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KLHL21 基因在小鼠心肌梗死中的作用及机制

闫 拓, 吴婷婷, 姜智慧, 郑颖颖, 谢 翔
新疆医科大学第一附属医院心血管病中心高血压科,新疆乌鲁木齐市 830011

[摘　 要] 　 [目的] 　 探讨 KLHL21 基因在小鼠心肌梗死(MI)中的作用及机制。 [方法] 　 使用 CRISPR / Cas 技术

构建 KLHL21 基因敲除小鼠(KO 小鼠),并选取 C57BL / 6 野生型小鼠作为对照。 60 只 KLHL21 基因 KO 小鼠与 60
只野生型小鼠随机分为四组:野生型假手术组(WT+Sham)、野生型心肌梗死组(WT+MI)、KO 假手术组(KO+
Sham)和 KO 心肌梗死组(KO+MI)。 术后通过 TTC 及 Evens Blue 双染法计算缺血区和梗死区面积,ELISA 法测量

心肌损伤标志物,心脏超声检测心功能,HE 染色和 Masson 染色观察病理变化,Western blot 检测核因子 κB(NF-
κB)信号通路相关蛋白。 [结果] 　 KO 小鼠心肌组织 KLHL21 蛋白表达显著低于 WT 小鼠。 KO+MI 组小鼠梗死区

面积显著增加,心功能较 WT+MI 组明显降低。 HE 染色显示 KO+MI 组心肌细胞减少,出现液化性坏死、核碎裂及

大量炎症细胞浸润,Masson 染色提示纤维化加重。 KO+MI 组血清肿瘤坏死因子 α(TNF-α)、白细胞介素 6( IL-6)、
肌酸激酶同工酶(CK-MB)和心肌肌钙蛋白 I(cTnI)水平显著升高。 Western blot 结果表明 KO+MI 组磷酸化核因子

κB 抑制蛋白 α(p-IKBα)、P65 和 P50 蛋白水平增高,IKBα 蛋白水平下降。 [结论] 　 KLHL21 基因对小鼠心肌梗死

具有预防作用,可能通过抑制 NF-κB 信号通路的激活来发挥作用。
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The role and mechanism of KLHL21 gene in mouse myocardial infarction
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Department of Hypertension, Cardiovascular Center, the First Affiliated Hospital of Xinjiang Medical University, Urumqi,
Xinjiang 830011, China
[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the role and mechanism of KLHL21 gene in myocardial infarction (MI) of mice.
Methods　 KLHL21 gene knockout (KO) mice were generated using CRISPR / Cas9 technology, and C57BL / 6 wild-type
mice were used as controls. 　 Sixty KLHL21 KO mice and 60 wild-type mice were randomly divided into four groups: WT+
Sham group (n=30), WT+MI group (n=30), KO+Sham group (n=30) and KO+MI group (n=30). 　 Postoperative is-
chemic and infarct areas were assessed using TTC and Evans Blue staining, myocardial injury markers were measured by
ELISA, cardiac function was evaluated by ultrasound, and histological changes were examined using HE and Masson stai-
ning. 　 Western blot was used to detect proteins related to the nuclear factor-κB (NF-κB) signaling pathway. 　 　 Results
KLHL21 protein expression in the myocardial tissue of KO mice was significantly lower than that in WT mice. 　 The infarct
area in KO+MI mice was significantly larger than that in WT+MI group. 　 KO+MI mice showed reduced cardiac function
compared with WT+MI mice. 　 HE staining revealed myocardial cell loss, liquefactive necrosis, nuclear fragmentation,
and significant neutrophil infiltration, while Masson staining showed aggravated fibrosis in KO+MI group. 　 Serum tumor
necrosis factor-alpha (TNF-α), interleukin-6 (IL-6), creatine kinase-MB (CK-MB), and cardiac troponin I (cTnI) lev-
els were significantly increased in KO+MI mice compared with WT+MI mice. 　 Western blot analysis showed increased lev-
els of phosphorylated inhibitor of nuclear factor-κB alpha (p-IKBα), P65, and P50, and decreased nuclear factor-κB al-
pha (IKBα) in KO+MI mice. 　 　 Conclusion　 KLHL21 gene plays a preventive role in myocardial infarction in mice,
possibly through inhibition of NF-κB signaling pathway activation.
[KEY WORDS]　 KLHL21 gene;　 myocardial infarction;　 nuclear factor-κB signaling pathway;　 CRISPR/ Cas technology
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　 　 急性心肌梗死 ( acute myocardial infarction,
AMI)是目前严重危害人类健康的心血管疾病[1],其
发病率正在增加,已成为全球死亡的主要原因[2]。
AMI 的发病机制和病情进展受到多种因素的影响,
其中遗传基因的作用越来越受到重视。 Kelch-like
(KLHL)家族基因,是新近发现的具有重要生物功

