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血管紧张素(1-7)通过 Dll4 / TLR-4 / NF-κB 通路减轻
巨噬细胞的炎症反应
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[摘　 要] 　 目的　 探讨 Notch 信号通路在血管紧张素(1-7)[Ang-(1-7)]调控动脉粥样硬化(As)炎症反应中的作

用。 方法　 诱导人单核细胞白血病细胞株分化为巨噬细胞,然后随机分为对照组、氧化型低密度脂蛋白(ox-LDL)
组、Ang-(1-7)组和 Ang-(1-7)+A-779 组,以相应药物处理后用 ox-LDL 刺激建立泡沫细胞模型。 利用 qRT-PCR 和

Western blot 检测 Ang-(1-7)对泡沫细胞分化过程中 Notch 信号通路分子的影响,包括 Notch 受体(Notch1、Notch2、
Notch3、Notch4)、Notch 配体(Dll1、Dll3、Dll4、Jagged1、Jagged2)和目标基因 Hes1,ELISA 法检测炎症因子白细胞介素

1β( IL-1β)、IL-6 和肿瘤坏死因子 α(TNF-α)的表达。 进一步用可溶性 Dll4(Dll4. Fc)激活 Notch 信号通路,用 qRT-
PCR 和 Western blot 检测 Hes1 和 Toll 样受体 4(TLR-4) / 核因子 κB(NF-κB)通路的变化进一步验证 Ang-(1-7)对

Dll4 通路的影响。 结果　 给予 Ang-(1-7)处理后,由 ox-LDL 刺激巨噬细胞产生的炎症因子 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 被

显著抑制(P<0. 05)。 同时,在泡沫细胞中 Notch 信号通路各分子的表达发生了不同的变化。 其中 Notch 信号通路

下游靶基因 Hes1 mRNA 的表达量经 ox-LDL 刺激后均明显增加,Ang-(1-7)可部分抑制 Hes1 的激活,Ang-(1-7)受

体拮抗剂 A-779 可逆转 Ang-(1-7)的作用。 Notch1、Notch2 受体及 Dll1 配体的 mRNA 表达量在 ox-LDL 组明显下

调,而 Ang-(1-7)组明显上调(P<0. 05)。 而 Notch3、Notch4 受体及 Jagged2、Dll4 配体的 mRNA 表达量在 ox-LDL 组

明显增加(P<0. 05),给予 Ang-(1-7)干预后,其表达量较 ox-LDL 组明显下降(P<0. 05)。 Dll3 和 Jagged1 配体在各

组间表达量无明显变化(P>0. 05)。 Western blot 也可见 ox-LDL 刺激诱导 Notch3、Notch4、Dll4 和 Hes1 蛋白明显升

高(P<0. 05),Ang-(1-7)可明显下调其表达(P<0. 05),而 A-779 能部分抑制 Ang-(1-7)的作用(P<0. 05)。 利用

Dll4. Fc 激活 Notch 信号通路可见炎症因子 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 表达显著增加(P<0. 05),Hes1、TLR-4 mRNA 和蛋

白,以及 iNOS mRNA 的表达增高(P<0. 05),并促进 NF-κB 核转位,Ang-(1-7)能明显下调其表达,A-779 能部分逆

转 Ang-(1-7)的作用,差异有统计学差异(P<0. 05)。 结论　 Ang-(1-7)可能通过调节 Dll4 相关通路,从而减轻 TLR-
4 / NF-κB 通路激活所致的巨噬细胞炎症因子分泌的作用。
[中图分类号] 　 R363;R5 [文献标识码] 　 A

