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PHF鄄2 在氧化型低密度脂蛋白诱导 THP鄄1 源性
巨噬细胞核因子 资B 激活中的作用
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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察氧化型低密度脂蛋白对 THP鄄1 巨噬细胞植物同源结构域指蛋白 2(PHF鄄2)表达的影响,探
讨表观遗传调节在氧化型低密度脂蛋白诱导巨噬细胞炎症反应中的作用。 方法 摇 用不同浓度(0、50、100、150
mg / L)氧化型低密度脂蛋白处理 THP鄄1 巨噬细胞 4 h,采用酶联免疫吸附法检测肿瘤坏死因子 琢 和巨噬细胞炎性

蛋白 1茁 的表达;采用实时荧光定量聚合酶链反应和 Western blot 分别检测 PHF鄄2 mRNA 和蛋白质的表达;采用免

疫共沉淀法检测 PHF鄄2 和 p65 核因子 资B 的结合。 结果摇 100 ~ 150 mg / L 氧化型低密度脂蛋白处理 THP鄄1 巨噬细

胞 4 h 后,肿瘤坏死因子 琢 和巨噬细胞炎性蛋白 1茁 的表达明显上调;氧化型低密度脂蛋白呈浓度依赖性上调 THP鄄
1 巨噬细胞 PHF鄄2 mRNA 和蛋白质的表达,并促进 PHF鄄2 和 p65 核因子 资B 的结合。 结论摇 PHF鄄2 参与氧化型低

密度脂蛋白诱导 THP鄄1 巨噬细胞核因子 资B 激活和炎症因子表达。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effect of oxidized low density lipoprotein (ox鄄LDL) on the expression of plant
homeodomain finger鄄2 (PHF鄄2) and explore the potential effect of epigenetic regulation on ox鄄LDL鄄induced inflammatory re鄄
sponse in macrophages. 摇 摇 Methods摇 THP鄄1 macrophages were exposed to ox鄄LDL with different levels (0, 50, 100, 150
mg / L) for 4 h. 摇 Enzyme linked immunosorbent assay was used to determine levels of tumor necrosis factor鄄琢 (TNF鄄琢) and
macrophage inflammatory protein鄄1茁 (MIP鄄1茁). 摇 Real鄄time quantitative polymerase chain reaction (Real鄄time PCR) and
Western blot were used to determine mRNA and protein levels of PHF鄄2. 摇 Coimmunoprecipitation was used to determine the
interaction of PHF鄄2 and p65 nuclear factor鄄kappa B (p65 NF鄄资B). 摇 摇 Results摇 ox鄄LDL from 100 mg / L to 150 mg / L in鄄
creased the levels of TNF鄄琢 and MIP鄄1茁. 摇 PHF鄄2 mRNA and protein were induced by ox鄄LDL in a concentration鄄dependent
manner in THP鄄1 macrophages. 摇 Ox鄄LDL promoted the interaction of PHF鄄2 and p65 NF鄄资B. 摇 摇 Conclusion摇 PHF鄄2 may
play a crucial role in the NF鄄资B activation and proinflammatroy cytokines expression in THP鄄1 macrophages.

摇 摇 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是一种炎症

疾病,多种炎症因子参与了 As 的发生发展[1]。 低

密度脂蛋白( low density lipoprotein,LDL)是促进 As
进展的主要危险因素,其表达水平与冠心病患者体
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内炎症状态密切相关[2]。 LDL 促炎的机制尚不明

确,研究认为其主要修饰产物氧化型低密度脂蛋白

(oxidized low density lipoprotein,ox鄄LDL)是促进 As
相关炎症的关键因素[3]。 除了与细胞表面的清道

夫受体结合外,ox鄄LDL 可与内源性免疫识别受体

TOLL 样受体 4(Toll鄄like receptor鄄4,TLR鄄4)结合,通
过促进核因子 资B(nuclear factor鄄kappa B,NF鄄资B)转
录激活,上调多种炎症因子的表达[4]。

植物同源结构域指蛋白 2 ( plant homeodomain
finger鄄2,PHF鄄2)是新发现的含有 Jmj C 结构域的组

蛋白去甲基化酶[5]。 在细胞内,PHF鄄2 主要通过调

节组蛋白去甲基化参与多种核受体的转录功能[6]。
近来研究发现,PHF鄄2 是巨噬细胞 NF鄄资B 促炎信号

转录激活的关键辅因子[7],提示 PHF鄄2 可能在 ox鄄
LDL 促进 TLR鄄4 / NF鄄资B 炎性激活中起着关键作用。
因此,本研究观察不同浓度 ox鄄LDL 对 THP鄄1 巨噬

