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人胆固醇酯水解酶在RAW 264．7巨噬细胞内瞬时表达对胆固 

醇代谢的影响 

冯 旭，罗俊生，关 宁，霍晓川，王 瑞 

(辽宁医学院附属第一医院神经外科 ，锦州 121001) 

【摘 要】目的：以RAW 264．7小鼠单核巨噬细胞为研究对象，探讨人胆固醇酯水解酶(Human cholesteryl ester hydrolase，hCEH)在 

鼠巨噬细胞内瞬时表达，对细胞内胆固醇代谢产生的影响。方法：利用 FuGENE HD转染试剂将 pEGFP—N。一hCEH质粒，转染 

RAW264．7小鼠单核巨噬细胞。24h后将巨噬细胞与氧化型低密度脂蛋白(Oxidizedlowdensitylipoprotein，oX—LDL)(100mg几)，共 

同孵育48 h。荧光显微镜观察及 Western blot检测细胞内CEH的表达，油红 O染色观察细胞内脂滴堆积情况，高效液相色谱检测 

细胞内游离胆固醇(Free cholesterol，FC)和胆固醇酯(Cholesterol esters，CE)含量。结果：转染 72 h后，荧光细胞数最多，转染率接 

近40％。Western blot检测显示，hCEH蛋白在鼠巨噬细胞内大量表达并部分抑制鼠胆固醇酯水解酶(Cholesteryl ester hydrolase， 

CEH)表达。转染hCEH组与ox—LDL诱导组相比，油红 O染色阳性细胞数显著减少，细胞内总胆固醇、游离胆固醇和胆固醇酯含 

量明显下降。结论：hCEH基因在 RAW 264．7小鼠单核巨噬细胞内成功表达，减少细胞内胆固醇水平，抑制泡沫细胞的形成。 
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Effect of transient expression Of human cholesteryl ester hydrolase on the 

cholesterol metabolism in RAW 264．7 macrophage 

FENG xu．et oi 

(Department ofNeurosurgery，￡船First Affiliated Hospital，LiaoningMedical College) 

【Abstract]Objective：To study the effect of transient expression of human cholesteryl ester hydrolase(hCEH)on the cholesterol 

metabolism in RAW 264．7 macrophages．Methods：RAW 264 ．7 macrophages were transfected transiently with pEGFP—Nl-CEH under the 

stimulation ofFuGENEHD．After24 h，macrophageswereloadedwith oxidizedlow densitylipoprotein(100mg／L)for48 h．The expression 

of pEGFP—Nl—CEH was detected with GFP fluorescence and Western blot．The cellular lipid accumulation was examined by oil red O 

staining．High performance liquid chromatography was used for qualitative and quantitative analysis of intracellular cholesterol anti 

cholesterol esters．Results：There were the most number of fluorescent cells after 72 h．Th e transfection rate was about 40％．The protein 

expression level of human CEH significantly increased and partly inhibited expression of mouse CEH protein in mouse macrophage． 

Compared with ox—LDL group，oil red O-positive cells of hCEH transfection group were greatly reduced．The cellular contents of total 

cholesterol，free cholesterol and cholesterol ester of hCEH transfeetion group were also obviously decreased．Conclusion：Th e gene of 

hCEH expresses in mouse macrophages cell line RAW 264 ．7，and inhibits atherosclerotie foam cell form ation through reducing 

intracellular cholesterol leve1． 
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动脉粥样硬化是一个复杂的病理过程，巨噬细胞源性泡 

沫细胞的形成是其显著特征_ll。胆固醇~(Cholesterol esters， 

CE)在巨噬细胞内大量聚集是泡沫细胞形成重要步骤，如果 
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能抑制泡沫细胞形成 ，不仅能抑制动脉粥样硬化斑块形成， 

而且能够提高斑块稳定性，减少动脉粥样硬化性脑梗死的临 

床发病率口1。国外有研究表明，胆固醇酯水解酶(Cholesteryl 

esterhydrolase，CEH)介导的巨噬泡沫细胞内CE水解作用，能 

够促进 CE水解为游离胆固醇(Free cholesterol，FC)131。细胞 

内FC的外流是通过与细胞膜上外流相关信号通路(胆固醇 

运载体 ABCA1、ABCG1等)结合后转运给外源性胆固醇受体 

(ApoA—I、HDL等)实现的l4I5j。巨噬细胞内的 Fc通过细胞外 
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胆固醇受体被传送到肝脏转变成胆汁胆固醇和胆汁酸来进 

