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生理性周期性张应变通过激活 ＡＭＰＫ 磷酸化
抑制血管平滑肌细胞迁移
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摘要：目的　 探讨细胞能量代谢的关键调节因子 ＡＭＰ 激活的蛋白激酶 ＡＭＰＫ 在血管平滑肌细胞（ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ， ＶＳＭＣｓ）响应生理性周期性张应变力学刺激后对 ＶＳＭＣｓ 迁移的影响。 方法　 采用 Ｆｌｅｘｃｅｌｌ⁃５０００Ｔ 体

外细胞张应变加载系统，对大鼠原代培养的 ＶＳＭＣｓ 施加 １０％ 幅度、１ ２５ Ｈｚ 频率的周期性张应变，模拟 ＶＳＭＣｓ 在

体内的生理性力学环境；以未加载周期性张应变的静态细胞为对照组，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 ＶＳＭＣｓ 的 ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋

白表达；划痕实验检测 ＶＳＭＣｓ 迁移功能。 结果　 与静态组的细胞相比，生理性周期性张应变加载 ２４ ｈ 后显著减少

划痕愈合面积，提示生理性周期性张应变抑制 ＶＳＭＣｓ 迁移；生理性周期性张应变加载 ３ ｈ 后，ＶＳＭＣｓ 的 ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋

白表达显著升高，而加载 ２４ ｈ 后 ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋白表达显著降低。 在生理性周期性张应变加载条件下，孵育 ＡＭＰＫ 抑

制剂可以在张应变加载 ３ ｈ 后显著降低 ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋白表达，而在张应变加载 ２４ ｈ 后显著促进 ＶＳＭＣｓ 迁移；在静态

条件下孵育 ＡＭＰＫ 激活剂 ＡＩＣＡＲ ３ ｈ 后显著诱导 ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋白表达，孵育 ２４ ｈ 后显著抑制 ＶＳＭＣｓ 迁移；提示

ｐ⁃ＡＭＰＫ蛋白表达参与调控 ＶＳＭＣｓ 迁移。 结论 　 生理性周期性张应变能通过激活 ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋白表达，进而抑制

ＶＳＭＣｓ 迁移，提示生理性周期性张应变调控 ＶＳＭＣｓ 迁移对维持血管稳态具有重要意义。
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　 　 血管平滑肌细胞（ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ，
ＶＳＭＣｓ）位于血管壁中膜层，其主要功能是调节血

