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[摘　 要] 　 目的　 探讨 ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 在动脉粥样硬化组织中的表达及对巨噬细胞凋亡和炎症因子表达的影响ꎮ 方

法　 构建动脉粥样硬化小鼠模型ꎬＲＴ￣ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测动脉粥样硬化组织中 ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 的表达水平ꎮ 用氧

化型低密度脂蛋白(ｏｘ￣ＬＤＬ)处理巨噬细胞 ＴＨＰ￣１、平滑肌细胞 ＶＳＭＣ、内皮细胞 ＥＣ￣３０４ꎬＲＴ￣ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检

测 ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 的表达水平ꎮ 巨噬细胞 ＴＨＰ￣１ 转染 ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ ｓｉＲＮＡ 和 ｓｉＲＮＡ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ经 ｏｘ￣ＬＤＬ 处理后ꎬ流式细胞

术检测细胞凋亡ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３、ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣９ 表达ꎬＥＬＩＳＡ 检测培养液上清中肿瘤坏死因

子 α(ＴＮＦ￣α)、白细胞介素 ６( ＩＬ￣６ )含量ꎮ 结果　 ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 在动脉粥样硬化组织中的表达水平明显高于正常组

织ꎮ ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 在 ｏｘ￣ＬＤＬ 处理后的巨噬细胞 ＴＨＰ￣１ 中表达水平最高ꎬ而在平滑肌细胞 ＶＳＭＣ、内皮细胞 ＥＣ￣３０４ 中

表达水平极低ꎮ ｏｘ￣ＬＤＬ 处理后巨噬细胞 ＴＨＰ￣１ 凋亡率高达 ２１. ６４％ ± １. ８８％ꎬ细胞中 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３、ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ￣９ 表达水平升高ꎬ细胞培养液上清中 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 含量也明显升高ꎮ 干扰 ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 表达后的巨噬细胞

ＴＨＰ￣１ 经 ｏｘ￣ＬＤＬ 处理后凋亡率下降为 １５.２５％±１.１０％ꎬ细胞中 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３、ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣９ 表达水平降低ꎬ
细胞培养液上清中 ＴＮＦ￣α、 ＩＬ￣６ 含量也明显下降ꎮ 结论 　 ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 在动脉粥样硬化组织中表达升高ꎬ降低

ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 表达能够抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的巨噬细胞凋亡和巨噬细胞炎症因子分泌ꎮ
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　 　 动脉粥样硬化通常是指在大动脉或者中动脉

