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[摘　 要] 　 目的　 探讨埃兹蛋白(Ｅｚｒｉｎ)基因表达降低对 ＲＡＷ２６４.７ 钙激活中性半胱氨酸蛋白酶(Ｃａｌｐａｉｎ￣１)活性

及三磷酸腺苷结合盒转运体 Ａ１(ＡＢＣＡ１)蛋白表达的影响ꎮ 方法　 实时荧光定量 ＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法分别检测

靶向作用于 Ｅｚｒｉｎ 基因的小干扰 ＲＮＡ(ｓｉＲＮＡ )的抑制效率ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测血管紧张素Ⅱ(ＡｎｇⅡ)及联合加入

Ｅｚｒｉｎ ｓｉＲＮＡ 后 Ｃａｌｐａｉｎ￣１ 的蛋白表达水平变化ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＡｎｇⅡ及联合加入 Ｃａｌｐａｉｎ 抑制剂 Ｎ￣乙酰基￣Ｌ￣
亮氨酰￣Ｌ￣亮氨酰￣Ｌ￣正亮氨酸(ＡＬＬＮ)、Ｅｚｒｉｎ ｓｉＲＮＡ 后对 ＡＢＣＡ１ 蛋白表达水平的影响ꎮ 结果　 Ｅｚｒｉｎ ｓｉＲＮＡ 转染组

较对照组 Ｅｚｒｉｎ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达均下调(Ｐ< ０. ０５)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示 ＡｎｇⅡ可上调 Ｃａｌｐａｉｎ￣１ 的活性

(４.９２±０.２３ 比 １.００±０.１７ꎬＰ<０.０５)ꎬ而 Ｅｚｒｉｎ ｓｉＲＮＡ 可逆转 Ｃａｌｐａｉｎ￣１ 的活性上调(０.２３±０.２１ 比 ４.９２±０.２３ꎬ Ｐ<０.０５)ꎮ
此外ꎬＡｎｇⅡ处理后 ＡＢＣＡ１ 蛋白表达下调(０.１６７±０.０５５ 比 ０.７３２±０.０７２ꎬＰ<０.０５)ꎬ这种作用可被 Ｅｚｒｉｎ ｓｉＲＮＡ 逆转

(０.６１１±０.０４８ 比 ０.１６７±０.０５５ꎬＰ<０.０５)ꎬ而给予 Ｃａｌｐａｉｎ 抑制剂 ＡＬＬＮ 干预未能进一步提高 ＡＢＣＡ１ 蛋白水平ꎮ 结论

Ｅｚｒｉｎ 可能通过 Ｃａｌｐａｉｎ￣１ 途径在 ＡｎｇⅡ诱导的 ＡＢＣＡ１ 表达降低过程中发挥重要作用ꎮ
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４.９２±０.２３ꎬ Ｐ<０.０５). 　 Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅꎬ ｔｈｅ ＡＢＣＡ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｂｙ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ＡｎｇⅡ(０.１６７±０.０５５ ｖｓ
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　 　 动脉粥样硬化(ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡｓ)是冠心病、脑
梗死及外周血管病等疾病主要病因ꎬ而脂质代谢障

碍是 Ａｓ 最重要的发病机制ꎮ ＡＴＰ 结合盒转运蛋白

Ａ１( ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ
Ａ１ꎬＡＢＣＡ１)促进细胞内胆固醇及磷脂流出至细胞

外[１]ꎬ具有抗 Ａｓ 作用[２]ꎮ 研究发现血管紧张素Ⅱ
(ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ Ⅱꎬ ＡｎｇⅡ)可通过下调 ＡＢＣＡ１ 基因表

达来增加泡沫细胞内胆固醇浓度[３]ꎮ 钙激活中性

半胱氨酸蛋白酶家族(Ｃａ２＋ ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎａｓｅꎬＣａｌｐａｉｎ)是一类钙激活蛋白酶家族ꎬ包括非

