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先导化合物 NHWL06031 通过抑制 METTL3 / NF-κB 轴阻止
内皮细胞焦亡和改善内皮功能
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[摘　 要] 　 [目的] 　 观察 NHWL06031 对氧化型低密度脂蛋白(ox-LDL)诱导的血管内皮细胞焦亡和功能障碍的

影响,同时探究甲基转移酶样蛋白 3 / 核因子 κB(METTL3 / NF-κB)轴在其中的作用。 [方法] 　 采用 ox-LDL 处理人

脐静脉内皮细胞(HUVEC)24 h,并分别给予 NHWL06031 及 MCC950 干预。 通过 CCK-8 法和乳酸脱氢酶(LDH)试

剂盒检测细胞活力和损伤程度,Hoechst33342 / DCFH-DA 双染法检测活性氧(ROS)的生成水平,细胞划痕实验评估

内皮细胞迁移能力,Western blot 检测焦亡相关蛋白及内皮功能相关蛋白表达。 结合 METTL3、NF-κB 慢病毒过表

达及 METTL3 siRNA、NF-κB siRNA 转染,检测细胞焦亡及内皮功能相关指标,明确 NHWL06031 对 METTL3 / NF-κB
轴的调控作用。 [结果] 　 与对照组相比,ox-LDL 处理 24 h 的 HUVEC 细胞活力显著降低,LDH 释放增加(P<
0. 01),NOD 样受体蛋白 3(NLRP3)、Gasdermin 家族成员 D N 端结构域(GSDMD-N)、cleaved Caspase-1、白细胞介素

18( IL-18)及细胞间黏附分子 1( ICAM-1)、血管细胞黏附分子 1(VCAM-1)蛋白表达上调(P<0. 05),细胞迁移受到

抑制,ROS 生成增多;NHWL06031 及 MCC950 可显著逆转 ox-LDL 的上述作用 (P < 0. 05)。 ox-LDL 处理上调

METTL3 及 NF-κB p-p65 的表达(P<0. 05),NHWL06031 干预下调二者水平(P<0. 01);过表达 METTL3、NF-κB 均加

重细胞损伤及焦亡相关蛋白表达,NHWL06031 可部分逆转前述作用(P<0. 05);si-NF-κB 显著阻止 ox-LDL 诱导的

细胞活力下降、LDH 释放及 ROS 生成(P<0. 001),明显下调焦亡和内皮功能相关蛋白表达(P<0. 05),并恢复细胞

迁移能力。 [结论] 　 先导化合物 NHWL06031 通过抑制 METTL3 / NF-κB 轴,阻止 ox-LDL 诱导的血管内皮细胞焦

亡,从而改善内皮功能。
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The lead compound NHWL06031 inhibits endothelial cell pyroptosis and improves
endothelial function via the METTL3 / NF-κB axis
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To examine the effect of NHWL06031 on oxidized low density lipoprotein ( ox-LDL)-induced
pyroptosis and vascular endothelial dysfunction, and to explore the role of methyltransferase-like 3 / nuclear factor-kappa B
(METTL3 / NF-κB) axis in this process. 　 　 Methods　 Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) were treated
with oxLDL for 24 h, followed by intervention with NHWL06031 or MCC950. 　 CCK-8 assay and lactate dehydrogenase

727CN 43-1262 / R　 中国动脉硬化杂志 2026 年第 34 卷第 8 期



(LDH) detection kits were used to evaluate cell viability and cellular injury. 　 Hoechst 33342 / DCFH-DA double staining
was applied to detect reactive oxygen species (ROS) production. 　 Cell scratch assay assessed endothelial migratory capac-
ity, and Western blot was performed to detect pyroptosis- and endothelial function-related proteins. 　 By combining
lentiviral overexpression of METTL3 or NF-κB with transfection of METTL3 siRNA and NF-κB siRNA, we detected indica-
tors related to cell pyroptosis and endothelial function to clarify the regulatory effect of NHWL06031 on the METTL3 / NF-κB
axis. 　 　 Results　 Compared with the control group, ox-LDL treatment for 24 h significantly reduced cell viability, in-
creased LDH release (P<0. 01), upregulated protein expression of NOD-like receptors protein 3 (NLRP3), gasdermin D
N-terminal domain (GSDMD-N), cleaved Caspase-1, interleukin-18 (IL-18), intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1)
and vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) (P<0. 05), inhibited cell migration, and promoted ROS production in
HUVEC. 　 These effects were significantly reversed by NHWL06031 and MCC950 (P<0. 05). 　 ox-LDL increased METTL3
and NF-κB p-p65 expression (P<0. 05), which were downregulated by NHWL06031 intervention (P<0. 01). 　 Overex-
pression of METTL3 or NF-κB aggravated cell injury and pyroptosis-related protein expression, and these effects were par-
tially reversed by NHWL06031 (P<0. 05). 　 Knockdown of NF-κB significantly prevented ox-LDL-induced reduction in
cell viability, LDH release and ROS production (P<0. 001), downregulated pyroptosis and endothelial function-related
proteins (P<0. 05), and restored cell migration. 　 　 Conclusion　 The lead compound NHWL06031 protects against ox-
LDL-induced vascular endothelial cell pyroptosis and improves endothelial function by inhibiting the METTL3 / NF-κB axis.
[KEY WORDS] 　 lead compound NHWL06031;　 atherosclerosis;　 pyroptosis;　 endothelial function;　 methyltrans-
ferase-like 3;　 nuclear factor-kappa B

