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论　著

[摘要]　目的　探究肌微管素相关蛋白7(Mtmr7)在小鼠血管平滑肌

细胞(VSMCs)增殖和迁移中的作用及其机制。方法　培养小鼠主动脉平

滑肌细胞系(MOVAS)，用30 ng/ml血小板源性生长因子BB(PDGF-BB)诱

导小鼠VSMCs体外增殖和迁移，采用qRT-PCR和Western blotting分别检测

PDGF-BB干预后Mtmr7 mRNA和蛋白表达水平的变化。为探究Mtmr7对小

鼠VSMCs增殖和迁移的作用，用Mtmr7基因过表达腺病毒(Ad-Mtmr7)感染

VSMCs促使Mtmr7过表达，将MOVAS分为对照组、Ad-Mtmr7组、PDGF-

BB组、Ad-Mtmr7+PDGF-BB组4组，采用Ki-67细胞免疫荧光染色、CCK-8

法检测VSMCs增殖能力，划痕实验检测VSMCs迁移能力，Western blotting

检测哺乳动物雷帕霉素靶蛋白复合物1(mTORC1)下游靶标蛋白水平。用

5 mg/L胰岛素(insulin)恢复mTORC1活性，将MOVAS分为PDGF-BB组、

Ad-Mtmr7+PDGF-BB组、Ad-Mtmr7+PDGF-BB+insulin组3组，再次检测

上述指标，观察Mtmr7对小鼠VSMCs增殖和迁移的影响。构建小鼠颈动

脉内皮损伤模型，造模28 d后，Western blotting检测Mtmr7蛋白表达水平

变化。随机将小鼠分为4组(n=10)：假手术组、假手术+Ad-Mtmr7组、颈

动脉内皮损伤组、颈动脉内皮损伤+Ad-Mtmr7组。在小鼠手术后立即用 

Ad-Mtmr7(5×1010 pfu/ml)行颈动脉局部孵育30 min，在造模第7、14、21

天行尾静脉注射，以实现体内过表达Mtmr7。造模28 d后，采用HE染色检

测各组小鼠颈动脉形态及内膜增生程度。结果　与对照组比较，PDGF-

BB组Mtmr7 mRNA及蛋白表达水平降低(P<0.001或P<0.05)，Ki-67阳性细

胞率增高，VSMCs相对数量增多(P<0.01或P<0.001)，划痕愈合率增高

(P<0.001)，p-S6Ser235/236和p-4EBP1Thr37/46蛋白表达水平升高(P<0.05)；与

PDGF-BB组比较，Ad-Mtmr7+PDGF-BB组Ki-67阳性细胞率降低，VSMCs

相对数量减少(P<0.01或P<0.001)，划痕愈合率降低(P<0.001)，p-S6Ser235/236

和p-4EBP1Thr37/46蛋白表达水平降低(P<0.05)；与Ad-Mtmr7+PDGF-BB组

比较，Ad-Mtmr7+PDGF-BB+insulin组p-S6Ser235/236和p-4EBP1Thr37/46蛋白水

平升高(P<0.01)，Ki-67阳性细胞率增高，VSMCs相对数量增多(P<0.01或

P<0.001)，划痕愈合率增高(P<0.01)。与假手术组比较，颈动脉内皮损伤

组Mtmr7蛋白表达水平明显降低(P<0.01)，颈动脉内膜/中膜面积比值增高

(P<0.001)；而与颈动脉内皮损伤组比较，过表达Mtmr7后，颈动脉内皮损

伤+Ad-Mtmr7组颈动脉内膜/中膜面积比值明显降低(P<0.01)。结论　过表

达Mtmr7可抑制PDGF-BB诱导的小鼠VSMCs增殖和迁移，从而减轻血管损

伤后的内膜增生，其机制与Mtmr7降低mTORC1活性密切相关。

[关键词]　血管平滑肌细胞；肌微管素相关蛋白7；细胞增殖；细胞

迁移；再狭窄
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[Abstract]　Objective　To investigate the role and mechanism of myotubularin-related protein 7 (Mtmr7) in proliferation 

and migration of mouse vascular smooth muscle cells (VSMCs). Methods　The mouse aortic smooth muscle cell line (MOVAS) 

was cultured. 30 ng/ml of platelet-derived growth factor-BB (PDGF-BB) was used to induce proliferation and migration of VSMCs 

in vitro. The changes of mRNA and protein expression levels after PDGF-BB intervention in Mtmr7 was assessed by qRT-PCR and 

