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　　［摘要］　目的　探讨自噬相关蛋白Ｂｅｃｌｉｎ１及微管相关蛋白１轻链３（ＬＣ３）在 Ａ型主动脉夹层组织中的表达及意义。

方法　选取因Ａ型主动脉夹层（ＡＤ）而于我院行手术治疗患者术中切除的主动脉壁组织标本２０例作为 ＡＤ组，以尸检者的
正常胸主动脉（ＮＡ）壁组织标本１０例作为对照。采用免疫组化染色及蛋白质印迹技术检测血管组织中Ｂｅｃｌｉｎ１及ＬＣ３蛋白的定

位及表达差异。结果　Ａ型主动脉夹层主动脉壁组织中Ｂｅｃｌｉｎ１及ＬＣ３蛋白主要定位表达于血管平滑肌细胞，且含量高于正常

对照组织（Ｐ＜０．０５）。结论　Ａ型主动脉夹层主动脉壁中血管平滑肌细胞的自噬活性明显增强，可能与疾病的发生发展相关。
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　　主动脉夹层（ａｏｒｔｉｃｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ，ＡＤ）是指血液经

撕裂口流入胸主动脉壁中层形成夹层血肿并沿主动

脉壁延伸剥离的致死性血管疾病［１］。按Ｓｔａｎｆｏｒｄ分

型可分为Ａ型及Ｂ型，其中Ａ型主动脉夹层更为常

见。临床资料显示，约８０％的Ａ型主动脉夹层未救

治患者在２周内因夹层破裂导致死亡［２］。迄今，其

确切的发病机制尚未明确。血管平滑肌细胞（ｖａｓｃｕ

ｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌ，ＶＳＭＣ）的生物学性质改变

可能是导致ＡＤ发生及发展的主要病理生理机制。

　　近年来，自噬（ａｕｔｏｐｈａｇｙ）被证明参与了机体众

多的生理及病理过程，在调控细胞增殖、分化及凋亡

等生物学活动中发挥了重要作用，但在 ＡＤ血管组

织中ＶＳＭＣ生物学性质改变的作用并不明确。因

此，本研究通过检测自噬相关蛋白在人 Ａ型主动脉

夹层主动脉壁组织中的定位及表达情况，以明确自

噬在Ａ型主动脉夹层发病过程中的可能作用。

１　材料和方法

１．１　一般资料　２０例ＡＤ组织标本来自我院胸心

外科ＳｔａｎｆｏｒｄＡ型主动脉夹层患者术中切除的升主

动脉夹层病变血管，除外马凡综合征、大动脉炎等病

史者，作为ＡＤ组；１０例对照标本取自尸检患者的升

主动脉壁组织，无动脉夹层及动脉扩张病史，且年

龄、性别与 ＡＤ组相匹配，作为正常对照组（ｎｏｒｍａｌ
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ａｏｒｔｉｃａｒｔｅｒｙ，ＮＡ）。标本留取后立即置于液氮中保

存，另一部分经４％甲醛固定、脱水、组织浸蜡、包埋，

连续切片５μｍ厚，用于免疫组化染色检查。

１．２　主要材料及试剂　兔抗人微管相关蛋白１轻

链３（ＬＣ３）多克隆抗体及兔抗人Ｂｅｃｌｉｎ１多克隆抗体

购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；过氧化酶标记的链霉卵白素

试剂盒和ＤＡＢ试剂盒购自北京中杉金桥生物技术

有限公司。

１．３　免疫组化染色检测主动脉壁Ｂｅｃｌｉｎ１及ＬＣ３
的定位表达　采用链霉素抗生物素蛋白过氧化酶

法。石蜡切片常规脱蜡水化，胰酶行抗原修复，依次

滴加过氧化酶阻断液（３７℃封闭１０ｍｉｎ）、１０％非免

疫性动物血清（３７℃孵育４０ｍｉｎ）、一抗（１∶１００稀

释，４℃过夜）、生物素标记的二抗（３７℃孵育２０

ｍｉｎ）、ＳＡ／ＨＲＰ溶液（３７℃孵育２０ｍｉｎ），ＤＡＢ显色

后行苏木精复染，脱水透明，中性树胶封片。结果判

断标准：切片均采用盲法由２位病理科医生独立阅

片，细胞质内出现棕黄色颗粒者为阳性细胞。

１．４　蛋白质印迹定量检测主动脉壁Ｂｅｃｌｉｎ１及ＬＣ３
的表达　以Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司ＳｅｅＢｌｕｅ○ＲＰｌｕｓ２Ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｓｔａｎｄａｒｄ蛋白预染 Ｍａｒｋｅｒ作为对照，根据目的蛋白

相对分子质量裁剪对应的膜区域进行蛋白质印迹检

测。每个样本等量上样于１２％聚丙烯酰胺凝胶中，

进行电泳，半干电转至ＰＶＤＦ膜上。５％脱脂奶粉封

闭２ｈ，分别加入兔抗人ＬＣ３多克隆抗体及兔抗人

Ｂｅｃｌｉｎ１多克隆抗体（１１０００稀释）和βａｃｔｉｎ鼠抗

单克隆抗体（１４０００稀释），４℃孵育过夜，再加入

相应二抗室温孵育１ｈ，ＥＣＬ化学发光法显色。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计学软件对

数据进行分析，计量资料用珚ｘ±ｓ表示，检验水准（α）

为０．０５。

２　结　果

２．１　免疫组化染色结果　免疫组化染色（图１）显

示：致密的棕黄色颗粒即为Ｂｅｃｌｉｎ１及ＬＣ３表达阳

性的细胞，阳性表达主要定位于血管中膜的平滑肌

细胞中，且主动脉夹层组织中Ｂｅｃｌｉｎ１及ＬＣ３的阳

性表达及染色强度高于正常对照组。

２．２　蛋白质印迹检测Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３蛋白表达　结

果（表１、图２）表明：Ｂｅｃｌｉｎ１及ＬＣ３在主动脉夹层血

管组织中的表达量高于正常对照组，差异有统计学

意义（Ｐ＜０．０５）。

图１　免疫组化染色检测ＮＡ及

ＡＤ组血管组织中Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３蛋白表达

Ｆｉｇ１　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＢｅｃｌｉｎ１

ａｎｄＬＣ３ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＡＤａｎｄＮＡｇｒｏｕｐ
ＮＡ：Ｎｏｒｍａｌａｏｒｔｉｃａｒｔｅｒｙ；ＡＤ：Ａｏｒｔｉｃｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

