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RNA 干扰 LOX鄄1 表达对氧化型低密度脂蛋白诱导
人脐静脉内皮细胞损伤的保护机制
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[摘摇 要] 摇 目的摇 构建血凝素样氧化型低密度脂蛋白受体 1(LOX鄄1)基因的 RNA 干扰慢病毒载体并转染人脐静

脉内皮细胞。 观察干扰 LOX鄄1 表达后对氧化型低密度脂蛋白(ox鄄LDL)诱导内皮细胞损伤的保护机制。 方法摇 针

对已经筛选确定的小干扰 RNA 有效干扰序列,合成慢病毒 LV鄄si鄄OLR1 最佳干扰序列,测定滴度。 转染人脐静脉内

皮细胞 96 h 后,通过荧光显微镜观察转染效率,逆转录聚合酶链反应和 Western blot 检测 LOX鄄1 的抑制效率。 转染

72 h 后加入 150 mg / L ox鄄LDL 处理 24 h;噻唑蓝比色法检测细胞存活率;硝酸还原酶法检测各组内皮细胞培养液一

氧化氮(NO)的含量;Western blot 检测各组细胞间黏附分子 1( ICAM鄄1)、单核细胞趋化蛋白 1(MCP鄄1)、RhoA、Rho
激酶 1(ROCK1)、Rho 激酶 2(ROCK2)的表达。 结果摇 测序结果证实,靶向人 LOX鄄1 的干扰慢病毒载体构建成功,
包装后慢病毒滴度为 6 伊 1011 TU / L。 转染组与未转染组比较,LOX鄄1 mRNA 与蛋白的表达明显减少(P < 0. 01)。
与正常对照组相比,ox鄄LDL 处理组能明显减低内皮细胞的存活率及 NO 的生成量,增高 ICAM鄄1、MCP鄄1、RhoA、
ROCK1、ROCK2 的表达(P < 0. 05);与 ox鄄LDL 处理组相比,干扰 LOX鄄1 表达后对 ox鄄LDL 诱导的内皮细胞存活率、
NO 生成量减低和 ICAM鄄1、MCP鄄1、RhoA、ROCK1、ROCK2 表达增高均有明显抑制作用(P < 0. 05)。 结论 摇 干扰

LOX鄄1 表达,对 ox鄄LDL 诱导内皮细胞引起的 ICAM鄄1、MCP鄄1 高表达和 RhoA / Rho 激酶信号通路的激活及细胞存活

率、NO 生成量的减低均有明显抑制作用,起到对内皮细胞损伤的保护作用。 本研究为 LOX鄄1 作为靶基因治疗动脉

粥样硬化提供了实验依据。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 Lentiviral vectors targeting human lectin鄄like oxidized low density lipoprotein receptor鄄1 (LOX鄄
1) gene with RNA interference (RNAi) were transfected into human umbilical vein endothelial cell (HUVEC), and the
protective mechanisms on the injury induced by oxidized low density lipoprotein (ox鄄LDL) were observed. 摇 摇 Methods摇
The LV鄄si鄄OLR1 optimal interference was selected from the small interfering RNA (siRNA) interference which validity had
been verified and the virus titer was measured. 摇 HUVEC were transfected after 96 h. 摇 The expressions of mRNA and pro鄄
tein of LOX鄄1 were respectively detected by reverse transcription polymerase chain reaction (RT鄄PCR) and Western blot.

