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PDTC 对 ox鄄LDL 诱导的 THP鄄1 巨噬细胞脂质蓄积和
胆固醇流出的影响
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摘摇 要:摇 目的摇 研究核因子鄄资B(NF鄄资B)抑制剂二硫代氨基甲酸吡咯烷(PDTC)对 THP鄄1 巨噬细胞脂质蓄积

和胆固醇流出的影响。 摇 方法摇 60 nmol / L PMA 孵育 THP鄄1 巨噬细胞 24 h 后,分为 3 组:对照组、氧化型低密度脂

蛋白(ox鄄LDL)组(100 滋g / mL)和 PDTC 组(100 滋g / mL ox鄄LDL + 50 滋mol / L PDTC)。 用油红 O 染色观察细胞内脂质

蓄积情况,高效液相色谱分析法检测细胞内胆固醇水平,用液体闪烁计数法观察细胞内胆固醇的流出。 摇 结果摇
PDTC 抑制 ox鄄LDL 诱导的 THP鄄1 巨噬细胞脂质蓄积,明显降低细胞内总胆固醇、游离胆固醇和胆固醇酯的含量,增
加载脂蛋白 A鄄玉(apoA鄄玉)介导的胆固醇流出,但对 HDL 介导的胆固醇流出无明显影响。 摇 结论 摇 PDTC 抑制

ox鄄LDL 诱导的 THP鄄1 巨噬细胞脂质蓄积,促进 apoA鄄玉介导的胆固醇流出。
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Effect of PDTC on Lipid Accumulation and Cholesterol Efflux
in THP鄄1 Macrophages Induced by ox鄄LDL
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University of South China,Hengyang,Hunan 421001,China)

Abstract:摇 Objective摇 To investigate the effect of NF鄄资B inhibitor pyrrolidinedithiocarbamate (PDTC) on lipid ac鄄
cumulation and cholesterol efflux in THP鄄1 macrophages induced by ox鄄LDL. 摇 Methods摇 Human THP鄄1 macrophage was
induced using phorbol鄄12鄄myristate acetate (PMA,160 nmol / L) for 24 h. Then cells were divided into three groups:control
group,ox鄄LDL group (100 滋g / mL) and PDTC group (100 滋g / mL ox鄄LDL + 50 滋mol / L PDTC). Oil red O staining was
used to observe the intracellular lipid droplets. Cellular cholesterol was determined by high performance liquid chromatogra鄄
phy analysis. Cholesterol efflux was determined by liquid scintillation counting. 摇 Results摇 PDTC inhibited the lipid accu鄄
mulation in THP鄄1 macrophage induced by ox鄄LDL. Cellular total cholesterol,free cholesterol and cholesterol ester were de鄄
creased by application of PDTC. PDTC increased apoA鄄玉 mediated cholesterol efflux and had no significant effect on HDL鄄
mediated cholesterol efflux. 摇 Conclusion摇 PDTC inhibits lipid accumulation induced by ox鄄LDL and increases apoA鄄玉
mediated cholesterol efflux in THP鄄1 macrophage.
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摇 摇 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是伴有胆固

