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中英文缩略词对照表

英文缩写 英文全名 中文译名

ABCA1 ATP-binding cassette transporter A1 ATP结合盒转运体 A1

ABGA1 ATP-binding cassette transporter G1 ATP结合盒转运体 G1

AMI Acute myocardial infarction 急性心肌梗死

ApoA1 Apolipoprotein A1 载脂蛋白 A1

As Atherosclerosis 动脉粥样硬化

ASCVD Arteriosclerotic cardiovascular disease
动脉粥样硬化性

心血管疾病

BSA Bovine serum albumin 牛血清白蛋白

CHD Coronary heart disease
冠状动脉粥样硬化性心

脏病

CVD Cardiovascular disease 心血管疾病

CEC Cholesterol efflux capacity 胆固醇外流能力

E2 17β-Estradiol 17β雌二醇

ERα Estrogen Receptor α 雌激素受体α

ESR1 Estrogen Receptor 1 雌激素受体 1
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英文缩写 英文全名 中文译名

FBS Fetal bovine serum 胎牛血清

FC Free cholesterol 游离胆固醇

GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 甘油醛-3-磷酸脱氢酶

HDL-c High density lipoprotein cholesterol 高密度脂蛋白胆固醇

LDL-c Low density lipoprotein cholesterol 低密度脂蛋白胆固醇

LDLR Low density lipoprotein receptor 低密度脂蛋白受体

LPS Lipopolysaccharide 脂多糖

LXRα liver X receptors 肝 X受体α

ox-LDL Oxidized low density lipoprotein cholesterol 氧化低密度脂蛋白

RCT Reverse cholesterol transport 胆固醇逆向转运

RT-qPCR
Real-time reverse transcription-polymerase

chain reaction
实时荧光定量 PCR

TC Total cholesterol 总胆固醇

TG Triglyceride 甘油三酯
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摘 要
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雌激素上调 ABCA1促进巨噬细胞胆固醇外流延缓动脉

粥样硬化的机制研究

研究生：包针 导师：木胡牙提 教授/主任医师

摘 要

目的：动脉粥样硬化是发生心血管疾病最重要的病理生理基础，目前研究表明，

胆固醇的逆向转运是有效的预防甚至逆转动脉粥样硬化斑块的体内机制，其中斑块

内的巨噬细胞胆固醇外流是胆固醇逆向转运的起始步骤。本研究聚焦于雌激素对动

脉粥样硬化的保护机制，以巨噬细胞胆固醇外流为研究内容，通过对年轻女性冠心

病患者胆固醇外流相关指标的分析，探讨年轻女性冠心病的临床特点；在体外研究

中探究雌二醇对巨噬细胞胆固醇外流的作用靶点，并在小鼠体内进行验证。为雌激

素在心血管保护作用提供新的理论依据。方法：1）以行冠状动脉造影明确冠心病的

年轻女性为病例组，以同年龄段冠状动脉造影阴性的女性为对照组，比较两组的临

床基线资料，以及雌激素水平、血浆的胆固醇外流能力、外周血中 ABCA1、ABCG1、

ERα mRNA的表达差异。2）将 J774A.1细胞分为对照组、雌二醇、氟维司群+雌二

醇三组，通过胆固醇外流率实验、泡沫细胞诱导实验观察三组间的表型差异，在

mRNA和蛋白水平检测巨噬细胞胆固醇外流基因的表达是否受雌二醇的影响。根据

实际情况构建靶基因的小干扰 RNA，进一步验证其中的调控关系。3）以 apoE基因

敲除的雌性小鼠作为研究对象，分为假手术组（sham）、卵巢切除组（OVX）、卵

巢切除组+雌二醇灌胃组（OVX+E2），三组小鼠均用高脂饮食喂养 8周构建动脉粥

样硬化模型，检测组间主动脉根部斑块形成以及冠状动脉 ABCA1表达的差异；分离

腹腔巨噬细胞，检测其 ABCA1、ABCG1、雌激素受体α的表达情况。结果：1）以

55岁为分界点，不同年龄段下冠心病组和对照组间的基线资料显示，年龄≤55岁的

女性冠心病组 BMI高于其余三组，HDL-c 低于其余三组；差异均具有统计学意义；

年龄≤55岁的对照组 TG低于冠心病组；高血压、糖尿病在冠心病组的比例高于同年

龄段的对照组。年龄≤55岁的女性研究对象以是否绝经进行分组，不同分组下冠心病

组和对照组的基线资料显示，无论绝经与否，冠心病组的 BMI、高血压和糖尿病的

比例、TC均大于对照组；HDL-c、apoA-1在冠心病组的水平低于同绝经状态下的对

照组。抽提年龄≤55岁的女性研究对象外周血中总 RNA，用实时荧光定量 PCR检测

目的基因的 mRNA表达水平，结果显示冠心病组 ABCA1、ESR1 mRNA的表达水平

低于对照组。通过 GEPIA 在线数据库分析发现，健康人外周血中 ESR1、ABCA1的
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mRNA具有较强相关性，相关系数 R=0.75，P=0。针对年龄≤55岁的女性冠心病的

Logistic多因素分析显示，不纳入 ABCA1 mRNA模型 1中，患有高血压的年轻女性

患冠心病的风险是非高血压的 2.11倍，患有糖尿病的年轻女性患冠心病的风险是非

糖尿病的 3.91倍；TC每增加 1个单位，年轻女性发生冠心病的风险增加 61%。纳入

ABCA1 mRNA模型 2中，对于年轻女性年龄每增长 1岁，患冠心病的风险增加 27%，

BMI每增加 1个单位，冠心病的风险增加 40%；TC每增加 1个单位，患冠心病的风

险增加 383%。2）在体外研究中，分别用雌二醇、雌二醇+氟维司群孵育小鼠单核巨

噬细胞 J774A.1，用 NBD 荧光标记的胆固醇检测胆固醇外流率，无论是 HDL还是特

殊处理的标准血清作为胆固醇外流诱导液，雌二醇孵育组的 J774A.1细胞的胆固醇外

流率高于对照组，雌二醇+氟维司群孵育组可以逆转雌二醇促进胆固醇外流的作用，

并且低于对照组的胆固醇外流率。以 ox-LDL诱导 J774A.1的泡沫细胞中，雌二醇孵

育组细胞内脂滴含量低于对照组，雌二醇+氟维司群孵育组的脂滴含量高于对照组和

雌二醇组。在雌二醇孵育的细胞中，ABCA1 mRNA 在浓度为 100nM 和 1000nM雌

二醇处理组的上调倍数相对于对照组有统计学差异，ABCA1 mRNA水平在雌二醇+

氟维司群组中均降低。在蛋白水平上，雌二醇处理组的 ABCA1总蛋白以及膜蛋白水

平均高于对照组，而雌二醇+氟维司群共孵育组 ABCA1蛋白低于雌二醇处理组。用

siRNA敲低 ESR1后，ABCA1 mRNA和蛋白的表达降低，同时加用雌二醇后 ABCA1

的表达并没有增加；用 siRNA敲低 si-LXRα后，ABCA1 mRNA和蛋白的表达降低了，

在敲减 LXRα的基础上加入雌二醇后，ABCA1的表达相对于单独的 LXRα敲减组增

加。3）在动物实验中，OVX组小鼠体重高于 sham组，OVX+E2组小鼠体重也高于

sham组，OVX组和 OVX+E2组间无差异；OVX组主动脉斑块面积及斑块中脂质含

量大于 sham组和 OVX+E2组，OVX+E2组主动脉斑块面积及斑块中脂质含量大于

sham 组。提取腹腔巨噬细胞的蛋白印迹结果可见，ABCA1、ABCG1、ERα蛋白在

OVX组最低，且与 sham组和 OVX+E2组比较均有统计学差异，OVX+E2组 ABCA1、

ABCG1、ERα蛋白表达高于 OVX组，同时低于 sham组。在冠状动脉免疫组化中显

示冠状动脉有 ABCA1 的表达，其中 OVX 组 ABCA1 表达低于 sham 组和 OVX+E2

组，OVX+E2 组中 ABCA1 的表达低于 sham组。结论：1）年轻女性冠心病患者表

现出高 BMI、高血压和糖尿病合并率，以及高 TG，低 HDL-c，这在未绝经的年轻女

性中更为明显。ESR1和 ABCA1 mRNA具有良好的相关性，且在年轻女性冠心病患

者中两者表达均低于对照组。不纳入 ABCA1 mRNA模型 1中高血压、糖尿病、TC

是年轻女性 CHD的独立危险因素；纳入 ABCA1 mRNA模型 2中，年龄、BMI、TC

是年轻女性 CHD的独立危险因素。2）雌二醇能促进小鼠单核巨噬细胞 J774A.1 胆

固醇外流，减少巨噬细胞源泡沫细胞内脂滴的形成；这是通过雌二醇与 ERα结合后

对 ABCA1的正向调控实现的，且独立于 LXRα对 ABCA1的正调控作用。3）内源性

新疆医科大学博士学位论文
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雌激素缺失会导致雌性小鼠体重增加，主动脉粥样硬化斑块面积增加，冠状动脉内

ABCA1下调；补充雌二醇可以在一定程度上延缓小鼠因内源性雌激素缺失引起的动

脉粥样硬化，这部分原因是通过上调 ABCA1实现的；内源性雌激素缺失的雌性小鼠

腹腔巨噬细胞内 ABCA1、ABCG1、ERα表达下降，补充雌二醇可以改善这种作用，

但不能完全矫正。

关键词：雌激素，雌激素受体，ATP-结合盒转运蛋白 A1，

胆固醇外流，动脉粥样硬化
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Research on the mechanism of estrogen up-regulating

ABCA1 to promote macrophages cholesterol efflux and

delay atherosclerosis
Postgraduate: BaoZhen Supervisor: Prof. Muhuyati

Abstract
Objective: Atherosclerosis is the most important pathophysiological basis for

cardiovascular disease. Current studies have shown that reverse cholesterol transport is an

effective mechanism for preventing or even reversing atherosclerotic plaques. Cholesterol

efflux from macrophages in plaques is the initial step of cholesterol reverse transport. This

study focuses on the protective mechanism of estrogen on atherosclerosis, and uses

macrophage cholesterol efflux as the research content. Through the analysis of cholesterol

efflux related indicators in young women with coronary heart disease, the clinical

characteristics of young women with coronary heart disease are explored; in vitro studies

are conducted to explore the target of estradiol on cholesterol efflux from macrophages

and validated in mice. Provide a new theoretical basis for estrogen in cardiovascular

protection.Methods: 1) The young women who had confirmed coronary artery disease by

coronary angiography were used as the case group, and the women with negative coronary

angiography in the same age group were used as the control group. The clinical data of the

two groups were compared, as well as estrogen levels, plasma cholesterol efflux capacity,

and the expression of ABCA1, ABCG1, ESR1 mRNA in peripheral blood is different. 2)

Divide J774A.1 cells into three groups: control group, estradiol group, fulvestrant +

estradiol group, and observe the phenotypic differences between the three groups through

cholesterol efflux experiment and foam cell induction experiment. Detection of

macrophage cholesterol efflux gene expression is affected by estradiol. Construct the

small interfering RNA of the target gene according to the actual situation to further verify

the regulatory relationship. 3) Take the C57BL/6 female mice with apoE knockout as the

research object, they are divided into sham operation group (sham), ovariectomized group

(OVX), ovariectomized group + estradiol group (OVX+E2), The atherosclerosis model

was constructed with high-fat diet for 8 weeks. The differences in the formation of aortic
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root plaque and the expression of ABCA1 in coronary arteries were detected between the

groups; the peritoneal macrophages were isolated and the expressions of ABCA1, ABCG1

and ERαwere detected. Results: 1) Taking 55 years as the demarcation point, the baseline

data between the coronary heart disease group and the control group of different age

groups show that the BMI of the coronary heart disease group of women ≤55 years old is

higher than the other three groups, and the HDL-c is lower than the other three groups, the

differences were statistically significant; the TG of the control group ≤55 years old was

lower than that of the coronary heart disease group; the proportion of hypertension and

diabetes in the coronary heart disease group was higher than that of the control group of

the same age. Women subjects ≤55 years of age were divided into groups according to

whether they were menopausal or not. The baseline data of the coronary heart disease

group and the control group showed that regardless of menopause, the BMI, proportions

of hypertension and diabetes, TC in the coronary heart disease group were greater than

those of the control group; The levels of HDL-c and apoA-1 in the coronary heart disease

group are lower than those of the control group in the same menopausal state. The total

RNA in the peripheral blood of female subjects ≤55 years of age was extracted, and the

mRNA expression level of the target gene was detected by real-time fluorescent

quantitative PCR. The results showed that the expression levels of ABCA1 and ESR1

mRNA in the coronary heart disease group were lower than those in the control group.

Through the analysis of the GEPIA online database, it is found that the mRNAs of ESR1

and ABCA1 in the peripheral blood of healthy people have a strong correlation, with the

correlation coefficient R=0.75 and P=0. The Logistic multivariate analysis of coronary

heart disease in women aged ≤55 years showed that without ABCA1 mRNA model, the

risk of coronary heart disease in young women with hypertension is 2.11 times that of

non-hypertension. Young women with diabetes suffer from coronary heart disease risk of

coronary heart disease is 3.91 times that of non-diabetic patients; for every 1 unit increase

in TC, the risk of coronary heart disease in young women increases by 61%. Included in

ABCA1 mRNA model, young women increase their risk of coronary heart disease by

27%for every 1 year old; and the risk of coronary heart disease increases by 40%for every

1 unit increase in BMI; and for every 1 unit increase in TC, the risk of coronary heart

disease increases by 383%. 2) In in vitro studies, mouse mononuclear macrophages

J774A.1 were incubated with estradiol, estradiol + fulvestrant, and NBD fluorescently

labeled cholesterol was used to detect the cholesterol outflow rate, whether it was HDL or

special treatment standard serum was used as cholesterol efflux induction solution, the
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cholesterol efflux rate of J774A.1 cells in the estradiol incubation group was higher than

that of the control group. The estradiol + fulvestrant incubation group could reverse the

effect of estradiol in promoting cholesterol efflux, and Lower than the cholesterol outflow

rate of the control group. In the foam cells induced by ox-LDL in J774A.1, the lipid

droplet content in the estradiol incubation group was lower than that in the control group,

and the lipid droplet content in the estradiol + fulvestrant incubation group was higher

than that in the control group and estradiol group. In estradiol-incubated cells, ABCA1

mRNA was significantly different in the upregulation folds of the 100nM and 1000nM

estradiol treatment groups compared to the control group, and ABCA1 mRNA levels were

reduced in the estradiol+fulvestrant group. At the protein level, the total ABCA1 protein

and membrane protein levels of the estradiol treatment group were higher than those of the

control group, while the ABCA1 protein of the estradiol + fulvestrant co-incubation group

was lower than that of the estradiol treatment group. After knocking down ESR1 with

siRNA, the expression of ABCA1 mRNA and protein decreased, the expression of

ABCA1 did not increase after adding estradiol; after knocking down si-LXRα with siRNA,

the expression of ABCA1 mRNA and protein decreased. After adding estradiol on the

basis of LXRα, the expression of ABCA1 increased relative to the LXRα knockdown

group alone. 3) In animal experiments, the weight of mice in the OVX group was higher

than that of the sham group, and the weight of the mice in the OVX+E2 group was also

higher than that of the sham group. There was no difference between the OVX group and

the OVX+E2 group; the aortic plaque area and plaque in the OVX group The lipid content

in the block was greater than that in the sham group and the OVX+E2 group. The aortic

plaque area and the lipid content of the plaque in the OVX+E2 group were greater than

that in the sham group. The Western blot results of peritoneal macrophages showed that

ABCA1, ABCG1 and ERα protein were the lowest in the OVX group, and were

statistically different from the sham group and the OVX+E2 group. The ABCA1, ABCG1,

ERα protein expression in the OVX+E2 group was high In the OVX group, it is also lower

than the sham group. Coronary artery immunohistochemistry showed that the coronary

arteries had ABCA1 expression. The expression of ABCA1 in the OVX group was lower

than that of the sham group and OVX+E2 group, and the expression of ABCA1 in the

OVX+E2 group was lower than that of the sham group. Conclusion: 1) Young women

with coronary heart disease show high BMI, high blood pressure and diabetes combined

rate, as well as high TG, low HDL-c, which is more obvious in young women who are not

menopausal. ESR1 and ABCA1 mRNA have a good correlation, and their expressions in
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young women with coronary heart disease are lower than those in the control group. In

without ABCA1 mRNA model, hypertension, diabetes, and TC are independent risk

factors for CHD in young women; in contained ABCA1 mRNA model, age, BMI, and TC

are independent risk factors for CHD in young women. 2) Estradiol can promote

cholesterol efflux from mouse mononuclear macrophages J774A.1 and reduce the

formation of lipid droplets in macrophage-derived foam cells; this is achieved through the

positive regulation of ABCA1 after estradiol and ERα are combined It is independent of

the positive regulation of LXRα on ABCA1. 3) The lack of endogenous estrogen can

cause female mice to gain weight, increase the area of aortic atherosclerotic plaques, and

down-regulate ABCA1 in the coronary arteries; supplementation of estradiol can delay

mice due to endogenous estrogen to a certain extent Atherosclerosis caused by deletion is

partly caused by the up-regulation of ABCA1; the expression of ABCA1, ABCG1 and

ERα in the peritoneal macrophages of female mice lacking endogenous estrogen decreases,

and supplementation of estradiol can improve this effect, But it cannot be completely

corrected.

Key words: Estrogen; Estrogen receptor; ATP binding cassette transporter A1;

Cholesterol efflux; Atherosclerosis
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前 言

1 心血管疾病的流行现状

目前心血管疾病（Cardiovascular disease，CVD）是造成全球死亡人数的主要病

因，危害着 18岁以上各年龄层人群的健康，主要包括冠状动脉粥样硬化性心脏病（冠

心病，coronary heart disease，CHD）和脑卒中[1]。1990年-2019年期间，由 204个国

家和地区数据的估算值看，CVD总流行情况从 1990年的 2.71亿人增长至 2019年的

5.23亿人，且由 CVD导致的死亡数量在 1990年时为 1210万，到 2019年已经达到

1860万[2]，预计到 2040年仍为导致全球死亡人数最多的首位原因[3]。可见 CVD在全

球范围内呈现持续增长态势。这让临床医生以及研究者们不得不重视 CVD的危险因

素管理，以期能控制其导致的疾病负担。

全球疾病负担研究提示，1990-2017年期间，全球范围内增加的冠心病死亡报告

中，中国约占 38.2%[4]。由于国内社会经济体不断迅速发展，伴随着人口结构的改变，

我国人口的疾病谱逐渐表现出显著的变化。特别是基于我国老龄化加剧和城镇化格

局的转变，加之国人对 CVD 相关的危险因素认识度和重视度不足，最终致使 CVD

流行趋势日益扩大。据 2019年《中国心血管健康与疾病报告》[5]估算，当前我国 CVD

患病总数已达到 3.30亿人，其中 1100万人患有 CHD，2.45亿人患有高血压。因 CVD

导致的死亡人数是包括城镇和乡村在内的总死亡原因的第一位，其中在农村占比

45.91%，在城市占比 43.56%。我国以及全球范围内 CVD导致的医疗经济负担逐渐

加重，CVD的防治任务迫在眉睫。2007-2012年期间，北京市急性心肌梗死（acute

myocardial infarction，AMI）住院率增长了 49.5%，ST 段抬高性心肌梗死人数与非

ST段抬高性心肌梗死人数比例从 6.5∶1 降为 1.3∶1。而女性非 ST段抬高性心肌梗

死的占比超过了 ST段抬高性心肌梗死患者[6]。可见在全球范围内 CVD造成了严重

的疾病负担，针对 CVD的防治措施是势在必行的。

2 胆固醇代谢对心血管疾病的作用机制

CVD主要是由动脉粥样硬化（atherosclerosis，As）引起的，其中 As斑块的形

成是由胆固醇在血管内皮下沉积后，循环中巨噬细胞向受损的内皮细胞聚集，并吞

噬局部沉积的胆固醇后转化为荷脂的泡沫细胞，不断增加的泡沫细胞逐渐形成 As斑

块。胆固醇在 As病变全程发挥关键作用，因此胆固醇代谢途径是治疗动脉粥样硬化

性心血管疾病（Atherosclerotic cardiovascular disease，ASCVD）的重要靶点。其中

As病变中巨噬细胞内胆固醇稳态影响着病变的进展及稳定性。



前 言

9

2.1 胆固醇对心血管疾病风险的影响

循环中总胆固醇（total cholesterol，TC）作为与 ASCVD有明确因果关系的首位

影响因素，血清中的低密度脂蛋白胆固醇（Low density lipoprotein cholesterol，LDL-c）

水平可预测 CHD发病风险[7,8]。2017年数据显示，导致 CVD死亡的前三位原因分别

是高血压、高钠饮食和高 LDL-c[9]。一项纳入 20954人的队列研究在随访 20年的结

果证实[10]，LDL-c 是 ASCVD 的独立危险因素，且 LDL-c 越低，20 年内患 ASCVD

的风险就越低，反之则越高。基于 CHNS研究数据同样支持这一结论，控制血脂的

治疗可以减少 970万例 AMI和 780万例脑卒中事件，减少 340万例的心血管病死亡

[5]。最新调查研究显示，我国高胆固醇血症患者较 2010年人数增长了 2-4 倍，其中

高 TC和高 LDL-c 的患病率分别是 28.5% 和 26.3%，高于其他两种类型：低高密度

脂蛋白胆固醇（High density lipoprotein cholesterol， HDL-c）和高甘油三酯

（Triglyceride，TG），表明我国人群中脂代谢紊乱正在向高胆固醇血症类型发展[11]。

2.2 As病变中巨噬细胞的胆固醇摄取

在正常情况下，外周组织通过低密度脂蛋白受体（Low-Density Lipoprotein

Receptor，LDLR）摄取 LDL（富含 ApoB）。然而，在 As病变中巨噬细胞摄取胆固

醇主要是依赖于清道夫受体（Scavenger receptors，SRs）。这与 LDLR 的功能相关：

一方面，当细胞中存在过多的胆固醇，LDLR受 SCAP-SREBP-2-PCSK9途径负反馈

调节作用，减少其摄取 LDL作用[12]。另一方面，泡沫细胞的形成主要是由于修饰的

LDL（主要是 ox-LDL）过度积累的结果，而 LDLR主要摄取天然的 LDL。修饰后的

LDL可以通过质膜 SRs被巨噬细胞吸收，其中 SR-A、CD36（SR-B）起主要作用，

在 As 中可清除 75-90%的修饰后 LDL[13]。在 As 病变中，巨噬细胞主要负责摄取修

饰的 LDL，清除局部沉积的 LDL，进而避免修饰后 LDL 造成的损伤、炎症等。与

LDLR不同，SRs在吸收 ox-LDL 的过程是不存在负反馈调节的。因此 As斑块中胆

固醇平衡被打破，使得巨噬细胞不能完全消化摄入的 ox-LDL，最终胆固醇过度沉积、

巨噬细胞转化为泡沫细胞。最近一项研究发现，JAK-STAT 可以调控巨噬细胞 SRs

介导的修饰后 LDL摄取，阻断 JAK-STAT通路可以抑制修饰后 LDL的摄取以及 LPS

激活的巨噬细胞中 CD36、SR-A的表达[14]。CD36是一种 B类 SR膜糖蛋白，可被不

同转录因子在转录水平上调控。PPARγ可与 CD36启动子内特定序列结合参与其正

向调控，增加巨噬细胞摄取 ox-LDL；而进入胞内的 ox-LDL又可以持续激活巨噬细

胞中 PPARγ，从而诱导 CD36的表达使巨噬细胞摄取更多 ox-LDL，形成胆固醇摄取

的恶性循环[15]。然而体内研究表明，SR-A和 CD36的缺失并不影响 As病变的大小，

而是导致斑块内核心坏死、巨噬细胞凋亡以及炎症反应减少[16]。这可能和 As病变早

期和进展期斑块内的巨噬细胞发挥不同功能相关。
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2.3 细胞内胆固醇的酯化

ox-LDL被摄取进入细胞后，在溶酶体内可被特殊的酶水解为游离胆固醇（free

cholesterol，FC）和游离脂肪酸（free fatty acids，FA）。FC转移至内质网后，在酰

基辅酶 A：胆固醇酰基转移酶（Acyl coenzyme A：cholesterol acyltransferases，ACATs）

的作用下酯化为胆固醇酯，最终成为泡沫细胞的“泡沫”。FC具有细胞毒性，ACATs

诱导的酯化是防止 FC在细胞内聚集产生细胞毒性的重要途径。胞内胆固醇酯化仅存

在 ACATs家族一种酶，包括两个成员 ACAT1、ACAT2。ACAT1广泛分布在外周细

胞中，在 As斑块中形成泡沫细胞的巨噬细胞中高度表达[17]，是巨噬细胞中胆固醇酯

化的主要酶。ACAT2 在小肠和肝脏细胞中高表达，ACAT2 酯化作用可增加肠上皮

细胞的胆固醇吸收，阻断 ACAT2的作用可降低饮食引起的高胆固醇血症[18]。与许多

其他参加细胞胆固醇代谢的酶或蛋白质不同，ACATs 的表达不受转录因子 SREBP

的转录水平调控。在转录水平的研究表明，干扰素-γ（IFN-γ）在人血单核细胞源性

巨噬细胞中引起 ACAT-1 mRNA上调[19]。抑制 ACAT1后引起的胞内 FC增多，引起

细胞毒性作用，这也是脂代谢基础研究向临床应用转化的难点。

2.4 细胞内胆固醇的外流

胆固醇过量富集具有细胞毒性，机体也存在平衡胆固醇的调节机制。储存在胞

质中的脂滴转移至溶酶体后，在酸性脂肪酶的催化下胆固醇酯可以再次水解为 FC。

细胞内的 FC在特殊蛋白的作用下转运至细胞外，并与 ApoA1和（或）HDL结合最

终形成 HDL-c，HDL-c 随血液至肝脏后最终以胆汁酸的形式离开体内，这被称为胆

固醇逆向转运（Reverse cholesterol transport，RCT）[20]。RCT可以促进 As斑块消退，

减少斑块不稳定性[21]。巨噬细胞特异性的胆固醇外流是 RCT 的关键起始步骤，是

As斑块稳态及进展的有效保护机制。巨噬细胞的胆固醇外流能力（Cholesterol efflux

capacity，CEC）可以用来评估 FC 由细胞内转运至细胞外的效率，越来越多的研究

显示，CEC与 CVD风险呈负相关，是 CVD的有效保护因素[22]。CEC除了与循环中

HDL颗粒浓度及大小相关，还与参与 FC跨膜转运蛋白相关。外周组织的细胞中存

在参与胞内胆固醇外流的转运蛋白，即参与细胞内 FC向细胞外运输的细胞膜蛋白，

主要为 ATP 结合盒转运蛋白 A1/G1（ATP binding cassette transporter A1/G1，

ABCA1/G1）。ABCA1、ABCG1 均为多重跨膜蛋白，分别将胞内多余的 FC转运至

胞外的贫脂的 apo-A1和 HDL，以达到细胞内的胆固醇稳态。目前 FC通过 ABCA1、

ABCG1转运至胞外脂蛋白的具体方式仍是存在争议的。肝 X受体（liver X receptors，

LXRs）作为核受体转录因子参与 ABCA1、ABCG1的正向调节，此外，最新研究显

示，转运驱动蛋白结合 2（Trafficking Kinesin Protein 2，TRAK2）、lncRNA MeXis

可参与 LXRs 介导的 ABCA1 转录，调节巨噬细胞胆固醇流出[23,24]。这为针对 RCT

的抗 As治疗提供了新的方向。
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3 女性冠心病的临床特点

