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二甲双胍对血管内皮细胞自噬的作用
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　　［摘要］　目的　观察二甲双胍对内皮细胞自噬的影响，并探讨其可能的调控机制。方法　以不同
浓度二甲双胍（０、２．５、５、１０、２０、４０ｍｍｏｌ／Ｌ）处理人脐静脉内皮细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣ）２４ｈ，并以５ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍分别处理细胞２４、４８、７２ｈ，用ＣＣＫ８法检测细胞存活率；药
物处理细胞分４组：对照组（ｃｔｌ）、二甲双胍组（Ｍｅｔ）、ＴＧＦβ１组（ＴＧＦ）、二甲双胍＋ＴＧＦβ１处理组（Ｍ＋Ｔ），
透射电镜观察各组细胞中自噬体的形成；免疫荧光和ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测自噬相关分子ＬＣ３Ⅱ、Ｂｅｃｌｉｎ１的
表达。在原分组基础上进一步加入 Ｈｉｐｐｏ信号通路抑制剂 ＸＭＵＭＰ１和 Ｈｉｐｐｏ信号转录因子 ＹＡＰ阻
断剂维替泊芬处理，包括ＸＭＵＭＰ１处理组（ＸＭＵ），二甲双胍＋ＸＭＵＭＰ１处理组（Ｍ＋Ｘ）、维替泊芬组
（Ｖｅｒ）、维替泊芬＋ＴＧＦβ１共处理组（Ｖ＋Ｔ）、维替泊芬＋ＸＭＵＭＰ１共处理组（Ｖ＋Ｘ），ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测
ＬＣ３Ⅱ、ＹＡＰ、ｐＹＡＰ及其靶蛋白 ＣＴＧＦ的表达。结果　ＣＣＫ８结果表明，与 ０ｍｍｏｌ／Ｌ组相比，１０、２０、
４０ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍处理２４ｈ，细胞存活率显著降低（Ｐ＜０．０１），因此后续实验采用５ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍
处理２４ｈ；电镜、免疫荧光及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明，与 ｃｔｌ组比较，ＴＧＦ组细胞内自噬体形成增多，ＬＣ３
Ⅱ、Ｂｅｃｌｉｎ１的表达上调（Ｐ＜０．０５），ＹＡＰ磷酸化水平降低（Ｐ＜０．０１），ＣＴＧＦ表达上调（Ｐ＜０．０１），加入二
甲双胍共处理的 Ｍ＋Ｔ组中上述变化明显被阻断；与 ＴＧＦ组比较，Ｖ＋Ｔ组 ＬＣ３Ⅱ和 ＣＴＧＦ表达均下调
（Ｐ＜０．０１）。此外，与ｃｔｌ组比较，ＸＭＵ组 ＬＣ３Ⅱ表达增强（Ｐ＜０．０１）、ＹＡＰ磷酸化水平降低（Ｐ＜０．０１）、
ＣＴＧＦ表达（Ｐ＜０．０１）显著上调，与ＴＧＦ组表达趋势一致；经二甲双胍处理（Ｍ＋Ｘ组），同样逆转上述变
化，与Ｍ＋Ｔ组表达趋势一致；与 ＸＭＵ组比较，加入维替泊芬的 Ｖ＋Ｘ组 ＬＣ３Ⅱ和 ＣＴＧＦ的表达均下调
（Ｐ＜０．０１）。结论　二甲双胍通过阻断ＹＡＰ信号分子的激活抑制了 ＴＧＦβ１诱导的内皮细胞自噬，从而
可能对血管起到保护作用。
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　　慢性肾病引起的心血管并发症一直是临床上亟待
解决的问题。慢性肾病患者体内高表达的转化生长因

子（ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）促进内皮
间质化，导致内皮细胞功能失调，是引起血管新生内膜

