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褪黑素对 ox鄄LDL 所致巨噬细胞 TNF鄄琢 释放
及核因子 资B 活性的影响
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摘摇 要:摇 目的摇 探讨褪黑素对氧化型低密度脂蛋白(ox鄄LDL)所致的巨噬细胞肿瘤坏死因子 琢(TNF鄄琢)释放

及核因子 资B 活性的影响。 摇 方法摇 以 ox鄄LDL、ox鄄LDL 加不同浓度的褪黑素处理 RAW264. 7 小鼠巨噬细胞,采用

酶联免疫吸附测定细胞上清液中 TNF鄄琢 的浓度,免疫印迹法检测 p65 / 核因子 资B 的核移位,凝胶电泳迁移率分析

核因子 资B 与 DNA 的结合活性。 摇 结果摇 褪黑素能够显著减少 ox鄄LDL 所致的巨噬细胞 TNF鄄琢 的释放,且 p65 / 核
因子 资B 的核移位减少,核因子 资B 与 DNA 的结合活性降低。 摇 结论摇 褪黑素减少 ox鄄LDL 所致的巨噬细胞 TNF鄄琢
的释放与其调节核因子 资B 的活性有关。
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The Effect of Melatonin on the Release of TNF鄄琢 and
the Activity of NF鄄资B Elicited by ox鄄LDL
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University of South China,Hengyang,Hunan 421001,China)

Abstract:Objective摇 To explore the effect of melatonin on the release of tumor necrosis factor鄄琢 (TNF鄄琢)and the ac鄄
tivity of nuclear factor鄄资B(NF鄄资B)elicited by oxidized low鄄density lipoprotein(ox鄄LDL). 摇 Methods摇 RAW264. 7 macro鄄
phage were treated with ox鄄LDL alone or accompanied with different concentrations of melatonin,the level of TNF鄄琢 in cell
culture supernatants was measured by ELISA,the level of nuclear pool of p65 / NF鄄资B protein was examined by Western blot
for NF鄄资B nuclear translocation analysis,and the DNA binding activity of NF鄄资B was determined by EMSA. 摇 Results摇
Melatonin inhibits the TNF鄄琢 release induced by ox鄄LDL,and melatonin also inhibits NF鄄资B translocation and DNA binding
activity. 摇 Conclusions摇 The effect of melatonin blocked the release of the TNF鄄琢 was related to inhibiting the NF鄄资B
pathway.
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摇 摇 动脉粥样硬化(atherosclerosis,As)是一种慢性进

展的炎性疾病。 由于巨噬细胞可吞噬氧化型低密度

脂蛋白(oxidized low density lipoprotein,ox鄄LDL)形成

泡沫细胞并分泌大量的炎症细胞因子,因此巨噬细胞

在 As 的发生和发展中起着关键作用[1]。 褪黑素

(melatonin,MT)是一种吲哚胺类神经内分泌激素,主
要由哺乳动物和人类的松果体在夜间分泌,化学名称

为 N -乙酰基 -5 -甲氧基色胺,MT 有着调节昼夜节

律、睡眠、内分泌等多种重要的生理功能。 研究发现

MT 在有抗氧化作用的同时,还具有显著的抗炎作
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用[2,3]。 因此,本研究拟通过观察 MT 对 ox鄄LDL 诱发

的巨噬细胞肿瘤坏死因子 琢( tumor necrosis factor,
TNF鄄琢)分泌的影响并初步分析其机制,为 MT 应用于

动脉粥样硬化性疾病的防治提供实验依据。

1摇 材料与方法

1. 1摇 主要试剂

MT(Sigma 公司);DMEM 培养基(Gibco 公司);
胎牛血清 ( Hyclone 公司); TNF鄄琢 ELISA 试剂盒

(R&D 公司);细胞核蛋白抽提试剂盒、BCA 法蛋白

定量试剂盒(碧云天生物技术研究所);p65 / NF鄄资B
抗体(Cell Signaling Technology 公司);增殖细胞核

抗原(proliferating cell nuclear antigen,PCNA) 抗体

(Cell Signaling Technology 公司); EMSA 试剂盒

(Pierce 公司);其它试剂均为进口或国产分析纯。
1. 2摇 脂蛋白的分离、氧化修饰及鉴定

健康人血浆购自衡阳市中心血站。 先用超速离

心法制备低密度脂蛋白,取部分用 10 滋mol / L Cu鄄
SO4氧化修饰成 ox鄄LDL,4益保存。
1. 3摇 细胞培养及分组

RAW 264. 7 细胞为小鼠来源的巨噬细胞系,购
自中国科学院上海生命科学研究院生物化学与细胞

生物学研究所。 用 DMEM 培养基(含 10% 胎牛血

清、100 U / mL 青霉素和 100 U / mL 链霉素)于 95%
O2、5%CO2、37益条件下传代培养。 处理细胞的 MT
浓度参考 Tamura 等[4]报道的方法。 将生长至 85%
汇合状态的细胞分成 5 组:(1)对照组;(2)50 mg / L
ox鄄LDL 处理 2 h 组;(3)50 mg / L ox鄄LDL + 1 nmol / L
MT 处理 2 h 组;(4) 50 mg / L ox鄄LDL + 1 滋mol / L
MT 处理 2 h 组;(5)50 mg / L ox鄄LDL + 10 滋mol / L
MT 处理 2 h 组。
1. 4摇 酶联免疫吸附测定检测 TNF鄄琢 水平

