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[摘　 要] 　 目的　 应用小鼠高脂模型及树突状细胞株研究血凝素样氧化型低密度脂蛋白受体 １(ＬＯＸ￣１)高表达树

突状细胞(ＤＣ)在动脉粥样硬化中的作用ꎮ 方法　 氧化型低密度脂蛋白(ｏｘ￣ＬＤＬ)诱导原代培养的 Ｃ５７ 小鼠骨髓来

源的树突状细胞(ＢＭＤＣ)ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＢＭＤＣ ＬＯＸ￣１ 蛋白水平ꎻ采用流式细胞术检测高表达 ＬＯＸ￣１ 和低

表达 ＬＯＸ￣１ 细胞亚群的比例ꎻＭＡＣＳ 磁珠分选 ＬＯＸ￣１ 表达水平不同的两种细胞亚群ꎬ观察 ｏｘ￣ＬＤＬ 对两种细胞亚群

的影响及释放炎症因子的影响ꎻ采用 Ｃ５７ 小鼠高脂模型ꎬ在高脂喂养的不同时间(４ 周、６ 周、８ 周)检测小鼠总胆固

醇水平和主动脉中 ＤＣ 数量ꎻ用不同浓度的 Ｄｉｌ 标记的 ｏｘ￣ＬＤＬ(Ｄｉｌ￣ｏｘ￣ＬＤＬ)刺激 ＤＣ２.４ 细胞ꎬ荧光显微镜观察各组

细胞吞噬作用的差异ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＬＯＸ￣１ 的表达ꎮ 结果　 ＤＣ 可分为高表达和低表达 ＬＯＸ￣１ 两种细胞亚群ꎬ
且 ｏｘ￣ＬＤＬ 能增加 ＬＯＸ￣１ｈｉｇｈ ＤＣ 的比例ꎻ分选后的阳性细胞被 ｏｘ￣ＬＤＬ 刺激后ꎬＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣１β ｍＲＮＡ 的表达明显上

调(Ｐ<０.０１)ꎬ且阳性细胞的上升比例高于阴性细胞ꎮ 在 Ｃ５７ 小鼠高脂模型中ꎬ高脂喂养组总胆固醇水平明显升高ꎬ
且随着总胆固醇水平的升高ꎬ小鼠主动脉中 ＤＣ 增多ꎬ且 ＬＯＸ￣１ｈｉｇｈ ＤＣ 比例明显增加ꎮ 用不同浓度的 Ｄｉｌ￣ｏｘ￣ＬＤＬ 刺

激 ＤＣ２.４ 细胞ꎬ随着 Ｄｉｌ￣ｏｘ￣ＬＤＬ 浓度的升高ꎬＤＣ２.４ 细胞对 ｏｘ￣ＬＤＬ 的吞噬也增加ꎬ并且 ｏｘ￣ＬＤＬ 可以诱导 ＤＣ２.４ 细

胞表面 ＬＯＸ￣１ 表达ꎬ２０ ｍｇ / Ｌ 和 ４０ ｍｇ / Ｌ 的 ｏｘ￣ＬＤＬ 对 ＬＯＸ￣１ 表达的诱导作用明显ꎮ 结论　 ｏｘ￣ＬＤＬ 能够上调 ＤＣ 表

面受体 ＬＯＸ￣１ꎬ增加 ＬＯＸ￣１ｈｉｇｈ ＤＣ 比例ꎬ促进炎症因子表达ꎮ
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　 　 动脉粥样硬化( ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡｓ)是危害人类

