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　　［摘要］　目的　观察高磷环境对巨噬细胞内胆固醇蓄积的影响及其分子机制。方法　将人单核细胞株（ＴＨＰ１）

源性巨噬细胞分为对照组（磷１．０ｍｍｏｌ／Ｌ）、高磷处理组（磷３．０ｍｍｏｌ／Ｌ）、磷甲酸钠（ＰＦＡ）处理组（磷１．０ｍｍｏｌ／Ｌ加

ＰＦＡ１．０ｍｍｏｌ／Ｌ）以及高磷联合ＰＦＡ处理组（磷３．０ｍｍｏｌ／Ｌ加ＰＦＡ１．０ｍｍｏｌ／Ｌ），按不同要求分别处理各组细胞。

培养２４ｈ后，油红Ｏ染色观察细胞内中性脂质的分布，酶催化比色法定量测定细胞内的胆固醇含量，ｑＰＣＲ检测细胞内

羟甲基戊二酸单酰辅酶Ａ还原酶（犎犕犌犆狅犃犚）、低密度脂蛋白受体（犔犇犔犚）、固醇调节元件结合蛋白裂解激活蛋白

（犛犆犃犘）ｍＲＮＡ的表达，蛋白质印迹法测定细胞内ＳＣＡＰ、ＬＤＬＲ、ＨＭＧＣｏＡＲ及核内固醇调节元件结合蛋白２

（ＮＳＲＥＢＰ２）的蛋白水平，激光共聚焦法检测ＳＣＡＰ从内质网向高尔基体的移位情况。结果　与对照组相比，高磷处

理组巨噬细胞内中性脂质明显聚集，细胞内总胆固醇与胆固醇酯的含量增加（犘＜０．０５），ＬＤＬＲ、ＨＭＧＣｏＡＲｍＲＮＡ与

蛋白的表达增高（犘＜０．０５，犘＜０．０１），细胞核内ＮＳＲＥＢＰ２的蛋白表达水平增加（犘＜０．０５），ＳＣＡＰ从内质网向高尔基

体的移位增加；ＰＦＡ处理（高磷联合ＰＦＡ处理组）可阻断高磷引起的上述作用（犘＜０．０５，犘＜０．０１）。高磷处理组巨噬

细胞内ＳＣＡＰ的蛋白水平相比对照组增高（犘＜０．０５），ＰＦＡ处理能抑制高磷导致的ＳＣＡＰ蛋白水平增高，但犛犆犃犘

ｍＲＮＡ的表达在各组间差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　高磷环境下，钠磷转运体介导磷离子进入巨噬细胞

内，通过基因转录后机制增加ＳＣＡＰ的蛋白水平，诱导其功能失调并促使其异常转运ＳＲＥＢＰ２至高尔基体裂解释放Ｎ

ＳＲＥＢＰ２，后者转位入核促进ＨＭＧＣｏＡＲ和ＬＤＬＲ的表达，促使细胞内源性胆固醇合成和外源性ＬＤＬ经ＬＤＬＲ摄入的

增加，最终导致细胞内胆固醇异常蓄积。
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第１２期．刘　巧，等．高磷环境下胆固醇敏感器ＳＣＡＰ功能失调促进巨噬细胞内胆固醇蓄积
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ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｓｙｎｔｈｅｓｉｓｌｅａｄｉｎｇａｂｎｏｒｍａｌａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｏｆｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ；ｈｙｐｅｒｐｈｏｓｐｈａｔｅｍｉａ；ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｓｉｓ；ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１７，３８（１２）：１５１４１５２０］

　　动脉粥样硬化性心血管疾病是慢性肾脏病

（ｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ）患者最常见的并发

症和死亡原因之一［１２］。高磷血症是ＣＫＤ患者发

生加速性动脉粥样硬化的独立危险因素，但其促

进动脉粥样硬化的分子机制不清［３４］。固醇调节

元件结合蛋白２（ｓｔｅｒｏｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇ

ｐｒｏｔｅｉｎ２，ＳＲＥＢＰ２）及其裂解激活蛋白（ＳＲＥＢＰ

ｃｌｅａｖａｇｅａｃｔｉｖａｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＳＣＡＰ）介导的负反馈

调控系统对真核细胞内胆固醇稳态的调节具有

关键作用［５］，其功能异常与炎症、糖尿病等多种

病理状态下外周细胞内脂质异常集聚有关［６７］。

本研究拟利用体外细胞培养模拟高磷血症，探讨

高磷环境对巨噬细胞内源性胆固醇积聚的影响

及其分子机制。

１　材料和方法

１．１　仪器与试剂　人单核细胞株（ｈｕｍａｎａｃｕｔｅ

ｍｏｎｏｃｙｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌｌｉｎｅ，ＴＨＰ１，Ｎｏ：ＴＩＢ２０２）

