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１磷酸鞘氨醇１型受体促进小鼠颈动脉损伤后血管内膜增生
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　　［摘要］　目的　探究１磷酸鞘氨醇１型受体（ｓｐｈｉｎｇｏｓｉｎｅ１ｐｈｏｓｐｈａｔｅｔｙｐｅ１ｒｅｃｅｐｔｏｒ，Ｓ１ＰＲ１）对小
鼠颈动脉损伤后血管内膜增生的作用及其机制。方法　４０只Ｃ５７ＢＬ／６小鼠按随机数字表法分为４组：
假手术＋ＡＡＶＬａｃＺ组、假手术＋ＡＡＶＳ１ＰＲ１组、导丝损伤＋ＡＡＶＬａｃＺ组和导丝损伤＋ＡＡＶＳ１ＰＲ１组，每
组１０只。各组小鼠尾静脉分别注射对应ＡＡＶＬａｃＺ病毒或 ＡＡＶＳ１ＰＲ１病毒，２周后，假手术组仅切开
颈部皮肤，颈动脉未损伤；导丝损伤组行颈动脉导丝损伤。４周后取颈动脉，ＨＥ染色检测新生内膜增生
程度，组织免疫荧光检测颈动脉α平滑肌肌动蛋白（αｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，αＳＭＡ）表达水平，组织免疫
组化检测颈动脉组织增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）和 ＩＬ６表达水平。分离
并培养小鼠原代主动脉血管平滑肌细胞，腺病毒ＡｄＳ１ＰＲ１或ＡｄＬａｃＺ转染后，加入１μｍｏｌ／Ｌ１磷酸鞘
氨醇（ｓｐｈｉｎｇｏｓｉｎｅ１ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，Ｓ１Ｐ）干预，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和细胞免疫荧光检测原代主动脉平滑肌细胞表型
转化，ＥｄＵ染色检测细胞增殖，划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞迁移，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＩＬ６／ＳＴＡＴ３
通路激活情况。结果　小鼠颈动脉损伤４周后，与假手术＋ＡＡＶＬａｃＺ组相比，导丝损伤＋ＡＡＶＬａｃＺ组
小鼠颈动脉可见显著的血管内膜增生、表型转化和细胞增殖（Ｐ＜０．０５）；同时，导丝损伤后颈动脉 ＩＬ６
表达上调。与导丝损伤＋ＡＡＶＬａｃＺ组相比，导丝损伤＋ＡＡＶＳ１ＰＲ１组颈动脉组织 Ｓ１ＰＲ１过表达（Ｐ＜
０．０５），上述病理生理学改变加重（Ｐ＜０．０５）。细胞实验结果显示：Ｓ１Ｐ诱导血管平滑肌细胞表型转化和
增殖迁移，激活ＩＬ６／ＳＴＡＴ３通路（Ｐ＜０．０５）。腺病毒介导 Ｓ１ＰＲ１过表达后，上述病理改变进一步加重
（Ｐ＜０．０５）。结论　Ｓ１Ｐ／Ｓ１ＰＲ１促进血管平滑肌细胞表型转化和增殖迁移，加重血管损伤后内膜增生，
可能与Ｓ１Ｐ／Ｓ１ＰＲ１激活血管平滑肌细胞ＩＬ６／ＳＴＡＴ３通路有关。
　　［关键词］　 血管内膜增生；１磷酸鞘氨醇受体；表型转化；增殖；迁移
　　［中图法分类号］　Ｒ３６３．２１；Ｒ３６４．３１；Ｒ５４３．４ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家自然科学基金面上项目（８１７７０３７９）
［通信作者］　赵　利，Ｅｍａｉｌ：４２０１０５３２１＠ｑｑ．ｃｏｍ

１０００５４０４／Ｃｏｐｙｒｉｇｈｔ ２０２１，陆军军医大学（第三军医大学）。这篇开放获取文章遵循ＣＣＢＹ许可协议（　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　）

