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下调 ｍｉＲ￣９２ａ 通过调控 ＰＩＡＳ３ 抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导
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[关键词] 　 ＲＡＷ２６４.７ 细胞ꎻ　 氧化型低密度脂蛋白ꎻ　 ｍｉＲ￣９２ａꎻ　 炎症介质ꎻ　 脂质蓄积

[摘　 要] 　 目的　 探讨下调 ｍｉＲ￣９２ａ 对氧化型低密度脂蛋白(ｏｘ￣ＬＤＬ)诱导 ＲＡＷ２６４.７ 细胞炎症介质分泌和脂质

蓄积的影响及其机制ꎮ 方法　 以不同浓度(０、２５、５０、１００ ｍｇ / Ｌ)的 ｏｘ￣ＬＤＬ 处理 ＲＡＷ２６４.７ 细胞 ２４ ｈ 或以 １００ ｍｇ / Ｌ
ｏｘ￣ＬＤＬ 分别处理 ＲＡＷ２６４.７ 细胞 ０、１２、２４ ｈ 后ꎬ采用定量实时聚合酶链反应(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)检测 ｏｘ￣ＬＤＬ 对 ｍｉＲ￣９２ａ 表

达的影响ꎮ 建立 ｍｉＲ￣９２ａ 低表达的 ＲＡＷ２６４.７ 细胞株ꎬ并给予 １００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 处理后ꎬ用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ、油红 Ｏ 染色、
一氧化氮(ＮＯ)荧光探针(ＤＡＦ￣ＦＭＤＡ)和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测下调 ｍｉＲ￣９２ａ 表达对 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的 ＲＡＷ２６４.７ 细胞中

炎症因子诱导型一氧化氮合酶( ｉＮＯＳ)、白细胞介素 ６( ＩＬ￣６)和 ＩＬ￣１β 表达、脂质蓄积以及信号转导子和转录激活子

３(ＳＴＡＴ３)信号通路相关蛋白 ｐ￣ＳＴＡＴ３、ＳＴＡＴ３ 蛋白表达的影响ꎮ 建立活化 ＳＴＡＴ３ 蛋白抑制分子(ＰＩＡＳ３)和 ｍｉＲ￣
９２ａ 低表达的 ＲＡＷ２６４.７ 细胞株ꎬ并给予 １００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 处理后ꎬ观察沉默 ＰＩＡＳ３ 表达对 ｏｘ￣ＬＤＬ 作用下 ｍｉＲ￣９２ａ
低表达的 ＲＡＷ２６４.７ 细胞中炎症因子、脂质蓄积以及 ＳＴＡＴ３ 信号通路的影响ꎮ ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 软件预测和双荧光素酶

报告实验验证 ｍｉＲ￣９２ａ 和 ＰＩＡＳ３ 的靶向关系ꎮ 结果　 随着 ｏｘ￣ＬＤＬ 作用时间和浓度的增加ꎬＲＡＷ２６４.７ 细胞中 ｍｉＲ￣
９２ａ 表达升高ꎻ双荧光素酶报告实验验证 ＰＩＡＳ３ 是 ｍｉＲ￣９２ａ 的靶基因ꎮ 采用 ｏｘ￣ＬＤＬ 处理后 ＲＡＷ２６４.７ 细胞中 ｍｉＲ￣
９２ａ、ｉＮＯＳ、ＩＬ￣６、ＩＬ￣１β、ｐ￣ＳＴＡＴ３ 表达升高ꎬＮＯ 释放增多和细胞内脂滴升高ꎬ而 ＰＩＡＳ３ 的表达下降ꎮ 这种调控作用

可被 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣９２ａ 所抑制ꎻ而沉默 ＰＩＡＳ３ 后ꎬａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣９２ａ 的这一抑制作用得以恢复ꎮ 结论　 下调 ｍｉＲ￣９２ａ 可通过

调控 ＰＩＡＳ３ 抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导 ＲＡＷ２６４.７ 细胞炎症介质分泌和脂质蓄积ꎮ
[中图分类号] 　 Ｒ３６３ [文献标识码] 　 Ａ

Ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣９２ａ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｏｘ￣ＬＤＬ ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍｅ￣
ｄｉａｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｉｐｉｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ＲＡＷ２６４.７ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＰＩＡＳ３
ＨＵ Ｗｅｉｗｅｉꎬ ＣＨＥＮ Ｌｉｍａｎꎬ ＬＩＵ Ｚｈｉｆｅｎ
(Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｇｅｒｉａｔｒｉｃｓꎬ Ｈａｒｒｉｓｏｎ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｐｅａｃｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｔｏ Ｈｅｂｅｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｈｅｎｇｓｈｕｉꎬ Ｈｅｂｅｉ
０５３０００ꎬ Ｃｈｉｎａ)
[ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ]　 ＲＡＷ２６４.７ ｃｅｌｌꎻ　 ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎻ　 ｍｉＲ￣９２ａꎻ　 ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍｅｄｉａｔｏｒꎻ　 ｌｉｐｉｄ ａｃ￣
ｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ
[ＡＢＳＴＲＡＣＴ]　 　 Ａｉｍ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣９２ａ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍｅｄｉａ￣
ｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｉｐｉｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ (ｏｘ￣ＬＤＬ) ｉｎ ＲＡＷ２６４.７ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ.
Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＲＡＷ２６４.７ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｏｘ￣ＬＤＬ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ (０ꎬ ２５ꎬ ５０ꎬ １００ ｍｇ / Ｌ) ｆｏｒ ２４ ｈｏｕｒｓ ｏｒ
ｗｉｔｈ １００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ ｆｏｒ ０ꎬ １２ ａｎｄ ２４ ｈｏｕｒｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ (ｑＲＴ￣ＰＣＲ)
ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｘ￣ＬＤＬ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣９２ａ.　 Ａ ＲＡＷ２６４.７ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣
９２ａ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ａｎｄ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ １００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ.　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣９２ａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ
ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ( ｉＮＯＳ)ꎬ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣６ ( ＩＬ￣６) ａｎｄ ＩＬ￣１βꎬ ｌｉｐｉｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ￣３ ( ＳＴＡＴ３) ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｐ￣ＳＴＡＴ３ ａｎｄ
ＳＴＡＴ３ ｉｎ ＲＡＷ２６４.７ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｏｘ￣ＬＤＬꎬ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＲＴ￣ＰＣＲꎬ ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ (ＮＯ) ｆｌｕｏｒｅｓ￣
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ｃｅｎｃｅ ｐｒｏｂｅ (ＤＡＦ￣ＦＭＤＡ) ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ.　 Ａ ＲＡＷ２６４.７ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ＳＴＡＴ３ (ＰＩＡＳ３) ａｎｄ ｍｉＲ￣９２ａ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ａｎｄ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ １００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ.　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＰＩＡＳ３ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ ｏｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓꎬ ｌｉｐｉｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ＳＴＡＴ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ＲＡＷ２６４.７ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｌｏｗ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣９２ａ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｏｘ￣ＬＤＬ.　 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｉｎｇ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗｅｒｅ
ｕｓｅｄ ｔｏ ｖｅｒｉｆｙ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉＲ￣９２ａ ａｎｄ ＰＩＡＳ３.　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ａｎｄ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｘ￣ＬＤＬꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣９２ａ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ＲＡＷ２６４.７ ｃｅｌｌｓ.　 Ｔｈｅ ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｉｎｇ ｅｘ￣
ｐｅｒｉｍｅｎｔ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ ＰＩＡＳ３ ｗａｓ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｏｆ ｍｉＲ￣９２ａ.　 Ａｆｔｅｒ ｏｘ￣ＬＤＬ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｍｉＲ￣９２ａꎬ ｉＮ￣
ＯＳꎬ ＩＬ￣６ꎬ ＩＬ￣１β ａｎｄ ｐ￣ＳＴＡＴ３ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ＮＯ ｒｅｌｅａｓｅ ａｎｄ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｉｐｉｄ ｄｒｏｐｌｅｔｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ＲＡＷ２６４.７
ｃｅｌｌｓꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＩＡＳ３ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ.　 Ｔｈｉｓ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｂｙ ａｎｔｉ￣ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣９２ａꎬ ａｎｄ
ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉ￣ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣９２ａ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｒｅｓｔｏｒｅｄ ａｆｔｅｒ ＰＩＡＳ３ ｓｉｌｅｎｃｅ.　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣９２ａ
ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｏｘ￣ＬＤＬ ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍｅｄｉａｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｉｐｉｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ＲＡＷ２６４.７ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ
ＰＩＡＳ３.

　 　 血管壁炎症反应和巨噬细胞胆固醇过量蓄积

是引起动脉粥样硬化的两大关键因素[１￣２]ꎮ 巨噬细

胞除可蓄积胆固醇外ꎬ还可通过摄入大量氧化型低

密度 脂 蛋 白 ( ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｏｘ￣
ＬＤＬ)诱发炎症反应ꎬ引起血管内皮损伤ꎬ加快动脉

粥样硬化的发生[３]ꎮ 因此ꎬ如何抑制巨噬细胞炎症

介质分泌和胆固醇积累是防治动脉粥样硬化的重

要策略ꎮ 微小 ＲＮＡ(ｍｉｃｒｏ ＲＮＡꎬｍｉＲＮＡꎬｍｉＲ)是一

类内生基因编码的单链非编码 ＲＮＡꎬ可通过与靶标

ｍＲＮＡ 的 ３′ＵＴＲ 发生不完全配对进而抑制靶基因

的翻译或降解ꎬ参与包括巨噬细胞炎症反应和脂质

蓄积等在内的生理活动[４￣５]ꎮ 近年来有研究[６￣７] 发

现ꎬｍｉＲ￣９２ａ 是动脉粥样硬化的潜在标志物ꎬ其在动

脉粥样硬化斑块和胆固醇血症中表达上调ꎬ在小鼠

体内特异性阻断 ｍｉＲ￣９２ａ 表达可降低内皮炎症损

伤ꎬ提示其可能在 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导巨噬细胞 ＲＡＷ２６４.７
细胞炎症介质分泌和脂质蓄积过程中发挥着重要

作用ꎬ但 ｍｉＲ￣９２ａ 是如何参与调控 ＲＡＷ２６４.７ 细胞

炎症介质分泌和脂质蓄积的并不清楚ꎮ 因此ꎬ本研

究旨在阐明 ｍｉＲ￣９２ａ 对 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导 ＲＡＷ２６４.７ 细

