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·论著·

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ＦｏｘＯ１信号通路对人源肺动脉平滑肌细胞
及肺动脉高压大鼠细胞凋亡的影响

高璐阳１　金旗１，２　张毅１，３　李欣１　黄志华１　章思铖１　段安琪１　赵智慧１　赵青１　罗勤１

（１．中国医学科学院 北京协和医学院 国家心血管病中心 阜外医院 呼吸与肺血管病诊治中心，北京 １０００３７；
２．复旦大学附属中山医院 上海市心血管病研究所心内科，上海 ２０００３２；３．电子科技大学附属四川省人民医院
重症监护科，四川 成都 ６１００７２）

【摘要】目的　探究磷脂酰肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）／蛋白激酶Ｂ（Ａｋｔ）／叉头框蛋白Ｏ１（ＦｏｘＯ１）信号通路对人源肺动脉平滑肌细胞
（ｈＰＡＳＭＣ）及肺动脉高压大鼠细胞凋亡的影响。方法　细胞实验部分，将ｈＰＡＳＭＣ分为４组：（１）空白对照组；（２）血小板源性生长
因子ＢＢ（ＰＤＧＦＢＢ）组；（３）ＰＤＧＦＢＢ＋ＬＹ２９４００２组；（４）ＰＤＧＦＢＢ＋紫杉醇（ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ）组。采用 ＴＵＮＥＬ检测细胞凋亡，采用蛋白
质印迹法检测Ｂｃｌ２、裂解的胱天蛋白酶３（ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３）和 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ＦｏｘＯ１信号通路相关蛋白表达水平。动物实验部分，将
１２只ＳＤ大鼠随机分为４组：（１）空白对照组；（２）野百合碱（ＭＣＴ）组；（３）ＭＣＴ＋ＬＹ２９４００２组；（４）ＭＣＴ＋ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ组。采用Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测Ｂｃｌ２、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３和 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ＦｏｘＯ１信号通路相关蛋白表达水平。结果　细胞实验部分：相比于 ＰＤＧＦＢＢ组，
ＰＤＧＦＢＢ＋ＬＹ２９４００２组与ＰＤＧＦＢＢ＋ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ组的Ｂｃｌ２表达水平下降（Ｐ＜０．０１），ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３表达水平上升（Ｐ＜００１）；相
比于空白对照组，ＰＤＧＦＢＢ＋ＬＹ２９４００２组与ＰＤＧＦＢＢ＋ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ组的凋亡率增加（Ｐ＜０．０１）。动物实验部分：相比于ＭＣＴ组，ＭＣＴ＋
ＬＹ２９４００２组与ＭＣＴ＋ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ组Ｂｃｌ２、磷酸化Ａｋｔ与磷酸化ＦｏｘＯ１表达水平下降（Ｐ＜０．０１），ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３与 ＦｏｘＯ１表达水平
上升（Ｐ＜０．０１）。各组之间ＰＩ３Ｋ表达水平无显著差异。结论　ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ＦｏｘＯ１信号通路抑制 ｈＰＡＳＭＣ与肺动脉高压大鼠肺组织
的细胞凋亡。

【关键词】肺动脉高压；ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ＦｏｘＯ１信号通路；肺动脉平滑肌细胞；细胞凋亡
【ＤＯＩ】１０１６８０６／ｊ．ｃｎｋｉ．ｉｓｓｎ．１００４３９３４２０２４０１０２０

ＥｆｆｅｃｔｏｆＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ＦｏｘＯ１ＳｉｇｎａｌｉｎｇＰａｔｈｗａｙｏｎＡｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＨｕｍａｎＰｕｌｍｏｎａｒｙ
ＡｒｔｅｒｙＳｍｏｏｔｈＭｕｓｃｌｅＣｅｌｌａｎｄＰｕｌｍｏｎａｒｙＨｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎＲａｔ

ＧＡＯＬｕｙａｎｇ１，ＪＩＮＱｉ１，２，ＺＨＡＮＧＹｉ１，３，ＬＩＸｉｎ１，ＨＵＡＮＧＺｈｉｈｕａ１，ＺＨＡＮＧＳｉｃｈｅｎｇ１，ＤＵＡＮＡｎｑｉ１，ＺＨＡＯＺｈｉｈｕｉ１，ＺＨＡＯＱｉｎｇ１，
ＬＵＯＱｉｎ１

