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阿托伐他汀对脂多糖诱导的人脐静脉内皮细胞 Toll 样
受体 4 及炎症因子表达的影响
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硬化

[摘摇 要] 摇 目的摇 研究阿托伐他汀对脂多糖诱导的人脐静脉内皮细胞 Toll 样受体 4 及血凝素样氧化型低密度脂

蛋白受体 1、肿瘤坏死因子 琢 及细胞间黏附分子表达的影响,探讨阿托伐他汀对炎症性疾病的影响及防治动脉粥样

硬化的机制。 方法摇 体外培养人脐静脉内皮细胞,用脂多糖刺激人脐静脉内皮细胞 2 h 后,加入阿托伐他汀干预

24 h,收集细胞,荧光定量 PCR 法测定 Toll 样受体 4、髓样分化因子 88、肿瘤坏死因子受体相关因子 6、血凝素样氧

化型低密度脂蛋白受体 1、肿瘤坏死因子 琢 及细胞间黏附分子 1 的 mRNA 表达;Western Blotting 法测定其蛋白表

达。 结果摇 用脂多糖刺激人脐静脉内皮细胞后,引起 Toll 样受体 4、髓样分化因子 88、肿瘤坏死因子受体相关因子

6、血凝素样氧化型低密度脂蛋白受体 1、肿瘤坏死因子 琢 及细胞间黏附分子 1 的高表达(P < 0郾 01),用阿托伐他汀

干预后显著抑制 Toll 样受体 4、髓样分化因子 88、肿瘤坏死因子受体相关因子 6、血凝素样氧化型低密度脂蛋白受

体 1、肿瘤坏死因子 琢 及细胞间黏附分子 1 的表达(P < 0郾 01)。 结论摇 阿托伐他汀可抑制 Toll 样受体 4 信号转导

通路主要原件及血凝素样氧化型低密度脂蛋白受体 1、肿瘤坏死因子 琢 及细胞间黏附分子 1 的表达,这可能是其治

疗炎症性疾病及防治动脉粥样硬化作用的机制之一。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the influence of atorvastatin on the expression of toll鄄like receptor鄄4(TLR4) and
lectin鄄like oxidized low鄄density lipoprotein receptor鄄1(LOX鄄1), tumor necrosis factor鄄琢 (TNF鄄琢), intercellular adhension
molecule鄄1(ICAM鄄1) in human umbilical vein endothelial cells (HUVEC), and to study its possible anti鄄atherosclerotic
mechanism. 摇 摇 Methods摇 HUVEC was cultured in vitro and stimulated with lipopolysaccharide (LPS) for 2 h, then trea鄄
ted with atorvastatin for 24 h, finally the mRNA expression of TLR4, myeloid differentiation factor 88(MyD88), tumour鄄
necrosis factor receptor鄄associated factor 6(TRAF鄄6),LOX鄄1,TNF鄄琢 and ICAM鄄1 was measured with real鄄time PCR, the
protein expression of TLR4, MyD88, TRAF鄄6, LOX鄄1, TNF鄄琢 and ICAM鄄1 was analyzed using Western Blotting method.
Results摇 LPS enhanced the expression of TLR4,MyD88,TRAF鄄6,LOX鄄1,TNF鄄琢 and ICAM鄄1 (P < 0郾 01), atorvastatin
decreased the high expression of TLR4,MyD88,TRAF鄄6, LOX鄄1,TNF鄄琢 and ICAM鄄1(P < 0郾 01) which were stimulated
by LPS. 摇 摇 Conclusion摇 Atorvastatin can block the high expression of TLR4 and its downstream signal transduction path鄄
way and the high expression of LOX鄄1,TNF鄄琢 and ICAM鄄1. 摇 Maybe it爷s the mechanism of action of atorvastatin to exert
the function of anti鄄artherosclerosis.
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摇 摇 研究表明,Toll 样受体 4 ( toll鄄like receptor鄄4,
TLR4)在抗感染免疫、肿瘤的形成、动脉粥样硬化

