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#介导的泡沫细胞内胆固醇流出率的实验方法%

方法
!

人单核细胞
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组#%油红
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法测定细胞内胆固醇水平!鉴定巨噬细胞源性泡沫细胞模型%采用
N1R#

分析和液体闪烁计数法测定
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介导的泡沫细胞内胆固醇流出率%结果
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巨噬细胞源性泡沫细胞经油红
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染色后!细胞内可明显观察到大量红色脂滴存
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细胞蛋白!占总胆固醇的

JM7BK_
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组胆固醇流出率分别为
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#%结论
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本研究成功建立了酶促反应结合
N1R#

测定泡沫细胞内胆

固醇流出的方法!为后续研究细胞脂质代谢提供了实验基础%
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发生)发展过程中!巨噬细

胞来源的泡沫细胞&

=>/E?*669

'形成是动脉粥样损伤形成的特

征性改变!促进细胞内胆固醇和胆固醇酯的流出是调节巨噬细

胞胆固醇动态平衡的关键环节!对减少细胞内胆固醇蓄积和
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防治意义重大#
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固醇的正常流出!而泡沫细胞则表现为胆固醇代谢失调!主要

是由于细胞内胆固醇酯过度堆积和胆固醇流出受阻!使细胞内

胆固醇酯水平占总胆固醇的
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以上#
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"高密度脂蛋白介导
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内和培养基中的胆固醇水平!计算胆固醇流出率!从而建立一

种非同位素的较准确测定泡沫细胞胆固醇流出率的方法"
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实验材料
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人单核细胞
%N1C$

购自湘雅医学院细胞

中心+
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培养基和胎牛血清&

Z,-

'购自
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公司"
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!

试剂
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.>')>6C$CE

+

'<95/5*C$BC/?*5/5*
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染料购自
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公司'+液

体闪烁计数仪&

1*'(<2W6E*'

公司'+

#Y

H

细胞培养箱和生物安

全柜&
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公司'+
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W

::
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公司'+多功能酶标仪&基

因有限公司'"
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方法

B7C7B

!

巨噬细胞源性泡沫细胞模型的建立
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的
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培养基中!
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传代
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细

胞传代至
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孔板&

$g$I

P 个*孔'!加入
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至终浓度
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2E>6
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J_ #Y
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培养
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对照组!每组设
B

个重复孔"

B7C7C

!

油红
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染色观察巨噬细胞源性泡沫细胞
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孔
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次"泡沫细胞用预冷的
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洗
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异丙醇作用
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丙醇!加入
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油红
Y

室温染色
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"
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异丙醇漂洗
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次!苏木素染色
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!自来水冲洗反蓝+

1,-

漂洗
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次!

置倒置相差显微镜下观察"
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法测定泡沫细胞内胆固醇水平
!
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组和
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组
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细胞用
1,-
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次!加入
$

ERI7$_ %'<5>2hC$II

裂解!收集至
$7JER

离心管!
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法

测定蛋白水平"取
$II

#
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细胞裂解液!加入
$I
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R

酶促反应

混合液#含
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JIIEE>6
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水浴作用
$.

!用于测定细

胞内游离胆固醇&
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'!

BQa

作用
$.

后!再加入胆固醇氧化酶于
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作用
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用于测定细胞内总胆固醇&

%#

'"之后!两组分别加入
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乙醇&
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静置
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离心
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!收集上清液!
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检测
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和
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水平"色
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L7PEEgHJI7IEE

!质点

大小为
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'+流动相!

$II_

甲醇+流速!
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+检测波长!
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+柱温!

HJa

+进样量!标准品
J
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细胞样品
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R

"以胆甾烯酮作为标准品!根据样品峰面积和

所测蛋白浓度!计算出
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和
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水平!以单位质量蛋白质所含

胆固醇表示&
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P
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冰箱过夜后!

JIII'

*

E<2

离心
$IE<2

!收集下层有机相+取上层再加入
H

倍

体积氯仿!

La

冰箱
L

"

J.

!

JIII'

*

E<2

离心
$IE<2

!重复抽

提!收集下层有机相+合并两次收集的下层有机相!氮气吹干"

将氮气吹干的脂质加入
$I

#

R

甲醇溶解!再加入
$II

#

RI7$_

%'<5>2hC$II

混匀!

