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[摘　 要] 　 目的　 以人单核细胞株 ＴＨＰ￣１ 为基础ꎬ探讨 ＮＯＤ１ / 受体相互作用蛋白 ２(ＲＩＰ２)信号通路对巨噬细胞

炎性活化及表型的影响ꎮ 方法　 用 １６０ ｎｍｏＬ / Ｌ 的佛波酯(ＰＭＡ)将 ＴＨＰ￣１ 单核细胞诱导分化成巨噬细胞ꎬ分别用

１０、２５ 和 ５０ ｍｇ / Ｌ 浓度的氧化型低密度脂蛋白(ｏｘ￣ＬＤＬ)刺激 ＴＨＰ￣１ 源性巨噬细胞 ２４ ｈꎬ以空白组为对照组ꎮ 应用

ＲＴ￣ＰＣＲ 法检测 ＮＯＤ１ 和 ＲＩＰ２ 的 ｍＲＮＡ 表达情况ꎻ应用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＮＯＤ１ 和 ＲＩＰ２ 的蛋白表达情况ꎻ应用

ＥＬＩＳＡ 法检测细胞培养液中单核细胞趋化蛋白 １(ＭＣＰ￣１)和巨噬细胞移动抑制因子(ＭＩＦ)的分泌ꎻ应用流式细胞

学检测巨噬细胞表面抗原 ＣＤ１６、ＣＤ６８ 表达ꎮ 结果 　 ｏｘ￣ＬＤＬ 能以剂量依赖的方式激活 ＴＨＰ￣１ 源性巨噬细胞中

ＮＯＤ１ / ＲＩＰ２ 信号通路ꎬ随着 ｏｘ￣ＬＤＬ 刺激浓度的增加ꎬＮＯＤ１、ＲＩＰ２ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平升高(Ｐ< ０. ０５)ꎮ
ＮＯＤ１ / ＲＩＰ２ 信号通路激活后能使细胞培养物上清液中炎症因子 ＭＩＦ 和 ＭＣＰ￣１ 的表达增加ꎬ随着 ｏｘ￣ＬＤＬ 刺激浓度

的增加ꎬＭＣＰ￣１ 和 ＭＩＦ 的分泌增多(Ｐ<０.０５)ꎮ ＮＯＤ１ / ＲＩＰ２ 信号通路激活后能改变巨噬细胞表面抗原 ＣＤ１６、ＣＤ６８
的表达ꎬ随着 ｏｘ￣ＬＤＬ 刺激浓度的变化ꎬ巨噬细胞表面抗原 ＣＤ１６ / ＣＤ６８ 的平均荧光强度发生变化ꎬ其中 ５０ ｍｇ / Ｌ 组

能显著下调 ＣＤ１６ / ＣＤ６８ 的表达(Ｐ<０.０１)ꎮ 结论　 巨噬细胞中 ＮＯＤ１ / ＲＩＰ２ 信号通路能被 ｏｘ￣ＬＤＬ 以剂量依赖的方

式激活ꎬＮＯＤ１ / ＲＩＰ２ 信号通路激活后能导致巨噬细胞的炎性活化及其表型变化ꎬ这可能是其参与动脉粥样硬化形

成和发展过程的主要机制ꎮ
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ＣＤ６８.　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ｏｘ￣ＬＤＬ ｃｏｕｌｄ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＯＤ１ / ＲＩＰ２ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ａｓ ａ ｄｏｓｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＯＤ１ / ＲＩＰ２ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ａ ｄｏｓｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ ｉｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ.　 ＮＯＤ１ / ＲＩＰ２ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎａ￣

４７４ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ５ꎬ２０１６
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ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ.

　 　 激活的巨噬细胞能产生多种炎症因子、趋化因

子和多种酶的激动剂和抑制剂ꎬ连接固有和获得性

免疫ꎬ调节脂质蓄积ꎬ参与血管的重构和斑块的失

稳定ꎮ 巨噬细胞的炎性活化涉及表型及复杂的细

胞内信号传导网络ꎮ 核苷酸结合寡聚化结构域样

受体 ( ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｄｏｍａｉｎ ｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｓꎬＮＯＤ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓꎬＮＬＲ)家族是固有免疫

