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·论著·

SIRT6 延缓动脉粥样硬化病程进展的机制研究

王婷婷，程锦，任何，李文杰，赵晓洁，薛玉刚

【摘要】　目的　分析SIRT6延缓动脉粥样硬化病程进展的机制。方法　本实验时间为2022年1—10月。动物实

验：将10只SPF级野生型雄性C57BL小鼠作为对照组，随机选取10只雄性ApoE-/-小鼠作为动脉粥样硬化组，剩余10只
雄性ApoE-/-小鼠作为动脉粥样硬化+SIRT6-/-组。对照组小鼠采用普通饲料喂养16周。动脉粥样硬化组和动脉粥样硬

化+SIRT6-/-组小鼠采用高脂饲料喂养16周以构建动脉粥样硬化模型。此外，动脉粥样硬化+SIRT6-/-组小鼠采用Cre-
LoxP方法构建巨噬细胞特异性SIRT6缺陷模型。采用HE染色检测各组小鼠动脉粥样硬化斑块面积，Western blot法检测

各组小鼠主动脉组织中SIRT6、IL-32、细胞间黏附分子1（ICAM-1）表达水平，免疫荧光染色检测各组小鼠主动脉组

织中CD31表达情况。细胞实验：取对数生长期的巨噬细胞RAW 264.7，将其随机分为对照组（不进行干预）、动脉

粥样硬化组〔采用50 μg/ml的氧化型低密度脂蛋白（ox-LDL）干预24 h〕、动脉粥样硬化+Ad-SIRT6组（转染腺病毒

Ad-SIRT6，24 h后用50 μg/ml的ox-LDL干预24 h）、动脉粥样硬化+Ad-SIRT6+Ad-IL-32组（转染腺病毒Ad-SIRT6，
24 h后转染腺病毒Ad-IL-32，24 h后用50 μg/ml的ox-LDL干预24 h）。采用油红O染色检测各组巨噬细胞中脂质含量。

结果　HE染色结果显示，对照组小鼠动脉粥样硬化斑块面积为0；动脉粥样硬化组小鼠动脉粥样硬化斑块面积小于动

脉粥样硬化+SIRT6-/-组（P＜0.05）。动脉粥样硬化组、动脉粥样硬化+SIRT6-/-组小鼠主动脉组织中SIRT6表达水平低

于对照组，IL-32、ICAM-1表达水平高于对照组（P＜0.05）；动脉粥样硬化+SIRT6-/-组小鼠主动脉组织中SIRT6表达

水平低于动脉粥样硬化组，IL-32、ICAM-1表达水平高于动脉粥样硬化组（P＜0.05）。免疫荧光染色结果显示，对

照组小鼠血管内膜表面光滑完整，无增厚现象；动脉粥样硬化组小鼠可见粥样硬化斑块形成，血管内膜表面欠光滑

且不完整；相较于动脉粥样硬化组，动脉粥样硬化+SIRT6-/-组小鼠血管内膜下可见明显的脂质沉积，血管内膜表面欠

光滑且不完整。油红O染色结果显示，对照组巨噬细胞中并未发现脂质堆积，动脉粥样硬化组巨噬细胞中脂质含量较

对照组明显增多，动脉粥样硬化+Ad-SIRT6组巨噬细胞中脂质含量较动脉粥样硬化组明显减少，动脉粥样硬化+Ad-
SIRT6+Ad-IL-32组巨噬细胞中脂质含量较动脉粥样硬化+Ad-SIRT6组明显增多。结论　SIRT6可通过下调IL-32的表达

