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丁酸对缺氧血管内皮细胞一氧化氮分泌的影响及机制研究
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　　［摘要］　目的　研究缺氧血管内皮细胞分泌一氧化氮（ＮＯ）下降的机制，探讨丁酸的干预作用。
方法　人脐静脉内皮细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣｓ）分为常氧组（２１％Ｏ２，Ｎ）、缺
氧组（１％Ｏ２，Ｈ）、缺氧＋溶剂对照组（Ｈ＋Ｄ）、缺氧＋丁酸组（Ｈ＋Ｂ）、缺氧＋干扰对照组（Ｈ＋Ｃｉ）和缺氧＋
ｓｉＲＮＡ干扰组（Ｈ＋Ｓｉ）。硝酸还原法检测ＨＵＶＥＣｓ培养上清液ＮＯ水平；荧光定量ＰＣＲ检测一氧化氮合
酶（ｅＮＯＳ）的ｍＲＮＡ水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｅＮＯＳ蛋白水平、乙酰化水平以及组蛋白去乙酰化酶 ３
（ｈｉｓｔｏｎｅｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ３，ＨＤＡＣ３）蛋白水平。免疫共沉淀技术检测ＨＤＡＣ３和ｅＮＯＳ的相互作用。结果　缺
氧６ｈ后，ＨＵＶＥＣｓ培养上清中 ＮＯ水平降低，与常氧组相比，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；缺氧组
ＨＵＶＥＣｓ中ｅＮＯＳ蛋白水平降低，但 ｅＮＯＳ的 ｍＲＮＡ水平没有明显变化。与常氧组相比，缺氧组
ＨＵＶＥＣｓ中，ＨＤＡＣ３的蛋白表达没有变化，但 ＨＤＡＣ３与 ｅＮＯＳ的结合增加，ｅＮＯＳ的乙酰化水平下降。
与缺氧＋干扰对照组相比，缺氧＋ｓｉＲＮＡ干扰组细胞中 ｅＮＯＳ的蛋白水平显著升高。缺氧＋丁酸
（４ｍｍｏｌ／Ｌ）处理组 ＨＵＶＥＣｓ培养上清中ＮＯ水平升高，与缺氧＋溶剂对照组相比，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）；同时，缺氧＋丁酸（４ｍｍｏｌ／Ｌ）处理组 ＨＵＶＥＣｓ细胞中 ｅＮＯＳ蛋白水平升高。缺氧＋丁酸
（４ｍｍｏｌ／Ｌ）处理组ＨＵＶＥＣｓ中ＨＤＡＣ３与ｅＮＯＳ的结合减少，ｅＮＯＳ乙酰化水平降低。结论　缺氧促进
ＨＤＡＣ３和ｅＮＯＳ结合，抑制ｅＮＯＳ的乙酰化，可能通过降低 ｅＮＯＳ蛋白的稳定性，抑制 ＮＯ分泌，而丁酸
可以抑制这一过程。
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　　一氧化氮（ＮＯ）是体内重要的活性分子，能舒张血
管、调节血管平滑肌细胞的增殖，是维持正常的血管压

力和血管结构的重要分子。ＮＯ由一氧化氮合酶
（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ，ＮＯＳ）催化合成，其中分布在
血管内皮细胞中的一氧化氮合酶（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｎｉｔｒｉｃ
ｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ，ｅＮＯＳ）合成的ＮＯ是机体最主要的生
理来源。机体内源性 ＮＯ的生成减少，血浆 ＮＯ水平
降低，是心血管疾病发生、发展的重要促进因素［１］。

缺氧是临床常见的病理过程，也是心血管疾病发生、发

展的重要原因。缺氧导致ｅＮＯＳ基因转录及翻译水平
降低是缺氧血管内皮细胞 ＮＯ产生减少的重要机
制［２］。但缺氧导致ｅＮＯＳ表达降低的机制尚不清楚。
　　丁酸（ｂｕｔｙｒａｔｅ）是一种短链脂肪酸，既可作为结肠
上皮细胞的能源物质，也是一类组蛋白去乙酰化酶抑

制剂（ｈｉｓｔｏｎｅｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＨＤＡＣｉ），通过干预
核ＤＮＡ的转录活性调节基因的表达，发挥抗肿瘤、抗
炎及抗氧化等功能［３－６］。研究表明，丁酸可以激活非

血管内皮细胞中ｅＮＯＳ基因，使其开放表达［７］；我们前

期的研究也发现，丁酸促进启动缺氧肺血管平滑肌细

胞中ｅＮＯＳ的表达，并使平滑肌细胞中 ＮＯ的产生增
多［８］。那么，丁酸对缺氧血管内皮细胞中 ＮＯ的产生
有何影响？机制是什么？本研究以人脐静脉内皮细胞

（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣｓ）为细
胞模型，在分析缺氧 ＨＵＶＥＣｓ分泌 ＮＯ降低的机制的
基础上，初步探讨丁酸的干预作用。

１　材料与方法

１．１　材料
　　ＨＵＶＥＣｓ由陈德伟博士惠赠；市购材料：细胞培养
基ＤＭＥＭ（ＨｙＣｌｏｎｅ，ＳＨ３０２４３．０１）；一氧化氮（ＮＯ）测
试盒（碧云天，Ｓ００２１）；放线菌酮（ｃｙｃｌｏｈｅｘｉｍｉｄｅ，ＣＨＸ，

北京华越洋，０４１９０）；ＯｐｔｉＭＥＭ培养基（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，
３１９８５０６２）；Ｌｉｐ２０００（索莱宝，Ｌ７８００）；ＰｒｏｔｅｉｎＡ＋Ｇ
Ａｇａｒｏｓｅ（碧云天，Ｐ２０５５）；兔 ＩｇＧ（碧云天，Ａ７０１６）；抗
ｅＮＯＳ抗体（Ｓａｎｔａｃｒｕｚ，ＳＣ６５４，兔多克隆抗体）；抗
ＨＤＡＣ３抗体（Ａｂｃａｍ，ａｂ３２３６９，兔单克隆抗体）；抗
Ａｃｌｙｓ抗体（Ａｂｃａｍ，ａｂ８０１７８，兔多克隆抗体）；抗Ａｃｔｉｎ
抗体（Ｓｉｇｍａ，Ａ５３１６，鼠单克隆抗体）；辣根酶标山羊抗
兔抗体（中杉金桥，ＺＢ２３０１）；辣根酶标山羊抗鼠抗体
（中杉金桥，ＺＢ２３０５）；逆转录试剂盒（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，
１８０８００５１）；荧光标记引物及 ＰＣＲ扩增试剂盒
（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，４３７００４８），ＥＣＬ显色液（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，
３４０９５）。
１．２　方法
１．２．１　实验分组及处理方法　　实验分为６组，分别
是：①常氧组（２１％Ｏ２，Ｎ）和缺氧组（１％Ｏ２，Ｈ）；②缺
氧＋溶剂对照组（Ｈ＋Ｄ）和缺氧＋丁酸组（Ｈ＋Ｂ）；③缺氧
＋干扰对照组（Ｈ＋Ｃｉ）和缺氧＋ｓｉＲＮＡ干扰组（Ｈ＋Ｓｉ）。
ＨＵＶＥＣｓ细胞采用含 １０％血清的 ＤＭＥＭ培养基常规
培养。缺氧处理采用三气培养箱（１％Ｏ２，９４％Ｎ２，５％
ＣＯ２）培养，常氧组细胞在常规细胞培养箱（２１％Ｏ２，
５％ＣＯ２）中培养，到相应时间点行后续实验；在三气培
养箱（１％Ｏ２，９４％Ｎ２，５％ＣＯ２）中，缺氧＋丁酸处理组细
胞采用含 １０％血清以及丁酸（终浓度 ４ｍｍｏｌ／Ｌ）的
ＤＭＥＭ培养基培养６ｈ，缺氧＋溶剂对照组细胞的培养
基中，不加入丁酸，加入等量的溶剂（不含血清的

ＤＭＥＭ溶液）。ｓｉＲＮＡ干扰处理方法参见１．２．５。
１．２．２　硝酸还原法检测ＮＯ　　在实验处理后的相应
时间点，收集细胞培养上清，按 ＮＯ检测试剂盒说明书
操作。收集各实验组的培养细胞，尿素裂解液提取细胞

蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓度。用培养上清液中ＮＯ的含
量与细胞蛋白含量的比值代表各组ＮＯ的相对水平。

０４６ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



１．２．３　荧光定量ＰＣＲ检测目的基因转录水平　　采
用ＴＲＩｚｏｌ法提取细胞总 ＲＮＡ。取 １μｇ总 ＲＮＡ，采用
ＳｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔⅢ ＴｈｉｒｄＳｔｒａｎｄＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）进
行逆转录获得ｃＤＮＡ。取ｃＤＮＡ产物梯度稀释，采用实
时荧光定量ＰＣＲ试剂盒进行扩增，ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓＲｅａｌ
ｔｉｍｅＳｙｓｔｅｍ测定扩增产物荧光值，绘制标准曲线，以
βａｃｔｉｎ为内参，计算目的基因的 ｍＲＮＡ相对水平。
ｅＮＯＳ的上游引物为 ５′ＴＧＧＣＡＧＣＣＣＴＡＡＧＡＣＣＴＡＴＧ
３′，下游引物为５′ＡＧＴＣＣＧＡＡＡＡＴＧＴＣＣＴＣＧＴＧ３′；β
ａｃｔｉｎ的上游引物为 ５′ＴＣＡＴＧＡＡＧＴＧＴＧＡＣＧＴＴＧＡ
ＣＡＴＣＣＧＴ３′，下游引物为 ５′ＣＣＴＡＧＡＡＧＣＡＴＴＴＧＣＧ
ＧＴＧＣＡＧＧＡＴＧ３′。反应程序：９４℃变性３０ｓ，５６℃退
火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，重复３６个循环。
１．２．４　蛋白半衰期检测　　实验前 １ｄ接种细胞。
细胞贴壁生长后，行常氧和缺氧处理。在实验处理后

的相应时间点，分别加入放线菌酮（ＣＨＸ，终浓度为
１０μｍｏｌ／Ｌ），继续在相应处理条件下分别培养 １、２ｈ
和４ｈ，收集细胞，提取总蛋白，同时收集未加入 ＣＨＸ
的细胞，提取总蛋白冻存备用。采用免疫印迹技术检

测ｅＮＯＳ蛋白水平（参见１．２．６），以βａｃｔｉｎ为内参照，
计算不同时间点ｅＮＯＳ蛋白相对量，计算蛋白半衰期。
１．２．５　ｓｉＲＮＡ干扰实验　　将０．１ｎｍｏＬｓｉＲＮＡ加入
２００μＬＯｐｔｉＭＥＭ培养基，加入５μＬＬｉｐ２０００，轻柔混
匀，室温静置 ２０ｍｉｎ。将 ｓｉＲＮＡ／Ｌｉｐ２０００复合物加入
细胞密度约８０％的细胞培养皿，常氧培养６ｈ后更换
为含１０％血清的ＤＭＥＭ培养基，常氧培养２４ｈ后，更
换培养基，置于三气培养箱（１％Ｏ２，９４％Ｎ２，５％ＣＯ２）
中进行缺氧处理。其中转染无关 ｓｉＲＮＡ的细胞分组
为缺氧＋干扰对照组，转染靶向ＨＤＡＣ３的ｓｉＲＮＡ的细
胞分组为缺氧＋ｓｉＲＮＡ干扰组。缺氧 ６ｈ后检测
ＨＤＡＣ３和ｅＮＯＳ的蛋白水平。
１．２．６　免疫印迹技术检测蛋白表达　　在实验处理
后的相应时间点，低温收集各实验组的细胞，尿素裂解

