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　　［摘要］　目的　观察二氢杨梅素（ｄｉｈｙｄｒｏｍｙｒｉｃｅｔｉｎ，ＤＨＭ）对通过Ｓｉｒｔ３抑制棕榈酸诱导的血管内皮
细胞ＮＬＲＰ３炎性小体活化，改善血管内皮细胞损伤的作用机制研究。方法　棕榈酸（２００μｍｏｌ／Ｌ）处理
人脐静脉内皮细胞建立炎症损伤模型，不同浓度 ＤＨＭ（１０、２０、４０μｍｏｌ／Ｌ）干预后检测内皮细胞活力、
ＬＤＨ释放水平以及内皮细胞黏附因子表达。运用ｑＲＴＰＣＲ和蛋白免疫印迹法检测ＮＬＲＰ３炎性小体活
化相关细胞因子的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平。运用海马能量代谢检测平台和膜电位实验探索ＤＨＭ对内
皮细胞线粒体功能的调节作用。利用Ｓｉｒｔ３特异性抑制剂３ＴＹＰ（５０μｍｏｌ／Ｌ）和Ｓｉｒｔ３过表达质粒干预，
探索Ｓｉｒｔ３在ＤＨＭ抑制棕榈酸诱导ＮＬＲＰ３炎性小体活化中的作用。结果　ＤＨＭ能显著抑制棕榈酸诱
导的内皮细胞活力下降、抑制ＬＤＨ释放以及ＩＣＡＭ１和ＶＣＡＭ１的分泌（Ｐ＜０．０５）。并且，ＤＨＭ可显著
改善线粒体呼吸耗氧量下降，ＡＴＰ产量及剩余呼吸能力以及抑制线粒体膜电位升高（Ｐ＜０．０５）。同时，
ＤＨＭ可以抑制棕榈酸诱导的ＮＬＲＰ３、ＩＬ１８和ＡＳＣ等的ｍＲＮＡ和蛋白表达（Ｐ＜０．０５），Ｓｉｒｔ３过表达质粒
转染可增强ＤＨＭ这一效应，而Ｓｉｒｔ３抑制剂３ＴＹＰ处理则显著削弱ＤＨＭ的作用。结论　ＤＨＭ通过激
活Ｓｉｒｔ３维持内皮细胞线粒体代谢，抑制ＮＬＲＰ３活化，减轻血管内皮细胞炎症损伤。
　　［关键词］　 二氢杨梅素；血管内皮细胞；动脉粥样硬化；ＮＬＲＰ３炎性小体；Ｓｉｒｔ３
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　　《中国心血管病报告２０２０》显示现患心血管总人
数高达３．３亿，死亡率仍居首位，高于肿瘤及其他疾
病［１］。预防和循证治疗是目前防治心血管疾病等非

传染性疾病的主要手段，其中膳食策略在预防和辅助

治疗该类疾病中具有非常重要的地位。流行病学证据

表明，植物性食物的摄入可降低心血管疾病的罹患风

险，因其中含有大量的植物化学物。二氢杨梅素

（ｄｉｈｙｄｒｏｍｙｒｉｃｅｔｉｎ，ＤＨＭ）是一种天然黄酮类化合物，广
泛存在于葡萄科、杨梅科、大戟科等天然植物中，尤其

以显齿蛇葡萄属（Ａｍｐｅｌｏｐｓｉｓｇｒｏｓｓｅｄｅｎｔａｔａ）（俗称“藤
茶”）含量最高，占干质量的３０％左右［２］。其较强的抗

炎、抗氧化活性是抗菌、降血糖、调血脂、保肝及抗肿瘤

等作用的药理基础［３］。动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，
ＡＳ）是心血管疾病的发病基础，目前关于 ＤＨＭ与 ＡＳ
的研究十分有限。人群研究中观察到饮用藤茶对心血

管疾病有防治作用［４］，且本课题组前期实验研究发现

ＤＨＭ喂养可以改善高脂诱导的 ＡｐｏＥ－／－小鼠血脂水
平，并抑制动脉粥样硬化斑块面积，但具体分子机制尚

未完全阐明。

　　Ｎｏｄ样受体蛋白 ３（ｎｏｄｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ３，
ＮＬＲＰ３）炎性小体是机体固有免疫反应的主要途
径［５］。近年来研究表明 ＮＬＲＰ３炎性小体活化与动脉
粥样硬化发生关系密切［６］。活化的 ＮＬＲＰ３发生自身
寡聚化，切割 ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ１形成活化的 ｃａｓｐａｓｅ１，
ｃａｓｐａｓｅ１剪切催化细胞质中促炎因子 ｐｒｏＩＬ１β的成
熟释放，ＩＬ１β随后被分泌出细胞外引起进一步的炎
症级联反应如 ＮＦκＢ的活化［７］和继发性炎症因子等