血管内膜中出现的类似于粥样的黄色斑块ꎬ其能够

引发血栓、心肌梗死等心脑血管疾病[１]ꎮ 据统计ꎬ
在中国ꎬ动脉粥样硬化继发的相关疾病致死人数在

每年全部死亡人数中占 ５０％[２]ꎮ 动脉粥样硬化发

病机制复杂ꎬ巨噬细胞泡沫化以及分泌的炎症因子

在早期动脉粥样硬化形成过程中发挥重要作用[３]ꎮ
巨噬细胞在动脉粥样硬化早期脂质纤维斑块形成、
炎症因子分泌等方面发挥关键作用[４]ꎮ 动脉粥样

硬化斑块中主要有巨噬细胞、平滑肌细胞、血管内

皮细胞[５]ꎮ ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 是 ２００４ 年发现的与免疫有

关的蛋白ꎬ参与肥大细胞分泌炎症因子、Ｂ 淋巴细胞

凋亡过程[６￣８]ꎮ 巨噬细胞同样属于免疫细胞ꎬ而巨

噬细胞又参与动脉粥样硬化的发生[９]ꎮ 本研究通

过构建动脉粥样硬化小鼠模型ꎬ探讨 ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 在

动脉粥样硬化组织中的表达水平ꎬ同时以巨噬细胞

为研究对象ꎬ探讨 ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 对巨噬细胞凋亡和炎

症因子分泌的影响ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

　 　 巨噬细胞 ＴＨＰ￣１、平滑肌细胞 ＶＳＭＣ、内皮细胞

ＥＣ￣３０４ 购 自 中 国 科 学 院 细 胞 库ꎮ ＳＰＦ 级 雄 性

ＡｐｏＥ－ / －小鼠 ２０ 只ꎬ８ 周龄ꎬ体重 １８~２２ ｇꎬ 由郑州大

学实验动物中心提供ꎮ ＲＴ￣ＰＣＲ 试剂盒购自北京 Ｓｏ￣
ｌａｒｂｉｏ 公司ꎻ组织 / 细胞蛋白提取试剂盒购自美国

Ｉｎｖｅｎｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司ꎻＢＣＡ 蛋白定量试剂盒购自

北京 ＴＩＡＮＧＥＮ 公司ꎻ兔抗 ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 抗体购自美国

Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎻ兔抗 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 抗体、兔抗

ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣９ 抗体购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司ꎻ兔
抗 ＧＡＰＤＨ 抗体购自美国 Ａｂｃａｍ 公司ꎻ氧化型低密度

脂蛋白(ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｉｐｒｏｔｅｉｎꎬｏｘ￣ＬＤＬ)购自

北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司ꎻ肿瘤坏死因子 α( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒ￣αꎬＴＮＦ￣α)和白细胞介素 ６( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣６ꎬＩＬ￣６)
含量检测试剂盒购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司ꎻＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００ 购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ ｓｉＲＮＡ 和

ｓｉＲＮＡ ｃｏｎｔｒｏｌ 购自德国 Ｑｉａｇｅｎ 公司ꎮ
１.２　 动脉粥样硬化小鼠模型的构建

１０ 只 ＡｐｏＥ－ / －小鼠用含有 １％胆固醇和 １５％猪

油的高脂饲料饲喂ꎬ不限制饮水ꎬ饲喂 ４ 周ꎬ同时以

１０ 只 ＡｐｏＥ－ / －小鼠正常饲养作为对照ꎮ ４ 周后ꎬ取高

脂饲喂小鼠动脉粥样硬化组织以及正常饲喂小鼠

的正常动脉组织用于检测 ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 表达ꎮ
１.３　 细胞培养及处理

－８０℃ 保存的巨噬细胞 ＴＨＰ￣１、平滑肌细胞

ＶＳＭＣ、内皮细胞 ＥＣ￣３０４ 经 ３７℃融化后ꎬ加入细胞

培养液(含有 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ)ꎬ８００ ｒ / ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎ 后种植于细胞培养瓶ꎬ置于 ３７℃、饱和

湿度、５％ＣＯ２ 培养箱中培养ꎮ 巨噬细胞 ＴＨＰ￣１ 生长

达到传代融合度时ꎬ将细胞悬浮液转移到离心管

中ꎬ１０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ用细胞培养液

悬浮细胞后ꎬ种植于细胞瓶中继续培养ꎮ 平滑肌细

胞 ＶＳＭＣ、内皮细胞 ＥＣ￣３０４ 传代用 ０.２５％的胰蛋白

酶ꎮ 分别将培养至对数期的巨噬细胞 ＴＨＰ￣１、平滑

肌细胞 ＶＳＭＣ、内皮细胞 ＥＣ￣３０４ 用 ４０ μｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ
作用 ４８ ｈ 后ꎬＲＴ￣ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣
１ 表达水平ꎮ
１.４　 细胞转染及分组

取巨噬细胞 ＴＨＰ￣１ 分为对照组、刺激组、干扰

组ꎬ干扰组用转染 ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ ｓｉＲＮＡ ４８ ｈ 的巨噬细

胞ꎬ对照组和刺激组用转染 ｓｉＲＮＡ ｃｏｎｔｒｏｌ ４８ ｈ 的细

胞ꎬ其中干扰组和刺激组分别用含有 ４０ μｇ / Ｌ ｏｘ￣
ＬＤＬ 细胞培养液培养ꎬ对照组细胞培养液中不加入

ｏｘ￣ＬＤＬꎮ 转染步骤参照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 转染试

剂说明ꎮ
１.５　 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测动脉粥样硬化组织 ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 的
表达