来抑制炎症反应，从而改善内皮细胞功能，减少巨噬细胞中脂质沉积，从而减少泡沫细胞的形成，进而抑制动脉粥样

硬化斑块的形成，最终延缓动脉粥样硬化病情进展。
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【Abstract】　Objective　To analyze the mechanism of SIRT6 delaying the progress of atherosclerosis. Methods　
The experiment was conducted from January to October 2022. Animal experiment: 10 SPF wild-type male C57BL mice were 
selected as control group, 10 male ApoE-/- mice were randomly selected as atherosclerosis group, and the remaining 10 male 
ApoE-/- mice were selected as atherosclerosis+SIRT6-/- group. Mice in control group were fed with normal diet for 16 weeks. Mice 
in atherosclerosis group and atherosclerosis+SIRT6-/- group were fed with high fat diet for 16 weeks to establish atherosclerosis 
model. In addition, the macrophage-specific SIRT6 deficiency model was established in atherosclerosis+SIRT6-/- group mice 
by Cre-LoxP method. The atherosclerotic plaque area of mice in each group was detected by HE staining, the expression levels 
of SIRT6, IL-32 and intercellular cell adhesion molecule-1 (ICAM-1) in the aorta tissue of mice in each group were detected 
by Western blot, and the expression of CD31 in the aorta tissue of mice in each group was detected by immunofluorescence 
staining. Cell experiment: macrophage RAW 264.7 of logarithmic growth stage was selected and randomly divided into control 
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动脉粥样硬化是急性心血管事件如急性心肌梗死和

