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阿斯匹林对 T H P
一

1来源巨噬细胞 MM P g的表达及其活性的影响

鲁 立
`

彭家和
’

甘 淋 申丽丽 江 渝
(第三军医大学生物化学和分子生物学教研室 重庆 40 00 3 8)

摘要 目的 :探讨阿司匹林对基质金属蛋白酶 ( 9M at ri xM eta lloPo rt en ia e s s
,

M M P )s 表达及其活性的影响
。

方法 :应用 M T T 法观察

阿司 匹林对 T H P
一

I 来源 巨噬细胞增殖的影响 ; 逆转录聚合酶链反应检测 阿司匹 林对体外培养的 T H P
一

1 细胞基质金属蛋白酶 9

m NR A 表达的影响
,

应用明胶酶讲法观察阿司匹林时体外培养的 TH P
一

l 来源 巨噬细胞基质金属蛋白酶 9 活性的影响
。

结果 : 与时

照组相比
,

不 同浓度的阿 司匹林 ( 150
、

30 00
、

60 0
、

12 00 0 m o ll/ )对 T H P
一

1 来源 巨噬细胞增殖无影响 ; 不同浓度的阿司 匹林可以 抑制

PM A 诱导的 T H P
一

1 细胞 基质金属蛋白酶 9 m RN A 的水平及其活性水平
,

且呈浓度依赖性
。

结论 : 阿司匹林可以抑制 P M A 诱导

的 TH P
一

! 巨噬细胞基质金属蛋白酶 9 的表达
,

并可能通过这一机制影响动脉粥样硬化斑块的稳定性
。
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前言

研究 显示
,

炎症与免疫在动脉粥样硬化 (At he or cs el or ssi
,

A S) 的发生发展中起重要作用” } ,

炎症因子贯穿动脉粥样硬化

的发生发展乃至斑块破裂的全过程闭 ,

在粥样斑块内巨噬细胞
,

T
一

淋巴细胞等炎症细胞表达 CD 40 和 C D 40 L
,

相互作用可产

生一系列免疫炎症反应
.

包括促进勃附分子
.

细胞因子如基质

金属蛋自酶 (M
a tr ix M e t a l lo Por et in a es s ,

M M p )等物质
,

促进 A S

的慢性炎症过程
,

最终导致斑块的破裂
,

引起一系列临床综合

症例
。

基质金属蛋白酶是由炎性细胞分泌的一组酶
,

可以降解

纤维帽中的胶原
,

使纤维帽变薄
,

斑块不稳定性增加
,

易于破

裂
。

因此
,

抑制基质金属蛋白酶的分泌和活性在维持粥样斑块

稳定性中十分重要
。

阿司匹林是一类非晰体类的抗炎药
,

通过

抑制血小板的环氧化酶
,

减少前列腺素的生成
,

从而抑制血小板

聚集和阻止血栓形成
,

近来发现它与斑块稳定性有一定关系 l’ol

木研究通过研究阿司匹林对 T HP- 1来源巨噬细胞 M M P- 9 的

表达及其活性的影响
,

探讨其与动脉粥样斑块稳定性的关系
。
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材料和方法

1
.

1 材料与试剂

T H P
一

1 人单核细胞由第三军医大学生物化学和分子生物

学教研室提供 ; 逆转录反应试剂为美国 Por m ge
a 公司产品

,

多

聚酶链反应试剂为 T ka a ar 公司产品 ; 新生小牛血清购自成都

哈里生物制品厂
、

阿司匹林 ( A
s p ir in )

、

佛波醋 ( p h o r b o l m y r is ta te

ac et aet
.

PM A )为 Si gm a 公司产品 ; 总 RN A 提取试剂 1’r iPu er
,

M M P
一

9 和 ac ti n (作为内参 )引物均由上海生物工程公司提供
,

MM P
一

9检测试剂盒购自北京普利莱公司
,

其他试剂均为进口

或者国产分析纯
。

1
.

2 细胞培养

人单核细胞系 TH P
一

l 由第三军医大学生物化学和分子生

物学教研室提供
,

T H P
一

l 细胞株用 R PM l l 64O 培养液培养
.

