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[摘　 要] 　 [目的] 　 探讨载脂蛋白 AⅠ(ApoAⅠ)和载脂蛋白 AⅠ结合蛋白(AIBP)对 THP-1 源性巨噬细胞焦亡

的影响。 [方法] 　 乳酸脱氢酶(LDH)检测试剂盒评估细胞膜完整性,Hoechst33342 / PI 染色观察细胞膜通透性,
ELISA 检测白细胞介素 1β( IL-1β)和白细胞介素 18( IL-18)等炎症因子水平,Western blot 检测细胞焦亡相关蛋白

核苷酸结合结构域富含亮氨酸重复序列和含热蛋白结构域受体 3(NLRP3)、焦孔素 D(GSDMD)、cleaved Caspase-1、
IL-1β 及 IL-18 的表达。 [结果] 　 氧化型低密度脂蛋白( ox-LDL)呈剂量依赖性上调 NLRP3、GSDMD-N、cleaved
Caspase-1、IL-1β 和 IL-18 的表达,促进 IL-1β、IL-18 和 LDH 释放(均 P<0. 01),表明 ox-LDL 以剂量依赖的方式诱导

THP-1 源性巨噬细胞发生焦亡。 ApoAⅠ和 AIBP 共同处理巨噬细胞能显著下调 NLRP3、GSDMD-N、cleaved Caspase-1、
IL-1β 和 IL-18 的表达,减少 IL-1β、IL-18 和 LDH 释放,抑制 ox-LDL 诱导的细胞焦亡(P<0. 05 或 P<0. 01)。 转染

ATP 结合盒转运体 A1(ABCA1)siRNA 后,ApoAⅠ和 AIBP 共同处理对细胞焦亡相关蛋白表达和炎症因子分泌无显

著影响(P>0. 05)。 ApoAⅠ和 AIBP 共同处理巨噬细胞能显著降低细胞膜上嘌呤能 2X7 受体(P2X7R)的表达,抑
制 P2X7R 介导的蛋白激酶 R(PKR)磷酸化及 NLRP3 炎性小体组装(P<0. 05 或 P<0. 01)。 转染 P2X7R siRNA 后,
ApoAⅠ和 AIBP 共同处理对细胞焦亡相关蛋白的表达和炎症因子分泌无显著影响(P>0. 05)。 [结论] 　 ApoAⅠ和

AIBP 通过 ABCA1 降低细胞膜上 P2X7R 的表达,抑制 P2X7R / PKR / NLRP3 介导的巨噬细胞焦亡。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To explore the effects of apolipoprotein AⅠ (ApoAⅠ) and apolipoprotein AⅠ binding protein
(AIBP) on THP-1-derived macrophage pyroptosis. 　 　 Methods 　 The lactate dehydrogenase (LDH) detection kit was
used to evaluate cell membrane integrity, Hoechst33342 / PI staining was used to observe cell membrane permeability,
ELISA was used to detect the levels of inflammatory factors such as interleukin-1β (IL-1β) and interleukin-18 ( IL-18),
Western blot was used to detect the expression of pyroptosis-related protein nucleotide-binding domain leucine-rich repeat
and pyrin domain-containing receptor 3 (NLRP3), gasdermin D (GSDMD), cleaved Caspase-1, IL-1β and IL-18. 　 　
Results　 Oxidized low density lipoprotein (ox-LDL) upregulated the expression of NLRP3, GSDMD-N, cleaved Caspase-
1, IL-1β and IL-18 in THP-1-derived macrophages in a concentration-dependent manner, and promoted the release of IL-
1β, IL-18 and LDH (P<0. 05 or P<0. 01), indicating that ox-LDL induced pyroptosis in THP-1-derived macrophages in a
concentration-dependent manner. 　 Co-treatment of macrophages with ApoAⅠand AIBP significantly downregulated the ex-
pression of NLRP3, GSDMD-N, cleaved Caspase-1, IL-1β and IL-18, reduced the release of IL-1β, IL-18 and LDH, and
inhibited ox-LDL induced pyroptosis (P<0. 05 or P<0. 01). 　 After ATP-binding cassette transporter A1 (ABCA1) siRNA
transfection, co-treatment with ApoAⅠ and AIBP had no significant effect on the expression of pyroptosis-related proteins
and secretion of inflammatory factors (P>0. 05). 　 Co-treatment of macrophages with ApoAⅠ and AIBP significantly re-
duced the expression of purinergic 2X7R receptor (P2X7R) on the cell membrane, inhibited P2X7R mediated protein ki-
nase R (PKR) phosphorylation and NLRP3 inflammasome assembly (P<0. 05 or P<0. 01). 　 After P2X7R siRNA trans-
fection, co-treatment with ApoAⅠand AIBP had no significant effect on the expression of pyroptosis-related proteins and
secretion of inflammatory factors (P>0. 05). 　 　 Conclusion　 ApoAⅠ and AIBP reduce the expression of P2X7R on the
cell membrane through ABCA1, inhibiting P2X7R / PKR / NLRP3 mediated macrophage pyroptosis.
[KEY WORDS]　 apolipoprotein AⅠ;　 apolipoprotein AⅠ binding protein;　 ATP-binding cassette transporter A1;　
purinergic 2X7 receptor;　 pyroptosis

