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沉默 ＣＸＣＬ１２ 抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导

小鼠巨噬细胞系 ＲＡＷ２６４ ７ 泡沫化和凋亡

庄　 红ꎬ 张苏川∗ꎬ 刘慧地ꎬ 徐亚宁ꎬ 黄　 璐ꎬ 代　 天ꎬ 蒋　 品

(江汉大学附属医院 (武汉市第六医院) 心血管内科ꎬ 湖北 武汉 ４３００１５)

摘要:目的 探讨 ＣＸＣ 趋化因子配体 １２(ＣＸＣＬ１２)对氧化低密度脂蛋白( ｏｘ￣ＬＤＬ) 诱导小鼠腹腔巨噬细胞系

ＲＡＷ２６４ ７ 泡沫化和凋亡的作用及其机制ꎮ 方法 用 ６０ ｍｇ / Ｌ 的 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导 ＲＡＷ２６４ ７ 泡沫化ꎬ记为 ｏｘ￣ＬＤＬ 组ꎬ
不添加 ｏｘ￣ＬＤＬ 的作为对照(ＮＣ)组ꎻ将 ｓｉ￣ｃｏｎ 和 ｓｉ￣ＣＸＣＬ１２ 转染至 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞中再用 ６０ ｍｇ / Ｌ 的 ｏｘ￣ＬＤＬ 处理ꎬ
分别记为 ｏｘ￣ＬＤＬ＋ｓｉ￣ｃｏｎ 组、ｏｘ￣ＬＤＬ＋ｓｉ￣ＣＸＣＬ１２ 组ꎮ 油红 Ｏ 染色法检测细胞泡沫化ꎻ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＡＢＣＡ￣１、
ＳＲＢ￣１、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣９、ＣＸＣＬ１２、ｐ３８ＭＡＰＫ 和 ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白表达ꎻ流式细胞计量术检测细胞

凋亡ꎻＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测 ＣＸＣＬ１２ ｍＲＮＡ 表达ꎮ 结果 ｏｘ￣ＬＤＬ 处理的 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞体积增大ꎬ形状变为圆形ꎬ胞质中

可明显见到大量红色脂滴ꎻＡＢＣＡ￣１ 和 ＳＲＢ￣１ 表达水平显著升高(Ｐ<０ ０５)ꎬｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ 和 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣９ 表

达水平显著升高(Ｐ<０ ０５)ꎬ细胞凋亡率显著升高(Ｐ<０ ０５)ꎬＣＸＣＬ１２ 表达水平显著升高(Ｐ<０ ０５)ꎬｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 表

达水平显著升高(Ｐ<０ ０５)ꎮ 沉默 ＣＸＣＬ１２ꎬ大部分细胞内未见红染脂滴ꎬ仅少数细胞内有部分脂滴ꎬＡＢＣＡ￣１ 和

ＳＲＢ￣１ 表达水平显著降低(Ｐ<０ ０５)ꎬｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ 和 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣９ 表达水平显著降低(Ｐ<０ ０５)ꎬ细胞凋亡

率显著降低(Ｐ<０ ０５)ꎬｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 表达水平显著降低(Ｐ<０ ０５)ꎮ 结论 沉默 ＣＸＣＬ１２ 抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导巨噬细胞

ＲＡＷ２６４ ７ 泡沫化和细胞凋亡ꎬ其可能与 ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路有关ꎮ

关键词: ＣＸＣ 趋化因子配体 １２ꎻ氧化低密度脂蛋白ꎻ巨噬细胞泡沫化ꎻ凋亡

中图分类号:Ｒ５４１ ４　 　 文献标志码:Ａ

Ｓｉｌｅｎｃｅｄ ＣＸＣＬ１２ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｏｘ￣ＬＤＬ￣ｉｎｄｕｃｅｄ
ｆｏａｍｉｎｇ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＲＡＷ２６４ ７

