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透明质酸对游离脂肪酸引起的人主动脉血管平滑肌细胞
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[摘　 要] 　 目的　 探讨透明质酸(ＨＡ)对游离脂肪酸(ＦＦＡ)引起的人主动脉血管平滑肌细胞(ＨＡ￣ＶＳＭＣ)表达白

细胞介素 ６( ＩＬ￣６)、ＩＬ￣８ 和肿瘤坏死因子 α(ＴＮＦ￣α)的影响ꎮ 方法 　 培养 ＨＡ￣ＶＳＭＣꎬ用不同浓度(０、１００、２００、４００
μｍｏｌ / Ｌ)ＦＦＡ 和不同浓度 ＦＦＡ＋高分子量 ＨＡ(ＨＭＷ￣ＨＡ)或低分子量 ＨＡ(ＬＭＷ￣ＨＡ)处理细胞 ２４、４８ ｈꎮ 噻唑蓝法

检测 ＦＦＡ 和 ＦＦＡ＋ＨＡ 对 ＨＡ￣ＶＳＭＣ 存活率的影响ꎻＥｄＵ 染色检测细胞增殖活性ꎻ酶联免疫吸附法检测培养上清 ＩＬ￣
６、ＩＬ￣８ 和 ＴＮＦ￣α 含量ꎻ实时荧光定量 ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＩＬ￣６、ＩＬ￣８ 和 ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 及蛋白表达水平ꎮ 结果　
(１)ＦＦＡ 在 ４００ μｍｏｌ / Ｌ 内呈浓度依赖性诱导 ＨＡ￣ＶＳＭＣ 增殖ꎻ(２)ＨＭＷ￣ＨＡ、ＬＭＷ￣ＨＡ 均对 ＦＦＡ 诱导的 ＨＡ￣ＶＳＭＣ
增殖有抑制作用ꎬ且 ＨＭＷ￣ＨＡ 抑制作用强于 ＬＭＷ￣ＨＡꎻ(３)ＦＦＡ 显著促进 ＨＡ￣ＶＳＭＣ ＩＬ￣６、ＩＬ￣８ 和 ＴＮＦ￣α 的分泌ꎬ且
有明显的时间和浓度依耐性ꎻＨＡ 可以抑制上述作用ꎻ(４)实时荧光定量 ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬＦＦＡ＋ＨＭＷ￣
ＨＡ 组、ＦＦＡ＋ＬＭＷ￣ＨＡ 组 ＩＬ￣６、ＩＬ￣８、ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 及蛋白表达水平均低于 ＦＦＡ 组(均 Ｐ<０.０１)ꎬ其中 ＦＦＡ＋ＨＭＷ￣ＨＡ
组又低于 ＦＦＡ＋ＬＭＷ￣ＨＡ 组(Ｐ<０.０１)ꎮ 结论　 (１)ＦＦＡ 诱导 ＨＡ￣ＶＳＭＣ ＩＬ￣６、ＩＬ￣８、ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 和蛋白表达升高ꎻ
(２)ＨＡ 对 ＦＦＡ 引起的 ＨＡ￣ＶＳＭＣ ＩＬ￣６、ＩＬ￣８ 和 ＴＮＦ￣α 的表达有抑制作用ꎬ且 ＨＭＷ￣ＨＡ 抑制效果强于 ＬＭＷ￣ＨＡꎮ
[中图分类号] 　 Ｒ３６３ [文献标识码] 　 Ａ
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[ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ]　 Ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄꎻ　 Ｆｒｅｅ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄꎻ　 Ｈｕｍａｎ ａｏｒｔｉｃ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌꎻ　 Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣６ꎻ
Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣８ꎻ　 Ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣α
[ＡＢＳＴＲＡＣＴ]　 　 Ａｉｍ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ (ＨＡ) ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣６ ( ＩＬ￣６)ꎬ
ＩＬ￣８ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣α (ＴＮＦ￣α) ｉｎ ｈｕｍａｎ ａｏｒｔｉｃ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌ (ＨＡ￣ＶＳＭＣ) ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｆｒｅｅ ｆａｔｔｙ
ａｃｉｄ (ＦＦＡ).　 　 Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＨＡ￣ＶＳＭＣｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｎｄ ｄｅａｌｔ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ (０ꎬ １００ꎬ ２００ꎬ ４００ μｍｏｌ / Ｌ)
ｏｆ ＦＦＡ ａｎｄ ＦＦＡ ｐｌｕｓ ｈｉｇｈ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ＨＡ (ＨＭＷ￣ＨＡ) ｏｒ ｌｏｗ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ＨＡ (ＬＭＷ￣ＨＡ) ｆｏｒ ２４ꎬ ４８ ｈｏｕｒｓ.
　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＦＦＡ ａｎｄ ＦＦＡ ｐｌｕｓ ＨＡ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ＨＡ￣ＶＳＭＣｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｍｅｔｈｙｌ ｔｈｉａｚｏｌｙｌ ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ
(ＭＴＴ) ｍｅｔｈｏｄ.　 Ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＥｄＵ ｓｔａｉｎｉｎｇ.　 Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＩＬ￣６ꎬ ＩＬ￣８ ａｎｄ ＴＮＦ￣α ｉｎ ｃｕｌ￣
ｔｕｒｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ (ＥＬＩＳＡ).　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ
ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ￣６ꎬ ＩＬ￣８ ａｎｄ ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ.　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ
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(１)ＦＦＡ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｔｏ ＨＡ￣ＶＳＭＣ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ４００ μｍｏｌ / Ｌ. 　 (２)ＨＭＷ￣ＨＡ ａｎｄ
ＬＭＷ￣ＨＡ ｂｏｔｈ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＡ￣ＶＳＭＣ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＦＦＡꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＨＭＷ￣ＨＡ ｗａｓ ｓｔｒｏｎｇｅｒ
ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ＬＭＷ￣ＨＡ.　 (３)ＦＦＡ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓ ｏｆ ＨＡ￣ＶＳＭＣ ＩＬ￣６ꎬ ＩＬ￣８ ａｎｄ ＴＮＦ￣α ｉｎ ａ ａｐｐａｒｅｎｔ
ｔｉｍｅ￣ ａｎｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒꎻ ＨＡ ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｅｆｆｅｃｔ. 　 (４) Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ￣６ꎬ ＩＬ￣８ꎬ ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＦＦＡ＋ＨＭＷ￣
ＨＡ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＦＦＡ＋ＬＭＷ￣ＨＡ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ＦＦＡ ｇｒｏｕｐ (ａｌｌ Ｐ<０.０１)ꎬ ｗｈｅｒｅ ｔｈｅ ＦＦＡ＋ＨＭＷ￣ＨＡ ｇｒｏｕｐ
ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ＦＦＡ＋ＬＭＷ￣ＨＡ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０１).　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 (１)ＦＦＡ ｃａｎ ｉｎｄｕｃｅ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｏｆ ＩＬ￣６ꎬ ＩＬ￣８
ａｎｄ ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ＨＡ￣ＶＳＭＣｓ.　 (２)ＨＡ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＩＬ￣６ꎬ ＩＬ￣８ ａｎｄ ＴＮＦ￣α
ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＦＦＡꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＨＭＷ￣ＨＡ ｉｓ ｓｔｒｏｎｇｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ＬＭＷ￣ＨＡ.

