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X 盒结合蛋白 1 在高迁移率族蛋白 B1
诱导内皮细胞凋亡中的作用
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(南京医科大学附属无锡人民医院医学检验科,江苏省无锡市 214023)
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨活化的 X 盒结合蛋白 1(XBP1)在高迁移率族蛋白 B1(HMGB1)诱导人脐静脉血管内皮细

胞凋亡中的作用及机制。 方法摇 体外培养人脐静脉血管内皮细胞,将其分为正常对照组、HMGB1 刺激组和慢病毒

干扰 + HMGB1 刺激组(即 XBP1 基因被沉默后加入 HMGB1)。 采用 RT鄄PCR 检测剪切型 XBP1( sXBP1)的基因表

达水平,Western blot 检测 Caspase鄄3 的蛋白表达水平,细胞荧光染色检测内皮细胞凋亡。 结果 摇 与正常对照组比

较,HMGB1 刺激组 sXBP1 的基因表达水平增加,Caspase鄄3 的蛋白表达水平明显升高,细胞凋亡率明显增加(P 均 <
0. 05);与正常对照组比较,慢病毒干扰 + HMGB1 刺激组 sXBP1 的基因表达水平无明显改变,Caspase鄄3 的蛋白表

达水平、细胞凋亡率差异无统计学意义(P > 0. 05)。 与 HMGB1 刺激组比较,慢病毒干扰 + HMGB1 刺激组 sXBP1
的基因表达水平降低,Caspase鄄3 的蛋白表达水平降低,细胞凋亡率降低(P 均 < 0. 05)。 结论摇 XBP1 对 HMGB1 诱

导内皮细胞凋亡至关重要。
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X鄄box鄄binding Protein鄄1 Contributes to Endothelial Cell Apoptosis Induced by High
Mobility Group Box鄄1 Protein
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To explore the potential role of activated X鄄box鄄binding protein鄄1 (XBP鄄1) in apoptosis of endo鄄
thelial cells induced by high mobility group box鄄1 protein (HMGB1). 摇 摇 Methods摇 The HUVEC12 were divided into three
groups: control group, HMGB1 stimulating group, virus interference and HMGB1 stimulating group (XBP1 was silenced and
then HMGB1 was added). 摇 The spliced XBP1 (sXBP1) gene expression was measured by RT鄄PCR, Caspase鄄3 protein ex鄄
pression was measured by Western blot, and the apoptosis was analyzed by fluorescence staining with Annexin鄄V and PI stai鄄
ning. 摇 摇 Results摇 Compared with control group, sXBP1 gene expression was up鄄regulated, Caspase鄄3 protein expression
was up鄄regulated, cell apoptosis rate was increased (all P <0郾 05) in HMGB1 stimulating group. 摇 While compared with con鄄
trol group, sXBP1 gene expression change was not significant, Caspase鄄3 protein expression variation was not significant, and
the cell apoptosis rate was not increased in virus interference and HMGB1 stimulating group (all P >0郾 05). 摇 Compared with
HMGB1 stimulating group, sXBP1 gene expression and Caspase鄄3 protein expression was down鄄regulated (P < 0郾 05), and
cell apoptosis rate was decreased (P < 0郾 05) in virus interference and HMGB1 stimulating group. 摇 摇 Conclusion摇 The
XBP1 played an important role in endothelial cell apoptosis induced by high mobility group box鄄1 protein.

摇 摇 内皮细胞(endothelial cell,EC)凋亡是动脉粥样

硬化的始动因素之一。 许多促动脉粥样硬化因素,如
氧化型低密度脂蛋白、炎性细胞因子和氧化应激等均

能诱导内皮细胞凋亡。 内质网应激(endoplasmic re鄄

33CN 43鄄1262 / R摇 中国动脉硬化杂志 2015 年第 23 卷第 1 期



ticulum stress,ERS) /未折叠蛋白反应(unfolded pro鄄
tein response,UPR)是细胞内的重要应激机制,其中 X
盒结合蛋白 1(X鄄box鄄binding protein鄄1,XBP1)是 ERS
的关键调节分子,活化的剪切型 XBP1(spliced XBP1,
sXBP1)能够激活多条信号通路。 高迁移率族蛋白 B1
(high mobility group box鄄1 protein,HMGB1)是一种存

