
[收稿日期] 　 ２０１７￣０３￣２７ [修回日期] 　 ２０１７￣１０￣０２
[基金项目] 　 国家自然科学基金项目(８１５７０４０８)ꎻ湖南省自然科学基金(２０１７ＪＪ２２８６)ꎻ长沙市科技计划项目(ＫＱ１６０２０２８)
[作者简介] 　 欧翔ꎬ博士ꎬ主治医师ꎬ研究方向为动脉粥样硬化发病机制与防治ꎬＥ￣ｍａｉｌ 为 ｘｏｕ１６８＠ １６３.ｃｏｍꎮ 通讯作者唐朝

克ꎬ博士ꎬ教授ꎬ博士研究生导师ꎬ研究方向为动脉粥样硬化发病机制与防治ꎬＥ￣ｍａｉｌ 为 ｔａｎｇｃｈａｏｋｅ＠ ｑｑ.ｃｏｍꎮ

[文章编号] 　 １００７￣３９４９(２０１７)２５￣１１￣１０８１￣０７ 实验研究

血管生成素 １ 通过 ＬＸＲα 途径调节 ＴＨＰ￣１ 源性泡沫细胞
ＡＢＣＡ１、ＡＢＣＧ１ 表达及胆固醇流出

欧 翔１ꎬ 陈凌燕２ꎬ 周志姣３ꎬ 夏晓丹２ꎬ 龚 朵２ꎬ 赵真旺２ꎬ 王斯琦２ꎬ 张 强２ꎬ 唐朝克２

(１.长沙市第一医院内分泌科ꎬ湖南省长沙市 ４１０００５ꎻ２.南华大学心血管疾病研究所 动脉硬化学湖南省重点实验室

南华大学医学研究实验中心 分子靶标湖南省协同创新中心ꎬ湖南省衡阳市 ４２１００１ꎻ
３.中南大学湘雅三医院病理科ꎬ湖南省长沙市 ４１００１３)

[关键词] 　 血管生成素 １ꎻ　 三磷酸腺苷结合盒转运体 Ａ１ꎻ　 三磷酸腺苷结合盒转运体 Ｇ１ꎻ　 胆固醇流出ꎻ　 肝 Ｘ
受体 α
[摘　 要] 　 目的　 观察血管生成素 １(Ａｎｇ￣１)通过 ＬＸＲα 调节 ＴＨＰ￣１ 源性泡沫细胞三磷酸腺苷结合盒转运体 Ａ１
(ＡＢＣＡ１)、ＡＢＣＧ１ 表达和胆固醇流出ꎮ 方法　 １６０ ｎｍｏｌ / Ｌ 佛波酯诱导人 ＴＨＰ￣１ 单核细胞分化为巨噬细胞ꎬ５０ ｍｇ /
Ｌ 氧化型低密度脂蛋白(ｏｘ￣ＬＤＬ)共孵育ꎬ使其荷脂形成泡沫细胞ꎬ常规体外培养细胞ꎻ实验分为对照组和 Ａｎｇ￣１ 处

理组ꎻ液体闪烁计数仪检测细胞胆固醇流出水平ꎬ高效液相色谱检测细胞内脂质成分ꎬ实时荧光定量 ＰＣＲ 和

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＡＢＣＡ１、ＡＢＣＧ１ 表达ꎻＬＸＲα 激动剂 Ｔ０９０１３１７ 或抑制剂 ＧＧＰＰ 分别处理 ＴＨＰ￣１ 源性泡沫细胞ꎮ 结

果　 Ａｎｇ￣１ 显著抑制 ＴＨＰ￣１ 源性泡沫细胞胆固醇流出ꎬ下调 ＡＢＣＡ１、ＡＢＣＧ１ 表达ꎻＬＸＲα 激活剂拮抗 Ａｎｇ￣１ 对 ＡＢ￣
ＣＡ１、ＡＢＣＧ１ 表达及胆固醇流出的抑制作用ꎮ 结论　 Ａｎｇ￣１ 可能通过抑制 ＬＸＲα 表达ꎬ降低 ＡＢＣＡ１ 和 ＡＢＣＧ１ 表达

