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  摘 要:目的 探讨溴结构域包含蛋白4(BRD4)介导的核因子-κB(NF-κB)/低氧诱导因子-1α(HIF-1α)/
Twist相关蛋白1(Twist1)通路在低氧性肺动脉高压(HPH)大鼠中的作用及可能机制。方法 将SD大鼠按

照数字随机表法分为对照组、HPH组、sh-NC组和sh-BRD4组,每组各12只。检测各组血流动力学和肺动脉

压力,采用免疫荧光法检测各组大鼠肺组织中BRD4、α-平滑肌动蛋白(α-SMA)、内皮细胞黏附分子1(CD31)表

达水平。苏木精-伊红和 Masson染色检测各组大鼠肺血管病理结构,蛋白质印迹法检测各组大鼠肺组织

BRD4、内皮间质转化(EndMT)和NF-κB/HIF-1α/Twist1通路相关蛋白表达。结果 与对照组比较,HPH组

大鼠肺血管内皮层BRD4荧光强度和表达均升高(P<0.05),且主要与内皮细胞标志物CD31产生共定位;右

心室收缩压(RVSP)和Fulton指数升高(P<0.05),肺组织血管壁明显增厚,血管周围胶原沉积增多;α-SMA
与CD31共表达水平升高(P<0.05),波形蛋白(vimentin)、α-SMA、p-p65、HIF-1α、Twist1表达水平升高(P<
0.05),CD31、血管内皮钙黏蛋白(VE-cadherin)表达水平降低(P<0.05)。与sh-NC组 比 较,sh-BRD4组

RVSP、Fulton指数降低(P<0.05),大鼠肺组织血管壁显著变薄,血管周围胶原沉积减少;α-SMA与CD31共

表达水平降低(P<0.05);vimentin、α-SMA、p-p65、HIF-1α、Twist1表达水平降低(P<0.05),CD31、VE-cad-
herin表达水平升高(P<0.05)。结论 BRD4可能通过激活NF-κB/HIF-1α/Twist1通路促进HPH大鼠肺动

脉EndMT。
关键词:溴结构域包含蛋白4; 核因子-κB/低氧诱导因子-1α/Twist相关蛋白1通路; 低氧性肺动脉高

压; 内皮间质转化
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

role
 

and
 

possible
 

mechanism
 

of
 

bromodomain-containing
 

protein
 

4
 

(BRD4)-mediated
 

nuclear
 

factor-κB
 

(NF-κB)/hypoxia-inducible
 

factor-1α
 

(HIF-1α)
 

/Twist
 

related
 

protein
 

1
 

(Twist1)
 

pathway
 

in
 

hypoxic
 

pulmonary
 

hypertension
 

(HPH)
 

rats.Methods SD
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

control
 

group,HPH
 

group,sh-NC
 

group
 

and
 

sh-BRD4
 

group,with
 

12
 

rats
 

in
 

each
 

group.Hemodynamics
 

and
 

pulmonary
 

artery
 

pressure
 

were
 

measured.The
 

expression
 

of
 

BRD4,α-smooth
 

actin
 

(α-SMA)
 

and
 

endo-
thelial

 

cell
 

adhesion
 

molecule
 

1
 

(CD31)
 

in
 

lung
 

tissue
 

were
 

detected
 

by
 

immunofluorescence.Hematoxylin-eo-
sin

 

and
 

Masson
 

staining
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

pathological
 

structure
 

of
 

pulmonary
 

vessels
 

in
 

each
 

group.
Western

 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

BRD4,endothelial-mesenchymal
 

transition
 

(EndMT)
 

and
 

NF-κB/HIF-1α/Twist1
 

pathway
 

related
 

proteins
 

in
 

lung
 

tissue
 

of
 

each
 

group.Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

fluorescence
 

intensity
 

and
 

expression
 

of
 

BRD4
 

in
 

the
 

pulmonary
 

vascular
 

endothelium
 

of
 

rats
 

in
 

the
 

HPH
 

group
 

were
 

increased
 

(P<0.05),and
 

BRD4
 

mainly
 

co-localized
 

with
 

endothelial
 

cell
 

marker
 

CD31.The
 

right
 

ventricular
 

systolic
 

pressure
 

(RVSP)
 