增生及血管狭窄的主要因素之一［１－２］。有报道表明

ＴＧＦβ家族成员在诱导内皮间质化的同时还促进了内
皮细胞自噬［３］。自噬是细胞维持自身稳态的有效机

制，当血管受到急性损伤时，促进平滑肌细胞自噬可以

降低炎症反应，减少细胞外基质的沉积，减轻血管狭窄

程度［４］。ＣＨＡＮＧ等［５］研究则发现阻止内皮细胞自噬

可减少内皮细胞损伤。表明自噬在血管损伤修复过程

中发挥重要作用，阻止内皮细胞自噬很有可能对血管

起到保护作用。

　　二甲双胍（Ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ）是临床上常用降糖药。研
究表明二甲双胍可促进平滑肌细胞自噬来抑制新生内

膜增生，从而起到血管保护作用［６］。另有报道二甲双

胍可抑制肾小管上皮细胞自噬从而保护细胞免受蛋白

尿引起的氧化应激损伤［７］。但是二甲双胍对内皮细

胞自噬的影响及其调控机制目前并不清楚。

　　ＹＡＰ（ｙｅｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ）是新近发现在细胞增
殖、分化等调控上具有重要功能的 Ｈｉｐｐｏ信号通路的

转录因子［８］，ＹＡＰ的异常调节可引起血管新生内膜增
生及血管狭窄［９］。本研究观察 ＴＧＦβ１和二甲双胍对
内皮细胞自噬的影响，并进一步探讨ＹＡＰ信号在其中
的作用，以期为临床用药调控血管损伤修复提供实验

参考。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　ＲＰＭＩ１６４０（Ｃ１１８７５５００ＢＴ）购自美国Ｇｉｂｃｏ公司，
胎牛血清（ＳＶ３００８７．０３）购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司，二甲
双胍（Ｄ１５０９５９）购自美国Ｓｉｇｍａ公司，ＴＧＦβ１（１００２１）
购自美国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司，ＸＭＵＭＰ１（Ｓ８３３４）购自美
国ｓｅｌｌｅｃｋ公司，维替泊芬（Ｖｅｒｔｅｐｏｒｆｉｎ，ＨＹＢ０１４６）购
自美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司，ＣＣＫ８（ＣＫ０４）购自日
本 ＤＯＪＩＮＤＯ 公 司，ＥＣＬ化 学 发 光 显 影 试 剂 盒
（Ｐ００１８Ｓ）购自中国碧云天公司；一抗（均为兔源）：ＬＣ３
Ⅰ／Ⅱ（１２７１Ｓ）购自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，
Ｂｅｃｌｉｎ１（ＡＰ０７６８）、 ＹＡＰ （ＢＳ９９２０Ｍ）、 ｐＹＡＰ
（ＢＳ９４００７）、ＣＴＧＦ（ＢＳ７４４５）和 ＧＡＰＤＨ（ＡＰ００６３）均购
自美国Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司；二抗：辣根过氧化物酶标记山羊
抗兔ＩｇＧ（Ａ０２０８）和Ｃｙ３标记山羊抗兔ＩｇＧ（Ａ０５１６）购
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自中国碧云天公司。

