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氧化型低密度脂蛋白对单核巨噬细胞株Ｕ９３７表达Ｓｉｇｌｅｃ１蛋白及分泌
细胞因子的影响

熊怡淞，吴韦霖，张玲珍，周运恒，韩志君，仲人前

第二军医大学长征医院实验诊断科，全军医学免疫诊断中心，全军临床免疫重点实验室，上海２００００３

　　［摘要］　目的　探讨氧化型低密度脂蛋白（ｏｘＬＤＬ）的致动脉粥样硬化（ＡＳ）作用是否通过上调单核巨噬细胞表面

Ｓｉｇｌｅｃ１的表达发挥作用。方法　制备ｏｘＬＤＬ并用不同浓度刺激人巨噬细胞株 Ｕ９３７，４８ｈ后收集细胞和培养上清液，分别
用流式细胞仪和ＲＴＰＣＲ检测不同浓度ｏｘＬＤＬ刺激后Ｓｉｇｌｅｃ１蛋白和Ｓｉｇｌｅｃ１ｍＲＮＡ的表达水平，并用ＥＬＩＳＡ试剂盒测定

培养上清液中 ＭＩＰ１α、ＭＣＰ１和ＩＬ８的浓度。结果　与对照组相比，ｏｘＬＤＬ能刺激Ｕ９３７细胞表面Ｓｉｇｌｅｃ１蛋白和Ｓｉｇｌｅｃ１
ｍＲＮＡ表达升高（Ｐ＜０．０１），培养上清液中 ＭＩＰ１α、ＭＣＰ１和ＩＬ８的表达升高（Ｐ＜０．０１），并呈浓度依赖性。结论　ｏｘＬＤＬ
的致ＡＳ作用可能部分是通过上调单核巨噬细胞表面Ｓｉｇｌｅｃ１蛋白表达而活化巨噬细胞，分泌细胞因子和趋化因子诱导更多

巨噬细胞和淋巴细胞的活化参与粥样斑块中的炎症反应。

　　［关键词］　动脉粥样硬化；氧化型低密度脂蛋白；Ｓｉｇｌｅｃ１；细胞因子类；单核巨噬细胞
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　　血清中高浓度的低密度脂蛋白是冠心病的主要
危险因子，而氧化型低密度脂蛋白（ｏｘＬＤＬ）比其天
然形式有更强的致动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，

ＡＳ）作用。Ｓｉｇｌｅｃ１（ＣＤ１６９）蛋白是特异表达在组织
巨噬细胞上的一类免疫球蛋白样黏附分子，有促进

细胞黏附和活化的作用。前期研究发现，冠心病患
者外周血的单核细胞上Ｓｉｇｌｅｃ１蛋白表达明显升
高，提示冠心病患者外周血单核细胞已部分激活［１］。
但目前关于其表达上调的原因不清楚，推测是由

ｏｘＬＤＬ刺激引起；同时，关于Ｓｉｇｌｅｃ１蛋白的胞内信
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号转导通路也不清楚，推测是偶联其他膜受体引起
单核巨噬细胞活化并产生炎性细胞因子、共刺激分
子以及黏附分子等。鉴于此，本实验通过体外培养
人单核巨噬细胞株 Ｕ９３７，研究ｏｘＬＤＬ刺激对单核
巨噬细胞表达Ｓｉｇｌｅｃ１蛋白及分泌细胞因子的影
响，以探讨Ｓｉｇｌｅｃ１蛋白在ｏｘＬＤＬ致ＡＳ中的可能
作用。

１　材料和方法

１．１　材料及主要试剂　人髓系白血病细胞株 Ｕ９３７
购自中国科学院上海细胞生物学研究所，ＴＲＩｚｏｌ试
剂、胎牛血清和ＲＰＭＩ１６４０培养液均购自Ｇｉｂｃｏ公
司，低密度脂蛋白（ＬＤＬ）购自 Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ 公司，

ＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅＴＭ反转录试剂盒和ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅａｌ
ｔｉｍｅＰＣＲ试剂盒购自Ｔｏｙｏｂｏ公司，Ｓｉｇｌｅｃ１及内参

ＧＡＰＤＨ引物由上海生工生物工程服务技术有限公
司合成，ＰＥ标记小鼠抗人Ｓｉｇｌｅｃ１单抗购自Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司，同型对照抗体和 ＭＣＰ１、ＩＬ８ＥＬＩＳＡ检
测试剂盒购自ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司，ＭＩＰ１αＥＬＩＳＡ检
测试剂盒购自Ｒ＆Ｄ公司。

