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  [摘要] 目的 探讨细胞外热休克蛋白(HSP)22在氧化-低密度脂蛋白(ox-LDL)诱导的冠状动脉内皮细

胞(HCAECs)炎症损伤中对Toll样受体(TLR)4/核因子-κB(NF-κB)信号通路的影响。方法 通过体外培养

HCAECs,予以ox-LDL预处理,建立高脂致内皮细胞损伤模型;外源性给予重组人 HSP22(rhHSP22)处理,观

察rhHSP22对内皮细胞白细胞介素(IL)-8、血管细胞黏附分子(VCAM)-1和NF-κB等炎症相关蛋白的表达及

内皮细胞凋亡的影响。在TLR4抑制剂E5564作用下,研究 HSP22与TLR4/NF-κB信号通路的关系。采用

Western
 

blot检测IL-8、VACM-1和 NF-κB蛋 白 的 表 达 情 况,流 式 细 胞 术 检 测 各 组 内 皮 细 胞 凋 亡 情 况。
结果 与CNT组比较,rhHSP22组、rhHSP22+ox-LDL组、rhHSP22+E5564组、rhHSP22+E5564+ox-LDL
组IL-8、VACM-1、NF-κB蛋 白 相 对 表 达 水 平 升 高,差 异 有 统 计 学 意 义 (P<0.05);与rhHSP22组 比 较,

rhHSP22+ox-LDL组IL-8、VACM-1、NF-κB蛋 白 相 对 表 达 水 平 升 高,差 异 有 统 计 学 意 义(P<0.05);与

rhHSP22+ox-LDL组比较,rhHSP22+E5564+ox-LDL组IL-8、VACM-1蛋白相对表达水平下降,差异有统

计学意义(P<0.05)。与CNT组比较,rhHSP22组、rhHSP22+ox-LDL组、rhHSP22+E5564+ox-LDL组细

胞凋亡率升高,差异有统计学意义(P<0.05);与rhHSP22组比较,rhHSP22+ox-LDL组细胞凋亡率升高,差

异有统计学意义(P<0.05);与rhHSP22+ox-LDL组比较,rhHSP22+E5564+ox-LDL组细胞凋亡率下降,差
异有统计学意义(P<0.05)。结论 在ox-LDL诱导的HCAECs炎症损伤中,细胞外HSP22通过激活TLR4/

NF-κB信号通路诱导IL-8、VACM-1、NF-κB蛋白表达,促进内皮细胞凋亡。
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  [Abstract] Objective To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

extracellular
 

heat
 

shock
 

protein
 

(HSP)22
 

on
 

Toll-like
 

receptor
 

(TLR)
 

4/nuclear
 

factor-κB
 

(NF-κB)
 

signaling
 

pathway
 

in
 

oxidative-low-density
 

lipoprotein
 

(ox-
LDL)-induced

 

inflammatory
 

damage
 

in
 

coronary
 

endothelial
 

cells
 

(HCAECs).Methods HCAECs
 

were
 

cul-
tured

 

in
 

vitro
 

and
 

pretreated
 

with
 

ox-LDL
 

to
 

establish
 

a
 

model
 

of
 

high-lipid-induced
 

endothelial
 

cell
 

injury.Re-
combinant

 

human
 

HSP22
 

(rhHSP22)
 

was
 

exogenously
 

treated.The
 

effects
 

of
 

rhHSP22
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

inflammation-related
 

proteins
 

such
 

as
 

interleukin
 

(IL)-8,vascular
 

cell
 

adhesion
 

molecule
 

(VCAM)-1
 

and
 

NF-
κB

 

in
 

endothelial
 

cells
 

and
 

endothelial
 

cell
 

apoptosis
 

were
 

observed.The
 

relationship
 

between
 

HSP22
 

and
 

TLR4/NF-κB
 

signaling
 

pathway
 

was
 

investigated
 

under
 

the
 

action
 

of
 

TLR4
 

inhibitor
 

E5564.Western
 

blot
 

was
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used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

