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摘要 � 目的:研究氧化修饰低密度脂蛋白 ( ox�LDL)刺激 U 937细胞表达缺氧诱导因子 �1�(H IF�1�)的变化,
并观察洛伐他汀对其的影响。方法: 用油红染色的方法检测泡沫细胞的形成,采用实时定量 PCR ( R ea l�time
PCR )及蛋白印记杂交技术 (W estern b lotting)检测细胞 H IF�1�表达的变化。结果: 未加 ox�LDL刺激的 U937

细胞未见泡沫细胞形成; U937细胞加入 ox�LDL刺激 24 h后,全部转化为泡沫细胞。 ox�LDL刺激下, U937
细胞 H IF�1�表达量显著升高,加入洛伐他汀后, H IF�1�的表达量显著降低, 随剂量增加, 抑制作用显著增
强,有明显的剂量依赖关系。结论: ox�LDL氧化损伤导致巨噬细胞 H IF�1�高表达,洛伐他汀可抑制 U 937细

胞 H IF�1�的表达, 抑制泡沫细胞的形成。
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ABSTRACT� Objective: To study the e ffects of expression of hypox ia inducib le 1 alpha ( H IF�1�) on U937 cell stimu lated by ox i�

d ized low density lipopro tein( ox�LDL) and the influence of lovastatin. M ethods: Foam ce ll fo rm ation w as tested by o il red O�stain a�

nalysis, and expression o fH IF�1� was measured by the m ethod o f Rea l�tim e PCR andW estern blotting. Resu lts: Foam ce ll w as not

form ed byU937 ce llw ithout ox�LDL stim ulating; U937 ce llw ith ox�LDL stimu lating fo r 24 h w as transfo rmed to foam ce l.l A fter trea�

ted w ith ox�LDL, the express ion o fH IF�1�was m arkedly increased on U937 cells; w ith the comb ined treatm ent o f lovastatin ox�LDL,

the express ion o fH IF�1�w as sign ifican tly decreased, and th is inhibitory effec tw as dose dependant. Conc lusion: Lovasatin could inhib�

it both the expression o fH IF�1�on U937 and the foam cell form ation induced by ox�LDL.
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� � 作为心脑血管疾病共同病理基础的动脉粥样硬

化 ( atherosclerosis, AS) , 一直是人们研究心脑血管

疾病发病机制和寻找有效防治措施的突破口。AS

是一个慢性炎症过程, 包括细胞因子产生、内皮损

伤、泡沫细胞形成等许多环节。普遍认为血浆中的

低密度脂蛋白 ( low density lipoprote in, LDL)及各种

经修饰的 LDL是引起 AS的致病脂蛋白,其中与发

病关系最密切的是氧化低密度脂蛋白 ( ox id ized low

density lipopro tein, ox�LDL)。目前研究表明缺氧诱
导因子�1( hypox ia induc ible factor 1, H IF�1 )在炎症

过程中起重要作用,是炎症细胞功能的关键调节因

子
[ 1]
, 可以促进炎性细胞浸润和活化, 可能会促进

粥样斑块的发展
[ 2]
。

3�羟�3�甲基戊二酰辅酶 A ( HMG�CoA )还原
酶抑制剂他汀类 ( sta tins)药物是临床上疗效确切

的调血脂药和抗 AS药,目前研究表明他汀类药物

在不降低高脂血症血浆脂蛋白情况下, 可减轻冠

状动脉壁缺氧和滋养管血管生成
3 ]
,尤其是可抑制

人血管内皮细胞和平滑肌细胞 H IF�1表达 [ 4]
。但

他汀类药物、H IF�1和 AS的关系未见报道。本实

验以人单核 /巨噬细胞株 U937为材料, 研究洛伐

他汀体外对 ox�LDL刺激 U937细胞表达 H IF�1�
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的影响。

