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[摘　 要] 　 目的　 探讨载脂蛋白 ＡⅠ(ＡｐｏＡⅠ)对动脉粥样硬化(Ａｓ)小鼠血浆中肿瘤坏死因子 α(ＴＮＦ￣α)水平和

巨噬细胞表达 ＴＮＦ￣α 的影响及其可能机制ꎮ 方法　 雄性 ＡｐｏＥ－ / －小鼠高脂饲养 １２ 周后ꎬ随机分为对照组、ＡｐｏＡⅠ
组、ＡＧ４９０(特异性 ＪＡＫ２ 抑制剂) ＋ＡｐｏＡⅠ组ꎮ 处死前第 １、３ 天分别予以生理盐水、ＡｐｏＡⅠ(４０ μｇ / ｇ)及 ＡＧ４９０
(４ μｇ / ｇ)＋ＡｐｏＡⅠ(４０ μｇ / ｇ)干预ꎬ各组处死前 １２ ｈ 腹腔注射脂多糖(ＬＰＳ)ꎬ酶联免疫法检测血浆 ＴＮＦ￣α 浓度ꎮ
ＴＨＰ￣１ 细胞来源的泡沫细胞随机分为对照组、ＡｐｏＡⅠ组、ＡＧ４９０＋ＡｐｏＡⅠ组ꎬ予以相应干预后加入 ＬＰＳ 孵育ꎬ检测各

组上清液 ＴＮＦ￣α 浓度及细胞中 ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 的表达水平ꎮ 结果　 与对照组比较ꎬＡｐｏＡⅠ能显著降低 ＬＰＳ 刺激的

小鼠血浆 ＴＮＦ￣α 浓度(Ｐ<０.０１)ꎻ予以 ＡＧ４９０ 后ꎬＡｐｏＡⅠ抑制 ＴＮＦ￣α 分泌的作用明显减弱(Ｐ<０.０５)ꎮ 体外研究表

明 ＡｐｏＡⅠ能抑制 ＬＰＳ 诱导的 ＴＮＦ￣α 转录与表达(Ｐ<０.０１)ꎬ但予以 ＡＧ４９０ 后ꎬ削弱了 ＡｐｏＡⅠ的抗炎作用(Ｐ<０.
０５)ꎮ 结论　 ＡｐｏＡⅠ通过 ＪＡＫ２ / ＳＴＡＴ３ 信号通路抑制 ＴＮＦ￣α 的转录表达ꎮ
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ｓｅｐａｒａｔｅｌｙ ｒｅｃｅｉｖｅｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ＰＢＳꎬ ＡｐｏＡⅠ(４０ μｇ / ｇ)ꎬ ＡｐｏＡⅠ(４０ μｇ / ｇ)＋ＡＧ４９０(４ μｇ / ｇ) ｏｎ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｄａｙ
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ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＬＰＳ ｍａｒｋｅｄｌｙ ｗｅａｋｅｎｅｄ(Ｐ<０.０５).　 Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｓｔｕｄｙ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ＡｐｏＡⅠｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ＴＮＦ￣α ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｎｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＬＰＳ(Ｐ<０.０１)ꎬ ＡＧ４９０ ａｂｒｏｇａｔｅｄ ｔｈｅ ａｎｔｉ￣ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＡｐｏＡⅠ(Ｐ<０.０５).　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＡｐｏＡ
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　 　 动脉粥样硬化的本质是慢性炎症性疾病ꎬ高密

度脂蛋白(ｈｉｇｈ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬＨＤＬ)通过抗炎、
促进胆固醇逆转运 ( ｒｅｖｅｒｓｅ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｔｒａｎｓｐｏｒｔꎬ
ＲＣＴ)等作用发挥抗动脉粥样硬化的作用ꎬ与动脉粥

样硬化的发生呈负相关ꎮ 载脂蛋白 ＡⅠ(ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ ＡⅠꎬ ＡｐｏＡⅠ)是 ＨＤＬ 的主要蛋白成分ꎬ约占其

