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[摘　 要] 　 目的　 探讨氧化型低密度脂蛋白(ｏｘ￣ＬＤＬ)经由血凝素样氧化型低密度脂蛋白受体 １(ＬＯＸ￣１)受体对

ＰＰＡＲγ￣ＬＸＲα￣ＡＢＣＡ１ 通路激活的作用ꎮ 方法　 浓度梯度 ｏｘ￣ＬＤＬ(０ ~ ４０ ｍｇ / Ｌꎬ１２ ｈ)刺激 Ｊ７７４Ａ.１ 巨噬细胞ꎬ检测

ＬＸＲα、ＡＢＣＡ１ 的表达ꎮ 构建 ２９３Ｔ 细胞 ＬＯＸ￣１ 过表达的 ＰＰＡＲγ 双荧光素酶报告基因系统ꎬ激光共聚焦及 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测 ＬＯＸ￣１ 的分布与表达ꎬ双荧光素酶报告基因系统检测 ＰＰＡＲγ 的转录活化情况ꎮ 对 Ｊ７７４Ａ.１ 巨噬细胞分别

进行 ＬＯＸ￣１ ｓｉＲＮＡ 和 ＰＰＡＲγ ｓｉＲＮＡ 沉默ꎬｏｘ￣ＬＤＬ(３０ ｍｇ / Ｌꎬ１２ ｈ)孵育后检测 ＬＸＲα、ＡＢＣＡ１ 蛋白的表达ꎮ 结果　
ｏｘ￣ＬＤＬ 可显著上调 Ｊ７７４Ａ.１ 细胞 ＬＸＲα 和 ＡＢＣＡ１ 的表达(Ｐ<０.０１ꎬｎ＝ ３)ꎮ ＬＯＸ￣１ 过表达的 ＰＰＡＲγ 双荧光素酶报

告基因系统检测显示 ｏｘ￣ＬＤＬ 能够通过 ＬＯＸ￣１ 增加 ＰＰＡＲγ 的转录活性ꎻ对 Ｊ７７４Ａ.１ 巨噬细胞分别进行 ＬＯＸ￣１
ｓｉＲＮＡ、ＰＰＡＲγ ｓｉＲＮＡ 沉默后发现ꎬＬＸＲα 和 ＡＢＣＡ１ 的表达均显著降低(Ｐ<０.０１ꎬｎ ＝ ３)ꎮ 结论 　 ｏｘ￣ＬＤＬ 可通过

ＬＯＸ￣１ 受体激活 ＰＰＡＲγ 转录活性ꎬ从而上调 ＬＸＲα、ＡＢＣＡ１ 蛋白表达ꎬ完成 ＰＰＡＲγ￣ＬＸＲα￣ＡＢＣＡ１ 信号通路的激活ꎮ
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ＬＸＲα￣ＡＢＣＡ１ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ.

　 　 动脉粥样硬化作为心脑血管疾病的主要病理

基础ꎬ已成为威胁人类健康的最主要疾病之一ꎮ 其

发病过程主要涉及到血管壁炎症、免疫细胞及平滑

肌细胞迁移、脂类代谢紊乱等作用[１]ꎬ其中ꎬ氧化型

低密度脂蛋白( ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬｏｘ￣
ＬＤＬ)驱动的巨噬细胞泡沫化是动脉粥样硬化早期

发病阶段的主要特征[２]ꎮ 研究显示ꎬ随着 ｏｘ￣ＬＤＬ 在

血管内膜空间不断积累ꎬ单核细胞趋化而来的巨噬

细胞能够通过清道夫受体( ｓｃａｖｅｎｇｅｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＳＲ)
大量摄取 ｏｘ￣ＬＤＬ[３]ꎮ 此后ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 在巨噬细胞内经

过一系列的降解及酯化作用下ꎬ以胆固醇酯的形式

存储于脂滴中ꎮ 另一方面ꎬ巨噬细胞能够启动由三

磷酸腺苷结合盒转运体 Ａ１ ( ＡＴＰ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ Ａ１ꎬＡＢＣＡ１)及载脂蛋白 Ａ１(ａｐｏｌｉｐｒｏｔｅｉｎ
Ａ１ꎬＡｐｏＡ１)介导的胆固醇逆转运作用ꎬ将细胞内的

