
[收稿日期] 　 ２０１５￣０７￣２５ [修回日期] 　 ２０１５￣１０￣１８
[基金项目] 　 国家自然科学基金资助项目(８１３６００６０ 和 ８１０７０６３３)ꎻ江西省主要学科学术和技术带头人培养计划项目

(２０１２３ＢＣＢ２２００５)ꎻ江西省自然科学基金资助项目(０６４００４０)ꎻ南昌大学“国家大学生创新性实验计划”项目

[作者简介] 　 温见炳ꎬ硕士研究生ꎬ研究方向为内分泌和代谢性疾病药物药理学ꎬＥ￣ｍａｉｌ 为 ８０７４５０９７５＠ ｑｑ􀆰 ｃｏｍꎮ 通讯作者黄

起壬ꎬ博士ꎬ博士研究生导师ꎬ研究方向为内分泌和代谢性疾病药物药理学ꎬＥ￣ｍａｉｌ 为 ｑｒｈｕａｎｇ＠ ｎｃｕ.ｅｄｕ.ｃｎꎮ

[文章编号] 　 １００７￣３９４９(２０１６)２４￣０６￣０５４１￣０６ 􀅰实验研究􀅰

ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导泡沫细胞形成中 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ的表达改变及意义
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[摘　 要] 　 目的　 观察 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ在氧化型低密度脂蛋白( ｏｘ￣ＬＤＬ)诱导泡沫细胞形成中表达的改变及其与细胞

内胆固醇酯(ＣＥ) / 总胆固醇(ＴＣ)比值(ＣＥ / ＴＣ)改变的相关性ꎬ从而探讨 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ在 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导泡沫细胞形成中

的意义ꎮ 方法　 常规培养 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 单核细胞株ꎬ待细胞长至 ９０％汇合度时ꎬ分别加入不同浓度的 ｏｘ￣ＬＤＬ(５０、
１００、２００ ｍｇ / Ｌ)孵育 ２４ ｈꎬ以未经氧化修饰的天然低密度脂蛋白(ｎ￣ＬＤＬꎬ２００ ｍｇ / Ｌ)为阴性对照ꎬ测定细胞内 ＴＣ 和

ＣＥ 含量ꎬ油红 Ｏ 染色鉴定泡沫细胞ꎻ比色法测定乳酸脱氢酶(ＬＤＨ)释出量和 ＭＴＴ 法检测细胞存活率来观察 ｏｘ￣
ＬＤＬ 对细胞的毒性作用ꎻＲＴ￣ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＡｎｎｅｘｉｎⅡｍＲＮＡ 和蛋白的表达水平ꎮ 结果　 不同浓度的 ｏｘ￣
ＬＤＬ(５０、１００、２００ ｍｇ / Ｌ)孵育 ２４ ｈꎬ仅 ２００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 组细胞活力显著降低ꎬＬＤＨ 释出量显著升高ꎬ与 ｎ￣ＬＤＬ(２００
ｍｇ / Ｌ)组比较差异具有显著性(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ ５０ ｍｇ / Ｌ 和 １００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 对细胞活力和 ＬＤＨ 释出量无显著影响(Ｐ>
０􀆰 ０５)ꎻＣＥ / ＴＣ 比值分别是 ５５􀆰 ０％±６.７％、６１.８％±４.８％和 ５９.６％±５.２％ꎬ与 ｎ￣ＬＤＬ(２００ ｍｇ / Ｌ)组比较差异均具有显

著性(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ其中浓度为 １００ ｍｇ / Ｌ 的 ｏｘ￣ＬＤＬ 作用最显著ꎻｏｘ￣ＬＤＬ 呈浓度依赖性抑制 ＡｎｎｅｘｉｎⅡｍＲＮＡ 和蛋白的

表达ꎬＡｎｎｅｘｉｎⅡｍＲＮＡ 和蛋白的表达改变与 ＣＥ / ＴＣ 比值呈负相关( ｒ１ ＝ －０􀆰 ９３７４ꎬＰ<０􀆰 ０５ꎻｒ２ ＝ －０􀆰 ９５４８ꎬＰ<０􀆰 ０５)ꎮ
结论　 ｏｘ￣ＬＤＬ 呈浓度依赖性抑制 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ表达ꎬ提示其可能影响细胞内胆固醇自平衡从而诱导泡沫细胞形成ꎮ
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Ｒｏｌｅ ｏｆ ＡｎｎｅｘｉｎⅡ ｉｎ ｔｈｅ Ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ｆｏａｍ Ｃｅｌｌｓ Ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｏｘ￣ＬＤＬ
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ａｎｄ ＨＵＡＮＧ Ｑｉ￣Ｒｅｎ１ꎬ２

