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去甲肾上腺素诱导人巨噬细胞ＭＭＰ９的表达及机制
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　　［摘要］　目的　观察去甲肾上腺素（ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ，ＮＥ）预处理人巨噬细胞基质金属蛋白酶９（ＭＭＰ９）的表达及其
致动脉粥样硬化机制。方法　 体外培养的Ｕ９３７巨噬细胞，以１０－１０、１０－９、１０－８、１０－７ｍｏｌ／ＬＮＥ分别刺激细胞０、１、３、６、
１２、２４ｈ。ＲＴＰＣＲ法测细胞ＭＭＰ９ｍＲＮＡ水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞ＭＭＰ９蛋白表达，ＥＬＩＳＡ法测细胞培养液上清中
ＭＭＰ９蛋白水平的表达。预先加入抗氧化剂ＮＡＣ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）和ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ氧化酶抑制剂 ＤＰＩ（１０－５ｍｏｌ／Ｌ）孵育１ｈ后
再用不同浓度的ＮＥ分别刺激细胞２４ｈ，用荧光探针法检测细胞内 ＲＯＳ的生成；用 ＲＴＰＣＲ及 ＥＬＩＳＡ法检测细胞 ＭＭＰ９
ｍＲＮＡ和蛋白的表达。结果 　ＮＥ浓度时间依赖性地增加巨噬细胞 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ（１０－７ｍｏｌ／ＬＮＥ为对照组的４．６５倍，
Ｐ＜０．０１）及蛋白（１０－７ｍｏｌ／ＬＮＥ为对照组的４．１４倍，Ｐ＜０．０１）表达；随着ＮＥ浓度的升高，ＲＯＳ的生成分别为对照组的
２．１８、３．２２、３．６４、４．５０倍（Ｐ＜０．０１）。ＮＡＣ和 ＤＰＩ都一定程度地抑制了 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ［ＤＰＩ组为 ＮＥ组的０７５２倍（Ｐ＜
００５），ＮＡＣ组为ＮＥ组的０．５００倍（Ｐ＜０．０１）］和蛋白（ＤＰＩ组为 ＮＥ组的０．６９８倍，ＮＡＣ组为 ＮＥ组的０６７１倍，均 Ｐ＜
００５）的表达。结论　 ＮＥ浓度和时间依赖性地诱导人巨噬细胞Ｕ９３７ＭＭＰ９的表达，通过ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ氧化酶介导的ＲＯＳ
通路而促进炎症反应，促进ＡＳ的发生、发展。
　　［关键词］　 去甲肾上腺素；巨噬细胞；基质金属蛋白酶９；动脉粥样硬化
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　　全身炎症或血管壁的局部炎症与动脉粥样硬化
（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，Ａｓ）有着密切的关系。在单核／巨噬细
胞中，各种炎症特征因子被激活，如白细胞介素１
（ＩＬ１）、ＩＬ６、肿瘤坏死因子、基质金属蛋白酶９（ｍａｔｒｉｘ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ９，ＭＭＰ９）和 Ｃ反应蛋白等［１－２］，其

中ＭＭＰ９的异常表达与患心血管疾病风险的增加有
着强大的关联。ＭＭＰ９又称明胶酶 Ｂ，是 ＭＭＰｓ家族
之一。ＭＭＰ９不仅是一个炎症标志物，而且直接参与
了动脉粥样硬化的发展和形成。ＭＭＰ９与 ＩＬ８之间
可以形成正反馈调节，加剧炎症反应的发生。去甲肾

上腺素（ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ，ＮＥ）为节后交感神经释放的主
要神经递质，能够激动α和β受体，从而参与心肌肥大、
心肌凋亡等病理过程，是高血压、心肌梗死、动脉粥样硬

化患者心室重构、心力衰竭发生、发展的重要因素。据

报道，ＮＥ能够诱导巨噬细胞肿瘤坏死因子、单核细胞趋
化蛋白１及Ｔｏｌｌ样受体４（ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＬＲ４）的表
达［３－４］。研究证实，在巨噬细胞中，髓过氧化物酶的分