胆固醇酯转移至高密度脂蛋白(ｈｉｇｈ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏ￣
ｔｅｉｎꎬＨＤＬ)ꎬ进而流向肝脏进行代谢分解[４]ꎮ 在动

脉粥样硬化条件下ꎬ巨噬细胞胆固醇流入与流出平

衡被打破ꎬ导致胆固醇在细胞中过度积累ꎬ进而引

发泡沫细胞及动脉粥样硬化斑块形成[５]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)作为 ｏｘ￣ＬＤＬ 的特异性受体ꎬ密切参与了巨噬细

胞的泡沫化过程ꎮ 研究显示ꎬＬＯＸ￣１ 能够通过调节

ＣＤ３６ 等受体的表达ꎬ影响巨噬细胞泡沫化进程[６]ꎮ
此外ꎬ在 ｏｘ￣ＬＤＬ 的作用下ꎬＬＯＸ￣１ 能够启动下游炎

症反应相关信号通路ꎬ诱导炎症因子的分泌ꎬ最终

引发血管炎症反应及动脉斑块形成[７]ꎮ
过氧化体增殖物激活型受体 γ(ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏ￣

ｌｉｆｅｒａｔｏｒｓ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ γꎬＰＰＡＲγ)是核受体超家

族中的一类配体激活的核转录因子ꎬ能够调节脂质

代谢ꎬ抑制巨噬细胞泡沫化ꎬ延缓动脉粥样硬化形

成[８]ꎮ ＰＰＡＲγ 的激活ꎬ可启动下游肝 Ｘ 受体 α
(ｌｉｖｅｒ Ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒ αꎬＬＸＲα)、ＡＢＣＡ１ 等基因的转录翻

译ꎬ上调二者的蛋白表达ꎬ进而促进胆固醇逆转运

作用ꎬ抑制巨噬细胞泡沫化ꎮ 研究显示ꎬＰＰＡＲγ 的

活化受蛋白激酶 Ｃ ( ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｃꎬ ＰＫＣ) 的调

节[９]ꎬ同时 ＬＯＸ￣１ 能够调节 ＰＫＣ 的磷酸化[１０]ꎬ暗示

ＬＯＸ￣１ 受体与 ＰＰＡＲγ 的活化可能存在着密切的调

控关系ꎬＬＯＸ￣１ 作为巨噬细胞表面信号分子ꎬ激活

ＰＰＡＲγ￣ＬＸＲα￣ＡＢＣＡ１ 信号传导ꎬ从而启动胆固醇逆

转运尚未见详细报道ꎮ 为此ꎬ本研究利用报告基因

及基因沉默等手段ꎬ观察在 ｏｘ￣ＬＤＬ 作用下 ＬＯＸ￣１

与 ＰＰＡＲγ 转录活化的相互关系ꎬ为研究 ＬＯＸ￣１ 受

体在胆固醇逆转录过程中的作用奠定了基础ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 主要材料

小鼠 巨 噬 细 胞 ( Ｊ７７４Ａ. １ ) 和 人 胚 肾 细 胞

(ＨＥＫ２９３Ｔꎬ 简 称 ２９３Ｔ ) 购 于 ＡＴＣＣꎻ Ａｎｔｉ￣ＬＯＸ￣１
( ａｂ６０１７８ ) 和 Ａｎｔｉ￣ＬＸＲα ( ａｂ１７６３２３ ) 抗 体 购 于

Ａｂｃａｍ 公司ꎻＡｎｔｉ￣ＰＰＡＲγ( ｓｃ￣７１９６)和 Ａｎｔｉ￣ＧＡＰＤＨ
(ｓｃ￣２５７７８)抗体购于 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎻＡｎｔｉ￣ＡＢＣＡ１
(ＮＢꎬ４００￣１０５)抗体购于罗福斯生物制剂公司ꎻ罗丹

明标记的山羊抗鼠抗体购于 Ｊａｃｋｓｏｎ 公司ꎻβ￣ａｃｔｉｎ
(兔抗人) 购于 Ｃｈｅｍｉｃｏｎ 公司ꎻＬＲＰ 标记的二抗(羊
抗兔 ＩｇＧ) 购于 ＫＰＬ 公司ꎻ人 ＬＤＬ(ｄ ＝ １ ｇ / Ｌ)购于