Western blotting. To explore the role of Mtmr7 in proliferation and migration of mouse VSMCs, the adenovirus carrying Mtmr7 

(Ad-Mtmr7) was used to infect VSMCs for overexpression of Mtmr7. MOVAS was divided into control group, Ad-Mtmr7 group, 

PDGF-BB group and Ad-Mtmr7+PDGF-BB group. The proliferation capacity of VSMCs was analyzed by Ki-67 immunofluorescence 

staining and cell counting kit-8 (CCK-8) assay. The migration capacity was assessed by scratch assay. The downstream target protein 

levels of mammalian rapamycin target protein complex 1 (mTORC1) were determined by Western blotting. Insulin (5 mg/L) 

was used to restore the activity of mTORC1. MOVAS were divided into PDGF-BB group, Ad-Mtmr7+PDGF-BB group and 

Ad-Mtmr7+PDGF-BB+insulin group. The proliferation, migration and protein levels were measured by methods as the same 

mentioned above. A model of carotid endothelial injury was established. At 28 days after operation, the protein level of Mtmr7 was 

determined by Western blotting. The mice were randomly divided into 4 groups (10 each): sham group, sham+Ad-Mtmr7 group, 

carotid endothelial injury group and carotid injury+Ad-Mtmr7 group. To overexpress Mtmr7, Ad-Mtmr7 (5×1010 pfu/ml) was 

injected into the carotid artery immediately after operation and then partly incubated for 30 min. At 7th, 14th and 21st day after 

operation, the mice were injected the adenovirus via tail vein. Twenty-eight days after modeling, the morphology of carotid artery 

and the degree of intimal hyperplasia were analyzed by HE staining. Results　Compared with control group, the mRNA and protein 

levels of Mtmr7 were obviously reduced (P<0.001 and P<0.05), the rate of Ki-67 positive cells and the relative number of VSMCs 

increased (P<0.01 and P<0.001), the rate of wound healing and the protein expression levels of p-S6Ser235/236 and p-4EBP1Thr37/46 

increased (P<0.001 and P<0.05) in PDGF-BB group. Compared with the PDGF-BB group, the rate of Ki-67 positive cells, the 

relative number of VSMCs (P<0.01 or P<0.001), the rate of wound healing (P<0.001) and the protein levels of p-S6Ser235/236 and 

p-4EBP1Thr37/46 (P<0.05) were decreased in Ad-Mtmr7+PDGF-BB group. Compared with the Ad-Mtmr7+PDGF-BB group, the 

protein levels of p-S6Ser235/236 and p-4EBP1Thr37/46 (P<0.01), the rate of Ki-67 positive cells, the relative number of VSMCs (P<0.01 or 

P<0.001) and the rate of wound healing (P<0.01) were increased in Ad-Mtmr7+PDGF-BB+insulin group. Compared with the sham 

group, the protein expression level of Mtmr7 decreased significantly (P<0.01) and the ratio of intima/media area increased (P<0.001) 

in carotid endothelial injury group. Compared with the carotid endothelial injury group, after overexpression of Mtmr7, the ratio of 

intima/media area decreased significantly (P<0.01) in carotid endothelial injury+Ad-Mtmr7 group. Conclusion　Overexpression 

of Mtmr7 may inhibit the proliferation and migration of VSMCs induced by PDGF-BB in mice, alleviating intimal hyperplasia after 

vascular injury, which is closely related to the mTORC1 activity reduced by Mtmr7.

[Key words]　vascular smooth muscle cells; myotubularin-related protein 7; cell proliferation; cell migration; restenosis

