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　　摘　要：目的　研究镍钛合金心血管支架（ＮＴＳ）及地塞米松（ＤＸ）抗支架过敏治疗对单核巨噬细胞革兰阴性菌脂多糖（ＬＰＳ）

刺激的影响。方法　单核巨噬细胞系Ｒａｗ２６４．７细胞组与ＤＸ预处理Ｒａｗ２６４．７细胞组，ＮＴＳ作用４ｄ后，Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）

激动剂脂多糖（ＬＰＳ）刺激２４ｈ，流式细胞术检测细胞表面标志ＣＤ８０、ＣＤ８６、ＦａｓＬ等分子表达；ＥＬＩＳＡ检测培养液促炎症因子ＩＬ

６、ＴＮＦα；特异荧光素酶试剂盒检测 ＮＦκＢ、干扰素γ序列（ＧＡＳ）、干扰素刺激反应元件（ＩＳＲＥ）、信号转导与转录活化因子３

（ＳＴＡＴ３）细胞炎症因子相关信号通路的活化。结果　镍钛合金作用后，促进ＬＰＳ介导的Ｒａｗ２６４．７细胞表达ＣＤ８０分子，抑制其

表达ＦａｓＬ，降低ＩＬ６分泌，抑制细胞内ＮＦκＢ通路的活化（犘＜０．０５）。而经过ＤＸ预处理的Ｒａｗ２６４．７，镍钛合金促进Ｒａｗ２６４．７

细胞表达ＣＤ８０、ＦａｓＬ分子，增加ＴＮＦα分泌，抑制胞内炎症信号通路 ＮＦκＢ、ＩＳＲＥ、ＳＴＡＴ３等通路的活化（犘＜０．０５）。结论　

ＮＴＳ抑制Ｒａｗ２６４．７细胞对ＴＬＲ４激动剂ＬＰＳ的免疫应答。
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　　心血管狭窄引起的冠心病已经成为危及人类生命健康的

主要疾病之一，向病变血管内置入金属支架，成为目前治疗冠

状动脉及其他外周动脉疾病有效的治疗方法［１］。目前常用的

材料有钽、医用不锈钢及镍钛合金等。近年来发现，这些金属

材料支架会影响单核巨噬细胞功能，引发过敏反应［２］。但对单

核巨噬细胞其他功能的影响却未做深入研究。

单核巨噬细胞的重要功能之一就是抗感染，通过多种方式

能识别多种病原微生物关键成分，从而发挥清除病原微生物的

目的。脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）是革兰阴性菌细胞壁

的重要组成部分，对细胞的生长与持续极为重要，单核巨噬细

胞通过其表面Ｔｏｌｌ样受体４（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＴＬＲ４）ＬＰＳ

识别革兰阴性菌，诱发一系列的炎性反应及免疫应答［３］。本研

究利用镍钛合金心血管支架（ｎｉｃｋｅｌｔｉｔａｎｉｕｍｓｔｅｎｔ，ＮＴＳ）作用

单核巨噬细胞系Ｒａｗ２６４．７细胞，检查其影响单核巨噬细胞应

答ＬＰＳ的能力及其胞内炎症相关的信号通路改变，从而探讨

ＮＴＳ对单核巨噬细胞抗感染能力，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　ＰＥ标记抗小鼠ＦａｓＬ、ＣＤ８０、ＣＤ８６抗体均购自美

国Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司。小鼠ＩＬ６、ＴＮＦα的ＥＬＩＳＡ试剂盒均购自

美国 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ 公 司。ＬＰＳ 购 自 美 国 Ｓｉｇｍａ 公 司。Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。ＬｕｃｉｆｅｒａｓｅＡｓｓａｙ购

自美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司。ｐＧＬ４．３２－ｌｕｃ２Ｐ／ＮＦκκＢＲＥ／Ｈｙｇｒｏ

Ｖｅｃｔｏｒ购自美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司。干扰素γ（ＧＡＳ）、干扰素刺激

反应元件（ＩＳＲＥ）、信号转导与转录活化因子（ＳＴＡＴ３）信号通

路质粒均购自美国Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司。不完全培养基ＲＰＭＩ１６４０

及新生小牛血清均购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司。胰蛋白酶购自广州

５７５重庆医学２０１４年２月第４３卷第５期
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威佳科技有限公司。ＮＴＳ为荷兰Ｏｒｂｕｓｎｅｉｃｈ公司产品。