液提取细胞蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓度。取２０μｇ蛋
白样品，加入蛋白上样缓冲液，１００℃，５ｍｉｎ，离心收
集上清，行ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳。采用湿转法转
膜后，用含 ５％脱脂牛奶的 ＴＢＳＴ溶液室温封闭 １ｈ。
ＴＢＳＴ洗膜后，分别加入抗 ｅＮＯＳ抗体（１∶５００）、抗
ＨＤＡＣ３抗体（１∶１０００）、抗 Ａｃｌｙｓ抗体（１∶１０００）、抗
Ａｃｔｉｎ抗体（１∶２０００），４℃孵育过夜。ＴＢＳＴ洗涤３次
后，加入辣根酶标山羊抗兔抗体（１∶２０００）或辣根酶标
山羊抗鼠抗体（１∶２０００），室温孵育 １ｈ，ＴＢＳＴ洗涤
３次，ＥＣＬ显色，ＢｉｏＲａｄ凝胶成像仪显影照相。
１．２．７　免疫共沉淀技术（ＣＯＩＰ）检测ＨＤＡＣ３和ｅＮＯＳ
相互作用　　采用碧云天公司ＩＰ裂解液提取细胞总蛋

白，按试剂盒说明操作。取 ５００μＬ细胞裂解液，加入
１０μＬ普通兔 ＩｇＧ和２０μＬＰｒｏｔｅｉｎＡ＋Ｇａｇａｒｏｓｅ，４℃
混匀孵育３０ｍｉｎ，１００００×ｇ离心５ｍｉｎ，取上清。加入
１０μＬ抗ｅＮＯＳ或抗ＨＤＡＣ３抗体，４℃混匀孵育过夜，
加入４０μＬ充分重悬的ＰｒｏｔｅｉｎＡ＋Ｇａｇａｒｏｓｅ，４℃混匀
孵育２ｈ。１００００×ｇ离心５ｍｉｎ，吸除上清，加入５００μＬ
预冷 ＰＢＳ洗涤沉淀 ３次，加蛋白上样缓冲液重悬沉
淀，１００℃煮沸 １０ｍｉｎ，１００００×ｇ离心 ５ｍｉｎ，收集上
清，行ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳，免疫印迹技术检测
ＨＤＡＣ３蛋白、ｅＮＯＳ蛋白、乙酰化赖氨酸的水平。
１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，实验数据以
珋ｘ±ｓ表示，组间采用独立样本 ｔ检验，检验水准：α＝
０．０５。

２　结果

２．１　缺氧对ＨＵＶＥＣｓ中ＮＯ分泌和ｅＮＯＳ表达的影响
　　缺氧（１％Ｏ２，Ｈ）６ｈ时，ＨＵＶＥＣｓ培养上清中 ＮＯ
水平降低，与常氧组（２１％Ｏ２，Ｎ）相比，差异具有统计
学意义（Ｐ＜０．０５，图 １Ａ）。与常氧组细胞相比，缺氧
ＨＵＶＥＣｓ中ｅＮＯＳ的ｍＲＮＡ水平没有显著变化［（０．４６±
０．０３５）ｖｓ（０．５１±０．０４３），Ｐ＞０．０５］，但 ｅＮＯＳ的蛋白
水平在缺氧６ｈ内持续降低（图１Ｂ）。在缺氧处理６ｈ
后 ，用放线菌酮（ＣＨＸ）与 ＨＵＶＥＣｓ共培养，阻断细胞
内蛋白翻译，用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测加入 ＣＨＸ不同时间
点ｅＮＯＳ蛋白水平，作图并计算蛋白半衰期。结果显
示，常氧组ｅＮＯＳ蛋白半衰期为４．５９ｈ，缺氧组半衰期
为２．９８ｈ（图２Ａ、Ｂ）。
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Ａ：硝酸还原法检测培养上清 ＮＯ水平　Ｎ为常氧组；Ｈ为
缺氧组；ａ：Ｐ＜０．０５，与常氧组（Ｎ）比较；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测ｅＮＯＳ蛋白水平　Ｎ为常氧组（缺氧０ｈ）；Ｈ（２、４、６）分
别为缺氧２、４、６ｈ

图１　缺氧对ＨＵＶＥＣｓ中ＮＯ分泌、ｅＮＯＳ蛋白表达的影响

１４６　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（７）
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｅＮＯＳ蛋白水平　Ｎ为常氧组；Ｈ为缺
氧组；０～４分别为放线菌酮（ＣＨＸ）处理后的培养时间
（ｈ）；Ｂ：半定量分析ｅＮＯＳ蛋白半衰期