北京协生生物有限公司ꎻ含有人 ＰＰＡＲγ 全长的

ｐｃＤＮＡ￣ｆｌａｇ￣ＰＰＡＲγ 表达质粒、ＰＰＲＥ(ＰＰＡＲ 应答元

件)的萤火虫荧光素酶报告基因质粒 ＰＰＲＥ￣Ｘ３￣ＴＫ￣
ｌｕｃ 和海肾荧光素酶质粒 ｐＲＬ￣ＴＫ 购于 Ａｄｄｇｅｎｅ 公

司ꎻ双荧光素酶报告基因检测试剂盒购于 Ｐｒｏｍｅｇａ
公司ꎻＬＯＸ￣１ ｓｉＲＮＡ 购于吉马公司ꎻＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ２０００
和 Ｏｐｔｉ￣ＭＥＭ ｍｅｄｉｕｍ 购于 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻＲＩＰＡ 细

胞裂解液购于碧云天生物技术研究所ꎻ蛋白预染

Ｍａｒｋｅｒ 及 ＢＣＡ 蛋白浓度检测试剂盒购于 Ｔｈｅｒｍｏ 公

司ꎻＥＣＬ 显色液购于 Ａｄｖａｎｓｔａ 公司ꎮ
１.２　 ｏｘ￣ＬＤＬ 的制备

将 ２ ｍｇ 天然 ＬＤＬ 稀释于 ２５ ｍＬ 预热的 ＰＢＳ 溶液

中ꎬ混匀ꎬ加入 ０.２７ ｍＬ ５００ μｍｏｌ / Ｌ ＣｕＳＯ４􀅰５Ｈ２Ｏꎬ置于

３７℃温箱ꎮ 待氧化 ８ ｈ 后ꎬ加入０.１３５ ｍＬ ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＥＤＴＡ 终止氧化ꎮ 通过透析将氧化体系中的 ＣｕＳＯ４ 及

ＥＤＴＡ 除去ꎬ并对透析后的样品进行超滤浓缩ꎮ 最后分

别使用 ＢＣＡ 检测试剂盒及 ＭＤＡ 试剂盒对 ｏｘ￣ＬＤＬ 的

蛋白浓度及氧化程度进行测定ꎮ 当丙二醛浓度在 ９.６~
１６.２ μｍｏｌ / Ｌ 范围内ꎬ说明氧化成功[１１]ꎮ
１.３　 细胞培养及 ｏｘ￣ＬＤＬ 浓度梯度处理

Ｊ７７４Ａ.１、２９３Ｔ 细胞(２.５×１０６ 个细胞 / ２５ ｃｍ２)
贴壁培养于 ３７℃、５％ＣＯ２、含 １０％胎牛血清的高糖

ＤＭＥＭ 培养基中(另含 １００ ｋＩＵ / Ｌ 青霉素、０.１ ｇ / Ｌ
链霉素、１０ ｍｍｏｌ / Ｌ 碳酸氢钠和 １ ｍｍｏｌ / Ｌ 丙酮酸

钠)ꎮ 将处于对数生长期的 Ｊ７７４Ａ.１ 细胞以 １×１０６

个 / 孔的密度接种于 ６ 孔板ꎬ过夜培养后加入含有相

应浓度 ｏｘ￣ＬＤＬ 的培养基进行刺激处理ꎮ 待刺激处

理结束后收获细胞并使用 ＲＩＰＡ 细胞裂解液提取细
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胞总蛋白ꎬ进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测分析ꎮ
１.４　 ＬＯＸ￣１ 及 ＰＰＡＲγ 在 ２９３Ｔ 细胞中的过表达

将处于对数期的 ２９３Ｔ 细胞以 ２.５×１０５ 个 / 孔的

密度接种于 １２ 孔板中ꎬ过夜培养待细胞生长汇合度

达到 ８０％时ꎬ根据 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ 转染试剂操作

方案ꎬ将 ３５０ ｎｇ ｐＩＲＥＳ２￣ＡｃＧＦＰ１￣Ｎｕｃ￣ＬＯＸ￣１ 质粒及

３５０ ｎｇ ｐｃＤＮＡ￣ｆｌａｇ￣ＰＰＡＲγ 质粒共转染入 ２９３Ｔ 细胞

中ꎮ 转染 ２４ ｈ 后ꎬ收集细胞并提取细胞总蛋白ꎮ 通

过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 对过表达进行特异性检测ꎮ
１.５　 激光共聚焦观察 ＬＯＸ￣１ 过表达