１．２　方法

１．２．１　单核巨噬细胞培养　Ｒａｗ２６４．７细胞用含１０％新生小牛

血清的完全培养基ＲＰＭＩ１６４０在３７℃、５％ＣＯ２孵箱中培养。

１．２．２　地塞米松（ＤＸ）刺激Ｒａｗ２６４．７细胞　于Ｒａｗ２６４．７细

胞中加入１０－６ｍｏｌ／ＬＤＸ培养４ｄ（ＤＸＲａｗ２６４．７细胞）。

１．２．３　ＮＴＳ刺激Ｒａｗ２６４．７细胞及ＤＸＲａｗ２６４．７细胞　调

整细胞密度为１×１０６／ｍＬ，于培养的 Ｒａｗ２６４．７细胞及 ＤＸ

Ｒａｗ２６４．７细胞中加入ＮＴＳ培养４ｄ。

１．２．４　ＬＰＳ刺激经支架作用后的 Ｒａｗ２６４．７细胞及 ＤＸ

Ｒａｗ２６４．７细胞　于经 ＮＴＳ作用后的Ｒａｗ２６４．７细胞及ＤＸ

Ｒａｗ２６４．７细胞中加入ＬＰＳ培养２４ｈ，收集细胞培养上清液，

磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗２遍待检。

１．２．５　流式细胞仪检测　调整细胞密度为１×１０
６／ｍＬ，分别

标记抗体ＰＥＦａｓＬ、ＰＥＣＤ８０。４℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗２遍，

加入０．５ｍＬＰＢＳ重悬，流式细胞仪进行分析。

１．２．６　细胞因子检测　根据小鼠ＩＬ６、ＴＮＦα的ＥＬＩＳＡ试剂

盒说明书检测Ｒａｗ２６４．７细胞及ＤＸＲａｗ２６４．７细胞培养上清

液中ＩＬ６和ＴＮＦα。

１．２．７　信号通路活化检测　铺板，将每孔的细胞密度调整为

１×１０５／ｍＬ，按Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００说明书将ｐＧＬ４．３２［ｌｕｃ２Ｐ／

ＮＦκκＢＲＥ／Ｈｙｇｒｏ］Ｖｅｃｔｏｒ、ｐＴＡＧＡＳｌｕｃ、ｐＴＡＩＳＲＥｌｕｃ和

ｐＴＡＳＴＡＴ３ｌｕｃ信号通路活化质粒转染各组Ｒａｗ２６４．７细胞

及ＤＸＲａｗ２６４．７细胞，２４ｈ后收集细胞裂解液，荧光素酶试

剂盒进行检测。

１．２．８　根据不同处理方式分组　分为：对照空白组，单纯

ＮＴＳ组，单 纯 ＬＰＳ 作 用 组，ＮＴＳ 作 用 后 ＬＰＳ 反 应 组，

ＲＡＷ２６４．７组：单核细胞系２６４．７，ＤＸＲａｗ２６４．７组：ＤＸ作用

单核细胞系。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行分析，所用

的统计学方法为狋检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＮＴＳ作用后ＬＰＳ对Ｒａｗ２６４．７及ＤＸＲａｗ２６４．７细胞表

