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机械拉伸通过Piezo1/ESR1信号通路调控缓解动脉粥样硬化
的体内外研究
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【摘 要】目的：本研究旨在探讨运动对动脉粥样硬化的影响及循环性机械拉伸对在氧化低密度脂蛋白（oxidized low-density 
lipoprotein，Ox-LDL）刺激下血管内皮细胞中 Piezo型机械敏感离子通道组分 1（piezo-type mechanosensitive ion channel compo⁃
nent 1，Piezo1）的反应，阐明介导抗氧化和抗凋亡效应的机械传导信号通路。方法：基于运动干预，将 20 只雄性载脂蛋白 E
（apolipoprotein E，ApoE）敲除小鼠分为无运动组和运动组，以评估运动在体内对动脉粥样硬化的影响。体外采用对 Ox-LDL 
诱导的人脐静脉内皮细胞（human umbilical vein endothelial cells，HUVECs）施加 10%拉伸（1 Hz，24 h）的循环性机械拉伸，以模

拟运动所引起的血管张力对内皮功能障碍的影响。评估指标包括 HUVECs 管腔形成、Piezo1 表达、氧化应激指标、活性氧

（reactive oxygen species，ROS）水平、Hoechst 33342染色、凋亡蛋白表达以及雌激素受体 1（estrogen receptor 1，ESR1）、雌激素受

体 2（estrogen receptor 2，ESR2）和 G蛋白偶联雌激素受体（G-protein coupled estrogen receptor，GPER）的表达。结果：与无运动

组相比，运动组小鼠主动脉粥样硬化斑块面积显著减小。同时，循环性机械拉伸不仅增强了 Ox-LDL 处理 HUVECs 的管腔

形成能力，而且降低了 Ox-LDL 诱导的氧化应激。研究发现，在 Ox-LDL 存在下机械拉伸增加了细胞内 ROS 水平，并下调了

Ox-LDL所引起的Piezo1表达。内源性Piezo1拮抗剂Dooku1模拟了循环性机械拉伸的作用，缓解了Ox-LDL诱导的细胞凋亡。

Piezo1的抑制还在 Ox-LDL 刺激的 HUVECs中下调了 ESR1、ESR2和 GPER 的表达，且该效应在机械拉伸条件下进一步增强。

结论：运动在体内对动脉粥样硬化具有保护作用。同时本研究在体外揭示了通过抑制Piezo1/ESR1信号通路缓解动脉粥样硬

化相关内皮损伤的潜在治疗策略。
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Mechanical stretch alleviates atherosclerosis by regulating the Piezo1/ESR1 
signaling pathway：an in vitro and in vivo investigation
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【Abstract】Objective：To investigate the effect of exercise on atherosclerosis and the response of Piezo1 to cyclic mechanical stretch in 
vascular endothelial cells exposed to oxidized low-density lipoprotein（Ox-LDL），and to clarify the mechanotransduction pathways me⁃
diating antioxidative and antiapoptotic responses. Methods：Based on the method of exercise intervention，20 male ApoE-knockout 
mice were divided into no-exercise group and exercise group to assess the impact of exercise on atherosclerosis in vivo. In the in vitro 
experiment，cyclic mechanical stretch（10% elongation，1 Hz，24 hours） was exerted on Ox-LDL-induced human umbilical vein endo⁃
thelial cells（HUVECs） to simulate the effect of exercise-induced vascular tension on endothelial dysfunction. The assessment indica⁃
tors included HUVEC lumen formation，Piezo1 expression，oxidative stress markers，the level of reactive oxygen species（ROS），

Hoechst 33342 staining，and the expression of apoptosis protein，es⁃
trogen receptor 1（ESR1），estrogen receptor 2（ESR2），and G-
protein coupled estrogen receptor（GPER）. Results：The exercise 
group had a significant reduction in aortic atherosclerotic plaque 
area compared with the no-exercise group. Meanwhile，cyclic me⁃
chanical stretch increased lumen formation ability of HUVECs 
treated by Ox-LDL and reduced oxidative stress induced by Ox-
LDL. In the presence of Ox-LDL，cyclic mechanical stretch in⁃
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creased the level of ROS in cells and downregulated the increased expression of Piezo1 induced by Ox-LDL. Dooku1，an endogenous 
Piezo1 antagonist，simulated the role of cyclic mechanical stretch and mitigated cell apoptosis induced by Ox-LDL. Piezo1 inhibition 
also downregulated the expression levels of ESR1，ESR2，and GPER in HUVECs stimulated by Ox-LDL，and such effect was further 
enhanced by cyclic mechanical stretch. Conclusion：Exercise has a protective effect against atherosclerosis in vivo，and this study 
reveals the potential treatment strategy of alleviating atherosclerosis-related endothelial injury by inhibiting the Piezo1/ESR1 signaling 
pathway.
【Key words】atherosclerosis；cyclic mechanical stretch；endothelium injury；Piezo-type mechanosensitive ion channel component 1/
estrogen receptor；lipid peroxidation

