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[摘　 要] 　 目的　 研究苦瓜蛋白(ＭＤ２８)对 ＨｅｐＧ２ 细胞载脂蛋白(ａ)[Ａｐｏ(ａ)]表达的影响ꎬ探索其作用机制ꎮ 方

法　 离心、超滤、透析、阳离子交换色谱、反相高效液相色谱等方法提取苦瓜蛋白ꎻＭＴＴ 法检测苦瓜蛋白处理 ＨｅｐＧ２
细胞后细胞存活率ꎻ实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分别检测 Ａｐｏ(ａ)、法尼酯 Ｘ 受体(ＦＸＲ)、肝细胞

核因子 ４α(ＨＮＦ４α)的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平ꎻｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 的表达水平ꎬ采用小干扰 ＲＮＡ 转染

沉默 ＦＸＲꎮ 结果　 与对照组相比ꎬ０.１、０.２、０.４、０.８ 及 １.６ ｇ / Ｌ 苦瓜蛋白处理 ＨｅｐＧ２ 细胞 ２４ ｈꎬ细胞存活率无统计学

差异ꎻ与对照组相比ꎬ苦瓜蛋白呈剂量和时间依赖性抑制 Ａｐｏ(ａ)表达ꎬ以 １.６ ｇ / Ｌ 苦瓜蛋白作用 ４８ ｈ 的效果最为显

著ꎻ苦瓜蛋白上调 ＦＸＲ 和 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 表达水平ꎬ下调 ＨＮＦ４α 表达水平ꎬ沉默 ＦＸＲ 则逆转苦瓜蛋白的上述作

用ꎬ沉默 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 能逆转苦瓜蛋白对 ＨＮＦ４α 的下调作用ꎬ但对 ＦＸＲ 的表达无影响ꎮ 结论 　 苦瓜蛋白通过

ＦＸＲ / ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ / ＨＮＦ４α 途径抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞 Ａｐｏ(ａ)的表达ꎬ有望成为临床降低脂蛋白(ａ)的候选药物ꎮ
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[ＡＢＳＴＲＡＣＴ]　 　 Ａｉｍ 　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｏｍｏｒｄｉｃｉｎ ２８ (ＭＤ２８) ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ( ａ) ｉｎ
ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｅｘｐｌｏｒｅ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ. 　 　 Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＭＤ２８ ｗａｓ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＭＴＴ ａｓｓａｙ.　 ＭＤ２８ ｗａｓ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎꎬ ｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎꎬ ｄｉａｌｙｓｉｓꎬ ｃａｔｉｏｎ ｅｘｃｈａｎｇｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
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ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ(ａ)ꎬ ｆａｒｎｅｓｙｌ ｅｓｔｅｒ Ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒ (ＦＸＲ) ａｎｄ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ４α (ＨＮＦ４α) ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＲＴ￣
ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐꎬ ａｎｄ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒ￣
ｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｉｌｅｎｃｅ ＦＸＲ. 　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ
ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＭＤ２８ ａｔ ０.１ꎬ ０.２ꎬ ０.４ꎬ ０.８ ａｎｄ １.６ ｇ / Ｌ ｈａｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ.　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎ￣
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ｗａｓ １.６ ｇ / Ｌ ＭＤ２８ ｏｎ ４８ ｈ.　 ＦＸＲ ａｎｄ ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＭＤ２８ ｗｈｉｌｅ ＨＮＦ４α ｗａｓ
ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＦＸＲ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ａｂｏｖｅ￣ｍｅｎｔｉｏｎｅｄ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＭＤ２８ꎬ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ
ｃｏｕｌｄ ａｌｓｏ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｈｅ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＭＤ２８ ｏｎ ＨＮＦ４αꎬ ｂｕｔ ｈａｄ ｎｏ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ＦＸＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ.　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　
ＭＤ２８ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｐｏ(ａ) ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＦＸＲ / ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ / ＨＮＦ４α ｐａｔｈｗａｙꎬ ａｎｄ ｉｓ ｅｘｐｅｃｔｅｄ
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　 　 脂蛋白( ａ)由载脂蛋白( ａ) [ ａｐｏｌｉｐｏｒｏｔｅｉｎ( ａ)ꎬ
Ａｐｏ(ａ)]和载脂蛋白 Ｂ１００ 通过一对二硫键连接而

