
ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ＰＭＰｓ ｇｒｏｕｐ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｕｃｏｓａ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ．
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＤＳＳ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ｍｉｃｅ ｈａｄ ｈｉｇｈｅｒ ｐｌａｓｍａ ＦＩＴＣ⁃Ｄ ｌｅｖｅｌｓ （Ｐ ＜ ０. ０５） ａｎｄ
ｍｏｒｅ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｃｏｌｏｎｉｃ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｄａｍａｇｅ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 ＰＭＰｓ ｉｎｄｕｃｅｓ ＮＥＴｓ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ， ｐｒｏ⁃
ｍｏｔｅｓ ｃｏｌｏｎｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ， ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｕｃｏｓａｌ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ａｇｇｒａｖａｔｅｓ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ
ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ＤＳＳ ｃｏｌｉｔｉｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ； ｐｌａｔｅｌｅｔ ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ； ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｔｒａｐ； ｃｏｌｉｔｉｓ； ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ

网络出版时间：２０２３ －０７ －１３ １６：４０：５４　 网络出版地址：ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｋｎｓ． ｃｎｋｉ． ｎｅｔ ／ ｋｃｍｓ２ ／ ｄｅｔａｉｌ ／ ３４． １０６５． Ｒ． ２０２３０７１３． １４４０． ０４０． ｈｔｍｌ

达格列净在 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导
形成的 ＴＨＰ⁃１ 源性泡沫细胞焦亡中的作用
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摘要　 目的　 探讨达格列净（ＤＡＰＡ）在氧化低密度脂蛋白

（ｏｘ⁃ＬＤＬ）诱导形成的人髓系白血病单核细胞（ＴＨＰ⁃１）源性

泡沫细胞焦亡中的作用。 方法　 通过 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导 ＴＨＰ⁃１ 源

性巨噬细胞构建 ＴＨＰ⁃１ 源性泡沫细胞焦亡模型。 设置实验

分组为：空白对照（ＮＣ）组、ｏｘ⁃ＬＤＬ 组和药物干预（ｏｘ⁃ＬＤＬ ＋
ＤＡＰＡ）组；以油红 Ｏ 法检测巨噬细胞泡沫化水平；细胞增殖

与毒性检测试剂盒（ＣＣＫ⁃８）检测 ＤＡＰＡ 对泡沫细胞活力的

影响；Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ ／ ＰＩ 双染检测 ＴＨＰ⁃１ 源性泡沫细胞焦亡；
细胞免疫荧光双染检测 ＤＡＰＡ 对泡沫细胞焦亡中焦亡关键

因子 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 表达的影响；采用微量酶标法检测细胞培养

基中乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）活性；采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
分别检测核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白 ３（ＮＬＲＰ３）、
半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶⁃１（Ｃａｓｐａｓｅ⁃１）、凋亡相关斑点

样蛋白（ＡＳＣ）、消皮素 Ｄ（ＧＳＤＭＤ）、白细胞介素（ ＩＬ） ⁃１８、ＩＬ⁃
１β ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平。 结果　 ＣＣＫ⁃８ 法检测结果提示

ＤＡＰＡ 的最佳干预浓度为 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ；油红 Ｏ 染色结果示

ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞源性泡沫细胞焦亡模型构建成功；与 ＮＣ 组

比较，ｏｘ⁃ＬＤＬ 组中 ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＡＳＣ、ＧＳＤＭＤ、ＩＬ⁃１８、ＩＬ⁃
１β ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平均升高（Ｐ ＜ ０. ０５），碘化丙啶（ＰＩ）
阳性细胞数及 ＬＤＨ 活性增加（Ｐ ＜ ０. ０５），Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 的荧光

强度增强，细胞胞质内的红色脂滴增多；予 ＤＡＰＡ 干预后，
ｏｘ⁃ＬＤＬ ＋ ＤＡＰＡ 组中前述焦亡相关因子的 ｍＲＮＡ 和蛋白表
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　 　 动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）是动脉血管

壁脂质聚积的慢性炎症性疾病［１］，严重危害人类健

康，是心血管疾病致死、致残的主要病因。 巨噬细胞

是 ＡＳ 斑块的主要组成细胞，既能吞噬脂质形成泡

沫细胞，又能分泌多种促炎细胞因子来维持局部炎

症反应，进而导致斑块的不稳定［２ － ３］。 细胞焦亡是

一种与炎症相关的新型程序性细胞死亡，最初发现

于巨噬细胞，其发生机制主要分为依赖于半胱氨酸

天冬氨酸蛋白水解酶 （ ｃｙｓｔｅｉｎ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ａｓｐａｒｔａｔｅ⁃
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅａｓｅ，Ｃａｓｐａｓｅ）⁃１ 的经典途径和依赖于

Ｃａｓｐａｓｅ⁃４ ／ ５ ／ １１ 的非经典途径［４］。 研究［５］ 表明，细
胞焦亡在 ＡＳ 的发生和发展中起重要作用。 目前，
临床上用于调脂、稳定斑块的抗 ＡＳ 药物主要是他

汀类药物，其不良反应多，规律用药后仍难以有效终

止 ＡＳ 的进展。 研究［６］已证实，达格列净（ｄａｐａｇｌｉｆｌｏ⁃
ｚｉｎ，ＤＡＰＡ）可减轻 ＡＳ、减少巨噬细胞的浸润，并增

强斑块的稳定性，但其作用机制不明。 该研究拟通

过 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导 ＴＨＰ⁃１ 源性巨噬细胞构建 ＴＨＰ⁃１ 源

性泡沫细胞焦亡模型，探讨 ＤＡＰＡ 对 ＴＨＰ⁃１ 源性泡

沫细胞焦亡的调控作用，为 ＤＡＰＡ 用于防治 ＡＳ 及
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其相关疾病提供新的理论依据。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 实验细胞　 人急性单核白血病细胞系 ＴＨＰ⁃
１ 细胞购于江苏齐氏生物科技有限公司。
１． １． ２　 实验主要试剂和仪器 　 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基

