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微小 ＲＮＡ￣１２７０ 靶向调控血管生成素样蛋白 ７
抑制巨噬细胞炎症和脂质蓄积

杜艾家ꎬ张曼ꎬ陈鹤ꎬ王丽新ꎬ尚应殊
(沈阳医学院附属中心医院心血管内科ꎬ辽宁 沈阳 １１００２４)

摘要:目的　 应用氧化低密度脂蛋白(ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ￣ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｏｘ￣ＬＤＬ)诱导的小鼠巨噬细胞株制备动脉

粥样硬化模型ꎬ观察微小 ＲＮＡ￣１２７０(ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣１２７０ꎬ ｍｉＲＮＡ￣１２７０)是否经血管生成素样蛋白 ７ (ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ￣ｌｉｋｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ ７ꎬ ＡＮＧＰＴＬ７) / ｐ３８ 途径干预巨噬细胞炎症及血脂代谢ꎮ 方法　 培养小鼠单核巨噬细胞(ＲＡＷ２６４.７)ꎬ并
加入 ｏｘ￣ＬＤＬ 构建动脉粥样硬化模型ꎮ 根据干预条件不同分为空白组、ｏｘ￣ＬＤＬ 组、ＡＮＧＰＴＬ７ 组、 ｐ３８ 蛋白抑制

组、 ｐ６５ 蛋白抑制组、ｍｉＲ￣１２７０ 模拟物组、ｍｉＲ￣１２７０ 模拟物阴性对照组、ｍｉＲ￣１２７０ 抑制物组和 ｍｉＲ￣１２７０ 抑制物阴

性对照组ꎮ 采用实时定量 ＰＣＲ 法检测 ｍＲＮＡ 表达水平ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测蛋白质表达水平ꎬ采用油红

染色法检测脂质蓄积ꎮ 结果　 ｏｘ￣ＬＤＬ 暴露的巨噬细胞中含红色脂肪微粒的巨噬细胞数量增加ꎬＡＮＧＰＴＬ７ 高表

达ꎬｐ３８ 高表达ꎬ白介素￣６( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣６ꎬ ＩＬ￣６)高表达ꎬ白介素￣１０( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１０ꎬ ＩＬ￣１０)低表达ꎬ且 ＡＮＧＰＴＬ７ 与

ｐ３８ 及脂质蓄积呈正相关(Ｐ<０.０１)ꎮ 与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组相比ꎬＡＮＧＰＴＬ７ 组 ＡＮＧＰＴＬ７、ｐ３８ 及 ＩＬ￣６ 蛋白相对表达量增

加ꎬＩＬ￣１０ 蛋白相对表达量减少ꎬ含红色脂肪微粒的巨噬细胞数量增加(Ｐ<０.０１)ꎮ 与 ＡＮＧＰＴＬ７ 组相比ꎬｐ３８ 蛋白

抑制组 ＡＮＧＰＴＬ７ 和 ｐ３８ 蛋白相对表达量无明显差异ꎬＩＬ￣６ 蛋白相对表达量减少ꎬＩＬ￣１０ 蛋白相对表达量增加ꎬ含
红色脂肪微粒的巨噬细胞数量减少(Ｐ<０.０１)ꎮ 与 ＡＮＧＰＴＬ７ 组相比ꎬｐ６５ 蛋白抑制组各项指标表达量、含红色脂

肪微粒的巨噬细胞数量差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 与空白组相比ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 组 ｍｉＲ￣１２７０ 基因相对表达量减少ꎬ
ＡＮＧＰＴＬ７基因及蛋白相对表达量增加ꎬ ｍｉＲ￣１２７０ 与 ＡＮＧＰＴＬ７ 基因相对表达量呈负相关(Ｐ<０.０１)ꎮ 与 ｏｘ￣ＬＤＬ
组相比ꎬｍｉＲ￣１２７０ 模拟物组 ｍｉＲ￣１２７０ 基因相对表达量增加ꎬＡＮＧＰＴＬ７基因及蛋白相对表达量减少ꎬｐ３８ 及 ＩＬ￣６ 蛋

白相对表达量减少ꎬＩＬ￣１０ 蛋白相对表达量增加ꎬ含红色脂肪微粒的巨噬细胞数量减少(Ｐ<０.０１)ꎻｍｉＲ￣１２７０ 抑制物

组 ｍｉＲ￣１２７０ 基因相对表达量减少ꎬＡＮＧＰＴＬ７ 基因及蛋白相对表达量增加ꎬｐ３８ 及 ＩＬ￣６ 蛋白相对表达量增加ꎬ
ＩＬ￣１０ 蛋白相对表达量减少ꎬ含红色脂肪微粒的巨噬细胞数量增加(Ｐ<０.０１)ꎻ与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组相比ꎬ阴性对照物组各

项指标表达量无明显差异ꎬ含红色脂肪微粒的巨噬细胞数量差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 结论　 在 ｏｘ￣ＬＤＬ 暴露

