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［摘　要］目的：观察阿托伐他汀（Ａｔｖ．）对脂多糖（ＬＰＳ）诱导人主动脉内皮细胞（ＨＡＥＣｓ）细胞间黏附分子１
（ＩＣＡＭ１）表达的影响，并探讨其分子机制。方法：用１ｍｇ／ＬＬＰＳ复制ＨＡＥＣｓ损伤模型，通过ＭＴＴ和乳酸脱氢
酶（ＬＤＨ）外漏率实验观察 ５μｍｏｌ／ＬＡｔｖ．对 ＬＰＳ诱导 ＨＡＥＣｓ损伤的保护作用，采用 ＲＴＰＣＲ法检测 Ａｔｖ．对
ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ表达的影响，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ａｔｖ．对 ＩＣＡＭ１、ＩκＢα及 ＮＦκＢ蛋白表达水平的影响。结果：与
ＬＰＳ组比较，Ａｔｖ．能有效抑制 ＬＰＳ诱导的 ＨＡＥＣｓ损伤，细胞活力增加（Ｐ＜００１），ＬＤＨ外漏率减少（Ｐ＜００１），
Ａｔｖ可抑制ＬＰＳ诱导的ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ（Ｐ＜００５）和蛋白表达上调（Ｐ＜００１），还可抑制ＬＰＳ诱导的 ＩκＢα蛋白
表达水平的降低和ｐｈｏｓｐｈｏＮＦκＢｐ６５蛋白表达水平的升高（Ｐ＜００１）。结论：阿托伐他汀对ＬＰＳ诱导ＨＡＥＣｓ
损伤具有保护作用，并有效抑制ＩＣＡＭ１的表达，该作用与抑制ＩκＢα降解及ＮＦκＢｐ６５磷酸化有关。
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　　细胞－细胞间黏附作用在多种刺激诱导的免
疫应答中起重要作用。细胞间黏附分子１（ＩＣＡＭ
１）与整合素家族成员淋巴细胞功能相关抗原１
（ＬＦＡ１）及巨噬细胞分化抗原（Ｍａｃ１）结合，介导
ＬＦＡ１阳性细胞发生黏附及其它生物学反应，在单
核细胞与内皮细胞紧密黏附过程中发挥着极为重

要的作用［１］。ＩＣＡＭ１在脑缺血、帕金森、癌症等疾
病ＩＣＡＭ１表达异常升高，认为 ＩＣＡＭ１表达异常
与肝癌、肺癌及结肠癌等肿瘤的发生发展有

关［２－４］；研究还发现，动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏ
ｓｉｓ，ＡＳ）斑块中和缺血再灌注损伤后的内皮细胞
中ＩＣＡＭ１表达也升高［５－６］，因此 ＩＣＡＭ１已成为
预防和治疗多种疾病的潜在靶点。他汀类药物是

目前临床广泛应用的调血脂药，除有调血脂的作用

外，还具有改善血管内皮功能、抗炎及调节免疫功

能等非调血脂的作用。阿托伐他汀（Ａｔｖ）具有血
药浓度高、亲脂性及半衰期长等特点。本研究通过

探讨Ａｔｖ对脂多糖（ＬＰＳ）诱导人主动脉内皮细胞
（ｈｕｍａｎａｏｒｔｉｃｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＡＥＣｓ）ＩＣＡＭ１表
达的影响，分析 Ａｔｖ作用的分子机制，为 Ａｔｖ发
挥抗炎作用及临床作为非调血脂药物应用提供依

据。

１　材料与方法

１１　材料
ＨＡＥＣ原代细胞购买自美国 Ｓｃｉｅｎｃｅｃｅｌｌ公

司、内皮细胞培养基（ＥＣＭ）、胰蛋白酶、中和液以
及细胞冻存液（ｓｃｉｅｎｃｅｃｅｌｌｒｅｓｅａｒｃｈｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，
ＵＳＡ），Ａｔｖ标准品（中国食品药品检定研究院，Ｌｏｔ
为 １００５９０－２０１３０３），ＬＰＳ（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ０５５，
Ｂ５，Ｓｉｇｍａ，ＵＳＡ），乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）测试盒（南京
建成生物工程研究所，Ｌｏｔ为２０１３０８０６ＢＣＡ），蛋白
定量试剂盒（北京康为世纪生物科技有限公司，Ｌｏｔ
为０００４１３０５），总ＲＮＡ提取试剂盒（天根生化科技
有限公司，Ｌｏｔ为 Ｍ１７２６），逆转录试剂盒（ｔｈｅｒｍｏ
ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ｌｏｔ为００１３２３１１），ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（生
工生物工程（上海）股份有限公司，Ｌｏｔ为１３１１２６０６Ｆ），

