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[摘　 要] 　 目的　 探讨脂多糖(ＬＰＳ)是否通过调节氨基脲敏感性胺氧化酶(ＳＳＡＯ)活性改变血管平滑肌细胞源性

泡沫细胞三磷酸腺苷结合盒转运体 Ａ１(ＡＢＣＡ１)蛋白质的表达和脂质蓄积ꎮ 方法　 氧化型低密度脂蛋白(ｏｘ￣ＬＤＬ)
孵育小鼠主动脉平滑肌原代细胞使其泡沫化ꎬ不同浓度 ＬＰＳ 和 ＳＳＡＯ 抑制剂氨基脲(ＳＥＭ)处理细胞 ６ ｈ 后ꎬ高效液

相色谱分析细胞 ＳＳＡＯ 活性、总胆固醇、游离胆固醇和胆固醇酯含量ꎬ葡萄糖氧化酶￣过氧化物酶法检测培养基葡萄

糖含量ꎬ荧光分光光度计检测过氧化氢(Ｈ２Ｏ２)含量ꎬ液体闪烁计数器检测细胞内胆固醇流出ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

ＡＢＣＡ１ 蛋白质表达的变化ꎮ 结果　 ＬＰＳ 增加泡沫细胞 ＳＳＡＯ 活性ꎬ促进葡萄糖消耗ꎬ增加 Ｈ２Ｏ２ 生成ꎬＳＥＭ 作用后

完全抑制此作用ꎻＬＰＳ 抑制细胞 ＡＢＣＡ１ 蛋白质的表达ꎬ细胞内胆固醇流出减少ꎬ细胞总胆固醇、游胆固醇与胆固醇

酯增加ꎻＳＥＭ 作用后部分抑制 ＬＰＳ 的这种作用ꎮ 结论 　 ＬＰＳ 下调 ＡＢＣＡ１ 蛋白质表达而促进细胞内脂质蓄积与

ＳＳＡＯ 活性增加相关ꎮ
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　 　 动脉粥样硬化( ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡｓ)等心血管并

发症是常见的代谢性疾病—糖尿病患者致残率、病
死率增高的重要原因ꎮ 氨基脲敏感性胺氧化酶

(ｓｅｍｉｃａｒｂａｚｉｄｅ￣ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ａｍｉｎｅ ｏｘｉｄａｓｅꎬ ＳＳＡＯ) 在糖

尿病患者血液中的活性显著增加[１￣２]ꎮ 相对于无糖

尿病合并症的患者ꎬ伴有 Ａｓ 的糖尿病患者表现出更

高的 ＳＳＡＯ 活性[３]ꎮ ＳＳＡＯ 介导细胞毒性代谢产物

如甲醛、丙酮醛等毒性醛、Ｈ２Ｏ２ 和氨的大量产生ꎬ促
进氧化应激的发生ꎬ损伤血管内皮ꎬ与糖尿病心血

管并 发 症 密 切 相 关[４]ꎮ 氨 基 脲 ( ｓｅｍｉｃａｒｂａｚｉｄｅꎬ
ＳＥＭ)、氨基胍和 ２￣溴乙胺等均为 ＳＳＡＯ 的抑制剂ꎮ
临床上ꎬ糖尿病患者易罹患感染ꎬ而多种病原微生

物尤其是革兰氏阴性菌的感染也可促进 Ａｓ 的发生

发展ꎮ 脂多糖( ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅꎬＬＰＳ)是革兰氏阴

性菌细胞壁的主要成分ꎬ具有多方面的致 Ａｓ 的作

用[５]ꎮ ＬＰＳ 介导巨噬细胞源性泡沫细胞形成ꎬ促进

粥样斑块产生[６]ꎬ但其促进泡沫细胞形成的机制尚

不完全明确ꎮ 三磷酸腺苷结合盒转运体 Ａ１(ＡＴＰ￣
ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ Ａ１ꎬＡＢＣＡ１)调控胆固醇