　 　 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是一种累及

大中动脉的慢性炎症性病变,以血管内皮损伤、脂
质沉积及纤维斑块形成为特征,是冠心病和脑卒中

等心血管疾病(cardiovascular disease,CVD)的共同

病理基础[1-3]。 尽管降脂与抗血小板治疗是临床一
线策略,但其长期应用的安全性和出现的耐受问

题,促使学界不断探索新型靶向药物[4-6]。 因此,深
入阐明 As 发病的分子机制,并研发靶向性强、耐受

性良好的新型药物,具有重要的临床意义。
血管内皮细胞功能障碍是 As 发生的始动环

节[7]。 在氧化型低密度脂蛋白(oxidized low density
lipoprotein,ox-LDL)等危险因素刺激下,内皮细胞发

生一种由 NOD 样受体蛋白 3(NOD-like receptor pro-
tein 3,NLRP3)炎症小体介导、以 Gasdermin 家族成

员 D(gasdermin D,GSDMD)成孔及促炎因子释放为

特征的程序性死亡,即内皮细胞焦亡,显著放大局

部炎症并加速斑块恶化[8-10]。 因此,阐明内皮细胞

焦亡的上游调控机制对干预 As 进展至关重要。 表

观遗传研究表明,甲基转移酶样蛋白 3(methyltrans-
ferase-like 3,METTL3)在 ox-LDL 刺激下表达上调,
通过增强 N6 -甲基腺苷(N6 -methyladenosine,m6A)修
饰提高 NLRP3 mRNA 稳定性[11-12],并与核因子 κB
(nuclear factor-kappa B,NF-κB)协同驱动促焦亡因

子转录[13-14]。 因此,METTL3 / NF-κB 轴很可能是直
接调控血管内皮细胞焦亡的重要上游机制。 通过

干预细胞焦亡相关信号通路可能为 As 的防治提供

新的策略。
大量研究表明,炎症、氧化应激是 As 和细胞焦

亡的共同病理基础[15],同时抗炎、抗氧化已成为防

治 As 的重要手段。 近年来,褪黑素、水杨酸及其衍

生物在 As 防治领域的研究日益增多。 褪黑素通过

其抗炎特性及对细胞死亡进程的调节作用,可有效

减轻血管内皮损伤并延缓 As 演变;水杨酸则通过拮

抗炎症、清除氧化应激及改善脂质代谢等途径发挥

血管保护作用[16-17]。 王震等基于药物拼合原理,合
成了一系列褪黑素与水杨酸衍生物[18-19]。 其中,先
导化合物 NHWL06031 兼具优异的抗炎、抗氧化活

性及药代动力学特性。 前期实验发现,NHWL06031
可减轻 ox-LDL 诱导的内皮损伤并抑制 METTL3 /
NF-κB 表达。 基于此,先导化合物 NHWL06031 能

否通过抑制 METTL3 / NF-κB 轴,阻止 ox-LDL 诱导

的血管内皮细胞焦亡,从而改善内皮功能,仍有待

进一步研究。

1　 材料和方法

1. 1　 主要试剂

人脐静脉内皮细胞(human umbilical vein endo-
thelial cell,HUVEC) (中国科学院细胞生物所);
DMEM 高糖培养基(Gibco);过表达慢病毒(吉凯生

物);siRNA(汉恒生物);RIPA 裂解液(康为世纪);
NLRP3 抗体、GSDMD 抗体、Caspase-1 抗体、白细胞

介素 18( interleukin-18,IL-18)抗体、细胞间黏附分

子 1 ( intercellular adhesion molecule-1, ICAM-1) 抗

体、血管细胞黏附分子 1(vascular cell adhesion mole-
cule-1,VCAM-1)抗体和 GAPDH 抗体(ProteinTech);
cleaved Caspase-1 抗体、METTL3 抗体、NF-κB p65 抗

