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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察西罗莫司造成血管内皮钙超载引起细胞损伤并探讨其相关机制。 方法摇 在西罗莫司处理

和利阿诺定稳定利阿诺定受体通道的情况下,采用 MTT 法检测人脐静脉内皮细胞(HUVEC)细胞存活率,HE 染色

观察细胞形态,一氧化氮(NO)检测试剂盒测定培养液 NO 含量,Ca2 + 敏感的荧光染料 Fluo鄄3 AM 标记胞质 Ca2 + ,分
别采用流式细胞仪分析和激光共聚焦显微镜观察细胞内 Ca2 + 水平,JC鄄1 荧光探针检测线粒体膜电位,Annexin V鄄
FITC / PI 染色法检测细胞凋亡率。 结果摇 西罗莫司能降低细胞存活率(P < 0. 01)。 西罗莫司 500 nmol / L 刺激 24 h
后,HE 染色发现细胞肿胀,核固缩、核碎裂及胞浆空泡;NO 含量降低,细胞内 Ca2 + 含量增高,线粒体膜电位降低,
细胞凋亡率增加(P 均 < 0. 01)。 与西罗莫司 500 nmol / L 组相比,利阿诺定 50 滋mol / L 干预组细胞存活率明显增加

(P < 0. 01),细胞内 Ca2 + 含量降低(P < 0. 05),细胞培养液 NO 含量由 28郾 33 依 4. 18 滋mol / L 增至 47. 03 依 3. 87
滋mol / L(P < 0. 01),线粒体膜电位水平由 0. 24 依 0. 03 增至 0. 45 依 0. 04(P < 0. 01),细胞凋亡率由 43. 3% 依 2. 0%降

至 30. 7% 依 0. 9% (P < 0. 01)。 结论摇 西罗莫司可能通过内质网利阿诺定受体途径增加细胞内 Ca2 + 水平,造成钙

超载和线粒体损害,继而引起细胞凋亡。
[中图分类号] 摇 R96 [文献标识码] 摇 A
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effect and discuss its potential mechanism of sirolimus induced calcium over鄄
load and apoptosis in vascular endothelial cells. 摇 摇 Methods摇 Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) were
exposed to sirolimus with or without intervention treatment with ryanodine. 摇 Effects on cell viability were assessed by the
MTT assay. 摇 Effects on the production of nitric oxide (NO) were detected by nitric oxide assay kit. 摇 The intracellular
calcium ion (Ca2 + ) concentration was assayed with Fluo鄄3 AM staining, changes of mitochondrial membrane potential were
detected by JC鄄1 fluorescence labeling, HUVEC apoptosis rate was analyzed by Annexin V FITC / PI staining. 摇 摇 Results
Compared with the normal control group, the cell survival rate was decreased significantly in the treatments of sirolimus in鄄
jury group (P < 0. 01). 摇 In sirolimus 500 nmol / L injury group, cell swelling, cytoplasm vacuoles, part of the nucleus py鄄
cnosis, nuclear fragmentation were observed by HE staining, levels of intracellular free Ca2 + and cell apoptosis rate were in鄄
creased (P < 0郾 01), levels of NO and mitochondrial membrane potential were reduced (P < 0郾 01). 摇 The intervention
treatments, ryanodine, significantly reduced the sirolimus 500 nmol / L treatment鄄induced Ca2 + (P < 0郾 05) and cell apopto鄄
sis (43郾 3% 依 2郾 0% reduced to 30郾 7% 依 0郾 9% , P < 0郾 01). 摇 Ryanodine also increased the sirolimus鄄treated cells爷 via鄄
bility (P < 0郾 01), production of NO (28郾 33% 依 4郾 18 滋mol / L increased to 47郾 03 依 3郾 87 滋mol / L, P < 0郾 01) and the
level of mitochondrial membrane potential (0郾 24 依 0郾 03 increased to 0郾 45 依 0郾 04, P < 0郾 01). 摇 摇 Conclusion摇 The pos鄄
sible mechanism of sirolimus induced calcium overload and apoptosis in HUVEC might be related to the increase of intracel鄄
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lular Ca2 + via ryanodine receptor pathway.

