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ＭｉｃｒｏＲＮＡ￣１５５ 通过 ＣＥＨ 影响巨噬细胞泡沫化过程
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[摘　 要] 　 目的　 探讨 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣１５５(ｍｉＲ￣１５５)通过干扰人 ＴＨＰ￣１ 单核巨噬细胞内胆固醇酯水解酶(ＣＥＨ)的表

达来影响巨噬细胞泡沫化形成的机制ꎮ 方法　 通过油红 Ｏ 染色和和高效液相色谱法(ＨＰＬＣ)分析胆固醇酯(ＣＥ)
含量ꎬ观察阳性细胞率和细胞内胆固醇酯(ＣＥ)含量的变化情况ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测上述各组细胞内 ＣＥＨ、三磷酸腺

苷结合盒转运体 Ａ１(ＡＢＣＡ１)、清道夫受体(ＳＲ￣Ａ)的表达变化ꎮ 结果　 转染 ｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃｓ 的细胞阳性比率、胆
固醇酯、游离胆固醇(ＦＣ)、总胆固醇(ＴＣ)含量均随着时间的延长明显下降(Ｐ<０.０５)ꎻｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃｓ 组细胞阳性

比率、胆固醇含量和 ＳＲ￣Ａ 的表达均被明显降低(Ｐ<０.０５)ꎬ而 ＣＥＨ 和 ＡＢＣＡ１ 的表达被明显增强(Ｐ<０.０５)ꎻ ｍｉＲ￣
１５５ ｍｉｍｉｃｓ＋ｓｉＲＮＡ￣ＣＥＨ 和 ｓｉＲＮＡ￣ＣＥＨ 组细胞阳性比率、胆固醇含量和 ＳＲ￣Ａ 的表达均明显增加(Ｐ<０.０５)ꎬ而 ＣＥＨ
和 ＡＢＣＡ１ 的表达被明显降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 高表达的 ｍｉＲ￣１５５ 可以明显抑制巨噬细胞泡沫化的形成ꎬ该作用

可能是通过增强巨噬细胞内 ＣＥＨ 的表达进而影响 ＡＢＣＡ１ 和 ＳＲ￣Ａ 等相关基因的表达来得以实现ꎮ
[中图分类号] 　 Ｒ４４６. １ [文献标识码] 　 Ａ
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ｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃｓ ｇｒｏｕｐ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ(Ｐ<０.０５).　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＲ￣Ａꎬｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌ ｒａｔｉｏꎬ ｔｈｅ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｅｆ￣
ｆｌｕｘ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ(Ｐ<０.０５)ꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＥＨ ａｎｄ ＡＢＣＡ１ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｍｉｃｒｏＲ￣
ＮＡ￣１５５＋ｓｉＲＮＡ￣ＣＥＨ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓｉＲＮＡ￣ＣＥＨ ｇｒｏｕｐ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ(Ｐ<０.０５). 　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲ￣
ＮＡ￣１５５ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏａｍ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓꎬｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｂｅ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｂｙ ＣＥＨ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＢＣＡ１
ａｎｄ ＳＲ￣Ａ.

　 　 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ(ｍｉＲ)是一类非编码 ＲＮＡ 分子ꎬ其
广泛表达于真核生物细胞中ꎬ近年来已经迅速发展

为动脉粥样硬化( ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡｓ)等疾病的重要

分子标志物[１￣２]ꎮ ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣１５５ (ｍｉＲ￣１５５) 是一种

多功能 ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬ成熟的 ｍｉＲ￣１５５ 在多种免疫细胞

内均有表达ꎬ并通过其自身表达的变化来参与机体

的免疫反应ꎮ 已有研究表明ꎬｍｉＲ￣１５５ 在免疫反应

炎症、肿瘤发生等过程中发挥了重要的作用[３￣５]ꎮ
还有研究显示ꎬ在氧化型低密度脂蛋白(ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ
ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬｏｘ￣ＬＤＬ)刺激的巨噬细胞中ꎬｍｉＲ￣
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１２５ａ￣５ｐ、ｍｉＲ￣１４６ 和 ｍｉＲ￣１５５ 等的表达均明显上