水平ꎬ减少 ＴＨＰ￣１ 源性泡沫细胞内胆固醇流出ꎮ
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[ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ]　 Ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ￣１ꎻ　 ＡＴＰ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ Ａ１ꎻ　 ＡＴＰ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ Ｇ１ꎻ　 Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｅｆｆｌｕｘꎻ　 Ｌｉｖｅｒ
Ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒ α
[ＡＢＳＴＲＡＣＴ]　 　 Ａｉｍ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｗｈｅｔｈｅｒ ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ￣１ (Ａｎｇ￣１) ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ＡＴＰ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ Ａ１
(ＡＢＣＡ１)ꎬ ＡＢＣＧ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｅｆｆｌｕｘ ｔｈｒｏｕｇｈ ｌｉｖｅｒ Ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒ α (ＬＸＲα) ｉｎ ＴＨＰ￣１ ｄｅｒｉｖｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ.
Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＴＨＰ￣１ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ １６０ ｎｍｏｌ / Ｌ ｐｈｏｒｂｏｌ ｅｓｔｅｒ ｔｏ ｔｒａｎｓｆｏｒｍ ｉｎｔｏ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ. 　 Ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙꎬ
ＴＨＰ￣１ ｄｅｒｉｖｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｗｅｒｅ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ５０ ｍｇ / Ｌ ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ (ｏｘ￣ＬＤＬ) ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｙｐｉｃａｌ
ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ.　 Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ａｎｇ￣１ ｇｒｏｕｐ.　 Ｌｉｑｕｉｄ ｓｃｉｎｔｉｌｌａｔｉｏｎ ｃｏｕｎｔｅｒ ｗａｓ
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ｒｉｖｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｗｅｒｅ ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＬＸＲα ａｎｇｏｎｉｓｔｓ Ｔ０９０１３１７ ｏｒ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ＧＧＰＰꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａｎｇ￣１
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ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｅｆｆｌｕｘꎬ ａｎｄ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＡＢＣＡ１ꎬ ＡＢＣＧ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. 　 ＬＸＲα ａｎｇｏｎｉｓｔｓ Ｔ０９０１３１７
ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｄ Ａｎｇ￣１￣ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ＡＢＣＡ１ꎬ ＡＢＣＧ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｅｆｆｌｕｘ. 　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ａｎｇ￣１ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＴＨＰ￣１
ｄｅｒｉｖｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｅｆｆｌｕｘ ｉｎ ａ ＬＸＲα ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ ａｎｄ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＡＢＣＡ１ꎬ ＡＢＣＧ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ.

　 　 动脉粥样硬化(ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡｓ)是心脑血管疾

病的主要病理基础ꎬ其中脂代谢紊乱是促进 Ａｓ 发生

发展的关键因素ꎬ而巨噬细胞源性泡沫细胞的形成是

Ａｓ 起始的关键标志之一[１￣２]ꎮ 细胞内脂质摄取过多

和 /或流出减少导致脂质大量蓄积是泡沫细胞形成的

主要原因[３]ꎮ 三磷酸腺苷结合盒转运体 ( ＡＴＰ
ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒꎬＡＢＣ)家族中的 ＡＢＣＡ１ 和

ＡＢＣＧ１ 主要负责胆固醇的流出[４]ꎮ ＡＢＣＡ１ 介导细胞

内胆 固 醇 流 出 至 胞 外 乏 脂 的 载 脂 蛋 白 Ａ１
(ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ａ１ꎬＡｐｏＡ１)形成新生高密度脂蛋白

(ｈｉｇｈ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬＨＤＬ)ꎬ ＡＢＣＧ１ 则主要促进

细胞内胆固醇流出至成熟的 ＨＤＬ[５￣６]ꎮ 因此ꎬ寻找调

控 ＡＢＣＡ１、ＡＢＣＧ１ 表达的潜在机制对于 Ａｓ 的防治具

有重要意义ꎮ 肝 Ｘ 受体 α( ｌｉｖｅｒ Ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｌｐｈａꎬ
ＬＸＲα)是核激素受体蛋白质超家族的重要成员ꎬ当其