198CN 43鄄1262 / R摇 中国动脉硬化杂志 2014 年第 22 卷第 9 期



72 h after transfection, HUVEC were cultured with ox鄄LDL, which final concentration was 150 mg / L. 摇 24 h after cultured
by ox鄄LDL, endothelial cells vigor were detected by methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) method and the expression levels of
nitric oxide (NO) were detected by nitrate reductase method; the changes in the expression level of intercellular adhesion
molecule鄄1 ( ICAM鄄1), monocyte chemotactic protein鄄1 ( MCP鄄1 ), RhoA, Rho kinase鄄1 ( ROCK1), Rho kinase鄄2
(ROCK2) were detected by Western blot in each group. 摇 摇 Results摇 The sequencing results confirmed that interference
targeting human LOX鄄1 lentiviral vector was successfully constructed, which packaged lentiviral titer 6 伊 1011 TU / L. 摇
Compared the transfected with the non鄄transfected groups, the expression of LOX鄄1 mRNA and protein significantly de鄄
creased (P < 0郾 01); Compared with the control group, ox鄄LDL treated group could decrease endothelial cells vigor and ex鄄
pression levels of NO, while increase the expression levels of ICAM鄄1, MCP鄄1, RhoA, ROCK1, ROCK2 (P < 0郾 05); Af鄄
ter suppressing the expression of LOX鄄1, compared with ox鄄LDL treated group, endothelial cells vigor and expression of NO
were increased, while expressions of ICAM鄄1, MCP鄄1, RhoA, ROCK1, ROCK2 were restrained (P < 0郾 05). 摇 摇 Con鄄
clusion摇 RNA interference in the expression of LOX鄄1 could reduce endothelial cell injury by increasing endothelial cells
vigor and expression of NO, while reducing expressions of ICAM鄄1, MCP鄄1 and the levels of Rho / Rho kinase activity,
which provided experimental evidence for treating atherosclerosis for the use of targeting LOX鄄1 gene.

摇 摇 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是一种炎症

性疾病,其病因还没有被完全阐明,内皮功能障碍

目前被认为是启动 As 最重要的步骤之一[1]。 氧化

型低密度脂蛋白(oxidized low density lipoprotein,ox鄄
LDL)是 As 发病的主要危险因素之一,可诱导内皮

细胞损伤,在 As 的发生发展中起着重要作用[2]。
血凝素样氧化型低密度脂蛋白受体 1( lectin鄄like ox鄄
idized low density lipoprotein receptor鄄1,LOX鄄1)是内

皮细胞上 ox鄄LDL 的特异性受体。 ox鄄LDL 与 LOX鄄1
特异性结合后可以触发一系列信号分子表达及信

号通路的激活,引起内皮细胞(endothelial cell,EC)
的功能紊乱和损伤。 RNA 干扰(RNA interference,
RNAi)是在转录后水平的基因沉默机制,从而特异

性沉默目的基因。 慢病毒载体因其具有稳定转染

的优点,因此常作为 RNAi 的最佳载体工具[3]。 本

实验室前期研究已经证实 RNAi 序列能够对 LOX鄄1
的表达起到显著并且稳定的抑制作用[4]。 我们在

前期工作基础上进一步研究,通过构建针对 LOX鄄1
基因的 RNAi 慢病毒载体,转染人脐静脉内皮细胞

(human umbilical vein endothelial cell,HUVEC)后,
观察在 ox鄄LDL 诱导下对细胞存活率、一氧化氮(ni鄄
tric oxide,NO)、细胞间黏附分子 1( intercellular cell
adhesion molecule鄄1,ICAM鄄1)、单核细胞趋化蛋白 1
( monocyte chemotactic protein鄄1, MCP鄄1 ) 表 达 及

RhoA / Rho 激酶(Rho kinase,ROCK)信号通路激活

的影响,重点探讨干扰 LOX鄄1 表达对 ox鄄LDL 诱导

内皮细胞损伤的保护机制。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 材料

摇 摇 HUVEC 细胞 (美国 ATCC),293T 细胞、U6鄄

vshRNA鄄CMV鄄GFP 慢病毒载体、慢病毒包装辅助质

粒 PhePer 1. 0、PhePer 2. 0 和聚凝胺(polybrene)、提
高转染的解决方案(enhanced infection solution) (上
海吉凯基因技术有限公司),脂质体(LiPofectamine)
2000、总 RNA 提取试剂(TRIzol 试剂)( Invitrogen 公

司),限制性内切酶 Age玉、EcoR玉和 T4 DNA 连接

酶(New England Biolabs 公司),质粒提取试剂盒(荷
兰 Qiagen 公司);内皮细胞专用培养基(ECM) (美
国 Scien Cell 公司),其中添加 5%胎牛血清和 1%青