Angiotensin-(1-7) may alleviate inflammatory effects of macrophages through Dll4 /
TLR-4 / NF-κB pathway
CHEN Weiyan, XIE Fuhua, WEN Yichao, ZHANG Ruichang, CHEN Jieru
( Intensive Care Unit, the Second Affiliated Hospital of Guangzhou Medical University, Guangzhou, Guangdong 510260,
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the role of Notch pathway in the anti-atherosclerotic effect of angiotensin-(1-7)
(Ang-(1-7)). 　 　 Methods　 Oxidized low density lipoprotein (ox-LDL) was used to induce macrophages to foam cells.
At first, 10-7 mmol / L Ang-(1-7) and 10-5 mmol / L A-779 were pre-cultured with macrophages before ox-LDL administered
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solely or together in Ang-(1-7) group and A-779 group. 　 Notch ligands, receptors and downstream product Hes1 were as-
sayed by qRT-PCR and Western blot. 　 Second, delta-like (Dll) 4. Fc was co-cultured with macrophages to activate Notch
pathway, toll like receptor-4 (TLR-4), nuclear factor kappaB (NF-κB) and iNOS mRNA and protein were assayed by
qRT-PCR and Western blot, proinflammatory cytokines interleukin 1beta ( IL-1β), IL-6 and tumor necrosis factor alpha
(TNF-α) were assayed by using ELISA. 　 　 Results　 Notch1, Notch2 and Dll1 mRNA levels were significantly decreased
in ox-LDL group, whereas elevated in Ang-(1-7) group (P<0. 05). 　 Meanwhile, Notch3, Notch4, Dll4 and Jagged2
mRNA levels were significantly increased in ox-LDL group, while reduced in Ang-(1-7) group (P<0. 05). 　 There was no
difference in Dll3 and Jagged1 mRNA levels between ox-LDL group and Ang-(1-7) group (P>0. 05). 　 The downstream
product of Notch pathway gene Hes1 was significantly activated by ox-LDL (P<0. 05), while decreased by Ang-(1-7) ad-
ministrated (P<0. 05). 　 Using Dll4. Fc to activate Notch pathway could increase the expressive levels of Hes1 and TLR-
4, promote translocation of NF-κB from cytoplasm to nucleus, and stimulate inflammatory cytokines IL-1β, IL-6 and TNF-
α secretion (P<0. 05). 　 Ang-(1-7) could rescue this alternation significantly (P<0. 05). 　 Co-treatment with A-779 can
reverse the effect partially (P<0. 05). 　 　 Conclusion　 Ang-(1-7) could alleviate TLR-4 / NF-κB-induced inflammatory
cytokines secretion in macrophages via regulating Dll4-associated pathway.

　 　 动脉粥样硬化(atherosclerosis,As)是心、脑血管

疾病的共同病理基础[1-2],但 As 的发病机制至今尚

未完全明了。 近年来研究提示,As 是一个非特异性

慢性炎症反应过程。 动脉壁对各种炎症损伤产生

炎症增殖反应,这一反应以保护性反应开始,在过

度时则发展为斑块,而其中内膜巨噬细胞聚集,泡
沫细胞形成是 As 最主要的病理特征[3]。 血管紧张

素(1-7) [ angiotensin-(1-7),Ang-(1-7)]是肾素-血
管紧张素系统( renin-angiotensin system,RAS)中的