Ｓｐｈｉｎｇｏｓｉｎｅ１ｐｈｏｓｐｈａｔｅｔｙｐｅ１ｒｅｃｅｐｔｏｒａｇｇｒａｖａｔｅｓｎｅｏｉｎｔｉｍａｌｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａａｆｔｅｒ
ｃａｒｏｔｉｄａｒｔｅｒｙｉｎｊｕｒｙｉｎｍｉｃｅ
ＲＥＮＨｏｎｇｑｉａｎｇ，ＬＩＵＹｉｊｕｎ，ＬＵＯＧｕｉｑｕａｎ，ＺＨＡＯＬｉ　　ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＣａｒｄｉｏｌｏｇｙ，ＳｕｉｎｉｎｇＣｅｎｔｒａｌＨｏｓｐｉｔａｌ，
Ｓｕｉｎｉｎｇ，ＳｉｃｈｕａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ，６２９０００，Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｒｏｌｅａｎｄｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｓｐｈｉｎｇｏｓｉｎｅ１ｐｈｏｓｐｈａｔｅｔｙｐｅ１
ｒｅｃｅｐｔｏｒ（Ｓ１ＰＲ１）ｉｎｎｅｏｉｎｔｉｍａｌｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａａｆｔｅｒｃａｒｏｔｉｄａｒｔｅｒｙｉｎｊｕｒｙｉｎｍｉｃｅ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ａｔｏｔａｌｏｆ４０
Ｃ５７ＢＬ／６ｍｉｃｅｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙａｎｄｅｑｕａｌｌｙｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏ４ｇｒｏｕｐｓ：ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎ＋ＡＡＶＬａｃＺｇｒｏｕｐ，ｓｈａｍ
ｏｐｅｒａｔｉｏｎ＋ＡＡＶＳ１ＰＲ１ｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌ＋ＡＡＶＬａｃＺｇｒｏｕｐ，ａｎｄｍｏｄｅｌ＋ＡＡＶＳ１ＰＲ１ｇｒｏｕｐ．Ｉｎ２ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｔｈｅ
ｄｅｌｉｖｅｒｙｏｆＡＡＶＬａｃＺｏｒＡＡＶＳ１ＰＲ１ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｔｏｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｍｉｃｅｖｉａｔａｉｌｖｅｉｎｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，ａｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌ
ｏｆｃａｒｏｔｉｄａｒｔｅｒｙｉｎｊｕｒｙｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｗｉｔｈａｆｌｅｘｉｂｌｅｗｉｒｅｉｎｓｅｒｔｉｎｇｉｎｔｏｔｈｅｃｏｍｍｏｎｃａｒｏｔｉｄａｒｔｅｒｙ．Ａｆｔｅｒ４
ｗｅｅｋｓ，ｔｈｅｃａｒｏｔｉｄａｒｔｅｒｙｗａｓｈａｒｖｅｓｔｅｄｔｏｍｅａｓｕｒｅｔｈｅｓｅｖｅｒｉｔｙｏｆｎｅｏｉｎｔｉｍａｌｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａｂｙＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ，ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆαｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ（αＳＭＡ）ｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇ，ａｎｄｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ
ｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ（ＰＣＮＡ）ａｎｄｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６（ＩＬ６）ｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ．Ｉｎｔｈｅｉｓｏｌａｔｅｄａｎｄ
ｐｒｉｍａｒｉｌｙｃｕｌｔｕｒｅｄｍｏｕｓｅａｏｒｔｉｃｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ（ＶＳＭＣｓ），ｔｈｅａｄｅｎｏｖｉｒｕｓＡｄＳ１ＰＲ１ｏｒＡｄ
ＬａｃＺｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｎｄｔｈｅｎｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈ１μｍｏｌ／ＬＳ１Ｐ．Ｔｈｅｈａｌｌｍａｒｋｓｏｆ
ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃｓｗｉｔｃｈｏｆＶＳＭＣｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｗｉｔｈＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎｄｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙ，ｃｅｌｌ

２０２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/



ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｗｉｔｈＥｄＵｓｔａｉｎｉｎｇ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎｂｙｓｃｒａｔｃｈｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇａｓｓａｙａｎｄｔｒａｎｓｗｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｓｓａｙ，ａｎｄ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＩＬ６／ＳＴＡＴ３ｐａｔｈｗａｙｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｉｎ４ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ，ｔｈｅ
ｍｉｃｅｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌ＋ＡＡＶＬａｃＺｇｒｏｕｐｈａｄｏｂｖｉｏｕｓｎｅｏｉｎｔｉｍａｌｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ，ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃｓｗｉｔｃｈａｎｄｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＩＬ６ｉｎｔｈｅｃａｒｏｔｉｄａｒｔｅｒｙｉｎｊｕｒｙｗｈｅｎｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
ｔｈｅｍｉｃｅｏｆｔｈｅｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎ＋ＡＡＶＬａｃＺｇｒｏｕｐ．Ｉｎｔｈｅｍｉｃｅｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌ＋ＡＡＶＳ１ＰＲ１ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆ
Ｓ１ＰＲ１ｗａｓｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄａｂｏｖｅｐｈｅｎｏｍｅｎａｗｅｒｅａｇｇｒａｖａｔｅｄｗｈｅｎｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｉｃｅ
ｆｒｏｍｔｈｅｍｏｄｅｌ＋ＡＡＶＬａｃＺｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｉｎｔｈｅｉｎｖｉｔｒｏｓｔｕｄｙ，Ｓ１Ｐｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｎｄｕｃｅｄｔｈｅｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ
ｓｗｉｔｃｈ，ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎ，ａｎｄａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＩＬ６／ＳＴＡＴ３ｐａｔｈｗａｙｉｎｔｈｅｐｒｉｍａｒｙＶＳＭＣｓ（Ｐ＜
０．０５），ａｎｄｔｈｅｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓａｂｏｖｅｗｅｒｅｆｕｒｔｈｅｒａｇｇｒａｖａｔｅｄａｆｔｅｒｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆＡｄＳ１ＰＲ１
（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｓ１Ｐ／Ｓ１ＰＲ１ｃａｎｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃｓｗｉｔｃｈａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆ
ＶＳＭＣｓ，ａｎｄａｇｇｒａｖａｔｅｔｈｅｉｎｔｉｍａｌｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａａｆｔｅｒｖａｓｃｕｌａｒｉｎｊｕｒｙ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｄｕｅｔｏｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆ
ＩＬ６／ＳＴＡＴ３ｐａｔｈｗａｙ．
　 　 ［Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ］　 ｉｎｔｉｍａｌｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ； ｓｐｈｉｎｇｏｓｉｎｅ１ｐｈｏｓｐｈａｔｅｒｅｃｅｐｔｏｒ； ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃｓｗｉｔｃｈ；

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１７７０３７９）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＺＨＡＯＬｉ，Ｅｍａｉｌ：４２０１０５３２１＠ｑｑ．ｃｏｍ

　　近年来，我国心血管疾病发病率逐年攀升，尤其是
冠状动脉粥样硬化性疾病。尽管经皮冠状动脉腔内成

形术、经皮冠状动脉支架植入术等血管介入技术可有

效再通梗阻血管，实现血流重建和再灌注，但术中血管

机械损伤、支架术后再狭窄，导致患者远期生存率下

降［１］。血管机械损伤和支架术后再狭窄的主要病理

生理学改变为受损的内皮细胞、浸润炎症细胞等释放

大量生长因子和炎症因子，刺激血管平滑肌细胞表型

转化和增殖迁移，表型转化主要表现为血管平滑肌细

胞收缩型标记分子（如平滑肌肌动蛋白 αＳＭＡ、钙调
蛋白ｃａｌｐｏｎｉｎ、结蛋白 ｄｅｓｍｉｎ等）表达下调，合成型标
记分子（如波形蛋白 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、骨桥蛋白 ＯＰＮ、基质金
属蛋白酶ＭＭＰ等）表达上调，释放大量细胞外基质，
血管中层平滑肌细胞增殖并迁移至内膜，血管内膜增

厚，导致血管狭窄和血管重构［２］。

　　１磷酸鞘氨醇（ｓｐｈｉｎｇｏｓｉｎｅ１ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，Ｓ１Ｐ）在心
血管系统中有着重要作用，参与内皮细胞稳定、血管新

生、心肌肥厚、动脉粥样硬化、心脏干细胞归巢、心肌缺

血再灌注等病理生理学过程［３－５］。１磷酸鞘氨醇受体
（ｓｐｈｉｎｇｏｓｉｎｅ１ｐｈｏｓｐｈａｔｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，Ｓ１ＰＲ）分为 １～５型，
在内皮细胞主要表达 Ｓ１ＰＲ１、Ｓ１ＰＲ２和 Ｓ１ＰＲ３；在血管
平滑肌细胞各种亚型中均有表达，主要为Ｓ１ＰＲ２；在心
肌细胞表达 Ｓ１ＰＲ１、Ｓ１ＰＲ２和 Ｓ１ＰＲ３［６］。Ｓ１ＰＲ均属 Ｇ
蛋白偶联受体，其引起的细胞内信号转导途径有：①Ｇｉ
激活Ｒａｓ／ＥＲＫ通路，促进细胞增殖；激活 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通
路，抑制凋亡；激活ＰＩ３Ｋ／Ｒａｃ通路，促进细胞骨架结构
重排和迁移。②Ｇ１２／１３激活 Ｒｈｏ／ＲＯＣＫ通路，抑制
Ｒａｃ途径，抑制细胞增殖迁移。③Ｇｑ激活ＰＬＣ途径，增
加细胞内钙离子浓度［７］。Ｓ１ＰＲ１主要激活 Ｇｉ通路，促
进细胞增殖、迁移、维持血管内皮屏障、促进正常血管发

育；Ｓ１ＰＲ２激活Ｇｉ、Ｇ１２／１３、Ｇｑ，抑制细胞增殖、迁移、血

管新生，促进血管收缩；Ｓ１ＰＲ３激活 Ｇｉ、Ｇ１２／１３、Ｇｑ通
路，协同Ｓ１ＰＲ１和Ｓ１ＰＲ２发挥作用，调节内皮屏障完整
性，调节血管舒缩，促进正常血管发育。在血管成熟过

程中，血管平滑肌细胞Ｓ１ＰＲ１表达明显减少，主要表达
Ｓ１ＰＲ２［８］。研究表明，Ｓ１ＰＲ２抑制血管平滑肌细胞增殖
迁移，Ｓ１ＰＲ２－／－小鼠颈动脉结扎后，新生内膜增厚更加
严重［９］。而Ｓ１ＰＲ１在动脉损伤后血管内膜增生中的作
用及具体机制尚不明确。因此，本研究采用导丝损伤诱

导小鼠颈动脉内膜增生模型，腺相关病毒过表达

Ｓ１ＰＲ１，观察Ｓ１ＰＲ１在血管内膜增生中的作用；进一步
通过细胞实验，探讨 Ｓ１ＰＲ１在血管平滑肌细胞表型转
化、增殖、迁移中的作用及可能机制，为血管内膜增生的

治疗提供指导。

１　材料与方法

１．１　实验动物和试剂
　　４０只雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，ＳＰＦ级，６～８周龄，购自
四川省人民医院实验动物研究所［生产许可证编号