公众普遍认为冠心病患者中男性偏多，国家健康和营养检查调查(NHANES)的数

据对 1988-1994年和 1999-2004年期间，年龄在 35-54之间的人群心肌梗死患病率进

行了性别比较发现，男性心肌梗死患病率高于女性，然而随着时间推移，这种现象

发生反转[25]。总的来说，在 CHD患者中男性的患病和死亡风险均大于女性[26]。这种

性别差异性表现似乎不能简单的用生活方式和危险因素来解释，在 50岁以前，女性

患心血管疾病的风险比男性低得多，但绝经后这种保护现象消失了[27]。这可能得益

于激素作用下的脂质代谢的特点，因为有激素紊乱的妇女（如多囊卵巢综合征，一

种低雌激素水平），比健康妇女更早发生 As和心肌梗死[28,29]。曾经普遍认为更年期

过渡导致的内源性雌激素水平较低和内源性雄激素水平较高可能介导绝经后女性日

后心血管疾病风险的增加 [27,30]。但基于此理论的绝经后激素替代治疗(Hormone

replacementtherapy，HRT)并未在临床 CVD的预防及治疗中推荐应用。

对于 CHD的发病风险，男性和女性都有相同的 CVD危险因素，与女性相比，

男性往往有更多的不利的危险因素。在爱丁堡心脏研究[31]中的男性在吸烟、膳食纤

维、血液粘度、尿酸、高密度脂蛋白胆固醇和甘油三酯方面的危险因素中明显多于

女性。而男性仅有三种有利因素：更多的体力活动、更多的酒精摄入，和较低的纤

维蛋白原水平。这种差异持续存在于经风险因素差异调整的研究和按风险因素水平

分层的研究[32]。男性的脂质沉积模式导致冠状动脉阻塞性病变，而女性的脂质沉积

模式是弥漫性的，表现为非阻塞性缺血性疾病，即缺血性心脏病（ischemic heart

disease，IHD）[33]。IHD可由病理性血管反应性，如痉挛和内皮功能障碍、微血管功

能障碍引起，在女性更常见[34，35]。非梗阻性冠心病但有微血管功能障碍的复发性胸

痛综合征的妇女在未来的 5-8年内发生冠心病事件的风险增加了 2倍，急性事件后再

住院和再行血管造影的风险比无这些症状的妇女高 4倍[36，37]。非梗阻性 CHD的病理

生理机制目前还不完全清楚。

虽然女性非梗阻性CHD多见，但即便是梗阻性CHD，女性也表现出异于男性的

临床特点。在梗阻性CHD患者中，女性冠状动脉出现侧支循环的可能性比男性低[38]。

此外，在AMI后第一天，即使是在控制年龄的情况下，女性的死亡率也更高，其中

死于心律失常的几率较低，更多的是死于心脏破裂，这与是否使用溶栓治疗无关

[39-43]。相反，缺血性后恶性心律失常引起的猝死在男性更常见，女性心梗后心力衰

竭的风险高于男性，也有更多的心梗后再住院治疗率[44，45]。在部分研究中，调整年

龄和并发症的差异后，女性心肌梗死后的住院总死亡率仍高于男性[46]。与男性的解

剖结构相比，女性有较高的冠状动脉血流量，但心外膜冠状动脉较小，这可能是导

致临床上显著的高水平切应力状态，是CHD易感性性别差异的原因之一；此外，女
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性在整个生命周期内切变应力和炎症介质的差异，可能使易感患者的冠心病发展为

弥漫型，且冠状动脉运动功能障碍的比例大于男性[47，48]。

一项急诊胸痛的研究发现，因非创伤性胸痛就诊于急救中心的女性，划归于“立

即就诊”或“十分钟内就诊”的概率比男性小 18%，接受肌钙蛋白检测的概率小 20%，

被转至特殊照顾病房的概率会小 36%；说明有胸痛症状的女性会因早期干预治疗不

足面临更糟糕的预后[49]。此外，女性在更年期状态下症状不易与不典型心绞痛区别，

导致了女性缺血性心脏病的忽视。这些流行病学调查显示，女性在冠心病的诊疗中

因并未得到充分的重视，这可能是造成女性冠心病不良预后的因素之一。

4 雌激素在脂代谢中的作用

相对于男性，女性更年期前可以免于因肥胖导致的ASCVD风险，这考虑与性激

素的潜在作用机制相关。一项对约20,000名受试者样本中进行的影响脂质代谢位点的

全基因组分析中[50]，有三个位点显示性别特异性效应：①3-羟丙基-3-甲基戊二酰辅

酶A还原酶（HMG-CoA），作为胆固醇合成的限速步骤，是调节血脂治疗的靶点，

对女性的影响更大；②硫酸软骨素蛋白多糖（NCAN）基因，参与细胞粘附和迁移，

对男性的影响更大，这两个位点都与TC有关；③脂蛋白脂酶（LPL）与男性HDL的

相关性大于女性。但性激素与以上三种基因的关系并不明确。男性的内脏脂肪几乎

是绝经前女性的2倍，女性的皮下脂肪堆积也比男性高[51]。内脏内脏脂肪和皮下脂肪

都有助于体重增加，但内脏脂肪库的增加更为明显，心血管疾病的危害也更大[52]。

因此，雌激素在胆固醇代谢以及肥胖相关的心血管病风险中存在特异性，这也可能

是导致性别差异的心血管病风险的潜在机制。

研究者在HMG-CoA还原酶基因内发现了一个功能性雌激素反应元件，在随后的

研究中发现雌二醇治疗可以降低肝细胞中的FC含量[53]。动物研究表明，雌性或雌二

醇处理的雄性大鼠的HMG-CoA还原酶蛋白低于未处理的成年雄性大鼠，这是通过对

核胆固醇调节元件结合蛋白2（SREBP2）的活性调控实现的[54]。雌激素受体α（estrogen

receptors，ERα）激动剂可以抑制HMG-CoA还原酶表达和肝胆固醇含量，并伴有

SREBP2的下调[55]。此外，雌二醇增加了人肝癌细胞表面LDLR活性，但并不增加人

成纤维细胞的细胞表面LDLR活性[56]。这与雌激素具有靶器官特异性功能活性作用相

关。在大鼠研究中，药物剂量雌激素可以刺激肝细胞LDLR表达升高，同时伴随着血

浆LDL-c清除率显著上升，同时血浆胆固醇降低[57,58]。在人肝HuH7细胞中，LDLR蛋

白水平通过雌二醇呈剂量依赖性增加，然而，除非是高剂量雌二醇，否则LDLR mRNA

不会增加，这表明雌激素对LDLR的翻译后调节作用。此外，雌激素也可能通过改变

PCSK9的活性促进LDL介导的胆固醇摄取，因为雌二醇治疗不能增加PCSK9敲除

HuH7细胞中LDLR[59]。雌激素对LDLR的调节可能是通过PCSK9发挥的作用，但在这
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些实验中，雌激素均为药物剂量，生理浓度下不同浓度雌激素对LDLR是否同样存在

调节作用需进一步实验证实。雌激素还可以通过膜受体GPER发出信号，该受体在包

括肝脏在内的多个组织中表达[60,61]。在喂养致As饮食的小鼠中，GPER的全身缺失会

加速As并增加LDL-c水平，但具体的机制目前尚不清楚[62]。这些研究结果说明肝脏

作为雌激素的一个重要靶器官，参与肝脏的胆固醇代谢。在未绝经的女性人群，雌

激素浓度与CEC无关[63]。但多囊卵巢综合征（低雌激素）患者CEC是降低的[64]。在

绝经后妇女中，HRT有效地提高巨噬细胞CEC[65]。有几个研究组发现，雌激素上调

了高密度脂蛋白受体SR-BI的mRNA表达，促进了外周组织HDL-c的摄取[66,67]。因此，

雌激素对肝脏HDL摄取调节可能与CVD风险的性别差异相关，刺激这一途径可能是

防治CVD的治疗目标。

综上所述，女性心血管病患者在临床表现以及胆固醇代谢中具有激素水平相关

的特点，这让研究者关注于性激素在冠心病中的作用，以期能通过其中的保护或损

伤机制降低人群的发病率。本研究聚焦于雌激素对 As的保护机制，以 RCT的起始

限速步骤巨噬细胞胆固醇外流为研究内容。通过对年轻女性 CHD患者胆固醇外流相

关指标的分析，探讨年轻女性 CHD的潜在危险因素。在体外研究中探究雌二醇对巨

噬细胞胆固醇外流的作用靶点，最后在小鼠体内进行验证。通过本研究为雌激素在

心血管保护作用提供新的理论依据。
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第一部分 年轻女性冠心病的临床特点

及胆固醇外流能力分析

女性性别特征对 CHD风险的影响一直是女性 As的研究方向及热点。未绝经女

性 CHD的低风险在绝经后逐渐消失，并表现为与年龄相关的正增长。虽然心血管事

件的急救措施在不断完善，但在年轻女性（年龄＜55岁）群体中 CHD的发病率以及

死亡率并没有明显改善，说明目前对女性 CHD人群，特别是年轻女性群体的防治重

视程度仍然不够[68]。目前 CHD的研究对象以男性居多，实际上不同性别在 CHD的

发病风险以及预后上存在明显的差异。例如与男性患者相比，女性 CHD患者血运重

建术后，住院时间、院内死亡率、出血并发症均表现出较严重的现象[69, 70]。因此针

对女性 CHD诊断和治疗策略研究有助于改善女性 CHD患者的预后，“精准医疗”也

应该体现在 CHD诊疗中的性别差异性上。

在队列研究中发现，HDL-c的性别差异很大程度上解释了 CVD风险的男女性别

差异[71, 72]，提示 HDL 介导的 RCT在 CVD的风险中可能存在性别差异。HDL 介导

的 As保护作用在本质上很可能是多效性的，HDL 通过接受由巨噬细胞排出的胆固

醇促进 RCT的能力被认为是冠脉保护关键的作用。影响巨噬细胞 CEC的因素主要

包括两方面：一个是位于细胞膜上参与胆固醇向胞外转运的膜蛋白 ABCA1、ABCG1；

另一个是血浆中胆固醇受体脂蛋白[73, 74]。本研究旨在通过对初次行冠状动脉造影术

评估冠脉血管的年轻女性 CHD患者进行分析，研究年轻女性 CHD的临床特点以及

与巨噬细胞 CEC间可能的潜在关联性。

1 研究内容与方法

1.1 研究对象

1.1.1 研究对象的选择

纳入 2019 年 1月-2020 年 6 月，在新疆医科大学第一附属医院心内科初步诊断

考虑 CHD，而首次行冠状动脉造影检查的女性住院患者共 732例，其中年龄≤55岁

325例，年龄＞55岁 407例。

纳入标准：1）女性；2）有胸闷、胸痛等心肌缺血症状；3）术前检查完善；（4）

术前签署知情同意书。

排除标准：1）药物或妇科手术后绝经（包括卵巢切除后、子宫切除后、使用激

素替代治疗患者）；2）肝肾功能异常、血液疾病、重度感染、恶性肿瘤、风湿免疫
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性疾病患者；3）数据不完整患者。

1.1.2 冠状动脉造影方法

术前研究对象均签署冠状动脉造影知情同意书。常规选择经右侧桡动脉入径，

以 Seldinger技术穿刺成功后送入 6 F鞘管入桡动脉，将多功能造影导管分别送至左、

右冠状动脉开口处并打入打入造影剂，以造影剂均匀分布全部冠状动脉，冠状动脉

血管走形显像清晰完整为标准。冠状动脉造影未发现 ≥ 50%的狭窄则归入对照组，

影像发现任何一支主要冠状动脉狭窄 ≥ 50%即可以诊断为 CHD，并归入 CHD组。

1.1.3 患者资料收集及相关定义

收集研究对象的年龄、基础疾病史、月经史、身体质量指数（body mass index，

BMI）、血脂、冠状动脉造影结果等资料。CHD的诊断：选择性冠脉造影检查提示

主要冠状动脉管腔内径狭窄 ≥ 50%。自然绝经指无子宫或双侧卵巢切除病史的女性

末次月经出现在入院前 12个月以上。血脂相关指标的实验室检测方法为患者入院后，

隔日空腹至少 8小时后清晨采集静脉血 3ml，统一送至新疆医科大学第一附属医院临

床检验科进行检测，保证实验仪器型号及检测标准的一致性。

1.1.4 血液样本的收集

住院的患者空腹至少 8小时后采集静脉血 5ml，统一使用 EDTA抗凝采血管。

全血标本采集后 1小时内离心分装，完全分离血浆及血细胞。采血管在 3,000rpm水

平离心机中离心 10min，吸取血浆上清时注意避免触及下层沉淀，血浆以 100ul/EP

管分装，以避免后期样本使用过程中的反复冻融。制备好的血浆于-80℃冰箱内分装

储存待用，下层细胞沉淀放置于冰上并立即用于抽提血液总 RNA。

1.2 内容与方法

1.2.1 酶联免疫吸附实验（Elisa）
采用碧云天 Estradiol ELISA Kit（货号：PE223），检测研究对象血浆中雌二醇

的浓度。具体实验方法遵循 Estradiol ELISA Kit说明书执行，具体描述如下：

1.2.1.1 样品准备

前期制备好并于于-80℃冰箱内分装储存待用的血浆，实验前将待检测血浆取出

后室温溶解至液态。

1.2.1.2 检测前准备步骤

（1）Estradiol ELISA Kit中的相关试剂及材料在室温中复温 20min。

（2）配制适当量的洗涤液：在 20X洗涤液中加用双蒸水，使其稀释至 1X洗涤

液，待用。

（3）取 6个新 1.5ml EP管，标记 1-6 号，在 2-6 号每管均加入 250ul 的 1X 样

品稀释液，在 1、2号管中分别加入 250ul的标准品，将 2号管内液体充分混匀后转

移 250ul至 3号管，重复直至 6号管。最终得到 2,000 pg/ml、1,000 pg/ml、500 pg/ml、
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250 pg/ml、125 pg/ml、62.5 pg/ml、31.25pg/ml共 6个标准品浓度，并将 1X 上述稀

释液定义为 0pg/ml，总计 7 个浓度梯度的标准品。下一步将 1-7 号标准品从

0-2000pg/ml按顺序转移至预包被板的样孔内，设置 2个重复。每次实验都需新鲜配

制梯度标准品，并相应绘制出标准曲线，同时设置只加 TMB溶液和终止液的空白孔。

（4）根据每次实际需要的具体孔数，使用相应的预包被板条数并安装到 96 孔

板架上。剩余包被板继续在避光密封袋 4℃储存。

1.2.1.3 样本浓度检测

（1）准备好的样品吸取 90μl后移至预包被板孔中，样本均设置 2个复孔。下一

步按 10μl/孔混入试剂盒中辣根过氧化物酶雌二醇并完全混匀 10秒钟，接着将孔板用

白色膜密闭封好，在常温下反应 120min，注意避光。如样本雌二醇浓度＞2,000pg/ml，

可按倍数稀释样品后继续检测，最后以倍数计算最终浓度。

（2）手工冲洗预包被板 3次，并在吸水纸扣至无水状态：用 300ul排枪加入洗

涤液 300ul/每孔，洗涤液在孔中的时间保持在 15-30秒为宜，反复洗涤 3次后将预包

被板倒扣在吸水纸上轻叩，使孔内保证无水状态，然后进行下一步。

（3）然后每孔加 TMB溶液（显色剂）100μl，以白色膜将孔板封闭好，在常温

下反应 15-20分钟，注意避光。终止时间以浓度梯度的标准品开始有明显颜色梯度变

化为宜。

（4）用排枪在每个孔中加 50ul的终止液，混匀后迅速在酶标仪上以 A450的吸

光度上机检测。

1.2.1.4 结果分析

（1）标准品和样本的复孔的 OD值分别取均值后作为最终的测量 OD值，两个

复孔的差距应控制在 20%。

（2）绘制标准曲线。将标准品的梯度浓度设置为纵坐标，每个浓度对应的 A450

处 OD 值设置为横坐标，制作拟合曲线，用 CurveExpert 1.4软件计算出最优拟合方

程，最后将每个样本的 OD 测量值的均值代入拟合方程，因人血浆中雌二醇的浓度

范围＜2,000pg/ml，故所有检测样本均未稀释，计算出的数值即为最终的样本雌二醇

浓度。

1.2.2 外周血总 RNA提取

采集研究对象静脉血后，使用天根高效血液总 RNA提取试剂盒（货号：DP443）

抽提全血中总 RNA。实验过程完全根据试剂盒说明书完成，描述如下：

（1）红细胞裂解液的稀释：计算最终需要的 1×红细胞裂解液 H体积，取相应

体积的 10×红细胞裂解液 H，加入 RNase-Free ddH2O至终浓度为 1×红细胞裂解液 H。

（2）以 1：5的比例混合血液标本和 1×红细胞裂解液 H（过程总需要使用合适

体积的管子，使得两者的终体积小于容器管子的 3/4体积）。将管子放置在冰上反应
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15min，期间可以震荡 2次使混合液充分反应。上述过程中混合液会逐渐转变为半透

明的红色，意味着红细胞已充分裂解，如未达到半透明可以增加 5min反应时间。

（3）4℃ 2,100rpm离心 10min，将上层液体全部吸出弃掉。红细胞以外的血细

胞会以团状沉淀聚在管底。

（4）再次加入 1×红细胞裂解液 H，体积为使用全血样本体积的 2倍，充分混合

消除沉淀。4℃，2,100rpm离心 10min，将上层液体全部吸出弃掉。

（5）在上一步得到的沉淀中加入 600ul裂解液 RLH（RLH中需新鲜添加β-巯基

乙醇至终浓度为 1%），充分震荡混匀。

（6）组合过滤柱 CS与收集管成套，将上一步得到的混合液加入过滤柱 CS内，

12,000rpm离心 2min，扔掉过滤柱 CS，收集管中的滤液待用。

（7）添加 70%乙醇 600μl在上述收集管中的滤液里，用移液枪完全混匀，重新

组装吸附柱 CR4和收集管后，将滤液加入吸附柱 CR4内，12,000rpm离心 60秒，丢

弃收集管内溶液，再次把吸附柱 CR4组装在收集管上。

在这一步中使用的 70%乙醇需要用 RNase-Free ddH2O和无水乙醇配制；如加入

乙醇后的滤液体积超过吸附柱的最大容量，可将剩余滤液再次加入吸附柱 CR4中重

复操作。

（8）加 700μl的去蛋白液 RW1H至上一步中的吸附柱 CR4内，12,000rpm离心

60秒，丢弃收集管内溶液，然后加 500μl漂洗液 RW至同一吸附柱 CR4内，放置反

应 2min，然后再次 12,000rpm 离心 60 秒，丢弃收集管内溶液，再次把吸附柱 CR4

组装在收集管上。重复加入漂洗液 RW漂洗一次后离心弃收集管内溶液。

（9）为了让吸附材料内的漂洗液完全蒸发，在室温下空置吸附柱 CR4在 5min，

（10）将吸附柱 CR4转入一个新的 RNase-Free离心管中，加入 30μl RNase-Free

ddH2O室温放置 2min，12,000rpm离心 2min，得到 RNA溶液。

为了保证 RNA的回收效率，RNase-Free ddH2O体积不应少于 30μl。得到的 RNA

溶液用于反转录 PCR，或暂时于-80℃保存。

1.2.3 PCR
1.2.3.1 RNA浓度测定

打开 nanodrop机器左后侧开关，枪调 1μl，吸取 1μl RNase-free 水滴于测定镜头，

用擦镜纸擦洗，仪器选 Nucleic Acid-RNA→吸取 1μl RNase-free水（空白对照）滴于

测定镜头，Blank校正，用擦镜纸擦洗。吸取 1μl样品于测定镜头，合上镜头盖，Sample

按钮开始测定，结果出来后记录，用擦镜纸擦洗样品，吸取 1μl RNase-free 水滴于测

定镜头，再用擦镜纸擦洗，下一个样品检测。RNA样品的OD260/OD280比值在 1.7-2.1

为好，浓度在1000ng/μl左右为佳，可用RNase-free水调整浓度，需保证浓度在100ng/μl

以上，否则无法满足后续 PCR体系中所需 RNA的质量。
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1.2.3.2 反转录 PCR（RT-PCR）

反转录使用 Thermo Scientific Fermentas 反转录试剂盒（RevertAid First Strand

cDNA Synthesis Kit，货号：K1622）。具体实验方案遵循试剂盒说明书，所有实验

过程中使用无 RNA的酶枪头以及 EP管，并在冰上操作。

（1）PCR体系（一份样本）：

RevertAid Reverse： 1ul

RiboLock RNase Inhibitor： 1ul

5x Reaction Buffer： 4ul

dNTP Mix： 2ul

Oligo（dT）： 1ul

Tatol RNA： 1000 ng

RNase-free ddH2O： 补足至 20ul

（2）PCR程序设置：

70℃变性 30s；

42℃ 60min；

4℃ forever

反转录完成后将产物放在冰上准备继续下一实验，或暂时-80℃保存。

1.2.3.3 实时荧光定量 PCR（qPCR）

定量 PCR采用 QuantiNova™ SYBR® Green PCR kit（Cat No./ID：208054）。实

验程序及步骤按试剂盒说明书执行。实验全程使用 RNase-free的枪头以及 EP管，并

在冰上操作。实验所需目标基因的引物设计及合成均由上海生工完成。表 1-1列出了

用于 ABCA1，ABCG1，ESR1（ERα的编码基因），GAPDH的引物序列。

表 1-1 目标基因的引物

Table 1-1 Human primers for target gene

Gene Primer

ABCA1 Forward 5′-GCTCAGTGGGATGGATGGCAACG-3′

Reverse 5′-CTCCGTCTGGCAATTAGCAGTCTC-3′

ABCG1 Forward 5′-GAACTGCCCAACCTACCACAACC-3′

Reverse 5′-CCCTCCCGAACCGCTCTCAC-3′

ESR1（ERα） Forward 5′-CCTCCTCATCCTCTCCCACATCAG-3′

Reverse 5′-GCATCTCCAGCAGCAGGTCATAG-3′

GAPDH Forward 5′-GTGGACCTGACCTGCCGTCTAG-3′

Reverse 5′-GAGTGGGTGTCGCTGTTGAAGTC-3′
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（1）引物溶解

引物干粉管在 4℃预冷的离心机中用 4,000rpm离心 5min，结束后取出置于冰上。

根据每管引物上标识的所需 RNase Free H2O体积，加入相应体积的 RNase Free H2O

后，即得到浓度为 100uM的引物储存液，可以在-20℃冰箱储存。在新的无酶 EP管

内加 10ul引物储存液母液和 90ul RNase Free H2O，可以得到 10uM的引物工作液，

工作液于 4℃冰箱内保存。

（2）PCR体系（一份样本）：

2x QuantiNova SYBR Green PCR Master Mix 10μl

QN ROX Reference Dye 0.1μl

RNase Free H2O 5.1μl

Primer forward（0.7 μM） 1.4μl

Primer reverse（0.7 μM） 1.4μl

cDNA sample 2μl

（3）PCR程序设置（Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR System）：

Stage 1：95℃ —— 2min

Stage 2：95℃ —— 5秒；60℃ —— 30秒；40个循环

Stage 3：Melt Curve Stage（系统默认设置）

最后根据扩增曲线和融解曲线评估引物特异性以及体系是否合适。

（4）导出、拷贝数据，计算、统计结果。使用 2-ΔΔCT方法分析了 rt-qPCR数据。

1.2.4 血浆胆固醇外流率检测

1.2.4.1 去除 apoB颗粒的血浆制备[75]

首先在 pH=7.4的 200 mM甘氨酸缓冲液中配置 20%聚乙二醇溶液（PEG 8,000），

充分混匀至无沉淀析出。取制备好的研究对象血浆样本 100ul，加入 40ul 20%聚乙二

醇溶液，常温下放置反应 20min，4℃下 10,000rpm离心 30min，此时 apoB颗粒可以

被沉淀，此上清中主要包括 HDL颗粒，吸取上清做下一步实验。处理后的血浆用于

后续的胆固醇外流实验，去除 apoB颗粒的血浆需新鲜制备，当天使用，避免血浆的

反复冻融。

1.2.4.2 荧光胆固醇标记巨噬细胞[76]

购买小鼠单核巨噬细胞系 J774A.1，提前一天将 J774A.1细胞接种于 24孔板（接

种密度 105/孔），荧光标记细胞时细胞使用无酚红的完全培养基进行培养，500ul/孔。

隔日更换细胞培养液为含有终浓度为 5uM的 22-NBD-胆固醇的无酚红、无血清高糖

DMEM + 0.2%BSA培养，避光操作，培养 4h。

1.2.4.3 巨噬细胞胆固醇外流率测定

上一步到时间后去除培养基，PBS清洗细胞表面 3次，然后更换为无酚红高糖
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DMEM + 0.2%BSA培基。然后每孔中分别加入含研究对象 2.8%去除 apoB血浆，做

好标记，共培养培养 4h。吸取培养液至干净新 EP管内，注意编号记录；在培养板

中加入 500ul用 PBS配置好的的 1%Triton 裂解液，室温裂解 10 分钟，取各孔裂解

液至干净的 EP管中，注意编号记录，全程注意避光操作。将收集好的上清和细胞裂

解液，以 10,000rpm 离心 20分钟，分别取离心后的上清液 100ul，加入黑色酶标板

中，用荧光酶标仪以 469nm作为激发波长、537nm作为发射波长来读取荧光（FI）。

NBD-胆固醇外流率计算原理为，每个孔中的培养上清中的荧光值为分子，细胞裂解

液与培养上清中总荧光值为分母，计算比值。

1.2.5 实验仪器及主要试剂

1.2.5.1 实验试剂及试剂盒

Estradiol ELISA Kit（碧云天，货号：PE223）；高效血液总 RNA提取试剂盒（天

根，货号：DP443）；反转录试剂盒（RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit，Thermo

Scientific Fermentas，美国，货号：K1622）；实时荧光定量 PCR试剂盒（QuantiNova™

SYBR® Green PCR kit，QIAGEN，德国，货号：208054）；聚乙二醇 PEG 8,000（Solarbio，

中国，货号：P8260）；牛血清白蛋白 BSA-Ⅴ（不含脂肪酸）（Solarbio，中国，货

号：A8850）；22-NBD-胆固醇（百灵威，中国，货号：625332）。

1.2.5.2 实验仪器

低速台式水平离心机（Thermo，美国）；低温高速离心机（Sigma，美国）；电

子秤（YB202N，上海怡台电子科技有限公司）；细胞培养箱（Thermo，美国）；恒

温水浴锅（OLABO，中国）；倒置荧光显微镜（Leica，德国）；荧光酶标仪（TECAN，

瑞士）；-80℃冰箱（Thermo，美国）；nanodrop分光光度计（Thermo，美国）；反

转录 PCR仪（Bio-RAD，美国），实时荧光定量 PCR仪（ABI 7500，美国）。

1.3 质量控制

在课题设计阶段，查阅大量国内外相关文献，并对相关重点知识及研究热点进

行了综述。经课题组成员讨论并征求导师同意后，开始了研究的预实验。在预实验

结果基本符合预期的基础上，开始实施后续实验。文献综述和预实验分别为课题的

顺利实施提供了理论基础和实践基础，保证了课题的顺利完成。在开展实验室工作

之前，通过了临床研究院安排的实验室安全和操作技能培训。整个研究的实施过程

都是在实验室负责老师的指导和帮助下完成。为了保证实验结果的可靠性和稳定性，

严格按照实验操作规范进行操作。实验数据的搜集、整理和处理分析均在统计学专

业人员的指导和帮助下完成，保证了数据处理的科学性和可靠性。

1.4 统计方法

所有数据采用 SPSS 23.0软件进行分析，统计图使用 GraphPad Prism7制作。数

据满足正态分布的计量资料以均数±标准差（X±S）呈现，如满足参数检验条件，两
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组的比较使用 t 检验，多组间比较使用方差分析；若不符合则考虑非参数检验；多于

2组的两两相互比较采用 LSD-t 检验。计数资料用频数（百分比）呈现，组间比较使

用χ2检验。二分类多因素 logistic多因素回归分析，进入方程方法选择向前：LR。以

P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 研究对象基线资料对比

将纳入的研究对象以 55岁为分界点分为两组，再根据是否为 CHD分组，比较

组间临床资料的差异。结果可见，年龄≤55岁的女性研究对象 CHD组和对照组间的

年龄无差异，而年龄＞55岁的研究对象中，CHD组年龄大于对照组，但无统计学差

异。年龄≤55岁的 CHD组 BMI高于其余 3组，且组间比较有统计意义。4组间高血

压、糖尿病的构成比在 CHD组中高于同年龄层的对照组。两个年龄段中 CHD组的

TG均高于对照组，其中年龄≤55岁的对照组与两个 CHD组间比较均有统计学意义。

年龄≤55岁的 CHD组HDL-c低于其余 3组且组间比较均具有统计学意义。TC、LDL-c

组间比较无统计学差异。见表 1-2。
表 1-2 不同年龄分组下女性冠心病患者临床资料分析

Table1-2 Analysis of clinical data of female patients with CHD in different age groups

年龄≤55岁 年龄＞55岁
F/x2 P

对照组（n=163） 冠心病组（n=160） 对照组（n=117） 冠心病组（n=292）

年龄 48.10±6.51 49.44±4.64 64.80±6.18ab 66.9±6.35ab 515.67 0

BMI[kg/m2] 25.45±3.97 27.18±3.72a 25.35±3.10b 25.10±3.55b 12.15 0

高血压[例] 59（36.2%） 96（60.0%）a 62（53.0%）a 203（69.5%）ac 48.88 0

糖尿病[例] 9（5.5%） 40（25.0%）a 18（15.4%）a 101（34.6%）ac 54.53 0

TG[mol/L] 1.48±0.92 1.77±1.01a 1.58±.97 1.66±.93a 2.81 0.03

TC[mol/L] 4.03±0.71 4.26±1.08 4.15±0.96 4.23±1.06 1.93 0.12

HDL-c[mol/L] 1.22±0.33 1.05±0.28a 1.22±0.32b 1.16±0.30b 10.89 0

LDL-c[mol/L] 2.77±0.80 2.59±0.96 2.63±0.77 2.68±0.88 1.22 0.30

病变支数 1.77 0.18

单支 - 75（48.7%） - 123（42.1%）

多支 - 79（51.3%） - 169（57.9%）

注：a 表示与年龄≤55 岁的对照组比较，P＜0.05；b表示与年龄≤55岁的冠心病组比较，P

＜0.05；c表示与年龄＞55岁的对照组比较，P＜0.05。
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女性绝经前后体内的雌激素水平存在很大的差异，这也是普遍认为绝经后女性

