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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察高糖对 HDL 调节 THP鄄1 巨噬细胞清道夫受体 CD36 和过氧化体增殖物激活型受体 酌
(PPAR酌)表达的影响。 方法摇 用 50 mg / L ox鄄LDL、50 mg / L ox鄄LDL + 50 mg / L HDL、50 mg / L ox鄄LDL + 50 mg / L HDL
+20 mmol / L D鄄葡萄糖、50 mg / L HDL、50 mg / L HDL + 20 mmol / L D鄄葡萄糖孵育 THP鄄1 巨噬细胞 24 h,采用油红 O
染色观察细胞内脂质蓄积情况, RT鄄PCR 和 Western Blot 分别检测 CD36、PPAR酌、p鄄PPAR酌 mRNA 和蛋白的表达。
结果摇 加用 HDL 组明显减少脂质蓄积,加用 HDL 组的 CD36 mRNA 和蛋白的表达下调,PPAR酌 的 mRNA 和蛋白及

p鄄PPAR酌 的蛋白表达上调;而同时加用 50 mg / L HDL 和 20 mmol / L 葡萄糖组 CD36 和 PPAR酌 的 mRNA 及蛋白表达

上调,而 p鄄PPAR酌 的表达下调(P < 0. 05),并促进脂质蓄积。 结论摇 高糖可使 HDL 抑制 CD36 表达及脂质蓄积的

作用减弱。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effect of high glucose on the expression of CD36 and peroxisome proliferator鄄
activated receptor gamma (PPAR酌) regulated by high density lipoprotein (HDL) in THP鄄1 macrophage. 摇 摇 Methods摇
THP鄄1 macrophages were incubated with 50 mg / L ox鄄LDL, 50 mg / L ox鄄LDL + 50 mg / L HDL, 50 mg / L ox鄄LDL + 50 mg /
L HDL + 20 mmol / L D鄄Glucose, 50 mg / L HDL, 50 mg / L HDL + 20 mmol / L D鄄Glucose for 24 h. 摇 The lipid accumula鄄
tion was detected by oil red O stain. 摇 CD36 and PPAR酌 mRNA were determined by reverse transcription鄄polymerase chain
reaction (RT鄄PCR), respectively. 摇 CD36, PPAR酌 and p鄄PPAR酌 protein was determined by Western Blot. 摇 摇 Results
The expression of CD36 mRNA and protein was significantly suppressed (P < 0. 05) by HDL, which significantly reduced
the lipid accumulation. 摇 In the 50 mg / L HDL and 20 mmol / L glucose groups, the mRNA and protein of CD36 and
PPAR酌, and the lipid accumulation were signifcantly increased(P < 0. 05). 摇 However, the expression of p鄄PPAR酌 was
markedly reduced (P < 0. 05). 摇 摇 Conclusion摇 The data indicated that high glucose can weaken the role of HDL in sup鄄
pressing CD36 expression and lipid accumulation.
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摇 摇 循环中的高密度脂蛋白 ( high density lipopro鄄
tein,HDL)水平与心血管疾病事件呈反向关系,HDL
可增强核转录因子过氧化体增殖物激活型受体 酌
( peroxisome proliferator鄄activated receptor gamma,
PPAR酌)的表达[1]。 PPAR酌 可靶向调控清道夫受体

CD36 (scavenger receptor class CD36)基因[2],它属

于 B 族清道夫受体[3],在单核 /巨噬细胞上有丰富

的表达[4],在氧化型低密度脂蛋白 ( oxidized low
density lipoprotein, ox鄄LDL) 诱导的动脉粥样硬化

(atherosclerosis,As)形成过程中起主要调节作用[5]。
糖尿病患者的 As 发生率比非糖尿病患者高 2 ~ 3
倍,成为糖尿病患者的主要死亡原因,其中高血糖