摇 摇 血管内皮的完整性和功能健全是防止血小板

聚集和血栓形成的关键,多种病理因素会损害内

皮,引起其功能障碍,如动脉粥样硬化[1] 以及冠状

动脉内介入术等。 西罗莫司是一种哺乳动物雷帕

霉素靶点(mTOR)抑制剂,作为药物洗脱支架常用

的载药成分,用以冠状动脉介入术后再狭窄的预

防。 西罗莫司洗脱支架局部药物释放可能导致内

膜巨噬细胞聚集,损害血管内皮,继而引起血栓事

件[2鄄3],其临床应用因此受到限制。
尽管西罗莫司的主要作用机制是通过抑制

mTOR,目前尚不清楚其是否也通过其它机制引起

血管内皮损伤。 有研究表明西罗莫司能通过特异

结合 FK506 结合蛋白 ( FK506鄄binding protein,FK鄄
BP),形成西罗莫司鄄FKBP 复合体,使 FKBP 从钙释

放通道 RyR2 上解离,RyR2 通道开放,钙释放随之

产生[4],细胞内 Ca2 + 增加可激活多种钙依赖性蛋白

激酶,通过介导不同信号通路导致内皮损害,而阻

断 Ca2 + 漏出可抵消西罗莫司的作用[5]。 本研究通

过检测 HUVEC 在西罗莫司处理和利阿诺定稳定

RyR2 受体通道[6] 的情况下细胞内钙含量、线粒体

膜电位及细胞凋亡变化情况等来衡量内皮细胞损

害并探索其机制。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 药物、试剂和仪器

摇 摇 人脐静脉内皮细胞(human umbilical vein endo鄄
thelial cell,HUVEC)及完全培养液(HUVEC鄄004)购
自美国 AllCells 公司;0. 25% Trypsin鄄EDTA(1X)购

自 Gibco 公司;AnnexinV鄄FITC / PI 凋亡检测试剂盒

购自 BD 公司;线粒体膜电位检测试剂盒( JC鄄1)购

自碧云天公司;西罗莫司、利阿诺定购自美国 Santa
Cruz 公司;MTT 购自美国 Amresco 公司;钙离子荧

光探针 Fluo鄄3 AM、嵌段式聚醚 F鄄127(Pluronic 127)
购自美国 Biotium 公司;一氧化氮(nitric oxide,NO)
测定试剂盒购自南京建成生物工程所,激光共聚焦

显微镜专用培养皿购自美国 MatTek 公司。 CO2 细

胞培养箱(美国 Thermo 公司),倒置显微镜(日本

Nikon 公司),多功能酶标仪(瑞士 Tecan 公司),流
式细胞仪(美国 BD 公司),激光共聚焦显微镜(德
国 Leica 公司)。
1郾 2摇 细胞培养及 MTT 检测细胞存活率

将细胞培养于完全培养液,置于 37益、5%CO2 及

饱和湿度的细胞培养箱中培养,细胞贴壁并生长至

80%汇合以上时,用0. 25%胰酶鄄EDTA 消化传代。 将

对数生长期的细胞用 0. 25%胰酶鄄EDTA 消化制成单

细胞悬液,将细胞按每孔 5 伊 103 个接种于 96 孔板,
实验分组:淤正常对照组:磷酸盐缓冲液处理;于西罗

莫司 组: 分 别 给 予 西 罗 莫 司 62. 5、 125、 250 及

500 nmol / L处理细胞 24 h;盂西罗莫司 + 利阿诺定

组:分别给予西罗莫司 500 nmol / L + 利阿诺定 25、50
或 100 滋mol / L 处理细胞 24 h。 按上述分组处理后,
每孔加入 MTT 试剂 10 滋L,继续培养 4 h,吸去上清,
加入 150 滋L DMSO,振荡 10 min,酶标仪测定 570 nm
处的吸光度(absorbance,A)值。 仅加入 150 滋L DM鄄
SO 的孔作为空白对照。 细胞存活率(% ) = (A加药 -
A空白) / (A正常对照 - A空白) 伊 100% 。 每组设置 6 个复

