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[摘　 要] 　 目的　 探讨清道夫受体 ＣＤ３６ 在羧甲基赖氨酸(ＣＭＬ)抑制泡沫细胞迁徙中的作用ꎮ 方法　 (１)首先观

察 ＣＭＬ 对 ＲＡＷ２６４.７ 巨噬细胞脂质蓄积和细胞迁移的影响ꎬ继之观察泡沫细胞中 ＣＭＬ 与 ＣＤ３６ 的相互作用ꎬ实验

分为:对照组、氧化型低密度脂蛋白(ｏｘ￣ＬＤＬ)组(４０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ)、ＣＭＬ 组(４０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ ＋ １０ μｍｏｌ / Ｌ ＣＭＬ)ꎻ
(２)观察 ＣＤ３６ 在 ＣＭＬ 抑制泡沫细胞迁移中的作用ꎮ 实验分两部分:首先观察 ＣＤ３６ 抑制剂 ＳＳＯ 对 ＲＡＷ２６４.７ 泡

沫细胞迁移的影响ꎬ分对照组(４０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ＋１０ μｍｏｌ / Ｌ ＣＭＬ) 和 ＳＳＯ 组(４０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ＋ １０ μｍｏｌ / Ｌ ＣＭＬ
＋２５ μｍｏｌ / Ｌ ＳＳＯ)ꎻ其次观察不同受体阻断对 ＣＭＬ 抑制泡沫细胞迁移的影响ꎬ分对照组 ( ４０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ
＋１０ μｍｏｌ / Ｌ ＣＭＬ)ꎬａｎｔｉ￣ＣＤ３６ 组(４０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ＋１０ μｍｏｌ / Ｌ ＣＭＬ＋ ２ μｍｏｌ / Ｌ ａｎｔｉ￣ＣＤ３６)ꎬａｎｔｉ￣ＲＡＧＥ 组(４０ ｍｇ / Ｌ
ｏｘ￣ＬＤＬ＋１０ μｍｏｌ / Ｌ ＣＭＬ ＋ ２ μｍｏｌ / Ｌ ａｎｔｉ￣ＲＡＧＥ)ꎬｍａｌＢＳＡ 组 ( ４０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ ＋ １０ μｍｏｌ / Ｌ ＣＭＬ ＋ ４００ ｎｍｏｌ / Ｌ
ｍａｌＢＳＡ)ꎮ 连续 ２４ ｈ １％ＢＳＡ 的培养基培养干预后进行相关检测(油红 Ｏ 染色、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 细胞迁移实验、免疫共沉

淀实验、ＣＤ３６ 免疫荧光染色等)ꎮ 结果 　 胆固醇氧化酶法定量及油红 Ｏ 染色定性显示 ＣＭＬ 可以有效促进

ＲＡＷ２６４.７ 巨噬细胞脂滴的蓄积并形成动脉粥样硬化斑块的关键组分泡沫细胞ꎮ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 细胞迁移实验和定量分

析结果显示:与对照组相比ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 组中迁移泡沫细胞数减少 ４３.５％(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组相比ꎬＣＭＬ 使泡沫细