在于真核细胞核内的非组蛋白染色体结合蛋白,分子

量约为 25 kDa,共有 215 个氨基酸残基[1]。 HMGB1
是一种炎症介质,能被免疫细胞主动分泌或损伤和坏

死的细胞被动释放到细胞外环境,触发炎症反应。 许

多内皮损伤因子如同型半胱氨酸、低密度脂蛋白、氧
化型低密度脂蛋白、氧化胆固醇均可上调内皮细胞中

HMGB1 表达,从而导致血管内皮损伤,最终诱导内皮

细胞凋亡[2,3]。 这些结果均表明 HMGB1 在血管内皮

损伤及凋亡中发挥着重要作用。 本研究拟探讨外源

性 HMGB1 能否诱导内皮细胞凋亡,以及活化的 sX鄄
BP1 是否是 HMGB1 诱导内皮细胞凋亡的关键分子。

1摇 材料和方法

1. 1摇 主要仪器和试剂

摇 摇 人脐静脉血管内皮细胞株(HUVEC12)购自武

汉大 学 细 胞 库, HMGB1 购 自 美 国 Sigma 公 司,
DMEM 和 OMEM 培养基购自美国 Hyclone 公司,小
牛血清购自杭州四季青生物工程材料研究所,兔抗

大鼠 Caspase鄄3 一抗购自美国 Santa Cruz 公司,
XBP1鄄shRNA 慢病毒干扰载体(XBPi)由上海吉凯基

因化学技术有限公司提供,细胞凋亡检测试剂盒由

南京凯基生物科技发展有限公司提供,多克隆抗体

由武汉博士德生物工程有限公司提供。 其余试剂

均为国产分析纯化。
1郾 2摇 HUVEC12 的培养

取 HUVEC12 细胞株,解冻复苏后加入含 10%
小牛血清的 DMEM 培养基制成细胞悬液,接种于培

养瓶中置于 37益、5%CO2 培养箱中培养,每隔 2 ~ 3
天换培养液 1 次,待细胞 80%汇合时用 0. 25%胰蛋

白酶消化传代。 将细胞密度分别调整为 1 伊 109 / L,
接种至细胞培养板中,待细胞 80%汇合时换成无血

清的 OMEM 培养基继续培养 24 h,使细胞达到同步

化。 然后分别加入不同的处理因素。
1郾 3摇 分组培养

实验分为三组:淤正常对照组:正常培养 48 h
收集细胞;于HMGB1 刺激组:细胞培养液中加入

HMGB1,使终浓度达到 1 mg / L,继续培养 48 h 后收

集细胞;盂慢病毒干扰 + HMGB1 刺激组:按照后述

方法进行慢病毒干扰载体转染后,继续培养 3 天后

细胞给予 HMGB1 刺激(1 mg / L,48 h)。
1. 4摇 XBP1鄄shRNA 慢病毒干扰载体的构建及转染

将 HUVEC12 调整浓度为 1 伊 109 / L,接种于细

胞培养板,37益、5% CO2 细胞培养箱培养 24 h 后,
根据一定的感染复数(multiplicity of infection,MOI)
值,加入合适量的慢病毒,12 h 后观察细胞状态,如
果没有明显的细胞毒性作用,继续培养 48 h 后更换

