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动脉粥样硬化细胞模型建立及细胞内
铁代谢紊乱初步研究
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【摘要】 目的 建立动脉粥样硬化（

AS

）细胞模型，研究铁代谢与
AS

关系及
AS

斑块中巨噬细胞铁

代谢紊乱的分子机制，为临床干预铁代谢及防治
AS

提供理论依据。 方法 采用
RAW264.7

细胞，以氧化

型低密度脂蛋白（

ox蛳LDL

）诱导制备泡沫细胞，油红
O

染色并通过酶联免疫法检测胞内脂质（总胆固醇、

游离胆固醇）验证
AS

泡沫细胞模型建立。 免疫印迹法检测铁代谢相关铁蛋白（

FT

）、膜铁转运蛋白（

FPN

）

1

，

免疫组化、免疫荧光法检测和定位巨噬细胞中
FPN1

表达。 结果
ox蛳LDL

诱导制备的细胞质内有大量红

色脂质颗粒，较多脂质融合成大油滴状，符合泡沫细胞形态特征；泡沫细胞内有大量脂质堆积，胆固醇酯

（

CE

）占比明显高于正常细胞（

P＜0.05

）；与正常对照组相比，泡沫细胞内
FT

含量明显高于正常细胞，

FPN1

含量增加且主要存在于细胞质内。 结论 泡沫细胞中铁代谢紊乱，细胞内大量聚集。

FPN1

非细胞膜定位

阻止铁从巨噬细胞中有效排出并加重泡沫细胞中铁累积，可能加剧
AS

斑块形成和发展。

【关键词】 动脉粥样硬化； 泡沫细胞； 膜铁转运蛋白； 铁蛋白
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【

Abstract

】

Objective To establish the atherosclerosis

（

AS

）

cell model

，

to study the relationship

between the iron metabolism and AS

，

and to explore the molecular mechanisms of iron metabolism disorders

within the macrophages in AS plaques so as to provide theoretical basis for clinical intervention of iron

metabolism and for the prevention and treatment of AS. Methods RAW264.3 cells were used to prepare

foam cells through oxidized low density lipoprotein

（

ox蛳 LDL

）

induced oxidation. In order to verify the foam

cells

，

oil red staining and enzyme 蛳 linked immunosorbent were employed to assay the total lipids and free

lipids

（

including total cholesterol and free cholesterol

）

in the foam cells. Western blotting was adopted to test

the levels of iron metabolism蛳 associated ferritin

（

FT

）

and ferroportin1

（

FPN1

）；

immunohistochemistry and

immunofluorescence methods were used to determine and locate the expressions of FPN1 in foam cells.

Results Large amounts of red lipid granules could be seen within the cytoplasm of ox蛳 LDL蛳 induced foam

cells

，

and a great quantity of lipid fused into the form of large oil droplets

，

which was consistent with the

morphological characteristics of foam cells. Massive lipid was accumulated in the foam cells

，

and the

proportion of cholesterol ester

（

CE

）

in the foam cells was significantly higher than that in the normal cells

（

P<

0.05

）

. Compared with the normal control group

，

FT content in the foam cells was obviously higher than that

in the normal cells

；

the content of FPN1 was increased

，

and the increased content of FPN1 mainly existed in

cytoplasm. Conclusion In the foam cells the iron metabolism is disordered and a great quantity of FPN1

is accumulated in cytoplasm. The non蛳 cell蛳membrane localization of FPN1 can prevent iron from being
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动脉粥样硬化（

