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荧光标记胆固醇用于测定人单核巨噬细胞脂质外流
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[摘摇 要] 摇 目的摇 利用荧光标记的胆固醇(NBD鄄胆固醇)建立测定人巨噬细胞胆固醇外流的新方法,并与传统同

位素标记胆固醇的测定方法进行比较。 方法摇 提取受试者外周血单核细胞分化为人巨噬细胞。 体外培养人单核

细胞系 THP鄄1 及鼠单核细胞系 J774。 以不同浓度的 NBD鄄胆固醇孵育 THP鄄1 细胞,观察胆固醇浓度和孵育时间对

细胞摄取的影响。 用荧光酶标仪测定荧光信号强度以反映胆固醇摄取和外流。 分别在三种细胞中测量 NBD鄄胆固

醇外流率,并在原代人巨噬细胞中观察与同位素标记胆固醇外流率的相关性。 结果摇 NBD鄄胆固醇孵育细胞后迅速

分布于细胞器中,但不进入细胞核。 细胞对 NBD鄄胆固醇的摄取有浓度依赖性,但达峰时间不受浓度影响。 NBD鄄胆
固醇外流率在各种巨噬细胞中呈现相似趋势,由载脂蛋白 A1 和高密度脂蛋白诱导的外流率在诱导外流 4 h 达到

平台期。3H鄄胆固醇外流率在人巨噬细胞中与 NBD鄄胆固醇外流率显著相关( r = 0郾 968, P < 0郾 001)。 结论摇 NBD鄄胆
固醇是一种有效的、敏感且环保的探针,可替代同位素标记的胆固醇用于巨噬细胞外流率的测定。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 In this study, fluorescence labeled cholesterol (NBD鄄cholesterol) was used to establish a new
method to evaluate the cholesterol efflux, and compared NBD鄄cholesterol with 3H鄄cholesterol in assay of cholesterol efflux.
Methods摇 Isolated human peripheral blood monocyte cells from volunteers were differentiated into human macrophages. 摇
Human monocyte line THP鄄1 and mouse monocyte line J774 cells were cultured in vitro. 摇 THP鄄1 macrophages were incu鄄
bated with different concentrations of NBD鄄cholesterol to choose an optimistic concentration and incubation time. 摇 NBD鄄
cholesterol efflux rate was evaluated from three different kinds of macrophages. 摇 NBD鄄cholesterol uptake and efflux rate
were reflected by fluorescent intensity measurement by multi鄄label counter. 摇 The NBD鄄cholesterol efflux capacity in human
macrophages was estimated by the correlation to 3H鄄cholesterol efflux in human macrophages. 摇 摇 Results摇 NBD鄄choles鄄
terol distributed rapidly into cells organelles except nucleus. 摇 Uptake of NBD鄄cholesterol in THP鄄1 macrophages was con鄄
centration dependent, but time to plateau was not dependent on concentration. 摇 NBD鄄cholesterol efflux rate reflected an
appropriate cholesterol efflux rate in human macrophages, THP鄄1 macrophages and mouse macrophages. 摇 Both apolipopro鄄
tein A1 mediated and HDL mediated 3H鄄cholesterol efflux rates were significant correlated to NBD鄄cholesterol efflux rate in
human macrophages ( r = 0郾 968, P < 0郾 001). 摇 摇 Conclusion摇 NBD鄄cholesterol was a useful, sensitive and environmen鄄
tal protective probe for assay of human macrophage cholesterol efflux rate.

摇 摇 胆固醇逆转运(RCT)是将外周组织中过剩的

胆固醇经由高密度脂蛋白(HDL)转运至肝组织的

过程。 巨噬细胞胆固醇外流是胆固醇逆转运的起

始步骤[1] 。 Ross[2]提出动脉粥样硬化(As)与脂质
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沉积有关。 脂质过量沉积的巨噬细胞是动脉粥样

