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氧化型脂蛋白( a)通过抑制细胞色素 b 表达促进
血管内皮细胞焦亡
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[摘　 要] 　 [目的] 　 探讨氧化型脂蛋白(a)[oxLp(a)]诱发血管内皮细胞焦亡及其机制。 [方法] 　 人脐静脉血

管内皮细胞(HUVEC)经 100 mg / L oxLp(a)孵育 24 h 后,通过 Western blot 和 RT-qPCR 检测焦亡相关蛋白、促炎细

胞因子、线粒体相关蛋白核呼吸因子 1(NRF1)、核呼吸因子 2(NRF2)、过氧化物酶体增殖物激活受体 γ 共激活因

子 1α(PGC-1α)及线粒体基因细胞色素 b(CYTB)蛋白表达水平,ELISA 检测炎症因子水平,扫描电镜检测细胞膜

破裂,透射电镜检测线粒体形态,Hoechst33342 / PI 染色检测细胞凋亡,MitoSOX 探针检测线粒体活性氧(mtROS),
Flou-4AM 探针检测钙离子,JC-1 探针检测线粒体膜电位(MMP),Calcein AM 染色检测线粒体膜通透性转换孔

(mPTP)开放。 向 HUVEC 转染 CYTB 过表达慢病毒,分析其对 oxLp(a)诱发焦亡与线粒体功能的影响。 [结果] 　
经 oxLp(a)处理后,焦亡相关分子 NLRP3、pro-Caspase-1、Caspase-1、消皮素 D(GSDMD)、GSDMD-N 蛋白水平显著升

高(P<0. 05);CYTB、促炎细胞因子 IL-1β 和 IL-18 蛋白和 mRNA 水平均显著升高(P<0. 05);细胞膜上出现细小裂

孔,PI 染色阳性细胞百分比显著增加(P<0. 05)。 oxLp(a)抑制线粒体相关蛋白 NRF1、NRF2、PGC-1α 的表达及线

粒体基因 CYTB 的表达,促使 mtROS 生成增加、钙离子超载、ATP 水平下降、MMP 下降、mPTP 值升高、线粒体形态

异常。 pHelper 2. 0 慢病毒载体转染过表达 CYTB 后,oxLp(a)诱发 HUVEC 焦亡与线粒体形态功能异常被过表达

CYTB 部分逆转。 [结论] 　 oxLp(a)通过下调 CYTB 促进线粒体形态功能异常而诱发 HUVEC 焦亡。
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Oxidized lipoprotein(a) induces endothelial cell pyroptosis by inhibiting the expres-
sion of cytochrome b
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To explore the mechanism of oxidized lipoprotein(a) (oxLp(a)) inducing pyroptosis of vascu-
lar endothelial cells. 　 　 Methods　 After incubating human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) with 100 mg / L ox-
Lp( a) for 24 hours, Western blot and RT-qPCR was used to detect pyroptosis related proteins, pro-inflammatory
cytokines, mitochondrial related proteins NRF1, NRF2, PGC-1α and mitochondrial gene cytochrome b (CYTB), ELISA
was used to detect the levels of inflammatory factors, scanning electron microscopy was used to detect cell membrane rup-
ture, transmission electron microscopy was used to detect mitochondrial morphology, Hoechst33342 / PI staining was used to
detect cell apoptosis, MitoSOX probe was used to detect mitochondrial reactive oxygen species (mtROS), Flu-4AM probe
was used to detect calcium ions, JC-1 probe was used to detect mitochondrial membrane potential (MMP), and Calcein
AM staining was used to detect mitochondrial permeability transition pore (mPTP). 　 Transfecting HUVEC with CYTB
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overexpressing lentivirus and analyzing its effects on oxLp(a) induced pyroptosis and mitochondrial function. 　 　 Results
After treatment with oxLp(a), the expression of NLRP3, pro-Caspase-1, Caspase-1, GSDMD and GSDMD-N proteins re-
lated to pyroptosis were significantly increased (P<0. 05); the protein and mRNA levels of CYTB and pro-inflammatory cy-
tokine IL-1β, IL-18 were significantly increased (P<0. 05). 　 Small pores appeared on the cell membrane, the percentage
of PI stained positive cells significantly increased (P<0. 05). 　 OxLp( a) significantly inhibited the expression of mito-
chondrial related proteins NRF1, NRF2 and PGC-1α, and the expression of mitochondrial gene CYTB, promoted an in-
crease in mtROS generation, Ca2+ overload, a decrease in ATP levels, a decrease in MMP, an increase in mPTP values,
and abnormal mitochondrial morphology. 　 After transfection with pHelper 2. 0 lentivirus vector overexpressing CYTB, it
was found that oxLp(a) induced HUVEC pyroptosis and mitochondrial morphological and functional abnormalities were par-
tially reversed by overexpression of CYTB. 　 　 Conclusion 　 oxLp ( a) promotes mitochondrial morphological and
functional abnormalities and induces HUVEC pyroptosis by downregulating CYTB.
[KEY WORDS]　 cell pyroptosis;　 oxidized lipoprotein ( a);　 mitochondrial function;　 vascular endothelial cell;　
cytochrome b

