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ＣＳＥ / Ｈ２Ｓ 通过 ＫＬＦ６ 拮抗 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的内皮细胞炎症反应
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[关键词] 　 氧化型低密度脂蛋白ꎻ　 内皮细胞ꎻ　 胱硫醚 γ 裂解酶ꎻ　 硫化氢ꎻ　 Ｋｒüｐｐｅｌ 样因子 ６
[摘　 要] 　 目的　 氧化型低密度脂蛋白( ｏｘ￣ＬＤＬ)诱导内皮细胞炎症反应ꎬ促进单核巨噬细胞黏附是动脉粥样硬

化发生的重要病理生理机制ꎮ 硫化氢(Ｈ２Ｓ)是新型气体信号分子ꎬ可拮抗动脉粥样硬化并抑制内皮细胞炎症反

应ꎮ 本研究以 Ｋｒüｐｐｅｌ 样因子(ＫＬＦ)家族为切入点ꎬ探究 ＫＬＦ６ 在 Ｈ２Ｓ 拮抗 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导内皮细胞炎症反应中的调

节机制ꎮ 方法　 以人主动脉内皮细胞(ＨＡＥＣ)为研究对象ꎬ观察 ｏｘ￣ＬＤＬ 对 ＨＡＥＣ 内源性胱硫醚 γ 裂解酶(ＣＳＥ) /
Ｈ２Ｓ 系统及内皮细胞炎症反应的影响ꎮ 实时定量 ＰＣＲ 检测外源性给予 Ｈ２Ｓ 供体或过表达 ＣＳＥ 对 ＫＬＦ 家族及炎症

因子表达的改变ꎬ进一步采用 ｓｉＲＮＡ 干扰 ＫＬＦ６ 观察其对内皮细胞炎症反应、单核细胞黏附的影响ꎮ 同时采用染色

质免疫共沉淀(ＣｈＩＰ)技术观察 Ｈ２Ｓ 供体对 ＫＬＦ６ 转录活性的影响ꎮ 结果　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测及 Ｈ２Ｓ 荧光探针细胞

内染色发现ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 可以呈时间及剂量依赖性下调 ＣＳＥ 表达以及内皮细胞 Ｈ２Ｓ 的产生ꎮ 实时定量 ＰＣＲ 检测发现ꎬ
ｏｘ￣ＬＤＬ 抑制 ＫＬＦ６ 表达而上调 ＫＬＦ１０ 表达ꎬＨ２Ｓ 处理后则上调 ＫＬＦ６ 表达ꎬ抑制 ＫＬＦ１０ 表达ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 证实

ＮａＨＳ 或过表达 ＣＳＥ 均可显著上调 ＫＬＦ６ 蛋白表达ꎮ ＮａＨＳ 处理显著抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的内皮细胞炎症因子 ＩＣＡＭ￣
１、ＶＣＡＭ￣１ 的表达水平和单核细胞对内皮细胞的黏附ꎬ敲低 ＫＬＦ６ 则阻断 ＮａＨＳ 的抑炎效应ꎮ ＣｈＩＰ 结果也显示ꎬｏｘ￣
ＬＤＬ 促进 ＫＬＦ６ 与 ＣＸＣＬ２、ＩＬ￣８ 以及自噬基因 ＡＴＧ７ 启动子区的结合ꎬＮａＨＳ 处理或过表达 ＣＳＥ 均可显著抑制 ＫＬＦ６
的 ＤＮＡ 结合活性ꎮ 结论　 ｏｘ￣ＬＤＬ 下调内皮细胞 ＣＳＥ / Ｈ２Ｓ 系统ꎬＨ２Ｓ 供体或增加内源性 ＣＳＥ 可通过 ＫＬＦ６ 这一转

