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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察可溶性环氧化物水解酶抑制剂 t鄄AUCB 对小鼠巨噬细胞脂质摄取及降解的影响,并探明其

可能机制。 方法摇 培养小鼠巨噬细胞 RAW264郾 7,分别用不同浓度 t鄄AUCB(1、10、50 及 100 滋mol / L)干预 24 h,或在

100 滋mol / L t鄄AUCB 干预前 1 h 加入 PPAR酌 拮抗剂 GW9662 5 滋mol / L,采用 t鄄AUCB 0 滋mol / L 干预组作为空白对

照。 采用125玉鄄ox鄄LDL 放射配基法测定小鼠巨噬细胞对氧化型低密度脂蛋白(ox鄄LDL)的摄取及降解,实时荧光定

量 PCR 和 Western blot 分别测定小鼠巨噬细胞 CD36 mRNA 和蛋白表达。 结果摇 t鄄AUCB 呈剂量依赖性地增加巨噬

细胞125玉鄄ox鄄LDL 摄取量和降解量, 0、1、10、50 和 100 滋mol / L t鄄AUCB 干预时,摄取量分别为 414郾 96 依 46郾 71 滋g / g、
519郾 54 依 47郾 7 滋g / g、629郾 04 依 37郾 97 滋g / g、720郾 66 依 48郾 58 滋g / g 和 881郾 57 依 68郾 44 滋g / g,降解量分别为 16180郾 23 依
967郾 28 滋g / g、17369郾 62 依 478郾 34 滋g / g、21794郾 85 依 689郾 36 滋g / g、27883郾 03 依 712郾 25 滋g / g 和 30194郾 61 依 635郾 71 滋g /
g,与空白对照组比较差异显著(P < 0郾 05),加入 GW9662 后 100 滋mol / L 组摄取量降至 467郾 80 依 51郾 98 滋g / g,降解量

降至 16326郾 19 依 735郾 95 滋g / g,与单独加入 t鄄AUCB 组比较差异具有显著性(P < 0郾 05); t鄄AUCB 可呈剂量依赖性的

增加小鼠巨噬细胞 CD36 mRNA 和蛋白的表达,而加入 GW9662 后明显抑制上述作用。 结论摇 t鄄AUCB 可通过上调

PPAR酌鄄CD36 信号通路分子表达增加小鼠巨噬细胞摄取和降解 ox鄄LDL。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To observe the effects of soluble epoxide hydrolase inhibitors t鄄AUCB on the uptake and degra鄄
dation of lipid in mouse macrophage. 摇 摇 Methods摇 RAW264郾 7 mouse macrophage was cultured, then t鄄AUCB in various
concentration(1, 10, 50 and 100 滋mol / L) were added for 24 hours, or incubated with peroxisome proliferators activated
receptor gamma (PPAR酌) antagonist GW9662 (5 滋mol / L). 摇 0 滋mol / L t鄄AUCB treated group was taken as empty con鄄
trol. 摇 After then, the uptake and degradation of oxidized low density lipoprotein (ox鄄LDL) in cells were detected by radio鄄
ligand assay. 摇 The mRNA and protein expression of CD36 were determined by real鄄time PCR and Western blot . 摇 摇 Re鄄
sults摇 t鄄AUCB could dose鄄dependently increase the uptake and degradation of ox鄄LDL in mouse macrophage. 摇 After stim鄄
ulated with 0, 1, 10, 50 and 100 滋mol / L t鄄AUCB, the uptake level of ox鄄LDL were 414郾 96 依 46郾 71 滋g / g, 519郾 54 依
47郾 7 滋g / g, 629郾 04 依 37郾 97 滋g / g,720郾 66 依 48郾 58 滋g / g, 881郾 57 依 68郾 44 滋g / g, and the degradation of ox鄄LDL were
16180郾 23 依 967郾 28 滋g / g, 17369郾 62 依 478郾 34 滋g / g, 21794郾 85 依 689郾 36 滋g / g, 27883郾 03 依 712郾 25 滋g / g, 30194郾 61 依
635郾 71 滋g / g. 摇 However, after incubation of GW9662, the uptake and degradation of ox鄄LDL with 100 滋mol / L t鄄AUCB
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were decreased to 467郾 80 依 51郾 98 滋g / g and 16326郾 19 依 735郾 95 滋g / g. 摇 Respectively, the difference was statistically sig鄄
nificant (P < 0郾 05). 摇 t鄄AUCB could dose鄄dependently increase the mRNA and protein expression of CD36, but after add鄄
ed with GW9662, above鄄mentioned function was significantly attenuated. 摇 摇 Conclusion摇 t鄄AUCB could upregulate the
uptake and degradation of ox鄄LDL in mouse macrophage through PPAR酌鄄CD36 pathway.

