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摘要　目的　探讨人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣｓ）自噬激活
对细胞增殖的影响。方法　使用雷帕霉素（Ｒａｐａ）处理 ＨＵ-
ＶＥＣｓ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测微管相关蛋白１轻链３（ＬＣ３）、Ｂｅ-
ｃｌｉｎ１和ｕｎｃ-５１样激酶１（ＵＬＫ１）的表达，透射电镜（ＴＥＭ）检
测自噬小体，丹酰尸胺染色（ＭＤＣ）检测自噬荧光；ＣＣＫ-８法
和ＥｄＵ法检测自噬激活对细胞增殖的影响；血管形成实验
检测成管能力。结果　Ｒａｐａ处理后，与对照组相比，ＬＣ３、
Ｂｅｃｌｉｎ１和 ＵＬＫ１表达增强，实验组绿色自噬荧光表达强于
对照组，ＴＥＭ可见自噬小体；ＣＣＫ-８和 ＥｄＵ结果显示，与对
照组相比，实验组细胞自噬活化后细胞增殖能力减弱，成管

能力降低。结论　在一定时间内，Ｒａｐａ上调 ＨＵＶＥＣｓ自噬
活性抑制细胞增殖。
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噬蛋白；细胞增殖

中图分类号　Ｒ７８３.４
文献标志码 Ａ 文章编号 １０００－１４９２（２０２４）０４－０６０５－０６
ｄｏｉ：１０．１９４０５／ｊ．ｃｎｋｉ．ｉｓｓｎ１０００－１４９２．２０２４．０４．００８

　　骨重建中新生血管生成主要涉及以内皮细胞为
主的血管再生，血管内皮细胞作为血管再生的主要

参与者，细胞的增殖、迁移和分化是骨再生的重要促

进因素［１－２］。有研究［３－５］表明，在新生骨形成的微

环境中，新生血管与骨组织之间相辅相成，内皮细胞

分泌的血管内皮生长因子有利于骨重建的发生。自

噬通过吞噬并溶解多余或受损的细胞器为细胞供

能，是维持细胞正常生长发育的有利因素。雷帕霉

素（ｒａｐａｍｙｃｉｎ，Ｒａｐａ）通过抑制哺乳动物雷帕霉素靶
点（ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）达到激活
细胞自噬的目的，是研究自噬较为成熟的自噬激活

剂［６－７］。

　　课题组前期研究［８－９］结果表明，氧浓度的改变

会影响成骨细胞的自噬活性，进而改变细胞的增殖

和分化能力。但内皮细胞的自噬活性改变对局部成

骨造成影响目前少见报道。该研究通过 Ｒａｐａ作用
于人脐静脉内皮细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅ-
ｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣｓ）建立细胞自噬模型，探讨 Ｒａｐａ
上调ＨＵＶＥＣｓ自噬对细胞增殖的影响，为后续血管
再生与骨重建相关性研究提供一定理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验材料　ＨＵＶＥＣｓ购自中国典型培养物保
藏中心。Ｒａｐａ购自美国 ＭＣＥ公司，人脐静脉血管
内皮细胞完全培养基购自中国典型培养物保藏中心

（Ｆ-１２Ｋ＋０.１ｍｇ／ｍｌｈｅｐａｒｉｎ＋ＥＣＧＳ＋１０％ＦＢＳ），
ＰＢＳ磷酸钾缓冲液、青链霉素购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司，
微管相关蛋白１轻链 ３（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏ-
ｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３，ＬＣ３）、ｕｎｃ-５１样激酶１（ｕｎｃ-５１-
ｌｉｋｅｋｉｎａｓｅ１，ＵＬＫ１）和ｍＴＯＲ一抗购自美国ＣＳＴ公
司，Ｂｅｃｌｉｎ１一抗、ＧＡＰＤＨ一抗、ＧｏａｔＡｎｔｉ-ＲａｂｂｉｔＩｇＧ
二抗购自英国 Ａｂｃａｍ公司，ＣＣＫ-８试剂盒购自日本
同仁公司，自噬染色检测试剂盒（ＭＤＣ法）、ＥｄＵ-
４８８细胞增殖检测试剂盒购自中国碧云天生物技术
有限公司。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养和实验分组　ＨＵＶＥＣｓ常规培养，
每２ｄ换液１次。待细胞生长达合适密度时进行相
关实验。以正常培养（１０％ＦＢＳ培养）为对照组，以
１０％ＦＢＳ培养液中加入终浓度１００ｎｍｏｌ／Ｌ的 Ｒａｐａ
为实验组，作用于 ＨＵＶＥＣｓ，３、６、１２、２４ｈ收集细胞
进行实验检测。