健康的主要疾病之一ꎬ是多种心脑血管事件的病理

基础[１]ꎮ 近年的研究表明ꎬ高脂血症是 Ａｓ 的主要

危险因素ꎬ同时ꎬ炎症和免疫激活是 Ａｓ 发病的重要

因素之一[２￣３]ꎮ 作为免疫反应的重要调节者ꎬ树突

状细胞(ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌꎬＤＣ)在 Ａｓ 中起着非常重要的

作用[４￣５]ꎮ ＤＣ 识别抗原后在固有免疫和适应性免

疫中均有着重要作用ꎬ尤其是氧化型低密度脂蛋白

(ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬｏｘ￣ＬＤＬ)诱发的免

疫反应ꎮ 已有研究表明ꎬＤＣ 在新生血管部位表达

最丰富ꎬ并且紧邻 Ｔ 细胞ꎮ ＤＣ 在趋化因子的作用

下聚集到血管壁ꎬ识别外源性或自身抗原ꎬ在斑块

内诱导 Ｔ 细胞活化进一步加重血管炎症[６￣７]ꎮ 研究

显示ꎬＤＣ 的数量及功能状态与 Ａｓ 斑块的性质有相

关性ꎮ 在小鼠 Ａｓ 模型中ꎬ斑块损伤区的 ＤＣ 数量增

加ꎮ 动脉壁上的脂蛋白也作为刺激或抗原参与早

期的免疫激活ꎮ 已有研究表明 ｏｘ￣ＬＤＬ 会诱导 ＤＣ
表面的清道夫受体表达上调[７]ꎬ这可能对脉管系统

中 ＤＣ 形成泡沫细胞起重要作用ꎮ
血凝素样氧化型低密度脂蛋白受体 １( ｌｅｃｔｉｎ￣

ｌｉｋｅ ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣１ꎬＬＯＸ￣
１)是 ｏｘ￣ＬＤＬ 的主要受体之一[８￣１０]ꎮ ＬＯＸ￣１ 主要表

达于血管内皮细胞和体内血管丰富的组织ꎬ也可被

诱导表达于单核 /巨噬细胞、平滑肌细胞、ＤＣ 和活

化的血小板等[１１￣１２]ꎮ 正常情况下ꎬＬＯＸ￣１ 的表达很

低ꎬ但在一些病理条件下ꎬ如高血压、糖尿病、心肌

缺血、高脂血症、缺血再灌注损伤、移植以及 Ａｓ 的发

展中ꎬＬＯＸ￣１ 的表达明显增加[１３￣１４]ꎮ ｏｘ￣ＬＤＬ 通过

ＬＯＸ￣１ 与血管内皮细胞相互作用ꎬ引起血管内皮细

胞损伤及内皮功能障碍ꎬ是 Ａｓ 病理变化的始动环节

之一[１５￣１８]ꎮ
本研究拟用 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导原代培养的 Ｃ５７ 小鼠

骨髓 来 源 的 树 突 状 细 胞 ( ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｄｅｒｉｖｅｄ
ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓꎬＢＭＤＣ)、小鼠树突状细胞株(ＤＣ２. ４
细胞)以及小鼠高脂模型ꎬ研究 ＤＣ 中 ＬＯＸ￣１ 不同亚

群的存在以及对 Ａｓ 的影响ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 动物和细胞

　 　 ６ ~ ８ 周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠ꎬ购于上海斯莱

克动物有限公司ꎬ许可证号为 ＳＣＸＫ (沪) ２０１２￣
０００２ꎮ 实验动物饲养在 ２２℃、相对湿度 ７０％的环境

中ꎬ实验前饲养 １ 周ꎮ ＤＣ２.４ 细胞购自上海研谨生

物公司ꎮ
１.２　 主要试剂和仪器

ＲＰＭＩ１６４０、胎牛血清、青链双抗、０.２５％胰蛋白

酶(Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎻ重组小鼠白细胞介素 ４、重组小鼠

粒细胞￣巨噬细胞集落刺激因子( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)ꎻ
胆固醇检测试剂盒(北京北化康泰临床试剂有限公

司)ꎻＰｅｒＣＰ￣Ｃｙ５.５ 标记的抗小鼠 ＣＤ４５ 抗体、ＡＰＣ 标

记的抗小鼠 ＭＨＣⅡ抗体、ＦＩＴＣ 标记的抗小鼠 ＣＤ１１ｃ
抗体、ＰＥ 标记的抗小鼠 ＬＯＸ￣１ 抗体(ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公

司)ꎻ羊抗小鼠 ＬＯＸ￣１ 抗体(Ｒ＆Ｄ 公司)ꎻ小鼠单克

隆 β￣ａｃｔｉｎ 抗体和 ＨＲＰ 标记的二抗(上海康成生物

有限公司)ꎻＰＥ 标记的二抗( Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司)ꎻ抗
ＰＥ 标记的 ＭＡＣＳ 微珠、ＭＡＣＳ 分选柱、ＭＡＣＳ 分选

