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罗布麻提取物对动脉粥样硬化早期ＴＮＦα表达的影响
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　　摘　要：目的　通过观察罗布麻提取物对动脉粥样硬化早期炎症因子肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）α表达的影响，研究罗布麻抗动

脉粥样硬化的作用。方法　人Ｕ９３７单核细胞经佛波脂诱导分化为巨噬细胞，与１００ｍｇ／Ｌ氧化型低密度脂蛋白（ｏｘＬＤＬ）作用

形成泡沫细胞，建立动脉粥样硬化早期模型（ｏｘＬＤＬ组），加入不同浓度（０．２、０．４、０．８ｍｇ／Ｌ）的罗布麻共同孵育４８ｈ（ＡＶ１、

ＡＶ２、ＡＶ３组），ＥＬＩＳＡ和ＲＴＰＣＲ方法分别检测细胞上清液中ＴＮＦα表达水平。结果　ｏｘＬＤＬ组较对照组ＴＮＦα的表达明

显增加，ＡＶ１、ＡＶ２、ＡＶ３组较ｏｘＬＤＬ组 ＴＮＦα明显减少（犘＜０．０５）。罗布麻浓度的增加与 ＴＮＦα表达水平呈负相关（犘＜

０．０５）。结论　ＴＮＦα是动脉粥样硬化早期重要的炎症因子，罗布麻通过抑制炎症因子发挥抗动脉粥样硬化作用。
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　　动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）是一种慢性炎症性疾

病，炎症反应始终伴随其发展［１］。炎症因子和炎症细胞间相互

作用是ＡＳ发病机制的核心。氧化型低密度脂蛋白（ｏｘＬＤＬ）

是致ＡＳ的独立危险因素，可诱导 ＡＳ中的炎症细胞表达分泌

炎症因子，级联放大炎性反应，为动脉硬化病变的始动因素之

一［２］。肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）α不仅是最强大的肿瘤因子，还

是重要的炎症因子，促进ＡＳ的发生、发展
［３４］。罗布麻（ａｐｏｃｙ

ｎｕｍｖｅｎｅｔｕｍ）又称红麻，是祖国传统中药之一，具有降压、降

脂、抗氧化等功效。近年研究表明罗布麻对 ＡＳ有一定的防治

作用。本实验通过建立 ＡＳ模型，观察罗布麻对此过程中

ＴＮＦα表达的影响，旨在说明罗布麻通过抑制炎症因子发挥

抗ＡＳ作用。

１　材料与方法

１．１　药品与试剂　ＴＮＦα定量ＥＬＩＳＡ试剂盒购自上海森雄

科技实业有限公司，罗布麻提取物购自西安奥晶科技发展有限

公司。佛波酯购自Ｓｉｇｍａ公司。引物由上海生工合成。其他

试剂均为进口或国产分析纯。

１．２　低密度脂蛋白（ＬＤＬ）的纯化、氧化修饰及鉴定　采集健

康成人空腹１２ｈ后新鲜混合静脉血，加入１００ｍｍｏｌ／Ｌ乙二胺

四乙酸（ＥＤＴＡ）抗凝。采用超速离心法分离，离心速度４２０００

ｒ／ｍｉｎ获得ＬＤＬ提取液，经琼脂糖电泳显示为单一蛋白带。

将ＬＤＬ置于含１０μｍｏｌ／ＬＣｕＳＯ４的ＰＢＳ溶液（ｐＨ７．４）中，３７

℃温育２４ｈ。氧化后的ＬＤＬ置于含２００μｍｏｌＥＤＴＡ的ＰＢＳ

中透析２４ｈ，ＰＢＳ再透析２４ｈ，过滤除菌后４℃保存。ＬＤＬ中
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的脂过氧化物在氧化过程中增加，颜色也由深逐渐变浅。琼脂

