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OX-LDL与单核巨噬细胞相互作用促进动脉粥样硬化形成
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【摘要】 目的 单核-巨噬细胞在动脉粥样硬化（AS）发病过程中的作用日益受到关注，但泡沫化过程中细胞内脂质变化情况的研究报道尚不多见。方法 一次性密度梯度超速离心分离LDL制成ox-LDL，动态观察小鼠巨噬细胞内脂质成分和细胞形态的变化。结果 纯化的LDL纯度可达92.39%。细胞形态学观察细胞内红色脂质颗粒增多，电镜显示细胞核周围包含染色质，胞浆稀少含有大量的核糖体，线粒体丰富。随浓度的增加LDL组及OX-LDL组细胞内TC、FC、CE均明显增加。结论 OX-LDL同单核巨噬细胞相互作用可使动脉壁局部形成AS病变的特征病理性细胞。 OX-LDL较LDL更易使单核巨噬细胞形成泡沫细胞。高浓度的OX-LDL可以导致细胞膜结构的损伤。
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Interaction of OX-LDL and monocytes-macrophages promote atherogenesis
ZHANG Liang, HAN Dan, ZHAO Shi-meng, WU Hong-min

【Abstract】Objective There is growing concern about the role of monocytes-macrophages in the progression of atherosclerosis (AS). However, the mechanism of lipid changes in those cells in the foaming process is not clear. Methods LDL was isolated by density-gradient centrifugation and to make Ox-LDL. The changes of lipid composition and cellular morphology of the rat macrophages were dynamically observed. Results The purity of separated LDL reached 92.39%. Increased amount of red lipid droplets in the macrophages were observed. Electron microscopy showed the presence of perinuclear chromatin, numerous mitochondria and ribosomes in the sparse cytoplasm. In the LDL group, TC, FC, and CE were all increased along with the increasing of LDL concentration. Similar results were observed in the Ox-LDL group. Conclusions Interaction of Ox-LDL and monocytes-macrophages may promote the formation of characteristic pathologic cells of AS nature in the arterial wall. OX-LDL is more easy than LDL to promote the changes of monocytes/macrophages into foam cells. High concentration of OX-LDL can lead to cell membrane damages.
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动脉粥样硬化（atherosclerosis, AS）是影响人类健康最严重，最常见的心血管疾病之一，是人类当前死亡的一个主要病因。对免疫组织化学方法及超级形态学研究表明形成于AS病变早期的泡沫细胞主要是由单核细胞来源的巨噬细胞吞噬大量脂质而形成的，而且存在于AS病变的始终，也有助于探索对AS病变的防治研究。其发病机制涉及炎性反应、脂质代谢失
调及氧化应激等多种病理生理机制[1-3]。其中，低密度脂蛋白胆固醇（low density lipoprotein cholesterol，LDL-C）的氧化修饰被认为是AS形成的关键启动因素[4].氧化性低密度脂蛋白（OX-LDL）与单核巨噬细胞间的相互作用是泡沫细胞形成的重要机制。目前已从细胞形态学，生物化学等方面对该问题进行了不同方面的阐述，但关于泡沫化过程中细胞内脂质变化情况的研究报道尚不多见。
本研究采用一次性密度梯度超速离心方法由健康成人血浆中分离出低密度脂蛋白，由硫酸铜溶液氧化24 h制备成氧化型低密度脂蛋白，同体外培养的小鼠腹腔巨噬细胞相互作用，建立巨噬细胞源性泡沫细胞模型，并动态观察细胞内脂质成分（主要为总胆固醇TC、游离胆固醇FC、胆固醇酯EC）量的改变及细胞形态的变化过程，以初步探讨单核细胞源性泡沫细胞形成的可能机制。
1 材料和方法

实验动物, 纯系615小鼠[5-6] 辽实动质字.（2000）015号，雄性20~25 g，8~10周。健康成人新鲜血200 mL（EDTA抗凝）固体NaBr，固体CuSO4购于沈阳试剂三厂，分析纯品DMEM培养基（美国Gibco, 总胆固醇试剂盒及游离胆固醇试剂盒，购于北京天象人生物工程高技术公司,LDL标准品购于美国Sigma公司.