压并维持血管壁的生理功能［１］。 因此，ＶＳＭＣｓ 的增

殖、迁移等细胞功能在维持血管稳态中发挥着重要

作用。 正常生理状态下，ＶＳＭＣｓ 主要承载由血流脉

动而产生的周期性张应变，这种力学刺激对血管细

胞发挥正常的生理功能至关重要［２］。 深入研究力

学刺激在 ＶＳＭＣｓ 维持血管稳态中的作用，对揭示

心血管正常生理活动的分子机制以及心血管疾病

的发生、发展和防治均具有重要意义。
在体血管持续受到力学刺激，以启动细胞内的

信号转导途径，从而改变细胞行为和功能［３］。 细胞

对力学信号响应异常诱导动脉粥样硬化、高血压等

血管疾病的发生。 当血管因病理或术后机械摩擦

发生损伤后，ＶＳＭＣｓ 从血管中膜层迁移进入内膜

层，从而促进血管病变的形成。 在血管损伤的动物

模型中，内膜和中膜的增厚被认为是由于 ＶＳＭＣｓ 增

殖以及从中膜向内膜层的过度迁移造成［４⁃６］。 关于

ＶＳＭＣｓ 迁移的研究表明，抑制细胞异常迁移可能有

助于预防、减少血管生成或减少血管损伤后的后遗

症。 ＡＭＰ 激活的蛋白激酶 ＡＭＰＫ 是一种能量调节

剂，存在于复杂的代谢网络中。 已有研究表明，
ＡＭＰＫ 是能量代谢的关键调节因子， 参与调节

ＶＳＭＣｓ 增殖、迁移和分化等功能，维持血管稳态、抑
制血管重建和多种心血管疾病的进程［７］。 ＡＭＰＫ
在动脉粥样硬化过程中起保护作用，ＡＭＰＫα２ 缺失

诱导收缩表型 ＶＳＭＣｓ 转换为合成表型，促进斑块不

稳定性［８］。 Ｚｈａｎｇ 等［９］研究证实，ＡＭＰＫ ／ Ｎｏｘ４ 信号

通路参与二甲双胍和利格列汀对糖尿病大鼠颈动

脉内膜增生的保护作用，并通过抑制 ＶＳＭＣｓ 重构发

挥作用。 血管紧张素 ＩＩ 的 １ 型受体拮抗剂具有显

著的心血管保护作用，可以通过激活 ＡＭＰＫ 抑制活

性氧的产生，从而减弱 ＶＳＭＣｓ 增殖和迁移［１０］。
ＡＭＰＫ 在维持血管稳态中发挥重要作用，但生理性

周期性张应变对 ＡＭＰＫ 参与调控 ＶＳＭＣｓ 迁移的作

用仍不完全清楚。
本文通过 Ｆｌｅｘｃｅｌｌ 体外细胞张应变加载系统对

大鼠胸主动脉 ＶＳＭＣｓ 进行周期性张应变加载，加载

条件为 １０％ 幅度、１ ２５ Ｈｚ 频率，模拟生理条件下

ＶＳＭＣｓ 的力学环境。 通过蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ）实验和划痕实验研究生理性周期性张应变

对 ＶＳＭＣｓ 的 ＡＭＰＫ 蛋白磷酸化表达和迁移功能的

影响，使用 ＡＭＰＫ 抑制剂和激活剂确定 ｐ⁃ＡＭＰＫ 参

与生理性周期性张应变对 ＶＳＭＣｓ 迁移的调控。 本

文通过研究生理性周期性张应变调控 ＶＳＭＣｓ 迁移

的分子机制，为深入探讨维持血管稳态的力学生物

学机制提供一些新的实验依据。

１　 材料和方法

１ １　 细胞培养

通过组织贴块法获得大鼠原代 ＶＳＭＣｓ。 取新

鲜分离 ＳＤ 大鼠（１８０～２００ ｇ）胸主动脉，剪碎并放入

含 １０％ 小牛血清 ＦＣＳ（Ｇｉｂｃｏ 公司，美国）的 ＤＭＥＭ
培养基（Ｇｉｂｃｏ 公司，美国）中，置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２

培养箱中培养，传代，取第 ４ ～ ８ 代细胞用于后续

实验。
１ ２　 细胞生理性张应变加载

用 Ｆｌｅｘｃｅｌｌ⁃５０００Ｔ（Ｆｌｅｘｃｅｌｌ 公司，美国）细胞张

应变加载系统对 ＶＳＭＣｓ 进行周期性张应变加

载［１１］。 将 ＶＳＭＣｓ 种在 Ｆｌｅｘｃｅｌｌ 板上（Ｆｌｅｘｃｅｌｌ 公司，
美国），贴壁后更换成无血清的 ＤＭＥＭ 培养液同步

化处理 ２４ ｈ。 以未加载张应变的 ＶＳＭＣｓ 为静态对

照组（ＳＴ 组）；加载 １０％ 、１ ２５ Ｈｚ 周期性张应变为

实验组（ＣＳ 组），以此模拟生理性的周期性张应变。
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实验组分别加载 ３、２４ ｈ 后，收取 ＶＳＭＣｓ 的蛋白样

品，检测其 ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋白表达；ＶＳＭＣｓ 加载 ０ ｈ（即
加载的起始点） 和 ２４ ｈ 后， 通过倒置 显 微 镜

（Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司，日本）观察 ＶＳＭＣｓ 迁移。
１ ３　 药物孵育

细胞同步化结束前预孵育 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＡＭＰＫ
抑制剂 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ（Ｓｅｌｌｅｃｋ 公司，美国） １ ｈ，然后

对 ＶＳＭＣｓ 进行周期性张应变加载，命名为 ＣＳ ＋ ＩＮ
组。 静态条件下，在同步化结束前将 ＶＳＭＣｓ 分别预

孵育 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＡＭＰＫ 抑制剂 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ 或

１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＡＭＰＫ 的激活剂 ＡＩＣＡＲ（ＭＣＥ 公司，美
国）１ ｈ，然后将 ＶＳＭＣｓ 放置于静态条件，命名为

