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过氧亚硝酸盐通过诱导己糖激酶 1 硝基化修饰促进
血管内皮细胞凋亡
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[摘　 要] 　 [目的] 　 评估血管内皮细胞中特定蛋白质发生酪氨酸硝基化修饰的现象及其对线粒体介导的细胞凋

亡的影响。 [方法] 　 体外培养人脐静脉内皮细胞,分为对照组(二甲基亚砜处理)、3-吗啉磺胺(SIN-1)组和 SIN-1+
5,10,15,20-四苯基卟啉铁(FeTPP)组,24 h 后检测己糖激酶 1(HK1)硝基化修饰水平、线粒体膜电位、活性氧生成

以及内皮细胞增殖与凋亡水平。 利用基因编辑技术构建 HK1 敲除人脐静脉内皮细胞系,检测其增殖与凋亡水平。
[结果] 　 过氧亚硝酸盐生成剂 SIN-1 处理人脐静脉内皮细胞后,HK1 蛋白质硝基化修饰水平显著升高(P<0. 01),
活性氧生成显著增加,线粒体膜电位显著下降,内皮细胞增殖能力显著下降,内皮细胞凋亡水平显著增加(均 P<
0. 01)。 过氧亚硝酸盐分解催化剂 FeTPP 能够逆转上述效应(P<0. 01)。 此外,HK1 基因敲除也展现出类似的抗氧

化效果,内皮细胞的增殖能力显著降低,而凋亡水平则显著升高(P<0. 01)。 [结论] 　 过氧亚硝酸盐能够诱导血管

内皮细胞中 HK1 的硝基化修饰水平升高,这可能是通过促进线粒体活性氧的产生,进而加速内皮细胞凋亡的

过程。
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modification of hexokinase-1
CHEN Hao1, ZHU Shiyao1, HE Xueke1, CHEN Rui1, WANG Sikun1, ZHAO Xiaomei2, JIANG Miao1

1. Institute of Cardiovascular Disease, University of South China & Key Laboratory for Arteriosclerology of Hunan Province &
International Joint Laboratory for Arteriosclerotic Disease, 2. School of Public Health, University of South China, Hengyang,
Hunan 421001, China
[ABSTRACT]　 　 Aim　 To evaluate the tyrosine nitration modification of specific proteins in vascular endothelial cells
and its impact on mitochondria-mediated apoptosis. 　 　 Methods　 Human umbilical vein endothelial cells were cultured in
vitro and divided into three groups: control group ( treatment with dimethyl sulfoxide), 3-morphansulam (SIN-1) group,
and SIN-1+Fe(III) 5,10,15,20-(tetraphenyl)porphyrin (FeTPP) group. 　 After 24 h, the levels of hexokinase 1 (HK1)
nitration modification, mitochondrial membrane potential, reactive oxygen species (ROS) production, and endothelial cell
proliferation and apoptosis were assessed. 　 A human umbilical vein endothelial cell line knockout of HK1 was constructed
using gene editing technology, and its proliferation and apoptosis levels were detected. 　 　 Results　 After treatment of hu-
man umbilical vein endothelial cells with peroxynitrite generator SIN-1, the level of HK1 protein nitration modification sig-
nificantly increased (P<0. 01), reactive oxygen species production significantly increased, mitochondrial membrane poten-
tial significantly decreased, endothelial cell proliferation ability significantly decreased, and endothelial cell apoptosis level
significantly increased (all P<0. 01). 　 Peroxynitrite decomposition catalyst FeTPP could reverse the above effect (P<
0. 01). 　 In addition, HK1 gene knockout also exhibited similar antioxidant effects, with a significant decrease in endothe-
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lial cell proliferation ability and a significant increase in apoptosis levels (P<0. 01). 　 　 Conclusion　 Peroxynitrite can
induce an increase in the level of nitration modification of HK1 in vascular endothelial cells, which may be achieved by pro-
moting the production of mitochondrial reactive oxygen species, thereby accelerating the process of endothelial cell apoptosis.
[KEY WORDS]　 peroxynitrite;　 hexokinase 1;　 nitration modification;　 vascular endothelial cell