器(Ｍｉｌｔｅｎｙｉ Ｂｉｏｔｅｃ 公司)ꎻＲＮＡ 提取试剂盒、逆转录

试剂盒(ＴａＫａＲａ 公司)ꎻｓｉＲＮＡ 转染试剂(Ｐｏｌｙｐｌｕｓ
公司)ꎻＤｉｌ￣ｏｘ￣ＬＤＬ、ｏｘ￣ＬＤＬ(北京欣源佳和生物有限

公司)ꎻｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 仪(Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司)ꎻ
流式细胞仪(ＢＤ 公司)ꎮ
１.３　 ＢＭＤＣ 的培养及 ＬＯＸ￣１ｈｉｇｈＤＣ 的测定

处死 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠ꎬ剥离出胫骨、股骨ꎬ分别

剪开胫骨、股骨的两端ꎬＰＢＳ 缓冲液将骨髓冲出ꎬ无
血清 ＲＰＭＩ１６４０ 重悬清洗 ２ 次ꎬ用含 １０％胎牛血清、
１０ μｇ / Ｌ ＧＭ￣ＣＳＦ、１０ μｇ / Ｌ ＩＬ￣４ 的 ＲＰＭＩ１６４０ 培养

基于 ３７℃培养ꎬ６ 天后可见 ＢＭＤＣ 集落ꎬ收集悬浮

的细胞及细胞集落ꎬＰＢＳ 缓冲液清洗 １ 次ꎬ４％多聚

甲醛固定ꎬ１０００ ｒ / ｍｉｎ 离心弃上清ꎮ ＰＢＳ 缓冲液重

悬细胞ꎬＦＩＴＣ 标记 ＣＤ１１ｃ 一抗孵育 ４０ ｍｉｎꎬ离心弃

上清ꎬ流式细胞仪检测 ＢＭＤＣ 数量ꎮ
收集 １ × １０６ 个 ＢＭＤＣꎬＰＢＳ 缓冲液清洗 １ 次ꎬ

４％多聚甲醛固定ꎬ用 ＬＯＸ￣１ 一抗孵育 ４０ ｍｉｎꎬＰＢＳ
缓冲液洗 １ 次ꎬ加入 ＰＥ 标记的二抗避光孵育

４０ ｍｉｎꎬ流式细胞仪检测 ＬＯＸ￣１ｈｉｇｈＤＣ 比例ꎮ
１.４　 分选 ＬＯＸ￣１ｈｉｇｈＤＣ

取培养第 ６ 天的 ＢＭＤＣꎬｏｘ￣ＬＤＬ(１００ ｍｇ / Ｌ) 刺激

３６ ｈ 后ꎬ收集悬浮的 ＢＭＤＣꎬ离心弃上清ꎬ加入１００ μＬ缓
冲液(０.５％ＢＳＡꎬ０.０８％ＥＤＴＡꎬｐＨ７􀆰 ２ ＰＢＳ)和 １０ μＬ 抗

小鼠 ＬＯＸ￣１ 抗体ꎬ４℃孵育 ３０ ｍｉｎꎬ离心弃上清ꎬ加入

８１２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ３ꎬ２０１７



１００ μＬ 缓冲液(０.５％ＢＳＡꎬ０.０８％ＥＤＴＡꎬｐＨ７􀆰 ２ ＰＢＳ)和
１０ μＬ ＰＥ 标记的二抗ꎬ４℃孵育１５ ｍｉｎꎬ加入８０ μＬ 缓冲

液(０.５％ＢＳＡꎬ０.０８％ＥＤＴＡꎬｐＨ７􀆰 ２ ＰＢＳ)和 ２０ μＬ 抗 ＰＥ
标记的磁珠ꎬ混匀ꎬ孵育 １５ ｍｉｎꎬ离心弃上清ꎬ加入 ５００
μＬ 缓冲液重悬细胞ꎬ加至 ＭＡＣＳ 分选柱中ꎬ自然流下

的细胞液为未结合的阴性细胞ꎻ缓冲液冲洗 ＭＡＣＳ 分

选柱 ２ 次后ꎬ将分离柱插在阳性收集管上ꎬ加 １ ｍＬ 缓

冲液ꎬ用针芯推尽液体ꎬ冲出阳性结合的细胞ꎮ 能够与

抗 ＬＯＸ￣１抗体结合ꎬ被 ＭＡＣＳ 分选柱分选出的阳性细

胞为 ＬＯＸ￣１ｈｉｇｈＤＣꎮ
１.５　 小鼠高脂模型的建立

６ 周龄 Ｃ５７ 雄性小鼠ꎬ适应性喂养 １ 周后随机

分为两组:正常对照组和高脂喂养组ꎮ 正常对照组

采用普通饲料喂养ꎬ高脂喂养组采用高脂饲料喂

养ꎮ 分别于喂养 ４ 周、６ 周和 ８ 周三个时间点摘除

眼球的方法取血ꎬ离心后取血清ꎬ按照试剂盒操作

说明检测总胆固醇( ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬＴＣ)含量ꎮ
１.６　 小鼠主动脉 ＤＣ 和 ＬＯＸ￣１ｈｉｇｈＤＣ 的测定