新成员,它与血管紧张素Ⅱ(AngⅡ)有相拮抗的作

用,主要表现在舒张血管、调节血压、抗细胞增殖等

方面,对心血管系统具有多方面的调节和保护作

用[4-7]。 既往研究表明,Ang-(1-7)可抑制巨噬细胞

浸润和炎症因子释放,具有减轻 As 炎症反应的作

用[8]。 但具体机制暂不明确。
Notch 信号通路具有调控细胞增殖、分化和凋

亡的作用,是一高度保守的信号通路[9-10]。 在哺乳

动物中, Notch 受体由 4 个不同的基因编码,即

Notch1、2、3、4;Notch 配体由 5 个不同的基因编码,
分别为 Jagged1、2 和 Dll1、3、4;细胞内的转录因子包

括 Hes1 等[11]。 其中 Hes1 是 Notch 通路的下游靶

分子,反映 Notch 信号通路的激活情况。 2007 年

Fung 等[12]发现,Notch 信号通路在巨噬细胞介导的

炎症应答和动脉粥样斑块中高表达,认为 Notch 信

号通路具有促进炎症和 As 的作用。 Hans 等[13] 证

实在 AngⅡ诱导的 ApoE 小鼠腹主动脉瘤模型和人

腹主动脉瘤中 Notch1 信号活化,Notch 半敲除能明

显降低 AngⅡ诱导的 ApoE 小鼠腹主动脉瘤的发生

率。 Ang-(1-7)具有与 AngⅡ相拮抗的作用,其减轻

As 的作用是否与调节 Notch 信号通路表达有关目

前尚不明确。

本研究通过氧化型低密度脂蛋白(oxidized low-
density lipoprotein, ox-LDL)诱导人源巨噬细胞荷脂

为泡沫细胞,探讨 Ang-(1-7)对泡沫细胞形成过程

中 Notch 信号通路的影响,了解 Ang-(1-7)调控 As
炎症反应的作用是否与 Notch 信号通路有关。

1　 材料和方法

1. 1　 THP-1 细胞株

THP-1 细胞株购自中科院上海细胞库,来源于

美国模式培养物集存库。
1. 2　 主要试剂和仪器

Ang-(1-7)和 Ang-(1-7)特异性受体抑制剂 A-
779 购自美国 Bachem 公司;PMA 购自美国 Sigma 公

司;ox-LDL 购 自 广 州 晶 欣 生 物 科 技 有 限 公 司;
DMEM 培养基、RPMI-1640 培养基、胎牛血清购自美

国 Hyclone 公司;DMEM / F12 培养基购自 GIBCO 公

司;TRIzol® Reagent 购自 Life Technologies 公司;Gen-
eseed®ⅡFirst Stand cDNA Synthesis Kit 和 Geneseed®

qPCR SYBR® Green Master Mix 购自广州吉赛生物科

技有限公司;Nucleic Acid Stain 核酸染料购自北京鼎

国昌盛生物技术有限责任公司;NormalRunTM 250bp-Ⅱ
DNA Ladder 购自上海捷瑞生物工程有限公司;ELISA
试剂盒购自美国 ExCell Biology 公司;K2800 核酸分

析仪购自北京凯奥科技发展有限公司;电泳仪购自

北京君意电泳设备有限公司;全自动凝胶成像分析

仪系统购自上海培清科技有限公司;实时荧光定量

PCR 仪为美国 ABI 7500 型;冷冻离心机购自珠海黑

马医学仪器有限公司。
1. 3　 泡沫细胞的诱导、培养和鉴定

将 THP-1 细胞置于 RPMI-1640 培养基(含 10%
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胎牛血清)中,在 37 ℃的细胞培养箱(含 5%CO2)
中培养、传代。 取第 3 ~ 5 代增殖旺盛的单核细胞进

行实验。 取含 0. 3% BSA 的无血清 RPMI-1640 培养

基使细胞重悬,加入佛波酯(phorbol myristate acetate,
PMA)至 160 mmol / L,培养 72 h 诱导成巨噬细胞。
光学显微镜下可观察到细胞由原来的悬浮状态变

为贴壁状态,有伪足伸出,证明巨噬细胞被成功诱

导。 证实诱导成功后更换培养基,然后加入 ox-LDL
至 80 mg / L 共孵育 24 h,使之转化为泡沫细胞。 最

后通过油红 O 染色鉴定。 将培养基移除,PBS 清

洗,2 mL 4%的甲醛溶液固定细胞 30 min,再用 PBS
清洗 2 次,1 mL 油红 O 溶液(用稀释水 3 ∶ 2 稀释后

用过滤纸过滤)染色 30 min,PBS 清洗 2 ~ 3 次后在

显微镜下观察拍照。
1. 4　 实验分组

1. 4. 1　 Ang-(1-7)对 ox-LDL 诱导的泡沫细胞 Notch
信号通路表达的影响　 　 按 1. 3 中的方法将 THP-1
细胞诱导分化成巨噬细胞,然后弃去上清,加入

RPMI-1640 培养基后随机分成 4 组:(1)对照组,仅
加入培养基,不作其他处理;(2)ox-LDL 组,加入 80
mg / L 的 ox-LDL 孵育 48 h;(3)Ang-(1-7)组,加入

10-7 mol / L Ang-(1-7)预作用 30 min 后再加入 80
mg / L ox-LDL 共孵育 48 h;(4)A-779+Ang-(1-7)组,
加入 10-5 mmol / L A-779 预作用半小时后,再加入

10-7 mol / L Ang-(1-7)作用 30 min,最后加入 80 mg /
L ox-LDL 共孵育 48 h。 孵育结束后收集上清用于

细胞炎症因子的检测,收集各组细胞用于 mRNA 的

提取和总蛋白的提取。
1. 4. 2　 Ang-(1-7)对 Dll4. Fc 激活的 TLR-4 / NF-κB
通路 表 达 的 调 节 作 用 　 　 可 溶 性 Dll4 蛋 白

(Dll4. Fc)通过人全长 Dll4 cDNA 亚克隆到人 IgG1
融合蛋白载体中制备,具体方法参考 Fung 等[12] 文

章。 按 1. 3 中的方法将 THP-1 细胞诱导分化成巨

噬细胞,种到 6 孔板中,5×105 / 孔,然后弃去上清,加
入 RPMI-1640 培养基后随机分成 4 组:(1)对照组,
仅加入培养基,不作其他处理;(2)Dll4. Fc 组,加入