按照酶联免疫吸附测定( enzyme鄄linked immu鄄
nosorbent assay,ELISA)试剂盒说明测定 RAW264. 7
细胞上清液中 TNF鄄琢 的浓度。
1. 5摇 免疫印迹法检测 p65 / NF鄄资B 的核移位

按照细胞核蛋白抽提试剂盒说明提取各组细胞

核蛋白,用 BCA 法进行蛋白质定量。 取 30 滋g 蛋白

进行 10% 变性聚丙烯酰胺凝胶电泳后,电转移至

PVDF 膜上,2% 牛血清白蛋白室温封闭 2 h,加入

p65 / NF鄄资B 抗体(1 颐 1 000)4益 孵育过夜,TBST 洗

膜,再加入辣根过氧物酶标记的抗鼠 IgG 室温孵育

2 h,TBST 洗膜,增强型 ECL 试剂盒暗室曝光显影。
以 PCNA 作为核蛋白内参照。

1. 6 摇 凝胶电泳迁移率分析(electrophoretic mobility
shift assay,EMSA)NF鄄资B 与 DNA 的结合活性

将细胞传代贴壁 24 h,细胞生长到汇合率达到

70% ~ 80% 时,提取细胞核蛋白,BCA 法测定蛋白

质浓度后置 - 70益保存备用。 采用生物素 3爷端标

记法将 NF鄄资B 探针(5忆 - AGT TGA GGG GAC TTT
CCC AGG C -3忆,3忆 - TCA ACT CCC CTG AAA GGG
TCC G -5忆)(上海博尚生物工程有限公司合成)进
行标记。 将寡核苷酸探针变性退火成双链(程序

为:94益 5 min,逐渐恢复至室温),12% PAGE 胶检

验退火效果,稀释分装, - 20益 保存备用。 后按

Pierce 公司 EMSA 试剂盒操作程序进行。
1. 7摇 统计学处理

实验数据以 x 依 s 表示,两组间比较采用单因素

方差分析,以 P < 0. 05 为差异有显著性。

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 褪黑素减少 ox鄄LDL 所致巨噬细胞 TNF鄄琢 的

释放

如图 1 所示:RAW264. 7 细胞经 50 mg / L ox鄄
LDL 处理 2 h 后,细胞培养上清液中的 TNF鄄琢 浓度

增加,与对照组比较差异有显著性(P < 0. 05),而
ox鄄LDL + 不同浓度(1 nmol / L、1 滋g / mL、10 滋mol /
L)的 MT 处理 2 h 后,TNF鄄琢 浓度显著降低,与 ox鄄
LDL 组比较差异均有显著性(P < 0. 05)。

图 1摇 褪黑素减少 ox鄄LDL 所致的巨噬细胞肿瘤坏死因子

琢 的释放

1:对照组;2:ox鄄LDL 组;3:ox鄄LDL + 1 nmol / L MT 组;4:ox鄄LDL
+ 1 滋mol / L MT 组;5:ox鄄LDL + 10 滋mol / L MT 组. 与对照组比

较,a:P < 0. 05;与 ox鄄LDL 组比较,b:P < 0. 05

2. 2摇 褪黑素对核因子 资B / p65 核移位的影响

如图 2 所示:RAW264. 7 细胞经 50 mg / L ox鄄
LDL 处理 2 h 后,NF鄄资B / p65 核移位增加,较对照组
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增加了 86. 7% ;而经不同浓度(1 nmol / L、1 滋g / mL、
10 滋mol / L)的 MT 处理后,NF鄄资B / p65 核移位与 ox鄄
LDL 组比较,分别下降了 10. 3% 、37. 6% 、40. 5%
(P < 0. 05)。

图 2摇 褪黑素对核因子 资B / p65 核移位的影响

1:对照组;2:ox鄄LDL 组;3:ox鄄LDL + 1 nmol / L MT 组;4:ox鄄LDL
+ 1 滋mol / L MT 组;5:ox鄄LDL + 10 滋mol / L MT 组. 与对照组比

较,a:P < 0. 05;与 ox鄄LDL 组比较,b:P < 0. 05

2. 3摇 褪黑素对核因子 资B 与 DNA 结合活性的影响

由于 MT 能够减少 ox鄄LDL 诱发的巨噬细胞

TNF鄄琢 的释放,推测 MT 的这种效应是通过调节 NF鄄
资B 的活性来实现的,因此采用 EMSA 分析了 NF鄄资B
与靶基因启动子区 资B 位点的结合活性。 结果如图