能的基因家族。 作为 KLHL-repeat 超家族成员,
KLHL 在人、小鼠和大鼠中具有高度同源性[3]。
Northern blot 分析表明,人类同源基因 KLHL 在骨骼

肌和心脏中呈特异性表达[4]。 该家族成员参与了

许多细胞和分子过程,如肿瘤发生、炎症反应、氧化

应激反应、胚胎发育和淋巴发生等[3]。 有研究表

明[5]通过利用多个细胞系,发现 KLHL21 基因可直

接结合 κB 抑制因子激酶 β(inhibitor of kappa B ki-
nase β,IKKβ),负向调控肿瘤坏死因子 α ( tumor
necrosis factor-α,TNF-α)干预下活化的核因子 κB
(nuclear factor-κB,NF-κB)信号通路。 同时还发现

转 染 siKLHL21 后 人 核 因 子 κB 抑 制 蛋 白 α
(inhibition of nuclear factor-κB alpha,IKBα)被显著

激活。 多项研究已证实 IKK / IKBα / NF-κB 信号通

路可迅速调节细胞因子、趋化因子、黏附分子、转录

因子、应激反应蛋白等一系列特异基因的表达,在
心肌的炎症反应、氧化应激损伤、细胞凋亡、细胞自

噬效应等方面发挥非常关键的调控作用,而这些作

用在 AMI 的病理发展过程中扮演重要角色[6-7]。 研

究已证实,小鼠心肌梗死(myocardial infarction,MI)
后伴有梗死区炎症细胞浸润显著增强及 NF-κB 信

号通路的持续激活[8]。 本课题利用 CRISPR / Cas9
技术构建了 KLHL21 基因敲除(knockout,KO)小鼠,
并构建心肌梗死实验模型,探索 KLHL21 基因在心

肌梗死中的作用及机制。

1　 材料和方法

1. 1　 主要实验仪器与试剂

小动 物 高 分 辨 率 超 声 成 像 系 统 Vevo3100
(Visual Sonics 公司,加拿大),小动物麻醉机(Matrx
公司,美国),小动物呼吸机(Harvard 公司,美国),
数字凝胶成像系统(Bio-Rad 公司,美国),多功能酶