购于美国 ＡＴＣＣ 公司，胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅ

ｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）购于德国ＰＡＮ公司，ＤＭＥＭ培养基、

青／链霉素购于Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，蛋白酶抑制剂、佛波

酯（ｐｈｏｒｂｏｌｍｙｒｉｓｔａｔｅａｃｅｔａｔｅ，ＰＭＡ）、磷甲酸钠

（ｐｈｏｓｐｈｏｎｏｆｏｒｍｉｃａｃｉｄ，ＰＦＡ）、无脂肪酸牛血清白

蛋白（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）、磷酸二氢钠

（ＮａＨ２ＰＯ４）、磷酸氢二钠（Ｎａ２ＨＰＯ４）购于美国

Ｓｉｇｍａ公司，培养瓶、培养皿购于 ＮＥＳＴ 公司，

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ反转录试剂盒购于ＴａＫａＲａ公司，

兔抗人ＳＣＡＰ多克隆一抗、兔抗人ＳＲＥＢＰ２多克隆

一抗购于Ａｂｇｅｎｔ公司，兔抗人羟甲基戊二酸单酰辅

酶 Ａ 还 原 酶 （３ｈｙｄｒｏｘｙ３ｍｅｔｈｙｌｇｌｕｔａｒｙｌ

ｃｏｅｎｚｙｍｅＡｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＨＭＧＣｏＡＲ）多克隆一抗购

于美国Ａｂｃａｍ公司，兔抗人低密度脂蛋白受体（ｌｏｗ

ｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＬＤＬＲ）多克隆一抗购

于武汉三鹰公司，兔抗小鼠、山羊抗兔辣根过氧化物

酶标记的二抗购于北京中杉金桥生物技术有限公

司，小鼠抗Ｇｏｌｇｉｎ一抗、山羊抗兔绿色荧光二抗、山

羊抗小鼠红色荧光二抗购于英国 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｒｏｂｅｓ

公司。激光扫描共聚焦显微镜（ＬＥＩＣＡＴＣＳＳＰ２）、

正置高清显微镜（ＤＭ４０００Ｂ）由德国Ｌｅｉｃａ公司生

产。其他试剂均为分析纯。

１．２　细胞培养及巨噬细胞处理　ＴＨＰ１细胞使用

含１０％ＦＢＳ、１００Ｕ／ｍＬ青霉素／链霉素的ＤＭＥＭ

培养液（生长培养培基），置于３７℃、５％ＣＯ２孵箱

中培养。均匀接种适量ＴＨＰ１细胞于含１６０ｎｍｏｌ／Ｌ

ＰＭＡ的生长培养液中培养７２ｈ，诱导分化其成为形

态典型的Ｍ１型巨噬细胞
［８］。使用含０．５％ＢＳＡ和

１００Ｕ／ｍＬ青霉素／链霉素的ＤＭＥＭ培养液作为实

验培养液。将分化成熟的巨噬细胞用实验培养液预
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处理１２ｈ后，使用ｐＨ 为７．４的２００ｍｍｏｌ／Ｌ

