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  [摘要] 目的 探讨高迁移率族蛋白B1(HMGB1)在血管紧张素Ⅱ(AngⅡ)诱导的内皮-间充质转变

(EndMT)过程中的作用。方法 将培养的人脐静脉内皮细胞(HUVECs)分为空白对照组、AngⅡ组、AngⅡ+
siHMGB1组、AngⅡ+阴性对照组。各组给予相应处理5

 

d后,倒置显微镜观察内皮细胞形态的变化;Western
 

blot检测 HMGB1、CD31、VE-cadherin、成纤维细胞特异性蛋白1(FSP1)、α-平滑肌肌动蛋白(α-SMA)表达水

平。结果 与空白对照组相比,AngⅡ组细胞由鹅卵石样形态逐渐转变为梭形状态,HMGB1、FSP1、α-SMA表

达水平均明显升高,CD31、VE-cadherin表达水平明显降低,差异有统计学意义(P<0.05)。与AngⅡ组比较,
干扰HMGB1表达后细胞形态基本稳定,HMGB1、FSP1、α-SMA表达降低,CD31、VE-cadherin表达升高,差异

有统计学意义(P<0.05)。AngⅡ组和AngⅡ+阴性对照组细胞形态均变为梭形状态,各蛋白表达变化趋势一

致,差异无统计学意义(P>0.05)。结论 HMGB1参与了AngⅡ诱导的内皮细胞EndMT过程。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

role
 

of
 

high
 

mobility
 

group
 

protein
 

B1
 

(HMGB1)
 

in
 

endotheli-
al-mesenchymal

 

transition
 

(EndMT)
 

induced
 

by
 

angiotensin
 

Ⅱ
 

(AngⅡ).Methods Cultured
 

human
 

umbilical
 

vein
 

endothelial
 

cells
 

(HUVECs)
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

four
 

groups,as
 

the
 

blank
 

control
 

group,the
 

Ang
Ⅱ

 

group,the
 

AngⅡ+siHMGB1
 

group
 

and
 

the
 

AngⅡ+negative
 

control
 

group.After
 

5
 

days
 

of
 

treatment,the
 

morphological
 

changes
 

of
 

endothelial
 

cells
 

were
 

observed
 

by
 

inverted
 

microscope.Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

test
 

the
 

expressions
 

of
 

HMGB1,CD31,VE-cadherin,fibroblast
 

specific
 

protein
 

1(FSP1)
 

and
 

α-smooth
 

muscle
 

actin
 

(SMA)
 

protein.Results Compared
 

with
 

the
 

blank
 

control
 

group,the
 

cells
 

in
 

the
 

AngⅡ
 

group
 

changed
 

from
 

cobblestone
 

to
 

shuttle
 

morphology,and
 

the
 

expressions
 

of
 

HMGB1,FSP1
 

and
 

α-SMA
 

increased
 

signifi-
cantly,while

 

the
 

expressions
 

of
 

CD31
 

and
 

VE-cadherin
 

decreased.The
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

AngⅡ
 

group,expression
 

of
 

HMGB1,FSP1,α-SMA
 

decreased
 

and
 

CD31,VE-
cadherin

 

expression
 

increased
 

after
 

interfering
 

HMGB1
 

expression.The
 

differences
 

were
 

statistically
 

signifi-
cant

 

(P<0.05).The
 

cell
 

morphology
 

all
 

changed
 

into
 

shuttle
 

morphology
 

in
 

the
 

AngⅡ
 

group
 

and
 

the
 

AngⅡ+negative
 

control
 

group,and
 

the
 

variation
 

trends
 

of
 

protein
 

expression
 

were
 

same,there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

(P>0.05).Conclusion HMGB1
 

is
 

involved
 

in
 

EndMT
 

induced
 

by
 

AngⅡ
 

in
 

endothelial
 

cells.
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  心肌纤维化是各种疾病因素致使心室收缩或舒 张功能障碍的综合征,可最终导致心力衰竭。各种促
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纤维化因素作用于心脏,促使心室壁肌成纤维细胞数

