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SIRT1 / DRP1 在染料木素抑制氧化型低密度脂蛋白诱导的
人脐静脉内皮细胞凋亡中的作用

周 慧, 于海霞, 张华屏
山西医科大学转化医学研究中心,山西省太原市 030001

[摘　 要] 　 [目的] 　 阐明沉默信息调节因子 1(SIRT1) / 线粒体动力相关蛋白 1(DRP1)在染料木素抑制氧化型低

密度脂蛋白(ox-LDL)诱导的内皮细胞凋亡中的作用。 [方法] 　 体外培养人脐静脉内皮细胞(HUVEC),测定线粒

体裂变因子(MFF)、线粒体分裂蛋白 1(FIS1)、线粒体融合素 1(MFN1)、线粒体融合素 2(MFN2)和线粒体内膜视

神经萎缩症蛋白 1(OPA1),以及线粒体凋亡关键分子 Bcl-2、Bax、细胞色素 c(Cytc)、凋亡蛋白酶激活因子 1
(APAF1)、剪切的 Caspase-9、剪切的 Caspase-3、DRP1 的乙酰化和磷酸化水平,以及 DRP1 和 Bax 的相互作用。 [结
果] 　 染料木素活化 SIRT1,抑制 DRP1 乙酰化和磷酸化而抑制 ox-LDL 诱导的 DRP1 活性(均 P<0. 05);抑制 MFF
和 FIS1,增加 MFN1、MFN2 和 OPA1 水平而抑制 ox-LDL 诱导的内皮细胞线粒体裂变(均 P<0. 05);抑制 p-DRP1 和

Bax 复合物形成,通过促进 Bcl-2,抑制 Bax、Cytc、APAF1、剪切的 Caspase-9 和剪切的 Caspase-3 水平而抑制 ox-LDL
诱导的内皮细胞凋亡(均 P<0. 05)。 [结论] 　 染料木素活化 SIRT1 抑制 DRP1 活性,通过抑制内皮细胞线粒体裂

变而抑制 ox-LDL 诱导的内皮细胞凋亡。 SIRT1 / DRP1 在染料木素抑制 ox-LDL 诱导的内皮细胞凋亡中发挥重要

作用。
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The role of SIRT1 / DRP1 in genistein suppressing ox-LDL-induced apoptosis of
human umbilical vein endothelial cells
ZHOU Hui, YU Haixia, ZHANG Huaping
Translational Medicine Research Center, Shanxi Medical University, Taiyuan, Shanxi 030001, China
[ABSTRACT]　 　 Aim　 To clarify the role of sirtuin 1(SIRT1) / dynamin-related protein 1(DRP1) in genistein inhibi-
ting oxidized low density lipoprotein(ox-LDL)-induced apoptosis of human umbilical vein endothelial cells(HUVEC). 　 　
Methods　 HUVECs were cultured in vitro. 　 The levels of mitochondrial fission factor (MFF), mitochondrial fission pro-
tein 1 (FIS1), mitofusin 1 (MFN1), mitofusin 2 (MFN2), optic atrophy 1 (OPA1), Bcl-2, Bax, cytochrome c (Cyt
c), apoptotic protease activating factor 1 (APAF1), cleaved Caspase-9, cleaved Caspase-3, p-DRP1(Ser616) and acety-
lation-DRP1 (ac-DRP1), as well as the interaction between p-DRP1 and Bax were examined. 　 　 Results 　 Compared
with ox-LDL treatment, genistein pretreatment suppressed the activity of DRP1 through diminishing acetylation and phos-
phorylation, which was associated with activating SIRT1(all P<0. 05). 　 Genistein pretreatment inhibited mitochondrial
fission by enhancing MFN1, MFN2 and OPA1, and reducing MFF and FIS1(all P<0. 05). 　 Genistein pretreatment sup-
pressed apoptosis through inhibiting the interaction between p-DRP1 and Bax, accompanied with increasing Bcl-2 and de-
creasing Bax, Cyt c, APAF1, cleaved Caspase-9 and Caspase-3 ( all P<0. 05). 　 　 Conclusion　 Genistein suppressed
ox-LDL-induced mitochondrial fission and apoptosis through activating SIRT1and inhibiting DRP1 in HUVEC.
Therefore, SIRT1 / DRP1 had a crucial role in genistein inhibiting ox-LDL-induced apoptosis in HUVEC.
[KEY WORDS]　 genistein;　 endothelial cell;　 apoptosis;　 sirtuin 1;　 dynamin-related protein 1

