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　　［摘要］　目的　探讨固醇调节元件结合蛋白裂解活化蛋白（ｓｔｅｒｏｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎｓｃｌｅａｖａｇｅａｃｔｉｖａｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＳＣＡＰ）对血管平滑肌细胞（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＶＳＭＣｓ）泡沫
化的影响及其分子机制。方法　构建 ＬＶＳＣＡＰ与 ＬＶＣｏｎｔｒｏｌ血管平滑肌细胞系，免疫印迹法检测
ＳＣＡＰ及其下游相关蛋白ｎＳＲＥＢＰ２表达水平；油红Ｏ染色观察负荷 ＬＤＬ胆固醇后脂滴积聚，酶标仪检
测细胞总胆固醇（ｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）、甘油三酯（ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓ，ＴＧ）水平；单丹磺酰尸胺（ｍｏｎｏｄａｎｓｙｌ
ｃａｄａｖｅｒｉｎｅ，ＭＤＣ）染色检测自噬小泡聚集；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测自噬相关蛋白ＬＣ３ｂ、Ｐ６２与ＡＭＰＫｍＴＯＲ通
路表达；ｍＴＯＲ抑制剂雷帕霉素处理ＬＶＳＣＡＰ过表达细胞株，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ与油红Ｏ染色验证处理后效
果。结果　与ＬＶＣｏｎｔｒｏｌ组相比，ＬＶＳＣＡＰ组 ｎＳＲＥＢＰ２表达明显上调（Ｐ＜０．０５），经 ＬＤＬ胆固醇负荷
后产生的脂滴增多，ＴＣ、ＴＧ水平明显增高（Ｐ＜０．０５）；ＬＶＳＣＡＰ组细胞内自噬小泡聚集减少，自噬相关
蛋白ＬＣ３ｂ下调，Ｐ６２上调，ｐＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ水平降低，ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ水平升高（Ｐ＜０．０５）。Ｒａｐａ处理
结果显示ＬＣ３ｂ表达增加，Ｐ６２水平降低（Ｐ＜０．０５），油红Ｏ染色脂滴沉积减少（Ｐ＜０．０５）。结论　ＳＣＡＰ
可能通过影响ＡＭＰＫｍＴＯＲ信号通路抑制血管平滑肌细胞的自噬过程，促进其泡沫化，进而参与血管
动脉粥样硬化的发生发展。

　　［关键词］　 ＳＣＡＰ；血管平滑肌细胞；自噬；ＡＭＰＫｍＴＯＲ信号通路
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　　心血管相关疾病患病率与病死率在我国逐年上
升。其中，动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）是导致
患者入院、死亡的重要诱因。在动脉粥样硬化发展过

程中，以大量泡沫细胞与大量脂质沉积为特征的粥样

斑块的形成是贯穿 ＡＳ进程的标志性现象［１－２］。固醇

调控元件结合蛋白裂解活化蛋白（ｓｔｅｒｏｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓｃｌｅａｖａｇｅａｃｔｉｖａｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，
ＳＣＡＰ）是脂质代谢关键的调节因子，参与维护胞内外
脂质代谢稳态，与动脉粥样硬化密切相关［３］。既往研

究显示，ＳＣＡＰ的异常表达可促进巨噬细胞向泡沫细
胞的转化和巨噬细胞内的胆固醇的堆积，加快粥样斑

块的形成［４－５］。虽然巨噬细胞已经被证明是动脉粥样

斑块内的泡沫细胞的主要来源，但近年来越来越多的

研究发现，血管平滑肌细胞（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅ
ｃｅｌｌｓ，ＶＳＭＣｓ）也可以参与泡沫细胞的形成［６］，而