ＮａＨ２ＰＯ４／Ｎａ２ＨＰＯ４缓冲液配制不同磷浓度实验培

养液，设置对照组（含磷１．０ｍｍｏｌ／Ｌ）、高磷处理组

（含磷３．０ｍｍｏｌ／Ｌ）、ＰＦＡ处理组（含磷１．０ｍｍｏｌ／Ｌ及

ＰＦＡ１．０ｍｍｏｌ／Ｌ）、高磷联合ＰＦＡ处理组（含磷

３．０ｍｍｏｌ／Ｌ及ＰＦＡ１．０ｍｍｏｌ／Ｌ）处理细胞，置于

３７℃、５％ＣＯ２孵箱中培养２４ｈ后待检。

１．３　巨噬细胞油红Ｏ染色　将ＴＨＰ１细胞接种

于１ｃｍ×１ｃｍ玻片上，经诱导分化和不同处理２４ｈ

后收集各组细胞，４％多聚甲醛室温固定３０ｍｉｎ，

ＰＢＳ清洗，１，２丙二醇孵育２ｍｉｎ后加入０．２％油红

Ｏ染液染色１５ｍｉｎ，苏木精染核，甘油明胶封片，正

置显微镜高倍视野（×４００）下观察拍照。

１．４　细胞内胆固醇定量测定　将细胞接种于６孔

板内，经诱导分化和处理后收集各组细胞悬液，离心

去除上清，加入氯仿／甲醇溶液混匀，超声震碎后摇

床室温震荡１５ｍｉｎ，超高速离心，取上清液真空干燥

后加入９５％乙醇溶液，测量细胞内的游离胆固醇

（ｆｒｅｅ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＦＣ）及 总 胆 固 醇 （ｔｏｔａｌ

ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）含量，两者之差即为胆固醇酯

（ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｅｓｔｅｒ，ＣＥ）含量。另取超高速离心沉

淀，加入１．０ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液至沉淀完全溶解，使

用Ｌｏｗｒｙ法测量蛋白浓度，以各组细胞蛋白含量标

化胆固醇含量。

１．５　ｑＰＣＲ 检测 犔犇犔犚、犎犕犌犆狅犃犚 及犛犆犃犘

ｍＲＮＡ的表达　取ＴＨＰ１细胞接种于６孔板中，

诱导分化和给予不同处理后，ＴＲＩｚｏｌ法提取各组细

胞总ＲＮＡ，用 Ｎａｎｏ２０００核酸蛋白测定仪测定

ＲＮＡ浓度并标准化。按照ＴａＫａＲａ反转录试剂盒

说明书将不同组等量ＲＮＡ反转录为ｃＤＮＡ。以

β犪犮狋犻狀为内参，按照２５μＬ反应体系使用Ｏｐｔｉｃｏｎ２

ｒｅａｌｔｉｍｅ ＰＣＲ 仪 进 行 ｑＰＣＲ，检 测 犛犆犃犘、

犎犕犌犆狅犃犚、犔犇犔犚及β犪犮狋犻狀ｍＲＮＡ的表达水平。

引物序列如下：犛犆犃犘 上游５′ＧＧＧ ＡＡＣＴＴＣ

ＴＧＧＣＡＧ ＡＡＴ ＧＡＣＴ３′，下游５′ＣＴＧ ＧＴＧ

ＧＡＴＧＧＴＣＣＣＡＡＴＧ３′；犔犇犔犚 上游５′ＣＴＧ

ＴＧＧＧＣＴＣＣＡＴＡＧＧＣＴＡＴＣＴ３′，下游５′

ＧＣＧＧＴＣＣＡＧＧＧＴＣＡＴＣＴＴＣ３′；犎犕犌犆狅犃犚

上游５′ＴＣＴＧＧＣＡＧＴＣＡＧ ＴＧＧ ＧＡＡＣＴＡ

ＴＴ３′，下游５′ＣＣＴＣＧＴＣＣＴＴＣＧＡＴＣＣＡＡ

ＴＴＴ３′；β犪犮狋犻狀上游５′ＣＣＴＧＧＣＡＣＣＣＡＧＣＡＣ

ＡＡＴ３′，下游５′ＧＣＣＧＡＴＣＣＡＣＡＣＧＧＡＧＴＡ

ＣＴ３′。ｑＰＣＲ 反应条件为：５０ ℃ １２０ｓ，９５ ℃

３００ｓ；９５℃２０ｓ，５５℃２０ｓ，共４０次循环；９５℃

６０ｓ，５５℃６０ｓ。以Ｃｔ值反应初始模板量，采用比

较Ｃｔ值法（２－ΔΔＣｔ）计算目的基因表达水平。

１．６　蛋白质印迹法检测ＬＤＬＲ、ＨＭＧＣｏＡＲ、Ｎ

ＳＲＥＢＰ２及ＳＣＡＰ的蛋白水平　各组巨噬细胞经不

同处理后，ＰＢＳ清洗３次，使用添加１％蛋白酶抑制