卒中的主要发病原因［1］，更好地了解动脉粥样硬化斑

块形成的分子机制对于寻找新的动脉粥样硬化治疗靶

点具有重要意义。研究表明，巨噬细胞吞噬大量脂质

后可转化为富含脂质的泡沫细胞，而泡沫细胞可产生

活性氧并诱导炎症反应，从而促进动脉粥样硬化病程

进展［2］。既往研究表明，炎症反应主要受细胞因子/趋
化因子的调节，其中IL-32是一种新发现的促炎因子，

其可通过诱导肿瘤坏死因子（tumor necrosis factor，
TNF）-α、IL-1β、IL-6、IL-8等的表达而促进炎症

反应［3］。具有脱乙酰酶和ADP-核糖基转移酶活性的

SIRT6主要在细胞核中表达，其能够调节细胞的各种生

物功能，包括细胞代谢、衰老和应激反应［4-5］。研究发

现，颈动脉粥样硬化斑块组织中SIRT6表达水平降低，

提示SIRT6能够抑制颈动脉粥样硬化斑块的形成［6］。本

研究基于既往研究结果［1］，拟从动物和细胞水平进一

步分析SIRT6延缓动脉粥样硬化病程进展的机制，以期

为延缓冠心病患者病程进展提供新的治疗策略。

1　材料与方法

1.1　实验时间　本实验时间为2022年1—10月。

1.2　实验材料

1.2.1　实验动物　SPF级野生型雄性C57BL小鼠10只
（8～10周龄，体质量25～30 g）购自空军军医大学

实验动物中心，雄性ApoE-/-小鼠20只（8～10周龄，

体质量25～30 g）购自北京维通利华实验动物技术有

限公司。小鼠均饲养于空军军医大学实验动物中心，

SPF级环境，温度控制在18～29 ℃，相对湿度控制在

40%～70%。构建动脉粥样硬化模型的高脂饲料（包含

15.00%脂肪、1.25%胆固醇、0.20%胆酸盐）购自北京

维通利华实验动物技术有限公司。

1.2.2　实验细胞　巨噬细胞RAW 264.7购自美国ATCC
公司。

1.2.3　主要实验试剂与仪器　异氟烷购自河北一品制

药股份有限公司，GAPDH抗体（货号：#8864S）购自

美国CST公司，IL-32抗体（货号：ab37158）、细胞

间黏附分子1（intercellular cell adhesion molecule-1，
ICAM-1）抗体（货号：ab222736）、CD31抗体（货

号：ab182981）购自美国Abcam公司，山羊抗兔、兔抗

鼠二抗购自西安壮志生物科技有限公司，氧化型低密度

脂蛋白（oxidized low-density lipoprotein，ox-LDL）购自

广州市益源生物科技有限公司，腺病毒Ad-SIRT6、Ad-
IL-32购自汉恒生物科技（上海）有限公司，油红O染

色试剂盒购自碧云天生物技术有限公司，Bio-Rad凝胶

成像系统购自美国伯乐公司。

1.3　实验方法

1.3.1　动物实验

1.3.1.1　分组及干预方法　将10只SPF级野生型雄性

C57BL小鼠作为对照组，随机选取10只雄性ApoE-/-小鼠

group (no intervention) , atherosclerosis group [treated with 50 μg/ml oxidized low-density lipoprotein (ox-LDL) for 24 h] , 
atherosclerosis+Ad-SIRT6 group (transfected adenovirus Ad-SIRT6, after 24 h treated with 50 μg/ml ox-LDL for 24 h) and 
atherosclerosis+Ad-SIRT6+Ad-IL-32 group (transfected adenovirus Ad-SIRT6, after 24 h transfected adenovirus Ad-IL-32, 
after 24 h treated with 50 μg/ml ox-LDL for 24 h) . Lipid content in macrophages of each group was detected by oil red O 
staining. Results　HE staining showed that the atherosclerotic plaque area of the control group was 0; the atherosclerotic plaque 
area of mice in atherosclerosis group was smaller than that in atherosclerosis+SIRT6-/- group (P < 0.05) . The expression levels of 
SIRT6 in aorta tissue of mice in atherosclerosis group and atherosclerosis+SIRT6-/- group were lower than those in control group, 
while the expression levels of IL-32 and ICAM-1 in aorta tissue of mice were higher than those in control group (P < 0.05) . 
The expression levels of SIRT6 in aorta tissue of mice in atherosclerosis+SIRT6-/- group were lower than those in atherosclerosis 
group, while the expression levels of IL-32 and ICAM-1 in aorta tissue of mice were higher than those in atherosclerosis group 
(P < 0.05) . Immunofluorescence staining showed that the intima of blood vessels in the control group was smooth and complete 
without thickening; atherosclerotic plaque was formed and the intima surface was not smooth and incomplete in the atherosclerotic 
group; compared with the atherosclerosis group, obvious lipid deposition was observed under the intima of the blood vessels in 
the atherosclerosis+SIRT6-/- group, and the intima surface was less smooth and incomplete. Oil red O staining showed that no 
lipid accumulation was found in macrophages of the control group; the lipid content of macrophages in the atherosclerosis group 
was significantly increased compared with that in the control group; the lipid content in macrophages of atherosclerosis+Ad-
SIRT6 group was significantly reduced compared with that of atherosclerosis group; the lipid content in macrophages of 
atherosclerosis+Ad-SIRT6+Ad-IL-32 group was significantly increased compared with that of atherosclerosis+Ad-SIRT6 group. 
Conclusion　SIRT6 can inhibit the inflammatory response by down-regulating the expression of IL-32, thereby improving 
the function of endothelial cells, reducing lipid deposition in macrophages, and thus reducing the formation of foam cells, thus 
inhibiting the formation of atherosclerotic plaques, and ultimately delaying the progress of atherosclerosis.

【Key words】　Atherosclerosis; SIRT6; C57BL mouse; Macrophages
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作为动脉粥样硬化组，剩余10只雄性ApoE-/-小鼠作为

动脉粥样硬化+SIRT6-/-组。对照组小鼠采用普通饲料喂

养16周。动脉粥样硬化组和动脉粥样硬化+SIRT6-/-组小

鼠采用高脂饲料喂养16周以构建动脉粥样硬化模型。通

过HE染色发现小鼠动脉管腔内形成了动脉粥样硬化斑

块，视为建模成功。此外，动脉粥样硬化+SIRT6-/-组小

鼠采用Cre-LoxP方法构建巨噬细胞SIRT6基因特异性敲

除模型［1］，通过Western blot法检测主动脉组织中SIRT6
表达水平降低视为建模成功。

1.3.1.2　HE染色检测各组小鼠动脉粥样硬化斑块面积　

干预16周后，在异氟烷麻醉下处死小鼠，分离小鼠主动

脉组织，送病理科，包埋后制作石蜡切片，脱蜡至水，

进行HE染色，梯度脱水后在显微镜下观察，蓝色代表

细胞核，红色代表细胞质，通过Image J软件分析各组小

鼠动脉粥样硬化斑块面积。

1.3.1.3　Western blot法检测各组小鼠主动脉组织中

SIRT6、IL-32、ICAM-1表达水平　干预16周后，在异

氟烷麻醉下处死小鼠，取出小鼠主动脉组织，用PBS
洗涤并充分消化，提取蛋白后按照操作流程进行聚丙

烯酰胺凝胶电泳（polyacrylamide gel electrophoresis，
P A G E），并转至聚偏二氟乙烯（p o l y v i n y l i d e n e 
fluoride，PVDF）膜上；加入SIRT6、IL-32、ICAM-1、
GAPDH抗体（1∶100稀释），脱脂奶粉封闭后于4 ℃
冰箱中过夜；滴加山羊抗兔二抗孵育1 h；采用化学发

