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转录因子 KLF2 和 KLF4 调控人血管内皮细胞血管稳态
相关基因表达的特征

苏美名, 赵玟淇, 赵亚萍, 徐索文
中国科学技术大学附属第一医院内分泌与代谢病研究所 代谢健康与泛血管病安徽省重点实验室,安徽省合肥市 230001

[摘　 要] 　 [目的] 　 Krüppel 样因子(KLF)2 和 4 是与血管稳态密切相关的两个核心转录因子,具有抗炎、抗钙

化、抗血栓等多重保护效应。 本研究旨在在内皮细胞中阐明并验证 KLF2 和 KLF4 共同调控的血管稳态相关基因

谱。 [方法] 　 使用腺病毒(Ad-KLF2 或 Ad-KLF4)及对照病毒(Ad-NC)处理人脐静脉内皮细胞(HUVEC)24 h 后提

取 RNA 并进行转录组测序分析。 过表达 KLF2 和 KLF4 的测序结果与已报道的 KLF2 / KLF4 双基因敲除鼠测序结

果进行叠加。 筛选出的差异表达基因通过实时荧光定量 PCR 在 Ad-KLF2 或 Ad-KLF4 处理的 HUVEC 以及在阿托

伐他汀或白藜芦醇处理的 HUVEC 中进行验证。 [结果] 　 转录组学叠加发现,KLF2 和 KLF4 上调的差异基因有

256 个,KEGG 通路富集分析显示这些差异基因主要富集于肥厚型心肌病、扩张型心肌病、ECM-受体交互以及黏着

斑、致心律失常性右心室心肌病等;KLF2 和 KLF4 下调的差异基因有 145 个,KEGG 通路富集分析显示这些差异基

因主要富集于癌症中的 microRNA、糖胺聚糖生物合成-硫酸软骨素 / 硫酸皮聚糖、矿物质吸收、p53 信号通路以及氨

基酸生物合成等。 最终通过验证得到 6 个受到 KLF2 和 KLF4 调控的新基因。 [结论] 　 FGFR3、 SEMA4B、
SEMA6A、PTX3、FABP4 和 FABP5 可能是内皮细胞中转录因子 KLF2 和 KLF4 调控血管稳态的新基因。
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Characteristics of transcription factors KLF2 and KLF4 regulating gene expression
related to vascular homeostasis in human endothelial cells
SU Meiming, ZHAO Wenqi, ZHAO Yaping, XU Suowen
Institute of Endocrine and Metabolic Diseases, First Affiliated Hospital of University of Science and Technology of China &
Anhui Provincial Key Laboratory of Metabolic Health and Panvascular Disease, Hefei, Anhui 230001, China
[ABSTRACT]　 　 Aim　 Krüppel-like factor (KLF) 2 and 4 are two core transcription factors closely related to vascular
homeostasis, with multiple protective effects such as anti-inflammatory, anti-calcification and anti-thrombotic. 　 The aim of
this study is to elucidate and validate the vascular homeostasis related gene profile co-regulated by KLF2 and KLF4 in endo-
thelial cells. 　 　 Methods　 Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) were treated with adenovirus (Ad-KLF2 or
Ad-KLF4) and control virus (Ad-NC) for 24 h, RNA was extracted from the cells and analyzed by transcriptomic sequen-
cing. 　 The sequencing results of overexpressed KLF2 and KLF4 were superimposed with the sequencing results of reported
KLF2 / KLF4 double-gene knockout mice. 　 The selected differential expression genes were verified by real-time
fluorescence quantitative PCR in HUVEC treated with Ad-KLF2 or Ad-KLF4, and in HUVEC treated with atorvastatin or
resveratrol. 　 　 Results 　 Transcriptomic superposition revealed 256 differential expression genes were up-regulated by
KLF2 and KLF4, and KEGG analysis showed that differential expression genes were enriched in hypertrophic cardiomyopa-
thy, arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy, dilated cardiomyopathy, ECM-receptor interaction and focal
adhesion; there were 145 differential expression genes down-regulated by KLF2 and KLF4, and KEGG analysis showed that
differential expression genes were enriched in microRNA of cancer, mineral absorption, glycosaminoglycan biosynthesis-
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chondroitin sulfate / dermatan sulfate, p53 signaling pathway and biosynthesis of amino acids. 　 Finally, six novel genes
regulated by KLF2 and KLF4 were obtained. 　 　 Conclusion　 FGFR3, SEMA4B, SEMA6A, PTX3, FABP4 and FABP5
may be novel genes that regulate vascular homeostasis in endothelial cells by the transcription factors KLF2 and KLF4.
[KEY WORDS]　 Krüppel-like factor 2;　 Krüppel-like factor 4;　 vascular homeostasis;　 endothelial cell

