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  [摘要] 目的 探讨Sestrin2蛋白对动脉粥样硬化病变干预效果及作用机制。方法 选择30只雄性

ApoE-/-小鼠,建立动脉粥样硬化模型。模型建立后分为3组:9只小鼠经慢病毒处理(沉默组,Sestrin2基因

沉默,原计划该组纳入10只小鼠,因其中1只处理后出现病态表现遂予以剔除),10只经过表达Sestrin2腺病

毒方法处理(过表达组),余10只为对照组。分组处理完毕后20
 

d检测动脉粥样硬化斑块相关指标:斑块面积、
最小管腔直径、管腔面积、白细胞介素(IL)-1β、肿瘤坏死因子α(TNF-α)、IL-10、基质金属蛋白酶(MMP)8、
MMP12、MMP13,以及与Sestrin2蛋白表达相关联的磷酸化c-Jun氨基末端激酶(p-JNK)和磷酸化c-Jun(p-c-
Jun)表达水平。结果 对照组管腔直径、管腔面积大于沉默组(P<0.05),但均低于过表达组(P<0.05);沉默

组斑块面积明显大于对照组和过表达组(P<0.01),且过表达组明显小于对照组(P<0.01)。沉默组IL-1β、
TNF-α水平明显高于对照组和过表达组(P<0.01),而过表达组明显低于对照组(P<0.05);沉默组IL-10水

平明显低于对照组和过表达组(P<0.01),而过表达组明显高于对照组(P<0.01)。沉默组 MMP8、MMP12
及 MMP13水平高于对照组和过表达组(P<0.05),而过表达组又明显低于对照组(P<0.01)。过表达组p-
JNK蛋白表达水平明显高于对照组和沉默组(P<0.01),而对照组表达水平又高于沉默组(P<0.01);各组小

鼠p-c-Jun蛋白表达水平比较差异均无统计学意义(P>0.05)。结论 Sestrin2蛋白通过调控 MMP、IL等因

子表达水平,从而可抑制动脉粥样硬化病变过程。
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  [Abstract] Objective To
 

investigate
 

the
 

intervention
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

Sestrin2
 

protein
 

on
 

ath-
erosclerotic

 

lesion.Methods Thirty
 

male
 

ApoE-/-mice
 

were
 

selected
 

to
 

establish
 

the
 

atherosclerosis
 

model.
 

After
 

constructing
 

the
 

model,the
 

mice
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

three
 

groups:9
 

mice
 

were
 

treated
 

with
 

lentivirus
 

(silencing
 

group,Sestrin2
 

gene
 

silencing,10
 

mice
 

were
 

originally
 

included
 

in
 

this
 

group,but
 

1
 

mouse
 

was
 

re-
moved

 

due
 

to
 

appear
 

the
 

sickness
 

after
 

treatment),10
 

mice
 

were
 

treated
 

with
 

Sestrin2
 

expressed
 

adenovirus
 

method
 

(overexpression
 

group),and
 

the
 

remaining
 

10
 

mice
 

served
 

as
 

the
 

control
 

group.
 

On
 

20
 

d
 

after
 

treat-
ment

 

end
 

,the
 

atherosclerotic
 

plaque
 

related
 

indicators:
 

plaque
 

area,minimal
 

lumen
 

diameter,lumen
 

area,in-
terleukin-1β

 

(IL-1β),tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α),interleukin-10
 

(IL-10),matrix
 

metalloproteinase
 

8
 

(MMP
 

8),MMP12,MMP13,p-JNK
 

and
 

phosphorilation
 

p-c-Jun
 

expression
 

levels
 

were
 

detected.Results The
 

lumen
 

diameter
 

and
 

lumen
 

area
 

of
 

the
 

control
 

group
 

were
 

larger
 

than
 

those
 

of
 

the
 

silencing
 

group
 

(P<0.05),
but

 

lower
 

than
 

those
 

of
 

the
 

overexpression
 

group
 

(P<0.05).The
 

plaque
 

area
 

of
 

the
 

silencing
 

group
 

was
 

sig-
nificantly

 

larger
 

than
 

that
 

of
 

the
 

control
 

group
 

and
 

the
 

overexpression
 

group
 

(P<0.01),moreover
 

the
 

overex-
pression

 

group
 

was
 

significantly
 

smaller
 

than
 

that
 

of
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.01).The
 

levels
 

of
 

IL-1β
 

and
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TNF-α
 

in
 

the
 

silencing
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

and
 

the
 

overexpression
 

group
 

(P<0.01),while
 

the
 

overexpression
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).
The

 

