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摘  要摘  要：本研究旨在探讨微管相关肿瘤抑制因子1 (microtubule associated tumor suppressor 1, MTUS1)对血红素诱导的血管内皮

细胞凋亡的影响，并探讨其对血红素加氧酶1 (hemeoxygenase 1, HMOX1)表达的影响及具体机制。采用RNA 测序、RT-qPCR
和Western blot分析MTUS1敲低后人脐静脉内皮细胞(human umbilical vein endothelial cells, HUVEC)中血红素结合相关蛋白、

cAMP反应元件结合蛋白(cAMP response element-binding protein, CREB)和核呼吸因子2 (nuclear respiratory factor 2, NRF2)表达

的变化，及MTUS1敲低对血红素诱导的HMOX1表达变化，CREB和NRF2过表达对MTUS1敲低介导的293T细胞中HMOX1表
达变化的影响；CCK8及Western blot检测MTUS1或者HMOX1敲低对血红素诱导的HUVEC凋亡和存活的影响，NRF2过表达

对MTUS1敲低介导的血红素诱导的293T细胞存活的影响。结果显示：小分子干扰RNA有效敲低HUVEC中MTUS1表达(P < 
0.01)，HUVEC中MTUS1敲低后，血红素结合相关蛋白中HMOX1下调显著(P < 0.01)；MTUS1敲低能够抑制血红素诱导的

HUVEC中HMOX1上调(P < 0.01)，并能促进血红素诱导的HUVEC凋亡；HMOX1敲低能促进血红素诱导的HUVEC凋亡(P < 
0.01)；MTUS1敲低能抑制HUVEC中CREB和NRF2表达，NRF2过表达能部分逆转MTUS1敲低引起的293T细胞中HMOX1下
调，并能部分逆转MTUS1敲低加剧的血红素诱导的293T细胞凋亡效应，但是CREB过表达不能。上述结果提示MTUS1部分

通过NRF2上调HUVEC中HMOX1表达，从而抑制血红素诱导的血管内皮细胞凋亡。
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Abstract: This study aimed to investigate the effects of microtubule associated tumor suppressor 1 (MTUS1) on hemeoxygenase 1 
(HMOX1) expression and hemin-induced apoptosis of vascular endothelial cells and its regulatory mechanism. RNA sequencing, RT-qPCR 
and Western blot were used to assess altered genes of hemin binding proteins, the expression of cAMP response element-binding protein 
(CREB) and nuclear respiratory factor 2 (NRF2), hemin-induced HMOX1 expression in MTUS1 knockdown human umbilical vein 
endothelial cells (HUVEC), and the effect of overexpression of CREB and NRF2 on HMOX1 expression in MTUS1 knockdown 293T 
cells. The effect of MTUS1 or HMOX1 knockdown on hemin-induced apoptosis in HUVEC, and the overexpression of NRF2 on 
hemin-induced apoptosis in MTUS1 knockdown 293T cells were assayed with CCK8 and Western blot. The results showed that 
MTUS1 was knocked down significantly in HUVEC by siRNA (P < 0.01), accompanied by decreased HMOX1 expression (P < 
0.01). The increased HMOX1 expression induced by hemin was also inhibited by MTUS1 knockdown (P < 0.01). And the apoptosis 
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of HUVEC induced by hemin was amplified by MTUS1 or HMOX1 knockdown (P < 0.01). Moreover the expression of CREB and 
NRF2 were both inhibited by MTUS1 knockdown in HUVEC (P < 0.01). The decreased HMOX1 regulated by MTUS1 knockdown 
could be rescued partly by overexpression of NRF2 (P < 0.01), however, not by overexpression of CREB. And the MTUS1 knock-
down mediated decreased 293T cells viability induced by hemin could be partly rescued by NRF2 overexpression (P < 0.01). These 
results suggest that MTUS1 can inhibit hemin-induced apoptosis of HUVEC, and the mechanism maybe related to MTUS1/NRF2/
HMOX1 pathway.