将处于对数期的 ２９３Ｔ 细胞以 ２.５×１０５ 个每皿

的密度接种于激光共聚焦小皿中ꎬ培养过夜后ꎬ使
用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ 转染试剂ꎬ将 ３５０ ｎｇ ｐＩＲＥＳ２￣
ＡｃＧＦＰ１￣Ｎｕｃ￣ＬＯＸ￣１ 质 粒 及 ３５０ ｎｇ ｐｃＤＮＡ￣ｆｌａｇ￣
ＰＰＡＲγ 质粒以脂质体的方式共转染入 ２９３Ｔ 细胞

中ꎮ 转染 ２４ ｈ 后ꎬ使用预热的 ＰＢＳ 溶液清洗细胞 ４
次ꎮ 使用 ４％多聚甲醛固定 １０ ｍｉｎꎬ１％ｇｅｌａｔｉｎ 封闭

３０ ｍｉｎꎮ 随后ꎬＬＯＸ￣１ 抗体(１ ∶ １００)于 ３７℃ 孵育

１ ｈꎬ用于细胞 ＬＯＸ￣１ 的定位检测ꎮ ＰＢＳ 洗 ３ 次后ꎬ
罗丹明标记的山羊抗鼠抗体 (１ ∶ １００) 于 ３７℃孵育

１ ｈꎮ 孵育结束后 ＰＢＳ 洗去非特异性结合的二抗ꎬ并
向小皿中加入防脱色试剂ꎬ最后于激光共聚焦显微

镜下观察 ＬＯＸ￣１ 过表达情况ꎮ
１.６　 双荧光素酶报告基因系统检测 ＰＰＡＲγ 转录

活化

对数期生长的 ２９３Ｔ 细胞以 １×１０５ 的密度接种

于 ２４ 孔板ꎮ 培养过夜后ꎬ使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ 转

染试剂将 ｐｃＤＮＡ￣ｆｌａｇ￣ＰＰＡＲγ 质粒(３５０ ｎｇ)、ＰＰＲＥ￣
Ｘ３￣ＴＫ 质粒 ( ２００ ｎｇ)、 ｐＲＬ￣ＴＫ 质粒 ( １００ ｎｇ) 与

ｐＩＲＥＳ２￣ＡｃＧＦＰ１￣Ｎｕｃ￣ＬＯＸ￣１ 质粒(３５０ ｎｇ)共转染入

２９３Ｔ 细胞ꎮ 在研究 ＬＯＸ￣１ 对 ＰＰＡＲγ 激活影响的实

验中ꎬ只将前 ３ 种质粒共转入 ２９３Ｔ 细胞ꎮ 细胞转染

２４ ｈ 后ꎬ使用 ｏｘ￣ＬＤＬ、ＬＤＬ、ＰＢＳ 刺激细胞 ２４ ｈꎮ 收

集细胞ꎬ根据双荧光素报告基因检测试剂盒操作方

案[１２]ꎬ首先测定细胞中萤火虫荧光素酶的活性以确

定 ＰＰＡＲγ 的激活情况ꎬ终止反应后立即加入 Ｓｔｏｐ ＆
Ｇｌｏ 溶液ꎬ检测海肾荧光素酶的活性以作为参比对

照ꎬ检测分析 ＰＰＡＲγ 的转录活性ꎮ
１.７　 ＬＯＸ￣１ ｓｉＲＮＡ、ＰＰＡＲγ ｓｉＲＮＡ 沉默实验

Ｊ７７４Ａ.１ 细胞以 １×１０６ 个 / 孔的密度接于 ６ 孔板

中ꎬ使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ 分别将 ＬＯＸ￣１ ｓｉＲＮＡ、
ＰＰＡＲγ ｓｉＲＮＡ、Ｓｃｒａｍｂｌｅ ｓｉＲＮＡ 以 １００ ｎｍｏｌ / Ｌ 的浓

度转染入细胞ꎬ其中 Ｓｃｒａｍｂｌｅ ｓｉＲＮＡ 作为对照ꎮ 转

染 ２４ ｈ 后ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 ＬＯＸ￣１ 与 ＰＰＡＲγ 的基

因沉默效率ꎮ 对于研究 ＬＯＸ￣１ 与 ＰＰＡＲγ 在信号通

路中相互作用的实验中ꎬ转染 ２４ ｈ 后ꎬ使用 ｏｘ￣ＬＤＬ
(３０ ｍｇ / Ｌ)处理细胞 １２ ｈꎬ随后收集细胞并通过

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析细胞中 ＬＸＲα 和 ＡＢＣＡ１ 的蛋白

表达ꎮ
１.８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

将收集得到的细胞用预冷的 ＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎬ之
后使用 ＲＩＰＡ 裂解液提取细胞全蛋白ꎬ并通过 ＢＣＡ
蛋白检测试剂盒测定样品中总蛋白浓度ꎮ 按每孔

