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摘要:目的 构建APOC3表达抑制剂筛选模型,并从中药单体化合物中筛选 APOC3表达抑制剂。方法 利用

PCR方法扩增APOC3基因启动子,利用基因重组技术构建启动子驱动的荧光素酶报告载体;通过荧光素酶活性检测

筛选APOC3表达抑制剂;利用RT-qPCR方法检测APOC3的mRNA表达水平,利用 Westernblot方法检测APOC3
的蛋白表达水平;利用oxLDL诱导肝细胞中的脂质沉积,之后利用油红O染色法检测细胞内的脂质沉积情况。结果

 APOC3表达抑制剂筛选模型构建成功,用该筛选模型筛选中药单体化合物,发现千层纸素 A可抑制 APOC3基因

启动子活性,并进而抑制APOC3mRNA和蛋白的表达水平。进一步的研究显示,千层纸素A可抑制oxLDL诱导的

肝细胞中的脂质沉积。结论 本研究构建的筛选模型可用于 APOC3表达抑制剂的筛选,且筛选到的化合物千层纸

素A可抑制脂质沉积。
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Abstract:Objective ToestablishascreeningmodelforinhibitorsofAPOC3expression,andtoscreeninhibitorsof

APOC3expressionfrom monomericcompoundsoftraditionalChinesemedicine.Methods ThepromoterofAPOC3

genewasamplifiedbyPCR,andthepromoter-drivenluciferasereportervectorwasconstructedbygenerecombination
technology.InhibitorsofAPOC3expressionwerescreenedbyluciferaseactivitydetection.RT-qPCRwasusedtodetect
themRNAexpressionlevelofAPOC3,andWesternblotwasusedtodetecttheproteinexpressionlevelofAPOC3.ox-
LDLwasusedtoinducelipiddepositioninhepatocytes,andthentheintracellularlipiddepositionwasdetectedbyoil
redOstaining.Results ThescreeningmodelforinhibitorsofAPOC3expressionwassuccessfullyestablished.The
modelwasusedtoscreentraditionalChinesemedicinemonomercompounds,anditwasfoundthatOroxyliaAcouldin-
hibitthepromoteractivityofAPOC3gene,andfurtherinhibittheexpressionlevelsofAPOC3mRNAandprotein.Fur-
therstudiesshowedthatOroxyliaAinhibitedoxLDL-inducedlipiddepositioninhepatocytes.Conclusion Thescreen-
ingmodelestablishedinthisstudycanbeusedforscreeninginhibitorsofAPOC3expression,andthescreenedcom-

poundOroxyliaAcaninhibitlipiddeposition.
Keywords:apolipoproteinC3;screeningmodelconstruction;compoundscreening

(ChinJLabDiagn,2023,27:1469)

  人载脂蛋白C3(ApolipoproteinC3,APOC3)是
富含甘油三酯(TG)的脂蛋白(Triglyceriderichlip-
oproteins,TRLs)及高密度脂蛋白的主要成分,在调

节血浆甘油三酯水平中起重要作用,与血浆TG水

平呈正相关,含有 APOC3的高密度脂蛋白与颈动

脉斑块的形成、缺血性脑卒中和脑梗死、痴呆和大脑

中β-淀粉样蛋白沉积等的发生风险密切相关[1-3]。

研究显示,APOC3可直接促进单核细胞向血管内皮

细胞的黏附,引起炎症反应,进而促进脂代谢相关疾

病———动脉粥样硬化的发生[4]。以上研究提示,下
调APOC3的表达可能是治疗脂代谢异常疾病的有

效途径之一。因此,本研究钓取了 APOC3的启动

子,构建了APOC3表达抑制剂筛选模型,并从中药

单体化合物中筛选 APOC3表达抑制剂,之后鉴定

了化合物对APOC3表达的抑制作用,报道如下。
1 材料与方法

1.1 主要材料
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用于筛选的中药小分子化合物购自中国食品药

品检定研究院,纯度均在98%以上,用DMSO溶液

配成10mg/mL的母液,储存于-20℃冰箱中备用。
进行筛选时,用DMSO稀释成5μg/mL的工作液

进行使用。抗APOC3(ab21032)抗体购自英国Ab-
cam公司,抗GAPDH抗体购自上海康成生物有限

公司,HRP标记的羊抗鼠IgG、兔IgG均购自北京

鼎国昌盛生物技术有限公司。人氧化型低密度脂蛋

白(oxLDL)购自广州奕源生物技术公司,油红O购

自Sigma-Aldrich公司。
人胚肾细胞 HEK293T、人正常肝细胞L02购

自ATCC细胞库,由本实验室保留和冻存。DNA
提取试剂盒购自常州百代生物科技股份有限公司。

1.2 pAPOC3-luc质粒的构建

收集培养好的L02细胞用PBS洗涤后,按厂家

提供的说明书提取基因组DNA,之后以L02细胞

基因组DNA为模板,用特异性引物对APOC3启动

子(-1451~+39bp)片段进行PCR扩增,引物序

列 如 下:上 游:5’-GGGGTACCGAGGAATTC-
CAAGTCTC-3,下游:5’-CCCAAGCTTGGGCAT-
TACCTGGAGCAG-3。回收PCR片段,将该片段