血管内皮在维持血管健康和调节血流动力学

方面起着至关重要的作用，其功能障碍是动脉粥样

硬化发展的重要驱动因素[1]。内皮细胞通过分泌多

种血管活性物质来调节血流，以适应机体的代谢需

求[2-3]。已有研究表明，相较于层流区域，血流紊乱

的血管区域对动脉粥样硬化的易感性明显更高[4-5]。
适量的体育锻炼可以通过诱导循环性机械刺激（包

括剪切应力和拉伸）来抑制动脉粥样硬化的进

展[6-7]。1项研究发现，每周 3次、每次 30 min的中等

强度骑行能够显著提高内皮一氧化氮合酶（endo⁃
thelial nitric oxide synthase，eNOS）的表达，同时降低

氧化应激标志物水平[8]。
循环性机械拉伸（cyclic mechanical stretch，CS）

指因血管腔内压力变化而导致的血管壁反复伸展

和松弛，其伸长率通常不超过 10%~12%，持续时间

可从数分钟至数小时不等[9]。生理性 CS 有助于维

持血管内皮稳态，而病理性 CS 则可能诱导氧化应

激，并激活促炎转录因子[8]。尽管机械力在血管功

能调控中具有重要作用，但其涉及的具体信号通路

仍未被完全解析。Piezo1/2离子通道在血管内皮中

起着机械传感器的作用，其激活可引发 Ca²⁺内流并

导致细胞去极化[10]。Piezo1主要表达于血管内皮和

动脉平滑肌细胞，并已被证实可调节基质金属蛋白

酶 -2（activates matrix metalloproteinase-2，MMP-2）
及膜型 1 基质金属蛋白酶（membrane-type 1 matrix 
metalloproteinase，MT1-MMP）的活性，而这些酶在

血管结构重塑和毛细血管生成过程中发挥关键作

用[11-12]。近期研究表明，Piezo1 在血管周围脂肪组

织（perivascular adipose tissue，PVAT）中高表达，但

其对有无PVAT存在下的主动脉收缩功能未表现出

直接影响[13]。然而，机械刺激如何激活Piezo离子通

道及其在内皮功能障碍中的具体作用机制仍有待

进一步探讨。

雌激素受体（estrogen receptor，ESR）信号通路

在动脉粥样硬化中的保护作用已逐步被证实，并能

够通过降低病变进展风险来发挥心血管保护作

用[14-16]。G 蛋白偶联雌激素受体（G protein-coupled 
estrogen receptor，GPER）能够通过抑制 Piezo1 活性

来缓解机械应激诱导的细胞凋亡，这提示二者可能

存在直接的调控关系[17]。此外，在成骨细胞中，雌激

素缺乏诱导的骨质疏松可通过压电微振动得到缓

解，这一过程伴随着 Piezo1 信号的激活，以及 mi⁃
croRNA-29a和Wnt3a的上调，提示机械信号与雌激

素信号通路可能协同促进骨健康[18]。雌激素可间接

增强剪切应力，从而激活 Piezo1通道及连接蛋白 43
（Connexin 43），进而促进细胞内钙浓度和一氧化氮

的产生[17]。在血管平滑肌细胞中，Piezo1 受雌激素

受体调控，其激活可降低肌原性紧张度，并增强

eNOS 介导的舒张反应[19]。这些研究结果均强调了

在机械拉伸和氧化应激的背景下，探讨 Piezo1 与

ESR相互作用的重要性。

基于上述背景，本研究探讨了 Piezo1和 ESR 信

号通路在循环性机械拉伸条件下的相互作用，并评

估其在氧化低密度脂蛋白（oxidized low-density lipo⁃
protein，Ox-LDL）诱导的 HUVECs 细胞凋亡中的作

用。研究结果表明，机械拉伸可通过ESR信号抑制

Piezo1介导的细胞凋亡，而规律运动可在体内降低

Piezo1的表达水平，这提示运动可能具有类似雌激

素的内皮保护效应。这些发现为靶向 Piezo1/ESR
信号通路提供了新的治疗策略，以缓解动脉粥样硬

化相关的血管损伤。

1　材料与方法

1.1　动物实验设计

本研究采用 20只 7~8周龄的雄性 ApoE⁻/⁻小鼠，购自北

京维通利华实验动物技术有限公司（Beijing Vital River Labo⁃
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ratory Animal Technology Co.，Ltd.，中国北京），并饲养于特定

