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[摘　 要] 　 目的　 分析胆酸降载脂蛋白 Ａ(ＡｐｏＡ)效应与 ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 的关系ꎬ研究胆酸降 ＡｐｏＡ 作用新机制ꎮ 方

法　 首先用生物信息学在线工具对 ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 与调控 ＬＰＡ 基因的转录因子肝细胞核因子 ４γ(ＨＮＦ４γ)进行靶基

因分析ꎬ使用荧光素酶报告系统对 ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 与调控 ＬＰＡ 基因的转录因子 ＨＮＦ４γ 进行靶基因验证实验ꎬＷｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测 ＡｐｏＡ 表达水平、ｐ３８ＭＡＰＫ(ＭＡＰＫ:丝裂原活化蛋白激酶)及 ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫꎬ实时定量 ＰＣＲ 检测 ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ
表达水平ꎮ 结果　 生物信息学分析表明 ＨＮＦ４γ 可作为 ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 的靶基因ꎬ荧光素酶报告系统转染 ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ
处理组细胞裂解后荧光强度显著低于对照组ꎬ验证了 ＨＮＦ４γ 可作为 ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 的靶基因ꎮ 胆酸呈剂量和时间依

赖性抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＡｐｏＡ 的表达ꎬ以 ３２ ｍｇ / Ｌ 和 ２４ ｈ 的作用最显著ꎮ 胆酸抑制 ＡｐｏＡ 表达与活化 ＭＡＰＫ 和上调

ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 有关ꎮ 结论　 胆酸呈剂量和时间依赖性地下调 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＡｐｏＡ 表达水平ꎻ胆酸降 ＡｐｏＡ 与上调 ｍｉＲ￣
２３ｂ￣３ｐ 有关ꎮ
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ａｎｉｓｍ ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ.

　 　 脂蛋白(ａ) [ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ(ａ)ꎬ Ｌｐ(ａ)]由载脂蛋

白 Ａ(ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ａꎬ ＡｐｏＡ)和 ＡｐｏＢ１００ 经二硫键

连接而成ꎮ 血浆中 Ｌｐ(ａ)的浓度变化很大ꎬ这种差

异主要是由 ＬＰＡ 基因本身所决定[１]ꎮ 高水平 Ｌｐ
(ａ)被认为是动脉粥样硬化的独立危险因子ꎮ 大量

研究表明ꎬＬｐ(ａ)水平主要受 ＬＰＡ 基因控制ꎬ药物和

食物对其作用不大ꎬ目前尚无理想的降低 Ｌｐ(ａ)浓
度的药物ꎮ 故促进了从基因调控入手研究降 Ｌｐ(ａ)
的基因手段的出现ꎬ如 Ｍｉｐｏｍｅｒｓｅｎ 反义核苷酸[２] 和

ＲＮＡｉ 技术[３]ꎮ 但由于反义核苷酸和 ｓｈＲＮＡ 都是外

源性的ꎬ其安全性无法保证ꎬ寻找内源性的调控

ＬＰＡ 基因的微小 ＲＮＡ(ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬｍｉＲ)更具价值ꎮ
前期研究发现 ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 能下调 ＡｐｏＡ 的表达ꎬ故
本研究拟分析 ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 针对调控 ＬＰＡ 基因表达

的肝细胞核因子 ４γ ( ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ４γꎬ
ＨＮＦ４γ)进行靶基因分析ꎬ然后分析胆酸调控 ＡｐｏＡ
表达与法尼基衍生物 Ｘ 受体( ｆａｒｎｅｓｙｌ Ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ
ＦＸＲ)和 ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 的关系ꎬ及其与丝裂原活化蛋

白激酶(ｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬＭＡＰＫ) 的

关系ꎬ发现胆酸调控 ＡｐｏＡ 表达的新途径ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料和试剂

　 　 ＨｅｐＧ２ 细胞购自上海复旦大学生命科学学院ꎻ
胎牛血清购自杭州四季青生物公司ꎬ甘氨酸、Ｔｒｉｓ￣
ｂａｓｅ、ＳＤＳ、Ｔｗｅｅｎ￣２０ 和 ＤＥＰＣ 购自美国 Ａｍｅｒｓｃｏ 公