特异性和组织特异性 Ｃａｌｐａｉｎ 两大类ꎬ非特异性 Ｃａｌ￣
ｐａｉｎ 包 括 μ￣ｃａｌｐａｉｎ ( Ｃａｌｐａｉｎ￣１ ) 和 ｍ￣ｃａｌｐａｉｎ
(Ｃａｌｐａｉｎ￣２) [４￣５]ꎮ Ｈｏｗａｔｔ 等[６] 发现 Ｃａｌｐａｉｎ 基因敲

除小鼠中 ＡｎｇⅡ致动脉粥样硬化的作用减弱ꎮ Ｅｚｒｉｎ
是细胞骨架蛋白 Ｅｚｒｉｎ / Ｒａｄｉｘｉｎ / Ｍｏｅｓ(ＥＲＭ)的重要

成分ꎬ是细胞骨架和细胞膜之间的接头蛋白[７￣８]ꎮ
研究表明 Ｃａｌｐａｉｎ 活性与 Ｅｚｒｉｎ 定位于细胞膜附近密

切相关ꎬ抑制 Ｅｚｒｉｎ 表达可以抑制 Ｃａｌｐａｉｎ 活性[９]ꎮ
研究发现[１０]Ｃａｌｐａｉｎ 介导 ＡＢＣＡ１ 的 ＰＥＳＴ 序列磷酸

化从而诱导 ＡＢＣＡ１ 降解ꎮ Ｅｚｒｉｎ 能否通过调节 Ｃａｌ￣
ｐａｉｎ￣１ 活性参与 ＡｎｇⅡ介导的 ＡＢＣＡ１ 降解尚未清

楚ꎮ 本研究利用小 ＲＮＡ 干扰技术敲降小鼠巨噬细

胞 ＲＡＷ２６４.７ 中 Ｅｚｒｉｎ 表达ꎬ探讨 Ｅｚｒｉｎ 基因敲降后

Ｃａｌｐａｉｎ￣１ 活性及 ＡＢＣＡ１ 表达ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 主要材料

小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ２６４.７ 细胞购于中科院上海

细 胞 所ꎮ ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培 养 基、 Ｏｐｔｉ￣ＭＥＭ 购 自

Ｈｙｃｌｏｎｅ 公 司ꎬ ｓｉＲＮＡ 购 自 上 海 吉 玛 公 司ꎬ Ｌｉｐｏ￣
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ® ＲＮＡｉＭＡＸ Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ 购自 Ｉｎ￣
ｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎮ 钙蛋白酶活性测定试剂盒(ＢｉｏＶｉｓｉｏｎ
公司ꎬ货号:Ｋ２４０￣１００)ꎮ 一抗 ＡＢＣＡ１ ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ 及

一抗 Ｃａｌｐａｉｎ￣１ ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ 购自 Ａｂｃａｍ 公司ꎬ一抗

Ｅｚｒｉｎ Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ 购自 ＣＳＴꎬ碱性磷酸标记山羊抗兔

ＩｇＧ 及碱性磷酸标记兔抗小鼠 ＩｇＧ 购自 ＣＳＴ 公司ꎮ
Ｃａｌｐａｉｎ 抑制剂 Ｎ￣乙酰基￣Ｌ￣亮氨酰￣Ｌ￣亮氨酰￣Ｌ￣正
亮 氨 酸 ( Ｎ￣ａｃｅｔｙｌ￣Ｌ￣ｌｅｕｃｙｌ￣Ｌ￣ｌｅｕｃｙｌ￣Ｌ￣ｎｏｒｌｅｕｃｉｎａｌꎬ
ＡＬＬＮ) 及 ＡｎｇⅡ购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎮ
１.２　 细胞培养、转染