调[６]ꎮ 胆固醇酯水解酶( ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｙｌ ｅｓｔｅｒ ｈｙｄｒｏｌａｓｅꎬ
ＣＥＨ) 又叫胆盐刺激脂酶ꎬ其主要作用是催化胆固

醇酯(ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｅｓｔｅｒꎬＣＥ)水解为游离胆固醇( ｆｒｅｅ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬＦＣ)ꎬ同时还能够促进胆固醇外流ꎬ减少

ＣＥ 在细胞内的蓄积 [７￣８]ꎮ 大量研究已经证实ꎬＣＥＨ
在 Ａｓ 的形成过程中起到十分重要的作用ꎬ高表达的

ＣＥＨ 可以明显抑制 Ａｓ 的形成[９￣１１]ꎮ 本实验主要通

过干扰巨噬细胞内 ｍｉＲ￣１５５ 和 ＣＥＨ 的表达来观察

两者对巨噬细胞泡沫化过程的影响ꎬ进而探讨两者

在 Ａｓ 形成过程中所起到的作用ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

ＴＨＰ￣１ 人单核巨噬细胞(上海生命科学研究

院)ꎻｍｉＲ￣１５５ 激动剂(ｍｉｍｉｃꎬ上海生物所)ꎻｓｉＲＮＡ￣
ＣＥＨ(Ｓｉｇｍａ 公司)ꎻｏｘ￣ＬＤＬ (北京生物技术有限公

司)ꎻ鼠抗人 ＣＥＨ 抗体、鼠抗人 ＳＲ￣Ａ 抗体、兔抗人

ＡＢＣＡ１ 抗体(上海生工公司)ꎻ小鼠抗 β￣ａｃｔｉｎ 抗体、
山羊抗兔 ＩｇＧ、山羊抗鼠 ＩｇＧ (中杉金桥公司)ꎻＥＣＬ
发光试剂盒、ＢＣＡ 蛋白含量检测试剂盒(凯基生物科

技发展有限公司)ꎮ
１.２　 细胞培养、泡沫化处理

巨噬细胞置于 ５％ ＣＯ２、３７℃饱和湿度的恒温培

养箱中培养ꎮ 置于 ３７℃水浴复苏ꎬ５％ ＣＯ２、３７℃培

养箱内培养ꎮ 待细胞生长至 ８０％ ~ ９０％汇合时ꎬ用
０.２５％胰蛋白酶消化 １~２ ｍｉｎꎮ 吹打贴壁细胞ꎬ将细

胞悬液按 １ ∶ ２ 稀释ꎬ传到新培养瓶中ꎬ每瓶加入

５ ｍＬ新鲜培养液继续培养ꎮ 将获得的巨噬细胞更

换含 ３％胎牛血清 ＤＭＥＭ 培养液ꎬ并加入终浓度为

８０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬꎬ共同孵育 ４８ ｈꎬ即得泡沫细胞模

型ꎮ 分组:将 ｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃｓ 作用 ｏｘ￣ＬＤＬ 培养的泡

沫细胞ꎬ按作用时间分为 ０ ｈ 组、２４ ｈ 组、４８ ｈ 组、
７２ ｈ组ꎮ 其中作用 ｏｘ￣ＬＤＬ 培养的泡沫细胞 ４８ ｈ 又

分为 ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃｓ 组、ｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃｓ＋
ｓｉＲＮＡ￣ＣＥＨ 组、ｓｉＲＮＡ￣ＣＥＨ 组ꎮ
１.３　 转染巨噬细胞瞬时表达

各组单核细胞分别用 ｍｉＲ￣１５５ 模拟物和 / 或
ｓｉＲＮＡ￣ＣＥＨ 在 ３７℃下转染 ２４ ｈꎮ 细胞接种在 ６ 孔板

中ꎬ培养至 ５０％汇合ꎬ用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 转染ꎬ并
在 １０％胎牛血清和无抗生素条件下生长 ２４ ｈꎮ 然后