司ꎬ羊抗人 ＡｐｏＡ 一抗购自 Ａｂｎｏｖａ 公司ꎬＢＣＡ 蛋白

含量测定试剂、ＨＲＰ 标记链霉亲和素、小鼠抗人 β￣
ａｃｔｉｎ 一抗购自北京康为世纪生物科技有限公司ꎬ
ＨＲＰ 标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ(Ｈ＋Ｌ)、ＥＣＬ Ｐｌｕｓ 化学发

光试剂盒购自碧云天生物技术研究所ꎬｍｉＲＮＡ 模拟

物由广州市锐博生物科技有限公司合成ꎬＰＣＲ Ｓｕ￣
ｐｅｒＭｉｘ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬｐＧＬ４ 质粒、双荧光酶报

告基因检测试剂盒购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司ꎻ Ｘ￣ｔｒｅｍｅ
ＧＥＮＥ ＨＰ ＤＮＡ 转染试剂购自 Ｒｏｃｈｅ 公司ꎬ胆酸购

自美国 ＣＡ 公司ꎬＦＸＲ 拮抗剂 ＧＳ 购自 Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ 公

司ꎮ 其他试剂均为进口或国产分析纯ꎮ
１.２　 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ 预测以 ＨＮＦ４γ 为靶基因的 ｍｉＲ

进入 ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ. ｏｒｇ / ꎬ根据提示操

作ꎬ实现对以 ＨＮＦ４γ 为靶基因的 ｍｉＲ 的预测ꎮ
１.３　 靶基因验证实验

根据 ＨＮＦ４γ ｍＲＮＡ ３′￣ＵＴＲ 序列中 ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ

作用靶点设计引物ꎬ使产物包含该靶点序列ꎮ 正向

引物: ５′￣ＴＧＧＡＣＧＧＧＡＧＡＣＡＧＡＧＴＧＡＡＧＣＡＴ￣３′ꎬ 反

向引物:５′￣ＧＧＣＡＴＡＧＣＴＧＧＴＡＧＣＴＧＧＧＡＡＣＡ￣３′ꎬ产
物长度 １２３ ｂｐꎮ 以逆转录所得 ｃＤＮＡ 为模板进行

ＰＣＲ 扩增目的片段ꎬ反应条件:预变性 ９４℃ ５ ｍｉｎꎬ
循环:９４℃ ３０ ｓꎬ５５℃ ３０ ｓꎬ７２℃ ３０ ｓꎬ３５ 个循环ꎬ最
后延伸 ７２℃ ５ ｍｉｎꎮ ２％琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ
结果ꎮ 回收目的 ＤＮＡ 片段并纯化ꎮ ＦｓｅⅠ和 １ μＬ
ＸｂａⅠ双酶切ꎮ 用 Ｐｒｏｍｅｇａ 快速连接系统将纯化的

ＰＣＲ 扩增片段与 ｐＧＬ３ 载体连接ꎮ 质粒抽提ꎬ转染ꎮ
转染 ４８ ｈ 后ꎬ弃去培养基ꎬ加入 ＰＢＳ 洗 ３ 遍ꎬ除去

ＰＢＳꎮ 加入 １００ μＬ 细胞裂解液充分裂解后ꎬ加入萤

光素酶检测试剂 ＩＩ 产生萤火虫萤光信号ꎬ测量萤火

虫萤光素酶报告基因ꎮ 定量萤火虫萤光强度之后ꎬ
再加入 Ｓｔｏｐ ＆ Ｇｌｏ 􀅺试剂ꎬ将上述反应猝灭ꎬ并同时

启动萤光素酶反应ꎬ进行第 ２ 次测量ꎮ
１.４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

将所提取蛋白 １２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 后上样ꎬ
总蛋白上样量为 ４０ μｇꎮ ８０ Ｖ 电泳 ３０ ｍｉｎ 后转为

１５０ Ｖ 电泳 ９０ ｍｉｎꎮ 卸开制胶玻璃板ꎬ将 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ
转入转膜液中浸泡 １５ ｍｉｎꎮ 将二氟化树脂(ｐｏｌｙｖｉ￣
ｎｙｌｉｄｅｎｅ ｆｌｕｏｒｉｄｅꎬＰＶＤＦ)膜于甲醇中浸泡 １５ ｓꎬ转入

