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【摘要】 目的　 研究 １ 磷酸鞘氨醇受体 １ 型（ｓｐｈｉｎｇｏｓｉｎｅ １⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ １， Ｓ１ＰＲ１）信号通路在压力超负荷

诱导的心室重构中的作用及其机制。 方法　 构建小鼠主动脉弓缩窄（ ｔｒａｎｓｖｅｒｓｅ ａｏｒｔｉｃ ｃｏｎｓｔｒｉｃｔｉｏｎ， ＴＡＣ）模型，模型

建立的第 ２ 天开始经腹腔注射 Ｓ１ＰＲ１ 激动剂 ＳＥＷ２８７１ 或相应的对照溶剂 ＤＭＳＯ，持续给药 ３０ ｄ 后观察 Ｓ１ＰＲ１ 激

动剂对 ＴＡＣ 术后小鼠心功能的影响。 体外实验： 首先通过慢病毒感染建立 Ｓ１ＰＲ１ 基因过表达（Ｓ１ＰＲ１ 组）或

Ｓ１ＰＲ１ 基因沉默（ｓｈＲＮＡ 组）的人脐静脉内皮细胞（ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ， ＨＵＶＥＣｓ）稳定表达株及

相应对照组（ＮＣ 组），并检测细胞外调节蛋白激酶 １ ／ ２（ＥＲＫ１ ／ ２）的活性水平。 同时，分别收集 ＮＣ 组、Ｓ１ＰＲ１ 组和

Ｓ１ＰＲ１ 组加 ＥＲＫ１ ／ ２ 阻滞剂 Ｕ０１２６（Ｓ１ＰＲ１＋Ｕ０１２６ 组）的 ＨＵＶＥＣ 细胞培养上清液，在 ０􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 的血管紧张素 ＩＩ

（Ａｎｇ ＩＩ）的刺激下将各组 ＨＵＶＥＣ 细胞培养上清液分别与 Ｈ９Ｃ２ 心肌细胞共培养，４８ ｈ 后测量 Ｈ９Ｃ２ 心肌细胞大

小，分析 ＨＵＶＥＣ 细胞表达的 Ｓ１ＰＲ１ 通过旁分泌对心肌细胞肥大的影响及可能机制。 结果　 给药 ３０ ｄ 后，心超提

示 ＴＡＣ 术后 ＳＥＷ２８７１ 组左室射血分数（５９􀆰 ６５％±６􀆰 １２％）较 ＤＭＳＯ 组（４１􀆰 １６％±１１􀆰 ９１％）显著提高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

免疫荧光染色表明 ＴＡＣ 术后 ＳＥＷ２８７１ 组较 ＤＭＳＯ 组心肌组织纤维化及心肌肥大程度明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 蛋白

印迹结果提示 Ｓ１ＰＲ１ 激活 ＥＲＫ１ ／ ２ 信号通路。 Ｈ９Ｃ２ 心肌细胞的面 积测 量 结 果表 明 Ｓ１ＰＲ１ 组 ［（ ２２􀆰 ５２ ±

４􀆰 １３） μｍ２］较 ＮＣ 组［（３４􀆰 ９８±１２􀆰 ９２） μｍ２］及 Ｓ１ＰＲ１＋Ｕ０１２６ 组［（８０􀆰 ６０±３６􀆰 ６０） μｍ２］的心肌细胞的面积明显降

低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 Ｓ１ＰＲ１可以显著改善压力超负荷诱导的心室重构，提高心功能，减轻心肌组织纤维化及心肌

细胞肥大。 内皮细胞表达的 Ｓ１ＰＲ１ 能改善心肌细胞肥大，可能是通过激活 ＥＲＫ１ ／ ２ 信号通路完成。
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［（８０􀆰 ６０± ３６􀆰 ６０） μｍ２ ］ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｔｈｅ Ｓ１ＰＲ１ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｃａｎ ｒｅｍａｒｋａｂｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅ
ｃａｒｄｉａｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ａｍｅｌｉｏｒａｔｅ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ａｎｄ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｖｅｒｌｏａｄ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓ１ＰＲ１ ｉｎ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｃａｎ ｍｏｄｉｆｙ ｔｈｅ
ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ ｏｆ ｃａｒｄｉａｃ ｍｙｏｃｙｔｅｓ， ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｂｅ ａｃｃｏｍｐｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＥＲＫ １ ／ ２ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ．
【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 　 ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｖｅｒｌｏａｄ； ｓｐｈｉｎｇｏｓｉｎｅ １⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ １； ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ；
ｃａｒｄｉａｃ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ； ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ

　 　 随着我国经济的发展，人民生活方式改变明显，
在社会老龄化和城市化进程加快、居民不健康生活

方式盛行的背景下，居民心血管疾病危险因素暴露

增多，高血压、血脂异常、糖尿病的患病率持续增加，
心血管疾病的死亡率居各病因之首［１］，虽然目前临

床上中西医治疗对于心衰有一定疗效［２⁃４］，但仍无法

治愈甚至逆转从心室重构到心力衰竭的过程。
１ 磷酸鞘氨醇（ ｓｐｈｉｎｇｏｓｉｎｅ １⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ， Ｓ１Ｐ）