ＺＨＵＡＮＧ Ｈｏｎｇꎬ ＺＨＡＮＧ Ｓｕ￣ｃｈｕａｎ∗ꎬ ＬＩＵ Ｈｕｉ￣ｄｉꎬ ＸＵ Ｙａ￣ｎｉｎｇꎬ ＨＵＡＮＧ Ｌｕꎬ ＤＡＩ Ｔｉａｎꎬ ＪＩＡＮＧ Ｐｉｎ
(Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｊｉａｎｇｈａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ(Ｗｕｈａｎ Ｓｉｘｔｈ Ｈｏｓｐｉｔａｌ)ꎬ Ｗｕｈａｎ ４３００１５ꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＣＸＣ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｌｉｇａｎｄ １２ ( ＣＸＣＬ１２) ｏｎ
ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ (ｏｘ￣ＬＤＬ)￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｆｏａｍｉｎｇ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＲＡＷ２６４ ７
ｗａｓ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ６０ ｍｇ / Ｌ ｏｆ ｏｘ￣ＬＤＬ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ｆｏａｍｉｎｇ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｒｅｃｏｒｄｅｄ ａｓ ｏｘ￣ＬＤＬ ｇｒｏｕｐꎬ
ａｎｄ ｔｏ ｃｏｍｐａｒｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｗｉｔｈｏｕｔ ｏｘ￣ＬＤＬꎻ ｓｉ￣ｃｏｎ ａｎｄ ｓｉ￣ＣＸＣＬ１２ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｔｏ ＲＡＷ２６４ ７ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ
ｔｈｅｎｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｏｘ￣ＬＤＬ ａｔ ６０ ｍｇ / Ｌ ａｓ ｏｘ￣ＬＤＬ＋ｓｉ￣ｃｏｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｏｘ￣ＬＤＬ＋ｓｉ￣ＣＸＣＬ１２ ｇｒｏｕｐꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｏｉｌ
Ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｆｏａｍｉｎｇꎻ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ＡＢＣＡ￣１ꎬ ＳＲＢ￣１ꎬ ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ￣３ꎬ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣９ꎬ ＣＸＣＬ１２ꎬ ｐ３８ ｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ (ｐ３８ＭＡＰＫ)ꎬ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ
ｐ３８ＭＡＰＫ (ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ) ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｉｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎻ ＣＸＣＬ１２ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ(ＲＴ￣ｑＰＣＲ) . Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｓｉｚｅ ｏｆ ｏｘ￣ＬＤＬ￣ｔｒｅａｔｅｄ
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ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｔｈｅ ｓｈａｐｅ ｂｅｃａｍｅ ｒｏｕｎｄꎬ ａｎｄ ａ ｌａｒｇｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒｅｄ ｌｉｐｉｄ ｄｒｏｐｌｅｔｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｙｔｏ￣
ｐｌａｓｍꎻ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＢＣＡ￣１ ａｎｄ ＳＲＢ￣１ ａｎｄ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣９ ｗｅｒｅ ａｌｌ ｓｉｇｎｉｆｉ￣
ｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎻ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＸＣＬ１２ ａｎｄ ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
(Ｐ<０ ０５). Ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＣＸＣＬ１２ꎬ ｎｏ ｒｅｄ￣ｓｔａｉｎｅｄ ｌｉｐｉｄ ｄｒｏｐｌｅｔｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｍｏｓｔ ｃｅｌｌｓꎬ ｏｎｌｙ ａ ｆｅｗ ｃｅｌｌｓ ｈａｄ ｐａｒｔｉａｌ
ｌｉｐｉｄ ｄｒｏｐｌｅｔｓꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＡＢＣＡ￣１ ａｎｄ ＳＲＢ￣１ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ￣３ ａｎｄ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣９ꎬ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ
(Ｐ<０ ０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＣＸＣＬ１２ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｏｘ￣ＬＤＬ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｆｏａｍｉｎｇ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ
ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＲＡＷ２６４ ７ꎬ ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｐ３８ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ＣＸＣ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｌｉｇａｎｄ １２ꎻ ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎻ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｆｏａｍｉｎｇꎻ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　 　 动脉粥样硬化(ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡＳ)是严重危害

人类健康和生活质量的疾病之一ꎬ揭示 ＡＳ 发生发

展的关键因素ꎬ对有效预防和治疗 ＡＳ 具有重要意

义[１]ꎮ 巨噬细胞参与的脂质代谢障碍是 ＡＳ 的病变

基础ꎻ巨噬细胞泡沫化和凋亡是导致 ＡＳ 斑块不稳

定的重要因素ꎻ干预巨噬细胞泡沫化和凋亡可对阻

止 ＡＳ 进展、防治心脑血管病的发生具有重要意

义[２]ꎮ 氧化低密度脂蛋白(ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ￣ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏ￣
ｐｒｏｔｅｉｎꎬｏｘ￣ＬＤＬ)是 ＡＳ 的重要危险因子ꎬ其可以结合