硬化斑块中的主要细胞成分。 有证据表明,游离胆

固醇能够引起细胞凋亡[3],巨噬细胞胆固醇外流率

和颈动脉内膜厚度相关[4]。 因此,在 As 中评价巨

噬细胞的胆固醇外流功能局部代表了胆固醇逆转

运能力,有助于进一步了解 As 的发展过程。
人单核巨噬细胞系 THP鄄1 和鼠巨噬细胞系

J774 常用于巨噬细胞体外功能研究。 细胞吞噬同

位素标记的胆固醇,以不同的接受体诱导外流是测

定胆固醇外流的常用方法。 同位素氕标记的胆固

醇( 3H鄄胆固醇)是目前测量胆固醇外流率的金标

准,但由于核废弃物的处理和繁琐的步骤限制了广

泛应用。 荧光标记的胆固醇 ( NBD鄄胆固醇) 是将

NBD 荧光基团标记于胆固醇烷基基团,根据连接位

置不同目前有三种商品化的 NBD鄄胆固醇,分别为

NBD 荧光基团连接于胆固醇第 22 位碳侧链上(22鄄
NBD鄄胆固醇)、NBD 荧光基团通过不同长度的碳链

(C6 和 C12)连接于胆固醇的 3茁 羟基端及 NBD 荧

光基团连接于胆固醇第 25 位碳侧链上(25鄄NBD鄄胆
固醇)。 其共同特点为在波长为激发光 469 nm 和

发射光 537 nm 处发出绿色荧光,荧光强度和胆固醇

浓度成正比[5,6]。 NBD鄄胆固醇为环境敏感物质,微
溶于水,溶于非极性液体。 目前多用于固醇载体蛋

白和类固醇生成急性期调节蛋白的研究中[7,8],也
有用于研究细胞对脂质的胞吞作用中[9],在测量胆

固醇外流中尚无报道。 因此,本研究选取与天然胆

固醇结构和分子量最为接近的 22鄄NBD鄄胆固醇,以
期建立测定巨噬细胞胆固醇外流的新方法。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 材料