小鼠摘除眼球取血后ꎬ迅速开胸ꎬ剪取主动脉ꎬ
ＰＢＳ 缓冲液清洗后将主动脉剪碎ꎬ置于离心管中ꎬ加
入酶消化液ꎬ３７℃水浴 １０ ｍｉｎꎬ４℃、１５００ ｒ / ｍｉｎ 离心

５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ离心管加入 ＰＢＳ 缓冲液洗涤ꎬ４℃、
１５００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ加入 １００ μＬ ＰＢＳ 缓

冲液重悬沉淀的细胞ꎬ加入 ＰｅｒＣＰ￣ｃｙ５.５ 标记的抗

ＣＤ４５ 抗体、ＡＰＣ 标记的抗小鼠 ＭＨＣⅡ抗体、ＦＩＴＣ
标记的抗小鼠 ＣＤ１１ｃ 抗体、ＰＥ 标记的抗小鼠 ＬＯＸ￣
１ 抗体ꎬ４℃孵育 ４５ ｍｉｎꎬ用 ＰＢＳ 缓冲液洗涤 ２ 次ꎬ流
式细胞仪检测 ＤＣ 和 ＬＯＸ￣１ｈｉｇｈＤＣ 的比例ꎮ
１.７　 荧光显微镜观察 ＤＣ２.４ 细胞对 Ｄｉｌ￣ｏｘ￣ＬＤＬ 的

吞噬作用

将 ＤＣ２.４ 细胞以 ２×１０５ 的密度接种于 ２４ 孔板ꎬ
培养 ２４ ｈꎬ待细胞完全贴壁后ꎬ弃去培养基ꎬ用 ＰＢＳ
缓冲液清洗 １ 次ꎮ 加入含 ５０ ｍｇ / Ｌ Ｄｉｌ￣ｏｘ￣ＬＤＬ 的培

养基ꎬ３７℃培养 １２ ｈꎬ弃去培养基ꎬ用 ＰＢＳ 缓冲液清

洗 ３ 次ꎬ将细胞置于荧光显微镜下观察ꎮ
１.８　 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测

收集悬浮培养的 ＢＭＤＣꎬ按照 ５×１０５ 的密度加

入 ＲＮＡｉｓｏ Ｒｅａｇｅｎｔꎬ室温静置后ꎬ加入氯仿ꎬ混匀静

置ꎬ待分层后吸取上清液ꎬ加入异丙醇ꎬ１２０００ ｇ、４℃
离心后ꎬ沉淀用适量的 ＲＡａｓｅ￣ｆｒｅｅ 水溶解ꎬ采用逆转

录酶试剂盒将 ｍＲＮＡ 逆转录成 ｃＤＮＡꎬ加入引物和

ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 试剂盒ꎬ在 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 仪上进行扩

增ꎬ以 ＧＡＰＤＨ 作为内参ꎬ比较 ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣１β 的

ｍＲＮＡ 表达差异ꎮ ＴＮＦ￣α 引物序列:上游为 ５′￣ＣＡＡ

ＡＧＧ ＧＡＧ ＡＧＴ ＧＧＴ ＣＡＧ ＧＴ￣３′ꎬ下游为 ５′￣ＡＴＴ
ＧＣＡ ＣＣＴ ＣＡＧ ＧＧＡ ＡＧＡ ＧＴ￣３′ꎻＩＬ￣１β 引物序列:上
游为 ５′￣ＡＡＣ ＣＴＧ ＣＴＧ ＧＴＧ ＴＧＴ ＧＡＣ ＧＴＴ Ｃ￣３′ꎬ下
游为 ５′￣ＣＡＧ ＣＡＣ ＧＡＧ ＧＣＴ ＴＴＴ ＴＴＧ ＴＴＧ Ｔ￣３′ꎻ
ＧＡＰＤＨ 引物序列:上游为 ５′￣ＣＡＴ ＣＡＣ ＣＡＴ ＣＴＴ
ＣＣＡ ＧＧＡ ＧＣＧ￣３′ꎬ下游为 ５′￣ＴＧＡ ＣＣＴ ＴＧＣ ＣＣＡ
ＣＡＧ ＣＣＴ ＴＧ￣３′ꎮ
１.９　 统计学分析

