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周期性张应变调控血管平滑肌细胞黏附血小板
微体及其在自噬中的作用

陈远秀，　 包　 晗，　 阎　 靖，　 肖　 倩，　 齐颖新
（上海交通大学 生命科学技术学院，力学生物学研究所， 上海 ２００２４０）

摘要：目的　 探讨周期性张应变力学刺激对血管平滑肌细胞（ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ，ＶＳＭＣｓ）与血小板微体

（ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ， ＰＭＰｓ）黏附能力的影响，以及黏附的 ＰＭＰｓ 对 ＶＳＭＣｓ 自噬的调控作用。 方法　 应用

ＦＸ⁃５０００Ｔ 张应变加载系统，对体外培养 ＶＳＭＣｓ 施加 ５％ 幅度的生理性张应变和 １５％ 幅度的高张应变；应用流式细

胞术检测不同张应变作用的 ＶＳＭＣｓ 与 ＰＭＰｓ 的黏附；免疫荧光检测 ＰＭＰｓ 刺激 ２４ ｈ 后自噬标志分子微管相关蛋白

轻链 ３（ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ３，ＬＣ３）的表达水平；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 ＰＭＰｓ 刺激 ２４ ｈ
后 ＶＳＭＣｓ 自噬相关蛋白（ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ，Ａｔｇ）的表达水平。 结果　 与 ５％ 生理性张应变加载相比，１５％ 高

张应变加载 ２４ ｈ 能显著增强 ＶＳＭＣｓ 与 ＰＭＰｓ 的黏附水平，提示高张应变促进 ＰＭＰｓ 与 ＶＳＭＣｓ 的黏附。 免疫荧光

和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果显示，ＰＭＰｓ 刺激可显著上升 ＶＳＭＣｓ 中自噬标志蛋白 ＬＣ３ 表达，同时 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测到

ＰＭＰｓ 刺激后 Ａｔｇ５、Ａｔｇ７、Ａｔｇ１２ 蛋白表达水平显著上升。 结论 　 高张应变可以促进 ＶＳＭＣｓ 黏附 ＰＭＰｓ，黏附的

ＰＭＰｓ 可能通过增加 Ａｔｇ５、Ａｔｇ７、Ａｔｇ１２、ＬＣ３ 表达，从而增强 ＶＳＭＣｓ 自噬。
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　 　 正常生理条件下，血管壁中膜层的血管平滑肌

细胞（ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ，ＶＳＭＣｓ）主要承载

血流脉动导致的血管周期性张应变。 高血压病理

条件下，ＶＳＭＣｓ 所承载的周期性张应变上升，可高

达 １５％ 及以上［１］。 研究表明，高张应变能够显著促

进 ＶＳＭＣｓ 增殖、凋亡等功能，在血管重建中有着重

要的作用［２⁃４］。
临床数据显示，超过 ８０％颈动脉狭窄患者伴发

高血压［５］，而高血压患者术后再狭窄的风险比无高

血压者增加将近 １ 倍［６］，表明高血压与颈动脉内膜

新生、血管再狭窄有密切关系。 大量研究表明，高
血压引起的血管内膜损伤是 ＶＳＭＣｓ 异常增殖和内

膜新生的重要诱导因素。 内膜损伤后，位于血管中

膜的 ＶＳＭＣｓ 在复杂物理、化学因素的诱导下进行表

型转换，从维持血管弹性的收缩表型转换成高增殖

率的合成表型，并且迁移到内膜层进行大量增

殖［７］。 在这个过程中，自噬作为细胞自我更新和自

我修复的机制，在维持 ＶＳＭＣｓ 稳态以及表型转换中

有着重要的作用。 ＶＳＭＣｓ 自噬被抑制不仅能显著

抑制氧化低密度脂蛋白诱导的 ＶＳＭＣｓ 异常增殖，
还能够抑制血小板衍生生长因子（ ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＰＤＧＦ）诱导的 ＶＳＭＣｓ 由收缩型向合