386CN 43-1262 / R　 中国动脉硬化杂志 2025 年第 33 卷第 8 期



　 　 动脉粥样硬化作为心血管系统的常见疾病,也
是冠心病和脑卒中的主要诱因。 血管内皮细胞损

伤是动脉粥样硬化的起始因素和重要环节。 因此,
寻找预防和改善内皮细胞损伤的有效靶点对动脉

粥样硬化的防治至关重要[1-3]。 流行病学研究表

明,东亚人群心血管疾病的低发病率与其摄入较多

的异黄酮有关;研究进一步显示,黄酮类化合物通

过调节血管活性物质、炎症反应、氧化应激、自噬与

凋亡等多种途径改善血管内皮细胞功能[4-5]。 我们

前期研究显示,植物性食物中富含的异黄酮染料木

素(genistein)通过活化沉默信息调节因子 1(sirtuin
1,SIRT1),抑制氧化型低密度脂蛋白( oxidized low
density lipoprotein,ox-LDL)诱导的内皮细胞氧化损

伤和老化作用[6-9]。 研究表明内皮细胞凋亡参与动

脉粥样硬化的发生和发展过程,染料木素对内皮细

胞的保护作用与抑制内皮细胞凋亡有关[10-13]。
SIRT1 在抑制内皮细胞凋亡中发挥重要作用;研究

进一步显示,SIRT1 对凋亡的抑制作用与抑制线粒

体动力相关蛋白 1(dynamin-related protein 1,DRP1)
密切相关[14-17]。 然而,染料木素抑制动脉粥样硬化

内皮细胞凋亡的机制尚需进一步阐明,本研究将观

察 SIRT1 / DRP1 在染料木素抑制 ox-LDL 诱导的人

脐静脉内皮细胞 ( human umbilical vein endothelial
cell,HUVEC)凋亡中的作用。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞和主要试剂

HUVEC 融合细胞 EA. hy926 购自中国科学院

细胞库(货号 GNHu39);DMEM 培养基和胎牛血清

购 自 Thermo Fisher Scientific Inc; ox-LDL 购 自

Shanghai Yeasen Biotechnology(货号 20605ES05);染
料木素(货号 G6649)购自 Sigma 公司;SIRT1 siRNA
购自 Thermo Fisher Scientific Inc(货号 136457);In-
vitrogen TRIzol 试剂(货号 15596026CN)、RevertAid
First Strand cDNA Synthesis Kit(货号 K1622)和 Ap-
plied BiosystemsFast SYBR 预混液(货号 4385612)购
自 Thermo Fisher Scientific Inc;细胞线粒体分离试剂

