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TSB2 通过减少脱偶联内皮型一氧化氮合酶氧自由基生成
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[摘　 要] 　 [目的] 　 观察 TSB2 抑制热休克蛋白 90(HSP90)与内皮型一氧化氮合酶(eNOS)的结合对动脉粥样硬

化形成的影响。 [方法] 　 用 TSB2 处理人脐静脉内皮细胞,用免疫共沉淀法检测 HSP90 与 eNOS 的结合情况。 利

用 C57BL / 6 小鼠和低密度脂蛋白受体敲除(LDLR- / -)小鼠,普通饮食(ND)或高脂饮食(HFD)喂养 12 周,同时腹

腔注射 PBS 或 TSB2,分为 4 组:C57BL / 6+ND+PBS 组、LDLR- / -+ND+PBS 组、LDLR- / -+HFD+PBS 组、LDLR- / -+HFD
+TSB2 组。 提取主动脉检测 HSP90 与 eNOS 的结合情况,检测主动脉和主动脉窦的粥样硬化斑块情况、一氧化氮

(NO)和氧自由基(O2
·-)生成情况,同时使用左旋精氨酸的竞争性底物 L-单甲基-精氨酸(L-NMMA)明确 NO 的生

成和一氧化氮合酶抑制剂左旋硝基精氨酸甲酯(L-NAME)明确 O2
·-的生成。 [结果] 　 与对照组相比,加入 TSB2

处理的人脐静脉内皮细胞后,HSP90 与 eNOS 的结合水平减少 41. 06% (P<0. 05)。 与 LDLR- / -+HFD+PBS 组相比,
LDLR- / -+HFD+TSB2 组小鼠主动脉中 HSP90 与 eNOS 的结合水平减少 40. 95% (P<0. 05),主动脉内皮细胞 O2

·-生

成水平减少 63. 73% (P<0. 05)(L-NAME 明显抑制 LDLR- / -+HFD+PBS 组 O2
·-的生成),但 NO 生成量未见明显变

化(L-NMMA 抑制所有组 NO 的生成),同时主动脉及主动脉窦的斑块形成水平分别减少 59. 39% 和 68. 86% (P<
0. 05)。 [结论] 　 TSB2 通过抑制主动脉血管内皮细胞 HSP90 与 eNOS 的结合,减少血管内皮细胞脱偶联 eNOS 的

O2
·-生成,最终抑制动脉粥样硬化形成。
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[中图分类号] 　 R363;R5 [文献标识码] 　 A
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To observe the effect of TSB2 inhibiting the combination of heat shock protein 90 (HSP90)
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and endothelial nitric oxide synthase ( eNOS) on the formation of atherosclerosis. 　 　 Methods 　 Human umbilical vein
endothelial cells (HUVEC) were treated with TSB2 and the combination between HSP90 and eNOS was detected by co-im-
munoprecipitation. 　 C57BL / 6 mice and low density lipoprotein receptor knockout (LDLR- / -) mice were fed with normal
diet (ND) or high fat diet (HFD) for 12 weeks while injected with phosphate buffered saline (PBS) or TSB2 intraperito-
neally. 　 The mice were divided into four groups: C57BL / 6+ ND+PBS group, LDLR- / -+ND+PBS group, LDLR- / -+HFD+
PBS group, LDLR- / -+HFD +TSB2 group. 　 Then the aorta was isolated. 　 The combination between HSP90 and eNOS in
aorta was measured. 　 The atherosclerotic plaque in aorta and aortic sinus were determined. 　 The production of nitric oxide
(NO) and superoxide anion (O2

·-) were also detected. 　 At the same time, L-monomethyl-arginine (L-NMMA), a com-
petitive substrate of L-arginine, was used to determine the production of NO, and L-nitroarginine methyl ester (L-NAME),
a nitric oxide synthase inhibitor, was used to determine the production of O2

