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ＮＲ４Ａ１ 通过 ＩκＢα / ＮＦ￣κＢ 通路调控过氧化氢
诱导人脐静脉内皮细胞凋亡的机制
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(１.青岛大学附属青岛临床医学院 青岛市市立医院ꎬ山东 青岛 ２６６０１１ꎻ
２.山东大学齐鲁医院(青岛) 临床营养科ꎬ山东 青岛 ２６６０１１ꎻ

３.青岛市市立医院内分泌科ꎬ山东 青岛 ２６６０１１ꎻ４.青岛市市立医院医学杂志编辑部ꎬ山东 青岛 ２６６０１１ꎻ
５.山东大学齐鲁医院(青岛) 内分泌科ꎬ山东 青岛 ２６６０１１)

摘要:目的　 探讨过氧化氢(Ｈ２Ｏ２) 诱导的人脐静脉内皮细胞(ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬ ＨＵＶＥＣｓ)氧

化应激中孤核受体 ＮＲ４Ａ１ 表达变化ꎬ以及其对细胞凋亡的影响及机制ꎮ 方法　 使用不同浓度及时间梯度 Ｈ２Ｏ２

处理 ＨＵＶＥＣｓꎬ采用 ＣＣＫ￣８ 法检测细胞活性ꎬＴＵＮＥＬ 法检测细胞凋亡ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测 Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ 与

ＮＲ４Ａ１ 蛋白表达ꎻ采用 ｓｉＲＮＡ 转染建立敲低 ＮＲ４Ａ１ 与对照的 ＨＵＶＥＣｓꎬ分为 ｓｉ￣ＮＣ 组及 ｓｉ￣ＮＲ４Ａ１ 组ꎬＨ２Ｏ２ 处理

后检测各组细胞抑凋亡蛋白 Ｂｃｌ￣２、凋亡蛋白 Ｂａｘ 表达ꎬＴＵＮＥＬ 法检测细胞凋亡ꎻ采用慢病毒感染建立稳定过表达

ＮＲ４Ａ１ 与对照的 ＨＵＶＥＣｓꎬ并进行 Ｈ２Ｏ２ 处理ꎬ分为空载对照组(ＮＣ 组)、过表达组(ＯＶ 组)、ＮＣ＋Ｈ２Ｏ２ 组及 ＯＶ＋
Ｈ２Ｏ２ 组ꎮ ＴＵＮＥＬ 法检测各组细胞凋亡、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测各组中 ＮＲ４Ａ１、Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ、总 ＩκＢα 的蛋白表达、
Ｐ６５ 蛋白在细胞核 / 质定位ꎮ 结果　 ２００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２ 处理细胞 ６ ｈꎬＨＵＶＥＣｓ 活力显著下降ꎬ凋亡水平显著上升ꎬ
Ｂａｘ / Ｂｃｌ￣２ 比值升高(Ｐ<０.００１)ꎻＮＲ４Ａ１ 蛋白表达量增加ꎻ与 ｓｉ￣ＮＣ 组相比ꎬｓｉ￣ＮＲ４Ａ１ 组在 Ｈ２Ｏ２ 处理后细胞凋亡

率、Ｂａｘ / Ｂｃｌ￣２ 比值下降(Ｐ<０.００１)ꎻＯＶ＋Ｈ２Ｏ２ 组细胞凋亡率、Ｂａｘ / Ｂｃｌ￣２ 比值较 ＮＣ＋Ｈ２Ｏ２ 组显著降低(Ｐ< ０.
００１)ꎻ相较于 ＮＣ＋Ｈ２Ｏ２ 组ꎬＰ６５ 蛋白在 ＯＶ＋Ｈ２Ｏ２ 组中细胞核内表达显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ细胞质内表达显著上调

(Ｐ<０.００１)ꎻ与 ＮＣ＋Ｈ２Ｏ２ 组相比ꎬＯＶ＋Ｈ２Ｏ２ 组总 ＩκＢα 表达上调(Ｐ<０.００１)ꎮ 结论　 Ｈ２Ｏ２ 诱导 ＨＵＶＥＣｓ 发生细

胞凋亡ꎻＨＵＶＥＣｓ 内 ＮＲ４Ａ１ 蛋白过表达可抑制细胞凋亡ꎬ其作用机制可能与调控 ＩκＢα 的表达与抑制 ＮＦ￣κＢ 的核
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Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＮＲ４Ａ１ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｅｒｏｘｉｄｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ

ｔｈｅ ＩκＢα / ＮＦ￣κＢ ｐａｔｈｗａｙ

ＪＩＡＮＧ Ｚｉｈａｎ１ꎬ ＬＵ Ｘｉｎｇｃｈｅｎ１ꎬ ＳＵＮ Ｌｕ２ꎬ ＺＨＡＯ Ｈｕｉｃｈｅｎ３ꎬ ＺＵＯ Ｄａｎ４ꎬ
ＭＡ Ｘｉａｏｌｉ３ꎬ ＬＩＵ Ｙｕａｎｔａｏ５ꎬ ＺＨＡＮＧ Ｙｕｃｈａｏ４

(１. Ｑｉｎｇｄａｏ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｑｉｎｇｄａｏ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｑｉｎｇｄａｏ Ｍｕｎｉｃｉｐａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｑｉｎｇｄａｏ ２６６０１１ꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇꎬ Ｃｈｉｎａꎻ
２. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎꎬ Ｑｉｌｕ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ (Ｑｉｎｇｄａｏ)ꎬ Ｑｉｎｇｄａｏ ２６６０１１ꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇꎬ Ｃｈｉｎａꎻ

３. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙꎬ Ｑｉｎｇｄａｏ Ｍｕｎｉｃｉｐａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｑｉｎｇｄａｏ ２６６０１１ꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇꎬ Ｃｈｉｎａꎻ
４. Ｅｄｉｔｏｒｉａｌ Ｏｆｆｉｃｅ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ Ｑｉｎｇｄａｏ Ｍｕｎｉｃｉｐａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｑｉｎｇｄａｏ ２６６０１１ꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇꎬ Ｃｈｉｎａꎻ

５. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙꎬ Ｑｉｌｕ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ (Ｑｉｎｇｄａｏ)ꎬ Ｑｉｎｇｄａｏ ２６６０１１ꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇꎬ Ｃｈｉｎａ)



　 １２　　　 山　 东　 大　 学　 学　 报　 (医　 学　 版) ６２ 卷 ３ 期　

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｏｒｐｈａｎ ｎｕｃｌｅａｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４Ａ１ (ＮＲ４Ａ１) ｉｎ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ (ＨＵＶＥＣｓ) ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｅｒｏｘｉｄｅ (Ｈ２Ｏ２) ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｎ
ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ａｆｔｅｒ ＨＵＶＥＣｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｉｍｅｓ ｏｆ Ｈ２Ｏ２ꎬ ｃｅｌｌ
ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｂｃｌ￣２ꎬ Ｂａｘ ａｎｄ ＮＲ４Ａ１ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＣＣＫ￣８ꎬ ＴＵＮＥＬ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. ｓｉＲＮＡ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ＨＵＶＥＣｓ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｔｈｅ ｋｎｏｃｋｅｄ ｄｏｗｎ ＮＲ４Ａ１ ｃｅｌｌｓ (ｓｉ￣ＮＲ４Ａ１) ａｎｄ
ｃｏｎｔｒｏｌ (ｓｉ￣ＮＣ) . Ａｆｔｅｒ Ｈ２Ｏ２ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ Ｂａｘ / Ｂｃｌ￣２ ｒａｔｉｏ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ. Ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｓｔａｂｌｙ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ＮＲ４Ａ１ ＨＵＶＥＣｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｈ２Ｏ２ ａｎｄ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎ￣
ｔｏ ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (ＮＣ)ꎬ ＮＲ４Ａ１ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｒｏｕｐ (ＯＶ)ꎬ ＮＣ＋Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ＯＶ＋Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ.
Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＴＵＮＥＬꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＮＲ４Ａ１ꎬ Ｂｃｌ￣２ꎬ Ｂａｘꎬ ｔｏｔａｌ ＩκＢαꎬ ａｎｄ
ｔｈｅ ｎｕｃｌｅａｒ / ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐ６５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａｆ￣
ｔｅｒ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ２００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２ ｆｏｒ ６ ｈｏｕｒｓꎬ ｔｈｅ ｖｉｔａｌｉｔｙ ｏｆ ＨＵＶＥＣｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ｔｈｅ ｒａｔｅ ｏｆ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｔｈｅ Ｂａｘ / Ｂｃｌ￣２ ｒａｔｉｏ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０.００１)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＲ４Ａ１ ｉｎ￣
ｃｒｅａｓｅｄ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｉ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｓｉ￣ＮＲ４Ａ１ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ Ｂａｘ / Ｂｃｌ￣２ ｒａｔｉｏ ａｎｄ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｆｔｅｒ
Ｈ２Ｏ２ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ (Ｐ<０.００１) . Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＮＣ＋Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ＯＶ＋Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｃｅｌｌ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ａｎｄ Ｂａｘ / Ｂｃｌ￣２ ｒａｔｉｏ (Ｐ<０.０５) . Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＮＣ＋ Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ＯＶ＋ Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉ￣
ｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ Ｐ６５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ (Ｐ<０.０５)ꎬ ｂｕｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｙｔｏ￣
ｐｌａｓｍ (Ｐ<０.００１) . Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＮＣ＋ Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ＯＶ＋ Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｏｔａｌ ＩκＢα
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ (Ｐ<０.００１) . Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｈ２Ｏ２ ｉｎｄｕｃｅｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＨＵＶＥＣｓꎻ ＮＲ４Ａ１ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩκＢα ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＦ￣κＢ ｉｎ ＨＵＶＥＣｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｏｒｐｈａｎ ｎｕｃｌｅａｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ＮＲ４Ａ１ꎻ Ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎻ ＩκＢα ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ＮＦ￣κＢ ｎｕｃｌｅａｒ
ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎꎻ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　 　 截至 ２０２１ 年ꎬ我国糖尿病( ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓꎬ
ＤＭ) 患者人数高达 １. ４ 亿ꎬ占全球报告总数的

２６.２％[１]ꎮ ＤＭ 大血管并发症包括冠心病、心肌病、
心律失常、猝死等心脑血管疾病和外周动脉疾病ꎬ其
中心血管疾病是 ＤＭ 患者死亡的主要原因[２]ꎮ 血

管内皮功能障碍被认为是 ＤＭ 大血管并发症发展

的重要因素[３]ꎮ 脉管系统的内皮细胞层提供了半

透性屏障ꎬ能够调节液体、分子和细胞的交换ꎬ当受

到脂质代谢、炎症、氧化应激或病理生理学干扰时ꎬ
内皮细胞功能可发生障碍[４]ꎮ

核受体亚家族 ４ Ａ 组成员 １( ｎｕｃｌｅａｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｓｕｂｆａｍｉｌｙ ４ ｇｒｏｕｐ Ａ ｍｅｍｂｅｒ １ꎬ ＮＲ４Ａ１)是一种具