成型的表型转化［８］；自噬激活剂雷帕霉素可以通过

抑制细胞周期蛋白的表达抑制 ＶＳＭＣｓ 的增殖及迁

移［９］；缺血 ／再灌注损伤能上调人脐静脉内皮细胞

中的诱导型一氧化氮合酶，从而诱导自噬并通过自

噬促进细胞迁移和凋亡［１０］。 虽然已证实在高血压

条件下，ＶＳＭＣｓ 的自噬水平显著增强［１１］，然而高血

压内膜损伤过程中 ＶＳＭＣｓ 的自噬调控是一个复杂

的过程。
近年来研究发现，在内膜损伤条件下，血小板

黏附到内皮下基质，被胶原激活并释放血小板微体

（ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＰＭＰｓ），参与包括凝

血、炎症等多种生理病理功能。 在高血压、动脉粥

样硬化、急性冠状动脉综合征等心血管疾病中，

ＰＭＰｓ 数量显著增加，提示 ＰＭＰｓ 可以作为心血管疾

病临床诊断和药物疗效评价的靶标［１２］。 ＰＭＰｓ 是血

小板释放的直径为 １００～１ ０００ ｎｍ、具有封闭脂质双

分子层膜结构的微体，其中包含了大量血小板来源

的蛋白质以及微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲｓ）等核酸

类物质，能够进行细胞间的信息交流［１３］。 ＰＭＰｓ 是

循环系统中数量最多的微体，占据外周血微体

２ ／ ３［１４］，其作为能够进行细胞间信息交流的、有生物

活性的物质，近年来成为血管重建的研究热点之

一。 已有研究表明，ＰＭＰｓ 能够调控 ＶＳＭＣｓ 进行表

型转换，从收缩表型转换为增殖水平高的合成表

型［１５］，然而高血压异常张应变力学刺激对 ＶＳＭＣｓ
与 ＰＭＰｓ 黏附的作用以及 ＰＭＰｓ 对细胞自噬的调控

目前均不清楚。
本文使用 ＦＸ⁃５０００Ｔ 周期性张应变加载系统

（Ｆｌｅｘｃｅｌｌ 公司，美国）对 ＶＳＭＣｓ 进行体外张应变加

载实验，加载幅度分别为 ５％ （模拟正常生理状态下

ＶＳＭＣｓ 所受张应变）、 １５％ （模拟高血压状态下

ＶＳＭＣｓ 所受高张应变）。 提取、分离、纯化 ＰＭＰｓ 并

进行活细胞膜染料染色，并与 ５％ 、１５％ 张应变加载

２４ ｈ 后的 ＶＳＭＣｓ 共培养，流式细胞术检测不同幅度

周期性张应变加载对 ＶＳＭＣｓ 黏附 ＰＭＰｓ 的影响。
之后，应用细胞免疫荧光染色和蛋白免疫印迹法

（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ）检测 ＰＭＰｓ 对 ＶＳＭＣｓ 中的微管相

关蛋 白 轻 链 ３ （ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ３， ＬＣ３ ） 以 及 自 噬 相 关 蛋 白

（ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ，Ａｔｇ） Ａｔｇ５、Ａｔｇ７、Ａｔｇ１２ 表

达水平的作用。 本文旨在研究 ＰＭＰｓ 调控 ＶＳＭＣｓ
自噬的机制，为高血压条件下内膜损伤后血管重建

的分子机制提供新的实验依据以及研究思路。

１　 材料和方法

１ １　 大鼠 ＶＳＭＣｓ 原代培养

采用组织块贴壁法原代培养大鼠动脉 ＶＳＭＣｓ。
选用北京维通利华实验技术有限公司培养的雄性
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Ｓｐｒａｇｕｅ⁃Ｄａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠，质量为 １５０ ～ ２００ ｇ，饲养

于上海交通大学实验动物中心。 在无菌环境下，１％
戊巴比妥钠麻醉 ＳＤ 大鼠后取动脉血管，将血管剪

成 １ ｍｍ３组织块；加入少量 ＶＳＭＣｓ 培养液［ＤＭＥＭ
（Ｇｉｂｃｏ 公司，美国），１０％ 胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ 公司，美
国），青链霉素（ＢＢＩ 公司，美国）］，使组织块平铺于

