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姜黄素下调 IDOL 水平促进肝细胞摄取血浆 LDLC
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[摘　 要] 　 目的　 明确姜黄素可通过下调低密度脂蛋白受体诱导降解蛋白( IDOL)来升高低密度脂蛋白受体(LD-
LR)的表达水平,从而促进肝细胞摄取低密度脂蛋白胆固醇(LDLC)。 方法　 利用过表达 IDOL 和干扰 IDOL 慢病

毒(OE / RNAi-IDOL)感染 HepG2 和 LO2 两种体外培养的肝细胞,倒置荧光显微镜观察病毒感染情况;Western blot
检测 IDOL 及 LDLR 蛋白表达;油红 O 染色观察细胞中脂质情况;酶法检测细胞内胆固醇含量;DiI-LDL 摄取实验检

测肝细胞对 LDLC 的摄取能力;流式细胞术检测肝细胞膜 LDLR 分布丰度。 结果　 与明场比较,暗场下可见胞内呈

绿色荧光;与对照组比较,三种不同干扰 IDOL 慢病毒感染的 HepG2 和 LO2 细胞中,仅 RNAi-IDOL-2 的 IDOL 蛋白

表达显著降低,且相应组的 LDLR 蛋白表达显著增强(P<0. 01),选择为后续 RNAi-IDOL 组所用;相反,OE-IDOL 慢

病毒感染的 HepG2 和 LO2 细胞中,IDOL 表达显著增高,相应组内 LDLR 表达减弱;以上结果表明已获得 RNAi-
IDOL-2 及 OE-IDOL 慢病毒感染的 HepG2 和 LO2 细胞模型。 与无药物处理的 Control 组相比,RNAi-IDOL-2 及 OE-
IDOL 慢病毒感染的肝细胞内经 25 μmol / L 姜黄素处理 24 h 后,油红 O 染色及胆固醇含量测定结果显示:细胞内脂

滴含量和相对胆固醇含量均显著增加(P<0. 01);且 DiI-LDL 摄取及免疫流式细胞结果显示:肝细胞摄取 LDLC 的

能力增强(P<0. 01);肝细胞膜表面 LDLR 分布丰度增多(P<0. 01);以上结果与阳性药物对照组的结果趋势一致。
结论　 姜黄素可以下调肝细胞内 IDOL 水平,提高细胞膜 LDLR 分布丰度,从而促进肝细胞摄取 LDLC。
[中图分类号] 　 R5 [文献标识码] 　 A

Curcumin promotes the hepatocytes-uptake of plasma LDLC by down-regulating
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To explore the effect of Curcumin on that inducible degrader of the low density lipoprotein re-
ceptor (IDOL) regulating the uptake of low density lipoprotein cholesterol (LDLC) of hepatocytes. 　 　 Methods　 HepG2
and LO2 cells ( two kinds of hepatocytes) were infected with the constructed overexpression or RNA-interference IDOL
(OE / RNAi-IDOL) lentivirus. 　 The efficiency of the lentiviral infection experiment was evaluated by fluorescence micros-
copy. 　 The expression of IDOL and low density lipoprotein receptor (LDLR) proteins was detected by Western blot. 　 Af-
ter HepG2 and LO2 cells were treated with Curcumin for 24 hours, intracellular lipid droplets were determined by red oil O
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staining; cholesterol content was detected by using cholesterol testing kits; the uptake of LDLC by hepatocytes was detected
by DiI-LDL uptake experiment; LDLR abundances of hepatocytes surfaces were determined by immune flow cytometry. 　
　 Results　 Compared with white light view, the phenomenon of the green fluorescence was observed both in HepG2 and
LO2 cells infected by OE-IDOL and RNAi-IDOL lentivirus; Western blot results showed that both in HepG2 and LO2 cells
infected by RNAi-IDOL-2 lentivirus, IDOL protein expression were decreased, while LDLR expression was increased (P<
0. 01); on the contrary, in HepG2 and LO2 cells infected by OE-IDOL lentivirus, IDOL protein expression was increased,
while LDLR expression was decreased, the above results indicated that both HepG2 and LO2 cells infected by OE / RNAi-I-
DOL lentivirus had been acquired. 　 Compared with the control group of HepG2 and LO2 cells without any treatment, after
25 μmol / L Curcumin treatment for 24 hours in the OE / RNAi-IDOL lentivirus infected cells, both the intracellular lipid
droplet content and relative cholesterol content were increased in the treatment group (P<0. 01), meanwhile the uptake
LDLC ability and cell surface LDLR abundances of hepatocytes were also enhanced (P<0. 01), the same trend was also
observed in the results of Rosuvastatin treatment group. 　 　 Conclusion　 The levels of IDOL protein in liver cells were
down-regulated by Curcumin, which further promotes the uptake of LDLC of liver cells.