CHD发病率增高的原因。为了了解绝经状态对年轻女性 CHD患者的影响，我们将

年龄≤55岁的研究对象分为未绝经和绝经组，比较两种状态下 CHD组与对照组的临

床资料差异。对于未绝经状态下，CHD 组的年龄高于对照组（46.02±4.84 比

43.76±6.94），在绝经后状态中，年龄的组间数据无差异。无论绝经与否，CHD 组

的 BMI均大于对照组。同样，无论绝经与否，CHD组的高血压和糖尿病的比例均高

于对照组。TG在不同绝经状态下均为 CHD组高于对照组，其中在未绝经状态下两

组间比较具有统计学意义；未绝经的对照组 TC最低，其仅与绝经后 CHD组间存在

统计学差异。无论绝经与否，HDL-c 在 CHD组水平均低于对照组，P＜0.05。绝经

后的年轻女性 LDL-c 表现出高于未绝经的年轻女性，但在同样绝经状态下组间比较

中无统计学差异。apoA-1在未绝经的 CHD组中最低，无论绝经与否，apoA-1在 CHD

组的水平低于对照组，且均有统计学意义。ApoB在各组间无显著差异性。见表 1-3。
表 1-3 年龄≤55岁女性冠心病患者资料分析

Table1-3 Age ≤ 55 years old female coronary heart disease patient data analysis

未绝经 绝经后
F/x2 P

对照组（n=70） 冠心病组（n=65） 对照组（n=93） 冠心病组（n=95）

年龄 43.76±6.94 46.02±4.84a 51.37±3.67ab 51.89±2.66ab 59.51 0

BMI[kg/m2] 25.06±3.53 27.26±4.20a 25.745±4.27b 27.09±3.39ac 5.82 0

高血压[例] 27（38.6%） 37（56.9%）a 32（34.4%）b 59（62.1%）ac 19.02 0

糖尿病[例] 4（5.7%） 19（29.2%）a 5（5.4%） b 21（22.1%）ac 25.33 0

TG[mol/L] 1.50±1.08 1.85±1.11a 1.47±0.78b 1.73±0.94 2.69 0.01

TC[mol/L] 3.85±0.72 4.03±0.90 4.17±0.68 4.42±1.16a 5.81 0

HDL-c[mol/L] 1.19±0.31 1.00±0.27a 1.24±0.34b 1.08±0.28c 9.83 0

LDL-c[mol/L] 2.54±0.74 2.39±0.79 2.94±0.80ab 2.73±1.04 6.02 0

apoA-1[g/L] 1.19±0.20 1.08±0.19a 1.26±0.22b 1.15±0.23bc 9.91 0

apoB[g/L] 0.84±0.30 0.83±0.27 0.91±0.25 0.89±0.31 1.56 0.07

注：a表示与未绝经的对照组比较，P＜0.05；b表示与未绝经的冠心病组比较，P＜0.05；c

表示与绝经的对照组比较，P＜0.05。

2.2 年龄≤55岁研究对象外周血中相关基因的表达检测

为了了解年轻女性研究对象中相关指标的差异，以外周血为实验标本，检测年

龄≤55岁的女性研究对象胆固醇外流相关基因 ABCA1/ABCG1 mRNA、ERα的编码基
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因 ESR1 mRNA以及雌二醇浓度的表达水平。CHD组 ABCA1 mRNA的表达水平低

于对照组，P＜0.05，ABCG1 mRNA的表达水平在两组间无差异；ESR1 mRNA在对

照组的表达水平高于 CHD组，P＜0.05。在 mRNA水平检测时，分别使用两对不同

引物序列对 ERβ的编码基因 ESR2的 mRNA检测时，其 CT 值均在 35左右，无计算

意义。考虑为 ESR2在外周血细胞中表达水平过低，故检测效率低，因此在实验结果

中无 ESR2 mRNA的检测结果。Elisa检测年轻女性研究对象的血浆中雌二醇浓度，

左侧为以标准品制作的标准曲线以及曲线方程，可见曲线的决定系数 R2=0.9947（图

A）；右侧为根据拟合方程计算出的样本中雌二醇的浓度，结果可见雌二醇在年龄≤55

岁的女性研究对象中 CHD组和对照组间分布无明显差异（图 B）。见图 1-1，图 1-2。

图 1-1 相关基因 mRNA的水平检测

Fig.1-1 Detection of related gene mRNA

图 1-2 血浆雌二醇浓度 Elisa检测

A：雌二醇标准品曲线；B：两组样本雌二醇浓度

Fig.1-2 Detection of plasma estradiol concentration by ELISA

A: Estradiol standard curve; B: Estradiol concentration of two groups of samples
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2.3 雌激素受体与胆固醇外流相关基因mRNA表达相关性分析

为了了解雌激素受体（estrogen receptors，ER）与胆固醇外流相关基因 mRNA 表

达水平之间的相关性，通过基因表达谱交互分析在线数据库（GEPIA，http：

//gepia.cancer-pku.cn/detail.php）对两者的相关性进行了分析。As 斑块中的巨噬细胞

多来自于循环单核细胞，因此我们选择了非肿瘤的健康人外周血作为分析样本，使

用 Pearson相关系数分析相关性。结果可见，ESR1（ERα的编码基因）和ABCA1 mRNA

具有较强相关性，Pearson 相关系数 R=0.75，P=0。其次为 ESR1 与 ABCG1 之间的

相关系数 R=0.59，P=0。ESR2（ERβ的编码基因）与 ABCA1、ABCG1的相关系数 R

分别为 0.51和 0.52，P均=0。作为已知的参与调节 ABCA1/G1表达的转录因子 LXRα

（编码基因为 NR1H3），其与 ABCA1、ABCG1的相关系数 R分别为 0.26和 0.24。

见图 1-3、表 1-4。

图 1-3 雌激素受体基因与胆固醇外流基因间相关性分析

Fig.1-3 Correlation between estrogen receptor gene and cholesterol efflux gene

表 1-4 雌激素受体基因与胆固醇外流基因间相关性分析

Table1-4 Correlation between estrogen receptor gene and cholesterol efflux gene

ESR1(ERα) ESR2(ERβ) NRIH3(LXRα)

ABCA1 R=0.75 R=0.51 R=0.26

ABCG1 R=0.59 R=0.52 R=0.24

P 0 0 ＜0.01

由 GEPIA 数据库分析的数据结果显示，ESR1与 ABCA1 在 mRNA水平具有良

好的相关性，为了验证 ESR1与 ABCA1在蛋白水平是否存在相互作用关系，我们通
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过 string蛋白互作数据库（http：//string-db.org）分析 ESR1与 ABCA1之间是否存在

蛋白互作，分析结果显示，ESR1可以在核受体辅激活因子 1/2（NCOA1/2）作用下

与 ABCA1发生相互作用。见图 1-4。

图 1-4 string预测 ESR1与 ABCA1相互作用

Fig1-4 String prediction of interaction between ESR1 and ABCA1

2.4 血浆胆固醇外流能力检测

为了明确研究对象的外周血中血浆载脂蛋白在转运胆固醇能力上是否存在差异

性，我们选择年龄≤55岁的年轻女性研究对象，取血浆按前述方法制备去除 apoB的

血浆，作为诱导胆固醇外流的诱导液。以 NBD 荧光标记的胆固醇作为检测的胆固醇，

检测 CHD组和对照组间血浆介导的胆固醇外流率是否存在差异。经过 22-NBD-胆固

醇孵育的 J774A.1 细胞内可见均匀分布的绿色 NBD 荧光（图 A）；与 BSA 作为诱

导液引流相比，加入去除apoB的研究对象血浆明显增加了细胞胆固醇外流率的作用，

然而胆固醇外流率在年龄≤55岁的 CHD组与对照组间无差异（图 B）。见图 1-5。

图 1-5 22-NBD-胆固醇标记的胆固醇外流率检测

Fig.1-5 22-NBD-cholesterol labelled cholesterol outflow rate detection
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2.5 年轻女性冠心病的危险因素分析

将年龄≤55岁的女性作为研究对象，设置 CHD为 1的二分类的因变量，首先做

纳入变量的单因素 Logistic回归分析，将 P＜0.05的变量纳入多因素 Logistic回归分

析。在多因素 Logistic回归分析中以纳入 ABCA1 mRNA与否，分为模型 1（不纳入

ABCA1 mRNA）和模型 2（纳入 ABCA1 mRNA）。在单因素分析中可见除 LDL-c、

apoB外，其余各变量均与年轻女性 CHD 相关。在进行多因素分析前，进行变量间

的共线性诊断，可见各变量均为容忍度＞0.1，且方差膨胀因子（VIF）＜10，因此不

考虑各变量间有共线性。在多因素分析显示，不纳入 ABCA1 mRNA 模型 1中，高

血压、糖尿病、TC是年轻女性 CHD的独立危险因素，其中患有高血压的年轻女性

患 CHD的风险是非高血压年轻女性的 2.11倍，患有糖尿病的年轻女性患 CHD的风

险是非糖尿病的年轻女性的 3.91倍；TC每增加 1个单位，其发生 CHD的风险增加

61%（95%CI=1.19-2.18）。纳入 ABCA1 mRNA模型 2中，年龄、BMI、TC是年轻

女性 CHD的危险因素，对于年轻女性年龄每增长 1岁，患 CHD的风险增加 27%，

BMI每增加 1个单位，CHD的风险增加 40%；TC每增加 1个单位，患 CHD的风险

增加 383%；apoA1 是年轻女性 CHD的保护因素（OR=0.002，95%CI=0-0.07）。见

表 1-5。
表 1-5 年龄≤55岁的年轻女性冠心病患者危险因素分析

Table1-5 Analysis on risk factors of CHD in young women aged ≤ 55

单因素 Logistic
多因素 Logistic

（Model 1）

多因素 Logistic

（Model 2）

OR P 95%CI OR P 95%CI OR P 95%CI

年龄 1.04 0.04 1.00-1.09 1.02 0.39 0.98-1.07 1.27 0.00 1.10-1.46

BMI[kg/m2] 1.13 0.00 1.06-1.20 1.04 0.30 0.97-1.11 1.40 0.01 1.10-1.79

高血压[例] 2.64 0.00 1.69-4.15 2.11 0.00 1.27-3.53 0.35 0.19 0.07-1.71

糖尿病[例] 5.70 0.00 2.66-12.21 3.91 0.00 1.72-8.91 5.35 0.17 0.49-5.88

TG[mol/L] 1.39 0.01 1.09-1.78 1.03 0.85 0.78-1.35 0.83 0.59 0.42-1.64

TC[mol/L] 1.33 0.03 1.04-1.72 1.61 0.00 1.19-2.18 4.83 0.00 1.86-12.57

HDL-c[mol/L] 0.14 0.00 0.06-0.32 0.30 0.06 0.09-1.04 0.11 0.32 0.00-8.22

LDL-c[mol/L] 0.79 0.08 0.61-1.02 - - - - - -

apoA-1[g/L] 0.09 0.00 0.03-0.27 0.24 0.08 0.05-1.20 0.00 0.01 0-0.07

apoB[g/L] 0.78 0.52 0.36-1.69 - - - - - -

ABCA1mRNA 0.42 0.00 0.24-0.75 - - - 0.37 0.08 0.12-1.14
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3 讨论

心血管疾病（Cardiovascular disease，CVD）目前仍然是世界范围内女性患病和

死亡的主要疾病，据统计，有三分之一的女性死于 CVD，45%的 20岁以上女性患有

某种形式的 CVD[77]。在我国，女性 CVD导致的死亡率在 2004年-2010年间以每年

1.56%的上升速率增长，且占总死亡构成比大于男性[78]。2011 年美国心脏病学会

（ACC）/美国心脏协会（AHA）首次针对女性 CVD推出预防指南[79]，但至今尚未

再次更新。同一年中国女性心血管疾病预防专家共识组也首次发布了“中国女性心血

管疾病预防专家共识”，并且于 2017年联合中国医师协会以及中华医学会再次更新[80,

81]。说明 CVD的女性特征越来越受到重视，通过关注女性性别特异性心血管表现，

可以优化女性的心血管健康管理[82]。因此，对女性 CVD风险的研究是为性别优化的

心血管健康管理提供可靠理论依据的基础。

早发冠心病（Premature coronary heart disease，PCHD）是指发病年龄男性≤55

岁，女性≤65岁的冠心病患者[83]。年轻女性的冠心病特征更具有性激素作用下的特点，

因此本研究中主要针对年轻女性为研究对象。更年期与 CVD之间的相互关系是复杂

的，更年期增加了 CVD的风险，这是因为对雌激素戒断的生理反应，包括体内脂肪

分布的改变、糖耐量降低、血脂异常、血压升高、交感神经张力增加、内皮功能障

碍和血管炎症[84]。女性自然绝经的平均年龄为 51 岁[85]，因此本研究中以年龄为 55

岁作为分界点，比较了不同年龄段女性的临床基线资料；并针对年龄≤55岁的女性

CHD危险因素进行分析。

3.1 高血压、糖尿病对年轻女性冠心病的影响

在本研究中，不同年龄范围内女性 CHD患者中高血压、糖尿病的患病率均高于

对照组。在针对年龄≤55岁的女性 CHD多因素分析显示，年轻女性高血压患者发展

为 CHD的风险是非高血压的 2.11倍；年轻女性糖尿病发展为 CHD的风险是同年龄

层非糖尿病的 3.91倍。说明即使是在年轻女性人群中，高血压和糖尿病仍然是 CVD

风险的主要因素。既往对年轻女性的心血管风险的认知存在一定的偏见，在一系列

基于性别差异的心血管疾病风险研究结果显示，在各种年龄段的女性，都不能低估

其心血管疾病风险，尤其存在高血压、糖尿病疾病因素的基础上，女性可能面临着

更严重的心血管风险以及不良预后。

3.1.1 高血压与年轻女性冠心病

数据表明，女性比男性多面临更多额外的高血压风险，尤其是在年轻人群中。

首先，不良妊娠结局将来会发生 CVD 风险增加了 1.8-4.0 倍，严重或超过 1次不良

妊娠结局的女性 CVD风险更高[86-88]。因此，美国妇产科学院建议患有不良妊娠结局

和/或 CVD危险因素的女性在产后 3个月内进行 CVD风险筛查[89]。其次，除了妊娠
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直接对女性 CVD风险的影响，妊娠相关高血压也会对女性远期高血压患病风险产生

直接的作用。英国 Biobank队列的 2019年研究发现，怀孕期间的高血压与冠脉疾病

的风险增加相关（HR：1.8；95%CI：1.3至 2.6）[37]。对 348万余名女性进行荟萃分

析结果显示，先兆子痫的女性在以后 10-15年患高血压的风险是未患病女性的 3.7倍，

患缺血性心脏病的风险是 2.2倍[87]。此外，在分娩后的第 1年，所有妊娠相关高血压

都会增加患慢性高血压的风险，分娩后 3年内与 CVD相关的住院风险增加两倍[90-92]。

先兆子痫在 2018年胆固醇指南[93]和 2019年ACC/AHA发布的 CVD一级预防指南[94]

中被列为“风险增强剂”。最后，对 1626158名 15-49岁的无妊娠的女性随访 15年研

究表明，女性口服含雌二醇的激素类避孕药与血栓性心肌梗死风险增加有关[95]。这

些研究结果均提示女性额外的 CVD风险，然而在临床中，医生似乎放大了女性（尤

其是年轻女性）的心血管优势，忽略了以上因素对年轻女性潜在 CVD风险的作用，

并且表现出过度重视男性性别作为 CVD的危险因素的作用。

与既往研究相同，本研究数据显示，CHD组中高血压的比例大于对照组。在对

照组中高血压的比例是 36.2%，与我国成年居民高血压检出率相似（39.1%，加权后

检出率为 41.3%）[96]；而在 CHD组中高血压的比例明显高于全国平均水平（年龄≤55

岁为 60%，年龄＞55岁为 69.5）。这可能是因为，一方面高血压作为 CHD的危险

因素，在 CHD人群中高血压合并率远高于非 CHD人群；另一方面高血压的发病率

是随着年龄增加而升高，因此在不同人群中，高血压的检出率存在差异是可以理解

的，本研究中以住院患者为研究对象，高血压的检出率是高于一般人群的。在多因

素分析的模型 1中，年龄≤55岁的女性高血压患者发展为 CHD的风险是非高血压的

2.37倍。既往研究认为绝经前女性群体的高血压患病率往往低于同龄男性，在绝经

后女性中高血压变得更加普遍[77]。然而最新一项研究与女性重要的血管疾病进程落

后男性 10至 20年这一观念相反，针对性别的分析表明，从生命的早期开始，女性

的血压进展实际上比男性进展得更快，这一趋势一直持续到整个生命周期，这种早

发的性别差异可能为晚年发生的心血管疾病奠定了基础[97]。

研究报道称，女性即使处于高血压前期，即收缩压在 120-139 mm Hg或舒张压

在 80-89 mm Hg，其发生心肌埂塞等心血管死亡风险也高于高血压正常的女性[98, 99]。

这表明女性对血压升高后血管内膜损伤更为敏感。还有研究表明，绝经后女性很可

能会经历非浸润的夜间血压模式（夜间血压降低＜10%），这就可以解释女性夜间观

察到的心血管事件发生率高于男性的现象[100, 101]，也强调了动态血压监测对女性血压

评估的重要性及更多的获益。由于血压是衡量血管老化的一个简单易行的方法，也

是未来心血管事件的一个重要预测因素，这些发现有助于解释女性与男性心血管疾

病表现的一些差异，如舒张性心力衰竭等[97, 102]。这些区别于男性的女性高血压特点，

都是临床医生在评估女性患者心血管风险时需要考虑的，否则容易出现低估风险的
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可能。

3.1.2 糖尿病与年轻女性冠心病

美国有 2,600多万人患有糖尿病，其中 1,280万为女性[77]。本研究的结果表明，

对于年轻女性来说糖尿病仍是导致 CHD的重要危险因素，在不纳入 ABCA1 mRNA

的多因素分析模型 1中可见，患有糖尿病的年轻女性患者发展至 CHD的风险是无糖

尿病年轻女性的 3.91倍。不区分性别的研究表明糖尿病使心肌梗塞或中风的风险增

加了两倍[103]。在我们的研究中，对于年龄≤55岁的女性，糖尿病带来的 CHD风险似

乎更加显著。在存在 2型糖尿病的情况下，性别之间 CVD的风险差异显著减小，尽

管没有完全消除[104, 105]。最近对 500多万名患者的系统回顾和荟萃分析发现，糖尿病

患者 CVD死亡率的总相对风险中，女性为 2.42，男性为 1.86 [106]。社区 As风险研究

也有相似发现，与男性相比，糖尿病是女性心血管疾病和心血管疾病死亡率的更大

风险因素[107]。说明糖尿病在女性患者中的危害影响更大，即使在绝经前女性存在心

脏保护作用情况下，随着糖尿病的存在女性心血管保护作用显著降低。2型糖尿病的

发病率在在不同年龄阶段的性别差异是存在的，女性在青年时期的发病率较高，而

男性在中年时期的发病率较高，在老年阶段两者的发病率相似[103]。鉴于心血管风险

增加，所有 DM患者都需要积极评估 CVD风险，采取有效措施降低可能的危险因素。

相对于男性，女性因妊娠获得额外心血管风险的原因不仅仅只包括妊娠期高血

压。妊娠期糖尿病（Gestational diabetes mellitus，GDM）是出现在妊娠期间的一种

葡萄糖不耐受性，属于一种常见的妊娠并发症。既往患有 GDM的女性将来患 CVD

的风险升高，其中患 2型糖尿病的风险增加 1.4-2.0倍，患高血压的风险增加 2倍，

患中风的风险增加 2倍，患缺血性心脏病的风险增加 2.8倍[108]。即便是对于年龄＜

49岁的年轻女性，GDM带来的 CVD风险仍然是存在的[109]。另一项研究同样证明了

这一观点，同时还发现 GDM的女性表现出较低的 HDL-c水平以及较高的 TG水平，

在这项研究的数据中，GDM和低 HDL-c水平之间的关联部分可以由 BMI解释[110]。

肥胖是 GDM 以及 CVD 的共同危险因素，三者间存在相互影响的作用关系。不论

GDM是通过何途径影响女性 CVD风险，其带来的不良预后是确定的。因此美国心

脏协会已提出 GDM 作为主要的心血管危险因素[111]。已有研究证明对有 GDM病史

的女性进行早期的糖尿病预防干预措施可以减缓 As 的进展[112]，这强调了糖尿病预

防对于有 GDM病史女性的重要性。女性特殊的心血管危险因素的影响是复杂的，正

确的认识和早期的预防干预是必要的。

3.2 年轻女性 CHD患者脂代谢特点

我们的研究结果显示，BMI 在年龄≤55岁的女性 CHD组的最高，且无论绝经

与否；年龄≤55岁的女性 CHD组年龄与对照组无差异，但在区分绝经状态的统计中，

未绝经状态下 CHD组年龄高于对照组。多因素分析的模型 2中，BMI 每增加 1个单
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位，CHD的风险升高 40%。快速识别超重或肥胖的最广泛使用的标准是 BMI，由体

重和身高决定。BMI 似乎是一个影响广泛的指标，它同时是多种疾病的共同危险因

素：包括高血压、糖尿病、CHD，此外 BMI 与血脂之间又存在相互关联性[113]。因

此，BMI对 CHD影响是多方面的，但可以确定的是，BMI与 CHD风险之间存在正

相关。研究表明，与正常 BMI 组的成年人相比，超重或肥胖的成年人中发生 CVD

事件的比例要高得多，在调整所有年龄范围内的非 CVD 死亡相互竞争的风险后，

这些发现在所有年龄组中都是一致的[114]。在一项大规模的基于人群的研究中发现，

与体重指数正常的患者相比，无论是否接受药物治疗、冠脉支架或冠脉搭桥，轻度

和/或中度肥胖的 CHD患者死亡率都有所下降。这些发现与之前的报告非常一致，

即肥胖与已确诊 CHD患者的全因死亡率和心血管死亡率呈负相关。这一观察结果用

“肥胖悖论”或“反向流行病学”来描述，具体机制尚不清楚[115]。这一观点在最新的一

项 meta 分析中同样的到了证实，体重过轻增加了急性冠脉综合征的死亡率，以及

CVD患者正规治疗干预后的死亡率[116]。BMI除了作为直接和间接的 CHD危险因素，

其还与机体脂代谢存在密切的关系。研究发现 BMI 与 HDL-c 水平成反比[117]。研究

发现 BMI与血清雌激素水平呈正相关，可能原因是脂肪组织为雌激素合成的主要部

位[118, 119]。研究表明 BMI＞25是年龄≤55岁的女性 CHD的危险因素[120]，BMI 作为

导致 CHD相关的疾病（高血压、糖尿病、高血脂）的危险因素，以及 CHD的直接

危险因素，其带来的危害是双倍的，故对 BMI 的控制似乎也会收到双倍的健康获益。

在本研究中，年龄≤55岁的 CHD组 TG水平高于同年龄层的对照组，不同绝经

状态分组下，CHD组 TG 水平均高于对照组，然而在多因素分析中 TG 并没有表现

出与 CHD的独立危险关系。一项基于孟德尔随机化研究分析了 17项研究的数据，

包括 62 199名欧洲裔患者，结果发现，TG与 CHD之间存在明确的因果关系[121]。研

究证实，富含甘油三酯的脂蛋白（triglyceride-rich lipoproteins，TRL）及其残留物是

ACVD的重要贡献者。大的 TRL颗粒（例如新生的乳糜微粒）无法穿透血管壁[122]，

但是富含胆固醇酯的较小 TRL（“残留物”）通过渗透到血管壁以及促炎和血栓形成

通路来促进 As的形成。然而也有研究强调了 TRL导致的 ASCVD的风险中 ApoB的

浓度的重要性，而不是 TG水平，同时降低 TG的临床获益更多的与 ApoB的水平相

关[123]。尽管 TRL 的循环水平预示着 ASCVD 风险增加，并非所有 TG 颗粒都是致

As的，尚不清楚 TG本身是否促成 As。与内膜泡沫细胞和 As斑块中积累的胆固醇

相反，TG可以被大多数细胞降解。调整非 HDL-c（non-HDL-c）或 ApoB后，流行

病学研究中血浆 TG与 ASCVD风险的相关性减弱或消失。最近一项调查研究发现，

只要是载有 ApoB颗粒的脂蛋白，均有促进 ASCVD风险的作用[124]。

TG作为脂肪组织的主要来源，与肥胖密切相关。TG与 HDL-c、BMI 之间复杂

的关系，在 CHD的研究中显示出不一致的结果，因此不能确定 TG与 CHD间是直
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接相关，还是通过增加 CHD的主要危险因素间接增加 CHD的风险[125, 126]。研究表

明 TG 在女性人群中导致 CHD 的风险高于男性[127]。此外，TG 升高经常与病理性

HDL颗粒相关，可能会导致 ASCVD风险[128]。来自日本的一项针对糖尿病患者 CHD

风险的研究显示，对于男性糖尿病患者非 HDL-c 和 TC/HDL-c 是最佳预测因素，而

对于女性糖尿病患者 TG是最大的预测因素[129]。说明 TG 在女性中具有特殊和更重

要的意义，因为我们知道雌激素可以增加人血浆中 TG[130]。

≤55岁 CHD组 HDL-c 低于其余三组，在年龄≤55岁的人群中，HDL-c、apoA-1

在 CHD 组水平均低于同绝经状态下的对照组。虽然在不分性别的研究中已证实，

HDL-c 是 CHD 的保护因素。然而在队列研究中发现，女性的 HDL-c 水平显著高于

男性，且这种差异很大程度上解释了心血管疾病风险的性别差异性[22, 71, 72]。近期研

究发现 non-HDL-c在 AS的发生中发挥关键作用。Non-HDL-c 囊括了几乎所有致 As

的脂蛋白颗粒，具有不低于 LDL-c预测 CHD风险的价值[131]。多项指南将 non-HDL-c

归入 CVD的一、二级预防的首要指标[93, 132, 133]。未绝经女性 non-HDL-c 水平低于同

年龄段男性，然而绝经后 non-HDL-c 水平升高明显[134]。根据既往研究结果，似乎女

性在脂代谢上与男性存在较高差异性，这说明针对女性的抗 As的血脂治疗指南是必

要的。目前对于雌激素对血脂影响的作用方式尚不清楚，雌激素可以直接作用于靶

细胞产生生物学功能，也可以通过 ER发挥作用。研究发现 ESR变异与脂质水平的

变化有关，包括 HDL，LDL和 TG[135, 136]。但雌激素是否通过 ER发挥生物学功能仍

需要可靠的实验研究。

在本研究中多因素分析中，HDL-c 未显现出 CHD的保护作用，但 apoA1的保护

作用在纳入 ABCA1 mRNA中以微弱的作用显现。ApoA1是一种贫酯的载脂蛋白，

是 HDL颗粒中的重要的蛋白质组分，大部分由肝脏和小肠中合成。它在巨噬细胞胆

固醇外流中接受由 ABCA1转运出的胆固醇后形成 HDL的前体形式，是参与胆固醇

外流的重要载脂蛋白。我们的研究结果说明在年轻女性中血浆 apoA1与 CHD存在负

相关，对年轻女性的 CHD风险评估时血浆 apoA1可能优于 HDL-c。有研究报道，女

性多囊卵巢综合征（一种低雌激素状态）与 CEC降低有关[64]，相反的是，在绝经后

妇女中 HRT可有效地提高 CEC[65]。这提示雌激素对 CEC调控作用有可能是通过对

调节血浆中 apoA1和（或）HDL颗粒实现的。结果的差异与研究群体的差异存在一

定的相关性，但同时也说明雌激素在体内的作用方式和结果是多样的，探讨其不同

的功能是必要的。

3.3 女性胆固醇代谢特点

有研究指出，脂肪肝和血脂异常的主要驱动因素是肝脏的脂肪流量，而不是胰

岛素驱动的脂肪生成的源头[137]。在相同脂肪生成的情况下，体内脂肪分解代谢的差

异是导致个体血脂差异的主要原因。因此在对于脂肪代谢的调节是促进其排出的正
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向途径，而不是抑制其生成。HDL 是主要的胆固醇转运蛋白，可以将外周 FC转运