的巨噬细胞模型中ꎬＡＮＧＰＴＬ７ 促进巨噬细胞内的炎症和脂质蓄积必经 ｐ３８ 途径实现ꎬ是促进动脉粥样硬化的发

生发展新机制ꎮ ｍｉＲ￣１２７０ 作为保护性因子ꎬ可靶向抑制ＡＮＧＰＴＬ７基因转录表达ꎬ经 ｐ３８ 途径减轻巨噬细胞炎症

及脂质蓄积ꎬ可逆调控动脉粥样硬化发生发展ꎬ是动脉粥样硬化潜在的早期筛查靶点ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｐｒｅｐａｒｅ ａｎ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ (Ａｓ) ｍｏｄｅｌ ｅｍｐｌｏｙｉｎｇ ａｎ ｏｘｉｄｉｓｅｄ ｌｏｗ￣ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ
(ｏｘ￣ＬＤＬ) ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｏｕｓｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅꎬ ｓｏ ａｓ ｔｏ ｓｅｅ ｗｈｅｔｈｅｒ ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣１２７０ (ｍｉＲＮＡ￣１２７０) ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｖｉａ ｔｈｅ ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ７ ( ＡＮＧＰＴＬ７ ) / ｐ３８ ｐａｔｈｗａｙ.
Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｍｏｕｓｅ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ (ＲＡＷ２６４.７) ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｎｄ ｏｘ￣ＬＤＬ ｗａｓ ａｄｄｅｄ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｍａｃｒｏ￣
ｐｈａｇｅ ｍｏｄｅｌｓ. Ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓꎬ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ: ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐꎬ ｏｘ￣ＬＤＬ
ｇｒｏｕｐꎬ ＡＮＧＰＴＬ７ ｇｒｏｕｐꎬ ｐ３８ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ ｐ６５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ ｍｉＲ￣１２７０ ｍｉｍｉｃ ｇｒｏｕｐꎬ ｍｉＲ￣
１２７０ ｍｉｍｉｃ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｍｉＲ￣１２７０ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ｍｉＲ￣１２７０ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｍＲ￣
ＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｉｎｇꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｉｐｉｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｏｉｌ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
ｒｅｄ ｆａｔ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｏｘ￣ＬＤＬ￣ｅｘｐｏｓｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓꎬ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＡＮＧＰＴＬ７ꎬ ｐ３８ꎬ ａｎｄ ＩＬ￣６ꎬ
ａｎｄ ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣１０ꎬ ａｎｄ ａ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＡＮＧＰＴＬ７ ａｎｄ ｐ３８ ａｎｄ ｌｉｐｉｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ (Ｐ<０.０１) .
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＡＮＧＰＴＬ７ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＮＧＰＴＬ７ ａｎｄ
ｐ３８ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐ３８ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ ａ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣６ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣１０ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ａｎｄ ａ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒｅｄ ａｄｉｐｏｓｅ ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ
(Ｐ<０.０１) . Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＡＮＧＰＴＬ７ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐ６５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍａｃ￣
ｒｏｐｈａｇｅｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｄ ｆａｔ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ (Ｐ>０.０５) . Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣１２７０
ｇｅｎｅ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＮＧＰＴＬ７ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｏｘ￣ＬＤＬ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ
ｍｉＲ￣１２７０ ｗａｓ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＡＮＧＰＴＬ７ ｇｅｎｅ(ｒ２ ＝ ０.６６５ ７ꎬ Ｐ<０.０１) . Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｏｘ￣ＬＤＬ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｍｉＲ￣１２７０ ｍｉｍｉｃ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉＲ￣１２７０ ｇｅｎｅꎬ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
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　 　 动脉粥样硬化作为动脉壁内的一种慢性炎症

性疾病ꎬ是心肌梗死、脑血管和外周动脉疾病的主要

危险因素[１]ꎮ 目前有研究认为ꎬ动脉粥样硬化是一

种脂质驱动的血管炎症性疾病ꎬ其中巨噬细胞炎症

反应和脂质蓄积是两个关键因素[２]ꎮ
血管生成素样蛋白 ７ ( ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ

７ꎬ ＡＮＧＰＴＬ７)是 ＡＮＧＰＴＬｓ 家族的成员之一ꎬ它是

一种分泌性糖蛋白脂肪细胞因子ꎬ由 ３４６ 个氨基酸

组成ꎬ含有多个潜在的磷酸化位点及糖基化位点ꎬ参
与氧化应激应答过程ꎬ在眼部、脂肪、神经及循环组

织等表达[３]ꎮ ＡＮＧＰＴＬ７ 基因位于编码哺乳动物雷

帕霉素靶蛋白的内含子中ꎬｍＴＯＲ￣ＡＮＧＰＴＬ７ 基因

位点在早期肥胖的遗传机制中发挥作用[４]ꎮ Ａｂｕ￣
Ｆａｒｈａ 等[５]研究发现ꎬ肥胖者血中 ＡＮＧＰＴＬ７ 表达水

平增加ꎬ且与三酰甘油( ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅꎬ ＴＧ)呈显著正

相关ꎬ提示 ＡＮＧＰＴＬ７ 参与脂质代谢ꎮ Ｌｉ 等[６] 研究

发现ꎬ抑制 ＡＮＧＰＴＬ７ 表达可显著逆转肿瘤坏死因

子￣α( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣αꎬ ＴＮＦ￣α)诱导的氧化

应激和内皮细胞黏附ꎮ Ｚｈａｏ 等[７] 研究发现ꎬ下调

ＡＮＧＰＴＬ７ 可减弱血管平滑肌细胞增殖和细胞炎症

反应ꎮ ＡＮＧＰＴＬ７ 与动脉粥样硬化的炎症反应、脂
质代谢息息相关ꎬ值得深入探讨ꎮ

近年来随着对基因组学领域的不断深入研究ꎬ
基因表观遗传学成为动脉粥样硬化机制研究的前沿



杜艾家ꎬ等.微小 ＲＮＡ￣１２７０ 靶向调控血管生成素样蛋白 ７ 抑制巨噬细胞炎症和脂质蓄积 ３　　　　 　

焦点[８]ꎮ 微小 ＲＮＡ(ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬ ｍｉＲＮＡ)由 １８ ~ ２３
个核苷酸组成ꎬ广泛存在于真核生物中ꎬ属于非编码