１．２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测自噬相关蛋白表达　细胞
常规培养，以５０％的密度接种于１０ｃｍ２培养皿中，
待细胞生长融合至８５％时加入终浓度为１００ｎｍｏｌ／
Ｌ的Ｒａｐａ分别处理３、６、１２、２４ｈ。加入 ＲＩＰＡ细胞
裂解液１ｍｌ，４℃、１２１４０ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，ＢＣＡ蛋
白定量后加上样缓冲液，９５℃蛋白变性５ｍｉｎ，－２０
℃冰箱保存备用。将 １０μｇ蛋白样品加入 ４％ ～
２０％梯度胶上样孔中，依次１２０Ｖ恒压５０ｍｉｎ蛋白
电泳，冰上３００ｍＡ恒流３０ｍｉｎ转膜，封闭后分别加
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入一抗ＬＣ３（１∶１０００）、Ｂｅｃｌｉｎ１（１∶３０００）、ＵＬＫ１
（１∶１０００）和ＧＡＰＤＨ（１∶２０００），４℃孵育过夜；室
温下孵育二抗（１∶２０００和１∶１００００）１ｈ，化学发
光１ｍｉｎ后拍照。ＩｍａｇｅＪ软件进行灰度值测量，相
对蛋白表达强度以目标条带与内参蛋白的灰度比值

表示。

１．２．３　透射电镜（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，
ＴＥＭ）检测自噬小体　细胞处理２４ｈ后取１ｍｌ电镜
固定液加入皿中，室温固定５ｍｉｎ，随后细胞刮轻轻
刮下细胞置于 １.５ｍｌＥＰ管，１２００ｒ／ｍｉｎ离心 ３
ｍｉｎ，加入新固定液 １ｍｌ，室温固定 ３０ｍｉｎ，４℃备
测。

１．２．４　ＭＤＣ法检测自噬荧光表达　细胞常规培养
后，以１×１０４／孔接种于２４孔板中，２４ｈ后吸净培养
液。每孔加入２５０μｌＭＤＣ染色液，培养箱避光孵育
１ｈ；吸净ＭＤＣ染色液，使用ＡｓｓａｙＢｕｆｆｅｒ洗涤３次，
更换新ＡｓｓａｙＢｕｆｆｅｒ，荧光显微镜下拍摄绿色荧光，
荧光强度用ＩｍａｇｅＪ进行统计。
１．２．５　ＣＣＫ-８法检测细胞增殖情况　细胞常规培
养后，以１×１０４／孔接种于９６孔板中，设置４个复
孔，按实验分组分别于３、６、１２、２４、４８ｈ加入１０μｌ
ＣＣＫ-８液，３７℃继续孵育１ｈ，酶标仪４５０ｎｍ测光
密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值，计算抑制率，抑制率
（％）＝（１－实验组ＯＤ值／对照组ＯＤ值）×１００％。
１．２．６　ＥｄＵ检测细胞增殖　细胞以２×１０４／孔接
种于２４孔板中，处理２４ｈ；去除５０％原培养基，加
入等体积ＥｄＵ工作液进行细胞标记；３７℃继续孵育
细胞２ｈ；４％多聚甲醛室温固定１５ｍｉｎ，洗涤液洗３
次；加入通透液室温孵育１５ｍｉｎ，洗涤液洗２次；每
孔加入 １００μｌ的 Ｃｌｉｃｋ反应液，室温避光孵育 ３０
ｍｉｎ，洗涤液洗３次；每孔加入１００μｌＨｏｅｃｈｓｔ３３３４２