是心血管病的一个危险因素[6,7]。 然而,高糖促进

As 的作用机制不明,本研究旨在阐明高血糖对 HDL
抗 As 作用的影响。

1摇 材料与方法

1. 1摇 药品和试剂

摇 摇 Trizol 试剂购自美国 Gibco 公司;AMV 第一链

cDNA 合成试剂盒购自 Promega 公司; Taq 酶购自北

京天为时代;所有引物由上海生工公司合成;羊抗

人 CD36 和辣根过氧化物酶标记兔抗羊二抗购自美

国 Santa Cruz 公司;Blue Ranger 预染蛋白分子量标

准、BCA 蛋白含量测定试剂和 Western Blot 荧光检

测试剂盒购自 Hyclone鄄Pierce 公司;佛波酯、油红 O
和丽春红染色试剂购自 Sigma 公司;其它试剂均为

进口或国产分析纯。
1郾 2摇 血浆脂蛋白的分离、氧化修饰及鉴定

人血浆 LDL( 1. 019 ~ 1. 063 kg / L) 采用超速

离心法分离,经琼脂糖电泳显示为单一蛋白带。 再

收集离心管下层液体,加入固体溴化钾使最终密度

为 1. 063 g / L,再次超速离心,于 8益、50000 r / min 离

心 24 h,用吸管小心吸出离心管上层的橙黄色液体

即 HDL。 提纯的 LDL 和 HDL 分别在含 200 滋mol / L
EDTA 的磷酸缓冲液(PBS)中透析 48 h,用 BCA 法

进行蛋白定量,过滤除菌,4益保存。
将 LDL 置于含 10 滋mol / L CuSO4的 PBS 溶液(

pH7郾 2) 中,37益 温育 24 h。 氧化后的 LDL 置含 200
滋mol EDTA 的 PBS 中透析 24 h,PBS 再透析 24 h,过
滤除菌后 4益 保存。 LDL 中的脂过化物在氧化过程

中增加,颜色也由淡黄色变为乳白色。 琼脂糖电泳显

示 ox鄄LDL 的电泳迁移速率快于未氧化的 LDL。
1. 3摇 细胞株的培养及实验分组

THP鄄1 细胞株购于中科院上海细胞生物所细胞

中心。 细胞生长于含 10%灭活新生小牛血清、1 伊108

U / L 青霉素的 RPMI鄄1640 完全培养基中,置 37益、
5%CO2饱和湿度培养箱内培养。 每次实验前用 160
nmol / L 佛波酯孵育 THP鄄1 细胞 24 h,使其诱导分化

为巨噬细胞,换无血清培养基培养后分组:对照组为

RPMI鄄1640 培养基 +5 滋L DMSO 孵育24 h;用 ox鄄LDL
(50 mg / L)、ox鄄LDL(50 mg / L) + HDL(50 mg / L)、ox鄄
LDL(50 mg / L) + HDL(50 mg / L) + D鄄葡萄糖(20
mmol / L)孵育 THP鄄1 细胞 24 h(n =3)。
1. 4摇 RT鄄PCR 检测 CD36、PPAR酌 的 mRNA 表达

收集对照组和实验组细胞,用 Trizol 试剂提取

组织总 RNA,溶于无 Rnase 水中,紫外分光光度计

测定 OD260 / OD280 的比值在 1. 8 ~ 2. 0 之间。 取总

RNA 2 滋g,用 Promega 公司逆转录试剂盒合成 cD鄄
NA,再取逆转录产物 10 滋L 进行 PCR 循环。 CD36
(GenBank 序列号: NM005506 )的引物序列为上游

5忆鄄CTCCCAAAGTGCTGGGATTA鄄3忆, 下 游 5忆鄄AGC鄄
CTTTGGGGGTCTTTCTA鄄3忆,扩增片长 246 bp; PCR
反应条件为 94益预变性 4 min,94益变性 45 s,53益
退火 45 s,72益延伸 45 s,30 个循环,72益继续延伸

10 min。 内参采用 GAPDH,引物序列为上游 5忆鄄
TCACCATCTTCCAGGAGCGAG鄄3忆, 下 游 5忆鄄
TGTCGCTGTTGAAGTCAGAG鄄3忆,扩增片长 697 bp。
PCR 反应条件为:94益预变性 4 min,94益变性 30 s,
60益退火 30 s,72益延伸 30s,30 个循环,72益继续

延伸 10 min。 PPAR酌(GenBank 序列号:NM138712)
的引物序列为上游 5忆鄄TTCAGAAATGCCTTGCAGTG鄄
3忆,下游 5忆鄄GGGGGTGATGTGTTTGAACT鄄3忆,扩增片