与维甲酸类 Ｘ 受体(ｒｅｔｉｎｏｉｄ Ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＲＸＲ)形成异

二聚体后ꎬ能分别与 ＡＢＣＡ１ 基因启动子区 ＬＸＲ 反应

元件(ＬＸＲ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔꎬＬＸＲＥ)结合ꎬ从而刺激

ＡＢＣＡ１ 基因转录[７]ꎮ ＡＢＣＧ１ 也是 ＬＸＲ 靶基因ꎬ
ＬＸＲ / ＲＸＲ 能增加 ＡＢＣＧ１ 表达ꎬ并促进 ＡＢＣＧ１ 移位

至细胞膜[８]ꎮ 血管生成素 １(ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ￣１ꎬＡｎｇ￣１)是
一种促血管生成因子[９]ꎮ 新近研究证实 Ａｎｇ￣１ 具有

促 Ａｓ 发生发展的作用ꎬ但其与脂质代谢之间的关系

尚不清楚[１０￣１１]ꎮ 本课题组先前研究发现ꎬ葛根素、过
氧化体增殖物激活型受体 Ａ(ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒｓ￣
ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ａꎬ ＰＰＡＲ￣Ａ)、转化生长因子 β１
(ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬ ＴＧＦ￣β１) 等 通 过 调 节

ＬＸＲα 水平影响 ＡＢＣＡ１ 和 /或 ＡＢＣＧ１ 表达及细胞内

胆固醇流出[１２￣１４]ꎮ 因此ꎬ本研究旨在观察 Ａｎｇ￣１ 是否

也是通过 ＬＸＲα 调节 ＴＨＰ￣１ 源性泡沫细胞 ＡＢＣＡ１、
ＡＢＣＧ１ 表达和细胞内胆固醇流出ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 仪器和试剂

实时荧光定量 ＰＣＲ 仪器(Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍꎬ美
国)ꎬ超速离心机(Ｂｅｃｋｍａｎ Ｏｐｔｉｍａꎬ美国)ꎬ２００ 型高

效液相色谱(Ｐｅｒｋｉｎ Ｅｌｍｅｒꎬ美国)ꎬＦＪ￣２１０７Ｐ 型液体

闪烁计数仪(国营二六二厂)ꎬＴＨＰ￣１ 人单核细胞白

血病细胞株(中国科学院细胞库)ꎬ佛波酯(Ｓｉｇｍａꎬ
美国)ꎬ重组人 Ａｎｇ￣１ 蛋白(Ｓａｎｔａꎬ中国)ꎬ逆转录多

聚酶链反应 ( Ｐｒｏｍｅｇａꎬ美国)ꎬＡＢＣＡ１、ＡＢＣＧ１ 和

ＧＡＰＤＨ 引物(英潍捷基ꎬ美国)ꎬ总 ＲＮＡ 提取试剂

盒(康为世ꎬ中国)ꎬ预染蛋白分子量标准(碧云天ꎬ
中国)ꎬ[ ３Ｈ] ￣胆固醇(Ｓｉｇｍａꎬ美国)ꎬ兔抗人 ＡＢＣＡ１
一抗、兔抗人 ＡＢＣＧ１ 一抗、兔抗人 ＬＸＲα 一抗(ＡＢ￣
ＣＡＭꎬ美国)ꎬ辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔二抗

(碧云天ꎬ中国)ꎬ兔抗人 β￣ａｃｔｉｎ 一抗(Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈꎬ
中国)ꎮ 其余试剂均为进口或国产分析纯ꎮ
１.２　 细胞培养

ＴＨＰ￣１ 单核细胞用含 １０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ￣
１６４０ 培养基ꎬ在 ３７℃和含 ５％ＣＯ２ 的细胞培养箱中