　 　 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是一种与脂

质代谢紊乱和内皮屏障损伤相关的慢性炎症性病

变[1]。 在 As 病理过程中,炎症反应诱导活性氧(re-
active oxygen species,ROS)和诱导型一氧化氮合酶

(inducible nitric oxide synthase,iNOS)的过度表达,
促使一氧化氮(nitric oxide,NO)与超氧阴离子(O-

2 )
反应生成过氧亚硝酸盐(ONOO-) [2]。 ONOO- 通过

过度激活血管 ATP 敏感性钾通道损害内皮依赖性

血管舒张,同时伴随线粒体钙超载和 ROS 生成[3]。
ONOO-能够与多种蛋白质反应,导致酪氨酸残基硝

基化修饰生成 3-硝基酪氨酸(3-nitrotyrosine,3-NT),
特定蛋白质的硝基化修饰可能改变其结构和功能,
引起内皮屏障功能障碍[4-7]。 尽管 As 斑块及 As 相

关心血管疾病患者循环系统中 3-NT 的水平显著升

高[8],表明其与 As 进展密切相关,但其作为疾病标

志物或者致病因素的作用尚未明确[9]。
线粒体作为细胞凋亡调控的关键细胞器,其功

能异常,例如线粒体通透性转换孔 (mitochondrial
permeability transition pore,mPTP)过度开放、线粒体

跨膜电位(mitochondrial membrane potential,ΔΨm)
下降和谷胱甘肽外流等现象,均可促进 ROS 的积累

和细胞凋亡的进程[10-12]。 线粒体通过单电子转移

途径生成 O-
2,这是 ROS 的重要来源。 由于 O-

2 的扩

散受限,线粒体被认为是 ONOO- 生成的主要场

所[13]。 此外,线粒体膜上的蛋白质是 ONOO- 攻击

的主要靶点。 己糖激酶(hexokinase,HK)是定位在

线粒体外膜的糖酵解关键激酶,负责将葡萄糖磷酸

化为葡萄糖-6-磷酸,与电压依赖性阴离子通道

(voltage-dependent anion channel,VDAC)相互作用

以抑制 mPTP 持续开放[14],并通过与线粒体内外膜

蛋白在“接触位点”的互作稳定 mPTP 结构,抑制其

开放及细胞色素 c 释放,进而抵抗细胞凋亡[14-15]。
本研究通过分析内皮细胞蛋白质组学数据,发现定

位于线粒体膜上的 HK1 可发生酪氨酸硝基化修饰,
提示 HK1 可能是 ONOO- 攻击的靶点之一。 因此,
本研究拟探索 HK1 可能的硝基化修饰位点,探讨

ONOO- 在 体 外 对 人 脐 静 脉 内 皮 细 胞 ( human
umbilical vein endothelial cell,HUVEC)凋亡的影响,
揭示 ONOO-诱导 HK1 酪氨酸硝基化修饰在 As 内

皮损伤中的潜在作用机制。

1　 材料和方法

1. 1　 主要试剂

一步法聚丙烯酰胺凝胶电泳(polyacrylamide gel
electrophoresis,PAGE)凝胶快速制备试剂盒(诺唯

赞);胰蛋白酶和 RPMI 1640 培养基(Gibco);胎牛血

清(依科赛);二甲基亚砜(索莱宝);蛋白上样缓冲液

(康为世纪);彩色预染蛋白分子 Marker(贝茵莱);
MitoSOX、JC-1和 Annexin V-FITC 试剂盒(碧云天);3-
NT(Bioss);HK1、增殖细胞核抗原(proliferating cell nu-
clear antigen,PCNA)抗体(Proteintech);RIPA 裂解液、
苯甲基磺酰氟(phenylmethylsulfonyl fluoride,PMSF)、
Bax、Bcl-2抗体(ABclonal)和 β-actin 抗体(塞维尔)。
1. 2　 GPS-YNO2 工具预测硝基化修饰位点