实验数据以ｘ±ｓ 表示ꎬ采用单因素方差分析进

行比较ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差异具有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ｏｘ￣ＬＤＬ 刺激对 ＤＣ ＬＯＸ￣１ 表达的影响

　 　 取培养第 ６ 天的 ＢＭＤＣꎬ用 ｏｘ￣ＬＤＬ(１００ ｍｇ / Ｌ)刺
激 ０ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ、３６ ｈ、４８ ｈ 后提取 ＢＭＤＣ 总蛋白ꎬ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞中 ＬＯＸ￣１ 蛋白的表达ꎮ 结果发

现ꎬｏｘ￣ＬＤＬ(１００ ｍｇ / Ｌ)刺激２４ ｈ、３６ ｈ、４８ ｈ 可以明显上

调 ＢＭＤＣ 中 ＬＯＸ￣１蛋白的表达(Ｐ<０.０１ꎻ图 １)ꎮ

图 １. ｏｘ￣ＬＤＬ 刺激对 ＢＭＤＣ 中 ＬＯＸ￣１表达的影响　 　 ａ 为

Ｐ<０.０１ꎬ与 ｏｘ￣ＬＤＬ 刺激 ０ ｈ 比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｘ￣ＬＤＬ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｎ ＬＯＸ￣１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｉｎ ＢＭＤＣ

２.２　 ｏｘ￣ＬＤＬ 刺激对 ＬＯＸ￣１ｈｉｇｈＤＣ 的影响

取培养第 ６ 天的 ＢＭＤＣꎬ用 ｏｘ￣ＬＤＬ(１００ ｍｇ / Ｌ)
刺激 ０ ｈ、３６ ｈꎬ经 ＦＩＴＣ￣ＣＤ１１ｃ 抗体和 ＰＥ￣ＬＯＸ￣１ 抗

体孵育ꎬ流式细胞术检测 ＬＯＸ￣１ｈｉｇｈ ＤＣ 比例ꎮ 结果

发现ꎬｏｘ￣ＬＤＬ(１００ ｍｇ / Ｌ)刺激 ＢＭＤＣ ３６ ｈꎬＰＥ￣阳性

细胞比例从 ７.１８％上升至 ２５.０５％ꎬ说明 ｏｘ￣ＬＤＬ 可

以促进 ＬＯＸ￣１ｈｉｇｈＤＣ 比例增加(图 ２)ꎮ
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图 ２. ｏｘ￣ＬＤＬ 刺激对 ＢＭＤＣ ＬＯＸ￣１ｈｉｇｈＤＣ 比例的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＬＯＸ￣１ｈｉｇｈＤＣ ｉｎ ＢＭＤＣ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｏｘ￣ＬＤＬ

２.３　 ｏｘ￣ＬＤＬ 刺激对 ＢＭＤＣ 炎症因子分泌的影响

取培养第 ６ 天的 ＢＭＤＣꎬ用 ｏｘ￣ＬＤＬ(１００ ｍｇ / Ｌ)
刺激 ０ ｈ、３ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈꎬ提取 ＢＭＤＣ 总 ＲＮＡꎬ
ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测细胞内 ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣１β ｍＲＮＡ 的

表达水平ꎮ 结果发现ꎬ ｏｘ￣ＬＤＬ ( １００ ｍｇ / Ｌ) 刺激

ＢＭＤＣ ３ ｈ 可以明显促进 ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣１β ｍＲＮＡ 的

表达(Ｐ<０.０１ꎻ图 ３)ꎮ
取培养第 ６ 天的 ＢＭＤＣꎬ用 ｏｘ￣ＬＤＬ(１００ ｍｇ / Ｌ)

刺激 ３６ ｈ 后进行 ＭＡＣＳ 分选ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 刺激分选后的

阳性细胞 ( ＬＯＸ￣１ 高表达的 ＢＭＤＣ) 和阴性细胞

(ＬＯＸ￣１ 低表达的 ＢＭＤＣ) ３ ｈꎬ抽提总 ＲＮＡꎬｒｅａｌ￣
ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测细胞中 ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣１β ｍＲＮＡ 的表