图２　缺氧对ＨＵＶＥＣｓ中ｅＮＯＳ蛋白半衰期的影响

２．２　ＨＤＡＣ３对缺氧ＨＵＶＥＣｓ中ｅＮＯＳ蛋白表达的影响
　　与常氧组（２１％Ｏ２，Ｎ）相比，缺氧（１％Ｏ２，Ｈ）６ｈ

时，ＨＵＶＥＣｓ中ＨＤＡＣ３的蛋白水平没有变化（图３Ａ），
而ＣＯＩＰ的研究结果显示，缺氧ＨＵＶＥＣｓ中，ＨＤＡＣ３与
ｅＮＯＳ的结合增加，乙酰化的 ｅＮＯＳ水平下降，ｅＮＯＳ蛋
白水平下降（图３Ｂ）。与缺氧＋干扰对照组（Ｈ＋Ｃｉ）相
比，干扰ＨＤＡＣ３表达（Ｈ＋Ｓｉ）后，ＨＵＶＥＣｓ中ＨＤＡＣ３蛋
白水平下降，ｅＮＯＳ蛋白水平升高（Ｐ＜０．０５，图３Ｃ）。
２．３　丁酸对缺氧ＨＵＶＥＣｓ中ＮＯ分泌和ｅＮＯＳ蛋白表

达的影响

　　缺氧＋丁酸（Ｂｕｒ４ｍｍｏｌ／Ｌ）组（Ｈ＋Ｂ）细胞中，培
养上清的ＮＯ水平显著升高，与缺氧＋溶剂对照组（Ｂｕｒ
０ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｈ＋Ｄ）相比，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，
图４Ａ）；同时，缺氧＋丁酸（Ｂｕｒ４ｍｍｏｌ／Ｌ）组（Ｈ＋Ｂ）
ＨＵＶＥＣｓ中，ｅＮＯＳ的蛋白水平升高（图４Ｂ）。
２．４　丁酸对缺氧 ＨＵＶＥＣｓ中 ＨＤＡＣ３表达及其与

ｅＮＯＳ结合的影响
　　与缺氧＋溶剂对照组（Ｂｕｒ０ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｈ＋Ｄ）相比，缺
氧＋丁酸（Ｂｕｒ，４ｍｍｏｌ／Ｌ）处理组 ＨＵＶＥＣｓ中，ＨＤＡＣ３
的蛋白水平没有变化，但ｅＮＯＳ蛋白水平升高（图５Ａ）；
ＣｏＩＰ的实验结果显示，与缺氧＋溶剂对照组（Ｂｕｒ
０ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｈ＋Ｄ）相比，缺氧＋丁酸（Ｂｕｒ，４ｍｍｏｌ／Ｌ）处
理组ＨＵＶＥＣｓ中，与ＨＤＡＣ３结合的ｅＮＯＳ蛋白水平下
降，乙酰化ｅＮＯＳ蛋白水平升高（Ｐ＜０．０５，图５Ｂ）。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＤＡＣ３蛋白水平　Ｎ为常氧组；Ｈ为
缺氧组；Ｂ：ＣＯＩＰ检测 ＨＤＡＣ３和 ｅＮＯＳ结合水平以及
ｅＮＯＳ乙酰化水平　Ｎ为常氧组；Ｈ为缺氧组；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测干扰ＨＤＡＣ３后ｅＮＯＳ的蛋白水平　Ｈ＋Ｃｉ为缺氧＋
干扰对照组；Ｈ＋Ｓｉ为缺氧＋ｓｉＲＮＡ干扰组

图３　ＨＤＡＣ３对缺氧对ＨＵＶＥＣｓ中ｅＮＯＳ蛋白表达的影响
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Ａ：硝酸还原法检测培养上清 ＮＯ水平　Ｈ＋Ｄ为缺氧＋溶
剂对照组；Ｈ＋Ｂ为缺氧＋丁酸组；ａ：Ｐ＜０．０５，与缺氧＋溶剂
对照组（Ｈ＋Ｄ）比较；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｅＮＯＳ蛋白水平　
Ｈ＋Ｄ为缺氧＋溶剂对照组；Ｈ＋Ｂ为缺氧＋丁酸组