溶液，室温孵育１０ｍｉｎ进行细胞核染色，荧光倒置
显微镜进行荧光检测。Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２为蓝色荧光，
ＥｄＵ染色为绿色荧光。
１．２．７　血管形成实验检测细胞管腔形成能力　
Ｍａｔｒｉｇｅｌ提前４℃过夜，所需枪头、ＥＰ管及２４孔板４
℃过夜预冷。培养基和 Ｍａｔｒｉｇｅｌ配比２∶１配置实
验用胶，９６孔板内加入５０μｌ／孔实验用胶铺胶，培
养箱中固化。细胞消化离心后依据分组选用相对应

的培养基进行重悬，２×１０４／孔加入细胞悬液，３７℃
培养箱静置２ｈ后，观察血管形成情况，并于最佳时
间点进行拍照。

１．３　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１９.０软件进行统计
学分析，结果以均数±标准差表示，组间比较用单因
素方差分析，两组间比较用独立样本ｔ检验，各组实
验均重复３次，Ｐ＜０.０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｒａｐａ上调ＨＵＶＥＣｓ自噬活性
２．１．１　自噬蛋白表达上调　经过 Ｒａｐａ处理后，自
噬蛋白相对蛋白表达高于对照组，自噬活性增强。

ＬＣ３-ＩＩ／ＬＣ３-Ｉ相对比值的蛋白表达在起始３ｈ时出
现明显升高（Ｐ＜０.００１），随后蛋白表达强度减弱，
但在作用的２４ｈ时又明显增强（Ｐ＜０.００１）。Ｂｅｃ-
ｌｉｎ１的相对蛋白表达均高于对照组，最高值出现在
作用后的６ｈ（Ｐ＜０.００１），而 ＵＬＫ１的相对蛋白量
同样呈现不断升高的趋势，最高值出现在作用后的

２４ｈ（Ｐ＜０.００１）。见图１。
２．１．２　自噬小体形成　ＴＥＭ检测观察自噬小体形
成情况，结果显示，对照组和实验组均可见自噬小体

及自噬溶酶体，自噬体融合变成单层膜结构的自噬

溶酶体，其内可见已溶解的细胞器，见图２。

图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 Ｒａｐａ分别处理ＨＵＶＥＣｓ３、６、１２、２４ｈ后自噬蛋白表达水平

与对照组比较：*Ｐ＜０.０５，**Ｐ＜０.０１
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图２　ＴＥＭ观察Ｒａｐａ作用后自噬体形成

Ａ：对照组 ×２５００；Ｂ：实验组 ×２５００；Ｃ：Ｂ图红框部分放大图 ×２００００

表１　Ｒａｐａ处理ＨＵＶＥＣｓ后ＯＤ４５０值（�ｘ±ｓ）

组别 ０ｈ ３ｈ ６ｈ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ
对照 ０．１５６±０．００７ ０．１５８±０．００４ ０．２０５±０．０１１ ０．２７２±０．０１５ ０．５８６±０．０２９ ０．６２３±０．００９
实验 ０．１６５±０．０１１ ０．１５７±０．００７ ０．２０３±０．００４ ０．２３５±０．００２ ０．２６０±０．００３ ０．２９７±０．０１３

２．１．３　自噬荧光表达增强　ＭＤＣ法检测结果显
示，经过 Ｒａｐａ处理的实验组，ＨＵＶＥＣｓ的自噬荧光
表达较强，荧光强度为 １５.７０６±２.７７６，高于对照组
的８.７８２±２.３１０（Ｆ＝０.１６２，Ｐ＝０.０２９），见图３。

图３　ＭＤＣ法检测Ｒａｐａ作用后自噬荧光表达 ×２００

与对照组比较：*Ｐ＜０.０５

２．２　Ｒａｐａ上调ＨＵＶＥＣｓ自噬活性抑制细胞增殖
２．２．１　ＨＵＶＥＣｓ的增殖能力减弱　ＣＣＫ-８法检测
结果显示，随着细胞培养时间延长，ＯＤ值不断增
加，在６ｈ前，实验组与对照组 ＯＤ值的差值虽随着
时长增大，但差异无统计学意义（Ｐ＞０.０５），见表１。
与对照组相比，在处理２４ｈ时细胞抑制率值最高，
为（５５.５６±１.３０）％（Ｆ＝１０９.０６９，Ｐ＝０.００１）。见