1.1低密度脂蛋白的制备、鉴定和定量分析
取新鲜全血室温静止后弃血凝于4ºC，4 000 r/min离心30 min获血清，加入0.05% NaN3，100 mg/L EDTA防腐、防氧化。再于4ºC，12 000 r?min离心30 min后除去上层乳糜微粒（CM）后备用。配置密度液，以固体NaBr调整血清密度为1.3 g/mL，分别配制密度为1.2 g/mL NaBr，1.006 g/mL NaCl溶液及1.0 g/mL双蒸水，（其中含0.01% EDTA，pH 7.6）用Abbe折光仪测定折光率，用CRC Handbook of Chemistry and Physics查得所对应的密度，调整所配溶液的密度。按郭刚及Byung H.的方法建立密度梯度于(10~15)ºC，542 000 r/min（28 000 g）条件下超速离心5 h，吸出中间黄色液体为LDL（d = 1.0400~1.0560），经聚丙烯酰胺凝胶电泳鉴定纯度，LDL定量分析按Lowry方法测定蛋白含量，在Shimadzu UV-260紫外分光光度计上测595 nm处A值。LDL在4ºC含10 mg/L EDTA的0.01 mol/L PBS中避光透析72 h，中间8h换液一次，过滤除菌，4ºC保存。
1.2 低密度脂蛋白的氧化修饰及修饰程度鉴定
将LDL于0.01 mol/L PBS中充分透析24 h除去EDTA后放置于终浓度为5 μmol/L的硫酸铜溶液中37ºC氧化24 h加入终浓度为200 μmol/L EDTA终止氧化反应，而后于4ºC含100 mg/L EDTA的0.01 mol/L PBS中透析24h。用硫代巴比妥酸反应物质（thiobarbituric acid reactive substance，TABRS）的含量来鉴定LDL的修饰程度。采用方明的方法测定TBARS含量，总胆固醇的定量分析根据CHOD-PAP方法测得，LDL的氧化修饰程度以每克胆固醇的TBARS含量来表示。
1.3巨噬细胞的收集和培养
取纯系615健康小鼠（雄性20-25g，8-10周）普通饲料喂养1周后将小鼠断颈处死，消毒后腹腔内注射无血清DMEM培养液5 mL，收集腹腔液以800 r/min离心10 min弃上清收集细胞，用含20%小牛血清的DMEM培养液调整细胞浓度，以109/L密度种植在45 mL培养瓶中，每瓶约3 mL，在37ºC 5% CO2的培养箱中培养24 h，弃培养液，PBS冲洗掉未贴壁的细胞。分成3组，分别加入空白对照液（含20%小牛血清，100 kU/L青霉素和100 mg/L链霉素DMEM培养液），含10 mg/L LDL及10 mg/L OX-LDL培养液各3 mL，继续培养24、48、72、96 h，另分为五组，分别加入含10、30、50、100 µg/L LDL或OX-LDL培养液。
1.4细胞内胆固醇的定量分析
将培养后的细胞弃培养液用PBS冲洗3次，冰浴30 min后用橡皮刮子刮下细胞800 r/min离心10 min收集细胞，加入0.5 mL异丙醇，匀浆破碎细胞，800 r/min离心10 min取上清液用总胆固醇试剂盒及游离胆固醇试剂盒分别测定总胆固醇（TC）及游离胆固醇（FC）含量，沉淀用0.1 mol/L NaOH 0.2 mL裂解细胞，用Lowry法测得细胞内蛋白质含量。细胞内胆固醇含量用每克蛋白所含的总胆固醇，游离胆固醇和胆固醇酯来表示，胆固醇酯（CE）含量由总胆固醇与游离胆固醇的差值来获得。
1.5细胞的形态学观察
将收集的腹腔巨噬细胞以109/L密度接种于3.5×1.5 cm2盖玻片，实验条件同前。培养结束后以PBS洗3次采用苏丹III-IV混合染色的方法。
取培养24 h后的巨噬细胞PBS冲洗3次取下细胞离心收集，于细胞团块中加入2.5%戊二醛4ºC固定3 h，梯度丙酮脱水，树脂包埋，切片后经醋酸双养铀-枸橼酸铅双重染色后，用JEM-2000EX透射电镜摄片。
1.6 CD54和CD36测定
消化并收集细胞，以1 000  r/min离心10 min，弃上清，用PBS冲洗2次，然后加入20 μL CD54、CD36抗体避光染色20 min，加入400 μL PBS置于流式细胞仪下进行检测。
1.7统计学方法
所有计量资料以均值±标准差表示，显著性检验用配伍组设计的多个样本均数比较的t检验
2 结果
2.1低密度脂蛋白的鉴定、定量分析及氧化低密度脂蛋白氧化程度鉴定
利用聚丙烯酰胺凝胶电泳技术采用5%分离胶，3%浓缩胶，以血清蛋白为对照鉴定所制备低密度脂蛋白，经考马氏亮蓝染色为单一区带，且位置与血清β-球蛋白位置相当，利用电子计算机图像分析仪测定相对纯度可达92.39%，蛋白含量为1.26 mg/mL，总胆固醇含量为60.85 mg/dL，基本上与以往文献报道相符。LDL氧化修饰程度：LDL为2.87 μmol/g，OX-LDL为26.5 μmol/g（图1）。
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图1 聚丙烯酰胺凝胶电泳鉴定、定量LDL和OX-LDL
Fig. 1 Quantification of LDL and OX-LDL by polyacrylamide gel electrophoresis
2.2 低密度脂蛋白的氧化修饰及修饰程度鉴定
   为进一步研究低密度脂蛋白与氧化型低密度脂蛋白对巨噬细胞影响，我们进行了在不同时间（表1、图2）、不同浓度条件下（表2、图3）对LDL和ox-LDL对巨噬细胞进行了形态学分析（图2~3）。
表1不同时间条件下巨噬细胞形态学变化
Fig. 1 Morphological changes of macrophages at different time points
	时间
	LDL组
	OX-LDL组

