
 

中国现代应用药学 2010 年 1 月第 27 卷第 1 期                                     Chin JMAP, 2010 January, Vol.27 No.1       ·1· 

·论  著· 
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主要细胞的TLR4表达的影响 
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摘要：目的  观察青心酮对小鼠动脉粥样硬化(AS)斑块中平滑肌细胞、内皮细胞、巨噬细胞 Toll 样受体 4 表达(Toll-like 

receptor 4，TLR4)的影响，及对载脂蛋白 E 基因敲除小鼠主动脉粥样硬化病变的影响。方法  取小鼠胸主动脉，进行平

滑肌细胞、内皮细胞的原代培养，RAW 264.7(小鼠巨噬细胞)细胞株传代培养。实验分 4 组：空白对照组，脂多糖(LPS)

组，青心酮组，辛伐他汀组。收集各组细胞总 mRNA 及蛋白，应用 RT-PCR 及 Western-blot 方法检测 TLR4 mRNA 及蛋

白。取 30 只 8 周龄雄性 ApoE(-/-)小鼠，随机分成 3 组：模型组(n=10)，每天生理盐水灌胃；青心酮治疗组(n=10)经胃管

灌注青心酮 10 mg·kg1·d1，辛伐他汀治疗组(n=10)经胃管灌注辛伐他汀 10 mg·kg1·d1。所有实验小鼠均饲以“西方类型

膳食”饲料 12 周。剪取主动脉根部切片及 HE 染色观察主动脉粥样硬化病变情况。结果  1×107 mol·L1 青心酮组血管

平滑肌细胞、内皮细胞、巨噬细胞 TLR4 mRNA 和蛋白含量明显低于未处理组(P<0.01)；与辛伐他汀组比较无显著性差异；

青心酮组 AS 病灶形成减少。结论  青心酮可下调 LPS 活化的小鼠平滑肌细胞、内皮细胞、巨噬细胞 TLR4 mRNA 和蛋

白的表达，在一定程度上能减少 AS 病灶的形成，可能通过 TLR4 途径发挥其作用。 

关键词：青心酮；Toll 样受体 4；动脉粥样硬化 

中图分类号：R965.2       文献标志码：A       文章编号：1007-7693(2010)01-0001-05 

 
Effect of 3,4-dihydroxyacetophenone on Atherogenesis in ApoE-Deficient Mice and the Expression of 
TLR4 in Three Main Cells of Atherosclerosis Plaque   
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Duyun2(1.Department of Pathophysiology, Weifang Medical College, Weifang 261053, China; 2. Pathophysiology Department 

of Tongji Medical College of Huazhong University of Science and Technology, Wuhan 430030, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To explore the effect of 3,4-dihydroxyacetophenone(DHAP) on the expression of Toll-like 
receptor 4(TLR4) mRNA and protein in activated mouse vascular smooth muscle cells (VSMC), endothelial cells (EC) and 
macrophage (MC) to observe the change of aortic atherosclerosis at apolipoprotein E knockout (ApoE-/-) mouse treated with 
DHAP. METHODS  Normal thoracic aortas were obtained from 4 adult mice, and the VSMC, EC were cultured. The MC 
(RAW264.7 cell lines) was obtained from ATCC. The cells were divided into four groups: control group; LPS group; DHAP 
group; simvastatin group. Changes of TLR4 mRNA and protein were analyzed by RT-PCR and Western blot. In addition, 30 same 
age male mice of ApoE(-/-) were fed with a Western diet (21% fat, 0.15% cholesterol) for 12 weeks, and these mice were divided 
into three groups at random including: model group; DHAP treated group receiving DHAP administered via gastric tube at 10 

mg·kg1·d1 for consecutive 12 weeks; simvastatin treated group receiving simvastatin administered via gastric tube at 10 

mg·kg1·d1 for consecutive 12 weeks. The changes of aortic atherosclerosis were analyzed. RESULTS  The VSMC, EC and 