蛋白成分 ７０％ꎬＨＤＬ 的功能主要通过 ＡｐｏＡⅠ实现

的ꎬＡｐｏＡⅠ在体内主要作为三磷酸腺苷结合盒转运

体 Ａ１(ＡＴＰ ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ Ａ１ꎬＡＢＣＡ１)
的受体ꎬ介导泡沫细胞中游离胆固醇及磷脂的流

出ꎬ发挥抗炎、抗动脉粥样硬化的作用ꎮ 双面神激

酶 ２(ｊａｎｕｓ ｋｉｎａｓｅ ２ꎬＪＡＫ２)是一种非跨膜酪氨酸激

酶ꎬ能把细胞外的刺激信号通过细胞膜传导到细胞

核ꎬ激活下游的信号转导及转录激活因子 ３( ｓｉｇｎａｌ
ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ３ꎬＳＴＡＴ３)ꎬ启
动相应目的基因的转录表达ꎬ完成细胞信号的跨膜

传递ꎮ 已有研究表明 ＪＡＫ２ / ＳＴＡＴ３ 信号通路参与了

炎症的调控ꎮ ＡＢＣＡ１ 胞内核苷酸结合区域有两个

ＳＴＡＴ３ 的“锚定位点”ꎬ当 ＡｐｏＡⅠ与 ＡＢＣＡ１ 结合后

能激活 ＳＴＡＴ３[１]ꎬ表明激活 ＪＡＫ２ / ＳＴＡＴ３ 信号通路ꎮ
ＡｐｏＡⅠ有抗炎作用是否与 ＪＡＫ２ / ＳＴＡＴ３ 信号通路

相关? 本研究探讨 ＡｐｏＡⅠ是否通过 ＪＡＫ２ / ＳＴＡＴ３
信号通路发挥抗炎作用ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

ＡｐｏＥ－ / －小鼠购自北京维通利华公司ꎬ高脂饲料

购自广东省动物实验中心ꎬ ＡＧ４９０ 购自北京大科为

生物技术公司ꎬＴＨＰ￣１ 细胞为本实验室保存ꎬＲＰ￣
ＭＩ１６４０ 培养基购自 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎬ肿瘤坏死因子 α
( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ αꎬ ＴＮＦ￣α) ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自

Ｒ＆Ｄ 公司ꎬＬＰＳ 购自上海联硕生物科技公司ꎬＲＮＡ
提取及反转录聚合酶链反应(ＲＴ￣ＰＣＲ)试剂盒购自

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬ油红 Ｏ 购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬＯｘ￣ＬＤＬ 购

自北京协生生物科技公司ꎬＰＭＡ 购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ
ＡｐｏＡⅠ用质粒在体外表达纯化取得ꎬ纯度大于

９９％ꎬ由湖南远泰生物技术公司协助完成ꎮ 其余试

剂均为湘雅二医院心血管内科实验室提供ꎮ
１.２　 分组与干预

２４ 只 ＡｐｏＥ－ / －小鼠高脂饲料饲养 １２ 周后随机分

为 ３ 组:①对照组:处死前第 １、第 ３ 天尾静脉注射生

理盐水ꎻ②ＡｐｏＡⅠ组:处死前第 １、第 ３ 天尾静脉注射

ＡｐｏＡⅠ(４０ μｇ / ｇ)ꎻ③ＡＧ４９０＋ＡｐｏＡⅠ组:同 ＡｐｏＡⅠ组ꎬ但
在 ＡｐｏＡⅠ前 ３ ｈ 注射 ＡＧ４９０(４ μｇ / ｇ)ꎮ 所有组小鼠处

死 １２ ｈ 前予以腹腔注射 ＬＰＳ ２５ μｇ / 只ꎮ 处死后分离

血浆ꎬ用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测 ＴＮＦ￣α 浓度ꎮ
ＴＨＰ￣１ 细胞复苏后用含 １０％胎牛血清、１００ ｋＵ /

