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沉默 FOXO1基因对人主动脉血管平滑肌细胞自噬和凋亡的影响

王琳茹, 张 晶, 赵冬婵, 王晋军, 胡文贤

（青岛大学附属青岛市海慈医院  青岛市中医医院血管外科，山东  青岛  266000）

［［摘 要］］   目的目的：探讨叉头框转录因子 O1 （FOXO1） 基因对腹主动脉瘤 （AAA） 血管平滑肌细胞

自噬和凋亡的影响，阐明其可能的作用机制。方法方法：收集 19 例 AAA 患者动脉瘤组织 （AAA 组） 及邻

近正常主动脉组织 （对照组），采用实时荧光定量 PCR （RT-qPCR） 法检测 2 组研究对象动脉瘤组织

中 FOXO1 mRNA 表达水平，透射电镜观察 2 组研究对象动脉瘤组织中自噬溶酶体形成情况；

Western blotting 法检测 2 组研究对象动脉瘤组织中 FOXO1 及自噬相关蛋白卷曲螺旋肌球蛋白样 B 细胞

淋巴瘤 2 （Bcl-2） 结合蛋白 （Beclin1）、微管相关蛋白 1 轻链 3 α （LC3） 和 P62 蛋白表达水平。体外培

养人主动脉血管平滑肌细胞 （hVSMCs），并采用 FOXO1 siRNA （si-FOXO1） 及其阴性对照 （si-NC）
慢病毒感染 hVSMCs，10 μmol·L－1血管紧张素Ⅱ （Ang Ⅱ） 联合自噬激活剂雷帕霉素 （Rap） 进行干

预，将细胞分为空白对照组、Ang Ⅱ组、Ang Ⅱ+si-NC 组、Ang Ⅱ+si-FOXO1组、Ang Ⅱ+si-NC+
Rap 组和 Ang Ⅱ+si-FOXO1+Rap 组。CCK-8 法检测各组细胞增殖活性，流式细胞术检测各组细胞凋

亡水平，ELISA 法检测各组细胞上清中基质金属蛋白酶 2 （MMP-2） 和基质金属蛋白酶 9 （MMP-9）
水平，RT-qPCR 法检测各组细胞中 FOXO1 mRNA 表达水平，Western blotting 法检测各组细胞中

FOXO1、Bcl-2、Bcl-2 相关 X 蛋白 （Bax）、剪切型含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 3 （Cleaved 
caspase-3）、 Beclin1、 LC3 和 P62 蛋白表达水平。结果结果：与对照组比较， AAA 组动脉瘤组织中

FOXO1 mRNA 表达水平升高 （P<0. 05），自噬溶酶体数量增多 （P<0. 05），Beclin1 蛋白表达水平

和 LC3 Ⅱ/LC3 Ⅰ比值升高 （P<0. 05），P62 蛋白表达水平降低 （P<0. 05）。与空白对照组比较，

Ang Ⅱ组 hVSMCs 增殖活性降低 （P<0. 05），细胞凋亡率升高 （P<0. 05），细胞上清中 MMP-2 和

MMP-9 水平升高 （P<0. 05），细胞中 Bax、 Cleaved caspase-3 和 Beclin1 蛋白表达水平及 LC3 Ⅱ/
LC3 Ⅰ比值升高 （P<0. 05），Bcl-2 和 P62 蛋白表达水平降低 （P<0. 05）；与 Ang Ⅱ+si-NC 组比较，

Ang Ⅱ+si-FOXO1 组 hVSMCs 增殖活性升高 （P<0. 05），细胞凋亡率降低 （P<0. 05），细胞上清中

MMP-2 和 MMP-9 水平降低 （P<0. 05），细胞中 Bax、Cleaved-caspase-3 和 Beclin1 蛋白表达水平及

LC3 Ⅱ/LC3 Ⅰ 比值降低 （P<0. 05）， Bcl-2 和 P62 蛋白表达水平升高 （P<0. 05）。与 Ang Ⅱ+ 
si-FOXO1 组比较，Ang Ⅱ+si-FOXO1+Rap 组细胞凋亡率升高 （P<0. 05），细胞上清中 MMP-2 和