　 　 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是一种主要

累及大、中动脉的炎症性慢性复杂病变,会导致多

种心血管疾病的发生,如冠心病、脑梗死和外周血

管疾病[1-2]。 血管内皮细胞损伤和功能障碍被认为

是 As 始动环节和病理学基础。 血管内皮细胞位于

血管内表面,其不但是血管组织的物理性屏障,还
对局部血管舒张、氧化还原平衡和血管稳态、动脉

壁内炎症反应的调节起作用[3]。 血管内皮细胞损

伤常伴有不同类型的细胞死亡方式,如自噬、焦亡、
凋亡和坏死[4]。

焦亡是一种程序性细胞死亡形式,伴随着炎症

反应的发生。 其特征是质膜破裂和促炎介质释放,
非选择性消皮素 D(gasdermin-D,GSDMD)孔驱动的

细胞不断肿胀直至膜破裂[5-6],以及随后释放出炎

症因子白细胞介素( interleukin,IL) 1β 和 18,焦亡

在血管内皮细胞功能障碍和 As 病变中发挥重要作

用[7-10]。 越来越多的证据表明,血管内皮细胞焦亡

后血管壁通透性增加,导致局部炎症反应加剧、血
管壁脂质沉积、As 斑块形成和斑块不稳定[4]。

高脂蛋白(a)[lipoprotein(a),Lp(a)]水平被认

为是 As 的独立危险因素[11-12]。 大量研究表明,Lp
(a)参与 As 的起始、进展和斑块破裂各个阶段,特
别是对血管内皮细胞产生损伤作用。 氧化型脂蛋

白(a) [oxidized lipoprotein(a),oxLp(a)]是 Lp(a)
致血管病变的活性形式,对血管内皮细胞有很强的

损伤作用[13],且在 As 斑块中大量存在[14],并与 As
发生发展密切相关[15]。 活性氧(reactive oxygen spe-
cies,ROS)引起细胞焦亡发生[8]。 而 oxLp(a)可诱

导大量 ROS 的生成引起 血管内皮细胞 损伤[16]。
故 oxLp(a)是引起 血管内皮细胞焦亡的分子基础。
ROS 的产生主要来源于线粒体[17],过量的ROS 产生

