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【摘) 要】目的：研究小凹蛋白在清道夫受体 PF 介导的巨噬

细胞源性泡沫细胞形成过程中的作用0 方法：用 %’ 5B V : 氧

化型低密度脂蛋白（;R#:T:）与巨噬细胞共同孵育不同时间0
清道夫受体 PF 反义寡核苷酸、H+, 阻断剂 NW$"$!&" 预处理

巨噬细胞，然后给予 %’ 5B V : ;R#:T: 处理 $( >0 U2DG2C@ Q3;G
法检测清道夫受体 PF 和小凹蛋白的表达0 高效液相色谱法

检测细胞内胆固醇的含量，油红 Y 染色观察细胞内脂滴的形

成情况0 结果：经 %’ 5B V : ;R#:T: 处理巨噬细胞不同时间，;R#
:T: 呈时间依赖性促进清道夫受体 PF 的表达，而呈时间依赖

性抑制小凹蛋白的表达0 用清道夫受体 PF 反义寡核苷酸抑

制清道夫受体 PF 的表达，小凹蛋白的表达明显增加0 该组细

胞内胆固醇含量为（!!& \ %）5B V B，与 ;R#:T: 处理组比较显

著减少（1 [ "0 "!），细胞内脂滴亦明显减少0 H+,ZPH] 抑制

剂 NW$"$!&" 能明显抑制清道夫受体 PF 的表达，而增加小凹

蛋白的表达0 NW$"$!&" 处理组细胞内胆固醇含量为（!%+ \
!(）5B V B，与 ;R#:T: 处理组比较显著减少（1 [ "0 "!），细胞内

脂滴亦明显减少0 结论：小凹蛋白与清道夫受体 PF 协同参与

了 ;R#:T: 诱导的巨噬细胞泡沫化的形成过程0
【关键词】小凹；蛋白；清道夫受体 PF；氧化性低密度脂蛋白；

巨噬细胞；泡沫细胞
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FG 引言

泡沫细胞的形成是动脉粥样硬化发生发展的核

心环节0 巨噬细胞和平滑肌细胞表面的清道夫受体

PF（D?6K2@B2C C2?2MG;C PF，NO#PF）能不断摄取修饰的

脂蛋白，致使胆固醇及胆固醇酯在细胞内聚集，是泡

沫细胞形成的重要机制之一［!］0 同时，氧化型低密度

脂蛋白（;R#:T:）损伤细胞的胆固醇自平衡机制，抑

制胞内胆固醇流出，是泡沫细胞形成的另一重要机

制［$］0 但细胞摄取胆固醇和胆固醇酯的同时，为什么

会导致胆固醇流出障碍尚不清楚0 小凹（/6K2;362）及

小凹蛋白（?6K2;37@#!）是存在于细胞膜上的特异性内

陷结构，在介导细胞内胆固醇的转运和流出、维持细

胞内外胆固醇平衡过程中起着重要的作用［+ ^ (］0 本

研究我们探讨了小凹蛋白在 NO#PF 介导的巨噬细胞
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源性泡沫细胞形成过程中的作用!

!" 材料和方法

!! !" 材料" 小凹蛋白 " 抗体（#$%&’(，)*+,- 公司，美

国）、)./01（%2&）抗体（)34563$ 公司，英国）；78& 阻

断剂 )9%:%"’:（;-<=*5$>3, 公司，美国）! 其他试剂

均为 国 产 分 析 纯! 鼠 源 单 核 细 胞 源 性 巨 噬 细 胞

.0?%@(! A 细 胞（ 中 科 院 上 海 细 胞 生 物 所 细 胞 中

心）；蛋白电泳系统（美国 9*5 .-B 公司）；&:7/A 型超

速离心机（日本 C*6-$>* 公司）；高效液相色谱仪（ 美

国惠普公司）；自动凝胶成像系统（美国 DE7 公司）!
!! #" 方法

"! %! "F .0?%@(! A 细胞培养及分组F 用含 ":: ,G H
G 小牛血清的 IJKJ 培养液调细胞密度至 " L ":A H
G，%( > 后换入 " ,G H G 小牛血清的 IJKJ 培养液，处

