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摘要:目的　 探讨高血压背景下病理性高张应变对血管平滑肌细胞( vascular
 

smooth
 

muscle
 

cells,VSMCs)线粒体生

物发生的影响,以及 PGC1α 蛋白在这一过程中的作用。 方法 　 采用 Flexcell-5000T 体外细胞张应变加载系统对

VSMCs 施加频率为 1. 25
 

Hz、幅度分别为 5% 和 15% 的周期性张应变,模拟正常生理情况和高血压病理情况下的力

学环境;通过蛋白免疫印迹(Western
 

blotting)和荧光定量 PCR(qPCR)方法检测正常生理和高血压病理力学条件下

VSMCs 的 PGC1α 蛋白表达,以及柠檬酸合酶和线粒体 DNA( mitochondrial
 

DNA,mtDNA) 拷贝数变化情况;应用

PGC1α 特异性激活剂 ZLN005 和有效干扰片段 siRNA 检测 PGC1α 表达上调或下调对柠檬酸合酶和 mtDNA 拷贝数

的影响。 结果　 与 5% 生理性周期性张应变相比,15% 病理性高张应变显著抑制 VSMCs 的 PGC1α 和柠檬酸合酶的

表达,mtDNA 拷贝数显著降低。 与对照组相比,对 VSMCs 转染 PGC1α 干扰片段 siRNA 或孵育 PGC1α 特异性激活

剂 ZLN005,分别下调和上调 PGC1α 蛋白表达,VSMCs 的柠檬酸合酶表达和 mtDNA 拷贝数也相应地降低和增加。
在加载生理性周期性张应变条件下,对 VSMCs 转染 PGC1α 干扰片段 siRNA 显著下调其蛋白表达;对 VSMCs 施加

PGC1α 特异性激活剂 ZLN005 显著上调 PGC1α 蛋白表达,柠檬酸合酶表达和 mtDNA 拷贝数也被增加。 结论　 高

血压背景下病理性周期性高张应变通过抑制 VSMCs 的 PGC1α 蛋白显著下调 VSMCs 的柠檬酸合酶表达和 mtDNA
拷贝数,进而导致 VSMCs 线粒体功能障碍。 PGC1α 可能是缓解高血压病理进程的潜在治疗靶向分子。
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Abstract:
 

Objective　 To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

pathologically
 

elevated-cyclic
 

stretch
 

induced
 

by
 

hypertension
 

on
 

mitochondrial
 

biogenesis
 

of
 

vascular
 

smooth
 

muscle
 

cells
 

(VSMCs),
 

and
 

the
 

role
 

of
 

PGC1α
 

in
 

this
 

process.
 

Methods　 The
 

Flexcell-5000T
 

stretch
 

loading
 

system
 

in
 

vitro
 

was
 

applied
 

to
 

VSMCs
 

with
 

a
 

frequency
 

of
 

1. 25
 

Hz
 

and
 

an
 

amplitude
 

of
 

5%
 

or
 

15%
 

to
 

simulate
 

the
 

mechanical
 

environment
 

under
 

normal
 

physiological
 

or
 

hypertensive
 

pathological
 

conditions
 

respectively.
 

Western
 

blotting
 

and
 

qPCR
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

PGC1α,
 

citrate
 

synthase
 

and
 

mitochondrial
 

DNA
 

(mtDNA)
 

copy
 

number
 

in
 

VSMCs
 

under
 

normal
 

physiological
 

or
 

hypertensive
 

pathological
 

conditions.
 

VSMCs
 

were
 

treated
 

with
 

PGC1α
 

specific
 

activator
 

ZLN005
 

to
 

promote
 

651



PGC1α
 

expression
 

or
 

specific
 

interfering
 

fragment
 

siRNA
 

to
 

inhibit
 

PGC1α
 

expression
 

in
 

order
 

to
 

detect
 

the
 

effect
 

on
 

citrate
 

synthase
 

and
 

mtDNA
 

copy
 

number.
 

