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[摘　 要] 　 目的　 探讨抗炎症因子白细胞介素 ３７(ＩＬ￣３７)对人冠状动脉内皮细胞(ＨＣＡＥＣ)中 Ｔｏｌｌ 样受体 ４(ＴＬＲ４)
激活后下游信号核因子 κＢ(ＮＦ￣κＢ)及细胞间黏附分子 １( ＩＣＡＭ￣１)表达的影响及机制ꎮ 方法　 将 ＨＣＡＥＣ 培养 ３~ ５
代后进行实验ꎬ分为 ３ 组:对照组、ＩＬ￣３７ 干扰组、ＩＬ￣３７ 过表达组ꎮ 利用脂质体转染将 ＩＬ￣３７ 干扰序列加入 ＩＬ￣３７ 干扰

组ꎬＩＬ￣３７ ＤＮＡ 过表达质粒加入 ＩＬ￣３７ 过表达组ꎻ孵育 ２４ ｈ 后ꎬ用实时荧光定量 ＰＣＲ 检测基因转染效率以确定转染成

功ꎮ 各组给予 ＴＬＲ４ 激活剂脂多糖(２００ μｇ / Ｌ)进行干预ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测干预 ２４ ｈ 后 ＩＣＡＭ￣１ 蛋白的表达及干预

３０、６０、１２０ ｍｉｎ 时磷酸化 ＮＦ￣κＢ 蛋白的表达ꎮ 结果　 对照组在 ＴＬＲ４ 激活后 ＩＣＡＭ￣１ 蛋白表达升高ꎬ与之相比ꎬＩＬ￣３７
干扰组在 ＴＬＲ４ 激活后 ＩＣＡＭ￣１ 蛋白明显升高(Ｐ<０.０５)ꎬ但在 ＩＬ￣３７ 过表达组中没有升高(Ｐ>０.０５)ꎮ 与对照组相比ꎬ
ＩＬ￣３７ 干扰组 ＴＬＲ４ 激活后 ３０、６０、１２０ ｍｉｎ 各时间点磷酸化 ＮＦ￣κＢ 的蛋白表达明显升高(Ｐ<０.０５)ꎬ而 ＩＬ￣３７ 过表达组

磷酸化 ＮＦ￣κＢ 蛋白表达并没有明显升高(Ｐ>０.０５)ꎮ 结论　 ＩＬ￣３７ 可以抑制 ＴＬＲ４ 激活 ＨＣＡＥＣ 中炎症因子 ＩＣＡＭ￣１ 的

升高ꎬ其机制可能是通过抑制 ＮＦ￣κＢ 磷酸化的程度ꎮ ＩＬ￣３７ 的抗炎作用可以防治动脉粥样硬化ꎮ
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ｔｅｒ ＴＬＲ４ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ＩＬ￣３７ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０５)ꎬ ｂｕｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ＮＦ￣κＢ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｎｏｔ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＩＬ￣３７ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ (Ｐ>０.０５).　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＩＬ￣３７ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｉｎ￣
ｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ＩＣＡＭ￣１ ｂｙ ＴＬＲ４ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎ ＨＣＡＥＣｓꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ
ｏｆ ＮＦ￣κＢ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ.　 Ｔｈｅ ａｎｔｉ￣ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＩＬ￣３７ ｃａｎ ｐｒｅｖｅｎｔ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ.

　 　 动脉粥样硬化( ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡｓ)是一种严重

的心血管病理进程ꎮ Ｔｏｌｌ 样受体(Ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ
ＴＬＲ)作为膜转运受体ꎬ在 Ａｓ 中发挥了一定的作用ꎬ
可识别并结合病原体相关分子模式ꎬ激活核因子 κＢ
(ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ￣κＢꎬＮＦ￣κＢ) [１]ꎬ激活后的 ＮＦ￣κＢ 进

入细胞核后促进多种炎症因子的转录ꎬ其中包括细

胞间黏附分子 １ ( ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ￣１ꎬ
ＩＣＡＭ￣１) [２]ꎮ 血管内皮细胞受到损伤因素刺激时表

