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摘要　 目的　 探讨冠心病心外膜脂肪组织（ＥＡＴ）中 Ｋｒｕｐｐｅｌ
样因子 ７（ＫＬＦ７）通过核因子 κＢ（ＮＦ⁃κＢ）刺激巨噬细胞分泌

炎症因子，促进脂肪细胞分化成熟，阐明 ＫＬＦ７ 在冠心病

（ＣＡＤ）发生发展过程中的作用机制。 方法　 选取冠心病患

者（ＣＡＤ 组）及非冠心病患者（ｎｏｎ⁃ＣＡＤ 组） 各 ３０ 例，收集

一般 资 料。 使 用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检 测 ＥＡＴ 中 ＫＬＦ７、 脂 联 素

（ＡＰＮ）、白细胞介素⁃６（ＩＬ⁃６）、肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α ）ｍＲ⁃
ＮＡ 表达水平。 体外培养 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前脂肪细胞及人 ＴＨＰ⁃１ 细

胞并诱导为 Ｍ１ 型巨噬细胞，将细胞分为 ３ 组：ＫＬＦ７ 上调组

（转染 ＫＬＦ７ 模拟物）， ＫＬＦ７ 下调组 （转染 ｓｉＲＮＡ 敲低

ＫＬＦ７），ＮＣ 组（转染寡肽序列），转染两种细胞。 使用 ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ 检测 Ｍ１ 型巨噬细胞中 ＡＰＮ、ＭＣＰ⁃１、ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α ｍＲ⁃
ＮＡ 的表达，使用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＮＦ⁃κＢ 信号通路关键因

子表达水平。 采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测转染 ２４ ｈ 后 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前

脂肪细胞中 ＡＰＮ、ＫＬＦ４、ＩＬ⁃６、ＭＣＰ⁃１ ｍＲＮＡ 及脂肪细胞分化

标志物 ｍＲＮＡ 表达水平。 结果 　 与 ｎｏｎ⁃ＣＡＤ 组比较，ＣＡＤ
组 ＡＰＮ 表达降低，ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 的表达升高，差异有统计学

意义（Ｐ ＜ ０. ０１）。 ＫＬＦ７ 在炎症刺激（脂多糖 ＬＰＳ）诱导 Ｍ１
型巨噬细胞中高度表达，敲低 ＫＬＦ７ 可抑制炎症因子的释

放。 用 ＫＬＦ７⁃ｓｉＲＮＡ 转染可抑制 ＬＰＳ 诱导的 ＪＮＫ⁃ＭＡＰＫｓ 磷

酸化，并抑制 ｐ⁃ｐ６５ 的水平并抑制 ｐ⁃ＩκＢａ 的活化 （ Ｐ ＜
０. ０５）。 在 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前脂肪细胞中，上调 ＫＬＦ７ 使 ＰＰＡＲγ、Ｃ ／
ＥＢＰα、ＦＡＢＰ４ ｍＲＮＡ 表达升高，促进 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前脂肪细胞分

化为成熟脂肪细胞（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论 　 ＣＡＤ 患者 ＥＡＴ 中

ＫＬＦ７ 表达增加，ＫＬＦ７ 激活 ＥＡＴ 中 ＪＮＫ⁃ＮＦ⁃κＢ 信号通路介

导的巨噬细胞活化，促进 ＣＡＤ 患者 ＥＡＴ 中炎症的发生，并
且能促进脂肪细胞分化成熟，从而促进 ＣＡＤ 的发展。 表明

ＫＬＦ７ 可能是心血管疾病（如 ＣＡＤ）的潜在治疗靶标。
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　 　 心脏周围脂肪堆积是公认的易引起冠心病

（ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ， ＣＡＤ）、心房纤颤和心力衰

竭等心血管疾病（ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＶＤ）的危

险因素［１ － ２］。 心外膜脂肪组织 （ ｅｐｉｃａｒｄｉａｌ ａｄｉｐｏｓｅ
ｔｉｓｓｕｅ， ＥＡＴ）与心肌组织共享冠脉血供［３ － ４］。 巨噬

细胞在 ＣＡＤ 患者 ＥＡＴ 组织中表现出 Ｍ１ 极化和分

泌大量炎症因子。 ＥＡＴ 能促进 ＣＡＤ 发生发展，ＥＡＴ
有望作为诊断和治疗 ＣＡＤ 的靶标［１，５ － ６］。
　 　 Ｋｒｕｐｐｅｌ 样因子（Ｋｒｕｐｐｅｌ⁃ｌｉｋｅ ｆａｃｔｏｒｓ， ＫＬＦｓ）属

