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[摘要] 目的 探讨Notch信号通路与Toll样受体(TLR)4相互作用对冠心病患者CD14+单核细胞功能的

影响。方法 选择2019年4月-2020年8月我院收治的冠心病患者101例,根据病情分为稳定型心绞痛(SAP)

组、不稳定型心绞痛(UAP)组和急性心肌梗死(AMI)组,并选择同时期体检健康者40例为对照组。采集各组研究

对象的空腹外周静脉血并分离单个核细胞,实时荧光定量逆转录PCR(RT-qPCR)检测单个核细胞中 Notch1、

Notch2 及TLR1~10mRNA表达水平。CD14磁珠分选三组冠心病患者外周血单个核细胞中的CD14+ 单核细

胞,使用DAPT(Notch信号通路抑制剂)和CRX-675(TLR4激动剂)刺激培养后,检测CD14+ 单核细胞中TLR2、

TLR4、TLR9 及Notch1、HES1、HES5mRNA表达水平;采用酶联免疫吸附实验检测三组患者细胞培养上清液中

IL-6、TNF-α水平;采用蛋白免疫印迹实验检测CD14+单核细胞中TIR结构域接头分子(TRIF)、抗髓样分化因子

88(MyD88)和核因子-κB(NF-κB)p65亚基蛋白的相对表达水平。结果 三组冠心病患者的外周血单个核细胞中

Notch1、TLR2、TLR4、TLR9mRNA表达水平均显著高于对照组,且 AMI组患者上述 mRNA表达水平均最高

(F=10.295~16.558,tLSD=7.918~18.271,P<0.05)。DAPT刺激后,三组冠心病患者外周血中CD14+ 单核细胞

TLR4mRNA表达水平均显著低于刺激前(t=5.871~9.069,P<0.05),其中AMI组降低幅度显著高于UAP组和

SAP组(F=5.522,tLSD=2.613、2.625,P<0.05);CRX-675刺激后,三组冠心病患者外周血CD14+ 单核细胞中

Notch1、HES1、HES5mRNA表达水平均显著高于刺激前(t=9.218~17.483,P<0.05),其中AMI组升高幅度显

著高于UAP组和SAP组(F=30.133~212.120,tLSD=4.921~11.107,P<0.05)。CRX-675刺激后,三组冠心病患

者外周血细胞培养上清液中TNF-α、IL-6水平均显著高于刺激前(t=5.806~8.129,P<0.05);DAPT+CRX-675
共同刺激以后,三组冠心病患者外周血细胞培养上清液中TNF-α、IL-6水平均显著低于CRX-675单独刺激后(t=
5.216~9.063,P<0.05),且 AMI组降低幅度显著高于 UAP组和SAP组(F=104.894、4.798,tLSD=2.440~
10.977,P<0.05)。DAPT+CRX-675共同刺激后,三组患者外周血CD14+单核细胞中TRIF、NF-κBp65蛋白表达

水平均显著低于CRX-675单独刺激后(t=5.052~9.921,P<0.05),其中 AMI组降低幅度显著高于 UAP组和

SAP组(F=4.580、4.200,tLSD=2.414~3.461,P<0.05)。结论 Notch信号通路与TLR4相互作用或可通过影响

外周血CD14+单核细胞的功能,导致冠心病患者病情进展。
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InfluenceoftheinteractionbetweentheNotchsignalingpathwayandToll-likereceptor4onthe
functionofCD14+ monocytesinpatientswithcoronaryheartdisease QIGuibin,GAOJianbu,ZHANG

Minglei,ZHANGYongjie,XIELili,LINa (DepartmentofCardiology,TheAffiliatedNanyangCentralHospital,Henan

University,Nanyang473009,China)