and
 

Fulton
 

index
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<
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0.05),and
 

the
 

vascular
 

wall
 

of
 

the
 

lung
 

tissue
 

was
 

significantly
 

thickened,with
 

increased
 

collagen
 

deposition
 

around
 

the
 

blood
 

vessels.The
 

co-expression
 

of
 

α-SMA
 

and
 

CD31
 

was
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05),and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

vimentin,α-SMA,p-p65,HIF-1α,and
 

Twist1
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05),
while

 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

CD31
 

and
  

vascular
 

endothelial
 

cadherin
 

(VE-cadherin)
 

were
 

significantly
 

de-
creased

 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

sh-NC
 

group,RVSP
 

and
 

Fulton
 

index
 

were
 

significantly
 

decreased
 

in
 

the
 

sh-BRD4
 

group
 

(P<0.05),and
 

the
 

vascular
 

wall
 

of
 

the
 

lung
 

tissue
 

was
 

significantly
 

thinner,and
 

the
 

col-
lagen

 

deposition
 

around
 

the
 

blood
 

vessels
 

was
 

reduced.The
 

co-expression
 

of
 

α-SMA
 

and
 

CD31
 

were
 

signifi-
cantly

 

decreased
 

(P<0.05).The
 

expression
 

levels
 

of
 

vimentin,α-SMA,p-p65,HIF-1α,and
 

Twist1
 

were
 

de-
creased

 

(P<0.05),while
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

CD31
 

and
 

VE-cadherin
 

were
 

increased
 

(P<0.05).Conclu-
sion BRD4

 

may
 

promote
 

pulmonary
 

artery
 

endothelial-mesenchymal
 

transition
 

by
 

activating
 

NF-κB/HIF-1α/
Twist1

 

pathway
 

in
 

HPH
 

rats.
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inducible
 

factor-1α/Twist
 

re-
lated

 

protein
 

1
 

pathway; hypoxic
 

pulmonary
 

hypertension; endothelial-mesenchymal
 

transition

  肺动脉高压(PH)是以肺血管进行性重构和右心

衰竭为特征的致命性疾病,其中低氧性肺动脉高压

(HPH)是临床第二大常见亚型[1]。肺血管重构的核

心病理表现为内皮功能障碍、平滑肌异常增殖及细胞

外基质沉积,而内皮间质转化(EndMT)是驱动这一

过程的关键机制[2]。EndMT通过诱导内皮细胞失去

黏附性并获得迁移侵袭能力,促进肌成纤维细胞分

化,加速血管壁增厚及纤维化[2]。研究表明,低氧环

境下核因子-κB(NF-κB)和低氧诱导因子-1α(HIF-1α)
信号通路的协同激活可上调转录因子Twist相关蛋

白1(Twist1)表达,进而诱导EndMT相关标志物表

型转换[3]。明确HPH过程中的EndMT调控机制至

关重要,但以往的研究主要集中在基因表达变化对

EndMT的影响[4-5],而细胞的命运在很大程度上是由

翻译后修饰决定的,EndMT过程中的这种机制尚未

被充分探索。溴结构域包含蛋白4(BRD4)是BET蛋

白家族成员,其作为赖氨酸乙酰化的“读者”,负责将

赖氨酸乙酰化残基携带的信号转导为各种正常或异

常表型[6]。有研究表明,抑制BRD4可减轻主动脉横

缩诱导的EndMT和心脏纤维化[7]。此外,BRD4被

认为在肺动脉重构过程中是病理基因转激活的关键

共激活因子[8],但其是否通过调控 NF-κB/HIF-1α/
Twist1轴影响 HPH

 

