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[摘　 要] 　 目的　 采用氧化型低密度脂白( ｏｘ￣ＬＤＬ)构建小鼠巨噬细胞泡沫化模型ꎬ探讨别嘌呤醇对泡沫化进程

中脂质蓄积的影响及其机制ꎮ 方法　 体外培养小鼠单核巨噬细胞株 ＲＡＷ２６４.７ꎬ用 ｏｘ￣ＬＤＬ 或 Ｄｉｌ￣ｏｘ￣ＬＤＬ 孵育细胞

构建泡沫化模型ꎮ 用不同浓度别嘌呤醇处理细胞ꎬＭＴＴ 法筛选出合适的实验浓度ꎮ 将合适浓度的别嘌呤醇作用于

细胞ꎬ在共聚焦荧光显微镜下观察 Ｄｉｌ￣ｏｘ￣ＬＤＬ 孵育后 ＲＡＷ２６４.７ 细胞内脂质蓄积情况ꎻ酶学终点法定量检测细胞

内总胆固醇的变化ꎻ半定量﹑荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 法和蛋白免疫印迹法分别检测细胞中 ＬＸＲα 和 ＡＢＣＡ１ ｍＲＮＡ 和蛋

白的表达水平ꎮ 结果　 与 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的泡沫化模型组相比ꎬ别嘌呤醇组脂质蓄积显著下降ꎬ总胆固醇含量明显下

调ꎮ 别嘌呤醇在 ｍＲＮＡ 和蛋白水平上引起 ＬＸＲα 和 ＡＢＣＡ１ 的高表达ꎮ 结论　 别嘌呤醇具有抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导小

鼠巨噬细胞泡沫化进程的作用ꎬ并通过上调 ＬＸＲα￣ＡＢＣＡ１ 途径来调节细胞内胆固醇的含量ꎮ
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取氧化型低密度脂蛋白(ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏ￣
ｔｅｉｎꎬｏｘ￣ＬＤＬ)颗粒形成泡沫细胞是 Ａｓ 早期病变的

重要环节[１]ꎬ这种巨噬细胞源性的泡沫细胞最终进

展为 Ａｓ 斑块的脂质核心ꎬ在 Ａｓ 的进程中起着关键

性的作用[２]ꎮ 肝 Ｘ 受体 α ( ｌｉｖｅｒ Ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒ αꎬ
ＬＸＲα)属于核受体超家族成员ꎬ在维持细胞内胆固

醇的稳态方面起着重要的作用ꎮ 多项研究表明ꎬ
ＬＸＲα 在 Ａｓ 的发生发展中发挥着重要作用ꎬ它能够

与靶基因上游的 ＬＸＲ 反应元件结合ꎬ调节特定基因

的表达ꎬ通过胆固醇逆向转运促进巨噬细胞内的胆

固醇流出[３]ꎮ 而三磷酸腺苷结合盒转运体 Ａ１
(ＡＴＰ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ Ａ１ꎬＡＢＣＡ１) 是受

ＬＸＲα 通路调节的控制细胞内胆固醇磷脂外流和胆

固醇逆转运的关键分子[４]ꎮ 因此ꎬ寻找有效的调控

ＬＸＲα￣ＡＢＣＡ１ 通路的药物对抑制泡沫细胞形成ꎬ阻
止 Ａｓ 进展具有重要意义ꎮ 在临床上ꎬ别嘌呤醇作为

一线药物已广泛应用于高尿酸血症的治疗中ꎬ但是

近年来多项研究提示ꎬ别嘌呤醇还能够延缓小鼠 Ａｓ
的进程[５]ꎬ但是其在 Ａｓ 中的具体作用机制仍不明

确ꎮ 本 文 以 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱 导 的 小 鼠 巨 噬 细 胞 系

