
[收稿日期] 　 ２０１５￣１０￣０９ [修回日期] 　 ２０１６￣０１￣２７
[基金项目] 　 国家自然科学基金项目(８１３７０４０８)ꎻ江苏省自然科学基金项目(ＢＫ２０１３１２４６)ꎻ江苏省卫生厅项目(Ｑ２０１３０８)ꎻ
镇江市社会发展项目(ＳＨ２０１５０３８、ＳＨ２０１５０２３ 和 ＳＨ２０１５０３６)ꎻ卫生部核医学重点实验室和江苏省分子核医学重点实验室开放
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􀅰实验研究􀅰 [文章编号] 　 １００７￣３９４９(２０１６)２４￣０５￣０４４０￣０７

ｇｈｒｅｌｉｎ 通过 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路促进
ＲＡＷ２６４.７ 源性泡沫细胞迁移
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(１.江苏大学附属医院心内科ꎬ江苏省镇江市 ２１２００１ꎻ２.广东江门出入境检验检疫局江门国际旅行卫生保健中心ꎬ
广东省江门市 ５２９０００ꎻ３.济宁市第一人民医院急诊科ꎬ山东省济宁市 ２７２０１１ꎻ４.六安市人民医院心内科ꎬ

安徽省六安市 ２３７００５ꎻ５.溧阳市人民医院心内科ꎬ江苏省常州市 ２１３３００)

[关键词] 　 细胞迁移ꎻ　 泡沫细胞ꎻ　 Ｇｈｒｅｌｉｎꎻ　 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路

[摘　 要] 　 目的　 探讨 ｇｈｒｅｌｉｎ 对 ＲＡＷ２６４.７ 源性泡沫细胞迁移的影响及相关机制ꎮ 方法　 油红 Ｏ 检测泡沫细胞

模型的构建ꎬ胆固醇氧化酶法检测泡沫细胞内总胆固醇(ＴＣ)、游离胆固醇(ＦＣ)和胆固醇酯(ＣＥ)含量ꎬｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小

室实验检测 ｇｈｒｅｌｉｎ 对 ＲＡＷ２６４.７ 源性泡沫细胞迁移的影响ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ａｋｔ、ｐ￣Ａｋｔ 和 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白

的表达ꎬ免疫荧光检测 ｐ￣Ａｋｔ 和 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的表达ꎬ细胞骨架荧光探针检测细胞骨架的变化ꎮ 观察 ＰＩ３Ｋ 特

异性抑制剂 ＬＹ２９４００２ 是否影响 ＲＡＷ２６４. ７ 源性泡沫细胞的迁移能力及相关蛋白的表达ꎮ 结果 　 １０－７ ｍｏｌ / Ｌ
ｇｈｒｅｌｉｎ 处理 ＲＡＷ２６４.７ 源性泡沫细胞可以促进泡沫细胞迁移ꎬ此过程可以被 ＬＹ２９４００２ 逆转ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显

示 １０－７ ｍｏｌ / Ｌ ｇｈｒｅｌｉｎ 可显著升高 ＲＡＷ２６４.７ 源性泡沫细胞 ｐ￣Ａｋｔ 的表达ꎬ降低 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的表达(Ｐ<０.０５)ꎬ
并明显改善 ＲＡＷ２６４.７ 源性泡沫细胞的迁移能力(Ｐ<０.０５)ꎬＬＹ２９４００２ 可逆转以上变化ꎮ 免疫荧光检测显示 Ａｋｔ 在
ＲＡＷ２６４.７ 细胞明显表达ꎬｇｈｒｅｌｉｎ 组表达增多ꎬＬＹ２９４００２ 组明显降低ꎮ 结论　 ｇｈｒｅｌｉｎ 可促进 ＲＡＷ２６４.７ 源性泡沫细

胞迁移ꎬ其分子机制可能与激活 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路有关ꎮ
[中图分类号] 　 Ｒ３６３ [文献标识码] 　 Ａ

