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阿托伐他汀对 HMGB1 诱导血管内皮细胞激活的影响
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨阿托伐他汀能否抑制高迁移率族蛋白 1(HMGB1)诱导的血管内皮细胞激活,阐明其潜在的

分子机制。 方法摇 体外培养大鼠胸主动脉内皮细胞,分别用不同浓度的阿托伐他汀、HMGB1、TLR4 特异性抑制剂

CLI鄄095 预处理内皮细胞,荧光定量分析中性粒细胞与内皮细胞的黏附活力;实时定量 RT鄄PCR 与 Western blot 分别

检测 TLR4、细胞间黏附分子 1( ICAM鄄1)和 E鄄选择素 mRNA 和蛋白的表达水平;电泳迁移率实验(EMSA)测定核因

子 资B(NF鄄资B) p65 的 DNA 结合活性。 结果摇 阿托伐他汀(0郾 1 ~ 10 滋mol / L)呈剂量依赖性地抑制 HMGB1 诱导的

血管内皮细胞活化。 阿托伐他汀预处理能明显下调 HMGB1 诱导的 TLR4 mRNA 和蛋白表达水平(P 均 < 0郾 05);阿
托伐他汀、CLI鄄095 均能有效抑制 HMGB1 诱导的 NF鄄资B p65 的 DNA 结合活性以及 ICAM鄄1 和 E 选择素的表达水平

(P 均 < 0郾 05)。 结论摇 阿托伐他汀可通过调节黏附分子( ICAM鄄1 和 E鄄选择素)的表达而显著抑制 HMGB1 诱导的

血管内皮细胞活化效应,其机制可能与它抑制 TLR4 的表达及 NF鄄资B 激活有关。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To explore whether atorvastatin inhibits HMGB1鄄induced vascular endothelial activation, and
clarify the underlying molecular mechanism. 摇 摇 Methods摇 The cultured endothelial cells (EC) of rats were treated by
Atorvastatin, HMGB1,TLR4鄄specific inhibitor CLI鄄095 with different concentrations. 摇 Leukocyte鄄endothelial adhesion was
calculated as the proportion of the adherent neutrophils fluorescence intensity among the total added cells. 摇 RT鄄PCR and
Western blot method were used to assay the expression of Toll like receptor 4(TLR4), ICAM鄄1 , E鄄selectin mRNA and
protein. 摇 DNA binding activity of NF鄄资B was measured by EMSA. 摇 摇 Results摇 Atorvastatin, at concentrations ranging
from 0郾 1 to 10 滋mol / L, effectively and in a dose鄄dependent manner inhibited HMGB1鄄induced ECs activation. 摇 Atorvas鄄
tatin markedly suppressed TLR4 expression (P < 0郾 05) in ECs;Incubation of ECs with atorvastatin and CLI鄄095 reduced
HMGB1鄄induced NF鄄资B p65 DNA binding activity and adhesion molecules ( ICAM鄄1 and E鄄selectin) expression (P <
0郾 05). 摇 摇 Conclusion 摇 Atorvastatin can attenuate HMGB1鄄induced vascular endothelial activation. 摇 The underlying
mechanism may be connected with inhibition of TLR4 / NF鄄资B鄄dependent signaling pathway induced leukocyte鄄endothelial
adhesion.

摇 摇 动脉粥样硬化是临床常见病理过程,血管内皮

损伤和功能障碍是其重要始发因素[1,2]。 炎症反应

可显著促进内皮细胞活化,进而增强中性粒细胞与

血管内皮细胞的黏附作用,而高迁移率族蛋白 1
(HMGB1)与其受体结合后可参与细胞的活化和炎

症反应[3,4]。 Toll 样受体家族的成员也被证实在

HMGB1 的信号转导中起到重要作用[4鄄6],如 TLR4
可通过识别内源性分子 /配体,如热休克蛋白、基质

蛋白和 HMGB1[5,7],导致 NF鄄资B 的核转录及炎症

相关基因的表达[8] ,从而介导炎症反应。他汀类药
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物,因其能降低胆固醇代谢而被广泛用于冠心病的

