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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨自噬干预对低剪切应力下血管内皮细胞内皮型一氧化氮合酶(eNOS)和内皮素 1(ET鄄1)表

达的影响。 方法摇 ApoE - / - 小鼠高脂饮食喂饲 12 周,HE 染色法观察主动脉病理改变,免疫组织化学法检测自噬标

志物 Beclin1、微管相关蛋白轻链 3域(LC3域)和 p62 的表达。 人脐静脉内皮细胞和新西兰大白兔颈总动脉置于体

外灌流系统,分别以低剪切应力(5 dyne / cm2)和正常剪切应力(15 dyne / cm2 )灌流 1 h,Western blot 检测 Beclin1、
LC3域和 p62 的表达;在此基础上,自噬抑制剂 3鄄甲基腺嘌呤(3鄄MA)和自噬激动剂雷帕霉素( rapamycin)孵育低剪

切应力处理后的血管内皮细胞和兔颈总动脉 30 min,观察自噬干预对低剪切应力诱导的 eNOS 和 ET鄄1 表达的影

响。 结果摇 动脉粥样硬化斑块中 Beclin1、LC3域和 p62 的表达明显增加;与正常剪切应力组相比,低剪切应力组

Beclin1、LC3域及 p62 的表达明显增加;雷帕霉素上调低剪切应力下血管内皮细胞以及离体血管 eNOS 的表达,抑制

ET鄄1 的表达;3鄄MA 则进一步抑制血管内皮细胞以及离体血管 eNOS 的表达,上调 ET鄄1 的表达。 结论摇 低剪切应

力抑制血管内皮细胞自噬从而抑制 eNOS 表达、上调 ET鄄1 表达,增强自噬能改善该过程。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To explore the effect of autophagy intervention on endothelial cells endothelial nitric oxide syn鄄
thase (eNOS) and endothelin鄄1 (ET鄄1) expression under low shear stress. 摇 摇 Methods摇 ApoE - / - mice were fed with high
fat diet for 12 weeks. 摇 HE staining was used to detect the pathological changes of aortic sinus. 摇 Immunohistochemistry was
applied to detect the protein expression of autophagy markers Beclin1, microtubule鄄associated protein 1 light chain 3 (LC3域)
and p62. 摇 Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) and separated New Zealand rabbits common carotid arteries
were placed into an in vivo perfusion system with low shear stress (5 dyne / cm2) or normal shear stress (15 dyne / cm2) for 1
h, then the expression of Beclin1, LC3域/ LC3玉and p62 was measured using Western blot. 摇 After treated with 5 dyne / cm2 for
1 h followed with or without rapamycin or 3鄄methyladenine (3鄄MA) for 30 min, the expression of eNOS and ET鄄1 in human
vascular endothelial cells and common arteries of New Zealand rabbits was detected. 摇 摇 Results摇 The expression of Bec鄄
lin1, LC3域and p62 was significantly increased in atherosclerotic plaque. 摇 Compared with 15 dyne / cm2 treatment group, the
expression of Beclin1, LC3域and p62 was significantly increased in 5 dyne / cm2 treatment group (P <0郾 05). 摇 The autophagy
inducer rapamycin up鄄regulated the eNOS expression and inhibited the ET鄄1 expression in both 5 dyne / cm2 treated HUVEC
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and common carotid arteries, whereas autophagy inhibitor 3鄄MA further inhibited eNOS expression and increased the ET鄄1 ex鄄
pression. 摇 摇 Conclusion摇 The inhibition of autophagy might contribute to the decreased expression of eNOS and the in鄄
creased expression of ET鄄1 under low shear stress, which was improved by promoting autophagy.

