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[摘　 要] 　 目的　 探讨 ＲＡＷ２６４.７ 巨噬细胞中脂肪分化相关蛋白(ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ)调控中性胆固醇酯水解酶(ｎＣＥＨ)
表达进而介导脂质积蓄的作用机制ꎮ 方法　 用已成功构建的沉默与高表达 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 的逆转录病毒质粒载体转

染包装细胞 ＰＡ３１７ꎬ继而收集病毒液感染 ＲＡＷ２６４.７ 巨噬细胞ꎬ筛选出 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 沉默细胞株和高表达细胞株ꎮ 逆

转录聚合酶链反应(ＲＴ￣ＰＣＲ)和蛋白免疫印迹分析技术(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)分别检测 ｎＣＥＨ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平ꎬ
液体闪烁计数仪、高效液相色谱法检测细胞内胆固醇流出及胆固醇酯含量ꎮ 结果　 ①高表达 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 的细胞

组胆固醇、胆固醇酯含量明显高于空白对照组(Ｐ<０.０１)ꎬ而沉默 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 表达的细胞组则显著低于空白对照组

(Ｐ<０.０１)ꎬＡｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 可抑制 ｎＣＥＨ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达ꎮ ②用 １００ ｎｍｏｌ / Ｌ 蛋白激酶 Ｃδ(ＰＫＣδ)激动剂佛波酯

(ＰＭＡ)孵育高表达 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 的 ＲＡＷ２６４.７ 细胞 ３０ ｍｉｎ 后ꎬｎＣＥＨ 的 ｍＲＮＡ 与蛋白表达水平明显降低(Ｐ<０.０５)ꎬ
而用 １００ ｎｍｏｌ / Ｌ ＰＫＣδ 抑制剂卡马拉素(Ｒｏｔｔｌｅｒｉｎ)同样孵育 ３０ ｍｉｎ 后ꎬｎＣＥＨ 的表达水平较对照组增高(Ｐ<０.０５)ꎮ
结论　 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 促进巨噬细胞内脂质积蓄可能通过抑制 ｎＣＥＨ 表达来实现ꎬ在这一调控机制中 ＰＫＣδ 发挥了重

要作用ꎮ
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ｓｉｏｎ ｏｆ ｎＣＥＨ(Ｐ<０.０５).　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ ｍａｙ ｅｘｅｒｔ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｖｅｒ ｌｉｐｉｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｎＣＥＨ ｉｎ ＲＡＷ２６４.７ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓꎬ ａｎｄ ＰＫＣδ ｐｌａｙｅｄ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｉｓ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ.

　 　 动脉粥样硬化( ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡｓ)是动脉硬化

性血管疾病中最常见最重要的一种ꎬ其复杂的发病

机制至今尚未完全阐述清楚ꎮ 目前广泛认可 Ａｓ 发

生的关键环节是血管平滑肌细胞或巨噬细胞过度

荷脂导致泡沫细胞的形成ꎮ 脂滴是被吞噬蓄积于

细胞胞浆中的脂质的主要存在形式ꎬ其周边为 ４０ 余

种相关蛋白所包被ꎮ 作为其中含量最高的一种ꎬ脂
肪分化相关蛋白( ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ)在脂滴的形成、分解

以及 Ａｓ 的发生发展中起着重要的作用[１]ꎮ
中性胆固醇酯水解酶(ｎｅｕｔｒａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｅｓｔｅｒ

ｈｙｄｒｏｌａｓｅꎬｎＣＥＨ)是一种催化胆固醇酯水解的酶类ꎬ
它能促使脂滴水解从而减少细胞内脂质积聚[２]ꎬ高表

达 ｎＣＥＨ 具有抗动脉粥样硬化的作用[３]ꎮ 已有的研

究表明ꎬＡｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 和 ｎＣＥＨ 共同存在于脂滴表面ꎬ
两者均与脂质的代谢相关ꎬ共同发挥调控细胞内脂质

的作用[４]ꎮ 在病理状况下ꎬＡｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 和 ｎＣＥＨ 与细

胞内的脂质积蓄有关ꎬ进一步发展会导致泡沫细胞的

形成[５]ꎮ 本课题组前期研究显示 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 促进细

胞内脂质积聚可能通过蛋白激酶 Ｃ(ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｃꎬ
ＰＫＣ)途径[６]ꎮ 那么ꎬＡｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 是否就是通过 ＰＫＣ
途径调节 ｎＣＥＨ 的表达ꎬ进而调控其所介导的脂质积

蓄ꎬ其具体机制又如何ꎬ尚未有研究对此做出明确的

回答ꎮ 故而本研究以此为契机ꎬ在本课题组之前对

Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 一 系 列 研 究 的 基 础 上ꎬ 通 过 观 察

Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 不同表达水平时 ｎＣＥＨ 的改变情况以及

ＰＫＣ 活性改变对 ｎＣＥＨ 表达的影响ꎬ同时检测细胞内

相应的脂质积蓄情况ꎬ初步探讨 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 介导脂

质积蓄过程中 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 与 ｎＣＥＨ 可能的相互作用

以及 ＰＫＣ 在其中所起的可能作用ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 细胞及主要试剂和仪器