泌是通过了ＴＬＲ４的介导，并且此过程能够被罗格列酮
和非诺贝特抑制［５－７］。本研究旨在探讨ＮＥ对Ｕ９３７巨
噬细胞产生ＭＭＰ９的影响及分子机制，特别是活性氧
簇（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）信号通路方面。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　人单核／巨噬细胞株（Ｕ９３７）购自美国 ＣａｓｃａｄｅＢｉｏｌｏｇｉｃｓ公
司，ＲＰＭＩ１６４０培养基及胎牛血清购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司，ＮＥ、
活性氧抑制剂（ＮＡＣ）、ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ氧化酶抑制剂（ＤＰＩ）购自
Ｓｉｇｍａ公司，Ｔｒｉｚｏｌ总 ＲＮＡ提取试剂盒购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，逆
转录试剂盒、ＤＮＡ标准和蛋白标准购自德国Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司，兔
抗人ＭＭＰ９多克隆抗体购自 Ａｂｃａｍ公司，ＨＲＰ标记山羊抗兔
ＩｇＧ购自北京中杉金桥公司。

１．２　实验分组及处理
　　以１０－１０、１０－９、１０－８、１０－７ｍｏｌ／ＬＮＥ分别诱导细胞２４ｈ后
收集细胞及上清液，分别用ＲＴＰＣＲ法和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测提
取的ＲＮＡ和总蛋白。以１０－１０、１０－９、１０－８、１０－７ｍｏｌ／ＬＮＥ分别
诱导细胞０、１、３、６、１２、２４ｈ后离心收集细胞上清液，用 ＥＬＩＳＡ
法检测提取的蛋白质。以１０－１０、１０－９、１０－８、１０－７ｍｏｌ／ＬＮＥ诱
导细胞２４ｈ后离心收集细胞，用荧光探针法检测细胞 ＲＯＳ的
生成。预先加入抗氧化剂ＮＡＣ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）和ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ氧化
酶抑制剂ＤＰＩ（１０－５ｍｏｌ／Ｌ）孵育１ｈ，然后与１０－９ｍｏｌ／ＬＮＥ共
同孵育２４ｈ，收集细胞及上清液，分别用 ＲＴＰＣＲ法和 ＥＬＩＳＡ
法检测提取的ＲＮＡ和总蛋白。

１．３　实验方法
１．３．１　细胞培养　　用含１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基
培养细胞，置于３７℃含５％ ＣＯ２的培养箱中孵育，２４～４８ｈ后，
换培养液继续培养，每２～３天传代１次，取对数生长期细胞用
于实验。用无血清培养基继续培养２４ｈ后开始实验。
１．３．２　ＲＴＰＣＲ检测细胞 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ水平　　按 Ｔｒｉｚｏｌ试
剂盒说明书提取总ＲＮＡ，用紫外分光光度计进行浓度及纯度测
定，取总ＲＮＡ２μｇ逆转录合成 ｃＤＮＡ，，逆转录产物２μｌ进行
ＰＣＲ循环。目的基因 ＭＭＰ９引物序列：上游 ５′ＧＡＴＧＣＧＴＧ
ＧＡＧＡＧＴＣＧＡＡＡＴＣ３′，下 游 ５′ＣＡＣＣＡＡＡＣＴＧＧＡＴＧＡＣＧＡＴＧ
３′，扩增片段为 ３３７ｂｐ。内参人 ＧＡＰＤＨ引物序列：上游 ５′
ＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴＡＴＴＧＧＧ３′，下 游 ５′ＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧ
ＧＡＴＴ３′，扩增产物长度为 ２０５ｂｐ。取 ＰＣＲ产物 ８０Ｖ电泳
３０ｍｉｎ，凝胶图像分析系统扫描摄图，并分析ＭＭＰ９及ＧＡＰＤＨ
基因灰度值。

