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胆固醇代谢失调与动脉粥样硬化发生发展密切相关[1-2]，

而巨噬细胞泡沫化是动脉粥样硬化发生发展过程中的一个重
要环节[3]，能引起巨噬细胞源性荷脂细胞（简称荷脂细胞）胆固
醇代谢变化的药物可能会对动脉粥样硬化起防治作用。番茄
红素是类胡萝卜素中的一种，近年的研究发现，其可通过抗氧
化、清除自由基、诱导细胞间信息传递、抑制增殖、增强免疫力
等[4-7]多种生物样作用，发挥防癌抗癌、预防心血管疾病、提高
免疫功能和延缓衰老等[8-11]作用。本试验拟在荷脂细胞模型上
探讨番茄红素对胆固醇代谢的影响，同时探讨番茄红素对与

胆固醇代谢密切相关的固醇调节元件结合蛋白 1（Srebp-1）及
小凹蛋白1（Caveolin-1）表达的影响。

1 材料
CO2培养箱（美国Shill公司）；Elx-800酶联免疫检测仪（美

国 Bio-Tek 公司）；垂直电泳仪及转膜系统（美国 Bio-Rad 公
司）；高效液相色谱仪（日本三洋公司）。

番茄红素（粉末，纯度：95％）、胰蛋白酶和油红O均购自
美国Sigma公司；小牛血清（杭州四季青生物工程材料有限公
司）；达尔伯克改良伊格尔（DMEM）培养基（美国Gibco公司）；

二喹啉甲酸（BCA）蛋白定量试剂（美国Hyclone Pierce公司）；

兔抗鼠Srebp-1、Caveolin-1一抗，辣根过氧化物酶（HRP）标记
羊抗兔二抗及 Srebp-1 蛋白抑制剂 ALLN（N-acetyl-leucyl-
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摘 要 目的：研究番茄红素对巨噬细胞源性荷脂细胞胆固醇代谢及其相关蛋白固醇调节元件结合蛋白1（Srebp-1）、小凹蛋白1

（Caveolin-1）表达的影响。方法：建立巨噬细胞源性荷脂细胞模型，采用高效液相色谱法考察不同浓度（12.5、25、50 μmol/L）番茄

红素作用于荷脂细胞24 h及25 μmol/L番茄红素作用于荷脂细胞不同时间（12、24、48、72 h）后细胞内总胆固醇（TC）、游离胆固醇

（FC）和胆固醇酯（CE）的含量；蛋白印迹法检测番茄红素（25 μmol/L、24 h）组及其与Srebp-1蛋白抑制剂ALLN（20 μmol/L、24 h）

联用组对荷脂细胞中Srebp-1、Caveolin-1蛋白表达的影响。另设立正常巨噬细胞组和荷脂细胞组进行比较。结果：与正常巨噬细

胞组比较，荷脂细胞组细胞内TC、FC、CE含量均明显升高，Srebp-1、Caveolin-1蛋白表达明显减弱（P＜0.05）；与荷脂细胞组比较，

番茄红素组荷脂细胞内 TC、FC、CE 含量均明显降低且呈一定的浓度和时间依赖性，Srebp-1、Caveolin-1蛋白表达明显增强（P＜

0.05）；与番茄红素组比较，联用组细胞内Srebp-1、Caveolin-1蛋白表达均明显减弱（P＜0.05）。结论：番茄红素能引起巨噬细胞源

性荷脂细胞内TC、FC、CE含量降低，且可能与Srebp-1及Caveolin-1蛋白的表达上调有一定关系。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of lycopene on the cholesterol metabolism and its related protein Srebp-1，Caveo-

lin-1 expression in macrophage-derived cholesterol-loaded cells. METHODS：Macrophage-derived cholesterol-load cell model was

established. The contents of total cholesterol（TC），free cholesterol（FC）and cholesterd esterase（CE）were determined by HPLC

after cholesterol-load cells were treated with different concentrations of lycopene（12.5，25 and 50 μmol/L）for 24 h or treated by

25 μmol/L lycopene for different time（12，24，48，72 h）；Western blotting assay was used to detect the effects of lycopene 25

μmol/L or combined with ALLN 20 μmol/L on the expressions of Srebp-1，Caveolin-1；above index were compared with normal

macrophage group and cholesterol-loaded cell group. RESULTS：Compared with normal macrophage group，the contents of TC，

FC and CE were increased significantly in cholesterol-loaded cell group，while protein expression of Srebp-1，Caveolin-1 were de-

creased significantly（P＜0.05）；compared with cholesterol-loaded cell group，lycopene induced the decrease of TC，FC and CE

content in dose and time-dependant manner and enhanced the protein expression of Srebp-1，Caveolin-1（P＜0.05）. Compared with

lycopene group，the protein expression of Srebp-1，Caveolin-1 were decreased significantly in ALLN combination group （P＜

0.05）. CONCLUSIONS：Lycopene can induce the decrease of TC，FC and CE content in macrophage-derived cholesterol-road

cells，which may be associated with the up-regulation of protein expression of Srebp-1，Caveolin-1.