胞迁移数目减少 ４９.２％(０.２８７±０.０３１ 比 ０.５６５±０.０６１ꎬＰ<０.０５)ꎬ表明 ＣＭＬ 抑制 ＲＡＷ２６４.７ 源性泡沫细胞迁移ꎮ 免

疫共沉淀实验及免疫荧光染色结果显示泡沫细胞中 ＣＭＬ￣ＣＤ３６ 存在显著的相互作用ꎮ 进一步的ꎬ用 ＳＳＯ 或中和性

抗体 ａｎｔｉ￣ＣＤ３６ 阻断 ＣＤ３６ 和清道夫受体抑制剂 ｍａｌＢＳＡ 阻断所有清道夫受体情况下ꎬ迁移的细胞数均较对照组显

著增加(Ｐ<０.０５)ꎮ 统计学分析显示ꎬａｎｔｉ￣ＣＤ３６ 组细胞迁移指数为 ｍａｌＢＳＡ 组的 ８１.３％(２.３５±０.３９ 比 ２.８９±０.４１ꎬＰ<
０.０５)ꎮ 结论　 清道夫受体 ＣＤ３６ 是 ＣＭＬ 抑制 ＲＡＷ２６４.７ 泡沫细胞迁移的关键受体ꎮ
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ｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (４０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ＋１０ μｍｏｌ / Ｌ ＣＭＬ) ａｎｄ ＳＳＯ ｇｒｏｕｐ (４０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ＋１０ μｍｏｌ / Ｌ ＣＭＬ＋２５ μｍｏｌ / Ｌ ＳＳＯ)ꎻ
Ａｎｄ ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｂｌｏｃｋａｄｅ ｏｎ ＣＭＬ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏａｍ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ: ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ
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ｔｉ￣ＲＡＧＥ ｇｒｏｕｐ ( ４０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ ＋ １０ μｍｏｌ / Ｌ ＣＭＬ ＋ ２ μｍｏｌ / Ｌ ａｎｔｉ￣ＲＡＧＥ)ꎬ ｍａｌＢＳＡ ｇｒｏｕｐ ( ４０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ
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ｍｏｒｅꎬ ａｆｔｅｒ ｕｓｉｎｇ ＳＳＯ ｏｒ ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｎｔｉ￣ＣＤ３６ ｔｏ ｂｌｏｃｋ ＣＤ３６ ａｎｄ ｓｃａｖｅｎｇｅｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｍａｌＢＳＡ ｂｌｏｃｋ ａｌｌ
ｓｃａｖｅｎｇｅｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓꎬ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｉｇｒａｔｅｄ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ(Ｐ<０.０５).　 Ｓｔａｔｉｓ￣
ｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔꎬ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ａｎｔｉ￣ＣＤ３６ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ８１.３％ ｉｎ ｍａｌＢＳＡ ｇｒｏｕｐ(２.３５±０.３９ ｖｓ ２.８９±
０.４１ꎬ Ｐ<０.０５).　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｓｃａｖｅｎｇｅｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ＣＤ３６ ｍａｙ ｂｅ ａ ｋｅｙ ｎｏｄｅ ｆｏｒ ＣＭＬ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＲＡＷ２６４.７ ｆｏａｍ ｃｅｌｌ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎ.

