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　　摘要：目的　探讨 ＥＲＫ1／2信号通路在氧化性低密度脂蛋白 （ＯＸ－ＬＤＬ）诱导的血管平滑肌细胞 （ＶＳＭＣｓ）
Ｔｏｌｌ样受体－4（ＴＬＲ4）ｍＲＮＡ表达中的作用。方法　采用贴块法培养大鼠ＶＳＭＣｓ�在氧化低密度脂蛋白 （ＯＸ－
ＬＤＬ）及 ＰＤ98059（ＥＲＫ1／2特异性抑制剂 ）作用下采用 ＲＴ－ＰＣＲ检测 ＶＳＭＣｓＴＬＲ4ｍＲＮＡ的表达�用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测ＥＲＫ1／2磷酸化水平的变化。结果　ＯＸ－ＬＤＬ使 ＶＳＭＣｓＥＲＫ1／2磷酸化水平升高；ＰＤ98059抑制
ＥＲＫ1／2的磷酸化；ＯＸ－ＬＤＬ刺激ＶＳＭＣｓ上调 ＴＬＲ4ｍＲＮＡ的表达 （Ｐ＜0．05）；ＰＤ98059预孵育后 ＴＬＲ4ｍＲＮＡ
的表达较单独ＯＸ－ＬＤＬ刺激情况下降低 （Ｐ＜0．05）。结论　ＯＸ－ＬＤＬ通过或部分通过 ＥＲＫ1／2信号通路介导
ＶＳＭＣｓＴＬＲ4ｍＲＮＡ的表达。
关键词：动脉粥样硬化；血管平滑肌细胞；氧化性低密度脂蛋白；Ｔｏｌｌ样受体－4；ＥＲＫ1／2
中图分类号：Ｒ543．3　　文献标志码：Ａ　　文章编号：1000－2065（2010）02－0086－03

ＲｏｌｅｏｆＥＲＫ1／2ｐａｔｈｗａｙｉｎｔｈｅｏｘｉｄｉｚｅｄｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｉｎｄｕｃｅｄ
ＴＬＲ4ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ
ＸＵＢｉｎ�ＺＨＡＮＧＹａｎｂｉｎ∗�ＸＵＸｕｇｕａｎｇ�ＷＡＮＧＤａｊｉｅ�ＰＡＮＤｅｆｅｎ�ＬＩＤｏｎｇｙｅ

（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＣａｒｄｉｏｌｏｇｙ�ＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＸｕｚｈｏｕＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ�Ｘｕｚｈｏｕ�Ｊｉａｎｇｓｕ221002�Ｃｈｉｎａ）
Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｒｏｌｅｏｆＥＲＫ1／2ｐａｔｈｗａｙｉｎｔｈｅＴｏｌｌ－ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ4（ＴＬＲ4）ｍＲＮＡｅｘ-

ｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ（ＶＳＭＣｓ）ｉｎｄｕｃｅｄｂｙｏｘｉｄｉｚｅｄｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ（ＯＸ－ＬＤＬ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ
　ＶＳＭＣｓｗｅｒｅｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｔｈｏｒａｃｉｃａｏｒｔａｏｆｒａｔｓｂｙｅｘｐｌａｎｔｔｅｃｈｎｉｑｕｅ．ＴＬＲ4ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＶＳＭＣｓｓｔｉｍｕｌａ-
ｔｅｄｗｉｔｈＯＸ－ＬＤＬａｎｄＰＤ98059（ＥＲＫ1／2ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴ－ＰＣＲ．Ｔｈｅｖａｒｉａｔｉｏｎｓｏｆｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌ-
ａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＥＲＫ1／2ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＯＸ－ＬＤＬｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆ
ＥＲＫ1／2；ＰＤ98059ｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆＥＲＫ1／2；ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＬＲ4ｍＲＮＡｗａｓｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｂｙＯＸ－ＬＤＬｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｉｎＶＳＭＣｓ（Ｐ＜0．05）�ｗｈｉｌｅｉｔｗａｓｄｉｍｉｎｉｓｈｅｄｂｙＰＤ98059ｐｒｅｉｎｃｕｂａｔｉｏｎａｓｃｏｍｐａｒｅｄｔｏＯＸ
－ＬＤＬｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎａｌｏｎｅ（Ｐ＜0．05）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＬＲ4ｍＲＮＡｉｎＶＳＭＣｓｃｏｕｌｄｂｅｍｅｄｉａｔｅｄｂｙＯＸ
－ＬＤＬａｔｌｅａｓｔｉｎｐａｒｔｖｉａＥＲＫ1／2ｐａｔｈｗａｙｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ；ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ；ｏｘｉｄｉｚｅｄｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ；Ｔｏｌｌ－ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ4；ＥＲＫ1／2