于锌指转录因子家族［７］，其在基因表达和调控中发

挥着不同作用［８］。 其中 ＫＬＦ７ 可调节脂肪细胞的分

化和脂肪细胞因子分泌［９ － １０］。 但是，ＫＬＦ７ 在 ＣＡＤ
患者 ＥＡＴ 炎症中的作用尚未见报道。 该研究通过

体内及体外细胞实验观察 ＫＬＦ７ 对脂肪细胞分化的

作用，旨在探讨 ＫＬＦ７ 在 ＣＡＤ 的发生发展中的作

用，为阐明 ＣＡＤ 发生发展的分子机制提供初步理论

依据。

１　 材料与方法

１． １　 病例资料 　 本研究纳入 ２０１８ 年 １ 月 － ２０１９
年 １０ 月在石河子大学医学院第一附属医院心胸外

科行非体外循环冠状动脉搭桥术（ ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｙ
ｂｙｐａｓｓ ｇｒａｆｔｉｎｇ，ＣＡＢＧ）的 ３０ 例 ＣＡＤ 患者。 其余 ３０
例行房间隔缺损修复或瓣膜置换手术而无冠状动脉

狭窄的患者作为对照组，患者资料列于表 １。
１． １． １　 诊断标准 　 参照我国卫生部发布的《冠状

动脉粥样硬化性心脏病的诊断标准》（２０１０ 年版）以
及 ２０１１ 年美国心脏联合会（Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｈｅａｒｔ Ａｓｓｏｃｉａ⁃
ｔｉｏｎ，ＡＨＡ）冠心病诊疗指南。
１． １． ２　 纳入标准 　 实验组：① 年龄 ４０ ～ ７５（６３. ８
± ４. ２）岁 ；② 符合 ＣＡＤ 的诊断标准需行 ＣＡＢＧ 患

者；③ 民族为汉族。 对照组：① 年龄在 ４０ ～ ７５
（６６. ５ ± ７. ３）岁；② 冠状动脉造影阴性且需行瓣膜

置换手术（瓣膜为退行性变）患者；③ 民族为汉族。
１． １． ３　 排除标准　 ① 合并有糖尿病或糖耐量异常
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者；② 其他类型心脏病，如风湿性心脏病患者；③ 患

有恶性肿瘤者；④ 近期有创伤、外科手术者；⑤ 急、慢
性感染者；⑥ 长期肝、肾等脏器疾病及其它内分泌疾

病。
１． ２　 仪器与试剂　 人单核细胞 ＴＨＰ⁃１ 细胞和 ３Ｔ３⁃
Ｌ１ 前脂肪细胞均购自中国科学院细胞库（上海）。
ＲＮＡ 提取试剂和 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 反应试剂盒购自 ＴａＫａＲａ
公司（日本）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 试剂盒购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司。
１． ３　 方法

１． ３． １　 临床资料　 包括患者年龄、性别、身高、体质

量、病程、大生化、心肌酶、超敏 Ｃ 反应蛋白、心脏彩

超及颈动脉彩超等。
１． ３． ２　 样本采集　 麻醉后 １ ｈ，从左心室前壁（与患

病段相邻）收集 ＥＡＴ 双眼样品（平均重量 ０. ５ ～ １. ０
ｇ）。 将所有样品立即保存在 ＲＮＡ 稳定剂中，然后转

移至 －８０ ℃，用于后续实验。 本研究符合石河子大

学医学院一附院医学伦理委员会程序并通过审批（编
号：２０１４⁃０７２⁃０１），所有研究对象均签署知情同意书。
１． ３． ３　 细胞培养　 在含有 １０％ ＦＢＳ（美国 Ｇｉｂｃｏ 公