５０ μｇ 的蛋白量进行样品上样ꎬ１２％ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 胶进

行电泳分离ꎮ 转膜、封闭后ꎬ４℃条件下孵育一抗稀

释液(１ ∶ １０００)过夜ꎮ ＴＢＳＴ 缓冲液洗膜 １０ ｍｉｎ×３
次后ꎬ室温条件下孵育二抗稀释液(１ ∶ １０００) １ ｈꎮ
ＴＢＳＴ 洗膜后ꎬ ＥＣＬ 显色发光ꎬ上机拍照后ꎬ通过灰

度软件对数据进行计算分析ꎮ
１.９　 统计学分析

实验数据以 ｘ±ｓ 表示ꎬ采用 Ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 进

行组间比较ꎬ两两比较用 ＬＳＤ 法ꎬＰ<０.０５ 表示差异

具有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ｏｘ￣ＬＤＬ 梯度浓度作用下 ＬＸＲα、ＡＢＣＡ１ 的表达

变化

研究显示ꎬ在 ｏｘ￣ＬＤＬ 作用下ꎬ巨噬细胞能够启

动胆固醇逆转运途径ꎬ将细胞中过多的胆固醇运送

至 ＨＤＬ 中ꎬ而后在肝脏中降解ꎬ在此过程中 ＡＢＣＡ１
发挥了关键作用ꎮ 此外ꎬＬＸＲα 作为 ＡＢＣＡ１ 的表达

调控元件正向调节了 ＡＢＣＡ１ 的蛋白表达ꎮ 本研究

观察了在 ｏｘ￣ＬＤＬ 作用下 ＬＸＲα 及 ＡＢＣＡ１ 的蛋白表

达情况ꎬ结果发现ꎬ不同浓度 ｏｘ￣ＬＤＬ 刺激 Ｊ７７４Ａ.１
细胞 １２ ｈ 后ꎬＬＸＲα 及 ＡＢＣＡ１ 的表达明显上调ꎬ且
呈浓度依赖性ꎮ 当使用 ４０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 刺激细胞

时ꎬＬＸＲα 及 ＡＢＣＡ１ 的表达较对照组分别升高 ４.５
倍、５ 倍(Ｐ<０.０１ꎻ图 １)ꎮ
２.２　 ＬＯＸ￣１、ＰＰＡＲγ 在 ２９３Ｔ 细胞中的过表达

由于巨噬细胞为质粒难转染型细胞ꎬ因此为了研

究 ＬＯＸ￣１ 与 ＰＰＡＲγ 在细胞信号传导过程中的相互

关系ꎬ选用 ２９３Ｔ 细胞株作为平台ꎬ将 ＬＯＸ￣１ 及

ＰＰＡＲγ 的过表达载体 ｐｃＤＮＡ￣ｆｌａｇ￣ＰＰＡＲγ、ｐＩＲＥＳ２￣
ＡｃＧＦＰ１￣Ｎｕｃ￣ＬＯＸ￣１ 与 ＰＰＡＲγ 报告基因载体 ＰＰＲＥ￣
Ｘ３￣ＴＫ、 ｐＲＬ￣ＴＫ 共转染入该细胞中ꎮ 共转染 ｐｃＤＮＡ￣
ｆｌａｇ￣ＰＰＡＲγ 及 ｐＩＲＥＳ２￣ＡｃＧＦＰ１￣Ｎｕｃ￣ＬＯＸ￣１ 质粒后ꎬ
ＬＯＸ￣１ 及 ＰＰＡＲγ 的蛋白表达水平明显提高(图 ２ Ａ
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和 ２Ｂ)ꎬ证明二者在 ２９３Ｔ 细胞中实现了过表达ꎮ 进