·- . 　 　 Results 　 Compared with control
group, the combination between HSP90 and eNOS was decreased by 41. 06% (P<0. 05) in cultured HUVEC treated with
TBS2. 　 Compared with LDLR- / -+HFD+PBS group,the combination between HSP90 and eNOS in the mouse aortas was
decreased by 40. 95% (P<0. 05) in LDLR- / -+HFD+TSB2 group, and the production of O2

·- was decreased by 63. 73%
(P<0. 05) (L-NAME significantly inhibited the production of O2

·- in LDLR- / -+HFD+PBS group), while the production
of NO had no significant change in the mouse aortic endothelial cells (L-NMMA inhibited NO production in all groups),
and the formation of atherosclerotic lesions in aortas and aortic sinus were significantly decreased by 59. 39% and 68. 86%
(P<0. 05) respectively in LDLR- / - +HFD+TSB2 group. 　 　 Conclusion　 TSB2 can reduce the O2

·- production of un-
coupled eNOS in vascular endothelial cells by inhibiting the combination of HSP90 and eNOS in aortic endothelial cells,
and finally inhibits the formation of atherosclerosis.
[KEY WORDS]　 atherosclerosis;　 vascular endothelial cells;　 endothelial nitric oxide synthase;　 heat shock protein 90

　 　 动脉粥样硬化是一种复杂的代谢相关性血管

病变,内皮功能受损是动脉粥样硬化的早期表

现[1]。 内皮型一氧化氮合酶(endothelial nitric oxide
synthase,eNOS)是负责血管内皮细胞产生一氧化氮

(nitric oxide,NO)的关键分子,主要调节血管的舒张

功能[2],是内皮功能的重要衡量标志[3-4]。 eNOS 在

偶联的同源二聚体状态下,可以将来自烟酰胺腺嘌

呤二核苷酸磷酸( nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate,NADPH)氧化产生的电子从还原域传递

至氧化域,氧化域血红素铁与氧结合后进一步催化

底物 L-精氨酸而产生 NO[5]。 而在辅因子缺乏等病

理情况下, 如四氢生物喋呤 ( tetrahydrobiopterin,
BH4)缺乏或与热休克蛋白 90 ( heat shock protein
90,HSP90)结合减少,或结合后 HSP90 不产生构像

变化,eNOS 二聚体将解偶联成两个单体,此时 eNOS
不能将电子转移到精氨酸,而是将电子传递给 O2

产生大量超氧阴离子(superoxide anion,O2
·-),而不

是 NO[6-7],此即 eNOS 脱偶联现象,会导致和加重内

皮功能障碍[8]。 HSP90 对 eNOS 的功能状态有着重

要的调控作用。 在生理状况下,当 HSP90 结合

eNOS,同时 HSP90 发生构像变化时会促进 eNOS 偶

联,产生 NO[9]。
Xu 等[10]前期研究发现 eNOS 蛋白的 SB2 结构

域(eNOS 氨基酸 310 ~ 323 序列)是 eNOS 与 HSP90
蛋白结合的重要区域,包含 14 个氨基酸残基(ELV-

LEVPLEHPTLE),在肽链 N 端通过丙氨酸残基连接

TAT 蛋白转导结构域(RKKRRQRRR)合成一段新

的重组诱饵肽段,称作 TSB2,并证明 TSB2 能有效抑

制正常培养内皮细胞中的 HSP90 与 eNOS 结合,减
少 NO 生成,增加 O2

·-生成。 然而,也有研究显示,
在病理状况下,如在糖尿病模型小鼠中,HSP90 水

平的升高能增加动脉粥样硬化的斑块体积[11]。
HSP90 抑制剂可以减少动脉粥样硬化中炎症反应,
因此,在疾病状态下 HSP90 被认为可能是一种促动

脉粥样硬化分子[12]。 本课题组最近研究也证明高脂

诱导动脉粥样硬化形成的低密度脂蛋白受体敲除

(low density lipoprotein receptor knockout,LDLR- / - )
小鼠的主动脉中 HSP90 与 eNOS 的结合不是减少,
而是增加,但 eNOS 脱偶联[13]。 eNOS 和 HSP90 在