ＳＣＸＫ（川）２０１８１５］。Ｓ１Ｐ购自美国 Ｓｉｇｍａ公司。
ＡＡＶ２型腺相关病毒（ＡＡＶＬａｃＺ和 ＡＡＶＳ１ＰＲ１）和腺
病毒（ＡｄＬａｃＺ和 ＡｄＳ１ＰＲ１）购自汉恒公司。实验相
关一抗均购自Ａｂｃｌｏｎａｌ或Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司。所需金属
导丝（０．３８ｍｍｉｎｄｉａｍｅｔｅｒ，Ｎｏ．ＣＳＦ１５１５）购自美国
ＢｌｏｏｍｉｎｇｔｏｎＣｏｏｋ公司。免疫组化及免疫荧光二抗购
自碧云天公司。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ板购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司。
ＣｅｌｌＬｉｇｈｔＴＭＥｄＵ染色试剂盒购自中国广州ＲｉｂｏＢｉｏ公司。
１．２　实验动物分组
　　４０只小鼠采用随机数字表法分为４组：①假手术＋
ＡＡＶＬａｃＺ组（ＡＡＶＬａｃＺ），１０只，尾静脉注射 ＡＡＶ
ＬａｃＺ病毒，２周后行假手术（仅切开颈部皮肤，未行颈
动脉损伤）；②假手术＋ＡＡＶＳ１ＰＲ１组（ＡＡＶＳ１ＰＲ１），
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１０只，尾静脉注射 ＡＡＶＳ１ＰＲ１病毒，２周后行假手术
（仅切开颈部皮肤，未行颈动脉损伤）；③导丝损伤＋
ＡＡＶＬａｃＺ组（Ｉｎｊｕｒｙ＋ＡＡＶＬａｃＺ），１０只，尾静脉注射
ＡＡＶＬａｃＺ病毒，２周后行颈动脉导丝损伤手术；④导
丝损伤＋ＡＡＶＳ１ＰＲ１组（Ｉｎｊｕｒｙ＋ＡＡＶＳ１ＰＲ１），１０只，
尾静脉注射ＡＡＶＳ１ＰＲ１病毒，２周后行颈动脉导丝损
伤手术。各组尾静脉注射１×１０１１ＰＦＵＡＡＶ２病毒液。
１．３　颈动脉导丝损伤术
　　导丝损伤组小鼠３％戊巴比妥钠麻醉（８０ｍｇ／ｋｇ），
消毒后行颈部前正中切口，分离颈外动脉和颈内动脉。

结扎颈外动脉，血管夹暂时夹闭颈内动脉和颈总动脉。

显微剪于颈外动脉结扎线上方剪一横向小口，插入直

径０．３８ｍｍ金属导丝进入颈总动脉，旋转进退５～６次
后退出导丝。在切口近心端结扎颈外动脉，松开颈内

动脉和颈总动脉血管夹，剪断线头，缝合皮肤。假手术

组除不插入导丝和旋转进退外，其他操作与导丝损伤

组均相同。

１．４　组织学检测
　　颈动脉导丝损伤４周后，取手术侧颈总动脉，固定
包埋后行ＨＥ染色。免疫组化染色：组织切片脱蜡置
水后，柠檬酸钠高温 １５ｍｉｎ进行抗原修复，３％ Ｈ２Ｏ２
封片１ｈ，阻断内源性过氧化物酶干扰，山羊血清封闭
１ｈ，滴加 ＰＣＮＡ一抗（１∶１００）或 ＩＬ６一抗（１∶１００），
４℃封闭过夜，ＰＢＳ洗涤加生物素化二抗，室温孵育
０．５ｈ，ＰＢＳ洗３遍。辣根过氧化物酶抗生物素三抗，室
温孵育０．５ｈ，ＰＢＳ洗３遍。ＤＡＢ显色，阳性表达区域为
黄褐色。组织免疫荧光：αＳＭＡ一抗（１∶１５０），ＦＩＴＣ标
记二抗（１∶１００），ＤＡＰＩ染细胞核，阳性表达区域呈绿色。
１．５　小鼠原代主动脉平滑肌细胞分离培养
　　取３月龄的Ｃ５７ＢＬ／６普通小鼠６只，购自四川省
人民医院实验动物研究所。麻醉后打开胸腔，取胸主

动脉，用眼科剪去除肋间动脉分支，轻柔去除血管外层

脂肪组织。用生理盐水冲洗血管腔后，放入 １ｍＬ
Ⅱ型胶原酶溶液（２ｍｇ／ｍＬ）中浸泡１５ｍｉｎ，用眼科镊
剥除血管外膜（呈脱袜状），勿牵拉血管，纵行剪开血

管，用无菌棉签刮除内皮细胞，将中层平滑肌组织剪

碎，放入 ３ｍＬ消化液（２ｍｇ／ｍＬⅡ型胶原酶＋１％
ＢＳＡ）中，室温摇床上消化１．５ｈ。１０００×ｇ离心１０ｍｉｎ
后，弃上清。加入５ｍＬ含２０％胎牛血清和１００Ｕ／Ｌ双
抗的 ＤＭＥＭ培养基重悬，将组织块平铺在培养瓶瓶
底，竖立培养瓶，使组织稍干，紧贴于培养瓶底。