摇 摇 环氧二十碳三烯酸( epoxyeicosatrienoic acids,
EET) 主要由细胞内花生四烯酸经细胞色素 P450
环氧化酶催化产生,是具有强大生物活性的内生性

脂质环氧化物。 但 EET 在细胞内半衰期短,经可溶

性环氧化物水解酶(soluble epoxide hydrolase, sEH)
迅速催化降解成弱生物活性的代谢产物,因此使用

可溶性环氧化物水解酶抑制剂 ( soluble epoxide
hydrolase inhibition, sEHi)是增加 EET 在细胞内浓

度和效用的有效途径。 研究已证实 sEHi 具有扩血

管、降血压、调节脂质代谢和胰岛素抵抗等多种生物

学作用[1鄄4]。 研究还表明 sEHi 具有抗动脉粥样硬化

作用,但其机制尚待研究。 本研究旨在观察 sEHi t鄄
AUCB 对小鼠巨噬细胞脂质摄取及降解的影响,并
探明其可能机制,为动脉粥样硬化( atherosclerosis,
As)的防治提供新的思路和理论依据。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 材料

摇 摇 t鄄AUCB 由美国加州大学戴维斯分校 Bruce D
Hammock 院士赠送。 RAW264郾 7 小鼠巨噬细胞株购

自中国典型培养物保藏中心,胎牛血清、DMEM 高糖

培基、胰蛋白酶购自 Gibco BRL 公司,GW9662 购自

Calbiochem 公司, PCR 引物由上海博尚生物技术有

限公司合成, 兔抗鼠 CD36 多克隆抗体购自 Abcam
公司,ox鄄LDL 购自北京协和三友科技开发有限公

司。125I鄄钠购自中国核动力研究设计院第一研究院。
1郾 2摇 细胞培养、实验分组和细胞干预

RAW264郾 7 小鼠巨噬细胞用含 10%胎牛血清及

抗生素、谷氨酰胺的高糖 DMEM 培养液在 37益、5%
CO2 培养箱中培养。 倒置生物显微镜对培养细胞进

行动态观察,每 48 h 换培养液一次,待增殖至 70% ~
80%时使用含 EDTA 的 0郾 25%胰酶消化传代,或者铺

板用于实验干预。 巨噬细胞长到 80% 近融合的时

候,胰酶消化接种到6 孔板,24 h 后更换为含1%胎牛

血清的高糖 DMEM 培基饥饿 24 h,各干预组分别用

不同浓度 t鄄AUCB(1、10、50 及 100 滋mol / L)共同孵育

24 h,或在加入 100 滋mol / L t鄄AUCB 前 1 h 加入

PPAR酌 拮抗剂 GW9662 5 滋mol / L。 采用 t鄄AUCB 0
滋mol / L 干预作为空白对照组。

1郾 3摇 巨噬细胞与125玉鄄ox鄄LDL 的放射配基实验

参照 Goldstein[5]方法,各组巨噬细胞与125玉鄄ox鄄
LDL(40 ng)以及未加(总结合)或加入 100 倍过量

未标记 ox鄄LDL(非特异性结合)在 4益孵育 2 h,倾
去上清液,洗涤细胞 3 次,随后以 0郾 1 mmol / L NaOH
1 mL(37毅C,30 min)碎解细胞,测定其放射性脉冲

数。 特异结合 =总结合 -非特异结合。 根据巨噬细

胞特异性结合计算出细胞与125玉鄄ox鄄LDL 的最大结

合率(Bmax)及解离常数(Kd)。
各组巨噬细胞与125玉鄄ox鄄LDL(40 ng)以及未加

(总结合)或加入 100 倍过量的未标记的 ox鄄LDL(非
特异结合)在 37益 共同孵育 5 h 后,取上清液 0郾 5
mL,加入 35%三氯醋酸 0郾 4 mL 混合后,4益放置 30
min,再加入 0郾 7 mmol / L AgNO3 0郾 25 mL,1500 r / min
离心 10 min,取 1 mL 水相用于测定其放射性脉冲数

