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前言

动脉粥样硬化(Atherosclerosis, AS )是常见病、多发病，严

重威胁人类的健康。AS 是脂质代谢、血凝因素、炎性细胞因子、
血液动力学等多种因素相互作用的综合结果。目前认为 AS 是

一种由于免疫调节异常所导致的炎症性疾病[1-3]，OX40/OX40L
是机体炎症反应中一对重要的信号通路，近年来的研究表明，

OX40/OX40L 也参与 AS 的发生和发展，并且在机体的免疫应

答中起着非常重要的作用。
大量的研究表明，炎症在 AS 发生、发展和演变过程中起

着重要作用[4]。炎症是 AS 的始动因子，炎症导致血管局部中性

粒细胞和单核细胞的浸润，从而促进了脂质的沉积，导致 AS
脂纹等早期病变的发生。炎症反应是 AS 易损斑块最显著特征

之一。单核细胞、巨噬细胞和淋巴细胞通过细胞因子、黏附分子

和炎症介质参与了这种炎症反应。作为目前临床应用最广泛的

调脂药物，他汀类药物 -3- 羟基 -3- 甲基 - 戊二酰辅酶 A 还原

酶抑制剂，通过竟争性抑制胆固醇合成的限速酶从而降低血中

胆固醇浓度。本研究旨在通过体外实验观察辛伐他汀对

OX40L 信号通路影响，进一步探讨其抗动脉粥样硬化机制，为

防治动脉粥样硬化性脑梗死提供新的的理论和实验依据。

1 材料与方法

1.1 试剂与材料

清晨抽取健康成人空腹外周静脉血 10 mL，保存在试管

中 ， 并 经 高 压 蒸 汽 消 毒 及 0.2% EDTA-K2 处 理 ；10% RP-
MI-DMEM 培养基（Gibcobrl）；胎牛血清（Gibcobrl）；二甲基亚

飒(DMSO)（Sigma）；胰蛋白酶（Sigma）；Trizol（上海生物工程

技术有限公司）；焦磷酸二乙脂(DEPC)（Sigma）；琼脂糖（Sig-
ma）；聚偏二氟乙烯（PVDF）膜（北京索来宝公司）；PCR 引物

（上海生物工程技术有限公司）；辛伐他汀原粉（Sigma）；IFN-
（Sigma）等。
1.2 方法

1.2.1 实验分组 （1）干扰素 -γ(IFN-γ）刺激组：IFN-γ (1000
U/mL)与人单个核细胞共同培养 24 小时。置于 37℃含 5% CO2

的饱和水汽培养箱中培养。
（2）辛伐他汀干预组：辛伐他汀(10.0 mol/L)、IFN-γ (1000
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1：对照组 2: 1000 U/ mL IFN-γ 3: 10.0 M 辛伐他汀组 4: 1000 U/ mL

IFN-γ +10.0 M 辛伐他汀组 与对照组比较 #P<0.01, 与 IFN-γ 组比较 *

P<0.05

组别（Group） n
OX40L mRNA 表达(The expression of OX40L mRNA)

OX40L/β-actin(OD 比值)

对照组(Control) 3 0.92±0.03

IFN-γ 组(IFN-γ) 3 1.13±0.05 #

辛伐他汀组(Simvastatin) 3 0.28±0.03 #

IFN-γ+ 辛伐他汀组(IFN-γ+

Simvastatin)
3 0.99±0.04 *

表 1 辛伐他汀对 IFN-γ 诱导的人单个核细胞 OX40L mRNA 表达的影响( X±SD)

Table 1 The effect of simvastatin on the expression OX40L mRNA induced by IFN-γ in PBMCs

注:计量资料以均数士标准差( X±SD)表示，与对照组比较 # P<0.01, 与 IFN-γ 组比较 * P<0.05。
Note: Quantitative data are presented as ( X±SD),compared with control # P<0.01,compared with IFN-γ* P<0.05.

