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[摘　 要] 　 [目的] 　 研究低压低氧对巨噬细胞坏死性凋亡和动脉粥样斑块不稳定性的影响,并探讨其可能的机

制。 [方法] 　 分离、培养小鼠骨髓源性巨噬细胞,分为对照组(21%氧浓度)和低氧组(3% 氧浓度),48 h 后检测细

胞坏死性凋亡,Western blot 测定坏死性凋亡相关蛋白的表达。 选用健康雄性 ApoE- / -小鼠,予以高脂饮食喂养,并
随机分为对照组和低压低氧组,16 周后检测小鼠血脂和炎症因子水平,HE 染色观察粥样斑块面积和坏死核心大

小,Masson 染色检测斑块内胶原含量,免疫组织化学染色和 Western blot 检测斑块中巨噬细胞数量和坏死性凋亡相

关蛋白的表达。 [结果] 　 低氧引起巨噬细胞坏死性凋亡增加(P<0. 01),坏死性凋亡抑制剂 Necrostatin-1(Nec-1)
可减少低氧导致的细胞死亡(P<0. 05);低氧导致巨噬细胞中 RNA 特异性腺苷脱氨酶 1(ADAR1)的表达减少(P<
0. 01),Z 型核酸结合蛋白 1(ZBP1)、磷酸化受体结合丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激酶(p-RIPK3)和磷酸化混合谱系激酶结

构域样蛋白(p-MLKL)的表达增多(均 P<0. 01)。 与对照组相比,低压低氧组 ApoE- / - 小鼠的血脂水平无显著改变

(P>0. 05),血清炎症因子水平(TNF-α、IL-1β、IL-6 和 MCP-1)升高(均 P<0. 05),动脉粥样硬化斑块面积增加(P<
0. 05),斑块内坏死核心面积增加、胶原含量减少、巨噬细胞数量增加、ADAR1 表达减少、ZBP1 和 p-MLKL 表达增多

(均 P<0. 01)。 [结论] 　 低压低氧引起巨噬细胞中 ADAR1 / ZBP1 表达失衡,激活 RIPK3 / MLKL 信号通路,促进巨

噬细胞坏死性凋亡,增加斑块坏死核心面积,导致动脉粥样硬化斑块不稳定性增加。
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样硬化;　 斑块不稳定
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Hypobaric hypoxia promotes macrophage necroptosis and atherosclerotic plaque in-
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[ABSTRACT]　 　 Aim 　 To investigate the effect of hypobaric hypoxia on macrophage necroptosis and atherosclerotic
plaque instability and explore the underlying mechanisms. 　 　 Methods　 Mouse bone marrow-derived macrophages were i-
solated and cultured, and divided into control group (21% oxygen concentration) and hypoxia group (3% oxygen concen-
tration). 　 After 48 hours, cell necroptosis was detected, and the expression of cell necroptosis related proteins was deter-
mined by Western blot. 　 Healthy male ApoE- / - mice were randomly divided into control group and hypobaric hypoxia
group. 　 After the intervention for 16 weeks, the plasma lipids and inflammatory cytokines were measured, the areas of ath-
erosclerotic plaque and necrotic core were evaluated by HE staining. 　 The content of plaque collagen was detected by Mas-
son staining. 　 The number of macrophages in the plaque and the expression of necrotic apoptosis related proteins were de-
tected by immunohistochemical staining and Western blot. 　 　 Results　 Hypoxia induced increased necrotic apoptosis of
macrophages (P< 0. 01), while necroptotic inhibitor necrostatin-1 ( Nec-1) reduced hypoxia induced cell death (P <
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0. 05); hypoxia leads to a decrease in the expression of adenosine deaminase acting on RNA 1 (ADAR1) in macrophages
(P<0. 01), and an increase in the expression of Z-DNA binding protein 1 (ZBP1), phosphorylated receptor-interacting
serine / threonine-protein kinase (p-RIPK3), and phosphorylated mixed lineage kinase domain-like protein (p-MLKL) (all
P<0. 01). 　 Compared with the control group, the plasma lipid levels of ApoE- / - mice in the hypobaric hypoxia group did
not change significantly (P>0. 05), the plasma inflammatory cytokines (TNF-α, IL-1β, IL-6 and MCP-1) increased (all
P<0. 05), the area of atherosclerotic plaque increased (P<0. 05), the area of plaque necrotic core increased, the content
of plaque collagen decreased, the number of macrophages increased, the expression of ADAR1 decreased, and the expres-
sion of ZBP1 and p-MLKL increased ( all P<0. 01). 　 　 Conclusion 　 Hypobaric hypoxia causes the imbalance of A-
DAR1 / ZBP1 expression in macrophages, activates RIPK3 / MLKL signaling pathway, promotes macrophage necroptosis, in-
creases the area of plaque necrosis core, and leads to increase instability of atherosclerotic plaque.
[KEY WORDS]　 hypobaric hypoxia;　 adenosine deaminase acting on RNA 1;　 Z-DNA binding protein 1;　 macro-
phage;　 necroptosis;　 atherosclerosis;　 plaque instability

