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[摘　 要] 　 目的　 通过观察泡沫细胞形成、脂滴形态以及脂滴表面蛋白分子表达的情况ꎬ探讨血清淀粉样 Ｐ 物质

(ＳＡＰ)对泡沫细胞发生发展的影响ꎮ 方法　 利用 ＴＨＰ￣１ 细胞ꎬ通过佛波酯(ＰＭＡ)处理 ４８ ｈꎬ诱导其分化成为巨噬

细胞ꎬ再用氧化型低密度脂蛋白(ｏｘ￣ＬＤＬ)联合脂多糖(ＬＰＳ)诱导其成为泡沫细胞作为对照组ꎬ实验组在上述过程

中加入不同浓度 ＳＡＰ(１０、２０ ｍｇ / Ｌ)进行干预ꎮ 采用油红 Ｏ 染色分析 ＳＡＰ 对泡沫细胞形成的影响ꎬ观察脂质蓄积ꎻ
同时利用 Ｂｏｄｉｐｙ４９３ / ５０３ 染色ꎬ在荧光显微镜下观察泡沫细胞内脂滴形态及数量ꎻ提取上述泡沫细胞内的脂质ꎬ通
过试剂盒定量测定细胞内甘油三酯(ＴＧ)和胆固醇酯(ＣＥ)含量ꎻ利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 对脂滴表面相关的蛋白进行分

析ꎬ如乙酰辅酶 Ａ 羧化酶(ＡＣＣ１)、脂肪分化相关蛋白(ＡＤＲＰ)、４７ ｋＤａ 的尾连蛋白(ＴＩＰ４７)、组蛋白去甲基化酶

(ＪＭＪＤ３)、脂肪酸合成酶(ＦＡＳ)的表达水平ꎮ 结果　 油红 Ｏ 染色和 Ｂｏｄｉｐｙ４９３ / ５０３ 染色显示ꎬ实验组细胞内的脂滴

大小更大、数量更多ꎬ且 ２０ ｍｇ / Ｌ ＳＡＰ 干预组较 １０ ｍｇ / Ｌ ＳＡＰ 干预组趋势更明显ꎻ脂质定量检测结果显示ꎬ实验组

ＴＧ、ＣＥ 含量增高ꎬ２０ ｍｇ / Ｌ ＳＡＰ 干预组较 １０ ｍｇ / Ｌ ＳＡＰ 干预组更高ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬＳＡＰ 能够增强 ＡＤＲＰ、
ＴＩＰ４７、ＪＭＪＤ３、ＦＡＳ 的表达水平ꎬ除了 ＦＡＳ 在不同 ＳＡＰ 浓度干预组表达水平一样外ꎬ其余均随着 ＳＡＰ 浓度的增加表

达水平也增强ꎮ 结论　 ＳＡＰ 能够促进泡沫细胞形成ꎬ增强脂质蓄积ꎻＳＡＰ 能够增强相关脂蛋白的表达水平ꎮ
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ｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｐｉｄꎬ ＳＡＰ ｃａｎ ｅｎｈａｎｃｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｓ.

　 　 泡沫细胞的形成是动脉粥样硬化发生发展的

病理学基础ꎬ多种机制共同作用于诱导的巨噬细胞

源性泡沫细胞[１]ꎬ但详细的分子机制尚未阐明ꎮ 目

前ꎬ炎症反应学说以及脂质代谢异常学说最被认

可[２￣３]ꎬ低密度脂蛋白( ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬＬＤＬ)
的升高以及高密度脂蛋白(ｈｉｇｈ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬ
ＨＤＬ)的降低被认为是动脉粥样硬化的独立危险因

素ꎬ而脂质代谢异常和内皮的损伤也是动脉粥样硬

化的始动因素[４￣５]ꎮ 血清淀粉样 Ｐ 物质 ( ｓｅｒｕｍ
ａｍｙｌｏｉｄ Ｐ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔꎬＳＡＰ)作为 Ｃ 反应蛋白(Ｃ ｒｅａｃ￣
ｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＣＲＰ)的同家族成员ꎬ以钙离子依赖性而