去离子水中慢摇浸泡 ２ ｍｉｎꎬ再转入转膜液中浸泡 ５
ｍｉｎꎮ ３００ ｍＡ 恒流转移 ４ ｈꎬ冰水浴ꎬ中途更换冰袋ꎮ
到时间后ꎬ用塑料镊子将 ＰＶＤＦ 膜转至去离子水中

清洗 ３０ ｓ 后转入甲醇中浸泡 １５ ｓꎬ再将 ＰＶＤＦ 膜移

至干净滤纸上ꎬ晾干 １５~２０ ｍｉｎꎮ ＰＶＤＦ 膜完全晾干

后(由半透明变为不透明)ꎬ移至甲醇浸泡 １５ ｓꎬ去
离子水浸泡清洗 ３０ ｓꎬ丽春红染色 １ ｍｉｎ 后ꎬ去离子

水清洗检查转膜效果ꎮ 然后 ＰＢＳ 清洗 ５ ｍｉｎꎬ重复 ２
次ꎬ去除丽春红ꎮ １％牛血清白蛋白封闭液室温封闭

２ ｈꎬ用 ＰＢＳ 稀释一抗ꎬ稀释度为 １ ∶ ４０００ꎬ室温孵育

２ ｈꎮ ＰＢＳ 清洗 ＰＶＤＦ 膜 １０ ｍｉｎꎬ重复 ３ 次ꎮ 用 ＰＢＳ
稀释二抗ꎬ稀释度 １ ∶ ５０００ꎬ室温孵育 １ ｈꎮ ＰＢＳ 清

洗 ＰＶＤＦ 膜 １０ ｍｉｎꎬ重复 ３ 次ꎮ 去除 ＰＶＤＦ 膜上

ＰＢＳꎬ滴加足量 ＥＣＬ Ｐｌｕｓꎬ孵育 １ ｍｉｎ 后ꎬ盖上透明塑

料膜ꎬ放上胶片ꎬ曝光适当时间ꎮ 将胶片移入显影

液中ꎬ待显出明显条带ꎬ转入定影液中定影ꎮ
１.５　 实时定量 ＰＣＲ 检测 ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 表达

总 ＲＮＡ 的提取按照说明书操作ꎬ将冰冻细胞溶

解在 ７００ ｍＬ 的 Ｑｉａｚｏｌ 试剂中ꎬ用 ｍｉＲ Ｎｅａｓｙ 试剂盒

提取总的小分子 ＲＮＡꎮ 然后将 ＲＮＡ 样本储存在

－８０℃中ꎮ ｍｉＲ 反转录使用 ＴａｑＭａｎｓ ｍｉｃｒｏＲＮＡ 逆转

０７７ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ８ꎬ２０１６



录试剂盒(应用生物技术公司ꎬ美国)ꎬＰＣＲ 反应使

用 Ｔａｑ￣Ｍａｎｓ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ｓｙｓｔｅｍ 逆转

录试剂盒 (应用生物技术公司ꎬ美国)ꎮ ５０ ｎｇ 小

ＲＮＡ 转换为互补的 ＤＮＡꎬ加入 ｍｉＲ 引物ꎬｍｉＲ 的转

录水平通过与内参 Ｕ６Ｂ 比较得到其相对含量ꎬ每个

样本按照上述重复 ３ 次ꎮ
１.６　 统计学分析

实验所得数据采用ｘ±ｓ 表示ꎬ采用标准差分析

和 ｔ 检验的统计学方法ꎬ用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ５.０.１ 对

数据进行分析和作图ꎬ选取 ９５％可信区间ꎬＰ<０.０５
为差异有显著性ꎮ

２　 结　 果

２.１　 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ 预测以 ＨＮＦ４γ 为靶基因的 ｍｉＲ
　 　 进 入 ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ. ｏｒｇ / ꎬ 点 击

“ Ｓｕｂｍｉｔ ”ꎮ 在 新 的 页 面 中 点 击 “ ＨＮＦ４Ｇ ( 即

ＨＮＦ４γ)”ꎬ获得图 １ꎬ明显可见在 ＨＮＦ４Ｇ 的 ３′￣ＵＴＲ
有 ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 的结合位点ꎬ且其结合的自由能很