病原体自由（specific pathogen free，SPF）环境。所有实验均

符合实验动物护理和使用指南，并经上海中医药大学实验动

物伦理委员会批准。实验动物的饲养环境温度维持在 22±
2 ℃，湿度控制在稳定范围内，并采用 12 h 光暗交替周期。

所有小鼠均喂养高脂饮食（每 kg饲料含 150 g猪油、20 g胆固

醇、5 g胆酸和825 g普通饲料），自由饮水。

小鼠被随机分为无运动组（n=10）和运动组（n=10）。运

动组小鼠接受跑步机运动干预，具体参数为：速度 12 m/min、
坡度 0°，每日 30 min，持续 8周。实验结束后，小鼠采用二氧

化碳（CO₂）快速窒息法处死，并进行颈椎脱臼以确保无痛安

乐死。随后采集血液样本进行血脂分析（采用 Cayman 
Chemical 公司的商业试剂盒），并收集主动脉组织，固定于

4%多聚甲醛中或保存于-80 ℃供后续实验使用。

1.2　组织学分析

主动脉组织石蜡包埋及冷冻切片，随后进行苏木精-伊
红（hematoxylin and eosin staining，HE）染色（HE 试剂盒：

Abcam ab245880，英国 Cambridge），并按照生产商说明书操

作。切片在 400 倍下使用 Image-Pro Plus 6.0 软件进行图像

分析，并计算平均光密度（mean optical density，MOD）以评估

组织病变程度。

1.3　免疫组织化学和免疫荧光分析

本研究采用免疫组织化学（immunohistochemistry，IHC）
和免疫荧光（immunofluorescence，IF）检测 Piezo1 的表达情

况。对于 IHC分析，首先对石蜡包埋的组织切片进行 3%过

氧化氢处理，以抑制内源性过氧化物酶活性。随后，切片在

柠檬酸缓冲液（pH 6.0）中高温高压加热进行抗原修复，并使

用山羊血清封闭以减少非特异性结合。随后，切片与Piezo1
一抗（1∶50，NOVUS）在 4 ℃下孵育过夜，并在次日 37 ℃孵育

1 h 后，与山羊抗小鼠 IgG 二抗（Alexa Fluor® 488，1∶10 000，
A28175）反应。切片经 DAPI 核染色 10 min 后，使用 Image-
Pro Plus 6.0软件进行平均光密度分析，以评估Piezo1的表达

水平。对于 IF分析，首先固定接受机械拉伸刺激的HUVECs
于 4% 多聚甲醛中，并使用 0.25% Triton X-100 进行细胞膜

透化，随后在 PBS中用 3% BSA 进行封闭。细胞与 Piezo1一

抗（1∶200）在 4 ℃孵育过夜，PBS冲洗后，37 ℃孵育 1 h，与相

同的二抗（Alexa Fluor® 488，1∶10 000）反应。最后，DAPI
（10 min）进行核染色，并使用Leica SP5激光共聚焦显微镜进

行荧光信号检测和成像分析。

1.4　HUVECs细胞培养及Ox-LDL处理

人脐静脉内皮细胞（HUVECs）购自上海优佰生物科技

有限公司（中国，上海），经鉴定确认其纯度和无污染状态。

细胞培养于内皮细胞培养基（ECM，Sciencell），培养基中补

充 5% 胎牛血清（FBS，Gibco）和 1% 内皮细胞生长补充剂

（ECGS，Gibco）。培养基每 48 h更换 1次，细胞培养至 80%~
90%后用于实验。实验均采用第 5至 7代细胞，因这些代次

可维持最佳的内皮细胞表型稳定性。实验中，将HUVECs细
胞（7×10⁶个细胞/孔）接种于Bioflex细胞培养板（flexcell inter⁃

national corporation，Burlington，North Carolina），培养板基底

预涂 I 型胶原，随后根据实验要求分为以下实验组：①对

照组（Control）：α -MEM+2% FBS；② Ox-LDL 处理组（Ox-
LDL）：α-MEM+2% FBS+50 μg/mL Ox-LDL；③机械拉伸组