逆向转运( ｒｅｖｅｒｓｅ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｔｒａｎｓｐｏｒｔꎬＲＣＴ)ꎬ任何

ＡＢＣＡ１ 的缺陷或损伤都会阻碍胆固醇的流出[７]ꎮ
研究证实ꎬＬＰＳ 下调 ＲＡＷ 细胞 ＡＢＣＡ１ ｍＲＮＡ 和蛋

白质的表达[８]ꎮ 那么ꎬＬＰＳ 是否通过升高 ＳＳＡＯ 活

性导致细胞毒性代谢产物和氧化应激的增加而影

响 ＡＢＣＡ１ 的功能ꎬ进而促进 Ａｓ 的发生呢? 因此ꎬ本
研究以小鼠主动脉平滑肌细胞(ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓꎬ
ＳＭＣ)源性泡沫细胞为观察对象ꎬ探讨 ＬＰＳ 作用下ꎬ
ＳＳＡＯ 活性改变对泡沫细胞 ＡＢＣＡ１ 表达和细胞内

脂质蓄积的影响ꎬ进一步探讨 ＬＰＳ 对 Ａｓ 斑块形成

的可能机制ꎬ寻找相关的治疗靶点ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料与试剂

　 　 ８ ~ １０ 周龄雄性 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠购自中

科院上海斯莱克动物中心ꎻＤＭＥＭ 培养基干粉和胎

牛血清购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻＬＰＳ、ＳＥＭ 购自美

国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ蛋白 Ｍａｒｋｅｒ 购自美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司ꎻ
ＰＶＤＦ 膜购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司ꎻＡＢＣＡ１ 兔抗人一

抗购自美国 Ｎｏｖｕｓ 公司ꎻ辣根过氧化物酶标记的羊

抗兔二抗购自武汉博士德公司ꎻ鼠抗 ＧＡＰＤＨ 购自

Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 荧光检测试剂盒购自

北京中杉金桥公司ꎻＭＴＴ、ＢＣＡ 蛋白含量测定试剂、
ＤＣＦＨ￣ＤＡ 购自碧云天生物技术研究所ꎻＴｒｉｔｏｎ￣Ｘ１００
购自 Ａｍｒｅｓｃｏ 公司ꎬ上海生工分装ꎻ葡萄糖测试盒购

自南京建成生物工程研究所ꎻ其它试剂均为国产分

析纯ꎮ
１.２　 小鼠主动脉平滑肌原代细胞培养

Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠颈椎脱臼致死ꎬ无菌条件下取出

并分离主动脉中膜层ꎬ眼科剪剪碎ꎬ２ ｇ / Ｌ 胶原酶消

化 １ ｈꎬ加入含有 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养液(含
１００ ｍｇ / Ｌ 青霉素和 １００ ｍｇ / Ｌ 链霉素)中ꎬ３７℃、５％
ＣＯ２ 培养箱中静置培养 ３ 天ꎬ获得小鼠主动脉血管

平滑肌细胞( ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓꎬＶＳＭＣ)ꎮ
使用分离培养的第 ３ ~ ８ 代 ＶＳＭＣꎬ待细胞生长至

８５％汇合时更换无血清培养液培养细胞 ２４ ｈꎬ再用

含有 ５０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 无血清培养液继续培养 ４８ ｈꎬ
高效液相色谱(ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａ￣
ｐｈｙꎬＨＰＬＣ)检测细胞内总胆固醇和胆固醇酯含量ꎬ
当胆固醇酯占总胆固醇 ５０％以上即获得小鼠 ＶＳＭＣ
源性泡沫细胞ꎬ然后加入不同处理因素并用 ＭＴＴ 比