有组成活性和不依赖于配体的受体ꎬ参与细胞增殖、
凋亡、炎症反应等多种病理生理过程[５]ꎮ ＮＲ４Ａ１ 可

增加内皮细胞一氧化氮合酶表达ꎬ下调 Ｃｌａｕｄｉｎ￣５ 和

ＶＥ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ 等细胞连接蛋白调节血管通透性ꎬ并
减少细胞间黏附分子￣１ 和血管细胞黏附因子￣１ 的

表达从而抑制细胞炎症反应ꎬ调节血管内皮细胞功

能[６]ꎮ ＮＦ￣κＢ 通路也参与血管内皮细胞凋亡[７]ꎮ
研究表明ꎬＮＲ４Ａ１ 通过多种方式调控 ＩκＢα / ＮＦ￣κＢ
通路ꎮ ＮＲ４Ａ１ 缺陷小鼠肝脏中 ＮＦ￣κＢ 蛋白表达增

加ꎬ诱导 Ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ / Ｄ１ / Ｅ１、Ｃｄｋ４ / ２ 表达ꎬ导致肝切

除后的肝细胞再生被抑制[８]ꎮ ＮＲ４Ａ１ 抑制 ＩκＢ￣α /
ＩＫＫ￣β / ＮＦ￣κＢ 通路活化ꎬ阻抑破骨细胞分化[９]ꎮ
ＮＲ４Ａ１ 也可直接与 ｐ６５ 结合ꎬ或负反馈调节 ＩκＢα 表

达ꎬ抑制巨噬细胞炎症反应[１０]ꎬ保护血管内皮细胞ꎮ
ＮＲ４Ａ１ 对氧化应激诱导血管内皮细胞凋亡的

影响和机制尚未完全阐明ꎮ 为此ꎬ本研究通过过氧

化氢(Ｈ２Ｏ２ ) 处理 ＨＵＶＥＣｓ 建立氧化应激细胞模

型ꎬ探究 ＮＲ４Ａ１ 的表达情况以及 ＮＲ４Ａ１ 是否通过

调控 ＮＦ￣κＢ 通路干预氧化应激所致的 ＨＵＶＥＣｓ
凋亡ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 细胞

实验细胞人脐静脉内皮细胞( ｈａｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ
ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬ ＨＵＶＥＣｓ)为山东大学细胞生

物研究所提供ꎮ
１.１.２　 主要试剂与仪器

胎牛血清购自上海益启生物科技有限公司ꎬ青
霉素－链霉素溶液(１００×)、胰酶细胞消化液、ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 蛋白上样缓冲液(５×)、Ｗｅｓｔｅｒｎ 一抗稀释液、
Ｗｅｓｔｅｒｎ 二抗稀释液、免疫染色强力通透液、免疫染
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色固定液、细胞核蛋白与细胞浆蛋白抽提试剂盒、一
步法 ＴＵＮＥＬ 细胞凋亡检测试剂盒(红色荧光)购自

上海碧云天生物技术有限公司ꎬＨ２Ｏ２、嘌呤霉素、
Ｔｒｉｓ[三(羟甲基) 氨基甲烷]、Ｔｒｉｓ￣ＨＣＬ、甘氨酸、
ＳＤＳ、Ｔｗｅｅｎ￣２０ 购自北京索莱宝科技有限公司ꎬ
ｓｉＲＮＡ购自广州锐博生物技术有限公司ꎬ免封闭

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 变性丙烯酰胺彩色凝胶快速制备试剂盒

购自上海玉博生物科技有限公司ꎬ磷酸缓冲盐溶液

(１×ＰＢＳ)购自美国海克隆实验室公司ꎬＤＭＥＭ/ Ｈａｍ̓ｓ
Ｆ￣１２(１ ∶１)ｍｅｄｉｕｍ 培养基(１×)、ＮＲ４Ａ１ 慢病毒、兔
抗 ＮＲ４Ａ１(１ ∶５００)购自生工生物工程(上海)股份有限