（Stretch）：α-MEM+2% FBS+50 μg/mL 机械拉伸（10% 伸长

率，1Hz，24 h）；④Ox-LDL+机械拉伸组（Ox-LDL+Stretch）：

α-MEM+2% FBS+50 μg/mL Ox-LDL+机械拉伸；⑤Piezo1 抑

制组（Dooku1）：α-MEM+2% FBS+50 μg/mL Ox-LDL+机械拉

伸+10 μmol/L Dooku1（Piezo1选择性拮抗剂）。实验中，采用

50 μg/mL氧化低密度脂蛋白（Ox-LDL）（购自上海晶科化学

科技有限公司，中国，上海）处理细胞 6 h，以模拟动脉粥样硬

化的病理环境。

1.5　循环性机械拉伸实验

HUVECs细胞培养至 80%~90%后，使用BioPress™ Flex⁃
cell FX-5000™ 机械拉伸系统（flexcell international corpora⁃
tion）施加循环性机械拉伸。细胞培养板固定在系统加载平

台上，该平台由 6个平面支柱组成，可模拟接近生理条件的

动态机械应力。细胞暴露于 10%伸长率、1 Hz（60次/min）的

机械拉伸刺激，持续24 h。
1.6　Piezo1抑制实验

为探究 Piezo1在循环性机械拉伸诱导细胞凋亡中的作

用，实验采用 Dooku1（Piezo1 选择性拮抗剂，#HY-126010，
MCE）。在 Ox-LDL 处理前 20 min，加入 10 nmol/L Dooku1，
孵育20 min后更换新鲜培养基，再进行Ox-LDL处理。

1.7　血管生成实验

采用Matrigel管腔形成实验评估HUVECs细胞的血管生

成能力[20]。实验流程如下：在 6 孔板（TissueTrain®，Flexcell 
International）中加入 0.5 mL/孔 Matrigel（BD Biosciences），并

在 37 ℃预孵育 30 min 形成基质层；HUVECs（1.4×10⁵细胞/
孔）悬浮于 VEGF（100 ng/mL）+EGM-2 培养基中，实验分组

如下：①对照组：未处理；②Ox-LDL 处理组：100 μg/mL Ox-
LDL 处理；③机械拉伸组：10% 伸长率、1Hz 机械拉伸（处理

1 h后接种）；细胞培养 6~8 h后，在Olympus IX73倒置显微镜

（100×）下成像分析。

1.8　油红O染色

体外实验：HUVECs 细胞固定后，使用 0.15% 油红 O 溶

液（60% 异丙醇-PBS 稀释）染色 10 min，随后进行苏木精复

染（1 min），PBS洗涤 2次，Olympus IX73（100×）观察脂滴累

积情况。

体内实验：小鼠主动脉固定于 4%多聚甲醛（4 ℃，16 h），

依次用水（10 min）和 60%异丙醇（预处理）冲洗后，采用油红

O溶液染色 15 min。随后依次用 60%异丙醇冲洗，PBS洗涤

3次，最终观察动脉粥样硬化斑块面积。

1.9　活性氧水平检测

HUVECs 细胞经冷 PBS 洗涤后，加入 5 umol/L Dihydro⁃
ethidium（DHE）溶液（J&L Biological，China），37 ℃避光孵育

60 min。随后使用 Olympus IX73（100×）进行荧光检测，以

评估细胞内ROS水平。
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1.10　氧化应激生物化学检测

在循环性机械拉伸处理后，收集细胞培养上清液进行生

物化学分析。采用南京建成生物工程研究所（Jiancheng，
Nanjing，China）提供的检测试剂盒，分别检测丙二醛（malo⁃
ndialdehyde，MDA）、超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，
SOD）和乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase，LDH）水平，实验

