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超声处理的聚苯乙烯纳米塑料对巨噬细胞脂质蓄积的影响
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[摘　 要] 　 [目的] 　 探究超声处理的聚苯乙烯纳米塑料(PS-NP)对巨噬细胞源性泡沫细胞脂质蓄积的影响。
[方法] 　 采用 CCK-8 法检测 PS-NP 和高频超声处理的 PS-NP(UPS-NP)对巨噬细胞活力的影响,采用油红 O 染色

试剂盒和胆固醇检测试剂盒检测细胞内脂质蓄积情况,采用 RT-qPCR 和 Western blot 检测胆固醇摄取和流出相关

mRNA 和蛋白表达以及细胞胞葬相关受体 mRNA 水平的变化。 [结果] 　 UPS-NP 对巨噬细胞活力无显著影响,但
UPS-NP 可以显著增加巨噬细胞源性泡沫细胞形成,增加泡沫细胞脂质蓄积。 UPS-NP 可显著上调 CD36、清道夫受

体 A1(SR-A1)的 mRNA 和蛋白表达,但不影响胆固醇外排相关受体 ATP 结合盒转运体 A1(ABCA1)、清道夫受体

B1(SR-B1)的 mRNA 和蛋白表达。 UPS-NP 不影响与细胞胞葬相关受体 mRNA 水平。 [结论] 　 超声处理后的 PS-
NP 可以显著增加巨噬细胞源性泡沫细胞脂质蓄积,其机制与上调 CD36 和 SR-A1 表达有关。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To explore the effect of ultrasound-treated polystyrene nanoplastics (PS-NP) on lipid accumu-
lation in macrophage-derived foam cells. 　 　 Methods　 The CCK-8 method was used to detect the effects of PS-NP and
high-frequency ultrasound-treated PS-NP (UPS-NP) on the activity of macrophages, oil red O staining and cholesterol de-
tection kit were used to detect the intracellular lipid accumulation, RT-qPCR and Western blot were used to detect the ex-
pression of mRNA and protein related to cholesterol uptake and efflux, as well as mRNA levels of cell burial related recep-
tors. 　 　 Results　 UPS-NP had no significant effect on the activity of macrophages, but UPS-NP could significantly in-
crease the formation of macrophage-derived foam cells and increase the lipid accumulation in foam cells. 　 UPS-NP could
significantly upregulate the mRNA and protein expression of CD36 and scavenger receptor-A1 (SR-A1), but did not affect
the mRNA and protein expression of cholesterol efflux related receptors ATP-binding cassette transporter A1 (ABCA1) and
scavenger receptor-B1 (SR-B1). 　 UPS-NP did not affect the mRNA levels of receptors related to cell burial processes.
Conclusion　 Ultrasound-treated PS-NP can significantly increase lipid accumulation in macrophage-derived foam cells,
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and its mechanism is related to the upregulation of CD36 and SR-A1 expression.
[KEY WORDS]　 polystyrene nanoplastics;　 macrophage;　 lipid accumulation;　 high-frequency ultrasound

