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S100A8促进ox-LDL诱导的血管内皮细胞氧化损伤
王丽娜  马娜*  孙小刚 

(甘肃省第二人民医院, 心血管内科, 兰州 730000)

摘要      该文旨在探究S100A8蛋白在ox-LDL诱导的血管内皮细胞氧化损伤中的生理功能及

作用机制。通过体外建立ox-LDL诱导的HUVEC氧化损伤模型, 用实时荧光定量PCR实验、蛋白

质免疫印记实验分别检测S100A8的表达水平。通过转染对照siRNA和靶向S100A8的siRNA, 敲低

细胞中S100A8的表达, 通过实时荧光定量PCR检测ICAM-1、VCAM-1和E-Selectin的mRNA表达水

平来评估内皮细胞激活水平, 用CCK-8实验检测细胞活性, 用流式细胞术检测细胞凋亡水平和线粒

体ROS积累水平。为了明确S100A8促进ox-LDL诱导的细胞氧化损伤的作用机制, 用蛋白质免疫印

记实验分析了敲低S100A8对SIRT6表达水平的影响, 并通过RNA干扰敲低SIRT6, 检测细胞活力和

线粒体ROS积累情况。结果表明, 在ox-LDL诱导的氧化损伤中, 血管内皮细胞S100A8表达水平上

调。敲低S100A8显著抑制了ox-LDL诱导的细胞的氧化损伤、细胞凋亡和线粒体活性氧积累; 敲
低S100A8增加了SIRT6的表达量; 在细胞中同时敲低S100A8和SIRT6不能抑制ox-LDL诱导的细胞

氧化损伤。总之, 该研究发现在ox-LDL诱导的细胞氧化损伤中, S100A8表达水平上调, 通过抑制

SIRT6的表达, 促进线粒体活性氧积累, 引起细胞凋亡。
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S100A8 Promotes ox-LDL-Induced Oxidative Damage 
of Vascular Endothelial Cells

WANG Lina, MA Na*, SUN Xiaogang
(Department of Cardiovascular Medicine, Gansu Second People’s Hospital, Lanzhou 730000, China)

Abstract       The aim of this study was to investigate the physiological function and mechanism of S100A8 
protein in ox-LDL-induced oxidative damage of vascular endothelial cells. ox-LDL induced HUVEC oxidative 
damage model was established in vitro, and the expression level of S100A8 was detected by real-time qPCR and 
Western blot. The expression of S100A8 was knocked down by transfection of control siRNA and S100A8 siRNAs. 
The cells viability was detected by CCK-8 assay, the endothelial activation was evaluated though the expression of 
ICAM-1, VCAM-1 and E-Selectin, which were measured by real-time qPCR assay, and the apoptotic rate and mito-
chondrial ROS accumulation level were detected by flow cytometry. In order to clarify the mechanism of S100A8 
promoting ox-LDL-induced cellular oxidative damage, the effect of S100A8 knockdown on SIRT6 expression level 
was analyzed by Western blot, and the cells viability and mitochondrial ROS accumulation were detected in SIRT6 
knockdown cells. The results showed that the expression level of S100A8 in vascular endothelial cells was up-reg-
ulated in ox-LDL-induced oxidative damage. S100A8 knockdown significantly inhibited ox-LDL-induced oxida-
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tive damage, apoptosis and mitochondrial reactive oxygen species accumulation. Knockdown of S100A8 increased 
SIRT6 expression. Simultaneous knockdown of S100A8 and SIRT6 in cells could not inhibit ox-LDL-induced oxi-
dative damage. In conclusion, this study found that in ox-LDL-induced cellular oxidative damage, the expression 
level of S100A8 was up-regulated, and by inhibiting the expression of SIRT6, the accumulation of mitochondrial 
reactive oxygen species was promoted, leading to cell apoptosis.

Keywords       S100A8; vascular endothelial cell; oxidative damage; atherosclerosis; SIRT6; ox-LDL

动脉粥样硬化是临床上常见的心血管疾病 [1-2]。

氧化低密度脂蛋白 (oxidized low-density lipoprotein, 
ox-LDL)在血管壁沉积, 引起炎症反应和血管内皮细

胞损伤是动脉粥样硬化的主要发病原因[3-5]。通常情

况下 , ox-LDL通过与低密度脂蛋白蛋白受体LOX-1
结合诱导活性氧 (reactive oxygen species, ROS)的产

生和积累, 并通过Bax/Bcl-2/Caspase-3通路引发细胞

凋亡 [6]。S100A8/A9复合体是由钙结合蛋白S100家
族的两个成员组成的 [7]。过去的研究发现 , S100A8/
A9参与炎症反应的调控 , 在动脉粥样硬化基本进展

