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·基础研究·

移行上皮反应基因1蛋白调控巨噬细胞胆固醇
代谢作用研究

王勇  张瑞岩

【摘要】 目的：探讨移行上皮反应基因 1（TERE1）蛋白对巨噬细胞胆固醇代谢的影

响及潜在的机制。  方法：以氧化低密度脂蛋白（ox-LDL）处理巨噬细胞 RAW264.7，观察

TERE1 的蛋白和 mRNA 表达水平变化。以 TERE1 过表达慢病毒和 TERE1 siRNA 分别建立

高或低表达 TERE1 的巨噬细胞模型，分别测定 ox-LDL 孵育后细胞内胆固醇含量变化。同

时，利用逆转录聚合酶链反应（RT-PCR）检测胆固醇转运因子的变化。  结果：ox-LDL 使

巨噬细胞 TERE1 的 mRNA 和蛋白表达水平显著增加（P 均＜0.05）。RT-PCR 检测发现，与

对照组比较，TERE1 过表达慢病毒转染巨噬细胞组 TERE1 mRNA 表达显著增加；而 TERE1 
siRNA 转染巨噬细胞组 TERE1 表达显著减少（P 均＜0.05）。在 ox-LDL 作用下，与空白对

照组和空病毒组相比，TERE1 过表达组巨噬细胞内胆固醇含量减少（P＜0.05）；TERE1 低

表达组巨噬细胞内则胆固醇含量增多（P＜0.05）。RT-PCR 检测显示，与空白对照组和空病

毒组相比，过表达 TERE1 的巨噬细胞其胆固醇流出相关基因 ATP 结合盒转运体 A1（ABCA1）
和 ATP 结合盒转运体 A1（ABCG1）表达增加（P 均＜0.05）；TERE1 低表达巨噬细胞组则

ABCA1 和 ABCG1 表达减少（P 均＜0.05），两种细胞的胆固醇流入相关基因白细胞分化抗

原 36（CD36）和清道夫受体 A（SR-A）则无明显改变（P＞0.05）。  结论：激活 TERE1 蛋

白可以使巨噬细胞内胆固醇含量降低；TERE1 蛋白可能通过激活巨噬细胞内胆固醇流出相

关基因，增加胆固醇流出。
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【Abstract】  Objectives: To assess the effect of TERE1 on macrophage cholesterol 
metabolism and its possible mechanism.  Methods: RAW264.7 macrophage cells were treated 
with ox-LDL, and protein expression levels of TERE1 in macrophages was assessed. Lentivirus 
and TERE1 siRNA were used in macrophages to establish TERE1 overexpression and knockdown 
models, respectively. Intracellular cholesterol levels in macrophages were evaluated when these 
TERE1 overexpression and knockdown models were incubated with ox-LDL. Meanwhile, RT-
PCR was used to detect the expression level of cholesterol transporters.  Results: The mRNA 
and protein expression levels of TERE1 were increased when macrophages were incubated with 
ox-LDL (both P＜0.05). Expression level of TERE1 mRNA in TERE1 overexpression group was 
significantly increased, while in TERE1 knockdown group, expression level of TERE1 mRNA 
was significantly decreased (all P＜0.05). Under the incubation of ox-LDL, compared with the 
control group and the negative virus group, the cholesterol levels in macrophages of the TERE1 
overexpression group were decreased, but were increased in the TERE1 knockdown group (all  
P＜0.05). And the results of RT-PCR revealed that expression levels of cholesterol efflux-related 
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genes ABCA1 and ABCG1 were increased in macrophages of the TERE1 overexpression group, 
but were decreased in the TERE1 knockdown group (all P＜0.05). There were no significantly 
changes in cholesterol influx-related genes CD36 and SR-A (P＞0.05).  Conclusions: Activation 
of TERE1 protein may decrease cholesterol level in macrophages, and TERE1 protein may 
increase cholesterol efflux by activating cholesterol efflux-related genes in macrophages.