摇 摇 人单核细胞系 THP鄄1 和鼠单核细胞系 J774 购

自中国医学科学院基础所;RPMI1640 培养基购自

Gibco 公司;佛波酯(PMA)、巨噬细胞集落刺激因子

(M鄄CSF)、NBD鄄胆固醇、载脂蛋白 A1 (ApoA1) 及

HDL 购自 Sigma 公司;人单核细胞分离液购自天津

灏阳公司。
1郾 2摇 THP鄄1 和 J774 细胞培养

以含 20%胎牛血清的 RPMI1640 培养基体外培

养 THP鄄1 和 J774 细胞。 以 2 伊 106 个细胞接种于 12
孔板,100 滋g / L PMA 诱导 THP鄄1 细胞分化为巨噬

细胞。 以不同浓度的 NBD鄄胆固醇(0郾 1、1、5 及 10
滋mol / L)溶解于无酚红的 RPMI1640 培养基中干预

细胞。 THP鄄1 分化为巨噬细胞后, 以 5 滋mol / L

NBD鄄胆固醇孵育液干预 50 mg / L ox鄄LDL 或 ac鄄LDL
负载的细胞。 以清道夫受体 B1 ( SR鄄B1) 抑制剂

BLT鄄1 预孵育细胞 2 h 后,与 NBD鄄胆固醇共孵育。
在不同时间点收集细胞,以 0郾 1% Triton鄄X100 裂解

细胞,测定荧光强度(FI)。
NBD鄄胆固醇测定细胞胆固醇外流,以 5 滋mol / L

NBD鄄胆固醇孵育细胞 4 h 后,以 PBS 缓冲液洗涤细

胞 3 次,分别以含有 ApoA1 和 HDL 的诱导外流液干

预细胞。 在不同时间点(30 min、1 h、2 h、4 h、6 h 和

8 h)收集诱导外流液和细胞裂解液,测定 FI。
1郾 3摇 原代人外周血单核细胞的分离及培养

受试者签订知情同意后,留取 30 mL 肝素抗凝

外周血,密度梯度离心法提取人外周血单核细胞,
流式细胞仪 CD14 抗体鉴定细胞活力并确保纯度大

于 85% 。 10 滋g / L M鄄CSF 诱导分化为巨噬细胞用于

胆固醇外流的测定。
1郾 4摇 FI 的测定

NBD鄄胆固醇浓度与其荧光信号强度成正比。
以细胞裂解液 FI 反映细胞对 NBD鄄胆固醇的摄取。
以诱导外流液和细胞裂解液的 FI 计算外流率。 将

细胞裂解液和诱导外流液 12000 g 离心 10 min,除
去细胞碎片,以 96 孔黑色酶标板在荧光酶标仪激发

光 469 nm 和发射光 537 nm 处测定 FI。 胆固醇外流

率 =诱导外流液 FI / (诱导外流液 FI + 细胞裂解液

FI) 伊 100% 。
1郾 5摇 3H鄄胆固醇外流率的测定

以含有 1 mCi / L 3H鄄胆固醇和 10% FBS 的培养

基孵育细胞 12 h。 弃胆固醇孵育液,PBS 洗涤细胞

3 次,用 0郾 2% FBS 的培养基同步化 2 h。 分别以含

有 ApoA1 和 HDL 接受体的诱导外流液孵育细胞 4
h。 收集外流液和细胞裂解液与闪烁液避光共孵育

24 h 后,于 Beckman 液闪计数仪进行液闪计数。 胆

固醇外流率 = 外流液计数 / (外流液计数 + 裂解液

计数) 伊 100% 。
1郾 6摇 统计学方法

数据以x 依 s 表示, GraphPad prism 4 软件用于

统计分析及绘图。 组间比较用单因素方差分析,相
关分析用 Deming regression 法。 P < 0郾 05 为差异有

统计学意义。 各组数据重复 3 次。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 THP鄄1 巨噬细胞对 NBD鄄胆固醇的摄取

摇 摇 在 0郾 1 滋mol / L 浓度组,20 min 后 FI 值升高(P
= 0郾 039),30 min 后 FI 值显著增加(P < 0郾 01);摄
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入曲线表明,胆固醇浓度越高,FI 值越高,巨噬细胞

对胆固醇的摄入有浓度依赖性。 在各浓度组中,胆
固醇摄入曲线呈 S 型,FI 值在胆固醇孵育细胞 6 h
后不再增高,NBD鄄胆固醇摄入达平台期时间不受胆

固醇浓度的影响(图 1A)。 细胞吞噬 NBD鄄胆固醇

后均匀分布于细胞器,而 NBD鄄胆固醇并不进入细胞

核(图 1B 和 1C)。 根据上述结果,本研究采用 5
滋mol / L NBD鄄胆固醇、孵育时间 4 h,测定人巨噬细

胞胆固醇外流率。

图 1. THP鄄1 巨噬细胞对 NBD鄄胆固醇的摄取 摇 摇 图 1A 分别

以 0郾 1、1、5 和 10 滋mol / L NBD鄄胆固醇孵育液作用细胞,在不同时间

点收集细胞裂解液测定 FI 值。 图 1B 和 1C 分别以 0郾 1 和 1 滋mol / L
NBD鄄胆固醇孵育液作用细胞,30 min 后荧光显微镜拍照( 伊 200)。

Figure 1. THP鄄1 macrophages on the uptake of NBD鄄cho鄄
lesterol

2郾 2摇 修饰的 LDL 和 BLT鄄1 对巨噬细胞 NBD鄄胆固

醇摄取的影响

5 滋mol / L NBD鄄胆固醇孵育细胞 30 min 后,负
载 ac鄄LDL 的巨噬细胞 FI 值显著高于无负载组(P <
0郾 01)。 负载 ox鄄LDL 的巨噬细胞对 NBD鄄胆固醇的

摄取与无负载的细胞相比明显受抑制(P < 0郾 01;图
2A)。 巨噬细胞与 BLT鄄1 预孵育 2 h,以 0郾 1 滋mol / L
NBD鄄胆固醇孵育液作用细胞,BLT鄄1 在各个时间点

显著抑制 NBD鄄胆固醇的摄入(图 2B),提示巨噬细

胞对 NBD鄄胆固醇的摄取可能主要通过 SR鄄B1
调节。

图 2. 修饰的 LDL 和 BLT鄄1 对巨噬细胞摄取 NBD鄄胆固醇的

影响摇 摇 图 2A 以 50 mg / L ac鄄LDL 或 ox鄄LDL 预孵育 THP鄄1 诱导的

巨噬细胞 2 h,再以 5 滋mol / L 胆固醇干预细胞,在不同的时间点测定

FI 值。 图 2B 以 100 滋mol / L BLT鄄1 预孵育细胞 2 h,加入 0郾 1 滋mol / L
NBD鄄胆固醇共孵育细胞,不同时间点收集细胞裂解液测定 FI 值。

Figure 2. The effects of modified LDL and BLT鄄1 on the
uptake of NBD鄄cholesterol of macrophages