和pGL2-Basic载体分别用KpnⅠ和HindⅢ限制性

内切酶酶切,之后分别回收片段和载体,用T4DNA
连接酶进行连接。用连接产物转化感受态大肠杆菌

DH5α,之后涂布于Amp+LB营养琼脂平板上,次
日挑取单菌落接种到LB培养基中培养细菌,之后

提取质粒,电泳鉴定后送去测序公司测序。

1.3 细胞培养

人正 常 肝 细 胞 系 L02 和 人 胚 肾 细 胞 HEK
293T培养于含10%新生牛血清、100U/mL青霉素

和100μg/mL链霉素的DMEM 完全培养基中,置
于恒温37℃,5%CO2 的细胞培养箱中培养。

1.4 细胞转染

准备2支1.5mL离心管,其中1管加入100

μLCaCl2 溶液,同时将2.5μg质粒DNA加入并混

匀。另1管加入100μLBBS溶液,将混好质粒的

CaCl2 溶液分数次加入BBS溶液中,边加边吹打混

匀。室温静置20min,随后将混合液加入到待转细

胞孔中,轻摇培养板混匀。培养4h后,弃去原细胞

培养液,加入完全培养基。

1.5 APOC3表达抑制剂的筛选

取对数生长期的HEK293T细胞,用磷酸钙法

转染pAPOC3-luc质粒,4h后,消化细胞,以2×104

个/孔的密度接种于96孔细胞培养板中。转染24h

后,弃去培养液,加入终浓度为5μg/mL的中药单

体化合物(用完全培养基稀释),对照为等体积的

DMSO稀释液(用完全培养基稀释),对照组和实验

组均设置3个复孔。24h后进行荧光素酶活性检

测,筛选可明显抑制 APOC3启动子活性的单体化

合物。

1.6 荧光素酶活性检测

以24孔板培养的细胞为例,将各孔细胞分别收

集到1.5mL离心管中,离心,弃上清。每管加入

500μL预冷的PBS重悬细胞,4℃离心,弃上清。每

管加入100μL细胞裂解液,-20℃静置20min,取
出后室温溶解,4℃离心,上清即为细胞裂解液。在

96孔荧光素检测白板中加入5μL荧光素酶活性分

析缓冲液,并加入45μL细胞裂解液,混匀,随后加

入100μL荧光素反应液,立即放入BMG荧光化学

发光检测仪中,启动程序检测活性。

1.7 千层纸素A(OroxyliaA,OA)对APOC3mR-
NA表达的影响

在6孔细胞培养板中接种5×105 个/孔的L02
细胞,培养24h后,加入15μg/mL的OA,对照组

用等体积的DMSO处理,24h后,弃去培养基。用

TRIzol法提取总RNA。使用逆转录试剂盒,按照

说明 书 操 作 将 mRNA 逆 转 录 为 cDNA。使 用

LightCycler480SYBRGreenIMaster,按照产品说

明书操作。用PikoRealSW-softwareversion2.0
(ThermoFisherScientific)分析结果。每个样品进

行至少3次重复实验,以β-actin为内参,进行数据

归一化处理。PCR 引物如下,APOC3-F:5’-AG-
GAGTCCCAGGTGGCCCAGCAG-3’,APOC3-R:

5’-CACGGCTGAAGTTGGTCTGACCTCA-3’;β-
actin-F:5’-CTAAGGCCAACCGTGAAAAG-3’,β-
actin-R:5’-ACCAGAGGCATACAGGGACA-3’。

1.8 OA对APOC3蛋白表达的影响

在6孔板中培养L02细胞,实验组加入15μg/mL
的OA,对照组用等体积的DMSO稀释液代替,作
用细胞24h后,提取蛋白,并按比例加入4×蛋白上

样缓冲液,于100℃孵育10min。制备聚丙烯酰胺

凝胶(12%分离胶和5%压缩胶),在每个上样孔中

加入10μL制备好的蛋白样品,上层胶80V恒压电

泳30min,下层胶120V恒压电泳1h。电泳结束

后将聚丙烯酰胺凝胶上的蛋白转到PVDF膜上,恒
压100V转印2h。取出PVDF膜,洗涤后放入封

闭液中,摇床上室温振荡封闭1h。弃去封闭液,洗
涤后将PVDF膜放入已预先加入对应抗体的稀释
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液中,4℃摇床孵育过夜。次日洗涤后将膜用二抗室