培养皿底；于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 细胞培养箱中培养。 用

平滑肌肌动蛋白（α⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ，α⁃ＳＭＡ）抗
体（１ ∶２００，Ｄａｋｏ Ｄｅｎｍａｒｋ Ａ ／ Ｓ 公司，丹麦）对第 １ 代

ＶＳＭＣｓ 进行细胞免疫荧光鉴定，阳性率大于 ９５％ 用

于后续实验。
１ ２　 血小板提取、纯化以及 ＰＭＰｓ 提取

大鼠腹主动脉取血，转移至 ０ ９％ 氯化钠、
Ａｐｙｒａｓｅ （ 终 浓 度 １ Ｕ ／ ｍＬ ）、 ＰＧＥ１ （ 终 浓 度

０ １ μｇ ／ ｍＬ） 溶 液 中， 并 于 ３７ ℃ 水 浴 保 存。
１ ４００ ｒ ／ ｍｉｎ室温离心 １５ ｍｉｎ，取出离心管，此时血液

分为 ３ 层，从上到下分别为富含血小板的血浆、白
细胞层以及红细胞，取上层血浆，加入终浓度为

５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ 以及终浓度为 １ Ｕ ／ ｍＬ Ａｐｙｒａｓｅ，混
匀后 ２ ８００ ｒ ／ ｍｉｎ 室温离心 １５ ｍｉｎ，沉淀用 ＴＢ 缓冲

液重悬，加入 Ｉ 型胶原（Ｓｉｇｍａ 公司，美国）至终浓度

为 ０ １ Ｕ ／ ｍＬ，用于模拟内膜损伤后暴露的胶原激

活血小板释放 ＰＭＰｓ，于 ３７ ℃水浴 １ ｈ。 ２ ８００ ｒ ／ ｍｉｎ
室温离心 １５ ｍｉｎ，取上清，４ ℃、２０ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

９０ ｍｉｎ，弃去上清，用 ＤＭＥＭ 重悬，则可得到 ＰＭＰｓ。
以 ＤＭＥＭ 重悬液和从全血中提取的总微体（ ｔｏｔａｌ
ｍｉｃｒｏｖｅｓｉｃｌｅｓ，ｔ⁃ＭＶｓ）作为对照。
１ ３　 ＶＳＭＣｓ 周期性张应变加载

ＶＳＭＣｓ 按照 ２×１０５个 ／孔密度种植于 Ｆｌｅｘｅｒｃｅｌｌ
６ 孔细胞培养板 （ ＢｉｏＦｌｅｘ 公司，美国） 中。 加入

ＤＭＥＭ 基础培养基同步化 ２４ ｈ 后，应用 ＦＸ⁃５０００Ｔ
细胞张应变加载系统对 ＶＳＭＣｓ 施加幅度为 ５％ 或

１５％ 张应变，频率均为 １ ２５ Ｈｚ，加载时间为 ２４ ｈ。
５％ 张应变模拟体内生理条件下在体 ＶＳＭＣｓ 所承载

的周向张应变力学刺激，１５％张应变模拟高血压条件

下在体 ＶＳＭＣｓ 所承载的周期性高张应变刺激［１６］。
１ ４　 ＰＭＰｓ 黏附 ＶＳＭＣｓ 实验

研究发现，微体（ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＭＰｓ）与靶细胞

的黏附呈时间依赖性，随着时间的延长，黏附的

ＭＰｓ 数量会逐渐增加［１７⁃１８］。 本实验室前期研究表

明，ＰＭＰｓ 与靶细胞共培养 １ ｈ 能够有效地黏附到靶

细胞上［１９］，故选择 １ ｈ 为 ＰＭＰｓ 与 ＶＳＭＣｓ 共培养的

时间。 用红色亲脂性荧光染料 ＰＫＨ２６ （ １ ∶ ２００，
Ｓｉｇｍａ公司，美国） 染色 ５ ｍｉｎ； １０％ 胎牛血清的

ＤＭＥＭ 培养液终止染色。 将带有红色荧光的 ＰＭＰｓ
加入到幅度为 ５％ 、１５％ ，频率为 １ ２５ Ｈｚ 张应变加

载的 ＶＳＭＣｓ，孵育 １ ｈ，消化细胞，８００ ｒ ／ ｍｉｎ 室温离

心 １０ ｍｉｎ，弃去上清，ＰＢＳ 重悬细胞后，应用流式细

胞仪（ＢＤ ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ 公司，美国）检测荧光强度。
１ ５　 细胞免疫荧光染色