(atherosclerosis,As)的形成和炎症性肠病等疾病中

起重要作用。 TLR4 是免疫反应和慢性炎症之间的

一个桥梁,在 As 过程中发挥重要的作用[1]。 TLR4
通过其下游髓样分化因子 88(myeloid differentiation
factor 88,MyD88)依赖性及非依赖性信号转导通路

来激活各种炎症因子。 而研究表明炎症因子如肿瘤

坏死因子 琢 (tumor necrosis factor鄄琢,TNF鄄琢)及细胞

间黏附分子 1 ( intercellular adhension molecule鄄1,
ICAM鄄1)在 As 的发生和发展中起重要作用。 同时

脂多糖( lipopolysaccharide,LPS) 可通过 TLR4 / NF鄄
资B 途径上调血凝素样氧化型低密度脂蛋白受体 1
( lectin鄄like oxidized low鄄density lipoprotein receptor鄄
1,LOX鄄1)的表达,增加氧化型低密度脂蛋白( oxi鄄
dized low density lipoprotein,ox鄄LDL)对内皮细胞的

损伤,从而加速 As 的进程[2]。 因此本实验应用脂

多糖(LPS)刺激人脐静脉内皮细胞(human umbilical
vein endothelial cells,HUVEC),激活 TLR4 及下游

MyD88 依赖性信号转导通路,并激活下游 LOX鄄1、
TNF鄄琢 及 ICAM鄄1 等炎症因子,用阿托伐他汀(atorv鄄
astatin,ATV)进行干预,观察其对 TLR4 及下游信号

转导通路的影响和对 LOX鄄1、TNF鄄琢 及 ICAM鄄1 表达

的影响,探讨阿托伐他汀防治 As 的机制。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 试剂

摇 摇 胎牛血清( fetal bovine serum,FBS)购自杭州四

季青生物研究所;第峪因子相关抗原购于北京中杉

金桥生物技术有限公司产品;DMEM 培养基、胰蛋

白酶为美国 GIBCO 公司产品;RNA鄄OUT 总 RNA 提

取试剂盒、RIPA 蛋白裂解液、BCA 蛋白定量测定试

剂盒购自北京天来生物医学科技责任公司;LPS 为

Sigma 公司产品;阿托伐他汀纯品为美国 LKT Labo鄄
ratories 公司产品;M鄄MLV 逆转录酶为 Promega 公司

产品;兔抗人 TLR4、MyD88、肿瘤坏死因子受体相关

因子 6( tumour鄄necrosis factor receptor鄄associated fac鄄
tor 6,TRAF鄄6)、LOX鄄1、ICAM鄄1 及 TNF鄄琢 单克隆抗