ＶＳＭＣｓ源性泡沫细胞的形成途径尚不明确。本研究
构建了 ＳＣＡＰ过表达血管平滑肌细胞株，旨在观察
ＳＣＡＰ是否可以影响 ＶＳＭＣｓ向泡沫细胞转化的进程，
并初步探讨其参与调控的信号通路和机制。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
　　鼠血管平滑肌细胞株由北京中原公司代购于
ＡＴＣＣ细 胞 库。ＬＶＳＣＡＰＤ４４３Ｎ 慢 病 毒 购 自 美 国
ＧｅｎｅＣｏｐｏｅｉａ公司；细胞培养所需的 ＤＭＥＭＦ１２培养
基、胎牛血清及青链霉素购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；慢
病毒筛选所用的嘌呤霉素购自上海生工生物公司；培

养皿以及２４孔板玻片购自美国ＮＥＳＴ公司；油红Ｏ检
测试剂盒购自北京索莱宝科技有限公司；ＴＣ、ＴＧ检测
试剂盒购自南京建成科技有限公司；ＭＤＣ染色检测试
剂盒购自北京索莱宝科技有限公司；ＳＣＡＰ抗体，
ＳＲＥＢＰ２抗体购自美国 Ａｂｃａｍ公司；ｐＡＭＰＫ抗体，
ＡＭＰＫ抗体，ｐｍＴＯＲ抗体，ｍＴＯＲ抗体购自美国 Ｃｅｌｌ
ＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；ＬＣ３ｂ抗体，Ｐ６２抗体与 β
ａｃｔｉｎ抗体购自武汉三鹰生物技术有限公司；全自动酶
标仪购自芬兰雷勃公司；荧光共聚焦显微镜购自德国

Ｌｅｉｃａ；全能蛋白转印系统及凝胶扫描成像系统购自美
国ＢｉｏＢａｄ公司；正置光学显微镜购自日本 Ｎｉｋｏｎ公

司；超声破碎仪购自德国Ｂａｎｄｅｌｉｎ。
１．２　细胞培养及ＬＶＳＣＡＰ血管平滑肌细胞构建
　　ＶＳＭＣｓ采用ＤＭＥＭ／Ｆ１２＋１０％胎牛血清＋１００Ｕ／ｍＬ
青霉素＋１００μｇ／ｍＬ链霉素完全培养基培养，置于３７℃、
５％ＣＯ２培养箱中。在慢病毒干扰前接种至２４孔板保
证感染时密度介于３０％～４０％，第２天将病毒加入２５０μＬ
预热的无血清培养基中（同时向另一孔中加入 ＬＶ
Ｃｏｎｔｒｏｌ病毒作为ＬＶＣｏｎｔｒｏｌ组），与２５μＬ促转染剂一
同加入２４孔板中，２ｈ后补加 ２５０μＬ含 １０％ＦＢＳ的
ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基，在扩大培养后用含 ３．０μｇ／ｍＬ
嘌呤霉素的完全培养基筛选，之后采用含１．０μｇ／ｍＬ
嘌呤霉素的完全培养基稳定扩大培养。

１．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测目的蛋白表达水平
　　将 ＶＳＭＣｓ种入细胞培养皿中，ＰＢＳ洗涤细胞
３遍。每１０ｃｍ皿中加３００μＬＲＩＰＡ裂解液（含蛋白
酶抑制剂和磷酸酶抑制剂）提取蛋白，按照 ＢＣＡ蛋白
分析试剂盒测定蛋白浓度，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，根据目的
蛋白分子量，调定电转时间，３％ ＢＳＡ溶液封闭 １ｈ。
用３％ＢＳＡ稀释一抗孵育过夜，ＴＢＳＴ清洗３遍后选取
对应二抗室温孵育２ｈ，以目标蛋白与 βａｃｔｉｎ条带的
光密度值比值计算相对表达含量。

