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PDK1 在 ox-LDL 诱导的血管内皮细胞损伤及其功能障碍中的
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[摘　 要] 　 [目的] 　 探讨丙酮酸脱氢酶激酶同工酶 1(PDK1)对内皮细胞损伤及其功能障碍的影响。 [方法] 　
采用 siRNA-PDK1 敲低 PDK1 的表达,并使用磷酸盐缓冲液(PBS)或氧化型低密度脂蛋白(ox-LDL)处理人脐静脉

内皮细胞(HUVEC),以探究 PDK1 在 ox-LDL 诱导的血管内皮细胞损伤及其生物学功能障碍中的作用。 使用活性

氧(ROS)及线粒体活性染色试剂盒检测 HUVEC 中 ROS 的产生及线粒体损伤状况。 使用流式细胞凋亡试剂盒检

测 HUVEC 的凋亡水平,并通过结晶紫染色和 Dil 染色检测 HUVEC 的损伤及其对 THP-1 细胞的募集和黏附能力的

改变。 通过 Western blot 和 RT-qPCR 检测 CD86、CD206、NOD 样受体蛋白 3(NLRP3)、白细胞介素 1β( IL-1β)、单核

细胞趋化蛋白 1(MCP-1)等的 mRNA 和蛋白表达。 通过免疫荧光染色评估 CD86 和 CD206 的表达水平。 使用试剂

盒测定超氧化物歧化酶(SOD)的活性和丙二醛(MDA)的含量,采用 ELISA 试剂盒检测 MCP-1、细胞间黏附分子 1
(ICAM-1)、血管细胞黏附分子 1(VCAM-1)等细胞因子的分泌情况。 [结果] 　 与 ox-LDL 处理的 HUVEC 相比,敲
低 PDK1 表达后,ROS 的产生减少,线粒体损伤减轻,SOD 活性恢复,MDA 含量减少,细胞凋亡水平降低,核因子 κB
(NF-κB)和 NLRP3 炎症小体的激活受到抑制,炎症因子( IL-1β、IL-18)和趋化黏附因子(MCP-1、ICAM-1、VCAM-1)
的释放减少,黏附的 THP-1 细胞数量减少,THP-1 细胞中 CD206、精氨酸 1(Arg-1) 的表达增加,THP-1 细胞中

CD86、诱导型一氧化氮合酶( iNOS)的表达受到抑制(均 P<0. 05)。 [结论] 　 敲低血管内皮细胞中 PDK1 的表达可

以减少 ox-LDL 处理引起的内皮细胞氧化应激和炎症反应,进而改善内皮细胞生物学功能。
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Research on the role of PDK1 in ox-LDL-induced vascular endothelial cell injury and
dysfunction
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To explore the effects of pyruvate dehydrogenase kinase isoenzyme 1 (PDK1) on endothelial
cell injury and dysfunction. 　 　 Methods　 siRNA-PDK1 was used to knock down PDK1 expression, and human umbilical
vein endothelial cells (HUVEC) were treated with phosphate-buffered saline (PBS) or oxidized low density lipoprotein
(ox-LDL) to investigate the role of PDK1 in ox-LDL-induced vascular endothelial cell injury and its biological dysfunction.
Reactive oxygen species (ROS) production and mitochondrial damage in HUVEC were detected using ROS and mitochon-
drial activity staining kits. 　 The apoptosis levels of HUVEC were detected via flow cytometry apoptosis assay kit, and the
damage of HUVEC and its changes in recruitment and adhesion ability to THP-1 cells were detected through crystal violet
staining and Dil staining. 　 The mRNA and protein expression of CD86, CD206, NOD-like receptor protein 3 (NLRP3),
interleukin-1β (IL-1β) and monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) were detected by Western blot and RT-qPCR.
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The expression levels of CD86 and CD206 were evaluated by immunofluorescence staining. 　 Superoxide dismutase (SOD)
and malondialdehyde (MDA) concentrations were measured with corresponding kits, while the secretions of cytokines in-
cluding MCP-1, intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) and vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) were de-
tected with ELISA kits. 　 　 Results　 Compared with HUVEC treated with ox-LDL, knocking down PDK1 expression re-
sulted in reduced ROS production, reduced mitochondrial damage, restored SOD activity, decreased MDA concentrations,
decreased apoptosis levels, inhibited activation of nuclear factor-κB (NF-κB) and NLRP3 inflammasomes, decreased re-
lease of inflammatory factors (IL-1β and IL-18) and chemokines (MCP-1, ICAM-1 and VCAM-1), decreased number of
THP-1 cells, increased expression of CD206 and arginine-1 (Arg-1) in THP-1 cells, and inhibited expression of CD86 and
inducible nitric oxide synthase (iNOS) in THP-1 cells (all P<0. 05). 　 　 Conclusion　 Knocking down the expression of
PDK1 in endothelial cells can reduce oxidative stress and inflammatory response caused by ox-LDL, thereby improving the
biological function of endothelial cells.
[KEY WORDS] 　 human umbilical vein endothelial cell;　 oxidized low density lipoprotein;　 pyruvate dehydrogenase
kinase isoenzyme 1;　 oxidative stress;　 inflammatory response