Key words: hemin; hemeoxygenase 1; human umbilical vein endothelial cell; apoptosis; nuclear respiratory factor 2

血管内皮细胞位于血流与血管平滑肌之间，是

介于血液与血管壁组织之间的天然屏障。血管内皮

损伤是多种心脑血管类疾病的始发因素，血管内皮

细胞凋亡是内皮损伤的重要环节，与动脉粥样硬化、

高血压等心血管疾病的发生和发展密切相关，因此

关于血管内皮细胞凋亡的研究越来越受到关注。

多种因素可激活相同或不同的信号转导通路，

诱导血管内皮细胞凋亡。有报道称血红素可增强

缺氧 / 葡萄糖剥夺等因素诱导的脑微血管内皮细胞

凋亡，加剧脑缺血造成的脑损伤 [1]。虽然血红素

作为血红蛋白的辅基，生理功能主要是辅助供氧，

但在脑缺血等病理情况下，红细胞裂解，大量游

离血红素可引起炎症介质释放、氧自由基产生，

造成严重的血管内皮损伤。血红素加氧酶 1 (heme-
oxygenase 1, HMOX1) 是血红素代谢途径中的限速

酶之一，可清除有害的游离血红素。近年来的研究

证实，HMOX1 在颈动脉粥样硬化、冠心病、脑血

管损伤等心脑血管疾病中具有保护作用 [2]，提示我

们探讨靶向调节血管内皮细胞中 HMOX1 的具体机

制对于心脑血管疾病的防治有着重要意义。

微管相关肿瘤抑制因子 1 (microtubule associated 
tumor suppressor 1, MTUS1)，也叫血管紧张素 II 2
型受体相互作用蛋白 (angiotensin II receptor subtype 
2-interacting protein, ATIP)，最初被发现其 C 端可

与血管紧张素 II 2 型受体 (angiotensin II receptor subtype 
2, AT2) 结合而命名 [3]。研究初期，人们认为 MTUS1
是一个肿瘤抑制因子，其在膀胱癌、前列腺癌、结

肠癌、胰腺癌及卵巢癌等许多肿瘤组织中表达下

降 [4]。后来，Shinoda 等研究发现 MTUS1 是白色脂

肪细胞分化和体热调节功能所必需的 [5]。近期研究

发现 MTUS1 在心血管疾病中也发挥重要作用，其

在心血管系统发育的过程中高表达 [6]。既往我们的

研究发现 MTUS1 敲低可以抑制血管内皮细胞的管

腔形成及迁移，并增加活性氧的产生 [7]。MTUS1
与 HMOX1 的关系目前尚未可知，结合前期报道的

HMOX1 在保护血管内皮细损伤及清除过量血红素

中的重要作用 [8]，本研究拟观察 MTUS1 对血红素

诱导的血管内皮细胞凋亡的影响，并探讨其对

HMOX1 表达的影响及具体机制，以探讨 MTUS1/
HMOX1 系统对血管内皮细胞的保护作用，为心血

管相关疾病的防治提供新思路。

1    材料和方法材料和方法

1.1    主要试剂主要试剂　　血红素购自 Sigma ；纤维连接蛋

白 (fibronectin, FN) 购自 ScienCell，DMEM、双抗 ( 青
霉素和链霉素 ) 和 0.25% 胰蛋白酶购自 Gibco ；抗

cAMP 反应元件结合蛋白 (cAMP response element-
binding protein, CREB) (#9197, 1:1000)、Flag (#14793，
1:1 000) 和 Caspase 3 (#9662, 1:1 000) 抗体购自 Cell 
Signaling Technology ；抗 MTUS1 (13436-1-AP, 1:1 000)、
HMOX1 (10701-1-AP, 1:1 000)、β-actin (66009-1-Ig, 
1:2 000) 抗体购自 Proteintech ；HRP 标记的抗小鼠