KEY WORDS Lycopene；Cholesterol-loaded cell；Cholesterol；Srebp-1；Caveolin-1；Expression
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leucyl-norleucinal）均购自美国Santa Cruz公司；其他试剂均为

进口或国产分析纯。

鼠源单核细胞源性巨噬细胞RAW264.7细胞购自中国科

学院上海细胞生物所细胞中心。

2 方法
2.1 细胞培养

用含10％胎牛血清的DMEM培养基调RAW264.7细胞至

1×105 ml－1，24 h后换入含0.1％胎牛血清的DMEM培养基，使

细胞静置24 h后，进行以下试验。

2.2 荷脂细胞模型的建立与胆固醇代谢考察

正常人血浆低密度脂蛋白（密度 1.040～1.063 kg/L）采用

序列超速离心法制备。80 mg/L的氧化型低密度脂蛋白与细

胞RAW264.7共同孵育48 h，高效液相色谱法检测细胞内胆固

醇酯（CE）占总胆固醇（TC）的比例，大于 20％但不超过 50％

时，即为荷脂细胞建模成功。然后以荷脂细胞为模型，不同浓

度（12.5、25、50 μmol/L）番茄红素作用于细胞 24 h 以及 25

μmol/L番茄红素作用于细胞不同时间（12、24、48、72 h）后，高

效液相色谱法检测细胞内 TC、游离胆固醇（FC）和 CE 的含

量。另设立正常巨噬细胞组和荷脂细胞组进行比较。

2.3 细胞内脂质含量观察

将荷脂细胞培养于预先放有无菌盖玻片的6孔培养板，25

μmol/L番茄红素作用于细胞24 h后，用磷酸盐缓冲液（PBS）冲

洗盖玻片3次，每次5 min，50％异丙醇固定1 min，油红O染色

液染色 10 min，蒸馏水冲洗 3次，每次 1 min，苏木素染色 5

min，分色和返蓝后，水性封片剂封片。显微镜下观察，细胞内

脂质呈红色，细胞核呈蓝色，Hpias-1000型图像分析系统收集

图像，即番茄红素组脂质含量。定性观察、比较细胞内脂质含

量。另设立正常巨噬细胞组和荷脂细胞组进行比较。

2.4 细胞内胆固醇的检测

参照文献[12]方法，冻融裂解细胞，7.2％三氯乙酸沉淀蛋

白，800×g离心 10 min，留上清进行胆固醇检测。采用C18柱，

柱温 4 ℃，流速 1 ml/min，250 nm波长检测。胆固醇以峰面积

定量，内标豆甾醇校准，以 mg/g细胞蛋白为单位。分别检测

TC与FC的含量，细胞内CE含量为TC与FC的差值。

2.5 蛋白印迹法检测Srebp-1、Caveolin-1蛋白表达

试验分为4组，即正常巨噬细胞组、荷脂细胞组、番茄红素

（25 μmol/L 作用于荷脂细胞 24 h）组和番茄红素+ALLN（25

μmol/L番茄红素和 20 μmol/L ALLN共同作用于荷脂细胞 24

h）组。蛋白印迹法检测各组细胞内Srebp-1及Caveolin-1蛋白

表达情况。收集不同条件处理的细胞，三去污裂解液裂解细

胞，5 000 r/min离心去除沉淀，BCA试剂测定蛋白含量，上样

缓冲液调各组蛋白浓度使各组一致，经 10％十二烷基硫酸钠

（SDS）-聚丙烯酰胺凝胶电泳 2 h（积层胶 80 V，分离胶 120 V）

后，电转移（4 ℃，100 mA，3 h）至聚偏氟乙烯（PVDF）膜上，丽

春红染色观察转移效果，并确定蛋白分子质量标准的位置。

用含 5％脱脂奶粉的TBST缓冲液封闭 1 h，按 1 ∶ 1 000加入兔

抗鼠Srebp-1、Caveolin-1一抗，37 ℃孵育2 h，TBST缓冲液洗3

次，以 1 ∶ 2 000加入 HRP 标记羊抗兔二抗，37 ℃孵育 0.5 h，

TBST缓冲液洗3次后，用荧光检测试剂盒显影、定影。结果用

图像分析仪分析。以β-肌动蛋白（β-actin）为内参，检测各组细

胞内Srebp-1、Caveolin-1蛋白的表达，再计算各组表达与正常

巨噬细胞组表达的比值。

2.6 统计学处理

数据以x±s表示，用SPSS 10.0 for Windows软件作统计分

析。两样本均数比较采用 t检验，以P＜0.05表示差异具有统

计学意义。

3 结果
3.1 番茄红素对荷脂细胞胆固醇代谢的影响

与荷脂细胞组比较，番茄红素处理组细胞内 TC、FC、CE

含量呈现一定的剂量和时间依赖性下降趋势（P＜0.05），说明

番茄红素能一定程度地降低荷脂细胞内胆固醇含量。不同浓

度番茄红素对荷脂细胞胆固醇水平的影响见表1，番茄红素对

荷脂细胞作用不同时间后胆固醇水平比较见表2。

表1 不同浓度番茄红素对荷脂细胞胆固醇水平的影响（mg/g

细胞蛋白，n＝3）

Tab 1 Effects of different concentrations of lycopen on cho-

lesterol level in model cells（mg/g prot，n＝3）

组别
正常巨噬细胞组
荷脂细胞组
番茄红素组

浓度，μmol/L

12.5

25

50

TC

159±16

456±42＊

324±30#

282±31#

286±31#

FC

152±15

298±27＊

