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摘 要：【目的】研究血管平滑肌自噬对小鼠主动脉夹层形成的影响。【方法】①构建小鼠主动脉夹层模型：60
只 C57BL/6小鼠被随机分为三组：阴性对照组、实验（AD）组、氯喹（CQ）干预组，实验组与 CQ组使用 β-氨基丙腈

（BAPN）喂养联合人血管紧张素-Ⅱ（Ang-Ⅱ）皮下注射 16 d构建小鼠主动脉夹层的模型，同时干预组每天腹腔注射

CQ，对照组给予生理盐水。②Yes相关蛋白（YAP）、自噬相关蛋白及血管平滑肌细胞相关标志蛋白的检测：采用蛋

白质免疫印迹法、免疫组织化学染色法对小鼠主动脉样本中YAP、微管相关蛋白 1轻链 3（LC3）、P62及血管平滑肌

细胞不同表型相关标志蛋白进行检测。【结果】①实验组主动脉夹层的发生率为 60%，干预组小鼠未见明显主动脉

夹层形成征象。②与对照组相比，实验组与干预组小鼠主动脉中合成型血管平滑肌细胞（VSMC）标志蛋白骨桥蛋

白（OPN）、LC3含量明显增高，同时，收缩型VSMC标志蛋白 α-SMA及YAP蛋白的表达下降（P<0.05）。【结论】在

BAPN联合Ang-Ⅱ构建的小鼠主动脉夹层模型中，YAP蛋白调控VSMC表型转化，且该过程受到自噬的调节，自噬

可能作为YAP蛋白调控VSMC表型转化致小鼠主动脉夹层形成的关键。
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Abstract：【Objective】To identify the role of autophagy in vascular smooth muscle cells（VSMC）and the formation of
aortic dissection（AD）using a murine model.【Methods】①Sixty C57BL/6 mice were randomly divided into three groups：
control group，model group and chloroquine（CQ） group. The model and CQ groups were fed β -aminopropionitrile
（BAPN）and injected with human angiotensin-Ⅱ（Ang-Ⅱ）for 16 days. The CQ group had chloroquine injected into the
abdominal cavity of the mice daily while the control group was injected with normal saline using the same method. ②YAP，
LC3，p62 and different phenotype related marker proteins were measured by western blot and immunohistochemistry stain⁃
ing.【Results】①The incidence of AD was 60% in the model group，while there was no case found in the CQ group. ②LC3
and synthetic related marker proteins of VSMC were significantly and highly expressed in the model and CQ groups，where⁃
as the expression of VSMC contractile phenotype proteins and YAP inversely decreased（P<0.05）.【Conclusion】Results
demonstrate that autophagy regulates the phenotypic transformation of VSMC via YAP protein pathways.
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急性主动脉夹层（acute aortic dissection，AAD）
是一种致命的血管疾病，近来研究表明血管功能及