[ABSTRACT] Objective ToinvestigatetheinfluenceoftheinteractionbetweentheNotchsignalingpathwayandTolllike

receptor4(TLR4)onthefunctionofCD14+ monocytesinpatientswithcoronaryheartdisease. Methods Atotalof101pa-

tientswithcoronaryheartdiseasewhowereadmittedtoourhospitalfromApril2019toAugust2020wereenrolled,andaccording

totheirdiseaseconditions,theyweredividedintostableanginapectoris(SAP)group,unstableanginapectoris(UAP)group,and

acutemyocardialinfarction(AMI)group;meanwhile,40individualswhounderwentphysicalexaminationduringthesameperiod

oftimewereenrolledascontrolgroup.Fastingperipheralvenousbloodsampleswerecollectedfromeachgroupofsubjects,and

mononuclearcellswereisolated.RT-qPCRwasusedtomeasurethemRNAexpressionlevelsofNotch1,Notch2,andTLR1-10in

mononuclearcells.Magnetic-activatedcellsortingwasperformedtoisolateCD14+ monocytesfromperipheralbloodmononuclear

cellsforthethreegroupsofpatientswithcoronaryheartdisease,andafterstimulationandculturewiththeNotchsignalingpath-

wayinhibitorDAPTandtheTLR4agonistCRX-675,themRNAexpressionlevelsofTolllikereceptor2(TLR2),TLR4,Toll

likereceptor9 (TLR9),Notch1,HES1,and HES5 were

measured;ELISA wasusedtomeasurethelevelsofinterleukin-6
(IL-6)andtumornecrosisfactor-alpha(TNF-α)inthesupernatant

ofcellculture;Westernblottingwasusedtomeasuretherelative
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proteinexpressionlevelsofTIRdomainadaptormolecule(TRIF),myeloiddifferentiationfactor88(MyD88),andnuclearfactor-

kappaB(NF-κB)p65subunitincells. Results Comparedwiththecontrolgroup,thethreegroupsofpatientswithcoronary
heartdiseasehadsignificantlyhighermRNAexpressionlevelsofNotch1,TLR2,TLR4,andTLR9inperipheralbloodmononuc-

learcells,withthehighestexpressionlevelsintheAMIgroup(F=10.295-16.558,tLSD=7.918-18.271,P<0.05).AfterDAPT

stimulation,allthreegroupsofpatientswithcoronaryheartdiseasehadasignificantreductioninthemRNAexpressionlevelof

TLR4inperipheralbloodCD14+ monocytes(t=5.871-9.069,P<0.05),andtheAMIgrouphadasignificantlygreaterreduction

thantheUAPgroupandtheSAPgroup(F=5.522,tLSD=2.613,2.625,P<0.05).AfterCRX-675stimulation,allthreegroupsof

patientswithcoronaryheartdiseasehadsignificantincreasesinthemRNAexpressionlevelsofNotch1,HES1,andHES5inpe-

ripheralbloodCD14+ monocytes(t=9.218-17.483,P<0.05),andtheAMIgrouphadsignificantlygreaterincreasesthanthe

UAPgroupandtheSAPgroup(F=30.133-212.120,tLSD=4.921-11.107,P<0.05).AfterCRX-675stimulation,allthree

groupsofpatientswithcoronaryheartdiseasehadsignificantincreasesinthelevelsofTNF-αandIL-6inthesupernatantofperip-

heralbloodcellculture(t=5.806-8.129,P<0.05).Forallthreegroupsofpatientswithcoronaryheartdisease,thelevelsof

TNF-αandIL-6inthesupernatantofperipheralbloodcellcultureafterco-stimulationwithDAPTandCRX-675weresignificantly

lowerthanthoseafterCRX-675stimulationalone(t=5.216-9.063,P<0.05),andtheAMIgrouphadsignificantlygreaterreduc-

tionsthantheUAPgroupandtheSAPgroup(F=104.894,4.798,tLSD=2.440-10.977,P<0.05).Forallthreegroupsofpatients

withcoronaryheartdisease,theproteinexpressionlevelsofTRIFandNF-κBp65inperipheralbloodCD14+ monocytesafterco-

stimulationwithDAPTandCRX-675weresignificantlylowerthanthoseafterCRX-675stimulationalone(t=5.052-9.921,P<

0.05),andtheAMIgrouphadsignificantlygreaterreductionsthantheUAPgroupandtheSAPgroup(F=4.580,4.200,tLSD=

