噬细胞和血管平滑

肌细胞上均有表达的 SR,近年来研究提示巨噬细胞

上 LOX鄄1 可能在动脉粥样硬化形成中起重要作

用[2]。 厄贝沙坦是一种血管紧张素域受体拮抗剂

(angiotensin 域 receptor blocker,ARB),有研究发现

高血糖状态下人主动脉内皮细胞血管紧张素域(an鄄
giotensin 域,Ang域)合成增加,厄贝沙坦能保护内皮

细胞免受高糖所致的损伤,早期应用 ARB 药物治疗

可能对预防糖尿病引起的微血管病变有重要作

用[3]。 厄贝沙坦能否抑制高糖诱导的 LOX鄄1 表达

国内外尚未见相关报道。 本研究通过观察不同浓度

葡萄糖在基因和蛋白两个水平诱导 THP鄄1 细胞

LOX鄄1 表达的情况,以探讨葡萄糖和 LOX鄄1 在动脉

粥样硬化形成和发展中的作用;并观察厄贝沙坦对

其干预作用,以探讨其可能的抗动脉粥样硬化机制。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 主要材料

摇 摇 人单核巨噬细胞株(THP鄄1 细胞)购自中国科

学院上海细胞库,佛波酯(phorbol myristate acetate,
PMA)购自 Sigma 公司,D鄄葡萄糖由省立医院中心实

验室提供,厄贝沙坦由江苏恒瑞制药厂提供,RPMI鄄
1640 培养基购自美国 Hyclone 公司,胎牛血清购自

TBD 公司,Trizol RNA 提取试剂、PCR 引物、逆转录

试剂盒及 PCR 试剂盒均购自大连宝生物公司,兔抗

人 LOX鄄1 多克隆抗体购自 Abcam 公司,山羊抗兔二

抗及酶联物购自北京中杉金桥生物有限公司,其他

试剂均为进口或国产分析纯。
1郾 2摇 细胞培养及实验分组

THP鄄1 细胞置于含 10% 胎牛血清 RPMI鄄1640
培养基中,37益、5% CO2 孵箱内培养。 2 ~ 3 代后

THP鄄1 细胞用于实验。 诱导转化时加 0郾 16 滋mol / L
PMA 作用 72 h 以促使单核细胞分化成巨噬细胞,之
后用 PBS 洗涤两遍,置于无 PMA 及血清的 RPMI鄄
1640 培养液中 24 h,开始进行实验。 实验分为:淤
对照组:培养基;于不同浓度葡萄糖组:分别加入 5、

8、12 和 15 mmol / L 的葡萄糖作用 24 h;盂厄贝沙坦

干预组:加入 1 滋mol / L 的厄贝沙坦预先孵育 2 h
后,再加入 15 mmol / L 葡萄糖孵育 24 h。
1郾 3摇 荧光定量 PCR 检测凝集素样氧化型低密度脂

蛋白受体 mRNA 表达

各组培养皿中分别加入 1 mL Trizol RNA 提取

试剂,按照说明书操作,依次经过氯仿处理,异丙醇

沉淀,75%乙醇洗涤后,略干燥,溶于 DEPC 处理水。
经核酸紫外分析仪检测,确定样品中 RNA 纯度

(A260 / A280为 1郾 80 ~ 2郾 0)和浓度。 按照反转录试剂

盒说明书操作进行逆转录反应,反应体系为 5 伊
Prime Script Buffer 4 滋L,Prime Script RT Enzyme Mix
1 滋L,Oligo dT Primer l 滋L,Random 6 mers 1 滋L,To鄄
tal RNA 1 滋g,加 RNase Free dH2O 至总体积 20 滋L。
反应条件为 37益反应 15 min,85益灭活 5 s,反应结

