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[摘　 要] 　 目的　 研究 Ｎε ￣羧甲基赖氨酸(ＣＭＬ)对平滑肌细胞泡沫化中脂质外流的影响ꎬ探讨其在促进平滑肌细

胞泡沫化中的作用和机制ꎮ 方法　 使用组织贴块法从 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠主动脉中提取原代血管平滑肌细胞并进行鉴

定ꎻ将第 ３~９ 代的原代平滑肌细胞分为对照组ꎬ氧化型低密度脂蛋白(ｏｘ￣ＬＤＬ)(５０ ｍｇ / Ｌ)模型组ꎬ１、１０、１００ μｍｏｌ / Ｌ
的 ＣＭＬ 与 ｏｘ￣ＬＤＬ 共刺激组ꎬ通过 ＮＢＤ￣胆固醇流出实验检测 ＣＭＬ 对泡沫细胞胆固醇流出率的影响ꎬ通过胆固醇含

量测定试剂盒测定细胞内总胆固醇(ＴＣ)、游离胆固醇(ＦＣ)和胆固醇酯(ＣＥ)水平ꎻ将原代血管平滑肌细胞分为四

组:对照组、ｏｘ￣ＬＤＬ 模型组、ｏｘ￣ＬＤＬ＋ＣＭＬ 组、ＲＡＧＥ ｓｉＲＮＡ 沉默组( ｏｘ￣ＬＤＬ＋ＣＭＬ＋ｓｉＲＡＧＥ 组)并进行刺激ꎬ通过

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测糖基化终末产物受体(ＲＡＧＥ)和胆固醇流出调节子 ＡＢＣＡ１ 的表达ꎻ通过油红 Ｏ 染色和油红萃取

实验检测各组平滑肌细胞泡沫化程度ꎮ 结果　 与对照组相比ꎬ不同浓度 ＣＭＬ 明显升高平滑肌细胞内 ＴＣ、ＣＥ 和 ＦＣ
的含量ꎻ胆固醇流出实验表明胆固醇流出率随 ＣＭＬ 浓度升高而降低ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验表明与对照组相比ꎬ加入

ＣＭＬ 后 ＲＡＧＥ 明显升高ꎬＡＢＣＡ１ 明显降低ꎬｏｘ￣ＬＤＬ＋ＣＭＬ＋ｓｉＲＡＧＥ 组 ＲＡＧＥ 的表达降低ꎬ并且 ＡＢＣＡ１ 降低水平减

少ꎻ油红 Ｏ 染色显示 ｏｘ￣ＬＤＬ 能够促使平滑肌细胞内脂质蓄积ꎬＣＭＬ 能够增强其作用ꎬ抑制 ＲＡＧＥ 表达后 ＣＭＬ 作用

减弱ꎮ 结论　 ＣＭＬ 通过 ＲＡＧＥ 抑制脂质外流ꎬ促进平滑肌细胞源性泡沫细胞形成ꎮ
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ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ｏｘ￣ＬＤＬ ｃｏ￣ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＣＭＬ ｇｒｏｕｐꎬ ＲＡＧＥ ｓｉＲＮＡ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｇｒｏｕｐ.　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｗａｓ
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　 　 动脉硬化性心血管疾病是糖尿病患者死亡和

残疾的主要原因[１]ꎬ与非糖尿病患者相比ꎬ糖尿病

患者心血管疾病发病更早(约 １４.６ 年)ꎬ且病变分布

更广ꎬ此外ꎬ约 ２ / ３ 的糖尿病患者死于心血管疾病:
其中约 ４０％来自缺血性心脏病ꎬ１５％来自其他形式

的心脏病ꎬ主要是充血性心力衰竭ꎬ约 １０％来自脑

卒中[２￣４]ꎮ 我们前期研究证实ꎬ糖基化终末产物的

重要活性成分 Ｎε￣羧甲基赖氨酸(Ｎε￣ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｌ￣
ｙｓｉｎｅꎬ ＣＭＬ)通过促进巨噬细胞泡沫形成和凋亡ꎬ抑
制其迁移ꎬ进而加速动脉粥样硬化过程[５￣６]ꎮ

血管平滑肌细胞( ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌꎬ
ＶＳＭＣ)是泡沫细胞的另一个重要来源ꎬ由平滑肌细