标仪和高速低温台式离心机(Thermo 公司,美国),
手术显微镜(蔡司公司,德国),LeicaDM300 光学显

微镜(Leica 公司,德国)。
HE 染色试剂盒和 Masson 染色试剂盒(北京索

莱宝科技有限公司),Evens Blue 和 TTC(Sigma 公

司,美国),BCA 蛋白浓度测定试剂盒 ( Thermo 公

司,美国),GAPDH 抗体(CST 公司,美国),辣根过

氧化物酶(HRP)标记山羊抗兔免疫球蛋白 G(博奥

森公司,北京),抗 KLHL21 多克隆抗体(Abcam 公

司),抗 Phospho-IKKα / β 兔单克隆抗体、抗 IKKβ 兔

单克隆抗体、抗 IKBα 兔单克隆抗体、抗 Phospho-
NF-κB P65 兔单克隆抗体、抗 NF-κB P65 兔单克隆

抗体和抗 NF-κB P105 / P50 抗体(CST 公司,美国),
心肌肌钙蛋白 I(cardiac troponin I,cTnI)、肌酸激酶

同工酶( creatine kinase MB,CK-MB)和 IL-1β 酶联

免疫吸附试验(ELISA)试剂盒(武汉华美生物有限

公司),磷酸盐缓冲液(PBS 缓冲液,pH = 7. 4,NaCl
为 137 mmol / L、 KCl 为 2. 7 mmol / L、 Na2HPO4 为

10 mmol / L、KH2PO4 为 2 mmol / L)由实验室配置。
1. 2　 实验动物及分组

雄性 C57BL / 6 野生型小鼠和 KLHL21 基因 KO
小鼠,分别由新疆医科大学动物实验中心和上海南

方模式生物科技有限公司提供,采用 CRISPR / Cas9
技术构建 KLHL21 基因全身敲除小鼠模型。 分别对

野生型小鼠及 KLHL21 基因 KO 小鼠提取心肌组织

蛋白,通过蛋白免疫印迹法检测 KLHL21 蛋白表达

水平。 本研究已通过新疆医科大学生命科学伦理

审查委员会批准。 选取 8 ~ 12 周、20 ~ 24 g C57BL /
6 野生型小鼠作为对照。 KLHL21 基因 KO 小鼠和

野生型小鼠各 60 只随机分为 4 组:即野生型假手术

组(WT+Sham 组,n = 30)、野生型心肌梗死组(WT+
MI 组,n = 30)、KO 假手术组(KO+Sham 组,n = 30)
和 KO 心肌梗死组(KO+MI 组,n=30)。
1. 3　 小鼠心肌梗死模型建立

腹腔注射 1% 戊巴比妥钠(50 mg / kg)麻醉小

鼠,气管插管后连接呼吸机,将小鼠固定于循环加

热手术台上,连接标准导联心电图,手术区域备皮

消毒,于胸骨左侧第 3、4 肋间充分暴露心脏。 显微

镜下用 7-0 带线缝合针于左心耳下缘 2 ~ 3 mm 处穿

过左前降支( left anterior descending,LAD),在结扎

线两端各放置一条长约 5 cm 的缝线线圈,随后结扎

LAD,可见左心室前壁心肌组织逐渐变白,心电图

ST 段持续弓背抬高,表明结扎成功,逐层关闭胸腔。
假手术组只开胸不结扎。 术后正常喂养。
1. 4　 心肌梗死区域染色

采用 Evens Blue 及 TTC 双染法计算缺血区及

梗死区面积[9]。 心肌梗死术后 24 h,麻醉后再次原

位结扎 LAD,通过主动脉弓逆行灌注 2% Evens Blue
溶液(0. 2 mL)。 取出心脏后,用生理盐水冲洗,剪
去右心室,并将心脏置于干冰上冷冻 15 min。 之后,
取出心脏,沿左心室长轴切成厚度约 1 mm 的心肌
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切片,浸入 1. 5% TTC 染色液中,在 37 ℃恒温箱中

避光孵育 30 min 后取出,用 PBS 溶液冲洗并置于

4%多聚甲醛中固定 30 min,最后拍摄照片。 使用

Image J 软件对图像进行分析,蓝色区域为正常心肌

区,红色和白色区域为缺血危险区 ( area at risk,
AAR),其中白色区域为心肌梗死区( infarct area,
IA),红色区域为缺血未梗死区。 心肌缺血区面积

计算为 AAR 占左心室面积的百分比,心肌梗死区面

积计算为 IA 占 AAR 的百分比。
1. 5　 超声心动图检测心功能

利用 Vevo3100 超声成像系统对小鼠进行心功能

检查,用 1. 5%异氟烷麻醉小鼠,待其状态稳定后,取
胸骨旁长轴和短轴切面,应用 M 型超声模式测量并

记录小鼠左心室收缩末内径( left ventricular end-
systolic diameter,LVESD)、左心室舒张末内径( left
ventricular end-diastolic diameter,LVEDD)、左心室射