AS

）是临床常见疾病，其与铁代

谢的关系近年已引起研究关注［

1

］

。 动物实验表明铁

螯合剂应用或通过调节血红蛋白水平，可降低血浆

中胆固醇含量，有效减缓
AS

进程［

2蛳3

］

。铁在粥样斑块

处累积与
AS

发展有一定关联， 但具体机制仍需充

分的实验证据支持。 本研究从泡沫细胞模型入手，

通过铁代谢与
AS

关系探究粥样斑块中巨噬细胞铁

代谢紊乱的分子机制。

1

材料与方法

1.1

实验器材

本实验器材包括
RAW264.7

细胞株（南京大学

医学院铁代谢与线粒体疾病实验室）， 兔抗鼠膜铁

转运蛋白（

FPN

）

1

、铁蛋白（

FT

）抗体（美国
Sigma

公

司），羊抗兔二抗、牛血清白蛋白（

BSA

，中国
Biosharp

公司），免疫组化试剂盒（武汉博士德公司），胆固醇

测定试剂盒（北京普利莱基因技术公司），

RPMI1640

细胞培养液，胰酶消化液，枸橼酸铁铵（

FAC

），去铁

胺（

DFO

），低密度脂蛋白（

LDL

），以及酶标仪、生物

培养箱、搅拌器、生物安全柜、显微镜等。

1.2 LDL

氧化制备

LDL

定量后用
0.01 mol/L

磷酸缓冲液（

PBS

）稀

释至
50 mg/L

，加入
1 mol/L

硫酸铜（

CuSO

4

），使之终

浓度为
5 mmol/L

，

37℃

水浴
24 h

；取少量样品，根据

硫代巴比妥酸反应物含量鉴定氧化程度；以四乙氧

基丙烷为标准品，按照丙二醛测定试剂盒说明书检

测
LDL

氧化程度；其余氧化型
LDL

（

ox蛳LDL

）转入透

析袋中， 在含
0.1%

乙二胺四乙酸二钠的
PBS

中室

温透析
24 h

（

2 h

换液
1

次），

4

次透析后过夜，用

0.22 μm

微孔滤膜过滤除菌；在光密度（

OD

）

570

处

测得
ox蛳LDL

浓度为
50 mg/L

，

4℃

保存。

1.3

泡沫细胞模型建立与鉴定

将细胞以
5×10

7

/L

密度接种于
6

孔板中，每孔

4 ml

，培养
24 h

后弃原液，将细胞培养液配置的

25 mg/L ox蛳LDL

与细胞共同孵育
24 h

，正常对照组

不加
ox蛳 LDL

； 将泡沫细胞分别离心转移至
1 ml

Eppendorf

管（

EP

）中，用无水乙醇超声破碎萃取细

胞内胆固醇，根据胆固醇试剂盒操作说明书检测细

胞内总胆固醇（

TC

）、游离胆固醇（

FC

）含量，计算出

胆固醇酯（

CE

）比重；弃细胞培养液，

0.01 mol/L PBS

清洗细胞
3

遍，多聚甲醛固定
10 min

，油红
O

染色

15 min

；

60%

油红
O

异丙醇清洗，即刻
PBS

清洗
3

遍，

显微镜下观察细胞形态。

1.4

泡沫细胞中铁代谢干预

泡沫细胞培养液中分别加入
FAC

及铁螯合剂

DFO

，正常培养
24 h

后观察细胞形态，镜下照相后

弃培养液，

0.01 mol/L PBS

清洗
3

遍，多聚甲醛固定

10 min

； 加入
0.2%Triton X蛳 100

溶液静置
10 min

，

加入
4'

，

6蛳

二脒基
蛳 2蛳

苯基吲哚（

DAPI

）（

0.1 μg/ml

）

染色
5 min

， 弃上清液，

PBS

清洗
3

遍；

5% BSA

封

闭
1 h

，弃上清液，加入兔抗人
FPN1

、

FT

抗体，室温

下静置
2 h

；

PBS

清洗
15 min

（×2

），

5%BSA

封闭液

孵育
15 min

（×2

）；加入荧光标记的羊抗兔抗体，室

温下静置
1 h

，

PBS

清洗
15 min

（×3

）；水溶性封片

剂封片，免疫荧光共聚焦显微镜观察。

1.5

统计学方法

实验所得数据以均数
±

标准差（

ｘ±ｓ

）表示，组间

比较用方差分析及
t

检验。

2

结果

2.1

泡沫细胞形态特征鉴定

25 mg/L ox蛳 LDL

诱导培养
24 h

后观察显示，

RAW264.7

细胞呈梭形贴壁生长，多伸出伪足，表明

已分化为巨噬细胞（图
1①～③

）；油红
O

染色显示，

细胞质内有大量红色脂质颗粒，较多脂质融合成大

油滴状，符合泡沫细胞形态特点（图
1④

）。

2.2

细胞内脂质含量测定

酶联免疫法定量检测
TC

、

FC

，

CE

（视为细胞内

酯化脂质， 可反映细胞中堆积的脂质）＝TC蛳FC

；结

果显示实验组与正常对照组相比，细胞
TC

含量、

CE

占比均明显升高（

P＜0.05

）（表
1

），表明实验组细胞

内有大量脂质堆积，符合泡沫细胞特征。

2.3

铁代谢相关蛋白表达与定位

免疫印迹法检测显示，经
FAC

处理的泡沫细胞

内
FT

含量较正常细胞明显上升（

P＜0.01

），表明泡

沫细胞中有铁累积，

FPN1

表达高于正常巨噬细胞

（

P＜0.01

）（图
2

、

3

）；免疫组化检测显示，

FT

表达增

加且大多聚集在细胞内， 核内未发现明显聚集，表

明铁在泡沫细胞胞质内聚集； 免疫荧光检测显示，

FPN1

在胞质内染色明显，胞膜上无特异性聚集。

effectively discharged from macrophages and can increase the accumulation of iron in foam cells

，

which may

aggravate the formation and development of AS plaques.

