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氧化低密度脂蛋白诱导巨噬细胞活性氧/

活性氮的动力学

邓同乐许科帝张乐葛亚坤郑彼祥*

(浙江大学生物医学工程系， 杭州 310027)

摘要 探讨不同条件下在氧化低密度脂蛋白 (Ox-LDL)对 U937 源巨噬细胞活性氧/活性氮

(ROS/RNS)动力学变化的影响。通过观察 Ox-LDL 急性和慢性作用下细胞内一氧化氮(NO)、超氧

阴离子(0云)和 ROS 等动力学变化，发现 Ox-LDL 都能显著诱导细胞内 NO 和 02~ 的升高，且在急

性剌激时 NO 的升高显著高于 02~ 。此外，还观察到 12 h 时 ROS 显著升高(P<O.O l) ，而在 24 h 时

却明显下降，但仍显著高于对照细胞(P<O.O l)。由此表明，在早期泡细胞形成的不同时间，调节相

应自由基的代谢有助于减轻早期动脉粥样硬化的炎症反应。

关键词 I王睡细胞:氧化低密度脂蛋白:→氧化氯:超氧阴离子:洁性氧

动脉粥样硬化被认为是个十分动态的过程，

其发生发展极类似于炎症反应过程，氧化低密度

脂蛋白(Ox-LDL)是本病发展过程中主要危险因子之

一[1 ， 2] 。在动脉粥样硬化中，巨噬细胞通过分泌各

种细胞因子、自由基、蛋白酶及各种补体参与局

部的炎症反应，并通过产生的活性氧和活性氮

(ROS/RNS)介导 LDL 的氧化，同时又吞噬 Ox-LDL

导致巨噬细胞源泡沫细胞的形成。巨噬细胞源泡沫

细胞是早期动脉粥样硬化的典型特征之一 [3-5] 。研

究表明， Ox-LDL 能提高多种细胞内的 ROS反NS 的

生成，如内皮细胞、平滑肌细胞和单核细胞等

IM]，提示氧化应激和硝基化应激反应可能参与泡

沫细胞的形成。然而，较少见关于动脉粥样硬化

过程中巨噬细胞功能紊乱和 ROSIRNS动力学变化之

间关系的研究。这些问题促使我们进一步探讨了在

巨噬细胞源泡沫细胞形成过程中 Ox-LDL 对 ROS/

RNS 动力学变化的影响。

1 材料与方法

1. 1 材料

RPMI1640 培养基购自 Invitrogen 公司;胎牛

血清(FBS)购自杭州四季青生物材料工程研究所:

佛波醋(phorbol 12响myristate 13-aetate , PMA) 购自

Sigma 公司; DAF-FM DA 、 dihydroethidium

(DHE) 、 dihydrorhodamine 123(DHR 123)购白 Mo

lecular Probes 公司。丙:二醒测定试剂盒由南京建成

生物工程研究所提供。

1.2 方法

1.2.1 Ox-LDL 的制备[10] 正常健康人血洁，采用

一次性密度梯度超速离J L.'法制备人血浆低密度脂蛋

白(LDL，密度1.019-1.063 kg/L) ，将 LDL 置于 10

μmol/L CuS04 的 PBS 中 37 0C透析 12 h，然后在含

0.1% EDTA 的 PBS 中透析 24 h , 0.22μm 微孔滤膜

过滤除菌 4 oC备用，用硫代巴比妥酸反应物含量来

鉴定 LDL氧化程度。以四乙氧基同炕为标准品，按

内二醒(MDA)测定试剂盒说明书操作，测定氧化后

Ox-LDL 的丙二醒含量为 18 nmol/mg 。

ll.2.2 U937 细胞的培养及处理 人急性髓细胞白

血病细胞株 U937 (human , Caucasian , pleural 

effusion , lymphoma , histiocytic)由中科院上海生

命科学研究院细胞库提供。 U937 细胞株置于 37 oC 

含 5%C02 培养箱中，在含 10% 胎牛血清(FBS) 的

RPMI-1640 培养液中悬浮生长，培养液中加青霉素

和链霉素各1.0 X 105 IU/L，其倍增时间为: 24-48 

ho U937 细胞使用前用 100μg/ml 的 PMA 剌激 72h ，

使其由单核细胞分化为巨晦细胞样细胞，换无 PMA

的血清培养液继续培养 48 h ，用无血清培养基或

PBS 缓冲液去除未站附细胞[11] 。
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1.2.3 急性 Ox-LDL 刺 i敦对细月包内 NO 和 0;动力学