将 ＶＳＭＣｓ 按照 １×１０５ 个 ／孔密度种植于 Ｃｏｎｆｏｃａｌ
皿（Ｎｅｘｔ 公司，澳大利亚）上，提取 Ｉ 型胶原激活血

小板后释放的 ＰＭＰｓ，与 ＶＳＭＣｓ 共培养。 ２４ ｈ 后，
ＰＢＳ 清洗 ５ ｍｉｎ × ３ 次， ４％ 多聚甲醛固定细胞

３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 清洗 ５ ｍｉｎ×３ 次。 ０ ３％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００
破膜 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 清洗 ５ ｍｉｎ×３ 次。 １０％ 山羊血清

封闭 ３０ ｍｉｎ。 加入一抗 ＬＣ３（１ ∶ １００，Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司，美国），４ ℃ 孵育过夜。 ＰＢＳ 清洗

５ ｍｉｎ× ３ 次，加入 Ａｌｅｘａ Ｆｌｏｕｒ ５５５ 标记二抗 （ １ ∶
１ ０００，Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司，美国）和 ＤＡＰＩ
（１ ∶１０００，Ｓｉｇｍａ 公司，美国），室温孵育 ２ ｈ。 ＰＢＳ 清

洗后，荧光显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司，日本）观察。
１ ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 实验

１０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳分离蛋白后，将蛋白转

印到硝酸纤维素膜。 于 ５％脱脂奶粉 ＴＢＳＴ 溶液中封

闭 １ ｈ 后，加入一抗 Ａｔｇ５、Ａｔｇ７、Ａｔｇ１２、ＬＣ３（１ ∶ ５００，
Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司，美国），ＧＡＰＤＨ（１ ∶
１ ０００，Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司，美国），４ ℃孵育过夜。 碱性

磷酸酶标记二抗（１ ∶１ ０００，Ｊａｃｋｓｏｎ Ｉｍｍｕｎｏ Ｒｅｓｅａｒｃｈ
公司，美国）室温孵育 ２ ｈ，ＮＢＴ ／ ＢＣＩＰ（ＫＰＬ 公司，美
国）底物显色。 扫描后使用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 一维分析软

件（ＢＩＯ⁃ＲＡＤ 公司，美国）进行图像灰度分析。
１ ７　 统计学方法

本文所涉及的实验独立重复至少 ３ 次，各组间实

验数据以均值±标准差形式来表示，两组数据用ｔ 检
验来检测差异，Ｐ＜０ ０５ 表示差异具有统计学意义。

２　 结果

２ １　 高张应变加载后 ＶＳＭＣｓ 与 ＰＭＰｓ 黏附能力

增强

应用 ＦＸ⁃５０００Ｔ 细胞张应变加载系统，对体外

培养的 ＶＳＭＣｓ 施加幅度为 ５％ 、１５％ 周期性张应变，
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分别模拟生理和高血压状态下的张应变力学刺激。
张应变加载 ２４ ｈ 后，将 ＰＫＨ２６ 染色的 ＰＭＰｓ 与

