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[摘　 要] 　 目的 　 探讨微小 ＲＮＡ￣１４６ｂ(ｍｉＲ￣１４６ｂ)对人单核细胞株(ＴＨＰ￣１)细胞 ｐ３８ 分裂素原活化蛋白激酶

(ｐ３８ＭＡＰＫ)表达的影响ꎮ 方法　 血管紧张素Ⅱ(ＡｎｇⅡ)刺激 ＴＨＰ￣１ 建立细胞模型ꎬ慢病毒感染 ｐｒｅ￣ｍｉＲ￣１４６ｂ￣３ｐ
或 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１４６ｂ￣３ｐ 进入 ＴＨＰ￣１ 细胞中ꎬ检测 ｐ３８ＭＡＰＫ 与环氧化酶 ２(ＣＯＸ２)表达的变化ꎮ 转入 ｐ３８ＭＡＰＫ ｓｉＲＮＡꎬ
检测 ｐ３８ＭＡＰＫ 与 ＣＯＸ２ 表达的变化ꎮ 结果　 ＡｎｇⅡ刺激 ＴＨＰ￣１ 细胞 ｐ３８ＭＡＰＫ 与 ＣＯＸ２ 表达升高ꎬｐｒｅ￣ｍｉＲ￣１４６ｂ￣
３ｐ 可以放大这种增高效应ꎬ当转染 ｐ３８ＭＡＰＫ ｓｉＲＮＡ 后ꎬ能逆转 ｐｒｅ￣ｍｉＲ￣１４６ｂ￣３ｐ 升高 ＣＯＸ２ 的趋势(Ｐ<０.０１)ꎮ 结

论　 在 ＡｎｇⅡ刺激的 ＴＨＰ￣１ 细胞中ꎬｍｉＲ￣１４６ｂ 可能通过 ｐ３８ＭＡＰＫ 调控 ＣＯＸ２ 表达水平ꎬ在心血管疾病的诊治中发
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[ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ]　 ｍｉＲ￣１４６ｂꎻ　 ＴＨＰ￣１ꎻ　 ｐ３８ＭＡＰＫꎻ　 ＣＯＸ２ꎻ　 Ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ
[ＡＢＳＴＲＡＣＴ]　 　 Ａｉｍ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣１４６ｂ (ｍｉＲ￣１４６ｂ) ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ３８ Ｍｉｔｏｇｅｎ￣Ａｃ￣
ｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ(ｐ３８ＭＡＰＫ) ｉｎ ｈｕｍａｎ ａｃｕｔｅ ｍｏｎｏｃｙｔｉｃ ｌｅｕｋｅｍｉａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ(ＴＨＰ￣１).　 　 Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ(ＡｎｇⅡ) ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ. 　 Ｐｒｅ￣ｍｉＲ￣１４６ｂ￣３ｐ ｏｒ ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１４６ｂ￣３ｐ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ
ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ３８ＭＡＰＫ ａｎｄ ＣＯＸ２ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ. 　 ｐ３８ＭＡＰＫ ｓｉＲＮＡ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｐ３８ＭＡＰＫ ａｎｄ ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ(ＣＯＸ２) ｉｎ ＴＨＰ￣１ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ. 　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ３８ＭＡＰＫ ａｎｄ
ＣＯＸ２ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ＴＨＰ￣１ ｃｅｌｌｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＡｎｇⅡａｎｄ ｐｒｅ￣ｍｉＲ￣１４６ｂ￣３ｐ ｃｏｕｌｄ ａｍｐｌｉｆｙ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ.　 ｐ３８ＭＡＰＫ ｓｉＲＮＡ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｐｒｅ￣ｍｉＲ￣１４６ｂ￣３ｐ ｔｏ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｌｅｖｅｌｓ ｐ３８ＭＡＰＫ ａｎｄ ＣＯＸ２.　 Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉ￣
ｃａｎｔ (Ｐ<０.０１). 　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 ｍｉＲ￣１４６ｂ ｍａｙ ｒｅｇｕｌａｔｅ ＣＯＸ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ｐ３８ＭＡＰＫ ｉｎ ＡｎｇⅡｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ＴＨＰ￣１
ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｍａｙ ｐｌａｙ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅｓ.