ＳＴ＋ＩＮ 组或 ＳＴ＋ＡＩＣＡＲ 组。 药物预孵育 １ ｈ 结束

后，同样，对静态或张应变加载 ３ ｈ 后的 ＶＳＭＣｓ，检
测其 ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋白表达；静态或张应变加载 ０、２４ ｈ
后，通过倒置显微镜观察 ＶＳＭＣｓ 迁移。
１ ４　 蛋白免疫印迹

使用蛋白裂解液收集不同组别蛋白样品，
１００ ℃变性 ５ ｍｉｎ，每孔加样 １５～２０ μＬ，然后将电压

调至 ８０ Ｖ 进行电泳。 蛋白电泳结束后，采用 ＰＶＤＦ
膜转膜 ２ ｈ。 转膜结束后，将条带放入 ５％ 脱脂牛奶

中封闭 １ ｈ。 封闭完成后使用抗 ｐ⁃ＡＭＰＫ （ １ ∶
１ ０００）、ＡＭＰＫ（１ ∶１ ０００）和 ＧＡＰＤＨ（１ ∶１ ０００）的一

抗 ４ ℃孵育过夜。 第 ２ 天 ＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次后，将目

的条带与相应的二抗室温孵育 ２ ｈ。 ＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次

后，使用 ＥＣＬ 发光法进行显色。 最终的目标蛋白灰

度信号通过 Ｉｍａｇｅ Ｓｔｕｄｉｏ 软件进行量化。
１ ５　 细胞迁移划痕实验

将 ＶＳＭＣｓ 接种于 Ｆｌｅｘｃｅｌｌ 板中，使用 ２０ μＬ 枪

头在每孔的相同位置画两条十字交叉的直线。 划

痕后，使用配备相机的倒置显微镜分别在 ０、２４ ｈ 捕

获图像，评估对照组和实验组 ＶＳＭＣｓ 迁移能力。 研

究 ＡＭＰＫ 抑 制 剂 对 ＶＳＭＣｓ 迁 移 的 影 响 时， 将

１０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ 与 ＶＳＭＣｓ 预孵育 １ ｈ 后，再
创建划痕；在 ０、２４ ｈ 捕获图像，评估 ＳＴ＋ＩＮ 组和

ＣＳ＋ＩＮ 组 ＶＳＭＣｓ 迁移能力。 研究 ＡＭＰＫ 激活剂

ＡＩＣＡＲ 对 ＶＳＭＣｓ 迁 移 的 作 用 时， 将 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＡＩＣＡＲ 与 ＶＳＭＣｓ 预孵育 １ ｈ， 再创建划痕。 在

０、２４ ｈ后捕获图像，静态条件下评估对照组和 ＳＴ＋
ＡＩＣＡＲ 组对 ＶＳＭＣｓ 迁移能力的影响。 每组分别随

机采集 ５ 个视野，通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测量划痕愈合

面积，评估细胞的迁移能力。
１ ６　 数据分析统计

所有数据采用均值±标准差表示。 数据间的比

较采用 ｔ 检验，Ｐ＜０ ０５ 表示差异具有统计学意义。

２　 结果

２ １　 生理性周期性张应变抑制 ＶＳＭＣｓ 迁移

应用 Ｆｌｅｘｃｅｌｌ⁃５０００Ｔ 体外细胞张应变加载系统，
对体外培养大鼠 ＶＳＭＣｓ 施加 １０％ 、１ ２５ Ｈｚ 周期性张

应变，模拟正常生理状态的周期性张应变力学刺激。
应用划痕实验观察生理性周期性张应变对 ＶＳＭＣｓ 迁

移的影响。 划痕愈合示意图显示，与静态组细胞相

比，１０％ 、１ ２５ Ｈｚ 周期性张应变加载 ２４ ｈ后，ＶＳＭＣｓ
细胞迁移被显著抑制［见图 １（ａ）］。 统计结果显示，
静态组划痕愈合了 ５６％ ，而 １０％ 、１ ２５ Ｈｚ周期性张应

变加载 ２４ ｈ 后划痕愈合了 ３４％ ，相比于静态组，周期

性张应变加载组划痕愈合能力显著降低［见图 １
（ｂ）］。 上述结果表明，生理性周期性张应变加载显

著抑制 ＶＳＭＣｓ 的迁移能力，提示生理性周期性张应

变参与维持 ＶＳＭＣｓ 的功能稳态。

图 １　 周期性张应变对 ＶＳＭＣｓ 划痕愈合的影响

Ｆｉｇ．１ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｙｃｌｉｃ ｓｔｒｅｔｃｈ ｏｎ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｏｆ
ＶＳＭＣｓ 　 （ ａ ） Ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ，
（ｂ） Ｃｏｌｕｍｎ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ

