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影响
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!摘要"
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目的"体外模拟高脂血症小鼠心肌梗死!

@
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.:6/276978<6/:07.8

"

XK

#和肾素
%

血管紧张素系统!

LM+

#被激活的内环

境"研究氧化低密度脂蛋白!

.A%]I]

#能否在血管紧张素
#

!

M8

B#

#的基础上进一步诱导树突状细胞!

2182/707::199D

"

I=D

#的成

熟(迁移和炎症反应"并探讨可能参与其中的信号通路'方法"诱导
=&)̂]

&

(Q

小鼠骨髓细胞分化成
I=D

"然后加入坏死心肌细

胞上清"分别给予
M8

B#

和
.A%]I]̀ M8

B#

干预
F$>

'流式细胞仪检测
I=D

的成熟标志物!

=I$C

#和协同共刺激分子!

=I$(

#

的表达"用
W

U=L

(

?]K+M

方法测定炎性因子的表达'

\1D01/8

印迹法检测核因子
,

^

!

5;%

,

^

#和
K

,

^

磷酸化程度"以及血凝素样

氧化型低密度脂蛋白受体
%#

!

]JN%#

#和
E.99

样受体!

E]L

#

F

信号通路的表达'结果"

.A%]I]

能够在
M8

B#

基础上进一步诱导

=I$C

和
=I$(

的表达"增强炎性因子和趋化因子的表达"增强
5;%

,

^

和
K

,

^

磷酸化程度!

#

&

"*"&

#'

.A%]I]

能够在
M8

B#

基

础上进一步上调
]JN%#

的表达"同时激活了
E]LF%X

4

I$$%5;%

,

^

通路!

#

&

"*"&

#'结论"

.A%]I]

可能在
M8

B#

的基础上进一

步诱导
I=D

免疫成熟(迁移和炎症反应%

]JN%#%E]LF%X

4

I$$%5;%

,

^

信号通路可能参与
I=D

成熟"以及
I=D

在高脂血症合并

心肌梗死发生和发展中引起炎症反应的过程'
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作为影响急性心肌梗死!
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XK

#发生和发展的两个重要危险因素"高脂血症和

高血压病具有较强的协同作用"而氧化低密度脂蛋

白!

.A%]I]

#和血管紧张素
#

!

M8

B#

#在这其中起

#%#

!
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着重要的作用'研究+

#

,发现"树突状细胞!

2182/707:

:199D

"

I=D

#在动脉硬化斑块及梗死心肌中发生聚

集'而本课题组发现"

.A%]I]

+

!

,和
M8

B#

+

C

,能诱导

I=D

的成熟'因此"本研究通过体外模拟高脂血症

小鼠心肌梗死!

@

4

.:6/276978<6/:07.8

"

XK

#和肾素
%

血管紧张素系统!

LM+

#被激活的内环境"进一步研

究
.A%]I]

在
M8

B#

的基础上诱导
I=D

成熟(迁移

及对其引起的炎症反应的影响"并探讨可能参与其

中的信号通路'

9

!

材料与方法

#*#

!

I=D

的培养和分组
!

将
=&)̂]

&

(Q

小鼠处死

后"置入
)&Z

乙醇中浸泡"剪下双侧股骨"进行骨髓

腔冲洗"将得到的骨髓细胞悬液以
#&""/

&

@78

!

,_(:@

#离心
#"@78

"去上清'用
#@]

培养基重

悬细胞沉淀"再用
!""

目滤网过滤'取
'@]

含有

粒细胞巨噬细胞刺激因子!

PX%=+;

#和
K]%F

的

I=D

培养基冲洗滤网"得到细胞悬液
#"@]

"置于含

有
&Z=J

!

(

C)p

恒温培养箱中培养
F$>

'换液(半

量换液'培养到第
(

天时"细胞计数并接种到六孔

板"进行药物干预"持续
F$>

'分组$

X127,@69.81

组(

M8

B#

!

#""8@.9

&

]

#组(

.A%]I]

!

&"

(

B

&

@]

#

`M8

B

#

组%

C

组样品均加入等量的坏死心肌细胞上清液'

#*!

!

酶联免疫吸附试验%

?]K+M

&检测细胞因子

K]%(

$

E5;%

'

及
K]%#"

的浓度
!

取
I=D

上清液'按

照
LsID

4

D01@

公司提供的试剂盒进行
K]%(

(

E5;%

'

及
K]%#"

的检测'用酶标仪于
F&"8@

波长

处测定光密度!

I

F&"

#值"计算结果'

#*C

!

流式细胞术
!

取
#""

(

]

细胞悬液"参照抗体

说明书加流式抗体!

6807%=I$C

"

6807%=I$(

#"避光

Fp

孵育
F&@78

"

Û +

缓冲液洗涤%以
#&""/

&

@78

!