　 　 单核细胞募集入动脉壁内皮下间隙吞噬脂质

形成泡沫细胞与泡沫细胞外迁至局部淋巴结是动

脉壁能够维持良性重构的关键平衡ꎮ 一旦泡沫细

胞外迁受抑ꎬ势必会诱发大量泡沫细胞蓄积ꎬ引起

斑块不断增大乃至血管壁的恶性重构ꎬ最终导致动

脉管腔闭塞、急性心肌梗死等不良心血管事件的发

生发展[１￣３]ꎮ 已有研究显示清道夫受体 ＣＤ３６ 不仅

可促进巨噬细胞摄取脂质形成泡沫细胞ꎬ在泡沫细

胞外迁过程中也发挥了一定作用[４]ꎮ 本课题组前

期研究显示糖基化终末产物(ａｄｖａｎｃｅｄ ｇｌｙｃａｔｉｏｎ ｅｎｄ
ｐｒｏｄｕｃｔｓꎬＡＧＥ)在糖尿病加速性动脉粥样硬化演进

中具有关键的促进作用[５￣７]ꎮ 那么ꎬＡＧＥ 关键活性

成分羧甲基赖氨酸( ｃａｒｂｏｘｙ ｍｅｔｈｙｌ ｌｙｓｉｎｅꎬＣＭＬ)与

清道夫受体 ＣＤ３６ 在泡沫细胞迁移中的作用及相互

关系如何? 已有的研究尚不能准确回答ꎮ 为此ꎬ本
研究借助 ＲＡＷ２６４.７ 源性泡沫细胞这一载体ꎬ通过

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 细胞迁移实验、免疫荧光实验、油红 Ｏ 染

色、分级阻断实验等探讨两者在泡沫细胞迁移中的

关系及作用机制ꎬ以期为斑块消退的治疗策略提供

新的切入点ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 主要材料

ＲＡＷ２６４.７ 单核巨噬细胞株购自中国科学院上

海细胞库ꎮ ＣＭＬ 购自美国 Ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ 实验室ꎮ 氧

化型低密度脂蛋白(ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬ

ｏｘ￣ＬＤＬ)购自广州奕源生物科技有限公司ꎮ 胎牛血

清购自 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎮ ａｎｔｉ￣ＣＭＬ 抗体、 ａｎｔｉ￣ＲＡＧＥ 抗

体、ａｎｔｉ￣ＣＤ３６ 抗体和 ａｎｔｉ￣β￣ａｃｔｉｎ 抗体购自 Ａｂｃａｍ
(ＣａｍｂｒｉｄｇｅꎬＵＫ)ꎮ 所有二抗购自 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ Ｂｉｏ￣
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ (Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚꎬ ＣＡꎬ ＵＳＡ)ꎮ 其他试剂均为

进口或国产分析纯ꎮ
１.２　 细胞培养与分组

ＲＡＷ２６４.７ 细胞用含 １０％ＦＢＳ 低糖 ＤＭＥＭ 培养

基 ３７℃、５％ＣＯ２ 环境下培养ꎬ间隔 １ ~ ２ 天换液一

次ꎬ待细胞融合至 ８０％ 时进行如下干预:(１)首先

观察 ＣＭＬ 对 ＲＡＷ２６４.７ 细胞脂质蓄积和细胞迁移

的影响ꎬ继之观察泡沫细胞中 ＣＭＬ 与 ＣＤ３６ 相互作

用ꎬ实验分为:对照组、ｏｘ￣ＬＤＬ 组(４０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ)
和 ＣＭＬ 组(４０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ＋１０ μｍｏｌ / Ｌ ＣＭＬ)ꎻ(２)
观察 ＣＤ３６ 在 ＣＭＬ 抑制 ＲＡＷ２６４.７ 泡沫细胞迁移中

的作用ꎮ 实验分两部分:首先观察 ＣＤ３６ 抑制剂磺

基￣Ｎ￣琥珀酰亚胺基油酸酯( ｓｕｌｆｏ￣Ｎ￣ｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌ ｏｌｅ￣
ａｔｅꎬ ＳＳＯ ) 对 泡 沫 细 胞 迁 移 的 影 响ꎬ 分 对 照 组

(４０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ ＋ １０ μｍｏｌ / Ｌ ＣＭＬ ) 和 ＳＳＯ 组

(４０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ ＋ １０ μｍｏｌ / Ｌ ＣＭＬ ＋ ２５ μｍｏｌ / Ｌ
ＳＳＯ)ꎻ 其 次 观 察 不 同 受 体 阻 断 对 ＣＭＬ 抑 制

ＲＡＷ２６４.７ 泡沫细胞迁移的影响ꎬ分对照组(４０ ｍｇ /
Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ＋１０ μｍｏｌ / Ｌ ＣＭＬ)、ａｎｔｉ￣ＣＤ３６ 组(４０ ｍｇ / Ｌ
ｏｘ￣ＬＤＬ ＋ １０ μｍｏｌ / Ｌ ＣＭＬ ＋ ２ μｍｏｌ / Ｌ ａｎｔｉ￣ＣＤ３６)、
ａｎｔｉ￣ＲＡＧＥ 组(４０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ＋ １０ μｍｏｌ / Ｌ ＣＭＬ＋
２ μｍｏｌ / Ｌ ａｎｔｉ￣ＲＡＧＥ) 和 ｍａｌＢＳＡ 组 ( ４０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣
ＬＤＬ ＋ １０ μｍｏｌ / Ｌ ＣＭＬ ＋ ４００ ｎｍｏｌ / Ｌ ｍａｌＢＳＡ )