摇 摇 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是发生于大

中型动脉的一种病理改变,是心脑血管疾病的主要

病理学基础,可导致脑卒中、心肌梗死、缺血性肾病

和间歇性跛行等严重后果,严重危害人类的健康。
新近的研究发现,As 斑块中存在血管细胞自噬(au鄄
tophagy) [1]。 自噬是细胞在自噬相关基因( autoph鄄
agy associated gene,ATG)的调控下利用溶酶体降解

细胞内受损的细胞器以及衰老的大分子物质的过

程,是细胞成分更新及组织重塑重要的调控机制。
临床观察发现,As 的发生部位具有显著的局灶性,
主要发生于动脉的分叉、分支等在血液湍流和低流

体剪切应力的区域[2]。 我们的前期研究发现,层流

剪切应力上调血管内皮细胞自噬流 ( autophagy
flux),上调血管内皮型一氧化氮合酶(endothelial ni鄄
tric oxide synthase,eNOS)并抑制内皮素 1( endothe鄄
lin鄄1,ET鄄1)的表达[3]。 本研究我们将进一步探讨

自噬干预对低剪切应力下血管内皮细胞 eNOS 以及

ET鄄1 表达的影响。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 实验动物及主要试剂

摇 摇 人脐静脉内皮细胞(human umbilical vein endo鄄
thelial cells,HUVEC)购自中科院上海细胞生物所细

胞中心。 新西兰大白兔,体重约 2 kg,购自南华大学

动物部。 高糖 DMEM 培养基、牛血清白蛋白(bovine
serum albumin,BSA)封闭液、3鄄甲基腺嘌呤(3鄄meth鄄
yladenine,3鄄MA)和雷帕霉素( rapamycin)购自 Sig鄄
ma鄄Aldrich( St. Louis, MO)公司。 ReverAidTM First
Strand cDNA Synthesis Kit 购自于 Invitrogen (Carls鄄
bad,USA)。 多克隆兔抗 p62、Beclin1、微管相关蛋

白轻链 3 域 (microtubule鄄associated protein 1 light
chain 3, LC3域)、血管内皮细胞内皮型一氧化氮合

酶(endothelial nitric oxide synthase,eNOS)、内皮素 1
(endothelin鄄1,ET鄄1)和 茁鄄actin 购自于 Santa Cruz Bi鄄
otechnology (Santa Cruz,CA)。
1郾 2摇 实验动物分组

健康雄性 ApoE - / - 小鼠 20 只,8 周龄,体重约

30 g ,购自北京大学实验动物中心。 适应性喂养 1
周后,随机分为两组,其中对照组 10 只于 0 周处死,
实验组 10 只高脂饮食(碳水化合物 25 % ,蛋白质

9% ,脂肪 66 % )喂饲 12 周处死。

1郾 3摇 HE 染色

切片固定 1 min,蒸馏水洗;染苏木素 3 ~ 5 min,
蒸馏水洗;1%盐酸酒精分化 1 ~ 2 s;自来水冲洗返

蓝 30 min;0. 5% 伊红染色 10 ~ 20 s,蒸馏水洗;脱
水,透明,中性树胶封片;显微镜观察拍照。
1郾 4摇 免疫组织化学染色

冰冻切片室温风扇吹干,10% 的福尔马林固定

30 min;3%H2O2 室温浸泡 30 min;蒸馏水洗 2 min
伊 2 次;用 0. 01 mol / L 枸橼酸盐缓冲液(pH6. 0)进
行热修复抗原;滴加 5% BSA 封闭液,室温 20 min,
甩去多余液体,不洗;孵育一抗(兔 IgG) (1 颐 100)
(PBS 稀释),37益1 ~ 2 h 或 4益过夜,PBS 洗 2 min
伊 3 次;孵育二抗(生物素化山羊抗兔 IgG),室温 20
min,PBS 洗 2 min 伊 3 次;滴加试剂 SABC,室温 20
min PBS 洗 5 min 伊 4 次;DAB 显色:使用 DAB 显色

试剂盒,取 1 mL 蒸馏水,加入 A、B、C 试剂各一滴,
混匀后加至切片。 室温显色,镜下控制反应时间,
蒸馏水洗涤。 苏木素轻度复染 2 min;1% 盐酸酒精