色法检测细胞活性ꎮ
１.３　 ＨＰＬＣ 检测细胞 ＳＳＡＯ 活性

根据文献[９]ꎬ收集细胞ꎬＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ最后一

次 ＰＢＳ 洗涤液作为空白对照ꎻ超声细胞破碎仪破碎

细胞ꎬ取 ２００ μＬ 细胞悬液ꎬ加入 ２０ μＬ 氯吉灵(１
ｍｍｏｌ / Ｌ)室温孵育 ３０ ｍｉｎ 以确保单胺氧化酶活性被

完全抑制ꎻ加入 １８０ μＬ 苯甲胺(１ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ３７℃水

浴 ３０ ｍｉｎꎬ加入 １００ μＬ 三氯乙酸(２０％ꎬｗ / ｖ)终止反

应ꎬ１２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ８ ｍｉｎꎻ取 ３００ μＬ 上清液于 ５
ｍＬ 玻 璃 离 心 管ꎬ 加 入 ５０ μＬ ２ꎬ ４￣二 硝 基 苯 肼

(３ ｇ / Ｌ)ꎬ４０℃水浴 １５ ｍｉｎꎻ衍生化后的产物用乙酸

乙酯萃取两次ꎬ每次 １ ｍＬꎬ４５℃下 Ｎ２ 吹干ꎬ干燥产

物用 ５００ μＬ 乙腈￣０.１％甲酸水溶液(５０ ∶ ５０ꎬｖ / ｖ)溶
解ꎬ用于 ＨＰＬＣ 分析ꎻ采用 ＨＰ１１００ ＨＰＬＣ 系统用于

测定苯甲醛衍生物ꎬ色谱分离柱为 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｚｏｒｂａｘ
ＳＢ￣Ｃ１８ꎬ柱温 ４５℃ꎬ流速为 １ ｍＬ / ｍｉｎꎬ检测波长为

３８２ ｎｍꎮ
１.４　 葡萄糖氧化酶￣过氧化物酶法测定培养基葡萄

糖含量

实验前将试剂 １(酶试剂:葡萄糖氧化酶、过氧

化物酶、４￣氨基安替吡啉、磷酸盐缓冲液)和试剂 ２
(酚试剂:苯酚、磷酸盐缓冲液)等体积混合ꎻ１０ μＬ
样品或标准品(５.５５ ｍｍｏｌ / Ｌ)加入 １ ｍＬ 混合试剂ꎬ
混匀ꎬ３７℃水浴 １５ ｍｉｎꎬ１０ μＬ 蒸馏水作为空白管ꎻ
以空白管调零ꎬ５０５ ｎｍ 处测定各管吸光值ꎬ计算葡

萄糖浓度ꎮ
１.５　 荧光分光光度计检测 Ｈ２Ｏ２ 水平

将小鼠原代 ＶＳＭＣ 接种于 ２４ 孔板ꎬ每孔 ２×１０６

２９０１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ １１ꎬ２０１６



个细胞ꎻ加入 ｏｘ￣ＬＤＬ 无血清培养液获得 ＶＳＭＣ 源性

泡沫细胞后ꎬ弃去培养液ꎬＰＢＳ 洗 ３ 次ꎻ加入各处理

因素ꎬ同时加入 ＤＣＦＨ￣ＤＡ 作为检测 Ｈ２Ｏ２ 的探

针[１０]ꎬ使每孔终浓度为 １５ μｍｏｌ / Ｌꎬ３７℃孵育 １ ｈꎬ收
集培养基上清ꎻ细胞经 ＰＢＳ 洗 ３ 次ꎻ０.１％ ｖ / ｖ Ｔｒｉｔｏｎ￣
Ｘ１００ 裂解 １０ ｍｉｎꎻ荧光分光光度计(激发波长 ４８５
ｎｍꎬ发射波长 ５３０ ｎｍ)分别检测上清及细胞裂解液

的荧光强度ꎮ 结果以处理组 / 阴性对照表示ꎮ
１.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白质表达

收集细胞ꎬ经 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ裂解细胞ꎬ４℃、
１００００×ｇ 离心ꎬ取上清液ꎬ以 ＢＣＡ 法进行蛋白定量