成ꎬ其血浆浓度变化很大ꎬ从０ ｍｇ / Ｌ到 １０００ ｍｇ / Ｌ 不

等ꎬ当其浓度大于 ３００ ｍｇ / Ｌ 时ꎬ对心血管系统的危

害性急剧增大ꎬ因此ꎬ高脂蛋白(ａ)被认为是动脉粥

样硬化的独立危险因子[１]ꎮ 过去一直认为脂蛋白

(ａ)的血浆浓度主要受其基因 ＡＰＯＡ 的遗传控制ꎬ
而受食物和药物的影响很小ꎬ但 Ｃｈｅｎｎａｍｓｅｔｔｙ 等[２]

在胆道堵塞的患者中发现其脂蛋白(ａ)的血浆水平

非常低ꎬ 这是因为胆酸可激活法尼酯 Ｘ 受体

(ｆａｒｎｅｓｙｌ ｅｓｔｅｒ Ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＦＸＲ)ꎬ竞争性地抑制肝细

胞核因子 ４α(ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ４αꎬ ＨＮＦ４α)
与 ＡＰＯＡ 基因启动子区域 ＤＲ￣１ 位点结合ꎬ从而起

到抑制 ＡＰＯＡ 基因表达ꎬ降低脂蛋白( ａ)血浆水平

的作用ꎮ 因此 ＦＸＲ 成为调控 ＡＰＯＡ 基因表达的重

要靶点ꎬ可针对该靶点筛选降脂蛋白( ａ)血浆水平

的效用物ꎮ 我们前期研究发现硫化氢可通过 ＦＸＲ /
ＨＮＦ４α 途径抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞 Ａｐｏ(ａ)的表达[３]ꎬ苦
瓜蛋白(ｍｏｍｏｒｄｉｃｉｎ２８ꎬＭＤ２８)能上调 ＡＢＣＡ１ 的表

达[４￣５]ꎬ而 ＡＢＣＡ１ 的表达与 ＦＸＲ 有关ꎬ故苦瓜蛋白

具有调控 ＦＸＲ 表达的可能性ꎬ即苦瓜蛋白存在通过

上调 ＦＸＲ 表达而抑制 Ａｐｏ(ａ)表达的可能性ꎬ此外ꎬ
还发现胆酸可上调 ＦＸＲꎬ而 ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 寄生基因的

启动子有多个 ＦＸＲ 的结合位点ꎬ因此胆酸可通过

ＦＸＲ / ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 抑制 ＡＰＯＡ 基因表达[６￣７]ꎮ 基于

此ꎬ本研究拟在 ＨｅｐＧ２ 高表达 Ａｐｏ(ａ)的细胞株上

证实苦瓜蛋白具有抑制 ＡＰＯＡ 基因表达的作用ꎬ且
其通过 ＦＸＲ / ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ / ＨＮＦ４α 途径实现ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 主要试剂和仪器

５０Ｋ 截流分子筛(美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司)ꎻＭＴＴ 试

剂盒(南京凯基公司)ꎻβ￣ａｃｔｉｎ 兔抗人一抗、辣根过

氧化物酶标记的羊抗兔二抗、ＥＣＬ 化学发光试剂盒

(武汉博士德公司)ꎻＡｐｏ(ａ)兔抗人一抗和羊抗兔二

抗(台湾 Ａｂｎｏｖａ 公司)ꎻＦＸＲ 兔抗人一抗和羊抗兔

二抗(Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司)ꎻＨＮＦ４α 兔抗人一抗和羊抗

兔二抗(Ｈｙｃｌｏｎｅ￣Ｐｉｅｒｃｅ 公司)ꎻＴｒｉｚｏｌ、逆转录试剂

盒、ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 试剂盒 (日本 ＴＡＫＡＲＡ 公司)ꎻ
Ｑｉａｚｏｌ( Ｑｉａｇｅｎ 公司)、 ＴａｑＭａｎｓ ｍｉｃｒｏＲＮＡ Ｒｅｖｅｒｓｅ
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｋｉｔ 和 ＴａｑＭａｎｓ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ ｓｙｓｔｅｍ(美国 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ ｂｙ Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌ￣
ｏｇｉｅｓ)ꎻ苦瓜蛋白参照文献[８]自制ꎬ其余均为国产分