　　近年来炎症在动脉粥样硬化 （ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ�
ＡＳ）形成和发展中的作用已经越来越引起人们的重
视 ［1］�可以认为ＡＳ以慢性炎症为基础�以天然和获
得性免疫细胞在动脉壁内膜聚集为特征 ［2］。参与
ＡＳ形成的多种细胞�如巨噬细胞、血管内皮细胞、血
管平 滑 肌 细 胞 （ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ�
ＶＳＭＣｓ）等�都能表达Ｔｏｌｌ样受体－4（Ｔｏｌｌ－ｌｉｋｅｒｅ-
ｃｅｐｔｏｒ4�ＴＬＲ4）。ＴＬＲ4作为一种模式识别受体是
一种介导天然免疫的跨膜信号传递受体�识别致病
原相关分子模式�是联系天然免疫和获得性免疫的

桥梁。越来越多的证据表明 ＴＬＲ4在 ＡＳ的形成和
进展过程中发挥了重要作用 ［3］。本研究旨在探讨
氧化低密度脂蛋白 （ＯＸ－ＬＤＬ）对ＶＳＭＣｓＴＬＲ4ｍＲ-
ＮＡ表达的影响�并从ＥＲＫ1／2信号转导途径探讨其
机制。
1　材料和方法
1．1　材料　ＤＭＥＭ培养基 （Ｇｉｂｃｏ公司 ）；胎牛血清
（杭州四季青公司 ）；ＲＴ－ＰＣＲ试剂盒、Ｔｒｉｚｏｌ（Ｐｒｏ-
ｍｅｇａ公司 ）；ＰＣＲ引物 （上海生工生物工程有限公

·86· 徐州医学院学报　ＡＣＴＡ　ＡＣＡＤＥＭＩＡＥ　ＭＥＤＩＣＩＮＡＥ　ＸＵＺＨＯＵ　2010�30（2）

∗ ∗通信作者�Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｙａｎｂｉｎ99＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ



司 ）；ＯＸ－ＬＤＬ（协和医科大学生物化学教研室 ）；山
羊抗兔二抗 （碧云天生物技术研究所 ）；兔抗大鼠
ＥＲＫ1／2、ｐ－ＥＲＫ1／2、β－ａｃｔｉｎ一抗 （北京中杉金桥
生物技术有限公司 ）；ＰＤ98059（ＥＲＫ1／2上游激酶的
特异性抑制剂�Ｓｉｇｍａ公司 ）。
1．2　方法
1．2．1　大鼠主动脉 ＶＳＭＣｓ培养　雄性 ＳＤ大鼠
（徐州医学院实验动物中心提供 ）�200～250ｇ�断头
处死�取胸主动脉中膜以贴块法培养于含20％胎牛
血清的ＤＭＥＭ中�置于37℃、5％ ＣＯ2孵箱中培养�
5天后可见细胞从组织块边缘爬出�10天后出现致
密细胞层。此时以含10％胎牛血清的ＤＭＥＭ传代�
传代细胞呈典型的 “峰与谷 ”样生长�细胞经α－ＳＭ
ａｃｔｉｎ一抗鉴定为 ＶＳＭＣｓ。取生长良好的第4代细
胞用于实验�接种于六孔培养板内。细胞基本融合
后�用含0．5％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养液继续培养
24ｈ�使细胞处于Ｇ0／Ｇ1期�备用。
1．2．2　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测 ＥＲＫ1／2磷酸化水平
　实验分为3组 （ｎ＝3）：空白对照组、ＯＸ－ＬＤＬ组
（50ｍｇ／Ｌ）和ＯＸ－ＬＤＬ＋ＰＤ98059组 （ＰＤ9805940
μｍｏｌ／Ｌ预孵育1ｈ�然后加 ＯＸ－ＬＤＬ50ｍｇ／Ｌ刺
激 ）�45ｍｉｎ后收集细胞。细胞裂解液裂解细胞�提
取总蛋白�Ｌｏｗｒｙ法进行蛋白质定量�以每孔50μｇ上
样�经12％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳�实验独立重复3次。
1．2．3　ＲＴ－ＰＣＲ法检测ＴＬＲ4ｍＲＮＡ的水平　实
验分为5组 （ｎ＝3）：①空白对照组；②ＯＸ－ＬＤＬ组
（加ＯＸ－ＬＤＬ50ｍｇ／Ｌ�6ｈ后收集细胞 ）；③ＯＸ－
ＬＤＬ＋ＰＤ9805910μｍｏｌ／Ｌ组 （ＰＤ9805910μｍｏｌ／Ｌ
预孵育1ｈ�然后加ＯＸ－ＬＤＬ50ｍｇ／Ｌ刺激�6ｈ后
收集细胞 ）；④ＯＸ－ＬＤＬ＋ＰＤ9805920μｍｏｌ／Ｌ组
（ＰＤ9805920μｍｏｌ／Ｌ预孵育1ｈ�然后加ＯＸ－ＬＤＬ
50ｍｇ／Ｌ刺激�6ｈ后收集细胞 ）；⑤ＯＸ－ＬＤＬ＋
ＰＤ9805940μｍｏｌ／Ｌ组 （ＰＤ9805940μｍｏｌ／Ｌ预孵育
1ｈ�然后加ＯＸ－ＬＤＬ50ｍｇ／Ｌ刺激�6ｈ后收集细
胞 ）。总ＲＮＡ按 Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒说明书的步骤提取。
每组取4μｇ总 ＲＮＡ采用 Ｐｒｏｍｅｇａ公司一步法 Ａｃ-
ｃｅｓｓＲＴ－ＰＣＲ系统进行反应。反应体系为25μｌ。
ＡＭＶ／Ｔｆｉ5×反应缓冲液5μｌ�ｄＮＴＰ0．5μｌ�上、下
游引物各0．5μｌ�ＡＭＶ反转录酶0．5μｌ�ＴｆｉＤＮＡ聚
合酶 0．5μｌ�ＲＮＡ样品 1μｌ�25ｍｍｏｌ／ＬＭｇＳＯ4
1．5μｌ�剩余用无核酶水补足。ＴＬＲ4引物序列：正
义为5′－ＧＣＣＧＧＡＡＡＧＴＴＡＴＴＧＴＧＧＴＧＧＴ－3′；
反义为5′－ＡＴＧＧＧＴＴＴＴＡＧＧＣＧＣＡＧＡＧＴＴＴ－
3′；预计扩增长度为356ｂｐ。内参为甘油醛－3－磷