1 μL(1 μg / μL) Dll4. Fc 孵育 24 h;(3)Ang-(1-7)
组,加入 10-7 mol / L Ang-(1-7)预作用 30 min 后再

加入 1 μL Dll4. Fc 共孵育 24 h;(4)A-779+Ang-(1-
7)组,加入 10-5 mmol / L A-779 预作用半小时后,再
加入 10-7 mol / L Ang-(1-7)作用 30 min,最后加入 1
μL Dll4. Fc 共孵育 24 h。 孵育结束后收集各组细胞

用于 mRNA 的提取和总蛋白的提取。
1. 5　 MTT 法检测细胞活性

将 THP-1 细胞接种于 96 孔板上,104 个 / 孔,其

中每孔液体容积为 200 μL,按 1. 4 中分组进行细胞

培养。 孵育 48 h 后,每孔加入 MTT 溶液(5 g / L)20
μL,继续孵育 4 h。 然后弃掉孔内的培养液,加入二

甲亚砜溶液 150 μL,置摇床上充分震荡 10 min。 最

后把标本放置于酶标仪中,在 490 nm 波长下,分别

测定各孔的光吸收值。
1. 6　 ELISA 法测定细胞炎症因子浓度

按 1. 4 分组和 1. 3 方法进行细胞培养,48 h 后

收集培养液上清,ELISA 法检测细胞因子白细胞介

素 1β( interleukin 1beta, IL-1β)、IL-6、肿瘤坏死因

子 α( tumor necrosis factor alpha, TNF-α)的浓度,操
作按试剂盒说明书进行。
1. 7　 qRT-PCR 法检测 mRNA 表达水平

按上述实验分组和方法进行细胞培养,收集各

组细胞,PBS 洗 2 次,离心取上清后将细胞沉淀振

松,加入 1 mL TRIzol 试剂裂解细胞,室温放置 5
min,加入 200 μL 氯仿,剧烈振荡 15 s,室温静置 5
min,12 000 g 于 4 ℃下离心 15 min,吸出上层水相

上清,加入 0. 5 mL 异丙醇沉淀 RNA,室温放置 10
min 后于 4 ℃用 12 000 g 离心 10 min,弃上清,加入

75%乙醇 1 mL,温和振荡,悬浮沉淀,4 ℃下 7 500 g
离心 5 min,尽量弃上清,自然干燥,所得 RNA 用

DEPC 水溶解。 用移液枪吸取 1 μL 滴加到检测平

台上,测定 OD 值(A260 / 280 的比值,与 RNA 的纯

度有关,结果在 1. 8 ~ 2. 0 的范围内可表明所提取的

RNA 纯度较高),定量 RNA 浓度。 首先,反转录合

成 cDNA,按试剂盒说明书进行,总反应体积为 10
μL。 引物由广州吉赛生物科技有限公司合成。 引

物序列见表 1。 以 ACTB 为内参,反应体系为 10
μL,扩增条件为 95 ℃预变性 5 min,然后 95 ℃ 10
s,60 ℃ 34 s,共 40 个循环,最后熔解曲线 95 ℃ 15
s,60 ℃ 60 s,95 ℃ 15 s。 PCR 实验在美国 ABI 7500
型荧光定量 PCR 仪中进行反应,采用 ΔΔCt 表示基

因的表达水平。 反应结束后,得出扩增曲线和熔解

曲线,计算出 Ct 值,然后计算出 ΔCt(为目的基因的

Ct 值与内参基因的 Ct 值的差值),ΔΔCt = ΔCt实验组

-ΔCt对照组。
1. 8　 Western blot 法检测蛋白表达水平

收集细胞后用试剂盒提取蛋白,BCA 法行蛋白

定量。 配 12% 的 SDS-PAGE 分离胶和 5% 的浓缩

胶,用移液枪吸取 10 μL 样品至样品孔中,电泳,然
后转移至 PVDF 膜中。 室温下把膜浸入含 5% 脱脂

奶粉和 0. 5%吐温-20 的 Tris 溶液中封闭 1 h,然后

加入经稀释的一抗 Notch3 (1 ∶ 200)、Notch4 (1 ∶
300)、Dll4(1 ∶200)、Hes1(1 ∶800)、ku70(1 ∶10 000)、
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TLR-4(1 ∶1 000)和 NF-κB(1 ∶ 1 000)在 4 ℃下孵育

