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脂多糖通过自噬作用促进氧化低密度脂蛋白诱导的泡沫细胞的形成 *
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摘要 目的：研究脂多糖（LPS）促进氧化低密度脂蛋白（ox-LDL）诱导的泡沫细胞形成的机制。方法：人源性 THP-1细胞的培养，经

ox-LDL诱导形成泡沫细胞。采用油红 O染色鉴定泡沫细胞的形成，免疫荧光和Western blot方法检测自噬活性，观察自噬作用对

泡沫细胞脂质沉积的影响。结果：①经形态学观察，脂多糖可以促进 ox-LDL诱导的泡沫细胞的形成。②脂多糖可以激活自噬作

用，并且自噬活性在 16h达到最强。③脂多糖可以增强自噬激活剂雷帕霉素（Rap）的促自噬作用（P＜ 0.05），并且削弱自噬抑制剂
3-甲基腺嘌呤（3-MA）的作用。④Rap单独作用不能影响泡沫细胞中脂质的累积，然而脂多糖能够增强 Rap的作用，显著促进脂滴

在泡沫细胞中的累积（P＜ 0.05）；3-MA可以抑制基础水平和脂多糖诱导后泡沫细胞中脂滴的积累。结论：脂多糖通过增强自噬作
用促进泡沫细胞的形成。
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Lipopolysaccharide Enhances ox-LDL-induced Foam Cell Formation
through Autophagy*

To investigate the mechanism of LPS in the ox-LDL-induced foam cell formation. Human THP-1

cells were cultured and differentiated into foam cells by the addition of ox-LDL. The foam cell formation was evaluated by Oil red O

staining. The autophagic activity was determined by immunofluorescence and Western blot analysis. ① By observing the
morphology of the foam cells, it was found LPS enhanced ox-LDL induced lipid accumulation during the foam cell formation. ② LPS

induced autophagy in human macrophages-derived foam cell formation. Moreover, the time-course (0h, 8h, 16h, or 24h) experiments
revealed that the percentage of cells expressing autophagosomes was maximal at 16hr after LPS stimulation. ③ Autophagic activity in

human THP-1 macrophages was either stimulated with Rap or inhibited by 3-MA. LPS could augment the activity of autophagy after Rap

and prevent the role of 3-MA. ④ Lipid accumulation increased by the exposure to LPS, and the increase was enhanced by Rap. In

contrast, inhibition of autophagy with 3-MA prevented both the basal and the LPS-induced lipid accumulation. Rapalone did not alter the

level of total cholesterol or triglyceride, while inhibition of autophagy with 3-MA decreased triglyceride in macrophages either treated
with LPS or not (P<0.05). LPS augments the foam cell formation through autophagy.
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前言

动脉粥样硬化（Atherosclerosis, AS）是贯穿心脑血管疾病

的主线，可以导致心肌梗死，心衰，外周血管疾病，中风等，是目

前常见的高致病率的病种之一，发病率也逐年升高。因此，对其

致病机理及防治的研究也日益成为热点[1]。动脉粥样硬化形成

过程中，血浆低密度脂蛋白（LDL）浸润进入动脉壁，通过氧化

修饰成为 oxLDL。oxLDL被巨噬细胞上的清道夫受体摄取，这

种摄取无反馈性调节，导致大量胆固醇蓄积，形成泡沫细胞。泡

沫细胞堆积形成脂质条纹乃至脂质斑块，形成斑块是动脉粥样

硬化发生、发展的主要病理基础和始动环节。因此，在这个过程

中，泡沫细胞形成是动脉粥样硬化的核心步骤[2，3]。

脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）是革兰氏阴性菌细胞壁的
主要成分，在诱导机体免疫细胞反应中具有关键作用[4]。有研究

证实，血清中仅低浓度的脂多糖就可以作为很强的动脉粥样硬

化危险因子[5]，但其诱导机制不明。有研究发现，自噬参与巨噬

2205窑 窑



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.12 APR.2014

细胞来源的泡沫细胞内胆固醇的代谢[6]。动脉粥样硬化早期和

晚期斑块泡沫细胞内均存在自噬体样双层膜机构，而且其数量

与斑块的发生、发展及稳定性有直接关系[7]。因此，自噬在泡沫

细胞和动脉粥样硬化形成中有重要作用，但作用机制如何，目

前仍不清楚。

1 材料与方法

1.1 实验材料和试剂
THP-1 人单核细胞株（中科院上海生化细胞所)。RPMI

1640培养基（Gbico）、胎牛血清（杭州四季青）；佛波脂（phorbol

12-Myristate 13-acetate，PMA）（Promega）；脂多糖（Lipopolysac-
charide，LPS）（sigma）；氧化修饰低密度脂蛋白（oxidative modi-