其

中含 10 %的新生小牛血清
。

2~ 3 天换液一次
,

在每次实验前川

20 0n m o lL/ 佛波醋孵育 48 小时左右
.

使其诱导分化成巨噬细

胞
,

然后将贴壁细胞用 P B S 冲洗后
.

接种于 6 孔板
,

排孔细胞

10 7 左右
.

培养液为 3m L 左右
,

逐 孔加 人浓度 ! 50
、

300
.

60 0
.

1200 0 m ol L/ 的阿司匹林
,

每种浓度只孔
,

培养 24 小时检

测 M M P- 9 的表达水平 ; 培养贴壁细胞接种于 24 孔板
.

每孔细

胞 10 6 左右
,

逐孔加人浓度为 150
.

30 0
,

60 0
.

120 0 u m o l/ [
J

的阿司

匹林
,

每种浓度只孔
,

收集上清液一 20 ℃冻存
。

!
.

3 细胞增殖功能实验 (M T T )



将诱导分化的 TH P
一

】巨噬细胞加人 %孔板
,

每孔接种

l
.

o x l创个细胞左右
,

体积为 l oo p L
,

然后分别加人不同剂量

的阿司匹林
,

每个剂量重复三个复孔
,

每孔最后均用培养基补

充为 200 o L
,

置于 37 ℃
,

5% C O :

饱和湿度条件下培养
,

3h6

后
,

每孔加人 5创L 的 M TT 20
p L继续培养 h4

,

将培养板离心
,

10 00pr m
,

弃上清
,

每个孔加人 DM SO 150 o L
,

振荡使紫色结

品融解
,

! om ni 后与酶链检测仪检测各孔 A 4 90 值
。

1
.

4 逆转录一 聚合酶链反应

1
.

4
.

1 总 R N A 提取

采用 Tr iPu er 一步提取法 (按 R oc he 公司说明书 )

1
.

.4 2 逆转录合成 c D N A

s x 逆转录缓川掖 (含 50 m M M g e lZ )s o L
、

10m M dN T P I “ L
.

3 0U L/ RN A 酶抑制剂 1 o L
、

R a n d o m P ri m e r 1 p L
,

l u创“ 1RN A

Z p L
,

上述反应物混匀
.

室温 25 ℃ 放置 10 m ni 后
,

加人

10U / p L AM V 1 o L
,

补充去离子水至 2 5 , L
,

4 2 ℃ 孵育 l h
,

9 5 ,C sm in 灭活 A M V
,

巾止反应
,

所得 e D N A 置于 一 2 0 ,C 用

于后续反应
。

1
.

4
.

3 聚合酶链反应扩增

p
一

ac t in
,

M M p
一

9 反应总体系为 50 o L
,

e D N A Z o L
、

E x -

T a q 酶 ( SU /。 L )0
.

5 o L
,

10 x 缓 冲液 5 o L
、

M g c lZ ( 25m M )

3 , L
、

dN T P ( 1om M ) 1
o L

、

上下游引物 ( 25
u M )各 1 o L

、

补充无

菌离子水至 50 , L体积作为对照
,

p
一

ac ti n 反应条件为
:
预变性

94 ℃ 10m in
、

9 4 ,C 4 55 、

55℃ 4 5 5、 72℃ 4 55 、

30 个循环
、

72℃

s m in
、

4℃保存
。

M M P
一

9的反应条件为预变性 94 ,C 10m in
、

94℃

4 55 、

5 8℃ 4 55 、

7 2,C 4 55 、

3 5 个循 环
、

72℃ sm in
、

4℃ 保存
。

M M P
一

9的引物正义
: 5

’ 一

C T A C CA C C T CG A A C T竹 G A CA G C
一

3
’ ,

反义
: 5

’
一 C仃 C C C A T C C T T G A A CA A A T A C A G

一

3
’ ,

P C R 七
’ .