ＲＡＷ２６４.７ 泡沫化为模型ꎬ观察了别嘌呤醇对巨噬

细胞泡沫化过程中脂质聚积、胆固醇含量以及

ＬＸＲα￣ＡＢＣＡ１ 通路表达的影响ꎬ以探讨其调控巨噬

细胞泡沫化的机制ꎬ为别嘌呤醇作为抗 Ａｓ 的药物治

疗提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料及试剂

别嘌呤醇购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻｏｘ￣ＬＤＬ( １. ２６ ｍｇ /
Ｌ)和 Ｄｉｌ 标记的 ｏｘ￣ＬＤＬ(Ｄｉｌ￣ｏｘ￣ＬＤＬꎻ１.９ ｇ / Ｌ)购自

广州奕源生物有限公司ꎻＤＭＥＭ 高糖培养基和胎

牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ四甲基偶氮唑盐(ｍｅｔｈｙｌ
ｔｈｉａｚｏｌｙｌ ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍꎬＭＴＴ)细胞增殖试剂盒购自美

国 ＡＴＣＣ 公司ꎻＴｒｉｚｏｌ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻ逆转录

试剂盒﹑荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒购自 Ｔｏｙｏｂｏ 公司ꎻ
Ｍ￣ＰＥＲ 购自 Ｐｉｅｒｃｅ 公司ꎻ兔抗 ＬＸＲα、ＡＢＣＡ１ 和 β￣
ａｃｔｉｎ 抗体购自 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎻ增强化学发光( ｅｎ￣
ｈａｎｃｅｄ ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅꎬＥＣＬ)试剂盒和二氟化

树脂膜分别为 Ｐｉｅｒｃｅ 公司和 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司产品ꎻ二
喹啉甲酸( ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ ａｃｉｄꎬＢＣＡ)蛋白含量测定

试剂盒购自 Ｐｉｅｒｃｅ 公司ꎻ总胆固醇测定试剂盒购

自南京建成生物工程研究所ꎻ其余试剂均为进口

分装ꎮ

１.２　 细胞培养

小鼠单核巨噬细胞株 ＲＡＷ２６４.７ 购自中国科

学院上海生物化学与细胞生物学研究所ꎬ在含

１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基中贴壁生长ꎬ培养

条件为 ３７℃ 、５％ＣＯ２ꎮ 细胞生长至 ９０％时传代 １
次ꎮ 取对数生长期细胞进行实验ꎬ在每次实验前

将细胞密度调整为 １×１０９ / Ｌꎬ按实验需要分组ꎮ 应

用 ｏｘ￣ＬＤＬ(终浓度为 ５０ ｍｇ / Ｌ)或 Ｄｉｌ￣ｏｘ￣ＬＤＬ( １０
ｍｇ / Ｌ)处理 ２４ ｈꎬ诱导巨噬细胞泡沫化ꎮ 实验共分

３ 组:(１)空白对照组ꎻ(２)泡沫化模型组( ｏｘ￣ＬＤＬ
或 Ｄｉｌ￣ｏｘ￣ＬＤＬ 组)ꎻ(３)别嘌呤醇组:ｏｘ￣ＬＤＬ 或 Ｄｉｌ￣
ｏｘ￣ＬＤＬ 作用后ꎬ在培养液中加入别嘌呤醇处理ꎬ２
ｈ 后收集细胞ꎮ
１.３　 ＭＴＴ 法检测细胞存活率

每孔换无血清 ＤＭＥＭ 培养基(别嘌呤醇浓度 ５
~５００ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ加 ＭＴＴꎬ３７℃、５％ＣＯ２ 培养 ５ ｈ 后取

出ꎬ每孔加入二甲基亚砜 １００ μＬꎬ室温轻摇 ４ ｈꎬ待
蓝色颗粒完全溶解后于酶标仪(ＫＨＢ ＳＴ￣３６０) ５７０
ｎｍ 处测吸光度( ａｂｓｏｒｂａｎｃｅꎬＡ)值ꎮ 细胞存活率按