即为细胞降解125玉鄄ox鄄LDL 的量。 细胞摄取125 I鄄ox鄄
LDL 的量,实验方法同上述结合分析。
1郾 4摇 实时荧光定量 PCR 检测

使用 Trizol 试剂按步骤提取总 RNA,取 2 滋L
RNA 标本按逆转录试剂盒步骤逆转录合成 cDNA,再
取 1 滋L 逆转录产物进行 PCR 扩增。 各引物具体序

列如下:CD36 上游 5忆鄄TACCTGG GAGTTGGCGAGAA鄄
3忆,下游5忆鄄TTGCCACGTCATCTGGGTTT鄄3忆,GAPDH 上

游 5忆鄄TCACTGCCACCCAGAAGAAC T鄄3忆, 下 游 5忆鄄
TGAAGTCGCAGGAGA CAACC鄄3忆。 应用 7300 型实时

荧光定量 PCR 仪 (美国应用生物系统公司) 进行分

析,反应条件为两步法扩增:1 个循环,95益 10 s;40
个循环,95益 5 s;60益 31 s。 用 2 - 驻驻Ct法对有效性数

据进行统计分析。
1郾 5摇 免疫印迹法检测

收集细胞提取细胞总蛋白,测定蛋白浓度后进

行 SDS鄄PAGE 电泳分离,然后电转膜 2 h 后封闭,按
顺序孵育一抗、二抗,ECL 液显影压片后用凝胶成像

系统扫描,分析显影条带。 选用 茁鄄actin 作为内参。
1郾 6摇 统计学分析

使用 SPSS 17郾 0 统计软件包进行统计分析,对
主要指标行正态性检验,两组均数间比较采用配对 t
检验。 组间比较采用单因素方差分析。 本研究主要

数据来自 3 次以上重复,双侧 P < 0郾 05 显示差异有

统计学意义。
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2摇 结摇 果

2郾 1摇 LDL 的标记及氧化修饰测定

摇 摇 本研究中 LDL 的标记率为 65% ,标记后125玉鄄
ox鄄LDL 的比放射活性为 24郾 796 ci / g,仪器的计数效

率为 75% ,根据《受体学》中的公式换算得 340 cpm
相当于 1 ng 125玉鄄ox鄄LDL[6]。 细胞蛋白浓度的直线

回归方程为:Y = 0郾 01526 + 0郾 2728 伊 t,Y = 细胞蛋

白浓度(g / L),t = 吸光度。 巨噬细胞对125玉鄄ox鄄LDL
的摄取量以 滋g125玉鄄ox鄄LDL / g 细胞蛋白表示。
2郾 2摇 各组巨噬细胞对125玉鄄ox鄄LDL 的摄取

t鄄AUCB 呈剂量依赖性地增加小鼠巨噬细胞摄

取125玉鄄ox鄄LDL,0、1、10、50 和 100 滋mol / L t鄄AUCB
干预时,巨噬细胞对125玉鄄ox鄄LDL 的摄取呈剂量依赖

性地升高, t鄄AUCB 浓度为 100 滋mol / L 时125 玉鄄ox鄄
LDL 摄取量最高,t鄄AUCB 各干预组与空白对照组比

较均有显著性差异(P < 0郾 05)。 加入 PPAR酌 拮抗

剂 GW9662 后125玉鄄ox鄄LDL 摄取量下降,与 t鄄AUCB
100 滋mol / L 组比较有显著性差异(P < 0郾 05),与空

白对照组比较差异无显著性(P > 0郾 05;表 1)。

表 1. t鄄AUCB 对巨噬细胞125玉鄄ox鄄LDL 摄取及降解的影响(n
= 6,滋g / g)
Table 1. Effects of t鄄AUCB on uptake and degradation of
125玉鄄ox鄄LDL in macrophage

分摇 组 摄摇 取 降摇 解

空白对照组 414郾 96 依 46郾 71 16180郾 23 依 967郾 28

t鄄AUCB 1滋mol / L 519郾 54 依 47郾 7a 17369郾 62 依 478郾 34a

t鄄AUCB 10滋mol / L 629郾 04 依 37郾 97a 21794郾 85 依 689郾 36a

t鄄AUCB 50滋mol / L 720郾 66 依 48郾 58a 27883郾 03 依 712郾 25a

t鄄AUCB 100滋mol / L 881郾 57 依 68郾 44a 30194郾 61 依 635郾 71a

GW9662 + t鄄AUCB 100滋mol / L 467郾 80 依 51郾 98b 16326郾 19 依 735郾 95b

a 为 P < 0郾 05,与空白对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与 t鄄AUCB 100
滋mol / L 组比较。