ＲＡＷ２６４.７ 细胞培养于含低糖 ＤＭＥＭ 培养基(Ｈｙ￣
ｃｌｏｎｅ)ꎬ１５％灭活胎牛血清ꎬ１００ ｋＵ/ Ｌ 青霉素、链霉素

(Ｈｙｃｌｏｎｅ) 的 完 全 培 养 基ꎮ 将 生 长 至 对 数 期 的

ＲＡＷ２６４.７ 细胞ꎬ用胰蛋白酶消化ꎬ按 ３×１０５ / 孔的浓度

接种至 ６ 孔板上ꎬ待细胞贴壁后ꎬ细胞汇合率≥８０％时ꎬ
即可开始进行瞬转ꎬ以 Ｏｐｔｉ￣ＭＥＭ 为转染培养液转染

ＲＡＷ２６４.７ 细胞ꎮ ３ μＬ 浓度为 ３ μｍｏｌ / Ｌ 的 ｓｉＲＮＡ 和 ９
μＬ Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ® ＲＮＡｉＭＡＸ 室 温 混 匀 后 转 染

ＲＡＷ２６４.７ꎬ６ ｈ 后换成无抗生素高糖 ＤＭＥＭ 培养液

(１０％ＦＢＳ)ꎬ继续培养至 ４８ ｈꎮ 针对 Ｅｚｒｉｎ 基因干扰序

列:Ｅｚｒｉｎ ｓｉＲＮＡ１:正义链 ５′￣ＣＧＡＧＣＡＧＡＵＵＧＡＧＡＡＧ￣
ＧＣＣＣＵＣＣＡＡ￣３′ꎬ 反 义 链 ５′￣ＵＵＧＧＡＧＧＧＣＣＵＵＣＵ￣
ＣＡＡＵＣＵＧＣＵＣＧ￣３′ꎻＥｚｒｉｎ ｓｉＲＮＡ２:正义链 ５′￣ＣＣＵＵＧ￣
ＧＡＧＵＧＡＧＡＵＣＡＧＧＡＡＣＡＵＣＵ￣３′ꎬ 反 义 链 ５′￣ＡＧＡＵ￣
ＧＵＵＣＣＵＧＡＵＣＵＣＡＣＵＣＣＡＡＧＧ￣３′ꎻ乱码短 ＲＮＡ 序列

(ｓｃｒａｍｂｌｅ ＲＮＡ) 为 阴 性 对 照:正 义 链 ５′￣ＵＵＣＵＣ￣
ＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ￣３′ꎬ 反 义 链 ５′￣ＡＣＧＵＧＡ￣
ＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＴＴ￣３′ꎮ 转染后 ４８ ｈ 进行 ＰＣＲ 及ＷＢ
检测干扰效率及筛选最有效 ｓｉＲＮＡꎮ
１.３　 实验分组

为检测小干扰 ＲＮＡ(ｓｉＲＮＡ)对 Ｅｚｒｉｎ 抑制效率ꎬ实
验分成空白对照组、阴性干扰组(转染乱码 ｓｉＲＮＡ)、转
染 Ｅｚｒｉｎ ｓｉＲＮＡ１ 组及转染 Ｅｚｒｉｎ ｓｉＲＮＡ２ 组ꎻ为探讨

Ｅｚｒｉｎ ｓｉＲＮＡ 对 ＡｎｇⅡ诱导 Ｃａｌｐａｉｎ￣１ 及 Ｃａｌｐａｉｎ 活性影

响ꎬ实验分为空白对照组、ＡｎｇⅡ组(终浓度为１ μｍｏｌ / Ｌ)
及 ＡｎｇⅡ＋ｓｉＲＮＡ 组ꎻ为探讨 ＡＢＣＡ１ 表达及机制ꎬ将实验

分为对照组、ＡｎｇⅡ组、ＡｎｇⅡ＋ｓｉＲＮＡ 组、ＡｎｇⅡ＋ｓｉＲＮＡ＋
ＡＬＬＮ 组(ＡＬＬＮ:终浓度 １００ μｍｏｌ / Ｌ)ꎮ
１.４　 实时荧光定量 ＰＣＲ(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)检测 Ｅｚｒｉｎ 基因