血分数(left ventricular ejection fraction,LVEF)和左心

室短轴缩短率( left ventricular fractional shortening,
LVFS),所有数值均测量 3 个周期后计算平均值。
1. 6　 心肌组织病理学染色

心肌梗死术后 7 天,每组随机取 8 只小鼠,戊巴

比妥钠腹腔麻醉处死后取出心脏放入 PBS 缓冲液

中冲洗,4%多聚甲醛溶液中固定 48 h 后,进行乙醇

分级脱水、石蜡包埋、病理切片等处理。 根据试剂

盒说明书,常规进行 HE 染色和 Masson 染色,光学

显微镜下观察心肌病理形态学变化。
1. 7　 Western blot 检测心肌组织中 IKBα、P65 和

P50 的蛋白水平

将各组剩余 6 只小鼠戊巴比妥钠腹腔麻醉处死

后,提取心肌坏死周边组织放入研磨管中,加入裂

解液研磨至无固态组织,离心后取上清液。 使用

BCA 法测定蛋白浓度,取等量 20 μg 蛋白上样,SDS-
PAGE 凝胶电泳后将分离的蛋白质转移至聚偏二氟

乙烯(PVDF)膜上,室温下 5%脱脂牛奶封闭 2 h,分
别加入一抗,4 ℃摇床孵育过夜。 第 2 天洗膜后加

入山羊抗兔 IgG(1 ∶ 10 000),室温孵育 1 h,洗膜后

滴加增强超敏发光液(ECL)发光获得图像,Image J
软件对条带进行灰度分析,以 GAPDH 作为内参计算相

对蛋白表达量。
1. 8　 ELISA 法检测血清中 cTnI、CK-MB、IL-1β、IL-6
和 TNF-α 水平

通过下腔静脉取血,室温静置 30 min,1 360 g
离心 15 min,吸取上清,分装标记后储存于-80 ℃冰

箱备用。 根据 ELISA 试剂盒说明书检测 cTnI、CK-
MB、IL-1β、IL-6 和 TNF-α 的水平。

1. 9　 统计学方法

采用 GraphPad Prism 9. 0 软件进行统计学分析

并作图。 计量资料用 x±s 表示,两组间均数比较采

用独立样本 t 检验,多组间比较采用单因素方差分

析。 P<0. 05 为差异具有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 两种小鼠心肌组织中 KLHL21蛋白表达情况比较

Wetern blot 检测小鼠心肌组织中 KLHL21 蛋白

的表达水平,与 WT 组相比,KO 组小鼠心肌组织中

KLHL21 蛋白水平降低 55% (P<0. 001;图 1)。

图 1. KLHL21 基因敲除小鼠心肌组织中 KLHL21
蛋白表达(n=10)

Figure 1. KLHL21 protein expression in myocardial
tissue of KLHL21 gene knockout mice(n=10)

2. 2　 各组小鼠心肌缺血区和梗死区面积比较

心肌梗死术观察 24 h 后,采用 TTC 及 Evens
Blue 双染法评估左心室心肌缺血程度,以缺血区面

积和梗死区面积大小为评判标准。 结果发现,在冠

状动脉结扎情况水平相当的前提下,各组缺血区面

积差异无统计学意义;与 WT+MI 组相比,KO+MI 组
小鼠心肌梗死区面积增加了 63. 6% (P<0. 05;图 2
和表 1)。

图 2. 小鼠心肌 TTC 和 Evens Blue 双染法染色标本图片

Figure 2. Pictures of specimens stained with mouse
myocardial TTC, Evens Blue double staining method
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2. 3　 各组小鼠左心室功能比较

