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棕榈酸对 EA. hy926 细胞炎症反应相关
基因表达的影响及机制
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[摘　 要] 　 目的　 观察棕榈酸(PA)对内皮细胞株 EA. hy926 细胞炎症反应的影响,检测相关基因表达的变化并探

讨其可能的信号途径。 方法　 体外培养内皮细胞株 EA. hy926,分为白蛋白对照组和 PA 处理组。 改良 MTT 法检

测 PA 孵育对 EA. hy926 细胞活性的影响,实时荧光定量 PCR 法检测白细胞介素 1( IL-1)、白细胞介素 6( IL-6)、白
细胞介素 8( IL-8)、肿瘤坏死因子 α(TNF-α)和人单核细胞趋化蛋白 1(MCP-1)mRNA 水平,ELISA 法检测 IL-6、IL-8
和 TNF-α 浓度,Western blot 检测磷酸化核因子 κB(NF-κB)p65、NF-κB p65、核因子 κB 抑制蛋白( IκBα)水平。 结

果　 与白蛋白对照组相比,20、50、100 μmol / L PA 处理组的 IL-1、IL-6、IL-8 mRNA 水平显著升高(P<0. 05),50、100
μmol / L PA 处理组的 TNF-α、MCP-1 mRNA 水平显著升高(P<0. 05),20、50、100 μmol / L PA 处理组细胞培养上清液

中 IL-6 和 IL-8 的浓度显著升高(P<0. 05),IκB 蛋白水平显著降低(P<0. 05),NF-κB p65 磷酸化水平显著升高(P<
0. 05)。 结论　 PA 能够导致 EA. hy926 细胞炎症反应,其机制可能与激活 NF-κB 信号途径有关。
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Effect and mechanism of palmitic acid on gene expression related to vascular inflam-
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To observe the effect of palmitic acid (PA) on inflammatory response of endothelial cell line
EA. hy926 in vitro, and to detect the expression of related genes and explore their possible signaling pathways. 　 　 Meth-
ods　 Endothelial cell line EA. hy926 was cultured in vitro and divided into albumin control group and PA intervention
group. 　 The effect of PA incubation on EA. hy926 cell viability was detected by modified MTT assay. 　 mRNA of interleu-
kin-1(IL-1), interleukin-6(IL-6), interleukin-8 (IL-8), tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) and monocyte chemotactic
protein 1(MCP-1) were detected by real-time fluorescence quantitative PCR. 　 The levels of IL-6, IL-8 and TNF-α were
detected by ELISA, and the levels of phosphorylated nuclear factor-κB (NF-κB) p65, NF-κB p65 and nuclear factor-
kappa B inhibitor protein (IκBα) were detected by Western blot. 　 　 Results　 Compared with the albumin control group,
the mRNA levels of IL-1, IL-6 and IL-8 in PA (20 μmol / L, 50 μmol / L, 100 μmol / L) intervention group significantly in-
creased (P<0. 05). 　 The mRNA levels of TNF-α and MCP-1 in PA (50 μmol / L, 100 μmol / L) intervention group sig-
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nificantly increased (P<0. 05). 　 The levels of IL-6, IL-8 and TNF-α in supernatant increased significantly (P<0. 05),
the level of IκBα protein decreased significantly (P<0. 05), and the phosphorylation level of NF-kappa B p65 increased
significantly (P<0. 05). 　 　 Conclusion　 PA intervention induces inflammatory response in EA. hy926 cells, which may
be related to activation of NF-kappa B signaling pathway.