录因子拮抗 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的内皮细胞炎症反应ꎮ
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ｄｏｎｏｒ ｏｒ ＣＳＥ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＫＬＦ６ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ.　 Ｈ２Ｓ ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ￣ＩＣＡＭ￣１ꎬ ＶＣＡＭ￣１
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｎｏｃｙｔｅ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｔｏ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｕｍ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｏｘ￣ＬＤＬꎬ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ＫＬＦ６ ｂｌｏｃｋｅｄ ｔｈｅ Ｈ２Ｓ ａｃｔｉｏｎ.　 Ｉｔ ｃｏｎ￣
ｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ Ｈ２Ｓ ｄｏｎｏｒ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＤＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＫＬＦ６ ｔｏ ＣＸＣＬ２ꎬ ＩＬ￣８ ａｎｄ ＡＴＧ７ ｐｒｏｍｏｔｅｒ. 　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　
Ｏｘ￣ＬＤＬ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ＣＳＥ / Ｈ２Ｓ ｓｙｓｔｅｍ. 　 Ｈ２Ｓ ｄｏｎｏｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｒ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ＣＳＥ ｒｅｄｕｃｅｄ ｏｘ￣ＬＤＬ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｂｙ ＫＬＦ６.

　 　 动脉粥样硬化是心血管系统疾病中最常见的

病变ꎬ严重威胁人类健康ꎮ 氧化型低密度脂蛋白

(ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬｏｘ￣ＬＤＬ)升高诱导

内皮细胞炎症反应ꎬ促进单核细胞及巨噬细胞黏附

是动脉粥样硬化发病的重要环节[１]ꎮ 硫化氢(Ｈ２Ｓ)
是继一氧化氮与一氧化碳后又一新的气体信号分

子ꎬ在心血管疾病中有重要的保护作用[２]ꎮ 心血管

组织表达内源性 Ｈ２Ｓ 产生的关键酶—胱硫醚 γ 裂

解酶(ｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅ γ ｌｙａｓｅꎬＣＳＥ)ꎮ 动脉粥样硬化发

生时ꎬ血管内源性 ＣＳＥ / Ｈ２Ｓ 系统下调ꎬ外源性给予

Ｈ２Ｓ 供体能有效缓解动脉粥样硬化的形成[３]ꎮ Ｈ２Ｓ
可通过多种机制拮抗动脉粥样硬化的发病ꎬ如抑制

ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的泡沫细胞形成ꎬ通过 ＮＦ￣κＢ 通路抑制

内皮细胞 ＩＣＡＭ￣１ 的表达[４]ꎮ 我们前期研究发现ꎬ
Ｈ２Ｓ 可以通过硫氢化修饰 ＳＩＲＴ１ 增加其去乙酰化活

性ꎬ使 ＮＦ￣κＢ 的 Ｐ６５ 去乙酰化而拮抗内皮细胞的炎

症反应进而拮抗动脉粥样硬化[５]ꎮ
Ｋｒüｐｐｅｌ 样因子(Ｋｒüｐｐｅｌ￣ｌｉｋｅ ｆａｃｔｏｒꎬＫＬＦ)家族

是真核生物中一大类基础转录因子ꎬ在羧基端具有

三个高度保守的 Ｃ２Ｈ２ 型锌指结构ꎬ可结合于 ＤＮＡ
富含 ＧＣ 的区域ꎬ进而刺激或抑制靶基因的表达ꎬ调
节增殖分化、凋亡、炎症反应等功能[６]ꎮ ＫＬＦ２ 可以

通过 ＣＥＢＰ 上调 ｅＮＯＳꎬ抑制湍流引起的 ＩＬ￣１ 炎症因

子的表达[７]ꎻＫＬＦ２ 敲除则可加重动脉粥样硬化的

发生[８]ꎮ 内皮细胞自噬也可通过 ＫＬＦ２ 参与动脉粥

样硬化的发病[９]ꎮ ＣＳＥ / Ｈ２Ｓ 是否可通过 ＫＬＦ 家族

调节内皮细胞炎症反应参与动脉粥样硬化的发生

发展尚不清楚ꎮ 本研究在 ｏｘ￣ＬＤＬ 刺激的人主动脉

内皮炎症模型上ꎬ观察内源性 ＣＳＥ / Ｈ２Ｓ 系统的改

变ꎬ以及 ＫＬＦ 家族在其抗炎作用中的调节机制ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 实验材料

人主动脉内皮细胞 ( ｈｕｍａｎ ａｏｒｔｉｃ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓꎬＨＡＥＣ)购自 Ｓｃｉｅｎｃｅｌｌ 公司(ｃａｔ＃: ６１００)ꎬ人单

