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[摘　 要] 　 目的　 研究同型半胱氨酸(Ｈｃｙ)是否通过诱导 ｍｉＲ￣３３ 激活核因子 κＢ(ＮＦ￣κＢ)途径上调肿瘤坏死因子

α(ＴＮＦ￣α)、白细胞介素 ６( ＩＬ￣６)的表达ꎬ促进炎症反应ꎬ加剧动脉粥样硬化(Ａｓ)ꎮ 方法　 ＲＡＷ ２６４.７ 源性巨噬细

胞ꎬ经氧化型低密度脂蛋白(ｏｘ￣ＬＤＬ)诱导为泡沫细胞后ꎬ分别将 ｍｉＲ￣３３ ｍｉｍｉｃｓ 和 ｍｉＲ￣３３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 转染入细胞内后

每组给予 ５.０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 Ｈｃｙ 干预ꎻ油红“Ｏ”染色确定泡沫细胞模型是否诱导成功ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和实时定量 ＰＣＲ 测

定 ＮＦ￣κＢ、ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 的蛋白和 ｍＲＮＡ 表达ꎻ高效液相色谱检测细胞内胆固醇含量ꎮ 结果　 油红“Ｏ”染色后含脂

滴的泡沫细胞被染成红色ꎻ与其它组相比ꎬｍｉＲ￣３３ ｍｉｍｉｃｓ 组的 ＮＦ￣κＢ、ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 的蛋白和 ｍＲＮＡ 表达均增高且

细胞内的胆固醇含量增加(Ｐ<０.０５)ꎻｍｉＲ￣３３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组的 ＮＦ￣κＢ、ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 的蛋白和 ｍＲＮＡ 表达均降低且细胞

内的胆固醇含量降低(Ｐ<０.０５)ꎻ空白对照组、ｍｉＲ￣３３ ｍｉｍｉｃｓ 对照组和 ｍｉＲ￣３３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 对照组间相比ꎬ所有检测指

标均无统计学差异(Ｐ>０.０５)ꎮ 结论　 Ｈｃｙ 通过诱导 ｍｉＲＮＡ￣３３ 激活 ＮＦ￣κＢ 途径上调 ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣６ 的表达ꎬ增加炎

症反应ꎬ促进动脉粥样硬化ꎮ
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ｒｅａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ (Ａｓ).

　 　 动脉粥样硬化( ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡｓ)是由多种原

因导致的慢性进展性炎性病变ꎬ一系列炎症因子的

释放在病变过程中起重要作用[１]ꎮ 同型半胱氨酸

(ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅꎬＨｃｙ)是 Ａｓ 的独立危险因子ꎬ可通过

氧化应激、炎症反应、损害内皮细胞功能等多种机

制导致病变ꎬ研究证实 Ｈｃｙ 通过核因子 κＢ(ｎｕｃｌｅａｒ
ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ ＢꎬＮＦ￣κＢ) 途径上调肿瘤坏死因子 α
(ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒꎬＴＮＦ￣α)、白细胞介素 ６( ｉｎｔｅｒ￣
ｌｅｕｋｉｎꎬＩＬ￣６)的表达ꎬ促进炎症反应ꎬ加剧 Ａｓ[２]ꎮ 微

小 ＲＮＡ(ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬｍｉＲＮＡ)是近年来研究的热点ꎬ
参与调控机体的生化、病理过程ꎬ且相关 ｍｉＲＮＡ 的

表达水平可以作为炎症反应的标志物[３]ꎮ ｍｉＲＮＡ￣
３３(ｍｉＲ￣３３)是本实验研究的重点ꎬ其不仅参与脂质

代谢而且参与炎症反应的调控ꎬ可通过 ＮＦ￣κＢ 通路

上调 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 等炎症因子的释放[４]ꎮ 本实验旨

在研究 Ｈｃｙ 是否通过诱导 ｍｉＲ￣３３ 激活 ＮＦ￣κＢ 通路

上调 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 的表达ꎬ增加炎症反应ꎬ加剧 Ａｓꎮ

１　 材料和方法

１.１　 主要材料和试剂

ＲＡＷ２６４.７ 细胞株(上海中科院细胞中心ꎬ中
国)ꎻＨｃｙ、ＲＮＡ 提取试剂 Ｔｒｉｚｏｌ (索莱宝公司ꎬ中

国)ꎻ氧化型低密度脂蛋白( ｏｘ￣ＬＤＬ) (欣和佳源公

司ꎬ中国)ꎻＤＭＥＭ 培养基(武汉博士德公司ꎬ中国)ꎻ
胎牛血清 (杭州四季青生物工程材料研究所ꎬ中
国)ꎻＯＰＴＩ￣ＭＥＭ 专用培养基 (Ｇｉｂｃｏ 公司ꎬ美国)ꎻ
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ 转染试剂( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬ美
国)ꎻｍｉＲＮＡ￣３３ ｍｉｍｉｃｓ / ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ (上海吉玛制药技

