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高脂、炎症状态下Api6在巨噬细胞中的表达研究 

刘 丹-，张 勇 1，李 越2，龚 雪-，练雪梅 1 

(1．重庆医科大学公共卫生学院营养与食品卫生学教研室，重庆 400016；2．重庆医科大学脂质研究中心、感染性疾病分子生 

物学教育部重点实验室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：凋亡抑制因子6(Apoptosis inhibitor6，Api6)是清道夫受体富含半胱氨酸残基家族新成员，在免疫反应、肿瘤发生中 

发挥着重要的作用；但作为清道夫受体，Api6在脂质代谢中的作用尚未得到深入研究。方法：本文采用脂多糖(Lipopolysaccharide， 

LPS)和氧化低密度脂蛋白(Oxidized low—density lipoprotein，oxLDL)刺激细胞建立炎症和高脂模型，定量 RT-PCR检测初步探讨了 

Api6在体外培养的2种单核／巨噬细胞株：RAW264．7细胞和THP一1细胞中的表达水平。结果：研究发现200 ng／ml的LPS和 100 

g／ml的oxLDL处理可以导致体外培养的2种巨噬细胞出现异常的脂质蓄积，清道夫受体SRA在RAW264．7细胞和THP-1细 

胞中的表达分别上调了6倍、2．5倍和6倍、44倍。但同样处理条件下，Api6在 RAW264．7细胞的表达没有明显上调；而炎症和高 

脂同时存在时，Api6在THP一1细胞中的表达却上调了2．7倍。结论：不同处理条件下，Api6的表达水平与肝核受体(Nuclear 

receptorliverX receptor，LXR)受体 ot亚型的表达水平明显相关；由于缺乏LXR 受体，体外培养的小鼠巨噬细胞株Raw264．7细 

胞Api6基础表达量较低，因此可以作为载体细胞 ，用以建立过表达 Api6的细胞模型深入研究Api6在脂质代谢中的作用。 
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In vitro study of Api6 expression in lipid loading and inflammatory macrophages 

L，u Dan et al 

(Department ofNutrition andFoodHygiene，College of Public Health，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：Apoptosis inhibitor 6(Api6)，also known as AIM(Apoptosis Inhibitor expressed by Maerophage)or SPa(Soluble 

Protein alpha)，is a newly defined member of the group B scavenger receptor cysteine-rich (SRCR)superfamily．Previous studies have 

suggested its impo~ant roles in immune system regulation，but the involvement of Api6 in lipid metabolism is seldomly studied．Methods： 

The aim of this study was to define the expression pattern of Api6 in lipid loading and inflammatory maerophages．The human monocyte／ 

macrophage lineage THP-1 cells and murine Raw264．7 macrophages were incubated in the presence of 100 Ixg／ml oxidized low-density 

lipoprotein(oxLDL)alone，LDLplus200ng／mllipopolysaccharide(LPS)andLPS alone．Results：Foam cellformation after~eatmentwas 

evidenced by 0il red O staining．Real—time PCR resuhs showed that after LPS or oxLDL treatment．the mRNA levels of Scavenger receptor 

SRA were increased 6一f0ld，2．5一fold and 6-fold，44一f0ld in Raw264．7 cells and THP一1 cellls respectively，but the expression of Api6 in 

Raw264．7 did not change．The mRNA levels of Api6 increased 2．7-fold after LPS and oxLDL treatment in THP-1 cells．Conclusion：Th e 

expression levels of Api6 in these maerophages were highly related to the presence of nuclear receptor liver X receptor(LXR)isoform 

LXR 01．Th is study revealed that due to the lack of LXR ct isoform，the basic expression level of Api6 was low in Raw264．7 maerophages， 

that makes it an ideal cell line for further study related to pathophysiol0gica1 function of Api6 in lipid metabolism． 

【Keywords]Apoptosisinhibitor6；LiverX receptor；Raw264．7 cell；THP一1 cell 

凋亡抑制因子 6(Apoptosis inhibitor 6，Api6)是清道夫受 

体富含半胱氨酸残基家族新成员，又常被称作AIM(Apoptosis 

inhibitorexpressedbyMacrophage)，或 SPd(Soluableproteinal- 
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pha)t”。早期研究发现 Api6主要由淋巴组织韵巨噬细胞表达， 

