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I xR在湿性AMD患者中的表达及与血脂代谢的相关性分析 

丁 琳，宾 明，刘彦尧，彭 惠 

(重庆医科大学附属第一医院眼科、重庆市眼科学重点实验室、重庆市眼科研究所，重庆 410006) 

【摘 要】目的：探索肝脏x受体(1iver X receptor，LXR)在湿性年龄相关性黄斑变性(age—related macular degeneration，AMD)患 

者外周血单个核细胞(peripheral blood mononuclear cells，PBMCs)的表达及与血脂代谢的相关性分析。方法：随机选取本院眼科 

门诊湿性AMD患者20例。同时选取健康志愿者20例作为对照组。收集年龄、性别等病史资料，通过抽血测定血清总胆固醇 

(total cholesterol，TC)、甘油三酯(triglyceride，TG)、高密度脂蛋白胆固醇(high density lipoprotein cholesterol，HDL)、低密度脂蛋 

白胆固醇(1ow density lipoprotein cholesterol，LDL)水平。采用荧光定量 PCR(qRT—PCR)的方法检测 LXRoL和 LXR[3的 mRNA的 

表达水平。使用 LXR激动剂 TO901317处理，观察 PBMC中 LXRc~和 LXR[3的变化。采用 t检验、非参数检验、Pearson相关性分 

析及 ROC分析进行数据统计分析。结果 ：湿性 AMD患者中LXR(x，LXRI3的mRNA的表达水平都低于对照组的表达水平(t= 

3．881，P=O．001；t=5．839，P=-0．000)。使用 LXR激动剂 TO901317处理后，在 PBMC中 LXRct的mRNA表达水平升高 ，LXRI3表达 

无差异。Pearson相关性分析提示 LXRa与TG具有负性相关性 ，而 LXRc~与 TC、HDL、LDL及 LXRI5与 TC、TG、HDL、LDL均无 

相关性。ROC分析得 LXRot检测结果的曲线下面积(AUC)为 0．824(95％CI=0．676～0．973，P=0．001)，LXR[3检测结果的AUC为 

0．945(95％CI=0．873～1．000，P=-0．000)。结论：LXRo~和 LXRI3的表达水平下降提示与湿性AMD疾病的发生发展密切相关，可能 

成为诊断和治疗湿性 AMD的一个新靶点。 
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Expression of LXR and their correlation with serum lipid metabolism 

in exudative age-related macular degeneration patients 

Ding Lin，Bin Yue，Liu Yanyao，Peng Hui 

(Department of hthalmology，The First Affiliated Hospital ofChongqing Medical University； 

ChongqingKey Laboratory ofOphthalmology，ChongqingEye Institute) 

【Abstract]Objective：To investigate expressions of liver X receptor(LXR)in the peripheral blood mononuclear cells(PBMCs)in ex— 

udative AMD patients and to investigate their correlation with serllm lipid metabolism．Methods：Twenty patients with exudative AMD 

and 20 age—matched healthy controls were enrolled in this study in Chongqing，China．Age，gender，seYum total cholesterol(TC)， 

triglyceride(TG)，high density lipoprotein cholesterol(HDL)，low density lipoprotein cholesterol(LDL)levels and other medical history 

were also collected． Transcript levels of LXRs in PBMCs were assessed with real-time PCR between 16 AMD patients and 16 con— 

trois．PBMCs from 4 AMD patients and 4 controls were incubated with TO9013 17，a ligand of LXR，and then the mRNA expression of 

LXRs were assessed． Data were tested using a Student t test，Mann-Whitney test，Pearson correlation analysis and ROC analysis． 

Results：Expressions of LXRa and LXRI3 were significantly decreased in PBMCs of exudative AMD group in comparison to control 

group(t=3．881，P=0．001；t=5．839，P=0．000)．Transcriptional responses of LXRct to the LXR agonist TO901317 was evident in both 

AMD and control subjects，while LXR[3 was not changed．Pearson correlation analysis showed that’LXRa was negatively correlated 

with TG，while LXRc~correlated with TC，HDL，LDL，and LXRI3 was not correlated with TC，TG，HDL，LDL．The ROC analysis showed 

that the area under the ROC CHIVe was 0．824 for LxRd(95％CI=0．676 to 0．973，P=0．001)and 0．945 for LxRB(95％CI=O．873 to 

