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阿托伐他汀对脂多糖诱导的人脐静脉内皮细胞
肝 X 受体 琢 及其靶基因表达的影响
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[摘摇 要] 摇 目的摇 研究阿托伐他汀对炎症刺激物脂多糖干预后人脐静脉内皮细胞中肝 X 受体 琢 及其靶基因腺苷

三磷酸结合盒转运体 A1、固醇调节元件结合蛋白 1 表达的影响。 方法摇 体外培养人脐静脉内皮细胞,进行以下干

预实验:对照组加入 2 滋L 磷酸盐缓冲液;脂多糖干预组用终浓度为 100 滋g / L 脂多糖溶液干预细胞 24 h;(2)对照

干预组和阿托伐他汀干预组先用二甲基亚砜或不同浓度(0郾 1、1郾 0 及 10郾 0 滋mol / L)的阿托伐他汀预干预 2 h,然后

加入 100 滋g / L 脂多糖溶液共同干预 22 h。 用实时定量聚合酶链反应测定肝 X 受体 琢 及其靶基因腺苷三磷酸结合

盒转运子 A1、固醇调节元件结合蛋白 1 的 mRNA 表达量。 结果摇 与对照组相比,脂多糖干预组肝 X 受体 琢 及其靶

基因 mRNA 表达明显受到抑制(P < 0郾 05);与对照干预组相比,阿托伐他汀干预组随给药浓度增加肝 X 受体 琢 及

其靶基因 mRNA 表达逐步升高(P < 0郾 05)。 结论摇 脂多糖可明显抑制人脐静脉内皮细胞中肝 X 受体 琢 及其靶基

因表达;阿托伐他汀在一定范围内可呈剂量依赖性上调肝 X 受体 琢 及其靶基因表达,提示其抗动脉粥样硬化作用

可能部分通过肝 X 受体信号通路发挥作用。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effect of atorvastatin on mRNA expression of liver X receptor 琢 (LXR琢) and
its target gene ATP鄄binding cassette transporter A1 (ABCA1), sterol regulatory element binding protein鄄1 (SREBP鄄1) in
human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) after treated by lipopolysacharide(LPS). 摇 摇 Methods摇 Human umbili鄄
cal vein endothelial cells were cultured in vitro with gibco 1640 medium and 10 percent fetal bovine serum and 1 percent
double antibiotics, and then were plated in 6鄄well plates at a denisity of approximately 2 伊 105 cells per milliliter of media to
be intervened. 摇 (1)Control group: HUVEC were cultured with the completed medium involving phosphate buffered saline
(PBS), and LPS treated group or control intervention group: HUVEC were treated with LPS ( the terminal concentration
was 100 滋g / L) for 24 hours; (2)Atorvastatin intervention group or control intervention group:HUVEC were first treated
with atorvastatin at different concentrations (0郾 1, 1郾 0, 10郾 0 滋mol / L) or dimethyl sulfoxide (DMSO) for 2 hours, and
then co鄄treated with LPS for 22 hours. 摇 The level of LXR琢 and its target genes mRNA expression were measured by real鄄
time polymerase chain reaction. 摇 摇 Results摇 Compared with control group, LPS could inhibit the mRNA expression of
LXR琢 and its target genes ABCA1, SREBP鄄1 in HUVEC. 摇 The differences were statistically significant (P < 0郾 05). 摇 摇
Compared with LPS plus DMSO group, atorvastatin could upregulate the mRNA expression of LXR琢 and its target gene mR鄄
NA expression in a dose鄄dependent manner. 摇 The differences were statistically significant (P < 0郾 05). 摇 Meanwhile, ator鄄
vastatin could downregulate the mRNA expression of inflammatory factor and adhesion factors in a dose鄄dependent manner.
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Conclusion摇 These results demonstrate that LPS may inhibit the mRNA expression of LXR琢 and its target genes in HU鄄
VEC, and atorvastatin can upregulate the mRNA expression of LXR琢 and its target gene mRNA expression in a dose鄄de鄄
pendent manner to inhibit the inflammatory state of HUVEC.