高脂诱导的动脉粥样硬化中的相关性变化对动脉

粥样硬化形成的影响尚未完全清楚。 另外,TSB2 是

HSP90 与 eNOS 结合位点的抑制剂,在高脂诱导动

脉粥样硬化的病理模型下,通过 TSB2 抑制 HSP90
与 eNOS 结合对动脉粥样硬化形成的影响尚未清

楚,本研究将对此进行探索。

1　 材料和方法

1. 1　 主要材料与试剂

人脐静脉内皮细胞(human umbilical vein endo-
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thelial cells,HUVEC)和内皮细胞培养基(endothelial
cell medium,ECM)购自美国 ScienCell 公司;胰酶、
磷酸盐缓冲液(phosphate buffered saline,PBS)和汉

克平衡盐溶液(Hanks balanced salt solution,HBSS)
购自美国 Gibco 公司;RIPA 缓冲液购自美国 Sigma-
Aldrich 公司;TSB2 购自上海强耀生物;LDLR- / - 小

鼠购自美国 Jackson 实验室;C57BL / 6 小鼠购自中

山大学动物实验中心;高脂饲料购自美国 Highlight
公司; L-单 甲 基-精 氨 酸 ( L-monomethyl-arginine,
L-NMMA)、4,5-二氨基乙酰乙酸荧光素(4,5-diami-
nofluorescein diacetate, DAF-2DA)、 二氢乙锭 ( di-
hydroethidium,DHE)和 A23187 购自美国 Merck 公

司;左旋硝基精氨酸甲酯 ( L-nitroarginine methyl
ester,L-NAME)、油红 O 和 Protein A-Sepharose 购自

美国 Sigma 公司;eNOS、HSP90 抗体购自美国 Santa
Cruz 公司。
1. 2　 细胞培养

用含 5% 胎牛血清( fetal bovine serum,FBS)、
1%内皮细胞生长因子和 1% 抗生素的 ECM 培养

HUVEC,在 37 ℃、含 5%CO2 和 21%O2 的恒温细胞

培养箱中孵育。 所有实验均使用第 3 ~ 5 代的

HUVEC,将细胞接种在 6 孔板、12 孔板或 24 孔板中

培养,达到 90%汇合时,更换饥饿培养基(含 0. 5%
FBS、1%内皮细胞生长因子和 1% 抗生素的 ECM)
处理 12 h,使细胞同步化,供后续实验使用。
1. 3　 动物饲养及分组

对照组采取 SPF 级 C57BL / 6 野生型小鼠,雌雄

各半,普通饮食(normal diet,ND)喂养 12 周。 实验

组采用 LDLR- / -小鼠,雌雄各半,随机分组后分别给

以普通饮食和高脂饮食(high fat diet,HFD)喂养 12
周,其中高脂饮食组随机取一半小鼠腹腔注射 PBS,
另一半小鼠腹腔注射 TSB2[10 mg / (kg·d)],TSB2
序列为 RKKRRQRRR-A-ELVLEVPLEHPTLE,纯度

超过 98% 。 实验共分为四组:C57BL / 6 +ND+PBS
组、LDLR- / - +ND+PBS 组、LDLR- / - +HFD+PBS 组、
LDLR- / -+HFD+TSB2 组。 以上所有动物实验得到中