理前细胞静止 %( >! 实验分为：空白对照组、5M/GIG
处理组、)./01 正义寡核甘酸处理组、)./01 反义寡核

甘酸处理组及 )9%:%"’: 处理组!
"! %! %F 低密度脂蛋白的制备及修饰F 正常人血浆低

密度脂蛋白采用序列超速离心法制备［N］! 所得天然

低密度脂蛋白置于 79) 溶液中，(O 透析 8@ >；再放

入含 ": !,5< H G ;P)Q( 的 79) 溶液（RC A! %），8AO
透析 %: > 进行氧化修饰! 5M/GIG 置于 ":: !,5< H G
KIS0 的 79) 中，(O透析 %( >，终止氧化!
"! %! 8F )./01 寡核苷酸的设计和合成F )./01 反义

寡核苷酸（ )./01 0)/QIT）序列为：NU/S0;;S;VS/
;0;;;S0VSV000/8U! 为了排出 )./01 0)/QTI 可

能的非 特 异 性 作 用，设 立 了 )./01 正 义 寡 核 苷 酸

（)./01 T)/QTI）对照序列! )./01 T)/QTI 的序列

为：NU/0SVV0V;0VSVVV0S;0;SSS/8U! 寡核苷酸均

进行全硫代磷酸化修饰，由上海生工生物工程公司合

成! 使用时 )./01 0)/QTI 和 )./01 T)/QTI 的终浓

度均为 ": !,5< H G!
"! %! ( F ?3#634W =<56 印迹法检测小凹蛋白及 )./01
蛋白表达F 收集细胞，(::: ! 离心，9;0 试剂测定蛋

白含量，用 ": + H G )I)/聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，转

膜，封闭；按 " X"::: 加入鼠抗人 $-Y3<*W/" 一抗或按

"X"::加入鼠抗人 )./01（%2&）一抗，(O 过夜；"X%:::
加入辣根过氧化物酶标记羊抗鼠二抗，室温 " >；显

影! 用 G-=Z54[# 图像分析系统对 ?3#634W =<56 结果进

行吸光度扫描并分析!
"! %! NF 油红 Q 染色F 将细胞培养于预先放有无菌

盖玻片的 @ 孔培养板，处理结束后用 79) 冲洗盖玻

片 8 次，每次 N ,*W，N:: ,G H G 异丙醇固定 " ,*W，油

红 Q 染色 ": ,*W，蒸馏水冲洗 8 次，每次 " ,*W，苏木

素染色 N ,*W，分色和返蓝后，C710)/"::: 型图像分

析系统收集图像!
"! %! @F 细胞内胆固醇的检测F 待细胞处理结束后，

79) 洗 8 遍，加入 " !,5< H G T-QC N:: !G，反复冻融

8 次裂解细胞，蛋白定量后，A! % + H G 三氯乙酸沉淀蛋

白，&:: ! 离心 ": ,*W，留上清进行胆固醇检测! 以豆

甾醇为内标并作标准曲线，取 ":: !G 上清液，加入

&! ’ ,5< H G \QC 溶液 %:: !G，水解胆固醇酯后为细胞

内总胆固醇样品! 各样品分别与内标样混匀，用正已

烷和无水乙醇抽提后，"! N ,5< H G 的三氧化铬进行氧

化衍生并真空干燥，":: !G 乙晴/异丙醇（&: X%:）溶

解样品，上样于高效液相色谱仪! 采用 ;/"& 柱，柱温

(O，流速 " ,G H ,*W，%N: W, 紫外光检测，胆固醇以

峰面积定量，内标校准，以细胞蛋白中的含量 ,+ H +
为单位!

统计学处理：实验数据以 " # $ 表示，由 )7))
"8! :统计软件完成!

#" 结果

#$ !" %&’()( 不同作用时间对 *+’,- 及小凹蛋白表

达的影响 " 随着 5M/GIG AN ,+ H G 作用时间的延长，

)./01 的表达呈时间依赖性递增，其峰值在 %( >! 而

5M/GIG AN ,+ H G 抑制小凹蛋白的表达，处理时间越

长，抑制作用越明显（图 "）!