（产品代码：Ｌ２１０ＫＪ ）、胎牛血清 （货号：Ｓ６６０ＪＹ ）购
于上海源培生物科技股份有限公司；人源氧化低密

度脂蛋白 （ ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ， ｏｘ⁃ＬＤＬ，
批号：ＹＢ⁃００２）购于广州奕元公司；佛波酯（ ｐｈｏｒｂｏｌ
１２⁃ｍｙｒｉｓｔａｔｅ １３⁃ａｃｅｔａｔｅ，ＰＭＡ，批号：Ｐ８１３９）、达格列

净（ｄａｐａｇｌｉｆｌｏｚｉｎ，ＤＡＰＡ，产品编号：ＳＭＬ２８０４）购于美

国 Ｓｉｇｍａ 公司；细胞计数法⁃８（ＣＣＫ⁃８） 试剂盒购于

上海东仁化学科技有限公司；二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌ
ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ，货号：Ｄ８３７１）、Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ ／碘化

丙啶（ｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）、油红 Ｏ 试剂盒购于北京

索莱宝生物科技有限公司；乳酸脱氢酶（ ｌａｃｔａｔｅ ｄｅ⁃
ｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）试剂盒购于南京建成生物工程研

究所；Ｍｉｌｌｅｘ⁃ＨＶ ０. ４５ μｍ ＰＶＤＦ 膜购于美国 Ｍｉｌｌｉ⁃
ｐｏｒｅ 有限公司；核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋

白 ３（ｎｏｄ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｙｒｉｎ ｄｏｍａｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ３，ＮＬ⁃
ＲＰ３）、裂解的半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶⁃１（ｃｙｓ⁃
ｔｅｉｎ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ａｓｐａｒｔａｔｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅａｓｅ⁃１， Ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ⁃１）、凋亡相关斑点样蛋白（ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔ⁃
ｅｄ ｓｐｅｃｋ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ＣＡＲＤ，ＡＳＣ）、消皮素

Ｄ（ｇａｓｄｅｒｍｉｎ⁃Ｄ，ＧＳＤＭＤ）氮端片段（ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ）、白
细胞介素（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）⁃１８、ＩＬ⁃１β 抗体购于北京

博奥森生物技术有限公司；ＧＡＰＤＨ 抗体购于武汉博

士德生物工程有限公司；山羊抗兔 ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ （Ａｌｅｘａ
Ｆｌｕｏｒ ® ４８８ ） 购 于 美 国 Ａｂｃａｍ 公 司； ＮＬＲＰ３、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＡＳＣ、ＧＳＤＭＤ、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 引物由通用生

物（安徽）股份有限公司设计并合成；ＴＲＩｚｏｌ ＲＮＡ 提

取试剂、ＲＮＡ 逆转录试剂盒和 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 试剂盒购

自南京（诺唯赞）生物科技有限公司；倒置生物显微

镜购于日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司；多功能酶标仪购于美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司。
１． ２　 实验方法

１． ２． １　 细胞培养　 ＴＨＰ⁃１ 为悬浮细胞，将其置于含

１０％胎牛血清、１％ 青链霉素的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基

的培养瓶中，在 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 细胞培养箱中静置培

养，待细胞密度为 ２ × １０８ ／ Ｌ ～ ２ × １０９ ／ Ｌ 时进行传

代，传代至第 ３ 代后进行铺板，并进行后续药物干预

实验。

１． ２． ２　 ＴＨＰ⁃１ 源性巨噬细胞的制备 　 取对数生长

期的 ＴＨＰ⁃１ 细胞加入含 １６０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＰＭＡ、１０％胎牛

血清和 １％ 青链霉素的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养液，置于 ３７
℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中培养 ４８ ｈ 诱导分化为 ＴＨＰ⁃１
源性巨噬细胞。
１． ２． ３　 ＴＨＰ⁃１ 源性泡沫细胞焦亡模型的构建 　 将

获得的 ＴＨＰ⁃１ 源性巨噬细胞更换新鲜的含有 １６０
ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＰＭＡ、１０％ 胎牛血清和 １％ 青链霉素的 ＲＰ⁃
ＭＩ⁃１６４０ 培养液，加入终浓度为 １００ μｇ ／ ｍｌ 的 ｏｘ⁃
ＬＤＬ，共同孵育 ２４ ｈ，即可成功构建 ＴＨＰ⁃１ 源性泡沫

细胞焦亡模型用于后续实验。
１． ２． ４　 药物干预和实验分组　 将细胞密度调整为

４ × １０６ ／ Ｌ 铺于 ６ 孔板之后，使用 ｏｘ⁃ＬＤＬ 或（和）ＤＡ⁃
ＰＡ 对 ＴＨＰ⁃１ 源性巨噬细胞进行处理，并分为以下 ３
组：① 空白对照（ＮＣ）组，正常 ＴＨＰ⁃１ 细胞培养液培