Ｌ 青霉素和链霉素的 ＲＰＭＩ１６４０ 培养基置于含 ５％
ＣＯ２、３７℃、湿度 １００％的无菌培养箱中培养ꎬ细胞状

态良好后计数分组ꎬ每组 １. ５ × １０６ 个细胞ꎬ先用

１６０ ｎｍｏｌ / Ｌ佛波酯(ＰＭＡ)孵育 １２ ｈ 诱导分化成巨

噬细胞ꎬ再用含 ５０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 无血清培养基培养

４８ ｈ 使其泡沫化ꎮ 随机分为:①对照组:予以无血

清培养基继续培养 ３ ｈꎻ②ＡｐｏＡⅠ组:无血清培养基

加入 １０ ｍｇ / Ｌ ＡｐｏＡⅠ孵育 ３ ｈꎻ③ＡＧ４９０＋ ＡｐｏＡⅠ
组:预先予以 ２５ μｍｏｌ / Ｌ ＡＧ４９０ 孵育 ３０ ｍｉｎꎬ再加入

１０ ｍｇ / Ｌ ＡｐｏＡ Ⅰ 孵育 ３ ｈꎬ 各组再加入浓度为

１０ μｇ / Ｌ ＬＰＳꎬ孵育 ６ ｈꎬ待测 ＴＮＦ￣α 浓度和 ＴＮＦ￣α
ｍＲＮＡ 表达水平ꎮ
１. ３ 　 ＥＬＩＳＡ、ＲＴ￣ＰＣＲ 测定 ＴＮＦ￣α 浓度和 ＴＮＦ￣α
ｍＲＮＡ 表达水平

用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测各组 ＴＮＦ￣α 浓度ꎮ 细胞

按照 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司说明书提取 ＲＮＡ 及行 ＲＴ￣ＰＣＲ
检测 ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 表达水平ꎬ人 ＴＮＦ￣α 引物序列:
正义链 ５′￣ＧＣＴ ＴＣＣ ＴＣＣ ＡＧＡ ＴＧＡ ＧＣＴ Ｔ￣３′ꎬ反义

链 ５′￣ＴＧＣ ＴＧＴ ＣＣＴ ＴＧＣ ＴＧＡ ＧＧＧ Ａ￣３′ꎮ
１.４　 泡沫细胞油红 Ｏ 染色及主动脉切片 ＨＥ 染色

泡沫细胞用 ５０％异丙醇固定ꎬ油红 Ｏ 工作液染

色 １５ ｍｉｎꎬ冲洗 ５ ｍｉｎꎬ苏木素染核 １０ ｍｉｎꎬ冲洗分

色ꎬ氨水返蓝后ꎬ显微镜下观察拍照ꎬ红色颗粒为蓄

积脂质ꎻ分离主动脉置入 ４％多聚甲醛液中固定ꎬ切
片行 ＨＥ 染色ꎮ
１.５　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ １３.０ 统计软件包进行分析ꎬ数据均

进行正态性分析ꎬ凡不符合正态分布的变量均先经

对数转换后ꎬ再作进一步统计分析ꎮ 两组均数间比

较采用独立样本 ｔ 检验ꎮ 数据用 ｘ±ｓ 表示ꎬＰ<０.０５
为差异有显著性ꎮ

２　 结　 果

２.１　 泡沫细胞的构建

从图 １ 可见ꎬ泡沫细胞中脂质蓄积ꎬ油红 Ｏ 染

色显示为红色ꎬ证明细胞中有脂质沉积ꎬ泡沫细胞

构建成功ꎮ
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图 １. 泡沫细胞油红 Ｏ 染色(×４００)　 　 红色颗粒为沉积脂质

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｆｏａｍ ｃｅｌｌ ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ(×４００)

２.２　 各组动脉粥样硬化斑块的情况

主动脉组织常规石蜡包埋切片 ＨＥ 染色ꎬ各组

成功诱导出动脉粥样硬化斑块ꎬ不同干预对斑块的

大小无明显影响(图 ２)ꎮ

图 ２. 各组动脉粥样硬化斑块情况(×４０)
Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃ ｐｌａｑｕｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ (×４０)

