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[摘　 要] 　 目的　 探讨荷叶生物碱对 ＴＨＰ￣１ 源性巨噬细胞 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣３３ａ￣５ｐ(ｍｉＲ￣３３ａ￣５ｐ)及三磷酸腺苷结合盒转

运体 Ａ１(ＡＢＣＡ１)和三磷酸腺苷结合盒转运体 Ｇ１(ＡＢＣＧ１)表达的影响ꎮ 方法　 用佛波酯将 ＴＨＰ￣１ 细胞诱导分化

为巨噬细胞ꎬ再将巨噬细胞随机分成四组:空白对照组、氧化型低密度脂蛋白(ｏｘ￣ＬＤＬ)组、荷叶生物碱组、荷叶生物

碱＋ｏｘ￣ＬＤＬ 组ꎬ油红 Ｏ 染色观察细胞内脂质变化ꎬＲＴ￣ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组细胞 ｍｉＲ￣３３ａ￣５ｐ 的表达及 ＡＢ￣
ＣＡ１ / Ｇ１ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达ꎮ 结果　 与空白对照组比较ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 组脂质蓄积明显增加ꎬｍｉＲ￣３３ａ￣５ｐ 的表达减少ꎬ
ＡＢＣＡ１ / Ｇ１ 的表达增加ꎮ 与空白对照组比较ꎬ荷叶生物碱组脂质蓄积无明显差异ꎬｍｉＲ￣３３ａ￣５ｐ 的表达显著减少ꎬ
ＡＢＣＡ１ / Ｇ１ 的表达显著增加ꎮ 与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组比较ꎬ荷叶生物碱＋ｏｘ￣ＬＤＬ 组脂质蓄积明显减少ꎬｍｉＲ￣３３ａ￣５ｐ 的表达显

著减少ꎬＡＢＣＡ１ / Ｇ１ 的表达显著增加ꎮ 结论　 荷叶生物碱下调 ＴＨＰ￣１ 源性巨噬细胞 ｍｉＲ￣３３ａ￣５ｐ 的表达ꎬ上调 ＡＢ￣
ＣＡ１ / Ｇ１ 的表达ꎬ增加细胞内胆固醇流出ꎬ抑制细胞泡沫化ꎮ
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Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＴＨＰ￣１ Ｄｅｒｉｖｅｄ Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ
ＴＯＮＧ Ｗｅｎ￣Ｊｕａｎ１ꎬ ＸＵ Ｘｉｎ１ꎬ ＺＨＡＮＧ Ｓｈｅ￣Ｂｉｎｇ１ꎬ ａｎｄ ＴＡＯ Ｊｕｎ２