　 　 动脉粥样硬化导致的冠心病、心肌梗死和缺

血性脑卒中是当前严重危害人类健康的疾病,也
是人口死亡的主要原因,其发病率逐年升高且趋

于年轻化[1] 。 高原地区动脉粥样硬化性心血管疾

病发病率一直居高不下,也是高原地区人口死亡

的重要原因,严重危害高原人群健康,而高原缺氧

是其发生发展的重要因素[2-3] 。 前期研究发现,高
原低压低氧导致动脉粥样硬化斑块的进展和不稳

定性 增 加, 然 而 其 具 体 机 制 有 待 于 进 一 步 研

究[4-5] 。 坏死性凋亡是一种可调控的程序性坏死,
表现为细胞膜完整性严重破坏,细胞、细胞器肿胀

乃至崩解,释放出细胞内促炎内容物,引起广泛的

炎症反应,坏死性凋亡的经典信号通路主要依赖

于受体结合丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶( receptor-in-
teracting serine / threonine-protein kinase,RIPK) 1、3
及其底物混合谱系激酶结构域样蛋白 ( mixed
lineage kinase domain-like protein,MLKL) [6] 。 巨噬

细胞是动脉粥样硬化斑块进程中的关键细胞,近来

的研究证实,巨噬细胞坏死性凋亡在动脉粥样斑块

坏死核心和易损斑块的发生发展中发挥重要作

用[7-9]。 本研究拟观察低压低氧对巨噬细胞坏死性

凋亡、动脉粥样斑块坏死核心形成的影响,并探讨

其可能机制,旨在为高原地区动脉粥样硬化性心血

管疾病的防治提供实验依据。

1　 材料和方法

1. 1　 主要材料

健康雄性 ApoE 基因敲除(ApoE- / -)小鼠,10 ~
12 周龄,体质量约 20 ~ 25 g,购自江苏集萃药康生

物科技公司;所有实验严格按照实验动物使用的 3R
原则 给 予 人 道 关 怀。 zVAD-fmk 和 Necrostatin-1

(Nec-1)购自美国 Sigma-Aldrich 公司;RNA 特异性

腺苷脱氢酶 1(adenosine deaminase acting on RNA 1,
ADAR1)抗体、Z 型核酸结合蛋白 1(Z-DNA binding
protein 1,ZBP1)抗体和 CD68 抗体购自武汉三鹰生

物技术有限公司;p-RIPK1(Ser-166)抗体、RIPK1 抗

体、p-RIPK3 ( Ser-227) 抗体、RIPK3 抗体、 p-MLKL
(Ser-345)抗体和 MLKL 抗体购自美国 Cell Signaling
Technology 公司;ATP 化学发光检测试剂盒购自美

国 Abcam 公司;肿瘤坏死因子 α ( tumor necrosis
factor-α,TNF-α)、白细胞介素 1β ( interleukin-1β,
IL-1β)、白细胞介素 6( interleukin-6, IL-6)、单核细

胞趋化蛋白 1(monocyte chemotactic protein-1,MCP-
1)和乳酸脱氢酶( lactate dehydrogenase,LDH)检测