司），青霉素（１００ μｇ ／ ｍｌ）和链霉素（１００ μｇ ／ ｍｌ）的

Ｒｏｓｗｅｌｌ Ｐａｒｋ Ｍｅｍｏｒｉａｌ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ⁃１６４０（ＲＰＭＩ⁃１６４０）培
养基（美国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司） 中培养 ＴＨＰ⁃１ 细胞及

３Ｔ３⁃Ｌ１ 前脂肪细胞，在高糖培养基中培养 ３Ｔ３⁃Ｌ１
前脂肪细胞，培养环境为 ３７ ℃的含 ５％ ＣＯ２ 的湿润

培养箱。 将 ＴＨＰ⁃１ 细胞以 ２ × １０５ 个 ／孔细胞的密度

接种在 １２ 孔板中，并使用 １００ μｇ ／ ｍｌ ｐｈｏｒｂｏｌ⁃１２⁃肉
豆蔻酸酯 １３⁃乙酸酯（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）持续培

养 ２４ ｈ。 然后将细胞与 ２０ ｎｇ ／ ｍｌ 干扰素⁃γ（ｉｎｔｅｒｆｅｒ⁃
ｏｎ⁃ｇａｍｍａ，ＩＦＮ⁃γ） （美国 Ｇｉｂｃｏ 公司） 和 １０ ｎｇ ／ ｍｌ
ＬＰＳ（美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）孵育 ２４ ｈ 以诱导 Ｍ１
巨噬细胞。
１． ３． ４　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测相关因子　 根据制造商的说

明书，使用 ＴＲＩｚｏｌ（美国赛默飞世尔科技公司）提取

ＣＡＤ ＥＡＴ，非 ＣＡＤ ＥＡＴ 和实验细胞组的总 ＲＮＡ。
使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ １０００ 分光光度计（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈ⁃
ｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）测量 ＲＮＡ 的纯度和浓度。 使用带

有基因组脱氧核糖核酸（ ｇＤＮＡ） （美国 ＴａＫａＲａ Ｂｉｏ
公司）的 ＰｒｉｍｅＳ⁃ｃｒｉｐｔ ＲＴ 试剂盒进行逆转录，每个样

品分离出 ５００ ｎｇ 总 ＲＮＡ。 使用 ７５００ 实时 ＰＣＲ 系统

（美国 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司）及 ＱｕａｎｔｉＮｏｖａ ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ 试剂盒（德国 Ｑｉａｇｅｎ 公司）进行定量实

时 ＰＣＲ（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）。 ＥＡＴ 中 ＫＬＦ７、ＡＰＮ、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃

α ｍＲＮＡ 表达水平，Ｍ１ 型巨噬细胞中 ＡＰＮ、ＭＣＰ⁃１、
ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 的表达，以及 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前脂肪细

胞中 ＡＰＮ、ＫＬＦ４、ＩＬ⁃６、ＭＣＰ⁃１ ｍＲＮＡ 及脂肪细胞分

化标志物 ＰＰＡＲγ、Ｃ ／ ＥＢＰα、ＦＡＢＰ４，表 １ 列出了引物

序列。 所有实验均重复 ３ 次。 使用比较循环时间法

计算靶基因转录物的相对量。 通过比较临界阈值方

法计算每个组织和对照样品的相对表达水平。
１． ３． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测相关因子蛋白表达　 将 ３０
～５０ μｇ 的总蛋白质在 １００℃ 下加热 １０ ｍｉｎ，使用

１０％凝胶上的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分离，然后转移至聚偏二氟

乙烯膜上。 遵循一抗通过与缀合有 ＨＲＰ 的适当的二

抗孵育并通过使用 Ｐｉｅｒｃｅ Ｆａｓｔ. Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ Ｋｉｔ（美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）检测。 该研究中使用的

抗体是 β⁃肌动蛋白（ＺＳＧＢＢＩＯ，ＣＨＩＮＡ）ＫＬＦ７（美国

Ａｂｃａｍ 公司），检测两组中 ＫＬＦ７、ＮＦ⁃κＢ 信号通路关

键因子以及脂肪分化细胞标志因子蛋白表达水平。
１． ３． ６　 ＫＬＦ７ 小干扰 ＲＮＡ（ ｓｉＲＮＡ）的转染　 ｓｉＲＮＡ
由 Ｇｅｎｅ⁃Ｐｈａｒｍａ（上海）设计和合成。 按照说明书将