增片断为 4 94 bP
,

引物由北京赛百盛 S B C g e n e te e h公司合成
。

p
一a e t in 引物正义

: 5
’ 一

C A T CT C TT G C T CG A A G T C C A
一

3
’ ,

反义
:

5
’ 一

A TC A TG T 】
,

1
,

G A G A C CTT C A A C A
一

3
’ ,

PC R 打
’

一

增片断长为

30 8 bp
,

弓!物为上海英骏生物技术公司合成
,

选 p
一a
cti

n 为半定

量内对照
,

扩增片断分别为 30 8b p
。

P C R 产物点样于 1 0%琼脂

糖凝胶上
,

E B 染色
,

应用 Bi o 一

Rda 凝胶成像仪
,

将电泳结果进

行灰度扫描
,

将表达星化
。

1
.

5 明胶
·

聚丙烯酸胺凝胶酶谱法测 M M P一活性

按 M M P
一

9 检测试剂盒说明方法
,

以 Bi 小R ad 电泳仪进行

SD S
一

PA G E 凝胶电泳
,

按常规方法灌制 8%分离胶和 5 %浓缩

胶
,

但分离胶中含有 明胶作为底物
。

取 10 , L培养基上清液

样木与等体积的 Z X 上样缓冲液 (0
.

sm o l /L T r is
一

H C L PH 6
·

8
,

20%甘油
.

0
.

1%浪酚蓝 )混合
,

室温放置 30 m ni
,

上样
,

将电泳仪

器接通电源
,

电流 20 m A 电泳约 g om ni
,

嗅酚蓝到达底线
,

停止

电泳
,

小合将胶剥离
,

浸泡于 Bu eff r A 中 15m ni
,

更换液体一

次
.

然后将胶浸泡于 j民物缓冲液 B u eff r B (50 m m o l/L T r is
·

H C L
,

P日 8
.

0
,

Zm o一几 N aC L
,

5 m m o一/ L e Ca h )中
,

37 ,C 过夜
。

次日将底

物缓冲液弃去
,

以 .0 5%考马斯亮蓝染色 20 m ni
,

经脱色液 ( 40 %

蒸馏水
、

10 % 冰乙酸
、

50 % 甲醇 )振荡脱色 30 m ni
,

中间更换脱

色液一次至到凝胶蓝色背景上出现自色条带
,

以 Q ua nti yt 软件

对条带的灰度进行分析
。

1
.

6 统计学处理

以空自对照条带的灰度值为 l
,

试验组数据与对照组数据

相比取值
。

所有数据以表示
。

以 S PS S 10 .0 软件进行统计学处

理
.

P<0
.

05 为差异有显著性意义
。

2
.

1 阿司匹林对培养 T H P
一

1来源巨噬细胞的增殖影响

TH P
一

1 来源巨噬细胞培养 24 小时后
,

与对照组比较
,

经不

同浓度的阿司匹林刺激后的实验组
,

其 A 4 90 值变化不明显
。

将所测 A 490 值分别进行统计学分析
.

结果表明不同浓度的阿

司匹林对 T H P
一

1来源巨噬细胞的增殖能力之间没有显著性差异

( P
> 0

.

05 )
,

同时结果显示
:

在设定浓度为 6 0u0 M 时
,

阿司匹林刺激

巨噬细胞不同时间对其增殖能力也没有显著性差异(P > .0 05 )
。
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图 I A 图不同浓度阿司匹林对 T H P- 1来源巨噬细胞增殖作用

B 图在阿司匹林浓度为 60 0 协M 时
,

作用 6
,

12
,

24
.

36 小时后对其增

殖能力的影响

F ig
.

I A : T he P or lief ar t io n e
eff

e t s o f d ieff er n t e o n e e n tar t io n as Pir in o n

m a e or Ph a cs b a s e d o n T H P
一

l : B : T h e P or l ief ar t io n e eff e t s o f 6 0 0 p M

a sP ir in a ft e r 6
,

12
,

2 4
,

3 6 h o u rs
.

.2 2 阿司匹林对 T H P
一

l 来源巨噬细胞基质金属蛋白酶 9 m RN A

的影响

T H P
一

1诱导分化成巨噬细胞后
,

分别加人不同浓度的阿司

匹林 ( 150
、

300
、

6 00
、

120 0 u m o l/l )
,

3 7 ,C 培养 24 z j
、

时
.