孔,实验重复 3 次。 同时筛选出西罗莫司和利阿诺定

适宜浓度进行后续实验。
1郾 3摇 HE 染色观察细胞损伤形态的变化

将细胞按每孔 5 伊 104 个接种于 6 孔板,分为正

常对照组、西罗莫司 500 nmol / L 组和西罗莫司 500
nmol / L + 利阿诺定 50 滋mol / L 组,各组处理 24 h
后,吸弃上清液,PBS 洗涤细胞 2 次,乙醇固定 10
min,HE 染色,倒置显微镜观察并采图。
1. 4摇 细胞培养液 NO 含量检测

按每孔 5 伊 104 个接种于 6 孔板,分组同 1. 3,各
组处理 24 h 后,收集细胞培养液,按试剂盒说明,用
721 型可见光分光光度仪测定 550 nm 的 A 值。 根

据所得的 A 值,计算 NO 浓度,绘制标准曲线。
1. 5摇 流式细胞仪检测胞质 Ca2 + 浓度

将细胞按每孔 5 伊 104 个接种于 6 孔板,分组同

1. 3,各组处理 24 h 后,消化细胞制成单细胞悬液,
于细胞悬液中加入 Fluo鄄3 AM(终浓度为 5 滋mol / L)
及 Pluronic 127,37益孵育 30 min,以含钙 Hank爷s 平

衡盐溶液洗涤 3 次后,在 FACS Calibur 流式细胞仪

上用 FL1 通道检测异硫氰酸荧光素绿色荧光(激发

波长为 488 nm,发射波长为 520 nm),Cell Quest 程
序重复测量 3 次,并使用 FCS Express 4. 0 软件分析

1 伊 104 个细胞的平均荧光强度,结果以各组与正常

对照组的荧光比值表示。
1. 6摇 激光共聚焦显微镜观察细胞内 Ca2 + 荧光强度

变化

将细胞按每孔 5 伊 104 个接种于激光共聚焦显

微镜专用培养皿,分组同 1. 3,各组处理 24 h 后,洗
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涤 2 次,加入 Fluo鄄3 AM (终浓度为 5 滋mol / L) 及

Pluronic 127,37益孵育 30 min,以含钙 Hank爷 s 平衡

盐溶液洗涤 3 次后,室温孵育 20 min 后于激光共聚

焦显微镜观察并采图。
1郾 7摇 AnnexinV鄄FITC / PI 染色流式细胞术检测细胞

凋亡

将细胞按每孔 5 伊 104 个接种于 6 孔板,分组同

1郾 3,各组处理 24 h 后,PBS 洗涤细胞 2 次,胰酶消化

细胞,离心去上清,并经缓冲液重悬,于 100 滋L 细胞

悬液中加入 5 滋L Annexin V 及 5 滋L PI,室温孵育细

胞 15 min,再加入 400 滋L 缓冲液,尽快用流式细胞仪

检测,激发波长 Ex =488 nm,发射波长 Em =520 nm。
1郾 8摇 JC鄄1 检测线粒体膜电位

将细胞按每孔 5 伊 104 个接种于 6 孔板,分组同

1郾 3,各组处理 24 h 后,配制适量的 1 伊 JC鄄1 染色缓

冲液,弃去培养液,PBS 洗涤 2 次,0郾 25% 胰酶鄄ED鄄
TA 消化离心,弃上清,PBS 洗涤,加入 0郾 5 mL JC鄄1
染色工作液,颠倒数次混匀。 细胞培养箱中 37益孵

育 20 min。 用 JC鄄1 染色缓冲液洗涤 2 次,再用适量

JC鄄1 染色缓冲液重悬,流式细胞仪检测,线粒体膜

电位检测结果用 FL2 与 FL1 红绿荧光强度比值

(FL2 / FL1)表示。
1郾 9摇 统计学方法

实验数据以x 依 s 表示,组间比较采用 t 检验或单

因素方差分析,以 P <0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 西罗莫司对细胞存活率的影响及利阿诺定的

