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[摘　 要] 　 目的　 探讨依泽替米贝对肝脏低密度脂蛋白胆固醇(ＬＤＬＣ)摄取的影响及其机制ꎮ 方法　 使用 ５ ｍｇ /
(ｋｇ􀅰ｄ)依泽替米贝灌胃高脂模型小鼠ꎬ４ 个月后测定其血液中总胆固醇(ＴＣ)、ＬＤＬＣ 和高密度脂蛋白胆固醇

(ＨＤＬＣ)的含量ꎻＨＥ 染色观察肝脏组织形态ꎮ 依泽替米贝(３０ μｍｏｌ / Ｌ)与低密度脂蛋白(２５ ｍｇ / Ｌ)共同孵育肝脏

ＨｅｐＧ２ 细胞 ２４ ｈꎬ油红 Ｏ 染色观察细胞的脂滴分布情况ꎻ酶学方法检测细胞内 ＴＣ、游离胆固醇(ＦＣ)和胆固醇酯

(ＣＥ)的含量ꎻ采用 ＤｉＩ￣ＬＤＬ 检测细胞对 ＬＤＬＣ 的摄取情况ꎻ实时荧光定量 ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分别检测甾醇调控元

件结合蛋白 ２(ＳＲＥＢＰ￣２)和低密度脂蛋白受体(ＬＤＬＲ)在 ｍＲＮＡ 及蛋白水平的表达ꎻ流式细胞术检测肝细胞膜上

ＬＤＬＲ 含量ꎮ 结果　 依泽替米贝降低小鼠血浆中 ＴＣ 和 ＬＤＬＣ 的含量ꎬ升高 ＨＤＬＣ 含量ꎬ减少肝脏脂质沉积ꎻ提升

ＨｅｐＧ２ 细胞摄取 ＬＤＬＣ 的能力ꎬ促进 ＦＣ 向 ＣＥ 转化ꎻ上调 ＨｅｐＧ２ 细胞中 ＳＲＥＢＰ￣２ 和 ＬＤＬＲ 的表达水平ꎬ并增加

ＬＤＬＲ 在细胞膜上的分布ꎮ 结论　 依泽替米贝通过上调 ＳＲＥＢＰ￣２、ＬＤＬＲ 促进肝细胞摄取 ＬＤＬＣꎮ
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　 　 依泽替米贝(ｅｚｅｔｉｍｉｂｅ)是一种胆固醇吸收抑制

剂ꎬ通过降低小肠胆固醇的吸收而发挥作用[１]ꎮ 在

临床应用中ꎬ当高脂血症患者不耐受他汀类药物

时ꎬ依泽替米贝可单独或和其他降胆固醇药物联合

使用[２￣４]ꎬ以降低血液中的低密度脂蛋白胆固醇( ｌｏｗ
ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬＬＤＬＣ)ꎮ 血脂主要由

血浆中的中性脂肪如甘油三酯和类脂如胆固醇等

组成ꎬ血液中过多的胆固醇主要经过肝脏摄取ꎬ在
肝脏中转化代谢后经过胆汁ꎬ或者直接经胆管进入

肠道以排出体外ꎮ 有报道[５] 指出ꎬ依泽替米贝可通

过调节甾醇调控元件结合蛋白 ２(ｓｔｅｒｏｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌ￣
ｅｍｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ￣２ꎬ ＳＲＥＢＰ￣２) 和小凹蛋白 １
(ｃａｖｅｏｌｉｎ￣１)影响丝裂原活化蛋白激酶(ｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃ￣
ｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬＭＡＰＫ)信号通路ꎬ进而抑制大

