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缺氧诱导线粒体ＤＮＡ释放后激活ｃＧＡＳＳＴＩＮＧ通路促进肺动脉平滑肌细胞增殖
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特需药品与器材研究室１，极端环境医学教育部重点实验室２，病理生理学教研室３

　　［摘要］　目的　探究线粒体ＤＮＡ（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡ，ｍｔＤＮＡ）释放在缺氧诱导大鼠肺动脉平滑肌
细胞（ｒａｔｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｉａｌｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＲＰＡＳＭＣｓ）增殖中的作用及可能机制。方法　①１％Ｏ２
缺氧处理ＲＰＡＳＭＣｓ分３组（ｎ＝３）：常氧组、缺氧２４ｈ组、缺氧４８ｈ组。②环孢素Ａ（ＣｓＡ）抑制线粒体
通透性转换孔（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｐｏｒｅ，ＭＰＴＰ）分为３组（ｎ＝３）：常氧组、缺氧４８ｈ组、
缺氧４８ｈ＋ＣｓＡ处理组。③ｓｉＲＮＡ敲低干扰素基因刺激因子（ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｏｆｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｇｅｎｅｓ，ＳＴＩＮＧ）表达
分为３组（ｎ＝３）：常氧＋ＮＣ组、缺氧４８ｈ＋ＮＣ组、缺氧４８ｈ＋ｓｉＳＴＩＮＧ组。④采用ＣＣＫ８检测细胞增殖，
ＲＴｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测环状ＧＭＰＡＭＰ合酶（ｃｙｃｌｉｃＧＭＰＡＭＰｓｙｎｔｈａｓｅ，ｃＧＡＳ）、ＳＴＩＮＧ、增殖细胞核
抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）的基因与蛋白表达，ｑＰＣＲ检测细胞质ｍｔＤＮＡ释放，ＥＬＩＳＡ
检测细胞培养上清中ＣＸＣ趋化因子配体１０（ＣＸＣｍｏｔｉｆｃｈｅｍｏｋｉｎｅｌｉｇａｎｄ１０，ＣＸＣＬ１０）水平。结果　缺氧
可诱导ＲＰＡＳＭＣｓ释放 ｍｔＤＮＡ（Ｐ＜０．０１），显著上调 ｃＧＡＳ、ＳＴＩＮＧ、ＰＣＮＡ的表达（Ｐ＜０．０５），并增强
ＣＸＣＬ１０的分泌（Ｐ＜０．０１），进而促进ＲＰＡＳＭＣｓ增殖（０．４４±０．０２ｖｓ０．７２±０．０３）（Ｐ＜０．０５）。抑制ＭＰＴＰ
可阻断ｍｔＤＮＡ释放（Ｐ＜０．０１），显著下调ｃＧＡＳ、ＳＴＩＮＧ、ＰＣＮＡ的表达（Ｐ＜０．０１），降低ＣＸＣＬ１０的分泌水
平（Ｐ＜０．０１），并显著抑制缺氧诱导的 ＲＰＡＳＭＣｓ增殖（０．７４±０．１２ｖｓ０．４３±０．０６）（Ｐ＜０．０１）。敲低
ＳＴＩＮＧ可显著下调ＰＣＮＡ的表达（Ｐ＜０．０５），降低ＣＸＣＬ１０的分泌水平（Ｐ＜０．０１），并显著抑制缺氧诱导
的ＲＰＡＳＭＣｓ增殖（０．６８±０．０３ｖｓ０．５８±０．０１）（Ｐ＜０．０１）。结论　缺氧可诱导平滑肌细胞释放 ｍｔＤＮＡ，
介导缺氧诱导的平滑肌细胞增殖，其机制可能与ｃＧＡＳＳＴＩＮＧ通路的激活有关。
　　［关键词］　ｍｔＤＮＡ释放；ｃＧＡＳＳＴＩＮＧ通路；肺动脉平滑肌细胞；缺氧；增殖
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　　肺动脉高压（ｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，ＰＨ）是
一种表现为异常肺血管收缩，进行性肺血管重塑，持续