(#7076，1:2 000) 和抗兔 (#7074，1:2 000) 的二抗购

自 Cell Signaling Technology。
1.2    细胞培养细胞培养　　人脐静脉内皮细胞 (human umbilical 
vein endothelial cells, HUVEC) 及配套的含 5% 胎牛

血清、1% 双抗、1% 生长因子补充物的内皮细胞培

养液均购自 ScienCell。HUVEC 需种在提前包被了

FN 的培养皿里。293T 细胞株购自上海中乔生物。

细胞常规复苏后，于含 10% 胎牛血清、1% 双抗、

89% DMEM培养液中培养。细胞均培养在 37 ℃，5% 
CO2 的培养箱中，每 1~2 天更换培养液，待细胞长

至铺满皿底90%时，用0.25%胰蛋白酶进行消化传代。

1.3    小干扰小干扰 RNA (siRNA) 转染转染　　合成针对靶基因

MTUS1、HMOX1 的特异的 siRNA (siMTUS1, siHMOX1) 
( 上海吉玛生物技术有限公司 )，设阴性对照 siRNA 
(siNC)，siRNA 片段序列见表 1。siRNA 用 Lipo-
fectamine ( 购自 Invitrogen) 按照说明书进行转染细

胞。48 h 后以 qRT-PCR 和蛋白免疫印迹方法确认

基因表达水平。
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1.4    RT-qPCR 检测检测 mRNA 水平水平　　RNAiso PLUS 
( 购自 TaKaRa) 法提取 RNA，取 1 μg 总 RNA，用

PrimeScript RT-PCR Kit ( 购 自 TaKaRa) 反 转 录 成

cDNA，用 SYBR Premix ExTaq Kit (TaKaRa) 进行

荧光实时定量 PCR (qPCR)，检测靶基因 mRNA 表

达，扩增条件为：95 ℃ 3 min ；95 ℃ 10 s，60 ℃ 
30 s，40 个循环。以 18S rRNA 为内参测定靶基因

的相对表达量。引物序列见表 2。
1.5    Western blot 检测蛋白水平检测蛋白水平　　含蛋白酶和磷

酸蛋白酶抑制剂混合物 ( 购自 Cell Signaling Tech-
nology) 的 RIPA (Pierce) 收集细胞总蛋白，蛋白样

品经 SDS-PAGE 电泳分离，转膜。用含 5% 牛血清

白蛋白 (BSA，购自 BBI) 的 0.1% TBST 封闭液封闭

1 h，一抗 4 ℃ 孵育过夜，0.1% TBST 洗膜 3 次后

加入相应的二抗，室温孵育 1 h ；0.1% TBST 洗

膜 3 次后 ECL 化学发光法显色 (Bio-Rad)。
1.6    质粒构建和转染质粒构建和转染　　设计引物，以 293T 细胞

株的 DNA 为模板，PCR 扩增 CREB 和带 Flag 标签

的核呼吸因子 2 (nuclear respiratory factor 2, NRF2) 
cDNA 片段，利用琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒 ( 购
自 TaKaRa) 对 PCR 产物进行回收。通过 In Fusion 
Dry-Down PCR Cloning Kit ( 购自 TaKaRa) 连接到