剂的裂解液裂解细胞，提取总蛋白，按照核蛋白提取

试剂盒说明书提取细胞核蛋白，使用Ｌｏｗｒｙ法测定

蛋白浓度并标准化。各组取等量蛋白（８０～１００μｇ）

上样，行聚丙烯酰胺凝胶电泳，２５０ｍＡ４℃转膜，

５％脱脂奶粉室温封闭２ｈ，分别加入兔抗人

ＨＭＧＣｏＡＲ一抗（１∶１０００）、兔抗人ＬＤＬＲ一抗

（１∶１０００）、兔抗人ＳＣＡＰ一抗（１∶２００）、兔抗人

ＳＲＥＢＰ２一抗（１∶１０００）４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ洗涤

３次，室温孵育辣根过氧化物酶标记的二抗

（１∶１００００）１ｈ，超敏ＥＣＬ显影液及凝胶成像系统

显影，以目标蛋白与βａｃｔｉｎ条带的光密度值比值为

其相对表达含量。

１．７　激光共聚焦法检测ＳＣＡＰ共定位　取ＴＨＰ１

细胞接种于１ｃｍ×１ｃｍ玻片上，经诱导分化和不同

处理后，４％多聚甲醛室温固定，０．２５％ Ｔｒｉｔｏｎ

Ｘ１００透膜，１０％山羊血清室温封闭３０ｍｉｎ，加入兔

抗人ＳＣＡＰ一抗（１∶５０）、小鼠抗 Ｇｏｌｇｉｎ一抗

（１∶５０）室温孵育１ｈ，ＰＢＳ清洗１５～３０ｍｉｎ，加入山

羊抗兔绿色荧光二抗（１∶１００）、山羊抗小鼠红色荧

光二抗（１∶１００）室温避光孵育６０ｍｉｎ，ＰＢＳＴ清洗

３次后共聚焦显微镜下观察并拍摄照片。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１８．０软件分析处理

数据，结果以珔狓±狊表示，多个不同处理组定量指标

比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用两样

本均数的狋检验。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＴＨＰ１源性巨噬细胞油红Ｏ染色　高磷处理

组巨噬细胞内中性脂质含量明显高于对照组，表现

为红染颗粒更多、更大。ＰＦＡ处理组巨噬细胞内中

性脂质含量较对照组并无显著减少，但高磷环境下

ＰＦＡ处理（高磷联合ＰＦＡ处理组）明显抑制了高磷

引起的细胞内脂质蓄积。见图１。
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第１２期．刘　巧，等．高磷环境下胆固醇敏感器ＳＣＡＰ功能失调促进巨噬细胞内胆固醇蓄积

图１　油红犗染色观察高磷及犘犉犃对巨噬细胞内脂质蓄积的影响

犉犻犵１　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犺犻犵犺狆犺狅狊狆犺犪狋犲犮狅狀犱犻狋犻狅狀犪狀犱犘犉犃狅狀狀犲狌狋狉犪犾犾犻狆犻犱犪犮犮狌犿狌犾犪狋犻狅狀犻狀犿犪犮狉狅狆犺犪犵犲犫狔犗犻犾犚犲犱犗狊狋犪犻狀犻狀犵

Ａ：Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｐｈｏｓｐｈａｔｅ１．０ｍｍｏｌ／Ｌ；Ｂ：Ｈｉｇｈｐｈｏｓｐｈａｔｅｇｒｏｕｐ，ｐｈｏｓｐｈａｔｅ３．０ｍｍｏｌ／Ｌ；Ｃ：ＰＦＡｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ，ｐｈｏｓｐｈａｔｅ

１．０ｍｍｏｌ／Ｌ＋ＰＦＡ１．０ｍｍｏｌ／Ｌ；Ｄ：ＨｉｇｈｐｈｏｓｐｈａｔｅｐｌｕｓＰＦＡｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ，ｐｈｏｓｐｈａｔｅ３．０ｍｍｏｌ／Ｌ＋ＰＦＡ１．０ｍｍｏｌ／Ｌ．ＰＦＡ：