公司ꎬＡｎｔｉ￣ＩκＢ ａｌｐｈａ 抗体(１ ∶２０ ０００)、Ａｎｔｉ￣ＩκＢ ａｌｐｈａ
(ｐｈｏｓｐｈｏ Ｓ３６)抗体购自艾博抗(上海)贸易有限公

司ꎬ二甲基亚砜(ＤＭＳＯ)购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ鼠抗

ＧＡＰＤＨ(１ ∶１０ ０００)、鼠抗 β￣ＡＣＴＩＮ (１ ∶１０ ０００)、鼠
抗 ＮＦ￣κＢＰ６５ (１ ∶１ ０００)、山羊抗小鼠 ＩｇＧ 多克隆抗

体(辣根过氧化物酶标记)(１ ∶１ ０００)、山羊抗兔 ＩｇＧ
多克隆抗体(辣根过氧化物酶标记)(１ ∶１ ０００)购自

武汉三鹰生物技术有限公司ꎬ预染蛋白质 ＰａｇｅＲｕｌｅｒ
购自美国赛默飞世尔科技公司ꎮ 细胞培养箱购于日

本松下电器产业株式会社ꎬ超声波细胞破碎仪购于

上海沪析实业有限公司ꎬ酶标分析仪(ＲＴ６ ０００)购

于深圳雷杜生命科学股份有限公司ꎮ 实时荧光定量

ＰＣＲ 仪购于苏州天隆生物科技有限公司ꎮ 全自动

化学发光图像分析系统购于上海天能科技有限公

司ꎮ 电泳仪、电泳槽、转膜槽均购于伯乐生命医学产

品(上海)有限公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 细胞培养

ＨＵＶＥＣｓ 在含 １０％胎牛血清、１％青霉素￣链霉

素双抗溶液(１００ ×)的 ＤＭＥＭ/ Ｈａｍ ̓ｓ Ｆ￣１２(１ ∶ １)
(ＤＦ￣１２)ｍｅｄｉｕｍ 培养基中ꎬ于 ３７.０ ℃、５％ ＣＯ２ 培

养箱中培养ꎮ
１.２.２　 筛选敲低 ＮＲ４Ａ１ 的 ＨＵＶＥＣｓ

将细胞接种至小皿中使细胞生长至次日密度达

４０％ ~ ５０％ꎬ使用 ＮＲ４Ａ１￣ｓｉＲＮＡ、ＮＣ￣ｓｉＲＮＡ 转染

ＨＵＶＥＣｓ ６ ｈꎬ６ ｈ 后更换为完全培养基培养ꎮ 提取

转染后 ＨＵＶＥＣｓ 总 ＲＮＡꎬｑＰＣＲ 检测验证转染效果ꎮ
将转染 ＮＲ４Ａ１ ｓｉＲＮＡ 的 ＨＵＶＥＣｓ 标记为 ｓｉ￣ＮＲ４Ａ１
细胞ꎬ将转染 ＮＣ ｓｉＲＮＡ 的 ＨＵＶＥＣｓ 标记为 ｓｉ￣ＮＣ
细胞ꎮ
１.２.３　 筛选过表达 ＮＲ４Ａ１ 的 ＨＵＶＥＣｓ 株

使用携带嘌呤霉素抗体基因的 ＮＲ４Ａ１ 过表达

慢病毒及空载病毒分别感染 ＨＵＶＥＣｓ ４８ ｈꎬ使用荧

光显微镜观察ꎬ待显微镜下荧光率达 ７０％以上时ꎬ
更换含有 ６ μｇ / ｍＬ 嘌呤霉素的细胞培养基进行培

养ꎮ 提取感染慢病毒的细胞总蛋白质进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测ꎬ以获得病毒感染效果ꎮ 将感染过表

达 ＮＲ４Ａ１ 的 ＨＵＶＥＣｓ 标记为 ＯＶ 细胞ꎬ将感染对

照病毒的 ＨＵＶＥＣｓ 标记为 ＮＣ 细胞ꎮ
１.２.４　 细胞分组及处理

①将 ＨＵＶＥＣｓ 接种于 ９６ 孔板ꎬ按照 ０、１００、
２００、４００ μｍｏｌ / Ｌ 浓度加入对应体积 Ｈ２Ｏ２ 处理 ６、
１２、２４ ｈꎮ 收取处理后的细胞提取细胞总蛋白质ꎬ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测 ＮＲ４Ａ１ 的表达情况ꎻ②实验

细胞分为敲低对照组 ( ｓｉ￣ＮＣ)、 ＮＲ４Ａ１ 敲低组

(ｓｉ￣ＮＲ４Ａ１)ꎬ２００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２ 处理 ６ ｈ 后收集细

胞ꎬ提取 ｍＲＮＡ 与蛋白ꎬ行后续 ＰＣＲ 与 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测ꎻ③实验分为对照病毒组(ＮＣ 组)、过
表达组(ＯＶ 组)和 ２００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２ 处理 ６ ｈ 的对

照病毒组(ＮＣ＋Ｈ２Ｏ２ 组)及过表达组(ＯＶ ＋Ｈ２Ｏ２

组)细胞ꎮ 收集上述各组细胞进行后续 ＴＵＮＥＬ 实

验及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 蛋白检测ꎮ
１.２.５　 ＴＵＮＥＬ 法观察细胞凋亡

将处理好的细胞去除培养液ꎬ使用 ＰＢＳ 洗涤 １
次ꎬ用免疫染色固定细胞 ３０ ｍｉｎꎬ使用 ＰＢＳ 洗涤 １ ~
２ 次ꎬ加入免疫染色强力通透液室温孵育 ５ ｍｉｎꎬ使
用 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次ꎬ每个 １２ 孔板中分别加入 ５０ μＬ 检

测液ꎬ遮光放置于培养箱中孵育 ６０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗涤 ３
次ꎬ每孔中加入 ５０ μＬ 即用型 ＤＡＰＩꎬ室温孵育

５ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ抗荧光淬灭液封片ꎮ 使用荧

光显微镜观察并拍照ꎬ凋亡细胞标记为红色ꎬ对凋亡

细胞计数ꎬ并计算凋亡率＝视野下红色细胞个数 /总
细胞个数×１００％ꎮ
１.２.６　 ｑＰＣＲ 法检测 ｍＲＮＡ 表达

充分裂解细胞后加入 ＲＮａｓｅ￣ｆｒｅｅ ｄｄ Ｈ２Ｏ 溶解

ＲＮＡ 沉淀ꎬ分光光度计测量其浓度及纯度ꎮ 将提取

后的 ＲＮＡ 配制成 ２０ μＬ 体系后逆转录获得 ｃＤＮＡ、
计算并配制 ２０ μＬ ＰＣＲ 反应体系:２ ×ＵＩｔｒａＳＹＢＲ
ｍｉｘｔｕｒｅ (１０ μＬ)ꎬｃＤＮＡ 模板(１ ~ ２ μＬ)ꎬ引物 Ｆ、Ｒ
(各 ０.４ ｍＬ)ꎬ双蒸水(６.８ μＬ)ꎮ 扩增反应条件如