至肝脏，胆固醇经肝脏代谢后以胆汁酸的形式排出体外，减少胆固醇对细胞及内环

境的毒性作用[138]。如 HDL 转运功能受损或成分改变，导致细胞内外 FC积聚。FC

过饱和可造成胆固醇结晶，最终使细胞死亡和内膜损伤[139]。此外，胆固醇结晶通过

NLRP3炎症体引发局部炎症，并且导致白细胞介素-1β（IL-1β）产生，最终从斑块

内生长的胆固醇结晶和相关的炎症使斑块不稳定[140]。由上可知，胆固醇不仅可以诱

导 As斑块形成，还可以导致斑块内部不稳定。故胆固醇的代谢研究是提供防治 CVD

重要理论依据的基础。HDL参与的 RCT是能逆转 As病变的有效途径，因此，人们

认为是 HDL功能保护了 CVD，而不是 HDL-c水平[141]。有研究认为 HDL-c 和 CHD

存在负相关的根本原因在于 HDL介导的巨噬细胞胆固醇外流能力（CEC），而不是

HDL水平[142, 143]，在颈动脉内膜厚度的研究中也得到了相同的结果[144, 145]。HDL 转

运功能受损和成分改变可导致细胞外 FC的积聚，而细胞膜转运载体活性受损可导致

细胞内 FC的积聚，细胞内的 FC饱和具有细胞毒性，可导致胆固醇结晶，导致细胞

死亡和内膜损伤[140]。

影响 CEC的因素一方面与细胞外接受胆固醇的 HDL 相关，另一方面与参与胆

固醇从胞内向胞外转运的膜蛋白相关（即细胞胆固醇的释放能力）。针对以上两项

影响 CEC因素，本研究中检测了年龄≤55岁的女性血浆介导巨噬细胞胆固醇外流率

的差异，以及外周血中 ABCA1、ABCG1 mRNA表达水平。同时为了探究体内雌激

素与 CEC是否存在关联，检测了研究对象的血浆雌二醇水平以及外周血中雌激素受

体α的编码基因 ESR1 mRNA的表达水平。结果可见，CHD组 ABCA1、ESR1 mRNA

的表达水平低于对照组。同时基于在线生物数据库的基因相关性分析结果显示，ESR1

mRNA与 ABCA1 mRNA之间具有较强相关性，而两者在我们的 CHD组中的表达均

降低了，说明两者可能存在一定的相互关系，这一点在我们下一部分细胞实验中进

一步研究。我们的实验结果中 CHD组与对照组的血浆介导的巨噬细胞胆固醇外流率

没有差异，这与一些其他实验结果不同。这考虑与选择的研究对象以及样本量的差

异有关，此外，糖尿病对血浆的胆固醇外流率也产生一定的影响[146]，这在我们的实

验中没有区别分析。除了作为 CHD的预测因素，CEC还可以作为预测冠状动脉疾病

患者全因和心血管死亡率的独立指标[147]。这些研究重点都在于评估血浆的 HDL 功

能，而忽视了循环中单核巨噬细胞释放胆固醇的能力。研究发现 ABCA1基因多态性

不仅可以影响血脂变异性和 CHD 风险，也可以改变血脂对 CHD 风险的影响[148]。

ABCA1基因突变导致 Tangier病和家族性 HDL缺乏症的事实证明了 ABCA1的重要

性[149]。我们的研究中，年轻女性 CHD患者外周血中 ABCA1 mRNA水平是降低的，

且单因素分析中是 CHD的危险因素。由于 ABCA1与 HDL-c 之间相互关联，这可能

是导致纳入 ABCA1 mRNA的多因素模型 2中 HDL-c的保护作用消失，但 ApoA1仍
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显示出 CHD的保护作用。

尽管当代降胆固醇治疗取得了进展，但与男性相比，女性接受指南推荐的他汀

类药物治疗的可能性较低[150]。最新的胆固醇管理指南和心血管疾病预防指南都强调

了脂质管理对降低 ASVD风险的重要性[93, 94]。他汀类药物治疗的益处已被广泛接受，

可减少心血管疾病事件，用于冠状动脉疾病的二级预防。然而，在女性初级预防中

他汀类药物治疗的作用在过去十年间一直存在争议。这一争议部分源于缺乏关于他

汀类药物在女性初级预防中的有效性的可靠数据，因为在随机对照试验中女性的代

表性不足导致研究不足以按性别充分分析结果。此外，他汀类药物治疗一级预防的

早期荟萃分析产生了相互矛盾的数据，一些研究显示女性死亡率或心血管事件没有

显著降低[151]。至今为止，他汀类药物治疗的血液胆固醇管理没有性别特异性指南。

根据 2016年 ESC/EAS指南，有 80%的 ASCVD事件发生在不符合预防性他汀类药

物治疗的人群中[152]。虽然在我们的研究中雌二醇水平并没有体现在组间差异上，但

作为雌激素发挥功能的主要受体 ERα在转录水平上表现出差异，这同样反应雌激素

/ER在女性 CHD中发挥着调节作用。但对于雌激素/ER信号轴是否作用于巨噬细胞

胆固醇外流蛋白 ABCA1，着需要进一步的验证。似乎雌激素在 CHD的保护上是多

方面的，但在缺乏支持性干预研究的情况下，改变性激素水平以影响心血管病风险

的最佳策略仍不确定[153]。

新的证据表明，IHD在男性和女性中的表现可能有所不同，从疾病的临床表现、

诊断和治疗到心肌细胞功能和冠状循环的基本生物学和生物力学。与男性相比，女

性的症状和共病负担更重，且预后更差[48]。到目前为止，女性在改变指导方针的心

脏病研究和试验中的代表性仍然不足，这在心血管医学的证据基础上造成了重要的

限制。与男性相比，女性的心外膜冠状动脉较小，加上在整个生命周期内切变应力

和炎症介质的差异，可能使易感患者的 CHD发展为弥漫型，冠状动脉运动功能障碍

的贡献大于男性[154]。新的研究证实，有心肌缺血症状的女性比男性更容易出现非梗

阻性 CHD和冠状动脉微血管功能障碍。这代表了对冠状动脉系统性别差异的最新研

究，着眼于不同的病理生理过程如 HDL-c 何可能导致在女性和男子中流行的 IHD，

我们更需要了解 IHD 的病理生理学，而不是对梗阻性 CAD 的传统关注[48]。总之，

我们不能忽视性别在 CHD中的病理生理差异，以及由此产生的在临床诊断和治疗过

程中潜在的风险。

3.4 雌激素的冠状动脉保护机制

雌激素对心血管系统有正面和负面的双重影响。正面影响是，雌激素对脂质参

数有潜在的有益影响，如降低 LDL-c 和增加 HDL-c，促进一氧化氮介制的血管化，

抑制血管对损伤的反应和动脉粥样硬化的发展；负面的影响包括，雌激素增加甘油
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三酯和炎症标记，如 C反应蛋白（CRP），此外， 雌激素也有许多血栓前效应的作

用，如增加凝血酶原的循环水平和降低抗凝血酶Ⅲ，导致静脉血栓事件的风险增加。

重要的是，雌激素的许多这些影响是由对肝脏的先发效应来调解的，因此更多的是

由 HRT的口服而不是皮下管理引起的。例如，CRP水平的增加似乎只发生在口服雌

激素管理。这与心血管疾病风险增加的关联程度尚不确定。 这些观察意见强调了管

理模式对 HRT对 CHD风险的总体影响的潜在重要性[155]。

随着我们对雌激素影响心血管系统的机制的了解增加，很明显，雌激素生物效

应的复杂性反映了相当复杂的作用机制。雌激素可以调节各种系统性或循环性因素，

包括脂质、炎症因素和凝血/纤溶级联的成员。此外，雌激素也可以通过雌激素受体

（ERα和 ERβ）直接作用于心脏和血管，发挥多种调节作用。 雌激素受体属于核受

超家族成员，是需要配体激活转录因子，可参与靶基因的转录调控，这种机制被称

为基因组通路，也是雌激素发挥长期影响的主要方式，包括对脂代谢和凝血功能的

影响；此外雌激素受体也能在接受雌激素信号的几分钟内发生快速效应，因其不依

赖于基因表达的变化而被称为非基因组效应[156]。心血管系统雌激素作用的这种非基

因组效应研究得最好的例子是内皮细胞一氧化氮合成酶的活化，这种合成酶导致动

脉血管发育，以响应雌激素的给药发挥作用。

研究证据表明，雌激素对血管的影响部分取决于 As的病变程度。例如，雌激素

受体表达在 As动脉中明显减少，因此，如果对血管的直接、受体依赖性影响导致抗

As作用的可能性，那么在患病动脉中这种效应就会减少或消失。此外，雌激素对给

定通路的影响可能因底层血管的健康状况而产生不同的后果。例如，雌激素向上调

节基质金属蛋白酶（MMP）家族的特定成员，在 As动脉中，MMP-9在 As 斑块的

肩部表达，MMP-9活性的增加可能与斑块破裂的风险增加以及急性冠状动脉综合征

有关[155]。在高胆固醇小鼠模型中，雌激素介导的环氧酶-2（COX-2）在延缓 As方面

起着重要作用[157]。这表明，As动脉与受损的 COX-2反应也可能失去这种潜在的有

益的激素治疗效果。

更年期后心血管事件的增加激发了人们对雌激素在心血管疾病中的作用的兴

趣。最早的研究报告说，年龄匹配的绝经后妇女的心血管事件发生率是绝经前妇女

的 2.6倍；与同龄绝经前妇女相比，手术绝经相关的冠心病风险高 2.7倍，与自然绝

经妇女相比高 2.2倍[155]。这种过度的风险似乎可以通过 HRT来预防。血浆脂蛋白被

认为在绝经后冠心病风险增加中起作用，因为绝经后妇女的 TG、LDL-c和 TG水平

均升高，而 HRT似乎能对抗脂质的这些不利影响，尽管心脏保护性 HDL-c 增加也降

低。这引起了人们对绝经后 HRT 潜在心血管益处的兴趣。但在实际中关于对 HRT

治疗的随机对照研究结果并没有显示出绝对的优势，甚至对 As进展并没有影响[158]。

最近的研究还表明，ER本身的遗传变异可以调节 HRT的心血管效应，并改变 CHD
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的潜在风险，这与增强的 HDL效应有关[159]。令人惊讶的是，ER的这种相同的基因

变异也与男性心肌梗死风险增加约 3倍有关[160]。总之，HRT的争议尚未平息。目前

的随机临床试验数据支持了美国心脏协会/美国心脏病学院的指导方针，即 HRT不应

该被规定用于预防心血管疾病。

3.4.1 雌激素对 As炎症的影响

血管炎症是 As发生和斑块形成的重要过程。在 As病变早期参与炎症过程包括

白细胞和单核细胞迁移到内皮下，内皮细胞表达粘附分子，如可溶性细胞间粘附分

子-1（sICAM）以及选择素等介导白细胞粘附和迁移到动脉壁[161]。循环粘附分子与

As水平和心血管事件风险呈正相关。在一项横断面研究中，未接受激素治疗的绝经

后妇女的循环炎症标志物明显高于同年龄和 BMI的绝经前妇女；同样的，HRT的绝

经后女性的血管炎症总体减少[162]。绝经后由于雌激素的急剧下降导致炎症标志物水

平升高，但雌激素的抗炎作用只能在雌激素水平较高的情况下才能预期，比如外源

性雌激素使用者，而不是在绝经后妇女的内源性生理水平上。雌二醇还通过抑制巨

噬细胞和树突状细胞分泌 IL6 或 TNF-α发挥抗炎特性，雌激素可能在靶向炎症中具

有旁分泌作用，以减轻潜在的组织损伤效应。但目前研究中尚无雌激素对炎症反应

作用是通过雌激素受体的转录调节，还是通过 GPER的膜受体激活的直接作用。不

论是何种方式，雌激素对血管内的炎症表现出明显的抑制作用，这很大程度上解释

了年轻女性在血管保护上的优势，因为在 As起始和进展的过程中炎症发挥了重要的

作用。

3.4.2 雌激素对动脉内皮细胞的作用机制

内皮细胞凋亡是As斑块进展的另一个关键因素。雌二醇是内皮细胞的生存因子，

在生理浓度下抑制内皮细胞凋亡，增强内皮细胞粘附、迁移、增殖和分化。雌激素

呈现出剂量依赖性的抑制细胞因子诱导内皮细胞凋亡现象，随后的研究证实了这是

通过抑制ERK磷酸化进而抑制内皮细胞凋亡的[163]。雌二醇除了对内皮细胞的凋亡抑

制作用，还可以刺激内皮细胞释放NO，并通过对内皮细胞NO合成和释放的调节，

影响As。NO对内皮细胞具有直接的抗氧化、抗凋亡和抗炎作用，不仅可以通过抑制

白细胞粘附到内皮细胞，而且通过放松血管平滑肌细胞来拮抗As血管的改变。雌激

素诱导内皮依赖性血管舒张的机制包括增强内皮型一氧化氮合酶（eNOS）基因的表

达，以及内皮细胞内质网非基因组机制中NO释放或eNOS活性的急性升高。雌二醇

治疗后eNOS和内皮NO释放的快速激活主要通过PI3K-Akt级联和MAPK激活介导

[164]。内皮细胞中的内质网介导的NO释放依赖于细胞内钙的动员。然而，雌二醇也可

以诱导快速的NO产生，独立于钙动员刺激。有研究表明，氨硝酰化有助于NO诱导

的抗炎作用。细胞内蛋白S-亚硝酰化是一种翻译后修饰，通过抑制NF-κB的激活而影
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响多种内皮活性，包括抑制促炎症反应和凋亡，而17β-雌二醇可以通过ERα和eNOS

增加内皮细胞中的半胱氨酸S-硝基化[165]。这可能是雌激素对内皮细胞炎症反应的抑

制作用的方式之一。Notch信号通路是调控血管生成的重要途径之一，雌二醇已经被

证明以一种增加内皮细胞中Notch-1和抑制Notch-2的方式影响几个Notch通路成分，

从而揭示了E2在内质网介导的血管生成调节中的新作用[166]。此外，雌二醇还可以通

过端粒酶活性的增强以及雌激素介导的线粒体保护来延缓内皮细胞的衰老。

对As小鼠模型的研究表明，雌激素对ASCVD的保护作用更多的是通过ERα介导

的。雌激素对apoE缺乏小鼠As病变进展的保护作用似乎是通过ERα发挥的，尽管雌

激素介导的一些保护作用在雌激素α缺乏的雌性小鼠中仍然存在，但主要的雌激素受

体在小鼠内皮细胞中表达。在另一项研究中，在缺乏内皮细胞ERα的As小鼠模型中，

雌二醇的As保护作用被完全消除[166]。有研究发现雌激素通过ERK抑制抑制大鼠内皮

细胞凋亡的作用是ERα依赖的[167]。另一方面，除了ERα外，ERβ还被证明介导内皮细

胞腔中的非基因组eNOS激活。ERβ是绝经前和绝经后妇女内皮细胞和血管平滑肌细

胞以及所有冠状动脉壁层的主要ER亚型，在As斑块的进展和内膜钙化中起着重要作

用[168]。

综上可见，雌激素对女性的影响是多方面的，在体内的复杂环境中我们很难将

其中的某一种作用放大或者忽视。但可以肯定的是，雌激素作为一种内分泌物质，

对循环系统的作用是存在且重要的，其对胆固醇代谢的直接作用，会影响As病变的

发生和进展。

4 小结

4.1 年轻女性 CHD表现出高 BMI、高血压和糖尿病合并率；以及高 TG，低 HDL-c，

这在未绝经的年轻女性中更为明显。

4.2 在胆固醇外流相关指标中，年轻女性 CHD患者中 ABCA1、ESR1 mRNA表达

低于对照组，ESR1和 ABCA1 mRNA具有良好的相关性；两组血浆介导的巨噬细胞

胆固醇外流能力无差异。

4.3 不纳入 ABCA1 mRNA模型 1中，高血压、糖尿病、TC是年轻女性 CHD的独

立危险因素。纳入 ABCA1 mRNA模型 2 中，年龄、BMI、TC 是年轻女性 CHD的

独立危险因素，apoA1是年轻女性 CHD的保护因素。
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第二部分 雌二醇通过雌激素受体α上调ABCA1促进巨

噬细胞胆固醇外流

心脑血管疾病是造成全球死亡人数最多的疾病，并且预计到 2040年仍为全球首

位死亡病因[3]。As是心脑血管疾病的病理生理基础，其中巨噬细胞在 As的起始、进

展和破裂全过程中发挥关键作用[169]。在 As病变中，富含脂质的巨噬细胞转化为泡

沫细胞，并形成动脉壁上 As斑块的核心。胆固醇从巨噬细胞等细胞中流出至 HDL，

由 HDL-c的形式经循环到肝脏，在肝细胞中代谢为胆汁酸并由消化道排出，这被称

为 RCT[170]。RCT能够有效的促进 As斑块消退，延缓病变进展。由此可知，巨噬细

胞特异性胆固醇外流作为 RCT途径的关键起始限速步骤，提升巨噬细胞内胆固醇外

流是抗 As的关键[171]。临床研究也证实了 HDL 介导的巨噬细胞 CEC与冠状动脉疾

病的存在和严重程度呈负相关[142-144]。巨噬细胞 CEC主要受两方面的影响：巨噬细

胞释放胆固醇的能力和 HDL作为细胞外胆固醇受体与胆固醇结合的能力[73, 74]。

目前研究已明确，巨噬细胞释放胆固醇主要依赖其细胞膜蛋白上胆固醇转运蛋

白 ABCA1、ABCG1[172]。第一部分我们的实验中发现，在年轻女性冠心病患者中

ABCA1、ESR1 mRNA表达低于对照组。此外，在外周循环中 ABCA1与 ESR1 mRNA

表达存在较强的相关性。因此我们考虑，在循环单核巨噬细胞中雌激素是否通过雌

激素受体参与 ABCA1的表达调控。本研究通过体外细胞实验，明确雌激素对单核巨

噬细胞胆固醇外流的影响以及可能的机制。

1 研究内容与方法

1.1 研究对象

1.1.1 实验中细胞系及来源

实验选择小鼠单核巨噬细胞系 J774A.1，其来源于 BABL/cN 小鼠，为贴壁细胞，

具有抗体依赖的吞噬作用。该细胞株已经被证明具有细胞膜蛋白 ABCA1、ABCG1

表达。细胞武汉普诺赛生物科技有限公司采购，由供货方提供细胞种属鉴定证明以

及支原体检测阴性证明。

1.1.2 细胞培养

使用 DEME 高糖培养基配制 J774A.1 细胞的完全培养基，具体配置方案为：

DEME高糖培养基（BI，Beit-Haemek，以色列），10%胎牛血清（FBS）（Gibco，

Carlsbad，USA），1%青霉素-链霉素溶液（BI，Beit-Haemek，以色列），0.5ug/ml
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支原体去除剂（Beyotime Biotechnology，上海，中国）以预防支原体污染。细胞的

培养环境为 37℃、5%CO2细胞培养箱。培养 36-48小时后需要换液或传代处理，具

体根据细胞实际密度及状态而定。

1.1.3 细胞传代

因 J774A.1细胞在胰酶的刺激下容易出现分化现象，影响细胞状态，故本实验中

不使用胰酶进行消化，采用一次性独立包装无菌细胞刮传代。在细胞密度为 80%-90%

时需要进行传代处理，为达到良好的细胞状态传代前 12小时换液。细胞传代比例为

1：3（按传代前后同等规格的培养容器计算）。

具体操作步骤如下：在超净台内用巴氏管吸取培养皿/瓶内旧培养液，然后加入

2ml新鲜完全培养基，用细胞刮单向有序的将细胞刮起，确认贴壁细胞全部挂起后轻

轻吹匀培养基，将细胞悬液移入 15ml离心管，加入完全培养基至所需的最终总体积，

用巴氏管将细胞完全吹散后，等体积分别移入三个培养皿/瓶中，将培养皿/瓶以 8字

摇匀培养液，在显微镜下确认细胞为单个无团块状态且均匀分布。确认后将培养皿/

瓶再次置于细胞恒温培养箱内培养。

1.1.4 细胞冻存与复苏

在首次收到采购的细胞后首先进行细胞扩繁，并分批次冻存细胞。细胞冻存液

配制方案为：55%基础培养 + 40%FBS + 5%DMSO，每个冻存管终体积为 1.5ml，细

胞冻存液需提前至少 15 分钟配好后再操作细胞，避免 DMSO产热影响细胞，细胞

数量需保证在 1×106/管以上，为使细胞达到良好状态，冻存前 24小时可以给细胞换

液处理。

详细冻存过程如下（以 6cm培养皿为例）：用细胞刮将细胞转移至 15ml离心管

中（方法同上述细胞传代步骤），以 1000rpm/min离心 5min，去除培养液，将已配

好的冻存液 1.5ml加入细胞沉淀中，用移液枪把细胞吹散至无黏附聚集后，全部移至

冻存管中。在冻存管表面写上细胞株名称、代数和冻存时间，最后用封口膜封口。

冻存管立即放入常温的细胞梯度降温盒内，然后一起放入-80℃冰箱过夜（至少 8小

时），隔日取出细胞冻存管，并迅速放入液氮罐内的细胞盒中，记录具体位置以便

后期取用。

细胞复苏具体步骤如下：提前准备细胞超净台及需使用物品，水浴锅温度调至

37℃。将细胞从液氮罐中取出后，迅速将细胞冻存管置入 37℃水浴锅中，匀速晃动

直至冻存液完全变为液态。用无菌纱布擦干冻存管后用 75%酒精喷洒表面，在超净

台内将细胞冻存悬液全部加入含 5ml基础培养基的 15ml离心管，轻柔混匀清洗细胞。

以 1000rpm/min离心 5min，去除培养基，在离心管中加入 4ml完全培养基，轻柔的

吹匀至细胞悬液状态后，接种至 25T培养瓶中并摇匀，显微镜下确认细胞均匀分布

在培养瓶中后放入恒温培养箱内，隔日换液。
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1.2 内容与方法

1.2.1 雌二醇及氟维司群溶液配制

17β-雌二醇购买于索莱宝（货号：E8140），分子式：C18H24O2，分子量：272.38。

氟维司群购买于 sigma（货号：V900926），分子式：C32H47F5O3S，分子量：606.77。

使用电子天平称取试剂粉末，以 DMSO为溶媒，保证培养皿中的 DMSO 终浓度在

0.1%以下。配置浓度为 1M的储存液在-80℃冰箱保存，适量体积分装避免使用过程

中反复冻融。根据溶液计算公式：C=m/V。储存液用 DMEM基础培养基稀释至工作

液浓度。

1.2.2 小鼠单核巨噬细胞 J774A.1胆固醇外流率的检测

1.2.2.1 细胞铺板及分组

将 J774A.1以每孔 5×104个细胞密度接种在 24孔板中，并且培养基是不含酚红

的 DMEM，添加有 0.2%不含脂肪酸的 BSA。

1.2.2.2 22-NBD-胆固醇溶液配置

22-NBD-胆固醇购买于百灵威（货号：625332），分子式：C28H38N4O4，分子量：

495，纯度 90%。使用无水乙醇为溶媒配置储存液，使用基础培养基稀释至工作液使

用，保证培养皿中的乙醇终浓度在 0.1%以下。由于 NBD 为荧光标记物，故在溶液

配置、储存过程以及实验过程注意严格避光，避免荧光猝灭。

1.2.2.3 巨噬细胞胆固醇外流检测

根据实验设计首先按需要处理细胞 24 小时，下一步用含 5uM 的 22-NBD-胆固

醇培养基更换培养基，共孵育 4 小时，然后用 PBS 洗涤细胞 3 次，最后加入含有

50ug/ml HDL（广州市奕元生物技术有限公司）或标准血清的新培养基孵育 4小时。

将上清液转移到新的 EP 管中后待用；向细胞板中添加 1%Triton（Triton X-100，

solarbio）裂解细胞 10分钟，将裂解液转移到另一个 EP管中，然后以 10000rpm离

心上清液和裂解液 10分钟，把上清液和裂解液各 100ul分别加入黑色 96孔板中。在

荧光酶标仪中设置 469nm作为激发波长和 537nm作为发射波长来读取荧光（FI）。

NBD胆固醇外流率=上清液 FI/（上清液 FI +裂解液 FI）×100%。

1.2.3 泡沫细胞诱导、油红 O染色及定量分析

（1）将 1×105细胞每孔接种在 6孔板中过夜。处理后在处理因素存在条件下，

使用不含 FBS的培养基，加入 50µg/ml氧化低密度脂蛋白（ox-LDL，广州市奕元生

物技术有限公司）共孵育 24小时。

（2）油红 O工作液的配制：饱和油红 O原液（索莱宝，G1260）按 3：2（油

红 O：蒸馏水）加入蒸馏水，混匀，室温放置 5-10分钟，滤器过滤后使用。

（3）先去除培养夜，加适量 4%多聚甲醛细胞组织固定液固定 30分钟，蒸馏水

充分洗涤。
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（4）加入 1ml事先配制好的油红 O工作液 10分钟左右。

（5）脱色：用 60%的异丙醇漂洗染色好的细胞，以减少背景染料。蒸馏水充分

洗涤。

（6）加入 1ml蒸馏水并用显微镜拍照。

去除蒸馏水，加入等量 100%异丙醇，侵泡 30分钟，适度震荡。结束后每个样

本取 100ul加入 96孔板中，并使用酶标仪在 510nm下测量吸光度，进行油红 O进行

定量评估。

1.2.4 基因表达检测

1.2.4.1 mRNA水平表达检测

1.2.4.1.1 贴壁细胞总 RNA抽提

（1）TRIzol裂解：贴壁细胞弃培养液，将培养皿移到专用于提 RNA的橱柜里，

先加入 500μl的 TRIzol，摇匀后室温裂解吹打，再加入 500μl的 TRIzol 洗一洗，将

细胞裂解液加入新的无酶 EP管中，做好样本标记。

（2）氯仿抽提：往每个 EP管加入 200μl氯仿，混合震荡 30s至溶液乳化呈乳白

色，静置 10分钟并放入 4℃离心机中 12000rpm离心 15分钟，缓慢拿出离心管，上

层透明液体为含 RNA的溶液，在通风橱中用 200μl枪吸出上层无色上清液，切勿触

碰及吸出白色中间层，加入新的一批标记好的 EP管中，每管大概 400-500μl左右。

（3）异丙醇沉淀：往每个 EP管加入 600ul异丙醇，上下颠倒 EP管混合摇匀 30

秒，室温静置 10分钟，放入 4℃离心机，以 12000rpm离心 10分钟，管侧面和底部

出现白色沉淀，小心去除上清，轻轻加入用无酶水配好的 75%乙醇 1ml，慢慢吹起，

轻摇 15秒，以 7500rpm 4℃离心 5分钟，去除上清，避免碰到沉淀，再重复洗一遍。

打开 EP 管盖子，先用 200μl枪吸取，再用 10μl 枪吸取剩余的酒精，斜放晾干沉淀

10分钟。用 20μl无酶水溶解 EP管内 RNA，然后放于冰上测浓度或-20℃保存。

1.2.4.1.2 PCR

提取细胞总 RNA后，后续的 RNA浓度测定、反转 PCR、实时荧光定量 PCR使

用试剂盒及实验步骤同第一部分相关实验内容描述（见第一部分 1.2.3 PCR）。

下表列出了用于实时荧光定量 PCR实验中使用的小鼠 ABCA1，ABCG1，ESR1，

LXRα，GAPDH的特异性引物序列。见表 2-1。
表 2-1 小鼠目标基因引物

Table 2-1 Mouse primers for target gene

Gene Primer

ABCA1 Forward 5′-AGAAGGAGGCTCGGCTGAAGG-3′

Reverse 5′-GAGGGATGAGGCTGCTAACAAACC-3′
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Gene Primer

ABCG1 Forward 5′-CATGCTGCTGCCTCACCTCAC-3′

Reverse 5′-TCTCGTCTGCCTTCATCCTTCTCC-3′

ESR1（ERα） Forward 5′-GCCGCCTTCAGTGCCAACAG-3′

Reverse 5′-GGCTCGTTCTCCAGGTAGTAGGG-3′

NR1H3（LXRα） Forward 5′-AACTGAAGCGGCAAGAGGAAC-3′

Reverse 5′-TGGCAGGACTTGAGGAGGTGAG-3′

GAPDH Forward 5′-TGGTGAAGCAGGCATCTGAG-3′

Reverse 5′-TGAAGTCGCAGGAGACAACC-3′

1.2.4.2 蛋白水平表达检测

1.2.4.2.1 蛋白质印迹(western blot)

1.2.4.2.1.1 细胞总蛋白提取

（1）用 PBS冲洗细胞 2-3次。并完全去除干净 PBS，避免残留。

（2）按一定比例加入新鲜配置且含有 1%鸡尾酒蛋白酶抑制剂的 RIPA缓冲液到

培养皿中，使其充分接触反应数分钟。

（3）用细胞刮把细胞及裂解液聚集到培养皿一侧，然后用 1ml移液枪吸取转移

至 1.5ml离心管。

（4）在冰上静置 30分钟，可以间断吹打彻底混匀裂解液，使细胞充分裂解。

（5）12000g离心 10min，收集上清，即为总蛋白溶液。

1.2.4.2.1.2 蛋白浓度测定

BCA法测蛋白浓度。

（1）BCA工作液：计算好需要工作液的总体积，然后以 50：1的体积比完全混

合 A与 B液，需新鲜配置。

（2）配置浓度梯度的标准蛋白液：取 8个新 1.5ml EP管，标记 1-8号，在 2-8

号每管均加入 50ul的 PBS，然后在 1、2号管中分别加入 50ul的标准品，再将 2号

管内液体充分混匀后转移 50ul至 3 号管，重复直至 7号管，8号管中不加任何含有

标准品的液体。最终得到 2000，1000，500，250，125，62.5，31.25，0共八个浓度

的标准品，各取 40ul加入新的 EP管中待用。

（3）再取蛋白样品数个新 EP管，每管中均加入 36ul PBS，然后分别加入 4ul

的蛋白样品，做好标记，充分混匀。

（4）向制备好的 8个标准品以及稀释的蛋白样品的各个 EP管中分别加入 200μl
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第一步中配好的 BCA工作液，充分混匀后，取各管体积 70ul/孔加入 96孔板中（避

