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目的
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建立鼠'人源巨噬细胞源性泡沫细胞模型并比较其生物学特征&方法
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染色#于荧光倒置显微镜下观察泡沫细胞形态及脂质富集情况&采用
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噬细胞经
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处理后#大量脂质在细胞内富集沉积#形成泡沫细胞&
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症反应和脂质过氧化产生&
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巨噬细胞凋亡

却无明显影响&
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巨噬细胞中均可激活
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&结论
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和
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巨噬细胞均可通过
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处理来建立稳定的鼠'人源巨噬细胞源性泡沫细胞模型&
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心肌梗死和卒中是目前致死率最高的两大心脑

血管疾病!
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&建立稳定的泡沫细胞
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目前构建泡沫细胞模型最有效的手段是使用氧
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首个限速酶#其在不同泡沫细胞

模型中的活性变化及系统比较在国内外仍无报道&
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-"

@+(+23+

!

(

-

9*

-"

/EI>#

"

I0LIAIIAAIALI0LIILL0 L00ALAL00LIL000LIIAI

/EI>#" 000LILIAAAA0AAIAI0AAII A000LIALIL0L0AILLL0IL

/EI>& AAALL0IILA0AL00L0IA0II IIAAIILL0AIILLILLLL0LI0

/FK;>

"

AA0AI0AI0AI0IA00AI IIAILL0AIAIIIAAII0A0

*EI>#

"

0LIILILILIA0ILL000AL L0ILLI0LLIILL0L00LLIL

*EI>#" I0L0LLA0LIA0LII0ALIAI 0I0AI0L0LAIIAI0ALILI

*EI>& 0AILIIIAL0AI0A0LAA0AIA ILLI00AIILIIILAAAILI

*FK;>

"

AAIA0LL0A0000AAAI0LII LIAI0I0L0L0LIAIAL00AA

!!

流式细胞术检测细胞凋亡
!

收集经
1P9FBF

处

理的
@AK!&%/)

和
L?R9#

巨噬细胞#

%Y

下
*""0

2

离心
#"":'%

后收集沉淀#加入
#0

结合缓冲液

!

#""

&

F

"轻轻吹打#待沉淀完全溶解后分别加入

A%%+P'%U9!CL0

!

(

&

F

"和
RC

!

#"

&

F

"#剧烈震荡#

混匀细胞#室温下避光静置
#(:'%

#加入
#0

结合缓

冲液#通过
!A0,0$.'O"2

流式细胞仪进行流式细胞

术分析(

#*

)

&

;8$

水平测定
!

将
@AK!&%/)

和
L?R9#

巨

噬细胞均匀接种在
$&

孔板内#加入
1P9FBF

孵育

!%7

后#更 换
@R*C#&%"

基 础 培 养 基 配 制 的

B0!?9BA

工作液!

#+*"""

稀释"#

*)Y

恒温培养

箱内避光培养
!":'%

&用基础培养基反复洗涤细

胞#以
%''%:

为激发波长#

(*"%:

为检测波长#利

用荧光酶标仪检测
@AK!&%/)

和
L?R9#

巨噬细胞

内荧光强度#以示
@S,

水平&

:W6

含 量测 定
!

收 集 经
1P9FBF

处 理 的

@AK!&%/)

和
L?R9#

巨噬细胞#沉淀于离心管内#

充分裂解细胞#

#!"""0

2

离心
#":'%

#弃沉淀#利

用
>0A

蛋白质浓度检测试剂盒检测蛋白质浓度并

计算
*BA

单位重量的蛋白质含量&在离心管中加

入
#""

&

F

样品上清#加入不同浓度的标准品绘制标

准曲线#随后加入等体积的
*BA

检测工作液&在

#""Y

预热的干浴锅内加热
#(:'%

#冷却至室温#

#"""0

2

离心
#":'%

后弃沉淀#在
$&

孔板内加入上

清#荧光酶标仪以
(*!%:

为检测波长测定吸光度值#

计算
*BA

摩尔浓度&根据说明书计算公式#计算最

初
@AK!&%/)

和
L?R9#

巨噬细胞的
*BA

含量&

PQY<

检测
ZW8C

活性
!

分别取
#""

&

F

经
1P9

FBF

处理的
@AK!&%/)

和
L?R9#

巨噬细胞上清液#

去蛋 白 质 处 理 后 上 机 测 定
L2

4

和 犬 尿 氨 酸

!

Q

G

%"2+%'%+

#

T

G

%

"含量#测定值为实际浓度的
#

*

*

&

!##
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色谱条件$流动相为乙酸钠
9

乙酸溶液!

#(::1.

*

F

#含

体积分数为
&=

的乙腈#

4

?.*/&

"%色谱柱为
A

5

'.+%6

L+-7%1.1

5

'+30#'

柱!