温摇床孵育1h。最后使用ECL显影,凝胶成像仪

成像。

1.9 油红O染色法检测细胞脂质沉积

将处于对数期生长的L02细胞消化成单细胞悬

液,以1×105 个/孔的密度接种于24孔细胞培养板

中的盖玻片上,培养24h后,建模组加入80mg/mL
oxLDL溶液,化合物组加入80mg/mLoxLDL溶

液的同时加入15μg/mL的OA,对照组用等体积的

DMSO稀释液代替。24h后洗涤盖玻片,加4%细

胞固定液固定细胞30min,加入油红O染色液(加
的体积覆盖住板底即可),室温放置10min,用真空

泵吸去染色液,用60%异丙醇漂洗脱色,除去多余

的染料,迅速用真空泵吸去,甘油封片,于显微镜下

观察拍照。

1.10 统计学分析

本研究实验结果均重复3次以上。对实验数据

分析的统计学检验方法为两组比较用双尾t-Test
法,3组以上比较用onewayANOVA;P<0.05表

示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 pAPOC3-luc荧光素梅报告质粒的构建

以L02细胞的基因组DNA为模板,用特异性

引物对APOC3启动子区域(-1451~+39bp)进
行PCR扩增,并将扩增片段用1%琼脂糖凝胶电泳

进行分析。结果如图1所示,1号泳道1500bp左

右的位置可以看到一条清晰的条带,与设计钓取的

APOC3启动子片段大小基本一致。
随后根据预先设计的引物中加入的酶切位点

KpnⅠ和 HindⅢ对钓取的片段和目的载体pGL2-
Basic进行双酶切。随后回收酶切片段进行连接,并
转化入DH5α菌株。挑取单克隆菌落,过夜培养扩

增转化菌,并提取重组质粒,进行琼脂糖凝胶电泳分

析。结果如图2所示,与pGL2-basic质粒条带位置

相比,重组质粒的条带位置明显滞后,疑似已连接入

目的片段。之后送上海生工测序,结果显示,重组质

粒构建成功。

2.2 pAPOC3-luc中的启动子活性分析

为了检测所钓取的启动子是否具有活性,在

HEK293T 细 胞 中 分 别 转 入 pGL2-basic或 pA-
POC3-luc质粒,48h后检测细胞中的荧光素酶活

性。结果如图3所示,转入pAPOC3-luc的细胞其

荧光强度明显高于转入pGL2-basic的细胞。

2.3 抑制APOC3表达的中药单体化合物的筛选

将前 面 所 构 建 的 pAPOC3-luc转 染 入 HEK
293T细胞中,24h后分别加入中药单体化合物继

续培养24h,收集细胞进行荧光素酶活性检测。结

果如图4所示,化合物 OA对 APOC3基因的启动

子活性有明显的抑制效果。

 图1 APOC3启动子的PCR扩增   图2 重组质粒的电泳鉴定     图3 APOC3启动子的活性分析

    1.PCR扩增产物;           1.pAPOC3-luc质粒;           **表示与对照组相比P<0.01

    2.DNAmarkerDL2000;        2.pGL2-basic质粒;