鼠血管平滑肌细胞中胆固醇的蓄积ꎻ另有研究[６] 表

明ꎬ依泽替米贝可通过 ｃａｖｅｏｌｉｎ￣１ / ＭＡＰＫ 信号通路

抑制巨噬细胞衍变成泡沫细胞ꎮ 提示依泽替米贝

对血脂所致的动脉粥样硬化过程可能起缓解作用ꎮ
循环系统中胆固醇过高是致动脉粥样硬化及

心血管疾病发生的重要影响因素之一ꎮ 血液中胆

固醇类物质的含量与肝脏的摄取能力密切相关ꎬ肝
细胞 膜 上 的 低 密 度 脂 蛋 白 受 体 ( ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ
ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＬＤＬＲ)能调控肝细胞对胆固醇

的摄取[７￣８]ꎮ 血液中过多的 ＬＤＬＣ 与肝细胞膜上

ＬＤＬＲ 结合而被摄取入肝脏进行代谢ꎬ从而维持循

环系统中血脂的平衡[８￣９]ꎮ 目前依泽替米贝以抑制

小肠对胆固醇吸收的机制用于临床ꎬ而本研究旨在

探讨依泽替米贝对肝脏摄取 ＬＤＬＣ 的影响及其

机制ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 试剂、仪器及动物

ＨｅｐＧ２ 细胞购于中国科学院上海细胞生物学研究

所细胞库ꎮ 胎牛血清(美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎬ兔抗人 ＬＤＬＲ
一抗(英国 Ａｂｃａｍ 公司)ꎬ山羊抗人 ＳＲＥＢＰ￣２ 一抗(美
国 Ｒ＆Ｄ 公司)ꎬ兔抗人 β￣ａｃｔｉｎ 一抗(中国武汉三鹰生

物技术有限公司)ꎮ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ
ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ(Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ)及 ＳＹＢＲ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ

ＴａｑＴＭ ＩＩ(Ｔｌｉ ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ)购于日本 ＴａＫａＲａ 公司ꎮ 载

脂蛋白 Ｅ 基因敲除(ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｅ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｅｄ￣ｏｕｔꎬ
ＡｐｏＥ－/ －)小鼠(北京中国科学院动物研究所)ꎬＣ５７ＢＬ / ６
雄性小鼠(湖南省斯莱克景达实验动物有限公司)ꎮ
１.２　 实验分组及高脂模型建立

取 ６ 周雄性 ＡｐｏＥ－ / －小鼠 ２８ 只ꎬ随机分成 ４ 组ꎬ
每组 ７ 只ꎮ (１)ＡｐｏＥ－ / －小鼠正常饮食(ｎｏｒｍａｌ ｄｉｅｔ)
组:简称 ＡｐｏＥ－ / － ＮＤ 组ꎻ(２)ＡｐｏＥ－ / － 小鼠高脂饮食

(ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ)组:简称 ＡｐｏＥ－ / － ＨＦＤ 组ꎻ(３)ＡｐｏＥ－ / －

小鼠高脂饮食＋依泽替米贝组:简称 ＡｐｏＥ－ / － ＨＦＤ＋
依泽替米贝组ꎻ(４)ＡｐｏＥ－ / － 小鼠高脂饮食＋辛伐他

汀(ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ)组:简称 ＡｐｏＥ－ / － ＨＦＤ＋ＳＶ 组ꎻ(５)另
取 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠 ７ 只ꎬ正常饮食ꎬ作为阴性对照组

(简称 Ｃ５７ ＮＤ 组)ꎮ 各组小鼠均正常饮食 １ 周后ꎬ
根据分组采用高脂饲料[２１％(ｗ / ｗ)猪油＋０.１５％胆

固醇]喂养造模ꎬ同时用依泽替米贝和辛伐他汀采

用灌胃的方法干预相对应的分组小鼠ꎬ剂量及给药

频率均为５ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)ꎬ干预时间为 ４ 个月ꎻ动物

实验严格遵循实验动物伦理委员会的相关规定ꎮ
１.３　 小鼠血浆中血脂含量测定

各组小鼠干预 ４ 个月后ꎬ通过眼眶取血ꎬ并用全

自动生化分析仪测定血液中总胆固醇( ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓ￣
ｔｅｒｏｌꎬＴＣ)、 ＬＤＬＣ 和高密度脂蛋白胆固醇 ( ｈｉｇｈ
ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬＨＤＬＣ)的含量ꎮ
１.４　 小鼠肝组织的 ＨＥ 染色

