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SR鄄BI 过表达对 J774 细胞胆固醇转运的影响
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摘摇 要:摇 目的摇 用构建的人 SR鄄BI(hSR鄄BI)真核表达载体转染 J774 细胞,观察细胞瞬时过表达 SR鄄BI 对

J774 细胞胆固醇转运功能的影响。 摇 方法摇 用 hSR鄄BI cDNA 转染法转染 J774 细胞,用 RT - PCR 和 Western blot 检
测各组细胞的 SR鄄BI 表达,优化转染条件;用液体闪烁计数法检测流入和流出细胞的[ 3H]胆固醇量,分析过表达

SR鄄BIJ774 细胞的胆固醇转运功能。 摇 结果摇 与对照组和空载体转染的 J774 细胞相比,pcDNA3. 1( - ) + hSR鄄BI
转染的 J774 细胞 SR鄄BI 表达升高;与空载体转染的 J774 细胞相比,pcDNA3. 1( - ) + hSR鄄BI 转染的 J774 细胞的胆

固醇双向转运功能增强。 摇 结论摇 用 hSR鄄BI 真核表达载体 pcDNA3. 1( - ) + hSR鄄BI 成功转染了 J774 细胞,使细

胞过表达 SR鄄BI,过表达的 hSR鄄BI 具有促进胆固醇转运的作用。
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Effect of Overexpression of SR鄄BI on Cholesterol Trafficking in J774 Cells
ZENG Ying,FENG Jing鄄tao,SUN Yu鄄hui,et al

(School of Nursing,University of South China,Hengyang,Hunan 421001,China)

Abstract:Objective摇 To investigate the effect of overexpression of SR鄄BI on the cholesterol trafficking in J774 cells.
Methods摇 J774 cells were transiently transfected by cloned hSR鄄BI to express hSR鄄BI,an 82 kDa protein. The expression
of SR鄄BI were detected by RT鄄PCR and Western blot. The influx and efflux of[ 3H] cholesterol from cells were determined
by liquid scintillation counting. 摇 Results摇 The human scavenger receptor class B type I (hSR鄄BI) cDNA was successfully
transfected into J774 cells. The expression level of SR鄄BI was elevated in J774 cells transfected with pcDNA3. 1( - ) +
hSR鄄BI compared to control and vector (P < 0. 05). The function of cholesterol trafficking in J774 cells transfected with
pcDNA3. 1( - ) + hSR鄄BI was reinforced compared to control and vector. 摇 Conclusion 摇 Overexpression of SR鄄BI can
promote cholesterol trafficking in J774 cells.
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摇 摇 动脉粥样硬化性疾病是危害人类健康的第一大

杀手,其发生发展与血浆脂质和血管炎症密切相关。
B 类 I 型清道夫受体(scavenger receptor鄄BI,SR鄄BI)
是位于细胞膜表面的高密度脂蛋白(HDL)受体,是
体内发挥抗动脉粥样硬化作用的主要受体之一。
SR鄄BI 可有效地抑制动脉粥样斑块的形成和延缓动

脉粥样硬化的进展。 SR鄄BI 是参与逆向胆固醇转运

(reverse cholesterol transshipment,RCT)与调节脂质

代谢的重要受体[1],在动脉壁的单核 /巨噬细胞和

肝脏和类固醇激素生成组织等都丰富地表达。 SR鄄
BI 通过改变细胞膜胆固醇的分布,介导细胞的游离

胆固醇(FC)流出到 HDL,发挥抗动脉粥样硬化的作

用;此外,SR鄄BI 通过介导对 HDL鄄CE 的选择性摄

取,从而降低血浆胆固醇水平、刺激 RCT,发挥抗动
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脉粥样硬化的作用。 本文旨在通过用构建的人 SR鄄
BI(hSR鄄BI)真核表达载体转染 J774 细胞,使细胞瞬