一步的激光共聚焦结果显示ꎬ在过表达细胞株中ꎬ
ＬＯＸ￣１ 蛋白能够均匀分布于细胞膜表面(图 ２Ｃ)ꎮ 以

上的实验结果证明ꎬ由质粒介导的 ＰＰＡＲγ 报告基因

检测模型建立成功ꎮ

图 １. ｏｘ￣ＬＤＬ 梯度浓度作用下 ＬＸＲα、ＡＢＣＡ１ 的表达(ｎ＝ ３) 　 　 Ａ 为 ＬＸＲα 的蛋白表达ꎬＢ 为 ＡＢＣＡ１ 的蛋白表达ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与
０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＸＲα ａｎｄ ＡＢＣＡ１ ｕｎｄｅｒ ｏｘ￣ＬＤＬ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ(ｎ＝ ３)

图 ２. 双荧光素酶报告基因检测模型的建立(×６００) 　 　 Ａ 为 ＬＯＸ￣１ 蛋白过表达ꎬＢ 为 ＰＰＡＲγ 蛋白过表达ꎬＣ 为激光共聚焦观察 ＬＯＸ￣１
在细胞表面的分布及表达ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｇｅｎｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ(×６００)

２.３ 　 ｏｘ￣ＬＤＬ 经由 ＬＯＸ￣１ 对 ＰＰＡＲγ 转录活性的

影响

采用 ２９３Ｔ 细胞建立的双荧光素酶报告基因系

统ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 刺激后检测 ＬＯＸ￣１ 对 ＰＰＡＲγ 转录活性

的影响ꎮ 结果显示ꎬ以 ｏｘ￣ＬＤＬ(３０ ｍｇ / Ｌ)同 ＬＤＬ 或

ＰＢＳ 刺激 １２ ｈ 进 行 对 比ꎬ ｏｘ￣ＬＤＬ 能 明 显 激 活

ＰＰＡＲγ 转录活性 ( 图 ３Ａ)ꎮ 当 ｐＩＲＥＳ２￣ＡｃＧＦＰ１￣
Ｎｕｃ￣ＬＯＸ￣１ 质粒未共转染的情况下ꎬＰＰＡＲγ 转录活

性明显下降ꎮ 各组对照表明ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 是经由 ＬＯＸ￣１
刺激 ＰＰＡＲγ 转录激活的关键因素(图 ３Ｂ)ꎮ
２.４　 ＬＯＸ￣１ ｓｉＲＮＡ 作用于巨噬细胞后 ＬＸＲα 和 ＡＢ￣
ＣＡ１ 的表达

为了进一步检测 ＬＯＸ￣１ 在 ｏｘ￣ＬＤＬ 介导的

ＰＰＡＲγ 激活中的作用ꎬ对 Ｊ７７４Ａ. １ 巨噬细胞进行

ＬＯＸ￣１ 沉默后ꎬ３０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 作用 １２ ｈꎬＷｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测 ＬＸＲα、ＡＢＣＡ１ 蛋白表达ꎮ 结果显示ꎬＬＯＸ￣
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１ 沉默组 ＬＯＸ￣１ 的表达较未沉默组下调了约 ８０％
(Ｐ<０.０１)ꎬＬＸＲα 的表达下调了约 ７０％(Ｐ<０.０１)ꎬ
ＡＢＣＡ１ 的表达下调了约 ６０％(Ｐ<０.０１ꎻ图 ４)ꎮ
２.５　 ＰＰＡＲγ ｓｉＲＮＡ 作用于巨噬细胞后 ＬＸＲα 和

ＡＢＣＡ１ 的表达

为了 进 一 步 验 证 ＬＸＲα 在 ｏｘ￣ＬＤＬ 介 导 的

ＰＰＡＲγ 激活中的作用ꎬ对 Ｊ７７４Ａ. １ 巨噬细胞进行

ＰＰＡＲγ ｓｉＲＮＡ 沉默后ꎬ３０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 作用 １２ ｈꎬ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＬＸＲα 和 ＡＢＣＡ１ 的蛋白表达ꎮ 结