其状态与AAD发病密切相关［1］，而血管平滑肌细胞

（vascular smooth muscle cell，VSMC）作为血管功能

的重要调节剂，被认为对血管病变的发生和发展

至关重要，而VSMC从收缩表型到合成表型的转化

被认为可能在AAD疾病进展中发挥重要作用［2-5］。

自噬作为一种高度保守的分解代谢过程，可以通过

多种细胞通路影响细胞的存活与功能［6-7］。最近的

研究表明，自噬在VSMC表型转化的过程中发挥关

键作用［8］。相关文献显示，在血管疾病发生发展过

程中，不仅可以激活自噬以防止由于氧化应激导致

的细胞死亡［9］，自噬也可能通过去除难以水解的蛋

白质和细胞器来促进细胞存活。有研究证实，

PDGF-BB（血小板衍生生长因子）体外诱导VSMC
表型转换的过程被认为是通过自噬介导的，同时还

观察到了 Yes 相关蛋白（Yes-associated protein，
YAP）表达的改变［10］。YAP作为Hippo-YAP信号转

导途径的关键下游效应物，被证实在调控VSMC细

胞增殖、细胞凋亡和表型转化的过程中有重要作

用［11］。有研究［12-13］发现，在 Stanford A型主动脉夹

层患者的升主动脉壁中，YAP的表达降低，在动物

的 Stanford A型主动脉夹层模型中观察到类似的现

象。因此，我们设想 Hippo-YAP蛋白可能参与

VSMC的表型转化从而导致主动脉夹层的发生，并

且该过程可能受到自噬的调节。在本研究中，我们

成功构建出新型小鼠主动脉夹层模型，具有周期

短、模拟效果确切、经济、稳定可重复等优点（本实

验组程玲霞等的研究，已被杂志接收未见刊），为后

续实验提供动物基础；通过检测自噬相关蛋白

LC3、P62及 VSMC各表型标志蛋白在该模型中的

表达情况，为进一步探究自噬在急性主动脉夹层的

发病过程中的作用提供基础和依据。

1 材料与方法

1.1 材料及分组

清洁级 3~4周龄的雄性 C57BL/6小鼠购自斯

贝福（北京）生物科技有限公司，体质量 15~20 g，许
可号：SCXK（京）2019-0010。将 60只健康状况良

好的小鼠随机分为 3组：实验组（AD组）：β-氨基丙

腈（β-aminopropionitrile，BAPN）喂养联合人血管

紧张素-Ⅱ（angiotensin-Ⅱ，Ang-Ⅱ）建立小鼠主动

脉夹层的模型（n=20）；干预组（CQ组）：同实验组采

取同样方式建立小鼠主动脉夹层的模型，同时全程

注射自噬的抑制剂氯喹（chloroquine，CQ；n=20）；

阴性对照组（正常组）：注射生理盐水作为阴性对照

（n=20）。

1.2 动物模型

本实验所有小鼠喂养于西南医科大学附属医

院清洁级实验室，实验小鼠的处置均符合《实验动

物管理条例》，动物实验经西南医科大学伦理委员

会审查批准，医学实验动物伦理审核批件号：

201810146。①各组小鼠首先进行无限制饮水喂养

1周，记录每天每组小鼠饮水量，一周后根据饮水

量计算出小鼠每日饮水总量；②按每日 0.1 g/kg的
摄入量称取 BAPN溶于小鼠饮用水中，给予AD组

与 CQ组小鼠喂养 16 d，正常组小鼠以普通饮用水

喂养；③将人Ang-Ⅱ溶于灭菌注射用水中，AD组

与 CQ组按每天每只小鼠 1.5 mg/kg的剂量进行皮

下注射 7 d，第 8~14天两组每日注射剂量减半，即

0.75 mg/kg的剂量进行皮下注射，第 15、16天每日

注射剂量较前再次减半，正常组注射生理盐水；④
CQ组小鼠按 40 mg/（kg·d）的剂量进行CQ腹腔注

射16 d，余下两组注射生理盐水作为对照。

1.3 标本采集

建模过程中死亡小鼠即刻解剖（1 h内），存活

小鼠在模型建立的第 17 d统一取材。采用 10 g/mL
质量浓度的水合氯醛对存活小鼠进行腹腔内注射

麻醉，麻醉成功后，碘伏消毒胸腹部，取出小鼠主动

脉，切取一部分放入 40 g/L多聚甲醛中固定，剩余

部分保存于液氮中。

1.4 实验方法

1.4.1 组织病理学检测 取出 40 g/L多聚甲醛中

固定的小鼠主动脉样本，常规石蜡包埋；连续切片，

制成厚度为 3 µm的切片，进行苏木精-伊红染色

（HE染色），高倍镜下观察并拍照。

1.4.2 Western Blot检测 从小鼠主动脉样本中提

取蛋白，选择十二烷基磺酸钠－聚丙烯酰胺凝胶

（SDS-PAGE）进行电泳，用聚偏氟乙烯（PVDF）膜

对 PAGE胶转膜，转膜后封闭、孵育一抗、二抗，完

成后滴加发光液显影并拍照，以GAPDH为内参计

算灰度值。

1.4.3 免疫组织化学染色法检测 石蜡切片常规

脱蜡水化、修复，依次完成过氧化物酶活性阻断、非

特异性蛋白封闭、一抗孵育、HRP标记的二抗孵育、
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DAB镜下显色、苏木青复染，切片经梯度酒精脱水