ＰＡ３１７ 细胞株购自 ＡＴＣＣ 细胞库ꎻＲＡＷ２６４. ７
细胞株购自中国科学院上海细胞生物学研究所细

胞库ꎻＤＨ５α 菌来自南华大学微生物教研室ꎻＰＣＲ 仪

(中国珠海黑马公司)ꎬ核酸 / 蛋白分析仪 (美国

Ｂｅｃｋｍａｎ 公司)ꎬ凝胶图像分析系统(美国柯达公

司)ꎬ荧光倒置显微镜(日本 Ｎｉｋｏｎ 公司)ꎬＣＯ２ 培养

箱(日本 ＳＡＮＹＯ 公司)ꎻＲＰＭＩ１６４０ 培养基购自上海

ＨｙＣｌｏｎｅ 公司ꎬＤＭＥＭ 高糖培养基购自美国 Ｃｏｓｔａｒ
公司ꎻ新生小牛血清购自杭州四季青公司ꎻ１００ ｂｐ

ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 购自上海 ＧＥＮＥＲＡＹ ＢＩＯＴＥＣＨ 公司ꎻ
Ａｇａｒｏｓｅ 购自 ＧＥＮＥ ＴＥＣＨ 公司ꎻＥＢ、胰酶、ＤＭＳＯ 和

油红 Ｏ 购自 Ａｍｒｅｓｃｏ 公司ꎻＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶配制试

剂盒购自碧云天公司ꎻＢＣＡ 试剂盒购自北京康为世

纪公司ꎻＤＡＢ 显色试剂盒购自北京中杉金桥生物技

术有限公司ꎮ 无内毒素质粒小样快速提取试剂盒

购自北京索来宝公司ꎻＭａｓｔｅｒＭｉｘ ＰＣＲ 扩增试剂盒购

自北京天为时代公司ꎻ所有引物由上海生工生物工

程公司合成ꎮ 梭华￣ＳｏｆａｓｔＴＭ 基因转染试剂购自美

国 ＯＸＯＩＤ 公司ꎻ Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ 购 自 Ｃｈｅｍｉｃｏｎ 公 司ꎻ
ＥｃｏＲⅠ、ＢａｍＨⅠ、ＮｏｔⅠ和 ＨｉｎｄⅢ购自美国 ＢｉｏＬａｂｓ
公司ꎻＥ.Ｚ.Ｎ.Ａ Ｆａｓｔｆｉｌｔｅｒ Ｅｎｄｏ￣ｆｒｅｅ Ｐｌａｓｍｉｄ Ｍａｘｉ Ｋｉｔ
购 自 Ｏｍｅｇａ 公 司ꎻ Ｙｅａｓｔ Ｅｘｔｒａｃｔ、 Ｔｒｙｐｔｏｎｅ、 Ａｇａｒ
ｐｏｗｄｅｒ 购自 ＯＸＯＩＤ 公司ꎮ β￣ａｃｔｉｎ 一抗、ｎＣＥＨ 一抗

购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司ꎻ辣根过氧化物酶标记羊

抗鼠 ＩｇＧ 购自美国 ＥａｒｔｈＯｘ 公司ꎻ辣根过氧化物酶

标记羊抗兔 ＩｇＧ 购自上海碧云天生物科技研究所ꎮ
其余试剂为国产或进口分装分析纯ꎮ
１.２　 细胞培养

小鼠胚胎成纤维细胞株 ＰＡ３１７ 混悬后接种于

高糖 ＤＭＥＭ 培养基 (含 １０％ 胎牛血清) 中ꎬ置于

３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱培养ꎬ１ ~ ２ 天换液ꎬ约 ３ ~ ４ 天

细胞 密 度 达 ９０％ 时 传 代ꎻ 小 鼠 巨 噬 细 胞 株

ＲＡＷ２６４.７混悬后接种于 ＲＰＭＩ１６４０ 培养基(含 １０％
胎牛血清)中ꎬ置于 ３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱培养ꎬ１ ~ ２
天换液ꎬ约 ３~４ 天细胞贴壁达 ９０％时考虑传代ꎮ
１.３　 实验分组

本研究分为两个部分:首先ꎬ观察 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ
不同表达水平状况下ꎬＲＡＷ２６４.７ 细胞中 ｎＣＥＨ 的

ｍＲＮＡ 及蛋白表达水平改变以及细胞内胆固醇酯含

量的变化ꎬ探索 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 与 ｎＣＥＨ 之间的相互关

系以及两者在脂质积蓄中发挥作用的可能机制ꎬ进
而用 ＰＫＣδ 激动剂佛波酯(ＰＭＡ)、抑制剂卡马拉素

(Ｒｏｔｔｌｅｒｉｎ)处理 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 高表达巨噬细胞ꎬ探讨

ＰＫＣδ 在 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 通过 ｎＣＥＨ 促进 ＲＡＷ２６４.７ 巨

噬细胞脂质积蓄中所起的作用ꎮ 构建 ｐＱＣＸＩＰ￣ＨＡ￣
Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 和 ｐＳｕｐｅｒ￣Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ ｓｉＲＮＡ 逆转录病毒