　 　 塑料制品由于制作成本低,耐用性好而广泛应

用于各个产业领域和日常生活。 废弃的塑料在环

境中会经过物理降解、化学降解和生物降解产生微

塑料和纳米塑料[1-2]。 其中,直径≤5 mm 的塑料颗

粒称为微塑料,直径≤1 000 nm 的称为纳米塑

料[3]。 释放到环境中的微塑料和纳米塑料由于粒

径小、比表面积大和化学稳定性好而难以被完全降

解清除,因此,包括人类在内的生物体可以通过空

气、水、皮肤和食物链等途径摄入微纳塑料,并且难

以排出体外[4]。
超声波是一种非热物理处理手段,因其绿色、安

全、高效、操作简单等优点被广泛应用于各个行业中,
频率 20 ~100 kHz 为低频超声波,频率>100 kHz 为高

频超声波[5] 。 由超声引起的空化效应广泛应用于

乳液和纳米乳液的生产[6] 。 高频超声波能够产生

大量氧自由基,进而改变处理样本的物理化学特

性。 在上述生产过程中,无处不在的微纳塑料以

及源自包装的纳米塑料颗粒,极有可能在经过高

频超声处理后被人体摄入,从而造成难以预测的

影响。
心血管疾病是人类的头号杀手,而动脉粥样硬

化(atherosclerosis,As)是心血管疾病最常见的病理

改变。 其特征性变化是巨噬细胞通过 CD36 识别、
内吞氧化型低密度脂蛋白( oxidized low density lip-
oprotein,ox-LDL),导致细胞内脂质蓄积并转化为

泡沫细胞。 这一过程在动脉内膜下逐渐演变为脂

质条纹,进而形成 As 斑块,从而引起严重的心脑

血管症状[7-8] 。 最近研究发现,微纳塑料广泛存在

于 As 患者斑块中,临床转归风险提高 4. 53 倍[9] 。
离体研究表明,硫酸盐修饰的聚苯乙烯纳米塑料

(polystyrene nanoplastics,PS-NP)可增加 RAW264. 7
细胞脂滴积累和泡沫细胞形成[10]。 PS-NP 可以在

生物体各种细胞中诱导氧化应激。 PS-NP 常作为一

种乳化剂广泛应用于个人护理产品和化妆品中[11],
高频超声处理是对上述日用产品进行乳化加工的

常见手段,因此,对于探究高频超声处理的 PS-NP
(ultrasound-treated PS-NP,UPS-NP)是否影响巨噬

细胞吞噬脂质这一病理生理过程意义重大。 本研

究拟选择检出频率高、毒性作用明显的 PS-NP
(200 nm)来探究高频超声处理后的 PS-NP 对巨噬

细胞源性泡沫细胞形成的影响及可能机制。

1　 材料和方法

1. 1　 主要仪器设备

高通量三通道读板仪(Guangzhou Sopo Biological
Technology Co. ,Ltd,SpectraMax i3x);电泳仪 [WIX
Technology (Beijing) Co. ,Ltd,WIX-EP300];磁力

搅拌器 ( Shanghai Huxi Analysis Instrument Factory
Co. ,Ltd,90-1 型);正置倒置荧光显微镜( Thermo
Fisher Scientific,NIB410FL);RT-qPCR 仪 (Roche,
LightCycler480II);光学显微镜(Guangzhou Mingmei
Photoelectric Technology Co. ,Ltd);超微量分光光度

计(Thermo Fisher Scientific,KY3);全自动化学发光

成像系统(上海天能生命科学有限公司);高频超声

设备由山东大学化学化工学院胶体与界面化学教

育部重点实验室提供。
1. 2　 药品与试剂

RAW264. 7 细胞购自中国科学院上海细胞库;
DMEM 培养基购自 Gibco 公司; 胎牛血清购自

Lonsera 公司;ox-LDL 购自广州奕元生物;油红 O 染

色液购自北京雷根生物技术有限公司;组织细胞总

胆固醇酶法测定购自北京普利莱基因技术有限公

司;CCK-8 试剂购自 Cellor Lab;蛋白定量试剂盒、
RIPA 裂解液、Omni-ECL 超灵敏化学发光检测试剂

盒、反转录试剂及 SYBR Green PCR 试剂购自上海

雅酶生物医药科技有限公司;RNA 快速提取试剂盒

购自上海奕杉生物;CD36 抗体和 ATP 结合盒转运

体 A1(ATP-binding cassette transporter A1,ABCA1)
抗体购自 Santa Cruz Biotechnology,Inc;清道夫受体

B1(scavenger receptor-B1,SR-B1)抗体、清道夫受体

A1(scavenger receptor-A1,SR-A1)抗体购自 ABclonal
Technology Co. ,Ltd;GAPDH 购自 Proteintech;PCR
引物由生工生物工程(上海)股份有限公司合成。
选取 200 nm 的 PS-NP 和荧光 PS-NP 为实验材料,
购自无锡瑞格生物科技有限公司。
1. 3　 UPS-NP 的制备