HK1 的潜在硝基化修饰位点通过在线生物信

息学工具 GPS-YNO2(http: / / yno2. biocuckoo. org / )
进行预测[16]。 该工具基于组学预测系统算法,计算

蛋白质硝基化修饰位点。 用户只需上传 HK1 序列,
即可直接导出预测结果。
1. 3　 细胞培养及药物处理

HUVEC 从液氮中复苏,采用含有 10% 胎牛血

清的 RPMI 1640 培养基,在 37 ℃、5%CO2 的培养箱

中进行常规培养。 待细胞密度达 90%时传代,稳定

生长后进行实验。 弃原培养基,使用 PBS 缓冲液清

洗细胞,经胰酶消化处理后再加入含血清的培养基

以终止消化反应。 将细胞悬液接种于 6 孔板

(2 mL / 孔,含 1. 2×106 个细胞),培养 24 h 后分组处

理:①对照组:加入等体积二甲基亚砜;②SIN-1 组:
加入 2 μL SIN-1 溶液(终浓度为 1 mmol / L)培养

4 h;③SIN-1+FeTPP 组:在 SIN-1 处理 4 h 后加入

FeTPP(终浓度为 5 μmol / L)处理。 每组设 3 个复孔。
1. 4　 HK1 敲除内皮细胞系的构建

通过 Lipo3000 转染试剂将靶向HK1 的 CRISPR /
Cas9 质粒转染至生长状态良好的 HUVEC(约 80%
密度),转染 48 ~ 72 h 后加入嘌呤霉素进行持续筛

选 72 h。 随后,将细胞消化成单细胞悬液,并扩增至

足够数量,最终获得稳定转染的细胞株,以供后续

实验使用。
1. 5　 蛋白质提取与鉴定

在提取全细胞裂解液时,先用 PBS 缓冲液清洗
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贴壁的 HUVEC,随后用刮匙将细胞收集至冰上,以
1 000 r / min 的速度在 4 ℃条件下离心 5 min,弃去

上清液,加入 RIPA 裂解液,冰上裂解 30 min,期间每

隔 10 min 进行涡旋混匀。 最后,以 12 000 r / min 的速

度在 4 ℃条件下离心 10 min,收集上清液。
1. 6　 蛋白质免疫共沉淀

在免疫沉淀富集 HK1 蛋白的过程中,采用 BCA
法对蛋白进行定量并调整其浓度,随后将等量的上

清液加入已偶联 HK1 抗体的磁珠中,于 4 ℃条件下

旋转孵育 12 h。 孵育完成后,利用磁力架分离磁珠,
并依次使用 PBS 和平衡缓冲液洗涤以去除非特异

性结合的蛋白。 接着,用 RIPA 裂解液重悬磁珠,经
煮沸变性处理后,通过 SDS-PAGE 进行蛋白分离,最
后采用蛋白质印迹进行验证。
1. 7　 蛋白质印迹检测

蛋白质样品经 5×Loading buffer 煮沸变性,SDS-
PAGE 分离(浓缩胶 25 mA,分离胶 50 mA),湿转法

将蛋白转移至 PVDF 膜,5%脱脂奶粉 / TBST 室温封

闭 2 h。 按说明书稀释一抗,4 ℃孵育过夜,HRP 标

记二抗(TBST 稀释),室温孵育 1 h,Chemi Doc XRS
系统曝光,Quantity One 软件分析其灰度值。
1. 8　 线粒体膜电位检测

JC-1 染色检测线粒体膜电位时,收集处理后的

细胞悬液,加入 10 mg / L JC-1 探针,于 37 ℃避光孵

育 20 min,使用流式细胞仪检测,激发波长 488 nm,发
射波长 FL1 520 nm,FL2 585 nm,使用 Flow Jo 软件分

析红 / 绿荧光比值(ΔΨm 降低提示线粒体功能障碍)。
1. 9　 线粒体超氧化物检测

将收集并处理后的细胞悬液加入适量的 MitoSOX
Red 染色工作液,置于细胞培养箱中,于 37℃ 孵育

30 min。 孵育完成后,小心吸除上清液,并用 PBS 轻

柔洗涤 3 次。 接着,加入 2 mL PBS,使用荧光显微

镜进行拍照记录。
1. 10　 Annexin V-FITC 检测细胞凋亡

收集处理后的细胞悬液,以 600 r / min 离心

5 min,弃去上清液。 随后依次加入 Annexin V-FITC
结合液,轻轻重悬细胞,再加入 5 μL Annexin V-
FITC 和 10 μL 碘化丙啶染色液,轻轻混匀。 在室温