胞来源的泡沫细胞可占总泡沫细胞的 ４０％ ~ ５０％ꎬ
并且随疾病进展所占比重逐渐增加[７￣８]ꎮ 已有研究

发现ꎬ胆固醇流出的重要调节因子 ＡＴＰ 结合盒转运

体 Ａ１( ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｔｒａｎｓ￣
ｐｏｒｔｅｒ Ａ１ꎬ ＡＢＣＡ１)在泡沫化的平滑肌细胞中表达

明显降低ꎬ提示胆固醇流出受阻在此过程中发挥重

要作用[８￣９]ꎮ 另有研究表明ꎬ糖基化终末产物受体

(ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｆｏｒ ａｄｖａｎｃｅｄ ｇｌｙｃａｔｉｏｎ ｅｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓꎬ ＲＡＧＥ)
通过调控参与巨胞饮(ｍａｃｒｏｐｉｎｏｓｏｍｅ)的因子而参

与平滑肌细胞泡沫化过程[１０]ꎮ 因此ꎬ我们提出假

设ꎬＣＭＬ 通过 ＲＡＧＥ 抑制胆固醇外流ꎬ促使平滑肌

细胞泡沫化ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 实验动物

６ 周龄 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 雄性小鼠由江苏大学

实验动物中心提供ꎮ
１.２　 试剂和药品

高糖 ＤＭＥＭ 培养基购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司ꎻ胎牛血

清购自维森特公司ꎻＣＭＬ 购自 Ｔｏｒｏｎｔｏ 公司(加拿

大)ꎻ氧化型低密度脂蛋白(ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ￣ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏ￣
ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｏｘ￣ＬＤＬ)购自广东奕源生物公司ꎻＡＢＣＡ１、
ＲＡＧＥ 和 β￣ａｃｔｉｎ 一抗购自 Ａｂｃａｍ 公司ꎻ油红 Ｏ、
ＮＢＤ￣胆固醇和 α￣ＳＭＡ￣ＦＩＴＣ 购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎮ
１.３　 体外血管平滑肌细胞原代培养和鉴定

将 ６ 周龄 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 雄性小鼠使用断颈法处

死ꎬ迅速取其胸主动脉ꎬ使用 ＰＢＳ 冲洗并且在胶原

酶中消化 ５ ｍｉｎꎬ剥去外膜ꎬ剪成小块并移植 ＥＰ 管

中ꎬ加入 １ ｍＬ 胶原酶ꎬ５％ＣＯ２、３７ ℃放置 １~２ ｈꎬ加
入 １ ｍＬ 完全培养基终止消化ꎬ１０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５
ｍｉｎꎬ弃上清加入完全培养基重悬并移入培养瓶中ꎬ
使用 ２０％胎牛血清的培养基进行培养ꎬ３ 天后可观

察有细胞爬出ꎬ此时换液并逐渐降低血清浓度ꎬ取
第 ３~９ 代细胞进行实验ꎮ 将状态良好的 ＶＳＭＣ 以 １
×１０５ / 孔种于 １２ 孔板中ꎬ待其贴壁进入对数生长期

后ꎬ将其固定ꎬ使用 ＦＩＴＣ 标记的 α￣ＳＭＡ 孵育过夜ꎬ
ＤＡＰＩ 染核ꎬ置于荧光显微镜下观察ꎮ
１.４　 实验分组与处理

将第 ３~９ 代原代平滑肌细胞以 １×１０５ 接种于 ６
孔板中ꎬ待细胞进入对数生长期后ꎬ经过 １２ ｈ 的饥

饿同步化ꎬ吸弃培养基并将其按实验目的进行分

组ꎮ 在进行胆固醇流出实验和细胞内胆固醇含量

检测时ꎬ将其分为对照组(２％ＦＢＳ＋高糖 ＤＭＥＭ)ꎬ
ｏｘ￣ＬＤＬ 模型组(２％ＦＢＳ＋高糖 ＤＭＥＭ＋５０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣
ＬＤＬ)ꎬ ｏｘ￣ＬＤＬ ＋ １ μｍｏｌ / Ｌ ＣＭＬ 组 ( ２％ ＦＢＳ ＋高糖