与多种受体结合[６]ꎮ 越来越多的研究发现ꎬＳＡＰ 在

粥样斑块中表达增强ꎬ并且含量随着病变的严重而

不断加重ꎮ 也有研究发现ꎬ心脑血管疾病患者的血

清中 ＳＡＰ 水平明显增加ꎬ证实 ＳＡＰ 与心脑血管疾病

的发生存在一定关系[７]ꎬ但是详细机制尚未明确ꎮ
本研究利用氧化型低密度脂蛋白 ( ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ
ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬｏｘ￣ＬＤＬ)联合脂多糖( ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃ￣
ｃｈａｒｉｄｅꎬＬＰＳ)诱导 ＴＨＰ￣１ 源性泡沫细胞形成ꎬ观察

ＳＡＰ 对细胞内脂质蓄积、脂滴数目和大小以及相关

蛋白表达水平的影响ꎬ为研究 ＳＡＰ 影响泡沫细胞形

成的分子机制提供新的证据及思路ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

ＴＨＰ￣１ 人单核细胞系购自美国典型培养物保藏

中心(Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｔｙｐｅ Ｃｕｌｔｕｒｅ ＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎꎬＡＴＣＣ)ꎻ胎牛

血清购自杭州四季青公司ꎻＲＰＭＩ１６４０ 培养基购自

Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻＬＰＳ、ＳＡＰ、油红 Ｏ 购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻＳＡＰ
购自美国 ＥＭＤ Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ 公司ꎻＰＭＡ 购自 Ｐｒｏｍｅｇａ
公司ꎻＤＲＰ、ＴＩＰ４７、ＦＡＳ、ＡＣＣ１、ＪＭＪＤ３Ｓ 兔多克隆抗

体购自 Ａｂｃａｍ 公司ꎻ甘油三酯( ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅꎬＴＧ)及

胆固醇酯(ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｙｌ ｅｓｔｅｒꎬＣＥ)试剂盒购自 Ｗａｋｏ 公

司ꎻｏｘ￣ＬＤＬ 购自广州奕源公司ꎻＢｏｄｉｐｙ４９３ / ５０３ 购自

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎮ
１.２　 泡沫细胞的诱导以及实验分组

所有细胞均使用 ＴＨＰ￣１ 细胞ꎬ以 ＲＰＭＩ１６４０ 培

养基培育ꎬ在开始诱导之前ꎬ将每一皿细胞数调至 ２
×１０９ Ｃｅｌｌｓ / Ｌꎮ 首先将细胞诱导为贴壁的巨噬细胞ꎬ
以 １００ μｇ / Ｌ ＰＭＡ 培育 ４８ ｈꎮ 换培养液ꎬ实验分组:
①对照组:ｏｘ￣ＬＤＬ ５０ ｍｇ / Ｌ 联合 ＬＰＳ １ ｍｇ / Ｌꎻ②ＳＡＰ
１０ ｍｇ / Ｌ 干预组:ｏｘ￣ＬＤＬ ５０ ｍｇ / Ｌ、ＬＰＳ １ ｍｇ / Ｌ 联合

ＳＡＰ １０ ｍｇ / Ｌꎻ③ＳＡＰ ２０ ｍｇ / Ｌ 干预组:ｏｘ￣ＬＤＬ ５０
ｍｇ / Ｌ、ＬＰＳ １ ｍｇ / Ｌ 联合 ＳＡＰ ２０ ｍｇ / Ｌꎻ３７℃、９５％
ＣＯ２ 条件下培育 ４８ ｈꎬ形成泡沫细胞ꎮ 上述分组均

设立 ５ 组样本分析ꎮ
１.３　 荧光显微镜下细胞内脂滴的观察

通过上述流程诱导泡沫细胞ꎬ以冷 ＰＢＳ 轻轻清

洗 ３ 次ꎬ然后以多聚甲醛固定泡沫细胞ꎬ浓度为 ４０
ｇ / Ｌꎬ再以浓度为 １ ｇ / Ｌ 的染色剂(Ｂｏｄｉｐｙ４０３ / ５０３)
处理 ３０ ｍｉｎꎬ荧光显微镜观察处理后的细胞内脂滴