下避光孵育 20 min,然后用流式细胞仪进行检测。
1. 11　 统计学分析

数据以 x±s 表示,实验重复 3 次。 采用 GraphPad
Prism 9 软件进行数据统计分析与作图,实验结果分别

采用单样本 t 检验或单因素方差分析。 P<0. 05 被

认为差异具有统计学意义。

1. 12　 伦理申明

实验用人源细胞系购自商业供应商,经 STR 认

证及支原体检测,符合生物安全规范。

2　 结　 果

2. 1　 HK1 是血管内皮细胞中潜在的酪氨酸硝基化

修饰蛋白

首先,通过在线工具 GPS-YNO2 预测 HK1 的硝

基化修饰位点。 结果显示,HK1 的酪氨酸残基 112、
301、560 和 749 可能是潜在硝基化修饰位点(表 1),
这些位点位于葡萄糖-6-磷酸结合结构域内。 随后,
通过蛋白质免疫沉淀验证 HK1 硝基化修饰水平。
将 HUVEC 接种于培养板中培养 24 h,加入过氧亚

硝酸盐生成剂 SIN-1 处理 4 h。 抗 3-NT 实验显示,
与对照组相比,SIN-1 处理后细胞总硝基化修饰蛋

白质水平升高(P<0. 01);分别使用 HK1 和 3-NT 作

为诱饵蛋白,蛋白质免疫沉淀进一步证实 HK1 硝基

化修饰水平增加。 定量分析表明,与对照组相比,
SIN-1 处理后细胞中硝基化修饰的 HK1 与总 HK1
的比值升高,而过氧亚硝酸盐清除剂 FeTPP 能降低

HK1 硝基化修饰水平(均 P<0. 01;图 1)。
2. 2　 SIN-1 处理导致内皮细胞线粒体膜电位降低

已有研究表明,HK 可能通过与 VDAC 相互作

用抑制 mPTP 开放。 为验证 SIN-1 对线粒体膜电位

的影响,采用 JC-1 染色试剂盒进行检测。 流式细胞

仪检测结果显示,与对照组相比,SIN-1 处理后内皮

细胞线粒体膜电位降低,而 FeTPP 可逆转这一效应

(P<0. 01;图 2)。
2. 3　 SIN-1 增加内皮细胞 ROS 生成

线粒体膜电位的降低表明氧化应激程度加剧。
通过 ROS 检测试剂盒分析 HUVEC 中的 ROS 水平。
结果显示,与对照组相比,SIN-1 处理后内皮细胞

ROS 的生成增加,而 FeTPP 能有效抑制 SIN-1 诱导

的 ROS 生成(P<0. 01;图 3)。

表 1. GPS-YNO2 预测 HK1 的潜在蛋白质硝基化修饰位点

Table 1. Potential tyrosine nitration modification sites of
HK1 predicted by GPS-YNO2

位点 硝基化肽段 得分 阈值

112 VHMESEVYDTPENIV 0. 992 0. 554

301 EKMVSGMYLGELVRL 1. 177 1. 065

560 VEMHNKIYSIPLEIM 0. 676 0. 554

749 EKMISGMYLGEIVRN 1. 698 1. 065
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图 1. SIN-1处理显著增加内皮细胞中 HK1 的酪氨酸硝基化修饰水平(n=3)
A、B 为用 1 mmol / L SIN-1 处理 HUVEC 4 h,再加入 5 μmol / L FeTPP 处理 24 h,然后用蛋白质印迹检测 3-NT 的表达水平;

C-F 为用 1 mmol / L SIN-1 处理 HUVEC 4 h,再加入 5 μmol / L FeTPP 处理 24 h,然后用蛋白质免疫沉淀检测 HK1 硝基化修饰水平。
a 为 P<0. 01,与对照组比较;b 为 P<0. 01,与 SIN-1 组比较。

Figure 1. SIN-1 treatment significantly increased the tyrosine nitration modification level of HK1 in endothelial cells(n=3)

图 2. SIN-1处理显著降低内皮细胞线粒体膜电位(n=3)
A、B 为用 1 mmol / L SIN-1 处理 HUVEC 4 h,再加入 5 μmol / L FeTPP 处理 24 h,然后将细胞消化为悬液,用 JC-1 试剂盒处理,