盒(货号 C3601)购自碧云天生物公司;流式细胞凋

亡检测试剂盒(货号 556547)购自 BD 公司;半胱氨

酸天冬氨酸蛋白酶 9(Caspase-9)活性(货号 C1119)
和 Caspase-3 活性(货号 C1113)测定试剂盒购自北

京普利莱生物公司;兔来源的一抗包括 β 肌动蛋白

(β-actin) 抗体 (货号 ab8227)、 SIRT1 抗体 (货号

ab189494)、细胞色素 c 氧化酶多肽Ⅳ(cytochrome c

oxidase Ⅳ,COXⅣ)抗体(货号 ab202554)、线粒体裂

变因子(mitochondrial fission factor,MFF)抗体(货号

ab129075)、线粒体分裂蛋白 1(mitochondrial fission
protein 1,FIS1)抗体(货号 ab156865)、线粒体融合

素 1(mitofusin 1,MFN1)抗体(货号 ab221661)、MFN2
抗体(货号 ab205236)和线粒体内膜视神经萎缩症蛋

白 1(optic atrophy 1,OPA1)抗体(货号 ab157457)、
Bcl-2抗体(货号 ab182858)、Bax 抗体(货号 ab32503)、
细胞色素 c(cytochrome c,Cyt c)抗体(货号 ab133504)
和凋亡蛋白酶激活因子 1(apoptotic protease activating
factor 1,APAF1)抗体(货号 ab234436),以及辣根过

氧化物酶(HRP)标记山羊抗兔二抗(货号 ab6721)
购自 Abcam 公司;此外,兔来源的一抗包括剪切的

Caspase-9 抗体(货号#9505)、剪切的 Caspase-3 抗体

(货号#9661)、DRP1 抗体(货号#8570)、乙酰化赖氨

酸(ac-Lysine)抗体(货号#9441)和 616 位丝氨酸

(Ser616) 磷酸化的 DRP1 ( p-DRP1) 抗体 (货号 #
3455)购自 Cell Signaling Technology。
1. 2　 细胞培养和基因转染

HUVEC 用含 10%胎牛血清和 1%青霉素-链霉

素溶液的 DMEM 完全培养基,培养于 37 ℃、5%CO2

培养箱中。 SIRT1 沉默实验:①转染前 24 h,细胞以

1×105 个 / 孔接种到 6 孔板中;②在两个 1. 5 mL 的

无酶 EP 管内先加入 100 μL OptiMEM 培养基,再分

别加入 SIRT1 siRNA(100 nmol / L)及 Lipofectamine
3000 混匀,室温孵育 5 min;③将两管液体混合后室

温孵育 20 min,培养 HUVEC 72 h;④转染效果 RT-
qPCR 和 Western blot 鉴定。 DRP1 过表达实验:
①将含 DRP1 慢病毒骨架质粒载体、辅助载体和壳

蛋白载体各 2 μg,用 Lipofectamine 3000 转染 24 孔

板中的 HEK293T 细胞 72 h;②收集细胞上清,经
0. 45 μm 滤器过滤,50 000 r / min 离心 2. 5 h,沉淀用

DMEM 培养基悬浮,病毒滴度约为 1010 pfu / L;③转

染前 24 h,HUVEC 接种于 6 孔培养板。 当 HUVEC
达到 80% ,1. 9 mL 完全培养基中加入 0. 1 mL 收集

的病毒上清和终浓度 8 mg / L 的聚凝胺,转染 6 h 更

换为新鲜的完全培养基继续培养 72 h;④转染效果

RT-qPCR 和 Western blot 鉴定。
1. 3　 实验分组与处理方法

将 HUVEC 分为对照组、ox-LDL 组、ox-LDL+染
料木素组、SIRT1 沉默+ox-LDL+染料木素组,以及

DRP1 过表达+ox-LDL+染料木素组。 ox-LDL 组为

ox-LDL(50 mg / L)作用 HUVEC 24 h;ox-LDL+染料

木素组为染料木素 ( 1 mmol / L) 预处理 HUVEC
30 min,再与 ox-LDL ( 50 mg / L) 共同作用 24 h;
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SIRT1 沉默+ox-LDL+染料木素组利用 SIRT1 沉默的

HUVEC,予以染料木素(1 mmol / L)预处理 30 min,
再与 ox-LDL(50 mg / L)共同作用 24 h;DRP1 过表达+
ox-LDL+染料木素组利用 DRP1 过表达的 HUVEC,
予以染料木素(1 mmol / L)预处理 30 min,再与 ox-
LDL(50 mg / L)共同作用 24 h。
1. 4　 RT-qPCR 检测 SIRT1 和 DRP1 mRNA 表达

