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Notch信号通路在血管紧张素一Ⅱ诱导炎症反应中的作用

温艺超，陈伟燕，谢富华 (广州医科大学附属第二医院重症医学科，广州510260)

摘 要：目的探讨Notch信号通路在血管紧张素一lI(Ang II)诱导炎症反应中的作用。方法THP．1细胞诱导分化

为巨噬细胞，给予Ang lI处理，用qRT-PCR和免疫印迹检测Notchl、Dill、TLR一4、NFlcB及炎性因子表达。采用

siRNA沉默TLR一4或SN50阻断NFl‘：B，观察炎性因子变化。结果巨噬细胞中Notchl、Dill蛋白表达在Ang II处理后呈

时间依赖性增加(p：O，05)。TLR一4、NFr．B、IL．1D和TNF．q表达在Ang II处理24h后明显升高(尸<0．05)，而IL．6表达明显

降低俨<0．05)；TLR4沉默或NFrd3阻断后，IL—lD、IL．6和TNF．a表达元明显变化。结论Notch信号通路在Ang II诱导炎

症反应中具有重要作用，针对Notch信号通路的调节可能有助于改善动脉粥样硬化。
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Role of Notch signaling pathway in angiotensin II-induced inflammatory response

WEN Yi—chao，CHEN Wei—yan，XIE Fu—hua(Intensive Care Unit，the Second Hospital of Guangzhou Medical University,

Guangzhou 5 10260，China)

Abstract：Objective To study the role of Notch signaling pathway in angiotensin 11(Ang 10一induced inflammatory

response．Methods The macrophages were differentiated from THP一1 cells and then treated with Ang II．Expression of

Notch 1，Dil l，TLR一4，NF_rB and proinflammatory cytokines was detected by qRT-PCR and Western blot．Besides，

proinflammatory cytokines were determined after TLR一4 silencing with siRNA and NFld3 blockade with SN50+Results

Netchl and DIll expression ofthe macrophages was time—dependently upregulated after treated with Ang II(P<0．05)．TLR一4，

NFKB，IL．1 6，and TNF—a Ievels were increased(P<0．05)，while IL一6 decreased(氏0．05)after 24一h treatment．Howeve5

expression of IL．1 B．IL一6 and TNF—c【was unchangeable after TLR．4 silencing or NFKB blockade．Conclusion Notch

pathway plays all important role in Ang II-induced inflammatory response．Targeting Notch pathway may contribute to the

improvement of atherosclerosis．
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近年来，大量基础研究发现巨噬细胞在动脉粥

样硬化发生过程中具有重要作用⋯。由于多种原因

所致的动脉硬化斑块区域可诱导巨噬细胞向该区域

趋化并聚集于该区域，参与局部血管重构和斑块形

成，并导致斑块炎症反应和不稳定性【21。病理检查

发现动脉粥样硬化部位同时存在M1、M2两型巨噬

细胞，并随动脉粥样硬化发展，斑块区域巨噬细胞

逐渐增多【31，在不稳定斑块组织中呈M1型极化，而

在稳定斑块组织中以M2型极化【41。血管紧张素Ⅱ和

Notch信号通路在多种心血管疾病和机体炎症反应过

程中具有重要作用，本研究将探讨Notch信号通路在
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血管紧张素一Ⅱ调节动脉粥样硬化炎症反应中的作

用，现报道如下。

1材料和方法

1．1材料和试剂

人单核细胞系I'HP一1购自中国科学院上海细胞

库，10％胎牛血清(Hyclone，美国GE公司)、RPMI

1640培养基(Hyclone，美国GE公司)。血管紧张素Ⅱ

购自SigmaS_}司，全蛋白提取试剂盒、BCA蛋白定量

试剂盒、ECL发光液均购自北京碧云天生物科技有

限公司，兔抗人Notchl、Dill、SRA、TLR．4／NFl(B、

IL一1B、IL．6及TNF．仅单克隆抗体均购自ABCAM公

司，TLR一4沉默siRNA由上海吉玛基因公司生产，

lip03000转染试剂、Trizol购自Life technology，SN50

购自SigmaS_}司。cDNA反转录试剂盒、SYBR Green

Premix荧光定量试剂盒均购自宝生物(大连)科技公
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司，qPCR检测上述基因引物序列如表lPfi示，由北 [3-actin。