达水平ꎮ 结果发现ꎬ与 ｏｘ￣ＬＤＬ(１００ ｍｇ / Ｌ)刺激 ０ ｈ
相比ꎬ分选后的阳性细胞被 ｏｘ￣ＬＤＬ 刺激 ３ ｈ 后 ＴＮＦ￣
α 和 ＩＬ￣１β ｍＲＮＡ 的表达明显上调(Ｐ<０.０１)ꎬ且阳

性细胞中的上升比例高于阴性细胞(图 ４)ꎮ
２.４　 高脂饲料喂养对小鼠主动脉中 ＤＣ 的影响

高脂饲料喂养 Ｃ５７ 小鼠 ４ 周、６ 周、８ 周后ꎬ血清

总胆固醇含量显著升高(Ｐ<０.０１)ꎮ 高脂饲料喂养 ４

图 ３. ｏｘ￣ＬＤＬ 刺激对 ＢＭＤＣ 炎症因子 ＴＮＦ￣α和 ＩＬ￣１β ｍＲ￣
ＮＡ 表达的影响　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ｏｘ￣ＬＤＬ 刺激 ０ ｈ 比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｘ￣ＬＤＬ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｎ ＴＮＦ￣α ａｎｄ ＩＬ￣
１β ｍＲＮＡ ｉｎ ＢＭＤＣ

０２２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ３ꎬ２０１７



图 ４. ｏｘ￣ＬＤＬ 刺激对分选的细胞中 ＴＮＦ￣α和 ＩＬ￣１β ｍＲＮＡ
表达的影响　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ０ ｈ 比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｘ￣ＬＤＬ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｎ ＴＮＦ￣α ａｎｄ ＩＬ￣
１β ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｓｏｒｔｅｄ ｃｅｌｌｓ

周、６ 周后ꎬ小鼠主动脉中 ＤＣ 占白细胞的比例有所

增加ꎬ但与正常对照组相比无显著性差异 ( Ｐ >
０􀆰 ０５)ꎻ高脂饲料喂养 ６ 周、８ 周后ꎬ小鼠主动脉中

ＬＯＸ￣１ｈｉｇｈ ＤＣ 占 ＤＣ 的比例显著上升ꎬ与正常对照组

相比具有显著性差异(Ｐ<０.０１ꎻ图 ５)ꎮ
２.５　 ＤＣ２.４ 细胞对 Ｄｉｌ￣ｏｘ￣ＬＤＬ 的吞噬作用

将不同浓度的 Ｄｉｌ￣ｏｘ￣ＬＤＬ(５ ｍｇ / Ｌ、１０ ｍｇ / Ｌ、
２０ ｍｇ / Ｌ及 ４０ ｍｇ / Ｌ)与 ＤＣ２.４ 细胞共孵育 １２ ｈꎬ荧
光显微镜观察发现ꎬ随着 Ｄｉｌ￣ｏｘ￣ＬＤＬ 浓度的升高ꎬ细
胞吞噬的脂质量也相应地增加(图 ６)ꎮ
２.６　 ｏｘ￣ＬＤＬ 对 ＤＣ２.４ 细胞 ＬＯＸ￣１ 表达的影响

将不 同 浓 度 的 ｏｘ￣ＬＤＬ ( ０ ｍｇ / Ｌ、 １０ ｍｇ / Ｌ、
２０ ｍｇ / Ｌ及 ４０ ｍｇ / Ｌ) 与 ＤＣ２. ４ 细胞共孵育 ２４ ｈꎬ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞中 ＬＯＸ￣１ 的蛋白表达ꎮ 结果

发现ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 能显著诱导 ＤＣ２.４ 细胞 ＬＯＸ￣１ 的表达

(Ｐ<０.０１)ꎬ且 ＬＯＸ￣１ 的表达呈浓度依赖性增加(图
７)ꎮ

３　 讨　 论

随着对 Ａｓ 的深入研究ꎬ目前普遍认为 Ａｓ 是一

种慢性炎症反应性疾病ꎬ已有研究证实ꎬ固有免疫

和适应性免疫介导的炎症反应在 Ａｓ 损伤早期有重

要作用ꎮ ＤＣ 是目前已知的功能最强的抗原提呈细

图 ５. 小鼠血清总胆固醇含量及主动脉中 ＤＣ 和 ＬＯＸ￣１ｈｉｇｈ

ＤＣ 的比例　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与正常对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｓｅｒｕｍ ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＤＣ ａｎｄ
ＬＯＸ￣１ｈｉｇｈ ＤＣ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ａｏｒｔａ