使用高频超声处理 PS-NP 20 min,频率为 412 kHz,
功率为 40 W,温度为 25 ℃,并于 4 ℃保存备用。 使

用便携式激光拉曼光谱仪分析超声处理前后 PS-NP
的物理化学性质变化,该光谱仪配备热电冷却背薄

电荷耦合器件阵列探测器和 50 μm 入口狭缝,激发

功率为 30 MW,曝光时间 1 s,拉曼位移范围 400 ~
2 000 cm-1,并对所有 SERS 光谱进行基线校正。 将
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PS-NP 和 UPS-NP 滴加在铝箔上,放置在拉曼激光

下进行检测,记录原始谱图。
1. 4　 细胞培养

RAW264. 7 细胞使用含 10%胎牛血清和 1%青

霉素-链霉素抗体的 DMEM 培养基于 37 ℃、5% CO2

培养箱中培养。
1. 5　 泡沫细胞模型的诱导

取对数生长期的巨噬细胞,加入 50 mg / L ox-LDL
处理细胞 24 h 诱导转变为泡沫细胞,同时使用含不

同剂量超声处理前后的 PS-NP 的培养基处理细胞

24 h。
1. 6　 CCK-8 法检测细胞活力

取对数生长期的 RAW264. 7 细胞,接种于 96
孔板中,将超声处理前后的 PS-NP 以不同的剂量

(0、25、50、100 及 200 mg / L)处理 24 h,每组设 5 个

复孔。 培养 24 h 后,每孔加入 10 μL CCK-8 溶液,
置于培养箱内孵育 1 ~ 4 h,用酶标仪检测 450 nm 处

的吸光度值。 细胞存活率=(实验组吸光度值-空白

孔吸光度值) / (对照组吸光度值-空白孔吸光度值)
×100% 。
1. 7　 细胞内脂质含量的测定

取对数生长期细胞,接种于 12 孔板中,待细胞

贴壁后加入 80 mg / L ox-LDL,并分别与 200 mg / L 的

UPS-NP 和 PS-NP 处理 24 h,去除培养液后用 PBS
清洗 2 遍,用 Cell ORO Fixative 固定 15 ~ 20 min,
60%异丙醇滴洗 20 ~ 30 s,使用油红 O 染色液密闭

染色 10 ~ 15 min,再用 60%异丙醇脱色 2 min,最后

用 PBS 漂洗,使用显微镜观察脂滴并获取图像。 为

了定量,使用异丙醇洗脱细胞吸收的油红 O,并在

510 nm 处测定吸光度值[10]。
1. 8　 氧化酶法检测巨噬细胞内总胆固醇含量

将收集的细胞沉淀转移到新的 1. 5 mL 离心管中,
加入 200 μL 裂解液,振荡混匀,静置裂解 10 min,室温

2 000 g 离心 5 min,取上层清液用于酶学测定。
1. 9　 细胞对 PS-NP 和 UPS-NP 摄取能力的检测

取对数生长期细胞,接种到 12 孔板中,然后在

指定时间点(0 ~ 24 h)使用含有 200 mg / L 的 PS-NP
和 UPS-NP 培养基处理细胞,PBS 洗涤 2 次,并在荧

光显微镜下进行观察。
1. 10　 RT-qPCR 检测

RT-qPCR 检测胆固醇摄取和外排相关基因 SR-B1、
CD36、SR-A1、ABCA1,胞葬相关基因乳脂球表皮

生长因子 8(milk fat globule epidermal growth factor
8,MFG-E8)、低密度脂蛋白受体相关蛋白 1 ( low
density lipoprotein receptor-related protein 1,LRP1)和

CD47 以及肿瘤坏死因子 α( tumor necrosis factor-α,
TNF-α)mRNA 水平。 取对数生长期细胞,接种于 6
孔板,实验结束后取出,用 RNA 提取试剂盒提取细