反应模式识别受体的主要成员ꎬＮＯＤ１ 和 ＮＯＤ２ 是

ＮＬＲ 家族两个主要成员ꎬＮＬＲ 与其配体结合后可以

激活下游的 ＲＩＰ２ꎬ继而通过 ＮＦ￣κＢ 途径或 ＭＡＰＫ
途径两条途径诱导细胞因子、趋化因子等表达ꎬ引
起炎症反应ꎮ 目前已在动脉粥样硬化(Ａｓ)斑块中

发现 ＮＯＤ１ 和 ＮＯＤ２ 的特异性配体细菌的肽聚糖

(ｐｅｐｔｉｄｏｇｌｙｃａｎꎬＰＧＮ)ꎬ并发现它与斑块的不稳定有

关[１]ꎮ 我们研究发现 ＮＯＤ / ＲＩＰ２ 信号通路参与大

鼠颈动脉损伤后的再狭窄过程及血管平滑肌细胞

的增殖及表型变化ꎬ表明 ＮＯＤ / ＲＩＰ２ 信号通路的激

活可能参与 Ａｓ 的形成[２]ꎬ但具体机制尚不清楚ꎮ
本研究用氧化型低密度脂蛋白(ｏｘ￣ＬＤＬ)刺激 ＴＨＰ￣
１ 源性巨噬细胞ꎬ观察 ＮＯＤ１ / ＲＩＰ２ 信号通路活化

后ꎬ对炎症因子单核细胞趋化蛋白 １ ( ｍｏｎｏｃｙｔｅ
ｃｈｅｍｏｔａｃｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ １ꎬＭＣＰ￣１)和巨噬细胞移动抑制

因子(ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒꎬＭＩＦ)分

泌以及表面抗原 ＣＤ１６ / ＣＤ６８ 表达的影响ꎬ探讨

ＮＯＤ１ / ＲＩＰ２ 信号通路在巨噬细胞活化以及极化中

的作用ꎬ为巨噬细胞在 Ａｓ 形成机制中的作用提供理

论依据ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 主要实验材料

　 　 ＴＨＰ￣１ 细胞由中国科学院上海细胞库提供ꎻｏｘ￣
ＬＤＬ 购于北京欣源佳生物科技有限公司ꎻＲＮＡ 提取

试剂盒、逆转录试剂盒购于 ＢＩＯＮＥＥＲ 公司ꎻ佛波酯

(ＰＭＡ)购于 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ兔抗人 ＮＯＤ１ 多克隆抗体、
羊抗兔多克隆抗体、兔抗人 ＲＩＰ２ 多克隆抗体购于

Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ ＢｉｏｔｅｃｈｎｏＬｏｇｙ Ｉｎｃ 公司ꎻＲＩＰＡ 裂解液、金
鸡纳酸(ＢＣＡ)蛋白浓度测定试剂盒、蛋白酶抑制剂

苯甲基磺酰氟化物购于 ＰＭＳＦ 公司、鼠抗人 β￣ａｃｔｉｎ、
兔抗鼠 β￣ａｃｔｉｎ、蛋白质免疫印迹法(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)荧
光检测试剂盒购于江苏碧云天生物技术研究所ꎻ人
ＭＩＦ ＥＬＩＳＡ 试剂盒购于上海细胞生物公司ꎬ人 ＭＣＰ￣

１ ＥＬＩＳＡ 试剂盒购于达科为生物技术有限公司ꎻ流
式细胞抗体 ＣＤ１６￣ＰＥ、ＣＤ６８￣ＰＥ、 ＩｇＧ２ａ￣ＰＥ 购于美

国 ＢＤ 公司ꎬ胎牛血清购于兰州民海生物公司ꎻＲＰ￣
ＭＩ１６４０ 培养基购于 ＨｙｃＬｏｎｅ 和 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ其他试