大小及数量ꎮ 油红 Ｏ 染色观察细胞内脂质ꎮ
１.４　 脂质定量检测

待泡沫细胞诱导成功后ꎬ以冷 ＰＢＳ 轻轻清洗 ３
次ꎬ再将培养皿内细胞刮下ꎬ并完全洗涤ꎬ收集细胞

全部悬液以 ３ ∶ ２ 的正已烷 ∶ 异丙醇提取细胞脂质ꎬ
待干燥后以 ＴｒｉｔｏｎＸ￣１００ 的 ＰＢＳ 溶解脂类ꎬ浓度为

２０ ｍＬ / Ｌꎬ根据试剂盒说明书检测样本中相关脂质

含量ꎬ测定结束后ꎬ待总蛋白干燥ꎬ利用氢氧化钾溶

解样品ꎬ再以 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 测定其浓度ꎮ
１.５　 相关蛋白表达水平检测

为了将细胞内的相关脂蛋白水平进行检测ꎬ首先

将细胞裂解ꎬ提取蛋白ꎮ 上述流程结束后转膜ꎬ封闭

时用 ５０ ｇ / Ｌ 脱脂牛奶处理 ６０ ｍｉｎꎬＰＢＳＴ 洗膜 ５ ｍｉｎ×
３ 次ꎬ然后分别加入兔抗鼠 ＡＣＣ１、 ＪＭＪＤ３、ＡＤＲＰ、
ＴＩＰ４７、ＦＡＳ 抗体ꎬ４℃摇床下过夜ꎬ再以 ＰＢＳＴ 洗膜ꎬ方
法同上ꎬ加入 ＨＲＰ 标记的羊抗兔二抗ꎬ室温培育 １ ｈꎬ
再次洗膜ꎬ时间次数同上ꎬ最后以 ＥＣＴ 化学发光显

色ꎬＸ 线片显影ꎬ以 β￣ｔｕｂｕｌｉｎ 做对照组ꎮ
１.６　 统计学分析

所有数据均采用 ＳＰＳＳ １９.０ 统计学分析软件处

理ꎮ 计量资料以 ｘ±ｓ 表示ꎬ采用单因素方差分析ꎬＰ
<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＳＡＰ 促进 ＴＨＰ￣１ 细胞源性泡沫细胞形成

ＴＨＰ￣１ 细胞经 ＰＭＡ 诱导为贴壁的巨噬细胞ꎬ再
由 ＬＰＳ 联合 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导泡沫细胞形成ꎬ４８ ｈ 后ꎬ油
红 Ｏ 染色观察ꎬ细胞内均有脂质形成ꎻ镜下显示ꎬ
ＳＡＰ 能够促进泡沫细胞形成ꎬ相比对照组ꎬ加入 ＳＡＰ
的细胞内脂质明显增多ꎻＢｏｄｉｐｙ４０３ / ５０３ 染色显示ꎬ
相比对照组ꎬＳＡＰ 干预组脂滴更大、数量更多ꎬ并且

随着 ＳＡＰ 浓度的增加脂质蓄积及脂滴形成情况更

明显(图 １ 和图 ２)ꎮ
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图 １. ＳＡＰ 对泡沫细胞脂质蓄积的影响　 　 Ａ 为对照组ꎬＢ 为 ＳＡＰ １０ ｍｇ / Ｌ 干预组ꎬＣ 为 ＳＡＰ ２０ ｍｇ / Ｌ 干预组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＳＡＰ ｏｎ ｌｉｐｉｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ

图 ２. ＳＡＰ 对泡沫细胞脂滴形成的影响　 　 Ａ 为对照组ꎬＢ 为 ＳＡＰ １０ ｍｇ / Ｌ 干预组ꎬＣ 为 ＳＡＰ ２０ ｍｇ / Ｌ 干预组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＳＡＰ ｏｎ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｐｉｄ ｄｒｏｐｌｅｔｓ ｉｎ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ

２.２　 细胞内脂质蓄积情况

为明确 ＳＡＰ 对泡沫细胞内 ＴＧ、ＣＥ 形成的影

响ꎬ实验中提取细胞内总脂质ꎬ以试剂盒检测 ＴＧ、
ＣＥ 含量ꎮ 结果发现ꎬ随着 ＳＡＰ 的加入ꎬ细胞内 ＴＧ、
ＣＥ 含量明显增加ꎬ并且随着 ＳＡＰ 浓度的增加 ＴＧ 和