N1R#

测定培养基中的
Z#

水平!色谱条件

同上"细胞内总胆固醇测定方法同上述
$7H7L

"

/

:

>!C$

介导的泡沫细胞胆固醇流出率按下列公式计算(

胆固醇流出率&

_

'

c

培养基中
Z#

水平*&细胞内
%#

水平
^

培养基中
Z#

水平'

g$II

"

B7C7M

!

液体闪烁计数法测定
/

:

>!C$

介导的泡沫细胞胆固醇

流出
!

%N1C$

细胞接种
HL

孔板!

1D!

作用
HL.

&

1D!

组'+

用无血清培养基洗
$

次!加入#

B

N

$

C

胆固醇&终浓度为
I7J

#

#<

*

ER

'和
/?CR"R

&终浓度为
JI

#

3

*

ER

'!

J_#Y

H

)

BQa

培养
LK.

&

/?CR"R

组'+加入无血清培养基平衡
HL.

后!加入含
/

:

>!C$

的
$PLI

培养基&

/

:

>!C$

终浓度为
$I

#

3

*

ER

'!继续培养
HL.

&

/

:

>!C$

组'"同时设泡沫细胞对照组!每组设
P

个重复孔"

收集细胞培养基!置
\HIa

保存"用无血清
$PLI

培养基漂洗

$

次!每孔加入
I7$E>6

*

RT/YN

溶液
JII

#

R

!反复吹打裂解

细胞!室温静置
JE<2

!收集细胞裂解液至
$7JER

离心管

中!

\HIa

保存"液体闪烁计数法测定培养基和细胞裂解液

中的放射强度!放射强度以
?

:

E

值计&

?

:

E

值为#

B

N

$

C

胆固醇

放射强度每分钟计数'"

/

:

>!C$

介导的泡沫细胞胆固醇流出

率按下列公式计算(胆固醇流出率&

_

'

c

培养基内
?

:

E

*&细

胞内
?

:

E ^

培养基中
?

:

E

'

g$II

"

B7D

!

统计学处理
!

采用
-1--$B7I

软件进行数据处理"计量

资料以
= <̀

表示!用
Y2*C@/

+

!TY0!

进行显著性检验!以

!

$

I7IJ

为差异有统计学意义"

C

!

结
!!

果

C7B

!

油红
Y

染色鉴定巨噬细胞源性泡沫细胞模型
!

正常培

养的
%N1C$

细胞呈单个悬浮培养或簇状成团!经
1D!

作用

HL.

!细胞诱导为贴壁巨噬细胞!并分化出伪足&图
$!

'"进一

步用
/?CR"R

诱导
LK.

后!贴壁巨噬细胞转变为泡沫细胞"经

油红
Y

染色!细胞内可明显观察到大量红色脂滴存在!胞浆呈

现泡沫样改变&图
$,

'!提示
%N1C$

巨噬细胞源性泡沫细胞模

型成功建立"

!!

!

(

1D!

组+

,

(

/?CR"R

组"

图
$

!!

%N1C$

巨噬细胞源性泡沫细胞油红
Y

染色%

gHII

'

C7C

!

测定胆固醇酯水平鉴定巨噬细胞源性泡沫细胞模型
!

Q$$L

重庆医学
HI$J

年
$I
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卷第
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1D!

组和
/?CR"R

组细胞分别用
I7$_ %'<5>2hC$II

裂解后!

经胆固醇氧化酶和胆固醇酯酶的催化作用!细胞中的胆固醇全

部转化为胆甾烯酮"以标准胆甾烯酮作为外标!

N1R#

法检测

细胞裂解液内胆甾烯酮水平!标准品和细胞裂解液的色谱图见

图
H

"根据标准品胆甾烯酮峰面积)浓度和所测样品峰面积)

蛋白浓度!计算细胞内
Z#

)

%#

和
#W

的水平!结果见表
$

"与

1D!

组相比!

/?CR"R

组细胞内
Z#

)

%#

和
#W

水平明显高于

1D!

组&

!

$

I7I$

'"

1D!

组
#W

水平为&

K7MJ̀ I7PQ

'

#

3

*

E

3

细胞蛋白!占
%#

的
BJ7B$_

+

/?CR"R

组
#W

水平为&

LQ7PJ̀

H7$B

'

#

3

*

E

3

细胞蛋白!占
%#

的
JM7BK_

"

/?CR"R

组
#W

的

水平符合泡沫细胞
#W

应占细胞
%#JI_

以上的特征!提示泡

沫细胞模型成功建立"

表
$

!!

%N1C$

巨噬细胞和泡沫细胞内胆固醇

!!!!

水平%

= <̀

&

#

3

(

E

3

'

组别
% Z# %# #W

1D!

