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硫化氢上调ＡＢＣＡ１表达促进泡沫细胞胆固醇流出的实验研究
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　　摘　要：目的　探讨外源性硫化氢（Ｈ２Ｓ）对泡沫细胞胆固醇流出和三磷酸腺苷结合盒转运体Ａ１（ＡＢＣＡ１）表达的影响。方法

　氧化低密度脂蛋白孵育ＲＡＷ２６４．７细胞诱导泡沫化，Ｈ２Ｓ供体硫氢化钠处理细胞，测定胆固醇流出率，高效液相色谱测定细胞

内游离胆固醇（ＦＣ）、胆固醇酯（ＣＥ）和总胆固醇（ＴＣ）浓度。实时定量ＰＣＲ和蛋白印迹法检测泡沫细胞中ＡＢＣＡ１ｍＲＮＡ和蛋白

表达。结果　与泡沫细胞组相比，外源性 Ｈ２Ｓ以时间和浓度依赖的方式增加泡沫细胞胆固醇流出（犘＜０．０５），降低细胞中ＴＣ、

ＦＣ和ＣＥ及ＣＥ／ＴＣ水平（犘＜０．０５），上调细胞中ＡＢＣＡ１表达。结论　外源性 Ｈ２Ｓ上调泡沫细胞中 ＡＢＣＡ１表达，促进胆固醇

流出。
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　　泡沫细胞的形成是动脉粥样硬化（ａｒｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）重

要的病理学基础，单核巨噬细胞吞噬修饰的低密度脂蛋白，特

别是氧化修饰低密度脂蛋白（ｏｘｉｄｉｚｅｄｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，

ｏｘＬＤＬ）而形成泡沫细胞
［１］。肝外组织细胞中的胆固醇通过

血液运输到肝脏，合成胆汁排出体外，称为逆向胆固醇转运

（ｒｅｖｅｒｓｅｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｔｒａｎｓｐｏｒｔ，ＲＣＴ）。ＲＣＴ能力的减弱是泡

沫细胞形成的重要原因。三磷酸腺苷结合盒转运体Ａ１（ＡＴＰ

ｂｉｎｄｉｎｇｃａｓｓｅｔｔｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒＡ１，ＡＢＣＡ１）被称作ＲＣＴ的“看门