干预效应

西罗莫司 62郾 5、125、250 及 500 nmol / L 处理

HUVEC 24 h 后,细胞存活率均有不同程度降低,且
呈浓度依赖性( r = - 0郾 988,P < 0郾 01;表 1)。 西罗

莫司 500 nmol / L 处理后细胞存活率为 69. 46% 依
3郾 6% ,因此选择 500 nmol / L 作为后续实验浓度。

西罗莫司 500 nmol / L 和不同浓度利阿诺定共

同干预 24 h 后,利阿诺定 50 滋mol / L 将细胞存活率

提高至 87. 25% 依 2. 48% (P < 0. 01;表 2),因此选

择 50 滋mol / L 作为后续实验浓度。
2郾 2摇 西罗莫司处理和利阿诺定干预对细胞形态的

影响

HE 染色显示,正常对照组和利阿诺定组细胞

呈多角形、单层铺路石样排列;西罗莫司 500 nmol / L
组细胞肿胀,胞浆出现空泡,部分细胞核固缩、核碎

裂;西罗莫司 500 nmol / L + 利阿诺定 50 滋mol / L 组

细胞基本呈多角形、单层铺路石样排列,少见细胞

肿胀及胞浆空泡(图 1)。
2郾 3摇 西罗莫司处理和利阿诺定干预对 NO 含量的

影响

与正常对照组相比,西罗莫司 500 nmol / L 处理

24 h 细胞培养液 NO 含量降低,而利阿诺定干预后

细胞培养液 NO 含量得到一定程度的恢复(表 3)。

表 1. 不同浓度西罗莫司对细胞存活率的影响(x 依 s,n = 6)
Table 1. Effect of different concentration sirolimus on HU鄄
VEC viability(x 依 s,n = 6)

分摇 组 细胞存活率

正常对照组 100% 依0%

62. 5 nmol / L 西罗莫司组 77. 64% 依 2. 80% a

125 nmol / L 西罗莫司组 74. 03% 依 3. 50% a

250 nmol / L 西罗莫司组 72. 48% 依 4. 10% a

500 nmol / L 西罗莫司组 69. 46% 依 3. 60% a

a 为 P < 0. 05,与正常对照组比较。

表 2. 西罗莫司 500 nmol / L 和不同浓度利阿诺定共同干预

对细胞存活率的影响(x 依 s,n = 6)
Table 2. Effect of 500 nmol / L sirolimus and different con鄄
centration ryanodine on HUVEC viability(x 依 s,n = 6)

分摇 组 细胞存活率

正常对照组 100% 依0%

5 滋mol / L 利阿诺定组 96. 57% 依3. 72%

50 滋mol / L 利阿诺定组 98. 07% 依3. 67%

100 滋mol / L 利阿诺定组 95. 87% 依2. 36%

500 nmol / L 西罗莫司组 69. 46% 依3. 60% a

500 nmol / L 西罗莫司 + 5 滋mol / L 利阿诺定组 70. 48% 依2. 56%

500 nmol / L 西罗莫司 + 50 滋mol / L 利阿诺定组 87. 25% 依2. 48% b

500 nmol / L 西罗莫司 +100 滋mol / L 利阿诺定组 88. 52% 依3. 14% b

a 为 P < 0. 05,与正常对照组比较;b 为 P < 0. 05,与 500 nmol / L 西罗

莫司组比较。

表 3. 西罗莫司处理和利阿诺定干预对 HUVEC 分泌 NO 的

影响(x 依 s,n = 6)
Table 3. Effect of sirolimus and ryanodine on NO levels of
HUVEC(x 依 s,n = 6)

分摇 组 NO 含量(滋mol / L)

正常对照组 60. 20 依 3. 93

50 滋mol / L 利阿诺定组 54. 16 依 3. 75

500 nmol / L 西罗莫司组 28. 33 依 4. 18a

500 nmol / L 西罗莫司 + 50 滋mol / L 利阿诺定组 47. 03 依 3. 87b

a 为 P < 0. 05,与正常对照组比较;b 为 P < 0. 05,与 500 nmol / L 西罗

莫司组比较。
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图 1. 西罗莫司处理和利阿诺定干预对细胞形态的影响( 伊 200)摇 摇 A 为正常对照组;B 为利阿诺定组;C 为西罗莫司 500 nmol / L 组,
箭头示胞浆空泡;D 为西罗莫司 500 nmol / L 组,箭头示核固缩、核碎裂;E 为西罗莫司 500 nmol / L + 利阿诺定 50 滋mol / L 组。

