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·临床研究·

腹主动脉瘤血管平滑肌细胞凋亡和自噬研究
杜亚豪，郑月宏，田翠，李汇华

【摘要】目的探讨血管平滑肌细胞(SMC)凋亡和自噬与腹主动脉瘤(AAA)发病的关系。方法采用原位末

端DNA标记(TUNEI。)技术观察AAA和人正常主动脉组织中SMC凋亡的情况，并用免疫组织化学分析其中LC3

的蛋白表达。提取AAA和正常主动脉组织RNA，采用RT-PCR方法检测其中与自噬相关的基因Beclinl、At94b、

Bnip3、Vps34的表达。结果AAA组织中凋亡的SMC明显高于正常主动脉组织(P<0．05)；LC3蛋白在AAA中

的表达高于正常主动脉组织(P<o．05)；AAA中Beclinl、At94h、Bnip3、Vps34表达水平明显高于正常主动脉组织

(P<o．05)。结论SMC凋亡和自噬在八AA的发病中起重要作用。
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Apoptosis and autophagy of vascular smooth muscle cells of

abdominal aortic aneurysm
DUYahao，ZHENG Yuehong，TIANCui，etal

Insititute of Basic Medicine，ChineseAcademy of Medical Sciences，Beijing 100730，China

[Abstract]Objective To investigate the relationship of apoptosis and autophagy of vascular smooth muscle

cells(SMC)with the pathogenesis of abdominal aortic aneurysm(AAA)．Methods In situ termJnal trailsferase-me-

diated dUTP nick end-labeIing(TUNEL)was used to detect the apoptosis of SMC of AAA and human nOl'lTlal aorta．

The expression of UC3 was measured by irnmunohistochemistry．RNA extraction from the tissue of AAA and human

norl'rlal aorta was performe&The mRNA levels of autophagy-related genes Beclinl，At94b，Bnip3，and Vps34 are

tested bv RT-PCR．Results The number of TUNEL-positive SMC in AAA was higher than that in nonnal aorta(P

<O．05)．The expression level of LC3 protein was significantly increased in AAA compared with that in norlTlal aorta

(P<O．05)．The mRNA expression levels of Beclinl，At94b，Bnip3 and Vps34 were markedly up-regulated in AAA

compared with that in normal aorta(P<O．05)．Conclusion The apoptosis and autophagY of vascular SM[c play an

important role in the pathogenesis of AAA．

[Key woresl aortic aneurysm，abdominal；apoptosis；autophagy；muscle，smooth，vascular

腹主动脉瘤(abdominal aortic aneurysm，

AAA)是一种以腹主动脉局限性扩张为主的血管疾

病，多见于65岁以上老年人，病死率较高。AAA

的发病机制尚未明确，普遍的观点认为是遗传、环

境、血流动力学和免疫等多种因素共同作用的结

果。目前认为其发病的主要机制是主动脉细胞外

基质的降解和中膜平滑肌细胞(smooth muscle

cell，SMC)的减少。SMC是腹主动脉中膜的主要细

胞．直接或间接地分泌弹力蛋白、胶原蛋白及其他

基质蛋白，对于动脉弹力板层的构筑和修复起着十

分莺要的作用。细胞凋亡和自噬都是主动而有序的

细胞自我消亡，S^化的凋亡和自噬与心血管系统生

理病理重构密切相关。本研究通过检测AAA与人

正常主动脉组织SMC的凋亡情况，以及在mRNA

和蛋向水平上检测其中的细胞自噬情况，探讨SMC

的凋亡和自噬在AAA发病中的机制。

1材料与方法

1．1组织和试剂 10例AAA组织由北京协和医

院血管外科医师术中获取后提供，6例人正常主动

脉组织取自健康非正常死亡尸体(死亡时间<

10 rain)。在无菌、无RNA酶条件下，于平肾动脉

下方约4 cm处切取主动脉壁，迅速冻存在液氮中备

用。Trizol购自美国Invitrogen公司，LC3抗体购

自美国R&D公司。免疫组化试剂盒购自北京中杉

金桥生物公司，TUNEI。试剂盒购自瑞士Roche公

司，RT-PCR试剂盒购自Qiangen公司。其余均为

国产分析纯试剂。
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1．2 组织凋亡染色 AAA和正常主动脉组织固

