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SDF-1/CXCR4轴通过NF-κb信号通路调控炎症反应
减轻动脉粥样硬化的形成

周 明 1，汪家文 2，路艳林 2，彭 进 2，丁九阳 2，乐翠云 2，李芳琴 2，王 杰 2，刘玉波 2，夏 冰 2

（1.遵义医科大学法医学院，遵义 563000；2.贵州医科大学法医学院，贵阳 550000）

【摘 要】目的：确定基质细胞衍生因子-1/趋化因子受体 4（stromal cell-derived factor-1/C-X-C chemokine receptor 4，SDF-1/
CXCR4）信号轴如何在动脉粥样硬化中发挥作用，并探讨其相关的分子机制。方法：将 40只载脂蛋白E-/-小鼠分为 5组：对照

组（control group，CON）、高脂饲料组（high-fat diet，HFD）、空载病毒组（adeno-associated virus 9 enhanced green fluorescent pro⁃
tein，AAV9-eGFP）、病毒敲减组（adeno-associated virus 9-CXCR4-small interfering RNA，AAV9-CXCR4-siRNA）和吡咯烷二硫

代氨基甲酸酯（pyrrolidine dithiocarbamate，PDTC）组。CON组普通饲料喂养，其余 4 组高脂饲料喂养 16周。PDTC组从第五周

开始腹腔注射 60 mg/kg PDTC，2 次/周。12 周时，AAV9-CXCR4-siRNA 组和 AAV9-eGFP 组分别接受尾静脉注射 rAAV9-
CXCR4-RNAi和阴性对照病毒，HFD组注射等量生理盐水。使用共聚焦荧光显微镜测定增强型绿色荧光蛋白（enhanced green 
fluorescent protein，eGFP）的表达，采用苏木精-伊红染色（hematoxylin-eosin，HE）染色法显示动脉粥样硬化斑块的面积，免疫组

织化学（immunohistochemistry，IHC）染色和免疫印迹法（Western blot，WB）检测 CXCR4、核因子-κB p65（nuclear factor kappaB 
p65，NF-κB p65）、磷酸化核因子-κB p65（nuclear factor kappaB p-p65，NF-κB p-p65）、白细胞介素-1β（interleukin-1β，IL-1β）
和肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）。结果：HE 染色显示，与 CON 组相比，各组均出现动脉粥样硬化斑块，

AAV9-CXCR4-siRNA组的斑块小于AAV9-eGFP组。与HFD组相比，PDTC组的斑块更小。此外，与HFD组相比，PDTC组的

血清中 SDF-1、IL-1β和TNF-α水平较低；与AAV9-eGFP组相比，PDTC组的 SDF-1、IL-1β和TNF-α血清水平更低。IHC结果

显示，与 CON 组相比，CXCR4 和 SDF-1 在 HFD 组和 AAV9-eGFP 组中高表达。然而，AAV9-CXCR4-siRNA 组与 AAV9-eGFP
组相比，斑块区域的CXCR4（F=9.621，P=0.000）和 SDF-1（F=20.102，P=0.000）表达减少。此外，WB实验表明，与HFD组相比，

PDTC 组的 SDF-1（F=54.093，P=0.000）和 CXCR4（F=28.485，P=0.000）表达降低。与 AAV9-eGFP 组相比，AAV9-CXCR4-
siRNA组的 SDF-1和CXCR4表达量较低（F=9.621，P=0.000；F=20.102，P=0.000）。Pearson相关分析表明，CXCR4与NF-κb p65
（r=0.762，P=0.000）、NF-κb p-p65（r=0.795，P=0.000）、白细胞介素-1（interleukin-1，IL-1）（r=0.786，P=0.000）、TNF-α（r=0.844，
P=0.000）和 SDF-1（r=0.815，P=0.000）蛋白水平呈正相关。结论：抑制 SDF-1/CXCR4轴可通过NF-κb信号通路降低炎症反应，