胞炎症介质分泌和脂质蓄积的影响ꎬ并探讨其可能

的分子机制ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

小鼠 ＲＡＷ２６４.７ 巨噬细胞购于中国科学院(上
海)细胞中心ꎻ胎牛血清购于杭州四季青公司ꎻ
ＤＭＥＭ 培养基、ＴＲＩｚｏｌ 试剂和 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 购

于美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻｍｉＲ￣９２ａ 模拟物、ｍｉＲ￣９２ａ 抑

制剂和相应对照以及活化 ＳＴＡＴ３ 蛋白抑制分子

(ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ＳＴＡＴ３ꎬＰＩＡＳ３) ｓｉＲＮＡ
干扰序列(５′￣ＧＧＧＡＣＣＣＵＵＣＵＡＣＡＡＡＡＡＣＴＴ￣３′)和

对照序列(５′￣ＵＡＧＣＧＡＣＵＡＡＡＣＡＣＡＵＣＡＡＵＵ￣３′)购
于上海吉玛公司ꎻＰＩＡＳ３、信号转导子和转录激活子

３ ( ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ￣３ꎬ
ＳＴＡＴ３)、磷酸化 ＳＴＡＴ３ ( ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ＳＴＡＴ３ꎬ ｐ￣
ＳＴＡＴ３)一抗购于美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公

司ꎻＧＡＰＤＨ 抗体和辣根过氧化物酶标记的二抗购

于中杉金桥有限公司ꎻ油红 Ｏ 染色试剂和 ｏｘ￣ＬＤＬ
购于广州奕源生物公司ꎻ一氧化氮(ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅꎬＮＯ)
荧光探针(ＤＡＦ￣ＦＭ ＤＡ)购于上海碧云天公司ꎻ胰蛋

白酶和 ＲＮＡ 提取试剂盒购于美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻＢＣＡ
蛋白含量测定试剂盒购于 Ｈｙｃｌｏｎｅ￣Ｐｉｅｒｃｅ 公司ꎻＰＣＲ
试剂盒购于 Ｆｉｎｎｚｙｍｅｓ 公司ꎻ双荧光素酶活性检测

试剂盒和逆转录试剂盒购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司ꎮ
１.２　 细胞培养及处理

采用含有 １００ ｍＬ / Ｌ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基

于细胞培养箱内培养 ＲＡＷ２６４.７ 细胞ꎬ培养箱条件:
５％ＣＯ２、３７℃ꎬ湿度为 ９５％ꎮ 待细胞快铺满培养瓶

底时ꎬ加入胰蛋白酶消化传代ꎮ 取 ６ 孔细胞板ꎬ接种

长势良好的第 ４ 代 ＲＡＷ２６４.７ 细胞ꎬ以每毫升 １０５

个细胞的浓度每孔接种 １００ μＬꎮ 置于培养箱内常

规培养 ２４ ｈ 后ꎬ加入 ０、２５、５０、１００ ｍｇ / Ｌ 的 ｏｘ￣ＬＤＬ
处理细胞ꎬ２４ ｈ 后收集各处理组细胞ꎬ采用定量实

时聚合酶链反应 ( ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬ ｑＲＴ￣ＰＣＲ) 检测 ｍｉＲ￣９２ａ 表达ꎮ 用

１００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 分别处理不同时间(０、１２、２４ ｈ)
后ꎬ再检测细胞中 ｍｉＲ￣９２ａ 表达ꎻ以添加 １００ ｍｇ / Ｌ
ｏｘ￣ＬＤＬ 的细胞为 ｏｘ￣ＬＤＬ 组ꎬ未加 ｏｘ￣ＬＤＬ 而加入等

量培养液的细胞作为对照ꎬ记为 ｖｅｈｉｃｌｅ 组ꎮ
１.３　 细胞转染

转染前 １ 天ꎬ将对数生长期的 ＲＡＷ２６４.７ 细胞

以每孔 １００ μＬ(浓度为 １０８ / Ｌ)接种到 ２４ 孔细胞板

上ꎬ于培养箱中培养 ２４ ｈꎮ 参照转染试剂 Ｌｉｐｏ￣
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 说明书将 ｍｉＲ￣９２ａ 抑制剂(ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣

０２１１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ １１ꎬ２０１８



９２ａ:工作浓度为 ２０ μｍｏｌ / Ｌ) 和阴性对照抑制剂

(ａｎｔｉ￣ＮＣ:工作浓度为 ２０ μｍｏｌ / Ｌ)转至 ＲＡＷ２６４.７
细胞中ꎮ 转染 ６ ｈ 后ꎬ更换培养液ꎬ加入 １００ ｍｇ / Ｌ
ｏｘ￣ＬＤＬ 或等体积的培养液处理 ２４ ｈ 后ꎬ收集细胞ꎬ
采用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ｍｉＲ￣９２ａ 的表达ꎬ分别记为 ａｎｔｉ￣
ｍｉＲ￣９２ａ＋ ｏｘ￣ＬＤＬ 组、 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣９２ａ ＋ ｖｅｈｉｃｌｅ 组、 ａｎｔｉ￣
ＮＣ＋ｏｘ￣ＬＤＬ 组、ａｎｔｉ￣ＮＣ ＋ｖｅｈｉｃｌｅ 组ꎮ ｍｉＲ￣９２ａ 模拟