各组收集细胞 5×106 个,加入 1 mL Trizol,按照

试剂盒说明提取 RNA。 取 1 μg RNA,按照反转录试

剂盒说明,将其反转录为 cDNA。 SIRT1 引物为上游

5′-GCCGGAAACAATACCTCCAC-3′,下游 5′-ACCCC
AGCTCCAGTTAGAAC-3′;DRP1 引物为上游 5′-GC
TGCCTCAAATCGTCGTAG-3′,下游 5′-ACCCCATTC
TTCTGCTTCCA-3′;β-actin 引物为上游 5′-AGAGCT
ACGAGCTGCCTGAC-3′,下游 5′-AGCACTGTGTTGG
CGTACAG-3′。 按照荧光定量 PCR 试剂盒说明,配
置反应体系。 PCR 反应条件:94 ℃预变性 10 min;
94 ℃ 15 s,60 ℃ 60 s,40 个循环。 反应结束后,计
算各反应 Ct 值,以 β-actin 作为内参照,使用 2-ΔΔCt

计算各组 SIRT1 和 DRP1 的相对表达量。
1. 5　 流式细胞术测定细胞凋亡

各组利用不含 EDTA 的胰酶消化,收集 5×105 个

细胞,预冷的 PBS 洗涤 2 次,1 000 r / min 离心 5 min,
弃上清,重悬于 100 μL binding buffer 中,加入 5 μL
Annexin V-FITC 和 PI,37 ℃避光反应 15 min,再加入

400 μL binding buffer,1 h 内利用流式细胞仪检测。
1. 6　 Caspase-9 和 Caspase-3 活性测定

基于 Caspase-9 特异水解多肽底物 LEHD-pNA,
Caspase-3 特异水解多肽底物 DEVD-pNA,释放的游

离硝基苯胺 pNA 在 405nm 有最大吸光度。 按照

Caspase 酶活性测定试剂盒说明,通过比色法测定

pNA 而最终得到 Caspase-9 和 Caspase-3 活性。
1. 7　 Western blot 检测各蛋白表达

各组取 20 μg 蛋白样品,经 SDS-PAGE 分离,湿
转移到 PVDF 膜,5% BSA 封闭 2 h,分别于 β-actin
抗体(1 ∶ 1 000 稀释)、COXⅣ抗体(1 ∶ 1 000 稀释)、
SIRT1 抗体(1 ∶ 1 000 稀释)、DRP1 抗体(1 ∶ 1 000 稀

释)、MFF 抗体(1 ∶ 2 000 稀释)、FIS1 抗体(1 ∶ 10 000
稀释)、MFN1 抗体 (1 ∶ 1 000 稀释)、MFN2 抗体

(1 ∶ 2 000 稀释)、OPA1 抗体(1 ∶ 2 000 稀释)、Bax
抗体(1 ∶ 5 000 稀释)、Bcl-2 抗体(1 ∶ 2 000 稀释)、
Cyt c 抗体(1 ∶ 5 000 稀释)、APAF1 抗体(1 ∶ 1 000
稀释)、剪切的 Caspase-9 抗体(1 ∶ 1 000 稀释)、剪
切的 Caspase-3 抗体 ( 1 ∶ 1 000 稀释)、 p-DRP1

(Ser616)抗体(1 ∶ 1 000 稀释)以及 ac-Lysine 抗体

(1 ∶ 1 000 稀释)溶液中 4 ℃孵育过夜,洗膜,再经

HRP 标记的山羊抗兔二抗(1 ∶ 5 000 稀释)室温孵

育 2 h,ECL 化学发光显色,X 光片显影定影,计算机

扫描分析。 在 Western blot 测定中,对于分子量差异

大的两种蛋白,可以洗脱第一种蛋白抗体后再孵育

第二种蛋白抗体检测;而对于分子量比较接近的蛋

白,只能选用不同的膜测定。
1.8　 DRP1乙酰化水平以及DRP1和 Bax相互作用分析

各组取 100 μg 蛋白样品,加入 1 μg rabbit IgG
和 100 μL Protein A+G 琼脂糖珠子,4 ℃旋转 1 h,
离心取上清;加入 1 μg DRP1 抗体(用于 DRP1 乙酰