ＫＬＦ７ ｓｉＲＮＡ 或阴性对照通过 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００（美
国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）转染。 ２４ ｈ 后通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 评

估转染的 ＫＬＦ７ ｓｉＲＮＡ 的水平来验证转染。 表 １ 列

出了本研究中使用的 ｓｉＲＮＡ 序列。
１． ４　 统计学处理 　 采用 ＳＰＳＳ ２２. ０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ⁃
Ｐｒｉｓｍ ８. ０ 统计软件进行统计学分析。 进行方差齐

性检验，正态性检验。 计量资料实验数据以 �ｘ ± ｓ 表
示。 单变量两组资料之间的比较采用 ｔ 检验；多组

资料之间的比较采用单因素方差分析；方差不齐采

用非参数检验，相关性采用 Ｐｅａｒｓｏｎ’ ｓ ｒａｎｋ 分析。
以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 两组一般资料和生化指标　 两组年龄、体质量

指数（ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｉｎｄｅｘ，ＢＭＩ）、收缩压（ ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｂｌｏｏｄ
ｐｒｅｓｓｕｒｅ， ＳＢＰ）、 舒 张 压 （ ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ，
ＤＢＰ）、低密度脂蛋白（ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＬＤＬ）、
高密度脂蛋白（ｈｉｇｈ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＤＬ）、总胆

固醇（Ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）以及甘油三酯（ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒ⁃
ｉｄｅｓ，ＴＧ）等差异无统计学意义，但超敏 Ｃ 反应蛋白

ＣＡＤ 组较 ｎｏｎ⁃ＣＡＤ 组升高，脂联素 （ Ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ，
ＡＰＮ）降低（Ｐ ＜ ０. ０５）（表 ２）。
２． ２　 ＫＬＦ７ 在 ＣＡＤ 患者 ＥＡＴ 中的表达水平 　 检

测 ＫＬＦ７ ｍＲＮＡ 在实验组和对照组 ＥＡＴ 中的表达

（Ｐ ＜ ０. ００１），见图 １Ａ。 通过Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证 ＫＬＦ７
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表 １　 实验相关引物序列列表

基因 引物名称 引物序列（５′⁃３′）

ＫＬＦ７
ＫＬＦ７⁃Ｆ
ＫＬＦ７⁃Ｒ

ＧＧＴＧＡＧＣＣＡＧＡＣＡＧＡＣＴＧＡＣＡＡ
ＧＡＡＧＴＡＧＣＣＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡ

ＩＬ⁃６
ＩＬ⁃６⁃Ｆ
ＩＬ⁃６⁃Ｒ

ＣＴＣＴＣＣＧＣＡＡＧＡＧＡＣＴＴＣＣＡＧ
ＴＧＴＧＧＧＴＧＧＴＡＴＣＣＴＣＴＧＴＧＡ

ＴＮＦ⁃α
ＴＮＦ⁃α⁃Ｆ
ＴＮＦ⁃α⁃Ｒ

ＧＴＧＡＣＡＡＧＣＣＴＧＴＡＧＣＣＣＡＴ
ＴＡＴＣＴＣＴＣＡＧＣＴＣＣＡＣＧＣＣＡ

ＴＬＲ４
ＴＬＲ４⁃Ｆ
ＴＬＲ４⁃Ｒ

ＡＡＴＧＣＣＡＧＧＡＴＧＡＴＧＣＣＴＣＴ
ＡＧＧＡＡＧＴＡＣＣＴＣＴＡＴＧＣＡＧＧＧ

ＪＮＫ
ＪＮＫ⁃Ｆ
ＪＮＫ⁃Ｒ

ＡＣＡＣＣＡＣＡＧＡＡＡＴＣＣＣＴＡＧＡＡＧ
ＣＡＣＡＧＣＡＴＣＴＧＡＴＡＧＡＧＡＡＧＧＴ

ＮＦ⁃ｋＢ
ＮＦ⁃ｋＢ⁃Ｆ
ＮＦ⁃ｋＢ⁃Ｒ

ＣＴＧＡＧＴＣＣＴＧＣＴＣＣＴＴＣＣＡ
ＣＴＴＣＧＧＴＧＴＡＧＣＣＣＡＴＴＴＧＴ

ＰＰＡＲγ ＰＰＡＲγ⁃Ｆ ＧＴＧＣＴＧＡＧＡＧＣＡＧＡＡＧＧＡ
ＰＰＡＲγ⁃Ｒ ＧＡＧＧＴＧＴＴＧＴＧＴＧＡＡＡＡＧＧ

Ｃ ／ ＥＢＰα Ｃ ／ ＥＢＰα⁃Ｆ ＧＴＧＡＡＡＡＣＧＡＣＧＡＡＧＡＧＧＣＡ
Ｃ ／ ＥＢＰα⁃Ｒ ＴＴＧＧＧＴＡＣＴＴＴＴＧＧＧＴＴＡＴＴ

ＦＡＢＰ４ ＦＡＢＰ４⁃Ｆ ＡＡＡＴＣＡＧＡＣＧＡＣＡＣＧＡＣＡ
ＦＡＢＰ４⁃Ｒ ＣＡＣＡＴＴＧＧＣＧＧＣＣＣＡＧＣＴ

β⁃ａｃｔｉｎ
β⁃ａｃｔｉｎ⁃Ｆ
β⁃ａｃｔｉｎ⁃Ｒ

ＡＧＧＣＣＧＧＣＴＴＣＧＣＧＧＧＣＧＡＣ
ＣＡＧＧＧＧＡＧＣＡＣＡＣＧＣＡＧＣＴＣ

表 ２　 两组一般资料和生化指标（�ｘ ± ｓ）

实验组（ｎ ＝３０） 对照组（ｎ ＝３０） ｔ 值 Ｐ 值

年龄（岁） Ｊ６１． ４ ± ６． ８４ ５９． ８７ ± ６． １１ ４． ４２６ ０． ５１２
ＢＭＩ（ｋｇ ／ ｍ２） ２３． ２２ ± ２． １８ ２２． ２８ ± １． ７６ １３． ４２ ０． ７４９
收缩压（ｋＰａ） ２． １９ ± １． ６２ ２． １６ ± １． １５ ２． ２９ ０． ５８４
舒张压（ｋＰａ） ９． ６１ ± １． ０６ ９． ２２ ± １． １６ １． ７９ ０． ７６９
ＬＤＬ（ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ２． １５ ± ０． ８１ ２． １３ ± ０． ６６ １． ８１２ ０． ６４５
ＨＤＬ（ｍｍｏｌ ／ Ｌ） １． １７ ± ０． ８８ １． １３ ± ０． ３ ３． １０５ ０． ８９７
ＴＣ（ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ３． ８２ ± １． １５ ３． ９６ ± ０． ９４ ８． １２３ ０． ５８９
ＴＧ（ｍｍｏｌ ／ Ｌ） １． ９２ ± １． ３２ １． ６９ ± １． ００ ２４． ２４ ０． ６７８
ｈｓＣＲＰ （ｍｇ ／ ｍｌ） ２． ８４ ± ０． ２７ １． ３７ ± ０． ２１ １６． ８６ ＜ ０． ０５
ＡＰＮ（μｇ ／ ｍｌ） ８． ８９ ± ２． ５６ １０． ５６ ± ２． ７４ ４７． ４２ ＜ ０． ０５

蛋白表达（Ｐ ＜ ０. ０５），见图 １Ｂ。
２． ３ 　 ＥＡＴ 炎症信号通路关键基因 ｍＲＮＡ 表达水

平　 在 ＥＡＴ 中，ＣＡＤ 组 ＡＰＮ 表达水平低于 ｎｏｎ －
ＣＡＤ 组，ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＪＮＫ 和 ＮＦ⁃κＢ ｍＲＮＡ 表达水

平高于 ｎｏｎ⁃ＣＡＤ 组（Ｐ ＜ ０. ０５），见图 ２。
２． ４　 ＥＡＴ 中的巨噬细胞的鉴别　 为了确定巨噬细

胞类型在 ＥＡＴ 炎症过程中的重要性，使用炎性细胞

标记 ＣＤ６８ 来检测巨噬细胞的存在。 ＣＡＤ 患者 ＥＡＴ
中 ＣＤ６８ 的 ｍＲＮＡ 水平高于 ｎｏｎ⁃ＣＡＤ 组（图 ３）。
２． ５　 ＫＬＦ７ 在人类 ＴＨＰ⁃１ 衍生的巨噬细胞中高表