图 ６. 荧光显微镜观察 ＤＣ２. ４ 细胞对 Ｄｉｌ￣ｏｘ￣ＬＤＬ 的吞噬

作用

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｔｈｅ ｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓ ｏｆ Ｄｉｌ￣ｏｘ￣ＬＤＬ ｂｙ ｔｈｅ ＤＣ２. ４
ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ
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图 ７. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＤＣ２.４ 细胞中 ＬＯＸ￣１ 的表达　 　 ａ
为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ７. Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＯＸ￣１ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｏｘ￣
ＬＤＬ ｉｎ ｔｈｅ ＤＣ２.４ ｃｅｌｌｓ

胞ꎬ能特异性地激活初始 Ｔ 细胞ꎮ ＤＣ 不仅能对有

害抗原引发免疫反应ꎬ而且还能维持免疫耐受ꎮ ｏｘ￣
ＬＤＬ 是导致 Ａｓ 的重要的脂蛋白ꎬ是在 Ａｓ 慢性炎症

中第一个被研究的ꎬ而 ＬＯＸ￣１ 是 ｏｘ￣ＬＤＬ 的主要受

体之一ꎮ
ＤＣ 作为免疫反应的始动者ꎬ在 Ａｓ 的形成和发展

中起重要的作用ꎮ 在 ＡｐｏＥ 缺陷小鼠 Ａｓ 模型中ꎬＡｓ
斑块的内膜层及动脉内膜、外膜层均有 ＤＣ 聚集ꎮ 这

些 ＤＣ 通过毛刺状胞浆突起ꎬ使细胞外分子能进入

ＤＣ 的溶酶体ꎬ从而降解抗原ꎬ起提呈作用ꎮ 另外ꎬＤＣ
的突起可绕泡沫细胞ꎬ并可插入泡沫细胞的胞浆中ꎬ
提示 ＤＣ 参与了 Ａｓ 免疫反应的形成ꎮ 虽然越来越多

的证据表明ꎬＤＣ 参与了 Ａｓ 的形成ꎬＤＣ 在 Ａｓ 斑块炎

症反应中的功能仍未明确[１９￣２０]ꎮ 实际上ꎬＤＣ 并非一

类均一的细胞ꎬ而是由数种表型和功能各异的细胞亚

群所组成ꎮ 近年来ꎬ不同 ＤＣ 亚群的发现为 ＤＣ 功能

的深入研究提供了新的认识ꎮ
本研究发现ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 可以上调 ＤＣ 中清道夫受

体 ＬＯＸ￣１ 的蛋白表达水平ꎻｏｘ￣ＬＤＬ 刺激后部分 ＤＣ
亚群明显地高表达 ＬＯＸ￣１ꎻ将 ｏｘ￣ＬＤＬ 刺激后高表达

ＬＯＸ￣１ 与低表达 ＬＯＸ￣１ 的细胞进行分选ꎬ用 ｏｘ￣ＬＤＬ
诱导刺激ꎬｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测炎症因子 ｍＲＮＡ 的表