(１.Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｂａｓｉｃ Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｊｉａｎｇｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｎａｎｇｃｈａｎｇꎬ Ｊｉａｎｇｘｉ ３３０００６ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２.Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｐｈａｒ￣
ｍａｃｏｌｏｇｙꎬ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｙꎬ Ｎａｎｃｈａｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｎａｎｇｃｈａｎｇꎬ Ｊｉａｎｇｘｉ ３３０００６ꎬＣｈｉｎａꎻ ３.Ｆｕｚｈｏｕ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ
Ｎａｎｃｈａｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｆｕｚｈｏｕꎬ Ｊｉａｎｇｘｉ ３４４０００ꎬ Ｃｈｉｎａ)
[ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ]　 Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎻ　 Ｏｘｉｄｉｚｅｄ Ｌｏｗ Ｄｅｎｓｉｔｙ Ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎻ　 Ａｎｎｅｘｉｎ ＩＩꎻ　 Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓꎻ　 Ｆｏａｍ Ｃｅｌｌｓ
[ＡＢＳＴＲＡＣＴ]　 　 Ａｉｍ　 Ｔｈｅ ｐｕｒｐｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ＡｎｎｅｘｉｎⅡ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａ￣
ｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡｎｎｅｘｉｎⅡ ａｎｄ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ (ＴＣ) ｔｏ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｅｓｔｅｒ
(ＣＥ) ａｎｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ＡｎｎｅｘｉｎⅡ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｏｘ￣ＬＤＬ. 　 Ｍｅｔｈｏｄｓ 　
ＲＡＷ２６４􀆰 ７ ｍｏｎｏｃｙｔｅ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｗｉｔｈ ａ ９０％ ｃｏｎｆｌｕｅｎｃｙ ｗｅｒｅ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｏｘ￣ＬＤＬ (５０ꎬ １００ ａｎｄ ２００ ｍｇ / Ｌ) ａｎｄ ｎａｔｉｖｅ ＬＤＬ
(ｎ￣ＬＤＬꎬ ２００ ｍｇ / Ｌ) ｆｏｒ ２４ ｈꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｓｕｃｈ ａｓ ＴＣꎬ ＣＥꎬ ｔｈｅ ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ ＬＤＨꎬ ｃｅｌｌ ｖｉａ￣
ｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡｎｎｅｘｉｎⅡｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｙꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ＲＴ￣ＰＣＲ ｅｔｃ.　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｏｕｒ ｄａｔａ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ ＬＤＨ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ ｏｘ￣ＬＤＬ (２００ ｍｇ / Ｌ) ｆｏｒ ２４ ｈ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０􀆰 ０１) ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎ￣ＬＤＬ (２００ ｍｇ / Ｌ) ｇｒｏｕｐ.　
Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｔｈｅ ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ ＬＤＨ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ ５０ ｍｇ / Ｌ ａｎｄ １００ ｍｇ / Ｌ ｏｆ ｏｘ￣ＬＤＬ ｈａｄ ｎｏ ｒｅｍａｒｋａｂｌｅ ｃｈａｎ￣
ｇｅｓ (Ｐ>０􀆰 ０５).　 Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＣＥ / ＴＣ ｗｅｒｅ ５５. ０％ ± ６. ７％ꎬ ６１. ８％ ± ４. ８％ ａｎｄ ５９. ６％ ± ５. ２％ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｏｘ￣ＬＤＬ (５０ꎬ １００ ａｎｄ ２００ ｍｇ / Ｌ) ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎ￣ＬＤＬ (２００ ｍｇ / Ｌ) (Ｐ
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<０􀆰 ０５)ꎬ ａｎｄ ｐｅａｋｅｄ ａｔ ｔｈｅ １００ ｍｇ / Ｌ ｏｆ ｏｘ￣ＬＤＬ.　 Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｏｘ￣ＬＤＬ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ＡｎｎｅｘｉｎⅡｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅ ｍａｎｎｅｒ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡｎｎｅｘｉｎⅡ ｍＲＮＡ ａｎｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｅｒｅ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＣＥ / ＴＣ ( ｒ１ ＝ －０.９３７４ꎬ Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ ｒ２ ＝ －０.９５４８ꎬ Ｐ<０􀆰 ０５).　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ
Ｏｘ￣ＬＤＬ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡｎｎｅｘｉｎⅡｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒꎬ ｗｈｉｃｈ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ
ｔｈａｔ ｉｔ ｍａｙ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｓｅｌｆ ｂａｌａｎｃｅ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ.

　 　 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ(膜联蛋白Ⅱ)是钙离子依赖的磷脂

结合蛋白 Ａｎｎｅｘｉｎｓ 家族中的一员ꎬ是纤溶酶原

(ｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎꎬＰＬＧ)和组织纤溶酶原激活物( ｔｉｓｓｕｅ
ｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒꎬｔ￣ＰＡ)的共同受体ꎬ在内皮细

胞、巨噬细胞、 平滑肌细胞等 中 表 达 丰 富[１￣２]ꎮ
ＡｎｎｅｘｉｎⅡ基因位于 １５ 号染色体上ꎬ表达产物为 ３６
ｋＤａꎬ 在结构中有一个影响磷脂结合能力的保守核