量增加、增殖后分泌胶原等细胞外基质,导致心肌间

质成分增多,心室壁僵硬度增加,顺应性降低,心肌收

缩、舒张障碍,最终导致心肌纤维化[1]。在该过程中,
肌成纤维细胞为主要的效应细胞,过去认为原位心脏

成纤维细胞(CFs)经炎症因子、缺氧等因素刺激后活

化为肌成纤维细胞为其主要来源,近年来研究发现与

纤维化相关的心脏肌成纤维细胞(CMFs)主要由内皮细

胞通 过 内 皮-间 质 细 胞 转 变(endothelial-mesechymal
 

transition,EndMT)过 程 转 化 而 来[2-4],寻 找 能 抑 制

EndMT的有效物质,可能为预防或治疗心肌纤维化

及心力衰竭提供新的治疗措施。高迁移率族蛋白B1
(HMGB1)作为晚期炎症因子,在多个脏器炎性反应

及纤维化过程中起到关键作用,因而成为近年来研究

的热点。研究表明 HMGB1
 

与人体多种器官的纤维

化密切相关[5],然而其是否参与心脏内皮细胞
 

End-
MT过程导致的纤维化尚未见报道。本研究通过血

管紧张素Ⅱ(AngⅡ)在体外诱导内皮细胞
 

EndMT,
同时沉默HMGB1表达,观察HMGB1在其过程中的

作用。

1 材料与方法

1.1 实验细胞及主要试剂

原代人脐静脉内皮细胞(HUVECs)及内皮细胞

培养基ECM(美国Scien
 

Cell
 

Research
 

Laboratories
公司);AngⅡ(美国Sigma公司);HMGB1抗体(美国

Santa
 

Cruz公司);CD31、VE-cadherin、成纤维细胞特

异性蛋白1(FSP1)、α-平滑肌肌动蛋白(α-SMA)抗体

(英国Abcam公司);β-actin抗体(美国Cell
 

Signaling
公司),siRNA、RNAiMax(上海吉玛公司)。

1.2 方法

1.2.1 分组及转染

实验分为4组。空白对照组:不加药物处理;Ang
Ⅱ组:细胞培养液中加入AngⅡ;AngⅡ+siHMGB1
组:AngⅡ+靶向HMGB1

 

siRNA;AngⅡ+阴性对照

组:AngⅡ+非特异阴性siRNA。其中AngⅡ浓度最

终调整 为1×10-6
 

mol/L。转 染 内 皮 细 胞 在5%
 

CO2、培养基ECM中常规培养,选取对数生长期的内

皮细胞,0.25%的胰酶消化后加入培养基ECM,调整

细胞浓度为5×105/mL,传代接种至六孔板中,待细

胞生长 达50%~60%融 合 时 进 行 转 染。HMGB1
 

siRNA:正 义 链 5'-GGCUUUCACUUAAGAACU-
UTF-3',反义链5'-AAGUUCUUAAGUGAAAGC-
CTF-3';阴 性 对 照 siRNA:正 义 链 5'-UUCUC-
CGAACGUGUCACGUTT-3',反义链5'-ACGUGA-
CACGUUCGGAGAATY-3'。 按 照 转 染 试 剂

RNAiMax说 明 操 作,最 终 阴 性 对 照 siRNA 和

HMGB1
 

siRNA的浓度为60
 

nmol/L。siRNA干扰6
 

h后换加有AngⅡ的培养基。所有实验重复3次。

1.2.2 显微镜下细胞形态变化

转染完成后各组细胞每24小时更换新的培养

液,5
 

d后采用倒置显微镜观察各组细胞形态学变化

并拍照。

1.2.3 Western
 

blot检测 HMGB1、CD31、VE-cad-
herin、FSP1、α-SMA表达情况

各组细胞培养5
 

d后收集细胞,蛋白提取后测定

浓度,按上样量50
 

μg计算出上样体积,行聚丙烯酰胺

凝胶电泳,电转移至硝酸纤维素膜、封闭,分别加入

HMGB1、CD31、VE-cadherin、FSP1、α-SMA 等一抗

抗体。4
 

℃孵育过夜,洗涤后加入辣根过氧化物酶标

记的二抗,通过化学发光法检测蛋白条带。

1.3 统计学处理

采用SPSS13.0统计软件进行分析。计量资料以

x±s表示,采用单因素方差分析,以P<0.05为差异

有统计学意义。

2 结  果

2.1 细胞形态的变化

AngⅡ可以诱导内皮细胞形态向肌成纤维细胞形

态发生变化,AngⅡ诱导的同时沉默 HMGB1的内皮

细胞形态基本稳定,见图1。

图1  各组细胞形态变化
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2.2 各组细胞HMGB1表达

正常内皮细胞表达少量 HMGB1,AngⅡ处理后

内皮细胞
 

HMGB1表达水平与空白对照组相比明显

升高(P<0.01),AngⅡ处理的同时沉默 HMGB1后

内皮细胞HMGB1的表达水平和 AngⅡ组相比明显

降低(P<0.05),AngⅡ+阴性对照组 HMGB1表达

水平和AngⅡ组相比无明显变化(P>0.05),见图2。

2.3 各组细胞CD31、VE-cadherin、α-SMA和FSP1
表达情况

正常内皮细胞表达CD31和VE-cadherin,AngⅡ
处理后

 