Ｇｈｒｅｌｉｎ Ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ Ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｆｏａｍ Ｃｅｌｌｓ Ｔｈｒｏｕｇｈ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ Ｓｉｇｎａｌ Ｐａｔｈｗａｙ
ＤＩＮＧ Ｙｉｎｇ￣Ｐｅｎｇ１ꎬ ＳＵＮ Ｙｕ￣Ｈｕｉ２ꎬ ＤＵ Ｒｏｎｇ￣Ｚｅｎｇ１ꎬ ＷＡＮＧ Ｚｈｏｎｇ￣Ｑｕｎ１ꎬ ＹＡＮ Ｊｉｎ￣Ｃｈｕａｎ１ꎬ ＸＵ Ｓｕｉ￣Ｎｉｎｇ１ꎬ ＹＡＮＧ Ｈｏｎｇ￣
Ｑｉａｎｇ３ꎬ ＺＨＵ Ｊｉｅ４ꎬ ＺＨＡＮＧ Ｘｉｎ￣Ｒｕ１ꎬ ａｎｄ ＳＨＩ Ｌｅｉ￣Ｚｈｏｎｇ５

(１.Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃａｒｄｉｏｌｏｇｙꎬ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｚｈｅｎｊｉａｎｇꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ ２１２００１ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２. Ｊｉａｎｇｍｅｎ
Ｅｎｔｒｙ￣ｅｘｉｔ Ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ Ｑｕａｒａｎｔｉｎｅ Ｂｕｒｅａｕꎬ Ｊｉａｎｇｍｅｎꎬ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ ５２９０００ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３.Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｅｍｅｒｇｅｎｃｙꎬ Ｊｉｎｉｎｇ
ＮＯ.１ Ｐｅｏｐｌｅꎬｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｊｉｎｉｎｇꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇ ２７２０１１ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ４.Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃａｒｄｉｏｌｏｇｙꎬ Ｌｉｕ’ａｎ Ｐｅｏｐｌｅ’ ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｌｉｕ’
ａｎꎬ Ａｎｈｕｉ ２３７００５ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ５.Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃａｒｄｉｏｌｏｇｙꎬ Ｌｉｙａｎｇ Ｐｅｏｐｌｅ’ ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｃｈａｎｇｚｈｏｕꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ ２１３３００ꎬ Ｃｈｉｎａ)
[ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ]　 Ｃｅｌｌ Ｍｉｇｒａｔｉｏｎꎻ　 Ｆｏａｍ Ｃｅｌｌｓꎻ　 Ｇｈｒｅｌｉｎꎻ　 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ Ｓｉｇｎａｌ Ｐａｔｈｗａｙ
[ＡＢＳＴＲＡＣＴ] 　 　 Ａｉｍ 　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｇｈｒｅｌｉｎ ｏｎ ＲＡＷ２６４. ７ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｔｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｗｅｒｅ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ.　 　 Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ (ＴＣ)ꎬ ｆｒｅｅ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ (ＦＣ)ꎬ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ
ｅｓｔｅｒ (ＣＥ) ａｎｄ ｌｉｐｉｄ ｄｒｏｐｌｅｔｓ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｂｙ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｏｘｉｄｅｓ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. 　 Ｔｈｅ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｇｈｒｅｌｉｎ ｏｎ ＲＡＷ２６４.７ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｃｈａｍｂｅｒ ａｓｓａｙꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
Ａｋｔꎬ ｐ￣Ａｋｔꎬ ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｗｅｒｅ ｓｅｍｉ￣ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎬ ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｐ￣Ａｋｔ ａｎｄ ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｉｎ
ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅｌｙ ａｎａｌｙｚｅｄ ｗｉｔｈ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｓｔａｉｎｉｎｇ.　 Ｔｈｅ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ ｗａｓ ｏｂ￣
ｓｅｒｖｅｄ ｗｉｔｈ Ｆ￣ａｃｔｉｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｐｒｏｂｅ.　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 １０－７ ｍｏｌ / Ｌ ｇｈｒｅｌｉｎ ｃｏｕｌｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＡＷ２６４.７ ｄｅｒｉｖｅｄ
ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｂｙ ＬＹ２９４００２.　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ １０－７ ｍｏｌ / Ｌ ｇｈｒｅｌｉｎ ｃｏｕｌｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ￣

