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糖基化终产物对 !"#$% 巨噬细胞酰基辅酶 &：胆固醇酰基转移酶$% 表达的影响

杨启红!，徐+ 强!，张+ 红&，司良毅! + + （ !第三军医大学西南医院老年病科，重庆 %"""*’；&解放军第 !!* 医院老年病科，浙江
宁波 *!$"&!）

+ + 摘+ 要：目的+ 观察糖基化终产物（,-.,/01- 23405643,785/ 1/-#9:5-;076，<=>6）对 ?@A#! 巨噬细胞酰基辅酶 <：胆固醇
酰基转移酶#!（,043 051/B4C1 <：0D531671:53 ,0437:,/6E1:,61#!，<F<?#!）表达的影响。方法+ 将糖基化#牛血清白蛋白（<=>#
C5-8E81- G5.8/1 61:;C ,3G;C8/，<=>#HI<）与佛波酯（AJ<）诱导分化 (&D 的 ?@A#! 巨噬细胞共同孵育，运用 K?#AFK 和
L1671:/ G357分别检测巨噬细胞 <F<?#! CKM<和蛋白的表达水平。结果+ AJ<诱导 (& D后，?@A#! 细胞停止增殖，由单
核细胞分化成为巨噬细胞。用 $"、!""、&"" 和 %"" C2 N O <=>#HI<处理巨噬细胞后，细胞 <F<?#! CKM< 相对表达量逐渐
增加；<F<?#! 蛋白表达的平均积分光密度值也逐渐增加，二者较对照牛血清白蛋白组明显增加（! P "Q "$）。用 &"" C2 N O
<=>#HI<作用巨噬细胞 "、!&、&%、*) D和 %’ D后，细胞 <F<?#! CKM<相对表达量逐渐升高；<F<?#! 蛋白表达的平均积分
光密度值也逐渐升高，较 " D明显增加（! P "Q "$）。结论+ <=>6可上调 ?@A#! 巨噬细胞 <F<?#! CKM<和蛋白的表达，呈
浓度和时间依赖性，这可能与糖尿病动脉粥样硬化有关。
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+ + 泡沫细胞形成是动脉粥样硬化发生的早期事件和
关键环节，胆固醇酯在巨噬细胞中沉积则是泡沫细胞
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形成的重要原因。酰基辅酶 <：胆固醇酰基转移酶#!
（,043 051/B4C1 <：0D531671:53 ,0437:,/6E1:,61#!，<F<?#!）
是调节体内胆固醇代谢平衡的关键蛋白之一，在胆固

醇的吸收、运输和储存过程中起重要作用［!］。糖尿病

患者易并发动脉粥样硬化，后者是糖尿病致死、致残的

重要原因。研究表明，持久的高血糖状态可导致体内

蛋白质、脂质甚至核酸糖基化，经过一系列非酶促反

应，最终形成具有高度活性、结构多样的糖基化终产物

（,-.,/01- 2340,785/ 1/-#9:5-;076，<=>6），在糖尿病动
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第 !" 期# 杨启红，等$糖基化终产物对 %&’(! 巨噬细胞酰基辅酶 )：胆固醇酰基转移酶(! 表达的影响#

脉粥样硬化的发生、发展中起重要作用。本研究试图

从 )*+,影响巨噬细胞 )-)%(! 基因表达这一角度阐
明 )*+,致动脉粥样硬化可能的细胞生物学效应。

!" 材料与方法

!$ !# 主要材料和试剂
# # %&’(! 细胞（本院中心实验室馈赠）；佛波酯（’.)，/0123
公司）；4’.5!678 培养液、胎牛血清和 %90:;<（*0=>; 公司）；4%(
’-4试剂盒（’9;2?13公司）；’-4 引物（上海生工公司）；45’)
细胞裂解液（上海申能博彩公司）；兔抗人 )-)%(! 和 !(3>@0A一
抗（/3A@3 -9B:公司）；C)D 显色试剂盒（北京中杉公司）；其余
试剂均为国产分析纯。