表１　ＮＡ组与ＡＤ组Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３蛋白表达的比较

Ｔａｂ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＢｅｃｌｉｎ１，

ＬＣ３ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＡＤａｎｄＮＡｇｒｏｕｐ

珚ｘ±ｓ

Ｉｔｅｍｓ ＡＤ
（ｎ＝２０）

ＮＡ
（ｎ＝１０） Ｐ

Ｇｒａｙｖａｌｕｅ

　βａｃｔｉｎ ２５２３．１±６６．７１ ２３９８．５±５９．４５

　Ｂｅｃｌｉｎ１ １０５９．７±３３．５２ ３５９．８±１１．２７ ＜０．０５

　ＬＣ３ ５８０．３±１９．１７ ２１５．９±１２．８３ ＜０．０５
Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ／βａｃｔｉｎ

　Ｂｅｃｌｉｎ１ ０．４２±０．０９ ０．１５±０．０３ ＜０．０５

　ＬＣ３ ０．２３±０．０５ ０．０９±０．０２ ＜０．０５

　ＮＡ：Ｎｏｒｍａｌａｏｒｔｉｃａｒｔｅｒｙ；ＡＤ：Ａｏｒｔｉｃｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ

３　讨　论

　　自噬是细胞通过单层或双层膜包裹待降解物形

成自噬体，然后运送到溶酶体形成自噬溶酶体并进

行多种酶消化及降解的过程。自噬相关基因（ａｕｔｏ

ｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅ，Ａｔｇ）是细胞自噬发生过程中的

特异性基因，其编码的蛋白在自噬发生的各个阶段

发挥重要作用［３４］。早期研究认为，自噬将细胞内受

损、变性或衰老的蛋白质以及细胞器运输到溶酶体内

进行消化降解，是细胞适应营养或生长因子缺乏、低

氧、内质网应激等有害刺激所产生的一种应激反应，

在维持蛋白代谢平衡及细胞内环境稳定中具有重要

意义［５］。但是随着对自噬研究的深入，发现自噬不仅

是机体细胞各种损伤或应激后的代偿性修复反应，还

作为损伤因素参与了多种疾病的发生过程。
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图２　正常主动脉及ＡＤ组织Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３蛋白蛋白质印迹检测结果

Ｆｉｇ２　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆＢｅｃｌｉｎ１ａｎｄＬＣ３ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎＡＤ（ｎ＝２０）ａｎｄＮＡ（ｎ＝１０）ａｒｔｅｒｙｇｒｏｕｐｓ

ＮＡ：Ｎｏｒｍａｌａｏｒｔｉｃａｒｔｅｒｙ；ＡＤ：Ａｏｒｔｉｃｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ．Ｐ＜０．０５ｖｓＮＡｇｒｏｕｐ；珚ｘ±ｓ

　　Ｂｅｃｌｉｎ１是酵母自噬相关基因Ａｔｇ６在哺乳动物

中的同源基因，该基因定位于人染色体１７ｑ２１，其编

码的Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白是自噬过程中的必需分子，它能介

导其他自噬蛋白定位于吞噬泡，从而调控哺乳动物

自噬体的形成与成熟［６］。ＬＣ３是酵母自噬相关基因

Ａｔｇ８在哺乳动物中的同源基因，它能以 Ａｔｇ５依赖

方式靶向定位于自噬体膜上，并在Ａｔｇ１２Ａｔｇ５解离

后仍保留在膜上，是目前公认的自噬体标记物，通过

对ＬＣ３的检测可以明确判断自噬活性的程度［３］。

　　本研究发现 ＡＤ组血管组织中Ｂｅｃｌｉｎ１及ＬＣ３
的表达量高于ＮＡ组，提示 ＡＤ血管组织中存在自

噬活性增强现象，且通过免疫组化染色发现，相关蛋

白主要定位表达于血管平滑肌细胞的细胞质中。结

合既往自噬对细胞生物学活性调控作用的研究，

Ｙｉｎｇ等［７］在研究母系表达基因３下调诱发膀胱癌细

胞增殖的过程中发现，自噬在其中发挥重要作用，自

噬的激活促进了膀胱癌细胞增殖的发生。此外，Ｊｉｎ

等［８］研究发现自噬通过促进肺动脉血管平滑肌细胞

增殖而参与肺动脉高压的病理形成过程；Ｚｈａｎｇ等［９］

及Ｓｉｍｏｎ［１０］的研究均发现自噬在调控心肌细胞的分

化、发育等过程中具有重要作用。由此可以推测，自

噬活性增强可能通过调控血管平滑肌细胞的生物学

性质而参与ＡＤ的发生发展，但具体作用机制有待进

一步研究。

　　综上所述，Ｂｅｃｌｉｎ１作为自噬通路上的关键调节

蛋白，对研究该通路在 ＡＤ发生发展中的意义具有

重要价值。本研究表明自噬可能参与了ＡＤ的发生

发展，但具体作用机制仍有待进一步研究阐明。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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