过程中发挥了重要的作用 [8-9], 但是S100A8/A9是否

直接参与调控内皮细胞的氧化损伤应激仍不清楚。

本研究利用体外 ox-LDL诱导的血管内皮细胞氧化

损伤模型 , 探究了S100A8调控内皮细胞线粒体ROS
积累的功能和机制。

1   材料和方法
1.1   材料和试剂   

ox-LDL、native LDL购自北京义翘神州科技

股份有限公司 ; DMEM培养基、胎牛血清、Lipo-
fectamine RNAiMax转染试剂、TRIzol试剂购自美

国ThermoFisher Scientific公司 ; M-MLV逆转录试剂

盒购自美国Promega公司 ; AceQ qPCR SYBR Green 
Master Mix购自诺唯赞生物科技公司 ; 兔抗S100A8
抗体购自美国Sigma-Aldrich公司 ; 兔抗SIRT6抗体、

兔抗GAPDH抗体和HRP抗兔IgG抗体购自美国Santa 
Cruz公司 ; 线粒体ROS检测试剂盒购自美国Cayman

化学公司。

1.2   实验方法

1.2.1   细胞培养      将10%胎牛血清加入到DMEM高

糖培养基, 配制成完全培养基用于人脐静脉内皮细胞

(human umbilical vein endothelial cell, HUVEC)的培养。

HUVEC细胞接种在6孔细胞培养板中, 每孔加入2 mL
培养基, 并放置在37 °C CO2培养箱中, 每3天传代1
次。细胞转染所需的siRNA由广州锐博生物科技公

司合成, 序列见表1。干扰RNA配制成20 nmol/L母液, 
于–80°C冰箱中保存。转染时, 取50 μL无血清培养

基, 加入2 μL siRNA, 另取50 μL无血清培养基, 加入

2 μL Lipofectamine RNAiMax转染试剂, 充分混匀后

室温静置10 min, 随后加入到培养基中。转染6 h后
换成新鲜完全培养基。

1.2.2   细胞活力检测      用培养基稀释HUVEC细胞至

1×105个/mL, 接种到96孔细胞培养板中 , 每孔100 μL。
细胞贴壁后加ox-LDL处理24 h, 随后加入10 μL CCK-8
检测液, 于37 °C继续孵育1 h, 最后取出孔板, 用酶标

仪检测波长为450 nm处的吸光度值。

1.2.3   实时荧光定量PCR      收集待测细胞 , 加入

1 mL TRIzol裂解液 , 室温放置裂解15 min。随后加

入200 μL氯仿, 充分混匀后经12 000× g离心10 min。
用移液器小心吸取上层水相溶液500 μL, 放置在新

离心管中, 同时加入500 μL异丙醇, 充分混匀后继续

于12 000× g条件下离心10 min。离心结束后弃掉异

丙醇 , 将沉淀用70%乙醇漂洗2次 , 晾干后用无核酸

酶的ddH2O溶解。取1 μg总RNA, 加入1 μL oligo dT

表1   siRNA序列信息

Table 1   Small interfering RNA sequences

siRNA
正向引物(5ʹ→3ʹ)
Forward sequence (5ʹ→3ʹ)

反向引物(5ʹ→3ʹ)
Reverse sequence (5ʹ→3ʹ)

siNC GCG ACG AUC UGC CUA AGA U AUC UUA GGC AGA UCG UCG C

siA8_1 AGA CCG AGU GUC CUC AGU A UAC UGA GGA CAC UCG GUC U

siA8_2 GAC GUC UGG UUC AAA GAG U ACU CUU UGA ACC AGA CGU C

siSIRT6 GUG CAU GUU UCG UAU AAG U ACU UAU ACG AAA CAU GCA C
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引物, 定容至10 μL, 放置在70 °C加热5 min, 结束后

立即放置在冰上。向体系中再次加入1 μL M-MLV
逆转录酶、1 μL RNA酶抑制剂和5 μL M-MLV缓冲

液, 调整体系至25 μL, 放置于42 °C反应60 min。最后, 
以cDNA为模板进行实时荧光定量PCR检测, 所需引

物见表2。
1.2.4   Western blot      收集各组HUVEC细胞 , 加入

RIPA细胞裂解液 , 冰上裂解。取上清 , 加入5× SDS
上样缓冲液 , 100 °C煮沸10 min。将细胞总蛋白在

100 V、10 mA条件下经SDS-PAGE凝胶电泳分离 , 随
后在100 V、300 mA条件下将蛋白转印到PVDF膜
上。PVDF膜先经过5%脱脂奶粉封闭30 min, 再分

别加入S100A8抗体 SIRT6抗体、(1000׃1) (000 1׃1)
和GAPDH抗体 孵育液室温孵育(000 3׃1) 90 min, 
用PBST缓冲液漂洗3次后 , 加入HRP抗兔 IgG抗体