２０ｍｉｎ后，将培养瓶放平，使培养基浸润组织块，动作
轻柔，勿使组织块飘起。培养箱培养７ｄ，观察血管平
滑肌细胞生长情况。用αＳＭＡ（１∶２００）鉴定原代小鼠
主动脉平滑肌细胞，ＦＩＴＣ标记荧光二抗染色。
１．６　细胞实验
　　小鼠原代主动脉平滑肌细胞消化后，接种于６孔

板，融合度达到 ３０％～４０％时，实验分 ４组：①ｓａｌｉｎｅ＋
ＡｄＬａｃＺ组加入腺病毒ＡｄＬａｃＺ（ＭＯＩ＝１００）孵育１２ｈ；
②ｓａｌｉｎｅ＋ＡｄＳ１ＰＲ１组加入腺病毒 ＡｄＳ１ＰＲ１（ＭＯＩ＝
１００）孵育１２ｈ；③Ｓ１Ｐ＋ＡｄＬａｃＺ组加入腺病毒ＡｄＬａｃＺ
（ＭＯＩ＝１００）孵育 １２ｈ后换含 １％胎牛血清的 ＤＭＥＭ
新鲜培养基 １ｍＬ，加入 Ｓ１Ｐ（１μｍｏｌ／Ｌ）继续孵育
２４ｈ；④Ｓ１Ｐ＋ＡｄＳ１ＰＲ１组加入腺病毒ＡｄＳ１ＰＲ１（ＭＯＩ＝
１００）孵育１２ｈ后换含１％胎牛血清的ＤＭＥＭ新鲜培养
基１ｍＬ，加入Ｓ１Ｐ（１μｍｏｌ／Ｌ）继续孵育２４ｈ。
１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　取各组小鼠颈动脉或原代血管平滑肌细胞，加入
ＲＩＰＡ裂解液后匀浆，ＢＣＡ法测定匀浆蛋白浓度，加入
６×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，上样后行 ＳＤＳＰＡＧＥ胶电泳，转膜
２ｈ。５％ＢＳＡ封闭２ｈ，相应一抗（１∶１０００）４℃孵育
过夜。ＴＢＳＴ洗３次后，二抗室温孵育２ｈ，加入显影液
后曝光。采用ＧｅｌＰｒｏＡｎａｌｙｚｅｒ４．０进行分析。
１．８　细胞免疫荧光
　　２４孔板培养原代血管平滑肌细胞，各组细胞处理
同１．７。弃去培养基，ＰＢＳ洗 ３遍；４％多聚甲醛固定
１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３遍；０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００室温通透２０ｍｉｎ，
ＰＢＳ洗３遍；５％ＢＳＡ封闭２ｈ，ＰＢＳ洗３遍；加入αＳＭＡ
一抗工作液（１∶２００）７５μＬ，４℃孵育过夜，ＰＢＳ洗３遍；
加入ＦＩＴＣ标记荧光二抗，室温孵育１．５ｈ，ＰＢＳ洗３遍；
ＤＡＰＩ复染５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３遍，荧光显微镜拍照。
１．９　ＥｄＵ染色
　　采用ＣｅｌｌＬｉｇｈｔＴＭＥｄＵ染色试剂盒检测增殖活性。
细胞融合度达到 ４０％～５０％时，换含 １％胎牛血清的
ＤＭＥＭ新鲜培养基 １ｍＬ，加入腺病毒 ＡｄＬａｃＺ或
ＡｄＳ１ＰＲ１（ＭＯＩ＝１００）孵育１２ｈ，加入Ｓ１Ｐ（１μｍｏｌ／Ｌ）
孵育 １ｈ后，加 ＥｄＵ（终浓度 １０μｍｏｌ／Ｌ）继续孵育
２４ｈ，固定细胞，ＤＡＰＩ染细胞核，倒置显微镜观察并拍
照。红染细胞核为阳性，用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０观察并
计算ＥｄＵ阳性细胞比例，检测细胞增殖活性。
１．１０　划痕实验
　　细胞融合度达到 ４０％～５０％时，加入腺病毒
ＡｄＬａｃＺ或 ＡｄＳ１ＰＲ１（ＭＯＩ＝１００）孵育，待细胞长至
９０％左右，用高压灭菌枪头在 ６孔板中央区域作一条
平整划痕，加入 Ｓ１Ｐ（１μｍｏｌ／Ｌ）孵育 ２４ｈ后，Ｉｍａｇｅ
ＰｒｏＰｌｕｓ６．０测定并计算细胞迁移距离。
１．１１　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验
　　选用８μｍ孔径Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ板进行相关实验。上室加
入２００μＬ含有２×１０４细胞和腺病毒（ＭＯＩ＝１００）的悬液，
下室加入７５０μＬ含１％胎牛血清培养基，培养１２ｈ。弃去
上室和下室培养基，上室加入２００μＬ新鲜无血清培养基，
下室加入 ７５０μＬ新鲜无血清培养基（含终浓度为
１μｍｏｌ／Ｌ的Ｓ１Ｐ），继续孵育２４ｈ。ＰＢＳ洗涤Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小
室后，棉签轻轻擦除上室内侧细胞，甲醇固定后ＤＡＰＩ染
色，倒置显微镜下拍照并进行染色细胞计数。
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１．１２　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ２２．０统计软件进行分析，数据以 珋ｘ±ｓ
表示。确定为正态分布后，两组间比较采用ｔ检验，多
组间比较采用单因素方差分析，检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　过表达Ｓ１ＰＲ１加重导丝损伤后血管内膜增生
　　导丝损伤４周后，成功诱导小鼠颈动脉内膜增生。
与ＡＡＶＬａｃＺ组相比，Ｉｎｊｕｒｙ＋ＡＡＶＬａｃＺ组小鼠颈动脉
可见明显血管重构：血管内膜增生，血管平滑肌细胞表