用补充有 １００ ｋＵ / Ｌ 青霉素和 １００ ｍｇ / Ｌ 链霉素的新

鲜培养基替换培养基ꎮ 再次培养 ２４ ｈ 后ꎬ细胞用细

胞因子刺激 ２４ ｈ 收获细胞和上清液ꎮ 通过定量 ＲＴ￣
ＰＣＲ 证实转染效率ꎮ
１.４　 油红 Ｏ 染色

各组细胞分别培养 ４８ ｈ 后ꎬ将贴壁的巨噬细胞

培养于预先放有无菌盖玻片的 ６ 孔培养板ꎬ待处理

好后ꎬ以 ＰＢＳ 冼 ３ 次ꎬ１０％甲醛中固定 １０ ｍｉｎꎬＰＢＳ
洗 １ 次ꎬ６０％异丙醇中放置 ５ ｍｉｎꎬ新过滤的油红 Ｏ
染色细胞 １０ ｍｉｎꎬ６０％异丙醇分化 ３０ ｓꎬＰＢＳ 洗 ３
次ꎬ每次 １ ｍｉｎꎬ苏木精明矾染液染色 ５ ｍｉｎꎬ１％盐酸

分色及反蓝 １ ｍｉｎꎬ水性封片剂封片ꎮ 光学显微镜下

观察细胞油红 Ｏ 染色阳性率ꎮ
１.５　 高效液相色谱法分析

收集各组细胞ꎬ用 ０. ９％ ＮａＣｌ 离心弃上清ꎬ加
０􀆰 ９％ ＮａＣｌ ５００ μＬ 重悬细胞ꎬ超声裂解细胞ꎮ 辛可酸

液进行蛋白定量ꎻ将细胞溶解产物分为等体积的两组ꎻ
加入等体积新鲜配制的 １５％ＫＯＨ 醇溶液ꎬ室温涡旋至

细胞溶解产物清亮ꎻ分别加入 ６％三氯乙酸去蛋白ꎮ 再

加入等体积正己烷ꎬ振荡器上涡旋混匀ꎮ 取上层有机

相在真空干燥机中真空干燥ꎮ 沉淀中加入丙酮和

ＣｒＯ３ꎮ 正己烷终止反应ꎬ加水混匀ꎬ取上层有机相

３００ μＬ放于真空干燥机中真空干燥ꎮ 加入 １００ μＬ 异

丙醇 ∶ 正庚烷 ∶ 乙腈将样本溶解ꎬ活性碳去色素ꎻ超声

除气 ５ ｍｉｎꎬ１５００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ收集上清液ꎻ取
１０ μＬ进样ꎬ进行高效液相色谱法(ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ
ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙꎬＨＰＬＣ)分析ꎮ
１.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞中相关蛋白的表达

４８ ｈ 后ꎬ收集各组细胞ꎬＰＢＳ 清洗 ２ 次ꎬ提取总

蛋白ꎬ蛋白浓度参照 ＢＣＡ 试剂盒测定ꎮ ＳＤＳ￣聚丙烯

酰胺凝胶(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)电泳分离ꎬ移至 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ
５％脱脂奶粉在 ３７℃封闭 ２ ｈꎮ 加入 １ ∶ ５００ 鼠抗人

ＣＥＨ 抗体、 １ ∶ １０００ 兔抗人 ＳＲ￣Ａ 抗体、１ ∶ １０００ 兔

抗人 ＡＢＣＡ１ 抗体ꎬ４℃过夜ꎮ ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ每次

１０ ｍｉｎꎬ后加入辣根过氧化物酶 (ＨＲＰ)标记山羊抗

鼠 ＩｇＧ (１ ∶ ２００)、山羊抗兔 ＩｇＧ (１ ∶ ２００)ꎬ４℃孵育

２ ｈꎮ 洗膜 ３ 次后发光、定影ꎮ
１.７　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ１３.０ ｆｏｒ Ｗｉｎｄｏｗｓ 统计软件进行处理ꎮ
数据以 ｘ±ｓ 表示ꎬ所有数据均采用采用 ＡＮＯＶＡ 方