术有限公司ꎬ中国)ꎻ逆转录试剂盒(大连宝生物工

程公司ꎬ中国)ꎮ
１.２　 主要仪器

ＣＯ２ 培养箱(Ｔｈｅｒｍｏ 公司ꎬ美国)ꎻＰＣＲ 仪、酶标

仪 ( Ｂｉｏ￣Ｒａｄꎬ 美 国 )ꎻ 倒 置 相 差 显 微 镜 ( Ｎｉｋｏｎ
ＴＳ１００)ꎻ低温离心机(Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司ꎬ德国)ꎻ酸碱

度仪 ＰＢ￣１０、电子天平(Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司ꎬ德国)ꎮ
１.３　 ＲＡＷ２６４.７ 巨噬细胞的培养

取出冻存的 ＲＡＷ２６４.７ 巨噬细胞ꎬ置于 ２５ ｃｍ２

的培养瓶中ꎬ用 ＤＭＥＭ 培养基(１０％胎牛血清、１％
青、链霉素钠)ꎬ在温度 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 条件下培养ꎬ
待细胞覆盖培养瓶的 ８０％ ~ ９０％时ꎬ用含 ０.２５％的

胰蛋白酶消化并按 １ ∶ ４ 进行传代ꎮ

１.４　 ＲＡＷ２６４.７ 源性泡沫细胞的诱导

细胞传 ２~３ 代后ꎬ取生长较好的对数期细胞经

消化、离心、稀释后ꎬ每孔细胞数按 １.８×１０９ 个 / Ｌ 进

行种板ꎬ观察待细胞密度接近 ７０％ ~８０％时ꎬ每孔加

入 ５０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导ꎬ同时更换为 ＤＭＥＭ 培养基

(４％胎牛血清及 １％青、链霉素钠)培养 ２４ ｈ 后油红

“Ｏ”染色鉴定诱导是否成功ꎮ
１.５　 细胞转染及实验分组

１.５.１　 转染方法　 　 诱导成功后的 ＲＡＷ２６４.７ 源性

泡沫细胞ꎬ根据 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００ 转染试剂说明

书将 ｍｉＲＮＡ 的浓度配置成 ４０ ｎｍｏｌ / Ｌ 进行转染ꎬ转
染前 １２ ｈ 更换成 ＯＰＴＩ￣ＭＥＭ 无血清培养基培养 ６~
８ ｈ 后ꎬ每组均给予 ５.０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 干预(包括空白

对照组)ꎬ２４ ｈ 后收集细胞进行实验ꎮ
１.５.２　 实验分组　 　 (１)空白对照组:细胞正常培养

及诱导ꎬ给予 ５.０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 孵育 ２４ ｈꎻ(２)ｍｉＲ￣３３
ｍｉｍｉｃｓ 组:将 ４０ ｎｍｏｌ / Ｌ ｍｉＲ￣３３ ｍｉｍｉｃｓ 转染入细胞中ꎬ
给予 ５.０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 孵育 ２４ ｈꎻ(３)ｍｉＲ￣３３ ｍｉｍｉｃｓ 对

照组:将４０ ｎｍｏｌ / Ｌ 模拟 ｍｉＲ￣３３ ｍｉｍｉｃｓ 转染入细胞中ꎬ
给予 ５.０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 孵育 ２４ ｈꎻ(４)ｍｉＲ￣３３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
组:将 ４０ ｎｍｏｌ / Ｌ ｍｉＲ￣３３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 转染入细胞中ꎬ给予

５.０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 孵育２４ ｈꎻ(５)ｍｉＲ￣３３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 对照组:
将 ４０ ｎｍｏｌ / Ｌ 模拟 ｍｉＲ￣３３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 转染入细胞中ꎬ给
予 ５.０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 孵育 ２４ ｈꎮ
１.６　 油红“Ｏ”染色