免出现气泡），设置 3个重复，将 96孔板放入 37℃恒温箱中静置孵育 30分钟后上

机检测。

（5）设置检测波长为 562nm，96孔板上酶标仪检测。

（6）以梯度浓度的标准品吸光度制作标准线，以拟合度 R2＞0.99为宜，得到线

性方程，将蛋白样品 OD 值代入方程计算，得到的数值需要按蛋白样品的稀释度计

算最终浓度。

1.2.4.2.1.3 SDS-PAGE电泳

（1）清洗玻璃板（提前完成）：使用洗洁精清洗制胶玻璃板后，随后用蒸馏水

冲洗干净并烘干待用。

（2）灌胶与上样：将玻璃板的前板和后板贴合对齐，并用玻璃板架固定好。将

带有固定好玻璃板的架子垂直卡在制胶架上。根据制胶盒的说明书配胶，具体见下

表。配胶过程中，每次加完新试剂后均充分混匀后再加下一个试剂，最后加入 TEMED

后迅速混匀灌胶。灌胶的枪头需紧贴着玻璃板打出，灌胶体积以胶面达绿线下方为

宜。灌胶结束后需加入无水乙醇填满剩余体积，消除胶面气泡的同时使胶面水平。

30分钟左右可轻晃制胶架，胶面保持固定时表明分离胶已凝固，需完全去除乙醇并

晾干。开始配制浓缩胶，方法同上。浓缩胶管好后立即插入梳子，注意出现气泡。

梳子表面的突起处与前板玻璃缘完全吻合，必要时可以在两侧补浓缩胶。确定浓缩

胶凝固后将玻璃板从制胶架子上取下，放入电泳固定架上，玻璃前板向内，后板向

外固定好后放入电泳槽内，向两玻璃板间的空间内倒满电泳液即可，然后平行向上

拔出梳子，准备上样。PAGE胶溶液配制方案见表 2-2。
表 2-2 PAGE胶配置方案

Table2-2 The components of PAGE gel

试剂 10%分离胶 5%浓缩胶

H2O（ml） 5.9 4

30%丙烯酰胺（29：1）（ml） 5 1

1.5M TRIS－Hcl（PH 8.8）（ml） 3.8 0

1.5M TRIS－Hcl（PH 6.8）（ml） 0 1

10%SDS（ml） 0.15 80

AP（ml） 0.15 60

TEMED（ul） 7.5ul 8ul

总体积（ml） 15ml 10ml
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根据前期测好的蛋白原液浓度，用 RIPA、4×蛋白上样缓冲液将所有的蛋白样

品均调整至终浓度为 3g/ul，并保证蛋白上样缓冲液终浓度为 1×。充分混匀后将装

有样品的 EP管在 70℃金属浴煮 15分钟，使蛋白充分变性。上样前瞬离样品，然后

放于冰上准备加样。以上样蛋白终质量为 60g，即 20ul样品，按计划顺序上样，枪

头一用一换，空置的孔槽内加入等体积的 1×蛋白上样缓冲液。上样结束后在电泳槽

内加入足够的电泳液，盖上盖子准备电泳。

（3）电泳：设置电泳程序为 80V 恒压 30 分钟（浓缩胶内），结束后以 110V

恒压电泳 1小时 30分钟，以溴酚兰线处于分离胶的下缘结束电泳。

（4）转膜：将电泳好的凝胶轻轻撬去前板，将浓缩胶部分切除，分离胶部分放

置在玻璃后板上侵泡在转膜液中；裁好 2张 7.5×8.5cm 的 PVDF膜，首先在甲醇中

侵泡 2分钟，然后在蒸馏水中侵泡 15秒，最后放入转膜液中侵泡待用（操作全程戴

手套并且避免直接接触 PVDF膜）。用两张 10×10cm海绵、2张 7.0×8.0cm的滤纸和

1张 PVDF膜，1块电泳好的 SDS-PAGE胶制作对称的“三明治”，用转膜夹夹紧。制

作过程中用瓷盘中倒入适量的转膜液，将滤纸和海绵打湿，将夹子黑面置于底层，

其上按顺序放置海绵、滤纸、PAGE胶、PVDF膜、滤纸、海绵，避免 PVDF膜与凝

胶间出现气泡，全程在转膜液中。制作好后将两个转膜夹一起放入转膜槽内，注意

两个夹子均为黑面对槽的黑面，转膜槽中空的部位可以加入冰袋。设置转膜程序以

300mA恒流转膜 2小时 30分钟。转完后将膜用 PBST漂洗 3次后进行封闭。

1.2.4.2.1.4 免疫反应与化学发光和成像

用镊子夹起 PVDF膜一角放入用 TBST配制 5%牛奶封闭液中，室温下低速摇床

封闭 1 小时 30 分钟，结束后用 PBST洗膜 3次。取目的分子的一抗，在 15ml离心

管中用抗体稀释液配制目标浓度的一抗工作液；从 PBST中夹起膜，用滤纸吸干后，

放到有一抗工作液的离心管内贴壁固定，将离心管固定在旋转架上，4℃孵育过夜（旋

转架速度调到最慢档）。孵育至少 12小时后用 PBST洗膜 3次，然后用配制好浓度

的辣根过氧化物酶（HRP）标记的二抗室温孵育 PVDF膜 1-2小时，最后再次用 PBST

洗膜 3次。

抗 ABCA1单克隆抗体（1：800稀释，abcam，美国）；

抗 ABCG1单克隆抗体（1：2000稀释，abcam，美国）

抗 LXRα单克隆抗体（1：1000稀释，abcam，美国）；

抗 ERα单克隆抗体（1：1000稀释，abcam，美国）；

抗 GAPDH多克隆抗体（1：5000稀释，CST，英国剑桥）；

HRP标记的山羊抗兔 IgG 二抗（1：5000稀释，BIOSS，北京，中国）；

HRP标记的山羊抗鼠 IgG 二抗（1：5000稀释，BIOSS，北京，中国）；

ECL化学发光反应：使用 Affinity ECL kit，货号 KF001，A、B两种溶液各 0.5ml
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在孵育盒中混匀，用镊子夹起膜蛋白面朝下与显色液充分接触，然后将膜放进

BIO-RAD 凝胶成像仪内进行成像，在 Image lab软件中处理图像。

1.2.4.2.1.5 相关溶液的配置

TBST：TBS（10×）100mL+纯水 900mL+Tween20 5mL。

PBST：PBS（10×）100mL+纯水 900mL+Tween20 5mL。

Running buffer：14.4g Glycine+3.02g Tris+1g SDS+纯水定容至 1L。

Transter buffer：14.4g Glycine+3.02g Tris+0.1g SDS+200ml甲醇+纯水定容至 1L。

1.2.4.2.2 流式细胞术检测膜蛋白

（1）收集和固定细胞：去除培养液，用预冷的 PBS缓冲液冲洗细胞 2次，加入

1ml PBS并用细胞刮刮起细胞至培养皿的一侧，收集细胞于新的 EP管中重悬细胞，

做好标记。800rpm离心 5分钟，去除上清，加入 100ul甲醇固定细胞 5分钟。

（2）增加细胞通透性及封闭：800rpm 离心 5 分钟去除上清，加入 1ml

0.1%Tween20 渗透 20分钟，然后再次离心去除上清。加入 100ul 10%的山羊血清并

重悬细胞静置 15分钟，为了避免非特异性相互作用。

（3）抗体免疫反应：800rpm离心 5分钟后弃上清留细胞沉淀，加入 100ul PBS

重悬细胞，加入 2ul ABCA1抗体充分混匀，室温下孵育 30分钟。期间轻弹 EP管 1-2

次，以保证抗体与细胞的充分接触。800rpm 离心 5 分钟，去除上清，加 1 mL PBS

洗涤三次，最后将细胞重悬于 0.1mL PBS 中。将荧光二抗山羊抗小鼠 IgG/PE 抗体

（bs-0296G-PE，BIOSS）按照 1：100比例加入细胞悬液中充分混匀，室温避光孵育

30 分钟。800rpm 离心 5 分钟，去除上清，加 1mL PBS 洗涤三次，加入 400ul PBS

重悬细胞。

（4）上机检测分析：将细胞用滤网过滤成单个细胞后加入流式管中，在 EPICS

XL流式细胞仪上分析，收集了 10000个事件。数据分析处理使用 Flow Jo软件操作。

1.2.5 小干扰 RNA转染

本实验所需的小干扰 RNA（siRNA）分子的设计和合成均来自上海 Sangon，每

个基因设计并合成三条 siRNA序列，包括 si-ESR1，si-LXRα和 si-vector，在 mRNA

水平分别检测三条 siRNA的转染效率，最终选择转染效率最佳的序列开展后续实验。

siRNA转染使用 RFect siRNA/miRNA转染试剂（常州生物百代生物技术有限公司）。

对于细胞 siRNA转染，根据转染试剂说明书建议浓度，用带有荧光标记的 siRNA进

行转染条件评估，选择最佳转染浓度、转染时间以及转染试剂的比例进行后期实验。

最终选择转染终浓度为 30nM的 siRNA，与 RFect比例关系为：siRNA质量（pmol）

/RFect体积（ul）=1：3，转染后 48小时收获。阴性对照选择Mock对照，即加用同

体积的 RFect 转染试剂，而不加用任何 siRNA序列。表 2-3列出了我们研究中使用

的 siRNA序列。
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1.2.5.1 SiRNA工作液的配置

SiRNA 以冻干粉形式储存，使用前瞬时离心 1 分钟，用一定体积的无菌

RNase-free-H2O溶解冻干粉，配置成 20uM的储存液，溶解后再次瞬离数秒钟，用无

菌的 RNase-free EP管分装，-20℃保存，避免反复冻融。操作过程在超净台内无菌处

理，过程中使用的 EP管、枪头均为 RNase-free产品。

表 2-3 小鼠目标基因 siRNA序列

Table 2-3 siRNA sequence for mouse target gene

Gene siRNA sequence

ESR1（ERα） sense 5′-GAAGGCUGCAAGGCUUUCUUUTT-3′

antisence 5′-AAAGAAAGCCUUGCAGCCUUCTT-3′

NR1H3（LXRα） sense 5′-GAAACUGAAGCGGCAAGAAGATT-3′

antisence 5′-UCUUCUUGCCGCUUCAGUUUCTT-3′

1.2.5.2 转染 siRNA实验的具体步骤为（以 6孔板为例）

（1）细胞铺板：转染前一天使用 6 孔板进行细胞铺板，2500μl/孔的培养基

（DEME+FBS，不含任何抗生素），使细胞在转染时密度在 30-50%。

（2）siRNA-RFectPM混合物准备：

 在无酶无菌EP管中用 250μl无血清DEME培养基稀释 3pmol siRNA。

 在无酶无菌 EP管中用 250μl无血清 DEME培养基稀释 15μl RFect。

 充分混匀并在室温下共孵育 5min。注意：保证在 25min内执行第下

一步操作，延迟会影响转染效率。

（3）孵育 5min后，充分混合 siRNA 稀释液和 RFect稀释液，室温孵育 20min。

（4）将 500ul混合物按实验分组分别加到对应的孔板中，轻轻晃动培养板，混

匀后继续细胞培养箱内培养。

（5）根据细胞状态 8小时后选择性换液，待 36-48小时后收获细胞，进行下一

步实验。

1.2.6 实验仪器及主要试剂

1.2.6.1 实验试剂及试剂盒

（ 1）细胞培养试剂及耗材：DMEM 高糖基础培养基（BI，以色列，

06-1055-57-1ACS）；PBS（BI，以色列，02-024-1ACS）；胎牛血清（Gibco，美国，

16000-044）；青霉素/链霉素双抗（BI，以色列，03-031-1B）；支原体清除试剂（碧

云天，中国，C0288S）；DMSO（sigma，美国，D2650）；一次性无菌细胞刮（NEST，

中国）。
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（2）试剂：17β-雌二醇（Solarbio，货号：E8140）；氟维司群（sigma，货号：

V900926）；22-NBD-胆固醇（百灵威，中国，货号：625332）；Triton X-100（Solarbio，

货号：T8200）；4×蛋白上样缓冲液（含巯基还原剂）（Solarbio，货号：P1016）；

人 HDL（广州奕元，货号：YB-003）x-LDL（广州奕元，货号：YB-002）；饱和油

红 O 原液（索莱宝，G1260）；RIPA裂解缓冲液（Thermo，美国，货号：89900）；

抗 ABCA1 单克隆抗体（Abcam，美国，货号：ab18180）；抗 ABCG1 单克隆抗体

（abcam，美国，货号：ab52617）；抗 LXRα单克隆抗体（abcam，美国，货号：ab176323）；

抗 ERα单克隆抗体（abcam，美国，货号：32063）；抗 GAPDH单克隆抗体（CST，

英国剑桥，货号：5174S）；HRP标记的山羊抗兔 IgG二抗（BIOSS，中国，货号：

bs-40295G-HRP）；HRP 标记的山羊抗鼠 IgG 二抗（BIOSS，中国，货号：

bs-40296G-HRP）；Goat Anti-Mouse IgG/PE antibody（BIOSS，中国，货号：

bs-0296G-PE）；RFect siRNA/miRNA转染试剂（常州百代，中国，货号：11012）；

（3）试剂盒：Invitrogen TRIzol RNA 分离试剂（Thermo，美国，货号：15596026）；

反转录试剂盒（RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit，Thermo，美国，货号：

K1622）；实时荧光定量 PCR试剂盒（QuantiNova™ SYBR® Green PCR kit，QIAGEN，

德国，货号：208054）；BCA蛋白定量分析试剂盒（Thermo，美国，货号：23246）；

SDS-PAGE凝胶制备试剂盒（Solarbio，货号：P1200）；ECL kit（Affinity，美国，

货号 KF001）。

1.2.6.2 实验仪器

垂直板电泳转移装置（Bio-Rad，美国）；Trans-Blot 转膜装置（Bio-Rad，美国）；

电泳仪（Bio-Rad，美国）；多功能酶标仪（Thermo Fisher，美国）；除热原超纯水

系统（Millipore，美国）；低温高速离心机（Sigma，美国）；电子秤（YB202N，

上海怡台）；细胞培养箱（Thermo，美国）；恒温水浴锅（OLABO，中国）；荧光

酶标仪（TECAN，瑞士）；-80℃冰箱（Thermo，美国）；流式细胞仪（BD，美国）。

1.3 质量控制

由专业可靠的细胞出售端购买细胞，购买的细胞经由专业机构进行细胞系的鉴

定并提供鉴定报告。在细胞培养过程中是在专门的细胞培养实验室，并配有用于细

胞培养过程中专用的培养箱、离心机、水浴锅、显微镜、电子称量天枰。每日检查

细胞培养箱运转是否正常，温度与湿度是否在要求范围内。对细胞培养实验室内的

所有仪器，使用前首先确认仪器状态，并填写专门配备的仪器使用记录本。参与细

胞培养操作的人员均为临床医学或生物科学相关人员，并经过实验室研究员的针对

性培训，受实验室研究员的监督和管理。细胞实验过程中使用的离心管、试剂、培

养瓶等均为双标识。所有用于细胞实验的试剂及耗材均具有国家规定的体外诊断或

者体内应用的药械准字号批文。每次细胞冻存或复苏时严格比对信息并做好代数、
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日期等标记。

1.4 统计方法

所有数据采用 SPSS 23.0软件进行分析，统计图使用 GraphPad Prism7制作。满

足正态分布的计量资料以均数±标准差（X±S）表示，如满足参数检验条件的 2组间

统计采用 t 检验，大于 2组统计方法采用方差分析；若不满足则采用非参数检验（2

组间比较采用Mann-Whitney检验，多组间比较采用 Kruskal-Wallis 检验），多于 2

组的两两相互比较采用 LSD-t 检验。以 P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 雌二醇对 J774A.1细胞的胆固醇外流的影响

为了观察雌激素对小鼠巨噬细胞系 J774A.1 胆固醇流出的影响，我们使用

22-NBD-胆固醇（绿色荧光）检测 J774A.1细胞内胆固醇的外流率。将 J774A.1细胞

在有或无氟维司群（非选择性雌二醇受体拮抗剂）的情况下，用雌二醇处理 24小时，

然后在处理条件存在的情况下由 HDL或去除 ApoB的标准血清诱导胆固醇外流。无

论是 HDL还是处理后的标准血清作为胆固醇外流诱导液，雌二醇处理组的胆固醇外

流率均高于对照组。为了确认雌二醇是否通过雌激素受体起作用，我们用氟维司群

对细胞进行预处理 1小时，然后与雌二醇一起孵育 24小时，结果可见雌二醇+氟维

司群组逆转了雌二醇促进胆固醇外流的作用，并且低于对照组的胆固醇外流率。这

表明雌二醇对巨噬细胞胆固醇外流的影响是通过雌激素受体实现的。见图 2-1。

图 2-1 雌二醇对 J774A.1细胞胆固醇外流率的影响

Fig.2-1 Effect of estradiol on cholesterol efflux rate of J774A.1 cells
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2.2 雌二醇对 J774A.1细胞内脂滴含量的影响

根据不同的处理条件，将细胞同样分为对照组，雌二醇组，雌二醇+氟维司群组，

我们使用 50ug/ml ox-LDL诱导 J774A.1细胞转化为泡沫细胞，并定量分析了细胞内

脂滴含量。结果表明，雌二醇处理组的细胞（A）内脂质滴含量明显低于雌二醇+氟

维司群组（B）。定量分析结果同显微镜观察结果，雌二醇处理组巨噬细胞内脂滴含

量低于对照组，雌二醇+氟维司群组处理组的细胞内脂滴含量高于对照组和单独雌二

醇组。见图 2-2。

A B

图 2-2 J774A.1细胞诱导的泡沫细胞内脂滴形成

A：雌二醇处理组，B：为经氟维司群预处理 1小时后于雌二醇共孵育组

Fig.2-2 The formation of lipid droplets in J774A.1 cells-drived-foam cells

A: Estradiol treatment group, B: Estradiol co-incubation group after pretreatment with Fulvestrant for 1

hour

2.3 雌二醇对 ABCA1、ABCG1表达的影响

为了验证雌二醇是否通过调节 ABCA1和（或）ABCG1的表达水平，实现促进

巨噬细胞胆固醇外流的作用，对 J774A.1 细胞进行了不同浓度雌二醇处理，并使用

rt-qPCR检测了 ABCA1、ABCG1 mRNA水平的变化。我们注意到，在雌二醇处理的

细胞中，ABCA1和 ABCG1 mRNA的表达均被雌二醇上调，其中 ABCA1在浓度为
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100nM和 1000nM 雌二醇处理组的上调倍数相对于对照组有统计学差异；三个不同

雌二醇处理组与同时加用氟维司群组相比，ABCA1 mRNA在氟维司群组明显下调，

差异均有统计学意义。与 ABCA1变化不完全相同，ABCG1 mRNA在三个浓度雌二

醇处理组的变化与对照组相比无统计学差异；然而，在雌激素处理组与同浓度下加

用氟维司群组相比，ABCG1 mRNA在氟维司群组明显下调，差异均有统计学意义。

见图 2-3。

图 2-3 ABCA1、ABCG1 mRNA表达变化

Fig.2-3 Expression of ABCA1、ABCG1 mRNA

在蛋白水平上，参考 mRNA的结果，选择雌二醇浓度为 100nM，分别进行 western

blot检测 J774A.1细胞总蛋白中 ABCA1、ABCG1表达水平的变化，结果可见，雌二

醇处理组的 ABCA1 总蛋白水平高于对照组，而雌二醇+氟维司群共孵育组 ABCA1

蛋白水平低于对照组以及雌二醇处理组；ABCG1蛋白仅在雌二醇处理组和对照组间

存在差异，其余组间无差异。见图 2-4。

图 2-4 ABCA1/ABCG1 蛋白在雌二醇刺激下表达变化

Fig.2-4 Expression of ABCA1/ABCG1 protein stimulated by estradiol
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使用流式细胞术检测细胞膜上 ABCA1的变化，结果显示，在细胞膜蛋白水平表

现出与总蛋白相同的趋势，雌二醇处理组的 ABCA1膜蛋白水平高于对照组，而雌二

醇+氟维司群共孵育组 ABCA1低于雌激素处理组。在流式细胞直方图可见三者间的

表达差异。见图 2-5。

图 2-5 ABCA1膜蛋白对雌二醇刺激下表达变化

Fig.2-5 Expression of ABCA1 membrane protein stimulated by estradiol

2.3 雌二醇通过 ERα上调 ABCA1表达，独立于 LXRα作用

由于雌二醇可以促进胆固醇外流和 ABCA1的表达，并被 ER拮抗剂阻断，表明

雌二醇对 ABCA1的调节是通过 ER起作用的。鉴于 ERα与 ABCA1在人外周血中的

相关性最高，我们推测雌二醇在与 ERα结合后可以发挥核受体的转录活性并上调

ABCA1 的转录调控。为证实这一推测，我们使用了 siRNA（si-ESR1和 si-LXRα）

来抑制 ERα和 LXRα的表达，以同浓度转染试剂 mock 为对照组。结果可见，在用

si-ESR1敲减 ERα的表达后，ABCA1的表达在 mRNA水平上降低，敲减 ESR1同时

加用雌二醇孵育组中，ABCA1的表达并没有增加。与人外周血中的相关分析结果相

似，ESR1与 ABCA1 mRNA之间存在强相关性。为了排除 LXRα的可能的中间作用，

我们用 si-LXRα敲低了 LXRα的表达，可见 ABCA1 mRNA的表达降低了；然而在敲

减 LXRα的基础上加入雌二醇后，发现 ABCA1的表达相对于单独的 LXRα敲减组有

所增加。此外，在加入雌二醇后，LXRα和 ABCA1 mRNA两者之间无明显相关性。

见图 2-6。
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图 2-6 分别敲减 ESR1、LXRα后 ABCA1 mRNA的表达变化

Fig.2-6 Changes of ABCA1 mRNA expression after ESR1 and LXRα knockdown

在蛋白水平上表现与 mRNA相同，用 siRNA敲减 ERα表达后 ABCA1的蛋白水

平同样出现下调，加用雌二醇并没有逆转这种现象。与之不同的是，用 siRNA敲减

LXRα表达后 ABCA1 蛋白表达是下调的，但加用雌二醇后 ABCA1 蛋白的表达被部

分逆转了。见图 2-7。

图 2-7 分别敲减 ESR1、LXRα后 ABCA1 蛋白的表达变化

Fig.2-7 Changes of ABCA1 protein expression after ESR1 and LXRα knockdown
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3 讨论

本研究中观察到，雌二醇可以增加小鼠单核巨噬细胞 J774A.1胆固醇的外流，并

且减少细胞内脂滴的形成；这种作用可以被非选择性雌激素受体拮抗剂氟维司群抑

制，因此我们考虑雌激素对巨噬细胞胆固醇外流的作用是通过雌激素受体完成的。

通过检测 J774A.1细胞胆固醇释放相关膜蛋白后发现，雌二醇可以提高 ABCA1的表

达，这个作用同样可以被氟维司群抑制。基于第一部分实验中发现 ESR1与 ABCA1

表达的良好相关性，我们通过 siRNA去验证两者是否存在调节作用。结果发现敲减

ESR1基因降低 ERα表达后，ABCA1的表达也降低了，而且加用雌二醇并不能逆转。

我们同样敲除 LXRα后 ABCA1表达是降低的，但敲除 LXRα同时加用雌二醇组表现

出比单纯敲除 LXRα较高的 ABCA1 表达。因此我们的结果表明雌二醇可以通过与

ESR1的结合发挥上调 ABCA1表达，促进小鼠单核巨噬细胞胆固醇外流的作用，这

个作用独立于已知的 ABCA1转录因子 LXRα的转录调控。

3.1 巨噬细胞在 As中的作用机制

炎症在 As的开始和进展中起着关键作用，可由多种原因引起，包括循环 LDL-c

浓度增加。As斑块含有各种促炎免疫细胞，如巨噬细胞、DCs、T细胞、自然杀手

细胞、嗜中性粒细胞等。其中巨噬细胞产生于单核细胞，并积极参与细胞碎片、异

物颗粒、凋亡/坏死细胞和其他有害物质的吞噬。巨噬细胞代表免疫防御的第一线，

巨噬细胞是 As斑块中发现的第一个免疫细胞：1979年，Gerrity等人首次报告了猪

病变中大量巨噬细胞的存在[173]。巨噬细胞在 As相关炎症中起着重要作用，其表达

的 SR 和 Toll样受体 （TLR）。在斑块中，巨噬细胞接受修饰的 LDL，并自身转化

为泡沫细胞，负责动脉壁内脂质的积累。TLR对 As的发展非常重要，在 TLR被相

应的配体刺激后，使得巨噬细胞对脂质的吸收得到增强。此外，激活这些 TLR 可抑

制巨噬细胞中的胆固醇排出，进而增加脂质积累和泡沫细胞的形成[174]。可见巨噬细

胞在 As中的重要性，因此本研究中选择巨噬细胞作为雌激素作用受体的研究对象。

巨噬细胞的特点是极高的可塑性，在不同的微环境下表现为不同的表型。已报

道的两种主要巨噬细胞亚型是经典的促炎的M1型和抗炎的M2型。这两个亚型都可

以在 As斑块中找到，但发挥相反的作用。经典M1表型的形成是由炎症性细胞因子

信号，如肿瘤坏死因子（TNF）-α和干扰素（IFN）-γ引起的，具有促进炎症的特性，

释放炎症细胞因子 IL-1β、TNF-α和趋化因子，并产生产生高水平的 NO和活性氧物

种（ROS）；相比之下，M2巨噬细胞起着抗炎作用，并参与依赖 Th2的免疫级联，

并释放抗炎细胞因子 IL-10[174, 175]。修饰的 LDL具有促进炎症的特性，可以通过改变

这些细胞的代谢途径来影响单细胞/巨噬细胞表型。这些观察结果共同突出了巨噬细

胞在 As发展中的促炎和抗炎两极分化之间的平衡的重要性。
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3.2 NBD-胆固醇在胆固醇代谢研究中的应用

目前对胆固醇的研究方法存在多种，为了更好的观察以及定量胆固醇在代谢过

程中的形式和定位，在实验中多采用标记的胆固醇经行胆固醇的追踪。采用较多的

标记胆固醇包括同位素氕标记的胆固醇 (3H-胆固醇)、荧光标记的胆固醇（NBD-胆

固醇、BODIPY-胆固醇），三者普遍用于胆固醇代谢研究中。3H-胆固醇是最早用于

研究中的标记胆固醇，是胆固醇外流实验检测的金标准，然而由于其本身的放射性

危害，以及对实验室环境安全要求较高，很大的而限制了其在研究中的应用。目前

荧光标记的胆固醇逐渐成为了胆固醇代谢研究的主要方式，其中应用较多的是 NBD-

胆固醇。

FC在细胞内会被内质网中的胆固醇酯化酶催化为胆固醇酯，这也是胆固醇在细

胞内的储存形式。因此在胆固醇代谢的实验研究中往往需加入胆固醇酯化酶抑制剂，

以避免胆固醇的酯化。研究表明，NBD标记的胆固醇与细胞共孵育 24 小时后, 仅

7.8%存在被酯化现象，大都以非酯化的形式存在，且荧光强度并未受到影响[176, 177]。

因此，在测定细胞胆固醇外流实验中，24小时内使用 NBD-胆固醇无需添加胆固醇

酯化酶抑制剂，很大程度尚简化了实验步骤、减少了干预影响。除了细胞实验，目

前的研究还使用 NBD-胆固醇来观察小鼠甾醇的摄取。既往认为，NBD胆固醇比胆

固醇具有更高的水溶性，可能不能真正代表胆固醇的吸收和流出，通过用乙醇溶解

NBD-胆固醇并直接孵育细胞，NBD胆固醇的更高溶解度已被用于摄取研究，并且使

用 3H-胆固醇重复关键实验，排除了 NBD-胆固醇的高溶解度对胆固醇摄取和流出研

究结果的影响。NBD-胆固醇在孵育细胞 2小时后就能观察到细胞内丰富的 NBD荧

光，4小时后荧光强度几乎保持不变，并且荧光强度可以持续稳定到 24小时，在 48

小时时细胞内荧光强度急剧下降[178]。近年来，NBD-胆固醇已经成为研究胆固醇代谢

的重要工具，因为它在代谢和细胞内流动方面与胆固醇的行为非常相似[179]。除了体

外的细胞实验，NBD-胆固醇还被用于动物的体内实验中。NBD-胆固醇的肠道吸收

也类似于胆固醇吸收，对肠细胞具有特异性，并且可被胆固醇吸收抑制剂 L166143

和 L165313抑制。这些结果表明，虽然 NBD-胆固醇可用于示踪体内胃肠道的胆固醇

吸收，但其吸收方式是独立于 NPC1L1和依折麦布不敏感的方式进行的[180]。

NBD-胆固醇是将 NBD荧光探针标记于胆固醇烷基基团，根据连接位置的差异，

主要分为三种，NBD连接在第 22位碳侧链上 (22-NBD胆固醇) 、第 25位碳侧链上

(25-NBD胆固醇) 以及 NBD 连接在碳链的 3β羟基端。三者的荧光波长均在激发光为

469 nm和发射光 537 nm处检测到绿色荧光，荧光强度随浓度的增加而增强[181]。其

中，连接在 3β羟基端的 NBD胆固醇，其羟基可能与鞘脂的氢键结合有关，并通过细

胞中的 ACAT作为甾醇与脂肪酰基辅酶 A酯化的底物，因此不适合细胞模型中的胆

固醇类似物；22-NBD胆固醇是卵磷脂：胆固醇酰基转移酶（LCAT）的良好底物，



新疆医科大学博士学位论文

54

也是 HMG-CoA的有效抑制剂，已用于包括代谢研究在内的多种研究目的；25-NBD

胆固醇在细胞膜磷脂双分子层中的转运与 22-NBD胆固醇相似，但与二氢乙锭

(Dihydroethidium，DHE，是一种最常用的超氧化物阴离子荧光检测探针)和胆固醇形

成强烈对比，因此，25-NBD胆固醇不能准确模拟胆固醇的膜组织，不适合研究细胞

内胆固醇的运输[182]。故在本研究中评价细胞胆固醇外流率时使用的是 22-NBD胆固

醇，结果可见在与细胞共孵育 4小时后，NBD荧光就会均匀分布在细胞内。

3.3 ATP结合盒转运蛋白超家族在胆固醇逆向转运中的作用

虽然所有哺乳动物细胞都能产生胆固醇，但大多数不能分解代谢该分子，因此

需要将多余的胆固醇从细胞中排出或以胆固醇酯的形式储存在脂滴中。这需要 ATP

结合盒转运蛋白超家族：ABCA1、ABCG1、ABCG5、ABCG8四个成员以细胞类型

特异性方式负责胆固醇流出；其中巨噬细胞中主要存在 ABCA1和 ABCG1，肝细胞

和肠细胞中主要存在 ABCG5和 ABCG8，四者共同参与介导了体内胆固醇流出的机

制。

ABCA1可以直接转运或翻转几种磷脂穿过脂质双层，最有可能的是通过从膜的

内部小叶横向募集胆固醇。然而，ABCA1调节胆固醇流出至 ApoA-1的机制仍有争

议。一种观点认为，当胞外结构域中负载胆固醇和磷脂时，ABCA1可以与 apoA-I

相互作用，从而将两种脂质直接传递到 apoA-I；另一种观点认为，ABCA1通过促进

磷脂转运，创造了一个从细胞表面突出的活化微结构域，用于 apoA-I结合，在 ABCA1

将氮末端解折叠后，ApoA-1被插入膜中，启动脂质双层的微溶解，导致胆固醇和磷

脂的流出[183]。此外，apoA-I 结合可以防止 ABCA1在早期内体中降解，从而促进其

再循环到细胞表面和随后新生的高密度脂蛋白生物发生[184]。

ABCG1可以与另一种 ABCG1或 ABCG4二聚化，构成功能性转运蛋白，迄今

为止，对 ABCG1介导的脂质去除的机制知之甚少。然而比较明确的是，在富含巨噬

细胞的组织中，ABCA1和 ABCG1的同时缺失会诱导大量脂质积聚。这些结果支持

巨噬细胞 ABCA1和 ABCG1直接参与胆固醇流出、预防 As进展。ABCG1介导胆固

醇流出到各种细胞外受体，包括高密度脂蛋白、低密度脂蛋白、白蛋白等[185]。ABCG1

的准确亚细胞定位一直是存在争议的，早期内体和再循环内体中的 ABCG1被认为将

胆固醇从内质网动员到囊泡的内小叶，这些囊泡在与质膜融合时，将胆固醇分布到

质膜的外小叶；或晚期内体中的胆固醇可以通过非囊泡机制输送到质膜。在细胞表

面，ABCG1特异性定位于富含胆固醇和鞘磷脂的微结构域，可以重新分布膜胆固醇

并增加其对细胞外受体的可及性[183]。

ABCG5和 ABCG8几乎只在肝细胞和肠细胞的顶面表达，在那里它们作为异二

聚体分别调节胆固醇向胆汁和肠腔的排泄[186]；肝脏中的 ABCG5和 ABCG8可以直
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接促进肝细胞胆固醇流出到胆汁中，而肠道对应部分参与将血浆来源的胆固醇排入