2郾 3摇 各组巨噬细胞对125玉鄄ox鄄LDL 的降解

t鄄AUCB 呈剂量依赖性地增加小鼠巨噬细胞降

解125 玉鄄ox鄄LDL 量, 0、 1、 10、 50 和 100 滋mol / L t鄄
AUCB 干预时,巨噬细胞对125 玉鄄ox鄄LDL 的降解量,
且 t鄄AUCB 100 滋mol / L 时125玉鄄ox鄄LDL 降解量最高,
t鄄AUCB 各干预组与空白对照组比较均有显著性差

异(P < 0郾 05)。 加入 PPAR酌 拮抗剂 GW9662 后125

玉鄄ox鄄LDL 的 降 解 量 下 降 t鄄AUCB 100 滋mol / L
组比较差异有显著性(P < 0郾 05),与空白对照组比

较差异无显著性(P > 0郾 05;表 1)。
2郾 4摇 各组巨噬细胞 CD36 mRNA 的表达情况

t鄄AUCB 呈剂量依赖性地升高小鼠巨噬细胞

CD36 mRNA 的表达,100 滋mol / L t鄄AUCB 干预时表达

最高,不同浓度 t鄄AUCB 干预组与空白对照组比较有

显著性差异 (P < 0郾 05)。 而加入 PPAR酌 拮抗剂

GW9662 后 CD36 mRNA 表 达 明 显 减 少, 与 t鄄
AUCB100 滋mol / L 组比较有显著性差异(P < 0郾 05),
其与空白对照组比较差异无显著性(P >0郾 05;表 2)。

表 2. t鄄AUCB 对巨噬细胞 CD36 mRNA 表达的影响

Table 2. Effects of t鄄AUCB on CD36 mRNA in macrophage

分摇 组 CD36 mRNA

空白对照组 1

t鄄AUCB 1滋mol / L 1郾 1021 依 0郾 066a

t鄄AUCB 10滋mol / L 1郾 5176 依 0郾 17a

t鄄AUCB 50滋mol / L 1郾 7187 依 0郾 08a

t鄄AUCB 100滋mol / L 2郾 4684 依 0郾 16a

GW9662 + t鄄AUCB 100滋mol / L 1郾 4452 依 0郾 22b

a 为 P < 0郾 05,与空白对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与 t鄄AUCB 100
滋mol / L 组比较。

2郾 5摇 各组巨噬细胞 CD36 蛋白的表达

t鄄AUCB 呈剂量依赖性地升高 CD36 蛋白的表

达,100 滋mol / L t鄄AUCB 干预时 CD36 蛋白的表达最

高,各干预组与空白对照组比较差异有显著性(P <
0郾 05)。 而加入 PPAR酌 拮抗剂 GW9662 后巨噬细胞

CD36 蛋白的表达较 100 滋mol / L t鄄AUCB 组明显减

少(P < 0郾 05),与空白对照组比较差异无显著性(P
> 0郾 05;图 1 和表 3)。

表 3. t鄄AUCB 对巨噬细胞 CD36 蛋白表达的变化

Table 3. Effects of t鄄AUCB on CD36 protein in macrophage

分摇 组 CD36 mRNA

空白对照组 1 依 0郾 1

t鄄AUCB 1滋mol / L 1郾 20 依 0郾 09a

t鄄AUCB 10滋mol / L 1郾 39 依 0郾 17a

t鄄AUCB 50滋mol / L 1郾 60 依 0郾 22a

t鄄AUCB 100滋mol / L 2郾 03 依 0郾 12a

GW9662 + t鄄AUCB 100滋mol / L 1郾 33 依 0郾 10b

a 为 P < 0郾 05,与空白对照组比较; b 为 P < 0郾 05,与 t鄄AUCB 100
滋mol / L 组比较。
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图 1. t鄄AUCB 对巨噬细胞 CD36 表达的变化摇 摇 1鄄5 分别为 t鄄
AUCB 0、1、10、50、100 滋mol / L,6 为 GW9662 + t鄄AUCB 100 滋mol / L。