检测ꎮ 蛋白质样品(２０ μｇ 总蛋白量 / 泳道)加入适

量 １０％β￣巯基乙醇和 ５×ＳＤＳ 上样缓冲液ꎬ１００℃煮

沸 １０ ｍｉｎꎬ６％或 １０％ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳(积层胶 ８０ Ｖꎬ
分离胶 １２０Ｖ)后电转移(１００ ｍＡꎬ１ ｈ)至 ＰＶＤＦ 膜

上ꎮ ５％脱脂牛奶室温封闭 ２ ｈꎬ分别加入 １ ∶ ５００
ＡＢＣＡ１ 一抗或者 １ ∶ ２０００ ＧＡＤＰＨ 一抗ꎬ４℃孵育过

夜ꎬＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎮ 加入 １ ∶ １０００ 辣

根过氧化物酶标记的二抗ꎬ室温孵育 １ ｈꎬＴＢＳＴ 洗涤

３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 荧光检测试剂盒显

示于 Ｘ 光片ꎮ Ｌａｂｗｏｒｋ 凝胶图像分析系统对胶片进

行灰度值扫描ꎬ做半定量分析ꎮ
１.７　 ３Ｈ￣胆固醇标记法检测细胞内胆固醇流出

参照文献[１１]ꎬ用 ０.２ ｍＣｉ / Ｌ ３Ｈ￣胆固醇在含

１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养液中共同孵育细胞ꎬ待
细胞长至 ８５％时ꎬ置含脂蛋白的无血清 ＤＭＥＭ 培养

液中培养 ２４ ｈꎮ ＰＢＳ 洗涤细胞ꎬ闪烁液裂解细胞后ꎬ
用闪烁计数法检测培养液和细胞中的３Ｈ￣胆固醇ꎬ并
计算胆固醇流出率ꎮ
１.８　 ＨＰＬＣ 检测细胞总胆固醇、游离胆固醇和胆固

醇酯含量

参照文献[１２]方法ꎬ收集细胞ꎬＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ加入

２００ μＬ 细胞裂解液ꎬ反复冻融 ３ 次裂解细胞ꎬ加入

７􀆰 ２％三氯乙酸ꎬ８００×ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎮ 取 １００ μＬ 上清

液ꎬ加入 ２００ μＬ 氢氧化钾溶液(８.９ ｍｏｌ / Ｌ)ꎬ水解胆固

醇酯为细胞内总胆固醇检测样品ꎮ 各样品分别与内

标液(豆甾醇)混匀ꎬ以正己烷和无水乙醇抽提ꎬ三氧

化铬(１.５ ｍｏｌ / Ｌ)进行氧化衍生并真空干燥ꎬ干燥产

物用 １００ μＬ 乙晴￣异丙醇(８０ ∶ ２０ꎬｖ / ｖ)溶解ꎬ用于

ＨＰＬＣ 分析ꎮ 色谱分离柱为 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｚｏｒｂａｘ ＳＢ￣Ｃ１８
柱ꎬ柱温 ４℃ꎬ流速 １ ｍＬ / ｍｉｎꎬ检测波长为 ２５０ ｎｍꎮ
１.９　 统计学分析

实验所得数据以ｘ±ｓ 表示ꎬ组间比较采用方差

分析及 ｔ 检验ꎬＰ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＬＰＳ 和 ＳＥＭ 对泡沫细胞 ＳＳＡＯ 活性的影响

　 　 小鼠原代 ＶＳＭＣ 经 ５０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 无血清培

养液培养 ４８ ｈꎬ经 ＨＰＬＣ 检测细胞内胆固醇酯均占

总胆固醇 ５８％以上ꎬ获得泡沫细胞ꎬ再经不同浓度

(０、５０ 和 １００ μｇ / Ｌ) ＬＰＳ 和 ５００ μｍｏｌ / Ｌ ＳＥＭ 分别

或共同处理 ６ ｈ 后ꎬＭＴＴ 比色法检测发现细胞活性

无显著差异ꎬ而 ＨＰＬＣ 检测发现 ＬＰＳ 增加细胞

ＳＳＡＯ 活性ꎬＳＥＭ 可以抑制这种作用(图 １)ꎮ

图 １. ＬＰＳ 和 ＳＥＭ 处理对泡沫细胞 ＳＳＡＯ 活性的影响(ｎ ＝
３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ< ０.０５ꎬ与相应 ＬＰＳ 组