ＩＣＡＭ１抗体（Ｓａｎｔａｃｒｕｚ，Ｌｏｔ为Ｆ０５１０），兔抗ＩκＢα抗
体、ｐｈｏｓｐｈｏＮＦκＢｐ６５抗体、ＮＦκＢｐ６５抗体（Ｃｅｌｌ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）。
１２　方法
１２１　ＨＡＥＣｓ培养　参照 Ｓｃｉｅｎｃｅｃｅｌｌ公司指定
培养条件、培养过程培养ＨＡＥＣ原代细胞。以５×
１０７／Ｌ接种于培养瓶（板）内，５％ＣＯ２、３７℃培养至
细胞融合，用第４～５代细胞进行以下研究。
１２２　分组及处理　研究分为空白对照组、模型
组及Ａｔｖ组，ｃｏｎｔｒｏｌ组以无血清培养基处理，模型
组采用 １ｍｇ／Ｌ的 ＬＰＳ处理培养１２ｈ，Ａｔｖ组采用
５μｍｏｌ／Ｌ的 Ａｔｖ预处理细胞１ｈ，然后加入１ｍｇ／
Ｌ的ＬＰＳ后培养１２ｈ，收集细胞进行后续研究。
１２３　细胞损伤检测　（１）ＭＴＴ检测细胞存活
率：取对数生长期的细胞消化后，调整细胞密度，以

１×１０４／孔 细胞接种于９６孔板；待细胞贴壁融合
后弃去上清液，各组药物干预后，吸去培养液，每孔

加入无血清ＤＭＥＭ１８０μＬ及 ＭＴＴ液２０μＬ，继续
培养４ｈ，分离上清液，向细胞沉淀中加入１５０μＬ
ＤＭＳＯ低速振荡１０ｍｉｎ，于４９０ｎｍ波长处测定各
孔吸光度值，计算细胞存活率。（２）ＬＤＨ外漏率：
上清液 ＬＤＨ提取，取对数生长期的细胞接种于２４
孔板，各组药物干预１ｈ后，加 ＬＰＳ（１ｍｇ／Ｌ）共同
孵育１２ｈ，吸取上清液，－２０℃冰箱保存，以待检
测；细胞内ＬＤＨ提取，吸去上清后的细胞用ＰＢＳ洗
３遍，１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００冰上裂解细胞 ２０ｍｉｎ，取裂
解液，４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，取上清液，使
用ＢＣＡ试剂盒进行蛋白定量，计算胞内蛋白浓度，
－２０℃保存。根据 ＬＤＨ检测试剂盒说明书检测
上清液和细胞内ＬＤＨ含量，计算ＬＤＨ外漏率。
１２４　ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ检测　采用 ＲＴＰＣＲ法，将
ＨＡＥＣ接种于 ６孔板培养，细胞融合后药物处理
１２ｈ，使用总ＲＮＡ提取试剂盒（天根生化科技有限
公司）提取细胞总 ＲＮＡ。以提取的 ＲＮＡ为模板，
使用逆转录试剂盒（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）合成 ｃＤＮＡ，
由生工生物工程（上海）股份有限公司设计、合成