孵育液室温放置90 min。用PBST缓冲液(000 10׃1)

漂洗5次后, 在凝胶成像仪下显影。

1.2.5   Annexin V/PI染色      使用4 °C低温离心机

300 ×g离心10 min, 收集细胞 , 加入100 μL Annexin V
结合缓冲液重悬, 再加入10 μL FITC-Annexin V试剂

和1 μL PI室温避光孵育15 min, 最后用流式细胞仪

获取各荧光通道数据。流式细胞数据使用Flowjo 7.6
软件分析。

1.2.6   线粒体ROS检测      HUVEC细胞接种在24孔
细胞培养板中 , 经转染和ox-LDL处理后 , 每孔加入

100 μL预热的含线粒体ROS探针的孵育液 , 在37 °C
避光孵育20 min。小心弃掉孵育液, 用预热的HBSS
漂洗2次, 最后经胰酶消化、离心(500 ×g离心10 min)
并重悬得到细胞悬液 , 使用BD流式细胞仪采集数

据, 用Flowjo 7.6软件进行数据分析。

1.3   统计和分析 
使用GraphPad Prism 9.0软件进行数据处理和

统计 , 两组间差异采用 t检验 , 以P<0.05为差异具有

统计学意义。

2   结果
2.1   氧化应激促进S100A8的表达

为了研究S100A8/S100A9二聚体在ox-LDL诱
导的血管内皮细胞氧化损伤中的功能 , 我们在体

外培养的HUVEC细胞中加入终浓度为 40 μg/mL
的 ox-LDL, 并诱导 12 h。定量 PCR实验结果表明

ox-LDL处理后的HUVEC细胞中 S100A8和 S100A9 
mRNA表达水平显著升高 (图1A), Western blot实验

结果也进一步验证了S100A8蛋白表达水平也显著

升高 (图1D)。进一步研究发现 , 过氧化氢同样可以

促进S100A8和S100A9的表达 (图1B和图1E), 但天

然LDL(native LDL)的处理却并不影响S100A8和
S100A9的表达水平(图1C和图1E)。 
2.2   敲低S100A8抑制ox-LDL诱导的HUVEC氧

化损伤

为了进一步确认S100A8是否在ox-LDL诱导的

血管内皮细胞氧化损伤中发挥作用, 我们在HUVEC
细胞中分别转染了 2条靶向 S100A8的干扰 RNA, 
Western blot实验表明这2条 siRNAs敲低作用可以显

著降低S100A8蛋白和mRNA的表达水平 (图2A和图

2B)。随后 , 用不同浓度的ox-LDL处理转染 siRNAs
的HUVEC细胞 , 用CCK-8实验检测细胞活性 , 结果

表明 , 随着ox-LDL浓度的增加 , HUVEC细胞活性显

著下降。而转染靶向S100A8 siRNA的细胞活性显

著高于转染对照siRNA(siNC)的细胞活性(图2C)。
2.3   敲低S100A8抑制 ox-LDL诱导的内皮细胞

激活

与Control组相比 , ox-LDL处理的HUVEC细胞

中 ICAM-I、VCAM-I和E-Selectin表达水平均显著

表2   定量PCR所用引物序列信息

Table 2   Primer sequences used in qPCR
基因

Gene        
正向引物(5ʹ→3ʹ)
Forward sequence (5ʹ→3ʹ)

反向引物(5ʹ→3ʹ)
Reverse sequence (5ʹ→3ʹ)

S100A8 GCT AGA GAC CGA GTG TCC TCA G GCC CAT CTT TAT CAC CAG AAT G

S100A9 TGG AGG ACC TGG ACA CAA ATG TCG TCA CCC TCG TGC ATC TT

ICAM-1 (intercellular cell adhesion molecule-1) CCT CTT GCG AAG ACG AGA AC ACT CGC TCT GGG AAC GAA TA

VCAM-I (vascular cell adhesion molecule-1) TGA AGG GGC TAC ATC CAC AC GAC CGT GCA GT T GAC AGT GA

E-Selectin CAA CAC ATC CTG CAG TGG TC AGC TGA AGG AGC AGG ATG AA

β-actin CAG GCA CCA GGG CGT GAT TAG CAA CGT ACA TGG CTG GG
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A~C: HUVEC细胞S100A8和S100A9 mRNA在ox-LDL(A)、H2O2(B)和native LDL(C)刺激条件下的表达水平; D~F: S100A8蛋白在ox-LDL(D)、
H2O2(E)和native LDL(F)刺激条件下的表达水平。 ns: P>0.05; ***P<0.001; 与Control组相比。

A-C: the mRNA expression of S100A8 and S100A9 in HUVEC cells treated by ox-LDL (A), H2O2 (B) and native LDL (C); D-F: the protein expression 
of S100A8 in HUVEC cells treated by ox-LDL (D), H2O2 (E) and native LDL (F). ns: P>0.05; ***P<0.001 compared with Control group.