　 　 心血管疾病(cardiovascular diseases,CVD)是全

球范围内危害公共健康的一类重大疾病,不仅能够

显著降低患者的生活质量,还加重家庭和社会的经

济负担。 动脉粥样硬化(atherosclerosis,As)是引发

CVD 的病理学基础,其发病机制极为复杂,巨噬细

胞在 As 的发生发展过程中发挥重要作用[1]。 研究

显示,来自血液循环的单核细胞可迁入血管内膜下

转化 为 巨 噬 细 胞, 摄 入 氧 化 型 低 密 度 脂 蛋 白

(oxidized low density lipoprotein,ox-LDL),进而形成

泡沫细胞,导致脂质在血管内皮下大量蓄积并引起

炎症反应,从而加剧 As 的发生发展[2]。 细胞焦亡

是新近发现的一种细胞程序性死亡方式,在 As 发生

发展中的作用受到广泛关注,但其具体机制尚未完

全阐明。 因此,进一步研究巨噬细胞的焦亡及其潜

在调控机制对 As 的防治具有重要意义。
细胞焦亡是指在炎症或感染等应激条件下,激

活核苷酸结合结构域富含亮氨酸重复序列和含热

蛋白结构域受体 3(nucleotide-binding domain leucine-
rich repeat and pyrin domain-containing receptor 3,
NLRP3),切割 pro-Caspase-1 产生成熟的 Caspase-1,活
化的 Caspase-1切割焦孔素 D(gasdermin D,GSDMD),
在细胞膜上形成孔洞,导致细胞胀大和破裂死

亡[3]。 同时,Caspase-1 也能切割促炎因子前体白细

胞介素 1β( interleukin-1β,IL-1β)和白细胞介素 18
(interleukin-18,IL-18)并释放到胞外,引发炎症反

应,促进 As 的发生发展[4-5]。 因此,研究 NLRP3 激

活及其介导的巨噬细胞焦亡机制对于 As 防治具有

重要意义。
载脂蛋白 AⅠ结合蛋白(apolipoprotein AⅠbinding

protein,AIBP)是一种能与载脂蛋白 AⅠ(apolipoprotein
AⅠ,ApoAⅠ)结合的分泌蛋白。 ApoAⅠ和 AIBP 共同

作用可以上调 ATP 结合盒转运体 A1(ATP-binding
cassette transporter A1,ABCA1)表达,调控膜蛋白的

分布,促进胆固醇流出,增加胆固醇逆向转运,发挥

抗 As 作用[5]。 嘌呤能 2X7 受体(purinergic 2X7 re-
ceptor,P2X7R)是一种膜蛋白,与 NLRP3 炎性小体

激活、细胞因子和趋化因子释放、转录因子激活和

细胞死亡等密切相关。 蛋白激酶 R(protein kinase
R,PKR)作为 P2X7R 的下游效应分子,其磷酸化激

活对于调控细胞病毒感染、凋亡及炎症反应至关重

要[6]。 因此,本研究通过构建脂质蓄积的巨噬细胞

模型,探究 ApoAⅠ和 AIBP 共同作用对 P2X7R 在细

胞膜上的表达、NLRP3 介导的巨噬细胞焦亡的影响

及其潜在机制,以期为 As 的防治提供理论依据。
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1　 材料和方法