心区ꎬ一个决定特异性功能的多变的氨基酸残基尾

区[３]ꎮ 文献报道[３] ＡｎｎｅｘｉｎⅡ主要具有两方面的生

理功能ꎬ即激活 ＰＬＧ 而影响纤溶系统功能ꎬ此外还

参与钙依赖的物质转运[４]ꎮ ＡｎｎｅｘｉｎⅡ表达和调控

异常与许多疾病有关ꎬ如原发性纤溶亢进综合征、
急性早幼粒细胞性白血病及其他恶性肿瘤等[５]ꎮ

近来研究发现 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ也参与了动脉粥样硬

化(ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡｓ)的发生和发展[６]ꎮ 有文献报

道ꎬ脂蛋白( ａ)可竞争性和 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ结合ꎬ纤溶酶

原激活减少ꎬ纤溶作用降低ꎬ导致纤维蛋白溶解障

碍ꎬ促使进行性 Ａｓ 的发生[７]ꎻ另有报道 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ
可通过抑制磷脂酶 Ａ２(ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅ Ａ２ꎬＰＬＡ２)的

活性ꎬ从而抑制炎症介质的产生发挥抗 Ａｓ 的作

用[８]ꎮ 近期研究也提示 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ可能参与与细胞

胆固醇自平衡的调控有关[９]ꎮ 但有关它在泡沫细

胞(ｆｏａｍ ｃｅｌｌꎬＦＣ)形成中表达的改变及其调控细胞

内胆固醇自平衡机制目前尚不完全清楚ꎮ 因此ꎬ本
研究拟以 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 单核细胞株为研究对象ꎬ通过

不同浓度氧化型低密度脂蛋白(ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ
ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬｏｘ￣ＬＤＬ) [１０]诱导不同时间ꎬ观察 Ａｎｎｅｘｉｎ
Ⅱ在 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导 ＦＣ 形成中其表达的改变及其与

细胞内胆固醇酯( ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｅｓｔｅｒꎬＣＥ) /总胆固醇

(ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬ ＴＣ) 比值的相关性ꎬ 从而探讨

ＡｎｎｅｘｉｎⅡ在 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导泡沫细胞形成中的意义ꎬ
为更深入了解 Ａｓ 的发病机制及寻找抗 Ａｓ 药物的新

靶点打下基础ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要材料及试剂

ＤＭＥＭ 培养基购自 Ｇｉｂｃｏ ＢＲＬ 公司ꎬ胎牛血清

购自杭州四季青生物工程材料有限公司ꎬ山羊抗小

鼠、抗兔 ＩｇＧ / ＨＲＰ(辣根过氧化物酶)购自北京中杉

生物技术有限公司ꎬＡｎｎｅｘｉｎⅡ抗体和 β￣ａｃｔｉｎ 多克

隆抗体购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎬ天然低密度脂蛋

白(ｎ￣ＬＤＬ)购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻＢＣＡ 蛋白浓度测定试

剂盒购自 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎻ细胞内

ＴＣ、游离胆固醇( ｆｒｅｅ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬＦＣ)和 ＣＥ 含量检

测试剂盒购自北京中生公司ꎮ
１􀆰 ２　 ｏｘ￣ＬＤＬ 的制备及鉴定

ｏｘ￣ＬＤＬ 的 制 备: 将 ｎ￣ＬＤＬ 置 于 １０ μｍｏｌ / Ｌ
ＣｕＳＯ４ 的 ＰＢＳ 溶液(ｐＨ＝ ７􀆰 ２)ꎬ３７℃透析 ２０ ｈꎬ进行

氧化修饰ꎮ 氧化修饰后的 ＬＤＬ 置于 １００ μｍｏｌ / Ｌ
ＥＤＴＡ 的 ＰＢＳ 中ꎬ４℃透析 ２４ ｈꎬ终止氧化ꎮ 超滤除

菌ꎬＢＣＡ 法定量ꎬ调蛋白浓度至相应浓度用于实验ꎮ
ｏｘ￣ＬＤＬ 的鉴定:ＳＤＳ￣ＰＡＧＥꎬ并通过测定丙二醇含量

(硫代巴比妥法ꎬ参见试剂盒) 以鉴定氧化修饰

程度ꎮ
１􀆰 ３　 巨噬细胞源性泡沫细胞模型的建立

ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 单核细胞接种于平皿后ꎬ先用 １６０
ｎｍｏｌ / Ｌ 氟波酯孵育 ２４ ｈꎬ使其诱导分化成巨噬细

胞ꎻ２４ ｈ 后换入 ０􀆰 １％ 胎牛血清的培养基ꎬ继续培养

４８ ｈꎬ用含不同浓度 ｎ￣ＬＤＬ 和 ｏｘ￣ＬＤＬ 的 １０％无脂蛋

白血清培养基分别诱导不同时间ꎮ
１􀆰 ４　 细胞培养和分组

常规培养 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 单核细胞株ꎬ实验共分 ４
组:ｎ￣ＬＤＬ 组、５０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 组、１００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ
组和 ２００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 组ꎮ 量效关系分析:将细胞

均匀接在 ６ 孔培养板上ꎬ于 ３７℃、５％ＣＯ２ 孵箱中静

置培养ꎬ待细胞长至 ９０％汇合度时ꎬ分别加入不同

浓度的 ｏｘ￣ＬＤＬ(５０、１００ 和 ２００ ｍｇ / Ｌ)孵育 ２４ ｈꎻ时
效关系分析:将细胞均匀接在 ６ 孔培养板上ꎬ于
３７℃、５％ＣＯ２ 孵箱中静置培养ꎬ待细胞长至 ９０％汇