过夜,TBST 洗膜,加入二抗室温下孵育 1 h,ECL 法显

影。 β-actin 和 ku70 作为内参,用 Gel-Pro 软件分析。

表 1. 引物序列

Table 1. Primer sequences for reverse transcription-quanti-
tative polymerase chain reaction

基因 序列(5′-3′)

Notch1 上游 5′-CGAGGTCAACACAGACGAGT-3′
下游 5′-CCACATCGTACTGGCACAGA-3′

Notch2 上游 5′-GGCAGACTGGTGACTTCACTT-3′
下游 5′-CCTCCATTCTGACACCTGTGG-3′

Notch3 上游 5′-CGCGTGGCTTCTTTCTACTG-3′
下游 5′-CGTTCACCGGATTTGTGTCA-3′

Notch4 上游 5′-GATGGGCTGGACACCTACAC-3′
下游 5′-ACTCACACACACGCAGTGAA-3′

Jagged1 上游 5′-GCGTCCACGGCATCTGTAAT-3′
下游 5′-AATACCCCTCAGGGCAGGAA-3′

Jagged2 上游 5′-TGGGACTGGGACAACGATAC-3′
下游 5′-AGTGGCGCTGTAGTAGTTCTC-3′

Dll1 上游 5′-GATTCTCCTGATGACCTCGCA-3′
下游 5′-TCCGTAGTAGTGTTCGTCACA-3′

Dll3 上游 5′-CGGATGCACTCAACAACCTA-3′
下游 5′-CATCTTCAGGGCGATTCCAA-3′

Dll4 上游 5′-GGCTCCAACTGCGAGAAGAA-3′
下游 5′-CACAGTAGGTGCCCGTGAAT-3′

Hes1 上游 5′-CTGAGCACAGACCCAAGTGT-3′
下游 5′-CCTCGGTATTAACGCCCTCG-3′

TLR-4 上游 5′-GTGATGTTTGATGGACCTCTGA-3′
下游 5′-AAGGAGCATTGCCCAACAG-3′

NF-κB 上游 5′-ACTGGCTGAGCGGATGCATC-3′
下游 5′-TGCTGTGGTCAGAAGGAATG-3′

iNOS 上游 5′-AGCCCTTTACTTGACCTCCTA-3′
下游 5′-GCAGCAAGTTCCATCTTTCA-3′

ACTB 上游 5′-CATGTACGTTGCTATCCAGGC-3′
下游 5′-CTCCTTAATGTCACGCACGAT-3′

1. 9　 统计学分析方法

应用 SPSS21. 0 软件进行统计学分析,定量资

料的数据以 x±s 表示,组间分析采用多组定量资料

的单因素方差分析,多个样本资料之间的两两比较

采用 LSD-t 检验,P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 Ang-(1-7)对 ox-LDL 诱导的泡沫细胞炎症因

子分泌的影响

ELISA 结果显示,Ang-(1-7)可明显抑制 ox-LDL

诱导的泡沫细胞分泌炎症因子 IL-1β、IL-6 和 TNF-
α,差异有统计学意义(P<0. 05),而该作用可被 A-
779 部分逆转(P<0. 05;表 2)。

表 2. Ang-(1-7)对 ox-LDL 诱导的泡沫细胞炎症因子分泌

的影响(x±s,ng / L,n=3)
Table 2. Effect of Ang-(1-7) on secretion of inflammatory
cytokines in foam cells induced by ox-LDL (x±s,ng / L,n=3)

分组 IL-1β IL-6 TNF-α

对照组 47. 25±7. 31 52. 39±6. 43 60. 41±9. 48

ox-LDL 组 137. 78±10. 45a 180. 58±12. 76a 221. 21±19. 39a

Ang-(1-7)组 98. 71±8. 77ab 129. 54±10. 73ab 133. 41±17. 52ab

Ang-(1-7)+
A-779 组

121. 55±9. 8. 8abc 151. 39±8. 33abc 155. 13±13. 56abc

a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 ox-LDL 组比较;c 为 P<
0. 05,与 Ang-(1-7)组比较。

2. 2　 Ang-(1-7)对 ox-LDL 诱导的泡沫细胞中 Notch
信号通路表达的影响

qRT-PCR 结果显示,Notch 信号的下游靶基因

Hes1 在 ox-LDL 诱导的泡沫细胞中表达明显增加(P
<0. 05),提示 Notch 信号在泡沫细胞中的激活,经
Ang-(1-7)干预后,Hes1 mRNA 的表达明显受到抑