MC pretreated by 1×107 mol·L1 DHAP expressed TLR4 mRNA and protein lower than unpretreated ones (P<0.01) in activated. 
The lesions of aortic atherosclerosis were inhibited in two treated groups. CONCLUSION  It suggested that DHAP could be 
effective for the prevention and treatment of AS, and TLR4 path might be the mechanism of DHAP to treat AS.  
KEY WORDS: 3,4-dihydroxyacetophenone; Toll-like receptor 4; atherosclerosis 

 

动脉粥样硬化(atherosclerosis，AS)是一种炎症

性疾病，Toll样受体4(Toll-like receptor 4，TLR4)

在其中扮演了重要的角色。AS斑块中的主要细胞：

血管平滑肌、内皮细胞、巨噬细胞都表达TLR4[1]，
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因此，应用抗炎药物抑制TLR4在AS斑块中的表

达，便能影响AS的发生发展过程。活血化瘀中药

成分青心酮(3，4-dihydroxyacetophenone，DHAP)

在临床上用于冠心病，妊娠高血压综合征[2-3]等均

获得较好的疗效，其药理作用机制尚未完全阐明。

本课题组前期工作发现DHAP能显著抑制巨噬细

胞TNF-α的分泌，具有较好的抗炎作用[4]。DHAP

能否通过血管平滑肌、内皮细胞TLR4途径是否通

过抑制TNF-α的分泌来影响AS炎症反应的发展，

目前尚无这方面的报道。本试验拟研究DHAP对

AS斑块中平滑肌、内皮细胞、巨噬细胞的TLR4表

达的影响，初步探讨DHAP对AS的防治机制。 

1  材料与方法 

1.1  动物 

    ApoE(-/-)小鼠，♂，8周龄，清洁级，体重

(18.14±0.70)g，购于协和医大实验动物中心，合格

证号：scxk(京)2005-0013。 

1.2  药品与试剂 

    青心酮(北京制药三厂，批号：051202，规格：

2 mL·支1)；辛伐他汀(浙江京新药业公司，批号：

100601-200502，规格：10 mg·片1)；戊巴比妥钠

(Westang，批号：P3671，规格：5 g)；RT-PCR相

关试剂(GibcoBrl公司)。免疫印迹法相关试剂(北京

中山生物技术有限公司)。 

1.3  细胞株及培养  

    RAW 264.7细胞株购自中国科学院上海细胞

所，用DMEM完全培养基，在37 ℃，5% CO2培养

箱中培养。 

1.4  主要仪器 

    2720型PCR仪(USA)，Hoefer垂直型电泳槽和

湿式电转膜槽(USA)，DF-C型电泳仪(东方特力科

贸中心)，BIO-RAD型转膜仪(USA)，AM188402

酶标仪(DNA-ESPRP)。 

1.5  细胞实验 

1.5.1  细胞培养  在 37 ℃，5% CO2培养箱培养细

胞，细胞密度为 1×109 L1。小鼠巨噬细胞株(RAW 

264.7)传代培养。血管平滑肌细胞、内皮细胞取自