Results 　 Compared
 

with
 

5%
 

physiological
 

cyclic
 

stretch,
 

15%
 

pathologically
 

elevated-cyclic
 

stretch
 

significantly
 

suppressed
 

the
 

expression
 

of
 

PGC1α,
 

citrate
 

synthase
 

and
 

mtDNA
 

copy
 

number
 

in
 

VSMCs.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

PGC1α
 

was
 

significantly
 

decreased
 

and
 

increased
 

respectively.
 

When
 

VSMCs
 

transfected
 

with
 

PGC1α
 

siRNA
 

or
 

incubated
 

PGC1α
 

activator
 

ZLN005,
 

the
 

expression
 

of
 

citrate
 

synthase
 

and
 

mtDNA
 

copy
 

number
 

were
 

also
 

significantly
 

down-
regulated

 

and
 

up-regulated
 

in
 

VSMCs
 

accordingly.
 

Under
 

physiological
 

cyclic
 

stretch
 

conditions,
 

the
 

protein
 

level
 

of
 

PGC1α
 

was
 

significantly
 

down-regulated
 

by
 

PGC1α
 

siRNA,
 

which
 

also
 

significantly
 

down-regulated
 

citrate
 

synthase
 

expression
 

and
 

mtDNA
 

copy
 

number.
 

The
 

protein
 

expression
 

of
 

PGC1α
 

was
 

significantly
 

up-regulated
 

by
 

ZLN005,
 

which
 

also
 

enhanced
 

the
 

expression
 

of
 

citrate
 

synthase
 

and
 

mtDNA
 

copy
 

number.
 

Conclusions　 The
 

pathological
 

cyclic
 

stretch
 

induced
 

by
 

hypertension
 

significantly
 

down-regulated
 

the
 

expression
 

of
 

citrate
 

synthase
 

and
 

mtDNA
 

copy
 

number
 

via
 

suppressing
 

the
 

expression
 

of
 

PGC1α,
 

resulting
 

in
 

mitochondrial
 

dysfunction
 

of
 

VSMCs.
 

PGC1α
 

may
 

be
 

a
 

potential
 

therapeutic
 

target
 

molecule
 

to
 

alleviate
 

the
 

progression
 

of
 

hypertension.
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　 　 高血压是心血管疾病常见的危险因素[1] 。 高