人”，发挥抗ＡＳ作用
［２］。硫化氢（ｈｙｄｒｏｇｅｎｓｕｌｆｉｄｅ，Ｈ２Ｓ）被称

为第３种气体信号分子，广泛分布于各系统中
［３４］。Ｈ２Ｓ能延

缓ＡＳ的进程，缩小ＡＳ斑块，具有抗ＡＳ作用
［５］。本研究旨在

观察 Ｈ２Ｓ对泡沫细胞胆固醇流出和ＡＢＣＡ１表达的影响，探讨

Ｈ２Ｓ抗ＡＳ的机制。

１　材料与方法

１．１　细胞培养与分组　ＲＡＷ２６４．７细胞购自中科院上海细

胞库。细胞培养于含１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养液中。

细胞融合６０％～７０％时，ｏｘＬＤＬ（５０μｇ／ｍＬ）孵育４８ｈ，转变

成泡沫细胞。实验分为泡沫细胞组、硫氢化钠（ｓｏｄｉｕｍｈｙｄｒｏ

ｓｕｌｆｉｄｅ，ＮａＨＳ）（１０－５、１０－４和１０－３ ｍｏｌ／Ｌ）处理０、１２、２４和

４８ｈ组。

１．２　方法

１．２．１　试剂及仪器　ＮａＨＳ购自Ｓｉｇｍａ公司。［３Ｈ］标记的

胆固醇（原子能院同位素所）。ＡＢＣＡ１兔抗鼠一抗以及辣根过

氧化物酶标记羊抗兔二抗购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。ＭＭＬＶ第一

链ｃＤＮＡ合成试剂盒、总 ＲＮＡ提取试剂盒和 ＨｏｔＳｔａｒＴａｑ

ＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。

１．２．２　胆固醇流出检测　对数生长的细胞，浓度为３．０×１０６

个／ｍＬ，接种６孔板，含１０％胎牛血清、０．２μＣｉ／Ｌ［３Ｈ］标记的

胆固醇和ｏｘＬＤＬ（５０μｇ／ｍＬ）的培养液共敷育４８ｈ。Ｈ２Ｓ组

用ＮａＨＳ（１０－５、１０－４和１０－３ｍｏｌ／Ｌ）继续敷育１２、２４和４８ｈ。

更换培养液，细胞在无血清含５０μｇ／ｍＬ载脂蛋白 ＡＩ的新鲜

培养液中敷育１２ｈ，液闪仪检测培养液和细胞中的［３Ｈ］胆固
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表１　　Ｈ２Ｓ对泡沫细胞内ＦＣ及ＣＥ浓度的影响（狀＝５）

组别 ＴＣ（ｍｇ／ｇ，狓±狊） ＦＣ（ｍｇ／ｇ，狓±狊） ＣＥ（ｍｇ／ｇ，狓±狊） ＣＥ／ＴＣ（％）

泡沫细胞组 ５２４．５７±３１．２２ １７９．０９±１２．３５ ３４５．４８±２４．１８ ６５．８６

ＮａＨＳ（１０－５ｍｏｌ／Ｌ）２４ｈ组 ５２３．０６±３７．７５ １８０．３０±１３．３２ ３４２．７６±１７．２１ ６５．５３

ＮａＨＳ（１０－４ｍｏｌ／Ｌ）２４ｈ组 ３６５．２１±２１．６４ａｂｄ １６６．８８±１３．４２ １９８．３３±１０．０３ａｂｄ ５４．０４ａｂｄ

ＮａＨＳ（１０－３ｍｏｌ／Ｌ）２４ｈ组 ２１７．４５±１８．２４ａｂｃ １１９．１８±１１．３５ａｂｃ ９８．２７±８．７６ａｂｃ ４５．１９ａｂｃ

ＮａＨＳ（１０－４ｍｏｌ／Ｌ）１２ｈ组 ５０７．３６±３１．２８ １７６．１２±１６．３４ ３３１．２４±２４．６９ ６５．２９

ＮａＨＳ（１０－４ｍｏｌ／Ｌ）４８ｈ组 ２０９．３２±１８．３２ａｅ １１８．０４±７．２１ａｄｅ ９１．２８±５．３６ａｄｅ ４３．６１ａｄｅ

　　ａ：犘＜０．０５，与泡沫细胞组比较；ｂ：犘＜０．０５，与ＮａＨＳ（１０－５ｍｏｌ／Ｌ）２４ｈ组比较。ｃ：犘＜０．０５，与ＮａＨＳ（１０－４ｍｏｌ／Ｌ）２４ｈ组比较；ｄ：犘＜０．０５，

与ＮａＨＳ（１０－４ｍｏｌ／Ｌ）１２ｈ组比较，ＮａＨＳ（１０－４ｍｏｌ／Ｌ）２４ｈ组比较。

表２　　Ｈ２Ｓ对泡沫细胞内胆固醇流出的影响（狓±狊，狀＝５）

组别
胆固醇流出率（％）

０ｈ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ

泡沫细胞组 １３．４６±１．７６ １４．３９±２．０６ １５．１５±１．９４ １７．８２±２．２５

ＮａＨＳ（１０－５ｍｏｌ／Ｌ）组 １３．７９±１．５４ １４．２６±１．８４ １７．６９±２．１７ ２０．４３±３．１４

ＮａＨＳ（１０－４ｍｏｌ／Ｌ）组 １４．２１±１．１３ １５．５１±１．６４ ２８．９１±３．６５ａｂｄｅ ３６．８０±１．１３ａｂｄｅｆ

ＮａＨＳ（１０－３ｍｏｌ／Ｌ）组 １４．６８±１．７９ １６．３７±２．１２ ４２．７７±４．２１ａｂｃｄｅ ５４．１７±５．７１ａｂｃｄｅｆ

　　ａ：犘＜０．０５，与泡沫细胞组比较；ｂ：犘＜０．０５，与ＮａＨＳ（１０－５ｍｏｌ／Ｌ）组比较。ｃ：犘＜０．０５，与ＮａＨＳ（１０－４ｍｏｌ／Ｌ）组比较；ｄ：犘＜０．０５，与ＮａＨＳ处