　 　 微小 ＲＮＡ(ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬ ｍｉＲ)是一类长约 ２２ 个

核苷酸的内源性非编码单链 ＲＮＡ 小分子ꎮ 它通过

靶向识别 ｍＲＮＡ 的 ３′非翻译区(３′ＵＴＲ)并与之结

合ꎬ促进 ｍＲＮＡ 降解或抑制其转录ꎬ调节转录后基

因表达ꎬ发挥蛋白质的调节功能[１]ꎮ 其中 ｍｉＲ￣１４６
是一个多功能 ｍｉＲＮＡꎬ研究显示 ｍｉＲ￣１４６ 在动脉粥

样硬化[２]、动脉瘤[３]、急性冠状动脉综合征[４] 中含

量均显著升高ꎬ且与内皮细胞衰老之间关系密

切[５]ꎬ提示 ｍｉＲ￣１４６ 在心血管疾病中发挥着重要调

控作用ꎮ 人类 ｍｉＲ￣１４６ 包括 ｍｉＲ￣１４６ａ 和 ｍｉＲ￣１４６ｂ
两种形式ꎮ 然而目前关于 ｍｉＲ￣１４６ 的研究多集中在

ｍｉＲ￣１４６ａ 上ꎬ关于 ｍｉＲ￣１４６ｂ 所知较少ꎮ
丝裂原活化蛋白激酶(ｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｋｉｎａｓｅꎬ ＭＡＰＫ)是细胞内的一种丝氨酸 /苏氨酸蛋

白激酶ꎬ存在于机体大多数细胞内ꎬ是真核细胞将

细胞外信号转导到细胞内从而引发细胞相应反应
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的一类重要信号系统ꎮ 它能响应各种胞外和胞内

刺激而被激活ꎬ在包括增殖、分化、转化、炎症以及

凋亡等多种细胞生物学过程中发挥关键性作

用[６￣７]ꎮ ＭＡＰＫ ４ 个主要亚族为细胞外信号调节激

酶、氨基末端激酶、ｐ３８ 分裂素原活化蛋白激酶(ｐ３８
ｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬｐ３８ＭＡＰＫ)和细胞外

信号调节激酶 ５ꎮ 其中 ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路在炎症、
细胞凋亡等反应中发挥重要作用ꎮ 之前的研究已