C57BLP6J 小鼠胸主动脉，原代培养，方法：①血

管平滑肌细胞。用植块法培养小鼠主动脉平滑肌

细胞，7 d 左右长出细胞，呈峰谷状交错生长，10~ 

14 d 长满培养瓶的 70%~80%，用 0.25%胰蛋白酶

和 0.02%EDTA 以 1∶2 比例进行消化传代培养，

实验用 4~8 代。②血管内皮细胞。将小鼠主动脉

翻转，两端完全折入封闭，置于培养瓶中，加入

含有 20%胎牛血清的 DMEM/F12 培养液，细胞培

养约 12~14 d，迁出生长的细胞覆盖培养瓶面积的

2/3 以上，约 80%的细胞汇合即可传代培养，用

0.25%胰蛋白酶和 0.02% EDTA 以 1∶2 比例进行

消化传代培养，实验用 4~8 代。 

1.5.2  实验内容  本试验采用脂多糖(LPS)刺激小

鼠平滑肌细胞 (vascular smooth muscle cells，

VSMC)、内皮细胞(endothelial cells，EC)、巨噬细

胞(macrophage，MC)使其活化(在培养基中加入

LPS，浓度为10 ng·mL1，用此培养基培养细胞，

刺激细胞发生炎症反应)，时间为8 h(预实验此时

TLR4变化最明显)。实验分为4大组：空白对照组

(正常细胞培养，加入等量的培养基，不加入任何

药物)；LPS组(加入等量的培养基3 h，再加入LPS 

10 ng·mL1 刺激8 h)；DHAP组(先加入溶有DHAP 

107 mol·L1的培养基培养3 h，再加入LPS 10 ng·mL1

刺激8 h)；辛伐他汀组(阳性对照组，先加入溶有辛

伐他汀5×107 mol·L1的培养基培养3 h，再加入

LPS 10 ng·mL1刺激8 h)。 

1.5.3  指标测定 

1.5.3.1  RT-PCR[5]  目的基因TLR4：上游引物5＇

TGGATACGTTTCCTTATAAG 3＇，下游引物5＇

GAAATGGAGGCACCCCTTC 3＇；β-actin：上游引

物5＇ATCATGTTTGAGACCTTCAACA 3＇，下游

引物5＇CATCTCTTGCTCGAAGTCCA 3＇。扩增片

段分别为311 bp，300 bp。扩增：每个反应体系用

2.5 µL 10×PCR Buffer，2 µL 25 mmol·L1 MgCl2，

1 µL 5 µmol·L1上游引物，1 µL 5 µmol·L1下游引

物，1 U TaqDNA聚合酶，15 µL H2O，混匀，分装

到0.2 mL PCR薄壁管里，每管23 µL。内参采用同

样的方式进行。在每管中加入2 µL RT产物，混匀。

加入30 µL石蜡油。目的、内参基因PCR扩增条件：

94 ℃预变性5 min，94 ℃变性1 min，56 ℃退火

1 min，72 ℃延伸1 min，最后一次延伸10 min；目

的基因扩增32个循环，内参扩增25个循环。扩增

产物用含EB的15 g·L1琼脂糖凝胶电泳，在紫外

灯下观察照相。并经图像分析系统软件(ID软件)

处理，以TLR4与内参β-actin的平均吸光度比值进

行半定量分析。  

1.5.3.2  免疫印迹法[5]  弃去培养基，用冰 PBS

洗 2 遍，加入细胞裂解液，在冰上静置 10~20 min，

转移到 EP 管中，加入 1/3 体积的 4×sample buffer，
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煮沸 10 min，超声破碎，3 000 r·min1 室温离心，