1．000，P=0．0001)，respectively． Conclusion：LXRs in PBMCs discriminated AMD patients from controls which may be nonspecific 

biomarkers for exudative AMD．Furthermore，LXRs might be a target for developing novel interventions for exudative AMD． 

【Key words】age—Ilelated macular degeneration；peripheral blood mononuclear ceils；liver X receptor；serum lipid metabolism 

年龄相关性黄斑变性(age—related macular de— 

generation，AMD)是 50岁以上老年人视力不可逆性 

损害的首要原因，其发病率随年龄增加而增高f1I。在 

临床上 ，AMD分为干性 AMD和湿性 AMD两种类 

型。脉络膜新生血管(choroidal neovascularization， 

CNV)的形成是湿性 AMD的特征性改变。是引起视 

力下降的主要原因。目前湿性AMD的治疗主要以 

抗新生血管药物治疗为主，但部分患者经过抗新生 

血管治疗后视力并未得到明显改善，因此寻找新的 

治疗靶点尤为重要。AMD的病因不明，目前认为与 

遗传、环境、免疫等多因素相关。近年来研究发现慢 

性炎症与胆固醇代谢紊乱在 AMD的发病过程中发 

挥关键作用。但其机制目前尚不清楚。 

肝脏x受体(1iver X receptor，LXR)是配体激活 

核转录因子，属于核受体超家族。LXR主要有LXRoL 

fNR1H3)和 LXRIB(NRIH2)两种亚型[21。LXRa主要 

在肝、肾、巨噬细胞和肠中表达，而LXRI3则在全身 

广泛表达。LXR的内源性激动剂包括羟固醇或氧化 

甾醇，如 7一羟胆固醇、7一酮胆固醇、24S一羟胆固醇、 

25一羟胆固醇及27一羟胆固醇。而通常用于实验研究 

的激动剂包括 TO901317和 GW3965，是一种人工 

合成配体。LXR在体内的主要作用是调节胆固醇代 

谢，但新的研究则证实LXR具有抑制炎症反应的作 

用【31。研究发现 ，在 由脂多糖 (1ipopolysaccharide， 

LPS)和细菌诱导的炎症反应中，LXR抑制巨噬细胞 

的凋亡，负向调节炎症因子基因的表达[41。其中，ATP 

结合盒转运蛋白 A1(ATP—binding cassette trans— 

porters A1，ABCA1)作为 LXR的靶基因之一，是胆 

固醇逆向转运的关键蛋白。具有平衡体内胆固醇的 

含量、防止胆固醇的累积、保持人体胆固醇和脂肪 

酸内稳态的作用。 

越来越多的研究证明LXR与眼部疾病有关。最 

近的研究发现LXR激动剂可以降低视网膜内炎症 

因子的水平．改善糖尿病视网膜病小鼠的症状[5j。另 

外，我们实验室早期已证实外源性 LXR激动剂 

TO901317可有效抑制实验性 自身免疫性葡萄膜 

炎(experimental autoimmune uveitis，EAU)的炎症反 

应[61。 

目前有关 AMD与 LXR相关性的研究还不多 

见。Sene等阴发现随着年龄的增长，小鼠外周血单个 

核细胞和眼内巨噬细胞中 LXR表达下降，这可能是 

导致细胞胆固醇外流障碍的主要原因。且在激光诱 

导的CNV模型中。应用 LXR激活剂TO901317可提 

高细胞内LXR的表达水平，增加胞内胆固醇外流 ， 

减少眼内CNV的面积及严重程度。作为一种由氧 

化型固醇激活的核受体，LXR参与一系列脂质代谢 

和炎症基因表达的调控，可能成为治疗湿性 AMD的 
一 个新的重要靶点。因此，本文就 LXR在湿性 AMD 
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患者的表达作进一步研究。 