合度时ꎬ加入 １００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 分别孵育细胞 １２、２４
及 ４８ ｈꎬ以选最佳作用时间ꎮ
１􀆰 ５　 细胞内 ＴＣ、ＦＣ 和 ＣＥ 含量检测

用橡皮刮刮下诱导的泡沫细胞ꎬＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ
重悬于 ０􀆰 ５ ｍＬ 磷酸钠缓冲液(ｐＨ>７􀆰 ４)中ꎬ超声波

裂解细胞 １ ｍｉｎꎬ按照 ＴＣ、ＦＣ 和 ＣＥ 检测试剂盒说明

书方法测定 ＴＣ、ＦＣ 和 ＣＥ 含量ꎮ 细胞内 ＴＣ、ＦＣ 和

ＣＥ 的含量分别用每克蛋白所含 ＴＣ、ＦＣ 和 ＣＥ 的量

２４５ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ６ꎬ２０１６



来表示(１ ｍｇ / ｇ ｐｒｏ)ꎮ
１􀆰 ６　 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＡｎｎｅｘｉｎⅡｍＲＮＡ 水平

按我们以前报道的方法[１１] 略加改进后进行ꎮ
引物由上海生物工程有限公司合成ꎮ ＡｎｎｅｘｉｎⅡ
ｓｅｎｓｅ: ５′￣ＴＣＣＡＣＣＡＴＧＴＣＴＡＣＴＧＴＴＣＡＣＧ￣３′ꎬ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ:
５′￣ＣＣＣＴＴＴＧＣＣＡＧＧＧＣＡ ＡＣＣＡＴＣＡ￣３′ꎬ５３６ ｂｐꎻβ￣ａｃｔｉｎ
ｓｅｎｓｅ: ５′￣ＣＴＣＣＡＴＣＣＴＧＧＣＣＴＣＧＣＴＧＴ￣３′ꎬ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ: ５′￣
ＧＣＴＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣＣ￣３′ꎬ２６８ ｂｐꎮ ＰＣＲ 扩增体

系为 ２５ μＬꎬ其中 ｃＤＮＡ 为 ５ μＬꎬ上、下游引物各 １􀆰 ０
μＬꎬ２×Ｔａｇ 酶为 １２􀆰 ５ μＬꎬ再用无菌三蒸水补至 ２５􀆰 ０
μＬꎮ ＰＣＲ 循环参数为 ３０ꎬ９４℃预变性 ５ ｍｉｎꎬ９４℃变

性 ４５ ｓꎬ扩增 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ为 ６１℃ 退火 ３０ ｓꎬ扩增 β￣
ａｃｔｉｎ 为 ５５℃退火 ４５ ｓꎬ７２℃延伸 ４５ ｓꎬ最后 ７２℃延

伸 ５ ｍｉｎꎮ 取扩增产物 ６ μＬ 上样ꎬ１􀆰 ５％琼脂糖凝胶

电泳后ꎬ在透射紫外光分析仪下摄影ꎬ并在电脑上

用 Ｉｍａｇｅ Ｔｏｏｌ 图像处理软件进行处理ꎮ
１􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ蛋白水平

按我们以前报道的方法[１２] 略加改进后进行ꎮ
收集处理后的细胞ꎬ用预冷的 ＰＢＳ 洗内皮细胞 ３
遍ꎮ 加预冷的裂解液ꎬ ４℃裂解 ３０ ｍｉｎ 并转移至预

冷的 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 管中ꎮ 离心后ꎬ取上清ꎬ收集蛋白ꎬ
ＢＣＡ 法测定浓度ꎮ 取蛋白上样量为 ３０ μｇ ꎬ经 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 凝胶ꎬ电转致 ＰＶＤＦ 膜ꎬ５％脱脂牛奶封闭 ２
ｈꎬ４℃孵育过夜ꎬ用 ＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次ꎮ 将膜放入抗

ＡｎｎｅｘｉｎⅡ 的 一 抗 中 ( １ ∶ １０００ )ꎬ ４℃ 孵 育 过 夜ꎮ
ＴＢＳＴ 洗膜后ꎬ将膜放入相应的二抗(１ ∶ ２０００)中ꎬ
室温平摇 ２ ｈ 后ꎬ漂洗 ３ 次ꎬ每次 ２０ ｍｉｎꎬ用 ＥＣＬ 化

学发光法进行检测ꎮ 将曝光条带进行 Ｘ 光胶片扫

描后ꎬ使用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 图形分析软件分析条带的

光密度值除以对应的内参蛋白条带 β￣ａｃｔｉｎ 的光密

度ꎬ再以对照组所得光密度比值为参照(定为 １)ꎬ其
他各组的光密度比值除以对照组光密度比值后所

得百分数作为蛋白表达水平ꎮ
１􀆰 ８　 油红 Ｏ 染色

按我们以前报道的方法[１３] 略加改进后进行ꎮ
选择 ９０％汇合且生长良好的诱导细胞ꎬＰＢＳ 溶液轻

轻洗两遍ꎬ加入新鲜配制的 １０％多聚甲醛固定 ３０
ｍｉｎꎻ吸去固定液ꎬ加入新鲜配置的 ０􀆰 ５％油红 Ｏ 异

丙醇溶液ꎬ室温下染色 ６０ ｍｉｎꎻ吸净染色液ꎬ用 ＰＢＳ
洗两遍ꎬ吸净液体ꎬ可用滤纸吸干水分ꎬ置于光学显

微镜下观察油脂分布情况ꎮ
１􀆰 ９　 比色法测定 ＬＤＨ 释出量

参照碧云天的乳酸脱氢酶(ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬ
ＬＤＨ)细胞毒性检测试剂盒说明书ꎬ按照实验需要给