!$ E# 方法
!$ E$ !# 糖基化(牛血清白蛋白（)*+(D/)）的制备# # 按照文献
［E］的方法，在 ’D/（8$ 8! 2;< F G，H& I"$ 7）溶液中加入牛血清白蛋
白（D/)）和 C(葡萄糖，使其终浓度分别为 J$ 8 1 F G和 J8 22;< F G，
其中含 !88 K F 2< 青霉素，!88 21 F 2< 链霉素，充分溶解后用
8L EE "2滤膜过滤除菌，M" N孵育 !E 周。孵育结束后用 ’D/
（H& I "$ 7）溶液透析 7O P 去除未结合的 C(葡萄糖。对照组
D/)中不含 C(葡萄糖，其余条件一致。荧光光谱扫描（激发波
长 MQ8 A2，发射波长 7J8 A2，峰狭 J A2）鉴定结合 )*+ 含量，
两组分别为 !O8$ J 荧光单位 F 21 蛋白和 E$ QO 荧光单位 F 21 蛋
白。分装后置 R O8N保存备用。
!$ E$ E# 人单核 F巨噬细胞培养及实验分组 # # 用终浓度为
8$ ! "2;< F G 的 ’.)诱导生长良好的 %&’(! 细胞 "E P，使之分
化成巨噬细胞［M］。更换无血清培养液继续培养 6 P 后，分别加
入浓度为 J8、!88、E88 21 F G和 788 21 F G的 )*+(D/)干预细胞
E7 P，以 !88 21 F G D/)为对照组。此外，用 E88 21 F G )*+(D/)
分别处理细胞 8、!E、E7、M6P和 7O P。
!$ E$ M# 4%(’-4# # 按照 %90:;< 说明书提取各组细胞总 4S)
后，微量分光光度计检测 4S) 样品纯度［!（E68）F !（EO8）T
!L O］，并经凝胶电泳鉴定 4S)的完整性。4%(’-4反应按 ’9;(
2?13试剂盒说明书进行。)-)%(! 上游引物为 JU( *--%-)*)(
-))%)-))%** (MU，下 游 引 物 为 JU( )))-)-*%))-*)(
-))*%-- (MU（"E" =H）。!(3>@0A 上游引物为 JU(-)-**%*-(
--)%-%)-*)*(MU，下游引物为 JU( -*%**%**%*))*-%*(
%)*-- (MU（MQ8 =H）。’-4反应条件：Q7 N M 20A，! 个循环；变
性 Q7 N M8 ,，退火 J6 N VM8 ,，延伸 "E N V! 20A，MJ 个循环；
末次循环 "E N延伸 J 20A。EW %)+琼脂糖凝胶电泳，凝胶成
像系统扫描并分析，计算 )-)%(! 与 !(3>@0A电泳条带的平均光
密度值之比，代表 )-)%(! 24S)水平，每组重复 M 次。
!$ E$ 7# X?,@?9A =<;@# # 45’)裂解细胞提取总蛋白，考马斯亮
蓝 *EJ8 测定总蛋白浓度。!8W /C/(’)*+电泳完毕后，将凝胶
依次进行转膜（!88 2Y，O8 20A）、封闭 E P、%D/%洗涤、)-)%(! F
!(3>@0A一抗（! Z J88）孵育（7N，过夜）、二抗（! Z E 888）孵育
（M" N，! P）、C)D显色。扫描 ’YC[膜并对电泳条带进行光密
度分析。以 !(3>@0A作为上样对照，计算靶蛋白条带与内参条
带光密度之比作为各组蛋白表达水平，每组重复 M 次。

!$ M# 统计学分析
# # 数据以 !" \ #表示，用 /’// !!$ J 统计软件对组间数据差异
进行单因素方差分析。

#" 结果

E$ !# %&’(! 细胞的转化
# # 与 8$ ! "2;< F G ’.)孵育 "E P 后，%&’(! 细胞由悬浮细胞
向贴壁细胞转化，呈阿米巴样贴壁生长，伸出伪足，富含颗粒，

具有巨噬细胞的特点，转化率超过 OJW（图 !）。

!!