　 　 动脉粥样硬化性心血管疾病 ( atherosclerotic
cardiovascular disease, ASCVD)是中国致死率高的

疾病之一[1],而 ASCVD 的发生与血浆中低密度脂

蛋白 胆 固 醇 ( low density lipoprotein cholesterol,
LDLC)水平升高密切相关[2]。 他汀类药物如瑞舒

伐他汀(Rosuvastatin)通过阻断胆固醇的合成及上

调低 密 度 脂 蛋 白 受 体 ( low density lipoprotein
receptor, LDLR)的表达来降低血浆 LDLC 浓度,因
此被广泛用于心血管疾病治疗[3]。 然而,他汀类药

物对部分患者产生了不良反应,包括肌病和糖尿病

等[4-7],因此,应继续开展新的降脂药物的研发并探

索其机制。 姜黄素(Curcumin)是来自姜黄根的黄

色多酚类活性成分[8],可有效地控制高脂血症,发
挥抗动脉粥样硬化的作用,但其降脂作用机制仍待

深入研究[9-12]。
血浆中 LDLC 主要被 LDLR 识别、内吞加以清

除,并且 LDLR 严格受转录水平和转录后水平的调

节。 具有 E3 泛素连接酶活性的低密度脂蛋白受体

诱导降解蛋白 ( inducible degrader of the LDLR,
IDOL)是参与转录后调节 LDLR 蛋白稳定性的因素

之一,通过作用于 LDLR 的细胞质 C 末端尾部结构

域,使 LDLR 泛素化后在溶酶体降解[13-14]。 在已有

的研究结果表明(含本课题组的前期结果),姜黄素

可以通过降低前蛋白转化酶枯草溶菌素 9 ( pro-
protein convertase subtilisin / kexin type 9, PCSK9)的
表达来促进体外培养的肝细胞摄取 LDLC[15-17]。
IDOL 也是 LDLR 转录后调节的重要分子之一,目前

鲜有报道姜黄素调节 IDOL 在肝细胞代谢 LDLC 中

的作用。
本文利用过表达 /干扰 IDOL (overexpression or

RNA-interference IDOL, OE / RNAi-IDOL) 的慢病毒

感染 HepG2 及 LO2 两种肝细胞,加入瑞舒伐他汀作

为阳性药物组,通过检测细胞内胆固醇含量及胆固

醇的摄取,明确姜黄素通过 IDOL 调节肝细胞摄取

LDLC 的机制。

1　 材料和方法

1. 1　 药品和试剂

HepG2(人源性肝癌细胞)及 LO2(人源性永生

化肝细胞)均购于中科院上海研究所细胞中心;OE /
RNAi-IDOL 慢病毒载体(上海吉凯基因有限公司,
GV358 / GV248);姜黄素(西格玛奥德里奇贸易有限公

司,08511);瑞舒伐他汀(上海易恩化学技术有限公司,
R012409);特级胎牛血清(杭州天杭生物有限公司,
13011);高糖 DMEM(GIBCO 公司,C11995500BT);BCA
蛋白质定量试剂盒(碧云天公司,P0012);兔抗 LDLR
(ab52818)、兔抗 IDOL(ab74562)均购于艾博抗有限公

司;兔抗人β-actin13E5(Cell Signaling Technology 公司,
4970);HRP 标记的山羊抗兔二抗(abs20040)、PIPA 裂