　 　 糖尿病肾病、动脉粥样硬化 ( ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬ
Ａｓ)、糖尿病足是 ２ 型糖尿病大血管的主要并发症ꎬ
也是糖尿病患者致死及致残的主要原因[１]ꎮ 糖尿

病大血管病变的主要病理表现是 Ａｓꎬ动脉内皮细胞

功能紊乱和血管平滑肌细胞(ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ
ｃｅｌｌꎬＶＳＭＣ)增生是 ２ 型糖尿病 Ａｓ 发生的重要病理

机制ꎮ 糖尿病状态下慢性高血糖、高胰岛素血症和

高游离脂肪酸( ｆｒｅｅ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄꎬＦＦＡ)是 ２ 型糖尿病

Ａｓ 形成和发展的重要致病因素ꎮ ＦＦＡ 引起的慢性

无菌性炎症和氧化应激产生活性氧与糖尿病血管

并发症紧密相关[２￣４]ꎮ 研究发现ꎬＦＦＡ 通过多种途

径诱导动脉内皮细胞功能紊乱和 ＶＳＭＣ 增生ꎬ促进

Ａｓ 的发生和发展ꎮ
透明质酸(ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄꎬＨＡ)为细胞外基质

的主要成份之一ꎬ是一个非硫酸化的 Ｄ￣葡萄糖醛酸

和 Ｎ￣乙酰￣Ｄ 葡萄糖胺通过 β￣１ꎬ３ 配糖键连接的重

复聚合物粘多糖组成的双糖[５￣６]ꎬ在炎症调节中起

关键作用ꎮ 炎症与多种类型细胞 ＨＡ 聚合物的积累

和代谢有关ꎮ 近年来 ＨＡ 已成为公认的炎症、血管

生成、纤维化和促癌过程的积极参与者ꎮ ＨＡ 及其

结合蛋白调节炎症基因的表达、炎症细胞的募集、
炎性细胞因子的释放ꎬ并能减弱炎症过程ꎬ为组织

损伤提供保护[７]ꎮ 越来越多的证据表明ꎬ细胞反应

具有 ＨＡ 分子量大小依赖性ꎮ 高分子量 ＨＡ(ｈｉｇｈ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ＨＡꎬＨＭＷ￣ＨＡꎻ>５００ ｋＤａ)是生理条

件下的主要存在形式ꎬ具有较好的粘弹性、保湿性、
抑制炎性反应、润滑等功能ꎻ低分子量 ＨＡ( ｌｏｗ ｍｏ￣
ｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ＨＡꎬＬＭＷ￣ＨＡꎻ<５００ ｋＤａ)发挥血管生

成和免疫调节等作用ꎮ ＦＦＡ 引起人主动脉 ＶＳＭＣ
(ｈｕｍａｎ ａｏｒｔｉｃ ＶＳＭＣꎬＨＡ￣ＶＳＭＣ)的炎性反应和氧化

应激已被广泛认识ꎬ然而 ＨＡ 能否对 ＦＦＡ 诱导的

ＨＡ￣ＶＳＭＣ 炎性反应和氧化应激产生影响目前还不

清楚ꎬ本实验拟就 ＨＭＷ￣ＨＡ 和 ＬＭＷ￣ＨＡ 对 ＦＦＡ 刺

激 ＨＡ￣ＶＳＭＣ 所致炎性反应的影响展开初步研究ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

　 　 正常 ＨＡ￣ＶＳＭＣ(美国 ＡＴＣＣ 细胞库)ꎻＤＭＥＭ
培养基、噻唑蓝(ｍｅｔｈｙｌ ｔｈｉａｚｏｌｙｌ ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍꎬＭＴＴ)试
剂、棕榈酸 ( Ｓｉｇｍａ 公司)ꎻ胎牛血清 (ＨｙＣｌｏｎｅ 公