１．４　细胞油红Ｏ染色
　　将细胞种于２４孔板爬片，４％多聚甲醛室温固定
２０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗２次，１，２丙二醇孵育 ２ｍｉｎ后加入
油红Ｏ染液染色３０ｍｉｎ，苏木精染细胞核 １０ｍｉｎ，甘
油明胶封片，高倍（６３０×）显微镜下观察拍摄。拍摄后
随机选取５个视野，ＩｍａｇｅＪ分析油红 Ｏ染色面积进
行统计分析，实验重复３次。
１．５　细胞内ＴＣ、ＴＧ检测
　　将细胞接种在１０ｃｍ细胞培养皿中，提取细胞悬液，
４℃、１０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，取沉淀用遇冷的ＰＢＳ清洗２～
３遍，将沉淀用２００μＬ裂解液混匀，４℃超声破碎，将匀浆
液置于冰上用检测试剂盒检测细胞内ＴＣ、ＴＧ含量。
１．６　自噬小泡（Ｍｏｎｏｄａｎｓｙｌｃａｄａｖｅｒｉｎｅ，ＭＤＣ）染色
　　将细胞种植于共聚焦皿中，用 ＰＢＳ清洗 ３遍细
胞，向培养皿中加入５００μＬＭＤＣ测试工作液，避光染
色２０ｍｉｎ后洗涤液清洗细胞，封片后在共聚焦显微镜
（６３０×）下观察检测。拍摄后随机选取５个视野，采取
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ＩｍａｇｅＪ分析自噬小泡的相对荧光强度进行统计分析，
实验重复３次。
１．７　雷帕霉素（Ｒａｐａｍｙｃｉｎ，Ｒａｐａ）处理平滑肌细胞
　　将转染了ＬＶＳＣＡＰ的血管平滑肌细胞种于６孔板
中，待细胞贴壁后饥饿过夜，第 ２天加入 ＬＤＬ
（２００μｇ／ｍＬ）处理２４ｈ，以不加 Ｒａｐａ处理的单纯 ＬＶ
ＳＣＡＰ处理细胞作为对照组，向实验组中加入
１０μｍｏｌ／ｍＬＲａｐａ处理２４ｈ，收集对照组与 Ｒａｐａ组的
细胞提取蛋白。

１．８　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１８．０统计学软件分析数据，结果用 珋ｘ±ｓ
表示，两组之内比较使用ｔ检验。ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ４进
行统计及绘图，以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　血管平滑肌细胞 ＳＣＡＰ过表达后对细胞脂质积
聚的影响

　　ＬＶＳＣＡＰＤ４４３Ｎ慢病毒处理 ＶＳＭＣ细胞构建 ＬＶ

ＳＣＡＰ细胞系，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示 ＬＶＳＣＡＰ组
ＳＣＡＰ与ｎＳＲＥＢＰ２的蛋白表达水平明显上调（图１Ａ）。
负荷ＬＤＬ（２００μｇ／ｍＬ）处理２４ｈ，油红 Ｏ染色后两组
均有明显的红染颗粒，但ＬＶＳＣＡＰ组红染颗粒明显的
增多，体积变大（图１Ｂ）。酶标仪检测两组细胞内ＴＣ、
ＴＧ水平，发现ＬＶＳＣＡＰ组细胞内 ＴＣ、ＴＧ水平较对照
组明显增高（图１Ｃ）。提示 ＳＣＡＰ过表达可促进细胞
内的脂质集聚，从而诱导血管平滑肌泡沫化。

２．２　血管平滑肌细胞 ＳＣＡＰ过表达对细胞自噬水平
的影响

　　ＭＤＣ染色检测在负荷ＬＤＬ后两组细胞内自噬小泡
的聚集情况。与对照组相比，ＬＶＳＣＡＰ组点状荧光强度
减弱，提示自噬小泡生成减少（图２Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测ＬＤＬ负荷后自噬相关蛋白ＬＣ３ｂ、Ｐ６２的表达水平，结
果显示ＳＣＡＰ过表达可显著降低细胞ＬＣ３ｂ表达，促进
Ｐ６２表达（图２Ｂ）。提示ＳＣＡＰ过表达可引起自噬相关
蛋白表达异常，进而抑制细胞自噬小泡的生成。
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图１　血管平滑肌细胞ＳＣＡＰ过表达对细胞脂质积聚的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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图２　血管平滑肌细胞ＳＣＡＰ过表达对细胞自噬水平的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．３　血管平滑肌细胞 ＳＣＡＰ过表达对 ＡＭＰＫｍＴＯＲ
信号通路的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示：较之对照组，在 ＬＤＬ负荷
下 ＬＶＳＣＡＰ组 ｐＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ相对表达量降低，
ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ相对表达量增加（Ｐ＜０．０５，图３）。提
示ＳＣＡＰ可能通过影响ＡＭＰＫｍＴＯＲ信号通路进而抑
制细胞自噬。