型转化和内膜细胞增殖（图１Ａ）。ＨＥ染色可见显著内
膜增生和管腔狭窄（图１Ａ、Ｂ），免疫组化和免疫荧光观
察显示：损伤后血管平滑肌细胞 αＳＭＡ表达下调（Ｐ＜
０．０５，图１Ａ、Ｃ），内膜增殖标记蛋白ＰＣＮＡ阳性细胞比
例上调（Ｐ＜０．０５，图１Ａ、Ｄ）；同时，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现
导丝损伤后颈动脉 Ｓ１ＰＲ１表达上调（Ｐ＜０．０５），ＡＡＶ
Ｓ１ＰＲ１组和 Ｉｎｊｕｒｙ＋ＡＡＶＳ１ＰＲ１组颈动脉组织 Ｓ１ＰＲ１
表达均上调（Ｐ＜０．０５，图２）。与Ｉｎｊｕｒｙ＋ＡＡＶＬａｃＺ组相
比，Ｉｎｊｕｒｙ＋ＡＡＶＳ１ＰＲ１组血管内膜增生，血管平滑肌细
胞表型转化和内膜细胞增殖现象更加严重（图１）。
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图１　过表达Ｓ１ＰＲ１加重导丝损伤后血管内膜增生

５０２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（３）
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１：ＡＡＶＬａｃＺ组；２：ＡＡＶＳ１ＰＲ１组；３：Ｉｎｊｕｒｙ＋ＡＡＶＬａｃＺ组：
４：Ｉｎｊｕｒｙ＋ＡＡＶＳ１ＰＲ１组；ａ：Ｐ＜０．０５，与ＡＡＶＬａｃＺ组比较

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组颈动脉组织Ｓ１ＰＲ１表达及
半定量分析

２．２　Ｓ１ＰＲ１加重 Ｓ１Ｐ诱导的小鼠原代血管平滑肌细
胞表型转化

　　成功分离培养小鼠原代血管平滑肌细胞，经αＳＭＡ
染色鉴定，纯度在９５％以上（图３Ｃ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
结果显示：与ｓａｌｉｎｅ＋ＡｄＬａｃＺ组（对照）相比，Ｓ１Ｐ＋Ａｄ
ＬａｃＺ组 αＳＭＡ表达上调（Ｐ＜０．０５），Ｖｉｍｅｎｔｉｎ和
ＭＭＰ９表达也上调（Ｐ＜０．０５）。利用ＡｄＳ１ＰＲ１诱导原

代血管平滑肌细胞Ｓ１ＰＲ１高表达（Ｐ＜０．０５）。与Ｓ１Ｐ＋
ＡｄＬａｃＺ组相比，Ｓ１Ｐ＋ＡｄＳ１ＰＲ１组 αＳＭＡ表达水平
下降，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ和 ＭＭＰ９表达水平进一步上升（Ｐ＜
０．０５），出现显著的血管平滑肌细胞表型转化现象（图
３Ａ、Ｂ）。而细胞免疫荧光发现类似变化（图３Ｄ）。结
果提示：Ｓ１ＰＲ１加重 Ｓ１Ｐ诱导的小鼠原代血管平滑肌
细胞表型转化。