时过表达 SR鄄BI,观察其对 J774 细胞胆固醇转运功

能的影响。

1摇 材料与方法

1. 1摇 主要试剂

含 hSR鄄BI cDNA 的腺病毒穿梭质粒 pAv + hSR鄄
BI 由奥地利 Graz 大学 Gert M. Kostner 教授馈赠;真
核表达载体 pcDNA3. 1( - )购自美国 Invitrogen 公

司;MiniBEST Plasmid Purification Kit,DNA Ligation
Kit Ver. 2. 0,以及核酸限制性内切酶 EcoRI、KpnI 和
XbaI 均购自宝生物工程(大连)有限公司(Takara);
琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒,Long Taq DNA Poly鄄
merase,2 伊 Taq PCR MasterMix,DNA Ladder 均购自

天根生化科技有限公司。 AMV 第一链 cDNA 合成

试剂盒购自 Promega 公司;所有引物由上海生工生

物工程技术服务有限公司合成;羊抗人 SR鄄BI 抗体

购自 Santa Cruz 公司;鼠抗 茁鄄actin 一抗、辣根过氧

化物酶标记兔抗羊 IgG 二抗和羊抗鼠 IgG 二抗以及

Western blot 荧光检测试剂盒均购自武汉博士德生

物工程有限公司;预染蛋白 Marker 购自 Fermentas
公司;3H 标记胆固醇购自美国 Sigma 公司。
1. 2摇 细胞培养、转染和实验分组

J774 细胞生长于含有 10% 胎牛血清的 DMEM
(高糖) 培养液中, 37益、5% CO2 培养箱中静置

培养。
1. 2. 1摇 基本的转染摇 在转染的前一天,对细胞进行

传代和换液,将同一批生长良好的 J774 细胞分为 3
组,其中一组不处理(空白对照组),另两组分别用

空载体 pcDNA3. 1( - )(空载体对照组)和构建的载

体 pcDNA3. 1( - ) + hSR鄄BI(SR鄄BI 表达载体组)转
染 J774 细胞(转染方法见 TfxTM鄄20 Reagent 转染试

剂盒说明书,转染试剂和 DNA 比率采用 3 颐 1,DNA
的使用剂量采用说明书推荐的 5 滋g / 60mm 直径培

养皿),然后于 37益、5%CO2 培养箱中培养 48 h,用
RT鄄PCR 和 Western blot 分析其 SR鄄BI 表达情况。
1. 2. 2摇 SR鄄BI 的过表达对 J774 细胞的胆固醇转运

的影响摇 将空载体 pcDNA3. 1( - )和表达载体 pcD鄄
NA3. 1( - ) + hSR鄄BI 转染的 J774 细胞分别又分为

3 组,转染后 1 h 把各组细胞用 0. 2 滋Ci / mL[ 3H]胆
固醇孵育细胞 24 h,其中一组不处理(空载体未处

理组、SR鄄BI 表达载体未处理组),另两组分别用 2
滋L / mL 的 DMSO(空载体 + DMSO 组、SR鄄BI 表达载

体 + DMSO 组)和 100 滋mol / L 的 BLT -4 2 滋L(空载

体 + BLT - 4 组、SR鄄BI 表达载体 + BLT - 4 组)分
别孵育 24 h,用闪烁计数法检测其胆固醇流入、流出

情况。
1. 3摇 液体闪烁计数法检测细胞内胆固醇的流入和

流出

胆固醇流入和流出检测参照文献[2]的方法

进行。
1. 4摇 RT - PCR 检测细胞内 SR鄄BI 的 mRNA 水平

用 TRIzol 试剂提取细胞总 RNA。 取总 RNA 2
滋g,用 Promega 公司逆转录试剂盒合成 cDNA,再取

逆转录产物 1. 0 滋L 进行 PCR 循环。 hSR鄄BI(Gen鄄
Bank 序列号:NM_005505)和鼠 SR鄄BI(GenBank 序

列号:U37799)共用引物序,内参照采用鼠 茁鄄actin
(GenBank 序列号:NM_007393),进行 PCR 反应。
反应结束后,取 RT - PCR 产物在 1. 2%的琼脂糖凝