提取总

NR A
.

进行逆转录聚合酶链反应后检测
,

结果发现
,

M M Pg 表达

水平呈浓度依赖型的下降
。

h色护
·

9
49 肠 p

6
一往c t小 3 0 8 bP

2 结论

1 2 3 4 5

图 2 TH P- l 巨噬细胞基质金属蛋白酶 9 m RN A 表达的逆转录 . 合醉

链反应分析

l 为对照组 ; 2 为 A sp i r in 15 0 u m o l/ l组 ; 3为 A s p ir in 3 0 0 u n l o l/ l组 ;

4 为 A s P i r in 60 0 u m o l/ l 组 : 5为 A s p i r in 120 o um o l/1组

F 19 2 T he M M P- 9 m R N A a n a Iy s is o f m a e or Ph a g e ba s e d o n T H P
·

l : l
,

e o n t r o l g r o u P :Z 15 0 u m a s P ir in g or u P :3 3 0 0 um a s P ir in g or u P : 4
,

6 0 0 u 一11

a s P i r in g or u P :5
.

I2 0 0 u m a s P i r in g r o u P

2
.

3 不同时间 TH P
一

1 来源巨噬细胞培养上清液中基质金属蛋

白酶 9 活性测定

以未加 A S p iri n 组 T H P
一

l 来源巨噬细胞培养 24
、

48 以及



2 7h的上清液为样木
,

经染色及脱色后
.

在蓝色的凝胶背景土

可见在 92 k D a 的位置明胶发生降解
,

经 BI O
.

R A D 图像分析系

统测定
,

以 2h4 条带的灰度值为 l
,

4h8 和 7h2 条带的相对灰度

值为 .0 78
,

0
.

58
。

结果显示
,

培养 2h4 收集的 TH P
一

l 巨噬细胞上

清液中M M Pg 沃性高千 4 8h 和 7 2 h
-

l
、
2

、
3 分别为空白对照 2 4

、
4 8 和 7 2 h

图 3 不同时间巨噬细胞培养上清液中 M M Pg 的活性测定

F 19 3 T l l e d e t e
mr in a t io n o f M M P 9 a e t iv iyt i

n e u Itu r e s u P e nr a ta n t月u id:

l
,

2
,

3 P r e se n t s e o n t r o l g r o u P a t 2 4
,

4 8
,

7 2 r e s pe e t iv e ly
.

.2 4 阿司匹林对 培养 T H P
一

1来源巨噬细胞培养上清液中基质

金属蛋白酶活性的影响

为确定不同浓度的 A Ps rii n 对 M M M P
一

9 活性的影响
,

用无

血清 164 0 培养液培养 T H P
一

1 来源的巨噬细胞
,

分别加人不同

浓度的阿司匹林 ( 150
、

3 00
、

6 00
、

12 0 0 u m o l /l )
,

37 ,C 培养 2 4小

时
。

上清液可在 92 kD a 的位置使明胶发生降解
,

但与对照组相

比
,

阿司匹林处理组活性分别为对照组的 0
.

89
、

.0 79
、

.0 67
、

.0 59

倍
,

表明阿司匹林对上清液当中的基质金属蛋白酶 9的活性有

抑制作用
。

9 2七D

1 2 3 4 5

图 4 T HP
一 】来源巨噬细胞上清液中基质金属

蛋白酶 9 的明胶酶图分析

l 为对照组 : 2 为 A s P ir in 15 0 u m o l /l组 ; 3为 A s P i r in 3 0 0 u m o l月组 :

4 为 A s p i r in 6 0 0 um o l/ l组 ; 5为 A s p ir in I 20 0 u m o l/l 组

F 19 4 G e la t in yz m o g ar P ll y a n a ly s is o f m a t r ix m e t a l lo P r o t e in a s e g in e u lt u er

s u P e r n a ra n t fl u id o f m a e or Ph a g e b a s e d o n T HP
·
l : 1

,
e o n t r o l g or u P :

2
.