图４。

图４　ＣＣＫ-８法检测Ｒａｐａ作用后细胞增殖抑制率

与对照组比较：**Ｐ＜０.０１

２．２．２　增殖细胞减少　ＥｄＵ法检测结果显示，实验
组可观察到ＥｄＵ绿色荧光细胞数减少，平均每视野
（９±１）个，明显低于对照组（２１±３）个（Ｆ＝１.１６０，
Ｐ＝０.００１），见图５。
２．３　ＨＵＶＥＣｓ管腔形成能力减弱　与对照组相
比，实验组未能很好地形成完整的管腔样结构，管腔

壁连续性破坏，出现残缺、断裂等表现，细胞血管形

成能力减弱，见图６。

３　讨论

　　局部新生微血管作为影响种植区域良好骨结合
的重要因素，是促进种植成功的关键基础［１０］。自噬

是细胞生活的基础，自噬活性的改变引发一系列的

细胞功能变化，而过度的自噬则会抑制细胞生

长［１１］。细胞自噬的过程受自噬相关基因所调控，目
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图５　ＥｄＵ法检测自噬上调后细胞增殖水平 ×２００

与对照组比较：**Ｐ＜０.０１

图６　血管形成实验检测自噬活性上调对ＨＵＶＥＣｓ

管腔形成的影响 ×１００

前发现的自噬相关基因约３１个，Ｂｅｃｌｉｎ１是首个被
学者所熟悉的关键自噬启动基因，ＵＬＫ１能促进 Ｂｅ-
ｃｌｉｎ１的磷酸化诱导自噬，而ＬＣ３是自噬体膜形成的
关键蛋白［１２］。因此，本研究通过 Ｒａｐａ诱导 ＨＵ-
ＶＥＣｓ构建自噬模型，探讨 ＨＵＶＥＣｓ自噬活性改变
对细胞增殖的影响，为骨修复材料促血管化提供一

定的理论依据。

　　ｍＴＯＲ是一种调节细胞生长的丝氨酸苏氨酸激
酶，是细胞自噬活化的核心，ｍＴＯＲ信号通路是氧感
受重要自噬信号通路，对细胞的生长、分化和增殖起

着重要调控作用，Ｒａｐａ通过降低 ｍＴＯＲ的稳定性和
转录活性，上调细胞自噬活性［１３－１５］。既往研

究［１３，１６－２２］表明，Ｒａｐａ作为 ｍＴＯＲ蛋白的抑制剂能
有效降低ｍＴＯＲ的表达，ｍＴＯＲ作为许多疾病，如卵
巢癌、乳腺癌、肝损伤、视网膜病变、阿尔茨海默病及

心血管疾病潜在治疗靶点，在血管形成中起着重要

的作用。ＵＬＫ１是自噬启动的关键因子，通过磷酸
化Ｂｅｃｌｉｎ１参与自噬体膜的延伸，同时也是ｍＴＯＲ的
负调控蛋白［２３］。本研究中，经 Ｒａｐａ处理 ＨＵＶＥＣｓ
后ＵＬＫ１表达上调，细胞自噬启动，提示 ＵＬＫ１可能
参与Ｒａｐａ对 ＨＵＶＥＣｓ的自噬调控，但 ｍＴＯＲ作为
治疗的靶点及ＵＬＫ１在其中的调控作用可能需要更
多的研究证据。

　　细胞受到外界刺激后由Ｂｅｃｌｉｎ１启动自噬反应，
ＬＣ３由非脂质型的 ＬＣ３-Ⅰ转变为脂质型 ＬＣ３-Ⅱ参
与构成自噬小体双层膜结构，进而包裹并溶解受损

细胞器或衰老蛋白，释放能量维持细胞稳定［６，２３］。

本研究结果显示，与对照组相比，Ｂｅｃｌｉｎ１和 ＬＣ３-Ⅱ
的蛋白表达升高，提示自噬已被激活，即 Ｒａｐａ能上
调ＨＵＶＥＣｓ的自噬活性。同时，透射电镜和 ＭＤＣ
自噬荧光检测的结果也显示，细胞胞质内可见自噬