KpnⅠ 酶切后的 pcDNA3.1 载体 ( 购自 Promega) 上。

质粒转化涂板，鉴定后选取阳性克隆在含氨苄青霉

素的 LB 培养基中扩增。质粒扩增后用质粒中抽试

剂盒 ( 购自 Qiagen) 纯化和提取。质粒用 Lipofect-
amine 3000 ( 购自 Invitrogen) 转染到 293T 细胞中。

1.7    CCK8 检测细胞增殖检测细胞增殖　　CCK8 试剂盒购自

Dojindo。将细胞制成 1 × 104 的细胞悬液，接种于

48 孔板中，细胞经相应处理后，加入 CCK8 溶液 ( 每
孔 20 μL)，继续在 37 ℃，5% CO2 的培养箱中培养

1 h。然后在酶联免疫检测仪器中检测 OD450 nm。

1.8    RNA测序和差异基因分析测序和差异基因分析　　HUVEC经 siMTUS1
敲低 48 h 后，使用 RNAiso PLUS (TaKaRa) 按照说

明书提取细胞总 RNA。每个样品取 3 μg 总 RNA 构

建转录组测序文库，文库测序由上海欧易生物科技

有限公司完成。对测序后的数据进行过滤和归一化

处理后，运用基于超几何分布的 R 分析对照组和

MTUS1 敲低组基因的差异表达。差异表达基因筛

选标准如下 ：P < 0.05，增加倍数 > 2 或者下降倍

数 < 0.5。以“hemin binding”为关键词进行功能聚

类分析。

1.9    统计学处理统计学处理　　采用 GraphPad Prism 9 软件进

行数据统计分析。计量资料以 mean ± SEM 表示。

两组数据差异的比较采用两独立样本 t 检验；多组

间比较采用单因素方差分析。以 P < 0.05 为差异有

显著统计学意义，P < 0.01 为差异有极其显著统计

学意义。

表1. siRNA序列

Table 1. The sequences of siRNA
Name	 Sense (5′→3′)	 Anti-sense (5′→3′)
siNC UUCUCCGAACGUGUCACGUTT	 ACGUGACACGUUCGGAGAATT
siMTUS1 GGAGUUAGAAAGCCUGAAATT	 UUUCAGGCUUUCUAACUCCTT
siHMOX1	 CUGUCUACUUCCCAGAAGATT	 UCUUCUGGGAAGUAGACAGTT
siNC: negative control siRNA; siMTUS1: MTUS1 siRNA; siHMOX1: HMOX1 siRNA.

表2. RT-qPCR引物序列

Table 2. The sequences of the primers for RT-qPCR
Name	 Forward (5′→3′)	 Reverse (5′→3′)
MTUS1	 TGCTTCGAAACCTTCGACTT	 TGTCAATGCCTCAAACTTGG
HMOX-1	 AGTCTTCGCCCCTGTCTACT	 GCTGGTGTGTAGGGGATGAC
CREB	 ATTCACAGGAGTCAGTGGATAT	 CACCGTTACAGTGGTGATCC
NRF2	 CCAAAACCACCCTGAAAGCA	 CCAGGGGCACTATCTAGCTC　
18S rRNA	 GTAACCCGTTGAACCCCATT	 CCATCCAATCGGTAGTAGCG
CREB plasmid	 GCCGTCGACGTCTAGAATGACC-   	 CTTCGAATCCGCTAGCATCTGATTTGTGGCAGTAAA 	
	 ATGGAATCTGGAGC	
NRF2 plasmid	 GTGGATCCGAGCTCGGTACCATG-	 GTTCTAGAAAGCTTGGTACCGATTACTTGTCATCG-
	 ATGGACTTGGAGCTGCCG	 TCATCCTTGTAATCGTTTTTCTTAACATCTGGCTTC
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2    结果结果