后EndMT过程尚不清楚。鉴

于此,本研究旨在探讨缺氧诱导的 HPH 大鼠BRD4
与肺血管重构的关系,以及 NF-κB/HIF-1α/Twist1
轴在其中的作用和潜在机制。
1 材料与方法

1.1 材料来源 实验选用48只SPF级SD雄性大

鼠(6~8周龄,体重150~200
 

g),购自北京华阜康生

物科技股份有限公司,实验动物生产许可证号:SCXK
(京)2021-0004。均饲养于SPF级屏障环境,具体条

件为:12
 

h昼夜节律循环,恒温(20±2)℃、恒湿(55±
5)%环境控制,自由摄取标准饲料及灭菌饮用水。动

物入室后经标准饲养条件下适应性饲养1周,随后开

展实验。动物实验遵守国际实验动物伦理学要求,本

研究获得内蒙古自治区人民医院伦理委员会的审批

(审批号:202400401L)。
1.2 主要实验试剂 苏木精-伊红(HE)染色试剂盒

和马松三色染色试剂盒购自北京索莱宝生物科技有

限公司,BRD4、内皮细胞黏附分子1(CD31)和α-平滑

肌动蛋白(α-SMA)抗体购自美国 Abcam公司,波形

蛋白(vimentin)、血管内皮钙黏蛋白(VE-cadherin)、

p-p65、HIF-1α、Twist1和β-actin抗体购自美国CST
公司。
1.3 方法

1.3.1 HPH大鼠模型构建及实验分组处理 将48
只大鼠按照数字随机表法分为对照组、HPH 组、sh-
NC组和sh-BRD4组,每组各12只。sh-NC组和sh-
BRD4组大鼠在模型构建前分别气管内注射含sh-NC
和sh-BRD4的带有血管内皮特异性Tie启动子标记

的腺相关病毒(含有1011 基因组当量的载体样品溶于

20
 

μL
 

磷酸盐缓冲液)。3周后,按照文献[9]报道方

法,实验舱气压通过精密调控系统维持在55
 

kPa(模
拟海拔5

 

500
 

m低氧环境),舱内配备高精度气压传

感器实时监测压力波动,配合闭环反馈装置实现气压

稳定性控制(波动范围±0.3
 

kPa)。环境控制系统内

置CO2 吸附剂与无水氯化钙干燥剂,可持续清除代谢

产物及维持湿度≤30%。实验期间保障大鼠自由摄

食饮水,并通过红外监控系统记录其昼夜节律行为,
持续4周。
1.3.2 血流动力学检测 腹腔注射戊巴比妥钠(10

 

g/L)麻醉大鼠后,行胸部正中切口,钝性分离胸肌暴

露胸腔,将预充肝素化生理盐水的24G静脉导管(连
接 Millar压力传感器)直视下精准置入右心室腔。通

过PowerLab
 

8/35多通道生理记录系统,以1
 

kHz采

样频率连续记录右心室收缩压(RVSP)波形,检测完

毕后放血处死大鼠。
1.3.3 PH检测 收集处死大鼠的心脏组织,钝性分

离右心室、左心室和室间隔,称取各部重量后,按照以

下公式计算Fulton指数=右心室/(左心室+室间
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隔)×100%。
1.3.4 免疫荧光 收集大鼠肺脏组织,浸入4%多聚

甲醛中固定48
 

h,常规石蜡包埋后行4
 

μm 厚切片,
4

 

℃丙酮固定10
 

min。室温下用含0.5%曲拉通

(Triton)X-100的5%山羊血清封闭30
 

min,滴加

BRD4、CD31或α-SMA抗体,4
 

℃孵育过夜。次日,
滴加适量荧光二抗室温孵育1

 

h,二脒基苯基吲哚复

染2
 

h。荧光显微镜下获得图像并用Image
 

J软件分

析荧光强度。
1.3.5 HE和 Masson染色 对肺组织切片进行脱

蜡和再水化。根据说明书使用 HE染色试剂盒和马

松三色染色试剂盒评估肺动脉中膜厚度和血管周围

胶原沉积纤维化程度。
1.3.6 蛋白质印迹法(Western

 