司)ꎻ０. ２５％胰蛋白酶 (Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎻＨＭＷ￣ＨＡ 与

ＬＭＷ￣ＨＡ(Ｒ＆Ｄ 公司)ꎻ无 ＦＦＡ 牛血清白蛋白(上海

生工公司)ꎻ５￣乙炔基￣２’脱氧尿嘧啶核苷(５￣ｅｔｈｙｎｙｌ￣
２’ ￣ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅꎬＥｄＵ)染色试剂盒(广州锐博公司)ꎻ
白细胞介素 ６( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣６ꎬＩＬ￣６)、ＩＬ￣８、肿瘤坏死因

子 α( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣αꎬＴＮＦ￣α)酶联免疫吸附

实验试剂盒(Ｒ＆Ｄ 公司)ꎻＢＣＡ 蛋白检测试剂盒、
ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶试剂盒(碧云天公司)ꎻβ￣ａｃｔｉｎ、 ＩＬ￣
６、ＩＬ￣８、ＴＮＦ￣α 单克隆抗体(一抗)及对应的辣根过

氧化物酶标记的山羊抗兔(小鼠) ＩｇＧ(二抗) (Ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司)ꎻＩＬ￣６、ＩＬ￣８、ＴＮＦ￣α、β￣ａｃｔｉｎ 引物、逆转

录试剂盒、实时荧光定量 ＰＣＲ( ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲꎬＲｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ)试剂盒(Ｔａｋａｒａ 公

司)ꎮ Ｔｈｅｒｍｏ  ＲＭＫ３ 型酶标仪(上海普林斯顿生

物科技发展有限公司)ꎻＲＩＸ７１￣Ａ１２ＦＬ / ＰＨ 型荧光倒

置显微镜(Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)ꎻＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ  ４８０ 型荧

光定量 ＰＣＲ 仪(Ｒｏｃｈｅ 公司)ꎻＣｈｅｍｉＤｏｃ 分子成像

系统及 ＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭ ＸＲＳ ＋ ＢＩＯＲＡＤ ＩｍａｇｅＬａｂ 软件

(Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司)ꎮ
１.２　 细胞培养

将 ＨＡ￣ＶＳＭＣ 接种于含 １０％ 胎牛血清、 １００
ｋＵ / Ｌ青霉素和 １００ ｍｇ / Ｌ 链霉素的 ＤＭＥＭ 培养基的

１００ ｍｍ 细胞培养皿中ꎬ于 ３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度

条件下培养ꎬ根据细胞生长状况每 １~２ 天更换培养

液 １ 次ꎬ当细胞长满培养皿时用 ０.２５％胰蛋白酶消

化传代细胞ꎮ 当细胞在对数生长期时ꎬ用于实验ꎮ
１.３　 实验分组与处理

依据有无 ＨＡ 和 ＦＦＡ 作用于细胞ꎬ将实验分为

６ 组:(１)对照组(Ｃｏｎｔｒｏｌ 组):加入等量的 ＤＭＥＭ 培

６１１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ２ꎬ２０１７



养基处理ꎻ(２)ＨＭＷ￣ＨＡ 对照组:用 １ ｇ / Ｌ ＨＭＷ￣ＨＡ
处理ꎻ(３) ＬＭＷ￣ＨＡ 对照组:用 １ ｇ / Ｌ ＬＭＷ￣ＨＡ 处

理ꎻ(４)ＦＦＡ 组:用 ４００ μｍｏｌ / Ｌ ＦＦＡ 处理ꎻ(５)ＦＦＡ＋
ＨＭＷ￣ＨＡ 组:用 ４００ μｍｏｌ / Ｌ ＦＦＡ＋１ ｇ / Ｌ ＨＭＷ￣ＨＡ
处理ꎻ(６)ＦＦＡ＋ＬＭＷ￣ＨＡ 组:用 ４００ μｍｏｌ / Ｌ ＦＦＡ＋１
ｇ / Ｌ ＬＭＷ￣ＨＡ 处理ꎮ
１.４　 ＭＴＴ 法检测细胞存活率

无菌条件下ꎬ用 ０.２５％的胰蛋白酶消化对数期

生长细胞ꎬ用磷酸盐缓冲液(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓｏｌｕ￣
ｔｉｏｎꎬＰＢＳ)吹打、收集于 １５ ｍＬ 离心管中ꎬ１５００ ｒ / ｍｉｎ
离心 ２ ｍｉｎꎻ弃去 ＰＢＳ 后加入含 １０％胎牛血清的

ＤＭＥＭ 培养液ꎬ吹打成单细胞悬液ꎬ充池并计数ꎻ以
１.５×１０５ 个 / 毫升细胞密度接种于 ９６ 孔板ꎬ设 ５ 个复

孔(空白对照组只加培养液、ＭＴＴ、二甲基亚砜)ꎬ待
细胞贴壁后ꎬ加含不同浓度 ＦＦＡ(０、２５、５０、１００、２００、
３００、４００、５００、６００ μｍｏｌ / Ｌ) 和 / 或分别联合 １ ｇ / Ｌ
ＨＭＷ￣ＨＡ、ＬＭＷ￣ＨＡ 的培养液ꎬ孵育 ２４、４８ ｈꎻ每孔