　 　 游离脂肪酸( free fatty acids,FFA)是人体能量

代谢和脂类合成的重要底物,还与胞内信号转导密

切相关。 但是血液高浓度 FFA 能引起血管炎症反

应,从而导致动脉粥样硬化( atherosclerosis,As) [1]。
过量的 FFA 还能刺激自由基的生成,进而破坏重要

的大分子并导致细胞损伤和凋亡[2],干预 FFA 诱导

的血管炎症反应和凋亡则能阻止 As 的发展。 棕榈

酸(palmitic acid,PA)是血液中主要的饱和游离脂

肪酸,内皮细胞暴露于 PA 能导致细胞坏死[3] 和炎

症细胞因子(IL-6)的分泌[4]。 因此,内皮细胞的 PA
暴露是研究游离脂肪酸导致血管炎症反应机制的

合适模型。 本研究使用 PA 来检测 FFA 对内皮细胞

株 EA. hy926 的损伤及对其炎症反应相关基因表达

的影响,探讨在此过程中 NF-κB 信号通路的变化及

意义。

1　 材料和方法

1. 1　 主要试剂、仪器

内皮细胞株 EA. hy926 购自中国医学科学院基础

医学研究所(编号:3111C000 1CCC 000475),经短串联

重复序列(STR)鉴定和数据分析,符合 EA. hy926
(ATCC  CRL-2922)的 STR 特征(广州凯普生物科

技有限公司)。 白蛋白 (Cat NO. A7030, Sigma 公

司),PA(Lot SLBQ8869V, Sigma 公司),DMEM 培养

基(高糖)(北京鸿跃创新科技有限公司),溴化噻唑

蓝四氮唑(MTT)(北京酷来搏科技有限公司),IL-6 /
IL-8 / TNF-α ELISA 试剂盒(北京达科为生物技术有

限公司),NF-κB p65 抗体、Phospho-NF-κB p65 抗

体、IκBα、Actin 抗体、辣根过氧化物酶标记山羊抗小

鼠 IgG、辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG、SDS-
PAGE 上样缓冲液(6×)、超敏 ECL 化学发光试剂盒

(碧云天生物技术研究所),彩色预染蛋白质相对分

子质量标准 (北京索莱宝科技有限公司), SDS-
PAGE 变性丙烯酰胺凝胶快速制备试剂盒、定量

PCR 引物(生工生物工程(上海)股份有限公司),
SYBR  Premix Ex TaqTMⅡ(Tli RNaseH Plus)、Pri-
meScriptTM 1st Strand cDNA Synthesis Kit(宝生物工

程有限公司),Ultrapure RNA Kit(康为世纪生物科

技有限公司)。 CO2 培养箱(Thermo 公司)、酶标仪

(Biotek)、实时荧光定量 PCR 仪(ABI 公司)、Nano-
Drop List 分光光度计(Thermo 公司)、化学发光成像

仪(Gene 公司)。
1. 2　 细胞培养、分组及处理

EA. hy926 是稳定型内皮细胞株,为贴壁依赖性

细胞,使用 DMEM(高糖)培养基,添加 10% FBS、青
霉素(100 kU / L)和链霉素(100 g / L),在 37 ℃、5%
CO2 条件下进行培养。 当细胞汇合度达到 100%
时,采用 0. 25%胰蛋白酶消化,按 1 ∶ 3 进行传代。
接种 96 孔细胞培养板时,取对数生长期 EA. hy926
细胞,用 2% FBS 完全培养基制备细胞悬液(细胞密

度为 2×109 / L),每孔 50 μL 细胞悬液。 接种完成

2 h 后,加入 50 μL 培养液,白蛋白对照组最终培养

液含 1%白蛋白,PA 组最终培养液分别含 5 μmol /
L、10 μmol / L、20 μmol / L、50 μmol / L、100 μmol / L、
200 μmol / L、500 μmol / L PA,继续孵育 12 h 和 24
h。 接种 6 孔 细 胞 培 养 板 时, 取 对 数 生 长 期