引起内皮细胞的损伤加剧［７］。然而，目前尚无理想的

防治方案，亟需寻找抑制ＮＬＲＰ３炎性小体活化的理想

化合物。线粒体来源的 ＲＯＳ是 ＮＬＲＰ３炎性小体活化
所必需［８］，本研究拟采用血管内皮细胞为研究对象，

观察ＤＨＭ对棕榈酸诱导内皮细胞ＮＬＲＰ３炎性小体活
化的影响，重点关注定位于线粒体的 Ｓｉｒｔ３与 ＮＬＲＰ３
炎性小体活化及其细胞保护效应分子机制的探讨。本

研究通过棕榈酸诱导血管内皮细胞损伤模型、质粒转

染等技术方法，深入研究 Ｓｉｒｔ３在 ＤＨＭ减轻血管内皮
细胞损伤中的作用，为动脉粥样硬化防治提供新的干

预靶点，同时为 ＤＨＭ防治动脉粥样硬化提供新的科
学依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　 人 脐 静 脉 内 皮 细 胞 （ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，ＨＵＶＥＣｓ）和ｉｃｅｌｌ原代内皮细胞培养基
（ＰｒｉＭｅｄｉＣＥＬＬ００２）购自上海赛百慷生物技术股份有
限公司。二氢杨梅素（４２８６６）和棕榈酸（ｐａｌｍｉｔｉｃａｃｉｄ，
ＰＡ）（Ｐ５５８５１０Ｇ）购自 Ｓｉｇｍａ公司。ＣＣＫ８、ＬＤＨ和
ＪＣ１线粒体膜电位试剂盒均购自上海碧云天生物技
术有限公司；ＥＬＩＳＡ检测试剂盒细胞间黏附因子 １
（ＩＣＡＭ１，ＫＥ０００６１）和血管黏附因子 １（ＶＣＡＭ１，
ＫＥ００１６３）购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司。兔抗人 ＩＬ１β抗体
（Ｄ３Ｕ３Ｅ）和兔抗人 ＮＬＲＰ３抗体（Ｄ４Ｄ８Ｔ）均购自 Ｃｅｌｌ
ＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；兔抗人Ｓｉｒｔ３抗体（ａｂ２１７３１９）
购自 Ａｂｃａｍ公司。３ＴＹＰ抑制剂（ＨＹ１０８３３１）购自
ＭＣＥ公司；Ｓｉｒｔ３过表达质粒（ｐｃＤＮＡ３．１ＥＦ１ａＭＣＳ
３ｆｌａｇＣＭＶＥＧＦＰ）购自汉恒生物技术有限公司；线粒体
压力测定试剂盒购自ＳｅａｈｏｒｓｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司。
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１．２　方法
１．２．１　细胞培养和分组　　人脐静脉内皮细胞采用
ｉｃｅｌｌ原代内皮细胞培养基培养，所有实验在细胞培养
至３～６代，融合度达到８０％～９０％时进行。体外研究
先采用ＤＨＭ处理２４ｈ后，再用棕榈酸（２００μｍｏｌ／Ｌ）继
续处理２４ｈ进行各项指标的检测。３ＴＹＰ（５０μｍｏｌ／Ｌ）
处理１ｈ，后续处理同前。Ｓｉｒｔ３过表达质粒转染５ｈ后
换正常培养基培养 １６ｈ，后续处理同前。细胞分组：
①细胞分为５组，包括 ＣＯＮ组、ＰＡ组、ＬＤＨＭ＋ＰＡ组
（ＤＨＭ１０μｍｏｌ／Ｌ）、ＭＤＨＭ＋ＰＡ组（ＤＨＭ２０μｍｏｌ／Ｌ）、
ＨＤＨＭ＋ＰＡ组（ＤＨＭ４０μｍｏｌ／Ｌ），用于检测细胞活
力、ＬＤＨ释放率以及细胞黏附分子释放，筛选 ＤＨＭ最
适浓度。②细胞分为３组，包括ＣＯＮ组、ＰＡ组、ＤＨＭ＋
ＰＡ组（ＤＨＭ４０μｍｏｌ／Ｌ），用于检测血管内皮细胞
ＮＬＲＰ３炎性小体活化以及 Ｓｉｒｔ３对 ＤＨＭ改善血管内
皮细胞损伤的影响。③细胞分为 ４组，包括 ＣＯＮ组、
３ＴＹＰ组、３ＴＹＰ＋ＰＡ组、３ＴＹＰ＋ＤＨＭ＋ＰＡ组，用于检
测细胞活力和ＬＤＨ释放率以及验证 Ｓｉｒｔ３在 ＤＨＭ改
善血管内皮细胞中的作用。④细胞分为４组，包括ＮＣ
组（空白质粒转染）、Ｓｉｒｔ３组、Ｓｉｒｔ３＋ＰＡ组、Ｓｉｒｔ３＋ＤＨＭ＋
ＰＡ组，用于验证Ｓｉｒｔ３在ＤＨＭ改善血管内皮细胞中的
作用。