可造成线粒体功能紊乱(mitochondrial dysfunction,

MDF)。 当线粒体电子传递链上的复合物相关基因

表达异常时,线粒体活性氧 (mitochondria reactive
oxygen species,mtROS)产生增多,从而激活 NOD 样

受体蛋白 3(NOD-like receptor protein 3,NLRP3)炎
性小体,导致血管内皮细胞焦亡发生[18-19]。 线粒体

DNA(mitochondria DNA,mtDNA) 编码细胞色素 b
(cytochrome b,CYTB),CYTB 是线粒体呼吸链复合

物Ⅲ的核心,线粒体 CYTB 基因突变可引起线粒体

氧自由基的大量生成[20-22],oxLp(a)是否通过调控

CYTB 的表达促进血管内皮细胞焦亡,目前尚不清

楚。 基于此,本研究拟在血管内皮细胞上研究

oxLp(a)对焦亡、线粒体形态与功能以及对 CYTB 基

因表达的影响,并分析过表达 CYTB 对 oxLp( a)诱

发焦亡及线粒体形态与功能的影响。

1　 材料和方法

1. 1　 主要试剂

人脐静脉血管内皮细胞( human umbilical vein
endothelial cell,HUVEC)购自中国科学院细胞库;一
抗(Abcam 公司);山羊抗兔 IgG 二抗、山羊抗鼠 IgG
二抗(Abiowell 公司);Hoechst33342、PI(Solarbio 公

司);Lp(a) (Fitzgerald 公司);MitoSOX 红色线粒体

超氧阴离子探针、反转录试剂盒(Thermo Fisher 公

司);钙离子荧光探针 Fluo-4 AM(凯基生物);CYTB
过表达慢病毒(吉凯基因);ATP 检测试剂盒(南京

建成生物工程研究所);线粒体膜电位检测(凯基生

物);人 IL-18 / IL-1F4 ELISA kit、人 IL-1β ELISA kit、
Calcein AM(碧云天)。
1. 2　 细胞培养

HUVEC 复苏后,在 25 mL 培养瓶中用含 10%
FBS 的 DME 培养基中培养,并在 5% CO2 和 95%空
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气中于 37 ℃孵育,每 3 天换液 1 次,待培养瓶中细

胞密度达到 80%时,用于后续实验。
1. 3　 Lp(a)的氧化修饰

把 Lp(a)装入透析袋中,两端用夹子夹紧,然后

放入配置好的 20 μmol / L CuSO4 溶液中启动氧化反

应,37 ℃连续放置 36 h,观察到 Lp(a)由淡黄色变

成乳白色则表示氧化成功。 接着,把透析袋放入配

置好的 200 μmol / L EDTA 溶液中终止氧化反应,
4 ℃放置 24 h,且每隔 8 h 换一次新鲜的 EDTA 溶液

直至去除 Cu2+。 最后,用 PBS 溶液于 4 ℃透析 24 h
以除去 EDTA。 收集氧化后的 oxLp(a),放在 EP 管

中,用封口胶封好后标记制备时间,并放入 4 ℃冰箱

备用。
1. 4　 Western blot 检测

根据目的蛋白相对分子质量大小配制好分离

胶和浓缩胶,插入梳子后待凝固即可放入有电泳液

的电泳槽中。 拔出梳子,用微量上样针每孔上样

10 μL 待测蛋白。 上样完成后开始电泳,电压 60 ~
80 V,当跑过浓缩胶后,将电压加大到 100 ~ 120 V,
此为恒压。 当跑胶完成后,按照 Marker 指示和目的

条带的位置切胶。 将切好的胶放置在滤纸上,并覆

盖 PVDF 膜,放入转膜槽内并用 220 mA 的恒流转膜

60 ~ 120 min。 整个转膜过程在 4 ℃的条件下进行。
转膜完成后取出 PVDF 膜放入配制好的 5% 脱脂牛

奶封闭液中封闭 1 h。 按照抗体说明书稀释目的蛋

白的一抗溶液,并将其置于 4 ℃冰箱孵育 10 h,用
TBST 洗涤 3 次后,孵育二抗溶液摇床 2 h,TBST 洗

涤 3 次后配制显影液,并在凝胶成像系统中显影,
Image J 软件扫描其灰度值,并记录数据。
1. 5　 CYTB 过表达慢病毒转染

在转染开始前,将细胞按传代步骤制成细胞悬

液,并在细胞瓶中接种,当贴壁细胞密度大约为

30%时开始转染。 将细胞换液,然后加入 2. 5 mL 不

含血清的培养基。 提前计算好病毒的 MOI 值,将装

载 CYTB 基因(1 638 bp)过表达 pHelper 2. 0 慢病毒

载体转染细胞,PCR 鉴定所用引物序列为 5′-TCAT-
GCCCACCATCAGCCTG-3′(KL61239-p3)和 5′-CCT-
TATAGTCCTTATCATCGTC-3′ (KL61239-p4 )。 6 孔

