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IL-35下调CD36表达减少巨噬细胞内脂质
积累缓解动脉粥样硬化的机制研究*
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摘要： 目的　分析冠状动脉粥样硬化性心脏病（CHD）患者血清白细胞介素-35（IL-35）水平与血脂四项

的相关性，探究IL-35抑制人髓系白血病单核细胞 （THP-1） 泡沫化机制。方法　选取2022年6月—2023年

6 月在泰州人民医院就诊的疑似 CHD 患者 154 例，分为对照组和 CHD 组，空腹采血后用酶联免疫吸附试验

检测两组血清 IL-35 水平，分析与血脂四项的相关性。采用油红染色和胆固醇检测试剂盒对比 IL-35 刺激

THP-1 细胞前后细胞内胆固醇含量变化；Western blotting 检测 CD36、SR-A、Lox-1、p38、p-p38 蛋白的

表达；实时荧光定量聚合酶链反应检测CD36、SR-A和Lox-1 mRNA的表达。结果　CHD组血清IL-35水

平低于对照组（P <0.05）。CHD 患者血清 IL-35 水平与 TC、LDL-C、TG 呈负相关（rs =-0.321、-0.218 和

-0.215，P =0.003、0.044 和 0.047），与 HDL-C 呈正相关（rs =0.322，P =0.003）。对照组与实验组 THP-1 细胞 2、

4、6、8 和 10 h 的荧光强度（FI）比较，结果：①不同时间点 FI 比较，差异有统计学意义（F =726.726，P =0.000）；

②实验组与对照组 FI 比较，差异有统计学意义（F =8.102，P =0.012），实验组 FI 较低；③两组 FI 变化趋势比较，

差异有统计学意义（F =111.061，P =0.000）。oxLDL 组和实验组 CD36、SR-A、Lox-1 蛋白和 mRNA 相对表达

量均高于对照组和 IL-35 组（P <0.05），实验组 CD36 蛋白和 mRNA 相对表达量低于 oxLDL 组（P <0.05）。

oxLDL 组和实验组 p-p38/p38 蛋白相对表达量均高于对照组和 IL-35 组（P <0.05），实验组 p-p38/p38 蛋白相

对表达量低于 oxLDL 组（P <0.05）。oxLDL 组、实验组、P79350 组 CD36 蛋白相对表达量均高于对照组（P <

0.05），oxLDL组和P79350组CD36蛋白相对表达量均高于实验组（P <0.05）。结论　CHD患者血清IL-35与血

脂四项有相关性，IL-35可能通过抑制p38 MAPK信号通路介导巨噬细胞CD36表达下调，减少细胞内脂质。
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IL-35 alleviates atherosclerosis by reducing intramacrophage lipid 
accumulation via CD36 downregulation*
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Abstract:  Objective To analyze the correlations between the serum level of interleukin-35 (IL-35) and 

levels of blood lipids in patients with coronary heart disease (CHD), and to investigate the mechanism underlying the 

inhibition of transformation from THP-1-derived macrophages into foam cells via IL-35.  Methods The 154 patients 

with suspected CHD in Taizhou People's Hospital from June 2022 to June 2023 were enrolled and divided into the 

control group and the CHD group. The serum level of IL-35 in each group was determined by enzyme-linked 
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immunosorbent assay (ELISA) in the condition of fasting, and its correlations with blood lipid profiles were 

analyzed. The change of the cholesterol content in THP-1 cells before and after IL-35 stimulation was determined by 

oil red O staining and the cholesterol detection kit. The protein expressions of CD36, SR-A, Lox-1, p38 and p-p38 

were measured by Western blotting, and mRNA expressions of CD36, SR-A and Lox-1 were detected by quantitative 

real-time polymerase chain reaction.  Results Compared with the control group, the serum level of IL-35 in the 

CHD group was lower (P < 0.05). The serum level of IL-35 in CHD patients was negatively correlated with levels of 

total cholesterol (rs = -0.321, P = 0.003), low-density lipoprotein cholesterol (rs = -0.218, P = 0.044) and triglyceride 

(rs = -0.215, P = 0.047), and positively correlated with the level of high-density lipoprotein cholesterol (rs = 0.322, 