ＶＳＭＣｓ 共培养 １ ｈ，以加入 ＤＭＥＭ 重悬液的细胞为

对照组。 流式细胞术分析结果显示，与 ＤＭＥＭ 对照

组相比，加入 ＰＭＰｓ 后，５％ 、１５％ 周期性张应变加载

ＶＳＭＣｓ 组都有显著的荧光，提示 ＰＭＰｓ 被成功染色

并黏附到 ＶＳＭＣｓ 上。 与 ５％ 张应变加载相比，１５％
高张应变加载的 ＶＳＭＣｓ 组荧光强度显著增强。 上

述结果提示，与 ５％ 周期性张应变相比，１５％ 高张应

变能显著促进 ＶＳＭＣｓ 黏附 ＰＭＰｓ（见图 １）。

图 １　 ５％、１５％ 张应变加载后 ＶＳＭＣｓ与 ＰＭＰｓ的黏附（∗Ｐ＜０ ０５，ｎ＝ ４）
Ｆｉｇ．１　 Ａｄｈｅｓｉｏｎ ｏｆ ＶＳＭＣｓ ｗｉｔｈ ＰＭＰｓ ｕｎｄｅｒ ５％ ａｎｄ １５％ ｃｙｃｌｉｃ ｓｔｒｅｔｃｈ　 （ａ） Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＶＳＭＣｓ， （ｂ） Ａｄｈｅｓｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ＰＭＰｓ

２ ２　 ＰＭＰｓ 促进 ＶＳＭＣｓ 自噬

为了研究 ＰＭＰｓ 对 ＶＳＭＣｓ 自噬的作用，提取胶

原激活血小板释放的 ＰＭＰｓ 和 ｔ⁃ＭＶｓ（血浆中总的

微体），分别与 ＶＳＭＣｓ 共培养 ２４ ｈ，以 ＤＭＥＭ 重悬

液组为阴性对照，检测 ＶＳＭＣｓ 中自噬标记物 ＬＣ３
的表达。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果显示，ＰＭＰｓ 能显著上

调 ＶＳＭＣｓ 内 ＬＣ３Ⅱ／ ＧＡＰＤＨ 的表达，但是对 ＬＣ３Ⅱ／

ＬＣ３Ⅰ的表达没有显著作用（见图 ２）；细胞免疫荧

光结果显示，ＰＭＰｓ 刺激后，ＶＳＭＣｓ 表达 ＬＣ３ 的细胞

数量上升，并且在阳性表达细胞中 ＬＣ３ 的荧光强度

也显著上调（见图 ３）。 上述结果表明，血小板激活

后释放的 ＰＭＰｓ 能显著促进 ＶＳＭＣｓ 自噬，提示内膜

损伤后，血小板被内皮下基质激活后释放的 ＰＭＰｓ
可能在 ＶＳＭＣｓ 自噬调控中有重要作用。

图 ２　 激活的 ＰＭＰｓ 刺激后检测 ＶＳＭＣｓ中 ＬＣ３ 表达（∗Ｐ＜０ ０５，ｎ＝ ９）
Ｆｉｇ．２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＬＣ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＶＳＭＣｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ＰＭＰｓ　 （ａ） Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＬＣ３ ａｎｄ ＧＡＰＤＨ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，

（ｂ） ＬＣ３Ⅱｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｏ ＧＡＰＤＨ， （ｃ） ＬＣ３Ⅱｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｏ ＬＣ３Ⅰ

２ ３　 ＰＭＰｓ 促进自噬相关分子 Ａｔｇ５、Ａｔｇ７ 表达

在经典宏自噬过程中，自噬相关分子 Ａｔｇ５ 可通

过形成 Ａｔｇ１２⁃Ａｔｇ５ 复合物［２０］，参与自噬膜的延伸过

程，而 Ａｔｇ７ 则促进 ＬＣ３Ⅱ形成［２１］，故 Ａｔｇ５ 和 Ａｔｇ７
是自噬形成过程中重要的分子。 为了研究 ＰＭＰｓ 促

进 ＶＳＭＣｓ 自噬的机制，将 ＶＳＭＣｓ 分别和 ＰＭＰｓ、
ｔ⁃ＭＶｓ共培养 ２４ ｈ，以 ＤＭＥＭ 重悬液组为阴性对照，
检测 ＶＳＭＣｓ 中 Ａｔｇ５、Ａｔｇ７ 的表达。 与 ＤＭＥＭ 对照