（１．ＣｅｎｔｅｒｆｏｒＲｅｓｐｉｒａｔｏｒｙａｎｄＰｕｌｍｏｎａｒｙＶａｓｃｕｌａｒＤｉｓｅａｓｅｓ，ＦｕｗａｉＨｏｓｐｉｔａｌ，ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＣａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒＤｉｓｅａｓｅｓ，
ＣｈｉｎｅｓｅＡｃａｄｅｍｙｏｆＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓａｎｄＰｅｋｉｎｇＵｎｉｏｎＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１０００３７，Ｃｈｉｎａ；２．Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆ
Ｃａｒｄｉｏｌｏｇｙ，ＳｈａｎｇｈａｉＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＣａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒＤｉｓｅａｓｅｓ，ＺｈｏｎｇｓｈａｎＨｏｓｐｉｔａｌ，ＦｕｄａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２０００３２，
Ｃｈｉｎａ；３．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＩＣＵ，ＳｉｃｈｕａｎＰｒｏｖｉｎｃｉａｌＰｅｏｐｌｅ’ｓＨｏｓｐｉｔａｌ，ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＥｌｅｃｔｒｏｎｉｃＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙｏｆ
Ｃｈｉｎａ，Ｃｈｅｎｇｄｕ６１００７２，Ｓｉｃｈｕａｎ，Ｃｈｉｎａ）

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ３ｋｉｎａｓｅ（ＰＩ３Ｋ）／ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ（Ａｋｔ）／ｆｏｒｋｈｅａｄｂｏｘｐｒｏｔｅｉｎＯ１
（ＦｏｘＯ１）ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｈｕｍａｎｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌ（ｈＰＡＳＭＣ）ａｎｄｐｕｌｍｏｎａｒｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎｒａｔ．
Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｉｎｃｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｅｃｔｉｏｎ，ｈＰＡＳＭＣｗａｓｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ４ｇｒｏｕｐｓ：（１）ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；（２）ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒＢＢ
（ＰＤＧＦＢＢ）ｇｒｏｕｐ；（３）ＰＤＧＦＢＢ＋ＬＹ２９４００２ｇｒｏｕｐ；（４）ＰＤＧＦＢＢ＋ｐａｃｌｉｔａｘｅｌｇｒｏｕｐ．Ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｕｓｉｎｇｔｅｒｍｉｎａｌ
ｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｍｅｄｉａｔｅｄｄＵＴＰｂｉｏｔｉｎｎｉｃｋｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇａｓｓａｙ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢｃｌ２，ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３ａｎｄＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／
ＦｏｘＯ１ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｕｓｉｎｇＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｉｎａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｅｃｔｉｏｎ，１２ＳＤｒａｔｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄ
ｉｎｔｏ４ｇｒｏｕｐｓ：（１）ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；（２）ｍｏｎｏｃｒｏｔａｌｉｎｅ（ＭＣＴ）ｇｒｏｕｐ；（３）ＭＣＴ＋ＬＹ２９４００２ｇｒｏｕｐ；（４）ＭＣＴ＋ｐａｃｌｉｔａｘｅｌｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢｃｌ２，ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３ａｎｄＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ＦｏｘＯ１ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅｅｖａｌｕａｔｅｄｕｓｉｎｇＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｉｎｔｈｅｃｅｌｌｕｌａｒｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ，ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅＰＤＧＦＢＢｇｒｏｕｐ，ｔｈｅＰＤＧＦＢＢ＋ＬＹ２９４００２ｇｒｏｕｐａｎｄＰＤＧＦＢＢ＋ｐａｃｌｉｔａｘｅｌｇｒｏｕｐ

