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ＣＩＴＥＤ２ 改善低氧 ／ 复氧诱导的人脐静脉内皮细胞线粒体功能
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摘要：目的 探究富含谷氨酸 ／天冬氨酸羧基末端结构域的 ＣＢＰ ／ ｐ３００ 相互作用反式激活因子 ２（ＣＩＴＥＤ２）在冠状动

脉慢血流（ＣＳＦ）患者中的表达及其对内皮细胞低氧 ／复氧（Ｈ ／ Ｒ）损伤的调控机制。 方法 收集 ＣＳＦ 患者及健康对

照人群外周血样本，用 ＥＬＩＳＡ 检测血清肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）、白细胞介素⁃６（ ＩＬ⁃６）和活性氧（ＲＯＳ）水平，ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析外周血单个核细胞（ＰＢＭＣｓ）中 ＣＩＴＥＤ２、ＨＩＦ⁃１α、ＤＲＰ１、ＳＩＲＴ１ 和 ＭＦＮ２ 的表达。 体外培

养人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣｓ），构建 Ｈ ／ Ｒ 模型，并通过转染 ｓｉＲＮＡ 与过表达质粒调控 ＣＩＴＥＤ２ 表达。 实验分为对

照（ｃｏｎｔｒｏｌ）组、Ｈ ／ Ｒ 组、Ｈ ／ Ｒ＋ＯＥ⁃ＮＣ 组、Ｈ ／ Ｒ＋ＯＥ⁃ＣＩＴＥＤ２ 组、Ｈ ／ Ｒ＋ ｓｉＮＣ 组和 Ｈ ／ Ｒ＋ ｓｉＣＩＴＥＤ２ 组。 用二氢乙锭

（ＤＨＥ）和 ＪＣ⁃１ 染色检测细胞内 ＲＯＳ 水平及线粒体膜电位变化，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测相关基因及蛋白表

达。 结果 与对照组相比，ＣＳＦ 患者血清中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和 ＲＯＳ 水平显著升高，ＰＢＭＣｓ 中 ＨＩＦ⁃１α 和 ＤＲＰ１ 表达上

调，ＣＩＴＥＤ２、ＳＩＲＴ１ 和 ＭＦＮ２ 表达下调 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 在 ＨＵＶＥＣｓ 中，Ｈ ／ Ｒ 处理后 ＨＩＦ⁃１α、ＤＲＰ１ 表达显著升高，
ＣＩＴＥＤ２、ＳＩＲＴ１ 和 ＭＦＮ２ 表达降低；过表达 ＣＩＴＥＤ２ 可显著抑制 ＨＩＦ⁃１α、ＤＲＰ１ 表达，上调 ＳＩＲＴ１ 和 ＭＦＮ２，减少 ＲＯＳ
生成并恢复线粒体膜电位；敲降 ＣＩＴＥＤ２ 则加剧上述损伤效应。 结论 ＣＩＴＥＤ２ 可通过调控 ＨＩＦ⁃１α、ＤＲＰ１、ＳＩＲＴ１ 和

ＭＦＮ２ 的表达，减少 ＲＯＳ 生成、恢复线粒体膜电位，从而改善 ＣＳＦ 相关的内皮细胞损伤。
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　 　 冠状动脉慢血流（ｃｏｒｏｎａｒｙ ｓｌｏｗ ｆｌｏｗ， ＣＳＦ）作为

一种以冠状动脉造影无显著狭窄但血流灌注延迟为

特征的临床综合征，其病理机制与内皮细胞功能障

碍、炎性反应及氧化应激相关［１］。 患者常表现为反

复发作的心肌缺血症状，如胸痛、胸闷等，目前传统

治疗手段效果有限，其核心发病机制仍未完全阐

明［２］。 近年来研究表明，线粒体功能紊乱和低氧诱

导因子通路异常在心血管疾病的内皮损伤中起关键

作用［３］，而转录共激活因子富含谷氨酸 ／天冬氨酸

羧基末端结构域的 ＣＢＰ ／ ｐ３００ 相互作用反式激活子

２（ＣＢＰ ／ ｐ３００⁃ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｏｒ ｗｉｔｈ Ｇｌｕ ／ Ａｓｐ⁃
ｒｉｃｈ ｃａｒｂｏｘｙ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｄｏｍａｉｎ ２，ＣＩＴＥＤ２）作为调控细