	24 h
	于对照组基本相同，可见梭形细胞少许，染色为蓝色
	球形细胞为主，细胞大小略有差异，部分细胞可见红色脂质颗粒，核偏向一侧

	48 h
	变形细胞增多，偶尔于球形细胞内见少量红色脂质颗粒
	细胞伸展不如前两组，细胞多以球形为主，体积增大，内含较多红色脂质颗粒

	72 h
	变形细胞增加不明显，球形与梭形细胞数目基本相同，细胞内红色脂质颗粒较前增多
	球形细胞为主，体积明显增大，细胞大小不一，形态不同，反光不均，内含红色脂质颗粒较前增多

	96 h
	球形细胞略多于梭形、星形细胞，细胞内颗粒较多，反光不均，染色后可见很多红色脂质颗粒
	细胞大多数为球形，体积进一步增大，细胞呈泡沫状，含有大小不一的脂滴，染色后为红色，可见部分细胞脱壁，有细胞碎片出现


表2不同浓度下巨噬细胞形态学变化
Tab. 2 Morphological changes of macrophages at different concentrations
	浓度
	LDL组
	OX-LDL组

	0 μg/L
	球形细胞为主，可见变形细胞有伪足
	球形细胞为主，细胞大小不一，细胞内有吞噬泡，染色后为红色颗粒

	30 μg/L
	细胞变形增多，细胞内隐约可见红色脂质颗粒
	球形细胞增多，可见脱壁细胞，少量细胞破碎，细胞内有较多红色颗粒，呈泡沫状

	50 μg/L
	细胞变形进一步增加，有明显的伪足，伸展良好，可见红色脂质颗粒
	大多为球形细胞，细胞内可见大量吞噬泡，细胞内容增多，将核推向一侧，染色后可见许多红色颗粒，脱壁细胞增加，细胞碎片增多

	100μg/L
	细胞部分呈球形，细胞内红色脂质颗粒清晰可见，较前增多
	细胞体积变大，内含大量脂滴，大小不一，核偏向一侧，染色后呈明显红色脂质颗粒，脱壁细胞及细胞碎片较前明显增多