剂为国产或进口分析纯ꎮ
１.２　 细胞培养及 ＴＨＰ￣１ 细胞的诱导分化

ＴＨＰ￣１ 单核细胞培养于含 １０％胎牛血清、１００
ｋＵ / Ｌ 青霉素、１００ ｋＵ / Ｌ 链霉素的 ＲＰＭＩ１６４０ 中ꎬ置于

３７℃、５％ＣＯ２饱和湿度的培养箱中培养ꎮ 细胞呈单

个、圆形、悬浮生长ꎮ 每 ２~３ 天更换培养基ꎮ 选取传

３~４ 代以后细胞ꎬ以 １×１０９ / Ｌ 细胞密度接种于 ６ 孔

板ꎬ以 １６０ ｎｍｏＬ / Ｌ ＰＭＡ 诱导 ２４ ｈ 后ꎬ细胞贴壁ꎬ变成

不规则形或梭形ꎬ伸出伪足ꎬ诱导形成巨噬细胞ꎮ
１.３　 细胞分组及处理

对照组:对 ＴＨＰ￣１ 源性巨噬细胞不给予药物处

理ꎻ实验组:分别用终浓度为 １０、２５、５０ ｍｇ / Ｌ 的 ｏｘ￣
ＬＤＬ 刺激 ＴＨＰ￣１ 源性巨噬细胞 ２４ ｈꎮ
１.４　 ＲＴ￣ＰＣＲ 法检测 ＴＨＰ￣１ 源性巨噬细胞中 ＮＯＤ１
和 ＲＩＰ２ ｍＲＮＡ 表达

采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 法ꎬ用 ＴＲＩＺＯＬ 试剂提取各组样

本总 ＲＮＡꎬ逆转录合成 ｃＤＮＡꎬ进行 ＰＣＲ 循环ꎮ
Ｂｉｏｎｅｅｒ 公 司 合 成 引 物 序 列 ＲＩＰ２￣Ｆ: ５ ’ ￣ＴＣＣＴＧ￣
ＧＡＡＡＴＣＡＣＡＧＴＴＧＧ￣３’ꎬＲＩＰ２￣Ｒ:５’ ￣ＴＧＡＧＧＴＣＣＴＴ￣
ＧＴＡＧＧＣＴＴＧ￣３’ꎬ ＰＣＲ 扩增产物长度为 ２９１ ｂｐꎻ
ＮＯＤ１￣Ｆ:５’￣ＧＣＴＧＡＡＧＧＧＴＧＡＣＴＡＡＡＣＧＧ￣３’ꎬＮＯＤ１￣
Ｒ:５’￣ＡＴＧＡＧＣＧＧＧＣＡＡＧＡＧＧＡＣ￣３’ꎬＰＣＲ 扩增产物

长度为 １４８ ｂｐꎮ 内参采用 β￣ａｃｔｉｎꎮ 取 ＲＴ￣ＰＣＲ 产物

在 １％琼脂糖凝胶电泳中电泳ꎬ样品上样量均 １０ μＬꎬ
ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ５ μＬꎬ溴化乙锭染色ꎬ１００ Ｖ ２００ ｍＡꎬ２５
ｍｉｎ 电泳ꎮ 结果用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像分析软件进行图像灰

度扫描测定ꎮ 得出目的基因与内参基因的吸光度比

值ꎬ即为目的基因表达水平的半定量指标ꎮ
１. ５ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＴＨＰ￣１ 源性巨噬细胞中

ＮＯＤ１ 和 ＲＩＰ２ 蛋白表达

收集样品ꎬ提取总蛋白ꎮ ＢＣＡ 法进行蛋白定

量ꎮ 加等体积 ＳＤＳ Ｌｏａｄｉｎｇꎬ煮沸使蛋白变性ꎮ 电泳

分离蛋白质ꎬ２２０ ｍＡ １００ ｍｉｎꎮ 将蛋白质转移至

ＰＶＤＦ 膜上ꎮ 孵育一抗 ４℃过夜ꎬＴＢＳＴ 洗膜 １０ ｍｉｎ
三次ꎬ孵育二抗ꎬ室温 ２ ｈꎬＴＢＳＴ 洗膜 １０ ｍｉｎ 三次ꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 荧光检测试剂激发荧光ꎬ显示于 Ｘ 光

片ꎬ显影ꎬ定影后进行图像分析ꎮ 结果用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 图

像分析软件进行图像灰度扫描测定ꎬ得出目的蛋白
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与内参蛋白的吸光度的比值ꎬ即为目的蛋白表达水

平的半定量指标ꎮ
１.６　 ＥＬＩＳＡ 法检测细胞培养物上清液中细胞因子

ＭＩＦ、ＭＣＰ￣１ 的浓度

各组细胞培养在等体积的培养液中ꎬ收集培养

物的上清液ꎬ储存在－８０℃冰箱ꎮ 按照 ＥＬＩＳＡ 试剂

盒说明书方法ꎬ将试剂盒提供的原倍标准品在 ＥＰ
管中加入标准品稀释液倍比稀释ꎬ分别设空白孔、
标准品孔、待测样品孔ꎮ 在标准孔中加标准品 １００
μＬꎬ待测样品 １００ μＬꎬ３７℃温箱孵育 ９０ ｍｉｎꎬ洗板 ５
次ꎬ除空白孔外加入生物素化抗体工作液ꎬ封板胶