物和 ＰＩＡＳ３ ｓｉＲＮＡ 干扰序列( ｓｉＰＩＡＳ３)及其相应的

阴性对照模拟物 (ＮＣ) 和对照 ｓｉＲＮＡ 干扰序列

(ｓｃｒａｍｂｌｅｄ)的转染过程与转染 ｍｉＲ￣９２ａ 抑制剂相

似ꎬ分 别 记 为 ｍｉＲ￣９２ａ 组、 ｓｉＰＩＡＳ３ 组、 ＮＣ 组 和

ｓｃｒａｍｂｌｅｄ 组ꎮ
１.４　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测

采用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡ 后ꎬ参照逆转录试剂

盒合成模板链 ｃＤＮＡꎮ 取 ｃＤＮＡ ０.４ μＬꎬ加入上下游

引物各 ０.８ μＬ、ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ １０ μＬ 和双蒸

水 ８ μＬ 组成 ２０ μＬ 反应体系ꎬ置于 ＰＣＲ 仪上按照

设定的反应条件进行扩增ꎮ 反应条件:９４℃预变性

６０ ｓꎬ９４℃变性 ３０ ｓꎬ６０℃退火 ３０ ｓꎬ３５ 个循环ꎬ最后

７２℃ 延 伸 ２ ｍｉｎꎮ 采 用 ２－ΔΔＣＴ 法 分 别 以 Ｕ６ 和

ＧＡＰＤＨ 为内参计算目的基因的表达ꎮ 所有引物均

有上海吉玛公司合成ꎮ 引物序列见表 １ꎮ

表 １. ＰＣＲ 扩增引物序列

Ｔａｂｌｅ １. ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
基因 引物序列(５′￣３′)

ｍｉＲ￣９２ａ 上游:ＴＣＡＧＴＧＧＧＡＡＧＴＧＣＴＡＴＣＡＧＧ

下游:ＧＡＧＡＧＴＧＧＡＧＴＧＧＴＧＣＴＧＴＴＣＣＡＡ

ＩＬ￣６ 上游:ＡＣＡＡＣＣＡＣＧＧＣＣＴＴＣＣＣＴＡＣＴＴ

下游:ＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣＣＡＧＡＧＡＡＣＡＴＧＴＧ

ＩＬ￣１β 上游:ＴＧＧＴＧＴＧＴＧＡＣＧＴＴＣＣＣＡＴＴＡ

下游:ＣＡＧＣＡＣＧＡＧＧＣＴＴＴＴＴＴＧＴＴＧ

ｉＮＯＳ 上游:ＣＴＣＡＧＣＣＣＡＡＣＡＡＴＡＣＡＡＧ

下游:ＣＴＡＣＡＧＴＴＣＣＧＡＧＣＧＴＣＡ

Ｕ６ 上游:ＧＴＧＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡ

下游:ＣＡＡＡＡＴＡＴＧＧＡＡＣＧＣＴＴＣ

ＧＡＰＤＨ 上游:ＴＣＣＡＴＧＡＣＡＡＣＴＴＴＧＧＣＡＴＴＧ

下游:ＴＣＡＣＧＣＣＡＣＡＧＣＴＴＴＣＣＡ

１.５　 ＮＯ 含量检测

收集各待测组细胞ꎬ以适当的密度接种至 ６ 孔

细胞板上ꎬ常规培养 ２４ ｈ 后ꎬ加入 ＤＡＦ￣ＦＭＤＡ 工作

液(浓度为 ５ μｍｏｌ / Ｌ)常温反应 ２５ ｍｉｎ 后ꎬ以磷酸缓

冲液洗涤ꎬ上流式细胞仪检测 ＮＯ 相对荧光强度ꎮ
计算公式为:ＮＯ 含量＝ (测定孔 ＲＦＵ最高－ＲＦＵ最低) －

(空白 孔 ＲＦＵ最高 － ＲＦＵ最低 ) [ ＲＦＵ: 相 对 荧 光 值

( ｒｅｌａｔｉｖｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｕｎｉｔ)]ꎮ
１.６　 油红 Ｏ 染色

收集各待测组细胞ꎬ磷酸缓冲液洗涤后ꎬ加入

５０％异丙醇对细胞进行固定ꎻ３ ~ ５ ｍｉｎ 后ꎬ加油红 Ｏ
工作液染色 １０ ~ １５ ｍｉｎꎮ 去离子冲洗后ꎬ经盐酸酒

精分色和氨水返蓝后ꎬ封片ꎬ显微镜下观察拍照ꎬ染
为红色的即为脂质ꎮ
１.７　 双荧光素酶报告实验

ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 在线靶基因预测软件预测到 ｍｉＲ￣
９２ａ 与 ＰＩＡＳ３ ３′￣ＵＴＲ 存在结合位点ꎮ 为了证实

ｍｉＲ￣９２ａ 与 ＰＩＡＳ３ 是否存在靶向关系ꎬ构建野生型

(Ｗｔ￣ＰＩＡＳ３)和突变型(Ｍｕｔ￣ＰＩＡＳ３)的 ＰＩＡＳ３ 的 ３′￣
ＵＴＲ 荧光素酶报告载体ꎮ 实验设为 ４ 组:与 Ｍｕｔ￣
ＰＩＡＳ３ 共转染的 ｍｉＲ￣９２ａ 组和 ＮＣ 组ꎬ与 Ｗｔ￣ＰＩＡＳ３
共转染的 ｍｉＲ￣９２ａ 组和 ＮＣ 组ꎮ 按照如上分组参照