山大学实验动物伦理委员会批准,符合美国国立卫

生研究院出版的实验动物饲养管理和使用指南。
1. 4　 主动脉大体及主动脉窦斑块油红 O 染色

到达实验终点时,用腹腔注射过量戊巴比妥钠

麻醉处死小鼠后,用 10 mL 预冷的 PBS 冲洗主动脉

内残余血液,体视显微镜下分离整条主动脉及心

脏,在主动脉根部上方横断主动脉。 在体视显微镜

下使用精细镊除去主动脉外膜脂肪组织,使用弹簧

剪将主动脉纵向剪开,展开后用显微细针固定到胶

盘上,用油红 O 避光染色 1 h,倒掉染液,加入 PBS
清洗 2 次,用体视显微镜拍照,在计算机上测量斑块

面积。 沿心脏长轴垂直方向切除心尖部 2 / 3,剩余

部分切面向下加入 OCT 冰冻包埋,使用冰冻切片机

行 6 μm 厚度连续切片;切取主动脉窦,使用油红 O
染色后,用显微镜拍照,在计算机上测量斑块面积。
1. 5　 主动脉血管内皮细胞 NO 染色

麻醉处死小鼠后分离主动脉,将主动脉立即置于

预冷的 Kerbs-Ringer 缓冲液(含 118 mmol / L NaCl、
4. 7 mmol / L KCl、 2. 5 mmol / L CaCl2、 1. 2 mmol / L
MgSO4、25 mmol / L NaHCO3、1. 2 mmol / L KH2PO4、
11. 1 mmol / L D-Glucose,0. 026 mmol / L EDTA)中,
除去血管周围的组织,将管腔内血液冲洗干净,随
后切成 3 mm 片段,然后将主动脉片段转移到装有

Kerbs-Ringer 缓冲液和使用 95% O2 和 5% CO2 充气

的器官浴槽中孵育 30 min。 随机分成两组,使用或

不用 L-精 氨 酸 模 拟 物 ( NO 抑 制 剂 ) L-NMMA
(1 mmol / L)预处理 30 min,再用 NO 荧光检测试剂

DAF-2DA(1 μmol / L)孵育 30 min。 最后将主动脉

血管内膜朝上平铺到载玻片上,加入含有 DAPI 的

封片剂封片,共聚焦显微镜下拍照。
1. 6　 主动脉血管内皮细胞 O2

·-染色

麻醉处死小鼠后分离的主动脉处理同 1. 5,随
机分成两组,一半主动脉使用或不用 NOS 抑制剂

L-NAME(1 mmol / L)预处理 30 min,再用超氧阴离

子自由基荧光检测试剂 DHE(1 μmol / L)继续孵育

30 min。 最后将主动脉血管内膜朝上平铺到载玻片

上,加入含有 DAPI 的封片剂封片,共聚焦显微镜下

拍照。
1. 7　 免疫共沉淀检测 eNOS 与 HSP90 结合水平

血管内皮细胞 eNOS 与 HSP90 结合水平免疫共

沉淀( co-immunoprecipitation,IP)检测:将 1. 2 培养

的 HUVEC 分为 4 组:未使用 TSB2 或钙离子载体

A23187 处理的对照组、单独加入 A23187 组( eNOS
是钙离子 / 钙调蛋白依赖的酶,A23187 可把钙离子

转入细胞,激活钙调蛋白以增加 eNOS 活性,该组作

为阳性对照组)、单独加入 TSB2 组、TSB2 与 A23187
共处理组。 加入 RIPA 缓冲液裂解,用刮棒刮取细

胞裂解液至 EP 管中。 4 ℃、14 000×g 离心 10 min,
吸取上清蛋白提取液备用。

小鼠主动脉 eNOS 与 HSP90 结合水平免疫共沉
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淀检测:将上述 4 组小鼠麻醉处死后分离主动脉,使
用生理盐水冲洗残余血液,滤纸吸干水分后,将血