体和二抗为 Santa Cruz 公司产品。
1郾 2摇 人脐静脉内皮细胞的培养及鉴定

参考 HUVEC 的培养方法[3],取健康新生儿新

鲜脐带 25 ~ 30 cm,置于无菌玻璃培养皿中以 PBS
冲洗,用无菌剪刀将两端脐带剪齐,在脐带一端找到

静脉,将注射器插入脐静脉,用粗丝线扎牢;注入

PBS 液,灌洗脐静脉直至脐静脉内残血全部冲净;将
脐带一端用止血钳夹闭,从另一端用注射器向脐静

脉注入预热 37益 的 0郾 25% 胰蛋白酶至血管充盈;
37益水浴中消化 8 ~ 10 min;用注射器吸取消化液并

收集于无菌一次性离心管内,并加入 2 倍于消化液

的含 20% FBS 的培养液冲洗静脉终止消化,一并收

集于离心管内,按 1000 r / min 离心 10 min;弃上清,
加入含 20% FBS 培养液,反复吹打,接种于 25 cm2

培养瓶,置 37益、5% CO2 孵育箱中静止培养。 鉴定

时在 6 孔培养板内放置无菌的盖玻片,按传代方法

进行细胞接种,待细胞生长至近融合状态时,取出盖

玻片,用 PBS 冲洗 3 次;放入乙醇鄄丙酮混合液(1 颐
1)中固定 10 min;滴加兔抗人峪因子相关抗原多抗

工作液,37益孵育 60 min;PBS 冲洗浸泡 10 min;加
入羊抗兔荧光抗体,37益孵育 30 min;PBS 冲洗浸泡

15 min;缓冲甘油封片;置于荧光显微镜下观察。 实

验时采用第 2 ~ 5 代细胞,待细胞生长融合成单层后

用于实验。
1郾 3摇 分组及干预

用含 10%胎牛血清(FBS)的 DMEM 培养液在

37益、5%CO2 培养箱中培养 HUVEC 18 h,待细胞生

长融合成单层后,经过 24 h 饥饿同步化,之后随机

分为 3 组:即空白对照组、模型组、阿托伐他汀组

(用 LPS 刺激 HUVEC 2 h 后,加入阿托伐他汀干预

24 h)。 各组分别用下列方法进行干预:(1)空白对

照组:仅含 10% FBS 的 DMEM 培养液;(2)模型组:
含 10% FBS 的 DMEM 培养液 + LPS(1 mg / L);(3)
阿托伐他汀组:含 10% FBS 的 DMEM 培养液 + LPS
(1 mg / L) + 阿托伐他汀(10 滋mol / L)。 处理 24 h
后收集细胞。
1郾 4摇 荧光定量 PCR

用 RNA鄄OUT 提取总 RNA,逆转录,应用荧光定

量 PCR 法测定 mRNA 的表达。 扩增条件为 94益预

变性 5 min,94益变性 1 min,60益退火 1 min,72益延

伸 1 min,共 55 个循环后,72益 再延伸 5 min。 以

GAPDH 为内参照。 引物由大连宝生物工程有限公

司合成。 TLR4 上游引物为 5忆鄄AGC GCT GCC TAC
ACT AC鄄3忆,下游引物为 5忆鄄GAT TAT ACC AGC GCG
AC鄄3忆,扩增片长 187 bp;MyD88 上游引物为 5忆鄄ATA
GGC ACC AGC ATG CAC鄄3忆,下游引物为 5忆鄄TAG
GGT CCT TAC CAG GTA鄄3忆, 扩 增 片 长 181 bp;
TRAF鄄6 上游引物为 5忆鄄AGC CAC AAT CCC ATG鄄3忆,
下游引物为 5忆鄄GTC ACG GAA AGG CGC鄄3忆,扩增片

长 224 bp;LOX鄄1 上游引物为 5忆鄄ATC CAT CAT CCC
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TCA A鄄3忆,下游引物为 5忆鄄GAA AGA AGC CAG ACA
AA鄄3忆,扩增片长 142 bp;TNF鄄琢 上游引物为 5忆鄄CCA
TGT CTT TCT ACC CTA ATC鄄3忆,下游引物为 5忆鄄AGC
TGC TCT GTC GGA TG鄄3忆,扩增片长 98 bp;ICAM鄄1
上游引物为 5忆鄄GTA GCA GCC GCA GTC ATA鄄3忆,下
游引物为 5忆鄄CGG GAT AGG TTC AGG GAG鄄3忆,扩增

片长 151 bp;内参 GAPDH 上游引物为 5忆鄄CTC ATG
ACC ACA GTC CAT GC鄄3忆 ,下游引物为 5忆鄄CAC
ATT GGG GGT AGG AAC AC鄄3忆,扩增片长 201 bp。
用 2 -吟吟Ct法进行计算。
1郾 5摇 Western Blotting 分析