2.3细胞形态学观察

培养24 h后刮下贴壁细胞，经电镜观察可见不同层面的细胞均呈现巨噬细胞的超微结构特征，直径大约为5~10 μm，边缘犬牙交错的细胞核周围包含染色质，胞浆稀少含有大量的核糖体，线粒体丰富，同时还含有小的囊状结构及一定数目的致密颗粒，为溶酶体结构。说明贴壁细胞基本上来源于小鼠腹腔巨噬细胞（图4）。
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图4  24 h后的巨噬细胞电镜结果
Fig. 4 Electron micrographs of LDL- and ox-LDL-treated macrophages after 24 h

2.4 细胞内胆固醇的定量分析
用无脂蛋白DMEM培养的单核巨噬细胞为对照培养组，实验结果单核巨噬细胞与10 mg/L的LDL或OX-LDL孵育不同时间后，细胞内的总胆固醇和游离胆固醇均较对照组明显增加，且OX-LDL组比LDL组更为显著。随着时间的延长LDL组细胞内总胆固醇，游离胆固醇的量保持相对恒定，而OX-LDL组细胞内总胆固醇持续增加，游离胆固醇的含量基本不变，胆固醇酯的含量逐渐增加。最终表现为胆固醇酯在总胆固醇的比例增大约占50%左右，符合泡沫细胞的形态学及细胞学定义。
以不同浓度的LDL及OX-LDL同巨噬细胞培养48 h后，可见随浓度的增加LDL组及OX-LDL组细胞内TC、FC、CE均较对照组明显增加，且OX-LDL组较LDL组更为明显。其中LDL组在高浓度时仍表现为一定的饱和性，即TC、FC、CE三者相对恒定，而OX-LDL组则表现为当浓度小于50 μg/mL时随浓度的增加，细胞内TC、FC、CE逐渐增加，在30~50 μg/mL时尤为明显，当浓度大于50 μg/mL时，随浓度的增加细胞内的脂质含量反而减少（图5）。
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图5不同时间TC、FC、CE变化情况
Fig. 5 Expression of TC, FC, ​​CE at different time points
2.5  ox-LDL对细胞内CD54表达的影响
本研究发现ox-LDL能显著诱导细胞表面CD54的表达，LDL诱导表达作用不明显（图6）。