fications of LDL, ox-LDL）（广州奕源生物科技有限公司）；雷帕

霉素 （Rapamycin，RAP）(Gene Operation）；3- 甲基腺嘌呤

（3-methyladenine, 3-MA）（sigma）；脂质体 2000（Invitrogen）；鼠

抗酵母 Atg8的哺乳动物同源蛋白微管相关轻链蛋白 3（micro-

tubule-associated protein light chain 3，LC3）单克隆抗体（abcam,

美国）；鼠抗 茁-肌动蛋白（茁-actin）（Santa Cruz,美国）；辣根过氧

化物酶偶联兔抗小鼠 IgG抗体（Santa Cruz,美国）；ECL化学发

光显色试剂盒（Amersham,瑞典）；BCA 蛋白浓度测定试剂盒

（Pierce,美国）；其他试剂均为进口或国产分析纯。
1.2 实验方法和步骤
1.2.1 泡沫细胞诱导和鉴定 THP-1 细胞采用含 10%胎牛血

清的 RPMI 1640培养液培养，调整细胞数至 5× 109/L，加佛波

脂（100 ng/mL）于培养液，12孔培养板培养 24 h后，悬浮细胞

分化为贴壁生长的巨噬细胞。PBS清洗 3次，在巨噬细胞中加

入 ox-LDL（50 mg/L）共同孵育 24~48 h，37 ℃，5% CO2，得到泡

沫细胞,使用油红 O对细胞内脂质进行染色鉴定。
1.2.2 细胞内甘油三酯和胆固醇酯含量的检测 根据上述方

法处理细胞后，加入 1 mL冰冷的 PBS刮下全部细胞，用 1

mL PBS洗涤培养皿，加入 4 mL氯仿 /甲醇（容积比，1:1），
Folch法[8]抽提细胞内总脂类。采用 100 滋L含 20 mL/L Triton

X-100的 PBS重新溶解脂类。完全按照甘油三酯和胆固醇酯定

量检测试剂盒的说明书进行操作，测定其含量。细胞总蛋白干

燥后，溶于 2 mol/L KOH，采用 Bradford法测定总蛋白浓度。
1.2.3 免疫荧光方法检测自噬活力 利用脂质体 2000 转染
GFP 标记的自噬标志性分子微管相关轻链蛋白 LC3

（GFP-LC3）质粒并通过荧光显微镜观察、定量 GFP-LC3荧光

斑，是目前应用较广泛的哺乳动物细胞自噬检测技术[9]。

1.2.4 Western blot检测 LC3-I向 LC3-II的转化 根据上述方

法对巨噬细胞进行处理后，加入 100 滋L 2× 上样缓冲液并刮下
细胞，100 g/L SDS-PAGE 分离蛋白，电压 100 V 转膜 1 h，50

g/L脱脂牛奶封闭 1 h，PBST洗涤 PVDF膜 3次，加入 1:1000

稀释的兔抗小鼠 LC3 抗体，4℃摇床孵育过夜，PBST 清洗 3

次，每次 5 min，加入 1:5 000稀释的 HRP标记的兔抗小鼠二

抗，室温孵育 1 h，PBST清洗 4次，加入 ECL发光液，压 X-Ray

片，常规显影并定影。茁-actin作为上样量对照。

1.3 统计学分析

采用 SPSS16.0统计软件进行分析，数据均采用表示，计量

资料的组间显著性检验采用单因素方差分析（ANOVA），P＜

0.05表示差异有统计学意义。
1.4 抗体和免疫荧光染色

抗 -Albumin (l：100) (Abcam，美国 )；驴抗羊 IgG-cy3 (1：
1000) (Jackson ImmunoResearch Laboratories，美国)。免疫荧光

染色方法：DMEM培养基冲洗细胞两次，用 1％多聚甲醛固定，

加一抗 4 ℃过夜，PBS冲洗，加入二抗 37 ℃孵育 2 h。用 DAPI

染核。

2 结果

2.1 脂多糖促进泡沫细胞中脂滴的积累

利用人的 THP-1 细胞系，ox-LDL和 LPS共同孵育 24h，

采用油红 O染色观察泡沫细胞中脂质的积累。结果发现，LPS

可以显著促进 ox-LDL诱导的泡沫细胞中脂滴的积累。细胞中

甘油三酯和胆固醇酯的水平与形态学结果一致（图 1）。

图 1 LPS促进 ox-LDL诱导的泡沫细胞的形成(400× )

Fig.1 LPS promotes ox-LDL induced foam cell formation(400× )
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2.2 泡沫细胞形成过程中自噬活力的变化

在 LPS诱导过程中，我们转染了 GFP标记的自噬标志性
分子微管相关轻链蛋白 LC3（GFP-LC3）质粒，利用免疫荧光和
Western blot方法检测了自噬活力的变化。正常生理环境下
LC3弥散分布在胞质内，自噬激活时转移至自噬体膜上呈斑点