level
 

of
 

IL-10
 

in
 

the
 

silencing
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group
 

and
 

the
 

overex-
pression

 

group
 

(P<0.01),while
 

the
 

overexpression
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

the
 

control
 

group
 

(P
<0.01).The

 

levels
 

of
 

MMP8,MMP12
 

and
 

MMP13
 

in
 

the
 

silencing
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

con-
trol

 

group
 

and
 

the
 

overexpression
 

group
 

(P<0.05),while
 

the
 

overexpression
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.01).The
 

expression
 

level
 

of
 

p-JNK
 

protein
 

in
 

the
 

overexpressed
 

group
 

was
 

sig-
nificantly

 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group
 

and
 

the
 

silencing
 

group
 

(P<0.01),while
 

the
 

expression
 

level
 

in
 

the
 

control
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

silencing
 

group
 

(P<0.01).There
 

was
 

no
 

statistically
 

signifi-
cant

 

difference
 

in
 

protein
 

expression
 

level
 

of
 

p-c-Jun
 

among
 

various
 

groups
 

(P>0.05).Conclusion Sestrin2
 

protein
 

inhibits
 

the
 

atherosclerotic
 

lesion
 

process
 

by
 

regulating
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

the
 

factors
 

such
 

as
 

MMP
 

and
 

interleukin,thus
 

may
 

inhibit
 

the
 

atherosclerosis
 

lesion
 

process.
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words] Sestrin
 

protein;atherosclerosis;interleukins;tumor
 

necrosis
 

factor;matrix
 

metalloprotein-
ases;inflammatory

 

response

  动脉粥样硬化引发的心脑血管疾病在我国是病

残和死亡的主要原因之一[1]。动脉粥样硬化可以累

及所有的大型和中型动脉[2],研究动脉粥样硬化发病

的细胞和分子机制,对动脉粥样硬化研发新的预防和

治疗方法具有极为重要的意义。研究显示炎性反应

在粥样硬化病变过程中扮演重要角色,炎性细胞因子

如肿瘤坏死因子α(TNF-α)、白细胞介素(IL)-6和IL-
1β,以及脂类介质均可促进斑块内的炎性反应[3],基
质金属蛋白酶(MMP)异常表达可促使斑块破裂,导
致急性心肌梗死等心血管恶性事件。另一方面,一部

分生物因子如IL-10、转化生长因子β(TGF-β)和细胞

外基质(ECM)成分可促使炎症消退,稳定甚至逆转粥

样硬化[4]。Sestrin2是一种相对保守应激诱导型蛋

白,当机体发生炎性反应、DNA损伤、缺氧等情况时

其表达水平会升高,目前已有研究表明Sestrin2蛋白

在控制炎症等方面有积极的生理意义[5]。因此,本课

题以Sestrin2蛋白为研究对象,探讨其在粥样硬化中

对相关炎性反应的调控作用与相关机制。
1 材料与方法

1.1 材料

(1)动物:清洁级雄性 ApoE-/- 小鼠40只,鼠龄

为6~8周,体重(22.34~26.21)g,由北京维通利华

实验动物技术有限公司提供。(2)主要试剂:multi-
shRNA

 

vector,慢病毒载体质粒pLKO.1-TRC均购

自美国Addgene公司;全自动生化分析仪购自美国

Sigma-Aldrich公司;血脂检测试验试剂、Tunel试剂

盒和酶联免疫吸附测定(ELISA)试剂盒购自武汉谷

歌生物科技有限公司。
1.2 方法

1.2.1 动脉粥样硬化模型建立及分组

30只雄性 ApoE-/- 小鼠采用高脂饲料(主要成

分为21.00%脂肪和0.15%胆固醇)进行喂养(模型

组),另外10只普通饲养(ND组)。所有小鼠连续喂

养24周之后,从高脂喂养的30只小鼠中随机抽选3
只小鼠检测血脂水平检验建模是否成功。将建模成

功后的30只小鼠随机分为过表达组、对照组、沉默

组,每组10只。沉默组小鼠经慢病毒处理(Sestrin2
基因沉默)、过表达组经过表达Sestrin2腺病毒方法

处理、对照组不做处理。处理完毕同样饲养条件下喂

养20
 

d后检测相关指标。以上实验经长江大学伦理

委员会批准(批准号:2019KYLL018)。
1.2.2 血脂水平检测

随机抽取3只高脂喂养小鼠,取静脉血,采用胆

固醇氧化酶法(COD-PAP)及磷酸甘油氧化酶法分别

测定总胆固醇(TC)、三酰甘油(TG)水平。低密度脂

蛋白胆固醇(LDL-C)、高密度脂蛋白胆固醇(HDL-C)
均按照试剂操作手册进行。实验结果与3只 ND小

鼠血脂水平进行比较。
1.2.3 慢病毒载体的构建及过表达Sestrin2腺病毒

建立

(1)慢病毒载体的构建:利用ThermoFisher的在线

RNAi设 计 程 序(https://rnaidesigner.thermofisher.
com/rnaiexpress/setOption. do? designOption =
shrna&pid=8