从而减轻动脉粥样硬化的发生发展。
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SDF-1/CXCR4 axis regulates inflammatory responses to attenuate 
atherosclerosis via the NF-κb signaling pathway
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（1. Department of Forensic Medicine，Zunyi Medical University；2. Department of Forensic Medicine，
Guizhou Medical University）

【Abstract】Objective：To determine the role of stromal cell-derived factor-1/C-X-C chemokine receptor 4（SDF-1/CXCR4） signaling 
axis in atherosclerosis and to investigate its associated molecular mechanisms.Methods：Forty ApoE-/- mice were divided into five 

groups：control（CON） group，high-fat diet（HFD） group，empty vi⁃
rus（adeno-associated virus 9 enhanced green fluorescent protein，
AAV9-eGFP） group，virus knockdown（adeno-associated virus 9-
CXCR4-small interfering RNA，AAV9-CXCR4-siRNA） group，
and pyrrolidine dithiocarbamate（PDTC） group. The CON group was 
fed normal chow and the remaining four groups were fed high-fat 
chow for 16 weeks. The PDTC group received intraperitoneal injec⁃
tions of 60 mg/kg PDTC twice/week starting from the fifth week. At 
12 weeks，the AAV9-CXCR4-siRNA group and the AAV9-eGFP 
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group received tail-vein injection of rAAV9-CXCR4-RNAi and negative control viruses，respectively，while the HFD group was in⁃
jected with an equal amount of physiologic saline. The expression of enhanced green fluorescent protein（eGFP） was determined using 
confocal fluorescence microscopy. The area of atherosclerotic plaques was visualized by hematoxylin and eosin staining. Immunohisto⁃
chemical staining and Western blot were used to detect the expression of CXCR4，nuclear factor kappa B p65 （NF-κB p65），phos⁃
phorylated nuclear factor-κB p65（NF-κB p-p65），interleukin-1β（IL-1β），and tumor necrosis factor-α（TNF-α）. Results：Hema⁃
toxylin and eosin staining showed that atherosclerotic plaques were clearly present in all groups except the CON group，and plaques in 
the AAV9-CXCR4-siRNA group were significantly smaller than those in the AAV9-eGFP group. Plaques were significantly smaller in 
the PDTC group compared with the HFD group. In addition，the serum levels of SDF-1，IL-1β，and TNF-α were lower in the PDTC 
group compared with the HFD group. The serum levels of SDF-1，IL-1β，and TNF-α were lower in the PDTC group compared with the 
AAV9-eGFP group. Immunohistochemical staining showed that the expression levels of CXCR4 and SDF-1 were higher in the HFD 
and AAV9-eGFP groups than in the CON group. However，the expression levels of CXCR4（F=9.621，P=0.000） and SDF-1（F=
20.102，P=0.000） were significantly reduced in the plaque region in the AAV9-CXCR4-siRNA group compared with the AAV9-
eGFP group. In addition，Western blot showed that the expression levels of SDF-1（F=54.093，P=0.000） and CXCR4（F=28.485，P=
0.000） were significantly reduced in the PDTC group compared with the HFD group. SDF-1 and CXCR4 expression levels were signifi⁃
cantly lower in the AAV9-CXCR4-siRNA group compared with the AAV9-eGFP group（F=9.621，P=0.000；F=20.102，P=0.000）. 
Pearson correlation analysis showed that CXCR4 was positively correlated with the protein levels of NF-κb p65（r=0.762，P=0.000），

NF-κb p-p65（r=0.795，P=0.000），IL-1（r=0.786，P=0.000），TNF-α（r=0.844，P=0.000），and SDF-1（r=0.815，P=0.000）. Conclusion：
Inhibition of the SDF-1/CXCR4 axis reduces the inflammatory response through the NF-κb signaling pathway，thereby attenuating the 
development and progression of atherosclerosis.
【Key words】C-X-C motif chemokine ligand 12/C-X-C chemokine receptor 4 axis；atherosclerosis；NF-κb signaling pathway；inflam⁃
matory response

