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Abstract　 In tracellu la r accum u la t ion of cho lestero l in vascu lar w all cells is crit ica l in a thero scle2
ro sis. HDL cau ses cho lestero l eff lux ing from endo thelia l cells, m acrophages and fib rob lasts. To
study the effect on cho lestero l eff lux ing from cu ltu red hum an arteria l sm oo th m u scle cells
(SM C) by ox id ized HDL (OX2HDL ) , effect of na t ive HDL (N 2HDL ) and OX2HDL on 3H 2cho les2
tero l eff lux ing from cu ltu red SM C by loading cu ltu red hum an arteria l SM C w ith 3H 2cho lestero l
w as invest iga ted. T he resu lts show ed tha t 3H 2cho lestero l eff lux ing capacity from cu ltu red SM C
w as 4416% after incubat ing 24 hou rs w ith N 2HDL and w as no t increased by fu rther incubat ing 48
and 72 hou rs w ith N 2HDL. 3H 2cho lestero l eff lux ing capacity from SM C decreased sign if ican t ly af2
ter SM C incubat ing 24, 48 and 72 hou rs w ith OX2HDL com pared w ith N 2HDL ( 1416% vs
4416% , 2313% vs 4412% , 3014% vs 4312% respect ively, a ll P < 0101). T he resu lts suggest tha t
OX2HDL decrease sign if ican t ly 3H 2cho lestero l eff lux ing from cu ltu red hum an SM C and m ay p lay
an im po rtan t ro le in a thero sclero sis.
Key words　H igh den sity lipop ro tein, O x ida t ive m odifica t ion, Cu ltu red hum an sm oo th m u scle
cells, Cho lestero l eff lux

　　大量研究显示, 高密度脂蛋白 (h igh den sity

lipop ro tein, HDL ) 具 有 抗 动 脉 粥 样 硬 化

(a thero sclero sis, A S) 作用. 这是由于 HDL 能够促

进外周组织如血管壁内皮细胞、平滑肌细胞

( sm oo th m u scle cell, SM C)及巨噬细胞储集的胆固

醇流出, 并将其转移到肝脏通过胆汁分泌而排出体

外[ 1 ] , 这一过程通常称为胆固醇的逆向转运. 在此过

程中, HDL 首先通过与相应细胞上的 HDL 受体结

合, 介导胆固醇从细胞流出. 这是 HDL 抗A S 的重

要原因. HDL 氧化修饰后, 这一作用是否有改变, 引

起人们关注. 研究发现氧化修饰 HDL (ox id ized

HDL , OX2HDL ) 可使巨噬细胞胆固醇流出减少[ 2 ].

OX2HDL 可显著减少培养的人成纤维细胞及泡沫

细胞胆固醇的流出. 血管壁细胞胆固醇堆积可能是

A S 发生的重要原因, 血管壁细胞 (内皮细胞、平滑

肌细胞及巨噬细胞)胆固醇的堆积, 促使这些细胞转

化为泡沫细胞, 导致A S 脂纹及斑块的形成. 然而,

国内外文献中尚未见有关OX2HDL 对培养人主动

脉 SM C 胆固醇流出影响的报道. 为此, 本研究在建

立人主动脉 SM C 体外培养方法的基础上, 观察了

OX2HDL 对培养人 SM C 胆固醇流出的影响. 为阐

明OX2HDL 致A S 的作用机制奠定基础.

1　材料与方法

111　人血浆 HDL 的制备、氧化修饰及鉴定

11111　人血浆 HDL 的制备: 新鲜人血浆购自成都

市中心血站, 人血浆HDL 采用本室张林华等[ 3 ]一次



性密度梯度超速离心法制备. 按改良L ow ry 法测定

纯化的 HDL 蛋白质含量. 分离的 HDL 置含012%

ED TA 的 PBS 透析48 h. 超滤除菌后4℃保存.

11112　HDL 的氧化修饰: HDL 氧化修饰按 L a

等[ 4 ]的方法, 将 HDL (2 m göm l) 置10 Λm o löL Cu2+

的 PBS 中, 37℃温育24 h.

11113　共轭二烯紫外吸收测定 (CD 测定) : 在234

nm 波长下, 用日本岛津UV 2120202型紫外分光光

度仪测定光吸收值.

11114　硫代巴比妥酸反应物质 (TBA R S) 测定: 在

激发光为515 nm , 发射光为550 nm 条件下按荧光

法[ 5 ]置于日本岛津 R F2510荧光分光光度仪测定荧

光强度值.

11115　琼脂糖凝胶脂蛋白电泳: 先用苏丹黑B 预

染天然的和氧化的 HDL 组分, 然后用015% 琼脂糖

凝胶在70～ 80V 下电泳20～ 30 m in.

