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OX40鄄OX40L 相互作用对小鼠平滑肌细胞亲环素 A 表达的影响
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[摘摇 要] 摇 目的 摇 观察 OX40鄄OX40 配体(OX40L) 相互作用对小鼠主动脉血管平滑肌细胞(VSMC) 亲环素 A
(CyPA)表达的影响。 方法摇 小鼠 VSMC 采用组织块贴壁法原代培养;应用实时荧光定量 PCR 和流式细胞术检测

OX40L mRNA 和蛋白表达水平;细胞内、外 CyPA 水平分别采用实时荧光定量 PCR 及 Western blot 方法检测。 结果

肿瘤坏死因子 琢 + 脂多糖联合处理小鼠 VSMC,细胞 OX40L mRNA 和蛋白表达呈时间依赖性,mRNA 表达在 24 h
(5郾 967 依 0郾 252 比 1郾 000 依 0郾 000,P < 0郾 05)达到高峰,蛋白表达在 36 h(61郾 900 依 2郾 551 比 20郾 967 依 0郾 451,P <
0郾 05)增加最显著;可溶性 OX40 处理 VSMC 后,CyPA mRNA 表达呈时间依赖性并在 90 min 达到高峰(1郾 799 依
0郾 098 比 1郾 000 依 0郾 000,P < 0郾 05),2 h 后细胞培养上清中可检测到高水平的 CyPA(1郾 119 依 0郾 059 比 0郾 281 依
0郾 038,P < 0郾 05),而细胞内 CyPA 表达较对照组无明显差异;抗 OX40L 预处理细胞可显著抑制可溶性 OX40 诱导的

CyPA mRNA(1郾 105 依 0郾 091 比 1郾 799 依 0郾 098,P < 0郾 05)及蛋白(0郾 635 依 0郾 040 比 1郾 119 依 0郾 059,P < 0郾 05)表达。
结论摇 OX40鄄OX40L 相互作用可影响 VSMC CyPA 的分泌。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To observe the effect of OX40鄄OX40 ligand (OX40L) interaction on the expression of cyclo鄄
philin A (CyPA) in mice aortic vascular smooth muscle cell (VSMC). 摇 摇 Methods摇 Patch鄄attaching method was used
for primary culture of mouse aortic VSMC. 摇 The expression of OX40L mRNA and protein in VSMC were measured by real鄄
time quantitative PCR (RT鄄PCR) and flow cytometry (FCM), respectively. 摇 The levels of CyPA inside and outside of the
VSMC was determined by RT鄄PCR and Western blot. 摇 摇 Results摇 The expression of OX40L mRNA and protein was time鄄
dependently induced by tumor necrosis factor鄄琢 (TNF鄄琢) plus lipopolysaccharide (LPS), the mRNA expression peaked at
24 h (5郾 967 依 0郾 252 vs 1郾 000 依 0郾 000, P < 0郾 05), and the expression of protein peaked at 36 h (61郾 900 依 2郾 551 vs
20郾 967 依 0郾 451, P < 0郾 05). 摇 The expression of CyPA mRNA was time鄄dependently induced by soluble OX40 (sOX40),
and peaked at 90 minute (1郾 799 依 0郾 098 vs 1郾 000 依 0郾 000, P < 0郾 05). 摇 And abundant CyPA was gained in supernatant
at 2 h (1郾 119 依 0郾 059 vs 0郾 281 依 0郾 038, P < 0郾 05), whereas, we didn爷t observe the change of CyPA protein inside the
VSMC compared to the control. 摇 Notably, the sOX40 revulsive elevations of mRNA (1郾 105 依 0郾 091 vs 1郾 799 依 0郾 098, P
< 0郾 05) and protein (0郾 635 依 0郾 040 vs 1郾 119 依 0郾 059, P < 0郾 05) can be blocked by anti鄄OX40L monoclonal antibody.
Conclusion摇 OX40鄄OX40 ligand interaction could affect the secretion of CyPA in VSMC.