试剂盒购自南京卡米洛生物工程有限公司;碘化丙

啶(propidium iodide,PI)荧光染料试剂盒、Masson 三

色试剂盒、HE 染色试剂盒和 BCA 蛋白定量试剂盒

购自北京索莱宝科技有限公司。
1. 2　 动物的分组及干预

参照前期方法[10-11],ApoE- / -小鼠采用高脂饮食

喂养诱导动脉粥样硬化模型,并随机分为两组:对
照组、低压低氧组,每组 10 只。 对照组小鼠在常氧

常温环境(温度 22 ~ 24 ℃,湿度为 50% ~ 60% )下
喂养,低压低氧组小鼠置入低压低氧环境模拟舱中

饲养。 低压低氧环境模拟舱的参数设定:模拟海拔

高度为 5 500 m,舱内压力 47 ~ 48 kpa,温度为 20 ~
22 ℃,湿度为 22% ~ 23% ,相对氧浓度为 10% ~
11% ,确保水及饲料充足,环境模拟舱运行时间为全

天 24 h,更换水、饲料及垫料的频次为 3 ~4 天 / 次,每
次开舱时间为 30 min。 干预 16 周后用于后续实验。
1. 3　 小鼠血清中血脂水平和炎症因子的检测

ApoE- / -小鼠分别经常氧或低压低氧环境干预

16 周后,称量小鼠体质量,空腹 12 h 后经乙醚麻醉,
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眼眶取血,3 000 r / min 离心 10 min 后取血清,使用

全自动生化分析仪检测血脂水平,包括甘油三酯

( triglyceride,TG)、总胆固醇( total cholesterol,TC)、
高密度脂蛋白胆固醇(high density lipoprotein choles-
terol,HDLC) 和低密度脂蛋白胆固醇 ( low density
lipoprotein cholesterol,LDLC)。 采用 ELISA 测定血

清中 TNF-α、IL-1β、IL-6 和 MCP-1 水平,按照试剂盒

说明书进行操作。
1. 4　 小鼠主动脉根部粥样斑块病理检测

参照前期方法[10,12],经颈椎脱臼法处死小鼠,
立即分离主动脉,从主动脉根部至腹主动脉,并取

出保留主动脉根部的心脏,将主动脉置于-80 ℃保

存,用于 Western blot 检测。 将保留主动脉根部的心

脏立即用 4%多聚甲醛固定,脱水、包埋、切片,从左

心室和主动脉交界处开始,连续切 5 μm 厚的切片,
并选取每组第 6 ~ 10 层切片用于病理染色,分别行

HE 染色和 Masson 染色。 用 Image-Pro Plus 6. 0 图

像分析软件分析粥样硬化斑块面积和斑块中坏死

核心面积,并进行胶原含量定量分析,胶原含量为

血管斑块 Masson 染色胶原含量面积占血管斑块面

积的百分比。 此外,免疫组织化学染色检测主动脉

中 ADAR1、ZBP1、CD68 和 p-MLKL 的表达,石蜡切

片后常规脱蜡,过氧化氢灭活内源性过氧化物酶,
热修复抗原后,滴加一抗(ADAR1、ZBP1、CD68 和

p-MLKL 分别按 1 ∶ 200、1 ∶ 250、1 ∶ 250、1 ∶ 150 稀

释),4 ℃过夜,滴加辣根过氧化物酶标记的二抗,37 ℃
孵育30 min,DAB 显色,封片。 Image-Pro Plus 6. 0 软件

对图像进行分析。
1. 5　 小鼠骨髓源性巨噬细胞的分离、培养、干预和

坏死性凋亡的检测

参照前期方法[10,13],分离和培养小鼠骨髓源性

巨噬细胞(bone marrow derived macrophage,BMDM)。
取小鼠新鲜股骨和胫骨,用含 20 kU / L 肝素的冰

PBS 冲 洗 骨 髓 腔, 将 收 集 到 的 骨 髓 细 胞 在 含

0. 843%氯化铵溶液中室温下孵育 10 min 裂解红细

胞,用 70 μm 滤器将单细胞悬液过滤,得到的细胞

种植于含 10 μg / L 巨噬细胞集落刺激因子(macro-
phage colony-stimulating factor,M-CSF)和 10% 胎牛

血清的 RPMI 培养基中,7 天后去除未贴壁细胞,即
为成熟的骨髓来源巨噬细胞;倾倒细胞培养基,PBS
清洗 2 次,4% 多聚甲醛固定 15 min,使用含 1% 牛