ＲＮＡꎬ不编码蛋白质ꎬ但可通过影响下游 ｍＲＮＡ 表

达参与生理过程和疾病发生发展[９￣１０]ꎮ ｍｉＲ￣１２７０
的靶基因参与免疫应答、抗原受体介导的信号通路

调节、单核细胞趋化性等生物学过程ꎬ从而进一步调

节动脉粥样硬化的炎症和凋亡[１１￣１２]ꎮ Ｗａｎｇ 等[１３]

在氧化低密度脂蛋白(ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ￣ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏ￣
ｔｅｉｎꎬ ｏｘ￣ＬＤＬ)诱导的急性单核巨噬细胞模型中发

现ꎬ上调 ｍｉＲ￣１２７０ 表达可显著抑制白介素￣６( ｉｎｔｅｒ￣
ｌｅｕｋｉｎ￣６ꎬ ＩＬ￣６)和 ＴＮＦ￣α 表达ꎮ ｍｉＲ￣１２７０ 可能是动

脉粥样硬化在基因表观遗传学水平的潜在靶点ꎮ
本研究在前期工作中进行基因芯片检测ꎬ发现

在富集分析中动脉粥样硬化与 ＡＮＧＰＴＬ７ 具有差异

表达ꎬ随后在 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ、ｍｉＲＷａｌｋ 等基因库预测信

息中发现ꎬＡＮＧＰＴＬ７ 可能是 ｍｉＲ￣１２７０ 的靶基因之

一ꎬ两者具有潜在的结合位点ꎮ 因此本实验采用

ｏｘ￣ＬＤＬ 刺激巨噬细胞为研究对象ꎬ应用基因沉默、
细胞功能获得或缺失实验等方法ꎬ观察 ｍｉＲ￣１２７０ 是

否通过调控 ＡＮＧＰＴＬ７ / ｐ３８ 信号通路影响巨噬细胞

炎症反应及脂质蓄积ꎬ完善动脉粥样硬化新机制ꎬ为
动脉粥样硬化的早期筛查及靶向治疗提供新的方向

及数据支持ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 实验对象

小鼠单核巨噬细胞系ꎬ购自湖南丰晖生物科技

有限公司ꎮ
１.１.２　 主要试剂与仪器

胎牛血清购自美国 Ｃｌａｒｋ 公司ꎻＤＭＥＭ 培养液

购自美国 Ａｂｃｌｏｎａｌ 公司ꎻｏｘ￣ＬＤＬ 购自广州奕源生

物科技有限公司ꎻ油红 Ｏ 染色试剂盒购自北京索莱

宝科技有限公司ꎻＡＮＧＰＴＬ７ 抗体购自美国赛默飞

公司ꎻｐ３８、ＩＬ￣６、白介素￣１０( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１０ꎬ ＩＬ￣１０)抗
体、兔抗鼠 β￣ａｃｔｉｎ、羊抗兔二抗购自美国 ＢＯＳＴＥＲ
公司ꎻｍｉＲ￣１２７０ 模拟物、ｍｉＲＮＡ￣１２７０ 抑制物及其阴

性对照物购自广州锐博生物技术有限公司ꎻｐ３８ 蛋

白抑制剂 ＳＢ２０３５８０、ｐ６５ 蛋白抑制剂 ＰＤＴＣ 购自美

国赛默飞公司ꎻＲＮＡ 提取试剂盒、反转录试剂盒购

自南京诺唯赞生物科技有限公司ꎻ转染试剂购自广

州锐博生物技术有限公司ꎻ引物由北京鼎国生物技

术责任有限公司设计并合成ꎻＢＣＡ 蛋白定量试剂盒

购自上海碧云天生物技术有限公司ꎻ细胞培养箱购

自美国赛默飞公司ꎻ光学显微镜与照相系统购自德

国徕卡公司ꎻ聚丙烯酰胺凝胶电泳垂直电泳槽、凝胶

成像仪购自美国 ＢＩＯ￣ＲＡＤ 公司ꎻＭＸ３０００Ｐ 型实时

荧光定量 ＰＣＲ 扩增仪购自美国 ＢＩＯ￣ＲＡＤ 公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 细胞培养

将巨噬细胞 ＲＡＷ ２６４.７ 接种于 １０％胎牛血清、
１％青霉素和 １％ 链霉素配置 ＤＭＥＭ 培养基中ꎬ
３７ ℃、５％ＣＯ２ 培养箱中静置培养ꎬ２ ｄ 后在显微镜

下观察细胞的生长密度ꎬ达到 ８０％ ~ ９０％时进行传

代培养ꎮ
１.２.２　 分组

根据干预条件不同将细胞分为空白组、ｏｘ￣ＬＤＬ
组、ＡＮＧＰＴＬ７ 组( ｏｘ￣ＬＤＬ＋ＡＮＧＰＴＬ７ 重组蛋白)、
ｐ３８ 蛋白抑制组(ｏｘ￣ＬＤＬ＋ＡＮＧＰＴＬ７ 重组蛋白＋ｐ３８
蛋白抑制剂)、ｐ６５ 蛋白抑制组(ｏｘ￣ＬＤＬ＋ＡＮＧＰＴＬ７
重组蛋白＋ｐ６５ 蛋白抑制剂)ꎻｍｉＲ￣１２７０ 模拟物组