束后,将 cDNA 溶液存放于 - 20益保存。 LOX鄄1 引

物序列为上游 5忆鄄TTACTCTCCATGGTGGTGCC鄄3忆,下
游 5忆鄄AGCTTCTTCTGCTTGTTGCC鄄3忆,产物 193 bp;
GAPDH 序 列 为 上 游 5忆鄄GCACCGTCAAGGCT鄄
GAGAAC鄄3忆, 下 游 5忆鄄TGGTGAAGACGCCAGTGGA鄄
3忆,产物 138 bp。 应用 ABI PRISM 7500 Real鄄time
PCR System 的操作方法,建立 20 滋L 反应体系,含
SYBR Premix Ex Taq 10 滋L,上下游引物各 0郾 4 滋L,
ROX Reference Dye域0郾 4 滋L,逆转录产物 2 滋L,灭
菌蒸馏水 6郾 8 滋L。 扩增条件为 95益30 s,95益5 s,
60 益34 s,循环 40 次后,95益 15 s,60益 1 min。 扩

增结束后进行融解曲线分析。 通过观察融解曲线是

否为单一峰评价 PCR 反应产物的特异性,每个反应

设置 3 个复孔。
1郾 4摇 细胞酶联免疫法检查凝集素样氧化型低密度

脂蛋白受体蛋白的表达

参考 Yang 等[4] 方法并加以改动。 THP鄄1 细胞

在 96 孔板上经 PMA 诱导、加药作用达预定时间后,
弃掉培养液,用 PBS 清洗,4% 多聚甲醛固定 20
min,脱脂奶粉封闭 30 min,加兔抗人 LOX鄄1 多克隆

抗体 37益孵育 2 h,洗板 5 次,拍干后加入生物素化

山羊抗兔 IgG,37益孵育 1 h,洗板 5 次,拍干后加入

酶联物 37益孵育 1 h,加入 TMB 显色 15 min,加终止

液终止反应,用 450 nm 酶标仪测吸光度(A )。 结

果以 A450表示细胞蛋白表达水平, 每个观察值设 3
个复孔,试验重复 2 次。
1郾 5摇 数据处理及统计学分析

荧光定量 PCR 分析的数据应用 2 -吟吟Ct进行处

理,计算各样本吟Ct 值(吟Ct 值 = Ct目的基因 - Ct内参)
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和吟吟Ct 值(吟吟Ct 值 =吟Ct各药物组 -吟Ct对照组),计
算 2 -吟吟Ct数值用于表示目的值相对于参照值的相

对倍数。 实验数据以x 依 s 表示,用 SPSS 17郾 0 统计

软件中的 One鄄way ANOVA 统计方法进行统计分析,
P < 0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 THP鄄1 细胞分化成巨噬细胞

摇 摇 THP鄄1 细胞呈圆形、悬浮生长,经 0郾 16 滋mol / L
PMA 诱导分化 72 h 后,由悬浮生长变为贴壁生长,形
状不规则,且伸展伪足,呈现巨噬细胞外形(图 1)。

图 1. THP鄄1 细胞经 PMA 诱导分化前后形态学变化( 伊 200) 摇 摇 左为诱导前,右为诱导后。

Figure 1. Morphology of THP鄄1 cells before and after PMA treatment

2郾 2摇 葡萄糖和厄贝沙坦对 THP鄄1 巨噬细胞凝集素

样氧化型低密度脂蛋白受体 mRNA 表达的影响

用荧光定量 PCR 检测 LOX鄄1 mRNA 表达,扩增

曲线呈现典型的 S 型曲线,融解曲线分析可见只有

单峰值,排除了非特异性扩增。 结果发现 5 mmol / L
葡萄糖组 LOX鄄1 mRNA 表达量是对照组的 1郾 0747
依 0郾 0976 倍(P > 0郾 05),与对照组相比差异无显著

性;8 mmol / L、12 mmol / L 和 15 mmol / L 葡萄糖组

LOX鄄1 mRNA 表达量分别是对照组的 1郾 2967 依
0郾 0480、1郾 6507 依 0郾 0817 和 2郾 1843 依 0郾 0794 倍(P
< 0郾 01)。 厄贝沙坦干预组 LOX鄄1 mRNA 表达量