１．２．２　细胞活力检测　　ＣＣＫ８细胞毒性检测按照
试剂盒说明书进行，以对照组的细胞活力减去空白对

照孔为１００％计算各组的细胞活力。
１．２．３　乳酸脱氢酶细胞毒性检测　　按照乳酸脱氢
酶细胞毒性检测（ＬＤＨ）试剂盒说明书进行，以样品最
大酶活性孔为分母，分别减去空白对照孔后计算得到

各组的ＬＤＨ释放率。
１．２．４　ＥＬＩＳＡ检测　　双抗夹心酶联免疫吸附测定
法（ＥＬＩＳＡ）检测小鼠血清中的 ＩＣＡＭ１和 ＶＣＡＭ１活
性，按照试剂盒说明书进行。

１．２．５　ＪＣ１线粒体膜电位检测　　取 ＨＵＶＥＣｓ细
胞，提取新鲜线粒体，采用 ＪＣ１荧光探针线粒体膜电
位检测试剂盒检测线粒体膜电位。最终结果以红色／
绿色相对荧光强度表示线粒体膜电位，比值高表明线

粒体膜电位正常。

１．２．６　Ｓｅａｈｏｒｓｅ线粒体压力测试　　在ＸＦ９６细胞培
养板中培养ＨＵＶＥＣｓ细胞，实验前１ｄ水化探头、预热
ＸＦ９６检测仪。从含 ＣＯ２孵育箱中取出 ＸＦ９６细胞培
养板，吸弃原有培养基，换上３７℃预温的检测培养基，
随后放入３７℃无ＣＯ２的孵育箱中培养４５ｍｉｎ。打开
ＸＦＳｏｆｔｗａｒｅ软件设置程序，开始运行，先放入装载有

试剂的探头进行校准，需要 １５～３０ｍｉｎ。校准完成后
再将细胞培养板放入，程序自动运行。采用 Ｗａｖｅ软
件导出数据进行分析。

１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　培养 ＨＵＶＥＣｓ细胞，细
胞在含有１％的蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的细胞
裂解缓冲液（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，美国）中裂解。用 ＢＣＡ试
剂盒（碧云天生物技术有限公司，上海）测定蛋白质浓

度。而后进行蛋白质印迹，转移到聚偏二氟乙烯膜上。

用５％脱脂牛奶封闭膜 １ｈ，然后用抗体（１∶１０００）在
４℃过夜进行免疫印迹。用带有吐温（ＴＢＳＴ）缓冲液
清洗膜３次，在室温下用辣根过氧化物酶（碧云天生
物技术有限公司，上海）标记的二抗孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗
膜３次。免疫染色条带用 ＦｕｓｉｏｎＦＸ（ＶｉｌｂｅｒＬｏｕｒｍａｔ，
法国）和 ＩｍｍｏｂｉｌｏｎＷｅｓｔｅｒｎ化学发光 ＨＲＰ底物
（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，美国）显示和测定。利用ＩｍａｇｅＪ软件分析
蛋白表达水平，并根据内参蛋白βａｃｔｉｎ计算蛋白相对
表达量。

１．２．８　ｑＲＴＰＣＲ检测　　取 ＨＵＶＥＣｓ细胞加入
ＴＲＩｚｏｌ（ＴａＫａＲａ，日本），分离总的ＲＮＡ，利用 ＮａｎｏＤｒｏｐ
Ｏｎｅ／ＯｎｅＣ微量核酸蛋白浓度测定仪检测各组样本
ＲＮＡ浓度。用ＴａＫａＲａ反转录酶试剂盒，逆转录合成
ｃＤＮＡ。按照ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ说明书配制反应
溶液，ＰＣＲ反应体系为 ２０μＬ，采用 ＰＣＲ仪（ＣＦＸ９６
ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｓｙｓｔｅｍ，ＢｉｏＲａｄ公司）完成反应，测定基
因ｍＲＮＡ的表达水平。以 βａｃｔｉｎ作为内参，用２－ΔΔＣｔ