!("%:0%/&::

#

(

&

:

"%柱温

*"Y

%进样体积
!"

&

F

%流速
#/":F

*

:'%

%

L2

4

和

T

G

%

的紫外监测波长分别为
!'"

和
*&"%:

(

*!

)

&根

据
L2

4

和
T

G

%

的峰面积#利用标准曲线法计算

@AK!&%/)

和
L?R9#

巨噬细胞上清中
L2

4

和
T

G

%

含量#以!

T

G

%

*

L2

4

浓度"

0#""

来表示细胞上清中

CBS#

活性&

统计学方法
!

使用
,R,,!"/"

统计软件进行分

析&所有实验数据以
A

/

,#

表示#重复
*

次以上&用

)

检验分析两组数据间差异#

!

#

"/"(

为差异有统

计学意义&

结
!!!

果

鼠%人源巨噬细胞源性泡沫模型建立及泡沫细

胞形态变化
!

油红
S

染色结果如图
#

所示&对照

组鼠源
@AK!&%/)

巨噬细胞内未见红色脂质富集#

细胞形态为梭形%而经过
1P9FBF

诱导的细胞内可

见大量红色脂质富集#呈环状整齐排列在细胞膜内

侧#细胞多为扁圆形#这一现象表明泡沫细胞已经形

成!图
#A

"&对照组人源
L?R9#

巨噬细胞几乎无红

色脂质沉积#细胞型态为圆形%经
1P9FBF

诱导后#

红色脂质明显增多#在细胞内均匀散落分布#细胞仍

为圆形成团聚集#表明泡沫细胞已经形成!图
#>

"&

两种巨噬细胞源性泡沫细胞模型均构建成功#并存

在不同的脂滴分布及形态变化&

"O)YWY

对鼠%人源巨噬细胞内炎症因子的影响

W

@L9R0@

的 结 果 如 图
!

所 示&对 照 组 鼠 源

@AK!&%/)

巨噬细胞内
CF9#"

'

CF9#

,

'

CF9&

和
LI!9

,

等
%

种炎症因子在
:@EA

水平的表达均偏低#经

1P9FBF

诱导后#细胞内炎症因子的表达均升高#其

中
CF9#"

'

CF9&

和
LI!9

,

表达大幅度升高#差异有统

计学意义!

!

#

"/"(

#图
!A

"&对照组人源
L?R9#

巨噬细胞中#

CF9#"

'

CF9#

,

'

CF9&

和
LI!9

,

表达水平

较低%经
1P9FBF

诱导后#

CF9#"

'

CF9#

,

和
LI!9

,

表

达均明显上调!

!

#

"/"(

#图
!>

"#

CF9&

表达虽有近
!

倍的升高#但差异无统计学意义&

1P9FBF

会引起

不同来源的巨噬细胞内炎症因子表达升高#并加剧

巨噬细胞中的炎症反应&

"O)YWY

对鼠%人源巨噬细胞凋亡的影响
!

利用

流式细胞术检测细胞凋亡比率#并对
*

次独立实验

!!

@AK!&%/)

!

A

"

$%#L?R9#

!

>

"

:$-21

4

7$

5

+3N+2+'%-"O$6+#

N'671P9FBFM12!%761M12:M1$:-+..3/B$6$N+2+O$3+#1%$6.+$36

*'%#+

4

+%#+%6+P

4

+2':+%63/

图
C

!

鼠%人源巨噬细胞及泡沫细胞的油红染色结果#

[IHH

$

A#

&

C

!

8#'),(!-+0#%#%

&

"2N"5-(

'

45N0%N0*,"

.

40

&

(-

0%!2"0N*(''-

#

[IHH

$

的各组别总细胞凋亡率!晚期细胞与早期细胞凋亡

百分比之和"进行统计!图
*

"&发现鼠源
@AK!&%/)

巨噬细胞自然凋亡率为
$/()=,"/%%=

#经
1P9

FBF

处理后细胞凋亡率有所升高 !

#"/*&= ,

"/&'=

"#但差异无统计学意义 !图
*A

"&人源

L?R9#

巨噬细胞自然凋亡率为
##/!&=,'/)#=

#

经
1P9FBF

处理
!%7

后细胞凋亡比率显著增加

!

!&/%#=,#*/#(=

#

!

#

"/"(

#图
*>

"&

1P9FBF

可

引起两种不同来源的巨噬细胞出现不同程度的凋亡#

其中人源
L?R9#

巨噬细胞对
1P9FBF

更为敏感&

"O)YWY

对鼠%人源巨噬细胞
;8$

和
:W6

的影

响
!