·９７·心血管病学进展２０２４年１月第４５卷第１期　ＡｄｖＣａｒｄｉｏｖａｓｃＤｉｓ，Ｊａｎｕａｒｙ２０２４，Ｖｏｌ．４５，Ｎｏ．１



ｓｈｏｗｅｄｔｈｅｄｅｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢｃｌ２（Ｐ＜０．０１），ａｎｄｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｔｏｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅＰＤＧＦＢＢ＋ＬＹ２９４００２ｇｒｏｕｐａｎｄＰＤＧＦＢＢ＋ｐａｃｌｉｔａｘｅｌｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓ（Ｐ＜
００１）．Ｉｎｔｈｅａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ，ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅＭＣＴｇｒｏｕｐ，ｔｈｅＭＣＴ＋ＬＹ２９４００２ｇｒｏｕｐａｎｄＭＣＴ＋ｐａｃｌｉｔａｘｅｌｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄｔｈｅｄｅｃｒｅａｓｅｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢｃｌ２，ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＡｋｔａｎｄｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＦｏｘＯ１（Ｐ＜０．０１），ａｎｄｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３
ａｎｄＦｏｘＯ１（Ｐ＜０．０１），ｗｉｔｈｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎＰＩ３Ｋｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｇｒｏｕｐｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ＦｏｘＯ１
ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｈｉｂｉｔｓｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｈＰＡＳＭＣａｎｄｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｏｆｐｕｌｍｏｎａｒｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎｒａｔ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】Ｐｕｌｍｏｎａｒｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ；ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ＦｏｘＯ１ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ；Ｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌ；Ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　　肺动脉高压（ｐｕｌｍｏｎａｒｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，ＰＨ）是一种
常见的血流动力学异常状态、严重的心血管疾病，可

累及全身多个系统。其特征为肺动脉压异常升高、肺

血管阻力不断增加，导致肺血管重构，并损害右心泵

血能力，最终可能导致右心衰竭和死亡［１］。由于现有

的靶向药物主要作用于舒张血管通路，因此，有必要

探索发病机制，以发现直接针对肺动脉重构的治疗目

标［２］。有研究［３］证实，阻止肺动脉平滑肌细胞

（ｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌ，ＰＡＳＭＣ）凋亡在
肺动脉重构中起重要作用。有研究［４］显示，磷脂酰肌

醇３激酶（ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）／蛋白激酶
Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，Ａｋｔ）信号通路在细胞生长、增殖、
凋亡、侵袭和迁移等多个病理生理过程中起重要作

用，并与血管重构密切相关。在该信号通路中，叉头

框蛋白Ｏ１（ｆｏｒｋｈｅａｄｂｏｘｐｒｏｔｅｉｎＯ１，ＦｏｘＯ１）是 Ａｋｔ的
下游目标蛋白。研究［５］表明，ＦｏｘＯ１在肺血管中的表
达水平降低可能引发肺血管重构。因此，笔者提出了

“ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路可能通过下调转录因子ＦｏｘＯ１抑
制 ＰＡＳＭＣ凋亡”的科学假设。笔者计划从细胞和动
物水平进行研究，以探究 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ＦｏｘＯ１信号通路
在ＰＨ发病机制中的作用，并希望找到新的治疗靶点。
１　材料和方法
１１　材料与试剂

人源肺动脉平滑肌细胞（ｈｕｍａｎｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙ
ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌ，ｈＰＡＳＭＣ）购自美国模式培养物集
存库，货号 ＰＣＳ１０００２３。使用的试剂包括胰酶乙二
胺四乙酸、磷酸盐缓冲液、辣根过氧化物酶标记的山

羊抗兔抗体和抗小鼠抗体、二喹啉甲酸蛋白浓度测定

试剂盒（上海碧云天公司），胎牛血清（ＧＩＢＣＯ公司，美
国），平滑肌细胞培养基（Ｓｃｉｅｎｃｅｌｌ公司，美国），野百
合碱（ｍｏｎｏｃｒｏｔａｌｉｎｅ，ＭＣＴ）（Ｓｉｇｍａ公司，美国），Ｂｃｌ２
抗体、甘油醛３磷酸脱氢酶抗体、Ａｋｔ抗体、磷酸化Ａｋｔ
抗体、ＰＩ３Ｋ抗体（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司，美国），裂解的胱天
蛋白酶３（ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３）抗体（ＣＳＴ公司，美国），
磷酸化 ＦｏｘＯ１抗体、ＦｏｘＯ１抗体（Ａｂｃａｍ公司，英国），
细胞计数试剂盒（ＤｏＪｉｎＤｏ，日本），Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ嵌套（带
聚碳酸酯膜，尺寸为６．５ｍｍ，孔径为８．０μｍ）（Ｃｏｓｔａｒ
３４２２），结晶紫染液（武汉谷歌生物），一步法 ＴＵＮＥＬ

细胞凋亡检测试剂盒（南京凯基生物）。

１２　实验动物
选取无特定病原体级成年雄性ＳＤ大鼠（８～１０周

龄），购于北京华阜康生物科技有限公司。伦理批件

号为Ｆｗ２０２１００２６。
１３　实验方法
１３１　细胞培养

ｈＰＡＳＭＣ在平滑肌细胞培养基中培养，在恒温培
养箱中以５％ ＣＯ２、３７℃和饱和湿度条件下松盖培养。
每隔１～２ｄ更换培养液，当细胞生长到８０％铺满时再
进行消化和传代。