P = 0.003). The FI of THP-1 cells in the control group and the experimental group at 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, and 10 h was 

compared, and the results indicated that FI was different among the time points (F = 726.726, P = 0.000) and 

between the groups (F = 8.102, P = 0.012), where FI in the experimental group was lower than that in the control 

group. Besides, the change trends of FI were different between the two groups (F = 111.061, P = 0.000). The protein 

and mRNA expressions of CD36, SR-A and Lox-1 in the oxLDL group and the experimental group were higher than 

those in the control group and the IL-35 group (P < 0.05). The protein and mRNA expressions of CD36 in the 

experimental group were lower than those in the oxLDL group (P < 0.05). The relative protein expression of p-p38 

to that of p38 (p-p38/p38) in the oxLDL group and the experimental group was higher than that in the control group 

and the IL-35 group (P < 0.05), while p-p38/p38 in the experimental group was lower than that in the oxLDL group 

(P < 0.05). The relative protein expression of CD36 in the oxLDL group, experimental group and P79350 group was 

higher than that in the control group (P < 0.05), and that in the oxLDL group and the P79350 group was higher than 

that in the experimental group (P < 0.05).  Conclusions Serum IL-35 is correlated with the blood lipid profiles in 

CHD patients. Besides, IL-35 may mediate the downregulation of CD36 on macrophages and the decrease in 

intramacrophage lipid accumulation by inhibiting the p38 MAPK signaling pathway.

Keywords:  coronary heart disease; IL-35; lipid metabolism; foam cell

冠 状 动 脉 粥 样 硬 化 性 心 脏 病（coronary heart 

disease, CHD）是一种由脂质引起的慢性炎症、纤维

增 生 性 疾 病[1]。 动 脉 粥 样 硬 化（Atherosclerosis, AS）

是 CHD 的发病基础，主要特征是血管内脂质的异常

积聚和炎症反应的形成[2-3]。研究表明，人类白细胞

分化抗原 36（cluster of differentiation 36, CD36）、A 类

清道夫受体（scavenger receptor class A, SR-A）和凝素

样 氧 化 低 密 度 脂 蛋 白 受 体 1（low-density lipoprotein 

receptor-1, Lox-1）等清道夫受体介导巨噬细胞吞噬

氧 化 低 密 度 脂 蛋 白（oxidized low-density lipoprotein, 

oxLDL）功能异常，会导致泡沫细胞异常积聚，与 AS

病变密切相关[4-6]。

白 细 胞 介 素 -35（Interleukin-35, IL-35）是 由

CD4+ Foxp3+ 调 节 性 T 细 胞 分 泌 的 异 二 聚 体 细 胞 因

子，由 EB 病毒诱导基因 3 和 p35 2 个亚单位组成[7-8]。

IL-35 具有抗 AS 活性，CHD 患者血清 IL-35 水平显

著下降，并与 Gensini 积分和冠状动脉病变血管数呈

负 相 关[9-11]。 外 源 性 IL-35 可 增 加 ApoE-/- 小 鼠 Treg

细 胞 水 平 ，缩 小 AS 斑 块 尺 寸[12]。 然 而 ，IL-35 对

CD36、SR-A 和 Lox-1 等清道夫受体表达的影响，以

及脂质代谢的调节作用机制仍需进一步研究。本

研究旨在分析 CHD 患者血清 IL-35 水平与血脂四项

的 相 关 性 ，分 析 IL-35 对 人 髓 系 白 血 病 单 核 细 胞

（human myeloid leukemia mononuclear cells, THP-1）源

性巨噬细胞脂代谢的影响及对 p38 MAPK 信号通路

的调控作用。

1  材料与方法

1.1　研究对象

选取 2022 年 6 月—2023 年 6 月在泰州人民医院

心内科就诊的疑似 CHD 患者。随机选取 154 例，根

据冠状动脉造影结果分为 CHD 组（86 例）和对照组

（68 例），收集性别、年龄、身高、吸烟史、血压、左室

射 血 分 数（left ventricular ejection fraction, LVEF）、肌

酸 激 酶（creatine kinase, CK）、肌 酸 激 酶 同 工 酶

（creatine kinase MB, CK-MB），总 胆 固 醇（total 

cholesterol, TC）、甘 油 三 酯（Triglyceride, TG）、血 糖

（Glucose, GLU）、低 密 度 脂 蛋 白 胆 固 醇（low density 

lipoprotein cholesterin, LDL-C）和高密度脂蛋白胆固

醇（high density lipoprotein cholesterol, HDL-C）等 指

标 。 排 除 标 准 ：① 存 在 心 肌 病 和 瓣 膜 性 心 脏 病 ；

②患有急性或慢性传染病和自身免疫性疾病；③甲
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状腺功能亢进或减退；④肝肾功能不全，消化、血液

