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苯扎贝特对小鼠体内胆固醇逆转运的影响

骆杨平1, 董 静2, 赵水平3

(1. 湖南省人民医院, 湖南省长沙市 410002; 2. 湖南省肿瘤医院 ICU, 湖南省长沙市 410013;
3. 中南大学湘雅附二医院, 湖南省长沙市 410011)

[关键词] 摇 苯扎贝特;摇 胆固醇逆转运;摇 动脉粥样硬化

[摘摇 要] 摇 目的摇 观察苯扎贝特干预后小鼠血脂浓度变化,以及血清、肝脏及粪便中
3H鄄胆固醇占经腹腔注射3H鄄

胆固醇总量的百分比,探讨苯扎贝特对小鼠体内胆固醇逆转运的影响。 方法摇 28 只 C57BL / 6 小鼠随机分为四组,
分别给予普通饲料、不同剂量的苯扎贝特(0. 1% 、0. 25% 、0. 5% )添加普通饲料喂养 4 周后,腹腔注射经乙酰化低

密度脂蛋白(ac鄄LDL)及3H鄄胆固醇处理过的小鼠巨噬细胞悬液(每只鼠 0. 5 mL,细胞数达 5. 0 伊 106),单独笼养 24
h 后取血,酶法测定血脂,并测定血清、肝脏和粪便中3H鄄胆固醇含量(占注射总量的百分比)。 结果摇 不同剂量苯

扎贝特(0. 1% 、0. 25% 、0. 5% )干预后,高密度脂蛋白胆固醇(HDLC)水平升高,甘油三酯(TG)水平降低,呈剂量相

关性趋势。 不同剂量苯扎贝特(0. 1% 、0. 25% 、0. 5% )干预后,小鼠血清3H鄄胆固醇含量较对照组显著增加,分别增

加 100% 、131% 、110% ;小鼠肝脏3H鄄胆固醇含量较对照组显著增加,分别增加 86. 4% 、52. 3% 、51. 6% ;小鼠粪

便3H鄄胆固醇含量较对照组显著增加,分别增加 110% 、140% 、160% 。 结论摇 苯扎贝特剂量依赖性增加 HDLC,降低

TG。 苯扎贝特能促进体内胆固醇逆转运,加速胆固醇由粪便清除,利于动脉粥样硬化的防治。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effect of bezafibrate on reversing cholesterol transport from macrophage to fe鄄
ces in vivo, serum lipid profiles of mice were tested after bezafibrate administration. 摇 The 3H鄄cholesterol contents in ser鄄
um, liver and feces in mice were measured to explore the effect of bezafibrate on reversing cholesterol transport from macro鄄
phage to feces in vivo. 摇 摇 Methods摇 28 male C57BL / 6 mice were randomly divided into four groups and treated with or鄄
dinary diet or plus different dosage (0郾 1% , 0郾 25% and 0郾 5% ) of bezafibrate for 4 weeks, then these mice were injected
intraperitoneally with 3H鄄cholesterol鄄labeled and cholesterol鄄loaded RAW264郾 7 macrophages (0郾 5 mL / mice, the amount of
cells achieve 5郾 0 伊 106). 摇 Serum lipid profiles were determined by enzymatic method. 摇 Serum and liver tissues were har鄄
vested at 24 h, feces were collected. 摇 And all samples were analyzed for the appearance of 3H鄄tracer (as the percentage of
the total injected counts) . 摇 摇 Results 摇 Bezafibrate (0郾 1% , 0郾 25% and 0郾 5% ) dose鄄dependently and increased the
level of high density lipoprotein cholesterol (HDLC) and reduced the level of triglyceride (TG). 摇 After 24 hours of being
intrapentoneally injected, the serum 3H鄄cholesterol levels in the mice treated with different dosage of bezafibrate (0郾 1% ,
0郾 25% and 0郾 5% ) were significantly higher by 100% , 131% and 110% compared with those in the control (P < 0郾 05),
the liver 3H鄄cholesterol levels in the mice treated with different dosage of bezafibrate (0郾 1% , 0郾 25% and 0郾 5% ) were
significantly higher 86郾 4% , 52郾 3% , 51郾 6% compared with those in the control (P < 0郾 05), the feces 3H鄄cholesterol lev鄄
els in the mice treated with different dosage of bezafibrate (0郾 1% , 0郾 25% and 0郾 5% ) were significantly higher by
110% , 140% and 160% compared with those in the control (P < 0郾 05). 摇 摇 Conclusions摇 Bezafibrate significantly and
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dose鄄dependently reduces the level of TG and increases the level of HDLC, bezafibrate promotes cholesterol reverse trans鄄
port in vivo, accelerates clearance of cholesterol via feces, so it will be in favor of the prevention of atherosclerosis.