巨噬细胞表面的清道夫受体ꎬ促进巨噬细胞吞噬 ｏｘ￣
ＬＤＬꎬ造成脂质积聚ꎬ进而形成泡沫细胞[３]ꎮ ＣＸＣ 趋

化因子配体 １２(ＣＸＣ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｌｉｇａｎｄ １２ꎬＣＸＣＬ１２)
是 ＣＸＣ 趋化因子家族的成员ꎬ又称基质细胞衍生因

子￣１(ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｆａｃｔｏｒ￣１ꎬＳＤＦ￣１)ꎬ稳定和不

稳定的颈动脉粥样斑块中 ＣＸＣＬ１２ 的表达增加ꎬ且
定位在巨噬细胞中[４]ꎮ ｐ３８ 丝裂原活化蛋白激酶

(ｐ３８ ｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓꎬｐ３８ＭＡＰＫ)是
调控免疫炎性反应最主要的 ＭＡＰＫ 家族成员之一ꎬ
可通过调节炎性反应影响 ＡＳ 的进展[５]ꎮ 本实验旨

在研究 ＣＸＣＬ１２ 对 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导巨噬细胞泡沫化和

凋亡作用及其机制是否与 ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路

有关ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料

小鼠腹腔巨噬细胞系 ＲＡＷ２６４ ７(上海北诺生

物科技有限公司)ꎻ胎牛血清和 ＲＰＭＩ￣１６４０ 培养基

(Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎻ氧化低密度脂蛋白 ( ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ￣
ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬｏｘ￣ＬＤＬ)(广州奕源生物科技有限

公司)ꎻ油红 Ｏ(Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公司)ꎻ苏木精(上海

源叶生物科技有限公司)ꎻ异丙醇(天津市化学试剂

三厂)ꎻ蛋白提取试剂盒、二辛可宁酸(ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ
ａｃｉｄꎬＢＣＡ)试剂盒和十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝

胶电泳 ( ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ) 试剂盒(碧云天生物技

术研究所)ꎻ抗体(Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司)ꎻ
膜联蛋白 Ｖ￣异硫氰酸荧光素( ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ)和

碘化丙锭(ＰＩ)试剂盒(南京凯基生物科技发展有

限公司)ꎻＴｒｉｚｏｌ 试剂、反转录试剂盒和荧光定量试

剂盒(Ｐｒｏｇｅｍａ 公司)ꎻ载体质粒(北京普瑞金科技

有限公司)ꎻＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ 转染试剂( Ｉｎｖｉｔｒｏ￣
ｇｅｎ 公司)ꎮ
１ ２　 方法

１ ２ １　 细胞的培养与分组:用含 １０％胎牛血清的

ＲＰＭＩ￣１６４０ 培养液在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 条件下培养

ＲＡＷ２６４ ７ 细胞ꎬ待细胞汇合至 ９０％左右时ꎬ进行传

代ꎬ取对数增殖期 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞ꎬ接种于 ６ 孔板ꎬ
培养 ２４ ｈ 后用 ６０ ｍｇ / Ｌ 的 ｏｘ￣ＬＤＬ 处理 ２４ ｈ 诱导巨

噬细胞泡沫化ꎬ记为 ｏｘ￣ＬＤＬ 组ꎬ不添加 ｏｘ￣ＬＤＬ 的作

为对 照 ( ＮＣ ) 组ꎻ 将 ｓｉ￣ｃｏｎ、 ｓｉ￣ＣＸＣＬ１２ 转 染 至

ＲＡＷ２６４ ７ 细胞中再用 ６０ ｍｇ / Ｌ 的 ｏｘ￣ＬＤＬ 处理ꎬ分
别记为 ｏｘ￣ＬＤＬ＋ｓｉ￣ｃｏｎ 组、ｏｘ￣ＬＤＬ＋ｓｉ￣ＣＸＣＬ１２ 组ꎮ
１ ２ ２　 油红 Ｏ 染色观察细胞形态:细胞去上清后

用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ１０％甲醛固定 ３０ ｍｉｎꎬ再用 ＰＢＳ
洗涤 ２ 次ꎬ用 ６０％异丙醇浸洗 ５ ｍｉｎꎬ吸去异丙醇ꎬ加
入油红 Ｏꎬ置于 ６０ ℃烤箱中染色 ３０ ｍｉｎꎬ蒸馏水清

