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雷帕霉素脂质体对 ox-LDL 诱导的血管平滑肌细胞
迁移的抑制作用

李玉婷, 冯森玲, 林彩燕, 贾梦磊, 钟文飞, 严鹏科
(广州医科大学附属第三医院药学部 广州医科大学药学院 广东省产科重大疾病重点实验室,广东省广州市 510510)

[摘　 要] 　 [目的] 　 探讨雷帕霉素脂质体(RL)对氧化型低密度脂蛋白(ox-LDL)诱导的人主动脉血管平滑肌细

胞(HA-VSMC)迁移的影响及其与 S100 钙结合白蛋白 A4(S100A4)相关的作用机制。 [方法] 　 使用敲低 S100A4
基因的慢病毒转染 HA-VSMC,随后加入嘌呤霉素筛选 S100A4 基因敲低的稳定株。 50 mg / L ox-LDL 处理 HA-
VSMC,加入不同剂量的 RL(3、6 及 12 mg / L),观察处理前后对细胞迁移的影响。 采用细胞划痕法、Transwell 实验

检测细胞迁移,Western blot 检测 S100A4、磷酸化磷脂酰肌醇 3 激酶(p-PI3K)、磷酸化蛋白激酶 B(p-Akt)、磷酸化哺

乳动物雷帕霉素靶蛋白(p-mTOR)、Ⅰ型胶原蛋白(COLⅠ)、波形蛋白的表达。 [结果] 　 ox-LDL 处理细胞 48 h 后,
与空白对照组相比,S100A4、p-PI3K、p-Akt、p-mTOR、COLⅠ及波形蛋白的表达明显升高(P<0. 05),细胞迁移速度

明显加快(P<0. 05)。 与 ox-LDL 组相比,不同剂量的 RL 处理 48 h 后显著抑制 S100A4、p-PI3K、p-Akt、p-mTOR、COL
Ⅰ及波形蛋白的表达并显著抑制细胞迁移(P<0. 05),其中 6 mg / L、12 mg / L RL 的抑制作用更明显(P<0. 05)。 敲

低 S100A4 基因后细胞迁移率显著降低(P<0. 05)。 [结论] 　 RL 能显著抑制 ox-LDL 诱导的 HA-VSMC 迁移,可能

与 RL 下调 S100A4、p-PI3K、p-Akt、p-mTOR、COLⅠ及波形蛋白的表达相关。
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Inhibitory effect of rapamycin liposomes on ox-LDL induced vascular smooth muscle
cell migration
LI Yuting, FENG Senling, LIN Caiyan, JIA Menglei, ZHONG Wenfei, YAN Pengke
(Department of Pharmacy, the Third Affiliated Hospital of Guangzhou Medical University & School of Pharmaceutical Sci-
ences, Guangzhou Medical University & Guangdong Provincial Key Laboratory of Major Obstetric Diseases, Guangzhou,
Guangdong 510150, China)
[ABSTRACT]　 　 Aim　 To explore the effects of rapamycin liposomes (RL) on the migration of human aortic vascular
smooth muscle cells (HA-VSMC) induced by oxidized low density lipoprotein (ox-LDL) and its mechanism related to S100
calcium binding protein A4 ( S100A4). 　 　 Methods 　 Vascular smooth muscle cells were transfected with lentivirus
knockdown S100A4 gene, and then added puromycin to screen stable strain of S100A4 gene knockdown. 　 Vascular smooth
muscle cells were treated with 50 mg / L ox-LDL, and different doses of RL (3, 6 and 12 mg / L) were added to observe the
effect on cell migration before and after treatment. 　 Cell migration was detected by cell scratch method and Transwell, and
the expression of S100A4, phosphorylated phosphatidylinositol 3-kinase (p-PI3K), phosphorylated protein kinase B (p-
Akt), phosphorylated mammalian target of rapamycin (p-mTOR), typeⅠcollagen protein (COLⅠ), and vimentin were
detected by Western blot. 　 　 Results　 After 48 h treatment with ox-LDL, compared with the blank control group, the ex-
pression of S100A4, p-PI3K, p-Akt, p-mTOR, COLⅠ and vimentin was significantly increased (P<0. 05), and the
speed of cell migration was significantly accelerated (P<0. 05). 　 Compared with ox-LDL group, different doses of RL sig-
nificantly inhibited the expression of S100A4, p-PI3K, p-Akt, p-mTOR, COLⅠ and vimentin and significantly inhibited
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cell migration after 48 h treatment (P<0. 05), of which 6 mg / L and 12 mg / L of RL had more significant inhibitory effects
(P < 0. 05). 　 After S100A4 gene knockdown, the cell migration rate was significantly reduced ( P < 0. 05 ). 　 　
Conclusion 　 RL can significantly inhibit the migration of HA-VSMC induced by ox-LDL, which may be related to the
down-regulation of S100A4, p-PI3K, p-Akt, p-mTOR, COLⅠ and vimentin expression by RL.
[KEY WORDS]　 vascular smooth muscle cells;　 rapamycin liposomes;　 oxidized low density lipoprotein;　 S100 cal-
cium binding protein A4