１．２　ＬＤＬ的氧化修饰及鉴定　将ＬＤＬ溶液置于透
析袋中，用０．０１ｍｏｌ／Ｌ的ＰＢＳ（ｐＨ７．４）室温透析

１２ｈ；取出透析后的ＬＤＬ，置于含５μｍｏｌ／ＬＣｕＳＯ４
的ＰＢＳ中，３７℃透析１２ｈ；取出透析袋，用含０．１％
ＥＤＴＡ的ＰＢＳ４℃透析２４ｈ；过滤除菌，４℃保存备
用。ＬＤＬ的氧化修饰程度鉴定采用南京建成生物工
程研究所试剂盒，以四乙基丙烷为标准品，用每毫克
蛋白中丙二醛的含量表示。测得ＬＤＬ的丙二醛含
量为（２．３２±０．２６）ｎｍｏｌ／ｍｇ，Ｃｕ２＋氧化所得ｏｘＬＤＬ
的丙二醛含量为（１４．１３±０．６９）ｎｍｏｌ／ｍｇ。

１．３　细胞株 Ｕ９３７培养和ｏｘＬＤＬ刺激　Ｕ９３７细
胞用含１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液于３７℃、

５％ＣＯ２ 培养，每２４～４８ｈ传代一次。选取处于对
数生长期的细胞，以５×１０５／ｍｌ接种于２４孔板，分
别用终浓度为１０、２５、５０、７５、１００μｇ／ｍｌ的ｏｘＬＤＬ
刺激４８ｈ，３００×ｇ离心５ｍｉｎ收集细胞和培养上清
液待用。

１．４　流式细胞仪检测 Ｕ９３７细胞表面Ｓｉｇｌｅｃ１蛋
白　收集ｏｘＬＤＬ刺激后的细胞悬液，用 ＰＢＳ（含

０．１％ＢＳＡ和０．０５％叠氮钠）洗２次，ＰＢＳ重悬细胞
至１×１０７／ｍｌ，取１００μｌ重悬细胞加入２０μｌＰＥ标
记小鼠抗人Ｓｉｇｌｅｃ１单抗，混匀后室温避光孵育３０
ｍｉｎ，ＰＢＳ洗２次，重悬于５００μｌ含０．５％多聚甲醛
的ＰＢＳ中，上ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒＦＣ５００流式细胞仪

检测。

１．５　ＲＴＰＣＲ检测细胞 ｍＲＮＡ 表达　用 ＴＲＩｚｏｌ
试剂提取细胞总 ＲＮＡ，反转录成ｃＤＮＡ，操作均按
说明书进行。ＰＣＲ扩增用５０μｌ体系：ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ２５μｌ，双蒸水１３μｌ，上、
下游引物各１μｌ，ｃＤＮＡ（用双蒸水稀释１０倍）１０μｌ，
每个样本做３复孔，以不加模板ｃＤＮＡ为阴性对照。

ＡＢＩＰＲＩＳＭ７０００ 荧光定量 ＰＣＲ 仪上进行扩增：

５０℃２ｍｉｎ，９５℃１０ｍｉｎ，９５℃１５ｓ，６０℃１ｍｉｎ，循
环４０次。作融解曲线验证扩增产物的特异性，反应
完成后设定基线值（Ｂａｓｅｌｉｎｅ）和阈值（Ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ），
读取阈循环（Ｃｔ）值。

１．６　ＥＬＩＳＡ检测培养上清液细胞因子　收集不同
浓度ｏｘＬＤＬ刺激后的培养上清液，按不同比例稀
释后，用ＥＬＩＳＡ试剂盒分别检测 ＭＩＰ１α、ＭＣＰ１和

ＩＬ８的表达水平，操作按说明书进行。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０统计软件，标本
平行重复检测３次，取均值，计量资料用珚ｘ±ｓ表示，
多组资料之间比较用方差分析，实验组与对照组之
间两两比较采用Ｄｕｎｎｅｔｔｔ检验，以Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义。

２　结　果

２．１　Ｕ９３７细胞培养和ｏｘＬＤＬ刺激　Ｕ９３７细胞
在含１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液中生长良
好，当加入ｏｘＬＤＬ刺激后，随着时间延长，部分细
胞出现死亡现象。经锥虫蓝染色，１２ｈ细胞着染率
为１％～３％，２４ｈ细胞着染率为４％～６％，４８ｈ细
胞着染率为５％～１０％。

２．２　流式细胞仪检测单核巨噬细胞株 Ｕ９３７表面

Ｓｉｇｌｅｃ１蛋白　流式细胞仪检测结果如图１所示。
检测发现，Ｓｉｇｌｅｃ１蛋白在未刺激的 Ｕ９３７细胞上表
达量较低，随着ｏｘＬＤＬ浓度的增加，Ｓｉｇｌｅｃ１蛋白
在Ｕ９３７细胞表面表达率逐渐增高，显著高于阴性对
照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），且其表达呈浓
度依赖性，当ｏｘＬＤＬ浓度为１００μｇ／ｍｌ时，Ｓｉｇｌｅｃ１
表达量最高。

