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小干扰 RNA 沉默 MST1 基因减轻 TNF-α 诱导的

人脐静脉内皮细胞凋亡

阮溦，李锁北，徐军美，肖锋，谭嵘

( 中南大学湘雅二医院麻醉科，中南大学麻醉研究所，长沙 410011)

[ 摘要 ] 目的： 探 讨 丝 / 苏 氨 酸 蛋 白 激 酶 (mammalian sterile 20-like kinase 1，MST1) 对 肿 瘤 坏 死 因 子 -α(tumor 

necrosis factor-α，TNF-α) 诱导的人脐静脉内皮细胞 (human umbilical vein endothelial cell，HUVEC) 凋亡的影响及作用机制。

方法：用不同浓度的 TNF-α(0~100 ng/mL) 诱导内皮细胞凋亡， 24 h 后通过 TUNEL 法观察内皮细胞凋亡率，Western

印迹分析 TNF-α 对 MST1 活性的影响；随后将构建的 MST1 小干扰 RNA(small interference RNA，siRNA) 在脂质体

Lipofectamine 2000 的介导下转染原代 HUVEC，转染后 24 h 加入 TNF-α(10 ng/mL) 诱导 HUVEC 凋亡，24 h 后通过

Western 印迹确定 MST1 siRNA 的基因沉默效率；通过 TUNEL 法观察 MST1 基因的敲除对 TNF-α 介导的内皮细胞凋

亡的影响；并进一步用 Western 印迹观察 MST1 基因敲除对 caspase-3 活性的影响。结果：TNF-α(10，40，100 ng/mL)

能导致内皮细胞凋亡显著增多 (P<0.001)，并且呈剂量依赖性；随着 TNF-α 浓度增加，MST1 的活化增多，MST1 激酶

活性相应增加；MST1 siRNA 对内皮细胞中 MST1 基因表达的抑制呈剂量依赖性，100 nmol/L MST1 siRNA 能特异性沉

默内皮细胞中 MST1 基因的表达 (P<0.05)；MST1 siRNA 能明显减少 TNF-α 诱导的内皮细胞凋亡 (P<0.05)，抑制 TNF-α

诱导的 MST1 裂解活化，同时 caspase-3 的活性也相应减少。结论：MST1 siRNA 通过抑制 caspase-3 的级联放大效应减

少 TNF-α 诱导的 HUVEC 凋亡。
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Silencing of MST1 expression by siRNA diminishes TNF-α-
mediated human umbilical vein endothelial cell apoptosis 
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(Department of Anesthesiology, Second Xiangya Hospital, Central South University; Anesthesiology Research Institute, 
Central South University, Changsha 410011, China)

ABSTRACT Objective: To elucidate the effects of mammalian sterile 20-like kinase 1 (MST1) gene on tumor 
necrosis factor (TNF)-α-mediated human umbilical vein endothelial cell (HUVEC) apoptosis. 

 Methods: Cultured HUVECs were treated with either vehicle or TNF-α (1–100 ng/mL) for 
24 hours. Cell apoptosis was measured by TUNEL staining, and MST1 activity was analyzed by 
Western blot. In order to knock down MST1 expression in HUVECs, cells were transfected with 
100 nmol/L MST1 small interference RNA (siRNA) using Lipofectamine 2000 for 24 hours, 
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肿瘤坏死因子 -α(tumor necrosis factor-α，TNF-α)
是 全 身 炎 症 反 应 综 合 征 (systemic inflammatory 
response syndrome，SIRS) 中所产生的最重要细胞因