低ꎬ仅为 － ２３. ５ ｋＣａｌ / ｍｏｌꎬ远低于参考标准值 － １０
ｋＣａｌ / ｍｏｌꎬ表明二者之间有稳定的结合ꎮ

图 １. Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ 预测以 ＨＮＦ４γ为靶基因的 ｍｉＲ
Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｔｏ ＨＮＦ４γ ａｓ ｍｉＲ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ

２.２　 靶基因验证实验

ｐＧＬ４＋ＨＮＦ４γ ｍＲＮＡ ３′￣ＵＴＲ＋ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 模拟

物组荧光强度显著低于 ｐＧＬ４ ＋ＨＮＦ４γ ｍＲＮＡ ３′￣
ＵＴＲ 组ꎬｐＧＬ４ ＋ＨＮＦ４γ ｍＲＮＡ ３′￣ＵＴＲ ＋ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ
模拟物＋ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 抑制剂组荧光强度显著高于

ｐＧＬ４＋ＨＮＦ４γ ｍＲＮＡ ３′￣ＵＴＲ ＋ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 模拟物

组ꎮ 以上结果表明 ＨＮＦ４γ 可作为 ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 的靶

基因ꎬ证实了生物信息学的预测结果(图 ２)ꎮ

图 ２. 荧光素酶基因报告系统进行 ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 靶基因验证

(ｎ＝ ３)　 　 Ａ 为 ｐＧＬ４＋ＨＮＦ４γ ｍＲＮＡ ３′￣ＵＴＲ 组ꎻＢ 为 ｐＧＬ４＋ＨＮＦ４γ
ｍＲＮＡ ３′￣ＵＴＲ＋ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 模拟物组ꎻＣ 为 ｐＧＬ４＋ＨＮＦ４γ ｍＲＮＡ ３′￣
ＵＴＲ＋ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 模拟物＋ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 抑制剂组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ ｂｙ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ
ｇｅｎｅ ｒｅｐｏｒｔ ｓｙｓｔｅｍ (ｎ＝ ３)

２.３　 胆酸降 ＡｐｏＡ 表达的剂量与时间效用

使用 ０、０. ５、２、８、３２ ｍｇ / Ｌ 的胆酸作用 ２４ ｈꎬ
ＨｅｐＧ２ 细胞 ＡｐｏＡ 表达水平随胆酸浓度的增加而下

降ꎬ但 ０.５ ｍｇ / Ｌ 胆酸与对照组比较差异不显著ꎬ其
他各浓度组与对照组比较差异显著ꎬ以 ３２ ｍｇ / Ｌ 的

作用最明显ꎬ其 ＡｐｏＡ 表达水平下降 ４ 倍(图 ３)ꎮ
而且胆酸对 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＡｐｏＡ 的表达水平具有明显

的时间效用ꎬ６ ｈ 就具有显著降 ＡｐｏＡ 效用 (Ｐ <
０.０５)ꎬ随时间延长ꎬ胆酸降 ＡｐｏＡ 效用越明显ꎬ２４ ｈ
为最大降 ＡｐｏＡ 效用的时间点ꎬ４８ ｈ 降 ＡｐｏＡ 效用有

所回落ꎬ其后有上移的趋势ꎬ但与２４ ｈ比较无显著性

差异(图 ４)ꎮ 故后面的实验选择胆酸浓度为 ３２
ｍｇ / Ｌꎬ作用时间为 ２４ ｈꎮ
２.４　 胆酸抑制 ＡｐｏＡ 表达与 ＭＡＰＫ 和 ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ
有关

使用 ＭＡＰＫ 拮抗剂 ＳＢ２０３５８０ 后ꎬ胆酸下调

ＡｐｏＡ 蛋白表达能力显著下降ꎬ加入 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ
结果与加入 ＳＢ２０３５８０ 的趋势相同ꎬ两者 ＡｐｏＡ 蛋白

表达水平均显著高于胆酸组(Ｐ<０.０５)ꎮ ＨｅｐＧ２ 细

胞对照组、ＨｅｐＧ２ 细胞 ＋ ３２ ｍｇ / Ｌ 胆酸 ＋ ＳＢ２０３５８０
组、ＨｅｐＧ２ 细胞＋３２ ｍｇ / Ｌ 胆酸＋ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 组

之间差异没有显著性(Ｐ>０􀆰 ０５ꎻ图 ５)ꎮ
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图 ３. 不同剂量胆酸对 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＡｐｏＡ 表达的影响(ｎ ＝
３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ０ ｍｇ / Ｌ 胆酸组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ｂｉｌｅ ａｃｉｄ ｏｎ ＡｐｏＡ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ (ｎ＝ ３)