3 所示:与对照组比较,RAW264. 7 细胞经 50 mg / L
ox鄄LDL 处理 2 h 后,NF鄄资B 与 DNA 的结合活性增

强;50 mg / L ox鄄LDL 分别加入 1 nmol / L、1 滋g / mL、
10 滋mol / L MT 处理 RAW264. 7 细胞2 h后,NF鄄资B
与 DNA 的结合活性逐渐降低,说明 MT 能够减弱

ox鄄LDL 诱发的 NF鄄资B 的过度激活。

3摇 讨摇 摇 论

炎症在动脉粥样硬化的发病过程中扮演了重要

的角色。 动脉粥样斑块中已经发现激活的巨噬细

胞、T 淋巴细胞及肥大细胞的存在[5]。 尤其在不稳

定斑块中,激活的免疫细胞大量聚集的现象更为突

出。 激活的巨噬细胞不仅分泌大量的促炎症因子,
引起内皮细胞促凝、抗凝及粘附分子的表达,还能表

达基质金属蛋白酶,影响斑块的稳定性[6]。 另外,

图 3摇 凝胶电泳迁移率分析褪黑素对 NF鄄资B 与 DNA 结

合活性的影响

大量的炎症因子还能够激活血液中的单核细胞,并
诱导其向动脉内膜迁移分化成泡沫细胞。 文献[7]
报道,阻断炎症性信号通路中的关键分子 NF鄄资B 能

够抑制细胞因子、组织因子和基质金属蛋白酶的产

生,这说明控制炎症反应有助于斑块的稳定。
褪黑素是一种主要由松果体分泌的神经内分泌

激素,具有调节免疫、抗氧化、抗炎等多种生物学功

能。 研究报道,大鼠腹膜内注射 0. 96 mg / kg LPS 可

引起血清 TNF鄄琢、IL鄄1茁 和 IL鄄6 水平的显著升高,而
同时注射 6 mg / kg MT 后,血清 TNF鄄琢、IL鄄1茁 和 IL鄄6
水平显著下降,缓解了 LPS 诱发的炎症因子的大量

释放[8]。 另外,体外实验也证实 MT 能够显著降低

1 滋g / mL LPS 诱发的人外周血单个核细胞 TNF 的释

放[9]。 在这些研究的基础上,本课题研究发现 MT
能够显著降低 50 mg / L ox鄄LDL 诱发的 RAW264. 7
巨噬细胞 TNF鄄琢 的释放。 由于 NF鄄资B 是一种具有

重要功能的核转录因子,通常与抑制蛋白(Inhibitor鄄
资B,I资B)结合成无活性的形式存在于胞质中,当受

到氧化剂、细菌、毒素、炎症因子的刺激后被激活,经
历快速磷酸化后 I资B 被非特异性蛋白酶水解,从而

使 NF鄄资B / p65 蛋白的核定位信号暴露,导致 NF鄄资B
快速向胞核移位,结合在被诱导基因启动子区 资B
位点,启动基因的转录和蛋白的合成[10]。 由此可

见,NF鄄资B / p65 的核移位是 NF鄄资B 激活的重要环

节。 那么,MT 减少 ox鄄LDL 诱发的巨噬细胞 TNF鄄琢
的释放是否是通过调节 NF鄄资B 的活性来实现的呢?
因此,本研究采用 Western blot 和 EMSA 技术分析了
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NF鄄资B / p65 的核移位及核因子 资B 与靶基因启动子

区 DNA 的结合活性。 结果发现 50 mg / L ox鄄LDL 作

用于 RAW264. 7 巨噬细胞 2 h 后,细胞核 NF鄄资B /
p65 蛋白水平显著增加;并且 NF鄄资B / p65 蛋白与

DNA 的结合活性增强,这说明 ox鄄LDL 通过激活 NF鄄
资B 增强了 TNF鄄琢 的合成与释放;而与 50 mg / L ox鄄
LDL 单独处理细胞 2 h 相比较,MT 能够减少细胞核

NF鄄资B / p65 的蛋白水平并降低 NF鄄资B 与靶基因启

动子区 DNA 的结合活性,且这种作用呈剂量依赖

性。 因此,本研究结果说明 MT 可通过调节 NF鄄资B
的活性减少 ox鄄LDL 诱发的 TNF鄄琢 释放。
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摇 摇 (上接第 9 页)
这些实验结果在某种意义上可能为 PD 的治疗

提供新的发展方向,但由于 PD 的病因及发病机制

尚还不十分清楚,而本文只是对 H2S 抗氧化损伤作

用做了初步研究,对 H2S 抗氧化作用的靶点还有待

进一步深入研究。 另外,还要进一步探讨在整体水

平如何增加脑内内源性 H2S 的含量,为 PD 的治疗

提供重要的科学依据。
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