性肺动脉压力升高，最终导致右心衰竭的难治性致命

性疾病。目前，肺动脉高压的治疗主要集中在扩血管

药物，改善肺血流动力学，但不针对其发病机理。肺动

脉高压的 ５年生存率仅为 ５０％左右［１］。缺氧作为肺

动脉高压的重要病因，可引起肺动脉平滑肌细胞、内皮

细胞、炎症细胞等发生一系列适应性改变参与肺血管

重塑［２］。其中缺氧诱导的平滑肌细胞过度增殖在肺

血管重塑中发挥了重要作用。以往研究发现，骨形态

发生蛋白信号通路、炎症反应、自噬、ｐ５３信号通路等
介导了平滑肌细胞的异常增殖［３－５］，参与肺动脉高压

的形成过程。然而，缺氧促进肺动脉平滑肌细胞增殖

的确切分子机制尚未完全阐明，对平滑肌细胞异常增

殖机制的深入研究，可为缺氧性肺动脉高压的防治提

供理论依据。

　　线粒体作为细胞的能量工厂，是有氧呼吸的主要
场所，主要负责ＡＴＰ的产生，同时参与氧感知、炎症反
应、细胞信号转导、自噬调控、增殖凋亡等多种细胞生

命活动［６］。越来越多的研究表明线粒体动力学异常、

线粒体代谢重编程、线粒体来源的损伤相关分子参与

肺动脉高压的发生、发展［７］。线粒体应激释放的

ｍｔＤＮＡ，作为重要的线粒体损伤相关分子，广泛参与急

性肾损伤、心血管疾病、关节炎等多种疾病进展［８－１０］。

ｃＧＡＳ是一种细胞质 ＤＮＡ感受器，通过结合细胞质内
ＤＮＡ而发生活化，催化产生 ｃＧＭＰ。ｃＧＭＰ作为第二
信使激活下游 ＳＴＩＮＧ，参与自噬、炎症、免疫等多种病
理过程［１１］。缺氧可导致线粒体应激、线粒体结构功能

受损、ＲＯＳ生成增多等一系列病理改变。缺氧能否诱
导ｍｔＤＮＡ释放，同时释放的 ｍｔＤＮＡ与增殖有无关系
未见报道。因此本研究拟通过小干扰 ＲＮＡ、ＣｓＡ处理
等技术探讨ｍｔＤＮＡ释放在缺氧诱导的肺动脉平滑肌
增殖中的作用及机制。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　大鼠原代肺动脉平滑肌细胞（ＲＰＡＳＭＣ）购自齐氏
生物公司，ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基购自Ｇｅｎｖｉｅｗ公司，Ｏｐｔｉ
ＭＥＭ培养基购自Ｇｉｂｉｃｏ公司，胎牛血清购自 ＨｙＣｌｏｎｅ
公司。小干扰ＲＮＡ由吉玛基因生物公司合成，ＳＴＩＮＧ
干扰序列：ｓｉＳＴＩＮＧ的靶序列为 ＣＣＡＵＧＵＣＡＣＡＧ
ＧＡＵＧＧＣＡＡＴＴ。ｃＧＡＳ抗体（货号：ａｂ１７９７８５）购自英
国 Ａｂｃａｍ公司；ＳＴＩＮＧ抗体（货号：１９８５１１ＡＰ）、
ＰＣＮＡ抗体（货号：１０２０５２ＡＰ）、αＴｕｂｕｌｉｎ抗体（货
号：１１２２４１ＡＰ）均购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司。ＰＢＳ、
ＴＢＳ、封闭蛋白干粉均购自博士德公司；细胞组织裂解
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液（ＲＩＰＡ）、ＰＭＳＦ、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒、辣根过
氧化物酶标记的山羊抗兔 ＩｇＧ均购自上海碧云天公
司。ＨＥＰＥＳＢｕｆｆｅｒ购自天恩泽公司；Ｄｉｇｉｔｏｎｉｎ购自德
国默克公司；ＣＸＣＬ１０ＥＬＩＳＡ试剂盒（货号：ｍｌ００３０８１）
购自酶联公司；ＣＣＫ８试剂盒（货号：ＣＫ０４）购自日本
同仁公司；ＲＮＡ提取试剂盒（货号：Ｒ６８３４０２）购自美
国 ＯＭＥＧＡ公司；引物由美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成；
ＤＮＡ提取试剂盒（货号：５１１０４）购自德国 ＱＩＡＧＥＮ公
司；ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＲＮＡｉＭＡＸ（货号：１３７７８１５０）购自美
国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；低氧工作站购自英国
ＢａｋｅｒＲｕｓｋｉｎｎ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养与处理　　ＲＰＡＳＭＣｓ在含 １０％
ＦＢＳ、１％青－链霉素的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基中常规培养。
至汇合度 ９０％左右，适量胰酶消化细胞，吹打混匀制
成单细胞悬液，待细胞贴壁后，换液，进行后续实验。