按一定比例提前配置油红“Ｏ”染色液ꎬ吸取 ６ 孔

板的培养液ꎬ用遇冷的 ＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎻ４％中性甲醛固

定 １０ ｍｉｎ 后ꎬ再次清洗ꎻ每孔加入约 １.５ ｍＬ 油红“Ｏ”染
色液ꎬ３０ ｍｉｎ 后清洗ꎬ于荧光倒置相差显微镜下观察ꎮ
１.７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＮＦ￣κＢ、ＴＮＲ￣α 和 ＩＬ￣６ 的蛋

白表达

轻轻吸去细胞培养液ꎬ用预冷 ＰＢＳ 清洗 ３ 次细

胞ꎻ以一定比例加入细胞裂解液和蛋白酶抑制剂

(１００ ∶ １)ꎬ刮刀刮下细胞ꎬ静置 ２０ ~ ３０ ｍｉｎ 后将裂

解的蛋白装入有标记 ＥＰ 管经超声波粉碎机粉碎、
离心(４ ℃ １２０００ ｒ / ｍｉｎ １０ ｍｉｎ)ꎬ将上层液体(即收

集的蛋白)移入另一 ＥＰ 管ꎬ直接用于实验或－８０ ℃
保存ꎮ 用 ＢＣＡ 蛋白定量法测定蛋白浓度ꎬ根据凝胶

配置试剂盒说明书进行配胶ꎬ经聚丙烯酰胺凝胶电

泳、转膜将蛋白转移至 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ用含 ５％牛奶

ＴＢＳＴ 封闭 ２ ｈ 后孵育 Ｉ 抗ꎬ４ ℃摇床过夜后ꎬＴＢＳＴ
洗膜 ５ ｍｉｎ×３ 次ꎬ室温摇床孵育Ⅱ抗 ２ ｈꎬ再次洗膜

后进行曝光(超敏 ＥＣＬ 法)ꎮ

０４２１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ １２ꎬ２０１８



１.８　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测 ｍｉＲ￣３３ 的转染效率及 ＮＦ￣κＢ、
ＴＮＲ￣α 和 ＩＬ￣６ ｍＲＮＡ 表达

待细胞干预后ꎬ吸取培养液ꎬＰＢＳ 清洗细胞 ３
次ꎬ用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂提取 ＲＮＡꎬ用紫外分光光度计来测

定 ＲＮＡ 的浓度以及纯度ꎬ使 ＲＮＡ 的 Ａ２６０ / Ａ２８０ 保

持在 １.９~２.１ 之间ꎻ按照 ＴＡＫＡＲＡ 逆转录试剂盒说

明书合成 ｃＤＮＡꎻＰＣＲ 扩增反应条件为 ９５ ℃预变性

３０ ｓ、９５ ℃ ５ ｓ、６０ ℃ ３０~６０ ｓꎬ循环 ４０ 次进行 ＰＣＲ
反应ꎬ 以 ＨＳ￣ＡＣＴＢ 作为参照ꎮ 运 用 ２－ ΔΔＣｔ 进 行

分析ꎮ
１.９　 高效液相色谱检测细胞内胆固醇含量

药物干预后按上述方法清洗 ＲＡＷ ２６４.７ 源性

泡沫细胞ꎬ加入一定量的 ０.５％ ＮａＣｌ 溶液ꎬ超声波粉

碎 １０ ｍｉｎꎬ将裂解的液体分成 ２ 份ꎬ分别用于总胆固

醇和游离胆固醇的提取ꎮ 取合适的胆固醇标准品

溶解于流动相中ꎬ置于 １０ ｍＬ 玻璃瓶中ꎬ等倍比稀释

５ 个不同浓度梯度于 ＥＰ 管中ꎬ分别是 ０、７８. １２５、
１５６.２５、３１２.５、６２５、１２５０ ｍｇ / Ｌꎬ将上述标准品溶液分

别注入高效液相色谱仪ꎬ进样量为 １０ Ｌꎬ以胆固醇

的质量浓度为横坐标(Ｘ 轴)ꎬ其峰面积为纵坐标(Ｙ
轴)ꎬ绘制标准曲线ꎮ 采用 Ｗａｔｅｒｓ 反向 Ｃ１８ 柱ꎬ流动

相为异丙醇 ∶ 乙腈(５０ ∶ ５０)ꎬ流速 １ ｍＬ / ｍｉｎꎬ柱温

４０ ℃ꎬ将各实验组所得的样品溶液按上述色谱条

件ꎬ进样 ２０ Ｌꎬ记录胆固醇的峰面积ꎮ 计算总胆固

醇量( ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬ ＴＣ)和游离胆固醇( ｆｒｅｅ ｃｈｏ￣
ｌｅｓｔｅｒｏｌꎬ ＦＣ)量ꎬ总胆固醇量减去游离胆固醇量为胆