加 ５ ｇ / Ｌ ＭＴＴ 溶液 ２０ μＬꎬ孵育 ４ ｈꎬ弃培养液ꎬ每孔

加二甲基亚砜 １５０ μＬꎬ振荡 １０ ｍｉｎꎮ 用酶标仪在

４９０ ｎｍ 波长处测吸光度(ａｂｓｏｒｂａｎｃｅꎬＡ)值ꎬ计算细

胞存活率ꎬ细胞存活率 ＝ (实验组 Ａ 值－空白组 Ａ
值) / (对照组 Ａ 值－空白组 Ａ 值)ꎮ
１.５　 ＥｄＵ 染色检测细胞增殖活性

９６ 孔板接种和处理细胞同 “ １. ４” 所述ꎮ ５０
μｍｏｌ / Ｌ ＥｄＵ 标记细胞 ２ ｈꎬＰＢＳ 洗 ２ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎻ
用 ４％多聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎꎬ２ ｇ / Ｌ 甘氨酸中和 ５
ｍｉｎꎻ含 ０.５％Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００ 的 ＰＢＳ 渗透 １０ ｍｉｎꎬＰＢＳ
洗 １ 次ꎬ５ ｍｉｎꎻＡｐｏｌｌｏ  ４８８ 荧光染料避光、室温孵

育 ３０ ｍｉｎꎬ含 ０. ５％Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００ 的 ＰＢＳ 渗透 ２ ~ ３
次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎻＨｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 反应液避光、室温孵

育 ３０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 清洗 １ ~ ３ 次ꎮ 用荧光显微镜(蓝光

激发)观察并拍照记录结果ꎮ
１.６　 ＥＬＩＳＡ 检测细胞培养上清中 ＩＬ￣６、ＩＬ￣８、ＴＮＦ￣α
含量

在 ３７℃、５％ＣＯ２ 条件下培养 ＨＡ￣ＶＳＭＣꎬ待细胞

生长至 ８０％ ~ ９０％汇合时ꎬ消化传代并以 ７.０×１０６

个 /毫升的密度将细胞接种于 １０ ｃｍ 细胞培养皿中ꎬ
待细胞生长状态良好ꎬ换用含 ０. ２５％胎牛血清的

ＤＭＥＭ 培养基继续培养 ２４ ｈ 后进行干预实验ꎮ 采

用不同浓度 ＦＦＡ(０、１００、２００、４００ μｍｏｌ / Ｌ)和 / 或分

别联合 １ ｇ / Ｌ ＨＭＷ￣ＨＡ、ＬＭＷ￣ＨＡ 处理细胞 ６、１２、
２４、４８ ｈꎬ每个时间点设对照组(含 ５ μＬ ＰＢＳ)ꎬ在相

应的时间点收获细胞和培养上清ꎬ离心去除细胞碎

片ꎬ按酶联免疫吸附测定(ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒ￣

ｂｅｎｔ ａｓｓａｙꎬＥＬＩＳＡ)试剂盒说明操作ꎬ分别检测各组

中 ＩＬ￣６、ＩＬ￣８、ＴＮＦ￣α 蛋白水平ꎮ
１.７　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测 ＩＬ￣６、ＩＬ￣８、ＴＮＦ￣α ｍＲ￣
ＮＡ 表达水平

(１)ＲＮＡ 提取和逆转录:ＴＲＩｚｏｌ 法提取按实验

设计处理后的细胞总 ＲＮＡꎬ采用逆转录试剂盒将总

ＲＮＡ 转录合成为 ｃＤＮＡ 并贮存于－８０℃备用ꎮ (２)
引 物 设 计: ＩＬ￣６: 上 游 ５′￣ＡＡＧＣＣＡＧＡＧＣＴＧＴＧ￣
ＣＡＧＡＴＧＡＧＴＡ￣３′ꎬ下 游 ５′￣ＴＧＴＣＣＴＧＣＡＧＣＣＡＣＴＧ￣
ＧＴＴＣ￣３′ꎻ ＩＬ￣８: 上 游 ５′￣ＡＣＡＣＴＧＣＧＣＣＡＡＣＡ￣
ＣＡＧＡＡＡＴＴＡ￣３′ꎬ下游 ５′￣ＴＴＴＧＣＴＴＧＡＡＧＴＴＴＣＡＣＴ￣
ＧＧＣＡＴＣ￣３′ꎻ ＴＮＦ￣α: 上 游 ５′￣ＣＣＡＴＣＴＡＴＣＴＧＧ￣
ＧＡＧＧＧＧＴＣＴ￣３′ꎬ下游 ５′￣ＣＧＴＴＴＧＧＧＡＡＧＧＴＴＧＧＡＴ￣
ＧＴ￣３′ꎻβ￣ａｃｔｉｎ:上游 ５′￣ＴＧＧＣＡＣＣＣＡＧＣＡＣＡＡＴＧＡＡ￣
３′ꎬ下游 ５′￣ＣＴＡＡＧＴＣＡＴＡＧＴＣＣＧＣＣＴＡＧＡＡＧＣＡ￣３′ꎮ
扩增片段长度分别为 １５０、１８５、１５４、１８６ ｂｐꎮ (３)反
应体系:２５ μＬ 扩增体系包括上下游引物各 １ μＬꎬ
ｃＤＮＡ ２ μＬꎬＳＹＢＲ  Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ＰＣＲ 反应混