２.３ 　 ＡｐｏＡⅠ对 ＡｐｏＥ－ / － 小鼠血浆 ＴＮＦ￣α 浓度的

影响

与对照组比较ꎬＡｐｏＡⅠ组血浆中 ＴＮＦ￣α 浓度明显

降低(Ｐ<０.０１)ꎻ而预先予以 ＡＧ４９０ 阻断 ＪＡＫ２ / ＳＴＡＴ３
信号通路ꎬ再予以 ＡｐｏＡⅠꎬ与 ＡｐｏＡⅠ组比较ꎬ其抑制

ＴＮＦ￣α 分泌的作用明显减弱(Ｐ<０.０５ꎻ图 ３)ꎮ

图 ３. 不同干预对 ＬＰＳ 刺激小鼠血浆 ＴＮＦ￣α浓度的影响

ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＡｐｏＡⅠ组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｎ ｐｌａｓｍ ＴＮＦ￣
α ｌｅｖｅｌｓ ｂｙ ＬＰＳ￣ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｍｉｃｅ

２.４　 ＡｐｏＡⅠ对泡沫细胞分泌 ＴＮＦ￣α 的影响

与对照组相比ꎬＡｐｏＡⅠ组能明显抑制 ＬＰＳ 诱导

ＴＨＰ￣１ 源泡沫细胞分泌 ＴＮＦ￣α(Ｐ<０.０１)ꎻ而预先予

以 ＡＧ４９０ 阻断 ＪＡＫ２ / ＳＴＡＴ３ 信号通路ꎬ与 ＡｐｏＡⅠ
组相比ꎬＡＧ４９０＋ ＡｐｏＡⅠ组对 ＬＰＳ 诱导泡沫细胞分

泌 ＴＮＦ￣α 的能力明显减弱(Ｐ<０.０１ꎻ图 ４)ꎮ

图 ４. 不同干预对 ＬＰＳ 刺激泡沫细胞上清液中 ＴＮＦ￣α浓度

的影响　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＡｐｏＡⅠ组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｎ ｓｕｐｅｒｎａｔｅ
ＴＮＦ￣α ｌｅｖｅｌｓ ｆｒｏｍ ＬＰＳ ｉｎｄｕｃｅｄ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ
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２.５　 ＡｐｏＡⅠ对泡沫细胞 ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 表达的影响

与对照组比较ꎬＡｐｏＡⅠ组、ＡＧ４９０ ＋ＡｐｏＡⅠ组

ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 表达明显降低(Ｐ<０.０１)ꎻ但 ＡＧ４９０＋
ＡｐｏＡⅠ组与 ＡｐｏＡⅠ组比较ꎬＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 表达明

显升高(Ｐ<０.０５ꎻ图 ５)ꎮ

图 ５. 不同干预对 ＬＰＳ 诱导泡沫细胞 ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 表达的

影响　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＡｐｏＡ
Ⅰ组比较ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｎ ＴＮＦ￣α ｍＲ￣
ＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｆｒｏｍ ＬＰＳ ｉｎｄｕｃｅｄ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ

３　 讨　 论

动脉粥样硬化(ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡｓ)是一种慢性

炎症性疾病ꎬ具体表现为斑块中巨噬细胞聚集和血

浆中炎症标志物浓度的升高ꎮ 单核￣巨噬细胞在 Ａｓ
的发生、发展中起关键性作用ꎬ巨噬细胞吞噬低密

度脂蛋白形成的泡沫细胞是 Ａｓ 的标志之一ꎬＡｓ 中

巨噬细胞能分泌多种炎症介质ꎬ如单核细胞趋化蛋

白 １ ( ｍｏｎｏｃｙｔｅ ｃｈｅｍｏａｔｔｒａｃｔａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ￣１ꎬ ＭＣＰ￣１)、
ＴＮＦ￣α 等ꎬ进一步促进单核细胞向内皮下迁移ꎬ吞噬

脂质促进斑块的形成及并发症的出现ꎮ ＡｐｏＡⅠ在

体内主要作为 ＡＢＣＡ１ 的受体ꎬ促进胆固醇逆转运

(ｒｅｖｅｒｓｅ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｔｒａｎｓｐｏｒｔꎬ ＲＣＴ)ꎬ同时 ＡｐｏＡⅠ有