管组织用显微剪剪碎,放入研磨管中,加入研磨球

及裂解液,使用冷冻研磨仪研磨得到组织匀浆,将
组织匀浆转移至新 EP 管中。 4 ℃、14 000×g 离心

10 min,吸取上清蛋白提取液备用。
将 Protein A-Sepharose 溶 解 在 0. 1 mmol / L

Na2HPO4 溶液中,3 000×g 离心 2 min,用 RIPA 缓冲

液重悬。 将 Protein A-Sepharose 加入到上清蛋白提

取液中,于 4 ℃预澄清 2 h,然后 4 ℃、2 800×g 离心

2 min,取上清,加入抗 eNOS 抗体 NOS3(SC-136977)
后孵育过夜,再加入 Protein A-Sepharose 混匀,于

4 ℃混合 2 h 后离心,取沉淀加入 Laemmli 缓冲液重

悬,95 ℃加热 5 min,在冰上冷却 2 min 后,取上清液

进行蛋白电泳、转膜以及用 eNOS 和 HSP90 抗体孵

育检测 eNOS 和 HSP90 的表达情况。
1. 8　 统计学分析

使用 Image J 软件处理实验中的条带和图像,使
用 SPSS 21. 0 软件进行统计分析,数据以 x±s 表示,
多组独立样本均数比较采用单因素方差分析,进一

步使用 Tukeys 检验确定两两差异的显著性。 P <
0. 05 为差异具有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 TSB2 抑制血管内皮细胞 HSP90 与 eNOS 结合

为了探究 TSB2 在细胞水平对 HSP90 与 eNOS
结合的影响,利用 TSB2 处理血管内皮细胞,免疫共

沉淀检测结果显示,对照组血管内皮细胞中 HSP90
与 eNOS 结合比较少;与对照组相比,单独加入

A23187 组 HSP90 与 eNOS 的结合水平增加 1. 28 倍

(P<0. 05),单独加入 TSB2 组 HSP90 与 eNOS 的结

合水平降低 41. 06% (P<0. 05);与单独加入 A23187
组相比,TSB2 与 A23187 共处理组 HSP90 与 eNOS
的结合水平下降 80. 03% (P<0. 05),进一步说明在

细胞水平中 TSB2 可以显著抑制 HSP90 与 eNOS 的

结合(图 1)。
2. 2　 TSB2 对动脉粥样硬化小鼠主动脉 HSP90 与

eNOS 结合的影响

为了进一步探究 TSB2 在组织水平对 HSP90 与

eNOS 结合的影响,对小鼠主动脉组织进行免疫共

沉淀检测,结果显示,对照组( C57BL / 6 +ND+PBS
组)小鼠主动脉中可见少量 HSP90 与 eNOS 结合;

与对照组和 LDLR- / - +ND+PBS 组相比,LDLR- / - +
HFD+PBS 组主动脉中 HSP90 与 eNOS 的结合水平

分别增加 1. 22 倍和 0. 54 倍(均 P<0. 05),说明在动

脉粥样硬化模型中有更多的 HSP90 与 eNOS 结合;
与 LDLR- / -+HFD+PBS 组相比,LDLR- / - +HFD+TSB2
组主动脉中 HSP90 与 eNOS 的结合水平下降 40. 95%
(P<0. 05;图 2)。

图 1. TSB2 对血管内皮细胞 HSP90 与 eNOS
结合的影响(n=8)

a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与单独加入 A23187 组比较。

Figure 1. Effect of TSB2 on the combination of HSP90 and
eNOS in vascular endothelial cells(n=8)

图 2. TSB2 对动脉粥样硬化小鼠主动脉 HSP90 与
eNOS 结合的影响(n=8)

a 为 P<0. 05,与 C57BL / 6+ND+PBS 组比较;b 为 P<0. 05,与 LDLR- / -+

ND+PBS 组比较;c 为 P<0. 05,与 LDLR- / -+HFD+PBS 组比较。

Figure 2. Effect of TSB2 on the combination of HSP90 and
eNOS in the aorta of atherosclerotic mice(n=8)
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2. 3　 TSB2 抑制小鼠动脉粥样硬化形成