２．４　雷帕霉素处理 ＳＣＡＰ过表达血管平滑肌细胞后
细胞自噬及脂质积聚的变化

　　应用ｍＴＯＲ抑制剂雷帕霉素（１０μｍｏｌ／ｍＬ）处理
ＬＤＬ负荷后的ＬＶＳＣＡＰ血管平滑肌细胞系，可以观察

到：相比于单纯 ＬＶＳＣＡＰ组，Ｒａｐａ处理组 ＬＣ３ｂ蛋白
表达水平显著上升而Ｐ６２表达明显下调（图４Ａ）。油
红Ｏ染色显示Ｒａｐａ处理组胞内脂滴积聚水平明显减
弱（图４Ｂ）。提示 ｍＴＯＲ抑制剂可改善 ＳＣＡＰ过表达
导致的自噬受抑进而改善胞内脂滴积聚。

３　讨论

　　心血管相关疾病是世界上发病率与病死率高的疾
病之一，防控形势十分严峻。动脉粥样硬化是引发心

血管相关疾病的重要诱因，它起始于富含胆固醇酯的

载脂蛋白在血流阻塞后在血管内皮下的聚集。当脂蛋
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图３　血管平滑肌细胞ＳＣＡＰ过表达对ＡＭＰＫｍＴＯＲ信号通路的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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Ａ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔＬＣ３ｂ、Ｐ６２的相对蛋白表达量；Ｂ：油红Ｏ染色检测细胞在ＬＤＬ诱导下的脂质积聚情况

图４　雷帕霉素处理ＳＣＡＰ过表达血管后细胞自噬及脂质积聚的变化（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