固醇酯(ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｙｌ ｅｓｔｅｒꎬＣＥ)的量ꎮ
１.１０　 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１９.０ 统计软件进行分析ꎬ数据均采用

ｘ±ｓ 表示ꎬ多组间比较采用单因素方差分析(ＡＮＯ￣
ＶＡ)ꎬ组间两两比较采用 ＳＮＫ￣ｑ 检验法ꎬ以 Ｐ<０.０５
为差异具有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 油红“Ｏ”染色观察细胞内脂滴含量

倒置相差荧光显微镜观察诱导成功后的泡沫

细胞被染成红色(图 １)ꎮ

图 １. 油红“Ｏ”染色观察诱导成功后的 ＲＡＷ２６４.７ 源性泡沫细胞(２０×)　 　 Ａ 为未经 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的巨噬细胞ꎬ染色未见富含脂滴的

泡沫细胞ꎻＢ 为经 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导成功后的泡沫细胞ꎬ可见富含脂滴的泡沫细胞被染成红色ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｏｉｌ ｒｅｄ “Ｏ” ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ＲＡＷ２６４.７ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ(２０×)

２.２　 Ｈｃｙ 经 ｍｉＲ￣３３ ｍｉｍｉｃｓ / ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 调节ＲＡＷ２６４.７
源性泡沫细胞 ＮＦ￣κＢ、ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣６ 蛋白表达

将配置好一定浓度的 ｍｉＲ￣３３ ｍｉｍｉｃｓ、ｍｉＲ￣３３
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 转染至 ＲＡＷ２６４.７ 源性泡沫细胞内ꎬ分别给

予 ５.０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 干预后ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＮＦ￣
κＢ、ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣６ 的蛋白表达ꎬ结果发现与其它组

相比ꎬｍｉＲ￣３３ ｍｉｍｉｃｓ 组的 ＮＦ￣κＢ、ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣６ 蛋

白表达量增加ꎬ 而 ｍｉＲ￣３３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组的 ＮＦ￣κＢ、
ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣６ 蛋白表达量降低(图 ２)ꎻ其余三组间

相比较差异无显著性ꎮ
２.３　 Ｈｃｙ 经 ｍｉＲ￣３３ ｍｉｍｉｃｓ / ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 调节ＲＡＷ２６４.７
源性泡沫细胞 ＮＦ￣κＢ、ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣６ ｍＲＮＡ 表达

将配置好一定浓度 ｍｉＲ￣３３ ｍｉｍｉｃｓ、ｍｉＲ￣３３ ｉｎ￣

ｈｉｂｉｔｏｒ 转染至 ＲＡＷ２６４.７ 源性泡沫细胞内ꎬ分别给

予 ５.０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 干预后ꎬ实时定量 ＰＣＲ 检测 ＮＦ￣
κＢ、ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣６ ｍＲＮＡ 的表达ꎬ结果发现与其它

组相比ꎬｍｉＲ￣３３ ｍｉｍｉｃｓ 组的 ＮＦ￣κＢ、ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣６
的 ｍＲＮＡ 表达量增加ꎬ而 ｍｉＲ￣３３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组的 ＮＦ￣
κＢ、ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣６ 的 ｍＲＮＡ 表达量降低(图 ３)ꎬ其
余三组间相比较差异无显著性ꎮ
２.４　 Ｈｃｙ 经 ｍｉＲ￣３３ ｍｉｍｉｃｓ / ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 调节ＲＡＷ２６４.７
源性泡沫细胞内胆固醇含量

将 ｍｉＲ￣３３ ｍｉｍｉｃｓ、 ｍｉＲ￣３３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 转 染 至