,_(:@

#离心
#"@78

%重复操作
#

次%弃上清"再加

入
F""

(

]Û+

重悬细胞"上机进行流式细胞检测'

#*F

!

细胞迁移测定%划痕实验&

!

细胞培养至单

层%

Û +

洗涤"培养基饥饿
#(>

%用无菌
E7

-

划出一

道划痕"

Û +

洗涤
!

次"去除划下和未贴壁细胞"显

微镜下拍照%加入
.A%]I]

和!或#

M8

B#

"继续培养

!F>

"显微镜下成像%计数迁移至划痕区的细胞+

!

,

'

#*&

!

坏死心肌细胞的制备
!

为了获得坏死的心肌

细胞"体外模拟心肌梗死的内环境"把
S]%#

心肌细

胞在液氮冷冻"再
C)p

解冻"反复冻融
&

次'通过

胎盘蓝染色观察坏死细胞数量"证实坏死细胞为

'"Z

以上'以
C"""/

&

@78

!

,_(:@

#离心
#"@78

"

收集坏死心肌细胞上清液待用+

C

,

'

#*(

!

蛋白免疫印迹法
!

收集细胞"抽提蛋白"测定

浓度"

+I+%UMP?

电泳"转膜'封闭后"将膜置于抗

体孵育盒"参照抗体说明书加入合适浓度的一抗"

室温温育
!>

或
Fp

过夜!

#

$>

#'洗膜"然后用
#i

&"""SLU

标记的二抗孵育膜
#>

"曝光显影'

#*)

!

统计学处理
!

采用
+U++!#*"

软件进行统计学分

析"多组间比较用单因素方差分析!

.81%V6

4

M5J[M

#"

两组间比较采用
'

检验'检验水准!

'

#为
"*"&

'

:

!

结
!

果

!*#

!

.A%]I]

在
M8

B#

基础上进一步增强
I=D

的

迁移
!

结果!图
#M

#显示$

M8

B#

能够增强
I=D

迁

移"而
.A%]I]

可以在
M8

B#

基础上进一步诱导

I=D

的迁移!

#

&

"*"&

#'

!*!

!

.A%]I]

在
M8

B#

基础上进一步诱导
I=D

免

疫成熟标志和协同刺激分子的表达
!

结果!图
#̂

#

表明$

M8

B#

能够促进
I=D

表达成熟标志物
=I$C

和协同刺激分子
=I$(

%

.A%]I]

能够在
M8

B#

的基

础上进一步诱导
=I$C

(

=I$(

的表达!

#

&

"*"&

#"说

明高脂内环境较单纯的
XK

内环境能够进一步激发

体内的炎症机制"加重梗死后心肌炎症反应'

!*C

!

.A%]I]

在
M8

B#

基础上进一步诱导
I=D

分

泌炎性因子
!

结果!图
#=

#显示$

.A%]I]

能够在

M8

B#

基础上进一步促进
E5;%

'

和
K]%(

的分泌

!

#

&

"*"&

#"说明高脂状态刺激下进一步促进
I=D

的炎性因子的释放"加重炎症反应'

图
9

!

#K3RHR

在
6(

$

!

基础上进一步诱导
H@&

迁移能力%

6

')成熟%

>

'和炎症因子分泌%

@

'

"

#

&

$*$'

与
X127,@69.81

相比%

s

#

&

$*$'

与
M8

B#

相比

(%#
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!*F

!

.A%]I]`M8

B#

可以诱导
I=D

激活
5;%

,

^

信号通路
!

结果!图
!

#表明$与单纯给予
M8

B#

干

预相比"

.A%]I]`M8

B#

可以进一步诱导
K

,

^

和

5;%

,

^

磷酸化!

#

&

"*"&

#'

图
:

!

#K3RHR

和
6(

$

!

对
<J3

"

>

信号通路的影响

!!

"

#

&

$*$'

与
X127,@69.81

相比%

s

#

&

$*$'

与
M8

B#

相比

!*&

!

.A%]I]̀ M8

B#

能够诱导
I=D

激活
E.99

样受体

F

%

E]LF

&信号通路
!

结果!图
CM

#表明$

.A%]I]

在

M8

B#

的基础上上调了
E]LF

和髓样分化因子
$$

!

X

4

I$$

#的表达"同时上调了
E]LF

下游分子
KLMa%

F

的磷酸化程度!

#

&

"*"&

#%

.A%]I]

对
ELK;

的表达

影响不大'结果提示"

.A%]I]

在
M8

B#

的基础上进一

步激活
E]LF%X

4

I$$%KLMa%F

信号通路'

!*(

!

.A%]I]̀ M8

B#

能够诱导
I=D

表面血凝素样氧

化型低密度脂蛋白受体
%#

%

]JN%#

&的表达
!

结果!图

Ĉ

#表明$

.A%]I]

在
M8

B#

的基础上能进一步上调

]JN%#

受体的表达!