心脏彩超测量小鼠心脏左心室功能,结果发

现,基线状态 WT 小鼠与 KO 小鼠 LVEF、 LVFS、
LVEDD、LVESD 差异无显著性(P>0. 05);造模后 7
天时,与 WT+Sham 组比较,WT+MI 组小鼠 LVEF、
LVFS 分别降低了 70% 和 75% ,LVEDD、LVESD 分

别升高了 98%和 95% ,差异有显著性(P<0. 05);与
KO+Sham 组比较,KO+MI 组小鼠 LVEF、LVFS 分别

降低了 81%和 85% ,LVEDD 和 LVESD 分别升高了

120%和 137% ,差异有显著性(P<0. 05)。 KO+MI
组小鼠 LVEF 和 LVFS 较 WT+MI 组小鼠分别降低

了 38%和 39% ,LVEDD 和 LVESD 分别升高了 20%
和 25% ,差异有显著性(P<0. 05;表 2)。

造模后 28 天时,小鼠左心室功能进一步降低。
与 WT+Sham 组比较,WT+MI 组小鼠 LVEF 和 LVFS
分别降低了 39%和 53% ,LVEDD、LVESD 分别升高

了 73%与 56% ,差异有显著性(P<0. 05)。 与 KO+

Sham 组比较,KO+MI 组小鼠 LVEF、LVFS 分别降低

了 61%和 67% ,LVEDD、LVESD 分别升高了 86%和

83% ,差异有显著性 ( P < 0. 05 ); KO + MI 组小鼠

LVEF、LVFS 较 WT+MI 组小鼠分别降低了 37% 和

30% ,LVEDD 和 LVESD 分别升高了 14% 和 21% ,
差异有显著性(P<0. 05;表 2)。

表 1. 各组小鼠心肌缺血区面积及梗死区面积结果比较(n=8)
Table 1. Comparison of myocardial ischemic area and infarct

area in mice of each group (n=8) 单位:%

分组 缺血区面积 梗死区面积

WT+Sham 组 50±3 0±0
KO+Sham 组 49±4 0±0
WT+MI 组 48±7 33±10a

KO+MI 组 50±4 54±14bc

　 　 注:a 为 P<0. 05,与 WT+Sham 组相比;b 为 P<0. 05,与 KO+
Sham 组相比;c 为 P<0. 05,与 WT+MI 组相比。

表 2. 各组小鼠心肌梗死术后 7 天及 28 天心功能

Table 2. Cardiac function of mice in each group on the 7th and 28th day after myocardial infarction

分组
LVEF / %

MI 后 7 天 MI 后 28 天

LVFS / %

MI 后 7 天 MI 后 28 天

LVEDD / mm

MI 后 7 天 MI 后 28 天

LVESD / mm

MI 后 7 天 MI 后 28 天

WT+Sham 组 65. 06±7. 30 65. 15±6. 45 36. 75±5. 67 36. 50±5. 72 2. 39±0. 58 2. 42±0. 60 2. 22±0. 51 2. 24±0. 50
KO+Sham 组 64. 82±4. 30 64. 75±4. 35 36. 53±5. 79 36. 70±5. 84 2. 58±0. 23 2. 57±0. 24 2. 28±0. 31 2. 30±0. 32
WT+MI 组 19. 75±7. 43a 39. 67±10. 35a 9. 03±3. 67a 17. 26±4. 48a 4. 74±0. 72a 4. 19±0. 92a 4. 32±0. 73a 3. 50±0. 89a

KO+MI 组 12. 20±4. 21bc 24. 98±5. 12bc 5. 50±1. 90bc 12. 07±4. 95bc 5. 70±0. 87bc 4. 78±0. 81bc 5. 40±0. 89bc 4. 22±0. 81bc

