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[摘　 要] 　 目的　 探讨 ＯＸ４０￣ＯＸ４０Ｌ 相互作用对活化 Ｔ 细胞核因子 ｃ１(ＮＦＡＴｃ１)及动脉粥样硬化斑块形成的影

响ꎮ 方法　 选取 ３３ 只载脂蛋白(Ａｐｏ)Ｅ－ / －小鼠ꎬ分为对照组、ＯＸ４０ 刺激组、ＯＸ４０ 刺激＋沉默 ＮＦＡＴｃ１ 组ꎬ采用颈动

脉硅胶圈置入法建立斑块模型ꎻＭａｓｓｏｎ 染色检测斑块组成ꎻ采用免疫组化检测斑块内 ＮＦＡＴｃ１ 和 ＣＤ６８ 分布ꎮ 细胞

实验以小鼠脑微静脉内皮细胞为对象ꎬ分为对照组、ＯＸ４０ 刺激组和 ＯＸ４０ 抑制组ꎮ 斑块及细胞表达 ＮＦＡＴｃ１ 采用

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法检测ꎮ 结果　 细胞实验显示ꎬＯＸ４０ 刺激组小鼠内皮细胞 ＮＦＡＴｃ１ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达

明显高于对照组(Ｐ<０.０５)ꎬ而 ＯＸ４０ 抑制组小鼠内皮细胞 ＮＦＡＴｃ１ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达低于 ＯＸ４０ 刺激组(Ｐ<０.０５)ꎮ
动物实验显示ꎬ ＯＸ４０ 刺激组 ＡｐｏＥ－ / －小鼠斑块中 ＮＦＡＴｃ１ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达高于对照组(Ｐ<０.０５)ꎬ而 ＯＸ４０ 刺激＋
沉默 ＮＦＡＴｃ１ 组 ＡｐｏＥ－ / －小鼠斑块中 ＮＦＡＴｃ１ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达低于 ＯＸ４０ 刺激组(Ｐ<０.０５)ꎮ ＯＸ４０ 刺激组斑块面

积与对照组相比显著增加ꎬ斑块内纤维增生明显ꎬ而 ＯＸ４０ 刺激＋沉默 ＮＦＡＴｃ１ 组较刺激组斑块面积明显减少ꎬ纤维

增生程度减弱ꎮ ＯＸ４０ 刺激组 ＡｐｏＥ－ / －小鼠斑块内 ＮＦＡＴｃ１ 及 ＣＤ６８ 表达高于对照组ꎬ而 ＯＸ４０ 刺激＋ＮＦＡＴｃ１ 沉默组

小鼠斑块内 ＮＦＡＴｃ１ 及 ＣＤ６８ 表达低于 ＯＸ４０ 刺激组ꎮ 结论　 ＯＸ４０￣ＯＸ４０Ｌ 信号调控 ＮＦＡＴｃ１ 表达并影响动脉粥样

硬化斑块的形成ꎮ
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ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｂｅ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｂｙ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＮＦＡＴｃ１. 　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 ＯＸ４０￣ＯＸ４０Ｌ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｍａｙ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＮＦＡＴｃ１ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃ ｐｌａｑｕｅ.

　 　 动脉粥样硬化( ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡｓ)是一种在动

脉血管中以脂质浸润、纤维增生及炎症反应等多种

病变为特征的慢性疾病ꎬ严重危害人类健康ꎬ是心、
脑血管疾病发生的始动因素[１]ꎮ ＯＸ４０ 是一种膜结

合型蛋白分子ꎬ作为肿瘤坏死因子超家族成员之

一ꎬ由活化的 Ｔ 细胞表达ꎮ ＯＸ４０ 配体(ＯＸ４０Ｌ)表

达于活化的巨噬细胞及内皮细胞ꎬＯＸ４０￣ＯＸ４０Ｌ 信

号的激活在自身免疫、炎症等过程中起着重要作

用[２]ꎮ 活化 Ｔ 细胞核因子 ｃ１(ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｏｆ ａｃｔｉ￣
ｖａｔｅｄ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｃ１ꎬＮＦＡＴｃ１)是一种重要的核转录分