#

&

"*"&

#"提示
]JN%#

可能介入

了高脂环境下
I=D

的进一步免疫成熟和炎症反应'

图
;

!

#K3RHRY6(

$

!

对
H@&

激活
QRF?

信号通路

及
RCZ39

表达的影响

!!

M

$

.A%]I]

和
M8

B#

对
E]L(%X

4

2%%

信号通路的影响%

^

$

.A%

]I]/M8

B#

诱导
]JN%!

进一步表达
*

"

#

&

$*$'

与
X127,@69.81

相比%

s

#

&

$*$'

与
M8

B#

相比

;

!

讨
!

论

.A%]I]

具有细胞毒性"是早期心室重构的危

险因子"影响心脏结构和功能+

F%&

,

'既往研究证明"

.A%]I]

在心脏组织中的浓度可能远高于其血液浓

度"可以在损伤内皮后直接作用于心肌细胞"从而

导致心肌细胞肥厚+

(

,

'还有研究+

)

,提示"

XK

后患者

血清
.A%]I]

抗体水平显著升高"并与
XK

患者死

亡率正相关'同样"

XK

后外周血液中
M8

B#

水平

激增+

$%'

,

"同时影响梗死区和非梗死区的心肌重构'

M8

B#

与
.A%]I]

之间有密不可分的联

系+

#"%##

,

'

M8

B#

和
.A%]I]

分别可增加冠脉内皮细

胞血凝素样氧化型低密度脂蛋白受体
%#

!

]JN%#

#和

血管紧张素转换酶!

M=?

#的表达'

I=D

在动脉硬

化斑块及梗死心肌中发生聚集"而
.A%]I]

+

!

,和

M8

B#

+

C

,能诱导
I=D

的成熟'

]JN%#

是摄取和代

谢
.A%]I]

的主要受体+

#!

,

'

]JN%#

主要表达于血

管内皮细胞及纤维母细胞+

#C

,等"而近年研究发现其

在
I=D

表面也有表达+

#F

,

"参与抗原递呈过程'

为了揭示高脂环境下
I=D

免疫成熟以及炎症

反应"本研究通过体外培养
=&)̂]

&

(Q

小鼠的骨髓

细胞"采用
PX%=+;

及
K]%F

诱导分化
I=D

'同时"

为了模拟小鼠高脂及
XK

后
LM+

激活的内环境"本

研究利用
M8

B#

和
.A%]I]

干预
I=D

观察其免疫

成熟和炎症反应情况"结果发现
.A%]I]

在
M8

B#

M

基础上进一步诱导
I=D

免疫成熟和致炎性因子

的分泌'

既往研究证实
E]LF

(

5;%

,

^

和
]JN%#

共同表

达于
I=D

+

#F%#&

,

'

E]LD

在免疫应答中可以通过

X

4

I$$

信号通路和
ELK;

信号通路进行信号转导'

研究+

#(

,显示"

.A%]I]

诱导循环及系统炎症部分可

能通过
E]LF

途径实现"这提示
E]LF

可能在脂质

分子和炎症反应及
XK

间扮演着重要角色'既往研

究+

#)

,证实"

E]LF

参与动脉粥样硬化的炎症反应'

另外"

E]LF

表达上调还被认为与急性冠脉综合

征+

#$

,以及
=

反应蛋白正常的冠心病患者的严重程

度正相关+

#'

,

'

5;%

,

^

作为一个多向性核转录因子"

参与调节免疫炎症反应和细胞增殖等'研究发现"

5;%

,

^

与动脉粥样硬化+

!"

,和冠心病+

!#

,的炎症反应

有着密切联系'

5;%

,

^

不仅能够介导
E]LF

下游

信号传导"而且"还能反向上调
E]LF

的表达"两者

之间可能存在正反馈过程+

!!

,

'

本研究发现"在
M8

B#

和
.A%]I]

同时干预时"

'%#

!
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5;%

,

^

&

K

,

^

的磷酸化增强"提示
5;%

,

^

通路参与了

.A%]I]

进一步诱导
I=D

免疫成熟和炎症反应过

程'本研究还发现"

.A%]I]̀ M8

B#

可以诱导
I=D

中
E]LF

&

X

4

I$$

的激活和
KLMa%F

的磷酸化%而

ELK;

在
.A%]I]`M8

B#

作用下"表达未明显增

强'

KLMa%F

的磷酸化是激活
5;%

,

^

通路的重要步

骤"因此推断
E]LF

&

X

4

I$$%5;%

,

^

通路参与
I=D

免疫成熟和炎症反应过程+

!C

,

'

综上所述"本研究发现"

.A%]I]

在
M8

B#

基础

上进一步上调了
]JN%#

的表达"同时激活了

E]LF

&

X

4

I$$%5;%

,

^

通路"说明
]JN%#

和
E]LF

&

X

4

I$$%5;%

,

^

通路均介入了
I=D

参与高脂血症合

并心肌梗死发生和发展的过程'
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