MMP-9 水平升高 （P<0. 05），细胞中 Beclin1 蛋白表达水平和 LC3 Ⅱ/LC3 Ⅰ比值降低 （P<0. 05），

P62 蛋白表达水平升高 （P<0. 05）。结论结论：FOXO1 基因沉默可能通过降低自噬水平来提高 Ang Ⅱ暴

露下 hVSMCs增殖活性，并抑制其凋亡，从而参与 AAA 的发病。
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Effect of silencing FOXO1 gene on autophagy and apoptosis of 
human aortic vascular smooth muscle cells

WANG Linru, ZHANG Jing, ZHAO Dongchan, WANG Jinjun, HU Wenxian
（Department of Vascular Surgery， Affiliated Hister Hospital of Qingdao City， Qingdao University， 

Traditional Chinese Medicine Hospital of Qingdao City， Qingdao 266000， China）

ABSTRACT  Objective： To discuss the effect of forkhead box O1 （FOXO1） gene on the autophagy and 
apoptosis of the vascular smooth muscle cells in abdominal aortic aneurysm （AAA）， and to clarify its 
possible mechanism.  Methods：  The aneurysm tissue of nineteen AAA patients （AAA group） and adjacent 
normal aortic tissue of nineteen AAA patients （control group） were collected.  Real-time fluorenscence 
quantitative PCR （RT-qPCR） method was used to detect the expression level of FOXO1 mRNA in 
aneurysm tissue of the subjects in two groups； transmission electron microscope was used to observe the 
autophagolysosome formation in aneurysm tissue of the subjects in two groups； Western blotting method 
was used to detect the expression levels of FOXO1 and autophagy-related proteins B cell lymphoma-2
（Bcl-2）-binding protein（Beclin1）， microtubule-associated protein 1 light chain 3α （LC3）， and P62  
proteins in aneurysm tissue of the subjects in two groups.  The human aortic vascular smooth muscle 
cells （hVSMCs） were cultured in vitro and infected with FOXO1 siRNA （si-FOXO1） and its negative 
control （si-NC） lentivirus， then treated with 10 μmol·L－1 angiotensin Ⅱ （Ang Ⅱ ） combined with 
autophagy activator rapamycin （Rap）.  The cells were divided into blank control group， Ang Ⅱ group， 
Ang Ⅱ + si-NC group， Ang Ⅱ + si-FOXO1 group， Ang Ⅱ + si-NC + Rap group， and Ang Ⅱ + si-
FOXO1 + Rap group. CCK-8 assay was used to detect the proliferation activities of the cells in various 
groups； flow cytometry was used to detect the apoptotic rates of the cells in various groups； ELISA method 
was used to detect the levels of matrix metalloproteinase-2 （MMP-2） and matrix metalloproteinase-9 
（MMP-9） in the cell supernatant in various groups； RT-qPCR  method was used to detect the 
expression level of FOXO1 mRNA in the cells in various groups； Western blotting method was used to 
detect the expression levels of FOXO1， Bcl-2， Bcl-2 associated X prorein（Bax），  Cleaved-cysteinyl 
aspartate specific proteinase-3 （Cleaved caspase-3）， Beclin1， LC3， and P62 proteins in the cells in 
various groups.  Results：Compared with control group， the expression level of FOXO1 mRNA in 
aneurysm tissue of the subjects in  AAA group was increased （P<0. 05），    the number of 
autophagolysosomes was increased （P<0. 05），    the levels of Beclin1 protein and the ratio of LC3 Ⅱ/
LC3 Ⅰ were increased （P<0. 05），  and the expression level of P62 protein was decreased （P<0. 05）.  
Compared with blank control group， the proliferation activity of the hVSMCs in Ang Ⅱ group was 
decreased （P<0. 05），  the apoptotic rate of the cells was increased （P<0. 05）， the levels of MMP-2 and 
MMP-9 in the cell supernatant were  increased （P<0. 05），  the expression levels of Bax， Cleaved caspase-