子ꎬ参与炎症反应、免疫应答调节、Ｔ 细胞生长分化

等过程[３]ꎮ 我们前期研究表明ꎬＯＸ４０￣ＯＸ４０Ｌ 信号

的激活可促进小鼠动脉粥样硬化斑块进展ꎬ并发现

在脾脏淋巴细胞中 ＮＦＡＴｃ１ 与 ＯＸ４０ 表达呈正相

关[４￣５]ꎮ 提示 ＯＸ４０￣ＯＸ４０Ｌ 信号与 ＮＦＡＴｃ１ 参与 Ａｓ
斑块的形成ꎮ 本研究在前期研究基础上探讨 ＯＸ４０￣
ＯＸ４０Ｌ 信号是否通过 ＮＦＡＴｃ１ 调控动脉粥样硬化斑

块形成ꎬ分别从细胞水平和动物模型激活 ＯＸ４０￣
ＯＸ４０Ｌ 信号并通过沉默 ＮＦＡＴｃ１ 观察其对动脉粥样

硬化斑块形成的影响ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 主要材料

　 　 ６ 周龄 ＡｐｏＥ－ / －小鼠ꎬ雄性ꎬ体重约 ２０ ｇꎬ购自美

国 Ｊａｃｋｓｏｎ 实验室ꎮ 高脂饲料(０.３％胆固醇ꎬ１５％可

可脂) 购自上海斯莱克公司ꎻ硅胶管购自 Ｄｏｗ
Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司ꎻ同型对照 ＩｇＧ２ｂ 购自美国 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ
公司ꎻＯＸ４０ 抗体购自 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ 公司ꎻＮＦＡＴｃ１ 抗体

购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎻＣＤ６８ 抗体购自武汉博士

徳生物工程有限公司ꎻβ￣ａｃｔｉｎ 抗体、免疫组化试剂

盒购自中国康为世纪有限公司ꎻ辣根过氧化物酶￣羊
抗兔 ＩｇＧ 购自美国 Ａｂｂｋｉｎｅ 公司ꎻＴｒｉｚｏｌ 购自美国

Ｉｎｖｅｎｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻ引物购自上海生工生物科技有限

公司ꎻ小鼠脑微静脉内皮细胞(ＢＭＥＣꎬｂＥｎｄ.３)购自

美国 ＡＴＣＣꎻ空载及载体对照 ＰＬＫＯ. １￣ｓｈＧＦＰ 购自

Ｓｉｇｍａ 公司ꎻｓｈＮＦＡＴｃ１ 序列由上海生工生物工程公

司设计并合成ꎻ辅助质粒 ＰＳＰＡＸ２ 及 ＰＭＤ２Ｇ 购于

上海吉凯基因有限公司ꎻ病毒浓缩液及病毒滴度测

定试剂盒购自 ＧｅｎｅＣｏｐｏｅｉａｌ 公司ꎮ 逆转录试剂盒、

ＳＹＢＲ ｇｒｅｅｎ 试剂盒购自 ＴａＫａＲａ 公司ꎮ
１.２　 细胞实验干预

传代培养的小鼠脑微静脉内皮细胞以每孔 ２×
１０５ 个细胞接种于 ６ 孔板ꎬ分为 ３ 组(因正常内皮细

胞很少表达 ＯＸ４０Ｌꎬ予 ＴＮＦ￣α 预刺激增加 ＯＸ４０Ｌ
表达): ＩｇＧ 同型对照组: ＴＮＦ￣α 对照组 ＋ ＩｇＧ ( ５
ｍｇ / Ｌ)ꎻＯＸ４０ 刺激组:对照组处理基础上加刺激性

ＯＸ４０(５ ｍｇ / Ｌ)ꎻＯＸ４０ 抑制组:ＯＸ４０ 刺激组处理基

础上加抑制性 ＯＸ４０(５ ｍｇ / Ｌ)ꎮ 置于 ３７℃培养箱培

养ꎬ１２ ｈ 后提取 ＮＦＡＴｃ１ 蛋白及 ＲＮＡ 用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 及荧光定量 ＰＣＲ 检测ꎮ
１.３　 慢病毒感染小鼠脑微静脉内皮细胞及鉴定