动脉粥样硬化是由动脉血管内皮损伤和低密
度脂蛋白滞留引起的一种慢性炎症性疾病。近年

来，动脉粥样硬化的诊断和治疗取得了重大进展。

然而，动脉粥样硬化在普通人群中仍然非常普遍。

例如，一项对未确诊为动脉粥样硬化的普通人群进

行的大型随机抽样动脉粥样硬化研究显示，无症状

冠状动脉粥样硬化非常普遍[1]。动脉粥样硬化与冠

心病和其他心血管疾病有关。此外，2019年与动脉

粥样硬化相关的死亡人数约为 1 860 万[2]。动脉粥

样硬化斑块突然破裂导致管腔闭塞和随后的心肌

缺氧缺血性损伤并不总是发生在严重狭窄病变

中[3-4]。因此，有必要探索无症状冠状动脉粥样硬化

背后的分子机制。

基质细胞衍生因子-1（stromal cell-derived fac⁃
tor-1，SDF-1）又称 C-X-C 趋化因子配体 12（C-X-
C motif chemokine ligand 12，CXCL12），是 C-X-C 趋

化因子受体4（C-X-C chemokine receptor 4，CXCR4）
的配体。SDF-1由位于人类染色体 10q上的基因编

码，含有 68个氨基酸残基。另一方面，CXCR4是一

种由 352个氨基酸组成的类视黄醇G蛋白偶联受体

（G protein-coupled receptor，GPCR），含有 1 个细胞
外 N端结构域、7个跨膜螺旋、3个细胞外环、3个细

胞内环和 1 个细胞内 C 端结构域[5]。SDF-1/CXCR4
轴介导涉及动脉粥样硬化的多种反应，包括炎症、

免疫和自噬。CXCR4 进展中的动脉粥样硬化斑块

的内皮中高度表达，尤其是在血管通透性增加和单

核细胞招募增加的增生内皮上[6]。募集的单核细胞

吞噬内皮下残留的脂质，形成泡沫细胞，并通过释

放 SDF-1促进动脉粥样硬化的发生[7]。先前的 1项

研究表明，缺乏 SDF-1的高脂血症小鼠动脉粥样硬

化病变面积缩小[8]。此外，在小鼠心肌细胞中过表

达CXCR4与梗死面积增大、心脏功能降低和炎症细

胞招募增加有关[9]。相反，使用AMD3100（Plerixafor 
或 Mozobil）抑制 CXCR4的活化可减少炎症介质[包
括白细胞介素-1β（interleukin-1β，IL-1β）]的表达，

并与炎症反应的减少有关[10]。然而，SDF-1/CXCR4
轴调节动脉粥样硬化的确切机制尚不清楚。

本研究通过给载脂蛋白E-/-小鼠喂食高脂饲料

建立了动脉粥样硬化模型。然后，使用腺相关病毒

9型（adeno-associated virus 9，AAV9）敲除目标基因

CXCR4，PDTC 用于抑制核因子 κb（nuclear factor 
kappa-B，NF-κb）信号通路。此外，还对小鼠的斑

块面积大小、NF-κb 信号蛋白[包括白细胞介素-1
（interleukin-1，IL-1）、肿瘤坏死因子-α（tumor necro⁃
sis factor-α，TNF-α）和SDF-1]的表达进行了评估。

1　材料与方法

1.1　实验动物和分组

采购 40 只 6 周龄雄性载脂蛋白 E 基因敲除（apolipopro⁃
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tein E-/-，ApoE-/-）小鼠（由北京维通利华实验动物技术有