EA. hy926 细胞,用 10% FBS 完全培养基制备细胞

悬液(细胞密度为 7. 5×108 个 / L),使最终培养板反

应孔内细胞密度达到 1. 5×108 个 / L。 培养 24 h 后,
换成 2% FBS 完全培养基,分别加入 1% 白蛋白和

PA(20 μmol / L、50 μmol / L、100 μmol / L),继续孵育

12 h 后,收集上清,提取细胞总 RNA 和总蛋白质。
1. 3　 棕榈酸-白蛋白复合物的制备

取 41 mg PA 溶于 1. 6 mL NaOH(0. 1 mol / L),
在 70 ℃水浴中反应 1 h,每隔 15 min 混匀一次。 取

50 μL 上述 PA 溶液,加入到 950 μL 10% 白蛋白溶

液中,55 ℃水浴中反应 1 h,即为 PA 母液(5 mmol /
L)。 PA 母液经 0. 22 μmol / L 过滤除菌,分装后存

放于-20 ℃。 使用前先恢复至室温,37 ℃水浴中孵

育 10 min,冷却后,用 10%白蛋白稀释至固定浓度,
再用完全培养基按 1 ∶ 10 稀释处理细胞,使白蛋白

在培养液中的最终浓度为 1% 。
1. 4　 MTT 检测

采用 改 良 MTT 法[5] 检 测 白 蛋 白 和 PA 对

EA. hy926 细胞活性的影响,具体方法为:当 96 孔细

胞培养板内白蛋白对照组和 PA 组细胞的孵育时间

到达 12 h 和 24 h 后,每孔加入 20 μL MTT 溶液(5
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g / L),在细胞培养箱内继续孵育 4 h,然后每孔加入

100 μL MTT 三联溶解液[5],在 37 ℃避光孵育 8 h,
再振荡混匀后,使用酶标仪测定 OD 值(490 nm)。
细胞活性分析公式为:细胞活性(% )= OD540PA组 /
OD540白蛋白对照组×100% 。
1. 5　 实时荧光定量 PCR 检测

当 6 孔细胞培养板内白蛋白对照组和 PA 组细

胞孵育时间到达 12 h 后,立即提取细胞总 RNA,溶
于无 RNAase 水中。 使用分光光度计测定每个样品

的 RNA 浓度,然后用无 RNAase 水将各样品 RNA 调

整至同一浓度。 取 400 ng RNA 反转录合成 cDNA
模板,然后采用实时荧光定量 PCR(嵌合法)检测白

细胞介素 1( interleukin 1, IL-1)、白细胞介素 6( in-
terleukin 6, IL-6)、白细胞介素 8( interleukin 8, IL-
8)、肿瘤坏死因子 α( tumor necrosis factor, TNF-α)
和人单核细胞趋化蛋白 1(monocyte chemotactic pro-
tein 1, MCP-1)mRNA 水平,所用引物序列为:IL-1
上 游 5′-ATGCACCTGTACGATCACTG-3′, 下 游 5′-
ACAAAGGACATGGAGAACACC-3′; IL-6 上 游 5′-
GGAGACTTGCCTGGTGAAA-3′, 下 游 5′-CTGGCTT-
GTTCCTCACTACTC-3′; IL-8 上游 5′-TGGCTCTCTT-
GGCAGCCTTC-3′,下游 5′-GTTCTTTAGCACTCCTT-
GGC-3′;TNF-α 上游 5′-CCAGGGACCTCTCTCTAAT-
CA-3′, 下 游 5′-TCAGCTTGAGGGTTTGCTAC-3′;
MCP-1 上游 5′-TGTCCCAAAGAAGCTGTGATC-3′,下
游 5′-ATTCTTGGGTTGTGGAGTGAG-3′; Actin 上游

5′-TGGCACCCAGCACAATGAA-3′, 下 游 5′-CTA-
AGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA-3′。 扩增循环反应

条件选择仪器默认条件,具体为:95 ℃ 20 s 后进入

循环阶段,95 ℃ 3 s,60. 0 ℃ 30 s,40 个循环,然后

采用融解曲线法检测产物特异性,最后使用仪器配

套软件进行数据分析。
1. 6　 酶联免疫吸附法(ELISA)检测

6 孔细胞培养板内白蛋白对照组和 PA 组细胞

的孵育时间到达 12 h 后,收集细胞培养液,13 000 g
4 ℃离心 10 min,取上清,采用 ELISA 试剂盒,根据

产品说明书所列程序检测培养基上清中 TNF-α、IL-
6、IL-8 的浓度。
1. 7　 Western blot 检测

6 孔细胞培养板内白蛋白对照组和 PA 组细胞

孵育时间到达 12 h 后,采用 Western 及 IP 细胞裂解

液处理细胞(120 μL / 孔),4 ℃裂解 30 min。 使用高

速离心机 4 ℃ 13 000 g 离心 10 min 去除沉淀,收集

上清。 按比例加入上样缓冲液,95 ℃加热 3 min,然
后使用 10%聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白质,再转