０４４ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ５ꎬ２０１６



ｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ￣Ａｋｔ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ (Ｐ<０.０５) ｉｎ ＲＡＷ２６４.７ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ.
Ｗｈａｔ’ｓ ｍｏｒｅꎬ ｉｔ ｃｏｕｌｄ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＲＡＷ２６４.７ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ (Ｐ<０.０５).　 Ｉｎｔｅｒｅｓｔｉｎｇｌｙꎬ ｔｈｅｓｅ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ａ￣
ｂｏｖｅ ｃａｎ ｂｅ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｂｙ ＬＹ２９４００２ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ.　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａｎ ｏｂｖｉｏｕｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
Ａｋｔ ｉｎ ＲＡＷ２６４.７ ｃｅｌｌｓ.　 Ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｇｈｒｅｌｉｎ ｃｏｕｌｄ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅ ｉｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ｗｈｉｌｅ ＬＹ２９４００２ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔ￣
ｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ.　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｇｈｒｅｌｉｎ ｃｏｕｌｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＡＷ２６４.７ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｂｅ
ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ.

　 　 心血管疾病的高致残率及高致死率与血管动

脉粥样硬化的发生密切相关ꎮ 前期研究证实血管

内皮下的巨噬细胞捕获吞噬氧化型低密度脂蛋白

(ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬｏｘ￣ＬＤＬ)形成泡沫

细胞[１]在动脉粥样硬化的形成和发展中起着至关

重要的作用ꎮ 关于泡沫细胞的最终宿命现阶段研

究多指向其发生凋亡、坏死形成坏死核心ꎬ且与斑

块破裂密切相关[２￣３]ꎬ随着人们对疾病研究的深入ꎬ
研究发现动脉内皮下泡沫细胞存在外迁的过程ꎬ与
单核巨噬细胞的内迁构成一个动态的过程[４]ꎮ 如

果内流的巨噬细胞增多不断地吞噬 ｏｘ￣ＬＤＬ 就会导

致巨噬细胞源性泡沫细胞集聚ꎬ加重动脉粥样硬化

进程ꎻ同理加速泡沫细胞外迁可能会延缓动脉粥样

硬化进程[５]ꎮ ｇｈｒｅｌｉｎ 是由 ２８ 个氨基酸组成的多肽

类物 质ꎬ 它 是 生 长 激 素 促 分 泌 素 受 体 ( ｇｒｏｗｔｈ
ｈｏｒｍｏｎｅ ｓｅｃｒｅｔａｇｏｇｕｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＧＨＳ￣Ｒ) 的内源性配

体ꎬｇｈｒｅｌｉｎ 在体内的多个组织中均有表达ꎬ但是以胃

粘膜内的表达量最高[６]ꎮ ｇｈｒｅｌｉｎ 除了影响食欲和

新陈代谢及刺激生长激素分泌发挥重要的作用ꎬ研
究证实 ｇｈｒｅｌｉｎ 可以抑制心肌细胞及内皮细胞凋亡ꎬ
对改善心肌的射血分数和心肌的缺血再灌注损伤

都有着重要的作用[７]ꎮ 同时 ｇｈｒｅｌｉｎ 在肿瘤细胞的

侵袭及迁移中占据十分重要的地位[８]ꎮ 目前关于

动脉粥样硬化的研究多局限在巨噬细胞的内迁ꎬ对
泡沫细胞的外迁鲜有报道ꎮ 鉴于目前的研究现状

和本课题组的前期试验结果[９]ꎬ本研究仅作 ｇｈｒｅｌｉｎ
对泡沫细胞迁移影响的部分体外细胞实验ꎬ并研究

其机制ꎬ为临床动脉粥样硬化的治疗提供新的治疗

策略和理念ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 主要药品与试剂

　 　 ｇｈｒｅｌｉｎ 购自 ＲａｙＢｉｏｔｅｃｈ 公司ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 购自广州

奕源生物有限公司ꎬＲＡＷ２６４.７ 单核巨噬细胞系购

自中国科学院典型培养物保藏委员会细胞库ꎬＡｋｔ
一抗、ｐ￣Ａｋｔ 一抗购自 Ａｂｃｏｍ 公司ꎬｔｕｂｕｌｉｎ 购自 Ｂｉｏ￣
ｗｏｒｌｄ 公司ꎬ微丝荧光、荧光二抗购自碧云天生物工