血清白蛋白和 0. 1% Triton X-100 的封闭溶液处理。
将细胞与抗 CD68 抗体结合,4 ℃冰箱孵育,次日加

入二抗在室温下孵育 1 h,DAPI 染色 5 min,通过荧

光显微镜采集图像,进行巨噬细胞纯度鉴定。 参照

前期方法[11],将 BMDM 分为常氧对照组(21% 氧浓

度)和低氧组(3% 氧浓度),于 37 ℃、5% CO2 环境

中培养 48 h。
参照前期方法[7-9],分别通过 PI 荧光染色、ATP

化学发光法和细胞上清液中 LDH 释放量的测定来

反映巨噬细胞坏死性凋亡情况,具体操作按照 PI 荧
光染料试剂盒、ATP 化学发光检测试剂盒和 LDH 检

测试剂盒的说明书进行操作。 加入适量蛋白裂解

液收集各组细胞,提取细胞蛋白,按照 BCA 试剂盒

操作说明进行蛋白定量,进而标准化 ATP、LDH。 相

应分组采用凋亡抑制剂 zVAD-fmk(50 μmol / L)或坏

死性凋亡抑制剂 Nec-1(50 μmol / L)预处理干预。
1. 6　 RT-PCR 检测

参照前期方法[10],提取小鼠巨噬细胞的 RNA,
测定 RNA 浓度,反转录成 cDNA。 ADAR1 引物:上
游 5′-CCACCTCCAGTGCGGAGTAGCG-3′, 下 游 5′-
TGCCCCTTGAGAAATTCTATTTGC-3′;ZBP1 引物:上
游 5′-AAGAGTCCCCTGCGATTATTTG-3′, 下 游 5′-
TCTGGATGGCGTTTGAATTGG-3′;GAPDH 引物:上

游 5′-GAAGGTGGAAGAGTGGGAGTT-3′, 下 游 5′-
GACATCAAGAAGGTGGTGAAGC-3′。 PCR 仪 进 行

RT-PCR 检测:95 ℃ 预变性 30 s,95 ℃ 变性 5 s,
55 ℃退火 30 s,72 ℃ 延伸 10 s,共 40 个循环。 以

GAPDH 为内参基因,采用 2-ΔΔCt 法定量分析 ADAR1
和 ZBP1 mRNA 相对表达量。
1. 7　 Western blot 检测

参照前期方法[10-11],使用 RIPA 裂解液提取小

鼠腹主动脉或巨噬细胞的总蛋白,BCA 法测定蛋白

浓度。 SDS-PAGE 电泳分离蛋白,每孔上样量 30 ~
40 μg,湿转法转移到 PVDF 膜上,用含 5% BSA 的

TBST 室温下封闭 1 ~ 2 h,滴加一抗(ADAR1、ZBP1、
p-RIPK1、RIPK1、p-RIPK3、RIPK3、p-MLKL、MLKL、
GAPDH 分别按 1 ∶ 600、1 ∶ 500、1 ∶ 800、1 ∶ 1 200、
1 ∶ 1 000、1 ∶ 1 200、1 ∶ 1 200、1 ∶ 1 000、1 ∶ 500 稀

释),4 ℃ 孵育过夜,TBST 洗膜 10 min×3 次,二抗

(1 ∶ 4 000 稀释)室温孵育 1 h,TBST 洗膜 10 min×3
次,ECL 化学发光法显色、曝光。 Quantity One 图像

分析系统进行蛋白条带灰度分析,测量 ADAR1、
ZBP1、p-RIPK3、RIPK3、 p-MLKL、MLKL 和 GAPDH
蛋白的电泳条带光密度,以目标蛋白与 GAPDH 的

比值代表蛋白相对表达量。
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1. 8　 统计学分析

使用 SPSS 26. 0 统计学软件进行统计分析。 所

有计量资料以 x±s 表示,多组间比较采用单因素方

差分析,组间两两比较采用最小显著性差异法,P<
0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 低氧对巨噬细胞坏死性凋亡的影响

小鼠巨噬细胞经常氧或低氧干预 48 h 后,与对

照组相比,低氧可导致巨噬细胞死亡增加至 15. 4
倍、细胞 ATP 含量减少 41. 53%和 LDH 释放量增加

至 8. 4 倍(P<0. 01),而坏死性凋亡抑制剂 Nec-1 可

减少低氧导致的细胞死亡(P<0. 01 或 P<0. 05);凋
亡抑制剂 zVAD-fmk 阻断细胞凋亡后,低氧可导致

巨噬细胞坏死性凋亡增加至 22. 35 倍(P<0. 01),而
该作用可被 Nec-1 阻断(P<0. 01 或 P<0. 05;图 1)。
以上结果提示低氧可导致小鼠巨噬细胞坏死性

