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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察高糖对 THP鄄1 巨噬细胞清道夫受体 CD36 表达和脂质蓄积的影响。 方法摇 用不同浓度的

D鄄葡萄糖(分别为 5郾 6、11、20、30 及 35 mmol / L)、50 mg / L 氧化型低密度脂蛋白( ox鄄LDL)、50 mg / L ox鄄LDL + 20
mmol / L D鄄葡萄糖孵育 THP鄄1 巨噬细胞 24 h,油红 O 染色观察细胞内脂质蓄积情况,高效液相色谱分析法检测细胞

内总胆固醇水平,定量 PCR 与免疫印迹分析法分别检测 THP鄄1 巨噬细胞 CD36 mRNA 和蛋白的表达。 结果摇 随着

D鄄葡萄糖处理 THP鄄1 巨噬细胞浓度的增加,CD36 mRNA 和蛋白的表达逐渐增加(P < 0郾 05);高糖可协同 ox鄄LDL 诱

导 THP鄄1 巨噬细胞 CD36 mRNA 和蛋白的表达上调(P < 0郾 05),并增加细胞内总胆固醇水平(P < 0郾 05)。 结论摇 高

糖可诱导 THP鄄1 巨噬细胞 CD36 的表达上调,并促进细胞内脂质蓄积。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effect of high glucose on regulating the expression of CD36 and lipid accumu鄄
lation in THP鄄1 macrophages. 摇 摇 Methods摇 THP鄄1 macrophages were incubated with different concentrations of D鄄glu鄄
cose (5郾 6, 11, 20, 30 and 35 mmol / L), 50 mg / L oxidized low density lipoprotein ( ox鄄LDL), 50 mg / L ox鄄LDL + 20
mmol / L D鄄glucose for 24 h. 摇 Total cholesterol content in THP鄄1 macrophages was determined by high performance liquid
chromatography, the lipid accumulation was detected by oil red O stain. 摇 CD36 mRNA and protein levels were determined
by reverse transcription鄄polymerase chain reaction (RT鄄PCR) and Western blot, respectively. 摇 摇 Results摇 With the in鄄
crease of D鄄glucose concentration treating THP鄄1 macrophages, the expression of CD36 mRNA and protein were up鄄regula鄄
ted gradually (P < 0郾 05), high glucose in concert with ox鄄LDL induced the expression of CD36 mRNA and protein in THP鄄
1 macrophages (P < 0郾 05), and enhanced the level of total cholesterol (P < 0郾 05). 摇 摇 Conclusion摇 High glucose can
up鄄regulate the expression of CD36 and increase the lipid accumulation in THP鄄1 macrophages.

摇 摇 巨噬细胞来源的泡沫细胞在内皮下间隙大量聚

集是动脉粥样硬化(atherosclerosis,As)病变早期的一

个重要特征[1]。 清道夫受体 CD36 属于 B 族清道夫

受体[2],在单核 /巨噬细胞上有丰富的表达[3],它作为

氧化型低密度脂蛋白(oxidized low density lipoprotein,
ox鄄LDL)的主要受体而参与了脂质代谢,在脂质代谢
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紊乱中起着重要的作用[4],并且在 ox鄄LDL 诱导的 As
形成过程中 CD36 起主要调节作用[5,6]。

糖尿病患者的 As 性疾病发生比非糖尿病患者

高 2 ~ 3 倍,成为糖尿病患者的主要死亡原因[7,8]。
高血糖是心血管病的一个危险因素[9,10]。 然而,
CD36 在糖尿病增加 As 发病中的作用机制不明。
本研究旨在观察高糖对 THP鄄1 巨噬细胞 CD36 表达

