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klf2a对斑马鱼动脉粥样硬化影响的初步探究
唐丹丹  李慧聪  张瑞霖*

(武汉大学基础医学院, 武汉 430071)

摘要      动脉粥样硬化(atherosclerosis, AS)是许多严重危害人类生命健康的心血管疾病的共同

病理学基础, 由多因素共同作用引起, 发病机制复杂, 目前尚未被完全阐明。血流动力与AS发生发

展的关系越来越受到人们的关注, 而KLF2是传导血流动力变化的关键机械敏感因子。该研究利用

脂质代谢研究中的新型模式生物斑马鱼, 探究同源基因klf2a对AS的影响。首先通过高胆固醇饮食

喂养建立斑马鱼AS模型, 接下来比较野生型和klf2a−/−突变体斑马鱼中总胆固醇、甘油三酯水平以

及油红O染色结果, 发现klf2a缺失加剧了AS的严重程度。另外该研究还检测了氧化应激、炎症因

子和Notch受体表达水平, 结果表明klf2a−/−斑马鱼可能通过调控Notch信号通路和加剧炎症因子表

达, 从而使AS加重。该研究为进一步探究Klf2a影响AS的可能机制奠定了良好的基础。
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A Preliminary Study on the Role of klf2a in Atherosclerosis

TANG Dandan, LI Huicong, ZHANG Ruilin*
(School of Basic Medical Sciences, Wuhan University, Wuhan 430071, China)

Abstract       AS (atherosclerosis) is the common pathological basis of many cardiovascular diseases that seri-
ously endanger human life. The pathogenesis of AS is complex and has not yet been fully elucidated. Recently, the 
relationship between hemodynamics and the development of AS has attracted researchers’ attention. Since KLF2 is 
a key mechanosensitive factor that transmits hemodynamic changes, in this study the role of homologue gene klf2a 
in AS is explored using zebrafish, a new excellent animal model for lipid and metabolic research. A zebrafish AS 
model was first established by feeding a HCD (high cholesterol diet). Next the total cholesterol level, total triglycer-
ide level, and Oil red O staining in wild-type and klf2a−/− mutant zebrafish were compared, which revealed that klf2a 
deficiency exacerbated the severity of AS. The levels of oxidative stress, inflammatory factor expression and Notch 
receptor expression were also examined, and the results indicated that klf2a−/− mutant zebrafish might aggravate AS 
by regulating Notch signaling pathway and inflammatory factor expression. This study lays a good foundation for 
further exploring the mechanism how Klf2a affects AS.
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心血管疾病是一类严重危害人类生命健康的

疾病, 具有发病率、致残率、死亡率均高以及并发

症多等特点, 而动脉粥样硬化(atherosclerosis, AS)是
许多心血管疾病的共同病理学基础[1-2]。AS的特征

为大量脂质沉积在动脉血管壁形成斑块, 造成动脉

狭窄, 随着脂质沉积不断累积, 斑块可能破裂, 脂质

核心进入血液形成血栓, 导致心梗、脑梗等重大急

性心血管疾病的发生。
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AS是由多因素共同作用引起的, 其发病机制复

杂, 目前尚未被完全阐明。目前主要的假说包括炎症、

脂质代谢异常、内皮功能障碍以及血流动力学等[3-4], 
其中血流动力与AS的发生越来越受到人们的关注[5-7]。

临床研究和以小鼠为模型的动物实验都发现, AS斑块

并非随机均匀地分布在动脉壁上, 而是集中于血管弯

曲或分叉的低剪应力区域, 如主动脉弓; 在血管笔直的

高剪应力区域则很少发现斑块的形成[8-9]。近年来, 研
究发现一些转录因子可以响应不同的剪应力, 从而调

节下游基因的表达。KLF2是其中第一个被发现的机

械敏感型转录因子[10]。

KLF2是锌指转录因子Krüppel-like factor家族

的成员。它在高剪应力区域被激活, 而在低剪应力

区域被抑制[11]。在高剪应力区域, KLF2通过调控AS
相关基因的表达来发挥其对AS的保护作用。KLF2
上调AS保护相关因子, 如内皮一氧化氮合酶(eNOS)
和血栓调节蛋白 (thrombomodulin)等 , 并下调促AS
因子和相关信号通路, 如血管细胞黏附分子1(vascu-
lar cell adhesion molecule 1, VCAM1)、单核细胞趋