主动脉大体油红 O 染色显示,LDLR- / - +HFD+
PBS 组主动脉斑块面积较 C57BL / 6+ND+PBS 组和

LDLR- / -+ND+PBS 组分别增加 29. 85 倍和 3. 61 倍

(均 P<0. 05),LDLR- / - +HFD+TSB2 组主动脉斑块

面积较 LDLR- / - +HFD +PBS 组下降 59. 39% (P <
0. 05)。 主动脉根部切片油红 O 染色显示,LDLR- / -

+HFD+PBS 组小鼠主动脉窦斑块面积较 C57BL / 6+
ND+PBS 组和 LDLR- / -+ND+PBS 组分别增加 20. 59
倍和 3. 04 倍(均 P<0. 05),而 LDLR- / - +HFD+TSB2
组小鼠斑块病变面积较 LDLR- / -+HFD+PBS 组下降

68. 86% (P<0. 05)。 结合主动脉大体及主动脉窦切

片染色结果,说明 TSB2 可显著抑制动脉粥样硬化

斑块形成(图 3)。

图 3. TSB2 在 LDLR- / -小鼠动脉粥样硬化模型中的作用(n=8)
A 为小鼠主动脉大体油红 O 染色,B 为大体主动脉斑块面积定量分析,C 为小鼠主动脉窦切片油红 O 染色,

D 为主动脉窦斑块面积定量分析。

a 为 P<0. 05,与 C57BL / 6+ND+PBS 组比较;b 为 P<0. 05,与 LDLR- / -+ND+PBS 组比较;c 为 P<0. 05,与 LDLR- / -+HFD+PBS 组比较。

Figure 3. Effect of TSB2 in LDLR- / - mouse model of atherosclerosis(n=8)

2. 4　 TSB2 对动脉粥样硬化小鼠血管内皮细胞 NO
生成的影响

为进一步研究 TSB2 在动脉粥样硬化中对内

皮功能的影响,测量了小鼠主动脉内皮细胞 NO 生

成量(绿色荧光),结果显示,LDLR- / -+HFD+PBS 组

小鼠主动脉内皮细胞 NO 生成量较 C57BL / 6+ND+
PBS 组和 LDLR- / -+ND+PBS 组分别减少 46. 85%和

27. 24% (均 P<0. 05),LDLR- / - +HFD+TSB2 组小鼠

主动脉内皮细胞 NO 生成量与 LDLR- / - +HFD+PBS
组相比稍微升高,但差异没有统计学意义 ( P >
0. 05),提示 TBS2 没有明显影响 NO 的生成。 采用

L-NMMA 预处理后,血管内皮细胞绿色荧光的表达

明显减少(均 P<0. 05),提示 NO 的生成受到抑制

(图 4)。
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图 4. TSB2 对动脉粥样硬化小鼠内皮细胞 NO 生成的影响(n=8)
A 为小鼠主动脉内皮用 DAF-2DA 染色后共聚焦显微镜检测 NO 生成,B 为小鼠主动脉内皮细胞 NO 生成定量分析。

1-4 分别为 C57BL / 6+ND+PBS 组、LDLR- / -+ND+PBS 组、LDLR- / -+HFD+PBS 组和 LDLR- / -+HFD+TSB2 组,

5-8 分别为 L-NMMA 预处理后的 C57BL / 6+ND+PBS 组、LDLR- / -+ND+PBS 组、LDLR- / -+HFD+PBS 组和 LDLR- / -+HFD+TSB2 组。

a 为 P<0. 05,与 C57BL / 6+ND+PBS 组比较;b 为 P<0. 05,与 LDLR- / -+ND+PBS 组比较;

c 为 P<0. 05,与 LDLR- / -+HFD+PBS 组比较;d 为 P<0. 05,与 LDLR- / -+HFD+TSB2 组比较。

Figure 4. Effect of TSB2 on NO production in LDLR- / - mouse model of atherosclerosis(n=8)