　 　 注:a 为 P<0. 05,与 WT+Sham 组相比;b 为 P<0. 05,与 KO+Sham 组相比;c 为 P<0. 05,与 WT+MI 组相比。

2. 4　 各组小鼠心肌 HE 染色和 Masson 染色结果

HE 染色结果显示,WT+Sham 组和 KO+Sham
组小鼠光镜下心肌组织及结缔组织未见明显病理

变化。 造模后 7 天时,WT+MI 组出现细胞数目减

少,梗死处心肌细胞核及横纹消失。 KO+MI 组小鼠

心肌细胞数目减少,坏死心肌与正常心肌呈现交错

分布,梗死处心肌细胞核及横纹消失,肌原纤维结

构不清,梗死灶外围出现充血出血带及纤维化,出
现液化性坏死,心肌细胞胞质溶解,胞膜尚存,HE
染色呈空泡状。 存在核碎裂、核消失现象,肌质呈

不规律颗粒状,间质水肿。 梗死区域肌纤维之间及

其边缘部位可见大量炎症细胞,以中性粒细胞为

主,心肌细胞的轮廓还存在,可以辨认出心肌纤维

的组织结构,出现凝固性坏死及收缩带。 且出现大

量新生血管。 造模后 28 天,与 WT+MI 组小鼠比较,
KO+MI 组小鼠心肌细胞梗死区的心肌细胞坏死更加

彻底,细胞数目大量减少,有肉芽组织形成,梗死区机

化形成瘢痕组织,可见大量炎症细胞浸润(图 3)。
Masson 染色结果显示,WT + Sham 组和 KO +

Sham 组小鼠光镜下心肌组织及结缔组织未见胶原

沉积。 造模后 7 天时,WT+MI 组出现片状分布的蓝

色胶原纤维堆积。 与 WT+MI 组小鼠比较,KO+MI
组小鼠心脏左心室梗死区均出现大量片状分布的

蓝色胶原纤维堆积,心肌细胞明显减少,心肌纤维

排列紊乱,正常心肌与纤维细胞交错呈螺旋状分

布,且其纤维化程度均随着时间进展加重。 造模后

28 天时,与 WT+MI 组小鼠比较,KO+MI 组小鼠左

心室梗死区大量细胞核固缩,蓝色胶原纤维堆积明

显增加,大量肉芽组织与瘢痕组织形成,纤维化程

度明显加重(图 4)。
2. 5　 各组小鼠血清炎症因子水平比较

心肌梗死后 7 天,采用 ELISA 检测各组小鼠血

清炎症因子水平。 结果发现,WT+Sham 组与 KO+
Sham 组小鼠血清炎症因子 TNF-α、IL-6 和 IL-1β 水
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平差异均无显著性(P>0. 05);与 WT+Sham 组比

较,WT+MI 组小鼠血清中 TNF-α 水平升高 26% ,IL-
1β 水平升高 20% , IL-6 水平升高约 3 倍,差异有显

著性(P<0. 05);与 KO+Sham 组比较,KO+MI 组小

鼠血清中 TNF-α 水平升高约 1. 15 倍,IL-1β 升高约

27% , IL-6 水平升高约 5 倍,差异有显著性 (P <
0. 05);与 WT+MI 组比较,KO+MI 组小鼠血清中

TNF-α 水平升高 71% ,而 IL-6 水平升高 64% ,差异

有显著性(P<0. 05),IL-1β 水平差异无显著性(P>
0. 05;表 3)。

图 3. 小鼠心肌组织 HE 染色结果(200×,n=8)
Figure 3. HE staining results of mouse myocardial tissue(200×,n=8)

图 4. 小鼠心肌组织 Masson 染色结果(200×,n=8)
Figure 4. Masson staining results of mouse myocardial tissue(200×,n=8)