胞应激反应的重要分子，在 ＣＳＦ 中的潜在作用尚未

明确。
线粒体动力学失衡可导致线粒体功能障碍，释

放氧化应激产物并诱发细胞凋亡，这一过程与 ＨＩＦ⁃
１ 的激活及 ＳＩＲＴ１ ／ ＭＦＮ２ 等线粒体保护因子的表达

下调密切相关［４］。 ＣＩＴＥＤ２ 作为 ＣＢＰ ／ ｐ３００ 相互作

用蛋白，已被证实参与肿瘤、神经系统疾病的应激响

应，但在心血管内皮细胞中的功能研究仍处于探索

阶［５］。 在低氧 ／复氧（ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ，Ｈ ／ Ｒ）损
伤模型中，ＣＩＴＥＤ２ 是否通过调控 ＨＩＦ⁃１α ／ ＳＩＲＴ１ 通

路及线粒体动力学蛋白来影响内皮细胞损伤，尚未

见系统性报道。 鉴于 ＣＳＦ 患者的临床治疗需求及

ＣＩＴＥＤ２ 在应激调控中的潜在价值，本研究拟通过分

析 ＣＳＦ 患者血清炎性因子、外周血单个核细胞（ｐｅ⁃
ｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｃｅｌｌｓ，ＰＢＭＣｓ）基因表达，

结合 ＨＵＶＥＣｓ Ｈ ／ Ｒ 模型中 ＣＩＴＥＤ２ 的过表达与敲降

实验，探讨 ＣＩＴＥＤ２ 在氧化应激、线粒体功能损伤中

的作用及分子机制，为 ＣＳＦ 的靶向治疗提供理论

依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 临床样本收集：收集 ２０２３ 年 １２ 月至 ２０２５ 年

１ 月期间在中山市博爱医院就诊的 ２０ 例 ＣＳＦ 患者

及 ２０ 名健康对照人群的外周血样本。 纳入标准：
ＣＳＦ 患者需经冠状动脉造影确诊、有典型心肌缺血

症状、近 ３ 个月未接受重大心血管治疗、无急性感染

及外伤史；健康对照需年龄性别匹配、无心血管等慢

性疾病、无烟酒不良嗜好、无影响指标的其他疾病。
排除标准：合并关节疾病、恶性肿瘤、严重全身性疾

病、骨骼代谢疾病或感染炎性状态、使用免疫抑制剂

或参与其他临床试验者。 本研究经中山市博爱医院

伦理审查通过，所有参与者均签署了知情同意书。
１􀆰 １􀆰 ２　 细胞与试剂：人脐静脉内皮细胞系（ｈｕｍａｎ
ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣｓ）（武汉普诺

赛生命科技有限公司）；ＥＬＩＳＡ 试剂盒（南京建成生

物工 程 研 究 所 ）； ＴＲＩｚｏｌ 试 剂、 反 转 录 试 剂 盒

（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）；引物合成序列（上海生工生物科

技有限公司）；抗 ＣＩＴＥＤ２、ＨＩＦ⁃１α、 ＳＩＲＴ１、ＭＦＮ２、
ＤＲＰ１、β⁃ａｃｔｉｎ 蛋白的一抗与二抗（武汉三鹰生物技

术有限公司）；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ Ｓｃｉ⁃
ｅｎｔｉｆｉｃ 公司）。
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孙理华　 ＣＩＴＥＤ２ 改善低氧 ／复氧诱导的人脐静脉内皮细胞线粒体功能

１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＥＬＩＳＡ 检测血清中炎性因子：收集外周血血

清样本，使用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒，在 ９６ 孔板中依次加入

标准品、待测样品、检测抗体等试剂，３７ ℃孵育 ２ ｈ。
弃去孔内液体，用洗涤缓冲液洗涤 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ。
加入生物素标记的检测抗体，３７ ℃孵育 ２ ｈ，再次洗

涤。 再加入亲和素⁃辣根过氧化物酶工作液，３７ ℃
避光孵育 ６０ ｍｉｎ，洗涤后加入显色底物 ３，３′，５，５′⁃
四甲 基 联 苯 胺 （ ３， ３′， ５， ５′⁃ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，
ＴＭＢ），３７ ℃避光反应 ３０ ｍｉｎ。 加入终止液终止反