理０ｈ比较。ｅ：犘＜０．０５，与ＮａＨＳ处理１２ｈ比较；ｆ：犘＜０．０５，与ＮａＨＳ处理２４ｈ比较。

醇浓度。胆固醇流出率用培养液中［３Ｈ］／总值［３Ｈ］（培养

液＋细胞）×１００％表示。

１．２．３　高效液相色谱检测　超声破碎细胞，ＢＣＡ法蛋白定

量。细胞裂解产物分成两份，一份测定游离胆固醇（ｆｒｅｅｃｈｏ

ｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＦＣ），加入等体积８．９ｍｍｏｌ／Ｌ的ＫＯＨ醇。另一份测

定总胆固醇（ｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ），加入等体积的１５％ＫＯＨ

醇。两份样本加入６％三氯乙酸及等体积正己烷和异丙醇的

混合溶液，１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，收集上层有机相。加入１００

μＬ异丙醇、正庚烷和乙晴的混合溶液溶解样品。１５００ｒ／ｍｉｎ

离心５ｍｉｎ，收集上清液进行高效液相色谱分析。采用 Ｃ１８

柱，以异丙醇∶正庚烷∶乙晴为流动相进行非梯度洗脱，流速

为１ｍＬ／ｍｉｎ，２１６ｎｍ波长下检测，以峰面积定量胆固醇。胆

固醇酯（ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｅｓｔｅｒ，ＣＥ）经胆固醇酯酶水解为胆固醇，测

定ＴＣ量，ＴＣ量减去ＦＣ量为ＣＥ量，以ｍｇ／ｍｇ细胞蛋白为胆

固醇和ＣＥ单位。

１．２．４　实时定量ＰＣＲ检测　收集细胞，Ｔｒｉｚｏｌ提取细胞的总

ＲＮＡ。提取的总ＲＮＡ为模板进行逆转录反应，合成ｃＤＮＡ第

一链。取ｃＤＮＡ样品梯度稀释，进行实时定量ＰＣＲ反应，反应

总体系为３０μＬ，包含ｃＤＮＡ４μＬ，上下游引物各１μＬ，ｄＮＴＰ

Ｍｉｘ（２×）８μＬ。ＡＢＣＡ１引物：上游：５′ＡＧＧ ＡＡＡ ＣＣＣ

ＡＡＴＣＣＣＡＧＡＴＡＣＣＣ３′，下游：５′ＧＣＴＣＧＧＡＧＧＡＡＧ

ＴＧＣＴＴＧ ＡＧＡ ＡＴ３′。βａｃｔｉｎ引物：上游：５′ＣＣＡ ＴＣＡ

ＴＣＴＴＧＣＡＧＧ ＡＧＣＧ３′，下游：５′ＣＴＧ ＧＣＡ ＧＴＧ ＡＧＣ

ＴＡＴＡＣＴＣＧ３′。采用２－△△ＣＴ法处理数据。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测　提取细胞总蛋白，ＢＡＣ法蛋白