1 对象与方法 

1．1 研究对象 

本实验获得重庆医科大学附属第一医院伦理委员会批 

准(编号：2014—57)。此临床试验均遵守赫尔辛基宣言，所有 

患者和健康对照者都以书面形式告知并同意参加本实验。所 

有参与者由经过培训的眼科研究生对参与者进行问卷调查， 

并抽血测定血脂水平。并详细记录病例组和对照组的以下信 

息 ：一般情况(年龄 、性别)，血脂检查指标有血清总胆 固醇 

(total cholesterol，TC)、甘油三酯(triglyceride，TG)、高密度脂 

蛋 白胆固醇 (high density lipoprotein cholesterol，HDL)、低密 

度脂蛋白胆固醇(1ow density lipoprotein cholesterol，LDL)，并 

记录相关的眼科检查指标。 

1．1．1 病例组 本研究纳入本院门诊 2015年 4月至 2016 

年 2月 20例湿性 AMD患者。所有患者进行了一系列眼科检 

查，包括裂隙灯检查 、眼底照相、光学相干断层扫描技术(op— 

tical coherence tomography，OCT)，眼底荧光造影(fundus fluo— 

resecine angiography，FFA)和吲哚 菁绿造 影 (indo—cyanine 

green angiography，ICGA)。所有检查均由经规范化培训的医 

技人员操作，根据 Wisconsin Age—Related Maculopathy Grad— 

ing System (WARMGS)分类标准来诊断。 

纳入标准 ：根据临床检查及 OCT及 FFA荧光造影等辅 

助检查提示中心凹下或中心凹旁任何类型的CNV病变。排 

除标准：眼部情况 ：病理性高度近视、特发性息肉样血管改 

变、眼外伤、脉络膜炎、脉络膜破裂等其他原因引起的黄斑区 

CNV：既往曾接受玻璃体腔注射抗 VEGF药物或曲安奈德及 

3个月内曾接受光动力疗法治疗：曾接受过中心凹下激光光 

凝或 1个月内曾接受中心凹旁或中心凹外激光光凝治疗 ：有 

外伤史；曾接受过玻璃体切割手术治疗；特发性或自身免疫 

相关性葡萄膜炎；全身使用抗 VEGF药物治疗；无法控制的 

高眼压或青光眼。全身情况：伴有高血压、糖尿病、高脂血症、 

冠心病及其他免疫相关的疾病．以及近 5年有癌症病史的患 

者；正在使用他汀类药物或影响脂代谢的患者。 

1．1．2 对照组 纳入 20例与病例组患者年龄相匹配的不患 

有 AMD的健康志愿者作为对照组。纳入标准 ：年龄大于 50 

岁以上；无影响眼底检查的屈光介质混浊 ，矫正视力在 0．6以 

上；不伴有其他自身免疫性疾病或影响眼底的全身性疾病(如 

高血压、糖尿病、高脂血症、冠心病及类风湿关节炎等)。 

1．2 实验 方法 

1．2．1 细胞分离及培养条件 2组均使用EDTA采血管采取 

空腹外周静脉血 10 mL。采取的新鲜血液在2 h内使用磷酸 

盐缓冲液(phosphate buffersolution，PBS)1：1稀释。分装后加 

入淋巴细胞分离液(天津灏洋公司)，经Ficoll—Hypaque密度 

梯度离心，分离 PBMCs。取 6 X 106个／mL细胞于 Trizol(美国 

Invitrogen公司)裂解 ，冻存于一80℃备用。使用 RPMI1640完 

全培养基(10％胎牛血清 、100 U／mL青霉素、100 U／mL链霉 

素)培养细胞，取 lxl0 个／mL细胞分组种于 24孔培养板，然 

后分别使用 LXR激动剂 TO901317(1 t．unol／L，Abcam-ab142808． 

usA)及 DMSO处理 48 h。其中采用湿性 AMD患者及对照组 

16例进行 real—time PCR(qRT—PCR)试验 ，采用4例湿性 

AMD患者及 4例对照组进行 TO901317处理。 

1．2．2 PCR检测 细胞总 RNA使用 TRIzol提取液(美国In— 

vi~ogen公司)按照说明书提取 ，检测 RNA浓度及纯度后取 

等量 1IxgRNA模板加样，使用反转录试剂盒(中国Takara公 

司)反转录mRNA为 cDNA，总反应体积为 20 。采用 ABI 

Prism 7500机器进行 RT—PCR检测，反应条件如下：95℃预 

变性 10 rain，循环 1次：95℃变性 15 s，6O℃预变性退火 、延 

