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脂多糖对小鼠巨噬细胞 ABCA1 表达和胆固醇流出的影响
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(1. 南华大学附属第一医院神经外科,湖南 衡阳 421001;2. 南华大学医学院;
3. 南华大学附属第一医院重症医学科)

摘摇 要:摇 目的摇 观察脂多糖(LPS)对小鼠腹腔巨噬细胞 ATP 结合盒转运体 A1(ABCA1)表达和胆固醇流出

的影响,探讨肝 X 受体 琢(LXR琢)信号途径的作用。 摇 方法摇 60 只 C57 小鼠分成两组,分别注射 LPS(1. 0 mg / kg)
和等量生理盐水。 12 h 后取腹腔巨噬细胞,实时荧光定量 PCR 和 Western鄄blot 印迹法检测 ABCA1 和 LXR琢 mRNA
和蛋白质表达水平,液体闪烁计数器检测细胞内胆固醇流出。 LXR琢 激动剂 22(R) 鄄羟基胆固醇(22(R) 鄄Hch)预处

理小鼠,观察对 LPS 调节 ABCA1 表达和胆固醇流出的影响。 摇 结果摇 LPS 抑制 LXR琢 和 ABCA1 的 mRNA 和蛋白

质表达;22(R) 鄄Hch 预处理抑制 LPS 对 ABCA1 表达和胆固醇流出的下调作用。 摇 结论摇 通过抑制 TLR4 / LXR琢 信

号途径的激活,可以减轻 LPS 诱导的急性时相反应中的炎症程度,上调 ABCA1 的表达,促进细胞内胆固醇的流出。
关键词:摇 脂多糖;摇 肝 X 受体 琢;摇 炎症;摇 三磷酸腺苷结合盒转运体 A1
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The Effect of Lipopolysaccharide鄄Induced Acute Phase Reaction
on Expression of ABCA1 in Macrophages of Mice

ZENG Zhiqing,LI Jinfeng,XIE Di,et al
(Department of Neurosurgery,the First Affiliated Hospital,University of South China,

Hengyang,Hunan 421001,China)

Abstract:摇 Objective摇 To investigate the effect of lipopolysaccharide(LPS) on the expression of the ABCA1 and
cholesterol efflux in macrophages of mice,the role of LXR琢 in this process was also observed. 摇 Methods摇 60 C57 mice
were divided into two groups. The experimental group were treated with LPS (1. 0 mg / kg). The control group were treated
with PBS (1. 0 mg / kg). After 12 h,the mRNA and protein expression of ABCA1 and LXR琢 in peritoneal macrophages of
mice were examined by reverse transcriptase鄄polymerase chain reaction(RT鄄PCR) and Western鄄blot. The cholesterol efflux
of macrophages was determined by liquid scintillator. The cells were treated with LXR琢 agonist 22(R)鄄Hch,and the role of
LXR琢 in the regulated effect of LPS on the expression of ABCA1 were observed. 摇 Results摇 LPS decreased the expression
of LXR琢 and ABCA1 in peritoneal macrophages of mice. And the cholesterol efflux of macrophages was also inhibited by
LPS. After treated with 22(R)鄄Hch,the inhibited effect of LPS on expression of ABCA1 and cholesterol efflux were obvious鄄
ly abolished in mice macrophages. LPS鄄induced acute phase reaction down鄄regulated the expression of ABCA1 and de鄄
creased cellular cholesterol efflux in macrophages of mice,which may be related to the LXR琢鄄dependent pathway. 摇 Con鄄
clusion摇 Inhibiting the activation of signaling pathways TLR4 / LXR琢,which can reduce inflammation during LPS鄄induced
APR response and increase expression of ABCA1 to promote the outflow of intracellular cholesterol.