2.414-3.461,P<0.05). Conclusion TheinteractionbetweentheNotchsignalingpathwayandTLR4canleadtodiseasepro-

gressionbyaffectingthefunctionofCD14+ monocytesinpatientswithcoronaryheartdisease.
[KEYWORDS] Coronarydisease;Receptors,Notch;Toll-likereceptor4;RNA,messenger;Signaltransduction;Inflam-

mation;Monocytes

  冠状动脉血管长期性炎症反应可促使血小板黏

附活化,同时增强免疫细胞向血管内皮的趋化效应,
从而引发斑块生成、破裂乃至管腔阻塞,最终诱发稳

定型心绞痛(SAP)、不稳定型心绞痛(UAP)及急性

心肌梗死(AMI)等冠心病典型临床表型,其病理过

程与冠脉病变进展具有显著相关性[1]。Toll样受

体(TLR)作为固有免疫系统的重要调控元件,通过

辨识病原相关分子模式激活下游信号级联反应,在
炎症反应调控与免疫防御机制中发挥核心作用[2]。
动物实验发现,TLR2和TLR4在急性冠脉综合征

的免疫调节过程中具有特异性功能[3-4]。Notch信

号传导系统通过细胞间通讯介导组织分化与器官发

育的生物学过程。最新研究揭示该通路具有显著的

多效性特征,不仅参与恶性肿瘤的病理演进调控,还
被证实介入手足口病和IgA肾病等多种疾病的炎

症反应网络[5-6]。同时CD14作为固有免疫识别受

体,经配体激活后可触发单核-巨噬细胞、血管内皮

细胞及平滑肌细胞释放大量炎性介质,并诱导黏附

分子表达上调,提示其在冠状动脉粥样硬化进程中

发挥关键调控作用[7]。本研究通过使用 Notch信

号通路抑制剂和TLR4激动剂体外刺激培养人外

周血CD14+ 单核细胞,并检测细胞及其上清液中

TLR及 Notch信号通路相关因子表达水平,探讨

Notch信号通路与 TLR4相互作用对冠心病患者

CD14+单核细胞功能的影响。

1 对象与方法

1.1 研究对象

选择2019年4月-2020年8月河南大学附属

南阳市中心医院心血管内科收治的冠心病患者101
例。患者纳入标准:①符合第9版《内科学》[8]中对

SAP、UAP及急性ST段抬高型心肌梗死的诊断标

准者;②年龄>18岁者;③近1个月内无影响血细

胞的药物使用史者;④临床资料完整者。排除标准:

①合并有自身免疫性疾病、感染性疾病、恶性肿瘤或

者精神系统疾病者;②冠状动脉造影显示冠状动脉

畸形所致狭窄者;③既往有冠状动脉手术史者;④合

并急性脑卒中、肺栓塞或先天性心脏病者。所有患

者中男63例,女38例,平均年龄(53.75±9.40)岁,
根据病情将其分为SAP组、UAP组和 AMI组(均
为急性ST段抬高型心肌梗死);选择同时期体检健

康的志愿者40例作为对照组,其中男25例,女15
例,平均年龄(52.97±10.29)岁。冠心病患者与对

照组受试者的性别、年龄等基线资料相比较没有显

著差异(P>0.05)。
1.2 材料与试剂

Ficoll人外周血淋巴细胞分离液购自美国GE
Healthcare公司,CD14磁珠分选试剂盒购自上海嘉

远生物有限公司,Notch信号通路抑制剂DAPT购

自美国Sigma公司,TLR4激动剂CRX-675由中国
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医学科学院药物研究所提供,RNA提取试剂盒、反
转录试剂盒、PCR检测试剂盒购自上海海方生物技