细胞 PHF鄄2 及其炎症因子表达的影响,以便进一步

探讨 PHF鄄2 在高脂血症诱发 As 及血管壁炎症反应

中的作用和表观遗传调节机制。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 细胞及主要试剂

摇 摇 THP鄄1 细胞购于中国科学院上海生物化学与细

胞生物学研究所细胞中心;健康人血浆购自衡阳市

中心血站;PHF鄄2 兔抗人一抗购自 Santa Cruz 公司;
茁鄄actin 和辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗购自

武汉博士德公司;肿瘤坏死因子 琢( tumor necrosis
factor鄄琢,TNF鄄琢) 和巨噬细胞炎性蛋白 1茁 (macro鄄
phage inflammatory protein鄄1茁,MIP鄄1茁)酶联免疫吸

附测定(enzyme鄄linked immunosorbent assay,ELISA)
试剂盒购自上海美季生物公司;BCA 蛋白定量试剂

盒为 Hyclone Pierce 公司产品;佛波酯购自美国 Sig鄄
ma 公司;Western blot 荧光检测试剂盒购自北京中

杉金桥公司;其他试剂均为进口或国产分析纯。
1郾 2摇 低密度脂蛋白的氧化修饰和 THP鄄1 细胞处理

按照本实验室方法[8],将 210 mL 健康人血浆

置超速离心机进行序列超速离心,以制备 LDL。 将

制备好的 LDL 置于无乙二胺四乙酸( ethylenedia鄄
mine tetraacetic acid,EDTA)的 PBS 溶液中,4益透析

36 h,充分去除 EDTA,然后用含 10 滋mol / L CuSO4

的 PBS 溶液(pH 7. 2)于 37益透析 20 h,进行氧化修

饰。 氧化修饰后的 LDL 置含 100 滋mol / L EDTA 的

PBS 中,4益透析 24 h,终止氧化,过滤除菌,BCA 试

剂盒定量蛋白。 采用鲎试剂法检测 ox鄄LDL 中脂多

糖( lipopolysaccharide,LPS) 水平 ( < 0. 3 mg / g ox鄄
LDL)。 将 THP鄄1 细胞接种于 24 孔板,佛波酯诱导

分化为巨噬细胞,处理前加无血清培养基培养以去

除完全培养基中痕量 ox鄄LDL 的影响,之后用不同浓

度(0、50、100、150 mg / L)的 ox鄄LDL 处理 THP鄄1 巨

噬细胞 4 h。
1郾 3摇 Western blot

参照本课题前期方法[8],提取不同处理组细胞蛋

白质,加入适量 5 伊 SDS 上样缓冲液,100益煮 10 min,
十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳(sodium dode鄄
cyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS鄄
PAGE)后电转移至聚偏氟乙烯(polyvinylidene fluor鄄
ide,PVDF)膜上,丽春红染色观察蛋白质转移情况。
5%脱脂牛奶封闭 4 h,分别加入 1颐 1 000 PHF鄄2 一抗

和 1颐 2 000 茁鄄actin 一抗 4益孵育过夜,TBST 洗涤 3
次,每次 10 min。 加入 1颐 1 000 辣根过氧化物酶标记

的二抗,室温孵育 3 h,TBST 洗涤 3 次,每次 10 min。
用 Western blot 荧光检测试剂盒显示于 X 光片。 用

Labwork 凝胶图像分析系统对胶片扫描,以对照组的

面积灰度值为 100%与实验组进行半定量分析。
1郾 4摇 酶联免疫吸附测定

参照本课题组前期方法[8],按不同处理因素处

理细胞,处理前加无血清培养基,处理后收集培养

基,存储于 - 20益冰箱备用。 按说明书方法,将 100
滋L 样品和标准品加入板孔,盖上封板膜,室温孵育

1 ~ 2 h。 扣去孔内液体,重复洗板 3 次。 加入 50 ~
100 滋L 生物素标记抗体,孵育 1 ~ 2 h。 扣去孔内液

体,又重复洗板 3 次。 加入抗生物素蛋白链菌素鄄辣
根过氧化物酶,室温孵育 30 min。 重复洗板 3 次后,
加入显色剂,室温孵育 10 ~ 20 min。 终止反应后,在
450 nm 波长处测定吸光度(absorbance,A)。
1郾 5摇 实时荧光定量聚合酶链反应