程公司ꎻｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司ꎻ其他试剂

均购自上海生工及进口公司ꎮ
１.２　 细胞培养及分组

ＲＡＷ２６４.７ 细胞置于含 １０％胎牛血清的低糖

ＤＭＥＭ 全培养基中培养ꎬ放在 ３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱

中ꎬ待细胞呈对数期生长时取其进行实验ꎮ 用 ４０
ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 与 ＲＡＷ２６４.７ 细胞系共孵育 ２４ ｈ 制备

泡沫细胞模型[１０] 并分组ꎬ各组实验重复 ３ 次以上ꎮ
空白对照组:用含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 低糖培养

液正常孵育 ＲＡＷ２６４.７ 细胞 ２４ ｈꎻｏｘ￣ＬＤＬ 组:在空

白对照组基础上加 ４０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 共孵育 ２４ ｈꎻｇｈ￣
ｒｅｌｉｎ 组在 ｏｘ￣ＬＤＬ 组基础上加 １０－７ ｍｏｌ / Ｌ ｇｈｒｅｌｉｎ 共

孵育 ２４ ｈꎻＬＹ２９４００２ 组:在 ｇｈｒｅｌｉｎ 组基础上加用

ＰＩ３Ｋ 特异性抑制剂 ＬＹ２９４００２ 共孵育 ２４ ｈꎮ
１.３　 ＲＡＷ２６４.７ 源性泡沫细胞泡沫化程度的测定

将适量生长状态良好的 ＲＡＷ２６４.７ 细胞系与 ４０
ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 在 ６ 孔板中共孵育 ２４ ｈꎬ４％多聚甲醛固

定 １０ ｍｉｎꎬ双蒸水洗ꎬ油红 Ｏ 染色 １０~１５ ｍｉｎꎬ６０％异

丙醇分色至背景无色ꎬ双蒸水洗后苏木精复染ꎬ最后

用甘油封片ꎬ置于显微镜下观察ꎻ按照试剂盒说明书

测定泡沫细胞内总胆固醇( ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬＴＣ)和游

离胆固醇(ｆｒｅｅ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬＦＣ)含量ꎮ
１.４　 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室测定细胞迁移能力

将对数分裂期的 ＲＡＷ２６４.７ 细胞分别接种到孔

径为 ８ μｍ 的 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室的上室ꎬ置于 ３７℃、５％
ＣＯ２ 的细胞培养箱中ꎬ待细胞贴膜 ８０％以上按实验

分组需要给予各组不同的培养体系ꎬ孵育 ２４ ｈꎮ 取

小室固定用棉签小心的擦去未迁移过膜的细胞ꎬ
ＤＡＰＩ(１ ∶ １０００)染色ꎬ置于荧光显微镜下观察细胞

穿膜ꎮ 每组设 ３ 个复孔ꎬ选取视野的 １０％的面积行

细胞计数ꎬ取均数ꎮ
１.５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞 ｐ￣Ａｋｔ、ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３
的蛋白表达

按 ＢＣＡ 蛋白试剂盒说明书提取各实验组细胞

中的总蛋白ꎬ按其不同浓度制备成蛋白含量相等的

实验样品ꎬ煮沸变性低温冷藏备用ꎮ 每孔上样 ２０
μＬꎬ 电 泳、 转 膜、 封 闭 后 于 ４℃ 分 别 加 ｐ￣Ａｋｔ
(１ ∶ １００)、ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３(１ ∶ １５０)一抗孵育过
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夜ꎬＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次后室温下二抗(１ ∶ ５０００) 孵育 ２
ｈꎬ加高灵敏发光液置于发光系统观察待测蛋白条