是一种存在于细胞内外的具有生物活性的脂质代谢

产物，其既可作为一种细胞内第二信使发挥作用，又

可通过作用于细胞表面其特定的受体 Ｓ１ＰＲ１ ～
Ｓ１ＰＲ１５ 来发挥重要的生物学功能。 在心血管系统

中，Ｓ１ＰＲ１ 在血管新生、淋巴细胞运输、心脏的生长

发育以及维持血管的正常通透性等方面具有重要作

用［５⁃１１］。 目前有文献报道 Ｓ１ＰＲ１ 在冠心病中的作用

和机制［５，１２⁃１３］，提示 ＳＰＰＲ１ 在缺血性心肌病所致的

心室重构中的重要作用，但关于 Ｓ１ＰＲ１ 在高血压性

心脏病、主动脉瓣狭窄等压力超负荷引起的心室重

构中的作用和机制目前尚不明确。 本研究通过动物

体内实验及细胞实验来阐明 Ｓ１ＰＲ１ 在压力超负荷
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诱导下心室重构中的作用及可能的机制，以及血管

内皮细胞表达的 Ｓ１ＰＲ１ 对心肌肥大的影响及可能

的机制，为高血压性心脏病、主动脉瓣狭窄等疾病的

治疗提供可能的新思路。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物

８ ～ １０ 周龄 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雌性小鼠，体质量 ２０ ～
２５ ｇ，购于上海斯莱克实验动物有限公司。 饲养于

同济大学附属东方医院心力衰竭研究所无特定病原

体级动物房。 该实验得到同济大学附属东方医院伦

理委员会批准，并且所有动物的饲养、处理均严格遵

守美国国家研究委员会 １９９６ 版《实验动物护理和使

用指南》的规定。
１􀆰 ２　 实验细胞与试剂

Ｈ９Ｃ２ 心肌细胞系、２９３Ｔ 细胞、人脐静脉内皮

细胞（ＨＵＶＥＣ）均购买于美国模式菌种收集中心。
ＳＥＷ２８７１、血管紧张素Ⅱ（Ａｎｇ ＩＩ）、戊巴比妥那粉

剂购买于美国 Ｓｉｇｍａ 公司；罗丹明标记鬼笔环肽购

买于上海翊圣公司；磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）、杜氏改

良 Ｅａｇｌｅ 培养基（ＤＭＥＭ）、４％多聚甲醛溶液购自

美国 Ｇｉｂｃｏ 公司；ＥＲＫ１ ／ ２ 一抗及 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 一抗

购买于 ＣＳＴ 公司。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 小鼠主动脉弓缩窄模型建立 　 选用 ８ ～ １０
周龄 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雌性小鼠，体质量 ２０ ～ ２５ ｇ，使用腹

腔注射 １％戊巴比妥钠麻醉后气管插管，消毒后开

胸，上至胸骨上窝，下至第 ２ 肋骨水平。 用 ４⁃０ 缝线

固定撑开肋骨，用无齿显微镊分离胸腺暴露主动脉

弓。 用 ５⁃０ 缝线在右颈总动脉分出后 ０􀆰 ３ ｃｍ 处，用
２６⁃２７Ｇ 垫扎针头（直径 ０􀆰 ４～ ０􀆰 ６ ｍｍ）垫扎（可造成

７０％左右狭窄），对主动脉及垫扎针进行结扎，结扎

确实后抽出垫扎针，拆除 ４⁃０ 缝线，５⁃０ 缝线缝合肌

肉，１ ｍＬ 注射器轻轻抽吸胸腔内气体，４⁃０ 缝线缝合

皮肤。 手术切口处用金霉素眼膏涂敷。
１􀆰 ３􀆰 ２　 给药方式及分组 　 实验小鼠主动脉缩窄术

（ＴＡＣ）后 ２４ ｈ 开始腹腔注射给药，此后每天固定时

间段腹腔注射给药，药物现配现用，持续 ３０ ｄ。 根据

实验目的将在建模后 ２４ ｈ 存活的小鼠分组为假手术

组（Ｓｈａｍ 组，ｎ ＝ ５）、ＳＥＷ２８７１ 组（ｎ ＝ ５）和 ＤＭＳＯ 组

（ｎ＝５）。 假手术组（Ｓｈａｍ）小鼠开胸后逐层缝合，未行

ＴＡＣ 术，给予 ５０ μＬ ＤＭＳＯ 加 ２００ μＬ ＰＢＳ 溶液［１４］，腹
腔注射给药；ＳＥＷ２８７１ 组为 ＴＡＣ 术后给予 ５０ μＬ
ＳＥＷ２８７１（２ ｍｇ ／ ｍＬ）储存液加 ２００ μＬ ＰＢＳ 溶液，腹腔