封孔ꎬ３７℃温箱孵育 ６０ ｍｉｎꎬ洗板 ５ 次ꎬ除空白孔外ꎬ
加入酶结合物工作液ꎬ封板胶封孔ꎬ３７℃温箱避光孵

育 ３０ ｍｉｎꎮ 洗板 ５ 次ꎬ加入显色液ꎬ３７℃温箱避光孵

育 １５ ｍｉｎꎬ迅速加入终止液ꎬ混匀后即刻在 ４５０ ｎｍ
波长下读值ꎬ测定 ＭＩＦ、ＭＣＰ￣１ 的浓度ꎮ
１.７　 流式细胞学检测 ＴＨＰ￣１ 源性巨噬细胞表面抗

原 ＣＤ１６ / ＣＤ６８ 表达

胰蛋白酶消化各组细胞后ꎬ计数ꎬ分管ꎬ离心弃

上清ꎬＰＢＳ 清洗后ꎬ１００ μＬ ＰＢＳ 重悬细胞ꎬ再分别加

入 ２０ μＬ 荧光素标记的 ＣＤ１６、ＣＤ６８ 单克隆抗体及

对应的同型抗体ꎬ室温避光 １５ ｍｉｎ 孵育ꎬ震荡混匀ꎬ
室温避光孵育 １０ ｍｉｎꎬ２ ５００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ３ ｍｉｎꎬ弃上

清ꎬ加入 ＰＢＳ ０.５ ｍＬ 混匀ꎬ重悬细胞采用流式细胞

仪(ＦＡＣＳＣａＬｉｂａｒꎬ美国 ＢＤ 公司)检测ꎮ 用 ＣｅＬＱｕｅｓｔ
软件分析结果ꎬ以荧光阳性的细胞的平均荧光强度

作为定量指标ꎮ
１.８　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ １３.０ 软件对数据进行统计分析ꎬ计
量资料以 ｘ±ｓ 表示ꎬ多组间差异比较采用单因素方

差分析ꎬ组间两两比较采用 ｑ 检验ꎬ以 Ｐ<０.０５ 表示

差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ｏｘ￣ＬＤＬ 对 ＴＨＰ￣１ 源性巨噬细胞中 ＮＯＤ１ / ＲＩＰ２
信号通路表达的影响

分别用终浓度为 １０、２５ 和 ５０ ｍｇ / Ｌ 的 ｏｘ￣ＬＤＬ 刺

激 ＴＨＰ￣１ 源性巨噬细胞 ２４ ｈꎬ用 ＲＴ￣ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 法检测 ＮＯＤ１、ＲＩＰ２ ｍＲＮＡ 以及蛋白的表达ꎬ结
果表明ꎬ对照组表达低水平 ＮＯＤ１、ＲＩＰ２ ｍＲＮＡ 和蛋

白ꎬ随着 ｏｘ￣ＬＤＬ 刺激浓度的增加ꎬＮＯＤ１、ＲＩＰ２ ｍＲＮＡ
和蛋白表达水平呈剂量依赖性增加ꎬ其中 ５０ ｍｇ / Ｌ 组

表达最高(Ｐ<０.０１ꎻ图 １ 和图 ２)ꎮ

图 １. ｏｘ－ＬＤＬ 对 ＴＨＰ￣１ 源性巨噬细胞 ＮＯＤ１、ＲＩＰ２ ｍＲＮＡ
表达的影响(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)　 　 １ 为对照组ꎬ２~ ４ 依次为 １０ ｍｇ /
Ｌ、２５ ｍｇ / Ｌ和 ５０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比

较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 １０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与
２５ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 组比较ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｘ￣ＬＤＬ ｏｎ ＮＯＤ１ ａｎｄ ＲＩＰ２ ｍＲＮＡ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＴＨＰ￣１ ｉｎｄｕｃｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)