图 ４. 胆酸降 ＡｐｏＡ 表达的时间效用(ｎ＝ ３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ
为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ０ ｈ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｉｍｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｉｌｅ ａｃｉｄ ｏｎ ＡｐｏＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ (ｎ＝３)

图 ５. 胆酸抑制 ＡｐｏＡ 表达与 ＭＡＰＫ 和 ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 有关(ｎ
＝ ３)　 　 １ 为 ＨｅｐＧ２ 细胞对照组ꎬ２ 为 ３２ ｍｇ / Ｌ 胆酸作用 ２４ ｈ 组ꎬ３
为 １０ ｍｇ / Ｌ ＳＢ２０３５８０ 组ꎬ４ 为 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 转染组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ
与 ３２ ｍｇ / Ｌ 胆酸作用 ２４ ｈ 组比较ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｔｈｅ ｂｉｌｅ ａｃｉｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ ＡｐｏＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｓ ｒｅ￣
ｌａｔｅｄ ｔｏ ＭＡＰＫ ａｎｄ ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ (ｎ＝ ３)

２.５　 胆酸活化 ＭＡＰＫ 并上调 ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 表达

２.５.１　 胆酸活化 ＭＡＰＫ　 　 加入胆酸后ꎬＭＡＰＫ 的

磷酸化水平显著增强ꎬ其与对照组比较有显著性差

异(Ｐ < ０. ０１)ꎬ而加入 ＦＸＲ 特异性拮抗剂 ＧＳ 后ꎬ
ＭＡＰＫ 的磷酸化水平显著下降ꎬ与胆酸组比较有显

著性差异(Ｐ<０.０５)ꎻ但 ＨｅｐＧ２ 细胞＋ＧＳ 组显著低于

ＨｅｐＧ２ 细胞＋３２ ｍｇ / Ｌ 胆酸＋ＧＳ 组(Ｐ<０.０５)ꎬ而与

对照组比较也有显著差异(Ｐ<０.０５)ꎻ这其一可能是

ＨｅｐＧ２ 细胞中 ＭＡＰＫ 存在一定的基础磷酸化水平ꎬ
而这种基础磷酸化水平与 ＦＸＲ 有一定的关系ꎻ其二

可能是 ＭＡＰＫ 的磷酸化不单受 ＦＸＲ 的调控ꎬ还受其

他因子的调控ꎬ故单独抑制 ＦＸＲ 不足以把 ＭＡＰＫ 的

磷酸化水平下调到基础水平ꎬ两者相比较ꎬＨｅｐＧ２
细胞＋３２ ｍｇ / Ｌ 胆酸＋ＧＳ 组的磷酸化水平显著高于

ＨｅｐＧ２ 细胞对照组(Ｐ<０.０５)ꎬＨｅｐＧ２ 细胞＋ＧＳ 组也

显著高于 ＨｅｐＧ２ 细胞对照组(Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ图 ６)ꎮ

图 ６. 胆酸活化 ＭＡＰＫ(ｎ＝ ３)　 　 １ 为 ＨｅｐＧ２ 细胞对照组ꎬ２ 为

ＨｅｐＧ２ 细胞＋胆酸组ꎬ３ 为 ＨｅｐＧ２ 细胞＋ＧＳ 组ꎬ４ 为 ＨｅｐＧ２ 细胞＋胆
酸＋ＧＳ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＨｅｐＧ２ 细胞对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６. ＭＡＰＫ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｂｙ ｂｉｌｅ ａｃｉｄ(ｎ＝ ３)

２.５.２　 胆酸上调 ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 表达与 ＦＸＲ 及 ＭＡＰＫ
有关　 　 加入胆酸后ꎬｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 的转录水平显著

上调(Ｐ<０.０１)ꎬ而在加入 ＭＡＰＫ 拮抗剂 ＳＢ２０３５８０、
ＦＸＲ 拮抗剂 ＧＳ 进行干预后ꎬｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 表达水平