达 ＩＣＡＭ￣１ 等黏附分子增多ꎬ促使血液中的中性粒

细胞、单核细胞等黏附并迁移至内皮下ꎬ加快病变

的进展ꎮ 有研究发现 ＴＬＲ 家族中的 ＴＬＲ４ 在 Ａｓ 的

发生发展中具有重要的作用[３]ꎮ 因此ꎬ通过抑制

ＴＬＲ 介导的炎症反应有助于防治 Ａｓꎮ
白细胞介素 ３７ ( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣３７ꎬ ＩＬ￣３７) 是 ２０００

年发现的属于白细胞介素家族的细胞因子[４￣５]ꎮ 研

究已证实 ＩＬ￣３７ 可以抑制多种细胞产生炎症因子ꎬ
如脂多糖( ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅꎬＬＰＳ)诱导的人外周血

单核细胞中肿瘤坏死因子 α、ＩＬ￣６、ＩＬ￣１β 的表达和

树突状细胞中 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣１２、ＩＬ￣１７ 等炎症因子的表

达ꎮ 转入人 ＩＬ￣３７ 基因的小鼠可对化学性结肠炎、
代谢综合征、心肌缺血及 ＬＰＳ 诱导的内毒素血症等

疾病模型发挥抗炎及保护作用[６￣９]ꎮ 因此ꎬＩＬ￣３７ 是

一种具有抗炎症和免疫抑制作用的细胞因子ꎮ 我

们前期研究证实了 ＩＬ￣３７ 可以抑制 ＴＬＲ２ 诱导的人

冠状动脉内皮细胞(ｈｕｍａｎ ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｙ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌꎬＨＣＡＥＣ)炎症反应ꎬ减少 ＮＦ￣κＢ 和 ＩＣＡＭ￣１ 的

表达[１０]ꎮ 本研究旨在继续探讨抗炎因子 ＩＬ￣３７ 对

ＴＬＲ４ 激活 ＨＣＡＥＣ 的 ＩＣＡＭ￣１ 及磷酸化 ＮＦ￣κＢ 表达

的影响ꎬ探讨 ＩＬ￣３７ 拮抗炎症反应的可能机制ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 细胞株和主要试剂

原代 ＨＣＡＥＣ 购自美国 ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ 公司ꎮ 内皮细

胞培养基、胎牛血清、内皮细胞生长因子、双抗购自

美国 ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ 公司ꎻ脂多糖购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司

(Ｌ４３９１)ꎻ阴性对照(正义链:５′￣ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵ￣

ＧＵＣＡＣＧＵＴＴ￣３′ꎬ反 义 链: ５′￣ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧ￣
ＧＡＧＡＡＴＴ￣３′)、Ｓｉｌｅｎｔ ＩＬ￣３７ ｍＲＮＡ(正义链:５′￣ＵＧＣ￣
ＣＣＡＡＡＡＧＧＡＡＵＣＡＧＣＡＴＴ￣３′ꎬ反义链:５′￣ＵＧＣＵＧＡＵ
ＵＣＣＵＵＵＵＧＧＧＣＡＴＴ￣３′)、ＩＬ￣３７ｂ ｐｌａｓｍｉｄ ｖｅｃｔｏｒ 购自

上海 Ｇｅｎｅｐｈａｒｍａ 公司ꎻＯｐｔｉ￣ＭＥＭ 无血清培养基、Ｌｉ￣
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ® ３０００ 试剂及 β￣ａｃｔｉｎ、 ＩＬ￣３７ 引物购自

ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＴＭ Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司ꎻ总 ＲＮＡ 提取制剂

ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ、反转录试剂盒 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ、实时定量试剂盒 ＳＹＢＲ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ(Ｔｌｉ
ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ)均购自 ＴＡＫＡＲＡ Ｂｉｏ 公司ꎻ兔抗人磷

酸化 ＮＦ￣κＢ ｐ６５、兔抗人 ＩＣＡＭ￣１ 抗体均购自美国

Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司ꎻ兔抗人 ＧＡＰＤＨ 抗体

购自杭州贤至生物科技公司ꎻ羊抗兔 ＩｇＧ￣ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ
标记二抗购自武汉博士德公司ꎮ
１.２　 细胞培养

