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巨噬细胞 LSD1抑制 H3K9Me2水平增强动脉粥样硬化中
血清炎症因子的表达 *
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摘要 目的：检测动脉粥样硬化患者巨噬细胞中组蛋白第 9位赖氨酸的二甲基化(histone H3 lysine 9 dimethylation，H3K9Me2)的表

达并探究其对炎症因子表达的影响及其机制。方法：选择厦门大学附属东南医院收治的动脉粥样硬化患者(n=20)与健康对照人群

(n=22)作为研究对象，采用蛋白免疫印迹方法检测巨噬细胞中 H3K9Me2的表达，并通过酶联免疫吸附的方法检测其血清炎症因

子表达。随后，通过小干扰 RNA(small interfering RNA，siRNA)敲减赖氨酸特异去甲基化酶 1A(lysine-specific demethylase 1A，

LSD1)后，在氧化低密度脂蛋白(oxidized low-density lipoproteins，ox-LDL)诱导的巨噬细胞中结合白免疫印迹和染色质免疫共沉淀

的方法检测细胞整体 H3K9Me2的表达及炎症因子启动子区 H3K9Me2水平。同时，分析巨噬细胞中上清中炎症因子表达变化。

结果：动脉粥样硬化病人巨噬细胞中 H3K9Me2水平显著下调，并与血清中炎症因子表达呈负相关。在敲减 LSD1后，ox-LDL诱

导的巨噬细胞中 H3K9Me2整体水平以及炎症因子启动子区 H3K9Me2水平下调均被抑制。同时，核因子 -资B（NF-资B）结合启动
子区介导的炎症因子表达增强也被抑制。结论：巨噬细胞中 H3K9Me2的表达与动脉粥样硬化病人血清中炎症因子的表达成负相

关，而组蛋白去甲基化酶 LSD1很可能在其中参与 H3K9Me2水平调控，并通过影响 NF-资B与启动子区结合调节炎症因子表达。
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Down-regulation of H3K9Me2 Level by LSD1 in Macrophage Enhances the
Cytokines Expressions in Atherosclerosis*

This study is to measure the expression of H3K9Me2 in the macrophages of the atherosclerosis patients and

investigate the effect and mechanism of H3K9Me2 level on macrophage tumor necrosis factor-琢, interleukin-1茁, and interleukin-6

production in the serum of atherosclerosis patients. The blood samples were obtained from the atherosclerosis patients (n=20)

and healthy controls (n=22) in the Affiliated Dongnan Hospital of Xiamen University (PLA 175th Hospital).The expression of H3K9Me2

in the macrophages of the atherosclerosis patients was analyzed by western blotting and the tumor necrosis factor-琢, interleukin-1茁, and
interleukin-6 production in the serum was measured by enzyme-linked immunosorbent assay. Sequentially, the expression of H3K9Me2

in the macrophages and in the promoters of tumor necrosis factor-琢, interleukin-1茁, and interleukin-6 was analyzed by western blotting
or chromatin immunoprecipitation in ox-LDL treated macrophages after knocking down LSD1 by siRNA transfection. Additionally, the

production of tumor necrosis factor-琢, interleukin-1 茁, and interleukin-6 was also detected in supernatant of LSD1 knock-down

macrophages. the expression of H3K9Me2 in the macrophages of the atherosclerosis patients was greatly down-regulated and

inversely correlated with the tumor necrosis factor-琢, interleukin-1茁, and interleukin-6 production in the serum. Moreover, the reduction

of H3K9Me2 levels in the macrophages and in the promoters of tumor necrosis factor-琢, interleukin-1茁, and interleukin-6 was prevented
by LSD1 knock-down in ox-LDL treated macrophages. Meanwhile, the binding of NF-资B in the tumor promoters of necrosis factor-琢,
interleukin-1茁, and interleukin-6 and their production induced by ox-LDL were both inhibited in LSD1 knock-down macrophages.

