热休克蛋白在动脉粥样硬化中作用的研究进展
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【摘要】动脉粥样硬化（AS）是多种因素共同参与的免疫炎性反应。热休克蛋白（HSP）作为分子伴侣，主要维持细胞的正常生理功能，应激时能保护细胞免受进一步损伤。HSP过度表达时，可作为炎症因子及抗原，诱发炎性反应及免疫反应，参与AS的发生、发展。研究发现，HSP在血液中的可溶形式可结合特定的TLR4/CD14复合体启动天然/特异性免疫反应，从而活化NF-κB产生黏附分子，巨噬细胞产生促炎因子。越来越多的证据表明，HSP参与AS的发病机制，然而，HSP在AS中的作用是有争议的，HSP60主要作为自身抗原促进AS的发展，而小分子HSP（sHSP）和HSP70主要是保护细胞防止AS。本文主要综述sHSP、HSP60、HSP70的研究现状。
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   动脉粥样硬化（atherosclerosis，AS）是一个多因素作用的过程，以脂质在血管壁的积聚，单核巨噬细胞的侵入及平滑肌细胞的增殖为特征[1]。然而在病变的早期阶段是以相对少量的脂质及较多的炎性细胞（活化的T淋巴细胞、肥大细胞、巨噬细胞及免疫球蛋白）为特征，这表明炎症和免疫过程参与了AS进程[2，3]。
热休克蛋白（heat shock protein，HSP）是一组进化保守的蛋白，从微生物到人类的不同物种间显示高度的同源性。HSP在细胞周期控制、细胞增殖、组织的细胞结构、细胞凋亡中发挥作用，因此，HSP在AS疾病机制中起重要作用也是必然的。分子模拟或种间交叉反应表明，T细胞、B细胞反应的病理学机制已经证明HSP与各种炎症及自身免疫反应（包括AS）相关。
1  HSP家族及其功能
HSP也称应激蛋白，是一类功能相关的蛋白质家族，当细胞受到高温或其他应激因素时表达增高。最初是Ritossa在1962年从热处理果蝇唾液腺巨复合染色体中首先发现的，尽管后来证实许多非温度因素如氧化应激、营养缺乏、有机毒物、重金属等外环境和基因损伤、组织创伤、微生物感染等体内病理应激也能诱导其产生，但现在仍习惯称它为HSP。其家族成员、主要分布部位、主要生理功能及参与的病理过程如表1所示。
表1  HSP家族成员、主要分布部位、主要生理功能及参与的病理过程
	家族
	成员/其他名称
	部位
	主要生理功能
	参与的病理过程

	HSP10

Small HSP


	HSP10/HSP17

HSPB1/HSP27

HSPB2/MKBP

HSPB6/HSP20


	线粒体/叶绿体
胞质/胞核

	HSP60的辅助因子
分子伴侣，调节肌动蛋白，细胞迁移，抗细胞凋亡
分子伴侣，强直性肌营养不良激酶，结合蛋白
分子伴侣，抑制血小板聚集，调节肌动蛋白，舒张血管平滑肌，稳定细胞骨架，抑制细胞凋亡，心血管保护，防止淀粉样蛋白β积聚
	？
AS、糖尿病、类风湿性关节炎、多发性硬化
强直性肌营养不良、阿尔茨海默病、缺血再灌注、子宫内膜异位、子宫腺肌病
蛛网膜下腔出血血管痉挛、哮喘、内膜增生、阿尔茨海默病、AS


	HSP40

HSP60

HSP70

HSP90

HSP110
	HSPB8/HSP22

HSPB3/4/5/7/9/10

HSP32，HO-1
HSP40，Hdj-1

HSP47

HSP65，GroEL，HSP60，HSP58
HSP94

HSP104，HSP105

HSP110，Arg-1

Grp110
	内质网
线粒体/叶绿体
线粒体
内质网
胞质/胞核
	分子伴侣，激酶活性，促凋亡或抗凋亡，稳定细胞骨架，抗缺血再灌注损伤等
胶原蛋白伴侣
装配多肽，跨膜转运蛋白，折叠蛋白等
分子伴侣，新合成蛋白装配和转运，去除变性蛋白，ATP酶活性
结合到特定多肽或受体（如糖皮质激素受体）
正常细胞成分，保证细胞在强应激状态下存活
	脑类淀粉血管病、腓骨肌萎缩及运动神经元病、阿尔茨海默病、细胞骨架病、肿瘤、心肌缺血再灌注损伤
AS
AS、风湿性关节炎、糖尿病、系统性硬化症、精神分裂症
AS、结核、麻风、丝虫病
血吸虫病、全身性红斑狼疮
？


