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[摘　 要] 　 目的　 观察氧化型低密度脂蛋白(ox-LDL)对人主动脉血管平滑肌细胞透明质酸(HA)合成的影响,并
初步探究其分子机制。 方法　 体外培养人主动脉血管平滑肌细胞 T / G HAVSMC,使用不同浓度(10、25、50、75、100
mg / L)ox-LDL 对 T / G HAVSMC 细胞进行干预,使用 CCK-8 法检测细胞存活率,并进行分组分析。 采用浓度为 25
和 50 mg / L 的 ox-LDL 干预 T / G HAVSMC 细胞 48 h,并设置天然 LDL(native-LDL,N-LDL)组(50 mg / L 的 N-LDL)和

对照组,使用 HPLC 法测定 HA 含量,使用实时定量 PCR 检测透明质酸合成酶 2(HAS2)和透明质酸合成酶 3
(HAS3)的 mRNA 表达,使用 Western blot 法检测凝集素样氧化型低密度脂蛋白受体 1(LOX-1)、低密度脂蛋白受体

相关蛋白 1(LRP-1)、氧化脂蛋白的清道夫受体(SR-PSOX)以及脂肪酸转位酶(CD36)的表达。 结果 　 低于 100
mg / L 的 ox-LDL 对 T / G HAVSMC 细胞无明显细胞毒性。 25 mg / L 和 50 mg / L ox-LDL 组 HA 含量、HAS2 和 HAS3 的

mRNA 表达量明显高于 N-LDL 组和对照组(P<0. 05),N-LDL 组与对照组组间差异无显著性(P>0. 05)。 25 mg / L
和 50 mg / L ox-LDL 组 LOX-1 表达明显高于 N-LDL 组和对照组(P<0. 05),而 LRP-1、SR-PSOX 和 CD36 表达无明显

变化(P>0. 05)。 结论　 ox-LDL 能够诱导人主动脉平滑肌细胞中 HA 的合成,其机制可能与结合 LOX-1 有关。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the effect of oxidized low-density lipoprotein (ox-LDL) on the synthesis of hyal-
uronic acid (HA) in human aortic vascular smooth muscle cells (HAVSMC), and explore its molecular mechanism. 　 　
Methods　 The T / G HAVSMC were cultured in vitro with different concentration of ox-LDL(10, 25, 50, 75, 100 mg / L),
the CCK-8 method was used to measure the cell proliferation and grouping analysis was carried out. 　 T / G HAVSMC were
treated with ox-LDL at concentrations of 25 and 50 mg / L for 48 hours. 　 Natural LDL (N-LDL) group (50 mg / L N-LDL)
and control group were set up. 　 HPLC was used to determine the HA content, real-time quantitative PCR was used to de-
tect the mRNA level of hyaluronic acid synthetase 2 (HAS2) and hyaluronic acid synthase 3 (HAS3), Western blot was
used to detect the protein level of lectin-like oxidized low density lipoprotein recepter-1 (LOX-1), low-density lipoprotein
receptor-related protein-1 ( LRP), scavenger receptor for phosphatidylserine and oxidized lipoprotein ( SR-PSOX) and
cluster of differentiation 36 (CD36). 　 　 Results　 After 48 h intervention, ox-LDL had no significant cytotoxicity on T / G
HAVSMC cells. 　 After 25 and 50 mg / L ox-LDL intervention for 48 h, the content of HA were significantly higher than
those in the N-LDL group and the control group(P<0. 05), the mRNA expression levels of HAS2 and HAS3 were signifi-
cantly higher than those in the N-LDL group and the control group(P<0. 05), and there was no significant difference be-
tween the N-LDL group and the control group(P>0. 05). 　 The expression of LOX-1 in 25 mg / L ox-LDL group and 50 mg /
L ox-LDL group was significantly higher than that in the N-LDL group and the control group(P<0. 05), while the expres-
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sion of LRP-1, SR-PSOX and CD36 showed no significant change(P>0. 05). 　 　 Conclusion　 ox-LDL could induce the
synthesis of HA in human aortic smooth muscle cells, and its mechanism may be related to the combination of LOX-1.