(ｏｘ￣ＬＤＬ＋ｍｉＲ￣１２７０ 模拟物)、ｍｉＲ￣１２７０ 模拟物阴

性对照组(ｏｘ￣ＬＤＬ＋ｍｉＲ￣１２７０ 模拟物阴性对照物)、
ｍｉＲ￣１２７０ 抑制物组( ｏｘ￣ＬＤＬ＋ｍｉＲ￣１２７０ 抑制物)、
ｍｉＲ￣１２７０ 抑制物阴性对照组(ｏｘ￣ＬＤＬ＋ｍｉＲ￣１２７０ 抑

制物阴性对照物)ꎮ
１.２.３　 采用实时荧光定量 ＰＣＲ 法检测 ｍＲＮＡ 表达

根据 ＲＮＡ 提取试剂盒说明书进行各组总 ＲＮＡ
提取ꎬ用分光光度计测定 ＲＮＡ 浓度ꎮ 采用 ２－ΔΔＣＴ法

计算目的基因的表达量ꎮ ＱＲＴ￣ＰＣＲ 反应参数分别

为:９４ ℃变性 １５ ｓ、５５ ℃退火 ３０ ｓ、７２ ℃延伸 ３０ ｓꎬ共
４０ 个循环ꎮ 本研究采用的引物如下:ｍｉＲ￣１２７０:Ｆ: ５′￣
ＧＧＧＣＴＧＧＡＧＡＴＡＴＧＧＡＡＧＡ￣３′ꎬＲ: ５′￣ＣＡＧＴＧＣＧＴ￣
ＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴ￣３′ꎻＡＮＧＰＴＬ７: Ｆ: ５′￣ＡＡＣＡＣＣＧ ＴＣＴ￣
ＴＣＡＧＣＡＣＣＡ ￣３′ꎬＲ: ５′￣ＴＡＣＣＡＧＴＡＧＣＣＡＣＣＴＴＴＴ￣
ＣＧ￣３′ꎻβ￣ａｃｔｉｎ Ｆ:５′￣ＣＡＴＣＣＧＴＡＡＡＧＡＣＣＴＣＴＡＴＧＣ￣
ＣＡＡＣ￣３′ꎬＲ: ５′￣ＡＴＧＧＡＧＣＣＡＣＣＧＡＴＣＣＡＣＡ￣３′ꎻ进行

３ 次实验后取平均值ꎮ
１.２.４　 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测蛋白表达

分别提取各组细胞中的蛋白ꎬ采用 ＢＣＡ 法测

定蛋白浓度ꎬ聚丙烯酰胺凝胶电泳ꎬ转膜ꎬ封闭ꎬ一
抗孵育 (一抗滴度 １ ∶ １０００)ꎬ４ ℃ 过夜ꎬ二抗孵育

(滴度 １:１０ ０００)ꎬ３７ ℃ １ ｈꎬ使用 ＥＣＬ 发光液显色ꎬ
以β￣ａｃｔｉｎ 为内参ꎬ采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析灰度值并

计算目标蛋白的相对表达水平ꎮ 每组进行 ３ 次实验

取平均值ꎮ
１.２.５　 采用油红 Ｏ 染色法检测细胞脂质蓄积

选取生长状态良好的空白组细胞ꎬ胰酶消化后

接种于 ６ 孔板中ꎬ接种密度为 １×１０５ 个细胞 /孔ꎮ 诱
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导贴壁后ꎬ换用含有血清的细胞 ＤＭＥＭ 培养基后