伸 1 rain，循环 40次。所有基因均使用人 B—actin基因作为内 

参。通过 2 法计算基因的相对表达量。LXRc~、LXRI3及 p— 

actin的引物序列由上海生工公司合成，详见表 1。 

表 1 LXRa、LXR15及 B—actin的引物序列 

Tab．1 Sequences of primers for real—time RT—PCR 

引物名称 引物系列(5’一3’) 

IJxR —F 

LxRd—R 

LXR13一F 

LXR13-R 

13-actin—F 

B—actin—R 

1．3 统计学方法 

采用 SPSS 19．0统计软件进行分析 ．计数资料采用卡方 

检验，计量资料采用 t检验和非参数统计分析。其中正态分 

布数据以均数±标准差(x±s)表示，病例组和对照组的差异 

分析采用 t检验 ：非正态分布数据用中位数表示 ，采用非参 

数统计 ，2组之 间比较采用 Mann—Whitney U检验 。采用 

Pearson相关性分析 LXRct、LXR[3与脂代谢水平的相关性。 

ROC曲线以灵敏度为纵轴，代表真阳性率，以(1一特异度)为 

横轴，代表假阳性率。计算曲线下面积 area under the curve， 

AUC)。检验水准 =0．05。 

2 结 果 

2．1 一般情况 

本研究纳入 20例湿性 AMD患者和年龄匹配的健康志 

愿者。其中病例组中男性 14例(70％)，女．I生6例(30％)，平均 

年龄(70．95±8．80)岁；对照组中男性 9例(45％)，女性 11例 

(55％)，平均年龄(66．20±8．26)岁 ，性别使用确切概率法计 

算得 P=0．200，因此病例组和对照组在年龄均具有可比性．且 

差异无统计学意义( =1．760，P=0．086)。此外 ，Tc的水平在病 

例组和对照组中分别为(4．354±0．828)、(4．746 4-0．575)，t检 

验分析两者问差异无统计学意义( 一1．552，P=0．131)。TG的 

水平在病例组和对照组中分别为(1．660 4-0．800)、(1．381± 

0．470)，非参数检验分析两者间差异无统计学意义(z ．754， 

0．451)。HDL的水平在病例组和对照组中分别为(1．310 4- 

n317)、(1．440±0．310)，t检验分析两者问差异无统计学意 

义( 一 1．168，P=O．252)。LDL的水平在病例组和对照组中分 

别为(2．726 4-0．822)、(2．821 4-0．495)，t检验分析两者间差异 

无统计学意义(f一0．393，P=-0．697)。结果详见表 2。 

T 

唧 m 

眦 代 

一一一一一～ 从 倪 
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2．2 在湿性 AMD患者 PBMC中 LXRcL及 LXR[3 mRNA的 

表达水平 

qRT—PCR结果显示 ，在湿性 AMD病例组和对照组的 

PBMC细胞中【义R仪mRNA相对表达量分别为 1．054±0．362、 

0．555±0．365．统计学分析证实两者表达量有统计学差异 

(t=3．881，P=O．001)。LXRB mRNA在湿性 AMD病例组与对 

照组的 PBMC细胞中相对表达量分别为(1．084±0．425)、 

(0．403±0．191)，两者有统计学差异(t=5．839，P=0．000)。 

因此 ，相对于对照组 ，湿性 AMD患者 PBMC中 LXRct，LXRI3 

的 mRNA表达水平均显著降低，结果如图 1所示。ROC曲线 

是反映敏感性和特异性连续变量的综合指标，可用于判断实 

验因子对疾病识别能力，ROC曲线越凸或阈值越接近 1，表明 

其诊断价值越大。ROC分析可知：LXRct检测结果的 AUC为 

0．824(95％CI=0．676～0．973，P=0．001)，LxRB检测结 果的 

AUC为 0．945(95％CI=0．873～1．000。P=O．000)。结果表明 

LXRf~检测准确性较高，可能成为湿性AMD的一个检测新靶 

点。结果如图 2所示。 
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图 1 RT-PCR检测 LXRa和 LXR13在湿性 AMD组和健康对照组 