凋亡。

图 1. 低氧对巨噬细胞坏死性凋亡的影响(n=6)
A 为巨噬细胞死亡情况(PI 荧光染色阳性率),B 为巨噬细胞 ATP 水平,C 为巨噬细胞 LDH 释放情况。

Figure 1. The effect of hypoxia on macrophage necroptosis(n=6)

2. 2　 低氧对巨噬细胞坏死性凋亡相关蛋白表达的

影响

RIPK3 及其底物 MLKL 是调节细胞坏死性凋亡

的关键信号通路[6-9]。 与对照组相比,低氧组巨噬

细胞中 p-RIPK1、p-RIPK3 和 p-MLKL 蛋白的表达水

平增加至对照组的 2. 08、2. 98 和 3. 25 倍(P<0. 05
或 P<0. 01),而 RIPK1、RIPK3 和 MLKL 蛋白的表达

未见统计学差异,提示低氧可能通过介导蛋白磷酸

化激活巨噬细胞中 RIPK3 / MLKL 坏死性凋亡信号

通路。
ADAR1 和 ZBP1 是细胞质内重要的核酸感受

器[14],参与调节 RIPK3 / MLKL 信号通路。 与对照

组相比,低氧组巨噬细胞中 ADAR1 mRNA 和蛋白

表达水平分别降低至对照组的 26. 06%和 32. 12% ,
ZBP1 mRNA 和蛋白表达水平增加至对照组的 3. 86
倍和 3. 11 倍(P<0. 05 或 P<0. 01;图 2)。 以上结果

提示,低氧引起 ADAR1 / ZBP1 表达失衡,从而调控

RIPK3 / MLKL 信号通路和巨噬细胞坏死性凋亡。

图 2. 低氧对巨噬细胞坏死性凋亡相关蛋白表达的影响(n=6)
A 为 RT-PCR 检测 ADAR1 mRNA 表达,B 为 RT-PCR 检测 ZBP1 mRNA 表达,C 为 Western blot 检测 ADAR1、

ZBP1、MLKL、RIPK3、p-RIPK1、p-RIPK3 及 p-MLKL 蛋白表达,D 为蛋白相对表达量柱状统计图。

Figure 2. The effect of hypoxia on the expression of necroptosis related proteins in macrophages(n=6)
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2. 3　 低压低氧对 ApoE- / -小鼠血脂和炎症因子水平

的影响

对照组与低压低氧组 ApoE- / - 小鼠的 TG、TC、
HDLC 和 LDLC 水平未见统计学差异(P>0. 05)。 与

对照组相比,低压低氧组 ApoE- / -小鼠的血清炎症因

子 TNF-α、IL-1β、IL-6 和 MCP-1 水平升高至对照组

的 1. 21 倍、1. 37 倍、1. 24 倍和 1. 18 倍(P<0. 01 或

P<0. 05;图 3)。

图 3. 低压低氧对 ApoE- / -小鼠血脂和炎症因子水平的影响(n=10)
A 为 TG 水平,B 为 TC 水平,C 为 HDLC 水平,D 为 LDLC 水平,E 为 TNF-α 水平,F 为 IL-1β 水平,G 为 IL-6 水平,H 为 MCP-1 水平。

Figure 3. The effect of hypobaric hypoxia on the levels of plasma lipids and

inflammatory cytokines in ApoE- / - mice(n=10)

2. 4　 低压低氧对 ApoE- / -小鼠动脉粥样硬化斑块的

影响

ApoE- / -小鼠通过高脂饮食喂养诱导动脉粥样

硬化,并分别经常氧或低压低氧干预 16 周,与对照

组相比,低压低氧组小鼠的主动脉根部粥样斑块面

积增加至对照组的 1. 22 倍(P<0. 05),斑块内坏死

核心面积增加至对照组的 1. 49 倍,纤维帽变薄(P<
0. 01),斑块中胶原含量减少至对照组的 54. 41%
(P<0. 01;图 4)。 提示低压低氧引起斑块内坏死核