加入 ５０ ｍｇ / ｍＬ ｏｘ￣ＬＤＬ 培养 ２４ ｈꎬ ＰＢＳ 洗涤ꎬ油红

Ｏ 固定液固定 ３０ ｍｉｎꎬ经异丙醇及蒸馏水漂洗ꎬ油红

Ｏ 染色液浸染 ２０ ｍｉｎꎬ再经异丙醇及蒸馏水漂洗ꎬ苏
木精－伊红染色ꎬ蒸馏水漂洗ꎬ油红 Ｏ 缓冲液固定ꎬ
显微镜下观察ꎬ定量检测细胞内红色脂滴颗粒巨噬

细胞数目ꎬ代表巨噬细胞脂质沉积情况ꎬ实验重复 ３
次取平均值ꎮ
１.３　 统计学处理

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８.３.０ 进行处理ꎬ符合正态

分布的数据以 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎬ满足正态分布且满足方差

齐的数据中ꎬ两组均值比较采用 ｔ 检验ꎬ多组间均值

比较采用单因素方差分析ꎬ两两多重比较采用 ＳＮＫ
检验ꎮ 不符合正态分布的数据ꎬ采用非参数检验ꎮ

相关性分析采用 Ｐｅａｒｓｏｎ 方法ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异有统

计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ｏｘ￣ＬＤＬ 对巨噬细胞的影响

与空白组相比ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 组含红色脂肪微粒的

巨噬细胞数量增加ꎻＡＮＧＰＴＬ７、ｐ３８、ＩＬ￣６ 蛋白相对

表达量增加ꎬＩＬ￣１０ 蛋白相对表达量减少(Ｐ<０.０１)ꎮ
ｏｘ￣ＬＤＬ 组中ꎬＡＮＧＰＴＬ７ 与 ｐ３８ 蛋白相对表达量呈

正相关(ｒ２ ＝ ０.８３８ ４ꎬ Ｐ<０.０１)ꎬＡＮＧＰＴＬ７ 蛋白相对

表达量与含红色脂肪微粒的巨噬细胞数量呈正相关

(ｒ２ ＝ ０.７１８ ０ꎬ Ｐ<０.０１)ꎮ 见图 １ꎮ

图 １　 空白组与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组巨噬细胞脂质蓄积、ＩＬ￣６、ＩＬ￣１０、ＡＮＧＰＴＬ７ 和 ｐ３８ 蛋白相对表达
Ａ:空白组与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组含红色脂肪微粒的巨噬细胞ꎻＢ:空白组与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组 ＡＮＧＰＴＬ７、ｐ３８、ＩＬ￣６ 和 ＩＬ￣１０ 蛋白表达ꎻ
Ｃ:ＡＮＧＰＴＬ７与 ｐ３８ 蛋白相对表达量相关性分析ꎻＤ:ＡＮＧＰＴＬ７ 与含红色脂肪微粒的巨噬细胞数量相关性分析ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｌｉｐｉｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎꎬ ＩＬ￣６ꎬ ＩＬ￣１０ꎬ ＡＮＧＰＴＬ７ ａｎｄ ｐ３８ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｂｌａｎｋ ａｎｄ ｏｘ￣ＬＤＬ
ｇｒｏｕｐｓ
Ａ: Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｄ ｆａｔ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｏｘ￣ＬＤＬ ｇｒｏｕｐꎻ Ｂ: Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＡＮＧＰＴＬ７ꎬ
ｐ３８ꎬ ＩＬ￣６ꎬ ａｎｄ ＩＬ￣１０ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｏｘ￣ＬＤＬ ｇｒｏｕｐꎻ Ｃ: Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＡＮＧＰＴＬ７
ａｎｄ ｐ３８ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎻ Ｄ: Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＮＧＰＴＬ７ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｃｏｎｔａｉ￣
ｎｉｎｇ ｒｅｄ ｆａｔ ｐａｒｔｉｃｌｅ.

２.２　 ＡＮＧＰＴＬ７ 经 ｐ３８ 路径对巨噬细胞的影响

与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组相比ꎬＡＮＧＰＴＬ７ 组 ＡＮＧＰＴＬ７、
ｐ３８ 和 ＩＬ￣６ 蛋白相对表达量增加ꎬＩＬ￣１０ 蛋白相对表

达量减少ꎬ含红色脂肪微粒的巨噬细胞数量增加

(Ｐ<０.０１)ꎮ 与 ＡＮＧＰＴＬ７ 组相比ꎬｐ３８ 蛋白抑制组

ＡＮＧＰＴＬ７ 蛋白相对表达量差异无统计学意义(Ｐ>

０.０５)ꎬｐ３８ 蛋白相对表达量差异无统计学意义(Ｐ>
０.０５)ꎬＩＬ￣６ 蛋白相对表达量减少ꎬＩＬ￣１０ 蛋白相对表

达量增加ꎬ含红色脂肪微粒的巨噬细胞数量减少

(Ｐ<０.０１)ꎻ与 ＡＮＧＰＴＬ７ 组相比ꎬｐ６５ 蛋白抑制组各

项指标表达量无明显差异ꎬ含红色脂肪微粒的巨噬

细胞数量差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 见图 ２ꎮ
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图 ２　 空白组、ｏｘ￣ＬＤＬ 组、ＡＮＧＰＴＬ７ 组、ｐ３８ 蛋白抑制组、ｐ６５ 蛋白抑制组巨噬细胞脂质蓄积、ＩＬ￣６、ＩＬ￣１０、ＡＮＧＰＴＬ７ 和 ｐ３８ 蛋
白相对表达(∗Ｐ<０.０１ ｖｓ. 空白组ꎻ ＃Ｐ<０.０１ ｖｓ. ｏｘ￣ＬＤＬ 组ꎻ ＆Ｐ<０.０１ ｖｓ. ＡＮＧＰＴＬ７ 组)
Ａ:各组巨噬细胞脂质蓄积ꎻＢ:各组 ＡＮＧＰＴＬ７、ｐ３８、ＩＬ￣６、ＩＬ￣１０ 蛋白表达ꎻＣ:各组 ＡＮＧＰＴＬ７、ｐ３８、ＩＬ￣６、ＩＬ￣１０ 蛋白相对
表达量ꎻＤ:各组含红色脂肪微粒的巨噬细胞数量ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｌｉｐｉｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎꎬ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＩＬ￣６ꎬ ＩＬ￣１０ꎬ ＡＮＧＰＴＬ７ ａｎｄ ｐ３８ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｂｌａｎｋꎬ ｏｘ￣ＬＤＬꎬ
ＡＮＧＰＴＬ７ꎬ ｐ３８ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｐ６５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ (∗Ｐ<０.０１ ｖｓ. ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０.０１ ｖｓ. ｏｘ￣ＬＤＬ
ｇｒｏｕｐꎻ ＆Ｐ<０.０１ ｖｓ. ＡＮＧＰＴＬ７ ｇｒｏｕｐ)
Ａ: Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｌｉｐｉｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐꎻ Ｂ: ＡＮＧＰＴＬ７ꎬ ｐ３８ꎬ ＩＬ￣６ꎬ ａｎｄ ＩＬ￣１０ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐꎻ Ｃ: Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＡＮＧＰＴＬ７ꎬ ｐ３８ꎬ ＩＬ￣６ꎬ ａｎｄ ＩＬ￣１０ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐꎻ Ｄ: Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍａｃｒｏ￣
ｐｈａｇｅｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｄ ｆａｔ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ.
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２.３　 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ、ｍｉＲＷａｌｋ 等基因库预测 ＡＮＧＰＴＬ７
与ｍｉＲ￣１２７０
本研究在前期工作中进行基因芯片检测ꎬ发现