ｍＲＮＡ 水平

提取 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞总 ＲＮＡꎬ 逆转录合成

ｃＤＮＡꎮ ＲＴ￣ＰＣＲ ２５ μＬ 反应体系包括 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
Ｒｅａｌｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １２.５ μＬ、ｃＤＮＡ 模板 １ μＬ、
Ｅｚｒｉｎ 或 ＧＡＰＤＨ 上下游引物各 ０.５ μＬꎮ Ｅｚｒｉｎ 基因

引物 Ｆ: ５′￣ＣＡＧＡＧＧＣＡＧＡＧＡＡＧＡＡＴＧＡ￣３′ꎬ Ｒ: ５′￣
ＧＣＡＧＣＧＴＣＴＴＡＴＡＣＴＴＧＴＣ￣３′ꎻＧＡＰＤＨ 基因引物 Ｆ:
５′￣ＴＧＧＡＣＴＣＣＡＣＧＡＣＧＴＡＣＴＣＡＧ￣３′ꎬ Ｒ: ５′￣ＡＣＡＴ￣
ＧＴＴＣＣＡＡＴＡＴＧＡＴＴＣＣＡ￣３′ꎮ 反应条件如下: ５０℃
２ ｍｉｎꎬ９５℃ １０ ｍｉｎꎬ９５℃ １５ ｓꎬ６０℃ ６０ ｓꎬ３５ 个循环ꎮ
所有样本的 Ｃｔ 值均由荧光定量 ＰＣＲ 扩增仪 Ｇｅｎｅ￣
Ａｍｐ７３００(美国 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司)读取ꎬ得到

样本中 Ｅｚｒｉｎ 和 ＧＡＰＤＨ 的 Ｃｔ 值ꎬＥｚｒｉｎ 相对表达量

采用 ２－△△Ｃｔ法进行计算ꎮ
１.５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法测定 Ｅｚｒｉｎ、Ｃａｌｐａｉｎ￣１ 及 ＡＢＣＡ１
蛋白水平

裂解细胞提取蛋白ꎬ碧云天蛋白浓度测定试剂盒

测定蛋白浓度ꎬ１００℃蛋白变性 ５ ｍｉｎꎬ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝

胶电泳分离蛋白ꎬ湿转法将蛋白转移至聚偏二氟乙烯

８１２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ３ꎬ２０１８



膜ꎮ 兔抗 Ｅｚｒｉｎ 单克隆抗体 ( １ ∶ １０００)ꎬ小鼠抗

Ｃａｌｐａｉｎ￣１ 多克隆抗体(１ ∶ ２０００)ꎬ小鼠抗ＡＢＣＡ１ 单克

隆抗体(１ ∶ ５００)ꎬ兔抗 ＧＡＰＤＨ 单克隆抗体(１ ∶
１０００)４℃孵育过夜ꎮ ＴＢＳＴ 洗膜三遍ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎬ孵
育碱性磷酸标记的山羊抗兔 ＩｇＧ(１ ∶ １０００)ꎬ碱性磷

酸标记的兔抗小鼠 ＩｇＧ(１ ∶ １００００)ꎬ室温孵育１ ｈꎬ
ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 遍ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎬ增强化学发光法显色ꎮ
１.６　 Ｃａｌｐａｉｎ￣１ 活性的测定

按文 献[１１] 方 法ꎬ各 组 细 胞 提 取 蛋 白ꎬ进 行

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法 检 测ꎬ方 法 同 上ꎬ一 抗 为 小 鼠 抗

Ｃａｌｐａｉｎ￣１ 多克隆抗体(１ ∶ ２０００)ꎮ 检测由相对分子

量 ８１ ｋＤａ 的无活性形式 Ｃａｌｐａｉｎ￣１(ｈｏｌｏ Ｃａｌｐａｉｎ￣１)经
自身激活去除 １４ 个氨基酸残基形成约 ５５ ｋＤａ 的具

有活性 Ｃａｌｐａｉｎ￣１ 形式ꎬ计算活性 / 无活性 Ｃａｌｐａｉｎ￣１
条带光密度值的比值ꎬ表示为 Ｃａｌｐａｉｎ￣１ 相对活性ꎮ
１.７　 小鼠巨噬细胞钙蛋白酶活性检测

