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PF4 通过 NF鄄资B 上调巨噬细胞 MMP鄄9 表达

赵战芝1,何摇 钒1,2*,唐雅玲1,孙摇 慧1

(1. 南华大学心血管病研究所暨动脉硬化学湖南省重点实验室,湖南 衡阳 421001;
2. 宜昌市中心人民医院病理科)

摘摇 要:摇 目的摇 观察血小板因子 4(PF4)是否通过核因子 资B (NF鄄资B)上调 THP鄄1 单核源性巨噬细胞基质金

属蛋白酶 9(MMP鄄9)表达。 摇 方法 摇 佛玻酯诱导 THP鄄1 细胞分化成巨噬细胞。 巨噬细胞分别在 NF鄄资B 抑制剂

(PDTC)缺乏或存在情况下与溶媒或 PF4(100 滋g / L)孵育一定时间,RT鄄PCR 检测 MMP鄄9 mRNA 水平;同时,巨噬细

胞与 PF4(25 ~ 200 滋g / L)单独或结合 Toll 样受体 4(TLR4)阻断剂(抗体 HTA125,anti鄄TLR4)孵育,ELISA 法检测

NF鄄资B 含量。 摇 结果摇 PF4 较对照组上调巨噬细胞 MMP鄄9 mRNA 水平。 而 NF鄄资B 抑制剂抑制 PF4 诱导的巨噬细

胞 MMP鄄9 表达上调。 PF4 呈浓度依赖性增加巨噬细胞的 NF鄄资B 含量,最大效应浓度为 100 滋g / L。 TLR4 阻断剂逆

转 PF4 诱导的巨噬细胞 NF鄄资B 含量增加。 摇 结论摇 PF4 可能通过 NF鄄资B 上调巨噬细胞 MMP鄄9 的表达。 TLR4 可

能是 PF4鄄NF鄄资B 通路中 NF鄄资B 的上游信号分子。
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Platelet Factor 4 Up鄄regulates the Expression of Matrix
Metalloproteinase鄄9 in Macrophages via NF鄄资B

ZHAO Zhanzhi,HE Fan,TANG Yalin,et al
( Institute of Cardiovascular Disease,Key Laboratory for Atherosclerology of Hunan Province,

University of South China,Hengyang,Hunan 421001,China)

Abstract:摇 Objective摇 To investigate whether PF4 modulates the MMP鄄9 expression of macrophages via Nuclear fac鄄
tor kappa B(NF鄄资B). 摇 Methods摇 THP鄄1 monocytes were differentiated into monocyte鄄derived macrophages by phorbol
12鄄myristate 13鄄acetate (PMA). Macrophages were incubated with PF4 (100 滋g / L) in the absence or presence of NF鄄资B
inhibitor pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC),the MMP鄄9 expression of macrophages was determined by Reverse鄄transcrip鄄
tion polymerase chain reaction (RT鄄PCR). Macrophages were incubated with PF4 (25鄄200 滋g / L) or vehicle (PBS),NF鄄
资B content in cultured supernatant of macrophages was measured by ELISA assay. To evaluate the intracellular signal trans鄄
duction pathways,macrophages were pretreated for 30min with the TLR4 blocker(monoclonal antibody HTA125,anti鄄TLR4)
before the addition of PF4,NF鄄资B content was measured. 摇 Results摇 Macrophages that were untreated showed a relatively
low MMP鄄9 mRNA level;treatment with PF4 increased MMP鄄9 expression. However,the high levels of MMP鄄9 expression
induced by PF4 were significantly attenuated in the presence of NF鄄资B inhibitor. PF4 increased concentration of NF鄄资B in a
dose dependent manner,with the strongest increase at 100ng / mL. The increased the concentration of NF鄄资B induced by PF4
was significantly reduced when treated with TLR4 blocker. 摇 Conclusion摇 PF4 may up鄄regulate MMP鄄9 expression in mac鄄
rophages via NF鄄资B. TLR4 may be upstream signaling molecules of NF鄄资B in PF4鄄 NF鄄资B signaling pathway.
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摇 摇 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是一种发生

