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[摘　 要] 　 目的　 观察 1-磷酸鞘氨醇受体 1(S1PR1)在晚期糖基化终产物(AGE)引起的血管平滑肌细胞增殖和

迁移中的作用。 方法　 培养人脐动脉平滑肌细胞(HUASMC),葡萄糖与牛血清白蛋白(BSA)孵育法获得 AGE-
BSA,分为对照组、BSA 组和 AGE-BSA 组,采用 CCK-8 实验检测平滑肌细胞增殖能力,采用细胞划痕和 Transwell 实

验检测平滑肌细胞迁移能力,并进一步观察 BSA 和 AGE-BSA 在有或无 S1PR1 拮抗剂 VPC23019 / 激动剂 SEW2871
预处理后的细胞增殖和迁移。 结果 　 与对照组比较,BSA 和 AGE-BSA 均能诱导 HUASMC 增殖和迁移,AGE-BSA
的作用比 BSA 更加显著(P<0. 05);S1PR1 拮抗剂 VPC23019 可以明显抑制 BSA 和 AGE-BSA 诱导的 HUASMC 增殖

和迁移;S1PR1 激动剂 SEW2871 本身就可以促进 HUASMC 增殖和迁移,并且进一步促进 BSA 诱导的 HUASMC 增

殖和迁移,而对 AGE-BSA 诱导的 HUASMC 增殖和迁移没有进一步的促进作用。 结论　 血浆白蛋白本身对平滑肌

细胞的增殖具有促进作用,糖基化修饰的白蛋白这一作用更加明显;S1PR1 的激活参与了 BSA 和 AGE-BSA 促进平

滑肌细胞增殖和迁移,AGE-BSA 对 S1PR1 的激活作用更加显著。
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[ABSTRACT]　 　 Aim 　 To observe the effect of sphingosine 1-phosphate receptor 1 ( S1PR1) on vascular smooth
muscle cell proliferation and migration induced by advanced glycation end products (AGE). 　 　 Methods　 Human um-
bilical artery smooth muscle cells (HUASMC) were cultured, and AGE-BSA was obtained by incubating with glucose and
albumin. 　 Cells were divided to control, BSA and AGE-BSA treated group. 　 CCK-8 kit was used to detect the prolifera-
tion of smooth muscle cells, cell scratching and Transwell assays were applied to study the migration of smooth muscle
cells. 　 S1PR1 antagonist VPC23019 or agonist SEW2871 were used to investigate the role of S1PR1 in the proliferation
and migration of human umbilical artery smooth muscle cells with BSA or AGE-BSA treatment. 　 　 Results 　 Compared
with control group, BSA and AGE-BSA induced proliferation and migration of human umbilical artery smooth muscle cells,
and the effect of AGE-BSA was more significant than that of BSA (P<0. 05). 　 VPC23019, an antagonist of S1PR1, sig-
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nificantly attenuated the proliferation and migration of human umbilical artery smooth muscle cells induced by BSA and
AGE-BSA. 　 The S1PR1 agonist SEW2871 itself promoted the proliferation and migration of human umbilical artery smooth
muscle cells, and further enhanced the proliferation and migration of human umbilical artery smooth muscle cells induced
by BSA, but had no further promotion effect on the proliferation and migration of human umbilical artery smooth muscle
cells induced by AGE-BSA. 　 　 Conclusions　 Plasma albumin itself can promote the proliferation and migration of smooth
muscle cells, and the effect of glycosylated albumin is more remarkable. 　 The activation of S1PR1 is involved in BSA and
AGE-BSA-induced proliferation and migration of human umbilical artery smooth muscle cells, and the activation of S1PR1
by AGE-BSA was more significant.