养 ＴＨＰ⁃１ 源性巨噬细胞 ２４ ｈ；② ｏｘ⁃ＬＤＬ 组，采用终

浓度为 １００ μｇ ／ ｍｌ 的 ｏｘ⁃ＬＤＬ 处理 ＴＨＰ⁃１ 源性巨噬

细胞 ２４ ｈ；③ 药物干预（ ｏｘ⁃ＬＤＬ ＋ ＤＡＰＡ）组，根据

１. ２. ６ 项中 ＴＨＰ⁃１ 源性巨噬细胞活性最好的 ＤＡＰＡ
浓度进行干预实验，用该浓度 ＤＡＰＡ 预处理 ＴＨＰ⁃１
源性巨噬细胞 ２ ｈ，再加入 ｏｘ⁃ＬＤＬ（１００ μｇ ／ ｍｌ）后培

养细胞 ２４ ｈ。
１． ２． ５　 以油红 Ｏ 法检测 ＴＨＰ⁃１ 源性巨噬细胞泡沫

化水平　 泡沫细胞建模结束后，移除细胞培养基，用
ＰＢＳ 洗 ２ 次，加油红 Ｏ 固定液固定 ３０ ｍｉｎ；弃去固定

液，用 ＰＢＳ 冼 ２ 次；加入 ６０％异丙醇浸冼 ３０ ｓ；弃去

６０％异丙醇后加入新配制好的油红 Ｏ 染色液，浸染

２０ ｍｉｎ；弃去染色液，６０％异丙醇漂冼 ３０ ｓ，ＰＢＳ 洗 ５
次；加入 Ｍａｙｅｒ 苏木精染色液，复染核 ２ ｍｉｎ；弃去染

液后 ＰＢＳ 洗 ５ 次；加入油红 Ｏ 缓冲液 １ ｍｉｎ 后， 弃

去油红 Ｏ 缓冲液；加入 ＰＢＳ 液覆盖细胞并在显微镜

下观察，细胞内脂质为红色，胞核为蓝色。
１． ２． ６　 ＣＣＫ⁃８ 法检测 ＤＡＰＡ 对 ＴＨＰ⁃１ 源性巨噬细

胞活力的影响 　 将 ＤＡＰＡ 溶于 ＤＭＳＯ，ＴＨＰ⁃１ 源性

巨噬细胞调整浓度为细胞 ４ × １０５ 个 ／ ｍｌ 悬液，接种

于 ９６ 孔板中每孔 １００ μｌ，设 ５ 个复孔；分别加入

０. ２％ ＤＭＳＯ 和不同浓度的 ＤＡＰＡ（ ０、１、５、１０、５０、
１００、５００ μｍｏｌ ／ Ｌ）预处理 ２ ｈ，加入 １００ μｇ ／ ｍｌ ｏｘ⁃
ＬＤＬ 共孵育 ２４ ｈ。 每孔加入 ＣＣＫ⁃８ 溶液 １０ μｌ 培养

１ ～ ４ ｈ，用酶标仪在 ４５０ ｎｍ 波长处测各组的吸光度

（ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，Ａ）值，计算细胞活力 ＣＶ。 ＣＶ ＝ （Ａ实验组

－ Ａ空白孔） ／ （Ａ对照组 － Ａ空白孔） × １００％ 。 将浓度为 ０
μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＡＰＡ 组对应的 Ａ 值设置设为 １００％ ，其余

各组结果均以此为参考，用百分比表示，以未对细胞
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产生明显毒性的最大浓度作为最佳浓度进行下一步

的干预实验。
１． ２． ７ 　 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ ／ ＰＩ 双染检测 ＴＨＰ⁃１ 源性泡

沫细胞焦亡 　 选择 ６ 孔板中生长密度为 ８０％ ～
９０％ ＴＨＰ⁃１ 源性泡沫细胞焦亡模型，使用 ＰＢＳ 润洗

后，依据 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ ／ ＰＩ 双染试剂盒说明书先后

加入 １ ｍｌ 细胞染色缓冲液、５ μｌ Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 染色

液、５ μｌ ＰＩ 染色液，混匀后冰上孵育 ３０ ｍｉｎ，再用

ＰＢＳ 洗涤 １ 次，置于倒置荧光显微镜下检测荧光，
Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 为蓝色，ＰＩ 为红色。
１． ２． ８　 ＴＨＰ⁃１ 源性泡沫细胞免疫荧光双染　 ＤＡＰＩ
（蓝色）和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１（绿色）双染用于评估 ＤＡＰＡ 对

ＴＨＰ⁃１ 源性泡沫细胞焦亡中焦亡关键因子 Ｃａｓｐａｓｅ⁃
１ 表达的影响。 首先将 ＴＨＰ⁃１ 细胞以 ４ × １０６ ／ Ｌ 密

度铺于 ６ 孔板中，将其诱导为 ＴＨＰ⁃１ 源性巨噬细

胞，在焦亡诱导处理之后，用 ＰＢＳ 轻轻润洗 ３ 次，每
次 ５ ｍｉｎ；向每个孔中加入适量的 ４％ 多聚甲醛溶

液，室温下固定 １５ ｍｉｎ；去掉固定液，加入 ＰＢＳ 清洗

３ 次，每次 ５ ｍｉｎ；每个样本浸于 ０. ５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００
破膜液中，室温孵育 １５ ｍｉｎ 进行通透处理；其次予

１０％山羊血清封闭 ３０ ｍｉｎ 后，吸净封闭液后，每孔

加入适量的 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 一抗 ４ ℃孵育过夜，次日滴加

二抗，３７ ℃避光孵育 ９０ ｍｉｎ，取出各组细胞爬片，然
后用 ＤＡＰＩ 复染细胞核，避光室温孵育 １０ ｍｉｎ，最后

封片和成像。
１． ２． ９　 采用 ＬＤＨ 释放实验检测 ＬＤＨ 活性 　 ＬＤＨ
活性能够有效地反映细胞膜的完整性与否，常用来

评估细胞受损程度。 根据 ＬＤＨ 活性检测试剂盒的

说明书制备细胞样本、标准品，并将制备的标本转移

至 ９６ 孔板中，使用酶标仪于 ４５０ ｎｍ 波长处检测各

孔 Ａ 值并计算细胞中 ＬＤＨ 的活性：ＬＤＨ 活性（％ ）
＝ （Ａ样品 － Ａ对照孔） ／ （Ａ标准品 － Ａ对照孔） × １００％ 。
１． ２． １０　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＮＬＲＰ３、Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃
１、ＡＳＣ、ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ、ＩＬ⁃１８、ＩＬ⁃１β 蛋白表达 　 收集培