显著回落ꎬ其中加入 ＭＡＰＫ 拮抗剂 ＳＢ２０３５８０ 回落

不如 ＦＸＲ 拮抗剂 ＧＳ 幅度大ꎬ后者可回落至对照组

水平(与对照组相比ꎬ差异不显著ꎬＰ>０.０５)ꎬ而加入

ＭＡＰＫ 拮抗剂 ＳＢ２０３５８０ 回落幅度有限ꎬ其 ｍｉＲ￣２３ｂ￣
３ｐ 表达水平仍然显著高于除胆酸组外的其他各组

(Ｐ<０.０１ꎻ图 ７)ꎻ这可能因为 ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 的转录表

达不单受到 ＭＡＰＫ 的调控ꎬ还可能受到其他因子的

影响ꎬ而 ＦＸＲ 可能在 ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 的转录表达中发

２７７ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ８ꎬ２０１６



挥主要作用ꎬ故抑制 ＦＸＲ 能很大程度上抑制 ｍｉＲ￣
２３ｂ￣３ｐ 的转录表达水平ꎮ

图 ７. 胆酸上调ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 表达与 ＦＸＲ 及ＭＡＰＫ 有关(ｎ＝
３)　 　 １ 为 ＨｅｐＧ２ 细胞对照组ꎬ２ 为 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＋胆酸组ꎬ３ 为

ＨｅｐＧ２ 细胞＋胆酸＋ＧＳ 组ꎬ４ 为 ＨｅｐＧ２ 细胞＋胆酸＋ＳＢ２０３５８０ 组ꎬ５ 为

ＨｅｐＧ２ 细胞＋ＧＳ 组ꎬ６ 为 ＨｅｐＧ２ 细胞＋ＳＢ２０３５８０ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与
其他各组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ７. Ｂｉｌｅ ａｃｉｄ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｓ ｒｅ￣
ｌａｔｅｄ ｔｏ ＭＡＰＫ ａｎｄ ＦＸＲ (ｎ＝ ３)

３　 讨　 论

Ｌｐ(ａ)水平主要受 ＬＰＡ 基因控制ꎬ药物和食物

对其作用不大ꎬ全基因组关联分析 ( ｇｅｎｏｍｅ￣ｗｉｄｅ
ｌｉｎｋａｇｅ ａｎｄ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｓｔｕｄｉｅｓꎬＧＷＡ)表明 Ｌｐ(ａ)的

血浆水平主要与 ６ 号染色体(６ｑ２７) ＬＰＡ 的基因座

有关[４]ꎬ虽然现有的 ＧＷＡ 分析由于方法和条件的

局限性未找到影响 Ｌｐ( ａ)血浆水平的基因座ꎬ但
ＡｐｏＡ 在转录水平受其他基因调控ꎬ这一点反过来

支持存在其他基因座影响 ＡｐｏＡ 表达水平的可能

性ꎬ因此也重新激起科研人员从转录水平降 Ｌｐ(ａ)
的兴趣ꎮ ＨＮＦ 家族包括 ＨＮＦ１、ＨＮＦ３、ＨＮＦ４、ＨＮＦ６
等ꎬＨＮＦ４ 包括 ＨＮＦ４α、ＨＮＦ４β、ＨＮＦ４γ(即 ＨＮＦ４Ｇ)
３ 种类型ꎬ其中ꎬＨＮＦ４α 和 ＨＮＦ４γ 具有 ７０％的同源