合液 １２.５ μＬꎬ双蒸水 ８.５ μＬꎮ (４)循环参数:９５℃
预变性 ３０ ｓꎬ９５℃变性 ５ ｓꎬ６０℃延伸 ３０ ｓꎬ进行 ４５ 个

循环ꎮ 采用 β￣ａｃｔｉｎ 作为内参照ꎬ以 ２－ΔΔＣｔ相对定量

法来评价目的基因 ｍＲＮＡ 的表达水平ꎮ
１. ８ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＩＬ￣６、 ＩＬ￣８ 和 ＴＮＦ￣α 蛋白

表达

按常规方法提取细胞总蛋白ꎬＢＣＡ 法测定蛋白

质浓度ꎻ配制 １０％ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分离胶和 ５％浓缩胶ꎬ
每孔上样 １５ μｇꎬ分离蛋白样品ꎻ３００ ｍＡ、７０ Ｖ 恒压

转膜 ２ ｈꎻ取出并切割 ＰＶＤＦ 膜ꎬ用 ５％牛血清白蛋白

室温封闭 ２ ｈꎻ分别将膜以 ＩＬ￣６、ＩＬ￣８、ＴＮＦ￣α、β￣ａｃｔｉｎ
抗体(１ ∶ １０００ 稀释)４℃孵育过夜ꎻ用 ＰＢＳ￣Ｔ(含有

０.１％Ｔｗｅｅｎ￣２０ 的 ＰＢＳ)漂洗 ５ 次ꎬ根据一抗来源加

入辣 根 过 氧 化 物 酶 标 志 的 羊 抗 兔 ( 小 鼠 ) ＩｇＧ
(１ ∶ ５０００稀释)ꎬ室温孵育 ２ ｈꎻ再以 ＰＢＳ￣Ｔ 漂洗 ５
次后ꎬ用 ＥＣＬ Ｐｌｕｓ 超敏发光剂显示阳性条带ꎮ 在

ＣｈｅｍｉＤｏｃ 分子成像系统及 ＩｍａｇｅＬａｂ 软件(Ｃｈｅｍｉ￣
ＤｏｃＴＭ ＸＲＳ＋ＢＩＯＲＡＤ)下记录并分析结果ꎮ
１.９　 统计学处理

统计分析用 ＳＰＳＳ １７.０ 软件ꎬ结果以ｘ±ｓ 表示ꎬ
组间比较用 ｔ 验和单因素方差(Ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)分
析ꎬＰ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 细胞存活率

　 　 ＦＦＡ 在 ４００ μｍｏｌ / Ｌ 内可诱导 ＨＡ￣ＶＳＭＣ 增殖
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且有浓度依赖性ꎬ时间依耐性作用不明显ꎻＨＭＷ￣
ＨＡ、ＬＭＷ￣ＨＡ 均对 ＦＦＡ 诱导的 ＨＡ￣ＶＳＭＣ 增殖有抑

制作用且 ＨＭＷ￣ＨＡ 抑制作用强于 ＬＭＷ￣ＨＡ(图 １)ꎮ

图 １. ＭＴＴ 法检测不同浓度 ＦＦＡ 及 ＦＦＡ＋ＨＡ 对 ＨＡ￣ＶＳＭＣ 存活率的影响(ｎ ＝ ５) 　 　 左图为为不同浓度 ＦＦＡ 对 ＨＡ￣ＶＳＭＣ 作用

２４、４８ ｈ 的细胞存活率ꎻ右图为不同浓度 ＦＦＡ 及 ＦＦＡ＋ＨＡ 对 ＨＡ￣ＶＳＭＣ 作用 ２４ ｈ 的细胞存活率ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＦＦＡ ａｎｄ ＦＦＡ＋ＨＡ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ＨＡ￣ＶＳＭＣ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＭＴＴ ｍｅｔｈｏｄ
(ｎ＝ ５)

２.２　 ＥｄＵ 染色检测 ＨＡ￣ＶＳＭＣ 增殖

ＥｄＵ 染色结果显示ꎬ经不同处理 ２４ ｈ 后显微镜

下计数 ３ 个视野增殖细胞数的平均值ꎬ各组的增殖

细胞数之间差异有统计学意义 ( Ｆ ＝ ９６. ３７９ꎬＰ <
０.０１)ꎮ 各实验组间两两比较发现ꎬ经 ＦＦＡ 处理后

ＨＡ￣ＶＳＭＣ 的增殖活性显著增强ꎬＦＦＡ 组细胞增殖活

性显著强于对照组、ＨＭＷ￣ＨＡ 对照组、ＬＭＷ￣ＨＡ 对

照组ꎬ差异有统计学意义( ｔ ＝ － ９.９９９ꎬＰ < ０.０１ꎻ ｔ ＝

－１２.２６３ꎬＰ<０.０１ꎻｔ ＝ －９.６９４ꎬＰ<０.０１)ꎮ 联合 ＨＭＷ￣
ＨＡ、ＬＭＷ￣ＨＡ 处理后ꎬ ＦＦＡ ＋ ＨＭＷ￣ＨＡ 组、 ＦＦＡ ＋
ＬＭＷ￣ＨＡ 组的细胞增殖活性显著低于 ＦＦＡ 组ꎬ差异