化蛋白1(monocyte chemoattractant protein 1, MCP1)
和NF-κB信号通路等[12-14]。近年来有研究发现, 常
见的降脂药他汀类药物能够激活血管内皮细胞中

KLF2的表达, 来进一步抑制AS斑块的形成[15]。因此, 
KLF2作为AS药物的潜在靶点, 研究其对AS的影响

具有重大意义。

斑马鱼作为脂质代谢研究中的新型模式生物, 
与小鼠相比有一些自身优势[16]。首先, 斑马鱼在无需

基因突变的条件下就可以通过高胆固醇饮食诱导出

高胆固醇血症等AS早期表型[17-18]。其次, 斑马鱼幼鱼

可通过药物处理保持近一个月的透明状态, 便于活体

成像观察。此外, 斑马鱼还有繁殖周期短、产卵量大、

饲养成本低等特点。本研究将利用斑马鱼来探究同

源基因klf2a对AS的影响。通过高胆固醇饮食喂养野

生型和klf2a−/−突变体斑马鱼后 , 比较总胆固醇 (total 
cholesterol, TC)和甘油三酯(triglycerides, TG)水平以及

油红O(Oil red O)染色情况来判断klf2a缺失对AS的影

响。然后通过检测氧化水平、炎症因子和Notch受体

表达水平初步探究Klf2a影响AS的可能原因。

1   材料与方法
1.1   材料

斑马鱼野生型品系AB、转基因品系Tg(flk:GFP)

和klf2a−/−突变体[19]斑马鱼均由本实验室保存。蛋黄

粉购自上海源叶生物科技有限公司; 胆固醇、BCA
蛋白浓度测定试剂盒购自北京索莱宝科技有限公

司 ; TRIzol试剂、荧光胆固醇替代物CholEsteryl 
BODIPY™ 542/563 C11购自美国Thermo Fisher公司; 
逆转录试剂盒购自日本TaKaRa公司; PBS、ddH2O购