公式计算:细胞存活率 ＝ 处理组 Ａ５７０ ｎｍ / 对照组

Ａ５７０ ｎｍ×１００％ꎮ
１.４　 共聚焦荧光显微镜检测细胞内 Ｄｉｌ￣ｏｘ￣ＬＤＬ 蓄

积程度

取出处理后细胞ꎬ细胞标本用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ
在共聚焦荧光显微镜下观察细胞内 Ｄｉｌ￣ｏｘ￣ＬＤＬ 的蓄

积情况ꎮ
１.５　 细胞内总胆固醇测定

培养皿细胞孵育结束后ꎬ收集细胞ꎬ用 ＰＢＳ 洗 ３
次ꎬ按 Ｆｏｌｃｈ 法进行脂质抽提ꎬ依照脂质测定试剂盒

说明书测定总胆固醇( ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬＴＣ)的含量ꎮ
细胞蛋白质含量用 ＢＣＡ 法测定ꎮ
１.６　 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＬＸＲα 和 ＡＢＣＡ１ 基因的表达

将处理后的细胞加入 Ｔｒｉｚｏｌꎬ按说明书提取细胞

总 ＲＮＡꎮ 取各组细胞总 ＲＮＡ ４ μｇꎬ用东洋纺逆转录

试剂盒逆转录合成 ｃＤＮＡꎬ取产物 ２ μＬꎬ以 β￣ａｃｔｉｎ
为内参进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ ＰＣＲ 循环参数:９４℃预热 ２
ｍｉｎꎬ９４℃变性 ３０ ｓꎬ５８℃退火 ３０ ｓꎬ７２℃延伸 ３０ ｓꎬ共
进行 ２８ 个循环ꎬ 末次循环 ７２℃ꎬ 延伸 １０ ｍｉｎꎮ
ＬＸＲα 引物序列:５’ ￣ＣＧＡＣＡＧＡＧＣＴＴＣＣＧＴＣＣＡＣＡＡ￣
３’ꎻ５’ ￣ＧＣＴＣＧＴＴＣＣＣＣＡＧＣＡＴＴＴＴ￣３’ꎮ ＡＢＣＡ１ 引物