术有限公司,IL-6、TNF-α酶联免疫吸附检测试剂盒

购自北京天根生化科技有限公司,鼠抗人TIR结构

域接头分子(TRIF)单克隆抗体、鼠抗人抗髓样分化

因子88(MyD88)单克隆抗体和兔抗人核因子-κB
(NF-κB)p65亚基单克隆抗体购自杭州艾康生物技

术有限公司。

1.3 试验方法

1.3.1 外周血单个核细胞分离 采集冠心病患者

和对照组研究对象空腹外周静脉血15mL,抗凝处

理后使用Ficoll梯度离心法[9]分离外周血单个核细

胞,置于含10%二甲基亚砜的胎牛血清中,液氮冻

存备用。

1.3.2 CD14+ 单核细胞分离与刺激培养 采用免

疫磁珠分选技术对外周血单个核细胞中的CD14+

单核细胞进行亚群富集,实验设置三组独立队列,每
组配置6个复孔。将分选获得的细胞进行铺板,每
孔接种(1~2)×105个CD14+ 单核细胞后,按实验

设计实施分组干预:其中2个平行孔采用80mmol/

L的γ-分泌酶抑制剂DAPT进行靶向阻断,2个平

行孔使用300μg/L的TLR4激动剂CRX-675实施

特异性激活,剩余的2个平行孔均加入终浓度为

300μg/L的CRX-675以及终浓度80mmol/L的

DAPT刺激培养。各组细胞经24h共培养后,同步

收集各处理组中的CD14+ 单核细胞及细胞培养上

清液,用于后续分子生物学检测及功能分析。

1.3.3 实时荧光定量逆转录PCR(RT-qPCR)法检

测外周血单个核细胞 Notch1、Notch2 及TLR1~
10mRNA表达水平及CD14+单核细胞中Notch1、

HES1、HES5mRNA表达水平 将1.3.1、1.3.2制

备的对照组、SAP组、UAP组及 AMI组患者外周

血单个核细胞中CD14+单核细胞的亚群富集样本,
采用TRIzol裂解试剂提取外周血单个核细胞及

CD14+单核细胞的总 RNA。反转录得到cDNA。

PCR采用20μL标准体系:含预混型高保真DNA
聚合酶 PremixExTaqⅡ 10μL,正反向引物各

1μL,模板cDNA4μL,补加无核酸酶双蒸水至终

体积。扩增程序设置:初始阶段94℃预变性处理

30s;随后进行40次循环扩增,每个循环包含95℃
快速变性5s,50℃引物退火30s;最终72℃延伸

10min。以GAPDH为内部参照,采用2-△△CT计算

样本中相关mRNA的相对表达水平。引物名称及

其序列详见表1。

表1 引物名称及其序列

名称 序列 长度(bp)