２０２１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ １２ꎬ２０１７



(ｍａｌＢＳＡ 为非选择性所有清道夫受体的抑制剂)ꎮ
连续 ２４ ｈ １％ＢＳＡ 的培养基培养及干预后进行相关

检测ꎮ
１.３　 泡沫细胞鉴定

１.３.１　 定量　 　 将上述干预结束的细胞ꎬ弃培养基

ＰＢＳ 洗涤后超声裂解细胞ꎬ按照胆固醇氧化酶法检

测试剂盒说明书ꎬ分析细胞内总胆固醇(ＴＣ)和游离

胆固醇(ＦＣ)含量ꎬ胆固醇酯(ＣＥ)＝ ＴＣ－ＦＣꎬ计算胆

固醇酯与总胆固醇比重ꎬＣＥ / ＴＣ 含量>０.５ 界定为泡

沫细胞[８]ꎮ
１.３.２ 　 定性 　 　 将干预结束的细胞吸掉培养基ꎬ
ＰＢＳ 洗涤后 ４％多聚甲醛固定ꎬ油红 Ｏ 避光染色１０~
１５ ｍｉｎꎻ６０％异丙醇分化至背景至无色ꎬＰＢＳ 洗涤 ３
次ꎻ盐酸酒精分色后在显微镜下拍照ꎮ 红色为油红

Ｏ 染色阳性区域ꎬ即细胞内蓄积的脂滴ꎮ
１.４　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 细胞迁移实验

将传代后的 ＲＡＷ２６４.７ 细胞种入 ２４ 孔 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
上层小室ꎬ将含有 １０％ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养基加入到

下层小室中ꎬ放入 ３７℃、５％ＣＯ２ 的细胞培养箱中孵

育ꎬ待细胞贴壁后予 ２４ ｈ 干预ꎬ然后小心吸取上室培

养基ꎬ将小室取出ꎬ小心擦去未迁移过膜的细胞ꎬ将膜

用 ４％多聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎꎬ使用 ０.１％结晶紫在室温

染色 ３０ ｍｉｎꎬ然后将小室用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ置于光学

显微镜下观察细胞穿膜细胞ꎬ随机选择视野进行计数

来评估细胞迁移能力ꎮ
１.５　 ＣＤ３６ 免疫荧光染色

将干预结束的 ＲＡＷ２６４.７ 细胞吸弃培养基ꎬＰＢＳ
洗涤ꎬ４％多聚甲醛固定ꎬＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ室温下 ５％
ＢＳＡ 封闭 １ ｈꎬａｎｔｉ￣ＣＤ３６ 一抗(１ ∶ ５００)４℃孵育过夜ꎬ
ＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ室温下滴加 ＦＩＴＣ 标记的荧光二抗后

避光孵育 １ ｈꎬＰＢＳ 洗涤 ３ 次后ꎬ置于荧光显微镜下观

察并拍照ꎮ 绿色荧光为 ＣＤ３６ 染色阳性区ꎮ
１.６　 免疫共沉淀反应

收集细胞ꎬ加入温和型裂解液及蛋白酶抑制剂

后在 ４℃裂解 ３０ ｍｉｎ 然后 １２０００ ｇ ４℃离心 １５ ｍｉｎ
后取上清ꎮ 将蛋白 Ａ / Ｇ 琼脂糖珠与相应抗体预孵

育ꎬ并加入细胞裂解液ꎬ温和旋转过夜后ꎬ以 ３０００ ｇ
速度 ４℃离心 ５ ｍｉｎꎬ用温和裂解缓冲液洗涤抗体包

被的琼脂糖珠 ３ 次ꎬ然后加入 ５×ＳＤＳ 缓冲液ꎬ用沸

水煮 １０ ｍｉｎꎬ洗脱的样品通过 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分离转到

ＰＶＤＦ 膜用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测ꎮ
１.７　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ １９.０ 统计学软件进行分析ꎬ正态分