核细胞白血病细胞(ＴＨＰ￣１)购自中科院上海细胞库

(ｃａｔ＃: ＣＢＰ６０５１８)ꎮ ｏｘ￣ＬＤＬ 购自广州奕元生物技术

有限公司(Ｃａｔ＃:ＹＢ￣００２)ꎻＫＬＦ６ (ｃａｔ＃: ａｂ１３５７８３)、
ＣＳＥ 抗体(ｃａｔ ＃: ａｂ１８９９１６)抗体购自 Ａｂｃａｍ 公司ꎻ
ＫＬＦ６ ｓｉＲＮＡ 由北京知序生物科技有限公司设计并合

成ꎻＨｉｅｆｆ ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 购自 ＹＥＡＳＥＮ
公司(ｃａｔ＃:１１２０２ＥＳ０８)ꎮ
１.２　 ＣＳＥ 蛋白表达检测

ＨＡＥＣ 传代培养至 １２ 孔板ꎬ待细胞密度达到

７０％~８０％时ꎬ给予梯度浓度的 ｏｘ￣ＬＤＬ (０、１２.５、２５、
５０、１００、 ２００ ｍｇ / Ｌ) 处 理 ２４ ｈꎻ 或 ｏｘ￣ＬＤＬ ( １００
ｍｇ / Ｌ)分别处理 ３~４８ ｈꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＣＳＥ 的蛋

白表达ꎮ 细胞处理后ꎬ加入 Ｈ２Ｓ 荧光探针(Ｍｉｔｏ￣ＨＳꎬ
１００ μｍｏｌ / Ｌ)孵育 ２ ｈꎬ荧光显微镜下观察 Ｈ２Ｓ 的

产生ꎮ
１.３　 实时定量 ＰＣＲ 检测

ＨＡＥＣ 经不同的处理后ꎬ弃去培养基ꎬ无菌 ＰＢＳ
洗涤细胞ꎬ Ｔｒｉｚｏｌ 一步法抽提总 ＲＮＡꎬ逆转录成

ｃＤＮＡꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ 定量分析各基因的 ｍＲＮＡ 表达水

平ꎮ 以 ２－ΔΔＣｔ值计算 ｍＲＮＡ 表达变化倍数ꎮ 各基因

引物见表 １ꎮ
１.４　 单核细胞黏附实验

ＨＡＥＣ 生长至 ７０％ ~ ８０％时ꎬ给予不同的条件

处理 ２４ ｈꎮ 向悬浮培养的 ＴＨＰ￣１ 培养基中加入

ＤＡＰＩ 染液至终浓度为 １００ μｇ / Ｌꎬ染色 １５ ｍｉｎꎬＰＢＳ
洗涤 ２ 次ꎬ用内皮培养基重悬细胞ꎮ 向 ＨＡＥＣ 每个

处理组中加入等量的 ＴＨＰ￣１ 细胞ꎬ共培养 １ ｈꎮ 弃

去悬浮的 ＴＨＰ￣１ 细胞和培养基ꎬＰＢＳ 轻柔的洗涤细

胞 ２ 次ꎬ荧光显微镜下观察黏附于内皮细胞上的

ＴＨＰ￣１ 细胞ꎮ
１.５　 染色体免疫共沉淀

内皮细胞经不同处理 ２４ ｈꎬ收集细胞ꎬ超声将

ＤＮＡ 处理成 ３００ ~ ５００ ｂｐ 片段ꎬ取 ２ μｇ ＫＬＦ６ 抗体

与磁珠 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ 混合孵育 １ ｈꎬ再加入细胞裂解液

于 ４℃共孵育过夜ꎬ捕获 ＫＬＦ６ 结合的 ＤＮＡ 片段ꎮ
酚￣氯仿法抽提 ＤＮＡꎬ再经 ｑＰＣＲ 和 ＲＮＡ 电泳对

ＫＬＦ６ 结合的靶基因启动子进行定量ꎮ 基因特异的

引物序列: ＣＸＣＬ２ 引物序列为 ５′￣ＣＴＣ ＧＣＡ ＧＧＣ
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ＧＧＴ ＴＡＴ ＣＴＣ ＧＧＴ ＡＴＣ￣３′ 和 ５′￣ＧＧＧ ＧＧＴ ＣＧＧ
ＧＧＣ ＡＣＴ ＣＡＣ Ｇ￣３′ꎬＡＴＧ７ 引物序列为 ５′￣ ＣＴＴ ＧＧＣ
ＴＣＣ ＴＡＣ ＡＣＴ ＴＣＣ ＣＧ￣３′和 ５′￣ＧＧＣ ＣＴＣ ＣＡＧ ＡＡＣ
ＴＡＣ ＣＡＴ ＣＧ￣３′ꎮ