收集各组细胞,按 TRIzol 试剂盒说明书提取总

RNA,测得 A260 nm / A280 nm比值在 1. 8 ~ 2. 0 之间。 用

逆转录试剂盒 ( Fermentas 公司) 合成 cDNA,采用

Mx3000 Multiplex Quantitative PCR 系统,以 SYBR 绿

色荧光检测试剂盒进行实时荧光定量聚合酶链反

应( real鄄time quantitative polymerase chain reaction,
Real鄄time PCR)分析。 定量 PCR 引物序列如下:人
PHF鄄2: 上 游 5忆鄄TACTGCCTGATCTGTGTGAAGGA鄄
3忆,下游 5忆鄄CTGGCCGGATGAGATAGAAGA鄄3忆;人 茁鄄
actin:上游 5忆鄄CCACGAAACTACCTTCAACTTC鄄3忆,下
游 5忆鄄GTGATCTCCTTCTGCATCCGTG鄄3忆。 所有产物

应用 Melt 曲线分析。 定量检测采用 驻驻Ct 方法,茁鄄
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actin 的表达用做内参照。
1郾 6摇 免疫共沉淀

按照本课题组之前方法[9],收集不同组细胞,
经预冷 PBS 洗涤 2 次,加入冰冷的改良 RIPA 裂解

液 ( 50 mmol / L Tris鄄HCl、 150 mmol / L NaCl、 1%
NP40、0. 25%脱氧胆酸钠、0. 1% SDS、1 mmol / L ED鄄
TA、1 mmol / L 苯甲基磺酰氟、2 mg / L 亮抑蛋白酶

肽,pH 7. 5)冰上裂解 20 min,经 4益、13 000 g 离心

力离心 10 min 后收集上清液,BCA 法进行蛋白定

量。 取 30 滋g 蛋白,加入 5 滋g p65 NF鄄资B 单抗,4益
振荡孵育过夜。 经 RIPA 缓冲液洗涤蛋白 A 琼脂糖

珠 3 次,将 30 滋L 蛋白 A 琼脂糖珠加入到与抗体孵

育过夜的细胞裂解液中,摇床孵育4 h,以4益、3 000 g
离心力离心 5 min,沉淀琼脂糖珠后弃上清,RIPA 液

洗涤琼脂糖珠 3 次,加入 2 伊 SDS 上样缓冲液,沸水煮

5 min。 采用 PHF鄄2 抗体进行 Western blot 检测。
1郾 7摇 统计学处理

所得数据采用x 依 s 表示,组间比较采用方差分

析及 t 检验,由 SPSS 12. 0 统计软件完成,P < 0. 05
为有统计学意义。

2摇 结摇 果

2. 1摇 ox鄄LDL 上调 THP鄄1 巨噬细胞 TNF鄄琢 和 MIP鄄
1茁 的表达

不同浓度(0、50、100、150 mg / L) ox鄄LDL 处理

THP鄄1 巨噬细胞 4 h,提取培养基上清液,采用

ELISA 法检测 TNF鄄琢 和 MIP鄄1茁 的表达情况。 自

100 mg / L 开始,ox鄄LDL 呈浓度依赖性上调 TNF鄄琢
和 MIP鄄1茁 的表达水平(图 1)。

图 1. 不同浓度 ox鄄LDL 对 THP鄄1 巨噬细胞 TNF鄄琢和 MIP鄄1茁表达的影响(n = 3) 摇 摇 a 为 P < 0. 05,与 0 mg / L ox鄄LDL 组比较。

Figure 1. The levels of TNF鄄琢 and MIP鄄1茁 in THP鄄1 macrophages treated with different concentrations of ox鄄LDL (n =3)

