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　　[摘要]　目的:探索 Hippo-YAP信号通路与自噬在血管平滑肌细胞表型转换中的作用关系及其机制。方

法:①培养小鼠血管平滑肌细胞(VSMCs),选取第4~8代用于实验,使用血管紧张素Ⅱ(AngⅡ,1×10-7mol/L)
处理24h构建 VSMCs表型转换模型,对照组细胞以同浓度的二甲基亚砜(DOSO)处理。②使用 WesternBlot、

qRT-PCR技术在蛋白质及 mRNA水平对 YAP,VSMCs表型标志物 OPN、α-SMA,以及自噬相关标志物 LC3、

P62、Beclin1进行检测。③分别构建 YAP与Beclin1的小干扰 RNA(siRNA)对其进行敲减,构建 YAP的过表达

质粒(pcDNA-YAP)对其进行过表达,使用 WB与qRT-PCR 验证各基因的表达变化。结果:①与对照组相比,

AngⅡ处理后 VSMCs收缩型标志物α-SMA表达下调、合成型标志物 OPN 表达上调,YAP及自噬相关标志物

LC3Ⅱ、Beclin1表达上调、P62表达下调,在蛋白质及 mRNA 水平均差异有统计学意义。②与对照组相比,YAP
siRNA转染后,VSMCs中 YAP在蛋白质与 mRNA水平出现明显下调;过表达 YAP后,YAP的表达水平出现明

显上调。③与单纯 AngⅡ刺激组相比,在 AngⅡ联合 YAPsiRNA组中,表型转换的发生及自噬相关标志物的上

调明显受到抑制;而过表达 YAP组中,表型转换的发生及自噬相关标志物的上调得到进一步增强。④与单纯

AngⅡ刺激组相比,AngⅡ联合Beclin1siRNA组中,表型转换的发生及自噬相关标志物的上调均受到抑制,但两

组中 YAP的表达变化差异无统计学意义。结论:在 VSMCs发生表型转换过程中,自噬相关基因及 YAP的表达

均明显上调,且 YAP可能通过增加Beclin1的表达促进自噬,从而参与表型转换的发生。
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Abstract　Objective:ToexploreinteractionandmechanismbetweenHippo-YAPsignalingpathwayandauto-
phagyinphenotypictransitionofvascularsmoothmusclecells(VSMCs).Methods:①Toconstructphenotypic
transitionmodelofmouseVSMCs,the4thto8thgenerationsofVSMCsweretreatedwithangiotensinⅡ (Ang
Ⅱ,1×10-7mol/L)for24hours,andthecontrolgroupwastreatedwithDMSO.②WesternBlotandqRT-PCR
wereusedtodetecttheexpressionofYAP,OPN,α-SMA,autophagy-relatedmarkersLC3,P62andBeclin1.③
siRNAwasconstructedtoknockdownYAPandBeclin1,respectively.Theplasmidwasconstructedtooverex-
pressYAP.WBandqRT-PCRwereusedtoverifytheexpressionchangesofeachgene.Results:①Comparedto
thecontrolgroup,theexpressionofα-SMAwassignificantlydown-regulated,WhiletheexpressionofOPNwas
up-regulated.YAPandautophagy-relatedmarkersLC3Ⅱ、Beclin1wereup-regulated,andtheexpressionofP62
wasdown-regulatedafterAngⅡ treatment.TherewerestatisticaldifferencesatproteinandmRNAlevels.②
Comparedtothecontrolgroup,YAP'sproteinandmRNAinVSMCsweresignificantlydown-regulatedafterYAP
siRNAtransfection.AfterYAPoverexpression,YAPwassignificantlyup-regulated.③ComparedtotheAngⅡ
group,thephenotypictransitionandtheup-regulationofautophagy-relatedmarkersweresignificantlyinhibitedin
thegrouptreatedwithbothAngⅡandYAPsiRNA.WhileintheYAPoverexpressiongroup,phenotypictransi-
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tionandup-regulationofautophagy-related markerswerefurtherenhanced.④ComparedtotheAngⅡ treat
group,thephenotypictransitionandtheup-regulationofautophagy-relatedmarkerswereinhibitedinthegroup
treatedwithbothAngⅡ andBeclin1siRNA,whiletheexpressionofYAPinthetwogroupswasnostatistical
difference.Conclusion:Theexpressionofautophagy-relatedmarkersandYAPwereup-regulatedinVSMCsdur-
ingphenotypictransitioning,andYAPmaypromoteautophagybyupreglutetheexpressionofBeclin1andulti-
matelyacceleratephenotypictransition.