　 　 血管内皮细胞作为维持血管正常生理功能的

关键组成部分,其损伤及功能障碍是动脉粥样硬化

的起始环节[1-5]。 受损的血管内皮细胞募集单核细

胞,促使其向血管内膜下迁移并黏附,进而引发血管

炎症反应[6]。 近年来的研究显示,糖酵解在维持血管

内皮细胞的功能稳定方面起着至关重要的作用[7],丙
酮酸脱氢酶激酶同工酶(pyruvate dehydrogenase kinase
isoenzyme,PDK)家族的活性是糖酵解过程的关键因

素,其对血管内皮细胞功能的影响不可忽视。
PDK 家族呈现出不同的表型与分布特征,其中

PDK1、PDK2、PDK4 存在于心脏之中,并且参与心血

管疾病的发生发展。 例如,PDK2 和 PDK4 能够通

过影响血管损伤后的再狭窄以及血管钙化过程,参
与心血管疾病的发生[8-11]。 在人类动脉粥样硬化斑

块中,PDK1 的表达与 CD4+T 细胞和巨噬细胞活化

相关的促炎标志物呈正相关[12],但 PDK1 影响动脉

粥样硬化的具体机制有待进一步探索。
既往研究表明,PDK 家族的小分子抑制剂二氯

乙酸钠( dichloroacetate,DCA)对 PDHS232( PDK1 磷

酸化的特异性位点)的抑制效果非常显著。 同时,
DCA 还是一种可口服的心血管治疗药物,这从侧面

证实了 PDK1 或许是心血管疾病新的潜在治疗靶

点[13-14]。 但目前,PDK1 在维持血管内皮细胞功能

稳定方面的作用尚未得到明确阐释。 氧化型低密

度脂蛋白( oxidized low density lipoprotein,ox-LDL)
是否会通过调控血管内皮细胞中的 PDK1,加重血

管内皮细胞的损伤及功能障碍,进而影响动脉粥样

硬化进程,值得深入探究。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

　 　 人脐静脉内皮细胞(human umbilical vein endo-

thelial cell,HUVEC)和 THP-1 细胞购自普诺赛生命

科学与技术有限公司;佛波酯(phorbol myristate ace-
tate,PMA)购自 MedChemExpress;DCA 购自 Sigma-
Aldrich;Lipofectamine 3000 购自 ThermoFisher;二氢