带的灰度差异ꎬ并定量其相应蛋白表达ꎮ
１.６　 免疫荧光观察

将处于对数生长期的巨噬细胞接种于 ２４ 孔板

中ꎬ待细胞完全贴壁后ꎬ分别予以不同的培养体系ꎬ
置于 ３７℃、５％ＣＯ２ 的培养箱中共孵育 ２４ ｈꎮ 后固定

细胞ꎬ０.３％Ｔｒｉｔｉｏｎ Ｘ￣１００ 作用 ４０ ｍｉｎ 后ꎬ３％ＢＳＡ 封

闭ꎬ加 ｐ￣Ａｋｔ(１ ∶ ５０)、ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３(１ ∶ １００)一
抗 ４℃孵育过夜ꎬ二抗(１ ∶ ２００)室温孵育 １ ｈꎬＤＡＰＩ
染核ꎮ 置于荧光显微镜观察ꎬ分别在不同的激发波

长下观察其荧光并合成图片ꎮ
１.７　 细胞骨架观察

取各实验组细胞用甲醛固定 ２０ ｍｉｎꎬ含 ＢＳＡ 的

ＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ０.３％Ｔｒｉｔｉｏｎ Ｘ￣１００ 透膜 ４０ ｍｉｎꎬ避光

加细胞荧光探针(１ ∶ ４０)共孵育 １ ｈꎬ含 ＢＳＡ 的 ＰＢＳ
洗涤 ３ 次后置于荧光显微镜观察ꎬ并拍摄照片ꎮ
１.８　 统计学方法

所有数据采用ｘ±ｓ 表示ꎬ组间比较采用单因素

方差分析及小样本 ｔ 检验ꎬＰ<０.０５ 为差异有统计学

意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 泡沫细胞模型中胆固醇含量分析

　 　 ｏｘ￣ＬＤＬ 组 ＴＣ、ＦＣ、胆固醇酯( ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｅｓｔｅｒꎬ
ＣＥ)含量较空白对照组明显升高(Ｐ<０.０５)ꎬｏｘ￣ＬＤＬ
组 ＣＥ / ＴＣ 大于 ０.５ꎮ 油红 Ｏ 染色显示ꎬ空白对照组

未见明显红染ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 组细胞生长状态未见明显抑

制ꎬ细胞内脂滴遍布分散ꎬ可见明显的泡沫细胞形

成(表 １ 和图 １)ꎮ

表 １. ｏｘ￣ＬＤＬ 组和空白对照组细胞胆固醇含量比较(ｘ±ｓꎬ ｎ
＝ ３)
Ｔａｂｌｅ １. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｏｘ￣ＬＤＬ
ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ(ｘ±ｓꎬ ｎ＝ ３)

分　 组 ＣＥ(ｍｇ / ｇ) ＦＣ(ｍｇ / ｇ) ＴＣ(ｍｇ / ｇ)

空白对照组 ３５.３±４.５ ８.５±０.９ ４３.５±５.１
ｏｘ￣ＬＤＬ 组 ６０.１±５.３ａ ５７.１±５.７ａ １１５.２±１３.１ａ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与空白对照组比较ꎮ

图 １. 油红 Ｏ 染色检测细胞内脂质形成　 　 Ａ 为空白对照组ꎬＢ 为 ｏｘ￣ＬＤＬ 组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｉｐｉｄ ａｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｂｙ ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ

２.２　 ｇｈｒｅｌｉｎ 促进 ＲＡＷ２６４.７ 源性泡沫细胞迁移

ｏｘ￣ＬＤＬ 组泡沫细胞迁移较空白对照组减少ꎬ
ｇｈｒｅｌｉｎ 组 泡 沫 细 胞 迁 移 较 ｏｘ￣ＬＤＬ 组 增 多ꎬ 而

ＬＹ２９４００２ 处理可以抑制泡沫细胞迁移(图 ２)ꎮ

图 ２. ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室检测 ＲＡＷ２６４.７ 源性泡沫细胞迁移　 　 Ａ 为空白对照组ꎬＢ 为 ｏｘ￣ＬＤＬ 组ꎬＣ 为 ｇｈｒｅｌｉｎ 组ꎬＤ 为 ＬＹ２９４００２ 组ꎮ ａ 为 Ｐ
<０.０５ꎬ与空白对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ｇｈｒｅｌｉｎ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. ＲＡＷ２６４.７ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｂｙ ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｃｈａｍｂｅｒ ａｓｓａｙ
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２.３　 ｐ￣Ａｋｔ 和 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白表达水平