的 PBMC中的表达(n=l6) 

Fig．1 Expression of LXRa and LXR13 in PBMCs of exudative 

AMD patients when compared with the control individuals 

by RT-PCR(n=l6) 
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图2 ROC分析 LXR oc和 LXR13 

Fig．2 LXR oc and LXR 13 with ROC analysis 

2．3 在 AMD患者 PBMC中LXR激动剂 TO901317可激活 

LXRc~的表达 

LXR激动剂可分为内源性激动剂(如甾体类化合物)和 

外源性激动剂(如TO901317和 GW3965)。对于 LXR激动剂 

的作用在湿性AMD患者PBMC中尚未研究过。LXRc~mRNA 

在对照组和AMD组中表达水平分别为 1．250±0．263，3．347± 

1．271(t=-4．119。／：'--0．026)：0．8791±n526，3．076~1~01(f=__4．700， 

P=0．018) L~Rt3 mRNA在对照组和 AMD组 中表达水平分 

另4为 1．032±0．4063，1．302±0．325(t=一2．648，P=0．077)；0．964± 

0．524．1．470±0．132(t一2．176，P=0．118)。因此，较用药前相 

比．LXRcL在正常人组和湿性AMD组中表达水平均升高，而 

LXRI3表达未见明显差异。结果如图 3所示。结果表明 

TO901317可激活PBMC中LXRc~的表达，不仅在正常人中， 

而且AMD患者中也有升高，两者之间增加的倍数相近，这表 

明 LXR可作为治疗 AMD的新靶点。 
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图3 RT—PCR检测 LXRa和 LXRI3在湿性AMD组和健康对照组 

的 PBMC中的表达(n=l6) 

Fig．3 Expression of LXRa and LXR13 in PBMCs of exudative 

AMD patients when compared with the control individuals 

by RT—PCR(n=l6) 

2．4 LXRd及 [~RI3与血脂水平的相关性分析 

收集湿性 AMD病例组和对照组空腹血脂水平 ，采用 

Pearson相关性分析法分别分析 LXRc~、LXRI3与血脂水平各 

指标的相关性。统计分析得 LXRo~与 TC、TG、HDL、LDL的相 

关性分别为 r=0．315，P=O．079；r一0．453，P=O．009；r=O．201，P_ 

0．270；r=O．281，P=O．119；LxRB与 TC、TG、HDL、LDL的相关 

性分别 为 r=0．290，P=O．107；r一0．200。P=0．271：r=O．131，P= 

0．473；r=-O．254，P=-O．160。在检验水准为 0．05的条件下 ，LXRct 

与 TG的含量呈负性相关 ，说明 LXRc~可影响血浆中甘油三 

酯的含量 。结果见表 3及表 4。 

表 3 LXR a与各测量指标的相关性分析 ． 

Tab．3 Pearson correlation analysis on the relative factors 

for LXRa 

表 4 LXR 13与各测量指标的相关性分析 

Tab．4 Pearson correlation analysis on the relative factors 

forLXRB 

3 讨 论 

目前 AMD的病因不清，近年来研究发现慢性炎 

症与胆固醇代谢紊乱在 AMD的发病过程中发挥关 

键作用，但其机制目前尚不清楚。由于LXR的主要 

作用是调节脂质代谢和炎症反应，因此 ，本研究猜 

测 LXR可能是湿性 AMD中调节脂代谢与炎症反 

应的中心枢纽。 

以上观点是有一定文献支持的。研究的基因多 

态性研究证实与 AMD疾病进展相关的易感基 因包 

括胆固醇酯转移酶 CETP基因，载脂蛋 白APOE基 

因．肝脂酶LIPC基因，ATP结合盒转运子 1(ACBAI) 