收集 HUVEC 后加入预冷的细胞裂解液,收集蛋

白,用 BCA 法检测蛋白浓度。 以 60 滋g 蛋白 / 泳道上

样,经 SDS鄄PAGE 电泳,然后转膜。 加入 1颐 200 的兔

抗人 TLR4、MyD88、TRAF鄄6、LOX鄄1、TNF鄄琢 及 ICAM鄄1
一抗稀释液,4益孵育过夜,TBST 洗膜 3 次,再加入过

氧化物酶标记的羊抗兔二抗稀释液(1颐 1000),置室温

2 h 显色,使用光密度分析软件处理分析。
1郾 6摇 统计学处理

数据均应用 SPSS15郾 0 统计软件进行分析,实验数

据以x 依 s 表示,组间比较采用单因素方差分析(one鄄
way ANOVA),以 P <0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 人脐静脉内皮细胞的鉴定

摇 摇 显微镜下融合状态的 HUVEC 呈单层“铺路石冶
样排列,状如梭形或多角形,大小均匀;用第峪因子

相关抗原免疫荧光染色,绝大多数细胞为第峪因子

相关抗原阳性(图 1)。

图 1. 人脐静脉内皮细胞的鉴定摇 摇 左为显微镜下传代培养的

人脐静脉内皮细胞( 伊 40),右为人脐静脉内皮细胞第峪因子相关抗

原免疫荧光染色( 伊 100)。

Figure 1郾 Identification of HUVEC

2郾 2摇 阿托伐他汀对 TLR4、MyD88、TRAF鄄6、LOX鄄1、
TNF鄄琢 和 ICAM鄄1 mRNA 表达的影响

用 LPS 刺激 24 h 后,模型组 TLR4、 MyD88、
TRAF鄄6、LOX鄄1、TNF鄄琢 和 ICAM鄄1 mRNA 表达明显

升高(P < 0郾 01),而用阿托伐他汀干预 24 h 后,
TLR4、 MyD88、 TRAF鄄6、 LOX鄄1、 TNF鄄琢 和 ICAM鄄1
mRNA 表达明显降低(P < 0郾 01;表 1)。

表 1. 阿托伐他汀对 TLR4、MyD88、TRAF鄄6、LOX鄄1、TNF鄄琢 和

ICAM鄄1 mRNA 表达的影响(x 依 s,n = 5)
Table 1. Effect of atrovastatin on mRNA expression level of
TLR4,MyD88,TRAF鄄6,LOX鄄1,TNF鄄琢 and ICAM鄄1

指标 空白对照组 模型组 阿托伐他汀组

TLR4 1郾 007 4郾 23 依 0郾 16a 2郾 46 依 0郾 47b

MyD88 1郾 002 3郾 58 依 0郾 72a 2郾 31 依 0郾 22b

TRAF鄄6 1郾 007 3郾 64 依 0郾 35a 2郾 07 依 0郾 51b

LOX鄄1 1郾 001 2郾 93 依 0郾 48a 1郾 59 依 0郾 27b

TNF鄄琢 1郾 000 3郾 35 依 0郾 58a 1郾 97 依 0郾 53b

ICAM鄄1 1郾 006 2郾 80 依 0郾 54a 1郾 74 依 0郾 33b

a 为 P < 0郾 01,与空白对照组比较;b 为 P < 0郾 01,与模型组比较。

2郾 3摇 阿托伐他汀对 TLR4、MyD88、TRAF鄄6、LOX鄄1、
TNF鄄琢 和 ICAM鄄1 蛋白表达的影响

用 LPS 刺激 24 h 后,模型组 TLR4、 MyD88、
TRAF鄄6、LOX鄄1、TNF鄄琢 和 ICAM鄄1 蛋白表达明显升

高(P < 0郾 01),而用阿托伐他汀干预 24 h 后,TLR4、
MyD88、TRAF鄄6、LOX鄄1、TNF鄄琢 和 ICAM鄄1 蛋白表达

明显降低(P < 0郾 01;表 2 和图 2)。

表 2. 阿托伐他汀对 TLR4、MyD88、TRAF鄄6、LOX鄄1、TNF鄄琢 和

ICAM鄄1 蛋白表达的影响(x 依 s,n = 5)
Table 2. Effect of atrovastatin on protein expression level of
TLR4,MyD88,TRAF鄄6,LOX鄄1,TNF鄄琢 and ICAM鄄1