Keywords　vascularsmoothmusclecells;phenotypictransition;Yes-associatedprotein;autophagy;Beclin1

　　主动脉夹层(aorticdissection,AD)是一种高

危性血管疾病[1-2]。研究表明,位于中膜的血管平

滑肌细胞(vascularsmoothmusclecells,VSMCs)
是维持血管功能的重要结构[3],VSMCs从收缩型

到合成型的转换参与调节 AD的发生[2,4-5]。
Hippo-YAP信号网络作为控制细胞增殖和分

化的信号整合器发挥着核心作用[6],其中 Yes相关

蛋白(Yes-associatedprotein,YAP)作为该信号通

路下游的关键效应分子已被证明与 VSMCs的表

型转换有密切关联[7-8]。研究发现,在使用血管紧

张素Ⅱ(Angiotensin Ⅱ,AngⅡ)处理的 VSMCs
中,YAP的表达以剂量和时间依赖性方式增加[9],
这种现象在PDGF-BB处理后也可以观察到,同时

伴随有自噬标志物的变化[10-11]。
自噬是一种蛋白质或细胞器自我消化的过程,

已被证实参与调节血管重塑[12]。在 VSMCs发生

表型转换的过程中,检测到自噬标志物表达上调,
阻断自噬明显抑制了表型转换发生[13]。自噬受到

哺乳动物雷帕霉素靶点(mTOR)的抑制已被充分

证实,抑制 mTOR从而激活下游PIK3C3-Beclin1-
ATG14复合物是自噬发生的关键[14-15]。另有研究

表明,Hippo-YAP信号通路与 mTOR在调控细胞

生长方面具有协同作用[16]。
因此,我们设想 YAP可能通过调控自噬参与

VSMCs表型转换,并且该过程与Beclin1相关。本

研究成功构建出 VSMCs表型转换模型,采用过表

达及沉默基因的方法,检测 YAP、VSMCs及自噬

标志物的表达情况。对于进一步深入探索 AD 的

发病机制、预防及治疗具有重大意义。
1　材料与方法

1.1　材料

小鼠主动脉平滑肌细胞(武汉普诺赛生物科

技);DMEM/F12 培 养 基 (gibco)、胎 牛 血 清、
0.25%EDTA胰蛋白酶、青霉素-链霉素、无血清细

胞冻存液(赛尔瑞成);RIPA 裂解液、PMSF、蛋白

质磷酸酶抑制剂、BCA 蛋白浓度测定试剂盒(碧云

天)、PVDF膜、超敏ECL化学发光试剂盒(葆光生

物)、预染蛋白 Marker(赛默飞);一抗 (Protein-
tech):OPN、α-SMA、LC3、P62、YAP1、Beclin1、β-
actin(碧云天);二抗(碧云天):HRP标志山羊抗

兔、HRP 标志山羊抗小鼠;AngⅡ(MCE 公司);
YAP1siRNA、Beclin1siRNA、riboFECTCP转染

试剂 (锐 博 公 司);FTLipo 转 染 试 剂、pcDNA-
YAP、pcDNA3.1-3xFlag-C(湖南丰晖生物科技);
引物(欣科盛生物科技);快速 RNA 提取试剂盒、
反转录预混试剂盒、SYBRGreenTagHS预混型

qPCR试剂盒(艾科瑞公司)。
1.2　VSMCs培养与传代

复苏购买的小鼠 VSMCs并接种在6cm 培养

皿,细胞在含有10%胎牛血清及1%青霉素-链霉

素的DMEM/F12培养基中培养,置于37℃恒温、
含5%CO2 的培养箱中,细胞呈贴壁生长,每1~2
天更换一次培养基,生长至80%用胰蛋白酶消化

传代,后续实验用第4~8代细胞进行。
1.3　细胞模型

①将 VSMCs用胰蛋白酶消化成细胞悬液,接
种于6孔板;②待细胞贴壁后更换培养基,改为无

血清培养基培养16h实现同步化生长;③对照组

加入完全培养基(含同浓度 DMSO)2mL,实验组

加入使用 DMSO 溶解的 AngⅡ,使终浓度为1×
10-7mol/L[17];④于恒温培养箱中培养24h后,提
取蛋 白 质 及 RNA,采 用 WB 及 qRT-PCR 检 测