板中加入适量病毒悬液和病毒增强液 100 μL,摇
匀,置于培养箱中 37 ℃继续培养,病毒转染完成后,
大紫外灯照射 30 min。 培养 24 h 后,用新鲜的培养

基替换有病毒的培养基继续培养,并于 72 h 后观察

转染效率。 实验分为 4 组:对照组(Control)、CYTB
过表达对照组 (OENC)、 oxLp ( a) 组、 oxLp ( a) +
OECYTB 组,分析 CYTB 过表达对 oxLp(a)诱发 HU-

VEC 焦亡及线粒体功能的影响。
1. 6　 Hoechst33342 / PI 细胞凋亡检测

Hoechst33342 是一种蓝色荧光染料,PI 可以使

凋亡细胞发出红色荧光。 将种满细胞的 24 孔板用

PBS 清洗 2 ~ 3 次后甩干,每孔加入提前配置好的

Hoechst33342 染液 500 μL, 在摇床上避光 孵 育

10 min;吸去染色液后,用 PBS 清洗 2 ~ 3 次后甩干,
每孔加入配置好的 PI 染液 500 μL,在摇床上闭光

孵育 10 min;用 PBS 洗涤 3 次后,加入适量 PBS 湿

润细胞并立即使用荧光显微镜观察细胞染色情况。
1. 7　 细胞钙离子检测

Fluo-4 AM 用 DMSO 溶解,1 μL Fluo-4 AM 储存

液用 PBS 稀释至 2. 5 mL / L,加入避光 EP 管中备

用。 操作过程中避免人为损伤细胞,将种满细胞的

24 孔板用 PBS 清洗 2 ~ 3 次后甩干。 每孔加入稀释

液 500 μL,随后在水浴锅中避光孵育 30 min。 用

PBS 清洗 2 ~ 3 次后,弃 PBS 后再加入适量 PBS 湿

润细胞,立即在荧光显微镜下拍照保存。
1. 8　 线粒体通透性转换孔检测

将细胞吸除培养液,用 PBS 清洗细胞 2 遍,加
入 Calcein AM 染色液覆盖细胞面,轻轻晃动使染料

均匀覆盖所有细胞,在 37 ℃ 水浴箱中避光孵育

45 min。 孵育结束后,更换成新鲜的 37 ℃预热的培

养液,再次在水浴箱中避光孵育 30 min,以保证细胞

内酯酶充分水解 Calcein AM。 最后,吸除培养液,用
PBS 清洗 3 次,然后加入检测缓冲液,在荧光显微镜

下观察。
1. 9　 线粒体膜电位检测

首先,将 10 × incubation 缓冲液稀释为 1 ×,在
37 ℃水浴箱中预热备用。 将处理好的细胞弃去培

养液,用 PBS 清洗 3 次,加入胰酶后消化吹打,移至

离心管中,1 000 r / min 离心 10 min,弃去离心上清,
收集细胞团块。 在 500 μL 的 1 ×incubation 缓冲液

中加入 1 μL 的 JC-1 原液,震荡至完全混匀后,制成

JC-1 工作液。 在收集的细胞中加入 500 μL JC-1 工

作液,吹打为细胞悬液,置于细胞培养箱中孵育

15 min。 孵育完成后,室温 1 000 r / min 离心 10 min。
弃去洗涤液,再次用 1×incubation 缓冲液清洗细胞 2
次。 最后用 1×incubation 缓冲液吹打为细胞悬液,
用流式细胞仪检测。
1. 10　 ATP 含量检测

弃去细胞培养上清,用 PBS 清洗 3 次。 用细胞

刮棒收集细胞沉淀,加入 500 μL 煮沸双蒸水,然后

转移至匀浆器中,在热水中研磨至细胞破碎。 将研
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磨后的液体转移至离心管中,继续煮沸 8 min,取出

