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[摘　 要] 　 目的　 探究核因子 κＢ(ＮＦ￣κＢ)是否通过分拣蛋白 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 影响荷脂 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞脂质代谢和泡沫

化ꎮ 方法　 ＮＦ￣κＢ 激活剂 ＰＭＡ 或其特异性抑制剂 ＰＤＴＣ 孵育荷脂 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞ꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ ｍＲＮＡ
水平ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 蛋白表达ꎻ沉默荷脂 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 同时加入 ＰＭＡ 孵育ꎬ胞内胆固醇流出行

液体闪烁计数器检测ꎬ胞内脂质含量行高效液相色谱法检测ꎬ胞内脂滴情况用油红 Ｏ 染色显示ꎮ 结果　 ＰＭＡ 孵育

处理荷脂 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞后 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ ｍＲＮＡ 水平及蛋白表达上调ꎬＰＤＴＣ 孵育处理后 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ ｍＲＮＡ 水平及蛋白表达

下调ꎻＰＭＡ 孵育处理荷脂 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞内脂质流出减少ꎬ脂质蓄积程度增加ꎬ泡沫细胞形成加剧ꎬ而 ＰＭＡ 与 Ｓｏｒ￣
ｔｉｌｉｎ ｓｈＲＮＡ 共处理后ꎬ其胞内脂质流出增多ꎬ胞内脂质蓄积程度减轻ꎬ泡沫细胞形成受抑ꎮ 结论　 ＮＦ￣κＢ 通过促进

Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 表达ꎬ导致巨噬细胞内脂质流出受抑ꎬ胞内脂质蓄积程度加重ꎬ从而加剧泡沫细胞形成ꎮ
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　 　 动脉粥样硬化(ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬ Ａｓ)早期病理生

理改变是以脂质沉积于动脉内膜下和巨噬细胞源

性泡沫细胞形成为主要特征ꎬ其中巨噬细胞脂质代

谢紊乱所致的泡沫细胞形成在 Ａｓ 发展进程中起着
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重要作用[１￣２]ꎮ 因此ꎬ探索在巨噬细胞脂质代谢过

程中发挥调控作用的分子机制对抑制巨噬细胞泡

沫化及 Ａｓ 的发生发展具有重要意义[３]ꎮ 作为新发

现的脂质代谢调控因子分拣蛋白 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 在巨噬细

胞脂质代谢紊乱以及 Ａｓ 的发生发展过程中起到明

显的促进作用ꎮ 国内外研究提示ꎬ巨噬细胞 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ
能影响多种脂质代谢基因的表达与功能ꎬ最终引起

巨噬细胞内脂质蓄积而加速泡沫细胞形成ꎬ从而促

进 Ａｓ 进展ꎬ但目前对其表达调控的机制却知之甚

少[４￣５]ꎮ 核因子 κＢ(ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａＢꎬ ＮＦ￣κＢ)
在巨噬细胞脂质代谢和 Ａｓ 的发生发展中发挥着重

要作用[６]ꎮ ＮＦ￣κＢ 激活后转位进入巨噬细胞核ꎬ通
过调节其下游多种脂质相关靶基因的表达ꎬ引起巨

噬细胞脂质代谢紊乱ꎬ加速泡沫细胞的形成ꎬ并参

与 Ａｓ 病理生理过程的分子信号转导[７￣８]ꎮ 本文以

荷脂 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞为研究对象ꎬ首先观察干预

ＮＦ￣κＢ 后对荷脂 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 表达的影

响ꎬ进一步激活 ＮＦ￣κＢ 并沉默 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 后ꎬ分析 ＮＦ￣
κＢ 通过 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 影响荷脂 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞的胆固醇

流出和胞内脂质含量ꎬ探讨 ＮＦ￣κＢ 对 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 表达的

调控机制ꎬ并初步阐明 ＮＦ￣κＢ 通过 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 促进巨噬

细胞内脂质蓄积ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 主要材料

单核细胞(ＴＨＰ￣１)购自美国模式菌种收集中心

(ＡＴＣＣ)ꎻ佛波酯(ｐｈｏｒｂｏｌ ｍｙｒｉｓｔａｔｅ ａｃｅｔａｔｅꎬＰＭＡ)和
吡咯烷二硫代氨基甲酸铵( ａｍｍｏｎｉｕｍ ｐｙｒｒｏｌｉｄｉｎｅｄｉ￣
ｔｈｉｏｃａｒｂａｍａｔｅꎬＰＤＴＣ)购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ低内毒素胎