表 3. 各组小鼠血清炎症因子水平比较

Table 3. Comparison of serum inflammatory factors levels

in mice of each group 单位:ng / L

分组 TNF-α IL-1β IL-6

WT+Sham 组 655. 99±190. 32 368. 75±63. 76 12. 24±1. 98

KO+Sham 组 654. 68±162. 30 366. 48±46. 62 12. 77±1. 92

WT+MI 组 823. 75±402. 34a 442. 81±61. 39a 49. 63±17. 33a

KO+MI 组 1 407. 12±211. 08bc 464. 48±70. 44b 81. 25±11. 30bc

　 　 注:a 为 P<0. 05,与 WT+Sham 组相比;b 为 P<0. 05,与 KO+
Sham 组相比;c 为 P<0. 05,与 WT+MI 组相比。

2. 6　 各组小鼠心肌梗死标志物水平比较

心肌梗死 24 h 后,KO+MI 组小鼠血清心肌梗

死标志物 CK-MB 较 WT+MI 组升高 21% ,而 cTnI 水

平升高 14% ,差异有显著性(P<0. 05;表 4)。

表 4. 各组小鼠血清心肌损伤标志物水平比较

Table 4. Comparison of serum myocardial injury markers
levels in mice of each group

分组 CK-MB / (μg / L) cTnI / (ng / L)
WT+MI 组 18. 96±1. 46 27. 50±2. 79
KO+MI 组 22. 88±4. 40a 31. 48±1. 86a

　 　 注:a 为 P<0. 05,与 WT+MI 组比较。

2. 7　 各组小鼠心肌组织 IKBα、P65 和 P50 的蛋白

水平比较

Western blot 检测结果表明,WT+Sham 组与 KO+
Sham 组小鼠 NF-κB 通路相关蛋白水平差异无显著
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性(P>0. 05)。 WT+MI 组小鼠 p-IKBα、IKBα 和 P50
的蛋白水平较 WT+Sham 组分别升高了 60% 、37%
和 80% ,差异有显著性(P<0. 01);KO+MI 组小鼠 p-
IKBα、P65 和 P50 的蛋白水平较 KO+Sham 组分别

升高了 128% 、47% 和 123% ,差异有显著性 (P <
0. 01);KO+MI 组小鼠 p-IKBα、P65 和 P50 的蛋白

水平较 WT+MI 组分别升高了 46% 、34% 和 36% ,
IKBα 的蛋白水平降低了 28% ,差异有显著性(P<
0. 01;图 5)。 以上结果说明 KLHL21 基因敲除导致

小鼠心肌组织 IKBα 表达水平降低,促进了 IKBα 磷

酸化,从而促进 P65 和 P50 的核转位,证明 KLHL21
基因对 NF-κB 通路具有负向调节作用。

图 5. Western blot 检测各组小鼠心肌组织 IKBα、P65 和 P50 的蛋白水平(n=6)
a 为 P<0. 01,与 WT+Sham 组比较;b 为 P<0. 05,与 KO+Sham 组比较;c 为 P<0. 01,与 WT+MI 组比较。

Figure 5. Western blot detection of protein levels of IKB α, P65, and P50 in myocardial tissue of mice in each group(n=6)

3　 讨　 论

AMI 的发生主要与炎症反应、氧化应激损伤、
线粒体功能障碍和钙离子超载等机制有关[10]。
KLHL21 是 KLHL 蛋白家族的一员,最近被鉴定为

BTB 蛋白。 有研究[11] 指出,KLHL21 蛋白能够与

Cullin3 蛋白相互结合,共同构成 E3 泛素连接酶复

合体,促进 Aurora B 蛋白激活泛素化修饰,这一过

程涉及细胞有丝分裂的精确控制。 有研究表明[5]