静置培养ꎮ 实验前将 ＴＨＰ￣１ 细胞转移至 ６ 孔板ꎬ加
入 １６０ ｎｍｏｌ / Ｌ 佛波酯静置培养 ２４ ｈꎬ诱导其分化为

巨噬细胞ꎮ 再加入含 ５０ ｍｇ / Ｌ 氧化型低密度脂蛋白

(ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬｏｘ￣ＬＤＬ)的无血清

培养基培养 ４８ ｈꎬ使其充分吞噬脂质ꎬ从而荷脂形成

ＴＨＰ￣１ 源性泡沫细胞ꎮ
１.３　 高效液相色谱分析

处理后的 ＴＨＰ￣１ 源性泡沫细胞用 ＰＢＳ 清洗 ３
次ꎬ加入适量 ０.５％ＮａＣｌ 溶液ꎬ用超声细胞破碎仪处理

细胞ꎮ 随后将胆固醇溶解于异丙醇中配置成 １ ｇ / Ｌ
的贮存液ꎬ逐一稀释贮存液制备成 ０ ~ ４０ ｍｇ / Ｌ 的胆

固醇标准稀释液ꎮ 取 ０.１ ｍＬ 胆固醇标准稀释液或细

胞裂解液样品进行高效液相色谱分析ꎮ 各样本上样

至 Ｃ１８ 柱中ꎬ柱温 ４℃ꎬ以异丙醇 ∶ 正庚烷 ∶ 乙腈为

流动相洗脱ꎬ流速 １ ｍＬ / ｍｉｎ 洗脱 ８ ｍｉｎꎬ２１６ ｎｍ 处检

测吸光度ꎮ 峰面积即为胆固醇含量ꎬ胆固醇酯酶水解

测定总胆固醇( ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬ ＴＣ)ꎬ总胆固醇减去

游离胆固醇(ｆｒｅｅ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬ ＦＣ)为胆固醇酯(ｃｈｏｌｅｓ￣
ｔｅｒｏｌ ｅｓｔｅｒꎬ ＣＥ)含量ꎬ以 ｍｇ / ｇ 细胞蛋白为单位ꎮ
１.４　 胆固醇流出

细胞胆固醇流出实验参照文献 [ １５] 进行ꎮ
ＴＨＰ￣１ 源性巨噬细胞贴壁生长 ６０％ ~ ７０％时ꎬ用

０.２ ｍＣｉ / Ｌ [ ３Ｈ] ￣胆固醇孵育 ４８ ｈꎬ随后用 ＰＢＳ 洗涤

细胞ꎮ 分别用含 １０ ｍｇ / Ｌ ＡｐｏＡ１ 或 ５０ ｍｇ / Ｌ ＨＤＬ
的无血清 ＲＰＭＩ 培养基培养 ＴＨＰ￣１ 源性泡沫细胞

１２ ｈꎮ 用液体闪烁计数仪检测培养基和细胞中

[ ３Ｈ] ￣胆固醇每分钟计数(ｃｏｕｎｔ ｐｅｒ ｍｉｎｕｔｅꎬＣＰＭ)ꎮ
胆固醇流出率(％) ＝ [培养基中总 ＣＰＭ / (细胞总

ＣＰＭ＋培养基总 ＣＰＭ)]×１００％ꎮ

２８０１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ １１ꎬ２０１７



１.５　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测

按 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂盒操作说明书提取总 ＲＮＡꎬ取 ２ μｇ
进行逆转录和实时荧光定量 ＰＣＲꎮ ＡＢＣＡ１ 上游引物

为 ５′￣ＧＣＴＴＣＡＡＴＣＡＴＣＣＣＣＴＧＡＡ￣３′ꎬ下游引物为 ５′￣
ＴＧＡＣＡＧＧＣＴＴＣＡＣＴＣＣＡＣＴＧ￣３′ꎻＡＢＣＧ１ 上游引物为

５′￣ＣＴＣＣＧＧＣＴＴＣＣＴＣＴＴＣＴＴＣＴ￣３′ꎬ 下 游 引 物 为 ５′￣
ＴＡＣＡＣＧＡＴＧＣＴＧＣＡＧＴＡＧＧＣ￣３′ꎻＬＸＲα 上游引物为

５′￣ＡＣＧＧＴＧＡＴＧＣＴＴＣＴＧＧＡＧＡＣ￣３′ꎬ下游引物为 ５′￣
ＡＧＣＡＡＴＧＡＧＣＡＡＧＧＣＡＡＡＣＴ￣３′ꎻ内参 ＧＡＰＤＨ 上游

引物为 ５′￣ＣＧＡＣＣＡＣＴＴＴＧＴＣＡＡＧＣＴＣＡ￣３′ꎬ下游引物

为 ５′￣ＡＧＧＧＧＡＧＡＴＴＣＡＧＴＧＴＧＧＴＧ￣３′ꎮ ＲＴ￣ＰＣＲ 试剂

盒购于中国上海生物工程公司ꎬ经 ９４℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ
９４℃变性 ２０ ｓ、５５℃退火 ２０ ｓ、６８℃延伸 ２０ ｓꎬ循环 ３５
次ꎬ６８℃在此延长反应 ５ ｍｉｎꎮ 所有经 ｑＰＣＲ 扩增后