霉素、链霉素以及 1% 内皮生长添加物;721 分光光

度仪、噻唑蓝(methyl thiazolyl tetrazolium,MTT)检测

试剂盒(Sigma 公司),NO 检测试剂盒(南京建成公

司),LOX鄄1 兔抗人多克隆抗体(Abgent 公司),引
物、PCR 试剂盒(上海生工公司),茁鄄actin 鼠抗人多

克隆抗体(Cell Signaling 公司),ICAM鄄1 兔抗人多克

隆抗体、MCP鄄1 兔抗人多克隆抗体 ( Santa 公司),
RhoA 兔抗人多克隆抗体 ( Cell Signaling 公司),
ROCK1 兔抗人多克隆抗体、ROCK2 兔抗人多克隆

抗体(CST 公司)。
1. 2摇 慢病毒载体构建及病毒包装

根据我们的前期研究,确定干扰序列为 CCA鄄
GAACTGAATCTCCAA,根据该序列设计并合成短发

夹 RNA(shRNA)干扰序列的双链寡聚脱氧核苷酸,
与双酶切的线性化慢病毒载体 U6鄄vshRNA鄄CMV鄄GFP
进行连接反应,转化 DH5琢 大肠杆菌,挑选重组阳性

克隆, 进 行 测 序 鉴 定。 按 Invitrogen 公 司 LiPo鄄
fectamine 2000 说明书分别将慢病毒重组质粒与

PhePer 1. 0、PhePer 2. 0 共感染 293T 细胞,48 h 后收

集感染后的细胞上清,经过滤、浓缩后得到慢病毒原

液最佳干扰序列 LV鄄OLR1。 同时设计合成阴性对照

慢病毒 LV鄄NC,采用逐步稀释法计算病毒滴度。
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1. 3摇 实验分组及处理

HUVEC 采用 ECM 培养基培养,取对数生长期

细胞制成细胞悬液,按照转染分组:未转染病毒组、
阴性对照病毒转染组(LV鄄NC 组)、RNA 最佳干扰序

列病毒转染组 ( LV鄄si鄄OLR1 组)。 待细胞密度达

30%左右时,按照感染复数(multiplicity of infection,
MOI)值为 20,转染条件 1. 8 mL ECM 培养基 + 0. 2
mL 聚凝胺进行转染,未转染病毒组加入 2 mL ECM
培养基。 96 h 后在倒置显微镜下观察绿色荧光蛋

白(green fluorescent protein,GFP)表达情况,确定转

染效率。 收集细胞进行相关指标检测。 细胞分组:
(1)正常对照组:加入无血清培养基;(2) ox鄄LDL 处

理组:加入含 150 mg / L ox鄄LDL 的无血清培养基;
(3)ox鄄LDL + LV鄄NC 慢病毒转染组:转染 72 h 后,加
入含 150 mg / L ox鄄LDL 的无血清培养基;(4)ox鄄LDL
+ LV鄄si鄄OLR1 慢病毒转染组:转染 72 h 后,加入含

150 mg / L ox鄄LDL 的无血清培养基。 以上 4 组细胞

培养 24 h 后,收集细胞进行相关指标检测。
1. 4摇 逆转录聚合酶链反应检测 LOX鄄1 mRNA 表达

转染后 96 h 收集各处理组细胞,用 TRIzol 提取

细胞总 RNA。 LOX鄄1 上游引物为 5忆鄄CCTTTGATGC鄄
CCCACTTATTTA鄄3忆,下游引 物 为 5忆鄄TGCTCTTAG鄄
GTTTGCCTTCTTC鄄3忆,扩增产物片段 153 bp;磷酸甘

油醛脱氢酶 ( glyceraldehyde phosphate dehydrogen鄄
ase, GAPDH ) 上 游 引 物 为 5忆鄄CTTTGGTATCGTG鄄
GAAGGACTC鄄3忆,下游引物为 5忆鄄GTAGAGGCAGG鄄
GATGATGTTAT鄄3忆,扩增产物片段 132 bp。 逆转录