2.1    敲低敲低MTUS1基因后基因后HUVEC中中HMOX1表达下调表达下调

在HUVEC中转染 siMTUS1后，RT-PCR及Western 
blot 验证 MTUS1 的 mRNA 和蛋白水平显著下降

(P < 0.01，图 1A、B)。将 MTUS1 敲低 48 h 后的

HUVEC 进行 RNA 测序，在检测到的目的基因中以

“hemin binding”为关键词聚类分析出 26 个差异表

达基因，与对照组相比，敲低组中 HMOX1、HCCS、
NOS3、SDHC 等 15 个基因有显著差异性，其中以

HMOX1 下调最明显 (P < 0.01，见图 1C)。RT-PCR
及 Western blot 进一步验证了 MTUS1 敲低显著下

调 HUVEC 中 HMOX1 表达 (P < 0.01，图 1D、E)。
2.2    敲低敲低MTUS1增强血红素诱导的增强血红素诱导的HUVEC凋亡凋亡

RT-PCR 结果显示血红素可显著诱导 HUVEC

中 HMOX1 表达，而敲低 MTUS1 可显著抑制这一

诱导效应 (P < 0.01，图 2A)。我们进一步运用 CCK8
实验发现血红素可显著抑制 HUVEC 的存活，而敲

低 MTUS1 可进一步增强这一效应 (P < 0.01，图

2B)。Western blot 结果显示血红素可诱导 HUVEC
中 cleaved-caspase 3 表达，诱导凋亡，而敲低 MTUS1
可进一步增强血红素诱导的内皮细胞凋亡 (P < 0.01，
图 2E)。在 HUVEC 中转染 siHMOX1 后，Western 
blot 验证 HMOX1 的蛋白水平显著下降 (P < 0.01，
图 2C)。而 HMOX1 敲低也可进一步增强血红素抑

制 HUVEC 存活的效应 (P < 0.01，图 2D)。
2.3     NRF2过表达部分逆转过表达部分逆转MTUS1敲低后下调敲低后下调

HMOX1表达的效应表达的效应

RT-PCR 结果显示敲低 HUVEC 中 MTUS1 后，

图   1. 敲低MUS1基因下调HUVEC中HMOX1表达

Fig. 1. The expression of HMOX1 was reduced in MTUS1 knock down HUVEC. Cells were treated with the MTUS1 siRNA (siM-
TUS1) and negative siRNA (siNC) for 48 h. mRNA and protein expression of MTUS1 were determined by RT-PCR (A) and Western 
blot (Left: representative bands, Right: statistical graph of the relative band intensity) (B), respectively. RNA-sequencing was carried 
out to characterize the differentially expressed genes in siMTUS1 and siNC treated HUVEC and GO analyses was shown (C). mRNA 
and protein expression of HMOX1 were determined by RT-PCR (D) and Western blot (Left: representative bands, Right: statistical 
graph of the relative band intensity) (E), respectively, in siMTUS1 and siNC treated HUVEC. Mean ± SEM, n = 3. **P < 0.01.
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图   2. 敲低MTUS1基因抑制血红素诱导的HMOX1表达并增强其诱导的HUVEC凋亡

Fig. 2. The expression of HMOX1 induced by hemin was inhibited, but the apoptosis of HUVEC was exacerbated by MTUS1 knock 
down. HUVEC were treated with MTUS1 siRNA (siMTUS1) and negative siRNA (siNC) for 24 h, and then with hemin (30 μmol/L) 
for another 24 h. The mRNA expression of HMOX1 was measured by RT-PCR (A). CCK8 assay was used to detect the cell number 
relative to control (B). The protein levels of cleaved-caspase 3 were examined by Western blot (Left: representative bands, Right: 
statistical graph of the relative band intensity) (E). Cells were treated with HMOX1 siRNA (siHMOX1) and siNC for 48 h, and the 
protein expression of HMOX1 was determined by Western blot (Left: representative bands, Right: statistical graph of the relative band 
intensity) (C). HUVEC were treated with siHMOX1 and siNC for 24 h, and then with hemin (30 μmol/L) for another 24 h. CCK8 assay 
was used to detect the cell number relative to control (D). Mean ± SEM, n = 3. **P < 0.01.