Figure 1. Effect of sirolimus and ryanodine on cell morphology of HUVEC( 伊 200)

2. 4摇 西罗莫司处理和利阿诺定干预对细胞内 Ca2 +

水平的影响

流式细胞仪检测结果显示,与正常对照组相

比,西罗莫司 500 nmol / L 处理 24 h 细胞内 Ca2 + 水

平增高, 为正常对照组的 1郾 38 依 0郾 09 倍 ( P <

0郾 01);利阿诺定 50 滋mol / L 干预后细胞内 Ca2 + 水

平降低, 为正常对照组的 1郾 14 依 0郾 07 倍 ( P <
0郾 05)。 激光共聚焦检测各组细胞 Ca2 + 水平变化结

果如图 2 所示。

图 2. 西罗莫司处理和利阿诺定干预对细胞内 Ca2 + 水平的影响摇 摇 A 为正常对照组,B 为利阿诺定 50 滋mol / L 组,C 为西罗莫司 500
nmol / L 组,D 为西罗莫司 500 nmol / L + 利阿诺定 50 滋mol / L 组。

Figure 2. Effect of sirolimus and ryanodine on Ca2 + level of HUVEC

2郾 5摇 西罗莫司处理和利阿诺定干预对细胞线粒体

膜电位的影响

与正常对照组相比,西罗莫司 500 nmol / L 处理

24 h 细胞内线粒体膜电位水平降低(P < 0. 01);利
阿诺定 50 滋mol / L 干预后细胞内线粒体膜电位水平

有所恢复(P < 0. 01;表 4)。

2郾 6摇 西罗莫司处理和利阿诺定干预对细胞凋亡率

的影响

西罗莫司 500 nmol / L 处理 24 h 细胞凋亡率由

正常对照组的 27. 5% 依 1. 8% 增至 43. 3% 依 2. 0%
(P < 0. 01),利阿诺定 50 滋mol / L 干预后细胞凋亡

率降至 30. 7% 依0. 9% (P < 0. 01;图 3)。

图 3. 西罗莫司处理和利阿诺定干预对细胞凋亡率的影响

Figure 3. Effect of sirolimus and ryanodine on cell apoptosis
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表 4. 西罗莫司处理和利阿诺定干预对细胞线粒体膜电位的

影响(x 依 s,n = 6)
Table 4. Effect of sirolimus and ryanodine on mitochondrial
membrane potential of HUVEC(x 依 s,n = 6)

分摇 组 FL2 / FL1

正常对照组 0. 68 依 0. 06
50 滋mol / L 利阿诺定组 0. 61 依 0. 04
500 nmol / L 西罗莫司组 0. 24 依 0. 03a

500 nmol / L 西罗莫司 + 50 滋mol / L 利阿诺定组 0. 45 依 0. 04b

a 为 P < 0. 05,与正常对照组比较;b 为 P < 0. 05,与 500 nmol / L 西罗

莫司组比较。

3摇 讨摇 论

西罗莫司又名雷帕霉素,因能抑制细胞增殖发

挥抗狭窄作用成为目前药物涂层支架的主要应用

药物之一。 但是,西罗莫司的抗增殖作用缺乏选择

性,药物在抑制平滑肌细胞增殖减少支架内再狭窄

的同时也可抑制血管内皮细胞的正常恢复,使损伤

部位内皮化时间延长,因而有导致迟发性支架内血

栓形成的危险。 本研究也证实西罗莫司确实能损

害血管内皮,同时减少 NO 分泌损害内皮细胞功能。
以往研究多从其影响血管内皮舒张功能、抑制内皮

细胞、内皮祖细胞增殖、迁移、黏附和体外血管形成

等方面探讨其抑制内皮化的机制[7鄄10]。
西罗莫司与 FK506 结构相似,进入细胞后结合

在亲免蛋白 FKBP 上,形成西罗莫司鄄FKBP 复合物,
FKBP 在各物种中都高表达,与细胞内 Ca2 + 释放的

调控密切相关[11]。 本研究采用西罗莫司处理 HU鄄
VEC 24 h,Fluo鄄3 AM 标记细胞内 Ca2 + ,结果发现,
与正常对照组相比,西罗莫司使细胞内 Ca2 + 水平明