１.６　 统计学分析

结果以 ｘ±ｓ 表示ꎬ两组数据间比较采用非配对 ｔ
检验ꎬ多组数据间比较采用单因素方差分析(Ｏｎｅ￣
ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)ꎮ Ｐ<０.０５ 认为差异有统计学意义ꎮ

表 １. 引物序列

Ｔａｂｌｅ １. Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因 正向引物 反向引物

ＩＣＡＭ￣１ ５′￣ＴＧＴＧＡＣＣＡＧＣＣＣＡＡＧＴＴＧＴＴ￣３′ ５′￣ＡＧＴＣＣＡＧＴＡＣＡＣＧＧＴＧＡＧＧＡ￣３′
ＶＣＡＭ￣１ ５′￣ＴＴＴＧＡＣＡＧＧＣＴＧＧＡＧＡＴＡＧＡＣＴ￣３′ ５′￣ＴＣＡＡＴＧＴＧＴＡＡＴＴＴＡＧＣＴＣＧＧＣＡ￣３′
ＭＣＰ￣１ ５′￣ＣＡＧＣＣＡＧＡＴＧＣＡＡＴＣＡＡＴＧＣＣ￣３′ ５′￣ＴＧＧＡＡＴＣＣＴＧＡＡＣＣＣＡＣＴＴＣＴ￣３′
ＩＬ￣１β ５′￣ＡＴＧＡＴＧＧＣＴＴＡＴＴＡＣＡＧＴＧＧＣＡＡ￣３′ ５′￣ＧＴＣＧＧＡＧＡＴＴＣＧＴＡＧＣＴＧＧＡ￣３′
ＩＬ￣１８ ５′￣ＴＣＴＴＣＡＴＴＧＡＣＣＡＡＧＧＡＡＡＴＣＧＧ￣３′ ５′￣ＴＣＣＧＧＧＧＴＧＣＡＴＴＡＴＣＴＣＴＡＣ￣３′
ＫＬＦ２ ５′￣ＡＧＣＴＣＡＣＧＣＧＣＣＡＣＴＡＣＣＧＡＡ￣３′ ５′￣ＧＧＣＡＣＧＡＴＣＧＣＡＣＡＧＡＴＧＧＣＡＣＴ￣３′
ＫＬＦ３ ５′￣ＧＡＧＡＡＴＣＡＣＣＣＴＴＣＧＧＴＣＡ￣３′ ５′￣ＴＴＡＧＴＴＣＡＴＣＡＧＡＣＣＧＡＧＣＡＡ￣３′
ＫＬＦ４ ５′￣ＡＣＣＡＧＧＣＡＣＴＡＣＣＧＴＡＡＡＣＡＣＡ￣３′ ５′￣ＧＧＴＣＣＧＡＣＣＴＧＧＡＡＡＡＴＧＣＴ￣３′
ＫＬＦ５ ５′￣ＣＴＴＣＣＡＣＡＡＣＡＧＧＣＣＡＣＴＴＡＣＴＴ￣３′ ５′￣ＡＧＡＡＧＣＡＡＴＴＧＴＡＧＣＡＧＣＡＴＡＧＧＡ￣３′