京博迈德生物技术有限公司合成。 1．5统计学处理

表1引物序列

基因 序列

GAACGTCGAAAAGAAAAGTCTCG

CCTTATCAAGATGCGAACTCACA

CGGAGTCAACGGATTTGGTCG

ACCATGTAGTTGAGGTCAATGAAGG

GAGCCGAATGCACATA AGGTC

CCAGAGAGACTAGCAAGGGG

CGATTCGGAGAGCCGGATAG

TGGGACGGAGTGATCTCGAT

GAGGGGCTGTCAAAGCTCC

ACAGTTTTCCCCGTGATTCGG

CCATAGCCGAGCAGACTGG

GG√虹ACGTGGCGTA A AATGAAGT

AGTGGGCTCACATATCAGAGG

CA AACACCTTAGGCTGTCTCC

CAATGCTGTGGACCTGTATGT

TACGGAGGGTATAGTCCCTGG

CATGTACGTTGCTATCCAGGC

CTCCTTA ATGTCACGCACGAT

1．2细胞培养及相关处理

THP一1细胞由含有10％FBS的RPMll640培养基

培养，培养条件37℃、5％C02，经刺激分化为巨噬

细胞后给予血管紧张素Ⅱ刺激，作用浓度10～mol／L，

持续时间分别为12、24、36、48 h，对照组给予同

等浓度二甲基亚砜(DMSO)培养相应时间。根据lipo
3 000转染试剂说明书转染siRNA沉默TLR一4，转染

后继续培养48 h。SN50培养浓度为2×10～mol／L，持

续时间24h。

1．3 Western blot检测相关蛋白表达

相关细胞经有效处理或培养后，弃去培养基，

PBS洗净后以全蛋白提取试剂盒提取细胞蛋白，

BCA蛋白定量，配制聚丙烯酰胺凝胶，常规电泳、

转膜、5％脱脂奶粉封闭，一抗4℃孵育过夜，次日

二抗孵育2 h，ECL发光系统检测相关蛋白表达程

度。

1．4 qPCR检坝4相关基因mRNA表达

相关细胞经有效处理或培养后，弃去培养基，

采用Trizol提取全细胞RNA，测定浓度后经eDNA反

转试剂盒构建eDNA文库，采用罗氏480qPCR检测仪

检测相关基因的mRNA的表达程度，内参基因选择

采用SPSS22．0软件，所得实验结果以i±s表

示，采用单因素方差分析，以P<0．05为差异有统计

学意义。

2结果

2．1血管紧张素lI对Notch信号通路的影响

巨噬细胞给予血管紧张素Ⅱ分别处置12、24、

36、48 h后，Notchl和Dill的表达水平均明显高于对

照组，且随着培养时间的延长，其表达的水平持续

升高恍o．05)，见图1、2。
型竖塑 垒!g旦
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图l 血管紧张素Ⅱ对Notch信号通路的影响电泳结果

Notch lJ JI】

』t管紧张素11 j亍Yotch信争通路的≮；”向

图2血管紧张素ll对Notch信号通路的柱状图 (n=3)

2．2血管紧张素Ⅱ对TLR．4／NFr,B的影响

血管紧张素Ⅱ处置过量Dlll与Notehl结合的泡

沫细胞后，TLR一4／NFr,B的蛋白表达水平均明显高于

对照组(P<0．05)，见图3、4。

Ang lI

TLR一4●—●———一

图3血管紧张素Ⅱ对TLR．4／NFrd3的影响电泳结果

2．3血管紧张素Ⅱ对炎症因子的影响
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血管紧张素Ⅱ处置巨噬细胞24 h后，IL．1B和

TNF．0【的表达水平均明显高于对照组俨<0．05)，而

IL一6表达水平均明显低于对照组(P<0．05)。巨噬细胞

分别经siRNA沉默TLR4或SN50阻断NFr,．B，同时给

予血管紧张素Ⅱ处置24 h后，IL一1B、IL．6和TNF一0【的

表达水平与对照组比较，差异均无统计学意义(P>

O．05)(见图5、6)。

对照组

AngII

lLR一4 N卜KB

血管紧张素Ⅱ对TLR．4／NFKB的影响

图4血管紧张素兀对TLR一4／NFl‘cB的影响柱状图

比较(11=3)
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血管紧张素11对炎症因子的影响电泳结果

m Ang ff
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血管紧张素Ⅱ对炎症因子的影响

图6血管紧张素Ⅱ对炎症因子的影响柱状图比较(，7—3)

3讨论

动脉粥样硬化不稳定斑块形成是威胁患者生命

安全最危险的进程，尤以M1型巨噬细胞的促炎和组

织损伤作用最为突出[51。早期动脉粥样硬化形成过

程中，患者血中Thl型炎性细胞因子大量合成并激活

M1型巨噬细胞，可促进多种炎症因子的表达，加速

动脉粥样硬化炎症反应和病变斑块的不稳定性【61。

高水平的血管紧张素Ⅱ是动脉粥样硬化患者典

型的特征之一，大量研究已证实血管紧张素Ⅱ可在

多种细胞中有效激活Notchl信号通路，本研究亦证

实Notchl信号通路得到有效激活f71，Notchl受体和

配体的过度表达可刺激积聚的巨噬细胞呈M1型转

变，释放大量促炎症反应介质如IL一1B、TNF—c【等，

诱导并加强机体炎症反应，同时下调抑制炎症反应

的Th2型炎性细胞因子，如IL．6，进一步促进炎症反

应181。

本研究进一步采用siRNA沉默TLR一4或SN50阻

断NFKB，观察结果发现Notchl信号通路诱导的机体

炎症反应明显减弱，符合预期结果，证实Notch信号

通路在血管紧张素一Ⅱ调节动脉粥样硬化炎症反应中

具有重要作用，针对Notch信号通路的调节有助于控

制和改善动脉粥样硬化。
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