肠道。除了翻转胆固醇穿过膜双层，ABCG5和 ABCG8介导的胆固醇流出的确切机

制仍有待确定。与 ABCG5和 ABCG8形成功能对一致，ABCG5和 ABCG8位于相反

的 DNA链上，并共享一个基因间区域作为共同的启动子，驱动两个基因在相反方向

上的转录[183]。ABCG5和 ABCG8在肝脏和肠道的两种途径中发挥着将转化为胆汁的

胆固醇向体外排出的作用。

图 2-8 ATP结合盒转运蛋白超家族胆在固醇外流作用示意图[183]

Fig. 2-8 Schematic diagram of the role of ATP-binding cassette transporter superfamily of

cholesterol eflux[183]

3.4 ABCA1在抗 As中的作用机制

虽然胆固醇在哺乳动物的基础代谢中是必须的，但除了肝脏、肾脏以及性腺细

胞外，大部分细胞是不能分解胆固醇的。不论是细胞内还是细胞外胆固醇富集均会

产生细胞毒性，因此一般情况下多余胆固醇需要从外周细胞中排出或者以胆固醇酯

这种无毒的形式储存在细胞内的脂滴中。循环中胆固醇不仅可以附着在动脉壁上形

成脂质斑块，还会激活局部炎症反应，是 As的主要危险因素。巨噬细胞吞噬富含胆

固醇的低密度脂蛋白后，以脂滴的形式储存于胞内，逐渐积累形成泡沫细胞。巨噬

细胞衍生泡沫细胞是构成 As斑块的主要组成部分。胆固醇的外流可以减少细胞内的

脂滴，还可以发挥消炎作用，延缓 As的形成和进展[187]。了解胆固醇的代谢机制及

影响因素极大的影响了 As的预防和治疗，尤其是对胆固醇消减代谢的研究对冠状动

脉保护可以提供可靠的理论依据。
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ATP结合盒转运蛋白超家族中的 ABCA1、ABCG1就是外周细胞中负责将游离

胆固醇排出胞内的主要转运体。研究表明，ApoA-1是胆固醇由 ABCA1流出后的主

要受体[188]。结合胆固醇的 ApoA1转化为新生的 HDL颗粒，然后可以在 LCAT 的作

用下，这些 HDL颗粒有能力从 ABCG1中获得胆固醇，这一过程最终形成更大的球

形成熟粒子，如 HDL3，最后是 HDL2，最终形成成熟的 HDL[189]。由此可见，ABCA1

是胆固醇外流中关键的限速步骤。人类 ABCA1具有 2261个氨基酸，含有两个跨膜

结构域（transmembrane domains，TMD），每个 TMD包括 6个跨膜螺旋结构，是一

个完整的转运体。与所有其他 ABC转运蛋白不同，ABCA1是 ABCA亚家族所特有

的。ABCA1向 apoA-I传递胆固醇的具体模式尚不清楚，目前在原有交替转运模型的

基础上提出一种新的侧向进入的转运模式[190]。ApoA-I与两个胞外结构域（ECD1和

ECD2）结合，这两个结构域共同包围一个疏水通道，作为脂质输出到该胞外受体的

通道，ABCA1和 ApoA-I形成一种高亲和力的分子复合物，以实现最佳胆固醇外流。

这种相互作用延长了 ABCA1在质膜中的半衰期，因为它促进了其 PEST（脯氨酸、

谷氨酸、丝氨酸和苏氨酸）序列中 ABCA1的去磷酸化，这对于避免钙蛋白酶降解非

常重要[191]。在从细胞中排出后，ApoA-I中的 FC被酯化为酰基链，通过 LCAT 形成

胆固醇酯。ABCA1的遗传缺陷会导致丹吉尔病，其特征是周围细胞中，特别是巨噬

细胞中胆固醇酯的积累，以及 HDL和 apoA-I的缺失，冠状动脉疾病风险增加[192]。

对全身 ABCA1敲除小鼠和人 ABCA1转基因小鼠的研究表明，ABCA1在巨噬细胞

中具有特别重要的作用，它能促进细胞内过量胆固醇的清除，从而防止巨噬细胞向

泡沫细胞转化并防止 As进展[193, 194]。

ABCA1启动子区域包含 1453bp，具有多个转录因子结合位点。研究表明核受体

是 ABCA1的主要转录因子，包括 LXR、过氧化物酶体增殖剂激活受体（peroxisome

proliferators-activated receptors，PPAR）。其中 LXRα在巨噬细胞中高表达，通过调

节 ABCA1和 ABCG1的表达，是 RCT启动的重要调节因子。LXRα可以被氧化甾醇

（内源性产生的胆固醇氧化衍生物）的积累激活，随后 LXRα与维甲酸 X 受体

（Retinoic acid X receptor，RXR）的形成异二聚体进入细胞核，与具有 LXR反应元

件（LXRE）的靶基因（如 ABCA1、ABCG1）结合启动转录[140]。另一类参与调节

ABCA1和 ABCG1 表达的核受体是 PPAR，它包含三种亚型。与 LXR一样，PPAR

在被配体激活后与 RXR 形成异二聚体，与靶基因中的同型特异性 PPAR 反应元件

（PPRE）结合，调控靶基因的转录。在体外和体内研究中，PPAR与 ABCA1 表达

的增加相关，并因此增强 HDL的生成[195]。三种 PPAR亚型都通过 LXRα介导上述效

应，即 PPAR-LXRα-ABCA1 信号轴，然而只有 PPARγ通过与 LXRα启动子附近的

PPAR反应元件的相互作用直接影响 LXRα的表达[196]。对于 ABCA1的调节除了转录

水平的调节，还有转录后的非编码 RNA的调节，对于 ABCA1的蛋白丰度同样重要。
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最新研究发现 lncRNA MeXis，在巨噬细胞内表达诱导 LXRs的序列，可以增强 LXRs

途径诱导的 ABCA1 表达[197]。由此可知，针对 ABCA1 途径治疗胆固醇外流的有效

方法可以是在转录水平，也可以在转录后水平。其中核受体是细胞胆固醇稳态的重

要效应器，是诱导 ABCA1 和 ABCG1 表达并最终增强细胞胆固醇外流和 RCT的主

要靶标。

3.5 核受体转录因子超家族

核受体（Nuclear receptor，NRs）包含一个保守转录因子的超家族，主要由小的

亲脂性配体和细胞信号通路调节，人类 NR超家族共有 48个成员，这些受体作为单

体和同源/异源二聚体发挥作用，直接调节基因的转录。它们的配体是脂性化合物，

如类固醇、甲状腺激素、维生素 D3和维甲酸等。由于核受体几乎涉及人类生理的所

有方面，并与许多重要疾病，包括癌症、糖尿病和脂代谢有关，因此，对这些受体

的理解对人类生物学和新药治疗的发展具有重大意义。核受体是与 G蛋白偶联受体

（GPCRs）、离子通道和激酶等具有相似重要性的药物的靶点。

NRs含有一个 C末端配体结合和反式激活结构域（LBD），一个中心 DNA结合

结构域和一个可变的 N末端无序反式激活结构域。这些受体通过招募修饰染色质和

相关转录复合物的共同调节蛋白，从 LBD中的配体结合转导信号，以调节基因表达。

NR配体与共调节因子结合位点间的变构信号传导机制尚不清楚。NR可以根据其受

体二聚模式和 DNA类型分为四种。第一种为形成同型二聚体并结合到 DNA反向重

复序列，并且包括类固醇受体，主要为各种激素受体，如 ER、雄激素受体、孕激素

受体等；第二种为与 RXR结合形成异二聚体，并且直接结合到 DNA重复序列上，

包括过氧化物酶体增殖剂激活受体（peroxisome proliferators activated receptors，

PPARs）、LXR等；第三种为直接结合到 DNA重复序列的同型二聚体，例如 HNF-4α、

Rev-Erb；第四种为与扩展的单个 DNA 半位点结合的单体，包括 ROR 和 NURR 家

族成员等受体[198]。非甾体受体的共有半位点通常为 5′-AGGTCA-3′序列，甾体受体

的共有半位点通常为 5′-AGAACA-3′序列。这些是特异性接触反应元件的 DNA结合

域（DBD）和识别内源性小分子配体和协同调节区的配体结合域（LBD）。由此可

知，具有相同转录结合位点的 NRs很有可能存在相同的调控靶基因，并发挥相似的

作用功能。

3.6 雌激素/ER发挥功能的作用方式

雌激素受体作为 NRs家族中的成员之一，受到配体雌激素的结合后激活。人体

内存在的雌激素具有三种结构形式：雌酮、雌二醇和雌三醇，其中雌二醇是雌激素

的一种最有效、最普遍的形式，因此在研究中主要以雌二醇作为雌激素的主要研究

替代主体。雌激素主要通过经典的 ER结合发挥生物学效应，ER是一种配体激活增
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强蛋白，是 I类核受体超级家庭的成员。哺乳动物 ER包括两种亚型：ERα和 ERβ，

分别由两种不同的基因ESR1和ESR2编码。两者结合后形成二聚体后构象发生变化，

称为"激活"，并转移到细胞核，以高亲和力与雌激素反应元件（EREs）的特定 DNA

序列结合，发挥雌激素的生物学功能[199]。17β-雌二醇或其他雌激素结构形式对靶基

因表达调节的作用机制被认为是主要通过两种作用方式产生的：一种是“直接结合”

的方式，即雌激素与 ER结合后形成同二聚体的形式，伴随着与 hsp90、hsp70的分

离，雌激素/雌激素受体复合物发生活化，进入细胞核中，与启动子中具有 ERE特定

序列的靶基因结合，最终形成转录起始复合物导致转录增强[200]，ERE 的序列为

5′-AGGTCAnnnTGACCT-3′，其中 n是任何核苷酸[201]；另一种方式是“栓系”，ER不

直接与 DNA 结合，而是与另一种转录因子相互作用，达到稳定该转录因子的 DNA

结合和/或招募复合物的辅活化剂，使一些蛋白赋予雌激素反应[202]。因此，识别和理

解由雌激素调节的基因的转录机制至关重要。

总的来说，ERα比 ERβ表现出更高的转录活性[203]，配体结合是体内 ERα-ERE结

合所必需的，体外中虽然不需要配体的结合[204]，但配体可以稳定 ER-ERE结合[205]。

研究数据表明 ERα结合亲和力与雌二醇诱导的转录激活没有线性关系，造成这种不

一致的原因可能包括 ERE和转录起始点之间的距离；细胞数量和其他转录因子、辅

活化子和衔接蛋白在 ER结合和转录激活中的作用；ER和其他相关蛋白的磷酸化转

录激活；以及序列特异性和蛋白质诱导的染色质结构改变。此外，数据表明，在 ERE

序列的核苷酸变化越多，ERα结合亲和力越低，转录活性越低[202]。因此，对 ER参

与的转录调控的靶基因，启动子区域内的 ERE序列的保守性，影响着转录水平。

3.7 雌激素/ERα途径对 RCT的影响机制

绝经前女性的低心血管风险已引起对雌激素在心血管系统中的保护作用的极大

关注。既往研究集中于雌激素在肝脏中调节脂质代谢和转运的机制[206, 207]。本研究表

明雌激素通过调节肝细胞内 HMG-CoA 还原酶和 LDLR 的表达，降低肝脏及血浆内

胆固醇的含量[53, 59, 60]。此外，雌激素通过 ERα发挥作用，以浓度依赖的方式在育龄

期雌性小鼠肝脏中，周期性的诱导 HDL结构和功能重塑，促进了肝脏中胆固醇外流

和胆汁酸合成而降低心血管疾病风险[208]。本研究结果证实雌二醇可以在巨噬细胞内

与 ERα结合后，正向调控 ABCA1的转录表达，促进巨噬细胞内胆固醇的外流，并且

不依赖于 LXRα。

ER属于Ⅰ类核受体，LXR和 PPAR是 II类核受体。I类核受体之间的进化关系

是由其高保守 DNA结合结构域（DBD）和保守性较差的配体结合结构域（LBD）中

推论得出，表明这一大类的蛋白质是由一个共同的祖分子产生的[209]。有意思的是，

LXRE 以及 PPRE 特异性 DNA 序列为两个直接重复的激素反应元件序列

5'-AGGTCA-3'，不同的是 LXRE是被四个核苷酸隔开，PPRE被一个核苷酸隔开[210,
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211]。虽然 ERE存在一个或多个核苷酸的变异，但序列中 5′-AGGTCA-3′为 ER提供了

结合位点和结合能[202]。这种共同起源解释了核受体超家族成员之间 DNA结合和转

录激活机制的相似性。作为具有高度相同结合序列的核受体超家族成员，这可能是

雌激素参与调解多种脂代谢的潜在机制。

鉴于ABCA1启动子中有ERE结合序列，我们通过小干扰RNA技术得到了证实，

雌激素/ERα复合物参与 ABCA1 转录水平的调控，且上述调节机制独立于 LXRα对

ABCA1的转录调控作用。这与 wang等的研究结果不同。这项对平滑肌细胞的研究

结果显示，雌二醇通过 ERβ正向调控 LXRα，间接的参与 ABCA1、ABCG1表达调控

[212]。这与其他基于细胞的研究结果相同[212, 213]。在动物水平的研究结果显示，小鼠

髓系特异性 ERα缺乏，其腹腔巨噬细胞的 ABCA1蛋白表达降低，加速了 As[214]。通

过 3H胆固醇标记的巨噬细胞观察体内胆固醇代谢研究发现，ERα信号促进了肝脏对

胆固醇的吸收，以及改善了泡沫细胞 CEC，在雌性小鼠 As早期保护动脉避免脂质积

聚[215]。ERα和 ERβ具有不同的组织/细胞分布，并且对它们调节的配体和非重叠基因

具有不同的亲和力[216]。因此导致这种结果差异的可能原因在于 ER在不同细胞中的

作用优先级差异造成的。

此外，核受体超家族中成员间的相互作用也是存在的，例如在 THP-1衍生泡沫

细胞中，核受体 PPARγ通过 PPARγ-LXRα-ABCA1轴介导ABCA1表达增加和 apoA-1

介导的胆固醇流出[217]。在小鼠肝脏中，高浓度的雌激素可以增强雌激素/ERα复合物

与 DNA 的结合，并促进 LXRα的结合和转录活性[208]。这解释了在我们的结果中，

ER拮抗剂可以明显降低 ABCG1的表达，但雌二醇对 ABCG1的影响与对照组相比，

并无统计学意义。Rai的研究发现，即使在 ER-α缺乏的小鼠中，雌激素也增加了肝

脏 ABCA1基因，这表明在肝脏组织中 ERα的存在不是雌激素介导的 ABCA1调节的

先决条件，其他雌激素受体，如 ERβ，可能取代 ERα的功能[218]。不论是在体内肝脏

中还是体外的巨噬细胞，雌激素/ER途径似乎均显示出有益的胆固醇调节作用。

3.8 靶向 RCT的抗 As治疗

HDL被认为通过多种机制抑制 As：HDL 可以减少细胞中过量的胆固醇，具有

很强的抗氧化作用，抑制血小板聚集，并发挥多种血管保护作用。最值得注意的是，

HDL 还具有显著的调节各种细胞类型炎症反应的能力。从健康个体中分离的 HDL

或从纯化的 apoA1和磷脂中重构的 HDL具有很强的抗炎作用[219]。炎症反应和胆固

醇过载是巨噬细胞发挥致 As的主要机制。炎症介质（IL-1β、TNFα和MCP-1等）由

巨噬细胞泡沫细胞在 Toll样受体等固有免疫受体刺激下分泌，或通过炎症小体途径

分泌，对斑块中的其他两种主要细胞类型内皮细胞和血管平滑肌细胞产生不利影响。

此外，死亡的巨噬细胞泡沫细胞有助于坏死核心的形成，而坏死核心富含胆固醇、

炎症物质和组织因子，是易损斑块的标志[220]。因此。HDL作为同时具有抗炎和降低
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细胞内胆固醇的有效脂蛋白，成为了抗 As治疗非常有前景的研究热点，目前已有多

项基于 HDL治疗的临床 II 期实验。

针对HDL的许多研究都致力于模拟或过度表达 apoA-I作为潜在的As治疗策略，

这是一种很有前景的治疗方法。首先，apoA-I是 HDL中功能最丰富的结构脂蛋白，

约占 HDL总量的 70%[221]。此外，由 ABCA1转运胆固醇给 apoA-I被认为是 HDL颗

粒生物合成的限速步骤。因此，使用 apoA-I模拟物提高 apoA-I水平有望刺激 RCT。

这一策略的潜力在一些体外和体内研究中得到了证实，在这些研究中，用 apoA-I模

拟物治疗可提高血浆 HDL 水平，减少 As 病变[222]。然而，最近临床试验评估这些

apoA-I 模拟物的输注，包括有效的模拟 apoA-I 米兰诺，没有显示出对 As的保护作

用[223]。这也证实了不是 HDL 水平，而是 RCT 的其他部分，如 ABCA1-和 ABCG1

介导的胆固醇外流，导致 HDL水平与 As事件之间的负相关。

在降胆固醇治疗基础上增加ABCA1和ABCG1介导的细胞胆固醇外流似乎是一

种降低心血管风险的有效策略。然而，LXRs激动剂可诱导 SREBP-1c，导致血清甘

油三酯水平升高和肝脂肪变性[197, 224]。雌激素既可以正向调节脂质稳态，又可以促进

RCT。这也解释了年轻女性相对于同龄男性不易患冠心病，且女性绝经后的低雌激

素状态患冠心病的风险等同于男性。

由上可知，ER属于转录因子，本研究只间接证明雌激素通过 ERα参与 ABCA1

的转录调节，未证明雌激素受体与 ABCA1启动子的直接结合。后期可通过荧光素酶

基因报告实验等，验证 ERα与 ABCA1启动子的直接结合并参与转录激活。我们的结

果表明，雌二醇可以通过 E/ERα途径上调 ABCA1的表达，促进巨噬细胞内胆固醇的

外流，延缓巨噬细胞向泡沫细胞的转化。雌激素在心血管系统的作用是复杂的，目

前 HRT对绝经后女性是否有益仍然存在较大争议[225]。针对雌激素水平的研究，有

助于针对女性 As患者的诊断和治疗策略。

4 小结

4.1 雌二醇可以促进小鼠单核巨噬细胞 J774A.1胆固醇外流，减少细胞内脂滴的形

成，这种促进胆固醇外流的作用可以被雌激素受体拮抗剂阻断；

4.2 雌二醇对 ABCA1 的表达具有正调控作用，这种调控作用同样可以被雌激素受

体拮抗剂阻断；

4.3 雌二醇是通过 ERα发挥对 ABCA1的调节作用，与 LXRα对 ABCA1的调控作用

无关。
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第三部分 雌激素调节巨噬细胞 ABCA1表达延缓动脉

粥样硬化小鼠模型的研究

富含胆固醇的脂质在动脉内皮下沉积是 As斑块形成的主要因素[24, 226]，因此，

脂代谢在 As中的作用机制研究一直是心血管疾病的研究热点。在 As的形成过程中，

富含脂质的巨噬细胞逐渐衍生为泡沫细胞并形成动脉壁上 As斑块的核心[227]。雌激

素作为类固醇类激素，可以由特异性细胞分泌后进入血液循环，最终停留在不同的

组织器官内，发挥不同的效应机制。在外周循环中，雌激素同样可以作用于血管壁，

产生各种血管效应。例如在循环中，雌激素通过自身的生物活性作用，通过调节血

浆内皮素、NO等影响血压及血管弹性；同时也参与血液中各类血脂成分的调节，与

血脂水平密切相关[228]。因此，针对雌激素靶效应的研究是必要的。

在此部分的研究中，为了在小鼠体内验证前期细胞实验的结果，我们在雌性

ApoE基因敲除小鼠中，通过卵巢切除构建体内的雌激素阻断，检测巨噬细胞内相关

蛋白水平的变化，以及冠状动脉内粥样硬化斑块中 ABCA1表达的变化与斑块面积的

可能关系。

1 研究内容与方法

1.1 研究对象

由北京斯贝福生物公司购买 8周龄 ApoE基因敲除 C57BL/6雌性小鼠 24只（实

验动物生产许可证编号∶ SCXK（京）2019-0010），每组 8只，购买后适应性饲养

1周开始后续实验。根据不同处理，实验小鼠分为三组：

（1）假手术组（sham）；

（2）双侧卵巢切除组（OVX）；

（3）双侧卵巢切除+雌二醇灌胃组（OVX+E2）。

1.1.1 小鼠卵巢切除模型

1.1.1.1 小鼠双侧卵巢切除

（1）麻醉：以 0.3ml/100g的比例用 7%的水合氯醛腹腔注射。

（2）固定、消毒：小鼠体位为侧卧位固定，用酒精棉球对小鼠背侧、腹侧皮肤

消毒。

（3）背侧单切口卵巢摘除：以小鼠下肢根部水平线与脊柱交界处，取距离脊柱

约 1厘米处定位，以纵向水平方向做 0.5厘米的切口，并离断切口下的肌肉组织，探
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查可见被脂肪组织包绕的卵巢，用镊子轻夹住脂肪组织缓慢将其拉至切口处，可见

连接输卵管的子宫，以子宫角为定位标志，结扎其上部和下部与输卵管连接处，然

后离断结扎部位完成卵巢的切除。检查有无出血，确认后把其余脂肪组织缓慢放回

腹腔，全层缝合切口。缝合时需注意使用高压灭菌器械，多次给予酒精和碘伏进行

消毒。缝合后，肌注青霉素注射液 0.5ml，降低小鼠感染概率，提高存活率。

1.1.1.2 雌激素给药

β-雌二醇购买于 sigma（货号 E8875），将粉末状的雌二醇溶于橄榄油中，按雌

二醇终浓度 0.3mg/kg给 OVX+E2组小鼠灌胃，每日一次；sham组和 OVX组给予等

体积溶媒灌胃，灌胃时间及次数同 OVX+E2组。

1.1.2 小鼠 As模型

小鼠喂养过程中三组均用高脂高胆固醇饮食，具体配方为：胆固醇 1.25%，脂肪

15%，胆酸 0.5%，基础饲料 83.25%。从卵巢切除后开始喂养 8周。8周后进行下一

步处理。

1.2 内容与方法

1.2.1 腹腔巨噬细胞提取

（1）5%巯基乙酸盐培养基经过高温高压灭菌后密封，并于 4℃保存备用；

（2）每只小鼠在腹腔内注射 5%巯基乙酸盐培养基 2ml，注射时应保证针头在

腹腔内，72小时后结束；

（3）术前保证小鼠禁食时间达到 8小时以上；

（4）经颈椎脱臼法将小鼠处死，然后用 75%酒精充分消毒腹部操作部位；

（5）剪开皮肤并且将腹膜充分暴露；

（6）用镊子提起腹膜，向腹膜下的腹腔内缓慢打入 5ml的 1640培养基（最好

提前 4℃预冷），缓慢轻揉小鼠腹部 5分钟，然后回抽收取腹腔内液体，并收集到离

心管，为了充分收集巨噬细胞，重复操作一次。

（7）将收集的液体在预冷的离心机中以 1000rpm离心 8分钟，去上层液体，可

见底部白色的细胞沉淀（如若沉淀中含有过多的红细胞，可考虑使用红细胞裂解液）；

（8）在细胞沉淀中加入适量体积的含有 20%FBS的 1640培养基，用巴氏管吹

散细胞，在 37℃、5%CO2的细胞培养箱提纯培养 2小时，贴壁细胞即为巨噬细胞。

1.2.2 免疫组化

1.2.2.1 心脏取材

颈椎脱位法处死小鼠后解剖，用外科剪刀剪开小鼠胸腔，充分暴露心脏后取出

心脏，放入预冷的 PBS中多次洗涤，去除血细胞。在解剖显微镜下用眼科剪分离出

左心室部位前降支所在区域的心脏组织，放入 4%多聚甲醛中固定。



第三部分·研究内容与方法

63

1.2.2.2 固定、脱水、包埋和切片

1.2.2.2.1 固定

取 15ml离心管，加入 10ml 4%的多聚甲醛溶液，取小鼠需要观察的心脏组织，

使用 PBS涮洗两次，去除杂质后，用滤纸吸干多余水分，置于前期准备好的多聚甲

醛中，通常固定时间约 24h。

1.2.2.2.2 脱水

将固定好的心脏组织取出，使用流动自来水冲洗 5min，之后将其置入脱水笼中，

按照以下条件进行脱水：

50%乙醇 1h

70%乙醇 1h

90%乙醇 1h

95%乙醇Ⅰ 1h

95%乙醇Ⅱ 1h

100%乙醇Ⅰ 1h

100%乙醇Ⅱ 1h

松节油Ⅰ 30min

松节油Ⅱ 30min

提前将三种不同熔点的组织包埋专用石蜡加热至熔化，将透明后的组织放入其

内，梯度浸蜡，每缸 2h以上，总计浸蜡时间不低于 6h。

1.2.2.2.3 组织包埋

预热包埋机，熔化足量包埋用石蜡，并且将模具置于 65℃石蜡包埋机操作台上

预热，同时开启冷冻台预冷。待石蜡熔化后，用半剂量的液态石蜡填充在模具内，

之后将组织小心放在模具中间部位，并仔细调整好组织方向，然后再次加入液体石

蜡，填满整个模具。将石蜡放于 4℃冰箱中使其凝固，待石蜡凝固后取出石蜡块。将

石蜡标记清楚组织样本名称后妥善存放备用。

1.2.2.2.4 制作石蜡切片

提前开启预冷台、展片机，将已经制作好的石蜡块放于提前预冷的预冷台上充

分降温，固定蜡块于切片机上，先使用 20～40μm的修片厚度进行修片，待切至目标

部位最大切面时，调整至正常切片厚度。使用镊子小心地将组织切片放置于预热好

的展片机上，使组织舒展开，使用提前用铅笔写好标本名称的防脱玻片捞片，70℃

烤片机上烤片，烤干的切片、有序地放置于切片盒中。调整好切片机夹具与刀片距

离，卸下刀片，登记使用情况，展片机使用过后清洗干净，换上新的单蒸水，整理

物品，彻底清理、实验垃圾，保持清洁。
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1.2.2.3 脱蜡及抗原修复