法进行分析ꎮ 以 Ｐ < ０. ０５ 表示差异具有统计学

意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ｍｉＲ￣１５５ 对巨噬细胞泡沫化的影响

油红 Ｏ 染色结果显示ꎬｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃｓ 分别作

４５５ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ６ꎬ２０１７



用 ｏｘ￣ＬＤＬ 培养的泡沫细胞 ０、２４、４８、７２ ｈ 后ꎬ细胞

阳性比率随着时间的延长明显下降(Ｐ<０.０５)ꎮ 与

０ ｈ组比较ꎬ ２４、４８、７２ ｈ 组细胞阳性比率均明显降

低(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ２４ ｈ 组比较ꎬ ４８、７２ ｈ 组细胞阳性

比率也均明显降低(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ４８ ｈ 组比较ꎬ７２ ｈ

组细胞阳性比率无明显差异(Ｐ>０.０５)ꎮ 该结果说

明增强 ｍｉＲ￣１５５ 的表达能明显降低巨噬细胞的泡沫

化程度ꎬ但当作用时间超过 ４８ ｈ 时ꎬ该作用不再进

一步增强(图 １ꎬ表 １)ꎮ

图 １. 油红 Ｏ 染色各组单核巨噬细胞泡沫化情况及阳性细胞的相对含量(×４００)
Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ２４ꎬ４８ꎬ７２ ｈ(×４００)

表 １. 油红 Ｏ 染色阳性细胞的相对含量分析(ｘ±ｓꎬｎ＝ ６)
Ｔａｂｌｅ １. Ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ(ｘ±ｓꎬｎ＝ ６)

分　 组 阳性细胞百分率 (％)

０ ｈ 组 ５２.４５±２.０６

２４ ｈ 组 ３９.２２±１.８２ａ

４８ ｈ 组 ２１.０６±１.３６ａｂ

７２ ｈ 组 １９.７９±１.４９ａｂ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ０ ｈ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ２４ ｈ 组比较ꎮ

２.２　 ｍｉＲ￣１５５ 对巨噬细胞泡沫化过程中脂质蓄积的

影响

与 ０ ｈ 组比较ꎬ ２４、４８、７２ ｈ 组 ＣＥ、ＦＣ、ＴＣ 含量

及 ＣＥ / ＴＣ 比值均明显降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 与 ２４ ｈ 组比

较ꎬ ４８、７２ ｈ 组 ＣＥ、ＦＣ、ＴＣ 含量及 ＣＥ / ＴＣ 比值均明

显降低(Ｐ<０.０５)ꎻ而 ４８ ｈ 组与 ７２ ｈ 组比较ꎬ上述指

标无明显差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 提示增强 ｍｉＲ￣１５５ 表达

能明显降低巨噬细胞内胆固醇酯含量ꎬ但当作用时

间超过 ４８ ｈ 时ꎬ该作用不再进一步增强(表 ２)ꎮ

表 ２. ＨＰＬＣ 分析各组胆固醇代谢结果(ｘ±ｓꎬｎ＝ ６)
Ｔａｂｌｅ ２. Ｔｈｅ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＨＰＬＣ(ｘ±ｓꎬｎ＝ ６)

分　 组 ＣＥ(μｇ / １０６ ｃｅｌｌｓ) ＦＣ(μｇ / １０６ ｃｅｌｌｓ) ＴＣ(μｇ / １０６ ｃｅｌｌｓ) ＣＥ / ＴＣ(％)

０ ｈ 组 ０.６２±０.０７ ０.４８±０.０３ １.０１±０.０３ ６１.３８±２.１５

２４ ｈ 组 ０.４６±０.０３ａ ０.３１±０.０２ａ ０.９２±０.０４ａ ５０.００±１.８７ａ

４８ ｈ 组 ０.２５±０.０４ａｂ ０.１８±０.０１ａｂ ０.８１±０.０２ａｂ ３０.８６±１.９２ａｂ

７２ ｈ 组 ０.２４±０.０３ａｂ ０.１９±０.０２ａｂ ０.８０±０.０１ａｂ ３０.００±１.３４ａｂ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ０ ｈ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ２４ ｈ 组比较ꎮ