自生工生物工程(上海)股份有限公司; 三氯甲烷、异

丙醇、无水乙醚、1,2-丙二醇购自国药集团化学试

剂有限公司; 油红O粉末、低熔点琼脂糖购自美国

Sigma公司; MDA测定试剂盒购自上海碧云天生物技

术有限公司; 总胆固醇测定试剂盒、甘油三酯试剂

盒、SOD测定试剂盒购自南京建成生物科技有限技

术公司。

1.2   方法

1.2.1   斑马鱼高胆固醇饮食喂养      受精后5天(5 
days-post-fertilization, 5 dpf)的斑马鱼幼鱼以50条为

一组, 随机分组分成对照(control)组和高胆固醇饮食

(high cholesterol diet, HCD)组, 喂养10天。每组每天

喂食两次, 每次喂食7.5 mg蛋黄粉或添加了4%(w/w)
胆固醇的蛋黄粉饲料, 10天后进行相应的指标测定。

1.2.2   荧光胆固醇替代物血管沉积水平检测      将
喂养10天的Tg(flk:GFP)幼鱼用三卡因(tricaine)麻醉

后, 用1%低熔点琼脂糖固定在玻璃底皿中。使用

Leica激光共聚焦显微镜获取幼鱼尾静脉血管的Z-
Stack图像, 然后利用Leica自带图像分析软件对相应

数据进行测定和分析。

1.2.3   血管油红O染色      收集足量的斑马鱼, PBS
漂洗后用4% PFA常温固定1 h或4 °C过夜。经25%、

50%、75%、100%的丙二醇 (PBS稀释 )处理后 , 常
温避光条件下油红染色液染色过夜。随后依次经

75%、50%、25% 丙二醇(PBS稀释)处理, 甘油保存, 
体视镜下拍照。

1.2.4   总胆固醇(TC)、甘油三酯(TG)和BCA法总蛋

白测定      将喂养10天的斑马鱼幼鱼饥饿禁食一天

后, 每组30尾准确称取组织重量, 以14׃(mg/μL)的比

例加入PBS稀释匀浆, 5 000 r/min离心5 min, 取上清

根据试剂盒说明书测定总胆固醇和甘油三酯。将上

清适当稀释后, 以BCA法测定总蛋白含量。

1.2.5   丙二醛(MDA)、超氧歧化酶(SOD)测定      将
喂养10天的斑马鱼幼鱼按每组30尾准确称取组织

重量, 按19׃(mg/μL)的比例加入匀浆介质稀释匀浆, 
5 000 r/min离心5 min, 取上清根据试剂盒说明书进
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行相应的检测。

1.2.6   mRNA表达      取30尾喂养10天的斑马鱼幼

鱼, TRIzol法进行总RNA提取, 以逆转录试剂盒进行

逆转录, 随后实时荧光定量PCR检测基因表达水平, 
通过2–∆∆Ct法计算mRNA相对表达量。

1.2.7   数据统计      所有数据采用SPSS 20.0软件进

行统计学分析, 以均值±标准差(x
_
±s)表示, 两组数据

之间使用Student’s-t检验 , 两组以上使用One-Way 
ANOVA分析 , 最后确定统计学显著性。*P<0.05, 
**P<0.01, ***P<0.001。

2   结果
2.1   建立斑马鱼动脉粥样硬化模型

之前文献报道在基础饲料中添加4%胆固醇能

够构建出良好的斑马鱼AS模型[17-18], 所以我们以蛋

黄粉为对照 (control)饲料、添加了 4%胆固醇的蛋

黄粉作为高胆固醇饮食 (HCD)饲料 , 对受精后 5天
(5dpf)的斑马鱼幼鱼进行为期10天的喂养处理。我

们使用了Tg(flk:GFP)转基因品系用于特异性标记

血管, 同时我们在饲料中添加了胆固醇的荧光代替

物BODIPY-Cholesterol(10 μg/g饲料)[18], 以便活体观

察斑马鱼体内胆固醇的走向和其在血管内的沉积。

喂养10天后将幼鱼麻醉, 在激光共聚焦显微镜下观

察尾静脉血管处的胆固醇沉积。与control组相比, 
HCD组红色荧光胆固醇沉积十分明显(图1A), HCD
组红色荧光胆固醇平均沉积个数大于control组的个

数, 且有显著的统计学差异(图1B)。这表明, 我们建

立了高胆固醇饮食诱导的斑马鱼AS模型。

2.2   HCD喂养野生型和klf2a−/−斑马鱼的脂质水平

变化

接下来我们以不含胆固醇荧光替代物的control
和HCD饲料喂养野生型和klf2a−/−突变体幼鱼, 并比

较不同基因型在不同饲料喂养后的脂质水平变化。

首先, 我们通过油红O染色来观察尾部血管的脂质

沉积情况。在染色时间相同的情况下, 尾部血管的

脂质沉积情况可以分为轻度和重度两种(图2A)。统

计轻度沉积和重度沉积的占比发现, HCD喂养野生

型和klf2a−/−斑马鱼都会导致其血管脂质沉积显著加

剧, 而且在相同处理情况下, klf2a−/−斑马鱼的血管脂

质沉积情况比野生型严重(图2B)。
其次, 将喂养10天的斑马鱼饥饿一天后, 以30

尾为一组进行匀浆并检测TC和TG水平。HCD喂养

A: 激光共聚焦显微镜照片展示胆固醇荧光替代物(红色)在血管(绿色)中的沉积(白色箭头), 插入部分为图中白色方框的放大图。B: control和
HCD组胆固醇沉积数量统计(n=60, ***P<0.001)。
A: representative confocal images showing deposits (white arrows) of BODIPY-Cholesterol (red) in blood vessels (green), inlets: enlargement of white 
box areas. B: quantification of cholesterol deposit numbers in control and HCD-fed group (n=60, ***P<0.001).