限公司提供，生产合格证号：SCXK（京）2016-0006），适应性

饲养 1 周后分为 CON 组，HFD 组，AAV9-eGFP 组，AAV9-
CXCR4-siRNA 组，PDTC 组，每组 8 只。CON 组给予普通饲

料喂养，其余 4组高脂饲料（饲料配方：3%胆固醇，0.5％胆酸

钠，0.2％丙基硫氧嘧啶，5％白糖，10％猪油，81.3％基础饲

料）喂养；其中，PDTC组在高脂饲料喂养至第 5周时，进行腹

腔注射 PDTC 60 mg/kg，每周 2次[11]，HFD组注射等量生理盐

水。AAV9-eGFP组及 AAV9-CXCR4-siRNA 组在 12周时分

别注射 AAV9-eGFP 病毒与 AAV9-CXCR4-RNAi 病毒。所

有小鼠喂养至 16周后麻醉处死[12]，非抗凝采血管取血，高速

离心机 3 500 r/min离心 10 min，取上清液-80 ℃留存；取小鼠

主动脉，部分4%多聚甲醛固定，部分液氮保存。

1.2　荧光显微镜检测

小鼠主动脉冷冻切片在磷酸盐缓冲盐水（phosphate 
buffered saline，PBS）中洗涤 3 次，每次 5 min。 HFD 组和

AAV9-eGFP 组用 0.5% 滂胺天蓝处理，以掩盖组织自发荧

光。4',6-二脒基-2-苯基吲哚（4',6-diamidino-2-phenylin⁃
dole ，DAPI）染色后，用抗荧光猝灭密封剂密封切片，并在荧

光显微镜下观察。

1.3　ELISA实验

冰箱取出 SDF-1、IL-1β 及 TNF-α 试剂盒；酶标包被板

上设置标准品孔各加不同浓度的标准品 50 μL、空白孔（空

白对照孔不加样品及酶标试剂，其余各步操作相同）、待测样

品孔。在待测样品孔中先加样品稀释液 40 μL，然后再加待

测样品 10 μL（样品最终稀释度为 5倍）。每孔加入酶标试剂

100 μL，空白孔除外。用封板膜封板后置 37 ℃温育 60 min。
将 20 倍浓缩洗涤液用蒸馏水 20 倍稀释后备用。揭掉封板

膜，弃去液体，甩干，每孔加满洗涤液，静置 30 s后弃去，如此

重复5次。每孔先加入显色剂A 50 μL，再加入显色剂B 50 μL，
震荡混匀后 37 ℃避光显色 15 min。每孔加终止液 50 μL，终
止反应（此时蓝色立转黄色）。以空白孔调零，450 nm 波长

依序测量各孔的吸光度（absorbance，A 值）。测定应在加终

止液后15 min以内进行。

1.4　免疫组织化学染色

取常温保存的石蜡切片，60 ℃烤片，依次入缸脱蜡、水

合，PBS缓冲液漂洗后甩干，滴加内源性过氧化物酶阻断剂

后放入湿盒避光孵育；再次漂洗后 EDTA 进行抗原修复，山

羊血清封闭，甩干封闭液后直接滴加第一抗（SDF-1抗体浓

度：1∶600、CXCR4 抗体浓度：1∶400），滴加 PBS 缓冲液为阴

性对照，4 ℃冰箱孵育过夜；次日滴加酶标山羊抗小鼠/兔 IgG
聚合物，37 ℃恒温孵育 40 min，漂洗后滴加 DAB 显色，自来

水冲洗终止反应，苏木素复染后置于流水返蓝，逆梯度酒精

脱水后二甲苯透明，中性树胶封片。

1.5　蛋白印迹分析

将小鼠主动脉在研钵中碾碎，在蛋白溶液中裂解，然后

离心取上清液。用分光光度法测量每个样品中的蛋白质浓

度。加入 5×蛋白质样品上样缓冲液。然后用以下一抗在

4 ℃孵育过夜：微管蛋白兔多克隆抗体 1∶2 000、CXCR4兔单

克隆抗体 1∶2 000、SDF-1兔多克隆抗体 1∶2 000、NF-κb p65
兔多克隆抗体 1∶2 000、NF-kb p-p65兔多克隆抗体 1∶2 000、

