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摘要：目的 通过基因沉默技术，研究热休克蛋白 27（HSP27）对雌激素介导的心血管保护作用的影响。方

法 人脐静脉内皮细胞（HUVEC）转染 HSP27 siRNA，免疫荧光法检测 siRNA转染效率，Western blot和逆转

录 -聚合酶链反应（RT-PCR）检测 HUVEC中 HSP27蛋白和 mRNA表达水平；1×10-7 mol/L雌二醇（E2）处

理转染 HSP27 siRNA的 HUVEC，24 h后采用硝酸还原酶法检测培养基中一氧化氮(NO)的含量，酶联免疫吸

附法（ELISA）检测细胞间黏附分子 -1（ICAM-1）、内皮素 -1（ET-1）的含量。结果 HSP27 siRNA 能降低

HSP27蛋白和 mRNA表达。1×10-7 mol/L E2可促进 HUVEC分泌 NO，同时降低 ICAM-1和 ET-1水平。转

染HSP27 siRNA后，E2介导内皮细胞分泌 NO和 ICAM-1受到抑制。但沉默 HSP27对 E2抑制内皮细胞分泌

ET-1无明显影响。结论 HSP27可能通过雌激素来影响内皮细胞分泌 NO和 ICAM-1，参与心血管的保护。

关键词： 雌激素；人脐静脉内皮细胞；热休克蛋白 27；小干扰 RNA；一氧化氮；内皮素 -1；细胞间黏附分

子 -1
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Influence of siRNA-mediated HSP27 knockdown on estrogen-
mediated cardiovascular protection鄢
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Abstract: Objective To investigate the influence of HSP27 on the cardiovascular protection of estrogen
by gene silencing technique. Methods HSP27 siRNA was transfected to human umbilical vein endothelial
cells (HUVECs). The transfection efficiency was assessed by immunofluorescence technique. The expressions of
HSP27 mRNA and protein in HUVECs were determined by RT-PCR and Western blot, respectively. HUVECs
transfected with HSP27 siRNA were incubated with 1伊10-7 mol/L estradiol (E2) for 24 hours. The level of ni原
tric oxide (NO) in medium was determined by nitrite/nitrate colorimetric method, and the levels of intercellular
adhesion molecule-1 (ICAM-1) and endothelin-1 (ET-1) in the supernatant were determined by ELISA.
Results HSP27 siRNA sequence significantly reduced the expression of HSP27 in protein and mRNA levels.
E2 at the level of 1伊10-7 mol/L could obviously promote the secretion of NO from HUVECs, and decrease the
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动脉粥样硬化是多种心血管疾病的发病基础，