2. 5 　 TSB2 对动脉粥样硬化小鼠血管内皮细胞

O2
·-生成的影响

为了进一步探讨 TSB2 抑制动脉粥样硬化形成

的机制,利用 DHE 染色检测 O2
·- 的生成(红色荧

光)情况,结果显示,LDLR- / - +HFD+PBS 组小鼠主

动脉血管内皮细胞 O2
·- 生成量较 C57BL / 6 +ND+

PBS 组和 LDLR- / -+ND+PBS 组分别增加 1. 77 倍和

0. 81 倍(均 P<0. 05),LDLR- / - +HFD+TSB2 组小鼠

主动脉血管内皮细胞 O2
·-生成量与 LDLR- / - +HFD

+PBS 组相比下降 63. 73% (P<0. 05)。 用 L-NAME
预处理后,C57BL / 6+ND+PBS 组和 LDLR- / - +HFD+
TSB2 组 O2

·-的生成量没有明显变化,但 LDLR- / - +
ND+PBS 组和 LDLR- / -+HFD+PBS 组 O2

·-的生成量

分别下降 54. 59% (P<0. 05)和 71. 63% (P<0. 05)。
提示 TSB2 可抑制动脉粥样硬化小鼠血管内皮细胞

O2
·-生成(图 5)。

图 5. TSB2 对动脉粥样硬化小鼠内皮细胞 O2
·-生成的影响(n=8)

A 为小鼠主动脉内皮用 DHE 染色后共聚焦显微镜检测 O2
·-的生成,B 为小鼠主动脉内皮细胞 O2

·-生成定量分析。

1-4 分别为 C57BL / 6+ND+PBS 组、LDLR- / -+ND+PBS 组、LDLR- / -+HFD+PBS 组和 LDLR- / -+HFD+TSB2 组,

5-8 分别为 L-NAME 预处理后的 C57BL / 6+ND+PBS 组、LDLR- / -+ND+PBS 组、LDLR- / -+HFD+PBS 组和 LDLR- / -+HFD+TSB2 组。

a 为 P<0. 05,与 C57 / BL6+ND+PBS 组比较;b 为 P<0. 05,与 LDLR- / -+ND+PBS 组比较;c 为 P<0. 05,与 LDLR- / -+HFD+PBS 组比较。

Figure 5. Effect of TSB2 on O2
·- production in LDLR- / - mouse model of atherosclerosis(n=8)

3　 讨　 论

在内皮细胞中,eNOS 是影响 NO 和 O2
·- 平衡

的主要合成酶。 本课题组之前的研究[13] 和其他学

者的研究[14] 已经证明,eNOS 功能受激活状态和偶

联状态的调节。 如使用钙离子载体(A23187)可以

增加细胞内 Ca2+浓度,促进 eNOS 与 Caveolin 解离,
使 eNOS 在细胞内发生转位并激活,增加 NO 生
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成[15-16]。 多种体外实验均证实 HSP90 作为伴侣蛋