方法分析基因的相对表达量。引物序列见表１。

表１　基因引物与产物长度

基因 引物序列（５′→３′） 扩增长度／ｂｐ

ＮＬＲＰ３
上游：ＧＣＣＡＣＧＣＴＡＡＴＧＡＴＣＧＡＣ

下游：ＴＣＴＧＡＡＣＣＣＣＡＣＴＴＣＧＧ
１２８

ＩＬ１β
上游：ＴＴＧＡＧＴＣＴＧＣＣＣＡＧＴＴＣＣ

下游：ＴＴＴＣＴＧＣＴＴＧＡＧＡＧＧＴＧＣＴ
５１

Ｃａｓｐａｓｅ１
上游：ＣＡＡＧＴＣＡＡＧＣＣＧＣＡＣＡＣ

下游：ＡＣＧＣＴＧＴＡＣＣＣＣＡＧＡＴＴＴＴ
１２９

ＡＳＣ
上游：ＴＧＡＣＧＧＡＴＧＡＧＣＡＧＴＡＣＣＡ

下游：ＧＧＣＣＴＧＧＡＧＧＡＧＣＡＡＧＴ
１１９

ＩＬ１８
上游：ＴＴＧＴＣＴＣＣＣＡＧＴＧＣＡＴＴＴＴ

下游：ＧＧＴＴＣＣＴＴＴＣＣＴＣＴＴＣＣＣ
１０１

ＮＦκＢ
上游：ＧＣＣＣＴＴＴＴＣＧＡＣＴＡＣＧＣ

下游：ＣＴＧＴＣＣＣＣＡＴＴＣＴＣＡＴＣＣＴ
９２

βａｃｔｉｎ
上游：ＣＡＧＡＴＧＴＧＧＡＴＣＡＧＣＡＡＧＣＡＧＧＡＧ

下游：ＣＧＣＡＡＣＴＡＡＧＴＣＡＴＡＧＴＣＣＧＣＣＴＡＧ
９０

１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２２．０统计学软件进行分析，数据以 珋ｘ±ｓ
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表示。数据符合正态分布，多组数据比较用单因素方

差分析，两组数据比较采用 ＬＳＤ法检验。Ｐ＜０．０５认
为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＤＨＭ对棕榈酸诱导血管内皮细胞活力下降和
ＬＤＨ水平的影响

　　与ＣＯＮ组比较，ＰＡ组细胞活力下降至 ４３％（Ｐ＜
０．０５，图 １Ａ），细胞明显死亡；采用 １０～４０μｍｏｌ／Ｌ
ＤＨＭ预处理细胞可明显减轻棕榈酸诱导的细胞死亡，
细胞活力分别恢复至 ６３．８％（Ｐ＜０．０５）、６６．３％（Ｐ＜
０．０５）、６８．５％（Ｐ＜０．０５），见图 １Ａ。与 ＣＯＮ组比较，
ＰＡ组细胞 ＬＤＨ释放率显著上升，由 ２８．３％上升至
３８．５％（Ｐ＜０．０５，图１Ｂ），而采用１０～４０μｍｏｌ／ＬＤＨＭ
预处理细胞可降低棕榈酸诱导的ＬＤＨ水平升高，下降
至３７．８％、３５．６％（Ｐ＜０．０５）、３３．５％（Ｐ＜０．０５），见图

１Ｂ。结果表明，ＤＨＭ能抑制棕榈酸诱导的血管内皮细
胞活力下降和ＬＤＨ水平升高，且呈明显的剂量效应关
系，４０μｍｏｌ／Ｌ保护效应最明显。
２．２　ＤＨＭ对棕榈酸诱导血管内皮细胞黏附因子分泌