摇 摇 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是一种由多 种炎症细胞和细胞因子参与的动脉血管的慢性非
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特异性炎症性疾病[1鄄3]。 随着其机制研究的深入,
肿瘤坏死因子(tumor necrosis factor,TNF)受体鄄配体

家族在 As 发生、发展中的作用成为众多学者关注的

焦点。 OX40鄄OX40 配体(OX40鄄OX40L)是肿瘤坏死

因子超家族中的重要成员之一[4],近年来研究提示

OX40鄄OX40L 这一对受体鄄配体参与了 As 斑块的形

成和发展。 我们在动物模型中证实,ApoE - / - 小鼠

斑块形成过程中亲环素 A(cyclophilin A,CyPA)表

达显著增高,而阻断 OX40鄄OX40L 轴能明显抑制

ApoE - / - 小鼠的斑块形成[5],并且斑块中 CyPA 表

达明显减少。 CyPA 是一种氧化应激诱导分泌的炎

症因子,通过刺激炎症细胞的迁移,促使活性氧(re鄄
active oxygen species,ROS)增多,增进巨噬细胞和平

滑肌细胞的增殖及激活炎症信号通路;CyPA 可在

不稳定斑块中高表达,并从中扮演促炎和促 As 发生

分子,参与 As 斑块发生、发展[6]。 我们在动物模型

中也发现沉默表达 ApoE - / - 小鼠斑块中 CyPA 能明

显抑制斑块的形成,并减少斑块中炎症因子的表

达[7]。 因此,推测 As 斑块形成过程中 CyPA 可能是

受 OX40鄄OX40L 轴调控的下游分子。 为证实这一设

想,我们在细胞水平通过激活和抑制 OX40鄄OX40L
轴后,观察 CyPA 是否受该轴的调控。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 材料

摇 摇 6 ~ 8 周龄 C57BL / 6J 小鼠,体重 20 ~ 22 g,由江

苏大学动物中心提供。 DMEM 培养基、胰蛋白酶、胎
牛血清(fetal bovine serum,FBS)均购自 Gibcol 公司,
可溶性 OX40( soluble OX40,sOX40)蛋白购自 R&D
公司,抗 OX40L 单克隆抗体、PE(phycoerythrin)标记

的抗鼠 CD252 (OX40 配体)抗体、PE 标记的抗鼠

IgG2b K 同型对照抗体均购自 eBioscience 公司,琢鄄平
滑肌肌动蛋白(琢鄄smooth muscle actin,琢鄄SMA)抗体购

自 Santa Cruz 公司,异硫氰酸荧光素( fluoresceine iso鄄
thiocyanate,FITC)二抗购自北京中杉金桥公司,CyPA
多克隆抗体购自 Abcam 公司,茁鄄actin 抗体购自 Pro鄄
teintech Group 公司,羊抗兔二抗购自 Vazyme 公司,
TNF鄄琢 购自 Peprotech 公司,域型胶原酶、脂多糖( li鄄
popolysaccharide,LPS)由 Sigma 公司提供,Trizol 试剂

购自 Inventrogen 公司,逆转录试剂盒及荧光定量试剂

盒均购自 TaKaRa 公司。 PCR 上下游引物由上海捷

瑞生物公司合成。 八连管购自 Thermo 公司,ECL 发

光液、Ultrafree鄄0. 5 超滤离心管均购自 Millipore 公司,
细胞培养瓶、培养板及培养皿均购自 Corning 公司。

其他试剂均为国产分析纯。
1郾 2摇 血管平滑肌细胞分离、培养及鉴定

取正常的 C57BL / 6J 小鼠 2 ~ 3 只,颈椎脱臼致

死,75%乙醇浸泡消毒 5 min,固定后剪开胸腹部,分
离并剪下胸主动脉,PBS 清洗去除血凝块,置域型胶

原酶中 37益 5 ~ 7 min,去除血管外膜纤维脂肪组

织。 纵行剪开血管,轻刮血管内膜 2 ~ 3 遍,然后将

血管剪成约 1 mm2 大小碎片。 将组织块转入并均

匀贴壁于细胞培养瓶底面,加入 5 mL 含 20% FBS
的 DMEM 培养基,倒置 1 h 后翻转,置于 37益、5%
CO2 的细胞培养箱中培养,待细胞从组织块周围游