小鼠脑微静脉内皮细胞接种于 ６ 孔板内ꎬ待融

合度达 ７０％时ꎬ更换新鲜培养基ꎬ每孔加入 １×１０８

ＴＵ / ｍＬ 病毒 ２０ μＬ 及终浓度为 ８ ｍｇ / Ｌ 的聚凝胺ꎬ
２４ ｈ 后重复感染一次ꎬ４８ ｈ 后使用 ２.５ ｍｇ / Ｌ 嘌呤霉

素筛选并克隆式培养稳定干扰细胞株:对照细胞株

(ＰＬＫＯ.１￣ｓｈＧＦＰ)和沉默 ＮＦＴＡｃ１ 细胞株(ＰＬＫＯ.１￣
ｓｈＮＦＡＴｃ１)ꎮ 筛选出细胞株后ꎬ分别提取细胞 ＲＮＡ
和蛋白ꎬ采用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术分析

ＮＦＡＴｃ１ 表达水平ꎮ
１.４　 动物模型建立和干预

３３ 只 ６ 周龄雄性 ＡｐｏＥ－ / － 小鼠ꎬ适应性喂养 １
周后ꎬ予高脂饲养ꎬ分为对照组(慢病毒对照 ＰＬＫＯ.
１￣ｓｈＧＦＰ＋ＩｇＧ２ｂ 对照)、ＯＸ４０ 刺激组(慢病毒对照

ＰＬＫＯ.１￣ｓｈＧＦＰ ＋刺激性 ＯＸ４０)、ＯＸ４０ 刺激 ＋沉默

ＮＦＡＴｃ１ 组(沉默 ＮＦＡＴｃ１ 慢病毒 ＰＬＫＯ.１￣ｓｈＮＦＡＴｃ１
＋刺激性 ＯＸ４０)三组ꎬ予腹腔麻醉ꎬ麻醉后分离小鼠

颈总动脉ꎬ通过颈外动脉向对照组及沉默组小鼠右

颈总动脉内注入 １０ μＬ(１.０×１０８ ＴＵ / ｍＬ)慢病毒ꎮ
使慢病毒和血管局部作用 １０ ｍｉｎ 后ꎬ用丝线缝合颈

部伤口ꎮ ２ 周后再次予腹腔麻醉ꎬ分离颈总动脉ꎬ重
复注入一次慢病毒ꎬ同时用 ０. ４ ｍｍ 硅胶圈(内径

０.３ ｍｍ)快速包绕颈总动脉(外径 ０.３６ ｍｍ)使颈动

脉狭窄 ３０％诱导 Ａｓ 斑块模型形成[６]ꎮ 术后三组小

鼠ꎬ对照组(腹腔注射 ＩｇＧ２ｂ ２００ μｇ)ꎬ刺激组(腹腔

注射刺激性 ＯＸ４０ 抗体 ２００ μｇ)ꎬＯＸ４０ 刺激＋沉默

ＮＦＡＴｃ１ 组(腹腔注射刺激性 ＯＸ４０ 抗体 ２００ μｇ 和

沉默 ＮＦＡＴｃ１ 慢病毒 ＰＬＫＯ.１￣ｓｈＮＦＡＴｃ１ꎬ观察刺激

性 ＯＸ４０ 抗体激活 ＯＸ４０￣ＯＸ４０Ｌ 信号是否通过

０９１１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ １２ꎬ２０１６



ＮＦＡＴｃ１ 起作用)ꎻ每周一次ꎬ连续 ４ 周ꎮ
１.５　 标本收集

４ 周后ꎬ颈椎脱臼法处死小鼠ꎬ取硅胶管内颈动

脉ꎬ部分浸于 ４％多聚甲醛固定ꎬ石蜡包埋ꎬ用于免

疫组化分析ꎻ部分颈动脉取材后保存于－８０℃冰箱ꎬ
用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测及荧光定量 ＰＣＲ 检测ꎮ
１.６　 沉默 ＮＦＡＴｃ１ 载体 ＰＬＫＯ.１￣ｓｈＮＦＡＴｃ１ 的构建