的影响

　　与 ＣＯＮ组比较，棕榈酸处理细胞能显著刺激
ＩＣＡＭ１的分泌，由静息态的 ２５２ｐｇ／ｍＬ上升至
４６７ｐｇ／ｍＬ（Ｐ＜０．０５，图２Ａ），此外，同样的处理因素使
ＶＣＡＭ１分泌也增加，由静息态的 ３６９ｐｇ／ｍＬ上升至
６６９ｐｇ／ｍＬ（Ｐ＜０．０５，图２Ｂ）；与ＰＡ组比较，ＤＨＭ（１０～
４０μｍｏｌ／Ｌ）预处理组抑制了棕榈酸诱导的两种黏附
因子的分泌，３个剂量 ＤＨＭ预处理组的 ＩＣＡＭ１分别
降至 ３９１、３７５、３１７ｐｇ／ｍＬ，ＶＣＡＭ１分别降至 ５３０、
４０９、３２０ｐｇ／ｍＬ，均呈现明显的剂量效应关系。结果表
明，ＤＨＭ能抑制棕榈酸诱导的血管内皮细胞黏附因子
的分泌增加。
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图１　ＤＨＭ对棕榈酸诱导血管内皮细胞活力和ＬＤＨ的影响
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图２　ＤＨＭ对棕榈酸诱导血管内皮细胞黏附因子分泌的影响
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２．３　ＤＨＭ对棕榈酸诱导血管内皮细胞 ＮＬＲＰ３炎性
小体活化的影响

　　ｑＲＴＰＣＲ结果显示，棕榈酸处理可诱导血管内皮
细胞 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β、ＩＬ１８和 ＮＦκＢ
ｍＲＮＡ表达水平明显升高（Ｐ＜０．０５，图３），ＤＨＭ预处
理可明显抑制棕榈酸诱导的上述基因的 ｍＲＮＡ表达
上升（Ｐ＜０．０５，图 ３）。免疫印迹实验结果显示，与

ＣＯＮ组相比，棕榈酸处理可上调 ＮＬＲＰ３（Ｐ＜０．０５）、
ＡＳＣ（Ｐ＜０．０５）和 ＩＬ１８（Ｐ＜０．０５）蛋白表达；与 ＰＡ组
相比，采用 ＤＨＭ预处理细胞后，ＮＬＲＰ３（Ｐ＜０．０５）、
ＡＳＣ（Ｐ＜０．０５）和 ＩＬ１８（Ｐ＜０．０５）蛋白表达水平均明
显降低（图４）。以上结果表明，ＤＨＭ能抑制棕榈酸诱
导的血管内皮细胞ＮＬＲＰ３炎性小体活化。
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图３　ＤＨＭ对棕榈酸诱导血管内皮细胞ＮＬＲＰ３炎性小体ｍＲＮＡ表达的影响
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图４　ＤＨＭ对棕榈酸诱导血管内皮细胞ＮＬＲＰ３炎性小体蛋白表达的影响
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２．４　ＤＨＭ对棕榈酸诱导血管内皮细胞线粒体功能损
伤的影响

　　Ｓｅａｈｏｒｓｅ线粒体压力测试实验发现，棕榈酸处理诱
导血管内皮细胞线粒体呼吸耗氧量下降（图５Ａ），通过
其中３个时间点添加寡霉素、ＦＣＣＰ、鱼藤酮／抗霉素 Ａ
后，耗氧率的变化计算出ＡＴＰ产量（Ｐ＜０．０５，图５Ｂ）及
剩余呼吸能力（Ｐ＜０．０５，图５Ｃ）均显著下降，采用ＤＨＭ
预处理可明显改善线粒体呼吸耗氧量下降，ＡＴＰ产量
由１３．７ｐｍｏｌ／（ｍｉｎ·μｇ）上升为３０．２ｐｍｏｌ／（ｍｉｎ·μｇ）

（Ｐ＜０．０５），剩余呼吸能力由８９．６ｐｍｏｌ／（ｍｉｎ·μｇ）上
升至１１８ｐｍｏｌ／（ｍｉｎ·μｇ）（Ｐ＜０．０５），见图５。ＪＣ１线
粒体膜电位检测结果显示，棕榈酸处理降低血管内皮

细胞线粒体膜电位，线粒体去极化比例增加（Ｐ＜０．０５，
图６），ＤＨＭ预处理可明显改善棕榈酸诱导的血管内
皮细胞线粒体去极化（Ｐ＜０．０５，图 ６）。结果表明，
ＤＨＭ能改善棕榈酸诱导的血管内皮细胞线粒体活性，
维持线粒体稳态。
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图５　ＤＨＭ对棕榈酸诱导血管内皮细胞线粒体能量代谢的影响
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图６　ＤＨＭ对棕榈酸诱导血管内皮细胞线粒体膜电位的影响