　 　 血管重构的特征之一是血管平滑肌细胞(vascular
smooth muscle cells,VSMC)的过度增殖和迁移,使动

脉壁中层组织明显增厚,管腔狭窄,甚至导致动脉

硬化[1]。 糖尿病导致的血管重构是糖尿病血管并

发症发生发展的重要病理改变。
近年来,1-磷酸鞘氨醇(sphingosine 1-phosphate,

S1P)在血管重构发生中的作用正逐渐被人们认

识[2]。 S1P 是一种存在于血浆中的多效信号脂质分

子,主要来源于细胞膜鞘磷脂的分解和代谢。 S1P
是一种重要的平衡性物质,大多数情况下 S1P 既可

在细胞内作为第二信使传递信号,也可作为第一信

使与细胞膜上 S1P 受体(S1P receptor,S1PR)结合,
参与包括细胞分化、迁移、存活、增殖、血管生成、免
疫以及过敏反应等生物学作用。 研究证实,S1P 在

组织损伤后的伤口愈合和纤维化反应中起重要作

用。 S1P 通过其受体信号,调节血管通透性,调节上

皮细胞凋亡、成纤维细胞迁移和肌成纤维细胞的分

化。 有研究证明糖尿病的动物模型和患者血清均

有 S1P 含量增加,提示 S1P 可能参与糖尿病及其并

发症的发生发展[3]。 2008 年 David 等[4] 报道了糖

尿病 代 谢 障 碍 所 导 致 的 晚 期 糖 基 化 终 产 物

(advanced glycation end products,AGE)的堆积可介

导 VSMC 增殖,且与 S1P 作为激动剂引起的钙稳态

变化有相同的信号过程。 本实验室在血管内皮细

胞中的研究发现,S1PR1 的激活是通过引起内钙释

放使细胞内钙离子浓度升高,S1PR2 则引起外钙内

流而导致细胞内钙离子浓度升高,对血管内皮细胞

屏障功能有不同的影响[5]。 AGE 是否通过 S1P 的不

同受体影响 VSMC 增殖和迁移,从而介导血管重构等

目前还未见报道。 本研究将在验证 AGE 可导致

VSMC 增殖迁移的前提下探讨 S1PR1 在其中的作用。

1　 材料和方法

1. 1　 实验用细胞和制剂

人脐动脉平滑肌细胞 ( human umbilical artery

smooth muscle cells,HUASMC)购自美国 ScienCell 公
司;DMEM / F12 培养基购自美国 Hyclone 公 司;
0. 25%胰酶、胎牛血清和青-链霉素购自美国 Gibco
公司; S1PR1 拮抗剂 VPC23019 和 S1PR1 激动剂

SEW2871 购自英国 Tocris 公司;CCK-8 试剂盒来自

日本 Dojindo 化学研究所;结晶紫染色剂来自广州

GBCBIO 公司;Transwell 小皿购自美国 BD Falcon。
AGE 修饰的白蛋白(AGE-modified bovine serum

albumin,AGE-BSA)由牛血清白蛋白与 D-葡萄糖共

同孵育 8 周并过滤而获得。 经荧光分光光度法鉴

定,AGE-BSA 中 AGE 含量为 76. 42 U / mg 蛋白质。
对照样本 AGE-BSA 含量不超过 0. 9 U / mg 蛋白质。
1. 2　 细胞培养

HUASMC 经常规解冻、复苏和传代。 使用时用

含 10%胎牛血清的 DMEM / F12 培养基重悬细胞,将
其分别接种于 25 cm2 培养瓶、培养皿、96 孔板中,置于

37 ℃、5%CO2 中孵育,待细胞生长融合时用于实验。
1. 3　 实验分组

实验分为三个组:对照组、BSA 组和 AGE-BSA 组。
细胞长至 90% 融合后,无血清 DMEM/ F12 培养细胞

12 h。 分别给予 100 mg / L BSA 或 AGE-BSA 作用于

HUASMC 24 h,以不含血清的 DMEM/ F12 作为对照,用
CCK-8、划痕和 Transwell 实验观察 HUASMC 增殖与迁

移的变化。 S1PR1 干预 实 验 则 分 别 以 1 μmol / L
VPC23019 或 SEW2871 预处理HUASMC 24 h,再分别给

予对照培养基、100 mg / L BSA 或 AGE-BSA 24 h,用
CCK-8、划痕和 Transwell 实验观察 HUASMC 增殖与迁

移的变化。
1. 4　 CCK-8 检测细胞增殖能力

将重悬的 HUASMC 按照 2×105 个 / mL 培养于

96 孔板,分组(每组设 3 个复孔)处理细胞后,移除

含有处理制剂的培养基,PBS 漂洗,每孔加入含有

CCK-8 溶液的无血清培养基(浓度比为 1 ∶ 10)100
μL,置于孵箱中继续培养 4 h,用酶标仪测定 450 nm
处的吸光值来反映细胞的增殖能力。
1. 5　 细胞划痕实验检测细胞迁移能力