分色数秒;自来水冲洗返蓝;稍干后滴加水溶性封

片剂封片;显微镜观察拍照。
1郾 5摇 人血管内皮细胞培养及兔颈总动脉获取

HUVEC 用高糖 DMEM 培养基(含 100 kU / L 青

鄄链霉素 + 10% 胎牛血清)于细胞培养箱中(条件

37益、5%CO2)静置培养。 待细胞生长至瓶底 80%
~85%左右进行实验。 每次实验前 6 h 更换新鲜的

无血清培养基使细胞获得同步化生长,然后加处理

因素进行实验。
将新西兰大白兔固定于兔台,腹腔注射戊巴比

妥钠麻醉,仰卧位,颈部除毛,络合碘消毒,颈部正

中剪开皮肤,分离肌群,暴露颈动脉鞘,分离出左、
右颈总动脉。
1郾 6摇 体外灌流系统

该实验装置由动力源、上液池、流动腔和下液

池通过硅胶管连接而形成的一个循环模拟系统[3]。
血管内皮细胞灌流系统剪切应力( 子w) = 6 滋Q /
bh2,滋 表示流体的粘滞度,Q 代表流速,b 代表流室

的宽度,h 代表流径的高度[4]。 离体血管剪切应力

子w = 32 滋Q / 仔d3。 滋 代表流体的粘滞度,Q 代表流

速,d 是血管直径[5]。 分别以 5、15 dyne / cm2 的剪切

应力灌流 1 h,再用自噬激动剂雷帕霉素或自噬抑制

剂 3鄄MA 处理 30 min。
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1郾 7摇 RT鄄PCR
提取总 RNA,取 2 滋g RNA 使用 ULtraSYBR Two

StepqRT鄄PCR Kit 逆转录试剂盒进行逆转录。 取 cDNA
2 滋g 在实时定量 PCR 系统中(Biosystems)进行 PCR 反

应,用来检测 Beclin1、LC3域、eNOS 以及 ET鄄1 的 mRNA
水平。 引物序列如下:Beclin1 上游引物 5忆鄄CAAGATC鄄
CTGGACCGTGTCA鄄3忆,下游引物 5忆鄄TGGCACTTTCTGT鄄
GGACATCA鄄3忆;LC3 上游引物 5忆鄄GCCTTCTTCCTGCTG鄄
GTGAAC鄄3忆,下游引物 5忆鄄AGCCGTCCTCGTCTTTCTCC鄄
3忆;eNOS 上游引物 5忆鄄GCCAGAGCAGCACAAGAGTT鄄3忆,
下游引物 5忆鄄ACGAGCAAAGGCACAGAAGT鄄3忆;ET鄄1 上

游引物 5忆鄄CACCTGTCTTCCTTGGCTTC鄄3忆,下游引物 5忆鄄
AAAATCGTTGCGTGGACTCT鄄3忆;茁鄄actin 上游引物 5忆鄄
GCCAACACAGTGCTGTCTGG鄄3忆,下游引物 5忆鄄GCTCAG鄄
GAGGAGCAATGATCTTG鄄3忆,采用 2 -驻驻Ct方法对结果进

行分析。
1郾 8摇 Western blot

提取总蛋白,取 40 滋g 进行电泳,转膜、5% BSA
封闭,孵育一抗: BCL鄄1(1 颐 500)、LC3域(1 颐 1000)、
p62(1颐 1000)、eNOS(1颐 1000)、ET鄄1(1颐 1000)、茁鄄ac鄄
tin(1颐 500),TBST 洗膜 10 min 伊 4 次;孵育相应二

抗,TBST 洗膜 10 min 伊 4 次。 加入 ECL 发光剂,成
像系统中记录并分析结果。
1郾 9摇 统计学方法

实验数据采用x 依 s 表示,采用 t 检验以及方差

分析等统计学分析方法,P < 0. 05 表示差异有统计

学意义,采用 GraphPad Prism 5 软件作统计图。

2摇 结摇 果

2. 1摇 As 斑块中自噬相关基因的表达

摇 摇 ApoE - / - 小鼠高脂饮食喂养 0 和 12 周后,取主

动脉窦部作冰冻切片,HE 染色法观察病理改变,免
疫组织化学法检测自噬标志物 Beclin1 和 LC3域以

及 p62 的表达,结果表明自噬相关基因 Beclin1、LC3

域和 p62 在 As 斑块中含量明显增加(图 1)。

图 1. 小鼠主动脉 HE 染色结果及 As 斑块中自噬相关基因

表达

Figure 1. HE staining results of mice and autophage related
gene Beclin1, LC3域 and p62 expression in atherosclerotic
plaque