治疗。 有研究者称他汀类药物也具有稳定斑块,抗
炎和保护血管内皮作用[9,10]。 此外,它还可以调节

TLR4 的信号转导。 迄今为止,他汀类药物对血管内

皮细胞活化的抑制机制及 TLR4 表达水平的影响机

制尚未完全阐明。 本实验旨在研究阿托伐他汀能

否抑制 HMGB1 所诱导的内皮细胞活化,并探讨此

作用是否主要是通过 TLR4 / NF鄄资B 信号转导通路来

实现。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 主要试剂

摇 摇 阿托伐他汀由美国 Pfizer 友情提供,重组人

HMGB1 和红色荧光膜染料 PKH26 均购自美国 Sigma
公司,CLI鄄095 购自美国 InvivoGene 公司,TLR4 抗体、
NF鄄资B p65 抗体、ICAM鄄1 抗体、选择素鄄E 抗体、CD31
抗体和 茁鄄肌动蛋白抗体均购自 Santa Cruz 公司。
1郾 2摇 内皮细胞培养及实验分组

从雄性 SD 大鼠(100 ~ 150 g)胸主动脉中分离

出原始内皮细胞,以含 20% 胎牛血清,内皮细胞生

长添加物,100 kU / L 的青霉素和 100 mg / L 链霉素

的培养基在 37益、5% CO2 孵育箱中培养。 将培养

的第 2 ~ 5 代细胞用于实验,分为 5 组:淤内皮细胞

空白对照组;于 HMGB1 刺激干预组;盂阿托伐他汀

干预组;榆阿托伐他汀干预 + HMGB1 刺激组;虞
CLI鄄095 干预 + HMGB1 刺激组。
1郾 3摇 中性粒细胞的制备及黏附活力测定

采用羟乙基淀粉交换输血法和沉淀技术从大

鼠血液中分离出新鲜的中性粒细胞,并用 PKH26 标

记。 内皮细胞以 1 伊 104细胞 / 孔的浓度接种于明胶

包被的 96 孔培养板中,生长融合后,经阿托伐他汀

预处理或培养基培养 8 h 并用 HMGB1 刺激 16 h。
洗脱后,将内皮细胞暴露于 PKH26 标记的中性粒细

胞 30 min,PBS 洗去未黏附的中性粒细胞。 将黏附

的细胞在激发波长 551 nm 和发射波长 567 nm 条件

下进行荧光检测,定量分析中性粒细胞与内皮细胞

的黏附活力。
1郾 4 摇 实时定量 RT鄄PCR 检测内皮细胞 TLR4、
ICAM鄄1和 E鄄选择素 mRNA 表达

总 RNA 的提取和 cDNA 的合成采用 Trizol 法抽

提细胞总 RNA,取 2 滋g 总 RNA 逆转录成 cDNA。
实时荧光定量 PCR 由 ABI Prism 7500 序列检测系

统(PE 应用生物系统公司)完成,按照 SYBR Premix
试剂盒(TaKaRa 公司)进行具体操作。 用于 PCR 扩

增的引物均由 Sangon Gene 公司合成(表 1)。 定量

结果使用 2 - 驻驻Ct 比较量化方法分析,本实验设定

GAPDH 为管家基因。

表 1. RT鄄PCR 引物序列

Table 1. The primers used for real鄄time RT鄄PCR

Gene Sequence Product
Size(bp)

Accession
NO.