载体ꎬ经酶切和 ＰＣＲ 鉴定确认构建成功后转染

ＰＡ３１７ 包装细胞ꎬ获得 ｐＱＣＸＩＰ￣ＨＡ￣Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 和

ｐＳｕｐｅｒ￣Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ ｓｉＲＮＡ 逆转录病毒ꎮ 收集病毒

液ꎬ感染 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞ꎬ用嘌呤霉素筛选ꎬ获得

Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 稳定高表达和沉默表达的细胞株ꎮ 实验
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一(每组样本量为 ３)分为:①空白对照组ꎻ②空载体

对照 组: 用 获 得 的 ｐＱＣＸＩＰ 逆 转 录 病 毒 感 染

ＲＡＷ２６４.７ 细胞ꎻ③Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 高表达组:用获得的

ｐＱＣＸＩＰ￣ＨＡ￣Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 逆转录病毒感染 ＲＡＷ２６４.７ 细

胞ꎻ ④ｓｉＲＮＡ 对照组:用获得的 ｐＳｕｐｅｒ￣ｓｃｒａｍｂｌｅ ｓｉＲＮＡ
逆转录病毒感染 ＲＡＷ２６４.７ 细胞ꎻ⑤Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ ｓｉＲＮＡ
组:用获得的 ｐＳｕｐｅｒ￣Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ ｓｉＲＮＡ 逆转录病毒感

染 ＲＡＷ２６４.７ 细胞ꎮ 实验二(每组样本量为 ３):(１)
ＰＫＣδ 激动剂 ＰＭＡ 处理实验ꎬ分为①空白对照组ꎻ②空

载体＋ＰＭＡ 对照组:用获得的 ｐＱＣＸＩＰ 逆转录病毒感染

ＲＡＷ２６４.７ 细胞ꎬ予 ＰＭＡ 孵育(１００ ｎｍｏｌ / Ｌ)３０ ｍｉｎꎻ③
Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 高表达＋ＰＭＡ 组:用获得的 ｐＱＣＸＩＰ￣ＨＡ￣
Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 逆转录病毒感染 ＲＡＷ２６４.７ 细胞ꎬ予 ＰＭＡ
孵育(１００ ｎｍｏｌ / Ｌ)３０ ｍｉｎꎻ(２)ＰＫＣδ 抑制剂Ｒｏｔｔｌｅｒｉｎ 处

理实验ꎬ分为①空白对照组ꎻ②空载体＋Ｒｏｔｔｌｅｒｉｎ 对照

组:用获得的 ｐＱＣＸＩＰ 逆转录病毒感染 ＲＡＷ２６４.７ 细

胞ꎬ予 Ｒｏｔｔｌｅｒｉｎ 孵育(１００ ｎｍｏｌ / Ｌ)３０ ｍｉｎꎻ③Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ
高表达＋Ｒｏｔｔｌｅｒｉｎ 组:用获得的 ｐＱＣＸＩＰ￣ＨＡ￣Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ
逆转录病毒感染 ＲＡＷ２６４.７ 细胞ꎬ予 Ｒｏｔｔｌｅｒｉｎ 孵育

(１００ ｎｍｏｌ / Ｌ)３０ ｍｉｎꎮ
１.４ 　 转化、鉴定和提取 ｐＱＣＸＩＰ￣ＨＡ￣Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ、
ｐＳｕｐｅｒ￣Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ ｓｉＲＮＡ 表达载体

首先制备感受态细胞 ＤＨ５α(参考分子克隆中

ＣａＣｌ２ 法)ꎬ将本课题组前期构建成功的 ｐＱＣＸＩＰ￣ＨＡ￣
Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ、ｐＳｕｐｅｒ￣Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ ｓｉＲＮＡ 逆转录病毒载

体分别加入预冷的 ＤＨ５α 中使之转化ꎬ确认转化成功

的 ＤＨ５α 单菌落接种于含氨苄青霉素的 ＬＢ 液体培养

基中ꎬ空气浴摇床振荡 １８~２４ ｈ(３７℃、２２０ ｒ / ｍｉｎ)ꎻ取
一部分菌液提取质粒并进行酶切(ＥｃｏＲⅠ或 ＮｏｔⅠ)鉴
定ꎬ余下已鉴定的菌液重新划板并挑取阳性单菌落接

种于含有氨苄青霉素的 ＬＢ 液体培养基ꎬ所得菌液用

Ｅ.Ｚ.Ｎ.Ａ Ｆａｓｔｆｉｌｔｅｒ Ｅｎｄｏ￣ｆｒｅｅ Ｐｌａｓｍｉｄ Ｍａｘｉ Ｋｉｔ(具体操

作见说明书)提取质粒ꎬ酶切及 ＰＣＲ 检测质粒性质ꎬ
紫外分光光度计检测质粒浓度ꎮ
１.５　 转染 ｐＱＣＸＩＰ￣ＨＡ￣Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ、ｐＳｕｐｅｒ￣Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ
ｓｉＲＮＡ入 ＰＡ３１７ 包装细胞ꎬ收集重组 ＤＮＡ 逆转录病

毒液

转染前一天将 ＰＡ３１７ 细胞接种于 ６ 孔板中[接
种密度约(５~７)×１０５细胞 / 孔]ꎬ３７℃、５％ＣＯ２ 细胞培

养箱中过夜ꎮ 用 １００ μＬ 无血清 ＤＭＥＭ 稀释 ｐＱＣＸＩＰ￣
ＨＡ￣Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 和 ｐＳｕｐｅｒ￣Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ ｓｉＲＮＡ 质粒各