ＲＡＷ２６４.７ 源性泡沫细胞内ꎬ经同一浓度 Ｈｃｙ 干预

后ꎬ高效液相色谱检测 ｍｉＲ￣３３ ｍｉｍｉｃｓ 组和 ｍｉＲ￣３３
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组细胞内胆固醇含量ꎬ结果显示 ｍｉＲ￣３３
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ｍｉｍｉｃｓ 组细胞胆固醇含量较高ꎬｍｉＲ￣３３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组 细胞胆固醇含量低下(表 １)ꎮ

图 ２. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＮＦ￣κＢ、ＴＮＦ￣α和 ＩＬ￣６ 蛋白的表达( ｘ±ｓꎬｎ ＝ ３) 　 　 １ 为空白对照组ꎬ２ 为 ｍｉＲ￣３３ ｍｉｍｉｃｓ 组ꎬ３ 为 ｍｉＲ￣３３
ｍｉｍｉｃｓ 对照组ꎬ４ 为 ｍｉＲ￣３３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组ꎬ５ 为 ｍｉＲ￣３３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 对照组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与空白对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ｍｉＲ￣３３ 对照组比较ꎻｃ 为

Ｐ<０.０１ꎬ与 ｍｉＲ￣３３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＮＦ￣κＢꎬ ＴＮＦ￣αꎬ ＩＬ￣６(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)

图 ３. 实时定量 ＰＣＲ 检测 ＮＦ￣κＢ、ＴＮＦ￣α和 ＩＬ￣６ ｍＲＮＡ 的表达(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)　 　 １ 为空白对照组ꎬ２ 为 ｍｉＲ￣３３ ｍｉｍｉｃｓ 组ꎬ３ 为 ｍｉＲ￣３３
ｍｉｍｉｃｓ 对照组ꎬ４ 为 ｍｉＲ￣３３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组ꎬ５ 为 ｍｉＲ￣３３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 对照组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与空白对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ｍｉＲ￣３３ 对照组比较ꎻｃ 为

Ｐ<０.０１ꎬ与 ｍｉＲ￣３３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＮＦ￣κＢꎬ ＴＮＦ￣αꎬ ＩＬ￣６(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)
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表 １. 同型半胱氨酸经ｍｉＲ￣３３ ｍｉｍｉｃｓ / ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ调节ＲＡＷ２６４.７
源性泡沫细胞内胆固醇含量(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ １. Ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ
ＲＡＷ２６４.７ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｍｉＲ￣３３ ｍｉｍｉｃｓ / ｉｎ￣
ｈｉｂｉｔｏｒ(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)

分组
ＴＣ

(ｍｇ / ｄＬ)
ＦＣ

(ｍｇ / ｄＬ)
ＣＥ

(ｍｇ / ｄＬ)
ＣＥ / ＴＣ
(％)

空白对照组 ３８６±２５.１ １３６±１５.２ ２５０±１０ ６４

ｍｉＲ￣３３
ｍｉｍｉｃｓ 组 ６８３±３５.１ａｂ ２４６±４１.６ａｂ ４０３±１２５.８ａｂ ５９

ｍｉＲ￣３３ ｍｉｍｉｃｓ
对照组

３９１±９.２ １２０±１２.６ ２７２±６.０ ６９

ｍｉＲ￣３３
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组 ２３７±３５.６ａｃ ９１±７.０ａｃ １４６±４０.９ａｃ ６１

ｍｉＲ￣３３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
对照组

３９９±９.６ １２３±１１.９ ２７５±１９.８ ６８

ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与空白对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ｍｉＲ￣３３ 对照组比
较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ｍｉＲ￣３３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 对照组比较ꎮ

３　 讨　 论

Ａｓ 是由多种炎症因子共同导致的慢性炎性病

变ꎬ“炎症反应学说”是 Ａｓ 病变的主要学说之一[１]ꎮ
Ｈｃｙ 是导致 Ａｓ 的独立危险因素ꎬＨｃｙ 自身硫内酯的

形成及氧化应激反应可激活 ＮＦ￣κＢ 途径上调 ＴＮＦ￣
α、ＩＬ￣６ 等炎症因子的释放ꎬ导致炎症反应[５]ꎮ

通过 ＮＦ￣κＢ 途径上调炎症因子的释放导致的

“瀑布级联反应”及泡沫细胞的形成是 Ａｓ 病变的起

始标志ꎮ ＮＦ￣κＢ 是存在于真核生物的主要以 ｐ５０ /
ｐ６５ 二聚体形式存在的转录因子ꎬ当存在氧化应激

等外界信号时ꎬκＢ 抑制蛋白被磷酸化ꎬ磷酸化后 κＢ
抑制蛋白通过碱基配对参与所调控的基因表达ꎬ如
快速上调 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 及 ＩＬ￣８ 的释放[６]ꎮ Ｌｉｕ[７]证实

