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ＣＤ４０配体通过诱导型环氧合酶途径诱导单核巨噬细胞分泌基质金属蛋白酶
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［摘要］　目的：观察重组人ＣＤ４０配体（ｒｈＣＤ４０Ｌ）对 Ｕ９３７细胞分泌基质金属蛋白酶（ＭＭＰｓ）的影响，探讨其可能的作用机

制。方法：不同浓度（０．１、０．２、０．４μｇ／ｍｌ）的ｒｈＣＤ４０Ｌ和不同浓度（１０
－５、１０－４、１０－３ ｍｏｌ／Ｌ）的 ＮＳ３９８（ＣＯＸ２特异性抑制

剂）分别刺激体外培养的Ｕ９３７细胞２４ｈ后收集上清液；在加入终浓度为０．４μｇ／ｍｌｒｈＣＤ４０Ｌ的基础上，分别加入终浓度为

１０－４ｍｏｌ／Ｌ的阿司匹林（ＣＯＸ１抑制剂）或ＮＳ３９８，共同刺激Ｕ９３７细胞２４ｈ后收集上清液。酶谱法测定上述Ｕ９３７细胞培养

上清中 ＭＭＰｓ活性。结果：ｒｈＣＤ４０Ｌ可使 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９活性增加（Ｐ＜０．０１），且随浓度的增加而逐渐增强，０．４μｇ／ｍｌ

ｒｈＣＤ４０Ｌ作用最强；ＮＳ３９８可抑制 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９的活性，且抑制作用随剂量的增加而增强（Ｐ＜０．０５）。ＮＳ３９８、阿司匹

林均可抑制ｒｈＣＤ４０Ｌ诱导Ｕ９３７细胞分泌 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９（Ｐ＜０．０１），ＮＳ３９８的抑制作用强于阿司匹林（Ｐ＜０．０５）。结

论：ｒｈＣＤ４０Ｌ以浓度依赖的方式诱导单核巨噬细胞分泌 ＭＭＰｓ，这种诱导作用可能与诱导型环氧合酶（ＣＯＸ）有关，而且与

ＣＯＸ２的相关性可能较ＣＯＸ１更密切。
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　　动脉粥样硬化（ＡＳ）后期，斑块不稳定性增加，
影响粥样斑块稳定性的因素有很多。单核巨噬细胞
分泌的 ＭＭＰｓ能够降解纤维帽中的胶原成分，使纤
维帽变薄，是斑块不稳定性增加的一个重要环节。
目前研究［１］发现，ＣＤ４０ＣＤ４０Ｌ可以诱导 ＭＭＰｓ的
表达并与斑块易损性直接相关，但其具体机制尚不
明确。因此，本研究通过观察ｒｈＣＤ４０Ｌ对 Ｕ９３７细
胞分泌 ＭＭＰｓ功能的调节探讨其可能的作用机制。

１　材料和方法

１．１　材料　Ｕ９３７细胞购自上海中科院细胞所，垂
直式凝胶电泳仪为ＢｉｏＲａｄ公司产品，明胶（ｇｅｌａ
ｔｉｎｅ）为美国Ｓｉｇｍａ公司产品。ｒｈＣＤ４０Ｌ购于Ｒ＆Ｄ

公司，阿司匹林购自上海九福制药有限公司，ＮＳ３９８
为美国Ｓｉｇｍａ公司产品。

１．２　Ｕ９３７细胞培养、处理及培养上清样本的制
备　培养Ｕ９３７细胞，３～１０代细胞接种于２４孔板
中，每孔细胞数约为１０６，培养液为含１０％小牛血清
（ＮＢＳ）的ＲＰＭＩ１６４０液，逐孔加药，分别加入终浓
度为０．１、０．２、０．４μｇ／ｍｌ的ｒｈＣＤ４０Ｌ，和终浓度为

１０－５、１０－４、１０－３ ｍｏｌ／Ｌ 的 ＮＳ３９８，以及终浓度为

１０－４ｍｏｌ／Ｌ的阿司匹林，每种浓度３孔，培养２４ｈ
后收集上清液，－２０℃冻存；未加药孔设为空白对
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照。此外，在加入终浓度为０．４μｇ／ｍｌｒｈＣＤ４０Ｌ的
基础上，分别加入终浓度为１０－４ｍｏｌ／Ｌ的阿司匹林
和ＮＳ３９８，培养２４ｈ后收集标本备测，每种标本均
设３孔。