通过利用多个细胞系,较为系统地证明了 KLHL21
基因可直接结合 IKKβ,负向调控 TNF-α 干预下活

化的 NF-κB 信号通路。
本研究发现,KLHL21 基因敲除可以增加小鼠

心肌梗死后心肌梗死面积,降低小鼠左心室功能,
加剧心肌炎症细胞浸润,增加梗死区心肌胶原蛋白

沉积,促进心肌纤维化形成,加重心室重塑,同时

KLHL21 基因敲除能提高血清中心肌损伤标志物如

CK-MB 及 cTnI 的水平,同时升高血清炎症因子如

TNF-α、IL-6 和 IL-1β 的水平,证明 KLHL21 基因有

抗心肌梗死作用。 Western blot 检测结果表明,
KLHL21 基因敲除增加心肌缺血再灌注损伤及心肌

梗死损伤后 P50 和 P65 的表达,抑制 IKBα 的蛋白

表达。 表明 KLHL21 蛋白可能通过 IKBα 途径调节

P65 和 P50 核转位发挥作用。
IKK 激酶的激活在 NF-κB 信号转导通路中处

于核心地位[12]。 因此对 IKK 激酶复合物活性的调

节作用显得尤为重要[13]。 IKK 复合物的活化是通

过由上游激活的 IKBα 或 IKBβ 的磷酸化所介导的,
包括 NF-κB 诱 导 激 酶 ( NF-κB-inducing kinase,
NIK) [14]和丝裂原活化蛋白激酶激酶激酶(mitogen-
activated protein kinase kinase kinase,MAPKKK)家庭

的丝裂原活化蛋白激酶激酶 1 ( mitogen-activated
protein kinase kinase 1,MEKK1) [15]。 随后,IKB 通

过丝氨酸残基的磷酸化作用被整合进 IKK 复合物

中[16]。 虽然 IKBα 和 IKBβ 在序列和底物特异性方

面存在极高的相似性,但在小鼠中相应基因的靶向

破坏分析中,发现 IKK 的功能是不可互换的[17]。
IKBα 在角质细胞分化中扮演十分重要的角色,但它

并不是 NF-κB 细胞因子依赖性激活所必需的[18]。
纯化的 IKKε 仅磷酸化丝氨酸残基中的 S32,而不是

IKBα 中的 S36[19]。 然而,源自佛波酯处理的细胞内

源性 IKKε,可以磷酸化 S32 和 S36,这意味着可能在

IKK 复合物中存在另外一个未知的 IKB 激酶[20]。
IKKα 的表达可以被诱导,尤其在免疫细胞对脂多

糖和促炎细胞因子的反应过程中,包括 TNF-α、IL-1
和 IL-6[21]。 IKK 过表达导致 IKBα S36 首先被磷酸

513CN 43-1262 / R　 中国动脉硬化杂志 2025 年第 33 卷第 4 期



化[22]。 有研究表明,当细胞内在缺失 NF-κB 信号

转导的核心支架蛋白 ( NF-κB essential modulator,
NEMO)时,IKKβ 不能激活 NF-κB 信号转导通路,而
且 NEMO 通过其羧基末端的锌指结构域与 IKBα 相

互结合,对于 IKBα 的磷酸化修饰至关重要[23]。 且

有研究表明 NOD 样受体(NOD-like receptor,NLR)
可以与 NEMO 竞争性结合 IKKβ 而抑制 IKKβ 的激

活,进而抑制 NF-κB 信号转导通路的激活[24]。
本研究发现,内源性的 KLHL21 基因敲除可以

降低小鼠心肌缺血再灌注损伤及心肌梗死损伤后

的左心室收缩功能,促进心室重塑,其机制可能与

NF-κB 通路中 IKBα 因子相关。 但 IKBα 在 IKKβ 和

IKKα 的下游,目前还不能确定内源性 KLHL21 蛋白

是否直接影响 IKKβ 来调节 IKBα,可能存在其他相

关机制。 在后续研究中,我们将从以下几方面改进

并作进一步的研究。 首先应该构建病毒转染

KLHL21 过表达小鼠模型;其次可以完善 IKBα 和

IKKβ 药物抑制剂结合细胞实验;再者可完善基因

敲除鼠心脏组织直接补充 KLHL21 蛋白,以验证补

充 KLHL21 蛋白后病理变化。 综上本研究为临床治

疗提供了新的方向。
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