１．２　细胞培养和处理
　　ＨＵＶＥＣ细胞株为本室保存，用含 １０％胎牛血清
的ＲＰＭＩ１６４０培养基在３７℃、５％ＣＯ２培养箱中传代培
养，选择处于对数期的细胞进行研究。ＨＵＶＥＣ接种并
生长到７０％～８０％后按不同分组加入 ５ｍｍｏｌ／Ｌ二甲
双胍、１０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１、２μｍｏｌ／ＬＸＭＵＭＰ１、０．２５
μｍｏｌ／Ｌ维替泊芬（Ｖｅｒｔｅｐｏｒｆｉｎ）［１０］进行处理。在检测
ＴＧＦβ１和二甲双胍对自噬的影响实验中，细胞分为４组：
对照组（ｃｔｌ）、二甲双胍处理组（Ｍｅｔ）、ＴＧＦβ１处理组
（ＴＧＦ）、二甲双胍和 ＴＧＦβ１共处理组（Ｍ＋Ｔ）；在对
ＹＡＰ激活情况与自噬关系的研究中，除上述 ４组外，
增加 ＸＭＵＭＰ１处理组（ＸＭＵ）、二甲双胍＋ＸＭＵＭＰ
１共处理组 （Ｍ＋Ｘ）、Ｖｅｒｔｅｐｏｒｆｉｎ处理组 （Ｖｅｒ）、
Ｖｅｒｔｅｐｏｒｆｉｎ＋ＴＧＦβ１共处理组（Ｖ＋Ｔ）、Ｖｅｒｔｅｐｏｒｆｉｎ＋
ＸＭＵＭＰ１共处理组（Ｖ＋Ｘ），共９组。其中共处理组
二甲双胍或Ｖｅｒｔｅｐｏｒｆｉｎ均先加１ｈ后再加入ＴＧＦβ１或
ＸＭＵＭＰ１，２４ｈ后收取细胞总蛋白质或进行后续实验。
１．３　ＣＣＫ８（ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８）检测
　　细胞以２０００个／孔的密度接种于 ９６孔板，分别
予以不同浓度（０、２．５、５、１０、２０、４０ｍｍｏｌ／Ｌ）二甲双胍
处理２４ｈ，又以 ５ｍｍｏｌ／Ｌ浓度的二甲双胍分别处理
ＨＵＶＥＣ２４、４８、７２ｈ，每组设３个复孔，同时设空白对照
组。按试剂盒说明书加入１０μＬＣＣＫ８试剂孵育３ｈ
后，在酶标仪４５０ｎｍ波长下测定各孔吸光度。计算细
胞存活率＝（实验组－空白对照组）／（对照组－空白对
照组）×１００％。
１．４　透射电镜检测
　　待测各组细胞经药物处理后，以胰酶消化并离心，
取细胞数约８×１０５个用ＰＢＳ重悬再离心，吸去ＰＢＳ后
沿管壁滴入５００μＬ戊二醛进行固定，制样后于扫描电
镜下观察。

１．５　细胞免疫荧光
　　细胞接种于盖玻片上，经相应处理后以 ＰＢＳ漂洗
２次，室温下４％多聚甲醛固定 ２０ｍｉｎ，０．３％ＴｒｉｔｏｎＸ
１００处理１５ｍｉｎ，封闭２０ｍｉｎ，加入兔源ＬＣ３Ⅰ／Ⅱ抗体
（１∶１００）于４℃孵育过夜，ＰＢＳ漂洗３次后，Ｃｙ３标记
山羊抗兔ＩｇＧ（１∶１０００）室温孵育１．５ｈ后，ＰＢＳ漂洗
３次，滴加ＤＡＰＩ室温孵育５ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗３次后，封
片，在荧光显微镜下观察拍照。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　８×１０５个细胞经含有蛋白酶抑制剂的 ＲＩＰＡ裂解
液冰上裂解５ｍｉｎ，刮取细胞裂解液于ＥＰ管中，８０００×ｇ
离心１０ｍｉｎ，吸取上清，ＢＣＡ法测定蛋白浓度，以 ５×
ＳＤＳ上样缓冲液于１０５℃煮沸５ｍｉｎ。２０μｇ蛋白样品

经１０％ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，以２５０ｍＡ恒流１．５ｈ转
移到硝酸纤维素膜上，室温封闭１ｈ。４℃下将硝酸纤
维素膜分别浸入 ＬＣ３Ⅰ／Ⅱ（１∶５００）、Ｂｅｃｌｉｎ１（１∶１０００）、
ＹＡＰ（１∶１０００）、ｐＹＡＰ（１∶１０００）、ＣＴＧＦ（１∶１０００）、
ＧＡＰＤＨ（１∶３０００）一抗中孵育过夜，ＴＢＳＴ（ＴｒｉｓＢｕｆｆｅｒｅｄ
ＳａｌｉｎｅＴｗｅｅｎ２０）洗膜５ｍｉｎ×３次，浸入辣根过氧化物
酶标记山羊抗兔ＩｇＧ（１∶１０００），室温孵１ｈ后用ＴＢＳＴ
洗膜５ｍｉｎ×３次，滴加 ＥＣＬ化学发光试剂盒显影，图
像使用 ＡｄｏｂｅＰｈｏｔｏｓｈｏｐ２０２０软件进行灰度值定量
分析。