行最终的清除，这种 Fc从巨噬细胞定向转运到肝脏的过程 

叫做“胆固醇逆行转运(Reverse cholesterol transport，RCT)”， 

是胆固醇向体外代谢的主要途径[61，而 CEH介导的水解作用 

是 RCT中的限速步骤171。近期研究表明，CEH在肝脏内的过 

度表达能促进胆固醇逆行转运，从而增强体内胆固醇的清 

除 。由此 ，我们推测 CEH在脑动脉粥样硬化的形成过程中 

可能起到关键性的作用。 

目前，国内对 CEH的研究鲜有报道，我实验室前期已成 

功构建人胆固醇酯水解酶(Human cholesteryl ester hydrolase， 

hcEH) 修 若生 载体pEGFP—N．一hCEH。本实§佥通过转染RAW 

264．7小鼠单核巨噬细胞，研究 hCEH对细胞内胆固醇代谢 

的影响，以期明确 CEH在影响脑动脉粥样硬化斑块形成过 

程中的作用。为把 CEH作为防治动脉粥样硬化性脑梗死的 

新靶点，提供理论依据及线索。 

1 材料与方法 

1．1 材料与试剂 

RAW 264．7小鼠单核巨噬细胞株(中国科学院上海细胞 

生物学研究所)，胎牛血清，DMEM培养基(美国GIBCO公司)， 

氧化型低密度脂蛋(Oxidized low density lipoprotein，OX—LDL) 

(北京协生生物科技有限公司)，表达载体 pEGFP—N 一hCEH 

(本实验室先前构建)，FuGENE HD转染试剂 (Roche公司)， 

CE，标准胆固醇(上海生工生物工程有限公司)，兔抗鼠 CEH 

(mCEH)—抗、FITC一标记的羊抗兔二抗和羊抗人 CEH(hCEH) 

一 抗、辣根过氧化物酶标记的驴抗羊二抗(Santa Cruz公司)。 

1．2 方 法 

1．2．1 细胞培养、传代及泡沫化处理 RAW 264．7小鼠单核 

巨噬细胞生长于 10％胎牛血清的 DMEM培养基中，贴壁生 

长，培养条件为37℃、5％CO 。每 24～48 h传代一次。取对数 

生长期细胞进行实验，在每次实验前将细胞密度调整为 1 X 

106个／ml，加入 6孔培养板中。应用 OX—LDL(终浓度为 100 

mg／L)处理 48 h，诱导巨噬细胞泡沫化。 

1．2．2 CEH转染巨噬细胞 转染前 1 d将细胞计数 ，接种在 

不含抗生素的完全培养基中，到转染当天细胞密度为 50％ 

～ 80％。将 2 g质粒加人到无血清DMEM培养基中，体系为 

100 l(六孔板)，充分混匀孵育 10 min。然后将 FuGENE HD 

转染试剂在室温化冻后混匀，按照转染试剂(LL1)：DNA(tzg) 