析纯ꎮ 倒置生物显微镜(日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)ꎻＣＯ２

培养箱(美国 Ｓｈｅｌｄｏｎ 公司)ꎻ垂直电泳仪和转膜系

统(美国 Ｂｉｏｒａｄ 公司)ꎻ微量移液器、ＰＣＲ 仪(德国

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司)ꎻ凝胶成像分析系统(美国 ＵＶＰ 公

司 ＧＯＳ７５００ 型)ꎻ超低温冰箱(日本三洋公司)ꎮ
１.２　 细胞培养

白种人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２ 细胞用含 ＤＭＥＭ 高

糖培养基进行培养ꎬ其中 ＤＭＥＭ 高糖培养基含 １０％
胎牛血清和 １００ ｋＵ / Ｌ 青￣链霉素ꎬ加入培养基后置

于恒温 ３７℃、含有 ５％ＣＯ２ 的培养箱内培养ꎬ细胞贴

壁后每隔 ２４ ｈ 更换一次培养基ꎬ待细胞进入对数期

后进行后续分组实验ꎮ
１.３　 ＭＴＴ 检测细胞存活率

按照 ＭＴＴ 试剂盒说明书使用方法ꎬ收集对数期

ＨｅｐＧ２ 细胞ꎬ经胰蛋白酶消化后调整细胞悬液浓度ꎬ
每孔加入 １００ μＬ 接种于 ９６ 孔板ꎬ铺板使待测细胞密

度至 １０００ 个 / 孔(边缘孔用无菌 ＰＢＳ 填充)ꎬ每板设 ５
个复孔ꎬ５％ＣＯ２、３７℃孵育ꎬ至细胞单层铺满孔底ꎬ分
别加入浓度为 ０、０.１、０.２、０.４、０.８、１.６、３.２ ｇ / Ｌ 苦瓜蛋

白ꎬ５％ＣＯ２、３７℃孵育 ２４ ｈꎬ每孔加入 ２０ μＬ ＭＴＴ 溶液

(５ ｇ / Ｌ)ꎬ继续培养 ４ ｈꎬ小心吸尽培养基ꎬ每孔加入

ＤＭＳＯ １５０ μＬꎬ置于脱色摇床上振荡 １０ ｍｉｎꎬ酶标仪

于 ５７０ ｎｍ 波长测定各孔吸光度值ꎮ
１.４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

按常规步骤提取蛋白ꎬＢＣＡ 法测定蛋白浓度ꎬ
按 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶试剂盒说明配置 ８％的分离胶和

５％浓缩胶ꎬ每孔上样 １０ μＬꎬ先恒压 ８０ ｍＶ 电泳

３０ ｍｉｎꎬ再切换至 １２０ ｍＶ 电泳约 ９０ ｍｉｎꎬ待蛋白样

本达到分离胶的底部时ꎬ停止电泳ꎮ ＰＶＤＦ 剪切覆

盖后恒定电流 ２００ ｍＡ 转膜 ２ ｈꎬ取出 ＰＶＤＦ 膜ꎬ浸泡

于脱脂牛奶中ꎬ４℃ 封闭过夜ꎬ封闭孵育相应一抗ꎬ
４℃冰箱内过夜ꎬ孵育相应二抗 ２ ｈꎬ洗膜后用 Ｔａｎｏｎ
化学发光成像系统显影ꎮ
１.５　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测