下:９５ ℃ ３０ ｓ 变性ꎬ９５ ℃ １０ ｓ 退火ꎬ６０ ℃ ３０ ｓ 延伸ꎬ
４０ 个循环ꎬ获取各基因 ＣＴ 值ꎮ 以 ＧＡＰＤＨ 内参基

因为标准ꎬ采用 ２－△△Ｃｔ 相对定量法计算目的基因

ｍＲＮＡ 的相对表达量ꎮ 引物序列为: ＮＲ４Ａ１￣Ｆ:
ＣＣＣＴＧＡＡＧＴＴＧＴＴＣＣＣＣＴＣＡＣꎻ ＮＲ４Ａ１￣Ｒ: ＧＣＣ￣
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ＣＴＣＡＡＧＧＴＧＴＧＧＡＧＡＡＧꎻＧＡＰＤＨ￣Ｆ:ＴＧＴＧＧＧＣ￣
ＡＴＣＡＡＴＧＧＡＴＴＴＧＧꎻＧＡＰＤＨ￣Ｒ:ＡＣＡＣＣＡＴＧＴＡ￣
ＴＣＣＧＧＧＴＣＡＡＴꎮ
１.２.７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测蛋白表达

用细胞刮板收集细胞悬液ꎬ使用移液器移至

１.５ ｍＬ离心管中ꎬ使用适量的 ＲＩＰＡ 细胞裂解液ꎬ冰
上裂解 ３０ ｍｉｎꎬ在 ４ ℃ 下ꎬ以 １２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎꎬ将上清液转移至另一 １.５ ｍＬ 离心管中ꎬ以
ＢＣＡ 法测定蛋白浓度ꎬ 加入上样缓冲液ꎬ 煮沸

１０ ｍｉｎ后聚丙烯酰胺凝胶电泳和转膜ꎬ室温下 ５％脱

脂奶粉封闭ꎮ 将封闭结束的 ＰＶＤＦ 膜用 ＴＢＳＴ 溶液

洗涤 ３ 次ꎬ４ ℃一抗孵育过夜ꎬ次日二抗摇床孵育

１ ｈꎮ 最后使用 ＥＣＬ 发光液在化学发光成像系统进

行曝光成像ꎮ
１.３　 统计学处理

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件进行统计分析ꎬ先
进行正态性检验ꎬ符合正态分布以 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎬ采用 ｔ

检验比较两独立组间均值ꎬ多个样本的比较采用单

因素方差分析ꎬＴｕｋｅｙ 检验进行两两多重比较ꎻ对于

不满足方差齐性的数据ꎬ采用非参数 Ｋｒｕｓｋａｌ￣Ｗａｌｌｉｓ
检验进行分析ꎬＤｕｎｎ̓ｓ 检验进行两两多重比较ꎮ Ｐ<
０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 梯度浓度 Ｈ２Ｏ２ 处理 ＨＵＶＥＣ 细胞不同时间点

细胞活性和凋亡的比较

使用不同浓度的 Ｈ２Ｏ２ 处理 ＨＵＶＥＣｓ 不同时间

(６、１２、２４ ｈ)ꎮ 随着 Ｈ２Ｏ２ 处理时间延长及处理浓

度增加ꎬＣＣＫ￣８ 结果显示 ＨＵＶＥＣｓ 活性逐渐降低

(Ｐ<０.００１)ꎬＴＵＮＥＬ 结果显示细胞凋亡率均显著升

高ꎮ 在 ２００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２ 处理细胞 ６ ｈ 时细胞凋亡

率增加明显(Ｐ<０.００１)ꎬ选取该浓度作用 ＨＵＶＥＣｓ
６ ｈ 为细胞凋亡模型造模条件ꎮ 见图 １ꎮ

图 １　 梯度浓度 Ｈ２Ｏ２ 处理不同时间后 ＨＵＶＥＣｓ 生存情况(∗Ｐ<０.０１ꎬ ∗∗Ｐ<０.００１ ｖｓ 第 ０ ｈ 对照组)
Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｏｆ ＨＵＶＥＣｓ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｈ２Ｏ２ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｅｒｉｏｄｓ (∗Ｐ<０.０１ꎬ ∗∗Ｐ<

０.００１ ｖｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ)

２.２　 Ｈ２Ｏ２ 处理 ＨＵＶＥＣｓ 前后 ＮＲ４Ａ１ 蛋白相对表

达量比较

与第 ０ ｈ 对照组相比ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果显

示 Ｈ２Ｏ２ 处理细胞 ６、１２ ｈꎬＮＲ４Ａ１ 的蛋白表达水平

随 Ｈ２Ｏ２ 浓度增加ꎬＨ２Ｏ２ 处理细胞 ２４ ｈꎬＮＲ４Ａ１ 蛋

白表达水平下降ꎮ 在 ２００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２ 作用细胞

６ ｈ 时ꎬＮＲ４Ａ１ 表达水平显著升高(Ｐ<０.００１)ꎮ 见

图 ２ꎮ
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图 ２　 加入不同浓度 Ｈ２Ｏ２ 处理不同时间后 ＮＲ４Ａ１ 的表达水平(∗Ｐ<０.０１ꎬ ∗∗Ｐ<０.００１ ｖｓ 第 ０ ｈ 对照组)
Ｆｉｇｕｒｅ ２ 　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＲ４Ａ１ ｉｎ ＨＵＶＥＣｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｈ２Ｏ２ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｅｒｉｏｄｓ

(∗Ｐ<０.０１ꎬ ∗∗Ｐ<０.００１ ｖｓ ０ ｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ)