１．７　统计学分析
　　实验均重复至少３次，计量数据以 珋ｘ±ｓ表示。采
用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８进行统计分析并制图，采用ｔ检验
进行两组间比较，单因素方差分析 Ｄｕｎｎｅｔｔｔ检验进行
多组间比较。Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　二甲双胍对ＨＵＶＥＣ存活率的影响
　　以０、２．５、５、１０、２０、４０ｍｍｏｌ／Ｌ的二甲双胍处理
ＨＵＶＥＣ２４ｈ，随后进行ＣＣＫ８检测。单因素方差分析
结果显示，二甲双胍浓度对 ＨＵＶＥＣ存活率有显著影
响（Ｆ＝２２．２１，Ｐ＜０．０１），随着二甲双胍浓度的升高，细胞
存活率逐渐下降。二甲双胍浓度在１０、２０、４０ｍｍｏｌ／Ｌ
时，细胞存活率与０ｍｍｏｌ／Ｌ相比显著降低（Ｐ＜０．０１，
图１Ａ）。在此基础上，进一步检测５ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍
处理２４、４８、７２ｈ时细胞存活率。结果表明，单因素方
差分析提示二甲双胍处理时间对 ＨＵＶＥＣ存活率同样
存在显著影响（Ｆ＝７．５４２，Ｐ＜０．０１），与０ｈ处理组相
比，４８、７２ｈ处理均显著抑制了 ＨＵＶＥＣ存活率（Ｐ＜
０．０５，图１Ｂ）。因此，后续实验选择５ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双
胍处理２４ｈ。
２．２　二甲双胍抑制ＴＧＦβ１诱导的内皮细胞内自噬体

形成

　　电镜观察可见，与对照组比较，ＴＧＦβ１处理后细
胞中有较多自噬体出现。经二甲双胍处理后，细胞内

自噬体明显减少（图２）。
２．３　二甲双胍下调ＴＧＦβ１诱导的自噬相关分子表达
　　ＬＣ３Ⅱ和Ｂｅｃｌｉｎ１是细胞自噬标志分子，进一步检
测ＨＵＶＥＣ中这两种分子的表达水平。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结
果显示，ＴＧＦβ１促进了 ＬＣ３Ⅱ和 Ｂｅｃｌｉｎ１的表达（图
３Ａ、Ｂ），二甲双胍处理逆转了 ＴＧＦβ１对这两种分子表
达的诱导效应。免疫荧光实验与 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ结果一
致（图３Ｃ）。结果表明二甲双胍明显抑制了ＴＧＦβ１诱
导的细胞自噬。

５８７　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（８）
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图１　二甲双胍处理ＨＵＶＥＣ后细胞存活率
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ｃｔｌ：对照组；Ｍｅｔ：５ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍处理组；ＴＧＦ：１０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１处理组；Ｍ＋Ｔ：二甲双胍和 ＴＧＦβ１共处理组；下图为对应上
图方框放大；箭头示自噬体

