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一种新型氧化型低密度脂蛋白配体
对人单核细胞趋化蛋白 1 表达的影响

陈子龙, 马 光, 刘庆平
(大连大学生命科学与技术学院, 辽宁省大连市 116622)
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[摘摇 要] 摇 目的摇 应用化学合成方法合成一种源于氧化型低密度脂蛋白(ox鄄LDL)的特异性配体—7鄄酮基胆甾醇鄄
9鄄羧基壬烷(oxLig鄄1),研究 oxLig鄄1 对 THP鄄1 细胞单核细胞趋化蛋白 1(MCP鄄1)表达的影响。 方法摇 液相色谱质谱

联用与核磁共振技术鉴定合成的 oxLig鄄1;不同浓度 oxLig鄄1 处理体外培养的人 THP鄄1 细胞;Annexin鄄V 和 PI 流式细

胞术检测细胞凋亡;RT鄄PCR 检测细胞中 MCP鄄1 mRNA 水平;ELISA 检测各组细胞培养上清 MCP鄄1 蛋白水平。 结果

化学合成方法纯化后的 oxLig鄄1 的结构经 LC鄄MS 及 NMR 分析后,证实化学结构正确;流式细胞术检测得出高浓度

(60 mg / L) oxLig鄄1 对细胞凋亡无明显影响;RT鄄PCR 和 ELISA 检测 MCP鄄1 的表达量呈 oxLig鄄1 浓度依赖性,且 40
mg / L 时达最大值。 结论摇 oxLig鄄1 可以上调 THP鄄1 细胞中 MCP鄄1 的表达。
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Effect of a Novel Ligand of ox鄄LDL on Monocyte Chemoattractant Protein鄄1 Expres鄄
sion in Human THP鄄1 Mononuclear Cells
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To determine the effect of oxLig鄄1, synthesized by an chemical method, on the monocyte chemoat鄄
tractant protein鄄1 (MCP鄄1) expression in human THP鄄1 monocytes. 摇 摇 Methods摇 oxLig鄄1 was identified by mass spectrometry
and nuclear magnetic resonance (NMR) analysis. 摇 Human THP鄄1 monocytes were treated with different concentration (15, 30
and 60 mg / L) of oxLig鄄1, the apoptosis of the cell was detected by flow cytometry using Annexin鄄V and PI. 摇 The mRNA and
protein levels of MCP鄄1 were measured by RT鄄PCR and ELISA methods, respectively. 摇 摇 Results摇 The structure of synthetic
oxLig鄄1 identified by LC鄄MS and NMR analysis showed the same as the natural structure of oxLig鄄1. 摇 There were no differences
in THP 鄄1 cell apoptosis, as evidenced by FCM at a high concentration of oxLig鄄1 (60 mg / L). 摇 The mRNA and protein expres鄄
sions of MCP鄄1 were increased in a dose鄄dependent manner of oxLig鄄1, and the maximum value was observed at the concentration
of 40 mg / L. 摇 摇 Conclusion摇 The oxLig鄄1 could upregulate the expression level of MCP鄄1 in human THP鄄1 cells.

摇 摇 目前认为动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)主
要是一种包括细胞浸润、平滑肌细胞增殖、细胞外

基质增加及血栓形成等多种病理过程的慢性炎症

疾病[1,2]。 其中单核细胞趋化蛋白 1(monocyte che鄄
moattractant protein鄄1,MCP鄄1)使黏附于血管内皮细

胞的外周血单核细胞迁入内皮下间隙进而分化为

巨噬细胞,病理性吞噬摄取氧化型低密度脂蛋白

(oxidized low density lipoprotein,ox鄄LDL)成为泡沫

细胞,在 As 早期发挥了重要作用[3,4]。 MCP鄄1 是单

核细胞向巨噬细胞转化的重要生化标志,也是 As 的
炎症标志物[5]。 单核细胞中 MCP鄄1 在正常情况下

表达量很少,当受到刺激或炎症因子作用下可上调
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表达。 研究表明,ox鄄LDL 能上调 MCP鄄1 的表达并使