将重悬的 HUASMC 按 2×105 个 / mL 接种到直
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径为 3. 5 cm 培养皿中培养,待细胞长至 80% 融合

时,用无血清 DMEM / F12 培养基培养 24 h,使细胞

同步生长并处于静止期。 用 10 μL 的移液器头垂直

于皿底划线,PBS 漂洗 3 遍以除去划落的细胞碎片,
将细胞分别置于倒置显微镜下拍照,此时间记录为

0 h;然后按实验分组分别进行后续处理,于 24 h 后

再取出细胞,分别置于倒置显微镜下拍照,记录 24 h
后细胞的迁移情况(每个培养皿取 3 个不同视野)。
使用 Image J 测量细胞移行距离,划痕恢复百分比=
[(0 h 距离-24 h 距离) / 0 h 距离]。
1. 6　 Transwell 实验检测细胞迁移能力

将重悬的 HUASMC 按照每孔 2×104 个 / mL 均

匀接种于 24 孔板的 Transwell 上室中。 按照实验分

组进行不同处理,下室每孔加入 500 μL 不含血清的

培养基,将 24 孔板继续置于孵箱中培养,24 h 后将

其取出。 PBS 漂洗细胞除去培养基的影响,4%多聚

甲醛固定 Transwell 小皿,室温 10 min;PBS 漂洗细

胞除去多聚甲醛;加入结晶紫染色,室温 30 min;
PBS 漂洗细胞除去结晶紫,用棉签去除上室未穿过

的细胞,室温静置晾干后拍照记录细胞迁移情况。
每孔计数 3 个不同视野的细胞。
1. 7　 统计学方法

数据以 x±s 表示,采用单因素方差分析后进行

Post Hoc 检验(方差齐性采用 LSD 法,方差不齐时

采用 Dunnet’s T3 法),以 P<0. 05 为差异有统计学

意义。

2　 结　 果

2. 1　 BSA 和 AGE-BSA 促进 VSMC 增殖

CCK-8 细胞增殖实验结果显示,三组的 OD 值

差异有统计学意义(P<0. 05)。 与对照组相比,BSA
组和 AGE-BSA 组的 OD 值明显上升(P<0. 05);与
BSA 组相比,AGE-BSA 组其促增殖作用更加明显

(P<0. 05;图 1A)。 这一结果说明,血浆白蛋白对

VSMC 的增殖具有促进作用,这一结果符合内皮细

胞损伤后血清暴露导致平滑肌细胞过度增殖和动

脉硬化的临床和实验观察。
2. 2　 BSA 和 AGE-BSA 促进 VSMC 迁移

细胞划痕实验和 Transwell 实验结果显示,不同

组之间差异有统计学意义(P<0. 01)。 与对照组相

比,BSA 组和 AGE-BSA 组的划痕恢复百分比均明显

上升(P<0. 05);与 BSA 组相比,AGE-BSA 组其加快

迁移的作用更加明显(P<0. 05;图 1B)。 Transwell
实验结果也显示了类似的结果,BSA 组和 AGE-BSA
组均能明显增加迁移细胞数量,而 AGE-BSA 组的作

用更加明显(图 1C)。 这些结果说明,血浆白蛋白

本身就具有促进 VSMC 迁移的作用,符合内皮细胞

损伤后血清暴露导致 VSMC 过度增殖迁移的临床和

实验观察。

图 1. BSA 和 AGE-BSA 促进 HUASMC 增殖与迁移(n=3)
B 为 100×,C 为 200×。 a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 BSA 组比较。

Figure 1. BSA and AGE-BSA promote proliferation and migration of HUASMC(n=3)

2. 3　 VPC23019 抑制细胞增殖与迁移

用 S1PR1 拮抗剂 VPC23019 预处理细胞后再给

予 BSA 或 AGE-BSA 干预,CCK-8 实验结果显示,不
同组之间差异具有统计学意义(P<0. 01)。 与 BSA
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组相比,VPC23019 +BSA 组的 OD 值明显下降(P<
0. 05);与 AGE+BSA 组相比,VPC23019 +AGE-BSA
组的 OD 值也明显下降(P<0. 05)。 而与对照组相