体、NF-κB p-p65 抗体和 GSDMD-N 抗体(Cell Signaling
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Technology);CCK-8检测试剂盒(李记生物)和乳酸脱

氢酶(lactate dehydrogenase,LDH)检测试剂盒(Beyo-
time);Hoechst33342 染液(Solarbio);二氯二氢荧光素

二乙酸酯(dichlorodihydrofluorescein diacetate,DCFH-
DA)(Solarbio)。 先导化合物 NHWL06031 由王震教

授惠赠[18-19],分子结构见图 1。

图 1. NHWL06031 分子结构图

Figure 1. Molecular structure diagram of NHWL06031

1. 2　 细胞培养与处理

HUVEC 培养于含 10%胎牛血清的 DMEM 培养

基中,培养条件为 37 ℃、5% CO2 培养箱,待细胞融

合达 80% ~90%时传代,选取第 3 ~ 5 代细胞用于

实验。 HUVEC 转染 Lv-METTL3、METTL3 siRNA、
Lv-NF-κB、NF-κB siRNA 后,在规定时间内继续培

养,开展后续实验。
1. 3　 Western blot 检测

细胞经 PBS 洗涤 3 次后,加入含蛋白酶抑制剂

的 RIPA 裂解液,冰上裂解 30 min。 裂解产物于

4 ℃以 12 000 r / min 离心 10 min,取上清液作为蛋白

样品。 样品经 10% SDS-PAGE 分离后,转移至 PVDF
膜。 膜用 5%脱脂奶粉封闭,室温 2 h 或 4 ℃过夜,
随后与一抗 4 ℃孵育过夜。 次日 PBS 洗膜 3 次,加
入二抗室温孵育 1 ~ 2 h。 最后通过化学发光法检测

蛋白表达,成像系统采集信号。
1. 4　 细胞活力测定

将状态良好的 HUVEC 消化后制成单细胞悬

液,以每孔 2×103 个细胞接种于 96 孔板,设置 3 ~ 5
个复孔,置于培养箱中培养;待细胞贴壁且密度达

50% ~60%时,按实验分组加药干预;检测时每孔加

入 100 μL 含 10% CCK-8 溶液的无血清培养基,避
免产生气泡,于培养箱内孵育 1 ~ 4 h,使用酶标仪在

450 nm 处测定吸光度。
1. 5　 LDH 测定

细胞经分组处理 24 h 后,收集各组培养上清

液;每组取 50 μL 上清液加入 96 孔板,随后加入等

体积 LDH 检测 工 作 液, 混 匀 后 室 温 避 光 孵 育

30 min;每孔再加入 50 μL 终止液,使用酶标仪在

490 nm 处测定吸光度。
1. 6　 活性氧检测

将 DCFH-DA 与无血清培养基按 1 ∶ 1 000 比例

稀释配制工作液,现用现配;弃去 24 孔板中培养基,
PBS 清洗 3 次,每孔加入 250 μL Hoechst33342 染

液,37 ℃避光孵育 30 min;弃染液,PBS 清洗 3 次,加
入 250 μL DCFH-DA 工作液,37 ℃避光孵育 30 min;
弃染液,PBS 清洗 3 次,保留少量 PBS 维持渗透压,
荧光显微镜下观察并拍照。 全程避光操作。
1. 7　 细胞划痕实验

HUVEC 消化计数后以 5 ×105 / 孔接种于 6 孔

板,过夜培养细胞融合率达到 90% ~ 100% ;用

200 μL 无菌枪头垂直于 6 孔板背面的标记线和板

面划痕,PBS 洗去脱落细胞,换 1% FBS 低血清培养

基或含药培养基;按标记位置拍照记录 0 h 划痕宽

度,每孔取≥3 个固定视野。 根据实验需要,在划痕

后 12、24、48 h,在同一位置进行拍照。
1. 8　 慢病毒转染

本研究所采用的人源 METTL3 过表达慢病毒、
NF-κB 过表达慢病毒及其空载体对照(NC)均购自

上海吉凯基因科技有限公司。
取对数生长期 HUVEC 消化后计数并接种于 6

孔板,培养细胞次日融合度达 30% ~ 50% ;更换培

养基,每孔加 2 mL 无血清 DMEM,按最佳 MOI 加入

慢病毒液及转染增强液,轻摇混匀,培养箱孵育;
24 h 后换含血清完全培养基,继续培养使其稳定表

达。 Western blot 检测 METTL3 及 NF-κB 蛋白表达

评估过表达效果。
1. 9　 siRNA 转染

人源 si-METTL3 RNA、si-NF-κB RNA 及对照 si-
NC 均购自汉恒生物科技(上海)有限公司。

取对数生长期 HUVEC 接种于 6 孔板,培养细

胞次日融合度达 30% ~50% ;每孔取 125 μL 无血清

DMEM 分别稀释 9 μL RNAiMAX 与 3 μL siRNA,轻
吹混匀后室温静置 5 min,两液混合后再静置 10 min;
将 250 μL 复合物滴加入孔,轻晃混匀,4 ~ 6 h 后换