CREB (P < 0.01) 和 NRF2 (P < 0.05) 的 mRNA 表达

均显著下调 ( 图 3A)。Western blot 结果显示，在 293T
细胞中过表达 CREB 后，不能逆转 MTUS1 敲低引

起的 HMOX1 表达下调 ( 图 3B)。但是 Western blot
结果显示，在 293T 细胞中过表达 NRF2 后能部分

逆转 MTUS1 敲低引起的 HMOX1 表达下调 (P < 
0.01，图 3C)。同时，CCK8 结果显示 MTUS1 敲低

加剧的血红素诱导细胞凋亡效应能被过表达 NRF2
部分逆转 (P < 0.01，图 3D)。

3    讨论讨论

本研究初步探索 MTUS1 在血红素诱导的 HUVEC
凋亡中的作用，结果显示，MTUS1 和 HMOX1 敲

低均可加剧血红素诱导的血管内皮细胞凋亡；下调

MTUS1 可抑制血管内皮细胞中 HMOX1、CREB 和

NRF2 的表达；过表达 NRF2 可部分逆转 MTUS1
敲低对 293T 细胞中 HMOX1 表达的影响，并能部

分逆转 MTUS1 敲低加剧血红素诱导的细胞凋亡过

程，而过表达 CREB 则无此效应。这些结果提示

MTUS1 可能通过影响 HMOX1 的表达参与血红素

诱导的血管内皮细胞凋亡过程，而 NRF2 介导了血

管内皮细胞中 MTUS1 对 HMOX1 表达的调节过程。

在正常生理状态下，血红素与原卟啉或其他分

子结合，具有载氧、贮氧、促进氧化还原、进行电

子传递、毒物降解等重要生物学功能。然而在病理

状况下，血红素脱离血红蛋白成为游离血红素时，

不仅失去了生物学功能，还会对细胞及机体产生损

伤。游离血红素通过促进白细胞活化和迁移，诱导

多种黏附分子、细胞因子和急性期蛋白表达，促进

炎症反应发生。血红素可增加结肠癌细胞和线粒体

中活性氧的产生，从而诱导细胞氧化损伤和线粒体

功能障碍，诱导结肠癌和正常结肠上皮细胞的凋

亡 [9]。血红素还能有效诱导白血病成红细胞系细胞

线粒体降解及诱导线粒体膜去极化 [10]。血红素还可

通过抑制蛋白酶体和引起线粒体功能障碍导致细胞

损伤和凋亡 [11]。虽然也有报道称血红素预处理后可



生理学报 Acta Physiologica Sinica, April 25, 2024, 76(2): 215–223220

以减轻 H2O2 诱导的血管内皮损伤 [12]，但其机制也

是通过血红素诱导 HMOX1 产生。本研究结果也显

示血红素可显著诱导 HUVEC 凋亡。我们推测这些

研究结果的不一致性可能跟血红素处理的浓度和时

间相关。

近期研究发现 MTUS1 在心血管疾病中发挥重

要作用，其在心血管系统发育的过程中高表达 [6]。

Ito 等学者在小鼠心肌肥厚的模型中发现总的

MTUS1 基因表达不变，但是其中一个剪切体 Mtus1A
表达增加，该剪切体蛋白定位于线粒体，并能抑制

心肌肥厚，其机制可能与下调氧自由基和细胞外信

号信号调节激酶 (extracellular-signal regulated kinase, 
ERK) 磷酸化有关 [13]。在 MTUS1 敲除的小鼠模型

中发现自发性心肌肥厚，并伴有淋巴增生，淋巴细

胞增多症 [14]。研究还发现，过表达 MTUS1 可缓解

袖套模型诱导的小鼠血管重构 [15]。MTUS1 可通过

调节甲烷磺酸盐敏感酶 2 的表达和含 Src 同源区域

2 酪氨酸磷酸酶 1 活性抑制血管平滑肌细胞衰老 [16]。

上述报道表明 MTUS1 在心血管系统相关疾病中发

挥重要作用。本课题组前期研究也发现敲除 HUVEC
中 MTUS1 可通过泛素化降解 CREB，增加核转录

因子 κB (nuclear factor κB, NF-κB) 与 CREB 结合蛋

白 (CREB-binding protein, CBP) 结合并发生乙酰化，

进而激活 p38 有丝分裂原激活蛋白激酶 (p38 mitogen- 
activated protein kinase, p38MAPK) 和 NF-κB，诱导