聚合酶链反应( reverse transcription polymerase chain
reaction,RT鄄PCR) 按照试剂盒说明进行操作。 用

Quantity One 凝胶图像分析系统分析图像。
1郾 5摇 噻唑蓝法检测 HUVEC 存活率

取对数生长期 HUVEC,调整细胞密度至 2 伊108 /
L,按每孔100 滋L 接种于96 孔板,培养24 h 后弃培养

基,按照“1. 3冶项分组处理细胞,每组设 8 个复孔,继
续培养24 h 后每孔加入15 g / L MTT 20 滋L,37益培养

4 h,弃掉上清,再加入二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide,
DMSO)100 滋L,缓慢振荡 10 min。 用酶标仪在 490
nm 处测定各孔吸光度(absorbance,A)值,计算细胞

生长抑制率:细胞生长抑制率(% ) = (正常对照组 A
-实验组平均 A) / 正常对照组 A 伊100% 。
1. 6摇 硝酸还原酶法测定细胞培养液中 NO 含量

收集内皮细胞培养液,利用硝酸还原酶法测定

内皮细胞培养液中 NO 的含量,具体操作步骤严格

按南京建成公司的试剂盒说明书进行。

1. 7 摇 Western blot 测定 ICAM鄄1、 MCP鄄1、 LOX鄄1、
RhoA、ROCK1、ROCK2 的表达

将 100 滋L 预冷的细胞裂解液加入经过漂洗的

细胞中,取蛋白上清液,测定蛋白浓度。 进行十二

烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳( sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis,SDS鄄PAGE)
分析。 二氟化树脂( polyvinylidene fluoride,PVDF)
膜转膜,用含 1% 牛血清白蛋白(bovine serum albu鄄
min,BSA)的 TBST 于 4益封闭 1 h,分别加 1颐 500 兔

抗人 ICAM鄄1 多克隆抗体、1 颐 500 兔抗人 MCP鄄1 多

克隆抗体、 1 颐 1000 LOX鄄1 兔抗人多克隆抗体、
1颐 1000 RhoA 兔抗人多克隆抗体、1颐 1000 ROCK1 兔

抗人多克隆抗体、1 颐 1000 ROCK2 兔抗人多克隆抗

体,4益孵育过夜。 洗膜液洗膜,加 1颐 1000 辣根过氧

化物酶标记的鼠抗兔 IgG 二抗,室温孵育 2 h。 化学

发光法分别检测 PVDF 膜上 ICAM鄄1、MCP鄄1、RhoA、
LOX鄄1、ROCK1、ROCK2 与 茁鄄actin 的表达。 用 Gel鄄
Proanalyzer 4 凝胶图像分析系统分析,以 茁鄄actin 为

内参,测定 ICAM鄄1、MCP鄄1、LOX鄄1、RhoA、ROCK1、
ROCK2 蛋白的表达。
1郾 8摇 统计学分析

计量数据均采用x 依 s 表示,应用 SPSS 20. 0 统

计分析软件对数据进行处理,各组间比较采用 One鄄
Way ANOVA 单因素方差分析,P < 0. 05 为差异有统

计学意义。

2摇 结摇 果

2. 1摇 慢病毒载体鉴定及滴度测定

摇 摇 将 PCR 阳性克隆测序,测序结果与设计的序列

一致,表明慢病毒载体构建成功。 转染 96 h 后在倒

置荧光显微镜下观察 GFP 表达情况。 随着病毒稀

释倍数增加,表达 GFP 的 293T 细胞数越来越少,逐
步稀释法测定慢病毒滴度为 6 伊 1011 TU / L。
2郾 2摇 慢病毒转染 HUVEC

病毒转染 HUVEC 96 h 后,通过倒置荧光显微

镜观察 GFP 表达及细胞生长情况。 通过荧光视野

和明视野对比可见,阴性对照(LV鄄NC)及干扰慢病

毒(LV鄄si鄄OLR1)转染效率均达 80%以上(图 1)。
2. 3摇 抑制 LOX鄄1 表达效率的检测

RT鄄PCR 和 Western blot 结果显示,LV鄄NC 组与

未转染组比较,LOX鄄1 mRNA 和蛋白的表达均没有

明显差异(P > 0. 05);LV鄄si鄄OLR1 组与 LV鄄NC 组比

较,LOX鄄1 mRNA 和蛋白的表达均被显著抑制,差异

均有统计学意义(P < 0. 01),抑制率分别为 91. 42%
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依 0. 84% 、96. 61% 依0. 95% (图 2)。