均严格按照制造商提供的实验操作流程进行。实验过程中，

细胞培养上清液经 12 000 ×g离心（4 ℃，10 min）收集，并采

用 BCA 蛋白定量试剂盒测定蛋白含量。MDA 和 LDH 分别

在 532 nm和 560 nm处测定吸光度；SOD活性通过NBT/酶工

作液反应后，在 560 nm处测定吸光度；仪器检测采用 Syner⁃
gyHTX微孔板读数仪（Gene Company Limited）。

1.11　Hoechst 33342 染色检测细胞凋亡

采用 Hoechst 33342 染色试剂盒（Beyotime，Shanghai，
China）对细胞凋亡情况进行检测，实验严格按照制造商提供

的实验操作流程进行。实验过程中，接受循环性机械拉伸处

理的 HUVECs 细胞用冷 PBS 洗涤，随后加入 10 μL/mL 
Hoechst 33342染色液，37 ℃避光孵育 10 min。染色完成后，

细 胞 用 PBS 洗 涤 2 次 ，并 在 Olympus IX73 荧 光 显 微 镜

（100×）下观察细胞核形态，评估凋亡细胞的核固缩和断裂

情况。最终，细胞凋亡率（%）计算方式为：凋亡细胞数/总细

胞数×100%。

1.12　Piezo1和ESR免疫共沉淀（Co-IP）实验

HUVECs细胞培养于 37 ℃、5% CO₂环境中，并进行 3次

重复实验。在免疫共沉淀实验前，细胞先接受 Ox-LDL 处

理，随后6 h后施加循环性机械拉伸刺激。实验结束后，细胞

用冰PBS洗涤 2次以去除残留培养基和细胞碎片。随后，细

胞在冰浴条件下使用免疫共沉淀裂解液（Beyotime Institute 
of Biotechnology，China）裂解，并补充蛋白酶抑制剂和磷酸酶

抑制剂。裂解液经预清除处理，加入蛋白 A/G Sepharose
微珠（Santa Cruz，CA，USA），按 10∶1（v/v）比例混匀，4 ℃，

14 000 r/min 离心 5 s。预清除后的裂解液在 4 ℃过夜孵育，

分别加入Piezo1一抗、ESR一抗，同时设立 IgG作为对照。随

后，使用 Pierce® Protein A/G Agarose进行 2 h室温孵育，回收

免疫复合物。免疫复合物经 3次洗涤后，进行 SDS-PAGE电

泳，并采用Western blot分析Piezo1和ESR的表达情况。

1.13　Western blot检测

本研究采用RIPA裂解液（Cell Signaling Technologies）提

取HUVECs细胞总蛋白，并使用 10% SDS-PAGE凝胶进行电

泳分离。随后，将蛋白转移至PVDF（Millipore），并在室温下

使用 5% 脱脂奶粉溶解于 TBST（Tris缓冲盐溶液+Tween 20）
进行封闭 1 h，以减少非特异性结合。封闭后，膜分别加入以

下一抗，于 4 ℃孵育 18 h，分别包括抗 GAPDH（1∶1 000，
#5174S，CST），抗 Bax（1∶1 000，#50599-2-1g，Proteintech），

抗 BCL-2（1∶1 000，#12789-1-AP，Proteintech），抗 ESR1
（1∶1 000，ab271815，Abcam），抗 ESR2（1∶1 000，ab196787，
Abcam），抗 GPER（1∶1 000，ab260033，Abcam），抗 Piezo1
（1∶1 000，#NBP-75617，NOVUS），抗 Caspase-3（1∶1 000，

#9661，Cell Signaling Technology）。孵育完成后，膜用 TBST
洗涤 3次，每次 5 min。然后，将膜在室温孵育 1 h，与HRP标

记的山羊抗兔二抗（1∶10 000，Eubiotech®）结合。洗涤后，采

用增强化学发光（ECL）试剂进行显色，并使用 Image J 软件

进行条带定量分析，以GAPDH作为内参蛋白。

1.14　统计学方法

所有数据均来源于至少 3次独立实验，并以均数±标准

差（x±s）的形式表示。统计学分析采用 GraphPad Prism 6
（GraphPad，CA，USA）进行计算，主要采用非配对 Student's t
检验用于两组间比较，单因素方差分析和双因素方差分析用

于多组间比较，并在方差分析后进行Tukey事后检验以确定

组间差异。检验水准α=0.05。

2　结 果

2.1　循环性机械拉伸缓解 Ox-LDL 诱导的 HUVECs 氧化

应激

Oil-Red-O 染色结果显示，与无运动组相比，运动组小

鼠的主动脉粥样硬化斑块面积显著减少（图 1A）。进一步在

体外模型中模拟周期性机械牵张，观察 HUVECs在 Ox-LDL
处理后的脂质积聚情况。结果表明，Ox-LDL处理诱导大量

脂质积聚，而周期性机械牵张可显著减少脂质沉积（图 1B）。

随后，通过中性脂滴积累实验评估 HUVECs 细胞在不同处

理条件下的变化，结果显示循环性机械拉伸（10% 伸长率，

1 Hz）显著增强了Ox-LDL诱导的HUVECs血管生成能力（图

1C）。进一步的定量分析发现，与单独Ox-LDL处理组相比，

Ox-LDL+机械拉伸组的细胞网络分支显著增加（t=8.230，P=
0.001 2）（图1D）。

此外，通过荧光显微镜观察 ROS 生成情况，发现 Ox-
LDL 处理可显著增加 ROS 产生（F=493.2，P<0.001），而循环

性机械拉伸可有效降低 ROS 水平（F=493.2，P<0.001）（图

1E、F）。同时，Ox-LDL 处理后培养液中 MDA（F=19.28，P=
0.002）和LDH（F=172.4，P<0.001）水平显著升高，而 SOD（F=
251.0，P<0.001）水平下降，但机械拉伸可有效逆转这一趋势