注射给药，即 ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）［１５］；ＤＭＳＯ 组为 ＴＡＣ 术后

给予 ５０ μＬ ＤＭＳＯ 加 ２００ μＬ ＰＢＳ 溶液，腹腔注射

给药。
１􀆰 ３􀆰 ３　 心脏超声检测评估心脏功能　 持续给药 ３０ ｄ
后，将 Ｓｈａｍ 组、ＳＥＷ２８７１ 组和 ＤＭＳＯ 组小鼠放入

装有异氟烷的麻醉诱导盒中麻醉，使用小动物超声

仪测量小鼠左室收缩末期内径（ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｎｄ⁃
ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｄｉｍｅｎｓｉｏｎ， ＬＶＥＳＤ）、左室舒张末期内径

（ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｎｄ⁃ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｄｉａｍｅｔｅｒ， ＬＶＥＤＤ）、左
室短轴缩短率（ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｆｒａｃｔｉｏｎａｌ ｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇ，
ＬＶＦＳ）、 左 室 射 血 分 数 （ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｊｅｃｔｉｏｎ
ｆｒａｃｔｉｏｎｓ， ＬＶＥＦ ）、 左 室 舒 张 末 期 容 积 （ ｌｅｆｔ
ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｎｄ ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｖｏｌｕｍｅ，ＬＶＥＤＶ）和左室收

缩末期容积 （ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｎｄ ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｖｏｌｕｍｅ，
ＬＶＥＳＶ），评估小鼠心功能变化。
１􀆰 ３􀆰 ４　 组织切片染色　 ＴＡＣ 模型建立并给药 ３０ ｄ
后，称量小鼠，使用过量戊巴比妥钠溶液腹腔注射麻

醉处死小鼠，取出心脏，用 ＰＢＳ 溶液灌洗心脏，脱水

处理后沿心脏长轴横断切片，并行 Ｍａｓｓｏｎ 染色和天

狼猩红（ｓｉｒｉｕｓ ｒｅｄ）染色，显微镜下分别观察各组小

鼠心肌组织纤维化程度并拍照。
１􀆰 ３􀆰 ５　 心肌组织麦胚凝集素（ｗｈｅａｔ ｇｅｒｍ ａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ，
ＷＧＡ）免疫荧光染色　 ＴＡＣ 模型建立并给药 ３０ ｄ 后

分别取各组小鼠心肌组织行冰冻切片保存。 取出冰

冻切片后 ＰＢＳ 浸泡 ５ ｍｉｎ；４％多聚甲醛溶液（ＰＦＡ）固
定 １５ ｍｉｎ；ＰＢＳ 漂洗 ３ 次，每次 ３ ｍｉｎ；加含有 １％ＢＳＡ
的 ＰＢＳＴ ３０～５０ μＬ ／样本，室温封闭 ３０ ｍｉｎ；ＰＢＳ 洗 ３
次，每次 ３ ｍｉｎ；ＷＧＡ（抗体浓度５ ｍｇ ／ ｍＬ）抗体孵育

１０ ｍｉｎ，室温；ＰＢＳ 漂洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ；每个样本

加入 ５ μｇ ／ ｍＬ ＤＡＰＩ（稀释为 １： １００），孵育 ５ ｍｉｎ；
ＰＢＳ 漂洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ；抗淬灭封片剂封片，荧光

显微镜下观察并统计心肌桥横截面积，评估小鼠心

脏心肌细胞肥大程度。
１􀆰 ３􀆰 ６　 慢病毒感染建立 Ｓ１ＰＲ１ 基因不同表达的

ＨＵＶＥＣ 细胞的鉴定及培养上清液收集　 （１） Ｓ１ＰＲ１
基因不同表达的 ＨＵＶＥＣ 细胞的鉴定： 通过 Ｓ１ＰＲ１
基因过表达质粒 （ Ｓ１ＰＲ１）、Ｓ１ＰＲ１ 基因沉默质粒

（ｓｈＲＮＡ）及相应对照组质粒（ＮＣ）分别转染 ２９３Ｔ 细
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胞并收集相应的病毒液，将分别收集到的病毒液过滤

后用于培养感染 ＨＵＶＥＣ 细胞，于细胞培养箱中培

养，１２ ｈ 后更换为正常培养基，继续培养 ３６ ｈ。 分别

收集细胞提取 ＲＮＡ，通过 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＨＵＶＥＣ 细胞

Ｓ１ＰＲ１ 基因的表达。 Ｓ１ＰＲ１ 引物： 正向序列 ５′⁃
ＣＡＧＧＡＴＧＡＧＧＧＡＧＡＴＧＡＣ⁃３′，反向引物序列 ５′⁃
ＡＧＧＧＡＧＴＡＴＧＴＴＴＧＴＧＧＣ⁃３′。