 

451388333547205111)设计并合成针对

Sestrin2的shRNA 序 列(shRNA 序 列:5'-CAC
 

CGC
 

ACT
 

GGA
 

ATG
 

AAA
 

GCG
 

CTG
 

GCG
 

AAC
 

CAG
 

CGC
 

TTT
 

CAT
 

TCC
 

AGT
 

G-3'),将序列插入multi-shRNA
 

vector。对 含 有 Sestrin2
 

shRNA 的 multi-shRNA
 

vector用限制性内切酶 KpnⅠ和 ClaⅠ消化后用

DNA合成酶 Klenow片段补平;将慢病毒载体质粒

pLKO.1-TRC用限制性内切酶AgeⅠ和EcoRⅠ消化

后用DNA合成酶Klenow片段补平。将含有shRNA
的片段与消化后的pLKO.1-TRC用T4

 

DNA连接酶

连接,构建成为含有针对Sestrin2基因的shRNA的

慢病毒载体,行慢病毒滴度测定,制备完成后重组慢

病毒在-80
 

℃下保存。将10
 

μL
 

miRNA-16慢病毒
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悬液(病毒滴度为108
 

TU/mL)在无菌环境下经尾静

脉注射至沉默组。对照组不做处理。(2)过表达Ses-
trin2腺病毒建立:提取小鼠总

 

RNA,逆转录生成cD-
NA,设计小鼠Sestrin2引物,其上游引物序列:5'-
CAC

 

CAT
 

GAT
 

CGT
 

AGC
 

GGA
 

CTC
 

CGA
 

GTG
 

C-
3';下 游 引 物 序 列:5'-TCA

 

GGT
 

CAT
 

GTA
 

GCG
 

GGT
 

GAT
 

GGC-3'。利用高保真性的DNA聚合酶

扩增目的片段,切胶回收,并对PCR产物进行纯化和

测定纯化PCR产物的浓度。参考pENTR定向克隆

试剂盒说明书,利用pENTR定向克隆试剂盒构建

pENTR-Sestrin2入门质粒。具体操作:①取1
 

μL的

PCR扩增产物和1
 

μL的盐溶液混合,再补双脱水到

5
 

μL;然后向混合液中加入1
 

μL的TOPO质粒,于室

温下共同孵育5
 

min;②取出2
 

μL的反应产物加入到

感受态细胞,依次在冰上刺激30
 

min和42
 

℃水浴

30
 

s;复置冰上刺激2
 

min;③加入500
 

μL液体LB培

养基,置于37
 

℃摇床进行孵育1
 

h;④以5
 

000
 

r/min
进行离心2

 

min后,弃去上清液,并用加入100
 

μL的

LB培养基对所得沉淀进行重悬;⑤涂敷板,并将涂板

放置于37
 

℃培养箱中进行过夜培养;⑥次日挑取单

克隆的菌落以提取质粒,并通过PCR和酶切进行验

证和测序,检测Sestrin2过表达。建立成功后经尾静

脉过继输注到过表达组小鼠体内。沉默组与过表达

组小鼠处理均在随机分组后24
 

h内完成第1次输注,
第1次处理完毕后24

 

h行第2次输注。上述方法处

理后,3组小鼠均按建模时的条件喂养20
 

d。沉默组

有1只小鼠因处理后第2天表现出食欲减退、活力下

降等病态症状,遂予以剔除。分组处理20
 

d后沉默组

含样本9只,对照组与过表达组均为10只,然后行以

下实验室检测。
1.2.4 动脉粥样硬化斑块相关指标检测及HE染色

处死小鼠后取胸主动脉,固定于4%的多聚甲醛

中24
 

h,常规石蜡包埋切片,HE染色。观察各组小鼠

最小管腔直径、管腔面积、斑块面积。
1.2.5 ELISA检测炎性指标水平

采用ELISA检测各组小鼠IL-1β、TNF-α、IL-10、
MMP8、MMP12、MMP13表达。
1.2.6 Western

 

blot检测p-JNK、p-c-Jun蛋白表达

将采集到的标本,研磨后加入蛋白缓冲液,进行

常规蛋白提取,采取二喹啉甲酸(BCA)法进行定量分

析。50
 

μg的蛋白样品上样后十二烷基硫酸钠-聚丙

烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE),蛋白电转到聚偏氟乙

烯(PVDF)膜,使用5%的脱脂奶粉TBST进行避光

封闭1
 

h,洗涤之后加入一抗稀释溶液[磷酸化c-Jun
氨基末端酶(p-JNK)、磷酸化c-Jun(p-c-Jun)按照1∶
1

 