布计量资料用 ｘ±ｓ 表示ꎻ各项指标的比较均采用单

因素方差分析( ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ) ꎮ 组间差异则采

用 Ｄｕｎｎｅｔｔ 检验ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＣＭＬ 对泡沫细胞迁移的影响

胆固醇氧化酶法定量分析显示ꎬ与对照组相

比ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 组与 ＣＭＬ 组 ＣＥ、ＦＣ、ＴＣ 均显著增加(Ｐ<
０.０５)ꎬ且 ＣＭＬ 组相较 ｏｘ￣ＬＤＬ 组细胞内胆固醇含量

增加更显著ꎻｏｘ￣ＬＤＬ 组和 ＣＭＬ 组细胞 ＣＥ / ＴＣ 比值

超过 ５０％达到泡沫细胞标准(表 １)ꎮ 油红 Ｏ 染色

(图 １Ａ、Ｂ、Ｃ)定性分析显示 ＲＡＷ２６４.７ 巨噬细胞与

４０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 共孵育 ２４ ｈ 后细胞内出现大量红

色脂滴的蓄积ꎬ在此基础上加入 １０ μｍｏｌ / Ｌ ＣＭＬ
后ꎬ细胞内脂质蓄积更加显著ꎮ 结合定量分析可

知ꎬＣＭＬ 可以有效促进 ＲＡＷ２６４.７ 巨噬细胞脂滴的

蓄积并形成泡沫细胞ꎮ
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 细胞迁移实验和定量分析结果显示

(图 １Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ)ꎬ与对照组相比ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 组中迁移

细胞数减少 ４３. ５％ (Ｐ < ０. ０５)ꎻ与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组相比ꎬ
ＣＭＬ 使细胞迁移数目减少 ４９.２％(０.２８７±０.０３１ 比

０.５６５±０.０６１ꎬＰ<０.０５)ꎬ表明 ＣＭＬ 抑制 ＲＡＷ２６４.７
源性泡沫细胞迁移ꎮ

表 １. 各组细胞内胆固醇含量比较(ｎ＝ ５)
Ｔａｂｌｅ １. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｎ＝ ５)

分　 组 ＦＣ(ｍｇ / ｇ) ＣＥ(ｍｇ / ｇ) ＴＣ(ｍｇ / ｇ) ＣＥ / ＴＣ
对照组 ３１.２１３±３.２２２ １０.５０１±１.３４１ ４２.３１５±３.７４３ ０.２４８±０.０６２
ｏｘ￣ＬＤＬ 组 ５８.９１２±６.１３２ａ ６３.３２１±７.３５１ａ １２１.９１０±１１.５１２ａ ０.５１９±０.１５２ａ

ＣＭＬ 组 ８０.２２４±７.５１２ａｂ １１１.９３１±１２.８３２ａｂ ２０３.２１２±１９.７１４ａｂ ０.５５１±０.１３８ａ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组比较ꎮ

２.２　 泡沫细胞中 ＣＭＬ 与 ＣＤ３６ 的关系

首先ꎬ明确 ＲＡＷ２６４. ７ 泡沫细胞中 ＣＭＬ 与

ＣＤ３６ 的互相作用ꎮ 图 ２Ａ Ｉｎｐｕｔ 显示裂解后总蛋白

样品中 ＣＭＬ 和 ＣＤ３６ 在泡沫细胞均有上调ꎬ继之以
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总蛋白进行 ＣＤ３６ 互作蛋白的免疫共沉淀研究ꎬ结
果显示在 ＲＡＷ２６４.７ 泡沫细胞 ＣＤ３６ 与 ＣＭＬ 存在相