图２　透射电镜观察ＨＵＶＥＣ内自噬体

２．４　二甲双胍阻遏ＴＧＦβ１诱导的ＹＡＰ激活
　　为了了解二甲双胍抑制ＴＧＦβ１诱导的自噬是否与
ＹＡＰ激活相关，采用ＹＡＰ上游激酶ＭＳＴ１／２（ｍａｍｍａｌｉａｎ
Ｓｔｅ２０ｌｉｋｅｋｉｎａｓｅｓ１／２）的特异性抑制剂 ＸＭＵＭＰ１和
ＹＡＰ特异性抑制剂 Ｖｅｒｔｅｐｏｒｆｉｎ分别处理 ＨＵＶＥＣ，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测内皮细胞中ＬＣ３Ⅱ表达、ＹＡＰ磷酸化
水平及其下游靶蛋白结缔组织生长因子（ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅ
ｔｉｓｓｕｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＣＴＧＦ）的表达情况。如图４所示，
ＴＧＦβ１处理后内皮细胞 ＹＡＰ磷酸化水平下降（Ｐ＜
０．０１，图４Ａ、Ｂ），总蛋白水平也有所降低（图 ４ＡＣ），
ＣＴＧＦ表达升高（Ｐ＜０．０１，图４Ａ、Ｄ），与ＹＡＰ上游激酶
抑制剂ＸＭＵＭＰ１处理内皮细胞后 ＹＡＰ及 ＣＴＧＦ表
达变化一致（Ｐ＜０．０１，图４Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ），表明 ＴＧＦβ１阻
止了 ＹＡＰ的失活。ＴＧＦβ１和 ＸＭＵＭＰ１处理均促进
了ＬＣ３Ⅱ表达（Ｐ＜０．０１，图 ４Ａ、Ｅ），提示我们 ＴＧＦβ１

很有可能通过保持ＹＡＰ活化来促进自噬。经ＹＡＰ特
异性抑制剂 Ｖｅｒｔｅｐｏｒｆｉｎ处理后，ＴＧＦβ１和 ＸＭＵＭＰ１
引起的ＣＴＧＦ表达被降低（Ｐ＜０．０１，图 Ａ、Ｄ），二者所
诱导的ＬＣ３Ⅱ的表达也受到抑制（Ｐ＜０．０１，图４Ａ、Ｅ），
这些结果表明ＹＡＰ的活化状态与自噬水平呈正相关。
经二甲双胍处理后，细胞中ＹＡＰ表达均出现降低趋势
（图４Ａ、Ｂ），且与 ＴＧＦβ１和 ＸＭＵＭＰ１单处理组分别
比较可见，联用二甲双胍明显促进了 ＹＡＰ磷酸化（Ｐ＜
０．０５，图４Ａ、Ｂ），ＣＴＧＦ表达被显著降低（分别Ｐ＜０．０１，
Ｐ＜０．０５，图４Ａ、Ｄ）。此外，二甲双胍也减弱了 ＴＧＦβ１
和ＸＭＵＭＰ１诱导的 ＬＣ３Ⅱ的表达（Ｐ＜０．０５，图 ４Ａ、
Ｅ）。由图４可见，二甲双胍对 ＬＣ３Ⅱ和 ＣＴＧＦ的表达
变化趋势与 Ｖｅｒｔｅｐｏｒｆｉｎ影响一致。这些结果提示，二
甲双胍很可能通过抑制ＹＡＰ的表达并促进 ＹＡＰ失活
介导了对ＨＵＶＥＣ自噬的抑制作用。

６８７ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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ｃｔｌ：对照组；Ｍｅｔ：５ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍处理组；ＴＧＦ：１０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１处理组；Ｍ＋Ｔ：二甲双胍和ＴＧＦβ１共处理组。Ａ：ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ
检测ＬＣ３Ⅰ／Ⅱ、Ｂｅｃｌｉｎ１表达；Ｂ：ＬＣ３Ⅰ／Ⅱ表达的量化分析；Ｃ：Ｂｅｃｌｉｎ１表达的量化分析；（ａ：Ｐ＜０．０５，与 ｃｔｌ组比较；ｂ：Ｐ＜
０．０５，与ＴＧＦ组比较）；Ｄ：免疫荧光观察ＨＵＶＥＣ经处理后ＬＣ３Ⅰ／Ⅱ的表达情况（４００×）