ＨＣＡＥＣ 培养于含 ５％胎牛血清的内皮细胞培

养基中ꎬ３７℃、５％ＣＯ２ 下生长ꎮ 细胞为贴壁生长ꎬ２
~３ 天换液ꎬ待细胞长至约 ９０％融合时接种于 ６ 孔

或 １２ 孔培养板ꎬ２４ ｈ 内进行细胞转染ꎮ 转染前使用

基础培养基清洗每孔ꎬ转染用培养基为无血清 Ｏｐｔｉ￣
ＭＥＭꎬ利用脂质体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ® ３０００ 对 ＨＣＡＥＣ
进行 ＩＬ￣３７ 干扰或过表达( ｓｉＩＬ￣３７ 干扰序列终浓度

为 ４０ ｎｍｏｌ / Ｌꎬ ＩＬ￣３７ 质 粒 过 表 达 载 体 浓 度 为

１.０ ｍｇ / Ｌ) [１０]ꎬ结束后放入细胞培养箱孵育 ２４ ｈꎬ过
表达处理组在 ６ ｈ 后更换完全培养基ꎮ 将细胞分为

空白对照组、脂质体对照组、阴性序列对照组、空白

质粒对照组、ＩＬ￣３７ 干扰组、ＩＬ￣３７ 过表达组ꎮ
１.３　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测 ＩＬ￣３７ 的转染效率

ＨＣＡＥＣ 进行 ＩＬ￣３７ 干扰或过表达后ꎬ使用总

ＲＮＡ 提取试剂盒 ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ 按照说明书进行细胞

总 ＲＮＡ 提取ꎬ检测完浓度后按逆转录试剂盒 Ｐｒｉｍｅ￣
Ｓｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 说明书进行逆转录反应ꎬ反应

液配制在冰上进行ꎬ条件为:３７℃ １５ ｍｉｎꎬ８５℃ ５ ｓꎮ
使用 ＳＹＢＲ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ试剂盒进行实时定量

ＰＣＲ 扩增ꎬ以 β￣ａｃｔｉｎ 作为内参ꎮ β￣ａｃｔｉｎ 上游引物:
５′￣ＡＴＴＧＣＣＧＡＣＡＧＧＡＴＧＣＡＧＡＡ￣３′ꎬ下 游 引 物: ５′￣
ＧＣＴＧＡＴＣＣＡＣＡＴＣＴＧＣＴＧＧＡＡ￣３′ꎻＩＬ￣３７ 上游引物:

８２２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ３ꎬ２０１８



５′￣ＣＴＴＴＧＴＧＧＧＧＧＡＧＡＡＣＴＣＡＧ￣３′ꎬ 下 游 引 物: ５′￣
ＣＣＴＴＴＡＧＡＧＡＣＣＣＣＣＡＧＧＡＧ￣３′ꎮ 荧光定量 ＰＣＲ 反

应体系如下:ｃＤＮＡ 模板 １ μＬꎬＳＹＢＲ 绿色荧光染料

实时 ＰＣＲ 反应液 ５ μＬꎬ上、下游引物各 ０.２ μＬꎬ灭菌

超纯水定容至 １０ μＬꎮ 扩增的反应条件:预变性

９５℃ ３０ ｓꎬ变性 ９５℃ ５ ｓꎬ延伸及退火 ６０℃ ３０ ｓꎬ４０
个循环ꎬ并于每个循环的延伸阶段采集荧光信号ꎮ
反应结束后做 ９５℃的溶解曲线分析ꎮ 每个样品设 ３
个复孔ꎮ ＰＣＲ 结果用 ２－△△Ｃｔ表示相对表达量ꎮ
１.４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＩＣＡＭ￣１ 和磷酸化 ＮＦ￣κＢ 蛋

白的表达

将 ＨＣＡＥＣ 分为 ３ 组:空白对照组、ＩＬ￣３７ 干扰

组、ＩＬ￣３７ 过表达组ꎬ利用脂质体转染将 ＩＬ￣３７ 干扰

序列加入干扰组ꎬＩＬ￣３７ ＤＮＡ 过表达质粒加入过表

达组ꎬ孵育 ２４ ｈ 后ꎬ再加入 ＬＰＳ (２００ μｇ / Ｌ) 刺激

２４ ｈ[１１]ꎬ利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ３ 组细胞 ＩＣＡＭ￣１ 蛋

白的表达ꎬ以及刺激 ３０、６０、１２０ ｍｉｎ 时磷酸化 ＮＦ￣
κＢ 蛋白的表达ꎮ 收集细胞ꎬ每孔加 ４℃预冷的 １ ｍＬ
磷酸盐缓冲液柔和洗细胞 ３ 次ꎬ洗去细胞培养液ꎮ
配置细胞裂解液ꎬ操作按说明书ꎬ均在冰上进行ꎮ
制备 １０％的聚丙烯酰胺凝胶ꎬ电泳结束后将蛋白转