摇 摇 他汀类药物目前广泛应用于各种心血管疾病

的治疗和预防中,其多效性已被广为研究。 从基础

到临床研究已证实他汀类药物是目前抗动脉粥样

硬化最主要的有效药物。 肝 X 受体( liver X recep鄄
tor,LXR)是新近研究较为广泛的一种配体依赖性

转录因子,具有明确的降低胆固醇、稳定斑块及抗

动脉粥样硬化等作用,但目前大多对 LXR 的研究集

中在巨噬细胞、单核细胞及肝细胞中,对于内皮细

胞的研究甚少。 已知 LXR 在内皮细胞中有表达,
LXR 信号通路在抗动脉粥样硬化中有着积极的作

用,我们认为内皮炎症状态下 LXR 的表达可能受到

抑制,而他汀类药物可能明显激动 LXR 的表达,从
而发挥抗动脉粥样硬化等作用。 本研究在体外培

养人脐静脉内皮细胞(human umbilical vein endothe鄄
lial cells,HUVEC)的基础上,观察阿托伐他汀对脂

多糖 ( lipopolysaccharide, LPS) 干预后内皮细胞中

LXR琢 及其靶基因腺苷三磷酸结合盒转运子 A1
(ATP鄄binding cassette transporter A1,ABCA1)、固醇

调节元件结合蛋白 1( sterol regulatory element bind鄄
ing protein鄄1,SREBP鄄1)表达的影响。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 材料

摇 摇 HUVEC 为中南大学湘雅医学院内分泌研究室

赠与,RPMI 1640 培养基、链霉素 / 青霉素(双抗)购
自美国 Gibco 公司,胎牛血清购自天津市灏洋生物

制品科技有限公司,Trizol 购自 Inbitrogen 公司,逆转

录试剂盒购自 Fermentas 公司,荧光标记购自 Taka鄄
Ra 公司,LPS 购自 Sigma 公司,阿托伐他汀粉剂为

进口试剂,其他试剂均为进口分装或国产分析纯。
细胞培养液为含 10%胎牛血清、1% 双抗的 1640 培

养液。 阿托伐他汀粉剂溶于二甲基亚砜( dimethyl
sulfoxide,DMSO)中,过滤除菌。
1郾 2摇 人脐静脉内皮细胞的体外培养

将 HUVEC 用含有 10% 胎牛血清、1% 双抗的

RPMI 1640 培养基培养,光镜下观察细胞呈典型铺

路石样外观,单层贴壁生长。
1郾 3摇 实验分组

用 0郾 25%胰蛋白酶消化细胞,制成细胞悬液,
调整细胞密度为 2 伊 108 个 / L,将内皮细胞种于 6 孔

板中培养,待细胞长成单层融合后,换成不含血清

的细胞培养液饥饿培养 12 h,然后进行以下干预实

验。 淤对照组(加入 2 滋L 磷酸盐缓冲液)和脂多糖

干预组(用终浓度为 100 滋g / L LPS 干预细胞 24 h);
于阿托伐他汀干预组和对照干预组:先予以不同浓

度(0郾 1、1郾 0 及 10郾 0 滋mol / L)的阿托伐他汀或 DM鄄
SO 预干预 2 h,然后加入 100 滋g / L LPS 共同干预

22 h。 各组均在实验后收获细胞。 实验重复 6 次。
1郾 4摇 实时定量聚合酶链反应检测 LXR琢、ABCA1 及

SREBP鄄1 mRNA 表达

药物干预结束后,收集各组细胞,用 Trizol 试剂

提取细胞总 RNA,溶于无 RNA 酶水中。 采用 M鄄MLV
逆转录酶将 RNA 反转录成 cDNA,进行实时定量聚合

酶链反应( real鄄time PCR)反应。 LXR琢 上游引物 5忆鄄
TCGCAAGTGCCAGGAGTGTC鄄3忆,下游引物 5忆鄄TCCTC鄄
CTCTTGCCGCTTCAG鄄3忆。 ABCA1 上 游 引 物 5忆鄄AT鄄
GTCCAGTCCAGTAATGGTTCTGT鄄3忆, 下 游 引 物 5忆鄄
CGAGATATGGTCCGGATTGC鄄3忆。 SREBP鄄1 上游引物

5忆鄄CAGCCCCACTTCATCAAGG鄄3忆,下 游 引 物 5忆鄄GG鄄
GACTGTTGCCAAGATGGTTCCG鄄3忆。 内参对照 GAP鄄
DH 上游引物 5忆鄄GGAAGGTGAAGGTCGGAGTC鄄3忆,下
游引物 5忆鄄GCTCCTGGAAGATGGTGATGG鄄3忆。 引物由

Invitrogen 公司合成,稀释浓度为 10 滋mol / L。 反应条

件为两步法扩增:(1)1 个循环,95益 30 s;(2)40 个循

环,95益 5 s;60益 31 s,并增加一个 dissociation stage:
95益 15 s,60益 1 min,95益 15 s。
1郾 5摇 统计学处理

