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亲环素 A 对氧化型低密度脂蛋白诱导的 RAW264郾 7 细胞中
NF鄄资B 蛋白表达的影响
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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察亲环素 A 对氧化型低密度脂蛋白诱导的 RAW264郾 7 细胞中核因子 资B(NF鄄资B)表达的影

响。 方法摇 Western blot 检测氧化型低密度脂蛋白处理 RAW264郾 7 细胞不同时间亲环素 A 和 NF鄄资B 蛋白的表达,
siRNA 沉降亲环素 A 后再用 Western blot 检测氧化型低密度脂蛋白对 RAW264郾 7 细胞中 NF鄄资B 蛋白表达的影响。
结果摇 氧化型低密度脂蛋白能够上调 RAW264郾 7 细胞中亲环素 A 和 NF鄄资B 蛋白的表达,siRNA 沉降亲环素 A 能降

低细胞中 NF鄄资B 蛋白的表达。 结论摇 亲环素 A 表达的改变能影响氧化型低密度脂蛋白诱导的 RAW264郾 7 细胞中

NF鄄资B 的蛋白表达。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To observe the effect of Cyclophilin A on the expression of nuclear factor鄄资B (NF鄄资B) protein
in RAW264郾 7 cells induced by oxidized low density lipoprotein (ox鄄LDL). 摇 摇 Methods摇 Western blot was applied to
detect the expression of Cyclophilin A and NF鄄资B protein in RAW264郾 7 cells induced by ox鄄LDL. 摇 Western blot was ap鄄
plied to detect the expression of Cyclophilin A and NF鄄资B protein in Cyclophilin A siRNA RAW264郾 7 cells induced by ox鄄
LDL. 摇 摇 Results摇 The expression of Cyclophilin A and NF鄄资B protein in RAW264郾 7 cells was up鄄regulated by ox鄄LDL.
Cyclophilin A siRNA could down鄄regulate the expression of NF鄄资B protein. 摇 摇 Conclusion摇 The change of the CypA pro鄄
tein expression could down鄄regulate the protein expression of NF鄄资B in RAW264郾 7 cells induced by ox鄄LDL.

摇 摇 亲环素 A(cyclophilin A,CypA)属亲免蛋白家

族成员[1],在生物界广泛存在,属高度保守的蛋白

质之一,是免疫抑制剂环孢酶素 A(cyclosporin A,
CsA) 在细胞内的作用靶点。 近年来研究发现其与

动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)的发生发展密切

相关:在 As 斑块中的巨噬细胞和平滑肌细胞均发现

了 CypA 的表达;参与了细胞内胆固醇转运复合物

的构成,维持细胞内胆固醇的动态平衡[2,3];还可以

作为一种前炎性细胞因子,诱导炎性细胞聚集[4]。
以上均提示 CypA 可能作为一个延缓甚至是控制 As
进程的靶点。 其中作为前炎性因子,CypA 如何影响

炎性反应? 具体机制如何? 目前报道甚少。 核因

子 资B (nuclear factor鄄资B,NF鄄资B)广泛存在于真核细

胞内,与一些重要的病理生理过程如炎症、应激、免
疫调控以及细胞增殖、转化和凋亡等都有着密切的

联系。 有文献[5,6]报道,在 As 斑块中的内皮细胞、巨
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噬细胞及血管平滑肌细胞( vascular smooth muscle
cell,VSMC)中均可检测到 NF鄄资B,NF鄄资B 被激活后

可诱导参与调控 As 有关的基因。 那么 CypA 是否

通过 NF鄄资B 影响炎性反应进而影响 As 进程? 因

此,本研究拟通过 CypA 表达的改变观察 RAW264郾 7
细胞中 NF鄄资B 的表达变化。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 细胞及主要试剂