２.３　 下调 ＮＲ４Ａ１表达后 Ｈ２Ｏ２ 诱导的各组 ＨＵＶＥＣｓ
凋亡水平的比较

ｑＰＣＲ 结果显示ꎬ与 ｓｉ￣ＮＣ 组细胞相比ꎬｓｉ￣ＮＲ４Ａ１
组细胞 ＮＲ４Ａ１ ｍＲＮＡ 水平显著下调(Ｐ<０.００１)ꎬ见

图 ３ꎮ 使用 ２００ μｍｏｌ / Ｌ 浓度的 Ｈ２Ｏ２ 处理两组细胞

６ ｈꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果显示ꎬ 敲低 ＮＲ４Ａ１ 后

ＨＵＶＥＣｓ Ｂａｘ / Ｂｃｌ￣２比值较 ｓｉ￣ＮＣ 组显著上升(Ｐ<
０.００１)ꎬ见图 ４ꎮ

图 ３　 转染 ｓｉＲＮＡ￣ＮＲ４Ａ１ 后 ＨＵＶＥＣｓ ＮＲ４Ａ１ ｍＲＮＡ 及蛋白相对表达量比较
Ａ:转染 ｓｉＲＮＡ￣ＮＲ４Ａ１ 下调 ＨＵＶＥＣｓ ＮＲ４Ａ１ 蛋白表达水平ꎻ Ｂ:转染 ｓｉＲＮＡ￣ＮＲ４Ａ１ 下调 ＨＵＶＥＣｓ ＮＲ４Ａ１ ｍＲＮＡ 水平
(∗Ｐ<０.０５ꎬ ∗∗Ｐ<０.００１ ｖｓ Ｃｔｒｌ 组ꎻ ＃Ｐ<０.０５ꎬ ＃＃Ｐ<０.００１ ｖｓ ｓｉ￣ＮＣ 组)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＮＲ４Ａ１ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＨＵＶＥＣｓ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｓｉＲＮＡ￣ＮＲ４Ａ１
Ａ: Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＲ４Ａ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＨＵＶＥＣｓ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｓｉＲＮＡ￣ＮＲ４Ａ１ꎻ Ｂ: Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆ ＮＲ４Ａ１ ｍＲＮＡ ｉｎ ＨＵＶＥＣｓ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｓｉＲＮＡ￣ＮＲ４Ａ１ (∗Ｐ<０.０５ꎬ ∗∗Ｐ<０.００１ ｖｓ Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０.０５ꎬ
＃＃Ｐ<０.００１ ｖｓ ｓｉ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐ) .

２.４　 过表达 ＮＲ４Ａ１ 后 Ｈ２Ｏ２ 诱导的各组 ＨＵＶＥＣｓ
凋亡水平的比较

与空载病毒感染对照细胞(ＮＣ)比较ꎬＮＲ４Ａ１
慢病毒感染组细胞中 ＮＲ４Ａ１ 蛋白高表达 ( Ｐ <
０.００１)ꎬ表明过表达 ＮＲ４Ａ１ ＨＵＶＥＣｓ 筛选成功ꎬ标
记为 ＯＶ 细胞ꎬ见图 ５Ａꎻ使用 Ｈ２Ｏ２(２００ μｍｏｌ / Ｌ)分
别处理 ＮＣ 组及 ＯＶ 组细胞 ６ ｈꎬ与 ＮＣ 组比较ꎬ

ＮＣ＋Ｈ２Ｏ２细胞凋亡率显著增加(Ｐ<０.００１)ꎻ与 ＮＣ＋
Ｈ２Ｏ２ 组比较ꎬＯＶ ＋Ｈ２Ｏ２ 组细胞凋亡率显著降低

(Ｐ<０.００１)ꎬ见图 ５Ｂꎮ 与 ＮＣ 组比较ꎬＨ２Ｏ２ 处理后ꎬ
ＮＣ＋ Ｈ２Ｏ２ 细胞中 Ｂａｘ / Ｂｃｌ￣２ 比值增高(Ｐ<０.００１)ꎻ
与 ＮＣ＋ Ｈ２Ｏ２ 组比较ꎬＯＶ＋Ｈ２Ｏ２ 组细胞 Ｂａｘ / Ｂｃｌ￣２
比值降低(Ｐ<０.００１)ꎬ见图 ５Ｃꎮ
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图 ４　 敲低 ＮＲ４Ａ１ 增加 Ｈ２Ｏ２ 处理后 ＨＵＶＥＣｓ 凋亡
Ａ:敲低 ＮＲ４Ａ１ 上调 ＨＵＶＥＣｓ Ｂａｘ / Ｂｃｌ￣２ 比例ꎻＢ:ＴＵＮＥＬ 实验检测细胞凋亡水平(∗Ｐ<０.００１ ｖｓ ｓｉ￣ＮＣ 组ꎻ＃Ｐ<０.００１ ｖｓ
ｓｉ￣ＮＣ＋Ｈ２Ｏ２ 组)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＮＲ４Ａ１ ｅｎｈａｎｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＨＵＶＥＣｓ ａｆｔｅｒ Ｈ２Ｏ２ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
Ａ: Ｒａｉｏ ｏｆ ｔｈｅ Ｂａｘ / Ｂｃｌ￣２ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｓｉ￣ＮＲ４Ａ１ ｃｅｌｌｓꎻ Ｂ: Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＴＵＮＥＬ (∗Ｐ<０.００１ ｖｓ ｓｉ￣ＮＣ
ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０.００１ ｖｓ ｓｉ￣ＮＣ＋Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ) .
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图 ５　 过表达 ＮＲ４Ａ１ 减少 Ｈ２Ｏ２ 处理后 ＨＵＶＥＣｓ 凋亡
Ａ:慢病毒感染上调 ＨＵＶＥＣｓ ＮＲ４Ａ１ 蛋白表达水平ꎻＢ:ＴＵＮＥＬ 实验检测细胞凋亡水平ꎻＣ:ＯＶ＋Ｈ２Ｏ２ 组 Ｂａｘ / Ｂｃｌ￣２ 比值
降低(∗Ｐ<０.００１ ｖｓ ＮＣ 组ꎻ ＃Ｐ<０.００１ ｖｓ ＮＣ＋Ｈ２Ｏ２ 组)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＲ４Ａ１ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈ２Ｏ２ ｉｎ ＨＵＶＥＣｓ
Ａ: Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＮＲ４Ａ１ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ＨＵＶＥＣｓ ｗｉｔｈ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ￣ＮＲ４Ａ１ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎꎻ Ｂ: Ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ
ＴＵＮＥＬꎻ Ｃ: Ｔｈｅ Ｂａｘ / Ｂｃｌ￣２ ｒａｔｉｏ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ＯＶ＋Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ (∗Ｐ<０.００１ ｖｓ ＮＣ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０.００１ ｖｓ ＮＣ＋Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ) .