离后,每隔 3 天更换培养基。 待细胞相互汇合,铺满

瓶底后,消化传代,免疫荧光染色法鉴定其纯度,留
取 3 ~ 8 代细胞进行实验。
1郾 3摇 血管平滑肌细胞 OX40L 的诱导

血管平滑肌细胞( vascular smooth muscle cell,
VSMC)以每孔 2 伊 105 个细胞接种于 6 孔板中培养,
待其贴壁后,饥饿 24 h,用含 10% FBS + TNF鄄琢(终
浓度 10 滋g / L) + LPS(终浓度 100 滋g / L)的 DMEM
培养基分别培养细胞 0、4、8、12、24、36、48 h 后,收
获细胞用于 OX40L mRNA 和蛋白的检测。
1郾 4摇 激活 /抑制 OX40鄄OX40L 轴

VSMC 以每孔 2 伊 105 个细胞接种于 6 孔板中

培养,待其贴壁后,饥饿 24 h,用含 10% FBS + TNF鄄
琢(终浓度 10 滋g / L) + LPS(终浓度 100 滋g / L)的

DMEM 培养基培养细胞 36 h 后,随机分为 3 组:(1)
对照组:无血清 DMEM 处理;(2) sOX40 组:用溶于

DMEM 的 sOX40 (终浓度 1 mg / L) 处理; ( 3 ) 抗

OX40L + sOX40 组:用溶于 DMEM 的抗 OX40L(终
浓度 1 mg / L)预处理 30 min 后加入 sOX40(终浓度

1 mg / L)处理。 各组加入不同试剂后孵育,90 min
及 2 h 分别收获细胞及上清液用于 CyPA mRNA 和

蛋白的检测。
1郾 5摇 实时荧光定量 PCR 检测

按实时荧光定量 PCR ( real鄄time quantitative
PCR,RT鄄PCR)试剂盒提供的方法进行,OX40L 上游

引物:5忆鄄CCTGATACTCTCTGCGAACACC鄄3忆,下游引

物: 5忆鄄AAGAACCTGTGTCCCGTCCA鄄3忆, 产 物 长 度

158 bp;磷酸甘油醛脱氢酶(glyceraldehyde phosphate
dehydrogenase, GAPDH ) 上 游 引 物: 5忆鄄GGCATT鄄
GCTCTCAATGACAA鄄3忆, 下 游 引 物: 5忆鄄TGTGAGG鄄
GAGATGCTCAGTG鄄3忆,产物长度 200 bp;CyPA 上游

引物:5忆鄄TGGTGACTTTACACGCCAT鄄3忆,下游引物:
5忆鄄CTTCCACAATGTTCATGCCTT鄄3忆, 产物长度 230
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bp。 RT鄄PCR 扩增条件:95益预变性 30 s,95益 5 s,
59益 30 s,95益 10 s,65益 5 s,40 个循环。 结果采用

2 -吟吟Ct分析。
1郾 6摇 流式细胞术检测

收集不同处理时间点的细胞进行免疫荧光染

色,并事先预留一个未处理细胞孔以作同型对照

组,消除细胞表面 Fc 端受体对荧光抗体的非特异性

吸附。 流式细胞仪检测前处理过程如下:将 OX40L
单克隆抗体及其同型对照抗体按照使用说明书进

行稀释,使其终浓度达到 5 mg / L。 收集各处理组细

胞 1 伊 106 个,PBS 洗涤 1 遍,分别加入稀释后抗体

100 滋L,4益避光孵育 30 min,PBS 洗涤 2 遍,洗去未

吸附抗体。 取细胞悬液用 FACS Calibur 流式细胞仪

(BD 公司,CELLQuest 分析软件)检测血管平滑肌细

胞表面 OX40L 蛋白表达量。 各个处理组 OX40L 的

表达以扣除同型对照组非特异性吸附值为准。
1郾 7摇 Western blot 分析

取上述收集的细胞裂解物标本 (总蛋白 100
滋g)与样本缓冲液作用,94益变性 5 min 后,12% 十

二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳( sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis,SDS鄄PAGE)
分离蛋白,再以 350 mA 恒流转印至二氟化树脂