摇 摇 血浆中低密度脂蛋白胆固醇( low density lipo鄄
protein cholesterol,LDLC)水平与心血管疾病的发病

率呈正相关,而高密度脂蛋白胆固醇( high density
lipoprotein cholesterol,HDLC) 水平与其呈负相关。
然而,在接受他汀类药物治疗的有效降低 LDLC 水

平患者中,仍然有冠状动脉事件发生[1,2]。 研究证

实升高 HDLC 水平和 /或改善高密度脂蛋白( high
density lipoprotein,HDL)功能降低心血管病发病率

和死亡率。 苯扎贝特是目前临床上常用的调血脂

药物,可以明显降低甘油三酯(triglyceride,TG)和升

高 HDLC。 研究表明,该药能有效延缓动脉斑块的

形成,降低冠心病患者的临床终点事件发生的危险

性,提示苯扎贝特具有抗动脉粥样的作用[3]。 其机

制除了与调节血脂如降低 TG 和升高 HDLC 外,可
能还具有调脂外的作用。 目前,国内外尚无苯扎贝

特对体内胆固醇逆转运 ( reverse cholesterol trans鄄
port,RCT)的影响的研究报道。 本研究采用一种替

代方法测定胆固醇的逆转运效率,即给苯扎贝特干

预的小鼠腹腔注射3H鄄胆固醇标记的巨噬细胞,24 h
后检测血清及粪便中氚的放射活性。 测定苯扎贝

特作用后小鼠体内 RCT 的效率,从而了解苯扎贝特

对小鼠血脂和在体 RCT 的影响。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 实验动物与试剂

摇 摇 28 只 10 周龄健康雄性 C57BL / 6 小鼠购自北京

协和医科大学实验动物中心,体重 22 ~ 25 g,SPF
级,饲养在中南大学湘雅二医院实验动物中心 SPF
级饲养房中。 RAW264. 7 巨噬细胞株购自中国科学