１．３．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞 ＭＭＰ９蛋白表达　　弃去培养
液，轻漂洗后，加入冷细胞裂解液裂解细胞。静置冰上２０ｍｉｎ
沉淀蛋白，１２０００ｒ／ｍｉｎ、４℃离心１５ｍｉｎ，取上清液加入１／４体
积的５×上样缓冲液，随后煮沸７ｍｉｎ，按蛋白定量按照试剂盒
说明进行。蛋白上样量为２０μｇ，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离蛋白，采
用半干式电转移法，转膜后封闭１ｈ后，按１∶１０００加入兔抗人
ＭＭＰ９多克隆抗体一抗，４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ冲洗３×１５ｍｉｎ，
按１∶７０００加入 ＨＲＰ标记山羊抗兔二抗，室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ
冲洗，用ＥＣＬ显色并曝光于Ｘ线片，并用凝胶图像分析系统对
胶片进行扫描分析和拍照。

１．３．４　ＥＬＩＳＡ测定细胞上清液 ＭＭＰ９蛋白表达　　收集细
胞，离心吸取上清液。按ＥＬＩＳＡ试剂盒说明测定 ＭＭＰ９水平，
在４５０ｎｍ波长下酶标仪读取各孔光密度值［Ｄ（４５０）］，计算机
绘制标准曲线并给出相应的值，以μｇ／ｍｌ表示。
１．３．５　荧光探针检测细胞 ＲＯＳ的生成　　离心收集细胞，用
稀释好的１０－５ｍｏｌ／Ｌ的Ｈ２ＤＣＦＤＡ１ｍｌ吹散细胞，移入６孔培
养板中继续培养２０ｍｉｎ，无血清培养基１０００ｒ／ｍｉｎ离心洗涤３
次、每次５ｍｉｎ，以洗去未进入细胞内的 Ｈ２ＤＣＦＤＡ，４８８ｎｍ激
发波长、５２５ｎｍ发射波长条件下，荧光显微镜观察并拍照。每
组选择５个不同视野，每个视野包含２０～３５个细胞。用Ｉｍａｇｅ
ＰｒｏＰｌｕｓ软件分析细胞荧光强度。
１．４　统计学处理
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件，进行多组间
两两比较的单因素方差分析。

２　结果

２．１　ＮＥ对Ｕ９３７巨噬细胞ＭＭＰ９ｍＲＮＡ水平的影响
　　不同浓度的ＮＥ刺激Ｕ９３７巨噬细胞２４ｈ后，ＭＭＰ９ｍＲＮＡ
水平随着ＮＥ浓度的增加而升高，并呈浓度依赖性（图１）。
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Ａ：ＲＴＰＣＲ检测　１：空白对照组，２：１０－１０ｍｏｌ／ＬＮＥ，３：１０－９ｍｏｌ／Ｌ
ＮＥ，４：１０－８ｍｏｌ／ＬＮＥ，５：１０－７ｍｏｌ／ＬＮＥ；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜
００５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与空白对照组比较

图１　不同浓度ＮＥ诱导２４ｈＭＭＰ９ｍＲＮＡ表达变化

２．２　ＮＥ对Ｕ９３７巨噬细胞ＭＭＰ９蛋白的影响
　　不同浓度的ＮＥ刺激Ｕ９３７巨噬细胞２４ｈ后，ＭＭＰ９蛋白
表达随着ＮＥ浓度的增高而增加，呈浓度依赖性（图２）。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　１：空白对照组，２：１０－１０ｍｏｌ／ＬＮＥ，３：１０－９

ｍｏｌ／ＬＮＥ，４：１０－８ｍｏｌ／ＬＮＥ；５：１０－７ｍｏｌ／ＬＮＥ；Ｂ：半定量分析　
ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与空白对照组比较

图２　不同浓度ＮＥ诱导２４ｈＭＭＰ９蛋白表达变化

２．３　ＮＥ对Ｕ９３７巨噬细胞ＭＭＰ９表达的时间依赖性
　　在１０－９ｍｏｌ／ＬＮＥ刺激Ｕ９３７巨噬细胞３ｈ时，ＭＭＰ９水平
即明显增加，与空白对照组比较具有显著性差异（Ｐ＜０．０１）；刺
激２４ｈ时，ＭＭＰ９的含量达到最大，为空白对照组的１．４０倍
（表１）。表明，ＮＥ能显著增加Ｕ９３７巨噬细胞 ＭＭＰ９的产生，
并呈时间依赖性。