定量。１００μＬ样本加入到２×ＳＤＳ凝胶加样缓冲液中煮沸。

凝胶电泳１ｈ分离蛋白质，分离的蛋白转膜至聚偏氟乙稀膜

上。１０％脱脂牛奶封闭２ｈ，加入兔抗鼠 ＡＢＣＡ１和βａｃｔｉｎ一

抗，４℃下过夜。加入羊抗兔二抗，孵育６ｈ。显影后进行半定

量分析。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行统计分析，

计量资料用狓±狊表示，单因素方差分析后，组间差异比较用狋

检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｈ２Ｓ对泡沫细胞内ＦＣ及ＣＥ浓度的影响　与泡沫细胞

组相比，ＮａＨＳ（１０－４、１０－３ ｍｏｌ／Ｌ）处理２４ｈ或 ＮａＨＳ（１０－４

ｍｏｌ／Ｌ）处理４８ｈ均显著降低了泡沫细胞中ＴＣ、ＦＣ和ＣＥ及

ＣＥ／ＴＣ水平（犘＜０．０５）。ＮａＨＳ（１０－５ ｍｏｌ／Ｌ）处理２４ｈ和

ＮａＨＳ（１０－４ｍｏｌ／Ｌ）处理１２ｈ细胞中ＴＣ、ＦＣ和ＣＥ及ＣＥ／ＴＣ

水平与泡沫细胞组相比差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表１。

图１　　Ｈ２Ｓ对泡沫细胞ＡＢＣＡ１蛋白表达的影响

表３　　Ｈ２Ｓ对泡沫细胞ＡＢＣＡ１表达的影响（狓±狊，狀＝５）

组别
ＡＢＣＡ１ｍＲＮＡ

相对表达水平（％）

ＡＢＣＡ１蛋白

相对表达水平

泡沫细胞组 １００．００±０．００ ０．１５±０．０２

ＮａＨＳ（１０－５ｍｏｌ／Ｌ）２４ｈ组 １０３．２７±３．６５ ０．１７±０．０３

ＮａＨＳ（－４ｍｏｌ／Ｌ）２４ｈ组 １２５．７６±５．１４ａｂｄ ０．４８±０．０５ａｂｄ

ＮａＨＳ（－３ｍｏｌ／Ｌ）２４ｈ组 １４８．６３±８．３６ａｂｃ ０．９８±０．１２ａｂｃ

ＮａＨＳ（－４ｍｏｌ／Ｌ）１２ｈ组 １０５．３８±２．４７ ０．１６±０．０２

ＮａＨＳ（－４ｍｏｌ／Ｌ）４８ｈ组 １５６．７９±５．９６ａｄｅ ０．９６±０．１３ａｄｅ

　　ａ：犘＜０．０５，与泡沫细胞组比较；ｂ：犘＜０．０５，与 ＮａＨＳ（１０－５

ｍｏｌ／Ｌ）２４ｈ组比较。ｃ：犘＜０．０５，与ＮａＨＳ（１０－５ｍｏｌ／Ｌ）２４ｈ组比较；ｄ：

犘＜０．０５，与ＮａＨＳ（１０－４ ｍｏｌ／Ｌ）１２ｈ组比较；ｅ：犘＜０．０５，与 ＮａＨＳ

（１０－４ｍｏｌ／Ｌ）２４ｈ组比较。
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２．２　Ｈ２Ｓ对泡沫细胞内胆固醇流出的影响　与泡沫细胞组