(polyvinylidene fluoride,PVDF)膜;膜置于含 5% 脱

脂牛奶的 TBS / T 室温封闭 1 h。 再分别用相应的兔

抗鼠 CyPA(1 颐 500)、兔抗鼠 茁鄄actin 抗体(1 颐 3000)
4益孵育过夜。 次日用 TBS / T 洗涤 3 次,每次 15
min;采用辣根过氧化物酶( horseradish peroxidase,
HRP)标记的羊抗兔 IgG(1 颐 10000)37益 孵育 1 h,
TBS / T 洗涤 3 次,每次 15 min。 ECL 显色系统定影

显色,观察杂交条带,同时运用 Champchemi 分子成

像系统扫描条带并读取灰度值。 细胞上清蛋白提

取:收集细胞上清,以 800 g 离心力离心 10 min,去
除细胞碎片,经 Ultrafree鄄0. 5 超滤离心管浓缩 100
倍,余步骤同上。
1郾 8摇 统计学方法

采用统计学软件 SPSS 17. 0 进行统计学分析,
所有数据以x 依 s 表示,采用单向方差分析及 t 检验。
P < 0. 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 TNF鄄琢 + LPS 处理 VSMC OX40L mRNA 及蛋

白表达的时效性

TNF鄄琢 + LPS 处理 VSMC 不同时间点后,细胞

OX40L mRNA 及蛋白表达上调,并且呈时间依赖性

(图 1、图 2 )。 RT鄄PCR 结果显示:与 0 h 相比,
OX40L mRNA 在 24 h 升高最显著(5. 967 依 0. 252
比 1. 000 依 0. 000,P < 0. 05,n = 3);流式细胞术分析

结果显示:TNF鄄琢 + LPS 处理 VSMC 后,细胞表面

OX40L 表达明显上调,与 0 h 相比,在 36 h 升高最

明显(61. 900 依 2. 551 比 20. 967 依 0. 451,P < 0. 05,n
= 3)。
2郾 2摇 激活 /抑制 OX40鄄OX40L 轴对 VSMC CyPA 表

达的影响

与对照组相比,sOX40(1 mg / L)处理 VSMC 90
min 后,细胞内 CyPA mRNA 合成明显升高(1郾 799 依
0郾 098 比 1郾 000 依 0郾 000,P < 0郾 05,n = 3);细胞培养

2 h 后条件培养基(conditioned medium,CM)上清中

CyPA 蛋白的表达也显著上调 (1郾 119 依 0郾 059 比

0郾 281 依 0郾 038,P < 0郾 05,n = 3)。 而采用抗 OX40L
单抗(1 mg / L)预处理细胞 30 min 后加入 sOX40(1
mg / L), CyPA mRNA (1郾 105 依 0郾 091 比 1郾 799 依
0郾 098,P < 0郾 05,n = 3)表达及细胞上清中 CyPA 蛋

白(0郾 635 依 0郾 040 比 1郾 119 依 0郾 059,P < 0郾 05,n =
3)水平均明显受到抑制(图 3)。 而处理前后,总细

胞裂解(total cell lysates,TCL) CyPA 蛋白表达无明

显差异。

图 1. TNF鄄琢 + LPS 处理 VSMC OX40L mRNA 表达的时效

性(n = 3) 摇 摇 a 为 P < 0. 05,与 0 h 比较。

Figure 1. Time course of TNF鄄琢 plus LPS induced expres鄄
sion of OX40L mRNA in mouse VSMC (n = 3)

3摇 讨摇 论

动脉粥样硬化的发生、发展是多种炎症细胞及

细胞因子共同参与、相互作用的复杂病理过程,其
中炎症细胞的相互作用起关键作用[8], OX40鄄
OX40L 作为肿瘤坏死因子受体鄄配体家族中的成员
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图 2. TNF鄄琢 + LPS 处理 VSMC OX40L 蛋白表达的时效性(n = 3) 摇 摇 A 为流式细胞术结果图,B 为根据流式细胞术结果作的统计