互作用ꎬ且这种相互作用与对照组相比在泡沫细胞

显著增强了 ２. １３３ 倍(Ｐ< ０. ０５)ꎮ 其次ꎬ为了明确

ＣＭＬ 对 ＲＡＷ２６４.７ 泡沫细胞 ＣＤ３６ 的影响ꎬ进一步

用 １０ μｍｏｌ / Ｌ ＣＭＬ 干预泡沫细胞ꎬ观察 ＣＤ３６ 荧光

强度(图 ２Ｃ)ꎬ结果提示对照组、ｏｘ￣ＬＤＬ 组和 ＣＭＬ
组的 ＣＤ３６ 平均荧光强度分别为:１２. ４５１ ± １. ７６３、
３９.８７２ ± ４. ３２１ 和 ７１. ４５１ ± ８. ９１２ꎬ定量分析显示

１０ μｍｏｌ / Ｌ ＣＭＬ 处理后 ＣＤ３６ 绿色荧光明显增强

(Ｐ<０.０５)ꎮ 综上可知ꎬＲＡＷ２６４.７ 源性泡沫细胞中

ＣＭＬ 与 ＣＤ３６ 确实存在显著的相互作用ꎮ

图 １. ＣＭＬ 对 ＲＡＷ２６４.７ 泡沫细胞迁移的影响(ｎ＝ ５)　 　 Ａ、Ｂ、Ｃ 为油红 Ｏ 染色ꎬＤ、Ｅ、Ｆ 为 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 结晶紫染色ꎬＧ 为细胞迁移指数定

量图ꎮ Ａ、Ｄ 为对照组ꎬＢ、Ｅ 为 ｏｘ￣ＬＤＬ 组ꎬＣ、Ｆ 为 ＣＭＬ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＣＭＬ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＡＷ２６４.７ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ５)

图 ２. ＲＡＷ２６４.７ 泡沫细胞中 ＣＭＬ 与 ＣＤ３６ 关系(ｎ＝ ５)　 　 Ａ、Ｂ 分别为免疫共沉淀观察 ＲＡＷ２６４.７ 泡沫细胞 ＣＭＬ 与 ＣＤ３６ 的相互作

用及其定量分析ꎮ Ｃ、Ｄ 分别为 ＦＩＴＣ￣ＣＤ３６ 免疫荧光及其定量分析ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ＣＭＬ ａｎｄ ＣＤ３６ ｉｎ ＲＡＷ２６４.７ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ５)