血管成形术已成为治疗冠心病最重要的治疗

方法[1]，但血管再狭窄严重制约了血管重建手术的

远期预后[2]。作为血管壁主要构成成分的血管平滑

肌细胞(vascular smooth muscle cells，VSMCs)，其过

度增殖和迁移是血管损伤后内膜增生、再狭窄的

主要病理机制[3-4]。虽然抗增殖药物在防治血管内

膜增生中有一定效果，但仍有5%~10%的患者会发

生再狭窄[5]。因此，进一步揭示血管内膜增生、再

狭窄发生的潜在机制并寻找新的干预靶点是当今

临床和科研工作的重点。肌微管蛋白为高度保守

的蛋白家族，是一大类广泛存在于人类的有脂质

脱磷酸作用的蛋白，在细胞增殖、迁移、血管病

理生理调控中发挥重要作用[6]。肌微管素相关蛋白

7(myotubularin-related protein 7，Mtmr7)是肌微管蛋

白家族的关键成员之一，在脑、肝、肾和睾丸等组

织中均有表达[7]。既往研究发现，Mtmr7可参与肿

瘤发生[8]、肌形成[9]、生殖细胞发育[10]等过程，被

证实具有抑制多种细胞增殖的作用。然而，Mtmr7
在血管及VSMCs中的表达及功能目前尚不明确。

本研究使用血小板源性生长因子BB(platelet-derived 
growth factor BB，PDGF-BB)诱导VSMCs增殖和迁

移 [11]，并建立小鼠颈动脉内皮损伤模型 [12]，探讨
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Mtmr7对VSMCs增殖和迁移的作用及机制，以期为

防治血管再狭窄提供新思路。

1　材料与方法

1.1　实验动物及主要材料、试剂　46只8~10周龄

雄性野生型SPF级C57BL/6J小鼠，体重20~23 g，
购自中国成都达硕生物有限公司。实验前小鼠适

应性喂养2周，饲养室内环境保持恒温恒湿(温度

22~25 ℃，湿度60%~65%)，给予规律光暗照射各

12 h，自由摄食、饮水。实验过程符合国家及单位

有关实验动物的管理及使用规定。小鼠主动脉平滑

肌细胞系(MOVA S)购自中国深圳豪地华拓公司。

DMEM高糖培养液、0.25%胰蛋白酶、PBS、双抗

购自美国HyClone公司。胎牛血清(FBS)购自美国

Gibco公司。PDGF-BB购自美国R&D公司。DMSO
购自美国Sigma公司。腺病毒由中国上海吉凯基因

科技有限公司构建。RNA提取试剂、RNA反转录

试剂盒、荧光定量PCR试剂盒购自日本TaKaR a公
司。qRT-PCR引物由北京擎科生物科技有限公司合

成。GAPDH单克隆抗体购自中国武汉三鹰生物技

术有限公司。Mtmr7多克隆抗体购自美国Invitrogen
公司。Ki-67抗体购自中国北京博奥森生物有限公

司。核糖体蛋白(S6)抗体、磷酸化(p)-S6Ser235/236抗

体、4E结合蛋白1(4EBP1)抗体、p-4EBP1Thr37/46抗体

购自美国CST公司。蛋白提取试剂盒、BCA蛋白定

量试剂盒、山羊抗兔二抗、山羊抗鼠二抗、苏木

精-伊红染色试剂盒、细胞增殖及毒性检测(CCK-8)
试剂盒、重组人胰岛素购自北京索莱宝生物有限公

司。ECL发光液购自美国Millipore公司。

1.2　方法

1.2.1　过表达腺病毒的构建　由上海吉凯基因科

技有限公司构建重组Mtmr7基因过表达腺病毒(Ad-
Mtmr7)和空载体腺病毒，Ad-Mtmr7所携带基因序

列编号为NM-001040699。根据该公司腺病毒使用

操作手册，制备5×104个/ml细胞悬液，将细胞悬

液铺于孔板中，当细胞融合度达60%左右，将病毒

稀释至1×108 pfu/ml，以最佳感染复数(MOI)=100
时的病毒量，使用携带Mtmr7基因过表达腺病毒或

空载腺病毒感染VSMCs，12 h后更换新鲜完全培养

基，继续培养24 h后进行后续实验。

1.2.2　细胞培养及分组　MOVAS采用含10%FBS、
1%双抗的DMEM高糖培养液培养，置于细胞培养

箱中，培养条件为5% CO2、37 ℃。每2~3 d更换一

次培养液，待细胞生长至约80%融合时，用0.25%
胰酶消化后进行1 : 3或1 : 4传代。选择处于对数生

长期的细胞进行实验。构建小鼠V S M C s增殖和

迁移模型，用30 ng/ml PDGF-BB诱导小鼠VSMCs

体外增殖和迁移 [ 1 1 ]，所有实验均以D M S O为溶

剂。另取MOVAS细胞分为对照组、PDGF-BB组、

Ad-Mtmr7组和Ad-Mtmr7+PDGF-BB组。用5 mg/L
胰岛素(i nsu l i n)恢复哺乳动物雷帕霉素靶蛋白复

合物1(mammalian target of rapamycin complex 1，
mTORC1)的活性 [13]，将MOVA S细胞分为PD GF-
BB组、Ad-Mtmr7+PDGF-BB组和Ad-Mtmr7+PDGF-
BB+insulin组，观察小鼠VSMCs增殖和迁移情况。