Key words: 摇 lipopolysaccharide; 摇 liver X receptor 琢; 摇 acute phase reaction; 摇 ATP鄄binding cassette
transporter A1
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摇 摇 革兰氏阴性菌细胞壁的主要成分脂多糖(LPS)
可以作用于炎症和免疫细胞,如单核 /巨噬细胞、内
皮细胞等,诱导体内急性时相反应(acute phase reac鄄
tion,APR) [1]。 研究发现,持续给予 LPS 刺激能够

促进细胞内胆固醇蓄积和泡沫细胞形成,从而加速

动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)等慢性炎症疾病

的发生发展[2]。 然而,LPS 诱导的 APR 对胆固醇流

出的影响尚不明确,而 APR 与脓毒症等疾病的发生

发展 密 切 相 关[3鄄4]。 ATP 结 合 盒 转 运 体 A1
(ABCA1)是一种膜整合蛋白,促进细胞内脂质流

出,与高密度脂蛋白(HDL)的形成和胆固醇逆向转

运( reverse cholesterol transport,RCT)密切相关[5]。
ABCA1 的表达和功能受到多种因素的调控,例如,
炎症因子干扰素 酌( IFN鄄酌)可通过下调肝 X 受体 琢
(liver X receptor 琢,LXR琢),抑制 ABCA1 的表达和

细胞内胆固醇流出[6]。 研究发现,APR 能调节体内

RCT,从而参与机体对免疫炎症反应的调节作用[7]。
本文拟建立 LPS 诱导的 APR 小鼠模型,观察 LPS 对

小鼠腹腔巨噬细胞 ABCA1 表达和胆固醇流出的影

响,并探讨 LXR琢 信号途径在此过程中的作用。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料与试剂

摇 摇 小鼠购自南华大学实验动物中心;1640 培养基

购自美国 Gibco 公司;LPS 购自美国 Sigma 公司;22
(R)鄄Hch 购自美国 Sigma 公司;Reverse Transcription
System ( ReverAid TM First Strand cDNA Synthesis
Kit,#k1622)购自美国 Promega 公司;ABCA1、LXR琢
兔抗鼠一抗购自 Novus 公司;茁鄄actin 兔抗鼠一抗购

自武汉博士德公司;辣根过氧化物酶标记的羊抗兔

二抗购自武汉博士德公司;Western blot 荧光检测试

剂盒购自武汉博士德公司;ELISA 试剂盒购自武汉

博士德公司; 硝酸素纤维膜 ( NC)、 PVDF 购自

Minipore 公司;小牛血清购自杭州四季青公司;其它

试剂均为国产分析纯。
1. 2摇 动物及分组

从南华大学实验动物中心购买 60 只 C57 小鼠,
分成两组,实验组 45 只,其中的 15 只经静脉注射

LPS(1. 0 mg / kg),另外 15 只采用 LXR琢 特异性激动

剂 22(R)鄄Hch(50 mg / kg)腹腔注射预处理(给药剂

量按有效剂量换算)24 h,剩余的 15 只采用 22(R)鄄
Hch 24 h 后再用 LPS 处理,对照组 15 只静脉注射等

量的生理盐水。 静脉注射 12 h 采血超离心后用

ELISA 法检测血清淀粉样蛋白(SAA)、C 反应蛋白

(CRP)、肿瘤坏死因子 琢(TNF鄄琢)和白细胞介素 6
(IL鄄6)的水平,验证 LPS 制备小鼠 APR 模型成功。
1. 3摇 酶联免疫吸附法(ELISA)

按说明书方法,将 100 滋L 样品和标准品加入板

孔,盖上封板膜,室温孵育 2 h。 扣去孔内液体,重复

洗板 3 次。 加入 50 滋L 生物素标记抗体,孵育 2 h。
扣去孔内液体,又重复洗板 3 次。 加入抗生物素蛋

白链菌素鄄HRP,室温孵育 30 min。 重复洗板 3 次

后,加入显色剂,室温孵育 15 min。 终止反应后,用
450 nm 波长读值。
1. 4摇 实时定量聚合酶链反应(PCR)