系统疾病；⑤使用汀类药物治疗> 1 周；⑥近期有手

术或外伤史；⑦病历资料不完整。本研究经医院医

学伦理委员会批准（批准号： KY202311401），所有研

究对象签署知情同意书。

1.2　主要试剂和仪器

THP-1 细胞（武汉普诺赛生命科技有限公司），

特异性抗体（江苏亲科生物研究中心有限公司），

胆固醇检测试剂盒、油红染色试剂盒（北京普利莱

基 因 技 术 有 限 公 司），NBD- 胆 固 醇 、IL-35、佛 波

酯（phorbol myristate acetate, PMA）（美 国 R ＆ D 公

司 ），IL-35 酶 联 免 疫 吸 附 试 验（enzyme-linked 

immunosorbent assay, ELISA）试 剂 盒（上 海 酶 联 生 物

科技有限公司）。荧光 PCR 仪（美国罗氏公司），酶

标 仪（美 国 BioTek 公 司）、荧 光 显 微 镜（德 国 徕 卡

公司）。

1.3　血液标本采集及IL-35测定

使用 EDTA 2K 抗凝管采集所有研究对象空腹

状态静脉血，1 200 r/min 离心 10 min，吸取上清液于

-80℃冰箱备用。按照试剂盒说明书进行操作测定

IL-35 水 平 。 设 置 空 白 孔 、标 准 品 孔 和 样 品 孔 ，在

450 nm 波 长 处 测 定 各 孔 的 光 密 度（optical density, 

OD），用标准品浓度与 OD 值拟合直线方程，再将样

品的 OD 值代入方程式，计算出样品浓度。

1.4　THP-1细胞制备及IL-35最适浓度的确定

THP-1 细胞在含有 10% 胎牛血清和 1% 抗生素

的 RPMI 1640 培养基中培养 1 周（37 ℃、5% 二氧化

碳 CO2），100 nmol/L PMA 处理 THP-1 细胞 48 h，使其

分化为巨噬细胞。取巨噬细胞分为 4 组：①对照组：

5 μmol/L DMSO 培养细胞 7 d；②oxLDL 组：5 μmol/L 

DMSO 培 养 细 胞 7 d 后 ，50 μg/mL oxLDL 继 续 培 养

48 h；③低剂量组：20 ng/mL IL-35 培养 7 d 后，50 μg/

mL oxLDL 继续培养 48 h；④高剂量组：40 ng/mL IL-

35 培养 7 d 后，50 μg/mL oxLDL 继续培养 48 h。

按照试剂盒说明书步骤对各组细胞进行油红

染 色 ，测 定 各 组 细 胞 内 TC、游 离 胆 固 醇（free 

cholesterol, FC）和 胆 固 醇 酯（cholesteryl ester, CE）水

平 。 根 据 染 色 和 测 定 结 果 确 定 IL-35 最 适 实 验

浓度。

1.5　NBD-胆固醇评估细胞内胆固醇的摄取

实验组用 IL-35 进行预处理，以未加药组为对

照组，于培养箱培养 7 d，加入 5 μmol/L NBD-胆固醇

后 2、4、6、8 和 10 h 在免疫荧光显微镜下进行拍摄，

荧光显微镜下观察细胞内 NBD-胆固醇呈深绿色。

使用 RIPA 裂解细胞并收集裂解液，在 469 和 537 nm

波长处测定荧光强度（fluorescence intensity, FI）定量

评估两组 NBD-胆固醇的摄取情况。

1.6　Western blotting 检测 CD36、SR-A、Lox-1、

p38、p-p38蛋白的表达

IL-35 组用 IL-35 预处理 7 d；以未加药组为对照

组；实验组用 IL-35 预处理 7 d 后加入 50 μg/mL oxLDL

共培养 48 h；oxLDL 组用 5 μmol/L DMSO 培养 THP-1

细胞 7 d 后，50 μg/mL oxLDL 继续培养 48 h；P79350

组 加 入 P79350 预 处 理 24 h 后 按 实 验 组 步 骤 处 理 。

提取细胞蛋白，加入 Loading Buffer，95 ℃金属浴变

性 5 min。采用 SDS-PAGE 电泳将蛋白分离，转移至

PVDF 膜上，5% 脱脂牛奶密封 2 h。4 ℃条件下一抗

孵育过夜后与二抗在室温下孵育 2 h，用化学发光法

检测目的蛋白。使用 Image J 软件分析蛋白相对表

达量。

1.7　实时荧光定量聚合酶链反应检测 CD36、SR-

A和Lox-1 mRNA的表达

细 胞 分 组 同 1.6。 提 取 THP-1 细 胞 总 RNA，取

500 ng 逆转录为 cDNA，实时荧光定量聚合酶链反应

（quantitative real-time polymerase chain reaction, qRT-

PCR）反 应 体 系 ：2 μL cDNA，正 反 向 引 物 各 1 μL

（10 μm），SYBR green 10 μL，H2O 6 μL；反应条件：

95 ℃预变性 3 s，95 ºC 变性 30 s，60 ℃退火 1 min，共

计 40 个循环，记录 Ct 值。采用 2-ΔΔCT 法计算 CD36、

SR-A 和 Lox-1 mRNA 相对表达量。引物由湖南艾科

瑞生物工程有限公司合成，引物序列见表 1。

表 1　引物序列 

基因

CD36

SR-A

Lox-1

β-actin

引物序列

正向： 5'-CTTTGGCTTAATGAGACTGGGAC-3'

反向： 5'-GCAACAAACATCACCACACCA-3'

正向： 5'-GCAGTGGGATCACTTTCACAA-3'

反向： 5'-AGCTGTCATTGAGCGAGCATC-3'

正向： 5'-TTGCCTGGGATTAGTAGTGACC-3'

反向： 5'-GCTTGCTCTTGTGTTAGGAGGT-3'

正向： 5'-CATGTACGTTGCTATCCAGGC-3'

反向： 5'-CTCCTTAATGTCACGCACGAT-3'