κＢ 抑制蛋白在高 Ｈｃｙ 血症体内明显降低ꎬ间接证实

Ｈｃｙ 促进了 ＮＦ￣κＢ 活化ꎬ导致炎症因子的释放ꎮ
ＴＮＦ￣α 作为重要的炎症因子ꎬ通过激活丝裂原活化

蛋白激酶 (ｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬＭＡＰＫ)
及 ＮＦ￣κＢ 途径上调炎症因子 ＩＬ￣６、１Ｌ￣１β 的表达[８]ꎮ
Ｋｉｌｎａｍ 等[９]研究发现 ＮＦ￣κＢ 上调 ＴＮＦ￣α 的释放ꎬ而
增高的 ＴＮＦ￣α 会进一步促进 ＮＦ￣κＢ 的活化ꎬ提示两

者在炎症反应过程中互相影响ꎮ 在炎症反应中处

于核心地位的炎症递质 ＩＬ￣６ꎬ在非酒精性脂肪肝炎

发现 ＩＬ￣６ 可以促进 ＴＮＦ￣α 的分泌ꎬ总之 ＮＦ￣κＢ 的

活化调控炎症反应的起始阶段ꎬ而 ＩＬ￣６ 的释放及表

达则贯穿始终ꎬ证明 ＮＦ￣κＢ、ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 三者具有

协同作用[１０]ꎮ 我们实验结果中发现ꎬ三者的表达趋

势一致ꎬ说明均在炎症病变中发挥作用ꎮ
微小 ＲＮＡ(ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬｍｉＲＮＡ)是由 ２０ ~ ２５ 个

核苷酸组成的单链 ＲＮＡꎬ主要在转录后水平表达ꎬ
可参与调控机体的病理、生化、炎症反应、免疫反应

和肿瘤等过程[１１]ꎮ 已有研究证实体内 ｍｉＲＮＡ 表达

水平可作为潜在的炎症反应标记ꎬ并且表达水平的

增加伴随 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６、角蛋白趋化因子( ｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅ
ｃｈｅ￣ｍｏａｔｔｒａｃｔａｎｔꎬＫＣ)等炎症因子的释放[１２]ꎮ ｍｉＲ￣３３
作为 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 家族的成员ꎬ２０１０ 年由 Ｒａｙｎｅｒ 等[１３]

发现ꎬ最初关于 ｍｉＲ￣３３ 的研究仅限于脂质代谢ꎬ但
研究发现其还参与炎症反应的调控ꎬ通过促进

ＲＩＰ１４０ 蛋白表达上调 ＮＦ￣κＢ 促进 ＩＬ￣ １β、ＴＮＦ￣α、
ＩＬ￣６ 的释放ꎬ促进炎症病变ꎬ加剧 Ａｓꎮ ＲＩＰ１４０ 作为

一种转录辅抑制因子ꎬ可激活 ＮＦ￣κＢ 信号通路ꎬ调
控炎症因子的表达[１４]ꎮ 我们实验中发现在给予

Ｈｃｙ 干预后的 ｍｉＲ￣３３ ｍｉｍｉｃｓ 转染组 ＮＦ￣κＢ、ＴＮＦ￣α、
ＩＬ￣６ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达均增加且细胞的脂质含量

增多ꎬ而经 Ｈｃｙ 干预后 ｍｉＲ￣３３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组的检测结

果则与 ｍｉＲ￣３３ ｍｉｍｉｃｓ 组相反ꎬ并且细胞内的脂质含

量减少ꎻ而空白对照组、ｍｉＲ￣３３ ｍｉｍｉｃｓ 对照组和

ｍｉＲ￣３３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 对照组所检测指标均无统计学差

异ꎬ因此得出 Ｈｃｙ 通过 ｍｉＲ￣３３ 经 ＮＦ￣κＢ 通路上调

ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 的释放ꎬ增加炎症反应ꎬ促进 Ａｓꎮ
我们从细胞水平进行本实验研究ꎬ仍存在一定

的局限性ꎬ接下来我们将从动物水平进一步验证ꎮ
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