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ＴＬＲ４通过下调ＡＢＣＡ１表达促进平滑肌源性泡沫细胞形成

郭　露，张莉莉，曹小洁，刘　
!

，廖少琼，黎炳护，皮　燕，尹延伟，李敬诚　　（４０００４２重庆，第三军医大学大坪医院野
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　　［摘要］　目的　探讨Ｔｏｌｌ样受体４（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＴＬＲ４）促进平滑肌源性泡沫细胞的形成是否与三磷酸腺苷结
合盒转运子Ａ１（ＡＴＰｂｉｎｄｉｎｇｃａｓｓｅｔｔｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ，ＡＢＣＡ１）表达异常相关。方法　组织贴块法培养原代血管平滑肌细胞
（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＶＳＭＣｓ）；细胞分为野生型（Ｗｉｌｄｔｙｐｅ）空白对照组、Ｗｉｌｄｔｙｐｅ氧化低密度脂蛋白（ｏｘＬＤＬ）组、
ＴＬＲ４敲除（ＴＬＲ４－／－）空白对照组和ＴＬＲ４－／－ｏｘＬＤＬ组；油红Ｏ染色观察 ＶＳＭＣｓ内脂质聚集，并用异丙醇萃取油红 Ｏ测
定光密度值；ＲＴｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＶＳＭＣｓ中 ＴＬＲ４、ＡＢＣＡ１、ＩＬ１β及 ＴＮＦαｍＲＮＡ和蛋白表达水平；细胞免疫荧光
染色鉴定原代ＶＳＭＣｓ及观察核转录因子ｋａｐｐａＢ（ＮＦκＢ）核转位。结果　 ①ＷｉｌｄｔｙｐｅｏｘＬＤＬ组中见细胞内大量脂滴形
成，油红Ｏ光密度值为Ｗｉｌｄｔｙｐｅ空白对照组的２．３倍（Ｐ＜０．０１）；ＴＬＲ４－／－ｏｘＬＤＬ组中只见少许脂质沉积于细胞内，油红
Ｏ光密度值与ＴＬＲ４－／－空白对照组相比无明显变化（Ｐ＞０．０５）。②ＷｉｌｄｔｙｐｅｏｘＬＤＬ组 ＡＢＣＡ１ｍＲＮＡ及蛋白表达水平较
Ｗｉｌｄｔｙｐｅ空白对照组分别下降６１％（Ｐ＜０．０５），４４％（Ｐ＜０．０１）；ＴＬＲ４－／－ ｏｘＬＤＬ组 ＡＢＣＡ１ｍＲＮＡ及蛋白表达水平分别
为ＴＬＲ４－／－空白对照组的２．３倍（Ｐ＜０．０５），１．７倍（Ｐ＜０．０５）。③ＷｉｌｄｔｙｐｅｏｘＬＤＬ组ＶＳＭＣｓ中ＮＦκＢ核转位明显增多，
ＩＬ１β和ＴＮＦαｍＲＮＡ表达较 Ｗｉｌｄｔｙｐｅ空白对照组分别升高３．９倍（Ｐ＜０．０５），１．７倍（Ｐ＜０．０５）；ＴＬＲ４－／－ｏｘＬＤＬ组
ＶＳＭＣｓ中无明显ＮＦκＢ核转位，仅ＩＬ１βｍＲＮＡ表达较ＴＬＲ４－／－空白对照组升高１．２倍（Ｐ＞０．０５）。结论 　 ＴＬＲ４及其
调节的炎性反应参与平滑肌源性泡沫细胞形成过程中ＡＢＣＡ１表达异常。
　　［关键词］　 泡沫细胞；血管平滑肌细胞；Ｔｏｌｌ样受体４；三磷酸腺苷结合盒转运子Ａ１
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ｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＯｉｌｒｅｄＯｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔａｌａｒｇｅａｍｏｕｎｔｏｆｌｉｐｉｄｗａｓａｃｃｕｍｕ
ｌａｔｅｄｉｎｏｘＬＤＬｔｒｅａｔｅｄｗｉｌｄｔｙｐｅＶＳＭＣｓ，ｗｉｔｈｔｈｅＯＤｖａｌｕｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｂｙ２．３ｆｏｌｄｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｏｆｂｌａｎｋ
ｃｏｎｔｒｏｌ（Ｐ＜０．０１）．ＯｎｌｙｆｅｗｌｉｐｉｄｓｗｅｒｅｆｏｕｎｄｉｎｏｘＬＤＬｔｒｅａｔｅｄＴＬＲ４－／－ ＶＳＭＣｓ，ｗｉｔｈｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
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ｒｅｄｕｃｅｄｂｙ６１％ （Ｐ＜０．０５）ａｎｄ４４％ （Ｐ＜０．０１），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｉｎｏｘＬＤＬｔｒｅａｔｅｄｗｉｌｄｔｙｐｅＶＳＭＣｓｔｈａｎｉｎ
ｕｎｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｓ．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｉｎｔｈｅＴＬＲ４－／－ ＶＳＭＣｓｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｂｙｏｘＬＤＬ，ｔｈｅＡＢＣＡ１ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎ
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ｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎｏｆＮＦκＢｗａｓａｃｔｉｖａｔｅｄｂｙＴＬＲ４ｉｎｏｘＬＤＬｔｒｅａｔｅｄｗｉｌｄｔｙｐｅＶＳＭＣｓ，ａｎｄｔｈｅＩＬ１β
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　　泡沫细胞聚集是动脉粥样硬化最主要的特征，在
中晚期动脉粥样硬化病变中，巨噬细胞源性泡沫细胞