组
P $P7LÌ I7MI HJ7BJ̀ H7BP K7MJ̀ I7PQ

/?CR"R

组
P BH7PÌ H7PQ

/

KI7HJ̀ B7LK

/

LQ7PJ̀ H7$B

/

!!

/

(

!

$

I7I$

!与
1D!

组比较"

!!

!

(胆甾烯酮标准品+

,

(

1D!

组+

#

(

/?CR"R

组"

图
H

!!

标准品和不同处理组细胞内胆甾烯酮色谱图

C7D

!

N1R#

法测定
/

:

>!C$

介导的泡沫细胞胆固醇流出
!

收

集
/?CR"R

组和
/

:

>!C$

组的培养基和细胞裂解上清液!酶促

反应结合
N1R#

法测定培养基中的
Z#

水平和细胞内的
%#

水平!见表
H

"根据培养基中
Z#

和细胞内
%#

水平!计算

/

:

>!C$

介导的泡沫细胞内胆固醇流出率"实验结果表明!泡

沫细胞胆固醇流出率为&

$7QI`I7$$

'

_

!加入
$I

#

3

*

ER

/

:

>!C$

作用
HL.

后!泡沫细胞内胆固醇流出率为&

J7PB̀

I7BL

'

_

!与
/?CR"R

组相比!差异有统计学意义&

!

$

I7I$

'!见

图
B

!提示
/

:

>!C$

可明显介导泡沫细胞内胆固醇流出"

表
H

!!

细胞内和培养基中的胆固醇水平%

= <̀

'

组别
%

培养基中
Z#

&

2

3

*

ER

' 细胞内
%#

&

2

3

*

ER

'

/?CR"R

组
P PL7$Q̀ J7M$ BQ$B7QÌ B$I7BP

/

:

>!C$

组
P H$J7BÌ $$7PB BP$M7LÌ HKP7M$

!!

&

(

!

$

I7I$

!与
/?CR"R

组比较"

图
B

!!

N1R#

法测定泡沫细胞胆固醇流出率

C7L

!

液体闪烁计数法测定
/

:

>!C$

介导的泡沫细胞胆固醇流

出
!

为评价
N1R#

法测定泡沫细胞内胆固醇流出率的可行

性!进一步采用液体闪烁计数法测定
/

:

>!C$

介导的泡沫细胞

内胆固醇流出率"收集
/

:

>!C$

组和
/?CR"R

组的培养基和细

胞裂解上清液!液体闪烁计数仪测定培养基和细胞的
?

:

E

值!

见表
B

"根据培养基和细胞的
?

:

E

值!计算
/

:

>!C$

介导的泡

沫细胞内胆固醇流出率"实验结果表明!加入
/

:

>!C$

后可明

显介导泡沫细胞内胆固醇流出!流出率为&

Q7IK̀ I7BI

'

_

!差

异有统计学意义&

!

$

I7I$

'!见图
L

"该结果与上述
N1R#

法

测定的结果接近!说明本实验所建立的酶促反应结合
N1R#

法测定泡沫细胞内胆固醇流出率的方法是可行的"

表
B

!!

细胞内和培养基中的
?

:

E

值%

= <̀

'

组别
%

培养基 细胞

/?CR"R

组
P LLK7PQ̀ HL7HH H$IKH7IÌ JB$7M$

/

:

>!C$

组
P $P$B7BB̀ QI7MJ H$$PK7IÌ PHK7PH

!!

&

(

!

$

I7I$

!与
/?CR"R

组比较"

图
L

!!

液体闪烁计算法测定泡沫细胞胆固醇流出率

D

!

讨
!!

论

泡沫细胞形成是
!-

的早期特征性病理性改变!贯穿于

!-

的整个过程!目前
!-

的机制尚未完全清楚!建立稳定可靠

的泡沫细胞模型对研究
!-

意义重大"要研究
!-

的发生)发

展机制!常借助于实验性动物模型或细胞模型!相比于兔)小

鼠)大鼠等动物模型#

$IC$H

$

!细胞模型更为常用!如人单核
%N1C

$

细胞)

kMBQ

细胞)

G![HPL7Q

细胞以及人
N*

:

VH

细胞和

FQLL

巨噬细胞等#

$BC$J

$

"本实验中!选用人单核细胞
%N1C$

建

立泡沫细胞模型!首先使用
1D!