血压导致血管功能障碍,表现为炎症和氧化应激、
内皮功能受损和位于中膜层的血管平滑肌细胞

(vascular
 

smooth
 

muscle
 

cells,VSMCs)异常增殖,继
而引发血管壁变厚和管腔变窄[2] 。 高血压的动脉

血管暴露于持续增加的脉动压力,导致血管出现病

理性周期性高张应变[3] 。 VSMCs 主要承载着周期

性张应变力学作用,在高血压血管重建过程中起主

要作用[4] 。 在体外研究中,周期性高张应变导致大

鼠 VSMCs 自噬、迁移和增殖功能增加,发生动脉血

管重建[5] 。 高血压导致的病理性张应变诱导

VSMCs 的促肾上腺皮质激素高表达,通过参与 ERK
信号通路导致 VSMCs 异常增殖[6] 。 因此,深入探讨

高血压病变进程中周期性高张应变影响 VSMCs 功

能的具体分子机制,具有重要的科学意义。
线粒体功能障碍(诸如高血压、动脉粥样硬化、

心力衰竭等)是多种心血管疾病共同的早期病变特

征[7] 。 线粒体是细胞的能量工厂,通过氧化磷酸化

提供机体所需的大部分化学能。 而三羧酸循环

(tricarboxylic
 

acid
 

cycle,TCA)是机体获取能量的主

要方式,柠檬酸合酶是 TCA 过程的第 1 个关键限速

酶,通常被作为完整线粒体存在的定量酶标记物,
具有表征线粒体能量代谢功能活性的重要意义[8] 。
研究表明,在骨骼肌细胞中柠檬酸合酶的最大活性

可表明骨骼肌中的线粒体含量,通过耐力训练或高

强度间歇训练可以增加柠檬酸合酶表达,进一步增

加其最大活动量[9] 。 线粒体有独立的基因组,即线

粒体 DNA(mitochondrial
 

DNA,mtDNA),控制和编码

部分蛋白质,其在基因组中所占个数称为 mtDNA 拷

贝数,mtDNA 拷贝数与细胞生长代谢相关并表征线

粒体生物发生[10] 。 动脉粥样硬化中患者血浆中

mtDNA 拷贝数异常降低,线粒体生物发生功能损

伤,提示 mtDNA 拷贝数可能成为心血管疾病有用的

生物标记物[11] 。 过氧化物酶体增殖物激活受体 γ
辅 激 活 因 子-1α ( peroxisome

 

proliferator-activated
 

receptor
 

gamma
 

coactivator-1α,PGC1α) 是一种转录

共激活因子,通过与不同的转录因子相互作用参与

调节能量代谢过程,例如糖酵解、糖异生、脂肪酸氧

化和线粒体生物发生等[12] 。 在肺动脉高压患者外

周循环血中,缺氧显著下调 PGC1α 表达,损害线粒

体生物发生和氧化代谢功能[13] 。 PGC1α 已被作为

动脉粥样硬化、肥胖、II 型糖尿病或其他代谢类疾病

治疗的潜在靶标[14] 。 然而,高血压导致的周期性高

张应变是否影响 VSMCs 的 PGC1α 及线粒体生物发

生,这一过程仍不清楚。
本文应用体外细胞张应变加载系统对 VSMCs

施加频率为 1. 25
 

Hz,幅度分别为 5% 和 15% 周期性

张应变加载,模拟正常生理和高血压病理情况下的

力学环境。 通过蛋白免疫印迹(Western
 

blotting)实

验和 qPCR 实验,观察高血压情况下周期性高张应

变对 VSMCs 的 PGC1α、柠檬酸合酶表达和 mtDNA
拷贝数影响,以及利用 PGC1α 特异性的激活剂和

干扰片段明确周期性张应变通过调节 PGC1α 表达

介导柠檬酸合酶表达和 mtDNA 拷贝数变化,从而影

751

张守敏,等.
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响线粒体的正常功能。 本文研究结果将为进一步了

解高血压导致周期性高张应变影响线粒体生物发生

的分子机制提供有效的力学生物学实验支持,并有可

能为心血管疾病临床诊断与治疗提供潜在靶点。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞培养

　 　 分离雄性 Sprague-Dawley 大鼠 ( 体重 180 ~
200

 

g)胸主动脉组织,剥离去除凝血组织块后,纵向

剖开血管,内膜面朝下置于浓度为 0. 2% 的 I 型胶原

酶中,37
 

℃消化 5
 

min。 剪碎血管后浸没于浓度为

0. 3% 的Ⅱ型胶原酶中,37
 

℃ 消化 90
 

min。 筛网过

滤组织块,1
 

200
 

r / min 离心 8
 

min,收集细胞并置于

含有 10% 小牛血清( Gibco 公司,美国) 和 1% 双抗

(100
 

U / mL 青霉素和 100
 

μg / mL 链霉素)的 DMEM
完全培养液,37

 