胞总 RNA,通过紫外分光光度计测定 OD280 和

OD260,计算 OD260 / OD280 比值以检测 RNA 纯度和浓

度。 反转录试剂盒将 RNA 转变为 cDNA 再进行

qPCR 检测,用 2-ΔΔCt 计算相关基因的表达量。 引物

序列见表 1。

表 1. 引物序列

Table 1. Primer sequences

基因 引物序列

SR-B1 上游 5′-GCAAGAAGCCAAGCTATAGGG-3′
下游 5′-AAGAAGCGGGGTGTAGGG-3′

CD36 上游 5′-TGGCCTTACTTGGGATTGG-3′
下游 5′-CCAGTGTATATGTAGGCTCATCCA-3′

SR-A1 上游 5′-CTTTACCAGCAATGACAAAAGAGA-3′
下游 5′-ATTTCACGGATTCTGAACTGC-3′

ABCA1 上游 5′-GCCTGCTGGTGGTCATCT-3′
下游 5′-ACCACGCTGGGGTCACTA-3′

CD47 上游 5′-TGGTGGGAAACTACACTTGCG-3′
下游 5′-CGTGCGGTTTTTCAGCTCTAT-3′

LRP1 上游 5′-ACTATGGATGCCCCTAAAACTTG-3′
下游 5′-GCAATCTCTTTCACCGTCACA-3′

MFG-E8 上游 5′-AGATGCGGGTATCAGGTGTGA-3′
下游 5′-GGGGCTCAGAACATCCGTG-3′

TNF-α 上游 5′-CCCTCACACTCAGATCATCTTCT-3′
下游 5′-GCTACGACGTGGGCTACAG-3′

GAPDH 上游 5′-AGCTTGTCATCAACGGGAAG-3′
下游 5′-TTTGATGTTAGTGGGGTCTCG-3′

1. 11　 Western blot 检测

取对数生长期细胞,接种于 6 孔板,实验结束后

用 RIPA 和蛋白酶抑制剂提取细胞蛋白质,用 BCA 法

测定总蛋白浓度。 使用 SDS-PAGE 进行分离,随后转

移至 0. 45 μm PVDF 膜上,用脱脂牛奶室温封闭,再
使用 CD36 抗体(1 ∶ 1 000)、ABCA1 抗体(1 ∶ 1 000)、
SR-A1 抗体(1 ∶ 1 000)、SR-B1 抗体(1 ∶ 1 000)、
GAPDH 抗体(1 ∶ 1 500),于 4 ℃摇床孵育过夜,用
二抗(1 ∶ 2 000)室温孵育 1 h,采用全自动发光图像

分析系统显影并对蛋白条带进行灰度值分析。
1. 12　 统计学分析

使用 Image J 软件和 GraphPad Prism 9. 0 软件对

所有数据进行统计分析和绘图。 实验数据均以 x±s
表示,两组间比较采用独立样本 t 检验,多组间比较

采用单因素方差分析,P<0. 05 为差异有统计学意义。
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2　 结　 果

2. 1　 UPS-NP 对巨噬细胞活力的影响

拉曼光谱检测结果显示,PS-NP 标准品颗粒的

拉曼特征峰与高频超声处理后的 UPS-NP 基本一

致,说 明 高 频 超 声 不 改 变 PS-NP 的 化 学 组 成

(图 1)。 使用不同剂量的 UPS-NP 和 PS-NP 处理细

胞 24 h,与对照组相比,随着 UPS-NP 和 PS-NP 剂量

的增加,巨噬细胞活力没有显著变化(图 2)。 后续

实验采用最大暴露量 200 mg / L。

图 1. PS-NP 拉曼光谱图

Figure 1. PS-NP Raman spectrogram

图 2. UPS-NP 对细胞活力的影响

Figure 2. Effect of UPS-NP on cell viability

2. 2　 UPS-NP 对巨噬细胞源性泡沫细胞脂质蓄积

的影响

UPS-NP 处理 RAW264. 7 细胞 24 h,细胞质中

积累了许多液滴样结构,且油红 O 染色阳性面积大

于对照组(P<0. 01),表明 UPS-NP 诱导的巨噬细胞

转化为泡沫细胞。 使用异丙醇抽提细胞内的脂质,
结果发现 UPS-NP 使细胞内的脂质增加(P<0. 01)。
使用总胆固醇( total cholesterol,TC)检测试剂盒检