　 　 血管内皮细胞是一种排列在血管壁上的单层

细胞,在维持多器官健康和体内平衡中起着关键作

用[1]。 健康的内皮表现出的功能包括动态维持血

管张力、血管生成以及提供抗氧化、抗炎和抗血栓

等作用[2]。 血管内皮功能失调表现为血管收缩、氧
化应激升高、炎症反应、内皮间充质化、高通透性以

及内皮衰老等[2]。 内皮功能失调被认为是多种人

类泛血管疾病的标志之一,包括高血压、动脉粥样

硬化、非酒精性脂肪性肝病和糖尿病等[3]。
内皮细胞是感知(通过膜定位的机械传感器和

机械传感复合物)和传导(通过机械传感器)来自剪

切应力的机械信号来调节各种信号通路和生物功

能的主要细胞类型[4]。 血流剪切应力在心血管发

育、生理和病理中起着关键作用[5]。 内皮细胞中

Krüppel 样因子(Krüppel-like factor,KLF)2 和 4 是

较早被发现且至关重要的血流机械敏感分子,可调

节内皮细胞中多种抗炎、抗氧化和抗血栓基因的表

达[6]。 KLF2 和 KLF4 的重要下游靶点包括内皮型一

氧化氮合酶(endothelial nitric oxide synthase,eNOS /
NOS3) 和血栓调节蛋白 ( thrombomodulin, THBD)
等[7]。 eNOS 促进一氧化氮( nitric oxide,NO)的产

生,调控血管舒张,THBD 调控血管收缩[8]。 这些蛋

白在血管稳态中至关重要。 KLF2 和 KLF4 还负调

控多种促炎、促血栓形成和血管收缩基因,如血管

细胞黏附分子 1( vascular cell adhesion molecule-1,
VCAM-1)、单核细胞趋化蛋白 1(monocyte chemotactic
protein-1,MCP-1)、E-选择素(E-selectin,SELE)、内皮

素 1(endothelin 1,ET1 / EDN1)和纤溶酶原激活物抑

制剂 1(plasminogen activator inhibitor-1,PAI-1)等[7]。
进一步的体内研究表明,KLF2 和 KLF4 可保护主动

脉血管免受动脉粥样硬化[9-10]。
鉴于转录因子 KLF2 和 KLF4 共同调控的靶基

因对血管稳态具有强效作用,所以本研究期望寻找

到内皮细胞中 KLF2 和 KLF4 调控的新分子,以期为

维持血管稳态、抵抗血管疾病提供潜在的新靶点。

1　 材料和方法

1. 1　 药物与试剂

阿托伐他汀(#134523-00-5)和白藜芦醇(#501-

36-0)购自上海陶术生物科技有限公司;来自不同供

者的 HUVEC ( #FC-0003) 购自美国 Lifeline 公司。
内皮细胞 ECM 培养基、胎牛血清、内皮细胞生长因

子、P / S 双抗(美国 ScienCell);总 RNA 提取试剂盒

(上海奕杉);反转录试剂 (日本 TaKaRa); SYBR
green 试剂(南京诺唯赞)。 PCR 引物由上海生工生

物工程有限公司合成;腺病毒以及对照病毒由山东

维真生物科技有限公司构建。
1. 2　 细胞培养与处理

3 ~ 7 代 HUVEC 培养于含 5% 胎牛血清、1×内

皮细胞生长因子、1% 青霉素-链霉素抗生素的内皮

细胞生长培养基中,培养条件:37 ℃、含 5% CO2 的

培养箱中培养。 将 HUVEC 接种于 12 孔板中,待细

胞长至 80% 汇合后使用腺病毒 (Ad-KLF2 或 Ad-
KLF4)及对照病毒(Ad-NC)处理 HUVEC 24 h。 药

物处理实验中,使用 DMSO 或 5 μmol / L 阿托伐他汀

或 10 μmol / L 白藜芦醇处理 HUVEC 24 h。
1. 3　 总 RNA 提取、RNA 测序及实时荧光定量 PCR
检测

使用总 RNA 提取试剂盒提取培养好的 HUVEC
总 RNA,由深圳华大基因股份有限公司准备 RNA
文库进行 RNA 测序。 共有 9 个处理的 HUVEC 样