醇代谢紊乱的慢性炎症性病理生理学过程,其中血

管壁炎症反应和巨噬细胞胆固醇过量蓄积是其发病

的两个关键因素,而两者之间又相互促进[1]。 因

此,研究血管炎症致巨噬细胞内胆固醇蓄积的机制

对 As 的防治具有重要的意义。
核因子鄄资B(nuclear factor鄄kappa B,NF鄄资B)是广

泛存在于真核细胞胞质中的转录因子,参与众多与

免疫和炎症反应有关的基因转录[2]。 文献[3]报

道,As 斑块处可见到活化的 NF鄄资B,且主要定位于

巨噬细胞和泡沫细胞中,许多学者认为 NF鄄资B 激活

可能是心血管炎性疾病的共同发病环节,抑制其活

化是一个有效治疗 As 的策略。 二硫代氨基甲酸吡

咯烷(pyrrolidinedithiocarbamate,PDTC)是 NF鄄资B 的

特异性抑制剂,能明显抑制氧化型低密度脂蛋白

(ox鄄LDL)所诱导的 NF鄄资B 活化[4]。 因此,本实验采

用 PDTC 处理巨噬细胞,观察 PDTC 是否能调节 ox鄄
LDL 所致的巨噬细胞脂质蓄积,并探讨其对胆固醇

流出的影响,为 As 的防治提供新的思路。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料与试剂

摇 摇 THP鄄1 巨噬细胞购于中国科学院上海生物化学

与细胞生物学研究所细胞中心;RPMI鄄1640 培养基

购自美国 Gibco 公司;佛波酯(phorbol myristate ace鄄
tate,PMA)、PDTC 和[3H] 胆固醇购自美国 Sigma 公

司;小牛血清购自杭州四季青公司;载脂蛋白 A鄄玉
(apolipoproteinA鄄玉,apoA鄄玉)购自 Fluka Biochemika
公司;其他试剂均为国产分析纯。
1. 2摇 细胞培养及脂蛋白的分离

THP鄄1 巨噬细胞用 RPMI鄄1640 培养基常规培

养,实验前用 160 nmol / L PMA 孵育 24 h,使其诱导

分化成巨噬细胞。 换无血清培养基培养后加处理因

素。 健康人血浆购自衡阳市中心血站,应用超速离

心机作序列超速离心制备低密度脂蛋白(LDL)和高

密度脂蛋白(HDL),氧化修饰和鉴定后备用。
1. 3摇 油红 O 染色

将 THP鄄1 细胞接种于放有消毒盖玻片的 6 孔

培养板内,细胞诱导分化为巨噬细胞。 细胞分为 3
组:对照组、 ox鄄LDL 组 (加 100 滋g / mL ox鄄LDL) 和

PDTC 组(同时加 100 滋g / mL ox鄄LDL 和 50 滋mol / L
PDTC)。 ox鄄LDL 组和 PDTC 组的处理时间均为 24

h。 用 PBS 洗涤细胞 3 次,依次用 50% 异丙醇固定

1 ~ 2 min,油红 O 染色液染色 10 min,去离子水冲洗

3 次,每次 1 ~ 2 min,苏木素染核 5 min,去离子水冲

洗 20 min,1%盐酸酒精分色 1 ~ 2 s,再用去离子水

返蓝后,甘油封片,显微镜下观察并拍照,红色颗粒

为脂质。
1. 4摇 高效液相色谱分析

参照文献[5]方法,待细胞处理结束后,弃培养

基,PBS 洗 3 遍,加入细胞裂解液 200 滋L,反复冻融

3 次裂解细胞,BCA 法定量蛋白后,7. 2% 三氯乙酸

沉淀蛋白,800 伊 g 离心 10 min,取上清进行胆固醇

检测,以豆甾醇为内标。 取 100 滋L 上清液,加入

8郾 9 mol / L 氢氧化钾溶液 200 滋L,水解胆固醇酯后

为细胞内总胆固醇检测样品。 各样品分别与内标液

混匀,用正己烷和无水乙醇抽提后,1. 5 mol / L 三氧

化铬进行氧化衍生并真空干燥,100 滋L 乙晴鄄异丙

醇(80颐 20)溶解样品,上样于高效液相色谱仪。 采

用 C鄄18 柱,柱温 4益,流速 1 mL / min,250 nm 紫外

光检测,胆固醇以峰面积定量,内标校准,以 mg / g
细胞蛋白为单位。
1. 5摇 胆固醇流出实验

胆固醇流出检测参照文献[6]方法进行。 培养

THP鄄1 细胞,实验前用 160 nmol / L 佛波酯孵育 THP鄄1
细胞 24 h,使其诱导分化成巨噬细胞。 各组细胞在加

新鲜培养基与 ox鄄LDL 时,同时加 0. 2 滋Ci / mL[3H] 胆

固醇孵育细胞 48 h。 用 PBS 液洗涤细胞,加 2 mg / mL
牛血清白蛋白,再加 10 滋g / mL apoA鄄I 或 50 滋g / mL
HDL 孵育细胞 12 h 后,用闪烁计数法检测培养基和