1.2.3　Western blotting检测Mtmr7及mTORC1下游

靶标蛋白水平　提取各组VSMCs(详见1.2.2)蛋白检

测Mtmr7及mTORC1下游靶标蛋白水平，提取血管

组织蛋白检测Mtmr7蛋白水平，按照蛋白提取试剂

盒说明书操作。BCA法测定蛋白浓度，标准化各组

蛋白样品上样量。蛋白样品进行SDS-PAGE电泳分

离，然后转至PVDF膜上，5%脱脂奶粉或胎牛血清

中室温封闭1 h[14]。加入相应的Mtmr7抗体、S6抗
体、p-S6Ser235/236抗体、4EBP1抗体、p-4EBP1Thr37/46

抗体和GAPDH抗体，抗体稀释比均为1:1000，置

于4 ℃摇床上孵育过夜。次日，室温复温30 min后
TBST洗膜，再用二抗(1:5000)室温摇床上孵育1 h。
TBST洗膜，滴加ECL发光液后曝光。采用ImageJ软
件分析条带灰度值。

1.2.4　qRT-PCR检测Mtmr7 mRNA水平　根据RNA
提取试剂盒说明书步骤提取PDGF-BB、DMSO处

理后的VSMCs总RNA。标准化RNA浓度，将RNA
反转录为c D N A后进行q RT-P CR扩增目的基因和

内参基因，以G A P D H为内参，用 2 –ΔΔC t法计算

Mtmr7的相对表达量。引物序列如下：Mtmr7，上

游5'-GTGG A AG A ATCG AGCTG ACTAC -3'，下游

5'-CCCCTTTTCAAAGCGGTTATACA-3'；GAPDH，

上游5'-AGGTCGGTGTGA ACGGATTTG-3'，下游

5'-TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA-3'。
1.2.5　Ki-67细胞免疫荧光染色检测VSMCs增殖能

力　在24孔板中放入爬片，加入细胞悬液，按1.2.2
分组处理后倒掉培养液，PBS洗3次；4%多聚甲醛

溶液固定30 min，PBS洗3次；0.3%的TritonX-100室
温通透15 min，PBS洗3次；吸水纸吸干，山羊血清

室温封闭30 min；吸水纸吸掉封闭液，每张玻片滴

加足量的Ki-67抗体(1:100)并放入4 ℃湿盒中过夜。

次日，复温30 min后PBS洗3次；随后在暗室中滴加

荧光二抗(1:100)，湿盒37 ℃孵育1 h；滴加DAPI复
染核5 min，PBS洗3次；吸水纸吸干液体后用含抗

荧光淬灭剂的封片液进行封片，在荧光显微镜下观

察并采集图像[15]。

1.2.6　CCK-8法检测VSMCs增殖能力　用完全培养

液制备2×105个/ml的细胞悬液，每孔100 μl接种于

96孔板中，每组设置5~10个复孔。按1.2.2分组干预
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后，待细胞增殖至80%左右取出96孔板，每孔加入