经证实 ｍｉＲ￣１４６ 能够抑制促炎通路 ＭＡＰＫꎬ并形成

调控内皮细胞炎性反应的负反馈调节回路[８]ꎮ 然

而具体 ＭＡＰＫ 的亚族与 ｍｉＲ￣１４６ 之间的关系尚未

完全清楚ꎮ
环氧化酶(ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅꎬ ＣＯＸ)是花生四烯酸

代谢途径的重要限速酶ꎬ存在 ＣＯＸ１ 和 ＣＯＸ２ 两种

亚型ꎬ其中 ＣＯＸ２ 是一种诱导型酶ꎬ以往的研究发

现ꎬＣＯＸ２ 通过 ＭＡＰＫ 信号通路参与动脉血栓生

成[９]ꎮ 本课题组前期研究显示ꎬ在大鼠颈动脉血栓

模型中ꎬＣＯＸ２ 和 ｐ３８ＭＡＰＫ 同步变化ꎬＣＯＸ２ 可受

ｐ３８ＭＡＰＫ 调控[１０]ꎮ
多种心脑血管疾病与肾素￣血管紧张素系统的

激活相关ꎮ 肾素￣血管紧张素系统活化产生的血管

紧张素Ⅱ(ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡꎬＡｎｇⅡ)可以通过调控生长

因子、细胞因子和黏附分子等使动脉粥样硬化斑块

形成的风险增加ꎬ从而加速心脑血管疾病的进

展[１１]ꎮ 本研究通过采用 ＡｎｇⅡ刺激 ＴＨＰ￣１ 细胞ꎬ通
过慢病毒载体转入 ｍｉＲ￣１４６ｂ 建立细胞模型ꎬ探讨

ｍｉＲ￣１４６ｂ 与 ｐ３８ＭＡＰＫ 之间的相互作用关系ꎬ以及

最终对于 ＣＯＸ２ 分子的影响ꎬ为 ｍｉＲＮＡ 预测并治疗

心血管疾病的临床应用提供思路与理论依据ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 细胞和主要试剂

人单核细胞株 ＴＨＰ￣１ 购自中国科学院上海细

胞生物学研究所ꎮ 目的基因 ｍｉＲＮＡ 慢病毒(包括

ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１４６ｂ￣３ｐ 和 ｐｒｅ￣ｍｉＲ￣１４６ｂ￣３ｐ )、 ｐ３８ＭＡＰＫ
ｓｉＲＮＡ 购自上海吉满制药技术有限公司ꎮ ＲＮＡ 提

取试剂盒购自 Ｔｉａｎｇｅｎ 公司ꎮ ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ Ｉ 购自日

本 Ｔａｋａｒａ 公司ꎮ ＡｎｇⅡ、ｐ３８ＭＡＰＫ、ＣＯＸ２ 引物来源

生 工ꎮ ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ＲＮＡｉＭＡＸ 购 自 美 国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 所用一抗 ＣＯＸ２(兔抗

大鼠多克隆抗体)、ｐ３８ＭＡＰＫ(兔抗大鼠单克隆抗

体)、Ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ(兔抗大鼠单克隆抗体)和抗兔二

抗均购自 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公司ꎮ

１.２　 ＴＨＰ￣１ 细胞培养

ＴＨＰ￣１ 细胞株培养于含 １０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ
１６４０ 培养基中ꎬ将细胞以 １×１０５ 个 /孔铺到 ２４ 孔板

中ꎮ 培养的细胞随机分为 ２ 组: ①ＡｎｇⅡ组(ｎ＝ ３):
加入终浓度为 １００ ｎｍｏｌ / Ｌ ＡｎｇⅡꎻ ②对照组( ｎ＝
３): 加入等量 ＰＢＳꎮ 培养 １５ ｍｉｎ 后提取细胞

ｍＲＮＡꎬ待检测 ｐ３８ＭＡＰＫ 与 ＣＯＸ２ ｍＲＮＡ 表达的

变化ꎮ
１.３　 慢病毒感染 ＴＨＰ￣１ 细胞

将细胞分为 ４ 组:ｐｒｅ￣ｍｉＲ￣１４６ｂ￣３ｐ 组( ｎ ＝ ３)、
ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１４６ｂ￣３ｐ 组(ｎ＝ ３)、慢病毒阴性对照组(ｎ ＝
３)、空白对照组(ｎ ＝ ３)ꎮ 将细胞以 １×１０５ 个 /孔铺

到 ２４ 孔板中ꎬ使细胞在慢病毒感染时的数量为 ２×
１０５ 个 /孔左右ꎮ 按照慢病毒感染说明书操作ꎬＭＯＩ
值为 １００ꎬ感染 ４８ ｈ 后荧光显微镜下观察感染效率ꎮ
１.４　 ｐ３８ＭＡＰＫ ｓｉＲＮＡ 转染 ＴＨＰ￣１ 细胞

将细胞以 １×１０５ 个 /孔铺到 ２４ 孔板中ꎬ无抗生

素培养基孵育 ２４ ｈꎮ 用 ５０ μＬ Ｏｐｔｉ￣ＭＥＭ 稀释

ｓｉＲＮＡ(感染细胞的终浓度为 ５０ ｎｍｏｌ / Ｌ)ꎬ轻轻吹

３~５ 次混匀ꎮ 用 ５０ μＬ Ｏｐｔｉ￣ＭＥＭ 稀释 １.０ μＬ ｌｉｐｏ￣
ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００ꎬ轻轻吹 ３ ~ ５ 次混匀ꎬ室温下静置