图6 LDL ox-LDL对细胞内CD54变化影响
Fig. 6 Effects of LDL and ox-LDL on CD54 expression in the cells 
本研究还进一步的观察了细胞在LDL和ox-LDL慢性刺激下CD36的表达情况。在泡沫细胞的形成中，CD36介导的对修饰的LDL(包括Ox-LDL和乙酞化的LDL)的内吞起着重要的作用，研究显示，LDL,ox-LDL可以促进细胞膜表面受体CD36的表达（图7）。
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图7 LDL ox-LDL对细胞表面受体CD36变化影响
Fig. 7 Effects of LDL and ox-LDL on CD36 expression in the cells 
3 讨论
本文采用一次性密度梯度超速离心的方法，综合以往文献的经验，成功地由健康人血浆中分离出低密度脂蛋白，并在体外由Cu2+氧化制备成氧化型低密度脂蛋白，经聚丙烯酰胺凝胶电泳及测定TBARS含量鉴定其纯度及氧化程度同以往文献记载基本一致，满足本实验的要求。
统一培养条件下不同时间点培养的细胞内总胆固醇的含量，OX-LDL组较LDL组增高，我们分析此现象原因有三，第一，可能是巨噬细胞对OX-LDL的摄取速度高于对LDL的摄取，由于OX-LDL其结构的改变而使之与LDL受体亲合性下降转而通过与之具有更高亲合性的清道夫受体特异性相结合，为巨噬细胞大量吞噬。第二，M体外培养的巨噬细胞中加入OX-LDL后可以刺激其产生巨噬细胞集落刺激因子（MCSF），MCSF可以在DNA水平促进SR基因表达，促使巨噬细胞对OX-LDL的摄入。第三， OX-LDL可以诱导一种细胞内核受体PPARr表达，该受体可以同编码脂代谢有关的酶和蛋白的结构基因结合，而发挥转录调节的作用。而当巨噬细胞同OX-LDL相作用时，PPARr高水平表达直接作用于细胞表面CD36受体基因使之高水平转录翻译从而使细胞表面CD36受体数目增多而使OX-LDL摄入量进一步增加。
巨噬细胞泡沫化过程中出现细胞内堆积的脂质逐渐增多，当堆积的脂质超过了细胞的清除能力则形成特征性的巨噬细胞源性泡沫细胞。当巨噬细胞以胞饮的方式摄取大量OX-LDL后，由于OX-LDL其组成结构与性质的改变，细胞内的脂质代谢异常，OX-LDL-受体复合物首先进入溶酶体内，胞浆内ACAT由于OX-LDL的进入而被激活，在ATP供能情况下将FC同油酸再次酯化，形成胆固醇酯，无法通过细胞膜排除细胞外，在电镜下观察为无膜包绕的脂滴形式存在于细胞内。故在24~48 h，细胞内CE较FC增加迅速，所占细胞内总胆固醇比例高。随着时间的延长，溶酶体内来源于OX-LDL的神经鞘磷脂（Sphingomyelin, SM）堆积，形成SM-UC颗粒，使UC不能通过溶酶体膜，溶酶体渗透性下降， SMase的活性而导致大量的非酯化胆固醇堆积于溶酶体内，而无法进入胞浆FC代谢库，使CE生成下降，酯化作用减慢。故随着时间的增加，表现为FC增加，而CE增加较明显，但总胆固醇始终表现为增加。清道夫受体的表达与活性不受体内游离胆固醇水平的负反馈调节，因此可以无限制摄取氧化低密度脂蛋白，随着OX-LDL的大量摄入，表现为OX-LDL分解减少，而以脂蛋白形式存在于细胞内，其apoB的抗原活性保留，同时含有以胆固醇酯为主的脂质。因此表现为FC量基本不变，而CE量仍表现为增加，TC量增加。
研究发现OX-LDL中含有的过氧化产物LOOH及溶血卵磷酯对体外培养的巨噬细胞有毒性作用，可以破坏细胞的膜性结构，改变其通透性，从而使细胞坏死，脱壁。无论巨噬细胞是调亡还是坏死都是细胞代谢等一系列生命活动的终止，走向死亡的标志，在宏观上表现为当OX-LDL浓度〉50 μg/mL时，随着浓度的增加细胞内TC，FC及CE的量反而减少。此外，同一浓度下OX-LDL组较LDL组细胞内脂质含量明显增高，说明OX-LDL较LDL更易使单核巨噬细胞形成泡沫细胞。
已有研究表明，巨噬细胞中的肌动蛋白一细胞骨架在动脉粥样硬化脂蛋白胆固醇醋化中起着重要的作用。本研究表明，巨噬细胞中CD36介导的细胞内吞伴随着F-actni网络的增加[7]。Ox-LDL显著诱导CD36的提高。结果提示，在胞浆区局部F-actin的积聚不但存在己有肌动蛋白纤维的重新分布，而且也有新的actin多聚化产生。
ICAM-1即CD54是属于免疫球蛋白超家族的一种细胞粘附分子，正常情况下仅在血管内皮细胞较大量地持续表达，它与单核细胞表面的白细胞功能相关抗原LFA-I、巨噬细胞分化抗原Mac-D以配体一受体的方式结合并参与介导单核细胞与血管内皮细胞的粘附[8]。受炎症因子、内毒素等刺激后也可使单核细胞上微量表达的CIAM-1上调，在多种细胞中发现人IAM-I的表达，包括内皮细胞、单核细胞、淋巴细胞、滤泡树突细胞、成纤维细胞和上皮细胞。本研究检测了LDL与ox-LDL对细胞内CD54的表达，结果显示ox-LDL可以增加细胞内CD54表达，提示单核细胞的积聚可能随ox-DLD增加而增加。
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