1� 仪器与材料

1. 1� 仪器 � 垂直层流洁净工作台 (上海净化设备

有限公司, CA�1390 ); CO 2培养箱 (美国 Fo rma公

司 ) ; Rotor�gene 3000实时定量 PCR仪 ( Co rbettR e�
search公司 ) ; Pow erbasic电泳仪、MP3蛋白电泳槽

(美国 B io�R ad公司 ) ; 杂交炉 (美国 Pharmac ia公

司 )。

1. 2� 材料 � 人类单核细胞株 U937 (中科院上海

细胞生物所 ) ;细胞培养基、胎牛血清、胰蛋白酶等

试剂 ( Inv itrogen公司 ) ; RNA酶抑制剂、MMLV反

转录酶体系 (购于 prom ega公司 ) ; 细胞及组织总

蛋白抽提试剂盒 ( KangChen KC �415) ; 免疫印迹化
学发光试剂 ( ECL试剂 ) (上海普飞生物公司 ) ; 抗

H IF�1�抗体 ( Santa cruz公司 )产品;洛伐他汀 ( sig�
ma公司 )。

2� 实验方法

2. 1� 人单核细胞株 U937的培养 � 从液氮罐中取
出细胞冻存管, 迅速放入 37  水浴锅中并充分摇

动,使其尽快融化, 用 75%酒精浸泡的棉球插试消

毒后, 用无菌吸管将细胞悬液移入离心管中, 加 5

mL完全细胞培养基 ( 1640培养液添加 10% FBS) ,

缓慢混匀, 1 000 r /m in离心 5 m in, 去上清后用完全

培养基重悬沉淀,使用胎盘蓝染色计数后装入培养

瓶中, 37  和 5% CO2条件下过夜培养,次日换液,

以后按常规方法培养。

2. 2� ox�LDL的制备 � 10 mg LDL于透析袋中, 置

20倍体积含 0. 35 mmo l/L EDTA的 0. 9% N aC l溶

液 ( pH7. 4)中, 4  条件下透析 24 h, 每 6 h换一次

透析液。

2. 3� 泡沫细胞形成的量效及时效关系 � ox�LDL加
入 U 937细胞中 ( 1 ! 106 cell /w ell), ox�LDL终浓度
分别为 20、40、80、200 mg /L, 分别孵育 12、24、48 h

后,离心,做油红染色。

2. 4� 洛伐他汀对 ox�LDL刺激 U 937细胞 H IF�1�表
达的影响 � 挑选生长状况良好的 U937细胞, 接种

到 6孔培养板中 (每孔细胞为 1 !106个 ) ,使用新鲜

的添加 5% FBS的 RMPD1640培养基, 37  , 5%

CO2条件下过夜培养。 24小时后按以下分组实验:

空白组 ( U937不加任何刺激 ) , ox�LDL组 ( 40 mg /

L ), 洛伐他汀 1 ! 10- 7
g /L组,洛伐他汀 1 ! 10- 6

g /L

组,洛伐他汀 1 ! 10- 5
g /L组和洛伐他汀 1 ! 10- 4

g /

L组。孵育 24 h后, U 937细胞离心, 所得细胞分二

部分: 抽提总 RNA后 Real�t ime PCR测 H IF�1� mR�

NA的表达和抽提蛋白后 W estern blot测 H IF�1�蛋
白的表达。

引物设计采用 Primer Prem ier 5. 0软件, ��actin
引物为 CCTGTACGCCAACACAGTGC /ATACTCCT�
GCTTGCTGATCC, 产物长度为 211bp, H IF�1�引物
为 GCCCTAACGTGTTATCTGTCG /TTGCTCCATTC�
CATTCTGTTC , 产物长度为 245 bp。