HES1 F:5'-GGTGAGCCTACGTGTCTCGTCG-3' 22
R:5'-GCACAGGGTAGTTTTAGGACC-3' 21

HES5 F:5'-ACACGATGTAGTTCCCTTGTGG-3' 22
R:5'-GCACAGGGTAGTTTTAGGACC-3' 21

Notch1 F:5'-CGAGAAAGTCGTAAGCCCGGG-3' 21
R:5'-GGTGCTAGAAGTCCCGTAAGC-3' 21

Notch2 F:5'-AATCGTAGGCCGTTAGGGCCCG-3' 22
R:5'-GCGTAGCCTTAAGCCCGTAACC-3' 22

TLR1 F:5'-CGTAGTCGTAAGCTCCGTAACT-3' 22
R:5'-GGCTGATCGTAAAGTCCCCAAA-3' 22

TLR2 F:5'-GCGTAGCCCGTAACGTAAAGTC-3' 22
R:5'-CAAGTCGTAAGTCGTATGCCCG-3' 22

TLR3 F:5'-GGTCGTATTCGCCCATTCCCAA-3' 22
R:5'-CTGTAGCTAACGCCCGCCAATT-3' 22

TLR4 F:5'-ATCGTAAGCCCGTAACCCAAAA-3' 22
R:5'-TAGTCTAGCCCCCTAGGGGATG-3' 22

TLR5 F:5'-CGTAGCTCTTTGAATGCCCTA-3' 21
R:5'-GCTAGTCGTAAGTCCATGGTT-3' 21

TLR6 F:5'-GCTGATGTCGTATTGCCCATGC-3' 22
R:5'-CCGTAGTCCGTATGCCATGAAA-3' 22

TLR7 F:5'-CGTAGTCGTAAAGTCACGTCTC-3' 22
R:5'-GGCTAGTCGTTTGCTACCGTGG-3' 22

TLR8 F:5'-TCGTAGTCCATAAAAGTCGTAA-3' 22
R:5'-ATGCTGTAACGTCCCGTAGCTC-3' 22

TLR9 F:5'-CCGTAGTCGTAACGTGTCCAGG-3' 22
R:5'-GCGTAGTCGTTTAGTCGTACGT-3' 22

TLR10 F:5'-CGTAGTGCTGTAGTCGTAAAA-3' 21
R:5'-GGCTGCCGTATGCTAGCCGTT-3' 21

GAPDH F:5'-GCGCAGCGTAGTCGACCCGTA-3' 22
R:5'-CGTAGCTGCAATGCCCTAGCC-3' 22

1.3.4 酶联免疫吸附法检测细胞培养上清液中

TNF-α、IL-6表达水平 取1.3.2中得到的三组冠

心病患者CD14+单核细胞培养上清液,严格按照酶

联免疫吸附检测试剂盒说明书中操作过程检测上清

液中TNF-α、IL-6表达水平。

1.3.5 蛋白免疫印迹法检测 CD14+ 单核细胞中

TRIF、MyD88和 NF-κBp65蛋白表达水平 对

1.3.2步骤获取的三组冠心病患者CD14+单核细胞

样本进行蛋白分析:使用50μLRIPA细胞裂解缓

冲液完成总蛋白提取后,通过BCA蛋白浓度测定试

剂盒进行定量校准。取等量蛋白样本(10μg)上样

至SDS-PAGE凝胶加样孔,经电泳分离后采用半干

转印法将蛋白转移至PVDF膜。随后用5%脱脂牛

奶封闭非特异性结合位点2h,TBST缓冲液清洗3
次。依次孵育特异性一抗:TRIF单抗(1∶1000)、

MyD88单抗(1∶500)、NF-κBp65单抗(1∶1000)
及β-actin内参抗体(1∶2000),4℃条件下孵育

12h。次日经洗涤后加入HRP标记的对应种属二
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抗(1∶2000),室温振荡反应2h。通过ECL化学