牛血清及 ＲＰＭＩ１６４０ 培养基购自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 科技有限

公司ꎻ氧化型低密度脂蛋白(ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ￣ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐ￣
ｏｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｏｘ￣ＬＤＬ)购自北京协生生物公司ꎻＳｏｒｔｉｌｉｎ
抗体购自 Ａｂｃａｍ 公司ꎻＮＦ￣κＢ / ｐ６５ 抗体购自 Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ (ＣＳＴ)公司ꎬβ￣ａｃｔｉｎ 抗体购自

博士德生物ꎻＳｏｒｔｉｌｉｎ ｓｈＲＮＡ 和 ｒｉｂｏＦＥＣＴＴＭ ＣＰ 转染

试剂购自广州市锐博生物公司ꎮ
１.２　 细胞培养与处理

用完全培养基(１０％胎牛血清＋９０％ＲＰＭＩ１６４０
培养液)静置培养 ＴＨＰ￣１ 细胞于 ３７ ℃、５％ＣＯ２培养

箱中ꎮ １６０ ｎｍｏｌ / Ｌ ＰＭＡ 于每次实验前孵育诱导

ＴＨＰ￣１ 细胞 ２４ ｈꎬ使其分化成巨噬细胞ꎬ孵育完成后

移除 ＰＭＡ 并更换完全培养基ꎬ同时加入 ５０ ｍｇ / Ｌ
ｏｘ￣ＬＤＬ 孵育 ４８ ｈꎬ促使 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞荷脂成为

ＴＨＰ￣１ 源性泡沫细胞后备用ꎮ

１.３　 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ ｓｈＲＮＡ 转染

参照国家生物技术信息中心(ｎａｔｉｏｎａｌ ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ
ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎꎬ ＮＣＢＩ)收录的 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 基因

序列(Ｇｅｎｅ ＩＤ:６２７２)ꎬ设计人 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 基因的短发夹

ＲＮＡ( ｓｈｏｒｔ ｈａｉｒｐｉｎ ＲＮＡꎬ ｓｈＲＮＡ) 序列为 ５′￣ＧＡＧ￣
ＧＣＡＴＴＧＴＣＴＡＴＴＣＣＡＡ￣３′ꎮ 用 ｒｉｂｏＦＥＣＴＴＭ ＣＰ 转染

试剂将 ｓｈＲＮＡ 转染至荷脂 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞(２×１０６

细胞 / 孔)ꎬ转染浓度为 ５０ ｎｍｏｌ / Ｌꎮ 严格遵循转染

试剂盒说明书完成转染操作ꎮ
１.４　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ ｍＲＮＡ

收集实验处理后细胞ꎬ严格遵照 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂盒

(购自上海生工公司)说明提取总 ＲＮＡꎬＲＮＡ 浓度

以紫外分光光度计重复测量 ３ 次ꎬ取光密度(ｏｐｔｉｃａｌ
ｄｅｎｓｉｔｙꎬ ＯＤ)２６０ ｎｍ / ２８０ ｎｍ 介于 １.８~２.１ 的样本用

于反转录合成互补 ＤＮＡ( ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ＤＮＡꎬ ｃＤ￣
ＮＡ)ꎬ所有引物均由 Ｐｒｉｍｅｒ ５.０ 软件设计ꎬ宝日医

(Ｔａｋａｒａ)生物公司进行合成ꎮ Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 引物正义链为

５′￣ＧＧＧＧＡＣＣＡＡＡＣＡＡＣＡＴＣＡＴＣ￣３′ꎬ 反 义 链 为 ５′￣
ＡＡＧＧＧＣＴＣＡＴＧＡＣＣＡＣＡＧＴＣ￣３′ꎬＰＣＲ 扩增产物长度

４５８ ｂｐꎻβ￣ａｃｔｉｎ 引物正义链为 ５′￣ＴＣＡＧＧＴＣＡＴＣＡＣ￣
ＴＡＴＣＧＧＣＡＡＴ￣３′ꎬ反义链为 ５′￣ＡＡＡＧＡＡＡＧＧＧＴＧＴＡ￣
ＡＡＡＣＧ ＣＡ￣３′ꎬＰＣＲ 扩增产物长度为 ４３２ ｂｐꎮ 荧光