单核细胞迁入内皮下而分化为巨噬细胞[6]。 且 ox鄄
LDL 可通过结合于血凝素样氧化型低密度脂蛋白

受体 1( lectin鄄like oxidized low density lipoprotein re鄄
ceptor鄄1,LOX鄄1)上调软骨细胞中 MCP鄄1 的表达[7]。

ox鄄LDL 被认为是诱导 As 发生的独立危险因

子,近年来其脂类组成成分如氧化磷脂[8]、溶血卵

磷脂[9]、7鄄ketocholesterol[10]、13鄄HODE[11] 等与 As 发

生发展相关的报道越来越多。 2001 年,Kobayashi
等[12]首次从 Cu2 + 氧化后的 ox鄄LDL 中通过薄层色

谱、配体印记以及高效液相色谱法分离得到 7鄄酮基

胆甾醇鄄9鄄羧基壬烷 (7鄄ketocholesteryl鄄9鄄carboxynon鄄
anoate,oxLig鄄1)。 Liu 等[13] 通过液相色谱(LC鄄MS)
及核磁共振(NMR)方法确定其正确的化学结构,并
证明其结构中的 棕鄄COOH 团为生理活性中心。

前期 我 们 利 用 oxLig鄄1 处 理 巨 噬 细 胞 系

J774A郾 1,发现该化合物能够介导 ox鄄LDL 吞噬摄取

进而使巨噬细胞转变为泡沫细胞[13]。 提示 oxLig鄄1
在由巨噬细胞转变为泡沫细胞过程中发挥了重要

的作用,加快了泡沫细胞的形成和 As 发展进程。 然

而 oxLig鄄1 作为 ox鄄LDL 中的一种单一胆固醇亚油酸

成分,能否像 ox鄄LDL 一样上调 MCP鄄1 的表达,对 As
的发生发展起到一定的作用,尚未见报道。 本研究

采用体外培养的人 THP鄄1 单核细胞,利用化学合成

的 oxLig鄄1 刺激细胞,以观察 oxLig鄄1 对 MCP鄄1 表达

的调节作用,为进一步认识 As 的发病机制提供相应

的理论研究依据。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 试剂和相关抗体

摇 摇 4鄄二甲氨基吡啶(DMAP)、壬二酸、7鄄酮基胆甾

醇(7鄄KC)购于 Sigma 公司;1,3鄄二环己基碳化二亚

胺(DCC)购于 SCRC 公司;人单核细胞株 THP鄄1 购

于中国典型培养物保藏中心;Trizol、青霉素、链霉

素、胎牛血清购于 Invitrogen 公司。 RPMI鄄1640 培养

基购于 Gibco 公司;MCP鄄1 检测 ELISA 试剂盒购于

BPB 生物公司。
1郾 2摇 THP鄄1 细胞培养及给药方式

将人 THP鄄1 单核细胞悬浮于含 10% 胎牛血清

的 RPMI鄄1640 培养液中,另外加入 2 mmol / L 谷氨酰

胺、10 mmol / L HEPES、0. 05 mmol / L 茁鄄巯基乙醇、青
霉素 100 kU / L 和链霉素 100 mg / L。 每 3 天传代,
接种量为 1 伊 106 个细胞,在 37益、5%CO2 饱和湿度

培养箱中静置培养。 在光学显微镜下可见细胞呈

球形,悬浮状态。 视细胞生长情况进行传代、换液,
选择生长良好的第 3 ~ 5 代细胞用于实验。

加药前,无血清培养基作用 12 h。 细胞加药时,
oxLig鄄1 用 DMSO 溶解,再按照加药浓度用培养基稀

释。 在本研究中的所有实验中,oxLig鄄1 原液均用

DMSO 配制,储液浓度为 10 g / L。 作用细胞时,DM鄄
SO 终浓度小于 0. 5% ,在这一浓度下,DMSO 对细胞

的增殖和正常生长无任何影响。 且培养液中 0. 05
mmol / L 茁鄄巯基乙醇对 oxLig鄄1 无直接作用。
1郾 3摇 oxLig鄄1 的化学合成及质谱和核磁共振分析

7鄄KC 和壬二酸溶于二氯甲烷,随后加入 DMAP
和 DCC。 在室温反应后回流,最后过滤。 粗产物经

NaHCO3 和 NaCl 萃取清洗,无水硫酸钠干燥,隔天蒸

干。 随后经硅胶柱层析纯化。 LC鄄MS 和 NMR 分析确

定其分子结构。 质谱的测量范围为 100 ~ 800 m / z。
合成的 oxLig鄄1 的质谱检测由 HP1100(Agilent Tech鄄
nologies,USA)完成。 oxLig鄄1 的氢谱和碳谱的测量由