ＤＭＥＭ＋５０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ＋１ μｍｏｌ / Ｌ ＣＭＬ)ꎬｏｘ￣ＬＤＬ＋
１０ μｍｏｌ / Ｌ ＣＭＬ 组(２％ＦＢＳ＋高糖 ＤＭＥＭ＋５０ ｍｇ / Ｌ
ｏｘ￣ＬＤＬ ＋ １０ μｍｏｌ / Ｌ ＣＭＬ)ꎬ ｏｘ￣ＬＤＬ ＋ １００ μｍｏｌ / Ｌ
ＣＭＬ 组(２％ＦＢＳ＋高糖 ＤＭＥＭ＋５０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ＋１００
μｍｏｌ / Ｌ ＣＭＬ)ꎮ 在进行蛋白免疫印迹检测和油红 Ｏ
染色实验 时ꎬ 将 其 分 为 对 照 组 ( ２％ ＦＢＳ ＋ 高 糖

ＤＭＥＭ)ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 模型组(２％ＦＢＳ＋高糖 ＤＭＥＭ＋５０
ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ)ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 和 ＣＭＬ 共刺激组(２％ＦＢＳ＋
高糖 ＤＭＥＭ＋５０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ ＋１０ μｍｏｌ / Ｌ ＣＭＬ)ꎬ
ＲＡＧＥ ｓｉＲＮＡ 沉默组(２％ＦＢＳ＋高糖 ＤＭＥＭ＋５０ ｍｇ /
Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ＋１０ μｍｏｌ / Ｌ ＣＭＬ＋ｓｉＲＡＧＥ)ꎮ
１.５　 ｓｉＲＮＡ 瞬时转染

ＲＡＧＥ 外显子序列的 ｓｉＲＮＡ 和阴性对照 ｓｉＲＮＡ
获自广州 Ｒｉｂｏｂｉｏꎮ 使用以下 ＲＡＧＥ 序列:正义 ５′￣
(ＧＧｔＣＡＧＡＧＣｔＧＡＣＡＧｔＧＡｔＴＴ) ｄＴｄＴ￣３′ꎮ 使用阴性

对 照 ｓｉＲＮＡ ５′￣( ＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴＡＡ )
ｄＴｄＴ￣３′作为阴性对照ꎮ 根据制造商的悬浮转染方

案ꎬ使用 ＩｎｓｔａｎｔＦＥＣＴ 转染试剂(ＰＧＲ￣Ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ Ｉｎｃ.
ＵＳＡ)将 ＲＮＡ 寡核苷酸瞬时转染至细胞中ꎮ
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１.６　 胆固醇流出检测

ＮＢＤ￣胆固醇浓度与其荧光信号强度成正比ꎬ将
原代平滑肌细胞以 ２×１０４ 密度种入 ９６ 孔酶标板中ꎬ
待细胞贴壁后ꎬ待细胞进入对数生长期后按上述分

组加入刺激ꎬ分别刺激 １２ ｈ、２４ ｈ 和 ４８ ｈ 后ꎬ将细胞

裂解液和诱导外流液加入孔中收集细胞ꎬ１２０００ ｇ 离

心 １０ ｍｉｎꎬ除去细胞碎片ꎬ以 ９６ 孔黑色酶标板在荧

光酶标仪激发光 ４６９ ｎｍ 和发射光 ５３７ ｎｍ 处测定

ＦＩꎮ 胆固醇流出率＝诱导外流液 ＦＩ / (诱导外流液 ＦＩ
＋细胞裂解液 ＦＩ)×１００％ꎮ
１.７　 细胞总胆固醇、游离胆固醇及胆固醇酯含量

测定

按上述分组和处理处理细胞ꎬ弃培养液后用

ＰＢＳ 漂洗细胞 ２ 次ꎬ将每孔细胞分别用 １ｍＬ 蒸馏水

收集至离心管中行超声破碎ꎬ留取 １０ μＬ 样品用于

蛋白浓度检测ꎬ并将 ５００ μＬ 样 品与 ２ ｍＬ 氯仿和甲

醇混合物充分振荡混匀后ꎬ离心分层ꎬ将下层溶液 １
ｍＬ 转移至另一离心管中进行真空干燥ꎬ再用 １００
μＬ 含 １０％Ｔｒｉｔｏｎ￣Ｘ１００ 的异丙醇溶解脂质沉淀ꎮ 根