解液(Strong)(abs47014877)均购于 Absin 公司;人源性

LDL(广州弈源公司,YB-001);油红 O 粉末(AMRESCO
公司,0684);苏木精(H8070)、4% 组织细胞固定液

(P1110)、Hoechst33342(B8040)、DiI-LDL(L8930)均购

于 Solarbio 公司;总胆固醇测定试剂盒(CELL BIO-
LABS,STA-384);其余均为进口或国产分析纯试剂。
1. 2　 慢病毒载体感染细胞并通过倒置荧光显微镜

观测感染后细胞荧光强度

胰酶消化对数生长期 HepG2 / LO2 细胞,以每孔

5×104 个细胞数接种到 6 孔板中,培养 24 h 后,分别

加入过表达及 3 种不同序列的干扰 IDOL 慢病毒载

体的稀释液培养,待病毒感染进细胞,12 h 后更换
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为新鲜 DMEM 培养基,48 h 后在 6 孔板加入 5 mg / L
嘌呤霉素 3 ~ 4 天,筛选出病毒感染成功的细胞转移

至细胞培养瓶。 在嘌呤霉素筛选后待细胞生长至

对数生长期,荧光显微镜下明场与暗场对比观察荧

光强度,初步评估慢病毒的感染情况。
1. 3　 Western blot 检测 IDOL 及 LDLR 蛋白表达

在各组呈对数生长期的细胞中加入细胞裂解

液[1 000 μL RIPA ( Strong) + 5 μL PMSF + 10 μL
coaktail],细胞刮子收集细胞,冰上裂解半小时,离
心后取上清液加入 5 ×Loading Buffer,99. 9 ℃ 煮 5
min 分装存放于-80 ℃冰箱,检测 IDOL、LDLR 蛋白

表达。 RNAi-IDOL-1 / 2 / 3 为慢病毒干扰 IDOL 的三

种不同 RNAi 序列组,通过评估 IDOL 及 LDLR 的蛋

白表达情况,进一步确定过表达及 3 种不同序列干

扰 IDOL 的慢病毒感染肝细胞的效果,并筛选出干

扰效果最佳一组进行下一步实验。
1. 4　 油红 O 染色半定量检测细胞内脂滴含量

胰酶消化对数生长期 HepG2 / LO2 细胞,每孔接

种 1×105 个细胞数到事先内置有方形盖玻片的 6 孔

板中,培养 24 h 待细胞贴壁后,除空白组(Basal 组:
不加实验处理因素)外其余各组均加入 25 mg / L 的

LDL,模拟高脂环境,药物组则分别加入 25 μmol / L
姜黄素和 10 μmol / L 瑞舒伐他汀共孵育 24 h,室温

固定 35 min,油红 O 染色 5 ~ 8 min,苏木精染色 30
s,甘油封片,显微镜下细胞内脂滴被染成橙红色,细
胞核则呈淡蓝色,FIJI 软件半定量分析各组内的脂

滴情况。
1. 5　 酶法检测细胞内胆固醇含量

每孔接种 2. 25×104 个对数生长期 HepG2 / LO2
细胞到 6 孔板中,待细胞贴壁后,与实验 1. 4 处理相

同,分别加入 LDL 和药物孵育 24 h,4 ℃ PBS 洗 3
次,胰酶消化后收集细胞,1 200 r / min 离心 3 min,
每管加入胆固醇提取裂解液 200 μL( V(氯仿) ∶
V(异丙醇) ∶ V(NP-40)= 7 ∶ 11 ∶ 0. 1),冰上裂解,
30 min 后取上清液,60 ℃干燥箱过夜,取出上清后