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测显示ꎬ与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组和空白对

照组相比ꎬｇｈｒｅｌｉｎ 明显上调细胞内 ｐ￣Ａｋｔ 的表达ꎬ这
个过程可以被 ＬＹ２９４００２ 抑制ꎮ 与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组相比ꎬ
ｇｈｒｅｌｉｎ 明显下调 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的表达ꎬ这个过

程同样可以被 ＬＹ２９４００２ 抑制(图 ３)ꎮ 免疫荧光检

测显示ꎬ与空白对照组相比ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 组 ｐ￣Ａｋｔ 荧光减

弱ꎬｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 荧光增强ꎻｇｈｒｅｌｉｎ 组 ｐ￣Ａｋｔ 荧

光增强ꎬ但 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 荧光减弱ꎬ其效应可以

被 ＬＹ２９４００２ 逆转(图 ４ 和 ５)ꎮ
２.４　 ｇｈｒｅｌｉｎ 对细胞骨架的影响

与空白对照组相比ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 组细胞骨架荧光显

著受抑ꎬｇｈｒｅｌｉｎ 可以改善 ＲＡＷ２６４.７ 源性泡沫细胞

骨架荧光ꎬ但是这个过程可以被 ＬＹ２９４００２ 部分阻

断(图 ６)ꎮ

图 ３. ＲＡＷ２６４.７ 源性细胞内 ｐ￣Ａｋｔ 和 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３的表达

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ￣Ａｋｔ ａｎｄ ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｉｎ ＲＡＷ２６４.７ ｄｅｒｉｖｅｄ ｃｅｌｌｓ

图 ４. 免疫荧光检测 ＲＡＷ２６４.７ 源性细胞内 ｐ￣Ａｋｔ 的表达　 　 Ａ 为空白对照组ꎬＢ 为 ｏｘ￣ＬＤＬ 组ꎬＣ 为 ｇｈｒｅｌｉｎ 组ꎬＤ 为 ＬＹ２９４００２ 组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ￣Ａｋｔ ｉｎ ＲＡＷ２６４.７ ｄｅｒｉｖｅｄ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｉｍｍｕｍｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｅｔｈｏｄ
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图 ５. 免疫荧光检测 ＲＡＷ２６４.７ 源性细胞内 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的表达 　 　 Ａ 为空白对照组ꎬＢ 为 ｏｘ￣ＬＤＬ 组ꎬＣ 为 ｇｈｒｅｌｉｎ 组ꎬＤ 为

ＬＹ２９４００２ 组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｉｎ ＲＡＷ２６４.７ ｄｅｒｉｖｅｄ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｉｍｍｕｍｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｅｔｈｏｄ

图 ６. 免疫荧光检测 ＲＡＷ２６４.７ 细胞细胞骨架　 　 Ａ 为空白对照组ꎬＢ 为 ｏｘ￣ＬＤＬ 组ꎬＣ 为 ｇｈｒｅｌｉｎ 组ꎬＤ 为 ＬＹ２９４００２ 组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６. ＲＡＷ２６４.７ ｃｅｌｌ ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ

３　 讨　 论

Ａｋｔ 和 ｅＮＯＳ 磷酸化及 ＮＯ 生成是细胞迁移和

抑制凋亡中重要的信号通路[１１￣１４]ꎬ但是关于 ｇｈｒｅｌｉｎ
相关研究结果存在明显冲突ꎮ 一些研究显示在人

主动脉内皮细胞 １０－９ ｍｏｌ / Ｌ ｇｈｒｅｌｉｎ 可以明显抑制血

管紧张素 ２ 诱导的细胞迁移[１５]ꎮ 另一些研究又显

示在人微血管内皮细胞( ｈｕｍａｎ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｖｅｉｎ

ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌꎬＨＭＶＥＣ) １０－１０ ｍｏｌ / Ｌ 到 １０－８ ｍｏｌ / Ｌ
ｇｈｒｅｌｉｎ 可以通过激活 ＭＡＰＫ / ＥＲＫ２ 信号通路促进