据胆固醇试剂盒说明书ꎬ测定细胞内总胆固醇( ｔｏｔａｌ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬ ＴＣ)和游离胆固醇( ｆｒｅｅ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬ ＦＣ)
及胆固醇酯(ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｙｌ ｅｓｔｅｒꎬ ＣＥ)(ＣＥ＝ＴＣ－ＦＣ)ꎮ
１.８　 蛋白免疫印迹分析

细胞加药处理 ７２ ｈ 后ꎬ室温下使用含蛋白酶抑

制剂的 ＲＩＰＡ 裂解液提取细胞总蛋白ꎬ蛋白浓度经

由 ＢＣＡ 法进行测定ꎬ以每泳道 ５０ μｇ 蛋白上样ꎬ经
ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳后ꎬ转膜至硝酸纤维膜上ꎬ封闭ꎬ洗
膜ꎬ与 β￣ａｃｔｉｎ(１ ∶ ２０００)、ＡＢＣＡ１(１ ∶ １０００)、ＲＡＧＥ
(１ ∶ １０００)一抗孵育过夜ꎬ使用 ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次后与

二抗 ３７ ℃孵育 １ ｈꎬ在 ＡＩ ６００(ＧＥ 公司)中进行显

像并进行图像分析ꎮ
１.９　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测

使用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ)提取总 ＲＮＡꎬ通过

甲醛￣琼脂糖凝胶电泳评估 ＲＮＡ 质量ꎮ 按照制造商

的说明ꎬ使用 ＨｉＳｃｒｉｐｔ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ
(Ｖａｚｙｍｅ Ｂｉｏｔｅｃｈ Ｃｏ.ꎬ南京ꎬ中国)通过反转录获得

第一链 ｃＤＮＡꎮ 使用 ＡｃｅＱ ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ(Ｖａｚｙｍｅ Ｂｉｏｔｅｃｈ Ｃｏ.ꎬ南京ꎬ中国)以 ２ μＬ ｃＤＮＡ
的总体积 ２０ μＬ 进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲꎬ并使用 ７５００ 实时

ＰＣＲ 系统(Ｔｈｅｒｍｏ)进行检测ꎮ ＡＢＣＡ１、ＲＡＧＥ 和 β￣
ａｃｔｉｎ 的实时 ＰＣＲ 条件为:９５ ℃１０ ｍｉｎꎬ接着 ４０ 个循

环的 ９５ ℃１５ ｓ、６０ ℃１５ ｓꎮ ＡＢＣＡ１ 正向引物为 ５′￣
ＣＣＴ ＣＡＧ ＡＧＡ ＡＡＡ ＣＡＧ ＡＡＡ ＡＣＣ Ｇ￣３′ꎬ反向引物

５′￣ＣＴＴ ＴＧＣ ＴＡＴ ＧＡＴ ＣＴＧ ＣＡＣ ＧＴＡＣ￣３′ꎻＲＡＧＥ 正

向引物为 ５′￣ＣＴＡ ＣＣＴ ＴＣＴ ＣＣＴ ＧＣＡ ＧＴＴ ＴＣＡ Ｇ￣

３′ꎬ反向引物为 ５′￣ＣＡＴ ＣＣＴ ＴＴＡ ＴＣＣ ＡＧＴ ＧＧＡ
ＣＣＴ Ｇ￣３′ꎻβ￣ａｃｔｉｎ 用作内部装载对照ꎮ 使用默认阈

值设置确定阈值周期(Ｃｔ)ꎬ并且将 Ｃｔ 值定义为荧光

通过固定阈值时的分数周期数ꎮ
１.１０　 油红 Ｏ 染色

将原代平滑肌细胞以 １×１０６ 每孔种于 ６ 孔板

中ꎬ按上述实验分组和条件培养 ７２ ｈ 后ꎬＰＢＳ 清洗 ２
遍ꎬ使用 ６０％异丙醇将每个孔润洗一遍ꎬ每孔加入 １
ｍＬ 过滤好的油红 Ｏꎬ染色 １５ ｍｉｎꎬ使用 ６０％异丙醇