ＩＣＡＭ１引物，上游引物序列为 ５′ＣＣＴＣＡＣＡＣＴ
ＴＣＡＣＴＧＴＣＡＣＣＴ３′，下游引物序列为 ５′ＣＧＴＧＣ
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ＣＧＣＡＣＴＧＡＡＣＴＧＧＡＣ３′；内参对照 ＧＡＤＰＨ上游
引物序列为５′ＡＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴＧ３′，下
游引物序列为 ５′ＡＧＧＧＧＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣ３′。
扩增条件为 ９４℃预变性 ２ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ｓ，
５５℃退火３５ｓ，７２℃延伸３５ｓ，共３０次循环；７２℃
最后延伸２ｍｉｎ；共重复３次。扩增结束后，取１×
ＴＡＥ电泳缓冲液，配置１８％琼脂糖凝胶溶液，加
入无毒核酸染料，充分混匀，取５μＬＰＣＲ产物进
行电泳，凝胶成像仪成像，Ｂａｎｄｓｃａｎ分析灰度值，以
ＩＣＡＭ１／ＧＡＤＰＨ表示各组ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ表达。
１２５　ＩＣＡＭ１、ＮＦκＢ及 ＩκＢα蛋白表达检测
采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法，取生长良好的 ＨＡＥＣｓ，各组
药物干预后，弃除含药培养基，预冷的 ＰＢＳ洗 ３
遍，加入含 ＰＭＳＦ的 ＲＩＰＡ裂解液适量，冰上振荡
２０ｍｉｎ，刮下细胞，取裂解液于 １５ｍＬＥＰ管内，
４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ３０ｍｉｎ，收集上清液，用
ＢＣＡ试剂盒蛋白定量后，－７０℃保存。调整蛋白
浓度，以含总蛋白 ４０μｇ的总体积 ２０μＬ体系上
样。蛋白样品９５℃变性５ｍｉｎ，用１０％ ～１２％的
变性 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳分离并转移至 ＰＶＤＦ膜
（３００ｍＡ，２ｈ）。转膜后，５％ 的脱脂牛奶 （ＴＢＳＴ
配制）室温封闭１ｈ。加入一抗稀释液（ＩＣＡＭ１１∶
２００，ＩκＢα１∶１０００，ｐｈｏｓｐｈｏＮＦκＢｐ６５１∶１０００，

ＮＦκＢｐ６５１∶１０００，βａｃｔｉｎ１∶５０００），４℃孵育过
夜。一抗孵育后，ＴＢＳＴ洗涤３次，５ｍｉｎ／次，二抗
稀释液（１∶６０００）室温孵育 １～２ｈ，ＴＢＳＴ洗涤 ３
次，５ｍｉｎ／次，通过 ＥＣＬ化学发光法显色，ＢｉｏＲａｄ
凝胶成像系统成像，Ｂａｎｄｓｃａｎ软件分析蛋白条带
灰度强弱。

１３　统计学分析
数据采用 ＳＰＳＳ１６０统计软件进行分析。实

验数据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，各组间比较
采用单因素方差分析（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ），两两比
较采用ｔ检验。Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２１　各组ＨＡＥＣｓ细胞存活率与ＬＤＨ外漏率
ＭＴＴ结果表明（图 １Ａ），ＬＰＳ与 ＨＡＥＣｓ作用

１２ｈ后，细胞活力较对照组细胞明显降低（Ｐ＜
００１）。与模型组比较，Ａｔｖ组对 ＬＰＳ诱导 ＨＡＥＣ
损伤ＭＴＴ值降低具有抑制作用 （Ｐ＜００１）。ＬＤＨ
外漏是细胞损伤的生物标志物之一，本研究结果显

示（图１Ｂ），与ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，模型组 ＬＤＨ外漏率
明显增加 （Ｐ＜００１）；与模型组比较，Ａｔｖ组对可
显著降低ＬＤＨ外漏率（Ｐ＜００１）。

（１）与空白对照组比较，Ｐ＜００１；（２）与模型组比较，Ｐ＜００１

图１　各组细胞存活率与ＬＤＨ外漏率的影响
Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＡｔｖ．ｏｎｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙａｎｄＬＤＨｒｅｌｅａｓｉｎｇｒａｔｉｏ

２２　ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ及蛋白表达
结果显示，模型组 ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ及蛋白表达

明显增高（Ｐ＜００１），Ａｔｖ可抑制 ＬＰＳ诱导的
ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ（Ｐ＜００５）和蛋白表达上调（Ｐ＜
００１），见图２。
２３　ＮＦκＢ及ＩκＢα蛋白表达

与空白对照组比较，模型组 ＨＡＥＣｓ中 ＩκＢα
蛋白表达明显降低（Ｐ＜００１），ｐｈｏｓｐｈｏＮＦκＢ
ｐ６５表达明显升高（Ｐ＜００１）；Ａｔｖ组 ＩκＢα蛋白

表达水平高于模型组，但低于空白对照组，ｐｈｏｓ
ｐｈｏＮＦκＢｐ６蛋白表达水平低于模型组（Ｐ＜
００１），说明Ａｔｖ能抑制 ＬＰＳ诱导的 ＮＦκＢ的激
活。

３　讨论

Ａｔｖ作为３羟基３甲基戊二酰辅酶 Ａ（ＨＭＧ
ＣｏＡ）还原酶抑制剂，具有良好的调血脂作用，特别
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（１）与空白对照组比较，Ｐ＜００１；（２）与模型组比较，Ｐ＜００１；（３）与模型组比较，Ｐ＜００５