小鼠干预 ４ 个月后ꎬ颈椎脱臼法处死小鼠ꎬ于小

鼠腹部剖开ꎬ取出肝脏ꎬ立即置于多聚甲醛溶液中

固定ꎬ２４ ｈ 后进行石蜡切片和 ＨＥ 染色ꎮ
１.５　 ＨｅｐＧ２ 细胞的油红 Ｏ 染色

ＨｅｐＧ２ 细胞用含 １０％血清的 ＤＭＥＭ 培养基培

养ꎬ取对数生长期细胞ꎬ６ 孔板内每孔接种 １×１０５ 个

细胞ꎬ孵育 ２４ ｈ 贴壁后ꎬ分别用药物干预并进行如

下分组:(１)对照( ｃｏｎｔｒｏｌ)组ꎻ(２)模型(ｍｏｄｅｌ)组

(２５ ｍｇ / Ｌ ＬＤＬ)ꎻ(３)溶剂组[２５ ｍｇ / Ｌ ＬＤＬ＋二甲基

亚砜(ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅꎬＤＭＳＯ)]ꎻ(４)依泽替米贝

组( ２５ ｍｇ / Ｌ ＬＤＬ ＋ ３０ μｍｏｌ / Ｌ 依泽替米贝)ꎮ 于

３７℃含 ５％ＣＯ２ 的细胞培养箱中培养 ２４ ｈꎬ取出用多

聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎꎬ加油红 Ｏ 染色 ８ ｍｉｎꎬ苏木精染

色 ４ ｓꎬ再用甘油封片ꎬ用倒置显微镜观察ꎬ所看到的

８ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ １ꎬ２０１８



ＨｅｐＧ２ 细胞颜色为:脂滴呈橘红色ꎬ细胞核呈蓝色ꎮ
１.６　 ＨｅｐＧ２ 细胞中总胆固醇、游离胆固醇和胆固醇

酯含量测定

实验设计分组及药物干预按照“１.５”的方法ꎬ于
３７℃含 ５％ＣＯ２ 的培养箱中培养 ２４ ｈ 后ꎬ收集 ５×１０６

个细胞于离心管内ꎬ加入氯仿、异丙醇、ＮＰ￣４０ 混合

液ꎬ超声波破细胞膜ꎬ真空干燥去除有机溶剂ꎬ胆固

醇测定缓冲液溶解干粉脂质ꎬ取 １０ μＬ 提取液用于

样品检测ꎬ根据荧光定量胆固醇测定试剂盒说明书

进行具体操作ꎮ ＢＣＡ 法蛋白质定量标化胆固醇值

(ｎｇ / μｇ)ꎻ设置 Ｅｘ 为 ５３５ ｎｍꎬＥｍ 为 ５９０ ｎｍꎬ用多功

能荧光酶标仪检测细胞内 ＴＣ、游离胆固醇( ｆｒｅｅ ｃｈｏ￣
ｌｅｓｔｅｒｏｌꎬＦＣ)、 胆固醇酯 ( ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｅｓｔｅｒꎬ ＣＥ) 的

含量ꎮ
１.７　 ＨｅｐＧ２ 细胞中 ＤｉＩ￣ＬＤＬ 检测

取对数生长期的 ＨｅｐＧ２ 细胞ꎬ６ 孔板内每孔接

种 １×１０５ 个细胞ꎬ培养 ２４ ｈ 后贴壁ꎬ然后分别用药

物干预ꎬ具体分组如下:(１)对照(ｃｏｎｔｒｏｌ)组ꎻ(２)模
型(ｍｏｄｅｌ)组(２５ ｍｇ / Ｌ ＬＤＬ)ꎻ(３)依泽替米贝组

(２５ ｍｇ / Ｌ ＬＤＬ＋３０ μｍｏｌ / Ｌ 依泽替米贝)ꎻ(４)阳性

对照组[０.１％脂蛋白缺乏血清( ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ
ｓｅｒｕｍꎬＬＰＤＳ)]ꎻ(５)阴性对照组[１０ ｍｇ / Ｌ ２５￣羟胆