４０２１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ １２ꎬ２０１７



２.３　 ＣＤ３６ 在 ＣＭＬ 致泡沫细胞迁移受抑中的作用

既然泡沫细胞中 ＣＭＬ 与 ＣＤ３６ 可以发生相互

作用ꎬ那么 ＣＭＬ 抑制细胞迁移是否与 ＣＤ３６ 有关

呢? 为此ꎬ我们首先用 ＣＤ３６ 的抑制剂 ＳＳＯ 处理并

观察 ＣＭＬ 引起的泡沫细胞迁移情况ꎬＴｒａｎｓｗｅｌｌ 迁移

实验结果提示 ＳＳＯ 组的迁移细胞相对于对照组明

显增加(Ｐ<０.０５ꎻ图 ３)ꎬ表明 ＣＤ３６ 可能参与介导

ＣＭＬ 对泡沫细胞迁移的抑制ꎮ
已知ＡＧＥ 受体包括ＲＡＧＥ、ＣＤ３６ 以及相关清道夫

受体ꎬ那么在 ＣＭＬ 诱导的 ＲＡＷ２６４.７ 泡沫细胞迁移受

抑过程中 ＣＤ３６、ＲＡＧＥ 或其它清道夫受体是否参与并

发挥了作用呢? 为进一步验证这一假说ꎬ我们通过分

别阻断 ＣＤ３６、ＲＡＧＥ 及所有清道夫受体的方式来观察

细胞迁移情况ꎮ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 细胞迁移实验(图 ３)发现在

用中和性抗体 ａｎｔｉ￣ＣＤ３６ 阻断 ＣＤ３６ 和清道夫受体抑制

剂 ｍａｌＢＳＡ 阻断所有清道夫受体情况下ꎬ迁移的细胞数

均较对照组显著增加ꎬ并且差异有统计学意义(Ｐ<
０.０５)ꎬ而相对于对照组ꎬａｎｔｉ￣ＲＡＧＥ 组没有显著变化

(Ｐ>０.０５)ꎮ 进一步的统计学分析显示ꎬａｎｔｉ￣ＣＤ３６ 组细

胞迁移指数为 ｍａｌＢＳＡ 组的 ８１.３％(２.３５±０.３９ 比 ２.８９±
０.４１ꎬＰ<０.０５)ꎮ 上述结果提示 ＣＤ３６ 是 ＣＭＬ 抑制

ＲＡＷ２６４.７ 泡沫细胞迁移的最主要受体ꎮ

图 ３. ＣＤ３６ 在 ＣＭＬ 致 ＲＡＷ２６４.７ 泡沫细胞迁移受抑中的作用(ｎ＝ ５)　 　 Ａ(对照组)、Ｂ(ａｎｔｉ￣ＣＤ３６ 组)、Ｃ(ａｎｔｉ￣ＲＡＧＥ 组)、Ｄ(ｍａｌＢＳＡ
组)为 Ｔｒａｎｓｅｗｅｌｌ 细胞结晶紫染色迁移试验检测细胞迁移情况ꎬＥ 为 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 迁移实验观察 ＳＳＯ 在 ＣＭＬ 引起的 ＲＡＷ２６４.７ 源性泡沫细胞迁移中的

作用ꎬＦ 为上述各组细胞的迁移指数(相对于对照组的百分数)定量柱状图ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ａｎｔｉ￣ＣＤ３６ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｒｏｌｅ ｏｆ ＣＤ３６ ｉｎ ＣＭＬ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＲＡＷ２６４.７ ｆｏａｍ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ(ｎ＝ ５)

３　 讨　 论

已有研究表明ꎬＡＧＥ 通过受体和非受体依赖途

径引起蛋白质分子结构和功能改变ꎬ进而导致组织

病理改变[９￣１０]ꎮ ＡＧＥ 受体除了 ＲＡＧＥ 外ꎬ还有 Ａ 类

和 Ｂ 类巨噬细胞清道夫受体(ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｓｃａｖｅｒｎｇｅｒ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｓꎬＭＳＲ)等[９]ꎮ ＣＤ３６ 是 ＭＳＲ￣Ｂ 家族的一员ꎬ
是巨噬细胞上表达的高度糖基化的 ８８ ｋＤａ 蛋白ꎬ尽
管不限制 ＡＧＥ 的内吞ꎬ但可能与泡沫细胞形成

有关[４]ꎮ
在糖尿病糖脂代谢紊乱状态下ꎬ巨噬细胞清道

夫受体 ＣＤ３６ 对 ｏｘ￣ＬＤＬ 的吞噬存在着正反馈机制

以及胆固醇逆向转运机制受损ꎬ导致脂质大量蓄积

最终形成泡沫细胞[４]ꎮ 那么斑块中泡沫细胞形成

后又会发生怎样的改变? 以往研究认为斑块内泡

沫细胞最终发生原位凋亡、坏死ꎬ在纤维帽下形成

坏死核心等[１１]ꎮ 但随着研究的深入ꎬ目前已经认识

到动脉壁病灶内泡沫细胞的外迁和单核巨噬细胞

的内迁是一个动态过程[１￣３]ꎮ ＣＤ３６ 可能是这一平

衡的关键受体[４]ꎮ 但已有研究并不能回答糖尿病

斑块演变过程中究竟是什么因素导致了两者的失

衡进而导致血管壁的恶性重构ꎮ
在本研究中ꎬ我们发现 ＡＧＥ 的关键活性成分

ＣＭＬ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)可显著抑制泡沫细胞迁移ꎬ且泡沫

细胞中存在显著的 ＣＭＬ 与 ＣＤ３６ 相互作用ꎮ 那么

ＣＤ３６ 及其他糖基化终末产物的受体在 ＣＭＬ 所致泡

沫细胞迁移受抑过程中的作用如何呢? 为此ꎬ我们使
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用 ＣＤ３６ 的抑制剂 ＳＳＯ 处理并观察 ＣＭＬ 引起的泡沫