（２） ＨＵＶＥＣ 细胞培养上清液收集： 通过慢病

毒感染建立 Ｓ１ＰＲ１ 基因过表达 （ Ｓ１ＰＲ１ 组） 或

Ｓ１ＰＲ１ 基因沉默（ ｓｈＲＮＡ 组）的 ＨＵＶＥＣ 细胞稳定

表达株及对照组（ＮＣ 组）的 ＨＵＶＥＣ 细胞于 ５％ＣＯ２

的 ３７ ℃培养箱培养 ２４ ｈ 后更换为 ０􀆰 ５％ＦＢＳ＋１％Ｐ ／
Ｓ 的 ＤＭＥＭ 培养基，同时加入 ＥＲＫ１ ／ ２ 抑制剂

Ｕ０１２６（１０ μｍ）后继续于培养箱中培养 ４８ ｈ 后分别

收集培养上清液。 根据培养细胞及处理药物不同，
将细胞培养上清液分为 ＮＣ 组、Ｓ１ＰＲ１ 组、ｓｈＲＮＡ 组

和 Ｓ１ＰＲ１＋Ｕ０１２６ 组，分别收集后用直径 ０􀆰 ２２ μｍ 的

滤网过滤后使用。
１􀆰 ３􀆰 ７　 Ｈ９Ｃ２ 心肌细胞肥大模型建立 　 分别用

０􀆰 １、０􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ａｎｇ ＩＩ 刺激 Ｈ９Ｃ２ 细胞于 ３７
℃，５％ ＣＯ２ 培养箱中培养 ４８ ｈ 后行罗丹明标记鬼

笔环肽染色，并用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测量心肌细胞表面

积。 分别收集细胞提取 ＲＮＡ，通过 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测肥

大基因的表达。 引物序列如下。 磷酸甘油醛脱氢酶

（ＧＡＰＤＨ）， 正向： ５′⁃ＡＧＴＣＣＴＴＣＣＡＣＧＡＴＡＣＣＡ⁃
３′，反向： ５′⁃ＡＧＧＧＡＧＴＡＴＧＴＴＴＧＴＧＧＣ⁃３′；心房钠

尿肽（ＡＮＦ），正向： ５′⁃ＴＣＣＡ⁃ＡＴＣＣＴＧＴＣＡＡＴＣＣＴＡＣ⁃
３′，反向： ５′⁃ＣＴＣＣＴＴＣＴＣ⁃ＣＡＴＣＡＣＣＡＡＧ⁃３′；脑钠肽

（ＢＮＰ），正向： ５′⁃ＴＴＧＡＡＣＴＡＴＧＴＧＣＣＡＴＣＴＴＧ⁃３′，反
向： ５′⁃ＣＡＧＴＣＴＣＣ⁃ＡＧＡＡＣＡＡＴＣＣＡ⁃３′；肌球蛋白

重 链 （ Ｍｙｈ７ ）， 正 向： ５′⁃ＧＡＴＧＡＧＧＣＴＧＧＴＧ⁃
ＴＴＣＴＧ⁃３′， 反 向： ５′⁃ＧＡＡＧＧＡＣＧＡＧＧＡＧＡＴＧ⁃
ＧＡ⁃３′。
１􀆰 ３􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹法检测 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 和 ｔ⁃ＥＲＫ１ ／ ２
的蛋白在 ＨＵＶＥＣ 细胞中的表达水平 　 将 ＨＵＶＥＣ
细胞铺板后置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中培养，第 ２
天换用无血清的培养基进行血清饥饿 ２４ ｈ，饥饿 ４８ ｈ
后加 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ Ｓ１ＰＲ１ 受体的配体 Ｓ１Ｐ 刺激细胞

５ ｍｉｎ，吸去培养基，以预冷的 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次以洗去

残余培养基于冰上，加入 １００ μＬ 裂解液，用刮匙将

贴壁的细胞刮下，收集细胞到干净的 １􀆰 ５ ｍＬ 离心

管中，４ ℃，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 １５ ｍｉｎ，吸取上清液

保存。 将各组 ＨＵＶＥＣ 细胞在 Ｓ１Ｐ 刺激后裂解提

取蛋白定量，每组均以 ３０ μｇ 上样，进行聚丙烯酰

胺凝胶电泳，后经转膜、一抗、二抗计显色后照相

并用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 分析 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、 ｔ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白相对

表达。
１􀆰 ３􀆰 ９　 Ｈ９Ｃ２ 心肌细胞骨架染色 　 如 １􀆰 ３􀆰 ６ 所述，
收集 ＮＣ 组、Ｓ１ＰＲ１ 组、ｓｈＲＮＡ 组和 Ｓ１ＰＲ１＋Ｕ０１２６
组的 ＨＵＶＥＣ 细胞培养上清液，将 Ｈ９Ｃ２ 细胞与上述

ＨＵＶＥＣ 上清液共培养，并给予 Ａｎｇ ＩＩ（０􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ）
刺激，于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中培养 ４８ ｈ。 ４８ ｈ 后