约占３０％，而平滑肌细胞源性泡沫细胞高达４５％［１］。

巨噬细胞源性泡沫细胞形成机制已有大量研究，而平

滑肌细胞源性泡沫细胞形成机制的研究却很少。

　　研究证实，在动脉粥样硬化斑块中，Ｔｏｌｌ样受体４
（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＴＬＲ４）表达量显著升高［２］。此

外，在 ＴＮＦα、ＩＬ１刺激下，培养的平滑肌细胞摄取
ＡｃＬＤＬ分别增加３２％及９８％，形成平滑肌源性泡沫细
胞［３－４］。因此，ＴＬＲ４能促进平滑肌源性泡沫细胞的形
成，但是其具体机制仍需进一步研究。

　　细胞膜上的脂质转运体三磷酸腺苷结合盒转运
子Ａ１（ＡＴＰｂｉｎｄｉｎｇｃａｓｓｅｔｔｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ，ＡＢＣＡ１）能将过
剩的胆固醇传递给细胞外的载脂蛋白ＡⅠ（ＡｐｏＡⅠ）
形成成熟的高密度脂蛋白（ＨＤＬ）［５］。动脉粥样硬化
病变部位的内膜血管平滑肌细胞（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＶＳＭＣｓ）中 ＡＢＣＡ１表达较中膜 ＶＳＭＣｓ中
的表达明显下降，并伴有 ＡｐｏＡⅠ结合异常及 ＨＤＬ形
成障碍，细胞内脂质含量明显增多，说明 ＡＢＣＡ１的表
达下调参与内膜平滑肌细胞源性泡沫细胞的形成［６］。

另有研究证实，ＬＰＳ（脂多糖，ＴＬＲ４配体）刺激培养巨
噬细胞后，ＡＢＣＡ１表达下降约５０％。促炎性细胞因子
ＩＬ１β和ＴＮＦα也可通过ＮＦκＢ依赖的途径降低巨噬
细胞中 ＡＢＣＡ１的表达，减少胆固醇的流出［７－８］。据

此，我们推测，ＴＬＲ４及其介导的炎性反应参与下调
ＡＢＣＡ１表达，进而促进脂质沉积于 ＶＳＭＣｓ中，形成平
滑肌源性泡沫细胞。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　　３～４周龄 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄性小鼠 ２０只，

１０～１５ｇ，ＳＰＦ级，购自南京大学模式动物研究所。３～４周龄
Ｃ５７ＢＬ／１０ＳｃＮｊ（ＴＬＲ４基因敲除）雄性小鼠２０只，１０～１５ｇ，ＳＰＦ
级，购自美国Ｊａｃｋｓｏｎ实验室。实验过程中对动物的处置符合
动物伦理学标准。