取 １.２ 中动脉粥样硬化组织和正常动脉组织ꎬ
加入液氮中磨成粉状ꎬ取 １００ ｍｇ 粉末与 １ ｍＬ 的 Ｔｒ￣
ｉｚｏｌ 液混合ꎬ在室温条件下静置 ５ ｍｉｎꎬ加入氯仿 ２００
μＬꎬ在室温环境下静置 ３ ｍｉｎꎬ４℃、１００００ ｒ / ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎꎬ吸取 ５００ μＬ 上层水相层溶液至 ＥＰ 管中ꎬ加
入等体积的异丙醇ꎬ上下温和颠倒混合ꎬ在室温条

件下静置 １０ ｍｉｎꎬ４℃、１００００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎꎮ 吸

除上清液ꎬ加入 ７５％的乙醇洗涤 ２ 次后ꎬ弃上清液ꎬ
干燥ꎬ用紫外分光光度计检测 ＲＮＡ 的浓度及纯度ꎮ
反转录合成 ｃＤＮＡꎬＲＴ￣ＰＣＲ 试剂盒检测 ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１
水平ꎮ ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 上游引物为 ５′￣ＴＣＧ ＣＧＡ ＧＴＧ
ＴＣＡ ＧＧＡ ＡＧＡ ＧＴＧ ＡＣＴＧ￣３′ꎬ下游引物为 ５′￣ＣＴＴ
ＧＣＧ ＴＧＡ ＡＴＧ ＧＧＣ ＴＧＡ ＡＧＴ ＴＧＧ Ｃ￣３′ꎮ ＧＡＰＤＨ
上游引物为 ５′￣ＣＧＧ ＡＧＴ ＣＡＡ ＣＧＧ ＡＴＴ ＴＧＧ ＴＣＧ
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ＴＡＴ￣３′ꎬ下游引物为 ５′￣ＡＧＣ ＣＴＴ ＣＴＣ ＣＡＴ ＧＧＴ
ＧＧＴ ＧＡＡ ＧＡＣ￣３′ꎮ
１.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测动脉粥样硬化组织 ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣
１ 的表达

取 １.２ 中动脉粥样硬化组织和正常动脉组织ꎬ
提取组织蛋白ꎬＢＣＡ 法对蛋白样品进行定量检测ꎮ
蛋白样品与 ４ 倍体积的 ５×Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 混合ꎬ煮沸

５ ｍｉｎꎮ 吸取 ４０ μＬ 变性蛋白样品加到聚丙烯酰氨

凝胶上样孔中ꎬ８０ Ｖ 电压观察溴酚蓝进入浓缩胶和

分离胶的边缘时ꎬ把电压调整至 １００ Ｖ 继续电泳ꎬ观
察溴酚蓝进入浓缩胶底部边缘时结束电泳ꎮ 把蛋

白凝胶取出ꎬ在 ４℃、９０ Ｖ 电压转膜 ９２ ｍｉｎꎮ ５％牛

血清白蛋白室温封闭 ６０ ｍｉｎꎬ与一抗(８０００ 倍稀释ꎬ
４℃孵育过夜)、二抗(２０００ 倍ꎬ室温孵育 ６０ ｍｉｎ)结
合后ꎬ滴加显色液ꎬ曝光ꎬ以 ＧＡＰＤＨ 为内参ꎬ分析蛋

白表达水平ꎮ
１.７　 流式细胞术检测细胞凋亡

对照组、刺激组、干扰组细胞按照 １.４ 中方法处

理ꎬ培养 ４８ ｈꎬ３０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ弃上清液ꎬ加
入 ＰＢＳ 使每毫升细胞悬浮液中含有 １０６ 个细胞ꎬ
３０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ吸除上清液ꎬ在细胞沉淀中

加入 １５０ μＬ 结合缓冲液ꎬ加入 ５ μＬ 碘化丙啶(ＰＩ)
和膜联蛋白 Ｖ￣ＦＩＴＣ(Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ)ꎬ混合后ꎬ避
光孵育 １５ ｍｉｎꎬ在 ６０ ｍｉｎ 内用流式细胞仪检测细胞