　 　 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是一种慢性

炎症性病变[1],是引起不良心血管事件的主要病理

基础。 氧化型低密度脂蛋白 ( oxidized low density
lipoprotein,ox-LDL) 可诱导平滑肌细胞增殖与迁

移[2],导致脂质积累及泡沫细胞形成,被认为是造

成 As 的关键因素。 雷帕霉素又称西罗莫司,是哺乳

动物雷帕霉素靶蛋白(mammalian target of rapamycin,
mTOR)的选择性抑制剂,口服剂型常用于肾脏移植

中免疫排斥的抑制剂[3],在 As 疾病治疗方面,可将

其涂布于支架,雷帕霉素洗脱支架是防治冠状动脉

再狭窄的有效介入治疗手段[4],但口服剂型全身给

药对冠状动脉疾病效果不佳[3]。 S100 钙结合蛋白

A4(S100 calcium binding protein A4,S100A4)又称

为成纤维细胞特异性蛋白 1 ( fibroblast specific
protein 1,FSP1),具有一种 E-hand 的特征性环-螺
旋-环结构,相对分子质量约为 12 kD[5],近来研究

发现 S100A4 与纤维化疾病有潜在的联系,在人颈

动脉粥样斑块的内膜和中层均有表达[6]。 S100A4
在炎症部位释放,具有一定的促进细胞运动、侵袭、
细胞外基质重塑、自噬和血管生成的生物学功能。
本研究在前期发现雷帕霉素脂质体(rapamycin lipo-
somes,RL)注射给药能有效抑制血管平滑肌细胞增

殖的基础上,探讨 RL 对 ox-LDL 诱导的血管平滑肌

细胞迁移的影响及其机制,以期揭示雷帕霉素抗 As
的新机制,为 As 的诊治提供新的线索。

1　 材料和方法

1. 1　 主要材料与试剂

主动脉血管平滑肌细胞( human aortic vascular
smooth muscle cells,HA-VSMC)购自浙江美森生物

公司。 以健康志愿者的血清制备低密度脂蛋白;胎
牛血 清 (货 号: FSP500 ) 购 自 Excell 生 物 公 司;
DMEM 培养基(货号:10-013-CVRC)购自康宁公司;
BCA 蛋白定量试剂盒(货号:23228)购自碧云天生

物研究所;4% 多聚甲醛固定液(货号:P1110)购自

Solarbio 公司; S100A4 (Ab197896 ) 购自 Abcam 公

司;波形蛋白(货号:bs-0756R)购自 Bioss 公司;磷

脂酰 肌 醇 3 激 酶 ( phosphatidylinositol 3-kinase,
PI3K)(货号:ab91606)、Ⅰ型胶原蛋白(collagenⅠ,
COLⅠ)(货号:ab260043)购自 Abcam 公司,p-PI3K
(货号:12057)购自 SAB 公司;蛋白激酶 B( protein
kinase B,Akt) (货号:10176-2-AP)购自 Proteintech
公司;mTOR(货号:2983)、p-mTOR(货号:5536)、
p-Akt(货号:9271)购自 Cell Signaling Technology 公