定、包埋，制作石蜡切片，厚度4 pm，进行组织凋亡

染色，操作程序严格按照TUNEL试剂盒说明书进

行，DAB显色，阳性细胞为细胞核中有棕色颗粒，呈

散在分布。400倍光学显微镜下随机计数6个视

野，共约2000个细胞，计算每个视野阳性细胞的百

分数后进行统计学分析。

1．3免疫组织化学检测LC3蛋白的表达免疫组

化试剂盒为中杉金桥PV-9000二步法检测试剂，严

格按照说明书操作，一抗用兔抗人LC3抗体，工作

浓度为1：1000；DAB显色，苏木素复染。显微镜

下观察棕黄色染色为阳性，用计算机彩色图像分析

系统分析每张切片上中膜免疫组化染色阳性细胞

的染色强度(平均积分吸光度值)。

1．4 R|P(、R法半定量检测Beclinl、At94b、

Bnip3、Vps34基因袁达严格按照按照Trizol说明

书提取AAA和正常主动脉组织总RNA，紫外分光

光度计检测RNA的浓度和纯度，琼脂糖凝胶电泳

检测其完整性。逆转录过程按RT-PCR试剂盒说

明书操作，PCR扩增循环参数Beclinl为94℃

3 min，95℃30 s、60℃30 S、72℃30 s，共32个循环，

72℃终延伸10 rain；At94b、Bnip3、Vps34为94℃

3 min，95℃1 min、58℃1 min、72℃1 rain，共30个循

环，72℃终延伸10 min；GADPH为94℃3 min，

95℃1 rain、59℃30 S、72℃30 S，共30个循环，72℃

终延伸10 min，共28个循环，引物序列见表1，由上

海生工生物技术有限公司合成。PCR产物经琼脂

糖凝胶电泳后，凝胶成像系统拍照，以目的基因与

内参对照的积分吸光度比值表示mRNA相对表

达量。

表l Beclinl、At94b、Bnipa、Vps34及GAPDH

引物核苷酸序列

引物
序列

产物

名称
““

长度

Beclinl—E游5二CAAGATCCTGGA(]()GT【汛：A一了 191bp

下游5二HXX：触砌汛汛X；AC』虹℃A一3
At94b上游5二AGA(j(]【]【](鞠【’I’RX；舡ACT-3" 283bp

下游汉汛X；A阮A箭Gc研1bAG一3
Bnip3 上游争p汛X珏衄1GGKAAGK)G-3" 233bp

下游弘AA(淞吼℃H菇K虹A()田限了
Vps34 上游5：GGAOCTl℃稻AOCAOG_6江一3 30Sbp

下游孓G(：AA(：A(X：』≮硝A(X；(Xj庀一3
GAPDH上游5二(汛X](]【X]【汛；(；A(；AAA(]【了I、-了 228bp

下游争THXj兀托~(X]0(五町珂砷盯r(翔叫①￥3

1．5统计学分析 实验数据均以孑±s表示，用t

检验作差异分析，P(0．05认为差异有显著性。

2结果

2．1 TUNEL染色及凋亡细胞计数TUNEL染

色结果显示，AAA组织中层组织中几乎所有的

SMC显示出TUNEL染色阳性；而正常主动脉中

TUNEL阳性细胞很少(图1)。统计结果显示，

AAA组织中凋亡的SMC比例为(76．2±9．o)％，

明显比正常主动脉组织的(6．9±1．3)％高，差异有

显著统计学意义(P<O．05，表2)。

袭2正常主动脉和舢认组织TUNEL染色阳性细胞的比例

注：AAA：腹主动脉瘤，SMC：平滑肌细胞。与正常主动脉

相比，’P<0．05

图1正常主动脉组织(A)和A从组织(B)平滑肌细胞(黑箭头)(TUNEL染色，X400)
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2．2免疫组织化学 在AAA组织中LC3的表达