序列: ５’ ￣ＧＧＡＣＡＴＧＣＡＣＡＡＧＧＴＣＣＴＧＡ￣３’ꎻ ５’ ￣ＣＡ￣
ＧＡＡＡＡＴＣＣＴＧＧＡＧＣＴＴＣＡＡＡ￣３’ꎮ β￣ａｃｔｉｎ 引 物 序

列:５’ ￣ＴＧＧＣＣＴＣＣＡＡＧＧＡＧＴＡＡＧＡＡＡＣ￣３’ꎻ５’ ￣ＧＧ￣
ＧＡＴＡＧＧＧＣＣＴＣＴＣＴＴＧＣＴ￣３’ꎮ 用凝胶电泳分析系

统扫描并分析各组 ＬＸＲα、ＡＢＣＡ１ 和 β￣ａｃｔｉｎ 基因的

６５３ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ４ꎬ２０１６



灰度值ꎬ以二者的比值表示目的基因 ｍＲＮＡ 相对表

达水平ꎮ
１.７　 蛋白免疫印迹检测 ＬＸＲα 和 ＡＢＣＡ１ 蛋白的

表达

按照 Ｍ￣ＰＥＲ 蛋白提取试剂盒说明书提取各组

细胞总蛋白ꎬ细胞蛋白质含量用 ＢＣＡ 法测定ꎮ 经定

量变性处理后的蛋白质进行十二烷基硫酸钠聚丙

烯酰胺凝胶电泳(１０％分离胶)后电转印至二氟化

树脂膜ꎬ５％脱脂奶粉封闭后分别用兔抗 ＬＸＲα 和

ＡＢＣＡ１(１ ∶２００)和 β￣ａｃｔｉｎ 抗体(１ ∶１０００)多克隆抗

体室温孵育 ３ ｈꎬ洗膜后用辣根过氧化物酶标记相应

二抗孵育 ２ ｈꎬ免疫条带用 ＥＣＬ 法显示ꎬ暗室曝光ꎮ
采用 Ｉｍａｇｅ￣ＰｒｏＰｌｕｓ 软件分析蛋白条带积分吸光度

( ｉｎｔｅｇｒａｌ ａｂｓｏｒｂａｎｃｅꎬＩＡ)值ꎬ以目的蛋白 ＩＡ 值与 β￣
ａｃｔｉｎ ＩＡ 值的比值反映目的蛋白的相对水平ꎮ
１.８　 统计学分析

实验均重复 ３ 次ꎬ各组实验数据以ｘ±ｓ 表示ꎬ两
组间比较采用 ｔ 检验ꎬ Ｐ < ０. ０５ 为差异有统计学

意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 别嘌呤醇浓度的确定

用 ＭＴＴ 法检测不同浓度 ( ５、 ５０、 １００、 ２５０、
５００ μｍｏｌ / Ｌ)别嘌呤醇作用于 ＲＡＷ２６４.７ 细胞 ４８
ｈ 后对细胞增殖的影响ꎬ结果显示ꎬ在别嘌呤醇浓

度<２５０μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ对巨噬细胞 ＲＡＷ２６４. ７ 的增

殖无显著影响ꎻ别嘌呤醇浓度≥２５０ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ

对巨噬细胞 ＲＡＷ２６４. ７ 的增殖有显著抑制作用

(Ｐ<０.０５ꎻ图 １) ꎮ
２.２　 别嘌呤醇对泡沫化巨噬细胞脂质蓄积的影响

向 ＲＡＷ２６４.７ 细胞加入 １０ ｍｇ / Ｌ Ｄｉｌ￣ｏｘ￣ＬＤＬꎬ培
养 ２４ ｈꎬ在共聚焦荧光显微镜下观察ꎮ 结果显示ꎬ未
加入 Ｄｉｌ￣ｏｘ￣ＬＤＬ 的空白对照组巨噬细胞内无荧光

(图 ２Ａ)ꎻ加入 Ｄｉｌ￣ｏｘ￣ＬＤＬ 的泡沫化模型组ꎬ镜下呈

现强烈的红色荧光(图 ２Ｂ)ꎻ而经别嘌呤醇处理后ꎬ
２０ μｍｏｌ / Ｌ 别嘌呤醇组与泡沫化模型组无明显差异

(图 ２Ｃ)ꎬ但 ８０ μｍｏｌ / Ｌ 别嘌呤醇组 Ｄｉｌ￣ｏｘ￣ＬＤＬ 的红

色荧光显著减弱ꎬ提示 ８０ μｍｏｌ / Ｌ 别嘌呤醇处理后

巨噬细胞内脂质蓄积明显减少(图 ２Ｄ)ꎮ 因此ꎬ后
续实验均采用 ８０ μｍｏｌ / Ｌ 别嘌呤醇进行实验ꎮ

图 １. 别嘌呤醇对 ＲＡＷ２６４.７ 细胞增殖的影响 　 　 ａ 为 Ｐ<
０􀆰 ０５ꎬ与 ０ μｍｏｌ / Ｌ 别嘌呤醇组(空白对照组)相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｌｌｏｐｕｒｉｎｏｌ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ
ＲＡＷ２６４.７ ｃｅｌｌ

图 ２. 共聚焦荧光显微镜观察巨噬细胞内 Ｄｉｌ￣ｏｘ￣ＬＤＬ 蓄积(×４０)　 　 Ａ 为空白对照组ꎬＢ 为泡沫化模型组ꎬＣ 为 ２０ μｍｏｌ / Ｌ 别嘌呤醇

组ꎬＤ 为 ８０ μｍｏｌ / Ｌ 别嘌呤醇组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｐｉｄ (Ｄｉｌ￣ｏｘ￣ＬＤＬ) ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｌｌｏｐｕｒｉｎｏｌ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉ￣
ｃｒｏｓｃｏｐｙ (×４０)

