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高糖高脂微环境中 NFKB1 基因缺失突变调控线粒体分裂
增加内皮细胞凋亡
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[关键词] 　 B 细胞 κ 轻肽基因增强子核因子 1;　 高糖高脂;　 人脐静脉内皮细胞;　 线粒体融合与分裂

[摘　 要] 　 目的　 探讨 B 细胞 κ 轻肽基因增强子核因子 1(NFKB1)基因启动子区-94 位点 ATTG 插入 / 缺失突变

对高糖高脂微环境诱导人脐静脉内皮细胞(HUVEC)损伤的影响及其潜在机制。 方法　 建立 NFKB1 不同基因型原

代 HUVEC 细胞的高糖高脂模型,采用 Annexin-V-FLUOS 染色检测细胞凋亡,Mito Tracker 染色后通过激光共聚焦

显微镜观察线粒体形态,Western blot 检测核因子 κB(NF-κB)信号通路中 p50、p65 蛋白,线粒体分裂相关蛋白

Drp1、Drp1-s637、Drp1-s616 和 Fis1,线粒体融合相关蛋白 Mfn1、Mfn2 和 Opa1,以及凋亡相关蛋白细胞色素 C
(CytC)。 结果　 高糖高脂诱导原代 HUVEC 凋亡显著增加,与Ⅱ型细胞相比,DD 型细胞凋亡指数更高;线粒体过度

分裂成碎片状;DD 型细胞中 NF-κB 通路中关键蛋白 p50 表达明显降低,线粒体融合相关蛋白 Mfn2 表达降低,线粒

体分裂动力相关蛋白 Drp1-s616 磷酸化增加,CytC 表达增加。 结论 　 NFKB1 基因缺失突变可能是 DD 型 HUVEC
更容易受到高糖高脂微环境损伤的重要原因,其潜在的机制可能与线粒体过度分裂相关。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the effect of-94 ATTG insertion / deletion mutation at the promoter region of nu-
clear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cell 1 (NFKB1) gene on injury of human umbilical vein endothe-
lial cell (HUVEC) induced by high glucose and high fat microenvironment and its potential mechanism. 　 　 Methods
High glucose and high fat model of primary HUVEC cells with different genotypes of NFKB1 was established. 　 Cellular ap-
optosis was detected by Annexin-V-FLUOS staining. 　 Morphology of mitochondria was observed by laser confocal microsco-
py after Mito Tracker staining. 　 Western blot was used to detect p50 and p65 proteins in nuclear factor-κB (NF-κB) sig-
naling pathway, mitochondrial fission related proteins Drp1, Drp1-s637, Drp1-s616 and Fis1, mitochondrial fusion related
proteins Mfn1, Mfn2 and Opa1, and apoptosis related protein cytochrome C (CytC). 　 　 Results　 The apoptotic rate of
primary HUVEC induced by high glucose and high fat was higher than control group, and the apoptotic rate of mutant type
cells (DD genotype) was more than that of wild type cells (Ⅱ genotype). 　 Mitochondria was over-fission into fragments.
The expression of p50, a key protein in NF-κB pathway, was significantly decreased in DD genotype cells. 　 Expression of
mitochondrial fusion related protein Mfn2 was decreased. 　 The phosphorylation of mitochondrial fission dynamic related
protein Drp1-s616 was increased, and the expression of CytC was increased. 　 　 Conclusion　 NFKB1 gene deletion muta-
tion may be an important reason for the vulnerable damage of DD genotype HUVEC during high glucose and high fat micro-
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environment, and its potential mechanism may be related to mitochondrial over-fission.

　 　 冠状动脉粥样硬化性心脏病 ( coronary artery
disease,CAD)是危害人类健康造成死亡的常见的疾

病之一[1]。 动脉粥样硬化 ( atherosclerosis, As) 是

CAD 发生的重要病理基础[2]。 糖脂代谢紊乱使内

皮细胞处于应激状态,高糖高脂微环境引起的内皮

细胞功能障碍、凋亡甚至坏死是 As 发生的始动环

节[3]。 核因子 κB(nuclear factor-κB,NF-κB)是调控

糖脂代谢的重要转录因子,在糖脂代谢稳态、能量

平衡、炎症及凋亡中发挥重要的调控作用[4]。 B 细

胞 κ 轻肽基因增强子核因子 1(nuclear factor of kappa
light polypeptide gene enhancer in B-cell 1,NFKB1)基
因位于人类 4q24 染色体上,编码 NF-κB 信号通路