　 　 动脉粥样硬化是心血管疾病最常见的病理基

础,以血管壁内脂质、炎症因子聚集为主要特征[1]。
局部炎症导致动脉壁增厚,其机制在于细胞外基质

(extracellular matrix,ECM) 沉积的增加,新形成的

ECM 在血管壁内捕获脂蛋白和炎症因子,促进粥样

硬化斑块产生[2]。 透明质酸(hyaluronan,HA)是一

种非硫酸盐的糖胺聚糖,在人体内 HA 相对分子质

量在 5 kDa 到 20 000 kDa 之间,是 ECM 的主要成分

之一[3]。 在包括人血管平滑肌细胞等多种细胞中,
正常生理或病理条件下 HA 均分泌于胞外并参与

ECM 组成[4]。 研究表明在动脉粥样硬化斑块形成

的过程中,HA 过表达并在血管壁大量堆积,参与细

胞迁移、增殖和白细胞黏附,是血管壁增厚的重要

促进因素[5]。 氧化型低密度脂蛋白 ( oxidized low
density lipoprotein,ox-LDL)是动脉粥样硬化形成和

发展过程中的重要危险因素,其与 HA 分泌的相关

性尚未得到清晰阐述[6]。 本研究拟探究 ox-LDL 与

人主动脉血管平滑肌细胞 ( human aortic vascular
smooth muscle cells, HAVSMC)HA 分泌的相关性,
并初步探讨其分子机制。

1　 材料和方法

1. 1　 主要材料

人 T / G HAVSMC 购自中国典型培养物保藏中

心。 SmGM-2 培养基(Gibco,美国);胎牛血清(杭州

四季青);CCK-8(南京建成生物科技公司);天然

LDL(native-LDL,N-LDL,北京协生生物有限公司);
RNA 提取试剂及实时定量 PCR 试剂盒(宝生物工

程有限公司);蛋白裂解液及硝酸纤维素膜(Sigma,
美国);凝集素样氧化型低密度脂蛋白受体 1( lectin-
like oxidized low density lipoprotein recepter-1,LOX-
1)一抗及低密度脂蛋白受体相关蛋白 1( low-density
lipoprotein receptor-related protein-1, LRP-1 ) 一 抗

( Santa, 美 国 ); 脂 肪 酸 转 位 酶 ( cluster of
differentiation 36,CD36)一抗、氧化脂蛋白的清道夫

受体 ( scavenger receptor for phosphatidylserine and
oxidized lipoprotein,SR-PSOX)一抗、β-actin 一抗及

羊抗兔二抗(Thermo,美国)。 细胞培养箱(HEPA
CLASS 100,美国 Thermo Scientific 公司); 酶标仪

(MODEL 680, 美 国 Bio-Rad 公 司 ); 电 子 天 平

(FA2004A,上海精天电子仪器);高速冷冻离心机

(SK-30,美国 SIGMA 公司);倒置相差显微镜(DFC-
259,德国 Leica 公司);全自动凝胶成像分析系统

(GelDoc EZ,美国 Bio-Rad 公司);实时荧光定量

PCR 仪(LightCycler 480 Ⅱ,德国 Roche 公司)。
1. 2　 ox-LDL 的制备及鉴定

将 N-LDL 置于磷酸盐缓冲液中透析 24 h,除去

乙二胺四乙酸,随后置于含 10 mmol / L 硫酸铜的

PBS 缓冲液中,37 ℃氧化修饰 24 h。 氧化修饰后的

LDL 置于含 100 μmol / L 乙二胺四乙酸的 PBS 缓冲

液中终止氧化。 超滤除菌后使用考马斯亮蓝法测

定蛋白浓度,调整蛋白浓度用于后续实验。 通过

SDS-PAGE 纯化蛋白,使用硫代巴比妥酸法测定丙

二醛含量,当丙二醛浓度在 9. 6 ~ 16. 2 μmol / L 范围

内时,证明氧化成功。
1. 3　 细胞培养

人 T / G HAVSMC 培养于 37 ℃、5%CO2 和 100%
饱和湿度的 CO2 培养箱中,使用添加 10% 胎牛血清

的 SmGM-2 培养基。 每隔 2 ~ 3 天换液一次,当细胞

融合度超过 90%时,传代培养。
1. 4　 CCK-8 法检测人 T / G HAVSMC 体外增殖

收集对数生长期细胞,调整细胞悬液浓度,以
每孔 5 000 个细胞的密度将 T / G HAVSMC 加入到

96 孔板中。 分别给予含不同质量浓度(10、25、50、
75、100 mg / L)的 N-LDL 或 ox-LDL 的培养基,并设

置不添加 N-LDL 或 ox-LDL 的对照组,以空白孔调

零,每组设 3 个复孔,培养 48 h。 培养结束后,加入

CCK-8 试剂并避光培养 4 h。 使用酶标仪测定各孔

OD450 nm 值,细胞存活率= (OD 值给药组-OD 值空白孔) /
(OD 值对照组-OD 值空白孔)。
1. 5　 HA 含量测定

收集对数生长期细胞,以每孔 5. 0×105 个细胞

接种于 6 孔板中,分别设立对照组、N-LDL 组和 ox-
LDL 组。 对照组给予培养基,N-LDL 组给予含 50
mg / L N-LDL 的培养基,ox-LDL 组给予 25、50 mg / L
ox-LDL 的培养基,设 3 个复孔,培养 48 h。 培养结