司;山羊抗兔 IgG(货号:CW0103S)购自康为试剂;
慢病毒转染试剂 pLKO. 1-S100A4-sh1-EF1a-copGFP-
T2A-Puro(感染敲低 S100A4)、PLKO. 1-U6-scramble-
EF1-copGFP-T2A-Puro (感染对照)、 助转染试剂

(5 g / L)购自广州威佳科技有限公司。
RL 冻干粉为本课题组自行研发,具体方法详见

文献[7]。 将冻干粉复溶后,用 0. 22 μm 的微孔滤膜

过滤,吸取 100 μL,加 900 μL 甲醇,振荡,破乳,超
声 3 min,使用超速离心机于 4 ℃、15 000 r / min 离

心 15 min,取上清进行高效液相层析(high perform-
ance liquid chromatography,HPLC)检测,测得峰面

积,利用雷帕霉素标准曲线公式 (Y = 173 108X +
805. 56,R2 = 0. 999 1) 计算药物浓度。 使用时用

0. 2 μm 的无菌过滤器过滤除菌。
1. 2　 低密度脂蛋白的氧化修饰及鉴定

根据参考文献[8] 自行制备,调整蛋白质浓度,
50 mg / L ox-LDL 用于实验,4 ℃保存备用。
1. 3　 RL 的表征观察

取适量 RL 溶液按一定比例稀释,使用 Mallvern
Zetasizaer Nano ZS90 粒径仪测定其粒径分布及电

位。 取适量液体滴加在碳网上,去除多余水分,2%
磷钨酸染色,随后使用透射电子显微镜( JEM-1400
plus)观察脂质体纳米粒的形态及分布情况。 RL 的

包封率及载药量采用高效液相色谱仪测定。
1. 4　 细胞培养

HA-VSMC 用含 10%胎牛血清的 DMEM 培养基培

养,密度达到 90%时,弃去培养基,加入 2 mL 含 0. 25%
EDTA 的胰酶,待细胞皱缩变圆,加入 2 mL 完全培养基

终止消化,随后收集于离心管中,1 300 r / min 离心

3 min,弃上清液,用含 10% FBS 的培养基重悬细胞

为单个细胞,以用于后续实验。
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1. 5　 细胞慢病毒转染

将生长良好的细胞接种至 6 孔板中,分为 3 组:
空白对照组(含 10% FBS 的完全培养基)、sh 组(转
染慢病毒绿色荧光蛋白)、shS100A4 组(转染慢病毒