及其病毒制备

构建沉默小鼠 ＮＦＡＴｃ１ 的重组慢病毒ꎬ命名为

ＰＬＫＯ.１￣ｓｈＮＦＡＴｃ１ꎮ 沉默 ＮＦＡＴｃ１ 载体构建:设计

ｓｈＮＦＡＴｃ１ 序列ꎬ设计引物上游为 ＣＣＧＧＣＣＣＧＴＣ￣
ＣＡＡＧＴＣＡＧＴＴＴＣＴＡＴＣＴＣＧＡＧＡＴＡＧＡＡＡＣＴＧＡＣＴＴＧ
ＧＡＣＧＧＧＴＴＴＴＴＧꎬ 下游为 ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＣＣＣＧＴＣ￣
ＣＡＡＧＴＣＡＧＴＴＴＣＴＡＴＣＴＣＧＡＧＡＴＡＧＡＡＡＣＴＧＡＣＴＴＧ
ＧＡＣＧＧＧꎬ上述合成的序列于 ＰＣＲ 仪上ꎬ９５℃ １００
ｍｉｎꎬ退火生成双链 ＤＮＡꎬ使用 ＥｃｏＲⅠ及 ＡｇｅⅠ双酶

切ꎬ连接过夜ꎬ将连接产物导入感受态细胞后涂板

放入 ３７℃培养箱ꎬ１４ ｈ 后挑取阳性单克隆扩增ꎬ提
取质粒ꎬ测序ꎮ 取生长良好的 ２９３Ｔ 细胞ꎬ以每孔 ８×
１０５ 个细胞接种于 １０ ｃｍ 细胞培养皿ꎬ第 ２ 天细胞覆

盖率达 ７０％ ~ ８０％ꎬ根据脂质体说明书使用 Ｌｉｐｏ￣
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ 按慢病毒包装体系(参考吉凯基因慢病毒

包装系统说明书)将目的基因( ＰＬＫＯ. １￣ｓｈＧＦＰ 和

ＰＬＫＯ.１￣ｓｈＮＦＡＴｃ１)及辅助质粒 ＰＳＰＡＸ２ 及 ＰＭＤ２Ｇ
共转染至 ２９３Ｔ 细胞ꎬ８ ｈ 后更换 １０％ＦＢＳ 完全培养

基ꎬ收集 ４８ ｈ 和 ７２ ｈ 上清液ꎬ４６００ ｒ / ｍｉｎ ４℃离心 １０
ｍｉｎꎮ 将病毒与病毒浓缩液按 ５ ∶ １ 比例混匀ꎬ４℃过

夜ꎬ６０００ ｒ / ｍｉｎ ４℃离心 ２５ ｍｉｎꎬ小心移去上清液ꎬ以
ＤＭＥＭ(与病毒原体积比例为 １ ∶ １００)重悬病毒颗

粒ꎮ 按 ＧｅｎｅＣｏｐｏｅｉａｌ 公司测定病毒滴度试剂说明书

测定病毒滴度ꎬ分装病毒置于－８０℃冰箱保存ꎬ避免

反复冻融ꎮ
１.７　 颈动脉粥样硬化斑块病理学观察

颈动脉石蜡切片进行 Ｍａｓｓｏｎ 和免疫组化染色ꎬ
ＨＲＰ 标记二抗ꎬ光学显微镜下可见颈动脉斑块的形

态、斑块内纤维成分以及 ＮＦＡＴｃ１ 和 ＣＤ６８ 呈棕黄色

表达ꎮ
１.８ 　 蛋白提取和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 ＮＦＡＴｃ１ 蛋白

表达

颈动脉部分血管ꎬ液氮中研磨后按 １ ｍｇ 组织加

入遇冷的 １０ μＬ 裂解液裂解组织ꎬ细胞蛋白提取按

照细胞核 / 浆蛋白抽提试剂盒提取总蛋白及核蛋

白ꎬ分装－２０℃ 保存待用ꎮ ８％ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ３５０
ｍＡ 恒 流 １２０ ｍｉｎ 转 膜ꎬ 封 闭ꎬ 一 抗 ＮＦＡＴｃ１

(１ ∶ １０００)４℃孵育过夜ꎮ 第二天常规洗膜ꎬＨＲＰ 标

记羊抗兔 ＩｇＧ(１ ∶ ６０００)孵育 １ ｈꎬＴＢＳＴ 洗涤ꎬＥＣＬ
显影ꎬ使用 ＬＡＮＥ￣１Ｄ Ａｎａｌｙｚｅｒ 扫描灰度值进行分析

相对定量ꎮ
１.９　 ＲＮＡ 提取及 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＮＦＡＴｃ１ 含量