培养基;如果有明显的细胞毒性作用,马上更换培

养基;3 天采用 Western blot 检测其干扰效率。 MOI
值在 0 ~ 12 范围内,随 MOI 值的增大,慢病毒对细

胞的感染效率逐步升高,其中 MOI 值在 6 以上时,
慢病毒的感染效率均超过 75% ;各慢病毒感染组细

胞生长状态良好。 实验结果说明 MOI 值 > 6 时,慢
病毒对细胞的感染效率均可满足实验要求,并且对

细胞活力无影响。 明确该病毒可有效沉默细胞内

XBP1 基因表达后用于正式实验。 XBPi 慢病毒感染

3 天后,XBP1 mRNA 表达水平即被显著下调,这种

下调作用可维持至感染 5 天而无明显改变。 说明

XBPi 慢病毒感染 3 ~ 5 天内,XBP1 mRNA 表达被显

著抑制,其抑制率均超过 70% 。
1郾 5摇 RT鄄PCR 检测活化的 sXBP1 基因表达水平

靶基因扩增引物见表 1。

表 1. 靶基因扩增引物序列及其扩增产物长度

Table 1. Primer sequence of target genes and gene length

靶基因 引物序列(5忆寅3忆) 基因长度

XBP11 Forward: TGGCCGGGTCTGCTGAGTCCG 393 bp

Reverse:GTCCATGGGAAGATGTTCTGG

sXBP12 Forward:CTGAGTCCGAATCAGGTGCAG 367 bp

Reverse:GTCCATGGGAAGATGTTCTGG

茁鄄actin Forward:TGAGACCTTCAACACCCCAG 312 bp

Reverse:GGCATGGACTGTGGTCATGA

1 为扩增 XBP1 基因全长编码序列,2 为扩增 XBP1 基因剪切活化片

段序列。

1郾 6摇 Western blot 检测 Caspase鄄3 蛋白表达

各组细胞孵育 48 h 后,弃培养基,用预冷的

PBS 漂洗 3 次,加入含蛋白酶抑制剂的细胞裂解液,
冰上充分裂解 30 min 后置于 4益、13000 r / min 离心

30 min,取上清,即为细胞的总蛋白提取液,分装后

- 70益保存备用。 以牛血清白蛋白作为标准蛋白,
测定样品总蛋白含量(BCA 蛋白测定试剂盒)。 取

总蛋白 60 滋g,100益煮沸 5 min,12% SDS鄄聚丙烯酰
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胺凝胶进行电泳分离蛋白。 电泳结束后,蛋白转印

到 PVDF 膜,l%脱脂牛奶封闭 60 min,加入一抗(抗
Caspase 抗体,稀释度为 1颐 1000)室温振荡孵育 2 h,
HRP 标记的二抗孵育 1 h,TBST 漂洗 3 伊 15 min。
然后,显色,曝光,扫描分析。
1郾 7摇 细胞荧光染色检测细胞凋亡

严格按照 Annexin V鄄FITC鄄PI 细胞凋亡检测试

剂盒说明书操作。 细胞凋亡率 = (Annexin V 阳性

细胞数 + PI 阳性细胞数 - 双阳性细胞数) / 总细胞

数 伊 100% 。
1郾 8摇 统计学分析

计量资料以x 依 s 表示,组间比较采用单因素方

差分析,P < 0. 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 内皮细胞 XBP1 的选择性剪接

摇 摇 正常对照组 细 胞 主 要 表 达 XBP1 mRNA,
HMGB1 刺激组细胞主要表达 sXBP1 mRNA,而慢病

毒干扰 + HMGB1 刺激组细胞 XBP1 mRNA 和 sX鄄
BP1 mRNA 的表达均受到抑制(图 1)。

图 1. HUVEC 中 XBP1 和 sXBP1 基因水平的表达摇 摇 1 为

正常对照组,2 为 HMGB1 刺激组,3 为慢病毒干扰 + HMGB1 刺

激组。

Figure 1. Gene expression of XBP1 and sXBP1 in HUVEC

2. 2摇 内皮细胞 Caspase鄄3 蛋白的表达水平

HMGB1 刺激组 Caspase鄄3 蛋白表达与正常对照

组比较差异有统计学意义(P < 0. 05),而慢病毒干

扰 + HMGB1 刺激组 Caspase鄄3 蛋白表达与正常对照

组比较差异无统计学意义,慢病毒干扰 + HMGB1 刺

激组 Caspase鄄3 蛋白表达与 HMGB1 刺激组比较差

异有统计学意义(P < 0. 05;图 2)。
2郾 3摇 细胞凋亡情况

与正常对照组比较,HMGB1 刺激组细胞凋亡明

显增加(P < 0. 05), 慢病毒干扰 + HMGB1 刺激组

细胞凋亡无明显增加;与 HMGB1 刺激组比较,慢病

毒干扰 + HMGB1 刺激组细胞凋亡明显减少(P <
0郾 05;图 3 和表 2)。

图 2. HUVEC 中 Caspase鄄3 的蛋白表达摇 摇 a 为 P < 0郾 05,与
正常对照组比较;b 为 P < 0. 05,与 HMGB1 刺激组比较。