将 ６ 孔板中 Ｈ９Ｃ２ 细胞吸去培养基后用 ＰＢＳ 漂洗 ３
次，每次 ３ ｍｉｎ；４％ＰＦＡ 溶液室温固定 ２０ ｍｉｎ；ＰＢＳ 再

漂洗 ３ 次，每次 ３ ｍｉｎ；用 １％ＢＳＡ 封闭液封闭 ３０ ｍｉｎ；
ＰＢＳ 漂洗 ３ 次，每次 ３ ｍｉｎ；用 ０􀆰 １％Ｔｒｉｔｏｎ 室温破膜

５ ｍｉｎ，用 ＰＢＳ 漂洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ；罗丹明标记鬼

笔环肽（１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）室温避光染 ４０ ｍｉｎ；用 ＰＢＳ 漂

洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ；每个样本加入 ５ μｇ ／ ｍＬ ＤＡＰＩ
１００ ｍＬ，孵育 ５ ｍｉｎ；ＰＢＳ 漂洗后抗淬灭封片剂封

片，荧光显微镜下观察细胞大小并拍片，Ｉｍａｇｅ Ｊ 软

件统计 Ｈ９Ｃ２ 细胞表面积。
１􀆰 ４　 统计学处理

所有数据均采用 ＳＰＳＳ１９􀆰 ０ 统计软件包处理，
数据以 ｘ±ｓ 表示，两组数据的统计分析比较采用独

立样本 ｔ 检验。 超过两组的数据则组间比较采用单

因素方差分析的方法。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有统计学

意义。

２　 结　 　 果

２􀆰 １　 小鼠主动脉弓缩窄模型的构建

通过前期实验我们成功建立了小鼠主动脉弓缩

窄模型，小鼠存活率为 ８５％。 在小鼠主动脉弓缩窄

模型造模手术过程中，主动脉弓部分结扎后血流减

少，心跳加速。 各组小鼠造模后精神稍差，活动量减

少，随后逐渐恢复。 术后 ２４ ｈ，存活的小鼠 ３０ ｄ 时

存活率为 １００％。
２􀆰 ２　 心超结果提示 Ｓ１ＰＲ１ 激活后提高压力超负荷

诱导的心功能

　 　 采用小动物超声心动图测量各组小鼠给药 ３０ ｄ
后的心脏功能，结果表明： ＴＡＣ 术后 ＳＥＷ２８７１ 组及

ＤＭＳＯ 组较 Ｓｈａｍ 组在左室射血分数（ＥＦ％）及短轴
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缩短率 （ ＦＳ％） 显著降低 （ Ｆ ＝ ２􀆰 ７７７、 １０􀆰 ５１０， Ｐ ＜
０􀆰 ０５；Ｆ＝１􀆰 ５７２、４􀆰 ４３７，Ｐ＜０􀆰 ０５），提示 ＴＡＣ 建模成

功。 同时，ＳＥＷ２８７１ 组较 ＤＭＳＯ 组 ＥＦ 及 ＦＳ 明显

升高 （ ｔ ＝ ３􀆰 ０８７、 ３􀆰 １４４， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）， ＳＥＷ２８７１ 组

ＬＶＥＤＤ 和 ＬＶＥＳＤ 较 ＤＭＳＯ 组 明 显 缩 小 （ ｔ ＝
２􀆰 ４５４、３􀆰 ３６１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＳＥＷ２８７１ 组小鼠 ＬＶＥＳＶ
和 ＬＶＥＤＶ 较 ＤＭＳＯ 组明显减少（ ｔ ＝ ３􀆰 １７８、２􀆰 ４４７，
Ｐ＜０􀆰 ０５），见表 １。

表 １　 给药 ３０ 天后心脏超声心功能检测结果

Ｔａｂ．１　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｘａｍｉｎａｔｉｏｎ （ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＥＦ（％） ＦＳ（％） ＬＶＥＤＤ ／ ｍｍ ＬＶＥＳＤ ／ ｍｍ ＬＶＥＤＶ ／ μＬ ＬＶＥＳＶ ／ μＬ

Ｓｈａｍ 组 ５ ７５􀆰 ２３±３􀆰 ６７ ４３􀆰 ４７±３􀆰 １９ ３􀆰 ８４±０􀆰 ０９ ２􀆰 １７±０􀆰 １１ ６３􀆰 ６５±３􀆰 ６２ １５􀆰 ９３±２􀆰 ０５
ＴＡＣ＋ＤＭＳＯ 组 ５ ４１􀆰 １６±１１􀆰 ９１ ２０􀆰 ２３±６􀆰 ７２ ４􀆰 ３０±０􀆰 １６ ３􀆰 ４４±０􀆰 ２０ ８４􀆰 ００±１６􀆰 ８５ ４９􀆰 ７８±１５􀆰 ５６
ＴＡＣ＋ＳＥＷ 组 ５ ５９􀆰 ６５±６􀆰 １２ ３１􀆰 ２３±４􀆰 ００ ３􀆰 ７６±０􀆰 ３３ ２􀆰 ５９±０􀆰 ３３ ６１􀆰 １１±１２􀆰 ３４ ２５􀆰 ０３±７􀆰 ８１
ｔ 值 ３􀆰 ０８７ ３􀆰 １４４ ２􀆰 ４５４ ３􀆰 ３６１ ２􀆰 ４４７ ３􀆰 １７８
Ｐ 值 ＜０􀆰 ０５ ＜０􀆰 ０５ ＜０􀆰 ０５ ＜０􀆰 ０５ ＜０􀆰 ０５ ＜０􀆰 ０５