最后采用流式细胞仪进行分析。 a 为 P<0. 01,与对照组比较;b 为 P<0. 01,与 SIN-1 组比较。

Figure 2. SIN-1 treatment significantly reduced mitochondrial membrane potential in endothelial cells(n=3)
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图 3. SIN-1处理显著增加内皮细胞 ROS 生成(n=3)
A、B 为用 1 mmol / L SIN-1 处理 HUVEC 4 h,再加入 5 μmol / L FeTPP 处理 24 h,然后用线粒体超氧化物检测试剂盒检测细胞内 ROS 生成。

a 为 P<0. 01,与对照组比较;b 为 P<0. 01,与 SIN-1 组比较。

Figure 3. SIN-1 treatment significantly increased ROS production in endothelial cells(n=3)

2. 4　 SIN-1 显著抑制内皮细胞增殖能力

通过检测 PCNA 表达评估 SIN-1 对细胞增殖的

影响。 结果显示,与对照组相比,SIN-1 处理后内皮

细胞 PCNA 的表达降低,而 FeTPP 处理后内皮细胞

PCNA 的表达较 SIN-1 组升高(P<0. 01;图 4)。 表

明 SIN-1 显著抑制细胞增殖,而 FeTPP 可逆转该抑

制效应。

图 4. SIN-1处理显著抑制内皮细胞增殖能力(n=3)
A、B 为用 1 mmol / L SIN-1 处理 HUVEC 4 h,再加入 5 μmol / L

FeTPP 处理 24 h,然后用蛋白质印迹检测 PCNA 的表达。
a 为 P<0. 01,与对照组比较;b 为 P<0. 01,与 SIN-1 组比较。

Figure 4. SIN-1 treatment significantly inhibited
endothelial cell proliferation ability(n=3)

2. 5　 SIN-1 处理显著促进内皮细胞凋亡

为探究 SIN-1 对细胞凋亡的影响,检测了凋亡

标志物表达。 与对照组相比,SIN-1 处理后内皮细

胞 Annexin V 阳性荧光染色比例显著升高 ( P <
0. 01);而 FeTPP 处理后内皮细胞 Annexin V 阳性荧

光染色比例较 SIN-1 组显著降低(P<0. 01)。 蛋白

质印迹进一步显示,与对照组相比,SIN-1 处理后促

凋亡蛋白 Bax 的表达上调,抗凋亡蛋白 Bcl-2 的表

达下调(P<0. 01;图 5)。

2. 6　 HK1 基因敲除模拟 SIN-1 处理效应

通过 CRISPR / Cas9 基因编辑技术靶向敲除

HK1,成功构建了稳定的细胞株(HK1-KO)。 蛋白

质印迹结果显示,HK1 的表达显著降低(P<0. 01)。
功能验证表明,HK1-KO 细胞的增殖能力显著降低,
凋亡率显著升高(P<0. 01;图 6),这与 SIN-1 处理的

效果一致。

3　 讨　 论

As 是一种以炎症和脂质代谢紊乱为特征的血

管病变,是急性心血管事件的主要诱因之一。 循环

中高水平的低密度脂蛋白( low density lipoprotein,
LDL)浸润进入动脉血管壁内膜层并氧化为氧化型

低密度脂蛋白,诱导内皮细胞炎症反应,分泌炎症

因子和趋化因子,并招募白细胞进入动脉壁,最终

形成血管壁内炎症微环境[17]。 动脉血管壁内的炎

症微环境促使内皮细胞产生 ROS 增多,导致内皮功

能障碍。 As 病变血管内皮细胞的 3-NT 阳性区域显

著增加,提示蛋白质酪氨酸硝基化修饰与 As 进展相

关[6]。 研究表明,ONOO-可通过硝基化修饰细胞外

基质分子(如纤连蛋白 1、胶原蛋白和波形蛋白)加
剧基质损伤,并促进 As 发展。 然而,ONOO- 对 As
斑块微环境中细胞内蛋白质的作用鲜有报道。

线粒体是 ONOO-生成的主要场所,其蛋白参与

能量代谢、氧化应激等关键生理功能[18]。 敲低线粒

体氧化还原调控关键基因硫氧还蛋白还原酶 2(thi-
oredoxin reductase 2,TrxR2) 可显著增加内皮细胞

ONOO-生成[19]。 线粒体特异性荧光探针(MitoPY1)
证实 ONOO-主要在线粒体内生成,同时组织中 3-NT
的表达显著升高[19]。 在缺血再灌注损伤心肌细胞