予适当药物处理(如加入 ０~１０ μＬ 左右特定的药物

刺激ꎬ设置不同浓度、不同处理时间ꎬ对照孔中需加

入适当的药物溶剂对照)ꎬ继续按常规培养ꎮ 到预

定的检测时间点前 １ ｈꎬ从细胞培养箱里取出细胞培

养板ꎬ在“样品最大酶活性对照孔”中加入试剂盒提

供的 ＬＤＨ 释放试剂ꎬ加入量为原有培养液体积的

１０％ꎮ 加入 ＬＤＨ 释放试剂后ꎬ反复吹打数次混匀ꎬ
然后继续在细胞培养箱中孵育ꎮ 到达预定时间后ꎬ
将细胞培养板用多孔板离心机 ４００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎꎮ
分别取各孔的上清液 １２０ μＬꎬ加入 ９６ 孔板相应孔

中ꎬ随即进行样品测定ꎮ
１􀆰 １０　 ＭＴＴ 法检测细胞存活率

参照 ＭＴＴ 细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒ꎬ具
体方法如下:收集对数期细胞ꎬ调整细胞悬液浓度ꎬ
每孔加入 １００ μＬꎬ铺板使待测细胞调密度１ ０００ ~ １０
０００ 孔(边缘孔用无菌 ＰＢＳ 填充)ꎮ ５％ＣＯ２、３７℃孵

育至细胞贴壁ꎬ加入浓度梯度的药物ꎬ原则上ꎬ细胞

贴壁后即可加药ꎬ半天时间ꎬ一般 ５~７ 个梯度ꎬ每孔

１００ μＬꎬ设 ３~５ 个复孔ꎬ５％ＣＯ２、３７℃孵育 ２４ ｈ ~ ７２
ｈꎬ倒置显微镜下观察ꎮ 每孔加入 ２０ μＬ ＭＴＴ 溶液

(５ ｇ / Ｌꎬ即 ０􀆰 ５％ＭＴＴ)ꎬ继续培养 ４ ｈꎮ 若药物与

ＭＴＴ 能够反应ꎬ可先离心后弃去培养液ꎬ小心用

ＰＢＳ 冲洗 ２~３ 遍后ꎬ再加入含 ＭＴＴ 的培养液ꎮ 终止

培养ꎬ小心吸去孔内培养液ꎮ 每孔加入 １５０ μＬ 二甲

基亚砜ꎬ摇床上低速振荡 １０ ｍｉｎꎬ使结晶物充分溶

解ꎬ酶联免疫检测仪在 ５７０ ｎｍ 处测量各孔的吸光

值ꎮ 同时设置调零孔即空白组(培养基、ＭＴＴ、二甲

基亚砜)、对照孔(细胞、相同浓度的药物溶解介质、
培养液、ＭＴＴ、二甲基亚砜)ꎮ
１􀆰 １１　 统计学方法

各实验组数据以ｘ±ｓ 表示ꎬ采用 ＳＰＳＳ １２.０ 统计

软件进行方差齐性检验、单因素方差分析ꎬ组间比

较用 ＬＳＤ 法ꎻ两个变量间相关性分析采用 Ｐｅａｒｓｏｎ
分析ꎬ取检验水准 α＝ ０􀆰 ０５ꎮ

２　 结　 果

２􀆰 １　 ｏｘ￣ＬＤＬ 的鉴定

　 　 ＬＤＬ 中脂质过氧化物(ＬＰＯ)含量为每克胆固醇

３~５ μｍｏｌ ＴＢＡＲＳ 被定义为轻度修饰ꎮ ｎ￣ＬＤＬ 经 １０
μｍｏｌ / Ｌ ＣｕＳＯ４ 的 ＰＢＳ 溶液处理 ２０ ｈ 后ꎬＬＰＯ 含量

不断增加ꎬ 测得每克胆固醇的 ＴＢＡＲＳ 含量达到

１９􀆰 ３±１􀆰 ５３ μｍｏｌꎬ其颜色由淡黄变为乳白ꎬ根据定义

应不属于轻度修饰ꎬ达到氧化程度ꎮ 而未经氧化修
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饰的 ｎ￣ＬＤＬ 测得每克胆固醇的 ＴＢＡＲＳ 含量为 ２􀆰 １±
０􀆰 ３４ ꎬ结果提示 ｎ￣ＬＤＬ 被成功氧化修饰(图 １)ꎮ

图 １. ｏｘ￣ＬＤＬ 的鉴定

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｘ￣ＬＤＬ

２􀆰 ２　 不同浓度 ｏｘ￣ＬＤＬ 对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞存活率和

ＬＤＨ 释出量的影响

仅 ２００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 组细胞活力显著降低ꎬ
ＬＤＨ 释出量显著升高(Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ表 １)ꎻ其他浓度的