图３　ＨＵＶＥＣ经二甲双胍、ＴＧＦβ１处理后自噬标志分子的表达检测　（ｎ＝３）

３　讨论

　　慢性肾病患者心血管疾病发病率和死亡率均高于
正常人，探索对慢性肾病患者心血管并发症的有效治

疗方法一直是临床的重要课题。ＴＧＦβ１是慢性肾病
患者体内高表达的细胞因子之一，我们以往也报道了

ＴＧＦβ１会加重损伤血管的新生内膜增生，造成血管狭
窄［１１］。ＷＡＮＧ等［３］报道了ＴＧＦβ２在引起内皮间质化
的同时促进细胞自噬。提示我们 ＴＧＦβ１很有可能也
会引起内皮细胞自噬。自噬在血管损伤修复过程中有

着重要作用，阻止内皮细胞自噬很有可能对血管起到

保护作用。本研究显示，二甲双胍可通过阻止 Ｈｉｐｐｏ

信号通路下游转录因子ＹＡＰ的激活抑制 ＴＧＦβ１诱导
的内皮细胞自噬。

　　除了降低血糖的功能外，二甲双胍在抗衰老、抗肿
瘤方面的新功能逐渐被认识［１２］。二甲双胍对心血管是

否具有保护作用也得到了越来越多的关注。ＬＵ等［６］研

究报道二甲双胍可促进球囊损伤颈动脉处平滑肌细胞

自噬，抑制新生内膜增生，阻止血管狭窄，从而起到血管

保护作用。ＣＨＡＮＧ等［５］关于静脉移植模型的研究发

现，利用３－甲基腺嘌呤阻止内皮细胞自噬，可减轻血管
新生内膜增生和血管狭窄程度。本研究发现二甲双胍

可抑制ＴＧＦβ１诱导的ＨＵＶＥＣ自噬，提示二甲双胍很有
可能通过阻止内皮细胞自噬来发挥血管保护功能。

７８７　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（８）
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ｃｔｌ：对照组；ＴＧＦ：１０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１处理组；ＸＭＵ：２μｍｏｌ／ＬＸＭＵＭＰ１处理组；Ｍｅｔ：５ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍处理组；Ｍ＋Ｔ：二甲双胍
和ＴＧＦβ１共处理组；Ｍ＋Ｘ：二甲双胍和ＸＭＵＭＰ１共处理组；Ｖｅｒ：０．２５μｍｏｌ／Ｌ维替泊芬处理组；Ｖ＋Ｔ：维替泊芬和ＴＧＦβ１共处
理组；Ｖ＋Ｘ：维替泊芬和ＸＭＵＭＰ１共处理组
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＹＡＰ相关分子及ＬＣ３Ⅰ／Ⅱ表达；Ｂ：ｐＹＡＰ蛋白表达的量化分析；ａ：Ｐ＜０．０１，与 ｃｔｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＴＧＦ
组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＸＭＵ组比较；Ｃ：ＹＡＰ蛋白表达的量化分析；ａ：Ｐ＜０．０５，与ＴＧＦ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＸＭＵ组比较；ｃ：Ｐ＜
０．０１，与ＴＧＦ组比较；Ｄ：ＣＴＧＦ蛋白表达的量化分析；ａ：Ｐ＜０．０１，与ｃｔｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＴＧＦ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＸＭＵ组
比较；ｄ：Ｐ＜０．０１，与ＸＭＵ组比较；Ｅ：ＬＣ３Ⅱ蛋白表达的量化分析；ａ：Ｐ＜０．０１，与 ｃｔｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＴＧＦ组比较；ｃ：Ｐ＜
０．０５，与ＸＭＵ组比较；ｄ：Ｐ＜０．０１，与ＴＧＦ组比较；ｅ：Ｐ＜０．０１，与ＸＭＵ组比较