中重要亚基 p50,本课题组前期研究提示 NFKB1 基

因启动子区-94ATTG 缺失突变(DD 基因型)是 CAD
发病的重要遗传易感因素,但机制尚不明确[5]。 本

实验使用不同 NFKB1 基因型原代人脐静脉内皮细

胞(human umbilical vein endothelial cell,HUVEC),
通过建立高糖高脂损伤模型,探讨高糖高脂微环境

与 NFKB1 基因启动子区-94ATTG 位点插入 /缺失突

变对 HUVEC 损伤的作用,从遗传学角度探索 CAD
发生的可能机制。

1　 材料和方法

1. 1　 材料和试剂

NFKB1 不同基因型 HUVEC(Ⅱ型、DD 型)来源

于新生儿脐带,由新疆医科大学第一附属医院妇产

科产妇自愿捐赠,并签署知情同意书。 内皮细胞分

离培养方法参照课题组前期研究[6]。 过程简单描

述如下:收集脐带后用预冷的 D-Hanks 溶液将新生

儿脐带冲洗干净;用止血钳夹住一端,向脐静脉中

加入适量 0. 1% Ⅱ型胶原蛋白酶后再将另一端夹

住,放入 37 ℃细胞培养箱 3 ~ 5 min;取出脐带收集

脐静脉中所有液体,并用预热的 D-Hanks 溶液 2 mL
冲洗 2 遍,将收集的所有液体置于 15 mL 离心管中,
1 000 r / min 离心 8 min,弃上清,用内皮细胞培养基

(endothelial cell medium,ECM)重悬细胞后将所有

液体加入细胞培养皿中进行培养。
实验中用到的试剂如下:ECM(Science Cell);Ⅱ

型胶原蛋白酶、软质酸钠、牛血清白蛋白(Sigma);D-
Hanks(博士德生物公司);BCA 蛋白定量分析试剂

盒(Pierce);兔抗人 Drp1 抗体、兔抗人 Drp1-s616 抗

体、兔抗人细胞色素 C(cytochrome C,CytC)抗体、兔

抗人 β-actin 抗体、兔抗人 p65 抗体、兔抗人 p105 /
p50 抗体(Cell Signaling Technology);兔抗人 Drp1-
s637 抗体、鼠抗人 Mfn2 抗体、兔抗人 Mfn1 抗体、兔
抗人 Fis1 抗体(Abcam);鼠抗人 Opa1 抗体(BD);
辣根过氧化物酶(horseradish peroxidase,HRP)山羊

抗兔二抗或 HRP 山羊抗鼠二抗(北京中杉金桥);
Mito Tracker Green( Invitrogen);RIPA 裂解液、苯甲

基磺酰氟(碧云天)。 Annexin-V-FLUOS 凋亡试剂盒

(Roche)。
1. 2　 原代 HUVEC 高糖高脂模型建立和实验分组

实验中使用的细胞均在 8 代以内,正常传代培

养期间采用 ECM 培养基培养,建立高糖高脂诱导的

细胞损伤模型时采用 10% 胎牛血清的 DMEM 高糖

(25 mmol / L)培养基。 具体方法如下:向含 10% 胎

牛血清的 DMEM 高糖(25 mmol / L)培养基中加入适

量的棕榈酸( palmitic acid,PA)使其终浓度为 250
μmol / L,进而对不同 NFKB1 基因型细胞培养 3 h,
建立高糖高脂内皮细胞损伤模型。 实验分为 4 组:
野生型(Ⅱ型)细胞组、突变型(DD 型)细胞组、Ⅱ型

细胞+高糖高脂组、DD 型细胞+高糖高脂组。
1. 3 　 Annexin-V-FLUOS 检测不同基因型 HUVEC
凋亡

凋亡测定试剂配制:孵育缓冲液 1 mL 中分别加

入 Annexin-V-FLUOS 20 μL、碘化丙啶 20 μL。 待细

胞生长至 90%融合时,采用高糖高脂培养基培养 3
h 后,收集各组细胞,200 g 离心力离心 5 min,弃上

清,用预冷的 PBS 重悬细胞,200 g 离心力离心 5
min,弃上清,重复 1 遍。 将配置好的凋亡检测试剂

100 μL 加入各组细胞中,室温孵育 15 min 后采用流

式细胞仪分析各组细胞凋亡指数。
1. 4　 Mito Tracker 染色检测线粒体形态

采用共聚焦小皿接种细胞,待细胞生长至 90%
融合时,采用高糖高脂培养基培养 3 h,弃去培养基,
加入 含 200 nmol / L Mito-Tracker ( Invitrogen, Mito
Tracker 􀅺 Green FM,M7514)的培养基,37 ℃避光