图４　丁酸对缺氧ＨＵＶＥＣｓ中ＮＯ分泌和ｅＮＯＳ蛋白表达
的影响

２４６ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＤＡＣ３和ｅＮＯＳ蛋白水平　Ｈ＋Ｄ为缺氧＋溶剂对照组；Ｈ＋Ｂ为缺氧＋丁酸组；Ｂ：ＣＯＩＰ检测
ＨＤＡＣ３和ｅＮＯＳ结合水平以及ｅＮＯＳ乙酰化水平　Ｈ＋Ｄ为缺氧＋溶剂对照组；Ｈ＋Ｂ为缺氧＋丁酸组

图５　丁酸对缺氧ＨＵＶＥＣｓ中ＨＤＡＣ３表达及其与ｅＮＯＳ结合的影响

３　讨论

　　本研究发现，ｅＮＯＳ蛋白水平降低是缺氧导致血

管内皮细胞 ＮＯ分泌下降的主要原因，而 ＨＤＡＣ３与

ｅＮＯＳ的结合增加，ｅＮＯＳ蛋白的乙酰化修饰下降，稳

定性降低，可能是缺氧导致 ｅＮＯＳ蛋白水平下降的重

要机制。丁酸可以抑制 ＨＤＡＣ３ｅＮＯＳ的结合，可能通

过抑制ｅＮＯＳ的去乙酰化，增加缺氧条件下ｅＮＯＳ的乙

酰化修饰水平，提高ｅＮＯＳ蛋白的稳定性，促进缺氧血

管内皮细胞中ＮＯ的分泌。本研究从蛋白乙酰化修饰

和蛋白稳定性调节的角度，提示缺氧抑制血管内皮细

胞中ｅＮＯＳ蛋白表达的机制，同时也为丁酸防治缺氧

引起的血管内皮细胞ＮＯ分泌失衡提供了理论依据。

　　血管内皮细胞位于血管壁的最内层，是机体感应

微环境变化的第一道防线，通过合成和分泌多种活性

物质、调节血管张力、参与免疫、炎症反应等，在维持血

液循环、内环境稳定中发挥重要作用。血管内皮细胞

对缺氧十分敏感，缺氧导致血管内皮细胞损伤和功能

紊乱是诸多疾病的始动因素。ＮＯ是血管内皮细胞产

生的重要活性分子，通过扩张血管、抑制炎症、调节细

胞增殖凋亡等，维持血管结构和功能的稳定。缺氧抑

制血管内皮细胞中ＮＯ的分泌，引起血管收缩、血管炎

症，是肺动脉高压、动脉粥样硬化的重要机制［９－１１］。本

研究证实缺氧导致ｅＮＯＳ蛋白稳定性降低是血管内皮

细胞ＮＯ分泌下降的主要原因。以往的研究通过转染

ｅＮＯＳ基因到干细胞、平滑肌细胞、脂肪细胞中，可以激

活ｅＮＯＳ表达，促进ＮＯ的分泌［１２－１５］。但本研究发现，

缺氧并不影响ｅＮＯＳ的ｍＲＮＡ表达。基于血管内皮细

胞功能紊乱和细胞损伤，如何维护缺氧条件下 ｅＮＯＳ

源性ＮＯ的分泌尚缺乏有效措施。本研究发现，提高

ｅＮＯＳ蛋白水平可能是干预缺氧引起血管内皮细胞

ＮＯ分泌减少的有效措施。因此，深入研究缺氧引起

血管内皮细胞 ｅＮＯＳ蛋白稳定性下降的机制，并探讨

干预措施有重要的意义。

　　蛋白水平上的调节主要包括翻译合成的效率、蛋

白降解的速度等。研究表明，ｅＮＯＳ的乙酰化修饰能维

持其蛋白稳定性和活性。一方面乙酰化修饰的赖氨酸

（Ｌｙｓ）基团可保护蛋白质免于泛素化修饰，从而抑制

蛋白的泛素化降解［１６－１７］，另一方面，ｅＮＯＳ的乙酰化可

促进ｅＮＯＳ和钙调蛋白的结合，增加 ｅＮＯＳ的酶活性。

组蛋白去乙酰化酶 ＨＤＡＣ３在 ｅＮＯＳ蛋白的乙酰化与