2. 5� 统计学处理 � 数据均以  x ∀ s表示,并用 ANO�
VA检验分析差异的显著性。

3� 实验结果

3. 1� 泡沫细胞形成的量效及时效关系 � 20mg /L

ox�LDL 12 h基本无泡沫细胞形成, 孵育 24、48 h

后可形成部分泡沫细胞 ( A 1、B1、C1 ) ; 40 mg /L ox�
LDL,孵育 12 h后,即有泡沫细胞形成, 24、48 h后

U937细胞完全转化为泡沫细胞, 细胞内红色脂肪

滴非常明显 ( A2、B2、C2 ) ; 80 mg /L ox�LDL与 40

mg /L相似,但 24、48 h有部分细胞出现凋亡 ( A3、

B3、C3) ; 200mg /L ox�LDL,孵育 12 h后,泡沫细胞

形成并有部分细胞出现凋亡, 孵育 24、48 h后大部

分细胞都不同程度出现凋亡 ( A4、B4、C4)。综上

所述, 从剂量及时间双重角度考虑, 最终确定选择

ox�LDL终浓度为 40mg /L, 孵育时间为 24 h。结果

见图 1。

图 1� 泡沫细胞形成的量效及时效关系

3. 2� 洛伐他汀对 ox�LDL刺激 U937细胞 H IF�1�表
达的影响 � Real�time PCR结果显示 ox�LDL刺激
下, U 937细胞中 H IF�1�表达量显著升高,约为空白
对照组的 3~ 4倍,加入洛伐他汀后, H IF�1�的表达
量显著降低,随剂量增加, 抑制作用显著增强, 有明

显的剂量依赖关系。W estern blot实验结果与 Real�
tim e PCR相似。结果见图 2、图 3。
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4� 讨论

近年来提出, AS可能是一种多因素引起的炎

症反应。这些危险因素参与 AS的发病机制虽然

尚未完全明了。但大量资料表明, 血浆 LDL浓度

升高,尤其是 ox�LDL是 AS的主要危险因素。越

来越多的证据表明,氧化应激、巨噬细胞大量摄取

ox�LDL及泡沫细胞形成与 AS发生发展密切相

关
[ 5]
。

1992年, Sem enza对经缺氧处理的 Hep3B和 HepG2

细胞株的核提取物进行电泳位移分析发现了一种与

促红细胞生成素基因 3 '增强子特异性结合的蛋白

质, 即 H IF�1[ 6 ]。H IF�1由 �亚基和 �亚基组成的异
二聚体,其中 H IF�1蛋白是 H IF�1DNA结合活性的
主要决定因素, 是具有广泛作用的重要调节因子。