１．３　酶谱法测定上述上清中 ＭＭＰｓ活性　取１０

μｌ上清液样本与等体积的上样缓冲液混合，上样，在
电泳槽中加入预冷的电泳缓冲液，接通电源，电泳

１８０ｍｉｎ后溴酚蓝到达底线，停止电泳。小心将胶
剥离，浸泡于２．５％Ｔｒｉｔｏｎ液中３０ｍｉｎ，然后将胶浸
泡于底物缓冲液中，３７℃过夜。次日将底物缓冲液
弃去，０．５％考马斯亮蓝染色２０ｍｉｎ，脱色液脱色至
凝胶蓝色背景上可见白色透明条带。

１．４　统计学处理　以ＳｘＩｍａｇ２５图像分析系统计
算条带的灰度值。实验重复３次，以空白对照的灰
度值为１，实验组数据与对照组相比取值，所有数据
以珚ｘ±ｓ表示；以ＳＰＳＳ１０．１软件进行ｔ检验和方差
分析，Ｐ＜０．０５认为差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　不同浓度ｒｈＣＤ４０Ｌ对 Ｕ９７３细胞分泌 ＭＭＰｓ
的影响　以不同浓度ｒｈＣＤ４０Ｌ（０．１、０．２、０．４μｇ／

ｍｌ）与 Ｕ９３７细胞作用２４ｈ后，在蓝色的凝胶背景
上可见两条清晰的透明条带，分别位于６８０００和

９２０００处，相应分子量分别为 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９。
经ＳｘＩｍａｇ２５图像分析比较不同条件下的灰度值，
结果显示，ｒｈＣＤ４０Ｌ可使 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９活性
增加，且随浓度的增加而逐渐增强，０．４μｇ／ｍｌｒｈ
ＣＤ４０Ｌ作用最强（图１）。

图１　不同浓度ｒｈＣＤ４０Ｌ作用２４ｈ对Ｕ９３７

细胞分泌 ＭＭＰ２及 ＭＭＰ９的影响

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｒｈＣＤ４０Ｌａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

ｏｎＭＭＰ２ａｎｄＭＭＰ９ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｂｙＵ９７３ｃｅｌｌｓ

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．２　不同浓度 ＮＳ３９８对 Ｕ９３７细胞分泌 ＭＭＰｓ
的影响　不同浓度 ＮＳ３９８（１０－５、１０－４、１０－３ ｍｏｌ／

Ｌ）作用２４ｈ的上清液 ＭＭＰｓ活性测定结果显示

ＮＳ３９８可抑制 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９的活性，且抑制
作用随剂量的增加而增强（图２）。

图２　不同浓度ＮＳ３９８作用２４ｈ后对

Ｕ９３７细胞分泌 ＭＭＰ２及 ＭＭＰ９的影响

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＮＳ３９８ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｎ

ＭＭＰ２ａｎｄＭＭＰ９ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｂｙＵ９７３ｃｅｌｌｓ
　Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．３　ＮＳ３９８和阿司匹林对ｒｈＣＤ４０Ｌ诱导Ｕ９３７细
胞分泌 ＭＭＰｓ的影响　ｒｈＣＤ４０Ｌ（０．４μｇ／ｍｌ）分别
与ＮＳ３９８、阿司匹林共同作用２４ｈ后，经ＳｘＩｍａｇ２５
图像分析测定条带的灰度值，结果显示，ＮＳ３９８、阿
司匹林均可抑制ｒｈＣＤ４０Ｌ 诱导 Ｕ９３７细胞分泌

ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９（Ｐ＜０．０１），ＮＳ３９８的抑制作用
强于阿司匹林（Ｐ＜０．０５）。

图３　ＮＳ３９８和阿司匹林对ｒｈＣＤ４０Ｌ
诱导 ＭＭＰｓ表达的影响

Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＮＳ３９８ａｎｄａｓｐｉｒｉｎｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆＭＭＰｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｒｈＣＤ４０Ｌ
　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＣＤ４０Ｌ；▲Ｐ＜

０．０５ｖｓＡＳＡ＋ＣＤ４０Ｌ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　急性冠脉综合征（ＡＣＳ）是一系列危及患者生命
的临床急症，包括不稳定型心绞痛、急性心肌梗死和
猝死。研究证实粥样硬化斑块由稳定转为不稳定，
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继而破裂导致血栓形成是ＡＣＳ最主要的发病机制。