THP鄄1 细胞内的[3H] 胆固醇(每分钟计数,cpm)。 胆

固醇流出率用培养基中 cpm 除以总 cpm(培养基

cpm +细胞 cpm),再乘以 100%来表示。
1. 6摇 统计学分析

实验所得数据采用 x- 依 s 表示。 用 SPSS12. 0 进

行统计处理,组间比较采用方差分析及 t 检验,以
P < 0. 05 判定差异有显著性。

2摇 结摇 摇 果

2郾 1摇 PDTC 对 THP鄄1 巨噬细胞脂质蓄积的影响

油红 O 染色结果表明,与对照组比较,THP鄄1 巨噬

细胞经 ox鄄LDL 孵育后,细胞内可见大量的红色脂滴,
而加入 PDTC 后,细胞内的脂滴明显下降,说明 PDTC
可减少 ox鄄LDL 所致的细胞内脂质蓄积(图 1)。
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图 1摇 PDTC 对 THP鄄1 巨噬细胞脂质蓄积的影响(油红 O 伊 1 000) 摇 A:对照组;B:ox鄄LDL 组;C:PDTC 组(同时加 ox鄄LDL 和

PDTC)

2. 2摇 PDTC 对 THP鄄1 巨噬细胞胆固醇含量的影响

THP鄄1 巨噬细胞与 ox鄄LDL 共同孵育后,细胞内

总胆固醇、游离胆固醇与胆固醇酯均明显增加,与对

照组比较差异均有显著性,其中细胞内胆固醇酯从

93 mg / g 蛋白剧增到 351 mg / g 蛋白,说明细胞内有

大量胆固醇酯聚集;与 ox鄄LDL 组比较,PDTC 组细

胞内总胆固醇、游离胆固醇与胆固醇酯均明显减少,
但还是大于对照组(表 1,P < 0. 05)。

表 1摇 PDTC 对 THP鄄1 巨噬细胞胆固醇含量的影响(n = 3,
mg / g)

组别
总胆固醇

(TC)
游离胆固醇

(FC)
胆固醇酯

(CE)
CE / TC
(% )

对照组 256 依 15 163 依 11 93 依 7 36. 3
ox鄄LDL 组 641 依 28a 289 依 12a 351 依 21a 54. 8
PDTC 组 481 依 17ab 229 依 15ab 253 依 20ab 52. 6

摇 摇 与对照组比较,a:P < 0. 05;与 ox鄄LDL 组比较,b:P < 0. 05

2. 3摇 PDTC 对 apoA鄄玉介导的胆固醇流出的影响

细胞内流出的胆固醇主要由 apoA鄄玉和 HDL 接

受。 其中 apoA鄄玉接受膜上 ATP 结合盒转运体 A1
(ATP鄄binding cassette transporter A1,ABCA1)转运出

的胆固醇,是胆固醇流出的主要接受体[7]。 因此,
在细胞培养基中加入 10 滋g / mL apoA鄄玉,检测巨噬

细胞胆固醇流出水平的变化。 结果发现,PDTC 组

apoA鄄玉介导的胆固醇流出明显增高(表 2),提示

PDTC 可能影响了膜转运体 ABCA1 的功能。

表 2摇 PDTC 对 apoA鄄玉和 HDL 介导的胆固醇流出的影响

组别 apoA鄄玉(% ) HDL(% )

对照组 4郾 8 依 0郾 3 10郾 1 依 0郾 6
ox鄄LDL 组 7郾 5 依 0郾 4a 11郾 8 依 1郾 1
PDTC 组 15郾 9 依 1郾 2ab 12郾 2 依 0郾 9

摇 摇 与对照组比较,a:P < 0郾 05;与 ox鄄LDL 组比较,b:P < 0郾 05

2. 4摇 PDTC 对 HDL 介导的胆固醇流出的影响

HDL 接受三磷酸腺苷结合盒转运体 G1(ATP鄄

binding cassette transporter G1,ABCG1)和 B 族 I 型

清道夫受体( scavenger receptor class B type玉,SR鄄
B玉)介导的胆固醇流出[8]。 PDTC 处理细胞后,对
HDL 介导的胆固醇流出无明显影响(表 2),提示

PDTC 可能不影响膜转运体 ABCG1 和 SR鄄B玉。

3摇 讨摇 摇 论

泡沫细胞形成是 As 形成和发展中的早期变化。
研究证明,ox鄄LDL 而不是 LDL,是致 As 的独立危险

因素。 巨噬细胞通过摄入 ox鄄LDL,引起血管壁泡沫

细胞的堆积和脂纹的形成;ox鄄LDL 还可促进巨噬细

胞释放多种致炎细胞因子[9]。 本研究结果发现,使
用 NF鄄资B 活化的特异性抑制剂 PDTC 处理 THP鄄1
巨噬细胞,可明显降低 ox鄄LDL 所诱导的巨噬细胞脂