产物均采用 Ｍｅｌｔ 曲线分析ꎬ定量检测采用 ΔΔＣｔ 方
法ꎬＧＡＰＤＨ 的表达作为内参ꎮ
１.６　 总蛋白提取

处理后的 ＴＨＰ￣１ 源性泡沫细胞培养液倒入离

心管中ꎬ３０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ弃除上清ꎬ用 ＰＢＳ
清洗 ３ 次ꎬ低速离心后保留底部沉淀物ꎬ适量加入细

胞裂解液 ＲＩＰＡ 和蛋白酶抑制剂 ＰＭＳＦ(体积比 ９４
∶ ６)ꎬ冰上静置 ２５ ｍｉｎꎬ转移至 ＥＰ 管内ꎬ１２０００ ｒ /
ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ小心吸取上清液ꎬ记录总量ꎬ－２０℃
冰箱内保存待用ꎮ
１.７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

用 ＳＤＳ￣聚丙烯酰氨凝胶电泳配置电泳液ꎬ加入 ５
μＬ 彩色预染蛋白质分子量标准ꎬ各样本孔中加入 ５０
μｇ 总蛋白ꎬ恒压湿转法将蛋白转入 ＰＶＤＦ 膜ꎬ采用丽春

红染色评估转膜效果ꎮ 将 ＰＶＤＦ 膜置于 ５％脱脂牛奶ꎬ
室温下封闭 ４ ｈꎬ分别加入相应一抗ꎬ４℃孵育过夜ꎮ 次

日ꎬ用 ＴＢＳＴ 缓冲液清洗 ３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎮ 加入

１ ∶ １０００的辣根过氧化物酶标记的二抗ꎬ室温孵育 ２ ｈꎮ
ＴＢＳＴ 清 洗 ３ 次ꎬ 每 次 １０ ｍｉｎꎮ ＰＶＤＦ 膜 上 滴 加

ＢｅｙｏＥＣＬ Ｐｌｕｓ 发光试剂ꎬＴａｎｏｎ５５００ 全自动化学发光成

像分析系统收集并分析条带ꎬ以 β￣ａｃｔｉｎ 内参为基准ꎮ
１.８　 统计学分析

所有数据均采用 ｘ±ｓ 表示ꎬ组间比较采用方差

分析或 ｔ 检验ꎬＰ<０.０５ 为差异具有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 Ａｎｇ￣１ 对 ＴＨＰ￣１ 源性泡沫细胞胆固醇流出和

脂质水平的影响

用 ５０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 孵育 ＴＨＰ￣１ 源性巨噬细胞ꎬ

使其荷脂形成泡沫细胞ꎮ 用不同浓度(０、５０、１００、
２００ 和 ４００ μｇ / Ｌ)的 Ａｎｇ￣１ 与 ＴＨＰ￣１ 源性泡沫细胞

共孵育 ２４ ｈꎬ高效液相色谱法检测脂质成分ꎬ结果显

示 Ａｎｇ￣１ 显著增加 ＴＣ、ＦＣ 和 ＣＥ 水平ꎬ促进脂质蓄

积(表 １)ꎮ 后续实验用 ２００ μｇ / Ｌ Ａｎｇ￣１ 孵育 ＴＨＰ￣１
源性泡沫细胞 ２４ ｈꎬ随后分别采用 ＡｐｏＡ１(１０ ｍｇ /
Ｌ)或人 ＨＤＬ(５０ ｍｇ / Ｌ)孵育 ＴＨＰ￣１ 源性泡沫细胞