(１. Ｙｕｅｂｅｉ Ｐｅｏｐｌｅｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｓｈａｏｇｕａｎꎬ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ ５１２０２６ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２. Ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｓｕｎ Ｙａｔ￣ｓｅｎ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕꎬ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ ５１００８０ꎬ Ｃｈｉｎａ)
[ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ]　 Ｎｕｃｉｆｅｒｉｎｅꎻ　 ＴＨＰ￣１ Ｄｅｒｉｖｅｄ Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅꎻ　 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣３３ａ￣５ｐꎻ　 ＡＴＰ￣ｂｉｎｄｉｎｇ Ｃａｓｓｅｔｔｅ Ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ
Ａ１ / Ｇ１ꎻ　 Ｏｘｉｄｉｚｅｄ Ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ Ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ
[ＡＢＳＴＲＡＣＴ]　 　 Ａｉｍ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｎｕｃｉｆｅｒｉｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣３３ａ￣５ｐ (ｍｉＲ￣３３ａ￣５ｐ) ａｎｄ
ＡＴＰ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ Ａ１ / Ｇ１ (ＡＢＣＡ１ / Ｇ１) ｉｎ ＴＨＰ￣１ ｄｅｒｉｖｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ.　 　 Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｗｅｒｅ
ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ＴＨＰ￣１ ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ ｂｙ ＰＭＡ.　 Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ: ｎｏｒｍａｌ ｃｅｌｌｓꎬ ｃｅｌｌｓ ｉｎｃｕｂａ￣
ｔｅｄ ｗｉｔｈ ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ (ｏｘ￣ＬＤＬ)ꎬ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｎｕｃｉｆｅｒｉｎｅꎬ ｃｅｌｌｓ ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｎｕｃｉｆｅｒｉｎｅ ｗｅｒｅ ｉｎ￣
ｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｏｘ￣ＬＤＬ.　 Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｗｅｒｅ ｖａｌｕｅｄ ｂｙ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ.　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣３３ａ￣５ｐ ａｎｄ ＡＢＣＡ１ / Ｇ１ ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＲＴ￣ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. 　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｅｌｌｓꎬ ｌｉｐｉｄ ｄｒｏｐｌｅｔｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣３３ａ￣５ｐ ｗｅｒｅ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ ＡＢＣＡ１ / Ｇ１ ｗｅｒｅ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｏｘ￣
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ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｍｉＲ￣３３ａ￣５ｐ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｓ ＡＢＣＡ１ / Ｇ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＴＨＰ￣１ ｄｅｒｉｖｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｓ
ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｆｏａｍ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ.

　 　 三 磷 酸 腺 苷 结 合 盒 转 运 体 ( ＡＴＰ￣ｂｉｎｄｉｎｇ
ｃａｓｓｅｔｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒꎬＡＢＣ)ꎬ即 ＡＢＣ 超家族是一类以

ＡＴＰ 为能源对多种物质进行转运的膜转运蛋白ꎬ在
巨噬细胞中对胆固醇逆转运 ( ｒｅｖｅｒｓｅ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔꎬＲＣＴ)及动脉粥样硬化(ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡｓ)
的形成起着重要的作用ꎬ其中以 ＡＢＣＡ１ 及 ＡＢＣＧ１
对 ＲＣＴ 的调控作用最为显著[１￣２]ꎮ ｍｉｃｒｏＲＮＡ(ｍｉＲ￣
ＮＡ)是一类长约 ２２ 个核苷酸的非编码 ＲＮＡꎬ成熟

的 ｍｉＲＮＡ 能够识别并结合靶基因 ｍＲＮＡ 的 ３ＵＴＲ
等区域ꎬ使 ｍＲＮＡ 被直接降解或者翻译受到抑制ꎬ
在转录后水平对靶基因的表达进行调控[３￣４]ꎮ 一些

ｍｉｃｒｏＲＮＡ 对脂质的代谢及 Ａｓ 的形成有调控作用ꎬ
其中 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣３３ａ(ｍｉＲ￣３３ａ)对胆固醇的调控作用

较为显著[５￣６]ꎮ 研究表明ꎬｍｉＲ￣３３ａ￣５ｐ 可通过下调

ＡＢＣＡ１ / Ｇ１ 的表达抑制细胞内胆固醇的流出[７￣９]ꎮ
荷叶是睡莲科植物莲的叶片ꎬ其生物碱对降血脂及

预防 Ａｓ 形成具有重要的作用ꎮ 但荷叶生物碱作用

于细胞内胆固醇代谢的具体机制未明ꎮ 本研究在

探讨荷叶生物碱对 ＴＨＰ￣１ 源性巨噬细胞泡沫化影

响的过程中ꎬ发现荷叶生物碱对 ｍｉＲ￣３３ａ￣５ｐ、ＡＢＣＡ１
及 ＡＢＣＧ１ 的表达具有显著的调控作用ꎬ为探索荷叶

生物碱防治 Ａｓ 的调控通路打下了基础ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 主要试剂与仪器

　 　 荷叶生物碱(中国药品生物制品检定所)ꎻＴＨＰ￣
１ 单核细胞株(中国科学院上海细胞库)ꎻＲＰＭＩ１６４０
培养基、胎牛血清 (Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎻ佛波酯 (易佰生