２.３ 　 别嘌呤醇对泡沫化巨噬细胞胆固醇含量的

影响

总胆固醇测定结果显示ꎬ与空白对照组相比ꎬ

泡沫化模型组巨噬细胞内 ＴＣ 增加(Ｐ<０.００１)ꎬ而别

嘌呤醇组细胞内 ＴＣ 含量较泡沫化模型组显著减少

(Ｐ<０.０１)ꎬ提示别嘌呤醇能显著抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导
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的巨噬细胞泡沫化(表 １)ꎮ
２.４　 别嘌呤醇对泡沫化巨噬细胞 ＬＸＲα 和 ＡＢＣＡ１
表达的影响

通过半定量和荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲꎬ我们发现ꎬ与
泡沫化模型组( ｏｘ￣ＬＤＬ 组)相比ꎬ别嘌呤醇处理后

ＬＸＲα 和 ＡＢＣＡ１ 的 ｍＲＮＡ 表达水平呈现上调趋势

(Ｐ<０.０５ꎻ图 ３Ａ、Ｂ)ꎬ而空白对照组中加入别嘌呤醇

并不能使 ＬＸＲα 和 ＡＢＣＡ１ 的 ｍＲＮＡ 表达水平出现

改变(图 ３Ｂ)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 的结果与半定量﹑荧光

定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 的结果一致ꎬ显示泡沫化模型组、空白

对照组巨噬细胞中 ＬＸＲα 的表达均呈现低表达水平

且无明显差异ꎬ而别嘌呤醇组 ＬＸＲα 表达明显增加ꎬ
说明别嘌呤醇对泡沫化巨噬细胞内 ＬＸＲα 的蛋白表

达有激活作用ꎮ 另一方面ꎬ与空白对照组比较ꎬ泡

沫化模型组 ＡＢＣＡ１ 表达明显增加ꎬ提示 ｏｘ￣ＬＤＬ 可

以上调泡沫细胞内 ＡＢＣＡ１ 的表达水平ꎻ与泡沫化模

型组比较ꎬ别嘌呤醇组 ＡＢＣＡ１ 的表达仍有上调ꎬ差
异具有显著性(Ｐ<０.０５ꎻ图 ３Ｃ)ꎮ

表 １. 各组细胞内总胆固醇的含量(ｘ±ｓꎬｍｇ / ｇ 蛋白)
Ｔａｂｌｅ １. Ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｃｅｌｌｓ (ｘ±ｓꎬ
ｍｇ / ｇ ｐｒｏｔｅｉｎ)

分　 组 ｎ ＴＣ

空白对照组 ４ ３３.２９±０.６９
泡沫化模型组 ４ ５５.８４±０.７６ａ

别嘌呤醇组 ４ ３６.５１±２.５２ｂ

ａ 为 Ｐ< ０.００１ꎬ与空白对照组相比ꎻｂ 为 Ｐ< ０.０１ꎬ与泡沫化模型组

相比ꎮ

图 ３. 别嘌呤醇对泡沫化巨噬细胞 ＬＸＲα和 ＡＢＣＡ１ 表达的影响　 　 Ａ 为半定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＬＸＲα 和 ＡＢＣＡ１ ｍＲＮＡ 的表达ꎻＢ 为荧

光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＬＸＲα 和 ＡＢＣＡ１ ｍＲＮＡ 的表达ꎻＣ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＬＸＲα 和 ＡＢＣＡ１ 蛋白的表达ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与泡沫化模型组相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｌｌｏｐｕｒｉｎｏｌ ｏｎ ＬＸＲα ａｎｄ ＡＢＣＡ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｆｏａｍ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ

２.５　 别嘌呤醇通过 ＬＸＲα 途径调控 ＡＢＣＡ１ 的表达

为了 研 究 别 嘌 呤 醇 对 ＬＸＲα 途 径 活 化 和
ＡＢＣＡ１ 蛋白表达上调之间的联系ꎬ我们运用 ＬＸＲα
抑制剂 ＳＲ９２４３ 抑制 ＬＸＲα 途径的活化ꎬ然后再检测