干燥，中性树胶封固，晾干后观察。

1.5 统计学方法

采用 SPSS 23.0进行统计学分析。数据行正态

分布和方差齐性检验，3组间计量资料的比较采用

单因素方差分析，方差分析差异有统计学意义时两

两比较采用 Bonferroni法，以P<0.05为差异有统计

学意义。

2 结 果

2.1 实验各组小鼠建模成功率及死亡率

在本实验小鼠模型建立的过程中，实验组（AD
组）共有 12只形成了主动脉夹层，建模成功的比例

为 60%，3只形成了主动脉瘤，比例为 15%，其中 10
只小鼠死亡，均死于主动脉夹层的急性破裂出血，

死亡比例为 50%，2只在建模第 1周内死亡，8只在

建模第 2周内死亡。干预组（CQ组）同阴性对照组

（正常组）建模全程无小鼠死亡，解剖未发现主动脉

夹层及主动脉瘤征象。

2.2 实验各组小鼠主动脉HE染色

取各组小鼠主动脉样本进行HE染色，结果发

现：干预组（CQ组）同阴性对照组（正常组）小鼠血

管壁层次清晰，未见明显病理改变，但干预组（CQ
组）血管壁可见少许增厚。实验组（AD组）小鼠血

管壁可见弹力纤维排列紊乱、断裂，可见明显真假

腔 ，主 动 脉 瘤 可 见 中 膜 明 显 增 厚 ，瘤 样 扩

张（图1）。

2.3 实验各组小鼠平滑肌细胞表型转化相关蛋白

表达的变化比较

与阴性对照组（正常组）相比，实验组（AD组）

小鼠中平滑肌 α-肌动蛋白（α-SMA）表达明显降

低，同时骨桥蛋白（OPN）表达明显增强，且YAP蛋
白的表达也显著降低（P<0.05）。而干预组（CQ组）

小鼠与阴性对照组（正常组）相比，α-SMA与OPN
的表达改变无明显差别，且YAP蛋白表达的改变

也不明显（P>0.05；图2）。

3组小鼠α-SMA蛋白表达的灰度值检测比较，

经单因素方差分析，3组间差异有统计学意义（F=
13.076，P=0.006）；采用Bonferroni法进一步作两两

比较，发现AD组与对照组比较差异有统计学意义

（P=0.011），与 CQ组比较差异有统计学意义（P=
0.003），而 CQ组与对照组比较差异无统计学意义

（P=0.256）。

3组小鼠OPN蛋白表达的灰度值检测比较，经

单因素方差分析，3组间差异有统计学意义（F=
13.335，P=0.006）；采用Bonferroni法进一步作两两

比较，发现AD组与对照组比较差异有统计学意义

A1：HE staining of aorta in normal group,×100; A2: ×200; B1：HE staining of aorta in CQ group, ×100; B2: ×200; C1：HE staining of aortic dissec⁃
tion in AD group, ×100; C2: ×200; D1：HE staining of aortic aneurysm in AD group, ×100; D2: ×200. Fig. A shows that aorta of normal mouse. Fig. B
shows that there were some thickness of aorta in CQ group. Fig. C shows that aortic dissection was formed in AD group. Fig. D shows that aortic aneu⁃
rysm was formed in AD group.