应，在酶标仪上于 ４５０ ｎｍ 波长处测定吸光度值，根
据标准曲线计算血清中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和活性氧（ｒｅａｃ⁃
ｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）的浓度。
１􀆰 ２􀆰 ２　 细胞的培养与处理：ＨＵＶＥＣｓ 培养于含 １０％
胎牛血清、１％青霉素 ／链霉素的 ＤＭＥＭ 高糖培养基

中，置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中。 细胞贴壁增殖，
汇合度达 ８０％ ～ ９０％时，用 ０􀆰 ２５％胰蛋白酶⁃ＥＤＴＡ
消化传代。 采用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 转染 ｓｉＣＩＴＥＤ２、
ｓｉＮＣ、ＯＥ⁃ＣＩＴＥＤ２ 和 ＯＥ⁃ＮＣ，转染 ７２ ｈ 后，将细胞置

于含 １％氧气的低氧培养箱中处理 ６ ｈ，再正常培养

６ ｈ建立低氧 ／复氧（Ｈ ／ Ｒ）模型［６］。 正常培养细胞作

为对照，实验分组包括对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ），低氧 ／复氧

组（Ｈ ／ Ｒ，１％ Ｏ２ ６ ｈ 后复氧），低氧 ／复氧＋过表达阴

性对照组 （ Ｈ ／ Ｒ ＋ ＯＥ ＮＣ）， 低氧 ／复氧 ＋ 过表达

ＣＩＴＥＤ２ 组（Ｈ ／ Ｒ＋ＯＥ ＣＩＴＥＤ２）， 低氧 ／复氧＋ ｓｉＲＮＡ
阴性对照组（Ｈ ／ Ｒ＋ ｓｉＮＣ）和低氧 ／复氧＋ ｓｉＣＩＴＥＤ２
组（Ｈ ／ Ｒ＋ｓｉＣＩＴＥＤ２）。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测不同处理组中细胞的 ｍＲＮＡ
表达水平：采用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取不同处理组细胞的

总 ＲＮＡ， 使用反转录试剂盒将 ＲＮＡ 反转录为

ｃＤＮＡ。 以 ｃＤＮＡ 为模板进行实时荧光定量 ＰＣＲ 反

应。 反应体系为 ２０ μＬ，包含 １０ μＬ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ
ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、０􀆰 ５ μＬ 上游引物 （ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ）、
０􀆰 ５ μＬ下游引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）、１ μＬ ｃＤＮＡ 模板和

８ μＬ ｄｄＨ２Ｏ。 反应条件为：９５℃预变性 ３０ ｓ；９５ ℃
变性 ５ ｓ，６０ ℃退火 ３０ ｓ，共 ４０ 个循环。 合成 ＰＣＲ
引物（序列见表 １），以 β⁃ａｃｔｉｎ 作为内参基因，采用

２－△△Ｃｔ法计算目的基因 （ ＣＩＴＥＤ２、 ＨＩＦ⁃１α、 ＳＩＲＴ１、
ＭＦＮ２、ＤＲＰ１）的相对表达量。
１􀆰 ２􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测不同处理组中蛋白质表达

水平：使用 ＲＩＰＡ 裂解液提取细胞和样本中的总蛋

表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ｇｅｎｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′⁃３′）