IL-1β 兔多克隆抗体 1:2 000）。次日，洗膜后用辣根过氧化

物酶（HRP）山羊抗兔二抗（1∶5 000）在室温下孵育 1 h，使用

增强化学发光液显现蛋白条带。

1.6　统计学方法

所有数据均使用统计学软件 SPSS 22.0 进行统计分析，

并使用 GraphPad Prism 7.0 绘制图表，计量资料以均数±标

准差（x±s）表示，组间比较采用单因素方差分析，相关性检

验采用Pearson相关分析。检验水准α=0.05。

2　结 果

2.1　AAV病毒导入小鼠体内情况

通过共聚焦荧光显微镜观察 eGFP 在 AAV9-eGFP 组中

的表达。eGFP用于确定病毒是否成功导入并在小鼠中表达

（图1），结果显示，病毒已成功导入小鼠体内并获得表达。

2.2　敲减 CXCR4 与运用 PDTC 对小鼠斑块面积及对血清中

炎性因子的影响

HE染色结果显示，与CON组相比，其余 4组的动脉粥样

硬化斑块增大（F=20.987，P=0.000）（图 2A、B）。然而，与

AAV9-eGFP 组相比，AAV9-CXCR4-siRNA 组斑块减少（P=
0.000）。此外，与 HFD 组相比，PDTC 组斑块面积减少（P=
0.000）。对血清中炎性因子的影响方面，与 HFD 组相比，

PDTC 组的血清 SDF-1（F=7.129，P=0.000）、IL-1β（F=9.292，
P=0.000）和 TNF-α（F=11.872，P=0.000）水平均较低（图 2C、

E）。此外，与 AAV9-eGFP 组相比，AAV9-CXCR4-siRNA 组

血清中SDF-1、IL-1β和TNF-α水平均降低（P=0.000）。

2.3　动脉粥样硬化斑块内 CXCR4 及 SDF-1 蛋白表达的

变化

免疫组织化学染色分析显示，与 CON 组相比，HFD 和

AAV9-eGFP 组的动脉粥样硬化斑块中 SDF-1 和 CXCR4
蛋白高表达（图 3A）。然而，与 AAV9-eGFP 组相比，AAV9 
-CXCR4-siRNA 组 斑 块 中 CXCR4（F=9.621，P=0.000）和

SDF-1（F=20.102，P=0.000）蛋白低表达（图3B、C）。

2.4　小鼠主动脉内 SDF-1/CXCR4 轴蛋白及下游炎性蛋白

的表达变化

用吡咯烷二硫代氨基甲酸酯（PDTC）抑制 NF-κb信号。

PDTC组的 SDF-1水平显著低于HFD组（P<0.05）。此外，与

AAV9-eGFP组相比，AAV9-CXCR4-siRNA组的 SDF-1水平

降低（P<0.05）。与HFD组相比，PDTC组NF-κb信号通路下

游分子 IL-1、TNF-α 降低（P<0.05）。此外，与 AAV9-eGFP
组相比，AAV9-CXCR4-siRNA 组 IL-1、TNF-α 和其他炎症

图 1　eGFP 荧光蛋白在动脉粥样硬化斑块中的表达（IF：100×）
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介质水平显著降低（P<0.05）（图 4A，B）。这些发现表明，

PDTC 敲低 CXCR4和抑制 NF-κb信号通路可以有效降低炎

症介质的表达。Pearson相关分析显示，CXCR4与TNF-α（r=

0.786，P=0.000）、IL-1（r=0.762，P=0.000）、NF-κb P-p65（r=
0.795，P=0.000）、NF-κb p65（r=0.844，P=0.000）、SDF-1（r=
0.815，P=0.000）蛋白水平呈正相关（图5）。

注：a、b、c、d、e表示与其他4组比较，均P<0.05
图 2　敲除 CXCR4 和应用 PDTC 可减轻小鼠的病变面积和炎症反应。

                                             注：a、b、c、d、e表示与其他4组比较，均P<0.05
图 3　组间 SDF-1 和 CXCR4 的表达水平
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3　讨 论