有统计学意义 ( ｔ ＝ １１. ３１０ꎬＰ < ０. ０１ꎻ ｔ ＝ ７. ３３６ꎬＰ <
０.０１)ꎮ ＦＦＡ＋ＨＭＷ￣ＨＡ 组和 ＦＦＡ＋ＬＭＷ￣ＨＡ 组间差

异也具有统计学意义( ｔ＝ －９.２２７ꎬＰ<０.０１)ꎬ且 ＦＦＡ＋
ＨＭＷ￣ＨＡ 组增殖细胞数 (３５. ３３ ± ２. ５２) 显著低于

ＦＦＡ＋ＬＭＷ￣ＨＡ 组(９４.３３±１０.７９)(图 ２)ꎮ

图 ２. 不同处理 ２４ ｈ 后ＨＡ￣ＶＳＭＣ 增殖活性比较(ｎ＝ ３)　 　 显微镜图放大倍数为 ４００ꎮ Ａ 为对照组ꎬＢ 为 ＨＭＷ￣ＨＡ 对照组ꎬＣ 为 ＬＭＷ￣
ＨＡ 对照组ꎬＤ 为 ＦＦＡ 组ꎬＥ 为 ＦＦＡ＋ＨＭＷ￣ＨＡ 组ꎬＦ 为 ＦＦＡ＋ＬＭＷ￣ＨＡ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＦＦＡ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＨＡ￣ＶＳＭＣ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｆｔｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ２４ ｈ (ｎ＝ ３)

２.３　 细胞培养上清 ＩＬ￣６、ＩＬ￣８ 和 ＴＮＦ￣α 表达

ＥＬＩＳＡ 结果显示ꎬＦＦＡ 显著促进 ＨＡ￣ＶＳＭＣ ＩＬ￣
６、ＩＬ￣８ 和 ＴＮＦ￣α 的分泌ꎬ且有明显的时间和浓度依

耐性ꎮ ＩＬ￣６、ＩＬ￣８ 和 ＴＮＦ￣α 均在 ６ ｈ 开始升高ꎬ在 ２４
ｈ 达高峰ꎬ之后表达有所下降ꎬＦＦＡ 组、ＦＦＡ＋ＨＭＷ￣

ＨＡ 组、ＦＦＡ＋ＬＭＷ￣ＨＡ 组各时间点 ＩＬ￣６、ＩＬ￣８、ＴＮＦ￣α
差异均有统计学意义(均 Ｐ<０.０５)ꎬ且 ＦＦＡ＋ＨＭＷ￣
ＨＡ 组表达量较 ＦＦＡ＋ＬＭＷ￣ＨＡ 组低ꎬ其余各组各时

间点表达相近ꎬ差异无统计学意义ꎮ ＦＦＡ 在浓度为

４００ μｍｏｌ / Ｌ 时作用最强ꎬ分别约为 ３ 个对照组的
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２.５７、１.４１、１.３４ 倍(均 Ｐ<０.０１)ꎬＦＦＡ＋ＨＭＷ￣ＨＡ 组、
ＦＦＡ＋ＬＭＷ￣ＨＡ 组在各时间点 ＩＬ￣６、ＩＬ￣８、ＴＮＦ￣α 表

达均明显低于 ＦＦＡ 组(均 Ｐ<０.０５ꎻ图 ３)ꎮ

图 ３. ＦＦＡ 及 ＦＦＡ＋ＨＡ 对 ＨＡ￣ＶＳＭＣ 表达 ＩＬ￣６、ＩＬ￣８和 ＴＮＦ￣α蛋白的调节(ｎ＝ ３)　 　 Ａ、Ｃ、Ｅ 分别为不同时间点各组 ＩＬ￣６、ＩＬ￣８ 和

ＴＮＦ￣α 表达水平ꎻＢ、Ｄ、Ｆ 分别为不同浓度 ＦＦＡ 及 ＦＦＡ＋ＨＡ 处理 ＨＡ￣ＶＳＭＣ ２４ ｈ 时 ＩＬ￣６、ＩＬ￣８ 和 ＴＮＦ￣α 表达水平ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比

较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＦＦＡ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬｄ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ０ μｍｏｌ / Ｌ ＦＦＡ 比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＦＦＡ ａｎｄ ＦＦＡ＋ＨＡ ｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣６ꎬ ＩＬ￣８ ａｎｄ ＴＮＦ￣α ｉｎ ＨＡ￣ＶＳＭＣ (ｎ＝ ３)

２.４　 ＩＬ￣６、ＩＬ￣８ 和 ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 表达水平

实时荧光定量 ＰＣＲ 检测结果显示ꎬ各实验组

ＩＬ￣６、ＩＬ￣８、ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 表达水平均高于对照组、
ＨＭＷ￣ＨＡ 对照组、ＬＭＷ￣ＨＡ 对照组ꎬ且各组差异均