１．１．２　主要试剂　　胎牛血清（ＦＢＳ）、ＤＭＥＭ细胞培养液购
自美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司。青链霉素溶液、山羊抗鼠二抗、山羊抗
兔二抗购自江苏碧云天公司。ｏｘＬＤＬ购自广东奕源生物公司。
ＡＢＣＡ１、αＳＭＡ、ＳＭ２２α、ＴＬＲ４一抗购自英国 Ａｂｃａｍ公司。
ＲＮＡ提取试剂购自日本 ＴａＫａＲａ，ＲＴｑＰＣＲ试剂盒购自日本
ＴＯＹＯＢＯ。其余试剂均为国产或进口分析纯。

１．２　方法
１．２．１　血管平滑肌细胞原代培养及鉴定　　采用组织贴块法
进行小鼠胸主动脉ＶＳＭＣｓ原代培养，于 ＤＭＥＭ高糖培养基中
培养，选取第２～６代生长良好的细胞用于实验。
　　取第２代ＶＳＭＣｓ，以１×１０５接种于预置盖玻片的２４孔板
中，贴壁后，４％多聚甲醛固定２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次；０．３％ Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ１００作用２０ｍｉｎ，增加膜通透性，ＰＢＳ洗３次；羊血清室温封
闭３０ｍｉｎ；加入鼠抗 ＳＭ２２α（１∶１００稀释）和兔抗 αＳＭＡ一抗
（１∶１００稀释），４℃共同孵育过夜，弃一抗，ＰＢＳ洗３次；加入
ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８标记鸡抗兔ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）二抗（１∶１００稀释）室温
避光孵育１ｈ，ＰＢＳ洗３次；再加入 ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７标记兔抗鼠
ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）二抗（１∶１００稀释）室温避光孵育１ｈ，ＰＢＳ洗３次；
Ｈｏｃｈｅｓｔ３３３４２避光染核５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次；抗荧光猝灭封片剂
封片，激光共聚焦显微镜下观察及拍照。

１．２．２　小鼠基因型鉴定　　剪取小鼠尾组织加入 Ｔｒｉｚｏｌ提取
ＴｏｔａｌＲＮＡ，取ＲＮＡ１μｇ，应用引物（表１）进行 ＰＣＲ扩增，扩增
产物经２％琼脂糖凝胶电泳，紫外灯下成像拍照。
１．２．３　实验分组与细胞建模　　实验分为Ｗｉｌｄｔｙｐｅ空白对照
组、ＷｉｌｄｔｙｐｅｏｘＬＤＬ组、ＴＬＲ４－／－空白对照组和 ＴＬＲ４－／－ ｏｘＬＤＬ
组，ｏｘＬＤＬ（５０μｇ／ｍＬ）刺激培养ＶＳＭＣｓ，促使脂质沉积于细胞内。
１．２．４　油红Ｏ染色鉴定平滑肌源性泡沫细胞　　ＶＳＭＣｓ以
１×１０５接种于预置盖玻片的２４孔板中，贴壁后，换用含０．５％
ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ培养 １２ｈ，再换用无血清 ＤＭＥＭ或含 ｏｘＬＤＬ
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（５０μｇ／ｍＬ）刺激培养４８ｈ。４％多聚甲醛固定２０ｍｉｎ，油红 Ｏ
染液３７℃染色２０ｍｉｎ，苏木精常温复染３ｍｉｎ，倒置显微镜下
观察。

１．２．５　油红Ｏ染色分光光度计测量　　ＶＳＭＣｓ以２×１０５／孔
定量接种于２４孔板中，于含１０％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ中培养１２ｈ，
再换用含 ０．５％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ培养 ２４ｈ，最后换用无血清
ＤＭＥＭ或含ｏｘＬＤＬ（５０μｇ／ｍＬ）刺激培养４８ｈ。油红Ｏ染色后，
于每孔中加入异丙醇 ３００μＬ萃取细胞内油红 Ｏ染液，取
１００μＬ加入９６孔板中，于５１８ｎｍ处测其光密度值，定量检测
细胞内脂质的含量。