注：ＳＴ 为静态组，ＣＳ 为周期性张应变加载组；标尺 ＝

２００ μｍ；∗Ｐ＜０． ０５，ｎ＝ ４。

２ ２ 　 生理性周期性张 应 变 调 控 ＶＳＭＣｓ 的

ｐ⁃ＡＭＰＫ蛋白表达

与静态细胞相比，１０％ 、１ ２５ Ｈｚ 生理性周期性

张应变加载 ３ ｈ 后，ＶＳＭＣｓ 的 ｐ⁃ＡＭＰＫ 相对 ＡＭＰＫ
蛋白表达显著升高；而生理性周期性张应变加载

２４ ｈ后，其 ｐ⁃ＡＭＰＫ 相对 ＡＭＰＫ 的蛋白表达显著降

低。 使用 ＧＡＰＤＨ 作为内参，对照组和实验组的总

蛋白一致（见图 ２）。
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图 ２　 周期性张应变对 ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋白表达的影响

Ｆｉｇ． ２ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｙｃｌｉｃ ｓｔｒｅｔｃｈ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ⁃ＡＭＰＫ 　 （ ａ） Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，
（ｂ） Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ⁃ＡＭＰＫ

注：ＳＴ 为静态组，ＣＳ 为周期性张应变加载组；∗Ｐ＜０ ０５，ｎ≥３。

上述结果表明，生理性周期性张应变在不同时

相点调控 ＶＳＭＣｓ 的 ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋白表达，进而可能影

响 ＶＳＭＣｓ 的功能，提示 ｐ⁃ＡＭＰＫ 可能参与生理性周

期性张应变对 ＶＳＭＣｓ 迁移的调控。
２ ３　 ＡＭＰＫ 参与生理性周期性张应变对 ＶＳＭＣｓ

迁移的调控

为研究 ＡＭＰＫ 是否参与生理性周期性张应变

对 ＶＳＭＣｓ 迁移功能的调控，应用 ＡＭＰＫ 特异性抑

制剂 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ，在生理性周期性张应变加载的条

件下观察 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ 对 ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋白表达和

ＶＳＭＣｓ 迁移的影响。

　 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果显示，与 ＡＭＰＫ 抑制剂共

孵育后，显著降低了生理性周期性张应变加载 ３ ｈ
后 ｐ⁃ＡＭＰＫ 相 对 ＡＭＰＫ 的 蛋 白 表 达。 使 用

ＧＡＰＤＨ 作为内参，对照组和实验组的 ＧＡＰＤＨ 蛋

白表达稳定［见图 ３（ ａ）、（ ｂ）］。 划痕愈合实验显

示，在 ＡＭＰＫ 抑制剂存在的情况下，１０％ 、１ ２５ Ｈｚ
生理性周期性张应变加载 ２４ ｈ 后，ＶＳＭＣｓ 的迁移

能力显著高于无 ＡＭＰＫ 抑制剂的力学加载组［见
图 ３（ｃ）、（ ｄ）］。 上述结果提示，周期性张应变条

件下， 抑 制 ＡＭＰＫ 的 表 达 会 显 著 促 进 ＶＳＭＣｓ
迁移。

图 ３　 周期性张应变条件下 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ 对 ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋白表达和划痕愈合的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ ｏｎ ｐ⁃ＡＭＰＫ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｕｎｄｅｒ ｃｙｃｌｉｃ ｓｔｒｅｔｃｈ　 （ ａ） Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ， （ ｂ） Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ⁃ＡＭＰＫ， （ ｃ） Ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ， （ ｄ） Ｃｏｌｕｍｎ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｃｈａｒｔ ｏｆ
ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ

注：ＣＳ 为周期性张应变加载组，ＣＳ＋ＩＮ 为周期性张应变加载 ＋ＡＭＰＫ 抑制剂组；标尺＝ ２００ μｍ；∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１，ｎ＝ ４。

２ ４　 静态条件下 ＡＭＰＫ 抑制剂对 ＶＳＭＣｓ 迁移无

明显影响

为了研究静态条件下 ＡＭＰＫ 抑制剂对 ＶＳＭＣｓ
的 ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋白表达和迁移能力的调控，分别在静