本,包括 3 个 Ad-NC 处理的对照组样本、3 个 Ad-
KLF2 处理的实验样本和 3 个 Ad-KLF4 处理的实验

样本。 利用反转录试剂将总 RNA 反转录为互补

cDNA,转录过程结束后使用实时荧光定量 PCR 试

剂在罗氏 LightCycler96 实时荧光定量 PCR 检测体

系进行检测,用 2-ΔΔCt 法计算 mRNA 的相对表达量,
以 GAPDH 为对照。
1. 4　 样本相关性检验

利用基迪奥生信云工具(https: / / www. omicshare.
com/ tools)对 mRNA 表达谱进行分析。 使用 Pearson
相关系数对样本之间的相关性进行检验。 Pearson 相

关系数是用来衡量样本间的线性关系,使用 pheatmap
软件包绘制分层聚类热图,用于数据集中所有成对样

本组合基因表达的相关性的可视化。
1. 5　 差异表达基因的鉴定

使用 R 中的 limma 软件包将对照样品和实验样

品之间的差异表达基因(differential expression gene,
DEG)进行归一化和筛选,筛选条件为 q<0. 05。 使
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用基迪奥生信云工具的 pheatmap 软件包绘制热图,
用于 DEG 的可视化。
1. 6　 KEGG 和 GO 富集分析

利用基迪奥生信云工具的 clusterProfiler 软件包

对 DEG 进行 KEGG 和 GO 富集分析。 筛选条件为

q<0. 05。
1. 7　 微阵列数据集中的 DEG 分析

使用的数据集(GSE92965)是从 GEO(https: / /
www. ncbi. nlm. nih. gov / gds / )数据库中收集的微阵

列数据集,并使用 R 语言进行分析。 该数据集包含

4 只 cdh5-cre 对照鼠的内皮细胞和 4 只 KLF2 和

KLF4 内皮特异性敲除鼠的内皮细胞,对这 8 个样本

中的 DEG 进行分析。
1. 8　 统计学分析

使用 Graphpad Prism 软件 8. 0 版本进行绘图和

统计分析。 数据以 x±s 表示,两组参数之间的比较

采用 t 检验,多组参数之间的比较采用单因素方差

分析。 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 数据集验证和 DEG 识别

Pearson 相关热图显示,在对照组内的样本之间

以及在 Ad-KLF2 组或 Ad-KLF4 组内的样本之间存

在较强的相关性(图 1A)。 箱型图显示样品的表达

量分布一致(图 1B)。 设置 q<0. 05,Ad-KLF2 组和

Ad-KLF4 组各发现 7 734 个和 3 364 个 DEG。 与对

照组相比,Ad-KLF2 组共发现了 4 036 个上调和

3 698 个下调的 DEG,Ad-KLF4 组共发现了 1 252 个

上调和 2 112 个下调的 DEG,如火山图(图 1C 和图

1D)所示。 表 1 和表 2 中列出了 Ad-KLF2 组和 Ad-
KLF4 组上调和下调最显著的前 5 个基因。

图 1. 数据集验证和 DEG 识别

A 为样本的 Pearson 相关分析(n=3),B 为表达分布箱型图,C 为 Ad-KLF2 组与对照组的 DEG 的火山图(Y 轴阈值为 0. 01,X 轴阈值为 1. 5),
D 为 Ad-KLF4 组与对照组的 DEG 的火山图(Y 轴阈值为 0. 05,X 轴阈值为 1. 5)。

Figure 1. Data set validation and DEG identification

773CN 43-1262 / R　 中国动脉硬化杂志 2024 年第 32 卷第 5 期



表 1. Ad-KLF2 组上调和下调最显著的基因列表

Table 1. List of most significantly upregulated and downregulated genes in Ad-KLF2 group