显升高。
Ca2 + 超载在细胞损伤及凋亡的启动与执行过

程中至关重要。 那么钙稳态失衡是否参与了西罗

莫司诱导的细胞凋亡呢? 我们进一步研究发现,随
西罗莫司诱导细胞内钙浓度升高,细胞线粒体膜电

位下降,膜电位下降提示通透性改变,线粒体损伤,
发生钙超载。 一旦线粒体跨膜电位崩溃,则细胞凋

亡不可逆转。 本研究结果发现西罗莫司处理 HU鄄
VEC 24 h 后随细胞内钙增加,线粒体膜电位下降,
细胞凋亡率增加。

细胞内 Ca2 + 增高的机制较多,主要来源于胞外

Ca2 + 内流和内质网储存 Ca2 + 释放,细胞外 Ca2 + 内流

主要通过胞膜上的通道,我们前期采用钙通道阻滞

剂阿折地平减少胞外 Ca2 + 螯合剂 EGTA 阻断胞外

Ca2 + 内流干预西罗莫司对血管内皮的损害,细胞内

钙超载虽得到一定程度缓解,但细胞内钙水平仍远

高于正常对照组,提示除细胞外钙内流外,细胞内

质网钙释放也参与西罗莫司引起的血管内皮细胞

内钙超载,并可能由于内质网 Ca2 + 巨大的储存量而

发挥着重要甚至主要的作用。 研究报道,西罗莫司

可使 FKBP 从内质网 RyR2 通道上解离,导致包括输

精管、胰岛、小肠、门静脉、心室、肺动脉及心肌在内

的广泛的各种不同细胞内钙释放增加[11]。 在心肌

细胞,FKBP 是肌浆网钙释放通道功能的关键调节

因子,肌浆网中 RyR2 是胞内钙释放通道。 研究显

示,构建 FKBP 基因缺陷型小鼠或采用免疫抑制剂

雷帕霉素或 FK506 分离 FKBP 与 RyR2,会导致肌浆

网的 RyR2 通道呈现持续性微电导状态,引发钙渗

漏现象[12鄄13]。 在内皮细胞,从内皮 RyR2 受体上直

接敲除 FKBP 基因,细胞内 Ca2 + 亦增加[4鄄5],以上提

示西罗莫司鄄FKBP 复合物可通过引起内质网 RyR2
通道不稳定导致内皮钙释放增加。 本研究采用利

阿诺定稳定 RyR2 受体通道,并观察细胞内钙升高、
线粒体损伤以及细胞凋亡变化情况。 结果发现,利
阿诺定处理细胞后,西罗莫司诱导的细胞内钙升高

程度明显减轻,线粒体膜电位明显恢复,细胞凋亡

明显减少,NO 释放明显恢复,可见内质网 RyR2 通

道不稳定在西罗莫司诱导的细胞钙超载、线粒体损

伤和细胞凋亡中起关键作用。 本研究结果和文献

[14]报道一致。
综上所述,西罗莫司损伤内皮作用机制尚不十

分清楚,可能与其诱导血管内皮细胞内 Ca2 + 浓度升

高有关,外钙内流和内钙释放可能均参与西罗莫司

引起的钙超载和线粒体损伤。 内钙释放可能与其

作用 FKBP,形成西罗莫司鄄FKBP 复合物影响内质网

RyR2 受体通道的稳定性有关,异常的 RyR2 与 FK鄄
BP 相互作用,可能是西罗莫司支架植入后内皮延迟

修复的原因。 随着对西罗莫司鄄FKBP鄄RyR2 调控的

深入研究,瞄准特定的靶点以修复 RyR2 与 FKBP 之

间的相互作用,将可能有望成为预防支架植入后内

皮修复延迟继而引发血栓的重要突破点。
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