干扰 S100A4),待细胞密度约 70% ,以最佳 MOI 值

感染 HA-VSMC,8 h 后更换完全培养基继续感染

72 h,在倒置荧光显微镜下观察,绿色荧光为成功转

染的细胞,随后加入嘌呤霉素筛选稳定细胞株,用
于后续实验。
1. 6　 细胞划痕实验

将细胞悬液以 5×104 个细胞 / 孔接种于 12 孔板

中,待细胞贴壁后饥饿处理 24 h,随后使用 200 μL
枪头划痕,PBS 洗涤,将提前配制好的药物加入对应

组中,在倒置显微镜下拍照,记录给药 0 h、48 h 的

划痕宽度,使用 Image J 软件统计分析,评价划痕愈

合程度:划痕迁移率 = (0 h 划痕宽度-48 h 划痕宽

度) / 0 h 划痕宽度×100% 。
1. 7　 Transwell 实验

用无血清培养基重悬细胞,将提前配制好的药

物加入对应组中,以 2 ×104 个细胞 / 孔接种于上室

中,下室中加入 700 μL 含 10% FBS 的细胞培养基,
37 ℃孵育 24 h,用棉签擦去上室细胞,4%多聚甲醛

固定液固定 20 min,0. 1% 结晶紫溶液染色 20 min,
PBS 清洗,随机选取 5 个视野拍照,计数。
1. 8　 Western blot 检测

使用细胞裂解液提取蛋白,BCA 法进行蛋白定

量。 配制 10% SDS-PAGE 胶,加入蛋白样品,80 V
电泳 20 min,随后调整电压,120 V 电泳 1 h,待条带

分离后,恒流 200 mA 转膜 90 min,加入 5% 脱脂牛

奶封闭 1 h,用 TBST 洗涤 3 次;加入一抗 S100A4
(1 ∶ 1 000 )、 COL Ⅰ ( 1 ∶ 1 000 )、 波 形 蛋 白

(1 ∶ 1 000)、PI3K(1 ∶ 1 000)、p-PI3K(1 ∶ 1 000)、
mTOR(1 ∶ 1 000)、p-mTOR(1 ∶ 1 000)、Akt(1 ∶ 1 000)、
p-Akt(1 ∶ 1 000),置于 4 ℃冰箱孵育过夜。 加入相

应二抗(1 ∶ 3 000),常温孵育 1 h,用 TBST 洗涤 3
次,每次 5 min,在全功能凝胶成像系统下显影,使用

Image J 分析蛋白条带灰度值。
1. 9　 统计学分析

采用 Graph Pad Prism 9 统计分析实验数据,计
量资料以 x±s 表示,采用单因素方差分析,P<0. 05
为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 RL 的表征

脂质体冻干粉白色蓬松,溶液澄清透亮且无结晶

或沉淀析出;颗粒平均粒径为(89. 136±0. 312) nm,多
分散系数为 0. 140 ~ 0. 152,Zeta 电位为(-2. 831 ±
0. 486) mV;透射电子显微镜下,脂质体颗粒形态呈

圆形或似球形结构,大小分布均匀,平均粒径相近,
其包封率为(86. 58% ±0. 85% ),载药量为(4. 98% ±
0. 16% )(图 1)。

图 1. RL 的表征

A 为 RL 冻干粉及溶液,B 为 RL 的粒径分布,C 为透射电子显微镜图,D 为 RL Zeta 电位。

Figure 1. Characterization of RL
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2. 2　 RL 对 ox-LDL 诱导的血管平滑肌细胞 S100A4、
mTOR 信号通路相关蛋白表达的抑制作用

与空白对照组相比,ox-LDL 组 S100A4 的表达

明显升高,升高 1. 53 倍(P<0. 05),p-PI3K、p-Akt、
p-mTOR 的表达明显升高,分别上升 1. 46 倍、1. 63
倍、2. 14 倍(均 P<0. 05);COLⅠ、波形蛋白的表达

明显升高,分别上升 1. 44 倍、1. 46 倍(均 P<0. 05)。
与 ox-LDL 组相比,3 mg / L、6 mg / L、12 mg / L RL 能

明显 抑 制 S100A4 的 表 达, 分 别 下 降 28. 58%、
52. 83%、70. 21% (均 P<0. 05),p-PI3K、p-Akt、p-mTOR
的表达明显降低,分别下降 20. 49%、61. 28%、87. 78%、
35. 96%、60. 95%、66. 55%、35. 55%、57. 35%、79. 07%

(均 P<0. 05),COLⅠ、波形蛋白的表达明显降低,分别

下降 40. 37%、54. 94%、66. 30%、15. 93%、29. 96%、
32. 87%(均 P<0. 05)。 由于 6 mg / L、12 mg / L RL 对

S100A4 的表达抑制作用更明显,后续实验选用

6 mg / L(图 2)。
2. 3　 HA-VSMC 低表达 S100A4 细胞株的构建

慢病毒感染后,sh 组和 shS100A4 组的细胞均

能持续表达绿色荧光且生长状态良好。 与空白对

照组相比,sh 组无明显差异,但 shS100A4 组细胞

S100A4 蛋白的表达明显下调 ( P < 0. 05 ), 降低

41. 91% ( P < 0. 05 ), 证明该慢病毒成功敲低了

S100A4 的表达(图 3)。

图 2. RL 对 S100A4、mTOR 信号通路相关蛋白表达的影响(n=3)
A 为 Western blot 检测 S100A4、COLⅠ、波形蛋白、PI3K、p-PI3K、mTOR、p-mTOR、Akt、p-Akt 的蛋白表达,B 为 S100A4、COLⅠ、波形蛋白、