２.５　 各组细胞 ＮＦ￣κＢ 与 ＩκＢα 蛋白相对表达量的

比较

Ｈ２Ｏ２ 未处理的 ＮＣ 组与 ＯＶ 组比较ꎬＰ６５ 蛋白

表达差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ ＮＣ＋Ｈ２Ｏ２ 组细

胞核中 Ｐ６５ 蛋白表达水平较 ＮＣ 组上调(Ｐ<０.０５)ꎬ
而细胞质中的 Ｐ６５ 表达水平下调 (Ｐ < ０. ０５)ꎮ 与

ＮＣ＋Ｈ２Ｏ２组相比ꎬＯＶ＋Ｈ２Ｏ２ 组细胞核中 Ｐ６５ 表达

下调(Ｐ<０.０５)ꎬ在细胞质中表达上调(Ｐ<０.０５)ꎮ 与

ＮＣ 组细胞比较ꎬＮＣ＋Ｈ２Ｏ２ 组细胞总 ＩκＢα 表达显

著下调 ( Ｐ < ０. ０５)ꎻ 与 ＮＣ ＋ Ｈ２Ｏ２ 组细胞比较ꎬ
ＯＶ＋Ｈ２Ｏ２组细胞总 ＩκＢα 表达显著上调(Ｐ<０.０５)ꎬ
见图 ６ꎮ

图 ６　 ＮＲ４Ａ１ 调节 ＩκＢα / ＮＦ￣κＢ 通路
Ａ:过表达 ＮＲ４Ａ１ 抑制 ＮＦ￣κＢ 核转位ꎻＢ:过表达 ＮＲ４Ａ１ 上调总 ＩκＢα 表达ꎻ(∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ ｖｓ ＮＣ 组ꎻ ＃Ｐ<０.０５ ｖｓ
ＮＣ＋Ｈ２Ｏ２ 组)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 ＮＲ４Ａ１ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＩκＢα / ＮＦ￣κＢ ｐａｔｈｗａｙ
Ａ: Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＲ４Ａ１ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＦ￣κＢꎻ Ｂ: Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＲ４Ａ１ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ
ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＩκＢα (∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ ｖｓ ＮＣ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０.０５ ｖｓ ＮＣ＋Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ) .
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３　 讨　 论

血管内皮损伤是糖尿病血管病变发展的重要因

素ꎬ高血糖、血脂代谢异常等因素引起的氧化应激在

其中起重要作用[１１]ꎮ Ｈ２Ｏ２ 诱导 ＨＵＶＥＣｓ 氧化应

激ꎬ升高活性氧水平ꎬ上调氧化应激指标 ＧＲＰ７８ 的

蛋白表达ꎬ导致 ＨＵＶＥＣｓ 存活率下降[１２]ꎮ 本研究

使用 Ｈ２Ｏ２ 建立 ＨＵＶＥＣｓ 氧化应激细胞模型ꎬ结果

显示 Ｈ２Ｏ２ 处理后细胞内 ＮＲ４Ａ１ 表达升高ꎮ 进一

步通过上 /下调 ＮＲ４Ａ１ 受体表达ꎬ发现 ＮＲ４Ａ１ 通

过调控总 ＩκＢα 的表达、ＮＦ￣κＢ 的核转位ꎬ抑制血管

内皮细胞凋亡ꎮ
ＮＲ４Ａ１ 属于核受体 ４Ａ(ＮＲ４Ａ)亚家族ꎬ没有

已知内源性配体ꎬ在各种组织中广泛表达ꎬ参与多种

信号通路和病理生理过程ꎬ包括细胞自噬、增殖、凋
亡、免疫调节、氧化应激调控等[１３￣１７]ꎮ 当前研究表

明ꎬ在不同细胞及组织中ꎬＮＲ４Ａ１ 对细胞生存的调

控作用表现并不一致ꎮ Ｚｈｅｎｇ 等[１８] 通过缺氧再灌

注处理 ＢＲＬ￣３Ａ 细胞模拟肝细胞缺血再灌注损伤模

型ꎬ利用 ＬＫＢ１ 通路抑制剂 ｒａｄｉｃｉｃｏｌ 调节 ＬＫＢ４ 测

定 ＮＲ１Ａ１ 在肝细胞缺氧再灌注损伤中的作用ꎬ发
现敲低 ＮＲ１Ａ１ 激活 ＬＫＢ１ / ＡＭＰＫ 通路ꎬ下调 Ｂｃｌ￣２
表达水平ꎬ上调 Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ３ 及 ＲＡＰＲ 表达ꎬ抑制

氧化应激、炎症和细胞凋亡ꎮ 胰腺 β 细胞中 ＮＲ４Ａ１
过表达可降低内质网应激诱导的 Ｃ / ＥＢＰ 同源蛋白

表达和 Ｃａｓｐａｓｅ３ 激活ꎬ同时 ＮＲ４Ａ１ 与 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 启