ＫＬＦ６ ５′￣ＣＡＡＣＴＴＡＧＡＧＡＣＣＡＡＣＡＧＣＣ￣３′ ５′￣ＴＣＡＧＴＴＣＣＧＧＡＧＡＡＧＡＴＧＧ￣３′
ＫＬＦ７ ５′￣ＣＧＧＧＡＣＡＡＧＴＴＧＣＴＡＴＣＴＧＡＧＡ￣３′ ５′￣ＣＴＧＧＴＴＧＡＣＧＧＣＴＧＴＧＴＡＧＣＴ￣３′
ＫＬＦ８ ５′￣ＴＧＴＣＡＴＴＣＡＣＡＣＴＡＴＣＣＣＣＴＣ￣３′ ５′￣ＧＣＡＧＧＣＡＡＡＧＴＡＧＴＡＴＡＣＡＣＣ￣３′
ＫＬＦ９ ５′￣ＡＣＣＴＧＡＡＣＡＡＧＴＡＣＣＧＡＣＣＣＡＴ￣３′ ５′￣ＡＣＴＴＴＣＣＡＧＡＣＴＧＴＣＧＣＴＧＣＡＣ￣３′
ＫＬＦ１０ ５′￣ＧＡＴＧＣＣＣＡＧＣＴＡＴＧＴＡＡＣＣＡＣ￣３′ ５′￣ＴＴＣＴＴＴＣＴＴＧＣＡＧＣＣＴＣＡＡＣＡ￣３′
ＫＬＦ１１ ５′￣ＡＡＴＡＣＣＡＡＧＴＴＧＴＴＧＣＣＣＣＴＴ￣３′ ５′￣ＣＧＴＧＡＣＡＧＣＴＣＡＴＣＣＧＡＡＣＧＡ￣３′
ＫＬＦ１２ ５′￣ＡＣＡＡＧＧＧＴＣＴＣＣＡＡＡＣＧＴＣＣＡ￣３′ ５′￣ＣＡＧＧＣＡＣＣＧＡＣＴＧＴＡＣＣＡＣ￣３′
ＫＬＦ１３ ５′￣ＡＡＧＧＣＧＣＡＣＣＴＧＡＧＡＡＣＴＣＡＣＡＣ￣３′ ５′￣ＴＣＴＣＣＡＧＣＣＴＣＣＣＧＧＡＴＣＡＣＣ￣３′
ＫＬＦ１４ ５′￣ＧＡＡＧＴＴＴＡＣＧＣＧＴＴＣＣＧＡＣＧ￣３′ ５′￣ＧＡＴＧＡＴＡＧＧＴＴＧＧＧＴＧＧＣＧＧ￣３′
ＫＬＦ１５ ５′￣ＣＴＧＴＧＣＣＣＡＴＴＧＣＣＧＣＣＡＡＧ￣３′ ５′￣ＣＣＣＡＧＧＧＧＴＣＣＣＧＡＴＣＣＡＡＣ￣３′
ＫＬＦ１６ ５′￣ＣＧＣＣＡＡＧＡＧＣＣＡＣＣＧＣＴＧＴＣＣ￣３′ ５′￣ＡＧＣＣＣＴＧＣＣＡＧＴＣＡＣＡＡＧＣＡＡ￣３′
ＧＡＰＤＨ ５′￣ＣＧＣＴＣＴＣＴＧＣＴＣＣＴＣＣＴＧＴＴ￣３′ ５′￣ＣＣＡＴＧＧＴＧＴＣＴＧＡＧＣＧＡＴＧＴ￣３′