H IF�1具有多种生物学效应, 这些生物效应反映在
由缺氧诱导的靶基因的表达上。AS缺氧学说认为

动脉壁氧的供需不平衡是诱发 AS的原因之一。目

前有大量证据表明 AS斑块中的缺氧区是由于斑块

厚度引起的氧扩散容量损伤及泡沫细胞的高氧耗所

造成的。体内主动脉壁确有缺氧区存在,这也直接

支持了 AS缺氧学说
[ 7]
。近来有文献研究表明, 在

人 MM6巨噬细胞中, ox�LDL刺激可诱导 H IF�1�累
积, 提示 H IF�1可能在 AS和 ox�LDL所致的病理状
态中起作用

[ 8]
。我们前期研究结果表明, 对 U937

细胞进行 RNA干扰抑制 H IF�1�表达后,可以下调
与 AS密切相关基因的表达, 非常显著地抑制泡沫

细胞的形成
[ 9]
。

他汀类药物为 HMG�CoA还原酶抑制剂,主要
药理作用是抑制胆固醇合成, 为临床最常用的调

血脂药物。近年来, 人们逐渐认识到 AS是一种炎

症疾病, 而临床他汀类应用获得了极大益处,提示

其尚具有抗炎作用
[ 10]
。他汀类药物因能降低血

脂,减少脂质浸润和泡沫细胞形成, 对延缓 AS病

例进程非常有利; 该类药物降低高脂血症患者血

清内皮粘附分子水平, 并可调节白细胞粘附分子

的表达和细胞因子的生成, 长期应用可延缓 AS进

展,甚至可使粥样硬化病灶缩小或消退。实验证

明,对于那些无论有无冠心病或有无高胆固醇血

症的患者, 他汀类药物均可使冠状动脉事件的相

对危险性减少 30%
[ 11]
。

基于上述机制以及洛伐他汀可轻度减少单核细

胞的巨噬细胞抗原复合物 1 ( m acrophage ant igen

compound- 1, MAC- 1)表达, 并使 MAC- l依赖的

单核细胞对内皮细胞的粘附降低。本研究选用洛伐

他汀作进一步相关研究。应用人单核细胞株 U937

体外模型,检测了洛伐他汀对 H IF�1�表达的影响。
前期实验结果表明, 对 U937进行 RNA干扰抑制

H IF�1�表达后, 可以非常显著地抑制泡沫细胞形
成, 而洛伐他汀可显著抑制 U937细胞中 H IF�1�表
达, 这可能是其防治 AS作用机制之一, 但其具体作

用机制及分子传导途径有待进一步研究。

参考文献:

[ 1] � C ram er T, Johnson RS. A novel role for the hypoxia inducib le

172 Joum a l o f Pharm aceutica l P ractice Vo.l 27 2009 No. 3



tran scrip tion factor H IF�1�: critical regu lat ion of in flamm atory

cell fu ct ion [ J] . C ell cycle, 2003, 2 ( 3) : 192.

[ 2 ] � C ram er T, Y am an ish iY, C lausen BE, et a l. H IF�1 alph a is es�

sen t ial for m yeloid cell - m ediated in flamm at ion [ J ]. C el,l

2003, 112 ( 5) : 645.

[ 3] � D ich tlW, Du lak J, F rickM. et a l. HMG�CoA reductase inh ib i�

tors regu late in flamm atory Ttranscript ion factors in hum an endo�

th elial and vascular smoothm uscle cells[ J] . A rteriosclerTh romb

V asc B io,l 2003, 23( 1) : 58.

[ 4] � W ilson SH, H errm ann J, Lerm an LO, et al. S im vastatin preserves

th e structure of coronary adven titial vasa vasorum in experim ental

hyp ercholesterolem ia independent of l ip id low ering [ J ]. C ircu la�

tion, 2002, 105 ( 4) : 415.

[ 5] � S teinberg, D. Low dens ity lipoprotein oxid at ion and its p athob io�

logical s ign if ican ce[ J] . J B io lCh em, 1997, 272 ( 34 ) : 20963.

[ 6] � S em enza GL, Agan iF, Feld ser D, et a l. H ypoxia, H IF�1, and

th e pathophysiology comm on human d iseases[ J] . A dv E xpM ed

B io,l 2000, 475: 123.

[ 7 ] � B jornheden T, LevinM, E valdssonM� E vid ence ofhypoxic areas

w ith in the arterialw all in v ivo[ J] . Arterioscler Thromb Vasc B i�

o.l 1999, 19 ( 4) , 870.

[ 8] � Shatrov VA, Sum bayev VV, Zhou J, et a l. Ox id ized low�den sity

lipop rotein ( oxLDL ) triggers hypox ia�inducib le factor�1 a lpha

(H IF�1 alpha) accumu lat ion via redox�dep end ent m echan ism s

[ J] . B lood , 2003, 101 ( 12) : 4847.

[ 9] � J iang G, L iT, Q iuY, e ta l. RNA in terference forH IF�1� inh ib�

its foam cells form at ion in vitro [ J] . E ur J Pharm , 2007, 562

( 3 ) : 183.

[ 10] � R idker PM. In flamm atory b iom arkers, stat ins, and the risk of

stroke: cracking a clin ical conundrum [ J] . C ircu lat ion, 2002,

105 ( 22) : 2583.

[ 11] � 杨胜利, 薛爱英, 刘惠亮 . 他汀类药物抗炎作用研究进展

[ J] .心血管康复医学杂志, 2006, 15 ( 4) : 409.