固醇(２５￣ｈｙｄｒｏｘｙｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬ２５￣ＨＣ)]ꎮ 置于细胞培

养箱中培养 ２４ ｈ 后取出ꎬ将各组培养液更换为

０.０２％的 ＬＰＤＳ＋ＤＭＥＭꎬ每组加入 １０ ｍｇ / Ｌ 的 ＤｉＩ￣
ＬＤＬꎬ３７℃ 避光孵育 ４ ｈꎬ磷酸盐缓冲液( ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬＰＢＳ)洗涤 ３ 次ꎬ用含 ４％多聚甲醇

的 ＰＢＳ 溶液固定 １０ ｍｉｎꎬ ＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ用 Ｈｏ￣
ｅｃｈｓｔ３３３４２ 染色 ２０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ把 ＰＢＳ 吸干

净ꎬ加入抗荧光猝灭液ꎮ ＤｉＩ 染色后的细胞膜呈橙

红色荧光ꎬＨｏｅｃｈｓｔ３３３４２ 染色后的细胞核呈蓝色

荧光ꎮ
１.８　 实时荧光定量 ＰＣＲ

取各组对数生长期的 ＨｅｐＧ２ 细胞ꎬ用 Ｔｒｉｚｏｌ 法
提取细胞总 ＲＮＡꎬ测定 ＲＮＡ 浓度后ꎬ根据逆转录试

剂盒说明书将 ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡ 以作为荧光定

量 ＰＣＲ 的模板ꎮ 根据 ＳＹＢＲ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ ＩＩ
(Ｔｌｉ ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ)试剂盒说明书进行扩增ꎬ扩增体

系为 ２５ μＬꎬ反应条件如下:９５℃预变性 ３０ ｓꎬ９５℃变

性 ５ ｓꎬ６０℃延伸 ３０ ｓꎬ反应 ４０ 个循环ꎮ 实验结果用

相对定量 ２－△△Ｃｔ进行分析ꎮ ＬＤＬＲ、ＳＲＥＢＰ￣２ 及内参

β￣ａｃｔｉｎ 的引物序列见表 １ꎮ

表 １. 引物序列

Ｔａｂｌｅ １. Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

名　 称 引物序列

ＬＤＬＲ Ｆ:５′￣ＧＡＣＴＧＧＴＣＡＧＡＴＧＡＡＣＣＣＡＴＣＡＡＡＧ￣３′
Ｒ:５′￣ＡＧＧＴＣＡＴＴＧＣＡＧＡＣＧＴＧＧＧＡＡＣ￣３′

ＳＲＥＢＰ￣２ Ｆ:５′￣ＣＡＧＣＡＧＣＣＴＴＴＧＡＴＡＴＡＣＣＡＧＡＡＴＧ￣３′
Ｒ:５′￣ＡＧＧＡＴＧＴＣＡＣＣＡＧＧＣＴＴＴＧＧＡＣ￣３′

β￣ａｃｔｉｎ Ｆ:５′￣ＴＣＴＣＧＧＴＣＴＣＣＡＴＣＡＣＡＣ￣３′
Ｒ:５′￣ＧＣＣＧＡＴＣＣＡＣＡＣＧＧＡＧＴＡＣ￣３′

１.９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

取各组对数生长期的 ＨｅｐＧ２ 细胞ꎬ加 ＲＩＰＡ 裂

解液提取总蛋白ꎬ用 ＢＣＡ 法测定总蛋白浓度ꎮ 总蛋

白上样量为 ４０ μｇꎬ进行十二烷基硫酸钠￣聚丙烯酰

胺凝胶电泳ꎬ浓缩胶电压为 ７０ Ｖꎬ分离胶电压为

１００ Ｖꎮ 电泳结束后将蛋白转移至聚偏二氟乙烯膜ꎬ
将膜置于 ５％脱脂牛奶中室温下封闭 １ ｈꎬ用 ＴＢＳＴ
洗膜液洗涤 ３ 次ꎬ根据 Ｍａｒｋｅｒ 条带指示ꎬ裁剪出膜