５ ｍｉｎꎮ 混合转染试剂和 ｓｉＲＮＡ 稀释液ꎬ轻轻吹 ３~５
次混匀ꎬ室温下静置 ２０ ｍｉｎꎮ 转染复合物加入到 ２４
孔细胞板中ꎬ１００ μＬ /孔ꎬ前后轻摇细胞板混合均匀ꎮ
细胞板置于 ３７℃ ５％ＣＯ２ 培养箱中培养 １８ ~ ４８ ｈꎮ
转染 ４~６ ｈ 后更换新鲜培养基(ｎ＝ ３)ꎮ
１.５　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测 ＴＨＰ￣１ 细胞 ｐ３８ＭＡＰＫ 与 ＣＯＸ２
ｍＲＮＡ 的相对表达

收集各组细胞ꎬＴｒｉｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡꎮ 按 Ｒｅａｌ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ)说明书配置反应体系ꎮ 引

物序列见表 １ꎮ 反应条件:９４℃ ５ ｍｉｎꎻ９４℃ ３０ ｓꎬ
６０℃ ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎻ９５℃ １５ ｓꎬ６０℃ １ ｍｉｎꎬ９５℃
１５ ｓꎮ 反应在 ＡＢＩ ＰＲＩＳＭ ７５００ 定量荧光仪上进行ꎬ
应用比较 Ｃｔ 法进行相对定量ꎬ ｐ３８ＭＡＰＫ 与 ＣＯＸ２
ｍＲＮＡ 相对表达量用 ２－ΔΔＣｔ表示(ｎ＝ ３)ꎮ

表 １. 引物序列

Ｔａｂｌｅ １. Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因 序列

ｐ３８ＭＡＰＫ 上游 ５′￣ＴＣＣＡＡＧＧＧＣＴＡＣＡＣＣＡＡＡＴＣ￣３′
下游 ５′￣ＴＧＴＴＣＣＡＧＧＴＡＡＧＧＧＴＧＡＧＣ￣３′

ＣＯＸ２ 上游 ５′￣ＣＣＣＡＣＣＣＡＴＧＴＣＡＡＡＡＣＣＧＡ￣３′
下游 ５′￣ＣＣＧＧＧＴＡＣＡＡＴＣＧＣＡＣＴＴＡＴＡＣＴ￣３′

ＧＡＰＤＨ 上游 ５′￣ＡＴＧＧＧＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧ￣３′
下游 ５′￣ＧＧＧＴＣＡＴＴＧＡＴＧＧＣＡＡＣＡＡＴＡ￣３′
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１.６　 蛋白印迹分析

蛋白上样于 １０％聚丙烯酰胺凝胶进行 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 电泳ꎬＰＶＤＦ 膜 ８０ Ｖ 恒压湿转 ２ ｈꎬ５％脱脂牛

奶 ＴＢＳＴ 溶液常温封闭 ２ ｈꎬ加一抗于 ４℃下转盘过

夜ꎬ第 ２ 天常温下二抗孵育 １ ｈꎬＤＡＢ 显色ꎮ
１.７　 统计学处理

利用 ＩｍａｇｅＪ 软件进行灰度分析ꎬ计量资料用 ｘ±
ｓ 表示ꎬ实验组与对照组间数据采用 ＳＰＳＳ １２.０ 行两

样本均数比较 ｔ 检验ꎬ不同实验组间比较采用单因

素方差分析ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为具有统计学差异的标准ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＡｎｇⅡ刺激 ＴＨＰ￣１ 细胞 ｐ３８ＭＡＰＫ 与 ＣＯＸ２ 表