相比，ＮａＨＳ（１０－４、１０－３ｍｏｌ／Ｌ）处理２４和４８ｈ时间和浓度依

赖的方式增加泡沫细胞胆固醇流出（犘＜０．０５）。ＮａＨＳ（１０－５

ｍｏｌ／Ｌ）处理１２、２４和４８ｈ及 ＮａＨＳ（１０－５、１０－４、１０－３ｍｏｌ／Ｌ）

处理１２ｈ没有影响泡沫细胞胆固醇流出（犘＞０．０５），见表２。

２．３　Ｈ２Ｓ对泡沫细胞ＡＢＣＡ１ｍＲＮＡ和蛋白表达的影响　与

泡沫细胞组相比，ＮａＨＳ（１０－４和１０－３ ｍｏｌ／Ｌ）处理２４ｈ或

ＮａＨＳ（１０－４ｍｏｌ／Ｌ）处理４８ｈ均显著上调细胞中ＡＢＣＡ１ｍＲ

ＮＡ和蛋白表达（犘＜０．０５），呈时间和浓度依赖性。ＮａＨＳ

（１０－５ｍｏｌ／Ｌ）处理２４ｈ及ＮａＨＳ（１０－４ｍｏｌ／Ｌ）处理１２ｈ细胞

中ＡＢＣＡ１的表达与泡沫细胞组相比差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。见图１和表３。

３　讨　　论

ＡＳ发病机制十分复杂，至今尚未阐明。Ｈ２Ｓ具有改善血

管内皮功能、调节平滑肌细胞凋亡和增殖、抑制血管重构、舒张

血管和抗氧化等心血管保护作用［６］。研究表明 Ｈ２Ｓ具有抗

ＡＳ的作用，但机制没有完全阐明
［７］。研究发现 Ｈ２Ｓ可以延缓

对ＡｐｏＥ基因敲除小鼠 ＡＳ的进程，减小 ＡＳ斑块
［８］。本研究

结果表明 Ｈ２Ｓ降低了泡沫细胞内胆固醇和胆固醇酯的浓度，

增加胆固醇的流出率。

在致病因素的作用下，单核巨噬细胞在血管内膜下吞噬过

多的胆固醇和磷脂，特别是ｏｘＬＤＬ，以脂滴的形式聚集在细胞

内形成泡沫细胞［９１０］。巨噬细胞摄取过多脂质并沉积于血管

内膜下，本身是一种自我保护机制，关键是这些细胞摄取脂质

后能否将其代谢并转运出去。细胞脂质摄取与流出的失衡是

泡沫细胞形成的关键。ＡＢＣＡ１在巨噬细胞胆固醇流出和

ＲＣＴ的过程中发挥十分重要的作用
［１１］。研究发现 Ｈ２Ｓ能下

调巨噬细胞ＣＤ３６ｍＲＮＡ和蛋白表达，减少ｏｘＬＤＬ摄取，抑

制泡沫细胞形成［１２］。那么 Ｈ２Ｓ能否影响细胞ＲＣＴ，而发挥抗

ＡＳ的作用？本研究结果表明 Ｈ２Ｓ以剂量和浓度依赖方式上

调了巨噬细胞性泡沫细胞中ＡＢＣＡ１ｍＲＮＡ和蛋白的表达，并

增加泡沫细胞中胆固醇流出。因此 Ｈ２Ｓ抗 ＡＳ的作用可能与

通过上调泡沫细胞中ＡＢＣＡ１表达并促进胆固醇流出有关。
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　　 ＶＯ（２）（ｍａｘ）ｄｕｒｉｎｇｐｒｏｌｏｎｇｅｄｈｉｇｈａｌｔｉｔｕｄｅｅｘｐｏｓｕｒｅ

［Ｊ］．ＪＡｐｐｌＰｈｙｓｉｏｌ，２０００，８９（１）：２９３７．

［２５］ＰａｌｍｅｒＢＦ．Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙａｎｄｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙｗｉｔｈａｓｃｅｎｔ

ｔｏａｌｔｉｔｕｄｅ［Ｊ］．ＡｍＪＭｅｄＳｃｉ，２０１０，３４０（１）：６９７７．

［２６］ＷｕＴＹ，ＤｉｎｇＳＱ，ＬｉｕＪＬ，ｅｔａｌ．Ｓｍｏｋｉｎｇ，ａｃｕｔｅｍｏｕｎｔａｉｎ

ｓｉｃｋｎｅｓｓａｎｄａｌｔｉｔｕｄｅａｃｃｌｉｍａｔｉｓａｔｉｏｎ：ａｃｏｈｏｒｔｓｔｕｄｙ［Ｊ］．

Ｔｈｏｒａｘ，２０１２，６７（１０）：９１４９１９．

［２７］Ｏ＇ｃｏｎｎｏｒＴ，ＤｕｂｏｗｉｔｚＧ，ＢｉｃｋｌｅｒＰＥ．Ｐｕｌｓｅｏｘｉｍｅｔｒｙｉｎ

ｔｈｅｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆａｃｕｔｅｍｏｕｎｔａｉｎｓｉｃｋｎｅｓｓ［Ｊ］．ＨｉｇｈＡｌｔ

ＭｅｄＢｉｏｌ，２００４，５（３）：３４１３４８．

（收稿日期：２０１３０６０５　修回日期：２０１３０８２２）

８９５３ 重庆医学２０１３年１０月第４２卷第３０期