“１.３”中的方法处理细胞ꎮ 培养 ４８ ｈ 后ꎬ收集细胞ꎬ
参照双荧光素酶报告基因检测试剂盒的说明书步

骤检测各组细胞中双荧光素酶的活性ꎮ
１.８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

收集各待测组细胞ꎬ以磷酸缓冲液洗涤细胞

后ꎬ加入 ＲＩＰＡ 裂解细胞提取总蛋白ꎮ 蛋白定量后ꎬ
取适量蛋白至 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶中电泳ꎮ 待蛋白分离

后ꎬ结束电泳转至 ＰＶＤＦ 膜ꎮ 以封闭液封闭 １.５ ｈ
后ꎬ４℃下加入一抗孵育 ２４ ｈꎮ 再于 ３７℃下加二抗

孵育 ２ ｈꎮ 洗膜后ꎬ加入 ＥＣＬ 显影ꎮ 凝胶成像系统

拍照分析ꎮ
１.９　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２２.０ 进行统计学分析ꎬ以 ｘ±ｓ 表示实

验数据ꎬ２ 组间比较采用独立样本 ｔ 检验ꎬ多组数据

比较采用单因素方差分析ꎬ方差齐性采用 ＳＮＫ￣ｑ 检

验ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ｏｘ￣ＬＤＬ 呈时间和浓度依赖诱导 ＲＡＷ２６４.７ 细

胞 ｍｉＲ￣９２ａ 表达

不同 浓 度 ( ２５、 ５０、 １００ ｍｇ / Ｌ ) ｏｘ￣ＬＤＬ 处 理

ＲＡＷ２６４.７ 细胞 ２４ ｈ 后ꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测细胞中 ｍｉＲ￣
９２ａ 表达水平发现ꎬ与 ０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 处理组相比均

明显升高(Ｐ<０.０５)ꎮ 以 １００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 分别处理

细胞 １２、２４ ｈ 后ꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测细胞中 ｍｉＲ￣９２ａ 表

达水平较 ｖｅｈｉｃｌｅ 组明显升高ꎬ而在 ０ ｈ 作用时间下ꎬ
ｍｉＲ￣９２ａ 表达水平无明显改变(图 １)ꎮ
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图 １. ｏｘ￣ＬＤＬ 对 ＲＡＷ２６４.７ 细胞 ｍｉＲ￣９２ａ 表达的影响 　 　 Ａ 为不同浓度 ｏｘ￣ＬＤＬ 处理 ＲＡＷ２６４.７ 细胞后 ｍｉＲ￣９２ａ 表达水平ꎻａ 为 Ｐ<
０.０５ꎬ与 ０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 组相比ꎮ Ｂ 为 １００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 处理 ＲＡＷ２６４.７ 细胞不同时间后 ｍｉＲ￣９２ａ 表达水平ꎻａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与同一时间下 ｖｅｈｉｃｌｅ
组相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｘ￣ＬＤＬ ｏｎ ｍｉＲ￣９２ａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＲＡＷ２６４.７ ｃｅｌｌｓ

２.２　 下调 ｍｉＲ￣９２ａ 抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导 ＲＡＷ２６４.７ 细

胞的炎症介质分泌

转染 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣９２ａ 后 ＲＡＷ２６４.７ 细胞 ｍｉＲ￣１９２ａ
的表达水平较 ａｎｔｉ￣ＮＣ ＋ ｖｅｈｉｃｌｅ 组明显降低 ( Ｐ <
０.０５)ꎬ给予 ｏｘ￣ＬＤＬ 处理后ꎬ在转染 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣９２ａ 细

胞中 ｍｉＲ￣９２ａ 表达水平较 ａｎｔｉ￣ＮＣ＋ｏｘ￣ＬＤＬ 组明显下

降(Ｐ<０.０５)ꎮ 此外ꎬ在未加 ｏｘ￣ＬＤＬ 处理时ꎬ下调

ｍｉＲ￣９２ａ 表达未能影响 ＮＯ 的释放ꎻ但加入 ｏｘ￣ＬＤＬ
处理后ꎬａｎｔｉ￣ＮＣ＋ｏｘ￣ＬＤＬ 组 ＮＯ 释放有明显差异ꎬ并

且下调 ｍｉＲ￣９２ａ 表达使 ＮＯ 释放明显低于 ａｎｔｉ￣ＮＣ＋
ｏｘ￣ＬＤＬ 组(Ｐ<０.０５)ꎮ 同时ꎬ只转染 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣９２ａ 的

细胞中诱导型一氧化氮合酶( ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ
ｓｙｎｔｈａｓｅꎬｉＮＯＳ)、白细胞介素 ６( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣６ꎬＩＬ￣６)
和 ＩＬ￣１β ｍＲＮＡ 表达较 ａｎｔｉ￣ＮＣ＋ｖｅｈｉｃｌｅ 组未见明显