(1郾 3110 依 0郾 0677)与 15 mmol / L 葡萄糖组相比明显

降低(P < 0郾 01)。 结果提示,高浓度的葡萄糖可上

调 LOX鄄1 mRNA 表达,并且随着葡萄糖浓度升高,
LOX鄄1 mRNA 表达量增加,呈浓度依赖性,厄贝沙坦

能显著抑制葡萄糖诱导的 LOX鄄1 mRNA 表达(表
1)。
2郾 3摇 葡萄糖和厄贝沙坦对 THP鄄1 巨噬细胞凝集素

样氧化型低密度脂蛋白受体蛋白表达的影响

5 mmol / L、8 mmol / L、12 mmol / L 和 15 mmol / L
葡萄糖组 LOX鄄1 蛋白表达分别是对照组的 1郾 09(P
> 0郾 05)、1郾 43、1郾 71 和 2郾 27 倍,厄贝沙坦干预组与

15 mmol / L 葡萄糖组相比明显降低(P < 0郾 01)。 结

果提示,高浓度的葡萄糖可上调 LOX鄄1 蛋白表达,
并且随着葡萄糖浓度升高,LOX鄄1 蛋白表达量增加,
并呈浓度依赖性;厄贝沙坦能显著抑制葡萄糖诱导

的 LOX鄄1 蛋白表达(表 1)。

表 1. 葡萄糖和厄贝沙坦对 THP鄄1 巨噬细胞凝集素样氧化型

低密度脂蛋白受体 mRNA 和蛋白表达的影响

Table 1. Effects of glucose and irbesartan on mRNA and
protein expression of lectin鄄like oxidized low density lipo鄄
protein receptor鄄1 in THP鄄1 macrophages

分摇 组 LOX鄄1 mRNA LOX鄄1 蛋白

对照组 1 0郾 2603 依 0郾 0248
5 mmol / L 葡萄糖组 1郾 0747 依 0郾 0976 0郾 2843 依 0郾 0238
8 mmol / L 葡萄糖组 1郾 2967 依 0郾 0480ab 0郾 3728 依 0郾 0234ab

12 mmol / L 葡萄糖组 1郾 6507 依 0郾 0817abc 0郾 4443 依 0郾 0278abc

15 mmol / L 葡萄糖组 2郾 1843 依 0郾 0794abcd 0郾 591 依 0郾 0074abcd

厄贝沙坦干预组 1郾 3110 依 0郾 0677e 0郾 3467 依 0郾 0302e

a 为 P < 0郾 01,与对照组比较;b 为 P < 0郾 01,与 5 mmol / L 葡萄糖组比

较;c 为 P < 0郾 01,与 8 mmol / L 葡萄糖组比较;d 为 P < 0郾 01,与 12
mmol / L 葡萄糖组比较;e 为 P < 0郾 01,与 15 mmol / L 葡萄糖组比较。

3摇 讨摇 论

LOX鄄1 是 1997 年 Sawamura 等[5]首次在牛内皮

细胞上发现的 ox鄄LDL 受体,与其他 ox鄄LDL 受体无

任何同源性,为域型膜蛋白,结构上属于 C 型血凝

集素家族,能够特异性地结合、吞噬和降解 ox鄄LDL。
研究表明,LOX鄄1 在巨噬细胞、平滑肌细胞[6]及血小

板上均有表达。 目前大多数研究集中于此受体在内

皮细胞上的作用,而 LOX鄄1 在巨噬细胞上的作用研

究较少。 Kataoka 等[7]研究发现,LOX鄄1 在人动脉粥

样硬化病变组织的巨噬细胞中高度表达,因此被认

为参与泡沫细胞的形成。
高血糖是致动脉粥样硬化的危险因素之一,
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Fukuhara鄄Takaki 等[8] 报道高糖或糖尿病状态下诱