在富集分析中动脉粥样硬化与 ＡＮＧＰＴＬ７ 具有差异

表达ꎬ随后在 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ、ｍｉＲＷａｌｋ 等基因库预测信

息中发现 ＡＮＧＰＴＬ７ 可能是 ｍｉＲ￣１２７０ 的靶基因之

一ꎬ两者具有潜在的结合位点ꎮ 见图 ３ꎮ

图 ３　 基因库预测 ｍｉＲ￣１２７０ 与 ＡＮＧＰＴＬ７ 结合位点
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｌｉｂｒａｒｙ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣１２７０ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｔｏ ＡＮＧＰＴＬ７

２.４　 ｍｉＲ￣１２７０ 经 ＡＮＧＰＴＬ７ / ｐ３８ 路径对巨噬细胞

的影响

与空白组相比ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 组 ｍｉＲ￣１２７０ 基因相对

表达量减少ꎬＡＮＧＰＴＬ７ 基因相对表达量增加(Ｐ<
０.０１)ꎬ且 ｏｘ￣ＬＤＬ 组中 ｍｉＲ￣１２７０ 与 ＡＮＧＰＴＬ７ 基因

相对表达量呈负相关( ｒ２ ＝ ０.６６５ ７ꎬ Ｐ<０.０１)ꎮ 与

ｏｘ￣ＬＤＬ 组相比ꎬＡＮＧＰＴＬ７ 组、ｐ３８ 蛋白抑制剂组、
ｐ６５ 蛋白抑制剂组 ｍｉＲ￣１２７０ 基因相对表达量差异

无统计学意义 ( Ｐ > ０. ０５)ꎮ 与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组相比ꎬ
ｍｉＲ￣１２７０模拟物组 ｍｉＲ￣１２７０ 基因相对表达量增加ꎬ

ＡＮＧＰＴＬ７ 基因及蛋白相对表达量减少ꎬｐ３８ 及 ＩＬ￣６
蛋白相对表达量减少ꎬＩＬ￣１０ 蛋白相对表达量增加ꎬ
含红色脂肪微粒的巨噬细胞数量减少 (Ｐ<０.０１)ꎻ
ｍｉＲ￣１２７０ 抑制物组 ｍｉＲ￣１２７０ 基因相对表达量减

少ꎬＡＮＧＰＴＬ７ 基因及蛋白相对表达量增加ꎬｐ３８ 及

ＩＬ￣６ 蛋白相对表达量增加ꎬＩＬ￣１０ 蛋白相对表达量

减少ꎬ含红色脂肪微粒的巨噬细胞数量增加 (Ｐ<
０.０１)ꎻ与ｏｘ￣ＬＤＬ 组相比ꎬｍｉＲ 阴性对照物组各项指

标表达量无明显差异ꎬ含红色脂肪微粒的巨噬细胞

数量差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 见图 ４ꎮ
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图 ４　 空白组、ｏｘ￣ＬＤＬ 组、ｍｉＲ￣１２７０ 模拟物组、ｍｉＲ￣１２７０ 模拟物阴性对照组、ｍｉＲ￣１２７０ 抑制物组、ｍｉＲ￣１２７０ 抑制物阴性对照
组巨噬细胞脂质蓄积、ｍｉＲ￣１２７０、ＩＬ￣６、ＩＬ￣１０、ＡＮＧＰＴＬ７ 和 ｐ３８ 基因及蛋白相对表达(∗Ｐ<０.０１ ｖｓ. 空白组ꎻ ＃Ｐ<０.０１ ｖｓ.
ｏｘ￣ＬＤＬ 组)
Ａ:各组巨噬细胞脂质蓄积ꎻＢ:各组 ＡＮＧＰＴＬ７、ｐ３８、ＩＬ￣６、ＩＬ￣１０ 蛋白表达ꎻＣ:各组基因及蛋白相对表达量、含红色脂肪
微粒的巨噬细胞数量ꎻＤ: ｍｉＲ￣１２７０ 基因相对表达量与 ＡＮＧＰＴＬ７ 基因相对表达量相关性分析ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｌｉｐｉｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎꎬ ｍｉＲ￣１２７０ꎬ ＩＬ￣６ꎬ ＩＬ￣１０ꎬ ＡＮＧＰＴＬ７ ａｎｄ ｐ３８ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｉｎ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐꎬ ｏｘ－ＬＤＬ ｇｒｕｏｐꎬ ｍｉＲ￣１２７０ ｍｉｍｉｃ ｇｒｏｕｐꎬ ｍｉＲ￣１２７０ ｍｉｍｉｃ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｍｉＲ－１２７０ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ｍｉｒ－１２７０ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (∗Ｐ<０.０１ ｖｓ. ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０.０１ ｖｓ. ｏｘ￣ＬＤＬ ｇｒｏｕｐ)
Ａ: Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｌｉｐｉｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐꎻ Ｂ: Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＡＮＧＰＴＬ７ꎬ ｐ３８ꎬ ＩＬ￣６ꎬ ＩＬ￣１０ ｉｎ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐꎻ Ｃ: Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｄ ｆａｔ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐꎻ Ｄ: Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｍｉＲ￣１２７０ ｇｅｎｅ ＡＮＧＰＴＬ７ ｇｅｎｅ.