参考文献[１２]并按钙蛋白酶活性测定试剂盒操

作ꎮ 取各组 ＲＡＷ２６４.７ 细胞 １×１０６ 个细胞离心后ꎬ
加入提取缓冲液重悬置于冰上 ２０ ｍｉｎꎬ轻轻拍打 ４
次混匀ꎬ１×１０４ ｇ 离心力离心 １ ｍｉｎꎬ取上清ꎬ测蛋白

浓度ꎬ取 １００ μｇ 蛋白加入 ８５ μＬ 提取缓冲液ꎬ加入

１０ μＬ １０×反应缓冲液及 ５ μＬ 钙蛋白酶荧光标记底

物ꎬ避光 ３７℃孵育 １ ｈꎬ以 ４００ ｎｍ 激发波长、５０５ ｎｍ

发射波长检测相对荧光值ꎮ
１.８　 统计学分析

计量资料以 ｘ±ｓ 表示ꎬ两组间比较采用 ｔ 检验ꎬ
多组间比较进行方差齐性检验后采用单因素方差

分析ꎬ组间多重比较采用 ＬＳＤ￣ｔ 检验ꎬ方差不齐用

Ｄｕｎｎｅｔｔ Ｔ３ 检验ꎬＰ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 转染 ｓｉＲＮＡ 后 ＲＡＷ２６４.７ 细胞中 Ｅｚｒｉｎ 基因表

达变化

两条 Ｅｚｒｉｎ ｓｉＲＮＡ 转染 ＲＡＷ２６４.７ 细胞ꎬ４８ ｈ 后

转染效率都在 ８０％以上ꎮ 溶解曲线显示 ＧＡＰＤＨ 与

Ｅｚｒｉｎ 基因均为单峰ꎬ提示各基因为特异性扩增ꎮ 定

量 ＰＣＲ 的结果显示:阴性干扰组与空白对照组相比

较无统计学差异(Ｐ>０.０５ )ꎻｓｉＲＮＡ１ 及 ｓｉＲＮＡ２ 组中

Ｅｚｒｉｎ 的 ｍＲＮＡ 表达水平低于阴性干扰组(０. ２０ ±
０.２７ꎬ０.２１±０.２９ 比 ０.９７±０.１５ꎬＰ<０.０５) (图 １Ａ)ꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测各组细胞中 Ｅｚｒｉｎ 蛋白的表达ꎬ
结果显示:与阴性干扰组相比ꎬ两个 ｓｉＲＮＡ 转染组

的蛋白水平明显降低 (０. １８ ± ０. ２７ꎬ０. １７ ± ０. １１ 比

０.７８±０.１９ꎬＰ<０.０５)ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５ꎻ
图 １Ｂ)ꎬ选择其中一条 Ｅｚｒｉｎ ｓｉＲＮＡ 进行后续实验ꎮ

图 １. ｓｉＲＮＡ 干扰对 ＲＡＷ２６４.７ 细胞 Ｅｚｒｉｎ 基因表达的影响(ｎ＝ ３)　 　 Ａ 为 ｑＲ￣ＰＣＲ 结果及溶解曲线ꎻＢ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果ꎮ １ 为空

白对照组ꎬ２ 为阴性干扰组ꎬ３ 为 Ｅｚｒｉｎ ｓｉＲＮＡ１ 组ꎬ４ 为 Ｅｚｒｉｎ ｓｉＲＮＡ２ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与空白对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与阴性干扰组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉＲＮＡ ｏｎ Ｅｚｒｉｎ ｉｎ ＲＡＷ２６４.７ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ３)