态条件下添加和不添加 ＡＭＰＫ 抑制剂。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果显示，在静态条件下，与对

照组细胞相比，３ ｈ 后添加 ＡＭＰＫ 抑制剂的 ＶＳＭＣｓ

的 ｐ⁃ＡＭＰＫ 相对 ＡＭＰＫ 蛋白表达显著降低。 使用

ＧＡＰＤＨ 作为内参，对照组和实验组的 ＧＡＰＤＨ 蛋白

表达稳定［见图 ４（ａ）、（ｂ）］。 划痕愈合实验显示，
静态条件下，与未添加 ＡＭＰＫ 抑制剂的细胞相比，
添加 ＡＭＰＫ 抑制剂的 ＶＳＭＣｓ 划痕愈合能力无显著

差异［见图 ４（ｃ）、（ｄ）］。 上述结果表明，静态条件

下 ｐ⁃ＡＭＰＫ 对 ＶＳＭＣｓ 迁移能力的调控作用较小。
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图 ４　 静态条件下 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ 对 ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋白表达和划痕愈合的影响

Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ ｏｎ ｐ⁃ＡＭＰＫ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｕｎｄｅｒ ｓｔａｔｉｃ ｓｔａｔｅ　 （ａ） Ｃｈａｎｇｅｓ
ｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ， （ｂ） Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ⁃ＡＭＰＫ， （ｃ） Ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ， （ｄ） Ｃｏｌｕｍｎ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ
ｃｈａｒｔ ｏｆ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ

注：ＳＴ 为静态组，ＳＴ＋ＩＮ 为静态 ＋ＡＭＰＫ 抑制剂组；标尺＝ ２００ μｍ；∗∗∗Ｐ＜０ ００１，ｎ＝ ４。

２ ５　 ＡＭＰＫ 激活剂显著降低 ＶＳＭＣｓ 的迁移能力

为了进一步研究生理性周期性张应变对

ＶＳＭＣｓ 迁移的调控，应用 ＡＭＰＫ 激活剂 ＡＩＣＡＲ 在

静态条件下激活 ＡＭＰＫ，从而模拟生理性周期性张

应变力学刺激。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果表明，静态条件下，与 ＡＭＰＫ

激活剂共孵育 ３ ｈ 后，ｐ⁃ＡＭＰＫ 相对 ＡＭＰＫ 的蛋白表

达显著升高。 使用 ＧＡＰＤＨ 作为内参，对照组和实验

　 　 　

组的 ＧＡＰＤＨ 蛋白表达稳定［见图 ５（ａ）、（ｂ）］。 划痕

愈合实验显示，与 ＡＭＰＫ 激活剂共孵育后，显著减弱

了 ＶＳＭＣｓ 划痕愈合能力，即静态条件下，ＡＭＰＫ 磷酸

化蛋白表达增加能够抑制 ＶＳＭＣｓ 迁移［见图 ５（ｃ）、
（ｄ）］；这一结果与张应变加载条件下 ｐ⁃ＡＭＰＫ 的表

达与 ＶＳＭＣｓ 迁移的负调控作用趋势一致。 上述结果

均提示，在生理性周期性张应变对 ＶＳＭＣｓ 迁移的调

控过程中，ｐ⁃ＡＭＰＫ 发挥着关键作用。

图 ５　 静态条件下 ＡＩＣＡＲ 对 ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋白表达和划痕愈合的影响

Ｆｉｇ．５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＡＩＣＡＲ ｏｎ ｐ⁃ＡＭＰＫ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｕｎｄｅｒ ｓｔａｔｉｃ ｓｔａｔｅ　 （ａ） Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ， （ｂ） Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ⁃ＡＭＰＫ， （ ｃ） Ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ， （ ｄ） Ｃｏｌｕｍｎ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｃｈａｒｔ ｏｆ
ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ

注：ＳＴ 为静态组， ＳＴ＋ＡＩＣＡＲ 为静态 ＋ＡＭＰＫ 激活剂组；标尺＝ ２００ μｍ；∗∗Ｐ＜０ ０１，ｎ＝ ４。

３　 讨论

由于血流的脉动，血管会持续承受周期性张应

变的力学刺激。 在正常生理状态下，体内动脉血管

壁受到的周期性张应变幅度是 ５％ ～１０％ ，保证血管

的正常功能，从而维持血管的动态平衡［１２］。 位于血

管壁中膜层的 ＶＳＭＣｓ 主要承载着周期性张应变的

作用。 研究发现，ＶＳＭＣｓ 可以通过响应力学刺激而

改变其信号转导，最终改变 ＶＳＭＣｓ 迁移，不仅有利

于维持血管生理稳态，还参与病变后的血管重建过

程［１３］。 因此，研究驱动 ＶＳＭＣｓ 迁移的关键分子并

探讨其是否能够成为防治心血管疾病的有效新靶

点，具有十分重要意义。
细胞迁移是能量需求过程。 研究表明，ＶＳＭＣｓ

迁移与细胞能量代谢密切相关；减少线粒体裂变可

降低线粒体呼吸水平，从而抑制 ＶＳＭＣｓ 迁移和病理

性内膜增生［１４］。 抑制细胞糖酵解可逆转 ＰＤＧＦ 诱

导的 ＶＳＭＣｓ 迁移［１５］。 ＡＭＰＫ 调控细胞能量代谢，

９３３

范洋晶，等． 生理性周期性张应变通过激活 ＡＭＰＫ 磷酸化抑制血管平滑肌细胞迁移

ＦＡＮ Ｙａｎｇｊｉｎｇ， ｅｔ ａｌ． Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｙｃｌｉｃ Ｓｔｒｅｔｃｈ Ｉｎｈｉｂｉｔｓ Ｖａｓｃｕｌａｒ Ｓｍｏｏｔｈ Ｍｕｓｃｌｅ Ｃｅｌｌ Ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｖｉａ Ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ
ＡＭＰＫ Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ



由 α⁃催化亚基、β⁃调节亚基和 γ⁃调节亚基组成，是
Ⅱ型糖尿病、癌症和其他以能量异常利用为特征疾

病的有希望的治疗靶点［１６⁃１７］。 在人类中，ＡＭＰＫ 有

２ 个 α 亚基， α １ 和 α ２， 分别由 ＰＲＫＡＡ１ 和

ＰＲＫＡＡ２ 基因编码；２ 个 β 亚基，β１ 和 β２，分别由

ＰＲＫＡＢ１ 和 ＰＲＫＡＢ２ 基因编码；３ 个 γ 亚基，γ１、γ２
和 γ３，分别由 ＰＲＫＡＧ１，ＰＲＫＡＧ２ 和 ＰＲＫＡＧ３ 基因

编码。 在 ＡＭＰＫα 亚基的 Ｎ 末端有 １ 个保守的 Ｓｅｒ ／
Ｔｈｒ 激 酶 区， 该 区 域 包 含 １ 个 保 守 的 苏 氨 酸

（Ｔｈｒ⁃１７２）位点，该位点的磷酸化是激活 ＡＭＰＫ 所

必需的。 ＡＭＰＫ 通过三机制被完全激活。 首先，
ＡＭＰ 或 ＡＤＰ 与 γ 亚基的结合促进上游激酶对

ＡＭＰＫＴｈｒ⁃１７２ 的磷酸化，响应能量压力，肿瘤抑制

因子 ＬＫＢ１ 是 ＡＭＰＫ 激活的主要调节因子；其次，
ＡＭＰ 或 ＡＤＰ 与 γ 亚基的结合诱导 ＡＭＰＫ 构象变

化，从而防止蛋白磷酸酶对 Ｔｈｒ⁃１７２ 的去磷酸化作

用；ＣＡＭＫＫ２ 也可以诱导 Ｔｈｒ⁃１７２ 磷酸化而激活

ＡＭＰＫ［１８］。 生理性周期性张应变加载 ３ ｈ 后，启动

细胞内的信号转导通路，促使 ＡＭＰＫα 亚基 Ｔｈｒ⁃１７２
位点发生磷酸化，从而增加 ＶＳＭＣｓ 的 ｐ⁃ＡＭＰＫ（Ｔｈｒ⁃
１７２）蛋白表达。 ＡＭＰＫ 激活的作用是重新控制新

陈代谢，可以通过葡萄糖和脂质代谢调节细胞内能

量的稳态，减少合成代谢（即 ＡＴＰ 的消耗）并增加

分解代谢（即 ＡＴＰ 的产生），以恢复更有利的能量

平衡。 细胞迁移需要 ＡＴＰ 提供能量，ＡＭＰＫ 通过多

种信号通路参与调节细胞迁移。 研究表明，ＡＭＰＫ ／
ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴＡ３ 和 ＡＭＰＫ ／ ＧＳＫ３β ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路参与