长 308 bp。 PCR 反应条件为:94益 预变性 4 min,
94益变性 45 s,60益退火 45 s,72益延伸 45 s,30 个

循环。 RT鄄PCR 反应结束后,取产物在 1. 2%的琼脂

糖凝胶中电泳,加样量均为 10 滋L,溴化乙锭染色。
电泳条带采用 UVP 型凝胶图像分析系统测定和分

析待测基因 mRNA 表达的差异。
1. 5 摇 Western Blot 检测 CD36、PPAR酌、p鄄PPAR酌 蛋

白的表达

收集细胞,经 PBS 洗涤 3 次,加入悬浮裂解液

中裂解细胞后,于 4益、12000 g 离心 7 min,小心吸

出上清液,用 BCA 法进行蛋白定量。 取 50 滋g 蛋白

/ 泳道加入 1 / 4 体积 5 伊 SDS 凝胶加样缓冲液,煮沸

使蛋白变性。 60 V 积层胶,120 V 分离胶,电泳分离

细胞蛋白,60 ~ 100 mA 1 h 将蛋白用半干转膜仪转

移至 PDVF 膜上。 5%脱脂牛奶室温封闭 2 h 后,加
入一抗,4益孵育 6 ~ 12 h;TBST 洗膜 5 ~ 10 min 伊 3
次;加入辣根过氧化物酶标记的二抗,4益孵育 4 ~ 8
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h;TBST 洗膜 5 ~ 10 min 伊 3 次。 然后用 Western Blot
荧光检测试剂激发荧光,显示于 X 光片,显影,定影

后进行图像分析。
1. 6摇 油红 O 染色观察 THP鄄1 细胞内脂质

将 THP鄄1 细胞培养于放有盖玻片的 6 孔培养

板内,待细胞被诱导分化为巨噬细胞后,换无血清

培养基,加入 ox鄄LDL(50 mg / L)、ox鄄LDL(50 mg / L)
+ HDL(50 mg / L)、ox鄄LDL(50 mg / L) + HDL(50
mg / L) + D鄄葡萄糖(20 mmol / L)孵育 THP鄄1 巨噬细

胞 24 h(n = 3)。 细胞贴壁生长于培养板,用 PBS 液

冲洗 3 次,每次 5 min;50%异丙醇固定 1 min,油红

O 染色液染色 10 min,苏木素染色 5 min,盐酸酒精

分色;水性封片剂封片,显微镜观察;细胞内脂质呈

红色,细胞核呈蓝色,图像分析系统收集图像并于

显微镜下摄像保存。

1. 7摇 统计学处理

数据采用x 依 s 表示,组间比较采用方差分析及

t 检验,由 SPSS 19. 0 统计软件完成,P < 0. 05 为差

异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2. 1摇 细胞内脂质改变

摇 摇 分别用 ox鄄LDL(50 mg / L)、ox鄄LDL(50 mg / L)
+ HDL(50 mg / L)、ox鄄LDL(50 mg / L) + HDL(50
mg / L) + D鄄葡萄糖(20 mmol / L)孵育 THP鄄1 巨噬细

胞 24 h,采用油红 O 染色观测细胞内脂质蓄积情

况。 结果发现,ox鄄LDL + HDL 组细胞内的脂质明显

减少,而 ox鄄LDL + HDL + D鄄葡萄糖组中细胞内脂质

又明显增多(图 1)。

图 1. 油红 O 染色观察高糖对 THP鄄1 巨噬细胞脂质蓄积的影响( 伊 40) 摇 摇 左为 ox鄄LDL 组,中为 ox鄄LDL + HDL 组,右为 ox鄄LDL +
HDL + D鄄葡萄糖组。

Figure 1. Effect of high glucose on the lipid accumulation in THP鄄1 macrophages detected by oil red O stain( 伊 40)

2. 2摇 高糖对 HDL 调节 THP鄄1 巨噬细胞 CD36 mR鄄
NA 和蛋白表达的影响

分别用 HDL(50 mg / L)、HDL(50 mg / L) + D鄄葡
萄糖(20 mmol / L)孵育 THP鄄1 巨噬细胞 24 h,RT鄄
PCR 及 Western Blot 分别检测 CD36 的 mRNA 和蛋