其病变早期主要损伤血管内皮细胞。雌激素能调节

内皮细胞分泌血管活性物质，维持血管张力，还能通

过雌激素受体（estrogen receptor，ER）促进内皮细胞

增殖，调节内皮细胞功能，从而起到血管保护作用。

有研究发现热休克蛋白 27（heat shock protein 27，

HSP27）具有抗动脉粥样硬化的作用，动脉粥样硬化

斑块较正常血管壁组织分泌 HSP27 减少，提示

HSP27通过保护血管壁来对抗动脉粥样硬化的发

展 [1-2]。雌激素在雌激素受体的参与下，可诱导多种

细胞产生 HSP27[2-3]。本研究的前期细胞实验也证实

生理浓度（1×10-9～1×10-7 mol/L）的雌二醇（Estra-

diol，E2）能诱导人脐静脉内皮细胞（human umbilical

vein endothelial cells，HUVEC）中 HSP27表达上调，

其中以 1×10-7 mol/L E2作用最为明显 [4]。研究表

明，HSP27的血管壁保护作用与雌激素相关 [5]，那么

HSP27 的这种抗动脉粥样硬化作用是否是通过增

强雌激素的内皮保护作用实现的呢？本研究采用小

干扰 RNA（small interfering RNA，siRNA）技术阻断

HUVEC内 HSP27的表达，以一氧化氮 NO、内皮素 -

1（endothelin-1，ET-1）和细胞间黏附分子 -1（inter-

cellular adhesion molecule-1，ICAM-1）作为观察内

皮细胞功能的指标，观察 HSP27对雌激素诱导的

内皮保护作用的影响，以期从内皮细胞角度说明

HSP27在对抗动脉粥样硬化过程中与雌激素的相关

性，为进一步探讨雌激素保护心血管系统的机制提

供依据。

1 材料与方法

1.1 材料

HUVEC细胞株购于中国科学院上海细胞生物

学研究所，达尔伯克必需基本培养基（dulbecco's

minimum essential medium，DMEM）购于美国 Gibco

公司，胎牛血清购于杭州四季青生物研究所，雌二醇

购于美国 Sigma 公司，Lipofectamine 2000、HSP27

siRNA、Mock RNA购于美国 Invitrogen公司，兔抗人

HSP27抗体购于美国 Abzoom公司，HSP27、GAPDH

引物购于长沙艾杰生物技术有限公司，NO 检测试

剂盒购于南京建成生物工程研究所，人 ET-1酶联免

疫吸附法 （enzyme-linked immunosorbent assay，

ELISA）试剂盒购于武汉华美生物工程有限公司，人

ICAM-1 ELISA试剂盒购于武汉博士德生物工程有

限公司，其他相关试剂均为进口或国产分析纯。

1.2 细胞培养及分组

HUVEC贴壁生长于含 10%胎牛血清的 DMEM

双抗培养基中，将细胞静置在 37℃、5%二氧化碳

CO2培养箱中进行培养。每 2～3天更换培养基，使

用胰蛋白酶对生长融合的细胞进行消化传代，取对

数生长期的细胞用于实验。实验分为 5组：①对照

组：使用 DMEM培养基常规孵育；②MOCK组：转染

Mock RNA（对基因无 RNA干扰作用的双链 RNA）；③

E2组：加入 1×10-7 mol/L E2（E2用 DMEM溶解稀

释）处理细胞；④HSP27 siRNA组：细胞转染 HSP27

siRNA；⑤HSP27 siRNA+E2组：1×10-7 mol/L E2与

转染 HSP27 siRNA的细胞共同孵育。各组作用时间

为 24 h。

1.3 HSP27 siRNA的设计合成

经筛靶验证，确定后续干扰实验所用的 HSP27

siRNA模板如下：正向引物 5'-ACGGUCAAGACCAA

GGAUGdTdT-3'；反向引物 5'-CAUCCUUGGUCUUG

ACCGUdTdT-3'。对基因无 RNA 干扰作用的 Mock

RNA序列为：正向引物 5'-UUCUCCGAACGUGUCA

CGUdTdT-3'；反向引物 5'-ACGUGACACGUUCGGA

GAAdTdT-3'。以上 siRNA均由美国 Invitrogen公司

设计合成。

1.4 细胞转染

转染前 24 h消化细胞，将细胞传代于 6孔板，第

2 天按 Lipofectamine 2000 转染试剂说明书配制

RNA-Lipofectamine 2000混合液，按照浓度梯度加入

Cy3荧光标记的 siRNA，在室温下放置 15 min。吸去

6孔培养板中的培养基，用磷酸盐缓冲溶液（phos-

phate buffer saline，PBS）清洗 1 次，加入配制好的

转染混合液和培养基，再将细胞放入培养箱中培养。

24 h后弃去培养基，PBS洗涤，倒置荧光显微镜观察，

ICAM-1 and ET-1 levels. After transfection with HSP27 siRNA, E2-mediated secretion of NO and ICAM-1
by HUVECs was inhibited. However, the level of ET-1 had no significant change. Conclusions HSP27 may
influence the role of E2 on the secretion of NO and ICAM-1 in HUVECs, and protect the cardiovascular
system.