1.2.2.3.1 烤片

将石蜡切片放在玻片架上，并将玻片架放入提前预热到 65℃的烘箱上层，烤片

2h左右，使蜡熔化。

1.2.2.3.2 脱蜡

取出烤好的玻片，以下述步骤开始脱蜡：如采用松节油，则应将其提前预热至

37℃。松节油/二甲苯 15min，松节油/二甲苯 15min，无水乙醇 10min，无水乙醇 10min，

95%乙醇 5min，80%乙醇 5min，75%乙醇 5min，50%乙醇 5min，ddH2O5min。

1.2.2.3.3 抗原修复

配置适量柠檬酸钠抗原修复液，倒入高压锅中，打开电磁炉放上高压锅进行加

热。待修复液开始冒小气泡后，放入脱蜡后的切片，使得抗原修复液没过切片。盖

好高压锅盖，等冒气以后，开始计时 3min，并调整电磁炉为保温 120℃。待抗原修

复时间结束后，将高压锅拿下，放于防烫的实验台上，等锅内压力自然降低以后，

方可开盖。注意：抗原修复液应足量，避免组织干燥。

1.2.2.4 抗体孵育及显色

1.2.2.4.1 封闭

等待抗原修复液自然冷却至室温后，将载玻片泡在 PBS中浸泡 5分钟，更换 PBS

重复 2次；为了除去标本中的过氧化物酶，将玻片放入 3%双氧水中浸泡 10分钟；

将载玻片置于 PBS中 5min，洗 2次；用吸水纸小心擦干组织周围的 PBS，注意不要

碰到组织，将擦干的玻片平铺于孵育盒；加入适量的血清封闭液，以阻断非特异性

结合。注意要尽快操作，以避免组织过于干燥，出现非特异性染色；将孵育盒在 37℃

恒温箱中封闭半小时。

1.2.2.4.2 孵育一抗

取出载玻片，去除载玻片上组织四周残余的血清，载玻片反面的血清也需要 擦

拭干净。使用免疫组化笔在组织周围画圈，滴加一抗（空白对照的组织上加一抗稀

释液，阴性对照滴加 IgG）；加完一抗后将玻片放在 4℃冰箱中过夜；加一抗二抗增

强剂。将 4℃一抗结合后的载玻片从冰箱中取出，静置于室温平衡 30分钟；将复温

后的玻片放入玻片架上，使用 PBS浸泡清洗 3次，每次 5分钟；吸水纸去除组织周

围的液体后加一抗二抗增强剂，室温放置 15～20分钟。

1.2.2.4.3 孵育二抗

孵育二抗前将玻片在 PBS中洗涤 3次，5分钟/每次；擦干组织周围 PBS残留液

后将玻片平铺在孵育盒中，滴加适量体积的二抗；室温放置 30～45分钟。

1.2.2.4.4 显色

按照说明书配置合适浓度的 DAB染色液，混合均匀后备用；将玻片取出，擦干
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多余水分，显微镜调至合适视野，滴加适量 DAB显色液，计时，显色；其余玻片选

用相同的显色时间进行显色

1.2.2.5 复染

将显色后的片子用流动的清水冲洗 10分钟；洗过后的片子浸泡在苏木素染色液

中染色 5分钟左右；继续使用清水将染色后的片子冲洗 10分钟；使用苏木素分化液

浸泡 2s进行分色；流水冲洗 5分钟；使用苏木素返蓝液浸泡 2秒进行返蓝，严格控

制时间；流水冲洗 5分钟。

1.2.2.6 脱水

将复染后的玻片按下列描述依次放入以下溶液：50%、70%、80%、90%、95%、

100%、100%的 6个浓度的乙醇中，每个浓度浸泡 5分钟，然后在二甲苯/松节油 15

分钟，二甲苯/松节油 15分钟。

1.2.2.7 封片、采图

将玻片置于玻片晾片板上，在组织旁边滴加中性树胶，然后在有树胶的一侧轻

轻放下盖玻片的一边，接着缓慢将盖玻片放下，过程中避免产生气泡。在通风柜中

将片子完全晾干，标签纸注明切片信息，收纳于切片盒中。显微镜下采图、分析数

据。

1.2.3 主动脉油红 O染色

1.2.3.1 全主动脉油红 O染色

将对照小鼠和喂食药物小鼠在实验结束时采用颈椎脱臼的方法处死，小心将主

动脉从小鼠体内完整剥离。在体式显微镜下，将主动脉外侧附着的脂肪组织等剥离

完全。将整个主动脉放在 4%的多聚甲醛组织固定溶液中浸泡固定至少 24小时。用

1×PBS溶液清洗主动脉两次，每次 5分钟。然后再将清洗过的主动脉浸泡在油红 O

工作液中 40-60分钟。油红 O染色后立即用 60%异丙醇短暂浸泡以除去组织背景染

液，然后使用蒸馏水反复冲洗数次。于显微镜下再次观察主动脉，主动脉内富含脂

滴的 As斑块呈现红色，其余血管壁无特殊染色。于显微镜下拍照，保存照片。

1.2.3.2 主动脉根部冰冻切片油红 O染色

先用 4%多聚甲醛组织固定液固定小鼠心脏 30分钟，取出后脱水处理，然后用

OCT进行组织包埋。以 8-10μM的厚度制备冠状连续冰冻切片。切面角度和三尖瓣

瓣口保持平行。切片保存于-40℃冰箱备用。将切片从冰箱内拿出后立即在 PBS溶液

中浸泡 10 分钟后进行油红 O 染色。用油红 O工作液完全浸泡住切片内的组织，避

光接触染色 15分钟，然后用 PBS浸泡洗涤 3次，每次 5分钟，洗涤结束后用甘油封

片，显微镜下拍照留图。

1.2.4 蛋白质印迹（western blot）
腹腔巨噬细胞提取后检测细胞总蛋白（western blot的具体实验方法见第二部分
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1.2.4.2.1 蛋白质印迹）。

1.3 质量控制

首先，保证实验过程中使用动物的品系正确尤为重要。为了保证实验小鼠符合

实验要求，针对购买的小鼠随机进行鼠尾基因型鉴定，以确保购买的实验用小鼠品

系正确。其次，为了保证动物实验外界因素影响，需保证实验用的小鼠生长环境进

行严格控制。本实验中动物饲养环境温度 18～29℃；相对湿度 40～70%；小鼠饲养

环境以及喂养过程中接触的物品需要保证无毒性、无气味、无致癌物质以及无添加

实验外药物。最后应严格控制饲养方式和饲料配方是符合实验设计的，不可以在饲

养过程中变化，以保证小鼠生长环境的稳定性。

1.4 统计方法

所有数据采用 SPSS 23.0软件进行分析，统计图使用 GraphPad Prism7制作。满

足正态分布的计量资料以均数±标准差（X±S）表示，如满足参数检验条件的 2组间

统计采用 t 检验，大于 2组统计方法采用方差分析；若不满足则采用非参数检验（2

组间比较采用Mann-Whitney检验，多组间比较采用 Kruskal-Wallis 检验），多于 2

组的两两相互比较采用 LSD-t 检验。以 P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 小鼠卵巢切除及雌二醇灌胃模型

ApoE基因敲除小鼠根据实验设计分为三组，分别为假手术组（sham），卵巢切

除组（OVX），卵巢切除+雌二醇灌胃组（OVX+E2）。小鼠麻醉腹部定位后做皮肤

切口（A），sham组随后缝合皮肤切口，OVX组探查到卵巢后以子宫角作为标志物

切除卵巢（B），OVX+E2 组在切除卵巢后每日给予雌二醇灌胃（C）；同时 sham

组和 OVX组给予溶媒（橄榄油）灌胃。处理后的三组小鼠的均为高脂饲料喂养，见

图 3-1。

2.2 雌激素对小鼠体重的影响

按实验设计将小鼠分为三种不同的处理组，均高脂喂养 8周，在结束喂养开始

组织实验前对所有小鼠称重。结果可见，单纯 OVX 组以及 OVX+E2组小鼠体重平

均水平高于 sham组，两组比较均具有统计学意义；OVX组和 OVX+E2组小鼠体重

比较无统计学差异。见图 3-2。

2.3 雌激素对小鼠动脉内斑块形成的影响

全主动脉油红 O染色可见 OVX组（B）血管壁上脂滴较 sham组（A）和 OVX+E2

组（C）多；进一步对主动脉根部做冰冻切片油红 O染色，可见 OVX组（E）斑块

面积及脂滴含量大于 sham组（D）和 OVX+E2组（F）。见图 3-3。
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图 3-1 ApoE基因敲除小鼠卵巢切除及雌二醇灌胃模型

Fig.3-1 Ovariectomy and estradiol intragastric administration in ApoE knockout mice

图 3-2 三组小鼠体重比较

Fig.3-2 Comparison of body weight of three groups of mice

图 3-3 小鼠主动脉油红 O染色

Fig.3-3 mouse aorta oil red O staining
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2.4 小鼠腹腔巨噬细胞相关基因表达分析

三组小鼠经高脂高胆固醇喂养 8周后，提取腹腔巨噬细胞后检测相关蛋白表达

水平。结果可见，ABCA1 和 ABCG1 在 OVX 组表达低于 sham 组和 OVX+E2 组，

OVX+E2 组 ABCA1 和 ABCG1 表达低于 sham 组；ERα表达较 sham 组及 OVX+E2

组低，而 sham组高于 OVX+E2 组；且差异均有统计学意义。见图 3-4、图 3-5、图

3-6。

图 3-4 小鼠腹腔巨噬细胞 ABCA1蛋白表达

Fig.3-4 ABCA1 Protein expression of mouse peritoneal macrophages

注：***为 P＜0.001

图 3-5 小鼠腹腔巨噬细胞 ABCG1蛋白表达

Fig.3-5 ABCG1 Protein expression of mouse peritoneal macrophages

注：***为 P＜0.001
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图 3-6 小鼠腹腔巨噬细胞 ERα蛋白表达

Fig.3-6 ERα Protein expression of mouse peritoneal macrophages

注：***为 P＜0.001

2.5 雌激素对小鼠冠状动脉内 ABCA1表达的影响

以小鼠心脏冠状动脉做免疫组化切片，检测三组冠状动脉内 ABCA1 的表达水

平。结果可见，在冠状动脉中有 ABCA1的表达，管腔内颗粒物为残留血细胞。其中

OVX 组 ABCA1 表达低于 sham 组和 OVX+E2 组，OVX+E2 组 ABCA1 的表达低于

sham组。见图 3-7。

图 3-7 冠状动脉 ABCA1免疫组化

Fig.3-7 Immunohistochemical study of ABCA1 in coronary artery

3 讨论

在本研究的结果中，与既往卵巢切除小鼠 As模型结果相同，卵巢切除后的小鼠

表现出更严重的主动脉 As斑块，给予雌二醇治疗的小鼠 As严重程度相对较低。本

研究还关注了三组小鼠的体重变化，发现卵巢切除组的小鼠体重增加明显，这考虑

是雌激素对体内一系列代谢过程的影响结果。在对三组小鼠腹腔巨噬细胞蛋白水平

检测中发现，内源性雌激素缺乏后 ERα的表达是下调的，同时观察到，ABCA1、
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ABCG1的表达也表现出下调的趋势，这种变化在给予外源性雌二醇治疗组的小鼠中

有所逆转。在对心脏冠状动脉免疫组化的结果分析中可见，小鼠心脏冠状动脉内存

在 ABCA1 的表达，且在因卵巢切除后导致的内源性雌激素缺乏的小鼠中，ABCA1

在冠状动脉中的的表达是下调的。由我们的实验结果可知，内源性雌激素对小鼠的

体内 ABCA1的表达是存在一定影响的，虽然外源性补充雌二醇可以在一定程度上减

少对 ABCA1的表达影响，但并不能完全抵消。

3.1 As斑块的形成机制

As的特征是斑块在动脉壁内积聚，这是一种由外膜、中膜和内膜组成的多层组

织。动脉的最内层是一层内皮细胞，形成一个半透膜，调节分子的运输。内皮细胞

产生的 NO是一种有效的动脉扩张剂，可以促进血管舒张；此外内皮细胞还分泌前

列环素，发挥抑制血小板聚集的作用。内膜的完整性对于防止 As的发展至关重要，

因为内皮细胞的损伤引起较大的颗粒如 LDL进入内膜。在 As中，胆固醇、脂类、

钙和纤维蛋白在内膜中积聚，形成脂肪条纹，随着时间的推移而膨胀形成斑块，这

导致了动脉重塑，管腔变窄，血流受限，导致输送到重要器官的氧气和营养物质减

少[229]。As中膜由许多层维持血管张力的血管平滑肌细胞组成。在炎症状态和高胆固

醇饮食下，由于血管平滑肌细胞从中膜迁移而产生新的内膜层，这一层被称为新生

内膜，不仅包含血管平滑肌细胞，还包含泡沫细胞、巨噬细胞、胆固醇和钙晶体[230]。

这些细胞和分子共同形成斑块，当血管平滑肌细胞分泌细胞外基质（ECM）成分如

弹性蛋白和胶原时，斑块可能会纤维化。这种 ECM基质包裹着由巨噬细胞、ox-LDL、

泡沫细胞以及合成的、衰老的和凋亡的血管平滑肌细胞组成的坏死核心。在 As斑块

中钙化越多，斑块的稳定性越好；血管平滑肌细胞也通过分泌胶原蛋白促进斑块的

稳定性[231]。然而，血管平滑肌细胞也会衰老，分泌炎症分子和金属蛋白酶（MMP8、

MMP9），导致 As斑块不稳定，继而发生破裂以及血栓的形成[229]。

3.2 CEC与 As炎症

HDL的一个主要抗 As 特性被认为是其促进巨噬细胞泡沫细胞胆固醇流出的能

力。此外，HDL被描述为具有多种抗炎特性，包括其结合脂多糖、从低密度脂蛋白

中去除氧化脂质以及携带使氧化磷脂失活的酶如血小板活化因子乙酰水解酶

(PAFAH)和对氧磷酶(PON)的能力[232]。HDL及其载脂蛋白介导巨噬细胞胆固醇流出

的能力在很大程度上取决于巨噬细胞 ABC转运蛋白 ABCA1和 ABCG1。ABCA1促

进胆固醇流出到贫脂的 ApoA-1，而 ABCG1诱导胆固醇流出到 HDL颗粒[183]。因此，

巨噬细胞逆向胆固醇转运的体内测量显示 ABCA1和 ABCG1的双重效应。造血细胞

中 ABCA1和 ABCG1的基因敲除导致大量胆固醇酯在腹腔巨噬细胞中积累，器官中

泡沫细胞显著积聚，As形成加速。但是，令人惊讶的是在大多数研究中，将 ABCG1/

骨髓移植到 As易感受体中并没有导致 As的改变或减少。这些观察表明，在 ABCG1
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转运蛋白缺陷的巨噬细胞中积聚胆固醇、氧化固醇或其他脂质导致炎症基因表达增

加[187]。

脂质积累和炎症基因表达增加是 As形成的中心事件，脂质积累与巨噬细胞炎症

之间是存在一定联系的。研究表明，在暴露于脂多糖后，ABCG1-/-和 ABCA

1-/-ABCG1-/-的巨噬细胞中胆固醇的积累导致 TLR4通过MyD88/TRIF的水平和信号

的增加，以及炎症反应的增加。与 ABCA1相比，ABCG1在调节巨噬细胞炎性反应

中具有更大的作用，并且当 ABCG1缺乏时，ABCA1具有补偿作用[187]。这表明血浆

和内质网膜中 FC的负载导致对 TLR配体的炎症反应增强。HDL和 ApoA-1通过

ABCA1和 ABCG1促进胆固醇外流的能力可能对这些先天性免疫反应有下调作用，

也可能与 As的炎症有关。ABCA 1-/-ABCG1-/-巨噬细胞中通过 TLR2、3和 4增强的

信号可能与造血细胞中这两种转运蛋白缺乏的小鼠的 As加速有关。HDL和 LXR在

抑制先天和获得性免疫反应中的作用，这是通过 ABCA1和 ABCG1促进胆固醇流出

的结果[187]。此外，ABCG1-/-小鼠的巨噬细胞显示巨噬细胞炎性蛋白-2（MIP-2）、巨

噬细胞炎性蛋白-1α（MIP-1α）的分泌增加，这两种细胞都是强嗜中性粒细胞趋化因

子[233]。因此推测在外周炎症刺激后，低 HDL水平和低 ABCG1活性的个体可能更容

易受到病变中增强的炎症反应的影响，导致斑块不稳定。由此可知，HDL是通过促

进胆固醇由 ABCG1流出的能力，进而抑制了局部的炎症反应，其中一部分是通过

ABCA1的效应实现。从而抑制巨噬细胞泡沫细胞中的炎症和趋化因子反应，发挥抗

As的特性

3.3 雌激素对体内脂肪分布的影响

在本研究中，卵巢切除组的小鼠表现出体重的增加，这与既往研究结果相同[234,

235]。这考虑是雌激素对脂代谢的影响下的综合作用结果，包括新陈代谢的各个方面：

脂肪量、脂肪分布、食欲、能量消耗、温度和葡萄糖稳态[236, 237]。脂肪组织在新陈代

谢中发挥的关键作用更多是被其导致的其他疾病而引起人们的重视：例如 CVD、胰

岛素抵抗、高脂血症和肿瘤。除了作为能量储存库，脂肪组织还是控制食欲、葡萄

糖平衡、胰岛素敏感性、衰老等内分泌器官[238, 239]。既往研究已经证明，相对于内脏

脂肪，皮下脂肪更有利于代谢健康[240]。女性的总脂肪和皮下脂肪往往比男性多，这

种雌激素依赖的女性脂肪分布模式被认为是代谢保护性的，因为男性内脏脂肪的增

加与代谢紊乱有关[241, 242]。在第一部分我们研究结果表明，在年轻女性 CHD患者 BMI

高于对照组，ERα mRNA低于对照组，这可能是雌激素对脂肪分布调节功能减弱后

的结果。针对低雌激素状态的 PCOS患者研究表明，与对照组相比，PCOS患者 CHD

和卒中的合并相对风险为 2.02（95%置信区间，1.47-2.76），当仅限于对体重指数进

行调整的两项研究时，相对风险降至 1.55（95%置信区间，1.27-1.89）[64]。这提示我

们脂肪对女性心血管风险的重要性，BMI可能在不同雌激素水平下呈现脂肪的分布
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和质量的差异，这对女性低雌激素水平导致的脂肪含量增加提供了一个潜在的治疗

途径。

肥胖被称为全身炎症性疾病，包括脂质在血管内的沉积也会引起血管内皮的炎

症反应，而肥胖更多是白色脂肪（white adipose tissue，WAT）积累的结果[243, 244]。

研究表明，雌激素和 ER在脂肪分化和脂肪分布中起着至关重要的作用，如女性绝经

期间雌激素减少与内脏脂肪组织质量增加相关[245]。围绝经期不同的激素水平意味着

不同的脂肪分化及分布的调节程度，此外，脂肪重分布背景下也会意味着不同的各

项血脂指标的变化。一项针对女性的回顾性研究结果显示[246]，在 BMI＜25kg/m2 围

绝经期的女性中，TC水平升高明显，但 ApoA1 的水平无显著变化；BMI≥25 kg/m2

的女性中，TC和 LDL-c升高，HDL-c降低，TC水平变化不显著；BMI≥25kg/m2 与

BMI＜25kg/m2 的两组女性相比，仅 ApoA1 和 TG的水平有显著性差异。这充分说

明了脂肪质量不同的背后是机体血脂成分的变化，这也可能是在围绝经期女性心血

管评估研究结果差异的一个可能因素，激素水平可能在无外在干预条件下是维持在

一定的水平，但 BMI 是会因个体运动、饮食等的差异存在显著差异的。在分析相关

的 CVD 风险时，就很难将雌激素和 BMI 之间的的共性显现出来。体内的白色脂肪

是脂质和能量储存的主要形式，成年人少量棕色脂肪的存在，主要功能是消耗能量

和产生热量。还有研究表明，ERα可以控制脂肪祖细胞的分化方向，决定分化为WAT

或棕色脂肪谱系，OVX可以改变脂肪祖细胞增殖和数量。与内脏组织相比，在皮下

组织中缺乏 ERα具有更有害的结果，这与 ERα在皮下脂肪中的更高表达一致[247]。雌

激素通过 ERα调节女性体内的脂肪分布，当这种调节功能改变后，会导致脂肪的重

分布以及脂肪祖细胞的分化方向。皮下脂肪组织比内脏脂肪组织更容易发生肥胖引

起的结构变化，这可能是由于皮下脂肪组织含有较少的棕色脂肪组织所致[248]。总之，

这些发现表明 ERα在细胞内以一种与普遍代谢性疾病相关的方式自主调节脂肪谱系

以及全身代谢。

3.4 RCT
RCT是去除胆固醇的主要途径，因此是维持细胞胆固醇稳态的重要机制。巨噬

细胞的胆固醇外流可通过由 ABCA1和/或 ABCG1介导的单向 ATP依赖性途径以及

由 SR-BI介导的双向 ATP非依赖性途径发生。胆固醇的外流也可以通过一个梯度依

赖过程中的受体非依赖性胆固醇扩散发生，该过程占总胆固醇外流的 30%[249]。胆固

醇负荷后，参与 RCT的蛋白质上调，特别是对 ox-LDL中的氧化甾醇的反应,最重要

的内源性氧化甾醇由胆固醇在细胞内产生。这些氧化甾醇是 LXRα和β的内源性配体，

LXR与维甲酸 X受体（RXRs）异二聚，并与 ABCA1和 ABCG1启动子区域的 DR-4

序列相互作用以诱导转录。在巨噬细胞中，氧化甾醇不仅刺激胆固醇外流，而且抑

制促炎症信号级联，增强细胞外排能力，促进存活，所有这些都抵消了病变进展。
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ABCA1的上调致使 RCT的启动，介导 FC和磷脂从动脉巨噬细胞向细胞外受体

apoA-I的流出。成熟的 HDL通过 ABCG1促进巨噬细胞胆固醇外流，ABCG1的另

一个重要作用是通过激活 AMPK促进促凋亡的氧化甾醇 7-酮胆固醇（7KC）从外周

细胞流出[250]。这是一个重要的功能，因为 7-KC以及 27-羟基胆固醇是 As病变中发

现的主要氧化甾醇。

去除外周组织中的胆固醇后，HDL返回肝脏，TG和磷脂的含量被肝脏脂肪酶

水解，形成小的 HDL，被肝脏中存在的 SR-BI吸收。将胆固醇输送到肝脏的另一种

途径是胆固醇酯转移蛋白（CETP），它介导 CE和 TG在血浆脂蛋白之间的双向转

移。因此，CETP将胆固醇从高密度脂蛋白转移到富含 ApoB的颗粒，这些颗粒将通

过 B/E受体进一步传递到肝脏。CETP结构呈现疏水性隧道，在 N-和 C-末端结构域

中具有开口，其中容纳磷脂。磷脂的两亲性增加了蛋白质与水环境的相容性。因此，

CETP可以在脂蛋白之间进行脂质交换，因为通道的两端可以接受来自供体脂蛋白颗

粒的中性脂质并将其传递给受体[251]。

最后，胆固醇也通过富含 ApoB的颗粒输送到肝脏的 LDLR，酯化的胆固醇将被

胆固醇酯水解酶水解并排泄到胆汁中。胆固醇排泄的另一种途径是非胆道途径，称

为经肠胆固醇排泄（TICE），它对人体中性固醇排泄有显著贡献。基底外侧膜肠上

皮细胞从血浆脂蛋白摄取胆固醇和 ABCG5/G8排泄胆固醇是 TICE的主要途径。关

于肠道胆固醇摄取的最公认的方面与定位于肠细胞基底外侧的 LDLR的存在有关。

一些研究调查了 HDL在这个过程中的作用，结果似乎有争议。在胆汁分流和肠道插

管后对小鼠进行的一项研究表明，HDL和 LDL都能在空肠基底外侧膜为 TICE输送

胆固醇[252]。在这项研究中，他汀类药物增加了 TICE活性，而参与 LDLR 降解的蛋

白 PCSK9降低了 TICE活性，强调了这种受体与 TICE的相关性。基底外侧膜肠细

胞摄取胆固醇的作用仍有待阐明。

3.5 雌激素缺乏对胆固醇外排的影响

雌激素缺乏对年轻女性的作用机制在患有 PCOS患者中得到了很好的研究。已

有研究发现，PCOS患者与同年龄的女性表现出更多的脂质代谢紊乱以及胰岛素抵抗

以及心血管风险增加。其中一项平均年龄在 28岁的 PCOS患者胆固醇流出能力的研

究显示，PCOS患者在脂代谢上表现出 TG水平较高，但 HDL-c 和 LDL-c 的平均水

平在两组中相似，apoA1 的水平明显较低[64]。在体外胆固醇流出试验评估了 HDL-c

的功能结果发现，尽管 HDL-c水平相似，但与对照组相比，病例的胆固醇流出能力

显著降低。在多变量回归模型中，PCOS状态与 HDL-c 外排能力降低显著相关。在

一项检查性别对外排能力影响的研究中，血清雌二醇水平与胆固醇外排能力无关

[253]。

本研究结果显示，OVX组小鼠主动脉根部斑块面积明显高于 sham组和OVX+E2
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组，表明雌激素对As进展是明确有保护作用的。此外，在冠状动脉中，OVX组ABCA1

的表达低于其他两组，在 OVX+E2组 ABCA1的表达是低于 sham组、高于 OVX组。

巨噬细胞源泡沫细胞是 As斑块的主要组成成分，说明在动物体内，雌激素对 As斑

块内巨噬细胞中 ABCA1的表达可能也存在正向的调节关系。研究表明 ABCA1介导

的外排是调节 As严重程度的重要外排方式[254]。此外，在 HDL-c 水平相似的人中，

巨噬细胞特异性胆固醇外流的差异仅由 ABCA1介导的外排引起，而不是由其他转运

蛋白引起[255]。本研究中在小鼠腹腔巨噬细胞中，三组小鼠的 ABCA1 蛋白也表现出

差异，OVX组低于 sham以及 OVX+E2组，这表明在体内环境下，雌激素对巨噬细

胞 ABCA1依然存在正向的调节作用。

ABCA1被广泛地表达在全身，在巨噬细胞中具有特别重要的作用，它能促进过

量胆固醇的清除，从而抑制其转化为泡沫细胞并防止 As的进展[256]。此外有研究表

明，与WT巨噬细胞对 LPS的反应相比，ABCA1-/-的巨噬细胞在 LPS的刺激下，炎

症和趋化因子的基因表达增强，表明 ABCA1 还具有减轻巨噬细胞的炎症刺激反应

[257]。这可能与 FC的含量相关，胆固醇结晶可以激活 NLRP3炎性小体，激活内质网

途径的炎症反应。也有研究认为，NLRP3炎症体诱导的 IL-1β通过下调控制 ABCA1

表达的 Gpr109a受体来抑制 ABCA1 介导的胆固醇外流[258]。通过在卵巢切除在小鼠

体内达到最大程度降低雌激素作用，我们的结果证实即使在体内，雌激素对巨噬细

胞中 ABCA1的表达也是存在正向调节的，同时雌激素的缺失会导致主动脉内斑块增

加，冠状动脉内 ABCA1表达减少。

3.6 雌激素对肝脏胆固醇代谢的作用及机制

肝脏在脂肪酸和胆固醇代谢的调节中起着独特的核心作用。肝脏是雌激素的主

要靶标之一，ER的转录活性与生殖周期密切相关。研究表明雌激素通过减少肝脏脂

质合成并增加 TG的转运参与了肝脏脂肪沉积的预防[259]。但绝经和卵巢切除术后与

CVD的关系仍不清楚。一项针对雌激素在肝脏脂质代谢的特异性功能研究，通过条

件性敲除小鼠肝脏 ERα发现，卵巢雌激素可以周期性的调节肝脏胆固醇代谢，这是

雌激素与ERα对参与胆固醇流出的HDL颗粒大小和功能的周期性调节的作用；此外，

研究表明 LXRa与 ERa之间存在功能性相互作用，可能是为了更好地使肝脏脂质代

谢适应生殖功能的需要[208]。

目前的研究表明，在肝脏中 ERα是 LXRα发挥转录活性的重要因素，这是通过

LXRα靶基因启动子/增强子区的两个受体的相互作用实现的。在小鼠体内实验中，体

内高内源性雌激素时期时，ERα与 LXRα的相互作用，促进 LXRα的转录活性，同时

产生小的 HDL颗粒；在体内低雌激素时期时，ERα与 DNA 的结合能力显著减弱，

导致 LXRα的转录活性降低，同时产生大的 HDL颗粒[208]。虽然在另外一些体外实验

中结果并不完全一致，比如，有研究结果显示肝 ERα通过与 SREBP-1c 启动子上的
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LXRa 的功能性相互作用抑制脂质合成[260]。但这种调节是取决于雌激素化合物的性