长度/bp

134

85

81

175
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1.8　统计学方法

数据分析采用 SPSS 25.0 统计软件。计量资料

以均数±标准差（x±s）表示，比较用 t 检验或单因

素方差分析或重复测量设计的方差分析，进一步两

两比较用 LSD-t 检验；计数资料以构成比或率（%）

表 示 ，比 较 用 χ2 检 验 ；相 关 性 分 析 用 Spearman 法 。

P <0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1　对照组与CHD组临床资料比较

对照组与 CHD 组的年龄、吸烟史、体质量指数

（body mass index, BMI）、TG、HDL-C、CK、CK-MB、

CRP 水平比较，经 χ2 或 t 检验，差异均有统计学意义

（P <0.05）；CHD 组年龄、TG、CK、CK-MB、CRP 水平

均高于对照（P <0.05），而 HDL-C 水平和 BMI 均低于

对照组（P <0.05）。对照组与 CHD 组的性别构成、高

血压、高脂血症、SBP、DBP、GLU、TC、LDL-C、LVEF

比较，差异均无统计学意义（P >0.05）。见表 2。

2.2　CHD 组与对照组血清 IL-35 水平比较及与血

脂四项的相关性

CHD 组、对照组血清 IL-35 水平分别为（42.76±

13.79）、（109.45±28.87）pg/mL，经 t 检 验 ，差 异 有 统

计学意义（t =-17.805，P =0.000）；CHD 组血清 IL-35

水平低于对照组。

Spearman 相关性分析结果表明，CHD 患者血清

IL-35 水 平 与 TC、LDL-C、TG 均 呈 负 相 关（rs =

-0.321、-0.218 和-0.215，P =0.003、0.044 和 0.047），与

HDL-C 呈正相关（rs =0.322，P =0.003）。

2.3　 各 组 油 红 染 色 结 果 和 细 胞 内 胆 固 醇 水 平

比较

油红染色结果显示对照组 THP-1 细胞内无红

染，oxLDL 组细胞内脂滴增多，红染加重。低剂量组

与 oxLDL 组比较，细胞内红染面积无显著变化。高

剂量组与 oxLDL 组和低剂量组比较，细胞内脂滴明

显减少，红染减轻。见图 1。

表 2　对照组与CHD组临床资料比较 

组别

对照组

CHD 组

χ2 / t 值

P 值

n

68

86

男/女/

例

43/25

58/28

0.298

0.585

年龄/（岁， 

x±s）

59.76±12.79

65.69±11.73

2.980

0.030

吸烟史

例（%）

17（25.0）

44（51.2）

10.866

0.001

高血压

例（%）

28（41.2）

37（43.0）

0.053

0.818

高脂血症

例（%）

34（50.0）

47（54.6）

1.329

0.249

BMI/（kg/m2，

x±s）

29.24±31.5

24.65±4.45

-1.377

0.037

SBP/（mmHg，

x±s）

128.03±16.98

132.25±19.35

1.844

0.067

DBP/（mmHg，

x±s）

80.62±9.57

79.16±14.18

-0.019

0.985

GLU/（mmol/L，

x±s）

5.77±1.84

5.96±1.8

-0.089

0.916

组别

对照组

CHD 组

χ2 / t 值

P 值

TC/（mmol/L，

x±s）

4.31±0.96

4.33±1.31

1.666

0.504

TG/（mmol/L，

x±s）

1.36±0.75

1.58±0.78

2.805

0.015

HDL-C/（mmol/L，

x±s）

1.21±0.32

1.04±0.23

-3.135

0.005

LDL-C/（mmol/L，

x±s）

2.66±0.64

2.75±1.01

1.029

0.939

CK/（u/L，

x±s）

87.64±38.45

379.97±952.33

2.470

0.049

CK-MB/（u/L，

x±s）