PI3K、p-PI3K、mTOR、p-mTOR、Akt、p-Akt 的蛋白表达量化图。 a 为 P<0. 05,与空白对照组比较;b 为 P<0. 05,与 ox-LDL 组比较。

Figure 2. Effect of RL on the expression of S100A4 and mTOR signaling pathway related proteins(n=3)

图 3. HA-VSMC 低表达 S100A4 细胞株的构建及 S100A4 蛋白表达水平(n=3)
A、B 为慢病毒感染对照细胞(10×),D、E 为慢病毒感染敲低 S100A4 细胞(10×),A、D 为明场视野,B、E 为荧光视野,C、F 为合并视野,

G 为 Western blot 检测 S100A4 蛋白的表达。 a 为 P<0. 05,与 sh 组比较。

Figure 3. Construction of S100A4 cell line with low expression of HA-VSMC and the expression level of S100A4 protein(n=3)
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2. 4　 敲低 S100A4 对 ox-LDL 诱导的血管平滑肌细

胞 S100A4 蛋白表达的抑制作用

经 ox-LDL 诱导后,shS100A4 组 S100A4 蛋白的

表达降低 45. 95% (P<0. 05),且 RL 抑制 S100A4 蛋

白的表达,降低 44. 74% (P<0. 05;图 4)。
2. 5　 RL 和敲低 S100A4 对 ox-LDL 诱导的血管平滑

肌细胞迁移的抑制作用

与空白对照组相比,ox-LDL 组细胞横向迁移率

明显增加,升高 1. 45 倍(P<0. 05);与 ox-LDL 组相

比,RL 组、敲低 S100A4 组细胞迁移率下降,分别下

降 50. 71% 、83. 54% (均 P<0. 05)。 与空白对照组

相比,ox-LDL 组细胞纵向迁移率明显增加,上升

1. 77 倍 ( P < 0. 05 ); ox-LDL 组相比, RL 组、敲低

S100A4 组细胞迁移数下降,分别下降 45. 24% 、
62. 59% (均 P<0. 05)。 说明 RL 和敲低 S100A4 能

够抑制 ox-LDL 诱导的血管平滑肌细胞迁移(图 5)。

图 4. 敲低 S100A4 对 ox-LDL 诱导的血管平滑肌

细胞 S100A4 蛋白表达的影响(n=3)
a 为 P<0. 05,与 ox-LDL 组比较;

b 为 P<0. 05,与 ox-LDL+shS100A4 组比较。

Figure 4. Effect of S100A4 knockdown on S100A4 protein
expression in vascular smooth muscle cells induced

by ox-LDL(n=3)

图 5. RL 和敲低 S100A4 对 ox-LDL 诱导的血管平滑肌细胞迁移的影响(n=3)
A 为细胞划痕实验(100×),B 为细胞划痕实验的定量分析,C 为细胞迁移实验(400×),D 为细胞迁移实验的定量分析。

a 为 P<0. 05,与空白对照组比较;b 为 P<0. 05,与 ox-LDL 组比较。

Figure 5. Effects of RL and S100A4 knockdown on vascular smooth muscle cell migration induced by ox-LDL(n=3)

3　 讨　 论

雷帕霉素是一种大环内酯类免疫抑制剂[9],
2000 年研究者将雷帕霉素涂布于支架上用于急性

冠状动脉综合征的治疗,雷帕霉素涂层支架置入后

6 个月血管再狭窄发生率下降至 2% ~10% ,大大提

高了患者的生存质量[10-12],但其口服制剂仍有很多

缺点,如药物成分不稳定,水溶性差,在体内吸收及

生物利用度受到限制。 纳米颗粒因其尺寸较小可

以渗透入组织中,促进细胞对药物的吸收,提高生

物利用度,且长时间停留在血液循环系统中不易引

起不良反应[13-15]。 因此,本课题组结合纳米载体的
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优势构建了水溶性好、缓释、高效的 RL,实验初步提