质、浓度和给药方式[261, 262]。但这正说明了这两种核受体间存在多种可能的相互作用

模式，这与配体雌激素的浓度是存在关联性的。体内研究中更能体现完整的生理过

程导致的结果，尤其是对于女性存在长期和短期的雌激素水平的规律或不规律的变

动，因为在发育、怀孕和哺乳期间，肝脏脂质代谢适应生殖系统的需要所必需的变

异程度。先前的研究表明，ERα转录效率对激素剂量非常敏感，并且，取决于其浓度，

相同的配体可以诱导相反的效应[263, 264]。有生育能力的雌性小鼠中，HDL 周期性地

经历显著的结构和功能重塑，这是肝脏 ERa依赖性的，并导致 HDL颗粒的大小改变

和促进 CH流出的能力增加，这种效应可能是由编码 HDL重塑酶或特异性载脂蛋白

的基因的 ERa依赖性调节引起的[208]。卵巢活性的降低，雌激素对 HDL的功能及大

小的调节被破坏，可以导致肝脏和外周胆固醇的沉积，这也可能解释了 50岁以下人

群中肝脏和 CVD的性别差异。男性在肝脏中表达极少量的 ERα，与女性不同，他们

不会定期合成超高效的 HDL，从而增加男性对与脂质代谢相关的疾病的易感性。肝

脏对卵巢分泌雌激素的强烈依赖性的 CH和脂蛋白代谢受到雌激素丢失的严重影响，

以及为什么妇女在生育期似乎对脂肪肝疾病/NAFLD和 CVD有保护作用，绝经后早

期这些疾病的发病率增加[208]。

3.7 巨噬细胞胆固醇代谢在 As发展中的作用机制

As 斑块是由循环中驻留在损伤内皮部位的单核巨噬细胞，吞噬过多的修饰的

LDL后衍生为泡沫细胞，大量泡沫细胞在内皮细胞下聚集形成的。巨噬细胞的炎症、

凋亡影响着斑块的进展和稳定性，而巨噬细胞内过载的胆固醇是触发细胞炎症、凋

亡的重要因素之一。

首先 ox-LDL 作为胆固醇的主要载体，可以诱导巨噬细胞向促炎型巨噬细胞转

化，引起局部血管的炎症。一方面巨噬细胞通过 SR（主要是 CD36）摄取 ox-LDL

后，在溶酶体中水解后形成胆固醇结晶，胆固醇结晶可破坏溶酶体稳定性，使其释

放内容物，最终激活 NLRP3炎症小体；另一方面，Toll样受体 4-6（TLR4-TLR6）

异二聚体与配体结合后，在 CD36的协同作用下激活 NF-κB，并上调 NLRP3的表达

和刺激 IL-1β前体合成，NLRP3炎症小体形成后激活 caspase-1，促进 IL-1β前体的成

熟和分泌，参与炎症反应[265, 266]。以上途径构成了巨噬细胞参与 AS炎症的主要机制，

但并不限于此。引起炎症发生的因素会促进 AS病变的进展，相反，抑制炎症过程也

可有效的预防或逆转 AS 斑块。例如参与胆固醇代谢的 LXR 被证明可通过提高

ABCA1、ABCG1 的表达和抑制 NF-κB的磷酸化，促进促炎的 M1巨噬细胞转化为

抗炎的M2巨噬细胞，增强脂质代谢的同时减轻 AS斑块的炎症反应[267]。

其次，内质网是胆固醇诱导巨噬细胞毒性的部位，而内质网应激（主要是未折

叠蛋白反应，UPR）是巨噬细胞凋亡的关键程序。UPR在正常生理学中起到纠正 ER
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功能不平衡的作用，但当 ER应激长期存在时，UPR的效应器 C/EBP同源蛋白表达

上调，随后其下游的钙/钙调素依赖性蛋白激酶 II（CaMKII）作为触发细胞凋亡的关

键分子，可激活 Fas、线粒体凋亡、STAT1来实现细胞凋亡[268, 269]。虽然在体外研究

的细胞模型中，内质网应激会导致细胞凋亡的发生，但在体内复杂环境中，单独的

内质网应激不能引发细胞凋亡，但明显的增加了巨噬细胞对其他凋亡刺激的易感性。

在胆固醇负荷模型中，内质网应激被确定为驱动 FC诱导的细胞死亡的机制[270]。研

究表明，内质网应激反应途径的激活是小鼠和人类 As病变中富含脂质的巨噬细胞的

特征，并被认为在斑块易损性和急性心源性死亡中起作用[271, 272]。尚不清楚巨噬细胞

中过量胆固醇的积累如何参与内质网应激反应途径，有研究认为，细胞内的脂质伴

侣脂肪酸结合蛋白-4（aP2）是脂质诱导巨噬细胞内质网应激的主要调节因子[273]。因

此，内质网是一种重要的靶器官，可感知细胞内脂质状态的应激[274]。然而，连接内

质网功能、脂质代谢和生理结果的具体机制尚不清楚。

在 As晚期斑块内，巨噬细胞的凋亡是引起稳定斑块向易损斑块转变、诱发斑块

破裂的主要原因。易损斑块破裂是冠状动脉血栓形成的主要原因，常包含大的富含

脂质的坏死核心，其表面覆盖的纤维帽变薄，这些斑块微结构特征是导致急性冠脉

综合征的易损病变的重要标志。巨噬细胞凋亡在 AS的全程均会发生，但在斑块形成

的早期阶段，细胞凋亡可以在有效的清除作用下，延缓斑块病变的进展；在晚期斑

块中，坏死核心源于巨噬细胞的凋亡以及凋亡细胞的吞噬清除功能不全的共同存在

作用。通过对巨噬细胞凋亡的调控可作为一种治疗策略，旨在防止斑块向易损斑块

进展，而不是预防 AS本身。

4 小结

4.1 内源性雌激素缺失会导致雌性小鼠体重增加；

4.2 内源性雌激素缺失可以增加雌性小鼠主动脉内动脉粥样硬化斑块面积，同时减

少冠状动脉内 ABCA1的表达，补充雌二醇可以在一定程度上延缓因内源性雌激素缺

失引起的动脉粥样硬化，上调 ABCA1的表达；

4.3 内源性雌激素缺失的雌性小鼠巨噬细胞内 ABCA1、ABCG1、ERα表达下降，补

充雌二醇可以改善这种作用，但不能完全矫正。
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结 论

本研究通过对年轻女性冠心病人群数据分析及相关指标检测，随后在细胞和动

物水平研究雌激素对胆固醇外流的影响及作用机制，总结结果如下：

1． 年轻女性 CHD 表现出高 BMI、高血压和糖尿病合并率；以及高 TG，低

HDL-c，这在未绝经的年轻女性中更为明显。ESR1和 ABCA1 mRNA具有良好的相

关性，且在年轻女性 CHD患者中两者表达均降低。年龄、高血压、糖尿病、TC、

BMI是年轻女性 CHD的独立危险因素。

2． 雌二醇能促进小鼠单核巨噬细胞 J774A.1胆固醇外流，减少巨噬细胞源泡沫

细胞内脂滴的形成；这是通过雌二醇与 ERα结合后对 ABCA1的正向调控实现的，独

立于 LXRα对 ABCA1的调控作用。

3． 内源性雌激素缺失会导致雌性小鼠体重增加，主动脉粥样硬化斑块面积增

加，冠状动脉内 ABCA1减少；补充雌二醇可以在一定程度上延缓小鼠因内源性雌激

素缺失引起的动脉粥样硬化，这部分原因是通过上调 ABCA1实现的。

4． 内源性雌激素缺失的雌性小鼠巨噬细胞内 ABCA1、ABCG1、ERα表达下降，

补充雌二醇可以改善这种作用，但不能完全矫正。

本研究的创新之处：

目前对年轻女性冠心病的研究较少，本课题从临床问题出发，检测年轻女性冠

心病 ER、RCT相关基因差异性；通过体内、体外实验的机制研究，证实了雌激素/ERα

对胆固醇外流基因的调节作用。

ERα在巨噬细胞的胆固醇流出中的功能尚不明确，作为雌激素依赖的核受体超家

族成员，通过对 ER功能作用的研究，可进一步明确雌激素在 As形成和发展中的作

用机制，为女性冠心病的诊疗提供新的可能策略，达到精准治疗的效果。

本研究的不足之处：

本研究选用的 J774A.1细胞已被证明有 ABCA1的表达，因此实验中选择其作为

主要的研究对象，此外单核巨噬细胞还有 THP-1、RAW264.7以及原代细胞，由于细

胞来源不同，也会存在不同的功能差异，在不同细胞中平行验证也是必要的。

ERα作为核受体转录因子，如考虑其对 ABCA1的转录调控，需进一步行 EMSA、

Luciferase 或 ChIP实验进一步验证两者的直接结合，本研究中并未证明两者的直接

结合位点。
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综 述

巨噬细胞在动脉粥样硬化中的作用及机制研究进展

包针 综述 木胡牙提 校审

动脉粥样硬化（Atherosclerosis，AS）所致的心脑血管疾病是导致 2017年全球

死亡人数最多的原因，估计死亡人数为 1780万[1]。中国心血管病（CVD）的患病率

目前呈现不断上升趋势，据估计CVD患病人数已达到 2.9亿，其中脑卒中患者有 1,300

万，冠心病患者有 1,100万[2]。巨噬细胞作为重要的天然免疫效应细胞，是慢性炎症

疾病发展的关键因子，其在 AS中的作用机制逐渐被发现。巨噬细胞作为 AS斑块的

主要成分，参与 AS的起始、进展和破裂全过程。动脉壁在 AS形成过程中积累的巨

噬细胞，大多是由循环中的单核细胞在局部驻留后转化而来。这些单核源性巨噬细

胞又在不同细胞因子和微环境的刺激下可极化为不同分型（如M1、M2等），发挥

不同的功能特性。巨噬细胞作为 AS的关键参与者，是心脑血管疾病诊断及治疗的有

效候选靶点。本文以 AS形成及进展的关键节点为讨论点，概述单核源性巨噬细胞在

AS中的功能特点及作用机制，为靶向巨噬细胞的诊断和治疗提供理论依据。

1 单核细胞分化在 AS形成过程中的作用机制

1.1 单核细胞的迁移和分化

单核细胞属于髓系细胞，是循环及组织驻留巨噬细胞的直接前体。当存在促炎

性刺激时，它们迅速迁移到炎症部位，在那里它们主要分化为巨噬细胞。血管内皮

活化及功能障碍被认为是 AS的最早表现，也是必要起始阶段。内皮细胞活化后获得

促炎表型并开始表达促炎分子，如集落刺激因子-1（CSF-1）、趋化因子配体 2（CCL2）、

细胞间粘附分子 1（ICAM-1）和血管细胞粘附分子 1（VCAM-1），这些细胞因子与

单核细胞上的同源受体相互作用，可促进循环中单核细胞向内皮细胞的定向迁移和

黏附[3]。聚集在内皮细胞间隙下的单核细胞在 CSF-1的作用下分化为巨噬细胞，这些

M0巨噬细胞随后在微环境中的特定细胞因子刺激下，进一步极化为不同亚型。除了

通过向巨噬细胞分化，单核细胞自身也参与了 AS的发生。在小鼠的实验研究中，高

胆固醇血症会导致 Ly6Chigh单核细胞（一种炎症性单核细胞亚群）增加，而且 Ly6Chigh

单核细胞比 Ly6Clow单核细胞更加有可能驻留在 AS病变部位[4]。最新研究表明，纤

溶酶原受体 Plg-RKT 在 Ly6Chigh单核细胞、促炎型巨噬细胞中高表达，且更多的结

合纤溶酶[5]。根据促炎性单核细胞和促炎巨噬细胞的定向迁移依赖于纤溶酶可知，

Plg-RKT 的表达影响着单核细胞和巨噬细胞的迁移能力。单核细胞的迁移和向巨噬
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细胞转化作为 AS形成的早期阶段的必要条件，可以作为预防 AS的有效调控途径，

正如阿司匹林的抗血小板聚集在 AS的预防原理。

1.2 巨噬细胞的极化

巨噬细胞具有相当大的功能异质性，可根据所处的各种微环境及脏器发挥不同

的功能，迁移在内皮细胞间隙下的单核细胞在 CSF-1的作用下分化为M0巨噬细胞，

并伴随着一系列基因表达谱的改变，随后M0 巨噬细胞可被环境中的其他细胞因子

或趋化因子诱导极化为不同亚型。

在 AS中巨噬细胞主要暴露于炎症环境，M0巨噬细胞在脂多糖（LPS）、干扰

素-γ（IFN-γ）的刺激下可以极化为M1型，主要表达诱导型一氧化氮合酶（iNOS）

以及促炎细胞因子，如 TNF-α、IL-1β、IL-6，以及趋化因子 CXCL9、CXCL10 和

CXCL11，表现出促炎特性[6]。巨噬细胞的M2亚群可根据它们不同的作用，接受不

同刺激再次分为几种亚型。M2a亚群受 IL-4 和 IL-13信号的刺激，表达抗炎细胞因

子（IL-10和 TGF-β）和 C-C基序趋化因子（CCL17和 CCL22），参与组织重塑[7]。

M2b亚群由免疫复合物、TLR激动剂或 IL-1R配体诱导。这些巨噬细胞高表达 IL-10

和少量的促炎性细胞因子（如：IL-1b、IL-6、IL-12和 TNF-α），参与免疫调节[8]。

M2c亚群是在 IL-10、TGF-β或糖皮质激素的诱导下发生极化产生的，并继续高表达

pentraxin-3、IL-10和 TGF-β，以及Mer受体激酶（MERTK），具有抗炎特性，并负

责清除凋亡细胞和碎片[9]。M4巨噬细胞是人类特有的。这种亚型在对血小板源性趋

化因子 CXCL4 的反应中分化，并释放 IL-6、TNF-α和基质金属蛋白酶MMP12，因

此具有促炎作用[10]。此外，新发现的 HA-mac、M（Hb）和Mhem 巨噬细胞存在于

不稳定病变的出血区，它们吞噬并利用红细胞残余物和血红蛋白沉积，且具有抗 AS

和抗泡沫细胞转化的能力[11]。巨噬细胞表型是一种动态的而不是终末分化的状态，

可以根据各种信号改变。由此可知，对巨噬细胞极化过程调节的研究，为 AS斑块形

成及稳定性的靶向治疗提供了可靠的机制基础。

2 巨噬细胞的胆固醇代谢在 AS中的作用机制

巨噬细胞无限制的摄取修饰后的低密度脂蛋白（LDL），导致细胞内的胆固醇

稳态失衡，这是 AS发生和进展的关键环节。对单核细胞和巨噬细胞中发生显著变化

的基因进行功能聚类分析发现，主要是参与脂质代谢的基因表达发生了显著的变化。

AS病变中巨噬细胞的胆固醇代谢主要包括胆固醇的摄取、酯化和外流，三者构成了

巨噬细胞内的胆固醇稳态。

2.1 胆固醇的摄取

在正常情况下，外周组织的细胞主要通过低密度脂蛋白受体（LDLR）摄取 LDL

（主要含脂蛋白 ApoB）。但 AS病变中巨噬细胞衍生的泡沫细胞过程中，胆固醇的
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摄取主要是依赖于清道夫受体。一方面，当细胞内胆固醇水平过高时，LDLR 通过

SCAP-SREBP-2-PCSK9途径的负反馈调节作用，不能发挥摄取 LDL的作用[12]。另一

方面，泡沫细胞的形成是修饰的 LDL（主要是 ox-LDL）过度积累的结果，而 LDLR

主要摄取天然的 LDL。

在 AS中，巨噬细胞负责摄取清除修饰的 LDL，以防止其引起的细胞毒性、组

织损伤、炎症和代谢紊乱。修饰后的 LDL可以被巨噬细胞质膜 SRs受体吸收，其中

SR-A、CD36起主要作用，在 AS中可清除 75-90%的修饰后 LDL[13]。不同于 LDLR，

清道夫受体在吞噬 ox-LDL的过程是不存在负反馈途径的。因此在 AS中，胆固醇平

衡被打破，导致巨噬细胞不能完全消化摄入的 LDL，最终脂质沉积、巨噬细胞转化

为泡沫细胞。最近的一项研究表明，JAK-STAT 通路参与巨噬细胞 SRs介导的修饰

后 LDL摄取的调节，JAK-STAT通路的抑制剂可以抑制修饰后 LDL的摄取以及 LPS

激活的巨噬细胞中 CD36、SR-A的表达[14]。CD36是一种 B类 SR的膜糖蛋白，受多

种转录因子的调控。PPARγ可与 CD36启动子结合参与其转录水平的正向调控，增加

巨噬细胞摄取 ox-LDL；而胞内 ox-LDL可持续激活巨噬细胞中 PPARγ，诱导 CD36

的表达而使巨噬细胞更多摄取 ox-LDL，形成胆固醇摄取的恶性循环[15]。然而体内研

究表明，两种清道夫受体（SR-A和 CD36）的缺失并不影响 AS 病变的大小和泡沫

细胞的生成，而是导致斑块坏死核心、巨噬细胞凋亡和炎症的减少[16]。巨噬细胞胆

固醇的代谢是受基因水平、转录水平、转录后调控以及微环境的多种因素共同调节

的，体内研究较体外研究更难控制非研究因素的干扰。

2.2 胆固醇的酯化

含有胆固醇的脂蛋白被吞噬进入巨噬细胞，可以在溶酶体内 ox-LDL水解为游离

胆固醇（FC）和游离脂肪酸（FA）。FC转移至内质网后，在酰基辅酶 A：胆固醇

酰基转移酶（ACATs）的作用下酯化为胆固醇酯，并以脂滴的形式储存在胞质的中，

最终形成泡沫细胞的“泡沫”。FC具有细胞毒性，ACATs诱导的酯化是防止 FC在细

胞内聚集产生细胞毒性的重要途径。ACATs家族是参与细胞内胆固醇酯化的唯一酶，

包括两个成员 ACAT1、ACAT2。ACAT1 广泛分布在外周细胞中，在 AS 斑块中形

成泡沫细胞的巨噬细胞中高度表达[17]，是巨噬细胞中胆固醇酯化的主要酶。因此，

调节AS病变中巨噬细胞衍生泡沫细胞形成中胆固醇酯化途径的主要分子是ACAT1。

ACAT2主要在肠细胞和肝细胞中高表达，ACAT2酯化作用可以增强肠上皮细胞的

胆固醇吸收作用，阻断 ACAT2的作用可降低饮食来源导致的高胆固醇血症[18]。

与许多其他参与细胞脂质代谢的酶或蛋白质不同，ACATs的表达不受转录因子

甾醇调节元件结合蛋白（SREBP）的转录调控。在转录水平的研究表明，干扰素-γ

（IFN-γ）在人血单核细胞源性巨噬细胞中引起 ACAT-1 mRNA上调[19]。此外，胰岛

素在转录水平以MAPK依赖的方式，上调了人 THP-1细胞及其衍生巨噬细胞ACAT1



新疆医科大学博士学位论文

106

的 mRNA、蛋白和酶活性[20]。在转录后水平上，miR-9可以靶向人类 ACAT1 mRNA

的 3'-非翻译区，特异性地减少人 ACAT1蛋白，并且在功能上减少 THP-1巨噬细胞

衍生泡沫细胞的形成[21]。巨噬细胞内 ACAT1作为泡沫细胞形成的重要酶，是 AS早

期治疗的关键之一，但同时不能忽视抑制 ACAT1后引起的胞内 FC增多，引起细胞

毒性作用，这也是脂代谢基础研究向临床应用转化的难点。

2.3 胆固醇的外流

储存在胞质中的脂滴在细胞自噬作用下转移至溶酶体，在这里胆固醇酯可以经

过酸性脂肪酶的催化下再次水解为 FC，这些 FC 与其他 FC 在特殊膜蛋白的作用下

从胞内排出。巨噬细胞的细胞膜上存在 ATP 结合盒转运蛋白 A1/G1（ABCA1、

ABCG1）、清道夫受体 B-1（SR-B1）三种膜蛋白，他们参与了 FC由胞内向胞外脂

蛋白的转运作用。其中 SR-BI介导的 FC转运是双向运动，而其余两者是单向的，故

在巨噬细胞中主要以 ABCA1、ABCG1 调节胆固醇的外流作用。巨噬细胞内胆固醇

外流是体内胆固醇逆向转运（Reverse cholesterol transport，RCT）的关键起始步骤，

也是 AS的斑块稳态及进展的有效保护机制。ABCA1、ABCG1均为多重跨膜蛋白，

分别将胞内多余的 FC转运至胞外的贫脂的 apo-A1和 HDL，以达到细胞内的胆固醇

稳态。目前 FC通过 ABCA1、ABCG1转运至胞外脂蛋白的具体方式仍是存在争议的。

ABCA1、ABCG1 两者在转录水平上接受肝 X 受体（LXRs）的正向调节，

LXRs-ATP结合盒转运蛋白轴一直是 RCT研究的热点。Nicole等的研究发现转运驱

动蛋白结合 2（Trafficking Kinesin Protein 2，TRAK2）可参与 LXRs介导的 ABCA1

转录，负性调节巨噬细胞内胆固醇外流和 HDL颗粒的生物合成[22]。非编码 RNA作

为转录后水平调控的主要分子，也被发现参与巨噬细胞胆固醇外流。最新研究发现

lncRNA MeXis，在巨噬细胞内表达诱导 LXRs的序列，增强 LXRs途径诱导的ABCA1

表达[23]。此外，lncRNA CDKN2B-AS1 在 AS 斑块组织和 THP-1 巨噬细胞衍生泡沫

细胞中高表达，通过在 CDKN2B 启动子中形成 RNA-DNA 三倍体，抑制 CDKN2B

的转录、促进 THP-1 巨噬细胞源性泡沫细胞的脂质摄取和积累，抑制巨噬细胞的

RCT，参与 AS斑块的形成[24]。

3 巨噬细胞参与 AS的慢性炎症反应

巨噬细胞是参与和调节各种炎症反应的关键细胞之一，包括 AS病变中的慢性炎

症反应。内皮细胞、巨噬细胞和平滑肌细胞间协调的复杂免疫炎症过程是 AS的重要

病理生理基础。Ox-LDL是 AS斑块中的重要的炎症触发因子，其可激活血管内皮细

胞，使其增加趋化因子、黏附分子的表达。随后受招募的单核细胞在激活的内皮细

胞间隙下转化为促炎型巨噬细胞，其可分泌白介素等促炎细胞因子，引起局部的慢

性炎症反应。同时，促炎细胞因子又可继续刺激内皮细胞活化，以此形成炎症的闭
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环形式。

免疫细胞的模式识别受体（Pattern recognition receptors，PRRs）作为感知细胞微

环境中细胞因子、趋化因子等刺激的第一哨所，在炎症的发生和消退过程起着关键

作用。清道夫受体（SRs）和 Toll样受体（TLR）作为巨噬细胞主要的 PRRs，参与

先天性免疫和适应性免疫。一方面，巨噬细胞通过 SRs（主要是 CD36）摄取 ox-LDL

后，在溶酶体中水解后形成胆固醇结晶，胆固醇结晶可以破坏溶酶体稳定性，导致

溶酶体释放内容物，最终激活 NLRP3 炎症小体；另一方面，TLR4-TLR6 异二聚体

与配体结合后，在 CD36的协同作用下激活 NF-κB，并上调 NLRP3表达水平同时刺

激 IL-1β前体合成，NLRP3炎症小体形成后还可以激活 caspase-1，并促使 IL-1β前体

的成熟和分泌，然后参与炎症反应[25, 26]。除了 PRRs参与的炎症反应，巨噬细胞移动

抑制因子（migration inhibitory factor，MIF）作为 NLRP3 与中间丝蛋白波形蛋白相

互作用的必需分子，可在巨噬细胞中激活 NLRP3炎症小体，诱导 TNF、IL-6和 IL-1

家族细胞因子的释放以及促进炎症[27]。以上途径构成了巨噬细胞参与 AS炎症的主要

机制，但并不限于此。

引起炎症发生的因素会促进 AS病变的进展，相反，抑制炎症过程也可有效的预

防或逆转 AS斑块。转录因子 NF-κB在 AS和炎症之间承担桥梁作用，是控制 AS炎

症反应的重要靶点[28]。因此，如能在 AS病变中有效的参与调控 NF-κB，就能对 AS

炎症起到很好控制作用。主要穹窿蛋白（major vault protein，MVP）属于核糖体蛋白，

在先天免疫方面有着重要的作用。最新研究发现，沉默巨噬细胞中MVP后强烈触发

IKK 和 p65 的磷酸化以及 IκBα的降解，导致 NF-κB 复合物进入细胞核启动转录；

MVP还可通过阻止 TRAF6泛素化，从而抑制 NF-κB途径相关的代谢[29]。此外，参

与胆固醇代谢的 LXRs被证明也有控制 AS炎症的作用。LXRα可通过提高 ABCA1、

ABCG1的表达和抑制 NF-κB的磷酸化，诱导促炎的M1巨噬细胞极化为抗炎的M2

巨噬细胞，增强脂质代谢的同时减轻 AS斑块的炎症反应[30]。

在AS相关的巨噬细胞中也发现了广泛的其他细胞因子，特别是趋化因子 CCL2、

CCL5，以及 IL-1α、IL-6、IL-18和 TNFα，即使是天然 LDL也会从巨噬细胞中诱导

IL-6和 TNFα[31]。AS病变中的炎症反应是细胞间以及促炎因子间的交错纵横的作用，

很难将其独立考虑。目前研究中多选择这些通路中关键交点作为调节靶点，以达到

对其下游炎症反应的总体控制。

4 巨噬细胞凋亡对斑块进展的影响

在 AS晚期斑块，巨噬细胞的凋亡是引起稳定斑块向易损斑块转变、斑块破裂的

主要原因，这包括内质网应激和激活其他促凋亡通路的共同作用。易损斑块破裂是

冠状动脉血栓形成的主要原因，常包含大的富含脂质的坏死核心，其表面覆盖的纤



新疆医科大学博士学位论文

108

维帽变薄，这些斑块微结构特征是导致急性冠脉综合征的易损病变的重要标志。巨

噬细胞凋亡发生在 AS的全程，但在早期阶段，凋亡的细胞可以在有效的清除作用下，

致使斑块病变的进展，而不是坏死核心的增加[4]；在晚期斑块中，坏死核心源于巨噬

细胞的凋亡以及凋亡细胞的吞噬清除功能不全的共同存在作用。通过对巨噬细胞凋

亡的调控可作为一种治疗策略，旨在防止斑块向易损斑块进展，而不是预防 AS本身。

巨噬细胞凋亡的的关键程序是内质网激活（主要是未折叠蛋白反应，UPR），

UPR在正常生理学中起到纠正 ER功能不平衡的作用，但当 ER 应激长期存在时，

UPR的效应器 CHOP（C/EBP同源蛋白）表达上调，其下游的钙/钙调素依赖性蛋白

激酶 II（CaMKII）作为触发细胞凋亡的关键分子，可激活 Fas、线粒体凋亡、STAT1

来实现细胞凋亡[32, 33]。虽然在体外研究的细胞模型中，内质网应激会导致细胞凋亡

的发生，但在体内复杂环境中，单独的内质网应激不能引发细胞凋亡，但明显的增

加了巨噬细胞对其他凋亡刺激的易感性。以 SRs和 TLRs为主的 PRR途径，可抑制

由长期内质网应激诱导的代偿性细胞生存途径和增加氧化应激，触发巨噬细胞凋亡，

即内质网应激途径和 PRR途径形成的“两次打击”模式，在体内环境中导致巨噬细胞

凋亡，例如，缺乏 SR-A 和 CD36，或 TLR4 和 TLR2 的 AS 小鼠模型能够部分防止

晚期损伤性巨噬细胞死亡和斑块坏死[4, 34]。在外周血中的脂蛋白 a作为氧化磷脂的载

体，作用于 CD36/TLR2途径，是内质网应激下巨噬细胞凋亡的有力触发因素[34]。

除了巨噬细胞的凋亡，其凋亡后清除吞噬功能在斑块坏死核心的形成中也是至

关重要的。对于 AS晚期斑块巨噬细胞对胞外脂质及蛋白的清除能力减弱，有研究认

为，自噬-溶酶体系统功能的紊乱是导致这一现象的主要原因。该研究发现 AS晚期

斑块中自噬功能发生障碍，通过增强巨噬细胞自噬-溶酶体生物发生的主要转录调节

因子（TFEB），可以逆转斑块的自噬功能障碍，增强 p62（自噬伴侣蛋白）富集蛋

白聚集体的聚集吞噬作用，减缓巨噬细胞凋亡和促炎性 IL-1β的产生，最终导致斑块

巨噬细胞凋亡和坏死核心减少[35]。因此，巨噬细胞自噬-溶酶体生物发生的诱导剂，

能够重现以上 AS保护特性，可以作为 AS相关血管疾病的治疗方法。

5 小结与展望

AS严重影响着全球的疾病负担，巨噬细胞作为 AS病变过程中胆固醇代谢和炎

症反应的共同参与者，在 AS的预防和治疗研究中发挥不可替代的作用。巨噬细胞存

在的多种不同作用的功能表型是目前研究的热点，可通过调节巨噬细胞向抗 AS表型

的转化，预防或抑制 AS斑块的发生和进展。但巨噬细胞对复杂微环境的敏感性是体

内研究的难点，靶向性治疗的有效性需要在体内实验中得到验证。本文系统的阐述

巨噬细胞在 AS斑块形成中的作用机制以及最新研究进展，以期为后期的研究提供理

论依据及研究方向。
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