图1   S100A8和S100A9在HUVEC细胞中的表达

Fig.1   The expression of S100A8 and S100A8 in HUVEC cells
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图2    敲低S100A8表达逆转ox-LDL诱导的细胞损伤

Fig.2   Knockdown S100A8 reverses ox-LDL-induced cell injury
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上升 , 表明ox-LDL诱导了内皮细胞的激活。与 siNC
组相比 , 敲低了 S100A8表达的 siAS100A8_1组和

siS100A8_2组 ICAM-1、VCAM-1和E-Selectin表达水

平均显著下降(均P<0.01, 图3)。
2.4   敲低S100A8抑制ox-LDL诱导的细胞凋亡

为了进一步研究S100A8对HUVEC氧化损伤的

影响 , 我们用Annexin V/PI双染色法标记了ox-LDL
处理的凋亡细胞 , 并用流式细胞仪检测分析。实验

结果表明 , ox-LDL处理24 h后 , HUVEC出现了较多

的细胞凋亡 , 而敲低S100A8的细胞凋亡比例显著低

于对照组(图4A和图4B)。

2.5   敲低S100A8降低线粒体ROS积累

已有研究发现 ox-LDL可以通过影响线粒体氧

化还原平衡 , 促进细胞氧化损伤。为了明确S100A8
是否调控了HUVEC细胞线粒体氧化还原平衡, 我们

标记了线粒体ROS, 并用流式细胞仪进行检测。结

果表明, ox-LDL处理显著增加了HUVEC线粒体ROS
水平 , 而敲低S100A8在一定程度上降低了线粒体活

性氧的积累(图5A和图5B)。
2.6   敲低S100A8促进氧化应激条件下SIRT6的
表达

过去的研究发现在ox-LDL诱导的氧化损伤中 , 

A~C:  HUVEC细胞中ICAM-1(A)、VCAM-1(B)和E-Selectin(C) mRNA表达水平。ns: P>0.05; **P<0.01; ***P<0.001。
A-C: the mRNA expression levels of ICAM-1 (A), VCAM-1 (B) and E-Selectin (C) in HUVEC cells. ns: P>0.05; **P<0.01; ***P<0.001.

图3   敲低S100A8抑制ox-LDL诱导的内皮细胞激活

Fig.3   Knockdown S100A8 inhibits ox-LDL-induced endothelial activation
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图4   敲低S100A8抑制ox-LDL诱导的细胞凋亡

Fig.4   Knockdown S100A8 inhibits ox-LDL induced cell apoptosis
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SIRT6表达水平呈现明显下调趋势。在本研究中发

现 , ox-LDL处理的HUVEC细胞中SIRT6蛋白表达

水平显著下降 , 而在转染S100A8 siRNAs的细胞中 , 
SIRT6表达水平明显恢复 (图 6A)。在转染S100A8 
siRNA的细胞中共转靶向 SIRT6的 siRNA, SIRT6表
达水平进一步被抑制 (图6B), 同时细胞活力也出现

下降(图6C)。
2.7   敲低SIRT6促进S100A8缺失引起的线粒体

ROS积累

为了明确 S100A8/SIRT6通路是否也参与线

粒体氧化还原平衡的调节 , 我们分别对 S100A8和
SIRT6敲低的细胞中线粒体ROS水平进行了检测。

结果表明 , 尽管单独敲低S100A8可以降低ox-LDL

引起的线粒体ROS积累水平 , 但在此基础上敲低

SIRT6, 线粒体ROS积累水平明显上升 (图7)。这表

明S100A8通过下调SIRT6的表达进而促进ox-LDL
诱导的线粒体ROS积累和细胞氧化损伤。

3   讨论
S100A8/A9是钙结合蛋白S100家族的成员 , 分

别含有 93和 113个氨基酸 , 在免疫细胞、血管内皮

细胞中表达 [10]。S100A8和S100A9都含有一个带电

的螺旋–环–螺旋结构域 , 可以形成稳定的同源二聚

体或异源二聚体。在炎症反应中 , 来自中性粒细胞

或单核细胞的分泌型S100A8/A9可以通过诱导活性

氧的积累和炎性因子的分泌增强炎症反应 [11-12]。质

A: 流式细胞术检测细胞线粒体ROS水平; B: 各组平均荧光强度分析。ns: P>0.05; ***P<0.001。
A: flow cytometry analysis the mitochondrial ROS levels; B: the mean of fluorescence intensity value in each group. ns: P>0.05; ***P<0.001.