改变(Ｐ>０.０５)ꎬ而加入 ｏｘ￣ＬＤＬ 后ꎬｉＮＯＳ、ＩＬ￣６ 和 ＩＬ￣
１β ｍＲＮＡ 表达较 ａｎｔｉ￣ＮＣ＋ｖｅｈｉｃｌｅ 组均明显升高(Ｐ
<０.０５)ꎻ而下调 ｍｉＲ￣９２ａ 表达能够明显抑制这种改

变(图 ２)ꎮ

图 ２. 下调 ｍｉＲ￣９２ａ 对 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导 ＲＡＷ２６４.７ 细胞炎症介质分泌的影响　 　 Ａ 为转染 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣９２ａ 及联合 ｏｘ￣ＬＤＬ 后细胞 ｍｉＲ￣９２ａ
的表达ꎻＢ 为转染 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣９２ａ 及联合 ｏｘ￣ＬＤＬ 后细胞 ＮＯ 的相对释放量ꎻＣ 为转染 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣９２ａ 及联合 ｏｘ￣ＬＤＬ 后细胞 ｉＮＯＳ、ＩＬ￣６、ＩＬ￣１β 的

ｍＲＮＡ 表达ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ａｎｔｉ￣ＮＣ＋ｖｅｈｉｃｌｅ 组相比ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ａｎｔｉ￣ＮＣ＋ｏｘ￣ＬＤＬ 组相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｍｉＲ￣９２ａ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍｅｄｉａｔｏｒｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｏｘ￣ＬＤＬ ｉｎ ＲＡＷ２６４.７ ｃｅｌｌｓ

２.３　 下调 ｍｉＲ￣９２ａ 抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导 ＲＡＷ２６４.７ 细

胞的脂质蓄积

油红 Ｏ 染色结果显示ꎬ１００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 处理

ＲＡＷ２６４.７ 细胞 ２４ ｈ 后ꎬ细胞内存在大量的红色脂

滴ꎬ符合泡沫细胞的形态学特征ꎮ 与 ａｎｔｉ￣ＮＣ ＋

ｖｅｈｉｃｌｅ 组比较ꎬ只转染 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣９２ａ 未影响细胞的

脂质蓄积情况ꎬ而 ｏｘ￣ＬＤＬ 处理后细胞中红色脂滴阳

性细胞所占百分比显著升高(Ｐ<０.０５)ꎻ同时ꎬ下调

细胞中 ｍｉＲ￣９２ａ 抑制了 ｏｘ￣ＬＤＬ 引起细胞内脂滴升

高(Ｐ<０.０５ꎻ图 ３)ꎮ
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图 ３. 下调 ｍｉＲ￣９２ａ 对 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导 ＲＡＷ２６４.７ 细胞脂质蓄积的影响　 　 Ａ 为油红 Ｏ 染色结果ꎬ放大倍数为 ３００ꎻＢ 为各组细胞中脂

滴阳性细胞所占百分比ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ａｎｔｉ￣ＮＣ＋ｖｅｈｉｃｌｅ 组相比ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ａｎｔｉ￣ＮＣ＋ｏｘ￣ＬＤＬ 组相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｍｉＲ￣９２ａ ｏｎ ｔｈｅ ｌｉｐｉｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｏｘ￣ＬＤＬ ｉｎ ＲＡＷ２６４.７ ｃｅｌｌｓ

２.４　 ＰＩＡＳ３ 是 ｍｉＲ￣９２ａ 的靶基因

通过 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 软件预测发现 ＰＩＡＳ３ ３′ＵＴＲ 含

有与 ｍｉＲ￣９２ａ 互补的核苷酸序列ꎬ结果见图 ４Ａꎮ 双

荧光素酶报告基因实验检测结果显示ꎬ与 Ｍｕｔ￣
ＰＩＡＳ３ 共转染的 ｍｉＲ￣９２ａ 组和 ＮＣ 组间荧光素酶活

性无明显差异(Ｐ>０.０５)ꎬ但与 Ｗｔ￣ＰＩＡＳ３ 共转染的

ｍｉＲ￣９２ａ 组荧光素酶活性明显低于 ＮＣ 组 ( Ｐ <
０.０５)ꎮ 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 进一步检测细胞中 ＰＩＡＳ３
蛋白的表达情况ꎬ结果见图 ４Ｃ 和 ４Ｄꎮ 结果显示ꎬ转
染 ｍｉＲ￣９２ａ 模拟物细胞中 ＰＩＡＳ３ 蛋白表达与 ＮＣ 组

相比明显降低(Ｐ<０.０５)ꎻ反之ꎬ转染 ｍｉＲ￣９２ａ 抑制

物则有较高的 ＰＩＡＳ３ 蛋白表达(图 ４)ꎮ

图 ４. ｍｉＲ￣９２ａ 对 ＰＩＡＳ３ 的靶向调控作用　 　 Ａ 为互补核苷酸序列配对序列ꎻＢ 为荧光素酶活性ꎻＣ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＰＩＡＳ３ 蛋白表达ꎻ
Ｄ 为 ＰＩＡＳ 蛋白相对表达水平ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＮＣ 组相比ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ａｎｔｉ￣ＮＣ 组相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔａｒｇｅｔｅｄ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣９２ａ ｏｎ ＰＩＡＳ３

２.５　 下调 ｍｉＲ￣９２ａ 通过靶向 ＰＩＡＳ３ 抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱

导 ＲＡＷ２６４.７ 细胞炎症介质分泌和脂质蓄积

采用 １００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 处理后 ＲＡＷ２６４.７ 细胞

中 ＰＩＡＳ３ 的表达较 ｖｅｈｉｃｌｅ 组明显降低(Ｐ<０.０５)ꎬ

这种抑制作用可被 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣９２ａ 恢复ꎻ而沉默 ＰＩＡＳ３
后ꎬａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣９２ａ 促进 ＲＡＷ２６４.７ 细胞中 ＰＩＡＳ３ 表达

的作用受到抑制ꎮ ｏｘ￣ＬＤＬ 可诱导细胞中炎症因子

ＩＬ￣６、ＩＬ￣１β 表达和红色脂滴阳性细胞所占的百分比
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增加ꎬ这种诱导作用可被 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣９２ａ 所抑制ꎬ而沉

默 ＰＩＡＳ３ 后ꎬａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣９２ａ 对 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的 ＩＬ￣６、
ＩＬ￣１β 表达和红色脂滴的抑制作用得以恢复(图 ５)ꎮ

图 ５. 下调 ｍｉＲ￣９２ａ 通过靶向 ＰＩＡＳ３ 抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导 ＲＡＷ２６４.７ 细胞炎症介质分泌和脂质蓄积 　 　 Ａ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

ＰＩＡＳ３ 蛋白表达ꎻＢ 为 ＰＩＡＳ３ 蛋白相对表达水平ꎻＣ 为 ＩＬ￣６ ｍＲＮＡ 相对表达水平ꎻＤ 为 ＩＬ￣１β ｍＲＮＡ 相对表达水平ꎻＥ 为红色脂滴阳性细胞所占

百分比ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ｖｅｈｉｃｌｅ 组相比ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ａｎｔｉ￣ＮＣ 组相比ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ｓｃｒａｍｂｌｅｄ 组相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣９２ａ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｏｘ￣ＬＤＬ ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍｅｄｉａｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｉｐｉｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ
ＲＡＷ２６４.７ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＰＩＡＳ３

２.６　 下调 ｍｉＲ￣９２ａ 能够抑制 ＰＩＡＳ３ 下游 ＳＴＡＴ３ 信

号通路

１００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 可诱导 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞中

ＰＩＡＳ３ 下游 ＳＴＡＴ３ 信号通路蛋白 ｐ￣ＳＴＡＴ３ 表达升

高ꎬ这种诱导作用可被 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣９２ａ 所抑制ꎬ而沉默

ＰＩＡＳ３ 后ꎬａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣９２ａ 对 ＲＡＷ２６４.７ 细胞的这一作

用恢复ꎮ 然而ꎬＳＴＡＴ３ 蛋白在经 ｏｘ￣ＬＤＬ、ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣
９２ａ 或 ＰＩＡＳ３ 干扰后与 ｖｅｈｉｃｌｅ 组相比均无明显改变

(Ｐ>０.０５ꎻ图 ６)ꎮ

３　 讨　 论

当 ｏｘ￣ＬＤＬ 过多时可活化巨噬细胞激活 ｉＮＯＳ 基

因ꎬ产生炎症细胞因子 ＮＯꎬ同时可引起巨噬细胞产

生 ＩＬ￣６ 和 ＩＬ￣１β 等促炎细胞因子ꎬ进而加重炎症反

应和细胞损伤[８￣９]ꎻｏｘ￣ＬＤＬ 不仅是一种促炎因子ꎬ还
可携带胆固醇积存于动脉壁上ꎬ促使动脉硬化的发

生[１０]ꎮ 本研究以不同浓度(０、２５、５０、１００ ｍｇ / Ｌ)的

ｏｘ￣ＬＤＬ 处理 ＲＡＷ２６４.７ 细胞 ２４ ｈ 和 １００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣
ＬＤＬ 分别处理 ＲＡＷ２６４.７ 细胞 ０、１２、２４ ｈ 后ꎬ结果

发现ꎬ ｏｘ￣ＬＤＬ 可 呈 时 间 和 浓 度 依 赖 地 诱 导

ＲＡＷ２６４.７细胞 ｍｉＲ￣９２ａ 的表达ꎬ同时 ＲＡＷ２６４.７ 细

胞中 ＮＯ 释放和脂滴增多ꎬ ｉＮＯＳ、 ＩＬ￣６ 和 ＩＬ￣１β
ｍＲＮＡ 表达升高ꎮ 采用 ｍｉＲ￣９２ａ 抑制剂下调 ｍｉＲ￣
９２ａ 表达后ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的上述作用明显受到抑制ꎮ
ｍｉＲ￣９２ａ 是 ｍｉＲ￣１７￣９２ 家族成员ꎬ与血管内皮细胞的

形成密切相关ꎬ在冠状动脉病变、血管内皮损伤和

肿瘤等病理生理过程中发挥着重要作用[１１￣１３]ꎮ 有

研究[１４] 发现ꎬｍｉＲ￣９２ａ 与急性心肌梗死发病相关ꎬ
冠状动脉支架手术后ꎬ心肌细胞中 ｍｉＲ￣９２ａ 表达增

强ꎬ抑制 ｍｉＲ￣９２ａ 表达可通过抑制Ⅰ型胶原、减少细

胞凋亡和抑制炎症而改善心功能ꎮ 此外ꎬｍｉＲ￣９２ａ
还介导了脂质代谢过程[１５]ꎻ例如在高脂饮食饲养的

大鼠中ꎬｍｉＲ￣９２ａ－ / －小鼠对肥胖有抵抗力ꎬ抑制 ｍｉＲ￣
９２ａ 表达可降低胆固醇水平[１６]ꎮ 研究结果提示ꎬ
ｍｉＲ￣９２ａ 在 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的巨噬细胞炎症介质分泌