取上清。SDS-PAGE 电泳分离蛋白。将蛋白从电

泳凝胶中转移到 NC 膜上。5%脱脂奶粉封闭

30 min，一抗 37 ℃ 2 h，TBS冲洗 3次，每次 15 min，

碱性磷酸酶标记二抗 37 ℃ 1 h，TBS 冲洗 4 次，

每次 15 min，NBT 方法显色 10 min。扫描分析。 

1.6  整体实验 

1.6.1  小鼠饲养  取30只8周龄雄性ApoE(-/-)小

鼠，随机分成3组：模型组(n=10)，建立小鼠AS模

型； DHAP治疗组 (n=10)经灌胃针灌注 DHAP 

10 mg·kg1·d1；辛伐他汀治疗组(n=10)经灌胃针灌

注辛伐他汀10 mg·kg1·d1。所有实验小鼠均为清洁

级别，到达动物室后在同样温度、湿度和光照等

环境条件下适应3 d，进食进水正常，体重稳定后

开始进入试验程序。所有小鼠自由进食饮水，实

验用药溶于生理盐水配成混悬液，根据当日动物

体重用注射器抽取药液，然后经灌胃针灌胃；模

型组均给予生理盐水灌胃。所有实验小鼠均饲以

含脂肪21%，胆固醇0.15%的“西方类型膳食”饲

料至12周。 

1.6.2  实验取材  小鼠禁食过夜(不禁水)，称体

重。5%戊巴比妥钠40 mg·kg1腹腔注射，无菌条件

下心脏取血，取主动脉根部血管10%甲醛固定后行

石蜡包埋，自主动脉根部向下行连续切片，每只

小鼠切片50张，每张切片2个组织面，切片厚5 μm，

每间隔6张取1张，进行HE染色，光镜观察血管壁

AS病变的组织学形态；数码相机100倍镜下采集图

像，用Image Pro Plus 6.0图像处理软件作形态学分

析，测量动脉壁横切面积、粥样斑块面积，计算

粥样斑块面积与动脉壁横切面积之比，取其均值

进行统计学分析。 

1.7  统计分析 

全部数据用SPSS 13.0统计软件进行处理，数

据以 sx  表示，采用单因素方差分析，组间比较

用LSD检验分析。 

2  结果 

2.1  DHAP 对 LPS 活化小鼠血管平滑肌细胞、内

皮细胞、巨噬细胞 TLR4 mRNA 表达的影响。 

DHAP对3种细胞TLR4 mRNA表达的影响是

一致的。与空白对照组比较，LPS组TLR4 mRNA

及蛋白的表达明显增高(P<0.01)。DHAP组和辛伐

他汀组与LPS组比较均下降(P<0.01)，但高于空白

对照组(P<0.01)，且DHAP组和辛伐他汀组的差异

无统计学意义(P>0.05)，结果见表1。 

表 1  DHAP 对 LPS 活化血管内皮细胞、内皮细胞、巨噬细胞 TLR4 mRNA 表达的影响(n=8) 

Tab 1  Effects of DHAP on TLR4 mRNA expression at activated VSMC, EC, MC by LPS (n=8) 

组  别 剂量 血管平滑肌细胞 内皮细胞 巨噬细胞 

空白对照组  0.271±0.017 0.414±0.027 0.553±0.009 

LPS组 10 ng·mL1 2.380±0.0511) 1.079±0.0391) 0.978±0.0561) 

DHAP组 107 mol·L1 0.606±0.0322) 0.524±0.0352) 0.481±0.0222) 

辛伐他汀组 5×107 mol·L1 0.603±0.0232) 0.482±0.0172) 0.479±0.0162) 

注：与空白对照组比较，1)P<0.01；与 LPS 组比较，2)P<0.01 

Note: Compared with control group, 1)P<0.01; compared with LPS group, 2)P<0.01 

2.2  DHAP 对 LPS 活化血管内皮细胞、内皮细胞、

巨噬细胞 TLR4 蛋白合成的影响。 

DHAP 对 3 种细胞 TLR4 蛋白的影响是一致

的。与空白对照组比较，LPS 组 TLR4 蛋白量明

显增高(P<0.01)。DHAP 组和辛伐他汀组与 LPS

组比较均下降(P<0.01)，在血管平滑肌细胞和巨噬

细胞均高于空白对照组(P<0.01)，但在内皮细胞却

低于空白对照组(P<0.01)。3 种细胞的 DHAP 组和

辛伐他汀组的差异均无统计学意义(P>0.05)，结果

见表 2。 

表 2  DHAP 对 LPS 活化血管内皮细胞、内皮细胞、巨噬细胞 TLR4 蛋白合成的影响(n=8) 

Tab 2  Effects of DHAP on TLR4 protein at activated VSMC, EC, MC by LPS (n=8) 

组  别 剂量 血管平滑肌细胞 内皮细胞 巨噬细胞 

空白对照组  20.369±1.221 31.617±0.946 105.392±1.121 

LPS组 10 ng·mL1 44.109±1.3041) 57.112±1.3251) 194.096±1.2141) 

DHAP组 107 mol·L1 31.232±0.8732) 15.901±0.6842) 92.957±0.7252) 

辛伐他汀组 5×107 mol·L1 30.689±0.7842) 15.320±1.0322) 96.293±0.9662) 