院上海细胞库。 苯扎贝特药粉由天津天士力药业

集团提供。 胎牛血清购自 Hyclone 公司,DMEM 培

养基购自 Sigma 公司,乙酰化低密度脂蛋白( acety鄄
lated low density lipoprotein,ac鄄LDL)购自中国科学

院协和生化研究所,其余试剂为国产产品。
1郾 2摇 动物干预

10 周龄 C57BL / 6 小鼠 28 只,毛细管眶内取血

75 滋L,酶法测定血脂均相近,随机分为四组:对照组

予以普通饲料饲养;0. 1% 苯扎贝特组予以添加

0郾 1%苯扎贝特的普通饲料饲养; 0. 25% 苯扎贝特

组予以添加 0. 25% 苯扎贝特的普通饲料饲养;
0郾 5%苯扎贝特组予以添加 0. 5% 苯扎贝特的普通

饲料饲养。 每只小鼠每天平均摄食量为 4. 2 ~ 4. 5
g,自由饮水。 4 周后,给小鼠腹腔注射制备好的巨

噬细胞悬液(每只鼠 0. 5 mL),之后单独笼养 24 h,
24 h 后小鼠体重 27. 97 依 1. 70 g。 用 1% 戊巴比妥

0. 1 mL 腹腔注射麻醉后摘取眼球取血于 EP 管中

(放置冰上),12000 r / min 离心 5 min,取 20 滋L 血清

进行液闪记数,计算血液总的放射活性及占注射总

量的百分比。 另外,取 200 滋L 血清行血脂检测。
1郾 3摇 细胞培养及干预

RAW264. 7 小鼠巨噬细胞培养条件:37益、5%
CO2、100%湿度培养箱,10% 胎牛血清 DMEM 培养

液。 制备干预液:取所需 ac鄄LDL (终浓度 50 mg / L)
于 15 mL 离心管,加入所需3H鄄胆固醇(干预浓度 5
mCi / L),37益孵育 30 min,再加入 DMEM 培养液,混
匀,将制备好的干预液加至培养瓶,细胞置于 37益
培养箱培育 48 h。 收获干预好的细胞,并预备给小

鼠腹腔注射:胰酶消化细胞,细胞吹散离心后加入

预冷的 DMEM 冲洗 2 遍,1000 r / min 离心 2 min,将
细胞悬浮于不含 FBS 的 DMEM,调整细胞数为 1 伊
108 / L 后,细胞悬液转移至 1 mL 注射器 (置于冰

上);吸取剩余的细胞悬液 80 滋L 3 次,分别放置于 3
个 EP 管中,离心后,各吸取 10 滋L 上清,用液闪计

数仪进行计数,吸除剩余上清,加入 200 滋L 正己烷 /
异丙醇(3颐 2),混匀,离心,吸取有机相于液闪瓶内,
真空干燥,加入液闪液进行计数(计算出细胞内和

上清液计数的比例,细胞内应 > 95% ),每只鼠 0. 5
mL,剩余的细胞悬液分别测定细胞及上清的放射活

性,保证上清所占比例少于 5% ,注射悬液的放射活

性为 6. 2 伊 106 cpm。
1郾 4摇 粪便处理

收集单独笼养 48 h 所有粪便,用镊子拣取小鼠

粪便至 EP 管中并称重,将其转移至研钵中,加入

50%乙醇溶液溶解粪便使其浓度为 114 g / L,充分混

匀 1 ~ 2 min,取 200 滋L 混匀液至 20 mL 液闪瓶内,
加入 10 mL 液闪液,振荡混匀,过夜;第二天再振荡

液闪瓶,进行液闪计数。 计算粪便总的放射活性,
并计算其占注射活性的百分比。
1郾 5摇 肝脏脂质抽提

处死小鼠,取肝脏组织用冷生理盐水冲洗后,用
滤纸吸干,称重, - 20益保存。 准确称取 10 mg 冰冻

肝组织放入匀浆器,加入 200 滋L 提取剂正己烷 / 异丙

醇(3颐 2),充分振摇 10 min,收集上清液,再重复抽提
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2 遍,真空干燥,将干燥脂质溶于 2 mL 闪烁液,振荡

混匀,即可作为分析样品进行液闪计数,计算肝脏总

的放射活性,并计算其占注射总量的百分比。
1郾 6摇 血脂测定

采用常规方法测定血脂全套,包括血清总胆固

醇 ( total cholesterol, TC )、 TG 和 HDLC。 按

Friedewald 公式计算血清 LDLC 水平。
1郾 7摇 统计学方法

对主要指标进行正态性检验,正态分布的统计

指标以x 依 s 表示。 采用 One鄄way ANOVA 分析进行

组间比较。 P < 0. 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 苯扎贝特干预后小鼠的血脂水平变化

摇 摇 不同剂量苯扎贝特干预后 TC、LDLC 无明显变

化,随着苯扎贝特剂量的增加 HDLC 呈上升趋势,
TG 呈下降趋势。 0. 5%苯扎贝特组 HDLC 水平较对

照组明显增高,增加 26. 4% ,同时 TG 水平较对照组

明显降低,降低 34% (P < 0. 01;表 1)。

表 1. 苯扎贝特干预后小鼠的血脂水平变化(x 依 s, n = 7, mmol / L)
Table 1. Effects of bezafibrate on the levels of blood lipids(x 依 s, n = 7, mmol / L)

分摇 组 TG TC LDLC HDLC
对照组 1. 44 依 0. 05 3. 18 依 0. 25 0. 82 依 0. 13 1. 40 依 0. 03
0. 1%苯扎贝特组 1. 29 依 0. 12 3. 03 依 0. 49 0. 80 依 0. 11 1. 59 依 0. 11b