２　 结　 果

２.１　 ｏｘ￣ＬＤＬ 呈剂量和时间依赖性抑制内皮细胞

ＣＳＥ / Ｈ２Ｓ 系统

不同浓度的 ｏｘ￣ＬＤＬ (０~２００ ｍｇ / Ｌ)处理 ＨＡＥＣ
２４ ｈꎬＣＳＥ 蛋白表达呈剂量依赖性下调ꎬ内皮细胞内

源性 Ｈ２Ｓ 水平呈剂量依赖性降低ꎮ １００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣
ＬＤＬ 处理 ＨＡＥＣ 不同时间ꎬ结果发现ꎬ随着处理时

间的延长ꎬ细胞内 ＣＳＥ / Ｈ２Ｓ 呈现降低趋势(图 １)ꎮ
提示 ｏｘ￣ＬＤＬ 可呈剂量和时间依赖性下调主动脉内

皮细胞内源性 ＣＳＥ / Ｈ２Ｓ 系统ꎮ
２.２　 ＣＳＥ / Ｈ２Ｓ 上调 ＫＬＦ６

为探讨 ＣＳＥ / Ｈ２Ｓ 系统对 ＫＬＦ 家族蛋白表达的

影响ꎬ在 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导 ＨＡＥＣ 模型上ꎬ给予 Ｈ２Ｓ 供体

或过表达 ＣＳＥꎬ采用实时定量 ＰＣＲ 检测 ＫＬＦ 家族各

成员的表达情况ꎮ 结果发现ꎬ除 ＫＬＦ６、ＫＬＦ１０ 外ꎬ
ＣＳＥ / Ｈ２Ｓ 对 ＫＬＦ 家族其他成员表达无明显改变ꎮ

ｏｘ￣ＬＤＬ 下调 ＫＬＦ６ ｍＲＮＡ 表达ꎬ外源给予 ＮａＨＳ 或

过表达 ＣＳＥ 显著增加 ＫＬＦ６ ｍＲＮＡ 表达ꎮ 而 ｏｘ￣ＬＤＬ
上调 ＫＬＦ１０、ＣＳＥ / Ｈ２Ｓ 则下调 ＫＬＦ１０ ｍＲＮＡ 表达ꎮ
进一步研究发现ꎬＮａＨＳ 或过表达 ＣＳＥ 均可拮抗 ｏｘ￣
ＬＤＬ 对 ＫＬＦ６ 蛋白表达的抑制(图 ２)ꎮ 提示内皮细

胞内源性 ＣＳＥ / Ｈ２Ｓ 可拮抗 ｏｘ￣ＬＤＬ 对 ＫＬＦ６ 的下调ꎮ
２.３　 ＫＬＦ６ 介导 Ｈ２Ｓ 的抑炎反应

我们前期工作发现ꎬＨ２Ｓ 供体可抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱

导的炎症因子的表达ꎮ 本研究首先确证了 Ｈ２Ｓ 供

体 ＮａＨＳ 显 著 抑 制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱 导 的 ＩＣＡＭ￣１、
ＶＣＡＭ￣１、ＩＬ￣１β 的表达ꎬ采用 ＲＮＡｉ 敲低 ＫＬＦ６ 后ꎬ可
显著阻断 ＮａＨＳ 的抑炎效应ꎮ 单核细胞及巨噬细胞

黏附到内皮细胞是动脉粥样硬化发病的重要环节ꎬ
也是内皮细胞炎症反应的重要功能指标ꎮ ＮａＨＳ 显

著抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的 ＴＨＰ￣１ 细胞黏附ꎮ 而敲低

ＫＬＦ６ 后ꎬＮａＨＳ 的抑制效应消失(图 ３)ꎮ 提示 ＫＬＦ６
介导了 Ｈ２Ｓ 的抑炎效应ꎮ

２５５ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ６ꎬ２０１８



２.４　 ＣＳＥ / Ｈ２Ｓ 抑制 ＫＬＦ６ 与 ＮＦ￣κＢ 下游靶基因启

动子的结合

ＫＬＦ６ 作为重要的转录因子ꎬ可调控下游靶基因

的表达ꎮ 已有研究表明ꎬＫＬＦ６ 可与 ＮＦ￣κＢ 相互作

用ꎬ共激活 ＮＦ￣κＢ 下游靶基因ꎮ 本研究选取已有文

献报道的可与 ＫＬＦ６ 结合的目的基因启动子序列ꎬ
检测 ＣＳＥ / Ｈ２Ｓ 对 ＫＬＦ６ 转录活性的影响ꎮ 结果发

现ꎬ无论 ＮａＨＳ 或过表达 ＣＳＥ 均可显著抑制 ＫＬＦ６
与 ＣＸＣＬ２、ＩＬ￣８、ＡＴＧ７ 启动子区域的结合ꎬ进而抑制

下游靶基因的表达(图 ４)ꎮ

３　 讨　 论

本研究在 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的内皮炎症模型中发现ꎬ
ｏｘ￣ＬＤＬ 能显著下调内源性 ＣＳＥ / Ｈ２Ｓ 系统并诱发炎