上相应的蛋白条带ꎬ用相应一抗于 ４℃孵育过夜(各
一抗稀释浓度比例如下:ＳＲＥＢＰ￣２ 为 １ ∶ ５００ꎬＬＤＬＲ
为 １ ∶ １ ０００ꎬβ￣ａｃｔｉｎ 为 １ ∶ ３０００)ꎮ 洗膜 ３ 次后加入

相应二抗于室温孵育 １ ｈꎬ再洗膜 ３ 次后采用电化学

发光法检测蛋白质条带ꎮ
１.１０　 流式细胞术检测 ＨｅｐＧ２ 细胞膜上 ＬＤＬＲ 含量

收集进行相应干预处理过的 ＨｅｐＧ２ 细胞ꎬ稀释

成每毫升 ４×１０５ 个细胞ꎬ加 １０ μＬ 异硫氰酸荧光素

标记的 ＬＤＬＲ 抗体ꎬ混匀后避光于冰上反应 ３０ ｍｉｎꎬ
离心后用 ＰＢＳ 洗涤 ２ 遍ꎬ采用流式细胞仪检测细胞

膜上 ＬＤＬＲ 的含量ꎮ
１.１１　 统计学分析

实验数据以 ｘ±ｓ 表示ꎬ组间结果分析采用单因

素方差分析ꎮ 所有数据采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６. ０１
统计软件进行处理ꎬＰ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 依泽替米贝对小鼠血脂水平的影响

通过采用 ＡｐｏＥ－ / －小鼠造高脂模型ꎬ药物干预 ４
个月后ꎬ检测血浆中 ＴＣ、ＬＤＬＣ 和 ＨＤＬＣ 的含量变

化ꎮ 结果显示 ＡｐｏＥ－ / － ＨＦＤ 组血浆 ＴＣ 和 ＬＤＬＣ 含

量明显高于 ＡｐｏＥ－ / － ＮＤ 组ꎬ说明小鼠高脂模型造模

成功ꎻ依泽替米贝干预后与 ＡｐｏＥ－ / － ＨＦＤ 组相比 ＴＣ
和 ＬＤＬＣ 水平均明显降低ꎬ甚至还低于 ＡｐｏＥ－ / －

ＨＦＤ＋ＳＶ 阳性对照组ꎻ而依泽替米贝的干预处理可

在一定程度上升高小鼠血浆中 ＨＤＬＣ 含量(表 ２)ꎮ
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表 ２. 各组血脂水平(ｎ＝ ７)
Ｔａｂｌｅ ２. Ｂｌｏｏｄ ｌｉｐｉｄ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｎ＝ ７)

分　 组 ＴＣ(ｍｍｏｌ / Ｌ) ＬＤＬＣ(ｍｍｏｌ / Ｌ) ＨＤＬＣ(ｍｍｏｌ / Ｌ)
Ｃ５７ ＮＤ 组 １.８７±０.０６ ０.２５±０.０１ ０.９５±０.０４
ＡｐｏＥ－ / － ＮＤ 组 ９.０８±０.２１ａ １.７７±０.１２ａ ０.２９±０.０２ａ

ＡｐｏＥ－ / － ＨＦＤ 组 ３１.９２±１.３０ｂ ９.６１±０.４２ｂ ０.１４±０.０１ｂ

ＡｐｏＥ－ / － ＨＦＤ＋依泽替米贝组 １８.１６±０.５２ｄ ４.６１±０.３４ｄ ０.２８±０.０２ｃ

ＡｐｏＥ－ / － ＨＦＤ＋ＳＶ 组 ２７.１６±１.１７ｃ ７.２８±０.４９ｄ ０.１６±０.０３
ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 Ｃ５７ ＮＤ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＡｐｏＥ－ / － ＮＤ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬｄ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＡｐｏＥ－ / － ＨＦＤ 组比较ꎮ