Ｐｈｏｓｐｈｏｎｏｆｏｒｍｉｃａｃｉｄ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

２．２　细胞内胆固醇定量测定　使用酶催化比色法

定量测定细胞内胆固醇含量，消除油红Ｏ染色法中

脂肪酸造成的假阳性。结果（图２）显示，高磷处理

组巨噬细胞内ＴＣ和ＣＥ含量较对照组均增加（犘＜

０．０５），而ＦＣ含量在两组间差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。与单纯高磷处理组相比，高磷联合ＰＦＡ处

理组巨噬细胞内ＴＣ和ＣＥ含量降低（犘＜０．０５），接

近对照组的水平。

图２　高磷及犘犉犃对巨噬细胞内胆固醇含量的影响

犉犻犵２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犺犻犵犺狆犺狅狊狆犺犪狋犲犮狅狀犱犻狋犻狅狀犪狀犱犘犉犃

狅狀犮犺狅犾犲狊狋犲狉狅犾犮狅狀狋犲狀狋狊犻狀犿犪犮狉狅狆犺犪犵犲

ＮＣ：Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｐｈｏｓｐｈａｔｅ１．０ｍｍｏｌ／Ｌ；ＨＰ：Ｈｉｇｈ

ｐｈｏｓｐｈａｔｅｇｒｏｕｐ，ｐｈｏｓｐｈａｔｅ３．０ｍｍｏｌ／Ｌ；ＮＰＦＡ：ＰＦＡｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｇｒｏｕｐ，ｐｈｏｓｐｈａｔｅ１．０ｍｍｏｌ／Ｌ＋ＰＦＡ１．０ｍｍｏｌ／Ｌ；ＨＰＦＡ：Ｈｉｇｈ

ｐｈｏｓｐｈａｔｅｐｌｕｓＰＦＡｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ，ｐｈｏｓｐｈａｔｅ３．０ｍｍｏｌ／Ｌ＋ＰＦＡ
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２．３　高磷状态下巨噬细胞内犔犇犔犚、犎犕犌犆狅犃犚

ｍＲＮＡ水 平 增 高 　 高 磷 处 理 组 巨 噬 细 胞 内

犎犕犌犆狅犃犚、犔犇犔犚ｍＲＮＡ的表达水平较对照组均升

高（犘＜０．０１）；而单独ＰＦＡ处理对犎犕犌犆狅犃犚、犔犇犔犚

ｍＲＮＡ的表达水平无明显影响。与高磷处理组相比，

高磷环境下ＰＦＡ处理能抑制高磷导致的犎犕犌犆狅犃犚、

犔犇犔犚ｍＲＮＡ表达上调（犘＜０．０１，图３）。

２．４　高磷状态下巨噬细胞内ＬＤＬＲ、ＨＭＧＣｏＡＲ

及核内ＮＳＲＥＢＰ２蛋白水平增高　蛋白质印迹法检

测结果显示，高磷处理组巨噬细胞内 ＬＤＬＲ、

ＨＭＧＣｏＡＲ的蛋白表达水平较对照组增加（犘＜

０．０５），而单独ＰＦＡ处理对巨噬细胞ＬＤＬＲ、ＨＭＧＣＲ

蛋白的表达水平无明显影响（犘＞０．０５）；高磷下ＰＦＡ

处理（高磷联合ＰＦＡ处理组）可抵消高磷导致的上述

作用 （犘＜０．０５）。进一步检测细胞核内ＳＲＥＢＰ２活

化片段ＮＳＲＥＢＰ２的蛋白含量，发现高磷处理增加了

ＮＳＲＥＢＰ２的蛋白水平（犘＜０．０５），单独ＰＦＡ处理对

ＮＳＲＥＢＰ２的蛋白水平无明显影响，而高磷下ＰＦＡ处

理（高磷联合ＰＦＡ处理组）可抵消高磷导致的上述作

用（犘＜０．０５）。见图４。

图３　高磷与犘犉犃对巨噬细胞犔犇犔犚

与犎犕犌犆狅犃犚犿犚犖犃表达水平的影响
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图４　高磷与犘犉犃对巨噬细胞犔犇犔犚、犎犕犌犆狅犃犚及核内犖犛犚犈犅犘２蛋白水平的影响