    3.DNAmarkerλDNA/HindⅢ     3.DNAmarkerλDNA/HindⅢ

2.4 OA对APOC3mRNA和蛋白表达的影响

在mRNA水平和蛋白水平检测了OA对L02细

胞中APOC3表达的影响。结果显示,经15μg/mL
OA作用24h后,L02细胞中APOC3的mRNA(图

5)和蛋白表达水平(图6)均明显下降。

2.5 OA对oxLDL诱导的肝细胞内脂质沉积的影

响

用80mg/mLoxLDL诱导L02细胞24h,发现

oxLDL可以增加肝细胞中脂质的累积,而OA则对

oxLDL诱导的脂质沉积有一定的抑制作用(见图7)。

—1741—中国实验诊断学 2023年12月 第27卷 第12期



图4 OA对APOC3启动子活性的影响
*表示与对照组相比P<0.05

图5 Real-timeRT-PCR法检测OA对APOC3mRNA
表达的影响

**表示与对照组相比P<0.01

图6 OA对APOC3蛋白表达的影响
***表示与对照组相比P<0.001

3 讨论

APOC3作 为 脂 蛋 白 脂 酶(Lipoproteinlipase,

LPL)抑制剂,可通过抑制脂肪酶、肝脂酶、胆固醇脂

卵磷脂酰基转移酶的活性影响脂代谢,在调节脂代谢

过程中具有十分重要的作用[5-6]。APOC3基因缺失,
或 APOC3基因靶向断裂,或APOC3对LPL的抑制

作用降低,都可导致血浆甘油三酯降低,因为LPL是

TRLs分解代谢的关键酶,所以减少对LPL的抑制,
就会加强脂解作用,加速TRLs分解,对抗 HTG,从
而对抗动脉粥样硬化(Atherosclerosis,As)[7-8]。反

图7 OA对oxLDL诱导的L02细胞脂质累积的影响

之,APOC3基因在实验鼠体内过表达,则明显促进

As的形成和发展[9]。

APOC3作为载脂蛋白家族中的主要成员,其
重要性已日益引起科学界的重视,随着对 APOC3
生物学活性及作用机制的深入研究,发现 APOC3
很可能会成为预防、治疗代谢综合征和动脉粥样硬

化相关的心脑血管疾病等的新靶点[10-11]。
本研究通过基因重组技术,将 APOC3的启动

子片段克隆到荧光素酶报告载体pGL2-basic上,构
建了由APOC3启动子驱动的荧光素酶报告质粒。
将此质粒转染入真核细胞,利用 APOC3的启动子

活性驱动下游荧光素酶的表达,通过荧光素酶活性

的高低判断APOC3启动子的强弱。基于该原理对

本实验室的300多种中药单体化合物进行筛选,最

后筛选到了OA,发现它可以有效抑制APOC3的启

动子活性,并进一步在mRNA和蛋白水平上确定其

可以抑制APOC3的表达。
千层纸素 A 是从中药黄芩中提取的黄酮类化

合物,其有抗肿瘤、抗炎、抗病毒、神经保护、抗凝血、
促进新生血管生成等多种生物学活性[12]。本研究

发现,其具有抑制APOC3表达的作用,并可抑制细

胞中的脂质沉积。
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后纵隔髓外造血1例
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  髓 外 造 血 (extramedullary hematopoiesis,

EMH)是指在患有某种疾病或骨髓代偿功能不足

的情况下,肝、脾、淋巴结等非骨髓组织器官恢复了

类似于胚胎时期造血功能的现象。髓外造血常见于

肝、脾和淋巴结,发生于后纵隔的髓外造血极为罕

见。本文报道1例后纵隔髓外造血患者诊疗过程,
并结合相关文献分析其诊断及治疗特点。

1 临床资料

患者,男性,60岁,因冠心病就诊于吉林大学中

日联谊医院。入院常规胸部CT检查,发现后纵隔

肿物。在冠心病病情稳定后,转入胸外科进一步诊

断和治疗。病程中患者无胸痛、四肢无力、发热、咳
嗽、呼吸急促等不适症状。体格检查未见面色苍白,
皮肤及眼睑颜色无异常。否认既往高血压、糖尿病

病史及血液系统病史。血常规:WBC8.73×109/L;

RBC3.25×1012/L;Hb127g/L;PLT174×109/L。

心电图、心脏彩超正常。胸部CT示胸9、10椎体左

侧可见团块状密度增高影,界限尚清,大小约为

2.7cm×1.6cm,CT值约24Hu(见图1a)。胸椎

MR增强示胸9~10椎体左侧可见肿物,大小为

2.3cm×1.4cm×2.7cm,呈等T1或稍高长T2信

号,边界清,邻近骨质未见明显异常(见图1b)。检

查结果回报无手术禁忌,行达芬奇机器人辅助胸腔

镜下左后纵隔肿物切除术。术中探查发现左后下纵

隔近胸9~10椎体旁见一囊实性肿物,包膜完整,分
离过程中发现肿物血供丰富,手术切除顺利。术后

病理回报:(后纵隔肿物)EMH(见图2)。免疫组

化:Mum-1(散在+);Bcl-6(部分+);Bob-1(散在

+);Ki67(+);EMA(散 在+);CD3(散 在+);

CD20(散在+);TdT(散在+);CD15(部分+);

PAX-5(散在+);MPO(+);CD34(-);CD117(-);

E-Cadherin(-);CD163(部分+);EBER(标本组织

阴性;对照组织阳性)。术后随访至今,影像学检查

和血液检查(血常规等)未见异常。
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