加入 １ ｍＬ Ｔｒｉｚｏｌ 试剂ꎬ用氯仿异丙醇乙醇溶液

分离、沉淀、清洗 ＲＮＡꎮ 测定 ＲＮＡ 浓度后ꎬ取 １ μｇ
ＲＮＡ 按逆转录反应试剂盒说明书进行逆转录反应

成 ＤＮＡ 后ꎬ用于 ＮＦＡＴｃ１ 检测ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 反应条

件:９５℃预变性 ３０ ｓꎬ９５℃ ５ ｓꎬ６０℃ ２０ ｓꎬ７２℃３０ ｓꎮ
ＮＦＡＴｃ１ 引物设计如下: 上游引物为 ５′￣ＴＴＣＧＡＧＴ￣
ＴＣＧＡＴＣＡＧＡＧＣＧＧ￣３′ꎬ 下 游 引 物 为 ３′￣ＴＧＧＣＴ￣
ＧＡＡＧＧＡＡＣＡＧＣＴＧＡＧ￣５′ꎮ 使用 β￣ａｃｔｉｎ 作为内参

对照ꎬ引物设计如下:上游引物为 ５′￣ＣＣＴＧＡＧＣＧ￣
ＣＡＡＧＴＡＣＴＣＴＧＴＧＴ￣３′ꎬ 下 游 引 物 为 ３′￣ＡＡＧ￣
ＧＴＣＧＴＣＴＡＣＡＣＣＴＡＧＴＣＧ￣５′ꎮ 获得 Ｃｔ 值后ꎬ应用比

较 Ｃｔ 法进行相对定量ꎬ目标基因的相对定量按

２－△△Ｃｔ计算ꎮ
１.１０　 统计学分析

采用统计学软件 ＳＰＳＳ１６.０ 对数据进行处理ꎮ
计量数据符合正态分布以ｘ±ｓ 表示ꎬ并进行方差齐

性检验ꎬ两组间比较采用 ｔ 检验ꎬ多组间的计量数据

比较采用方差分析ꎬ两两比较采用 ＬＳＤ￣ｔ 检验ꎮ 以

Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 体外干预 ＯＸ４０￣ＯＸ４０Ｌ 信号对小鼠脑微静脉

内皮细胞 ＮＦＡＴｃ１ 表达的影响

ＯＸ４０ 刺 激 组 小 鼠 脑 微 静 脉 内 皮 细 胞 中

ＮＦＡＴｃ１ 总蛋白及核蛋白表达高于对照组ꎬ而 ＯＸ４０
抑制组细胞中 ＮＦＡＴｃ１ 总蛋白及核蛋白表达低于

ＯＸ４０ 刺激组(Ｐ<０.０５ꎻ图 １ 和图 ２)ꎮ ＯＸ４０ 刺激组

细胞中 ＮＦＡＴｃ１ ｍＲＮＡ 表达水平高于对照组ꎬ而

ＯＸ４０ 抑制组细胞中 ＮＦＡＴｃ１ ｍＲＮＡ 表达低于 ＯＸ４０
刺激组(Ｐ<０.０５ꎻ图 ３)ꎮ
２.２　 对照 ＰＬＫＯ.１￣ｓｈＧＦＰ 细胞株和沉默 ＰＬＫＯ.１￣
ｓｈＮＦＡＴｃ１ 细胞株内 ＮＦＡＴｃ１ 表达水平

与对照组(ＰＬＫＯ.１￣ｓｈＧＦＰ)细胞株比较ꎬ沉默

ＮＦＡＴｃ１ 细胞株(ＰＬＫＯ.１￣ｓｈＮＦＡＴｃ１)ＮＦＡＴｃ１ ｍＲＮＡ
表达水平显著降低(０. ０６ ± ０. ０２ 比 １. ００ ± ０. ００ꎬＰ <
０.０５)ꎮ 沉默 ＮＦＡＴｃ１ 细胞株( ＰＬＫＯ. １￣ｓｈＮＦＡＴｃ１)
ＮＦＡＴｃ１ 蛋白表达水平亦低于对照组细胞 (图 ４)ꎮ
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图 １. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＯＸ４０ 处理后小鼠脑微静脉内皮细