比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＬＰＳ ａｎｄ ＳＥＭ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｏｆ ＳＳＡＯ ｉｎ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ３)

２.２　 ＬＰＳ 和 ＳＥＭ 对泡沫细胞葡萄糖消耗的影响

小鼠原代 ＶＳＭＣ 源性泡沫细胞经不同浓度(０、
５０ 和 １００ μｇ / Ｌ) ＬＰＳ 和 ５００ μｍｏｌ / Ｌ ＳＥＭ 分别或共

同处理 ６ ｈ 后ꎬ葡萄糖氧化酶￣过氧化物酶法检测培

养基葡萄糖含量ꎬ结果发现ꎬＬＰＳ 增加细胞葡萄糖消

耗ꎬ随着 ＳＳＡＯ 的活性被 ＳＥＭ 抑制ꎬ葡萄糖的消耗

不增加(图 ２)ꎮ
２.３　 ＬＰＳ 和 ＳＥＭ 对泡沫细胞产生 Ｈ２Ｏ２ 的影响

小鼠原代 ＶＳＭＣ 源性泡沫细胞经不同浓度(０、
５０ 和 １００ μｇ / Ｌ) ＬＰＳ 和 ５００ μｍｏｌ / Ｌ ＳＥＭ 分别或共

同处理 ６ ｈ 后ꎬ荧光分光光度计检测细胞内和培养

基上清中 Ｈ２Ｏ２ 含量ꎬ结果发现ꎬＬＰＳ 增加细胞内和

培养基上清中 Ｈ２Ｏ２ 的产生ꎬＳＥＭ 可以抑制 ＬＰＳ 的

这种作用(图 ３)ꎮ
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２.４　 ＬＰＳ 和 ＳＥＭ 对泡沫细胞 ＡＢＣＡ１ 蛋白质表达的