１．２．６　实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）　　ＶＳＭＣｓ以 １．５×
１０６／孔接种于６孔板中，加入含１０％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ，待细胞生
长至８０％融合后，换用含０．５％ ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养１２ｈ，再换
用无血清 ＤＭＥＭ或含 ｏｘＬＤＬ（５０μｇ／ｍＬ）刺激培养 ２４ｈ或
４８ｈ。Ｔｒｉｚｏｌ法提取各组细胞总ＲＮＡ，取１μｇ总ＲＮＡ按照试剂
盒说明书逆转录合成 ｃＤＮＡ，２０μＬ体系。逆转录条件如下：
３７℃１５ｍｉｎ，９８℃ ５ｍｉｎ。取１μＬ逆转录产物为模板进行实
时荧光定量ＰＣＲ，反应体系为２５μＬ。扩增反应条件为：９５℃
３０ｓ预变性；９５℃ １５ｓ，６０℃ ２０ｓ，７２℃ １０ｓ，４０个循环；６５～
９５℃每上升０．５℃采集荧光。反应结束后，根据 Ｃｔ值计算目
的基因的相对表达量：△Ｃｔ＝Ｃｔ目的基因 !

Ｃｔβａｃｔｉｎ，△△Ｃｔ＝

△ＣｔｏｘＬＤＬ组!△Ｃｔ对照组，ｏｘＬＤＬ组目的基因 ｍＲＮＡ表达即为对照

组的２－△△Ｃｔ倍。引物序列见表１。

表１　基因引物序列

基因 上游引物（５′→３′） 下游引物（５′→３′）

ＴＬＲ４ ＧＣＡＧＴＴＴＣＡＡＴＣＧＣＡＴＡＧＡＧＡＣＡＴ ＴＧＣＴＴＣＴＧＴＴＣＣＴＴＧＡＣＧＣＡＣＴ

ＡＢＣＡ１ ＴＣＡＧＴＴＴＧＡＣＧＣＣＡＴＧＡＣＡＧＡＧ ＡＣＣＡＡＣＣＴＴＧＣＣＡＡＣＴＴＣＣＴＴ

ＴＮＦα ＴＧＡＣＡＡＧＣＣＴＧＴＡＧＣＣＣＡＣＧ ＴＣＴＴＴＧＡＧＡＴＣＣＡＴＧＣＣＧＴＴＧ

ＩＬ１β ＡＴＧＡＡＡＧＡＣＧＧＣＡＣＡＣＣＣＡＣ ＴＣＴＧＣＴＴＧＴＧＡＧＧＴＧＣＴＧＡＴＧＴＡ

βａｃｔｉｎＣＡＴＣＣＧＴＡＡＡＧＡＣＣＴＣＴＡＴＧＣＣＡＡＣ ＡＴＧＧＡＧＣＣＡＣＣＧＡＴＣＣＡＣＡ

１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　　细胞处理同１．２．６，ｏｘＬＤＬ（５０μｇ／ｍＬ）
刺激培养４８ｈ后收集细胞，ＲＩＰＡ裂解液提取总蛋白，ｌｏｗｒｙ法
测蛋白浓度。进行ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，电转膜，５％脱脂奶粉
室温封闭１ｈ，加入ＴＬＲ４、ＡＢＣＡ１或βａｃｔｉｎ一抗（１∶５００稀释）
４℃ 孵育过夜。ＴＢＳＴ洗膜３次 ×１０ｍｉｎ后，加入辣根过氧化
物酶标记的山羊抗兔或者山羊抗鼠二抗室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗
膜３次×１０ｍｉｎ后，采用化学发光法曝光，ＩｍａｇｅＬａｂ软件分析
条带光密度。

１．２．８　ＮＦκＢ活性检测　　ＶＳＭＣｓ以１×１０５／孔接种于２４孔
板中，于含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ中培养１２ｈ，再换用含０．５％ＦＢＳ
的 ＤＭＥＭ培养 ２４ｈ，最后换用无血清 ＤＭＥＭ或含 ｏｘＬＤＬ
（５０μｇ／ｍＬ）刺激培养２４ｈ。４％多聚甲醛固定２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗
３次×１０ｍｉｎ；０．３％ＴｒｉｔｏｎＸ１００作用 ２０ｍｉｎ，增加膜通透性；
ＰＢＳ洗３次×１０ｍｉｎ；羊血清室温封闭３０ｍｉｎ；加入兔抗ＮＦκＢ
一抗（１∶１００稀释），４℃过夜，弃一抗，ＰＢＳ洗３次 ×１０ｍｉｎ；加
入ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８标记鸡抗兔ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）二抗（１∶１００稀释）室
温避光孵育１ｈ，ＰＢＳ洗３次×１０ｍｉｎ；Ｈｏｃｈｅｓｔ３３３４２避光染核