犉犻犵４　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犺犻犵犺狆犺狅狊狆犺犪狋犲犮狅狀犱犻狋犻狅狀犪狀犱犘犉犃狅狀狋犺犲狆狉狅狋犲犻狀犾犲狏犲犾狅犳犔犇犔犚、犎犕犌犆狅犃犚犪狀犱狀狌犮犾犲犪狉犖犛犚犈犅犘２犻狀犿犪犮狉狅狆犺犪犵犲
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２．５　高磷状态下巨噬细胞内ＳＣＡＰ向高尔基体的移

位增加　激光共聚焦检测结果（图５）发现，高磷条件

下巨噬细胞内ＳＣＡＰ的荧光强度增加，且ＳＣＡＰ与高

尔基体共定位增多；加入ＰＦＡ处理后，上述变化消

失。单独ＰＦＡ处理对巨噬细胞内ＳＣＡＰ荧光强度及

其与高尔基体共定位的影响均不大。

图５　高磷及犘犉犃对巨噬细胞内犛犆犃犘与高尔基体共定位的影响
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第１２期．刘　巧，等．高磷环境下胆固醇敏感器ＳＣＡＰ功能失调促进巨噬细胞内胆固醇蓄积

２．６　高磷处理增高巨噬细胞内ＳＣＡＰ的蛋白水

平　与对照组相比，高磷处理组巨噬细胞内ＳＣＡＰ蛋

白水平增高（犘＜０．０５）；ＰＦＡ处理能减弱高磷的上述

作用（犘＜０．０５），但对正常磷环境下ＳＣＡＰ的蛋白水

平无影响（犘＞０．０５）。犛犆犃犘ｍＲＮＡ的表达水平在各

处理组间差异均无统计学意义。见图６。

图６　高磷与犘犉犃对巨噬细胞犛犆犃犘犿犚犖犃

及蛋白水平的影响
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３　讨　论

ＣＫＤ患者的动脉粥样硬化病变发生早、进展

快，又被称为“加速性动脉粥样硬化”，其引起的心血

管疾病是ＣＫＤ尤其是终末期肾脏病患者最主要的

并发症和死亡原因之一［１，９］，阐明ＣＫＤ患者动脉粥

样硬化的分子机制对探索新的防治策略具有重要意

义。人体正常血磷范围为０．８～１．５ｍｍｏｌ／Ｌ，ＣＫＤ

患者由于磷排泄功能异常，磷代谢明显紊乱，高磷血

症的发生率高达７０％～８０％
［２］。近年来，众多研究

表明血磷水平增高是动脉粥样硬化的重要独立危险

因素［４，１０１１］，但其分子机制目前仍不清楚。

胆固醇在血管壁单核源性巨噬细胞和血管平滑

肌细胞内大量异常积聚，促使其形成泡沫细胞是动

脉粥样斑块形成的基本病理过程［１２］。越来越多的

临床研究提示，血磷可能具有与胆固醇相似的致动

脉粥样硬化作用［１０，１３］。本研究利用ＴＨＰ１源性巨

噬细胞探讨高磷环境对泡沫细胞形成的影响及分子

机制，ＴＨＰ１细胞可经ＰＭＡ诱导分化为巨噬细胞，

能较快蓄积大量脂质，在动脉粥样硬化泡沫细胞形

成及脂质代谢紊乱的研究中广泛应用［７８］。鉴于高

磷血症患者的血磷浓度多为１．５～３．０ｍｍｏｌ／Ｌ
［１４］，

而ＰＦＡ可有效阻断磷离子通过细胞表面的钠磷转

运体Ｐｉｔ１进入细胞内
［１５］，本研究设置高磷处理（含

磷３．０ｍｍｏｌ／Ｌ）及高磷联合ＰＦＡ等干预巨噬细胞，

结果发现高磷环境下巨噬细胞内ＣＥ明显积聚，而

ＰＦＡ能有效抑制上述变化且对正常磷环境中的巨

噬细胞无明显影响。结果表明高磷血症可能是通过

增加细胞内磷离子浓度干扰细胞内胆固醇的稳态平

衡，促进ＴＨＰ１源性巨噬细胞泡沫化。