缺氧处理ＲＰＡＳＭＣｓ分３组：常氧组、缺氧２４ｈ组、缺
氧４８ｈ组。研究干扰Ｓｔｉｎｇ表达对缺氧肺动脉平滑肌
细胞增殖的影响时分３组：常氧＋ＮＣ组、缺氧４８ｈ＋ＮＣ
组、缺氧４８ｈ＋ｓｉＳＴＩＮＧ组，脂质体法进行细胞转染，按
照说明书进行。转染 １２ｈ后，换液，置于低氧工作站
中缺氧（１％Ｏ２）培养４８ｈ，进行后续检测。ＣｓＡ处理
分３组：常氧组、缺氧４８ｈ组、缺氧４８ｈ＋ＣｓＡ处理组，
细胞贴壁后，缺氧前 ３０ｍｉｎ予以 ＣｓＡ５μｍｏｌ／Ｌ［１２］预
处理，随后放低氧工作站中缺氧（１％Ｏ２）培养４８ｈ后
进行后续实验。

１．２．２　实时荧光定量ＰＣＲ　　总ＲＮＡ提取试剂盒提
取各组细胞总ＲＮＡ，测定ＲＮＡ浓度和纯度，取１μｇ总
ＲＮＡ，使用反转录试剂盒反转录后得到 ｃＤＮＡ。１０μＬ
体系进行定量ＰＣＲ反应，ＴＢＧｒｅｅｎ５μＬ、ｃＤＮＡ２．５μＬ、
ＤＥＰＣ水１．５μＬ、上下游引物各０．５μＬ，每个样本设
３个复孔。以βａｃｔｉｎ为内参，２－△△Ｃｔ计算各基因的相
对表达，引物序列见表１。
１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　冰上提取缺氧后细胞总
蛋白，ＢＣＡ试剂盒检测蛋白浓度，４０μｇ蛋白行 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ凝胶电泳，恒压转膜（１００Ｖ，７０ｍｉｎ），５％脱脂牛
奶常温封闭１．５ｈ。ＳＴＩＮＧ抗体（１∶１０００）、ｃＧＡＳ抗体
（１∶５００）、ＰＣＮＡ抗体（１∶２０００）、αＴｕｂｕｌｉｎ抗体
（１∶１０００）４℃孵育过夜。ＴＢＳＴ洗膜３次后加入二抗
（１∶２０００）室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次，ＥＣＬ化学发
光法显影。由于 ＰＣＮＡ与 ＳＴＩＮＧ蛋白分子量接近，因
此ＳＴＩＮＧ显完影，使用一抗二抗去除液洗脱，进行封
闭等后续操作。使用ＩｍａｇｅＪ软件进行灰度分析，以目
的蛋白灰度值与 αＴｕｂｕｌｉｎ灰度值比值表示目的蛋白
相对表达量。