Keywords: estrogen; human umbilical vein endothelial cell; heat shock protein 27; small interfere RNA;
nitric oxide; endothelin-1; intercellular adhesion molecule-1
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表 1 PCR引物序列及反应条件

扩增长
度 /bp

退火温
度 /℃

576 59

496 58

组别 引物序列

HSP27 正向引物：5'-CCAGAGCAGAGTCAGCCAGCAT-3'

反向引物：5'- CGAAGGTGACTGGGATGGTGA-3'

GAPDH正向引物：5'-CAAGGTCATCCATGACAACTTTG-3'

反向引物：5'-GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG-3'

A 光学显微镜 B 荧光显微镜

图 1 荧光显微镜鉴定 siRNA转染效率 （×20）
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只有成功转染的细胞才能看到 Cy3红色荧光。

1.5 转染细胞鉴定

转染 48 h后提取细胞总蛋白和 RNA，分别用

Western blot 和逆转录 - 聚合酶链反应（reverse

transcription-polymerase chain reaction，RT-PCR）检

测 HSP27蛋白和 mRNA的表达。

1.5.1 Western blot 检测细胞内 HSP27 蛋白表达

收集并裂解上述培养 24 h HUVEC，提取蛋白并测定

浓度[用二喹啉甲酸法定量蛋白]。以等量蛋白上样

进行 12%十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺电泳。电泳

结束后转移至聚偏二氟乙烯膜，5%脱脂牛奶 4℃封

闭过夜，按抗体说明书稀释后加入兔抗人 HSP27一

抗，4℃孵育过夜，加入辣根过氧化物酶标记的羊抗

兔 IgG二抗（1︰5 000稀释），4℃孵育 2 h，三羟甲基

氨基甲烷缓冲盐溶液洗涤后显色，胶片曝光，Lab

Works 3.0软件分析结果，以标准浓度的β-actin作

内参照。

1.5.2 RT-PCR 检测细胞内 HSP27 mRNA 水平

细胞总 RNA 按 Trizol 试剂盒说明书提取。取总

RNA 2μg，逆转录试剂盒逆转录合成 cDNA，再取逆

转录产物 1.0μl 进行 HSP27 和 GAPDH 的 PCR 循

环，引物序列见表 1。PCR 循环条件为：94℃预变

性 5 min，95℃变性 30 s，65℃退火 30 s，72℃延伸 40 s，

共 35个循环，72℃继续延伸 10 min。反应完成后，在

1.2%的琼脂糖凝胶中电泳，UVP型凝胶图像分析系

统对电泳条带进行积分吸光度测定和分析。

1.6 硝酸还原酶法检测 NO水平

将细胞接种于 6孔培养板，每孔 2 ml，细胞贴壁

后弃去旧培养液，用 PBS 冲洗 3 遍，加入新鲜无血

清培养液和各种处理因素继续培养，相应时间后收

集细胞培养液，离心取上清液，硝酸还原酶法检测

NO水平，按照 NO检测试剂盒说明书操作，分光光

度计于 550 nm处检测。

1.7 ELISA法检测 ICAM-1及 ET-1水平

细胞处理完后，收集培养液，采用 ELISA 法检

测 ICAM-1及 ET-1含量，具体步骤参照 ELISA检测

试剂盒说明书，每个样本复 3孔，待反应结束后，酶

标仪 450 nm处测吸光度值，重复测 3次，取平均值

进行统计学分析。

1.8 统计学方法

采用 SPSS 22.0统计软件进行数据分析，计量资

料以均数±标准差（x±s）表示，多组间比较用方差

分析及 SNK- 检验， <0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 细胞转染鉴定

HUVEC转染 24 h后，用荧光倒置显微镜鉴定

转染效率。结果显示，内皮细胞在荧光显微镜下呈

现红色荧光，表明大部分细胞已成功转染siRNA。

见图1。

2.2 HUVEC中 HSP27 mRNA及蛋白表达

空白对照、Mock RNA转染和 HSP27 siRNA转

染 3个实验组培养 48 h后，分别采用 RT-PCR法和

Western blot法检测 HSP27 mRNA和蛋白的表达水

平，进一步检测转染效率。HSP27 mRNA水平比较

发现， HSP27 siRNA 转染能降低内皮细胞中

HSP27 mRNA 表达水平（见图 2）。RNA 干扰对

HSP27蛋白的影响与 HSP27 mRNA表达的改变相

似（见图 3）。

2.3 HSP27 siRNA对雌激素介导的 HUVEC分泌

NO、ET-1和 ICAM-1的影响

采用硝酸还原酶法和 ELISA法检测 HUVEC分

泌 NO、ET-1和 ICAM-1的水平。1×10-7 mol/L E2

可明显促进内皮细胞分泌 NO（与对照组比较， =

0.006），同时降低 ICAM-1 和 ET-1水平（与对照组

比较， =0.000和 0.023）。HSP27 siRNA+E2组与对

照组培养基中 NO含量比较，差异无统计学意义（ =

0.447），但与 E2组比较 NO分泌明显减少（ =0.000），

说明沉默 HSP27可抑制 E2对内皮细胞分泌 NO的

调节作用。HSP27 siRNA+E2组与 HSP27 siRNA 组

的 NO水平比较差异无统计学意义（ =0.189），也提
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覮与对照组比较， =0.000

图 2 HUVEC中 HSP27 mRNA表达

对照组 MOCK组 HSP27 siRNA组Marker

500 bp

500 bp
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覮与对照组比较， =0.000

图 3 HUVEC中 HSP27蛋白表达水平

HSP27

β-actin

对照组 MOCK组 HSP27 siRNA组

对照组 MOCK组 HSP27 siRNA组
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表 2 siRNA沉默 HSP27基因对 E2诱导 HUVEC分泌