基因等_81。虽然遗传研究没有显示LXR及靶基因 

ABCAI与AMD有直接关联。但却在疾病发病中起 

重要作用 Ol。研究发现，CNV动物模型中，高胆固醇 

喂养小鼠．可增加眼内 CNV的面积。在LDL受体敲 

除的小鼠中，Brush膜上有脂质的沉积，且可以升高 

新生血管内皮生长因子 vascular endothelial growth 

factor，VEGF)的表达⋯2]。其机制可能是视网膜中累 

积的胆固醇被氧化，氧化型胆固醇具有细胞毒性，激 

活氧化应激反应和炎症反应．促进 AMD的发展ll3]。 

关于慢性炎症在 AMD中的作用 ，现有证据指 

出有不同免疫细胞 ，炎性细胞因子及炎陛信号通路 

的参与病理过程㈣。免疫细胞介导的 IL一6、IL一8等 

多种炎症因子的异常表达是湿性 AMD发生发展过 

程中的重要环节因素。LXR作为具有强大炎症抑制 

作用的核转录因子，广泛表达于成纤维细胞 ，单核 

细胞及巨噬细胞和淋巴细胞，可能通过减少细胞因 

子 NF—KB活化进而抑制炎症因子l】51。最新的研究也 

发现调节 LXR及其靶基因ABCAI的表达对实验 

性 自身免疫性葡萄膜炎，糖尿病视网膜病变和视网 

膜炎症等动物模型的疾病预后都具有改善作用[61。 

我们实验室前期发现在 ARPE一19细胞中．LXR激 

动剂可有效通过激活 LXReL抑制 B淀粉样蛋白诱 

导的炎症及细胞衰老的反应。上述研究，充分说明 

了 LXR在 AMD中发挥作用 

此外，在本研究中未发现血脂水平在病例组与 

对照组之间有差异，这与一些文献结果相悖。Reynolds 

等 在318例晚期AMD患者与 140例对照组中发 

现 AMD患者的血清 中 LDL的表达水平升高 ．而 

HDL的表达水平降低。Paun等『81发现 AMD患者血清 

中HDL和 APO—A1水平较正常人的高，同时血清中 
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TG的表达水平较正常人低。此外，在相关性分析里 

发现 LXRet与 TG具有负性相关I生，其机制或许与甾 

醇反应原件结合蛋白(SREBP1一c)的减少有关 ， 

SREBP1一c主要参与脂肪的合成与转运．故导致TG 

的合成增加，但是由于本研究样本量少而存在的局 

限性，不能完全说明脂代谢与AMD无关。针对现 

有的相关文献，比佛一达姆眼科实验室研究人员曾指 

出，不同人群 、不同的报告及不同的测量方法及校 

正因子等因素均会影响研究结果。总之。现老年人 

中血脂普遍异常，高胆固醇血症是AMD疾病的高危 

因素。在细胞和动物模型中证实他汀类药物可以减 

少炎性细胞因子 IL一6的表达 ．下调VEGF的表达 

在肿瘤坏死因子一 诱导的视网膜血管模型旧。并减 

少CNV的大小在激光诱导的CNV小鼠模型[181．这些 

均表明降低胆固醇的含量对 AMD的进展有抑制作 

用，其潜在机制可能是通过减少局部和全身胆固醇 

的含量 。防止胆固醇的积累。增加巨噬细胞和 RPE 

细胞的清除能力，从而降低氧化损伤预防RPE变l生。 

在最近研究报道中，BMS一852927是最新用于 

临床试验的LXRI3靶向合成物，在临床试验中发现 

LXR[3靶向合成物可在 2 h内最有效激活健康志愿 

者外周血中IJxRB及靶基因ABCA1的表达，这些 

研究为代谢类疾病的治疗提供了重要依据。但其药 

物的安全性、药物动力学以及在眼部疾病中的应用 

仍需进一步探讨 

总之 。本研究首次证实在湿性 AMD患者中发 

现LXRot及LXRI3的表达降低。由于LXR具有调节 

脂代谢和炎症反应的作用和AMD的病理过程与外 

周血胆固醇的代谢和慢性炎症反应密切相关 ，因 

此。LXR可能是湿性AMD中调节脂代谢与炎症反 

应的中心枢纽。进而 LXR激动剂可在外周血中有应 

答．LXR激动剂可能成为治疗 AMD的一类新的治 

疗药物。 
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