TLR4 5忆鄄AGCCATTGCTGCCAACATCA鄄3忆 148 NM_019178

5忆鄄GCCAGAGCTACTCAGAAAC鄄3忆

ICAM鄄1 5忆鄄CAAACGGGAGATGAATGGTA鄄3忆 176 NM_012967

5忆鄄AATAGGTGTAAATGGACGCC鄄3忆

E鄄选择素 5忆鄄GTCTGCGATGCTGCCTACTTG鄄3忆 73 NM_138879

5忆鄄CTGCCACAGAAAGTGCCACTAC鄄3忆

GAPDH 5忆鄄GACAACTTTGGCTCGTGGA鄄3忆 133 NM_017008

5忆鄄ATGCAGGGGTTCTGG鄄3忆

1郾 5摇 Western blot 检测内皮细胞 TLR4、ICAM鄄1 和

E鄄选择素蛋白表达

细胞经冰冻 PBS 洗涤,于裂解缓冲液中采集。
细胞核,细胞质和总蛋白样品经 10% 的 SDS鄄PAGE
凝胶电泳分离后,转移至硝酸纤维素膜上。 在室温

条件下用 5%脱脂奶粉及 0郾 05% Tris鄄缓冲盐溶液封

闭后,分别加入 TLR4 抗体、NF鄄资B p65 抗体、ICAM鄄
1 抗体、选择素鄄E 抗体、CD31 抗体和 茁鄄肌动蛋白抗

体,以及辣根过氧化物酶标记的二抗进行孵育。 蛋

白检测由 ECL 化学发光检测试剂盒(Pierce)完成。
1郾 6摇 EMSA 测定核因子 资B(NF鄄资B) p65 的 DNA 结

合活性

收集经 HMGB1 刺激后冷固定 1 h 的内皮细胞。
按照 NE鄄PER 试剂盒说明提取核蛋白。 取等量核蛋

白提取物 (5 滋g),每组加入 10 伊 binding buffer,
1 g / L Poly (dI2dC)和 400 fmol 生物素标记的双链

NF鄄资B 结合的寡核苷酸探针序列:5忆鄄AGTTGAG GG鄄
GACTTTCCCAGGC鄄3忆。
1郾 7摇 统计学分析

实验数据以x 依 s 表示,用 SPSS 13郾 0 统计软件

进行分析,多组间数据比较采用单因素方差分析,
组间比较应用 q 检验,以 P < 0郾 05 为差异有统计学

意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 阿托伐他汀抑制 HMGB1 诱导的内皮细胞与

中性粒细胞黏附

与未经任何干预措施的空白对照组相比,经不
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同浓度 HMGB1 刺激活化的单层内皮细胞与中性粒

细胞的黏附活力显著增加(P < 0郾 05,图 1A)。 而在

经 HMGB1 刺激前用 CLI鄄095 预处理 30 min 内皮细

胞后,中性粒细胞与内皮细胞间的黏附作用被显著

抑制(P < 0郾 05)。 阿托伐他汀呈剂量依赖性地抑制

HMGB1 诱导的内皮细胞与中性粒细胞黏附。 10
滋mol / L 阿托伐他汀预处理,抑制率约为 50% (P <
0郾 05,图 1B)。

图 1. 阿托伐他汀抑制 HMGB1 诱导的中性粒细胞与内皮细

胞黏附摇 摇 A 图为经不同浓度 HMGB1 刺激 16 h 的内皮细胞与中

性粒细胞的黏附活力;B 图为经 CLI鄄095(1 滋mol / L)或不同浓度阿托

伐他汀处理一定时间后再经 HMGB1(1000 滋g / L)刺激 16 h 的内皮

细胞与中性粒细胞的黏附活力。 a 为 P < 0郾 05,与空白对照组相比;b
为 P < 0郾 05,与仅用 HMGB1 处理组相比。

Figure 1. Atorvastatin prevented HMGB1鄄induced PMNs
adhesion to ECs

2郾 2摇 阿托伐他汀对内皮细胞 TLR4 表达水平的

影响

在体外实验中未经任何干预措施的内皮细胞

低表达 TLR4。 而经 HMGB1(1000 滋g / L)处理 4 h
后的细胞,TLR4 mRNA 和蛋白表达水平分别明显上

调 4郾 2 倍和 3郾 1 倍(P < 0郾 05)。 另外,经 10 滋mol / L
阿托伐他汀预处理组中,HMGB1 引起的 TLR4 表达

增强效应减弱(P < 0郾 05);并且与对照组相比,阿托

伐他汀本身并不能影响 TLR4 的表达(图 2)。

图 2. 阿托伐他汀对内皮细胞 TLR4 表达水平的影响 摇 摇 A
图为实时定量 RT鄄PCR 检测 TLR4 的 mRNA 的表达;B 图为 Western
blot 分析 TLR4 蛋白表达水平。 a 为 P < 0郾 05,与空白对照组相比。 b
为 P < 0郾 05,与仅用 HMGB1 处理组相比。

Figure 2. Effect of atorvastatin on TLR4 expression in ECs

2郾 3摇 阿托伐他汀抑制 HMGB1 诱导的 NF鄄资B 活化

与对照组相比,经 HMGB1 (1000 滋g / L)处理 4
h 后的内皮细胞,NF鄄资B p65 亚单位的核移位及

DNA 结合活性都显著增加(P < 0郾 05)。 而经阿托

伐他汀(10 滋mol / L,8 h)或 CLI鄄095(1 滋mol / L,30
min) 孵育后再经 HMGB1 刺激 1 h,HMGB1 介导的

NF鄄资B 激活效应明显减弱(P < 0郾 05;图 3)
2郾 4摇 阿托伐他汀对 HMGB1 诱导的内皮细胞黏附

分子表达的影响

正常内皮细胞 ICAM鄄1 和 E鄄选择素低表达,经
HMGB1 刺激 16 h 后,两者表达水平显著增加(P <
0郾 05),而阿托伐他汀可抑制此效应(P < 0郾 05)。 同
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时,CLI鄄095 也有相同的抑制作用(P < 0郾 05;图 4)。