物)ꎻ氧化型低密度脂蛋白(ｏｘ￣ＬＤＬ)(奕源生物)ꎻ总
ＲＮＡ 提取试剂盒及 ｑＰＣＲ 试剂盒(全式金生物)ꎻ总
ｍｉＲＮＡ 提取试剂盒及 ｍｉＲＮＡ ｑＰＣＲ 试剂盒(Ｇｅｎｅ￣
ｃｏｐｅｉａ 公司)ꎻＰＣＲ 引物(ｍＲＮＡ 引物由睿博兴科有

限公司提供ꎬｍｉＲＮＡ 引物由 Ｇｅｎｅｃｏｐｅｉａ 公司提供)ꎻ
ＢＣＡ 蛋白含量测定试剂盒(Ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎻ ＡＢＣＡ１
一抗 及 β￣ａｃｔｉｎ 一 抗、 二 抗 ( Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公 司 )ꎻ
ＡＢＣＧ１ 一抗(Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司)ꎻ实时荧光定量 ＰＣＲ
仪为 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ ＩＱ５ꎮ
１.２　 ＴＨＰ￣１ 细胞的培养和分化

将 ＴＨＰ￣１ 细胞用完全培养基(含 １０％胎牛血清

的 ＲＰＭＩ１６４０ 培养基)孵育ꎬ于 ３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱

中静置ꎮ 每 ３ 天予换液ꎬ４~５ 天予传代ꎮ 收集细胞ꎬ

用诱导液(含 １００ μｇ / Ｌ 佛波酯的完全培养基)调整

细胞浓度ꎬ约 ９×１０５ 个 / 孔细胞接种于 ６ 孔板 ４８ ｈꎮ
１.３　 实验分组与处理方法

将 ＴＨＰ￣１ 源性巨噬细胞随机分成四组:①空白

对照组(单纯完全培养基孵育)ꎻ②ｏｘ￣ＬＤＬ 组:终浓

度为 ５０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 的完全培养基孵育ꎻ③荷叶生

物碱组:终浓度为 １００ ｍｇ / Ｌ 荷叶生物碱的完全培养

基孵育ꎻ④荷叶生物碱 ＋ ｏｘ￣ＬＤＬ 组:终浓度为 １００
ｍｇ / Ｌ 荷叶生物碱的完全培养基预处理 １ ｈ 后加入

ｏｘ￣ＬＤＬ(终浓度为 ５０ ｍｇ / Ｌ)ꎬ处理时间均为 ２４ ｈꎮ
１.４　 油红 Ｏ 染色

轻轻吸去 ６ 孔板液体ꎬＰＢＳ 轻洗 ３ 次后用 ４％多

聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎꎬ油红 Ｏ 染色 １５ ｍｉｎꎬ再次清洗

后将 ６ 孔板置于镜下观察ꎮ
１.５　 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ｍｉＲ￣３３ａ￣５ｐ 和 ＡＢＣＡ１ / Ｇ１ ｍＲＮＡ
的表达