子之一，它所引起的血管内皮细胞凋亡导致循环功

能失调并进一步加重器官功能障碍 [1–3]。丝 / 苏氨酸

蛋白激酶 (mammalian sterile 20-like kinase 1，MST1)
是酵母 Ste20 的哺乳动物同源物 [4–5]。针对许多肿瘤

细胞系的研究 [6–8] 表明多种促凋亡刺激如十字孢碱、

CD95/Fas、紫外线、血清饥饿以及抗肿瘤的药物等均

可激活 MST1，引起下游信号分子活化，进一步导致

细胞凋亡。以往的研究从多个角度集中探讨了 MST1
在肿瘤细胞中的生物学功能，但迄今为止有关其在

内皮细胞中的功能研究报道甚少。为探讨 MST1 在

血管内皮细胞凋亡过程中的可能作用，本研究采用

TNF-α 诱导人脐静脉内皮细胞 (human umbilical vein 
endothelial cell，HUVEC) 凋亡的细胞模型，通过转

染小干扰 RNA(small interference RNA，siRNA) 特异

性沉默 MST1 的表达，观察 MST1 在内皮细胞凋亡中

的影响及可能的作用机制，为进一步研究 MST1 在

SIRS 中的调控作用奠定基础。

1  材料与方法

1.1  材料与试剂

本研究经中南大学湘雅医学院伦理委员会批准，

新生儿脐带采集在断脐后胎盘一端进行，由中南大学

湘雅二医院产科提供。内皮细胞培养液 (endothelial cell 
medium，ECM) 购自美国 ScienCell 公司；重组人 TNF-α，

Lipofectamine2000，TRIzol 和 Opti-MEM 低血清培养基购

自美国 Invitrogen 公司；总的及活化的 MST1 抗体，原形

形式的 pro-caspase-3 及其活化裂解片段 cleaved caspase-3
抗体和β-actin 抗体购自美国 CST 公司；TUNEL 荧光凋

亡检测试剂盒购自美国 Roche 公司；MST1 siRNA 和荧

光素酶 (luciferase，luc)siRNA 根据人类基因库中人 MST1
基因 (NM_006282.2) 的 mRNA 序列设计，siRNA 序列：

CAAGCGAAA UACAGUGAUATT，与 MST1 没有明显

的同源性的阴性对照的 siRNA 序列：GCAUAGAGG 
ACAACUAAAUTT，均由广州锐博生物科技有限公司

设计与合成。

1.2  细胞培养及模型制备

在无菌条件下，于健康产妇 ( 剖宫产为佳 ) 分娩

后立即取新生胎儿脐带，按 Jaffe 等 [9] 报道的改良方

法分离培养 HUVEC。取第 2~5 代用于实验，当细胞

生长至 60%~70% 融合时，加入不同浓度 TNF-α(0，

1，10，40 和 100 ng/mL) 诱导内皮细胞凋亡，24 h 后

分别观察细胞的凋亡和 MST1 的裂解活化。

1.3  TUNEL 法检测细胞凋亡

参照 TUNEL 荧光凋亡检测试剂盒使用说明，

首先用 0.3% 过氧化氢灭活内源性过氧化物酶，加入

配制好的生物素标记液 (TdT 酶、生物素 -dUTP)，

37 ℃孵育 60 min，再加入链霉亲和素辣根过氧化物

酶工作液，孵育 30 min，接着加入 FITC 标记的二

抗，最后用 DAPI 复染。封片后于倒置荧光显微镜下

观察。FITC 绿色荧光显示凋亡细胞，DAPI 染色显

示总细胞数，每个标本取 5 个镜下视野进行凋亡细

胞计数。凋亡率 = 凋亡细胞数 / 总细胞数 ×100%。

and the transfection efficiency was analyzed by Western blot. MST1 siRNA-transfected cells were 
treated with 10 ng/mL TNF-α for an additional 24 hours. Cell apoptosis was measured by TUNEL 
staining and caspase-3 activity was detected by Western blot.
Results: MST1 activity was stimulated in a dose-dependent manner after TNF-α treatment (10, 
40, 100 ng/mL) and reached the maximal effect at 100 ng/mL. MST1 activity also paralleled the 
onset of apoptosis as determined by TUNEL staining (P<0.001). Transfection with MST1 siRNA 
markedly diminished MST1 gene expression in a dose-dependent manner. MST1 siRNA (100 
nmol/L) significantly silenced MST1 gene (P<0.05) and reduced TNF-α-induced endothelial 
cells apoptosis (P<0.05) by way of inhibiting MST1 gene activation and, accordingly, suppressing  
caspase-3 activity.

 Conclusion: Silencing of MST1 expression by siRNA diminishes TNF-α-mediated human 
umbilical vein endothelial cell apoptosis by inhibiting the cascade effect of caspase-3.

KEY WORDS tumor necrosis factor-α; endothelial cell; apoptosis; MST1; caspase-3
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1.4  siRNA 转染

转染前一天，接种 5×107/L 内皮细胞至 6 孔板

中，细胞达到 30%~50% 融合时进行转染。转染操作

按 lipofectamine2000 试剂说明书进行。将不同浓度

MST1 siRNA(0，10，50，100 和 200 nmol/L) 与 lipo 
2000 混合静置 20 min 后分别加入 6 孔板，在 Opti-
MEM 低血清培养基中转染 6 h，换成 ECM 完全培养