养的各组细胞，经 ＰＢＳ 润洗后，加入 ＲＩＰＡ 裂解液，
冰上裂解 ３０ ｍｉｎ，将裂解物转移至 １. ５ ｍｌ ＥＰ 管，于
４ ℃，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 高速离心 １０ ｍｉｎ，取上清液，加入

４ 倍体积的 ５ × Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ，１００ ℃条件下加热 １０
ｍｉｎ，后采用 ＢＣＡ 法进行蛋白定量。 取等量蛋白上

样，经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳分离，转膜至 ＰＶＤＦ 膜上后，
采用 ５％脱脂牛奶室温下封闭目的条带 ２ ｈ，其次用

ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次，１０ ｍｉｎ ／次；然后分别加入 ＮＬＲＰ３、
Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＡＳＣ、ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ、 ＩＬ⁃１８、 ＩＬ⁃１β 单

克隆抗体（１ ∶ １ ０００）或 ＧＡＰＤＨ 一抗（１ ∶ １０ ０００），４

℃冰箱摇床孵育过夜，第 ２ 天用 ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次，１０
ｍｉｎ ／次，之后加入羊抗兔 ＩｇＧ（１ ∶ １０ ０００） 室温摇床

孵育 ２ ｈ，ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次，１０ ｍｉｎ ／次，洗膜后 ＥＣＬ 显

影用凝胶图像处理器分析图像，ＧＡＰＤＨ 作为内参

照，目的蛋白与其灰度比值表示目的蛋白的相对表

达量。
１． ２． １１　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＡＳＣ、ＧＳ⁃
ＤＭＤ、ＩＬ⁃１８、ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达　 用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂从细

胞样本中提取总 ＲＮＡ，并将其逆转录为 ｃＤＮＡ。 使

用 ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂盒检测 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ，检
测前述焦亡功能因子和内参 ＧＡＰＤＨ ｍＲＮＡ 的表达。
以 ＧＡＰＤＨ 为内参，使用 ２ － ΔΔＣｔ法分析 ｍＲＮＡ 表达的

相对倍数变化。 每个样品的分析重复 ３ 次。 本实验

所用实时定量 ＰＣＲ 目的基因引物序列如表 １ 所示。

表 １　 实时定量 ＰＣＲ 目的基因引物序列

目的基因 引物序列（５′⁃３′）
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ Ｆ：ＡＧＡＧＧＡＴＴＴＣＴＴＡＡＣＧＧＡＴＧＣＡ

Ｒ：ＴＣＡＣＡＡＧＡＣＣＡＧＧＣＡＴＡＴＴＣＴＴ
ＮＬＲＰ３ Ｆ：ＧＣＣＧＴＣＴＡＣＧＴＣＴＴＣＴＴＣＣＴＴＴＣＣ

Ｒ：ＣＡＴＣＣＧＣＡＧＣＣＡＧＴＧＡＡＣＡＧＡＧ
ＡＳＣ Ｆ：ＡＣＡＡＴＧＡＣＴＧＴＧＣＴＴＡＧＡＧＡＣＡ

Ｒ：ＣＡＣＡＧＣＴＣＣＡＧＡＣＴＣＴＴＣＴＴＴＡ
ＧＳＤＭＤ Ｆ：ＣＴＡＧＣＴＡＡＧＧＣＴＣＴＧＧＡＧＡＣＡＡ

Ｒ：ＧＡＴＴＣＴＴＴＴＣＡＴＣＣＣＡＧＣＡＧＴＣ
ＩＬ⁃１β Ｆ：ＧＡＴＴＣＴＴＴＴＣＡＴＣＣＣＡＧＣＡＧＴＣ

Ｒ：ＴＧＴＣＧＴＴＧＣＴＴＧＧＴＴＣＴＣＣＴＴＧＴＡＣ
ＩＬ⁃１８ Ｆ：ＡＧＡＣＣＴＧＧＡＡＴＣＡＧＡＣＡＡＣＴＴＴ

Ｒ：ＴＣＡＧＴＣＡＴＡＴＣＣＴＣＧＡＡＣＡＣＡＧ
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＣＡＣＧＡＴＧＧＡＧＧＧＧＣＣＧＧＡＣＴＣＡＴＣ

Ｒ：ＣＡＣＧＡＴＧＧＡＧＧＧＧＣＣＧＧＡＣＴＣＡＴＣ

１． ３　 统计学处理　 应用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ７ 软件进行

统计分析。 实验结果采用均数 ± 标准差（�ｘ ± ｓ）表

示。 两组间比较采用 ｔ 检验，多组间比较采用单因

素方差分析（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）。 显著性水准 α ＝
０. ０５，以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞的诱导、分化　 未经 ＰＭＡ 诱