ＣＩＴＥＤ２ Ｆ： ＣＡＡＣＡＧＧＡＴＧＡＧＧＡＧＧＧＣＴＧ

Ｒ： ＣＡＴＴＡＧＧＧＣＧＴＴＧＡＡＧＧＣＧＴ

ＨＩＦ⁃１α Ｆ： ＡＧＡＧＧＴＴＧＡＧＧＧＡＣＧＧＡＧＡＴ

Ｒ： ＴＣＣＧＡＣＡＴＴＧＧＧＡＧＣＴＣＡＴＴ

ＳＩＲＴ１ Ｆ： ＴＣＣＴＡＣＴＧＧＣＣＴＧＡＧＧＴＴＧＡ

Ｒ： ＴＴＡＴＣＴＧＧＣＴＧＣＴＧＣＧＧＡＡＡ

ＭＦＮ２ Ｆ： ＡＧＧＴＧＡＡＧＣＧＣＡＡＴＧＴＣＣ

Ｒ： ＧＣＡＧＴＧＡＣＡＡＡＧＴＧＣＴＴＡＡＧＴＧＧ

ＤＲＰ１ Ｆ： ＣＡＣＣＣＣＴＧＧＡＴＣＡＣＧＴＣＡＡＡ

Ｒ： ＴＣＡＧＧＴＧＣＴＴＧＧＴＣＴＴＣＡＧＣ

β⁃ａｃｔｉｎ Ｆ： ＣＡＴＧＴＡＣＧＴＴＧＣＴＡＴＣＣＡＧＧＣ

Ｒ： ＣＴＣＣＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴ

白质，通过 ＢＣＡ 蛋白质定量试剂盒（Ｂｉｏｓｈａｒｐ）测定

蛋白浓度。 每组取 ２０ μｇ 蛋白样品，加入 ５ × ＳＤＳ 加

载缓冲液，９５ ℃ 煮沸 １０ ｍｉｎ 后进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电

泳，并将蛋白转移至 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ ＰＶＤＦ 膜，置于 ５％脱

脂牛奶中室温封闭 １ ｈ。 将膜与一抗（按 ＣＩＴＥＤ２、
ＨＩＦ⁃１α、ＳＩＲＴ１、ＭＦＮ２、ＤＲＰ１、β⁃ａｃｔｉｎ，１ ∶ １ ０００）４ ℃
孵育过夜。 用 ＴＢＳＴ 缓冲液洗涤膜 ３ 次， 每次

１０ ｍｉｎ，然后与二抗（１ ∶ ５ ０００）室温孵育 １ ｈ。 再次

用 ＴＢＳＴ 缓冲液洗涤膜后，采用化学发光试剂显影，
通过 ＩｍａｇｅＪ 软件分析条带吸光度值，以 β⁃ａｃｔｉｎ 为

内参，计算目的蛋白相对表达量。
１􀆰 ２􀆰 ５　 二氢乙啶（ｄｉｈｙｄｒｏｅｔｈｉｄｉｕｍ，ＤＨＥ）染色检测

细胞内 ＲＯＳ 生成：取对数增殖期的 ＨＵＶＥＣｓ，以 １×
１０５ ／ ｗｅｌｌ 接种于 ６ 孔板中，待细胞汇合度达到 ８０％
时，进行 Ｈ ／ Ｒ 处理并弃去培养基，用 ＰＢＳ 洗涤细胞

３ 次，将 ＤＨＥ 探针 （ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 加入各细胞组，
３７ ℃避光孵育 ３０ ｍｉｎ。 用 ＰＢＳ 洗涤细胞 ３ 次，使用

荧光显微镜观察并采集红色荧光图像，红色荧光强

度代表细胞内 ＲＯＳ 生成水平。
１􀆰 ２􀆰 ６　 ＪＣ⁃１ 法检测细胞线粒体膜电位变化：分别

对不同组别的细胞模型加入 ＪＣ⁃１ 染色工作液（ＪＣ⁃１
储存液用 ＪＣ⁃１ 染色缓冲液稀释 １００ 倍配制），３７ ℃
避光孵育 ２０ ｍｉｎ。 孵育结束后，用 ＪＣ⁃１ 染色缓冲液

洗涤细胞 ３ 次。 使用荧光显微镜分别采集绿色荧光

（ＪＣ⁃１ 单体）和红色荧光（ ＪＣ⁃１ 聚合体）图像，通过

红绿荧光比例变化反映细胞线粒体膜电位变化

情况。
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ａｎｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２６􀆰 ４６（８）

１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ８􀆰 ０ 和 ＳＰＳＳ２２􀆰 ０ 软件进行

统计分析。 计量资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多
组间比较采用单因素方差分析（ ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ），
组间两两比较采用 Ｔｕｋｅｙ 检验。