基培养 48 h 后检测转染水平；将 MST1 siRNA(100 
nmol/L)-lipo 2000 混合物或 luc siRNA(100 nmol/L)-
lipo 2000 混和物加入 6 孔板转染内皮细胞，同时以等

量 Opti-MEM 低血清培养基设置阴性对照孔，24 h 后

加入 TNF-α(10 ng/mL)，1 d 后收集细胞，观察 MST1 
siRNA 对 MST1 表达的抑制作用。另外将转染 MST1 
siRNA(100 nmol/L) 和等量 Opti-MEM 低血清培养的内

皮细胞分别加或不加 10 ng/mL TNF-α 刺激，设置空白

对照组 (Opti-MEM)、luc siRNA 转染组 (luc siRNA)、

MST1 siRNA 转染组 (MST1 siRNA)、阴性对照组 (Opti-
MEM + 10 ng/mL TNF-α)、luc siRNA 转染刺激组 (luc 
siRNA + 10 ng/mL TNF-α) 和 MST1 siRNA 转染刺激组

(MST1 siRNA + 10 ng/mL TNF-α)6 组观察转染 MST1 
siRNA 对 TNF-α 诱导内皮细胞凋亡的影响。

1.5  RT-qPCR 法检测 MST1 mRNA 的表达

用 TRIzol 提取细胞总 RNA，紫外分光光度计

定量后取 2 μg 反转录获得 cDNA。使用使用 SYBR 
Green 1 嵌合荧光法进行实时定量 PCR 扩增 , 反应条

件为预变性 95 ℃，15 s 后，变性 95 ℃，5 s，退火

延伸 60 ℃，30 s，共进行 45 个循环。MST1 引物序

列： 上 游 5'-GGGTCCCAGTAGCCAAGAT-3'， 下 游

5'-GAGGCACCACATACCATTCA- 3'；内对照 β-actin 引
物序列上游 5'-TGCGTGACATCAAAGAGAAGC-3'，下

游 5'-CAGCACTGTGTTGGCATAGAG-3'。应用的仪器

是 Roche 公司 LightCycler 荧光定量 PCR 仪，引物内

对照数据分析用 2 －△△ CT 法。

1.6  Western 印迹检测蛋白表达

将以上 6 组细胞经预冷的 PBS 漂洗 2 遍后，加

入 200 μL 细胞裂解缓冲液 [50.0 mmol/L Tris pH=7.6，

150.0 mmol/L NaCl，0.1% SDS，1.0% NP-40，protease 
inhibitor cocktail，phosphatase inhibitor cocktail (Sigma, 
USA)]，刮取细胞，4 ℃旋转裂解 30 min；12000 g 离

心 30 min，收集上清液；经 Bradford 法测定蛋白质

浓度后，取 50 μg 总蛋白进行聚丙烯酰胺凝胶电泳

(SDS-PAGE)，按常规方法转移至 PVDF 膜上，加入

MST1 抗体 (1:1000 稀释 )、pro-caspase-3 抗体 (1:1000
稀释 ) 或 cleaved caspase-3 抗体 (1:1000 稀释 ) 进行蛋