１２ ｈꎬ经液体闪烁计数仪检测 ＡＢＣＡ１ 及 ＡＢＣＧ１ 介

导的胆固醇流出水平ꎮ 结果发现ꎬＡｎｇ￣１ 明显抑制

ＡＢＣＡ１ 及 ＡＢＣＧ１ 介导的 ＴＨＰ￣１ 源性泡沫细胞胆固

醇流出(图 １)ꎮ

表 １. Ａｎｇ￣１对细胞内 ＴＣ、ＣＥ 和 ＦＣ 含量的影响(ｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ １. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｎｇ￣１ ｏｎ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ＴＣꎬ ＣＥ ａｎｄ
ＦＣ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ＣＥ / ＴＣ(ｎ＝ ３)

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

０ μｇ / Ｌ Ａｎｇ￣１ ５６９±３２ ３４８±２６ ２２０±２１ ６１.２±０.２
５０ μｇ / Ｌ Ａｎｇ￣１ ５８６±２５ ３５９±２０ ２２７±３５ ６１.３±０.３
１００ μｇ / Ｌ Ａｎｇ￣１ ６１３±３４ ３７８±２９ ２３４±２７ ６１.７±０.３
２００ μｇ / Ｌ Ａｎｇ￣１ ６５８±２６ａ ４０９±１９ａ ２４８±３２ａ ６２.２±０.５
４００ μｇ / Ｌ Ａｎｇ￣１ ６４９±２１ａ ４０３±３５ａ ２４５±２８ａ ６２.１±０.５

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ０ μｇ / Ｌ Ａｎｇ￣１(对照组)比较ꎮ

图 １. Ａｎｇ￣１对 ＴＨＰ￣１源性泡沫细胞胆固醇流出的影响(ｎ＝
３)　 　 左图为 Ａｎｇ￣１ 对细胞内胆固醇流出至 ＡｐｏＡ１ 的影响ꎬ右图

为 Ａｎｇ￣１ 对细胞内胆固醇流出至 ＨＤＬ 的影响ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<
０.０１ꎬ与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｎｇ￣１ ｏｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｅｆｆｌｕｘ ｉｎ ＴＨＰ￣
１￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ３)

２.２　 Ａｎｇ￣１ 对 ＴＨＰ￣１ 源性泡沫细胞 ＡＢＣＡ１、ＡＢＣＧ１
表达的影响

ＴＨＰ￣１ 源性泡沫细胞与 ２００ μｇ / Ｌ Ａｎｇ￣１ 共孵

育 ２４ ｈ 后ꎬ分别提取细胞总 ＲＮＡ 和蛋白ꎬ经实时荧

光定量 ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＡＢＣＡ１、ＡＢＣＧ１
ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平ꎮ 结果发现ꎬＡｎｇ￣１ 显著降

低 ＡＢＣＡ１、ＡＢＣＧ１ ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平(图 ２)ꎮ
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图 ２. Ａｎｇ￣１对 ＴＨＰ￣１源性泡沫细胞 ＡＢＣＡ１、ＡＢＣＧ１ ｍＲＮＡ 和蛋白表达的影响(ｎ＝ ３) 　 　 Ａ 为实时荧光定量 ＰＣＲ 检测 ＡＢＣＡ１
ｍＲＮＡ 表达ꎬＢ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＡＢＣＡ１ 蛋白表达及其统计学分析ꎬＣ 为实时荧光定量 ＰＣＲ 检测 ＡＢＣＧ１ ｍＲＮＡ 表达ꎬＤ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

ＡＢＣＧ１ 蛋白表达及其统计学分析ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｎｇ￣１ ｏｎ ＡＢＣＡ１ꎬ ＡＢＣＧ１ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＴＨＰ￣１ ｄｅｒｉｖｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ(ｎ＝ ３)