CCK-8溶液10 μl，遮光锡纸包裹后继续孵育1.5 h，
采用酶标仪检测450 nm处的吸光度(OD)值，并绘制

细胞生长曲线，计算并比较各组VSMCs相对数量。

1.2.7　划痕实验检测VSMCs迁移能力　将VSMCs接
种于6孔板中(1×105个/孔)，按1.2.2分组进行腺病

毒处理后，培养细胞生长至细胞单层融合，用无菌

200 μl吸头垂直于细胞培养板底划线。用PBS洗去

多余的悬浮细胞，在显微镜下拍摄0 h照片。用无血

清培养液培养，根据分组加入PDGF-BB或DMSO或

胰岛素处理，置于细胞培养箱中继续培养至24 h，
在显微镜下拍摄24 h照片。ImageJ软件分析结果。

1.2.8　小鼠颈动脉内皮损伤模型的建立及分组　

雄性野生型C57BL/6J小鼠按照参考文献[12]的方法

建立小鼠颈动脉内皮损伤模型：小鼠称重后用0.3%
戊巴比妥钠(30 mg/kg)腹腔注射麻醉，固定于手术

台上；小鼠颈部皮肤脱毛，消毒、铺单，行颈部

正中切口1.0~1.5 cm；分离出左侧颈总、颈内、颈

外动脉，结扎颈外动脉远心端，夹闭颈总动脉近

心端和颈内动脉，从颈外动脉近心端插入粗糙导

丝(0.38 mm)至颈总动脉，来回旋转导丝以损伤血

管内皮，拔出导丝，结扎穿刺段血管并松开血管

夹，缝合包扎。行假手术的小鼠不用导丝损伤颈

动脉内皮，其余操作与行颈动脉内皮损伤手术的

小鼠相同。分别取假手术及颈动脉内皮损伤小鼠3
只用于Western blotting检测Mtmr7蛋白水平。为观

察Mtmr7在血管内皮损伤后内膜增生中的作用，将

其余40只小鼠随机分为4组(n=10)：假手术组、假

手术+Ad-Mtmr7组、颈动脉内皮损伤组、颈动脉内

皮损伤+Ad-Mtmr7组。假手术+Ad-Mtmr7组与颈动

脉内皮损伤+Ad-Mtmr7组在小鼠手术后立即用Ad-
Mtmr7(5×1010 pfu/ml)行颈动脉局部孵育30 min，
在造膜第7、14、21天行尾静脉注射，以实现Mtmr7
过表达；假手术组与颈动脉内皮损伤组则用同等剂

量空载腺病毒处理。造膜28 d后，用0.3%戊巴比妥

钠(100 mg/kg)腹腔注射处死小鼠，取出颈总动脉，

以备HE染色使用。

1.2.9　HE染色观察小鼠颈动脉形态及内膜增生情

况　取出假手术组、假手术+Ad-Mtmr7组、颈动脉

内皮损伤组、颈动脉内皮损伤+Ad-Mtmr7组小鼠颈

总动脉，用4%多聚甲醛固定、脱水、石蜡包埋、

切片。二甲苯脱蜡，梯度乙醇脱水，苏木精染色，

盐酸乙醇分化，氨水返蓝，伊红染色，自来水冲

洗，脱水，透明，晾干，封片，于显微镜下观察。

1.3　统计学处理　采用SPSS 20.0软件进行统计分

析。计量资料以x±s表示，符合正态分布且方差齐，

两组间比较采用独立样本t检验，多组间比较采用单

因素方差分析，进一步两两比较采用LSD-t检验。采

用双侧检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　PDGF-BB对小鼠VSMCs中Mtmr7表达的影响

　qRT-PCR结果显示，与对照组比较，PDGF-BB
组Mtmr7  mRNA水平明显降低(P<0.001，图1A)；
Western blott ing检测结果显示，与对照组比较，

Mtmr7蛋白表达水平也明显降低(P<0.05，图1B)。
2.2　过表达Mtmr7对PDGF-BB诱导的小鼠VSMCs增
殖和迁移的影响　Ki-67细胞免疫荧光染色结果显

图1　PDGF-BB对小鼠VSMCs中Mtmr7表达的影响

Fig.1　Effect of PDGF-BB on the expressions of Mtmr7 in mouse VSMCs
A. qRT-PCR检测Mtmr7 mRNA表达水平(n=6)；B. Western blotting检测Mtmr7蛋白表达水平(n=3)；(1)P<0.05，(2)P<0.001
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示，PDGF-BB组Ki-67阳性细胞率明显高于对照组

