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[摘　 要] 　 目的　 通过转染小干扰 ＲＮＡ(ｓｉＲＮＡ)沉默 ＲＡＷ２６４.７ 细胞源性泡沫细胞神经轴突生长抑制因子 Ｂ 受

体(ＮｇＢＲ)表达ꎬ研究 ＮｇＢＲ 对泡沫细胞胆固醇逆转运(ＲＣＴ)的影响ꎬ探索从 ＲＣＴ 途径抗动脉粥样硬化(Ａｓ)的新方

法ꎬ为冠心病的临床防治提供新思路ꎮ 方法　 利用氧化型低密度脂蛋白(ｏｘ￣ＬＤＬ)诱导 ＲＡＷ２６４.７ 细胞形成泡沫细

胞ꎬ油红 Ｏ 染色进行鉴定ꎮ 将泡沫细胞分为四组:空白对照组、ｓｉＲＮＡ 阴性对照组、ＮｇＢＲ￣ｓｉＲＮＡ１ 转染组( ｓｉＮｇＢＲ￣１
组)、ＮｇＢＲ￣ｓｉＲＮＡ２ 转染组( ｓｉＮｇＢＲ￣２ 组)ꎮ 利用 ｓｉＲＮＡ 沉默泡沫细胞 ＮｇＢＲ 基因表达ꎬ并利用 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 和

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 对其进行干扰效率鉴定ꎮ 随后采用 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测各组细胞肝 Ｘ 受体 α(ＬＸＲα)、三磷酸腺苷结合

盒转运体 Ａ１(ＡＢＣＡ１)及三磷酸腺苷结合盒转运体 Ｇ１(ＡＢＣＧ１)ｍＲＮＡ 表达ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组细胞相应蛋白含

量ꎬ液闪计数仪检测胆固醇流出率ꎮ 结果 　 ｏｘ￣ＬＤＬ 成功诱导泡沫细胞形成ꎻｓｉＮｇＢＲ￣１ 组和 ｓｉＮｇＢＲ￣２ 组 ＮｇＢＲ
ｍＲＮＡ 及其蛋白明显下调(Ｐ<０.０５)ꎻｓｉＮｇＢＲ￣１ 组和 ｓｉＮｇＢＲ￣２ 组 ＬＸＲα、ＡＢＣＡ１ 和 ＡＢＣＧ１ 的 ｍＲＮＡ 及其蛋白表达显

著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ胆固醇流出显著减少(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 ＮｇＢＲ 可以增加巨噬细胞源性泡沫细胞 ＲＣＴ 的调控基因

ＬＸＲα 及其下游基因 ＡＢＣＡ１、ＡＢＣＧ１ 的表达ꎬ从而减弱或者避免 Ａｓ 的发生和发展ꎬ为冠心病的临床防治提供理论
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　 　 动脉粥样硬化是多种心血管疾病的病理基础ꎬ
泡沫细胞是其形成的中心环节ꎬ而泡沫细胞是由巨
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骤即巨噬细胞内胆固醇外流ꎬ需要高密度脂蛋白

(ｈｉｇｈ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬＨＤＬ)作为载体ꎬ而 ＨＤＬ 发
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因子ꎬ作用于二者基因近端启动子的 ＬＸＲ 结合位点

而启动它们的表达[３]ꎮ
神经 轴 突 生 长 抑 制 因 子 Ｂ 受 体 ( ｎｅｕｒｉｔｅ

ｏｕｔｇｒｏｗｔｈ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣Ｂ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＮｇＢＲ)是近几年新发