膜至醋酸纤维膜。 一抗稀释液 4 ℃封闭 60 min,然
后与 Actin、NF-κB p65、 phospher-NF-κB p65、 IκBα
一抗(1 ∶ 1000)4 ℃孵育过夜;洗涤后,与二抗(辣
根过氧化物酶标记山羊抗小鼠 IgG、辣根过氧化物

酶标记山羊抗兔 IgG)室温孵育 1. 0 h;再次洗涤后,
用超敏 ECL 化学发光试剂盒显色,采用化学发光成

像仪拍照,使用 Image J(V1. 52i)分析结果。
1. 8　 统计学分析

计量资料采用 x±s 表示,组间数据分析采用单

因素方差分析(ANOVA),P<0. 05 为差异有显著性。

2　 结　 果

2. 1　 PA 对 EA. hy926 细胞活性的影响

采用改良 MTT 法检测白蛋白对照组和 PA 对

EA. hy926 细胞活性的影响,结果表明,500 μmol / L
PA 孵育 EA. hy926 细胞 12 h 后,细胞活性降至

(69. 33% ±3. 79% ),与白蛋白对照组相比差异有显

著性(P<0. 05);而 200 μmol / L 和 500 μmol / L PA
孵育 EA. hy926 细胞 24 h 后,细胞活性分别降至

(81. 67% ±9. 71% ) 和(33. 33% ±2. 52% ),与白蛋

白对照组相比差异有显著性(P<0. 05),说明白蛋白

孵育 12 h 和 24 h 对细胞活性无影响,而 PA 孵育 12
h 和 24 h 能够降低 EA. hy926 细胞活性,且与 PA 剂

量和孵育时间相关(表 1)。 由于 100 μmol / L 及低

于此浓度的 PA 不明显地影响 EA. hy926 细胞活性,
因此,以下实验均以 1%白蛋白做为对照,分别采用

20 μmol / L、 50 μmol / L 和 100 μmol / L PA 处 理

EA. hy926 细胞。

表 1. 不同浓度 PA 对 EA. hy926 细胞活性的影响(n=3)
Table 1. Effects of different concentrations of PA on the ac-
tivity of EA. hy926 cells (n=3)

分　 组
细胞活性(% )

孵育 12 h 孵育 24 h

白蛋白对照组 100. 00±0. 00 100. 00±0. 00

5 μmol / L PA 组 100. 70±1. 53 97. 67±1. 16

10 μmol / L PA 组 101. 00±1. 73 102. 00±4. 00

20 μmol / L PA 组 101. 70±0. 58 100. 00±1. 73

50 μmol / L PA 组 101. 70±3. 22 111. 00±11. 27

100 μmol / L PA 组 101. 70±3. 06 107. 30±9. 29

200 μmol / L PA 组 96. 00±2. 65 81. 67±9. 71a

500 μmol / L PA 组 69. 33±3. 79a 37. 33±2. 52a

a 为 P<0. 05,与白蛋白对照组相比。
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2. 2　 PA 对 EA. hy926 细胞血管炎症反应相关基因

mRNA 水平的影响

采用实时荧光定量 PCR 法(嵌合法)检测 PA
对 EA. hy926 细胞血管炎症反应相关基因( IL-1、IL-
6、IL-8、TNF-α、MCP-1)mRNA 水平的影响。 结果表