乙锭( dihydroethidium,DHE)染色试剂盒购自凯基

生物;mitoSOXTM 染色试剂盒购自 Invitrogen;JC-1 染

色试剂盒和 Dil 染色试剂盒购自碧云天;结晶紫染

色液、RIPA 裂解缓冲液和含 DAPI 封片剂购自索莱

宝;凋亡检测试剂盒购自 BD Biosciences; SYBR
Green 购自湖南艾科瑞生物工程有限公司;ECL 荧

光化学发光试剂盒购自 Tanon;核因子 κB( nuclear
factor-κB,NF-κB)p65 和白细胞介素 1β( interleukin-
1β,IL-1β)抗体购自 Cell Signaling Technology;PDK2
和 PDK4 抗体购自博研生物;CD86、CD206、PDK1、
p-NF-κB p65、NOD 样受体蛋白 3(NOD like receptor
protein 3,NLRP3)、白细胞介素 18 ( interleukin-18,
IL-18)、单核细胞趋化蛋白 1(monocyte chemoattractant
protein-1,MCP-1)、GAPDH、山羊抗兔 IgG 及山羊抗小

鼠 IgG 的抗体购自 Proteintech;细胞间黏附分子 1(in-
tercellular adhesion molecule-1,ICAM-1)、血管细胞黏附

分子 1 ( vascular cell adhesion molecule-1,VCAM-1)、
IL-1β 和 IL-18 的 ELISA 试剂盒购自上海将来实业股

份有限公司和睿信生物科技有限公司;丙二醛(malon-
dialdehyde,MDA)含量和超氧化物歧化酶(superoxide
dismutase,SOD)活性检测试剂盒购自南京建成生物

工程研究所;BCA 蛋白测定试剂盒购自 Coolaber。
1. 2　 细胞培养与 siRNA 处理

HUVEC 或 THP-1 细胞分别培养在含 10%胎牛

血清和 1% 青霉素-链霉素的 DMEM 或 RPMI 1640
培养基中。 用 PMA 孵育 THP-1 细胞 24 h,诱导其

分化为巨噬细胞表型后用于实验。 所有细胞均在

37 ℃、 5% CO2、 95% 湿度的培养箱中培养。 将

HUVEC 分别培养于完全培养基或含有 1 mmol / L
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DCA 的完全培养基中以探究 DCA 对 PDK 家族的影

响。 当 HUVEC 达 80%汇合度时,在 OptiMEM 中使

用 Lipofectamine 3000 转染 50 nmol / L siRNA-NC 或

50 nmol / L siRNA-PDK1,持续 12 h,构建 PDK1 基因

敲低模型。 随后将转染不同 siRNA 的 HUVEC 暴露

于 PBS 或 100 g / L ox-LDL 中,24 h 后进行实验,以
探究 PDK1 在 ox-LDL 诱导的 HUVEC 损伤及其功能

障碍中的作用。
1. 3　 DHE 和 mitoSOXTM 染色

将转染不同 siRNA 的 HUVEC 接种于 12 孔板,
加入 PBS 或 ox-LDL 培养 24 h,然后于 37 ℃ 下与

DHE 或 mitoSOXTM 孵育 30 min。 使用荧光显微镜拍

摄图像,并使用 Image J 软件进行分析。
1. 4　 线粒体膜电位检测

将转染不同 siRNA 的 HUVEC 接种于 12 孔板,
加入 PBS 或 ox-LDL 培养 24 h,然后取出细胞培养

板,用 PBS 清洗,弃上清液,将细胞与 500 μL JC-1
于 37 ℃和 5%CO2 条件下孵育 15 min。 使用荧光显

微镜拍摄图像,并使用 Image J 软件进行分析。
1. 5　 Transwell 实验

将转染不同 siRNA 的 HUVEC 接种到 Transwell
小室的上室,加入 PBS 或 ox-LDL 培养 24 h,移除小

室,并在室温下用 4%多聚甲醛固定 20 min,随后在

室温下用结晶紫染色 15 min;用棉签轻轻擦拭上室

中的 HUVEC,从 3 个随机选择的区域使用显微镜拍

摄图像,并使用 Image J 软件进行分析。
1. 6　 流式细胞术检测

将转染不同 siRNA 的 HUVEC 接种于 12 孔板,
加入 PBS 或 ox-LDL 培养 24 h,然后使用不含 EDTA
和酚红的胰蛋白酶收集 HUVEC,并与检测试剂盒孵