blot) 取适量大鼠

肺组织,加入放射免疫沉淀裂解缓冲液裂解并提取总

蛋白。随后通过二喹啉甲酸蛋白法测定试剂盒检测

各样品浓度。在10%~15%十二烷基硫酸钠-聚丙烯

酰胺凝胶上进行电泳,并转移到聚偏二氟乙烯膜上。
将膜用5%脱脂牛奶封闭1

 

h后,孵育BRD4、vimen-
tin、α-SMA、CD31、VE-cadherin、p-p65、HIF-1α、
Twist1和β-actin一抗4

 

℃过夜。次日,用羊抗兔

IgG二抗室温孵育1
 

h后,通过增强型化学发光检测

系统检测蛋白印迹,并用Image
 

J软件分析条带灰度

值,以β-actin作为内参。
1.4 统计学处理 通过SPSS26.0软件进行数据统

计学分析。计量资料以x±s表示,两组比较采用独

立样本t检验,多组间比较采用单因素方差分析,然
后进行Tukey's

 

post
 

hoc
 

test检验。以P<0.05为

差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 BRD4在 HPH 大 鼠 肺 组 织 中 的 表 达 和 定

位 免疫荧光共染结果显示,与对照组比较,HPH组

大鼠肺血管内皮层BRD4荧光强度明显升高(P<
0.05),且主要与内皮细胞标志物CD31产生共定位,
见图1A。Western

 

blot结果发现,与对照组比较,
HPH组大鼠肺组织 BRD4蛋白表达升高(2.47±
0.25

 

vs.
 

1.02±0.06,P<0.05),见图1B。
2.2 包含sh-BRD4的腺相关病毒在体敲低效率验

证 肺脏切片免疫荧光分析显示,与sh-NC组比较,
sh-BRD4组大鼠肺血管中存在腺相关病毒分布,证实

病毒成功地送到靶部位,见图2A。Western
 

blot结果

显示,sh-BRD4组大鼠肺组织中BRD4表达较sh-NC
组降低(0.38±0.04

 

vs.
 

1.07±0.06,P<0.05),见
图2B。

  注:A为免疫荧光染色分析BRD4在 HPH大鼠肺组织中的定位(×200);B为 Western
 

blot分析BRD4在 HPH大鼠肺组织中的表达。

图1  BRD4在 HPH大鼠肺组织中的表达和定位

2.3 敲 低 BRD4对 HPH 大 鼠 右 心 室 功 能 的 影

响 与对照组比较,HPH组大鼠RVSP和Fulton指

数升高(P<0.05);与sh-NC组比较,sh-BRD4组

RVSP和Fulton指数明显降低(P<0.05)。见表1。

2.4 
 

敲低BRD4对HPH大鼠肺血管病理结构的影

响 HE和 Masson染色显示,与对照组比较,HPH
组肺组织血管壁明显增厚,血管周围胶原沉积增多。
与sh-NC组比较,sh-BRD4组肺组织血管壁显著变

薄,血管周围胶原沉积减少。见图3。

2.5 敲低BRD4对 HPH大鼠肺血管EndMT的影
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响 与对照组比较,HPH 组大鼠肺血管α-SMA 与

CD31共定位增多,vimentin(0.98±0.04
 

vs.
 

2.44±
0.08)和α-SMA(1.03±0.04

 

vs.
 

1.73±0.11)表达升高

(P<0.05),CD31(0.94±0.05
 

vs.
 

0.11±0.03)和
VE-cadherin(0.99±0.03

 

vs.
 

0.35±0.04)表达降低

(P<0.05)。与sh-NC组比较,sh-BRD4组大鼠肺血管

α-SMA与CD31共定位减少,vimentin(2.63±0.09
 

vs.
 

0.55±0.04)和α-SMA(1.81±0.04
 

vs.
 

0.89±0.03)
表达降低(P<0.05),CD31(0.21±0.04

 

vs.
 