0. 25%苯扎贝特组 1. 03 依 0. 17a 2. 96 依 0. 79 0. 69 依 0. 15 1. 69 依 0. 11b

0. 5%苯扎贝特组 0. 95 依 0. 12bc 2. 80 依 0. 35 0. 67 依 0. 13 1. 77 依 0. 10bc

a 为 P < 0. 05,b 为 P < 0. 01,与对照组比较;c 为 P < 0. 05,与 0. 1%苯扎贝特组比较。

2郾 2摇 苯扎贝特干预后小鼠的3H 鄄胆固醇分布情况

不同剂量苯扎贝特(0. 1% 、0. 25%和 0. 5% )干
预后,小鼠血清3H鄄胆固醇含量较对照组显著增加,
分别增加 100% 、131% 、110% ;小鼠肝脏3H鄄胆固醇

含量较对照组显著增加,分别增加 86. 4% 、52. 3% 、
51. 6% ;小鼠粪便3H鄄胆固醇含量较对照组显著增

加,分别增加 110% 、140% 、160% (表 2)。

表 2. 苯扎贝特干预后小鼠的3H鄄胆固醇分布情况( x 依 s, n
= 7, mmol / L)
Table 2. Effects of bezafibrate on the 3H鄄cholesterol contents
in serum, liver and feces in mice(x 依 s, n = 7, mmol / L)

分摇 组 血清 肝脏 粪便

对照组 2. 07 依 0. 53 4. 20 依 1. 00 0. 70 依 0. 09
0. 1%苯扎贝特组 4. 14 依 0. 75b 7. 83 依 1. 49b 1. 48 依 0. 67a

0. 25%苯扎贝特组 5. 79 依 0. 72bc 6. 40 依 1. 37a 1. 68 依 0. 61a

0. 5%苯扎贝特组 5. 35 依 0. 83bc 6. 37 依 1. 46a 1. 82 依 0. 72b

a 为 P < 0. 05,b 为 P < 0. 01,与对照组比较;c 为 P < 0. 05,与 0. 1%

苯扎贝特组比较。

3摇 讨摇 论

多余的胆固醇经转运体介导从外周细胞流出,
转移至 HDL,随血液循环至肝脏,与肝细胞表面

HDL 受体结合,被选择性摄取后转变为胆汁酸盐,
继而经由粪便排除体外,此过程称为 RCT[4]。 巨噬

细胞吞噬 LDL 后,大量胆固醇的过度堆积形成泡沫

细胞,沉积于血管壁形成早期的粥样硬化病变。 巨

噬细胞在内膜下吞噬过多的胆固醇形成泡沫细胞

是动脉粥样硬化发生的重要病理基础[5]。 因此,巨
噬细胞 RCT 对动脉粥样硬化的发展起着最为关键

的作用。 巨噬细胞 RCT 构成了体内过多的胆固醇

清除的有效途径,大量的证据表明,巨噬细胞胆固

醇流出和 RCT 在预防动脉粥样硬化中起主要的作

用[6]。 长期以来缺少对在体 RCT 不同步骤的整体

调节评价方法。 本研究在文献[7,8]的方法基础上

建立了替代方法测定胆固醇的逆转运效率。 即给

小鼠腹腔注射3H鄄胆固醇标记的巨噬细胞,24 h 后检

测血清及粪便中氚的放射活性来反映胆固醇的逆

转运效率。 通过对苯扎贝特干预后 C57BL / 6 小鼠

血清、粪便中氚活性的检测,测定苯扎贝特作用后

小鼠体内 RCT 的效率,从而了解苯扎贝特对小鼠血

脂和在体 RCT 的影响。
苯扎贝特为贝特类药物,是人工合成的过氧化

体增殖物激活型受体 琢(peroxisome proliferator acti鄄
vated receptor 琢,PPAR琢)配体,为一类常用的调脂

药,能显著降低 TG,中度降低 TC 和 LDLC,并能升

高 HDLC,能有效地延缓动脉粥样硬化病变发展的

进程[9]。 苯扎贝特抗动脉粥样硬化的机制除了与

其调节血脂如降低 TG 和升高 HDLC 外,可能还具

有调脂外的作用如抗炎、抗凝作用。 对于 RCT 作用

的研究,苯扎贝特仅限于对 RCT 中转运蛋白如 ATP
结合盒转运体 A1 (ATP binding cassette transporter
A1,ABCA1)的影响[10]。 目前国内外尚无苯扎贝特
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对体内 RCT 影响的研究报道。
本研究测定了小鼠血清、肝脏和粪便中的3H鄄胆