２. ３ 　 Ａｎｇ￣１ 通过抑制 ＬＸＲα 表达降低 ＡＢＣＡ１、
ＡＢＣＧ１ 表达水平ꎬ减少细胞内胆固醇流出

ＴＨＰ￣１源性泡沫细胞与２００ μｇ / Ｌ Ａｎｇ￣１共孵育２４
ｈ 后ꎬ提取细胞总蛋白ꎬ经实时荧光定量 ＰＣＲ 和

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＬＸＲα ｍＲＮＡ 和蛋白水平ꎮ 结果证

实ꎬＡｎｇ￣１抑制 ＬＸＲα ｍＲＮＡ 和蛋白水平ꎮ 用 Ａｎｇ￣１ 与

ＬＸＲα 激活剂 Ｔ０９０１３１７(１ μｍｏｌ / Ｌ)共孵育 ＴＨＰ￣１源性

泡沫细胞ꎬ结果发现ꎬＬＸＲα 激活剂能明显拮抗 Ａｎｇ￣１
对 ＡＢＣＡ１、ＡＢＣＧ１ 表达及胆固醇流出的抑制作用(图
３) ꎬ提示 Ａｎｇ￣１通过抑制 ＬＸＲα 表达降低 ＡＢＣＡ１、ＡＢ￣
ＣＧ１ 表达水平ꎬ减少细胞内胆固醇流出ꎮ

为了进一步论证 Ａｎｇ￣１ 通过 ＬＸＲα 影响细胞内

胆固醇流出ꎬ用 ＬＸＲα 抑制剂 ＧＧＰＰ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)与
Ａｎｇ￣１ 共孵育 ＴＨＰ￣１ 源性泡沫细胞ꎮ 结果证实ꎬ
Ａｎｇ￣１ 通过 ＬＸＲα 途径抑制 ＡＢＣＡ１、ＡＢＣＧ１ 表达及

细胞内胆固醇流出(图 ４)ꎮ

３　 讨　 论

Ａｓ 是一个多因素参与、多基因异常调控的复杂

病理过程ꎮ 近年来ꎬＡｓ 引起的缺血性脑卒中、心肌

梗死等心脑血管疾病发生率逐年升高ꎬ严重危害人

类健康ꎮ 其中巨噬细胞浸润、脂质蓄积导致泡沫细

胞形成是 Ａｓ 发病的主要病理学基础之一[４]ꎮ 因

而ꎬ研究抑制泡沫细胞形成机制对于 Ａｓ 性疾病的防

治具有重要的临床意义ꎮ
ＡＢＣＡ１ 和 ＡＢＣＧ１ 是一类细胞膜蛋白ꎬ属于三

磷酸腺苷结合盒转运体家族ꎬ它们在胆固醇逆转运

(ｒｅｖｅｒｓｅ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｔｒａｎｓｐｏｒｔꎬＲＣＴ)中发挥重要作用ꎮ
ＡＢＣＡ１ 主要将细胞内未酯化的胆固醇和磷脂转运

至细胞表面贫脂或无脂的 ＡｐｏＡ１ꎬ形成新的 ＨＤＬꎻ
ＡＢＣＧ１ 则负责促进胆固醇流出至成熟 ＨＤＬꎬ从而促

进 ＲＣＴꎮ 因此调控 ＡＢＣＡ１、ＡＢＣＧ１ 的表达对于抑制

泡沫细胞形成和 Ａｓ 的防治具有指导作用ꎮ 本研究

发现ꎬＡｎｇ￣１ 抑制 ＴＨＰ￣１ 源性泡沫细胞 ＡＢＣＡ１ 和

ＡＢＣＧ１ 表达ꎬ与其下调 ＬＸＲα 表达相关ꎮ 新近研究

证实转运蛋白激酶结合蛋白 ２( ｔｒａｆｆｉｃｋｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉ￣
ｎｅｓｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ２ꎬＴＲＡＫ２)能抑制 ＬＸＲ 与 ＡＢＣＡ１ 启动

子结合ꎬ下调 ＡＢＣＡ１ 表达[１６]ꎮ Ａｎｇ￣１ 能否通过诱导

ＴＲＡＫ２ 过表达影响 ＡＢＣＡ１、ＡＢＣＧ１ 水平尚需深入
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图 ３. Ａｎｇ￣１通过 ＬＸＲα对 ＡＢＣＡ１、ＡＢＣＧ１ 表达和胆固醇流出的影响(ｎ ＝ ３) 　 　 Ａ、Ｂ 为实时荧光定量 ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

ＬＸＲα ｍＲＮＡ 和蛋白表达及其统计学分析ꎻＣ、Ｄ 为实时荧光定量 ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＡＢＣＡ１ ｍＲＮＡ 和蛋白表达及其统计学分析ꎻＥ、Ｆ 为实