具有抑制 CD4+／CD8 胸腺细胞凋亡的作用 ，因此在胸腺选择 

中发挥重要的作用[21。近年研究发现Api6也可以在组织巨噬 

细胞和上皮细胞中表达，其在细菌感染、炎症反应、肿瘤发生 

中的作用又得到了进一步的研究口一。由于 Api6是核受体：肝 

x受体 Liver X receptor，L)(R)的靶基因[61，Api6在动脉粥样硬 

化、脂质代谢中的作用开始受到人们的关注，本文重点探讨了 

高脂、炎症状态下，Api6在体外实验常用细胞株：小鼠巨噬细 
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胞株RAW264．7和人单核／巨噬细胞株THP一1中的表达。 

1 材料和方法 

1．1 实验材料 

人单核／巨噬细胞株 THP一1购自中科院上海生命科学研 

究院生化与细胞所 ，小鼠巨噬细胞株 RAW264．7由重庆医科 

大学脂质研究中心存留。 

主要试剂 RPMI1640培养液，小牛血清 ，胎牛血清(Hy— 

clone)；PMA；1ipopolysaccharide，LPS(Sigma)；Trizol(Takara)； 

T0901317(Cayman Chemica1)；逆转 录试剂盒 ，SYBR Green 

PCR试剂盒(ABI)；Fugene HD转染试剂(Roche)。 

1．2 细胞培养、传代 

RAW264．7细胞常规培养于含 lO％新生小牛血清，100 

U／ml青霉素，100 U／ml链霉素的RPMI1640培养液中。培养条 

件为 37℃，5％CO ，每隔 1～2d用 0．25％胰蛋白酶液消化，1× 

10s个细胞数传代。THP一1细胞规培养于含 l0％标准胎牛血 

清，100U／ml青霉素，100U／ml链霉素的RPMI1640培养液中。 

培养条件为 37℃，5％CO：，每隔3—5d 2×10 个细胞数传代。 

THP一1细胞 PMA诱导分化 ：在细胞生长培养基中加入佛 

波酯PMA使其终浓度为 160 nmobq~，诱导 72 h。Realtime— 

PCR鉴定 THP一1细胞经 PMA诱导后，巨噬细胞标志物：清道 

夫受体 A(Scavenger receptorA，SR—A)的表达，引物序列及反 

应条件见材料和方法 1．5 Real—time PCR。 

LPS和高脂处理的适宜浓度和作用时间由 MTr法筛选 

建立。 

1．3 人血浆 LDL的纯化和氧化 oxLDL的制备 

LDL纯化步骤 采用密度梯度超速离心法分离人血清 

LDL(d=1．03～1．05) ；新鲜人血浆中加入溴化钠调节血浆密 

度，62000 r／min4"C离心 14 h，吸出中间层，加入溴化钠后再 

次62000 r／min 4~C离心 14 h，吸出顶层即得 LDL；LDL经桥 

联琼脂糖电泳显示为单一蛋白带。 

oxLDL氧化步骤 将 LDL置于含 1 0 Ixmol／L CuSO4的PBS 

溶液(pH7．2)中，37℃氧化 24 h；然后加入含有 200 i．zmol／L 

EDTA的 PBS液透析 24 h终止氧化，0．22̈ m过滤除菌 ，4℃ 

存放。 

1．4 油红 O染色 

THP一1细胞接种于6孔板，PMA处理72 h诱导分化为 

巨噬细胞；RAW264．7接种于 6孔板 ，待细胞贴壁后，无血清 

培养 4 h，再加入 oxLDL、LPS等处理因素24 h后油红 O染色， 

苏木素复染，显微镜下观察并照相。 

1．5 Real—time PCR 

采用 Trizol试剂抽提 RAW264．7和 THP一1各处理组细 

胞总 RNA，然后按 ABI公司试剂盒建议实验方案进行逆转 

录和 PCR反应。 

Real time—PCR引物用 Primer Premier 5软件 自行设计 ， 

由上海生工生物技术有限公司合成，引物序列见表 1。 

Real time—PCR检测 采用 ABI公司 IQ5荧光 PCR仪。 

反应体系为 SYBR GREEN PCR混合液 12．5 l，上下游引物 

(25 txmo／／L)各 O．25 l，灭菌去离子水 l0 l，模板 2 Ixl反应 

条件为 95℃10 min，然后95℃15 S，60℃15 s，72℃15 S收集 

荧光 ，40个循环。 

每次实验每个处理因素检测 3个平行样，每个实验进行 

至少 3次，本文中呈现的是其中具有代表性的 1次实验数据。 

1．6 瞬时转染Api6／pcDNA3．1质粒 

将含有 Api6 cDNA全长的 Api6／pcDNA3．1质粒用 Fu— 

gene HD试剂 (Roche公 司)对 RAW264．7细胞进行瞬时转 

染 ，转染试剂量(m1)与 DNA量( g)比例为 7：2。在含 10％ 

表 1 ReaI time～PCR引物序列 

R ：RAW264．7 T‘：THP一1 
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注：A．RAW264．7；B．THP一1巨噬细胞。2种细胞均无血清培养 4 h后加入 10 mol／L 