U/mL)与人单个核细胞共同培养 24 小时。置于 37℃含 5% CO2

的饱和水汽培养箱中培养。
1.2.2 RT-PCR 检测 OX40L 的 mRNA 表达 总 RNA 的抽提；

RNA 的沉淀、洗涤、溶解；RNA 的定量；cDNA 合成；PCR 扩增，

5 μL 5×Buffer (含镁离子)，2μ TaqDNA 聚合酶，5 μL 5 mol/L
上游引物，5 μL 5 mol/L 下游引物，1 μL 10mmol/L dNTPs，2.5
μL上述 cDNA 合成反应液，加蒸馏水补足反应体积至 50 L，按

下列条件扩增，94℃3 分钟一个循环，94℃30 秒→60℃ 50 秒→
72℃ 30 秒，循环 35 次。最后 72℃延伸 10 分钟。取扩增产物

10 μL与 2 μL上样缓冲液混合后，上样电泳((2%琼脂糖凝胶含

0.5 g/ml 嗅乙啶)，电泳与标准分子量比较鉴定扩增产物。在凝

胶成像系统中分析电泳带的灰度值，测定电泳条带吸光度值以

β-actin 为内参照，计算 OX40、OX40L 的相对含量，结果以条带

吸光度值与 β-actin 条带吸光度值的比值表示。
1.2.3 Western blot 检测 OX40L 蛋白表达 （1）外周血单个核

细胞中总蛋白的提取 离心收集 PBMCs 细胞沉淀加入 500 μL
单去污细胞膜裂解液、冰浴彻底裂解细胞 30 min，12000 rpm

（4℃）离心 5-10 min。弃沉淀，将离心后的上清(即蛋白)分装转

移到 0.5 mL 的离心管中放于 -80℃保存；（2）按 Harlow 等的方

法，制备蛋白质样本 分离 DNA；沉淀蛋白；洗涤蛋白；复溶蛋

白；（3）铺胶；（4）电泳；（5）转膜；（6）封闭；（7）杂交反应；（8）显

影；（9）扫描分析

1.3 统计学分析

数据采用 SPSS13.0 统计软件包分析处理，计量资料均以

均数士标准差( X±SD)表示，两样本均数采用 t 检验和单因素

方差分析。P<0.05 认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 辛伐他汀对 IFN-γ 诱导的人单个核细胞 OX40L mRNA 表

达的影响

IFN-γ (1000 U/mL) 与人单个核细胞共同培养 24 小时，

OX40L mRNA 表达较对照组明显增加 （P <0.01）。辛伐他汀

（10.0 M）与 IFN-γ (1000 U/mL)及人单个核细胞共同培养 24
小时，辛伐他汀可明显降低 IFN-γ 所致的 OX40L mRNA 表达，

且与单纯 IFN-γ 刺激组比较有显著差异（P <0.05），见（表 1、图
1）。

图 1 辛伐他汀对 IFN-γ 诱导的人单个核细胞 OX40L mRNA 表达的影

响

M: 标记物 1：对照组 2: 1000 U/ mL IFN-γ 3: 10.0 M 辛伐他汀组 4:

1000 U/ mL IFN-γ+10.0 M 辛伐他汀组

Fig.1 The effect of simvastatin on the expression OX40L mRNA induced

by IFN-γ in PBMCs

2.2 辛伐他汀对 IFN-γ 诱导的人单个核细胞 OX40L 蛋白表达

的影响

IFN-γ (1000 U/mL) 与人单个核细胞共同培养 24 小时，

OX40L 蛋白表达较对照组明显增加（P <0.01）。辛伐他汀（10.0
M）与 IFN-γ (1000 U/mL)及人单个核细胞共同培养 24 小时，辛

伐他汀可明显降低 IFN-γ 所致的 OX40L 蛋白表达，且与单纯

IFN-γ 刺激组比较有显著差异（P <0.05），（表 2、图 2）。

3 讨论
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动脉粥样硬化(Atherosclerosis, AS )是一种慢性的血管炎