及脂质蓄积的影响。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 药品和试剂

摇 摇 Trizol 试剂购自美国 Gibco 公司;AMV 第一链

cDNA 合成试剂盒购自 Promega 公司;Taq 酶购自北

京天为时代;所有引物由上海生工公司合成;羊抗

人 CD36 和辣根过氧化物酶标记兔抗羊二抗购自美

国 Santa Cruz 公司;Blue Ranger 预染蛋白分子量标

准、BCA 蛋白含量测定试剂和 Western blot 荧光检

测试剂盒购自 Hyclone Pierce 公司;佛波酯、油红 O
和丽春红染色试剂购自 Sigma 公司;其它试剂均为

进口或国产分析纯。
1郾 2摇 低密度脂蛋白的分离、氧化修饰及鉴定

人血浆低密度脂蛋白( low density lipoprotein,
LDL) 采用超速离心法分离,经琼脂糖电泳显示为

单一蛋白带。 将 LDL 置于含 10 滋mol / L CuSO4 的

PBS 溶液( pH7郾 2) 中,37益 温育 24 h。 氧化后的

LDL 置含 200滋 mol EDTA 的 PBS 中透析 24 h,PBS
再透析 24 h,过滤除菌后 4益保存。 LDL 中的脂过

氧化物在氧化过程中增加,颜色也由淡黄色变为乳

白色。 琼脂糖电泳显示 ox鄄LDL 的电泳迁移速率快

于未氧化的 LDL。
1郾 3摇 细胞株的培养及实验分组

THP鄄1 细胞株购于中科院上海细胞生物所细胞

中心。 细胞生长于含 10% 灭活新生小牛血清、1 伊
108 U / L 青霉素的 RPMI 1640 完全培养基中,置

37益、5%CO2饱和湿度培养箱内培养。 每次实验前

用 160 nmol / L 佛波酯孵育 THP鄄1 细胞 24 h,使其诱

导分化为巨噬细胞,换无血清培养基培养后分组:
不同浓度的 D鄄葡萄糖(分别为 5郾 6 、11、20、30 及 35
mmol / L)、50 mg / L ox鄄LDL、 50 mg / L ox鄄LDL + 20
mmol / L D鄄葡萄糖孵育 THP鄄1 巨噬细胞 24 h,对照

组为 RPMI 1640 培养基 + 5 滋L DMSO 孵育 24 h。
1郾 4摇 逆转录聚合酶链反应检测 CD36 mRNA 表达

收集细胞,Trizol 试剂提取细胞总 RNA,溶于无

RNase 水中,紫外分光光度计测定 OD260 / OD280的比

值在 1郾 8 ~ 2郾 0 之间。 CD36 ( GeneBank 序列号

NM005506) 扩增片段长度为 246 bp,PCR 条件为

94益预变性 4 min,94益 变性 30 s,53益 退火 30 s,
72益延伸 30 s,30 个循环,72益继续延伸 10 min。 内

参照 GAPDH 引物扩增片段长度为 697 bp,PCR 条

件为 94益预变性 4 min,94益变性 30 s,60益退火 30
s,72益延伸 30 s,30 个循环,72益继续延伸 10 min。
反应结束后,取 RT鄄PCR 产物在 1郾 2%琼脂糖凝胶中

电泳,溴化乙锭染色。 电泳条带采用 UVP 型凝胶图

像分析系统测定和分析。
1郾 5摇 免疫印迹法检测 CD36 蛋白表达

收集细胞,经 PBS 洗涤 3 次,加入悬浮裂解液

裂解细胞,于 4益、10000 g 离心 10 min,小心吸出上

清液,用 BCA 法进行蛋白定量。 蛋白质点样量为

50 mg,取 50 滋g 蛋白质 P 泳道加入等体积 2 伊 SDS
凝胶加样缓冲液,煮沸使蛋白变性。 60 V 积层胶,
120 V 分离胶,电泳分离细胞蛋白质,100 mAh 将蛋

白质转移至 PDVF 膜上,5% 脱脂牛奶室温封闭 2 h
后,加入一抗,4益 孵育 1 h,TBST 洗膜 15 min;加入

辣根过氧化物酶标记的二抗,室温孵育 1 h;TBST 洗

膜 15 min。 然后用 Western blot 荧光检测试剂激发

荧光,用 X 胶光片压片爆光,显影、定影后进行图像

分析。 以对照组作为内参照,用各处理组的面积灰

度值与对照组相比所得的相对值作统计分析。
1郾 6摇 油红 O 染色观察 THP鄄1 细胞内脂质

将 THP鄄1 细胞培养于放有盖玻片的 6 孔培养

板内,待细胞被诱导分化为巨噬细胞后,换无血清

培养基,加入 20 mmol / L D鄄葡萄糖、50 mg / L ox鄄LDL
及 50 mg / L ox鄄LDL + 20 mmol / L D鄄葡萄糖处理 24
h。 细胞贴壁生长于培养板,用 PBS 液冲洗 3 次,每
次 5 min;50% 异丙醇固定 1 min,油红 O 染色液染

色 10 min,苏木素染色 5 min,盐酸酒精分色;水性封

片剂封片,显微镜观察;细胞内脂质呈红色,细胞核

呈蓝色,图像分析系统收集图像并于显微镜下摄像

保存。
1郾 7摇 高效液相色谱分析细胞内总胆固醇含量

待细胞处理结束后,弃培养基,PBS 洗 3 遍,加
入细胞裂解液 200 mL,反复冻融 3 次裂解细胞,
BCA 法定量蛋白后,7郾 2% 三氯乙酸沉淀蛋白,800
伊 g 离心 10 min,取上清进行胆固醇检测,以豆甾醇