２．３　Ｓ１ＰＲ１促进 Ｓ１Ｐ诱导的小鼠原代血管平滑肌细
胞增殖和迁移

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：与 ｓａｌｉｎｅ＋ＡｄＬａｃＺ组
相比，Ｓ１Ｐ＋ＡｄＬａｃＺ组增殖标志性蛋白分子 ＰＣＮＡ和
ＣｙｃｌｉｎＤ１表达上调（Ｐ＜０．０５）；与 Ｓ１Ｐ＋ＡｄＬａｃＺ组相
比，Ｓ１Ｐ＋ＡｄＳ１ＰＲ１组ＰＣＮＡ和 ＣｙｃｌｉｎＤ１表达水平进
一步升高（Ｐ＜０．０５，图４Ａ、Ｂ）。ＥｄＵ染色结果显示：与
ｓａｌｉｎｅ＋ＡｄＬａｃＺ组相比，Ｓ１Ｐ＋ＡｄＬａｃＺ组阳性细胞比
例上升（Ｐ＜０．０５），说明Ｓ１Ｐ可诱导血管平滑肌细胞增
殖；过表达Ｓ１ＰＲ１后，与Ｓ１Ｐ＋ＡｄＬａｃＺ组相比，Ｓ１Ｐ＋Ａｄ
Ｓ１ＰＲ１组ＥｄＵ染色阳性细胞比例进一步上升（Ｐ＜０．０５，
图４Ｃ、Ｆ）。划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果显示：与
ｓａｌｉｎｅ＋ＡｄＬａｃＺ组相比，Ｓ１Ｐ＋ＡｄＬａｃＺ组血管平滑肌细
胞迁移能力增强；与 Ｓ１Ｐ＋ＡｄＬａｃＺ组相比，Ｓ１Ｐ＋Ａｄ
Ｓ１ＰＲ１组血管平滑肌细胞迁移能力进一步增强
（Ｐ＜０．０５，图４Ｄ、Ｅ、Ｇ、Ｈ）。结果提示：Ｓ１Ｐ可诱导血管
平滑肌细胞增殖和迁移，过表达Ｓ１ＰＲ１后，Ｓ１Ｐ诱导小
鼠原代血管平滑肌细胞增殖和迁移能力进一步增强。
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图３　 Ｓ１ＰＲ１加重Ｓ１Ｐ诱导的小鼠原代血管平滑肌细胞表型转化
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ｓａｌｉｎｅ＋ＡｄＬａｃＺ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ｓ１Ｐ＋ＡｄＬａｃＺ组比较

图４　Ｓ１ＰＲ１促进Ｓ１Ｐ诱导的小鼠原代血管平滑肌细胞增殖和迁移
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Ａ：免疫组化检测各组小鼠颈动脉组织ＩＬ６表达水平；Ｂ～Ｄ：分别为 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组原代血管平滑肌细胞

ＩＬ６、ｐＳＴＡＴ３和总ＳＴＡＴ３表达水平及半定量分析　１：ｓａｌｉｎｅ＋ＡｄＬａｃＺ组；２：ｓａｌｉｎｅ＋ＡｄＳ１ＰＲ１组；３：Ｓ１Ｐ＋ＡｄＬａｃＺ

组；４：Ｓ１Ｐ＋ＡｄＳ１ＰＲ１组；ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｓａｌｉｎｅ＋ＡｄＬａｃＺ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ｓ１Ｐ＋ＡｄＬａｃＺ组比较

图５　Ｓ１Ｐ／Ｓ１ＰＲ１激活原代血管平滑肌细胞ＩＬ６／ＳＴＡＴ３通路从而促进血管内膜增生

２．４　Ｓ１Ｐ／Ｓ１ＰＲ１激活血管平滑肌细胞 ＩＬ６／ＳＴＡＴ３

通路从而促进血管内膜增生

　　动物组织免疫荧光检测结果显示：与 ＡＡＶＬａｃＺ

组相比，Ｉｎｊｕｒｙ＋ＡＡＶＬａｃＺ组小鼠颈动脉组织 ＩＬ６和

ｐＳＴＡＴ３表达上调；而与 Ｉｎｊｕｒｙ＋ＡＡＶＬａｃＺ组相比，

Ｉｎｊｕｒｙ＋ＡＡＶＳ１ＰＲ１组颈动脉组织 ＩＬ６和 ｐＳＴＡＴ３表

达上调更加显著（图 ５Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显

示：与ｓａｌｉｎｅ＋ＡｄＬａｃＺ组相比，Ｓ１Ｐ＋ＡｄＬａｃＺ组原代血

管平滑肌细胞 ｐＳＴＡＴ３和 ＩＬ６表达上调（Ｐ＜０．０５）；

与Ｓ１Ｐ＋ＡｄＬａｃＺ组相比，Ｓ１Ｐ＋ＡｄＳ１ＰＲ１组血管平滑

肌细胞ｐＳＴＡＴ３和ＩＬ６表达水平进一步升高（Ｐ＜０．０５，

图５Ｂ～Ｄ）。

３　讨论

　　支架植入术后再狭窄、冠脉搭桥术后旁路再狭窄

及血管损伤后血管重构的主要病理生理学改变为血管

内膜增生。血管平滑肌细胞表型转化、增殖和迁移是

血管内膜增生的病理生理学基础［１０］。血管损伤后，受

损内皮细胞和炎症细胞释放炎症因子和细胞因子（如

血小板源生长因子ＰＤＧＦ），促进血管平滑肌细胞发生
显著表型转化（静止／收缩型标记蛋白平滑肌肌动蛋
白αＳＭＡ、钙调蛋白ｃａｌｐｏｎｉｎ、平滑肌分化特异性抗原
ｓｍｏｏｔｈｅｌｉｎ等 表 达 减 少，合 成 型 标 记 蛋 白 波 形
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、基质金属蛋白 ＭＭＰ、骨桥蛋白 ＯＰＮ等表达
增多）；同时血管平滑肌细胞增殖和迁移能力增强，迁