２.２　 Ｅｚｒｉｎ 敲降对 Ｃａｌｐａｉｎ￣１ 活性的影响

为探讨 Ｅｚｒｉｎ 表达变化对 Ｃａｌｐａｉｎ￣１ 活性的影

响ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｃａｌｐａｉｎ￣１ 的激活及无活性片

段ꎬ用活性片段与无活性片段的比值表示 Ｃａｌｐａｉｎ￣１
活性ꎬ结果显示 ＡｎｇⅡ组 Ｃａｌｐａｉｎ￣１ 蛋白表达高于空

白对照组(４.９２±０.２３ 比 １.００±０.１７ꎬＰ<０.０５)ꎬ相比

ＡｎｇⅡ组ＡｎｇⅡ＋Ｅｚｒｉｎ ｓｉＲＮＡ 组 Ｃａｌｐａｉｎ￣１ 蛋白活性

降低(０.２３±０.２１ 比 ４.９２±０.２３ꎬＰ<０.０５)(图 ２)ꎬ提示

ＡｎｇⅡ激活 Ｃａｌｐａｉｎ￣１ 活性可以被 Ｅｚｒｉｎ 基因表达敲

降所抑制ꎮ
为了验证 Ｅｚｒｉｎ 的敲降与 Ｃａｌｐａｉｎ 活性的关系ꎬ

运用荧光法检测各组巨噬细胞 Ｃａｌｐａｉｎ 活性ꎮ 结果

显示ꎬ与空白对照组比较ꎬＡｎｇⅡ组 Ｃａｌｐａｉｎ 活性均

明显升高(５.１６±０.３６ 比 １.００±０.３７ꎬＰ<０.０５)ꎬ相比

ＡｎｇⅡ组ＡｎｇⅡ＋Ｅｚｒｉｎ ｓｉＲＮＡ 组 Ｃａｌｐａｉｎ 活性降低

(０.４７±０.２１ 比 ５.１６±０.３６ꎬＰ<０.０５)(图 ２)ꎮ
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图 ２. Ｅｚｒｉｎ 敲降对 Ｃａｌｐａｉｎ￣１活性的影响(ｎ＝ ３)　 　 Ａ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｃａｌｐａｉｎ￣１ 蛋白表达及统计结果ꎬＢ 为 Ｃａｌｐａｉｎ 活性统计结果ꎮ １
为空白对照组ꎬ２ 为 ＡｎｇⅡ组ꎬ３ 为 ＡｎｇⅡ＋Ｅｚｒｉｎ ｓｉＲＮＡ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与空白对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＡｎｇⅡ组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｅｚｒｉｎ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｎ ｃａｌｐａｉｎ￣１ ａｃｔｉｖｉｔｙ(ｎ＝ ３)

２.３　 Ｅｚｒｉｎ 参与 ＡＢＣＡ１ 蛋白水平下调机制

为探讨 ＡＢＣＡ１ 蛋白水平下调机制ꎬ分别检测各

组 ＡＢＣＡ１ 的水平ꎬ结果发现ꎬＡｎｇⅡ组蛋白表达低于

对照组(０.１６７±０.０５５ 比 ０.７３２±０.０７２ꎬＰ<０.０５)ꎬ而 Ａｎｇ
Ⅱ＋Ｅｚｒｉｎ ｓｉＲＮＡ 组高于 ＡｎｇⅡ组(０.６１１±０.０４８比 ０.１６７±
０.０５５)(Ｐ<０.０５)(图 ３)ꎬ提示 Ｅｚｒｉｎ ｓｉＲＮＡ 能部分逆