将 1 滋g 总 RNA 用逆转录试剂盒(Fermentas)反
转录成 20 滋L cDNA。 实时定量 PCR 在应用生物系

统 7900HT ( Applied Biosystems 7900HT Fast Real鄄
Time PCR System)上进行,采用 DyNAmoTMSYBR 襆
Green qPCR Kits ( FINNZYMES 公司) 试剂盒。 鼠

ABCA1、LXR琢 和 茁鄄actin 的 PCR 反应条件为:94 益
预变性 5 min,94 益变性 30 s,60 益复性 30 s,72 益
延伸 45 s,共 35 个循环,72 益延伸 10 min。 鼠 AB鄄
CA1 引物序列:上游 5忆鄄GAT TGG CTT CAG GAT
GTC CAT GTT GGA A鄄3忆,下游 5忆鄄GTA TTT TTG
CAA GGC TAC CAG TTA CAT TTG ACA A鄄3忆。 鼠

LXR琢 引物序列:上游 5忆鄄AGC GTC CAC TCA GAG
CAA GT鄄3忆,下游 5忆鄄GG G GAC AGA ACA GTC ATT
CG鄄3忆。 鼠 茁鄄actin 的引物序列:上游 5忆鄄TCA CCA
TCT TCC AGG AGC GAG鄄3忆,下游 5忆鄄TGT CGC TGT
TGA AGT CAG AG鄄3忆。 扩增混合体系包括:去离子

水 13. 5 滋L,Master Mix 15 滋L,cDNA 1 滋L,Primer
0郾 5 滋L,共 30 滋L。 溶解曲线分析表明 PCR 反应产

物为单独的双链 DNA。 用 驻驻Ct 值法,以 茁鄄actin 表

达为内参定量其它基因的表达。
1. 5摇 Western 印迹分析

收集各组小鼠腹腔巨噬细胞,经 PBS 离心

(4 益,3 000 rmp,10 min)洗涤 3 次,于悬浮缓冲液

中裂解后,离心(4 益,10 000 rmp,10 min)收集上清

液,用 BCA 法进行蛋白定量。 取提取的蛋白质样

品:5 伊 SDS 上样缓冲液:10% 茁鄄巯基乙醇以 16颐 4颐 1
混匀。 100 益煮 6 ~ 8 min,6%或 10% SDS鄄PAGE 电

泳 ( 积 层 胶 80 V, 分 离 胶 120V ) 后 电 转 移

(100 mA,1. 5 h) 至 PVDF 膜上,丽春红染色观察蛋

白质转移情况。 5%脱脂牛奶室温封闭 4 h,分别加
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入 1颐 500 LXR琢、ABCA1 和 茁鄄actin 一抗 4 益孵育 4
~ 8 h,TBST 洗涤 3 次,每次 10 min。 加入 1颐 1 000
辣根过氧化物酶标记的二抗,室温孵育 2 h,TBST 洗

涤 3 次,每次 10 min。 用 Western 印迹荧光检测试

剂盒显示于 X 光片。 结果用 Labwork 凝胶图像分析

系统对胶片扫描,以对照组的面积灰度值为 100%
与实验组进行比较和半定量分析。
1. 6摇 胆固醇流出实验

检测方法参照文献[8],细胞置于含有 10% 小

牛血清 RPMI鄄1640 培养基中共同孵育待细胞长至

85%时,采用 PBS 液洗涤细胞,置于含脂蛋白的无

血清 RPMI鄄1640 培养基中培养 24 h。 采用 PBS 液

洗涤细胞,闪烁液裂解细胞后,用闪烁计数法检测培

养基和细胞中的[3H] 胆固醇。 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. 7摇 统计学分析

实验所得数据采用 x 依 s 表示。 用 SPSS 12. 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 判定差异有统计学意义。

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 APR 小鼠腹腔巨噬细胞 LXR琢 和 ABCA1 的表