15 0 u m a s P i r in g r o u P二3
,

3 0 0 um a s P i r in g r o u P ; 4
、

6 0 0 u m a s P i r in g r o uP :

5
,

12 0 0 u m a s P ir ix l g or u P
.

3 讨论

急性冠状动脉综合征是一系列危机患者生命的临床急症
,

它最主要的发病机制是粥样硬化斑块由稳定转为不稳定
,

继而

破裂导致血栓形成
。

粥样斑块有一个纤维帽所授盖
,

纤维帽是

由大量的平滑肌细胞及其所产生的胶原纤维
、

弹性纤维及蛋白

聚糖构成
,

深部为粥糜样物质
,

其中不稳定斑块多为偏心性斑

块
,

纤维帽很薄
,

尤其在偏心性纤维帽的边缘 (也称肩部 )
,

可见

大址炎性细胞 (包括巨噬细胞
、

淋巴细胞及肥大细胞 )浸润
,

斑

块内细胞外基质降解增加及合成不足是纤维帽变薄
,

是斑块稳

定性降低的主要原因
。

M M Ps 是一类对细胞外基质具有降解活性蛋白酶超家族
,

其中M M P
一

9 与 A S 斑块的不稳定型尤为相关
,

M M P
一

9 又称 92

kD a 明胶酶或者明胶酶 B
,

是巨噬细胞分泌的主要 MM p
一

9
,

并

被认为是巨噬细胞激活的主要标志之一
。

研究发现间
,

不稳定

斑块尤其是易发生破裂的斑块肩部区域 M M P
一

9 的蛋白及酶活

性明显增加
,

较稳定斑块高 3~ 5 倍
,

且这种 M M P
一

9 的增加主

要来源于斑块的单核 / 巨噬细胞气

木研究发现
,

当不同浓度的阿司匹林作用于 T H P
一

l 来源

的巨噬细胞的后
,

没有引起细胞增殖
,

且不同浓度之间没有显

著性差异 ( P> 0
.

05 )
,

与此同时
,

观察 6 00 o M 阿司匹林作川不

同的时间后
,

发现其对细胞的增殖作用与时间无关
,

结果表明
,

阿司匹林不是通过直接引起动脉粥样硬化斑块处巨噬细胞的

死亡或增殖来发挥调节作用
,

可能是通过调节巨噬细胞分泌的

细胞因子来发挥作用的
。

文献报道 I叫人动脉粥样硬化斑块的去稳定与 M M P
一

9 的持

续表达有一定关系
,

巨噬细胞移动抑制因子诱导 M M Pg 的表

达
,

从而使斑块变得不稳定
。

木实验发现
,

阿司匹林通过抑制

M M Pg m RN A 的表达
,

且呈剂量依赖型
.

同时川明胶酶i普观察

了分泌到上清液中 M M P g 的活性水平
,

发现其活性也相对下

降
,

且呈剂童依赖型
,

当达到一定剂址后
.

趋于稳定
,

与文献报

道一致
。

阿司匹林作为一种非角体类的抗炎药
,

可能通过抑制

C O X
一

2 的活性
,

从而降低 PG EZ 的水平
.

使其与受体蛋自结合

过降低
,

间接抑制胞内N F
一

K B 与 M M P
一

9 上游 N F
一

K B 结合位

点的结合
,

从而抑制其表达水平 I” I。

总之
,

阿司匹林作不仅抑制是抑制各种炎症分子的表达
,

在动脉粥样硬化斑块的稳定方面也发挥着一定的作川
,

进一步

研究可观察动脉粥样硬化的动物模型
,

直接观察其在体内斑块

的稳定性方面的作用
,

这将为其预防动脉粥样硬化的机理提供

理论基础
。

参考 文 献

[ l ] R o s s R
.

A th e or se le r o s is : A n in fl a m m a t o yr d is e a se
IJ】

.

N E n g J M e d
,

19 9 9
,

3 4 0 ( 2 )
: 1 15

·
1 2 6

121 A n n a A b o u ·
R a y a a n d S u az n A b o u ·

R a y a
.