制(P<0. 05)。
同时, ox-LDL 刺激诱导生成的泡沫细胞中

Notch 信号通路各分子的表达发生了不同的变化。
其中 Notch1、Notch2 受体及 Dll1 配体的 mRNA 表达

较对照组下调(P<0. 05);相反,Notch3、Notch4、Jag-
ged2 和 Dll4 的 mRNA 表达在泡沫细胞形成过程中

明显上调(P<0. 05);而 Jagged1 和 Dll3 mRNA 的表

达无明显变化(P>0. 05)。 给予 Ang-(1-7)干预后,
与 ox-LDL 组比较,Notch1、Notch2 和 Dll1 mRNA 表

达明显增加(P<0. 05),而 Notch3、Notch4、Jagged2
和 Dll4 的 mRNA 表达明显下降(P<0. 05)。 而 Ang-
(1-7)特异性受体抑制剂 A-779 可部分逆转 Ang-(1-7)
的作用(表 3)。

进一步行 Western blot 检测 Notch 信号通路中

蛋白表达的情况发现,ox-LDL 刺激后,在泡沫细胞

形成的过程中,Hes1 蛋白的表达量明显增加,同样

提示 Notch 信号通路的激活。 同时,Notch3、Notch4、
Dll4 的蛋白表达量在泡沫细胞中也明显上升(P<
0. 05),Ang-( 1-7) 可部分抑制其蛋白表达 ( P <
0. 05),A-779 在一定程度上能逆转 Ang-(1-7)的作

用(P<0. 05;图 1)。
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表 3. Ang-(1-7)对 ox-LDL 诱导泡沫细胞 Notch 信号通路 mRNA 表达的影响(x±s,n=3)
Table 3. Effect of Ang-(1-7) on Notch signaling pathway genes in foam cells induced by ox-LDL(x±s,n=3)

信号通路分子 对照组 ox-LDL 组 Ang-(1-7)组 Ang-(1-7)+A-779 组

Notch1 1. 00±0. 12 0. 60±0. 02a 0. 79±0. 16ab 0. 73±0. 03ab

Notch2 1. 00±0. 08 0. 81±0. 04a 0. 98±0. 07b 0. 75±0. 06ac

Notch3 1. 00±0. 06 5. 97±0. 16a 2. 23±0. 22ab 1. 46±0. 39ac

Notch4 1. 03±0. 31 3. 90±1. 11a 1. 73±0. 39b 5. 00±1. 20ac

Dll1 1. 00±0. 01 0. 80±0. 15a 1. 30±0. 08ab 1. 13±0. 09b

Dll3 1. 00±0. 09 1. 23±0. 31 1. 22±0. 14 1. 23±0. 00

Dll4 1. 02±0. 03 5. 30±0. 02a 1. 35±0. 29b 2. 63±0. 19abc

Jagged1 1. 00±0. 05 0. 96±0. 20 1. 10±0. 08 1. 16±0. 19

Jagged2 1. 00±0. 05 1. 60±0. 32a 1. 21±0. 16b 1. 30±0. 09

Hes1 1. 01±0. 16 4. 43±0. 75a 2. 91±0. 87ab 3. 65±0. 41ac

a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 ox-LDL 组比较;c 为 P<0. 05,与 Ang-(1-7)组比较。

图 1. Ang-(1-7)对 ox-LDL 诱导的泡沫细胞中 Notch 信号通路蛋白表达的影响　 　 a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与
ox-LDL 组比较;c 为 P<0. 05,与 Ang-(1-7)组比较。

Figure 1. Effect of Ang-(1-7) on Notch signaling pathway proteins expression in foam cells induced by ox-LDL

2. 3　 Ang-(1-7)对 Dll4. Fc 刺激的巨噬细胞炎症因

子分泌的影响

ELISA 结果显示,Dll4. Fc 与巨噬细胞共孵育可

明显诱导巨噬细胞分泌炎症因子 IL-1β、 IL-6 和

TNF-α,而 Ang-(1-7)可明显抑制 Dll4. Fc 诱导的巨

噬细胞分泌炎症因子 IL-1β、IL-6 和 TNF-α,差异有

统计学意义(P<0. 05),该作用可被 A-779 部分逆转

(P<0. 05;表 4)。
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表 4. Ang-(1-7)对 Dll4. Fc 刺激的巨噬细胞炎症因子分泌

的影响(x±s,ng / L,n=3)
Table 4. The effect of Ang-(1-7) on inflammatory cytokines se-
cretion in macrophage stimulated by Dll4. Fc (x±s,ng / L,n=3)