育。 标记的细胞通过流式细胞仪进行分析。

1. 7　 单核细胞黏附实验

将转染不同 siRNA 的 HUVEC 接种于 12 孔板,
加入 PBS 或 ox-LDL 培养 24 h;THP-1 细胞在 37 ℃下

用 Dil 染色 10 min;将 PBS 洗涤后的 THP-1 细胞接种

到 HUVEC 中,于 37 ℃、5% CO2 气体环境中共培养

4 h,PBS 洗涤 3 次,去除未黏附的 THP-1 细胞,然后

从 3 个随机选择的区域使用荧光显微镜拍摄图像,并
使用 Image J 软件进行分析,计数黏附的 THP-1细胞。
1. 8　 单核细胞招募实验

将转染不同 siRNA 的HUVEC 接种于 Transwell 底
部腔室,加入 PBS 或 ox-LDL 培养 24 h;经过诱导分化

的 THP-1细胞(巨噬细胞)则添加到顶部腔室;培养

24 h 后,移除腔室,在室温下用 4%PFA 固定 20 min,然
后在室温下用结晶紫染色 15 min;用棉签轻轻擦拭上

腔室中的 THP-1细胞,从 3 个随机选择的区域使用显

微镜拍摄图像,并使用 Image J 软件进行分析并计数。
1. 9　 免疫荧光染色实验

采用抗 CD86 和抗 CD206 对与 HUVEC 共培养

的 THP-1 细胞进行免疫荧光染色;次日,用 PBS 洗

涤后,与特定的二抗孵育;最后,用含 DAPI 的封片

介质封片。 使用荧光显微镜拍摄图像,并使用

Image J 软件进行分析。
1. 10　 RT-qPCR 检测

通过总 RNA 提取试剂盒从 HUVEC 和 THP-1
细胞中提取总 RNA,并反转录获得 cDNA(反应体系

20 μL,反应条件:37 ℃ 15 min,85 ℃ 5 s)。 根据说

明书,将 cDNA 与 SYBR Green 及扩增所需的引物混

合(反应体系 20 μL,反应条件:Step1 预变性:95 ℃
30 s;Step2 变性:95 ℃ 5 s;退火 / 延伸:60 ℃ 30 s),
共 40 个循环。 应用 2-ΔΔCt 公式计算各目的基因

mRNA 相对表达水平。 引物序列见表 1。

表 1. 引物序列

Table 1. Primer sequences
名称 正向引物(5′-3′) 反向引物(5′-3′)
PDK1 AATCACCAGGACAGCCAATACA CCAGCGTGACATGAACTTGAA
NLRP3 TGGGTTTACTGGAGTACCTTTCG GTAGCGTTTGTTGAGGCTCACA
IL-18 CACCCCGGACCATATTTATTATAAGT TGTTATCAGGAGGATTCATTTCCTT
IL-1β CTGAGCACCTTCTTTCCCTTCA TGGACCAGACATCACCAAGCT
ICAM-1 CACAGTCACCTATGGCAACGA GGAAAGCTGTAGATGGTCACTGTCT
VCAM-1 TTTGACAGGCTGGAGATAGACT TCAATGTGTAATTTAGCTCGGCA
MCP-1 TCGCTCAGCCAGATGCAAT TGGCCACAATGGTCTTGAAG
iNOS TTTGATGTCCGAGGCAAACA GAACACGTTCTTGGCATGCA
Arg-1 CAGTCGTGGGAGGTCTGACATAC CTGCTGTGTTCACTGTTCGAGTT
CD86 TCTATACACGGTTACCCAGAACCTAA AGGGAATGAAACAGACAAGCTGAT
CD206 GGGTTGCTATCACTCTCTATGC TTTCTTGTCTGTTGCCGTAGTT
GAPDH CATGTTCGTCATGGGTGTGAA GGCATGGACTGTGGTCATGAG
　 　 注:iNOS:诱导型一氧化氮合酶(inducible nitric oxide synthase);Arg-1:精氨酸 1(arginine-1)。
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1. 11　 Western blot 检测