注：与空白对照组比较，1)P<0.01；与 LPS 组比较，2)P<0.01 

Note: Compared with control group, 1)P<0.01; compared with LPS group, 2)P<0.01 
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2.3  DHAP对ApoE基因敲除小鼠斑块形成的影响 

2.3.1  HE染色结果  模型组ApoE(-/-)小鼠主动脉

均有斑块形成，以纤维斑块为主，可见由大量泡

沫细胞形成的脂纹；DHAP治疗组和辛伐他汀治疗

组纤维帽较厚，结构较为完整，内含脂质成分，

泡沫细胞数量较少，见图1。 

2.3.2  面积与主动脉壁横截面积的比较  DHAP

组、辛伐他汀组与空白对照组比较，斑块总面积

明显减少(P<0.01)；斑块面积/动脉壁横切面积也明

显降低(P<0.01)；但2组之间无显著性差异；3组之

间的血管壁面积无统计学差异(P>0.5)，见表3。 

 
图 1  DHAP 对 ApoE 基因敲除小鼠斑块形成的影响(HE

染色，×200) 
A模型组；BDHAP 治疗组；C辛伐他汀治疗组 

Fig 1  The effect of DHAP on atherosderosis plaque at 
ApoE(-/-) mice 
Amodel group; BDHAP group; Csimvastatin group 

表 3  DHAP 对 ApoE 基因敲除小鼠斑块形成的影响(n=10) 

Tab 3  Influnce of DHAP on the atherosclerosis of ApoE(-/-) mice (n=10) 

组  别 剂量/mg·kg1·d1 LA/μm2 PA/μm2 PA/LA/% 

空白对照组  100 022.58±15 917.65 7 752.49±635.76 7.75 

DHAP组 10 93 650.02±20 568.56 3 560.80±927.60 3.801) 

辛伐他汀组 10 97 362.53±14 367.44 3 241.71±842.51 3.301) 

注：与空白对照组比较，1)P<0.01 

Note: Compared with control group, 1)P<0.01 

3  讨论 

Toll蛋白最初是在果蝇胚胎中发现的，在介导

果蝇的天然免疫反应过程中起着重要作用。哺乳

动物Toll蛋白的同源受体称Toll样受体(tol1 1ike 

receptors，TLRs)，其中TLR4因其主要介导LPS损

伤细胞作用而备受关注。TLR4介导LPS等致病因

子引发的致炎细胞因子释放过程主要是TLR4识别

内、外源性配体后，启动炎性应答信号通路及诱

导TNF-α等致炎因子释放，进而激活抗病原通路，

直接去除病原体，对机体组织产生保护作用，但

同时也可引起组织损伤[6-7]。 

AS是一种多因素参与的严重危害人类健康的

常见疾病，其形成过程和发病机制复杂，具体机

制尚未完全阐明。1999年R.ROSS教授在其损伤反

应学说的基础上，明确提出“动脉粥样硬化是一

种炎症性疾病”[8]。TLR4因具有介导致病因子启

动炎性应答信号通路等功能[7]，被认为与AS的关

系最为密切。此外，TLR4可能为细菌感染和动脉

粥样硬化炎症形成之间建立一个桥梁，通过调节

先天与获得性免疫而在宿主抗微生物感染及抗机

体内源性配体中起重要作用，从而在AS这一炎症

性疾病的发生发展中有着重要作用[9-11]。 

DHAP是从活血化瘀中药毛冬青根中提取的

有效成分，研究治疗冠心病、妊高征等均获得较

好的疗效，还能较好的舒张血管，抑制血管平滑

肌增殖等[3-4]。在体外实验中从实验数据上可以看

出DHAP对AS斑块中3种主要细胞：血管平滑肌细

胞、内皮细胞和巨噬细胞TLR4的表达有明显抑制

作用，部分抑制TNF-α分泌，具有较好的抗炎作用；

DHAP对血管平滑肌细胞及巨噬细胞TLR4在基因

及蛋白水平的影响是一致的，而对血管内皮细胞

TLR4在基因及蛋白水平的影响不一致：在基因水

平，用药后TLR4仍高于空白对照组；在蛋白水平，

用药后TLR4蛋白低于空白对照组，且与阳性对照

组(辛伐他汀组)是一致的，这是否提示了TLR4蛋

白在血管内皮细胞合成过程中某个环节又受到

DHAP的抑制作用，仍有待于进一步研究。此外，

在整体实验中明确了DHAP对AS斑块的数目、大

小的影响，为DHAP用于防治AS提供了确切的实

验依据。 
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用 SiRNA 沉默 SSAT 基因表达降低人 A549 肺癌细胞对抗癌多胺