The expression of H3K9Me2 in the macrophages is inversely correlated with the tumor necrosis factor-琢, interleukin-1茁, and
interleukin-6 production in the serum of the atherosclerosis patients and LSD1 probably contributes to the regulation of H3K9Me2 level

and further enhances the tumor necrosis factor-琢, interleukin-1茁, and interleukin-6 production via inhibition of the binding between NF-
资B and the promoters.
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前言

在动脉粥样硬化(atherosclerosis)发展过程中，血液单核细

胞分化成巨噬细胞(macrophage)并大量吞噬沉积的脂蛋白[1-3]，

最终形成泡沫细胞[4,5]，加重了炎症反应，并促进斑块的形成和

发展[6]。因此，抑制巨噬细胞过度的炎症反应，从而减小斑块体

积对于治疗动脉粥样硬化具有重要意义。

组蛋白的甲基化修饰在调基因表达中扮演重要角色[7]。赖

氨酸特异去甲基化酶 1A(lysine-specific demethylase 1A，LSD1)

通过介导组蛋白 3(histone 3，H3)的第 9个赖氨酸残基(histone

H3 lysine 9，H3K9)和 H3K4 (histone H3 lysine 4，H3K4)的赖氨

酸脱甲基化，参与了免疫相关基因表达的调节[8,9]。然而，在动脉

粥样硬化过程中，组蛋白甲基化水平是否影响巨噬细胞的炎症

表达目前还未深入研究。本研究结果显示在动脉硬化病人的巨

噬细胞中，H3K9的二甲基化(H3K9Me2)水平显著下调，并与血

清中炎症因子的表达呈负相关。另外，巨噬细胞中 H3K9Me2

的下调被发现可以增强核因子 -资B（NF-资B）与炎症因子启动子
区结合，进而促进炎症因子的大量产生，而通过敲减 LSD1则

可显著抑制炎症因子的表达。

1 材料和方法

1.1 材料

RPMI1640培养液、盐酸缓冲溶液(phosphate buffer saline，

PBS) 购于美国 Gibco 公司；淋巴细胞提取液购于美国 MP

Biomedicals公司；人源氧化低密度脂蛋白(oxidized low-density

lipoproteins，ox-LDL) 和裂解缓冲液购于翊圣生物科技有限公

司；si-LSD11、si-LSD12 (sc-60970) 及 p65抗体购于美国 Santa

Cruz，sc-372；H3K4Me2 (ab7766)、H3K9Me2 (ab1220)、

H3K27Me2 (ab24684)、H3(ab18521)以及 LSD1 抗体 (ab37165)

购于 Abcam 公司；瘤坏死因子 -琢(tumor necrosis factor alpha，
TNF-琢)、白介素 -1茁(interleukin-1茁，IL-1茁)和白介素 -6(IL-6)酶

联免疫吸附试剂盒购于美国 R&D 公司；siIMPORTER 购于

Millipore公司；甲醛、甘氨酸购于 Sigma公司；SYBR Green mix

购于 Takara公司。

1.2 方法

1.2.1 人源巨噬细胞分离和培养 研究中，动脉粥样硬化的病

人(n=20)与健康对照(n=22)的肝素抗凝外周血液采集于厦门大

学附属东南医院，所采集的血液获得中国人民解放军第 175医

院伦理委员会的批准及受试者同意。巨噬细胞通过淋巴细胞提

取液提取并离心获得。进行巨噬细胞培养时，首先将离心富集

的细胞重悬于 RPMI1640培养液中并铺板，置于 37℃二氧化碳

培养箱中进行附壁纯化。培养 1-2 h后，吸去培养上清，去除未

贴壁细胞再加入新鲜的 RPMI1640培养液继续培养。

1.2.2 ox-LDL处理和 siRNA转染实验 人源氧化低密度脂

蛋白处理巨噬细胞浓度为 10 滋g/mL。在检测炎症因子表达的
实验中，ox-LDL 处理时间为 16 h。在检测基因启动子区

H3K9Me2 水平及 NF-资B结合能力的实验中，ox-LDL处理时
间为 6 h。在小干扰 RNA(small interfering RNA，siRNA)实验中，