使用 RIPA 裂解缓冲液从处理后的 HUVEC 中

提取总蛋白。 将 35 ~ 40 μg 的蛋白质通过 10% ~
15%的 SDS-PAGE 凝胶分离,转膜,封闭处理后,加
一抗稀释液[NF-κB p65(1 ∶ 1 000)、IL-1β(1 ∶ 1 000)、
PDK2(1 ∶ 1 000)、PDK4(1 ∶ 1 000)、PDK1(1 ∶ 1 000)、
p-NF-κB p65(1 ∶ 1 000)、NLRP3(1 ∶ 1 000)、IL-18
(1 ∶ 1 000)、MCP-1(1 ∶ 1 000)、GAPDH(1 ∶ 1 0000)],
于 4 ℃ 孵育过夜,TBST 洗膜后加 IgG 二抗稀释液

(1 ∶ 3 000),室温孵育 1 h,TBST 洗膜后加 ECL 显

色。 应用 Image J 软件分析蛋白条带灰度值,然后以

GAPDH 为内参计算各目的蛋白相对表达水平。
1. 12　 促炎细胞因子的测定

根据制造商的操作说明,使用 ELISA 试剂盒检

测细胞培养基中 MCP-1、ICAM-1、VCAM-1、IL-1β 和

IL-18 的水平。
1. 13　 MDA 含量和 SOD 活性的测定

经 siRNA 与 PBS 或 ox-LDL 处理后,使用 BCA 蛋

白测定试剂盒测量 HUVEC 中的蛋白含量。 按照制造

商的操作说明,测定细胞培养基和 HUVEC 中的

MDA 含量和 SOD 活性。
1. 14　 统计学分析

所有数据均使用 GraphPad Prism 8 软件进行统

计分析。 正态分布计量资料多组间比较采用单因

素方差分析,非正态分布计量资料组间比较采用

Kruskal-Wallis 检验,以双侧 P<0. 05 为差异有统计

学意义。

2　 结　 果

2. 1　 ox-LDL 增加 HUVEC 中 PDK1 的表达

Western blot 检测结果显示,与 CON 组相比,
DCA 对 PDK1 的抑制作用比对 PDK2 和 PDK4 的抑

制作用更明显(均 P<0. 05);CON+PBS 组与 NC+
PBS 组相比,PDK1 的表达无明显变化(P>0. 05);
经 ox-LDL 处理后,PDK1 的表达升高(P < 0. 01)。
通过 Western blot 和 RT-qPCR 对 siRNA 基因沉默效

率进行评估,与 NC+PBS 组相比,siRNA-PDK1 转染

后 HUVEC 中的 PDK1 mRNA 和蛋白降低(均 P <
0. 05;图 1)。

图 1. ox-LDL 处理 HUVEC 后 PDK1 的表达变化

A:DCA 处理 HUVEC 后,Western blot 检测 PDK1、PDK2、PDK4 表达及定量分析图(n=3);B:siRNA-NC 和 ox-LDL 处理 HUVEC 后,
Western blot 检测 PDK1 表达及定量分析图(n=3);C:siRNA-PDK1 和 ox-LDL 处理 HUVEC 后,Western blot 检测 PDK1 表达及

定量分析图(n=3);D:siRNA-PDK1 和 ox-LDL 处理 HUVEC 后,RT-qPCR 检测 PDK1 mRNA 表达(n=3)。

Figure 1. Expression changes of PDK1 after ox-LDL treatment of HUVEC
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2. 2　 敲低 PDK1 降低 HUVEC 募集和黏附 THP-1
细胞的能力

结晶紫染色实验结果显示,与 NC+ox-LDL 组相

比,敲低 HUVEC 中的 PDK1 后,迁移进入 Transwell
小室的下室 THP-1 细胞数量减少(P<0. 05)。 Dil
染色结果显示,与 NC+ox-LDL 组相比,敲低 HUVEC
中的 PDK1 后,黏附的 THP-1 细胞数量减少 (P <