收集细胞ꎬ提取总 ＲＮＡ 及总 ｍｉＲＮＡꎬ测定 ＲＮＡ 浓

度ꎬ进行 ＲＮＡ 定量ꎬ按说明书上进行逆转录ꎮ 人 ｍｉＲ￣
３３ａ￣５ｐ、Ｕ６ 引物由 Ｇｅｎｅｃｏｐｏｅｉａ 公司提供ꎻ人 ＡＢＣＡ１ 引

物序列为上游 ５′￣ＴＣＣＡＧＧＣＣＡＧＴＡＣＧＧＡＡＴＴＣ￣３′ꎬ下游

５′￣ＡＣＴＴＴＣＣＴＣＧＣＣＡＡＡＣＣＡＧＴＡＧ￣３′ꎬ扩增片段 ７３ ｂｐꎻ
人 ＡＢＣＧ１ 引物序列为上游 ５′￣ＣＣＣＴＣＡＧＡＡＴＧＣＣＡＧ￣
ＣＡＧＴＴ￣３′ꎬ下游 ５′￣ＣＣＧＡＧＡＣＡＣＡＣＡＣＣＧＡＣＴＴＧ￣３′ꎬ扩
增片段 ６２ ｂｐꎻ人 β￣ａｃｔｉｎ 引物序列为上游 ５′￣ＡＧＣＧＡＧ￣
ＣＡＴＣＣＣＣＣＡＡＡＧＴＴ￣３′ꎬ 下 游 ５′￣ＧＧＧＣＡＣＧＡＡＧＧＣＴ￣
ＣＡＴＣＡ￣３′ꎬ扩增片段 ２８５ ｂｐꎮ 将 ｃＤＮＡ 加入反应体

系进行 ｑＰＣＲ 反应ꎮ 收集数据ꎬ基因相对表达量用

２－△△Ｃｔ表示ꎮ 实验重复 ３ 次ꎮ
１.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＡＢＣＡ１和 ＡＢＣＧ１的蛋白表达

收集细胞ꎬ提取蛋白ꎬＢＣＡ 法测定细胞总蛋白

浓度ꎮ 配制 ８％ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 胶ꎬ上样量 ４０ μｇ / 孔ꎬ浓
缩胶 ８０ Ｖ ４０ ｍｉｎꎬ分离胶 １５０ Ｖ ９０ ｍｉｎ 电泳ꎬ以 ２５０
ｍＡ ２.５ ｈ 转移至 ＰＶＤＦ 膜上ꎮ 用 ５％脱脂牛奶封闭

１ ｈꎬ１ ∶ ５００ 稀释的 ＡＢＣＡ１、ＡＢＣＧ１ 一抗分别孵育相

应条带 ＰＶＤＦ 膜ꎬ置于 ４℃过夜ꎮ 洗膜ꎬ用 １ ∶ １０００
稀释的二抗摇晃室温孵育 １ ｈꎮ 洗膜ꎬ化学发光法显

色ꎬ图像采集ꎬＩｍａｇｅ Ｊ 软件进行图像分析ꎮ 实验重

复 ３ 次ꎮ
１.７　 统计学分析

用 ＳＰＳＳ１９.０ 软件进行统计分析ꎬ数据用ｘ±ｓ 表

示ꎬ采用单因素方差分析后ꎬ组间比较采用 ＬＳＤ 法ꎬ
Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

０２２１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ １２ꎬ２０１６



２　 结　 果

２.１　 细胞培养及分化

　 　 ＴＨＰ￣１ 细胞用含 １００ μｇ / Ｌ 佛波酯的完全培养

基孵育 ４８ ｈ 后诱导分化为巨噬细胞ꎬ显微镜下可见

悬浮生长的 ＴＨＰ￣１ 细胞逐渐贴壁ꎬ由规则圆形变成

不规则梭形ꎬ伸出伪足(图 １)ꎮ

图 １. １００ μｇ / Ｌ 佛波酯诱导后 ＴＨＰ￣１ 细胞形态的改变(１００
×)　 　 Ａ 为 ＴＨＰ￣１ 单核细胞ꎬＢ 为 ＴＨＰ￣１ 源性巨噬细胞ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＴＨＰ￣１ ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ ｉｎ￣
ｄｕｃｅｄ ｂｙ ｐｈｏｒｂｏｌ ｅｓｔｅｒ(１００×)