达情况

分别取对照组和 LPS 组小鼠腹腔巨噬细胞,提
取总 RNA。 RT鄄PCR 检测 LXR琢 和 ABCA1 mRNA
表达情况。 如图 1 所示,与对照组相比, LPS 组

LXR琢 和 ABCA1 mRNA 的表达显著降低 ( P <
0郾 05)。

图 1摇 LPS 处理小鼠腹腔巨噬细胞 LXR琢和 ABCA1 mRNA
表达的变化摇 与对照组比较,*:P < 0. 05(n = 3)

摇 摇 分别取对照组和 LPS 组小鼠腹腔巨噬细胞,提

取总蛋白。 采用 Western 印迹分析法检测细胞内

LXR琢 和 ABCA1 蛋白质含量。 如图 2 所示,与对照

组相比,LPS 组 LXR琢 和 ABCA1 蛋白质表达显著降

低(P < 0郾 05)。

图 2摇 LPS 处理小鼠腹腔巨噬细胞 LXR琢和 ABCA1 蛋白质

表达的变化

2. 2摇 APR 小鼠腹腔巨噬细胞胆固醇流出情况

分别取对照组和 LPS 组小鼠腹腔巨噬细胞,用
液体闪烁计数器检测细胞内胆固醇流出。 如图 3 所

示,与对照组相比,LPS 组细胞内胆固醇流出减少

(P < 0. 05)。

图 3摇 LPS 处理小鼠腹腔巨噬细胞胆固醇流出情况摇 与对照

组比较,*:P < 0. 05(n = 3)

2. 3摇 LXR琢 激动剂 22(R) 鄄Hch 对 LPS 调节 ABCA1
表达

小鼠腹腔巨噬细胞经 LPS 单独处理或 LXR琢 特

异性激动剂 22(R)鄄羟基胆固醇(22(R)鄄Hch)预处

理 24 h 后联合 LPS 处理,提取细胞总 RNA,采用

RT鄄PCR 检测 ABCA1 mRNA 表达。 如图 4 所示,与
LPS 组相比,22(R)鄄Hch 与 LPS 联合处理组 ABCA1
mRNA 表达明显增加(P < 0. 05)。
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图 4摇 22(R) 鄄Hch 对 LPS 处理的小鼠腹腔巨噬细胞 AB鄄
CA1mRNA 表达的影响摇 1:对照组;2:LPS 组;3:22(R)鄄Hch 组;
4:LPS + 22(R)Hch 组. 摇 与对照组比较,*:P < 0. 05;与 LPS 组比

较,#:P < 0. 05(n = 3)

2. 4摇 LXR琢 激动剂 22(R) 鄄Hch 对 LPS 调节胆固醇

流出的影响

分别取 LPS 组和 LPS + 22(R)鄄Hch 组巨噬细

胞,用液体闪烁计数器检测细胞内胆固醇流出。 如

图 5 所示,与 LPS 组相比,LPS + 22(R)鄄Hch 处理组

细胞内胆固醇流出增加(P < 0. 05)。

图 5摇 22(R) 鄄Hch 对 LPS 处理的小鼠腹腔巨噬细胞胆固醇

流出的影响 摇 1:对照组;2:LPS 组;3:22(R)鄄Hch 组;4:LPS + 22
(R)Hch 组. 摇 与对照组比较,*:P < 0. 05;与 LPS 组比较,#:P <
0郾 05(n = 3)