基因描述 基因名称 作用 q log2(FC)

Hyaluronan and proteoglycan link protein 2 HAPLN2 上调 2. 83E-35 13. 04803436
LY6 / PLAUR domain containing 2 LYPD2 上调 1. 92E-22 12. 95960956
Wnt family member 1 WNT1 上调 1. 66E-25 12. 55564486
Thyrotropin releasing hormone TRH 上调 5. 94E-44 12. 55564486
Kallikrein related peptidase 10 KLK10 上调 9. 64E-48 12. 46817498
EF-hand domain containing 2 EFHC2 下调 3. 44E-03 -5. 595589216
Transmembrane protein 82 TMEM82 下调 2. 54E-02 -4. 474433795
Macrophage scavenger receptor 1 MSR1 下调 3. 49E-02 -4. 34971629
Lymphotoxin beta LTB 下调 4. 58E-02 -4. 224042663
C-type lectin domain family 4 member M CLEC4M 下调 4. 91E-03 -4. 050461216

表 2. Ad-KLF4 组上调和下调最显著的基因列表

Table 2. List of most significantly upregulated and downregulated genes in Ad-KLF4 group

基因描述 基因名称 作用 q log2(FC)

LY6 / PLAUR domain containing 2 LYPD2 上调 5. 58E-20 12. 71944994
CD52 molecule CD52 上调 2. 63E-19 12. 22964712
Keratin 13 KRT13 上调 7. 26E-24 11. 90338627
Transmembrane 4 L six family member 19 TM4SF19 上调 9. 93E-17 11. 81059430
Thyrotropin releasing hormone TRH 上调 5. 63E-33 11. 35912149
Cysteinyl leukotriene receptor 2 CYSLTR2 下调 8. 05E-05 -2. 493568503
Ankyrin repeat and SOCS box containing 11 ASB11 下调 3. 54E-02 -2. 381291445
RNF103-CHMP3 readthrough RNF103-CHMP3 下调 3. 14E-06 -2. 273712697
Solute carrier family 34 member 3 SLC34A3 下调 7. 53E-03 -2. 103558187
Endothelial cell specific molecule 1 ESM1 下调 3. 59E-28 -1. 932270393

2. 2　 KLF2 和 KLF4 共同调控的 DEG
根据 q<0. 05、FC>1. 5 倍[log2(FC)>0. 585],筛

选出 1 051 个 Ad-KLF2 和 Ad-KLF4 处理后均上调

的 DEG;KEGG 通路富集分析显示,这些 DEG 主要

富集于 ECM-受体交互、肥厚型心肌病、致心律失常

性右心室心肌病、黏着斑以及醛固酮的合成和分泌

等信号通路中;GO 功能富集分析显示,这些 DEG 在

生物过程(biological process,BP)层面主要富集于细

胞代谢过程、单组织过程、生物调节等生物学功能

中;在细胞组分(cellular component,CC)层面主要富

集于细胞、细胞部分、细胞器等成分中;在分子功能

(molecular function,MF)层面主要富集于结合、催化

活性、分子传感器活性等功能中。 根据 q < 0. 05、
FC>30% [log2(FC) <-0. 5145],筛选出 565 个 Ad-
KLF2 和 Ad-KLF4 处理后均下调的 DEG;KEGG 通