胶中电泳,溴化乙锭染色。 电泳条带采用 UVP 型凝

胶图像分析系统测定和分析。
1. 5摇 Western blot 检测 SR鄄BI 蛋白的表达

收集细胞,经 PBS 洗涤 3 次,加入悬浮裂解液

中裂解细胞后,于 4益,10 000 伊 g 离心 10 min,小心

吸出上清液,用 BCA 法进行蛋白质定量。 蛋白质点

样量为 50 滋g,60 V 积层胶,120 V 分离胶,电泳分离

细胞蛋白质,100mA 2h 将蛋白质转移至 PDVF 膜

上。 5%脱脂牛奶室温封闭 2 h 后,加入一抗,4益孵

育 1 h;TBST 洗膜 15 min;加入辣根过氧化物酶标记

的二抗,室温孵育 1 h;TBST 洗膜 15 min。 然后用

Western blot 荧光检测试剂激发荧光,用 X 胶光片压

片爆光,显影、定影后进行图像分析。 结果以对照组

作为内参照,用各处理组的面积灰度值与对照组相

比,所得的相对值作统计分析。
1. 6摇 统计学处理

实验所得数据采用均数 依 标准差表示,采用方

差分析及 t 检验,用 SPSS11. 0 统计软件进行分析,
P < 0. 05 为差异有显著性。

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 hSR鄄BI 在 J774 细胞表达的鉴定

设计人鼠共用 SR鄄BI 引物序列和购买人鼠 SR鄄
BI 共抗多克隆抗体,然后分别用 RT - PCR 和 West鄄
ern blot 检测细胞的 SR鄄BI 表达情况。 结果显示(图
1),与对照组和空载体转染的 J774 细胞相比,hSR鄄
BI 真核表达载体转染 J774 细胞的 SR鄄BI mRNA 和

蛋白表达水平均明显较对照组和空载体转染 J774
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细胞升高,差异有显著性(P < 0. 05),hSR鄄BI 真核表