2郾 2摇 低剪切应力抑制血管内皮细胞自噬

低剪切应力(5 dyne / cm2)和正常剪切应力(15
dyne / cm2)处理人脐静脉内皮细胞 1 h 后,Western
blot 检测自噬体标记物 Beclin1 和 LC3域的蛋白表达情

况。 与正常剪切应力组相比,低剪切应力组自噬标记

物 Beclin1 以及 LC3域/ LC3玉比值明显降低,而自噬障

碍标记物 p62 的蛋白水平明显增加(图 2)。

图 2. 低剪切应力抑制血管内皮细胞自噬(n =3)摇 摇 A 为不同剪切应力下自噬相关基因 Beclin1、LC3 及 p62 表达的 Western blot 检测,B

为 Beclin1 表达的统计图,C 为 LC3域/ LC3玉比值的统计图,D 为 p62 表达的统计图;a 为 P <0. 05,与正常剪切应力(15 dyne / cm2)组相比。

Figure 2. Endothelial cells autophagy was inhibited by low shear stress(n = 3)
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2. 3摇 自噬干预对低剪切应力下血管内皮细胞 eNOS
表达的影响

为了进一步探讨自噬是否影响低剪切应力下

血管内皮细胞 eNOS 的表达,我们采用 5 dyne / cm2

剪切应力处理 HUVEC 后,再分别用自噬激动剂雷

帕霉素和抑制剂 3鄄MA 孵育 30 min,结果表明在 5
dyne / cm2 剪切应力处理下,雷帕霉素上调 eNOS 的

表达,3鄄MA 抑制 eNOS 的表达(图 3)。

图 3. 自噬干预对低剪切应力下血管内皮细胞 eNOS mRNA(左)和蛋白(中和右)表达的影响(n = 3)摇 摇 a 为 P < 0. 05,与低剪

切应力组比较。

Figure 3. The effect of autophagy intervention on endothelial cells eNOS expression under low shear stress(n = 3)

2郾 4摇 自噬干预对低剪切应力下血管内皮细胞 ET鄄1
表达的影响

低剪切应力(5 dyne / cm2)处理 HUVEC 1 h,再分

别用自噬激动剂雷帕霉素和抑制剂 3鄄MA 孵育 30 min。
实验结果表明雷帕霉素抑制低剪切应力下 ET鄄1 的表

达,而 3鄄MA 则进一步上调 ET鄄1 的表达(图 4)。

图 4. 自噬干预对低剪切应力下血管内皮细胞 ET鄄1 mRNA(左)和蛋白(中和右)表达的影响(n = 3) 摇 摇 a 为 P < 0. 05,与低剪

切应力组比较。

Figure 4. The effect of autophagy intervention on endothelial cells ET鄄1 expression under low shear stress(n = 3)

2郾 5摇 自噬干预对低剪切应力下离体血管 eNOS 表

达的影响

为了进一步证明自噬干预对低剪切应力下血

管内皮细胞 eNOS 表达的影响,我们分离新西兰大

白兔颈总动脉,5 dyne / cm2 层流剪切应力处理离体

血管 1 h,再分别给予自噬激动剂雷帕霉素或自噬抑

制剂 3鄄MA 孵育 30 min。 与前面细胞学实验结果相

似,雷帕霉素上调灌流血管 eNOS 的表达,而 3鄄MA
则进一步抑制灌流血管 eNOS 的表达(图 5)。

图 5. 自噬干预对低剪切应力下离体血管 eNOS mRNA(左)和蛋白(中和右)表达的影响(n = 3) 摇 摇 a 为 P < 0. 05,与低剪切应

力组比较。

Figure 5. The effect of autophagy intervention on vessel eNOS expression under low shear stress(n = 3)
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2郾 6摇 自噬干预对低剪切应力下离体血管 ET鄄1 表达

的影响

低剪切应力(5 dyne / cm2)处理离体血管 1 h,再

分别用雷帕霉素或 3鄄MA 孵育 30 min,结果表明雷

帕霉素抑制低剪切应力下离体血管 ET鄄1 的表达,而
3鄄MA 则上调 ET鄄1 的表达(图 6)。

图 6. 自噬干预对低剪切应力下离体血管 ET鄄1 mRNA(左)和蛋白(中和右)表达的影响(n = 3)摇 摇 a 为 P < 0. 05,与低剪切应力

组比较。

Figure 6. The effect of autophagy intervention on vessel ET鄄1 expression under low shear stress(n = 3)