路富集分析显示,这些 DEG 主要富集于轴突导向、
基底细胞癌、癌症中的 microRNA、Rap1 信号通路以

及半胱氨酸和蛋氨酸代谢等信号通路中;GO 功能

富集分析显示,这些 DEG 在 BP 层面主要富集于细

胞代谢过程、单组织过程、生物调节等生物学功能

中;在 CC 层面主要富集于细胞、细胞部分、细胞器

等成分中;在 MF 层面主要富集于结合、催化活性、
核酸结合转录因子活性等功能中(图 2)。
2. 3　 筛选 KLF2 和 KLF4 上调的 DEG

根据 q<0. 05、FC>1. 5 倍,筛选出 Ad-KLF2 和

Ad-KLF4 处理后均显著上调的 DEG,再与已报道的

内皮特异性敲除 KLF2 和 KLF4 小鼠测序集[11] 中显

著下调的 DEG 叠加,共有 256 个 DEG;KEGG 通路

富集分析显示,这些 DEG 主要富集于肥厚型心肌

病、致心律失常性右心室心肌病、扩张型心肌病、
ECM-受体交互以及黏着斑等信号通路中;GO 分析

显示,这些 DEG 在 BP 层面主要富集于细胞代谢过

程、单组织过程、生物调节等生物学功能中;在 CC
层面主要富集于细胞、细胞部分、细胞器等成分中;
在 MF 层面主要富集于结合、催化活性、分子功能调

节剂等功能中。 DEG 的热图显示,显著变化的基因
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图 2. KLF2 和 KLF4 共同调控的 DEG
A 为 Ad-KLF2 和 Ad-KLF4 处理 HUVEC 的 2 个数据集中上调 DEG 叠加的维恩图(n=3),B 为 DEG 的 KEGG 通路富集分析的

气泡图和条形图,C 为 DEG 的 GO 功能富集分析图,D 为 Ad-KLF2 和 Ad-KLF4 处理 HUVEC 的 2 个数据集中下调 DEG 叠加的

维恩图(n=3),E 为 DEG 的 KEGG 通路富集分析的气泡图和条形图,F 为 DEG 的 GO 功能富集分析图。

Figure 2. DEG co-regulated by KLF2 and KLF4
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有激肽释放酶相关肽酶10(kallikrein related peptidase
10,KLK10)、蜂窝通信网络因素 3(cellular communi-
cation network factor 3,CCN3 / NOV)、THBD、轴突导

向因子 4B( semaphorin 4B,SEMA4B)、轴突导向因

子 6B(semaphorin 6B,SEMA6B)和成纤维细胞生长

因子 受 体 3 ( fibroblast growth factor receptor 3,
FGFR3)等(图 3)。 KLK10 已被证明是一种血流敏

感的内皮细胞因子,可发挥抗炎、屏障保护和抗动

脉粥样硬化作用[12]。 NOV 是血管稳态的重要调节

因子,其水平在冠心病患者血清中显著上调,且与

炎症标志物如 IL-6 和 TNF-α 水平存在正相关,并且

在动脉粥样硬化中发挥着重要作用;也有研究通过

启动子分析发现 KLF2 是 NOV 表达的上游转录因

子[13-15]。 与层流剪切应力类似,他汀类药物亦可通

过 KLF2 诱导 THBD 表达,因此 KLF2 也被进一步认

为是调节血管疾病中内皮功能的潜在分子靶

点[16-17]。 SEMA4B、SEMA6A 和 FGFR3 在内皮细胞

中是否受到 KLF2 和 KLF4 调控及其是否参与动脉

粥样硬化发病尚未见报道。

图 3. 筛选 KLF2 和 KLF4 上调的 DEG
A 为 Ad-KLF2 和 Ad-KLF4 处理 HUVEC(n=3)及 KLF2 和 KLF4 敲除小鼠(n=4)的 3 个数据集中 DEG 叠加的维恩图,

B 为 DEG 的 KEGG 通路富集分析的气泡图和条形图,C 为 DEG 的 GO 功能富集分析图,D 为 DEG 的热图,E 为显著变化的 DEG 的热图。

Figure 3. Screening for DEG upregulated by KLF2 and KLF4
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2. 4　 筛选 KLF2 和 KLF4 下调的 DEG
根据 q<0. 05、FC>30%,筛选出 Ad-KLF2 和 Ad-

KLF4 处理后均显著下调的 DEG,再与内皮特异性敲除

KLF2 和 KLF4 小鼠中显著上调的 DEG 叠加,共有 145
个 DEG;KEGG 通路富集分析显示,这些 DEG 主要富

集于癌症中的 microRNA、矿物质吸收、糖胺聚糖生物

合成-硫酸软骨素 /硫酸皮聚糖、p53 信号通路以及氨基

酸生物合成等信号通路中;GO 分析显示,这些 DEG 在

BP 层面主要富集于细胞代谢过程、单组织过程、生物

调节等生物学功能中;在 CC 层面主要富集于细胞、细
胞部分、细胞器等成分中;在MF 层面主要富集于结合、

催化活性、转运蛋白活性等功能中。 DEG 的热图显示,
显著变化的基因有趋化因子配体 2 ( C-C motif
chemokine ligand 2,CCL2)、EDN1、正五聚蛋白 3(pen-
traxin 3,PTX3)、脂肪酸结合蛋白( fatty acid binding
protein,FABP) 4 和 5 等(图 4)。 有文献称西伐他汀通