其迁移ꎬ但 １０－７ ｍｏｌ / Ｌ ｇｈｒｅｌｉｎ 可以明显抑制细胞迁

移[１６]ꎮ 这些结果提示 ｇｈｒｅｌｉｎ 促进细胞迁移可能跟

其细胞类型及 ｇｈｒｅｌｉｎ 浓度有关ꎮ 为了进一步验证

ｇｈｒｅｌｉｎ 是否在 ＲＡＷ２６４.７ 细胞迁移中起作用ꎬ我们

观察了 １０－７ ｍｏｌ / Ｌ ｇｈｒｅｌｉｎ 处理 ＲＡＷ２６４.７ 源性泡沫

细胞后磷酸化 Ａｋｔ 和 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的变化ꎬ结

４４４ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ５ꎬ２０１６



果发现 Ａｋｔ 的磷酸化和 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白表达

随 ｇｈｒｅｌｉｎ 诱导的 ＲＡＷ２６４.７ 源性细胞迁移而发生

变化ꎮ
本研究中ꎬ我们证实了 ｇｈｒｅｌｉｎ 可以促进泡沫细

胞迁移ꎬ其机制至少部分是通过 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通

路ꎮ 第一ꎬｇｈｒｅｌｉｎ 明显可提高 ＲＡＷ２６４.７ 源性泡沫

细胞的迁移能力并减少动脉粥样硬化的发生和泡

沫细胞的凋亡ꎮ 第二ꎬｐ￣Ａｋｔ 在 ＲＡＷ２６４.７ 源性泡沫

细胞中表达ꎬ当与 ｇｈｒｅｌｉｎ 共孵育时ꎬｐ￣Ａｋｔ 出现明显

的上调ꎮ 第三ꎬ加用 ＰＩ３Ｋ 特异性抑制剂 ＬＹ２９４００２
可明显抑制 ｇｈｒｅｌｉｎ 对细胞迁移的影响及 ｐ￣Ａｋｔ 的表

达ꎮ 这些结果都显示 ｇｈｒｅｌｉｎ 能够影响泡沫细胞的

迁移以及减少泡沫细胞的凋亡ꎬ并且这一作用可能

与 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 通路相关ꎮ
应该说 ｇｈｒｅｌｉｎ 改善动脉粥样硬化的机制是复

杂的ꎬ这中间涉及到很多的因素ꎬ如炎症反应、内膜

损伤、泡沫细胞凋亡、氧化应激、钙化等[７]ꎮ 目前研

究已经证实凋亡和钙化在动脉粥样硬化的过程中

扮演着重要的地位ꎬ导致纤维斑块破裂、急性心肌

梗死发生[１７]ꎮ 因此抑制细胞凋亡也许是治疗动脉

粥样硬化潜在的靶点ꎮ ＰＩ３Ｋ 是存在于很多疾病信

号通路中的一个关键性因子ꎬ我们实验组前期实验

已证实 ＰＩ３Ｋ 在小鼠动脉粥样硬化发展中的重要

性[１８]ꎮ ＰＩ３Ｋ 通过下调 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的表达降低细胞

凋亡从而提高细胞存活[１９]ꎮ 本研究发现 ｐ￣Ａｋｔ 水
平在空白对照组和 ｏｘ￣ＬＤＬ 组之间存在差异ꎬ说明

ｏｘ￣ＬＤＬ 可能对细胞的凋亡产生部分影响ꎬ且 ｇｒｅｌｉｎ
组 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白的表达水平明显下降ꎮ 同

时ꎬｇｈｒｅｌｉｎ 组 可 以 明 显 增 加 Ａｋｔ 的 激 活ꎬ 增 强

ＲＡＷ２６４.７ 源性泡沫细胞迁移ꎬ给予 ＰＩ３ｋ 特异性抑

制剂 ＬＹ２９４００２ 时细胞凋亡增加ꎮ 这些结果充分说

明 ｏｘ￣ＬＤＬ 与 ＲＡＷ２６４.７ 细胞系共孵育可以激活 Ａｋｔ
信号通路ꎮ 与此同时ꎬｇｈｒｅｌｉｎ 可以明显增加 Ａｋｔ 的
激活ꎬ增强细胞骨架荧光ꎬ增加 ＲＡＷ２６４.７ 源性泡沫