ｏｘ￣ＬＤＬ 对细胞活力和 ＬＤＨ 释出量无明显影响ꎬ说
明 ｏｘ￣ＬＤＬ(１００ ｍｇ / Ｌ)和 ｏｘ￣ＬＤＬ(５０ ｍｇ / Ｌ)对细胞

的毒性较小ꎬ可考虑用于后续实验ꎮ

表 １. 不同浓度 ｏｘ￣ＬＤＬ 对细胞活力和 ＬＤＨ 释出量的影响

(ｘ±ｓꎬｎ＝ ４)
Ｔａｂｌｅ １. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｘ￣ＬＤＬ ｏｎ ｃｅｌｌ
ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ ＬＤＨ (ｘ±ｓꎬ ｎ＝ ４)

分　 组 细胞活力 ＬＤＨ (Ｕ / Ｌ)

ｎ￣ＬＤＬ(２００ ｍｇ / Ｌ) １００􀆰 ００％±０􀆰 ００％ ４５６±３９
ｏｘ￣ＬＤＬ(５０ ｍｇ / Ｌ) ８９􀆰 ３６％±４􀆰 ５２％ ４７８±４５
ｏｘ￣ＬＤＬ(１００ ｍｇ / Ｌ) ８５􀆰 ３１％±５􀆰 ２４％ ４９３±４８
ｏｘ￣ＬＤＬ(２００ ｍｇ / Ｌ) ７４􀆰 ８７％±４􀆰 ２８％ ａ ５４６±３２ａ

ａ 为 Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ与 ｎ￣ＬＤＬ(２００ ｍｇ / Ｌ)组比较ꎮ

２􀆰 ３　 不同浓度 ｏｘ￣ＬＤＬ 对细胞内 ＣＥ / ＴＣ 比值的

影响

不同浓度的 ｏｘ￣ＬＤＬ(５０、１００、２００ ｍｇ / Ｌ)分别孵

育细胞 ２４ ｈ 后ꎬ 细胞内 ＣＥ / ＴＣ 分别为 ５５􀆰 ０％ ±
６􀆰 ７％、６１􀆰 ８％±４􀆰 ８％和 ５９􀆰 ６％±５􀆰 ２％ꎬ与 ｎ￣ＬＤＬ(２００
ｍｇ / Ｌ)的 ２８􀆰 ０％ ±３􀆰 ５％比较差异均有显著性(Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎬ其中 １００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 作用最显著 (表 ２)ꎮ
２􀆰 ４　 ｏｘ￣ＬＤＬ 不同孵育时间对细胞内 ＣＥ / ＴＣ 比值

的影响

１００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 分别孵育细胞 １２ ｈ、２４ ｈ 和

４８ ｈꎬＣＥ / ＴＣ 分别是 ５１􀆰 ４％±５􀆰 ６％ꎬ６１􀆰 １％±４􀆰 ５％和

６３􀆰 ４％±５􀆰 ８％ꎮ 与 ０ ｈ 比较具有显著性或非常显著

性差异(Ｐ<０􀆰 ０５ 或 Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ其中 ｏｘ￣ＬＤＬ 孵育 ２４
ｈ ＣＥ / ＴＣ 基本达到峰值(表 ３)ꎮ

表 ２. 不同浓度 ｏｘ￣ＬＤＬ 对细胞内 ＣＥ / ＴＣ 比值的影响(ｘ±ｓꎬ
ｎ＝ ４)
Ｔａｂｌｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｏｘ￣ＬＤＬ ｏｎ ｔｈｅ
ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ＣＥ / ＴＣ ｒａｔｉｏ (ｘ±ｓꎬ ｎ＝ ４)

分　 组 ＴＣ(ｍｇ / ｇ) ＦＣ(ｍｇ / ｇ) ＣＥ(ｍｇ / ｇ) ＣＥ / ＴＣ

ｎ￣ＬＤＬ
(２００ ｍｇ / Ｌ) ２３５.６±１８.７ １６９.５±１５.３ ６６.１±８.９ ２８.０％±３.５％

ｏｘ￣ＬＤＬ
(５０ ｍｇ / Ｌ) ４９５.８±３９.５ａ ２２３.１±２５.９ｂ ２７２.７±２４.３ａ ５５.０％±６.７％ ａ

ｏｘ￣ＬＤＬ
(１００ ｍｇ / Ｌ) ５６７.３±５２.８ｂ ２１６.５±２０.４ａ ３５０.８±３１.５ｂ ６１.８％±４.８％ｂ

ｏｘ￣ＬＤＬ
(２００ ｍｇ / Ｌ) ５８４.６±６１.３ｂ ２３６.２±２４.９ｂ ３４８.４±３４.１ｂ ５９.６％±５.２％ ａ

ａ 为 Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ｂ 为 Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ 与 ｎ￣ＬＤＬ 组比较ꎮ