光法利用Bio-Rad凝胶成像系统检测SIRT6、IL-32、
ICAM-1表达水平。

1.3.1.4　免疫荧光染色检测各组小鼠主动脉组织中CD31
表达情况　干预16周后，在异氟烷麻醉下处死小鼠，取

出小鼠主动脉组织，进行石蜡包埋、切片（厚度为3～ 
5 mm）；采用多聚甲醛固定后进行抗原修复，在山羊

血清中封闭60 min；滴加CD31抗体（1∶100稀释）200 
μl覆盖组织，在4 ℃冰箱中孵育过夜；用PBS洗涤3

次，然后加兔抗鼠二抗（1∶100稀释）200 μl均匀覆盖

组织，在湿盒中避光孵育60 min；用PBS洗涤3次，加入

染核试剂染色10 min；用PBS洗涤3次，用荧光淬灭剂封

固；在荧光显微镜下观察内膜的光滑情况及完整性以判

断CD31表达情况。

1.3.2　细胞实验

1.3.2.1　细胞培养及分组　采用含15%胎牛血清的培养

基培养巨噬细胞RAW 264.7，培养孵箱已经过消毒灭

菌（37 ℃，含5% CO2，湿度为95%）。取对数生长期

的巨噬细胞RAW 264.7，将其随机分为对照组（不进

行干预）、动脉粥样硬化组（采用50 μg/ml的ox-LDL
干预24 h）、动脉粥样硬化+Ad-SIRT6组（转染腺病毒

Ad-SIRT6，24 h后用50 μg/ml的ox-LDL干预24 h）、动

脉粥样硬化+Ad-SIRT6+Ad-IL-32组（转染腺病毒Ad-
SIRT6，24 h后转染腺病毒Ad-IL-32，24 h后用50 μg/ml
的ox-LDL干预24 h）［6］。

1.3.2.2　油红O染色检测各组巨噬细胞中脂质含量　取

出各组巨噬细胞，固定15 min后根据试剂盒说明书进行

油红O染色，然后在倒置显微镜下观察脂质含量。实验

独立重复3次。

1.4　统计学方法　采用GraphPad Prism 6.0进行统计学

分析。计量资料以（x±s）表示，多组间比较采用单因

素方差分析，组间两两比较采用LSD-t检验。以P＜0.05
为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　小鼠动脉粥样硬化斑块面积　HE染色结果显示，

对照组小鼠动脉粥样硬化斑块面积为0。动脉粥样硬化

组小鼠动脉粥样硬化斑块面积为（12.8±1.3）%，小于

动脉粥样硬化+SIRT6-/-组的（16.4±1.5）%，差异有统

计学意义（t=5.968，P＜0.001），见图1。                       
2.2　小鼠主动脉组织中SIRT6、IL-32、ICAM-1表达水

平　对照组、动脉粥样硬化组、动脉粥样硬化+SIRT6-/- 

对照组 动脉粥样硬化组 动脉粥样硬化+SIRT6-/-组

图1　HE染色检测各组小鼠动脉粥样硬化斑块面积（×100）
Figure 1　Atherosclerotic plaque area of mice in each group detected by HE staining
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组小鼠主动脉组织中SIRT6、IL-32、ICAM-1表达水平