选择素 E (selectin E, SELE) 和单核细胞趋化蛋白 -1 
(monocyte chemoattractant protein 1, MCP-1) 的表达，

促进单核细胞与内皮细胞的黏附作用 [17]。既往我们

的研究还发现 MTUS1 定位于 HUVEC 中线粒体，

敲低 MTUS1 可以影响内皮细胞线粒体的融合和分

图   3. NRF2过表达部分逆转MTUS1敲低后下调HMOX1表达的效应

Fig. 3. The expression of HMOX1 reduced by MTUS1 knockdown was partly rescued by overexpression of NRF2. HUVECs were 
treated with the MTUS1 siRNA (siMTUS1) and negative siRNA (siNC) for 48 h. The mRNA expression of CREB and NRF2 were 
determined by RT-PCR (A). CREB (B) or Flag tagged NRF2 (C) overexpression plasmid was transfected to 293T cells for 24 h, and 
then siMTUS1 and siNC were transfected to 293T cells for another 48 h. Western blot (Left: representative bands, Right: statistical 
graph of the relative band intensity) was used to examine the protein expression of HOMX1, CREB, MTSU1 and Flag. D: siMTUS1 and 
siNC was transfected to 293T cells for 24 h, and then Flag tagged NRF2 overexpression plasmid was transfected to 293T cells for 
another 24 h, and then hemin (30 μmol/L) was added for another 24 h. CCK8 assay was used to detect the cell number relative to control. 
Mean ± SEM, n = 3. *P < 0.05, **P < 0.01. ns: no significance.
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裂动态过程，抑制血管内皮细胞的管腔形成及迁移，