表 ３. ｏｘ￣ＬＤＬ 孵育不同时间对细胞内 ＣＥ / ＴＣ 比值的影响

(ｘ±ｓꎬｎ＝ ４)
Ｔａｂｌｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｈｅ ＣＥ / ＴＣ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｃｅｌｌｓ
ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｏｘ￣ＬＤＬ(ｘ±ｓꎬｎ＝ ４)

分　 组 ＴＣ(ｍｇ / ｇ) ＦＣ(ｍｇ / ｇ) ＣＥ(ｍｇ / ｇ) ＣＥ / ＴＣ

０ ｈ ２１２.５±１９.８ １８５.５±１８.６ ２７.０±３.５ ２８.０％±３.５％
１２ ｈ ４８３.７±３７.８ａ ２３５.２±２４.８ａ ２４８.５±２５.３ａ ５１.４％±５.６％ ａ

２４ ｈ ５８６.４±６１.５ｂ ２２７.８±２４.５ａ ３５８.６±３３.８ｂ ６１.１％±４.５％ｂ

４８ ｈ ５７９.８±５１.７ｂ ２１２.１±２３.０ｂ ３６７.４±３７.２ｂ ６３.４％±５.８％ ａ

ａ 为 Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ｂ 为 Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ与 ０ ｈ 组比较ꎮ

２􀆰 ５　 油红 Ｏ 染色结果

ｎ￣ＬＤＬ 孵育 ２４ ｈꎬ细胞浆内只见少量脂粒ꎻ而 １００
ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 孵育 ２４ ｈ 后ꎬ细胞内红色颗粒明显增

多ꎬ提示 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 已积聚了大量的 ＣＥ (图 ２)ꎮ

图 ２. 泡沫细胞鉴定(油红 Ｏ 染色ꎬ１００×)
Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｆｏａｍ ｃｅｌｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ(ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ
１００×)

２􀆰 ６　 不同浓度 ｏｘ￣ＬＤＬ 对泡沫细胞内 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ表

达的影响

不同浓度 ｏｘ￣ＬＤＬ(５０、１００ 和 ２００ ｍｇ / Ｌ)孵育细

胞 ２４ ｈ 后ꎬＡｎｎｅｘｉｎⅡｍＲＮＡ 和蛋白的表达水平呈浓

４４５ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ６ꎬ２０１６



度依赖性降低ꎬ说明 ｏｘ￣ＬＤＬ 呈浓度依赖性抑制 Ａｎ￣
ｎｅｘｉｎⅡ的表达(图 ３)ꎮ
２􀆰 ７　 ＡｎｎｅｘｉｎⅡｍＲＮＡ 和蛋白的表达与 ＣＥ / ＴＣ 比

值的相关性

不同浓度的 ｏｘ￣ＬＤＬ(５０、１００ 和 ２００ ｍｇ / Ｌ)孵育

细胞 ２４ ｈ 后ꎬＡｎｎｅｘｉｎⅡｍＲＮＡ 和蛋白的表达水平与

ＣＥ / ＴＣ 比值的改变呈负相关 ( ｒ１ ＝ － ０􀆰 ９３７４ꎬ Ｐ <
０􀆰 ０５ꎻｒ２ ＝ －０􀆰 ９５４８ꎬＰ<０􀆰 ０５ꎻ图 ４)ꎮ

图 ３. 不同浓度 ｏｘ￣ＬＤＬ 对泡沫细胞内 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ表达的影响(ｘ±ｓꎬｎ ＝ ４) 　 　 ａ 为 Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ｂ 为 Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ与 ｎ￣ＬＤＬ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<
０􀆰 ０５ꎬ与 ｏｘ￣ＬＤＬ (５０ ｍｇ / Ｌ)组比较ꎻ ｄ 为 Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ与 ｏｘ￣ＬＤＬ (１００ ｍｇ / Ｌ)组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｘ￣ＬＤＬ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡｎｎｅｘｉｎⅡ ｉｎ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ(ｘ±ｓꎬｎ＝ ４)

图 ４. Ａｎｎｅｘｉｎ ⅡｍＲＮＡ 和蛋白的表达与 ＣＥ / ＴＣ 比值的相关性

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ａｎｎｅｘｉｎ ＩＩ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｅｒｅ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＣＥ / ＴＣ

３　 讨　 论

本研究先对 ｎ￣ＬＤＬ 进行氧化修饰ꎬ继而制备 ｏｘ￣
ＬＤＬꎬ并在此基础上建立单核巨噬细胞源性泡沫细

胞模型ꎬ最后观察 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 单核巨

噬细胞源性泡沫细胞形成的影响ꎮ 结果显示:ｎ￣
ＬＤＬ 经过处理后 ＬＰＯ 含量不断增加ꎬ测得每克胆固

醇的 ＴＢＡＲＳ 含量明显增高ꎬ脂质发生过氧化ꎬ脂质

过氧化的过程中发生了 ＲＯＳ 氧化生物膜的过程ꎬ即
ＲＯＳ 与生物膜的磷脂、酶和膜受体相关的多不饱和

脂肪酸的侧链及核酸等大分子物质起脂质过氧化

反应形成脂质过氧化产物ꎬ从而使细胞膜的流动性

和通透性发生改变ꎬ最终导致细胞结构和功能的改

变ꎬ本实 验 结 果 显 示 ＬＤＬ 被 成 功 氧 化 修 饰 成

ｏｘ￣ＬＤＬꎮ
本研究结果得出随着 ＴＣ、ＣＥ 含量的升高以及
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胞浆脂滴的形成ꎬ我们可以确定单核巨噬细胞源性