示雷帕霉素能够抑制血管平滑肌细胞的增殖[16]。
研究表明,在人类冠状动脉 As 斑块中,50% 以上的

泡沫细胞来自平滑肌细胞[17],正常的生理条件下血

管平滑肌细胞具有可塑性,出现病理状态时收缩型

细胞去分化为合成表型[18],其表型转化受血小板源

生长 因 子 BB ( platelet-derived growth factor-BB,
PDGF-BB)、可溶性细胞因子等的综合调节[19]。 因

此,寻找抑制血管平滑肌细胞迁移的药物是延缓 As
发生发展的重要策略之一。 S100A4 存在于细胞内

和细胞外,是 S100 蛋白家族的重要成员,在人非肿

瘤疾病中扮演重要的角色[20]。 Sakic 等[21] 研究证

明细胞外 S100A4 可参与平滑肌细胞表型的转化,
认为中和细胞外 S100A4 可增强 As 斑块的稳定性。
Nagata 等[6]研究证明 S100A4 在人和小鼠的颈动脉

As 斑块中表达升高,细胞外 S100A4 可促进血管平

滑肌细胞的增殖与迁移, 认为 S100A4 可作为

S100A4 颈动脉狭窄的生物标志物。 而下调 S100A4
对血管平滑肌细胞功能的影响少有报道。 Lu 等[22]

研究表明激活 mTOR 通路可抑制血管平滑肌细胞

的去分化、增殖和迁移。 激活的 mTOR 是 PI3K / Akt
的重要下游靶点,Wang 等[23]研究发现 S100A4 可通

过激活大肠癌细胞 PI3K / Akt / mTOR / p70S6K 信号

通路诱导细胞存活和迁移。
本研究发现, RL 能够抑制 ox-LDL 诱导的

HA-VSMC 迁移,且在 3 ~ 12 mg / L 范围内随着药物

剂量的增加其疗效更强,同时发现 RL 能够抑制细

胞迁移相关蛋白的表达,尤其是抑制 S100A4 的表

达。 为了进一步探讨 S100A4 与血管平滑肌细胞的

关系,本研究利用慢病毒转染技术构建了低表达

S100A4 的细胞模型,初步验证 RL、S100A4 与 As 之

间的关系。 本研究中,Western blot 实验表明 RL 可

抑制 PI3K / Akt / mTOR 信号通路相关蛋白的表达,
且可抑制 S100A4 的表达以及参与细胞迁移的相关

蛋白波形蛋白[24]、COLⅠ的表达;使用慢病毒转染

技术敲低细胞株 S100A4 的表达,通过 Western blot
实验进一步证实 S100A4 的表达受 RL 的调控;通过

细胞划痕实验发现不同浓度的 RL 均可抑制 ox-LDL
诱导的血管平滑肌细胞迁移,敲低 S100A4 的表达

也可抑制 ox-LDL 诱导的血管平滑肌细胞迁移,
Transwell 实验进一步证明了这一点。

本研究采用不同浓度的 RL 能够抑制 ox-LDL
诱导的 HA-VSMC 迁移,与已有的文献报道相符,但
是其作用机制是否与 S100A4 的表达有关尚少有报

道。 本研究发现 RL 抑制 HA-VSMC 过度迁移的机制

可能是通过调控 PI3K / Akt / mTOR 信号通路,减弱

S100A4 的表达,降低细胞迁移相关蛋白波形蛋白、
COLⅠ的表达,从而发挥作用。 本研究结果可为探

索 As 的发病机制及治疗提供新线索。 为了进一步

探索 RL 与 S100A4 在 HA-VSMC 及 As 中的作用和

机制, 本研究组将在 As 常 用 模 型 如 ApoE- / -、
LDLR- / -小鼠模型上进行探讨。
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