孵育 30 min,孵育结束后用 PBS 洗 3 遍,加入适量

PBS,采用共聚焦显微镜(Leica TCS SP8)观察各组

细胞线粒体形态,拍照并保存。 线粒体形态分析采

用 FIJI-ImageJ 软件的自定义宏程序 MiNA,将原始

Mito Tracker 染色后激光共聚焦线粒体图像转换为

二进制图像,程序自动计算线粒体各项参数[7]。
1. 5　 Western blot 法检测相关蛋白

待细胞生长至 90%融合时,采用高糖高脂培养

765CN 43-1262 / R　 中国动脉硬化杂志 2020 年第 28 卷第 7 期



基培养 3 h 后,收集各组细胞并提取蛋白,BCA 法进

行蛋白定量。 采用 Western blot 法检测线粒体分裂

蛋白 Drp1、Drp1-s637、Drp1-s616 和 Fis1 水平,线粒

体融合蛋白 Mfn1、Mfn2 和 Opa1 水平,NF-κB 信号

转导通路中 p65、 p50 蛋白水平及凋亡相关蛋白

CytC 水平。 每泳道上样体系包含样本蛋白 40 μg。
上样后电泳 90 min,湿转至二氟化树脂膜,配制封闭

液(5%脱脂奶粉),室温封闭 1 h;分别加入兔抗人

p105 / p50 抗体 (1 ∶ 500)、兔抗人 p65 抗体 (1 ∶
500)、兔抗人 β-actin 抗体(1 ∶ 500)、兔抗人 Drp1 抗

体(1 ∶ 500)、兔抗人 Drp1-s616 抗体(1 ∶ 500)、兔抗

人 Drp1-s637 抗体(1 ∶ 500)、鼠抗人 Mfn1 抗体(1 ∶
500)、兔抗人 Mfn2 抗体(1 ∶ 500)、兔抗人 Fis1 抗体

(1 ∶ 500)、鼠抗人 Opa1(1 ∶ 500)抗体、兔抗人 CytC
抗体(1 ∶ 500),4 ℃过夜;PBST 洗膜 3 次,相应加入

HRP 山羊抗兔二抗或 HRP 山羊抗鼠二抗 (1 ∶
5 000),室温孵育 1 h;PBST 洗膜 3 次,加入发光液

显色后,照相保存。 采用 ImageJ 计算目标蛋白 / 内
参的吸光度值进行分析。
1. 6　 统计学方法

统计学分析采用 Graph Pad Prism 7。 计量资料

以(x±s)表示,计数资料采用例表示,各组间数据比

较采用 Two-way ANOVA 检验分析,P<0. 05 认为差

异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 高糖高脂诱导 DD 型细胞凋亡指数显著高于

Ⅱ型细胞

流式细胞仪分析结果显示:高糖高脂微环境均

可诱导Ⅱ型细胞和 DD 型细胞凋亡(P<0. 05),DD
型细胞(14. 7% )的早期凋亡率显著高于Ⅱ型细胞

(9. 6% ),差异有统计学意义(P<0. 01;图 1)。

图 1. 高糖高脂诱导不同 NFKB1 基因型细胞凋亡

Figure 1. High glucose and high palmitic acid induced apoptosis in different NFKB1 genotypes

2. 2　 高糖高脂诱导 DD 型细胞线粒体过度分裂成

碎片状

Mito Tracker 线粒体探针染色结果显示:高糖高

脂诱导原代 HUVEC 点状及棒状线粒体数量显著增

加,与Ⅱ型细胞相比,DD 型细胞的线粒体总面积增

加 0. 28 μm2(P<0. 05),棒状线粒体长度增加 0. 006
μm(P<0. 01)、中位数增加 0. 004 μm(P <0. 01)。
此外,高糖高脂诱导 DD 型细胞中网状线粒体分支

个数的平均数较Ⅱ型细胞增加 2. 2 个(P<0. 05)、中
位数增加 0. 24 个(P<0. 05;图 2)。

2. 3　 高糖高脂对不同 NFKB1 基因型细胞中 NF-κB
信号通路、线粒体融合与分裂及凋亡相关蛋白表达

的影响

Western blot 实验结果显示:DD 型细胞 p50 蛋

白表达水平均低于Ⅱ型细胞(P<0. 05)。 经高糖高

脂诱导后,DD 型细胞 CytC 蛋白、线粒体分裂蛋白

Drp1-s616 磷酸化表达显著高于Ⅱ型细胞,而线粒体

融合蛋白 Mfn2 表达低于Ⅱ型细胞(P<0. 05;图 3、
图 4)。
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图 2. 高糖高脂诱导不同 NFKB1 基因型细胞线粒体的形态变化　 　 显微镜图的放大倍数,第1 排为 630 倍,第2 排为第 1 排方框部分

的放大图。

Figure 2. High glucose and high palmitic acid induced morphological changes of mitochondria in different NFKB1 genotypes

图 3. 高糖高脂对 NF-κB 信号通路关键分子及 CytC 蛋白的影响

Figure 3. Effects of high glucose and high palmitic acid on key molecules of NF-κB signaling pathway and CytC