2  HSP的受体及信号转导
    HSP能被宿主免疫系统的细胞表面受体识别，如Toll-like 受体4（TLR-4）、TLR-2、凝聚素样氧化低密度脂蛋白受体-1（LOX-1）、SA-A，或作为免疫显性抗原。TLRs是天然和特异性免疫系统重要的组成成分，潜在的联系着炎症和AS[4]。许多研究报道Toll-like受体复合物（TLR）/CD14是一个小分子HSP（sHSP）受体[5-7]。到目前为止以鉴别在人类有10余种的TLRs。TLRs是进化保守的天然免疫受体，和IL-1受体信号共同活化NF-κB途径，释放促炎细胞因子，许多细菌和真菌成分，如肽聚糖、LPS、鞭毛蛋白、细菌DNA未甲基化的CpG 基序分别为TLR2、4、5、9的配体[8]。Michelsen等[9]发现在高胆固醇血症ApoE(-/-)小鼠动脉粥样斑块大小、脂质含量以及巨噬细胞浸润显著降低，可能与TLR4的遗传缺陷有关。其他在体外的研究表明，通过ox-LDL能上调巨噬细胞TLR4的基础表达。Shinohara等[10]利用Ⅰ型副流感病毒为载体在高胆固醇饮食家兔的颈动脉血管壁转染人TLR4cDNA，显示TLR4的转染显著促进了AS，并诱导了血管细胞黏附分子1、细胞内黏附分子1、单核细胞趋化蛋白1（MCPl）的表达，且在体内血管壁及体外血管平滑肌中均激活了NF-κB。最近，Kiechl等在大规模人群研究中发现，TLR4的突变或多态性和AS发展密切相关[11]。
在不同类型的细胞中sHSP结合到TLR4/CD14复合体启动不同的信号途径 。在人类单核细胞，人sHSP60结合到TLR4/CD14受体，导致p38MAPK活化[5]，而在平滑肌细胞和内皮细胞，衣原体和人类sHSP60活化ERK42/44[12，13]。ERK42/44是生长因子信号途径的中间成分。随后活化的Ras和Raf激活MAPK激酶。然后MAPK激酶通过苏氨酸和酪氨酸残基双重磷酸化激活ERK，反过来，一些转录因子（如c-Myc、激活物蛋白-1、NF-IL-6、活化的转录因子-2、Elk-1）磷酸化的丝氨酸和苏氨酸残基，导致最终的细胞生长和分化[14]。这意味着衣原体和人类HSP60是人类平滑肌细胞增殖有效的诱导物，而该过程是通过TLR4快速激活ERKs启动的[13]。在巨噬细胞和内皮细胞，sHSP60结合到TLR4/CD14复合体激活MyD88-NF-κB途径。研究发现，一个显性负性的MyD88结构能抑制sHSP60诱导NF-κB活化，表明MyD88是一个独立的信号途径[6]，而NF-κB 是调节大量AS相关基因的关键转录因子，一旦被激活，它能介导细胞产生各种细胞因子，黏附分子和生长因子，影响细胞周期和细胞凋亡，促使平滑肌细胞增生及移行到内膜[15]，促进AS发展。另外也有证据表明sHSP70和分支杆菌sHSP65能结合到TLR4/CD14而启动MyD88-NF-κB途径[7]。这些发现表明，TLR4/CD14是许多sHSP的受体，
3  sHSP和AS的相关性
   sHSP是一类相对分子质量为12×103~43×103的ATP依赖的分子伴侣，广泛存在于从细菌到人类的一切有机体，并具有高度的保守性，其重要的生物学功能是保护细胞免受各种应激因素的损害。目前研究表明，在哺乳动物中存在至少10种不同的sHSP，如HSP20、HSP25/HSP27、αB-晶体蛋白等。