图２　Ａｔｖ．对ＬＰＳ诱导ＨＡＥＣｓＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ及蛋白表达的影响
Ｆｉｇ．２　ＩｍｐａｃｔｏｆＡｔｖ．ｏｎＬＰＳｉｎｄｕｃｅｄＩＣＡＭ－１ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

（１）与空白对照组比较，Ｐ＜００１；（２）与模型组比较，Ｐ＜００１

图３　Ａｔｖ．对ＬＰＳ诱导ＨＡＥＣｓ中ＩκＢα及ｐｈｏｓｐｈｏＮＦκＢｐ６５蛋白表达的影响
Ｆｉｇ．３　ＩｍｐａｃｔｏｆＡｔｖ．ｏｎＬＰＳｉｎｄｕｃｅｄＩκＢαａｎｄｐｈｏｓｐｈｏＮＦκＢｐ６５ｌｅｖｅｌｓ
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是在高胆固醇血症的治疗中得到广泛应用。目前，

Ａｔｖ仍主要用于心血管系统疾病的治疗，如高脂
血症、急性冠脉综合症、冠状动脉介入治疗等［７］。

Ａｔｖ的非调血脂作用近年来受到广泛关注，研究证
实，通过抑制ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信号，Ａｔｖ能够改善糖尿
病伴高血压大鼠血管内皮功能，对三硝基苯磺酸

（ＴＮＢＳ）诱导的大鼠急性肠炎有保护作用［８－９］。体

内、体外研究表明，他汀类药物亦具有抗癌活性［１０］。

　　大量研究表明以抑制 ＩＣＡＭ１异常过表达为
靶点，对于缓解炎症反应和免疫应答具有重要意

义。本研究结果显示，Ａｔｖ能有效的抑制 ＬＰＳ诱
导的ＨＡＥＣｓＩＣＡＭ１转录（Ｐ＜００５）及蛋白表达
水平（Ｐ＜００１）。核因子κＢ（ＮＦκＢ）在炎症反
应和免疫应答中起关键作用，其激活可以诱导多种

炎症因子表达，是内皮细胞炎症信号的重要通路之

一，在炎症反应应答、细胞黏附、组织细胞凋亡有关

基因表达的调控中起关键作用。研究证实，ＩＣＡＭ
１的表达受到 ＮＦκＢ调控［１１］。为阐明 Ａｔｖ抑制
ＩＣＡＭ１表达的分子机制，本研究观察了与 ＮＦκＢ
激活密切相关的蛋白ＩκＢ及磷酸化ＮＦκＢｐ６５的
表达情况。结果表明 Ａｔｖ组较 ＬＰＳ组 ＩκＢα蛋白
表达增加（Ｐ＜００１），而磷酸化 ＮＦκＢｐ６５表达
降低（Ｐ＜００１），这表明，Ａｔｖ对 ＩＣＡＭ１表达的
抑制作用与抑制ＮＦκＢ的激活有关，而该作用与
稳定ＩκＢα，抑制ＮＦκＢｐ６５磷酸化有关。

综上，Ａｔｖ对 ＬＰＳ诱导的血管内皮细胞损伤
具有保护作用，这可能与其抑制 ＩＣＡＭ１的表达有
关。其对ＩＣＡＭ１表达的抑制作用至少部分与抑
制ＮＦκＢ激活有关，这为Ａｔｖ抗炎作用提供了实
验依据。但对 Ａｔｖ在血管内皮细胞中调控 ＮＦκ
Ｂ信号通路的分子机制仍有待进一步研究。
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［１０］ＸｉａｏＨ，ＹａｎｇＣＳ．Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｒｅｇｉｍｅｎｗｉｔｈｓｔａｔｉｎｓａｎｄ
ＮＳＡＩＤｓ：ａｐｒｏｍｉｓｉｎｇｓｔｒａｔｅｇｙｆｏｒｃａｎｃｅｒｃｈｅｍｏｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ
［Ｊ］．ＩｎｔＪＣａｎｃｅｒ，２００８（５）：９８３－９０．

［１１］ＬｅｅＡ，ＪｕｎｇＹ，ＴｈａｎｈＴ，ｅｔａｌ．Ｐａｒｉｃａｌｃｉｔｏｌａｔｔｅｎｕａｔｅｓ
ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｉｎｄｕｃｅｄｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｂｙ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅＮＦκＢｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌ
Ｍｅｄ，２０１６（４）：１０２３－１０２９．

（２０１６－０２－１３收稿，２０１６－０７－０１修回）
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