T0901317无血清处理 24 h 

图6 T0901317处理 RAW264．7和THP一1巨噬细胞后 ABCA1和 ABCG1的mRNA表达水平 

SRA和 CD36在炎症和高脂刺激下的表达也明显升高；与对 

照组细胞相比，高脂状态下 ，SRA和 CD36在 RAW264．7细 

胞中的表达分别上调了 2．5倍和 1．5倍 ；在 THP一1细胞中分 

别上调了44倍和 12倍(图 3 o但同样各种处理条件下，在 

Raw264．7细胞，除单纯炎症组Api6的表达轻微上调 1．6倍 

以外，其他各处理组 Api6的表达没有明显差异 ；在 THP一1 

细胞，炎症和高脂同时处理以及 LXR受体激动剂 T0901317 

处理均可以使Api6的表达分别上调2．7和2倍(图4)。 

为了解不同巨噬细胞株 Api6的表达对炎症和高脂刺激 

存在不同反应的机制所在，本研究深入探讨了Api6的表达 

水平与LXR不同亚型表达水平之间的相关性。LXR是核受 

体家族成员之一，在维持体内脂质代谢平衡和抗炎反应中都 

发挥着重要的作用 ：在肝外组织细胞，LXR诱导胆固醇逆转 

运相关基因如三磷酸腺酐结合盒转运体 A1(ATP binding 

cassette transporter—A1，ABCA1)，三磷酸腺酐结合盒转运体 

G1(ATP binding cassette transporter-G1，ABCG1)以及载脂蛋 

白E(Apolipoprotein E，ApoE)的表达，有利于细胞内胆固醇的 

清除；在肝脏组织细胞，LXR诱导胆酸合成相关基因如胆固 

醇 7 ot羟化酶(CYP7A1)的表达；LXR同时具有抑制促炎症 

反应相关基因如 iNOS，IL_6，IL_1 B的表达的作用f1】】。2003 

年，Maxwell KNttZ~等采用基因芯片分析比较了不同胆固醇含 

量饲料(0．5％与 0％)喂养的小鼠肝脏的差异表达基因，在 32 

个 上调 的基 因 中 ，13个 基 因同时受 LXR受 体激 动剂 

T0901317的调控，Api6是其中之一。2004年，Joseph SB等[61 

直接证实了Api6基因启动子区域 一5404位点存在 LXR的 

反应元件，是 LXR的靶基因之一；该研究同时发现Api6受 

LXR的调控具有亚型选择性，它特异性地受到 LXR 13[、而不 

是 LXRB的调控。 

本研究结果发现：Api6在各种处理条件下表达水平的变 

化趋势与 LXR o／．的表达水平基本一致(图4、5)。在 RAW264．7 

细胞，除单纯炎症组 LXR ot的表达上调 2倍以外，其他各处理 

组LXR ot的变化都不明显；与此相对应的是Api6也只在单纯 

炎症组存在轻微的上调。作为阳性对照 ，LXR受体激动剂 

T0901317可以使 RAW264．7细胞中 LXR没有亚型选择性的 

其它靶基因ABCA1和 ABCG1表达分别上调22倍和7倍。 

Venkateswaran A等的研究也发现LXR 0【在RAW264．7细胞中 

的表达水平很佃n1。在 THP一1细胞，LXR受体激动剂 T0901317 

使LXRot的表达上调了3．7倍，与此对应的是，Api6在THP一1 

细胞中的表达也上调了2倍。因此，LXR 的低表达可能是导 

致 RAW264．7细胞 Api6基础表达量低的原因之一。THP-I细 

胞由于可以同时表达 LXR 和LXR 8受体，一定刺激条件下 

Api6的表达可以受LXR 的调控而上调。 

近年来 ，有关 Api6的研究不仅在脂代谢领域开始起 

步 ，在其他领域的研究也逐渐活跃和扩展开来 ，已有研究发 

现巨噬细胞过表达 Api6可以导致小鼠肺癌的发生f~；Api6在 

特应性皮炎、丙型肝炎导致的肝纤维化和哮喘患者中的表达 

也异常升高[1~-1q。本研究结果提示，由于缺乏 LXR 受体， 

RAW264．7细胞Api6的基础表达量较低，因此它可以作为载 

体细胞，应用于建立过表达 Api6或 LXR ot的细胞模型，进 

一 步研究Api6在脂质代谢、免疫反应和肿瘤发生中的作用。 
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【摘 要】目的：探讨用 RNAi干扰技术下调第 10号染色体同源丢失性磷酸酶张力蛋白基因(Phosphatase and tensin homology 

deleted on chromosome ten，PTEN)对缺氧损伤引起的神经元 NR2B受体表达调控机制。方法：建立海马神经元培养缺氧缺糖 

(Oxygen—glucose deprivation，OGD)损伤模型，转染 shRNAspten—GFP质粒 ，采用细胞比色分析(Colorimetric assay)法观察神经元 