心面积增加,导致动脉粥样硬化易损斑块形成。

2. 5　 低压低氧对 ApoE- / -小鼠粥样斑块中巨噬细胞

数量和坏死性凋亡相关蛋白表达的影响

免疫组织化学染色显示,与对照组相比,低压

低氧组小鼠主动脉根部粥样斑块中巨噬细胞数量

增加,ADAR1 表达减少,ZBP1 和 p-MLKL 表达增多

(P<0. 05 或 P<0. 01)。 Western blot 检测结果显示,
与对照组相比,低压低氧组小鼠主动脉中 ADAR1
蛋白表达水平降低至对照组的 39. 11% ,ZBP1 和 p-
MLKL 蛋白表达水平增加至对照组的 3. 12 倍和

2. 68 倍(P<0. 01;图 5)。
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图 4. 低压低氧对 ApoE- / -小鼠动脉粥样硬化斑块的影响(n=10)
A 为小鼠主动脉根部粥样斑块 HE 染色图,B 为小鼠主动脉根部粥样斑块面积,C 为小鼠粥样斑块坏死核心面积,

D 为小鼠主动脉根部粥样斑块 Masson 染色图,E 为小鼠粥样斑块中胶原纤维含量。

Figure 4. The effect of hypobaric hypoxia on atherosclerotic plaque in ApoE- / - mice(n=10)

图 5. 低压低氧对 ApoE- / -小鼠粥样斑块中巨噬细胞数量和坏死性凋亡相关蛋白表达的影响(n=10)
A 为小鼠粥样斑块中 ADAR1、ZBP1、CD68 和 p-MLKL 的免疫组织化学染色,B 为免疫组织化学染色柱状统计图,

C 为 Western blot 检测小鼠主动脉中 ADAR1、ZBP1 和 p-MLKL 蛋白表达,D 为蛋白相对表达量柱状统计图。

Figure 5. The effect of hypobaric hypoxia on the number of macrophages and the expression of necropoptosis related
proteins in atherosclerotic plaque of ApoE- / - mice(n=10)

3　 讨　 论

我国有近千万人长期居住在高原地区,随着青

藏铁路和川藏铁路等重大战略工程实施,近年来大

量人群前往高原、建设高原,高原地区动脉粥样硬

化性心血管疾病的发病率一直居高不下,是高原地

区人口死亡的主要原因,而高原缺氧是其发生发展

的重要因素[2-3]。 研究显示,低压低氧通过促进血

管生成和炎症反应来加速动脉粥样硬化斑块进

展[5]。 进 一 步 的 研 究 发 现, 缺 氧 诱 导 因 子 1α

(hypoxia inducible factor-1α,HIF-1α)是细胞对低氧

反应的主要调节因子,HIF-1α 是促进动脉粥样硬化

进展的重要蛋白,通过调节内皮细胞功能、血管平

滑肌细胞增殖迁移、巨噬细胞胆固醇代谢及促炎表

型极化参与动脉粥样硬化的发生发展过程[15]。 本

课题组前期发现,缺氧导致动脉粥样硬化斑块不稳

定性增加,缺氧改变血管壁基质金属蛋白酶(matrix
metalloproteinase,MMP) 及其组织抑制因子 ( tissue
inhibitor of metalloproteinase,TIMP)的表达平衡[4],
然而缺氧诱导动脉粥样斑块不稳定的具体机制尚
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未完全阐明。
易损斑块具有较大的坏死核心和薄纤维帽,易

损斑块容易发生纤维膜破裂和血栓形成,是急性心

脑血管事件真正的“始作俑者” [16]。 坏死核心的形

成和扩散是导致粥样斑块不稳定和易损斑块形成

的主要原因[17]。 研究证实,巨噬细胞坏死性凋亡在

动脉粥样斑块坏死核心的形成和进展中发挥了重

要作用,巨噬细胞膜通透性增高,致使细胞肿胀、细
胞器变形或肿大,最后细胞破裂,引起细胞内容物

释放,进一步诱发炎症反应;在粥样斑块内巨噬细胞

发生坏死性凋亡的过程中,RIPK1、RIPK3 及其底物

MLKL 是参与细胞坏死性凋亡的关键分子,而 p-
MLKL 易位至细胞膜的内侧并破坏细胞膜的完整性

是发生坏死性凋亡的关键步骤,抑制巨噬细胞坏死性

凋亡可显著减少坏死核心的形成,增加动脉粥样斑块

的稳 定 性[6-9]。 TNF-α 通 过 激 活 RIPK1 / RIPK3 /
MLKL 引起细胞坏死性凋亡[6]。 最近发现,缺氧可通

过 EGLN1 / pVHL 途径调节 RIPK1 活性,进而促进下

游细胞坏死性凋亡和炎症的发生;并且缺氧对

RIPK1 活性的调控并不是通过之前发现的 TNF-α /
肿瘤坏死因子受体 1( tumour necrosis factor receptor
1,TNFR1)通路来实现的[18]。 本研究发现,低氧引