５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次×３ｍｉｎ；抗荧光猝灭封片剂封片，激光共聚
焦显微镜下观察ＮＦκＢ核转位及拍照。

１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，计量资料以 珋ｘ±ｓ表
示，多组间比较采用单因素方差分析。

２　结果

２．１　ＴＬＲ４基因敲除小鼠鉴定及原代ＶＳＭＣｓ鉴定
　　ＲＴＰＣＲ法检测所示（图 １），野生型小鼠（Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ）在
１５０ｂｐ处有一条带，但 ＴＬＲ４敲除小鼠（Ｃ５７ＢＬ／１０ＳｃＮｊ）在
１５０ｂｐ处未见条带，说明 ＴＬＲ４该基因完全敲除掉。采用组织
块贴块法培养小鼠胸主动脉ＶＳＭＣｓ，普通光镜（图２）及激光共
聚焦显微镜下（图３）见ＶＳＭＣｓ呈带状三角形、菱形等。αＳＭＡ
和ＳＭ２２α是标记ＶＳＭＣＳ的肌动蛋白，经免疫荧光双标染色鉴
定，见细胞质分别呈现绿色荧光（αＳＭＡ）及红色荧光（ＳＭ２２α），
证实培养的细胞为ＶＳＭＣｓ，且目的细胞达９５％以上，符合实验
要求。

! " # $ % & '

&(( )*!

%(( )*!

$(( )*!

+(( )*!

"&( )*!

"(( )*!

&( )*!

Ｍ：ＤＮＡ标准；１～３：野生型小鼠（Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ）尾组织 ＤＮＡ；

４～６：ＴＬＲ４基因敲除小鼠（Ｃ５７ＢＬ／１０ＳｃＮｊ）尾组织ＤＮＡ

图１　ＲＴＰＣＲ鉴定野生型小鼠及ＴＬＲ４敲除小鼠

图２　光镜观察培养第７天原代血管平滑肌细胞　（×１００）

２．２　油红 Ｏ染色观察 Ｗｉｌｄｔｙｐｅ和 ＴＬＲ４－／－ ＶＳＭＣｓ
脂质沉积

　　ｏｘＬＤＬ刺激培养细胞 ４８ｈ，经油红 Ｏ染色，Ｗｉｌｄｔｙｐｅ
ＶＳＭＣｓ中见大量暗红色颗粒，为油红 Ｏ染色阳性脂滴；

ＴＬＲ４－／－ＶＳＭＣｓ中仅见少许暗红色颗粒（图４）。
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图３　细胞免疫荧光双标染色鉴定ＶＳＭＣｓ
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图４　油红Ｏ染色观察Ｗｉｌｄｔｙｐｅ及ＴＬＲ４－／－ＶＳＭＣｓ中

脂质沉积　（×４００）

２．３　分光光度计法定量检测 Ｗｉｌｄｔｙｐｅ和 ＴＬＲ４－／－

ＶＳＭＣｓ中脂质含量
　　ｏｘＬＤＬ刺激培养细胞４８ｈ，油红Ｏ染色后，经异丙醇萃取，
结果显示，ＷｉｌｄｔｙｐｅｏｘＬＤＬ组 ＶＳＭＣｓ中光密度为 Ｗｉｌｄｔｙｐｅ空
白对照组的２．３倍，有统计学差异（Ｐ＜０．０１）；ＴＬＲ４－／－ ｏｘＬＤＬ
组ＶＳＭＣｓ中光密度与ＴＬＲ４－／－空白对照组相比无统计学差异
（Ｐ＞０．０５）。

２．４　ＡＢＣＡ１表达下调致ＶＳＭＣｓ脂质沉积
　　ｏｘＬＤＬ组刺激培养细胞 ４８ｈ后，ＷｉｌｄｔｙｐｅＶＳＭＣｓ中
ＡＢＣＡ１ｍＲＮＡ及蛋白表达较 Ｗｉｌｄｔｙｐｅ空白对照组分别下降
６１％（Ｐ＜０．０５），４４％（Ｐ＜０．０１），有统计学差异；而 ＴＬＲ４－／－