图 ２. ｏｘ￣ＬＤＬ 对 ＴＨＰ￣１ 源性巨噬细胞 ＮＯＤ１、ＲＩＰ２ 蛋白表

达的影响(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)　 　 １ 为对照组ꎬ２~ ４ 依次为 １０ ｍｇ / Ｌ、
２５ ｍｇ / Ｌ和 ５０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻ
ｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 １０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ２５
ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 组比较ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｘ￣ＬＤＬ ｏｎ ＮＯＤ１ ａｎｄ ＲＩＰ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＴＨＰ￣１ ｉｎｄｕｃｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)

２.２　 ＮＯＤ１ / ＲＩＰ２ 信号通路活化后对 ＴＨＰ￣１ 源性巨

噬细胞培养物上清液中炎症因子分泌的影响

ＥＬＩＳＡ 法检测结果表明 ＮＯＤ１ / ＲＩＰ２ 信号通路

激活后能使细胞培养物上清液中炎症因子 ＭＣＰ￣１
和 ＭＩＦ 的分泌增加ꎬ随着 ｏｘ￣ＬＤＬ 刺激浓度的增加ꎬ
ＭＣＰ￣１ 和 ＭＩＦ 分泌呈剂量依赖性升高ꎬ其中 ５０ ｍｇ /
Ｌ 组可以显著增加炎症因子的分泌ꎬ各组间差异有

统计学意义(表 １)ꎮ

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



表 １. ＮＯＤ１ / ＲＩＰ２ 信号通路活化后对 ＴＨＰ￣１ 源性巨噬细胞

培养液中炎症因子 ＭＣＰ￣１和 ＭＩＦ 分泌的影响(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ １. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＮＯＤ１ / ＲＩＰ２ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｎ
ＭＣＰ￣１ ａｎｄ ＭＩＦ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｉｎ ＴＨＰ￣１ ｉｎｄｕｃｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ(ｘ±
ｓꎬｎ＝３)

ｏｘ￣ＬＤＬ 浓度 ＭＣＰ￣１(ｐｇ / Ｌ) ＭＩＦ(ｎｇ / Ｌ)
０ ｍｇ / Ｌ(对照组) ５.７１±１.９４ ４.６１±０.４０
１０ ｍｇ / Ｌ １０.６６±３.１３ａ ５.７４±０.３８ｂ

２５ ｍｇ / Ｌ ２０.０８±１.５７ｂｃ ７.０９±０.４１ｂｃ

５０ ｍｇ / Ｌ ２９.３０±１.４８ｂｃｄ １８.６７±０.１５ｂｃｄ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 １０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣
ＬＤＬ 组比较ꎻｄ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ２５ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 组比较ꎮ

２.３　 ＮＯＤ１ / ＲＩＰ２ 信号通路活化后对 ＴＨＰ￣１ 源性巨

噬细胞表面抗原 ＣＤ１６、ＣＤ６８ 表达的影响

流式细胞术测定结果表明 ＮＯＤ１ / ＲＩＰ２ 信号通

路激活后能改变巨噬细胞表面抗原 ＣＤ１６、ＣＤ６８ 的

表达ꎬ低浓度 ｏｘ￣ＬＤＬ 刺激对 ＴＨＰ￣１ 源性巨噬细胞

表面 ＣＤ１６、ＣＤ６８ 的表达有轻度上调ꎬ但差异无显著

性ꎬ随着刺激浓度的增加ꎬＣＤ１６、ＣＤ６８ 的表达下调ꎬ
以 ５０ｍｇ / Ｌ 组最为明显(Ｐ<０.０１ꎻ图 ３ 和表 ２)ꎮ

表 ２. ＮＯＤ１ / ＲＩＰ２ 信号通路激活后对 ＴＨＰ￣１ 源性巨噬细胞

ＣＤ１６、ＣＤ６８ 表达的影响(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＮＯＤ１ / ＲＩＰ２ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｏｎ ＣＤ１６ / ＣＤ６８ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＴＨＰ￣１ ｉｎｄｕｃｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ(ｘ
±ｓꎬｎ＝ ３)

ｏｘ￣ＬＤＬ 浓度 ＣＤ１６ ＣＤ６８
０ ｍｇ / Ｌ(对照组) ２５.２±０.６ ２９.８±０.４
１０ ｍｇ / Ｌ ２８.３±１.６ ３０.９±０.７
２５ ｍｇ / Ｌ ２３.７±０.７ａ ２９.９±１.７
５０ ｍｇ / Ｌ ２１.３±０.６ｂｃｄ ２６.９±０.９ｂｃｄ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 １０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣
ＬＤＬ 组比较ꎻｄ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ２５ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 组比较ꎮ