10.97±9.66

29.96±54.74

2.787

0.000

LVEF/（%，

x±s）

64.13±6.98

63.25±9.76

-1.205

0.524

CRP/（mg/L，

x±s）

3.64±7.77

10.88±23.09

2.683

0.000

                                              对照组                                oxLDL 组                               低剂量组                              高剂量组

图1　各组THP-1细胞油红染色　（×200）
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对照组、oxLDL 组、低剂量组、高剂量组 THP-1

细胞内 TC、FC、CE 水平比较，经方差分析，差异均有

统计学意义（P <0.05）；与对照组比较，oxLDL 组 TC、

FC、CE 均升高（P <0.05）；与低剂量组比较，高剂量

组 TC、FC、CE 均降低（P <0.05）。40 ng/mL IL-35 能

有效减少泡沫细胞的形成和脂质的积聚，故将此浓

度作为后续实验使用浓度。见表 3。

2.4　对照组与实验组 THP-1 细胞对 NBD-胆固醇

的摄取

实验组与对照组 THP-1 细胞内 NBD-胆固醇随

着时间增加逐渐增加。在各时间点，实验组与对照

组 比 较 ，细 胞 内 NBD- 胆 固 醇 含 量 均 明 显 减 少 。

见图 2。

对照组与实验组 THP-1 细胞 2、4、6、8 和 10 h 的

FI 比较，经重复测量设计的方差分析，结果：①不同

时间点 FI 比较，差异有统计学意义（F =726.726，P =

0.000）；②实验组与对照组 FI 比较，差异有统计学意

义（F =8.102，P =0.012），实验组 FI 较低；③两组 FI 变

化 趋 势 比 较 ，差 异 有 统 计 学 意 义（F =111.061，P =

0.000）。见表 4。

2.5　各组 THP-1 细胞 CD36、SR-A 和 Lox-1 蛋白

相对表达量比较

对照组、IL-35 组、oxLDL 组、实验组 THP-1 细胞

CD36、SR-A 和 Lox-1 蛋白相对表达量比较，经方差

分析，差异均有统计学意义（P <0.05）；oxLDL 组和实

验组 CD36、SR-A、Lox-1 蛋白相对表达量均高于对

照组和 IL-35 组（P <0.05），实验组 CD36 蛋白相对表

达量低于 oxLDL 组（P <0.05）。见表 5 和图 3。

2.6　 各 组 THP-1 细 胞 CD36、SR-A 和 Lox-1 

mRNA相对表达量比较

对照组、IL-35 组、oxLDL 组、实验组 THP-1 细胞

CD36、SR-A 和 Lox-1 mRNA 相对表达量比较，经方

差分析，差异均有统计学意义（P <0.05）；oxLDL 组和

实验组 CD36、SR-A Lox-1 mRNA 相对表达量均高于

表 3　各组THP-1细胞内TC、FC、CE水平比较

（μmol/mgrot， x±s）

组别

对照组

oxLDL 组

低剂量组

高剂量组

F 值

P 值

TC

5.42±0.16

35.94±2.5①

32.00±3.08①

13.71±0.61①②③

158.100

0.000

FC

1.50±0.16

8.84±0.16①

8.00±1.03①

4.68±1.29①②③

13.670

0.002

CE

3.92±0.26

27.10±2.64①

24.00±2.26①

9.03±0.7①②③

161.000

0.000

注 ： ①与对照组比较，P <0.05；②与 oxLDL 组比较，P <0.05；
③与低剂量组比较，P <0.05。

                                 2 h                                                                  4 h                                                                   6 h