比,VPC23019 本 身 也 可 以 明 显 抑 制 细 胞 增 殖

(图 2)。
划痕实验结果显示,不同组之间差异具有统计

学意义(P<0. 01)。 与 BSA 组相比,VPC23019+BSA
组的划痕恢复百分比明显下降(P<0. 05);与 AGE+
BSA 组相比,VPC23019+AGE-BSA 组的划痕恢复百

分比也明显下降 ( P < 0. 05 );而与对照组相比,
VPC23019 本身也可以明显抑制细胞迁移(图 3)。
Transwell 迁移实验结果与划痕实验结果类似(图

4)。 这一结果说明,拮抗 S1PR1 可以抑制细胞迁

移,拮抗 S1PR1 也减弱了 BSA 和 AGE-BSA 引起的

细胞迁移能力。

图 2. S1PR1 拮抗剂 VPC23019 对 HUASMC 的

增殖抑制作用(n=4)
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,

与 BSA 组比较;c 为 P<0. 05,与 AGE-BSA 组比较。

Figure 2. Inhibitory effect of S1PR1 antagonist
VPC23019 on proliferation of HUASMC(n=4)

图 3. S1PR1 拮抗剂 VPC23019 可减弱 HUASMC 迁移速度(100×,n=3)
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 BSA 组比较;c 为 P<0. 05,与 AGE-BSA 组比较。

Figure 3. S1PR1 antagonist VPC23019 attenuated the migration of HUASMC(100×,n=3)

图 4. S1PR1 抑制剂 VPC23019 可减少 HUASMC 迁移数量(200×,n=3)
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 BSA 组比较;c 为 P<0. 05,与 AGE-BSA 组比较。

Figure 4. S1PR1 antagonist VPC23019 decreased the migration of HUASMC(200×,n=3)
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2. 4　 SEW2871 促进细胞增殖与迁移

使用 S1PR1 激动剂 SEW2871 预处理细胞后再给

予 BSA 或 AGE-BSA 干预。 CCK-8 实验结果显示,
SEW2871 本身即可促进细胞增殖与迁移;而与 BSA 组

相比,SEW2871+BSA 组的 OD 值明显上升(P<0. 05);
与 AGE+BSA 组相比,SEW2871+AGE-BSA 组的 OD 值

上升幅度不明显(P>0. 05;图 5)。 这一结果说明,
S1PR1 激动剂对 BSA 引起的细胞迁移有进一步的促进

作用,而对 AGE-BSA 引起的细胞增殖影响不大,提示

AGE-BSA 可能激活了 S1PR1 的促增殖作用,再加入

S1PR1 激动剂,其促进增殖的效果不再明显。
细胞划痕实验(图 6)和 Transwell 实验(图 7)结

果显示, S1PR1 激动剂本身即可促进细胞迁移,
SEW2871 对 BSA 引起的细胞迁移有进一步的促进

作用,而对 AGE-BSA 引起的细胞迁移也有一定的促

进作用,特别是对 Transwell 迁移细胞数量有明显的

促进作用。 提示 AGE-BSA 激活 S1PR1 的促迁移作

用可被进一步加强。

图 5. S1PR1 激动剂 SEW2871 对 HUASMC
增殖的影响(n=3)

a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 BSA 组比较。

Figure 5. The effect of S1PR1 agonist SEW2871
on the proliferation of HUASMC(n=3)

图 6. S1PR1 激动剂 SEW2871 对 HUASMC 迁移速度的影响(100×,n=3)
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 BSA 组比较。

Figure 6. The effect of S1PR1 agonist SEW2871 on HUASMC migration speed(100×,n=3)

图 7. S1PR1 激动剂 SEW2871 对 HUASMC 迁移数量的影响(200×,n=3)
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 BSA 组比较;c 为 P<0. 05,与 AGE-BSA 组比较。

Figure 7. The effect of S1PR1 agonist SEW2871 on HUASMC migration(200×,n=3)
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3　 讨　 论