图 ３. ＮＯＤ１ / ＲＩＰ２ 信号通路激活后 ＴＨＰ￣１源性巨噬细胞表面抗原 ＣＤ１６、ＣＤ６８ 的 ＦＡＣＳ 检测

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＮＯＤ１ / ＲＩＰ２ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｎ ＣＤ１６ / ＣＤ６８ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ＦＡＣＳ

３　 讨　 论

巨噬细胞吞噬 ｏｘ￣ＬＤＬꎬ形成泡沫细胞ꎬ进而产

生多种炎症因子、趋化因子和多种酶的激动剂和抑

制剂ꎬ是动脉粥样斑块形成和发展的关键环节ꎮ Ａｓ
是一种慢性炎症反应性疾病ꎬ关于固有免疫参与 Ａｓ
形成和发展已得到广泛认同ꎬ在本研究中我们发现

ｏｘ￣ＬＤＬ 能够以剂量依赖的方式诱导 ＴＨＰ￣１ 源性巨

噬细胞 ＮＯＤ１、ＲＩＰ２ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达ꎬ此外 ｏｘ￣
ＬＤＬ 还可以引起巨噬细胞培养物上清液中 ＭＣＰ￣１、
ＭＩＦ 的表达增加ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 在 Ａｓ 的形成发展中具有

重要作用ꎬ它作为一种损伤相关的分子模式ꎬ已经

被证实可以激活另一类较早发现的模式识别受体

Ｔｏｌｌ 样受体(ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓꎬ ＴＬＲ)ꎬ继而引起炎症

反应ꎬ参与 Ａｓ 的形成[３]ꎮ 本研究表明 ｏｘ￣ＬＤＬ 在被

巨噬细胞吞噬的过程中能够以某种方式上调并激

活细胞内 ＮＯＤ１ / ＲＩＰ２ 信号通路ꎬ诱导巨噬细胞分泌

炎症因子ꎮ ＮＯＤ１ 作为 ＮＬＲ 家族中的重要成员ꎬ发
挥着细胞内的免疫监视防御功能ꎮ 我们的发现证

实了泡沫细胞的形成中存在着 ＮＯＤ１ / ＲＩＰ２ 介导的

固有免疫信号通路的激活ꎬ并能促进巨噬细胞分泌

炎症细胞因子ꎮ
关于 ＮＯＤ１ 介导的信号通路在 Ａｓ 形成过程中的

作用已有少数报道ꎮ Ｋａｎｎｏ 等[４] 发现长期给予载脂

蛋白 Ｅ 基因缺失小鼠服用免疫抑制剂 ５６５(ＮＯＤ１ 配

体)可以加速小鼠动脉粥样斑块的形成ꎬ并且 ＮＯＤ１
基因敲除能够使载脂蛋白 Ｅ 基因缺失小鼠形成的粥

样斑块减小ꎬ表明 ＮＯＤ１ 与 Ａｓ 的形成和发展有一定

的联系ꎮ Ｙａｎ 等[５]在 ＲＩＰ２ 基因敲除小鼠中发现尽管

炎症反应受损ꎬ但其 Ａｓ 形成增加ꎬ进一步在 ＲＩＰ２ 基

因敲除巨噬细胞中发现巨噬细胞吞噬脂质增加ꎬ并认

为 ＲＩＰ２ 在巨噬细胞中的效应可能是通过改变脂质代

谢实现的ꎮ 这些均表明 ＮＯＤ１ / ＲＩＰ２ 信号通路在 Ａｓ
形成中具有重要作用ꎬ但关于其具体机制却知之甚
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少ꎮ 激活的 ＮＯＤ１ 通过募集下游分子 ＲＩＰ２ꎬ能够引