将多余的染料洗去ꎬ使用苏木素染色 ２ ｍｉｎꎬ置于倒

置显微镜下观察ꎮ
１.１１　 油红萃取实验

使用上述油红 Ｏ 染色方法进行染色后ꎬ每孔加

入 １ ｍＬ １００％异丙醇萃取细胞内的油红 Ｏ 染色液ꎬ
每孔 １００ μＬ 加入 ９６ 孔板中于 ５１８ ｎｍ 处测定其吸

光度ꎬ以定量检测细胞内 ＴＣ 含量ꎮ
１.１２　 统计学分析

使用 ＳＰＳＳ １７.０ 进行分析ꎬ正态分布计量资料

用 ｘ±ｓ 表示ꎬ计数资料应用百分比表示ꎮ 正态分布

计量资料多组间比较采用单因素方差分析ꎬ两组间

比较采用 ｔ 检验ꎬ以 Ｐ<０.０５ 判定差异具有显著性ꎮ

２　 结　 果

２.１　 原代血管平滑肌细胞的培养与鉴定

将 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠主动脉以组织贴块法于培养

瓶中培养ꎬ４ 天后置于倒置显微镜下观察ꎬ可见组织

块周围有细胞爬出ꎬ多呈长梭形(图 １Ａ)ꎮ 培养 ２ ~
３ 代后使用 α￣ＳＭＡ 染色ꎬＤＡＰＩ 染核对其进行鉴定ꎬ
显示胞质中有条状绿色阳性区域ꎬ提示为血管平滑

肌细胞(图 １Ｂ)ꎮ
２.２　 ＣＭＬ 降低胆固醇流出率ꎬ增加细胞内胆固醇

蓄积

与对照组比较ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 模型组细胞内 ＴＣ、ＦＣ
及 ＣＥ 显著增加ꎬ且 ＣＥ 所占比例明显升高ꎻ加入不

同浓度 ＣＭＬ 后ꎬ细胞内胆固醇蓄积进一步增加ꎬ并
且 ＣＥ / ＴＣ 比例大于 ５０％ꎬ提示该组细胞形成典型的

泡沫细胞(表 １)ꎮ 胆固醇流出实验表明ꎬ与对照组

比较ꎬ ｏｘ￣ＬＤＬ 模型组脂质蓄积随时间增加 ( Ｐ <
０.０１)ꎬ在此过程中胆固醇流出率随时间增加ꎬ加入

ＣＭＬ 共刺激后ꎬ胆固醇流出率明显降低ꎬ在 ２４、４８ ｈ
差异有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ且下降幅度随 ＣＭＬ
浓度升高而增加(图 ２)ꎬ提示 ＣＭＬ 引起平滑肌细胞