过诱导 KLF2,有效抑制炎症基因 MCP-1/ CCL2,并且

CCL2 的缺失显著减少 ApoE-/ -小鼠动脉粥样硬化斑块

的形成[18-19]。 内皮细胞 KLF2 在体内受血流调节,是
EDN1 的转录调节剂,使用 ETA 受体阻断剂能显著降

低小鼠动脉粥样硬化[20-21]。 PTX3、FABP4 和 FABP5 在

内皮细胞中是否受到 KLF2 和 KLF4 调控尚未可知。

图 4. 筛选 KLF2 和 KLF4 下调的 DEG
A 为 Ad-KLF2 和 Ad-KLF4 处理 HUVEC(n=3)及 KLF2 和 KLF4 敲除小鼠(n=4)的 3 个数据集中 DEG 叠加的维恩图,

B 为 DEG 的 KEGG 通路富集分析的气泡图和条形图,C 为 DEG 的 GO 功能富集分析图,D 为 DEG 的热图,E 为显著变化的 DEG 的热图。

Figure 4. Screening for DEG upregulated by KLF2 and KLF4
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2. 5　 对筛选出的 DEG 进行验证

使用腺病毒处理 HUVEC 使之过表达 KLF2 或

KLF4,并使用实时荧光定量 PCR 验证 KLF2、KLF4
在 mRNA 水平上的表达,以及几个已知的 KLF2 和

KLF4 调控的基因(包括上调基因 NOS3、THBD,下
调基因 PAI-1、EDN1、MCP-1)。 结果发现,KLF2 和

KLF4 在 mRNA 水平过表达成功,NOS3、THBD 上

调,而 PAI-1、 EDN1、MCP-1 下调 ( P < 0. 05 或 P <
0. 01),受 KLF2 和 KLF4 调控明显(图 5A)。 过表

达 KLF2 或 KLF4 处 理 后, FGFR3、 SEMA4B、
SEMA6A 上调,PTX3、FABP4、FABP5 下调(P<0. 05
或 P<0. 01)。 他汀和白藜芦醇均是有效的血管保

护性药物, 且是已知的 KLF2 和 KLF4 的 激 动

剂[16,22-24]。 使用 5 μmol / L 阿托伐他汀处理 HUVEC

24 h,然后通过实时荧光定量 PCR 进行验证,结果

发现,阿托伐他汀确实能够显著促进 KLF2、KLF4、
NOS3、FGFR3、 SEMA4B、 SEMA6A 上调,使 PTX3、
FABP4、FABP5 下调(P<0. 05 或 P<0. 01;图 5B)。
使用 10 μmol / L 白藜芦醇处理 HUVEC 24 h,然后通

过实时荧光定量 PCR 进行验证,结果发现,白藜芦

醇显著促进 KLF2、KLF4、THBD、FGFR3、SEMA4B 上

调,使 EDN1、FABP4、FABP5 下调(P<0. 05 或 P<0. 01;
图 5C)。 以上结果表明,FGFR3、SEMA4B、SEMA6A、
PTX3、FABP4 和 FABP5 可能是内皮细胞中转录因

子 KLF2 和 KLF4 调控的新的血管稳态相关的基因。
内皮 细 胞 中 FGFR3、 SEMA4B 和 SEMA6A 受 到

KLF2 和 KLF4 的上调,而 PTX3、FABP4 和 FABP5
受到 KLF2 和 KLF4 的下调。

图 5. 对筛选出的 DEG 进行验证
A 为用 Ad-NC、Ad-KLF2 和 Ad-KLF4 处理HUVEC 24 h,实时荧光定量 PCR 检测mRNA 水平(n=3);B 为用 DMSO 和阿托伐他汀处理HUVEC 24 h,

实时荧光定量 PCR 检测 mRNA 水平(n=3);C 为用 DMSO 和白藜芦醇处理 HUVEC 24 h,实时荧光定量 PCR 检测 mRNA 水平(n=5)。

Figure 5. Validation of the selected DEG
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3　 讨　 论