起 ＩＫＫ 的激活致 ＮＦ￣κＢ 抑制子 ＩκＢα 的降解ꎬ然后

ＮＦ￣κＢ 转位入核内ꎬ能够使 ＮＦ￣κＢ 依赖的靶基因转

录ꎬ如 ＴＮＦ￣α、ＭＣＰ￣１ 等基因[６]ꎮ 本研究检测到下游

炎症因子 ＭＣＰ￣１ 和 ＭＩＦ 也可以被 ｏｘ￣ＬＤＬ 以剂量依

赖的方式诱导ꎬ提示 ＮＯＤ１ 信号通路活化后ꎬ通过

ＲＩＰ２ 激酶激活了ＮＦ￣κＢꎬ上调ＭＣＰ￣１ 和ＭＩＦ 的表达ꎮ
ＭＩＦ 在巨噬细胞黏附、向内皮迁移及转化为泡沫细胞

过程发挥了重要作用ꎬＭＣＰ￣１ 可使单核细胞渗透到内

皮细胞下ꎬ在内皮间隙中加快摄取脂蛋白而泡沫化ꎬ
加速单核细胞的滚动和黏附ꎬ进而加快 Ａｓ 病变[７￣９]ꎮ
这些都提示巨噬细胞中 ＮＯＤ１ / ＲＩＰ２ 介导的固有免疫

信号通路可以通过调节巨噬细胞的炎性活化ꎬ参与

Ａｓ 的形成过程ꎮ
巨噬细胞的极化是目前研究的热点ꎬ人们效仿

辅助性 Ｔ 细胞的极化方式将巨噬细胞分为两大类ꎬ
即促 进 炎 症 的 经 典 活 化 巨 噬 细 胞 ( ｃｌａｓｓｉｃａｌｌｙ
ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅꎬＣＡＭꎻ即 Ｍ１ 型)和抗炎的选择

性活化巨噬细胞 (ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｌｙ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅꎬ
ＡＡＭꎻ即 Ｍ２ 型) [１０￣１１]ꎮ 但是关于 Ｍ１ 型和 Ｍ２ 型巨

噬细胞的鉴别尚没有统一的标准ꎬ巨噬细胞各极化

类型的表面标记物并没有特异性ꎮ 在本研究中我

们发现随着 ｏｘ￣ＬＤＬ 刺激浓度的变化ꎬ巨噬细胞表面

抗原 ＣＤ１６、ＣＤ６８ 的平均荧光强度随之发生变化ꎬ提
示在巨噬细胞中 ＮＯＤ１ / ＲＩＰ２ 信号通路激活后可以

引起其表面抗原的表达发生变化ꎮ ＣＤ１６ 可以调控

巨噬细胞的吞噬功能ꎬ并且通常认为表达于 Ｍ１ 型

巨噬细胞ꎬ但转化生长因子 β( ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ￣βꎬＴＧＦ￣β)亦可诱导血液单核细胞表达 ＣＤ１６ꎬ
而 ＴＧＦ￣β 是一种可由 Ｍ２ 型巨噬细胞分泌的抗炎因

子ꎬ而 ＣＤ６８ 通常被认为是单核巨噬细胞的表面标

志[１２￣１３]ꎮ Ｂｏｕｈｌｅ 等人在动脉斑块中发现 ＣＤ６８＋细胞

群能够表达甘露糖受体ꎬ而甘露糖受体是 Ｍ２ 巨噬

细胞的表面标志ꎬ表明 ＮＯＤ１ / ＲＩＰ２ 信号通路激活后

可以导致巨噬细胞炎性活化的同时ꎬ还可以诱导巨

噬细胞的极性发生转换ꎬ但具体机制有待于进一步

研究ꎮ 近来体内研究发现ꎬ已分化的 Ｍ１ 和 Ｍ２ 型巨

噬细胞之间也可进行相互转化ꎬ斑块进展期存在 Ｍ２
型巨噬细胞向 Ｍ１ 型巨噬细胞转化的现象[１４￣１５]ꎮ 提

示 ＮＯＤ１ / ＲＩＰ２ 信号通路可能通过调节巨噬细胞极

性改变来参与 Ａｓ 的形成与发展ꎮ
总之ꎬ本研究已证实巨噬细胞中 ＮＯＤ１ / ＲＩＰ２ 信

号通路能被 ｏｘ￣ＬＤＬ 以剂量依赖的方式激活ꎬＮＯＤ１ /

ＲＩＰ２ 信号通路激活后能导致巨噬细胞的炎性活化

及其极性转换ꎬ这可能是其参与 Ａｓ 形成和发展过程

的主要机制ꎬ尽管 ＮＯＤ１ 信号通路的激活以及在巨

噬细胞吞噬脂质过程中发挥作用的具体机制仍不

清楚ꎬ但是它为我们认识免疫反应在 Ａｓ 中的作用提

供新的实验依据ꎬ为 Ａｓ 的防治提供了新的思路ꎮ
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