收稿日期: 2008�06�03

(上接第 166页 )

[ 6] � F iehn O, Kopka J, Dorm ann P, et al. M etabo lite profi�

ling fo r p lant functiona l genom ics [ J]. Nat B io techno,l

2000, 18( 11): 1157.

[ 7] � Robosky LC, Robe rtson DG, Bake r JD, et al. In v ivo

tox icity screen ing prog ram s using m etabonom ics [ J].

Comb Chem H igh Th roughout Screen, 2002, 5 ( 8 ):

651.

[ 8] � H e ijneWH, K ienhuis AS, van Omm en B, et al. Sys�

tem s tox icology: Applications o f tox icogenom ics, tran�

sc riptom lcs, proteom ics and m etabo lom ics in tox ico logy

[ J]. Expo rt Bey P roteom les, 2005, 2: 767.

[ 9] � W illiam s RE, Lock EA. Sod ium benzoate attenuates d

- serine induced nephro tox ic ity in the rat[ J]. T ox ico lo�

gy, 2005, 207( 1): 35.

[ 10] � D S' ilva C, W illiam s CH, M assey V. E lectrophilic am i�

na tion o f a sing le m eth ion ine res idue located at the ac�

tive site of d�am ino ac id ox idase by O- ( 2, 4- din itro�

pheny l) hydroxy lam ine [ J] . B io chem istry, 1986, 25

( 19): 5602.

[ 11] � P iloneMS. d- Am ino ac id ox idase: new find ings[ J].

Ce llM o l L ife Sc,i 2000, 57( 12): 1732.

[ 12] � S lim RM, Roberstson DG, A jbassam M, et al. E ffec t o f

dexame thasone on the m etabonom ics pro file assoc ia ted

w ith phosphodieste rase Inhib itor- induced vascu lar le�

sions in rats [ J]. Tox ico l Appl Res, 2003, 183 ( 2):

108.

[ 13] � 彭双清, 廖 � 艳, 颜贤忠. 药物毒性作用机制的代谢

组学研究 [ J]. 毒理学杂志, 2005, 19( 3): 175.

[ 14] � Soga T, B aran R, Suem atsu M, et a.l D ifferen tia l

m etabo lom ics revea ls ophtha lm ic ac id as an ox idativ e

stress biom arker indicating hepa tic g luta th ione consum p�

tion[ J]. J B io Chem, 2006, 281( 24): l67.

[ 15] � L indon JC, N icholson JK, H o lm es E, et al. Contem po�

ra ry issues in tox ico logy the ro le o fm etabonom ics in tox i�

co logy and its eva luation by the COMET pro ject[ J].

T ox ico l Appl Pha rm aco ,l 2003, 187( 3): 137.

[ 16] � L indon JC, Keun HC, Ebbe ls TMm, et al. The Conso r�

tium forM etabonom ic Tox ico logy ( COMET ): a im s, ac�

tiv ities and ach ievem ents [ J ]. Pharm acogenom ics,

2005, 6( 7) : 691.

[ 17] � Bollard AW, K eun HC, B eckonert O, e t a .l Com para�

tive m etabonom ics of differential hydrazine tox icity in the

ra t and m ouse [ J] . T ox ico l App l Pharm co,l 2005,

204: 135.

[ 18] � Raam sdonk LM, Teusink B, B roadhurst D, et al. A

functional genom ics strategy tha t uses m etabo lom e data

to reveal the phenotype o f s ilentmuta tions[ J]. N at B io�

techno ,l 2001, 19: 45.

[ 19] � L i L, Sun B, Yan XZH, et al. M etabonom ics study on

the tox ic ity of H ei�Shun�P ian, the processed la teral root

o fA con itum carm ichaeliiDebx. ( Ranunculaceae) [ J]. J

Ethnopharm aco logy, 2008, 110: 1.

[ 20] � 赵剑宇, 颜贤忠, 彭双清. 关木通肾毒性的代谢组学

研究 [ J] . 中草药, 2006, 37( 5): 725.

收稿日期: 2009�02�23

173药学实践杂志 � 2009年第 27卷第 3期