至聚偏二氟乙烯膜上ꎬ结束后使用 １０％的脱脂牛奶

室温封闭 １ ｈꎬ封固膜上的非特异性结合位点ꎬ封闭

结束后利用 ＴＢＳＴ(ＴＢＳ 液中含 ０.１％的 Ｔｗｅｅｎ￣２０)温
和洗 净 膜 上 残 留 的 牛 奶ꎬ 继 之 与 兔 抗 人 抗 体

(ＧＡＰＤＨ １ ∶ １０００、ＩＣＡＭ￣１ １ ∶ １０００、磷酸化 ＮＦ￣κＢ
ｐ６５ １ ∶ １０００)孵育ꎬ４℃冰箱摇床过夜后洗膜 ３ 次ꎬ
每次 １０ ｍｉｎꎮ 然后将膜加入山羊抗兔二抗 ( １ ∶
１００００)中并在室温下反应 １ ｈꎬ结束后洗膜 ３ 次ꎬ每
次 １０ ｍｉｎꎮ 使用 ＥＣＬ 发光液进行化学发光ꎬ灰度值

条带采用 Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｈｏｏｄ Ⅱ ７６Ｓ / ０６０８ 数码凝胶图

像处理系统(美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司)进行分析处理ꎮ
１.５　 统计学方法

本实验统计采用 ＳＰＳＳ １９.０ 软件ꎬ计量资料两

两比较用 ｔ 检验ꎬ多组间均数比较采用方差分析ꎬ以
Ｐ<０.０５ 表示差异具有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＩＬ￣３７ 干扰或过表达对 ＨＣＡＥＣ 中 ＩＬ￣３７ 表达

的影响

实时荧光定量 ＰＣＲ 检测 ＨＣＡＥＣ 中 ＩＬ￣３７ 的转

染效率ꎬ结果显示脂质体、阴性序列和空白质粒对

ＩＬ￣３７ ｍＲＮＡ 的表达无影响ꎮ ＩＬ￣３７ 干扰组与空白对

照组相比 ＩＬ￣３７ 的表达下降ꎬ而 ＩＬ￣３７ 过表达组 ＩＬ￣

３７ 的表达升高(Ｐ<０.０１ꎻ图 １)ꎮ

图 １. 不同处理组 ＨＣＡＥＣ 中 ＩＬ￣３７ ｍＲＮＡ 表达水平(ｎ＝ ５)
Ａ 为空白对照组ꎬＢ 为脂质体对照组ꎬＣ 为阴性序列对照组ꎬＤ 为空

白质粒对照组ꎬＥ 为 ＩＬ￣３７ 干扰组ꎬＦ 为 ＩＬ￣３７ 过表达组ꎮ ａ 为 Ｐ <
０.０１ꎬ与空白对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. ＩＬ￣３７ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＨＣＡＥＣ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒ￣
ｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ(ｎ＝ ５)