图1 实验各组小鼠主动脉HE染色结果

Fig. 1 HE staining results of aorta in each group

228



第2期 陈 琳，等 .血管平滑肌细胞自噬对小鼠主动脉夹层形成的影响

（P=0.004），与 CQ组比较差异有统计学意义（P=
0.005），而 CQ组与对照组比较差异无统计学意义

（P=0.849）。

3组小鼠YAP蛋白表达的灰度值检测比较，经

单因素方差分析，3组间差异有统计学意义（F=
10.088，P=0.012）；采用Bonferroni法进一步作两两

比较，发现AD组与对照组比较差异有统计学意义

（P=0.004），与 CQ组比较差异有统计学意义（P=
0.029），而 CQ组与对照组比较差异无统计学意义

（P=0.169；图2）。

2.4 实验各组小鼠YAP蛋白及自噬相关蛋白表达

的变化比较

与正常组相比，AD组小鼠中YAP表达明显降

低，同时 LC3-I与 P62蛋白的表达也明显减弱，但

LC3-Ⅱ/LC3-I的表达明显增强（P<0.05）。CQ组与

正常组相比，LC3与P62的表达改变无明显差别，且

YAP蛋白表达的改变也不明显（P>0.05）。与AD组

相较，CQ组小鼠 LC3-I与 P62表达明显增强，LC3-
Ⅱ的表达明显减弱，且 YAP蛋白的表达显著增

强（图3）。

3组小鼠 LC3蛋白表达的灰度值检测比较，经

单因素方差分析，3组间差异有统计学意义（F=
5.153，P=0.050）；采用 Bonferroni法进一步作两两

比较，发现AD组与对照组比较差异有统计学意义

（P=0.032），与 CQ组比较差异有统计学意义（P=
0.032），而 CQ组与对照组比较差异无统计学意义

（P=0.988）。

3组小鼠 P62蛋白表达的灰度值检测比较，经

单因素方差分析，3组间差异有统计学意义（F=
6.153，P=0.035）；采用 Bonferroni法进一步作两两

比较，发现AD组与对照组比较差异有统计学意义

（P=0.041），与 CQ组比较差异有统计学意义（P=0.
016），而CQ组与对照组比较差异无统计学意义（P

=0.476；图3）。

2.5 实验各组小鼠主动脉免疫组织化学染色

与正常对照组相比，AD组小鼠中OPN表达阳

性率较高，且同时 α-SMA的阳性率减少，而 CQ组

未见明显改变。同时，AD组对于YAP蛋白的表达

阳性率下降，而对LC3蛋白表达升高，CQ组未见明

显改变（图4~6）。

A：Expression of autophagy related proteins and YAP in mouse smooth muscle cells. B：Gray value analysis of expression of LC3-Ⅱ/LC3-I（n =
3，F=5.153，P=0.050）；C：Gray value analysis of expression of P62（n =3，F=6.153，P=0.035）；D：Gray value analysis of expression of YAP（n =3，
F=10.088，P=0.012）. 1）P<0.05.

图3 小鼠自噬相关蛋白与YAP的表达情况

Fig. 3 Expression of autophagy related proteins and YAP in mouse smooth muscle cells

A：Expression of phenotype transformation related proteins and YAP in mouse smooth muscle cells. B：Gray value analysis of expression of α-
SMA（n =3，F=13.076，P=0.006）；C：Gray value analysis of expression of OPN（n=3，F=13.335，P=0.006）；D：Gray value analysis of expression of
YAP（n=3，F=10.088，P=0.012）. 1）P<0.05.

图2 小鼠平滑肌细胞表型转化相关蛋白与YAP的表达情况

Fig. 2 Expression of phenotype transformation related proteins and YAP in mouse smooth muscle cells
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A1: Immunohistochemical staining of aorta in normal group to detect OPN, ×200; A2: ×400; B1: Immunohistochemical staining of aorta in AD
group to detect OPN, ×200; B2: ×400; C1: Immunohistochemical staining of aorta in CQ group to detect OPN, ×200; C2: ×400; D1: Immunohistochemi⁃
cal staining of aorta in normal group to detect α-SMA, ×200; D2: ×400; E1: Immunohistochemical staining of aorta in AD group to detect α-SMA, ×
200; E2: ×400; F1: Immunohistochemical staining of aorta in CQ group to detect α-SMA, ×200; F2: ×400. Fig. A, B, C show that the expression of OPN
increased in AD group and decreased in CQ group; Fig. D, E, F show that the expression ofα-SMA increased in CQ group and decreased in AD group.