通过 siIMPORTER 将 si-LSD11、si-LSD12 及对照 siRNA(100

nM)导入巨噬细胞，转染 60 h后进行 ox-LDL处理实验。

1.2.3 蛋白质印迹实验 巨噬细胞的细胞总蛋白通过裂解缓

冲液提取获得。总蛋白经过 8%或 12% SDS-PAGE 分离电泳

后 ，4℃ 转 移 至 醋 酸 纤 维 膜 上 。 H3K4Me2、H3K9Me2、

H3K27Me2、H3以及 LSD1抗体的稀释比例均为 1:800，4℃转

子孵育过夜。第二天经过 PBS洗涤后，在室温下孵育二抗(比例

为 1:10000)2 h。最后再次 PBS洗涤后进行底物显色反应。

1.2.4 酶联免疫吸附实验 病人及正常对照血清和培养巨噬

细胞上清中的 TNF-琢、IL-1茁和 IL-6水平分别由 TNF-琢、IL-1茁
以及 IL-6酶联免疫吸附试剂盒检测，并根据对应炎症因子标

准曲线计算得出实际蛋白质量。

1.2.5 染色质免疫共沉淀实验 巨噬细胞在 ox-LDL处理 6 h

后，进行甲醛交联反应。在甘氨酸终止后，加入裂解液并超声打

断基因组。冰上裂解 0.5 h后，再加入 2 滋g的 H3K9Me2或者

p65抗体，4℃孵育 6 h。随后加入 proteinA/G的磁珠，置于 4℃

继续孵育 2 h。最后，将蛋白和核酸复合物从磁珠上洗脱下来，

并解除交联，加入蛋白酶 K消化蛋白。DNA在经氯仿抽提后，

通过实时荧光定量 PCR分析。

1.2.6 实时荧光定量 PCR实验 染色质免疫共沉淀产物通过

SYBR Green法进行荧光实时定量，反应程序为 95℃预变性 2

min，再 95℃变性 15 s，60℃退火并延伸 30 s，反复 40个循环。

TNF-琢 的引物为：正向 5'-TTCTGAAGCCCCTCCCAGTTC-

TAG-3'；反向 5'-CTGGAGGCTGAACCCCGTCC-3'。IL-1茁的引
物为 ：正向 5'-TCCACACATGGGCTGGGCATG-3'； 反 向

5'-GATGGGAGTCTCACTATGTTGCCC-3'；IL-6 的引物为：正

向 5'-GGGCCAGGAGAGGAAGGAGAC-3'；反向 5'-CTGAGT-

GACACAATACAACACACAG -3'。

1.3 数据统计

数据以 ± SEM形式展示，通过 GraphPad Prism 5.0进行统

计学分析。病人巨噬细胞中 H3K9Me2水平与炎症因子表达相

关性通过线性回归进行分析。两组之间的差异比较采用学生 t

检验(student's t test)。多组之间的差异比较进行单因素方差分

析(one-way ANOVA)或者双因素方差分析(two-way ANOVA)。

*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001被认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 动脉硬化患者巨噬细胞中 H3K9Me2的表达显著下调

为了探究组蛋白甲基化对于动脉硬化过程中炎症表达的

影响，我们首先检测了正常人群和病人的巨噬细胞中组蛋白甲

基化水平。实验结果显示，相对于正常对照，动脉硬化病人的巨

噬细胞中 H3K9Me2的水平有显著降低，H3K27Me2的水平有

降低趋势，而 H3K4Me2的水平则无显著变化(图 1A-B)。

2.2 血清 H3K9Me2的表达与血清中炎症因子的表达呈负相关

为了进一步研究下调的 H3K9Me2 的水平与巨噬细胞炎

症表达的关系，我们检测了动脉硬化病人血清中的 TNF-琢、
IL-1茁和 IL-6水平。通过将巨噬细胞中 H3K9Me2的水平分别

和病人血清中 TNF-琢、IL-1茁以及 IL-6含量进行线性拟合，我

们发现随着 H3K9Me2水平的降低，血清中 TNF-琢、IL-1茁以及
IL-6表达逐渐上升(图 1C-E)，提示巨噬细胞中 H3K9Me2的水

平与血清中炎症因子的表达呈负相关。

2.3 ox-LDL诱导巨噬细胞中 H3K9Me2水平的下调并促进炎
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图 1 H3K9Me2的水平在动脉硬化病人的巨噬细胞中下调并与血清中炎症因子表达成负相关

Fig. 1 The level of H3K9Me2 in macrophage of atherosclerosis patients was down-regulated and inversely correlated with the cytokines

Note: *** P<0.001 compared with normal controls.

图 2 ox-LDL诱导巨噬细胞中 H3K9Me2水平的下调并促进炎症因子表达

Fig. 2 ox-LDL reduces H3K9Me2 level in the macrophage and down-regulated the production of cytokines

Note: **P<0.01, *** P<0.001 compared with control group.