症ꎻＨ２Ｓ 供体或过表达 ＣＳＥ 可上调 ＫＬＦ６ 的表达ꎬ抑
制其转录活性ꎬ下调其靶基因的表达ꎬ抑制单核细

胞对内皮细胞的黏附ꎬ从而减轻 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的内皮

功能障碍ꎬ进而减轻动脉粥样硬化的发生ꎮ
越来越多的研究表明ꎬ内源性 ＣＳＥ / Ｈ２Ｓ 参与动

脉粥样硬化发生的调控ꎮ Ｗａｎｇ 等[３] 首先报道了

Ｈ２Ｓ 供体 ＮａＨＳ 可抑制血管 ＩＣＡＭ￣１ 的表达ꎬ抑制泡

沫细胞形成从而减少 ＡｐｏＥ－ / －小鼠动脉粥样硬化斑

块面积ꎮ Ｈ２Ｓ 缓释剂 ＧＹＹ４１３７ 也具有同样的拮抗

效应[１０]ꎮ ＣＳＥ－ / － / ＡｐｏＥ－ / － 双敲除小鼠减少内源性

Ｈ２Ｓ 并增加动脉粥样硬化斑块面积[１１]ꎻ反之ꎬＣＳＥ
转基因小鼠则拮抗动脉粥样硬化斑块形成[１２]ꎮ 本

研究发现ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 可以呈剂量及时间依赖性下调内

源性 ＣＳＥ / Ｈ２Ｓ 系统ꎬ支持内源性 ＣＳＥ / Ｈ２Ｓ 系统变

化是动脉粥样硬化发病的重要机制的论点ꎮ

图 １. ｏｘ￣ＬＤＬ 呈剂量依赖性和时间依赖性抑制 ＣＳＥ / Ｈ２Ｓ 表达　 　 Ａ 为不同浓度 ｏｘ￣ＬＤＬ 对内皮细胞 ＣＳＥ 蛋白表达的影响ꎬＢ 为荧光

探针检测 ｏｘ￣ＬＤＬ 刺激下内皮细胞 Ｈ２Ｓ 的产生(Ｂａｒ＝ ２０ μｍ)ꎬＣ 为 ｏｘ￣ＬＤＬ 处理内皮细胞不同时间对 ＣＳＥ 蛋白的影响(Ｂａｒ ＝ ２０ μｍ)ꎬＤ 为 ｏｘ￣

ＬＤＬ 处理内皮细胞不同时间对内源性 Ｈ２Ｓ 的影响ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｏｘ￣ＬＤＬ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ＣＳＥ / Ｈ２Ｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ａ ｄｏｓｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｎｄ ｔｉｍｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ
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图 ２. 内源性 ＣＳＥ / Ｈ２Ｓ 对 ＫＬＦ 家族表达的影响　 　 Ａ 为 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ｏｘ￣ＬＤＬ 刺激以及 Ｈ２Ｓ 供体或过表达 ＣＳＥ 对 ＫＬＦ 家族 ｍＲＮＡ 表

达的影响ꎬＢ 为 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ｏｘ￣ＬＤＬ 刺激以及 Ｈ２Ｓ 供体或过表达 ＣＳＥ 对 ＫＬＦ６、ＫＬＦ１０ ｍＲＮＡ 表达的影响ꎬＣ 为 Ｈ２Ｓ 供体对 ＫＬＦ６ 蛋白表达的

影响ꎬＤ 为过表达 ＣＳＥ 对 ＫＬＦ６ 表达的影响ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ＣＳＥ / Ｈ２Ｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＫＬＦ ｆａｍｉｌｙ

　 　 多种因素诱导内皮细胞炎症反应是内皮细胞

功能障碍的重要因素ꎮ ｏｘ￣ＬＤＬ 可诱导内皮细胞的

氧化应激ꎬ诱导内皮黏附分子的表达ꎬ并且促进内

皮细胞凋亡ꎬ诱发动脉粥样硬化斑块发生[１３]ꎮ Ｈ２Ｓ
可通过调节 ＮＦ￣κＢ 信号抑制内皮细胞炎症反

应[１４]ꎬ也可影响 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣１８６ 表达ꎬ调节炎症基因
而抑制巨噬细胞炎症[１５]ꎮ 我们前期工作也证实ꎬ
Ｈ２Ｓ 可以通过硫氢化修饰 ＳＩＲＴ１ꎬ增加其去乙酰化