!"
)：诱导前；D：诱导后

图 !" $%&诱导前后 ’($)! 细胞的变化"（倒置相差显微镜 V E88）

E$ E# 不同浓度 )*+(D/) 对巨噬细胞 )-)%(! 24S)
及蛋白表达的影响

# # 用 J8、!88、E88 21 F G和 788 21 F G )*+(D/)处理巨噬细胞
E7 P后，细胞 )-)%(! 24S) 的表达水平依次增加，与 D/) 组
比较，有显著性差异（$ ] 8$ 8J）（表 !，图 E）。与之一致的是，
与 D/)组比较，细胞 )-)%(! 蛋白的表达水平也依次增加（$ ]
8$ 8J）（表 !，图 M）。

表 !" 不同浓度 &*+),-&对巨噬细胞 &.&’)! 表达
的影响（% I M，!̂\ ,）

组别 )-)%(! 24S) )-)%(! 蛋白
D/) 8$ M!Q \ 8$ !O6 !$ 8!" \ 8$ !"E

J8 21 F G )*+(D/) 8$ MO7 \ 8$ !!"3 !$ M8E \ 8$ EO!3

!88 21 F G )*+(D/) 8$ 77" \ 8$ !!Q3= E$ 87Q \ 8$ E!E3=

E88 21 F G )*+(D/) 8$ JMQ \ 8$ 86"3=> M$ !"8 \ 8$ !J!3=>

788 21 F G )*+(D/) 8$ 6"6 \ 8$ !M63=>_ M$ 7Q" \ 8$ E!63=>_

3：$ ] 8$ 8J，与 D/)组比较；=：$ ] 8$ 8J，与 J8 21 F G )*+(D/)组比
较；>：$ ] 8$ 8J，与 !88 21 F G )*+(D/) 组比较；_：$ ] 8$ 8J，与
E88 21 F G )*+(D/)组比较

!M6!
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图 /" 不同浓度 #$%&’(#处理组巨噬细胞 #)#*&+
蛋白的表达

%4 56 同一浓度 #()*"$# 作用不同时间对巨噬细胞
#7#8*! -93#及蛋白表达的影响

6 6 用 %++ -. / 0 #()*"$# 分别处理巨噬细胞 +、!%、%,、5: ;
和 ,< ;，结果显示，随着处理时间的延长，巨噬细胞 #7#8*!
-93#及蛋白的表达水平逐渐增加。与 + ; 比较，其余各时相
点蛋白表达水平均显著性增加（! = +4 +’）（表 %，图 ,、’）。

表 !" #$%&’(#作用不同时间对巨噬细胞 #)#*&+ 表达
的影响（" > 5，!# ? $）

时相点 #7#8*! -93# #7#8*! 蛋白
+ ; +4 !<5 ? +4 +@+ !4 %5, ? +4 5:’
!% ; +4 5A, ? +4 !%+B !4 A@+ ? +4 !!5B

%, ; +4 ,!A ? +4 !@,BC %4 ’:, ? +4 :5%BC

5: ; +4 ’,: ? +4 %5+BCD 54 +5% ? +4 %5ABCD

,< ; +4 :5A ? +4 5%:BCDE ,4 ’@< ? +4 %5@BCDE

B：! = +4 +’，与 + ;比较；C：! = +4 +’，与 !% ;比较；D：! = +4 +’，与 %,
;比较；E：! = +4 +’，与 5: ;比较
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/" 讨论

6 6 #()F在糖尿病患者体内大量蓄积，可诱发并加
剧机体氧化应激、促发炎症反应和内皮细胞功能紊乱，

是导致糖尿病慢性血管并发症，包括动脉粥样硬化及

微血管病的重要原因［,，’］。然而，目前有关 #()F加速
糖尿病动脉粥样硬化发生发展的分子机制尚未完全阐

明。研究表明，#()F 可诱导巨噬细胞表面清道夫受
体和脂蛋白脂酶的基因表达，从而增强巨噬细胞脂质

摄取的能力［:，A］，促进泡沫细胞形成。此外，糖尿病患

者体内脂质可被 #()F 修饰，导致机体对糖基化 020
清除率下降，促使巨噬细胞对糖基化 020 的摄取增
加；糖基化 G20增加还可减弱其逆向转运胆固醇的能
力，增强单核巨噬细胞摄取 HI*020，加速泡沫细胞的
形成［<，@］。