４２１１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ １１ꎬ２０１８



和脂质蓄积中发挥着重要作用ꎮ

图 ６. 下调 ｍｉＲ￣９２ａ 对 ＰＩＡＳ３ 下游 ＳＴＡＴ３ 信号通路的影响　 　 Ａ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｐ￣ＳＴＡＴ３ 蛋白表达ꎻＢ 为 ｐ￣ＳＴＡＴ３ 蛋白相对表达

水平ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ｖｅｈｉｃｌｅ 组相比ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ａｎｔｉ￣ＮＣ 组相比ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ｓｃｒａｍｂｌｅｄ 组相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｍｉＲ￣９２ａ ｏｎ ＳＴＡＴ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ＰＩＡＳ３ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ

　 　 本研究采用 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 软件预测 ＰＩＡＳ３ 可能是

ｍｉＲ￣９２ａ 的靶基因ꎬＰＩＡＳ３ ３′￣ＵＴＲ 与 ｍｉＲ￣９２ａ 有互

补区域ꎬ采用双荧光素酶报告实验证实 ｍｉＲ￣９２ａ 可

抑制 ＰＩＡＳ３ ３′￣ＵＴＲ 的转录活性ꎮ 同时 ｍｉＲ￣９２ａ 过

表达可引起 ＰＩＡＳ３ 表达下降ꎬ反之则上升ꎮ 为了探

讨 ＰＩＡＳ３ 在 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的巨噬细胞炎症介质分泌

和脂质蓄积中的作用ꎬ采用 ＲＮＡ 干扰技术沉默

ＰＩＡＳ３ 表达后ꎬ发现 ｍｉＲ￣９２ａ 对 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的巨噬

细胞炎症介质分泌和脂质蓄积的抑制作用明显恢

复ꎮ 有研究[１７￣１８] 指出ꎬＰＩＡＳ３ 可介导炎症转录因子

核因子 κＢ 的表达ꎬ进而参与多种组织或细胞的炎

症因子分泌ꎮ ＰＩＡＳ３ 是 ＳＴＡＴ３ 蛋白抑制分子ꎬ敲低

ＰＩＡＳ３ 可抑制 ＳＴＡＴ３ 表达ꎬ影响多种组织或细胞的

生理病理过程[１９]ꎮ ＳＴＡＴ３ 信号通路是 ＰＩＡＳ３ 下游

的重要通路ꎬ其在巨噬细胞介导的炎症反应和脂质

蓄积过程中发挥着重要作用ꎮ 抑制 ＳＴＡＴ３ 信号通

路的激活可有效抑制脂多糖诱导的巨噬细胞中炎

症介质如 ＮＯ、ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣６ 的产生ꎻ反之ꎬ则促进巨

噬细胞炎症反应和胆固醇代谢[２０]ꎻ提示 ＰＩＡＳ３ 在

ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的巨噬细胞炎症介质分泌和脂质蓄积

中发挥着重要作用ꎮ ｍｉＲ￣９２ａ 是否通过 ＳＴＡＴ３ 信号

通路参与调控 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的巨噬细胞炎症介质分

泌和脂质蓄积过程? 带着这一疑问ꎬ我们进一步探

讨沉默 ＰＩＡＳ３ 联合 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣９２ａ、ｏｘ￣ＬＤＬ 处理后细

胞中 ＳＴＡＴ３ 和 ｐ￣ＳＴＡＴ３ 表达情况ꎮ 结果发现ꎬｏｘ￣
ＬＤＬ 处理后细胞中 ｐ￣ＳＴＡＴ３ 表达升高ꎬａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣９２ａ

可以抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 的这一作用ꎬ而沉默 ＰＩＡＳ３ 后ꎬ这
一作用得以解除ꎮ 然而ꎬＳＴＡＴ３ 蛋白在经 ｏｘ￣ＬＤＬ、
ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣９２ａ 或 ＰＩＡＳ３ 干扰后无明显改变ꎻ提示下

调 ｍｉＲ￣９２ａ 能够抑制 ＰＩＡＳ３ 下游 ＳＴＡＴ３ 信号通路ꎬ
进而参与 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的巨噬细胞炎症介质分泌和

脂质蓄积过程ꎮ
总之ꎬ 本研究证实 ｍｉＲ￣９２ａ 在 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导

ＲＡＷ２６４.７ 细胞中表达上调ꎬ下调其表达可靶向上

调 ＰＩＡＳ３ꎬ进而激活其下游 ＳＴＡＴ３ 信号通路ꎬ在 ｏｘ￣
ＬＤＬ 诱导 ＲＡＷ２６４.７ 细胞炎症介质分泌和脂质蓄积

过程中发挥抑制作用ꎮ 这一结果为 ｍｉＲ￣９２ａ 在动脉

粥样硬化发生中的作用提供了新的证据ꎮ
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