酸脱氢酶 （ＧＡＰＤＨ）引物序列：正义为5′－ＴＣＣＧＣＣ
ＣＣＴＴＣＣＧＣＴＧＡＴＧ－3′；反义为 5′－ＣＡＣＧＧＡ
ＡＧＧＣＣＡＴＧＣＣＡＧＴＧＡ－3′；预计扩增长度为340
ｂｐ。扩增条件：95℃变性45ｓ；54℃退火45ｓ；72℃
延伸1ｍｉｎ；循环35周期�然后72℃延伸2ｍｉｎ。取
2μｌ产物在1．5％琼脂糖凝胶中�90Ｖ电泳30ｍｉｎ�
紫外灯下观察结果�拍照并保存结果。ＩｍａｇｅＪ图像
分析软件对电泳条带进行半定量分析�ＴＬＲ4和
ＧＡＰＤＨ的光密度比值代表 ｍＲＮＡ的相对表达水

平。实验独立重复3次。
1．3　统计学处理　用 ＳＰＳＳ13．0软件进行统计分
析�各组数据均以 ﹣ｘ±ｓ表示。各组数据总体差异的
比较采用单因素方差分析 （Ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ）�组
间两两比较采用ｑ检验�Ｐ＜0．05为差异有显著性。
2　结　果
2．1　ＯＸ－ＬＤＬ及ＰＤ98059对ＶＳＭＣｓＥＲＫ1／2磷酸
化水平的影响　50ｍｇ／ＬＯＸ－ＬＤＬ刺激下 ＶＳＭＣｓ
的ＥＲＫ1／2磷酸化水平较空白对照组明显升高 （Ｐ
＜0．05）。予40μｍｏｌ／ＬＰＤ98059预孵育1ｈ后�ＯＸ
－ＬＤＬ诱导的 ＥＲＫ1／2磷酸化水平升高可部分抑
制�说明 ＰＤ98059可以抑制 ＥＲＫ1／2磷酸化 （Ｐ＜
0．05）。见表1。
表1　ＯＸ－ＬＤＬ和ＰＤ98059作用下ＥＲＫ1／2

磷酸化水平变化 （ｎ＝3�﹣ｘ±ｓ）
组　别　　　　 ｐ－ＥＲＫ／ＥＲＫ

空白对照组 0．199±0．001
ＯＸ－ＬＤＬ组 0．944±0．008∗

ＯＸ－ＬＤＬ＋ＰＤ98059组 0．441±0．005＃

　　与空白对照组比较：∗Ｐ＜0．05；与 ＯＸ－ＬＤＬ组比较：＃Ｐ
＜0．05

2．2　ＯＸ－ＬＤＬ及ＰＤ98059对ＶＳＭＣｓＴＬＲ4ｍＲＮＡ
表达的影响　空白对照组ＶＳＭＣｓ存在着ＴＬＲ4ｍＲ-
ＮＡ的基础表达；加入 ＯＸ－ＬＤＬ处理6ｈ后�ＴＬＲ4
ｍＲＮＡ的表达明显上调 （Ｐ＜0．05）。预先加入3个
浓度的 ＰＤ98059预孵育 ＶＳＭＣｓ1ｈ�则 ＯＸ－ＬＤＬ
诱导的ＶＳＭＣｓＴＬＲ4ｍＲＮＡ表达上调可部分抑制�
并且随着ＰＤ98059浓度的升高抑制作用加强 （Ｐ＜
0．05）。见表2。
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表2　ＯＸ－ＬＤＬ及ＰＤ98059对ＶＳＭＣｓＴＬＲ4ｍＲＮＡ
表达的影响 （ｎ＝3�﹣ｘ±ｓ）