诱导悬浮生长的
%N1C$

细

胞分化为贴壁生长的巨噬细胞!之后再加入
/?CR"R

共同孵育

使贴壁巨噬细胞进一步分化为泡沫细胞"实验发现建立该模

型时
1D!

诱导分化较为关键!使用
$PI2E>6

*

R1D!

作用
HL

"

LK.

可使巨噬细胞吞噬脂质的能力增强!有利于巨噬细胞

源性泡沫细胞的形成"泡沫细胞的生物学特征包括两个方面(

K$$L

重庆医学
HI$J

年
$I

月第
LL

卷第
HM

期



&

$

'形态学上表现为胞浆内脂质成分明显增多并聚集成滴!经

油红
Y

染色可观察到红色脂滴!胞浆呈泡沫样改变+&

H

'细胞

内胆固醇水平明显增加!胆固醇酯占总胆固醇的
JI_

以上"

本实验从这两方面对建立的泡沫细胞模型进行鉴定!油红
Y

染色后显微镜下可观察到
/?CR"R

组胞质内有大量红色脂滴

形成!胞浆呈泡沫样改变!证实泡沫细胞模型构建成功"油红

Y

染色过程中!先用预冷的
L_

多聚甲醛固定
$IE<2

!之后再

用
JI_

异丙醇固定
JE<2

效果较好!若直接用
JI_

异丙醇固

定细胞会出现脱落)漂浮"

I7J_

油红
Y

染色)异丙醇漂洗)苏

木素复染后不需再用
$_ N#6

反蓝!用自来水冲洗一段时间即

可!否则红色脂滴可能会消失"

计算细胞内胆固醇酯与总胆固醇的比值即可分析细胞的

泡沫化程度!早期国内外学者采用化学显色法测定细胞游离胆

固醇和胆固醇酯的水平!但检测的灵敏度低是其主要缺陷"近

年来研究者多采用
N1R#

法分析细胞内游离胆固醇和胆固醇

酯#

$P

$

!

N1R#

法由于具有高速)高效)高灵敏度等优势而被广

泛使用#

$Q

$

!但目前在测定胆固醇水平中的不足是(&

$

'测定细

胞内游离胆固醇水平时!以胆固醇作为标准品!测定
H$I2E

波

长的光吸收!而其他的细胞成分和流动相在此波长会有吸收而

影响测定结果"&

H

'由于细胞内某些胆固醇酯种类尚未完全清

楚!缺乏标准品!因而尚不能对细胞内胆固醇酯进行精确定量"

&

B

'现有的测定方法包括冰浴破碎细胞)依次经过
SYN

)

P_

三

氯乙酸)真空冷冻干燥)活性炭去色素)超声除气等实验步骤!

操作繁琐!不能满足标准化操作要求"基于此!本实验参考

#&66*2

等#

M

$方法!改进以上不足!建立了一种新的采用
N1R#

法测定泡沫细胞内胆固醇水平和胆固醇流出率的方法"以胆

固醇氧化产物胆甾烯酮作为标准品!简化实验操作步骤!将酶

促反应和
N1R#

分析相结合!测定胆甾烯酮在
HLI2E

波长处

的光吸收!对泡沫细胞内游离胆固醇和总胆固醇水平进行定

量"实验中以胆甾烯酮作为标准品的优点是!胆甾烯酮的最大

光吸收波长是
HLI2E

!而在此波长下细胞中其他组份和培养

基对测定没有干扰!检测的灵敏度提高"酶促反应的基本原理

是(胆固醇酯在胆固醇酯酶的催化下水解为游离胆固醇!游离

胆固醇在胆固醇氧化酶的催化下转变为胆甾烯酮!这样上样检

测时只需检测
HLI2E

处胆甾烯酮的峰面积即可"根据胆甾烯

酮的峰面积和上样量!即可计算出游离胆固醇和总胆固醇的水

平"进一步收集泡沫细胞培养基!提取脂质后!加入胆固醇氧

化酶进行酶促反应!测定胆甾烯酮水平!计算培养基中的游离

胆固醇水平!即可准确定量
/

:

>!C$

介导的泡沫细胞内胆固醇

流出率"为了摸索不同胆固醇酯类的水解作用和氧化作用的

范围!本研究进行了预实验!选择合适的试剂浓度和反应条件!

两个酶促反应都可完成!胆甾烯酮的最终浓度在数量上等于样

品中胆固醇的初始浓度"用这种方法测定细胞中总胆固醇和

游离胆固醇的水平敏感而且快速!

"!"