表１　ＮＥ时间和浓度依赖性地刺激Ｕ９３７巨噬细胞产生ＭＭＰ９
（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别 ０ｈ １ｈ ３ｈ ６ｈ １２ｈ ２４ｈ

空白对照组 ３．２３±０．２２ ３．５４±１．３１ ３．３７±０．６０ ３．６８±０．７１ ３．８６±０．５６ ４．１２±０．９３

１０－１０ｍｏｌ／ＬＮＥ３．４７±０．３４ ４．１１±１．０２ａ５．００±０．８２ｂ５．３５±０．６４ｂ６．１３±０．９２ｂ６．４７±１．２０ｂ

１０－９ｍｏｌ／ＬＮＥ３．５７±０．１１ ４．４１±０．２４ ５．７２±０．３７ｂ５．７６±０．８４ｂ６．８１±１．１９ｂ７．１６±０．３５ｂ

１０－８ｍｏｌ／ＬＮＥ３．７７±０．１０ ５．２４±０．２９ｂ６．５４±０．３１ｂ６．９８±０．４３ｂ７．７５±０．３６ｂ７．８５±０．３８ｂ

１０－７ｍｏｌ／ＬＮＥ３．９０±０．１５ ５．５４±０．３８ｂ７．６５±０．４１ｂ７．８２±０．２２ｂ９．６５±０．３５ｂ９．９９±０．２０ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与空白对照组比较

２．４　ＮＥ对Ｕ９３７巨噬细胞产生ＲＯＳ的影响
　　荧光显微镜观察显示，荧光探针 Ｈ２ＤＣＦＤＡ标记的 Ｕ９３７

巨噬细胞在无刺激时仅有少量 ＲＯＳ生成。与对照组（９６０３±
１７．９６）相比，ＮＥ（１０－９ｍｏｌ／Ｌ，３０９．９９±４３３６）显著增加 Ｕ９３７
巨噬细胞中 ＲＯＳ的生成并呈现浓度依赖性（１０－１０、１０－８、
１０－７ｍｏｌ／ＬＮＥ分别为２１０．１４±１４．０８、３４９．９０±３９．７２、４３５．４２±
２３．２２，Ｐ＜０．０１，图３）。
２．５　ＲＯＳ与ＮＥ诱导Ｕ９３７巨噬细胞表达ＭＭＰ９ｍＲＮＡ

的关系

　　ＲＴＰＣＲ检测显示，抗氧化剂 ＮＡＣ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）几乎完全
抵消了 ＮＥ诱导 Ｕ９３７巨噬细胞 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的表达（Ｐ＜
００１），而且ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ氧化酶抑制剂 ＤＰＩ（１０－５ｍｏｌ／Ｌ）也一定
程度地抑制了ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的表达（图４）。说明，ＲＯＳ信号通
路介导了ＮＥ诱导的Ｕ９３７巨噬细胞ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的表达。
２．６　ＲＯＳ与 ＮＥ诱导 Ｕ９３７巨噬细胞表达 ＭＭＰ９蛋

白的关系

　　ＥＬＩＳＡ法检测细胞外 ＭＭＰ９蛋白的表达，与空白对照组
（３．６８±０．４５）相比１０－９ｍｏｌ／ＬＮＥ组（７．１３±０．８３）明显升高
（Ｐ＜０．０１）；ＮＥ＋ＤＰＩ组（４．９８±０．５５）及ＮＥ＋ＮＡＣ组（４．７８±
０．１８）与 ＮＥ组比较均显著降低（Ｐ＜０．０１）；抗氧化剂 ＮＡＣ和
ＤＰＩ都一定程度地阻断了ＭＭＰ９蛋白的表达。说明，ＮＥ诱导的
Ｕ９３７巨噬细胞ＭＭＰ９的表达是通过了ＲＯＳ信号通路的介导。