白表达测定。用 Photoshop CS4 (Adobe 公司 ) 图像分

析系统对蛋白条带进行分析，蛋白质的相对含量以

目的蛋白与 β-actin 条带光密度值的比值表示。

1.7  统计学处理

运用 SPSS 13.0 统计软件包进行统计学分析，每

组实验重复 5 次，结果以均数 ± 标准差 (x±s) 表示。

组间比较采用 t 检验及单因素方差分析，P<0.05 为差

异有统计学意义。

2  结  果

2.1  TNF-α 诱导内皮细胞凋亡

TUNEL 荧 光 染 色 的 结 果 表 明， 虽 然 低 浓 度

(1 ng/mL) 的 TNF-α 对内皮细胞凋亡无明显影响，但是

高浓度的 TNF-α(10，40，100 ng/mL) 能导致内皮细胞凋

亡显著增多 (P<0.001)，并且呈剂量依赖性 ( 图 1 A)。

2.2  TNF-α 促使内皮细胞 MST1 活性增加

Western 印迹结果显示：10 ng/mL TNF-α 就能使

内皮细胞 MST1 裂解活化，表现为 36 kD 的 MST1 活

化蛋白激酶结构片段表达增加，同时伴随着 63 kD 的

总 MST1 表达减少，在 TNF-α 剂量为 100 ng/mL 时

变化趋势达到高峰。这种 MST1 的活化呈现出 TNF-α

剂量依赖性，并伴随内皮细胞凋亡的增多 ( 图 1 B)。

2.3  MST1 siRNA 抑制内皮细胞 MST1 的表达
MST1 siRNA 对内皮细胞中总 MST1 表达的抑

制呈剂量依赖性，50 nmol/L 以上浓度对内皮细胞

MST1 表达有显著抑制作用 (P<0.01)，100 nmol/L 时

达峰值 (P<0.001，图 2A)。

与 空 白 对 照 组 (Opti-MEM) 相 比，100 nmol/L 
MST1 siRNA 能特异性地沉默内皮细胞中总 MST1 的

表达 (P<0.05)，而 luc siRNA 则对 MST1 的表达没有

影响 ( 图 2B，2C)。

2.4  MST1 沉默对 TNF-α 诱导的内皮细胞的凋亡的

影响
TUNEL 荧 光 染 色 的 结 果 表 明： 转 染 MST1 

siRNA 的内皮细胞用 TNF-α(10 ng/mL) 处理 24 h 后，

与阴性对照组 (Opti-MEM + 10 ng/mL TNF-α) 相比，

MST1 基因的沉默能明显减少 TNF-α 诱导的内皮细

胞凋亡 (P<0.05)，说明 MST1 siRNA 干扰效果确切；与

空白对照组 (Opti-MEM) 相比，MST1 siRNA 转染刺激

组 TNF-α 诱导的内皮细胞凋亡仍明显增加 (P<0.05)，

这表明 MST1 基因的沉默部分阻止 TNF-α 诱导内皮

细胞凋亡的作用 ( 图 3)。
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2.5  MST1 siRNA 对 MST1 活 性 及 caspase-3 活 性

的影响
Western 印 迹 结 果 显 示：MST1 siRNA 显 著 抑

制 TNF-α 诱导的 MST1 裂解活化，表现为 36 kD 的

MST1 活化蛋白激酶结构片段表达明显减少；同时伴

随有 caspase-3 的活性减低，表现为活化形式的 cleaved 
caspase-3 表达减少，原形形式的 pro-caspase-3 表达

增多。这些结果提示在 TNF-α 诱导的内皮细胞凋亡

中，MST1 的裂解活化具有至关重要的作用，并且可

能通过参与 caspase-3 的激活而起作用 ( 图 4)。

图 1   TNF-α 诱导内皮细胞凋亡 (A) 及刺激 MST1 裂解活化增多 (B)。与 0 ng/mL 组比较， **P<0.001；与 1 ng/mL 组比较， 
##P<0.001；与 10 ng/mL 组比较， △△ P<0.001。

Figure 1   Effects of TNF-αon human endothelial cell apoptosis (A) and cleavage of MST1 (B). **P<0.001 vs 0 ng/mL group; ##P<0.001 
vs 1 ng/mL group; △△ P<0.001 vs 10 ng/mL group.

图 2   MST1 siRNA 抑制内皮细胞总 MST1 的表达。A：MST1 siRNA 对内皮细胞中总 MST1 表达抑制的量效关系 (x±s)。与

control 组比较， *P<0.01，**P<0.001；与 50 nmol/L 组比较， ##P<0.001；B：Western 印迹检测总 MST1 蛋白表达；C：Western
印迹结果直方图分析。与空白对照组比较，*P<0.05。

Figure 2   Silencing of basal expression of MST1 in endothelial cells.  A: Dose-effect relationship of siRNA and MST1 mRNA (x±s). 
*P<0.01，**P<0.001 vs control group; ##P<0.001 vs 50 nmol/L group; B: Levels of MST1 and β-actin were determined by Western blot; C: 
Intensity of each band of the Western blot was determined by Photoshop CS, the MST1/β-actin ratio in untreated endothelial cells was set 
as 1. *P<0.05 vs blank control group.
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3  讨  论

内皮细胞的损伤在 SIRS 的发展与转归中扮演

着重要的角色。多器官功能障碍综合征 (mutiple organ 
dysfunction syndrome，MODS) 患者血中 TNF-α，IL-6 等

炎性因子水平增加，血管内皮细胞功能受损，TNF-α 在

血管内皮损伤中起关键作用 [10]。而脓毒症以及脓毒症

休克患者血中循环内皮细胞(circulating endothelial cells，
CEC) 数量明显增加，CEC 数量增加与炎症引起的血

管内皮损伤有直接关系且与 MODS 病人生存率呈负

相关 [11–12]。Matsuda 等 [3] 的研究结果显示：在 SIRS
中，低氧、低灌注、炎性介质等均能导致内皮细胞

的凋亡或坏死，使血管变形受损甚至形成血栓，微

循环的功能失调将进一步加重器官衰竭。以上的研

究结果均表明 TNF-α 介导的内皮细胞的凋亡是 SIRS
不可逆地走向多器官功能衰竭过程中最关键的病理

生理基础之一 [13]。但内皮细胞凋亡的分子机制并不

完全清楚。本研究结果表明：MST1 参与了 TNF-α 诱

导的内皮细胞凋亡。

MST1 基因是酵母 Ste20 的哺乳动物同源物，它

编码一个丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激酶。大量研究 [6–8,14–15]