图４　ＨＵＶＥＣ的ＹＡＰ激活情况和ＬＣ３Ⅱ表达检测　（ｎ＝３）

　　内皮细胞内 Ｈｉｐｐｏ信号通路转录因子 ＹＡＰ激活
引起自噬［１３］，因此我们推测二甲双胍、ＴＧＦβ１对自噬
的调控可能与 ＹＡＰ激活相关。Ｈｉｐｐｏ信号通路参与
了心血管系统的发育和生理功能的调节［１４］。当Ｈｉｐｐｏ
通路被激活时，上游的ＭＳＴ１／２等激酶磷酸化，继而磷
酸化ＹＡＰ使其失活。未磷酸化的ＹＡＰ可由胞质转位
入核，发挥转录因子作用，调节基因表达［１５］。ＣＴＧＦ是
ＹＡＰ激活后的靶基因之一［１６］，其表达水平可反映

ＹＡＰ激活并入核发挥作用的程度。本研究利用两种
对ＹＡＰ特异性调控的药物 ＸＭＵＭＰ１和 Ｖｅｒｔｅｐｏｒｆｉｎ

分别处理细胞，检测 ＴＧＦβ１引起的自噬是否与 ＹＡＰ
信号相关。ＸＭＵＭＰ１可选择性地抑制 ＭＳＴ１／２激
酶，阻止ＹＡＰ磷酸化，从而促进ＹＡＰ转位入核发挥作
用［１７］。Ｖｅｒｔｅｐｏｒｆｉｎ特异性阻断 ＹＡＰＴＥＡＤ相互作用，
起到抑制ＹＡＰ的作用［１８］。从图 ４可见，ＴＧＦβ１抑制
ＹＡＰ磷酸化，可阻止 ＹＡＰ失活并促进细胞自噬，与
ＸＭＵ－ＭＰ１的作用一致；而二甲双胍单独处理或与
ＴＧＦβ１联用的情况下，与相应对照组或ＴＧＦβ１处理组
相比，均可促进ＹＡＰ磷酸化、阻遏ＹＡＰ的作用并抑制
ＬＣ３Ⅱ表达，与 Ｖｅｒｔｅｐｏｒｆｉｎ的作用趋势一致。这些结

８８７ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



果表明二甲双胍对ＨＵＶＥＣ自噬的抑制很有可能是通
过阻止ＹＡＰ激活实现的。
　　综上所述，本研究发现了二甲双胍可通过阻止
ＹＡＰ的激活抑制 ＴＧＦβ１诱导的内皮细胞自噬。二甲
双胍是否能够通过调控内皮细胞自噬，抑制损伤血管

新生内膜增生，进而对血管起到保护作用还需要进一

步在体实验验证。
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ｍｉａａｎｄｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃａｌｌｙｗｏｒｋｓｗｉｔｈｄａｓａｔｉｎｉｂ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｔａｒ
ｇｅｔ，２０１６，７（３５）：５６２４１－５６２５２．ＤＯＩ：１０．１８６３２／ｏｎｃｏ
ｔａｒｇｅｔ．１１０２５．

［１１］ＷＡＮＧＹ，ＬＩＡＮＧＡ，ＬＵＯＪ，ｅｔａｌ．ＢｌｏｃｋｉｎｇＮｏｔｃｈｉｎ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｐｒｅｖｅｎｔｓａｒｔｅｒｉｏｖｅｎｏｕｓｆｉｓｔｕｌａｆａｉｌｕｒｅｄｅｓｐｉｔｅ
ＣＫＤ［Ｊ］．ＪＡｍＳｏｃＮｅｐｈｒｏｌ，２０１４，２５（４）：７７３－７８３．
ＤＯＩ：１０．１６８１／ＡＳＮ．２０１３０５０４９０．