图 3. 阿托伐他汀或 CLI鄄095 预处理抑制 HMGB1 诱导的内

皮细胞 NF鄄资B 的核移位和 DNA 结合活性摇 摇 A 图为 Western
blot 分析检测细胞核提取物中 NF鄄资B p65 亚单位的核移位;B 图为

EMSA 测定 NF鄄资B 的 DNA 结合活性。 a 为 P < 0郾 05,与空白对照组

相比;b 为 P < 0郾 05,与仅用 HMGB1 处理组相比。

Figure 3. Pretreatment with atorvastatin or CLI鄄095 inhibi鄄
ted HMGB1鄄induced NF鄄资B nuclear translocation and DNA
binding in ECs

3摇 讨摇 论

血管内皮细胞活化促进动脉粥样硬化的发生

是由多种因素引起的,包括炎症、缺氧和机械损

伤[11鄄13],其中,炎症反应被认为是最重要的影响因

图 4. 阿托伐他汀和 CLI鄄095 对 HMGB1 诱导的黏附分子表

达的影响摇 摇 A 图为实时定量 RT鄄PCR 检测细胞 ICAM鄄1 和 E鄄选
择素 mRNA 水平;B 图为 Western blot 分析其蛋白表达水平。 a 为 P
< 0郾 05,与空白对照组相比较;b 为 P < 0郾 5,与仅用 HMGB1 处理组

相比。

Figure 4. Effect of atorvastatin and CLI鄄095 on HMGB1鄄
stimulated adhesion molecules production

素。 而 HMGB1 是由坏死细胞和活化的巨噬细胞 /
单核细胞分泌的一种促炎性细胞因子,它与 RAGE
结合后可诱导内皮细胞活化[4]。 TLR4 作为 HMGB1
的细胞表面受体,在炎症初始阶段起着至关重要的

作用。 然而,关于 TLR4 是否参与调节了 HMGB1 诱

导的血管内皮活化效应,目前尚无相关报道。 我们

的实验结果显示,经 HMGB1 处理的内皮细胞,TLR4
和黏附分子(ICAM鄄1 和选择素鄄E)表达水平均显著

上调,NF鄄资B 的 DNA 结合活性也明显增强;此外,
TLR4 抑制剂 CLI鄄095 能有效地抑制中性粒细胞与

内皮细胞的黏附,这表明,HMGB1 所诱导的血管内

皮细胞的活化效应,可能是通过 TLR4 / NF鄄资B 信号

通路来发挥作用的。
TLR4 的活化可增加其自身的表达水平,从而增
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强宿主先天免疫和防御能力。 因而,TLR4 的表达在

血管内皮功能障碍发生发展的过程中是具有保护

作用的。 但是,TLR4 的过度表达也可能导致血管内

皮损伤。 在本研究中我们发现,经 HMGB1 刺激的

内皮细胞,TLR4 的表达明显上调,是未经处理对照

组的 4 倍。 众所周知,TLR4 是 NF鄄资B 信号通路的

激活物,主要黏附分子(ICAM鄄1 和选择素鄄E)是 NF鄄
资B 信号通路的靶基因[14鄄16]。 另外,一些研究也证

实,NF鄄资B 信号通路的激活,以及随后的黏附分子的

表达,是炎症反应中白细胞聚集活化血管内皮的关

键步骤[17]。
阿托伐他汀,临床最有效的他汀类药物之一,

除了具有高效的降脂作用,也发挥抗炎和血管内皮

保护作用[9,10,18]。 虽然阿托伐他汀对血管内皮细胞

的保护作用已经报道,但对其涉及的机制仍然知之

甚少。 我们的研究结果显示,阿托伐他汀预处理可

降低细胞 ICAM鄄1 和 E鄄选择素的表达,从而减弱

HMGB1 诱导的内皮细胞与白细胞之间的黏附作用。
阿托伐他汀对 HMGB1 诱导的内皮活化的抑制作用

主要是通过 TLR4 / NF鄄资B 信号通路的下调来实现

的。 此外,我们还发现在无 HMGB1 处理的实验组

与对照组,相同剂量的阿托伐他汀对 TLR4 的表达

并无显著影响。 由此我们推测,在正常情况下反馈

机制对维持基因表达的稳定性可能至关重要。
总之,阿托伐他汀可通过调节黏附分子(ICAM鄄

1 和 E鄄选择素)的表达而抑制 HMGB1 诱导的血管

内皮细胞活化效应,证实了病理条件下阿托伐他汀

对于血管内皮的保护功能,这可能与它抑制 TLR4
的表达及 NF鄄资B 的激活有关。 本研究为阿托伐他

汀通过 TLR4 / NF鄄资B 信号通路抑制 HMGB1 介导的

内皮细胞活化效应,提供了新的实验依据。
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