管内沉淀溶于 200 μL 1 μmol / L 的 NaOH 中,用蛋

白质浓度测定试剂盒测定各组细胞内总蛋白含量

用于标准化各组样本胆固醇数值。 干燥箱中烘干

过夜的胆固醇继续置入真空加热干燥仪内 60 ℃,30
min。 每管加入胆固醇分析稀释液 200 μL,参考总

胆固醇测定试剂盒说明书,将制备好的样品加入 96
孔板中,与相应的胆固醇反应试剂反应后,酶标仪

555 nm 测定其吸光度值。 将样品所测得的吸光度

值代入预先做出的胆固醇标准曲线的线性回归方

程当中,计算出样品中总胆固醇( total cholesterol,
TC)和游离胆固醇( free cholesterol, FC)的含量。 标

化后胆固醇的浓度单位采用 TC 或 FC 与总蛋白浓

度的比值(mmol / g)。
1. 6　 LDLC 摄取的检测

按每孔 1×105 个对数生长期细胞接种至 24 孔

板中,培养 24 h,分组中 25-羟基胆固醇(25-HC)可
抑制胆固醇的摄取,作为阴性对照;缺乏脂蛋白血

清(LPDS)模拟缺乏脂环境,可促进 LDLC 的摄取,
作为阳性对照;其余分组与实验 1. 4 处理相同。 加

入药物孵育 24 h 后,更换培养液为 2% LPDS +
DMEM;各组加 DiI-LDL 10 mg / L(Basal 组除外),避
光 37 ℃孵育 4 h;含 0. 4%牛血清白蛋白的 PBS 洗 2
次,再用普通 PBS 洗 3 次;加入细胞固定液 10 min,
PBS 洗 3 次;Hoechst 33342 染色 20 min,PBS 洗 3
次;吸尽余液,滴加抗荧光淬灭液;荧光显微镜观

察,DiI 染细胞膜呈橙红色荧光,Hoechst 33342 染细

胞核呈蓝色荧光。
1. 7　 细胞表面 LDLR 丰度的检测

将细胞以每孔 1. 5×106 个接种到 6 孔板中,在
37 ℃、5%CO2 的细胞培养箱中培养 24 h 待细胞贴

壁,与实验 1. 4 处理相同,按照实验分组加入处理因

素继续培养 24 h 后,收集细胞至 EP 管中,800 r / min
离心 5 min,加入含 0. 5% BSA 的 PBS 室温孵育 30
min,800 r / min 再次离心 5 min,加入 300 μL LDLR
一抗,稀释比为 1 ∶ 200,PBS 洗 1 ~ 2 次后加入 300
μL LDLR 特异性荧光二抗,稀释比为 1 ∶ 400,加入

Normal IgG 抗体作为阴性对照,室温孵育 30 min 后

流式细胞仪检测细胞表面 LDLR 荧光。
1. 8　 统计学分析

使用 GraphPad Prism 6. 02、FIJI、Flow jo 软件进

行分析。 实验数据以 x±s 表示,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。

2　 结　 果

2. 1　 慢病毒感染检测

分别在亮视野和蓝色激发光光源 下 观 察

HepG2 / LO2 细胞的形态及其荧光强度,结果显示:
与无慢病毒(non lentivirus, non-Lv)感染的肝细胞

相比,经嘌呤霉素筛选后镜下可见慢病毒感染的

HepG2 和 LO2 细胞内各组均可见绿色荧光(图 1),
结果提示已获得过表达和 3 种不同序列干扰 IDOL
慢病毒感染的肝细胞模型。
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图 1. 慢病毒感染后肝细胞荧光表达

倒置荧光显微镜明场(HepG2 上图、LO2 上图)与暗场(HepG2 下图、LO2 下图)拍照结果。

Figure 1. Fluorescence expression after lentivirus infection

2. 2　 IDOL 和 LDLR 的蛋白表达水平

与 OE-Control 组比较,HepG2 / LO2 细胞中 OE-
IDOL 组的 IDOL 蛋白表达显著升高,LDLR 蛋白表

达显著降低(P<0. 01,图 2A;P<0. 01,图 2B)。 与

RNAi-Control 组比较,HepG2 细胞中 RNAi-IDOL-2
组的 IDOL 表达降低,LDLR 表达升高(P<0. 05,图

2C);同样 LO2 细胞中 RNAi-IDOL-2 组的 IDOL 表

达降低, LDLR 表达升高 ( P < 0. 05,图 2D);其余

RNAi-IDOL 细胞模型中蛋白表达水平较 RNAi-
Control 组均无显著性改变(P>0. 05,图 2C 和 2D),
故 HepG2 和 LO2 都选用 RNAi-IDOL-2 病毒构建体

进行后续实验(下文描述为“RNAi-IDOL”组)。

图 2. OE / RNAi-IDOL 慢病毒感染的 HepG2 和 LO2 细胞中 IDOL 和 LDLR 的蛋白表达水平(n=3)
A 为 OE-IDOL 感染 HepG2 细胞,B 为 OE-IDOL 感染 LO2 细胞;C 为 RNAi-IDOL 感染 HepG2 细胞,D 为 RNAi-IDOL 感染 LO2 细胞。