明显高于正常主动脉组织。AAA组织的阳性表达

主要集中于中膜，在中膜染色呈深棕色，内膜和外

膜也有一些阳性染色；而在正常主动脉组织中，内

膜有较浅阳性染色，中膜和外膜几乎未见阳性染色

(图2)。AAA组织中膜细胞阳性染色明显比正常

主动脉组织高(P<o．05，表3)。

表3正常主动脉和m惦组织中膜IX3的表达

注：AAA：腹主动脉瘤。与正常主动脉相比，’P(0．05

2．3 RT_P(、R RT-PCR结果可以看出，自噬相关

基冈在AAA组织中的含量明显高于正常主动脉组

织(图3)。Beclinl、At94b、Bnip3、Vps34在正常动

脉组织中含量很少，而在AAA组织中含量较高，差

异有显著性(P-<0．05，表4)。

图3 Beclinl、At94b、Bnip3、Vps34

在正常主动脉和A姚组织中的表达

3讨论

AAA具体发病原因至今未明，动脉中膜SMC

密度降低是AAA主要病理特征之一。SMC丢失

以及导致的细胞外基质合成减少使得腹主动脉结

构严重受损，这是AAA形成中不可忽视的原因。

Cailhier等[1j通过抑制胱天蛋白酶(caspase-3)抑制

组织蛋白酶(cathepsin L)的释放和细胞外基质的降

解，证明了AAA的发病与细胞凋亡有一定的关系。

Rowe等L2j观察动脉瘤组织和正常主动脉组织，发

现动脉瘤组织中的SMC密度低于正常主动脉组

织。郭付有等[3j RT-PCR法检测了颅内动脉瘤、

AAA及正常主动脉中caspase-3的表达情况，发现

AAA中的caspase-3含量明显高于正常主动脉，这

些结果说明中膜SMC凋亡与AAA形成有关。目

前SMC凋亡发生的启动因素及发生过程中确切的

机制尚未清楚。笔者利用TUNEL染色可以看到，

在AAA组织的中膜SMC上，阳性染色的细胞占了

大多数，而正常主动脉组织中凋亡的细胞比例很

小。进一步证明动脉SMC的凋亡导致中膜SMC

密度降低，从而诱导AAA发病。

自噬是凋亡之外的程序性细胞死亡方式，在进

化过程中高度保守。细胞自噬参与了绝大多数长

半衰期蛋白质的降解[4]。近年来越来越多的研究提

示相同诱导因素在不同细胞中可分别诱发自噬或

凋亡。Terman等L5J通过研究发现心肌细胞自噬在

心肌病中发挥一定作用。最新研究发现L6J，在动脉

粥样硬化中存在着血管SMC自噬，并且SMC自噬

受到肿瘤坏死因子一a和胰岛素样生长因子_1的调

节。LC3是哺乳动物细胞中酵母At98基因的同源

图2正常主动脉组织(A)和AAA组织(B。黑箭头)L13免疫组化染色(×100)
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注：AAA：腹主动脉瘤。与正常主动脉组织相比，‘P<0．05