℃ 、5% CO2 培养箱培养,7 ~ 8
 

d 后进

行传代。 使用 VSMCs 特异性抗体 α-smooth
 

muscle
 

specific
 

actin 进行细胞免疫荧光鉴定,阳性率大于

95% 的第 4 ~ 7 代 VSMCs 用于后续实验。
1. 2　 周期性高张应变力学加载

　 　 应用 Flexcell-5000T( Flexcell 公司,美国) 体外

细胞张应变加载系统对 VSMCs 施加周期性张应变

加载。 在 Flexcell 六孔板( Flexcell 公司,美国)上种

植 VSMCs,待细胞贴壁后,将培养液替换为无血清

的 DMEM 基本培养基,同步化处理 24
 

h,继续使用

DMEM 基本培养基进行力学加载。 对照组加载幅

度为 5% ,频率为 1. 25
 

Hz,模拟正常生理性周期性

张应变(5% CS 组);实验组加载幅度为 15% ,频率

为 1. 25
 

Hz,模拟高血压病理性周期性高张应变

(15% CS 组),加载时间均为 24
 

h[15] 。
1. 3　 药物处理

　 　 应用 PGC1α 特异性激活剂 ZLN005 ( MCE 公

司,美国) 处理 VSMCs, 浓度为 10
 

μmol / L 孵育

48
 

h。 静态条件下,添加 ZLN005 至 VSMCs 孵育

48
 

h,
 

命名为 ZLN005 组。 在同步化前添加药物,之
后进行病理性周期性张应变加载,命名为 15% CS+
ZLN005 组,且张应变加载过程中无须再次添加

药物。
1. 4　 RNA 干扰实验

　 　 将 VSMCs 种植于 6 孔细胞培养板,密度为

2×105 / 孔,待细胞贴壁后进行干扰实验。 步骤如

下:取 250
 

μL
 

opti-MEM(Thermo
 

Fisher 公司,美国)
加入 5

 

μL 小干扰 RNA ( small
 

interference
 

RNA,
siRNA)(Sangon

 

Biotech 公司,中国),另取 250
 

μL
 

opti-MEM 加入 5
 

μL
 

Lipo-fectamineTM
 

2000( Thermo
 

Fisher 公司,美国),将两种混合液按 1 ∶1体积混合,
终体积为 500

 

μL,室温静置 20
 

min。 6 孔板内每孔

预留 500
 

μL
 

DMEM 基本培养液,加入上述 500
 

μL
混合液,终体积为 1

 

mL。 37
 

℃ 、5% CO2 细胞培养箱

培养 4 ~ 6
 

h 后,每孔补加 1
 

mL
 

DMEM 完全培养液,
最终体积为 2

 

mL,48
 

h 后收集蛋白样品。 静态条件

下对 VSMCs 进行 RNA 干扰,
 

命名为 siRNA 组。 同

步化处理前进行 RNA 干扰实验,之后加载生理性周

期性张应变,命名为 5% CS+siRNA 组,且张应变加

载过程中无须再次干扰。 干扰片段序列见表 1。

表 1　 siRNA 和引物序列

Tab. 1　 Sequences
 

of
 

siRNA
 

and
 

primers

片段 正向序列 反向序列

scrambled
 

siRNA UUCUCCGAACGUGUCACGUTT ACGUGACACGUUCGGAGAATT
siRNA GCAGAAGCAGAAAGCAAUUTT AAUUGCUUUCUGCUUCUGCTT
mtDNA CTTCATAGCCGAGTACACCAAT GGTCATATCGAAAACGGGGGTA
β-actin CCGCCACCAGTTCGCCA

 

CCTTCTGACCCATACCCACCA
 

1. 5　 Western
 

blotting 实验

　 　 蛋白上样量为 10
 

μL / 孔进行 10%
 

SDS-PAGE
凝胶 80

 

V 恒压电泳,300
 

mA 恒流湿转 1
 

h,5% 脱脂

牛奶 室 温 封 闭 1
 

h。 结 束 后, 孵 育 抗 PGC1α
(1 ∶1

 

000,Proteintech 公司,美国),β-actin(1 ∶1
 

000,
Proteintech 公司,美国),柠檬酸合酶(1 ∶ 500,Santa

 

Cruz 公司,美国)一抗抗体,4
 

℃过夜。 第 2 天,对条

带孵育对应物种的辣根过氧化物酶标记二抗

(1 ∶1
 

000,Cell
 

Signaling
 

Technology 公司,美国),室
温 2

 

h。 最终使用 ECL 灵敏试剂盒进行化学发光,
Image

 

Studio 软件进行定量分析。
1. 6　 线粒体 DNA 拷贝数检测

　 　 细胞基因组 DNA 提取使用基因组 DNA 快速

抽提分离试剂盒( Sangon
 

Biotech 公司,中国) ,细
胞密度为 2 × 105 / 孔的 VSMCs 加入 500

 