ＶＳＭＣｓ中ＡＢＣＡ１ｍＲＮＡ及蛋白表达分别为ＴＬＲ４－／－空白对照
组的２．３倍、１．７倍（Ｐ＜０．０５），有统计学差异，见图５。
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１：Ｗｉｌｄｔｙｐｅ空白对照组；２：ＷｉｌｄｔｙｐｅｏｘＬＤＬ组；３：ＴＬＲ４－／－空白对

照组；４：ＴＬＲ４－／－ｏｘＬＤＬ组

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｗｉｌｄｔｙｐｅ及ＴＬＲ４－／－ＶＳＭＣｓ中

ＡＢＣＡ１的蛋白表达

２．５　ＴＬＲ４及其调节的炎性反应参与ＡＢＣＡ１表达异常
　　ｏｘＬＤＬ（５０μｇ／ｍＬ）组刺激培养 ＷｉｌｄｔｙｐｅＶＳＭＣｓ４８ｈ后，
ＴＬＲ４ｍＲＮＡ及蛋白表达分别为Ｗｉｌｄｔｙｐｅ空白对照组的１．４倍
（Ｐ＜０．０５）、１．５倍（Ｐ＜０．０１）（图６），有统计学差异。此外，
ｏｘＬＤＬ刺激培养细胞２４ｈ后，ＷｉｌｄｔｙｐｅＶＳＭＣｓ中 ＮＦκＢ核转
位明显增多；ＴＬＲ４－／－ＶＳＭＣｓ中无明显ＮＦκＢ核转位（核位置
处见大量绿色荧光为 ＮＦκＢ核转位，图７）。同时经 ＲＴｑＰＣＲ
检测，ＷｉｌｄｔｙｐｅｏｘＬＤＬ组及ＴＬＲ４－／－ｏｘＬＤＬ组ＶＳＭＣｓ中ＩＬ１β
ｍＲＮＡ表达分别是Ｗｉｌｄｔｙｐｅ空白对照组的３．９倍，ＴＬＲ４－／－空
白对照组的１．２倍（Ｐ＜０．０５）。ＷｉｌｄｔｙｐｅｏｘＬＤＬ组 ＶＳＭＣｓ中
ＴＮＦαｍＲＮＡ表达为 Ｗｉｌｄｔｙｐｅ空白对照组的 １．７倍（Ｐ＜
００５），而 ＴＬＲ４－／－ ｏｘＬＤＬ组 ＶＳＭＣｓ中 ＴＮＦαｍＲＮＡ表达较

ＴＬＲ４－／－空白对照组无明显改变（图７）。
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１：Ｗｉｌｄｔｙｐｅ空白对照组；２：ＷｉｌｄｔｙｐｅｏｘＬＤＬ组

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＷｉｌｄｔｙｐｅＶＳＭＣｓ中ＴＬＲ４的蛋白表达
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图７　细胞免疫荧光染色鉴定Ｗｉｌｄｔｙｐｅ及ＴＬＲ４－／－ＶＳＭＣｓ中ＮＦκＢ核转位

３　讨论

　　动脉粥样硬化是多因素的、动态的、高变异性的血
管慢性炎症性疾病，伴有多种炎症信号的激活及炎症

介质的增多，是导致冠状动脉粥样硬化性心脏病和卒

中死亡的主要原因。早在１９７６年，动脉粥样硬化形成
机制就已被描述。慢性氧化应激和炎症反应是动脉粥

样硬化的２个基本病因。泡沫细胞是由巨噬细胞或血
管平滑肌细胞摄取脂质成分，脂质沉积于细胞内形成

脂质小体，使得细胞外观呈现泡沫样改变。泡沫细胞

的沉积是动脉粥样硬化的重要标志，也是构成粥样斑

块的主要成分。细胞内过剩脂质流出障碍是泡沫细胞

形成的重要机制，在这一过程中，细胞膜上的脂质转运

体ＡＢＣＡ１在胆固醇逆转运中扮演着重要的角色，能将
过剩的胆固醇从细胞内转运至细胞外。ＡＢＣＡ１基因
突变可引起 Ｔａｎｇｉｅｒ’ｓ病和家族性低高密度脂蛋白胆

固醇血症。ｏｘＬＤＬ可抑制 ＶＳＭＣｓ中 ＡＢＣＡ１的表达，
导致细胞内胆固醇含量明显升高。在我们的实验中，

ｏｘＬＤＬ组刺激培养细胞４８ｈ后，ＷｉｌｄｔｙｐｅＶＳＭＣｓ中
ＡＢＣＡ１蛋白表达较对照组下降高达４４％，经油红Ｏ染
色见细胞内大量脂滴形成，光密度为对照组的２．３倍，
进一步证实ＡＢＣＡ１表达下调与平滑肌源性泡沫细胞
形成密切相关。