束后取培养基,使用 HPLC 法[7] 测定分泌的 HA
含量。
1. 6　 荧光定量 PCR 测定 mRNA 水平

细胞分组及处理同 HA 含量测定。 抽提细胞中

总 RNA,从中取 5 μg RNA 使用 Promega MMLV 反

转录酶及相关试剂进行反转录反应,反应体系为 20
μL,取 0. 5 μL RT 产物进行实时定量 PCR 反应。
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透明 质 酸 合 成 酶 2 ( hyaluronic acid synthetase2,
HAS2) 引物序列为上游 5′-ACAGACAGGCTGAG-
GACGAC -3′,下游 5′-CTGTGATTCCAAGGAGGAG-
3′;HAS3 引物序列为上游 5′-GTCATGTACACGGC-
CTTCAA-3′,下游 5′-CCTACTTGGGGATCCCTCCTC-
3′。 LOX-1 引物序列为上游 5′- GCCATTCCGAAAT-
CAAGAAA-3′, 下 游 5′-AGGAGTCATCAGGAGGA
GCA-3′; LRP-1 引 物 序 列 为 上 游 5′-GTCATGTA-
CACGGCCTTCAA-3′, 下 游 5′-CCTACTTGGGGATC-
CCTCCTC-3′;CD36 引物序列为上游 5′- GGCTGAG-
CAAGGTTGACTTC-3′,下 游 5′-CCTCCTTATCCTTT-
GAGCCC-3′;SR-PSOX 引物序列为上游 5′- ACCAC-
CAGCTACCTCATTGG-3′, 下 游 5′-TTGTTCTCGCA
CTTGAATCG-3′;阴性对照 β-actin 引物序列为上游

5′-CTCTTCCAGCCTTCCTTCCT-3′, 下 游 5′-ATGC-
TATCACCTCCCCTGTG-3′。 反 应 条 件 为 10 μL
SYBR Green Mix (2×)、0. 4 μL ROX Reference Dye
Ⅱ、1 μL Primer1 ( 5 μmol / L)、 1 μL Primer2 ( 5
μmol / L)、0. 5 μL 模板 cDNA、7. 1 μL DEPC 水。 实

时定量 PCR 扩增条件为:(94 ℃ 4 min→94 ℃ 30 s
→50 ℃ 30 s→72 ℃ 40 s)×40。 给药组相对 mRNA
表达水平 = (给药组 mRNA 水平 / 对照组 mRNA 水

平)×100% ,以对照组 mRNA 水平为 100% 。
1. 7　 Western blot 测定相关蛋白表达

细胞分组及处理同 HA 含量测定。 培养结束

后,蛋白裂解液裂解细胞,收集上清液,使用 10%
SDS-PAGE 电泳分离蛋白条带,分离后转移至硝酸

纤维素膜上,室温条件下的封闭缓冲液溶液孵育 30
min,之后与适当稀释的一抗溶液 4 ℃过夜,最后与

适当稀释的耦联辣根过氧化物酶的抗兔抗体室温

孵育 60 min。 凝胶成像系统分析实验结果,β-actin
为内参对照,以对照组蛋白表达水平为 100% ,给药

组相对蛋白表达水平=(给药组蛋白表达水平 / 对照

组蛋白表达水平)×100% 。
1. 8　 统计学处理

使用 SPSS 16. 0 软件完成数据分析,采用 Origin
8. 0 软件绘图,计量资料结果以 x±s 表示,两两比较

采用 t 检验,P<0. 05 表示差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 ox-LDL 的鉴定

　 　 使用硫代巴比妥酸法测定丙二醛含量,对 ox-
LDL 的氧化程度进行测定。 N-LDL 的丙二醛浓度

为(2. 1±0. 5) μmol / L,经 10 mmol / L 的硫酸铜氧化

修饰后,ox-LDL 丙二醛浓度高达(15. 8±1. 6) μmol /
L(图 1),其颜色由淡黄变为乳白,证实 ox-LDL 氧化

修饰成功。

图 1. ox-LDL 的鉴定

Figure 1. Identification of ox-LDL

2. 2　 不同浓度 ox-LDL 对人 T / G HAVSMC 增殖的

影响

不同浓度 N-LDL 和 ox-LDL(10、25、50、75、100
mg / L)处理人 T / G HAVSMC 48 h 时,T / G HAVSMC
存活率随 ox-LDL 浓度先升高后降低,相对于对照组