２.３ 　 ｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃｓ 对巨噬细胞内 ＣＥＨ 表达的

影响

与 ０ ｈ 组比较ꎬ２４、４８、７２ ｈ 组 ＣＥＨ 蛋白表达明

显增强(Ｐ<０.０５)ꎻ但当 ｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃｓ 作用超过

４８ ｈ时 ＣＥＨ 的表达不再明显增强ꎮ 提示随着作用

时间的延长ꎬｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃｓ 能明显增强 ＣＥＨ 蛋白

的表达ꎬ但当作用时间超过 ４８ ｈ 时这种增强作用不

再明显(图 ２)ꎮ
２.４　 ｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃｓ 和 /或 ｓｉＲＮＡ￣ＣＥＨ 对泡沫化细

胞内 ＣＥＨ 表达的影响

与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎬ作用 ４８ ｈ 后 ｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃｓ
组明显增强细胞内 ＣＥＨ 蛋白的表达 (Ｐ < ０. ０５)ꎻ
ｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃｓ＋ｓｉＲＮＡ￣ＣＥＨ 组和 ｓｉＲＮＡ￣ＣＥＨ 组均

明显抑制细胞中 ＣＥＨ 蛋白的表达(Ｐ<０.０５)(图 ３)ꎮ
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图 ２. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组泡沫细胞 ＣＥＨ 的表达情况

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ０ ｈ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ２４ ｈ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＣＥＨ ｉｎ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ

图 ３. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组泡沫细胞 ＣＥＨ 的表达情况

１ 为 ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎬ２ 为 ｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃｓ 组ꎬ３ 为 ｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃｓ＋ｓｉＲＮＡ￣
ＣＥＨ 组ꎬ４ 为 ｓｉＲＮＡ￣ＣＥＨ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＣＥＨ ｉｎ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ

２.５　 ｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃｓ 和 /或 ｓｉＲＮＡ￣ＣＥＨ 对巨噬细胞

泡沫化的影响

油红Ｏ 染色结果见图 ４ꎮ 与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎬｍｉＲ￣
１５５ ｍｉｍｉｃｓ 组泡沫细胞阳性比率明显降低(Ｐ<０.０５)ꎻ
而 ｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃｓ＋ｓｉＲＮＡ￣ＣＥＨ 组、ｓｉＲＮＡ￣ＣＥＨ 组泡

沫细胞阳性比率明显增加(Ｐ<０.０５)(表 ３、图 ４)ꎮ

表 ３. 油红 Ｏ 染色阳性细胞的相对含量分析(ｘ±ｓꎬｎ＝ ６)
Ｔａｂｌｅ ３. Ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ(ｘ±ｓꎬｎ＝ ６)

分　 组 阳性细胞百分率 (％)
ｃｏｎｔｒｏｌ 组 ６３.３２±２.７１
ｍｉｍｉｃｓ 组 ４０.９７±１.９９ａ

ｍｉｍｉｃｓ＋ｓｉＲＮＡ￣ＣＥＨ 组 ７８.５２±３.１１ａ

ｓｉＲＮＡ￣ＣＥＨ 组 ７９.５６±３.６５ａ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较比较ꎮ

２.６　 ｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃｓ 和 /或 ｓｉＲＮＡ￣ＣＥＨ 对巨噬细胞

泡沫化过程中脂质蓄积的影响

作用 ４８ ｈ 后ꎬ与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎬｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃｓ
组泡沫细胞内 ＣＥ、ＦＣ、ＴＣ 含量及 ＣＥ / ＴＣ 比值均明

显降低(Ｐ<０.０５)ꎻ而 ｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃｓ＋ｓｉＲＮＡ￣ＣＥＨ
组、ｓｉＲＮＡ￣ＣＥＨ 组泡沫细胞内 ＣＥ、ＦＣ、ＴＣ 含量及

ＣＥ / ＴＣ 比值均明显降低(Ｐ<０.０５)(表 ４)ꎮ
２.７　 ｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃｓ 和 /或 ｓｉＲＮＡ￣ＣＥＨ 对泡沫化细

胞内 ＡＢＣＡ１ 和 ＳＲ￣Ａ 蛋白表达的影响

与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组 比 较ꎬ ｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃｓ 组 细 胞