比较，差异有统计学意义（P＜0.05）；动脉粥样硬化

组、动脉粥样硬化+SIRT6-/-组小鼠主动脉组织中SIRT6
表达水平低于对照组，IL-32、ICAM-1表达水平高于

对照组，差异有统计学意义（P＜0.05）；动脉粥样硬

化+SIRT6-/-组小鼠主动脉组织中SIRT6表达水平低于动

脉粥样硬化组，IL-32、ICAM-1表达水平高于动脉粥

样硬化组，差异有统计学意义（P＜0.05），见表1、 
图2。
2.3　小鼠主动脉组织中CD31表达情况　免疫荧光染色

结果显示，对照组小鼠血管内膜表面光滑完整，无增厚

现象；动脉粥样硬化组小鼠可见粥样硬化斑块形成，血

管内膜表面欠光滑且不完整；相较于动脉粥样硬化组，

动脉粥样硬化+SIRT6-/-组小鼠血管内膜下可见明显的脂

质沉积，血管内膜表面欠光滑且不完整。

2.4　巨噬细胞中脂质含量　油红O染色结果显示，对

照组巨噬细胞中并未发现脂质堆积，动脉粥样硬化组

巨噬细胞中脂质含量较对照组明显增多，动脉粥样硬

化+Ad-SIRT6组巨噬细胞中脂质含量较动脉粥样硬化组

明显减少，动脉粥样硬化+Ad-SIRT6+Ad-IL-32组巨噬

细胞中脂质含量较动脉粥样硬化+Ad-SIRT6组明显增

多，见图3。
3　讨论

心血管疾病是导致患者死亡的首要原因，其中冠心

病导致的急性冠脉综合征具有高致死率的特点，给国民

经济造成了沉重负担，其病理机制主要包括内皮细胞

功能障碍、单核细胞分化成巨噬细胞后形成泡沫细胞

等［7-8］。多项研究表明，ox-LDL可通过促进炎症反应

而导致内皮细胞功能障碍并诱导内皮细胞表达ICAM-1
和单核细胞趋化蛋白1（monocyte chemotactic protein 
1，MCP-1），进而募集更多的单核细胞并穿透到内皮

GAPDH

SIRT6

IL-32

ICAM-1

对照组 动脉粥样硬化组 动脉粥样硬化+
SIRT6-/-组

注：ICAM-1=细胞间黏附分子1
图2　Western blot法检测对照组、动脉粥样硬化组、动脉粥样硬化
+SIRT6-/-组小鼠主动脉组织中SIRT6、IL-32、ICAM-1表达水平的电
泳图
Figure 2　Electrophoretogram of SIRT6，IL-32 and ICAM-1 expression 
levels in the aorta tissue of mice in control group，atherosclerotic group and 
atherosclerotic+SIRT6-/- group detected by Western blot

对照组 动脉粥样硬化组 动脉粥样硬化+Ad-SIRT6组  动脉粥样硬化+Ad-SIRT6+
Ad-IL-32组

图3　油红O染色检测对照组、动脉粥样硬化组、动脉粥样硬化+Ad-SIRT6组、动脉粥样硬化+Ad-SIRT6+Ad-IL-32组巨噬细胞中脂质含量
（×200）
Figure 3　The content of lipids in macrophages in control group，atherosclerosis group，atherosclerosis+Ad-SIRT6 group，atherosclerosis+Ad-SIRT6+Ad-
IL-32 group detected by oil red O staining

表1　对照组、动脉粥样硬化组、动脉粥样硬化+SIRT6-/-组小鼠主动
脉组织中SIRT6、IL-32、ICAM-1表达水平比较（x±s，n=10，%）
Table 1　Comparison of expression levels of SIRT6，IL-32 and ICAM-
1 in the aorta tissue of mice in the control group，atherosclerotic group and 
atherosclerotic+SIRT6-/- group

组别 SIRT6 IL-32 ICAM-1

对照组 1.000±0.053 1.000±0.112 1.000±0.142

动脉粥样硬化组 0.760±0.106a 2.681±0.164a 2.606±0.134a

动脉粥样硬化+SIRT6-/-组 0.191±0.146ab 4.920±0.150ab 3.428±0.147ab

F值 87.74 1 124.00 459.50

P值 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

注：ICAM-1=细胞间黏附分子1；a表示与对照组比较，P＜0.05；
b表示与动脉粥样硬化组比较，P＜0.05
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下，变成巨噬细胞，最终导致泡沫细胞的生成［9-11］。