3.1  sHSP家族有如下共性
sHSP家族：①包含一个高度保守的80~100个氨基酸残基组成的α-晶体结构域。②通过亚基形成同型或异型大分子复合物。③所有的sHSP被不同的蛋白激酶磷酸化后，影响低聚物的结构及这些蛋白本身的性质。④sHSP具有分子伴侣活性能够防止变性蛋白的积聚。
3.2  HSP27的生物学特性
HSP27也称CMT2F和DKFZp586p1322。HSP27具有sHSP家族的显著特点——形成相对分子质量为100×103～800×103的寡聚体。该寡聚体的结构保持高动态性，解离与聚合因其生物学功能不同而异，如调节细胞间的活性氧类(reactive oxygen species，ROS)、维持谷胱甘肽水平时需聚合成寡聚体，而行使分子伴侣功能时则需解聚。还具有调节F-肌动蛋白活性和细胞运动、抗细胞凋亡特性、抵抗氧化应激、抗炎作用。
3.3  HSP27与雌激素受体β（ERβ）
ERβ是人类动脉的优势雌激素受体，在许多动脉的内皮细胞、血管平滑肌细胞表达，和冠状动脉钙化相关，是AS严重程度的一个标志[16]。研究表明，HSP27为ERβ相关蛋白，在体内兴奋ERβ能再现HSP27防AS效应。在冠状动脉复杂的粥样硬化病变缺乏HSP27表达，来自正常形态或非闭塞性脂纹的年轻男女冠状动脉，60%的也未表达HSP27，而在这些正常或几乎正常的动脉中，缺乏HSP27表达和ERβ表达下调是一致的。这些结果表明，HSP27能调整雌激素信号减少冠状AS [17]。
3.4  HSP27与炎性反应
HSP27具有防治AS的作用，也许是因为它具有摄取致动脉粥样化脂类或减弱炎性反应的能力。研究表明，细胞外的HSP27能减少人类LDL乙酰化（acLDL）。AcLDL诱导促炎因子IL-1β释放，增加抗炎因子IL-10释放，而IL-10能够抑制多种炎性细胞因子的合成与释放，发挥抗炎作用。
3.5  HSP27与平滑肌细胞
    平滑肌细胞的迁移、增殖、凋亡在AS的发生、发展中起重要作用。HSP27在VSMC的迁移和收缩所必需的肌动蛋白丝的重构中发挥重要作用，其可以增加氧化应激诱导的肌动蛋白断裂和细胞死亡的抵抗力，它的磷酸化形式能够结合并稳定肌动蛋白微丝，帮助肌动蛋白张力纤维的形成[18，19]。另外，HSP27亦可防止热休克后肌动蛋白微丝碎裂，调节F-actin多聚化，影响细胞骨架及细胞迁移。Martin-Ventnna等[20]研究显示，在AS斑块，HSP27和平滑肌细胞共定位主要在斑块纤维帽区及中膜区，而Caspase-3（哺乳动物细胞凋亡的关键酶）主要分布在斑块的核心或肩部，表明HSP27在AS中调节细胞凋亡。
3.6  HSP27与易损斑块
    细胞外的HSP27能被从粥样硬化斑块释放的酶类降解，同时细胞内的HSP27下调能降低VSMCs抵抗蛋白水解酶诱导的细胞凋亡，这表明HSP27在防止斑块不稳定及破裂中起重要作用[17]。HSP27在复杂的AS斑块是减低的，在粥样硬化患者血清HSP27水平比正常人减低[20]。差异蛋白组学研究，在不稳定斑块比稳定斑块HSP27和HSP20大量减少，表明HSP27、HSP20在炎性反应和氧化应激中起作用，参与斑块不稳定性[21]。  