完全培养基,继续培养 48 ~ 72 h,Western blot 筛选

干扰效率最高序列。 引物设计如下:METTL3 正向

引物为 5′-GCUGCACUUCAGACGAAUUAUTT-3′,反
向引物为 5′-AUAAUUCGUCUGAAGUGCAGCTT-3′;
NF-κB 正向引物为 5′-GGAUUGAGGAGAAACGUAATT-
3′,反向引物为 5′-UUACGUUUCUCCUCAAUCCTT-3′。
1. 10　 统计学分析

数据分析采用 GraphPad Prism 9. 0 软件系统,
经 Shapiro-Wilk 检验,本研究中所有进行统计学分

析的计量资料均符合正态分布,数据以 x± s 表示。
在统计检验上,两组数据差异分析选用 Student􀆳s t
检验方法,多组比较采用单因素方差分析,以 P <
0. 05 为差异有统计学意义。

927CN 43-1262 / R　 中国动脉硬化杂志 2026 年第 34 卷第 8 期



2　 结　 果

2. 1 　 NHWL06031 抑制 ox-LDL 诱导的 HUVEC 焦

亡和内皮细胞功能障碍

基于课题组前期研究,本研究采用 32 μmol / L
的 NHWL06031 探讨其对 HUVEC 的保护作用。 为

评估 NHWL06031 改善 100 mg / L ox-LDL 处理的

HUVEC 活力是否与细胞焦亡相关,本研究选择 NLRP3
特异性抑制剂 MCC950 作为阳性对照[20]。 CCK-8
检测结果显示,与对照组相比,ox-LDL 处理使细胞

活力降低 31. 3% ;相较于 ox-LDL 组,NHWL06031
与 MCC950 干预可使细胞活力分别升高 32. 2% 和

22. 7% (均 P<0. 01;图 2A);LDH 检测结果进一步

证实,与 ox-LDL 组相比,NHWL06031 和 MCC950 可

使 LDH 释放水平分别减少 35. 2%和 48. 1% (均 P<
0. 01;图 2B)。 Western blot 结果显示,与对照组相

比,ox-LDL 分别使焦亡相关蛋白 NLRP3、GSDMD、
GSDMD-N、Caspase-1、cleaved Caspase-1、IL-18 及内

皮细胞黏附分子 ICAM-1、VCAM-1 分别上调 46. 1%、
23. 4%、95. 6%、 52. 4%、 116. 1%、 69. 3%、 114. 0%、
102. 9%;而 NHWL06031 可使上述分子较 ox-LDL 组

分别下调 33. 3%、40. 9%、21. 4%、51. 5%、38. 8%、
50. 4%、56. 8%、57. 6%,与 MCC950 作用趋势一致

(均 P<0. 05;图 2C、D、E)。 Hoechst3342 / DCFH-DA
检测结果显示,NHWL06031 和 MCC950 明显减少

ox-LDL 处理的细胞 ROS 水平(图 2F)。 细胞划痕实

验结果表明,与正常对照组相比,ox-LDL 组细胞迁

移能力明显降低,而 NHWL06031 和 MCC950 的干

预随着培养时间延长,细胞迁移能力逐渐得到恢

复,在培养 48 h 尤为明显(图 2G)。 上述结果表明,
NHWL06031 抑制 ox-LDL 诱导的 HUVEC 焦亡与氧

化应激,缓解内皮功能障碍。

图 2. NHWL06031 对 HUVEC 细胞活力、焦亡及内皮功能的影响
A 为 CCK-8检测 NHWL06031 和MCC950 对 ox-LDL 处理的HUVEC 细胞活力的影响(n=3):a 为P<0. 01,与对照组比较;b 为P<0. 01,与 ox-LDL 组比较。
B 为 LDH 检测NHWL06031 和MCC950 对 ox-LDL 处理的HUVEC 中LDH 释放水平的影响(n=5):a 为P<0. 01,与对照组比较;b 为P<0. 01,与 ox-LDL 组
比较。 C 为 Western blot 检测 NHWL06031 和 MCC950 对 ox-LDL 诱导的 HUVEC 细胞焦亡相关蛋白 NLRP3、GSDMD、GSDMD-N、Caspase-1、cleaved
Caspase-1和 IL-18 蛋白表达的影响及定量分析(n=3):a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,c 为 P<0. 01,与 ox-LDL 组比较。 D、E 分别为 Western
blot 检测 NHWL06031 和MCC950 对 ox-LDL 处理的HUVEC 中 ICAM-1和 VCAM-1蛋白表达的影响及定量分析(n=3):a 为 P<0. 01,与对照组比较;b 为
P<0. 05,与 ox-LDL 组比较。 F 为荧光显微镜观察 NHWL06031 和MCC950 干预下 ox-LDL 处理的HUVEC 中 ROS 水平的变化(n=3)(比例尺=150 μm)。
G 为细胞划痕观察 NHWL06031 和MCC950 对 ox-LDL 处理的内皮细胞迁移能力的影响(n=3)(比例尺=750 μm)。