000比例进行稀释],在4
 

℃的环境中过夜保存,洗
涤后加入二抗稀释溶液(p-JNK、p-c-Jun按照1∶5

 

000比例进行稀释),在温床中孵育1
 

h后再次洗涤,

加入发光液电化学发光(ECL),曝光2~3次,取重叠

值。使用 软 件 分 析 蛋 白 条 带 灰 度 值,GAPDH 作

内参。
1.3 统计学处理

采用SPSS20.0统计软件包进行统计分析处理。
计量资料以x±s表示,三组数据比较采用 ANOVA
检验,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 模型组小鼠血脂水平检测

与ND小鼠血脂水平比较,模型组小鼠TG、TC、
LDL-C、HD-CL水平均明显升高,两组小鼠血脂水平

比较差异有统计学意义(P<0.05),见表1。
表1  模型组小鼠与ND小鼠血脂水平比较(x±s,n=3)

血脂指标(mmol/L) 模型组 ND组 t P

TG 2.92±1.01 0.97±0.54 2.949 0.042

TC 22.65±2.09 11.08±1.94 7.028 0.002

LDL-C 14.91±2.42 9.40±2.33 2.841 0.047

HDL-C 2.84±0.97 0.88±0.71 2.824 0.048

2.2 各组小鼠动脉最小管腔直径、管腔面积、斑块面

积比较

对照组小鼠管腔直径、管腔面积明显大于沉默组

(P<0.05),但均明显低于过表达组(P<0.05);沉默

组小鼠斑块面积明显大于对照组和过表达组(P<
0.01),且过表达组明显小于对照组(P<0.01),见表

2、图1。
表2  各组小鼠动脉粥样硬化斑块面积及最小

   管腔直径等比较(x±s)

组别 n
最小管腔直径

(mm)

管腔面积

(mm2)

斑块面积

(mm2)

对照组 10 0.58±0.10a 0.37±0.07a 0.05±0.01b

沉默组 9 0.52±0.01bc 0.24±0.05bd 0.07±0.02bd

过表达组 10 0.64±0.02 0.44±0.06 0.01±0.00

  a:P<0.05,b:P<0.01,与过表达组比较;c:P<0.05,d:P<
0.01,与对照组比较。

图1  3组小鼠斑块面积比较(HE染色,×100)

2.3 各组小鼠IL-1β、TNF-α及IL-10水平比较

沉默组小鼠IL-1β、TNF-α水平明显高于对照组

和过表达组(P<0.01),而过表达组明显低于对照组

(P<0.05);沉默组IL-10水平明显低于对照组和过
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表达组(P<0.01),而过表达组明显高于对照组(P<
0.01),见表3。

表3  各组小鼠IL-1β、TNF-α、IL-10水平比较(x±s)

组别 n IL-1β(pg/mL) TNF-α(pg/mL) IL-10(pg/mL)

对照组 10 21.40±4.15ab 11.21±2.29ab 17.20±3.66ac

沉默组 9 55.68±10.39 30.22±5.03 12.29±1.75

过表达组 10 14.60±6.47a 7.78±1.16a 45.61±4.44a

  a:P<0.01,与沉默组比较;b:P<0.05,c:P<0.01,与对照组

比较。

2.4 各组小鼠MMP8、MMP12、MMP13表达水平比较

沉默组 MMP8、MMP12及 MMP13水平均明显

高于对照组和过表达组(P<0.05),而过表达组又明

显低于对照组(P<0.01),见表4。
表4  各组小鼠 MMP8、MMP12、MMP13表达

   比较(x±s,pg/μL)