凋亡ꎬ用凋亡细胞数目占总细胞数目的百分比表示

细胞凋亡率ꎮ 实验重复 ３ 次ꎬ取均值ꎮ
１. ８ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３、 ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ￣９ 表达

对照组、刺激组、干扰组细胞按照 １.４ 中方法处

理ꎬ 培 养 ４８ ｈꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检 测 细 胞 ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ￣３、ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣９ 蛋白表达水平ꎮ
１.９　 ＥＬＩＳＡ 检测 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 含量

对照组、刺激组、干扰组细胞按照 １.４ 中方法处

理ꎬ培养 ４８ ｈꎬ收集各组细胞培养液上清ꎬＥＬＩＳＡ 检

测 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 含量ꎬ操作步骤参照 ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣６
含量检测试剂盒ꎮ
１.１０　 统计学分析

数据以 ｘ± ｓ 表示ꎬ两组间比较采用独立样本 ｔ
检验ꎬ多组比较采用单因素方差ꎬ两两比较采用

ＬＳＤ￣ｔ 检验ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 在动脉粥样硬化组织中的表达

正常 动 脉 组 织 和 动 脉 粥 样 硬 化 组 织 中

ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ ｍＲＮＡ 水平分别为 １. ００ ± ０. ０８、２. １５ ±
０.１６ꎬｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 蛋白水平分别为 ０.１８±０.０２、０.３９±
０.０５ꎮ 动脉粥样硬化组织中 ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 表达水平明

显高于正常动脉组织(Ｐ<０.０１ꎻ图 １)ꎮ ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１
在动脉粥样硬化组织中高表达ꎮ

图 １. ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１在动脉粥样硬化组织中的表达(ｎ＝ １０)
ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与正常动脉组织比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ ｉｎ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃ
ｔｉｓｓｕｅｓ(ｎ＝ １０)

２.２　 ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 在细胞中的表达

平滑肌细胞 ＶＳＭＣ、内皮细胞 ＥＣ￣３０４ 、巨噬细

胞 ＴＨＰ￣１ 中 ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ ｍＲＮＡ 水平依次为 １. ００ ±
０.０９、１.０２±０.１０、３.１４±０.２１ꎬｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 蛋白水平依

次为 ０.０３±０.０１、０.０２±０.０２、０.４５±０.０６ꎮ 巨噬细胞

ＴＨＰ￣１ 中 ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ ｍＲＮＡ 和蛋白水平均明显高于

平滑肌细胞 ＶＳＭＣ 和内皮细胞 ＥＣ￣３０４(Ｐ<０.０１ꎻ图
２)ꎮ ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 在平滑肌细胞 ＶＳＭＣ、内皮细胞 ＥＣ￣
３０４ 中表达水平极低ꎬ而在巨噬细胞中高表达ꎮ
２.３　 细胞凋亡率

对照组、刺激组、干扰组细胞凋亡率依次为

８.３２％±０.７５％、２１.６４％±１.８８％、１５.２５％±１.１０％ꎬ细
胞 ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 蛋白水平依次为 ０. １９ ± ０. ０３、０. ８５ ±
０.０４、０.３８±０.０６ꎮ 经单因素方差分析ꎬ三组细胞凋

亡率和细胞 ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 蛋白水平比较有统计学意义

(Ｐ<０.０１)ꎬ刺激组细胞凋亡率、细胞 ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 蛋

白水平明显高于对照组和干扰组(Ｐ<０.０１ꎻ图 ３)ꎮ
ｏｘ￣ＬＤＬ 能够促进巨噬细胞凋亡ꎬ下调 ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 表

达能够抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的巨噬细胞凋亡ꎮ
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图 ２. ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１在平滑肌细胞 ＶＳＭＣ、内皮细胞 ＥＣ￣３０４ 、巨噬细胞 ＴＨＰ￣１ 中的表达(ｎ ＝ ３) 　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与平滑肌细胞

ＶＳＭＣ 或内皮细胞 ＥＣ￣３０４ 比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ ｉｎ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌ ＶＳＭＣꎬ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ＥＣ￣３０４ ａｎｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ＴＨＰ￣１(ｎ＝ ３)