达载体可以在 J774 细胞表达。

图 1摇 各组 J774 细胞的 SR鄄BI mRNA 和蛋白表达情况

M:Marker;1:空白对照组;2:空载体对照组;3:SR鄄BI 表达载体组

2. 2摇 过表达 SR鄄BI 促进 J774 细胞 FC 的双向转运

液体闪烁计数法检测 J774 细胞[ 3H]胆固醇的

流入和流出情况,结果显示(图 2),SR鄄BI 真核表达

载体转染的 J774 细胞[ 3H]胆固醇流入和流出均增

多(P < 0. 05),且都可以被 SR鄄BI 的抑制剂 BLT - 4
抑制(P < 0. 05)。 hSR鄄BI 在 J774 细胞上的过表达

既可以促进细胞外胆固醇的流入(P < 0. 05),也可

以促进细胞内胆固醇的流出(P < 0. 05),即 SR鄄BI
的过表达可以促进细胞 FC 的双向转运,与文献[3]
报道一致。

3摇 讨摇 摇 论

SR鄄BI 是第一个在分子水平上证实的位于细胞

膜表面的 HDL 受体, 是参与逆向胆固醇转运

(RCT)、调节脂质代谢的重要受体,具有重要的抗动

脉粥样硬化作用[4,5]。 SR鄄BI 的抗动脉粥样硬化作

用与肝脏 SR鄄BI 的表达密切相关[6],单核 /巨噬细胞

SR鄄BI 也具有重要的抗动脉粥样硬化作用。 近来研

究报道,SR鄄BI 的抗动脉粥样硬化作用不但与肝脏

SR鄄BI 的表达有关,而且与肝外组织所表达的 SR鄄BI
关系密切[7 ~ 9]。

图 2摇 液体闪烁计数法检测 J774 细胞的[ 3H]胆固醇流入和流出情况

1:空载体未处理组;2:空载体 + DMSO 组;3:空载体 + BLT - 4 组;4:SR鄄BI 表达载体未

处理组;5:SR鄄BI 表达载体 + DMSO 组;6:SR鄄BI 表达载体 + BLT - 4 组;*:P < 0. 05

摇 摇 单核 /巨噬细胞表达 SR鄄BI 的抗动脉粥样硬化

作用机制尚未明确,根据目前的实验报道大概有以

下三种机制:(1) SR鄄BI 在单核 /巨噬细胞上的表达

可以改变胆固醇在细胞上的分布介导 FC 的双向流

动;可以调节细胞 FC 的酯化和 CE 的水解。 因而单

核 /巨噬细胞 SR鄄BI 可以增强细胞处理胆固醇的能

力,利于细胞内胆固醇代谢的动态平衡,使 RCT 易

于实现[10]。 (2) 单核 /巨噬细胞 SR鄄BI 的表达可以

增强小窝蛋白 1 的稳定性。 小窝蛋白 1 是膜囊泡所

特有的一种蛋白,因为膜囊泡调节了细胞内胆固醇

代谢的动态平衡,参与了细胞跨膜信号转导,所以单

核 /巨噬细胞 SR鄄BI 的表达可能会影响一定的信号

转导途径[11]。 (3) 动脉壁细胞 SR鄄BI 的表达缺陷

可以异常诱导血管炎症的产生,因此单核 /巨噬细胞

SR鄄BI 的表达可能可以抑制斑块局部的炎症反应。
hSR鄄BI 的抗动脉粥样硬化作用是对 SR鄄BI 研究的

最终目标。
J774 细胞是一种 apoE 缺陷且低表达 SR鄄BI 的

小鼠巨噬细胞系细胞[12]。 本文选用这种细胞为转

染细胞的目的是为本课题组今后的小鼠体内实验做

准备,便于检测 SR鄄BI 过表达效应。 另外,单核 /巨
噬细胞是动脉粥样斑块中含量最多、且高表达 SR鄄
BI 的细胞。 本文用构建好的载体 pcDNA3. 1( - ) +
hSR鄄BI 转染 774 细胞,用 RT - PCR 和 Western blot
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确定了 hSR鄄BI 可以在 J774 细胞内转录和翻译。
SR鄄BI 在肝等细胞表达可以介导 HDL - CE 的

选择性摄取,调节血浆胆固醇含量;而在其他细胞的

表达,则可以介导 FC 进入细胞和酯化,同时可以介

导细胞内胆固醇流出,也就是说 SR鄄BI 可以介导 FC
在 HDL 和细胞之间的双向流动[13]。 本研究通过液

体闪烁计数法观察了 J774 细胞表达的 hSR鄄BI 对

[ 3H]胆固醇流入和流出细胞的影响,结果显示克隆

的 hSR鄄BI 可以促进 FC 在细胞和 HDL 之间的双向

转运,且这一作用可以被 SR鄄BI 的抑制剂 BLT - 4
所抑制,表明克隆的 hSR鄄BI 在 J774 细胞的表达具

有正常的 FC 转运功能。
本研究还发现,BLT - 4 可以抑制 SR鄄BI 真核表

达载体转染的 J774 细胞贴壁,造成细胞大量死亡,
而其他组细胞则不出现这种情况。 细胞贴壁与细胞

外基质有关,BLT - 4 抑制细胞贴壁的原因可能是通

过抑制 HDL 与 SR鄄BI 的结合、从而导致细胞释放基

质金属蛋白酶增多所致。 基质金属蛋白酶与不稳定

性动脉粥样斑块密切相关,SR鄄BI / apoE 双基因敲除

鼠早期就会出现心肌梗死可能与此有关,这一点有

待进一步研究。
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