现的神经轴突生长抑制因子 Ｂ(ｎｅｕｒｉｔｅ ｏｕｔｇｒｏｗｔｈ ｉｎ￣
ｈｉｂｉｔｏｒ￣ＢꎬＮｏｇｏ￣Ｂ)氨基端的特异性受体ꎬＮｇＢＲ 可以

与 Ｎｏｇｏ￣Ｂ 相互结合或者独立发挥生物学作用[４]ꎮ
Ｐａｒｋ 等[５] 利用他莫西芬沉默鼠胚胎成纤维细胞

ＮｇＢＲ 基因的表达后ꎬ细胞游离胆固醇含量增加ꎬ但
是具体机制尚不明了ꎮ 目前关于 ＮｇＢＲ 与 ＲＣＴ 的

关系尚处在初步研究阶段ꎮ 本实验以 ＲＡＷ２６４.７ 细

胞作为研究对象ꎬ探讨 ＮｇＢＲ 对 ＲＡＷ２６４.７ 细胞源

性泡沫细胞 ＲＣＴ 的影响及其机制ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料和试剂

　 　 ＲＡＷ２６４.７ 细胞购自中国科学院上海细胞库ꎻ胎
牛血清、ＤＭＥＭ 培养基、胰蛋白酶购自 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ兔
单克隆 ＮｇＢＲ 抗体、小鼠单克隆 β￣ａｃｔｉｎ 和 ＡＢＣＡ１ 抗

体、兔多克隆 ＡＢＣＧ１ 抗体购自 Ａｂｃａｍ 公司ꎻ兔抗鼠

ＬＸＲα 抗体购自 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎻＨＲＰ 标记的羊抗兔

以及羊抗鼠 ＩｇＧ 抗体、蛋白提取试剂、ＰＭＳＦ、ＢＣＡ 蛋

白定量试剂盒购自武汉博士德生物公司ꎻ３Ｈ￣胆固醇

购自 Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ 公司ꎻＮｇＢＲ￣ｓｉＲＮＡ 由武汉淅玛生物

技术公司构建ꎻＬｉｐｏ ＲＮＡｉＭＡＸ 转染试剂、Ｔｒｉｚｏｌ 试剂

购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻ所有引物来自北京赛百盛基因

公司ꎻ逆转录试剂盒、 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 试剂盒购自

ＴａＫａＲａ 公司ꎻｏｘ￣ＬＤＬ 购自北京欣和佳源公司ꎻ油红 Ｏ
购自北京索莱宝公司ꎮ
１.２　 细胞培养

ＲＡＷ２６４.７ 细胞用含 １０％ＦＢＳ、１％青￣链霉素的

无酚红 ＤＭＥＭ 培养基在 ５％ＣＯ２、３７℃的培养箱中静

置培养ꎬ每天换液 １ 次ꎮ 当 ９０％细胞汇合后用含

ＥＤＴＡ 的 ０.２５％胰酶消化ꎬ按 ２×１０４ 个细胞 / 瓶接种

至 ６ 孔板中ꎬ于培养箱中培养ꎬ每日更换培养基ꎮ 在

细胞处于对数生长期时进行实验ꎮ 加入浓度为 ４０
ｍｇ / Ｌ 的 ｏｘ￣ＬＤＬ 孵育 ２４ ｈꎬ诱导巨噬细胞成为荷脂

细胞ꎬ并鉴定其是否为泡沫细胞ꎮ
１.３　 泡沫细胞模型的鉴定

采用油红 Ｏ 染色法鉴定荷脂细胞是否为泡沫

细胞ꎮ 将 ６ 孔板内的细胞用 ＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ每孔加入

１ ｍＬ ４％多聚甲醛固定 １０ ｍｉｎꎬ再次 ＰＢＳ 洗涤ꎬ油红

Ｏ 染液与去离子水 ３ ∶ ２ 混合ꎬ滤纸过滤 ２ 次ꎬ室温

放置 １０ ｍｉｎ 后ꎬ每孔加 １.５ ｍＬ 染液ꎬ静置 ３０ ｍｉｎꎬ吸
出染液ꎬＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ倒置显微镜下观察并拍照ꎮ
１.４　 实验分组及转染效率观察

将 ７０％~８０％汇合的泡沫细胞用无抗生素无血

清的培养基培养 ２４ ｈ 后ꎬ更换新的无抗生素无血清

培养基ꎬ分为四组ꎮ ①空白对照组:细胞正常培养ꎻ
②ｓｉＲＮＡ 阴性对照组:将非特异的 ｓｉＲＮＡ 序列转染

至细胞内ꎻ③ｓｉＮｇＢＲ￣１ 组:即 ＮｇＢＲ￣ｓｉＲＮＡ１ 转染组ꎬ
将 ＮｇＢＲ 干扰序列 １ 转入细胞内ꎻ④ｓｉＮｇＢＲ￣２ 组:即
ＮｇＢＲ￣ｓｉＲＮＡ２ 转染组ꎬ将 ＮｇＢＲ 干扰序列 ２ 转入细