1.13±
0.05)和VE-cadherin(0.46±0.04

 

vs.
 

0.99±0.03)表
达升高(P<0.05)。见图4。

  注:A为免疫荧光染色包含sh-BRD4的腺相关病毒转染效率(×200);B为 Western
 

blot检测包含sh-BRD4的腺相关病毒对BRD4的敲低水平。

图2  包含sh-BRD4的腺相关病毒敲低效率验证

  注:HE染色黑色箭头表示肺小动脉血管壁;Masson染色黑色箭头表示肺动脉周围胶原沉积区域;蓝色为 Masson染色阳性胶原纤维。

图3  各组大鼠肺血管病理结构损伤比较(×200)

  注:A为免疫荧光染色检测敲低BRD4对 HPH大鼠肺血管α-SMA与CD31共定位水平;B为 Western
 

blot检测敲低BRD4后HPH大鼠肺血

管EndMT相关蛋白表达。

图4  敲低BRD4对 HPH大鼠肺血管EndMT的影响
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表1  各组大鼠右心室功能比较(n=12,x±s)

组别 RVSP(mmHg) Fulton指数

对照组 28.94±4.33 0.38±0.04

HPH组 84.35±4.73a 0.77±0.05a

sh-NC组 86.26±6.48 0.71±0.08

sh-BRD4组 44.37±4.37b 0.43±0.05b

  注:与对照组比较,aP<0.001;与sh-NC组比较,bP<0.001。

2.6 敲低BRD4对 HPH 大鼠肺组织 NF-κB/HIF-
1α/Twist1通路的影响 与对照组比较,HPH 组大

鼠肺组织p-p65/p65(5.34±0.08
 

vs.
 

1.03±0.04)、
HIF-1α(4.15±0.08

 

vs.
 

1.02±0.03)、Twist1
(2.57±0.08

 

vs.
 

0.99±0.04)表达升高(P<0.05)。
与sh-NC组比较,sh-BRD4组大鼠肺组织p-p65/p65
(4.15±0.09

 

vs.
 

2.28±0.06)、HIF-1α(4.13±0.09
 

vs.
 

1.73±0.07)、Twist1(2.39±0.06
 

vs.
 