状。结果发现，转染 GFP-LC3的泡沫细胞经 LPS刺激后，荧光

由无规则的广泛分布变成荧光斑点状，表明自噬增强。进一步，

我们计数表达 GFP-LC3荧光斑细胞的比例，发现在 LPS刺激
16h时，自噬活力是最强的。同时，Western blot方法证实 LC3I

向 LC3II 的转化，也证明泡沫细胞形成过程中自噬被激活

（图 2）。

2.3 自噬活力的检测

为了确定 LPS对泡沫细胞中自噬活力的影响，本研究采用

了自噬特异性的激活剂雷帕霉素（Rap）和抑制剂 3-甲基腺嘌

呤（3-MA）[10]。泡沫细胞转染了 GFP-LC3质粒后，免疫荧光结果

发现 LPS能够促进自噬激活剂 Rap对自噬的活化作用。并且，
LPS可以削弱抑制剂 3-MA的抑制作用（图 3）。
2.4 自噬作用促进泡沫细胞中脂质的积累

为了明确自噬作用对泡沫细胞中脂滴形成的影响，本研究

利用自噬特异性激活剂 Rap和抑制剂 3-MA改变自噬活力，采

用油红 O方法检测脂滴含量。实验结果表明，自噬激活剂 Rap

单独作用不能影响泡沫细胞中脂质的累积，然而脂多糖能够增

强 Rap的作用，显著促进脂滴在泡沫细胞中的累积（P＜ 0.05）；
3-MA可以抑制基础水平和脂多糖诱导后泡沫细胞中脂滴的积

累（图 4）。

3 讨论

自噬是真核细胞特有的生命现象，是细胞利用溶酶体降解

自身受损的细胞器和大分子物质的过程[11]。最近研究发现，除

了脂酶依赖的脂解作用外，细胞中脂滴也是自噬作用的底物之

一。在营养状态改变时，自噬能够根据机体需要增加或减少对

脂滴的降解，从而起到调节脂代谢的作用。此外，自噬在脂滴形

成及脂肪组织分化过程中也发挥重要作用[12]。

传统上意义上认为脂质分解动员完全归咎于脂滴相关脂

肪酶的作用，自噬依赖的脂肪分解作用往往被忽视。近年来，自

噬在脂代谢方面的调节作用越来越多的被认识[13]。而且，脂质

自噬不仅可以通过增加脂滴中甘油三酯等的降解来直接调节

其代谢过程，也可以通过调控脂肪分化等其他途径间接作用于

脂代谢。Singh等对 ATG-7（自噬体形成的关键基因）敲除的脂

肪细胞系 3T3-L1的研究发现，自噬作用能促进脂质的积累，而

阻断自噬，发现甘油三酯积累减少，脂肪细胞分化的标志物如

脂肪酸合成酶、硬脂酰辅酶 A去饱和酶表达量明显下降[14]。在

特异性敲除 ATG7的脂肪组织中发现，白色脂肪组织的含量仅

是野生型小鼠的 20％，约 50％的白色脂肪组织由大量小的含

有多泡脂滴的脂肪细胞（棕色脂肪细胞的标记）组成，而野生型图 2 LPS促进自噬作用

Fig.2 LPS induces autophagy

图 3 免疫荧光检测自噬活力

Fig.3 Autophagic activity is detected by fluorescence microscopy
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小鼠的白色脂肪则由大的单腔脂滴组成[15]。此外，自噬还与胰

岛素抵抗及胰高血糖症等有密切联系[16]，为治疗代谢综合征、

肥胖、2型糖尿病开辟了一个新的途径。

自噬标志性分子微管相关轻链蛋白 LC3作为自噬小体的

特异性标志物收到广泛关注[17,18]。本文主要采用两种方法检测

了 LC3的改变：一种是利用 GFP标记的自噬标志性分子微管

相关轻链蛋白 LC3（GFP-LC3）质粒。正常生理环境下 LC3弥散
分布在胞质内，自噬激活时转移至自噬体膜上，所以在荧光显

微镜下可以观察到 GFP-LC3在胞质内呈弥散状或在自噬体膜

上呈斑点状特征 [19]。另一种方法是利用Western blotting方法检

测 LC3-I向 LC3II的转化。正常细胞中，LC3的 C末端被加工

生成 LC3-I；但当自噬被激活时，LC3-I在泛素酶的作用下偶联
生成 LC3II。根据两者的分子量大小不同，通过 SDS-PAGE凝

胶可以将 LC3-I和 LC3II分离开[20,21]。

本实验利用体外诱导的 THP-1细胞模型确定脂质自噬在

动脉粥样硬化泡沫细胞形成过程中的作用，结果发现：（1）脂质

自噬确实参与巨噬细胞来源的泡沫细胞的形成过程；（2）自噬

作用能够促进 THP-1源性泡沫细胞的形成本研究能够使我们

深入了解泡沫细胞形成过程中脂滴的代谢特点，从自噬角度认

识细胞内脂滴代谢的过程，为动脉粥样硬化泡沫细胞形成提供

新的研究基础。
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