NO、ICAM-1、ET-1的影响 （ =8，x±s）

组别 NO/
（μmol/L）

ICAM-1/
（pg/ml）

ET-1/
（pg/ml）

对照组 71.6±8.2 1 021.9±114.5 448.5±45.2

MOCK组 79.7±9.1 968.9±89.5 422.0±65.6

E2组 98.8±9.8 677.4±72.7 333.2±51.1

HSP27 siRNA组 58.3±8.0 901.6±78.0 425.6±59.8

HSP27 siRNA+E2组 67.0±7.6 803.4±81.8 357.5±54.2

值 22.341 16.814 5.498

值 0.000 0.000 0.002

示 E2对内皮细胞分泌 NO的调节作用与 HSP27有

关。值得注意的是单独沉默 HSP27，内皮细胞分泌

NO相对对照组明显减少（ =0.003），说明 HSP27对

内皮细胞分泌 NO可能有直接作用。见表 2。

HSP27 siRNA+E2组内皮细胞分泌 ICAM-1水

平相对对照组明显降低（ =0.024），与 E2组比较却

显著升高（ =0.010），与 HSP27 siRNA组比较差异

无统计学意义（ =0.052），提示 HSP27 siRNA可明

显干扰 E2 介导内皮细胞分泌 ICAM-1。另外，

HSP27 siRNA组与对照组比较 ICAM-1水平差异无

统计学意义（ =0.118），提示 HSP27 siRNA对内皮

细胞分泌 ICAM-1没有直接影响。

HSP27 siRNA+E2组内皮细胞分泌 ET-1较对

照组明显降低（ =0.028），与 E2组比较差异无统计

学意义（ =0.056），说明沉默 HSP27对 E2抑制内皮

细胞分泌 ET-1无明显影响。

3 讨论

近年来，心脑血管疾病一直高居威胁人类健康

的疾病榜首，维持血管内皮细胞的完整性和防止内

皮功能障碍是阻碍心血管疾病发生发展的重要环

节。NO、ET-1和 ICAM-1都由内皮细胞合成、分泌。

其中 NO、ET-1作用于血管平滑肌细胞，调节平滑肌

细胞增殖和血管活性。ICAM-1则可调节细胞间的

黏附作用。此外，NO、ET-1和 ICAM-1都属于炎症介

质，NO和 ET-1分泌失衡，ICAM-1表达增多，可导致

内皮细胞损伤，促进动脉粥样硬化发生、发展。雌激

素可抑制内皮细胞表达 ICAM-1，以及单核细胞趋化

蛋白，减少单核细胞的黏附和迁移，同时还能通过激

活 PI3K/Akt途径来调节 NO、前列腺素 I2和 ET-1的

表达[6]，调节血管活性，起到血管保护作用，是一种冠

状动脉粥样硬化性心脏病的保护因素。然而，随机临

床试验，如妇女健康研究和心脏与雌激素 /黄体酮

替代治疗研究显示，激素替代疗法对血管益处少，绝

经后激素治疗甚至导致乳腺和子宫的不良事件 [7-8]。

尽管如此，最近仍有临床试验支持卵巢类固醇激素

在血管系统中的有利影响的观点[9]。这可能与雌激素

开始替代治疗的时间[10]、剂量以及给药途径[11]有关。

激素替代疗法的不稳定性使人们开始将雌激素防治

心血管疾病作用的研究转向新的方向。