影响

小鼠原代 ＶＳＭＣ 源性泡沫细胞经 ５０ μｇ / Ｌ ＬＰＳ
和 ５００ μｍｏｌ / Ｌ ＳＥＭ 分别或共同处理 ６ ｈ 后ꎬ提取细

胞总蛋白质ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＡＢＣＡ１ 蛋白质

的表达ꎮ ＬＰＳ 处理后ꎬ细胞 ＡＢＣＡ１ 蛋白质的表达显

著少于对照组ꎻＳＥＭ 处理细胞ꎬ细胞 ＡＢＣＡ１ 蛋白质

的表达无显著变化ꎻＬＰＳ 和 ＳＥＭ 共同处理细胞ꎬ细
胞 ＡＢＣＡ１ 蛋白质的表达显著低于对照组而高于

ＬＰＳ 处理组ꎮ 提示ꎬＬＰＳ 降低 ＡＢＣＡ１ 蛋白质的表达

与 ＳＳＡＯ 活性增加相关(图 ４)ꎮ
２.５　 ＬＰＳ 和 ＳＥＭ 对泡沫细胞胆固醇流出的影响

小鼠原代 ＶＳＭＣ 源性泡沫细胞经 ５０ μｇ / Ｌ ＬＰＳ
和 ５００ μｍｏｌ / Ｌ ＳＥＭ 分别或共同处理 ６ ｈ 后ꎬ液体闪

烁计数器检测细胞内胆固醇流出ꎮ ＬＰＳ 处理细胞ꎬ
细胞内胆固醇流出比对照组明显减少ꎻＳＥＭ 处理细

胞ꎬ细胞内胆固醇流出无显著变化ꎻＬＰＳ 和 ＳＥＭ 共

同处理细胞ꎬ细胞内胆固醇流出低于对照组而高于

ＬＰＳ 处理组ꎮ 提示 ＳＳＡＯ 抑制剂可以部分减轻 ＬＰＳ
对细胞内胆固醇流出的抑制作用(图 ５)ꎮ
２.６　 ＬＰＳ 和 ＳＥＭ 对泡沫细胞脂质蓄积的影响

小鼠原代 ＶＳＭＣ 源性泡沫细胞经 ５０ μｇ / Ｌ ＬＰＳ
和 ５００ μｍｏｌ / Ｌ ＳＥＭ 分别或共同处理 １２ ｈ 后ꎬ采用

ＨＰＬＣ 检测细胞内胆固醇和胆固醇酯含量ꎮ ＬＰＳ 处

理细胞ꎬ细胞内胆固醇和胆固醇酯含量比对照组明

显增加ꎻＳＥＭ 处理ꎬ细胞内胆固醇和胆固醇酯含量

与对照组相比无显著变化ꎻＬＰＳ 和 ＳＥＭ 共同处理细

胞ꎬ细胞内胆固醇和胆固醇酯含量低于对照组而高

于 ＬＰＳ 组ꎮ 提示抑制 ＳＳＡＯ 活性可以部分减轻 ＬＰＳ
导致的细胞内胆固醇和胆固醇酯的蓄积(表 １)ꎮ

图 ２. ＬＰＳ 和 ＳＥＭ 处理对泡沫细胞葡萄糖消耗量的影响(ｎ
＝ ３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＬＰＳ ａｎｄ ＳＥＭ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｇｌｕｃｏｓｅ
ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ３)

图 ３. ＬＰＳ 和 ＳＥＭ 处理对泡沫细胞内和培养基上清中 Ｈ２Ｏ２ 产生的影响(ｎ ＝ ３) 　 　 Ａ 图为细胞内 Ｈ２Ｏ２ 水平ꎬＢ 图为培养基中

Ｈ２Ｏ２ 水平ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与相应 ＬＰＳ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＬＰＳ ａｎｄ ＳＥＭ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ Ｈ２Ｏ２ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉａ(ｎ＝ ３)

３　 讨　 论

Ａｓ 是糖尿病患者晚期并发症之一ꎬ高血糖及并

发的高血脂等多种因素造成血管内膜受损ꎬ血液中

脂质浸入动脉壁ꎬ平滑肌细胞和巨噬细胞向内膜迁

移ꎬ吞噬大量的脂质形成泡沫细胞ꎬ导致脂质在内膜
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图 ４. ＬＰＳ 和 ＳＥＭ 处理对泡沫细胞 ＡＢＣＡ１ 蛋白质表达的

影响(ｎ＝ ３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＬＰＳ
组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＬＰＳ ａｎｄ ＳＥＭ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ ｏｆ ＡＢＣＡ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ３)

图 ５. ＬＰＳ 和 ＳＥＭ 处理对泡沫细胞胆固醇流出的影响(ｎ ＝
３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＬＰＳ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＬＰＳ ａｎｄ ＳＥＭ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ
ｅｆｆｌｕｘ ｉｎ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ３)

表 １. ＬＰＳ 和 ＳＥＭ 对泡沫细胞内胆固醇和胆固醇酯含量的

影响(ｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ １. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＬＰＳ ａｎｄ ＳＥＭ ｏｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ａｎｄ ｃｈｏｌｅｓ￣
ｔｅｒｏｌ ｅｓｔｅｒｓ ｉｎ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ３)

项目 对照组 ＬＰＳ 组 ＳＥＭ 组
ＬＰＳ＋

ＳＥＭ 组

总胆固醇(ｍｇ / Ｌ) ５１２±３４ ７１２±４９ａ ５０４±７８ ５７８±６２ａｂ

游离胆固醇(ｍｇ / Ｌ) ２１３±１７ ２４１±４３ａ ２１５±３３ ２２１±５８ａｂ

胆固醇酯(ｍｇ / Ｌ) ２９９±２２ ４７１±２６ａ ２８９±４７ ３５７±１４ａｂ

胆固醇酯 /总胆固醇 ５８.４０％ ６６.１５％ ａ ５７.３４％ ６１.７６％ ａｂ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＬＰＳ 组比较ꎮ