1. 1　 主要仪器和试剂

Nano Drop 超微量紫外分光光度计和荧光显微镜

(Thermo Fisher Scientific);iMark 酶标仪(BIO-RAD);
全自动化学发光成像系统(上海天能生命科学有限

公司)。 乳酸脱氢酶( lactate dehydrogenase,LDH)细
胞毒性检测试剂盒、MTT 细胞增殖和细胞毒性检测

试剂盒、含 Hoechst 33342 和 PI 的抗荧光淬灭封片

液、IL-1β 和 IL-18 ELISA 试剂盒(碧云天);ApoAⅠ
(PeproTech);AIBP ( TargetMol);ABCA1、GSDMD、
GSDMD-N、IL-1β、IL-18、p-PKR、PKR、NLRP3 及 P2X7R
一抗(Abcam);Caspase-1 和 cleaved Caspase-1 一抗

(Zenbio);二抗(Abways)。
1. 2　 细胞处理

将处于对数生长期的 THP-1 细胞置于含有 10%
胎牛血清和 1% 青霉素-链霉素的 RPMI 1640 培养

基中,于 37 ℃、5% CO2 条件下培养。 随后,使用

100 μg / L 佛波酯处理 24 h,诱导其分化为巨噬细

胞。 接着,加入 50 mg / L ox-LDL 处理 24 h,诱导细

胞荷 脂。 最 后, 采 用 含 有 25 mg / L ApoA Ⅰ 和

0. 2 mg / L AIBP 的培养基继续培养 24 h。
1. 3　 MTT 检测细胞活性

取对数生长期细胞,接种于 96 孔板中,分为 0、
25、50、75 和 100 mg / L ox-LDL 组。 每孔加入 20 μL
MTT(5 g / L)溶液孵育 4 h,弃去细胞培养液,每孔加

入 100 μL 二甲基亚砜,用酶标仪检测 490 nm 处吸

光度值。
1. 4　 shRNA 转染

shRNA 引物由金斯瑞生物科技股份有限公司

合成(表 1)。 在 6 孔板内,按 1 ∶ 1 比例混合核酸与

转染试剂,吹打 10 ~ 15 次后,室温孵育 10 ~ 15 min
制备复合物,确保管壁无残留。 加入复合物至 6 孔

板,混匀后置于 CO2 培养箱中继续培养。

表 1. 靶基因的 shRNA 序列

Table 1. The shRNA sequences of target genes

引物名称 引物序列　 　 　 　 　

shABCA1 正向:5′-CCGGCCTCCGAGTCAAGAAGTTAATCTCGAGATTAACTTCTTGACTCGGAGGTTTTTG-3′

负向:5′-AATTCAAAAACCTCCGAGTCAAGAAGTTAATCTCGAGATTAACTTCTTGACTCGGAGG-3′

shP2X7R 正向:5′-CCGGGCATGAATTATGGCACCATTACTCGAGTAATGGTGCCATAATTCATGCTTTTTG-3′

负向:5′-AATTCAAAAAGCATGAATTATGGCACCATTACTCGAGTAATGGTGCCATAATTCATGC-3′

shPKR 正向:5′-CCGGTCGACCTAACACATCTGAAATCTCGAGATTTCAGATGTGTTAGGTCGATTTTTG-3′

负向:5′-AATTCAAAAATCGACCTAACACATCTGAAATCTCGAGATTTCAGATGTGTTAGGTCGA-3′

1. 5　 Western blot 检测蛋白表达

细胞处理后,用 RIPA 和 PMSF 提取细胞蛋白

质,用 Brafford 法测定总蛋白浓度。 使用 SDS-PAGE
对蛋白样品进行分离,每个泳道上样 30 μg 蛋白质。
根据不同的蛋白分子量采用不同的恒定电流将分