2. 2摇 ox鄄LDL 上调 THP鄄1 巨噬细胞 PHF鄄2 的表达

THP鄄1 巨噬细胞经不同浓度(0、50、100、150 mg / L)
ox鄄LDL 处理 4 h,提取细胞总 RNA,采用实时荧光定量

PCR 检测 PHF鄄2 mRNA 的表达情况。 结果表明,ox鄄
LDL 呈浓度依赖性上调 PHF鄄2 mRNA 的表达(图 2)。

THP鄄1 巨噬细胞经不同浓度 (0、50、100、150
mg / L) ox鄄LDL 处理 4 h,提取细胞总蛋白,采用

Western blot 法检测 PHF鄄2 蛋白质的表达情况。 结

果表明,ox鄄LDL 呈浓度依赖性显著上调 PHF鄄2 蛋白

质的表达(图 3)。
2. 3 摇 ox鄄LDL 促进 THP鄄1 巨噬细胞 PHF鄄2 与 p65
NF鄄资B 结合

THP鄄1 巨噬细胞经 100 mg / L ox鄄LDL 处理 4 h

后,采用 IP鄄Western blot 法检测 PHF鄄2 与 p65 NF鄄资B
的结合情况。 结果显示, ox鄄LDL 促进 PHF鄄2 与

p65NF鄄资B 的结合(图 4)。

3摇 讨摇 论

循环中过量的 LDL 胆固醇在促进血管壁泡沫

细胞形成的同时,其修饰产物也促进了机体炎症反

应。 ox鄄LDL 是 LDL 的主要修饰产物,其促进炎症反

应的作用一直是研究热点。 研究报道,ox鄄LDL 可与

细胞表面 TLR鄄4 受体结合,激活 NF鄄资B 依赖的炎症

因子表达[4]。 另有研究发现,ox鄄LDL 可能通过氧化

应激途径激活胞内模式识别受体 Nod 样受体蛋白 3
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图 2. 不同浓度 ox鄄LDL 对 THP鄄1 巨噬细胞 PHF鄄2 mRNA
表达的影响(n = 3)摇 摇 a 为 P < 0. 05,与 0 mg / L ox鄄LDL 组比较;
b 为 P < 0. 05,与 50 mg / L ox鄄LDL 组比较。

Figure 2. The relative mRNA expression of PHF鄄2 in THP鄄
1 macrophages treated with different concentrations of ox鄄
LDL (n = 3)

图 3. 不同浓度 ox鄄LDL 对 THP鄄1 巨噬细胞 PHF鄄2 蛋白质

表达的影响(n = 3)
Figure 3. The protein expression of PHF鄄2 in THP鄄1 macro鄄
phages treated with different concentrations of ox鄄LDL(n =3)

图 4. ox鄄LDL 对 THP鄄1 巨噬细胞 PHF鄄2 与 p65 NF鄄资B 结

合的影响(n = 3)

Figure 4. The interaction of PHF鄄2 and p65 NF鄄资B in THP鄄
1 macrophages treated with 100 mg / L ox鄄LDL(n = 3)

(Nod鄄like receptor protein鄄3,NLRP鄄3)炎性体,从而

上调炎症因子的表达[10]。 本研究发现,ox鄄LDL 处

理 THP鄄1 巨噬细胞早期即可迅速上调 TNF鄄琢 和

MIP鄄1茁 的表达,提示巨噬细胞可能主要通过 TLR鄄
4 / NF鄄资B 信号途径对 ox鄄LDL 刺激做出早期反应。

作为调节转录的关键核因子,NF鄄资B 的激活需

要多种调节蛋白参与。 静息状态下,NF鄄资B 与核因

子 资B 抑制蛋白 B(I资B)结合,以无活性的形式存在

于细胞浆中。 当细胞受到刺激物激活时,I资B 即从

复合物中解离出来,暴露出 p65 亚基上的 DNA 结合

位点,并从细胞质易位到细胞核中,与下游靶基因

的启动子结合,发挥转录调控作用[11]。 NF鄄资B 对下

游靶基因的转录调控受到多种辅助因子的调节,在
促炎细胞因子的启动子区域通常存在多种辅抑制

因子,如核受体辅助抑制因子 1 ( nuclear receptor
corepressor鄄1,NCoR鄄1),当 NF鄄资B 激活时需要去除

辅抑制因子或募集辅激活因子才可完成转录[12]。
近来发现,组蛋白甲基化是炎性因子基因启动子保

持失活状态的关键因素,Stender 等[7] 发现有效去除

组蛋白 H4 第 20 位赖氨酸的三甲基化是 NF鄄资B 激

活炎性因子转录的必需环节。 PHF鄄2 是新发现的具

有组蛋白去甲基化功能的植物同源结构域蛋白家

族成员。 PHF鄄2 被发现能促进多种组蛋白去甲基

化,从而调节与代谢和炎症相关的基因表达[5鄄7]。
本研究发现 ox鄄LDL 能够显著上调 PHF鄄2 的表达,
提示 PHF鄄2 参与了 ox鄄LDL 诱导的巨噬细胞炎症反

应。 免疫共沉淀结果显示,ox鄄LDL 能够促进 PHF鄄2
和 p65 NF鄄资B 的结合,而 PHF鄄2 被证实与 NF鄄资B 的

激活直接相关[7],提示 ox鄄LDL 可能通过 PHF鄄2 促

进 p65 NF鄄资B 转录激活,从而促进巨噬细胞炎症反

应。 Baba 等[13] 发现蛋白激酶 A(protein kinase A,
PKA)信号途径能够上调 PHF鄄2 表达,而 ox鄄LDL 也

主要通过蛋白激酶信号途径发挥其生物学作用[14],
ox鄄LDL 是否通过蛋白激酶途径上调 PHF鄄2 表达还

有待进一步研究。
总之,本研究发现了 ox鄄LDL 激活巨噬细胞炎症

反应的一种新的作用途径,这为明确高脂血症与机

体慢性炎症状态以及 As 的形成提供了新的实验依

据。 ox鄄LDL 上调 PHF鄄2 的分子机制以及 PHF鄄2 调

节 TLR鄄4 / NF鄄资B 促炎信号的确切机制,我们将在后

续研究中进一步探讨。
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