定量 ＰＣＲ 分析严格按照 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 荧光定量试剂

盒的说明进行ꎬ反应条件:９４ ℃温育预变性 ５ ｍｉｎꎬ
９４ ℃变性 ４５ ｓꎬ６２ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ３０ ｓꎬ共
４０ 个循环ꎮ 结果根据 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 和 β￣ａｃｔｉｎ 的阈值(Ｃｔ
值)ꎬ利用 ２－ΔΔＣｔ法进行基因相对表达分析ꎬ计算 Ｓｏｒ￣
ｔｉｌｉｎ ｍＲＮＡ 的表达水平ꎮ
１.５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 蛋白表达

收集处理后细胞ꎬ加入适量 ＲＩＰＡ 裂解液(购自

奥维亚生物公司)ꎬ冰上裂解 ３０ ｍｉｎ 后于 ４ ℃、
１２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ保留上清ꎬ４ ∶ １ 比例加入

上样缓冲液(５×)(购自上海碧云天生物科技有限公

司)ꎬ１００ ℃蛋白质变性 １０ ｍｉｎꎬ－２０ ℃ 冷藏备用ꎮ
１０％十二烷基硫酸钠￣聚丙烯酰胺凝胶行蛋白分离ꎬ
恒压 ８０ Ｖ 电泳 ３０ ｍｉｎ 后转恒压 １２０ Ｖ 电泳 ６０ ｍｉｎꎻ
电泳完毕后根据 Ｍａｒｋｅｒ 显示ꎬ切取相应胶带进行转

膜ꎬ恒压 １３ Ｖ 转 ０.４５ μｍ 聚偏二氟乙烯印迹膜 ４５
ｍｉｎꎮ 封闭液封闭 ２ ｈꎬ鼠源性一抗(１ ∶ ２０００)４ ℃孵

育 ８ ｈꎬＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎬ辣根过氧化物

酶标记的羊抗鼠二抗(１ ∶ １０００)室温孵育 １ ｈꎬＴＢＳＴ
漂洗 ３ 次ꎮ Ｔａｎｏｎ ＭＰ 软件扫描获取目的蛋白及内

参蛋白的条带图像ꎬ将目的蛋白条带光密度值与内

参相对比并行半定量分析ꎮ
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１.６　 液体闪烁计数法检测胞内胆固醇流出

ＰＭＡ 孵育 ＴＨＰ￣１ 诱导其成为巨噬细胞后ꎬ加
５０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 和 １ μＣｉ / Ｌ [ ３Ｈ]胆固醇入用磷酸

盐缓冲液(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬ ＰＢＳ)洗涤后

的细胞中共浴标记 ４８ ｈ 后ꎬ将细胞静置培养于含 ２
ｇ / Ｌ 牛血清白蛋白的 ＲＰＭＩ１６４０ 培养液中 ２４ ｈꎬ重
悬经 ＰＢＳ 再次洗涤的细胞置于 １０ ｍｇ / Ｌ 载脂蛋白 Ａ
Ⅰ(ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ＡⅠꎬ ＡｐｏＡⅠ)的新鲜培养基中孵

育培养 １２ ｈꎮ 培养液和细胞内[ ３Ｈ]胆固醇含量行

闪烁计数法检测ꎬ用培养液每分钟记数( ｃｏｕｎｔｓ ｐｅｒ
ｍｉｎｕｔｅꎬＣＰＭ) 除以总 ＣＰＭ (培养液 ＣＰＭ ＋ 细胞

ＣＰＭ)ꎬ再乘以 １００％来表示胆固醇的流出ꎮ
１.７　 高效液相色谱检测胞内胆固醇含量

各组分别加入 ５０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 孵育 ４８ ｈ 行脂

质流出实验后收集细胞ꎮ 巨噬细胞内的总胆固醇

( ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬ ＴＣ)水平、游离胆固醇( ｆｒｅｅ ｃｈｏｌｅｓ￣
ｔｅｒｏｌꎬ ＦＣ)水平和胆固醇酯(ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｅｓｔｅｒꎬ ＣＥ)水
平采用高效液相色谱(ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏ￣
ｍａｔｏｇｒａｐｈｙꎬ ＨＰＬＣ)进行测定ꎬ结果以内参蛋白校