图4 各组小鼠主动脉表型转化相关蛋白的免疫组织化学染色

Fig. 4 Immunohistochemistry staining of phenotype transformation related proteins in aorta of mouse in each group

A1: Immunohistochemical staining of aorta in normal group to detect YAP, ×200; A2: ×400; B1: Immunohistochemical staining of aorta in AD
group to detect YAP, ×200; B2: ×400; C1: Immunohistochemical staining of aorta in CQ group to detect YAP, ×200; C2: ×400. Fig. A, B, C show that
the expression of YAP increased in CQ group and decreased in AD group.

图5 各组小鼠主动脉YAP蛋白的免疫组织化学染色

Fig. 5 Immunohistochemistry staining of YAP protein in aorta of mouse in each group
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3 讨 论

3.1 主要发现

急性主动脉夹层具有起病急骤、病死率极高的

特点，探索AAD的形成机制对临床治疗有重要意

义，但其机制尚不完全明确。现有的研究表明

AAD可能与血管功能障碍有关，主要倾向于血管

平滑肌细胞（VSMC）的功能障碍［14-18］。VSMC在健

康的血管中主要表现为收缩型，其几乎不分泌细胞

外基质蛋白，并且增殖和迁移能力的能力较差，此

时细胞表达一系列收缩蛋白，例如平滑肌 α-肌动

蛋白（α-SMA）。有研究表明，在血管病变的发生

和发展中，VSMC会由收缩型向合成型转化，高表

达骨桥蛋白（OPN），分泌弹性蛋白酶、金属蛋白酶

等，从而导致血管壁张力显著降低，促使血管疾病，

例如主动脉夹层的发生。但VSMC的表型转化与

主动脉夹层的关系尚不完全明确，其确切的分子机

制更是少有研究。最近研究表明，YAP可以通过促

进 VSMC凋亡导致 AD的发生［19］，YAP可以诱导

VSMC增殖、迁移及表型转化，参与血管壁的重

构［20］。在研究表型转化的过程中，还有些实验观察

到了自噬现象［21-22］。因此，我们认为Hippo-YAP信
号通路可能是VSMC表型转换的中心调节器，这种

调节作用可能受到自噬的介导。

本实验选用BAPN持续饮用水喂养，同时皮下

小剂量注射Ang-Ⅱ建立小鼠主动脉夹层模型，HE
染色结果显示此种建模方法能成功诱导小鼠主动

脉夹层形成。此外，实验结果显示实验组相对于阴

性对照组小鼠有更高的死亡率，这与小鼠主动脉夹

层极易发生主动脉破裂导致小鼠死亡有关。在使

用自噬的抑制剂处理小鼠后，其主动脉夹层的形成

率大大降低，这表明自噬可能在主动脉夹层的形成

过程中起关键作用。

3.2 综合证据

β-氨基丙腈是一种赖氨酰氧化酶抑制剂，与

Ang-Ⅱ联合使用是目前最常用的小鼠主动脉夹层

诱导模型［23-24］。BAPN可以破坏弹力蛋白和胶原蛋

白的交联和成熟，造成主动脉前夹层状态［25］，而

Ang-Ⅱ的非血压依赖作用可以促发胸主动脉夹层

的发生［26］。有文献表明，将BAPN溶于小鼠每日饮

用水中，联合Ang-Ⅱ皮下注射可以成功构建出小

鼠主动脉夹层模型［27-28］。氯喹是一种基础公共卫

生体系必备药物，可通过阻断溶酶体的功能在自噬

后期阻止自噬体的降解［29-30］；有研究表明，CQ较其

他自噬抑制剂能在更短的时间内触发自噬通量的

最大阻塞［31］。目前的研究对于使用氯喹抑制自噬

在动物模型中的剂量暂缺统一标准，实验组前期研

究结果表明 40 mg/kg的浓度抑制自噬的效果更佳。