OPN及α-SMA的表达,以此评估建模成功与否。
1.4　细胞转染

1.4.1　基因沉默　①将消化后的细胞接种于6孔

板,待细胞贴壁生长至30%~50%,更换无双抗培

养基;②分为空白对照组、阴性对照组(NC)、实验

组,分别用1× Buffer稀释 YAPsiRNA、Beclin1
siRNA,轻轻混匀后各加入12μL转染试剂,混匀

后室温下孵育15min;③将上述转染复合物加入6
孔板中,置于恒温培养箱中转染48h,检测转染

效率。
1.4.2　质粒过表达　①将细胞按照1×106 个/孔

接种于六孔板内,待细胞贴壁汇合至50%~70%
更换为2mL无双抗培养基;②分为空白对照组、
对照质粒组、实验组,将10μLFTLipo转染试剂与

250μL无双抗培养基混匀,室温孵育5min;③将

4μg质粒DNA与250μL无双抗培养基混匀;④将

上述500μLLFTLipo-DNA-培养基混合液混匀,
室温孵育20min,均匀滴加至六孔板中,培养6h
后更换为2mL无双抗培养基继续培养48h,检测

转染效率。
1.5　实验方法

1.5.1　WesternBlot检测　①取出处理后的细
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胞,吸出培养基,用预冷 PBS水冲洗2遍,加入胰

酶消化细胞,用两倍体积的完全培养基终止消化,
吹打细胞并将其转移至1.5mLEP管离心收集细

胞;②加入配置好的RIPA细胞裂解液200μL/管,
冰上裂解30min,4℃、15894×g,离心10min,取
上清转移至新的 EP管,BCA 试剂盒测蛋白浓度,
加入 LoadingBuffer配平,金属浴100℃、10 min
蛋白变性,室温冷却后待上样;②配制10%(15%)
SDS-PAGE进行电泳,将蛋白转至 PVDF 膜上,
5%脱脂奶粉室温下封闭2h,一抗(1∶1000稀释)
4℃摇床孵育过夜,TBST洗膜3次,10min/次,二