KLF2 和 KLF4 调节内皮细胞稳态的核心转录

因子,其通过响应血流剪切应力并直接参与抵抗多

种心血管疾病的发生发展,如动脉粥样硬化和血栓

形成等。 KLF2 和 KLF4 已知的共同调控的分子近

些年来也被认为是心血管疾病的重要靶点,如 eNOS
和 EDN1 等。 寻找在血管内皮细胞中受到 KLF2 和

KLF4 调控的新分子有望成为治疗心血管疾病的新

靶点。 本研究证明了 FGFR3、SEMA4B、SEMA6A、
PTX3、FABP4 和 FABP5 可能是内皮细胞中转录因

子 KLF2 和 KLF4 调控血管稳态相关的新基因。
本研究结果发现,KLF2 和 KLF4 共同上调的分

子共有 145 个,其中一些是已知的影响内皮细胞稳

态并被 KLF2 或 KLF4 调控的分子。 例如,本研究发

现 NOV、THBD、KLK10 等分子被 KLF2 和 KLF4 上

调,而 CCL2 和 END1 等分子被 KLF2 和 KLF4 下调,
这足以说明本研究结果的可靠性。 重要的是,本研

究的关键发现是在内皮细胞中 FGFR3、SEMA4B、
SEMA6A、PTX3、FABP4 和 FABP5 的 mRNA 水平在

KLF2 或 KLF4、阿托伐他汀或白藜芦醇处理后的显

著变化。 FGFR3 是成纤维细胞生长因子受体成员,
已被发现在动脉粥样硬化患者组织中显著上调,敲
低 FGFR3 能够抑制内质网应激以减轻 ox-LDL 处理

的内皮细胞凋亡[25]。 Zhang 等[26] 发现中药材川芎

通过抑制 MAPK / ERK 信号介导的启动子区 FGFR3
超甲基化而有效减缓动脉粥样硬化的进展。 以上

结果说明 FGFR3 可能在促进动脉粥样硬化疾病的

发生发展中发挥作用,这与本研究内容的结论相

反。 近期有研究通过染色质免疫共沉淀 PCR 的方

法证明了在间充质干细胞中, KLF2 通过结合

FGFR3 的启动子区域参与维持间充质干细胞的干

细胞性[27]。 Choi 等[28]研究发现在淋巴内皮细胞中

KLF2 和 KLF4 通过结合基因的调控区域协同调节

FGFR3、p57 等基因的表达。 这些研究结果与本研

究结果一致, KLF2 和 KLF4 确实能够正向调节

FGFR3 的表达。 信号素家族(semaphorin,SEMA)参
与心脏器官发生,控制生理性血管生成,这是促血

管生 成 和 抗 血 管 生 成 信 号 平 衡 的 结 果[29]。
SEMA3A 在小鼠血管损伤后新生内膜增生组织和人

类动脉粥样硬化斑块组织中显著下调,并抑制血管

平滑肌细胞的增殖和迁移,有效抑制体内血管损伤

后的新生内膜增生[30]。 SEMA3E 通过 plexin D1 受

体抑制小鼠血管平滑肌细胞的增殖和迁移[31]。 SE-
MA4D 的缺失能够减少小鼠体内脂质沉积,并对动

脉粥样硬化的发展具有保护作用[32]。 SEMA6A 在

内皮细胞中表达,并通过调节 VEGFR2 的表达和信

号传 导 来 调 节 内 皮 细 胞 的 生 存 和 生 长[33]。
SEMA7A 通过整合素 β1 依赖的方式介导内皮功能

障碍,促进动脉粥样硬化的发生与发展[34]。 上述说

明 SEMA 各成员对心血管疾病的作用并不一致,筛
选出的 SEMA4B、SEMA6A 和心血管疾病并无相关

研究报道,并且 SEMA 与 KLF2 和 KLF4 的关系尚不

清楚。 本研究结果显示内皮细胞中 SEMA4B 和 SE-
MA6A 有望是 KLF2 和 KLF4 调控血管稳态的新

分子。
五聚蛋白是一个急性期蛋白超家族,包括短五

聚蛋白(如 C 反应蛋白)以及长五聚蛋白。 PTX3 属

于长五聚蛋白,已经被发现通过调节心血管系统的

免疫炎症平衡对小鼠具有心血管保护作用[35]。 也