图 "F 5M/GIG 作用不同时间对 )./01 及小凹蛋白表达的影响

（% ] 8）

#$ #" *+’,- ,*’.)/，012 阻断剂 *3#4#!54 对 *+’
,- 及小凹蛋白表达的影响" )./01 0)/QIT 处理组

的 )./01 表达明显减少，小凹蛋白的表达则显著增

加，与 5M/GIG 处理组比较有显著性的统计学差异

（图 %）! R8& 阻断剂 )9%:%"’: 处理组 )./01 表达减

少，而 ;-Y35<*W/" 表达相应增加（图 %）!
#! 1 " 细胞内胆固醇含量的变化 " 巨噬细胞经 5M/
GIG AN ,+ H G 处理 %( > 后，胞内胆固醇含量显著增

加，由（@@ ^ @）,+ H + 上升至（%:( ^ N）,+ H +! 油红 Q
染色可 见 细 胞 内 大 量 脂 滴 形 成! 经 R8& 阻 断 剂
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!"#$#%&$ 和 !’()* 反义寡核苷酸预处理 #+ ,，细胞

内胆固醇含量分别为（%-. / %+）01 2 1 和（%%& / -）

01 2 1，与 34(565 处理组比较均显著减少，细胞内脂

滴明显减少（ 图 .）7 而经 !’()* 正义寡核苷酸预处

理 #+ ,，再给予相同量的 34(565 处理后，细胞内的胆

固醇含量与 34(565 处理组比较无统计学差异7

!" 讨论

!’()* 参与动脉粥样硬化的发生、发展等各个阶

段的病理改变7 高表达 !’() 的家族易患正常胆固醇

血症黄瘤病，且家族成员体内的巨噬细胞易形成大的

泡沫细胞［8］7 说明 !’()* 在泡沫细胞形成和动脉粥

样硬化发展中有着重要的作用7 34(565 使巨噬细胞

胆固醇含量明显增加，巨噬细胞上 !’()* 的表达递

增，最终形成典型的泡沫细胞7 小凹是细胞膜上胆固

醇储存和出入的重要部位7 小凹蛋白是胆固醇流出的

重要调节蛋白7 本实验结果显示 34(565 促进 !’()*
表达的同时明显抑制小凹蛋白的表达7 如果抑制 !’(
)* 的蛋白表达，小凹蛋白的表达则增加7 提示在泡

沫细胞的形成过程中，!’()* 和小凹蛋白均参与了巨

噬细胞泡沫化的形成过程7

图 #9 !’()* 反义寡核甘酸、:.; 阻断剂 !"#$#%&$ 对 !’()* 及

小凹蛋白表达的影响（! < .）

)：空白对照组；"：34(565 处理组；=：!’()* 正义核甘酸处理组；6：!’()* 反义核甘酸处理组；>：!"#$#%&$ 处理组7

图 .9 ’)?#8+7 - 细胞的油红 @ 染色9 A #$$

9 9 小凹是细胞膜上对细胞外各种信号分子的识别、

分隔、传导的一个中心区域7 小凹蛋白对细胞内信号

传导有负性调控作用7 小凹蛋白的氨基酸序列有一

段高度保守的骨架区域（!BCDD3EFGH1 F30CGH，;# I %$%
个氨基酸残基），这一骨架区域使小凹蛋白像分子伴

娘一样，结合细胞内重要的信号分子并使他们处于失

活状态7 研究表明，34(565 可通过细胞内 J):K 信

号通路途径调控 !’()* 的表达［- L ;］7 34(565 激活酪

氨酸蛋白激酶，活化蛋白激酶 J):K 信号通路中的

:.;J):K 和 MNK 两条通路，刺激核内蛋白转录而促

进 !’()* 0’N) 的表达7 KGD3O 等［&］报道，小凹蛋白是

J):K 蛋白激酶活性及其信号通路的重要负性调节

蛋白7 因此，小凹蛋白在一定程度下调控着 !’()* 的

正常表达7 如果小凹蛋白被破坏，其对 !’()* 表达的

负性调控作用就被取消7 我室前期工作亦表明，小凹

蛋白在 !’()* 转基因小鼠体内表达下调［%$］7 因此，

在泡沫细胞的形成过程中，34(565 不断的破坏小凹

蛋白，使其负性调控作用减弱或取消，抑制 !’()* 的

表达后，由于细胞经由 !’()* 摄取的 34(565 大大减

少，则可见小凹蛋白的表达明显增加7 :.; J):K 阻

断剂 !"#$%#&$ 预处理后，可见 !’()* 的表达明显减

少，并伴随着小凹蛋白的表达明显上调7 提示：:.;
J):K 途径参与了 !’()* 吞噬的 34(565 对小凹蛋白

表达的抑制作用7
本研究结果表明，!’()* 和小凹蛋白均参与了巨

噬细胞泡沫化的形成过程，34(565 不断地刺激巨噬

细胞 !’()* 的表达，并伴随着小凹蛋白的表达下调，

使细胞胆固醇流出受阻并在细胞内聚集，促进泡沫细

胞的形成7 提示小凹及小凹蛋白的病理改变在动脉

粥样硬化的发生发展中也扮演着重要的作用7
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"# 引言 # 颅内肿瘤以胶质 瘤 最 为 常 见，约 占 DR; >Qa b
Q?; BQa［A］; 胶质瘤呈浸润性生长，多数位于或邻近脑重要功