本研究探讨了在敲除 CXCR4和抑制 NF-κb信

号传导后，SDF-1/CXCR4 轴对动脉粥样硬化的影

响。结果发现，在载脂蛋白 E-/-小鼠体内敲除

CXCR4并阻断NF-κb信号传导后，动脉粥样硬化斑

块显著减少，小鼠血清中的 SDF-1、IL-1β和TNF-α
水平也有所降低。此外，免疫组化分析发现动脉粥

样硬化斑块的 SDF-1和CXCR4表达减少，免疫印迹

技术显示，SDF-1、CXCR4和NF-κb信号蛋白（包括

p65、IL-1β 和 TNF-α）的表达均减少，且与 CXCR4
呈正相关。因此，这些研究结果表明，SDF-1/

CXCR4 轴可能通过 NF-κb 信号通路减轻动脉粥样

硬化。

趋化因子及其受体作为一类细胞分泌的“小细

胞因子”或信号蛋白，诱导附近反应细胞定向趋化

以及控制细胞定向迁移，参与动脉粥样硬化炎症的

静止、增殖、归巢和滞留过程[13]。SDF-1具有强大的

细胞趋化作用，通过与 CXCR4 或 CXCR7 结合来调

节细胞活性，这两种受体蛋白位于细胞膜上，导致

多种细胞内信号通路的激活调控炎性反应[14-15]。近

年来，研究人员对减少炎症反应以解决动脉粥样硬

化问题越来越感兴趣。卡拉单抗抗炎血栓形成结

果 研 究（Canakinumab Antiinflammatory Thrombosis 
Outcome Study，CANTOS）显示，白细胞介素-1β 抗

       注：a、b、c、d、e表示与其他4组比较，均P<0.05
图 4　小鼠主动脉组织中的蛋白质表达水平
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体可减轻动脉粥样硬化引起的心脏事件和死亡[16]。
此外，多项研究表明，SDF-1 可促进动脉粥样

硬化的进展[17-18]，并可作为动脉粥样硬化相关心血

管疾病的诊断和预后标志物[19]。先前的 1项研究显

示，与进展斑块的内皮区域相比，非斑块区域的

CXCR4 表达较低，尤其是在增生的内皮区域，血管

通透性增加，单核细胞招募增多，与本研究结果一

致。这些结果表明，SDF-1/CXCR4轴在动脉粥样硬

化中发挥着重要的调节功能。

NF-κb 是炎症基因的关键转录调节因子。它

能诱导多种参与炎症、组织损伤和免疫反应的基因

表达[20]。动脉粥样硬化的特点是动脉内膜增厚导致

管腔狭窄，从而引发心肌缺血和缺氧后的心血管事

件。抑制 NF-κb 信号通路可抑制内皮细胞的增

殖[21-23]。NF-κb 由 RelA（p65）、RelB、p50、p52 和 C-

rel 等五个不同的亚基二聚形成。在静息状态下，

NF-κb 与细胞质中的 IκB 结合，形成转录不活跃的

复合物[24]。然而，在炎症因子的刺激下，IκB激酶会

将 IκB 磷酸化，使其降解并泛素化。 IκB 降解后，

p50/p65 异源二聚体转运至细胞核。磷酸化的 p65
亚基会识别并结合到参与靶基因转录的特定 DNA
序列上[25-26]。吡咯烷二硫代氨基甲酸酯是一种NF-
κb 通路抑制剂，可减轻不同组织和器官的炎症反

应[27]。以往的研究表明，通过抑制 SDF-1/CXCR4/
NF-κB 信号通路，可以缓解关节炎、前列腺炎和小

胶质细胞炎症等炎症性疾病[28-30]。此外，研究还表

明，敲除 CXCR4 可通过抑制 MAPK 和 NF-κB 信号

通路的激活来抑制巨噬细胞中炎性细胞因子的表

达[31]。本研究表明，敲除 CXCR4后，SDF-1、p65、p-
p65、IL-1β 和 TNF-α 的表达均有所下降，这表明

图 5　小鼠主动脉组织中 NF-κb 信号蛋白与 IL-1、TNF-α、SDF-1 蛋白水平和 CXCR4 蛋白水平之间的相关性散点图
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SDF-1/CXCR轴在NF-κb信号通路中起着关键的调
节作用。

总之，抑制SDF-1/CXCR4轴可减轻动脉粥样硬
化。本研究的发现为动脉粥样硬化的潜在治疗靶
点提供了宝贵的见解。
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