细胞迁移ꎮ 而且ꎬＰＩ３Ｋ 特异性抑制剂 ＬＹ２９４００２ 可

以阻止 Ａｋｔ 磷酸化ꎬ这样导致细胞死亡增加ꎮ 此外ꎬ
免疫荧光发现ꎬ活化的 Ａｋｔ 在 ＲＡＷ２６４.７ 源性泡沫

细胞中存在明显表达ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果与荧光结

果高度一致ꎬ这些结果显示:ｇｈｒｅｌｉｎ 对动脉粥样硬化

的发生发展起着明显的保护作用ꎬ这一作用很可能

是通过影响 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路来实现的ꎮ 至少部

分表明在 ＲＡＷ２６４. ７ 源性泡沫细胞中激活 ＰＩ３Ｋ /
Ａｋｔ 信号通路可以表现出明显的抗细胞凋亡和促进

泡沫细胞迁移ꎮ
ｇｈｒｅｌｉｎ 主要由胃粘膜内皮细胞分泌ꎬ是 ＧＨＳ 的

受体ꎮ 前期研究已经证实 ｇｈｒｅｌｉｎ 在动脉粥样硬化

的进程中通过影响 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路发挥作用ꎬ
ｇｈｒｅｌｉｎ 通过激活 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 通路改变 Ｂｃｌ￣２ 家族蛋

白的表达ꎬ抑制细胞色素 Ｃ 的释放以及 Ｃａｓｐａｓｅ￣３
的失活ꎬ促进细胞存活[７]ꎮ

我们研究发现ꎬＲＡＷ２６４.７ 细胞与 ｏｘ￣ＬＤＬ 共孵

育后 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 水平升高ꎬ这一过程可被 ｇｈ￣
ｒｅｌｉｎ 抑制ꎮ 此外ꎬ在 ｇｈｒｅｌｉｎ 存在的情况下ꎬＰＩ３Ｋ /
Ａｋｔ 信号通路出现明显激活ꎬ这一改变可抑制细胞

凋亡ꎬ促进泡沫细胞迁移ꎬ最终起到减缓动脉粥样

硬化的作用ꎮ
但是ꎬ我们的实验也存在着许多的不足和缺

陷ꎬ首先ꎬ在 ＲＡＷ２６４.７ 源性泡沫细胞中模拟人体动

脉粥样硬化ꎬ这种体外实验与实际的体内环境存在

较大差距ꎮ 此外ꎬ本实验只检测了 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通

路的变化ꎬｇｈｒｅｌｉｎ 还可能通过其他的细胞信号通路

参与泡沫细胞的迁移过程和缓解泡沫细胞的凋亡ꎬ
从而抑制动脉粥样硬化的发展ꎮ 再者ꎬ我们只是探

索了局限的时间和浓度的 ｇｈｒｅｌｉｎ 对 ＲＡＷ２６４.７ 源

性泡沫细胞迁移的影响ꎬ具体的最佳的时间点和浓

度值还需进一步深入研究ꎮ 最后ꎬｇｈｒｅｌｉｎ 激活 Ａｋｔ
的机制是否与 Ｂａｘ / Ｂｃｌ￣２ 的表达变化存在相关性目

前还不是很明确ꎬ还需要进一步研究ꎮ
基于目前的研究结果ꎬ我们得出:ｇｈｒｅｌｉｎ 可以促

进 ＲＡＷ２６４.７ 源性泡沫细胞迁移ꎬ减缓动脉粥样硬

化进程ꎬ其机制可能与激活 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路有

关ꎬ因此ꎬｇｈｒｅｌｉｎ 很可能会成为治疗动脉粥样硬化的

一个关键性靶标ꎬ以期为临床动脉粥样硬化的治疗

提供策略性指导ꎮ
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作 者 更 正

发表在«中国动脉硬化杂志»２０１６ 年第 ２４ 卷第 ３ 期 ２１７￣２２３ 页«雌激素抑制内质网应激引起的血管内

皮细胞凋亡及机制»一文ꎬ由于作者王宇的疏忽ꎬ要求作如下更正:文章基金项目更正为国家自然科学基金

(８１２７０６６７)ꎮ
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