3　 讨　 论

本研究通过体外模拟高糖高脂微环境,建立高

糖高脂血管内皮细胞损伤模型,发现高糖高脂诱导

NFKB1 基因突变 DD 型细胞凋亡指数显著高于Ⅱ型

细胞,p50 蛋白表达较Ⅱ型细胞明显降低;DD 型细

胞线粒体分裂蛋白 Drp1-s616 磷酸化水平显著增

加,线粒体融合蛋白 Mfn2 表达水平显著降低,线粒

体过度分裂成碎片状,CytC 蛋白表达增加。
高糖高脂诱导 HUVEC 线粒体过度分裂、功能

障碍和细胞凋亡,显著增加内皮细胞的损伤与凋

亡[8-10]。 Jheng 等[11]报道 200 μmol / L 软脂酸可显著

上调小鼠成肌细胞 Drp1 和 Fis1 表达,导致线粒体

碎片化,造成细胞功能障碍,增加细胞凋亡。 我们

研究发现,经高糖高脂诱导 3 h 后,原代 HUVEC 凋

亡指数显著高于正常培养的细胞,表明高糖高脂诱

导的人血管内皮细胞模型建立成功。 其次,我们还

发现,高糖高脂诱导后,DD 型细胞早期凋亡率约为

Ⅱ型细胞的 2 倍,表明 NFKB1 基因突变的 DD 型细

胞更容易受到高糖高脂导致的损伤。 我们还发现
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图 4. 高糖高脂对线粒体动力学相关蛋白的影响

Figure 4. Effects of high glucose and high palmitic acid on the expression of mitochondria dynamic related proteins

DD 型细胞中 p50 表达显著低于Ⅱ型细胞。 p50 是

NF-κB 信号通路中重要的亚基,由 NFKB1 基因编

码,是机体重要的转录因子,既往研究表明其通常

作为 NF-κB 信号通路中抗炎的亚基,抑制下游促炎

性因子的转录。 我们前期研究中发现,NFKB1 基因

突变与冠心病的易感性存在显著的相关性,并且在

氧化应激状态下 DD 型细胞凋亡也更加明显[12]。
由此表明 NFKB1 基因启动子区-94ATTG 插入缺失

突变可能是有功能的突变,是 DD 型细胞更容易受

到损伤的重要原因。
动物研究表明,长期高糖高脂能够导致小鼠血

管内皮细胞线粒体结构和功能紊乱、细胞功能障

碍,是启动 As 发生的重要原因之一[13]。 高糖可诱

导大鼠主动脉血管内皮细胞线粒体分裂增加,活性

氧( reactive oxygen species,ROS)生成增多,膜电位

ΔΨm 降低,氧耗量减少,导致线粒体功能障碍和细

胞凋亡增加[14]。 Shi 等[15] 及 Yu 等[16] 分别发现高

糖能够诱导 Drp1 过表达,导致线粒体分裂和 ROS
产生增加,造成线粒体功能障碍。 既往研究表明线

粒体过度分裂可能是线粒体功能障碍的表现形式,
其还与线粒体膜电位降低有关,通过观察形态学变

化可评估线粒体的功能[17-18]。 我们的研究表明高

糖高脂诱导原代 HUVEC 线粒体过度分裂成碎片

状,并且 DD 型细胞碎片化程度显著高于Ⅱ型细胞,
DD 型细胞线粒体分裂相关 Drp1 蛋白 s616 磷酸化

水平显著增加。 线粒体分裂蛋白 Drp1 蛋白 s616 磷

酸化使其具有活性,促进线粒体分裂,而 s637 位点

磷酸化使 Drp1 蛋白活性降低从而抑制其介导的线

粒体分裂[19-20]。 我们还发现经高糖高脂诱导后 DD
型细胞中 CytoC 水平显著高于Ⅱ型细胞。 CytoC 是

一种可促进细胞凋亡的的分子,线粒体分裂时会将其

释放入细胞质中,促进细胞凋亡,这可能是高糖高脂

导致 DD 型细胞凋亡显著高于Ⅱ型细胞的重要原因。
综上所述,NFKB1 基因启动子区-94ATTG 缺失

突变造成 NF-κB 信号通路中关键亚基 p50 表达降

低,在高糖高脂微环境下线粒体分裂蛋白 Drp1-s616
磷酸化水平显著增加,线粒体融合蛋白 Mfn2 表达显

著降低,线粒体过度分裂成碎片状,大量的凋亡相

关蛋白 CytC 在线粒体分裂过程中从线粒体释放到

胞质中,从而导致内皮细胞凋亡,启动 As 发生,其作

用机制示意图如图 5。 本研究明确了 NFKB1 基因

突变在高糖高脂微环境下导致内皮细胞更容易受

到损伤的潜在分子机制,为 As 的早期干预和个体化

防治提供了科学依据。
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图 5. NFKB1 基因突变致 As 作用机制示意图
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