１.５.１　 Ａｐｏ(ａ)、ＦＸＲ 和 ＨＮＦ４α ｍＲＮＡ 检测　 　 取

冻存的已裂解细胞室温完全融化ꎬ采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提

取细胞总 ＲＮＡꎬ紫外分光光度计测定 Ａ２６０ / Ａ２８０的吸

光值ꎬ使比值在 １.８ ~ ２.０ 之间ꎮ 按照逆转录试剂盒

步骤将总 ＲＮＡ 逆转录合成 ｃＤＮＡꎬ制备的 ｃＤＮＡ 即

用或－８０℃保存备用ꎮ ＰＣＲ 扩增引物序列:Ａｐｏ(ａ)
的 ｓｅｎｓｅ 序列为 ５′￣ＣＴＡ ＣＣＡ ＣＧＧ ＡＡＡ ＴＧＧ ＡＣＡ
ＧＡＧ Ｔ￣３′ꎬａｎｔｉｓｅｎｓｅ 序列为 ５′￣ＧＴＡ ＡＣＡ ＣＣＡ ＡＧＧ
ＧＣＧ ＡＡＴ ＣＴＣ￣３′ꎻＦＸＲ 的 ｓｅｎｓｅ 序列为 ５′￣ＣＣＧ ＡＣＴ
ＴＡＴ ＣＣＴ ＡＡＴ ＧＣＧ ＡＡＡ Ｔ￣３′ꎬａｎｔｉｓｅｎｓｅ 序列为 ５′￣
ＣＧＡ ＴＧＴ ＣＴＴ ＣＴＡ ＣＣＴ ＣＣＣ ＴＣＴ ＡＡ￣３′ꎻＨＮＦ４α 的

６３ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ １ꎬ２０１８



ｓｅｎｓｅ 序列 ５′￣ＡＡＡ ＴＧＴ ＧＣＡ ＧＧＴ ＧＴＴ ＧＡＣ ＣＡ￣３′ꎬ
ａｎｔｉｓｅｎｓｅ 序列为 ５′￣ＣＡＣ ＧＣＴ ＣＣＴ ＣＣＴ ＧＡＡ ＧＡＡ
ＴＣ￣３′ꎻβ￣ａｃｔｉｎ 的 ｓｅｎｓｅ 序列为 ５′￣ＡＧＣ ＧＡＧ ＣＡＴ
ＣＣＣ ＣＡＡ ＡＧＴ Ｔ￣３′ꎬａｎｔｉｓｅｎｓｅ 序列为 ５′￣ＧＧＧ ＣＡＣ
ＧＡＡ ＧＧＣ ＴＣＡ ＴＣＡ ＴＴ￣３′ꎻ反应条件:９４℃ 预变性

５ ｍｉｎꎬ９４℃ ３０ ｓꎬ５７.７℃ ３０ ｓꎬ７２℃ ３０ ｓꎬ共 ３５ 个循

环ꎬ７２℃延伸 ５ ｍｉｎꎻ３５ 个循环后进行熔解曲线的检

测ꎮ 以 ＧＡＰＤＨ 作为内参基因ꎬ以 ２－△△Ｃｔ计算 ｍＲＮＡ
的相对表达水平ꎮ
１.５.２　 ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 检测　 　 总 ＲＮＡ 的提取参照说

明书ꎮ 将冰冻细胞溶解在 ７００ ｍＬ 的 Ｑｉａｚｏｌ 试剂中ꎬ
用 ｍｉＲＮｅａｓｙ 试剂盒提取总的小分子 ＲＮＡꎬ储存于

－８０℃ꎮ ｍｉＲ 反 转 录 使 用 ＴａｑＭａｎｓ ｍｉｃｒｏＲＮＡ
Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ＫｉｔꎬＰＣＲ 反应使用 ＴａｑＭａｎｓ Ｕ￣
ｎｉｖｅｒｓａｌ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ｓｙｓｔｅｍꎮ ５０ ｎｇ 小分子 ＲＮＡ
转换为互补的 ｃＤＮＡꎬ加入 ｍｉＲ 引物ꎬｍｉＲ 的转录水