２.２　 ＬＰＳ 干预后 ＨＣＡＥＣ中 ＩＣＡＭ￣１蛋白表达的变化

在给予 ＩＬ￣３７ 干预或过表达之后ꎬ我们给予 ＬＰＳ
进行干预ꎮ 与空白对照组相比ꎬＬＰＳ 干预后空白对照

组、ＩＬ￣３７ 干扰组和 ＩＬ￣３７ 过表达组细胞 ＩＣＡＭ￣１蛋白表

达升高(Ｐ<０.０５)ꎮ 与对照组相比ꎬＩＬ￣３７ 干扰组 ＩＣＡＭ￣
１蛋白表达显著增加(Ｐ<０.０５)ꎬＩＬ￣３７ 过表达组没有明

显增加(Ｐ>０.０５)ꎮ ＩＬ￣３７ 过表达组与 ＩＬ￣３７ 干扰组相

比ꎬＩＣＡＭ￣１蛋白表达显著减少(Ｐ<０.０５ꎻ图 ２)ꎮ

图 ２. ＬＰＳ 处理后各组 ＩＣＡＭ￣１蛋白的表达(ｎ ＝ ５) 　 　 Ａ 为

空白对照组ꎬＢ 为脂质体对照组ꎬＣ 为阴性序列对照组ꎬＤ 为空白质

粒对照组ꎬＥ 为空白对照＋ＬＰＳ 组ꎬＦ 为 ＩＬ￣３７ 干扰＋ＬＰＳ 组ꎬＧ 为ＩＬ￣３７
过表达＋ＬＰＳ 组ꎮ ａ 为 Ｐ< ０. ０５ꎬ与空白对照＋ＬＰＳ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<
０.０５ꎬ与 ＩＬ￣３７ 干扰＋ＬＰＳ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＣＡＭ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｆｔｅｒ ＬＰＳ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｎ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｎ＝５)
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２.３　 ＬＰＳ 干预后 ＨＣＡＥＣ 中磷酸化 ＮＦ￣κＢ 蛋白表达

的变化

为了解 ＩＬ￣３７ 对 ＩＣＡＭ￣１ 表达影响的机制ꎬ我们

在 ３ 组 细 胞 中 分 别 加 入 ＴＬＲ４ 的 配 体 ＬＰＳ
(２００ μｇ / Ｌ)刺激 ３０、６０、１２０ ｍｉｎꎬ用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检
测磷酸化 ＮＦ￣κＢ 蛋白的磷酸化程度ꎮ 结果发现ꎬ正
常 ＨＣＡＥＣ 在 ＬＰＳ 刺激后磷酸化 ＮＦ￣κＢ 在各个时间

点的表达均比空白对照组升高(Ｐ<０.０５ꎻ图 ３)ꎻ在
ＩＬ￣３７ 干扰后ꎬ再予 ＬＰＳ 刺激 ＨＣＡＥＣꎬ磷酸化 ＮＦ￣κＢ
的表达同样升高明显(Ｐ<０.０５ꎻ图 ４)ꎻ而在 ＩＬ￣３７ 过

表达后ꎬ再予 ＬＰＳ 刺激 ＨＣＡＥＣꎬ磷酸化 ＮＦ￣κＢ 的表

达与空白对照组相比无统计学差异(Ｐ>０.０５ꎻ图 ５)ꎮ

图 ３. 正常 ＨＣＡＥＣ 在 ＬＰＳ 刺激后磷酸化 ＮＦ￣κＢ 的表达

(ｎ＝ ５)　 　 Ａ 为空白对照组ꎬＢ 为 ３０ ｍｉｎ 组ꎬＣ 为 ６０ ｍｉｎ 组ꎬＤ 为

１２０ ｍｉｎ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与空白对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ＮＦ￣κＢ ａｆｔｅｒ ＬＰＳ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ＨＣＡＥＣ(ｎ＝ ５)