I: l fl a m m a t io n : A P iv o ta l 11
: Ik

be tw ee n a u t o im m u n e d ise a s e s a nd a th e or se le or s is [J l
.

A一 l o i
n l万11 t: n ity

R e v
ie w

s ,

2 0 0 6
,

5(5 )
: 3 3 1

一
3 3 7

13 ] M ac h F
,

S e h o n be e k U
,

S u k h o v a G
.

e t a l
.

F u n e t io n a l CD4 0 I ig a n d 15

e x Per s s e d o n h um a n v a s e u la r e n d o th e l ia l e e ll s
、

s m o o rh m u s e le c e ll
、

a n
d m a e r o Ph a g e : Im P l ie a t io n of r CD4 0

·

C D 4 0 lig a n d s ig n a li l l g i
n

a th e or s e le r o s is [J】
.

P r o e N a t l A e a
d S e i U S A

,

19 9 7
,

9 4 ( 5 ) : 19 3 1
一

9 3 6

[4 ] J e s s ie a A
.

M a n u e l a n d B a r b a m G a w or n s ka ·
K o

az k
.

M
a t r ix m e t a l lo P r o -

t e in a s e g (M M P
·
9 ) 15 u P r e g p L a t e d d [ `r in g s c a r le s s \ v o u n d l一e a li: l g in

a thy n l ie n u d e m ie e
.

M a t r ix B io lo yg 【J』
.

11, I
) r e s s

,

A e e e P t e d M a 一l u se r iP t

【5 ] T Ill t n a n n C y r u s ,

Y u e m a n g Y a o
,

L i t一n X
, e t a l

.

S ta b : 11粉 t io :、 o t
’

a d v a n e e d a th e r o s e le r o s is in lo w 一

de n s ity liP o P r o le irl r e e e P t o r 一d e n e ie r l t

m ie e b y a sP ir in IJ }
.

A th e r o 一

S e le or s is
,

2 0 0 6 18 4 ( I ): 8
一

14

[6 ] J o n e s C B
,

S a n e IX {
,

H e rr in g t o n DM
.

M a t r ix m e t a llo P or t e i l l a s e s : a

er v ie w o f th e i: s t r u e tu er a n d r o le in a e u t e e o r o n a yr s y n d r o , n e 【J」
.

C a r d io v a s e R e s
,

20 0 3
,

5 9 ( 4 ): 8 12
一

8 2 3

7l] 刘虹彬
,

温进冲
.

韩梅
.

氧化型低密度脂蛋白对大鼠血管平滑肌细胞

基质金属蛋白酶 2 和 9 表达的影响 JI]
.

中国动脉硬化杂志
,

2 00 1
,

9

( l ): 10
一

13

8l] 于遗
,

杨向红
.

粒细胞 2 巨噬细胞集落刺激 因子时人 内皮 细胞基质

金属蛋白酶分泌及活性的影响 l月
.

中国动脉硬 化杂志
,

200 4
,

12 (5 )

: 5 6 8一 5 7 0

[9 ] L o ft
u s IM

,

N a y lo r A R
,

G o o d a l l 5
.

In e r e a s e d In a t r ix m e ta llo P or
·

t e in a s 。·
9 a e t iv ity in u n s t a b le c a r o t id P la q u e s

.

A P o l e 一l t ia l r o le in a e t一t e

P la q u e d is r u P t io n
IJ ]

.

S t r o k e
,

2 0 0 0
、

3 1 ( l ) : 4 0
一

4 7

[ 10 ] Y a o Z h o n g
,

X iy o n g Y u ,

J ia J u T a n g
,

e t a l
.

M
a e r o P tl a g e m ig r a l io 一1

in h ib it o yr af e to r in d u e e s M M P
·
9 e x P r e s s io n : in 1 P l ie a t io n of r d e s t a b i

-

1iaz t io n o f h u m a n a lh e or s e le
·
or t ie P la q 一le s 【J l

.

A t ll e r o s e le r o s is
.

2 0 0 5
,

1 7 8: 2 0 7
一

2 15

【1 1] o v e -r e x P er s s io n o f C O X
一

2
,
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