性ꎮ 研究表明 ＦＸＲ、ＨＮＦ１α、ＨＮＦ４α 等肝脏中富集

的转录因子均参与 ＡｐｏＡ 基因转录的调控[５￣７]ꎮ 此

外ꎬ大量的研究已阐明胆汁酸、烟碱、雌激素、成纤

维细胞生长因子 １９ 等可以通过影响 ＡｐｏＡ 基因的

表达从而下调血浆中脂蛋白(ａ)的水平ꎬ其机制主

要是通过调控 ＡｐｏＡ 基因的转录来实现[８￣１０]ꎮ
微小 ＲＮＡ 作为一种内源性的对基因表达的调

控工具已被公认ꎬ本研究首次把它运用到 ＬＰＡ 的表

达调控ꎬ结果表明 ＬＰＡ 基因受到 ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 的有

效调控ꎬ但 ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 并不是直接作用于 ＬＰＡ 基

因本身ꎬ而是间接作用于调控 ＬＰＡ 基因表达的转录

因子 ＨＮＦ４ꎬＨＮＦ４ 可与 ＬＰＡ 基因启动子上的 ＤＲ￣１
位点结合ꎬ并促进 ＡｐｏＡ 转录ꎬ这种作用可被激活的

ＦＸＲ 所抵消[５]ꎮ 最近研究发现ꎬ当胆酸激活 ＦＸＲ

时ꎬＦＸＲ 下游的靶基因 ＳＨＲ 可被激活ꎬ其可以与

ＨＮＦ４ 启动子区域相应的结合位点相结合从而抑制

ＨＮＦ４ 表达[１１]ꎮ 这意味着 ＦＸＲ 激活可以通过 ＳＨＲ
间接抑制 ＨＮＦ４ꎬ从而抑制 ＨＮＦ４ 对 ＡｐｏＡ 表达的促

进作用ꎮ 在 ＦＸＲ 的启动子区域也存在 ＨＮＦ４ 的结

合位点ꎬＨＮＦ４ 也可以通过与这位点结合抑制 ＦＸＲ
表达ꎮ ＦＸＲ 可从 ３ 个方面与 ＨＮＦ４ 对抗ꎬ其一是与

ＨＮＦ４ 竞争 ＬＰＡ 启动子的 ＤＲ￣１ 位点ꎬ其二是通过

ＦＸＲ 下游靶基因 ＳＨＲ 抑制 ＨＮＦ４ꎬ其三则是本研究

所发现的ꎬＦＸＲ 可以激活 ＭＡＰＫꎬ活化的 ＭＡＰＫ 可

结合于 ９ 号染色体 ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 基因的启动子上游ꎬ
促进 ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 表达ꎬ作用于其靶基因 ＨＮＦ４γꎬ抑
制其蛋白表达ꎬ从而减少了 ＨＮＦ４γ 的量ꎻ通过以上

３ 条途径产生明显的抑制 ＡｐｏＡ 效用ꎮ 胆酸通过

ＦＸＲ / ＭＡＰＫ / ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ / ＨＮＦ４γ 下调 ＡｐｏＡ 表达ꎬ
这一发现丰富了胆酸下调 ＡｐｏＡ 表达的分子机制ꎮ

[参考文献]
[１] Ｌａｎｇｅｒ Ｃꎬ Ｔａｍｂｙｒａｙａｈ Ｂꎬ Ｔｈｅｄｉｅｃｋ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｅｓｔｉｎｇ ｆｏｒ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ(ａ) ｃｏｎ￣

ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ(ａ) ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ: Ｍｅｔｈｏｄ ｓｔａｎｄａｒｄｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｅ￣

ｄｉａｔｒｉｃ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｖａｌｕｅｓ[Ｊ]. Ｓｅｍｉｎ Ｔｈｒｏｍｂ Ｈｅｍｏｓｔꎬ ２０１１ꎬ ３７(７): ８１０￣８１３.

[２] Ｍｅｒｋｉ Ｅꎬ Ｇｒａｈａｍ ＭＪꎬ Ｍｕｌｌｉｃｋ ＡＥꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｄｉｒｅｃｔｅｄ

ｔｏ ｈｕｍａｎ ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｂ￣１００ ｒｅｄｕｃｅｓ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ( ａ) ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ｏｘｉｄｉｚｅｄ

ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｓ ｏｎ ｈｕｍａｎ ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｂ￣１００ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｉｎ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ( ａ)

ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ[Ｊ]. Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎꎬ ２００８ꎬ １１８(７): ７４３￣７５３.

[３] Ｋｏｏｒｎｎｅｅｆ Ａꎬ Ｍａｃｚｕｇａ Ｐꎬ ｖａｎ Ｌｏｇｔｅｎｓｔｅｉｎ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｂ ｋｎｏｃｋ￣

ｄｏｗｎ ｂｙ ＡＡＶ￣ｄｅｌｉｖｅｒｅｄ ｓｈＲＮＡ ｌｏｗｅｒｓ ｐｌａｓｍａ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｉｎ ｍｉｃｅ[Ｊ]. Ｍｏｌ Ｔ￣

ｈｅｒꎬ ２０１１ꎬ １９(４): ７３１￣７４０.