差异均无统计学意义(P>0. 05,图 2),表明 N-LDL
和 ox-LDL 对 T / G HAVSMC 增殖没有明显影响。 为

此,并选择 25 和 50 mg / L 的 ox-LDL 作用浓度用于

后续实验。

图 2. N-LDL 以及 ox-LDL 对人 T / G HAVSMC 体外增殖

的影响(n=3)
Figure 2. Cell survival of T / G HAVSMC in vitro treated
with N-LDL and ox-LDL(n=3)

2. 3　 ox-LDL 对人 T / G HAVSMC 分泌 HA 的影响

N-LDL 和 ox-LDL 处理人 T / G HAVSMC 48 h
时,N-LDL 组 HA 分泌相对于对照组差异无显著性

(P>0. 05),25 和 50 mg / L ox-LDL 组 HA 分泌则明

显高于对照组和 N-LDL 组(P<0. 01,图 3)。
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图 3. ox-LDL 对人 T / G HAVSMC 分泌 HA 的影响(n=3)
a 为 P<0. 01,与对照组比较;b 为 P<0. 01,与 N-LDL 组比较。

Figure 3. Effect of ox-LDL on hyaluronic acid secretion of
human T / G HAVSMC(n=3)

2. 4　 ox-LDL 对人 T / G HAVSMCHA 透明质酸合成

酶表达的影响

N-LDL 和 ox-LDL 处理人 T / G HAVSMC 48 h
时,N-LDL 组 HAS2 和 HAS3 的 mRNA 表达水平相

对于对照组差异无统计学意义(P>0. 05),25 和 50
mg / L ox-LDL 组 HAS2 和 HAS3 的 mRNA 表达水平

则明显高于对照组和 N-LDL 组(P<0. 01,图 4)。

图 4. ox-LDL 对人 T / G HAVSMC 透明质酸合成酶表达的

影响(n=3)　 　 a 为 P<0. 01,与对照组比较;b 为 P<0. 01,与 N-
LDL 组比较。

Figure 4. Effect of ox-LDL on the expression of hyaluronic
acid synthases of human T / G HAVSMC(n=3)

2. 5　 ox-LDL 上调人 T / G HAVSMC 中 LOX-1的表达

N-LDL 和 ox-LDL 处理人 T / G HAVSMC 48 h
时,N-LDL 组 LOX-1 的 mRNA 和蛋白表达水平相对

于对照组没有明显改变(P>0. 05),25 和 50 mg / L
ox-LDL 组 LOX-1 的 mRNA 和蛋白表达水平则明显

高于对照组和 N-LDL 组(P<0. 01);四组间 LRP-1、
CD36 和 SR-PSOX 的 mRNA 和蛋白表达差异均无显

著性 (P>0. 05;图 5 和图 6)。

图 5. ox-LDL 对人 T / G HAVSMC 中 LOX-1、LRP-1、CD36
和 SR-PSOX mRNA 表达的影响(n = 3) 　 　 a 为 P<0. 01,与
对照组比较;b 为 P<0. 01,与 N-LDL 组比较。

Figure 5. Effect of ox-LDL on the mRNA expression of LOX-
1, LRP-1, CD36 and SR-PSOX in human T/ G HAVSMC(n=
3)

图 6. ox-LDL 对人 T / G HAVSMC 中 LOX-1、LRP-1、CD36
和 SR-PSOX 蛋白表达的影响(n=3)　 　 a 为 P<0. 01,与对照

组比较;b 为 P<0. 01,与 N-LDL 组比较。

Figure 6. Effect of ox-LDL on the protein expression of LOX-
1, LRP-1, CD36 and SR-PSOX in human T/ G HAVSMC(n=
3)
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3　 讨　 论

动脉粥样硬化是以大、中动脉血管壁内脂质、
炎症因子聚集为主要特征的血管病变,平滑肌细

胞、内皮细胞、淋巴细胞和巨噬细胞等多种细胞参

与动脉粥样硬化的发生发展[8]。 在健康的动脉血

管壁中,内皮细胞调节血管紧张度,在血栓产生与

纤维蛋白溶解形成动态平衡,这个稳态的维持有赖

于 ECM 的存在。 虽然正常生理条件下动脉壁 ECM
中广泛存在 HA,但在动脉粥样硬化过程中,平滑肌

细胞过度合成并分泌包括 HA 在内的多种 ECM 分

子,其沉积导致动脉壁增厚[9]。 HA 也能诱导血管

平滑肌细胞活化、迁移、增殖及产生炎性细胞因子,
抑制 HA 合成能够阻断血管平滑肌细胞增殖、迁移,
并诱导其凋亡[10]。 Nakashima 等[11] 研究发现 HA
在人粥样硬化斑块中显著表达。 大量流行病学研