下蓄积ꎬ进而形成 Ａｓ 斑块[１３]ꎮ 既往认为 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱

导巨噬细胞泡沫化是 Ａｓ 斑块脂质蓄积的主要原因ꎬ
近期研究显示人冠状动脉内膜下的泡沫细胞主要

来源于 ＶＳＭＣ[１４]ꎮ 因此本研究选择小鼠 ＶＳＭＣ 源

性泡沫细胞做为实验对象ꎬ观察 ＬＰＳ 作用下泡沫细

胞内脂质蓄积的变化与 ＳＳＡＯ 活性改变的关系ꎬ以
期了解 ＳＳＡＯ 是否影响细胞脂质的转运ꎬ进一步探

讨 ＬＰＳ 促进 Ａｓ 斑块发生发展的相关机制ꎮ
ＬＰＳ 促进 Ａｓ 的发生是多方面的ꎮ ＬＰＳ 可以激

活 Ｔｏｌｌ 样受体—核因子 κＢ 途径ꎬ产生大量的炎性

细胞因子ꎬ损伤血管壁内膜ꎻ也可以促进巨噬细胞

源性泡沫细胞形成ꎬ加速粥样斑块的产生ꎬ但其机

制尚未完全明确ꎮ 本研究中ꎬ所使用的 ＬＰＳ 浓度极

低(≤１００ μｇ / Ｌ)ꎬ经 ＭＴＴ 比色法检测细胞活性在组

间无显著差异ꎬ所以 ＬＰＳ 的作用与细胞活性改变无

关ꎮ ＬＰＳ 诱导 ＳＳＡＯ 活性增加ꎬ随 ＳＳＡＯ 活性增加ꎬ
培养基上清中葡萄糖含量减少ꎬ细胞和细胞外 Ｈ２Ｏ２

产生增多ꎮ ＳＳＡＯ 有膜结合和可溶型两种形式ꎬ膜
结合型主要分布在哺乳动物的 ＶＳＭＣ、内皮细胞和

脂肪细胞中ꎬ可溶型存在于血液循环ꎮ ＳＳＡＯ 清除

内源性和外源性胺的同时产生有毒性的代谢产物

(尤其是甲醛)ꎬ通过氧化应激反应引起蛋白质交

联ꎬ损伤血管内皮细胞ꎬ导致糖尿病患者出现 Ａｓ、视
网膜病变等血管病变[１５]ꎮ 因此ꎬＬＰＳ 作用后ꎬＳＳＡＯ
活性增高具有促进 ＶＳＭＣ 损伤的作用ꎮ 研究发现ꎬ
少量 ＳＳＡＯ 表 达 于 细 胞 内 含 葡 糖 转 运 蛋 白￣４
(ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ４ꎬＧＬＵＴ４)的内涵体中ꎬＧＬＵＴ￣４
在 ＳＳＡＯ 底物的作用下ꎬ可转运至细胞膜ꎬ使细胞对