摇 摇 RAW264郾 7 细胞购自中国科学院上海研究所细

胞库,CypA 一抗购自北京义翘神州生物技术有限公

司,NF鄄资B p65、 I资B琢 一 抗 购 自 美 国 ProteinTech
Group 公司。 CypA siRNA 片段由上海吉玛公司合

成,转染试剂购自 Invitrogen 公司。
1郾 2摇 脂质体转染法获得 CypA 低表达细胞模型

按 Invitrogen 公司提供的脂质体 LipofectamineTM

2000 转 染 程 序 进 行, 同 时 采 用 阴 性 对 照 和

RAW264郾 7 细胞空白作为对照。 在转染 72 h 内收

集细胞,Western blot 检测表明 CypA siRNA 明显下

调 RAW264郾 7 细胞中 CypA 蛋白的表达,符合沉降

率逸70% ,可用于后续实验。
1郾 3摇 细胞分组

为检测 ox鄄LDL 处理 RAW264郾 7 细胞不同时间

CypA、NF鄄资B p65、I资B琢 等的蛋白表达,细胞分 4 组:
ox鄄LDL 处理 RAW264郾 7 细胞 0 h、4 h、8 h 和 12 h
组;为观察 CypA siRNA 对 CypA 等蛋白表达的影

响,细胞分 3 组:对照组、siRNA 阴性对照组和 CypA
siRNA 组。 为观察 ox鄄LDL 对 CypA siRNA 处理的

RAW264郾 7 细胞中 NF鄄 资B p65、I资B琢 蛋白表达的影

响,细胞分 4 组:对照组、ox鄄LDL 处理组、CypA siR鄄
NA 和 ox鄄LDL 处理的 CypA siRNA 组。
1郾 4摇 Western blot 检测 CypA、NF鄄资B p65 和 I资B琢 的

蛋白表达

收集各组裂解细胞,经 BCA 法蛋白定量,确定

上样量保证各组总蛋白量一致,100益煮沸 8 min 使

蛋白变性。 电泳,根据预染蛋白 Marker 确定蛋白分

子量标准并转膜至 PDVF 膜上,5%脱脂牛奶室温封

闭 2 h 后,加入一抗,4益孵育过夜,洗膜后加入辣根

过氧化物酶标记的二抗,室温孵育 40 min;洗膜后激

发荧光,显影于 X 光片,进行图像分析。
1郾 5摇 统计学方法

数据用x 依 s 表示,两组间比较采用方差分析及

t 检验,P < 0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1 摇 ox鄄LDL 处理 RAW264郾 7 细胞不同时间对

CypA 蛋白表达的影响

随着 ox鄄LDL 处理时间的延长,RAW264郾 7 细胞

中 CypA 蛋白的表达明显增强,ox鄄LDL 处理细胞 8 h
组 CypA 蛋白表达增强最显著,而 12 h 组 CypA 蛋

白表达明显减弱(图 1)。

图 1. Western blot 检测 ox鄄LDL 处理 RAW264郾 7 细胞不同时

间 CypA 蛋白的表达

Figure 1. CypA protein expression was detected by Western
blot in every group of RAW264郾 7 cells induced by ox鄄LDL

2郾 2摇 ox鄄LDL 处理不同时间对 RAW264郾 7 细胞中

NF鄄资B p65、I资B琢 蛋白表达的影响

随着 ox鄄LDL 处理时间的延长,RAW264郾 7 细胞

中 NF鄄资B p65 蛋白的表达均明显增强,与 CypA 蛋

白的表达趋势一致,也是以 ox鄄LDL 处理细胞 8 h 组

表达增强最显著(图 2)。 I资B琢 蛋白是主要的 NF鄄
资B p65 的上游调控蛋白,其表达的变化与 NF鄄资B
p65 蛋白的趋势互补,还可进一步验证 NF鄄资B p65
被激活的效应。 结合相关文献[5],在接下来的实

验中选择 ox鄄LDL 处理细胞组的时间为 8 h。
2郾 3摇 CypA siRNA 沉降 CypA 可降低 RAW264郾 7 细

胞中 NF鄄资B p65 的表达

ox鄄LDL 组 RAW264郾 7 细胞中 NF鄄资B p65 蛋白

的表达明显增强;CypA siRNA 处理可使 NF鄄资B p65
蛋白的表达显著降低,I资B琢 蛋白的变化趋势与 NF鄄
资B p65 相反(图 3)。
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图 2. Western blot 检测 ox鄄LDL 处理 RAW264郾 7 细胞不同时

间 NF鄄 资B p65、I资B琢 蛋白表达的影响(n = 3) 摇 摇 a 为 P <
0郾 05,与 0h 组比较。

Figure 2. NF鄄资B protein expression was detected by West鄄
ern blot in every group of RAW264郾 7 cells induced by
ox鄄LDL