胞 ＮＦＡＴｃ１ 总蛋白表达(ｎ＝ ３)　 　 １ 为对照组ꎬ２ 为 ＯＸ４０ 刺激

组ꎬ３ 为 ＯＸ４０ 抑制组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组相比ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与
ＯＸ４０ 刺激组相比ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＦＡＴｃ１ ｉｎ ｍｏｕｓｅ
ｂｒａｉｎ ｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｎ＝ ３)

图 ２. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＯＸ４０ 处理后小鼠脑微静脉内皮细

胞 ＮＦＡＴｃ１ 核蛋白表达(ｎ＝ ３)　 　 １ 为对照组ꎬ２ 为 ＯＸ４０ 刺激

组ꎬ３ 为 ＯＸ４０ 抑制组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组相比ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与
ＯＸ４０ 刺激组相比ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｎｕｃｌｅｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＦＡＴｃ１ ｉｎ ｍｏｕｓｅ
ｂｒａｉｎ ｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｎ＝ ３)

图 ３. 荧光定量 ＰＣＲ 检测 ＯＸ４０ 处理后小鼠脑微静脉内皮

细胞 ＮＦＡＴｃ１ ｍＲＮＡ 表达(ｎ＝ ３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组相

比ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＯＸ４０ 刺激组相比ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ３. ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＦＡＴｃ１ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｂｒａｉｎ ｍｉ￣
ｃｒｏｖｅｓｓｅｌ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｂｙ ＲＴ￣ＰＣＲ(ｎ＝ ３)

图 ４. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测沉默 ＮＦＡＴｃ１ 基因后小鼠脑微静脉

内皮细胞内 ＮＦＡＴｃ１ 蛋白表达 ( ｎ ＝ ３) 　 　 １ 为对照组

(ＰＬＫＯ.１￣ｓｈＧＦＰ)ꎬ２ 为沉默 ＮＦＡＴｃ１ 组(ＰＬＫＯ.１￣ｓｈＮＦＡＴｃ１)ꎮ ａ 为 Ｐ
<０.０５ꎬ与对照组相比ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＦＡＴｃ１ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｂｒａｉｎ ｍｉ￣
ｃｒｏｖｅｓｓｅｌ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｎ＝ ３)

２.３ 　 体内干预 ＯＸ４０￣ＯＸ４０Ｌ 信号及沉默 ＮＦＡＴｃ１
对颈动脉斑块 ＮＦＡＴｃ１ 及 ＣＤ６８ 表达的影响

与对照组比较ꎬＯＸ４０ 刺激组斑块 ＮＦＡＴｃ１ 蛋白

及 ｍＲＮＡ 含量增加ꎬＯＸ４０ 刺激 ＋沉默 ＮＦＡＴｃ１ 组

ＮＦＡＴｃ１ 蛋白及 ｍＲＮＡ 含量较 ＯＸ４０ 刺激组表达减

少(Ｐ< ０. ０５ꎻ图 ５)ꎮ ＯＸ４０ 刺激组颈动脉斑块中ꎬ
ＮＦＡＴｃ１ 和 ＣＤ６８ 阳性标记较对照组明显增高ꎬ而
ＯＸ４０ 刺激＋沉默 ＮＦＡＴｃ１ 组 ＮＦＡＴｃ１ 及 ＣＤ６８ 阳性

标记少于 ＯＸ４０ 刺激组(图 ６)ꎮ

图 ５. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和荧光定量 ＰＣＲ 分别检测颈动脉斑块内

ＮＦＡＴｃ１ 蛋白(上图)和 ｍＲＮＡ(下图)表达(ｎ ＝ ３) 　 　 １ 为

对照组ꎬ２ 为 ＯＸ４０ 刺激组ꎬ３ 为 ＯＸ４０ 刺激＋沉默 ＮＦＡＴｃ１ 组ꎮ ａ 为 Ｐ
<０.０５ꎬ与对照组相比ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＯＸ４０ 刺激组相比ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＦＡＴｃ１ ｉｎ ｃａ￣
ｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙ ｐｌａｑｕｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ｂｙ
ＲＴ￣ＰＣＲ(ｎ＝ ３)