离的蛋白样品转移至 0. 45 μm PVDF 膜上。 随后,
用 5%脱脂牛奶室温封闭 4 ~ 6 h,再用一抗 4 ℃摇

床孵育过夜,用二抗室温孵育 2 h,然后再用全自动

化学发光图像分析系统显影,并对蛋白条带进行灰

度值统计分析。
1. 6　 LDH 释放实验

将细胞接种于 96 孔板中,加入 LDH 检测试剂,
按照试剂盒说明进行孵育。 孵育完成后,使用酶标

仪在 490 nm 处检测各孔吸光度值。 最后计算 LDH
释放率以评估细胞损伤。

1. 7　 ELISA 检测

使用无菌管收集细胞培养的上清液,3 000 r / min
离心 20 min,吸取上清液至另一新的 EP 管中。 分

别将样品或不同剂量标准品按照 100 μL / 孔加入相

应孔中,封膜孵育 2 h。 洗板 5 次后,加抗体孵育

60 min,再洗板 5 次,加链霉抗生物素蛋白孵育

20 min。 加 TMB 显色 20 min,最后加入终止液

50 μL / 孔,混匀后立即使用酶标仪检测 450 nm 处的

吸光度值。
1. 8　 Hoechst33342 / PI 染色

实验结束后,去除上清液。 滴一滴抗荧光淬灭

封片液(含 Hoechst33342 和 PI)试剂于孔板中,让细

胞接触封片液,尽量避免气泡,随后在荧光显微镜

下观察细胞样品。
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1. 9　 油红 O 染色

将细胞固定后,用 60% 异丙醇预处理,再加入

油红 O 工作液染色 5 ~ 10 min,再用 60% 异丙醇洗

去多余染料。 封片后,直接在显微镜下观察,细胞

内中性脂肪呈深橙红色。
1. 10　 统计学分析

使用 Image J 软件和 GraphPad Prism 9. 0 软件

进行绘图和统计分析。 实验重复 3 次,实验数据以

x±s 表示,多组间比较采用单因素方差分析,P<0. 05
表示差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 ox-LDL 以剂量依赖的方式诱导 THP-1 源性巨

噬细胞焦亡

MTT 检测结果显示,随着 ox-LDL 剂量的增加,
细胞活力显著降低(P<0. 05),表明 ox-LDL 以剂量

依赖 的 方 式 诱 导 THP-1 源 性 巨 噬 细 胞 死 亡。
Western blot 检测结果显示,当 ox-LDL 的处理剂量

为 50 mg / L 时,细胞焦亡标志蛋白 NLRP3、GSDMD-N、
cleaved Caspase-1、IL-1β 和 IL-18 的表达增加(P <
0. 05 或 P<0. 01)。 细胞培养上清液中成熟的 IL-1β、

IL-18 和 LDH 的释放显著增加,Hoechst33342 / PI 染
色双阳性细胞比例明显升高(P<0. 05 或 P<0. 01;
图 1 和图 2)。 综上,50 mg / L ox-LDL 可显著诱导

THP-1 源性巨噬细胞焦亡,因此采用此剂量进行后

续实验。
2. 2　 ApoAⅠ和 AIBP 抑制 ox-LDL 诱导的细胞焦亡

用 ApoAⅠ、AIBP 及 ApoAⅠ+AIBP 处理 ox-LDL 诱

导的 THP-1 源性巨噬细胞,结果显示,与对照组相

比,ApoAⅠ组 NLRP3、cleaved Caspase-1、GSDMD-N、
IL-1β 和 IL-18 表达降低,细胞培养上清液中 IL-1β、
IL-18 分泌量和 LDH 释放降低,Hoechst33342 / PI 双
染色显示死亡的细胞减少,油红 O 染色显示细胞内

脂滴减少(P<0. 05 或 P<0. 01),提示 ApoAⅠ能够

抑制 ox-LDL 诱导的巨噬细胞焦亡和脂质蓄积。 单

独使用 AIBP 处理后,上述指标均无显著改变(P>
0. 05)。 与 ApoAⅠ组相比,ApoAⅠ+AIBP 组 NLRP3、
GSDMD-N、cleaved Caspase-1、IL-1β 和 IL-18 的表达

降低(P<0. 05 或 P<0. 01),显著抑制了巨噬细胞焦

亡相关蛋白表达和脂质蓄积(图 3 和图 4)。 以上结

果表明,ApoAⅠ与 AIBP 共同处理能更显著抑制 ox-
LDL 诱导的巨噬细胞焦亡。

图 1. 不同剂量 ox-LDL 对 THP-1源性巨噬细胞死亡的影响

A 为不同剂量 ox-LDL 对细胞活力的影响,B 为不同剂量 ox-LDL 对细胞培养上清液中 LDH 释放的影响,
C 为不同剂量 ox-LDL 对细胞 Hoechst33342 / PI 染色的影响。 Bar=150 μm。 a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与 0 mg / L ox-LDL 组比较。