图5   敲低S100A8降低ox-LDL引起的线粒体ROS积累

Fig.5   Knockdown S100A8 inhibits ox-LDL-induced mitochondiral ROS accumulation
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A: Western blot analysis the SIRT6 expression; B: Western blot analysis the S100A8 and SIRT6 expression; C: the cell viability in each group. 
***P<0.001.

图6   敲低S100A8回补ox-LDL诱导的SIRT6表达

Fig.6   Knockdown S100A8 rescues ox-LDL-induced SIRT6 expression
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A: 流式细胞术检测细胞线粒体ROS水平; B: 各组平均荧光强度分析。***P<0.001。
A: flow cytometry analysis the mitochondrial ROS levels; B: the mean of fluorescence intensity value in each group. ***P<0.001.

图7   敲低SIRT6促进S100A8缺失引起的线粒体ROS积累

Fig.7   Knockdown SIRT6 promotes S100A8 deficiency induced mitochondrial ROS accumulation
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型S00A8/A9可以通过结合钙离子 , 调控钙离子相关

的信号通路和细胞生理活动 , 如细胞骨架重构等 [13]。

最近的一些研究发现 , S100A8/A9在调控动脉粥样

硬化疾病进展中发挥了重要作用 , 它可能作为动

脉粥样硬化新型生物标记物 [14]。然而 , 胞质表达的

S100A8/A9是否也参与调控动脉粥样硬化却仍不清

楚。

在本研究中 , 我们在体外培养HUVEC细胞 , 并
利用 ox-LDL诱导的氧化损伤模拟动脉粥样硬化的

发生。研究发现 , 在ox-LDL处理的HUVEC细胞中 , 
S100A8在mRNA水平和蛋白水平均有显著上调。

此外 , 在H2O2诱导的细胞氧化损伤模型中 , S100A8
表达也呈现上调 , 但使用native LDL诱导却未发现

S100A8表达水平上调。这些结果提示, S100A8可以

特异性地响应细胞氧化应激并上调表达水平。为了

进一步研究S100A8表达水平上调的意义 , 我们利用

siRNA敲低细胞内源S100A8的表达, 发现在S100A8
表达水平敲低后 , ox-LDL诱导的内皮细胞激活、细

胞氧化损伤和细胞凋亡都呈现明显的下降 , 这提示

S100A8可能发挥了促进细胞氧化损伤和细胞凋亡

的作用。线粒体活性氧积累是细胞氧化应激反应

中的一个生理事件 , 本研究发现敲低S100A8后 , ox-
LDL诱导的HUVEC细胞线粒体ROS积累水平出现

了明显下降。

SIRT6是组蛋白去乙酰化酶 sirtuins中的成员 [15], 
已经被发现在线粒体氧化应激条件下它的表达水平

也会出现下调 [16]。SIRT6被发现可以与 p53蛋白结

合, 并被募集到Fas/FasL基因启动子区域, 抑制TP53
的转录 , 减轻细胞氧化损伤 [17]。本研究同样发现在

ox-LDL诱导的HUVEC细胞氧化损伤模型中 , SIRT6
的表达水平呈明显下调趋势。而敲低 S100A8后 , 
SIRT6的表达水平得到回补。在同时转染S100A8和
SIRT6 siRNA的细胞中, SIRT6表达水平被显著抑制, 
因此尽管细胞S100A8蛋白表达下调 , 细胞氧化损伤

和线粒体活性氧积累均未出现下调。这些结果提示

ox-LDL可以通过诱导S100A8/A9的表达 , 抑制氧化

应激保护因子SIRT6的表达 , 进而促进细胞线粒体

ROS积累和细胞氧化损损伤。然而 , S100A8通过何

种机制调控SIRT6的表达仍然未知, 需要在后续工作

中进行研究。

综上所述, 本研究发现了ox-LDL诱导的S100A8
表达水平上调在促进血管内皮细胞氧化损伤中发挥

了重要作用。这为S100A8作为动脉粥样硬化疾病诊

断和治疗的新靶点提供了理论依据。
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