3摇 讨摇 论

动脉粥样硬化的发生发展是一个多步骤、多因

素、多因子参与的慢性炎症过程[6]。 血流剪切应力直

接作用于血管内皮细胞,调节血管内皮细胞的形态、
结构和功能,在动脉粥样硬化和动脉瘤等心血管疾病

的发生、发展和临床预后中具有重要的作用[7]。
我们的前期研究表明,层流剪切应力上调血管

内皮细胞的自噬,然而是否可以通过干预自噬来调

节血管内皮细胞的功能尚不清楚。 研究表明,细胞

自噬通过降解受损的细胞器或衰老的蛋白质,进而

转化成小分子物质,供机体重新吸收和利用,从而

促进和维持细胞在氧化应激或营养物质匮乏的环

境下存活,调节着细胞的生存和死亡过程[8]。 细胞

自噬过程包括四个阶段:双层膜的形成、自噬体的

形成、自噬体和溶酶体融合形成自噬溶酶体、自噬

溶酶体的降解。 近来的研究表明,自噬与动脉粥样

硬化密切相关[1,9]。 研究表明 ATG5 基因敲除小鼠

出现了严重的动脉粥样硬化病变[10]。 他汀类药物

通过增强冠状动脉肌细胞自噬抑制动脉粥样硬化

的发生发展[11]。 我们的实验表明 ApoE - / - 小鼠动

脉粥样硬化病变中自噬相关基因 Beclin1 和 LC3域
的表达增加,而 p62 的表达也增加,说明在动脉粥样

硬化的发生发展过程中自噬膜和自噬体的形成增

加而自噬溶酶体的降解减少,自噬晚期出现了障碍。
研究表明,低剪切应力与动脉粥样硬化早期病

变之间密切相关。 在本实验中,我们发现与正常剪

切应力(15 dyne / cm2)组相比,低剪切应力组自噬标

记物 Beclin1 的表达以及 LC3域 / LC3玉明显降低,而
p62 的表达明显增加,说明低剪切应力 (5 dyne /
cm2)抑制内皮细胞自噬。

血管内皮细胞中 NO 的生成受损是内皮功能紊

乱的重要标志,而且还会促进心血管疾病的发生和

发展。 NO 的生成主要受 eNOS 的影响。 LaRocca
等[12]发现细胞自噬受损会导致内皮依赖性舒张功

能障碍,而且抑制细胞自噬会促进氧化应激并减少

NO 的生成。 ET鄄1 是目前最强的血管收缩物质,还
是血管内皮细胞功能的标记物,上调 ET鄄1 的表达可

损伤内皮细胞,从而导致内皮细胞功能障碍。 过表

达 ET鄄1 小鼠表现出内皮细胞功能障碍、血管重塑、
氧化应激以及炎症的特征[13]。 在本实验中,为了进

一步探讨自噬干预对低剪切应力下 eNOS 和 ET鄄1
表达的影响,我们给予低剪切应力处理后的内皮细

胞和离体血管自噬抑制剂 3鄄MA 和激动剂雷帕霉素

孵育。 雷帕霉素是 Ser / Thr 蛋白激酶抑制剂,在血

管病变移植以及支架内再狭窄中发挥抗增殖以及

保护作用[14,15]。 在我们的实验中,我们发现自噬抑

制剂 3鄄MA 进一步抑制低剪切应力下血管内皮细胞

及离体血管 eNOS 的表达,上调 ET鄄1 的表达;而自

噬激动剂雷帕霉素上调低剪切应力下血管内皮细

胞及离体血管 eNOS 的表达,抑制 ET鄄1 的表达。 由

此提示,自噬干预影响低剪切应力下血管内皮细胞

及离体血管 eNOS 及 ET鄄1 的表达,特别是自噬激动

剂上调低剪切应力下血管细胞及离体血管 eNOS 而

下调 ET鄄1 的表达,这将为动脉粥样硬化的防治提供

新的策略。
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