Figure 1. Effects of t鄄AUCB on CD36 protein in macro鄄
phage

3摇 讨摇 论

巨噬细胞是 As 发生发展中发挥主要作用的细

胞,其吞噬内膜下 ox鄄LDL 形成泡沫细胞是 As 发生

发展中的里程碑标志[7]。 因此,巨噬细胞活性和功

能的调节是减少以 As 为基础的心血管疾病的一个

潜在治疗靶点[8]。
As 的发生起始之一即为巨噬细胞吞噬 ox鄄LDL

致细胞内积聚大量胆固醇,导致脂质大量沉积,因此

清除具有强烈致 As 作用的 ox鄄LDL 是防止 As 发生

发展的有效措施[9]。 t鄄AUCB 是新型第三代 sEH 抑

制剂,较第一、二代抑制剂水溶性和生物利用度明显

增高,正逐渐大规模应用于心血管系统保护相关研

究中[10]。 t鄄AUCB 减少细胞内 EET 的降解,从而增

加 EET 的强大生物活性。 巨噬细胞通过摄取、释
放、降解等多种方式参与胆固醇的代谢,本研究发现

t鄄AUCB 呈剂量依赖性地增加小鼠巨噬细胞对125玉鄄
ox鄄LDL 的摄取及降解,提示 t鄄AUCB 不仅促进巨噬

细胞摄取、清除 ox鄄LDL,而且能降解 ox鄄LDL。
巨噬细胞向泡沫细胞的转化是巨噬细胞摄取

ox鄄LDL 和富含甘油三酯脂蛋白的结果。 这种脂质

的自由摄入不受细胞内胆固醇水平的限制,而受清

道夫受体、LDL 受体等多种受体调节[11]。 CD36 是

巨噬细胞表面的一种清道夫受体,研究证实其在 As
中介导长链脂肪酸转运、细胞黏附、血管新生和细胞

信号传递,参与 As 的发生、发展[12]。 在 As 斑块的

病理形成中,单核鄄巨噬细胞表达的清道夫受体

CD36 的一个重要作用就是识别和内吞 ox鄄LDL,且
CD36 途径占据大部分比例[13]。 研究已证实 CD36
基因敲除小鼠结合和内吞 ox鄄LDL 较野生型小鼠明

显减少,因此不会有效地形成泡沫细胞[14]。 与野生

型小鼠相比,载脂蛋白 E 基因敲除小鼠形成高胆固

醇血症和 As 损伤都明显加快;但与其相比,CD36 /
载脂蛋白双基因敲除小鼠的巨噬细胞结合和内吞

ox鄄LDL 降低约 60% [14],而在双基因敲除小鼠中通

过干细胞移植再引入 CD36 又会导致 As 损伤增

加[15]。 本研究发现 t鄄AUCB 可呈剂量依赖性升高

CD36 的 mRNA 及蛋白表达,与空白对照组比较有

显著性差异,提示 t鄄AUCB 可通过作用于 CD36 来增

加 ox鄄LDL 的摄取及降解。
CD36 的表达是可控的,而 PPAR酌 是调节 CD36

表达的关键因子。 已证实在 PPAR酌 阴性表达小鼠的

巨噬细胞上,可上调 CD36 表达的激动剂不再发挥作

用,表明上述作用是通过 PPAR酌 实现[16]。 同时,
Chawla 等[17]也发现与野生型小鼠相比,PPAR酌 阴性

表达小鼠的巨噬细胞对125 I 标记的 ox鄄LDL 的摄取和

降解明显减少 50% 以上。 研究发现 EET 增加细胞

PPAR酌 转录活性,并且使 PPAR酌 的上游基因脂肪酸

结合蛋白4(FABP鄄4)mRNA 表达增加,而使用 PPAR酌
阻断剂后 EET 的作用消失,由此确定 EET 是 PPAR酌
的内源性激动剂[18]。 本研究发现,加入 PPAR酌 拮抗

剂 GW9662 后 t鄄AUCB 的上述作用均明显减弱,提示

sEHi 可能通过 EET鄄PPAR酌鄄CD36 途径增加巨噬细胞

对125玉鄄ox鄄LDL 的摄取及降解。
可溶性环氧化合物水解酶抑制剂 t鄄AUCB 能减

少细胞内 EET 的降解,增加 EET 的强大生物活性,
通过 EET鄄PPAR酌鄄CD36 途径调节巨噬细胞的脂质

代谢,防止和延缓 As 的发生发展。
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