２􀆰 ３　 各组心肌组织切片染色结果

Ｓｈａｍ 组无明显心肌组织纤维化，ＴＡＣ 术后

ＳＥＷ２８７１ 组及 ＤＭＳＯ 组分别出现一定程度的心肌

组织纤维化，其中 ＳＥＷ２８７１ 组较 ＤＭＳＯ 组心肌组

织纤维化程度显著减低（Ｐ＜０􀆰 ０５），见图 １～３。

图 １　 各组小鼠心脏组织切片 Ｍａｓｓｏｎ 染色和
天狼猩红染色结果

Ｆｉｇ．１　 Ｍａｓｓｏｎ􀆳ｓ ａｎｄ Ｓｉｒｉｕｓ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｈｅａｒｔｓ
ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

ＳＥＷ２８７１ 组和 ＤＭＳＯ 组较 Ｓｈａｍ 组心肌组织纤维化面积明显
增加，ＳＥＷ２８７１ 组心肌组织纤维化面积较 ＤＭＳＯ 组显著减少

图 ２　 心脏组织 Ｍａｓｓｏｎ 染色结果
Ｆｉｇ．２　 Ｍａｓｓｏｎ􀆳ｓ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｃａｒｄｉａｃ ｔｉｓｓｕｅ

心肌组织纤维化面积占比结果提示 ＳＥＷ２８７１ 显著减少
ＴＡＣ 术后的心肌纤维化

图 ３　 心脏组织天狼猩红染色结果
Ｆｉｇ．３　 Ｓｉｒｉｕｓ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｃａｒｄｉａｃ ｔｉｓｓｕｅ

心肌组织纤维化面积占比结果提示 ＳＥＷ２８７１ 显著减少
ＴＡＣ 术后的心肌纤维化

２􀆰 ４　 心肌组织 ＷＧＡ 免疫荧光染色

ＴＡＣ 术后 ＳＥＷ２８７１ 组及 ＤＭＳＯ 组较 Ｓｈａｍ 组

心肌桥横截面积增大（ ｔ＝ ８􀆰 ３２７、９􀆰 ５１８，Ｐ＜０􀆰 ０１），提
示建模成功，ＴＡＣ 术后 ＤＭＳＯ 组较 ＳＥＷ２８７１ 组心

肌桥横截面积显著增大（ ｔ ＝ ６􀆰 ７２８，Ｐ＜０􀆰 ０１），提示

ＳＥＷ２８７１ 可以显著抑制 ＴＡＣ 术后的心肌肥大，见
图 ４。

图 ４　 各组小鼠心肌组织切片行 ＷＧＡ 免疫
荧光染色结果

Ｆｉｇ．４　 ＷＧＡ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｃａｒｄｉａｃ ｔｉｓｓｕｅ
ＴＡＣ 术后，ＳＥＷ２８７１ 组较 ＤＭＳＯ 组心肌桥横截面积显
著减小（Ｐ＜０􀆰 ０１）
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２􀆰 ５　 慢病毒感染 Ｓ１ＰＲ１ 基因不同表达的 ＨＵＶＥＣ
细胞建立

　 　 Ｓ１ＰＲ１ 过表达组 ＨＵＶＥＣ 细胞 Ｓ１ＰＲ１ 基因相对

表达水平明显高于 ＮＣ 组及 ｓｈＲＮＡ 组（ ｔ ＝ ４６􀆰 ８８０、
４７􀆰 ４７０、Ｐ＜０􀆰 ００１），ｓｈＲＮＡ 组 ＨＵＶＥＣ 细胞 Ｓ１ＰＲ１
基因相对表达水平显著低于 ＮＣ 组（ ｔ ＝ ２０􀆰 ９７、Ｐ＜
０􀆰 ００１），提示慢病毒感染建立 Ｓ１ＰＲ１ 基因过表达

（Ｓ１ＰＲ１ 组） 或 Ｓ１ＰＲ１ 基因沉默 （ ｓｈＲＮＡ 组） 的

ＨＵＶＥＣ 细胞稳定表达株及相应对照组 （ＮＣ 组）
成功。
２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹法检测结果显示 Ｓ１Ｐ 通过 Ｓ１ＰＲ１
激活 ＥＲＫ１ ／ ２ 信号通路

　 　 Ｓ１ＰＲ１ 组 ＨＵＶＥＣ 细 胞 Ｓ１ＰＲ１ 激 活 后 ｐ⁃
ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白的表达水平较 ＮＣ 组及 ｓｈＲＮＡ 组显著