所有实验数据均输入 SPSS 19郾 0 统计软件包进

行统计分析,对主要指标进行正态性检验,采用

One鄄way ANOVA 分析来进行组间比较。 两组均数

间比较采用 t 检验。 主要实验数据来自 3 次以上重

复实验,以x 依 s 表示,P < 0郾 05 为差异有显著性。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 LPS 抑制 HUVEC LXR琢 及其靶基因的表达

对照组可见 LXR琢 mRNA 表达;在 100 滋g / L
LPS 刺激下,LXR琢 mRNA 表达明显下调 (1郾 00 依
0郾 04 比 0郾 67 依 0郾 12,P < 0郾 05),ABCA1、SREBP鄄1
mRNA 表达亦明显下调 ( ABCA1:1郾 00 依 0郾 08 比

0郾 87 依 0郾 07;SREBP鄄1:1郾 00 依 0郾 13 比 0郾 80 依 0郾 02,
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均 P < 0郾 05;图 1)。

图 1. LPS 对 HUVEC LXR琢 及其靶基因 mRNA 表达的影响

(n = 6) 摇 摇 a 为 P < 0郾 05,与对照组比较。

Figure 1郾 The effect of LPS on mRNA expression of LXR琢
and its target gene in HUVEC

2郾 2摇 阿托伐他汀呈剂量依赖性上调 LXR琢 及其靶

基因 ABCA1、SREBP鄄1 mRNA 的表达

与对照干预组相比,不同浓度(0郾 1、1郾 0、10郾 0
滋mol / L)的阿托伐他汀预干预 2 h 后 HUVEC 中

LXR琢 mRNA 的表达随阿托伐他汀浓度的增加而逐

渐增强(P < 0郾 05),其靶基因 ABCA1、SREBP鄄1 mR鄄
NA 表达随着阿托伐他汀浓度的增高也呈增加趋势

(P < 0郾 05)。 另外,0郾 1 滋mol / L 阿托伐他汀干预组

与对照干预组相比 ABCA1 的表达差异具有统计学

意义(P < 0郾 05),而 LXR琢 与 SREBP鄄1 的 mRNA 表

达差异无统计学意义(P > 0郾 05;图 2)。

图 2郾 不同浓度阿托伐他汀对 LPS 刺激后 HUVEC 中 LXR琢
及其靶基因 mRNA 表达的影响(n = 6) 摇 摇 a 为 P < 0郾 05,与对

照干预组相比;b 为 P < 0郾 05,与 LPS + 0郾 1 滋mol / L 阿托伐他汀组相

比;c 为 P < 0郾 05,与 LPS + 1郾 0 滋mol / L 阿托伐他汀组相比。

Figure 2郾 The effect of atorvastatin on mRNA expression of
LXR琢 and its target gene in HUVECs after treated by li鄄
popolysacharide