症因子表达

为探究 H3K9Me2的水平下调介导炎症因子表达增加的

机制，我们使用 ox-LDL模拟动脉粥样硬化过程中修饰的脂蛋

白的沉积去处理巨噬细胞。与文献报道一致[10]，ox-LDL的处理

可以诱导巨噬细胞中炎症因子的表达(图 2A)。另外，我们发现

巨噬细胞中整体的 H3K9Me2 水平被 ox-LDL显著下调 (图

2B)。同时，染色质免疫共沉淀的结果进一步显示，ox-LDL的处

理也降低了 TNF-琢、IL-1茁以及 IL-6启动子区的 H3K9Me2水

平(图 2C)。

2.4 敲减 LSD1抑制 ox-LDL诱导的 H3K9Me2的下调并降低

NF-资B介导的炎症因子的表达
赖氨酸去甲基化酶 LSD1对于基因组上 H3K9Me2的水平

调控有重要作用[11]。为了验证 LSD1是否参与 ox-LDL诱导的

巨噬细胞中 H3K9Me2的下调，我们使用 siRNA敲减 LSD1的

水平。在转染 si-LSD11和 si-LSD12的 60 h后，巨噬细胞中

LSD1的蛋白水平有显著降低(图 3A和 C)。另外，我们发现在

敲减 LSD1后，ox-LDL处理导致细胞整体水平的 H3K9Me2以

及 TNF-琢、IL-1茁和 IL-6启动子区的 H3K9Me2的下调均被显
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图 3敲减 LSD1抑制 H3K9Me2的下调并降低炎症因子的表达水平

Fig.3 The down-regulation of H3K9Me2 level and cytokine production was inhibited by LSD1 knock-down

Note: * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001 compared with siNC group; # P<0.05, ##P<0.01 compared with siNC +ox-LDL group.