明,PA 能剂量依赖性上调 EA. hy926 细胞 IL-1、IL-
6、IL-8、TNF-α 和 MCP-1 的 mRNA 水平,其中 100

μmol / L PA 孵育 EA. hy926 细胞 12 h 后,IL-1、IL-6、
IL-8、TNF-α 和 MCP-1 的 mRNA 较白蛋白对照组分

别升高(10. 35 ±0. 75)、(23. 17 ±1. 85)、(13. 30 ±
1. 18)、(4. 51±0. 62)、(2. 72±0. 15)倍(P<0. 05;表
2)。 上述结果说明,PA 能够通过上调 EA. hy926 细

胞 IL-1、IL-6、IL-8、TNF-α 转录,促进炎症反应和单

核细胞对血管壁的吸附。

表 2. 不同浓度 PA 对 EA. hy926 细胞血管炎症反应相关基因转录的影响(n=3)
Table 2. Effects of different concentrations of PA on transcription of genes related to vascular inflammatory response in
EA. hy926 cells (n=3)

分　 组 IL-1 IL-6 IL-8 TNF-α MCP-1

白蛋白对照组 1. 00±0. 00 1. 00±0. 00 1. 00±0. 00 1. 00±0. 00 1. 00±0. 00

20 μmol / L PA 组 4. 00±0. 17a 4. 60±0. 31a 3. 23±0. 30a 1. 27±0. 54 1. 21±0. 09

50 μmol / L PA 组 7. 97±0. 62ab 10. 60±1. 01ab 6. 58±0. 58ab 3. 27±0. 29ab 2. 10±0. 15ab

100 μmol / L PA 组 10. 35±0. 75abc 23. 17±1. 85abc 13. 30±1. 18abc 4. 51±0. 62abc 2. 72±0. 15abc

a 为 P<0. 05,与白蛋白对照组相比;b 为 P<0. 05,与 20 μmol / L PA 组相比;c 为 P<0. 05,与 50 μmol / L PA 组相比。

2. 3　 PA 对 EA. hy926 细胞培养液上清中 IL-6、IL-
8、TNF-α 浓度的影响

采用 ELISA 法检测 PA 对 EA. hy926 细胞培养

液上清中 IL-6、IL-8、TNF-α 浓度的影响,结果表明

随着 PA 浓度升高,培养液上清中 IL-6、IL-8 和 TNF-
α 的浓度升高,其中 100 μmol / L PA 孵育 EA. hy926

细胞 12 h 后,培养液上清中 IL-6、IL-8 和 TNF-α 浓

度分别达到(70. 69±4. 79) ng / L、(405. 00±36. 01)
ng / L、(53. 88±5. 98) ng / L,与白蛋白对照组相比差

异有显著性(P<0. 05;表 3),说明 PA 能够剂量依赖

性促进 EA. hy926 分泌 IL-6、IL-8 和 TNF-α。

表 3. 不同浓度 PA 对 EA. hy926 细胞分泌 IL-6、IL-8、TNF-α的影响(n=3)
Table 3. Effects of different concentrations of PA on the secretion of IL-6, IL-8 and TNF-alpha by EA. hy926 cells (n=3)

分　 组 IL-6(ng / L) IL-8(ng / L) TNF-α(ng / L)

白蛋白对照组 19. 28±2. 07 134. 90±18. 95 20. 98±3. 95

20 μmol / L PA 组 29. 35±2. 63a 213. 50±31. 99a 20. 72±2. 41

50 μmol / L PA 组 40. 76±2. 55ab 238. 70±9. 44a 31. 4±4. 40

100 μmol / L PA 组 70. 69±4. 79abc 405. 00±36. 01abc 53. 88±5. 98abc

a 为 P<0. 05,与白蛋白对照组相比;b 为 P<0. 05,与 20 μmol / L PA 组相比;c 为 P<0. 05,与 50 μmol / L PA 组相比。