ＡＢＣＡ１ 的表达水平ꎮ 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 发现ꎬ不论

泡沫化模型组还是别嘌呤醇组加入 ＳＲ９２４３ꎬ都将显

著降低 ＡＢＣＡ１ 蛋白表达水平(Ｐ<０.０５)ꎬ但别嘌呤

醇组 ＡＢＣＡ１ 蛋白表达水平仍高于泡沫化模型组

(图 ４)ꎬ说明别嘌呤醇引起 ＡＢＣＡ１ 表达上调的作用

是多方面因素引起的ꎬ但 ＬＸＲα 途径的活化确实在

别嘌呤醇引起 ＡＢＣＡ１ 蛋白表达上调中起着一定的

作用ꎮ

３　 讨　 论

目前认为ꎬ巨噬细胞内脂质代谢出现异常导致

细胞内脂质堆积ꎬ进而转化为泡沫细胞是 Ａｓ 形成的

病理基础[６]ꎮ 在临床上ꎬ别嘌呤醇作为黄嘌呤氧化

酶的抑制剂已广泛应用于高尿酸血症的治疗中ꎮ
但近期的研究显示ꎬ别嘌呤醇除具有降低尿酸的作

８５３ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ４ꎬ２０１６



图 ４. 别嘌呤醇通过 ＬＸＲα活化调控 ＡＢＣＡ１ 蛋白的表达　 ａ
为 Ｐ<０.０５ꎬ与泡沫化模型组相比ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与别嘌呤醇组相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ａｌｌｏｐｕｒｉｎｏｌ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＢＣＡ１
ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ＬＸＲα ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

用外ꎬ还能够降低病人心血管事件的死亡率[７]ꎬ具
有改善慢性稳定型心绞痛[８]、慢性心力衰竭﹑保护

心肌缺血再灌注损伤[９] 以及延缓动脉粥样硬化进

程[１０]等作用ꎮ 研究发现ꎬ别嘌呤醇能够下调载脂蛋

白 Ｅ 基因敲除小鼠泡沫化巨噬细胞中炎性因子白

细胞介素 １β( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１βꎬＩＬ￣１β)、ＩＬ￣６、ＩＬ￣１２ 和