后混匀。 按照说明书依次加入试剂,混匀后室温孵

育 5 min,酶标仪检测 636 nm 处数值。
1. 11　 RT-qPCR 检测

用 Trizol 溶液提取 HUVEC 总 RNA,并静置

5 min 充分溶解以获得 RNA。 使用 Nanodrop 2000
检测 RNA 浓度及纯度。 以细胞总 mRNA 为模板,
反转录成 cDNA。 于荧光定量 PCR 仪上完成,扩增

具体步骤为:95 ℃ 预变性 5 min,95 ℃ 变性 15 s,
60 ℃退火 30 s,65 ℃ ~ 95 ℃ 延伸 10 min,40 个循

环。 引物序列:IL-1β 引物正向为 5′-TGAGGTCAAT
GAAGGGGTCGT-3′、 反 向 为 5′-CGTCACACACCAG
CAGGTTATC-3′; IL-18 引物正向为 5′-TCTTCATT
GACCAAG GAAATCGG-3′、反向为 5′-TCCGGGGTG
CATTATCTCTAC-3′; CYTB 引物 正 向 为 5′-TATG
GCTGAATCATCCGCTAC3′ 、 反 向 为 5′-GGATAAT
GCCGATGTTTC-3′; GAPDH 引物正向为 5′-TGAAG
TAAGAGGACTGGCTGTGA-3′、反向为 5′-TTGGCAA
GCAAGAAAGTGTCC-3′。
1. 12　 ELISA 检测

收集细胞培养上清,分别设标准孔和待测样本

孔,按照试剂盒说明将标准品稀释至要求浓度。 各

组取 100 μL 的稀释样品和标准品加入 96 孔中,置
于 37 ℃温育 90 min。 弃去溶液并甩干,不用洗涤。
实验孔加入生物素化抗体试剂,空白孔加入生物素

化抗体稀释液覆上新的板贴,置于室温摇床上 1 h。
在微定量板上吸附组蛋白体。 清洗 4 次孔板,每次

2 min,然后加酶结合物工作液 100 μL,空白孔加酶

结合稀释液, 覆上新的板贴, 摇床上轻轻振荡

45 min。 再次清洗 4 次孔板后, 加入底物溶液

100 μL,置于摇床 30 ~ 45 min。 最后每孔加入终止

液 50 μL,并立即在 450 nm 处测量各孔的吸光

度值。
1. 13　 mtROS 检测

从细胞房取出处于对数生长下的细胞,用 PBS
洗涤 2 ~ 3 次后,用二甲基亚砜溶解 MitoSOX,按照

所需浓度配制好 MitoSOX。 每孔加入稀释好的染色

液 500 μL,在 37 ℃水浴锅避光孵育 30 ~ 45 min,此
后的操作也尽量在黑暗环境中进行。 反应完成后

用 PBS 清洗 2 次,再加入适量 PBS 以湿润细胞,立
即在荧光显微镜下观察并拍照保存。
1. 14　 扫描电镜和透射电镜观察

按照细胞传代步骤将细胞经胰蛋白酶消化后,
离心,收集细胞沉淀,随后加电镜固定液固定细胞

2 h,并在 4 ℃保存。 固定好后的样本尽快使用扫描

电子显微镜和透射电子显微镜观察并拍照保存。
1. 15　 统计学分析

使用 Graph Pad Prism 8. 0、SPSS 25. 0 软件进行

统计学分析,采用 student-T 检验。 数据以 x± s 表

示,P<0. 05 为差异具有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 oxLp(a)促进 HUVEC 焦亡

HUVEC 经 100 mg / L oxLp(a)孵育 24 h 后,焦亡

相关分子 NLRP3、pro-Caspase-1、Caspase-1、GSDMD、
GSDMD-N 蛋白水平均显著升高 (P < 0. 05),其中

NLRP3 升高 2. 5 倍, pro-Caspase-1 升高 1. 94 倍,
Caspase-1 升 高 2. 97 倍, GSDMD 升 高 2. 35 倍,
GSDMD-N 升 高 1. 82 倍, 且 Caspase-1、 GSDMD、
GSDMD-N 蛋白水平显著高于 Lp(a)组(P<0. 05);
炎症因子 IL-1β、IL-18 水平及 mRNA 表达水平均显