物，定位于前自噬泡和自噬泡膜表面，是细胞自噬

泡膜的通用标志物，LC3修饰过程对自噬泡的形成

必不可少[7]。本研究通过免疫组化发现LC3在

AAA组织中膜SMC中呈阳性表达。说明AAA中

存在着SMC自噬，导致中膜SMC的减少。

参与酵母自噬的相关基因At96在哺乳动物则

称为Beclin l。有研究指出，Beclin l-卜小鼠细胞自

噬缺陷，凋亡正常，说明Beclin 1是自噬的调控基

因L8]。At94b在自噬过程中起着较为重要的作用，

Yoshimura等DJ用RNA干扰技术证明，At94b与

LC3密切相关。Bnip3属于BH3一only亚家族，是

HIF的下游应答基因之一。Bnip3可促进线粒体自

噬【1 0。。研究发现，在转染了Bnip3的细胞中很早就

出现了等离子膜通透孔、线粒体损害、过多的细胞

质空泡和线粒体自噬现象[11{。Bnip3在缺氧和营养

缺乏时促进细胞自噬的能力会有所增强L12]。最新

研究发现，转录因子Fox03引起了骨骼肌细胞的自

噬过程。Fox03控制着与自噬相关的Bnip3和

LC3基因转录，而Bnip3能调节Fox03在自噬过程

中所起的作用[133。自噬小泡在形成过程中有3型

PIs K复合体参与，这一复合体包括Vps34，Beclin 1

和紫外线抵抗相关肿瘤抑制基因[1引。Ambral可以

通过与Beclin 1作用从而激活Vps34来刺激自噬过

程。为此，本研究通过RT-PCR发现，Beclinl、

At94b、Bnip3、Vps34等自噬相关基凶在AAA组织

中表达水平高于正常主动脉组织，从而证实SMC

自噬参与AAA发病过程。

另外，应认识到以下两个问题：(1)AAA病理

过程中SMC凋亡和自噬都导致SMC减少，因此对

它们的比较研究可能比单一因素的研究更有意义。

(2)应用AAA动物模型利于对主动脉SMC形态功

能进行动态观测，从而进一步研究AAA发病的

原因。

综上所述，本研究发现AAA的发病与SMC凋

亡、自噬有密切关系。对于SMC凋亡和自噬这两

种细胞死亡方式的研究能为AAA发病提供理论依

据。因此，应用药物或基因治疗的手段抑制SMC

凋亡和自噬，并阻断相关基因的表达，将是早期

AAA治疗中值得深入研究的方案。
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间内相继出现心力衰竭、肺水肿及肾功能不全，当

行急诊PCI开通梗死相关血管后，部分缺血心肌得

到有效灌注，心功能改善，射血分数增加，使各个脏

器的血流量明显增加，逆转了MODS继续发展，减

少了肝脏、脑及血液系统出现的器官衰竭。而药物

治疗组的血管开通率明显低于PCI组，心肌供血不

能恢复，各个脏器继续处于低灌注状态，MODS继

续发展引起更多器官损害。老年患者PCI组脑和

血液系统功能不全的发生比率低于药物治疗组，而

胃肠功能不全的比率高于药物治疗组，提示老年人

在接受急诊PCI时给予口服阿司匹林和氯吡格雷

对胃肠黏膜损伤较重，易诱发消化道黏膜糜烂、出

血。在治疗中给予胃黏膜保护剂(如奥美拉唑)可减

少胃肠出血的发生。老年人多伴有高血压及脑动

脉硬化，在药物溶栓过程中发生脑卒中的比率较

高，明显高于PCI组，脑卒中的发生又加重了

MODS。

PCI组的总死亡率明显低于药物治疗组(9．9％

伽36．1％；P<o．01)，两组的病死率均随着功能不

全器官数目的增多而增高，在老年患者中发生比率

类似，提示PCI组经积极的血运重建治疗，血管开

通率的增加，缺血心肌的恢复，避免更多器官缺血

时间的延长，减少器官损伤，逆转了M()DS。

在AMI合并MODS患者中，尤其是老年患者，

治疗的关键在于充分认识其危险因素，早期防治潜

在的MoDS。本资料显示，AMI后出现心力衰竭和

呼吸衰竭在MODS中占首位，与文献报道一致[5]，

且来势凶猛，可见心脏是早期应救治的重点器官。

在常规药物治疗的基础上行急诊PCI治疗是可行

的治疗方法。但急诊PCI前一定详细问清有无胃

肠疾病，尤其是出血病史；术中应用IABP支持，既

提高心肌血流灌注，又可增加心脏排血能力；术后

在给予常规药物治疗的基础上添加胃肠黏膜保护

剂；老年人机体抵抗力下降，注意预防感染，做好饮

食及大小便的护理及定时翻身叩背等。

总之，AMl合并MODS患者风险大，病死率

高，但积极有效地行PCI治疗，仍可获得较好的临

床疗效。临床医师应根据患者的病情，评估风险和

获益的比率，采取最佳的治疗方案，收到良好的临

床疗效。
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