组相比，ＰＭＰｓ 和 ｔ⁃ＭＶｓ 都能显著上调 Ａｔｇ５ 的表达，
而 ＰＭＰｓ 同时还能显著促进 Ａｔｇ７ 的表达。 上述结
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图 ３　 激活的 ＰＭＰｓ刺激ＶＳＭＣｓ后自噬小体的免疫荧光图

Ｆｉｇ． ３ 　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｅｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ＰＭＰｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ＶＳＭＣｓ

　 　

果提示，ＰＭＰｓ 可能是通过上调自噬相关分子 Ａｔｇ５、
Ａｔｇ７ 的表达从而促进 ＶＳＭＣｓ 自噬（见图 ４）。
２ ４　 ＰＭＰｓ 促进 Ａｔｇ５⁃Ａｔｇ１２ 复合物形成

在宏自噬过程中需要 Ａｔｇ１２ 与 Ａｔｇ５ 通过泛素化

共轭体系的共价结合而促进自噬体的形成［２２］，Ａｔｇ１２
的分子量为 １６ ｋＤａ，与 Ａｔｇ５ 形成的复合物分子量为

５５ ｋＤａ［２３］。 为了研究在 ＰＭＰｓ 刺激过程中 Ａｔｇ５⁃
Ａｔｇ１２ 复合物是否形成，将 ＶＳＭＣｓ 分别和 ＰＭＰｓ、
ｔ⁃ＭＶｓ共培养 ２４ ｈ，以 ＤＭＥＭ 重悬液组为阴性对照，
检测ＶＳＭＣｓ 中Ａｔｇ１２ 蛋白在分子量 １６ ｋＤａ 和 ５５ ｋＤａ
位置的表达。 与对照组相比，各组 Ａｔｇ１２ 蛋白在分子

量 １６ ｋＤａ 位置的表达量并没有显著变化；而 ＰＭＰｓ
刺激后，Ａｔｇ１２ 在分子量 ５５ ｋＤａ 位置的表达量显著上

升。 上述结果提示，ＰＭＰｓ 可能促进 Ａｔｇ５⁃Ａｔｇ１２ 复合

物形成，从而调控 ＶＳＭＣｓ 自噬（见图 ５）。

图 ４　 激活的 ＰＭＰｓ 刺激 ＶＳＭＣｓ 后 Ａｔｇ５ 和 Ａｔｇ７ 表达（∗Ｐ＜０ ０５）
Ｆｉｇ．４　 Ａｔｇ５ ａｎｄ Ａｔｇ７ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ＰＭＰｓ　 （ａ） Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ Ａｔｇ５， Ａｔｇ ７ ａｎｄ ＧＡＰＤＨ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，

（ｂ） Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｔｇ５， （ｃ） Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｔｇ７

图 ５　 激活的 ＰＭＰｓ 刺激 ＶＳＭＣｓ 后 Ａｔｇ１２ 表达（∗Ｐ＜０ ０５，ｎ＝ ６）
Ｆｉｇ．５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｔｇ１２ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ＰＭＰｓ　 （ａ） Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ Ａｔｇ１２ ａｎｄ ＧＡＰＤＨ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ， （ｂ） Ｐｒｏｔｅｉｎ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｔｇ１２ ｗｉｔｈ ａ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ １６ ｋＤａ， （ｃ） Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｔｇ１２ ｗｉｔｈ ａ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ５５ ｋＤａ
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３　 讨论与结论