准ꎬ统计所得峰面积ꎬ并计算胆固醇酯与总胆固醇

的比值ꎮ
１.８　 油红 Ｏ 染色

将 ＴＨＰ￣１ 细胞接种于盖有无菌免洗盖玻片的 ６
孔板中ꎬ诱导其分化成为泡沫细胞行脂质流出实验

后ꎬＰＢＳ 洗涤细胞 ３ 次ꎬ４％多聚甲醛固定细胞 １０
ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗涤 １~２ ｍｉｎꎬ油红 Ｏ 工作液室温染色 ２０
ｍｉｎꎬ以去离子水清洗 ２ 次ꎬ苏木素(购自上海碧云

天生物科技有限公司)染核 １０ ｍｉｎ 后去离子水清洗

５~７ ｍｉｎꎬ０.５％盐酸酒精快速分色并以清水返蓝后ꎬ
在 ４０ 倍显微镜下观察并拍照ꎬ显示的鲜红色颗粒为

脂滴ꎬ蓝色核团为细胞核ꎮ
１.９　 统计学分析

以上所有实验均重复 ３ 次ꎮ ＳＰＳＳ２２.０ 统计软

件分析实验所得数据并采用 ｘ±ｓ 表示ꎬ采用组间比

较的方差分析及两两比较的 ＬＳＤ￣ｔ 检验进行分析ꎮ
Ｐ<０.０５ 判定差异有显著性ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＮＦ￣κＢ 对荷脂 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ ｍＲＮＡ
水平的影响

为观 察 ＮＦ￣κＢ 是 否 影 响 ＴＨＰ￣１ 巨 噬 细 胞

Ｓｏｒｔｉｌｉｎ ｍＲＮＡ 的水平ꎬ将 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞分为 ３
组:Ｃｏｎｔｒｏｌ 组:加入 １０ μＬ ＤＭＳＯꎻＰＭＡ 组:加入 ５０
μｇ / Ｌ ＰＭＡꎻＰＤＴＣ 组:加入 ５０ μｍｏｌ / Ｌ ＰＤＴＣꎬ每组均

处理 ２４ ｈꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 结果显示ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比ꎬ
ＰＭＡ 组巨噬细胞 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ ｍＲＮＡ 的水平明显升高ꎬ
ＰＤＴＣ 组巨噬细胞 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ ｍＲＮＡ 的水平则明显降低

(图 １)ꎬ提示 ＮＦ￣κＢ 可上调 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ
ｍＲＮＡ 的水平ꎮ

图 １. 干预 ＮＦ￣κＢ 后 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ ｍＲＮＡ 水平

的变化　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｓｏｒｔｉｌｉｎ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＴＨＰ￣１
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ＮＦ￣κＢ

２.２　 ＮＦ￣κＢ 对荷脂 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 蛋白表

达的影响

实验分组同“结果 ２.１”ꎮ 处理 ２４ ｈ 后ꎬＷｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 结果表明ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比ꎬＰＭＡ 组巨噬细胞

Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 蛋白的表达明显增加ꎬ ＰＤＴＣ 组巨噬细胞

Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 蛋白的表达明显降低(图 ２)ꎬ提示 ＮＦ￣κＢ 可

上调 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 蛋白的表达ꎮ

图 ２. 干预 ＮＦ￣κＢ 后 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 蛋白表达的

变化　 　 １ 为 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎬ２ 为 ＰＭＡ 组ꎬ３ 为 ＰＤＴＣ 组ꎮ ａ 为 Ｐ <
０.０５ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｓｏｒｔｉｌｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＴＨＰ￣１
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ＮＦ￣κＢ

８６６ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ７ꎬ２０１８



２.３　 ＮＦ￣κＢ 通过 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 对荷脂 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞脂

质流出的影响

研究表明ꎬＮＦ￣κＢ 可通过抑制 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞

内胆固醇流出ꎬ从而促进胞内脂质蓄积 [７]ꎮ 为探究

ＮＦ￣κＢ 是否通过 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 影响荷脂 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞

内脂质流出ꎬ将荷脂 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞分为 ５ 组:Ｃｏｎ￣
ｔｒｏｌ 组:加入 ２ μＬ ＤＭＳＯꎻＳｃｒａｍｂｌｅ ｓｈＲＮＡ 组:转染

Ｓｃｒａｍｂｌｅ ｓｈＲＮＡꎻ Ｓｏｒｔｉｌｉｎ ｓｈＲＮＡ 组: 转 染 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ
ｓｈＲＮＡꎻＰＭＡ＋Ｓｏｒｔｉｌｉｎ ｓｈＲＮＡ 组:加入 ５０ μｇ / Ｌ ＰＭＡ
并转染 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ ｓｈＲＮＡꎻＰＭＡ 组:加入 ５０ μｇ / Ｌ ＰＭＡꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表明ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比ꎬ Ｓｏｒｔｉｌｉｎ
ｓｈＲＮＡ 组 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 的蛋白表达明显降低ꎻ与 ＰＭＡ 组

相比ꎬＰＭＡ＋Ｓｏｒｔｉｌｉｎ ｓｈＲＮＡ 组 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 的蛋白表达也

显著下降ꎬ提示成功抑制 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 表达(图 ３)ꎮ 各组

细胞均同时加入 ５０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 和 １ μＣｉ / Ｌ[ ３Ｈ]
胆固醇孵育标记 ４８ ｈ 后ꎬ将各组细胞分别重悬于含

１０ ｍｇ / Ｌ ＡｐｏＡⅠ的培养基中ꎬ孵育 １２ ｈ 后收集细胞

和培养液ꎬ液体闪烁计数器行分析检测ꎮ 结果表

明ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比ꎬＳｏｒｔｉｌｉｎ ｓｈＲＮＡ 组巨噬细胞胆

固醇流出明显增多ꎬＰＭＡ 组巨噬细胞胆固醇流出明

显减少ꎻ与 ＰＭＡ 组相比ꎬＰＭＡ＋Ｓｏｒｔｉｌｉｎ ｓｈＲＮＡ 组巨

噬细胞胆固醇流出则明显增多ꎮ 提示 ＮＦ￣κＢ 可通

过 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 抑制 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞内脂质流出ꎬ促进胞

内脂质蓄积(图 ４)ꎮ

图 ３. 激活 ＮＦ￣κＢ 并沉默 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 对 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞

Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 蛋白表达的影响 　 　 １ 为 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎬ ２ 为 Ｓｃｒａｍｂｌｅ
ｓｈＲＮＡ 组ꎬ３ 为 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ ｓｈＲＮＡ 组ꎬ４ 为 ＰＭＡ＋Ｓｏｒｔｉｌｉｎ ｓｈＲＮＡ 组ꎬ５ 为

ＰＭＡ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＰＭＡ 组

比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｓｏｒｔｉｌｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＴＨＰ￣１
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｕｎｄｅｒ ＮＦ￣κＢ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｓｏｒｔｉｌｉｎ ｓｉｌｅｎｃｅ

图 ４. 激活 ＮＦ￣κＢ 并沉默 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 对 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞胆固

醇流出的影响　 　 １ 为 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎬ２ 为 Ｓｃｒａｍｂｌｅ ｓｈＲＮＡ 组ꎬ３ 为

Ｓｏｒｔｉｌｉｎ ｓｈＲＮＡ 组ꎬ４ 为 ＰＭＡ＋Ｓｏｒｔｉｌｉｎ ｓｈＲＮＡ 组ꎬ５ 为 ＰＭＡ 组ꎮ ａ 为 Ｐ
<０.０５ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＰＭＡ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｓｏｒｔｉｌｉｎ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｅｆｆｌｕｘ
ｉｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｕｎｄｅｒ ＮＦ￣κＢ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｓｏｒｔｉｌｉｎ ｓｉｌｅｎｃｅ