胞内ꎮ 将细胞置于培养箱内孵育 ２４ ｈꎮ 在此期间

内ꎬ培养 ４~６ ｈ 更换为全培养基ꎬ培养 ８ ｈ 于倒置荧

光显微镜下检测转染效率ꎬ继续培养至 ２４ ｈꎮ
１.５ 　 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 ＮｇＢＲ、 ＬＸＲα、ＡＢＣＡ１ 及

ＡＢＣＧ１ ｍＲＮＡ 表达

利用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂提取细胞总 ＲＮＡꎬ将其逆转录

４９８ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ９ꎬ２０１６



为 ｃＤＮＡꎮ ＰＣＲ 反应体系为 ２０ μＬꎬ其中 ＳＹＢＲ 􀅺
Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑⅡ(Ｔｌｉ ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ) (２×) １０.０ μＬꎬ
ＰＣＲ 上下游引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)各 ０.８ μＬꎬＲＯＸ Ｒｅｆｅｒ￣
ｅｎｃｅ Ｄｙｅ(５０×) ０.４ μＬꎬｃＤＮＡ ２.０ μＬꎬ灭菌蒸馏水

６􀆰 ０ μＬꎮ ＮｇＢＲ 引物序列(１５４ ｂｐ):上游为 ５′￣ＴＧＣ
ＣＡＧ ＴＴＡ ＧＴＡ ＧＣＣ ＣＡＧ ＡＡＧ ＣＡＡ￣３′ꎬ下游为 ５′￣
ＴＧＡ ＴＧＴ ＧＣＣ ＡＧＧ ＧＡＡ ＧＡＡ ＡＧＣ ＣＴＡ￣３′ꎻＬＸＲα
引物序列(１９６ ｂｐ):上游为 ５′￣ＣＴＡ ＣＡＡ ＣＣＡ ＣＧＡ
ＧＡＣ ＡＧＡ Ａ￣３′ꎬ下游为 ５′￣ＧＧＣ ＧＡＴ ＡＡＧ ＣＡＡ ＧＧＣ
ＡＴＡ￣３′ꎻＡＢＣＡ１ 引物序列(１７４ ｂｐ):上游为 ５′￣ＧＴＡ
ＴＴＴ ＴＴＧ ＣＡＡ ＧＧＣ ＴＡＣ Ｃ￣３′ꎬ下游为 ５′￣ＧＡＴ ＴＧＧ
ＣＴＴ ＣＡＧ ＧＡＴ ＧＴＣ ＣＡＴ ＧＴＴ ＧＧＡ Ａ￣３′ꎻＡＢＣＧ１ 引

物序列 ( ２０１ ｂｐ):上游为 ５′￣ＧＴＧ ＡＣＧ ＣＴＧ ＡＣＴ
ＡＴＡ ＡＧＡ ＧＡ￣３′ꎬ下游为 ５′￣ＡＧＧ ＴＧＡ ＴＴＣ ＧＣＡ
ＧＡＴ ＧＴＧ￣３′ꎻβ￣ａｃｔｉｎ 引物序列(１８４ ｂｐ):上游为 ５′￣
ＧＴＣ ＡＧＧ ＴＣＡ ＴＣＡ ＣＴＡ ＴＣＧ ＧＣＡ ＡＴ￣３′ꎬ下游为

５′￣ＡＧＡ ＧＧＴ ＣＴＴ ＴＡＣ ＧＧＡ ＴＧＴ ＣＡＡ ＣＧＴ￣３′ꎮ ＰＣＲ
反应条件为:９４℃预变性 ３０ ｓꎬ９４℃变性 ５ ｓꎬ６０℃退

火 ３４ ｓꎬ进行 ４０ 个循环ꎮ 各组 ＰＣＲ 均重复 ３ 次ꎬ以
β￣ａｃｔｉｎ 作为内对照ꎬ用 ２－△△Ｃｔ计算相对含量ꎮ
１.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＮｇＢＲ、ＬＸＲα、ＡＢＣＡ１ 及 ＡＢ￣
ＣＧ１ 蛋白表达