泡沫细胞模型建立成功ꎮ
有文献报道 ｏｘ￣ＬＤＬ 能够显著以时间依赖的方

式诱导细胞内 ＣＥ 和 ＴＣ 升高ꎬ具有细胞毒性可以引

起泡沫细胞坏死ꎬ形成粥样斑块的脂质核心加速斑

块的不稳定性ꎬ因此考虑到 ｏｘ￣ＬＤＬ 的细胞毒性ꎬ本
研究采用了比色法测定 ＬＤＨ 释出量和 ＭＴＴ 法检测

细胞存活率ꎬ结果显示仅 ２００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 组细胞

活力显著降低ꎬＬＤＨ 释出量显著升高ꎬ造成严重的

细胞毒性ꎬ其他浓度的 ｏｘ￣ＬＤＬ 对细胞活力和 ＬＤＨ
释出量无明显影响ꎬ这也说明随着 ｏｘ￣ＬＤＬ 的浓度越

来越大ꎬ细胞活力呈下降趋势的ꎬＬＤＨ 释出量也是

逐步上升的ꎬＬＤＨ 的释出量越大就说明细胞损伤越

严重ꎬ细胞毒性也就越大ꎮ 当 ｏｘ￣ＬＤＬ 浓度大到 ２００
ｍｇ / Ｌ 时造成的严重细胞毒性就会导致泡沫细胞坏

死ꎬ不利于后续实验的进行和发展ꎮ
由 ｏｘ￣ＬＤＬ 的不同浓度对细胞 ＣＥ / ＴＣ 比值的影

响结果可以看出 ｏｘ￣ＬＤＬ 组 ＴＣ、ＦＣ、ＣＥ 及 ＣＥ / ＴＣ 均

较 ｎ￣ＬＤＬ 组有显著增加ꎬ说明 ｏｘ￣ＬＤＬ 可以增加了泡

沫细胞内胆固醇的聚集ꎬ促进巨噬细胞吞噬 ｏｘ￣ＬＤＬ
而形成泡沫细胞[１４]ꎬ并且得出 ｏｘ￣ＬＤＬ 对 ＣＥ / ＴＣ 的

量效关系ꎬ即在一定范围内ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 浓度越大ꎬＣＥ /
ＴＣ 也越高ꎬ巨噬细胞越容易吞噬 ｏｘ￣ＬＤＬ 形成泡沫

细胞从而引发 Ａｓ 疾病ꎮ 由时效关系可以得出 ｏｘ￣
ＬＤＬ 孵育时间的延长ꎬＣＥ / ＴＣ 也越来越高ꎬ２４ ｈ 时ꎬ
ＣＥ / ＴＣ 基本达到峰值ꎮ

通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ
ｍＲＮＡ 和蛋白的表达水平可以看出 Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅱ
ｍＲＮＡ 和蛋白的表达水平呈浓度依赖性降低ꎬ说明

ｏｘ￣ＬＤＬ 呈浓度依赖性抑制 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ的表达ꎬ本结

果提示 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ可能影响细胞内胆固醇自平衡从

而诱 导 泡 沫 细 胞 形 成ꎬ ｏｘ￣ＬＤＬ 正 是 通 过 抑 制

ＡｎｎｅｘｉｎⅡ表达从而阻碍细胞内胆固醇外排(胞吐、
出胞)ꎬ使得胆固醇负荷细胞的胆固醇过度聚集ꎬ
ＴＣ、ＣＥ 含量不断升高ꎬ从而使 ＣＥ / ＴＣ 比值升高ꎬ促
进最终地形成泡沫细胞[１５]ꎮ 而泡沫细胞又是 Ａｓ 发

生发展的关键环节ꎬ这为进一步探索预 防和治疗

Ａｓ 性心脑血管疾病提供了—个新的方向ꎬ可以通过

一些途径和方法促进增加 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ的表达ꎬ而影响

细胞内胆固醇自平衡ꎬ这为进一步阐明泡沫细胞形

成的分子机制ꎬ更深入了解 Ａｓ 的发病机制及寻找抗

Ａｓ 药物的新靶点奠定基础ꎮ
综上所述ꎬ本研究认为 ｏｘ￣ＬＤＬ 增加了泡沫细胞

内胆固醇的聚集ꎬ在一定范围内ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 浓度越大ꎬ
ＣＥ / ＴＣ 也越高ꎬ越容易促进巨噬细胞吞噬 ｏｘ￣ＬＤＬ
形成泡沫细胞从而导致 Ａｓ 发病ꎻ ｏｘ￣ＬＤＬ 呈浓度依

赖性降低 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ表达ꎬ通过抑制 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ 的表

达而影响细胞内胆固醇自平衡而参与 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导

泡沫细胞形成ꎮ 这为更深入了解 Ａｓ 的发病机制及

寻找抗 Ａｓ 药物的新靶点打下基础ꎬ为临床上 Ａｓ 提

供了新的治疗方向ꎮ
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