达并由炎症刺激诱导　 课题组用特定的 ＫＬＦ７ ｓｉＲ⁃
ＮＡ（ｓｉＲＮＡ １⁃２）或 ｓｉ⁃ＮＣ 瞬时转染 ＴＨＰ⁃１ 衍生的Ｍ１
型巨噬细胞。 如图 ４Ａ 所示，与 ｓｉ⁃ＮＣ 相比，ｓｉ⁃ＫＬＦ７⁃
１ 和 ｓｉ⁃ＫＬＦ７⁃２ 能够降低 ＫＬＦ７ 的表达，ｓｉ⁃ＫＬＦ７⁃２ 组

最低。 为了验证 ＫＬＦ７ ｍＲＮＡ 的转染效率，测定在

转染相同量ｓｉ ⁃ＫＬＦ７由ＴＨＰ⁃１衍生的Ｍ１型巨噬细

图 １　 ＫＬＦ７ 在两组 ＥＡＴ 中的表达

Ａ：ＫＬＦ７ 在 ＥＡＴ 中 ｍＲＮＡ 表达水平；Ｂ：ＫＬＦ７ 在 ＥＡＴ 中蛋白表

达水平；与 ｎｏｎ⁃ＣＡＤ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

图 ２　 炎症信号通路关键基因 ｍＲＮＡ 表达差异

与 ｎｏｎ⁃ＣＡＤ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

图 ３　 ＥＡＴ 中巨噬细胞 ＣＤ６８ 的表达

与 ｎｏｎ⁃ＣＡＤ 组比较：∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １
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图 ４　 ＫＬＦ７ 在 ＴＨＰ⁃１ 衍生的 Ｍ１ 型
巨噬细胞中的表达

Ａ、Ｂ：ＫＬＦ７ 在 ＴＨＰ⁃１ 衍生的 Ｍ１ 型巨噬细

胞的 ｍＲＮＡ 及蛋白表达；Ｃ、Ｄ：不同时间以及

不同浓度 ＬＰＳ 处理后 ＴＨＰ⁃１ 衍生的巨噬细胞

中 ＫＬＦ７ ｍＲＮＡ 及蛋白表达；Ｅ：不同剂量 ＬＰＳ
处理后 ＴＨＰ⁃１ 衍生的巨噬细胞 ６ ｈ 后 ＫＬＦ７ 的

ｍＲＮＡ 表达；１：ｓｉ⁃ＮＣ；２：ｓｉ⁃ＫＬＦ７⁃１；３：ｓｉ⁃ＫＬＦ７⁃

２；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

胞裂解物中 ＫＬＦ７ 的蛋白表达。 结果与本研究在

ｍＲＮＡ 水平上显示的结果相同（图 ４Ｂ）。 ＬＰＳ 以时

间依赖和剂量依赖的方式影响 ＫＬＦ７ ｍＲＮＡ 的表达

（图 ４Ｃ、Ｄ）。 ＬＰＳ 以时间依赖性和剂量依赖性方式

进一步诱导 ＫＬＦ７ 的表达（图 ４Ｅ）。 ＫＬＦ７ 在人类

ＴＨＰ⁃１ 衍生的巨噬细胞中高表达，并在体外由炎性

刺激诱导，这表明它可能调控这些刺激巨噬细胞激

活的相关因子。
２． ６　 ＫＬＦ７ 促进脂肪细胞分化成熟　 分别将 ＫＬＦ７
模拟物和 ＮＣ（对照组）转染到 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前脂肪细胞