起巨噬细胞中 p-RIPK1、p-RIPK3 和 p-MLKL 表达增

加,导致巨噬细胞坏死性凋亡增加;在低压低氧环

境中,ApoE- / - 小鼠血清 TNF-α 等炎症因子水平升

高,动脉粥样硬化斑块坏死核心面积明显增加,斑
块中胶原含量减少,而斑块中巨噬细胞数量和 p-
MLKL 的表达也显著增加。 提示低压低氧可能通过

激活 RIPK3 / MLKL 信号通路,调节巨噬细胞坏死性

凋亡,导致动脉粥样硬化斑块不稳定性增加;TNF-α
和 RIPK1 可能参与了低氧激活 RIPK3 / MLKL 信号

通路的过程,这与前期研究结果相一致[6,15,18]。
新近研究发现,核酸损伤与修复障碍、细胞质

内异常的内源性核酸积累和核酸感受通路的激活

在血管炎症反应、易损斑块形成和动脉粥样硬化的

进展中发挥重要作用[19-21]。 ADAR1 和 ZBP1 是细

胞质内重要的核酸感受器,参与调控固有免疫、细
胞死亡、炎症性疾病和肿瘤的发生发展[14]。 ADAR1
的两种亚型 p150 和 p110 是通过使用单独的启动子

和交替剪接产生的,ADAR1 p150 主要位于细胞质

中,而 ADAR1 p110 主要位于细胞核中,近期研究提

示, ADAR1 可 能 通 过 促 进 A-to-I 调 节 lncRNA
NEAT1 的稳定性,参与动脉粥样硬化性心血管疾病

的进程[22]。 ZBP1 被细胞质内左手螺旋核酸(Z-nu-
cleic acid,Z-NA)和线粒体 DNA(mitochondrial DNA,

mtDNA)激活后,通过 RHIM 结构域与 RIPK3 相关

联,介导 RIPK3 / MLKL 依赖的细胞坏死性凋亡和炎

症反应[14],ZBP1 激活 RIPK3 / MLKL 信号通路并不

依赖于 TNF-α 和 RIPK1 途径[6]。 最新一系列研究

证实,ADAR1 是细胞内 ZBP1 的负向调节因子,通
过 Zα 结构域阻止 Z-NA 激活 ZBP1 介导的细胞坏死

性凋亡和炎症反应[23-25]。 本研究发现,低氧导致巨

噬细胞中 ADAR1 表达降低,ZBP1 表达增加;在低

压低氧的环境中,ApoE- / -小鼠的动脉粥样硬化斑块

中 ADAR1 表达减少,而 ZBP1 表达明显增加。 提示

ADAR1 / ZBP1 表达失衡促进 RIPK3 / MLKL 信号通

路激活可能介导低压低氧导致的巨噬细胞坏死性

凋亡和斑块不稳定性增加。
然而,低压低氧导致巨噬细胞 ADAR1 表达减

少和 ZBP1 表达增加的具体机制尚不清楚,低压低

氧对巨噬细胞质内 Z-NA 和 mtDNA 的影响如何,目
前尚不清楚,本课题组将在进一步的实验中继续研

究。 此外,本研究仅通过细胞实验和动物模型初步

探讨了高原低压低氧对动脉粥样硬化的影响及机

制,后续将通过临床研究进一步研究高原低压低氧

环境下动脉粥样硬化性心血管疾病的发生发展。
综上所述,除 HIF-1α、TNF-α 和 RIPK1 等分子

机制外,本研究提示低压低氧引起巨噬细胞中

ADAR1 / ZBP1 表达失衡,直接激活 RIPK3 / MLKL 信

号通路,调节巨噬细胞坏死性凋亡,增加斑块坏死

核心面积,导致动脉粥样硬化斑块不稳定性增加。
研究结果为高原地区动脉粥样硬化性心血管疾病

的防治提供了理论基础。
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