图1   HCD喂养斑马鱼的荧光胆固醇沉积升高

Fig.1   Increased fluorescent cholesterol deposits in HCD-fed zebrafish
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之后, 野生型和klf2a−/−斑马鱼的TC水平都显著上升, 
且对比相同处理组, klf2a−/−斑马鱼的TC水平显著高

于野生型(图2C)。虽然野生型和klf2a−/−斑马鱼的TG
在HCD喂养后没有明显差异, 但是与野生型相比, 
klf2a−/−斑马鱼的TG水平显著上升(图2D)。以上结

果表明, klf2a的缺失会导致斑马鱼的TC和TG水平升

高, 且血管脂质沉积加剧。

2.3   HCD喂养野生型和klf2a−/−斑马鱼的氧化水平

变化

为了探究klf2a缺失对不同饲料喂养后的氧化

水平的影响, 我们检测了MDA和SOD的水平。MDA
被广泛用作检测脂质氧化的指标[20-21]。在HCD喂养

后, 野生型和klf2a−/−斑马鱼的MDA水平都上升, 而且

klf2a−/−斑马鱼的上升程度显著高于野生型(图3A)。
SOD是生物体内十分重要的一种抗氧化酶[22-23]。在

HCD喂养后, 野生型和klf2a−/−斑马鱼的SOD水平都

上升, 而且同种喂养条件下klf2a−/−斑马鱼的SOD活

性显著高于野生型(图3B)。这说明, klf2a的缺失会

导致体内脂质氧化水平和抗氧化水平都升高。

2.4   HCD喂养野生型和klf2a−/−斑马鱼的炎症因

子表达水平变化

为检测HCD喂养后野生型与klf2a−/−斑马鱼的

炎症水平, 我们分别提取了各组的总RNA进行逆转

录, 通过荧光定量PCR检测炎症因子il1b、il6和tnfa
的mRNA表达水平。HCD喂养后, tnfa在野生型和

klf2a−/−斑马鱼中都呈现上升趋势, 且同等喂养条件

下在klf2a−/−斑马鱼的表达水平都显著高于在野生

型中(图4A)。虽然il1b的表达水平在野生型HCD组

中显著上升, 但是在klf2a−/−组别中无显著性差异(图
4B)。il6的表达水平在野生型HCD组中显著下降, 在
klf2a−/− HCD组中呈上升趋势, 但低于野生型control
组(图4C)。

A: 油红O染色照片展示血管中轻型和重型脂质沉积。B: 轻型和重型脂质沉积占比统计(n=60)。C: 总胆固醇水平定量分析(n=3)。D: 甘油三酯

水平定量分析(n=3)。 ns: 无显著差异, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。
A: representative images of Oil red O staining showing light and strong lipid accumulation in blood vessels. B: quantification of percentages of light 
and strong lipid accumulation (n=60). C: quantification of total cholesterol levels (n=3). D: quantification of triglyceride levels (n=3).  ns: no significant 
difference, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

图2   klf2a缺失影响HCD喂养后斑马鱼的脂质水平

Fig.2   klf2a deficiency affects lipid levels of zebrafish after HCD feeding
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2.5   HCD喂养野生型和klf2a−/−斑马鱼的Notch受
体表达水平变化