表１　荧光定量ＰＣＲ引物序列

基因 引物序列（５′→３′）
Ｓｔｉｎｇ 上游：ＡＣＣＴＧＡＡＧＣＴＧＡＴＣＴＴＧＣＣＡ

下游：ＣＴＣＡＧＡＴＣＡＴＣＡＧＧＣＡＣＣＣＣ
Ｃｇａｓ 上游：ＧＡＣＧＧＧＡＧＴＣＣＧＡＧＴＴＣＡＡＡ

下游：ＡＧＣＴＣＧＡＴＴＣＴＧＧＧＧＡＣＴＴＣ
Ｃｘｃｌ１０ 上游：ＴＧＣＡＡＧＴＣＴＡＴＣＣＴＧＴＣＣＧＣ

下游：ＴＧＡＣＣＴＴＣＴＴＴＧＧＣＴＣＡＣＣＧ

βａｃｔｉｎ 上游：ＣＴＡＡＧＧＣＣＡＡＣＣＧＴＧＡＡＡＡＧＡＴ
下游：ＡＣＣＡＧＡＧＧＣＡＴＡＣＡＧＧＧＡＣＡＡＣ

Ｎｄ１ 上游：ＡＴＧＧＣＣＴＴＣＣＴＣＡＣＣＣＴＡＧＴ
下游：ＧＴＴＡＧＧＧＧＧＣＧＴＡＴＧＧＧＴＴＣ

Ｄｌｏｏｐ 上游：ＴＣＣＣＣＡＡＧＣＡＴＡＴＡＡＧＣＡＴＧＴＡＡ
下游：ＴＧＧＴＧＣＡＴＧＴＣＴＡＡＴＡＡＣＡＣＡＧＡ

１．２．４　ＣＣＫ８检测细胞增殖　　细胞培养至汇合度
达９０％时，加入适量胰酶消化细胞，细胞计数，每孔
３０００个细胞接种９６孔板，每组设５个复孔，待细胞贴
壁后予以给药、转染和缺氧处理。去除培养基，ＰＢＳ清
洗，每孔加入 ＣＣＫ８和 ＰＢＳ按 １∶１０比例混合液
１００μＬ，３７℃、５％ＣＯ２培养箱继续培养 ２ｈ，酶标仪
４５０ｎｍ测定光密度值［Ｄ（４５０）］。
１．２．５　细胞质ｍｔＤＮＡ定量　　ＲＰＡＳＭＣｓ（１×１０６）重
悬于 １７０μＬｄｉｇｉｔｏｎｉｎ缓冲液（１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，
５０ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳｐＨ＝７．４，２５μｇ／ｍＬｄｉｇｉｔｏｎｉｎ），摇
床上室温孵育１０ｍｉｎ，４℃ １６０００×ｇ离心２５ｍｉｎ。分
离上清与沉淀，分别表示细胞质与总的 ＤＮＡ组分。
ＤＮＡ试剂盒分别提取上清与沉淀部分 ＤＮＡ，采用
ｍｔＤＮＡ特异的引物进行 ＰＣＲ定量，每个样本细胞质
ｍｔＤＮＡ与总的ｍｔＤＮＡ进行标准化。引物序列见表１。
１．２．６　ＥＬＩＳＡ检测　　设置标准品孔、空白孔和样本
孔，样本孔加入不同浓度的标准品５０μＬ，样本孔加入
待测样本５０μＬ，空白孔加入样本稀释液５０μＬ。空白
孔、标准品孔和样本孔中每孔加入辣根过氧化物酶

（ＨＲＰ）标记的ＣＸＣＬ１０检测抗体１００μＬ，用封板膜封
住反应孔，３７℃恒温箱孵育 ６０ｍｉｎ。弃去液体，吸水
纸上拍干，每孔加洗涤液３５０μＬ，静置１ｍｉｎ，弃液体，
吸水纸拍干，重复洗 ５次。每孔加入底物 Ａ、Ｂ各
５０μＬ，３７℃避光孵育 １５ｍｉｎ。每孔加入终止液
５０μＬ，１５ｍｉｎ以内，４５０ｎｍ波长测定各孔Ｄ（４５０）值，
以细胞总蛋白浓度对Ｄ（４５０）值进行校正。
１．３　统计学分析
　　应用ＳＰＳＳ２３．０软件进行统计学分析，各组计量
资料数据以 珋ｘ±ｓ表示，两组间的比较采用独立样本
ｔ检验，多组间的均数比较采用方差分析，不符合正态分
布时采用非参数检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
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２　结果

２．１　缺氧对大鼠原代肺动脉平滑肌细胞增殖的影响
　　采用ＣＣＫ８和ＰＣＮＡ蛋白表达检测１％Ｏ２缺氧处

理对 ＲＰＡＳＭＣｓ增殖的影响，结果显示，与常氧组相
比，缺氧暴露２４ｈ和４８ｈ可显著增强 ＲＰＡＳＭＣｓ增殖
（Ｐ＜０．０５，图１Ａ），ＰＣＮＡ表达水平显著上调（Ｐ＜０．０１，
图１Ｂ、Ｃ）。其中，缺氧４８ｈ对增殖影响更为显著。
２．２　缺氧对细胞质 ｍｔＤＮＡ释放，ｃＧＡＳ、ＳＴＩＮＧ表达