具有统计学意义 ( Ｆ ＝ ５５９４. ７２３ꎬ Ｐ < ０. ０１ꎻ Ｆ ＝
４５１１.５８６ꎬＰ< ０. ０１ꎻＦ ＝ １１４１. ０２８ꎬＰ < ０. ０１)ꎻ ＦＦＡ ＋
ＨＭＷ￣ＨＡ 组、ＦＦＡ＋ＬＭＷ￣ＨＡ 组的 ＩＬ￣６( ｔ ＝ ７７.１０２ꎬＰ
<０.０１ꎻｔ＝ ５２.９２０ꎬＰ<０.０１)、ＩＬ￣８( ｔ ＝ ６９.６６０ꎬＰ<０.０１ꎻ
ｔ＝ ５２.４６１ꎬＰ<０.０１)和 ＴＮＦ￣α( ｔ ＝ ４２.３３６ꎬＰ<０.０１ꎻｔ ＝
５３.０８６ꎬＰ<０.０１)均显著低于 ＦＦＡ 组ꎻＦＦＡ＋ＨＭＷ￣
ＨＡ 组、 ＦＦＡ ＋ ＬＭＷ￣ＨＡ 组的 ＩＬ￣６ ( ｔ ＝ ７７. １０２ꎬ Ｐ <

０.０１)、ＩＬ￣８( ｔ＝ ７７.１０２ꎬＰ<０.０１)、ＴＮＦ￣α( ｔ ＝ ７７.１０２ꎬ
Ｐ<０.０１)差异也有统计学意义ꎬＦＦＡ＋ＨＭＷ￣ＨＡ 组

(３.２４±０.１１、３.５２±０.１９、２.６５±０.２９)显著低于 ＦＦＡ＋
ＬＭＷ￣ＨＡ 组(６.０４±０.１０、６.７８±０.１５、５.８２±０.０９)ꎻ对
照组、ＨＭＷ￣ＨＡ 对照组、ＬＭＷ￣ＨＡ 对照组间差异无

统计学意义(图 ４)ꎮ
２.５　 ＩＬ￣６、ＩＬ￣８ 和 ＴＮＦ￣α 蛋白表达水平

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示ꎬ各实验组 ＩＬ￣６、ＩＬ￣
８、ＴＮＦ￣α 蛋白表达水平均高于对照组、ＨＭＷ￣ＨＡ 对

照组、ＬＭＷ￣ＨＡ 对照组ꎬ且各组差异均具有统计学

意义(Ｆ ＝ ７５.９２０ꎬＰ<０.０１ꎻＦ ＝ ５５.９６８ꎬＰ<０.０１ꎻＦ ＝
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１０９.７４５ꎬＰ<０.０１)ꎻＦＦＡ＋ＨＭＷ￣ＨＡ 组、ＦＦＡ＋ＬＭＷ￣
ＨＡ 组的 ＩＬ￣６ ( ｔ ＝ ２８. ０８２ꎬＰ < ０. ０１ꎻ ｔ ＝ ６. １０７ꎬＰ <
０.０１)、ＩＬ￣８( ｔ ＝ ７.９５３ꎬＰ<０.０１ꎻ ｔ ＝ ４.１３６ꎬＰ<０.０５)、
ＴＮＦ￣α( ｔ＝ ９.１６５ꎬＰ<０.０１ꎻｔ ＝ ６.５６７ꎬＰ<０.０１)均显著

低于 ＦＦＡ 组ꎻＦＦＡ＋ＨＭＷ￣ＨＡ 组、ＦＦＡ＋ＬＭＷ￣ＨＡ 组

的 ＩＬ￣６( ｔ ＝ －１５.４８２ꎬＰ<０.０１)、ＩＬ￣８( ｔ ＝ －４.４３１ꎬＰ<
０.０５)、ＴＮＦ￣α( ｔ ＝ －３.００１ꎬＰ<０.０５)差异也有统计学

意义ꎬＦＦＡ ＋ＨＭＷ￣ＨＡ 组显著低于 ＦＦＡ ＋ＬＭＷ￣ＨＡ
组ꎻ对照组、ＨＭＷ￣ＨＡ 对照组、ＬＭＷ￣ＨＡ 对照组间差

异无统计学意义(图 ５)ꎮ

图 ４. 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测 ＦＦＡ 及 ＦＦＡ＋ＨＡ 作用后

ＨＡ￣ＶＳＭＣ 中 ＩＬ￣６、ＩＬ￣８和 ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 的表达(ｎ＝ ３)
ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＦＦＡ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣６ꎬ ＩＬ￣８ ａｎｄ ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ ｉｎ
ＨＡ￣ＶＳＭＣ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＦＦＡ ａｎｄ ＦＦＡ ＋ＨＡ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ (ｎ＝ ３)