９６９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（９）



２．５　ＤＨＭ对棕榈酸诱导血管内皮细胞Ｓｉｒｔ３的影响
　　ｑＲＴＰＣＲ结果显示，棕榈酸处理抑制血管内皮细
胞Ｓｉｒｔ３ｍＲＮＡ表达水平（Ｐ＜０．０５，图７Ａ），ＤＨＭ预处理
可明显改善棕榈酸对 Ｓｉｒｔ３ｍＲＮＡ表达的抑制且上调
Ｓｉｒｔ３ｍＲＮＡ水平；此外，免疫印迹结果显示，与ＣＯＮ组
比较，棕榈酸处理下调血管内皮细胞Ｓｉｒｔ３蛋白表达（Ｐ＜
０．０５，图７Ｂ、Ｃ），ＤＨＭ预处理则明显抑制了棕榈酸对
Ｓｉｒｔ３蛋白下调并上调Ｓｉｒｔ３蛋白水平。以上结果表明，
ＤＨＭ能抑制棕榈酸诱导的血管内皮细胞 Ｓｉｒｔ３ｍＲＮＡ
和蛋白表达下降，并上调Ｓｉｒｔ３ｍＲＮＡ和蛋白表达水平。
２．６　Ｓｉｒｔ３在 ＤＨＭ抑制棕榈酸诱导血管内皮细胞活

力下降和ＬＤＨ升高中的作用
　　采用Ｓｉｒｔ３特异性抑制剂３ＴＹＰ处理细胞１ｈ后，
再以 ＤＨＭ预处理 ２４ｈ，此后加入棕榈酸继续处理
２４ｈ，细胞活力检测结果显示，与 ＤＨＭ＋ＰＡ组比较，
３ＴＹＰ＋ＤＨＭ＋ＰＡ组处理削弱了 ＤＨＭ对细胞活力的
恢复作用，细胞活力由 ６８．５％下降至 ３９．６％（Ｐ＜
０．０５），见图８Ａ和图１Ａ；此外，３ＴＹＰ处理减轻了ＤＨＭ
对棕榈酸诱导ＬＤＨ释放的抑制作用，分别由３３．５％恢

复至３７．１％（Ｐ＜０．０５），接近ＰＡ组３８．７％，见图８Ｂ和图
１Ｂ。提示ＤＨＭ可能通过Ｓｉｒｔ３抑制棕榈酸诱导的血管
内皮细胞活力下降以及ＬＤＨ释放率上升。
２．７　Ｓｉｒｔ３在 ＤＨＭ抑制棕榈酸诱导 ＮＬＲＰ３炎性小体

活化中的作用

　　为了验证Ｓｉｒｔ３是否参与调节ＮＬＲＰ３炎性小体活
化，采用 Ｓｉｒｔ３高表达质粒转染细胞，ｑＲＴＰＣＲ结果提
示，Ｓｉｒｔ３质粒转染不同程度抑制了棕榈酸对 ＮＬＲＰ３
炎性小体活化；而与 Ｓｉｒｔ３＋ＰＡ组比较，ＤＨＭ均非常显
著地抑制ＮＬＲＰ３、ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β、ＩＬ１８、ＡＳＣ和ＮＦκＢ
ｍＲＮＡ的表达（Ｐ＜０．０５，图 ９），且与未转染质粒比较
（图３），转染使所有基因的抑制效应被放大；此外，采
用Ｓｉｒｔ３特异性抑制剂３ＴＹＰ处理细胞后，ｑＲＴＰＣＲ结
果提示，ＤＨＭ失去对棕榈酸诱导ｃａｓｐａｓｅ１ｍＲＮＡ的活
化抑制效应（图１０Ｂ），虽仍能抑制 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、ＩＬ１β、
ＩＬ１８和 ＮＦκＢｍＲＮＡ的活化（图 １０Ａ、Ｃ～Ｆ），但与
３ＴＹＰ未处理组比较（图 ３），其对上述基因的活化抑
制作用明显削弱。结果表明，ＤＨＭ可能通过 Ｓｉｒｔ３抑
制棕榈酸诱导的血管内皮细胞ＮＬＲＰ３炎性小体活化。
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图７　ＤＨＭ对棕榈酸诱导血管内皮细胞Ｓｉｒｔ３的影响

! " # $ %

组别

!%&

!&&

%&

&

细
胞
活
力
（
'

）

(

)

! " # $ %

组别

%&

$&

#&

"&

!&

&

*
+
,

释
放
率
（
'

）

(

)

-

.