平通过与内参 Ｕ６Ｂ 比较得到其相对含量ꎬ每个样本

按照上述重复 ３ 次ꎮ
１.６　 小干扰 ＲＮＡ 转染

选用生理状态良好的细胞进行转染ꎮ 转染前

一天ꎬ将细胞密度为(４ ~ ５) ×１０４ 细胞接种在 ２４ 孔

板上ꎬ用 ０.５ ｍＬ 含胎牛血清和抗生素的 ＤＭＥＭ 细

胞培养基培养ꎬ使细胞在 ２４ ｈ 内汇合达到 ７０％ ~
９０％ꎮ 在 ５０ μＬ 的 ＤＭＥＭ 无血清培养基中加入 ２０
ｐｍｏｌ ＦＸＲ ｓｉＲＮＡ (引物序列[９]]: ｓｅｎｓｅ 为 ５′￣ＧＵＧ
ＧＵＡ ＣＵＣ ＵＣＣ ＵＧＯ ＡＡＵ ＡＴＴ￣３′ꎬ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ 为 ５′￣
ＵＡＵ ＵＣＣ ＡＧＧ ＡＧＡ ＧＵＡ ＣＣＡ ＣＴＴ￣３′)ꎬ柔和混匀ꎮ
混匀 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ２０００ 试剂ꎬ 用 ５０ μＬ 无血清的

ＤＭＥＭ 稀释 １ μＬ ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ２０００ 试剂ꎬ轻轻混匀ꎬ
室温 放 置 ５ ｍｉｎꎮ 将 稀 释 好 的 ｓｉＲＮＡ 和 Ｌｉｐｏ￣
ｆｅｃｔａｍｉｎ２０００ 试剂混合ꎬ轻柔混匀ꎬ室温放置 ２０ ｍｉｎꎬ
以 便 形 成 ｓｉＲＮＡ / ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ２０００ 复 合 物ꎮ 将

１００ μＬ ｓｉＲＮＡ / ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ２０００ 复合物加到含有细

胞和培养基的培养板孔中ꎬ来回轻柔摇晃细胞培养

板ꎮ 细胞在 ＣＯ２ 培养箱中于 ３７℃温育 ２４ ~ ４８ ｈꎬ进
行转染后的其它检测步骤ꎮ
１.７　 统计学分析

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５.１ 和 ＳＰＳＳ １３.０ 统计软

件分析所有实验结果ꎬ并以 ｘ±ｓ 表示ꎬＰ<０.０５ 为差

异具有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 苦瓜蛋白对 ＨｅｐＧ２ 细胞存活率的影响

以不同浓度(０、０.１、０.２、０.４、０.８、１.６ 及３.２ ｇ / Ｌ)

的苦瓜蛋白处理 ＨｅｐＧ２ 细胞 ２４ ｈꎬ与对照组比较ꎬ
０.１、０.２、０.４、０.８ 及 １.６ ｇ / Ｌ 苦瓜蛋白处理 ＨｅｐＧ２ 细胞

２４ ｈ 后细胞存活率差异不显著ꎬ但３.２ ｇ / Ｌ苦瓜蛋白

显著降低 ＨｅｐＧ２ 细胞存活率(Ｐ<０.０５ꎻ图 １)ꎮ 因此ꎬ
后续实验选择苦瓜蛋白浓度在 １.６ ｇ / Ｌ 以内ꎮ

图 １. 不同浓度苦瓜蛋白对 ＨｅｐＧ２ 细胞存活率的影响(ｎ ＝
３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组(０ ｇ / Ｌ 苦瓜蛋白处理组)比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＭＤ２８ ｏｎ
ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ(ｎ＝ ３)