IL-8,VACM-1
 

and
 

NF-κB
 

proteins,and
 

flow
 

cytometry
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

apoptosis
 

of
 

endothelial
 

cells
 

in
 

each
 

group.Results Compared
 

with
 

the
 

CNT
 

group,the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

IL-8,VACM-1
 

and
 

NF-κB
 

protein
 

in
 

the
 

rhHSP22
 

group,rhHSP22+ox-LDL
 

group,rhHSP22+
E5564

 

group
 

and
 

rhHSP22+E5564+ox-LDL
 

group
 

were
 

significantly
 

increased,and
 

the
 

differences
 

were
 

sta-
tistically

 

significant
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

rhHSP22
 

group,the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

IL-8,

VACM-1
 

and
 

NF-κB
 

protein
 

in
 

the
 

rhHSP22+ox-LDL
 

group
 

were
 

significantly
 

increased,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

rhHSP22+ox-LDL
 

group,the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

IL-8
 

and
 

VACM-1
 

in
 

the
 

rhHSP22+E5564+ox-LDL
 

group
 

were
 

decreased,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

CNT
 

group,the
 

apoptosis
 

rate
 

in
 

the
 

rhHSP22
 

group,

rhHSP22+ox-LDL
 

group
 

and
 

rhHSP22+E5564+ox-LDL
 

group
 

was
 

significantly
 

increased,and
 

the
 

differ-
ence

 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

rhHSP22
 

group,the
 

apoptosis
 

rate
 

in
 

the
 

rhHSP22+ox-LDL
 

group
 

was
 

increased,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
  

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

rhHSP22+ox-LDL
 

group,the
 

apoptosis
 

rate
 

in
 

the
 

rhHSP22+E5564+ox-LDL
 

group
 

was
 

de-
creased,and

 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion In
 

ox-LDL-induced
 

inflamma-
tory

 

damage
 

of
 

HCAECs,extracellular
 

HSP22
 

induces
 

the
 

expression
 

of
 

IL-8,VACM-1
 

and
 

NF-κB
 

proteins
 

by
 

activating
 

the
 

TLR4/NF-κB
 

signaling
 

pathway,and
 

promotes
 

endothelial
 

cell
 

apoptosis.
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words] heat
 

shock
 

protein
 

22;oxidized-low
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inflammation;Toll-like
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4/nuclear
 

factor-κB

  虽然现代医疗技术取得了巨大进步,但心血管疾

病(cardiovascular
 

disease,CVD)仍然是导致人类死

亡的主要原因之一[1-2],动脉粥样硬化则是引发和加

剧CVD的关键病理过程[3-4]。动脉粥样硬化是一种

血管慢性炎症性疾病,高脂血症等因素导致的内皮功

能障碍是引起动脉粥样硬化的始动因素[5-6]。其中,
氧化-低 密 度 脂 蛋 白(oxidized-low

 

density
 

lipopro-
tein,ox-LDL)是引起内皮炎症损伤的重要因子,也是

动脉粥样硬化形成和发展的关键因素[7-8]。研究表

明,热休克蛋白(heat
 

shock
 

protein,HSP)22在高脂

致内皮炎症损伤中发挥了重要调控作用[9-10],但具体

机制仍不清楚。HSP22为细胞内分子伴侣蛋白,既往

研究主要关注其维持细胞内蛋白稳态的保护作用,而
近年来研究表明 HSP22还存在于细胞外环境,可通

过细胞膜受体改变基因转录和调节细胞功能[11-13]。

HSP22在病理条件下被释放到细胞外,表明除了已知

的细胞内蛋白属性外,其还可能具有其他生物学功

能。细胞外HSP22通过参与细胞间信息传递来调节

炎症反应,并与多种疾病的病理过程密切相关[14-18]。

HSP可作为内源性配体与细胞表面Toll样受体

(Toll-like
 

receptor,TLR)结合,参与动脉粥样硬化炎

症过程[15];TLR4为血管内皮及平滑肌细胞表面最主

要的TLR,在动脉粥样硬化炎症过程中发挥重要作

用[19-20]。TLR4主要通过激活核因子-κB(nuclear
 

fac-
tor

 