１：ＣＯＮ组；２：３ＴＹＰ组；３：３ＴＹＰ＋ＰＡ组；４：ＤＨＭ＋ＰＡ组；５：３ＴＹＰ＋ＤＨＭ＋ＰＡ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与 ３ＴＹＰ组比较；

ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＤＨＭ＋ＰＡ组比较

Ａ：细胞活力；Ｂ：ＬＤＨ释放率

图８　Ｓｉｒｔ３对ＤＨＭ抑制棕榈酸诱导的细胞活力和ＬＤＨ的影响
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图９　Ｓｉｒｔ３质粒转染对ＤＨＭ对棕榈酸诱导血管内皮细胞ＮＬＲＰ３炎性小体活化的影响
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图１０　Ｓｉｒｔ３特异性抑制剂处理对ＤＨＭ对棕榈酸诱导血管内皮细胞ＮＬＲＰ３炎性小体活化的影响

１７９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（９）



３　讨论

　　血管内皮细胞损伤是动脉粥样硬化发生的起始环
节［９］，内皮“应激损伤”假说目前仍然是以 ＡＳ为基础
的心血管疾病发病机制的主流学说［９］，随着研究的深

入发现除传统应激因子外，固有免疫因素对内皮细胞

功能障碍的影响以及在ＡＳ发生中的作用逐渐引起重
视［１０］。本研究结果显示ＤＨＭ抑制棕榈酸诱导的内皮
细胞ＩＣＡＭ１和ＶＣＡＭ１黏附相关分子分泌和 ＮＬＲＰ３
活化，与ＮＬＲＰ３炎性小体活化相关内皮细胞功能障碍
机制的研究相对较少，ＬＩＵ等［１１］以二氧化硅纳米颗粒

诱导人脐静脉内皮细胞的促炎反应，发现其可上调

ＮＬＲＰ３炎性小体以及 ＩＣＡＭ１和 ＶＣＡＭ１表达。ＨＵ
等［１２］发现红景天苷可通过 ＡＭＰＫ／ＮＦκＢ／ＮＬＲＰ３信
号通路减轻ＡＧＥｓ诱导的内皮细胞炎症和氧化应激反
应，降低 ＩＣＡＭ１和 ＶＣＡＭ１表达。结合本研究观察
到ＤＨＭ对棕榈酸诱导细胞活力和细胞毒性的抑制作
用，提示ＮＬＲＰ３炎性小体活化在内皮细胞损伤和内皮
功能障碍中的关键作用。

　　关于 ＮＬＲＰ３炎性小体活化负调控机制的研究较
少，ＣＨＥＮ等［１３］对一种新的动脉粥样硬化的独立风险

因素三甲胺（ｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅＮｏｘｉｄｅ，ＴＭＡＯ）的致病机
制研究发现，ＴＭＡＯ通过抑制 Ｓｉｒｔ３ＳＯＤ２ｍｔＲＯＳ通路
激活 ＮＬＲＰ３炎性小体诱导血管炎症，与本研究对
ＤＨＭ的细胞保护效应机制研究结论一致，在棕榈酸损
伤因素存在时，ＤＨＭ非常明显地上调 Ｓｉｒｔ３ｍＲＮＡ和
蛋白表达水平，进一步采用质粒和特异性抑制剂对

Ｓｉｒｔ３基因进行调控发现，ＮＬＲＰ３炎性小体相关基因表
达发生相应的抑制和激活，结果证明 ＤＨＭ对 Ｓｉｒｔ３
ＮＬＲＰ３负反馈机制具有明显的调节作用。ＨＥ等［１４］