２.２　 苦瓜蛋白呈剂量和时间依赖性抑制 ＨｅｐＧ２ 细

胞 Ａｐｏ(ａ)表达

用不同浓度的苦瓜蛋白(０、０.１、０.２、０.４、０.８ 及

１.６ ｇ / Ｌ)处理 ＨｅｐＧ２ 细胞 ２４ ｈꎬ以 ０.８ ｇ / Ｌ 苦瓜蛋白

处理 ＨｅｐＧ２ 细胞 ０ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ 及 ４８ ｈꎮ 与对

照组相比ꎬＨｅｐＧ２ 细胞 Ａｐｏ(ａ)蛋白和 ｍＲＮＡ 表达

水平随苦瓜蛋白处理浓度、处理时间呈逐渐下降趋

势ꎬ苦瓜蛋白浓度在 ０.２ ｇ / Ｌ 时表现出对 Ａｐｏ(ａ)蛋
白表达的显著抑制作用ꎬ但在 ０.４ ｇ / Ｌ 时才表现出

对 Ａｐｏ(ａ) ｍＲＮＡ 表达水平的显著抑制作用ꎬ苦瓜

蛋白对 Ａｐｏ(ａ)蛋白和 ｍＲＮＡ 表达的最大抑制作用

均出现在 １.６ ｇ / Ｌ 时ꎮ 苦瓜蛋白对 Ａｐｏ(ａ)蛋白和

ｍＲＮＡ 表达抑制作用的时间效用一致ꎬ２４ ｈ 表现出

显著差异ꎬ最大抑制作用在 ４８ ｈ(图 ２)ꎮ
２.３　 苦瓜蛋白上调 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＦＸＲ 和 ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ
的表达

用不同浓度的苦瓜蛋白(０、０.１、０.２、０.４、０.８ 及

１.６ ｇ / Ｌ) 处理 ＨｅｐＧ２ 细胞 ２４ ｈꎬ与对照组相比ꎬ
ＨｅｐＧ２ 细胞 ＦＸＲ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达水平随苦瓜蛋

白浓度升高呈逐渐上升趋势ꎬＦＸＲ 蛋白在苦瓜蛋白

为 ０.１ ｇ / Ｌ 时、ＦＸＲ ｍＲＮＡ 在苦瓜蛋白为 ０.２ ｇ / Ｌ 时

出现显著升高ꎬ当浓度到达 １.６ ｇ / Ｌ 时ꎬＦＸＲ 蛋白和

ｍＲＮＡ 均达到最高表达水平ꎮ 使用 ０.８ ｇ / Ｌ 苦瓜蛋

白处理 ＨｅｐＧ２ 细胞 ２４ ｈꎬｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 的表达水平提
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高约 ７ 倍ꎬ表明 ０.８ ｇ / Ｌ 苦瓜蛋白显著促进 ｍｉＲ￣２３ｂ￣ ３ｐ 的表达(图 ３)ꎮ

图 ２. 苦瓜蛋白不同浓度和作用不同时间对 ＨｅｐＧ２ 细胞 Ａｐｏ(ａ)表达的影响(ｎ ＝ ３) 　 　 Ａ 和 Ｂ 分别为不同剂量苦瓜蛋白抑制

Ａｐｏ(ａ)蛋白表达的电泳图和统计图ꎬＣ 和 Ｄ 分别为苦瓜蛋白作用不同时间抑制 Ａｐｏ(ａ)蛋白表达的电泳图和统计图ꎬＥ 为不同剂量苦瓜蛋白抑

制 Ａｐｏ(ａ) ｍＲＮＡ 表达的分析图ꎬＦ 为苦瓜蛋白作用不同时间抑制 Ａｐｏ(ａ) ｍＲＮＡ 表达的分析图ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组(０ ｇ / Ｌ 苦瓜蛋白处理

组或 ０.８ ｇ / Ｌ 苦瓜蛋白处理 ０ ｈ 组)比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＭＤ２８ ｏｎ Ａｐｏ(ａ) ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌ(ｎ＝ ３)

图 ３. 苦瓜蛋白上调 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＦＸＲ 和 ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 的表达(ｎ＝ ３)　 　 Ａ 和 Ｂ 分别为苦瓜蛋白促进 ＦＸＲ 蛋白表达的电泳图和统计

图ꎬＣ 为苦瓜蛋白促进 ＦＸＲ ｍＲＮＡ 表达的分析图ꎬＤ 为苦瓜蛋白促进 ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 表达的分析图ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. ＭＤ２８ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＸＲ ａｎｄ ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌ(ｎ＝ ３)

２.４　 苦瓜蛋白抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＨＮＦ４α 的表达

用不同浓度的苦瓜蛋白(０、０.１、０.２、０.４、０.８ 及

１.６ ｇ / Ｌ) 处理 ＨｅｐＧ２ 细胞 ２４ ｈꎬ与对照组相比ꎬ
ＨｅｐＧ２ 细胞 ＨＮＦ４α 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达水平随苦瓜

蛋白浓度的增高及处理时间的延长呈逐渐下降趋

势ꎬ自 ０. ４ ｇ / Ｌ 苦瓜蛋白开始出现显著性差异ꎬ
１.６ ｇ / Ｌ苦瓜蛋白对 ＨＮＦ４α 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达水平