活性ꎬ使去乙酰化 Ｐ６５ 增加ꎬ抑制其入核ꎬ从而抑制

内皮细胞炎症反应[５]ꎮ 本研究发现阻断 ＫＬＦ６ 可阻
断 Ｈ２Ｓ 的抑炎效应ꎬ提示 ＫＬＦ６ 可能是 Ｈ２Ｓ 抗炎的

新机制ꎮ
ＫＬＦ６ 是 ＫＬＦ 家族的一员ꎬ也称锌指转录因子 ９

(ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｆａｃｔｏｒ ９ꎬＺｆ９)或核心启动子元件结合蛋

白( ｃｏｒｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＣＰＢＰ)ꎬ可以特异

性结合靶基因启动子区域的 ＧＣ 盒、ＣＡＣＣＣ 盒等核

心元件而发挥生物学效应[１６]ꎮ ＫＬＦ６ 与炎症调节有

密切关系ꎮ 研究表明ꎬＫＬＦ６ 能以一种依赖于 ｐ６５ 的

方式被招募至 ＮＦ￣κＢ 下游基因的启动子区ꎬ进而促

进 ｐ６５ 在其部分下游基因启动子上的结合ꎬ作为

ＮＦ￣κＢ 共激活因子ꎬ也可调控炎症因子的表达[１７]ꎻ
另可通过结合 ＰＲＤＭ１ 上调 Ｂｃｌ￣２ 转录促进巨噬细

胞炎症反应[１８]ꎻＫＬＦ６ 还可调节 ｉＮＯＳ 表达ꎬ参与病

毒感染诱导的炎症反应[１９]ꎮ 反之ꎬＫＬＦ６ 也可结合
ＣＲＥＢＰꎬ抑制 ＴＮＦ￣α 诱导的炎症反应[２０]ꎮ 本研究

发现ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 抑制 ＫＬＦ６ 表达ꎬ但增加了 ＫＬＦ６ 对炎

症因子的转录活性ꎬ提示在 ＫＬＦ６ 与炎症反应中存

在着负反馈调节ꎬ过度的炎症反应抑制 ＫＬＦ６ 表达ꎬ
发挥机体自身的保护机制ꎮ ＣＳＥ / Ｈ２Ｓ 系统处理可

使 ＫＬＦ６ 表达恢复到正常水平ꎬ并抑制其转录活性ꎬ

４５５ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ６ꎬ２０１８



图 ３. ＫＬＦ６ 介导 Ｈ２Ｓ 抑制内皮细胞炎症反应　 　 Ａ 为 Ｈ２Ｓ 供体对 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的炎症因子表达的影响ꎬＢ 为敲低 ＫＬＦ６ 对 Ｈ２Ｓ 抑炎效应

的影响ꎬＣ 为 Ｈ２Ｓ 供体对 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的 ＴＨＰ￣１ 细胞黏附功能的影响(Ｂａｒ ＝ １００ μｍ)ꎬＤ 为敲低 ＫＬＦ６ 对 Ｈ２Ｓ 拮抗 ＴＨＰ￣１ 细胞黏附功能的影响

(Ｂａｒ＝ １００ μｍ)ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ｓｉＣＯＮ＋ｏｘ￣ＬＤＬ 组比较ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ３. ＫＬＦ６ ｍｅｄｉａｔｅｄ Ｈ２Ｓ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ

图 ４. Ｈ２Ｓ 供体或过表达 ＣＳＥ 对 ＫＬＦ６ ＤＮＡ 结合活性的影

响　 　 ＣｈＩＰ 检测 ＫＬＦ６ 对 ＣＸＣＬ２、ＩＬ￣８ 以及 ＡＴＧ７ 启动子区结合的
活性以及 Ｈ２Ｓ 供体或过表达 ＣＳＥ 对其活性的调节ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｈ２Ｓ ｄｏｎｏｒ ｏｒ ＣＳＥ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ
ＫＬＦ６ ＤＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｙ

发挥其抑制炎症效应ꎮ
本研究发现了内源性 ＣＳＥ / Ｈ２Ｓ 系统拮抗内皮

细胞炎症反应转录表达调控的新机制ꎮ ＫＬＦ６ 在 ｏｘ￣
ＬＤＬ 诱导的内皮炎症反应中有促炎效应ꎬ而其也属

于锌指蛋白家族ꎬ类似于 ＳＩＲＴ１ꎬ富含半胱氨酸残

基ꎬ也可被硫氢化修饰ꎮ Ｈ２Ｓ 可能硫氢化修饰 ＫＬＦ６
而抑制其活性ꎮ 同时也提示ꎬ选择性抑制 ＫＬＦ６ 可

能成为防治动脉粥样硬化新的靶点ꎮ
(致谢:感谢北京大学医学部药学院汤新景教授提

供硫化氢荧光探针)
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