有研究证明 PTX3 与冠心病危险因素、心肌梗死、炎
症等具有正相关性[36]。 在动脉粥样硬化细胞模型

中,和厚朴酚通过抑制 PTX3 的过表达而修复内皮

功能障碍[37]。 以上说明 PTX3 在心血管疾病中的

作用存在争议,需要实验进一步证明 PTX3 在心血

管疾病中扮演的角色。 FABP 在长链脂肪酸的摄

取、转运以及代谢调节中发挥着不可替代的作用。
FABP4 在脂肪细胞和巨噬细胞中表达,参与炎症和

代谢反应,FABP4 的小分子抑制剂已被报道在应对

小鼠动脉粥样硬化和 2 型糖尿病时是一种不错的治

疗药物[38]。 也有研究揭示动脉粥样硬化病变中

FABP4 水平与斑块不稳定和心血管事件风险的增

加有关,强调 FABP4 拮抗剂作为治疗动脉粥样硬化

疾病进展的潜在药物的可能性[39]。 FABP5 通过抑

制 PPARγ 活性发挥促进动脉粥样硬化的作用,从而

增加单核细胞 CC 趋化因子受体 2 的表达,并促进

其向动脉粥样硬化病变的募集[40]。 FABP4 和

FABP5 的联合缺失改善了 ApoE 敲除小鼠的糖脂代

谢,减少了动脉粥样硬化,并提高了小鼠的生存

率[41-42]。 尽管 FABP4 和 FABP5 与心血管等代谢性

疾病已经有了确切的认识,但其在血管内皮细胞中

是否与 KLF2 和 KLF4 存在相关性并未可知,仅有研

究证明 KLF2 通过调节 FABP4 在原代巨噬细胞泡

沫细胞形成中的重要作用[10],以及在 MCF-7 乳腺

癌细胞中 FABP5 的表达能被 KLF2 下调[43]。 本研

究结果表明内皮细胞中 PTX3、FABP4 和 FABP5 是

KLF2 和 KLF4 下调的分子,抑制其表达有望维持血

管稳态。
他汀类药物和白藜芦醇均为 KLF2 和 KLF4 的
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激动剂[16,22-24]。 他汀类药物可以治疗 FGFR3 相关

软骨发育不良模型小鼠并显著恢复骨生长[44]。 本

研究证明阿托伐他汀和白藜芦醇均能够促进

FGFR3 的表达。 Baetta 等[45] 发现阿托伐他汀通过

转录后效应降低人内皮细胞中 PTX3 的产生和释

放,阿托伐他汀治疗的高胆固醇血症兔动脉粥样硬

化病变中 PTX3 的含量也显著降低[45]。 另一项研

究表明匹伐他汀可显著降低高胆固醇血症患者血

浆中 PTX3 水平[46]。 这与本研究结果相同,阿托伐

他汀能够显著降低 PTX3 的转录水平,但白藜芦醇

并不影响 PTX3 的表达。 有研究表明 FABP4 与肾

功能障碍、肥胖和高甘油三酯血症有明显的独立相

关性,在接受他汀类药物治疗的心血管疾病高危的

2 型糖尿病血脂异常患者中,FABP5 与低 HDLC 水

平有明显的独立相关性[47]。 在人 THP-1 细胞中,阿
托伐他汀可以阻止 ox-LDL 引起的 CD68 和 FABP4
表达的增加[48]。 还有研究表明在人子宫内膜基质

细胞中,辛伐他汀并不诱导 FABP5 的表达[49]。 本

研究锁定在内皮细胞中,阿托伐他汀和白藜芦醇均

能够降低 FABP4 和 FABP5 的转录水平。
总之,本研究表明 FGFR3、SEMA4B、SEMA6A、

PTX3、FABP4 和 FABP5 可能是内皮细胞中转录因

子 KLF2 和 KLF4 调控血管稳态的新基因。 这些新

基因中,SEMA4B、SEMA6A、PTX3、FABP4 和 FABP5
属于分泌蛋白。 深入研究这些基因的生物学功能

有望为血管稳态失衡相关疾病,如动脉粥样硬化,
提供潜在新靶点与新的疾病生物标志物。
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