的研究认为ＮＬＲＰ３炎性小体的乙酰化开关调节衰老
相关的慢性炎症和胰岛素抵抗。与 ＳｉｒｔＮＬＲＰ３炎性
小体相关发病机制和治疗靶点的研究主要在脑血管疾

病［１５］和Ⅱ型糖尿病［１６］中展开，且多集中于对 Ｓｉｒｔ１［１７］

的调控。围绕心血管疾病，少量的研究在心肌细胞、巨

噬细胞中开展，ＪＩＮ等［１８］发现氧化苦参碱通过激活

Ｓｉｒｔ１／Ｎｒｆ２信号通路抑制ＮＬＲＰ３炎性小体介导的热降
解，减轻氧化低密度脂蛋白诱导的血管内皮细胞损伤。

ＤＩＮＧ等［１９］发现 Ｓｉｒｔ３对氧化应激和 ＮＬＲＰ３炎性小体
的抑制在氧化低密度脂蛋白刺激下巨噬细胞胆固醇积

累和泡沫细胞形成中有保护作用。ＹＵ等［２０］对脓毒症

的研究发现Ｓｉｒｔ３通过抑制ＮＦκＢ和ＮＬＲＰ３信号通路
对早期内皮功能障碍有保护作用。在对２７名健康志

愿者的研究发现［２１］，营养水平影响 ＮＬＲＰ３的活化，从
这些志愿者的血液分离得到的单核细胞和白细胞进行

的实验表明，２４ｈ禁食可激活 Ｓｉｒｔ３抑制 ＮＬＲＰ３，禁食
后的重新进食则会增加与 ＮＦκＢ信号通路有关的炎
性小体活化易感性，而该效应可被Ｓｉｒｔ３的激动剂烟酰
胺核糖核苷所抑制。结合本研究结论，提示去乙酰化

酶依赖的炎性小体失活缓解炎症反应可能作为心血管

疾病治疗的新途径。

　　本室前期围绕ＤＨＭ在不同疾病状态下对Ｓｉｒｔ３调
控分子机制展开了较多研究，发现 ＤＨＭ可通过激活
ＡＭＰＫＰＧＣ１αＳｉｒｔ３通路减轻非酒精性脂肪肝损
伤［２２］，诱导自噬改善骨骼肌胰岛素抵抗［２３］，Ｓｉｒｔ３在
ＤＨＭ改善低氧缺氧诱导的记忆障碍中发挥了重要作
用［２４］，ＤＨＭ通过促进 ＩＬＣ３细胞产生 ＩＬ２２，进而抑制
Ｓｉｒｔ３介导的肠屏障功能障碍，减轻高糖血症［２５］。本研

究进一步在心血管系统中观察到 ＤＨＭ的保护效应，
并发现ＤＨＭ对血管内皮细胞 Ｓｉｒｔ３显著的调节作用，
特别是在损伤因素存在的情况下，是前期研究发现

ＤＨＭ可抑制内皮细胞焦亡机制［２６］的深入探索。此

外，研究还发现相对于 ＨｅｐＧ２细胞，人脐静脉内皮细
胞中Ｓｉｒｔ３基因应答对于ＤＨＭ相同浓度的刺激应答更
加敏感。ＨＵＡ等［２７］对糖尿病小鼠的研究发现 ＤＨＭ
通过Ｓｉｒｔ３依赖性的氧化应激抑制改善内皮功能障碍。
近年来，越来越多的研究开始关注Ｓｉｒｔ３与心血管疾病
的关系，但报道多集中对心肌细胞的研究［２８］，对血管

内皮功能障碍研究知之甚少。本研究发现 ＤＨＭ通过
改善内皮细胞线粒体呼吸耗氧量下降，ＡＴＰ产量及剩
余呼吸能力以及线粒体膜电位，维持内皮细胞线粒体

功能稳态。Ｓｉｒｔ３－／－小鼠胆固醇积累泡沫细胞形成明
显，ＤＨＭ通过改善线粒体功能，减少氧化应激，并降低
氧化低密度脂蛋白刺激的巨噬细胞中 ＮＬＲＰ３的激
活［１９］。Ｓｉｒｔ３主要定位于线粒体，动脉粥样硬化患者中
多伴有线粒体功能障碍，本研究前期在多种心血管

（独立）风险因素如高糖、棕榈酸、过氧化氢、ＬＰＳ等对
内皮细胞损伤模型中观察到了 ＤＨＭ的细胞保护效
应，并在高脂诱导ＡｐｏＥ－／－小鼠体内观察到其改善血清
和斑块ＮＬＲＰ３炎性小体活化的证据，Ｓｉｒｔ３如何通过
去乙酰化调节 ＮＬＲＰ３活化水平，ＤＨＭ的抗氧化能力
对Ｓｉｒｔ３基因修饰调控的影响尚需进一步研究。本研
究证明，ＤＨＭ防治动脉粥样硬化的健康效应与其抑制
ＮＬＲＰ３炎性小体活化有关，该抑制作用可能与 Ｓｉｒｔ３
表达有关。该研究对于进一步揭示 ＤＨＭ的抗动脉粥
样硬化作用机制具有重要意义，为从营养途径防治心

２７９ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



血管疾病提供膳食策略。下一步研究将重点围绕

ＤＨＭ的体外实验展开，进一步探讨 ＮＬＰＲ３炎性小体
活化在ＤＨＭ通过Ｓｉｒｔ３改善棕榈酸诱导的内皮细胞功
能障碍中的作用机制以及ＤＨＭ的抗炎抗氧化效应。
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