测细胞内胆固醇含量,结果发现,与 PS-NP 组相比,
UPS-NP 处理的细胞内胆固醇含量增加(P<0. 01;
图 3)。 综上,UPS-NP 可以诱导巨噬细胞转化为泡

沫细胞,且能够增加巨噬细胞内的脂质积累。

图 3. UPS-NP 诱导巨噬细胞源性泡沫细胞形成

A 为 200 mg / L PS-NP 和 UPS-NP 处理 24 h 后的细胞形态,B、C 和 D 为各组巨噬细胞油红 O 染色图及定量结果,
E 为各组巨噬细胞内总胆固醇含量。

Figure 3. UPS-NP induced macrophage-derived foam cell formation
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2. 3　 巨噬细胞 UPS-NP 的内化和积累

为了确定PS-NP 是否被巨噬细胞摄取,以200 mg / L
超声处理过的相同尺寸(200 nm)的荧光 PS-NP 作

用于 RAW264. 7 细胞。 结果显示,在不同的时间点,
荧光显微镜下 RAW264. 7 细胞对 PS-NP 和 UPS-NP
的摄取和积累均呈时间依赖性增加(图 4)。

图 4. 巨噬细胞摄取颗粒的荧光成像图

Figure 4. Fluorescence imaging of macrophage uptake of particles

2. 4　 UPS-NP 上调巨噬细胞胆固醇摄取和外排相

关受体的表达

UPS-NP 处理 RAW264. 7 细胞 24 h 后,与 PS-NP
组相比,CD36 和 SR-A1 的 mRNA 分别上调了 21% 、
21% ,蛋白表达分别上调了 22% 、8% ;ABCA1 和

SR-B1 的 mRNA 和蛋白表达无明显差异(图 5)。 上

述结果表明,UPS-NP 能够上调巨噬细胞中的 CD36
和 SR-A1 表达水平,显著增强巨噬细胞摄取脂质的

能力,并加速其向泡沫细胞的转化过程。 然而,这
一过程并不影响胆固醇的外排,而是通过增加细胞

内脂质蓄积来促进泡沫细胞形成。

图 5. UPS-NP 对 ox-LDL 诱导的巨噬细胞泡沫化进程中胆固醇摄取和外排相关受体表达的影响

A 为 RT-qPCR 检测胆固醇摄取相关受体 mRNA 水平,B 为 Western blot 检测胆固醇外排相关受体蛋白表达水平。

Figure 5. Effect of UPS-NP on cholesterol uptake and efflux-related receptor expression during
ox-LDL-induced macrophage foam cell formation
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2. 5　 UPS-NP 对巨噬细胞胞葬相关受体表达的影响

胞葬是指巨噬细胞清除凋亡细胞的过程,对维

持正常生理状态下的机体稳态具有重要作用,凋亡

的泡沫细胞如果不能被及时清除会加剧炎症反应

及斑块不稳定[12]。 因此,本研究检测了与胞葬相关

受体的 mRNA 水平变化。 RT-qPCR 检测结果显示,
与 PS-NP 相比,UPS-NP 对巨噬细胞与凋亡细胞连

接的桥接分子 MFG-E8、LRP1 及 CD47 mRNA 水平

无显著影响,对炎症因子 TNF-α mRNA 水平亦无显

著影响(图 6)。

图 6. UPS-NP 对巨噬细胞胞葬过程中 MFG-E8、CD47、LRP1 及 TNF-α mRNA 水平的影响

Figure 6. Effect of UPS-NP on the levels of MFG-E8, CD47, LRP1 and TNF-α mRNA during
macrophage burial process