著升高(P<0. 05),其中 IL-1β mRNA 表达水平升高

8. 55 倍,IL-18 mRNA 表达水平升高 2. 84 倍,且显

著高于 Lp(a)组(P<0. 05)。 扫描电镜显示 HUVEC
膜上出现破裂膜孔,PI 阳性细胞率升高 9. 78 倍(P<
0. 0001),且显著高于 Lp(a)组(P<0. 05;图 1)。 以

上结果表明,oxLp(a)可促进 HUVEC 焦亡,且作用

强于 Lp(a)。
2. 2　 oxLp(a)致 HUVEC 线粒体功能障碍

经 oxLp(a)处理后,线粒体功能标志物过氧化

物酶 体 增 殖 物 激 活 受 体 γ 共 激 活 因 子 1α
(peroxisome proliferator-activated receptor γ coactivator-
1α,PGC-1α)、核呼吸因子 1(nuclear respiratory factor
1,NRF1)、核呼吸因子 2(nuclear respiratory factor 2,
NRF2)蛋白水平均显著下降(P<0. 05),其中 NRF1
下降 57. 5% , NRF2 下 降 69. 4% , PGC-1α 下 降

87. 3% ,且作用显著强于 Lp(a)(P<0. 05);mtROS、
钙离子水平显著增加(P<0. 05),其中 mtROS 升高

2. 11 倍,钙离子水平升高 3. 56 倍,且作用显著强于

Lp(a) (P<0. 05);透射电镜下显示线粒体形态异

常,可见线粒体肿胀、基质颗粒消失、嵴缩短、减少

甚至消失、嵴间腔扩张,极度肿胀时线粒体可变为

大泡状结构,提示线粒体形态结构异常 (图 2);
MMP 及 ATP 水平显著下降、mPTP 值显著升高(P<
0. 05), 其中 MMP 下降 85. 3% , ATP 水平下降

68. 7% ,且作用显著强于 Lp(a)(P<0. 05;图 2)。 以

上结果表明,oxLp(a)可损伤线粒体及线粒体功能,
且 oxLp(a)的作用显著强于 Lp(a)。
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图 1. oxLp(a)对 HUVEC 焦亡的影响(n=3)
A、B 为 Western blot 检测焦亡相关分子 NLRP3、pro-Caspase-1、Caspase-1、GSDMD、GSDMD-N 蛋白表达及灰度值统计分析,C 为 ELISA 检测

炎症因子 IL-1β、IL-18 水平,D 为 RT-qPCR 检测炎症因子 IL-1β、IL-18 mRNA 表达,E 为扫描电镜检测细胞膜破裂(比例尺=1 μm),
F 为 Hoechst33342 和 PI 双重染色检测细胞凋亡和死亡情况(比例尺=300 μm),G 为 PI 阳性细胞统计分析。

a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 Lp(a)组比较。

Figure 1. The effect of oxLp(a) on the pyroptosis of HUVEC(n=3)

图 2. oxLp(a)对 HUVEC 线粒体功能的影响(n=3)
A、B 为 Western blot 检测线粒体功能蛋白 NRF1、NRF2、PGC-1ɑ 蛋白表达及灰度值统计分析,C、D 为 MitoSOX 法检测细胞内 mtROS 水平、

Fluo-4AM 免疫荧光检测法测定线粒体钙离子水平(比例尺=300 μm)及其统计分析,E 为透射电镜分析线粒体形态

(比例尺=0. 5 μm,粉红色箭号示线粒体形态异常),F 为 JC-1 探针检测 MMP,G 为酶标仪检测 ATP,H 为 Calcein AM 染色检测 mPTP。
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 Lp(a)组比较。

Figure 2. The effect of oxLp(a) on the mitochondrial function of HUVEC(n=3)
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2. 3　 oxLp(a)抑制 CYTB 蛋白的表达