Figure 1. Effect of different doses of ox-LDL on THP-1-derived macrophage death
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图 2. 不同剂量 ox-LDL 对 THP-1源性巨噬细胞焦亡的影响

A 为 Western blot 检测不同剂量 ox-LDL 对细胞焦亡相关蛋白表达的影响,B 为 ELISA 检测不同剂量 ox-LDL 对细胞培养上清液中成熟的

IL-1β 和 IL-18 分泌的影响。 a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与 0 mg / L ox-LDL 组比较。

Figure 2. Effect of different doses of ox-LDL on THP-1-derived macrophage pyroptosis

图 3. ApoAⅠ和 AIBP 对 THP-1源性巨噬细胞焦亡的影响

A 为 Western blot 检测 ApoAⅠ和 AIBP 对细胞焦亡相关蛋白表达的影响,B 为 ELISA 检测 ApoAⅠ和 AIBP 对细胞培养上清液中成熟 IL-1β 和

IL-18 分泌的影响。 a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与对照组比较;c 为 P<0. 05,d 为 P<0. 01,与 ApoAⅠ组比较。

Figure 3. Effect of ApoAⅠ and AIBP on THP-1-derived macrophage pyroptosis
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图 4. ApoAⅠ和 AIBP 对 THP-1源性巨噬细胞死亡和脂质蓄积的影响

A 为 ApoAⅠ和 AIBP 对细胞 LDH 释放的影响;B 为 ApoAⅠ和 AIBP 对细胞 Hoechst33342 / PI 染色的影响,Bar=150 μm;
C 为 ApoAⅠ和 AIBP 对细胞内脂质蓄积的影响,Bar=75 μm。

a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与对照组比较;c 为 P<0. 05,d 为 P<0. 01,与 ApoAⅠ组比较。

Figure 4. Effect of ApoAⅠ and AIBP on the death and lipid accumulation of THP-1-derived macrophages

2. 3　 ApoAⅠ和 AIBP 通过 ABCA1 抑制巨噬细胞焦亡

ApoAⅠ和 AIBP 联合使用可以上调 ABCA1 蛋

白表达,促进 ABCA1 介导的胆固醇流出,减少细胞

内脂质蓄积[7-9]。 为了探究 ApoAⅠ和 AIBP 抑制

ox-LDL 诱导的细胞焦亡是否依赖于 ABCA1,通过

siRNA 来敲低 ABCA1 表达,进而开展后续实验。 结

果显示,敲低 ABCA1 后,ApoAⅠ组和 ApoAⅠ+AIBP
组 NLRP3、 cleaved Caspase-1、 GSDMD-N、 IL-1β 和

IL-18 的表达差异均无统计学意义,细胞培养上清液

中成熟的 IL-1β、IL-18 分泌和 LDH 释放也无显著变

化(均 P>0. 05);Hoechst33342 / PI 染色结果显示,各
组间的阳性细胞比例差异无统计学意义(P>0. 05;
图 5 和图 6)。 以上结果表明,ApoAⅠ和 AIBP 通过