的抑制作用最强(图 ４)ꎮ
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图 ４. 苦瓜蛋白抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＨＮＦ４α的表达(ｎ＝ ３)　 　 Ａ 和 Ｂ 分别为苦瓜蛋白抑制 ＨＮＦ４α 蛋白表达的电泳图和统计图ꎬＣ 为苦瓜

蛋白抑制 ＨＮＦ４α ｍＲＮＡ 表达的分析图ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. ＭＤ２８ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＮＦ４α ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌ(ｎ＝ ３)

２.５　 沉默 ＦＸＲ和 ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 逆转苦瓜蛋白对Ａｐｏ(ａ)
和 ＨＮＦ４α表达的抑制作用

沉默 ＦＸＲ 后ꎬ苦瓜蛋白对 Ａｐｏ(ａ)和 ＨＮＦ４α 表

达的抑制作用得到了部分的逆转ꎬｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 的表

达水平也下降ꎻ使用 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 沉默 ｍｉＲ￣２３ｂ￣
３ｐ 后ꎬ苦瓜蛋白对 Ａｐｏ(ａ)和 ＨＮＦ４α 表达的抑制作

用同样得到了部分的逆转ꎬ但 ＦＸＲ 的表达水平并未

发生显著改变ꎮ 结果证实苦瓜蛋白通过 ＦＸＲ / ｍｉＲ￣
２３ｂ￣３ｐ / ＨＮＦ４α 途径抑制 Ａｐｏ( ａ)的表达ꎮ 但沉默

ＦＸＲ 和 ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 后只能部分逆转苦瓜蛋白的效

用ꎬ因此ꎬ苦瓜蛋白对 Ａｐｏ(ａ)表达的抑制作用可能

还存在其它作用分子途径(图 ５ 和 ６)ꎮ

图 ５. 沉默 ＦＸＲ 逆转苦瓜蛋白对 ＨｅｐＧ２ 细胞 Ａｐｏ(ａ)和 ＨＮＦ４α表达的抑制作用(ｎ＝ ３)　 　 Ａ 和 Ｂ 分别为沉默 ＦＸＲ 对 ＨｅｐＧ２ 细

胞 Ａｐｏ(ａ)和 ＨＮＦ４α 表达影响的电泳图和统计分析图ꎬＣ 为沉默 ＦＸＲ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞 ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 表达的影响ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为

Ｐ<０.０５ꎬ与苦瓜蛋白组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＦＸＲ ｒｅｖｅｒｓｅｓ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＭＤ２８ ｏｎ Ａｐｏ(ａ) ａｎｄ ＨＮＦ４α ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌ(ｎ＝ ３)

图 ６. 沉默 ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 逆转苦瓜蛋白对 ＨｅｐＧ２ 细胞 Ａｐｏ(ａ)和 ＨＮＦ４α表达的抑制作用(ｎ＝ ３)　 　 Ａ 和 Ｂ 分别为沉默 ｍｉＲ￣２３ｂ￣
３ｐ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞 Ａｐｏ(ａ)和 ＨＮＦ４α 表达影响的电泳图和统计分析图ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与苦瓜蛋白组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ ｒｅｖｅｒｓｅｓ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＭＤ２８ ｏｎ Ａｐｏ(ａ) ａｎｄ ＨＮＦ４α ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌ(ｎ＝３)

３　 讨　 论

由于高脂蛋白(ａ)是动脉粥样硬化的独立危险

因子ꎬ因此降低脂蛋白(ａ)的血浆水平成为该领域的

热点ꎬ但脂蛋白(ａ)水平主要受ＡＰＯＡ 基因控制ꎬ药物

和食物对其作用不大ꎬ目前尚无理想的降低脂蛋白

(ａ)浓度的药物ꎮ Ｍｅｒｋｉ 等[１０]在脂蛋白(ａ)转基因小

鼠的腹腔注射一种与人类 ＡｐｏＢ１００ ｍＲＮＡ 互补反义
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寡核苷酸ꎬ发现该反义寡核苷酸降低脂蛋白(ａ)水平