【Keywords】  Cholesterol; Macrophages; Atherosclerosis; Transitional epithelial response 
gene 1

动脉粥样硬化是心血管事件发生的重要病理生

理基础，对动脉粥样硬化发病机制的研究具有重要价

值。以往的研究表明，巨噬细胞大量吞噬胆固醇后变

为泡沫细胞，参与粥样硬化斑块形成 [1-3]。移行上皮

反应基因 1（TERE1）蛋白定位于内质网、线粒体

和细胞膜等，广泛表达于各种细胞和组织中，例如外

周血白细胞、心脏、血管、肝脏、眼等 [4-6]，具有多

种生物学功能 [7-11]。然而，目前尚不清楚 TERE1 蛋

白是否影响巨噬细胞内胆固醇代谢。本研究利用

巨噬细胞 RAW264.7，探讨 TERE1 蛋白对巨噬细胞

胆固醇代谢的影响及可能的机制。

1 材料与方法

1.1 细胞培养和实验分组及方案

应用 RAW264.7 小鼠巨噬细胞（中科院上海

细胞库），培养传代后用于实验。

实验一：RAW264.7 细胞以氧化型低密度脂蛋

白（ox-LDL）50 µg/mL 孵育 24 h（另设对照组），

研究 ox-LDL 对 TERE1 表达的影响。

实 验 二：RAW264.7 细 胞 以 慢 病 毒 过 表 达

TERE1（另设空病毒转染组和空白对照组 1），观察

其对细胞内胆固醇含量和相关因子的作用。

实验三：RAW264.7 细胞以 siRNA 敲低 TERE1
（另设空 siRNA 转染组和空白对照组 2），观察其对

细胞内胆固醇含量和相关因子的影响。

1.2 免疫印迹法（Western blot）检测TERE1蛋

白表达

提取细胞总蛋白并定量分析。聚丙烯酰胺凝

胶电泳，转膜，封闭。一抗（TERE1，l∶1 000；β-actin，
l ∶ 1 000）4 ℃过夜。加入二抗（l ∶ 3 000）l h。
利用凝胶成像仪显现蛋白条带。以 β-actin 为内参，

半定量分析。

1.3 逆转录聚合酶链反应（RT-PCR）检测

mRNA表达

提取细胞总 RNA 并测定其纯度，采用逆转

录酶合成 cDNA，普通 PCR 反应并条件优化，

RT-PCR 检测细胞中目的基因 mRNA 表达。以

GADPH 为内参，RT-PCR 操作步骤按照试剂盒说

明书进行。

1.4 过表达TERE1慢病毒转染RAW264.7细胞

用过表达 TERE1 慢病毒液（上海吉玛基因公

司提供）和空白病毒液转染细胞 24 h，换液 48 h 后

加入含嘌呤霉素培养基。筛选细胞，荧光显微镜下

观察转染情况，形成慢病毒转染的细胞稳定株，检

测 TERE1 表达以确认转染效果。

1.5 TERE1 siRNA转染RAW264.7细胞

在无血清培养基中加入 TERE1-siRNA（吉

玛基因公司提供），空 siRNA 为对照，再加入

LipofectamineTM RNAiMAX，静置 20 min 后加入

到细胞培养皿中。转染 24 h，荧光显微镜下观察转

染情况。检测 TERE1 表达以确认转染效果。

1.6 吞噬脂质的RAW264.7细胞油红O染色和细

胞内胆固醇含量测定

过表达和敲低 TERE1 的 RAW264.7 细胞，以

50 µg/mL ox-LDL 孵育 24 h。将一部分细胞固定

后以油红 O 染色，封片后显微镜下观察；将另一部

分细胞破碎后制备匀浆液，使用试剂盒检测胆固醇

含量。测定蛋白含量用于校正，细胞胆固醇含量以

（mmol/mg 蛋白）表示。

1.7 统计学分析 
采用 SPSS 16.0 软件进行统计学分析，变量以

均数 ± 标准差表示。符合正态分布的两组间均数

比较采用独立样本 t 检验，不符合正态分布的两组

间比较采用秩和检验。多组间比较采用单因素方

差分析，并进行两两比较，以 P＜0.05 表示差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 脂质吞噬状态下巨噬细胞TERE1的表达