时荧光定量 ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＡＢＣＧ１ ｍＲＮＡ 和蛋白表达及其统计学分析ꎻＧ、Ｈ 为液体闪烁计数仪检测胆固醇流出ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为

Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ａｎｇ￣１ 组比较ꎻｄ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ｔ０９０１３１７ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｎｇ￣１ ｏｎ ＡＢＣＡ１ꎬＡＢＣＧ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｅｆｆｌｕｘ ｔｈｒｏｕｇｈ ＬＸＲα(ｎ＝ ３)
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图 ４. Ａｎｇ￣１通过 ＬＸＲα途径抑制 ＡＢＣＡ１、ＡＢＣＧ１ 表达和细胞内胆固醇流出(ｎ＝ ３)　 　 Ａ、Ｂ 为实时荧光定量 ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测 ＡＢＣＡ１ ｍＲＮＡ 和蛋白表达及其统计学分析ꎻＣ、Ｄ 为实时荧光定量 ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＡＢＣＧ１ ｍＲＮＡ 和蛋白表达及其统计学分析ꎻＥ、
Ｆ 为液体闪烁计数仪检测胆固醇流出ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ａｎｇ￣１ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ＡＢＣＡ１ꎬ ＡＢＣＧ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｅｆｆｌｕｘ ｖｉａ ＬＸＲα ｐａｔｈｗａｙ(ｎ＝ ３)

研究ꎮ ＡＢＣＡ１ 和 ＡＢＣＧ１ 的表达水平还受 ＰＰＡＲ、
ｐ３８ 丝裂原活化蛋白激酶 ( ｐ３８ ｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬｐ３８ ＭＡＰＫ) / ｃ￣Ｊｕｎ 氨基端激酶 ( ｃ￣
Ｊｕｎ Ｎ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ｋｉｎａｓｅｓꎬＪＮＫ)等多种因素调控[１７￣１８] ꎮ
因此ꎬＡｎｇ￣１ 是否还能通过 ＰＰＡＲ、ｐ３８ＭＡＰＫ / ＪＮＫ
等信号途径影响 ＡＢＣＡ１ 和 ＡＢＣＧ１ 表达也需进一

步论证ꎮ
Ａｎｇ￣１ 通过多种信号途径影响糖尿病、缺血性

心肌梗死等危险因素诱发 Ａｓꎬ其调控机制复杂ꎬ尚
未完全阐明[１９￣２１]ꎮ 已有研究证实ꎬＡｎｇ￣１ 能促进单

核细胞和中性粒细胞迁移ꎬ诱导细胞产生炎症反

应ꎬ并促进 Ａｓ 斑块中新生血管的形成[２２]ꎮ 并且ꎬ干
扰素 γ 和白细胞介素 １β 等促炎因子能抑制 ＡＢＣＡ１

表达ꎬ而白细胞介素 １０ 和转化生长因子 β１ 等抗炎

因子上调 ＡＢＣＡ１ 表达[２３￣２５]ꎮ 因此ꎬＡｎｇ￣１ 是否通过

调节炎症因子水平影响 ＡＢＣＡ１ 和 ＡＢＣＧ１ 表达有待

进一步研究ꎮ ＬＸＲα 作为一种氧化固醇激活的核受

体ꎬ与 Ａｓ 的发生发展密切相关ꎬ在调节机体胆固醇

代谢及转运、脂肪生成、糖异生和炎症等过程中发

挥重要作用[２６￣２９]ꎮ 本研究发现 ＬＸＲα 激活剂能明显

逆转 Ａｎｇ￣１ 抑制 ＡＢＣＡ１ 和 ＡＢＣＧ１ 表达水平ꎬ增加

细胞内胆固醇流出ꎮ
综上所述ꎬＡｎｇ￣１ 调节脂质代谢的作用机制可

能是通过 ＬＸＲα 下调 ＡＢＣＡ１、ＡＢＣＧ１ 表达ꎬ进一步

抑制 ＡＢＣＡ１ 和 ＡＢＣＧ１ 介导的胆固醇流出ꎮ 本研究

为深入探讨 Ａｎｇ￣１ 促 Ａｓ 作用机制提供了新的方向ꎮ
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