果显示ꎬＰＰＡＲγ 沉默后表达效率较对照组降低了

７７％(Ｐ<０.０１)ꎬＬＸＲα 和 ＡＢＣＡ１ 的蛋白表达较未加

ＰＰＡＲγ ｓｉＲＮＡ 的对照组显著性降低ꎬＬＸＲα 表达量

降低了约 ６５％ꎬＡＢＣＡ１ 表达量降低了约 ６０％(Ｐ<
０.０１ꎻ图 ５)ꎮ

图 ３. 双荧光素酶报告基因系统检测 ＰＰＡＲγ转录活性(ｎ ＝ ３) 　 　 Ａ 为 ＬＤＬ、ＰＢＳ 和 ｏｘ￣ＬＤＬ 对 ＰＰＡＲγ 的转录活性的作用ꎬＢ 为 ｏｘ￣
ＬＤＬ、ＬＯＸ￣１ 等对 ＰＰＡＲγ 转录活性的作用ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＰＢＳ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与未转染 ｐｃＤＮＡ￣ｆｌａｇ￣ＰＰＡＲγ 质粒组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰＰＡＲγ ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｂｙ ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔ ｇｅｎｅ ｓｙｓｔｅｍ(ｎ＝ ３)

图 ４. ＬＯＸ￣１沉默后 ＬＯＸ￣１、ＬＸＲα和 ＡＢＣＡ１ 的蛋白表达(ｎ＝ ３) 　 　 Ａ 为 ＬＯＸ￣１ 蛋白表达ꎬＢ 为 ＬＸＲα 蛋白表达ꎬＣ 为 ＡＢＣＡ１ 蛋白

表达ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＬＯＸ￣１ꎬ ＬＸＲα ａｎｄ ＡＢＣＡ１ ａｆｔｅｒ ＬＯＸ￣１ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ(ｎ＝ ３)

３　 讨　 论

ｏｘ￣ＬＤＬ 被认为是致动脉粥样硬化独立的危险

因子之一ꎬ主要存在于心肌梗死等患者的动静脉血

栓病灶中ꎬ在病灶破裂后血液中也见分布[１３]ꎮ ｏｘ￣
ＬＤＬ 除被血管内皮细胞摄入ꎬ导致内皮细胞功能障

碍外ꎬ主要通过巨噬细胞表面的 ＬＯＸ￣１ 等受体识别

并内吞[１４]ꎮ ｏｘ￣ＬＤＬ 消化产生的过量游离胆固醇会

干扰巨噬细胞内脂代谢平衡ꎬ导致巨噬细胞泡沫化

甚至凋亡ꎻ同时巨噬细胞表面 ＳＲ￣ＢＩ 和 ＡＢＣＡ１ 等共

同作用ꎬ将胆固醇等脂质和 ＡｐｏＡ１ 一起组装成高密

度脂蛋白ꎬ将过多的胆固醇以高密度脂蛋白的形式

逆转运出巨噬细胞[５]ꎬ对动脉粥样硬化引起的血管

病变起保护作用ꎮ Ｌｉｕ 等[１５] 研究 ＣＤ３６ 与 ＡＢＣＡ１

２８９ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ １０ꎬ２０１７



图 ５. ＰＰＡＲγ沉默后 ＰＰＡＲγ、ＬＸＲα和 ＡＢＣＡ１ 的蛋白表达(ｎ＝ ３)　 　 Ａ 为 ＰＰＡＲγ 的蛋白表达ꎬＢ 为 ＬＸＲα 的蛋白表达ꎬＣ 为 ＡＢＣＡ１
的蛋白表达ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＰＰＡＲγꎬ ＬＸＲα ａｎｄ ＡＢＣＡ１ ａｆｔｅｒ ＬＯＸ￣１ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ(ｎ＝ ３)