白表达,结果显示高糖明显增加 CD36 mRNA 和蛋

白的表达(P < 0. 05;图 2 和表 1)。

表 1. 高糖对HDL 调节 THP鄄1 巨噬细胞 CD36 mRNA 和蛋

白表达的影响

Table 1. Effect of high glucose on the CD36 mRNA and pro鄄
tein expression regulated by HDL in THP鄄1 macrophages

分摇 组 CD36 mRNA CD36 蛋白
对照组 0. 89 依 0. 12 1. 00 依 0. 03
HDL 组 0. 70 依 0. 07a 0. 71 依 0. 05a

HDL + D鄄葡萄糖组 1. 03 依 0. 06b 1. 41 依 0. 11b

a 为 P < 0. 05,与对照组相比;b 为 P < 0. 05,与 HDL 组相比。

2. 3摇 高糖对 HDL调节 THP鄄1 巨噬细胞 PPAR酌 mRNA
和蛋白表达的影响

分别用 HDL(50 mg / L)、HDL(50 mg / L) + D鄄葡

萄糖(20 mmol / L)孵育 THP鄄1 巨噬细胞 24 h,RT鄄
PCR 及 Western Blot 分别检测 PPAR酌 的 mRNA 和

蛋白表达,结果显示高糖明显增加 PPAR酌 mRNA 和

蛋白的表达(P < 0. 05;图 3 和表 2)。

图 2. 高糖对 HDL 调节 THP鄄1 巨噬细胞 CD36 mRNA(上
图)和蛋白(下图)表达的影响(n = 3) 摇 摇 M 为 DNA Marker,1
为对照组,2 为 HDL 组,3 为 HDL + D鄄葡萄糖组。

Figure 2. Effect of high glucose on the CD36 mRNA and
protein expression regulated by HDL in THP鄄1 macro鄄
phages(n = 3)
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图 3. 高糖对 HDL 调节 THP鄄1 巨噬细胞 PPAR酌 mRNA(上
图)和蛋白(下图)表达的影响(n = 3) 摇 摇 M 为 DNA Marker,1
为对照组,2 为 HDL 组,3 为 HDL + D鄄葡萄糖组。

Figure 3. Effect of high glucose on the PPAR酌 mRNA
and protein expression regulated by HDL in THP鄄1 mac鄄
rophages

表 2. 高糖对 HDL 调节 THP鄄1 巨噬细胞 PPAR酌 mRNA 和

蛋白表达的影响

Table 2. Effect of high glucose on expression of PPAR酌
mRNA and protein regulated by HDL in THP鄄1 macro鄄
phages

分摇 组 PPAR酌 mRNA PPAR酌 蛋白

对照组 0. 61 依 0. 09 1. 00 依 0. 02
HDL 组 1. 02 依 0. 06a 1. 41 依 0. 16a

HDL + D鄄葡萄糖组 1. 32 依 0. 07b 2. 23 依 0. 22b

a 为 P < 0. 05,与对照组相比; b 为 P < 0. 05,与 HDL 组相比。

2. 4摇 高糖对 HDL 调节 THP鄄1 巨噬细胞 PPAR酌 磷

酸化的影响

分别用 HDL(50 mg / L)、HDL(50 mg / L) + D鄄葡
萄糖(20 mmol / L)孵育 THP鄄1 巨噬细胞 24 h,采用

Western Blot 检测 p鄄PPAR酌 蛋白的表达,结果显示,
HDL 明显促进 PPAR酌 的磷酸化,高糖对 HDL 作用

下的 p鄄PPAR酌 表达没有明显的影响,但有下调 p鄄
PPAR酌 表达的趋势(图 4 和表 3)。

图 4.高糖对HDL 调节 THP鄄1 巨噬细胞 p鄄PPAR酌蛋白表达

的影响(n = 3) 摇 摇 1 为对照组,2 为 HDL 组,3 为 HDL + D鄄葡萄

糖组。

Figure 4. Effect of high glucose on the p鄄PPAR酌 protein ex鄄
pression regulated by HDL in THP鄄1 macrophages

表 3.高糖对 HDL 调节 THP鄄1 巨噬细胞 PPAR酌磷酸化水

平的影响

Table 3. Effect of high glucose on the phosphorylation of
PPAR酌 regulated by HDL in THP鄄1 macrophages