发光底物进行膜显影,然后利用ImageJ图像处理系

统对目标蛋白条带进行灰度扫描,以目标蛋白与内

参β-actin的灰度比值计算各蛋白的相对表达量,结
果取5次重复实验的平均值。

1.4 统计学处理

采用GraphPadPrism软件对数据进行统计学

分析处理。符合正态分布的计量资料以􀭺x±s 表

示,多组间比较采用单因素方差分析,进一步组间两

两比较均采用LSD-t检验;不符合正态分布的计量

资料以 M(P25,P75)表示,多组数据间比较采用

Kruskal-WallisH 秩和检验。以P<0.05为差异

有统计学意义。

2 结  果

2.1 各 组 受 试 者 外 周 血 单 个 核 细 胞 中 Notch1、

Notch2mRNA表达水平比较

对照组、SAP组、UAP组及 AMI组受试者外

周血单个核细胞Notch1mRNA相对表达量分别为

1.63±0.21、3.58±0.19、3.80±0.22及5.19±0.45,

Notch2mRNA相对表达水平分别为0.92±0.34、

0.94±0.30、0.91±0.35及0.95±0.33。其中三组冠

心病患者Notch1mRNA表达水平均显著高于对照

组,并且AMI组显著高于SAP组和 UAP组(F=
10.295,tLSD=8.631~18.271,P<0.05)。

2.2 各组受试者外周血单个核细胞中TLR1~10

mRNA表达水平比较

各组受试者外周血单个核细胞当中 TLR2、

TLR4、TLR9mRNA的表达水平均差异显著(F=
11.706~16.558,P<0.05),其中三组冠心病患者

TLR2、TLR4、TLR9 mRNA表达水平均显著高于

对照组,且AMI组显著高于SAP组和UAP组(t=
7.918~16.049,P<0.05)。见表2。

2.3 Notch信号通路抑制剂对冠心病患者CD14+

单核细胞中TLR mRNA表达水平的影响

DAPT刺激以后,三组患者CD14+单核细胞中

TLR4mRNA的表达水平均显著低于刺激前(t=
5.871~9.069,P<0.05),其中 AMI组的降低幅度

显著高于 UAP组以及SAP组(F=5.522,tLSD=
2.613、2.625,P<0.05)。见表3。

2.4 TLR4激动剂对冠心病患者CD14+ 单核细胞

中Notch信号通路相关分子mRNA表达水平影响

CRX-675刺激后,三组患者CD14+单核细胞中

Notch1、HES1、HES5 mRNA表达水平均显著高

于刺激前(t=9.218~17.483,P<0.05),其中AMI
组Notch1、HES1、HES5 mRNA升高幅度均显著

高于 UAP组以及SAP组(F=30.133~212.120,

tLSD=4.921~11.107,P<0.05)。见表4。

2.5 Notch信号通路抑制剂对TLR4激动剂介导

的炎症信号通路因子水平影响

CRX-675刺激后,三组患者细胞培养上清液中

TNF-α、IL-6水 平 均 显 著 高 于 刺 激 前(t=5.806~

表2 各组受试者外周血单个核细胞中TLR1~10mRNA相对表达水平比较(n=5,􀭵x±s)

组别 TLR1 TLR2 TLR3 TLR4 TLR5 TLR6 TLR7 TLR8 TLR9 TLR10

对照组 1.08±0.21 1.04±0.18 1.13±0.25 1.02±0.18 1.15±0.24 1.45±0.31 1.41±0.26 1.85±0.26 1.53±0.21 1.16±0.23
SAP组 1.15±0.24 3.17±0.23 1.18±0.23 3.13±0.21 1.23±0.21 1.36±0.24 1.55±0.32 1.77±0.24 2.57±0.27 1.21±0.25
UAP组 1.13±0.22 3.11±0.20 1.15±0.29 3.17±0.19 1.19±0.27 1.34±0.28 1.46±0.37 1.74±0.29 2.61±0.36 1.23±0.29
AMI组 1.21±0.28 3.29±0.25 1.23±0.27 4.35±0.47 1.23±0.19 1.42±0.29 1.57±0.35 1.79±0.28 2.95±0.29 1.18±0.26

表3 DAPT刺激后三组患者CD14+ 单核细胞中TLR mRNA相对表达水平比较(n=5)

组别

TLR2
刺激前
(􀭺x±s)

刺激后
(􀭺x±s)

差值
[M(P25,P75)]

TLR4
刺激前
(􀭺x±s)

刺激后
(􀭺x±s)

差值
(􀭺x±s)

TLR9
刺激前
(􀭺x±s)

刺激后
(􀭺x±s)

差值
[M(P25,P75)]

SAP组 3.35±0.323.29±0.31 0.03(-0.59,-0.39)3.15±0.271.19±0.13 -1.97±0.34 3.25±0.423.21±0.43-0.47(-0.59,0.69)

UAP组 3.42±0.313.31±0.28 0.17(-0.56, 0.21)3.21±0.241.15±0.11 -2.06±0.18 3.11±0.473.05±0.49-0.18(-0.31,0.23)

AMI组 3.49±0.303.33±0.32-0.12(-0.34,-0.01)4.73±0.512.07±0.41 -2.67±0.49 3.31±0.543.24±0.51-0.19(-0.27,0.38)

表4 CRX-675刺激后三组CD14+ 单核细胞中Notch信号通路相关分子 mRNA相对表达水平比较(n=5,􀭵x±s)

组别
Notch1

刺激前 刺激后 差值

HES1
刺激前 刺激后 差值

HES5
刺激前 刺激后 差值

SAP组 3.60±0.24 10.74±0.35 7.15±0.50 1.82±0.27 6.95±0.25 5.13±0.44 2.59±0.13 7.94±0.75 5.34±0.73
UAP组 3.95±0.17 11.98±0.28 8.02±0.39 2.06±0.24 7.41±0.29 5.36±0.36 2.83±0.15 8.05±0.63 5.23±0.74
AMI组 5.06±0.39 14.59±0.47 9.54±0.57 3.98±0.28 14.16±0.32 10.18±0.50 9.41±0.46 21.77±0.82 12.36±1.23
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8.129,P<0.05);DAPT+CRX-675共同刺激后,三
组患者细胞培养上清液中TNF-α、IL-6水平均显著