洗 ３ 次ꎬ苏木精染色 ５ ｍｉｎꎬ蒸馏水洗蓝化 １~３ ｍｉｎꎬ
控干ꎬ荧光显微镜下观察拍照ꎮ
１ ２ ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测三磷酸腺苷结合盒转运蛋

白 Ａ１(ＡＢＣＡ￣１)、Ｂ 类 １ 型清道夫受体(ＳＲＢ￣１)、活
化的半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 ３( ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣
３)、活化的半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 ９ ( ｃｌｅａｖｅｄ

０２２



庄红　 沉默 ＣＸＣＬ１２ 抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导小鼠巨噬细胞系 ＲＡＷ２６４ ７ 泡沫化和凋亡

ｃａｓｐａｓｅ￣９)、ＣＸＣＬ１２、 ｐ３８ 丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶

(ｐ３８ＭＡＰＫ)和磷酸化 ｐ３８ＭＡＰＫ(ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ)蛋

白表达:培养细胞 ４８ ｈ 后提取总蛋白ꎬＢＣＡ 试剂盒

测定蛋白浓度ꎮ 将蛋白样品进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 后转

至聚偏二氟乙烯膜上ꎬ用 ５％脱脂奶粉室温封闭

１ ｈꎬ再分别加入一抗(１ ∶ １ ０００)ꎬ４ ℃ 孵育过夜ꎬ
ＴＢＳＴ 洗膜ꎻ加入二抗(１ ∶ ２ ０００)室温孵育 ９０ ｍｉｎꎬ
ＴＢＳＴ 洗涤ꎬ用 ＥＣＬ 发光液显影ꎬ用 ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＸＲＳ＋
系统成像ꎬ用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 凝胶分析软件测定各组

蛋白条带的吸光度值ꎬ蛋白相对表达水平 ＝目的条

带吸光度值 / β￣ａｃｔｉｎ 条带吸光度值ꎮ 每个蛋白样品

设 ３ 个重复ꎮ
１ ２ ４　 流式细胞计量术检测细胞凋亡:培养细胞

４８ ｈ后用预冷的 ＰＢＳ 漂洗 ２ 次ꎬ与 ５００ μＬ 的结合缓

冲液混匀ꎮ 先加入 １０ μＬ 的 ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣꎬ再加入

５ μＬ 的 ＰＩꎬ混匀后避光孵育 １０ ｍｉｎꎮ 用流式细胞仪

检测细胞凋亡率ꎮ 每组设 ３ 个复孔ꎬ实验重复 ３ 次ꎮ
１ ２ ５　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测 ＣＸＣＬ１２ ｍＲＮＡ 表达水平:培
养细胞 ４８ ｈ 后提取细胞总 ＲＮＡꎬ将 ＲＮＡ 反转录成

ｃＤＮＡꎬＣＸＣＬ１２ 以 β￣ａｃｔｉｎ 为内参进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ每

个样品重复 ３ 次ꎬ循环条件为 ９５ ℃ ３０ ｓꎬ６０ ℃
３０ ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎻ６０ ℃延长 ５ ｍｉｎꎮ 相

对表达量采用 ２－△△Ｃｔ法计算ꎮ ＣＸＣＬ１２ 上游引物序

列:５′￣ＴＴＣＣＡＴＴＴＧＣＡＡＧＧＧＡＡＡＡＧ￣３′ꎬ下游引物序

列: ５′￣ＡＣＡＣＡＣＡＧＣＣＡＧＴＣＡＡＣＧＡＧ￣３′ꎻ β￣ａｃｔｉｎ 上

游引物序列:５′￣ＣＴＣＣＡＴＣＣＴＧＧＣＣＴＣＧＣＴＧＴ￣３′ꎬ下

游引物序列:５′￣ＧＣＴＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣＣ￣３′ꎮ
１ ３　 统计学分析

实验数据经 ＳＰＳＳ ２０ ０ 分析ꎬ计量资料用均数±
标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ两组比较行 ｔ 检验ꎬ多组间比较

采用单因素方差分析ꎬ组间两两比较采用 ＬＳＤ￣ｔ
检验ꎮ

２　 结果

２ １　 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导巨噬细胞 ＲＡＷ２６４ ７ 泡沫化

对照组大部分细胞内未见红染脂滴ꎬ仅少数细

胞内有少量脂滴ꎻｏｘ￣ＬＤＬ 组细胞体积增大ꎬ形状变

为圆形ꎬ胞质中可明显见到大量红色脂滴(图 １Ａ)ꎮ
与对照组相比ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 组 ＡＢＣＡ￣１ 和 ＳＲＢ￣１ 表达水