抗(1∶1000稀释)室温摇床孵育1h,洗膜,条带置

于化学发光成像仪(Tanon)中,滴加 ECL显色剂

曝光,结果采用imageJ软件定量分析。
1.5.2　实时荧光定量PCR检测　①使用新型快

速提取RNA试剂盒提取细胞 RNA,以 RNA 为模

板逆转录获得cDNA,采用SYBR荧光定量检测方

法进行PCR扩增;②引物序列及产物长度见表1,
反应条件为95℃30s;95℃5s,60℃30s,40cy-
cles。反应结束后分析扩增曲线,整理数据,计算

2-ΔΔCt 值进行数据分析。

表1　引物序列及产物长度

引物名称 引物序列 产物长度

YAP
F:5′-CAAATACAGCTGCAGCAGTTAC-3′
R:5′-CAAATACAGCTGCAGCAGTTAC-3′

83bp

Beclin1
F:5′-TAATAGCTTCACTCTGATCGGG-3′
R:5′-CAAACAGCGTTTGTAGTTCTGA-3′

217bp

OPN
F:5′-AAACACACAGACTTGAGCATTC-3′
R:5′-TTAGGGTCTAGGACTAGCTTGT-3′

148bp

α-SMA
F:5′-CGTGGCTATTCCTTCGTGACTACTG-3′
R:5′-CGTCAGGCAGTTCGTAGCTCTTC-3′

148bp

LC3
F:5′-CTGTCCTGGATAAGACCAAGTT-3′
R:5′-GTCTTCATCCTTCTCCTGTTCA-3′

185bp

P62
F:5′-TTCTGGGCCAATCGTTTAAATG-3′
R:5′-ATGCTGCAGAAATACCAACATC-3′

82bp

GAPDH
F:5′-TCAACAGCAACTCCCACTCT-3′
R:5′-TGCTCAGTGTTGGGGGCCGA-3′

　　注:YAP:Yes相关蛋白;α-SMA:α-平滑肌肌动蛋白;OPN:骨桥蛋白;LC3:微管相关蛋白1轻链3;GAPDH:三磷酸甘油

醛脱氢酶;F:上游引物;R:下游引物。

1.6　统计学方法

采用 GraphPadPrism9.0软件进行统计学分

析,结果以■X±S 表示,2组间差异比较采用独立

样本t检验,3组及以上差异比较采用单因素方差

分析,以P<0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　AngⅡ促进 VSMCs的表型转换

使用1×10-7mol/L 的 AngⅡ 刺激 VSMCs

24h,根据qRT-PCR 结果分析显示,与对照组相

比,AngⅡ刺激组中 VSMCs收缩型标志物α-SMA
的 mRNA 表达水平下降,合成型标志物 OPN 的

mRNA表达水平上升,差异具有统计学意义(图
1a、1b)。同样,WB结果证明了在蛋白质水平,Ang
Ⅱ刺激组中α-SMA 表达水平下调以及 OPN 表达

水平上调(图1c~1e)。

a、b:AngⅡ对 VSMCs中 OPN及α-SMA的 mRNA表达水平的影响;c~e:AngⅡ对 VSMCs中 OPN及α-SMA的蛋白

质表达水平的影响。1)P<0.05,2)P<0.01。
图1　AngⅡ对VSMCs标志物的 mRNA及蛋白质表达水平的影响
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2.2　AngⅡ促进 VSMCs发生表型转换伴随 YAP
及自噬相关标志物表达水平的变化

在VSMCs发生表型转换的同时,检测到YAP
及自噬相关标志物 LC3、Beclin1及 P62的表达水

平发生变化。qRT-PCR 结果分析显示,与对照组

相比,AngⅡ刺激组中 YAP表达明显上调,自噬相

关标志物LC3Ⅱ、Beclin1的表达上调以及 P62表

达下调,同样的变化在 WB检测的蛋白质水平中也

可以观察到(图2)。
2.3　过表达 YAP对 AngⅡ诱导的 VSMCs表型

转换及自噬的影响

与对照质粒(pcDNA3.1)组和空白对照组相

比,pcDNA3.1-YAP(mYAP)转染组中 YAP的表

达在 mRNA及蛋白质水平均上调(图3a、3g、3i)。
WB及qRT-PCR 分析表明,与空白对照组相比,
AngⅡ刺激组中 OPN的表达明显上调,而 YAP的