于大、中等动脉壁的慢性炎症性病变。 随着 As 斑块

的形成或破裂,可引起靶器官缺血性疾病甚至急性
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临床事件的发生。 炎症在 As 中起重要作用[1]。 业

已证明,血小板是炎症和 As 的重要纽带。 活化的血

小板通过释放多种活性因子影响 As 发展[2]。 其

中,血小板因子 4(platelet factor 4,PF4)的含量最丰

富,且已证实可促进 As 形成[3],但机制尚未阐明。
基质金属蛋白酶鄄9(matrix metalloproteinase鄄9,MMP鄄
9)做为炎性细胞因子在血管重构、斑块的不稳定性

及其破裂中起着重要作用[4]。 核因子 资B (nuclear
factor kappa B,NF鄄资B) 是‘Rel爷家族中的转录因子,
活化后介导的信号转导通路参与 As 的发生发展,包
括斑块形成、斑块不稳定及斑块破裂等过程[5]。
Toll 样受体 4(Toll鄄like receptor 4,TLR4)在天然免疫

中可介导细胞跨膜信号传导。 文献[6]报道,TLR4 /
NF鄄资B 信号参与炎症反应。 在高脂饲喂的动脉粥样

硬化兔模型,TLR4 / NF鄄资B 信号通路被激活,血清炎

症因子分泌增加。 在脂多糖 ( lipopolysaccharide,
LPS)刺激的单核细胞,TLR4 / NF鄄资B 的活化诱导白

细胞介素鄄1茁( interleukin鄄1茁,IL鄄1茁)、IL鄄6 和肿瘤坏

死因子鄄琢( tumor necrosis factor鄄琢,TNF鄄琢)分泌[7]。
在 PF4 处理的内皮细胞,E鄄选择素的表达有赖于

NF鄄资B 的活化[8]。 课题组前期研究发现 PF4 可上

调巨噬细胞 MMP鄄9 表达,但机制尚未阐明[9]。 因

此,本研究探索 TLR4 和 NF鄄资B 是否参与 PF4 上调

巨噬细胞 MMP鄄9 表达的信号转导,旨在探讨 PF4 对

As 斑块稳定性的影响及可能机制。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料

摇 摇 重组人血小板因子 4 购自 Peprotech 公司,脂多

糖购自上海捷瑞公司,胎牛血清购自杭州四季青生

物研究所,RPMI1640 培养基购自美国 GIBCO 公司,
佛波脂(PMA)和 NF鄄资B 抑制剂吡咯烷二硫代氨基

甲酸盐(pyrrolidine dithiocarbamate,PDTC)购自 Sig鄄
ma 公 司, TLR4 抗 体 型 阻 断 剂 ( 单 克 隆 抗 体

HTA125,anti鄄TLR4)购自 Biolegend 公司,Trizol Rea鄄
gent 和引物分别从上海生物工程技术公司购买和合

成,cDNA 第一链合成试剂盒购自 Fermentas 公司,
Taq PCR MasterMix 以及 DNA marker 购自北京天根

公司,NF鄄资B ELISA 试剂盒购自广州齐特科生物公

司。 THP鄄1 单核细胞系购自上海细胞库。
1. 2摇 细胞培养

THP鄄1 单核细胞在含 10% 胎牛血清的 RP鄄

MI1640 培养基中,静置于 37 益、5% CO2 培养箱中

培养。 实验前,细胞用 160 nmol / L PMA 孵育 24 h,
使其诱导成为巨噬细胞。 换无血清的 RPMI1640 培

养基培养 12 h,同步化后进行实验。 为分析 MMP鄄9
表达, 巨噬细胞在有或无 NF鄄资B 抑制剂 PDTC
(25 滋g / mL)预处理 30 min 后,与溶媒(PBS)、PF4
(100 滋g / L)或 LPS(阳性对照)孵育 4 h;为检测 NF鄄
资B 含量,巨噬细胞与 PF4(0 ~ 200 滋g / L)孵育 12 h,
或 TLR4 阻断剂 HTA125 (25 滋g / mL)预处理 30 min
后,再加入 PF4 继续孵育 12 h。
1. 3摇 RT鄄PCR 反应