    综上所述，HSP27在AS中表达，与斑块的易损性有关，有抗AS作用。由于HSP20、HSP27、αB-晶体蛋白分子结构上高度同源，均以αB-晶体蛋白为基本结构并实现各自的生物学功能，而且HSP20在平滑肌细胞大量表达，对肌肉的收缩，细胞迁移，细胞生存起重要调节作用，这意味着它可能参与AS[22]。因此推测HSP20参与AS，有抗AS作用。
4  HSP60和AS的相关性
     HSP60是主要的分子伴侣之一，广泛存在于各种生命体中，在原核和真核细胞之间有超过70%的序列同源性[23]，正常生长条件下拥有重要的功能，并在免疫反应中起关键作用。Chen等提出HSP60可以作为一个危险信号作用于免疫系统的观点，并在1999年进一步证明哺乳动物的HSP60可以作为抗原被人和小鼠的免疫细胞识别，诱导细胞因子TNF-α、IL-12和IL-15的释放，后来又有许多研究支持这一观点，并提示HSP60可以活化抗原呈递细胞，诱导多种细胞因子的释放，刺激机体先天免疫反应。在先天免疫反应中，与其他HSP家族成员相比，HSP60有更强的活化免疫细胞和诱导细胞因子分泌的能力。
人AS区域的细胞中均可检测到HSP60，且HSP60的表达量与AS病变程度呈正相关。Kleindienst等发现Hu-HSP60作为一种促炎症因子，在不同类型冠状动脉粥样硬化性心脏病患者血清中有不同程度表达，血清HSP60水平越高，发生急性冠状动脉事件的可能性就越大，并且HSP60水平与急性冠状动脉事件的严重程度呈正比，与粥样硬化程度呈正比。人HSP60是一种自身抗原，一方面可提高机体对致病微生物的免疫力，另一方面又是一种危险的自身抗原，美国Wick’S实验室早在1999年就通过大量人体和动物实验研究证实，人Hu-HSP60参与的一系列免疫反应可能促进AS的发生、发展[24]。最近也有大量研究表明[26，27]，HSP60作为一种高度保守蛋白，常因免疫系统的交叉识别而引起自身免疫反应，AS斑块中包括平滑肌细胞和内皮细胞都有HSP60的表达，通过其分泌作用或细胞死亡释放到血液循环中，血液循环中的抗HSP60抗体可与细胞表面的HSP60发生反应，产生抗原一抗体复合物，调节T细胞功能，促进炎性介质分泌，损伤血管内皮细胞，产生早期AS病变。抗体可穿过早期病变处受损的内皮细胞，与巨噬细胞或泡沫细胞、平滑肌细胞表面大量存在的HSP60结会，使细胞溶解，坏死组织成为进展期AS核心，使内皮细胞、平滑肌细胞和巨噬细胞释放大量的细胞因子，这些细胞因子又进一步促进病变处细胞增生、聚集，加速AS病变的进展。
HSP60通过细胞和体液介导的免疫反应在AS的发生发展中起作用。因此诱导机体的HSP60的免疫耐受可以预防AS。Puijvelde[27]等研究发现给老鼠口服耐受诱导HSP60和HSP小短肽，可致CD4+CD25+（Foxp3）+调节性T细胞数目增多，且颈动脉斑块体积减少约80%，主动脉根部斑块体积减少约27%。
5  HSP70和AS的相关性
    HSP70家族成员是研究的最广泛的热休克蛋白之一。血清高水平HSP70和AS中膜厚度减少及降低冠状动脉粥样硬化性心脏病危险相关[28]。热处理老鼠增加血管壁HSP70的表达，从而减少受伤后内膜厚度。这些数据表明，血管壁HSP70的表达对血管壁起保护作用。有学者为了阐明HSP70到底是作为应激时的一种标志还是真正参与了细胞防御反应，做了这样的检测，发现早期的坏死损伤比纤维病变有更多的HSP70。培养的恒河猴平滑肌细胞经热休克以后可不断产生HSP70来增强抵抗血清恶化的能力，将外源的HSP70加入培养基中同样可以维持细胞的生存能力。它的作用可与内源性的HSP70相叠加并能维持相当时间，而35h以后它则成为唯一的保护因素。这一点提示是否当内源性HSP70消耗殆尽而又无外源的HSP70添加时，AS损伤便开始日益恶化，从可逆的免疫损伤阶段进行到不可逆的脂质浸润阶段。YI-Nan[29]等评估是否YC-1诱导HSP70表达从而保护平滑肌细胞抵抗ox-LDL诱导的细胞毒性。实验结果显示YC-1保护平滑肌细胞免受ox-LDL诱导的细胞凋亡，推测YC-1也许是一个有效的HSP70诱导者，它可能作为血管疾病的细胞保护剂。HSP70也许是通过他的抗炎及细胞保护效应来抗AS，这也许意味着通过给予外源性的HSP7 来抗AS。但亦有学者认为HSP70可通过影响细胞凋亡，而影响血栓形成促进AS发生。2009年关于HSP70是作为AS的促进者还是保护者，专家意见显示[30]，HSP70很可能参与细胞保护，但HSP70和AS的反比关系仍然没有阐明。 
6  总结与展望
    诸多研究表明，HSP的表达与AS的发生、发展相关，且各成员的作用是多样性的，既有防止AS发展，又有促进AS的发展。TLR4途径介导的先天免疫反应在内源性炎性物质致AS中的作用和机制，推测对TLR4信号途径的凋节可能在未来成为AS治疗的“Toll门户”。 口服免疫耐受HSP60和sHSP60 肽，以及外源性给予HSP70能减少AS病损，但这仅仅限于动物实验研究，随着其他家族成员的研究，以及更进一步机制的阐明，临床实验的进行，使发展疫苗及生物制品抗AS成为可能，为临床防止心脑血管事件提供一个新的途径。
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