kappa-B,NF-κB)诱导白细胞介素(interleukin,

IL)-1、IL-6、IL-8、单 核 细 胞 趋 化 蛋 白-1(monocyte
 

chemoattractant
 

protein-1,MCP-1)、血管细胞黏附分

子(vascular
 

cell
 

adhesion
 

molecule,VCAM)、细胞间

黏附 分 子 等 炎 症 细 胞 因 子 的 表 达,调 节 炎 症 过

程[16,21-22]。而细胞外 HSP22可作为一种新的配体与

TLR4结合参与细胞免疫炎症过程,其可能通过调节

TLR4/NF-κB信号通路来调节动脉内皮炎症。本研

究拟通过ox-LDL诱导冠状动脉内皮细胞(human
 

coronary
 

artery
 

endothelial
 

cells,HCAECs)建立高脂

血症致内皮细胞损伤模型,外源性给予重组人 HSP22
(recombinant

 

human
 

heat
 

shock
 

protein
 

22,

rhHSP22)处 理,观 察rhHSP22在ox-LDL 诱 导 的

HCAECs炎症反应中的作用;进一步在TLR4抑制剂

E5564作用下,研究 HSP22与TLR4/NF-κB信号通

路的关系,明确细胞外 HSP22在高脂致内皮炎症损

伤中的作用机制。

1 材料与方法

1.1 材料

HCAECs购于中国科学院细胞库。将 HCAECs
置于含10%胎牛血清(fetal

 

bovine
 

serum,FBS)的

RPMI-1640培养基中,在37
 

℃、5%
 

CO2 的培养箱中

进行正常培养。取处于对数生长期、生长状态良好的

内皮细胞,用0.25%胰酶消化后进行细胞计数。

1.2 方法

1.2.1 主要试剂与药物

DMEM培养基、FBS购于美国Gibco公司,rhH-
SP22购于武汉菲恩生物科技有限公司,ox-LDL购于

上海高创化学科技有限公司,E5564购于无锡云萃生

物科技有限公司,TRIzol购于美国Invitrogen公司,
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RIPA裂解液(强)、BCA蛋白定量试剂盒购于上海生

工生物工程有限公司,羊抗鼠二抗、羊抗兔二抗购于

美国KPL公司,β-actin购于美国Proteintech公司,

Realtime
 

PCR
 

Master
 

Mix(SYBR
 

Green)购于美国

Genview公司,膜联蛋白-V(Annexin-V)-异硫氰酸荧

光素(fluorescein
 

isothiocyanate,FITC)及碘化丙锭

(propidium
 

iodide,PI)双染细胞凋亡检测试剂盒购于

美国Biolegend公司,电化学发光试剂盒购于上海雅

酶生物科技有限公司。

1.2.2 主要仪器

CO2 恒温培养箱购于美国Thermo
 

Fisher
 

Scien-
tific公司,ClinxChemiScope

 

6000化学发光仪购于上

海勤翔科学仪器有限公司,MULTISKAN
 

FC酶标仪

购于美国Thermo
 

Labsystems公司,TS-8水平脱色

摇床 购 于 海 门 市 其 林 贝 尔 仪 器 制 造 有 限 公 司,

H2100R台式高速大容量冷冻离心机购于湖南湘仪实

验室仪器开发有限公司,FACS
 

Calibur流式细胞仪购

于美国BD公司,DYCZ-24DN双垂直电泳仪、DYCZ-
40DN转印电泳仪(槽)购于北京六一生物科技有限

公司。

1.2.3 高脂损伤模型的建立及分组
 

取处于对数生长期的HCAECs,接种于6孔培养

板;细胞铺板3×105/孔,每孔最终的培养基总量为2
 

mL。根据不同的建模方式,分为CNT组、rhHSP22
组、rhHSP22+ox-LDL 组、rhHSP22+E5564 组、

rhHSP22+E5564+ox-LDL组。CNT组:HUVECs
于37

 

℃、5%
 

CO2 培养24
 

h。rhHSP22组:将终浓度

为10
 

μg/mL的rhHSP22加入 HUVECs培养液中,
于37

 

℃、5%
 

CO2 培养箱培养24
 

h。rhHSP22+ox-
LDL组:将终浓度为10

 

μg/mL 的rhHSP22加 入

HUVECs培养液中,于37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱培养

12
 

h,加入终浓度为50
 

μg/mL的ox-LDL共孵育12
 

h。rhHSP22+E5564组:将终浓度为0.1
 

μg/mL的

E5564加入 HUVECs培养液中,于37
 

℃、5%
 

CO2
培养箱预培养2

 

h,后将终浓度为10
 

μg/mL的rhH-
SP22加入HUVECs培养液中,于37

 