３　 讨　 论

冠状动脉粥样硬化性心脏病( ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｔｈｅｒｏ￣
ｓｃｌｅｒｏｔｉｃ ｈｅａｒｔ ｄｉｓｅａｓｅꎬ ＣＡＤ)又称冠心病ꎬ主要是指

冠状动脉发生粥样硬化引起管腔狭窄或闭塞ꎬ导致

心肌缺血缺氧或坏死而引起的心脏病ꎮ 作为 ＣＡＤ

的病理基础ꎬ动脉粥样硬化好发于大、中等动脉ꎬ是
一种以炎症反应激活和脂质代谢紊乱为特征的血管

壁慢性病变[１]ꎮ 在正常情况下ꎬ血浆低密度脂蛋白

( ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬ ＬＤＬ)由三酰甘油和胆固

醇酯组成ꎬ外层由磷脂、游离胆固醇和载脂蛋白 Ｂ
组成ꎮ 在动脉粥样硬化的发生发展过程中ꎬ局部组

织内的巨噬细胞浸润增加ꎬ分泌大量促炎因子、趋化
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因子ꎬ并进一步产生活性氧和氮物质ꎬ从而维持局部

炎症反应不断发生ꎮ 与此同时ꎬＬＤＬ 与活性氧结合

形成氧化低密度脂蛋白( ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ￣ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏ￣
ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｏｘ￣ＬＤＬ)ꎬ被动脉血中的巨噬细胞吞噬摄

取ꎬ形成泡沫细胞ꎮ 此外ꎬ巨噬细胞与血管平滑肌细

胞互相影响ꎬ通过产生额外的促炎因子和细胞外基

质成分放大炎症反应ꎬ进一步促进 ｏｘ￣ＬＤＬ 的蓄积ꎮ
由此可见ꎬ深入探讨炎症反应和脂质蓄积是防治动

脉粥样硬化的关键靶点ꎮ
本研究构建成功 ｏｘ￣ＬＤＬ 暴露的巨噬细胞模型

后ꎬ发现巨噬细胞中红色脂滴颗粒数目增加ꎬ且促炎

因子 ＩＬ￣６ 表达增加ꎬ抗炎因子 ＩＬ￣１０ 表达减少ꎬ表明

巨噬细胞炎症反应及脂质蓄积与动脉粥样硬化息息

相关ꎮ 同时本研究还发现ꎬ在此模型中 ＡＮＧＰＴＬ７
及 ｐ３８ 表达增加ꎬ两者呈正相关ꎬ且 ＡＮＧＰＴＬ７ 与含

红色脂滴的巨噬细胞数目呈正相关ꎬ提示 ＡＮＧＰＴＬ７
可能参与巨噬细胞炎症反应及脂质蓄积ꎬ是促进动脉

粥样硬化形成发展的新机制ꎮ
ＡＮＧＰＴＬｓ 是一类分泌性糖蛋白家族ꎬ包括

ＡＮＧＰＴＬ１￣８八个亚型[１４]ꎬ在肝脏、血管系统和造血

系统等组织中广泛表达ꎬ参与调节主动脉脂质蓄积、
血管生长、血管通透性和重塑、血管炎症、斑块失稳、
糖脂代谢紊乱等过程[１５￣１６]ꎮ 目前已有研究证实ꎬ
ＡＮＧＰＴＬ２、３、４、８ 与动脉粥样硬化密切相关[１７￣１８]ꎮ
近年来ꎬＡＮＧＰＴＬ３、４ 被发现通过抑制 ＬＰＬ 表达调