（MDA F=19.28，P=0.026）（LDH F=251.0，P<0.001）（SOD F=
172.4，P<0.001）（图 1G~I）。这些数据表明，循环性机械拉伸

可能通过调控ROS生成，提高细胞对氧化应激的耐受性，从

而缓解Ox-LDL诱导的HUVECs损伤。

2.2　循环性机械拉伸通过 Piezo1 激活促进 HUVECs 血管

生成

HUVECs 在 Ox-LDL 诱导下其 Piezo1 表达显著上调（F= 
20.39，P=0.002）。然而，当细胞受到循环性机械拉伸刺激

后，Piezo1 荧光强度明显低于单独 Ox-LDL 处理组（F= 
20.39，P=0.012）（图 2A、B）。进一步分析证实，Ox-LDL单独

处理可显著增加Piezo1表达（F=380.7，P<0.001），而Ox-LDL+
机械拉伸组可有效降低 Piezo1 水平（F=380.7，P=0.001）
（图 2C、D）。

在粥样硬化小鼠模型中，Piezo1水平也表现出相似的变
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化趋势。免疫组化实验结果显示，与无运动组小鼠相比，运

动干预可显著降低主动脉组织Piezo1的表达水平，这一结果

通过平均光密度测量得到定量确认（图 2E）。这些结果表

明，运动可能通过调节 Piezo1这一机械敏感蛋白的表达，对

粥样硬化发挥保护作用。

2.3　循环性机械拉伸抑制Ox-LDL诱导的细胞凋亡

在管腔形成实验中，Ox-LDL 显著抑制血管形成能力，

而Piezo1抑制剂Dooku1和循环性机械拉伸均能部分逆转该

抑制作用（图 3A）。管腔分支点定量分析显示，Ox-LDL组的

分支点数显著低于 Ox-LDL+Dooku1 组（F=43.85，P=0.039）
和Ox-LDL+Dooku1+Stretch组（F=43.85，P=0.002）（图3B）。

Hoechst 33342染色结果进一步表明，Ox-LDL可诱导明

显的细胞核浓缩和凋亡细胞增多，而机械拉伸处理明显缓解

凋亡（图 3C）。定量分析显示，Ox-LDL组凋亡细胞比例显著

高于对照组（F=345.2，P<0.001），而 Dooku1（F=345.2，P<

0.001）和机械拉伸（F=345.2，P<0.001）干预均可有效降低凋

亡率（图 3D）。表明Dooku1和机械拉伸在抑制Ox-LDL诱导

的细胞凋亡方面具有协同保护作用

Western blot结果进一步验证了上述结论，Ox-LDL处理

显著上调凋亡相关蛋白 cleaved caspase-3 和 Bax，同时下调

Bcl-2 表达；而 Dooku1 或机械拉伸可显著逆转这些变化

（图 3E）。定量分析表明，caspase-3 表达在 Ox-LDL 组显著

上调（F=51.92，P=0.044），在Dooku1（F=51.92，P=0.001）和机

械拉伸组（F=51.92，P=0.032）均有所下降（图 3F）；Bax 表达

呈相同趋势（F=68.94，P<0.001，P=0.005和P<0.001）（图3G），
而Bcl-2则呈现相反的表达趋势（F=193.5，P<0.001，P<0.001
和P<0.001）（图3H~J）。

2.4　循环性机械拉伸对HUVECs Piezo1/ESR1的调控作用

已有研究表明，ESR可通过调控细胞内Ca²⁺和K⁺通道来

维持血管内皮功能[21]。然而，关于 Piezo1/ESR1 轴的相互作

注：a，与 Control组比较，P<0.01；b，与 Control组比较，P<0.001；c，与 Ox-LDL 组比较，P<0.05；d，与 Ox-LDL 组比较，P<0.01；e，与 Ox-LDL 组比

较，P<0.001
图 1　周期性机械牵张对 Ox-LDL 诱导的 HUVECs 损伤的影响
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用及其在循环性机械拉伸中的作用机制研究较少。因此，本