平均显著升高(Ｐ<０ ０５)(图 １Ｂꎬ表 １)ꎮ

Ａ Ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｄｉａｇｒａｍ(×２００)ꎻ Ｂ ＡＢＣＡ￣１ ａｎｄ ＳＲＢ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
图 １　 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞油红 Ｏ 染色观察和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测巨噬细胞 ＡＢＣＡ￣１和 ＳＲＢ￣１蛋白表达

Ｆｉｇ １　 ＲＡＷ２６４ ７ ｃｅｌｌ ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ＡＢＣＡ￣１
　 　 　 ａｎｄ ＳＲＢ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

表 １　 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导巨噬细胞对 ＡＢＣＡ￣１和 ＳＲＢ￣１
　 　 蛋白表达的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｘ￣ＬＤＬ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ
　 　 　 　 ｏｎ ＡＢＣＡ￣１ ａｎｄ ＳＲＢ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
　 　 　 　 (ｘ±ｓꎬｎ＝９)

ｇｒｏｕｐ ＡＢＣＡ￣１ ＳＲＢ￣１

ＮＣ ０ ３８±０ ０５ ０ １５±０ ０３

ｏｘ￣ＬＤＬ １ ２７±０ １３∗ ０ ４２±０ ０５∗

∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ ｇｒｏｕｐ.

２ ２　 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导巨噬细胞 ＲＡＷ２６４ ７ 凋亡

与对照组相比ꎬ ｏｘ￣ＬＤＬ 组 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３、
ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣９ 表达水平显著升高ꎬ细胞凋亡率显

著升高(Ｐ<０ ０５)(图 ２ꎬ表 ２)ꎮ
２ ３　 ｏｘ￣ＬＤＬ 对 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞 ＣＸＣＬ１２ 基因表

达的影响

与对照组相比ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 组 ＣＸＣＬ１２ ｍＲＮＡ 和蛋

白表达水平显著升高(Ｐ<０ ０５)(图 ３ꎬ表 ３)ꎮ

１２２



基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ＆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２１ ４１(２)

Ａ ｆｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＲＡＷ２６４ ７ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎻ Ｂ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＲＡＷ２６４ ７ ｃｅｌｌ ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ￣３ ａｎｄ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣９ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

图 ２　 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞凋亡及 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３和 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣９蛋白表达

Ｆｉｇ ２　 ＲＡＷ６４ ７ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ ａｎｄ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣９ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

表 ２　 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞对细胞凋亡及 ｃｌｅａｖｅｄ
　 　 ｃａｓｐａｓｅ￣３和 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣９蛋白表达的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｘ￣ＬＤＬ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ＲＡＷ２６４ ７ ｃｅｌｌｓ ｏｎ
　 　 　 　 ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３
　 　 　 　 ａｎｄ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣９(ｘ±ｓꎬｎ＝９)

ｇｒｏｕｐ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣９ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ / ％

ＮＣ ０ ０９±０ ０２ ０ ２５±０ ０５ ５ ３８±０ ６３

ｏｘ￣ＬＤＬ ０ ４９±０ ０７∗ ０ ４５±０ ０７∗ １５ ７６±１ ７５∗

∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ ｇｒｏｕｐ.

图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞 ＣＸＣＬ１２
　 　 蛋白表达

Ｆｉｇ ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣＸＣＬ１２ ｐｒｏｔｅｉｎ
　 　 　 ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＲＡＷ２６４ ７ ｃｅｌｌｓ

表 ３　 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞对 ＣＸＣＬ１２
　 　 表达的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｘ￣ＬＤＬ ｉｎｄｕｃｅｄ ＲＡＷ２６４ ７ ｃｅｌｌｓ ｏｎ
　 　 　 　 ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＸＣＬ１２(ｘ±ｓꎬｎ＝９)

ｇｒｏｕｐ ＣＸＣＬ１２ ｍＲＮＡ ＣＸＣＬ１２ ｐｒｏｔｅｉｎ

ＮＣ １ ０４±０ １５ ０ ４２±０ ０５

ｏｘ￣ＬＤＬ ３ ３８±０ ３８∗ ０ ７８±０ ０９∗

∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ ｇｒｏｕｐ.