２　 结果

２􀆰 １　 对照与 ＣＳＦ 组血清炎性因子水平对比

与对照组相比，ＣＳＦ 组中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＲＯＳ 水

平显著升高（图 １）（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

２􀆰 ２　 ＣＳＦ 患者中 ＳＩＲＴ１ ／ ＨＩＦ⁃１α通路及线粒体功

能相关蛋白的表达

ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检 测 结 果 显 示，与 对 照 组 相 比，
ＣＳＦ 组 中 ＨＩＦ⁃１α 与 ＤＲＰ１ 的 表 达 显 著 升 高，
ＣＩＴＥＤ２、ＳＩＲＴ１ 与 ＭＦＮ２ 的表达显著降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５） （图 ２Ａ） 。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果与 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 类 似， 也 表 现 为 ＣＳＦ 组 中 ＨＩＦ⁃１α 与

ＤＲＰ１ 的蛋白表达较 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组显著升高， ＣＩＴ⁃
ＥＤ２、ＳＩＲＴ１ 与 ＭＦＮ２ 的蛋白表达较对照组显著

降低（ Ｐ＜０􀆰 ０１） （图 ２Ｂ） 。

∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ．
图 １　 ＥＬＩＳＡ 检测 Ｃｔｒｌ 组与 ＣＳＦ 组血清中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６与 ＲＯＳ 的水平

Ｆｉｇ １　 Ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＲＯＳ ｉｎ Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＣＳＦ ｇｒｏｕｐ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ（ｘ±ｓ， ｎ＝２０）

Ａ􀆰 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＩＴＥＤ２， ＨＩＦ⁃１α， ＳＩＲＴ１， ＭＦＮ２ ａｎｄ ＤＲＰ１；Ｂ􀆰 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＩＴＥＤ２， ＨＩＦ⁃１α， ＳＩＲＴ１， ＭＦＮ２ ａｎｄ ＤＲＰ１；∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ．

图 ２　 不同组中 ＣＩＴＥＤ２、ＨＩＦ⁃１α、ＳＩＲＴ１、ＭＦＮ２、ＤＲＰ１ 的 ｍＲＮＡ 及蛋白表达

Ｆｉｇ ２　 ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＩＴＥＤ２， ＨＩＦ⁃１α， ＳＩＲＴ１， ＭＦＮ２ ａｎｄ ＤＲＰ１ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
　 　 　 ｇｒｏｕｐｓ（ｘ±ｓ， ｎ＝２０）
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孙理华　 ＣＩＴＥＤ２ 改善低氧 ／复氧诱导的人脐静脉内皮细胞线粒体功能

２􀆰 ３　 ＨＵＶＥＣｓ 中 ＣＩＴＥＤ２ 的敲降与过表达

敲降处理后，与对照组相比，ＣＩＴＥＤ２⁃Ｈｏｍｏ⁃８９１
和 ＣＩＴＥＤ２⁃Ｈｏｍｏ⁃６０２ 组的 ＣＩＴＥＤ２ ｍＲＮＡ 相对表达

量显著降低（图 ３Ａ）。 进一步进行蛋白表达水平检

测显示，ＣＩＴＥＤ２⁃Ｈｏｍｏ⁃８９１ 和 ＣＩＴＥＤ２⁃Ｈｏｍｏ⁃６０２ 组

的 ＣＩＴＥＤ２ 蛋白相对表达量显著低于对照组 （图

３Ｂ）。 其中，ＣＩＴＥＤ２⁃Ｈｏｍｏ⁃６０２ 的敲降效果最明显。
过表达处理后，与 Ｈ ／ Ｒ＋ＯＥ ＮＣ 组相比，Ｈ ／ Ｒ＋ＯＥ
ＣＩＴＥＤ２ 组的 ＣＩＴＥＤ２ ｍＲＮＡ 相对表达量显著升高

（图 ３Ｃ）。 进一步进行蛋白表达水平检测显示，Ｈ ／ Ｒ
＋ＯＥ ＣＩＴＥＤ２ 组的 ＣＩＴＥＤ２ 蛋白相对表达量显著高

于 Ｈ ／ Ｒ＋ＯＥ ＮＣ 组（图 ３Ｄ）。
２􀆰 ４ 　 ＣＩＴＥＤ２ 在 ＨＵＶＥＣｓ 低氧 ／复氧模型中对

ＳＩＲＴ１ ／ ＨＩＦ⁃１α通路的影响

ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测结果显示，与对照组相比， Ｈ／ Ｒ 与

Ｈ／ Ｒ＋ＯＥ ＮＣ 组中 ＣＩＴＥＤ２、ＳＩＲＴ１ 和ＭＦＮ２ 的表达水平

显著降低，ＨＩＦ⁃１α 与 ＤＲＰ１ 表达水平升高。 与 Ｈ／ Ｒ＋
ＯＥ ＮＣ 组相比， Ｈ／ Ｒ＋ＯＥ ＣＩＴＥＤ２ 组中 ＣＩＴＥＤ２、ＳＩＲＴ１
和ＭＦＮ２ 的表达水平显著升高，ＨＩＦ⁃１α与ＤＲＰ１ 表达水