(P<0.01)，而Ad-Mtmr7组Ki-67阳性细胞率与对照组

比较差异无统计学意义(P>0.05)；与PDGF-BB组比

较，Ad-Mtmr7+PDGF-BB组Ki-67阳性细胞率明显降

低(P<0.01，图2A)。CCK-8法检测结果与Ki-67细胞

免疫荧光染色结果相似，与对照组比较，PDGF-BB
组VSMCs相对数量明显增多(P<0.001)，Ad-Mtmr7

组VSMCs相对数量变化不大(P>0.05)；与PDGF-BB
组比较，Ad-Mtmr7+PDGF-BB组VSMCs相对数量明

显减少(P<0.001，图2B)。划痕实验结果显示，与对

照组比较，PDGF-BB组划痕愈合率增高(P<0.001)，
Ad-Mtmr7组划痕愈合速度无明显差异(P>0.05)；与

PDGF-BB组比较，Ad-Mtmr7+PDGF-BB组划痕愈合

率明显降低(P<0.001，图2C)。

图2　过表达Mtmr7对PDGF-BB 诱导的小鼠VSMC增殖和迁移的影响

Fig.2　Effect of over-expressed Mtmr7 on proliferation and migration of PDGF-BB-induced mouse VSMC
　　A. Ki-67细胞免疫荧光染色检测小鼠VSMC增殖能力(×400)(n=3)；B. CCK-8法检测小鼠VSMC增殖能力(n=12)；C. 划痕实验检测

小鼠VSMC迁移能力(×40)(n=3)；(1)P<0.01，(2)P<0.001
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2.3　过表达Mtmr7对PDGF-BB诱导的小鼠VSMCs
中mTORC1活性的影响　Western blott ing结果显

示，与对照组比较，P D G F - B B组p - S 6 S e r 2 3 5 / 2 3 6和

p-4EBP1 Thr37/46蛋白表达水平明显升高(P<0.05)，
Ad-Mtmr7组p-S6Ser235/236和p-4EBP1Thr37/46蛋白表达水

平无明显变化(P>0.05)；与PDGF-BB组比较，Ad-
Mtmr7+PDGF-BB组p-S6Ser235/236和p-4EBP1Thr37/46蛋白

表达水平明显降低(P<0.05，图3)。
2 . 4　胰岛素恢复mT O R C 1活性对P D G F - B B诱

导的小鼠V S M C s增殖和迁移的影响　We s t e r n 
blott ing检测结果显示，与PDGF-BB组比较，Ad-
Mtmr7+PDGF-BB组p-S6Ser235/236和p-4EBP1Thr37/46蛋白

表达水平降低(P<0.05)；与Ad-Mtmr7+PDGF-BB组

比较，Ad-Mtmr7+PDGF-BB+insulin组p-S6Ser235/236和

p-4EBP1Thr37/46蛋白表达水平升高(P<0.01，图4A)。
K i - 6 7细胞免疫荧光染色结果显示，与P D G F-B B
组比较，Ad-Mtmr7+PDGF-BB组Ki-67阳性细胞率

降低(P<0.001)；与Ad-Mtmr7+PDGF-BB组比较，
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Ad-Mtmr7+PDGF-BB+insulin组Ki-67阳性细胞率增