究表明,ox-LDL 是动脉粥样硬化重要的风险因素,
且动脉壁中 ox-LDL 的长期存在是动脉壁持续性损

伤的重要因素之一[12]。 Merrilees 等[13] 研究报道,
ox-LDL 能够促进含 HA 的 ECM 沉积, HA 进一步促

进单核细胞在动脉粥样硬化斑块中的定位。 阐明

ox-LDL 与 HA 表达的相关性及作用机制,能够为动

脉粥样硬化治疗提供理论支持。 为此,本研究以 T /
G HAVSMC 为研究对象,探究 ox-LDL 与 HA 合成的

相关性及其机制。
LDL 含大量不饱和脂肪酸,容易发生氧化修饰

产生 ox-LDL,产生丙二醛、4-羟壬烯醛等众多终端

氧化产物,呈现明显的细胞毒性、化学趋向性和免

疫原性[14]。 本研究中对 N-LDL 进行氧化修饰,制
备得到的 ox-LDL 丙二醛含量达(15. 8±1. 6) μmol /
L,显示 ox-LDL 氧化修饰成功,满足实验要求。 有文

献报道 ox-LDL(50 mg / L)能够诱导血管平滑肌细胞

异常增殖[15],本研究中 ox-LDL(10、25 mg / L)略微

增强 T / G HAVSMC 的增殖活性,但总体对 T / G
HAVSMC 增殖无明显影响,这其中差异可能与细胞

来源有关。 在 HA 合成的研究中,本研究发现 ox-
LDL 提升了 HA 合成酶 HAS2 和 HAS3 的表达水平,
明显增强了 T / G HAVSMC 的 HA 合成。 HA 作为

ECM 的主要成分参与动脉粥样硬化斑块的形成,并
且随着动脉粥样硬化病情的进展,血清 HA 水平与

疾病活动性和损害程度相关联[16]。 本研究证实,
ox-LDL 可能通过促进血管平滑细胞的 HA 合成加

速病变。 HA 的合成依赖于 HAS 的作用,哺乳动物

的三种 HAS 分别为 HAS1、HAS2 和 HAS3[17]。 平滑

肌细胞中 HAS2 和 HAS3 发挥合成作用,本研究中

ox-LDL 诱导了 T / G HAVSMC 的 HAS2 和 HAS3 mR-
NA 表达上调,进一步在转录水平验证了 HA 合成的

增强。
本研究还进一步观察了 ox-LDL 与相关清道夫

受体的关联。 LOX-1 是 ox-LDL 的主要清除性受体,
LRP-1 是介导 LDL 胞吞作用的主要受体蛋白,SR-
PSOX 是能够结合磷脂酰丝氨酸和 ox-LDL 受体的

趋化因子,CD36 是介导 ox-LDL 摄取进而导致泡沫

细胞形成的主要清道夫受体[18-19]。 本研究中平滑

肌细胞 LOX-1、LRP-1、SR-PSOX 和 CD36 均有表达,
但仅有 LOX-1 的表达在 ox-LDL 影响下明显上调,
而 LRP-1、SR-PSOX 和 CD36 的表达无明显变化。
这提示 ox-LDL 在血管平滑肌细胞中的呈递与 LOX-
1 有关,而与其它三种细胞因子无关。 LOX-1 与 ox-
LDL 结合并介导其内吞,两者结合后激活并引发内

皮细胞损伤,诱导细胞凋亡、平滑肌细胞增殖,增强

单核细胞黏附能力和穿透能力,为炎性细胞黏附提

供条件[20]。 余承洁等[21] 报道 ox-LDL 经由 LOX-1
受体激活巨噬细胞核受体通路。 本研究结果提示

ox-LDL 能够诱导 HAVSMC 中 HA 的合成,其机制可

能与上调 LOX-1 表达有关。
综上所述,本研究揭示了 ox-LDL 在 HAVSMC

透明质酸合成中的作用,为全面了解 ox-LDL 的致病

机制,以及以此为靶点设计抗动脉粥样硬化的药物

提供了实验基础。
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