达到 ７５％ꎬ而对 Ａｐｏ(ａ)的 ｍＲＮＡ 和蛋白水平没有影

响ꎮ 考虑到大幅度降低 ＡｐｏＢ１００ 不可避免地带来副

作用[１１￣１２]ꎬＭｅｒｋｉ 等[１３]又设计了针对 ＡＰＯＡ 基因的反

义寡核苷酸 １４３６７(ＡＳＯ１４３６７)ꎬ结果发现 ＡＳＯ１４３６７
可显著降低转基因小鼠肝脏中 Ａｐｏ(ａ)的ｍＲＮＡ 表达

和血浆 Ａｐｏ(ａ) /脂蛋白(ａ)水平ꎬ而且对小鼠肝脏和

肾脏等没有明显毒副作用ꎮ 这一结果激起了研究人

员对转录水平调控 ＡＰＯＡ 基因表达的信心和研究热

情ꎮ 研究发现ꎬ胆酸、雌激素、ＦＧＦ１９、ＦＧＦ２１、胰岛素

样生长因子 Ｉ、烟酸均可从转录水平调控 ＡＰＯＡ 基因

表达[１４￣１９]ꎮ 最近发现ꎬ维生素 Ｃ 可通过 ＴＥＴ２ 介导的

ＥＬＫ１ 启动子去甲基化抑制 Ａｐｏ(ａ)的表达[２０]ꎮ
既然反义核苷酸可以抑制 Ａｐｏ(ａ)的表达ꎬ而微

小 ＲＮＡ(ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬｍｉＲ)对基因表达的调控原理与

反义核苷酸接近ꎬ其通过结合到靶基因的 ３′￣ＵＴＲ、
５′￣ＵＴＲ 或蛋白编码区来促进或抑制靶基因的表达ꎬ
但其调控能力远大于反义核苷酸ꎬ因此 ｍｉＲ 是否参

与 ＡＰＯＡ 基因的表达调控是一个十分吸引人的问

题ꎮ 由于绝大部分转录因子受到 ｍｉＲ 的调控ꎬ而
ＡＰＯＡ 基因又受众多转录因子的调控ꎬ因此极有可

能从肝细胞中找到针对调控 ＡＰＯＡ 基因的转录因

子的内源性 ｍｉＲꎮ 研究发现ꎬｍｉＲ￣６２６ 可靶向 Ａｐｏ
(ａ) ｍＲＮＡ ３′￣ＵＴＲ 从转录后水平直接调控 ＡＰＯＡ
基因的表达[２１]ꎬｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 可靶向 ＨＮＦ４α 抑制

ＨＮＦ４α 的表达水平[７]ꎬ胆酸通过上调 ＦＸＲ 作用于

ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 的寄生基因上的启动子序列ꎬ从而上调

ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 的表达ꎬ抑制 ＨＮＦ４α 的表达水平ꎬ从而

下调 ＡＰＯＡ 基因的表达ꎬ降低胞外脂蛋白( ａ)的分

泌水平[６]ꎬ因此 ＦＸＲ 和 ＨＮＦ４α 及 ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 可望

成为调控 ＡＰＯＡ 基因表达的重要干预靶点ꎮ 本研

究正是基于这样一种出发点ꎬ进行了验证性的实

验ꎬ结果证实苦瓜蛋白能上调 ＦＸＲꎬ通过 ＦＸＲ 促进

ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 的表达ꎬ由 ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ 与 ＨＮＦ４α ３′￣
ＵＴＲ 结合ꎬ从而抑制 ＨＮＦ４α 的表达ꎬ从而减少

ＨＮＦ４α 与 ＡＰＯＡ 基因启动子 ＤＲ￣１ 位点的结合ꎬ抑
制 Ａｐｏ(ａ)的表达ꎮ 苦瓜果肉中的有效成分苦瓜蛋

白通过 ＦＸＲ / ｍｉＲ￣２３ｂ￣３ｐ / ＨＮＦ４α 途径抑制 Ａｐｏ(ａ)
的表达ꎬ基于以上研究ꎬ苦瓜蛋白有望成为临床降

低脂蛋白(ａ)的候选药物ꎮ
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