收集细胞,采用 Trizol Reagent 提取总 RNA。 每

个样本取 0. 2 滋g 总 RNA 按 cDNA 第一链合成试剂

盒说明书进行逆转录。 用 Taq PCR MasterMix 试剂

进行 PCR 循环:95 益 温育 5 min,95益 变性 45 s,
54 益退火 45 s,72 益 延伸 1 min,共 32 个循环,
72 益,继续延伸 10 min,4 益冷却。 反应结束后,取
反应产物进行 1. 5% 琼脂糖凝胶电泳,溴化乙锭染

色,UVP 型凝胶图像分析系统摄图。 MMP鄄9 和

GAPDH 产物大小依次为 476 bp 和 240 bp。 以各组

目的基因与 GAPDH 基因灰度值比值代表目的基因

mRNA 的相对量。 每组实验重复 3 次。
1. 4摇 ELISA 分析

按 NF鄄资B ELISA 试剂盒说明书进行。 细胞处

理好后,收集细胞培养上清液于 4 益 1 000 r / min 离

心 8 min,吸取上清液。 酶标板微孔中依次加入

100 滋L的标准品和样品。 再于标准品和样品孔中

加入 50 滋L 的酶标记溶液;37 益孵育 60 min;清洗

后每孔加入底物 A、B 液,37 益避光反应 15 min;加
入终止液终止反应;于酶标仪 450 nm 波长下读取各

孔的 OD 值,根据标准曲线计算 NF鄄资B 的含量,结果

以 滋g / L 表示。 每组实验重复 3 次。
1. 5摇 统计学分析

用 SPSS15 统计分析软件进行统计处理,实验数

据用 x 依 s 表示。 多重比较用 ANOVA 分析后进行

LSD鄄 t test 检验,两组间比较用 Student蒺s t test。 P <
0. 05 为差异有显著性意义。

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 PF4 上调 THP鄄1 源性巨噬细胞 MMP鄄9 mRNA
水平

如图 1 所示,静止的 THP鄄1 源性巨噬细胞有低
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丰度的 MMP鄄9 mRNA 表达,经 PF4(100 滋g / L)处理

4 h 后,巨噬细胞 MMP鄄9 mRNA 水平较对照组升高

约 1 倍(P < 0. 001)。

图 1摇 PF4 对巨噬细胞 MMP鄄9 mRNA 表达的影响(n = 3) 摇
M:marker;1:对照组;2:PF4 组. 摇 与对照组比较,#:P < 0. 001

2. 2摇 PF4 升高 THP鄄1 源性巨噬细胞 NF鄄资B 的含量

为了探索 PF4 上调巨噬细胞 MMP鄄9 表达是否

通过 NF鄄资B 信号环节,实验采用 ELISA 法检测 PF4
对 THP鄄1 源性巨噬细胞上清液中 NF鄄资B 含量的影

响。 结果显示,与 PBS 对照组比,不同浓度 PF4
(25 ~ 200 滋g / L)处理巨噬细胞 12 h 后,NF鄄资B 含量

均升高,尤其以 PF4 100 滋g / L 时最为显著,较对照

组升高约 78% (P < 0. 001,图 2)。 TLR4 激活因子

LPS 也升高巨噬细胞 NF鄄资B 含量,但其程度略低于

100 滋g / L PF4 组。

图 2摇 不同浓度 PF4 对巨噬细胞 NF鄄资B 含量的影响(n = 3)
1:对照组;2:25 滋g / L PF4 组;3:50 滋g / L PF4 组;4:100 滋g / L PF4 组;
5:200 滋g / L PF4 组;6:100 滋g / L LPS 组. 摇 与对照组比较;*: P <
0郾 05,**: P < 0. 01,#: P < 0. 001