ＶＳＭＣｓ 位于血管中膜，主要承载脉动血压作用

在血管壁的周向张应力。 研究表明，ＶＳＭＣｓ 可以响

应周向张应变力学刺激而改变细胞功能，不仅参与

血管正常生理稳态的维持，还在血管重建过程中发

挥重要作用。 在高血压疾病病理过程中，异常升高

血压引起的内膜损伤是血管重建的重要起始因

素［７］。 其中，内膜损伤后血小板被激活并释放大量

的 ＰＭＰｓ，可能在内膜损伤血管重建过程中起重要

作用［１２］。 本文关注高张应变力学条件下 ＶＳＭＣｓ 与

激活血小板释放的 ＰＭＰｓ 的黏附作用，并探讨黏附

的 ＰＭＰｓ 对 ＶＳＭＣｓ 自噬的调控作用。 研究结果为

高血压内膜损伤后血管重建的机制研究提供新的

思路以及研究方向。
为研究周期性张应变对 ＶＳＭＣｓ 黏附 ＰＭＰｓ 能

力的作用，对体外培养的 ＶＳＭＣｓ 施加幅度为 ５％ 、
１５％ 周期性张应变，分别模拟生理状态和高血压状

态下的张应变力学刺激。 结果显示，１５％ 高张应变

能显著促进 ＶＳＭＣｓ 与 ＰＭＰｓ 的黏附。 研究表明，
ＶＳＭＣｓ 的细胞膜表面存在多种机械应力感受器，如
整合素⁃局部黏着斑激酶复合体、血小板内皮细胞黏

附分子 １（ｐｌａｔｅｌｅｔ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ⁃１，
ＰＥＣＡＭ１） ［２４］、活化激酶 Ｃ 受体 ｌ（ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｆｏｒ ａｃｔｉｖｅｄ
Ｃ ｋｉｎａｓｅ ｌ，ＲＡＣＫ１） ［２５］以及多种离子通道［２６］等。 其

中，整合素作为细胞表面的跨膜蛋白，在基质蛋白

和细胞骨架之间形成桥接，在细胞与细胞外基质

（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）组分的结合和附着中有

着重要的作用。 研究表明，ＶＳＭＣｓ 响应周期性张应

变是整合素依赖性的，并且周期性张应变可以上调

整合素 β３ 的表达［２７］；胶原激活血小板后释放的

ＰＭＰｓ 能够与白细胞上的整合素结合，从而介导血

小板和白细胞的相互作用。 这一过程主要通过

ＰＭＰｓ 细胞膜上的糖蛋白 ＧＰＩｂ 与白细胞上的配体

白介素 Ｍａｃ⁃１ 结合，并且在静脉水平剪切应力下

ＰＭＰｓ 可以增强白细胞的聚集［２８］。 上述研究结果提

示，高周期性张应变可能通过增强 ＶＳＭＣｓ 膜表面的

整合素与 ＰＭＰｓ 膜表面的糖蛋白结合，从而促进

ＰＭＰｓ 的黏附。
自噬是一种细胞组分降解和循环过程，在所有

真核生物中都是高度保守的。 在哺乳动物细胞中，

有 ３ 种主要的自噬类型：微自噬、宏自噬和分子伴

侣介导自噬，这 ３ 种自噬都是通过溶酶体降解细胞

质中的蛋白质或细胞器，以实现细胞本身的代谢需

要和某些细胞器的更新［２９］。 在这 ３ 种自噬中，宏自

噬是最为重要也是研究最多的过程［３０］。 在宏自噬

的自噬体形成的延伸阶段，需要两类泛素化结合系

统的调控：①由泛素化蛋白 Ａｔｇ１２ 通过 Ａｔｇ７（Ｅ１ 泛

素活化酶样蛋白）和 Ａｔｇ１０（Ｅ２ 泛素交联酶样蛋白）
介导与 Ａｔｇ５ 结合形成 Ａｔｇ１２⁃Ａｔｇ５ 复合物，该复合

物再与 Ａｔｇ１６ Ｌ 结合，参与自噬膜的延伸过程［３１］；
②通过泛素化蛋白 ＬＣ３ 发挥作用。 ＬＣ３ 可被细胞

内的脂质磷脂酰乙醇胺（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌ ｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅ，
ＰＥ）激活［３２］。 ＰＥ 通过 Ａｔｇ７ 和 Ａｔｇ３ 连续激活反应