分摇 组 PPAR酌 蛋白 p鄄PPAR酌 p鄄PPAR酌
/ PPAR酌

对照组 1. 00 依 0. 02 1. 00 依 0. 03 1. 00 依 0. 03

HDL 组 1. 47 依 0. 16a 1. 70 依 0. 18a 1. 28 依 0. 10a

HDL + D鄄
葡萄糖组

2. 31 依 0. 22b 1. 71 依 0. 17 0. 73 依 0. 08b

a 为 P < 0. 05,与对照组相比;b 为 P < 0. 05,与 HDL 组相比。

3摇 讨摇 论

据估计,2013 年全球约有 3. 82 亿成年人患有

糖尿病,导致约 510 万人死亡,现在全球约 8. 3% 的

成年人患有糖尿病[8]。 糖尿病是各种并发症发生、
发展和死亡的独立危险因素,包括冠状动脉疾病

(CAD) [9鄄11],与 As 关联的代谢紊乱是糖尿病患者严

重的血管病变和致死的主要原因[12]。 研究发现,
CD36 具有结合和修饰动脉壁内 LDL 的能力,促进

荷脂的巨噬细胞泡沫化并引发 As 病变[13鄄15],也许

CD36 在循环巨噬细胞的激活是 As 病变的一个早

期临床标志,巨噬细胞泡沫化在糖尿病引起的 As 形
成中起重要作用[16]。 CD36 与 2 型糖尿病患者 As
的危险因素密切相关,并提出 CD36 可能是代谢综

合征 As 的一个潜在标记物[14]。
PPAR酌 是一类由配体激活的核转录因子,属于

核受体超家族成员。 治疗糖尿病的噻唑烷酮类化

合物和 15鄄脱氧前列腺素 J2 均可作为 PPAR酌 的配

体,PPAR酌 主要在脂肪组织中表达,介导脂肪细胞

的分化过程[17], PPAR酌 在血管内皮细胞、血管平滑

肌细胞和巨噬细胞等部位也有不同程度的表达,在
糖和脂代谢、泡沫细胞形成及炎症反应中发挥着重

要作用。 PPAR酌 对 CD36 表达起基础性调节作用,
首先表明了 PPAR酌 在调节细胞内脂质平衡中的作

用,ox鄄LDL 脂质成分可激活 PPAR酌 并能诱导 CD36
的表达[18],证实 CD36 是 PPAR酌 的靶基因[2]。

HDL 抑制 CD36 的表达并抑制细胞脂质蓄积,
但其机制仍不清楚。 心血管疾病事件与循环中的

HDL 水平呈反向关系[19]。 HDL 在阻止心血管疾病

发展中的有利影响,被认为是诱导细胞胆固醇流出

和促进从外周组织到肝脏的“胆固醇逆向转运冶 [1]。
实验证明,HDL 的一个新的有利影响,并且有可能

是 HDL 的一种潜在作用,即阻止导致心血管疾病发
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展的脂质蓄积。 巨噬细胞中胆固醇流出改变其信

号途径机制的进一步揭示,以及质膜小凹在这一过

程中的功能和作用的进一步阐明[20],将大大促进人

们对 CD36 表达调节途径的认识。
因为 CD36 是 As 的潜在治疗靶点,所以了解抑

制或下调 CD36 表达的机制非常重要[21]。 Voloshy鄄
na 等[22]证实,HDL 增加巨噬细胞 PPAR酌 表达、转
录和磷酸化,抑制巨噬细胞 CD36 的表达,抑制细胞

脂质蓄积,并呈一种剂量依赖效应。 HDL 也许是通

过促进胆固醇流出而激活丝裂原活化蛋白激酶

(MAPK)信号途径,使 PPAR酌 磷酸化增加而抑制

CD36 的表达[22,23]。 本实验中发现,高糖增强了

PPAR酌 的表达,而对 HDL 作用下的 PPAR酌 磷酸化

有降低的趋势,磷酸化 PPAR酌 与 PPAR酌 的比例明

显减少,而 CD36 的表达显著上调。 本实验研究结

果提示,高糖也许是通过上调 PPAR酌 的表达,降低

PPAR酌 的磷酸化水平,使 HDL 抑制 CD36 表达的作

用减弱,从而 CD36 的表达上调。 同时也提示,CD36
可能是糖尿病性心血管病的防治靶点。
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