以及ＣＸＣＬ１０分泌的影响
　　为了探究缺氧诱导平滑肌细胞增殖的机制，１％Ｏ２

缺氧处理ＲＰＡＳＭＣｓ４８ｈ，采用ｑＰＣＲ检测细胞质中编
码基因Ｎｄ１（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｌｙｅｎｃｏｄｅｄＮＡＤＨｄｅｈｙｄｒｏｇｅ
ｎａｓｅ１）以及非编码区序列Ｄｌｏｏｐ的变化来反映ｍｔＤＮＡ
变化，ＲＴｑＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳＴＩＮＧ和ｃＧＡＳ表
达，ＥＬＩＳＡ检测细胞培养上清 ＣＸＣＬ１０水平。结果显
示，与常氧组比较，缺氧４８ｈ细胞质 ｍｔＤＮＡ释放显著
增加（Ｐ＜０．０１），ＳＴＩＮＧ和 ｃＧＡＳ的蛋白水平显著上调
（Ｐ＜０．０５）。Ｓｔｉｎｇ、Ｃｇａｓ、下游炎症因子 Ｃｘｃｌ１０ｍＲＮＡ
水平显著上调（Ｐ＜０．０１）。细胞上清 ＣＸＣＬ１０水平显
著升高（Ｐ＜０．０１）。提示缺氧诱导的 ｍｔＤＮＡ释放，激
活ｃＧＡＳＳＴＩＮＧ通路。见图２。
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影响　ａ：Ｐ＜０．０１，与常氧组比较

图１　１％Ｏ２缺氧处理对ＲＰＡＳＭＣｓ增殖的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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Ａ：ｑＰＣＲ检测缺氧对细胞质ｍｔＤＮＡ释放的影响；Ｂ、Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测缺氧对ＳＴＩＮＧ、ｃＧＡＳ蛋白表达的影响；Ｄ：ＲＴｑＰＣＲ检测
缺氧对Ｓｔｉｎｇ、Ｃｇａｓ、Ｃｘｃｌ１０基因表达；Ｅ：ＥＬＩＳＡ检测缺氧对细胞ＣＸＣＬ１０分泌的影响　ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５，与常氧组比较

图２　缺氧诱导细胞质ｍｔＤＮＡ释放，激活ｃＧＡＳＳＴＩＮＧ通路　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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２．３　抑制ＭＰＴＰ对ｍｔＤＮＡ释放、ｃＧＡＳＳＴＩＮＧ通路激
活、平滑肌细胞增殖与ＣＸＣＬ１０分泌的影响

　　采用 ｑＰＣＲ检测细胞质 ｍｔＤＮＡ释放，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测 ＳＴＩＮＧ、ｃＧＡＳ和 ＰＣＮＡ表达，ＣＣＫ８检测细胞增
殖，ＥＬＩＳＡ检测细胞培养上清 ＣＸＣＬ１０水平。结果显
示，ＣｓＡ可显著抑制缺氧诱导的肺动脉平滑肌细胞细胞
质ｍｔＤＮＡ释放（Ｐ＜０．０１），同时逆转缺氧引起 ＳＴＩＮＧ、
ｃＧＡＳ、ＰＣＮＡ表达上调（Ｐ＜０．０５），下调细胞上清 ＣＸ
ＣＬ１０水平（Ｐ＜０．０１），并显著抑制缺氧诱导的平滑肌细
胞增殖（Ｐ＜０．０１）。提示 ｍｔＤＮＡ激活的 ｃＧＡＳＳＴＩＮＧ
通路可能参与调控平滑肌细胞增殖。见图３、４。
２．４　下调ＳＴＩＮＧ基因对缺氧诱导的肺动脉平滑肌细

胞增殖以及ＣＸＣＬ１０分泌的影响
　　采用ＣＣＫ８和ＰＣＮＡ蛋白表达检测ＲＰＡＳＭＣｓ增
殖，结果显示，干扰ＳＴＩＮＧ表达后，可显著抑制平滑肌
细胞增殖（Ｐ＜０．０１），ＰＣＮＡ蛋白表达显著下降（Ｐ＜
０．０５），细胞上清 ＣＸＣＬ１０水平显著降低（Ｐ＜０．０１）。
提示缺氧条件下ｃＧＡＳＳＴＩＮＧ通路的激活参与缺氧诱