3， and Beclin1 proteins in the cells and the ratio of LC3 Ⅱ/LC3 Ⅰ were increased （P<0. 05），  and the 
expression levels of Bcl-2 and P62 proteins were decreased （P<0. 05）.  Compared with Ang Ⅱ + si-NC 
group ， the proliferation activity of the hVSMCs in Ang Ⅱ + si-FOXO1 group was increased （P<
0. 05）， the apoptotic rate of the cells was decreased （P<0. 05），  the levels of MMP-2 and MMP-9 in the 
cell  supernatant  were decreased （P<0. 05），  the expression  levels of Bax，  cleaved caspase-3， and 
Beclin1 proteins in the cells and the ratio of  LC3 Ⅱ/LC3 Ⅰ were decreased  （P<0. 05）， and the 
expression levels of Bcl-2 and P62 proteins were increased （P<0. 05）.  Compared with Ang Ⅱ + 
si-FOXO1 group， the apoptotic rate of the hVSMCs in Ang Ⅱ + si-FOXO1 + Rap group was increased 
（P<0. 05），  the levels of  MMP-2  and MMP-9 in the cell supernatant were increased （P<0. 05），  the 
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expression level of Beclin1 protein in the cells and the ratio of LC3 Ⅱ/LC3 Ⅰ were decreased （P<0. 05）， 
and the expression level of P62 protein was increased （P<0. 05）. Conclusion：Silencing  the FOXO1 gene 
may increase the proliferation activity of the hVSMCs exposed to Ang Ⅱ by reducing the autophagy level 
and inhibiting the apoptosis， thus participating in the pathogenesis of AAA.
KEYWORDS Abdominal aortic aneurysm； Human vascular smooth muscle cell； Forkhead box 
transcription factor O1；Autophagy；Apoptosis

腹 主 动 脉 瘤 （abdominal aortic aneurysm，

AAA） 是常见的慢性主动脉退行性疾病，具有高

发病率和高病死率，是导致 65 岁以上老年人死亡

的一个主要原因［1-2］。随着我国人口老龄化严重以

及整体寿命延长，AAA 发病率逐年升高，且瘤体

一旦发生破裂其死亡率高达 90%，严重危害中老

年人生命健康［3］。目前尚无明确有效药物防治

AAA，故临床广泛采用外科手术和血管修复治疗

AAA，但仍存在瘤体破裂导致患者死亡的风险［4］。

因此，阐明 AAA 的潜在分子机制十分迫切。血管

平 滑 肌 细 胞 （vascular smooth muscle cells，
VSMCs） 是血管壁的重要组成部分，其增殖抑制、

凋 亡 促 进 和 细 胞 外 基 质 （extracellular matrix，
ECM） 降解是促进 AAA 发生发展的关键因素［5］。

叉 头 框 转 录 因 子 O1 （forkhead box transcription 
factor O1， FOXO1） 是 人 体 内 重 要 的 转 录 调 控