分组 IL-1β IL-6 TNF-α

对照组 28. 14±4. 31 37. 68±3. 13 49. 53±6. 72

Dll4. Fc 组 99. 19±8. 41a 139. 98±10. 47a 186. 21±15. 23a

Ang-(1-7)组 68. 68±5. 56ab 89. 74±6. 86ab 123. 46±11. 78ab

Ang-(1-7)+
A-779 组

88. 51±6. 08abc 120. 45±6. 21abc130. 13±10. 59abc

a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 Dll4. Fc 组比较;c 为 P
<0. 05,与 Ang-(1-7)组比较。

2. 4　 Ang-(1-7)对 Dll4. Fc 激活的 TLR-4 / NF-κB 通

路表达的调节作用

利用 Dll4. Fc 与巨噬细胞结合激活 Notch 信号

通路,不但发现 Hes1 mRNA(表 5)和蛋白(图 2)表
达明显增加(P<0. 05),TLR-4、NF-κB mRNA 和蛋白

的表达,还有 iNOS mRNA 的表达也明显增加(P<
0. 05)。 给予 Ang-(1-7)干预,不但可明显下调 Hes1
mRNA 和蛋白的表达 ( P < 0. 05),也可明显抑制

TLR-4、NF-κB mRNA 和蛋白的表达, 以及 iNOS
mRNA 的表达(P<0. 05)。 A-779 可部分抑制 Ang-
(1-7)的作用。

表 5. Ang-(1-7)对 Dll4. Fc 激活的 TLR-4 / NF-κB 通路 mRNA 表达的影响(x±s,n=3)
Table 5. The effect of Ang-(1-7) on TLR-4/ NF-κB signaling pathway transcription in macrophages stimulated by Dll4. Fc(x±s,n=3)

分组 Hes1 TLR-4 NF-κB iNOS
对照组 1. 01±0. 14 1. 03±0. 27 1. 01±0. 15 1. 01±0. 16
Dll4. Fc 组 4. 52±0. 67a 5. 11±1. 86a 6. 25±1. 34a 3. 47±0. 51a

Ang-(1-7)组 1. 20±0. 13ab 1. 32±0. 17ab 1. 53±0. 34b 1. 41±0. 01b

Ang-(1-7)+A-779 组 2. 88±0. 70abc 2. 34±0. 64bc 2. 64±0. 72ab 2. 15±0. 10abc

a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 Dll4. Fc 组比较;c 为 P<0. 05,与 Ang-(1-7)组比较。

图 2. Ang-(1-7)对 Dll4. Fc 激活的 TLR-4 / NF-κB 通路蛋白表达的影响　 　 图中条带为 Dll4. Fc 与巨噬细胞共孵育激活 Notch 通路

后,细胞内分子 Hes1 蛋白、TLR-4 蛋白以及胞质 NF-κB 蛋白和胞核 NF-κB 蛋白的表达。 a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 Dll4. Fc
组比较;c 为 P<0. 05,与 Ang-(1-7)组比较。

Figure 2. The effect of Ang-(1-7) on TLR-4/ NF-κB signaling pathway proteins expression in macrophages stimulated by Dll4. Fc
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3　 讨　 论

大量的研究已发现,RAS 系统在心血管调节中

发挥着重要作用,其中 Ang-(1-7)被证实具有促进

平滑肌细胞前列腺素释放、抑制平滑肌细胞增殖、
防止血管成形术后再狭窄等血管重塑的作用,既往

的研究同时表明,Ang-(1-7)可抑制巨噬细胞浸润和

炎症 因 子 释 放, 具 有 减 轻 As 炎 症 反 应 的 作

用[8,14-18]。 但具体机制暂不明确。
近年来,Notch 信号通路在炎症反应,特别是 As

中的作用备受关注[19-20]。 Notch 基因在 1919 年被

首次发现,后逐渐被证实在生物物种中广泛表达,
是一高度保守的信号通路。 已发现,Notch3 在血管

平滑肌细胞的迁移和增殖中有重要的作用[21]。
Mack 等[22]也报道敲除 Notch1 基因可加速 As 的发

展。 而抑制 Dll4 介导的 Notch 信号激活可抑制 As
的发展和胰岛素的抵抗[23]。 Fung 等[12] 也证实

Notch 信号通路在巨噬细胞介导的炎症应答及动脉

粥样斑块中高表达,并认为其具有促进炎症和 As 的
作用。 因此,目前普遍认为 Notch 信号通路参与了

As 的发生和发展过程。
近年来,不断有研究发现 RAS 与 Notch 通路间

存在调节作用。 2013 年 Ozasa 等[24] 发现 Notch 信

号通路可通过促进血管平滑肌细胞增殖和迁移,从
而介导 AngⅡ诱导血管重构的过程。 同年,Qiao
等[25]也报道,通过 γ 分泌酶抑制剂抑制 Notch 信号