112　人主动脉 SM C 的培养

水囊引产胎儿, 男性, 胎龄18周, 引产后立即取

材, 贴块法原代培养及传代培养. 实验所用为培养人

SM C 为第10～ 15代细胞.

113　天然 HDL (Na tive HDL , N-HDL )和氧化修饰

HDL (Ox id ized HDL , OX-HDL ) 对培养人主动脉

SM C 中3H-胆固醇流出的影响

11311　细胞负荷3H 2胆固醇: 10 ΛC i 3H 2胆固醇加到

已灭活的小牛血清5 m l, 混匀. 37℃过夜后将此血清

与DM EM 配制成25% 完全培养基. 向 SM C 培养瓶

内加3 m l 3H 2胆固醇完全培养基ö瓶, 继续在 (5%

CO 2, 95% 空气, 37℃)CO 2培养箱内培养72 h.

11312　细胞3H 2胆固醇的清除: 将上述标记细胞培

养瓶的培养基弃去, 用 H ank 氏液洗细胞3次, 分别

加含终浓度为50Λg 脂蛋白öm l 的 N 2HDL 及OX2
HDL 的3% 人L PD S 无血清培养基3 m l 为N 2HDL

组和OX2HDL 组; 另加3%L PD S 的无血清培养基3

m l 作为对照组, 37℃, CO 2培养箱分别培养24、48和

72 h.

11313　细胞和培养液中放射活性检测: 收集以上各

瓶培养液. 贴壁细胞用H ank 氏液洗两遍按常规消化

吹打细胞, 吸出消化下的细胞悬液至离心管离心 (1

500 röm in, 10 m in) 弃上清, 加1 m l 生理盐水, 将细

胞混悬. 然后以脂质抽提液分别抽提培养液和细胞悬

液各1 m l, 分相后静置10 m in 吸取上相液015 m l 至

闪烁杯中, 加闪烁液 (PO PO P 100 m g、PPO 1 g、二甲

苯1 000 m l) 5 m l, 暗适应30 m in 在 FJ 2107P 液体闪

烁计数器测各组的每分钟计数 (CPM ). 细胞胆固醇

清除率以培养液的CPM 和总的 (培养液+ 细胞中)

CPM 比值的百分数表示. 取3瓶的均数计算 SM C 胆

固醇清除率. 重复实验5～ 6次.

DM EM 培养基 ( Gibco, BRL ) , CO 2 培养箱

(QU EN E, U SA ) , H EPES (M erck) , [ 723H ]2胆固

醇 (中国科学院上海原子能研究所) , FJ 2107P 液体

闪烁计数器 (西安二六二厂) , 其它化学试剂均为国

产分析纯.

2　结　　果

211　OX-HDL 的鉴定

21111　琼脂糖凝胶电泳鉴定: 见 F ig. 1.

F ig. 1　A garo se gel electropho resis

11OX2HDL ; 21N 2HDL ; 31OX2LDL ; 41N 2LDL ; 51N o rm al

hum an serum

由 F ig. 1可见, N 2HDL 与正常人血清 HDL 电

泳迁移率一致, 而OX2HDL 则明显增加.

21112　硫代巴比妥酸反应物质 (TBA R S) 及共轭二

烯 (CD )鉴定: 见 T ab le 1.

Table 1　 Iden tificat ion of ox idized HDL by TBA R S and CD

N o

n (TBA RS per m g

p ro tein) önmo l
A 234nm (CD per m g p ro tein)

N 2HDL OX2HDL N 2HDL OX2HDL

1 0179 3145 0172 1195

2 0172 3138 0167 1191

3 0175 3151 0171 1198

4 0178 3140 0179 1196

5 0183 3152 0168 1189

6 0184 3161 0170 1194

x ±s
01785±

01046

31478±
010863

01712±
01073

11938±
010333

　　3 　Compared w ith N 2HDL , P < 0101

由 T ab le 1可见, OX2HDL 在234 nm 光吸收

(CD )及 TBA R S 值均显著高于N 2HDL (P < 0101).
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HDL 发生了氧化修饰, 其 234 nm 光吸收值及

TBA R S 值均增加, 由 F ig. 1可见, OX2HDL 电泳迁

移率显著大于N 2HDL , 表明本实验所用OX2HDL

符合要求.

212　N-HDL 及OX-HDL 对培养人 SM C 胆固醇流

出的影响

N 2HDL 及OX2HDL 与人 SM C 保温24、48和72

h 之后, 细胞胆固醇清除率见 T ab le 2.