２．３　ＲＴＰＣＲ检测Ｓｉｇｌｅｃ１ｍＲＮＡ表达　通过荧
光定量ＰＣＲ检测发现，随着ｏｘＬＤＬ浓度的不断增
加，Ｓｉｇｌｅｃ１ｍＲＮＡ在 Ｕ９３７细胞表达逐渐增高，除

ｏｘＬＤＬ１０μｇ／ｍｌ组外（Ｐ＞０．０５），其余各组均显著
高于阴性对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），且
其表达呈浓度依赖性，当ｏｘＬＤＬ浓度为１００μｇ／ｍｌ
时，Ｓｉｇｌｅｃ１ｍＲＮＡ表达量最高（图２）。
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图１　不同浓度ｏｘＬＤＬ刺激Ｕ９３７细胞株后Ｓｉｇｌｅｃ１蛋白的表达

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳｉｇｌｅｃ１ｐｒｏｔｅｉｎｏｎＵ９３７ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｏｘＬＤＬ
Ａ：Ｇａｔｉｎｇｂａｓｅｄｏｎｆｏｒｗａｒｄａｎｇｌｅｓｃａｔｔｅｒｉｎｇｌｉｇｈｔａｎｄｓｉｄｅｌｉｇｈｔｓｃａｔｔｅｒ；Ｂ：Ｓｉｇｌｅｃ１ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｈｉｓｔｏｇｒａｍｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ，ｔｈｅｂｌａｃｋ

ａｒｅａｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，ｄｏｔｔｅｄｌｉｎｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｎｏｎｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，ｓｏｌｉｄｌｉｎｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｏｘＬＤＬ１００μｇ／ｍｌｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；Ｃ：

Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓ．Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ（０μｇ／ｍｌｏｘＬＤＬ）ｇｒｏｕｐ．ｎ＝９，珚ｘ±ｓ

图２　不同浓度ｏｘＬＤＬ刺激Ｕ９３７细胞株后

Ｓｉｇｌｅｃ１ｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳｉｇｌｅｃ１ｍＲＮＡｏｎＵ９３７ｃｅｌｌｓ

ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｏｘＬＤＬ
Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ（０μｇ／ｍｌｏｘＬＤＬ）ｇｒｏｕｐ．ｎ＝９，珚ｘ±ｓ

２．４　ＥＬＩＳＡ检测培养上清液中细胞因子浓度　细
胞培养上清液细胞因子检测结果见表１。检测发
现，ｏｘＬＤＬ刺激Ｕ９３７后，其分泌细胞因子ＭＩＰ１α、

ＭＣＰ１和ＩＬ８能力明显增强，与对照组比较，差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

表１　不同浓度ｏｘＬＤＬ刺激Ｕ９３７

细胞株后培养上清液中细胞因子的含量

Ｔａｂ１　ＣｙｔｏｋｉｎｅｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆＵ９３７ｃｅｌｌｓ

ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｏｘＬＤＬ
（ｎ＝９，珚ｘ±ｓ）

ｏｘＬＤＬ
ρＢ／（μｇ·ｍｌ－１）

ＭＣＰ１
ρＢ／（ｎｇ·ｍｌ－１）

ＭＩＰ１α
ρＢ／（ｎｇ·ｍｌ－１）

ＩＬ８
ρＢ／（ｎｇ·ｍｌ－１）

０ ０．７６±０．１２ １．５６±０．２３ １０．３６±１．６１

１０ １．８８±０．２４ １２．１２±１．６４ ２８．６４±２．９３

２５ ２．６７±０．２８ １８．５８±２．２９ ３２．３１±３．１４

５０ ３．５６±０．３６ ２４．２７±２．４５ ３７．２２±３．５８

７５ ３．７２±０．３９ ２８．３６±３．０３ ４３．５０±３．６６

１００ ４．１５±０．４２ ３５．２２±３．３６ ５２．１８±４．１２

　Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ（０μｇ／ｍｌｏｘＬＤＬ）ｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　Ｓｉｇｌｅｃ１蛋白是唾液酸结合的免疫球蛋白样凝
集素家族（Ｓｉｇｌｅｃｓ家族）的第一个成员［２］，主要表达
在组织巨噬细胞上，正常人外周血单核细胞上一般
不表达。它的主要作用是通过识别含有唾液酸的糖
链结构而促进细胞与细胞间黏附和相互作用，调节
免疫细胞的功能。在动物实验中发现它可作为病毒
受体，介导巨噬细胞对病毒的吞噬和清除［３］。