类似物 CPENSpm 的敏感性 
 

韩钰，任玉珊，曹春雨，任东明，周永芹，王艳林*
 (三峡大学医学院分子生物学研究所, 湖北 宜昌 443002) 

 
摘要：目的  探讨精脒/精胺乙酰转移酶(Spermidine/Spermine N1-Acetyltransferase，SSAT)基因表达沉默对多胺类似物

CPENSpm 抗瘤活性的影响。方法  用 SiRNA 技术获得 SSAT 基因表达沉默的人 A549 肺癌细胞株，QT-RT-PCR 法用于

分析 SSAT 基因的表达水平，MTT 法检测细胞的存活率，DNA 片段化分析和流式细胞/亚凋亡峰分析检测细胞凋亡状况。

结果  成功获得 SSAT基因表达沉默的人 A549肺癌细胞株。用 10 µmol·L1 CPENSpm处理对照细胞 24 h可使 SSAT mRNA 

水平升高 23倍，但在 SSAT表达沉默的细胞中 CPENSpm无此影响。细胞增殖实验发现，SSAT表达沉默的细胞对 CPENSpm 

(0~20 µmol·L1 )的药物敏感性显著性低于对照细胞。细胞凋亡分析发现，10 µmol·L1 CPENSpm 处理细胞 48 h 导致对照

细胞出现凋亡细胞典型的 DNA 片段化现象和亚凋亡峰，但在 SSAT 表达沉默的细胞株中，CPENSpm 诱导细胞凋亡的能

力明显减弱。结论  CPENSpm 诱导肿瘤细胞内 SSAT 高表达可能是其抗癌药理活性的分子基础之一。  

关键词：精脒/精胺乙酰转移酶；SiRNA；多胺类似物；肺癌细胞；药物敏感性 
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Silence of Spermidine/Spermine N1-Acetyltransferase Expression by SiRNA Decreases Sensitivity of 
Human A549 Lung Cancer Line to Antitumor Polyamine Analogue CPENSpm   

 
HAN Yu, REN Yushan, CAO Chunyu, REN Dongming, ZHOU Yongqin, WANG Yanlin*(Institute of Molecular 

Biology, Medical College, Three Gorges University, Yichang 443002, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the effect of expressive silence of spermidine/spermine N1-acetyltransferase (SSAT) 
on the actitumor activity of polyamine analogue CPENSpm (N1-cyclopropylmethyl-N11-ethylnorspermine). METHODS  
SiRNA technique was used to silence expression of SSAT gene in human lung cancer line A549. QT-RT-PCR was performed to 
assay the expression level of SSAT genes. The cell proliferation was detected by MTT assay. The apoptosis of A549 cells were 
evaluated by DNA fragmentation and Sub-G1/flow cytometry assay. RESULTS  The A549 cell line in which SSAT expression 

was silenced successfully was obtained. Treating A549 control cells by 10 µmol·L1 CPENSpm for 24 hours resulted in a 
23-folds up-regulation of SSAT expression in mRNA level, but no this effect was observed in SSAT-silence cells. MTT assay 

demonstrated that SSAT-silence decreased the sensitivity of A549 cells to CPENSpm exposure (0-20 µmol·L1). DNA 
fragmentation and sub-G1 assay proved the ability of CPENSpm to induce apoptosis only in the control A549 cells but not in the 
SSAT-silence cell line. CONCLUSION  Up-regulation of SSAT by CPENSpm is possibly one of the molecular bases for its 
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