Table 2　3H 2cho lestero l efflux ing capacity from cu ltu red hum an arteria l SM C stim u lated by N 2HDL and OX2HDL (% )

N o
Contro l N 2HDL OX2HDL

24 h, 48 h, 72 h (x ) 24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h

1 0123 44194 43182 42126 14132 23157 30112

2 0124 45132 44152 43198 15121 24115 29138

3 0121 47110 46110 45142 14158 22182 31142

4 0125 43126 42159 41134 16103 23143 31110

5 0122 42146 44110 43115 13121 22114 31110

x±s 0123±0102 44162±11821) 44123±11271) 43123±11571) 14167±11051) , 2) 23122±01821) , 2) 30145±01821) , 2)

　　1)Compared w ith contro l group; P < 0101　2)Compared w ith co rresponding N 2HDL group , P < 0101

　　由 T ab le 2可见, 对照组的3H 2胆固醇清除率几

乎为0 (0123% ). N 2HDL 与培养人动脉 SM C 保温

24 h, 即可使 SM C 的3H 2胆固醇流出44162% ; 继续

保温至72 h, 流出未见增加 (43123% ). 而OX2HDL

与 SM C 保温24、48及72 h, 其细胞胆固醇清除率显

著降低, 与N 2HDL 组比较, 其胆固醇清除率分别下

降了67112%、47150% 及29156% , (P < 0101). 这表

明 N 2HDL 具有使 SM C 胆固醇流出的作用, 而

HDL 一旦氧化修饰后, 即显著降低 SM C 胆固醇的

流出.

3　讨　　论

311　HDL 的重要生理功能是将外周组织细胞胆固

醇转运到肝脏. 胆固醇逆向转运的第一步是胆固醇

自肝外细胞包括动脉壁细胞如 SM C 及巨噬细胞流

出. HDL 分子中的 apoA É 是胆固醇从细胞流出不

可缺少的接受体 (accep to r). 关于 HDL 促进血管

SM C 及巨噬细胞胆固醇流出的机理还不清楚. 目

前, 多数报道认为, HDL 与细胞膜受体结合后, 与细

胞膜作用形成瞬时非极化通道, 胆固醇由该通道流

出胞外[ 6 ]. 由于卵磷脂2胆固醇脂酰基转移酶在胆固

醇逆向转运过程中起着重要作用, 使 HDL 能持续

接收从外周组织细胞转移来的胆固醇. 而 HDL 分

子中的 apoA É 是该酶的激活剂, 另 apoA É 又是

HDL 受体的配体, 因此, 占HDL 蛋白质60%～ 70%

的 apoA É 在细胞胆固醇流出起着重要作用. 国外研

究表明, HDL 具有使胆固醇从内皮细胞, 巨噬细胞

及成纤维细胞流出的作用, 并发现 HDL 经过氧化

修饰之后, 如体外Cu2+ 、丙二醛及 Χ射线使HDL 发

生氧化, OX2HDL 可使培养巨噬细胞, 成纤维细胞

及泡沫细胞胆固醇流出减少[ 7 ].

312　本研究显示, N 2HDL 与人 SM C 保温24 h, 可

将 SM C 内近一半的胆固醇转移出细胞外 (胆固醇

清除率为4416% ) , HDL 这种促使胆固醇从 SM C 流

出的效率较高. 而 HDL 经 Cu2+ 介导发生氧化修饰

后, 其细胞胆固醇清除率显著降低, ( 4416% vs

1417% P < 0101). 这可能由于HDL 经过氧化修饰

后, 其 apoA É 变性, 产生寡聚 apoA É , 丧失了接受

从细胞流出胆固醇的能力[ 6 ].

313　本研究还表明, N 2HDL 与 SM C 保温24 h, 胆

固醇清除率已达到最大. 而OX2HDL 与人 SM C 保

温24、48及72 h, 其细胞胆固醇流出随保温时间延

长, 而 逐 渐 增 加, 分 别 为 14132%、23157% 及

30112%. 这可能是OX2HDL 具有细胞毒所致. H u r2
tado 等[ 8 ]及A lom ar 等[ 9 ]分别报道, OX2HDL 对巨

噬细胞和淋巴细胞有细胞毒性作用. 我们发现N 2
HDL 与人 SM C 培养时间长达72 h, 光镜下观察亦

未见细胞形态异常. 而OX2HDL 与人 SM C 保温24

h 后, 镜下即可见细胞膜不平整, 有些细胞出现空

泡. 推测OX2HDL 对人 SM C 有细胞毒作用. 由于

OX2HDL 的细胞毒作用可引起细胞膜通透性增加,

因而细胞内胆固醇外流增加; 因此保温时间愈长、细

胞膜损伤愈大, 因而流出愈多.
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