Figure 2. Effects of NHWL06031 on HUVECs􀆳 viability, pyroptosis, and endothelial function
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2. 2　 NHWL06031 抑制过表达METTL3 诱导的 HUVEC
焦亡

为验证 NHWL06031 是否通过调控 METTL3 发

挥抗细胞焦亡作用,实验分组同 2. 1,Western blot 结
果显示,与对照组相比,ox-LDL 使HUVEC 中METTL3
的表达水平上调了 26. 8%(P<0. 01);与 ox-LDL 组相

比,NHWL06031、MCC950 分别使 METTL3 的表达水

平下调37. 9%和38. 9%(均 P<0. 01;图3A)。 以上结

果表明,ox-LDL 可促进 HUVEC 的 METTL3 表达,而
NHWL06031、MCC950 能有效抑制 METTL3 表达。 接

着,采用慢病毒构建过表达METTL3 的HUVEC 模型,
观察 NHWL06031 的干预效果。 Western blot 结果显

示 METTL3 过表达效率达 373. 1%,过表达效果良好

(P<0. 01;图 3B)。 CCK-8与 LDH 检测结果表明,与空

载体(lentivirus-negative control,Lv-NC)组相比,过表达

METTL3 使 HUVEC 活力降低 31. 7%、LDH 释放水平提

升79. 4%;相较于过表达METTL3 组,NHWL06031 干预

可使细胞活力提升 21. 1%、 LDH 释放水平降低

25. 4% (均 P<0. 05;图 3C 和 3D)。 Western blot 结
果显示,与 Lv-NC 组相比,过表达 METTL3 分别使

NLRP3、GSDMD、GSDMD-N、Caspase-1、cleaved Caspase-1
及 IL-18 的表达上调了 78. 2%、38. 9%、52. 0%、48. 2%、
51. 7%和 51. 5%;而 NHWL06031 使上述蛋白表达较

METTL3 过表达组分别下调 57. 5%、38. 2%、16. 1%、
25. 8%、19. 0% 和 20. 1% (均 P < 0. 05;图 3E)。 Ho-
echst3342 / DCFH-DA 检测结果显示,METTL3 过表达促

进细胞内 ROS 生成,NHWL06031 干预则可有效减少

ROS 水平(图3F)。 上述结果表明,NHWL06031 抑制过

表达METTL3 诱导的 HUVEC 焦亡。

图 3. NHWL06031 对过表达 METTL3 的 HUVEC 活力和细胞焦亡的影响
A 为Western blot 检测NHWL06031 对 ox-LDL 处理的HUVEC 中METTL3 蛋白表达的影响(n=3):a 为P<0. 01,与对照组比较;b 为P<0. 01,与 ox-LDL 组
比较。 B 为Western blot 检测提示过表达 METTL3 细胞模型构建成功(n = 3):a 为 P<0. 01,与 Lv-NC 组比较。 C 和 D 分别为 CCK-8、LDH 检测
NHWL06031 对过表达METTL3 的HUVEC 活力及LDH 释放水平的影响(n=5):a 为P<0. 01,与Lv-NC 组比较;b 为P<0. 05,与Lv-METTL3 组比较。 E 为
Western blot 检测 NHWL06031 干预下过表达METTL3 的HUVEC 焦亡相关蛋白表达变化及定量分析(n=3):a 为 P<0. 05,与 Lv-NC 组比较;b 为 P<0. 5,
与 Lv-METTL3 组比较。 F 为荧光显微镜观察 NHWL06031 干预下过表达METTL3 的HUVEC 总 ROS 水平的变化(n=3)(比例尺=150 μm)。

Figure 3. Effects of NHWL06031 on the viability and pyroptosis of METTL3-overexpressing HUVEC
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2. 3　 过表达 METTL3 促进 NF-κB 表达