HSP27是一种重要的分子伴侣，具有抗炎、抗氧

化应激以及抑制细胞凋亡等作用。有研究表明，

HSP27 能保护血管壁，动脉粥样硬化患者血清

HSP27水平较正常人低[1-2]，增加血清 HSP27水平既

HSP27

GAPDH

4· ·

PDF      pdfFactory Pro        www.fineprint.cn

http://www.fineprint.cn


能减少新动脉粥样硬化病变的形成，又可增强斑块

的稳定性[12]。HSP27 siRNA能明显抑制纤溶酶诱导

的血管平滑肌细胞凋亡。有动物实验指出，动脉粥样

硬化早期过表达 HSP27可明显减小病变区域，但只

发生在雌性鼠，性别比较差异有统计学意义 [13]。然

而，慢性动脉粥样硬化持续过表达 HSP27，可明显减

少胆固醇蓄积，从而减少泡沫细胞数量，使病变区域

缩小[14]，并且与性别无关[15]。这说明 HSP27可能对慢

性动脉损伤有潜在的保护作用，性别比较差异无统

计学意义。此外，HSP27还可减少纤溶酶诱导的血

管平滑肌细胞凋亡，有利于防治不稳定斑块破裂[16]。

有研究表明，HSP27 重组体（recombinant HSP27，

rHSP27）能降低血清胆固醇 [17] 和清道夫受体 -A

（scavenger receptor-A，SR-A）[18]水平，使泡沫细胞形

成减少，提示 rHSP27可作为治疗动脉粥样硬化的新

靶点。SEIBERT等[12]也认为 HSP27是动脉粥样硬化

的生物学标志和治疗靶点。

雌激素可诱导多种细胞表达 HSP27，其相互作

用与 ER有关[2-3]。其中作用于血管壁的主要是 ERβ，

ERβ激活可上调 HSP27表达，并促进雌激素的血管

保护作用，同时对女性生殖系统没有影响[19]。雌激素

可诱导 HSP27短暂磷酸化[20]。磷酸化的 HSP27可通

过稳定内皮细胞和平滑肌细胞肌动蛋白细胞骨架来

防止血管病变[21]。而动脉粥样硬化的危险因素———

低密度脂蛋白可使血管平滑肌细胞中 HSP27去磷酸

化[22]。雌激素还可促进巨噬细胞分泌释放 HSP27[5，15]，

并通过与 SR-A 的相互作用抑制胆固醇的摄取 [23]。

有动物实验证实 HSP27的动脉保护作用与雌激素

有关[5]。本实验研究 siRNA阻断 HSP27基因表达对

E2介导的内皮保护作用的影响，结果显示，E2可促

进HUVEC分泌NO，同时降低 ICAM-1和 ET-1水平，

这与国内外的一些研究一致。HUVEC转染 HSP27

siRNA后，E2明显抑制内皮细胞分泌 NO和 ICAM-1。

但沉默 HSP27基因后内皮细胞分泌 ET-1水平没有

明显改变。由此推测 HSP27可能通过雌激素来调节

内皮细胞分泌 NO和 ICAM-1，参与心血管的保护，从

而对抗动脉粥样硬化的发生、发展。至于HSP27是

否参与雌激素对其他心血管的保护，以及 HSP27与

雌激素之间的具体作用机制，仍需要进一步的研究。
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