分别收集各组细胞ꎬ用 ４℃预冷的 ＰＢＳ 洗 １ 次ꎬ
加入含有 ＰＭＳＦ 的培养细胞总蛋白提取试剂ꎬ４℃放

置 ２０ ｍｉｎ 裂解细胞ꎬ细胞超声粉碎仪充分破碎细

胞ꎬ１４０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ将取得的上清即蛋白

提取物利用 ＢＣＡ 蛋白定量法进行定量ꎮ 在 ４０ μｇ
定量后的总蛋白中加入上样缓冲液ꎬ定容后 １００℃
水浴变性ꎮ 经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 按照分子量大小分离后ꎬ
进行半干电转于硝酸纤维素膜上ꎬ用 ５％脱脂奶粉

封闭 １.５ ｈꎬ随后加入相应 ＮｇＢＲ 抗体(１ ∶ ２０００)、
ＬＸＲα 抗体 ( １ ∶ １０００)、ＡＢＣＡ１ 抗体 ( １ ∶ ２００)、
ＡＢＣＧ１ 抗体(１ ∶ ２５００)、β￣ａｃｔｉｎ 抗体(１ ∶ １ ０００)ꎬ
４℃过夜ꎮ ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎮ 加入 ＨＲＰ
标记的二抗(１ ∶ ２０００)ꎬ室温孵育 １ ｈꎮ 用 ＴＢＳＴ 洗

膜 ３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎮ 根据 ＥＣＬ 发光液方法ꎬ利用

凝胶成像仪显现目的蛋白条带ꎬ保存图像并记录灰

度值ꎬ与相应内参 β￣ａｃｔｉｎ 做比较ꎬ得出各组目的蛋

白的相对表达量ꎮ
１.７　 液体闪烁计数仪检测细胞内胆固醇流出率

在细胞完全培养液中加入 ０.３７×１０９ Ｂｑ / Ｌ ３Ｈ￣
胆固醇ꎬ与 ＲＡＷ２６４.７ 细胞共同孵育 ４８ ｈꎻ用无菌

ＰＢＳ 洗涤细胞 ３ 次ꎬ细胞计数并按分组加入相应试

剂培养 ２４ ｈꎻ ＰＢＳ 洗涤细胞 ３ 次ꎬ在含 ２５ ｍｇ / Ｌ
ＡｐｏＡＩ 且无血清的培养液中继续培养 ６ ｈꎬ用闪烁液

裂解细胞ꎬ液体闪烁计数仪测定培养液和细胞３Ｈ￣胆
固醇ꎬ计算胆固醇流出率ꎮ
１.８　 统计学方法

定量资料以ｘ±ｓ 表示ꎬ进行正态性检验ꎬｓｉＲＮＡ
干扰前后采用配对 ｔ 检验ꎬ干扰后四组间数据比较

采用单因素方差分析ꎬ以 Ｐ<０.０５ 表示差异有统计

学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 巨噬细胞和泡沫细胞形态

　 　 正常情况下 ＲＡＷ２６４.７ 细胞为近圆形ꎬ细胞质

较少、透亮ꎬ细胞突起少ꎻ经 ２０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 孵育 ２４
ｈ 后成为泡沫细胞ꎬ形状不规则ꎬ体积变大ꎬ胞质内

可见明显红色脂滴ꎮ 诱导效率(随机视野中泡沫细

胞数量与细胞总数的比值)可达 ９０％以上(图 １)ꎮ

图 １. 巨噬细胞和泡沫细胞形态(４００×) 　 　 Ａ 为巨噬细胞ꎬＢ
为泡沫细胞ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ａｎｄ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ(４００×)

２.２　 泡沫细胞转染效率

在倒置荧光显微镜下观察转染效率ꎬ与普通显

微镜下细胞数量相比ꎬ转染成功的绿色荧光细胞数

量达到 ８０％以上(图 ２)ꎮ
２.３　 ＮｇＢＲ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达

与空白对照组和 ｓｉＲＮＡ 阴性对照组相比ꎬ
ｓｉＮｇＢＲ￣１ 组和 ｓｉＮｇＢＲ￣２ 组 ＮｇＢＲ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表