　　前期研究证实，ＴＬＲ４是启动免疫反应和炎症反应
的重要膜受体，参与动脉粥样硬化的发生与发展，而

ＴＬＲ４缺陷则可在早期减轻 ＡｐｏＥ－／－小鼠血管脂质沉
积达３０％［９］。ＴＬＲ４还参与调节 ＶＳＭＣｓ的多种病理
过程，在动脉粥样硬化病变的 ＶＳＭＣ中，ＴＬＲ４表达显
著升高。大量流行病调查研究资料显示，ＴＬＲ４可促进
ＶＳＭＣｓ由收缩表型转化为炎症表型［１０］，分泌大量的细

胞因子和炎症介质，如 ＩＬ６、粘附分子、单核细胞趋化
蛋白ＭＣＰ１等，加重炎症进程及促进局部炎症反应。
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ＶＳＭＣｓ的表型转换更易聚集胆固醇而发生泡沫样
变［１１］。ＴＬＲ４是调节炎性反应的一个重要上游分子，
通过ＭｙＤ８８激活ＮＦκＢ，引起 ＮＦκＢ发生核转位，致
使各种促炎性细胞因子如 ＩＬ１、ＩＬ６、ＴＮＦα等的释放
增多。在巨噬细胞中，ＬＰＳ及其调节的炎症反应可下
调ＡＢＣＡ１的表达，并抑制胆固醇外流［７－８］。由此说

明，ＴＬＲ４及其调节的炎性反应能促进平滑肌源性泡沫
细胞的形成，但其具体机制是否因下调细胞中ＡＢＣＡ１，
尚少见文献报道。

　　在我们的实验中，使用 ＷｉｌｄｔｙｐｅＶＳＭＣｓ和
ＴＬＲ４－／－ＶＳＭＣｓ２种细胞进行建模，旨在证实 ＴＬＲ４
及其调节的炎性反应是否参与平滑肌源性细胞形成过

程中ＡＢＣＡ１表达异常。既往文献报道，ｏｘＬＤＬ能上调
人肥大细胞中ＴＬＲ４表达［１２］，ｍｍＬＤＬ能上调巨噬细胞
中ＴＬＲ４表达［１３］。我们的实验结果显示，ｏｘＬＤＬ组刺
激培养细胞后，ＷｉｌｄｔｙｐｅＶＳＭＣｓ中 ＴＬＲ４蛋白表达较
对照组升高１．５倍，ＴＬＲ４表达上调引起ＮＦκＢ核转位
明显增多，炎症介质ＴＮＦα、ＩＬ１β大量释放，但ＶＳＭＣｓ
中ＡＢＣＡ１表达明显下降。相比之下，ＴＬＲ４－／－ＶＳＭＣｓ
经ｏｘＬＤＬ刺激后未见明显 ＮＦκＢ核转位，且 ＴＮＦα、
ＩＬ１β表达无明显升高，但 ＡＢＣＡ１蛋白表达较
ＴＬＲ４－／－空白对照组反馈性升高１．７倍，故细胞内未
见油红Ｏ染色阳性颗粒。以上研究结果说明ＴＬＲ４基
因敲除后能逆反 ｏｘＬＤＬ诱导的 ＡＢＣＡ１表达下调，能
部分减缓ＶＳＭＣｓ源性泡沫细胞的形成。该实验结果
证实了之前的猜测。

　　综上所述，本研究证实 ＴＬＲ４及其调节的炎性反
应参与下调平滑肌源性泡沫细胞ＡＢＣＡ１表达，这为动
脉粥样硬化的防治增添了新的靶点。在接下来的研究

工作中，将进一步研究ＴＬＲ４下调ＶＳＭＣｓ中ＡＢＣＡ１的
机制。
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