低于CRX-675单独刺激后(t=5.216~9.063,P<
0.05),且 AMI组降低幅度显著高于 UAP组 和

SAP组(F=104.894、4.798,tLSD=2.440~10.977,

P<0.05)。见表5。

2.6 Notch信号通路抑制剂对TLR4激动剂介导

的下游信号分子表达水平影响

DAPT+CRX-675共同刺激以后,三组患者

CD14+单核细胞中 TRIF、NF-κBp65蛋白的表达

水平均显著低于CRX-675单独刺激后(t=5.052~
9.921,P<0.05),其中 AMI组降低幅度显著高于

UAP组和SAP组(F=4.580、4.200,tLSD=2.414~
3.461,P<0.05)。见表6、图1。

表5 CRX-675及DAPT刺激后三组患者细胞培养上清液中TNF-α、IL-6水平比较(n=5,􀭵x±s)

组别

TNF-α(ρ/μg·L-1)

刺激前 CRX-675
刺激

DAPT+CRX-
675刺激

差值

IL-6(ρ/μg·L-1)

刺激前 CRX-675
刺激

DAPT+CRX-
675刺激

差值

SAP组 2.59±0.11 6.13±0.21 4.34±0.27 -1.80±0.20 4.85±0.23 7.92±0.45 6.45±0.25 -1.47±0.64
UAP组 2.91±0.13 6.48±0.26 4.57±0.19 -1.91±0.36 5.02±0.36 8.16±0.39 6.75±0.31 -1.42±0.50
AMI组 4.63±0.18 9.81±0.34 5.72±0.34 -4.09±0.26 6.35±0.39 11.38±0.53 8.92±0.45 -2.45±0.63

  “差值”为各指标DAPT+CRX-675共同刺激后水平与仅CRX-675刺激后水平的差值

  表6 CRX-675+DAPT共同刺激后三组患者CD14+ 单

核细胞中TRIF、MyD88、NF-κBp65表达水平比较(n=5)

组别

TRIF
刺激前
(􀭺x±s)

CRX-675刺
激(􀭺x±s)

DAPT+CRX-
675刺激(􀭺x±s)

差值
(􀭺x±s)

SAP组 2.02±0.24 1.35±0.29 0.41±0.06 -0.95±0.29
UAP组 2.08±0.31 1.42±0.34 0.46±0.08 -0.97±0.38
AMI组 2.13±0.35 1.95±0.03 0.52±0.09 -1.43±0.11

组别

MyD88

刺激前
(􀭺x±s)

CRX-675
刺激
(􀭺x±s)

DAPT+CRX-
675刺激
(􀭺x±s)

差值
[M(P25,P75)]

SAP组 0.92±0.110.71±0.090.69±0.09 0.02(-0.06,0.09)

UAP组 0.96±0.100.75±0.090.74±0.09-0.01(-0.06,0.06)

AMI组 0.99±0.130.79±0.110.76±0.10-0.08(-0.12,0.15)

组别

NF-κBp65
刺激前
(􀭺x±s)

CRX-675刺
激(􀭺x±s)

DAPT+CRX-
675刺激(􀭺x±s)

差值
(􀭺x±s)

SAP组 3.57±0.79 2.05±0.63 0.35±0.03 -1.70±0.62
UAP组 3.63±0.85 2.14±0.71 0.38±0.03 -1.77±0.71
AMI组 3.69±0.82 2.98±0.51 0.25±0.03 -2.72±0.52