为内标。 取 100 mL 上清液,加入 8郾 9 mol / L 氢氧化

钾溶液 200 mL,水解胆固醇酯后为细胞内总胆固醇

检测样品。 各样品分别与内标液混匀,用正己烷和

无水乙醇抽提后,1郾 5 mol / L 三氧化铬进行氧化衍
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生并真空干燥,100 滋L 乙晴—异丙醇(80 颐 20)溶解

样品,上样于高效液相色谱仪。 采用 C鄄18 柱,柱温

4益,流速 1 mL / min, 250 nm 紫外光检测,胆固醇以

峰面积定量,内标校准,计算值以细胞蛋白含量

校正。
1郾 8摇 统计学方法

数据以x 依 s 表示,组间比较采用方差分析及 t
检验,P < 0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 高糖对 THP鄄1 巨噬细胞 CD36 mRNA 和蛋白

表达的影响

11 mmol / L D鄄葡萄糖处理后 THP鄄1 巨噬细胞

CD36 mRNA 和蛋白的表达有所增加,20、30 及 35
mmol / L D鄄葡萄糖组 CD36 mRNA 和蛋白表达逐渐

上调,以 30 mmol / L D鄄葡萄糖组最为明显 ( P <
0郾 05;图 1 和 2)。

图 1. 不同浓度 D鄄葡萄糖对 THP鄄1 巨噬细胞 CD36 mRNA 表达的影响(n = 3)摇 摇 1鄄5 分别为 5郾 6、11、20、30 及 35 mmol / L D鄄葡萄

糖组;a 为 P < 0郾 05,与 5郾 6 mmol / L D鄄葡萄糖组比较。

Figure 1. Effect of different concentration of D鄄glucose on the expression of CD36 mRNA in THP鄄1 macrophages

图 2. 不同浓度 D鄄葡萄糖对 THP鄄1 巨噬细胞 CD36 蛋白表

达的影响(n = 3) 摇 摇 1鄄5 分别为 5郾 6、11、20、30 及 35 mmol / L D鄄
葡萄糖组;a 为 P < 0郾 05,与 5郾 6 mmol / L D鄄葡萄糖组比较。

Figure 2. Effect of different concentration of D鄄glucose on
the expression of CD36 protein in THP鄄1 macrophages

2郾 2摇 细胞内脂质改变

50 mg / L ox鄄LDL + 20 mmol / L D鄄葡萄糖组细胞

内脂质明显增多,而 20 mmol / L D鄄葡萄糖组与空白

对照组比较细胞内脂质无明显增多(图 3)。
2郾 3摇 细胞内总胆固醇含量

ox鄄LDL 组、ox鄄LDL + 高糖组细胞内总胆固醇含

量均增加,且 ox鄄LDL +高糖组细胞内总胆固醇含量

增加了 51郾 97% (P < 0郾 05;图 4)。
2郾 4摇 高糖与 ox鄄LDL 或 LDL 共孵育对 THP鄄1 巨噬

细胞 CD36 mRNA 和蛋白表达的影响

分别用 50 mg / L ox鄄LDL、50 mg / L ox鄄LDL + 20
mmol / L D鄄葡萄糖、50 mg / L LDL、50 mg / L LDL + 20
mmol / L D鄄葡萄糖孵育 THP鄄1 巨噬细胞 24 h,结果显

示,各处理组 CD36 mRNA 和蛋白的表达均明显增加,
高糖可促进 ox鄄LDL 和 LDL 诱导的 THP鄄1 巨噬细胞

CD36 mRNA 和蛋白的表达上调(P <0郾 05;图 5 和 6)。

图 3. 油红 O 染色观察高糖对 THP鄄1 巨噬细胞脂质蓄积的影响( 伊 40,n = 3)摇 摇 A 为空白对照组,B 为 20 mmol / L D鄄葡萄糖组,C
为 50 mg / L ox鄄LDL 组,D 为 50 mg / L ox鄄LDL + 20 mmol / L D鄄葡萄糖组。

Figure 3. Effect of high glucose on the lipid accumulation in THP鄄1 macrophages detected by oil red O stain
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图 4. HPLC 检测 THP鄄1 巨噬细胞细胞内总胆固醇含量(n = 3)摇 摇 1 为对照组,2 为 ox鄄LDL 组,3 为 ox鄄LDL + 高糖组;a 为 P < 0郾 05,
与对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与 ox鄄LDL 组比较。