@S,

检测结果显示#对照组鼠源
@AK!&%/)

巨噬细胞的
@S,

荧光强度为
%'/)$,&/%#

#加入

1P9FBF

共孵育
!%7

后#细胞内
@S,

荧光强度达到

(&/'&,$/#!

#差异有统计学意义!

!

#

"/"(

#图

%A

"&对照组人源
L?R9#

巨噬细胞的
@S,

荧光强

度为
%&/&$,*/&$

#加入
1P9FBF

共孵育
!%7

后#细

胞内
@S,

荧光强度显著升高!

($/(",#!/**

#

!

#

"/"(

#图
%>

"&

*BA

检测结果显示#对照组鼠源

@AK!&%/)

和人源
L?R9#

巨噬细胞中
*BA

含量

分别为!

"/(##,"/!#$

"

0#"

* 和!

#/*","/"'#

"

0

#"

*

&

:1.

*

:

5

#加入
1P9FBF

诱导后#两种来源巨噬

细胞内
*BA

水平均明显升高!

!

#

"/"(

#图
%0

'

%B

"&

1P9FBF

可促使不同来源巨噬细胞中
@S,

和

*BA

上调#进而引发细胞的脂质过氧化反应&

$##



!

祁芳菲#等
/

鼠'人源巨噬细胞源性泡沫细胞模型的建立及比较

!!

@AK!&%/)

!

A

"

$%#L?R9#

!

>

"

:$-21

4

7$

5

+3N+2+'%-"O$6+#N'671P9FBFM12!%7/L7+:@EA.+(+.3N+2+:+$3"2+#O

GW

@L9R0@/B$6$

N+2+O$3+#1%$6.+$36*'%#+

4

+%#+%6+P

4

+2':+%63/

!

#
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!

#

"/"(/

图
K

!

"O)YWY

对鼠%人源巨噬细胞内炎症因子
N;@6

水平的影响
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&

K

!
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"/"(/

图
J

!

"O)YWY

对鼠%人源巨噬细胞凋亡的影响
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#

"

!

#

"/"(/

图
M

!

"O)YWY

对鼠%人源巨噬细胞内
;8$

和
:W6

水平的影响

A#

&

M

!

>4((22(*+"2"O)YWY"%+4('(/('-"2;8$0%!:W6#%N"5-(

'

45N0%N0*,"

.

40

&

(-

!!

"O)YWY

对鼠%人源巨噬细胞内
ZW8C

活性的影

响
!

?RF0

检测结果显示#相较于对照组#鼠源

@AK!&%/)

巨噬细胞加入
1P9FBF

导致
L2

4

浓度

下降近
&"=

#此时
T

G

%

浓度有所升高#但差异无统

计学意义&

TR

代谢限速酶
CBS#

活性由
T

G

%

*

L2

4

来表示(

!"

)

&与对照组相比#加入
1P9FBF

使鼠源

@AK!&%/)

巨噬细胞内
CBS#

活性升高近
!/%

倍#

差异有统计学意义!

!

#

"/"(

#图
(A

"&人源
L?R9#

巨噬细胞中加入
1P9FBF

诱导后#细胞内
L2

4

被消

耗约
%"=

#随着
T

G

%

浓度升高#

CBS#

活性!

T

G

%

*

L2

4

"升高近
*

倍#差异有统计学意义!

!

#

"/"(

#图

(>

#表
!

"&

1P9FBF

可上调
@AK!&%/)

和
L?R9#

巨噬细胞内
CBS#

活性并激活
TR

&

!!
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图
D

!

"O)YWY

对鼠%人源巨噬细胞中
=Q

代谢限速酶
ZW8C

活性的影响
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表
K

!

鼠%人源巨噬细胞中
>,

.

%

=

1

%

浓度和
=

1

%

'

>,

.

比值

>07K

!

$(,5N*"%*(%+,0+#"%-"2>,

.

&

=

1

%0%!+4(,0+#""2=

1

%

'

>,

.

#%N"5-(

'

45N0%N0*,"

.

40

&

(-

!

A

/

,#

"

C%#+P @AK!&%/) @AK!&%/)-1P9FBF L?R9# L?R9#-1P9FBF

L2

4

!

&

:1.

*

F

"

%(/%,*(/* #*/&,##/* #%/#&,&/#* '/*#,*/'%

T

G

%

!

&

:1.

*

F

"

"/%&,"/#* "/(*,"/!% #/(!,#/*" !/*",#/#'

!

T

G

%

*

L2

4

"

0#"" !/'!,#/)* &/)(,!/%& ##/!,'/"* !$/&,&/")

讨
!!!

论

A,

是一种由不良的适应性免疫反应所驱动的

慢性炎症疾病(

!#

)

&单核
9

巨噬细胞'内皮细胞'平滑

肌细胞等多种细胞参与
A,

的发生'发展(

!!