固醇活性。 标记的3H鄄胆固醇从巨噬细胞流出至血

液循环,再由 HDL 转运到肝脏,以胆汁酸盐的形式

分泌,之后随粪便排出。 通过此研究方法证实体内

多余胆固醇的逆转运过程。 我们观察到苯扎贝特

作用后,小鼠血清中3H鄄胆固醇含量增加,肝脏和粪

便中3H鄄胆固醇含量增多。 这些结果表明,苯扎贝特

不仅能促进巨噬细胞胆固醇流出,而且可促进体内

胆固醇的逆转运。 药理学和靶向基因研究证实

PPAR琢 增加胆固醇流出,调节肝脏胆汁酸的合成和

代谢,促进 RCT[11]。 研究显示苯扎贝特上调体外培

养的巨噬细胞 ABCA1 表达,减少巨噬细胞胆固醇堆

积[10]。 研究显示贝特类通过激动 PPAR琢,使之与

SR鄄BI 的 PPAR琢 反应元件结合,增加 SR鄄BI 启动子

活性[12]。 用非诺贝特喂养家兔 3 周能增加循环中

HDLC 和胆固醇酯的浓度,改变 HDL 颗粒的大小,
同时非诺贝特喂养家兔血清 HDL 促进胆固醇由富

含 SR鄄BI 受体的 Fu5AH 流出。 研究表明贝特类通

过 SR鄄BI 途径可以改变 HDL 质和量[13]。 苯扎贝特

促进小鼠体内 RCT 的机制还有待进一步探索。
血浆中 HDLC 水平与动脉粥样硬化性心血管病

的发病危险之间呈独立的负相关。 HDL 不仅是接

受从巨噬细胞流出的胆固醇,而且能将胆固醇转运

到肝脏,因此能促进巨噬细胞 RCT[4]。 苯扎贝特能

使 TC 降低 10% ~20% ,TG 降低 20% ~60% ,HDLC
升高 10% ~30% 。 在 BIP 研究中,苯扎贝特使心脏

病死亡、非致死性心肌梗死减少 17% ,这种临床获

益可能与升高 HDLC 有关[14]。 本研究观察到苯扎

贝特干预 4 周后,小鼠血清的脂质谱发生明显变化,
苯扎贝特剂量依赖性增加 HDLC,降低 TG。 贝特类

促进 HDL 主要载脂蛋白 ApoA玉和 ApoA域的表达,
增加 HDL 的合成;抑制胆固醇酯转运蛋白活性,促
进并增强 HDL 从富含 TG 的脂蛋白中摄取脂质可

能增加 HDLC[15]。 另一方面,增加三种 HDL 受体即

ABCA1 及 SR鄄BI 的表达,从而加速肝外细胞胆固醇

的流出和被肝细胞所摄取,促进 RCT。 结合本研究

中苯扎贝特促进了巨噬细胞 RCT,我们认为苯扎贝

特升高 HDLC 水平对促进巨噬细胞 RCT 有积极意

义,对于预防和延缓动脉粥样硬化的发生发展亦有

重要意义。
通过增加 HDLC 浓度、加速巨噬细胞胆固醇流

出和 RCT,可能改善动脉粥样硬化,是动脉粥样硬

化心血管疾病最具发展前景的治疗靶点,也是评价

干预动脉粥样硬化措施的依据。 苯扎贝特升高

HDLC 水平,促进巨噬细胞 RCT,加速胆固醇由粪便

清除,发挥抗动脉粥样硬化作用。
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