的影响 U937源巨l陆细胞以 1 X 104个 Im1接种 71

内有坡片的H'， lfllll. (35 mm)中，培养细胞用 PBsi青

1;t IJIj j拉iI斤， }J~I 入 50μ1 PBS 配制的混合新鲜荧光染

液，民 '1 1 DAF-FM DA 和 DHE 的终浓度分布为 10

flmo1几乎115μmol/L，直]主培养箱J&ï光温育 30 mino 

然 J，=i JTJ PBS m洗 3 遍，细胞外液为 Hank's 液，置

h.版 )'U l Wut ~iP: 1放镜(Zeissfr进行检测。细胞先不

加1f例如J i版， ú:)飞聚丹、{ fLJ. i;盯克 F进{J U1问序列扫拙

作为对!!乱的){列!到{象。然后在扫描第一幅图像后 15

s 内， }JII入终浓度为 100μg/m1 的 Ox-LDL 进行作用。

川J Hank 弓 s ;位作对照实验。川J 488 nm (白 tai勾子激光

i~史发， DAF-FM DA(λλcx=495nm， λem = 515 nm) , , 

50仍5~550 nm BP 过拙器检测; DHE凹(λλex = 518 nm日m叽n叽1， λ儿巳白I

= 605 nm)扣， 大]. 560 nm LP 过沈滤:器检;沙测h川则!山ú 0 +扫1描参

数:分阱二年川，j 512 x 512，采用 8 bit ，每隔 15 s 扫

j ò'i ~ ì欠， 11 、J l'lJ J 们少 600 S , 次线平均双向扫描帧

j\;o 1苓|象戊数州的分析约 ~I tr.机软件 (Zeiss)处 llH 0 

细 jj包内 NO 手1101 (1甘变化叮JIJ荧光染料 Jcj NO 和 0马反

向)斤(内荧光如山变化比{FL表瓜，计算公式如卡:荧

Yt'J~!山变化 1'1 分比 FxIFo ' Fx 为给 f刺j股后第 x 分钟

H才使 YtUíf物的议 )l乙强度， FO 为 Ox-LDL 剌激前的

红11 JJrl I与忧无ti fT物荧克强度的某础f白。

1.2 .4 慢性 Ox-LDL 刺 ;*U才细月色内 NO 、 0; 及 ROS

等的影响 U9371J~[1 ~U京细胞(l X 106个Im1)被J主种

全Ij 24 {Ui";f卡板 '1' ，分 )JIj }JIJ 入无血洁 RPMI1 640 培养

J ，l 、;\ 100μg/m10x-LDL 的无山;自 RPMl1640 11;' 
!f: J,l Ji\' :ÌÍ二 12 h 手1124 h 0 m化 )H)Z:~细胞，以 l

000 r/min "与心 10 min ，弃I".ì自液， mPBS 液冲洗

2 次，然J，:-; 川 l 入阳台报「鲜荧光染i夜 20μ1 j监光染色 15

min , pf }J 11 入 400μ1 PBS ~~ hAf.式细胞仪下迸行检

测 l' 2-' 门。川J fì 10r 监染色， i舌细胞的口分率大于

97% 0 ifi[式细胞仪(Becton Dickinson)检测，作流式

细胞材也分析， JIJ 488 nm 的证尚 fì敢光j敢发， FSC 

手u SSC 川JHd'l:放大， FL1和 FL2 月]对数放大， FSC 

设|洲的， 1'): FSCISSC 点|到 LII 设门固定细胞，丰、f 品

以不染巴的纠IIJJ包*调节参数，用F(l.染 DAF-FM 和单

染 DHE 的细胞调节 FLI 和 FL2 补{尝，检测1x射波长

范 1~1分别为 BP(505~550 n日1)和1 LP(大 F 560 nm)，测

fÌ二细胞数 J，J 5 OOO~ 1 0 000 个，数据用流式细胞仪

的 CellQuest™ 软1'1";扫了分析。

ROS 的检测: )JrJ入 20μl 染料(10 flmol/L DHR 

123) , DHR 123 (λex = 507 nm， λem = 529 nm) ，检

测发射波长也用为 BP(505~550 nm) 0 

2 结果
2.1 急性 Ox-LDL 诱导细胞内 NO 和 Oi 的升高

本研究观察到0元LDL分别诱导了细胞内 NO和

0 1 逐步升高(罔 1) ，同正常对m:、细胞比;有显著性主

异(P<O.Ol) ， 而J 11::常对照细胞在整个过程中则没有

变化(图 1 ，罔 2A、国 2C 和阁 2日。此外，我们ii

观察到 NO 和 01 的升高一旦时间依赖性 ， {I 1{:l 2 min 

后 0;的升高变绥， NO 荧光强度的变化EA J雪白 TO;