质蓄积;进一步对 PDTC 降低脂质蓄积的机制研究

发现,PDTC 可以促进 apoA鄄玉介导的巨噬细胞胆固

醇流出。 巨噬细胞泡沫化过程可作为 As 防治过程

中的重要靶点,胆固醇流出受阻是巨噬细胞泡沫化

形成的重要原因之一[10],因此,研究泡沫细胞形成

以及胆固醇流出的影响因素及相关机制,对 As 疾病

的预防及治疗具有十分重要的意义。
动物实验证实,使用 NF鄄资B 活化抑制剂或含

资B 序列的寡聚脱氧核苷酸抑制 NF鄄资B,均能有效减

轻斑块内巨噬细胞脂质蓄积,延缓小鼠 As 病程进

展[11]。 虽然 NF鄄资B 可以影响病变区炎症因子的改

变,但其导致巨噬细胞内脂质异常蓄积的原因尚未

完全阐明。 本实验在观察 ox鄄LDL 诱导 THP鄄1 巨噬

细胞脂质蓄积的基础上,通过 PDTC 抑制巨噬细胞

内的 NF鄄资B 活化,发现巨噬细胞内脂质含量明显下

降,而且,apoA鄄玉介导的巨噬细胞胆固醇流出也明

显升高,提示 NF鄄资B 可能是通过抑制巨噬细胞胆固

醇流出,进而促进细胞内脂质蓄积。
PDTC 是 NF鄄资B 的特异性抑制剂,抑制 NF鄄资B
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活化可显著降低巨噬细胞分泌肿瘤坏死因子 - 琢
(TNF鄄琢)、白介素鄄6 ( IL鄄6)和白介素鄄1茁( IL鄄1茁)等

炎症因子的释放。 研究发现,这些炎症因子与冠心

病的发生有密切关系,这些细胞因子可通过相互诱

导、相互协同共同参与冠心病的发生、发展过程[12]。
本研究使用 PDTC 抑制 NF鄄资B 活化,一方面说明,
PDTC 可通过抑制 NF鄄资B 途径减少巨噬细胞炎症因

子的释放,另一方面也证明了,PDTC 可减轻巨噬细

胞内脂质蓄积。 因此,PDTC 可能通过两种不同而

又相互有联系的机制,影响心血管病的发生。
巨噬细胞胆固醇代谢稳态的失衡则是导致泡沫

细胞形成的关键。 研究发现,胆固醇外流是调节巨

噬细胞胆固醇动态平衡的重要环节,对减少细胞内

胆固醇蓄积、防止泡沫细胞形成和 As 发生具有重要

意义。 胆固醇外流主要由 ABCA1、ABCG1 和 SR鄄B
玉介导,其中 ABCA1 的接受体是 apoA鄄玉[13],而

ABCG1 和 SR鄄B玉的接受体是 HDL[14鄄15]。 本课题组

前期研究发现,使用致炎因素脂多糖(LPS)处理巨

噬细胞,可下调细胞 ABCA1 的表达[16]。 本实验分

别使用 apoA鄄玉和 HDL 作为胆固醇流出的接受体,
发现 PDTC 抑制 NF鄄资B 活化后,apoA鄄玉介导的胆固

醇流出明显增加,而 HDL 介导的胆固醇流出无明显

改变,说明 PDTC 可能选择性的作用于不同的胆固

醇转运体,进而导致胆固醇流向特定的接受体,其具

体分子机制,有待进一步研究。
总之,本实验研究发现,通过 PDTC 抑制巨噬细

胞 NF鄄资B 活化,可明显改善 ox鄄LDL 所致的细胞脂

质蓄积,其机制可能与促进巨噬细胞胆固醇外流有

关。 本研究进一步阐明了泡沫细胞形成过程中 NF鄄
资B 的部分作用机理,对更深入地了解 As 的炎症免

疫机制有着重要意义。 深入研究 PDTC 及 NF鄄资B 在

巨噬细胞脂质蓄积中的作用,有助于人们找到治疗

As 性疾病新的治疗策略。
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