能区; 目前，最有效的方法仍以手术切除为主，如何彻底切除

肿瘤，尽量减轻手术损伤、保留脑功能，是对神经外科医生的

一个挑战; 显微神经外科手术可明显提高切除率，并为后续

的综合治疗创造条件［> C D］; >??@4?@ Y >??Q4?R 我们共收治幕上

胶质瘤 S? 例，效果良好，报道如下;

$# 对象和方法

A; A_ 对象_ 本组 S?（男 R@，女 >Q）例，男女比为 >; ?KcA，年龄

S b KR（平均 @A; R）岁; 其多见于 >B b @K 岁，约占 RA; Ra ; 病

程 B 5 b >; R #，平均 Q 2+; 头痛 QS 例，伴恶心、呕吐 R> 例，癫

痫发作 >Q 例，反应迟钝、生活懒散、记忆力减退等精神症状 AS
例，不完全偏瘫 AD 例; OX 平扫显示低密度病灶 DQ 例，等密度

病灶 >A 例，混杂密度病灶 AQ 例，高密度病灶 K 例；有不同程

度强化 RQ 例，无强化 >@ 例; T=] 检查：XA 加权像肿瘤呈低

信号或混杂信号，X> 加权像肿瘤呈高信号或混杂信号，囊性

变 >? 例；注射对比剂后肿瘤实质部分可见不均匀强化; 肿瘤

主要累及额叶者 D? 例，颞叶 >A 例，顶叶 AK 例，枕叶 A> 例，

有些瘤体较大，常侵犯几个脑叶，或越过中线侵犯对侧大脑

半球;
A; >_ 方法_ 按肿瘤位置设计皮瓣开颅; 在显微镜下沿瘤周

水肿带分离，尽可能全切除; 非功能区的肿瘤可切除肿瘤及

周边水肿脑组织；功能区的肿瘤，应严格在肿瘤边缘进行切

除; 较大的肿瘤，先行瘤内切除、再沿周边胶质增生带分块切

除，以减轻创伤; 血供丰富的肿瘤，宜先在瘤周水肿带分离，

将供瘤血管电凝切断后，再整块切除肿瘤;

%# 结果# 全切 QR 例（SA; Da），大部分切除 AR 例（AS; Ka）；

出院时恢复良好 K> 例，好转 S 例，偏瘫 > 例，无死亡; RQ 例患

者随访 Q 2+ b A # 均生存，Q 例患者复发再次行手术治疗，术

后效果良好，DB 例患者已恢复正常工作生活; 病理诊断：星形

细胞瘤 DR 例，胶质母细胞瘤 AB 例，少枝胶质细胞瘤 S 例，间

变性星形细胞瘤 K 例，室管膜瘤 AA 例;

&# 讨论# 手术治疗的目的是安全切除肿瘤，在安全和全切难

以求全时，首先要把保留神经功能、保证患者的生活质量放在

第一位; 脑胶质瘤特别是低级别者，全切肿瘤是取得较好治

疗效果的关键［@］; 对于高级别肿瘤，手术全切能延长患者的

生存时间［R C Q］;
切除胶质瘤需注意：!根据影像学资料，明确肿瘤的位

置、大小和边界，精确设计手术入路; "避免损伤正常组织，

开颅前 D? 20& 使用 >?? 2< Y < 甘露醇 >R? 2< 快速静脉滴注，

降低颅内压; 打开硬膜后，应开放脑池释放脑脊液，以获得足

够的手术操作空间; #明确重要功能区位置及其与肿瘤的关

系，必要时重要功能区边缘的肿瘤可不予切除，术后辅以放疗

和化疗；非功能区的肿瘤则应彻底切除，瘤床严密止血，防止

术后血肿发生; $术者应掌握熟练的显微外科操作技术，同

时具备良好的心理素质;
手术切除肿瘤后，辅以放疗以减少残存的瘤细胞，使其进

入缓解期，然后再行化疗进一步巩固疗效; 还可尝试免疫治

疗、基因治疗以及中医中药等［K］;
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