去乙酰化调控中发挥重要作用。本研究发现，缺氧并

不影响 ＨＤＡＣ３的表达，但抑制缺氧 ＨＵＶＥＣｓ中

ＨＤＡＣ３的表达后，ｅＮＯＳ的蛋白水平显著增加。同时，

在缺氧ＨＵＶＥＣｓ中，ＨＤＡＣ３与 ｅＮＯＳ结合增加，ｅＮＯＳ

的乙酰化修饰下降。以往研究证实，ｅＮＯＳ的 ６１０位

Ｌｙｓ乙酰化可促进 ｅＮＯＳ与钙调蛋白结合，增加 ｅＮＯＳ

生物活性，而ＨＤＡＣ３可去除 ６１０位 Ｌｙｓ乙酰化，抑制

ｅＮＯＳ活性［１８］。本研究进一步发现，缺氧可通过促进

ＨＤＡＣ３与ｅＮＯＳ的相互作用，参与调节 ｅＮＯＳ的乙酰

化，同时也提示，ＨＤＡＣ３介导的 ｅＮＯＳ去乙酰化可能

与 ｅＮＯＳ稳定性下降有关。因此，从干预 ＨＤＡＣ３与

ｅＮＯＳ结合的角度，维持 ｅＮＯＳ蛋白的稳定性，促进缺

氧血管内皮细胞中 ｅＮＯＳ源性 ＮＯ的分泌，值得深入

探讨。

　　丁酸是一种可由膳食纤维分解产生的短链脂肪

酸。丁酸在线粒体中进行氧化生成乙酰 ＣｏＡ，在参与

提供能量物质和脂质合成的同时，也为蛋白乙酰化基

团提供了重要来源［１９］。以往的研究表明，丁酸可以通

过组蛋白 Ｈ３超乙酰化，活化 ｅＮＯＳ基因，促进非内皮
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细胞 ｅＮＯＳ表达［７］。更为重要的是，丁酸能抑制

ＨＤＡＣ３的去乙酰化酶活性［２０］。那么，丁酸是否可以

通过ＨＤＡＣ３影响缺氧 ＨＵＶＥＣｓ中 ＮＯ的分泌呢？本

研究发现，丁酸可上调缺氧ＨＵＶＥＣｓ中ＮＯ的分泌，促

进缺氧ＨＵＶＥＣｓ中ｅＮＯＳ蛋白的表达。虽然丁酸不影

响缺氧ＨＵＶＥＣｓ中 ＨＤＡＣ３的蛋白表达，但丁酸能抑

制缺氧条件下 ＨＤＡＣ３与 ｅＮＯＳ的结合，增加乙酰化

ｅＮＯＳ蛋白的水平。本研究结果为运用丁酸干预

ＨＤＡＣ３ｅＮＯＳ相互作用，提高缺氧 ＨＵＶＥＣｓ中 ｅＮＯＳ

蛋白稳定性提供了实验依据。

　　本研究发现，缺氧并不影响ｅＮＯＳ的ｍＲＮＡ表达。

研究表明，非内皮细胞不表达 ｅＮＯＳ是因为 ＤＮＡ甲基

化和组蛋白去乙酰化，ＨＤＡＣｓ被募集到与甲基化启动

子结合的转录抑制子 ＭｅＣＰ２，导致基因转录被抑制，

丁酸可使组蛋白 Ｈ３超乙酰化而活化染色质，也可抑

制ＨＤＡＣｓ募集到 ｅＮＯＳ启动子上的构成性转录因子

Ｓｐ１，启动ｅＮＯＳ在非内皮细胞中的表达［７］。在内皮细

胞中ｅＮＯＳ近端启动子ＤＮＡ几乎不被甲基化，且组蛋

白Ｈ３乙酰化水平高，因此ｅＮＯＳ在内皮细胞中表达。

　　综上，本研究初步阐述了丁酸促进缺氧血管内皮

细胞ＮＯ分泌的分子机制，为丁酸用于调节缺氧血管

内皮细胞ＮＯ分泌功能提供了实验依据，提示丁酸的

应用可能成为预防和治疗缺氧相关的血管疾病的有效

措施。
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