２ μＬꎬ另用 １００ μＬ 无血清 ＤＭＥＭ 稀释 ６ μＬ 梭华￣Ｓｏ￣
ｆａｓｔＴＭꎬ分别在室温下静置 ５ ｍｉｎ 后将两者混匀ꎬ室
温下孵育 ２０ ｍｉｎꎬ均匀滴加到 ６ 孔板中ꎬ１０％血清无

抗生素培养基中培养ꎮ ４ ｈ 后换含２ ｍｇ / Ｌ嘌呤霉素

的完全培养基ꎬ４８ ｈ 后筛选ꎬ每 ２ ~ ３ 天更换一次培

养基ꎬ２ 周后嘌呤霉素筛选浓度降为 １ ｍｇ / Ｌꎬ３~４ 周

后获得稳定转染并持续表达 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 的抗性克

隆ꎬ将细胞克隆进行转移和扩增ꎬ收集病毒液ꎮ
１.６　 病毒感染 ＲＡＷ２６４.７ 细胞

ＲＡＷ２６４.７ 细胞接种于 ６ 孔板中(接种密度约 ４×
１０５ 细胞 / 孔)ꎬ培养过夜ꎮ 取 ｐＱＣＸＩＰ￣ＨＡ￣Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ
和 ｐＳｕｐｅｒ￣Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ ｓｉＲＮＡ 病毒液上清并分别稀释

１０－２、１０－３、１０－４倍ꎬ加入凝聚胺使其终浓度为 ８ ｍｇ / Ｌꎮ
弃去 ６ 孔板中的培养基ꎬ取稀释后的 １ ｍＬ 病毒凝聚胺

混合液加入ꎬ每种病毒加 ２ 孔ꎬ感染 ６ ｈꎮ 补充培养基ꎬ
此时凝聚胺浓度降为 ４ ｍｇ / Ｌꎮ ２４ ｈ 后将 ＲＡＷ２６４.７ 细

胞传代ꎬ加入终浓度为 ３ ｍｇ / Ｌ 的嘌呤霉素进行阳性筛

选ꎮ ＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ｍＲＮＡ 水平(感染后利用嘌呤霉素

筛选≥３ ｄ 的细胞方可检测)ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表

达水平(筛选≥４ ｄ 的细胞方可检测)ꎮ
１.７　 逆转录聚合酶链反应

提取 ＲＡＷ２６４.７ 细胞总 ＲＮＡ(具体见超纯 ＲＮＡ
提取试剂盒说明书)ꎮ 取 ＲＮＡ ５ μｇ 合成 ｃＤＮＡꎬ再
取逆转录产物 ２ μＬ 进行 ＰＣＲ 循环ꎮ Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 引

物序列为上游 ５′ＣＣＡＡＧＧＡＴＴＣＴＧＴＡＧＣＣＡＧＣＡ３′ꎬ
下游 ５′ＡＣＡＧＴＧＧＧＡＣＴＣＡＴＣＧＧＴＧＴＣ３′ꎬ扩增片段

长度 ５２３ ｂｐꎻ内参 ＧＡＰＤＨ 引物序列为上游 ５′ＴＧＣ￣
ＣＡＴＣＡＡＣＧＡＣＣＣＣＴＴＣＡ３′ꎬ 下 游 ５′ ＴＧＡＣＣＴＴＧＣ￣
ＣＣＡＣＡＧ３′ꎬ扩增片段长度 ３５４ ｂｐꎻｎＣＥＨ 引物序列

为上游 ５′ ＴＧＴＣＣＴＣＡＣＡＡＣＴＣＣＣＡＣＡＧ３′ꎬ 下游 ５′
ＧＡＣＣＡＣＡＧＧＧＣＴＴＴＴＣＴＣＡＧ３′ꎬ 扩 增 片 段 长 度

４３８ ｂｐꎮ ＰＣＲ 反应共设置 ３５ 个循环ꎬ循环参数:温
育(９４℃ꎬ５ ｍｉｎ)ꎬ变性(９４℃ꎬ３０ ｓ)ꎬ退火(５７.５℃ꎬ
４５ ｓ)ꎬ延伸(７２℃ꎬ７ ｍｉｎ)ꎮ 琼脂糖凝胶电泳进行产

物的检测(１. ２％琼脂糖凝胶中加入 ５ μＬ ＰＣＲ 产

物)ꎮ 电泳条带采用 ＵＶＰ 凝胶图像分析系统拍摄ꎬ
待测基因 ｍＲＮＡ 表达的差异以各组目的基因与内

参基因吸光度比值来比较ꎮ
１.８　 蛋白免疫印迹分析

收集 ＲＡＷ２６４.７ 细胞ꎬ加入细胞裂解液冰上裂

解 ２５ ｍｉｎꎬ离心(１２０００ ｒ / ｍｉｎꎬ１０ ｍｉｎ)取上清得总蛋

白ꎮ 蛋白定量试剂盒定量ꎬ加入上样缓冲液混匀后

使蛋白变性(水浴 １００℃ꎬ７ ｍｉｎ)ꎬ冰上冷却ꎮ 配制

并灌注 １０％ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分离胶和 ５％的浓缩胶ꎬ加入

蛋白样品ꎬ进行电泳(先恒压 ８０ Ｖꎬ约 ３０~４０ ｍｉｎꎻ后
调至 １２０ Ｖꎬ约 １ ｈ)ꎮ 切凝胶转移至 ＰＶＤＦ 膜上(恒
流 ２００ ｍＡꎬ２ ｈꎬ转移槽置于冰中)ꎻ封闭液为 ５％无