过表达进一步增加了 AngⅡ诱导的 OPN 表达上

调。相比之下,AngⅡ刺激组中α-SMA 表达下调,
而 YAP 过表达进一步增加了 AngⅡ 诱导的 α-
SMA表达下调(图3b、3c、3h、3j、3l)。

与单纯 AngⅡ刺激组相比,AngⅡ联合 YAP
过表达进一步增加了单纯 AngⅡ诱导的自噬相关

标志物LC3Ⅱ、Beclin1表达上调。相比之下,YAP
过表达进一步增加了 AngⅡ诱导的P62表达下调

(图3d、3e、3f、3k、3m、3n、3o)。

2.4　沉默 YAP对 AngⅡ诱导的 VSMCs表型转

换及自噬的影响

与阴性对照(NC)组和空白对照组相比,YAP
siRNA转染组中 YAP的表达在 mRNA 及蛋白质

水平均受到明显抑制(图4a、4g、4i)。与空白对照

组相比,AngⅡ刺激组中 OPN的表达明显上调;与
单纯 AngⅡ刺激组比较,AngⅡ联合 YAPsiRNA
则抑制了单纯AngⅡ诱导的OPN表达上调。相比

之下,AngⅡ联合 YAPsiRNA 则抑制了单纯 Ang
Ⅱ诱导的α-SMA表达下调(图4b、4c、4h、4j、4l)。

与单纯 AngⅡ刺激组相比,AngⅡ联合 YAP
siRNA抑制了单纯 AngⅡ诱导的自噬相关标志物

LC3Ⅱ、Beclin1 的表达上调。相反,AngⅡ 联合

YAPsiRNA抑制了 AngⅡ诱导的 P62表达下调

(图4d、4e、4f、4k、4m、4n、4o)。
2.5　沉默Beclin1对 VSMCs表型转换及 YAP的

影响

与阴性对照(NC)组和空白对照组相比,Bec-
lin1siRNA 转染组中Beclin1的表达明显下调(图
5a、5e、5h);与单纯 AngⅡ刺激组相比,AngⅡ联合

Beclin1siRNA组则抑制了 AngⅡ诱导的 VSMCs
表型转换发生(图5b、5c、5f、5i、5j);与空白对照组

相比,单纯 AngⅡ 刺激组及 AngⅡ 联合 Beclin1
siRNA组中 YAP表达均上调,但两组间 YAP表

达变化没有统计学差异(图5d、5g、5k)。

2a、2c、2g:AngⅡ对 VSMCs中 YAP的 mRNA及蛋白质表达水平的影响;2b、2d、2e、2f、2h、2i、2j:AngⅡ对 VSMCs中自

噬相关标志物Beclin1、LC3及P62的 mRNA及蛋白质表达水平影响。1)P<0.05,2)P<0.01。

图2　AngⅡ对VSMCs中YAP及自噬相关标志物的 mRNA及蛋白质表达水平影响
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3a、3g、3i:pcDNA3.1-YAP(mYAP)转染后细胞中 YAP的 mRNA及蛋白质表达水平变化;3b、3c、3h、3j、3l:AngⅡ组及

AngⅡ联合 mYAP组中 OPN及α-SMA的 mRNA及蛋白质表达水平变化;3d、3e、3f、3k、3m、3n、3o:AngⅡ组及 AngⅡ
联合 mYAP组中自噬相关标志物Beclin1、LC3及P62的 mRNA及蛋白质表达水平变化。1)P<0.05,2)P<0.01。

图3　过表达YAP对AngⅡ诱导的VSMCs表型转换及自噬的影响

3　讨论

AD具有发病快、治疗难、病死率高等特点,研
究其发病机制对于在临床上的干预及治疗十分重

要,但迄今为止,AD 的具体发病机制尚未完全阐

明[18]。研究表明,AD的发病机制与血管的结构及

功能状态有关,而位于主动脉中膜的血管平滑肌

(VSM)是维持血管功能的重要结构[2,19],因此,血
管平滑肌细胞(VSMCs)结构及功能状态的改变是

AD发生的关键因素。正常情况下,VSMCs以收

缩型状态来维持主动脉的正常生理功能,高表达α-
平滑肌肌动蛋白(α-SMA),研究表明,在心血管事

件的发生发展中,VSMCs历经从收缩型到合成型

的转变,合成型的 VSMCs有较强的增殖、迁移及

分泌能力,高表达骨桥蛋白(osteopontin,OPN),分

泌金属基质蛋白酶降解弹力纤维及胶原蛋白,最终

导致血管 壁 扩 张 甚 至 破 裂,从 而 引 起 AD 的 发

生[2,20-22]。近来大量研究揭示,作为 Hippo-YAP
信号通路下游的重要效应分子 YAP通过与心肌蛋

白结合从而抑制心肌蛋白-SRF复合物的形成,促
使 VSMCs由收缩型向合成型转变[10]。YAP通过

抑制平滑肌分化基因的表达,同时在体外和体内促

进平滑肌细胞增殖和迁移,在平滑肌细胞表型调节

中发挥新的整合作用[23]。在诱导 VSMCs发生表

型转换过程中,不仅存在 YAP表达量的变化,同时

也伴随有自噬通量的改变[24-25]。因此,探究 AD的

发病机制需要明确 VSMCs发生表型转换的病理

过 程,但 在 AD 中,YAP 及 自 噬 是 如 何 影 响

VSMCs的表型以及是否通过某种作用关系促进
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VSMCs发生表型转换却少有研究。本研究中,我
们假设 Hippo-YAP信号通路是调控 VSMCs发生