图 3. Western blot 检测 RAW264郾 7 细胞中 NF鄄资B 的蛋白表

达(n = 3) 摇 摇 a 为 P < 0郾 05,与对照组比较。 摇 摇 1 为对照组,2 为

CypA siRNA 组,3 为 ox鄄LDL 组,4 为 CypA siRNA + ox鄄LDL 组。

Figure 3. NF鄄资B protein expression was detected by West鄄
ern blot in every group of RAW264郾 7 cells

3摇 讨摇 论

As 是一种以动脉壁脂质蓄积为特征的慢性炎

症疾病,多种因素导致了动脉壁的炎症反应[6,7]。
ox鄄LDL 和巨噬细胞的相互作用在 As 斑块形成和发

展过程中起着极为关键的作用。 ox鄄LDL 通过促进

巨噬细胞泡沫化,诱导巨噬细胞凋亡以及诱导巨噬

细胞释放炎症因子等方式加速 As 病变的进程[8]。
本研究中,参照文献[9,10]选择了 ox鄄LDL 处

理 RAW264郾 7 细胞的浓度与时间,首先通过 ox鄄LDL
处理 RAW264郾 7 细胞不同时间,检测其中 CypA 和

NF鄄资B p65 的蛋白表达。 结果发现,随着 ox鄄LDL 处

理时间的延长,RAW264郾 7 细胞中 CypA 和 NF鄄资B
p65 的蛋白表达均明显增强,ox鄄LDL 处理细胞 8 h
表达增强最显著,而 12 h 时表达明显减弱。

NF鄄资B 是一个转录因子家族的总称,包括 5 个

亚单位:RelB、p65、cRel、p52 和 p50。 经典的 NF鄄资B
调控机制为:在静息状态下的细胞,I资B琢 与 p65 和

p50 形成复合体,在胞浆中以无活性形式存在;当细

胞受到胞外信号如某些氧化剂、脂多糖、炎性细胞

因子、细菌、病毒、紫外线等多种因素的刺激后,
I资B琢 发生磷酸化同时发生降解并与 p65 和 p50 解

离,使 NF鄄资B(即 p65 和 p50)暴露核定位位点。 游

离的 p65 和 p50 迅速移位到胞核中,与特异性 资B
的序列结合,调控相关基因的转录。 NF鄄资B 参与基

因转录后,细胞内 I资B 的合成也随之启动,并进入细

胞核与 NF鄄资B 结合形成复合物,使 NF鄄资B 从其结合

位点上脱离下来,并重新转位于细胞质被重新利

用。 因此,ox鄄LDL 处理 RAW264郾 7 细胞后可引起

NF鄄资B p65 的蛋白表达明显增强,与此同时我们也

观察到了 CypA 相似的变化趋势。
为了进一步了解 CypA 与 NF鄄资B 是否存在关

联,我们运用了 siRNA 技术,根据文献[11鄄13]设计

并合成了 CypA siRNA,转染细胞建立 siRNA 降解

CypA 表达的细胞模型后,再用 ox鄄LDL 处理。 结果

观察到 NF鄄资B p65 的蛋白表达明显降低,表明 CypA
的表达改变可以影响 NF鄄资B 途径。 有研究报

道[14,15],重组的人 CypA( rhCypA)不仅能够激活人

脐静脉内皮的细胞外信号调节激酶 ( extracellular
regulated proteinhnase l / 2,ERK1 / 2)、c鄄jun 氨基末端

激酶(c鄄jun N鄄terminal kinase, JNK)以及 p38 分裂原

激活的蛋白激酶(p38 mitogen activated protein kina鄄
ses,p38 MAPK)的表达,还可以刺激 I资B琢 磷酸化和

NF鄄资B 的活化,甚至还可以诱导 E鄄选择素和血管细

胞黏附分子 1 的表达,促进内皮细胞凋亡。
结合文献与本研究获得的结果,我们认为,

CypA 表达的改变能影响 ox鄄LDL 诱导的 RAW264郾 7
细胞中 NF鄄资B 的蛋白表达。 接下来我们将结合体

内实验,进一步证实 ox鄄LDL 诱导下 CypA 与 NF鄄资B
的相互作用,探讨 CypA 通过 NF鄄资B 途径调节炎性

反应进而对 As 进程的影响。

[参考文献]
[1] Satoh K, Shimokawa H, Berk BC. Cyclophilin A: promis鄄

ing new target in cardiovascular therapy[J]. Circ J, 2010,
74 (11): 2 249鄄256.