面共刺激分子的影响 　ＮＴＳ 作用后经过 ＬＰＳ 刺 激 时，

Ｒａｗ２６４．７细胞ＣＤ８０的表达明显高于ＬＰＳ单独刺激组，差异

有统计学意义（犘＜０．０５）。而ＤＸ预处理组，ＮＴＳ影响差异无

统计学意义（犘＞０．０５），见图１。

　　Ｃｏｎｔｒｏｌ：空白对照组；Ｓｔｅｎｔ：单纯ＮＴＳ组；ＬＰＳ：单纯ＬＰＳ作用组；

Ｓｔｅｎｔ＋ＬＰＳ：ＮＴＳ作用后ＬＰＳ反应组。

图１　　ＮＴＳ作用后ＬＰＳ对Ｒａｗ２６４．７及ＤＸＲａｗ２６４．７

细胞表达ＣＤ８０的影响

２．２　ＮＴＳ作用后ＬＰＳ对单核巨噬细胞Ｒａｗ２６４．７合成促炎

症因子的影响　在 ＮＴＳ单独作用下，Ｒａｗ２６４．７组分泌ＩＬ６

及ＴＮＦα明显高于空白对照组，但经 ＮＴＳ作用后，应对ＬＰＳ

刺激时Ｒａｗ２６４．７组分泌ＩＬ６明显低于ＬＰＳ单独刺激组。但

Ｒａｗ２６４．７组经过ＤＸ事先处理后，各组ＩＬ６的分泌差异无统

计学意义（犘＞０．０５），而且 ＮＴＳ与ＬＰＳ对单核巨噬细胞的影

响都明显受到了抑制，弱于Ｒａｗ２６４．７组，差异有统计学意义

（犘＜０．０５），见图２。

　　Ｃｏｎｔｒｏｌ：空白对照组；Ｓｔｅｎｔ：单纯ＮＴＳ组；ＬＰＳ：单纯ＬＰＳ作用组；

Ｓｔｅｎｔ＋ＬＰＳ：ＮＴＳ作用后ＬＰＳ反应组。

图２　　ＮＴＳ作用后ＬＰＳ对Ｒａｗ２６４．７细胞及ＤＸＲａｗ２６４．７

细胞分泌ＩＬ６及ＴＮＦα的影响

２．３　ＮＴＳ作用后ＬＰＳ对单核巨噬细胞Ｒａｗ２６４．７细胞表面

ＦａｓＬ类分子表达的影响 　 经 ＮＴＳ作用后，ＬＰＳ 诱导的

Ｒａｗ２６４．７细胞ＦａｓＬ的表达明显低于ＬＰＳ单独刺激组，差异

有统计学意义（犘＜０．０５）。但Ｒａｗ２６４．７细胞经过ＤＸ事先处

理后，ＤＸＲａｗ２６４．７细胞经 ＮＴＳ单独刺激后，ＦａｓＬ的表达明

显低于空白对照组，经ＬＰＳ单独刺激后，ＦａｓＬ的表达明显高

于空白对照组，而低于 ＮＴＳ与ＬＰＳ共同刺激组，差异有统计

学意义（犘＜０．０５）。在ＬＰＳ单独刺激下，ＤＸＲａｗ２６４．７组表

面ＦａｓＬ的表达明显高于Ｒａｗ２６４．７组，在ＮＴＳ与ＬＰＳ共同刺

激下，ＤＸＲａｗ２６４．７ 组 表 面 ＦａｓＬ 的 表 达 同 样 明 显 高 于

Ｒａｗ２６４．７组，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见图３。

　　Ｃｏｎｔｒｏｌ：空白对照组；Ｓｔｅｎｔ：单纯ＮＴＳ组；ＬＰＳ：单纯ＬＰＳ作用组；

Ｓｔｅｎｔ＋ＬＰＳ：ＮＴＳ作用后ＬＰＳ反应组。

图３　　ＮＴＳ作用后ＬＰＳ对Ｒａｗ２６４．７细胞及ＤＸＲａｗ２６４．７

细胞表达ＦａｓＬ的影响
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　　Ｃｏｎｔｒｏｌ：空白对照组；Ｓｔｅｎｔ：单纯ＮＴＳ组；ＬＰＳ：单纯ＬＰＳ作用组；