图。 1 为同型对照组,2 为对照组,3 为 TNF鄄琢 + LPS 处理 24 h,4 为 TNF鄄琢 + LPS 处理36 h,5 为 TNF鄄琢 + LPS 处理48 h。 a 为 P < 0. 05,与0 h 比

较。

Figure 2. Time course of TNF鄄琢 plus LPS induced expression of OX40L protein in mouse VSMC (n = 3)

图 3. 激活 /抑制 OX40鄄OX40L 轴对小鼠 VSMC CyPA mRNA 及蛋白表达的影响(n = 3) 摇 摇 A 为对照组,B 为 sOX40 组,C
为抗 OX40L + sOX40 组。 a 为 P < 0. 05,与对照组比较;b 为 P < 0. 05,与 sOX40 组比较。
Figure 3. The effect of stimulation / inhibition of OX40鄄OX40L axis on expression of CyPA mRNA and protein in mouse
VSMC (n = 3)

之一,与 As 的发生、发展关系极为密切。 研究表明: 敲除 OX40L 基因可明显抑制 ApoE - / - 基因缺陷小
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鼠 As 斑块的进展;而应用抗 OX40L 阻断 OX40鄄
OX40L 轴后,可明显抑制低密度脂蛋白受体基因缺

陷小鼠 As 斑块的形成[9]。
亲环素 A 是一种高度保守的多功能蛋白质,广

泛分布在原核及真核生物的绝大多数组织中,CyPA
在外界刺激下可由 VSMC 分泌至细胞外。 Satoh
等[10]通过对 VSMC 来源的 CyPA 转基因小鼠模型

进行研究,表明 VSMC 来源的细胞外 CyPA 提高了

VSMC 的增殖及迁移,进而加剧了粥样硬化斑块的

形成。 我们体内研究证实,在急性冠状动脉综合征

(acute coronary syndrome,ACS)患者血清中高表达

CyPA,CyPA 水平与冠状动脉狭窄相关, CyPA 是

ACS 冠状动脉斑块不稳定的独立预测因素[11]。 我

们在动物模型中也证实,刺激 OX40鄄OX40L 轴,在
ApoE - / - 小鼠斑块形成过程中,CyPA 表达增加。 有

学者研究[12,13]表明,刺激 OX40鄄OX40L 轴可诱导淋

巴细胞激活与增殖,激活淋巴细胞活化 T 细胞核因

子 C1(nuclear factor of activated T cell C1,NFATC1)
表达;而阻断该轴能明显抑制 ApoE - / - 小鼠的斑块

形成[5],并且斑块中 CyPA 表达明显减少。 因此,我
们推测 As 斑块形成过程中 CyPA 可能是受 OX40鄄
OX40L 轴调控的下游分子。

本实验中我们以 C57BL / 6J 小鼠平滑肌细胞为

模型,通过炎症刺激因子 TNF鄄琢 + LPS 刺激 VSMC
上调 OX40L 表达后,在细胞水平分别以 sOX40 和抗

OX40L 激活或抑制 OX40鄄OX40L 轴后,观察小鼠

VSMC 表达和分泌 CyPA 的变化。 结果发现:激活细

胞 OX40鄄OX40L 轴后,VSMC 内 CyPA mRNA 的合成

及细胞上清分泌 CyPA 均明显上调。 抗 OX40L 抑

制细胞 OX40鄄OX40L 轴后,VSMC 内 CyPA mRNA 及

细胞上清中 CyPA 的分泌显著降低;而刺激前后细

胞内 CyPA 蛋白表达未见明显差异,提示 CyPA 的促

炎作用是通过分泌到细胞外起作用,其详细机制有

待进一步探讨。 上述结果表明:激活 /抑制 VSMC
OX40鄄OX40L 轴可调控 CyPA 的分泌,CyPA 可能是

该轴的下游分子。
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