２ ４　 沉默 ＣＸＣＬ１２ 基因对巨噬细胞 ＲＡＷ２６４ ７ 泡
沫化和凋亡的影响

ｏｘ￣ＬＤＬ＋ｓｉ￣ｃｏｎ 组大部分细胞形状为圆形ꎬ胞质

中明显有大量红色脂滴ꎻ而 ｏｘ￣ＬＤＬ＋ｓｉ￣ｃｏｎ￣ＣＸＣＬ１２
组大部分细胞内未见红染脂滴ꎬ仅少数细胞内有部

分脂滴(图 ４Ａ)ꎮ 与 ｏｘ￣ＬＤＬ＋ｓｉ￣ｃｏｎ 组相比ꎬｏｘ￣ＬＤＬ＋
ｓｉ￣ＣＸＣＬ１２ 组 ＣＸＣＬ１２ 表达水平显著降低ꎬＡＢＣＡ￣１、
ＳＲＢ￣１ 表达水平显著降低ꎬｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３、ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ￣９ 表达水平显著降低ꎬ细胞凋亡率显著降低

(Ｐ<０ ０５)(图 ４Ｂ~Ｃꎬ表 ４)ꎮ
２ ５　 沉默 ＣＸＣＬ１２ 基因对巨噬细胞 ＲＡＷ２６４ ７
ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路的影响

与对照组相比ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 组 ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 表达水

平显著升高(Ｐ<０ ０５)ꎻ与 ｏｘ￣ＬＤＬ＋ｓｉ￣ｃｏｎ 组相比ꎬ
ｏｘ￣ＬＤＬ＋ｓｉ￣ＣＸＣＬ１２ 组 ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 表达水平显著降

低(Ｐ<０ ０５)(图 ５ꎬ表 ５)ꎮ

３　 讨论

ＡＳ 是由脂质代谢失衡和动脉壁中含有胆固醇

的巨噬细胞积聚驱动引起的一种慢性炎性疾病ꎬ发
病率和致死率高ꎬ对人体健康危害极大[６]ꎮ 巨噬细

胞是机体免疫系统的重要一员ꎬ其泡沫化可导致 ＡＳ
病变ꎬ与 ＡＳ 形成和发展密切相关[７]ꎮ 本实验用

ｏｘ￣ＬＤＬ诱导巨噬细胞泡沫化ꎬ结果表明 ｏｘ￣ＬＤＬ 处理

可致巨噬细胞泡沫化ꎬ且可诱导巨噬细胞凋亡ꎮ
患有动脉粥样硬化相关疾病的患者血清 ＣＸＣＬ１２ 水

平显著增加[８]ꎮ ＣＸＣＬ１２ 与 ＣＸＣＲ４ 相互作用ꎬ 激活
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庄红　 沉默 ＣＸＣＬ１２ 抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导小鼠巨噬细胞系 ＲＡＷ２６４ ７ 泡沫化和凋亡

图 ４　 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞油红 Ｏ 染色观察(Ａ)和流式细胞计量术检测 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞凋亡(Ｂ)及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
　 　 检测 ＣＸＣＬ１２、ＡＢＣＡ￣１和 ＳＲＢ￣１蛋白表达(Ｃ)

Ｆｉｇ ４　 ＲＡＷ２６４ ７ ｃｅｌｌ ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ (Ａ) ａｎｄ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＲＡＷ２６４ ７ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ(Ｂ)
　 　 　 ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣＸＣＬ１２ꎬ ＡＢＣＡ￣１ ａｎｄ ＳＲＢ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ (Ｃ)

表 ４　 沉默 ＣＸＣＬ１２ 基因抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞泡沫化和凋亡

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＣＸＣＬ１２ ｇｅｎｅ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｏｘ￣ＬＤＬ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｆｏａｍｉｎｇ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＲＡＷ２６４ ７ ｃｅｌｌｓ(ｘ±ｓꎬｎ＝９)

ｇｒｏｕｐ ＣＸＣＬ１２ ＡＢＣＡ￣１ ＳＲＢ￣１　 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３　 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣９ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ / ％

ｏｘ￣ＬＤＬ＋ｓｉ￣ｃｏｎ １ ２３±０ １６ １ ２３±０ １４ ０ ５６±０ ０５ ０ ２８±０ ０４ ０ ３９±０ ０４ １６ ３８±１ ８１

ｏｘ￣ＬＤＬ＋ｓｉ￣ＣＸＣＬ１２ ０ ３９±０ ０５∗ ０ ７２±０ ０９∗ ０ ３５±０ ０４∗ ０ １１±０ ０３∗ ０ １５±０ ０３∗ ８ ３７±０ ８４∗

∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｏｘ￣ＬＤＬ＋ｓｉ￣ｃｏｎ ｇｒｏｕｐ.