本实验采用BAPN喂养联合Ang-Ⅱ皮下注射的方

法，成功构建出小鼠主动脉夹层模型，并使用氯喹

A1: Immunohistochemical staining of aorta in normal group to detect LC3, ×200; A2: ×400; B1: Immunohistochemical staining of aorta in AD group
to detect LC3, ×200; B2: ×400; C1: Immunohistochemical staining of aorta in CQ group to detect LC3, ×200; C2: ×400. Fig. A, B, C show that the ex⁃
pression of LC3 increased in AD group and decreased in CQ group.

图6 各组小鼠主动脉LC3蛋白的免疫组织化学染色

Fig. 6 Immunohistochemistry staining of LC3 protein in aorta of mouse in each group
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抑制干预组的自噬。

为了验证小鼠主动脉夹层形成的关键机制，本

实验对小鼠的主动脉进行取材，利用Western Blot
和免疫组化探究小鼠主动脉夹层形成的分子机制。

研究发现，与阴性对照组相比，实验组小鼠的收缩

型 VSMC标志蛋白 α-SMA的表达明显降低，同时

合成型VSMC标志蛋白OPN的表达明显增强，这说

明在主动脉夹层形成的过程中，VSMC发生了表型

转化。而干预组相较于对照组并未发现两种蛋白

表达的明显改变，这表明自噬的抑制剂在主动脉夹

层形成的过程中可以一定程度的延缓VSMC的表

型转化，但确切分子机制不明。

本实验为了研究小鼠VSMC表型转化的机制，

利用Western Blot和免疫组化测定 3组小鼠YAP蛋
白的表达。结果表明，相较于对照组，实验组小鼠

主动脉样本中YAP蛋白的表达明显下降，而干预

组的表达变化不明显。因此，我们推测，在小鼠主

动脉夹层形成的过程中，伴随着 VSMC的表型转

化，同时Hippo-YAP信号转导途径组分的下调表

达与VSMC的表型转化有相关性，而自噬的抑制剂

在某种程度上可以延缓这种转变。

为了验证自噬在调节VSMC表型转化过程中

的作用，我们测定了 3组小鼠主动脉样本中自噬相

关蛋白的表达。WB及免疫组化实验结果显示，以

阴性对照组为参考，实验组小鼠主动脉样本中 P62

蛋白的表达明显减弱，同时 LC3-Ⅱ与 LC3-I的比

值明显上升，表明在实验组小鼠形成主动脉夹层的

过程中自噬被明显激活；而在使用自噬抑制剂的干

预组小鼠中，观察到 LC3与 P62的表达改变无明显

差别。我们的研究结果表明，在诱导小鼠主动脉夹

层的形成过程中，确实发生了VSMC的表型转化，

同时伴随Hippo-YAP信号转导途径主要下游效应

物YAP蛋白的表达降低及自噬现象的激活，在使

用自噬抑制剂处理小鼠后，VSMC表型转化的过程

被抑制，YAP蛋白的下降也被延缓。

3.3 结 论

由此，我们推测，Hippo-YAP蛋白可能参与调

节血管平滑肌细胞的表型转化，并且这种作用可能

受到自噬的调节。本研究不仅成功构建出小鼠主

动脉夹层的动物模型，并通过HE染色评价建模成

功率，同时采用WB和免疫组化双重验证相关蛋白

的表达，即表明了VSMC表型转化的发生，还揭示

了Hippo-YAP蛋白的调节作用，同时观察到自噬

现象对于VSMC表型转化与YAP蛋白的表达均有

调节作用。不足的是，本实验虽然揭示了自噬调控

血管平滑肌细胞表型转化的机制，但缺乏相关分子

生物学实验支撑，并且自噬通过何种方式调控Hip⁃
po-YAP对小鼠VSMC表型转化的作用，仍有待进

一步的实验研究阐明。
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