为探究METTL3 与 NF-κB 之间的调控关系,实验

构建了 si-METTL3 的细胞模型,并分析 si-METTL3 和

过表达 METTL3 对 NF-κB 表达的影响。 Western blot
结果显示,si-METTL3-002 号链干扰效率达 66. 5%,效
果最佳(P<0. 01;图 4A),因而被选用于后续实验。
Western blot 结果显示,与对照组相比,过表达 METTL3
后,NF-κB p65 表达上调了 90. 2% (P<0. 01),而 si-
METTL3 可使 NF-κB p65 的表达较对照组降低

30. 7% ,但差异无显著性(P>0. 05,图 4B)。 上述结

果表明,过表达 METTL3 促进 NF-κB 表达。

图 4. METTL3 对 HUVEC 中 NF-κB 表达的影响
A 为 Western blot 检测 siRNA 干预后 METTL3 蛋白的表达水平( n =
3):a 为 P<0. 01,与 si-NC 组相比。 B 为 Western blot 检测 HUVEC 过

表达及敲低 METTL3 后 NF-κB p65 的表达水平(n = 3):a 为 P<0. 01,
与对照组相比。

Figure 4. Effects of METTL3 on NF-κB expression in HUVEC

2. 4　 NHWL06031 抑制过表达 NF-κB 诱导的 HUVEC
焦亡

已有研究表明,通过检测胞内 p65 和 p-p65 总
量可 证 明 NF-κB 激 活[21-22]。 为 明 确 NF-κB 在
NHWL06031 抗 HUVEC 焦亡中的作用,实验分组同

2. 1,Western blot 结果显示,与对照组相比,ox-LDL
使 HUVEC 中 NF-κB p-p65 的表达上调了 60. 0% ;
而与 ox-LDL 组相比,NHWL06031 和 MCC950 分别

使 NF-κB p-p65 的表达下调了 43. 6%和 43. 0% (均
P<0. 05;图 5A)。 以上结果表明, ox-LDL 可促进
HUVEC 中 NF-κB 表达,而 NHWL06031 和 MCC950
能有效抑制该作用。 接着,采用慢病毒构建过表达

NF-κB 的 HUVEC 模型,观察 NHWL06031 的干预效
果,Western blot 结果证实 NF-κB 过表达效率达
323. 3% ,过表达效果良好(P<0. 01;图 5B)。 CCK-8
与 LDH 结果表明,与对照组相比,过表达 NF-κB 使
HUVEC 活力降低了 31. 0% ,LDH 释放水平升高了
86. 6% ;相较于过表达 NF-κB 组,NHWL06031 干预

可使细胞活力升高 26. 6%,LDH 释放水平降低 24. 3%
(均 P<0. 01;图 5C 和 5D)。 Western blot 结果显示,过

表达 NF-κB 使 NLRP3、GSDMD、GSDMD-N、Caspase-1、
cleaved Caspase-1 及 IL-18 的表达分别上调 56. 1%、
29. 7%、68. 3%、135. 4%、65. 9%和 45. 6%;而与过表

达 NF-κB 组相比,NHWL06031 可使上述蛋白分别下

调 49. 1%、27. 7%、30. 1%、49. 0%、24. 1% 和 25. 6%
(均 P<0. 05;图 5E)。 Hoechst3342 / DCFH-DA 检测

结果显示,过表达 NF-κB 促进细胞内 ROS 生成,
NHWL06031 干预则可有效减少 ROS 水平(图 5F)。
上述结果提示,NHWL06031 抑制过表达 NF-κB 诱

导的 HUVEC 焦亡。
2. 5　 si-NF-κB 促进 ox-LDL 诱导的 HUVEC 焦亡及

内皮功能障碍

为明确 NF-κB 在 ox-LDL 诱导内皮损伤中的作

用,采用 siRNA 敲低 NF-κB 表达,观察其对 ox-LDL
处理的 HUVEC 焦亡及功能障碍的影响。 Western
blot 筛选结果显示,三条候选 siRNA 中 si-NF-κB-001
敲低效率达 84. 8%(P<0. 01;图 6A),用于后续实验。
CCK-8 和 LDH 检测结果显示,与 ox-LDL 组相比,si-
NF-κB 使细胞活力升高了 24. 4%,LDH 释放水平降

低了 21. 9%(均 P<0. 01;图 6B 和 6C)。 Western blot
结果显示,与 ox-LDL 组相比,si-NF-κB 使 NLRP3、
GSDMD、GSDMD-N、Caspase-1、cleaved Caspase-1、IL-18
及内皮细胞黏附分子 ICAM-1、VCAM-1 分别下调