膜表面 NR2B含量，RT-PCR测定 NR2B受体的 mRNA的表达，采用 Fura 2-AM法测定胞内 ca 浓度，AlamarBlue进行神经元 

活力分析。结果：shRNAspten—GFP能成功转染到神经元中；细胞比色法显示神经元膜表面有大量 NR2B表达，与 PshGFP对照 

组相比 shRNAspten治疗组 NR2B含量明显降低( 0．05)，RT—PCR测定结果与细胞比色法结果基本一致；OGD损伤组比正常 

组胞内ca 浓度显著升高(P<O．05)，转染PTEN基因后胞内ca2-浓度比PshGFP对照组明显降低(P<0．05)；无关对照 PshGFP 

组神经元活力较正常对照组和治疗组均有显著下降(P<0．05)。结论：下调 PTEN基因可降低 NR2B的表达，阻断 caz 内流，增加 

细胞活力，从而保护神经元损伤。 

【关键词】PTEN；shRNAs；Fura 2-AM；AlamarBlue测定；细胞比色分析 
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【Abstract】Objective：To investigate the regulation of PTEN with RNAi on NR2B after OGD．Methods：In the OGD model with anaero— 

bic gas mixture and deoxygenated，glucose—free extracellular solution，shRNA pten—GFP and unrelated control plasmid PshGFP transfee- 

作者介绍：陈力学(1973一 )，男，助理研究员，博士， 

研究方向：中枢神经系统继发性损害发生机制。 

基金项目：重庆市科委自然科学基金资助项目(编号：CSTC，2007 

BB5287)。 

tion were done respectively．The quantities of NR2B in the neu- 

tonal melllbrane were quantitatively measured with colorimetric 

assay，and the expression of NR2B mRNA were analyzed by 

RT—PCR．The neuronal activity was analyzed by AlamarBlue and 

stimulated murine peritoneal macrophages[J1．J Immunol 1990，144(6)： 

2343—2350． 

【8】 Tabas I．Consequences of cellular cholesterol aeeunmlation：basic 

concepts and physiological implications[J] J Clin Invest，2002，110(7)： 

905-9l1． 

[9] Kunjathoor V V，Febbraio M，Podrez E A，et a1．Scavenger receptors 

class A-I／1I and CD36 are the principal receptors responsible for the 

uptake of modified low density lipoprotein leading to lipid loading in 

maerophages[J]．J Bin Chem，2002，277(51)：49982—49988． 

[10] Greaves D R，Gordon S．Thematic review series：The immune system 

and atherogenesis，Recent insight into the biology of maerophage scavenger 

receptors[J]．Jlipid Yes，2005，46(1)：11-20． 

f11] BensingerS，TontonozP．integration 0fmetabolism andinflammation 

bylipid—activatednuclearreeeptor~J]．Nature，2008，454(7203)：470—477． 

[12] Maxwell K，Soccio R，Duncan E，et a1．Novel putative SREBP and 

LXR target genes identified by microarray analysis in liver of cholesterol 

— fedmice[J]．JLipidRes，2003．44(11)：2109—2119． 

[13] Venkateswarml A，Laffitte B A，Joseph S B，et a1．Control of cellular 

cholesterol efflux by the nuclear oxysterol receptor l,XR[J]?Proc．Nat1．Acad． 

Sci．USA，200o，97(22)：12097—12102． 

【14] Kim W，Hwang H，Kim D，et a1．Glyeoproteomic analysis of plasma 

from patients with atopic dermatitis：CD5L and ApoE as potential 

biomarkers[J]．Exp Mol Med，2008，40(6)：677-685． 

(15] Gangadharan B，Antrobus R，Dwek R，et a1．Novel serum biomarker 

candidatesforliverfibrosis in hepatitis C patients[J]．Clin Chem，2007，53 

(10)：1792—1799． 

[16】 Wu J，Kobayashi M，Sousa E，et a1．Differential proteomie analysis 

nf bronehoalveolar lavage fluid in asthmatics following segmental antigen 

challenge[J]．Mol Cell Proteomics，2005，4(9)：1251-1264． 

(责任编辑：冉明会) 