２.４　 ＮＦ￣κＢ 通过 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 对荷脂 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞脂

质含量的影响

实验分组同“结果 ２.３”ꎮ 各组细胞分别加入 ５０
ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 孵育 ４８ ｈ 后进行脂质流出实验ꎬ采用

ＨＰＬＣ 检测所收集细胞内胆固醇的含量ꎮ 结果显

示ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比ꎬＳｏｒｔｉｌｉｎ ｓｈＲＮＡ 组巨噬细胞内

ＴＣ、ＦＣ 和 ＣＥ 的含量明显减少ꎬ而 ＰＭＡ 组结果则相

反ꎻ与 ＰＭＡ 组相比ꎬＰＭＡ＋Ｓｏｒｔｉｌｉｎ ｓｈＲＮＡ 组巨噬细

胞内 ＴＣ 和 ＣＥ 的含量明显减少(表 １)ꎮ 这些数据

证实 ＮＦ￣κＢ 可通过 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 增加 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞内

胆固醇含量ꎬ促进胞内脂质蓄积ꎮ

表 １. 激活 ＮＦ￣κＢ 并沉默 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 对荷脂 ＴＨＰ￣１巨噬细胞内

胆固醇含量的影响(ｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ １. Ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｌｉｐｉｄ￣ｌａｄｅｎ
ＴＨＰ￣１ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｕｎｄｅｒ ＮＦ￣κＢ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｓｏｒｔｉｌｉｎ ｓｉ￣
ｌｅｎｃｅ (ｎ＝ ３)

分　 组
ＴＣ

(ｍｇ / ｇ ｐｒｏｔｅｉｎ)
ＦＣ

(ｍｇ / ｇ ｐｒｏｔｅｉｎ)
ＣＥ

(ｍｇ / ｇ ｐｒｏｔｅｉｎ)
ＣＥ / ＴＣ
(％)

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组 ３４５.８６±２１.６５ １５９.２７±１７.３３ １８６.５９±１６.３９ ５３.９５
Ｓｃｒａｍｂｌｅ
ｓｈＲＮＡ 组

３４６.０９±２０.４１ １６０.８６±１６.５２ １８５.２３±１７.１８ ５３.５２

Ｓｏｒｔｉｌｉｎ
ｓｈＲＮＡ 组

３２６.４７±１８.７９ａ １５６.０９±１４.９２ａ １７０.３８±１６.３６ａ ５２.１９

ＰＭＡ＋Ｓｏｒｔｉｌｉｎ
ｓｈＲＮＡ 组

３６１.５０±２１.３３ｂ １７１.８３±１５.５８ １８９.６７±１８.４５ｂ ５２.４７

ＰＭＡ 组 ３８０.８２±２０.５６ａ １７６.０９±１４.７１ａ ２０４.７３±１７.５４ａ ５３.７６

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＰＭＡ 组比较ꎮ

２.５　 ＮＦ￣κＢ 通过 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 对荷脂 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞内

脂滴的影响

实验分组同“结果 ２.３”ꎮ 各组细胞分别加入 ５０
ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 孵育 ４８ ｈ 后进行脂质流出实验ꎬ采用

油红 Ｏ 染色判别胞内脂滴情况ꎮ 结果表明ꎬ与
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Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比ꎬＰＭＡ 组巨噬细胞内脂滴肥大ꎬ数量

增多ꎬ ＴＨＰ￣１ 巨 噬 细 胞 泡 沫 化 明 显ꎬ 而 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ
ｓｈＲＮＡ 组巨噬细胞胞内脂滴瘦小ꎬ数量稀少ꎬＴＨＰ￣１
巨噬细胞泡沫化明显减轻ꎻ与 ＰＭＡ 组相比ꎬＰＭＡ＋