图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞 ｐ３８ＭＡＰＫ
　 　 和 ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白表达

Ｆｉｇ ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐ３８ＭＡＰＫ ａｎｄ ｐ￣ｐ３８
　 　 　 ＭＡＰＫ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＲＡＷ２６４ ７ ｃｅｌｌｓ

表 ５　 沉默 ＣＸＣＬ１２ 基因对 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞 ｐ３８ＭＡＰＫ
　 　 信号通路的影响

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＣＸＣＬ１２ ｇｅｎｅ ｏｎ ｐ３８ＭＡＰＫ
　 　 　 　 ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ＲＡＷ２６４ ７ ｃｅｌｌｓ(ｘ±ｓꎬｎ＝９)

ｇｒｏｕｐ ｐ３８ＭＡＰＫ ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ

ＮＣ ０ ４３±０ ０５ ０ ３２±０ ０５

ｏｘ￣ＬＤＬ ０ ４９±０ ０７ １ ２１±０ １３∗

ｏｘ￣ＬＤＬ＋ｓｉ￣ｃｏｎ ０ ４２±０ ０５ １ １５±０ １１

ｏｘ￣ＬＤＬ＋ｓｉ￣ＣＸＣＬ１２ ０ ４４±０ ０６ ０ ６３±０ ０７＃

∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｏｘ￣ＬＤＬ＋ｓｉ￣
ｃｏｎ ｇｒｏｕｐ.

糖原合成酶激酶￣３β ( ｇｌｙｃｏｇｅｎ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｋｉｎａｓｅ￣３βꎬ
ＧＳＫ￣３β) / β￣连环蛋白 ( β￣ｃａｔｅｎｉｎ) Ｔ１２０ /转录因子
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ＆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２１ ４１(２)

２１(ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ２１ꎬＴＣＦ２１)信号通路ꎬ以抑制

巨噬细胞 ＡＢＣＡ￣１ 依赖性胆固醇外流并加重动脉粥

样硬化[９]ꎮ 本实验结果显示ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 处理的巨噬细

胞中 ＣＸＣＬ１２ 表达水平显著升高ꎬ沉默 ＣＸＣＬ１２ 可

抑制巨噬细胞泡沫化和细胞凋亡ꎮ 表明 ＣＸＣＬ１２ 可

能与 ＡＳ 进展有关ꎮ
纤维脂肪动脉粥样硬化病变中 ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ

表达增加[１０] ꎻ绿茶多酚可通过阻断 ｐ３８ＭＡＰＫ 通

路的活化延缓 ＡＳ 斑块进展[１１] ꎮ 沉默 ＣＸＣＬ１２ 通

过下调 ＭＡＰＫ /磷脂酰肌醇 ３ 激酶(ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ
３ ｋｉｎｅｓｅꎬＰＩ３Ｋ) /活化蛋白 １ ( ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １ꎬ

ＡＰ￣１)信号通路显著抑制结肠癌细胞的增殖、侵袭

和血管生成能力[１２] ꎮ 本实验结果显示ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 处

理的巨噬细胞 ＲＡＷ２６４ ７ 中 ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 表达水

平显著升高ꎬ说明 ｏｘ￣ＬＤＬ 可能诱导 ｐ３８ ＭＡＰＫ 信

号通路激活ꎮ 且本实验还发现沉默 ＣＸＣＬ１２ 可抑制

ｐ３８ ＭＡＰＫ 信号通路激活ꎮ 提示ꎬＣＸＣＬ１２ 可能通过

ｐ３８ ＭＡＰＫ 信号通路影响巨噬细胞 ＲＡＷ２６４ ７ 泡沫

化和细胞凋亡ꎮ
综上所述ꎬ沉默 ＣＸＣＬ１２ 抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导小鼠

巨噬细胞 ＲＡＷ２６４ ７ 泡沫化和细胞凋亡ꎬ其可能与

ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路有关ꎮ
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