RT-PCR 和 Western blot 检 测 显 示，与 对 照

组相比，在 ox-LDL 作用下，巨噬细胞 TERE1 的

mRNA 和蛋白表达水平均显著增加（0.52±0.01 对 
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0.24±0.03，0.63±0.06 对 0.24±0.03，P 均＜0.05，
n＝5）。
2.2 TERE1过表达和低表达对巨噬细胞胆固醇

含量和胆固醇转运因子的影响

荧光显微镜下观察，过表达慢病毒液和低表达

TERE1 siRNA 转染 RAW264.7 细胞，其转染情况

均较好（见图 1 和图 2）。RT-PCR 检测发现，与空

白对照组 1 和空病毒组比较，TERE1 过表达慢病

毒转染巨噬细胞组 TERE1 的 mRNA 表达水平显著

增加；与空白对照组 2 和空 siRNA 组比较，TERE1 
siRNA 转染巨噬细胞组 TERE1 的 mRNA 表达水平

显著减少（见表 1，P＜0.05，n＝5）。

图2 TERE1 siRNA转染巨噬细胞效率（×200）

图1 TERE1过表达慢病毒转染巨噬细胞效率（×200）
光镜

光镜

荧光显微镜

荧光显微镜

表1 各组巨噬细胞TERE1 mRNA表达水平

分组 TERE1 mRNA/GAPDH mRNA

空白对照组1 0.99±0.05

空病毒组 1.00±0.06

TERE1过表达组 8.37±0.50(1)

空白对照组2 1.00±0.06

空siRNA组 0.98±0.03

TERE1 siRNA组 0.20±0.02(2)

注：与空白对照组1和空病毒组比较，(1)P＜0.05；与空白对照

组2和空siRNA组比较，(2)P＜0.05

以 ox-LDL 孵育巨噬细胞 24 h 后，油红 O 染色

和总胆固醇试剂盒测定显示，与空白对照组 1 和空

病毒组比较，过表达 TERE1 组细胞内脂滴和总胆固

醇量明显减少（图 3 和表 2，P＜0.05，n＝5）；与

空白对照组 2 和空 siRNA 组比较，TERE1 siRNA
敲低组细胞内脂滴和总胆固醇量显著增多（见图 4
和表 2，P＜0.05，n＝5）。

RT-PCR 检测有关基因表达结果显示，与空

白对照组 1 和空病毒组比较，过表达 TERE1 的细

胞其胆固醇流出相关基因 ATP 结合盒转运体 A1
（ABCA1）和 ATP 结合盒转运体 A1（ABCG1）的
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mRNA 表达水平增加；与空白对照组 2 和空 siRNA
组比较，TERE1 siRNA 敲低细胞胆固醇流出相关

基因 ABCA1 和 ABCG1 的 mRNA 表达水平减少（见

表 3，P＜0.05，n＝5）。2 种细胞的胆固醇流入相

关基因白细胞分化抗原 36（CD36）和清道夫受体

A（SR-A）的表达无明显改变。

3 讨论
血循环中的单核细胞黏附于动脉内皮细胞，并

迁移至内皮下间隙分化为巨噬细胞。后者促使 ox-
LDL 形成，与巨噬细胞的清道夫受体结合，转变为

泡沫细胞。对巨噬细胞在胆固醇转运和代谢中的

作用研究，将对动脉粥样硬化的病理生理机制和防

治提供重要理论依据。

表2 各组巨噬细胞内总胆固醇含量/mmol·mg-1蛋白

分组 总胆固醇含量

空白对照组1 0.28±0.03

空病毒组 0.29±0.03

TERE1过表达组 0.16±0.02(1)

空白对照组2 0.27±0.03

空siRNA组 0.27±0.03

TERE1 siRNA组 0.49±0.05(2)