通路可抑制 AngⅡ诱导的肺血管重构。 Koshizaka
等[26]发现替米沙坦可通过抑制 Notch 信号通路从

而抑制 Ins2 Akita 糖尿病大鼠的肾损伤。 以上均说

明,Notch 信号通路参与了 RAS 介导的心血管系统

的调节作用。 Zhang 等[11] 发现,血管紧张素转换酶

(angiotensin-converting enzyme, ACE)在暴露于机械

拉伸的肺上皮细胞中高表达,而沉默肝素结合细胞

因子(midkine, MK)或其受体 Notch2 可部分逆转这

种改变,甚至提出了 MK-Notch2-ACE 信号通路。 所

以,我们有理由相信 Ang-(1-7) 对 As 的调节中,
Notch 信号通路可能参与其中。 研究表明,泡沫细

胞的形成是 As 关键环节,所以通过研究泡沫细胞中

分子信号通路的变化有助于阐明 Ang-(1-7)对 As
的作用机制。

我们既往的研究表明,Ang-(1-7)具有减轻兔腹

主动脉球囊损伤后的血管重塑作用[14]。 本研究结

果显示,Ang-(1-7)能明显抑制 ox-LDL 诱导的巨噬

细胞炎症因子 IL-1β、IL-6、TNF-α 的产生,故 Ang-
(1-7)在 As 中具有保护作用。 同时,本研究还发现

Ang-(1-7)对 ox-LDL 诱导后的巨噬细胞中 Notch 信

号通路有不同程度的影响,有部分出现活化增强,
也有部分表现为活化受抑制,还有部分无明显改

变。 其中 Notch3、Notch4 和 Dll4 的表达明显受抑

制。 目前已有研究发现,在动脉粥样斑块中的巨噬

细胞主要表达 Notch3 受体和 Dll4 配体,阻断 Dll4
介导的 Notch 信号能降低 MCP-1 表达,抑制巨噬细

胞聚集,从而抑制 As 进展[12,23]。 这与 Ang-(1-7)表
现出的炎症抑制作用和 As 保护作用一致。

为了进一步研究 Ang-(1-7)对 Dll4 信号通路的

调节作用,本研究利用 Dll4. Fc 激活 Notch 信号通

路,观察 Ang-(1-7)对炎症因子及下游信号通路的

影响。 本研究发现,Dll4. Fc 与巨噬细胞共孵育后,
细胞内的 Hes1 表达明显增加,提示 Notch 信号通路

被激活,同时伴随 TLR-4 / NF-κB 通路表达的增加和

炎症因子分泌增加。 众所周知,TLR 是表达在巨噬

细胞表面的主要模式识别受体,在炎症和 As 中发挥

重要的作用。 据报道,TLR 信号通路与 Notch 信号

通路之间存在相互作用。 国内 Zhang 等[27] 发现在

巨噬细胞中,激活 TLR-4 可上调 Notch1 和 Notch2
的表达,而 Notch 信号通路可以调节 TLR 诱导的炎

症反应,Notch 信号通路可能作为调节 TLR 信号通

路的新靶点。 本研究证实 Ang-(1-7)可抑制 Notch
信号激活所致的 TLR-4 / NF-κB 通路的激活和炎症

因子分泌,并可被其特异性受体拮抗剂 A-779 部分

逆转,提示 Ang-(1-7)减轻 As 炎症反应的作用可能

通过 Dll4-TLR-4-NF-κB 通路实现。
总的来说,本研究发现 Ang-(1-7) 具有调节

Notch 信号通路的作用,特别是能抑制 Dll4 激活的

Notch 信号通路,从而抑制巨噬细胞中 TLR-4 / NF-
κB 通路表达和炎症因子分泌的作用,这可能是

Ang-(1-7)减轻 As 炎症反应的重要机制之一。 而

Ang-(1-7)对 Notch 家族成员在 As 中的不同影响,
其具体作用仍有待进一步的研究去证实。
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