肿瘤坏死因子 α 的表达[５]ꎬ因此ꎬ我们推测别嘌呤

醇可能通过一定的机制影响 Ａｓ 的发生发展ꎮ 在本

研究中ꎬ通过共聚焦荧光显微镜观察 Ｄｉｌ￣ｏｘ￣ＬＤＬ 的

方法检测巨噬细胞内脂质蓄积情况ꎬ我们发现别嘌

呤醇具有显著抑制巨噬细胞脂质蓄积的效应ꎮ 为

了确定别嘌呤醇在调节泡沫化巨噬细胞胆固醇含

量中的作用ꎬ我们检测了各组细胞内 ＴＣ 的含量ꎬ结
果发现泡沫化巨噬细胞内 ＴＣ 含量明显增多ꎻ别嘌

呤醇处理组能够明显下调巨噬细胞源性泡沫细胞

中 ＴＣ 的含量ꎮ 这些结果均提示别嘌呤醇可能通过

影响胆固醇转运来参与 Ａｓ 的进程ꎮ
近年来的研究发现ꎬ巨噬细胞内 ＬＸＲα 能够激

活一系列信号通路调控其脂质代谢ꎬ可以通过调节

参与胆固醇吸收、转运、外流和分泌的基因表达ꎬ从
而维持整个机体的胆固醇内环境稳定[１１]ꎮ 研究显

示ꎬＬＸＲα 激动剂有明显的抗 Ａｓ 作用ꎬ敲除 ＬＸＲα
受体ꎬ可以引发小鼠产生 Ａｓ[１２]ꎮ 本研究中发现空

白对照组和泡沫化模型组中的 ＬＸＲα 呈低水平表

达ꎬ别嘌呤醇处理后能够促进 ＬＸＲα 的 ｍＲＮＡ 和蛋

白表达ꎮ 因此ꎬ我们认为别嘌呤醇通过 ＬＸＲα 途径

抑制脂质的细胞内蓄积ꎬ维持机体胆固醇内环境的

稳定ꎬ延缓泡沫细胞的形成ꎬ阻止 Ａｓ 的进展ꎮ
进一步的研究指明ꎬＬＸＲα 的激活可以诱导其

下游与胆固醇输出密切相关蛋白的表达来调节细

胞内胆固醇的外流[１３]ꎮ 在巨噬细胞中有多种基因

调控着细胞内胆固醇的稳态ꎬ其中主要包括清道夫

受体和胆固醇转运蛋白ꎬ如清道夫受体 Ｂ１ 和 ＡＴＰ
结合盒转运体(ＡＢＣＡ１ 和 ＡＢＣＧ１) [１４]ꎮ ＡＢＣＡ１ 是

巨噬细胞内参与胆固醇外流信号通路的关键蛋白ꎬ
近年研究显示ꎬＡＢＣＡ１ 能以 ＡＴＰ 为能源转运各种

底物ꎬ尤其是细胞内多余的胆固醇[１５]ꎮ 研究发现ꎬ
当 ＡＢＣＡ１ 的表达降低时ꎬ会造成细胞内大量的脂质

堆积ꎬ最后形成泡沫细胞[１６]ꎮ 而 ＬＸＲα 活化可以通

过直接调节 ＡＢＣＡ１ 的启动子活性来介导胆固醇外

排[１７]ꎮ 近期研究显示 ｏｘ￣ＬＤＬ 能够促进 ＴＨＰ￣１ 人单

核巨噬细胞的 ＡＢＣＡ１ 蛋白表达增加[１８]ꎬ而某些抗

动脉粥样硬化药物能够通过激活 ＬＸＲα￣ＡＢＣＡ１ 途

径[１９]ꎬ促进胆固醇的外流ꎬ从而降低细胞内胆固醇

的含量[２０]ꎻ本研究中也有类似发现ꎮ 通过 ＲＴ￣ＰＣＲ
和蛋白质免疫印迹技术ꎬ我们观察到空白对照组

ＡＢＣＡ１ 水平表达呈现出低表达状态ꎬ而 ｏｘ￣ＬＤＬ 孵

育后能显著上调细胞内 ＡＢＣＡ１ 的表达水平ꎬ但是

ｏｘ￣ＬＤＬ 对巨噬细胞 ＬＸＲα 表达无影响ꎬ说明 ｏｘ￣ＬＤＬ
上调 ＡＢＣＡ１ 的表达并非通过激活 ＬＸＲα 来实现的ꎮ
与 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的泡沫化模型组相比ꎬ别嘌呤醇组

ＡＢＣＡ１ 蛋白的表达明显升高ꎬ表明别嘌呤醇可通过

提高 ＡＢＣＡ１ 的表达来促进巨噬细胞内胆固醇的转

运ꎮ 而 ＬＸＲα 抑制剂的应用ꎬ证实别嘌呤醇上调

ＡＢＣＡ１ 的表达确实部分通过 ＬＸＲα 通路来实现ꎮ
综 上 所 述ꎬ 本 研 究 提 示 在 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱 导

ＲＡＷ２６４.７ 巨噬细胞泡沫化模型中ꎬ别嘌呤醇能够

改善巨噬细胞泡沫化过程中的脂质蓄积ꎬ其作用机

制是通过激活 ＬＸＲα￣ＡＢＣＡ１ 途径以促进脂质外排ꎮ
该研究结果为别嘌呤醇作为抗 Ａｓ 药物在临床上使

用提供了理论和实验依据ꎮ
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