ＣＥ 的含量均增加ꎬ脂滴变化与其观察一致(图 ３ 和

图 ４)ꎮ

图 ３. ＳＡＰ 对泡沫细胞中 ＴＧ 含量的影响(ｎ＝ ５) 　 　 ａ 为 Ｐ<
０.０５ꎬ与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＳＡＰ ｏｎ ＴＧ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ

图 ４. ＳＡＰ 对泡沫细胞中 ＣＥ 含量的影响(ｎ ＝ ５) 　 　 ａ 为 Ｐ<
０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＳＡＰ ｏｎ ＣＥ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ

２.３　 ＳＡＰ 对相关脂蛋白表达的影响

采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检 测 ＡＤＲＰ、 ＴＩＰ４７、 ＦＡＳ、
ＡＣＣ１、ＪＭＪＤ３ 表达水平ꎬ结果发现ꎬＳＡＰ 能够增强

ＡＤＲＰ、ＴＩＰ４７、ＪＭＪＤ３、ＦＡＳ 的表达水平ꎬ并且其中除

了 ＦＡＳ 在 ＳＡＰ 不同浓度表达水平一样外ꎬ其余均随

着 ＳＡＰ 浓度的增加表达水平也增强ꎮ 但 ＳＡＰ 对
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ＡＣＣ１ 的表达水平无明显作用(图 ５)ꎮ

图 ５. ＳＡＰ 对泡沫细胞形成过程中相关脂蛋白表达的影响(ｎ＝ ５)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＳＡＰ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ

３　 讨　 论

动脉粥样硬化的形成机制[８]ꎬ仍然众说纷纭ꎬ
但毋庸置疑的是多种因素参与其中ꎮ 目前脂质浸

润学说、内皮损伤学说以及炎症反应学说最被接

受ꎬ传播也较为广泛ꎬ内皮损伤是动脉粥样硬化的

起始环节ꎬ炎症反应以及脂质浸润贯穿于整个过

程ꎬ从而促进了动脉粥样硬化的发生发展[９]ꎮ 血浆

ＬＤＬ 升高能够诱导脂质浸润血管内皮ꎬ将破损细

胞、胆固醇沉积于此ꎬ与此同时ꎬ经过氧化应激反应

从而形成的 ｏｘ￣ＬＤＬꎬ具有诱导巨噬细胞吞噬脂质、
清除破损泡沫细胞的功能ꎬ大多是通过激活清道夫

受体从而实现的ꎮ 在进程中ꎬ泡沫细胞以及破损细

胞大量聚集ꎬ是形成粥样斑块[１０]的关键环节ꎮ
内皮损伤是动脉粥样硬化发生发展的始动因

素ꎬ完整的血管内皮细胞在人体内发挥多重作用ꎬ
与此同时还能够自身调节血管张力[１１]ꎬ借此调控血

压水平ꎮ 一旦血管内皮细胞的完整性遭到破坏ꎬ血
管内膜屏障即发生破坏ꎬ巨噬细胞集落刺激因子

(ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｃｏｌｏｎｙ￣ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒꎬＭ￣ＣＳＦ)、白细

胞介素 １( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１ꎬＩＬ￣１)、白细胞介素 ６( ｉｎｔｅｒ￣
ｌｅｕｋｉｎ￣６ꎬＩＬ￣６) 和肿瘤坏死因子 α( ｔｕｍｏｕｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒ￣αꎬＴＮＦ￣α)均可以诱导巨噬细胞在血液中的黏

附水平ꎬ更容易黏附于破损的血管内皮以及浸润ꎬ
借此吞噬大量脂质从而形成泡沫细胞ꎬ也能促进平

滑肌细胞增殖并向内膜迁移摄取 ｏｘ￣ＬＤＬ 形成泡沫

细胞[１２]ꎮ
Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ 是真核细胞脂滴的标志性分子[１３]ꎬ

Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ 家族中的第二个蛋白即为脂肪分化相关蛋

白( ａｄｉｐｏｃｙｔｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＡＤＲＰ)、
Ｐｌｉｎ３ 即 ４７ ｋＤａ 尾连蛋白( ｔａｉｌ￣ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ
４７ ｋＤａꎬＴＩＰ４７)等与脂质蓄积密切相关ꎬＪＭＪＤ３ 作为