ＭＭＰｓ是一族Ｃａ２＋和Ｚｎ２＋依赖性酶，ｐＨ值呈中性
时，它可以降解所有细胞外基质成分。ＭＭＰｓ家族
可降解各型胶原、明胶、纤维结合素、层连蛋白，其中

ＭＭＰ１特异性降解Ⅰ、Ⅱ型和Ⅲ型胶原，ＭＭＰ２和

ＭＭＰ９降解变性的胶原（明胶）和弹性蛋白。研究
发现人冠状动脉不稳定斑块中间质胶原酶、明胶酶
及基质溶解素Ⅰ的表达均有所增加；对不稳定型和
稳定型心绞痛患者旋切的斑块组织中明胶酶的检测

表明，前者明胶酶的量明显多于后者。炎性细胞分
泌的多种细胞因子可以促进巨噬细胞分泌 ＭＭＰｓ，
但 ＭＭＰｓ是以酶原形式分泌的，只有在受到激活活
化才能发挥作用。ＭＭＰｓ酶原一经激活，即成为具
有活性的 ＭＭＰｓ，降解纤维帽中细胞外基质成分，使
纤维帽变薄，斑块不稳定而易于破裂。

　　近年来ＣＤ４０和ＣＤ４０Ｌ在ＡＳ发生和斑块稳定
性中的作用日益引起人们的重视。无论早期还是晚
期复杂ＡＳ病变中都有ＣＤ４０和ＣＤ４０Ｌ的表达，尤
其在斑块易破裂的肩部及破裂的斑块中更为显著。
多个研究发现，ＣＤ４０Ｌ诱导而ＣＤ４０Ｌ抗体抑制基
质金属蛋白酶表达［２，３］。ＣＤ４０Ｌ可促进 ＡＳ相关细
胞（如巨噬细胞、内皮细胞和血管平滑肌细胞）分泌
表达趋化因子、黏附分子、细胞因子、ＭＭＰｓ及促凝
因子，通过 ＣＤ４０ 能够诱导斑块相关细胞表达

ＭＭＰｓ与ＴＦ表达，从而诱发急性冠脉事件。

　　Ｍｅｈｔａ等［４］发现阿司匹林可以抑制人冠状动脉

内皮细胞中 ＭＭＰ１的活性，同时另外一些研究［５，６］

发现阿司匹林能够抑制 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９活性。

Ｒｕｐｐ等［７］发现肺炎衣原体感染经由ｐ３８和ｐ４４／４２
ＭＡＰＫ信号途径可诱导ＣＯＸ２ｍＲＮＡ和蛋白快速
持续表达，而肺炎衣原体感染诱导的 ＰＧＥ２和

ＭＭＰ１表达增加可以完全被ＮＳ３９８所抑制；其他
研究者［８，９］发现 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９表达增加是一个

ＰＧＥ２依赖的过程；然而也有人得出相反的结果，

Ｐｉｌｌｉｎｇｅｒ等［１０］发现ＣＯＸ２介导的ＰＧＥ２通过抑制

ＥＲＫ活性而抑制 ＭＭＰ１的表达。

　　本实验以明胶为底物，采用ＳＤＳＰＡＧＥ电泳酶
谱分析方法分析巨噬细胞培养上清液中 ＭＭＰｓ的
活性以及不同浓度的ｒｈＣＤ４０Ｌ和ＣＯＸ２抑制剂及
阿司匹林对其活性的影响。结果显示，Ｕ９３７细胞培
养上清液中有 ＭＭＰ２及 ＭＭＰ９活性表达，而用

ＮＳ３９８和阿司匹林作用后，条带的亮度明显减弱，
表明 ＭＭＰ２及 ＭＭＰ９活性明显减低，且随着浓度
的增 加，对 ＭＭＰ 活 性 的 抑 制 作 用 越 强。而

ｒｈＣＤ４０Ｌ可使 ＭＭＰ２及 ＭＭＰ９活性增加，亦呈剂
量依赖性，以０．４μｇ／ｍｌ剂量时作用最强。阿司匹
林及ＮＳ３９８均可以抑制ｒｈＣＤ４０Ｌ诱导的 ＭＭＰ２
及 ＭＭＰ９活性增加，而ＮＳ３９８的作用强于阿司匹
林。由此我们推测ｒｈＣＤ４０Ｌ对 ＭＭＰｓ的诱导作用
可能与 ＣＯＸ 有关，而与 ＣＯＸ２的相关性可能较

ＣＯＸ１更密切。
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