与无活性的 ＬＣ３ Ⅰ 结合形成有活性的 ＬＣ３Ⅱ（ＰＥ
结合形式） ［３３］，进而通过 Ａｔｇ５⁃Ａｔｇ１２⁃Ａｔｇ１６ Ｌ 复合

物的介导与自噬体膜结合［３４］。
自噬在血管重建中有着重要的作用，自噬激活

时能促进 ＶＳＭＣｓ 的表型转换［３５］，也引发细胞凋

亡［３６］。 本文研究 ＰＭＰｓ 黏附对 ＶＳＭＣｓ 自噬功能的

作用，结果提示胶原激活血小板后释放的 ＰＭＰｓ 可

能在 ＶＳＭＣｓ 自噬调控中有重要作用。 此外，胶原激

活血小板释放的 ＰＭＰｓ 能显著促进 Ａｔｇ５、Ａｔｇ７ 的表

达，而 Ａｔｇ１２ 在原分子量 １６ ｋＤａ 位置的表达量并没

有显著变化，但是在 ５５ ｋＤａ 位置表达量显著上升，
提示 ＰＭＰｓ 可能通过增强 Ａｔｇ７ 的表达并促进 Ａｔｇ５⁃
Ａｔｇ１２ 复合物和 ＬＣ３Ⅱ的形成，从而促进 ＶＳＭＣｓ 自

噬的发生。
本文结果表明，在高张应变刺激下 ＶＳＭＣｓ 对

ＰＭＰｓ 的黏附能力增强，并且 ＰＭＰｓ 能够显著促进

ＶＳＭＣｓ 的自噬，提示高血压条件下 ＰＭＰｓ 能够调控

损伤内膜局部 ＶＳＭＣｓ 的自噬， 参与血管重建。
ＰＭＰｓ 包含大量血小板来源的蛋白质、脂质、ＲＮＡ 以

及 ｍｉＲｓ，已有研究表明，凝血酶激活后的血小板可

通过释放微体传递 Ａｇｏ２⁃ｍｉＲ⁃２２３ 到人脐静脉内皮

细胞中，调控靶分子 ＦＢＸＷ７ 以及 ＥＦＮＡ１ 的表

达［３７］，提示 ＰＭＰｓ 能够传递内容物到受体细胞中并

调控其功能，从而进行细胞间的信息交流。 在本研

究中，ＰＭＰｓ 调控 ＶＳＭＣｓ 自噬的细胞间交流分子机

制还未揭示，ＰＭＰｓ 是否通过传递 ｍｉＲｓ 或者蛋白质

调控 ＶＳＭＣｓ 功能，需要更加深入的研究。
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冯元桢先生百年纪念感言

齐颖新

　 　 相信每一位关注过生物力学的人都必然听过一

个名字———“现代生物力学之父”冯元桢先生；相信

每一位听过冯先生研究经历的人都必然会为他从空

气动力学向生物力学的华丽转身而赞叹；也相信每

一位从事生物力学相关研究的人都必然会为先生杰

出的贡献而折服！
２０１９ 年 ９ 月是冯先生 １００ 岁寿诞，包括我在

内的世界各地的生物力学学者齐聚美国圣迭戈为

先生庆生，因为我们中的每一位或多或少都是在

冯先生的引领下走进生物力学的大门，因为我们

中的每一位都深深感佩于先生精深的学术造诣和

严谨的学术思想，也因为我们中的每一位对先生

的敬仰和热爱！

欢聚似乎才刚刚过去，北京时间 ２０１９ 年 １２ 月

１６ 日一早，突然惊闻先生逝世的消息，我脑中突然

闪现的是 ２０１１ 年有幸第一次拜访冯元桢先生时

圣迭戈明媚的阳光和先生孩子般真挚的笑容，是
先生和我讲起论语中“吾日三省吾身；为人谋而不

忠乎？ 与朋友交而不信乎？ 传不习乎？”时闪闪发

亮的眼睛，是和先生一起谈起生物力学时我们共

同、无尽的热爱！
先生对于现代生物力学学科创立的贡献我们将

铭记，先生对于中国生物力学奠基性的贡献我们将

铭记！ 先生永远是我辈楷模，激励我们为共同热爱

的生物力学砥砺前行！
纪念冯元桢先生！

６５

陈远秀，等． 周期性张应变调控血管平滑肌细胞黏附血小板微体及其在自噬中的作用
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