研究进一步探讨了机械拉伸对 Ox-LDL 诱导的 HUVECs 细
胞中Piezo1/ESR1轴的调节作用。

实验结果显示，Ox-LDL 处理后 ESR1 表达水平显著升

高（F=2.076，P<0.001），而 Piezo1 选择性抑制剂 Dooku1 可降

低 ESR1 的表达水平（F=2.076，P<0.001），提示 Piezo1 与

ESR1之间可能存在正向调控关系（图 4A~D）。此外，在未使

用 Dooku1 的情况下，机械拉伸可显著降低 ESR1 表达（F=
2.076，P=0.002），而在Dooku1存在时，ESR1表达进一步下降

（F=2.076，P<0.001），表明机械拉伸可能通过抑制 Piezo1 通

道来降低 Ox-LDL 诱导的 ESR1 表达（图 4A、B）。进一步分

析发现，Ox-LDL亦可上调ESR2（F=44.62，P=0.002）与GPER
（F=62.91，P<0.001）的表达水平，而 Dooku1 干预（F=44.62，

P=0.002 和 F=62.91，P=0.015）及机械拉伸（F=287，P=0.029
和 F=62.91，P=0.035）均可抑制其表达，二者联合作用时抑

制效应更为显著（F=44.62，P<0.001 和 F=62.91，P<0.001）
（图 4C、D），提示 Piezo1可能不仅影响ESR1，还可调控ESR2
和GPER的表达，共同介导内皮细胞对机械刺激与脂质氧化

应激的反应。

为了进一步确定 Piezo1是否通过调控 ESR 参与粥样硬

化的发生，本研究采用免疫共沉淀（CoIP）实验进行验证。结

果显示，在接受Ox-LDL和机械拉伸处理的小鼠主动脉组织

中，内源性 Piezo1 与 ESR 之间存在显著相互作用（图 4E）。

此外，在 Piezo1 抗体免疫沉淀的复合物中检测到 ESR，而在

ESR抗体免疫沉淀的复合物中也检测到Piezo1，进一步证明

两者之间可能存在直接或间接的相互作用。

注：a，与Control组比较，P<0.01；b，与Ox-LDL组比较，P<0.001

图 2　Piezo1 参与周期性机械牵张介导的 HUVECs 管腔形成过程
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注：a，与Control组比较，P<0.05；b，与Control组比较，P<0.001；c，与Ox-LDL组比较，P<0.05；d，与Ox-LDL组比较，P<0.01；e，与Ox-LDL组比较

P<0.001；f，与Ox-LDL+Stretch组比较，P<0.05；g，与Ox-LDL+Stretch组比较，P<0.01；h，与Ox-LDL+Stretch组比较，P<0.001
图 3　周期性机械牵张对 Ox-LDL 刺激下 HUVECs 的抗凋亡作用
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3　讨 论

本研究表明，双模式的剪切应变可缓解动脉粥

样硬化，首先通过HUVECs中的周期性拉伸（CS）作

用，其次在体内实验中通过运动干预，突出了机械

应力在血管病理学中的复杂作用。该效应主要由

机械敏感离子通道 Piezo1 及其下游 ESR 信号通路

介导。Dooku1抑制 Piezo1可模拟周期性拉伸干预，

并通过降低 Piezo1 水平逆转氧化低密度脂蛋白

（Ox-LDL）诱导的凋亡增加，强调了Piezo1在调控动

脉粥样硬化斑块形成过程中细胞对机械刺激应答

中的关键作用。进一步阐明 Piezo1 调控的复杂机

制，可能为动脉粥样硬化相关并发症的治疗提供新

的策略。

细胞凋亡通常伴随胞内钾离子（[K+]）浓度下

降，但研究发现，离子通道抑制剂可通过独立于 K+

损失的机制阻断 caspase-3的激活[22]。近年来，Piezo
离子通道因其在心血管发育及动脉粥样硬化中的
作用而备受关注[23-24]，但关于 Piezo1 在动脉粥样硬
化中的研究仍较为有限。本研究发现，在体外实验
中，Ox-LDL诱导后 Piezo1表达水平升高，而在体内
实验中，运动干预同样增加Piezo1表达，这一结果与
既往研究相一致[25]。

暴露于Ox-LDL的HUVECs经历了氧化应激损
伤，活性氧（ROS）水平升高，导致内皮细胞完整性丧
失、炎症反应增强及细胞凋亡增加[26]。此外，氧化应
激可促进 LDL 氧化，进而对内皮细胞产生细胞毒
性[27]。本研究观察到 Ox-LDL 暴露后 HUVECs 的
ROS水平升高，并检测到Hoechst 33342阳性细胞增
加，与此前研究结果相符[26]。运动训练可通过降低
氧化应激和 ROS生成提高一氧化氮（NO）生物利用

注：a，与Control组比较，P<0.001；b，与Ox-LDL组比较，P<0.05；c，与Ox-LDL组比较，P<0.01；d，与Ox-LDL组比较，P<0.001；e，与Ox-LDL+