的变化(P<O.OI) ， 捉辰A Ox-LDL;三、性刺撒 u才细胞

内 NO 的升高显著白f" 0; 0 

2.2 慢性 Ox-LDL 诱导细胞内 NO 和 Oi 的升高

从惺性0元LDL剌激对细胞内 NO影响的直万国

门J 以看出(罔剖，细胞内 NO fr-J 含量在 12 h 丰1124 h 

时都明显升白(从 5.8 :t 0.6 到 34.9 :t 1.6 , P<0.(1) , 

同时， 12 h 11才 NO 的产量义明显高于JI 了/;~'X\J~~、细胞

(5.8 :t 0.6 vs 2.8 :t 0.3 , P<O.Ol)D I"J杆，从 01 的 Fi

方罔(图的可观察到， 12 h 丰1124 h 11 、I细胞内 0'; 的含

量也明显升高(从 9.7土1. 1 j'iJ 17.3:t1.9 , P<O.OI) , JL 
12 h 时可HR.白 j二 j 1:常对 H{t纠 11m且 (9.7 :tl. l vs 3.8:t0.5 , 

P<O.OI )。以 L纣*捉瓜， Ox-LDL 以|时间依赖的

心7飞 i秃导细胞内 NO 和 0'; 11γL!i戈。

2.3 慢性 Ox-LDL 诱导细胞内 ROS 的变化

结果如同 5 所爪，细胞内 ROS A 12 h 时显苦

白~ fll: 't;~ 对照纠lI J血(4.5 :t O.3 vs 3.2:t0.03 , P<O.Ol) , 

同时， 2μ4hl时叫(的内 ROS 山}川v川HJ芷比 l川正I 伞~丁~'/;叫Ij川盯;斗i

0.0盯3 v川s 3.2土0.03 ， P<O.OI川)， {I 1 从|冬1'1 1 i-lT 以明 JH后 H\

24 h 时 ROS "0ì l注明性比 12 h 11-] f 阵(从 4.5 :t 0.3 到

3.65 :t 0.03 , P<O.O 1) , j.12 /J~{L: 12 h~24 h IIJ 能在1生

ROS 产牛减少 9)(:泊耗过多，从 1(1] 1) 1 赳 ROS 含量减

少，但在早期 Ox-LDL 刺i路(l 1'J ROS 含量仍 l自j寸二正常

对 H口细胞。

4 I The tluorc,ccnce changc "f NO and 0.: 

• Cont盯r川《
.""-Coηmtro叫币叶INO 吁 ~ 1 ll~'俨亏俨v飞'... T"fr'" 

v 

3川L ‘ o仇)x阳斗LD肌LO町"2: I ..!.".Iι7~v尸ιιJ产产
" Ox-LDL NO ~ i ~l"".吨"….. ......".... 

1 ，，"咱

ZAYJ!~ 
:i .l.~..... →句 I 广川， 1川产川 F7v 川 l!r
k~f!T;T ! 1l"，1丛丛，.......... ~也叫.wUli↓llJ..w.u..u;..4驴技:t:叫lW 叫..... w1山.......... -....-

I 嗣:..画咄刷自由盛曲同..，.. 川崎叫iiií..阿富喃自时*11:

0 一_L_ι一--'---……4

o 2 4 6 g 10 12 14 
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Fig.l Effects of Ox-LDL on both intracellular NO and Oi in 

single U937-derived macrophage (n=10) 
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(E) (c) (A) 

(F) (0) (8) 

F ig.2 Confocal microscopy of cuItured U937-derived macrophages 

Cells were double stain巳d for NO with DAF/AM and for 0; with DHE, respècti vely. A, C and E, normal cell s without Ox-LDL is shown; 8 , D and 