2. 3摇 NF鄄资B 阻断剂逆转 PF4 诱导的 THP鄄1 源性巨

噬细胞 MMP鄄9 mRNA 水平升高

为了证实 NF鄄资B 是 PF4 上调 MMP鄄9 mRNA 表

达的信号环节,实验采用 NF鄄资B 抑制剂预处理细胞

后,观察 PF4 对巨噬细胞 MMP鄄9 mRNA 水平的影

响。 结果显示,NF鄄资B 抑制剂 PDTC 和 PF4 处理细

胞后,其 MMP鄄9 mRNA 水平较 PF4 单独孵育组降低

约 19% (P < 0. 05,图 3)。 与上述结果一致的是,
LPS / NF鄄资B 抑制剂处理组也较 LPS 单独处理组明

显下调 MMP鄄9 的 mRNA 表达(P < 0. 05)。 但 NF鄄
资B 抑制剂单独孵育组对巨噬细胞 MMP鄄9 mRNA 表

达无显著影响(P > 0. 05)。 上述结果提示 NF鄄资B 可

能是 PF4 上调 MMP鄄9 mRNA 表达的重要信号分子。

图 3摇 25 滋g / mL NF鄄资B 抑制剂对 100 滋g / L PF4 上调巨噬

细胞MMP鄄9 mRNA 表达的影响(n = 3)摇 M:marker;1:对照组;
2:PF4 组;3:PF4 + NF鄄资 B 组;4:100 滋g / L LPS 组;5: NF鄄资 B + LPS
组;6:NF鄄资 B 组. 摇 与对照组比较,#:P < 0. 001,**:P < 0. 01,* :
P < 0. 05;与 PF4 组比较,吟:P < 0. 05;与 LPS 组比较,银: P < 0. 05

2. 4摇 TLR4 阻断剂逆转 PF4 诱导的巨噬细胞 NF鄄资B
含量增加

为了进一步探索 NF鄄资B 与 PF4、TLR4 之间的内在

关系,本实验观察了 TLR4 阻断剂对 PF4 上调巨噬细胞

NF鄄资B 含量的影响。 如图 4 所示,经 PF4 与 TLR4 阻断

剂处理后,巨噬细胞释放的 NF鄄资B 含量显著降低,较
PF4 单独孵育组降低约 11% (P < 0郾 05)。 与此同时,
LPS 诱导的 NF鄄资B 含量增加也被 TLR4 阻断剂显著抑

制(P <0. 05)。 以上结果提示,TLR4 可能是 PF4鄄NF鄄
资B 通路中 NF鄄资B 的上游信号分子。

3摇 讨摇 摇 论

长期以来,血小板被认为在动脉粥样硬化的发

生发展中发挥了至关重要的作用[2]。 作为血小板

活化的标记物及活化后释放的含量最丰富的活性因
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图 4摇 TLR4 阻断剂对 PF4 增加巨噬细胞 NF鄄资B 含量的影

响( n = 3) 摇 1:对照组;2: PF4 组;3: PF4 + TLR4 阻断剂组;4:
100 滋g / L LPS 组;5:TLR4 阻断剂 + LPS 组;6:TLR4 阻断剂组. 摇 与