1.78±
0.05)表达降低(P<0.05)。见图5。

图5  敲低BRD4对 HPH大鼠肺组织NF-κB/HIF-1α/

Twist1通路的影响

3 讨  论

  鉴于慢性阻塞性肺疾病和特发性肺纤维化等慢

性肺部疾病的患病率不断上升,HPH 已成为PH 的

第二大常见原因[1]。而HPH中引起肺血管阻力增加

的机制尚不清楚,目前的治疗策略有限,导致HPH患

者的预后普遍较差。因此,迫切需要开发新的诊断和

治疗策略。
众所周 知,肺 血 管 重 构 和 右 心 室 功 能 不 全 是

HPH的主要病理特征,针对肺血管重构和右心力衰

竭的靶向药物的研究和开发已成为 HPH 领域的热

点[1]。本研究发现,连续缺氧4周导致大鼠肺血管重

构和右心室功能障碍,缺氧诱导的 HPH 大鼠RVSP
和Fulton指数升高,且出现明显的肺血管病理结构损

伤,以上结果证明缺氧诱导的 HPH大鼠模型构建成

功。有研究表明,EndMT过程是 HPH的触发因素,
导致内皮细胞的迁移和侵袭增强[2]。在EndMT过程

中,内皮标志物CD31和VE-cadherin表达降低,间质

标志物vimentin和α-SMA 表达升高。临床研究发

现,在HPH患者肺血管内膜中发现少量α-SMA标记

的平滑肌细胞和移行细胞(CD31和α-SMA双阳性细

胞),提示PH患者肺血管中存在EndMT[10]。这一现

象在缺氧或苦杏仁碱诱导的PH 动物模型中得到进

一步证实[11-12]。此外,最近有研究报道,缺氧刺激可

引起EndMT,从而加速肺血管重构过程[4]。本研究

结果显示,缺氧处理大鼠肺血管中CD31/α-SMA双

阳性细胞数量明显高于对照大鼠,进一步证明缺氧处

理可诱导大鼠 EndMT。然而,缺氧条件下 EndMT
的机制尚未完全阐明。

有研究表明,EndMT参与心脏、肺和肝脏等多种

器官的组织纤维化[13]。而在肺、肝和肾中,BRD4表

达升高与纤维化增强之间的关联已被报道[14]。只有

少数研究报道BRD4抑制剂JQ1可以降低心肌梗死

或主动脉弓缩窄诱导的心脏重构[15]。有研究表明,

BRD4是病理性肺动脉重构的关键效应因子,其通过

调控转录从停滞状态向释放状态的转换,从而启动并

促进 HPH的发展,抑制BRD4可减少原代肺血管细

胞中肿瘤坏死因子-α驱动的炎症,其抗炎作用表明这

些基因具有不同的细胞特异性调控[16]。该研究为开

发具有药物特性的BRD4抑制剂作为治疗PHP的潜

在疗法提供了理论依据。与这些报道的结果一致,本
研究结果发现缺氧HPH大鼠肺血管内膜BRD4表达

明显升高,敲低BRD4可抑制缺氧诱导的vimentin和

α-SMA表达上调,恢复内皮细胞标志物VE-cadherin
和CD31的表达。这些结果表明,BRD4可能通过促

进内皮细胞EndMT参与肺血管重构。结合上述研究

中“BRD4是肺血管重构关键共激活因子”的结论[16],
本研究结果提示,BRD4在 HPH 中并非单纯伴随现

象,而是通过调控EndMT主动驱动病理进程。这一

发现突破了既往对BRD4作为表观遗传支架蛋白的

认知,为其功能研究提供了新视角。
有研究表明,EndMT与NF-κB等多种信号通路

的激活密切相关,抑制NF-κB通路的激活可以通过逆

转EndMT来延缓PH 的进展[17-18]。这些研究提示

NF-κB通路在 HPH 的EndMT过程中起重要作用。

NF-κB家族由5个二聚体组成:RelA/p65、RelB、c-
Rel、p50和p52,其中p50和p65是研究最广泛的[19]。

p65与p50结合形成复合体,可激活 NF-κB,参与

HIF-1α等基因的转录调控[20]。HIF-1α在缺氧诱导

的EndMT中起关键作用。HIF-1α作为Twist1的上

游调控因子,可以结合 Twist1的启动子序列,激活

Twist1的转录,参与对EndMT的调控[21]。此外,有
研究表明p65

 

Ser536位点的磷酸化与PH的EndMT
密切相关[12]。本研究发现,HPH 大鼠肺组织中p-
p65水平升高,提示缺氧可诱导 NF-κB活化。此外,

HIF-1α和Twist1表达也上调,但这些现象可以被

sh-BRD4逆转。提示缺氧条件下BRD4对 EndMT
的促进作用可能与NF-κB/HIF-1α/Twist1通路的激
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活有关。
然而,本 研 究 尚 存 在 以 下 局 限 性:(1)未 通 过

BRD4敲除和免疫共沉淀等技术验证BRD4与 NF-
κB/HIF-1α/Twist1的直接结合,其调控可能通过招

募表观修饰酶间接实现;(2)缺乏临床样本验证BRD4
与EndMT的相关性;(3)临床HPH常伴随慢性肺部

疾病(如慢性阻塞性肺疾病),BRD4在复杂病理环境

中的作用是否与本模型一致,需后续在疾病合并模型

中验证。未来需结合空间转录组和单细胞免疫共沉

淀深化机制解析。
综上所述,本研究结果发现,BRD4在缺氧诱导的

HPH大鼠的EndMT中起着至关重要的促进作用,
这种作用可能与NF-κB/HIF-1α/Twist1通路的激活

有关。
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