抗脱脂牛奶(室温ꎬ４ ｈ)ꎬ封闭后并加入鼠源性一抗

溶液(稀释度为 １ ∶ ５００)ꎬ室温下摇床振荡孵育 １ ｈꎬ
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４℃ 过夜ꎻＴＢＳＴ 清洗 ＰＶＤＦ 膜 ３ 次ꎻ加入相应二抗

(稀释度为 １ ∶ １０００)ꎬ摇床上缓慢摇动与膜共孵育

１ ｈꎻＴＢＳＴ 洗 ＰＶＤＦ 膜 ３ 次ꎮ 显影ꎮ
１.９　 液体闪烁计数法

ＲＡＷ２６４.７ 细胞接种于 ６ 孔板中(接种密度约

６×１０６ 细胞 / 孔)ꎬＲＰＭＩ１６４０(含 ５％胎牛血清)培养ꎬ
０.２ μＣｉ / Ｌ [ ３Ｈ]标记的胆固醇处理 ４８ ｈꎮ ＰＢＳ 清洗

细胞 ３ 次ꎮ 液体闪烁计数仪检测培养液和细胞中的

[ ３Ｈ]胆固醇含量ꎮ 胆固醇流出率用培养液中 ｃｐｍ /
(培养液＋细胞)中 ｃｐｍ×１００％表示[ｃｐｍ:每分钟记

数(ｃｏｕｎｔｓ ｐｅｒ ｍｉｎｕｔｅ)]ꎮ
１.１０　 高效液相色谱分析

参考文献[７] 超声破碎待进行高效液相色谱分

析(ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙꎬＨＰＬＣ)的
细胞ꎬ测定蛋白质含量ꎮ 细胞裂解产物中加入 １５％
的醇溶性氢氧化钾(等体积ꎬ新鲜配制ꎬ－２０℃)ꎬ涡
旋震荡至清亮后加入 ６％三氯乙酸ꎬ然后加入等体

积正己烷、异丙醇混合液(二者体积比为 ４ ∶ １)ꎬ涡
旋震荡 ５ ｍｉｎꎬ离心(１５００ ｒ / ｍｉｎꎬ１５℃ꎬ５ ｍｉｎ)ꎮ 收集

有机相ꎬ下层水相按上法再次抽提 ２ 次ꎬ最后转移全

部有机相至试管中ꎬ真空冷冻干燥机中干燥(６５℃)
并室温下冷却ꎬ加入异丙醇 ∶ 正庚烷 ∶ 乙腈混合液

(总体积 １００ μＬꎬ三者体积比为 ３５ ∶ １２ ∶ ５２)溶解样

品ꎬ活性炭去色素ꎬ超声除气ꎬ离心 ( １５００ ｒ / ｍｉｎꎬ
５ ｍｉｎ)ꎮ 取 １０ μＬ 收集的上清液进样ꎬ采用 Ｃ１８ 柱ꎬ
以异丙醇 ∶ 正庚烷 ∶ 乙腈为流动相进行非梯度洗

脱(流速 １ ｍＬ / ｍｉｎꎬ柱温 ４℃ꎬ波长 ２１６ ｎｍꎬ检测时

长 ８ ｍｉｎ)ꎮ 以峰面积定量游离胆固醇和总胆固醇

量(总胆固醇量需以胆固醇酯酶水解胆固醇酯后再

行 ＨＰＬＣ 测定)ꎬ胆固醇酯量则由总胆固醇量减去

游离胆固醇量计算得到ꎮ
１.１１　 统计学分析

所采用实验数据用 ｘ±ｓ 表示ꎬ组间差异采用方差

分析及 ｔ 检验ꎬ由 ＳＰＳＳ １８.０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５.０ 软

件处理完成ꎬＰ<０.０５ 表示差异具有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１ 　 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 在感染逆转录病毒的 ＲＡＷ２６４. ７
细胞中的表达情况

检 测 感 染 ｐＱＣＸＩＰ、 ｐＱＣＸＩＰ￣ＨＡ￣Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ、
ｐＳｕｐｅｒ￣ｓｃｒａｍｂｌｅ ｓｉＲＮＡ、ｐＳｕｐｅｒ￣Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ ｓｉＲＮＡ 包

装病 毒 的 ＲＡＷ２６４. ７ 巨 噬 细 胞 及 未 处 理 的

ＲＡＷ２６４. ７ 巨 噬 细 胞 中 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 表 达 水 平ꎬ

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结 果 显 示 ( 图 １ )ꎬ ｐＱＣＸＩＰ￣ＨＡ￣
Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 包装病毒感染组 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 表达增高ꎬ
而 ｐＳｕｐｅｒ￣Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ ｓｉＲＮＡ 包装病毒感染组 Ａｄｉ￣
ｐｏｐｈｉｌｉｎ 表达减少ꎬ与空白对照组相比ꎬ差异具有统