达水平ꎬ结果发现ꎬ高表达 ＬＯＸ￣１ 的 ＤＣ 亚群其炎症

因子 ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣１β ｍＲＮＡ 的表达水平明显高于低

表达 ＬＯＸ￣１ 的细胞ꎬ在由 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的 Ａｓ 炎症反

应过程中ꎬ确实存在一种 ＤＣ 亚群ꎬ能够通过其高表

达清道夫受体吞噬摄入脂质ꎬ引发炎症因子的表

达ꎬ在 Ａｓ 发生发展中起重要作用ꎬ进一步用高脂喂

养小鼠及 ＤＣ 株证明以上结论ꎮ 正常情况下ꎬ绝大

多数体内的 ＤＣ 处于非成熟状态ꎬ其表达低水平的

共刺激分子和黏附分子ꎬ但具有极强的抗原内吞和

加工处理能力ꎮ 在摄取抗原或接受到某些刺激因

素(主要是炎症信号)后ꎬ可以分化成熟ꎬ其 ＭＨＣ 分

子、共刺激分子、黏附分子的表达显著提高ꎬ体外激

发 ＭＬＲ 能力很强ꎬ但其抗原摄取加工能力大大降

低ꎮ ＤＣ 在成熟的过程中ꎬ也同时发生迁移ꎬ由外周

组织(获取抗原信号)通过淋巴管和 /或血循环进入

次级淋巴器官ꎬ然后激发 Ｔ 细胞ꎬ发生应答反应ꎮ
本研究用高脂饲料喂养 Ｃ５７ 小鼠ꎬ发现主动脉

ＬＯＸ￣１ｈｉｇｈ ＤＣ 占总 ＤＣ 的比例在高脂喂养 ６ 周及 ８ 周

时有明显的增加ꎬ提示在 Ａｓ 的进展中ꎬＤＣ 可能会聚

集于主动脉损伤区ꎬ这与已知的研究报道也是相符合

的[５ꎬ２１￣２２]ꎮ 结合前面的研究结果ꎬ体外 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的

ＤＣ 显示出更强烈的炎症反应ꎬ提示 ＬＯＸ￣１ｈｉｇｈ ＤＣ 可

能会促进 Ａｓ 损伤ꎬ在 Ａｓ 的发展中有着更重要的作

用ꎮ 所以ꎬ如果能抑制 ＤＣꎬ更重要的是抑制 ＤＣ 分化

为 ＬＯＸ￣１ｈｉｇｈ ＤＣꎬ将对 Ａｓ 的防治有重要意义ꎮ
用 ＧＭ￣ＣＳＦ 和 ＩＬ￣１ 诱导培养高脂饲料喂养小

鼠的 ＢＭＤＣꎬ在培养至第 ６ 天时ꎬ用流式细胞术检测

发现ꎬ模型组 ＢＭＤＣ 表达 ＬＯＸ￣１ 显著增加ꎮ 本研究

中ꎬ高脂模型小鼠的主动脉中 ＤＣ 数量有所增加ꎬ而
且主动脉存在 ＬＯＸ￣１ 表达不同的 ＤＣ 亚群ꎬＬＯＸ￣
１ｈｉｇｈ ＤＣ 在总 ＤＣ 中的比例明显增加ꎮ 用不同浓度

的 Ｄｉｌ￣ｏｘ￣ＬＤＬ 刺激 ＤＣ２.４ １２ ｈꎬ在荧光显微镜下观

察ꎬＤＣ２.４ 对 ｏｘ￣ＬＤＬ 有吞噬作用ꎬ而且随着 ｏｘ￣ＬＤＬ
浓度的升高ꎬ吞噬也随之增强ꎬ荧光也更明显ꎬ显示

了浓度依赖性ꎮ 为了检测 ｏｘ￣ＬＤＬ 是否会引起

ＤＣ２􀆰 ４ 表达 ＬＯＸ￣１ 增多ꎬ采用不同浓度的 ｏｘ￣ＬＤＬ
刺激 ＤＣ２.４ꎬ用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＬＯＸ￣１ 的表达ꎮ 结

果显示ꎬ随着 ｏｘ￣ＬＤＬ 浓度的增加ꎬＤＣ２.４ 表面 ＬＯＸ￣
１ 的表达也随之上调ꎬ与荧光检测结果相似ꎬ也显示

了浓度依赖性ꎬ在浓度为 ４０ ｍｇ / Ｌ 时 ＬＯＸ￣１ 的表达

更为显著ꎬ而且在显微镜下观察细胞也未出现凋亡ꎮ
总之ꎬ本研究表明ꎬ部分 ＤＣ 亚群明显地高表达

ＬＯＸ￣１ꎻ高表达 ＬＯＸ￣１ 的 ＤＣ 亚群其炎症因子的表

达水平均明显高于低表达 ＬＯＸ￣１ 的细胞ꎻ高脂模型

小鼠随着胆固醇水平的升高ꎬ主动脉中 ＤＣ 及 ＬＯＸ￣
１ｈｉｇｈ ＤＣ 比例明显增多ꎻｏｘ￣ＬＤＬ 可以诱导 ＤＣ２􀆰 ４ 表

面受体 ＬＯＸ￣１ 的表达上调ꎬ为 Ａｓ 的防治提供新的

理论依据ꎮ
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