导分化的 ＴＨＰ⁃１ 单核细胞呈透亮圆形或类圆形状

态，悬浮状生长，细胞表面光滑，无伪足（图 １Ａ）。
加入 ＰＭＡ 诱导分化 ２４ ｈ 后则分化为人巨噬细胞，
细胞由悬浮状态变为贴壁状态，细胞伸出伪足，呈不

规则、贴壁状生长（图 １Ｂ）。
２． ２　 ＣＣＫ⁃８ 筛选 ＤＡＰＡ 的最佳干预浓度　 ＴＨＰ⁃１
源性巨噬细胞经不同浓度的 ＤＡＰＡ 干预 ２４ ｈ 后，结

·８６３１· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２３ Ａｕｇ；５８（８）



果如图 ２ 所示，与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组相比，溶剂 ＤＭＳＯ
（０. ２％ＤＭＳＯ）组细胞活性无显著变化；除 ＤＡＰＡ 浓

度为 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 时 ＴＨＰ⁃１ 源性巨噬细胞活性无显著

性变化，其余组随着 ＤＡＰＡ 浓度升高，细胞活性出现

下降趋势；其中，浓度为 ５０、１００ 和 ５００ μｍｏｌ ／ Ｌ 时，
细胞活性减低 （ Ｆ ＝ ３１. ６７， Ｐ ＜ ０. ０５ ）。 因此，１０
μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＡＰＡ 是不影响 ＴＨＰ⁃１ 源性巨噬细胞活性

的最大浓度，可作为 ＤＡＰＡ 的最佳干预浓度。

图 １　 ＴＨＰ⁃１ 分化为巨噬细胞 × ２００
Ａ：ＴＨＰ⁃１ 单核细胞；Ｂ：ＴＨＰ⁃１ 源性巨噬细胞

图 ２　 ＣＣＫ⁃８ 检测 ＤＡＰＡ 干预对 ＴＨＰ⁃１ 源性巨噬细胞活性的影响

与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＡＰＡ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

２． ３　 油红 Ｏ 染色检测 ＴＨＰ⁃１ 源性泡沫细胞焦亡

模型的构建及 ＤＡＰＡ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）对 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导

形成的泡沫细胞泡沫化水平的影响 　 油红 Ｏ 染色

结果显示，在 ＮＣ 组中，ＴＨＰ⁃１ 源性巨噬细胞胞质内

几乎没有或仅有少量脂质沉积，见图 ３Ａ；与 ＮＣ 组

比较，ｏｘ⁃ＬＤＬ 组中 ＴＨＰ⁃１ 源性巨噬细胞胞质内有显

著增多、变大的亮红色脂滴呈典型泡沫细胞形态，说
明 ＴＨＰ⁃１ 源性泡沫细胞焦亡模型的构建成功，见图

３Ｂ；与 ｏｘ⁃ＬＤＬ 组比较，ｏｘ⁃ＬＤＬ ＋ ＤＡＰＡ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）
组中 ＴＨＰ⁃１ 源性巨噬细胞胞质内红色脂滴显著减

少、变小，提示泡沫细胞生成的数量明显减少，见图

３Ｃ。 说明 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＤＡＰＡ 可有效抑制由 ｏｘ⁃
ＬＤＬ 诱导的泡沫细胞的形成。
２． ４　 ＤＡＰＡ 对 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导形成的 ＴＨＰ⁃１ 源性泡

沫细胞焦亡的影响

２． ４． １　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＤＡＰＡ 对 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导形成的

泡沫细胞焦亡相关蛋白 ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＡＳＣ、ＧＳ⁃
ＤＭＤ、ＩＬ⁃１８ 和 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 的表达水平的影响　 与

ＮＣ 组相比，ｏｘ⁃ＬＤＬ 组 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导形成的泡沫细胞

中焦亡相关蛋白 ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＡＳＣ、ＧＳＤＭＤ、ＩＬ⁃
１８ 和 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 的表达水平均升高（Ｐ ＜ ０. ０５），
差异有统计学意义；与 ｏｘ⁃ＬＤＬ 组相比， ｏｘ⁃ＬＤＬ ＋
ＤＡＰＡ 组 ＤＡＰＡ 处理后上述指标水平均降低（Ｐ ＜
０. ０５），差异有统计学意义。 见图 ４。
２． ４． ２ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＤＡＰＡ 对 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导形

成的 泡 沫 细 胞 焦 亡 相 关 蛋 白 ＮＬＲＰ３、 Ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＡＳＣ、ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ、ＩＬ⁃１８ 和 ＩＬ⁃１β 蛋白表达

水平的影响　 与 ＮＣ 组相比，ｏｘ⁃ＬＤＬ 组 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导

形成的泡沫细胞中焦亡相关蛋白 ＮＬＲＰ３、Ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＡＳＣ、ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ、ＩＬ⁃１８ 和 ＩＬ⁃１β 蛋白的表

达水平均升高（Ｐ ＜ ０. ０５），差异有统计学意义。 与

ｏｘ⁃ＬＤＬ 组相比，ｏｘ⁃ＬＤＬ ＋ ＤＡＰＡ 组 ＤＡＰＡ 处理后上

述指标水平均降低（Ｐ ＜ ０. ０５），差异有统计学意义。
见图 ５。
２． ４． ３　 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ ／ ＰＩ 双染和 ＬＤＨ 释放试验评

估 ＤＡＰＡ 对 ＴＨＰ⁃１ 源性泡沫细胞焦亡的影响　 Ｈｏ⁃
ｅｃｈｓｔ ３３３４２ ／ ＰＩ 双染结果及 ＬＤＨ 释放试验显示，与
ＮＣ 组相比，ｏｘ⁃ＬＤＬ 组中 ＴＨＰ⁃１ 源性泡沫细胞 ＰＩ 阳
性 细胞比例升高且ＬＤＨ活性升高（Ｐ ＜ ０. ０５） ；与