℃、5%
 

CO2 培

养箱培养24
 

h。rhHSP22+E5564+ox-LDL组:将终

浓度为0.1
 

μg/mL的E5564加入 HUVECs培养液

中,于37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱预培养2
 

h,后将终浓度

为10
 

μg/mL的rhHSP22加入 HUVECs培养液中,
于37

 

℃、5%
 

CO2 培养箱培养12
 

h,再加入终浓度为

50
 

μg/mL的ox-LDL共孵育12
 

h。

1.2.4 Western
 

blot检测IL-8、VACM-1、NF-κB蛋

白表达水平

离心收集各组细胞后加入裂解缓冲液和蛋白酶

抑制剂,提取各组细胞总蛋白。使用蛋白质定量方法

(BCA法)测定提取的蛋白质水平。取30
 

μg蛋白标

本进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳。分离

蛋白后,将其电转至硝酸纤维素膜上。在孵育一抗之

前,用5%
 

BSA溶液在室温下封闭硝酸纤维素膜1
 

h,
以减少非特异性结合。特异度一抗用含5%

 

BSA溶

液稀释至适当浓度(根据抗体说明书提供的稀释比)。
封闭后,将硝酸纤维素膜与稀释的一抗在4

 

℃孵育过

夜。次日,用1倍PBST(含0.1%
 

Tween-20的PBS
缓冲液)洗膜3次,每次5

 

min。二抗用1倍PBST溶

液稀释至适当浓度,在室温下孵育1~2
 

h。洗去未结

合的二抗后,加入电化学发光液,显影。通过凝胶成

像系统进行成像拍照。以β-actin为内参,测定各组内

皮细胞中IL-8、VACM-1、NF-κB蛋白的表达水平。

1.2.5 流式细胞术检测各组内皮细胞凋亡率

各组细胞离心收集后使用冷PBS洗涤细胞,然后

用500
 

μL结合缓冲液重悬细胞,调节其浓度为1×
106/mL;取100

 

μL细胞悬浮于5
 

mL流式管中,加入

Annexin
 

V-别藻蓝蛋白和PI染色,于室温避光孵育

15
 

min;加样于流式细胞仪FACS检测细胞凋亡率。

1.3 统计学处理

采用SPSS21.0软件进行数据处理。计量资料以

x±s表示,两组间比较采用t检验,多组间比较均用

ANOVA方差分析。以 P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结  果

2.1 E5564抑制rhHSP22对IL-8、VACM-1、NF-κB
蛋白的诱导表达作用

Western
 

blot
 

检测结果显示,与 CNT 组比较,

rhHSP22 组、rhHSP22+ox-LDL 组、rhHSP22+
E5564 组、rhHSP22+E5564+ox-LDL 组 IL-8、

VACM-1、NF-κB蛋白相对表达水平升高,差异有统

计 学 意 义 (P <0.05);与 rhHSP22 组 比 较,

rhHSP22+ox-LDL组IL-8、VACM-1、NF-κB蛋白相

对表达水平升高,差异有统计学意义(P<0.05);与
rhHSP22+ox-LDL组比较,rhHSP22+E5564+ox-
LDL组IL-8、VACM-1蛋白相对表达水平下降,差异

有统计学意义(P<0.05),见图1。

2.2 E5564抑 制rhHSP22对 HCAECs的 促 凋 亡

作用

流式细胞术检测结果显示,与CNT组比较,rhH-
SP22组、rhHSP22+ox-LDL组、rhHSP22+E5564+
ox-LDL组细胞凋亡率升高,差异有统计学意义(P<
0.05);与rhHSP22组比较,rhHSP22+ox-LDL组细

胞凋亡率升高差异有统计学意义(P<0.05);与rhH-
SP22+ox-LDL组比较,rhHSP22+E5564+ox-LDL
组细胞凋亡率下降,差异有统计学意义(P<0.05),见
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图2。

  A:Western
 

blot图;B:各组IL-8蛋白相对表达水平比较;C:各组VACM-1蛋白相对表达水平比较;D:各组 HCAECs
 

NF-κB蛋白相对表达水

平比较;①:CNT组;②:rhHSP22组;③:rhHSP22+ox-LDL组;④:rhHSP22+E5564组;⑤:rhHSP22+E5564+ox-LDL组;a:P<0.05,与CNT