因 子，  属 于 叉 头 框 转 录 因 子  （forkhead    box 
transcription factor，FOX） 家族的重要成员，参与

调节机体葡萄糖代谢、脂质代谢、氧化应激、凋

亡、自噬和内质网应激等多种生物学过程［6］。刘娇

等［7］ 研究结果显示：小檗碱可通过沉默信息调节

因 子 1 （silent information regulator 1， SIRT1） / 
FOXO1 通路介导的凋亡与自噬抑制卵巢颗粒细

胞。WANG 等［8］ 研究结果显示：FOXO1 在氧化

低 密 度 脂 蛋 白 （oxidized low-density lipoprotein，
ox-LDL） 处理的 VSMCs 中表达下调，其过表达可

逆转 ox-LDL 对 VSMCs 增殖的促进作用。 WAN
等［9］ 研究显示：FOXO1 与 AAA 密切相关，且对

AAA 有潜在的诊断价值，但具体作用机制尚不明

确。因此，本研究通过检测 AAA 组织及邻近正常

主动脉组织中 FOXO1 表达水平，并采用血管紧张

素Ⅱ （angiotensin Ⅱ，Ang Ⅱ） 诱导 VSMCs 建立

体外腹主动脉瘤细胞模型，探 讨 FOXO1 基 因 沉

默 对 Ang Ⅱ 暴露下 VSMCs 增殖和凋亡的影响及

其作用机制，以期为 AAA 的治疗和药物开发提供

新的靶点。

1 资料与方法  

1. 1　　一般资料一般资料　　选取 2020 年 4 月—2022 年 5 月在

本院经手术切除的 19 例 AAA 患者的腹主动脉组织

（AAA 组） 及邻近正常主动脉组织 （对照组，距离

肿瘤边缘 2~3 cm），其中男性 14 例，女性 5 例，年

龄 （67. 1±4. 6） 岁。本研究获得本院伦理委员会

批准，伦理批号：201901005，术前均告知患者并

签署知情同意书。

1. 2　　细胞细胞、、主要试剂和仪器主要试剂和仪器　　人主动脉血管平滑肌

细 胞 （human vascular smooth muscle cells，
hVSMCs） 及配套专用培养基购自武汉普诺赛生命

科技有限公司。胰蛋白酶购自美国 Gibco 公司，

Ang Ⅱ 和雷帕霉素 （rapamycin， Rap） 购自美国

MCE 公司， si-FOXO1 （靶序列： 5'-CAATTCG-

TCATAATCTGTCCCTACA-3'） 及其阴性对照

si-NC （靶序列： 5'-CAATGCTACTAAGTCCC-

TTCTTACA-3'） 慢病毒购自上海吉玛制药技术有

限公司，含 DPAI 抗荧光淬灭封片液、CCK-8 细胞

增殖与细胞毒性检测试剂盒、Annexin Ⅴ-FITC/PI
细胞凋亡检测试剂盒和 BCA 蛋白定量试剂盒购自

上海碧云天生物技术有限公司，基质金属蛋白酶

（matrix metallo-protein，MMP）-2和 MMP-9 ELISA
试剂盒购自武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司，

反 转 录 试 剂 盒 和 实 时 荧 光 定 量 PCR （real-time 
quantitative fluorescence PCR，RT-qPCR） 试剂盒

购自日本 TaKaRa 公司；FOXO1 抗体、 α -平滑肌

肌动蛋白 （α-smooth muscle actin，α-SMA） 抗体、

B 细胞淋巴瘤 2 （B-cell lymphoma-2，Bcl-2） 抗体、

Bcl-2 相关 X 蛋白 （Bcl-2 associated X protein，Bax）
抗体、剪切型含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 3
（Cleaved-cysteinyl aspartate specific proteinase-3，
Cleaved-caspase-3） 抗体、卷曲螺旋肌球蛋白样

Bcl-2 结 合 蛋 白 （coiled-coil myosin-like Bcl-2 
interacting protein， Beclin-1） 抗体、微管相关蛋

白 1 轻 链 3α （microtubule-associated proteins light 
chain 3α，LC3）、死骨片 1 （sequestosome 1，P62）
和 GAPDH 抗 体 购 自 美 国 Affinity 公 司 ， FITC-
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HRP 标记的山羊抗兔二抗购自武汉三鹰生物技术

有限公司。超净工作台 （型号：SW-CJ-2D） 购自

苏州净化设备有限公司，荧光定量 PCR 仪 （型号：

LEIA-X4） 购自山东博科生物产业有限公司，酶标

分析仪 （型号：AMR-100） 购自杭州奥盛仪器有

限公司，流式细胞仪 （型号： NovoCyte 2040R）
购自美国 ACEA 公司，倒置荧光显微镜 （型号：

XD-202） 购自南京江南永新光学有限公司，透射

电子显微镜 （型号：HITACHI HT7800） 购自日

本日立公司。

1. 3　　 细 胞 培 养细 胞 培 养　　 采 用 配 套 专 用 培 养 基 培 养

hVSMCs，置于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养。待

细胞生长密度达 90% 时，使用胰蛋白酶进行消化

传代处理。hVSMCs 专用培养基成分：Ham’s F-

12K+0. 05 g·L－1 维生素 C+0. 01 g·L－1 胰岛素 +　

0. 01 g·L－ 1 转 铁 蛋 白 +10 μ g·L － 1 亚 硒 酸 钠 +　

0. 03 g·L－1 内皮细胞生长补充剂 ECGs+10% 胎牛

血清+10 mmol·L－1 4- （2-羟乙基） 哌嗪 -1-乙磺酸

［4- （2-hydroxyethyl） -1-piperazineethanesulfonic 
acid，HEPES］ 缓冲液+10 mmol·L－1 N-三 （羟甲

基 ） 甲 基 -2- 氨 基 乙 烷 磺 酸 ［N-tris
（hydroxymethyl） methyl-2-aminoethanesulfonic 
acid，TES］ 缓冲液+1% 双抗。 hVSMCs 无血清