对照组 对照组 对照组实验组 实验组 实验组

                                 8 h                                                                  10 h

对照组 对照组 实验组实验组

图2　对照组与实验组THP-1细胞对NBD-胆固醇的摄取　（×200）

表 4　对照组与实验组THP-1细胞不同时间点FI比较 （x±s）

组别

对照组

实验组

2 h

1 536.7±143.3

967.7±83.0

4 h

3 207.0±149.3

2 035.0±88.3

6 h

4 665.0±127.9

3 421.3±100.1

8 h

5 048.3±310.2

3 791.0±182.7

10 h

5 092.7±152.9

3 863.3±232.7
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对照组和 IL-35 组（P <0.05），实验组 CD36 mRNA 相

对表达量低于 oxLDL 组（P <0.05）。见表 6。

2.7　各组 THP-1 细胞 p-p38/p38 蛋白相对表达量

比较

对照组、IL-35 组、oxLDL 组、实验组 THP-1 细胞

p-p38/p38 蛋 白 相 对 表 达 量 分 别 为（0.23±0.06）、

（0.23±0.07）、（1.48±0.2）、（0.91±0.11），经 方 差 分

析，差异有统计学意义（F =74.000，P =0.000）；oxLDL

组和实验组 p-p38/p38 蛋白相对表达量均高于对照

组和 IL-35 组（P <0.05），实验组 p-p38/p38 蛋白相对

表达量低于 oxLDL 组（P <0.05）。见图 4。

2.8　各组 THP-1 细胞 CD36 蛋白相对表达量比较

对照组、oxLDL 组、实验组、P79350 组 THP-1 细

胞 CD36 蛋 白 相 对 表 达 量 分 别 为（0.63±0.09）、

（1.29±0.14）、（1.08±0.00）、（1.17±0.11），经方差分

析，差异有统计学意义（F =35.090，P =0.000）；oxLDL

组、实验组、P79350 组 CD36 蛋白相对表达量均高于

对照组（P <0.05），oxLDL 组和 P79350 组 CD36 蛋白相

对表达量均高于实验组（P <0.05）。见图 5。

3 讨论

AS 是 CHD 患者最基本的病理变化，主要特点

是动脉壁脂质的积累和炎症的发展。AS 病变发展

的早期阶段被称为“脂肪条纹”，其特征是泡沫细胞

在细胞内积聚脂质[13-14]，研究表明，白细胞介素-12

（Interleukin-12，IL-12）家族因子与急性心肌梗死、

主 动 脉 夹 层 、心 肌 肥 厚 等 多 种 心 血 管 疾 病 密 切 相

关[15-17]，在 AS 的发生、发展过程和泡沫细胞的形成

中发挥重要作用[18]，IL-35 为 IL-12 家族一员，可作

为抗炎因子参与自身免疫性炎症疾病，如狼疮性肾

炎、类风湿性关节炎和系统性红斑狼疮的发生、发

展[19-21]。最近研究显示，IL-35 高表达可以延缓动脉

粥样硬化的发展，调节脂代谢相关蛋白基因或非编

码 RNA 的表达[22-24]。本研究首先通过分析 CHD 患

者血清 IL-35 水平与血脂四项的相关性，发现 CHD

患者血清 IL-35 水平与 HDL-C 呈正相关，与 TC、TG，

LDL-C 均呈负相关。

本研究通过油红染色和 THP-1 内胆固醇检测

明确 IL-35 对泡沫细胞的形成有抑制作用，同时发

现 40 ng/mL IL-35 能有效抑制 THP-1 细胞内脂质积

表 5　各组THP-1细胞CD36、SR-A和Lox-1

蛋白相对表达量比较 （x±s）

组别

对照组

IL-35 组

oxLDL 组

实验组

F 值

P 值

CD36 蛋白

0.63±0.09

0.40±0.02①

1.29±0.14①②

1.08±0.09①②③

113.800

0.000

SR-A 蛋白

0.40±0.02

0.50±0.03

1.18±0.13①②

0.99±0.11①②

56.840

0.000

Lox-1 蛋白

0.65±0.01

0.76±0.12