Stretch组比较，P<0.001

图 4　周期性机械牵张抑制 Piezo1/ESR1 信号通路的激活
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度[28]。此外，周期性拉伸对内皮细胞功能的调控不
仅依赖于应力信号，如细胞外基质重塑、内皮通透
性调节及血管舒张调控[29]，还涉及代谢组学变化，包
括氧化应激及 ROS生成[30]。本研究表明，周期性机
械拉伸可减少 Ox-LDL 诱导的 ROS 生成及细胞凋
亡，提示该干预措施可能有助于改善血管健康，预
防心血管疾病。一般而言，适量的ROS可促进细胞
增殖，而过量的 ROS 则具有细胞毒性[31]。然而，也
有研究表明ROS积累与细胞增殖密切相关，可能通
过 MAPK 信号通路促进滋养层细胞的增殖与分
化[32-33]。本课题组推测，周期性机械拉伸可能通过
抑制 ROS生成和激活促存活/抗凋亡信号发挥保护
作用，这一机制尚需进一步研究。

近年来，内皮细胞被认为是评估运动对动脉粥
样硬化影响的重要传感器[34]，而 Piezo1 作为关键的
机械传感器，可通过介导Ca²⁺内流响应机械力，调控
多种细胞行为[35]，包括胚胎期血管成熟[36]、血压调
控[37]、血管通透性[38]、动脉粥样硬化进程[39]及剪切应
力反应[40]。本研究表明，运动不仅能够恢复因动脉
粥样硬化干预而改变的 Piezo1水平，还可通过降低
氧化应激、增加内皮祖细胞数量及调控血管反应来
改善内皮功能[41-42]。此外，Ox-LDL诱导的 Piezo1表
达可加剧炎症反应[43]并激活线粒体依赖的细胞凋亡
通路，这对于血管损伤的发生至关重要[44]。本研究
的体外实验发现，Ox-LDL 诱导的 Piezo1 表达升高
与细胞凋亡增加呈正相关，而机械拉伸或 Piezo1抑
制剂 Dooku1 均可有效逆转这一变化，进一步支持
Piezo1在动脉粥样硬化中的保护性作用。

在确定 Piezo1 在动脉粥样硬化进程中的作用
后，本研究进一步探讨了其潜在的调控机制。已有
研究表明，雌激素通过调控离子通道的表达及功
能，在血管收缩及抗炎反应中发挥重要作用[45]。机
械拉伸可引起胞质 Ca²⁺水平升高，促进细胞骨架重
塑及毛细血管细胞的定向排列，从而影响血管完整
性[46-47]。此外，Piezo1 介导的内皮细胞 ATP 释放可
激活下游效应分子，如 VE-cadherin 及 VEGFR2，进
而促进内皮一氧化氮合酶（eNOS）磷酸化[41]。本研
究首次鉴定了机械刺激诱导 Piezo1 激活的新型受
体，并进一步阐明了 Piezo1/ESR 信号通路在 Ox-
LDL诱导的内皮损伤中的作用，显著提升了对血管
病理生理学的理解。本研究发现，周期性机械拉伸
可显著抑制Ox-LDL诱导的ESR1激活，无论是否存
在 Dooku1，均可降低 Ox-LDL 导致的 ESR1 表达升
高。此外，共免疫沉淀（Co-IP）分析证实了内源性
Piezo1 与 ESR 之间的相互作用，表明 Piezo1 可能是
ESR的新型受体。

总而言之，本研究表明周期性机械拉伸可抑制
Ox-LDL 刺激下 HUVECs 的细胞凋亡，并揭示了

Piezo1/ESR1 介导的机械感知在抗氧化应激中的作
用。值得注意的是，尽管已有研究证实 Piezo1在感
知血流剪切力、介导血流紊乱区域内皮功能障碍中
发挥关键作用，但其与内分泌信号通路特别是雌激
素受体（ESR）之间的调控机制尚未明确。本研究首
次提出并实验证实 Piezo1 与 ESR1 存在物理互作，
系统阐明了 Piezo1/ESR1信号轴在循环性机械拉伸
干预中的作用机制。通过体内运动与体外HUVECs
模型验证了该信号轴在缓解内皮氧化应激和凋亡中
的关键调控功能，丰富了对 Piezo1在血管病理生理
过程中的认识，为动脉粥样硬化的力学-激素联合干
预提供了新的理论依据和潜在靶点。但进一步研究
仍需验证 Piezo1/ESR1激活在运动血流动力学增强
中的内皮保护作用。此外，运动干预在体内实验中
对动脉粥样硬化具有积极影响，但Piezo1与ESR1之
间的具体调控机制及相互作用仍需进一步阐明。
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