图 1. 慢病毒转染 HUVEC摇 摇 A、B 为 LV鄄NC 转染 HUVEC,C、D 为 LV鄄si鄄OLR1 转染 HUVEC;A、C 为明视野,B、D 为荧光

视野。
Figure 1. Lentiviral transfected for HUVEC

图 2. 转染后 LOX鄄1 mRNA 和蛋白表达的检测摇 摇 左图为 RT鄄PCR 检测 LOX鄄1 mRNA,右图为 Western blot 检测 LOX鄄1 蛋白。
1 为未转染组,2 为 LV鄄NC 组,3 为 LV鄄si鄄OLR1 组。 a 为 P < 0. 01,与 LV鄄NC 组和未转染组比较。
Figure 2. Detection for the expression of LOX鄄1 mRNA and protein after transfection

2. 4摇 各组 HUVEC 存活率的比较

MTT 检测结果显示,ox鄄LDL 处理组、ox鄄LDL +
LV鄄NC 慢病毒转染组与正常对照组比较,细胞存活

率明显降低,差异均有统计学意义(P < 0. 05);ox鄄
LDL + LV鄄NC 慢病毒转染组与 ox鄄LDL 处理组比较,
细胞存活率无明显差异(P > 0. 05),说明慢病毒对

给予 ox鄄LDL 处理的 HUVEC 存活没有产生影响;ox鄄
LDL + LV鄄si鄄OLR1 慢病毒转染组与 ox鄄LDL 处理组、
ox鄄LDL + LV鄄NC 慢病毒转染组比较,细胞存活率明

显升高,差异均有统计学意义(P < 0. 05;表 1)。
2郾 5摇 各组内皮细胞 NO 生成量的比较

ox鄄LDL 处理组、ox鄄LDL + LV鄄NC 慢病毒转染组

与正常对照组比较,内皮细胞培养液中 NO 含量减

少,差异均有统计学意义(P < 0. 05);ox鄄LDL + LV鄄
NC 慢病毒转染组与 ox鄄LDL 处理组比较,内皮细胞

培养液中 NO 含量无明显变化(P > 0. 05),说明慢

病毒对给予 ox鄄LDL 处理的 HUVEC 的 NO 生成无明

显影响;ox鄄LDL + LV鄄si鄄OLR1 慢病毒转染组与 ox鄄
LDL 处理组、ox鄄LDL + LV鄄NC 慢病毒转染组比较,
内皮细胞培养液中 NO 含量明显升高,差异均有统

计学意义(P < 0. 05;表 2)。

表 1. 各组 HUVEC 活力的比较(x 依 s)
Table 1. Comparison of each groups爷 HUVEC vigor (x 依 s)