２.２　 油红 Ｏ 染色观察 ＴＨＰ￣１ 源性巨噬细胞内脂质

变化

与空白对照组相比ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 组细胞内脂滴增

多ꎬ脂质蓄积明显增加ꎬ细胞体积变大ꎬＴＨＰ￣１ 源性

巨噬细胞泡沫化ꎻ与空白对照组相比ꎬ荷叶生物碱

组则无明显差异ꎮ 与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组相比ꎬ荷叶生物碱＋
ｏｘ￣ＬＤＬ 组细胞内脂滴减少ꎬ脂质蓄积明显减少ꎬ细
胞体积变小ꎬ提示荷叶生物碱可抑制 ＴＨＰ￣１ 源性巨

噬细胞泡沫化(图 ２)ꎮ

２.３　 ｏｘ￣ＬＤＬ 组 ｍｉＲ￣３３ａ￣５ｐ 和 ＡＢＣＡ１ / Ｇ１ 的表达

ＲＴ￣ＰＣＲ 结果显示ꎬ与空白对照组比较ꎬｏｘ￣ＬＤＬ
组 ｍｉＲ￣３３ａ￣５ｐ 的相对表达量减少(Ｐ<０.０５)ꎬＡＢＣＡ１
和 ＡＢＣＧ１ ｍＲＮＡ 的相对表达量增加(Ｐ < ０. ０１ꎻ表
１)ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 组的 ＡＢＣＡ１ 和

ＡＢＣＧ１ 蛋白的相对表达量增加(Ｐ<０.０１ꎬ图 ３ 和图

４)ꎮ 说明 ５０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 对 ＴＨＰ￣１ 源性巨噬细胞

ｍｉＲ￣３３ａ￣５ｐ 的 表 达 有 抑 制 作 用ꎬ 对 ＡＢＣＡ１ 和

ＡＢＣＧ１ 的表达有促进作用ꎮ
２.４ 　 荷叶生物碱组 ｍｉＲ￣３３ａ￣５ｐ 和 ＡＢＣＡ１ / Ｇ１ 的

表达

ＲＴ￣ＰＣＲ 结果显示ꎬ与空白对照组比较ꎬ荷叶生

物碱组 ｍｉＲ￣３３ａ￣５ｐ 的相对表达量显著减少 ( Ｐ <
０.０１)ꎬＡＢＣＡ１ 和 ＡＢＣＧ１ ｍＲＮＡ 的相对表达量显著

增加(Ｐ<０.０１ꎬ表 １)ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ荷叶生

物碱组的 ＡＢＣＡ１ 和 ＡＢＣＧ１ 蛋白的相对表达量显著

增加(Ｐ<０.０１ꎬ图 ３ 和图 ４)ꎮ 说明荷叶生物碱在正

常生长环境下对 ＴＨＰ￣１ 源性巨噬细胞中 ｍｉＲ￣３３ａ￣
５ｐ 的表达有抑制作用ꎬ对 ＡＢＣＡ１ 和 ＡＢＣＧ１ 的表达

有促进作用ꎮ
２.５　 荷叶生物碱＋ｏｘ￣ＬＤＬ 组 ｍｉＲ￣３３ａ￣５ｐ 和 ＡＢＣＡ１ /
Ｇ１ 的表达

ＲＴ￣ＰＣＲ 结果显示ꎬ与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组比较ꎬ荷叶生

物碱＋ｏｘ￣ＬＤＬ 组 ｍｉＲ￣３３ａ￣５ｐ 的相对表达量显著减

少(Ｐ<０.０１)ꎬＡＢＣＡ１ 和 ＡＢＣＧ１ ｍＲＮＡ 的相对表达

量显著增加(Ｐ<０.０１ꎬ表 １)ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ
荷叶生物碱＋ｏｘ￣ＬＤＬ 组的 ＡＢＣＡ１ 和 ＡＢＣＧ１ 蛋白的