［１２］ＰＯＤＨＯＲＥＣＫＡＭ，ＩＢＡＮＥＺＢ，ＤＭＯＳＺＹＮ＇ＳＫＡＡ．Ｍｅｔ
ｆｏｒｍｉｎ—ｉｔｓｐｏｔｅｎｔｉａｌａｎｔｉｃａｎｃｅｒａｎｄａｎｔｉａｇｉｎｇｅｆｆｅｃｔｓ［Ｊ］．
ＰｏｓｔｅｐｙＨｉｇＭｅｄＤｏｓｗ，２０１７，７１：１７０－１７５．ＤＯＩ：１０．
５６０４／０１．３００１．００１０．３８０１．

［１３］ＹＡＯＬ，ＨＥＪ，ＬＩＢ，ｅｔａｌ．ＲｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＹＡＰｂｙｍａｍｍａ
ｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎｃｏｍｐｌｅｘ１ｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｃｏｎ
ｔｒｏｌｓｂｌｏｏｄｐｒｅｓｓｕｒｅｔｈｒｏｕｇｈＣＯＸ２／ｍＰＧＥＳ１／ＰＧＥｃａｓｃａｄｅ
［Ｊ］．Ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，２０１９，７４（４）：９３６－９４６．ＤＯＩ：１０．
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ｌａｔｅｓｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．ＪＩｍｍｕ
ｎｏｌＲｅｓ，２０１８，２０１８：３６９６９１４－３６９６９１４．ＤＯＩ：１０．１１５５／
２０１８／３６９６９１４．

［１５］ＢＡＳＵＲＯＹＵ，ＢＡＹＩＮＮＳ，ＲＡＴＴＡＮＡＫＯＲＮＫ，ｅｔａｌ．
Ｓｏｘ２ａｎｔａｇｏｎｉｚｅｓｔｈｅＨｉｐｐｏｐａｔｈｗａｙｔｏｍａｉｎｔａｉｎｓｔｅｍｎｅｓｓｉｎ
ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＮａｔＣｏｍｍｕｎ，２０１５，６：６４１１．ＤＯＩ：１０．
１０３８／ｎｃｏｍｍｓ７４１１．

［１６］ＭＡＲ，ＲＥＮＪＭ，ＬＩＰ，ｅｔａｌ．ＡｃｔｉｖａｔｅｄＹＡＰｃａｕｓｅｓｒｅｎａｌ
ｄａｍａｇｅｏｆｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ［Ｊ］．ＥｕｒＲｅｖＭｅｄ
ＰｈａｒｍａｃｏｌＳｃｉ，２０１９，２３（２）：７５５－７６３．ＤＯＩ：１０．２６３５５／
ｅｕｒｒｅｖ＿２０１９０１＿１６８９０．

［１７］ＦＡＮＦ，ＨＥＺ，ＫＯＮＧＬＬ，ｅｔａｌ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌｔａｒｇｅｔｉｎｇ
ｏｆｋｉｎａｓｅｓＭＳＴ１ａｎｄＭＳＴ２ａｕｇｍｅｎｔｓｔｉｓｓｕｅｒｅｐａｉｒａｎｄ
ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＳｃｉＴｒａｎｓｌＭｅｄ，２０１６，８（３５２）：
３５２ｒａ１０８．ＤＯＩ：１０．１１２６／ｓｃｉｔｒａｎｓｌｍｅｄ．ａａｆ２３０４．

［１８］ＺＨＡＮＧＬ，ＨＥＸ，ＬＩＵＸ，ｅｔａｌ．Ｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ
ｉｎｍｅｄｕｌｌｏｂｌａｓｔｏｍａｒｅｖｅａｌｓｔｕｍｏｒｉｎｉｔｉａｔｉｎｇｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｓａｎｄ
ｏｎｃｏｇｅｎｉｃｃａｓｃａｄｅｓｄｕｒｉｎｇｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｒｅｌａｐｓｅ［Ｊ］．
ＣａｎｃｅｒＣｅｌｌ，２０１９，３６（３）：３０２－３１８ｅ３０７．ＤＯＩ：１０．
１０１６／ｊ．ｃｃｅｌｌ．２０１９．０７．００９．

（收稿：２０１９１１１４；修回：２０２００２０９）
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