)

&

1P9

FBF

是公认的诱导血管内壁炎症反应的主要危险

因素之一#可以诱导单核细胞分化成巨噬细胞#并激

活巨噬细胞内的免疫反应#随后引发脂质积累和泡

沫细胞形成#在
A,

的发生'发展过程中起着至关重

要的作用(

!*/!%

)

&

1P9FBF

诱导构建的不同泡沫细

胞模型常应用于不同的研究中#因此明确不同来源

的泡沫细胞在
A,

发生'发展过程中的生物学特征#

对于进一步阐述
A,

机制具有重要意义(

#*/#%

)

&本

研究通过给予巨噬细胞
1P9FBF

成功建立鼠源

@AK!&%/)

和人源
L?R9#

巨噬细胞泡沫细胞模

型&通过油红
S

染色实验发现#大量红色脂质颗粒

在不同来源的巨噬细胞内富集#但分布略有不同#这

与以往的研究结果相符合&巨噬细胞大量吞噬脂蛋

白形成泡沫细胞后#会分泌各种细胞因子#从而进一

步影响局部炎症反应以及细胞黏附'增殖等特征#最

终导致
A,

病灶形成(

!(

)

&本研究发现
1P9FBF

可以

引发
@AK!&%/)

和
L?R9#

巨噬细胞大量分泌
CF9

#"

'

CF9#

,

'

CF9&

和
LI!9

,

#从而在细胞内引发剧烈的

炎症反应#但这些细胞因子参与的炎症信号传导通

路目前尚不清楚&

1P9FBF

会通过一些信号通路诱发较强的细胞

毒性作用#最终可导致巨噬细胞'平滑肌细胞'内皮

细胞的退化凋亡(

!&

)

&本研究发现相同浓度
1P9FBF

诱导后#

L?R9#

凋亡比率增加近
!

倍#而
@AK!&%/)

凋亡比率基本不变&这一结果证明#

1P9FBF

会引

起不同来源的巨噬细胞产生不同的凋亡特性#

L?R9#

对
1P9FBF

引起的细胞凋亡更为敏感&在

今后的研究中#选取人源
L?R9#

巨噬细胞探索
1P9

FBF

诱导的巨噬细胞凋亡信号通路更具科学性&

FBF

是导致
A,

病灶区脂质堆积的主要原因之一#

而
1P9FBF

含有的氧化成分会对巨噬细胞造成额外

的氧化损伤#过多摄入
1P9FBF

更易促使巨噬细胞

破裂死亡#最终加速
A,

斑块形成(

!)

)

&本研究结果

显示#加入
1P9FBF

不仅会造成鼠源
@AK!&%/)

和

人源
L?R9#

巨噬细胞内脂质沉积#同时也显著上调

细胞内
@S,

和
*BA

表达#从而诱发脂质过氧化并

直接对细胞造成损伤&因此#减少巨噬细胞的氧化

损伤#增强巨噬细胞的抗氧化能力对
A,

的防治与

治疗具有重要意义&

活化的
TR

对
A,

发生发展至关重要#

CBS#

作

为
TR

的首个限速酶#其活性与早期
A,

发生呈显

著正相关(

!'/!$

)

&在鼠源
@AK!&%/)

巨噬细胞和人

源
L?R9#

巨噬细胞中#

1P9FBF

都会引起
CBS#

活

显著上调#表明
1P9FBF

会激活不同来源的巨噬细

胞的
TR

&同时在细胞水平上证实#

TR

代谢限速酶

CBS#

活性与泡沫细胞的形成呈正相关#我们认为

CBS#

活性可以作为泡沫细胞形成的标志#但其是

否可以作为
A,

形成的生物指标还有待进一步研

究&抑制
CBS#

活性或
TR

途径的代谢产物或可为

阻断
A,

的发展提供新的治疗思路#

CBS#

抑制剂或

将成为预防
A,

的新型治疗药物&

综上所述#

@AK!&%/)

和
L?R9#

细胞均可为

研究
A,

发生发展机制提供稳定可靠的泡沫细胞模

型#不同来源的泡沫细胞模型的生物学特征不完全

相同&针对不同的生物学特征#选择合适的细胞模

型#将使今后的研究更具有针对性'科学性&通过

1P9FBF

对鼠源
@AK!&%/)

和人源
L?R9#

巨噬细

胞产生的多种影响#我们认为减缓
1P9FBF

引起的

炎症反应#防止巨噬细胞内的脂质富集#减少巨噬细

胞内脂质氧化损伤#选择性调控
1P9FBF

引发的凋

亡和
TR

激活或将成为有效治疗
A,

的手段&
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