2郾 3摇 NBD鄄胆固醇在人原代巨噬细胞、人单核细胞

系 THP鄄1 和鼠巨噬细胞系 J774 中的外流率

在三种不同细胞中,以 ApoA1 为接受体的

NBD鄄胆固醇外流率曲线形态一致,胆固醇外流率

1 h内快速增高,2 h ~ 4 h 随诱导外流时间延长而增
加,4 h 达到平台期,人巨噬细胞的外流率高于单核

细胞系的外流率(图 3A)。 HDL 诱导的胆固醇外流

率在人原代巨噬细胞的外流率仍然高于巨噬细胞

系,HDL 诱导胆固醇外流曲线在 1 h 内快速增加,
2h ~ 4 h 曲线平缓上升,4 h 后达平台期(图 3B)。
2郾 4摇 3H鄄胆固醇和 NBD鄄胆固醇在人原代巨噬细胞

中外流率的相关性

用 Deming 回归分析相同个体的3H鄄胆固醇和

NBD鄄胆固醇外流率的相关性,结果显示 ApoA1 诱导
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的3H鄄胆固醇和 NBD鄄胆固醇外流率有显著相关性( r
= 0郾 939,P < 0郾 001;图 4A)。 在人巨噬细胞中,由
HDL 诱导的3H鄄胆固醇和 NBD鄄胆固醇外流率也表

现为显著相关( r = 0郾 942,P < 0郾 001;图 4B)。 NBD鄄
胆固醇可作为3H鄄胆固醇的替代物用与研究巨噬细

胞胆固醇外流。

图 3. 测定 NBD鄄胆固醇在不同细胞系以 ApoA1 和 HDL 为接

受体的胆固醇外流率摇 摇 图 3A 以含 50 mg / L ApoA1 诱导外流液

孵育细胞,计算不同时间点外流率。 图 3B 将含 20 mg / L HDL 诱导

外流液孵育细胞,计算不同时间点外流率。

Figure 3. Determination of NBD鄄cholesterol to ApoA1 and
HDL鄄 cholesterol efflux rate of receptor in the different
cell lines

3摇 讨摇 论

本研究中,细胞对 NBD鄄胆固醇的摄取虽然有浓

度依赖性,但摄入平衡不受饱和浓度的影响,各浓

度组在孵育 6 h 达到平台期。 这和文献报道在小鼠

肝脏细胞对 NBD鄄胆固醇的摄取相类似,但肝细胞在

孵育 10 min 后即达到平台期,这可能是由于各种细

胞对胆固醇摄取能力的不同[8]。 细胞对3H鄄胆固醇

图 4. NBD鄄胆固醇和3H鄄胆固醇在人原代巨噬细胞中的相关

性摇 摇 图 4A 以 50 mg / L ApoA1 诱导外流液作用细胞,分别测定胆

固醇外流率(n = 13)。 图 4B 以 20 mg / L HDL 诱导外流液作用细胞,
分别测定胆固醇外流率(n = 13)。

的摄入至少需要 12 h[10]。 在测定外流率时,还需要

同步化使之均匀分布于细胞器中。 在 THP鄄1 细胞

中,NBD鄄胆固醇孵育细胞 30 min 后,显微镜下可见

NBD 荧光分布于除细胞核以外的细胞器中。 NBD鄄
胆固醇与3H鄄胆固醇跨膜转运动力学的机制不同可

能是由于 NBD 标签连于胆固醇的亲水末端。 这种

快速分布易于高通量评价细胞胆固醇外流功能。
NBD鄄胆固醇在 THP鄄1 巨噬细胞的摄取主要通过

SR鄄B1 途径,这一结果与在小鼠肝细胞的结论一致,
但本研究发现负载 ox鄄LDL 和 ac鄄LDL 的巨噬细胞对

NBD鄄胆固醇的摄取能力不同;Storey 等[8] 研究发现

负载 LDL 和 HDL 的细胞对 NBD鄄胆固醇的摄取不

同,这说明同种细胞的不同状态也会影响 NBD鄄胆固

醇的摄取。 另有研究证实,ox鄄LDL 可能抑制 SR鄄B1
的表达,因此 ox鄄LDL 也可能通过抑制 SR鄄B1 降低对

NBD鄄胆固醇的摄取[11]。
长时间的胆固醇孵育,在细胞的酶类作用下,

胆固醇转化为胆固醇酯。 文献报道,在 NBD鄄胆固醇

孵育 24 h 后,只有 7郾 8%被酯化,且不影响荧光信号

强度[12]。 另有研究指出,摄入细胞的胆固醇中

96%以上的 NBD鄄胆固醇以非酯化的形式存在[13]。
因此,在测定细胞胆固醇外流研究中,短时间的
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NBD鄄胆固醇孵育不需要抑制胆固醇酯化,减少了测