3　 讨　 论

本研究报道了 UPS-NP 能够促进 ox-LDL 诱导

的 RAW264. 7 细胞转化为泡沫细胞,提示 UPS-NP
具有促进泡沫细胞形成的作用。

纳米颗粒对生物体的毒性作用已有广泛报道,
关于微纳塑料对生物体造成影响的研究也日益增

多。 PS-NP 可以通过空气、水和食物链等进入人体

并影响心血管系统。 高频超声广泛应用于微纳米

材料制备、乳液制备、聚合物合成、生物医药以及食

品加工等领域。 高频超声的空化效应能够产生高

温高压的环境,为微纳颗粒的形成提供了必要的能

量。 同时,空化作用产生的剪切力也有助于纳米材

料的成形[13-14]。 在日用品制备的乳化过程中,超声

波经常用于分散纳米粒子[15]。 乳化后的塑料颗粒

不仅在环境中大量积累,还通过呼吸道、消化道、皮
肤或黏膜等渗透到生物体中,随着生物富集作用,
进入人体组织和细胞内,而微纳塑料颗粒对人体的

损伤是广泛而长期的[16]。
As 斑块的标志性特征是泡沫细胞形成。 巨噬

细胞通过清道夫受体介导的内吞作用吞噬 ox-LDL,
进而形成泡沫细胞。 CD36 是一种多功能的跨膜糖

蛋白受体[17-18],SR-A1 属于 A 类清道夫受体家族成

员。 CD36 和 SR-A1 共同负责巨噬细胞约 90% 的

ox-LDL 的摄取与利用。 本研究发现,UPS-NP 可使

RAW264. 7 细胞 CD36 和 SR-A1 mRNA 和蛋白水平

显著上调。 说明 UPS-NP 促进泡沫细胞内胆固醇升

高机制与上调 CD36 和 SR-A1 有密切关系。
本研究进一步发现,UPS-NP 不影响与胆固醇

流出相关基因 ABCA1 和 SR-B1 的表达。 ABCA1 在

As 过程中具有抗炎和促进胆固醇外排的作用[19]。
SR-B1 参与介导高密度脂蛋白胆固醇(high density
lipoprotein cholesterol,HDLC)、胆固醇的选择性摄取

和胆固醇的逆向转运。 细胞摄取 PS-NP 结果表明,
巨噬细胞对 UPS-NP 与 PS-NP 的摄取呈时间依赖

性,但两者之间没有显著差异。 同时,与 PS-NP 相

比,UPS-NP 对细胞胞葬过程中与凋亡细胞连接的

桥接分子 MFG-E8、 LRP1、 CD47 以 及 炎 症 因 子

TNF-α 的 mRNA 水平无显著影响。 以上结果表明,
UPS-NP 可以增加巨噬细胞摄取脂质,但对胞葬信

号无明显影响。
经饮水摄入的塑料颗粒可以穿过肠道屏障在

肝脏中积累,并损害肝脏代谢[9]。 经口摄入纳米塑

料后能诱导白细胞介素 1( interleukin-1,IL-1)释放,
影响肠-脑轴,导致大脑学习记忆下降[20]。 UPS-NP
在日化用品中大量存在,极易被人体摄取。 目前尚

未有报道探讨 UPS-NP 对生物的影响,本研究仅证

实了经过高频超声处理后的 PS-NP 会加剧巨噬细

胞脂质蓄积,可能促进 As 的发展。 其具体机制及在

体作用尚需通过体内实验等多种方法深入研究。
综上所述,本研究初步证实 UPS-NP 增加巨噬

细胞脂质蓄积并促进泡沫细胞形成与上调 CD36 和
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SR-A1 的表达有关。 这一结果为探究超声处理后的

微纳塑料在 As 发展中的毒理作用提供了基础研究

依据。
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