２.２　 小鼠肝组织脂质沉积观察

ＨＥ 染色结果显示ꎬ高脂模型小鼠肝组织有不同程

度的脂肪变性及空泡样变ꎬ变性的肝细胞体积明显增

大ꎬ胞浆内出现大量脂肪空泡ꎮ ＡｐｏＥ－/ － ＨＦＤ＋依泽替

米贝组、ＡｐｏＥ－/ － ＨＦＤ＋ＳＶ 组与ＡｐｏＥ－/ － ＨＦＤ 组比较ꎬ肝
脏脂肪变性及空泡样变的程度明显降低(图 １)ꎮ

图 １. 各组肝组织脂质沉积情况

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｌｉｐｉｄ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２.３　 依泽替米贝对 ＨｅｐＧ２ 细胞摄取 ＬＤＬＣ 的影响

ＨｅｐＧ２ 细胞油红 Ｏ 染色结果显示ꎬ与对照组相

比ꎬ模型组肝细胞内脂滴明显增多ꎻ溶剂组(ＤＭＳＯ

组)与模型组有明显差异ꎻ与模型组相比ꎬ依泽替米

贝组细胞内脂滴明显增加ꎮ 说明依泽替米贝能促

进 ＨｅｐＧ２ 细胞对 ＬＤＬＣ 的摄取(图 ２)ꎮ

图 ２. ＨｅｐＧ２ 细胞脂滴情况

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｌｉｐｉｄ ｄｒｏｐｌｅｔｓ ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ

　 　 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＴＣ 和 ＦＣ 含量测定结果显示ꎬ模型

组与对照组相比ꎬＴＣ、ＦＣ、ＣＥ 含量均有所增高ꎻ依泽

替米贝组与模型组相比ꎬＴＣ、ＣＥ 含量进一步增高ꎬ
但 ＦＣ 含量无明显改变ꎻ溶剂组与模型组相比ꎬＣＥ
有所增加ꎮ 说明依泽替米贝可以促进 ＦＣ 向 ＣＥ 转

化ꎬ并促进肝细胞对胆固醇的摄取(表 ３)ꎮ
ＨｅｐＧ２ 细胞的 ＤｉＩ￣ＬＤＬ 检测实验结果表明:与对

照组相比ꎬ模型组橙红色荧光强度明显增高ꎻ与模型

组相比ꎬ阳性对照组(ＬＰＤＳ 组)橙红色荧光强度增

高ꎬ阴性对照组(２５￣ＨＣ组)橙红色荧光强度明显降

表 ３. 各组 ＨｅｐＧ２细胞 ＴＣ、ＦＣ和 ＣＥ含量测定结果(ｎｇ / μｇꎬ
ｎ＝３)
Ｔａｂｌｅ ３. ＴＣꎬ ＦＣ ａｎｄ ＣＥ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ(ｎｇ / μｇꎬｎ＝ ３)

分　 组 ＴＣ ＦＣ ＣＥ
对照组 ４７.３３±３.４４ ４３.０２±３.１５ ４.３０±０.３６
模型组 １０４.７０±３.４０ａ ５０.８９±２.２０ ５３.８５±３.４４ａ

溶剂组 １１６.５０±１.３８ｂ ６６.４８±３.０６ｂ ５０.０３±２.０４
依泽替米贝组 １３６.７０±４.３４ｃ ４９.７２±６.６０ ８７.０３±７.５３ｂ

ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ< ０. ０５ꎬｃ 为 Ｐ< ０. ０１ꎬ与模型组

比较ꎮ

０１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ １ꎬ２０１８



低ꎬ依泽替米贝组橙红色荧光强度明显增高ꎮ 说明依 泽替米贝能促进 ＨｅｐＧ２ 细胞对 ＬＤＬＣ 的摄取(图 ３)ꎮ

图 ３. ＨｅｐＧ２ 细胞的 ＤｉＩ￣ＬＤＬ 摄取实验结果

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＤｉＩ￣ＬＤＬ ｕｐｔａｋｅ ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ

２.４　 依泽替米贝对 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＳＲＥＢＰ￣２ 和 ＬＤＬＲ
表达及细胞膜上 ＬＤＬＲ 分布的影响

实时荧光定量 ＰＣＲ 实验结果表明ꎬ依泽替米贝

干预处理后ꎬＨｅｐＧ２ 细胞中的 ＳＲＥＢＰ￣２ 和 ＬＤＬＲ 的

ｍＲＮＡ 表达明显上调(图 ４)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验结

果表明ꎬ与对照组、模型组、阴性对照组(２５￣ＨＣ 组)
相比ꎬ依泽替米贝组、阳性对照组(ＬＰＤＳ 组)ＨｅｐＧ２

细胞 ＳＲＥＢＰ￣２ 和 ＬＤＬＲ 蛋白表达明显上调(图 ５)ꎮ
采用流式细胞术检测 ＨｅｐＧ２ 细胞膜上 ＬＤＬＲ 蛋白

表达发现ꎬ与对照组、模型组相比ꎬ依泽替米贝干预

处理后 ＨｅｐＧ２ 细胞膜上的 ＬＤＬＲ 表达增多(图 ６)ꎮ
说明依泽替米贝可能通过上调 ＳＲＥＢＰ￣２ 而促进

ＬＤＬＲ 的表达ꎮ

图 ４. 各组 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＳＲＥＢＰ￣２和 ＬＤＬＲ 的 ｍＲＮＡ 表达　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与模型组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＳＲＥＢＰ￣２ ａｎｄ ＬＤＬＲ ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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图 ５. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＳＲＥＢＰ￣２和 ＬＤＬＲ 蛋白表达　 　 左边电泳图ꎬｐ 为前体蛋白ꎬｍ 为成熟蛋白ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对

照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与模型组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＳＲＥＢＰ￣２ ａｎｄ ＬＤＬＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

图 ６. 流式细胞术检测 ＨｅｐＧ２ 细胞膜上 ＬＤＬＲ 蛋白表达　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与模型组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＤＬＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

３　 讨　 论

随着人们生活水平提高ꎬ血脂增高及脂质代谢

异常的人数日趋增多ꎮ 血脂升高是造成动脉粥样

硬化、冠心病和糖尿病等心血管疾病的一个重要原

因ꎮ 人体肝脏在脂类及胆固醇的合成和代谢过程

中充当着十分重要的角色ꎬ肝脏细胞膜上 ＬＤＬＲ 能

调节血脂 ＬＤＬＣ 的平衡ꎬ通过受体介导的内吞作用ꎬ
增加 ＬＤＬＲ 表达可提高血浆中 ＬＤＬＣ 的清除[１０￣１１]ꎬ
进而减缓心血管疾病的发生发展ꎮ ＬＤＬＲ 表达水平