指标 空白对照组 模型组 阿托伐他汀组

TLR4 0郾 377 依 0郾 026 0郾 992 依 0郾 061a 0郾 584 依 0郾 020b

MyD88 0郾 310 依 0郾 008 0郾 963 依 0郾 036a 0郾 634 依 0郾 012b

TRAF鄄6 0郾 226 依 0郾 004 0郾 837 依 0郾 054a 0郾 475 依 0郾 016b

LOX鄄1 0郾 259 依 0郾 014 0郾 726 依 0郾 048a 0郾 437 依 0郾 072b

TNF鄄琢 0郾 471 依 0郾 026 0郾 971 依 0郾 066a 0郾 607 依 0郾 034b

ICAM鄄1 0郾 253 依 0郾 027 0郾 940 依 0郾 023a 0郾 415 依 0郾 008b

a 为 P < 0郾 01,与空白对照组比较;b 为 P < 0郾 01,与模型组比较。
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图 2郾 阿托伐他汀对 TLR4、MyD88、TRAF鄄6、LOX鄄1、TNF鄄琢 和

ICAM鄄1 蛋白表达的影响摇 摇 1 为空白对照组,2 为模型组,3 为

阿托伐他汀组。

Figure 2. Effect of atrovastatin on protein expression level
of TLR4,MyD88,TRAF鄄6,LOX鄄1,TNF鄄琢 and ICAM鄄1

3摇 讨摇 论

As 以血管壁内脂质、炎症细胞聚集为特征[4]。
研究显示免疫反应贯穿了 As 的整个过程。 TLR4 作

为一种介导天然免疫反应的跨膜信号转导受体可通

过多途径影响 As 进程[5]。 研究发现体外培养的人

血管内皮细胞在基础条件下 TLR4 表达很低,但经

促炎因子刺激,TLR4 表达明显升高;血管外膜成纤

维细胞中 TLR4 激活可促进新内膜的生成,此效应

在 TLR4 缺陷的基因敲除小鼠模型中明显降低,表
明 TLR4 参与了 As 进程中新内膜的形成[6]。 TLR4
存在 MyD88 依赖性信号转导途径和 MyD88 非依赖