模型中,ONOO-可与线粒体腺苷酸转运体和 VDAC
发生反应,削弱其与 HK2 的结合能力,进而诱导细

439 ISSN 1007-3949 Chin J Arterioscler,Vol. 33,No. 11,2025



图 5. SIN-1处理显著促进内皮细胞凋亡(n=3)
A、B 为用 1 mmol / L SIN-1 处理 HUVEC 4 h,再加入 5 μmol / L FeTPP 处理 24 h,然后将细胞消化为悬液,用 Annexin V-FITC 试剂盒处理后

进行流式细胞仪分析;C-E 为 1 mmol / L SIN-1 处理 HUVEC 4 h,再加入 5 μmol / L FeTPP 处理 24 h,然后用蛋白质印迹检测

凋亡相关蛋白表达。 a 为 P<0. 01,与对照组比较;b 为 P<0. 01,与 SIN-1 组比较。

Figure 5. SIN-1 treatment significantly promoted endothelial cell apoptosis(n=3)

图 6. HK1 基因敲除模拟 SIN-1处理效应

A 为通过 CRISPR / Cas9 技术靶向敲除 HK1 构建的 HUVEC 细胞系,蛋白质印迹检测结果显示 HK1 成功敲除;
B 为使用 CCK-8 法检测细胞活力;C 为使用流式细胞仪检测细胞凋亡率。 a 为 P<0. 01,与对照组比较。

Figure 6. HK1 knockout simulated SIN-1 treatment effect(n=3)

胞凋亡[20]。 免疫抑制剂环孢素 A 的心血管不良反

应之一,是通过促进 ONOO-的生成,进而引发蛋白

质硝基化。 环孢素 A 处理内皮细胞后,线粒体锰超

氧化物歧化酶 2(superoxide dismutase 2,SOD2)的酪

氨酸 34 位点发生硝基化修饰,导致酶活性受到抑

制,线粒体膜电位升高,以及细胞呼吸过程受阻[21]。

缺血再灌注损伤心肌细胞的质谱分析显示,大量能

量代谢相关的蛋白为线粒体蛋白[22]。 这些结果均

表明,线粒体蛋白可能是 ONOO-的主要靶标。
HK1 是定位于线粒体膜的糖代谢关键酶。 根

据蛋白质组学的研究结果,内皮细胞在氧化应激的

微环境中,HK1 蛋白可能发生硝基化修饰。 为验证
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HK1 硝基化修饰在 As 中的作用,本研究用 ONOO-

供体 SIN-1 处理内皮细胞,通过蛋白质印迹检测发

现 HK1 硝基化水平显著升高。 已有研究显示,HK1
通过结合促凋亡蛋白 Bax / Bak 和抗凋亡蛋白 Bcl-2
来抑制细胞凋亡,其作用机制可能在于延长 mPTP
的开放时间,从而促进线粒体膜电位的降低。 本研

究结果显示,ONOO-供体 SIN-1 处理显著降低线粒体

膜电位,而 ONOO-清除剂 FeTPP 可逆转该效应。 另

外,FeTPP 也能抑制 SIN-1诱导的细胞凋亡。
本研究证实,定位于线粒体的蛋白质 HK1 是

ONOO-攻击的关键靶点,并且敲除 HK1 表现出与

ONOO-处理相似的促凋亡效应。 ONOO- 可能通过

促进 HK1 硝基化修饰,削弱其稳定 mPTP 的能力,
导致线粒体膜电位下降及细胞凋亡。 然而,本研究

尚未通过点突变实验验证 HK1 上 ONOO-的具体硝

基化修饰位点,也未检测硝基化修饰的 HK1 与

mPTP 关键蛋白的结合能力,仍需进一步实验加以

验证。 综上,ONOO-处理显著增加内皮细胞线粒体

蛋白质硝基化修饰,而抗氧化处理可抑制硝基化修

饰并减少细胞凋亡。 HK1 有望成为治疗 ROS / RNS
诱导的内皮损伤及相关血管疾病的潜在药物靶点。
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