糖电泳显示，ｏｘＬＤＬ的电泳迁移速率快于未氧化的ＬＤＬ。

１．３　Ｕ９３７细胞培养及诱导分化　人 Ｕ９３７单核细胞悬浮样

生长于含１０％高温灭活胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基中，置

于３７℃、５％ＣＯ２ 饱和湿度培养箱内培养。每２～３天换液１

次。每次实验前用１００ｎｍｏｌ／Ｌ佛波酯孵育 Ｕ９３７单核细胞

７２ｈ，诱导分化为巨噬细胞，换无血清２４孔培养板培养２４ｈ

后加处理因素。

１．４　实验分组　将细胞随机分为５组，对照组（Ｃ组）：Ｕ９３７

巨噬细胞置于无血清２４孔培养板培养；模型组（ｏｘＬＤＬ组）：

在Ｕ９３７巨噬细胞的培养液中加入ｏｘＬＤＬ１００ｍｇ／Ｌ；罗布麻

低浓度组（ＡＶ１组）：在模型组基础上加入罗布麻提取物（０．２

ｍｇ／Ｌ）；罗布麻中浓度组（ＡＶ２组）：加入罗布麻提取物的浓度

为０．４ｍｇ／Ｌ；罗布麻高浓度组（ＡＶ３组）：加入罗布麻提取物

的浓度为０．８ｍｇ／Ｌ。各组设３个复孔，于５％ＣＯ２、３７℃、饱

和湿度培养箱中培养４８ｈ。

１．５　酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测ＴＮＦα的表达　操作

按实验试剂盒说明进行。

１．６　ＲＴＰＣＲ检测 ＴＮＦαｍＲＮＡ的表达　收集各组细胞，

ＴＲＩｚｏｌ试剂提取细胞总ＲＮＡ，溶于无Ｒｎａｓｅ水中，紫外分光光

度计测定犃２６０／犃２８０的比值在１．８～２．０。分别取１μｇＲＮＡ在

２０μＬ反应体系中逆转录合成ｃＤＮＡ；取５μＬｃＤＮＡ于５０μＬ

反应体系中进行ＰＣＲ扩增 ＴＮＦα引物，上游：５′ＡＴＧＡＧＣ

ＡＣＡＧＡＡＡＧＣＡＴＧＡＴＣ３′，下游：５′ＴＡＣＡＧＧＣＴＴＧＴＣ

ＡＣＴＣＧＡ ＡＴＴ３′（２９８ｂｐ）。内参 ＧＡＰＤＨ 引物，上游：５′

ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣ３′，下游：５′ＴＣＣＡＣＣ

ＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡ３′（４５０ｂｐ）。ＰＣＲ产物经２％琼脂

糖凝胶（含０．５μｇ／ｍＬ溴化乙锭）３Ｖ／ｃｍ电泳分离，对电泳条

带进行扫描定量分析并摄像，应用作为 ＧＡＰＤＨ 内参照。

ＴＮＦαｍＲＮＡ表达分析：采用ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒＶＤＳ进行光密度

扫描（ＩＯＤ），以ＴＮＦα各组条带和相应ＧＡＰＤＨ的条带的ＩＯＤ

比值表示ＴＮＦα表达的强弱。

１．７　统计学处理　各组实验至少独立重复３次，结果采用

ＳＰＳＳ１７．０统计软件统计学处理，计量资料用狓±狊表示，组间

比较用狋检验和方差分析，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｕ９３７单核细胞分化为巨噬细胞、泡沫细胞形态学改变　