（

Ｊ Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔ Ｒａｄｉｏｌ

，

２０１7

，

２6

：

1110鄄1113

）

【
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注：

** 与正常对照组相比，

P＜0.01

图
3

加入
FAC

后泡沫细胞内
FT

含量及
FPN1

表达明显升高

①

圆润透明状形态的未分化
RAW264.7

细胞；

②

细胞逐渐增多的突触（细胞形态逐渐变化，突触增多，细胞黏附性增强）；

③

被吞噬后可见的脂

质空泡（加入
ox蛳LDL

处理后，细胞吞噬大量脂质，胞内可见明显脂质泡）；

④

油红
O

染色的脂质（呈大小不一的透明红色，核内及培养基中无

阳性结果）

图
1

未处理
RAW264.7

细胞逐渐分化为巨噬细胞并吞噬脂质形成泡沫细胞

①②

正常对照组
FT

免疫组化（荧光）染色；

③④

泡沫细胞
FT

免疫组化（荧光）染色示
FAC

处理后胞质内
FT

含量较正常细胞明显上升

图
2

泡沫细胞
FAC

处理的免疫组化

3

讨论

巨噬细胞泡沫化是
AS

早期病变的标志之一，

RAW264.7

细胞株最常用于构建巨噬泡沫细胞模

型［

4

］

。本研究通过
ox蛳LDL

诱导
RAW264.7

细胞分化

组别
TC/

（

mmol/L

）

CE

占比
/%

正常对照组
0.13±0.02 0.19±0.07

实验组
0.26±0.04 0.63±0.06

P

值
0.029 0.021

表
1

细胞内脂质含量测定

成泡沫细胞，油红
O

染色显示构建的泡沫细胞模型

内有大量脂质沉积并汇聚成滴，脂质含量测定显示

模型内酯化脂质含量高于
60%

， 表明
ox蛳LDL

诱导

RAW264.7

形成泡沫细胞可行。

ox蛳LDL

除了使脂质

酯化、诱导破坏细胞结构外，还能选择性作用于细

胞循环周期
S

期， 对增殖活跃的细胞毒性更强，从

而引起泡沫细胞坏死，形成
AS

核心，加速斑块不稳

定［

5蛳6

］

。

本研究采用
FAC

处理泡沫细胞，探究泡沫细胞

中铁代谢相关蛋白表达与定位，结果显示泡沫细胞

摄取足够量的铁并积累在胞质中， 细胞内
FT

含量

上升，

FPN1

含量也上升。生理条件下
FPN1

上升，胞

质内铁排出增加，

FT

含量会相应降低。

FPN1

是现阶

段已知的唯一巨噬细胞表面排铁蛋白 ［

7

］

，定位于细

胞膜上发挥功能 ［

8

］

。 本研究发现泡沫细胞中
FPN1

弥散分布于胞质内，细胞膜上未见明显增加，提示

总
FPN

虽有增多， 但发挥功能的
FPN1

未增多，泡

沫细胞排铁存在障碍，致使铁大量积累，同时补充

过多铁后巨噬细胞转化成泡沫细胞数量明显增多，

形态更不规则。 以上结果表明，细胞内铁增加也能

促进巨噬细胞向泡沫细胞转化。

Sullivan

等 ［

9

］于
20

世纪
80

年代初提出铁代谢

与
AS

密切相关。 多项临床研究发现，粥样斑块中铁

含量升高与
AS

密切相关 ［

10蛳 11

］

。 本研究结果表明，

RAW264.7

细胞经
ox蛳LDL

诱导并用高浓度铁处理

后，能加快泡沫细胞形成，促进
AS

发展。
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2017年度“林贵-刘子江优秀介入论文奖”评选通知

《介入放射学杂志》编辑部为了鼓励大家积极投稿，表彰优秀介入论文 ，促进我国介入放射学的发展 ，每年举行一次

“林贵
-

刘子江优秀介入论文奖”评选，希望广大作者积极参与此项活动。

2017

年度“林贵
-

刘子江优秀介入论文奖”评奖活动由南京正大天晴制药有限公司赞助，现在开始申报，要求如下：

一、原则上凡是
2017

年在《介入放射学杂志》上发表的论文均可申报。

二、申报材料：作者、单位、题目、

2017

年期、页；申报理由：科学性，论点、论据、数据等；先进性，有何创新；实用性，有何推

广价值。

三、申报方法：将申报材料与申报论文复印件各一式
10

份快递寄送至《介入放射学杂志》编辑部，以便函审。

四、寄送地址：上海市华山路
1328

号，邮政编码：

200052

；联系人：葛雄，手机号：

13795454916

，单位电话：

021-62409496

，

021-81818191

。

五、申报时间：

2017

年
12

月
25

日起，

2018

年
2

月
16

日（春节）截止。
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