白大量在内膜下积聚后会和内皮下的蛋白聚糖结合，

脂蛋白的蛋白、脂类成分可迅速的氧化或水解，并在血

管内膜下大量滞留［１，７］。氧化后的脂蛋白可引发内皮

细胞内大量炎症因子的释放和黏附因子的表达，这样

的炎症反应促进细胞在内膜下的募集，加快泡沫细胞

的产生。细胞内外异常堆积的胆固醇酯是泡沫细胞的

形成基础，泡沫细胞是一类富含脂滴的巨噬细胞或平

滑肌细胞的总称。前期实验主要关注巨噬细胞源泡沫

细胞［８－９］，但近年来，大量研究证实在冠状动脉粥样硬

化的斑块内，血管平滑肌细胞源性的泡沫细胞占比可

达５０％［１０］。因此，探究血管平滑肌细胞转化成为泡沫

细胞的机制对动脉粥样硬化的防治十分重要。

　　ＳＣＡＰ是定位于内质网膜上的胆固醇调节器，它

与ＳＲＥＢＰ形成聚合体协助它由内质网向高尔基体转

运［１１］，本课题组前期已发现 ＳＣＡＰ的异常表达与 ＡＳ

相关，且ＳＣＡＰ参与巨噬细胞源泡沫细胞生成过程。

因此提出假设ＳＣＡＰ可能参与血管平滑肌源泡沫细胞

的生成进而影响 ＡＳ的发展。有研究指出，ＳＣＡＰ的

４４３位点突变可引发 ＳＣＡＰ不受限制的运载 ＳＲＥＢＰ２

入核，引发胞内脂质异常蓄积与 ＳＣＡＰ的过表达［１２］。

在本研究中，采用 ＬＶＳＣＡＰＤ４４３Ｎ诱导血管平滑肌细胞

构建ＳＣＡＰ过表达细胞系，致使 ＳＣＡＰ与 ｎＳＲＥＢＰ２蛋

白水平明显上调，且 ＬＤＬ诱导产生的脂滴明显增多，

胞内ＴＣ、ＴＧ水平较对照组显著增高。提示血管平滑

肌细胞内ＳＣＡＰ表达影响胞内脂质蓄积，对血管平滑

肌细胞泡沫化形成有重要意义。

　　自噬是一类广泛存在于真核细胞内的自我保护机

制，细胞可通过自噬消除外来危险因素以及内生代谢

产物对细胞的影响。有研究［１３－１４］指出，自噬参与泡沫

细胞的形成，胞内胆固醇还可通过自噬途径进行逆向

转运。本研究检测ＳＣＡＰ过表达处理后自噬小泡生成

水平以及部分自噬蛋白的表达水平，发现 ＳＣＡＰ过表

达后自噬小泡聚集明显减弱，ＬＣ３ｂ作为参与自噬小泡

膜结构形成的自噬激活产物的蛋白水平明显下调，而

Ｐ６２作为自噬小泡降解标记物则明显上调［１５］。证实

血管平滑肌细胞内ＳＣＡＰ过表达可以抑制自噬小泡的

生成，促进其降解，抑制自噬活性。

　　自噬是一个精细的分解代谢过程，不仅存在复杂

的分子机制，还有各种不同的信号通路参与调控其发

生发展［１６］。常见的参与自噬的信号通路有 ＡＭＰＫ

ｍＴＯＲ、ＰＩ３ＫＡｋｔｍＴＯＲ、ＣＡＭＰＰＲＫＡ ＡＭＰＫＳＩＲＴ１

等，而在其中 ＡＭＰＫｍＴＯＲ信号通路的研究最为广
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泛［１７－１８］。ＡＭＰＫ是细胞内关键的能量感受器，是一种
高度保守的丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶；它可以参与细胞
内部代谢的调控，还可以参与细胞内能量代谢物的生

成与分解；是细胞生物过程中不可或缺的一类分

子［１９－２０］。ＡＭＰＫ的磷酸化可以抑制 ｍＴＯＲ的活性促
进自噬的发展，主要参与方式有两种：一是激活 ＴＳＣ２
（ｔｕｂｅｒｏｕｓｓｃｌｅｒｏｓｉｓｃｏｍｐｌｅｘ２）的磷酸化，促进 ＴＳＣ１／
ＴＳＣ２二聚体的形成进一步抑制 ｍＴＯＲＣ１活性；二是
ＡＭＰＫ直接通过磷酸化 ＲＡＰＴＯＲ（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｏｆｍＴＯＲ）的活性末端来降低 ｍＴＯＲＣ１的活
性［２０－２１］。哺乳动物ｍＴＯＲ靶蛋白是一类丝氨酸／苏氨
酸蛋白激酶，是调控细胞代谢、增殖、死亡以及自噬的

中心因子，也是细胞自噬的主要上游控制因子［２２］。本

课题组前期研究发现，ＳＣＡＰ敲低可一定程度上改变
胞内ＡＭＰＫ的活性［２３］。本研究探讨 ＳＣＡＰ过表达后
对ＡＭＰＫｍＴＯＲ信号通路的影响，发现 ｐＡＭＰＫ活性
明显降低而ｐｍＴＯＲ活性明显上调，即自噬受到抑制。
后续采用ｍＴＯＲ抑制剂雷帕霉素处理 ＬＶＳＣＡＰ细胞
株时发现它在一定程度上可以逆转ＳＣＡＰ过表达引发
的自噬功能受损以及脂质积聚增高。这些结果表明血

管平滑肌ＳＣＡＰ过表达使 ＡＭＰＫ的磷酸化激活受损、
ｍＴＯＲ活性增强，进而抑制细胞的自噬，最终导致细胞
内的脂质外排受阻，这可能是 ＳＣＡＰ促进血管平滑肌
细胞向泡沫细胞发展的重要分子机制。
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