达升高

与 ＰＢＳ 组比较ꎬＡｎｇⅡ刺激后可见 ＴＨＰ￣１ 细胞

ｍｉＲ￣１４６ｂ、ｐ３８ＭＡＰＫ 与 ＣＯＸ２ｍＲＮＡ 的相对表达量

均显著增高(Ｐ<０.０１ꎻ图 １)ꎮ

图 １. ＡｎｇⅡ刺激下 ＴＨＰ￣１细胞不同因子的相对表达量(ｎ＝ ３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＰＢＳ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ＴＨＰ￣１ ｃｅｌｌｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＡｎｇⅡ(ｎ＝ ３)

２.２　 慢病毒感染 ＴＨＰ￣１ 细胞

慢病毒感染 ４８ ｈ 后ꎬｐｒｅ￣ｍｉＲ￣１４６ｂ￣３ｐ 组、ａｎｔｉ￣
ｍｉＲ￣１４６ｂ￣３ｐ 组以及慢病毒阴性对照均可见明显荧

光(图 ２)ꎮ

图 ２. 病毒转染 ＴＨＰ￣１细胞 ４８ ｈ 后 ＧＦＰ 的表达(ｎ＝ ３ꎬ１０×) 　 　 Ａ１~ Ｄ１ 为普通光学显微镜下观察ꎻＡ２~ Ｄ２ 为荧光显微镜下观察ꎮ Ａ
为 ｐｒｅ￣ｍｉＲ￣１４６ｂ￣３ｐ 组ꎻＢ 为 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１４６ｂ￣３ｐ 组ꎻＣ 为慢病毒阴性对照组ꎻＤ 为空白对照组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＦＰ ａｆｔｅｒ ４８ ｈｏｕｒｓ ｏｆ ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＴＨＰ￣１ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ３ꎬ１０×)

２.３ 　 慢病毒 ｐｒｅ￣ｍｉＲ￣１４６ｂ￣３ｐ 感染 ＴＨＰ￣１ 细胞

ｐ３８ＭＡＰＫ 与 ＣＯＸ２ 表达进一步升高

慢病毒感染 ＴＨＰ￣１ 细胞 ４８ ｈ 后 ＡｎｇⅡ刺激下

检测 ＴＨＰ￣１ 细胞 ｐ３８ＭＡＰＫ 与 ＣＯＸ２ｍＲＮＡ 的相对

表达量ꎮ 与慢病毒阴性对照组相比ꎬｐｒｅ￣ｍｉＲ￣１４６ｂ￣

３ｐ 组 ｐ３８ＭＡＰＫ 与 ＣＯＸ２ｍＲＮＡ 的相对表达量均显

著增高(Ｐ<０.０１)ꎮ 而 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１４６ｂ￣３ｐ 组与慢病毒

阴性对照组两者 ｍＲＮＡ 相对表达量均无明显变化

(图 ３Ａ)ꎮ ｐ３８ＭＡＰＫ 与 ＣＯＸ２ 蛋白的表达与 ｍＲＮＡ
的表达趋势相一致(图 ３Ｂ、Ｃ)ꎮ
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图 ３. 慢病毒转染 ＴＨＰ￣１细胞 ４８ ｈ 后 ＡｎｇⅡ刺激下 ＴＨＰ￣１细胞 ｐ３８ＭＡＰＫ 与 ＣＯＸ２ 的相对表达量(ｎ＝ ３) 　 　 Ａ 为 ｐ３８ＭＡＰＫ
与 ＣＯＸ２ ｍＲＮＡ 的相对表达量ꎻ Ｂ、Ｃ 为 ｐ３８ＭＡＰＫ 与 ＣＯＸ２ 蛋白的相对表达量ꎮ １ 为空白对照组ꎻ２ 为慢病毒阴性对照组ꎻ３ 为 ｐｒｅ￣ｍｉＲ￣１４６ｂ￣３ｐ
组ꎻ４ 为 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１４６ｂ￣３ｐ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与阴性对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｐ３８ＭＡＰＫ ａｎｄ ＣＯＸ２ ｉｎ ＴＨＰ￣１ ｃｅｌｌｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ Ａｎｇ ＩＩ ａｆｔｅｒ ４８ ｈｏｕｒｓ ｏｆ ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｔｒａｎｓ￣
ｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＴＨＰ￣１ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ３)