0. 05)。 Western blot 检测结果显示,与 NC+ox-LDL
组相比,敲低 HUVEC 中的 PDK1 后,MCP-1 蛋白表

达降低(P<0. 05)。 RT-qPCR 和 ELISA 检测结果显

示,与 NC 组+ox-LDL 相比,敲低 HUVEC 中的 PDK1
后,MCP-1、ICAM-1 和 VCAM-1 mRNA 表达降低,细
胞培养基上清液中 MCP-1、ICAM-1 和 VCAM-1 含量

减少(均 P<0. 05;图 2)。

图 2. 敲低 PDK1 对 HUVEC 募集和黏附 THP-1细胞能力的影响

A:在 HUVEC 与 THP-1 细胞共培养体系中,THP-1 细胞的迁移能力检测及定量分析图(n=3);B:在 HUVEC 与 THP-1 细胞共培养体系中,
THP-1 细胞的黏附能力检测及定量分析图(n=3);C:ox-LDL 处理 HUVEC 后,Western blot 检测 MCP-1 表达及定量分析图(n=3);
D-F:ox-LDL 处理 HUVEC 后,RT-qPCR 检测 MCP-1、ICAM-1 和 VCAM-1 mRNA 表达(n=3);G-I:ELISA 检测 HUVEC 培养基上

清液中 MCP-1、ICAM-1 和 VCAM-1 的含量(n=10)。 比例尺为 200 μm。

Figure 2. Effects of knocking down PDK1 on the recruitment and adhesion ability of HUVEC to THP-1 cells

2. 3　 敲低 PDK1 对共培养体系中 THP-1 细胞极化

的影响

免疫荧光染色结果显示,与 NC+ox-LDL 组相

比,敲低 HUVEC 中的 PDK1 后, THP-1 细胞中的

CD86 荧光强度减弱(P<0. 01),CD206 荧光强度增

加(P<0. 05)。 RT-qPCR 结果显示,与 NC+ox-LDL
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组相比,敲低 HUVEC 中的 PDK1 后,THP-1 细胞中

的 CD86、iNOS mRNA 表达减少,而 CD206 和 Arg-1
mRNA 表达增加(均 P<0. 05;图 3)。

图 3. 敲低 PDK1 对共培养体系中 THP-1细胞极化的影响

A:在 HUVEC 与 THP-1 细胞共培养体系中,THP-1 细胞中 CD86 和 CD206 免疫荧光染色图像及定量分析(n=3);
B-E:在 HUVEC 与 THP-1 细胞共培养体系中,RT-qPCR 检测 THP-1 细胞中 CD86、iNOS、CD206 和 Arg-1 mRNA 表达(n=3)。

比例尺为 200 μm。

Figure 3. Effects of knocking down PDK1 on polarization of THP-1 cells in co-culture system

2. 4　 敲低 PDK1 减轻 ox-LDL 处理引起的 HUVEC
迁移抑制及凋亡加剧

结晶紫染色实验结果显示,与 NC+ox-LDL 组相

比,敲低 HUVEC 中的 PDK1 后,HUVEC 迁移进入

下腔室的数量增加(P<0. 01)。 流式细胞术检测结

果显示,与 NC+ox-LDL 组相比,敲低 HUVEC 中的

PDK1 后,HUVEC 凋亡率下降(P<0. 05)。 RT-qPCR
检测结果显示,敲低 HUVEC 中的 PDK1 后,Bcl-2
mRNA 表达增加,Bax mRNA 表达降低(均 P<0. 05;
图 4)。