用 100 mg / L oxLp(a)处理 HUVEC,观察其对线

粒体基因 CYTB 表达的影响。 结果发现,CYTB 的蛋

白及 mRNA 表达水平均显著降低(P<0. 05),其中

CYTB 蛋白水平下降 78. 1%,且 oxLp(a)对 CYTB 蛋

白表达的抑制作用显著强于 Lp(a)(P<0. 05;图 3)。
因此推测,oxLp(a)致 HUVEC 线粒体功能障碍可能

与其抑制 CYTB 蛋白表达有关。
2. 4 　 CYTB 过表达抑制 oxLp ( a)诱导的 HUVEC
焦亡

oxLp(a)下调 CYTB 蛋白表达,但其是否介导

oxLp(a)的作用尚不清楚,为了进一步探究 CYTB 在

oxLp(a)诱导的 HUVEC 焦亡及 mtROS 生成中是否

发挥作用,向 HUVEC 转染 CYTB 过表达慢病毒。
Western blot 分析结果表明,过表达 CYTB 效率较高

(P < 0. 05 ), oxLp ( a ) 上 调 细 胞 焦 亡 相 关 分 子

NLRP3、GSDMD、GSDMD-N、pro-Caspase-1、Caspase-1
蛋白水平,但可显著被 CYTB 过表达逆转 ( P <
0. 05), 其 中 NLRP3 下 降 44. 0% , GSDMD 下 降

40. 0% ,GSDMD-N 下降 34. 7% ,pro-Caspase-1 下降

54. 1% ,Caspase-1 下降 47. 5% ;炎症因子 IL-1β、IL-
18 的释放及其表达水平、PI 阳性细胞百分比表现趋

势相同 ( P < 0. 05 ), 其 中 IL-1β 蛋 白 水 平 下 降

31. 4% ,IL-18 蛋白水平下降 54. 5% ,PI 阳性细胞百

分比下降 45. 7% (图 4)。

图 3. oxLp(a)对 HUVEC CYTB 蛋白及

mRNA 表达的影响(n=3)
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 Lp(a)组比较。

Figure 3. Effects of oxLp(a) on CYTB protein and mRNA
expression in HUVEC(n=3)

图 4. CYTB 过表达对 oxLp(a)诱发 HUVEC 焦亡的影响(n=3)
A、B 为 Western blot 检测 CYTB 慢病毒转染后 CYTB 表达及其灰度值统计分析,C、D 为 Western blot 检测焦亡相关分子 NLRP3、

pro-Caspase-1、Caspase-1、GSDMD、GSDMD-N 表达及其灰度值统计分析,E 为 ELISA 检测炎症因子 IL-1β、
IL-18 水平,F 为 RT-qPCR 检测炎症因子 IL-1β、IL-18 mRNA 表达,G 为 Hoechst33342 和 PI 双重染色检测细胞凋亡和

死亡情况(比例尺=300μm),H 为 PI 阳性细胞统计分析。 a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 oxLp(a)组比较。

Figure 4. The effect of CYTB overexpression on oxLp(a) induced pyroptosis in HUVEC(n=3)
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2. 5　 CYTB 过表达抑制 oxLp(a)诱导的 HUVEC 线

粒体功能障碍

过表达 CYTB 后 mtROS、钙离子水平及 mPTP
值显著下降(P<0. 05),ATP 水平及 MMP 均显著升

高(P<0. 05),但 ATP 水平及 MMP 仍然显著低于对

照组(P<0. 05)。 其中 mtROS 下降 40. 8% ,钙离子

水平下降 28. 1% ,ATP 水平升高 2. 5 倍,MMP 下降

49. 2% ,mPTP 值下降 44. 6% (图 5)。

图 5. CYTB 过表达对 oxLp(a)诱导的 HUVEC 线粒体功能障碍的影响(n=3)
A、C 为 MitoSOX 法检测细胞内 mtROS 水平(比例尺=300 μm)及其统计分析,B、D 为 Fluo-4AM 免疫荧光检测法测定线粒体钙离子水平

(比例尺 300 =μm)及其统计分析,E 为酶标仪检测 ATP,F 为 JC-1 探针检测 MMP,G 为 Calcein AM 染色检测 mPTP。
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 oxLp(a)组比较。