AVANCE 500 核磁共振仪(Bruker, Switzerland)完成。
1郾 4摇 流式细胞术检测细胞凋亡

取处于指数生长期的 THP鄄1 细胞按细胞密度

每孔 1 伊 106 接种于 6 孔板中,细胞经 12 h 无血清培

养后,用不同浓度 oxLig鄄1 (0、15、30 及 60 mg / L)处
理 THP鄄1 细胞 12 h 后收集细胞,参照 PI,FITC鄄An鄄
nexin鄄V 双染法进行流式细胞仪(Ex = 488 nm;Ex =
530 nm)检测细胞增殖凋亡情况。
1郾 5摇 RT鄄PCR 检测 MCP鄄1 mRNA 表达

不同浓度(0、5、10、20、30 及 40 mg / L) oxLig鄄1 作

用 THP鄄1 细胞12 h,提取总RNA,RT鄄PCR 检测MCP鄄1
mRNA 表达,MCP鄄1 上游引物 5忆鄄TGT GCC TGC TGC
TCA TAG鄄3忆,下游引物 5忆鄄GTT TGG GTT TGC TTG
TCC鄄3忆,产物 265 bp;GAPDH 上游引物 5忆鄄TCA CCA
TCT TCC AGG AGC GAG鄄3忆,下游引物 5忆鄄TGC TCA
GTG TAG CCC AGG AT鄄3忆,产物616 bp,由 TaKaRa 公

司合成。 反应条件为 94益预变性 3 min,94益变性 30
s,50益退火 30 s,72益延伸 40 s,30 个循环,72益 10
min 终止反应。 GAPDH 退火温度 52益。
1郾 6摇 ELISA 测定细胞 MCP鄄1 蛋白表达

用不同浓度 oxLig鄄1(0、5、10、20 及 40 mg / L)作
用 THP鄄1 细胞不同时间12 h,同组最大量DMSO 作用

细胞作为对照;低速离心 10 min,收集条件培养基,按
MCP鄄1 ELISA 检测试剂盒所提供的操作步骤对

MCP鄄1表达量进行检测。 在 450 nm 测定吸光值。
1郾 7摇 统计学方法

计量数据采用x 依 s 表示,多组间比较采用 One鄄
way ANOVA 分析,两组间比较采用 Student爷 s t 检
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验。 P < 0. 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 oxLig鄄1 的结构鉴定

摇 摇 oxLig鄄1 的结构通过氢谱、碳谱和场解析质谱分

析证实 syn鄄oxLig鄄1 的结构为纯化的 oxlig鄄1,产率为

80. 4% ,纯度逸95% (图 1)。

图 1. oxLig鄄1 的化学合成

Figure 1. The chemical synthesis of oxLig鄄1

2郾 2摇 oxLig鄄1 对 THP鄄1 细胞凋亡率的影响

用不同浓度 oxLig鄄1(0、15、30 及 60 mg / L)作用

于 THP鄄1 细胞 12 h,未发现 oxLig鄄1 对 THP鄄1 细胞

凋亡有明显影响(图 2)。
2郾 3摇 oxLig鄄1 对 MCP鄄1 mRNA 水平的影响

不同浓度(0、5、10、20、30 及 40 mg / L) oxLig鄄1
作用于 THP鄄1 细胞 12 h,MCP鄄1 mRNA 表达水平明

显上调,且呈浓度依赖性(图 3)。
2郾 4摇 oxLig鄄1 对 MCP鄄1 蛋白表达的影响

不同浓度 oxLig鄄1 刺激 THP鄄1 细胞 12 h 后,与
对照组比较,MCP鄄1 蛋白水平明显增加,在 5 ~ 40
mg / L oxLig鄄1 作用范围内呈浓度依赖性(表 1)。

表 1. 不同浓度 oxLig鄄1 刺激 THP鄄1 细胞 12 h MCP鄄1 的表达

水平(x 依 s, n = 3)
Table 1. Effects of different concentration of oxLig鄄1 on
protein expression of MCP鄄1 at 12 h(x 依 s, n = 3)

oxLig鄄1 浓度 MCP鄄1(ng / L)