2. 5　 敲低 PDK1 减轻 ox-LDL 处理引起的 HUVEC
氧化应激反应

DHE 和 mitoSOXTM 线粒体超氧化物指示剂染

色结果显示,与 NC+ox-LDL 组相比,敲低 HUVEC 中

的 PDK1 后,红色荧光强度降低(均 P<0. 05)。 JC-1
染色结果显示,与 NC+ox-LDL 组相比,敲低 HUVEC
中的 PDK1 后,红色荧光强度与绿色荧光强度的比

值上升(P<0. 05)。 RT-qPCR 和 ELISA 检测结果显

示,与 NC+ox-LDL 组相比,敲低 HUVEC 中的 PDK1
后,细胞培养上清液中 SOD 活性增加,MDA 含量降
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低(均 P<0. 05;图 5)。
2. 6　 敲低 PDK1 抑制 ox-LDL 处理引起的 HUVEC
NF-κB 和 NLRP3 信号通路的激活

Western blot 检测结果显示,与 NC+ox-LDL 组

相比,敲低 HUVEC 中的 PDK1 后,NF-κB p65 磷酸

化水平下降,NLRP3、IL-1β 和 IL-18 的表达水平降

低(均 P<0. 05)。 RT-qPCR 检测结果显示,与 NC+
ox-LDL 组相比,敲低 HUVEC 中的 PDK1 后,NLRP3、
IL-1β 和 IL-18 的 mRNA 表达降低(均 P <0. 05)。
ELISA 检测结果显示,与 NC+ox-LDL 组相比,敲低

HUVEC 中的 PDK1 后,细胞培养上清液中 IL-1β 和

IL-18 的含量减少(均 P<0. 01;图 6)。

图 4. 敲低 PDK1 对 HUVEC 迁移与凋亡的影响

A:ox-LDL 处理 HUVEC 后,结晶紫染色图像及定量分析(n=3);B:ox-LDL 处理 HUVEC 后,流式细胞术检测图像及定量分析(n=3);
C-D:ox-LDL 处理 HUVEC 后,RT-qPCR 检测 Bax 与 Bcl-2 mRNA 表达(n=3)。 比例尺为 200 μm。

Figure 4. Effects of knocking down PDK1 on migration and apoptosis of HUVEC

3　 讨　 论

缓解内皮细胞氧化应激和炎症反应对于改善
内皮细胞功能,以及预防动脉粥样硬化具有重要意

义[15-16]。 PDK1 作为 PDK 家族的重要组成部分,与
心血管疾病密切相关,但 PDK1 是否可以作为动脉

粥样硬化早期诊断标志物以及新的治疗靶点,仍需

要观察其在内皮细胞功能障碍中的作用[1,17-18]。 本
研究发现,抑制内皮细胞 PDK1 的表达,可通过抑制

氧化应激以及 NF-κB 和 NLRP3 信号通路激活的双

重途径,减轻内皮细胞功能障碍,这是防治动脉粥

样硬化的关键机制,为治疗心血管疾病提供了新

视角。

在本研究中,经 ox-LDL 处理后,HUVEC 中的

PDK1 表达显著上调;此外,作为潜在降脂药物的

DCA 对 PDK1 的抑制作用相较于 PDK2、PDK4 更为

显著,这表明 PDK1 在动脉粥样硬化的治疗中具备

更大的应用潜力。 ROS 的过量积累,会损害细胞的

结构与功能,致使线粒体膜电位显著降低,造成血

管内皮细胞迁移能力减弱和细胞凋亡加剧,严重影

响血 管 内 皮 细 胞 功 能, 进 而 引 发 动 脉 粥 样 硬

化[19-21]。 SOD 活性和 MDA 含量的失衡反映细胞抗
氧化能力降低和氧化损伤程度加重。 本研究发现,
抑制 HUVEC 中 PDK1 的表达,能够有效减少 ox-LDL
处理所引起的 ROS 生成,改善异常的线粒体膜电

位,保护线粒体功能。 同时,还可增强 SOD 活性,降
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图 5. 敲低 PDK1 对 ox-LDL 处理引起的 HUVEC 氧化应激反应的影响