３　讨论

　　ＭＭＰ９主要源自单核／巨噬细胞，其可降解动脉
粥样硬化斑块纤维帽而参与不稳定斑块形成。有报道

称ＭＭＰ９水平与动脉粥样硬化及脑梗死的关系非常
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Ａ：空白对照组；Ｂ：１０－１０ｍｏｌ／ＬＮＥ；Ｃ：１０－９ｍｏｌ／ＬＮＥ；Ｄ：１０－８ｍｏｌ／ＬＮＥ；Ｅ：１０－７ｍｏｌ／ＬＮＥ
图３　ＮＥ诱导Ｕ９３７巨噬细胞产生ＲＯＳ的相对荧光强度
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１：空白对照组；２：１０－９ｍｏｌ／ＬＮＥ；３：ＮＥ（１０－９ｍｏｌ／Ｌ）＋ＤＰＩ
（１０－５ｍｏｌ／Ｌ）；４：ＮＥ（１０－９ｍｏｌ／Ｌ）＋ＮＡＣ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）
Ａ：ＲＴＰＣＲ检测；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与
１０－９ｍｏｌ／ＬＮＥ组比较

图４　ＮＥ诱导Ｕ９３７巨噬细胞表达ＭＭＰ９ｍＲＮＡ与ＲＯＳ的关系

复杂，可能互为因果，ＭＭＰ９水平升高加速了动脉硬
化的发生发展，易导致斑块破裂发生脑梗死，而急性脑

梗死进一步促进 ＭＭＰ９的上调［８］。本研究发现，ＮＥ
可激活巨噬细胞，上调 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ和蛋白的表达，
且呈时间和浓度依赖性，说明，ＮＥ通过刺激ＭＭＰ９的
产生而诱导 Ｕ９３７巨噬细胞的炎症反应，这个结果丰
富了ＮＥ致Ａｓ的炎症机制。
　　研究发现，ＲＯＳ是生物体内产生的活性含氧化合
物的总称，包括超氧阴离子、过氧化氢、羟自由基、一氧

化氮等。过量的ＲＯＳ可引起细胞大分子的氧化损伤，
微量ＲＯＳ是调节血管结构和功能状态的重要信号分
子，在血管生物学中发挥重要作用。本研究发现，ＮＥ
能够刺激 Ｕ９３７巨噬细胞产生 ＲＯＳ，并且 ＲＯＳ的表达
随着ＮＥ浓度的增加而升高，呈现浓度依赖性。此外，
ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ氧化酶抑制剂 ＤＰＩ也一定程度地抑制了
ＭＭＰ９ｍＲＮＡ和蛋白水平的表达。说明这个过程可
能涉及了ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ氧化酶途径，与文献［９］报道一
致。本研究还发现，抗氧化剂 ＮＡＣ几乎完全阻断 ＮＥ
诱导的 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ和蛋白的表达，也就是说 ＲＯＳ
介导了巨噬细胞中ＭＭＰ９的产生，即 ＮＥ刺激巨噬细
胞产生ＭＭＰ９是通过ＲＯＳ信号通路的介导。此结果
与先前研究所示的血管紧张素Ⅱ诱导内皮细胞表达
ＣＲＰ是通过了ＲＯＳ的介导作用这一机制一致，但不同
的是ＣＲＰ的表达并未涉及到 ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ氧化酶途
径［１０］。此结果的差异不仅是因为表达的炎症因子不

同，也暗示了 ＭＭＰ９及 ＲＯＳ的表达的细胞特异性和
通路特异性。巨噬细胞膜表面分布着较高密度的肾上

腺素受体即α和β受体，他们能特异性地与相应的配

体结合从而发挥药理作用。肾上腺素受体的激活被认

为是ＮＥ和其在Ａｓ中致炎作用之间的一个关键的“桥
梁”，α和 β受体的激活也被认为是 ＲＯＳ激活的上游
事件。有研究发现，ＮＥ能够激活巨噬细胞表达 ＴＬＲ４
也是通过了肾上腺素受体的介导［１１］。

　　综上所述，本实验证明，ＮＥ通过 α和（或）β受
体———ＲＯＳ信号通路，刺激巨噬细胞产生 ＭＭＰ９，从
而参与其致Ａｓ的炎症反应。本研究为更深入地认识
ＮＥ在致炎及致 Ａｓ中的作用提供了重要依据。至于
ＭＭＰ９的表达是否与炎症通路 ＭＡＰＫ有关，以及通路
特异性和在体研究还需要进一步的探索。
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