图 ３　 油红 Ｏ 染色检测泡沫细胞焦亡模型的构建及 ＤＡＰＡ 对泡沫细胞泡沫化水平的影响 × ４００
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图 ４　 ＤＡＰＡ 对各组中 ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＡＳＣ、ＧＳＤＭＤ、ＩＬ⁃１８、ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达水平的影响

Ａ：ＡＳＣ；Ｂ：Ｃａｓｐａｓｅ⁃１；Ｃ：ＧＳＤＭＤ；Ｄ：ＩＬ⁃１β；Ｅ：ＩＬ⁃１８；Ｆ：ＮＬＲＰ３；与 ＮＣ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５ （ｎ ＝ ３）；与 ｏｘ⁃ＬＤＬ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５（ｎ ＝ ３）

图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＤＡＰＡ 对各组中 ＮＬＲＰ３、Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃１、
ＡＳＣ、ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ、ＩＬ⁃１８、ＩＬ⁃１β蛋白表达水平的影响

　 　 Ａ：灰带图；Ｂ：ＡＳＣ；Ｃ：Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃１；Ｄ：ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ；Ｅ：ＩＬ⁃１β；Ｆ：ＩＬ⁃１８；Ｇ：ＮＬＲＰ３；与 ＮＣ

组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５（ｎ ＝ ３）；与 ｏｘ⁃ＬＤＬ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５（ｎ ＝ ３）
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图 ６　 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ ／ ＰＩ双染和 ＬＤＨ 释放试验评估 ＤＡＰＡ
对 ＴＨＰ⁃１ 源性泡沫细胞焦亡的影响

　 　 Ａ：Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ ／ ＰＩ 双染 × １００；Ｂ：各组 ＰＩ 阳性细胞数比例；Ｃ：各组

ＬＤＨ 活性比较；与 ＮＣ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５（ｎ ＝ ３）；与 ｏｘ⁃ＬＤＬ 组比较：＃Ｐ ＜
０. ０５（ｎ ＝ ３）

图 ７　 细胞免疫荧光检测 ＤＡＰＡ 对泡沫细胞焦亡模型中 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 表达的影响

　 　 Ａ：Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 细胞免疫荧光双染 × １００；Ｂ：各组 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 荧光强度；与 ＮＣ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５ （ｎ ＝ ３）；与 ｏｘ⁃ＬＤＬ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５（ｎ ＝ ３）

ｏｘ⁃ＬＤＬ 组相比，ｏｘ⁃ＬＤＬ ＋ ＤＡＰＡ 组 ＴＨＰ⁃１ 源性泡沫

细胞 ＰＩ 阳性细胞比例降低（Ｐ ＜ ０. ０５）且 ＬＤＨ 活性

降低。 见图 ６。
２． ４． ４　 细胞免疫荧光检测 ＤＡＰＡ 对泡沫细胞焦亡

模型中焦亡关键蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 表达的影响　 与 ＮＣ
组相比，ｏｘ⁃ＬＤＬ 组 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的泡沫细胞焦亡模

型中 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 荧光强度 （绿色） 明显增强 （ Ｐ ＜
０. ０５）；与 ｏｘ⁃ＬＤＬ 组相比，ｏｘ⁃ＬＤＬ ＋ ＤＡＰＡ 组 ＤＡＰＡ
处理后 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 荧光强度减弱（Ｐ ＜ ０. ０５）。 以上

结果说明 ＤＡＰＡ 可抑制泡沫细胞焦亡模型中焦亡关

键蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 的表达。 见图 ７。

３　 讨论

　 　 ＡＳ 是一种进行性病变，是大多数心血管疾病的

重要病理基础，脂质代谢不平衡和不适宜的炎症反

应共同参与了 ＡＳ 病变的进展，其特征是大动脉中

脂质和纤维成分的积聚。 巨噬细胞浸润和脂质沉积

是粥样斑块形成的关键步骤，泡沫细胞的形成，被广

泛认为是 ＡＳ 的关键驱动因素［３］。 ｏｘ⁃ＬＤＬ 是巨噬细

胞泡沫化过程中胆固醇的主要来源，血管内膜下的

巨噬细胞吞噬大量 ｏｘ⁃ＬＤＬ 转化为泡沫细胞，促进

ＡＳ斑块形成［３］ 。在本研究中，ＴＨＰ⁃１源性的巨噬细
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胞用 ｏｘ⁃ＬＤＬ 处理后，经油红 Ｏ 染色，结果如图 ３Ｂ
所示，细胞胞质内有大量红色脂滴蓄积，细胞体积增

大，符合泡沫细胞形态，表明 ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞源性

泡沫细胞模型构建成功。
　 　 ＤＡＰＡ 是钠 －葡萄糖共转运蛋白 ２ 抑制剂（ｓｏ⁃
ｄｉｕｍ⁃ｇｌｕｃｏｓｅ ｃｏｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ２ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，ＳＧＬＴ２ｉ）成员

之一，其通过选择性地抑制 ＳＧＬＴ２ 来减少肾小管对

葡萄糖的重吸收和增加尿糖排出而降低血糖［７］。
有研究［８］表明，ＳＧＬＴ２ｉ 可通过降低血糖对内皮细胞

的“毒性” 而发挥抗炎症和抗氧化潜能进而延缓

ＡＳ。 Ｔｅｒａｓａｋｉ ｅｔ ａｌ［９］ 发现 ＳＧＬＴ２ｉ 可抑制巨噬细胞

源性泡沫细胞的形成，从而发挥抗 ＡＳ 的作用；在本

研究中，以 ＤＡＰＡ 干预 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的 ＴＨＰ⁃１ 源性的

巨噬细胞后得到了类似的结果：油红 Ｏ 染色结果显

示，与 ｏｘ⁃ＬＤＬ 组相比，ＤＡＰＡ 组巨噬细胞胞质内的

红色脂滴明显减少，细胞体积减小。 以上研究说明

ＤＡＰＡ 能够抑制 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的巨噬细胞形成。
　 　 巨噬细胞在 ＡＳ 病变中扮演着重要的角色，巨
噬细胞中紊乱的脂质代谢是泡沫细胞产生的主要原