组　　别　　　　 ＭＣＰ－1／ＧＡＰＤＨ
空白对照组 0．253±0．017
ＯＸ－ＬＤＬ组 1．325±0．030∗

ＯＸ－ＬＤＬ＋ＰＤ9805910μｍｏｌ／Ｌ组 0．780±0．012＃

ＯＸ－ＬＤＬ＋ＰＤ9805920μｍｏｌ／Ｌ组 0．428±0．007＃

ＯＸ－ＬＤＬ＋ＰＤ9805940μｍｏｌ／Ｌ组 0．407±0．005＃

　　与空白对照组比较：∗Ｐ＜0．05；与 ＯＸ－ＬＤＬ组比较：＃Ｐ
＜0．05

3　讨　论
ＡＳ是一种免疫炎症反应�而ＴＬＲ4介导的免疫

细胞炎症反应过程把 ＡＳ形成中的脂代谢紊乱、自
身免疫反应及慢性炎症过程连接到了一起 ［4－5］。在
ＡＳ斑块中存在大量 ＯＸ－ＬＤＬ。ＯＸ－ＬＤＬ可通过
ＴＬＲ4信号通路促进单核细胞趋化蛋白－1（ＭＣＰ－
1）、血管细胞黏附分子－1（ＶＣＡＭ－1）和细胞间黏
附分子1（ＩＣＡＭ－1）等的表达�以及大量的单核巨
噬细胞和Ｔ淋巴细胞向血管内皮迁移�聚集并沉积
于内膜下摄取ＯＸ－ＬＤＬ�进一步促进动脉粥样硬化
的形成。除此之外�ＴＬＲ4还和ＡＳ斑块的稳定性有
关。有研究表明�颈动脉粥样斑块内皮细胞 ＴＬＲ4
的高表达预示着ＡＳ患者斑块的不稳定 ［6］。

ＯＸ－ＬＤＬ可诱导多种血管壁细胞通过 ＴＬＲ4
通路介导ＡＳ形成。血管平滑肌细胞致ＡＳ主要通
过促进炎症因子分泌和增殖来实现。Ｙａｎｇ等 ［7］利
用低浓度大肠杆菌刺激人ＶＳＭＣｓ发现�ＴＬＲ4信号
途径能够促进 ＶＳＭＣｓ转化为促炎表型�从而导致
ＶＳＭＣｓ释放趋化因子、促炎细胞因子�在血管炎症
及ＡＳ的发生、发展过程中发挥重要作用。另一方
面�ＶＳＭＣｓ的异常增殖也是 ＡＳ形成的一个早期事
件�可能是ＡＳ形成的病因之一�多种刺激物都能引
起ＶＳＭＣｓ的增殖�但是 Ｓａｓｕ等 ［8］研究发现作用都
是间接的�至少有一部分是通过 ＴＬＲ4信号转导通
路来实现的�使用 ＴＬＲ4抑制剂能够削弱或阻止这
些刺激物诱导的ＶＳＭＣｓ增殖。

研究发现�来源于人体冠状动脉的ＶＭＳＣｓ表达
ｍＲＮＡ编码ＴＬＲ4、ＴＬＲ4联合分子ＭＤ－2以及细胞
表面分化抗原ＣＤ14。多种因素均可上调 ＴＬＲ4�如
ＬＰＳ［9］、血管紧张素Ⅱ等 ［10］。ＯＸ－ＬＤＬ也可促进
ＴＬＲ4的表达 ［11］�但其机制尚不明确。本实验中正
常未经刺激的ＶＳＭＣｓ也有ＴＬＲ4ｍＲＮＡ的表达。加
入ＯＸ－ＬＤＬ刺激后 ＶＳＭＣｓＴＬＲ4ｍＲＮＡ的表达明
显提高。在此基础上应用ＥＲＫ1／2阻断剂ＰＤ98059

阻断ＥＲＫ1／2信号转导通路�再用 ＯＸ－ＬＤＬ刺激
ＶＳＭＣｓ�ＴＬＲ4ｍＲＮＡ的表达升高被部分抑制。由此
证明ＯＸ－ＬＤＬ通过ＥＲＫ1／2诱导ＶＳＭＣｓＴＬＲ4ｍＲ-
ＮＡ的表达。但是 ＰＤ98059不能完全阻断 ＴＬＲ4
ｍＲＮＡ的表达�因此推测尚有其他信号转导通路促
进ＴＬＲ4ｍＲＮＡ的表达�有待于进一步研究。
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