性信号转导途径[7]。 活化的 TLR 的胞内结构域与

MyD88 羟基端相互作用使其活化,活化的 MyD88 可

诱导 IRAK 激酶磷酸化,进而激活胞浆内的 TRAF鄄
6[8]。 活化后的 TRAF鄄6 通过 TAK1 与 IKK 信号级

联,使 IkB 磷酸化而降解,最终激活 NF鄄资B。 活化后

的 NF鄄资B 由胞浆转移到细胞核内,引起促炎细胞因

子基因的转录和表达,启动天然免疫和炎症反应有

关基因的转录,诱发各种炎症反应[9]。 通过上述信

号转导途径, TLR4 介导转录因子的活化,诱导靶基

因的转录,介导早期的天然免疫反应。 而 MyD88 非

依赖性途径主要包括 Toll 样受体相关分子( toll鄄like
receptor鄄associated molecule,TRAM)及 Toll 样受体相

关的干扰素活化子 ( TIR domain鄄containing adaptor
inducing IFN鄄茁,TRIF)等主要元件[10]。

白细胞和单核细胞与血管内皮细胞的黏附、迁

移是 As 最重要的始动环节。 单核细胞与血管内皮

细胞黏附、跨内皮迁移、内膜巨噬细胞聚集、平滑肌

细胞的迁移和增殖以及细胞外基质的聚集等多个环

节均依赖于黏附分子(如 ICAM鄄1)的作用。 ICAM鄄1
能促进免疫细胞浸润,使单核细胞和淋巴细胞黏附

于内皮,然后迁移入内皮下,单核细胞分化为巨噬细

胞,表达识别氧化型低密度脂蛋白(ox鄄LDL)的清道

夫受体,使胆固醇沉积失去限制,形成泡沫细胞进而

促进 As 的发生[11]。 而黏附分子的表达同时受转录

因子 NF鄄资B 的调节,而脂多糖可以通过内皮细胞中

的 TLR4 激活 NF鄄资B,上调 ICAM鄄1,参与单核细胞聚

集,启动进一步炎症反应。 TNF鄄琢 是促炎症反应的

细胞因子,能直接作用于血管内皮细胞,最终导致血

管内皮细胞损伤,提示 TNF鄄琢 对内皮细胞有明显的

细胞毒性,这可能也是 TNF鄄琢 促进 As 发生、发展的

一个途径。 而且 TNF鄄琢 还通过促进黏附分子的表

达来促进白细胞、单核细胞、淋巴细胞等与血管内皮

细胞的黏附及迁移,加速 As 的进程[12]。 同时 ox鄄
LDL 作为致 As 的独立危险因素,可通过其特异性受

体 LOX鄄1 结合、摄取及降解并介导其生物学功能。
研究发现 ox鄄LDL 经 LOX鄄1 介导使内皮细胞活化,
胞内活性氧簇大量产生,并形成正反馈促进脂质氧

化,诱导核转录因子如 NF鄄资B 的活化,从而引发促

炎因子和黏附分子(如 TNF鄄琢、ICAM鄄1)的表达升

高[13];LOX鄄1 本身也可作为内皮黏附分子,促进 ox鄄
LDL 和细胞聚集于血管壁,进一步导致斑块的炎症

反应,增加斑块的不稳定性[14]。
目前在 As 治疗方面,主要以降血脂为主,同时

也用一些抗氧化保护血管内皮、抗血栓形成、抗免疫

损伤的药物。 他汀类药物是调脂治疗的一线药物,
通过阻断肝脏羟甲基戊二酰辅酶 A 转化为甲羟戊

酸而抑制胆固醇的合成,降低血浆中的低密度脂蛋

白。 他汀类药物除有效降低血脂外,还具有抗炎、抗
氧化、改善血管内皮功能、调节细胞增殖等独立于降

脂之外的作用[15]。 如今他汀类药物的非降脂效应

尤其是抗炎作用越来越受到心血管及其相关领域专

家的关注,其抗炎效应被认为在降低心血管事件发

生率上也扮演着极为重要的角色,而且该效应可能

独立于其降脂效应[16]。
实验结果表明,用 LPS 刺激内皮细胞后,TLR4

表达明显升高,并激活下游 MyD88 依赖性信号转导

通路,因此 MyD88 和 TRAF鄄6 表达也显著升高。 通

过 MyD88 依赖性信号转导通路的激活,最终激活

NF鄄资B。 活化后的 NF鄄资B 激活下游炎症因子 LOX鄄
1、TNF鄄琢 及 ICAM鄄1,从而引起 As 及各种炎症性疾
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病。 用阿托伐他汀干预 24 h 后,TLR4、MyD88 及

TRAF鄄6 的基因及蛋白表达明显下降,说明阿托伐他

汀对 TLR4 及下游MyD88 依赖性信号转导通路有明

显的抑制作用。 同时用阿托伐他汀干预 24 h 后,
LOX鄄1、TNF鄄琢 及 ICAM鄄1 表达明显下降,说明阿托

伐他汀对 LOX鄄1、TNF鄄琢 及 ICAM鄄1 有明显的抑制作

用。 通过抑制 LOX鄄1、TNF鄄琢 及 ICAM鄄1 的表达,阿
托伐他汀可减少单核细胞与血管内皮细胞黏附以及

内皮细胞的损伤,从而达到抗 As 的作用。 但阿托伐

他汀是通过抑制 TLR4 及下游MyD88 依赖性信号转

导通路来发挥其抑制 LOX鄄1、TNF鄄琢 及 ICAM鄄1 的作

用,还是直接抑制 LOX鄄1、TNF鄄琢 及 ICAM鄄1 的表达,
本实验仍无法解释。 同时在此过程中 MyD88 非依

赖性途径是否起作用,尚需进一步研究。
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