检测波长在
HLI2E

处!得到单一的色谱峰!易于统计和计算"实验结果表明!与对

照
1D!

组相比!

JI

#

3

*

ER/?CR"R

处理
LK.

后!泡沫细胞内

游离胆固醇)总胆固醇和胆固醇酯的水平均明显增加!且细胞

内胆固醇酯占总胆固醇的
JM7BK_

!进一步证实成功建立了泡

沫细胞模型!而且
/

:

>!C$

介导的泡沫细胞内胆固醇流出率也

显著增加&

!

$

I7I$

'"

为评价本实验所建立的
N1R#

法测定泡沫细胞内胆固醇

流出率的可行性!进一步采用液体闪烁计数法测定
/

:

>!C$

介

导的泡沫细胞内胆固醇流出率!以对该法进行验证"液体闪烁

计算法用#

B

N

$标记的胆固醇作为标准!分别测定培养基和泡

沫细胞内#

B

N

$标记的胆固醇放射剂量
?

:

E

!以培养基中的

?

:

E

占培养基和细胞内的总
?

:

E

来表示#

$K

$

"实验中诱导分化

的贴壁巨噬细胞用
I7J

#

#<

*

ER

#

B

N

$

C

胆固醇和
JI

#

3

*

ER/?C

R"R

共同孵育
LK.

!转变为泡沫细胞"当用
$I

#

3

*

ER/

:

>!C$

介导
HL.

后!泡沫细胞内胆固醇流出率从
H7IK _

上升至

Q7IK_

!增加率为
HLI7BK_

"尽管同位素测定方法的灵敏度

高!但由于其对实验要求较高!且同位素易对环境造成污染!为

此需建立一种具有较高灵敏度的非同位素测定胆固醇流出率

的方法"本实验采用酶促反应结合
N1R#

方法测定的泡沫细

胞内胆固醇流出的增加率为
HB$7$K_

!与液体闪烁计数法测

定的胆固醇流出增加率具有可比性!进一步证实了其可行性"

该方法的建立为研究
!-

的致病机制)开发新的抗
!-

药物及

评价药效提供了技术支持"
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意义#

J

$

"

属于低相对分子质量的
#S

是组成上皮组织中间丝的一

种成分!在上皮起源及正常上皮的肿瘤细胞内表达"据相关研

究发现结肠癌患者的外周血中的
#SEGT!

能帮助医护工作

者对结肠癌微转移的监测#

P

$

"但是门静脉血是回流肝脏的肠

道血液的一条必经之路!理论上认为结肠癌微转移会率先在门

静脉血中发生!所以相比于外周血的检测!对手术中抽取门静

脉血!进行
#S$MEGT!

表达的检测更加具有实际的价值意

义#

Q

$

"目前
#S$MEGT!

是研究较多的
#S

分子之一!在恶性

上皮组织肿瘤中表达较高!但是在外周血及非上皮细胞内却无

表达!本实验拟检测
#S$M

基因转录水平!探讨其在结肠癌中

的临床意义"

本实验结果发现!

#S$MEGT!

在结肠癌患者中的阳性表

达率为
LK7I_

!远远高于结肠息肉患者和健康人的水平!提示

#S$MEGT!

与结肠癌有着一定的相关性"研究结果还发现

#S$MEGT!

的阳性表达情况与结肠癌组织的
"&(*9

分期)分

化程度及肿瘤转移情况均存在着一定的关联性!说明
#S$M

表

达情况的检测在肿瘤的分期)分化)转移中均有着重要的意

义#

K

$

"而针对
#S$MEGT!

对于结肠癌的诊断价值!作者将

其与
#W!

和
#!$MM

进行了比较!

#S$MEGT!

对于结肠癌的

诊断价值行
GY#

曲线分析!结果提示其敏感性和特异性均显

著优于
#W!

和
#!$MM

!提示
#S$MEGT!

其可以作为结肠癌

诊断的一项新肿瘤标志物#

M

$

"还有研究表明!

#S$MEGT!

可

以作为结肠癌患者外周血中发生微转移情况的一个良好的指

标+同时对
#S$MEGT!

的检测还能帮助医护工作者识别出

具有远处转移倾向或复发的高危结肠癌患者!同时对结肠癌患

者术后的化疗具有指导性的作用#

$I

$

"

综上所述!本研究结果发现
#S$MEGT!

在结肠癌中的

表达显著升高!且其表达水平与肿瘤的分期)分级及转移有着

重要的相关性!其对于结肠癌的诊断价值优于
#W!

和

#!$MM

"
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