葡萄糖的摄取增加[１６￣１７]ꎮ 本研究中细胞和细胞外

Ｈ２Ｏ２ 在 ＬＰＳ 作用下随 ＳＳＡＯ 活性增高而产生增多ꎮ
Ｈ２Ｏ２ 也是 ＳＳＡＯ 氧化甲胺等底物的产物ꎬ可激活磷

脂酞肌醇激酶 ３ 和蛋白激酶 Ｂꎬ这两种酶对促使

ＧＬＵＴ￣４ 聚集到质膜起关键性作用[１８]ꎮ 因此ꎬ随着

ＳＳＡＯ 活性的增加ꎬ细胞大量消耗葡萄糖ꎬ使得细胞

处于相对缺乏营养易于损伤的状态ꎮ Ｈ２Ｏ２ 还是氧

化应激的媒介之一ꎬ可通过 Ｆｅｎｉｏｎ 反应产生大量的

自由基ꎬ导致血管内皮损伤ꎬ而 Ａｓ 病变早期的表现

之一就是动脉壁的损伤ꎮ 本研究中ꎬ 加入 ５００
μｍｏｌ / Ｌ ＳＳＡＯ 抑制剂 ＳＥＭ 时ꎬ由 ＬＰＳ 引起的 ＳＳＡＯ
活性增高被完全抑制ꎬ细胞的葡萄糖消耗量和 Ｈ２Ｏ２

的产生恢复正常ꎬ说明 ＳＥＭ 减少细胞葡萄糖的消耗

和 Ｈ２Ｏ２ 的产生与抑制 ＳＳＡＯ 活性密切相关ꎮ 因此ꎬ
ＳＳＡＯ 抑制剂的使用将有助于预防及治疗 ＳＳＡＯ 代

谢产物所引起的血管病变ꎮ
ＬＰＳ 可以促进巨噬细胞源性泡沫细胞形成ꎬ但
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其机制尚未完全明确ꎮ Ｋｈｏｖｉｄｈｕｎｋｉｔ 等[１９] 研究表明

ＬＰＳ、肿瘤坏死因子、白细胞介素 １ 可以下调鼠巨噬

细胞 ＡＢＣＡ１ 的表达ꎮ ＡＢＣＡ１ 在处理细胞内游离胆

固醇和磷脂的流出中非常关键ꎬ通过调控 ＲＣＴꎬ可
以改善泡沫细胞内的脂质蓄积ꎮ 本研究结果发现ꎬ
ＬＰＳ 下调 ＶＳＭＣ 源性泡沫细胞 ＡＢＣＡ１ 蛋白质的表

达ꎬ抑制 ＡＢＣＡ１ 胆固醇逆转运功能ꎬ使泡沫细胞脂

质蓄积进一步增加ꎬ加重细胞泡沫化程度ꎻ而使用

ＳＳＡＯ 抑制剂 ＳＥＭ 可以改善 ＬＰＳ 对 ＡＢＣＡ１ 蛋白质

表达的抑制作用ꎬ减少细胞内脂质蓄积ꎬ有很好地

改善细胞泡沫化程度的作用ꎬ但是只能部分抑制ꎬ
说明 ＬＰＳ 促进 ＶＳＭＣ 源性泡沫细胞内脂质蓄积加

重除了与 ＳＳＡＯ 活性增加有关外还存在其他的作用

机制ꎮ 还有研究表明ꎬＳＳＡＯ 位于成熟脂肪细胞表

面的小凹内[２０]ꎮ 这些小凹被认为参与脂质内流ꎬ因
此脂肪细胞的 ＳＳＡＯ 可能参与了脂质的内向转运ꎬ
但具体方式还有待研究ꎮ

综上ꎬ本研究进一步阐明 ＬＰＳ 在 Ａｓ 斑块形成

和发展中的部分作用机制ꎬＬＰＳ 可以通过 ＳＳＡＯ 活

性的增加促进细胞毒性醛类和 Ｈ２Ｏ２ 的产生ꎬ损伤

血管内膜ꎬ下调 ＡＢＣＡ１ 蛋白质的表达ꎬ减少细胞内

胆固醇流出ꎬ促进细胞脂质蓄积和加重细胞泡沫

化ꎮ 选择合适的 ＳＳＡＯ 特异性抑制剂将为 Ａｓ 的治

疗提供新的靶点ꎬ达到更好的预防和治疗 Ａｓ 的

目的ꎮ
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[１７] Ｚｏｒｚａｎｏ Ａꎬ Ｐａｌａｃíｎ Ｍꎬ Ｍａｒｔｉ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｒｙｌａｌｋｙｌａｍｉｎｅ ｖａｎａｄｉｕｍ
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