Figure 5. The effect of CYTB overexpression on oxLp(a) induced mitochondrial dysfunction in HUVEC(n=3)

3　 讨　 论

CYTB 是由线粒体基因组自主编码的 13 个基

因之一,CYTB 蛋白为线粒体呼吸链复合物Ⅲ上的

核心蛋白,与细胞色素 c1 形成复合物Ⅲ,维持复合

物Ⅲ电子传递和活性,在维护线粒体功能中起重要

作用,CYTB 基因突变[23]或表达水平下降[24] 可引起

ROS 的大量生成,用靶向 CYTB 的长链非编码

RNAlncCytb 抑制 CYTB 表达可引起线粒体功能障

碍[25]。 本研究证实,oxLp(a)可以诱发 HUVEC 焦

亡及线粒体功能障碍,并下调 CYTB 的表达,而过表

达 CYTB 可部分恢复线粒体功能并抑制 oxLp(a)诱
发 HUVEC 焦亡,说明 oxLp(a)通过下调 CYTB 起作

用,但 oxLp(a)下调 CYTB 的机制仍需要进一步探

索。 本课题组以前的研究发现,oxLp(a)下调去甲

基化酶 10,11-转位酶 2 ( ten-eleven translocation 2,
TET2)的表达[26],线粒体内发现有 TET2 的存在且

线粒体基因组 D-loop 存在 CG 岛[27],因此,D-loop
很可能受到 TET2 的去甲基化修饰调控,oxLp(a)很

可能通过 TET2 下调 CYTB 的表达水平。
Lp(a)上有其独特的载脂蛋白(a)[apolipoprotein

(a),Apo(a)],Apo(a)与纤维蛋白原高度同源,包含

KⅥ、KⅤ和一个失活的蛋白酶样结构域。 由于 Apo(a)
的 KV 有很强的氧化型磷脂( oxidized phospholipid,
oxLP)结合能力,是体内 oxLP 主要装载蛋白[28],
oxLP 抑制或耗竭后 Lp(a)的致血管病变的能力大

大减弱[29],oxLP 在 KV 上的存在也使得 Lp(a)很容

易被氧化成 oxLp(a) [30],在心肌梗死患者中 oxLp(a)
比 Lp(a)更容易沉积在冠状动脉钙化区域[31-32]。 因

此,深入探索 oxLp ( a) 的致 As 作用价值更大。
Lp(a)与 oxLp(a)均对 HUVEC 有损伤作用,但 oxLp
(a)对 HUVEC 的损伤作用更强[33],本研究也证实,
oxLp(a)致 HUVEC 焦亡作用要强于 Lp(a),这很可

能与 oxLp( a)上的 oxLP 有关,有必要进一步干预

oxLP,研究 oxLp(a)的致 HUVEC 焦亡作用。
焦亡的发生与心血管疾病密切相关[34-36]。 焦

亡由炎症小体介导,并依赖于 Caspase-1 的激活。
Caspase-1 的激活将 pro-IL-1β 和 pro-IL-18 切割成成
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熟形式 IL-1β 和 IL-18[37]。 而 HUVEC 中 Caspase-1
的激活可促进内皮细胞活化、单核细胞募集和

As[38]。 Xu 等[8] 发现 HUVEC 焦亡可以通过 ROS-
NLRP3 途径发生并促进 As 病变进展。 因此,猜想

从诱导细胞焦亡的角度出发,可能抓住 oxLp( a)致
As 的核心机制。 本研究结果与猜想一致,表明 oxLp
(a)可以促进 HUVEC 焦亡的发生。 然而,oxLp(a)
引起 ROS 生成的具体机制尚未被阐明。 ROS 主要

源于线粒体,正常生理条件下机体内 ROS 产生和清

除处于动态平衡状态[18]。 但当发生 MDF 时,电子

传递链复合物相关基因表达异常,引起 ROS 生成异

常[38]。 因此,从 ROS 生成和 MDF 入手可能阐明

oxLp(a)致 HUVEC 焦亡的机制。
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