的泡沫化与胆固醇逆向转运过程抑制有关ꎮ

４７６ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ７ꎬ２０１８



２.３　 ＣＭＬ 上调 ＲＡＧＥ 表达并下调 ＡＢＣＡ１ 的表达

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析显示 ＣＭＬ 显著上调 ＲＡＧＥ 的

表达ꎬ与对照组相比ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 模型组上调 ＲＡＧＥ 的

表达ꎬ加入 ＣＭＬ 后显著上调 ＲＡＧＥ 表达ꎬ同时ꎬ显著

下调 ＡＢＣＡ１ 的表达ꎬ加入 ｓｉＲＡＧＥ 后ꎬＡＢＣＡ１ 下调

减少(图 ３)ꎮ 上述结果提示 ＣＭＬ 促进平滑肌细胞

泡沫化的作用与抑制胆固醇逆向转运蛋白 ＡＢＣＡ１
的表达有关ꎮ
２.４　 ＣＭＬ 通过 ＲＡＧＥ 受体促进平滑肌细胞泡沫化

将各组细胞经过处理后按上述方法进行油红 Ｏ

染色ꎬ结果显示 ｏｘ￣ＬＤＬ 模型组细胞内脂滴较对照组

增多ꎬ加入 ＣＭＬ 后较 ｏｘ￣ＬＤＬ 模型组脂滴增加明显

(Ｐ<０. ０５)ꎬ而加入 ｓｉＲＡＧＥ 后脂滴明显减少(Ｐ <
０.０５)(图 ４)ꎻ油红萃取实验显示 ｏｘ￣ＬＤＬ 模型组较

对照组增高 １.８２ 倍(Ｐ<０.０５)ꎬｏｘ￣ＬＤＬ＋ＣＭＬ 组较对

照组增高 ３.５６ 倍(Ｐ<０.０５)ꎬｏｘ￣ＬＤＬ＋ＣＭＬ＋ｓｉＲＡＧＥ
组较 ｏｘ￣ＬＤＬ＋ＣＭＬ 组降低 １.７９ 倍(Ｐ<０.０５)ꎮ 上述

结果提示 ＣＭＬ 能够促使平滑肌细胞泡沫化ꎬ其可能

与 ＲＡＧＥ 受体有关ꎮ

图 １. 原代 ＶＳＭＣ 培养及 α￣ＳＭＡ 细胞免疫荧光鉴定(２００×)　 　 Ａ 为光镜下培养 ３ 天后 ＶＳＭＣ 变化ꎬＢ 为 α￣ＳＭＡ 细胞免疫荧光ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｐｒｉｍａｒｙ ＶＳＭＣ ｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｏｒ α￣ＳＭＡ(２００×)

表 １.不同浓度 ＣＭＬ 影响平滑肌细胞内脂质含量(ｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ １. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＣＭＬ ｏｎ ｌｉｐｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ３)

分组 ＴＣ(ｍｇ / ｇ) ＦＣ(ｍｇ / ｇ) ＣＥ(ｍｇ / ｇ) ＣＥ / ＴＣ(％)

对照组 ４５.３±４.２ ３８.４±３.０ ６.９±１.９ １５.２

ｏｘ￣ＬＤＬ 模型组 ９５.３±２０.２ａ ５８.７±１５.１ａ ３６.６±５.４ａ ３８.４

ｏｘ￣ＬＤＬ＋１ μｍｏｌ / Ｌ ＣＭＬ 组 １２２.６±２０.３ｂ ７５.５±１５.２ｂ ４７.０±６.９ｂ ３６.９

ｏｘ￣ＬＤＬ＋１０ μｍｏｌ / Ｌ ＣＭＬ 组 １７７.８±１９.１ｂ ８１.８±１１.９ｂ ９６.０±７.９ｂ ５１.８

ｏｘ￣ＬＤＬ＋１００ μｍｏｌ / Ｌ ＣＭＬ 组 ２７０.６±７.０ｂ １４５.０±２０.９ｂ １２５.６±２４.７ｂ ４６.３

ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ｏｘ￣ＬＤＬ 模型组比较ꎮ

图 ２. 不同浓度 ＣＭＬ 对胆固醇流出率的影响(ｎ＝ ３)　 　 分别为 ０ꎬ１ꎬ１０ 和 １００ μｍｏｌ / Ｌ 浓度的 ＣＭＬ 处理细胞后ꎬ使用 ＮＢＤ￣胆固醇作用

细胞ꎬ在不同时间点收集细胞裂解液测定 ＦＩ 值ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ｏｘ￣ＬＤＬ 模型组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＭＬ ｏｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｅｆｆｌｕｘ(ｎ＝ ３)
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图 ３. ＲＡＧＥ ｓｉＲＮＡ 干扰效率验证及 ＣＭＬ 对 ＲＡＧＥ 和 ＡＢＣＡ１ 表达的影响(ｎ＝ ３)　 　 Ａ 为 ＲＡＧＥ ｓｉＲＮＡ 干扰效率验证ꎬＢ 为

经过上述分组处理后 ＲＡＧＥ 与 ＡＢＣＡ１ ｍＲＮＡ 水平改变ꎬＣ 为经过上述处理后 ＲＡＧＥ 与 ＡＢＣＡ１ 蛋白水平改变ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ
与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ｏｘ￣ＬＤＬ 模型组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ｏｘ￣ＬＤＬ＋ＣＭＬ 组比较ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＡＧＥ ａｎｄ ＡＢＣＡ１ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｎ＝ ３)

图 ４. 油红 Ｏ 染色与油红萃取结果(ｎ＝ ３)　 　 Ａ 为对照组ꎬＢ 为 ｏｘ￣ＬＤＬ 模型组ꎬＣ 为 ｏｘ￣ＬＤＬ＋ＣＭＬ 组ꎬＤ 为 ｏｘ￣ＬＤＬ＋ＣＭＬ＋ｓｉＲＡＧＥ 组ꎮ ａ
为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ｏｘ￣ＬＤＬ 模型组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ｏｘ￣ＬＤＬ＋ＣＭＬ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ(ｎ＝ ３)