光学显微镜下Ｕ９３７细胞呈圆形、悬浮状态（图１），佛波酯诱导

分化后，细胞形态变为梭形、椭圆形或不规则形，由悬浮变为贴

壁状态，且伸展伪足，细胞体积增大，表明已经分化为巨噬细胞

（图２）。经氧化低密度脂蛋白孵育后经油红Ｏ染色可见细胞

内含许多红色脂类颗粒物质，提示ＡＳ泡沫细胞模型制备成功

（图３）。

２．２　ＥＬＩＳＡ方法检测ＴＮＦα蛋白的表达结果　按照ＴＮＦα

定量ＥＬＩＳＡ试剂盒提供的标准品做 ＥＬＩＳＡ 检测，Ｃ组、ｏｘ

ＬＤＬ组、ＡＶ１组、ＡＶ２组、ＡＶ３组５组上清液中 ＴＮＦα浓度

分别是（４２．７０±２．８０）、（１０８．６２±８．４１）、（８６．１１±７．２８）、

（７８．５２±６．２３）、（６２．５１±８．４５）ｐｇ／ｍＬ。结果表明：ｏｘＬＤＬ组

较Ｃ组ＴＮＦα分泌量明显增加，ＡＶ１组、ＡＶ２组、ＡＶ３组与

ｏｘＬＤＬ组比较ＴＮＦα浓度减少（犘＜０．０５），随罗布麻浓度的

增加 ＴＮＦα表达呈逐渐下降趋势，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。

２．３　ＲＴＰＣＴ检测ＴＮＦα基因　Ｃ组、ｏｘＬＤＬ组、ＡＶ１组、

ＡＶ２组、ＡＶ３组５组细胞上清液中ＴＮＦα与内参积分光密度

比值分别是０．８４±０．５６、２．３４±０．１２、２．０３±０．０２、１．８６±

０．１１、１．０２±０．２１。Ｃ组 ＴＮＦα表达最少，ｏｘＬＤＬ组与Ｃ组

比较ＴＮＦα表达明显增加（犘＜０．０５），ＡＶ１组、ＡＶ２组、ＡＶ３

组ＴＮＦα表达较ｏｘＬＤＬ组分泌减少（犘＜０．０５），呈浓度依

赖，这与ＥＬＩＳＡ结果基本一致。

图１　　Ｕ９３７单核细胞（×４００）

图２　　Ｕ９３７巨噬细胞（×４００）

图３　　油红Ｏ染色泡沫细胞（×４００）

３　讨　　论

研究发现，ｏｘＬＤＬ是致 ＡＳ的独立危险因素之一。本实

验结果进一步证实了ｏｘＬＤＬ是ＡＳ重要始动因素，ｏｘＬＤＬ具

有细胞毒性，导致内皮细胞损伤、产生 ＡＳ发生的环境，直接刺
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激巨噬细胞促进其泡沫化，激活巨噬细胞分泌炎性细胞因子，

能直接或间接地影响免疫炎性反应，启动ＡＳ炎性反应，对ＡＳ

发生有重要促进作用［５７］。罗布麻提取物的主要成分为黄酮类

和黄烷类化合物［８］，有研究显示：罗布麻可抑制ｏｘＬＤＬ参与

ＡＳ过程
［９］。本研究结果表明：罗布麻浓度依赖性抑制ｏｘＬＤＬ

诱导的巨噬细胞表达ＴＮＦα的表达和释放，说明罗布麻有一

定的抗ＡＳ作用。

ＴＮＦα是一种主要由巨噬细胞分泌的炎症因子，具有调

节免疫诱发炎性反应等多种生物学功能。研究表明它是 ＡＳ

中重要的炎症因子，可直接作用于血管内皮致内皮细胞损伤，

启动ＡＳ过程；可诱导内皮细胞产生ＩＬ６和ＩＬ８，促进血管内

皮细胞表达黏附分子和其他炎症介质，增强局部的炎性反应；

趋化、活化单核细胞向内膜下迁移；促进新血管和血栓形成，加

速ＡＳ的发生、发展
［１０１１］。

本实验结果显示：ＴＮＦα在ｏｘＬＤＬ诱导 Ｕ９３７单核细胞

形成泡沫细胞中表达增加，这一结果印证了ｏｘＬＤＬ在 ＡＳ过

程中发挥重要作用的观点；经过不同剂量的罗布麻提取物作用

后，ＴＮＦα表达呈减少趋势。本研究结果表明：罗布麻可通过

抑制炎症因子的表达发挥抗ＡＳ作用。

综上所述，本实验初步探讨了罗布麻提取物抗 ＡＳ的作用

及可能作用途径，推测罗布麻除现有降压、抗氧化作用外，还可

作为防治动脉硬化的药物，但罗布麻在ＡＳ中的具体作用途径

尚需进一步研究。
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