２９１１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ １２ꎬ２０１６



２.４ 　 体内干预 ＯＸ４０￣ＯＸ４０Ｌ 信号及沉默 ＮＦＡＴｃ１
后颈动脉斑块形态变化

与对照组相比ꎬＯＸ４０ 刺激组颈动脉斑块面积

较对照组明显增加ꎬ内膜增生明显ꎬ平滑肌和胶原

纤维增生ꎬ而 ＯＸ４０ 刺激＋沉默 ＮＦＡＴｃ１ 组颈动脉斑

块面积较 ＯＸ４０ 刺激组明显减少ꎬ内膜增生程度明

显降低ꎬ平滑肌和胶原纤维增生明显减少(图 ７)ꎮ

图 ６. 免疫组化分析颈动脉斑块 ＮＦＡＴｃ１(上图)和 ＣＤ６８(下图)表达(２００×) 　 　 左为对照组ꎬ中为 ＯＸ４０ 刺激组ꎬ右为 ＯＸ４０ 刺激＋

沉默 ＮＦＡＴｃ１ 组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６. ＮＦＡＴｃ１ ａｎｄ ＣＤ６８ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙ ｐｌａｑｕｅｓ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ(２００×)

图 ７. 颈动脉 Ｍａｓｓｏｎ 染色结果(２００×)　 　 左为对照组ꎬ中为 ＯＸ４０ 刺激组ꎬ右为 ＯＸ４０ 刺激＋沉默 ＮＦＡＴｃ１ 组ꎻ蓝色表示胶原纤维ꎬ红色表

示肌纤维ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ７. Ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙ Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ(２００×)

３　 讨　 论

Ａｓ 是一种以脂纹及纤维斑块病变为特征的慢

性非特异性炎症及免疫性疾病ꎬ是冠心病、中风等

多种疾病的基础病变ꎬ在促炎症因子刺激下ꎬ炎症

细胞、内皮细胞、平滑肌细胞等多种细胞相互作用ꎬ
促进斑块发生、 发展并引起多种相关疾病[７]ꎮ
ＯＸ４０￣ＯＸ４０Ｌ 作为免疫应答过程中一对重要的共刺

激分子ꎬ可以促进 Ｔ 细胞活化、增殖ꎬ参与机体免

疫、炎症反应[８]ꎮ 研究表明ꎬ动脉粥样硬化不稳定

斑块中 ＯＸ４０Ｌ 表达增高ꎬＯＸ４０￣ＯＸ４０Ｌ 信号激活可

能是致 Ａｓ 形成及发展的一个重要信号级联反应ꎬ能
促进斑块发生发展ꎬ增加斑块不稳定性[９]ꎮ 我们前

期研究发现ꎬ急性冠状动脉综合征(ＡＣＳ)患者外周

血中可溶性 ＯＸ４０Ｌ 明显升高[１０]ꎬＤｕｍｉｔｒｉｕ 等[１１] 研

究发现 ＡＣＳ 患者循环血液中 ＣＤ４(＋)ＣＤ２８(－)Ｔ 细

胞内 ＯＸ４０ 等共刺激分子表达水平较稳定型心绞痛

患者显著增加ꎬ这些研究均提示 ＯＸ４０￣ＯＸ４０Ｌ 信号

可能是影响斑块稳定性的关键信号分子ꎮ ＮＦＡＴｃ１
是 ＮＦＡＴ 家族重要成员之一ꎬ表达于活化的 Ｔ 细胞

和 ＮＫ 细胞ꎬ 是重要的核转录因子[１２]ꎬ 细胞内

ＮＦＡＴｃ１ 去磷酸化激活后进入细胞核发挥多种生物
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学效应ꎬ可参与心脏瓣膜形成、调节内皮细胞功能、
Ｔ 细胞的活化等心血管系统的发育及炎症反应过