白对调节 eNOS 偶联状态具有重要作用。 生理状况

下,当 HSP90 与 eNOS 结合增加,并产生构像变化

时,促进激活状态的 eNOS 偶联产生 NO。 如使用格

尔德霉素或根赤壳菌素特异性抑制 HSP90 的 ATP
酶活性[17],可明显减少 A23187 刺激下 eNOS 依赖

的 NO 生成,增加 O2
·-生成[18]。 Pritchard 等[9]研究

证明 HSP90 与 eNOS 的结合减少使 eNOS 脱偶联。
本课题组先前研究也表明 LDL 可以通过降低

HSP90 与 eNOS 结合,导致 NO 生成减少,O2
·-生成

增加[19]。 病理情况下 HSP90 被认为可能是一种促

动脉粥样硬化分子,使用 HSP90 抑制剂可以减少动

脉粥样硬化中的炎症反应[20]。 本研究也支持这一

结论,在高脂血症条件下动脉粥样硬化小鼠主动脉

中 HSP90 和 eNOS 之间的结合不是减少,而是明显

增加,同时血管内皮中的 O2
·-生成增加,NO 表达减

少。 使用 L-NAME 可以抑制高脂状态下血管内皮

O2
·-生成,使用 L-NMMA 可以阻断 NO 的生成,这

表明高脂诱导的动脉粥样硬化小鼠主动脉内皮细

胞中 eNOS 仍然处于脱偶联状态,提示在高脂诱导

的动脉粥样硬化状态下,尽管主动脉内皮细胞中

HSP90 与 eNOS 结合增加,但 HSP90 可能没有产生

构像变化,所以 eNOS 处于脱偶联状态,不产生 NO,
而产生 O2

·-。 此外,eNOS 的偶联状态还受四氢生

物喋呤、血红素铁和精氨酸等多种辅因子影响[21]。
本课题组最近发现,在高脂血症主动脉中四氢生物

喋呤的表达水平下降。 所以,尽管 eNOS 与 HSP90
结合增加,但 eNOS 仍然处于脱偶联状态,使处于高

度激活的 eNOS 产生大量的 O2
·-,而非 NO[22]。 这

个发现进一步支持本课题组目前的研究发现。
生理状态下,使用 TSB2 可抑制内皮细胞中

HSP90 与 eNOS 的结合水平,使 NO 生成减少和

O2
·-生成增多。 本研究发现,在高脂诱导的动脉粥

样硬化模型小鼠中,TSB2 也可抑制主动脉内皮细胞

中 HSP90 与 eNOS 的结合,这与体外细胞实验结果

一致。 但此时小鼠主动脉内皮细胞不是 NO 产生减

少和 O2
·-生成增多,而是明显抑制了 O2

·-的生成,
这与体外细胞实验不一致。 这可能与高脂血症时

主动脉内皮细胞中 HSP90 与 eNOS 结合后 HSP90
没有产生构像变化,同时四氢生物喋呤的表达水平

下降,导致 eNOS 脱偶联有关。 在这种病理状态下,
TBS2 抑制了 HSP90 与 eNOS 的结合实际上是减少

脱偶联状态 eNOS 的激活,进一步使脱偶联 eNOS 产

生的 O2
·- 减少。 所以,出现 TSB2 抑制 HSP90 与

eNOS 的结合后小鼠主动脉内皮细胞 O2
·-产生减少

的现象。 这与近年来一些关于脱偶联 eNOS 激活的

负面作用的报道是相符合的。 例如,Potje 等[23] 研

究显示 eNOS 的过度激活会增加活性氧的产生,而
不是 NO 的产生。 Ozaki 等[24] 研究也发现 eNOS 的

过度表达会加速 ApoE- / -小鼠动脉粥样硬化病程进

展。 而 Shi 等[25]研究发现 eNOS 的缺失可以减少脂

肪条纹的形成,并抑制高胆固醇血症诱导的动脉粥

样硬化形成。 Siragusa 等[26] 研究表明 eNOS 偶联不

仅需要 HSP90 结合,还需要 HSP90 构像变化。 所

以,TSB2 可以通过抑制 HSP90 与 eNOS 的结合,使
脱偶联 eNOS 激活减少,从而减少 O2

·-的产生,抑制

动脉粥样硬化的形成。
综上所述,使用诱导肽 TSB2 可明显抑制高脂

诱导的动脉粥样硬化小鼠主动脉内皮中 HSP90 与

eNOS 的结合,明显减少脱偶联状态 eNOS 所产生的

O2
·-,从而减轻内皮细胞的氧化应激,抑制动脉粥

样硬化形成。 因此,TSB2 有可能作为抑制高脂诱导

的动脉粥样硬化形成的化合物。
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