CD31和VE-cadherin表达水平较空白对照组

明显 降 低 (P <0.01),AngⅡ 处 理 的 同 时 沉 默

HMGB1后CD31和VE-cadherin表达水平较AngⅡ
组升高(P<0.05),AngⅡ+阴性对照组和 AngⅡ组

相比无明显变化(P>0.05),见图3。正常内皮细胞

不表达FSP1和α-SMA,AngⅡ处理后
 

FSP1和α-
SMA表达水平较空白对照组明显升高(P<0.01),

AngⅡ处理的同时沉默 HMGB1后FSP1和α-SMA
表达水平较AngⅡ组降低(P<0.05),AngⅡ+阴性

对照组和AngⅡ组相比无明显变化(P>0.05),见
图3。

图2  各组细胞 HMGB1表达情况分析

图3  各组细胞CD31、VE-cadherin、α-SMA和FSP1表达

3 讨  论

  EndMT是指内皮细胞逐渐丧失原有的内皮细胞

特异性标志物,如VE-cadherin、CD31等,逐渐表达间

质细胞标志物,如α-SMA、FSP1等[3,6],最终转化为

间质细胞,并具备间质细胞形态、表型及功能。在心

肌纤维化过程中,心脏内皮细胞发生EndMT,逐渐转

化为CMFs,细胞间的连接减弱,极性消失,细胞运动

能力增强,逐渐从血管床脱离后迁移至血管外,增殖、
合成并分泌大量胶原蛋白等物质[7-8],引起间质成分

增多,心室壁僵硬,最终引起心力衰竭,是心肌纤维化

过程中的主要效应细胞,因此减少CMFs的生成成为

抑制心肌纤维化治疗的关键。近年来研究发现与纤

维化相关的CMFs高达75%来自内皮细胞[3-4,9],内皮

细胞在各种致纤维化因子作用下发生 EndMT 为

CMFs的主要来源,因此EndMT过程受到越来越多

的关注。
除血流动力学影响外,多种神经体液激素系统尤

其是肾素-血管紧张素-醛固酮系统(rennin-angioten-
sin-aldosterone

 

eystem,RAAS)的激活可致心肌纤维

化,AngⅡ是其主要效应分子。本实验采用体外培养

的方法将AngⅡ直接作用于内皮细胞,构建EndMT
体外细胞模型,避开了以往动物实验中各种未知复杂
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因素的影响。本研究结果表明 AngⅡ作用于 HU-
VECs后,细胞形态发生转变,细胞连接疏松,由鹅卵

石样转变为长梭形,内皮细胞标记蛋白 CD31、VE-
cadherin表达水平降低,肌成纤维细胞标记蛋白α-
SMA、FSP1表达水平升高,说明AngⅡ诱导内皮细胞

发生了EndMT,这与 MURDOCH 等[7]的研究结果

相一致。

HMGB1是高迁移率族蛋白家族的成员之一,普
遍存在于人体和动物细胞内。细胞核内的 HMGB1
作为DNA

 

结合蛋白参与核小体的构成和稳定及调解

基因的转录,在受到特定因素刺激活化后释放到细胞

质或细胞外,作为一种重要的炎症因子,引起一系列

信号通路传导[10],从而延长、放大一系列炎性反应。
在高血压、糖尿病、心肌梗死导致心肌纤维化及心室

重塑过程中起到重要作用[11]。然而其是否参与异常

EndMT导致的纤维化尚不明确。本实验研究发现,

AngⅡ诱导内皮细胞发生EndMT过程中HMGB1表

达水平明显升高,提示 AngⅡ的作用与 HMGB1相

关。运用RNA干扰技术沉默HMGB1基因表达后发

现AngⅡ诱导的内皮细胞EndMT过程中,细胞形态

及细胞间的连接稳定,同时CD31、VE-cadherin表达

水平降低表现减弱,肌成纤维细胞标志物α-SMA、

FSP1表达水平升高表现减弱,表明干扰 HMGB1表

达后,AngⅡ诱导内皮细胞EndMT的作用明显减弱。
这些结果表明,HMGB1介导了AngⅡ诱导的内皮细

胞EndMT过程。同时AngⅡ+siHMGB1组与空白

对照 组 比 较,细 胞 形 态 及 CD31、VE-cadherin、α-
SMA、FSP1表达仍有明显差异,这表明沉默 HMGB1
表达尚无法完全阻断AngⅡ诱导的内皮细胞EndMT
过程,其不仅仅依赖 HMGB1,还有另外信号通路参

与其中。
综上所述,HMGB1参与了AngⅡ诱导的内皮细

胞EndMT过程,这可能为将来 HMGB1的进一步研

究及临床应用提供理论依据。
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