症反应，炎症、炎症细胞及炎症因子的作用贯穿于 AS 的整个

病理过程[5]。粥样斑块的破裂和随后发生的血栓是导致急性心

肌梗死的最主要的原因。动脉炎症过程不仅存在 AS 的形成和

进展中，而且在粥瘤发生血栓性并发症时起重要作用。
他汀类药物自上世纪八十年代晚期开始应用于临床以来，

已成为调脂治疗的主要药物。多年来的临床及基础研究均证实

了他汀类药的良好降脂，尤其是降低胆固醇的作用；并能够有

效的降低心血管事件的发病率和死亡率，被 4S(Scandinavian
Simvastatin Survival Study)及其后的研究所证实[6-8]。因此，作为

AS 性疾病的一、二级预防药物他汀类药已被广泛应用于临床。
然而，随后的研究发现，他汀类药不仅具有降脂作用，还具有多

种非降脂作用，即他汀类药的多向性效应。其多向性效应表现

为：（1） 抗炎作用：临床研究资料显示他汀类能够调节炎症过

程，抑制炎症细胞因子，趋化因子和粘附分子的表达，降低 C-
反应蛋白（CRP）的水平。但进一步对比发现他汀类药物降低

CRP 的效果也存在差别；（2）预防和减轻动脉粥样硬化，稳定动

脉粥样硬化斑块：研究发现他汀类药物降低斑块体积的作用很

微弱，但在参与斑块稳定的代谢过程中占有重要的地位[9,10]。（3）
对内皮功能的影响：高血脂和氧化应激引起的血管内皮细胞

功能失调是动脉粥样硬化的始动病因，在这个过程中，一氧化

氮（NO）扮演了一个重要角色。循环中足量的他汀通过降低质

膜胆固醇的生物合成来增加内皮依赖的 NO 释放。（4）对凝血、
纤溶系统的影响：他汀类还可下调血小板因子（PF4）和血小板

β 球蛋白（β-TG）的表达，抑制血小板活化，干扰血小板聚集后

诱发的凝血过程[11-13]。新近研究表明他汀类药物不但能抑制动

脉硬化的进展，而且能加速其转归过程[14]。
OX40/OX40L 是机体炎症反应中一对重要的信号通路,也

是机体免疫应答过程中一对重要的协同刺激分子，参与了 T 细

胞的活化、增殖和迁移，以及生发中心的形成和 DC 的分化成

熟，在介导肿瘤免疫应答和自身免疫性疾病的发生发展中具有

重要作用[15]。人的 OX40L 又称 gp34，是分子量 34KD 的 II 型跨

膜糖蛋白，其相应基因定位于人染色体 1q25，属 TNF 超家族。
OX40L 也只表达在活化细胞表面，人 OX40L 主要表达于成熟

DC、活化的 B 细胞、血管内皮细胞（VEC）、脐带静脉血管内皮

细胞(HUVEC)，巨噬细胞以及某些组织器官包括心、骨骼肌、睾
丸和肺，其表达时相也是在细胞活化后 24～48 小时出现。

大量研究表明，OX40 及 OX40L 在动脉硬化的发病机制

中起到了一定的促进作用[16-19]。因此干预 OX40L 有望成为未来

治疗动脉粥样硬化的新的靶点。本研究证实辛伐他汀能够减弱

IFN-γ 诱导人单个核细胞 OX40L 的表达增强作用，并且这种

作用与辛伐他汀呈现明显的时间和浓度依赖性（本文结果未展

示），但其具体作用机制和路径还需进一步观察。总之，辛伐他

汀能够下调 OX40L 的表达，从而抑制了 OX40L 信号通路介导

的与炎症有关的血管损伤，延缓了动脉粥样硬化的进程。这些

结果或许可以有助于阐明他汀类药物在抑制动脉粥样硬化中

的抗炎机制。
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