化水平测定)或 1 μg Bax 抗体(用于 DRP1 和 Bax
相互作用分析),4 ℃ 旋转过夜,再加入 100 μL
Protein A+G 琼脂糖珠子,4 ℃旋转 2 h,离心去除上

清;沉淀用 PBS 洗 4 次,BCA 法测定蛋白浓度。 利

用 DRP1 抗体和 ac-Lysine 抗体分别进行 Western
blot,以测定 DRP1 乙酰化水平;利用 Bax 抗体和 p-
DRP1(Ser616)抗体分别进行 Western blot,以测定

DRP1 和 Bax 相互作用。
1. 9　 统计学分析

采用 SPSS 21. 0 统计学软件进行数据处理。 计

量资料以 x±s 表示,符合正态分布和方差齐性的多

组间比较采用单因素方差分析,两组间比较采用独

立样本 t 检验,以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 SIRT1 沉默与 DRP1 过表达 HUVEC 的鉴定

图 1A 和 1B 显示,与空白对照组 HUVEC 相比,
siRNA 阴性对照组 SIRT1 mRNA 和蛋白表达水平差

异无显著性(均 P>0. 05);而 SIRT1 siRNA 组 SIRT1
mRNA 和蛋白表达水平仅为空白对照组的 20% 和

30% (均 P<0. 05)。 图 1C 和 1D 显示,与空白对照

组相比,过表达载体阴性对照组 DRP1 mRNA 和蛋

白表达水平差异无显著性(均 P>0. 05);而 DRP1 过

表达载体组 DRP1 mRNA 和蛋白表达水平为空白对

照组的 2 倍以上(均 P<0. 05)。
2. 2　 SIRT1 在染料木素抑制 ox-LDL 诱导的内皮细

胞凋亡中的作用

图 2A 和图 2B 显示,ox-LDL 组早期凋亡细胞

(Annexin V+PI-)百分比为对照组的 5 倍以上(P<
0. 05);与 ox-LDL 组相比,ox-LDL+染料木素组早期

凋亡细胞降低 60% (P<0. 05);在 SIRT1 沉默的情

况下,染料木素抑制 ox-LDL 诱导的内皮细胞凋亡的
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作用消失(P<0. 05)。 图 2C 显示,ox-LDL 组 Caspase-
3 和 Caspase-9 活性为对照组的 3 倍以上(均 P <
0. 05); 与 ox-LDL 组相比, ox-LDL + 染料木素组

Caspase-3 和 Caspase-9 活性降低 50% 以上(均 P<

0. 05);在 SIRT1 沉默的情况下,染料木素将不再抑

制 ox-LDL 诱导的内皮细胞 Caspase-3 和 Caspase-9
活性(均 P<0. 05)。 可见,染料木素抑制 ox-LDL 诱

导的内皮细胞凋亡与活化 SIRT1 密切相关。

图 1. SIRT1 沉默与 DRP1 过表达 HUVEC 的鉴定

A 为 Western blot 测定 SIRT1 蛋白表达,1 为空白对照组,2 为 siRNA 阴性对照组,3 为 SIRT1 siRNA 组;B 为 SIRT1 mRNA(n=6)和蛋白(n=3)
相对表达水平分析,a 为 P<0. 05,与空白对照组相比;C 为 Western blot 测定 DRP1 蛋白表达,1 为空白对照组,2 为过表达载体阴性对照组,