Ｓｔｅｎｔ＋ＬＰＳ：ＮＴＳ作用后ＬＰＳ反应组。

图４　　ＮＴＳ作用后ＬＰＳ对Ｒａｗ２６４．７细胞及ＤＸＲａｗ２６４．７

细胞胞内ＮＦκＢ信号通路活化的影响

　　Ｃｏｎｔｒｏｌ：空白对照组；Ｓｔｅｎｔ：单纯ＮＴＳ组；ＬＰＳ：单纯ＬＰＳ作用组；

Ｓｔｅｎｔ＋ＬＰＳ：ＮＴＳ作用后ＬＰＳ反应组。

图５　　ＮＴＳ作用后ＬＰＳ对Ｒａｗ２６４．７细胞及ＤＸＲａｗ２６４．７

细胞胞内ＧＡＳ信号通路活化的影响

　　Ｃｏｎｔｒｏｌ：空白对照组；Ｓｔｅｎｔ：单纯ＮＴＳ组；ＬＰＳ：单纯ＬＰＳ作用组；

Ｓｔｅｎｔ＋ＬＰＳ：ＮＴＳ作用后ＬＰＳ反应组。

图６　　ＮＴＳ作用后ＬＰＳ对Ｒａｗ２６４．７细胞及ＤＸＲａｗ２６４．７

细胞胞内ＩＳＲＥ信号通路活化的影响

　　Ｃｏｎｔｒｏｌ：空白对照组；Ｓｔｅｎｔ：单纯ＮＴＳ组；ＬＰＳ：单纯ＬＰＳ作用组；

Ｓｔｅｎｔ＋ＬＰＳ：ＮＴＳ作用后ＬＰＳ反应组。

图７　　ＮＴＳ作用后ＬＰＳ对Ｒａｗ２６４．７细胞及ＤＸＲａｗ２６４．７

细胞胞内ＳＴＡＴ３信号通路活化的影响

２．４　ＮＴＳ作用对Ｒａｗ２６４．７细胞信号通路的影响。ＮＴＳ作

用后，明显抑制 ＬＰＳ对 ＮＦκＢ的活化作用，但 ＬＰＳ介导的

ＧＡＳ，ＩＳＲＥ及ＳＴＡＴ３等通路无明显影响。但Ｒａｗ２６４．７细胞

经过ＤＸ事先处理后，ＮＴＳ单独就可活化 ＮＦκＢ、ＧＡＳ、ＩＳＲＥ

及ＳＴＡＴ３等一系列信号通路，但镍钛合金影响ＬＰＳ介导的信

号活化，ＤＸＲａｗ２６４．７组与 Ｒａｗ２６４．７组差异有统计学意义

（犘＜０．０５），见图４～７。

３　讨　　论

动脉粥样硬化是心血管疾病死亡的重要原因之一，目前主

要是通过向动脉狭窄部位植入金属支架，使病变部位动脉保持

血流畅通以达到治疗疾病的目的［４］。然而，金属支架作为一种

外来异物，植入人体后会引起机体免疫功能发生改变。现已证

实，金属支架植入后，虽然通过机械张力短时间内改变血管狭

窄，但由于金属支架可刺激机体免疫细胞应答，局部形成炎性

反应，造成支架周边血管床炎症，容易形成再狭窄，严重地影响

了支架的作用［５］。对于支架材料的选择与应用一直是一个难

题。在本研究中，证实了在ＮＴＳ单纯作用下，基本上不引发单

核巨噬细胞炎症信号通路的活化，不产生炎症因子，这点有利

于进行术后恢复，这与文献报道的镍钛合金支架作用处出现过

敏性炎症不同，由此似乎可以得到一种比较好的低免疫原性支

架材料配比［６］。

单核巨噬细胞作为重要的吞噬细胞，对革兰阴性菌的吞噬

处理是其重要的免疫功能。ＬＰＳ是革兰阴性菌重要的胞壁组

成成分，能与单核巨噬细胞表面ＴＬＲ４分子结合，刺激免疫反

应的发生。在哺乳动物体内，ＴＬＲ４是ＬＰＳ最主要的识别受

体［７］。ＬＰＳ从细菌中释放出来后，会与血液中的ＬＰＳ结合蛋

白（ＬＢＰ）结合，再与巨噬细胞表面的甘油磷酸肌醇结合蛋白

ＣＤ１４结合，接着ＬＰＳ被转移到ＴＬＲ４胞外段 ＭＤ２上，刺激

巨噬细胞，使其发生一系列的反应［２］。本研究着重观察镍钛合

金影响单核巨噬细胞对ＬＰＳ应答的影响，结果证实，ＮＴＳ作用

后，单核巨噬细胞应答ＬＰＳ时，其表面的杀伤性标志ＦａｓＬ及

促炎症因子ＩＬ６的表达都明显低于无支架作用时，说明 ＮＴＳ

抑制了Ｒａｗ２６４．７细胞对ＬＰＳ的免疫应答，表明 ＮＴＳ可能会

抑制单核巨噬细胞对革兰阴性菌的应答。对于单核巨噬细胞，

当其通过ＴＬＲ４与ＬＰＳ结合后，会活化巨噬细胞内的 ＮＦκＢ

通路［８］。分泌多种促炎症细胞因子，如ＩＬ６、ＴＮＦα等，引起

一系列的炎性反应［９１０］。而镍钛合金明显地抑制了这种ＬＰＳ

介导的ＮＦκＢ活化，降低了炎性反应。除此以外，对于感染，

干扰素也是重要的抵抗因素，笔者关注了ＧＡＳ或ＩＳＲＥ，这两

种与干扰素产生密切相关的信号通路的活化严格控制了干扰

素的产生［１１］，本研究中发现他们都没受到影响，由此证实镍钛

合金无法影响Ⅰ型及Ⅱ型干扰素的产生。

ＤＸ为糖皮质激素的一种，具有抗炎、抗过敏等多种药理

作用，被临床广泛使用，在避免支架植入后狭窄中经常使用，现

在已经将缓释 ＤＸ涂层应用于支架的报道减轻局部炎性反

应［１２］。在本研究中，ＤＸ可以明显改变ＮＴＳ的作用。ＤＸ单独

作用就可以明显降低促炎症因子及相关炎症信号分子的活化，

而镍钛合金对ＬＰＳ介导的ＮＦκｂ活化的抑制效应也得到了放

大，同时还影响了ＩＳＲＥ及ＳＴＡＴ３信号的活化，进一步地抑制

了抗炎作用。所以，ＤＸ在支架干扰ＬＰＳ应答方面会加强这种

抑制效果，使机体更难应答ＬＰＳ。

综上所述，ＮＴＳ可通过抑制单核巨噬细胞ＮＦκＢ活化阻碍

ＬＰＳ的免疫应答，而ＤＸ则会进一步放大这种抑制效应。此研

究有利于从临床应用角度探讨ＮＴＳ的应用。（下转第５８１页）
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