并能增加活性氧的产生 [7]。上述研究表明 MTUS1
在血管内皮细胞的迁移、增殖、凋亡中发挥重要作

用，结合前期报道血红素影响线粒体功能及活性氧

的产生 [11]，提示血红素与 MTUS1 可能存在功能相

关。本研究发现 MTUS1 敲低可加剧血红素对内皮

细胞的凋亡诱导作用，表明 MTUS1 参与了血红素

诱导的血管内皮细胞凋亡过程。该结果一方面拓展

了缺血缺氧等病理条件下大量游离血红素释放对血

管内皮损伤的机制，另一方面也为血红素造成血管

内皮细胞损伤的防治提供了可能的新靶点。

我们采用 RNA 测序分析 MTUS1 敲低组血管内

皮细胞中血红素结合相关蛋白差异表达时，发现

HMOX1 表达显著下调。血红素加氧酶是血红素代

谢途径中的限速酶，血红素在其催化下分解为胆绿

素、CO 和 Fe2+，胆绿素随后在胆绿素还原酶催化

下还原为胆红素 [18]。胆红素及胆绿素具有重要的抗

氧化作用，内源性 CO 则作为第二信使在各种病理

生理学过程中发挥抗炎、抗氧化、抗凋亡等作用 [19]。

人血红素加氧酶存在 3 种亚型：HMOX1、HMOX2
及 HMOX3，其中 HMOX2 及 HMOX3 均呈组成型

表达，而 HMOX1 呈诱导型表达，分布于肝脏、脾脏、

肾脏、心脏、肺部、脑、血管、平滑肌细胞、内皮

细胞等多种组织及细胞中 [20]。在正常情况下，

HMOX1 在大多数组织中呈低水平表达；在病理性

损伤刺激下，缺血、缺氧、血红素、应激等因素可

诱导 HMOX1 显著表达，在细胞抗氧化损伤防御机

制中发挥重要作用 [20]。本研究结果显示血红素可显

著诱导内皮细胞中 HMOX1 表达，而 MTUS1 敲低

可明显抑制该效应。据文献报道，HMOX1 可促进

骨髓内皮祖细胞 (endothelial progenitor cells, EPCs)
的增殖动员及迁移，并能增强其活力及抗氧化损伤

能力，促进血管损伤的修复 [21]。近年来的研究证实，

HMOX1 在颈动脉粥样硬化、冠心病等动脉粥样硬

化性疾病中具有保护作用 [2]。有实验发现培养的内

皮细胞中 HMOX1 通过释放 CO 激活 p38MAPK 途

径来介导抗凋亡作用，发挥细胞保护作用 [22]。以上

研究提示，HMOX1 通过不同机制发挥保护血管内

皮细胞的作用，本研究中 MTUS1 敲低和 HMOX1
敲低均能加剧血红素诱导的血管内皮细胞凋亡，我

们推测 MTUS1 可能是通过调节 HMOX1 表达介导

该效应的。

HMOX1 的表达由 NRF2 及 Kelch 样 ECH 相关

蛋 白 1 (Kelch-like ECH-associated protein 1, Keap1)
系统控制。在静息条件下，NRF2 与 Keap1 结合，

导致 Cullin-3 依赖性 E3 泛素连接酶募集，通过蛋

白酶体降解将 NRF2 维持在低水平。在氧化应激等

病理生理条件下，Keap1 发生构象变化并释放

NRF2。游离 NRF2 转移到细胞核中，其与小 Maf
蛋白相互作用，并进一步结合到抗氧化反应元件

(antioxidant reaction element, ARE) 或亲电反应元件

(electrophilic reaction element, ERE) 上，以反式激活

编码抗氧化酶的各种基因，包括 HMOX1、Bcl‑2、
Bcl‑xL 等因子的转录 [23]。血红素通过与 NRF2 拮

抗剂 Bach1 竞争结合启动子，诱导 HMOX1 表达。

NRF2/HMOX1 信号通路通过调节细胞内氧化与抗

氧化物质的产生，维持氧化还原平衡，减轻氧化应

激反应，抑制细胞凋亡 [24]。既往研究还发现蛋白激

酶 A (protein kinase A, PKA)/CREB 也是 HMOX1 的

上游转录因子，通过直接结合启动子或者结合

NRF2 结合蛋白 / 激活蛋白间接调节 HMOX1 表达。

目前研究结果倾向于认为 CREB1 是 NRF2 的辅助

激活因子 [25]。本研究结果显示 MTUS1 敲低后，血

管内皮细胞中 HMOX1 的转录调节因子 NRF2 和

CREB 表达均显著下调。虽然前期报道薄荷草药可

诱导 CREB/NRF2/HMOX1 相关的抗氧化信号通

路 [26] ；谷氧还蛋白可通过 CREB/HMOX1 信号通路

抑制骨关节炎中软骨细胞的氧化应激和凋亡 [27]，但

是我们的结果显示过表达 NRF2 可部分逆转 293T
细胞中 MTUS1 敲低引起的 HMOX1 表达下降，而

过表达 CREB 则无此效应。而且过表达 NRF2 能部

分逆转 MTUS1 敲低加剧的血红素诱导细胞凋亡

效应。

综上所述，本研究结果显示 MTUS1 敲低和

HMOX1 敲低均可加剧血红素诱导的血管内皮细胞

凋亡，MTUS1 敲低的效应可能是通过下调 HMOX1
表达介导的。另外我们还发现 MTUS1 敲低下调血管

内皮细胞中 HMOX1 表达及加剧血红素诱导的细胞

凋亡主要是通过 NRF2 介导，而非 CREB。上述结果

提示 MTUS1 部分通过 NRF2 上调 HUVEC 中 HMOX1
表达，从而抑制血红素诱导的血管内皮细胞凋亡。

因此我们推测血红素 /MTUS1/NRF2/HMOX1 信号

轴在保护血管内皮细胞免受损伤的过程中发挥重要

作用，为进一步拓展如动脉粥样硬化、高血压、炎症、

弥散性血管内凝血和缺血再灌注损伤等血管内皮损

伤相关疾病的发病机制及防治研究提供新思路。
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