3 为 DRP1 过表达载体组;D 为 DRP1 mRNA(n=6)和蛋白(n=3)相对表达水平分析,a 为 P<0. 05,与空白对照组相比。

Figure 1. The identification of SIRT1 siRNA and DRP1 overexpression in HUVEC

图 2. SIRT1 在染料木素抑制 ox-LDL 诱导的内皮细胞凋亡中的作用

A 为流式细胞仪分析凋亡示意图;B 为流式细胞仪测定 Annexin V+PI-细胞百分比分析(n=6);C 为 Caspase-3 和 Caspase-9 活性分析(n=6)。
1 为对照组,2 为 ox-LDL 组,3 为 ox-LDL+染料木素组,4 为 SIRT1 沉默+ox-LDL+染料木素组。 a 为 P<0. 05,与对照组相比;

b 为 P<0. 05,与 ox-LDL 组相比;c 为 P<0. 05,与 ox-LDL+染料木素组相比。

Figure 2. The role of SIRT1 in genistein inhibiting ox-LDL-induced apoptosis of HUVEC

2. 3　 SIRT1 / DRP1 在染料木素抑制 ox-LDL 诱导的

内皮细胞损伤中的作用

图 3A 和图 3C 显示,与对照组相比,ox-LDL 组

DRP1 乙酰化水平增加 60% ,而 ox-LDL+染料木素

组 DRP1 乙酰化水平降低到接近对照组 (均 P <
0. 05);在 SIRT1 沉默的情况下,染料木素抑制 ox-
LDL 诱导的内皮细胞 DRP1 乙酰化的作用消失(P<
0. 05)。 图 3B 和图 3C 显示, ox-LDL 组 p-DRP1

(Ser616)水平与对照组相比增加 50% ,而 ox-LDL+
染料木素组 p-DRP1(Ser616)水平降低到接近对照

组(均 P<0. 05);在 SIRT1 沉默的情况下,染料木素

抑制 ox-LDL 诱导的内皮细胞 p-DRP1(Ser616)的作

用消失(P<0. 05)。 可见,染料木素活化 SIRT1,抑
制 DRP1 的乙酰化和磷酸化,进而抑制 ox-LDL 诱导

的内皮细胞 DRP1 活性。 图 3D 和图 3E 显示,ox-
LDL 组 p-DRP1 和 Bax 相互作用水平与对照组相比
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增加 50% ,而 ox-LDL+染料木素组 p-DRP1 和 Bax
相互作用水平降低到接近对照组(均 P<0. 05);在
SIRT1 沉默的情况下,染料木素不再抑制 ox-LDL 诱

导的内皮细胞 p-DRP1 和 Bax 相互作用(P<0. 05)。
可见,染料木素活化 SIRT1 抑制 ox-LDL 诱导的内皮

细胞凋亡与抑制 DRP1 有关。

图 3. DRP1 在染料木素活化 SIRT1 抑制 ox-LDL 诱导的内皮细胞损伤中的作用

A 为免疫共沉淀测定 DRP1 乙酰化;B 为 Western blot 测定 DRP1 磷酸化;C 为 DRP1 乙酰化和磷酸化相对表达水平分析(n=3);
D 为免疫共沉淀测定 p-DRP1 和 Bax 相互作用及定量分析(n=3)。 1 为对照组,2 为 ox-LDL 组,
3 为 ox-LDL+染料木素组,4 为 SIRT1 沉默+ox-LDL+染料木素组。 a 为 P<0. 05,与对照组相比;

b 为 P<0. 05,与 ox-LDL 组相比;c 为 P<0. 05,与 ox-LDL+染料木素组相比。

Figure 3. The role of DRP1 in genistein inhibiting ox-LDL-induced HUVEC injury by activating SIRT1