比例8：2(最佳转染效率的比例)加入100 l体系中，混匀 

并孵育 30 min。逐滴加入培养细胞的六孔板中，l～3 d观察结 

果。同时设立转染 pEGFP—N．组(vector组)作为对照。 

1．2．3 Western blot检测 CEH蛋白质的表达 转染 72 h后 

将细胞用细胞刮刀刮下，收集至 EP管内。用 TBS漂洗后加 

入 RIPA缓冲液(1％NP40，0．5％脱氧胆酸钠 ，1％SDS，0．1％ 

PMSF)裂解细胞，考马斯亮蓝法测定蛋白质浓度。加热变性， 

SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳，转膜，5％ 脱脂奶粉封闭过夜 ，加 

入 1：200倍稀释的兔抗鼠CEH一抗或羊抗人 CEH一抗，杂 

交 2 h，B—actin作为内参。TBST洗膜后加入 FIT℃一标记的羊 

抗兔二抗或辣根过氧化物酶标记的驴抗羊二抗 ，温育 1 h， 

TBST洗膜后进行BCIP／NBT显色，采用 Chemi～genius凝胶成 

像系统分析 目的蛋白的表达量。 

1．2．4 油红 O染色和脂质染色的半定量分析 将贴壁的巨 

噬细胞以PBS冲冼 3次，放在4℃、10％甲醛中固定 10 min， 

用油红 O方法染色：水冼 5 min，60％异丙醇中放置 5 min，新 

过滤的油红 O染色 10 min，60％异丙醇分化 5 min，水洗 5 

min，Mayer氏苏木精明矾染液染色 5 min，I％HC1分色及反 

蓝后，水洗 5 min并照相。按 Wada方法 l进行脂质染色的半 

定量分析，即根据细胞脂滴的面积进行细胞分类。如果细胞 

脂滴的面积小于细胞核的面积记为“一”，细胞脂滴的面积等 

于或大于细胞核的面积记为“+”，此即为油红 O染色细胞；每 

孑L随机计数一个视野(x 4oo)的细胞。 

1．2．5 高效液相色谱(High performance liquid chromatog raphy， 

HPLC)法 待细胞处理结束后 ，弃去培养基，磷酸盐缓冲液 

洗 3遍，加入 1 ml0．9％ NaCI溶液重新稀释细胞，反复冻融， 

冰浴中超声裂解细胞。高效液相色谱法参照Cullen和王佐等 

人的方法[10,11】，测定细胞 Fc和CE的含量。 胆固醇用外标法 

峰面积定性定量，单位为mg／g蛋白。色谱条件为色谱柱：C18； 

流动相：异丙醇 ：正庚烷 ：乙腈(35：12：52，v／v)，非梯度洗 

脱 ；流速：1 ml／min；检测波长：210 nm，检测到第 8 min；柱温： 

20℃。用 CE酶水解 CE得总胆固醇(Total cholesterol，TC)量， 

以 HPLC测定胆固醇并定量，以总胆固醇量减去 FC量代表 

cE的含量，mg／g细胞蛋白为单位。 

1．3 统计学处理 

试验数据以均数 ±标准差(互±s)表示 ，由 SPSS 13．0统 

计软件完成；以P<0．05为差异具有显著性意义。两组样本间 

比较采用 t检验，多个样本均数和样本均数间的多重比较采 

用单因素方差分析及 SNK检验。 

2 结 果 

2．1 人 CEH在 RAW264．7小鼠单核巨噬细胞中的表达 

pEGFP—N 一hCEH转染 RAW 264．7小鼠单核巨噬细胞 

后，24 h可以在显微镜下观察到少量荧光表达细胞，48 h后 

表达量明显增加 ，72 h荧光细胞数最多，接近40％(图 1)。 

2．2 Western bl0t检测 CEH蛋白表达 

为了检测 hCEH在 RAW 264．7小鼠单核巨噬细胞内的 

表达，及hCEH对mCEH的影响，我们应用Westemblot技术 

检测转染 pEGFP—Nr-hCEH后 hCEH和 mCEH蛋 白在小鼠 

单核巨噬细胞的表达。试验结果可见 hCEH蛋白大量表达 

(图 2)，vector组无条带。mCEH蛋 白在转 染 hCEH组和 

vector组的相对表达量(以 B—actin为内参 )分别为：0．58± 

0．93和0．93±O．92；两组相比，mCEH蛋白在 hCEH组表达量 

明显下降(P<O．001)，说明 hCEH在鼠巨噬细胞内大量表达 
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hCEH 

mCEH 

vector hCEt 

． 转染pEGFP—N。一hCEH 72 h荧光照片(×400)；B．同一视野普通光镜下 噬细胞(×400 

图 1 绿色荧光融合蛋白EGFP—hCEH的表达 

冉 
图2 Western blot分析 CEH蛋白的表达 

表 1 油红O染色阳性细胞的相对含量( ±s，n=4) 