　　Ｓｉｇｌｅｃ１蛋白与人类疾病的研究报道不多，目前
主要集中在自身免疫性疾病和感染性疾病。研究发
现，当巨噬细胞受到炎症刺激时，Ｓｉｇｌｅｃ１蛋白表达
迅速上调，提示Ｓｉｇｌｅｃ１蛋白在巨噬细胞促炎症反
应中起重要作用。在类风湿性关节炎［４］、ＨＩＶ感染
伴高病毒载量［５］、增殖性肾小球肾炎［６］、系统性硬
化［７］、系统性红斑狼疮［８］等疾病中，均可见Ｓｉｇｌｅｃ１
蛋白在患者外周血或病变组织中表达的升高，并参
与Ｔ细胞激活等过程。上述发现证实了Ｓｉｇｌｅｃ１蛋
白在介导巨噬细胞炎症反应及 Ｔ细胞活化等过程
中起重要作用。

　　ＡＳ是一种多因素疾病，其发病机制至今尚未阐
明，近年来认为它是一种免疫炎症性疾病［９］，包括天
然免疫和获得性免疫在内的免疫机制在 ＡＳ的发病
过程中起重要作用［１０］，特别是由巨噬细胞介导的天
然免疫反应成为目前研究的热点。ｏｘＬＤＬ作为ＡＳ
发病过程中的重要因子，广泛参与了血管内皮细胞
破坏、巨噬细胞激活、淋巴细胞募集等过程，并可通
过激活巨噬细胞表面ＴＬＲ４参与ＡＳ的发病［１１］。而

Ｓｉｇｌｅｃ１蛋白作为单核巨噬细胞激活的重要标志，在
冠心病患者外周血单核细胞上表达显著升高［１］，提
示Ｓｉｇｌｅｃ１蛋白可能是由于ｏｘＬＤＬ刺激后表达上
调。增高的Ｓｉｇｌｅｃ１蛋白可能通过与血管内皮细胞
表面含唾液酸结构的糖链结合而使单核细胞黏附于
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血管内皮，向血管内皮下移动并激活，分泌 ＭＣＰ１、

ＭＩＰ１α／β、ＩＬ８等趋化因子诱导更多的巨噬细胞和
淋巴细胞募集和活化，参与ＡＳ的初始发病过程。

　　本实验中体外培养人单核巨噬细胞株Ｕ９３７，并
利用不同浓度 ｏｘＬＤＬ 刺激，以观察细胞表面

Ｓｉｇｌｅｃ１蛋白表达变化以及细胞活化后分泌细胞因
子的能力，初步探讨ｏｘＬＤＬ的致ＡＳ作用是否通过
激活巨噬细胞表面Ｓｉｇｌｅｃ１蛋白分子引起相关的炎
性细胞因子和趋化因子分泌而起作用。实验发现，
经不同浓度ｏｘＬＤＬ刺激后，细胞表面Ｓｉｇｌｅｃ１蛋白
表达明显增加（Ｐ＜０．０１），Ｓｉｇｌｅｃ１ｍＲＮＡ也明显
升高（Ｐ＜０．０１），并与ｏｘＬＤＬ呈浓度依赖性关系。
巨噬细胞分泌 ＭＩＰ１α、ＭＣＰ１和ＩＬ８的量也随着

ｏｘＬＤＬ浓度不断增加而增加。该结果初步提示

ｏｘＬＤＬ的致ＡＳ作用可能部分是通过上调巨噬细
胞表达Ｓｉｇｌｅｃ１蛋白而引起。增加表达的Ｓｉｇｌｅｃ１
蛋白可能与巨噬细胞表面其他膜受体如清道夫受

体、氧化型低密度脂蛋白受体（ＬＯＸ１）、ＦｃγＲ等协
同作用内吞脂质；Ｓｉｇｌｅｃ１蛋白还可能与ＴＬＲ等受
体偶联激活胞内信号传导通路，引起ＮＦκＢ活化以
及 ＭＩＰ１α、ＭＣＰ１、ＩＬ８等炎性细胞因子和趋化因
子分泌，诱导和活化更多巨噬细胞、ＣＤ４＋ Ｔ 和

ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞参与ＡＳ。

　　本研究结果提示，ｏｘＬＤＬ的致ＡＳ作用可能部
分是通过上调巨噬细胞表面Ｓｉｇｌｅｃ１蛋白表达和相
关炎性细胞因子分泌而引起，由Ｓｉｇｌｅｃ１蛋白介导
的巨噬细胞炎症反应在ＡＳ的发生发展中起一定作
用。但是Ｓｉｇｌｅｃ１蛋白在ＡＳ发病过程中究竟起到
什么作用？其下游机制如何？是否如上推测通过协

同清道夫受体吞噬脂质或与ＴＬＲ等受体偶联分泌
大量炎性细胞因子、活化 Ｔ淋巴细胞等而参与 ＡＳ
发病？这些仍需要进一步研究探索。
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