移至血管内膜，合成分泌大量细胞外基质，形成新生内

膜和管腔狭窄［１０－１１］。本研究发现导丝损伤后新生内

膜增厚，伴有显著的血管平滑肌细胞表型转化、增殖，

这与以往研究结果一致。

　　鞘氨醇（ｓｐｈｉｎｇｏｓｉｎｅ，Ｓｐｈ）在鞘氨醇激酶（ＳｐｈＫ）
催化下形成具有生物活性的１磷酸鞘氨醇（Ｓ１Ｐ）。血
浆中６０％～８０％的 Ｓ１Ｐ与高密度脂蛋白（ＨＤＬ）相结

８０２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



合。Ｓ１Ｐ作为具有生物活性的脂质代谢产物，在心血
管系统和免疫系统中有着重要作用［１２－１３］。Ｓ１ＰＲ有
５型，血管系统主要表达１～３型。研究表明，成熟血管
平滑肌细胞主要表达 Ｓ１ＰＲ２，抑制血管平滑肌细胞增
殖和迁移，维持血管平滑肌静止状态［７，１４－１５］，Ｓ１ＰＲ２－／－

小鼠颈动脉损伤后血管内膜增生严重［９］。成熟血管

平滑肌细胞Ｓ１ＰＲ１表达水平低，而在血管损伤修复过
程中Ｓ１ＰＲ１表达有上调趋势，提示Ｓ１ＰＲ１可能在血管
重构发生、发展中有着重要作用［７］。本研究动物实验

结果显示：颈动脉损伤后内膜新生增厚，血管 Ｓ１ＰＲ１
表达上调，与上述推断一致。既往研究表明，Ｓ１Ｐ通过
激活Ｓ１ＰＲ１，促进ＰＤＧＦ分泌，促进血管平滑肌细胞增
殖迁移［１６］。ＶＰＣ２５２３９选择性抑制 Ｓ１ＰＲ１／３后，Ｓ１Ｐ
诱导的血管平滑肌细胞增殖效应受到一定程度抑制，

收缩型标记分子 αＳＭＡ、ｓｍｏｏｔｈｅｌｉｎ荧光报告基因表
达活性增高；ＪＴＥ０１３特异性抑制 Ｓ１ＰＲ２后，Ｓ１Ｐ诱导
的血管平滑肌细胞增殖能力增强，αＳＭＡ、ｓｍｏｏｔｈｅｌｉｎ
荧光报告基因表达活性降低［１４］，说明 Ｓ１Ｐ通过激活
Ｓ１ＰＲ１促进血管平滑肌细胞增殖、迁移和表型转化。
本研究动物实验结果显示，过表达 Ｓ１ＰＲ１加重颈动脉
损伤后血管内膜新生；细胞实验结果显示，Ｓ１ＰＲ１促进
Ｓ１Ｐ诱导的血管平滑肌细胞表型转化、增殖和迁移。
细胞实验中 Ｓ１Ｐ诱导血管平滑肌表型转化时收缩型
标记分子αＳＭＡ和合成型标记分子 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ均表达
上调。这可能是由于原代血管平滑肌细胞同时表达较

高丰度Ｓ１ＰＲ１和Ｓ１ＰＲ２，Ｓ１Ｐ／Ｓ１ＰＲ１促进血管平滑肌
细胞表型转化和增殖迁移，Ｓ１Ｐ／Ｓ１ＰＲ２促进血管平滑
肌细胞向收缩型分化并上调αＳＭＡ表达。
　　血管损伤后血管重构局部炎症激活，聚集的炎症
细胞和受损血管平滑肌细胞炎症通路激活，释放大量

炎症因子和细胞因子，加重血管内膜增生。作为重要

的细胞因子，ＩＬ６与动脉粥样硬化、心肌梗死等多种心
血管疾病发病率正相关［１７］。研究表明，血管平滑肌细

胞ＩＬ６表达上调后，血管损伤后内膜增生更加严
重［１８］。Ｓ１Ｐ／Ｓ１ＰＲ１可通过 Ｇｉ激活 ＪＡＫ２ＳＴＡＴ３通
路，促进ＩＬ６表达上调，而ＩＬ６与ＩＬ６Ｒ结合后，继续
激活ＪＡＫ２ＳＴＡＴ３，形成正反馈效应，从而促进肿瘤的
发生、发展［１９］。本研究动物实验结果显示，导丝损伤

后颈动脉组织 ＩＬ６表达上调，激活血管平滑肌细胞
ＩＬ６／ＳＴＡＴ３通路。过表达Ｓ１ＰＲ１后，颈动脉组织ＩＬ６
表达进一步上调，ＩＬ６／ＳＴＡＴ３通路进一步激活，可能

级联激活下游其他炎症转录因子和增殖相关基因，促

进血管平滑肌细胞增殖迁移，加重损伤后血管重构。

　　综上，本研究发现过表达 Ｓ１ＰＲ１后，Ｓ１Ｐ／Ｓ１ＰＲ１
促进血管平滑肌细胞表型转化和增殖迁移，加重损伤

后血管内膜增生，可能与血管平滑肌细胞 ＩＬ６／ＳＴＡＴ３
通路激活有关，其具体机制需进一步探究。
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