1.17±0.19①②

1.01±0.09①②

11.270

0.003

注 ： ①与对照组比较，P <0.05； ②与 IL-35 组比较，P <0.05；

③与 oxLDL 组比较，P <0.05。

88 kD

70 kD

55 kD

43 kD

CD36

SR-A

Lox-1

β-actin

对照组    IL-35 组   OxLDL 组    实验组

图3　各组THP-1细胞CD36、SR-A、Lox-1蛋白的表达量

表 6　各组THP-1细胞CD36、SR-A、Lox-1 mRNA

相对表达量比较 （x±s）

组别

对照组

IL-35 组

OxLDL 组

实验组

F 值

P 值

CD36 mRNA

1.00±0.04

0.81±0.07①

1.88±0.09①②

1.50±0.05①②③

161.200

0.000

SR-A mRNA

1.04±0.39

0.89±0.35

3.02±0.65①②

2.66±0.35①②

17.270

0.000

Lox-1 mRNA

1.00±0.05

0.93±0.05

3.27±0.21①②

3.19±0.28①②

159.800

0.000

注 ： ①与对照组比较，P <0.05；②与 IL-35 组比较，P <0.05；
③与oxLDL组比较，P <0.05。

40 kD

40 kD

43 kD

p-p38

p38

β-actin

对照组    IL-35 组   OxLDL 组    实验组

图4　各THP-1细胞p-p38/p38蛋白的表达

83 kD

43 kD

CD36

β-actin

对照组    IL-35 组   OxLDL 组    实验组

图5　各组THP-1细胞CD36蛋白的表达
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聚，故将 40 ng/mL 作为本实验的使用浓度。脂质的

摄取是泡沫细胞形成的重要环节，THP-1 细胞对脂

质的摄取主要由清道夫受体 CD36、SR-A 和 Lox-1 介

导。本研究通过 NBD-胆固醇摄取实验来测定不同

时间点实验组与对照组细胞 FI，结果显示在相同时

间 点 ，实 验 组 细 胞 FI 明 显 低 于 对 照 组 。 Western 

blotting 和 qRT-PCR 检测与脂质摄取相关的清道夫

受体（CD36、SR-A 和 Lox-1）蛋白和 mRNA 的表达发

现 ，IL-35 显 著 降 低 了 oxLDL 诱 导 的 CD36 蛋 白 和

mRNA 表达，而 SR-A 和 Lox-1 的表达无显著变化，提

示 IL-35 可能是通过下调清道夫受体 CD36 的表达

来抑制 THP-1 细胞对脂质的摄取。

p38 MAPK 信号传导在多种生物过程中起重要

作用，例如炎症、细胞周期调节、细胞死亡、发育、分

化 和 衰 老[25-27]。 既 往 研 究 表 明 p38 MAPK 通 路 与

AS、心脏重构、心肌肥大和纤维化密切相关，是心血

管 疾 病 的 治 疗 靶 点[28-30]。 本 研 究 发 现 oxLDL 处 理

THP-1 细胞 48 h 后，细胞 p38 总蛋白无显著变化，而

p-p38/p38 表达上调，而经 IL-35 预处理 7 d 后 p-p38/

p38 表达下调，提示 p38 磷酸化水平被 IL-35 抑制。

添加 P79350 作为 p38 MPAK 通路激动剂进行预处理

后，P79350 逆转了 IL-35 对 oxLDL 诱导的细胞所表现

出的作用，CD36 的表达显著升高。因此，推测 IL-35

可能使 p38 MAPK 信号通路失活，降低 p38 的磷酸化

水平，从而抑制清道夫受体 CD36 的表达，最终抑制

THP-1 细胞对脂质的摄取和泡沫细胞的形成。

综上所述，本研究验证了 CHD 患者血清 IL-35

水平与血脂四项有相关性。体外实验验证 IL-35 通

过下调清道夫受体 CD36 的表达从而减少 THP-1 细

胞对脂质的积聚和泡沫细胞的形成，可能与 IL-35

下调 p38 MAPK 信号通路有关。本课题组仅在细胞

水平验证 IL-35 对 THP-1 细胞的影响，IL-35 在动物

模型上是否存在相同的机制，仍需进一步探索。
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