本研究组前期研究发现，SITR6通过抑制巨噬细胞中血

管细胞黏附分子1（vascular cell adhesion molecule-1，
VCAM-1）、ICAM-1和血小板选择素的表达而抑制内

皮细胞与巨噬细胞的相互作用，从而减少巨噬细胞浸润

及泡沫细胞形成［12］。本研究旨在分析SIRT6延缓动脉

粥样硬化病程进展的机制。

本研究结果显示，对照组小鼠动脉粥样硬化斑块面

积为0，动脉粥样硬化组小鼠动脉粥样硬化斑块面积小

于动脉粥样硬化+SIRT6-/-组，提示动脉粥样硬化模型构

建成功。本研究结果还显示，动脉粥样硬化组、动脉粥

样硬化+SIRT6-/-组小鼠主动脉组织中SIRT6表达水平低

于对照组，动脉粥样硬化+SIRT6-/-组小鼠主动脉组织中

SIRT6表达水平低于动脉粥样硬化组，提示巨噬细胞特

异性SIRT6缺陷模型构建成功。

研究发现，IL-32对内皮细胞具有重要的调控作

用，其通过促进IL-1β表达而诱导ICAM-1表达和内皮

细胞中促炎细胞因子的产生，从而促进动脉粥样硬化

病程进展［13-14］。既往研究发现，ICAM-1介导的炎症

细胞与内皮细胞间的黏附作用在动脉粥样硬化病程进

展中发挥着重要作用［1］。本研究结果显示，动脉粥

样硬化组、动脉粥样硬化+SIRT6-/-组小鼠主动脉组织

中IL-32、ICAM-1表达水平高于对照组，动脉粥样硬

化+SIRT6-/-组小鼠主动脉组织中IL-32、ICAM-1表达水

平高于动脉粥样硬化组，提示SIRT6可降低动脉粥样硬

化模型小鼠主动脉组织中IL-32、ICAM-1表达水平，推

测SIRT6是通过抑制IL-32介导的炎症反应来抑制动脉粥

样硬化病程进展的。动脉粥样硬化是动脉内膜非炎症性

增生引起的病变，其特点主要表现为受累动脉从内膜开

始增厚变硬，而CD31作为内皮细胞标志物，对于评估

内皮细胞功能具有重要意义［15］。本研究免疫荧光染色

结果显示，对照组小鼠血管内膜表面光滑完整，无增厚

现象；动脉粥样硬化组小鼠可见粥样硬化斑块形成，血

管内膜表面欠光滑且不完整；相较于动脉粥样硬化组，

动脉粥样硬化+SIRT6-/-组小鼠血管内膜下可见明显的脂

质沉积，血管内膜表面欠光滑且不完整，说明动脉粥样

硬化模型小鼠主动脉组织中CD31表达增多，敲除SIRT6
基因后小鼠主动脉组织中CD31表达进一步增多，提示

SIRT6可减少小鼠主动脉组织中CD31的表达，进而改善

内皮细胞功能，减少脂质沉积，从而抑制动脉粥样硬化

斑块的形成。本研究油红O染色结果显示，对照组巨噬

细胞中并未发现脂质堆积，动脉粥样硬化组巨噬细胞中

脂质含量较对照组明显增多，动脉粥样硬化+Ad-SIRT6
组巨噬细胞中脂质含量较动脉粥样硬化组明显减少，动

脉粥样硬化+Ad-SIRT6+Ad-IL-32组巨噬细胞中脂质含

量较动脉粥样硬化+Ad-SIRT6组明显增多，提示SIRT6
可通过下调IL-32来抑制炎症反应，进而减少巨噬细胞

中脂质沉积。

综上所述，SIRT6可通过下调IL-32的表达来抑制炎

症反应，从而改善内皮细胞功能，减少巨噬细胞中脂

质沉积，从而减少泡沫细胞的形成，进而抑制动脉粥

样硬化斑块的形成，最终延缓动脉粥样硬化病程进展。

本研究首次发现了SIRT6对IL-32具有调控作用，丰富

了SIRT6在动脉粥样硬化病程进展中发挥保护作用的机

制，扩充了SIRT6的作用靶点，这为临床上冠心病的治

疗提供了新的治疗策略。但本研究为动物实验和细胞实

验，且样本量有限，导致研究结果可能存在一定偏倚。

此外，炎症反应受多种细胞因子/趋化因子的调节，

SIRT6是否通过调控其他促炎因子来增加斑块的稳定性

还有待进一步研究。
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