  “差值”为各指标DAPT+CRX-675共同刺激后水平与仅CRX-

675刺激后水平的差值

A和B为SAP组CRX-675刺激后和DAPT+CRX-675共同刺

激后;C和D为UAP组CRX-675刺激后和DAPT+CRX-675共同

刺激后;E和F为 AMI组CRX-675刺激后和DAPT+CRX-675共

同刺激后

图1 蛋白免疫印迹法检测各组患者CD14+单核细胞中TRIF、

MyD88、NF-κBp65表达水平

3 讨  论

Notch信号转导系统在冠状动脉疾病进程中具

有双重调控作用:一方面通过介导血管内皮细胞表

型转化影响其生物学特性,另一方面通过激活细胞

程序性死亡途径及诱导炎症介质释放参与动脉粥样

硬化进程[10]。这种分子机制提示,靶向干预Notch
信号级联反应可能为心血管疾病治疗提供新的策

略。研究显示内皮细胞来源的Notch1分子在机体

固有性和适应性免疫调控中具有重要功能[11],但免

疫细胞源性Notch1在冠心病发生发展中的作用仍

需进一步研究证实。本研究结果显示,三组冠心病

患者外周血单个核细胞中Notch1mRNA表达水平

高于对照组,且AMI组高于SAP组和 UAP组,提
示免疫细胞源性Notch1表达的上调可能参与冠心

病发生发展,且上调程度与病情严重程度有关,也许

可以作为评估病情发展的潜在生物标志物。
另外,本研究中 Notch抑制剂刺激以后,三组

冠心病患者CD14+单核细胞中TLR4 mRNA表达

均被抑制,且 AMI组的抑制程度最为显著;TLR4
激动剂刺激后,三组冠心病患者CD14+单核细胞中

Notch1 及Notch信号通路相关分子 HES1、HES5
mRNA表达水平明显升高,且 AMI组的升高幅度

更明显,表现出更显著的剂量依赖性增强。从病理

生理机制分析,CD14+ 单核细胞作为动脉粥样硬化

的关键效应细胞,其表面模式识别受体可通过结合

氧化型低密度脂蛋白及微生物相关分子模式,触发

炎症信号级联反应,加速斑块形成[12]。现有临床研

究表明,该细胞亚群的活化程度与冠状动脉狭窄程
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度呈显著正相关[13],这与本研究中发现的 Notch-
TLR4信号互作现象具有重要关联。提示 Notch1
与TLR4可能存在双向调控机制:一方面Notch信

号通过表观遗传修饰影响TLR4转录活性,另一方

面TLR4活化可反馈性激活Notch信号级联,这种

交互作用可能通过调控单核细胞炎症反应参与冠状

动脉粥样硬化进程。
现有研究表明,TLR家族在哺乳动物炎症调节

网络中占据核心地位[14]。具体而言,TLR2/TLR4
可通过激活 Wnt5a信号轴增强不稳定斑块内的炎

性微环境,遗传学研究证实,敲除TLR2/TLR4 基

因的动脉粥样硬化模型小鼠其炎症反应显著减

弱[15-17]。研究还发现,TLR4通过与中性粒细胞形

成分子互作网络,协同调控血管内皮细胞程序性死

亡及内质网应激反应,进而促进平滑肌细胞富集型

斑块的病理演进[18]。本研究结果显示,冠心病患者

外周血单个核细胞中TLR2、TLR4、TLR9 mRNA
表达水平显著高于对照组,且AMI组显著高于其他

两组;进一步研究显示,Notch信号通路抑制剂可抑

制冠心病患者CD14+ 单核细胞中 TLR4表达,而

TLR4激动剂可上调冠心病患者CD14+ 单核细胞

分泌的TNF-α、IL-6水平,但该作用在加入 Notch
信号通路抑制剂后被抑制。上述结果说明 Notch
信号通路可通过与TLR4相互作用,调控冠心病患

者外周血炎症因子分泌水平,且患者病情严重程度

可能与该相互作用呈正相关。
最新研究揭示,TLR2/TLR4介导的信号传导

网络可通过两种分子机制激活NF-κB系统:既可通

过 MyD88依赖的经典途径,也可借助 MyD88非依

赖的替代途径,最终驱动炎症介质释放及免疫反应

激活[19-21]。本研究结果显示,Notch信号通路被抑

制后,三组冠心病患者CD14+ 单核细胞中 TRIF、

NF-κBp65蛋白表达水平均显著降低(即TLR4介

导的TRIF和NF-κB表达降低),而 MyD88表达水

平并无明显变化,提示Notch信号通路与TLR4在

冠心病发生发展过程中,可能通过 MyD88非依赖

性途径调控炎症反应,且病情严重程度随上述作用

强度增加而增加,但这种分子互作机制目前仅在体

外实验中得到验证,其体内病理生理意义仍需构建

基因编辑动物模型进行深入解析。
综上所述,Notch信号通路与TLR4相互作用

或可通过影响外周血CD14+单核细胞功能,导致冠

心病患者病情进展,但相关分子机制仍需进一步深

入研究。
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