μL 裂解

液,65
 

℃ 水浴 1
 

h 至细胞完全裂解。 以有机溶剂

抽提法分离细胞总基因组 DNA,通过 qPCR 检测

VSMCs 线粒体 DNA 和 β-actin 的 mRNA 相对表达

量,计算线粒体 DNA 拷贝数。 用于 qPCR 分析的

引物序列见表 1。
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1. 7　 数据统计分析

　 　 使用 GraphPad
 

Prism
 

8. 0
 

进行数据分析和图形

制作。 每个实验重复 4 次,所有数据均以均数±标

准差的形式展示。 使用 t 检验分析组间差异,
P<0. 05 表示差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 周期性高张应变抑制 VSMCs 的 PGC1α表达

和线粒体生物发生

　 　 应用 Flexcell-5000T 体外细胞张应变加载系统对

VSMCs 施加频率为 1. 25
 

Hz、幅度分别为 5% 和 15%

周期性张应变,分别模拟正常生理和高血压病理情况

下的力学环境。 通过 Western
 

blotting 和 qPCR 实验

检测周期性高张应变对 VSMCs 的 PGC1α,柠檬酸合

酶表达和 mtDNA 拷贝数影响。 结果显示,与 5%周期

性张应变相比,15%周期性高张应变显著下调 VSMCs
的 PGC1α、柠檬酸合酶表达和 mtDNA 拷贝数(见

图 1)。 柠檬酸合酶作为线粒体能量代谢通路关键

酶,mtDNA 拷贝数表征线粒体生物发生,PGC1α 调控

线粒体生物合成和能量代谢,它们的表达失调反映线

粒体生物发生功能受损。 本文结果提示,周期性高张

应变导致 VSMCs 线粒体生物发生功能障碍。

图 1　 周期性高张应变对 VSMCs的 PGC1α、柠檬酸合酶表达和 mtDNA 拷贝数的影响

Fig. 1　 Effect
 

of
 

elevated-cyclic
 

stretch
 

on
 

PGC1α,
 

citrate
 

synthase
 

expression
 

and
 

mtDNA
 

copy
 

number
 

in
 

VSMCs　
(a)

 

Changes
 

in
 

protein
 

expression,( b)
 

Relative
 

expression
 

of
 

PGC1α,
 

( c)
 

Relative
 

expression
 

of
 

citrate
 

synthase,
 

(d)
 

Relative
 

expression
 

of
 

mtDNA
 

copy
 

number

注:5% CS 代表生理性周期性张应变加载组,15% CS 代表病理性周期性高张应变加载组;∗P<0. 05,n= 4。

图 2　 PGC1α
 

siRNA 对 VSMCs的 PGC1α、柠檬酸合酶表达和 mtDNA 拷贝数的影响

Fig. 2　 Effect
 

of
 

PGC1α
 

siRNA
 

on
 

PGC1α,
 

citrate
 

synthase
 

expression
 

and
 

mtDNA
 

copy
 

number
 

in
 

VSMCs
(a)

 

Changes
 

in
 

protein
 

expression,(b)
 

Relative
 

expression
 

of
 

PGC1α,
 

(c)
 

Relative
 

expression
 

of
 

citrate
 

synthase,
 

(d)
 

Relative
 

expression
 

of
 

mtDNA
 

copy
 

number

注:Scr 代表 scramble
 

siRNA 对照组,siRNA 代表在静态条件下进行 RNA 干扰实验组;∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,n= 4。