40. 7%、21. 2%、48. 7%、26. 9%、48. 7%、43. 6%、44. 8%
和 37. 0% (均 P<0. 05;图 6D 和 6E)。 Hoechst33342 /
DCFH-DA 染色显示,si-NF-κB 明显降低 ox-LDL 诱导

的细胞 ROS 水平(图 6F)。 划痕实验结果显示,ox-
LDL+si-NF-κB 组细胞迁移能力在 48 h 时较 ox-LDL
组明显恢复(图 6G)。 上述结果表明,si-NF-κB 能

抑制氧化应激,有效对抗 ox-LDL 诱导的 HUVEC 焦

亡并缓解内皮功能障碍。

3　 讨　 论

As 是一种慢性炎症性血管病变,涉及内皮损

伤、炎症反应和脂质沉积等病理过程[1,15]。 炎症反

应在 As 中扮演着至关重要的角色,炎症细胞释放细

胞因子,使白细胞趋化、聚集于血管壁,加剧氧化应

激和氧化脂质形成[3]。 在炎症环境中,低密度脂蛋

白胆固醇可被摄取并氧化形成 ox-LDL[23],后者在动

脉壁聚集不仅加剧 ROS 爆发,还持续激活 NLRP3 炎症

小体,招募并活化 Caspase-1。 活化的 Caspase-1 促进

IL-1β 和 IL-18 成熟,并剪切 GSDMD 释放 GSDMD-N,
导致细胞膜穿孔及内容物释放,引发细胞焦亡[24]。
研究表明,As 病变部位存在大量细胞焦亡,内皮细胞

焦亡加速 As 进程,抑制焦亡则展现抗 As 作用[15]。
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图 5. NHWL06031 对过表达 NF-κB HUVEC 细胞活力和细胞焦亡的影响
A 为 NHWL06031 对 ox-LDL 处理的 HUVEC 中 NF-κB p-p65 和 NF-κB p65 蛋白表达的影响(n=3):a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 01,与
ox-LDL 组比较。 B 为 Western blot 检测过表达 NF-κB 细胞模型构建成功(n=3):a 为 P<0. 01,与 Lv-NC 组比较。 C 和 D 分别为 CCK-8 和 LDH
检测 NHWL06031 对过表达 NF-κB 的 HUVEC 活力及 LDH 释放水平的影响(n=3):a 为 P<0. 01,与 Lv-NC 组比较;b 为 P<0. 01,与 Lv-NF-κB 组

比较。 E 为 NHWL06031 对过表达 NF-κB 的 HUVEC 焦亡相关蛋白表达的影响(n=3):a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 Lv-NF-κB
组比较。 F 为荧光显微镜观察 NHWL06031 干预下过表达 NF-κB 的 HUVEC 中总 ROS 水平的变化(n=3)(比例尺=150 μm)。

Figure 5. Effects of NHWL06031 on cell viability and pyroptosis of NF-κB-overexpressing HUVEC

因此,靶向内皮细胞焦亡或为抗 As 新策略。
王震等前期设计合成了系列 N-水杨酰色胺衍生

物,具有良好药代特性及抗炎抗氧化活性,并筛选出

先导化合物 NHWL06031[17-18]。 本研究以 ox-LDL 诱

导 HUVEC 焦亡,并以 NLRP3 抑制剂 MCC950 为阳

性对照,探究 NHWL06031 在其中的作用及相关机

制。 发现 ox-LDL 降低内皮细胞活力,增加 LDH 释

放及 ROS 大量产生,上调 NLRP3、Caspase-1、cleaved
Caspase-1、 GSDMD、 GSDMD-N、 IL-18 及 ICAM-1、
VCAM-1 蛋白表达,抑制细胞迁移。 NHWL06031 干

预后上述损伤均获得减轻,效应与 MCC950 相似。
表明 NHWL06031 抑制 ox-LDL 诱导的内皮细胞焦

亡与功能障碍。
METTL3 是 m6A 甲基转移酶核心亚基,调控

mRNA 甲基化修饰,影响靶基因稳定性与翻译效率,
在心血管病理重塑中具有重要作用[12,24]。 METTL3
表达与活性受精细的调控,对维持内皮稳态、抑制

炎症细胞死亡至关重要。 As 中 METTL3 功能呈细

胞特异性,在巨噬细胞中介导促炎极化[25],在平滑

肌细胞中驱动表型转化促进斑块进展[26]。 内皮细

胞中 METTL3 对剪切力敏感,通过上调己糖激酶 1
(hexokinase-1,HK1)与果糖-2,6-二磷酸酶 3(fructose-
2,6-biphosphatase 3,PFKFB3)引发糖酵解重排及功能