ABCA1 抑制 ox-LDL 诱导的巨噬细胞焦亡。
2. 4　 ApoAⅠ和 AIBP 通过 ABCA1 降低细胞膜上

P2X7R 表达抑制巨噬细胞焦亡

ABCA1 介导胆固醇流出、调节细胞膜脂质含量

和分布,影响膜蛋白功能[9]。 P2X7R 作为一种能够

激活 NLRP3 的膜蛋白[10-11],是否参与 ApoAⅠ和

AIBP 抑制巨噬细胞焦亡有待于进一步研究。 因此,

本研究检测了 ApoAⅠ和 AIBP 共同处理后细胞膜

上 P2X7R 表达。 结果发现,P2X7R 的表达显著降

低(P < 0. 01;图 7)。 为了进一步论证 ApoAⅠ和

AIBP 共同处理调节 P2X7R 在细胞膜上的表达是否

与 ABCA1 相关,敲低 ABCA1 进行验证。 结果发现,
敲低 ABCA1 后,ApoAⅠ和 AIBP 共同处理后细胞膜

上 P2X7R 的表达无显著改变(P>0. 05;图 8)。 为

了验证 ApoAⅠ和 AIBP 是否通过 P2X7R 抑制细胞

焦亡, 敲低 P2X7R 进行验证。 结果发现, 敲低

P2X7R 的巨噬细胞中,ApoAⅠ和 AIBP 共同处理后

细胞焦亡相关指标无显著改变(P> 0. 05;图 9)。 以

上结果表明,ApoAⅠ和 AIBP 通过 ABCA1 降低细胞

膜上 P2X7R 表达,进而抑制 ox-LDL 介导的细胞

焦亡。
2. 5　 ApoAⅠ和 AIBP 抑制 P2X7R / PKR / NLRP3 介

导的巨噬细胞焦亡

Lu 等[12]证实,ATP 促进 PKR 与 NLRP3 相互作

用,是 NLRP3 炎性小体组装及激活的关键因子。
P2X7R 作为 ATP 门控离子通道,其调控巨噬细胞焦

亡是否与 PKR 激活相关,有待于进一步研究。
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Western blot 检测结果显示,ApoAⅠ和 AIBP 共同处

理后 p-PKR 的表达降低 (P < 0. 01;图 10);转染

P2X7R siRNA 后,p-PKR 的表达无显著变化 (P >
0. 05;图 11),提示 ApoAⅠ和 AIBP 可以通过 P2X7R

抑制 PKR 活化。 转染 PKR siRNA 后,ApoAⅠ和

AIBP 共同处理并未显著影响 NLRP3 表达 ( P >
0. 05;图 12)。 以上结果表明,ApoAⅠ和 AIBP 通过

P2X7R / PKR / NLRP3 信号通路抑制巨噬细胞焦亡。

图 5. 转染 ABCA1 siRNA 后 ApoAⅠ和 AIBP 对 THP-1源性巨噬细胞焦亡的影响

A 为 Western blot 检测细胞焦亡相关蛋白表达,B 为 ELISA 检测细胞培养上清液中成熟 IL-1β、IL-18 的分泌量。

Figure 5. Effect of ApoAⅠ and AIBP on THP-1-derived macrophage pyroptosis after ABCA1 siRNA transfection

图 6. 转染 ABCA1 siRNA 后 ApoAⅠ和 AIBP 对 THP-1源性巨噬细胞死亡的影响

A 为转染 ABCA1 siRNA 后 ApoAⅠ和 AIBP 对细胞 LDH 释放的影响,B 为转染 ABCA1 siRNA 后 ApoAⅠ和 AIBP 对

细胞 Hoechst33342 / PI 染色的影响,Bar=150 μm。

Figure 6. Effect of ApoAⅠ and AIBP on THP-1-derived macrophage death after ABCA1 siRNA transfection
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图 7. ApoAⅠ和 AIBP 对细胞膜上 P2X7R 表达的影响

a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与对照组比较;
c 为 P<0. 05,与 ApoAⅠ组比较。

Figure 7. Effect of ApoAⅠ and AIBP on the expression
of P2X7R on cell membrane

图 8. 转染 ABCA1 siRNA 后 ApoAⅠ和 AIBP 对细胞膜上

P2X7R 表达的影响

Figure 8. Effect of ApoAⅠ and AIBP on the expression
of P2X7R on cell membrane after ABCA1

siRNA transfection

图 9. 转染 P2X7R siRNA 后 ApoAⅠ和 AIBP 对 THP-1源性巨噬细胞焦亡的影响

A 为 Western blot 检测干扰 P2X7R 后 ApoAⅠ和 AIBP 对细胞焦亡相关蛋白表达的影响,B 为 ELISA 检测干扰 P2X7R 后 ApoAⅠ和 AIBP 对

细胞培养上清液中成熟的 IL-1β、IL-18 分泌的影响,C 为干扰 P2X7R 后 ApoAⅠ和 AIBP 对细胞 LDH 释放的影响。

Figure 9. Effect of ApoAⅠ and AIBP on THP-1-derived macrophage pyroptosis after P2X7R siRNA transfection
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图 10. ApoAⅠ和 AIBP 对 THP-1源性巨噬细胞

p-PKR 表达的影响

a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与对照组比较;
c 为 P<0. 05,与 ApoAⅠ组比较。

Figure 10. Effect of ApoAⅠ and AIBP on the expression of
p-PKR in THP-1-derived macrophages