平降低。 与 Ｈ／ Ｒ＋ｓｉＮＣ 组相比， Ｈ／ Ｒ＋ｓｉＣＩＴＥＤ２ 组中

ＣＩＴＥＤ２、ＳＩＲＴ１ 和ＭＦＮ２ 表达水平显著降低，ＨＩＦ⁃１α 与

ＤＲＰ１ 表达水平升高（图 ４Ａ）。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示，与对照组相比， Ｈ／ Ｒ

与 Ｈ／ Ｒ＋ＯＥ ＮＣ 组中 ＣＩＴＥＤ２、ＳＩＲＴ１ 和 ＭＦＮ２ 的蛋白

水平显著降低，ＨＩＦ⁃１α 与 ＤＲＰ１ 蛋白水平升高。 与 Ｈ／
Ｒ＋ＯＥ ＮＣ 组相比， Ｈ／ Ｒ＋ＯＥ ＣＩＴＥＤ２ 组中 ＣＩＴＥＤ２、
ＳＩＲＴ１ 和ＭＦＮ２ 的蛋白水平显著升高，ＨＩＦ⁃１α 与 ＤＲＰ１
蛋白水平降低。 与 Ｈ／ Ｒ＋ｓｉＮＣ 组相比， Ｈ／ Ｒ＋ｓｉＣＩＴＥＤ２
组中 ＣＩＴＥＤ２、ＳＩＲＴ１ 和 ＭＦＮ２ 蛋白水平显著降低，
ＨＩＦ⁃１α与 ＤＲＰ１ 蛋白水平升高（图 ４Ｂ）。

Ａ􀆰 ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＩＴＥＤ２ ｍＲＮＡ ｉｎ ＨＵＶＥＣｓ ａｆｔｅｒ ｋｎｏｃｋ⁃ｄｏｗｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｂ􀆰 ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＩＴＥＤ２ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎ ＨＵＶＥＣｓ ａｆｔｅｒ ｋｎｏｃｋ⁃ｄｏｗｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｃ􀆰 ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＩＴＥＤ２ ｍＲＮＡ ｉｎ ＨＵＶＥＣｓ ａｆｔｅｒ ｏｖｅｒ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｔｒｅａｔ⁃
ｍｅｎｔ； Ｄ􀆰 ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＩＴＥＤ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＨＵＶＥＣｓ ａｆｔｅｒ ｏｖｅｒ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ； ∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１ ｃｏｍ⁃
ｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ； ＃Ｐ＜０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｈ ／ Ｒ＋ＯＥ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ．

图 ３　 敲降和过表达 ＣＩＴＥＤ２ 对 ＨＵＶＥＣｓ 中 ＣＩＴＥＤ２ ｍＲＮＡ 及蛋白表达水平

Ｆｉｇ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｋｎｏｃｋ⁃ｄｏｗｎ ａｎｄ ｏｖｅｒ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＩＴＥＤ２ ｏｎ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＩＴＥＤ２
　 　 　 ｉｎ ＨＵＶＥＣｓ（ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ａｎｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２６􀆰 ４６（８）

Ａ􀆰 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＩＴＥＤ２， ＨＩＦ⁃１α， ＳＩＲＴ１， ＭＦＮ２ ａｎｄ ＤＲＰ１ ａｆｔｅｒ ｏｖｅｒ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｒ ｋｎｏｃｋ⁃
ｄｏｗｎ ｏｆ ＣＩＴＥＤ２；Ｂ􀆰 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＣＩＴＥＤ２， ＨＩＦ⁃１α， ＳＩＲＴ１， ＭＦＮ２ ａｎｄ ＤＲＰ１
ａｆｔｅｒ ｏｖｅｒ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｒ ｋｎｏｃｋ⁃ｄｏｗｎ ｏｆ ＣＩＴＥＤ２； ∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ＜０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ Ｈ ／ Ｒ＋ＯＥ ＮＣ ｇｒｏｕｐ； △Ｐ＜０􀆰 ０１， △△Ｐ＜０􀆰 ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｈ ／ Ｒ＋ｓｉＮＣ ｇｒｏｕｐ．