A:ox-LDL 处理 HUVEC 后,DHE 染色图像及定量分析(n=3),比例尺为 200 μm;B:ox-LDL 处理 HUVEC 后,mitoSOX 染色图像及

定量分析(n=3),比例尺为 50 μm;C:ox-LDL 处理 HUVEC 后,JC-1 染色图像及定量分析(n=3),比例尺为 50 μm;
D-E:ox-LDL 处理 HUVEC 后,SOD 活性和 MDA 含量测定(n=10);F-G:ox-LDL 处理 HUVEC 后,细胞培养上清液中 SOD 活性和

MDA 含量测定(n=10)。

Figure 5. Effects of knocking down PDK1 on oxidative stress response of HUVEC induced by ox-LDL treatment

低 MDA 含量。 这表明抑制 PDK1 能够缓解经

ox-LDL 处理引发的 HUVEC 氧化应激损伤,有效恢

复被 ox-LDL 损伤的 HUVEC 迁移能力,并抑制由

ox-LDL 引发的 HUVEC 凋亡。 综上所述,本研究表

明,敲低 PDK1 可有效减轻 ox-LDL 引发的氧化应

激,进而恢复 HUVEC 的迁移能力,抑制其凋亡,改
善其功能障碍。

抑制血管内皮细胞产生的趋化信号对于缓解

血管炎症反应具有重要意义[22]。 本研究发现,经
ox-LDL 处理后,HUVEC 对共培养体系中 THP-1 细胞

的募集与黏附作用,以及 MCP-1、ICAM-1 和 VCAM-1

的产生与分泌均显著增加;同时,共培养体系中 THP-1
细胞的 M1 极化标志基因(如 CD86、iNOS)显著增

多,M2 极化标志基因(如 CD206、Arg-1)显著减少;
而敲低 HUVEC 中的 PDK1 可有效逆转上述过程。
NLRP3 炎症小体的异常活化释放的 IL-1β 和 IL-18
在诱导巨噬细胞极化为 M1 表型中起到重要作

用[22-24],NF-κB 信号通路与 NLRP3 炎症小体之间存

在着串扰[25],同时 MCP-1、ICAM-1 和 VCAM-1 都被

认为是 NF-κB 的下游调控因子。 以上研究显示,
PDK1 通过抑制 NF-κB p65 的磷酸化,抑制了 NF-κB
信号通路的活化,并调控 NLRP3 炎症小体的激活。
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图 6. PDK1 通过 NF-κB 和 NLRP3 信号通路调节 ox-LDL 处理引起的 HUVEC 炎症反应

A-E:ox-LDL 处理 HUVEC 后,Western blot 检测 PDK1、p-NF-κB p65、NF-κB p65、NLRP3、IL-1β 和 IL-18 的表达及定量分析图(n=3);
F-H:ox-LDL 处理 HUVEC 后,RT-qPCR 检测 NLRP3、IL-1β 和 IL-18 的 mRNA 表达(n=3);I-J:ELISA 检测细胞培养上

清液中 IL-1β 和 IL-18 的含量(n=10)。

Figure 6. PDK1 regulated ox-LDL-induced inflammatory response of HUVEC via
NF-κB and NLRP3 signaling pathways

因此,本研究认为,敲低 PDK1 能够抑制 NF-κB 和

NLRP3 信号通路的激活,降低 HUVEC 募集并黏附

THP-1 细胞的能力,使 THP-1 细胞的 CD86 和 iNOS
表达减少,CD206 和 Arg-1 表达增加,促使其趋向

M2 极化。
综上所述,本研究认为 PDK1 通过参与氧化应

激与炎症反应的交叉机制,加剧内皮功能障碍,进
而对动脉粥样硬化产生影响。 本研究阐明了 PDK1
参与了血管内皮细胞的氧化应激过程,以及 NF-κB
和 NLRP3 信号通路的激活。 降低 PDK1 的表达能够

有效恢复血管内皮细胞的生物学功能,这为将 PDK1
作为动脉粥样硬化的治疗靶点提供了全新的思路。
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