转 ＡｎｇⅡ诱导的 ＡＢＣＡ１ 蛋白水平降低ꎻ在基础上ꎬ进
一步给予 Ｃａｌｐａｉｎ 抑制剂 ＡＬＬＮ 干预ꎬＡＢＣＡ１ 表达水

平较 ＡｎｇⅡ＋Ｅｚｒｉｎ ｓｉＲＮＡ 组稍提高ꎬ但差异无统计学

意义(Ｐ>０.０５ꎻ图 ３)ꎬ提示 Ｅｚｒｉｎ ｓｉＲＮＡ 可能通过抑制

Ｃａｌｐａｉｎ￣１ 活 性 或 通 过 Ｃａｌｐａｉｎ￣１ 途 径 从 而 抑 制

ＡＢＣＡ１ 蛋白降解ꎬ说明 Ｅｚｒｉｎ 通过调节 Ｃａｌｐａｉｎ￣１ 表达

参与 ＡＢＣＡ１ 降解过程ꎮ

３　 讨　 论

ＡＢＣＡ１ 作为跨膜蛋白以 ＡＴＰ 为能源ꎬ促进细

胞内游离胆固醇流出从而参与胆固醇逆向转运的

初始阶段ꎬ形成高密度脂蛋白( ｈｉｇｈ￣ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏ￣
ｔｅｉｎꎬＨＤＬ)ꎬ并发挥抗 Ａｓ 的作用[１３]ꎮ ＡｎｇⅡ不仅在

心功能衰竭中发挥重要作用ꎬ在动脉粥样硬化斑块

形成与发展中亦发挥重要作用ꎮ 研究表明 ＡｎｇⅡ可

抑制 ＴＨＰ￣１ 源性泡沫细胞 ＡＢＣＡ１ 的表达并减少胆

固醇外流ꎬ促进 Ａｓ 进展[１４]ꎬ而 Ｃａｌｐａｉｎ 介导 ＡＢＣＡ１
降解在 ＡＢＣＡ１ 转录后调控 ＨＤＬ 生物合成中发挥重

要作用[１５]ꎮ 本研究发现 ＡｎｇⅡ上调 Ｃａｌｐａｉｎ 活性ꎬ
小 ＲＮＡ 干扰 Ｅｚｒｉｎ 表达能抑制 Ｃａｌｐａｉｎ 活性及

ＡＢＣＡ１ 蛋白水平降低ꎬ提示 Ｅｚｒｉｎ 可能在 Ｃａｌｐａｉｎ 介

导 ＡＢＣＡ１ 降解中起重要作用ꎮ

图 ３. Ｅｚｒｉｎ 基因沉默通过下调 Ｃａｌｐａｉｎ￣１基因的活性而上调

ＡＢＣＡ１ 蛋白表达水平(ｎ ＝ ３) 　 　 １ 为对照组ꎬ２ 为 ＡｎｇⅡ组ꎬ３
为 ＡｎｇⅡ＋Ｅｚｒｉｎ ｓｉＲＮＡ 组ꎬ４ 为 ＡｎｇⅡ＋Ｅｚｒｉｎ ｓｉＲＮＡ １＋ＡＬＬＮ 组ꎮ ａ 为

Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＡｎｇⅡ组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｚｒｉｎ ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＡＢＣＡ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｙ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｃａｌｐａｉｎ￣１
ｇｅｎｅ(ｎ＝ ３)