证 实： 在 许 多 细 胞 系 (bstAB，HPB-ALL，Jurkat 和

HL-60) 中，多种促凋亡因素和细胞应激事件，包括

紫外线辐射，TNF-α，血清饥饿，抗 FAS 单克隆抗体

以及抗肿瘤药物等都能活化 MST1；同时由于 MST1
在从果蝇到哺乳动物体内普遍表达并具有高度的保

守性，说明 MST1 可能是众多凋亡信号通路的共同

组分。本研究发现，TNF-α 能诱导内皮细胞 MST1 活

化，并伴随 MST1 激酶活性相应增加和内皮细胞凋

亡的增多。而 MST1 基因敲除能明显减少 TNF-α 诱

导的内皮细胞凋亡，进一步表明 MST1 活化参与了

内皮细胞凋亡的调控。但是 MST1 siRNA 并不能完全

抑制由 TNF-α 介导的促凋亡效应，这提示在 TNF-α

诱导内皮细胞凋亡的分子机制中还存在着不依赖于

MST1 的凋亡通路。

MST1 能通过多条信号通路参与细胞凋亡的调

控。在外源信号分子刺激下，MST1 发生自磷酸化

(Thr83) 并被 caspase-3 裂解，产生具有高度催化活性

的相对分子量为 34~36 kD 片段；活化的 MST1 片段

随即进入细胞核，磷酸化或裂解下游靶分子，行使

生物学功能 [16]。本研究证实：在内皮细胞中，MST1 
基因沉默能显著减少 TNF-α 诱导的 caspase-3 的裂解

活化。这表明 MST1 不仅能被 caspase-3 裂解活化，

并且能与 caspase-3 形成一个正反馈回路 (a positive 
feedback loop)，对细胞的凋亡进行放大。Graves 等 [17]

的研究也证实 MST1 不仅是 caspase-3 的下游底物，外

源性过表达的 MST1 作为上游信号因子，还能够活化

caspase-3，进而促进自我磷酸化，使凋亡信号迅速放

大。Lee 等 [18] 的研究也发现，在稳定转染 MST1 的

HeLa 细胞中，由于 caspase-3 的加速激活使得细胞对

死亡受体介导的凋亡更敏感。这些研究结果均提示在

TNF-α 诱导的内皮细胞凋亡中，MST1 的裂解活化具

有至关重要的作用，并且可能通过参与 caspase-3 的

级联放大效应而起作用。然而 MST1 活化 caspase-3 的

具体机制仍不清楚。有研究证实，哺乳动物细胞中过

表达 MST1 能够激活 caspase-3 和 JNK，而 JNK 磷酸化

图 3   MST1 siRNA 抑制 TNF-α 诱导的内皮细胞凋亡。与阴

性对照组 (Opti-MEM + 10 ng/mL TNF-α) 比较，*P<0.05；与

空白对照组 (Opti-MEM) 比较，#P<0.05。

Figure 3   Silencing of siRNA diminished TNF-α-mediated 

endothelial cell apoptosis.  *P<0.05 vs group of Opti-MEM + 

TNF-α(10 ng/mL); #P<0.05 vs group of Opti-MEM.

图 4   MST1 siRNA 对 MST1 活性及 caspase-3 活性的影响。

Figure 4   Silencing of MST1 expression by siRNA reduced 

MST1 cleavage and caspase-3 activity.
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的抑制物能抑制 MST1 对 caspase-3 的裂解活化 [19]，

提示 MST1 可能通过 JNK 通路实现对 caspase-3 的裂

解活化。

综上所述，本研究证实了 MST1 参与 TNF-α 诱

导的内皮细胞凋亡的调控，并提示 MST1-caspase-3 正

反馈回路在 MST1 调控凋亡的机制中具有重要作用。

因此，继续对 MST1 在 TNF-α 诱导的内皮细胞凋亡

调控机制中的深入研究，将有望为防治 SIRS 找到新

的靶点和方向。
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