F show after Ox-LDL treatment. The green channel depicts the NO-dependenl OAF/AM fluor巳scence (A, B), while the red channel shows 0;. using 

DHE staining (C , D). The merged images show the colocali zation of the OAF/AM and the DHE signals (E, F). 8ar=20μm. 
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Fig.5 Effects of Ox-LDL on intracellular ROS in U937-derived macrop l:Jiages (n=8) 
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步的观察 Ox-LDL 对细胞内多种 ROS 的影响，本研

究应用线粒体特异性染料 DHR 123 标记细胞， 1主染

料能非特异性地与多种 ROS 反间，并被氧化成阳高

于荧光衍生物 Rh 123 ，在线粒体积聚，故能反映

细胞内 ROS 的含量。本研究观察到 12 h 时 Ox-LDL

诱导了 ROS 的显著升高，但在 24 h 时明显下降，

表明细胞内存在除01 外的其他ROS 生成减少或消耗

过多的途径，其具体机制有待进-步探讨。

综上所述，从 Ox-LDL 诱导的 ROS/RNS 动力

学变化来看，早期细胞内 NO 的生成较为显著，调

节 NO 的代谢或许有利 F减轻早期动脉粥样硬化的

炎症进程:细胞内 0:; 随时间持续性的增加，提示抗

氧化剂的应用也有利于防止动脉粥样硬化的加剧。
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讨论

大量研究表明， ROS/RNS 能介导 LDL 的氧化

修饰，以及泡沫细胞的形成。本研究利用特异性染

料 DAF-FM DA 和 DHE 分别检测细胞内 NO 和 Oi ，

通过观察 Ox-LDL 急性剌激对细胞内 NO 和 0; 的影

响，发现细胞内 NO 和10:; 同时发生了升高，表明

Ox-LDL 诱导 NO 平[J Oi 的动态升高是动脉粥样硬化

发展巾较早出现的细胞事件之一。通过比较 NO 和

Oi 的时间动力学变化，还观察到 NO 的升高显著高

于 0;，捉 4二[i U放细胞可能通过表达民生型 NOS

(inducible nitric oxide synthase, iNOS) ，分泌大量 NO

参与局部的炎症反应，表明炎症状态下，巨噬细胞

是体内 NO 和 0:; 的主要来源[14J。此外，对慢性剌激

的观察，也发现 0元LDL 以时间依赖的方式诱导细

胞内 NO 和 0:; 的生成，提示细胞内的氧化应激和l硝

基化应激反应随时间进行性加重。研究己显示，动

脉粥样国化炎症细胞中的氧化应激和硝墓化应激反

应，通过调节细胞内信号途径影响细胞的布附、迁

移、 I曾殖和分化。体内 Oi性质极不稳击，当存在 NO

时，二者相 E作用迅速生成更高活性的过氧亚硝基

阴 i电子(peroxynitrite ， ONOO-) 0 ONOO 是不中强氧

化剂，直接损伤脂质和l蛋白，能进-步加剧局部的

炎症反应115 J 。

研究表明，细胞内产生 ROS 的氧化还原反应是

细胞内调节信号转导的重要化学过程之，并且产

生的 ROS 是心血忏疾病中革;要的危险因子之一，参

与包括细胞炎症在内的多种病理过程[161。为了进-
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Induction of ROS/RNS Dynamics in the Macrophage by Ox-LDL 

Tong-Le Deng, Le Zhang, Ya-Kun Ge, Ke-Di Xu, Xiao-Xiang Zheng* 

(Department of Biomedical Engineering, Zhejiang University, Hangzhou 31002久 China)

Abstract Effect ofOx-LDL on kinetic changes ofROSIRNS in U937-derived macrophages was investigated. 

In the present study, detecting dynamics of intracellular NO, 0; and ROS under the acute and chronic exposure of 

U937-derived macrophages to Ox-LDL, we found that Ox-LDL significantly induced the increase of intracellular 

NO and 0; in time-dependent manner, and that increase of intracellular NO was significantly higher than of 0; in 

the acute exposure. Moreover, in chronic exposure, Ox-LDL significant induced the increase of ROS at 12 h, but at 

24 h ROS levels significantly decreased than at 12 h (P<O.OI) and significantly higher than control cells (P<O.O l). 

The findings suggest that modulation of free radicals metabolism may be a potential therapeutic strategy against 

atherosclerotic inflammation in different phases of early foam cells. 
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