提高（Ｐ＜０􀆰 ０５），ｓｈＲＮＡ 组 ＨＵＶＥＣ 细胞 Ｓ１ＰＲ１ 激

活后 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白的表达水平较 ＮＣ 组明显降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５），提示 Ｓ１Ｐ 通过 Ｓ１ＰＲ１ 激活 ＥＲＫ１ ／ ２ 信

号通路，见图 ５。
２􀆰 ７　 血管内皮细胞表达的 Ｓ１ＰＲ１ 激活后改善

Ｈ９Ｃ２ 心肌细胞肥大

　 　 ＣＴＬ 组心肌细胞面积为（２７􀆰 ００±８􀆰 １１） μｍ２，
Ａｎｇ ＩＩ ＋ ＮＣ 组为 （ ３４􀆰 ９８ ± １２􀆰 ９２） μｍ２， Ａｎｇ ＩＩ ＋
Ｓ１ＰＲ１ 组为 （２２􀆰 ５２ ± ４􀆰 １３） μｍ２，Ａｎｇ ＩＩ ＋ Ｓ１ＰＲ１ ＋
Ｕ０１２６ 组为（８０􀆰 ６０±３６􀆰 ６０） μｍ２。 Ａｎｇ ＩＩ＋ＮＣ 组心肌

细胞面积较 ＣＴＬ 组明显增加（ ｔ ＝ ５􀆰 ２０３、Ｐ＜０􀆰 ０５），
提示体外心肌肥大模型建立成功。 Ａｎｇ ＩＩ＋Ｓ１ＰＲ１
　 　 　 　

组较 Ａｎｇ ＩＩ＋ＮＣ 组 Ｈ９Ｃ２ 心肌细胞面积显著减小

（ ｔ＝ １１􀆰 ０３０、Ｐ＜０􀆰 ０１），提示 Ｓ１ＰＲ１ 可以改善 Ａｎｇ
ＩＩ 诱导下的心肌肥大，而 Ａｎｇ ＩＩ＋Ｓ１ＰＲ１＋Ｕ０１２６ 组

心肌细胞面积较 ＡｎｇⅡ＋Ｓ１ＰＲ１ 组增大明显（ ｔ ＝
１９􀆰 ７８０、Ｐ＜０􀆰 ０１），说明 Ｓ１ＰＲ１ 可能通过激活 ＥＲＫ
通路来减轻 Ａｎｇ ＩＩ 诱导的心肌肥大，见图 ６。

图 ５　 各组 ＨＵＶＥＣ 细胞 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白相对表达水平
Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹检测结果

Ｆｉｇ．５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＨＵＶＥＣｓ

Ｓ１ＰＲ１组ＨＵＶＥＣ 细胞 Ｓ１ＰＲ１ 激活后，ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白的表达水

平较ＮＣ 组及 ｓｈＲＮＡ 组显著提高，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１

图 ６　 Ｈ９Ｃ２ 心肌细胞鬼笔环肽细胞骨架染色结果（标尺： ５０ μｍ）
Ｆｉｇ．６　 Ｔｈｅ ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｇｈｏｓｔ ｐｅｎｃｉｌ ｃｙｃｌｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅ ｉｎ Ｈ９Ｃ２ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ（Ｓｃａｌｅ ｂａｒ， ５０ μｍ）

Ａｎｇ ＩＩ＋Ｓ１ＰＲ１ 组较 Ａｎｇ ＩＩ＋ＮＣ 组 Ｈ９Ｃ２ 心肌细胞面积显著减小，Ａｎｇ ＩＩ＋Ｓ１ＰＲ１＋Ｕ０１２６ 组心肌细胞面积较 Ａｎｇ ＩＩ＋Ｓ１ＰＲ１ 组增大明显（Ｐ＜０􀆰 ０５）