图 ３. 流式细胞术检测巨噬细胞凋亡(ｎ＝ ３) 　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与刺激组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ(ｎ＝ ３)

２.４　 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 和 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣９ 的表达

对照组、刺激组、干扰组 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达

水平依次为 ０. ２５ ± ０. ０３、１. １３ ± ０. １４、０. ７６ ± ０. ０５ꎬ
ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣９ 表达水平依次为 ０.２８±０.０２、０.９６±
０.０８、０.６１±０.０４ꎮ 经单因素方差分析ꎬ三组 ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 和 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣９ 表达水平比较差异有

统计学意义(Ｐ < ０. ０１)ꎮ 刺激组和干扰组 ｃｌｅａｖｅｄ

Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 和 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣９ 表达水平明显高于对

照组(Ｐ<０.０１)ꎬ干扰组 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 和 ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ￣９ 表达水平明显低于刺激组(Ｐ < ０. ０１ꎻ图
４)ꎮ ｏｘ￣ＬＤＬ 能够促进巨噬细胞中 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣
３、ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣９ 表达ꎬ而下调 ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 表达能

够抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的巨噬细胞 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３、
ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣９ 表达上调ꎮ
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图 ４. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测巨噬细胞中 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 和

ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣９的蛋白表达(ｎ ＝ ３) 　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对

照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与刺激组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｈｅ ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ａｎｄ ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣９ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ(ｎ＝ ３)

２.５　 ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣６ 含量

对照组、刺激组、干扰组 ＴＮＦ￣α 含量依次为

８６.１５±６.３９ ｎｇ / Ｌ、３１７.２７±２８.４７ ｎｇ / Ｌ、１８９.５７±１７.２６
ｎｇ / ＬꎬＩＬ￣６ 含量依次为 ４２. ３６ ± ５. ２０ ｎｇ / Ｌ、１７０. １１ ±
１２.６５ ｎｇ / Ｌ、１２５.４７±１０.６４ ｎｇ / Ｌꎮ 经单因素方差分

析ꎬ三组 ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣６ 含量比较差异有统计学意义

(Ｐ<０.０１)ꎮ 刺激组和干扰组 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 含量明显

高于对照组(Ｐ<０.０１)ꎬ干扰组 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 含量明

显低于刺激组(Ｐ<０.０１ꎻ图 ５)ꎮ ｏｘ￣ＬＤＬ 能够促进巨

噬细胞分泌 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ꎬ而下调 ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 表达能

够抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的巨噬细胞分泌 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ꎮ

３　 讨　 论

动脉粥样硬化的发病机制较为复杂ꎬ一般可以

分为脂质条纹期、纤维斑块期、粥样斑块期共 ３ 个阶

段[１０]ꎮ 当动脉内皮发生损伤时ꎬ在高血脂等条件

下ꎬ单核细胞的黏附增多ꎬ移行至内膜转变为巨噬

细胞ꎬ而巨噬细胞能够将低密度脂蛋白吞噬ꎬ最后

形成泡沫细胞ꎬ促进脂质条纹的产生[１１￣１２]ꎮ 除此之

外ꎬ巨噬细胞还能够分泌相关炎症因子促进动脉粥

样硬化的发展[１３]ꎮ 研究表明ꎬ在动脉粥样硬化斑块

组织中存在有大量的巨噬细胞ꎬ而这些巨噬细胞的

过度凋亡是导致动脉粥样硬化斑块组织不稳定的

重要因素[１４]ꎮ 在动脉粥样硬化发生早期ꎬ巨噬细胞

凋亡可以抑制动脉粥样硬化的发生ꎬ而在动脉粥样

硬化的进展期ꎬ巨噬细胞凋亡则会加速动脉粥样硬

图 ５. ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６含量(ｎ ＝ ３) 　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比

较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与刺激组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. ＴＮＦ￣α ａｎｄ ＩＬ￣６ ｃｏｎｔｅｎｔ(ｎ＝ ３)