本研究结果证实 BSA 本身即可引起 VSMC 增
殖与迁移,AGE-BSA 的作用更加明显;S1PR1 拮抗
剂 VPC23019 能显著抑制 VSMC 增殖与迁移,也能
够抑制 BSA 和 AGE-BSA 诱导的 VSMC 增殖与迁移
的增加; S1PR1 激动剂 SEW2871 本身即可导致
VSMC 增殖与迁移的增加,并且显著促进 BSA 引起
的 VSMC 增殖与迁移,而对 AGE-BSA 引起的 VSMC
增殖影响不明显,对迁移有一定的促进作用。

血管内膜屏障功能完好时,血清中含有的大量
活性物质并不直接接触 VSMC。 而一旦 VSMC 暴露
于血清中,就可能被活性物质激活,导致增殖和迁
移[6]。 本研究用 BSA 处理平滑肌细胞即可导致其
增殖与迁移明显增加,证明如果血管内膜损伤,血
管内皮细胞屏障破坏,平滑肌细胞暴露于血清中,
即可引起平滑肌增殖与迁移。 这一结果,与临床观
察到的内膜损伤介导血管重构现象吻合。 而 AGE-
BSA 的刺激使平滑肌细胞增殖与迁移更加明显,提
示 AGE 确实可以加速血管重构的过程[7],可能是糖

尿病血管并发症时动脉硬化发生的机制之一[8]。
S1PR 受体的激活可以促进平滑肌细胞增殖与

迁移。 Son 等[9] 研究发现 S1P 通过 S1PR1 依赖途

径促进 VSMC 增殖。 Mousseau 等[10] 报道血小板源
性生长因子通过激活 S1PR1 和 S1PR3 分别导致
VSMC 增殖与迁移;用 S1P 类似物芬戈莫德( fingoli-
mod) 选择性激活 S1PR1 和 S1PR3,并分别通过
MAPK 通路和 PI3K-Akt 导致 VSMC 增殖与迁移。
本研究结果证明,S1PR1 激动剂 SEW2871 可以增加
VSMC 增殖与迁移,而 S1PR1 拮抗剂 VPC23019 预
处理细胞后可明显抑制 VSMC 的增殖与迁移,与上
述 S1PR1 激活可促进 VSMC 增殖与迁移的结果一
致。 当用 S1PR1 拮抗剂 VPC23019 预处理细胞后,
BSA 介导 VSMC 增殖与迁移的作用被明显抑制,提
示血清本身含有 S1P 和 /或生长因子等激活 S1PR1
的成分;而用 S1PR1 激动剂可以进一步加强 BSA 诱
导的 VSMC 增殖与迁移,提示 BSA 通过 S1PR1 介导
增殖和迁移的作用程度中等。

本研究结果显示 S1PR1 拮抗剂对 AGE-BSA 介
导的 VSMC 增殖和迁移也有明显的抑制作用,提示
糖基化后的 BSA 亦可激活 S1PR1 而导致 VSMC 增
殖和迁移。 当用 SEW2871 激动剂预处理细胞后再
分别给予 BSA 或 AGE-BSA 刺激时,BSA 组的细胞
增殖和迁移进一步加速,而 AGE-BSA 组促增殖和迁
移的作用不再加速,说明 AGE-BSA 促进 S1PR1 所
诱导的增殖作用可能已经饱和,再用激动剂效果反
而不明显;也间接说明了 AGE-BS 激活 S1PR1 的效

应。 如果对 S1PR1 没有激活作用,那么,SEW2871
作为激动剂应该还可以进一步增加在 AGE-BSA 环
境下的促进增殖和迁移的效应。

虽然本研究证明 AGE 通过激活 S1PR1 促进
VSMC 增殖和迁移,实验结果初步显示 AGE 刺激并
不影响 S1PR1 的蛋白表达(未在本文展示),有研究
进一步证明 AGE 刺激可以激活 SphK,是糖尿病
S1P 含量增多的原因之一[11]。 本研究中 AGE-BSA
刺激是否导致平滑肌细胞生成和释放 S1P 增加从
而激活 S1PR1,需要进一步的证据,其机制还有待于
进一步探讨。
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