254±24#

231±22#

233±26#

CE

7±1

158±15＊

70±6#

51±9#

53±5#

与正常巨噬细胞组比较：＊P＜0.05；与荷脂细胞组比较：#P＜0.05

vs. normal macrophage group：＊ P＜0.05；vs. cholesterol-loaded

cell group：#P＜0.05

表 2 番茄红素对荷脂细胞作用不同时间后胆固醇水平比较

（mg/g细胞蛋白，n＝3）

Tab 2 Comparison of cholesterol level in cholesterol-loaded

cells after treated with lycopen for different time（mg/g prot，

n＝3）

组别
正常巨噬细胞组
荷脂细胞组
番茄红素组

时间，h

12

24

48

72

TC

159±16

456±42＊

375±34#

282±31#

290±28#

284±29#

FC

152±15

298±27＊

262±23#

231±22#

238±23#

225±18#

CE

7±1

158±15＊

113±11#

51±9#

52±5#

59±11#

与正常巨噬细胞组比较：＊P＜0.05；与荷脂细胞组比较：#P＜0.05

vs. normal macrophage group：＊ P＜0.05；vs. cholesterol-loaded

cell group：#P＜0.05

3.2 番茄红素对荷脂细胞内脂质含量的影响

与荷脂细胞组比较，番茄红素组细胞内脂质含量明显减

少，结果见图1。

3.3 番茄红素对荷脂细胞内 Srebp-1及Caveolin-1蛋白表达

的影响

与正常巨噬细胞组比较，荷脂细胞组细胞内 Srebp-1与

Caveolin-1蛋白表达明显降低（P＜0.05）。与荷脂细胞组比较，

番茄红素组细胞内 Srebp-1与 Caveolin-1蛋白表达明显增强

（P＜0.05）；应用ALLN干预后，Caveolin-1蛋白表达随着Srebp-

1蛋白表达下调而下调，结果见表3。

4 讨论
目前，番茄红素对心血管系统的药理作用主要集中在降

脂、抗氧化等方面，而且大部分实验建立在动物模型基础上，

在细胞模型上的研究较少。
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表3 各组细胞Serbp-1、Caveolin-1蛋白表达的比值比较

Tab 3 Comparison of protein expression ratio of Serbp-1

and Caveolin-1 in cells of each group

组别
正常巨噬细胞组
荷脂细胞组
番茄红素组
番茄红素+ALLN组

Serbp-1

1.0

0.4＊

1.4#

0.1#

Caveolin-1

1.0

0.5＊

1.6#

0.9#

与正常巨噬细胞组比较：＊P＜0.05；与荷脂细胞组比较：#P＜0.05

vs. normal macrophage group：＊ P＜0.05；vs. cholesterol-loaded

cell group：#P＜0.05

本试验发现，番茄红素作用于荷脂细胞后，细胞内 TC、

FC、CE含量呈现一定的剂量和时间依赖性下降，为从胆固醇

代谢的角度进一步探讨番茄红素对动脉粥样硬化的作用提供

了一定的实验基础。

Caveolin-1作为参与荷脂细胞胆固醇转运的重要调节蛋

白之一，在介导细胞内的胆固醇转运、维持细胞内外胆固醇平

衡过程中起着重要作用。一方面，Caveolin-1参与B类Ⅰ型清

道夫受体介导的高密度脂蛋白受体选择性吸收胆固醇及CE，

另一方面，Caveolin-1能将新合成的细胞内胆固醇由内质网转

移到胞膜，促进胆固醇与胞外受体结合从而促进胆固醇的流

出[13]。同时文献[14]报道，Caveolin的基因序列上存在固醇反应

元件（Sre），能被Srebps识别，调节Caveolin的表达。

Srebps是膜结合的转录因子和细胞内胆固醇代谢的重要

调控蛋白，其定位于内质网，由一个调节亚基和DNA结合亚基

构成。调节亚基对细胞内FC含量高度敏感，当细胞内FC含量

下降时，调节亚基与DNA结合亚基分离，后者进入核内与目的

基因序列中Sre元件结合，调控基因转录[15]。

笔者推测番茄红素可能通过影响Srebp-1的活性进而调节

Caveolin-1的表达，从而影响荷脂细胞内胆固醇代谢。
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图1 各组细胞脂质含量显微镜观察结果
A.正常巨噬细胞组；B.荷脂细胞组；C.番茄红素组

Fig 1 Lipid content of cells in each group by microscope
A. normal macrophage group；B. cholesterol-loaded cell group；C. lyco-

pen group
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