计学意义ꎮ

图 １. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 在感染不同逆转录病毒

的 ＲＡＷ２６４.７ 细胞中的表达情况(ｎ＝ ３) 　 　 １ 为空白对照组ꎬ
２ 为空载体对照组ꎬ３ 为 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 高表达组ꎬ４ 为 ｓｉＲＮＡ 对照组ꎬ５ 为

Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ ｓｉＲＮＡ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与空白对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ ｉｎ ＲＡＷ２６４.７ ｍａｃ￣
ｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ(ｎ＝ ３)

２.２　 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 对 ＲＡＷ２６４.７ 巨噬细胞中 ｎＣＥＨ 表

达以及脂质积蓄的影响

观察 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 不同表达水平时ꎬＲＡＷ２６４. ７
巨噬细胞中 ｎＣＥＨ 表达以及脂质积蓄的改变ꎮ ＲＴ￣
ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 的结果均显示(图 ２)ꎬ相对于空

白对照组ꎬ ｐＱＣＸＩＰ￣ＨＡ￣Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 组 ( Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ
高表达组)ＲＡＷ２４６.７ 巨噬细胞中ꎬｎＣＥＨ 的表达明

显降低ꎬ而在 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ ｓｉＲＮＡ 组 ＲＡＷ２６４.７ 巨噬

细胞中ꎬｎＣＥＨ 的表达明显增高ꎬ差异均有显著性

(Ｐ<０.０５)ꎮ 液体闪烁计数仪及高效液相色谱法检

测胆固醇流出及细胞内脂质成分的改变情况ꎬ结果

显示(图 ３ 和表 １)ꎬ相对于空白对照组ꎬｐＱＣＸＩＰ￣
ＨＡ￣Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 组(Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 高表达组)胆固醇的

流出明显减少ꎬ脂质积蓄增多ꎬ巨噬细胞内胆固醇

酯 /总胆固醇比值为 ５１.５％ꎬ说明 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 高表达

组细胞已经泡沫化(细胞内胆固醇酯 /总胆固醇比

值达 ５０％ 以上为泡沫细胞的标准)ꎻ Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ
ｓｉＲＮＡ 组胆固醇的流出明显增多ꎬ脂质积蓄减少ꎬ巨
噬细胞内胆固醇酯 /总胆固醇比值仅为 １８.９％ꎬ组间

差异均有显著性(Ｐ<０.０５)ꎮ 综合以上检测结果ꎬ可
以认为 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 可抑制 ｎＣＥＨ 表达ꎬ同时影响

８１１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ２ꎬ２０１８



ＲＡＷ２６４.７ 巨噬细胞内的脂质积蓄与构成情况ꎮ

图 ２. Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 对 ＲＡＷ２６４.７ 巨噬细胞中 ｎＣＥＨ ｍＲＮＡ(左图)和蛋白(右图)表达的影响(ｎ ＝ ３) 　 　 １ 为空白对照组ꎬ２ 为空

载体对照组ꎬ３ 为 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 高表达组ꎬ４ 为 ｓｉＲＮＡ 对照组ꎬ５ 为 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ ｓｉＲＮＡ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与空白对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ ｏｎ ｎＣＥＨ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＲＡＷ２６４.７ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ(ｎ＝ ３)

图 ３. 液体闪烁计数仪检测 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 对 ＲＡＷ２６４.７ 巨噬

细胞中胆固醇流出的影响(ｎ ＝ ３) 　 　 １ 为空白对照组ꎬ２ 为空

载体对照组ꎬ３ 为 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 高表达组ꎬ４ 为 ｓｉＲＮＡ 对照组ꎬ５ 为 Ａｄｉ￣
ｐｏｐｈｉｌｉｎ ｓｉＲＮＡ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与空白对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与
Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 高表达组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ ｏｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｅｆｆｌｕｘ ｆｒｏｍ
ＲＡＷ２６４.７ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ(ｎ＝ ３)

表 １. 各组 ＲＡＷ２６４.７ 巨噬细胞胆固醇、胆固醇酯含量比较

(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ １. Ｔｈｅ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ａｎｄ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｅｓｔｅｒ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)

分　 组
ＦＣ

(ｍｇ / ｇ)
ＣＥ

(ｍｇ / ｇ)
ＴＣ

(ｍｇ / ｇ)
ＣＥ / ＴＣ
(％)

空白对照组 ２１７±２３ １１８±１９ ３３５±３４ ３５.３

空载体对照组 ２０５±２６ １２４±２８ ３２９±３１ ３７.７

Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 高表达组 ２４１±１６ａ ２５５±２４ａ ４９６±３８ａ ５１.５

ｓｉＲＮＡ 对照组 ２２３±１４ １１８±１８ ３４１±３２ ３４.８

Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ ｓｉＲＮＡ 组 ２１０±１７ａ ４８.９±２２ａ ２５９±３４ａ １８.９

ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与空白对照组比较ꎮ

２.３　 高表达 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 的 ＲＡＷ２６４.７ 巨噬细胞中ꎬ
ＰＭＡ 和 Ｒｏｔｔｌｅｒｉｎ 对 ｎＣＥＨ 表达的影响

对 ｐＱＣＸＩＰ￣ＨＡ￣Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 组(Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 高表