2. 2　 下调 PGC1α抑制线粒体生物发生

　 　 为探讨 PGC1α 是否参与周期性高张应变调控

VSMCs 的 mtDNA 拷贝数的生物学过程,利用 PGC1α
有效干扰片段 siRNA 下调 PGC1α 表达,模拟周期性

高张应变对 VSMCs 的 PGC1α 的抑制效果。
结果显示,与转染无关干扰片段的对照组相

比,PGC1α
 

siRNA 处理 VSMCs 能显著抑制 PGC1α
蛋白表达, 并同时下调柠檬酸合酶蛋白表达和

mtDNA 拷贝数(见图 2)。 本文认为,周期性高张应

变有可能通过调控 PGC1α 表达影响 VSMCs 的柠檬

酸合酶表达和 mtDNA 拷贝数,导致线粒体生物发生

功能障碍。
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2. 3　 上调 PGC1α表达增强 VSMCs 的线粒体生物

发生

　 　 为了进一步明确 PGC1α 调控 VSMCs 的柠檬酸

合酶表达与 mtDNA 拷贝数的作用,应用 PGC1α 特

异性激活剂 ZLN005 孵育 VSMCs 上调其 PGC1α 表

达,观察 PGC1α 高表达对柠檬酸合酶和 mtDNA 拷

贝数的影响。

结果显示,与空白对照组相比,ZLN005 处理

VSMCs 能显著增强 PGC1α 蛋白表达,并有效上调

柠檬酸合酶蛋白表达和 mtDNA 拷贝数(见图 3) 。
本文认为,PGC1α 参与调控线粒体中柠檬酸合酶

表达和 mtDNA 拷贝数,提示周期性张应变可能通

过调控 PGC1α 表达进而影响 VSMCs 线粒体生物

发生。

图 3　 ZLN005 对 VSMCs的 PGC1α,柠檬酸合酶表达和 mtDNA 拷贝数的影响

Fig. 3　 Effect
 

of
 

ZLN005
 

on
 

PGC1α,
 

citrate
 

synthase
 

expression
 

and
 

mtDNA
 

copy
 

number
 

in
 

VSMCs　 (a)
 

Changes
 

in
 

protein
 

expression,(b)
 

Relative
 

expression
 

of
 

PGC1α,
 

( c)
 

Relative
 

expression
 

of
 

citrate
 

synthase,
 

( d)
 

Relative
 

expression
 

of
 

mtDNA
 

copy
 

number

注:NC 代表空白对照组,ZLN005 代表静态条件下添加 PGC1α 激活剂药物刺激实验组;∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,n= 4。

图 4　 生理性周期性张应变条件下,转染 PGC1α
 

siRNA 对 VSMCs的 PGC1α、柠檬酸合酶表达和 mtDNA 拷贝数的影响

Fig. 4　 Effects
 

of
 

PGC1α
 

siRNA
 

on
 

PGC1α,
 

citrate
 

synthase
 

expression
 

and
 

mtDNA
 

copy
 

number
 

under
 

physiological
 

cyclic
 

stretch
 

in
 

VSMCs 　 ( a)
 

Changes
 

in
 

protein
 

expression, ( b)
 

Relative
 

expression
 

of
 

PGC1α,
 

( c)
 

Relative
 

expression
 

of
 

citrate
 

synthase,
 

(d)
 

Relative
 

expression
 

of
 

mtDNA
 

copy
 

number
注:5% CS 代表生理性周期性张应变对照加载组,5% CS+siRNA 代表在生理性周期性张应变条件下进行 RNA 干扰实验

组;∗P<0. 05,n= 4。

2. 4　 生理性周期性张应变条件下,降低 PGC1α的

表达会抑制 VSMCs 线粒体生物发生

　 　 为了进一步明确周期性张应变条件下,PGC1α
调控 VSMCs 线粒体生物发生的作用,在生理性周期

性张应变情况下,添加 PGC1α 干扰片段 siRNA 抑

制 VSMCs 的 PGC1α 蛋白水平,进一步检测其对柠

檬酸合酶表达和 mtDNA 拷贝数的作用。
结果显示,5% 周期性张应变条件下,PGC1α

 

siRNA 能显著下调 VSMCs 的 PGC1α 蛋白表达,并
抑制柠檬酸合酶蛋白表达和 mtDNA 拷贝数( 见

图 4) 。 本文认为,在生理性周期性张应变情况

下,下调 VSMCs 的 PGC1α 表达能降低柠檬酸合酶

的蛋白表达和 mtDNA 拷贝数,且生理性周期性张

应变条件下,VSMCs 的 PGC1α 通过调控线粒体中

柠檬酸合酶和 mtDNA 拷贝数来参与 VSMCs 线粒

体生物发生。
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2. 5　 周期性高张应变条件下,PGC1α激活剂能够