生理状态下真核细胞内的胆固醇稳态平衡受

ＳＣＡＰＳＲＥＢＰ２介导的负反馈调控系统的控制
［５］。

ＳＣＡＰ是一种内质网膜蛋白，其氨基端含有一个固

醇敏感区，能感受细胞内胆固醇水平的变化，因此

ＳＣＡＰ也被认为是一种细胞内的胆固醇敏感

器［５，１６］。在细胞内，ＳＣＡＰ可与ＳＲＥＢＰ２紧密结合

形成复合物。当细胞内胆固醇缺乏时，ＳＣＡＰ的固

醇敏感区感受到这一变化，随即发生空间构象改变，

作为活性伴侣分子运载ＳＲＥＢＰ２至高尔基体进行酶

解，释放其氨基端活性片段ＮＳＲＥＢＰ２，后者转位入

核并与犎犕犌犆狅犃犚和犔犇犔犚基因启动子区的固醇

调节元件（ｓｔｅｒｏｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔ，ＳＲＥ）结合，促

进 犎犕犌犆狅犃犚 与 犔犇犔犚 基 因 转 录，上 调

ＨＭＧＣｏＡＲ与ＬＤＬＲ的蛋白水平，最终导致细胞内

胆固醇水平增加。反之，当细胞内胆固醇充足时，

ＳＣＡＰ处于非活化空间构象，与ＳＲＥＢＰ２形成复合

物而将其滞留在内质网上，从而抑制ＨＭＧＣｏＡＲ与

ＬＤＬＲ的蛋白表达，不会导致细胞内胆固醇水平的

增加［１７］。在炎症、糖尿病等病理条件下，上述调节

机制“失灵”是肝细胞［１８］、血管平滑肌细胞［８］等多种

外周细胞内胆固醇异常积聚的重要病理机制。

本研究采用ｑＰＣＲ和蛋白质印迹法检测发现，高

磷处理后ＴＨＰ１源性巨噬细胞内 ＨＭＧＣｏＡＲ和

ＬＤＬＲｍＲＮＡ和蛋白的表达水平均增高，核内Ｎ

ＳＲＥＢＰ２的含量也增加，而ＰＦＡ能有效抵消高磷引起

的上述变化。结果表明，高磷环境下ＴＨＰ１源性巨

噬细胞对ＨＭＧＣｏＡＲ和ＬＤＬＲ表达的负反馈调控机

制可能处于“失灵”状态。研究进一步检测了ＳＣＡＰ

与高尔基体的共定位以及ＳＣＡＰｍＲＮＡ与蛋白的表

达水平，结果显示高磷环境下ＳＣＡＰ的蛋白水平升

高，且其与高尔基体共定位显著增加，而ＰＦＡ处理可

抵消这一变化，同时高磷或ＰＦＡ单独处理均不影响

·９１５１·
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犛犆犃犘ｍＲＮＡ的表达，表明细胞内磷浓度增高后，可

能通过某种转录后调节机制增加了ＳＣＡＰ的蛋白水

平，导致ＳＣＡＰＳＲＥＢＰ２由内质网向高尔基体移位增

加。目前，异常糖基化修饰是唯一已知的可在转录后

水平异常调节ＳＣＡＰ功能的机制
［７］，且被证实与肿瘤

发生、ＨＭＣ细胞内脂质积聚有关
［１９］，但限于糖蛋白

富集过程中的糖链丢失、糖蛋白质谱分析技术难度高

等条件的制约，目前ＳＣＡＰ蛋白异常糖基化修饰与其

功能失调的相关研究还处于初步探索阶段。

综上所述，高磷环境下磷通过细胞表面Ｐｉｔ１进

入细胞，在转录后阶段增加ＳＣＡＰ蛋白水平并诱导

其功能失调，从而异常运载ＳＲＥＢＰ２至高尔基体裂

解生成过多 ＮＳＲＥＢＰ２，后者转位入核上 调

ＨＭＧＣｏＡＲ及ＬＤＬＲ的表达，促进巨噬细胞内源性

胆固醇的合成和外源性ＬＤＬ经ＬＤＬＲ摄取细胞内，

最终导致巨噬细胞内胆固醇大量积聚及泡沫化。这

可能是ＣＫＤ合并高磷血症患者加速性动脉粥样硬

化的发病机制之一。
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