Ｓｏｒｔｉｌｉｎ ｓｈＲＮＡ 组巨噬细胞胞内脂滴瘦小ꎬ数量减

少ꎬＴＨＰ￣１ 巨噬细胞泡沫化减轻(图 ５)ꎮ 结果证实

ＮＦ￣κＢ 可通过 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 促进胞内脂质蓄积ꎬ加速

ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞泡沫化进程ꎮ

图 ５. 激活 ＮＦ￣κＢ 并沉默 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 对荷脂 ＴＨＰ￣１巨噬细胞内脂滴的影响(４０×)　 　 Ａ 为 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎬＢ 为 Ｓｃｒａｍｂｌｅ ｓｈＲＮＡ 组ꎬＣ 为 Ｓｏｒ￣
ｔｉｌｉｎ ｓｈＲＮＡ 组ꎬＤ 为 ＰＭＡ＋Ｓｏｒｔｉｌｉｎ ｓｈＲＮＡ 组ꎬＥ 为 ＰＭＡ 组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｌｉｐｉｄ ｄｒｏｐｌｅｔｓ ｉｎ ＴＨＰ￣１ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｕｎｄｅｒ ＮＦ￣κＢ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｓｏｒｔｉｌｉｎ ｓｉｌｅｎｃｅ (４０×)

３　 讨　 论

巨噬细胞脂质代谢紊乱失衡、泡沫细胞形成是

加剧 Ａｓ 发生发展的重要因素[１ꎬ９]ꎮ 研究表明ꎬ泡沫

细胞的形成归咎于巨噬细胞不断摄取大量胆固醇ꎬ
而其胞内胆固醇的流出受阻又可进一步加剧 Ａｓ 的

进程[１０￣１１]ꎮ 本研究结果发现ꎬ激活 ＮＦ￣κＢ 可明显上

调 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 的表达ꎬ相反ꎬ使用 ＮＦ￣
κＢ 特异性抑制剂 ＰＤＴＣ 则明显下调 ＴＨＰ￣１ 巨噬细

胞 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 的表达ꎻ进一步探究激活 ＮＦ￣κＢ 促进巨噬

细胞脂质蓄积的机制发现ꎬＮＦ￣κＢ 可通过 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 抑

制巨噬细胞内胆固醇流出ꎬ从而促进胞内脂质蓄

积ꎬ加速泡沫细胞的形成ꎮ
作为囊泡分拣因子 １０( ｖａｃｕｏｌａｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｏｒｔｉｎｇ

１０ꎬ Ｖｐｓ１０ｐ)结构域受体家族中的一员ꎬＳｏｒｔｉｌｉｎ 参与

巨噬细胞脂质代谢调控并与 Ａｓ 的发生发展密切相

关ꎮ Ｐａｔｅｌ 等[１２]发现ꎬ敲除低密度脂蛋白受体(ＬＤＬ￣
ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ ＬＤＬＲ)的 Ａｓ 模型鼠中同时敲除 Ｓｏｒｔｉｌｉｎꎬ其

巨噬细胞内 ＴＣ 含量下降 ２８％ꎬＦＣ 和 ＣＥ 分别下降

２５％及 ３２％ꎮ 钟等[１３]发现ꎬ过表达 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞

Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 后可抑制巨噬细胞内脂质流出ꎬ促进胞内脂

质蓄积并加速巨噬细胞泡沫化进程ꎮ 而与上述研

究结果相一致的是ꎬ本研究通过激活 ＮＦ￣κＢꎬ发现巨

噬细胞 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 表达明显升高ꎬ且伴有巨噬细胞内脂

质蓄积和明显的泡沫化现象ꎮ 而进一步激活 ＮＦ￣κＢ
并同时沉默 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 后ꎬ我们还发现 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞

胆固醇流出明显增加ꎬ胞内脂质蓄积和泡沫化程度

显著降低ꎬ说明 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 在 ＮＦ￣κＢ 促进巨噬细胞脂质

蓄积这一病理生理过程中发挥重要作用ꎮ
近年来研究表明ꎬ体内脂质代谢重要调控因子

Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 受到多种因子的严密调控ꎮ Ｚｈａｎｇ 等[１４] 采

用 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣１８２ 模拟物刺激血管平滑肌细胞发现
Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 蛋白表达明显减少ꎮ Ｌｉ 等[１５] 发现特异性抑

制胰岛素通路关键蛋白磷脂酰肌醇激酶 ( ｐｈｏｓ￣
ｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ ３￣ｋｉｎａｓｅꎬ ＰＩ３Ｋ)表达后脂肪细胞 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ
蛋白表达亦出现明显下降ꎬ而在抑制蛋白激酶 Ｂ