障碍,并调节对炎症氧化应激的响应[27]。 本研究发现

ox-LDL 上调 METTL3 表达,NHWL06031 与 MCC950 均

能逆转该变化。 为验证METTL3 是否介导NHWL06031
的作用,本研究构建过表达 METTL3 的 HUVEC。 结果

显示,过表达METTL3 降低细胞活力、升高 LDH 释放及
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图 6. si-NF-κB 恢复 HUVEC 细胞活力并阻止细胞焦亡和内皮功能障碍
A 为Western blot 检测 siRNA 干预后NF-κB 蛋白的表达水平(n=3):a 为P<0. 01,与 si-NC 组比较。 B 和C 分别为 si-NF-κB 对 ox-LDL 处理的HUVEC 活

力及 LDH 释放水平的影响(n=5):a 为 P<0. 01,与对照组比较;b 为 P<0. 01,与 ox-LDL 组比较。 D 为 si-NF-κB 对 ox-LDL 处理的HUVEC 焦亡相关蛋白

表达的影响(n=3):a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 01,与 ox-LDL 组比较。 E 为 si-NF-κB 对 ox-LDL 处理的HUVEC 中 ICAM-1和 VCAM-1蛋白表

达水平的影响(n=3):a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 01,与 ox-LDL 组比较。 F 为荧光显微镜观察 si NF-κB 干预及 ox-LDL 处理后总 ROS 水平变

化(n=3)(比例尺=150 μm)。 G 为细胞划痕观察 si-NF-κB 对 ox-LDL 处理的HUVEC 迁移能力的影响(n=3)(比例尺=750 μm)。

Figure 6. NF-κB knockdown restores HUVECs􀆳 viability and prevents pyroptosis and endothelial dysfunction

ROS 水平,促进焦亡相关蛋白表达,而 NHWL06031 可

逆转上述效应。 表明NHWL06031 抑制过表达METTL3
诱导的 HUVEC 焦亡,但深入机制有待进一步探索。

本研究还发现,过表达METTL3 促进NF-κB 表达,
NHWL06031 抑制 ox-LDL 处理的 HUVEC 中 NF-κB 表

达。 NF-κB 是关键炎症转录因子,其激活驱动 NLRP3
组装及下游促炎因子转录[28]。 构建过表达 NF-κB 的

HUVEC,结果显示细胞活力降低、LDH 释放及 ROS 产

生增加,细胞焦亡相关蛋白表达上调,NHWL06031 可

拮抗该效应。 进一步敲低 NF-κB 的表达,则 ox-LDL
诱导的细胞活力下降、LDH 释放及 ROS 生成增加均

获改善,细胞焦亡相关蛋白及黏附分子表达回落,细
胞迁移能力得到恢复。 上述结果表明,NHWL06031
对抗过表达 NF-κB 诱导的焦亡,NF-κB 促进 ox-LDL
诱导的 HUVEC 焦亡及内皮功能障碍。

值得注意的是,ox-LDL 发挥上述生物学效应通

常依赖于其特异性受体。 凝集素样氧化型低密度脂

蛋白受体 1(lectin-like oxidized-lowdensity lipoprotein
receptor-1,LOX-1)是内皮细胞中摄取 ox-LDL 的主要

清道夫受体。 大量报道证实 ox-LDL 通过结合 LOX-1
激活 NF-κB 通路,进而上调 ICAM-1、VCAM-1 等黏

附分子表达,触发炎症反应与细胞死亡[29-30]。 本研

究中,ox-LDL 诱导 NF-κB 磷酸化及焦亡相关蛋白表

达,而 NHWL06031 的干预可逆转这些改变并改善

内皮功能。 然而,本研究并未直接评价 LOX-1 在其

中的作用及对 METTL3 / NF-κB 轴的影响。 因此,不
能排除 ox-LDL 通过 LOX-1 信号激活 NF-κB 的可

能,这需要在后续实验进一步明确。
本研究也存在一定局限性。 首先,结论主要基

于 HUVEC 体外实验,难以完全反映体内复杂性,尚
需动物模型及临床研究进一步验证。 其次,METTL3
介导的 m6A 甲基化修饰具体的 mRNA 尚未明确。
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第三,如上所述,未排除 LOX-1 介导的 NF-κB 激活对

研究结果的影响。 最后,NHWL06031 抑制 METTL3 表

达及METTL3 调控 NF-κB 的具体分子机制仍需进一步

阐明。 综上,本研究表明,先导化合物 NHWL06031 通

过抑制METTL3 / NF-κB 轴,阻止 ox-LDL 诱导的血管内

皮细胞焦亡,从而改善内皮功能。 本研究揭示了

NHWL06031 在 As 中的应用潜力及作用机制,为 As 的

干预提供可能的新途径和候选药物。
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