2. 4　 SIRT1 / DRP1 在染料木素逆转 ox-LDL 对内皮

细胞线粒体裂变和融合蛋白影响中的作用

图 4 显示,与对照组相比,ox-LDL 组 MFF 增加

78% ,FIS1 增加 82% ,MFN1 降低 42% ,MFN2 降低

38% ,OPA1 降低 40% (均 P<0. 05);ox-LDL+染料

木素组 MFF、FIS1、MFN1、MFN2 和 OPA1 水平回归

到接近对照组(均 P<0. 05);在 SIRT1 沉默或 DRP1
过表达的情况下,染料木素对线粒体裂变和融合关

键分子的作用消失 (均 P < 0. 05)。 可见, SIRT1 /
DRP1 在染料木素抑制 ox-LDL 诱导的内皮细胞线

粒体裂变中发挥重要作用。

图 4. SIRT1 / DRP1 在染料木素逆转 ox-LDL 对内皮细胞线粒体裂变和融合蛋白影响中的作用

A 和 B 分别为 Western blot 测定线粒体裂变和融合因子的蛋白表达及定量分析(n=3)。 1 为对照组,2 为 ox-LDL 组,
3 为 ox-LDL+染料木素组,4 为 SIRT1 沉默+ox-LDL+染料木素组,5 为 DRP1 过表达+ox-LDL+染料木素组。
a 为 P<0. 05,与对照组相比;b 为 P<0. 05,与 ox-LDL 组相比;c 为 P<0. 05,与 ox-LDL+染料木素组相比。

Figure 4. The role of SIRT1 / DRP1 in genistein reversing ox-LDL-induced mitochondrial fission and fusion of HUVEC

2. 5　 SIRT1 / DRP1 在染料木素抑制 ox-LDL 诱导的

内皮细胞凋亡中的作用

图 5 显示,与对照组相比,ox-LDL 组 Bcl-2 水平

降低 50% ,Bax、Cyt c、APAF1 和剪切的 Caspase-9 水

平增加 50% 以上,剪切的 Caspase-3 水平增加 45%
(均 P<0. 05);ox-LDL+染料木素组 Bcl-2、Bax、Cyt
c、APAF1、剪切的 Caspase-9 和剪切的 Caspase-3 水

平都回归到接近对照组(均 P<0. 05);在 SIRT1 沉
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默或 DRP1 过表达的情况下,染料木素对线粒体凋

亡关键分子的作用消失 (均 P < 0. 05 )。 可见,
SIRT1 / DRP1 在染料木素抑制 ox-LDL 诱导的内皮

细胞凋亡中发挥重要作用。

图 5. SIRT1 / DRP1 在染料木素抑制 ox-LDL 诱导的内皮细胞凋亡中的作用

A 和 B 为 Western blot 测定凋亡关键分子的蛋白表达及定量分析(n=3)。 1 为对照组,2 为 ox-LDL 组,3 为 ox-LDL+染料木素组,
4 为 SIRT1 沉默+ox-LDL+染料木素组,5 为 DRP1 过表达+ox-LDL+染料木素组。 a 为 P<0. 05,与对照组相比;

b 为 P<0. 05,与 ox-LDL 组相比;c 为 P<0. 05,与 ox-LDL+染料木素组相比。

Figure 5. The role of SIRT1 / DRP1 in genistein inhibiting ox-LDL-induced apoptosis of HUVEC