对照组比较,#:P < 0. 001,*:P < 0. 05;与 PF4 组比较,揶:P < 0. 05;
与 LPS 组比较,:灼:P < 0. 05

子之一,PF4 已被证实不但存在于动脉粥样硬化早、
晚期病变,而且促进动脉粥样硬化形成[10]。 在

PF4 鄄 / 鄄 ApoE鄄 / 鄄小鼠,其主动脉根部和主动脉内膜面

的动脉粥样硬化病变面积均较 ApoE鄄 / 鄄小鼠显著减

小[3]。 在单核细胞,PF4 可诱导细胞存活、表达细胞

因子、产生氧自由基和粘附于受损的内皮[11];诱导

外周血单核细胞募集到病变并分化为巨噬细胞[10];
在巨噬细胞,PF4 抑制 CD163 表达,诱导炎性巨噬

细胞的形成[12];抑制 LDL鄄R 降解、促进巨噬摄取和

酯化 ox鄄LDL[13]。 本实验表明,PF4 上调巨噬细胞

MMP鄄9 mRNA 表达,其机制可能与 NF鄄资B 有关。 结

果显示:淤PF4 增加巨噬细胞的 MMP鄄9mRNA 水平;
于NF鄄资B 抑制剂削弱 PF4 诱导的 MMP鄄9mRNA 表

达上调;盂PF4 增加巨噬细胞上清液 NF鄄资B 的含量;
榆TLR4 阻断剂能显著逆转 PF4 诱导的巨噬细胞

NF鄄资B 含量增加。 以上结果提示 NF鄄资B 是 PF4 上

调巨噬细胞 MMP鄄9 表达的重要信号环节。
细胞、细胞外基质和脂质在动脉内膜的积聚导

致动脉粥样硬化斑块的发生发展。 基质金属蛋白酶

(MMPs)是一类可以降解和重组细胞外基质的酶

类,参与动脉粥样硬化的病理生理过程。 文献报道,
动脉粥样硬化斑块破裂和随后的血栓栓塞与局部

MMP鄄9 的高表达和高活性相关;急性冠脉综合征患

者的冠状动脉病变组织 MMP鄄9 表达和循环 MMP鄄9
水平均显著高于稳定心绞痛患者,且循环 MMP鄄9 水

平与心血管风险显著相关;与此一致的还有,颈动脉

疾病患者的循环 MMP鄄9 水平增高,他们的临床事件

率也增高[14鄄15]。 在血管重构期间,炎性细胞如巨噬

细胞、肥大细胞和中性粒细胞是血管组织 MMP鄄9 的

重要资源。 多种炎性因子如 TNF鄄琢 和 IL鄄17 等可诱

导 MMP鄄 9 表达和活化[16]。 课题组前期研究发现,
25 ~ 200 滋g / L 的 PF4 均可诱导巨噬细胞 MMP鄄
9mRNA 和 蛋 白 表 达 上 调, 最 大 效 应 浓 度 为

100 滋g / L,且未出现细胞毒性作用[9]。 本实验采用

100 滋g / L PF4 处理巨噬细胞,可显著上调巨噬细胞

MMP鄄9 mRNA 水平,与前期结果一致。 表明 PF4 可

能通过促进 MMP鄄9 的表达,使斑块不稳定。 但尚需

进一步的在体实验以证实 PF4 是否上调动脉粥样

硬化斑块 MMP鄄9 的表达。
NF鄄资B 是一种具有多向转录功能的核转录因

子,与许多免疫炎症相关基因表达密切相关。 在 As
病变内,NF鄄资B 主要存在于单核细胞、血管内皮细胞

和血管平滑肌细胞。 活化前,细胞质中的 NF鄄资B 与

其抑制蛋白 I 资B 以二聚体形式结合呈无活性状态。
当细胞受到细胞因子、缺氧、病毒等一些因子的刺激

时,I资B 可磷酸化,后经泛素化鄄蛋白酶小体途径降

解,使得 NF鄄资B 从 I资B 复合物中释放出来,并由细

胞质转入到细胞核,在此与 NF鄄资B 特异性结合位点

结合,调控其靶基因转录[17]。 业已证明,NF鄄资B 对

多种炎症细胞因子、粘附分子、趋化因子和生长因子

等的表达起着至关重要的调控作用,参与 As 炎症过

程中的多种信号转导通路[5]。 本实验结果显示不

仅 PF4 可升高巨噬细胞上清液中 NF鄄资B 的含量,而
且 NF鄄资B 抑制剂可逆转 PF4 对 MMP鄄9 的诱导表

达。 表明 NF鄄资B 参与了 PF4 诱导巨噬细胞 MMP鄄9
表达的信号转导。 有研究报道,细胞膜上的 TLR4
被 LPS 激活后,使 NF鄄剀B 从细胞质转位至细胞核,
从而诱导炎症反应 [17]。 本实验发现 TLR4 阻断剂

能显著降低 PF4 诱升的巨噬细胞 NF鄄资B 含量,前期

研究还发现 TLR4 阻断剂可逆转 PF4 上调巨噬细胞

MMP鄄9 表达[9]。 结合上述实验结果表明,NF鄄资B 是

PF4鄄 TLR4鄄通路的下游信号分子。
总之,现在的结果表明 PF4 通过增加巨噬细胞

NF鄄资B 的含量,从而促进 MMP鄄9 基因的转录。
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