注：与空白对照组1和空病毒组比较，(1)P＜0.05；与空白对照

组2和空siRNA组比较，(2)P＜0.05

表3 TERE1过表达和敲低对巨噬细胞胆固醇转运因子mRNA表达的影响

分组 ABCA1的mRNA表达水平 ABCG1的mRNA表达水平 CD36的mRNA表达水平 SR-A的mRNA表达水平

空白对照组1 0.24±0.02 0.27±0.02 0.25±0.02 0.36±0.04

空病毒组 0.24±0.02 0.26±0.02 0.24±0.02 0.37±0.04

TERE1过表达组 0.39±0.03(1) 0.40±0.04(1) 0.25±0.02 0.39±0.05

空白对照组2 0.39±0.04 0.40±0.04 0.24±0.02 0.41±0.04

空siRNA组 0.40±0.04 0.39±0.04 0.25±0.02 0.38±0.04

TERE1 siRNA组 0.26±0.02(2) 0.25±0.02(2) 0.25±0.02 0.39±0.05

注：与空白对照组1和空病毒组比较，(1)P＜0.05；与空白对照组2和空siRNA组比较，(2)P＜0.05

图4 TERE1敲低对巨噬细胞胆固醇含量的影响（×200）

图3 TERE1过表达对巨噬细胞胆固醇含量的影响（×200）

空白对照组1

空白对照组2

空病毒组

空siRNA组

TERE1过表达组

TERE1 siRNA组
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本研究发现，巨噬细胞以 ox-LDL 孵育处理

后，TERE1 蛋白表达水平显著增加，提示其可能在

胆固醇转运和代谢中发挥一定的作用。为了研究

TERE1 蛋白对巨噬细胞胆固醇代谢的作用，本研究

通过过表达和敲低 TERE1 在巨噬细胞内的表达量，

观察其对巨噬细胞内胆固醇含量的影响。研究结

果显示，过表达 TERE1 使巨噬细胞内胆固醇含量减

少，而敲低 TERE1 则使胆固醇含量增加。既往的研

究表明，TERE1 蛋白对其他细胞系的胆固醇代谢

也有相似的作用。TERE1 基因缺陷、功能减弱时，

角膜细胞内胆固醇合成和代谢因子（HMGCR）等

受到影响，导致胆固醇合成增多，胆固醇在眼角膜

不断积累 [10]。TERE1 在膀胱肿瘤细胞表达减少，通

过影响载脂蛋白 E（ApoE）的作用，导致膀胱肿瘤

细胞内胆固醇含量增加，促进肿瘤细胞生长 [11]。含

钙培养液孵育血管平滑肌细胞，可使 TERE1 蛋白

表达增加，细胞内胆固醇含量减少，加速血管钙化

进程 [12]。

胆固醇流入和流出环节在巨噬细胞源性泡沫

细胞形成中的作用尤为重要。SR-A 和 CD36 是较

重要的清道夫受体，对巨噬细胞摄入胆固醇和泡沫

化极重要，可促进动脉粥样硬化的形成和进展。而

胆固醇逆向转运是外周细胞胆固醇通过高密度脂

蛋白、载脂蛋白 A-I 等转运至肝脏分解代谢的重

要生理过程 [1-3]。细胞胆固醇的外流是胆固醇逆向

转运的首要步骤，对减少细胞内胆固醇蓄积和动脉

粥样硬化发生具有重要意义。胆固醇外流可以由

ABCA1、ABCG1 以及 Apo E 等介导。本研究发

现，过表达 TERE1 使巨噬细胞胆固醇流出相关基

因 ABCA1 和 ABCG1 表达增加，而胆固醇流入相关

基因 CD36 和 SR-A 则无明显改变；敲低 TERE1 则

使巨噬细胞 ABCA1 和 ABCG1 表达减少。这表明，

TERE1 蛋白主要通过影响巨噬细胞流出环节影响

胆固醇代谢和转运。既往文献也显示，以过表达

TERE1 的腺病毒转染前列腺肿瘤细胞，可以使细胞

的胆固醇流出相关基因 ABCA1 和 ABCG1 表达增

加，与本研究相一致 [8]。

总之，TERE1 蛋白可以调控巨噬细胞内胆固

醇代谢，激活 TERE1 可以使巨噬细胞内胆固醇含量

降低。TERE1 蛋白可能主要通过激活巨噬细胞内

胆固醇流出相关基因，进而增加胆固醇流出。加强

TERE1 的作用，可能有利于胆固醇逆向转运过程，进

而延缓动脉粥样硬化的发生和发展。这些研究有望

为动脉粥样硬化的防治提供新的理论依据。
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