２.４　 ｐ３８ＭＡＰＫ ｓｉＲＮＡ 抑制 ｐｒｅ￣ｍｉＲ￣１４６ｂ￣３ｐ 介导的

ｐ３８ＭＡＰＫ 与 ＣＯＸ２ 升高

与空白对照组相比ꎬ使用 ｐ３８ＭＡＰＫ ｓｉＲＮＡ 之后ꎬ
ｐｒｅ￣ｍｉＲ￣１４６ｂ￣３ｐ 感染的 ＴＨＰ￣１ 细胞在 ＡｎｇⅡ刺激下ꎬ

ｐ３８ＭＡＰＫ 与 ＣＯＸ２ｍＲＮＡ 的相对表达量均降低(Ｐ<
０􀆰 ０１)ꎮ 而 ｓｉＲＮＡ 阴性对照组两者 ｍＲＮＡ 相对表达

量均无明显变化(图 ４Ａ)ꎮ ｐ３８ＭＡＰＫ 和 ＣＯＸ２ 蛋白

的表达与 ｍＲＮＡ 的表达趋势相一致(图 ４Ｂ、Ｃ)ꎮ

图 ４. ｐ３８ＭＡＰＫ ｓｉＲＮＡ 转染 ＴＨＰ￣１细胞后 ｐ３８ＭＡＰＫ 与 ＣＯＸ２ 的相对表达量(ｎ＝ ３) 　 　 Ａ 为 ｐ３８ＭＡＰＫ 与 ＣＯＸ２ ｍＲＮＡ 的相对

表达量ꎻＢ、Ｃ 为 ｐ３８ＭＡＰＫ 与 ＣＯＸ２ 蛋白的相对表达量ꎮ １ 为 ｐｒｅ￣ｍｉＲ￣１４６ｂ￣３ｐ＋ｐ３８ＭＡＰＫ ｓｉＲＮＡ＋ＡｎｇⅡ组ꎻ２ 为 ｐｒｅ￣ｍｉＲ￣１４６ｂ￣３ｐ＋ｓｉＲＮＡ 阴性对

照＋ＡｎｇⅡ组ꎻ３ 为 ｐｒｅ￣ｍｉＲ￣１４６ｂ￣３ｐ＋对照＋ＡｎｇⅡ组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与其它组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｐ３８ＭＡＰＫ ａｎｄ ＣＯＸ２ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＴＨＰ￣１ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ Ｐ３８ＭＡＰＫ ｓｉＲＮＡ(ｎ＝ ３)

３　 讨　 论

慢病毒技术具有感染细胞种类多、感染效率

高、片段可以稳定整合到宿主基因组中、容易建立

稳定感染的细胞株等优点ꎮ 利用慢病毒感染

ｍｉＲＮＡ 的前体或其成熟体相对应序列的双链结构ꎬ
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可以对目标 ｍｉＲＮＡ 的表达进行上下调控ꎮ 本实验

利用慢病毒技术将 ｐｒｅ￣ｍｉＲ￣１４６ｂ￣３ｐ 与 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣
１４６ｂ￣３ｐ 导入 ＡｎｇⅡ刺激的 ＴＨＰ￣１ 细胞ꎬ调控 ｍｉＲ￣
１４６ｂ 的 表 达ꎬ 结 果 提 示 ｍｉＲ￣１４６ｂ 能 够 促 进