图 ４　 ＨＵＶＥＣｓ 缺氧 ／复氧模型中过表达和敲降 ＣＩＴＥＤ２ 对相关基因与蛋白表达

Ｆｉｇ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｖｅｒ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｋｎｏｃｋ⁃ｄｏｗｎ ｏｆ ＣＩＴＥＤ２ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
　 　 　 ｉｎ ＨＵＶＥＣｓ ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ（ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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孙理华　 ＣＩＴＥＤ２ 改善低氧 ／复氧诱导的人脐静脉内皮细胞线粒体功能

２􀆰 ５　 ＣＩＴＥＤ２ 对细胞氧化应激与线粒体功能的

影响

ＤＨＥ 检测结果显示，与对照组相比， Ｈ ／ Ｒ 组、
Ｈ ／ Ｒ＋ＯＥ ＮＣ 组显示较强的红色荧光信号，提示

ＲＯＳ 水平升高。 与 Ｈ ／ Ｒ＋ＯＥ ＮＣ 组相比， Ｈ ／ Ｒ＋ＯＥ
ＣＩＴＥＤ２ 组 ＲＯＳ 荧光信号明显减弱。 与 Ｈ ／ Ｒ＋ｓｉＮＣ
组相比， Ｈ ／ Ｒ＋ｓｉＣＩＴＥＤ２ 组红色荧光信号显著增强

（Ｐ＜０􀆰 ０１）（图 ５Ａ）。
ＪＣ⁃１ 检测结果显示，对照组 ＪＣ⁃１ 复合体呈现较

强红色荧光，ＪＣ⁃１ 单体绿色荧光较弱，提示线粒体膜

电位正常。 Ｈ ／ Ｒ 组、Ｈ ／ Ｒ＋ＯＥ ＮＣ 组中 ＪＣ⁃１ 单体绿色

荧光增强，ＪＣ⁃１ 复合体红色荧光减弱，提示 Ｈ／ Ｒ 导致

线粒体膜电位降低。 与 Ｈ／ Ｒ＋ＯＥ ＮＣ 组相比， Ｈ ／ Ｒ＋
ＯＥ ＣＩＴＥＤ２ 组中 ＪＣ⁃１ 单体绿色荧光减弱，ＪＣ⁃１ 复合

体红色荧光进一步增强。 与 Ｈ／ Ｒ＋ｓｉＮＣ 组相比，Ｈ ／ Ｒ
＋ｓｉＣＩＴＥＤ２ 组中 ＪＣ⁃１ 单体绿色荧光增强，ＪＣ⁃１ 复合体

红色荧光减弱（Ｐ＜０􀆰 ０１）（图 ５Ｂ）。

３　 讨论

已有研究表明，缺血再灌注损伤小鼠模型中，

ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１７ 等促炎因子的升高可加剧内皮细胞功

能损伤，而线粒体功能障碍和代谢紊乱可调节缺血

再灌注后心脏损伤［７］。 本研究通过收集 ＣＳＦ 患者

的外周血样本进行分析，发现 ＣＳＦ 患者血清中 ＩＬ⁃６
和 ＲＯＳ 水平显著高于 Ｃｔｒｌ 组，ＴＮＦ⁃α 呈升高趋势，
提示 ＣＳＦ 患者体内可能存在炎性反应⁃氧化应激失

衡状态。
进一步对 ＣＳＦ 患者的基因和蛋白表达水平进

行 检 测 发 现， ＨＩＦ⁃１α 和 ＤＲＰ１ 表 达 升 高， 而

ＣＩＴＥＤ２、ＳＩＲＴ１ 与 ＭＦＮ２ 表达下调。 ＣＩＴＥＤ２ 作为一

种转录共激活因子，低表达可抑制血管内皮生长因

子转录，减少血管异常生成，并与转录因子 ＨＩＦ⁃１α
相互作用，降低 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 等炎性因子表达。 ＣＩＴ⁃
ＥＤ２ 的敲降或对慢性缺氧的适应性响应，将打破血