ＡＢＣＡ１ 的表达被明显增强(Ｐ<０.０５)ꎬ而 ＳＲ￣Ａ 蛋白

的表达被明显抑制(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃｓ＋ｓｉＲ￣
ＮＡ￣ＣＥＨ 组和 ｓｉＲＮＡ￣ＣＥＨ 组细胞内 ＡＢＣＡ１ 的表达

被明显抑制(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ而 ＳＲ￣Ａ 蛋白的表达被明显

增强(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 提示 ｍｉＲ￣１５５ 可能是通过 ＣＥＨ 来

调控 ＡＢＣＡ１ 和 ＳＲ￣Ａ 的表达ꎬ进而干扰泡沫细胞的

形成(图 ５)ꎮ

图 ４. 油红 Ｏ 染色检测作用 ４８ ｈ 后ꎬ各组单核巨噬细胞泡沫化情况及阳性细胞的相对含量(×４００) 　 　 从左至右分别为:ｃｏｎｔｒｏｌ
组、ｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃｓ 组、ｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃｓ＋ｓｉＲＮＡ￣ＣＥＨ 组、ｓｉＲＮＡ￣ＣＥＨ 组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ４８ ｈ(×４００)

６５５ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ６ꎬ２０１７



表 ４. ＨＰＬＣ 分析各组胆固醇代谢结果(ｘ±ｓꎬｎ＝ ６)
Ｔａｂｌｅ ４. Ｔｈｅ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＨＰＬＣ(ｘ±ｓꎬｎ＝ ６)

分　 组 ＣＥ(μｇ / １０６ ｃｅｌｌｓ) ＦＣ(μｇ / １０６ ｃｅｌｌｓ) ＴＣ(μｇ / １０６ ｃｅｌｌｓ) ＣＥ / ＴＣ(％)

ｃｏｎｔｒｏｌ 组 ０.６９±０.０５ ０.５０±０.０７ １.１２±０.０３ ６１.６０±２.１５
ｍｉｍｉｃｓ 组 ０.４１±０.０４ａ ０.３７±０.０５ａ １.０１±０.０４ａ ４０.５９±１.８７ａ

ｍｉｍｉｃｓ＋ｓｉＲＮＡ￣ＣＥＨ 组 ０.８１±０.０２ａ ０.６８±０.０６ａ １.２３±０.０２ａ ６５.８５±２.８５ａ

ｓｉＲＮＡ￣ＣＥＨ 组 ０.７９±０.０８ａ ０.６６±０.０４ａ １.１９±０.０５ａ ６６.３８±２.４５ａ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较比较ꎮ

图 ５. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组细胞内中 ＡＢＣＡ１ 和 ＳＲ￣Ａ 的表

达情况　 　 １ 为 ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎬ２ 为 ｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃｓ 组ꎬ ３ 为 ｍｉＲ￣１５５
ｍｉｍｉｃｓ＋ｓｉＲＮＡ￣ＣＥＨ 组ꎬ４ 为 ｓｉＲＮＡ￣ＣＥＨ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ与 ｃｏｎｔｒｏｌ
组比较比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｏｉｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＢＣＡ１ 和 ＳＲ￣Ａ
ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ

３　 讨　 论

泡沫细胞在 Ａｓ 的形成过程中起到了十分重要

的作用ꎮ 泡沫细胞是由于血液中巨噬细胞内脂质

代谢出现异常脂质堆积ꎬ当脂质堆积到一定程度时

巨噬细胞转化为泡沫细胞ꎬ 而转化形成的泡沫细胞

除了继续聚集脂质加速 Ａｓ 的形成外ꎬ还可以分泌大

量细胞因子等炎症介质ꎬ促进斑块局部发生炎症反

应ꎬ降低斑块稳定性ꎬ引起斑块破裂、脱落ꎬ进而导

致血管栓塞疾病的形成[９￣１０]ꎮ 因此ꎬ抑制泡沫化细

胞的形成在 Ａｓ 的防治过程中起到了十分重要的

作用ꎮ
本实验首先通过油红 Ｏ 染色和 ＨＰＬＣ 胆固醇

酯含量分析法发现ꎬ随着 ｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃｓ 作用时间

的延长ꎬ巨噬细胞油红 Ｏ 染色阳性率和胆固醇酯含

量均明显降低ꎬ并随作用时间的延长而进一步加

强ꎬ但当作用时间超过 ４８ ｈ 时ꎬ该作用不再进一步

增强ꎮ 该研究结果说明在一定时间范围内增强巨

噬细胞内 ｍｉＲ￣１５５ 的表达可以明显抑制巨噬细胞的

泡沫化程度ꎮ 本研究又通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测发现ꎬ
随着 ｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃｓ 作用时间的延长巨噬细胞内

ＣＥＨ 蛋白的表达明显被增强ꎬ但当 ｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃｓ
作用时间超过 ４８ ｈ 时ꎬ这种增强作用不再明显ꎮ 上

述研究结果表明增强巨噬细胞内 ｍｉＲ￣１５５ 的表达可

以明显抑制巨噬细胞的泡沫化程度ꎬ并且此作用很

可能与影响巨噬细胞内 ＣＥＨ 蛋白的表达有关ꎮ 为

证明此想法本研究又作了进一步的相关研究ꎬ结果

发现ꎬ当敲除巨噬细胞上 ＣＥＨ 的表达时 ｍｉＲ￣１５５
ｍｉｍｉｃｓ 增强 ＣＥＨ 表达的作用被明显抑制ꎬ同时

ｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃｓ 抑制巨噬细胞向泡沫细胞转化的作

用也明显降低ꎮ 以上研究结果表明ꎬｍｉＲ￣１５５ 可能

是通过影响巨噬细胞上 ＣＥＨ 的表达来抑制泡沫细

胞的形成ꎮ
巨噬细胞泡沫化的形成是 Ａｓ 的早期病理标志ꎬ

巨噬细胞通过清道夫受体(ＳＲ￣Ａ)对脂质的摄取是

泡沫细胞形成的关键ꎮ ＳＲ￣Ａ 可以识别巨噬细胞上

ｏｘ￣ＬＤＬ 的特异性结合位点并能无限制摄取 ｏｘ￣ＬＤＬꎬ
使巨噬细胞内脂质大量堆积最终形成泡沫细胞[１１]ꎮ
三磷酸腺苷结合盒转运体 Ａ１ (ＡＴＰ ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ Ａ１ꎬＡＢＣＡ１)为膜整合蛋白ꎬ其在巨噬细

胞中的主要功能是介导胞内胆固醇和磷脂流出ꎬ降
低 ＡＢＣＡ１ 表达可以使巨噬细胞内脂质蓄积的程度

进一步增加 [１２￣１３]ꎮ 本研究结果显示:与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组

比较ꎬｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃｓ＋ｓｉＲＮＡ￣ＣＥＨ 组和 ｓｉＲＮＡ￣ＣＥＨ
组 ＡＢＣＡ１ 的表达明显降低ꎬ而 ＳＲ￣Ａ１ 的表达明显

增强ꎻ ｍｉＲ￣１５５ ｍｉｍｉｃｓ 组 ＡＢＣＡ１ 的表达明显增强ꎬ
而 ＳＲ￣Ａ１ 的表达明显降低ꎮ 该研究结果表明ꎬ高表

达的 ｍｉＲ￣１５５ 不仅可以增强巨噬细胞内 ＡＢＣＡ１ 的

表达ꎬ还能抑制巨噬细胞内 ＳＲ￣Ａ１ 的表达ꎬ 但当巨

噬细胞内 ＣＥＨ 的表达被抑制时 ｍｉＲ￣１５５ 的这种作
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用则明显被降低ꎮ
综上推测ꎬｍｉＲ￣１５５ 可以影响巨噬细胞的泡沫

化过程ꎬ但 ｍｉＲ￣１５５ 的这种作用可能是通过干扰细

胞上 ＣＥＨ 的活性ꎬ进而影响 ＡＢＣＡ１ 和 ＳＲ￣Ａ１ 等相

关基因的表达来得以实现ꎮ
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