因，这些脂质不能清除时，其可诱导巨噬细胞焦亡。
细胞焦亡的主要特征之一为由 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 下游的

ＧＳＤＭＤ 家族蛋白介导细胞膜膜孔形成，造成细胞膜

的完整性丧失、细胞肿胀、细胞溶解、细胞内的内容

物和促炎细胞因子如 ＬＤＨ、ＩＬ⁃１８ 和 ＩＬ⁃１β 释放到细

胞外。 因此，检测上清液中的 ＬＤＨ 活性可反应细胞

的活性情况，检测细胞 ＩＬ⁃１８ 和 ＩＬ⁃１β 的蛋白表达情

况可反应炎症情况。 既往多项研究［１０ － １１］ 表明，ｏｘ⁃
ＬＤＬ 和胆固醇晶体均能诱导巨噬细胞 ＮＬＲＰ３ 炎症

小体的形成并激活 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１，刺激 ＩＬ⁃Ｉβ 和 ＩＬ⁃１８ 的

表达。 Ｘｕ ｅｔ ａｌ［１２］ 研究表明，在晚期的 ＡＳ 斑块中，
巨噬细胞焦亡促进坏死核心的形成和斑块的不稳

定，进而诱发急性心血管事件发生。 在冠状 ＡＳ 斑

块中，ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃Ｉβ 和 ＩＬ⁃１８ 表达明

显增高［１３］。 ＮＬＲＰ３ 抑制剂可抑制 ＡＳ 小鼠中巨噬

细胞 焦 亡， 下 调 ＡＳ 小 鼠 中 巨 噬 细 胞 ＮＬＲＰ３、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 的表达［１４］。 因此，通过抑

制巨噬细胞焦亡可能延缓 ＡＳ 的发生和发展。 ＤＡ⁃
ＰＡ 是国内第一个上市的 ＳＧＬＴ２ｉ 降糖药，研究［１５］ 表

明，ＤＡＰＡ 能抑制糖尿病 ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠中 ＮＬＲＰ３、
ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 的表达。 Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ［６］

研究中提到，ＳＧＬＴ２ｉ 可通过抑制血管炎症、减轻氧

化应激和减少泡沫细胞形成等机制改善 ＡＳ 的进

展。 在本研究中，通过 ｏｘ⁃ＬＤＬ 刺激巨噬细胞后显

示，ＴＨＰ⁃１ 源性泡沫细胞中 ＮＬＲＰ３、Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃
１、ＡＳＣ、ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ、ＩＬ⁃１８、ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 和蛋白表达水

平均明显升高，ＰＩ 阳性细胞数及 ＬＤＨ 活性明显增

加，予以 ＤＡＰＡ 干预后，上述焦亡相关蛋白的 ｍＲＮＡ
和蛋白表达水平、ＰＩ 阳性细胞数及 ＬＤＨ 活性均被明

显抑制；细胞免疫荧光结果显示，ｏｘ⁃ＬＤＬ 刺激巨噬

细胞后，Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 的荧光强度明显增强，予以 ＤＡＰＡ
干预后，荧光强度明显减弱。 这些结果说明了 ＤＡ⁃
ＰＡ 抑制了 ＴＨＰ⁃１ 源性泡沫细胞焦亡。
　 　 综上所述，ＤＡＰＡ 能有效抑制 ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃
１、ＡＳＣ、ＧＳＤＭＤ、ＩＬ⁃１８、 ＩＬ⁃１β 的表达，进而抑制了

ＴＨＰ⁃１ 源性泡沫细胞焦亡，并能抑制泡沫细胞的形

成。 该研究仅从细胞层面验证了 ＤＡＰＡ 抑制泡沫细

胞焦亡的作用，下一步拟进行动物实验研究，为 ＤＡ⁃
ＰＡ 用于防治 ＡＳ 提供更多的理论依据。
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Ｏｎｅ， ２０１５，１０： ｅ０１４３３９６．

［１０］ Ｇｕｏ Ｍ，Ｙａｎ Ｒ，Ｙａｏ Ｈ，ｅｔ ａｌ． ＩＦＮ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ １ ｍｅｄｉａｔｅｓ ｍａｃ⁃
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ｒｏｐｈａｇｅ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ

ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ａｃｕｔｅ ｃｏｒｏｎａｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ［ Ｊ］ ． Ｍｅｄｉａｔｏｒｓ Ｉｎｆｌａｍｍ，

２０１９，２０１９：２９１７１２８．

［１１］ Ｈｏｓｅｉｎｉ Ｚ，Ｓｅｐａｈｖａｎｄ Ｆ，Ｒａｓｈｉｄｉ Ｂ，ｅｔ ａｌ． ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ：

ｉｔｓ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔ ｉｎ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉ⁃

ｏｌ， ２０１８２３３（３）：２１１６ － ３２．

［１２］ Ｘｕ Ｙ Ｊ，Ｚｈｅｎｇ Ｌ，Ｈｕ Ｙ Ｗ，ｅｔ ａｌ． Ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｔｏ

ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ［Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ Ｃｈｉｍ Ａｃｔａ， ２０１８，４７６：２８ － ３７．

［１３］ Ａｆｒａｓｙａｂ Ａ，Ｑｕ Ｐ，Ｚｈａｏ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＬＲＰ３ ｗｉｔｈ ｓｅ⁃