著抑制 (图 3B和 D)。同时，ox-LDL处理诱导的 TNF-琢、IL-1茁
以及 IL-6表达增强也在 LSD1敲减后被抑制(图 3E)。此外，NF-

资B是调节参与免疫反应的基因的主要转录因子，其对于巨噬
细胞的炎症表达具有重要的调控作用[12,13]。而染色质免疫共沉

淀结果显示 LSD1的敲减同时降低了 NF-资B与 TNF-琢、IL-1茁
以及 IL-6启动子的结合能力(图 3F)。以上结果提示 LSD1参与

了 ox-LDL处理介导的炎症因子启动子区 H3K9Me2 的下调，

进而通过增强 NF-资B与 TNF-琢、IL-1茁以及 IL-6启动子的结合

促进炎症因子的表达。

3 讨论

动脉粥样硬化的主要特征在于动脉内膜中修饰的血清脂

质和脂蛋白的累积[1]。在疾病发展过程中，血液单核细胞通过对

内皮下脂质沉积物做出响应，穿透内皮进入内膜，分化成巨噬

细胞并尝试清除修饰的脂蛋白[1-3]。巨噬细胞在大量吞噬修饰的

脂蛋白后形成泡沫细胞，促进过度的炎症反应，并加重病情发

展[2,4]。在巨噬细胞的炎症表达过程中，许多标志物如炎症因子

(TNF-琢、IL-1茁和 IL-6)，C反应蛋白(C-reactionprotein，CRP)，粘

附分子(细胞间粘附分子 -1)在血浆中增加。这些炎症因子的大

量产生会进一步促进斑块形成，并介导细胞的氧化应激反应，

最终导致斑块破裂，提高了急性心血管事件发生的风险[3]。但对

于此过程中，炎症因子在巨噬细胞中表达增强的调控机制目前

还未研究清楚。

基因组 H3K9的甲基化对于炎症因子以及免疫相关基因

表达的具有调节作用[8,9]。根据文献报道，Ⅱ型糖尿病小鼠(dia-

betes mouse，db/db mouse)的血管平滑肌细胞(VSMC)在体外培

养后可以表现出持续的致动脉粥样硬化和炎症表型。染色质免

疫共沉淀的结果显示，相对于对照 db/ +细胞，培养的 db/db

VSMC中关键炎症基因启动子上的 H3K9Me3水平显着降低。

同时，蛋白质免疫印迹显示在 db/db VSMC中，H3K9Me3甲基

转移酶 Suv39h1的蛋白质水平也降低。此外，db/db VSMC对

TNF-琢炎症刺激过敏，引起启动子 H3K9Me3和 Suv39h1占位

的显着持续降低。这些结果表明 H3K9Me3可能通过抑制炎症

反应进而对糖尿病 VSMC的预活化状态具有保护作用。因此，

通过探究组蛋白的甲基化水平是否在动脉粥样硬化中以类似

的机制参与巨噬细胞的炎症表达，对于缓解动脉硬化发生发展

过程中的炎症表达，减小斑块体积并缓解病情具有重要意义。

在本实验中，我们发现 H3K9Me2的水平在动脉硬化病人的巨

噬细胞中有显著下调，并且 H3K9Me2 的水平与血清中

TNF-琢、IL-1茁 和 IL-6 的表达成负相关。另外，巨噬细胞中

H3K9Me2的下调被发现可以增强 NF-资B与 TNF-琢、IL-1茁 和
IL-6启动子区结合，进而促进炎症因子的大量产生，而 LSD1

的敲减则可显著抑制 H3K9Me2的下调以及炎症因子的表达

水平。

LSD1是第一个被鉴定为使组蛋白 H3K4和 H3K9脱甲基

化的组蛋白去甲基化酶，对干细胞功能和动物发育至关重要。

此外，LSD1的过表达已经在许多类型的慢性疾病中发现，并且

已经被实验证明是慢性疾病发展的关键参与者[8,9]。因此，通过

调控 LSD1活性进而改变组蛋白的甲基化水平可能是延缓慢

性疾病的一种有效策略。而目前对于 LSD1的活性调节的研究

主要集中于其蛋白水平的修饰，其中 LSD1的磷酸化调控被认

为对于其组蛋白去甲基化功能具有重要作用[14]。文献报道，琢型
蛋白激酶 C(protein kinase C alpha，PKC琢)可通过节律性的调节
LSD1的磷酸化水平影响其活性，进而改变基因表达并调控小
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鼠的昼夜节律[15]。而 ox-LDL处理细胞后，可以可影响包括有丝

分裂原活化蛋白激酶、磷脂酰肌醇激酶和 PKC等信号途径进

而调节细胞中蛋白的磷酸化水平 [16-18]。这些结果提示 ox-LDL

可能通过调节 LSD1的磷酸化进而改变巨噬细胞中 H3K9Me2

的水平。

在动脉硬化病人的巨噬细胞中，我们发现 H3K27Me2的

整体水平虽然没有显著改变，但是有表达降低的趋势，提示

H3K27Me2的变化可能存在于某些特定基因的启动子区。作为

H3组蛋白甲基化修饰的一种，H3K27的甲基化水平对于炎症

表达也有重要调控作用。根据报道，H3K27的甲基化水平在人

和小鼠中受到组蛋白去甲基酶 jumonji(JMJ)的特异性调节，并

参与了细菌脂多糖诱导巨噬细胞的炎症表达[19]。另外，在 IEC-6

细胞中，通过 shRNA 敲减 Suz12 蛋白可以显著降低细胞中

H3K27的甲基化水平，进而抑制了 IL-1茁介导的炎症相关基因
表达[20]。因此，探究特定炎症相关基因的 H3K27甲基化水平是

否在动脉硬化过程中被特异调节，对于理解巨噬细胞的炎症表

达调控机制具有重要意义。

NF-资B是调节参与免疫反应的基因的主要转录因子，其对
于巨噬细胞的炎症表达具有重要的调控作用[12，21，22]。单核细胞

在募集到感染部位或者病灶区域后，受到局部细胞因子环境影

响并分化为巨噬细胞。巨噬细胞在 NF-资B的转录调控下产生
TNF-琢、IL-1茁和 IL-6以及其他炎症因子，由此动员嗜中性粒细

胞并帮助启动先天免疫应答[23]。同时，NF-资B促进巨噬细胞产
生的炎症因子也激活淋巴细胞并将感染传递给适应性免疫系

统，并进一步驱动巨噬细胞的分化，募集更多的淋巴细胞和启

动适应性免疫应答[24]。另外，NF-资B被报道参与了动脉粥样硬
化过程中的炎症表达[25，26]。在人动脉粥样硬化斑块中可以检测

到活化形式的 NF-资B，而抑制 NF-资B的进入细胞核则显著下
调炎症表达，并延缓小鼠动脉粥样硬化样病情的进展[13]。但是，

目前对于 NF-资B是如何被调控并长时程参与动脉粥样硬化中
大量炎症表达仍然不是清楚。在本次实验中，炎症因子 TNF-琢、
IL-1茁和 IL-6启动子区的 H3K27Me2水平被发现可以直接调

控 NF-资B的转录活性，其机制可能是通过抑制 NF-资B与启动
子序列结合，进而降低靶基因的转录，为转录因子及基因表达

调控机制的认识和理解提供了新的实验依据。

本研究首次发现组蛋白 H3K9Me2的表达水平在动脉硬

化病人的巨噬细胞中有显著下降，并与血清中炎症因子

TNF-琢、IL-1茁和 IL-6的表达成负相关性。此外，实验在动脉硬

化的巨噬细胞模型中鉴定出了一条 ox-LDL-LSD1-H3K9Me2

信号通路。该信号通路通过调节巨噬细胞的组蛋白甲基化水

平，并影响转录因子 NF-资B与下游基因启动子区域的结合，进
而参与炎症因子 TNF-琢、IL-1茁和 IL-6的表达调控，为临床靶

向炎症治疗动脉硬化疾病提供了理论基础。
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