１３２　细胞分组与处理
将ｈＰＡＳＭＣ分为４组：空白对照组、血小板源性生

长因子ＢＢ（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒＢＢ，ＰＤＧＦ
ＢＢ）组、ＰＤＧＦＢＢ＋ＬＹ２９４００２组和ＰＤＧＦＢＢ＋紫杉醇
（ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ）组。空白对照组不接受任何额外处理；
ＰＤＧＦＢＢ组接受２０ｎｇ／ｍＬ的 ＰＤＧＦＢＢ处理；ＰＤＧＦ
ＢＢ＋ＬＹ２９４００２组接受２０ｎｇ／ｍＬ的ＰＤＧＦＢＢ处理，并
用浓度梯度为１０、２０、３０μｇ／ｍｏｌ的ＬＹ２９４００２（ＰＩ３Ｋ抑
制剂）处理２４ｈ；ＰＤＧＦＢＢ＋ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ组接受 ２０ｎｇ／
ｍＬ的 ＰＤＧＦＢＢ处理，并用 １０μｇ／ｍｏｌ的 ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ
（ＦｏｘＯ１激动剂）处理２４ｈ。
１３３　动物分组与处理

将１２只ＳＤ大鼠随机分为４组：空白对照组、ＭＣＴ
组、ＭＣＴ＋ＬＹ２９４００２组和ＭＣＴ＋ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ组。空白对
照组仅在大鼠颈背部皮下注射生理盐水，其余３组大
鼠均在颈背部皮下注射 ６０ｍｇ／ｋｇ的 ＭＣＴ，ＭＣＴ＋
ＬＹ２９４００２组额外接受 ２５ｍｇ的 ＬＹ２９４００２处理，
ＭＣＴ＋ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ组在注射ＭＣＴ后的第１、７、１４和２１天
额外接受６ｍｇ／ｋｇ的ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ处理。
１３４　ＴＵＮＥＬ染色检测细胞凋亡

将空气干燥的ｈＰＡＳＭＣ样本使用４％多聚甲醛室
温固定２０～３０ｍｉｎ，并用磷酸盐缓冲液洗涤３次。按
照ＴＵＮＥＬ细胞凋亡试剂盒的说明书进行实验，最后使
用倒置显微镜拍照观察，计算ＴＵＮＥＬ阳性细胞在总细
胞中的比例。

１３５　蛋白质印迹法检测细胞 Ｂｃｌ２和 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ３表达水平
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消化离心收集各组细胞沉淀并裂解，以 ４℃和
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ收集细胞；使用二喹啉甲酸法
对蛋白进行浓度定量。每孔上样１００μｇ细胞总蛋白
进行ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳、转膜，使用５％脱脂奶
粉溶液封闭２ｈ，根据蛋白分子量剪下适当的膜带，分
别与相应的一抗在４℃孵育过夜。带有吐温２０的三
乙醇胺缓冲盐水溶液洗膜１５ｍｉｎ，重复３～４次后加入
辣根过氧化物酶标记的二抗（１１０００），３７℃孵育
２ｈ，再次洗膜后加入电化学发光试剂，在聚偏氟乙烯
膜上滴加工作液，待荧光带明显后，放入天能全自动

化学发光分析仪中曝光并拍照。

１３６　蛋白质印迹法检测大鼠肺组织 Ｂｃｌ２、ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ３、ＰＩ３Ｋ、磷酸化Ａｋｔ、ＦｏｘＯ１及磷酸化ＦｏｘＯ１表
达水平

从－８０℃冰箱中取出大鼠肺组织，剪取部分组织
转移到１．５ｍＬＥＰ管中剪碎。每管加入２５０μＬ裂解
液，在冰上裂解４５ｍｉｎ。其余步骤同１．３．５。
１４　统计学分析

所有数据均使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０．１软件进行
分析和绘图。正态分布的数据以均值 ±标准差（珋ｘ±
ｓ）表示，两组间比较使用独立样本ｔ检验，多组样本间

的均值差异比较使用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５表示
差异具有统计学意义。

２　结果
２１　ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路对ｈＰＡＳＭＣ凋亡的影响

如图１所示，采用ＴＵＮＥＬ法检测各组ｈＰＡＳＭＣ的
凋亡情况，以探究ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路对ｈＰＡＳＭＣ凋亡
的影响。结果显示，相比于空白对照组，ＰＤＧＦＢＢ＋
ＬＹ２９４００２组及 ＰＤＧＦＢＢ＋ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ组凋亡率均显著
增加（Ｐ＜０．０１）。
２２　各组 ｈＰＡＳＭＣ的 Ｂｃｌ２和 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋
白表达情况