Figure 4. Total cholesterol content in THP鄄1 macrophages determined by HPLC

图 5. 高糖与 ox鄄LDL 或 LDL 共孵育对 THP鄄1 巨噬细胞

CD36 mRNA 表达的影响(n = 3) 摇 摇 1 为对照组,2 为 ox鄄LDL
组,3 为 ox鄄LDL + 高糖组,4 为 LDL 组,5 为 LDL + 高糖组; a 为 P <
0郾 05,与对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与 ox鄄LDL 组比较;c 为 P < 0郾 05,
与 LDL 组比较。

Figure 5. The expression of CD36 mRNA in THP鄄1 macro鄄
phages incubated by high glucose and ox鄄LDL or LDL

图 6. 高糖与 ox鄄LDL 或 LDL 共孵育对 THP鄄1 巨噬细胞

CD36 蛋白表达的影响(n = 3)摇 摇 1 为对照组,2 为 ox鄄LDL 组,
3 为 ox鄄LDL + 高糖组,4 为 LDL 组,5 为 LDL + 高糖组; a 为 P <
0郾 05,与对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与 ox鄄LDL 组比较;c 为 P < 0郾 05,
与 LDL 组比较。

Figure 6. The expression of CD36 protein in THP鄄1 macro鄄
phages incubated by high glucose and ox鄄LDL or LDL

3摇 讨摇 论

据估计,2010 年全球有 2郾 85 亿人被诊断为糖

尿病,发病率为 6郾 4% ,并有上升趋势 [11]。 糖尿病

是各种并发症的发生、发展和死亡的独立危险因

素,包括冠状动脉疾病[12鄄14],与 As 关联的代谢紊乱

是糖尿病患者严重的血管病变和致死的主要原因。
巨噬细胞内胆固醇平衡失调是 As 发病机制中的关

键事件,CD36 参与了脂质代谢,在脂质代谢紊乱中

起着重要的作用[15,16]。 在 ox鄄LDL 诱导的 As 形成

过程中,CD36 起主要调节作用[3,5,17]。 研究发现,
CD36 具有结合和修饰动脉壁内 LDL 的能力,促进

荷脂的 巨 噬 细 胞 泡 沫 细 胞 形 成 并 引 发 As 病

变[1,18,19],也许 CD36 在循环的巨噬细胞的激活是

As 病变的一个早期临床标志。 新近发现,巨噬细胞

源性泡沫细胞形成在糖尿病引起的 As 形成中起重

要作用[20]。 CD36 与 2 型糖尿病患者 As 的危险因

素密切相关,并提出 CD36 可能是代谢综合征 As 的

一个潜在标记物[19]。
本研究中,高糖可诱导 THP鄄1 巨噬细胞 CD36

的表达上调,并呈浓度依赖性,并且高糖可促进 ox鄄
LDL 和 LDL 诱导的 THP鄄1 巨噬细胞 CD36 的表达上

调,并增加细胞总内胆固醇水平,提示高糖作为促

进糖尿病性 As 病变的危险因素,CD36 也许在其中

起了很重要的作用。 已有研究证实,糖尿病患者中

的脂质氧化加速,尤其是在有血管病变的患者中。
当体内的葡萄糖耐受力下降时,循环中的 LDL 氧化

加速,几个因素被认为促进了糖尿病患者的脂质氧

化:高葡萄糖浓度下自氧化糖基化增强;高糖血症

情况下自由基和脂质促氧化产物增加;还有糖尿病

时表现抗氧化途径的作用减弱,并且晚期糖基化终

末产物可能通过与血小板 CD36 相互作用而诱发血

栓形成[21]。
降血脂可使 As 病变的脂肪降低及斑块面积减

小,而高血糖可削弱这一作用[22],高糖血症也许协

同高脂血症而促进糖尿病 As 的发生[23,24]。 CD36
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在高糖增强巨噬细胞内吞摄取脂质功能中的作用

成了倍受关注的问题,因此,需要进一步实验来检

测 CD36 对糖尿病诱导体内巨噬细胞功能上调的作

用大小。
综上所述,高血糖是心血管病的一个危险因

素,因此,有效地控制糖尿病患者血糖浓度可能是

防止糖尿病性 As 的有力途径。 高糖的危害性可能

主要是促进 ox鄄LDL 和 LDL 诱导的 THP鄄1 巨噬细胞

CD36 的表达上调,并增加其细胞内脂质蓄积,从而

促进 As 病变的发生。 CD36 表达增高可能是糖尿

病患者 As 发生率增高的机制之一,提示 CD36 可能

是糖尿病性 As 病变的防治靶点。 CD36 可能是 2 型

糖尿病患者 As 的发病机制新的生物标志物,可作为

糖尿病患者的心血管事件的预测。
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