相对表达量显著增加(Ｐ<０.０１ꎬ图 ３ 和图 ４)ꎮ 说明

荷叶生物碱对 ＴＨＰ￣１ 源性巨噬细胞中 ｍｉＲ￣３３ａ￣５ｐ
的表达有抑制作用ꎬ对 ＡＢＣＡ１ 和 ＡＢＣＧ１ 的表达有

促进作用ꎮ

图 ２. 油红 Ｏ 染色观察 ＴＨＰ￣１源性巨噬细胞内脂质变化(４００×)　 　 Ａ 为空白对照组ꎬＢ 为 ｏｘ￣ＬＤＬ 组ꎬＣ 为荷叶生物碱组ꎬＤ 为荷叶生

物碱＋ｏｘ￣ＬＤＬ 组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｌｉｐｉｄ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＴＨＰ￣１ ｄｅｒｉｖｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ(４００×)
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表 １. ｍｉＲ￣３３ａ￣５ｐ和ＡＢＣＡ１/ Ｇ１ ｍＲＮＡ的相对表达量(ｎ＝３)
Ｔａｂｌｅ １. Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣３３ａ￣５ｐ ａｎｄ ＡＢＣＡ１ / Ｇ１
ｍＲＮＡ(ｎ＝ ３)

分　 组 ｍｉＲ￣３３ａ￣５ｐ ＡＢＣＡ１ ｍＲＮＡ ＡＢＣＧ１ ｍＲＮＡ

空白对照组 １.００±０.０６ １.００±０.０９ １.００±０.０７
ｏｘ￣ＬＤＬ 组 ０.８８±０.０６ａ １.３４±０.１３ｂ １.３６±０.１１ｂ

荷叶生物碱组 ０.５０±０.０７ｂ １.９８±０.１３ｂ ３.００±０.１４ｂ

荷叶生物碱＋ｏｘ￣ＬＤＬ 组 ０.４３±０.０５ｃ ２.３８±０.１６ｃ ３.４４±０.０６ｃ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与空白对照组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ｏｘ￣
ＬＤＬ 组比较ꎮ

图 ３. ＡＢＣＡ１ 蛋白的表达(ｎ＝ ３)　 　 １ 为空白对照组ꎬ２ 为 ｏｘ￣
ＬＤＬ 组ꎬ３ 为荷叶生物碱组ꎬ４ 为荷叶生物碱＋ｏｘ￣ＬＤＬ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<
０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与空白对照组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组

比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＢＣＡ１ ｐｒｏｔｅｉｎ(ｎ＝ ３)

图 ４. ＡＢＣＧ１ 蛋白的表达(ｎ＝ ３)　 　 １ 为空白对照组ꎬ２ 为 ｏｘ￣
ＬＤＬ 组ꎬ３ 为荷叶生物碱组ꎬ４ 为荷叶生物碱＋ｏｘ￣ＬＤＬ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<
０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与空白对照组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组

比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＢＣＧ１ ｐｒｏｔｅｉｎ(ｎ＝ ３)