3摇 讨摇 论

LXR 存在于细胞核内,是一种配体依赖性的转

录因子。 LXR 最早由 Willy 等于 1995 年从肝 cDNA

文库分离得到,因在肝脏中表达丰富且自然配体不

明而将其归类为孤儿受体中的一员[1]。 后来,胆固

醇氧化衍生物(又称氧化型胆固醇)被识别为肝脏

X 受体的特定配体,从而将其命名为“氧化型胆固

醇受体冶 [2]。 LXR 可以作为胆固醇的敏感器,通过

促进胆固醇的逆转运、抑制肠道中胆固醇的吸收等

来维持体内胆固醇的稳态[3]。 随着研究的不断深

入,人们发现 LXR 激动剂还可以抑制体内外炎症反

应[4,5],促进内皮源性一氧化氮合酶的表达[6],预防

斑块形成[7],甚至可以促进斑块消退[8]。 由于他汀

类药物与 LXR 的调脂、抗炎、改善内皮功能、稳定斑

块效应具有一致性,因此认为他汀类药物可能部分

通过 LXR 信号通路发挥作用。 由于冠心病是一种

特殊类型的慢性炎症性疾病,炎症贯穿动脉粥样硬

化形成、发展及恶化的全过程,在一定程度上决定

了斑块的稳定性及冠心病的自然进程,为此我们以

HUVEC 为研究对象,在体外模拟炎症状态下阿托伐

他汀对内皮细胞中 LXR琢 及其靶基因 ( ABCA1、
SREBP鄄1)表达的影响。
3郾 1摇 LPS 抑制 HUVEC 中 LXR琢 及其靶基因表达

有研究表明 LPS 可明显改变血管内皮的功能

状态,低浓度的 LPS 对内皮细胞活力、功能影响不

大,但是高浓度的 LPS 刺激可直接损伤内皮细胞,
具有强烈的毒性作用[9鄄11]。 为了了解内皮细胞在炎

症状态下 LXR 的表达变化,本研究以不同浓度 LPS
刺激细胞(预实验结果未显示),发现 100 滋g / L 的

LPS 可以刺激内皮细胞炎症因子及黏附因子表达增

加,且无明显的细胞凋亡,因此我们认为 100 滋g / L
的 LPS 刺激可以模拟 HUVEC 的体外炎症状态。
Mahajan 等[12] 研究表明在低浓度的 C 反应蛋白刺

激下,THP鄄1 巨噬细胞中 LXR 的表达可以反应性上

调;而较高浓度的 C 反应蛋白可以抑制 LXR 的表

达。 王丁等[4] 研究发现 1 mg / L LPS 可以抑制枯否

细胞中 LXR 的 mRNA 及蛋白表达。 本研究发现在

100 滋g / L 的 LPS 作用下,可明显抑制细胞内 LXR琢
及其靶基因 ABCA1、SREBP鄄1 mRNA 表达。 因此我

们认为炎症状态可以使内皮细胞中 LXR 的表达受

到抑制,这与国内外的一些研究结果较为一致,这
也许是为何炎症状态常合并脂质代谢紊乱的原因。
3郾 2摇 阿托伐他汀呈剂量依赖性上调 LXR琢 及其靶

基因表达

多项研究表明他汀类药物可以呈剂量依赖性

地抑制细胞内炎症反应,降低细胞内炎症因子的表

达,抑制黏附因子的表达,但是具体作用机制尚不

明确。 有研究表明可能与他汀类药物抑制 NF鄄资B
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信号转导通路的机制有关,还有研究表明 LXR 激动

剂可能也通过抑制 NF鄄资B 信号转导通路发挥其抗

炎、抗黏附、稳定斑块的作用,因此我们推断他汀类

药物与 LXR 之间存在一定的联系,但目前对于两者

之间的关系仍存在一定的争论。 国内外研究他汀

类药物与 LXR 之间的作用大多以巨噬细胞或单核

细胞作为研究对象,有部分研究表明他汀类药物可

以抑制 LXR 及其靶基因 ABCA1 的表达,其可能的

作用机制是他汀类药物抑制 LXR 的配体鄄氧化固醇

的合成来发挥抑制 LXR 的作用,但在胆固醇超载的

情况下,该抑制作用消失[13,14]。 然而最近不少研究

持不同的观点,这些研究认为他汀类药物可以直接

激动 LXR, 使 LXR 及其靶基因表达上调[15,16]。
Sharma 等[17]近期用子宫内膜异位的基质细胞作为

研究对象,研究表明阿托伐他汀可以呈剂量及时间

依赖性地上调抗炎基因过氧化体增殖物激活型受

体 酌 ( peroxisome proliferator鄄activated receptor 酌,
PPAR酌)及 LXR鄄琢 的表达。 本研究中,在 LPS 刺激

HUVEC 下调 LXR琢 的基础上,不同浓度(0郾 1、1郾 0
及 10郾 0 滋mol / L)的阿托伐他汀可以呈剂量依赖性

地上调 LXR琢 的表达,同时呈剂量依赖性地上调其

靶基因 ABCA1、SREBP鄄1 mRNA 的表达,因此进一

步证实阿托伐他汀在 LPS 刺激下可以直接上调 HU鄄
VEC 中 LXR琢 的表达。 这与之前的部分研究结果

一致,可能的机制有:(1)阿托伐他汀对 LXR琢 的直

接刺激作用大于其抑制氧化固醇合成的作用;(2)
可能与我们模拟的体外炎症状态有关:我们的研究

发现 100 滋g / L 的脂多糖干预可以抑制人脐静脉内

皮细胞中 LXR琢 的表达,而阿托伐他汀具有明确的

抗炎作用,从而部分解除了炎症反应对 LXR琢 表达

的抑制作用。
综上所述,阿托伐他汀可能是一种潜在的 LXR

激动剂,它可以通过部分上调 LXR 的表达,激活

LXR 信号转导通路,从而发挥其抗炎、调脂、改善内

皮功能、稳定斑块等作用,进而在防治动脉粥样硬

化的发生发展中起到重要的作用。
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