主要由细胞内胆固醇的负反馈机制来调控ꎬ通过作

用于 ＬＤＬＲ 启动子的固醇调节元件 １ 和 ＳＲＥＢＰ 的

特异性相互作用来调控 ＬＤＬＲ 的表达ꎮ 当肝细胞内

胆固醇含量丰富时ꎬＳＲＥＢＰ 锚定在内质网上ꎬ当细

胞内胆固醇含量下降时ꎬＳＲＥＢＰ 会裂解并释放ꎬ然
后作为核转录因子与 ＬＤＬＲ 的基因操纵子结合ꎬ从
而增强 ＬＤＬＲ 在肝细胞膜上的表达ꎬ促进 ＬＤＬＣ 由

血浆向肝细胞内转运ꎬ升高肝细胞内胆固醇水平ꎬ
同时降低血浆 ＬＤＬＣ 含量[１２￣１３]ꎬ从而降低心血管疾

病发生的风险ꎮ
本研究发现依泽替米贝干预高脂模型 ＡｐｏＥ－ / －

小鼠后ꎬ能降低其血液中 ＴＣ 和 ＬＤＬＣ 的含量ꎬ升高

ＨＤＬＣ 含量ꎬ并能减轻高脂小鼠肝脏的脂质沉积情

况ꎬ提示依泽替米贝能够提高肝脏对血脂成分的再

摄取功能并能增加脂质在肝脏中的代谢ꎮ 本研究

将依泽替米贝与 ＬＤＬ 共同孵育肝脏 ＨｅｐＧ２ 细胞

２４ ｈ后ꎬ采用油红 Ｏ 染色观察细胞的脂滴分布情况ꎬ
用酶学方法检测细胞内 ＴＣ 和 ＦＣ 的含量ꎬ用 ＤｉＩ￣
ＬＤＬ 检测细胞对 ＬＤＬ 的摄取情况ꎬ结果表明依泽替

米贝能提升 ＨｅｐＧ２ 细胞摄取 ＬＤＬＣ 的能力ꎮ 本研

究进一步采用实时荧光定量 ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分
别检测 ＬＤＬＲ 和 ＳＲＥＢＰ￣２ 在 ｍＲＮＡ 及蛋白水平的

表达情况ꎬ并采用流式细胞术检测 ＨｅｐＧ２ 细胞膜上

ＬＤＬＲ 的含量ꎬ结果表明依泽替米贝不仅能上调

ＨｅｐＧ２ 细胞中 ＳＲＥＢＰ￣２ 和 ＬＤＬＲ 的表达水平ꎬ而且

可增加 ＬＤＬＲ 在其细胞膜上的分布ꎮ
ＬＰＤＳ 是 ＳＲＥＢＰ￣２ 的激活剂[１４]ꎬ而 ２５￣ＨＣ 是

ＳＲＥＢＰ￣２ 的抑制剂[１４]ꎬ且 ＬＤＬＲ 的表达受 ＳＲＥＢＰ￣２
的调控[１５]ꎮ 因此ꎬ在体外利用依泽替米贝干预

ＨｅｐＧ２ 细胞的研究过程中ꎬ本研究利用 ＬＰＤＳ 作为

阳性对照ꎬ２５￣ＨＣ 作为阴性对照ꎮ ＨｅｐＧ２ 细胞的

ＤｉＩ￣ＬＤＬ 摄取实验结果发现ꎬＬＰＤＳ 和 ２５￣ＨＣ 分别干

２１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ １ꎬ２０１８



预细胞后可明显促进和抑制其对 ＬＤＬ 的摄取ꎬ且进

一步的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验结果发现 ＬＰＤＳ 可上调 ＬＤ￣
ＬＲ、 ＳＲＥＢＰ￣２ 的 表 达ꎬ 而 ２５￣ＨＣ 可 下 调 ＬＤＬＲ、
ＳＲＥＢＰ￣２ 的表达ꎮ 依泽替米贝干预 ＨｅｐＧ２ 细胞后ꎬ
同样明显促进了细胞对 ＬＤＬ 的摄取ꎬ并上调了

ＬＤＬＲ、ＳＲＥＢＰ￣２ 的表达ꎬ与 ＬＰＤＳ 阳性对照的实验

结果类似ꎬ说明依泽替米贝可通过上调 ＳＲＥＢＰ￣２ 促

进 ＬＤＬＲ 的表达进而提升 ＨｅｐＧ２ 细胞对 ＬＤＬ 的摄

取能力ꎮ
综合分析本研究上述分子、细胞和动物 ３ 个层

次的实验结果ꎬ我们可以得出如下结论:依泽替米

贝通过上调 ＳＲＥＢＰ￣２、ＬＤＬＲ 而对肝脏细胞的 ＬＤＬＣ
摄取能力起促进作用ꎮ
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