ｖｅｒｉｔｙ ａｎｄ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｉｎ ａｃｕｔｅ ｃｏｒｏｎａｒｙ

ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］ ． Ｈｅａｒｔ Ｖｅｓｓｅｌｓ，２０１６，３１（８）：１２１８ － ２９．

［１４］ Ｚｅｎｇ Ｗ，Ｗｕ Ｄ， Ｓｕｎ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ＮＬＲＰ３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

ＭＣＣ９５０ ｈｉｎｄｅｒｓ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｂｙ ａｔｔｅｎｕａｔｉｎｇ ｉｎ⁃

ｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ［ Ｊ］ ． Ｓｃｉ Ｒｅｐ，２０２１，１１

（１）：１９３０５．

［１５］ Ｌｅｎｇ Ｗ，Ｏｕｙａｎｇ Ｘ，Ｌｅｉ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ＳＧＬＴ⁃２ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｄａｐａｇｌｉｆｌｏ⁃

ｚｉｎ ｈａｓ ａ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ＡｐｏＥ － ／ －

ｍｉｃｅ［Ｊ］ ． Ｍｅｄｉａｔｏｒｓ Ｉｎｆｌａｍｍ，２０１６，２０１６：６３０５７３５．

Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｄａｐａｇｌｉｆｌｏｚｉｎ ｉｎ ｏｘ⁃ＬＤＬ⁃ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ
ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＴＨＰ⁃１⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ

Ｇｏｎｇ Ｃａｉｗｅｉ１，２，Ｚｈａｏ Ｇｕａｎｇｊｉａｎ１，２，Ｌｉｕ Ｄａｎａｎ１，２，Ｏｕ Ｈａｎｇｊｕｎ１，２，Ｚｈａｏ Ｑｕａｎｗｅｉ１，２，Ｌｉ Ｈｕｉ１，２

（ １Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｃａｒｄｉｏｌｏｇｙ， Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕｉｙａｎｇ　 ５５０００４；
２ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｇｕｉｙａｎｇ　 ５５０００４）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｄａｐａｇｌｉｆｌｏｚｉｎ （ＤＡＰＡ） ｉｎ ｏｘ⁃ＬＤＬ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ
ｍｙｅｌｏｉｄ ｌｅｕｋｅｍｉａ ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ （ＴＨＰ⁃１） ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＴＨＰ⁃１⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｏａｍ ｃｅｌｌ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ
ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ ｏｘ⁃ＬＤＬ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＴＨＰ⁃１ｄｅｒｉｖｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ． Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｓｅｔ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ： ｔｈｅ ｂｌａｎｋ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ（ＮＣ）， ｔｈｅ ｏｘ⁃ＬＤＬ ｇｒｏｕｐ（ｏｘ⁃ＬＤＬ）， ａｎｄ ｔｈｅ ｄｒｕｇ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ（ｏｘ⁃ＬＤＬ ＋ ＤＡＰＡ）． Ｏｉｌ Ｒｅｄ Ｏ
ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｆｏａｍ ｃｅｌｌ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ． Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ａｓｓａｙ ｋｉｔ ｗａｓ
ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＤＡＰＡ ｏｎ ｆｏａｍ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ． Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ ／ ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ（ＰＩ） ｄｏｕｂｌｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ
ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ＴＨＰ⁃１ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｏａｍ ｃｅｌｌ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ． Ｃｅｌｌ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｏｕｂｌｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ
ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＤＡＰＡ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｋｅｙ ｆａｃｔｏｒ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ｉｎ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ． Ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏ⁃
ｇｅｎａｓｅ （ＬＤＨ） ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ａ ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ．
ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｎｏｄ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｙｒｉｎ
ｄｏｍａｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ３ （ＮＬＲＰ３）， ｃｙｓｔｅｉｎ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ａｓｐａｒｔａｔｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅａｓｅ⁃１（Ｃａｓｐａｓｅ⁃１），ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ⁃
ｓｐｅｃｋ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ＣＡＲＤ（ＡＳＣ），ｇａｓｄｅｒｍｉｎ⁃Ｄ （ＧＳＤＭＤ）， ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ（ ＩＬ） ⁃１８ ａｎｄ ＩＬ⁃１β，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ＣＣＫ⁃８ ａｓｓａｙ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＡＰＡ ｗａｓ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ． Ｏｉｌ Ｒｅｄ
Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＴＨＰ⁃１⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｏａｍ ｃｅｌｌ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｍｏｄｅｌ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＮＬＲＰ３， Ｃａｓｐａｓｅ⁃１， ＡＳＣ， ＧＳＤＭＤ， ＩＬ⁃１８， ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｏｘ⁃ＬＤＬ ｇｒｏｕｐ（Ｐ ＜ ０. ０５）， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＰＩ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ＬＤＨ ａｃｔｉｖｉ⁃
ｔｙ（Ｐ ＜ ０. ０５）， ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒｅｄｌｉｐｉｄ ｄｒｏｐｌｅｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ ｏｆ ｔｈｅ
ｃｅｌｌｓ． Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｔｈｅｓｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ａｆｔｅｒ ＤＡＰＡ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｏｘ⁃ＬＤＬ ＋ ＤＡＰＡ ｇｒｏｕｐ（Ｐ ＜
０. ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＤＡＰＡ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｏｘ⁃ＬＤＬ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＴＨＰ⁃１⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｄａｐａｇｌｉｆｌｏｚｉｎ；ｈｕｍａｎ ｍｙｅｌｏｉｄ ｌｅｕｋｅｍｉａ ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ；ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ；ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ；ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ
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