小体形成，自噬荧光表达增强，进一步证实 Ｒａｐａ能
增强ＨＵＶＥＣｓ自噬活性。这与其他学者关于 Ｒａｐａ
能上调ＨＵＶＥＣｓ的自噬活性的研究结果一致［２０，２４］。

　　自噬作为维持细胞内环境稳定的重要因素，其
活性的改变对细胞功能产生的影响已成为研究的焦

点。众多学者研究结果显示，自噬活性改变对细胞

功能的调控受疾病种类、治疗方式以及种属差异所

影响。本课题研究的结果初步显示，在一定的时间

内，激活ＨＵＶＥＣｓ的自噬活性，细胞的增殖能力减
弱，增殖受到抑制，同时细胞管腔形成能力降低。有

研究提示，内皮细胞自噬活性对细胞增殖的调控具

有双面性，处理的方式、作用时间都是可能的影响因

素。上调ＨＵＶＥＣｓ自噬活性能增强过氧化氢处理
后细胞的增殖能力，而敲低 ＧＲＢ２关联结合蛋白１
（Ｇｒｂ２-ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｂｉｎｄｅｒ１，ＧＡＢ１）表 达 同 样 如
此［２５－２６］，但缺血环境下，自噬活性的改变则对细胞

增殖起反作用［２７］。而在本研究中，Ｒａｐａ作用４８ｈ
后，细胞的抑制率下调，其中的原因仍需要深入研

究。

　　自噬是细胞选择性降解过程，能消除异常积累
的蛋白质和受损细胞器，增加细胞在低氧环境存活

概率［２８］。骨重建中新生血管生成是促进新骨形成

的重要因素，自噬在种植骨结合过程中对新生血管

及新生骨形成的调控，以及两者之间的关系目前仍

不清楚。本研究结果提示，上调 ＨＵＶＥＣｓ自噬活性
能抑制细胞增殖，在此基础上，仍需继续探讨在骨组

·８０６· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４Ａｐｒ；５９（４）



织工程中自噬活性介导血管内皮细胞增殖可能的分

子机制，为骨生物材料血管化研究提供新的理论依

据。
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糖尿病肾病核心基因的筛选与鉴定
吴晓俊１，２*，倪飞雪１，２*，徐玉雪１，２，３

摘要　目的　基于生物信息学筛选糖尿病肾病（ＤＫＤ）核心
基因，探究ＤＫＤ的治疗靶点，讨论其可能的调控机制。方法
　提取ＧＥＯ数据库（ＧＳＥ３０５２８，ＧＳＥ４７１８３）ＤＫＤ患者肾小球
转录组表达数据矩阵，采用生物信息学方法对差异表达基因

（ＤＥＧｓ）进行筛选，鉴定出核心差异基因，对核心差异基因进
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行基因表达与富集分析（ＧＳＥＡ），预测有效靶点。结果　通
过对ＤＫＤｍＲＮＡ表达矩阵的筛选和鉴定，共筛选出５个核
心基因，其中Ｃ１ｏｒｆ２１、ＮＰＨＳ１表达显著下调，ＣＤ４８、ＣＯＬ１Ａ２、
ＴＧＦＢＩ表达上调，研究得知，ＮＰＨＳ１、ＣＤ４８与免疫差异、细胞
间交流及细胞表面相互作用等有显著相关性。通过受试者

工作特征曲线（ＲＯＣ）分析、ＧＳＥＡ分析及药物靶点与ｍｉＲＮＡ
预测显示，这些差异基因可能对ＤＫＤ的治疗具有重要意义。
结论　 该研究筛选的核心基因与ＤＫＤ具有显著相关性，有
可能作为糖尿病治疗有效标志物，为 ＤＫＤ的治疗与鉴定提
供理论依据。

关键词　糖尿病肾病；ＧＥＯ数据库；转录组；生物信息学；基
因筛选；药物靶点
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　　糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，ＤＫＤ）是
糖尿病发展的常见并发症，主要特征是尿白蛋白、肾

小球过滤功能障碍，是终末期肾病的主要原因，严重
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