ｐ３８ＭＡＰＫ 与 ＣＯＸ２ 表达升高ꎬ且 ｍｉＲ￣１４６ｂ 促进

ＣＯＸ２ 升高的作用可能通过 ｐ３８ＭＡＰＫ 介导ꎮ
之前的研究已经证实在多种细胞中ꎬＡｎｇⅡ能

够显著活化细胞中的 ｐ３８ＭＡＰＫꎬ使其磷酸化水平增

加ꎬ且同时能增加 ＣＯＸ２ 的表达[１２]ꎮ 本实验采用

ＡｎｇⅡ刺激 ＴＨＰ￣１ 细胞ꎬ检测 ｐ３８ＭＡＰＫ 与 ＣＯＸ２ 表

达ꎬ结果显示两者 ｍＲＮＡ 表达均显著升高ꎬ与之前

的结果相符(图 １)ꎮ 在采用慢病毒感染 ＴＨＰ￣１ 细

胞后ꎬ采用 ＡｎｇⅡ刺激ꎬ结果显示 ｐｒｅ￣ｍｉＲ￣１４６ｂ￣３ｐ
组 ｐ３８ＭＡＰＫ 与 ＣＯＸ２ 的相对表达量进一步增高ꎬ而
ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１４６ｂ￣３ｐ 与对照组相比无显著差异(图 ３)ꎬ
提示虽然在 ＡｎｇⅡ刺激下 ＴＨＰ￣１ 细胞 ｐ３８ＭＡＰＫ 与

ＣＯＸ２ 表达升高ꎬ而 ｍｉＲ￣１４６ｂ 能够扩大这种效应ꎬ
与之相反ꎬａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１４６ｂ￣３ｐ 抑制 ｍｉＲ￣１４６ｂ 的表达

则未显示出明显的影响ꎬ提示 ｍｉＲ￣１４６ｂ 的过表达可

调控 ｐ３８ＭＡＰＫ 与 ＣＯＸ２ 表达升高ꎮ 在此基础之上

加入 ｐ３８ＭＡＰＫ ｓｉＲＮＡ 抑制 ｐ３８ＭＡＰＫ 表达之后ꎬ可
见无论是 ｐ３８ＭＡＰＫ 或 ＣＯＸ２ꎬ其相对表达量均显著

受到抑制ꎬ提示 ｍｉＲ￣１４６ｂ 很可能是通过 ｐ３８ＭＡＰＫ
发挥调控作用ꎬ从而引起 ＣＯＸ２ 表达水平升高ꎮ

研究已经证实 ｍｉＲ￣１４６ 能够抑制促炎通路

ＭＡＰＫꎬ并形成调控内皮细胞炎性反应的负反馈调

节回路[８]ꎮ 而一系列药理实验也提示 ＭＥＫ￣１ / ２ 与

ＪＮＫ￣１ / ２ 可以调控 ＩＬ￣１ｂ 介导的 ｍｉＲ￣１４６ｂ 表达ꎬ提
示 ＭＡＰＫ 家族与 ｍｉＲ￣１４６ｂ 之间存在着相互作用关

系[１３]ꎮ 本研究结果提示在 ＡｎｇⅡ刺激的 ＴＨＰ￣１ 细

胞中ꎬｍｉＲ￣１４６ｂ 可能通过 ｐ３８ＭＡＰＫ 发挥调控作用ꎬ
引起 ＣＯＸ２ 表达水平升高ꎮ 而 ＣＯＸ２ 是花生四烯酸

代谢途径的重要限速酶ꎬ其表达在抗动脉粥样硬化

的发生和发展中有重要作用[１４]ꎮ ｍｉＲ￣１４６ｂ 通过

ｐ３８ＭＡＰＫ 调控 ＣＯＸ２ 表达ꎬ提示 ｍｉＲ￣１４６ｂ 可能在

心血管疾病的诊治中发挥重要作用ꎬ但此假设还需

要更多试验证实ꎮ
综上所述ꎬ本研究通过慢病毒感染 ｍｉＲ￣１４６ｂ 前

体ꎬ揭示在 ＡｎｇⅡ刺激的 ＴＨＰ￣１ 细胞中ꎬｍｉＲ￣１４６ｂ
可能通过 ｐ３８ＭＡＰＫ 调控 ＣＯＸ２ 表达水平ꎬ提示

ｍｉＲ￣１４６ｂ 可能通过调控 ｐ３８ＭＡＰＫ 在心血管疾病的

诊治中发挥重要作用ꎮ
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