0 mg / L(对照组) 10. 00 依 0. 94
5 mg / L 11. 28 依 0. 98
10 mg / L 12. 92 依 1. 16a

20 mg / L 13. 35 依 1. 51a

40 mg / L 21. 00 依 1. 67b

a 为 P < 0. 05,b 为 P < 0. 01,与对照组比较。

图 2. 不同浓度 oxLig鄄1 对培养的 THP鄄1 细胞凋亡率的影响

A 为 0 mg / L oxLig鄄1 组,B 为 15 mg / L oxLig鄄1 组,C 为 30 mg / L oxLig鄄
1 组,D 为 60 mg / L oxLig鄄1 组。

Figure 2. The effects of differernt concentration of oxLig鄄1
on apoptotic ratio of cultured THP鄄1 cells

图 3. 不同浓度 oxLig鄄1 对 MCP鄄1 mRNA 表达的影响(n = 3)
a 为 P < 0. 01,与对照组(0 mg / L oxlig鄄1 组)比较。

Figure 3. Effect of different concentration of oxLig鄄1 on the
expression of MCP鄄1 mRNA
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3摇 讨摇 论

近年来,MCP鄄1 在 As 形成过程中的作用研究越

来越多,有资料表明[14],在 As 患者血管壁可见单核

巨噬细胞及平滑肌细胞形成的泡沫细胞,这两种泡

沫细胞与 MCP鄄1 有密切关系。 ox鄄LDL 上调黏附分

子在血管内皮细胞的表达,提高单核细胞黏附;通
过促进内皮细胞表达 MCP鄄1 或者直接发挥趋化作

用,吸引单核细胞向血管壁脂质堆积部位游走;激
活巨噬细胞内转录激活蛋白 1(AP鄄1)等转录因子,
上调清道夫受体表达,清道夫受体无反馈调节地摄

取修饰脂蛋白而形成泡沫细胞。 单核细胞进入内

膜后,在氧化脂蛋白的刺激下可于短时间内释放大

量的 MCP鄄1,又使更多的单核细胞进入到内膜层分

化为巨噬细胞,形成一种类似“瀑布效应冶样具有放

大作用的恶性循环。 由此可见,MCP鄄1 介导的单核

细胞向内膜下迁移在 As 形成早期起关键作用。
oxLig鄄1,最初是被 Matsuura 等作为载脂蛋白 H

(又称 茁2鄄糖蛋白 I)与 ox鄄LDL 特异性结合的配体,
从 Cu2 + 氧化的天然 LDL 中通过薄层色谱,配体印记

以及高效液相色谱法分离得到的。 它是 LDL 中亚

油酸盐的氧化产物,是致血栓性抗磷脂抗体 茁2鄄GPI
识别 ox鄄LDL 的活性位点[12,13]。 我们通过质谱及核

磁共振法分析了该配体的结构,随后通过化学合成

法得到较高数量和纯度的单一的 oxLig鄄1。 并且通

过抗体结合的酶联免疫实验也发现,化学合成的 ox鄄
Lig鄄1 具有与天然 oxLig鄄1 一样的结合活性。

前期研究发现, oxLig鄄1 能够被巨噬细胞系

J774A. 1 吞噬摄取进而使其转变为泡沫细胞。 泡沫

细胞是 As 斑块的主要组成细胞。 泡沫细胞的形成

是 As 发生的关键事件和重要环节。 提示 oxLig鄄1 促

进了 As 的发生。 此外,在小鼠巨噬细胞 J774A. 1
中,oxLig鄄1 能通过激活 NF鄄资B 而上调相关炎症因子

的表达,从而加速了 As 进程[15]。
本研究在上述基础上,鉴于单核细胞在 MCP鄄1

作用下迁入内皮下间隙进而分化为巨噬细胞是 As
发生的始动环节,本研究观察 ox鄄LDL 源性 oxLig鄄1
对 THP鄄1 细胞的影响,发现 oxLig鄄1 能够明显上调

THP鄄1 细胞 MCP鄄1 的表达,表明 oxLig鄄1 对 As 早期

单核细胞向内膜下迁移并分化成巨噬细胞到最后

发生泡沫细胞形成可能具有重要作用。 此研究为

ox鄄LDL 及其氧化脂类亚成分对 As 及血栓形成的发

病机制提供了理论研究依据,而 oxLig鄄1 是否通过细

胞内 NF鄄资B 的活化来调节 MCP鄄1 的表达需要进一

步的研究。
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