Figure 2. Protein expression level of IDOL and LDLR in HepG2 and LO2 cells infected by
OE / RNAi-IDOL lentivirus (n=3)

457 ISSN 1007-3949 Chin J Arterioscler,Vol 29,No 9,2021



2. 3　 肝细胞内脂滴含量和胆固醇水平

相较于模拟高脂环境的 Control 组,加入姜黄素

和瑞舒伐他汀处理组的细胞内相对脂滴含量、相对

胆固醇含量均增多(P<0. 01,图 3、图 4 和图 5);
RNAi-IDOL 组与药物组具有相同的显著升高趋势

(P<0. 01),而高表达 IDOL 组则全部显著降低(P<
0. 01,图 3 和图 4)。 与 RNAi-IDOL+Control 组相比

较,RNAi-IDOL+姜黄素组中脂滴含量和胆固醇含量

则呈现显著升高(P<0. 05,图 3、图 4 和图 5)。 与

OE-IDOL+Control 组相比,OE-IDOL+姜黄素组脂滴

含量和胆固醇含量显著升高(P<0. 05,图 3、图 4 和

图 5)。 以上结果表明 IDOL 高表达会减少肝细胞内

脂滴含量和胆固醇含量,加入姜黄素处理后可以升

高肝细胞内脂滴含量和胆固醇含量。

图 3. Curcumin 升高 HepG2 细胞内脂滴含量(n=3)
HepG2 细胞与 Curcumin 共孵育 24 h 后,通过油红 O 染色观察细胞内脂滴变化情况。

Figure 3. Curcumin increased the intracellular lipid droplets in HepG2 cells (n=3)

图 4. Curcumin 升高 LO2 细胞内脂滴含量(n=3)
LO2 细胞与 Curcumin 共孵育 24 h 后,通过油红 O 染色观察细胞内脂滴变化情况。

Figure 4. Curcumin increased the intracellular lipid droplets in LO2 cells (n=3)
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图 5. Curcumin 升高肝细胞内胆固醇含量(n=3)
HepG2 / LO2 细胞与 Curcumin 共孵育 24 h 后,通过胆固醇试剂盒检测细胞内胆固醇含量。

Figure 5. Curcumin increased the cholesterol content in HepG2 / LO2 cells (n=3)

2. 4　 肝细胞摄取 LDLC 能力和细胞表面 LDLR 丰

度检测

在 HepG2 和 LO2 两种肝细胞中,相较于 Control
组,姜黄素组细胞摄取 LDLC 量增多(P<0. 01,图 6
和图 7),并且 LDLR 丰度升高 (P < 0. 05, 图 8),
RNAi-IDOL 组细胞 LDLR 丰度升高 (P < 0. 05, 图