[2] Liu L, Li C, Cai C, et al. Cyclophilin A (CypA) is asso鄄

313CN 43鄄1262 / R摇 中国动脉硬化杂志 2013 年第 21 卷第 4 期



ciated with the inflammatory infiltration and alveolar bone
destruction in an experimental periodontitis [ J]. Biochem
Biophys Res Commun, 2010, 391 (1): 1 000鄄006.

[3] Sun S, Wang Q, Giang A, et al. Knockdown of CypA in鄄
hibits interleukin鄄8 (IL鄄8) and IL鄄8鄄mediated proliferation
and tumor growth of glioblastoma cells through down鄄regula鄄
ted NF鄄资B[J]. J Neurooncol, 2011, 101 (1): 1鄄14.

[4] Seizer P, Geisler T, Bigalke B, et al. EMMPRIN and its
ligand Cyclophilin A as novel diagnostic markers in inflam鄄
matory cardiomyopathy[J]. Int J Cardiol, 2011, 6 (49):
1鄄 6.

[5] Toba H, Shimizu T, Miki S, et al. Calcium channel block鄄
ers reduce angiotensin 域 induced superoxide generation
and inhibit lectin鄄like oxidized low鄄density lipoprotein re鄄
ceptor鄄1 expression in endothelial cells [ J ]. Hypertens
Res, 2006, 29 (2): 105鄄116.

[6] Xu S, Liu Y, Le K, et al. Tanshinone域鄄A inhibits oxi鄄
dized LDL鄄induced LOX鄄1 expression in macrophages by
reducing intracellular superoxide radical generation and NF鄄
资B activation[J]. Transl Res, 2012, 160 (2): 114鄄124.

[7] Nigro P, Satoh K, Odell M R, et al. Cyclophilin A is an
inflammatory mediator that promotes atherosclerosis in apo鄄
lipoprotein E鄄deficient mice[ J]. J Exp Med, 2011, 208
(1): 53鄄66.

[8] Montecucco F, Mach F. Common inflammatory mediators
orchestrate pathophysiological processes in rheumatoid ar鄄
thritis and atherosclerosis [ J]. Rheumatology, 2009, 48
(1): 11鄄22.

[9] Bell RD, Winkler EA, Singh I, et al. Apolipoprotein E
controls cerebrovascular integrity via cyclophilin A [ J].
Nature, 2012, 485 (7399): 512鄄516.

[10]Seizer P, Sch觟nberger T, Sch觟tt M, et al. EMMPRIN and
its ligand cyclophilin A regulate MT1鄄MMP, MMP鄄9 and
M鄄CSF during foam cell formation [ J]. Atherosclerosis,
2010, 209 (1): 51鄄57.

[11]Qian Z, Zhao X, Jiang M, et al. Downregulation of cyclo鄄
philin A by siRNA diminishes non鄄small cell lung cancer
cell growth and metastasis via the regulation of matrix met鄄
allopeptidase鄄9[J]. BMC Cancer, 2012, 2 (12): 442.

[12]Feng YM, Wu YM, Tu XM, 等. Construction of lentiviral
mediated CyPA siRNA and its functions in non鄄small cell
lung cancer[ J]. Zhonghua Lao Dong Wei Sheng Zhi Ye
Bing Za Zhi, 2010, 28 (2): 87鄄91.

[13]娄 宇, 富 路. 微小 RNA: 人类急性心肌梗死的重要调

控因子 [ J]. 中国动脉硬化杂志, 2012, 20 (6 ):
573鄄576.

[14]廖端芳, 庹勤慧, 郭 琰, 等. Cyclophilin A 通过调控炎

症 /免疫反应介导动脉粥样硬化[J]. 中国动脉硬化杂

志, 2009, 17 (7): 614.
[15]Yang F, Jove V, Chang S, et al. Bortezomib induces ap鄄

optosis and growth suppression in human medulloblastoma
cells, associated with inhibition of AKT and NF鄄资B signa鄄
ling, and synergizes with an ERK inhibitor[J]. Cancer Bi鄄
ol Ther, 2012, 13 (6): 349鄄357.

(此文编辑摇 文玉珊)

413 ISSN 1007鄄3949 Chin J Arterioscler,Vol 21,No 4,2013