达组)ＲＡＷ６４.７ 巨噬细胞给予 ＰＭＡ 和 Ｒｏｔｔｌｅｒｉｎ 处

理后ꎬＲＴ￣ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 的结果均显示:ＰＫＣδ
激动剂 ＰＭＡ 与 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 协同增强对 ｎＣＥＨ 的抑

制效应(图 ４)ꎬ而 ＰＫＣδ 抑制剂 Ｒｏｔｔｌｅｒｉｎ 则可以逆

转 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 对 ｎＣＥＨ 的抑制效应(图 ５)ꎮ 这种变

化趋势与 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 不同表达水平对 ｎＣＥＨ 表达的

作用趋势一致ꎬ 这说明在 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 通过抑制

ｎＣＥＨ 促进细胞内脂质积蓄的这一过程中ꎬＰＫＣδ 发

挥了重要的作用ꎬ很有可能是 ＰＭＡ 或 Ｒｏｔｔｌｅｒｉｎ 改变

了 ＰＫＣ 活性ꎬ而 ＰＫＣ 活性的变化又调控了 ｎＣＥＨ
的表达ꎮ

３　 讨　 论

作为 脂 滴 相 关 蛋 白 家 族 的 主 要 成 员ꎬ
Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 被认为是细胞内脂质积蓄的标志物ꎬ其
不仅在脂滴外周含量最高促进细胞内脂质积蓄ꎬ还
可抑制胆固醇外流[８￣１０]ꎮ 病理状态下ꎬＡｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ
与泡沫细胞的形成及动脉粥样硬化发生、发展密切

相关[１１]ꎮ 临床研究发现ꎬ有症状的颈动脉粥样硬化

患者ꎬ其动脉粥样硬化斑块中的 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 含量较

之无症状患者增加了 １.７ 倍ꎬ而且主要是分布在巨

噬细胞来源的泡沫细胞区[１２￣１３]ꎮ 可见ꎬＡｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ
表达增高不仅会导致动脉粥样硬化斑块的形成ꎬ还
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图 ４. ＰＭＡ 对高表达 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 的 ＲＡＷ２６４.７ 巨噬细胞中 ｎＣＥＨ 表达的影响(ｎ＝ ３)　 　 Ａ 为 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ｎＣＥＨ ｍＲＮＡ 水平ꎬＢ
为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｎＣＥＨ 蛋白表达水平ꎮ １ 为空白对照组ꎬ２ 为空载体＋ＰＭＡ 对照组ꎬ３ 为 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 高表达＋ＰＭＡ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与空白对

照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＰＭＡ ｏｎ ｎＣＥＨ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＲＡＷ２６４.７ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ(ｎ＝ ３)

图 ５. Ｒｏｔｔｌｅｒｉｎ 对高表达 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 的 ＲＡＷ２６４.７ 巨噬细胞中 ｎＣＥＨ 表达的影响(ｎ＝ ３) 　 　 Ａ 为 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ｎＣＥＨ ｍＲＮＡ 水

平ꎬＢ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｎＣＥＨ 蛋白表达水平ꎮ １ 为空白对照组ꎬ２ 为空载体＋Ｒｏｔｔｌｅｒｉｎ 对照组ꎬ３ 为 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 高表达＋Ｒｏｔｔｌｅｒｉｎ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<
０.０５ꎬ与空白对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｒｏｔｔｌｅｒｉｎ ｏｎ ｎＣＥＨ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＲＡＷ２６４.７ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ(ｎ＝ ３)

与动脉粥样硬化患者的临床症状轻重具有相关性ꎮ
近年来随着对 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 的不懈研究ꎬ我们对 Ａｄｉ￣
ｐｏｐｈｉｌｉｎ 促脂质积蓄的作用已经相当熟识ꎬ对其结

构、分布及功能也十分清楚ꎬ但其促进脂质积蓄的

关键机制却尚不明确ꎬ还需要进一步的研究和探讨ꎮ
ｎＣＥＨ 是我们所熟知的中性胆固醇酯水解酶ꎬ

其主要功能是水解细胞中的胆固醇酯ꎬ使本身不能

从细胞内流出的胆固醇酯以游离胆固醇的形式流

出细胞ꎬ从而减少细胞内的胆固醇积蓄[３￣４]ꎮ 很显

然ꎬ在脂滴形成与水解过程中ꎬＡｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 与 ｎＣＥＨ
存在着功能上的拮抗性ꎮ 现有的研究表明ꎬ当

ｎＣＥＨ 水解胆固醇酯时ꎬ原本通过 Ｎ￣端锚定在内质

网的 ｎＣＥＨ 就会转移到脂滴ꎬ与 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 同时存

在于脂滴表面ꎮ 而另有研究发现ꎬｎＣＥＨ 的表达信

号亦出现在动脉粥样硬化病变区、外周血单核巨噬

细胞以及 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 表达增高的 ＣＤ６８＋细胞中[２]ꎮ
再者ꎬ 本 课 题 组 运 用 免 疫 共 沉 淀 技 术 证 明

Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 与 ｎＣＥＨ 可以结合[１４]ꎮ 那么 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ
与 ｎＣＥＨ 之间是否存在某种关系ꎬ由 Ａｄｉｐｏｈｈｉｌｉｎ 介