逆转高张应变对 VSMCs 线粒体生物发生的

抑制

　 　 为了进一步明确周期性高张应变条件下,
PGC1α 参与调控 VSMCs 线粒体生物发生的作用,
在 15% 病理性周期性高张应变条件下,添加 PGC1α
特异性激活剂 ZLN005, 检测高张应变 条 件 下

VSMCs 的 PGC1α 高表达对柠檬酸合酶和 mtDNA
拷贝数的作用。

结果 显 示, 与 15% 周 期 性 张 应 变 相 比,
 

ZLN005 能显著促进 VSMCs 的 PGC1α 蛋白表达,
并同时增强了柠檬酸合酶的蛋白表达和 mtDNA
拷贝数(见图 5) 。 本文认为,VSMCs 加载病理性

周期性张应变情况下,ZLN005 能显著增强 PGC1α
表达,并促进柠檬酸合酶表达和 mtDNA 拷贝数,
恢复部分线粒体正常功能活性,逆转了高血压导

致的周期性高张应变对 VSMCs 线粒体生物发生的

抑制作用。

图 5　 周期性高张应变条件下,ZLN005 对 VSMCs的 PGC1α、柠檬酸合酶表达和 mtDNA 拷贝数的影响

Fig. 5 　 Effects
 

of
 

ZLN005
 

on
 

PGC1α,
 

citrate
 

synthase
 

expression
 

and
 

mtDNA
 

copy
 

number
 

under
 

elevated
 

cyclic
 

stretch
 

in
 

VSMCs　 (a)
 

Changes
 

in
 

protein
 

expression,(b)
 

Relative
 

expression
 

of
 

PGC1α,
 

(c)
 

Relative
 

expression
 

of
 

citrate
 

synthase,
 

(d)
 