高(P<0.01，图4B)。CCK-8法检测结果显示，与

PDGF-BB组比较，Ad-Mtmr7+PDGF-BB组VSMCs相
对数量减少(P<0.001)；与Ad-Mtmr7+PDGF-BB组

比较，Ad-Mtmr7+PDGF-BB+insulin组VSMCs相对

数量增多(P<0.001，图4C)。划痕实验结果显示，

与PDGF-BB组比较，Ad-Mtmr7+PDGF-BB组划痕

愈合率降低(P<0.01)；与Ad-Mtmr7+PDGF-BB组相

比，Ad-Mtmr7+PDGF-BB+insulin组划痕愈合率增高

(P<0.01，图4D)。
2.5　小鼠血管内皮损伤后Mtmr7蛋白的表达变化　

Western blotting检测结果显示，与假手术组比较，

颈动脉内皮损伤组Mtmr7蛋白表达水平明显降低

(P<0.01，图5)。
2.6　体内过表达Mtmr7对小鼠血管内皮损伤后内

膜增生的影响　HE染色结果显示，与假手术组比

较，颈动脉内皮损伤组颈动脉内膜/中膜面积比值

增大(P<0.001)，假手术+Ad-Mtmr7组颈动脉内膜/
中膜面积比值无明显变化(P>0.05)；而与颈动脉内

皮损伤组相比，颈动脉内皮损伤+Ad-Mtmr7组颈动

脉内膜/中膜面积比值明显降低(P<0.01，图6)。

3　讨　　论

血管再狭窄是由于新内膜增生引起的血管腔

直径减小，传统上将其定义为支架内或支架边缘

5 mm以内冠状动脉节段直径狭窄>50%[16]。血管再

狭窄是局部血管损伤后的一种修复反应，其形成

机制较复杂，涉及血管弹性回缩、血小板沉积、

血栓形成、炎症反应、细胞外基质沉积、血管重

塑、VSMCs过度增殖和迁移等多种因素[17-18]。相关

研究表明，VSMCs增殖是再狭窄的一个重要病理改

变，介入治疗过程中可发生血管损伤，血管中膜的

VSMCs由正常的收缩型细胞转化为合成型细胞，合

成并分泌血小板源性生长因子(PDGF)、肿瘤坏死

因子-α(TNF-α)、胰岛素样生长因子1(IGF-1)、血

管紧张素 Ⅱ(Ang Ⅱ)、白细胞介素-1(IL-1)、IL-6等
多种生长因子和细胞因子，从而产生、分泌大量胶

原和细胞外基质，最终引起血管再狭窄[19-20]。在上

述过程中多种细胞因子分泌增加，促进了介入术后

的炎性细胞浸润，以及血管内皮和VSMCs的增殖和

迁移 [21]。此外，再狭窄形成的相关分子机制涉及

Ras/有丝分裂原活化蛋白激酶(MAPK)、Src激酶、

磷脂酰肌醇-3-激酶/蛋白激酶B(PI3K/Akt)、磷脂酶

C-γ和两面神激酶/信号转导子和转录激活子( JAK/
STAT)等多个分子及细胞信号通路[22]。针对以上分

子及细胞信号通路，研究人员进行了多种尝试，主

要是利用抗增生药物的药物洗脱支架，但仍不能完

全有效降低再狭窄的发生率，因此，仍需继续深入

研究调控再狭窄形成的潜在机制。

Mtmr7是肌微管蛋白家族的关键成员之一。肌

微管蛋白家族由15种蛋白质组成，包括肌管蛋白1 
(Mtm1)和肌微管素相关蛋白1至14(Mtmr1-14)，各

有其独特的功能[23]，其中9个被证实具有磷酸酶催

化活性；多个家族成员与神经肌肉疾病、代谢综合

征、肥胖症、癌症的发生相关，可调节细胞的增殖

和分化、自噬、分裂等过程[6]。Mtmr7可参与肿瘤

图3　过表达Mtmr7对PDGF-BB诱导的小鼠VSMC中mTORC1活性的影响 (Western blotting，n=3)

Fig.3　Effect of over-expressed Mtmr7 on mTORC1 activity in PDGF-BB-induced mouse VSMC (Western blotting, n=3)
(1)P<0.05，(2)P<0.01
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图4　胰岛素恢复mTORC1活性对PDGF-BB诱导的小鼠VSMCs增殖和迁移的影响

Fig.4　Effect of insulin on proliferation and migration of PDGF-BB-induced mouse VSMCs after restoring mTORC1 activity
　　A. Western blotting检测各组VSMCs中S6、p-S6Ser235/236和4EBP1、p-4EBP1Thr37/46蛋白表达水平(n=3)；B. Ki-67细胞免疫荧光染色检测

小鼠VSMCs增殖能力(×400)(n=3)；C. CCK-8法检测小鼠VSMCs增殖能力(n=5)；D. 划痕实验检测小鼠VSMCs迁移能力(×40)(n=3)；

(1)P<0.05，(2)P<0.01，(3)P<0.001
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图5　小鼠血管内皮损伤后Mtmr7的表达变化(Western 

blotting，n=3)

Fig.5　Expression of Mtmr7 after vascular endothelial injury 

in mice (Western blotting, n=3)
(1)P<0.01

图6　体内过表达Mtmr7对小鼠血管内皮损伤后内膜增生的影响(HE ×200)(n=10)

Fig.6　Effect of overexpression of Mtmr7 on intimal hyperplasia after vascular endothelial injury in mice(HE ×200) (n=10)
(1)P<0.01，(2)P<0.001
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(1)