管稳态并加剧内皮功能障碍［８］。 而 ＨＩＦ⁃１α 转录及

氧化应激导致的蛋白修饰异常，可能共同驱动

ＳＩＲＴ１ 下调，使细胞抗氧化能力和线粒体维持稳态

能力下降。 此外，ＭＦＮ２ 的缺失不仅会引发线粒体

网络萎缩，还会破坏内质网⁃线粒体 Ｃａ２＋信号通讯，
进一步诱发线粒体钙超载和功能障碍［９］。

Ａ􀆰 ＤＨＥ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ＲＯＳ ｌｅｖｅｌ； Ｂ􀆰 ＪＣ⁃１ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎ⁃
ｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ；∗Ｐ＜０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｏｖｅｒ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ：＃Ｐ＜０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｈ ／ Ｒ＋
ＯＥ ＮＣ ｇｒｏｕｐ； Ｉｎ ｋｎｏｃｋ⁃ｄｏｗｎ ｇｒｏｕｐ： △Ｐ＜０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｈ ／ Ｒ＋ｓｉＮＣ ｇｒｏｕｐ．

图 ５　 ＨＵＶＥＣｓ 低氧 ／复氧模型中过表达和敲降 ＣＩＴＥＤ２ 后 ＲＯＳ 水平及线粒体膜电位的检测

Ｆｉｇ ５　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＲＯＳ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｆｔｅｒ ｏｖｅｒ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ａｎｄ ｋｎｏｃｋｉｎｇ ｄｏｗｎ
　 　 　 ＣＩＴＥＤ２ ｉｎ ＨＵＶＥＣｓ ｈｙｐｏｘｉａ ／ ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ａｎｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２６􀆰 ４６（８）

　 　 敲降和过表达 ＣＩＴＥＤ２ 后不同基因的变化情况

进一步证实了 ＣＩＴＥＤ２ 的作用，提示 ＣＩＴＥＤ２ 作为上

游调控因子，可能抑制了 ＨＩＦ⁃１α 的转录激活及

ＤＲＰ１ 介导的线粒体分裂，同时促进 ＳＩＲＴ１ ／ ＭＦＮ２
依赖的抗氧化与线粒体融合功能［１０］。 ＳＩＲＴ１ 与

ＨＩＦ⁃１α 的相互调控构成细胞应对低氧应激的关键

节点［１１］。 本 研 究 中， ＣＩＴＥＤ２ 过 表 达 显 著 上 调

ＳＩＲＴ１ 并抑制 ＨＩＦ⁃１α，形成“抗氧化⁃抗凋亡”信号

级联。 在分子层面， ＳＩＲＴ１ 可通过两种途径抑制

ＨＩＦ⁃１α 活性：一是直接去乙酰化 ＨＩＦ⁃１α 的位点，降
低其与共激活因子 ｐ３００ 的结合能力［１２］；二是激活

过氧化物酶体增殖物激活受体 γ 共激活因子 １α

（ＰＧＣ⁃１α），促进线粒体生物发生并增强抗氧化防

御［１３］。 其中，ＨＩＦ⁃１α 的稳定还依赖于脯氨酰羟化

酶（ＰＨＤ）的氧依赖性降解，而氧化应激产生的 ＲＯＳ
可通过抑制 ＰＨＤ 活性延长 ＨＩＦ⁃１α 半衰期［１４］。

综上所述，ＣＩＴＥＤ２ 在 ＣＳＦ 及 Ｈ ／ Ｒ 诱导的内皮

细胞损伤中起关键的调控作用，ＣＩＴＥＤ２ 可能参与炎

性⁃氧化应激⁃线粒体功能障碍的病理过程。 但本研

究仅在细胞和临床样本层面初步探讨了 ＣＩＴＥＤ２ 的

作用，尚缺乏 ＣＩＴＥＤ２ 与关键蛋白直接互相作用的

证据。 后续将进一步研究 ＣＩＴＥＤ２ 的分子调控网

络，通过动物实验验证其治疗潜力，为 ＣＳＦ 的防治

提供新的理论依据与干预靶点。
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