抗炎作用ꎬ表现为能抑制单核细胞表面整合素

ＣＤ１１ｂ 的表达[２]ꎬ抑制低密度脂蛋白受体和 ＡｐｏＡ
Ⅰ双基因敲除小鼠的淋巴细胞激活及增殖[３]ꎬ增加

调节性 Ｔ 细胞比例[４]ꎻ还可通过锌指蛋白磷酸化途

径抑制炎症因子的表达[５]ꎬＡｐｏＡⅠ可减少高脂小鼠

皮肤中的 Ｔ 淋巴细胞数量ꎬ减轻皮炎损害[６]ꎬＡｐｏＡ
Ⅰ可抑制支气管哮喘的气道炎症反应ꎬ对急性肺损

伤及病毒性肺炎也有保护作用[７]ꎻＡｐｏＡⅠ基因敲除

的小鼠炎症活性明显增强ꎬＡｐｏＡⅠ过表达不但对

ＬＰＳ 诱导的全身炎症及多器官损害起保护作用[８]ꎬ
而且还能减少血管炎症反应及纤维化[９]ꎮ 但 ＡｐｏＡ

Ⅰ抗炎的具体机制不详ꎮ 有研究表明ꎬ巨噬细胞能

表达 ＡＢＣＡ１ꎬＡＢＣＡ１ 胞内核苷酸结合区域有两个

ＳＴＡＴ３ 的“锚定位点”ꎮ ＳＴＡＴ３ 受上游 ＪＡＫ 家族调

节ꎬ主要是 ＪＡＫ２ꎬ与 ＪＡＫ２ 构成 ＪＡＫ２ / ＳＴＡＴ３ 信号调

节通路ꎬ广泛参与细胞的调节及信号传导ꎬ包括炎

症反应等ꎬＡｐｏＡⅠ的抗炎可能为与 ＡＢＣＡ１ 结合后

促进 ＲＣＴ 的同时激活 ＪＡＫ２ / ＳＴＡＴ３ 信号通路ꎬ抑制

巨噬细胞炎症[１０￣１１]ꎮ 但也有研究认为与 ＡｐｏＡⅠ的

抗炎与促进细胞膜脂质筏中胆固醇流出ꎬ减少细胞

膜中的胆固醇含量ꎬ影响脂质筏介导炎症信号的传

导有关[１２￣１４]ꎮ 本研究推测 ＡｐｏＡⅠ的抗炎作用可能

是通过 ＪＡＫ２ / ＳＴＡＴ３ 信号通路介导实现的ꎮ ＴＮＦ￣α
是一种炎症标志物ꎬ在体内主要由单核巨噬细胞分

泌ꎬ炎症刺激能刺激其表达与分泌ꎬ它在体内也能

放大炎症反应ꎬ诱导刺激更多促炎因子、黏附因子

等炎症介质的产生ꎮ 同时ꎬ有研究表明 ＴＮＦ￣α 还能

刺激血管平滑肌细胞的迁移[１５]ꎬ促进内皮细胞表达

黏附因子、炎症因子[１６]ꎬ抑制 ＡＢＣＡ１ 的表达ꎬ抑制

胆固醇流出[１７]ꎻ促进动脉粥样硬化的发生、发展ꎮ
在本研究中ꎬ予以 ＬＰＳ 作为炎症刺激ꎬ发现 ＡｐｏＡⅠ
能明显抑制 ＬＰＳ 诱导 ＴＮＦ￣α 的转录和表达ꎬ但是予

以 ＡＧ４９０ꎬ抑制 ＪＡＫ２ / ＳＴＡＴ３ 信号通路后ꎬ削弱了

ＡｐｏＡⅠ的抗炎能力ꎮ 由此可见ꎬＡｐｏＡⅠ的抗炎是

通过 ＪＡＫ２ / ＳＴＡＴ３ 信号通路介导的ꎮ
综上所述ꎬＡｐｏＡⅠ除了作为 ＡＢＣＡ１ 的受体接

受游离胆固醇及磷脂生成圆盘状前 β￣ＨＤＬꎬ促进胆

固醇流出之外ꎬ本研究发现 ＡｐｏＡⅠ还有抗炎作用ꎬ
能抑制 ＴＮＦ￣α 的转录和表达ꎬＡｐｏＡⅠ抑制 ＴＮＦ￣α
的转录和表达是通过 ＪＡＫ２ / ＳＴＡＴ３ 信号通路调

控的ꎮ
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