３　 讨　 论

心脑血管疾病是目前影响人类生命健康最为

重大的慢性疾病ꎬ其中 Ａｓ 是心脑血管疾病的主要病

理基础ꎬ如何预防 Ａｓ 的形成已成为世界医疗领域的

重大关注点ꎮ 目前对于 Ａｓ 的发病机制尚未完全明

了ꎬ但巨噬细胞泡沫化是 Ａｓ 形成的早期过程ꎮ 体内

血浆胆固醇浓度升高ꎬ血浆 ｏｘ￣ＬＤＬ 可刺激血管内皮

细胞分泌趋化因子ꎬ促使更多的单核细胞迁移至内

皮下分化为巨噬细胞ꎬ过多的 ＬＤＬ 经化学修饰后被

巨噬细胞识别吞噬ꎬ使巨噬细胞泡沫化ꎬ堆积形成

血管斑块[１０￣１１]ꎮ 由于 ＴＨＰ￣１ 源性巨噬细胞与人外

周血单个核细胞进入内膜下分化的巨噬细胞非常

相似ꎬ因此本研究采用通过佛波酯诱导 ＴＨＰ￣１ 单核

细胞分化的巨噬细胞作为实验主体ꎮ
通过 ＲＣＴ 介导巨噬细胞内胆固醇的流出ꎬ减少

细胞内脂质蓄积ꎬ是抑制巨噬细胞泡沫化及 Ａｓ 形成

的重要途径ꎬ其中 ＡＢＣＡ１、ＡＢＣＧ１ 为 ＲＣＴ 过程中的

关键蛋白ꎮ ＡＢＣＡ１ 与 ＡＢＣＧ１ 在此过程中作用相

似ꎬＡＢＣＡ１ 介导巨噬细胞内胆固醇流出后与贫脂或

无脂的载脂蛋白 Ａ１ 结合形成高密度脂蛋白胆固

醇ꎬ而 ＡＢＣＧ１ 介导巨噬细胞内胆固醇流出直接与高

密度脂蛋白结合ꎬ将流出胆固醇转运至肝脏进行代

谢[１２￣１４]ꎮ Ｒａｎａｌｌｅｔｔａ 等[１５] 发现敲除小鼠 ＡＢＣＧ１ 基

因可使 ＡＢＣＡ１ 基因代偿性表达上调ꎬ导致胆固醇外

流增多ꎬ说明 ＡＢＣＧ１ 与 ＡＢＣＡ１ 在巨噬细胞中相互

协作介导细胞内胆固醇流出ꎬ具有重要的脂质调节

作用ꎮ
ｍｉＲ￣３３ａ 是位于 ｓｒｅｂｐ２ 上的内含子 ｍｉＲＮＡꎬ对

人体胆固醇的代谢起着负调控作用ꎬ这种负调控作

用是通过对 ＡＢＣＡ１、ＡＢＣＧ１ 及 ＮＰＣ１ 三个靶基因的

结合来实现的[７￣８]ꎮ Ｍａｏ 等[９] 通过研究炎症压力下

ＴＨＰ￣１ 源性巨噬细胞中 ｍｉＲ￣３３ａ￣５ｐ 对 ＡＢＣＡ１ / Ｇ１
介导的胆固醇逆转运的影响ꎬ说明 ｍｉＲ￣３３ａ￣５ｐ 与

ＡＢＣＡ１、ＡＢＣＧ１ 及胆固醇代谢密切相关ꎮ Ｎａｊａｆｉ￣
Ｓｈｏｕｓｈｔａｒｉ 等[１６] 转染 ｐｒｅ￣ｍｉＲ￣３３ａ 到小鼠巨噬细胞

中ꎬ发现细胞中 ＡＢＣＡ１ 蛋白表达量减少ꎬ胆固醇流

出减少ꎬ而转染 ｍｉＲ￣３３ａ 的反义核苷酸到小鼠巨噬

细胞中ꎬ细胞中 ＡＢＣＡ１ 蛋白表达量增加ꎬ胆固醇流

出增多ꎮ
荷叶既为食材ꎬ又为药材ꎬ其中荷叶生物碱具

有明显的生物活性和生理功能ꎮ 大量研究表明ꎬ荷
叶生物碱抑制高脂血症ꎬ对预防或减缓 Ａｓ 形成具有

重要的作用ꎮ 石琳等[１７] 通过给予小鼠荷叶生物碱

喂养 ４ 周ꎬ发现与对照组相比ꎬ体重明显减轻ꎬ血脂

明显下降ꎬ证明荷叶生物碱对降脂减重有重大意