达均显著降低(Ｐ<０.０５)ꎻ而空白对照组与 ｓｉＲＮＡ 阴

性对照组及 ｓｉＮｇＢＲ￣１ 组与 ｓｉＮｇＢＲ￣２ 组相比 ＮｇＢＲ 的
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ｍＲＮＡ 和蛋白表达无明显差异(Ｐ>０.０５ꎻ图 ３)ꎮ
２.４ 　 ＮｇＢＲ 对泡沫细胞 ＬＸＲα、ＡＢＣＡ１ 和 ＡＢＣＧ１
ｍＲＮＡ 和蛋白表达的影响

与空白对照组和 ｓｉＲＮＡ 阴性对照组相比ꎬ
ｓｉＮｇＢＲ￣１ 组和 ｓｉＮｇＢＲ￣２ 组 ＬＸＲα、ＡＢＣＡ１、ＡＢＣＧ１

的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达均显著降低(Ｐ<０.０５)ꎻ而空白

对照组与 ｓｉＲＮＡ 阴性对照组及 ｓｉＮｇＢＲ￣１ 组与 ｓｉＮｇ￣
ＢＲ￣２ 组相比 ＬＸＲα、ＡＢＣＡ１、ＡＢＣＧ１ 的 ｍＲＮＡ 和蛋

白表达无明显差异(Ｐ>０􀆰 ０５ꎻ图 ４￣６)ꎮ

图 ２. 泡沫细胞转染效率(２００×)　 　 Ａ 为普通显微镜下所见ꎬＢ 为倒置荧光显微镜下所见ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｆｏａｍ ｃｅｌｌ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ(２００×)

图 ３. ｓｉＲＮＡ￣１和 ｓｉＲＮＡ￣２降低泡沫细胞 ＮｇＢＲ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达量　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与空白对照组和 ｓｉＲＮＡ 阴性对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. ｓｉＲＮＡ￣１ ａｎｄ ｓｉＲＮＡ￣２ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮｇＢＲ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ

图 ４. 干扰 ＮｇＢＲ 表达对泡沫细胞 ＬＸＲα的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达的影响　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与空白对照组和 ｓｉＲＮＡ 阴性对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＮｇＢＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ＬＸＲα’ｓ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ
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图 ５. 干扰 ＮｇＢＲ 表达对泡沫细胞 ＡＢＣＡ１ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达的影响　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与空白对照组和 ｓｉＲＮＡ 阴性对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＮｇＢＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ＡＢＣＡ１’ｓ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ

图 ６. 干扰 ＮｇＢＲ 基因表达对泡沫细胞 ＡＢＣＧ１ 的ｍＲＮＡ 和蛋白表达量的影响　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与空白对照组和 ｓｉＲＮＡ 阴性对照组

比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＮｇＢＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ＡＢＣＧ１’ｓ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ

２.５　 ＮｇＢＲ 对泡沫细胞胆固醇流出的影响

与空白对照组和 ｓｉＲＮＡ 阴性对照组相比ꎬ
ｓｉＮｇＢＲ￣１ 组和 ｓｉＮｇＢＲ￣２ 组胆固醇流出率减少(Ｐ<
０.０５ )ꎻ 而空白对照组与 ｓｉＲＮＡ 阴性对照组及

ｓｉＮｇＢＲ￣１ 与 ｓｉＮｇＢＲ￣２ 组相比胆固醇流出率无明显

差异(Ｐ>０.０５ꎻ图 ７)ꎮ

３　 讨　 论

ＲＣＴ 是人体排出多余胆固醇的最主要途径ꎮ
ＲＣＴ 过程中细胞内的胆固醇和磷脂通过 ＡＢＣＡ１ 转

运至贫脂或无脂的 ＡｐｏＡＩꎬ形成前 β￣ＨＤＬꎮ 成熟后

的 ＨＤＬ 可进一步接受 ＡＢＣＧ１ 介导的胆固醇流出ꎬ
最后 ＨＤＬ 将胆固 醇 转 运 至 肝 脏 进 行 处 理[６]ꎮ
ＡＢＣＡ１ 广泛存在于血管内皮细胞、平滑肌细胞、单
核细胞、巨噬细胞等ꎬ是介导多种细胞过量游离胆

图 ７. 干扰 ＮｇＢＲ 表达对泡沫细胞胆固醇流出的影响　 　 ａ
为 Ｐ<０.０５ꎬ与空白对照组和 ｓｉＲＮＡ 阴性对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ７. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＮｇＢＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ
ｅｆｆｌｕｘ ｉｎ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ

固醇外流的关键因素ꎬ是 ＲＣＴ 过程的第一步也是限

速步骤ꎮ 因此 ＡＢＣＡ１ 功能缺陷引起的细胞内胆固
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醇累积将会促进动脉粥样硬化的发生发展[７]ꎮ 与

ＡＢＣＡ１ 类似ꎬＡＢＣＧ１ 也是通过水解 ＡＴＰ 酶获得能

量从而实现对各种底物的转运ꎮ ＲＣＴ 中ꎬＡＢＣＧ１ 可

以将外周细胞中的胆固醇直接转运到 ＨＤＬꎬ增加细

胞内胆固醇流出ꎬ有利于清除细胞内过量的胆固

醇ꎬ防止泡沫细胞形成ꎬ阻止或延缓动脉粥样硬化

的发生发展[８]ꎮ ＬＸＲα 是核激素受体蛋白质超家族

成员ꎬ它与脂质代谢、糖代谢有较强的相关性ꎮ
ＬＸＲα 能够作用于 ＡＢＣＡ１ / ＡＢＣＧ１ 基因近端启动子

的 ＬＸＲ 结合位点而启动二者的表达[９]ꎮ ＬＸＲα 激

动剂可以使 ＴＨＰ￣１ 源性巨噬细胞 ＡＢＣＡ１ / ＡＢＣＧ１
的表达增加ꎬ从而使胞膜含有大量的胆固醇ꎬ随后

以胞吐方式排出细胞ꎬ即促进胞内胆固醇流出[１０]ꎮ
ＮｇＢＲ 是近几年新发现的蛋白ꎬ它能够参与体

内胆固醇代谢、参与多萜醇的合成、促进血管生成、
增强内皮细胞的趋化作用、参与乳腺癌和小细胞肺

癌的发生发展等[１１￣１２]ꎮ 研究表明ꎬＮｇＢＲ 能在内质

网上结合 Ｃ 型尼曼匹克蛋白(Ｎｉｅｍａｎｎ￣Ｐｉｃｋ ｔｙｐｅ Ｃ
ｐｒｏｔｅｉｎꎬＮＰＣ)ꎬ提高后者含量ꎬ增加其稳定性[１３]ꎮ
ＮｇＢＲ 缺陷会导致 ＮＰＣ￣２ 减少ꎬ最终引起胆固醇聚

集ꎬ从而参与粥样斑块的形成ꎮ 沉默 ＮｇＢＲ 基因表

达后ꎬ细胞膜表面的 ＬＤＬ 受体数量增多[１４]ꎮ 实验

表明敲除 ＮｇＢＲ 基因的细胞对 ＨＭＧ￣ＣｏＡ 还原酶抑

制剂洛伐他汀的敏感性更强ꎬ同时检测到细胞内甘

油三酯和游离脂肪酸含量增加[１５]ꎮ
本研究通过 ＲＮＡ 干扰技术成功沉默了巨噬细

胞源性泡沫细胞 ＮｇＢＲ 的表达ꎬ 通过检测相应

ｍＲＮＡ 和蛋白的表达、胆固醇流出率ꎬ证实 ＮｇＢＲ 可

以使泡沫细胞 ＲＣＴ 的调控基因 ＬＸＲα 及其下游基

因 ＡＢＣＡ１、ＡＢＣＧ１ 的表达量增加ꎬ说明 ＮｇＢＲ 能够

通过上调 ＬＸＲα 含量从而增加其下游 ＡＢＣＡ１ /
ＡＢＣＧ１ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达ꎬ促进胆固醇流出ꎬ增
强 ＲＣＴ 过程ꎬ从而减弱或者避免动脉粥样硬化的发

生和发展ꎬ为冠心病的临床防治提供进一步的理论

依据ꎮ 然而本研究也有局限之处ꎬ未能阐明 ＮｇＢＲ
对非泡沫细胞的影响ꎬ或许在巨噬细胞诱导为泡沫

细胞之前ꎬＮｇＢＲ 也会对巨噬细胞的 ＲＣＴ 方面有一

定程度的影响ꎮ 若是如此将会对动脉粥样硬化的

早期病变有着进一步的认识ꎬ从而可以尽早有效地

预防冠心病ꎮ
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