３　 讨　 　 论

Ｓ１Ｐ 分布于细胞内外，维持着一定的浓度平衡。
Ｓ１Ｐ 通过与其相应的受体 Ｓ１ＰＲ１ ～ Ｓ１ＰＲ５ 特异性结

合，发挥相应的生物学效应。 最初是在内皮细胞分化

过程中发现大量表达的 Ｓ１ＰＲ１［１１］，随着研究的深入，

发现心肌组织中主要表达 Ｓ１ＰＲ１［５］。 Ｓ１ＰＲ１ 受体结

合于 Ｇｉ，可激活 ＥＲＫ１ ／ ２、Ｒａｃ 等下游信号通路，增强

细胞抗凋亡能力细胞的迁移能力，调节细胞的增殖、
存活，细胞骨架改变、迁移，血管发生，创伤愈合，细
胞内钙离子移动，黏附分子表达，激活单核细胞黏附

内皮细胞，在多种疾病的发生发展中都有着重要的

·１５·

　 第 ６ 期 肖　 倩　 等： １ 磷酸鞘氨醇受体 １ 型信号通路在压力超负荷诱导的心室重构中的作用及机制



作用［５，１６⁃１８］。 其中，内皮细胞表达的 Ｓ１ＰＲ１ 还能调

节血管的渗透性，并维持内皮细胞的存活，从而保证

血管内皮系统结构的完整［８，１６，１９⁃２１］。 目前，研究表明

Ｓ１ＰＲ１ 信号在心血管系统生理和病理过程中起重要

作用，但是 Ｓ１ＰＲ１ 在压力负荷过载所致心室重构中

的作用和机制还有待进一步阐明。 本研究发现，在
ＴＡＣ 小鼠模型中给予 Ｓ１ＰＲ１ 激动剂 ＳＥＷ２８７１ 药物

作用后，可明显降低心肌组织纤维化程度，改善心肌

细胞肥大，提高心功能，这与报道中体内 Ｓ１ＰＲ１ 在

心血管疾病方面中的保护作用相一致［２２］。
据报道，Ｒａｆ ／ ＭＥＫ ／ ＭＡＰＫ、ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 和 ＪＡＫ ／

ＳＴＡＴ 信号通路在心肌肥大中发挥重要作用［２３］。
在小鼠 ＴＡＣ 建模中，ＭＡＰＫ 途径，ＥＲＫ、ＳＡＰＫ ／ ＪＮＫ
激酶和 ｐ３８ ＭＡＰＫ 在术后小鼠心脏组织中激活，
ＥＲＫ１ ／ ２ 在内皮素和肾上腺素诱导的心肌肥大中起

发挥着至关重要的作用，心锚重复蛋白（ＣＡＲＰ）通

过抑制 ＥＲＫ１ ／ ２ 和 ＴＧＦ⁃β 信号通路来改善心肌肥

大［２４］，ＥＲＫ１ ／ ２ 信号途径是心脏缺血后适应中对心肌

再灌注损伤发挥保护作用的靶点［１２］，抑制 ＥＲＫ１ ／ ２
通路可显著改善心室重构，对于心衰的治疗也有一

定的作用［２５］。 在心脏发生心室重构的过程中伴随

着一定的心脏血管新生。 关于血管内皮细胞表达的

Ｓ１ＰＲ１ 研究发现，Ｓ１ＰＲ１ 表达缺失的血管内皮细胞

间的黏着连接不稳定，屏障功能破坏，血管新生异

常［７，２１⁃２２，２６］，所以内皮细胞表达的 Ｓ１ＰＲ１ 在心室重

构中的发挥着一定的作用。 由于体内阻断 ＥＲＫ１ ／ ２
信号通路后影响因素复杂，故未行体内 ＥＲＫ１ ／ ２ 功

能挽救实验，于体外加入 ＥＲＫ１ ／ ２ 信号通路阻滞剂

Ｕ０１２６，进一步明确 ＥＲＫ１ ／ ２ 在血管内皮细胞表达

的 Ｓ１ＰＲ１ 所致的压力超负荷诱导的心室重构中的

作用。 本研究体外细胞实验显示，Ｓ１ＰＲ１ 基因过表

达的 ＨＵＶＥＣ 细胞在 Ｓ１Ｐ 刺激下磷酸化 ＥＲＫ１ ／ ２ 表

达水平显著升高，Ｈ９Ｃ２ 细胞与 Ｓ１ＰＲ１ 基因过表达

的 ＨＵＶＥＣ 细胞培养基共培养中 Ｈ９Ｃ２ 细胞面积较

对照组明显减小，在加入 ＥＲＫ１ ／ ２ 信号通路阻滞剂

Ｕ０１２６ 后，Ｈ９Ｃ２ 细胞面积较 Ｓ１ＰＲ１ 基因过表达组

显著增加，提示血管内皮细胞表达的 Ｓ１ＰＲ１ 能改善

心肌肥大，阻断 ＥＲＫ１ ／ ２ 信号通路后心肌肥大改善

效果不明显，说明内皮细胞表达的 Ｓ１ＰＲ１ 可能通过

ＥＲＫ１ ／ ２ 信号通路来发挥心脏保护作用。
综上所述，Ｓ１Ｐ 特异性结合 Ｓ１ＰＲ１ 后可以激活

ＥＲＫ１ ／ ２ 信号通路，从而发挥改善心室重构、提高心

功能的治疗作用。 本研究与 Ｏｈｋｕｒａ 等［１１］ 的研究结

果一致，再次验证 Ｓ１Ｐ ／ Ｓ１ＰＲ１ 信号在改善心室重构

中的积极作用及机制。 本研究结果提示血管内皮细

胞表达的 Ｓ１ＰＲ１ 除了在心室重构中促进血管新生

外，还能通过激活 ＥＲＫ１ ／ ２ 信号通路来改善压力超

负荷诱导的心肌组织纤维化、心肌肥大，为高血压性

心脏病、主动脉瓣狭窄的治疗提供新的治疗思路。
对于血管内皮细胞表达的 Ｓ１ＰＲ１ 激活 ＥＲＫ１ ／ ２ 信

号后对压力超负荷诱导的心室重构的保护作用中具

体的信号分子有待进一步探究。
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　 第 ６ 期 肖　 倩　 等： １ 磷酸鞘氨醇受体 １ 型信号通路在压力超负荷诱导的心室重构中的作用及机制