定胆固醇外流的冗繁步骤。
在荧光光密度值测定中,值得注意的问题是自

发荧光的干扰。 酚红试剂是培养基中的一种酸碱

指示剂,它干扰荧光光谱测量。 NBD鄄胆固醇的摄取

和外流测定是基于荧光值的测定,因此我们以无酚

红的培养基降低背景荧光值。 有研究指出,影响荧

光强度测定干扰物质的荧光信号需要被淬灭后才

能进行荧光值的测定[14,15]。 因此,我们认为培养基

中某些成份的自发荧光光谱可能与 NBD 荧光光谱

相重叠,在进行荧光检测前需除外这些干扰因素的

影响。
细胞内胆固醇外流通路主要包括 ATP 结合盒

转运子、SR鄄B1 和水相扩散[16]。 ATP 结合盒转运子

中,ATP 结合盒转运子 A1(ABCA1)和 G1(ABCG1)
在巨噬细胞胆固醇外流中具有重要的调节作用[17]。
ABCA1 主要介导胆固醇外流至乏脂的脂蛋白 A1 接

受体 ApoA1[18],ABCG1 主要参与以 HDL 为接受体

的胆固醇外流[19],而 SR鄄B1 作用微弱[20]。 虽然巨

噬细胞胆固醇外流在胆固醇逆转运中所占比例并

不大,但许多研究表明,ABCA1 和 ABCG1 在胆固醇

逆转运中对 As 的发生发展起到保护作用[21鄄24]。 因

此,本研究以 ApoA1 和 HDL 为接受体,测定 NBD鄄
胆固醇外流率,能够很好的评价细胞 ABCA1 和 AB鄄
CG1 的功能。 在本研究中,以 50 mg / L ApoA1 作为

接受体,观察 NBD鄄胆固醇在 THP鄄1 诱导的巨噬细

胞中有适当的外流率,并发现在人巨噬细胞中由

ABCA1 介导的 NBD鄄胆固醇和3H鄄胆固醇测定的外

流率显著相关,这一结果与 Zhang 等[14] 的研究结论

不一致,Zhang 等认为在 THP鄄1 细胞中 NBD鄄胆固醇

不能用于测定 ABCA1 介导的胆固醇外流。 分析其

原因:淤在 THP鄄1 中,细胞摄取 NBD鄄胆固醇的平台

期较长,可能由于孵育时间不足导致 NBD鄄胆固醇在

细胞内没有达到饱和,影响了外流率的测定;于
ApoA1 作为胆固醇外流的接受体,其浓度过低会影

响外流率的测定;盂比较重要的问题,我们在前文

提到要排除其他物质自发荧光的干扰,Zhang 等的

研究中选用的细胞裂解液成分中含有十二烷硫酸

钠,有研究指出后者能淬灭荧光信号[15]。 虽然目前

在动物实验和人体研究中对 ABCG1 是否是 As 的保

护因子产生了争论[25,26],但联合敲除 ABCA1 和 AB鄄
CG1 会导致过量脂质沉积在组织中的巨噬细胞

内[21,27]。 在人巨噬细胞中,观察 ABCG1 介导 NBD鄄
胆固醇外流至 HDL 接受体与3H鄄胆固醇的外流率也

有显著的关联。 因此我们得出结论,NBD鄄胆固醇可

用于反映 ABCA1 及 ABCG1 介导巨噬细胞外流的功

能,替代放射性物质标记的胆固醇测定细胞外流

率。 近年来,出现了其他荧光标记的胆固醇用于胆

固醇与细胞相互作用的研究中,如 DHE、BODITY 和

绿色荧光蛋白标记物等[14,28,29],这些新的荧光标记

胆固醇在不同的细胞内均表现出良好的潜质,替代

放射性物质标记的胆固醇用于脂质的细胞间相互

作用的研究。
近期研究证实巨噬细胞的胆固醇外流功能与

心血管疾病相关,胆固醇外流功能以及颈动脉内膜

厚度是冠心病的预测因子[4];糖尿病患者巨噬细胞

胆固醇外流率明显下降[30],巨噬细胞胆固醇外流功

能有可能成为 As 相关疾病的独立预测因子。 NBD鄄
胆固醇可作为一种高通量,环保且能模拟天然胆固

醇的物质,用于巨噬细胞胆固醇外流功能测定,有
助于了解 As 疾病的发展过程。
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