程[１３￣１４]ꎮ 我们前期研究发现 ＡｐｏＥ－ / －小鼠动脉粥样

硬化斑块模型中ꎬ颈部及脾脏淋巴细胞中 ＮＦＡＴｃ１
与 ＯＸ４０、ＯＸ４０Ｌ 表达水平呈正相关[１５]ꎮ 因此ꎬ我们

推测ꎬＯＸ４０￣ＯＸ４０Ｌ 信号激活后通过 ＮＦＡＴｃ１ 调控

动脉粥样硬化斑块形成ꎬ本实验从体内、外两方面

观察干预 ＯＸ４０￣ＯＸ４０Ｌ 信号对 ＮＦＡＴｃ１ 表达的影

响ꎬ并在体内观察激活 ＯＸ４０￣ＯＸ４０Ｌ 信号且沉默

ＮＦＡＴｃ１ 对小鼠颈动脉斑块形成的影响ꎮ
在细胞实验中ꎬ刺激 ＯＸ４０￣ＯＸ４０Ｌ 轴ꎬ我们发现

小鼠脑微静脉内皮细胞 ＮＦＡＴｃ１ 总蛋白表达增加ꎬ
与此同时ꎬ细胞 ＮＦＡＴｃ１ 去磷酸化激活进入细胞核ꎬ
细胞核内 ＮＦＡＴｃ１ 蛋白表达水平也增加ꎮ 抑制

ＯＸ４０￣ＯＸ４０Ｌ 轴ꎬ细胞内 ＮＦＡＴｃ１ 总蛋白表达降低ꎬ
细胞核内 ＮＦＡＴｃ１ 表达也降低ꎬ表明 ＯＸ４０￣ＯＸ４０Ｌ
信号可影响小鼠脑微静脉内皮细胞 ＮＦＡＴｃ１ 表达ꎮ
为了验证 ＯＸ４０￣ＯＸ４０Ｌ 信号通过 ＮＦＡＴｃ１ 调控动脉

粥样硬化斑块形成ꎬ我们通过向颈动脉局部注射慢

病毒悬液干扰目的基因 ＮＦＡＴｃ１ 表达后激活 ＯＸ４０￣
ＯＸ４０Ｌ 信 号ꎬ 观 察 小 鼠 斑 块 形 成 以 及 斑 块 内

ＮＦＡＴｃ１ 及 ＣＤ６８ 的变化ꎮ 体内实验显示ꎬ刺激组斑

块内 ＮＦＡＴｃ１ 蛋白表达水平较对照组增加ꎻ刺激组

ＡｐｏＥ－ / －小鼠腹腔注射刺激型 ＯＸ４０ 后ꎬ小鼠斑块面

积增加ꎬ内膜增厚ꎬ斑块内 ＮＦＡＴｃ１ 表达明显增加ꎬ
炎症浸润ꎬ纤维增生程度加重ꎬ而使用慢病毒干扰

ＮＦＡＴｃ１ 基因表达后ꎬ再次激活 ＯＸ４０￣ＯＸ４０Ｌ 信号ꎬ
我们观察到沉默 ＮＦＡＴｃ１ 可抑制 ＯＸ４０ 刺激小鼠动

脉粥样硬化斑块的形成及发展的作用ꎬ小鼠斑块面

积明显减少ꎬ内膜增生程度减弱ꎬ斑块内 ＮＦＡＴｃ１ 表

达减少ꎬ炎症浸润及纤维增生程度减弱ꎮ 提示

ＯＸ４０￣ＯＸ４０Ｌ 信号可能通过 ＮＦＡＴｃ１ 调控动脉粥样

硬化斑块形成ꎮ 然而 ＯＸ４０￣ＯＸ４０Ｌ 信号与 ＮＦＡＴｃ１
之间是否存在调控分子目前尚不明确ꎬ ＯＸ４０￣
ＯＸ４０Ｌ 如何将信号传递给 ＮＦＡＴｃ１ 调控动脉粥样硬

化斑块形成也不清楚ꎮ 这些尚未解决的问题有待

进一步研究ꎮ
综上所述ꎬＯＸ４０￣ＯＸ４０Ｌ 信号能调控 ＮＦＡＴｃ１

的表达并影响小鼠动脉粥样硬化斑块的形成ꎮ 该

研究为了解 ＯＸ４０￣ＯＸ４０Ｌ 信号与 Ａｓ 形成相关性提

供了理论基础ꎬ也为预防和治疗 Ａｓ 提供了新思路ꎮ
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