０７６ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ７ꎬ２０１８



(ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂꎬ ＡＫＴ)磷酸化后ꎬ脂肪细胞 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ
蛋白表达同样出现明显下降ꎮ 但在这些实验研究
中 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ ｍＲＮＡ 水 平 并 无 明 显 变 化ꎬ 提 示
ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣１８２、ＰＩ３Ｋ 及 ＡＫＴ 均在转录后水平调控
Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 表达ꎮ 而本研究发现 ＮＦ￣κＢ 不仅促进巨噬
细胞 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 蛋白的表达ꎬ且明显上调 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ ｍＲＮＡ
水平ꎮ ＮＦ￣κＢ 很可能是激活后转位入核ꎬ与 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ
基因的启动子或增强子上特定位点特异性结合ꎬ从
而在转录水平促进 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 的表达ꎮ 故本实验研究
发现 ＮＦ￣κＢ 在转录水平上调荷脂 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞
Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 表达ꎬ从而导致胆固醇流出受抑、胞内脂质
蓄积程度加重ꎬ进而加速巨噬细胞泡沫化进程ꎮ

巨噬细胞脂质代谢的失衡在泡沫细胞形成的
整个过程中起决定性作用ꎬ因此促进脂质流出是调
节巨噬细胞脂质代谢稳态的关键ꎬ对 Ａｓ 的防治尤其
在抑制巨噬细胞泡沫化方面具有重要意义[３ꎬ１６]ꎮ 本
研究发现 ＮＦ￣κＢ 可通过促进 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 的表达ꎬ从而抑
制 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞内脂质流出、加剧泡沫化ꎬ对于
其中具体的分子机制ꎬ我们推测存在两个方面的可
能性ꎮ 一方面本实验发现 ＮＦ￣κＢ 通过促进 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ
表达ꎬ从而抑制巨噬细胞脂质流出ꎬ加剧泡沫细胞
形成ꎮ 而上调的 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 是否通过影响巨噬细胞转
运蛋白三磷酸腺苷结合盒转运体 Ａ１ / Ｇ１ ( ＡＴＰ￣
ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ Ａ１ / Ｇ１ꎬ ＡＢＣＡ１ / Ｇ１)或 Ｂ
类Ⅰ型清道夫受体( ｓｃａｖｅｎｇｅｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｃｌａｓｓ Ｂ ｔｙｐｅ
Ⅰꎬ ＳＲ￣ＢⅠ)等抑制巨噬细胞脂质流出有待进一步
研究[１７￣１９]ꎮ 另一方面 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 可能促进巨噬细胞摄

取胆固醇等脂质ꎮ Ｐａｔｅｌ 等[１２] 发现巨噬细胞 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ
可直接摄取胞外 ＬＤＬꎬ促进巨噬细胞脂质蓄积ꎬ加剧
泡沫细胞形成ꎬ且这一过程不依赖于 ＬＤＬＲ 以及巨
噬细胞自身的胞吞作用ꎮ 本研究仅初步探讨了 ＮＦ￣
κＢ 对 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 表达的调控机制ꎬ并初步阐明了 ＮＦ￣
κＢ 通过 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 促进巨噬细胞内脂质蓄积ꎬ对于 ＮＦ￣
κＢ 通过 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 抑制巨噬细胞胆固醇流出的具体分
子机制有待进一步研究ꎮ

总之ꎬ本文探讨了 ＮＦ￣κＢ 通过 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 对巨噬细
胞脂质代谢的调控作用ꎮ ＮＦ￣κＢ 促进 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 表达ꎬ
从而巨噬细胞内脂质流出受抑ꎬ胞内脂质蓄积程度
加剧ꎬ泡沫细胞形成加速ꎮ 基于此ꎬ本课题组以后
将探讨 ＮＦ￣κＢ 通过 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 对 Ａｓ 动物模型血管壁内
的脂质沉积和斑块面积的影响ꎬ以期进一步评价
ＮＦ￣κＢ 通过 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 对体内 Ａｓ 病变进展的影响ꎬ为
血管壁脂质病理性沉积的干预和 Ａｓ 性心血管疾病
的防治提供新的治疗策略ꎮ
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