中，于转染后每天检测 ＦＬＦ７ 表达，其表达趋势见图

５Ａ。 转染处理 ２４ ｈ 后检测 ＡＰＮ、ＩＬ⁃６、ＭＣＰ⁃１ ｍＲＮＡ
及脂肪细胞分化标志物过氧化物酶体增殖物激活受

体⁃γ （ ＰＰＡＲγ）、 ＣＣＡＡＴ ／增强子结合蛋白 α （ Ｃ ／
ＥＢＰα）、脂肪酸结合蛋白 ４（ＦＡＢＰ４） ｍＲＮＡ 的相对

表达水平，显示 ＫＬＦ７ 模拟物组中 ＡＰＮ 表达降低，
ＩＬ⁃６、ＭＣＰ⁃１、ＰＰＡＲγ、Ｃ ／ ＥＢＰα 和 ＦＡＢＰ４ 表达升高

（Ｐ ＜ ０. ０５）（图 ５Ｂ）。

３　 讨论

　 　 ＣＡＤ 在世界范围内发病率很高。 ＣＡＤ 可导致

心肌缺血、心肌梗塞、心力衰竭、并最终导致死亡。
ＣＡＤ 是一种严重的慢性疾病，其特征是冠状动脉进

行性动脉粥样硬化闭塞，导致心肌供需之间不匹

配［１１］。 动脉粥样硬化被描述为中型动脉内膜的低

度炎症状态，可因为众所周知的危险因素（例如高

血压、糖尿病、肥胖症和血脂异常）而产生。ＥＡＴ被

图 ５　 ＫＬＦ７ 促进脂肪细胞分化成熟

Ａ：ＫＬＦ７ 在脂肪细胞分化每天 ｍＲＮＡ 的表达；Ｂ：上调 ＫＬＦ７ 后

ＡＰＮ 表达下降，ＩＬ⁃６、ＭＣＰ⁃１、ＰＰＡＲγ、Ｃ ／ ＥＢＰα 和 ＦＡＢＰ４ 表达升高；１：
ＡＰＮ；２：ＩＬ⁃６；３：ＭＣＰ⁃１；４：ＰＰＡＲγ；５：Ｃ ／ ＥＢＰα；６：ＦＡＢＰ４；与 ＮＣ 组比

较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

认为是一种在心包内的异位脂肪［１２］。 ＥＡＴ 分泌的

脂肪因子可以直接从血管周围脂肪扩散到血管内

膜，引起炎症发生，最终发展为动脉粥样硬化［１３］。
脂肪组织驻留的免疫细胞几乎包括所有类型的免疫

细胞，即巨噬细胞、Ｂ 细胞、Ｔ 细胞、嗜中性粒细胞、
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嗜酸性粒细胞和肥大细胞。
Ｋｒｕｐｐｅｌ 样因子（Ｋｒｕｐｐｅｌ⁃ｌｉｋｅ ｆａｃｔｏｒｓ， ＫＬＦｓ）属

于锌指转录因子家族，ＫＬＦｓ 可调节哺乳动物组织中

的多种生物过程，包括细胞增殖、分化、存活以及组

织发育［１４］。 ＫＬＦｓ 还控制免疫细胞的功能，例如巨

噬细胞，它们参与了心血管疾病和代谢疾病的炎症

过程。 本课题组前期研究发现，ＣＡＤ 患者 ＥＡＴ 组织

中 ｍｉＲ⁃４５５ｂ⁃３ｐ 通过下调 ＡＰＮ 的表达从而促进

ＥＡＴ 炎症因子释放。 本研究显示，ＣＡＤ 患者 ＥＡＴ 组

织中 ＫＬＦ７ ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平高于 ｎｏｎ⁃ＣＡＤ
组，炎症相关因子 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ ＪＮＫ、ＮＦ⁃κＢ ｍＲＮＡ
表达水平也高于 ｎｏｎ⁃ＣＡＤ 组，而具有抗炎作用的

ＡＰＮ 却低于 ｎｏｎ⁃ＣＡＤ 组，以上结果提示炎症状态与

ＫＬＦ７ 的表达水平相关。 本研究进一步通过体外培

养诱导人类 ＴＨＰ⁃１ 衍生的巨噬细胞，显示 ＬＰＳ 以时

间依赖性和剂量依赖性方式诱导 ＫＬＦ７ 的表达。 通

过体外培养 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前脂肪细胞，发现 ＫＬＦ７ 能促进

前脂肪细胞分化为成熟的脂肪细胞。 ＥＡＴ 在炎症

状态下，可能通过影响 ＫＬＦ７ 的表达，进而引起脂肪

组织炎症因子转录激活，促进脂肪细胞分化成熟，但
其具体作用机制有待进一步研究加以验证。
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