[４] Ｚａｂａｎｅｈ Ｄꎬ Ｋｕｍａｒｉ Ｍꎬ Ｓａｎｄｈｕ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｅｔａ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅ ｖａ￣

ｒｉａｎｔｓ ｏｕｔｓｉｄｅ ｔｈｅ ＬＰＡ ｌｏｃｕｓ ｗｉｔｈ Ｌｐ(ａ) ｐｌａｓｍａ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ １４５００ ｐａｒｔｉｃｉｐａｎｔｓ

ｏｆ ｓｉｘ Ｗｈｉｔｅ Ｅｕｒｏｐｅａｎ ｃｏｈｏｒｔｓ[Ｊ] . Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬ ２０１１ꎬ ２１７(２): ４４７￣４５１.

[５] Ｃｈｅｎｎａｍｓｅｔｔｙ Ｉꎬ Ｃｌａｕｄｅｌ Ｔꎬ Ｋｏｓｔｎｅｒ ＫＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆａｒｎｅｓｏｉｄ Ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒ

ｒｅｐｒｅｓｓｅｓ ｈｅｐａｔｉｃ ｈｕｍａｎ ＡＰＯＡ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ[Ｊ]. Ｊ Ｃｌｉｎ Ｉｎｖｅｓｔꎬ ２０１１ꎬ １２１

(９): ３ ７２４￣７３４.

[６] Ｐｕｃｋｅｙ ＬＨꎬ Ｋｎｉｇｈｔ ＢＬ. Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ａ ｐｕｔａｔｉｖｅ ｅｎｈａｎ￣

ｃｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ｕｐｓｔｒｅａｍ ｏｆ ｔｈｅ ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ(ａ) ｇｅｎｅ[Ｊ]. Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬ ２００３ꎬ

１６６(１): １１９￣１２７.

[７] Ｈｉｘｓｏｎ ＪＥꎬ Ｊｅｔｔ Ｃꎬ Ｂｉｒｎｂａｕｍ Ｓ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ５􀆳

ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｂｏｏｎ ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ( ａ) ｇｅｎｅ[ Ｊ]. Ｊ Ｌｉｐｉｄ Ｒｅｓꎬ

１９９６ꎬ ３７(１１): ２ ３２４￣３３１.

[８] Ｃｈｅｎｎａｍｓｅｔｔｙ Ｉꎬ Ｃｌａｕｄｅｌ Ｔꎬ Ｋｏｓｔｎｅｒ ＫＭꎬ ｅｔ ａｌ. ＦＧＦ１９ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｃａｓｃａｄｅ ｓｕｐ￣

ｐｒｅｓｓｅｓ ＡＰＯＡ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ[Ｊ]. Ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒ Ｔｈｒｏｍｂ Ｖａｓｃ Ｂｉｏｌꎬ ２０１２ꎬ ３２

(５): １ ２２０￣２２７.

[９] Ｃｈｅｎｎａｍｓｅｔｔｙ Ｉꎬ Ｋｏｓｔｎｅｒ ＫＭꎬ Ｃｌａｕｄｅｌ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｉｃｏｔｉｎｉｃ ａｃｉｄ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｈｅｐａｔｉｃ

ＡＰＯＡ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ: ｓｔｕｄｉｅｓ ｉｎ ｈｕｍａｎｓ ａｎｄ ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ[Ｊ]. Ｊ Ｌｉｐｉｄ

Ｒｅｓꎬ ２０１２ꎬ ５３(１１): ２ ４０５￣４１２.

[１０] Ｐｕｃｋｅｙ ＬＨꎬ Ｋｎｉｇｈｔ ＢＬ. Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｏｅｓｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ￣

ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｗｉｔｈ ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ( ａ) ｇｅｎｅ ｅｎｈａｎｃｅｒｓ[ Ｊ]. Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｊꎬ

２００２ꎬ ３６６(Ｐｔ １): １５７￣１６３.

[１１] Ｇｏｎｚａｌｅｚ ＦＪ. Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ４ ａｌｐｈａ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐ￣

ｔｉｏｎ[Ｊ]. Ｄｒｕｇ Ｍｅｔａｂ Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔꎬ ２００８ꎬ ２３(１): ２￣７.

(此文编辑　 曾学清)

３７７ＣＮ ４３￣１２６２ / Ｒ　 中国动脉硬化杂志 ２０１６ 年第 ２４ 卷第 ８ 期