8),而 OE-IDOL 组细胞表面 LDLR 丰度均降低(P<
0. 01, 图 8);与 RNAi-IDOL+Control 组相比,加入药

物处理后的细胞内红色荧光和细胞膜表面 LDLR 荧

光显著增强(P<0. 01,图 6 和图 7;P<0. 01,图 8);与
OE-IDOL+Control 组相比,加入药物处理后的细胞内

红色荧光和细胞膜表面 LDLR 荧光显著增强(P<
0. 01,图 6 和图 7;P <0. 05,图 8),以上结果表明

IDOL 表达升高会降低肝细胞表面 LDLR 丰度,加入

姜黄素可以恢复 LDLR 在细胞膜的分布丰度,促进

肝细胞摄取 LDLC。

3　 讨　 论

动脉粥样硬化的特征为大、中动脉壁的脂质蓄

积和炎症反应[18]。 国内外心血管疾病治疗指南均

将 LDLC 列为进行脂质调节障碍类疾病治疗的主要

目标[19-20]。 目前临床上主要使用他汀类药物来降

低血浆 LDLC 水平,这类降脂药具有显著的降低动

脉粥样硬化性心血管疾病患病风险的作用[21]。 因

部分患者面临着对他汀药物不耐受的问题[22-23],因
此,多类型的调节血脂异常的药物与分子靶标的研

究仍成为临床关注的焦点。
肝细胞通过 LDLR 介导的内吞作用清除血浆内

约 75%的 LDLC[24-25],探究升高肝细胞膜 LDLR 分

布丰度具有改善血脂异常的临床意义。 LDLR 主要

受转录水平及转录后水平的精细调节,转录后水平

的调节因子集中在 PCSK9 和 IDOL 两者之间,其中

IDOL 可诱导 LDLR 泛素化在溶酶体中降解[13]。 研

究表明姜黄素有明确的降脂作用[26-29],且有报道其

通过抑制 PCSK9 的表达促进肝细胞摄取脂质[15-17],
本文持续研究转录后调节 LDLR 的另外一因子

IDOL 在姜黄素降脂中的作用。
我们在研究中使用体外培养 HepG2(人肝癌细

胞)和 LO2(永生化肝细胞)两种肝细胞作为实验对

象,利用 LDLC 对细胞荷脂,来模拟高血脂环境[30]。
为了明确 IDOL 在姜黄素促进肝细胞脂质摄取过程
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图 6. Curcumin 促进 HepG2 细胞摄取 LDLC(n=3)
与 DiI-LDL 体外共孵育后 HepG2 的细胞形态和荧光强度半定量统计分析。

Figure 6. Curcumin promoted the LDLC uptake in HepG2 cells (n=3)

中的作用,利用过表达和干扰 IDOL 慢病毒载体分

别感染这两种肝细胞,通过免疫荧光显微镜观察细

胞内绿色荧光强度及 Western blot 检测蛋白表达水

平,筛选出慢病毒感染效果最佳的 OE-IDOL 和

RNAi-IDOL-2 的肝细胞系用于后续研究。
为了检测过表达及干扰 IDOL 慢病毒感染肝细

胞后脂滴含量及胆固醇的含量,选用油红 O 染色和

胆固醇酶法对其进行检测,干扰 IDOL 后可以观察

到肝细胞内脂滴含量和胆固醇含量显著增多;过表

达 IDOL 后肝细胞内脂滴含量和胆固醇含量显著减

少,经与姜黄素共孵育 24 h 后,可以观察到 RNAi-I-
DOL 和 OE-IDOL 肝细胞内脂滴和胆固醇含量较药

物处理前均显著增多,与已报道的姜黄素作用后肝

细胞内胆固醇含量显著增高的结果一致[31-32],表明

姜黄素可以通过抑制 IDOL 的表达,使肝细胞内的

胆固醇含量升高。
为了明确细胞内胆固醇含量的增高是否与肝

细胞摄取 LDLC 能力增强有关,我们进一步通过

DiI-LDL 摄取及免疫流式细胞术研究肝细胞 LDLR
摄取 LDLC 的能力,发现无药物处理的 RNAi-IDOL
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图 7. Curcumin 促进 LO2 细胞摄取 LDLC (n=3)
与 DiI-LDL 体外共孵育后 LO2 的细胞形态和荧光强度半定量统计分析。
Figure 7. Curcumin promoted the LDLC uptake in LO2 cells (n=3)

肝细胞内 LDLC 的摄取显著升高,细胞膜表面 LDLR
分布显著增多;OE-IDOL 肝细胞内 LDLC 的摄取显

著降低,细胞膜表面 LDLR 分布显著减少;经与姜黄

素作用后 RNAi-IDOL 和 OE-IDOL 慢病毒感染细胞

摄取 LDLC 的能力均显著增强,以上研究结果表明

姜黄素可显著抑制 IDOL 的蛋白表达,进而提高受

IDOL 转录后调节的 LDLR 蛋白水平,提示姜黄素可

降低 IDOL 水平,升高细胞膜表面 LDLR 丰度,促进

肝细胞摄取 LDLC。
综上所述,我们利用 LDLC 荷脂体外培养的肝

细胞,初步证实姜黄素能够下调 IDOL 蛋白水平,升

高肝细胞膜表面 LDLR 分布丰度,从而促进肝细胞

摄取 LDLC,以期为姜黄素作为临床降脂辅助治疗

药物提供理论依据。
(致谢:本实验主要在南华大学生物化学与分

子生物学教研室脂蛋白与动脉硬化实验室完成,感

谢老师及同学的支持以及帮助)
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