动子物理结合ꎬ上调抗凋亡蛋白 ＳＵＲＶＩＶＩＮ 表达ꎬ
抑制细胞凋亡[１９]ꎮ 在 ＨＵＶＥＣｓ 中ꎬＮＲ４Ａ１ 可通过

减少 ＩＲＦ￣１ 与 Ｃａｓｐａｓｅ￣１ 启 动 子 的 结 合ꎬ 下 调

Ｃａｓｐａｓｅ￣１ 表达ꎬ从而抑制脂多糖诱导的炎症小体激

活ꎬ保护血管内皮细胞[２０]ꎮ 本实验结果表明ꎬＨ２Ｏ２

处理后ꎬＨＵＶＥＣｓ 活性降低、凋亡水平提高ꎬＮＲ４Ａ１
蛋白表达增加ꎬ且敲低 ＮＲ４Ａ１ 后 Ｂａｘ / Ｂｃｌ￣２ 比值升

高ꎬ提示 ＮＲ４Ａ１ 抑制 ＨＵＶＥＣｓ 凋亡ꎮ 为进一步探

究 ＮＲ４Ａ１ 对 ＨＵＶＥＣｓ 生存的影响ꎬ本实验使用慢病

毒感染获得过表达 ＮＲ４Ａ１ 的 ＨＵＶＥＣｓ(ＯＶ 组)及空

载对照细胞(ＮＣ 组)ꎬ应用 Ｈ２Ｏ２ 分别处理ꎮ 相较于

ＮＣ 组ꎬＴＵＮＥＬ 试验结果表明 ＯＶ 组细胞凋亡减少ꎬ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测结果表明 ＯＶ 组 Ｂａｘ / Ｂｃｌ￣２ 比

例下降ꎬ提示 ＮＲ４Ａ１ 抑制 Ｈ２Ｏ２ 诱导 ＨＵＶＥＣｓ 凋亡ꎮ
多项研究表明ꎬＮＲ４Ａ 参与调控 ＮＦ￣κＢ 通路ꎬ其

在调控细胞生存中发挥重要作用ꎮ ＮＦ￣κＢ 由属于

Ｒｅｌ 蛋白家族的不同亚基的同源或异源二聚体组成ꎬ
包括 ｐ６５(ＲｅｌＡ)、ＲｅｌＢ、ｃ￣Ｒｅｌ、ｐ１０５ / ｐ５０(ＮＦ￣κＢ２)和

ｐ１００ / ｐ５２(ＮＦ￣κＢ２)等[８￣１０ꎬ２１￣２２]ꎮ 在大多数静息细胞

中ꎬＮＦ￣κＢ 蛋白通过与抑制蛋白 ＩκＢ 结合在细胞质

中保持无活性[２３]ꎮ Ｂｉａｎ 等[２４] 研究发现ꎬ当 ＨＵ￣
ＶＥＣｓ 被 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导引发氧化应激ꎬ活性氧水平显

著升高ꎬ 引起脂质过氧化并导致丙二醛产生ꎬ
ｐ￣ＩκＢα / ＩκＢα比值显著升高ꎬＮＦ￣κＢ 核转位增加ꎬ
ＮＦ￣κＢ 信号通路被激活ꎬ继而发生血管内皮凋亡ꎮ
在小鼠星形胶质细胞中ꎬ 使用 ＮＲ４Ａ１ 激动剂

Ｃ￣ＤＩＭ５选择性诱导 ＮＲ４Ａ１ꎬ抑制 ＮＦ￣κＢ 核转位ꎬ下
调包括 Ｎｏｓ２、Ｃｃｌ２、Ｉｌ￣６ 和 ＴＮＦ 在内的炎症因子表

达[２１]ꎮ 在造血干细胞中ꎬＮＲ４Ａ１ / ３ 通过直接转录

激活 Ｃ / ＥＢＰα 驱动的抗增殖网络ꎬ同时抑制 ＮＦ￣κＢ
驱动的炎症信号传导ꎬ进而抑制细胞炎症反应[２２]ꎮ
ＮＦ￣κＢ 表达受 ＩκＢα 调控ꎬ ＩκＢα 磷酸化可募集 Ｅ３
泛素连接酶 ＳＣＦ / βＴＲＣＰꎬ从而通过 ２６Ｓ 蛋白酶体

将 ＮＦ￣κＢ 二聚体标记为降解的目标ꎬＮＦ￣κＢ 被释放

到细胞核中ꎬ发生 ＮＦ￣κＢ 介导的转录激活[２５]ꎮ 本

研究结果显示ꎬＨ２Ｏ２ 处理后ꎬ与对照组细胞比较ꎬ
ＯＶ 组总 ＩκＢα 表达上调ꎬ细胞核中 Ｐ６５ 蛋白表达显

著下调ꎬ而 Ｐ６５ 蛋白在细胞质中表达显著上调ꎬ提示

ＮＲ４Ａ１ 可通过抑制 ＮＦ￣κＢ 的核转位干预 ＩκＢα /
ＮＦ￣κＢ Ｐ６５ 信号通路活化ꎬ从而抑制了 Ｈ２Ｏ２ 诱导

的 ＨＵＶＥＣｓ 凋亡ꎮ
综上所述ꎬＮＲ４Ａ１ 参与调控氧化应激诱导的血

管内皮细胞凋亡机制ꎬ过表达 ＮＲ４Ａ１ 可上调总

ＩκＢα 的表达ꎬ从而抑制 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ＮＦ￣κＢ 的移位

激活抑制 ＨＵＶＥＣｓ 凋亡ꎮ
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