Ｅｚｒｉｎ 是 ＥＲＭ 蛋白家族成员之一ꎬ１９８９ 年克隆

出其 ＤＮＡ 序列ꎬ是提供质膜相关蛋白之间连接的微

丝￣膜连接器[１６￣１７]ꎬ主要参与上皮细胞中细胞骨架与

胞膜之间的连接ꎬ具有维持细胞形态和运动、连接

黏附分子及调节信号转导等功能[１８]ꎮ Ｅｚｒｉｎ 亦可作

为细胞质内蛋白酶的底物ꎬ既往研究表明 Ｃａｌｐａｉｎ 激

活降解 ＥｚｒｉｎꎬＥｚｒｉｎ 作为 Ｃａｌｐａｉｎ 底物ꎬ参与细胞运

动调节[１９]ꎮ 本研究发现当下调 Ｅｚｒｉｎ 基因表达ꎬ可
抑制 ＡｎｇⅡ诱导的 Ｃａｌｐａｉｎ￣１ 活性增高ꎮ ＡｎｇⅡ上调

Ｃａｌｐａｉｎ￣１ 表达、Ｃａｌｐａｉｎ￣１ 自身激活以及 Ｃａｌｐａｉｎ 总

活性ꎬ Ｃａｌｐａｉｎ￣１ 活 性 与 总 活 性 改 变 类 似ꎬ 提 示

０２２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ３ꎬ２０１８



Ｃａｌｐａｉｎ￣１ 激活可能是控制 Ｃａｌｐａｉｎ 总活性的主要原

因ꎮ Ｅｚｒｉｎ 可能与 Ｃａｌｐａｉｎ 结合ꎬ稳定 Ｃａｌｐａｉｎ￣１ꎬ免于

被蛋白酶降解[２０]ꎮ Ｅｚｒｉｎ 基因敲降下调 Ｃａｌｐａｉｎ 活

性机制可能为:Ｃａｌｐａｉｎ￣１ 蛋白水平下调ꎻＣａｌｐａｉｎ￣１
自身激活下调ꎮ Ｙｏｕｎ 等[９]既往研究表明抑制 Ｅｚｒｉｎ
表达亦可下调血管内皮生长诱导 Ｃａｌｐａｉｎ 活性进而

抑制一氧化氮(ＮＯ)产生ꎮ Ｈｏｓｋｉｎ[２１] 研究表明乳腺

肿瘤细胞 Ｅｚｒｉｎ 基因敲降可以下调 Ｃａｌｐａｉｎ 活性ꎬ
Ｅｚｒｉｎ 通过改变 Ｃａｌｐａｉｎ 活性调节黏附及伪足动态改

变ꎬ促进癌细胞侵袭ꎮ 不论本研究还是既往研究均

提示 Ｅｚｒｉｎ 不仅仅是 Ｃａｌｐａｉｎ 的底物ꎬ而且能调节

Ｃａｌｐａｉｎ 活性及 Ｃａｌｐａｉｎ￣１ 介导底物降解ꎮ 至于 Ｅｚｒｉｎ
参与 Ｃａｌｐａｉｎ￣１ 介导 ＡＢＣＡ１ 降解ꎬ是否巨噬细胞中

Ｅｚｒｉｎ 也类似内皮细胞[９] 及乳腺癌细胞[２１] 的 Ｅｚｒｉｎ
可以将 Ｃａｌｐａｉｎ￣１ 募集到细胞膜附近从而防止

Ｃａｌｐａｉｎ￣１ 降解并激活 Ｃａｌｐａｉｎ￣１ 有待进一步研究ꎮ
本研究仍存在一些不足ꎮ 转染时间仅选择 ４８

ｈꎬ尚未完全阐明转染对时空表达的影响ꎮ 本研究

尚需对 Ｅｚｒｉｎ 高表达时 Ｃａｌｐａｉｎ￣１ 活性做进一步研

究ꎬ尚需完善 Ｅｚｒｉｎ 与 Ｃａｌｐａｉｎ￣１ 蛋白之间的显微共

聚焦实验ꎬ以期明确二者之间的时空定位的关系ꎮ
未能进行动物实验ꎬ进一步完善实验结果ꎮ

本研究发现 ＡｎｇⅡ可激活 Ｃａｌｐａｉｎ￣１ꎬ促进 Ｃａｌ￣
ｐａｉｎ￣１ 介导 ＡＢＣＡ１ 降解ꎬＥｚｒｉｎ 基因敲降可抑制 Ａｎｇ
Ⅱ对 Ｃａｌｐａｉｎ 激活ꎬ升高 ＡＢＣＡ１ 蛋白水平ꎬ表明

Ｅｚｒｉｎ 在 ＡｎｇⅡ诱导的经 Ｃａｌｐａｉｎ￣１ 途径 ＡＢＣＡ１ 降解

发挥重要作用ꎮ 鉴于 Ｅｚｒｉｎ 蛋白作为接头蛋白广泛

参与细胞形态重建以及 ＡＢＣＡ１ 在炎症与胆固醇逆

向转运中承担重要角色ꎬＥｚｒｉｎ 参与 ＡＢＣＡ１ 降解的

研究结果ꎬ或许将细胞结构重塑与胆固醇逆向转运

联系起来ꎬ为拓展 ＡＢＣＡ１ 介导胆固醇逆向转运新领

域提供新的思路ꎮ
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