导的平滑肌细胞增殖。见图５。

３　讨论

　　缺氧可引起肺血管重塑，过度的肺血管重塑引起
肺动脉高压，持续的肺动脉高压最终导致右心衰，严重

者可导致死亡。肺血管重塑是缺氧性肺动脉高压、高

原心脏病的重要病理基础，缺氧诱导的肺动脉平滑肌

细胞增殖是肺血管重塑的关键环节。对缺氧肺动脉高

压小鼠肺组织病理观察，过度增生的肺动脉中膜肥厚，

管腔狭窄，呈丛样改变，严重者导致血管堵塞［１２］。进

一步研究表明，诱导平滑肌细胞增殖可加重缺氧诱导

的肺动脉高压，对增殖进行干预可减轻缺氧诱导的肺

动脉高压［１３－１４］。本研究结果与既往研究一致，体外培

养原代肺动脉平滑肌细胞，缺氧处理 ２４、４８ｈ均可显
著增强肺动脉平滑肌细胞增殖。对肺动脉平滑肌细胞

增殖进行靶向干预，可为缺氧性肺动脉高压防治提供

重要的理论依据。
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图４　ＣｓＡ抑制缺氧诱导的平滑肌细胞增殖　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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! " #

$%&'

（
#(!!)

#）
!

*+,&-

（
."!!)

#）
!

!"+/0/123

（
44!!)

#）
!

'

"5)

!54

!5)

)54

)

! " #

蛋
白
相
对
表
达
量

组别

0

6

*+,&-

$%&'

7

)58

)5(

)5.

)5"

)

! " #

光
密
度
值

组别 %

7

8)

()

.)

")

)

! " #

%
9
%
:
!
)
;
<
=

·
>
=

?
!

组别 @

7

Ａ、Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测干扰ＳＴＩＮＧ对ＰＣＮＡ蛋白表达的影响；Ｃ：ＣＣＫ８检测干扰ＳＴＩＮＧ对细胞增殖的影响；Ｄ：ＥＬＩＳＡ检测干扰
ＳＴＩＮＧ对细胞ＣＸＣＬ１０分泌的影响；１：常氧＋ＮＣ组；２：缺氧４８ｈ＋ＮＣ组；３：缺氧４８ｈ＋ｓｉＳＴＩＮＧ组；ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５，与缺氧
４８ｈ＋ＮＣ组比较