在平衡巨噬细胞内胆固醇代谢时发现长时间高浓

度 ｏｘ￣ＬＤＬ(４８ ｈ、７５ ｇ / Ｌ)的作用下 ＣＤ３６ 受体蛋白

表达到达最高值ꎬ而 ＡＢＣＡ１ 蛋白表达则从最高值急

速下降ꎮ Ｃｈｉｓｔｉａｋｏｖ 等[１６]、Ｌｕｏ 等[１７]和 Ｙｕ 等[３]分别

提到当巨噬细胞长时间摄取 ｏｘ￣ＬＤＬ 后ꎬ细胞内胆固

醇含量超过 ５０％后造成了细胞的泡沫化作用ꎬ此后

巨噬细胞本身的 ＡＢＣＡ１ 的表达被明显降低或削弱ꎬ
同时过度积累的游离胆固醇对细胞产生较高的毒

性ꎬ从而进一步降低 ＡＢＣＡ１ 的表达ꎬ引发泡沫化程

度加深ꎮ 因此ꎬＡＢＣＡ１ 蛋白表达的强弱可能直接反

映了巨噬细胞泡沫化病变的趋势ꎮ
ＰＰＡＲγ 主要表达在心、肾、大肠、白色脂肪细

胞、平滑肌细胞、巨噬细胞、内皮细胞等[１８]ꎮ 近年研

究表明ꎬＰＰＡＲγ 的活化会减弱 ＣＸＣＲ７ 等趋化因子

受体表达[１９]ꎬ减少巨噬细胞对单核巨噬细胞的募

集ꎬ减少斑块周围局部炎症的反应强度ꎬ对以炎症

反应为病理基础的动脉粥样硬化起到保护作用[２０]ꎮ
ＰＰＡＲγ 在内源性脂类(长链不饱和脂肪酸、花生酸

衍生物、十八碳二烯酸等)激活时和视黄醇类 Ｘ 受

体(ｒｅｔｉｎｏｉｄ Ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＲＸＲ)形成二聚体ꎬ结合到靶

基因的过氧化体增殖物反应元件(ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆ￣
ｅｒａｔｏｒ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔꎬＰＰＲＥ)上ꎬ调控 ＬＸＲα 等靶

基因的转录[２１]ꎮ ＡＢＣＡ１ 利用 ＡＴＰ 水解能量ꎬ可将

游离胆固醇和磷脂逆转运出细胞ꎬＬＸＲα 配体激活

核转录因子是 ＡＢＣＡ１ 细胞内转录水平的重要调控

者ꎬ并通过 ＡｐｏＡ１ 依赖途径促进细胞内游离胆固醇

外 流ꎮ Ｃｈａｗｌａ 等[２２] 第 一 次 将 ＰＰＡＲγ / ＬＸＲα /
ＡＢＣＡ１ 联系在一起ꎬ表明 ＰＰＡＲγ / ＬＸＲα 核受体因

子均可通过上调 ＡＢＣＡ１ 表达ꎬ激活巨噬细胞胆固醇

外流途径ꎮ

以往 ｏｘ￣ＬＤＬ 与 ＬＯＸ￣１ 的相关研究主要集中在

其促进动脉粥样硬化作用上ꎬ而 ＬＯＸ￣１ 能否作为巨

噬细胞表面信号分子ꎬ激活 ＰＰＡＲγ￣ＬＸＲα￣ＡＢＣＡ１
信号传导ꎬ从而启动胆固醇逆转运途径尚未见详细

报道ꎮ 本研究中成功构建了 ＰＰＡＲγ 报告基因检测

细胞模型ꎬ并以此为平台研究了 ＬＯＸ￣１ 与 ＰＰＡＲγ￣
ＬＸＲα￣ＡＢＣＡ１ 信号传导的相互关系ꎮ 本研究结果

显示ꎬ在 ＬＯＸ￣１ 存在的情况下ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 短时间低浓

度(１２ ｈ、３０ ｍｇ / Ｌ) 刺激巨噬细胞能够明显激活

ＰＰＡＲγ 的核转录活性ꎮ 与之相反ꎬＬＯＸ￣１ 的缺失明

显抑制了该作用ꎮ 为了进一步确定报告基因的结

果ꎬ本研究进行了 ＬＯＸ￣１ 及 ＰＰＡＲγ 基因沉默ꎮ 结

果显示ꎬＬＯＸ￣１、ＰＰＡＲγ 基因沉默均能够明显抑制

ＬＸＲα 及 ＡＢＣＡ１ 的表达ꎮ 由此推测ꎬ在 ｏｘ￣ＬＤＬ 短

时间低浓度(１２ ｈ、３０ ｍｇ / Ｌ)的作用下ꎬＬＯＸ￣１ 除能

上调与 ｏｘ￣ＬＤＬ 摄取相关的清道夫受体表达外ꎬ还可

激活 ＰＰＡＲγ 活性ꎬ从而启动由 ＬＸＲα 及 ＡＢＣＡ１ 介

导的胆固醇逆转运途径ꎬ达到平衡细胞中胆固醇含

量的作用ꎮ 本研究首次揭示了 ＬＯＸ￣１ 在 ｏｘ￣ＬＤＬ 启

动的巨噬细胞胆固醇中的作用ꎬ为全面了解巨噬细

胞脂代谢通路ꎬ以及今后以此为靶点研究治疗动脉

粥样硬化策略奠定了理论基础ꎮ
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