Relative
 

expression
 

of
 

mtDNA
 

copy
 

number
注:15% CS 代表病理性周期性张应变对照加载组,15% CS+ZLN005 代表在病理性周期性张应变条件下添加 PGC1α

激活剂药物刺激实验组;∗P<0. 05,n= 4。

3　 讨论
 

　 　 高血压是以体循环动脉血压持续增高为特征

的最常见心血管疾病之一。 血压持续升高显著改

变血管内的血流动力学,导致 VSMCs 受到周期性高

张应变作用后功能受损并诱发血管重建[3-4] 。 此

外,高血压还会影响机体能量代谢稳态, 导致

VSMCs 线粒体功能障碍[8] 。 然而,周期性张应变对

VSMCs 线粒体生物发生功能如 PGC1α 和柠檬酸合

酶表达,以及 mtDNA 拷贝数仍不清楚。
线粒体对于维持细胞的正常生理功能至关重

要,通过氧化磷酸化为机体提供大部分能量,能够

感知并响应不断变化的细胞环境和外界压力,介导

细胞存活和死亡。 柠檬酸合酶作为 TCA 循环过程

中的第 1 步关键限速酶,在调节线粒体能量代谢过

程中发挥重要作用。 例如在慢性肾病患者骨骼肌

细胞的柠檬酸合酶表达显著下调,抑制线粒体生物

合成功能并最终导致线粒体数量减少[16] 。 线粒体

能量代谢过程同时为生物合成和信号转导提供多

种关键代谢物,例如乙酰辅酶 A 可作为合成脂肪

酸、胆固醇、酮体、氨基酸的原料,因此线粒体损伤

和功能障碍会对整体细胞功能产生影响[17] 。 研究

表明,线粒体功能损伤是心血管疾病的早期病变特

征,导致 mtDNA 拷贝数显著下调[12] 。 mtDNA 损伤

也与高血压性心脏病的发展有关,高血压引发的氧

化应激,加剧线粒体活性氧生成,导致 mtDNA 拷贝

数显著降低[18] 。
PGC1α 是线粒体生物合成的关键标志分子,也

是细胞代谢的主要调节因子,其表达失调反应体内

能量代谢紊乱[13] 。 例如:在心肌缺血 / 再灌注损伤

模型中,与肿瘤生长和进展相关的关键调节因子

Oip5-as1 通 过 结 合 microRNA-29a 激 活 SIRT1 /
AMPK 通路,促进 PGC1α 表达,活性氧生成显著降

低,抑制心肌细胞凋亡[19] 。 正常生理性周期性张应
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变刺激小鼠心肌细胞,促进 PGC1α 表达,增强线粒

体生物合成和能量代谢功能[20] 。 力学因素对

VSMCs 的 PGC1α 以及线粒体生物发生影响尚不完

全清楚,特别是在病理背景下血液动力学发生显著

变化,例如高血压导致的周期性高应变对 PGC1α
表达变化,柠檬酸合酶表达变化和 mtDNA 拷贝数变

化均尚不清楚。
本文使用体外细胞张应变加载系统模拟

VSMCs 在正常生理和高血压病理情况下所受到的

力学条件,探究周期性张应变对 VSMCs 的 PGC1α
和柠檬酸合酶表达,mtDNA 拷贝数的影响。 结果显

示,与 5% 生理性周期性张应变相比,15% 病理性周

期性张应变显著抑制 VSMCs 的 PGC1α 表达,并下

调柠檬酸合酶的蛋白水平和 mtDNA 拷贝数,提示周

期性高张应变导致 VSMCs 线粒体生物发生损伤。
通过分别使用 PGC1α 特异性激活剂 ZLN005 和

PGC1α 干扰片段,发现当分别上调或下调 VSMCs
的 PGC1α 蛋白水平,能够促进或抑制柠檬酸合酶

的蛋白水平和 mtDNA 拷贝数,提示 PGC1α 介导

VSMCs 线粒体柠檬酸合酶的表达和 mtDNA 拷贝

数,参与调控线粒体生物发生功能。 为了进一步明

确力学条件下 PGC1α 的作用,在生理性周期性张

应变条件下,PGC1α
 

siRNA 下调 PGC1α 表达也降

低柠檬酸合酶表达和 mtDNA 拷贝数,抑制线粒体生

物发生功能活性。 而加载病理性周期性张应变条

件下,PGC1α 特异性激活剂 ZLN005 上调 PGC1α 表

达也增强柠檬酸合酶表达和 mtDNA 拷贝数,逆转了

周期性高张应变对 VSMCs 线粒体生物发生的损害,
进一步提示病理性周期性高应变通过调节 VSMCs
的 PGC1α 表达影响其线粒体生物发生功能。

4　 结论

　 　 高血压导致的周期性高张应变通过抑制

VSMCs 的 PGC1α 表达显著下调了 VSMCs 的柠檬

酸合酶表达和 mtDNA 拷贝数,从而影响线粒体正常

功能。 而 PGC1α 的高表达能够显著逆转周期性高

张应变对线粒体生物发生功能的抑制,恢复部分线

粒体功能活性,表明力学环境下 PGC1α 能够调节

VSMCs 线粒体功能变化。 然而,关于周期性张应变

刺激下 PGC1α 调节 VSMCs 线粒体功能变化的具体

分子机制还未完全揭示,如 PGC1α 如何调控柠檬

酸合酶或者 mtDNA 拷贝数,仍需要今后更深入的探

讨。 本研究结果表明,周期性张应变刺激下 PGC1α
调节 VSMCs 线粒体功能变化的生物学机制可能在

高血压血管重建过程中发挥重要作用,并期望为阐

明和干预病变引发新生内膜过度增生的分子机制

提供潜在有用的力学生物学理论和实验依据。
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