与正常对照组相比： 尸<O．00 

vector组比较：up<0．001 

常对照组 OX—LDL诱导组 转染 hCEH组 

图3 油红 0染色示 CEH表达对RAW 264．7小鼠单核巨噬细胞泡 

沫的化影响(X 400) 

口{ll 肌 
== === ．： 

～．O．2mg，L标准胆固醇；B．正常细胞对照组；C．OX—LDL诱导组；D．转染 hCEH组Ia．(游离 

图4 高效液相色谱分析巨噬细胞内胆固醇和 CE含量 

且部分抑制了mCEH的表达。 

2．3 RAW264．7小鼠单核 巨噬细胞泡沫化 

OX—LDL诱导 48 h后 ，油红 O染色结果显示：正常对照 

组 ，细胞形态呈椭圆形或不规则形状，油红 O染色阳性细胞 

少，细胞核蓝染，胞质略显红色。OX—LDL诱导组，油红 O染色 

阳性细胞遍布，胞质大量红染，细胞核蓝染 ，且细胞体积部分 

增大，细胞呈圆形或不规则形(图3)。通过比较阳性细胞数 

量可以看出(表 1)，阳性细胞 比率由 6．65％±2．10％增加到 

86．7％±3．19％，增加约 l0倍以上。HPLC检测结果显示(图4、 

表2)"OX—LDL诱导组的Tc、Fc、cE值，显著高于正常对照组， 

CE含量由(3．1O±0．66)mg／g增加到(63．0l±6．19)mr]s，CE与 

Tc之比大于 60％。以上结果说明巨噬细胞泡沫化效果明显。 

2．4 hCEH在 RAW264．7小鼠单核 巨噬细胞内表达对胆固 

醇代谢的影响 

油红 O染色和 HPLC检测结果显示(表 l、表 2)vector组 

与OX—LDL诱导组差别均无统计学意义。说明转染空载体不 
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与正常细胞组比较： (O．001；与ox—I DL诱导组比较：Ap>0．05；与veetor组较：。P<0．001 