表型转换的关键,并且该过程通过调控自噬来实

现。

4a、4g、4i:YAPsiRNA转染后细胞中 YAP的 mRNA及蛋白质表达水平变化;4b、4c、4h、4j、4l:AngⅡ组及 AngⅡ联合

YAPsiRNA组中 OPN及α-SMA的 mRNA 及蛋白质表达水平变化;4d、4e、4f、4k、4m、4n、4o:AngⅡ组及 AngⅡ联合

YAPsiRNA组中自噬相关标志物Beclin1、LC3及P62的 mRNA及蛋白质表达水平变化。1)P<0.05,2)P<0.01。
图4　沉默YAP对AngⅡ诱导的VSMCs表型转换及自噬的影响

　　本实验前期采用 AngⅡ刺激小鼠 VSMCs发

生表型转换,该方法是目前构建 VSMCs表型转换

模型的最常见方法[26-27]。AngⅡ刺激之后分别在

mRNA 及蛋白质水平双重验证建模成功率,实验

组中α-SMA 表达下调,同时 OPN 表达明显上调,
成功构建出 VSMCs表型转换模型。

为了研究 YAP 在 VSMCs表型转换中的作

用,利用 YAPsiRNA 转染细胞以沉默 YAP基因

表达,通过 WesternBlot及qRT-PCR结果分析显

示,与单纯 AngⅡ处理组相比,联合 YAPsiRNA
组中 OPN的表达相对减少,同时观察到自噬现象

的减弱,过表达 YAP再次反向验证,出现相反的结

果。实验过程中进一步验证 VSMCs发生表型转

换时自噬相关标志物的变化,与对照组比较,Ang
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Ⅱ处理组中自噬相关标志物 P62的表达减少,而
LC3Ⅱ表达明显升高,证明在 VSMCs发生表型转

换过程中,自噬被激活,同时作为自噬的另一标志

物Beclin1表达也明显上调,因此我们推测,YAP
可能通过调控自噬参与 VSMCs表型转换发生,并

且该过程伴随有Beclin1的表达水平变化,在接下

来的Beclin1siRNA 实验中,检测到 VSMCs合成

表型标志物 OPN 的表达相对被削弱,但 YAP的

表达水平并未受到明显影响,这进一步验证了我们

的猜想。

5a、5e、5h:siRNABeclin1转染后细胞中Beclin1的 mRNA及蛋白质表达水平变化;5b、5c、5f、5i、5j:AngⅡ组及 AngⅡ联

合siRNABeclin1组中 OPN及α-SMA的 mRNA及蛋白质表达水平变化;5d、5g、5k:AngⅡ组及 AngⅡ联合siRNABe-
clin1组中 YAP的 mRNA及蛋白质表达水平变化。1)P<0.05,2)P<0.01。

图5　沉默Beclin1对VSMCs表型转换及YAP的影响

　　对此,我们提出 Hippo-YAP信号通路可能通

过促进Beclin1表达从而调控自噬参与 VSMCs表

型转换的发生,本实验成功构建出 VSMCs表型转

换模型,通过在 mRNA 及蛋白质水平验证了造模

的成功,并观察到了 YAP及自噬相关标志物的表

达水平发生变化。在此基础上,利用siRNA 沉默

基因及构建质粒载体过表达基因等技术,初步验证

了 YAP与自噬在调控 VSMCs表型转换中的作用

关系。然而,研究发现,Hippo-YAP信号通路及自

噬的相互调控作用不仅限于本实验研究中所描述

的,在不同的病理发生过程中两者关系并不唯一,
这将有待于进一步深入挖掘。本实验不足之处在

于未进一步在动物实验层面去完成体内验证,但就

目前实验研究结果显示,Hippo-YAP信号通路调

控自噬参与VSMCs表型转换,YAP和自噬相关标

志物可能成为 AD的新的潜在治疗靶点。
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