　　采用蛋白质印迹法检测Ｂｃｌ２和ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３
蛋白的表达水平。结果如图 ２所示，ＰＤＧＦＢＢ＋
ＬＹ２９４００２组和ＰＤＧＦＢＢ＋ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ组ｈＰＡＳＭＣ的Ｂｃｌ２
蛋白表达水平均显著低于ＰＤＧＦＢＢ组（Ｐ＜０．０１），且
ＰＤＧＦＢＢ＋ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ组Ｂｃｌ２蛋白表达水平高于ＰＤＧＦ
ＢＢ＋ＬＹ２９４００２组（Ｐ＜０．０１）。相反，相比于 ＰＤＧＦＢＢ
组，ＰＤＧＦＢＢ＋ＬＹ２９４００２组和 ＰＤＧＦＢＢ＋ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ组
ｈＰＡＳＭＣ的ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３表达水平更高（Ｐ＜０．０１），
且ＰＤＧＦＢＢ＋ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ组 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３表达水平
低于ＰＤＧＦＢＢ＋ＬＹ２９４００２组（Ｐ＜０．０１）。

　　　　注：ｃｏｎｔｒｏｌ，空白对照组；ＤＡＰＩ，４’，６二脒基２苯基吲哚；表示Ｐ＜０．０１。

图１　ＴＵＮＥＬ法测定ｈＰＡＳＭＣ的凋亡水平
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　　注：ｃｏｎｔｒｏｌ，空白对照组；ＧＡＰＤＨ，甘油醛３磷酸脱氢酶；表示 Ｐ＜０．０１。

图２　各组ｈＰＡＳＭＣ的Ｂｃｌ２和ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平
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２３　各组大鼠肺组织Ｂｃｌ２和ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白
表达情况

　　采用蛋白质印迹法检测大鼠肺组织 Ｂｃｌ２和
ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达水平。结果如图３所示，
ＭＣＴ＋ＬＹ２９４００２组和 ＭＣＴ＋ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ组大鼠肺组织
的 Ｂｃｌ２蛋白表达水平均显著低于 ＭＣＴ组（Ｐ＜

００１），且ＭＣＴ＋ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ组Ｂｃｌ２蛋白表达水平高于
ＭＣＴ＋ＬＹ２９４００２组（Ｐ＜０．０５）。相反，相比于 ＭＣＴ
组，ＭＣＴ＋ＬＹ２９４００２组和 ＭＣＴ＋ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ组的
ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平更高（Ｐ＜０．０１），且
ＭＣＴ＋ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ组 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平低
于ＭＣＴ＋ＬＹ２９４００２组（Ｐ＜０．０１）。
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注：ｃｏｎｔｒｏｌ，空白对照组；ＧＡＰＤＨ，甘油醛３磷酸脱氢酶；表示Ｐ＜０．０１，表示Ｐ＜０．０５。

图３　各组大鼠肺组织Ｂｃｌ２和ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平

２４　各组大鼠 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路相关蛋白的表达
情况

　　采用蛋白质印迹法检测大鼠肺组织 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信
号通路相关蛋白。结果如图４所示，ＭＣＴ＋ＬＹ２９４００２
组和ＭＣＴ＋ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ组大鼠肺组织的 ＦｏｘＯ１表达水

平均显著高于ＭＣＴ组（Ｐ＜０．０１），磷酸化 ＦｏｘＯ１表达
水平均低于 ＭＣＴ组（Ｐ＜０．０１）。ＭＣＴ＋ＬＹ２９４００２组
和ＭＣＴ＋ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ组大鼠肺组织的磷酸化 Ａｋｔ与 Ａｋｔ
表达水平比值均显著低于 ＭＣＴ组（Ｐ＜０．０１）。此外，
各组之间ＰＩ３Ｋ表达水平无显著差异。
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　　注：ｃｏｎｔｒｏｌ，空白对照组；ＧＡＰＤＨ，甘油醛３磷酸脱氢酶；ｐＡｋｔ，磷酸化 Ａｋｔ；ｐＦｏｘＯ１，磷酸化 ＦｏｘＯ１。表示 Ｐ＜０．０１，表示 Ｐ＜
０．０５。