影响巨噬细胞泡沫化。转染 hCEH组与vector组相比(图3、 

表 1)：油红 O染色阳性细胞比例明显减少，接近正常细胞。 

HPLC检测结果显示，细胞内CE、FC和TC含量均明显下降， 

差异均有显著性(表 2)。FC含量由(34．30 4-1，55)mg／g下降 

到(19．59±2．96)mg／g说明FC流出增加。CE／TC由63．32％± 

1．23％最终降至 32．31％±1．16％，说明转染 hCEH可以有效 

抑制细胞泡沫化，减少 CE在细胞内聚集并加强 Fc的流出。 

3 讨 论 

巨噬细胞源性泡沫细胞的形成是一个多环节的复杂过 

程。一方面，巨噬细胞对LDL起修饰作用。巨噬细胞通过细 

胞内多种酶(如脂肪氧化酶 )和活性氧(如超氧负离子)作用 

于LDL而产生一定程度的氧化修饰。巨噬细胞大量吞噬被 

自身细胞核金属离子修饰的 LDL，表现出一定的泡沫化倾 

向[12,13】。另一方面，巨噬细胞通过清道夫受体，CD36受体或其 

它受体的作用，对 ox。LDL的大量吞噬促成了巨噬细胞源性 

泡沫细胞的形成㈣。本实验用 ox—LDL孵育巨噬细胞，当终末 

浓度为 100 mg／L时，泡沫化效果较好，泡沫化率接近90％。 

单核巨噬细胞吞噬的脂质成分主要为胆固醇，胆固醇在 

细胞内以两种方式存在：CE和FC。CE在巨噬细胞内聚集可 

使巨噬细胞泡沫化，导致泡沫细胞的形成；FC是细胞膜的 

主要组成成分，其过度增加可使细胞膜的流动性发生变化 ， 

引起膜蛋白的功能障碍，影响细胞的代谢和功能_l5]。人们认 

识 CE在巨噬细胞内的水解作用已经超过了40年l】61，t989年 

首次报道了在鼠巨噬细胞中，激素敏感性脂肪酶(Hormone— 

sensitive lipase，HSL)可催化 CE的水解活性 。上调鼠类巨噬 

细胞HSL可以增加CE的水解活性，促进细胞内胆固醇流出㈣。 

然而另有研究指出，在缺乏 HSL基因的鼠腹膜巨噬细胞中， 

可以保持正常的CE水解活性并可促进 CE的水解 ，提示其 

它的酶类 ，在鼠巨噬细胞中具水解活性 ll9，201。且过表达 HSL 

的转基因小鼠虽然可特异性增加 CE的水解，但没有增加 A— 

CAT活性和胆固醇流出，导致 FC在细胞内大量积累，增加了 

动脉粥样硬化的形成 。最近的实验指出，在敲除低密度脂 

蛋白受体，且巨噬细胞中特异性高表达CEH的转基因小鼠 

中，可以减少动脉粥样硬化的发生 。 

因此相比HSL，上调 CEH的表达可以更好的加强对 CE 

的水解作用，促进 FC流出，可以有效的达到抑制泡沫细胞形 

成的作用。目前鲜有 hCEH转染鼠巨噬细胞的报道，本实验 

成功将人 CEH转染 RAW 264．7小鼠单核巨噬细胞，并且证 

明 hCEH的表达可以部分抑制 mCEH的表达。且证明了 

hCEH在鼠巨噬细胞内特异性高表达，可明显降低 CE的聚 

积，加强 FC的流出，抑制泡沫细胞的形成。这为鼠巨噬泡沫 

细胞模型引入 hCEH研究奠定理论基础，也为鼠动脉粥样硬 

化模型的相关研究，提供细胞学实验依据。 
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MAPKs通路在高氧肺损伤发病机制中的作用 

谭利平，许 峰，匡凤梧 

(重庆医科大学附属儿童医院 PICU，重庆 400014) 

【摘 要】目的：观察丝裂原活化蛋白激酶(Mitogen activated protein kinas~ MAPKs)信号通路细胞外信号调节激酶(Extraeellular 

signal—regulated kinase，ERK)、c—iun氨其未端激酶 (C—Jun N—terminal kinase，JNK)、p38MAPKs在高氧肺损伤肺组织的分布以及 

表达，应用信号途径抑制剂，研究 MAPKs信号在高氧诱导肺损伤发生发展中的作用。方法：幼年Wistar大鼠随机分为如下各组 

(n=6)：空气对照组(A)、高氧暴露 3、7、14 d组(O 、O 、O 组)、高氧 7 d+ERK抑制剂 PD98059(O，+PD)组、高氧 7 d+p38抑制剂 

SB203580(O +SB)组、高氧 7 d+JNK抑制剂SP600125(0 +SP)组及相应空气 +抑制剂组。其中，PD98059 03mg~kg及 SB203580 

0．2 mg，kg由大鼠尾静脉注入，SP600125 15 mg／kg经腹腔注射。光镜下观察肺组织形态学改变并进行肺损伤病理评分；测定肺湿／ 

干重比(Wet／drg ratio，W／D)、肺泡灌洗液(Bronchoalvedarlavagefluid，BALF)蛋白含量及肺通透系数 ；免疫组化检测磷酸化MAPKs 

在肺组织的分布，Western blot检测 MAPKs蛋白含量变化。结果：与空气暴露组比较，高氧暴露各组肺组织可见不同程度损伤， 

O，及 O 组肺 w，D、BALF蛋白含量、肺通透系数明显增加(P<O．05)；而抑制剂组中O +SB、O，+SP组肺泡结构较 O 组有明显改 

善，肺损伤病理学评分降低，同时 w，D、总蛋白、肺通透系数较也明显下降(P<0．05)；MAPKs阳性细胞在高氧组表达明显增多， 

分布广泛；各相应抑制剂组中其阳性细胞显著减少；Western blot结果显示 ，高氧组 ERK、p38、JNK蛋白含量明显高于空气组，在 

高氧各组中以O 组ERK及O， 组p38、JNK表达最强，各信号通路抑制剂均能有效抑制相应MAPKs蛋白的表达。结论：高浓度 

氧可激活肺组织 ERK、p38、JNK信号途径；p38及JNK可能促进了高氧肺损伤的发生发展。 

【关键词】高氧；肺损伤；MAPKs信号途径；信号通路抑制剂 
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