导的细胞内脂质积蓄是否就是通过 ｎＣＥＨ 来实现

的? 为此ꎬ本实验检测了 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 不同表达水平

时ꎬＲＡＷ２６４.７ 巨噬细胞中 ｎＣＥＨ 表达以及脂质积

蓄的改变ꎮ ＲＴ￣ＰＣＲ 和蛋白质印迹的结果均显示ꎬ
Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 高表达时ꎬｎＣＥＨ 表达明显降低ꎬ而 Ａｄｉ￣

ｐｏｐｈｉｌｉｎ 被抑制时ꎬｎＣＥＨ 表达则明显增高ꎻ而细胞

内脂质积蓄的变化情况刚好与 ｎＣＥＨ 表达呈相反趋

势ꎮ 可见ꎬＡｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 可抑制 ｎＣＥＨ 表达ꎬｎＣＥＨ 表

达改变可以影响 ＲＡＷ２６４.７ 巨噬细胞内的脂质积蓄

与 构 成 情 况ꎮ 因 此 我 们 推 测 ｎＣＥＨ 或 许 是

Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 的一个下游作用靶点ꎬ正常生理情况下ꎬ
Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 可以通过调节 ｎＣＥＨ 的表达使脂质的合

成与分解处于平衡状态ꎬ而当机体处于病理状态

时ꎬ在脂滴表面大量表达的 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 则会抑制

ｎＣＥＨ 表达ꎬ从而使胆固醇酯的分解及流出受到阻

碍ꎬ导致细胞内脂质的异常蓄积ꎮ
蛋白激酶 Ｃ (ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ＣꎬＰＫＣ)是重要的细

胞内信号转导分子ꎬ其同工酶可分为 ４ 大类 １３ 个亚

型[１５]ꎮ 其中ꎬＰＫＣδ 属非 Ｃａ２＋依赖性的ꎬ受二酰基甘

油调节[１６]ꎮ 静息状态下 ＰＫＣ 多位于胞浆ꎬ激活时从

胞浆转位至胞膜ꎮ ＰＫＣ 的活性可影响细胞内胆固醇

流入 和 外 排[１７]ꎮ 本 课 题 组 前 期 研 究 证 实[６]ꎬ
Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 介导的 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞脂质积蓄过程受

到 ＰＫＣ 活性的影响ꎬ同时又有研究发现[１８]ꎬＲＡＷ２６４.
７ 巨噬细胞与油酸共孵育 ５ ｍｉｎ 后ꎬＰＫＣδ 从胞浆向胞

膜转位ꎬ１６ ｈ 后ꎬＰＫＣδ 表达减少并与 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 共

同位于脂滴表面ꎮ 于是ꎬ我们选取了 ＰＫＣ 亚型 ＰＫＣδ
作为重点研究对象ꎮ 通过之前的实验ꎬ我们得知 Ａｄｉ￣
ｐｏｐｈｉｌｉｎ 可抑制 ｎＣＥＨ 表达ꎬ而 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 积聚细胞

０２１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ２ꎬ２０１８



内脂质的过程又涉及 ＰＫＣ 信号途径ꎬ那么 ＰＫＣ 活性

的增加与 ｎＣＥＨ 的表达有没有调控与被调控的关系

呢? 总结有关 ＰＫＣ 及 ｎＣＥＨ 的研究ꎬ我们推测 Ａｄｉ￣
ｐｏｐｈｉｌｉｎ 可能是通过激活 ＰＫＣꎬ进一步引起 ｎＣＥＨ 表

达的减少ꎬ从而使细胞内胆固醇酯积聚ꎮ 为了验证该

推测ꎬ本研究采用了 ＰＫＣδ 的特异性激动剂 ＰＭＡ 和

抑制剂 Ｒｏｔｔｌｅｒｉｎ 处理 ＲＡＷ２６４.７ 巨噬细胞ꎮ 结果显

示ꎬ与空白对照组相比ꎬＡｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 高表达细胞同时

与 ＰＫＣδ 激动剂 ＰＭＡ 共孵育 ３０ ｍｉｎꎬ可以协同增强

Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 对 ｎＣＥＨ 的抑制作用ꎻ而如果 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ
高表达细胞同时与 ＰＫＣδ 抑制剂 Ｒｏｔｔｌｅｒｉｎ 共孵育 ３０
ｍｉｎꎬ则可以有效逆转高表达 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 所致的

ｎＣＥＨ 低表达ꎮ 这些结果说明ꎬＡｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 促进细胞

内脂质积蓄可以通过激活 ＰＫＣδ 从而抑制 ｎＣＥＨ 表

达来实现ꎮ
从本文的结果来看ꎬ ｎＣＥＨ 是 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 促

ＲＷＡ２６４.７ 巨噬细胞脂质积蓄的关键点ꎬＰＫＣδ 则在

其中扮演着一个“桥梁”的角色ꎮ 越来越多的研究

已经把 Ａｄｉｐｏｐｈｉｌｉｎ 做为防治动脉粥样硬化的新靶

点ꎬ对其促进细胞内胆固醇酯积聚的机制研究越透

彻越有利动脉粥样硬化的防治ꎮ 本研究探讨了 Ａｄｉ￣
ｐｏｐｈｉｌｉｎ 与 ｎＣＥＨ 在调节脂质积蓄中的作用ꎬ在完善

动脉粥样硬化机制研究的同时也将为临床防治动

脉粥样硬化提供新的研究思路ꎮ
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