Figure 2. Protein expression of Caspase鄄3 in HUVEC

表 2. 各组细胞凋亡率

Table 2. Apoptosis rate of different groups

分摇 组 细胞凋亡率

正常对照组 1. 5% 依 0. 8%
HMGB1 刺激组 12. 9% 依 1. 4% a

慢病毒干扰 + HMGB1 刺激组 2. 2% 依 1. 1% b

a 为 P < 0. 05,与正常对照组比较;b 为 P < 0. 05,与 HMGB1 刺激组

比较。

图 3. Annexin V鄄FITC鄄PI 荧光标记细胞染色检测细胞凋亡

( 伊 10)摇 摇 A 为正常对照组,B 为 HMGB1 刺激组,C 为慢病毒干

扰 + HMGB1 刺激组。

Figure 3. HUVEC apoptosis detected by Annexin V鄄FITC鄄
PI fluorescent labeled cells staining( 伊 10)

3摇 讨摇 论

研究表明,在动脉粥样硬化斑块中内皮细胞凋

亡增加,覆盖于血管病变处的内皮细胞促凋亡蛋白
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如 Fas 和 Bax 表达增加,抗凋亡因子水平降低[4]。
内皮细胞凋亡会使内皮细胞更新加速,从而改变内

皮细胞功能,导致血管舒张调节功能失常,平滑肌

细胞增殖和迁移、血液凝固,诱发动脉粥样硬化的

发生发展[5鄄8]。 同时,动脉粥样硬化发展过程中的

危险因素又可以加速内皮细胞凋亡,从而形成恶性

循环,增加心血管事件的发生。 内皮细胞凋亡是动

脉粥样硬化发生发展的独立危险因素。 所以深入

研究内皮细胞凋亡具体分子机制,将有助于理解和

完善动脉粥样硬化的发病机制,为研发新药物提供

理论基础。
内质网中,分泌性蛋白、跨膜蛋白和内质网驻

留蛋白折叠成天然构象,经过修饰后,形成有活性

的功能性蛋白质。 如果蛋白质在内质网内的折叠

受到抑制,造成未折叠蛋白聚集,将引起 ERS,激活

UPR 信号转导,使蛋白质的生物合成减少,内质网

的降解功能增强,从而降低内质网负担,维持细胞

内的稳态。 UPR 由三条主要信号途径转导,分别由

PERK、IRE1 和 ATF6 3 个 ER 应激感应蛋白介导。
转录因子 XBP1 是哺乳动物细胞 ERS 信号转导过程

中的中枢性调节分子,细胞发生 ERS 时,内质网腔

内重要跨膜蛋白分子 IRE1 与伴侣蛋白糖调节蛋白

78 分离而发生寡聚化、自身磷酸化而被激活,诱导

XBP1 mRNA 发生特异性地剪接,产生 sXBP1 mR鄄
NA,编码 sXBP1 蛋白,进入核内结合 ERS 反应元

件,在转录水平上调控 ERS 相关基因的表达[9鄄11]。
在持续 ERS 状态下人为提高 IRE1 活性非常有利于

细胞的存活[12],提示 IRE1 / XBP1 信号通路对细胞

存活或凋亡具有重要影响。
凋亡蛋白酶为一类半胱氨酸蛋白酶,被认为是

引起内皮细胞凋亡的关键酶。 一旦被信号途径激

活,能将细胞内的蛋白质降解,使细胞不可逆死

亡[13]。 其中 Caspase鄄3 被认为是执行内皮细胞凋亡

程序的下游关键因子,被称为“杀手冶蛋白,Caspase鄄
3 可直接降解细胞内的结构蛋白和功能蛋白,引起

凋亡,但不能通过自催化或自剪接的方式激活。 我

们的研究表明外源性的 HMGBl 可诱导内皮细胞凋

亡,伴随有 Caspase鄄3 的激活。 本研究对 HMGB1 诱

导内皮细胞凋亡过程中 sXBP1 的表达进行检测,结
果显示,HMGB1 刺激可诱导 sXBP1 基因表达明显

上调,Caspase鄄3 蛋白表达上调,凋亡细胞增加,而
XBP1 基因被沉默后,HMGB1 刺激则不能有效诱导

Caspase鄄3 表达上调,凋亡细胞也无明显增加,提示

XBP1 在 HMGB1 诱导内皮细胞凋亡过程中担当重

要的作用。

作为多种应激过程中可能的共同通路,内质网

应激与动脉粥样硬化发生发展中的脂质代谢、炎症

反应、细胞凋亡都有着潜在的关系,并有可能广泛

地参与动脉粥样硬化的形成过程,而 IRE1 / XBP1 途

径作为内质网应激的核心通路之一,有望成为防治

冠心病的潜在药物靶点之一,其具体作用及机制有

待进一步研究。
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