细胞迁移情况ꎬ结果提示 ＳＳＯ 组的迁移细胞数明显增

加ꎬ表明 ＣＤ３６ 可能参与介导 ＣＭＬ 抑制泡沫细胞迁移

过程ꎮ 另外ꎬＡＧＥ 形成后通过 ＡＧＥ 受体发挥效应ꎬ在
糖尿病并发症和动脉粥样硬化的病理过程中起着关

键作用ꎬＡＧＥ 受体包括 ＲＡＧＥ、ＡＧＥ￣Ｒ１ (ＯＳＴ４８)、
ＡＧＥ￣Ｒ２(８０Ｋ￣Ｈ)、ＡＧＥ￣Ｒ３(半乳凝素 ３)、Ⅰ和Ⅱ型 ＳＲ￣
Ａ、Ｂ 类清道夫受体(ＣＤ３６ 和 ＳＲ￣ＢⅠ)和 ＬＯＸ￣１ꎮ 其中

ＲＡＧＥ、ＣＤ３６ 和 ＳＲ￣ＢＩ 可能通过结合 ＡＧＥ 触发细胞

内信号[１２]ꎮ 为了验证假设ꎬ我们使用 ａｎｔｉ￣ＣＤ３６、ａｎｔｉ￣
ＲＡＧＥ 以及 ｍａｌＢＳＡ(阻断 ＳＲＡ、ＳＲＢ、ＣＤ３６、ＬＯＸ￣１ 以

及所有清道夫受体)分级阻断的方法来观察ꎬ结果显

示ꎬ相对于对照组ꎬａｎｔｉ￣ＣＤ３６ 和 ｍａｌＢＳＡ 使泡沫细胞

的迁移数目显著增加ꎬ结合 ＳＳＯ 结果可以推断可能是

ＣＭＬ 通过 ＣＤ３６ 而非 ＲＡＧＥ 或其它清道夫受体调节

泡沫细胞迁移受抑ꎮ
本研究强调了 ＣＤ３６ 作为 ＣＭＬ 受体调节泡沫

细胞迁移的作用ꎬ从而为糖尿病动脉粥样硬化斑块

消退治疗方向提供新理念ꎬ例如ꎬ靶向阻断 ＣＭＬ /
ＣＤ３６ 信号ꎮ 另外ꎬ我们也知道动脉粥样硬化的发

生机制十分复杂ꎬ其中涉及很多因素ꎬ关于 ＣＭＬ 对

动脉粥样硬化的影响我们课题组前期已经有一定

研究成果[５￣７]ꎬ例如我们研究最多的凋亡和钙化ꎬ是
导致心血管疾病例如急性心肌梗死、急性冠状动脉

综合征、动脉夹层等发生的主要原因ꎬ当然ꎬ我们的

研究并不是十分全面ꎬ存在一些不足ꎬ这需要我们

接下来进一步探讨ꎮ 总而言之ꎬ为阐明糖尿病动脉

粥样硬化机制中泡沫细胞迁移受抑还需要医学界

更多的研究ꎬ才能为临床应用和疾病控制提供新的

视角ꎮ
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ｇｌｙｃａｔｉｏｎ ｅｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ: ｓｐａｒｋｉｎｇ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｄｉａ￣
ｂｅｔｉｃ ｖａｓｃｕｌａｒ ｉｎｊｕｒｙ [ Ｊ]. Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎꎬ ２００６ꎬ １１４(６):
５９７￣６０５.

(此文编辑　 许雪梅)
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