肝癌细胞和子宫内膜癌细胞的迁移和侵袭［１９⁃２０］。
生理性周期性张应变力学刺激激活 ＡＭＰＫ 后，激活

细胞内信号通路，减少 ＡＴＰ 的消耗，从而抑制

ＶＳＭＣｓ 迁移，研究 ＡＭＰＫ 对 ＶＳＭＣｓ 迁移的调控机

制对心血管疾病的防治具有重要意义。
应用 Ｆｌｅｘｃｅｌｌ⁃５０００Ｔ 体外细胞张应变加载系

统，能够调节所加载的周期性张应变的幅度、频率

和时间，有效模拟体内 ＶＳＭＣｓ 受到的主要力学刺

激。 本文结果表明，１０％ 、１ ２５ Ｈｚ 生理性周期性张

应变力学刺激能够显著抑制 ＶＳＭＣｓ 迁移，提示生理

性周期性张应变可能对于 ＶＳＭＣｓ 维持正常生理功

能和血管维持正常生理稳态十分重要。 生理性周

期性张应变加载 ３ ｈ 后，与静态对照组相比，ＶＳＭＣｓ
的 ｐ⁃ＡＭＰＫ 相对 ＡＭＰＫ 的蛋白表达显著升高；而张

应变加载 ２４ ｈ 后，ｐ⁃ＡＭＰＫ 相对 ＡＭＰＫ 的蛋白表达

显著降低，提示生理性周期性张应变可能参与调控

ｐ⁃ＡＭＰＫ 相关的 ＶＳＭＣｓ 功能。 相对于 ＡＭＰＫ 磷酸

化水平的快速改变，细胞功能的变化具有一定的滞

后性。 因此，在后续 ＡＭＰＫ 抑制剂或激活剂的研究

中，选择在 ３ ｈ 时检测 ｐ⁃ＡＭＰＫ 的蛋白表达，而在

２４ ｈ时检测 ＶＳＭＣｓ 迁移功能。 由于周期性张应变

加载 ３ ｈ 后 ＶＳＭＣｓ 的 ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋白表达会明显升

高，故在张应变加载条件下就不需要考虑 ＡＭＰＫ 激

活剂 ＡＩＣＡＲ 对 ＶＳＭＣｓ 的作用。 周期性张应变条件

下，ＡＭＰＫ 抑制 剂能 够 有 效 降 低 ｐ⁃ＡＭＰＫ 相 对

ＡＭＰＫ 的表达，并能显著促进 ＶＳＭＣｓ 迁移。 然而，静
态条件下，ＡＭＰＫ 抑制剂虽然能够有效降低 ｐ⁃ＡＭＰＫ
相对 ＡＭＰＫ 的表达，但却未对 ＶＳＭＣｓ 迁移功能有明

显的影响。 上述结果表明，周期性张应变加载在

ｐ⁃ＡＭＰＫ调控 ＶＳＭＣｓ 迁移功能中具有重要作用。 静

态条件下，添加 ＡＭＰＫ 激活剂所诱导的 ｐ⁃ＡＭＰＫ 相

对 ＡＭＰＫ 蛋白表达升高可显著削弱 ＶＳＭＣｓ 迁移，即
表现出与周期性张应变加载后的相同结果。 该结果

同样证明，周期性张应变加载通过激活 ｐ⁃ＡＭＰＫ 在

ＶＳＭＣｓ 迁移过程中具有关键的调控作用。

４　 结论

生理性周期性张应变可显著抑制 ＶＳＭＣｓ 的迁

移能力，在这个过程中 ＡＭＰＫ 的磷酸化起到非常关

键的调控作用，其 ｐ⁃ＡＭＰＫ 的蛋白水平被抑制能显

著促进细胞迁移能力。 在本研究中，ｐ⁃ＡＭＰＫ 的上

游调控因子以及 ｐ⁃ＡＭＰＫ 如何靶向下游目标分子

调控 ＶＳＭＣｓ 迁移的进一步机制还未揭示，仍需要今

后更深入的探讨。 本文研究结果为血管生理稳态

的维持和正常生理条件下调控 ＶＳＭＣｓ 功能的分子

机制提供新的实验依据。
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