组蛋白去甲基化酶ꎬ在巨噬细胞被 ＬＰＳ 刺激中表达

明显上调ꎬ据报道与炎症反应密切相关ꎮ ＳＡＰ 与

ＣＲＰ 同属于血清正五聚体蛋白家族成员ꎬ主要依托

于钙离子与多种受体结合ꎬ而参与到炎症反应、免
疫调节等过程中ꎮ 有研究报道[１４]ꎬＳＡＰ 能与血清中

ＬＤＬＣ 相结合ꎬ提示与动脉粥样硬化的发生发展有

关ꎬ并且在体内ꎬ由肝脏细胞表达的 ＳＡＰ 蛋白ꎬ也是

一种急性反应期蛋白ꎬ轻微的炎症刺激ꎬ即可有着

显著性的变化ꎮ 也有研究显示ꎬＳＡＰ 的表达往往通

过影响结构中相对临近的氨基酸残基ꎬ借此改变功

能性空间结构ꎬ从而起到联合 ＬＰＳ、调节凋亡细胞小

体的能力[１５]ꎮ 多种报道均显示 ＳＡＰ 从多种角度影

响了动脉粥样硬化的发生发展[１６]ꎬ本课题组前期通

过分析临床患者 ＳＡＰ 表达水平同冠心病、脑梗死发

生的相关性ꎬ结果显示ꎬ随着冠状动脉狭窄程度的

增加ꎬＳＡＰ 水平逐渐提高ꎬ并且随着 ＳＡＰ 水平的升

高ꎬ患者脑白质变性的严重程度也随之增加ꎬ患者

出现认知功能障碍的程度也在增加ꎮ 本次研究从

机制上尝试解释 ＳＡＰ 对动脉粥样硬化的影响ꎬ利用

油红 Ｏ 染色发现相比传统泡沫细胞的诱导ꎬＳＡＰ 的
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增加明显促进了泡沫细胞的形成ꎬ加剧了脂质的蓄

积ꎻ通过 Ｂｏｄｉｐｙ４０３ / ５０３ 染色发现ꎬ相比对照组ꎬ实
验组泡沫细胞内的脂滴数目更多ꎬ并且大小更大ꎬ
随着 ＳＡＰ 浓度的增加趋势更加明显ꎻ通过试剂盒定

量检测泡沫细胞内脂质含量发现ꎬＴＧ 的含量随着

ＳＡＰ 浓度的增加ꎬ细胞内脂质含量也逐级增加ꎬ相
比对照组ꎬ实验组均明显增加ꎮ 同时ꎬ胆固醇的定

量检测也符合这一趋势ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测相关脂蛋

白表达水平发现ꎬ ＳＡＰ 能够增强 ＡＤＲＰ、 ＴＩＰ４７、
ＪＭＪＤ３、ＦＡＳ 的表达水平ꎬ并且其中除了 ＦＡＳ 在 ＳＡＰ
不同浓度表达水平一样外ꎬ其余均随着 ＳＡＰ 浓度的

增加表达水平也增强ꎮ 但 ＳＡＰ 对 ＡＣＣ１ 的表达水

平无明显作用ꎮ
本次研究表明ꎬＳＡＰ 能够促进泡沫细胞的脂质

蓄积ꎬ增强脂滴形成ꎬ通过增强 ＡＤＲＰ 等相关脂蛋

白的表达ꎬ从而促进了巨噬细胞源性泡沫细胞的形

成ꎬ并且 ＳＡＰ 的浓度增加时ꎬ脂质蓄积也明显增加ꎮ
但本次研究尚有不足之处ꎬ比如 ＳＡＰ 是否通过刺激

ＮＦ￣κＢ 的表达增强 ＡＤＲＰ 的表达? 对相关炎性因子

的表达有如何影响? 体外实验虽有一定依据ꎬ应设

计动物实验进一步说明其机制ꎮ
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