6 6 #7#8是位于细胞内质网上的一种膜蛋白，是细
胞内唯一催化游离胆固醇和长链脂肪酸连接形成胆固

醇酯的酶［!+］。目前发现 #7#8有 % 种亚型，即 #7#8*
! 和 #7#8*%，在单核巨噬细胞中主要以 #7#8*! 形式
存在，是泡沫细胞形成过程的主要介导者［!!，!%］。研究

证实，在单核细胞分化成巨噬细胞及泡沫细胞形成过

程中，#7#8*! 表达及其酶活性明显增加［!5］。
6 6 本实验采用细胞培养及分子生物学方法，直接观
察致动脉粥样硬化性 #()F 对巨噬细胞 #7#8*! 表达
变化的影响，初步探讨 #()F 加速糖尿病动脉粥样硬
化可能的机制。实验结果显示，不同浓度 #()*"$#处
理 J1# 诱导分化的 8GJ*! 巨噬细胞 %, ; 后，随着
#()F浓度的增加，巨噬细胞 #7#8*! -93#和蛋白的
表达水平逐渐增加；而 %++ -. / 0 #()*"$# 处理巨噬
细胞不同时间后，随着处理时间的延长，细胞 #7#8*!
-93#和蛋白的表达水平均较 + ; 组明显增加。因
此，我们推测，#()F可能通过明显上调巨噬细胞胆固
醇代谢的关键因素 #7#8*! -93# 和蛋白的表达水
平，进而增强巨噬细胞摄取脂质的能力，促进泡沫细胞

形成，因而在一定程度上参与了糖尿病易患动脉粥样硬

化的过程。深入研究 #()F与巨噬细胞 #7#8*! 基因表
达及酶活性之间的相互作用，将为进一步了解糖尿病易

患动脉粥样硬化的分子机制及合理防治提供新的思路。
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# #（上接 !EBM 页）

图 !" 双侧髁突下骨折 #$三维重建 图 %" 术后咬合关系 图 &" 术后张口度

D$ B# 手术要点
D$ B$ !# 选择合适的手术时机# # 在骨折后 E ;内最好，如超过
该时间，则可考虑在肿胀完全消退后进行。

D$ B$ B# 手术入路及手术方式# # 常用的手术入路有耳屏前入
路和颌后入路两种：耳屏前入路适用于骨折位置较高的髁状突

骨折；颌后入路适用于骨折位置较低的髁状突骨折。在临床上

应根据术前检查，尤其是 A% 及三维重建，精确判断骨折部位，
根据其高低选择耳屏前入路或颌后入路，必要时可联合采用两

种入路施行手术。

D$ B$ D# 术后功能训练 # # 髁状突骨折治疗的目标为：恢复良
好的咬合关系；减轻疼痛；达到下颌骨对称性外形以及下颌骨

在三维空间平面的良好运动功能。欲实现这一目标，就必须对

髁状突患者进行严格的早期功能训练。?-3:*+*［D］的研究也表
明，无论手术治疗或非手术治疗，早期功能锻炼以恢复咀嚼功

能是非常重要的。关节功能障碍。本组患者在手术 ! 周后开
始进行功能训练，经随访观察，全部病例在术后 D 个月即可达
到 D .<以上的张口度，无偏颌等并发症发生，颞颌关节功能基
本恢复正常。

D$ B$ H# 术后并发症及处理# # 常见的并发症有：术后感染、术
中术后出血、涎瘘、面神经损伤等，也有学者报道可发生 ]3/=’4
综合征［H］。应当注意，对于粉碎性髁状突骨折，摘除碎骨以后，

遗留髁状突边缘锐利，如果修整则进一步降低升支高度；如果

不予处理则可能出现损伤血管及周围组织，甚至出现假性动脉

瘤或者动静脉瘘［M］，导致大出血影响生命的可能，在处理时要

慎重。

# # 关键词：髁状突骨折；手术治疗
# # 中图法分类号：@"FB$ HCM# # # 文献标识码：?
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