导 SRA 上调可能是糖尿病患者动脉粥样硬化发病

率增高的一个机制。 本研究采用人单核巨噬细胞系

经 PMA 诱导分化的巨噬细胞与不同浓度葡萄糖作

用 24 h,用荧光定量 PCR 和细胞酶联免疫法分别检

测 LOX鄄1mRNA 和蛋白的表达,较以往的普通 PCR
准确性更高,结果显示 5 mmol / L 葡萄糖组 LOX鄄1
mRNA 和蛋白的表达与对照组相比差异无显著性,
其余高糖组均可诱导 THP鄄1 巨噬细胞 LOX鄄1 mRNA
和蛋白的表达,且随着葡萄糖浓度的升高,LOX鄄1
mRNA 和蛋白表达量亦增加,呈浓度依赖性。 由此

我们推断葡萄糖上调 LOX鄄1 表达可能参与了巨噬

细胞摄取 ox鄄LDL 的过程,进而加速了泡沫细胞的形

成。 葡萄糖此作用可能是致动脉粥样硬化发生的机

制之一。 葡萄糖上调 LOX鄄1mRNA 和蛋白表达的机

制还不十分清楚,目前认为,高浓度葡萄糖可促进低

密度脂蛋白(low density lipoprotein,LDL)氧化为 ox鄄
LDL,ox鄄LDL 可通过正反馈调节 LOX鄄1 表达;此外,
Li 等[9] 研究发现高血糖通过激活巨噬细胞 PKC鄄
MAPK 途径增强核因子 资B 及转录因子激活蛋白 1
(AP鄄1)活性,从而上调 LOX鄄1 的基因表达。

厄贝沙坦是非肽类口服活性 Ang域受体拮抗

剂,它对 Ang域受体 1(angiontensin域type 1 receptor,
AT1)具有高度的选择性,完全阻断 Ang域经 AT1 受

体而发挥的作用。 厄贝沙坦目前除用于降血压外,
还用于逆转左心室肥大、糖尿病肾病、心衰等治疗。
研究发现,ARB 类药物可通过多种途径减缓或逆转

动脉粥样硬化的发生、发展[10,11]。 本实验首次研究

了厄贝沙坦对葡萄糖诱导的 THP鄄1 巨噬细胞 LOX鄄
1mRNA 和蛋白表达的影响,结果发现厄贝沙坦显著

抑制葡萄糖诱导的 THP鄄1 巨噬细胞 LOX鄄1mRNA 和

蛋白表达,使 LOX鄄1mRNA 和蛋白的表达显著降低。
LOX鄄1 表达下降可能导致巨噬细胞摄取 ox鄄LDL 减

少,进而抑制泡沫细胞的形成,从而发挥抗动脉粥样

硬化作用。 厄贝沙坦抑制葡萄糖诱导的 THP鄄1 巨

噬细胞 LOX鄄1 表达的机制目前还不明确,厄贝沙坦

的这一作用可能是通过 AT1 受体来实现的,其确切

机制有待于进一步研究证实。 此外,有临床研究发

现,厄贝沙坦能减少稳定型心绞痛患者体内炎性标

志物可溶性 TNF鄄琢 受体域、血管细胞黏附分子水

平,提示厄贝沙坦对早期粥样硬化有明显改善作

用[12]。 动物实验研究结果表明厄贝沙坦可明显减

小载脂蛋白 E 基因缺失小鼠动脉粥样硬化斑块面

积,降低炎性因子的表达,从而抑制动脉粥样硬化的

发生、发展[13]。 我们体外实验研究的结论与临床研

究、动物实验结论一致,进一步证实了厄贝沙坦具有

抗动脉粥样硬化的作用。
本实验结果表明,葡萄糖能够以浓度依赖方式

上调巨噬细胞 LOX鄄1 基因和蛋白的表达,而厄贝沙

坦能够抑制这一作用,提示厄贝沙坦除降压作用外,
还具有抗动脉粥样硬化的作用,这为临床科学、合理

地选用抗动脉粥样硬化药物提供了理论基础。
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