3摇 讨摇 摇 论

LPS 是革兰氏阴性菌细胞壁的主要成分。 在动

物体内注射 LPS 制备 APR 模型中可观察到胆固醇

逆向转运减少[3]。 LPS 与 TLR4 结合后可引起一系

列连锁酶促反应,引起多种炎症相关基因表达的变

化,同时通过增加单核巨噬细胞的募集和抑制细胞

内脂质的流出促进 As 发生发展[9]。 ABCA1 是促进

细胞内脂质流出的关键转运蛋白,具有减少细胞内

胆固醇蓄积的作用[10]。 本实验采用来源于大肠埃

希菌的 LPS,采用静脉注射法制备 APR 小鼠模型。
观察 LPS 诱导小鼠 APR 对 ABCA1 表达和胆固醇流

出的影响。 在本实验 LPS 诱导的 APR 模型中,LPS
抑制 ABCA1 mRNA 和蛋白质表达。 Trasino 等[11]最

近报道,LPS 抑制 ABCA1 表达,本课题组的实验结

果与其结果相一致,LPS 诱导的 APR 抑制 ABCA1
表达。 ABCA1 具有促进细胞内游离胆固醇和磷脂

流出的功能,ABCA1 的蛋白质表达减少,不能将细

胞内过多的脂质转运到细胞外,导致细胞内大量脂

质蓄积,这为 LPS 加速 As 斑块的形成提供了理论

依据。 ABCA1 的表达在转录水平和转录后水平受

到高度调控,涉及多种调控因素,其中促炎细胞因

子,如 TN F鄄琢、I L鄄1茁、C 反应蛋白(CRP)和 IFN鄄酌
等在转录水平通过 LXR琢 下调 ABCA1 的表达,LPS、
EPA、钙蛋白酶和钙调蛋白等在转录后水平通过降

低 A摇 BC摇 A1 的稳定性促而进其降解;主要的转

录调控子是 LXR琢 激动剂、过氧化物酶体增殖物激

活型受体( peroxisome proliferator鄄activated receptor,
PPAR)琢 和 PPAR酌 激动剂[6];其中 LXR琢 在脂质代

谢途径中具有重要作用[12鄄13],与 RXR 形成 LXR /
RXR 异二聚。 研究表明,氧化固醇和反式维甲酸都

可以活化此二聚体[14]。 LXRs / RXR 通过对参与胆

固醇脂肪酸代谢的靶基因转录的调节,调控 AB鄄
CA1、ABCG1、脂肪酸合成酶(FAS)和胆固醇 7琢 羟

化酶等[3],进而调控胆固醇代谢,在脂质代谢途径

中发挥着关键作用[15]。 LXR琢 是 ABCA1 的上游基

因,激活 LXR琢 可以上调 ABCA1 的表达[16鄄17]。 本实

验结果显示,与对照组相比,LPS 处理组小鼠腹腔巨

噬细胞 LXR琢 表达显著降低,与 Wang 等[18] 的结果

相一致,LPS 诱导的 APR 抑制 LXR琢 表达。 因此,
推测在 APR 过程中 LPS 抑制 ABCA1 的表达可能与

TLR4 / LXR琢 信号途径有关。
本实验结果还显示,与 LPS 组相比,22(R)鄄Hch

+ LPS 处理组 ABCA1 mRNA 和蛋白质表达增加,提
示 LXR琢 激动剂 22(R)鄄Hch 拮抗 LPS 对 ABCA1 的

抑制作用,但并不能完全解除对 ABCA1 的抑制作

用。 因此推测,LPS 除了通过 TLR4 / LXR琢 信号途径

外,还存在其他的途径抑制 ABCA1 表达。 有研究报

道,TLR4 / NF鄄资B 信号途径介导 LPS 对 ABCA1 表达

及细胞内胆固醇流出的抑制作用[6]。
因此,本研究进一步阐明了在 LPS 诱导的 APR

小鼠模型中,LPS 对 ABCA1 表达和胆固醇流出的影
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响,并探讨 LXR琢 在此过程中的作用;在 APR 反应

中,通过抑制 LPS / TLR4 / LXR琢 信号途径的激活,可
以减轻炎症,上调 ABCA1 的表达,促进细胞内胆固

醇的流出,减少细胞内脂质的蓄积,为 As 的防治提

供新的调控靶点。 在 APR 过程中,是否还存在与

TLR4 / LXR琢 途径有关的其他调节 ABCA1 表达机

制,还有待于进一步探讨。
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