在心血管发育和疾病发生过程中KLF2与Notch
信号通路存在密切的相互作用[19,24], Notch信号通路

也被报道与AS的发生和进展有关[25-26]。我们用荧

光定量PCR检测Notch受体表达水平发现, 在野生型

组中, notch1a和notch1b的表达水平在HCD喂养后

没有显著变化, 但是notch3的表达水平显著上调(图
5)。与野生型control相比, klf2a−/− control组中的三个

Notch受体表达均上调, 但是经HCD喂养后, 三者的

表达水平都显著下降。

3   讨论
AS是一种渐进型的心血管疾病, 严重影响到全

世界人类的生命健康。尽管目前已建立大鼠、小鼠

和家兔等多种AS模型, 但每种模型都有一定的局限

性, 它们都无法实现AS发展过程中的实时监测, 且
不适用于药物大规模筛选[16]。本文主要以斑马鱼为

模式动物, 建立AS模型, 并探究klf2a缺失对AS的影

响。通过HCD喂养, 野生型斑马鱼的荧光胆固醇替

代物沉积以及血管脂质沉积显著加剧, TC、MDA和

SOD水平都显著上升, 初步判断斑马鱼AS模型成功

建立。同时, 与野生型相比, klf2a−/−突变体的血管脂

A: 丙二醛水平定量分析(n=3)。B: 超氧化物歧化酶水平定量分析(n=3)。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。
A: quantification of MDA levels (n=3). B: quantification of SOD levels (n=3). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

图3   klf2a缺失影响HCD喂养后斑马鱼的氧化水平

Fig.3   klf2a deficiency affects oxidative stress  of zebrafish after HCD feeding
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荧光定量PCR检测tnfa (A)、 il1b (B)和il6 (C)的表达水平。n=3, ns: 无显著差异, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。
Fluorescent quantitative PCR analysis of expression levels of tnfa (A), il1b (B) and il6 (C). n=3, ns: no significant difference, *P<0.05, **P<0.01, 
***P<0.001.

图4   klf2a缺失对HCD喂养后斑马鱼炎症因子表达水平的影响

Fig.4   klf2a deficiency affects expression of inflammatory factors of zebrafish after HCD feeding
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质沉积、TC、MDA、和SOD水平也上调, 且趋势更

为明显, 说明Klf2a有一定的AS保护作用。

炎症和氧化应激是AS早期进程中的两个重要

因素 [2,4]。与炎症有关的细胞因子如TNF-α、IL⁃6、
IL-1β等 , 可以调节炎症水平。我们的研究发现 , 
HCD喂养后klf2a−/−与野生型相比, TNF-α显示出明显

上调的趋势 , 相应炎症的水平升高。TNF-α是具有

促炎作用的关键炎性因子, 其基因转录启动区或增

强子上有NF-κB的结合位点, 主要通过NF⁃κB途径发

挥作用, 从而可以调控AS[27-28]。同时, 与氧化应激有

关的MDA和SOD水平上调, 表明体内脂质氧化水平

以及抗氧化能力都升高。

Notch信号通路是多种生物和组织类型中分化

的关键调节因子, 对心血管系统的发育和维持, 以及

炎症的调节均起到重要作用[29-31]。2012年, FUKU-
DA等 [25]报道Notch信号通路与AS的发生和进展有

关。此外, AQUILA等[32]报道Notch配体DLL4和Jag-
ged-1参与了动脉疾病的进展。本研究检测了Notch
受体基因notch1a、notch1b以及notch3的表达, 结果

表明klf2a−/− control组中的三个Notch受体表达相对

于野生型均上调, 但是经HCD喂养后, 三者的表达水

平都显著下降。以往研究表明, 在心脏发育和再生

过程中, Klf2a都参与调控Notch信号通路的激活和

Notch受体的表达, klf2a缺失之后Notch受体在正常

心脏发育中的表达不受影响, 而在心脏再生中的表

达明显下降[19,29]。另外也有研究表明, 血液中的循

环脂质会抑制小鼠血管上皮细胞的Notch1表达, 促
进AS[33]。因此我们推测, Klf2a能通过调控Notch受
体的表达拮抗AS的发生, 当klf2a缺失之后Notch受
体表达在HCD刺激下急剧下降, AS表型加剧, 但具

体机制仍有待进一步研究。

综上所述, klf2a缺失斑马鱼可能通过Notch相关

受体调节Notch信号通路, 或者炎症有关的信号通路

加剧了炎症相关通路的表达, 从而使AS加重, 这为

后续深入探究Klf2对AS的保护作用机制奠定了一个

良好的基础。
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