３　 讨　 论

越来越多的证据表明ꎬ炎症、炎性细胞因子和

氧化应激在 Ａｓ 的过程中起着重要作用[８]ꎮ 糖尿病

条件下ꎬ继发于糖代谢异常的脂质代谢紊乱导致过

量的 ＦＦＡ 产生ꎮ 近来研究表明 ＦＦＡ 在诱导血管炎

症和 Ａｓ 中起重要作用ꎬ脂代谢紊乱产生大量 ＦＦＡ
参与 Ａｓ 的形成[４ꎬ９￣１０]ꎮ ＩＬ￣６、ＩＬ￣８ 和 ＴＮＦ￣α 是主要

的炎症因子ꎬ在人和 /或兔的 Ａｓ 斑块中检测到大量

的 ＩＬ￣６、ＩＬ￣８ 和 ＴＮＦ￣α[１１￣１２]ꎮ ＦＦＡ 促使 ＶＳＭＣ 产生

氧化应激反应和形成无菌性炎症并产生大量 ＴＮＦ￣α
等炎性细胞因子ꎬ后者又反过来促进了内皮细胞黏

附分子的表达ꎬ以及炎性细胞的聚集和活化ꎬ刺激

ＶＳＭＣ 迁移和增殖ꎬ并在血管壁内启动炎症级联反

应ꎬ加重了 Ａｓ[１３￣１４]ꎮ 在本研究中我们发现 ＦＦＡ 在

４００ μｍｏｌ / Ｌ 内可诱导 ＨＡ￣ＶＳＭＣ 增殖且有浓度依赖

图 ５. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＦＦＡ 及 ＦＦＡ ＋ ＨＡ 作用后 ＨＡ￣
ＶＳＭＣ 中 ＩＬ￣６、ＩＬ￣８ 和 ＴＮＦ￣α蛋白的表达(ｎ ＝ ３) 　 　 Ａ 为

各组 ＩＬ￣６、ＩＬ￣８ 和 ＴＮＦ￣α 蛋白表达量ꎻＢ 为各组 ＩＬ￣６、ＩＬ￣８ 和 ＴＮＦ￣α
蛋白灰度相对分析ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬｃ
为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＦＦＡ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣６ꎬ ＩＬ￣８ ａｎｄ ＴＮＦ￣α ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ
ＨＡ￣ＶＳＭＣ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＦＦＡ ａｎｄ ＦＦＡ ＋ ＨＡ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ (ｎ＝ ３)

性ꎬＦＦＡ 可诱导 ＨＡ￣ＶＳＭＣ ＩＬ￣６、ＩＬ￣８ 和 ＴＮＦ￣α 分泌

增多ꎬ初步证实 ＦＦＡ 诱导的 ＨＡ￣ＶＳＭＣ 增殖与炎症

有关ꎮ 进一步研究发现 ＨＡ￣ＶＳＭＣ 内 ＩＬ￣６、 ＩＬ￣８、
ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平上调ꎬ这与上述研究

结果相符ꎮ
细胞外基质在器官的形成、生长、功能和许多

人类疾病中起重要作用ꎮ ＨＡ 是最简单的黏多糖和

细胞外基质的主要成分ꎬ存在于各种组织ꎮ 它参与

一些重要的生物学过程ꎬ包括调节细胞的信号转

导ꎬ调节细胞的黏附、增殖和分化[１５]ꎮ 此外ꎬＨＡ 具

有抑菌、抗炎、抗水肿、促血管发生和骨诱导等特

性[１６]ꎮ ＨＡ 的生理功能和应用特性与其分子量、分
子量分布等分子参数密切相关ꎮ ＬＭＷ￣ＨＡ 具有抗

肿瘤、促进伤口愈合、促进血管生成、免疫调节等作

用ꎮ ＨＭＷ￣ＨＡ 具有抗炎作用ꎻ有报道[１７￣１８] 指出ꎬ
ＨＭＷ￣ＨＡ 抑制血管生成和 ＩＬ￣１Ｂ、ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α、前列

腺素 Ｅ２ 的产生ꎮ 然而ꎬＨＡ 以及不同分子量的 ＨＡ

０２１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ２ꎬ２０１７



是否对 ＦＦＡ 引起的 ＨＡ￣ＶＳＭＣ 表达 ＩＬ￣６、 ＩＬ￣８ 和

ＴＮＦ￣α 有影响目前国内外还没有报道ꎬ我们以此为

切入点展开研究ꎮ 在本研究中我们用 ＭＴＴ 和 ＥｄＵ
染色法联合检测细胞增殖ꎬ发现 ＨＭＷ￣ＨＡ 和 ＬＭＷ￣
ＨＡ 均对 ＦＦＡ 诱导的 ＨＡ￣ＶＳＭＣ 增殖有抑制作用ꎬ
且 ＨＭＷ￣ＨＡ 抑制作用强于 ＬＭＷ￣ＨＡꎻＥＬＩＳＡ 检测细

胞培养上清 ＩＬ￣６、ＩＬ￣８ 和 ＴＮＦ￣α 表达ꎬ发现 ＨＭＷ￣
ＨＡ 和 ＬＭＷ￣ＨＡ 均对 ＦＦＡ 诱导的 ＨＡ￣ＶＳＭＣ 表达

ＩＬ￣６、ＩＬ￣８ 和 ＴＮＦ￣α 有抑制作用ꎻ进一步研究同样发

现ꎬ分 别 用 ＨＭＷ￣ＨＡ 和 ＬＭＷ￣ＨＡ 处 理 后ꎬ ＨＡ￣
ＶＳＭＣ 内 ＩＬ￣６、ＩＬ￣８、ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平

下调ꎬＨＭＷ￣ＨＡ 作用强于 ＬＭＷ￣ＨＡꎮ
综上所述ꎬ我们认为 ＦＦＡ 诱导的 ＨＡ￣ＶＳＭＣ 增

殖和 ＦＦＡ 引起的无菌性炎症有关ꎻＨＡ 能减缓 ＦＦＡ
引起的炎症反应ꎬ且 ＨＭＷ￣ＨＡ 作用强于 ＬＭＷ￣ＨＡꎮ
本实验的不足之处在于没有涉及到 ＨＡ 抑制 ＦＦＡ
引起的炎症反应的具体机制ꎬ本课题组将在后续的

实验中继续展开研究ꎮ
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