发生、肌形成、生殖细胞发育等过程，并被证实具

有抑制多种细胞增殖的作用，如Mtmr7蛋白在人结

直肠癌细胞中低表达，可抑制人结直肠癌细胞的增

殖[8]，沉默Mtmr7可增强C2C12成肌细胞的增殖和

早期分化[9]，Mtmr7缺乏可促进体外精原干细胞的

增殖[10]。因此，推测Mtmr7也具有抑制VSMCs增殖

的作用。

既往研究提示，PDGF-BB可显著诱导VSMCs
的增殖和迁移 [ 2 4 ]。本研究利用P D G F - B B诱导小

鼠VSMCs增殖和迁移，发现PDGF-BB可降低小鼠

VSMCs中Mtmr7的表达水平，提示Mtmr7可能在过度

增殖、迁移的VSMCs中发挥了一定的调控作用。为

进一步明确Mtmr7在小鼠VSMCs增殖和迁移中的作

用，本研究采用腺病毒感染VSMCs实现Mtmr7过表

达，结果发现Ki-67阳性细胞率、VSMCs相对数量、

划痕愈合率均降低，提示过表达Mtmr7可明显抑制

PDGF-BB诱导的小鼠VSMCs增殖和迁移。但Mtmr7
调控VSMCs增殖和迁移的机制目前尚未见报道。

mTORC1是一种蛋白激酶复合物，由mTOR与

Raptor、DEPTOR、PRA40、mLST8构成，对雷帕

霉素的作用十分敏感[25]，在控制细胞生长、增殖、

迁移、新陈代谢等生物学过程中具有重要作用[26]。

S6和4EBP1是mTORC1复合体的两个主要下游效应
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靶标，其磷酸化水平可反映mTORC1的活性[26]。既

往研究发现，mTORC1的激活可使VSMCs增殖活性

增强[27]，而mTORC1失活则可抑制新内膜增生和再

狭窄的发生[28]。mTORC1在PDGF-BB诱导的VSMCs
增殖、迁移中发挥重要作用，PDGF-BB可通过增强

mTORC1活性来促进VSMCs的增殖和迁移[11-12,29]。
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此外，有研究发现，Mtmr7对结肠癌细胞的增殖抑

制效应与mTORC1的失活密切相关[8]。因此，为了

进一步了解Mtmr7调控VSMCs增殖和迁移的机制，

本研究首先检测了Mtmr7对mTORC1活性的影响，

发现过表达Mt mr 7可降低S 6和4 E B P 1的磷酸化水

平，提示mTORC1的活性受到抑制。有文献报道，

胰岛素可通过P I 3 K / A KT途径激活mTO RC 1 [ 3 0 ]。

本研究也发现，应用胰岛素后 p - S 6 S e r 2 3 5 / 2 3 6和

p-4EBP1Thr37/46蛋白表达水平明显升高，提示胰岛素

恢复了mTORC1的活性，而mTORC1活性恢复后，

过表达Mtmr7对小鼠VSMCs增殖和迁移的抑制作用

被逆转，这与以往研究中胰岛素通过激活mTORC1
促进细胞增殖和迁移的结论 [31]一致。据此推论，

过表达Mtmr7可通过降低mTORC1活性来抑制小鼠

VSMCs的增殖和迁移。

在体外研究结果的基础上，为了进一步验证

Mtmr7在血管内皮损伤后内膜增生中的作用，本研

究采用机械性损伤血管内皮法建立了小鼠颈动脉内

皮损伤模型。实验结果发现，在颈动脉内皮损伤后

Mtmr7蛋白表达水平降低，提示Mtmr7可能在内膜

增生中发挥有益的调控作用。此外，本研究采用过

表达Mtmr7腺病毒颈动脉局部孵育和尾静脉注射的

方法实现体内过表达Mtmr7，结果显示，血管局部

过表达Mtmr7可减轻血管损伤后的管腔狭窄和内膜

增生，提示体内过表达Mtmr7可抑制小鼠血管损伤

后的内膜增生。

综上所述，过表达Mtmr7可抑制PDGF-BB诱导

的小鼠VSMCs增殖和迁移，从而减轻血管损伤后

的内膜增生，其机制与Mtmr7降低mTORC1活性密

切相关，这可能是防止再狭窄发生发展的一种潜在

机制，有望成为防治血管再狭窄的新靶点。但由于

本研究主要集中于体外实验，体内实验研究较为局

限，尤其是Mtmr7减轻血管损伤后管腔狭窄和内膜

增生的具体机制是否与体外研究结果一致仍需进一

步探讨。
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