3　 讨　 论

研究表明 ox-LDL、高血糖和氧化损伤等动脉粥

样硬化的危险因素都可诱导血管内皮细胞凋亡,导
致其屏障功能受损。 在动脉粥样硬化早期,内皮细

胞凋亡不仅可促进管腔内血脂渗入内膜,而且引起

白细胞和内皮细胞黏附、血小板聚集和炎症细胞浸

润,并促进平滑肌细胞增殖,最终形成动脉粥样硬

化斑块。 在动脉粥样硬化晚期,内皮细胞凋亡可导

致动脉粥样硬化斑块脆性增加,诱发血小板黏附聚

集形成附壁血栓,继而快速加剧动脉管腔狭窄,导
致不稳定型心绞痛、心肌梗死、缺血性脑卒中等急

性临床事件发生。 因此,阐明血管内皮细胞凋亡机

制进而抑制血管内皮细胞凋亡在动脉粥样硬化防

治中发挥重要作用[1-3]。
研究显示,线粒体裂变因子 DRPl 在凋亡中发

挥重要作用,抑制 DRP1 能够通过抑制线粒体裂解

而抑制凋亡[18-19]。 DRPl 活性与其蛋白修饰密切相

关。 静息状态下 DRP1 位于胞质中,当第 616 位丝

氨酸被磷酸化时 DRP1 活化、易位至线粒体外膜形

成环状结构;DRP1 的第 642 位赖氨酸乙酰化不仅

直接增加 DRP1 活性,还能够通过增加第 616 位丝

氨酸磷酸化而进一步增加 DRP1 活性[20-21]。 活化的

DRP1 通过增强线粒体裂变因子 MFF 和 FIS1 水平,
抑制线粒体融合因子 MFN1、MFN2 和 OPA1 水平而

加剧线粒体裂变;同时,p-DRP1 结合 Bax 形成复合

物,不仅引起线粒体膜电位降低及结构的变化,还
通过抑制抗凋亡因子 Bcl-2、促进 Cyt c 和 APAF1 等

释放、活化 Caspase-9 和 Caspase-3 而激活内源性凋

亡途径[22-23]。
研究发现,去乙酰化酶 SIRT1 在染料木素抑制

ox-LDL 诱导的内皮细胞损伤中发挥重要作用[6-9]。
DRP1 作为 SIRT1 的下游靶分子,异黄酮类提取物

人参皂苷和红景天苷对神经细胞的保护作用、黄芪

甲苷对糖尿病外周神经的保护作用,以及刺芒柄花

素对肾小管上皮细胞的保护作用都与活化 SIRT1、
抑制 DRP1,进而抑制线粒体裂变和凋亡有关[14-17]。
最近研究发现,增强体育锻炼改善代谢相关脂肪性

肝病,与活化 SIRT1、抑制 DRP1 乙酰化而抑制

DRP1 活性,进而抑制肝细胞凋亡密切相关[24]。 然

而,染料木素对 ox-LDL 诱导的内皮细胞 DRP1 活

性、线粒体裂变和凋亡的影响及 SIRT1 在这个过程

中的作用尚不清楚。 与 Liccardo 等[13] 报道的染料

木素抑制甲基乙二醛诱导的内皮细胞凋亡的结果

一致,染料木素同样能有效抑制 ox-LDL 诱导的内皮

细胞凋亡。 本研究结果表明,染料木素通过活化

SIRT1,降低 DRP1(K642)的乙酰化和 DRP1(S616)
的磷酸化,从而抑制 ox-LDL 诱导的 DRP1 活性。 此

外,染料木素通过活化 SIRT1,抑制 DRP1 的作用,
进而通过降低线粒体裂变因子 MFF 和 FIS1 的表达

水平,同时提升线粒体融合因子 MFN1、MFN2 和

OPA1 的水平,有效抑制 ox-LDL 诱导的内皮细胞线

粒体裂变过程。 此外,染料木素还能抑制 ox-LDL 诱

导的 DRP1 与 Bax 复合物的形成,并通过增加 Bcl-2
的表达,降低 Cyt c、APAF1、剪切的 Caspase-9 和剪

切的 Caspase-3 的水平,从而有效抑制 ox-LDL 诱导
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的内皮细胞凋亡。 这一发现与 DRP1 和 Bax 相互作

用诱导凋亡的研究[20],以及 DRP1 诱导的内皮细胞

线粒体裂变进而引发凋亡的研究成果[22-23,25] 相一

致。 然而,染料木素抑制 ox-LDL 诱导的内皮细胞线

粒体裂变和凋亡之间的关系还需要进一步阐明。
此外,本实验还需通过临床和动物实验进行更系统

的验证和研究。
综上,本研究显示染料木素活化 SIRT1,降低

DRP1(K642)乙酰化和 DRP1(S616)磷酸化而抑制

DRP1 活性,通过抑制内皮细胞线粒体裂变而抑制

ox-LDL 诱导的内皮细胞凋亡。 可见,SIRT1 / DRP1
信号通路在染料木素抑制 ox-LDL 诱导的内皮细胞

凋亡中发挥重要作用。 本研究通过揭示染料木素

抗内皮细胞凋亡作用,不仅有助于明确其在防治动

脉粥样硬化中的分子机制,还为未来开发新型抗动

脉粥样硬化药物提供了重要的理论支持。
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