３　 讨　 论

Ａｓ 是起源于动脉内膜的疾病ꎬ可以累及各处血

管ꎬ以大中动脉最常见[１２]ꎮ 研究发现 ＬＰＳ 可激活人

冠状动脉内皮细胞 ＴＬＲ４ꎬ使 ＮＦ￣κＢ 磷酸化ꎬ从而促

进多种炎症因子的转录ꎬ如 ＩＬ￣６、单核细胞趋化蛋白

１、肿瘤坏死因子 α、血管细胞黏附分子 １ 和 ＩＣＡＭ￣１
等[１１ꎬ１３]ꎮ ＩＬ￣３７ 属于 ＩＬ 家族ꎬ是炎症反应和先天性

免疫的天然抑制因子[１４]ꎮ 我们课题组前期研究发

现使用肽聚糖活化 ＨＣＡＥＣ 中的 ＴＬＲ２ 后ꎬ抗炎因子

ＩＬ￣３７ 可以抑制 ＩＣＡＭ￣１ 和磷酸化 ＮＦ￣κＢ 在 ｍＲＮＡ
和蛋白水平的表达[１０]ꎮ 在本研究中ꎬ我们发现沉默

ＩＬ￣３７ 可以增加 ＴＬＲ４ 激活 ＨＣＡＥＣ 中 ＮＦ￣κＢ 磷酸化

程度和 ＩＣＡＭ￣１ 蛋白水平ꎬ而 ＩＬ￣３７ 过表达后这两个

图 ４. ＩＬ￣３７ 干扰 ＨＣＡＥＣ 在 ＬＰＳ 刺激后磷酸化 ＮＦ￣κＢ 的表

达(ｎ＝ ５)　 　 Ａ 为空白对照组ꎬＢ 为脂质体对照组ꎬＣ 为阴性序列

对照组ꎬＤ 为 ３０ ｍｉｎ 组ꎬＥ 为 ６０ ｍｉｎ 组ꎬＦ 为 １２０ ｍｉｎ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<
０.０５ꎬ与空白对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ＮＦ￣κＢ ａｆｔｅｒ ＬＰＳ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ＩＬ￣３７ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｄ ＨＣＡＥＣ(ｎ＝ ５)

图 ５. ＩＬ￣３７ 过表达 ＨＣＡＥＣ 在 ＬＰＳ 刺激后磷酸化 ＮＦ￣κＢ 的

表达(ｎ＝ ５)　 　 Ａ 为空白对照组ꎬＢ 为空白质粒对照组ꎬＣ 为 ３０
ｍｉｎ 组ꎬＤ 为 ６０ ｍｉｎ 组ꎬＥ 为 １２０ ｍｉｎ 组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ＮＦ￣κＢ ａｆｔｅｒ ＬＰＳ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ＩＬ￣３７ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ＨＣＡＥＣ(ｎ＝ ５)

炎症因子的表达却没有升高ꎬ说明了 ＩＬ￣３７ 也有拮

抗 ＴＬＲ４ 激活 ＨＣＡＥＣ 的炎症作用ꎮ
我们的前期研究和本次研究发现ꎬＩＬ￣３７ 可以抑

制 ＨＣＡＥＣ 中 ＴＬＲ２ 和 ＴＬＲ４ 激活后 ＩＣＡＭ￣１ 的表

达ꎬ这种抑制作用与 ＮＦ￣κＢ 通路有关ꎮ 在细胞内ꎬ
ＩＬ￣３７ 含 有 半 胱 氨 酸 天 冬 氨 酸 蛋 白 水 解 酶 １
(Ｃａｓｐａｓｅ￣１)酶切位点ꎬ以前体形式存在于细胞质

中ꎬ当受到炎症刺激时 Ｃａｓｐａｓｅ￣１ 激活并将 ＩＬ￣３７ 前

０３２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ３ꎬ２０１８



体剪切为成熟体ꎮ 细胞质内一部分 ＩＬ￣３７ 成熟体与

Ｓｍａｄ３ 形成功能性复合体并同时进入细胞核ꎬ抑制

信号转导蛋白ꎬ可以抑制 ＴＬＲ 诱导的促炎症细胞因

子产生和树突状细胞的活化[１５￣１６]ꎮ 在细胞外ꎬＩＬ￣１８
与 ＩＬ￣１８Ｒα 和 ＩＬ￣１８Ｒβ 形成复合体ꎬ与 Ｔｏｌｌ /白细胞

介素 １ 受体(Ｔｏｌｌ / ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＴＩＲ)结合ꎬ
引起 ＮＦ￣κＢ 活化ꎬ调节促炎症因子的转录ꎮ 近年来

研究发现ꎬＩＬ￣３７ 与 ＩＬ￣１８Ｒα 结合后ꎬ可募集 ＴＩＲ￣８
在细胞表面形成功能性复合体ꎬＴＩＲ￣８ 与传统的 ＴＩＲ
结构不同ꎬ可以干扰传统 ＴＩＲ 结构域的激活[１７]ꎮ 因