分摇 组 n A490 nm 生长抑制率

正常对照组 8 0. 719 依 0. 028 鄄
ox鄄LDL 处理组 8 0. 360 依 0. 036a 49. 9% a

ox鄄LDL + LV鄄NC 慢病毒转染组 8 0. 352 依 0. 035a 51. 0% a

ox鄄LDL +LV鄄si鄄OLR1 慢病毒转染组 8 0. 559 依 0. 028b 21. 9% b

a 为 P < 0. 05,与正常对照组比较;b 为 P < 0. 05,与 ox鄄LDL 处理组和

ox鄄LDL + LV鄄NC 慢病毒转染组比较。

2郾 6摇 各组内皮细胞 ICAM鄄1、MCP鄄1、LOX鄄1、RhoA、
ROCK1、ROCK2 蛋白表达水平的比较

ox鄄LDL 处理组、ox鄄LDL + LV鄄NC 慢病毒转染组

与正常对照组比较,ICAM鄄1、MCP鄄1、LOX鄄1、RhoA、R鄄

498 ISSN 1007鄄3949 Chin J Arterioscler,Vol 22,No 9,2014



OCK1、ROCK2 蛋白表达升高,差异均有统计学意义

(P <0. 05);ox鄄LDL + LV鄄NC 慢病毒转染组与 ox鄄LDL
处理组比较,ICAM鄄1、MCP鄄1、LOX鄄1、RhoA、ROCK1、
ROCK2 蛋白表达无明显差异(P >0. 05),说明慢病毒

对给予 ox鄄LDL 处理的 HUVEC ICAM鄄1、MCP鄄1、LOX鄄
1、RhoA、ROCK1、ROCK2 蛋白的表达无明显影响;ox鄄
LDL + LV鄄si鄄OLR1 慢病毒转染组与 ox鄄LDL 处理组、
ox鄄LDL + LV鄄NC 慢病毒转染组比较,ICAM鄄1、MCP鄄1、
LOX鄄1、RhoA、ROCK1、ROCK2 蛋白表达降低,差异均

有统计学意义(P <0. 05;图 3)。

表 2. 各组内皮细胞培养液中 NO 含量的比较(x 依 s)
Table 2. Comparison of each groups爷 NO content in the en鄄
dothelial cells爷 culture (x 依 s)

分摇 组 n NO(滋mol / L)

正常对照组 9 63. 28 依 2. 83

ox鄄LDL 处理组 9 30. 45 依 3. 12a

ox鄄LDL + LV鄄NC 慢病毒转染组 9 32. 52 依 5. 41a

ox鄄LDL +LV鄄si鄄OLR1 慢病毒转染组 9 55. 25 依 4. 01b

a 为 P < 0. 05,与正常对照组比较;b 为 P < 0. 05,与 ox鄄LDL 处理组和

ox鄄LDL + LV鄄NC 慢病毒转染组比较。

图 3. Western blot 检测 ICAM鄄1、MCP鄄1、LOX鄄1、RhoA、ROCK1、ROCK2 的表达 摇 摇 左图为 ICAM鄄1、MCP鄄1、LOX鄄1,右图为 RhoA、
ROCK1、ROCK2。 1 为正常对照组,2 为 ox鄄LDL 处理组,3 为 ox鄄LDL + LV鄄NC 慢病毒转染组,4 为 ox鄄LDL + LV鄄si鄄OLR1 慢病毒转染组。 a 为 P
< 0. 05,与正常对照组比较;b 为 P < 0. 05,与 ox鄄LDL 处理组和 ox鄄LDL + LV鄄NC 慢病毒转染组比较。

Figure 3. The expressions of ICAM鄄1, MCP鄄1, LOX鄄1, RhoA, ROCK1, and ROCK2 detected by Western bolt

3摇 讨摇 论

动脉粥样硬化主要是一种包括炎症细胞浸润、
平滑肌细胞增殖、细胞外基质增加及血栓形成等多

种病理过程的慢性炎症性疾病[5]。 其中 ox鄄LDL 可

诱导血管内皮细胞 ICAM鄄1、MCP鄄1 表达,使黏附于

血管内皮细胞的外周血单核细胞迁入内皮下间隙

进而转为巨噬细胞,病理性摄取、吞噬 ox鄄LDL 而成

为泡沫细胞,在内皮细胞损伤早期发挥重要作

用[6]。 NO 是重要的内皮依赖舒张因子,它具有舒

张血管,减轻内皮细胞损伤,减少白细胞黏附,抑制

平滑肌细胞增殖和血小板聚集等作用,是重要的抗

As 因子[7]。 RhoA / Rho 激酶信号通路在诸多血管疾

病的血管张力异常、内皮功能障碍、炎症、氧化应激

和血管重塑等方面发挥了重要的作用[8]。
本实验成功构建针对 LOX鄄1 的 RNA 干扰序列

并且包装得到有感染能力的慢病毒载体,转染 HU鄄
VEC 后成功抑制 LOX鄄1 的表达。 同时建立 ox鄄LDL
损伤模型,通过实验证实在 ox鄄LDL 诱导下,与正常