图５　下调ＳＴＩＮＧ基因抑制肺动脉平滑肌细胞增殖　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

　　近年来，线粒体在多种疾病的发生、发展中备受关
注。线粒体自噬增强、线粒体过度分裂、线粒体生物合

成失衡、线粒体代谢重塑、线粒体来源 ＲＯＳ改变等参
与了肺动脉高压与肿瘤的疾病进程［１５］。线粒体主要

功能是通过有氧呼吸产生 ＡＴＰ，偶联多种代谢活动。
此外还参与信号转导、钙离子稳态、炎症反应、自噬凋

亡等调控，对线粒体的靶向干预，可为缺氧性肺动脉高

压防治提供新的更有效的策略。既往研究表明，缺氧

可导致线粒体结构损伤，功能受损。线粒体损伤释放

的损伤相关分子包括甲酰肽、ｍｔＤＮＡ、ＲＯＳ等在多种炎
症性疾病中被广泛报道［１６－１７］。线粒体是一种拥有独

立遗传物质的半自主细胞器，正常情况下双链环状

ＤＮＡ形成类核高级结构，位于线粒体基质中。线粒体
应激，释放 ｍｔＤＮＡ到细胞质，激活 ｃＧＡＳＳＴＩＮＧ通路
启动自身炎症免疫反应，在肾脏疾病、系统性红斑狼

疮、心血管疾病中被广泛报道。最新研究发现平滑肌

细胞ｃＧＡＳＳＴＩＮＧ通路的激活参与调控慢性肾脏病相
关的血管斑块稳定性，平滑肌细胞作为炎症产生与效

应细胞参与慢性肾脏病相关的心血管疾病发生发

展［１８］，提示平滑肌细胞也可能作为炎症的启动细胞介

导炎症反应。此外，有报道显示 ＳＴＩＮＧ可调控自噬、
自噬失衡或炎症反应，这些均参与肺动脉高压的病理

过程［１９－２１］。本研究发现，ｍｔＤＮＡ作为一种损伤相关分
子，缺氧可诱导其释放到细胞质，异常定位的 ｍｔＤＮＡ
可激活 ｃＧＡＳＳＴＩＮＧ通路，介导缺氧诱导的平滑肌细
胞增殖，敲低ＳＴＩＮＧ可逆转缺氧诱导的平滑肌细胞增
殖。提示ｍｔＤＮＡ的释放以及 ｃＧＡＳＳＴＩＮＧ通路可作
为缺氧诱导平滑肌细胞增殖的重要干预靶点，值得进

一步深入研究。

　　ＣＸＣＬ１０作为趋化因子超家族的一种，与趋化因
子受体３（ｃｈｅｍｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ３，ＣＸＣＲ３）结合，广泛参
与细胞免疫应答、血管生成、细胞增殖凋亡等生物学过

程。研究报道ＣＸＣＬ１０在肝细胞肝癌、乳腺癌、结直肠
癌等多种肿瘤模型中参与肿瘤细胞的过度增殖与侵

袭［２２－２４］。此外，ＣＸＣＬ１０还参与调控外周血 Ｔ淋巴细
胞的定向迁移，影响淋巴细胞增殖［２５］。研究发现 ＣＸ
ＣＬ１０同时也可参与平滑肌细胞增殖的调控，ＣＸＣＬ１０
以浓度依赖性促进平滑肌细胞增殖参与血管重塑［２６］，

ＣＸＣＬ１０还可通过 ＥＲＫ１／２／ＣＲＥＢ信号通路促进平滑
肌细胞增殖［２７］。缺氧可促进心脏微血管内皮细胞分

泌ＣＸＣＬ１０［２８］，本研究发现，缺氧也可以促进平滑肌细
胞分泌 ＣＸＣＬ１０。ＣＸＣＬ１０调控平滑肌细胞增殖与既
往报道基本一致，通过ＣｓＡ、ｓｉＲＮＡ等处理可抑制平滑
肌细胞ＣＸＣＬ１０的产生，抑制缺氧诱导的平滑肌细胞
增殖。有研究表明，血清 ＣＸＣＬ１０水平与肺动脉高压
患者病情的严重程度呈正相关［２９］，提示平滑肌细胞产

生ＣＸＣＬ１０可能通过自分泌、旁分泌的形式，作用于平
滑肌细胞促进其增殖，参与介导肺动脉高压，但其具体

作用机制需要进一步深入研究。

　　综上所述，本研究发现，缺氧导致肺动脉平滑肌细
胞ｍｔＤＮＡ异常释放，可激活 ｃＧＡＳＳＴＩＮＧ通路，参与
缺氧诱导的平滑肌细胞过度增殖。抑制 ＳＴＩＮＧ的激
活和干预ｍｔＤＮＡ的释放可显著抑制缺氧条件下平滑
肌细胞的增殖。提示调控线粒体 ｍｔＤＮＡ释放及
ｃＧＡＳＳＴＩＮＧ通路可为解决缺氧性肺动脉高压提供新
的策略。
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ｐｒｏｍｏｔｅｓＣＸＣＬ１０ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃａｒｄｉａｃｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏ
ｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｂｙＮＦκＢａｃｔｉｖａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｃｙｔｏｋｉｎｅ，２０１６，８１：
６３－７０．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃｙｔｏ．２０１６．０２．００７．

［２９］ＧＥＯＲＧＥＰＭ，ＯＬＩＶＥＲＥ，ＤＯＲＦＭＵＬＬＥＲＰ，ｅｔａｌ．Ｅｖｉ
ｄｅｎｃｅｆｏｒｔｈｅｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔｏｆｔｙｐｅＩｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｉｎｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ａｒｔｅｒｉａｌｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ［Ｊ］．ＣｉｒｃＲｅｓ，２０１４，１１４（４）：６７７－

６８８．ＤＯＩ：１０．１１６１／ＣＩＲＣＲＥＳＡＨＡ．１１４．３０２２２１．
（收稿：２０２１０７２１；修回：２０２１１００５）

（编辑　栾　嘉）

４２１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　