组比较;b:P<0.05,与rhHSP22组比较;c:P<0.05,与rhHSP22+ox-LDL组比较。

图1  rhHSP22对各组 HCAECs
 

IL-8、VACM-1、NF-κB蛋白相对表达水平的影响(x±s,n=3)

  A:流式细胞图;B:各组细胞凋亡率比较;①:CNT组;②:rhHSP22组;③:rhHSP22+ox-LDL组;④:rhHSP22+E5564组;⑤:rhHSP22+

E5564+ox-LDL组;a:P<0.05,与CNT组比较;b:P<0.05,与rhHSP22组比较;c:P<0.05,与rhHSP22+ox-LDL组比较。

图2  rhHSP22对各组 HCAECs凋亡的影响

3 讨  论

动脉粥样硬化表现为血管的慢性炎症,其病理过

程涉及多种细胞类型和生物分子的相互作用[23-24]。
低密度脂蛋白(low

 

density
 

lipoprotein,LDL)的氧化

及在动脉内膜中的积累被认为是动脉粥样硬化发生、
发展的关键步骤之一[3,25]。ox-LDL作为内皮细胞的

一种损伤因子,通过诱导炎症反应和内皮功能障碍,
进一步加剧了动脉粥样硬化的发展[26-27]。HSP22作

为小分子HSP家族的成员,参与了细胞内的炎症调

节和细胞凋亡等生物学功能[28-30]。而在病理状态下,
细胞外HSP22的释放作用表明其除了已知的细胞内

蛋白属性外,其还具有其他生物学功能[14-15]。

研究表明,HSP22在高脂引起的内皮损伤和炎症

中发挥重要作用。高脂血症大鼠模型和体内外实验

显示,高脂饮食或ox-LDL处理增加 HSP22表达,会
降低磷酸化内皮型一氧化氮合酶活性,而阿托伐他汀

能减轻这些影响[15,31]。HSP22通过上调IL-8等炎症

细胞因子,促进血管平滑肌细胞和类风湿关节炎滑膜

组织的炎症反应[14,16]。在大脑淀粉样脑血管病中,

HSP22也 参 与 炎 症 反 应[17-18]。总 体 而 言,细 胞 外

HSP22在多种病理状态下促进组织炎症。本研究结

果显示,细胞外 HSP22在高脂致内皮损伤中参与诱

导NF-κB、VACM-1和IL-8等炎症相关蛋白的表达,
促进炎症反应,诱导内皮细胞凋亡。
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HSP可作为内源性配体与TLR结合参与动脉粥

样硬化炎症,细胞外HSP22则可作为新配体与TLR4
结合参与免疫炎症[15-16]。TLR4是血管内皮及平滑

肌细胞表面的主要模式识别受体,通过髓分化因子88
途径激活 NF-κB,诱导多种炎症细胞因子(如IL-1、

IL-6、IL-8等)表达,在动脉粥样硬化炎症中发挥重要

作用[21,32-34]。细胞外 HSP22可能通过TLR4/NF-κB
信号通路调节血管炎症。本研究中,通过E5564干预

实验进一步观察到,E5564抑制了细胞外 HSP22对

IL-8、VACM-1、NF-κB等炎症细胞因子的促表达作用

及对内皮细胞的促凋亡作用。
本研究仍存在局限性。(1)本研究仅采用了体外

细胞模型,尚未在体内验证其结果,因此对于其在人

体内的生物学意义尚待进一步研究。(2)本研究发现

了HSP22对炎症反应和细胞凋亡的调节作用,但对

于HSP22的具体作用机制及其与TLR4/NF-κB信号

通路的交互作用机制,还需要进一步深入研究。(3)
本研究使用了TLR4抑制剂E5564揭示了 HSP22与

TLR4/NF-κB信号通路的关系,但仍需要更多实验来

验证这种关系的稳定性和可靠性。
综上所述,在ox-LDL诱导的冠状动脉内皮炎症

损伤中,细胞外 HSP22通过TLR4/NF-κB信号通路

的激活,促进了炎症相关蛋白的表达,并进一步促进

了内皮细胞的凋亡。本研究探索了细胞外 HSP22在

冠状动脉内皮炎症损伤中对TLR4/NF-κB信号通路

的影响,为探索内皮损伤机制提供了新的思路,但还

需要更多的研究来验证其发现并深入探究其机制。
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