节血脂代谢[１９]ꎮ ２０２３ 年中国血脂管理指南中提出

在现有的降脂治疗基础上ꎬ应用 ＡＮＧＰＴＬ３ 抑制剂

的患者血清中的 ＬＤＬ 进一步下降[２０]ꎮ 罗庭等[２１]研

究发现ꎬ急性冠脉综合征患者的血清 ＡＮＧＰＴＬ３ 水平

与 ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣６ 水平呈正相关ꎮ 作为 ＡＮＧＰＴＬ３ 的

同源亚型ꎬＡＮＧＰＴＬ７ 蛋白质大小约为４０~５０ ｋＤａꎬ
结构中存在跨膜结构及信号肽ꎬ含有潜在的磷酸化

位点、Ｎ￣糖基化位点及 Ｏ￣糖基化位点ꎬ蛋白功能主

要参与氧化应激应答过程[２２]ꎮ Ｌｅｅｎｔｊｅｎｓ 等[２３] 在阻

塞性睡眠呼吸暂停的患者血中发现ꎬＡＮＧＰＴＬ７ 表

达与 ＴＧ、ｏｘ￣ＬＤＬ 含量呈显著正相关ꎮ Ｚｈａｏ 等[７]研

究发现ꎬ下调 ＡＮＧＰＴＬ７ 表达可抑制血管炎诱导的

细胞 增 殖 和 炎 症 反 应ꎮ Ｑｉａｎ 等[２４] 研 究 发 现ꎬ
ＡＮＧＰＴＬ７可通过促使 ｐ３８ 蛋白磷酸化增强ꎬ促进

ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β、 ＩＬ￣６ 的表达增加ꎬ诱导炎症反应增

强ꎬ增强细胞的吞噬和迁移的能力ꎬ以上均提示

ＡＮＧＰＴＬ７可能参与脂质代谢和炎症反应ꎮ 为进一

步证实 ＡＮＧＰＴＬ７ 参与动脉粥样硬化发生发展机制

的具体途径ꎬ本研究采用 ＡＮＧＰＴＬ７ 重组蛋白刺激

ｏｘ￣ＬＤＬ 暴露的巨噬细胞ꎬ发现巨噬细胞脂质蓄积

增加ꎬｐ３８ 及 ＩＬ￣６ 蛋白表达进一步增加ꎬＩＬ￣１０ 蛋白

表达进一步减少ꎮ 随后在采用 ＡＮＧＰＴＬ７ 重组蛋白

的巨噬细胞中分别加入 ｐ３８ 和 ｐ６５ 蛋白抑制剂ꎬ发
现在 ＡＮＧＰＴＬ７ 表达不变的基础上ꎬ应用 ｐ３８ 蛋白

抑制剂后 ＩＬ￣６ 表达减少ꎬＩＬ￣１０ 表达增加ꎬ脂质蓄积

被抑制ꎻ而应用 ｐ６５ 蛋白抑制剂后炎症及脂质蓄积

未见明显变化ꎬ表明在 ｏｘ￣ＬＤＬ 暴露的巨噬细胞模

型中 ＡＮＧＰＴＬ７ 是加速动脉粥样硬化的新机制ꎬ其
通过促进 ｐ３８ 蛋白表达增加进一步实现促进巨噬细

胞炎症反应及脂质蓄积ꎮ
近年ꎬ基因表观遗传学已成为抗动脉粥样硬化

的新靶点[２５]ꎮ 其中ꎬ非编码 ＲＮＡ 对转录后基因的

表达调控、突变和单核苷酸多态性一直是国内外研

究热点[２６]ꎮ ｍｉＲＮＡ 主要存在于真核生物体内ꎬ长
度在 １８~２３ 个核苷酸之间ꎬ可参与机体生长与疾病

发生发展ꎬ 机制主要是识别互补碱基对ꎬ 与靶

ｍＲＮＡ 的 ３’ＵＴＲ 结合并抑制或阻断靶 ｍＲＮＡ 的翻

译ꎬ干扰基因转录后表达过程[２７]ꎮ 在 ｍｉＲＮＡ 家族

中ꎬｍｉＲ￣１２７０ 位于 １９ 号染色体ꎬ长度 ２３ｂｐꎬ研究发

现与癌症相关ꎬ并参与调节骨代谢和先天免疫系统ꎮ
有研究证实ꎬｍｉＲ￣１２７０ 的靶基因包括人第 １０ 号染

色体缺失的磷酸酶及张力蛋白同源基因(ｐｈｏｓｐｈａ￣
ｔａｓｅ ａｎｄ ｔｅｎｓｉｎ ｈｏｍｏｌｏｇ ｄｅｌｅｔｅｄ ｏｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｔｅｎꎬ
ＰＴＥＮ)、 核 因 子 １Ａ ( ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ １Ａꎬ ＮＦ１Ａ )
等[１３ꎬ２８]ꎬ这些靶基因都被证实参与动脉粥样硬化发

生发展过程ꎬ陈煜等[２９] 研究发现ꎬＰＴＥＮ 基因表达

增加可抑制动脉粥样硬化炎症反应ꎬＣｈｅｎ 等[１１] 研

究发现ꎬ上调 ＮＦ１Ａ 表达可减少 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 等炎症

因子表达水平ꎬ上述均提示 ｍｉＲ￣１２７０ 可能靶向抑制

下游 ＡＮＧＰＴＬ７ 基因转录表达ꎬ可作为早期筛查因

子ꎬ参与动脉粥样硬化发生发展ꎮ
本研究结果显示ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 暴露的巨噬细胞模

型中 ｍｉＲ￣１２７０ 表达明显减少ꎬ与 ＡＮＧＰＴＬ７ 表达呈

负相关ꎻ上调 ｍｉＲ￣１２７０ 表达后ꎬＡＮＧＰＴＬ７ 表达减

少ꎬｐ３８ 及 ＩＬ￣６ 表达减少ꎬＩＬ￣１０ 表达增加ꎬ巨噬细胞

脂质蓄积减少ꎻ下调 ｍｉＲ￣１２７０ 表达后ꎬＡＮＧＰＴＬ７表
达增加ꎬｐ３８ 及 ＩＬ￣６ 表达增加ꎬＩＬ￣１０ 表达减少ꎬ巨噬

细胞脂质蓄积提高ꎻ而给予其阴性对照物干预后ꎬ
ＡＮＧＰＴＬ７、ｐ３８、ＩＬ￣６ 及 ＩＬ￣１０ 表达水平无明显差异

变化ꎬ表明 ｍｉＲ￣１２７０ 作为一种新的动脉粥样硬化保

护性 因 子ꎬ 靶 向 抑 制 ＡＮＧＰＴＬ７ 转 录 表 达ꎬ 经

ＡＮＧＰＴＬ７ / ｐ３８途径减轻炎症反应及脂质蓄积ꎬ延缓

动脉粥样硬化发生发展ꎬ经基因表观遗传学方式可

逆参与动脉粥样硬化调控ꎮ
综上所述ꎬ本研究发现在 ｏｘ￣ＬＤＬ 暴露的巨噬
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细胞模型中ꎬＡＮＧＰＴＬ７ 作为一个新的促炎因子ꎬ经
ｐ３８ 途径促进巨噬细胞炎症反应和脂质蓄积ꎬ加速

动脉粥样硬化发生发展ꎮ 而 ｍｉＲ￣１２７０ 作为一种新

的保护性因子ꎬ经基因表观遗传学机制靶向抑制下

游 ＡＮＧＰＴＬ７ / ｐ３８ 路径ꎬ可逆调控巨噬细胞脂质蓄

积及炎症反应ꎬ减轻动脉粥样硬化早期炎症及血脂

蓄积ꎬ抑制动脉粥样硬化发生发展ꎬ可作为一种新的

动脉粥样硬化早期筛查因子ꎬ值得深入研究ꎮ
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