此ꎬＴＩＲ￣８ 可对 ＴＬＲ 和 ＩＬ￣１Ｒ 活化后引起的下游信

号通路的激活起负性调节作用ꎬ其中就包括 ＮＦ￣
κＢ[１８]ꎮ 研究发现ꎬ敲除人和小鼠细胞中的 ＴＩＲ￣８
后ꎬ对 ＬＰＳ 刺激的反应性增高ꎬ并产生大量的促炎

症因 子[１７]ꎮ 我 们 的 研 究 发 现 ＩＬ￣３７ 可 以 抑 制

ＨＣＡＥＣ 中 ＴＬＲ２ 和 ＴＬＲ４ 激活后 ＮＦ￣κＢ 磷酸化程度

和 ＩＣＡＭ￣１ 的表达ꎬ主要是通过增加细胞内 ＩＬ￣３７ 浓

度来实现的ꎬ推测应该是通过细胞内途径ꎬ也就是

与 Ｓｍａｄ３ 途径相关可能性大ꎮ 在将来的实验中ꎬ可
以考虑通过抑制 Ｓｍａｄ３ 表达的方法来验证这个

猜测ꎮ
我们在本实验中对 ＴＬＲ４ 激活后的通路做了部

分研究ꎬ结果显示 ＨＣＡＥＣ 在加入 ＴＬＲ４ 的配体 ＬＰＳ
后ꎬＩＬ￣３７ 干扰组 ＩＣＡＭ￣１ 和磷酸化 ＮＦ￣κＢ 蛋白的表

达较空白对照组明显升高ꎻ这与我们之前对 ＴＬＲ２
的研究结果类似ꎮ 在 ＩＬ￣３７ 过表达组中这 ２ 种蛋白

升高不明显ꎬ与空白对照组无显著差异ꎬ并没有展

示出 ＩＬ￣３７ 可以抑制 ＴＬＲ４ 激活 ＨＣＡＥＣ 后炎症反

应ꎮ 这可能与 ２ 个原因有关:(１)我们转染进去的

ＩＬ￣３７ 基因需要发挥作用与其表达的 ＩＬ￣３７ 成熟体

有关ꎬ而在实验中 ＩＬ￣３７ 成熟体表达量不足ꎬ无法对

炎症反应产生足够的抑制ꎻ(２) ＴＬＲ４ 与 ＴＬＲ２ 炎症

通路都具有髓样分化因子 ８８(ｍｙｅｌｏｉｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ ８８ꎬＭｙＤ８８)ꎬ但 ＴＬＲ４ 还具有一条不依赖于

ＭｙＤ８８ 的信号通路[１]ꎬ可能 ＩＬ￣３７ 对 ＭｙＤ８８ 通路起

到抑制作用而减少了 ＮＦ￣κＢ 磷酸化程度ꎬ但是对非

依赖于 ＭｙＤ８８ 的通路可能没有起到足够的抑制作

用ꎮ 因此ꎬ在将来的实验中ꎬ我们计划使用 ＩＬ￣３７ 蛋

白并调整不同的浓度ꎬ并敲除 ＭｙＤ８８ 来进行验证ꎬ
这还需要更细致和深入的研究ꎮ

同时ꎬ我们在 ＩＬ￣３７ 过表达组中发现ꎬ在给予 ＬＰＳ
３０ ｍｉｎ 后磷酸化 ＮＦ￣κＢ 表达明显升高ꎬ我们推测这

与 ＩＬ￣３７ 的时效性可能有关系ꎮ 有研究发现ꎬ细胞内

ＩＬ￣３７ 在 ＬＰＳ 刺激后 ２０ ｍｉｎ 开始升高ꎬ４０ ｍｉｎ时升高

最为显著[１９]ꎮ 在稳定转染 ＩＬ￣３７ 的细胞中ꎬ使用 ＩＬ￣
１β 与细胞共孵育 ３０ ｍｉｎ 即可利用免疫荧光技术在胞

核周围检测到大量的 ＩＬ￣３７ 及磷酸化 Ｓｍａｄ３ 的表达ꎬ
并且利用免疫共沉淀证实了其复合体的形成[７]ꎮ 并

且ꎬ这也与我们在 ＩＬ￣３７ 转基因小鼠内皮细胞中的结

果一致[２０]ꎮ
综上所述ꎬ我们初步证实了 ＩＬ￣３７ 表达的高低

可以改变 ＴＬＲ４ 激活后 ＩＣＡＭ￣１ 和磷酸化 ＮＦ￣κＢ 的

表达ꎬＩＬ￣３７ 抑制 ＩＣＡＭ￣１ 表达可能与抑制了 ＮＦ￣κＢ
磷酸化程度有关ꎮ ＩＬ￣３７ 可能具有保护冠状动脉内

皮细胞的功能及延缓疾病进展的作用ꎮ 随着近年

来对 ＩＬ￣３７ 作用机制研究的深入ꎬ研究如何利用 ＩＬ￣
３７ 抑制炎症反应、减缓疾病的发生发展是我们未来

研究的重点ꎮ
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