对照组相比,ox鄄LDL 处理组 ICAM鄄1、MCP鄄1、RhoA、
ROCK1、ROCK2 表达量明显增高;内皮细胞生存活

力及 NO 生成量明显减低。 干扰 LOX鄄1 表达后,在
ox鄄LDL 诱导下与未干扰 LOX鄄1 相比,ICAM鄄1、MCP鄄
1、RhoA、ROCK1、ROCK2 表达量降低;内皮细胞生

存活力及 NO 的生成量增高。 进一步证实 ox鄄LDL
诱导引起 ICAM鄄1、MCP鄄1 的高表达,RhoA / ROCK 信
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号通路激活以及 NO 生成减低是通过与 LOX鄄1 结合

而实现的,与其他学者的研究结果[9,10]一致。
以往研究证实小干扰 RNA ( small interfering

RNA,siRNA)干扰 LOX鄄1 表达对 ox鄄LDL 诱导引起

的 MCP鄄1 表达增高具有明显的抑制作用[11];脑肠

肽(ghrelin)可以减弱 ox鄄LDL 诱导内皮细胞引起的

ICAM鄄1 高表达[12]。 刘慧婷等[13] 研究表明氨氯地

平可以对 ox鄄LDL 诱导引起的一氧化氮合酶表达下

调起到抑制作用,进而引起 NO 的生成量增多。 Sai鄄
to 等[14]研究表明法舒地尔可以减轻 ox鄄LDL 引起的

内皮细胞功能损伤;另有研究指出,他汀类药物可

以对 ox鄄LDL 引起的 RhoA / ROCK 信号通路激活起

到抑制作用[15]。 上述研究均提示抑制 ICAM鄄1、
MCP鄄1 的高表达及 RhoA / Rho 激酶信号通路的激

活,均能促进 NO 的生成,起到减轻内皮损伤的作

用;学者们并提出了针对内皮细胞损伤的干预机

制,研究出治疗内皮细胞损伤的相应药物。 上述这

些研究为我们的研究提供了依据,但采取慢病毒作

为载体从基因水平对 LOX鄄1 与 ox鄄LDL 作用的下游

机制进行研究国内外尚属少见。 本实验通过成功

构建 LOX鄄1 的 RNA 干扰序列慢病毒载体,并转染

HUVEC,成功抑制 LOX鄄1 基因的表达。 因慢病毒稳

定性好,转染细胞后可以达到持久性表达的目的。
这种利用慢病毒作为载体从基因水平研究 LOX鄄1
与 ox鄄LDL 作用的下游机制对临床试验更具有指导

意义。 在 ox鄄LDL 与 RhoA / ROCK 信号通路关系的

研究中,分别检测了 RhoA、ROCK1、ROCK2 水平,使
得对 RhoA / ROCK 信号通路的研究更深入化,为进

一步分别研究 ROCK1 和 ROCK2 下游作用机制提

供了依据。 但本研究只是通过体外细胞实验,对
RNA 干扰 LOX鄄1 表达后,ox鄄LDL 诱导引起内皮细

胞损伤的部分机制的保护作用进行了验证;对其他

引起内皮细胞损伤的未知机制以及基因干扰等,尚
需设计更科学的的动物实验、临床实验予以进一步

研究。
综上所述,本研究成功构建了能有效抑制 LOX鄄

1 表达的慢病毒载体,并转染 HUVEC,通过建立 ox鄄
LDL 损伤模型验证了抑制 LOX鄄1 表达后对 ox鄄LDL
诱导的 ICAM鄄1、MCP鄄1 高表达,RhoA / ROCK 信号通

路激活,细胞存活率及 NO 生成减低均有明显抑制

作用,进而起到内皮细胞损伤的保护作用,为 LOX鄄1
作为靶基因治疗 As 提供实验依据。
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