图４　各组大鼠肺组织ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路相关蛋白表达水平

３　讨论
研究数据提示 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ＦｏｘＯ１信号通路可能在

ＰＡＳＭＣ异常凋亡中发挥作用，研究结果表明ＰＤＧＦＢＢ＋
ＬＹ２９４００２组和 ＰＤＧＦＢＢ＋ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ组的 ｈＰＡＳＭＣ抗
凋亡能力下降。蛋白质印迹法检测结果显示，在 ＰＩ３Ｋ

抑制剂作用后，ＦｏｘＯ１的总量增加，磷酸化ＦｏｘＯ１表达
水平降低；在ＦｏｘＯ１激动剂作用后，ＦｏｘＯ１表达水平升
高，但磷酸化ＦｏｘＯ１表达水平无明显变化。动物实验
中也观察到类似效应。本研究的创新之处在于从细

胞和动物两个层面首次探究了 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ＦｏｘＯ１信号

·２８· 心血管病学进展２０２４年１月第４５卷第１期　ＡｄｖＣａｒｄｉｏｖａｓｃＤｉｓ，Ｊａｎｕａｒｙ２０２４，Ｖｏｌ．４５，Ｎｏ．１



通路在肺血管重构过程中的作用及其对凋亡表型的

影响。

ＰＨ病因复杂多样，病情进展迅速，常导致患者的
生活质量下降并增加短期死亡风险［６］。随着对 ＰＨ发
病机制的探究，ＰＡＳＭＣ异常生物学行为导致的肺动脉
重构被认为是该疾病发生与发展的重要环节。既往

研究指出了细胞凋亡异常在肺动脉重构中的重要作

用。有研究［７］显示，在 ＰＨ患者的 ＰＡＳＭＣ中，沉默核
异质核糖核蛋白Ａ２Ｂ１基因会导致携带 Ａ２Ｂ１基序的
信使ＲＮＡ减少，从而导致细胞增殖和抗凋亡能力下
降。同样，Ｓｃｈｕｏｌｅｒ等［８］发现缺氧诱导的ＰＨ小鼠肺组
织中水通道蛋白１的上调进一步增加了ｈＰＡＳＭＣ的凋
亡，这种作用与肿瘤抑制基因 ｐ５３的高表达有关。肺
血管重构一旦发生，几乎是不可逆的，是ＰＨ治疗中的
关键和难点［９］。因此，深入了解肺血管重构机制对于

治疗ＰＨ具有至关重要的意义。
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路广泛存在于细胞中，调节细胞生

长、增殖、分化、凋亡和免疫炎症等众多病理生理过

程［１０］。先前的研究已证实 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路与 ＰＨ
密切相关。在ＭＣＴ大鼠模型中发现，通过抑制 ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ信号通路来减轻肺血管重构可能是由于泛素蛋白
酶体功能抑制引起的［１１］。黄芩苷可通过增加腺苷

Ａ２Ａ受体的活性来抑制 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路，从而缓
解低氧诱导的ＰＨ［１２］。饥饿激素可通过激活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ
信号通路抵抗低氧诱导的 ｈＰＡＳＭＣ凋亡，并参与 ＰＨ
的发生［１３］。Ｌｉ等［１４］通过在 ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ（ＦｏｘＯ１激动剂）
晶体纳米粒子上加载活性蛋白，并使用一层葡糖醛酸

包被，成功制备出一种可靶向 ＰＡＳＭＣ的复合制
剂———葡萄糖转运蛋白１。这种复合制剂通过抑制细
胞周期进程和促进细胞凋亡来逆转肺动脉重构，并改

善大鼠的血流动力学参数。在小鼠模型中发现，

Ｍａｒｅｓｉｎ１通过ＬＧＲ６（糖蛋白激素受体家族成员之一）
来抑制Ａｋｔ和ＦｏｘＯ１磷酸化，从而阻止ＰＡＳＭＣ增殖并
促进细胞凋亡［１５］。此外，有研究［１６］证明在自体血栓

造模下形成的慢性血栓栓塞性 ＰＨ大鼠模型中，ＦｏｘＯ１
和细胞凋亡对其发病机制起重要作用。由于 ＰＨ患者
终末期可能发展为右心衰竭甚至全心衰竭，可推测靶

向ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ＦｏｘＯ１通路可能有助于改善 ＰＨ患者的
预后。

综上所述，本研究认为ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路可能通

过下调转录因子 ＦｏｘＯ１影响 ＰＡＳＭＣ的凋亡，从而参
与ＰＨ的发生与发展。未来可探索 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通
路影响的更多表型与ＰＨ发病的关系，以深入挖掘 ＰＨ
的发病机制，寻找潜在的治疗靶点。
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