图 11. 转染 P2X7R siRNA 后 ApoAⅠ和 AIBP 对 THP-1
源性巨噬细胞 p-PKR 表达的影响

Figure 11. Effect of ApoAⅠ and AIBP on the expression
of p-PKR in THP-1-derived macrophages after

P2X7R siRNA transfection

3　 讨　 论

As 作为 CVD 的重要诱因,其发病机制复杂且

多样,巨噬细胞在其中发挥着重要的作用。 研究显

示,斑块内的巨噬细胞能够通过焦亡过程释放大量

炎症因子,例如 IL-1β 和 IL-18,从而促进 As 的发

展。 因此,探究巨噬细胞焦亡的机制是降低 As 发生

图 12. 转染 PKR siRNA 后 ApoAⅠ和 AIBP 对 THP-1
源性巨噬细胞 NLRP3 表达的影响

Figure 12. Effect of ApoAⅠ and AIBP on the expression
of NLRP3 in THP-1-derived macrophages

after PKR siRNA transfection

发展的重要研究课题。 细胞焦亡是一种新近发现

的细胞程序性死亡方式。 近年来,相关研究表明抑

制巨噬细胞焦亡能减缓 As 的发生发展[13-14]。
Duewell 等[15]的研究指出,细胞内脂质蓄积会诱导

巨噬细胞 NLRP3 炎性小体活化,激活 Caspase-1,导
致巨噬细胞释放 IL-1β 和 IL-18。 Rajamaki 等[16] 发
现,抑制巨噬细胞中 NLRP3 的表达能减少 IL-1β 的

分泌。 本研究发现,ox-LDL 以剂量依赖的方式诱导

THP-1 源性巨噬细胞焦亡,提示减少细胞内脂质蓄

积可抑制巨噬细胞焦亡。 前期研究发现,ApoAⅠ和

AIBP 能通过调节 ABCA1 表达,促进细胞内胆固醇

流出,抑制脂质蓄积,发挥抗 As 作用[17];且 Li 等[18]

证实,细胞内胆固醇蓄积可通过 NF-κB / ABCA1 激

活 NLRP3 炎性小体,提示 ABCA1 可能是连接巨噬

细胞脂质蓄积与炎症反应的桥梁。 此外,本研究还

发现 ApoAⅠ和 AIBP 抑制 ox-LDL 诱导的巨噬细胞

焦亡依赖于 ABCA1,说明 ABCA1 在 ApoAⅠ和 AIBP
减少细胞内脂质蓄积、抑制细胞焦亡中发挥重要作

用。 ABCA1 介导的胆固醇流出对多种细胞膜蛋白

的分布和功能具有重要影响。 研究显示,AIBP 能够

显著降低 Toll 样受体 4(Toll-like receptor 4,TLR4)
的膜蛋白水平,抑制炎症信号传导,进而发挥抗 As
的作用。 因此,本研究专注于靶向调节细胞膜蛋白

的表达,证实 ApoAⅠ和 AIBP 通过减少细胞膜上

P2X7R 的表达,抑制细胞焦亡,为探究细胞焦亡的

机制提供了新的研究方向。
细胞焦亡受到多种细胞膜蛋白的影响,其中
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P2X7R 扮演核心角色,其激活可诱导 NLRP3 炎性

小体的组装和活化,进而引起细胞焦亡[19-20]。 新近

研究发现,PKR 是激活 NLRP3、协助 NLRP3 炎性小

体各组分组装的重要因子[12]。 研究发现,P2X7R
促进 PKR 的磷酸化可调节 NLRP3 炎性小体的组

装。 本研究发现,当 ApoAⅠ和 AIBP 共同处理巨噬

细胞时,通过调节 P2X7R 在细胞膜上的表达,减少

PKR 的磷酸化水平,抑制巨噬细胞焦亡。 研究发

现,神经诱导损伤蛋白 1(ninjurin-1,NINJ1)作为一

种膜蛋白,参与调控细胞焦亡[21-22],ApoAⅠ和 AIBP
是否通过 NINJ1 影响细胞焦亡,尚需进一步的实验

来进一步探究。
综上所述,ApoAⅠ和 AIBP 通过 ABCA1 调节细

胞膜上 P2X7R 的表达,有效地抑制了 P2X7R 介导

的巨噬细胞焦亡,为未来 As 防治相关药物研发提供

了新的思路和靶点。
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