化的发展[１５]ꎮ ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 是近年来发现的与免疫

细胞有关的小分子蛋白ꎬ在 Ｂ 淋巴细胞、脑血管内

皮细胞、巨噬细胞等细胞中有不同程度的表达ꎬ在
神经中枢系统、免疫系统、血脑屏障等功能发挥过

程中 均 具 有 调 控 作 用[１６]ꎮ 本 研 究 结 果 发 现ꎬ
ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 在动脉粥样硬化组织中表达上调ꎬ这提

示ꎬｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 可能还参与动脉粥样硬化的发生ꎮ
动脉粥样硬化斑块中除含有巨噬细胞外ꎬ还含

有大量的平滑肌细胞和内皮细胞[１７]ꎮ ｏｘ￣ＬＤＬ 是一

种广泛存在于人体内的脂蛋白ꎬ其可以将胆固醇运

输到全身各处的细胞中ꎬ而巨噬细胞吸收 ｏｘ￣ＬＤＬ 携

带的胆固醇ꎬ能够黏附在动脉壁上ꎬ导致动脉粥样

硬化发生[１８]ꎮ 本研究在体外用 ｏｘ￣ＬＤＬ 处理巨噬细

胞、平滑肌细胞和内皮细胞ꎬ结果发现ꎬｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１
在巨噬细胞中高表达ꎬ而 ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 在平滑肌细胞

和内皮细胞中表达水平极低ꎮ 提示 ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 可能

参与巨噬细胞动脉粥样硬化的发生过程ꎮ
巨噬细胞过度凋亡能够加重动脉粥样硬化的

进程[１９]ꎮ 巨噬细胞凋亡与细胞内多种信号转导有

关ꎬ是一个十分复杂的过程ꎮ Ｃａｓｐａｓｅ 与细胞凋亡的

发生有关ꎬ其激活后能够促进细胞凋亡的发生ꎬ相
反ꎬ抑制其激活能够阻碍细胞凋亡的发生[２０]ꎮ
Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ￣９ 是 Ｃａｓｐａｓｅ 级联反应中的凋
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亡执行因子ꎬ其活化后形成 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 和

ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣９ 能够发挥凋亡执行的功能[２１]ꎮ 本

研究结果发现ꎬ敲除巨噬细胞中 ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 表达能

够抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的巨噬细胞凋亡和 ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ￣３、 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣９ 蛋白表达ꎮ 这提示ꎬ
ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 表达下调能够抑制动脉粥样硬化过程中

巨噬细胞的凋亡ꎮ
研究表明ꎬ动脉粥样硬化过程中随着巨噬细胞

的不断凋亡ꎬ炎症相关信号通路被激活ꎬ炎症反应

不断扩大ꎬ导致动脉粥样硬化斑块组织易损程度增

加ꎬ最终导致斑块破裂ꎬ引起心肌梗死、脑卒中等疾

病发生[２２]ꎮ 易损斑块的破裂与斑块的大小无关ꎬ而
是与斑块坏死核心、炎症程度等有关ꎬ而巨噬细胞

在斑块中释放的炎症因子也能够加速斑块的破

裂[２３]ꎮ 本研究结果显示ꎬ巨噬细胞中 ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 表

达下调可以抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的巨噬细胞分泌炎症

因子ꎮ ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 可能参与巨噬细胞在动脉粥样硬

化过程中炎症因子的释放ꎮ
综上所述ꎬｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 在动脉粥样硬化组织中

表达上调ꎬ下调 ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 表达能够抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱

导的巨噬细胞凋亡和炎症因子的分泌ꎮ 本研究为

后续进一步探讨 ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 在动脉粥样硬化中的作

用机制奠定了基础ꎬ为研究 ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 的生物学功

能提供了新思路ꎮ 本研究没有在人动脉粥样硬化

组织 中 探 讨 ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 的 表 达 水 平ꎬ 没 有 对

ｓｗｉｐｒｏｓｉｎ￣１ 在巨噬细胞泡沫化和自噬中的作用进行

探讨ꎬ后续实验中会对上述内容进行深入研究ꎮ
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