义ꎻ研究发现荷叶生物碱可通过影响 ＡＢＣＡ１、Ｂ 类

Ⅰ型清道夫受体(ＳＲ￣ＢⅠ)、ＣＤ３６ 的表达ꎬ减少细胞

内脂质的蓄积ꎬ但具体的信号转导机制未明[１８￣２０]ꎮ
本研究探讨了荷叶生物碱对 ＴＨＰ￣１ 源性巨噬

２２２１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ １２ꎬ２０１６



细胞泡沫化及细胞中 ｍｉＲ￣３３ａ￣５ｐ、ＡＢＣＡ１、ＡＢＣＧ１
表达的影响ꎮ 与空白对照组相比ꎬ荷叶生物碱组细

胞内 ｍｉＲ￣３３ａ￣５ｐ 的相对表达量减少同时 ＡＢＣＡ１、
ＡＢＣＧ１ ｍＲＮＡ 及蛋白的相对表达量增加ꎮ 与 ｏｘ￣
ＬＤＬ 组相比ꎬ荷叶生物碱＋ｏｘ￣ＬＤＬ 组细胞内脂质蓄

积明显减少ꎬｍｉＲ￣３３ａ￣５ｐ 的相对表达量显著减少同

时 ＡＢＣＡ１、ＡＢＣＧ１ ｍＲＮＡ 及蛋白的相对表达量显著

增加ꎮ 因此ꎬ本研究证实了荷叶生物碱下调 ｍｉＲ￣
３３ａ￣５ｐ 的表达ꎬ上调 ＡＢＣＡ１、ＡＢＣＧ１ 的表达ꎬ增加

胆固醇的流出ꎬ减少细胞内脂质的含量ꎬ抑制泡沫

细胞的形成ꎮ 荷叶生物碱是否通过下调 ｍｉＲ￣３３ａ￣５ｐ
的表达从而增加 ＡＢＣＡ１ / Ｇ１ 的表达ꎬ抑或 ｍｉＲ￣３３ａ￣
５ｐ 的下调与 ＡＢＣＡ１ / Ｇ１ 表达增加只是平行关系?
荷叶生物碱对 ｍｉＲ￣３３ａ￣５ｐ 的调控作用是否影响了

其他相关脂质调节因子的表达? 荷叶生物碱的抗

Ａｓ 调控通路有待进一步研究明确ꎮ
此外ꎬ本研究结果显示 ５０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 可上调

ＡＢＣＡ１、ＡＢＣＧ１ 的表达ꎬ下调 ｍｉＲ￣３３ａ￣５ｐ 的表达ꎮ
近年研究发现 ｏｘ￣ＬＤＬ 在某些情况下具有抗 Ａｓ 的作

用[２１]ꎮ Ｓｕ 等[２２] 证实了当 ｏｘ￣ＬＤＬ 浓度为 ５０ ｍｇ / Ｌ
时巨噬细胞 ＡＢＣＡ１ 的表达量最多ꎮ 同时 ｏｘ￣ＬＤＬ 能

被巨噬细胞表面清道夫受体识别摄取ꎬ且无负反馈

调节ꎬ最终导致细胞泡沫化[２３]ꎮ 本研究 ｏｘ￣ＬＤＬ 总

体的作用是增强 ＴＨＰ￣１ 源性巨噬细胞的脂质蓄积ꎬ
推测 ｏｘ￣ＬＤＬ 被其他受体摄入细胞内的作用强于上

调 ＡＢＣＡ１ 的表达ꎮ 另推测 ＴＨＰ￣１ 源性巨噬细胞在

ｏｘ￣ＬＤＬ 的刺激下启动抗 Ａｓ 机制ꎬ调动各种脂质调

节因子(如 ｍｉＲ￣３３ａ￣５ｐ 及 ＡＢＣＧ１)ꎬ促进 ＲＣＴ 的过

程ꎮ 而 Ｓｃｈｉｐｐｌｉｎｇ 等[２４] 则认为是由于吞噬 ｏｘ￣ＬＤＬ
所致的过量胆固醇负荷促进了细胞 ＲＣＴ 反应ꎬ导致

相关脂质调节因子表达改变ꎬ由此维持细胞内胆固

醇动态平衡ꎬ具体机制有待研究ꎮ
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