３　 讨　 论

泡沫细胞形成在动脉粥样硬化发生发展的各

环节都发挥着重要的作用[１１]ꎮ 传统观念认为ꎬ在动

脉粥样硬化过程中ꎬ各种促炎因子激活内皮细胞

(ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬＥＣ)黏附因子的表达并使内皮屏

６７６ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ７ꎬ２０１８



障受损ꎬ这促使血液中的单核巨噬细胞与其黏附ꎬ
进而进入内膜吞噬脂质形成泡沫细胞[１２￣１３]ꎮ 其主

要机制包括清道夫受体家族 ＣＤ３６、ＬＯＸ￣１、ＳＲ￣Ａ１
介导的胆固醇和 ｏｘ￣ＬＤＬ 流入及 ＡＴＰ 结合盒转运体

Ａ１(ＡＴＰ ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ Ａ１ꎬ ＡＢＣＡ１)和
ＡＢＣＧ１ 参与的胆固醇逆向转运平衡[１４￣１５]ꎮ

在已有的研究中ꎬ诱导平滑肌细胞泡沫化的诱

导物尚未完全明确ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 作为巨噬细胞来源泡沫

细胞的经典供体ꎬ在平滑肌细胞的泡沫化中作用效

果并不明确[１６]ꎮ 在我们的研究中ꎬ在原代平滑肌细

胞中加入 ｏｘ￣ＬＤＬ ３ 天后ꎬ胆固醇含量检测和油红 Ｏ
染色显示ꎬ与对照组相比ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 能够促使脂质蓄

积ꎬ结果有统计学意义ꎬ但 ＣＥ 含量与 ＴＣ 比小于

０.５ꎬ按传统观点认为并未形成经典的泡沫细胞[１７]ꎬ
加入 ＣＭＬ 共刺激后ꎬ平滑肌细胞内脂质明显增多ꎬ
形成明显的泡沫细胞ꎬ提示 ＣＭＬ 对平滑肌细胞吞噬

ｏｘ￣ＬＤＬ 有促进作用ꎮ
有文献显示ꎬ糖基化终末产物最重要的受体

ＲＡＧＥ 在平滑肌细胞摄取 ＬＤＬ 时必不可少ꎬ并且通过

与血凝素样氧化低密度脂蛋白受体 １(ＬＯＸ￣１)的互相

作用ꎬ促进平滑肌细胞源性泡沫细胞形成[１８]ꎮ 本研

究通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ｓｉＲＮＡ 干扰ꎬ证实了 ＲＡＧＥ 在

ＣＭＬ 促进平滑肌细胞泡沫化中发挥决定性作用ꎬ值
得注意的是ꎬ在使用 ｓｉＲＮＡ 干扰 ＲＡＧＥ 表达后ꎬ平滑

肌细胞脂质蓄积较单纯的 ｏｘ￣ＬＤＬ 刺激组更低ꎬ提示

ｏｘ￣ＬＤＬ 的摄取有部分由 ＲＡＧＥ 所介导ꎮ
ＡＢＣＡ１ 以 ＡＴＰ 为主要能源ꎬ促进细胞内胆固

醇和磷脂游出ꎬ并结合到细胞表面的 ＡｐｏＡⅠꎬ从而

调节胆固醇逆向转运和体内胆固醇平衡ꎮ 有文献

报道ꎬＡＢＣＡ１ 的下调在平滑肌细胞泡沫化的过程中

发挥重要作用ꎬ本研究中ꎬ我们发现在 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导

平滑肌细胞泡沫化的过程中ꎬＡＢＣＡ１ 的表达下调ꎬ
且 ＣＭＬ 能够增加其下调ꎬ同时ꎬｓｉＲＡＧＥ 处理后 ＡＢ￣
ＣＡ１ 降低明显减少ꎮ 上述结论提示 ＣＭＬ 通过

ＲＡＧＥ 下调 ＡＢＣＡ１ 的表达ꎬ抑制胆固醇外流ꎮ
综上所述ꎬＣＭＬ 通过 ＲＡＧＥ 促进平滑肌细胞泡

沫化ꎬ此过程可能通过下调 ＡＢＣＡ１ 抑制胆固醇外流

途径有关ꎮ 本实验为进一步了解动脉粥样硬化过

程中胆固醇沉积以及泡沫细胞形成的机制提供了

新的思路ꎮ
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