2. 4　 PA 对 EA. hy926 细胞 NF-κB 信号通路的影响

不同浓度 PA 处理 EA. hy926 细胞 12 h 后,提
取总蛋白,分别检测 phospher-p65、p65、IκB 的含量

变化,结果表明随着 PA 浓度升高,p65 的磷酸化水

平上升,同时 IκB 含量下降,其中 100 μmol / L PA 孵

育 EA. hy926 细胞 12 h 后,phospher-p65 / p65 升高

至(107. 60% ±6. 40% ),IκB / Actin 降低至(13. 69%
±1. 54% ),与白蛋白对照组相比差异有显著性,说
明 PA 处理能够剂量依赖性地激活 EA. hy926 细胞

NF-κB 信号通路(图 1)。

3　 讨　 论

在本研究中,我们证明 PA 通过激活 NF-κB 信

号途径诱导了 EA. hy926 细胞炎症反应。 结果表

明,PA 可促进 EA. hy926 细胞 IκB 的降解,增加 p65
的磷酸化,进而上调血管炎症反应相关基因( IL-1、
IL-6、IL-8、TNFα 和 MCP-1)的表达。

血管炎症反应涉及炎性因子的表达失衡。 已

证实 TNF-α 是促炎症细胞因子,而 IL-6 则同时具有

促炎症反应和抗炎症反应性质[6]。 IL-8 和 MCP-1
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图 1. 不同浓度 PA 对 EA. hy926 细胞 phosphor-p65、p65、
IκBα水平的影响　 　 a 为 P<0. 05,与白蛋白对照组比较。

Figure 1. Effects of different concentrations of PA on the
levels of phosphor-p65, p65 and IκBα in EA. hy926 cells

能够诱导血液白细胞向血管壁募集以及这些细胞

向内皮细胞下区迁移,这些事件对动脉粥样硬化斑

块的形成至关重要[7]。 IL-1α 能显著地加强 FFA 的

促炎特性,因为 IL-1α 是炎症和免疫反应的有效介

质[8]。 PA 还能够诱导微血管内皮细胞、人动脉内

皮细胞表达 TNF-α 和 IL-6[9]。 与这些报道相似,本
研究观察到在 PA 能够上调 EA. hy926 细胞的 IL-1、
IL-6、IL-8、TNF-α、THP-1 mRNA 水平,促进 EA. hy926
细胞分泌 IL-6、IL-8、TNF-α 细胞因子,尽管没能进

一步检测培养液中 IL-1 和 THP-1 的含量,但是根据

已发表的文献和现有实验数据,可以证明 PA 能够

诱导 EA. hy926 细胞炎症反应。
血管炎症反应与 NF-κB 信号途径的激活有关,

NF-κB 信号途径的激活可以增加多种促炎细胞因子

和黏附因子的表达[10]。 IκBα 是 NF-κB 信号途径的

抑制性蛋白,它与 p65 蛋白在细胞质中形成非活性

复合物。 活化 IKKβ 可以磷酸化 IκBα,使 IκBα 解

离并通过泛素-蛋白酶体途径降解,从而释放出游离

p65 并发生磷酸化,磷酸化 p65 进入细胞核,激活

NF-κB 信号途径[11]。 在我们的研究中,PA 处理能

够显著降低 EA. hy926 细胞总蛋白 IκBα / Actin 比

例,并提高 phospher-p65 / p65 比例,证明 NF-κB 信号

途 径 的 激 活。 说 明 NF-κB 参 与 PA 诱 导 的

EA. hy926 细胞炎症反应。 此外,Werman 等人[12] 发

现 IL-1α 前体具有一种新的细胞内功能,该功能也

可能在 PA 诱导的细胞因子表达中发挥作用:在内

毒素刺激的 IL-1α 过表达细胞中,内毒素通过 Toll
样受体起作用(SFA 也通过同样的方式),IL-1α 前

体直接进入细胞核内增强炎症因子( IL-6、IL-8)的

表达。 该信号途径是否参与 PA 诱导的 EA. hy926
细胞炎症因子表达,值得进一步研究。

总之, 本 研 究 分 析 了 PA 对 内 皮 细 胞 株

EA. hy926 内皮功能的影响,检测了血管炎症反应相

关基因表达的变化及可能的信号途径,为进一步研

究 FFA 的致病机制提供了数据基础。
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