组别 n MMP8 MMP12 MMP13

对照组 10 20.22±1.18a 30.35±2.78b 24.45±1.85b

沉默组 9 23.26±1.25 36.75±3.96 28.98±2.29

过表达组 10 15.62±0.96bc 20.26±2.27bc 18.85±1.45bc

  a:P<0.05,b:P<0.01,与沉默组比较;c:P<0.01,与对照组比较。

2.5 各组小鼠p-JNK/c-Jun信号通路蛋白表达水平

比较

过表达组p-JNK蛋白表达水平明显高于对照组

和沉默组(P<0.01),而对照组表达水平又高于沉默

组(P<0.01);各组小鼠p-c-Jun蛋白表达水平比较

差异均无统计学意义(P>0.05),见图2。

  A:p-JNK蛋白表达水平;B:p-c-Jun表达水平;a:P<0.01,与过表

达组比较;b:P<0.01,与对照组比较。

图2  各组p-JNK/p-c-Jun蛋白水平比较

3 讨  论

  炎性反应在粥样硬化病变扮演重要角色[6]。研

究显示Sestrin2蛋白水平与粥样硬化病变进展有密

切关联,能抑制粥样硬化病变局部组织损伤[7-8]。但

Sestrin2蛋白在粥样硬化炎性反应中的具体作用仍不

明确,基于Sestrin2蛋白生理特性,本研究重在揭示

Sestrin2蛋白在粥样硬化中对相关炎性反应的调控作

用及潜在机制。
本研究中,沉默组有1只小鼠因处理后第2天表

现出食欲减退、活力下降等病态症状,遂予以剔除,尽
管沉默组小鼠样本量与其他组别有区别,但不影响最

终研究结果。研究结果显示,Sestrin2能明显降低斑

块面积,改善血管官腔直径。血脂水平变化也是调控

粥样硬化病变转归和进展的重要因素,本研究虽未明

确Sestrin2表达水平与血脂代谢之间的关系,但有学

者认为Sestrin2蛋白能降低体内 TG、LDL水平[8]。
动脉粥样硬化病变局部单核细胞趋化、黏附并转化为

巨噬细胞,巨噬细胞作为重要的炎性反应参与者,分
泌 MMP 促 使 斑 块 破 裂[9],产 生 炎 性 细 胞 因 子 如

TNF-α、IL-1β,以及脂类介质促进斑块内的炎性反

应[10-12]。另一方面,一部分修复性巨噬细胞可吞噬清

除死亡细胞或受损组织,分泌IL-10、TGF-β和ECM
成分以促使炎症消退,稳定甚至逆转粥样硬化[13-14]。
本文结果显示,当小鼠体内存在或者过表达Sestrin2
蛋白时IL-1β、TNF-α水平降低,IL-10水平明显升高,
说明Sestrin2能降低IL-1β、TNF-α水平,提高IL-10
水平,抑制和逆转粥样硬化炎性反应过程。有研究表

明,Sestrin2能诱导巨噬细胞向 M2型分化,抑制促炎

因子 的 分 泌,增 加 抑 炎 因 子 表 达 水 平[15-16]。KIM
等[17]研究表明,Sestrin2抑制脂多糖活化的 THP-1
巨噬细胞产生炎性细胞因子,Sestrin2蛋白极有可能

通过调控巨噬细胞极化方向进而抑制炎症反应并增

强自噬来减缓粥样斑块的进展并促进粥样硬化的逆

转[18-19]。本研究结果证明,Sestrin2过表达能促进IL-
10的表达水平,应该与Sestrin2诱导巨噬细胞向 M2
分化有关。

本研究结果显示,Sestrin2蛋白能抑制 MMP8、
MMP12、MMP13表达,MMP会导致斑块局部纤维帽

破裂导致局部血栓形成,这是急性心肌梗死的重要发

病机制[20],抑制体内 MMP的表达水平是控制动脉粥

样硬化恶性事件的重要手段。在小鼠体内Sestrin2
蛋白存在或者过表达情况下p-JNK蛋白表达升高,说
明Sestrin2蛋白通过调控p-JNK蛋白表达,调控了相

关炎性因子等多种物质的表达,调控粥样硬化的病变

进展。Sestrin2蛋白表达水平的高低直接影响了体内

多种生物信号转到通路的活动水平和相关炎性调控

因子的分泌[21]。本研究通过敲低与过表达小鼠体内

Sestrin2蛋白水平双向验证其对粥样硬化的调控效

果,这是本研究的一大创新之处。
综上所述,通过调控Sestrin2水平能明显抑制小

鼠体内 MMP、IL-1β、TNF-α表达水平,并上调IL-10
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表达水平,抑制改善粥样硬化区域炎性反应,改善小

鼠血管管腔状况。因此,通过调控Sestrin2蛋白水平

能起改善小鼠动脉粥样硬化病变的作用。调控粥样

硬化病变过程是一个多方位的综合过程,随着研究的

不断完善,Sestrin2蛋白对粥样硬化病变的调控机制

逐步完善后必将为该疾病治疗提供新的方法。
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