培养 12 h 后，添加含 10 μmol·L－1 Ang Ⅱ的培养液

置于培养箱孵育 48 h 建立体外 AAA 细胞模型［10］，

用于后续实验。

1. 4　　 免 疫 荧 光 法 鉴 定免 疫 荧 光 法 鉴 定 hVSMCs　　取对数生长期

hVSMCs，以每孔 1×105 个细胞密度接种至 24 孔

细胞培养板中，过夜，取出培养板去除培养基，

PBS 缓冲液清洗 1 次，4% 多 聚 甲 醛 室 温 固 定

10 min，PBS缓冲液清洗3次，加入0. 2% Triton X-100
室温通透 10 min，PBS 缓冲液清洗 3 次，加入 5%
牛血清白蛋白室温封闭 1 h，加入一抗 α-SMA 抗体

（1∶ 200）， 4 ℃孵育过夜，PBS 缓冲液清洗 3 次，

加入 FITC 标记的山羊抗兔二抗 （1∶200），室温

孵育 1 h，PBS 缓冲液清洗 3 次，加入 DAPI 缓冲

液，室温孵育 10 min。采用荧光显微镜观察细胞荧

光染色情况，α-SMA 阳性表达为 hVSMCs。
1. 5　　 细 胞 转 染 及 分 组 处 理细 胞 转 染 及 分 组 处 理　　 取 对 数 生 长 期

hVSMCs，以每孔 5×105 个细胞的密度接种至 6 孔

细胞培养板中培养过夜。次日，更换新鲜完全培养

基 ， 以 病 毒 感 染 复 数 （multiplicity of infection，
MOI） 为 200 加入 si-FOXO1 及其阴性对照 si-NC

慢病毒， 18 h 后更换新鲜完全培养基， 72 h 后采

用 RT-qPCR 法 和 Western blotting 法 检 测 感 染 效

率，收集细胞进行后续实验。采用 CCK-8 法、流

式细胞术和 Western blotting 法检测 hVSMCs 增殖、

凋亡及自噬，实验分组：空白对照组、Ang Ⅱ组、

Ang Ⅱ + si-NC 组 和 Ang Ⅱ +si-FOXO1 组 ，

10 μmol·L－1 Ang Ⅱ干预各组细胞 48 h。采用流式

细胞术检测 hVSMCs 凋亡，实验分组：Ang Ⅱ+ 
si-NC 组 、 Ang Ⅱ +si-FOXO1 组 、 Ang Ⅱ + 
si-NC+Rap 组 和 Ang Ⅱ +si-FOXO1+Rap 组 ，

10 μmol·L－1 Ang Ⅱ和 100 μg·L－ 1 Rap 干预各组细

胞 48 h［11］。

1. 6　　CCK-8 法检测各组细胞存活率法检测各组细胞存活率　　取病毒感染

后的对数生长期 hVSMCs，以每孔 2×103个细胞的

密度接种至 96 孔细胞培养板中培养过夜，处理细

胞 48 h，另设调零孔 （只加培养基），提前 2 h 取出

培养板，每孔加入 10 μL CCK-8 溶液，置于 37 ℃
培养箱中避光孵育 2 h，采用酶标仪检测 450 nm 处

吸光度 （A） 值。细胞存活率= （实验组 A 值－调

零组 A值） /（对照组 A值－调零组 A值） ×100%。

1. 7　　流式细胞术检测各组细胞凋亡率流式细胞术检测各组细胞凋亡率　　取病毒感

染后的对数生长期 hVSMCs，以每孔 5×105个细胞

密度接种至 6 孔细胞培养板中培养过夜，处理细胞

48 h。收集各组细胞，PBS 缓冲液清洗 1 次，加入

200 μL PBS 缓冲液重悬细胞，加入 5 μL Annexin 
V-FITC 染液，轻吹混匀，加入 5 μL PI 染液，轻

吹混匀，4 ℃避光 20 min，上机检测。

1. 8　　ELISA 法检测各组法检测各组 hVSMCs 培养上清中基质培养上清中基质

金属蛋白酶金属蛋白酶 2（（matrix metalloproteinase-2，，MMP-2））

和 基 质 金 属 蛋 白 酶和 基 质 金 属 蛋 白 酶 9（（matrix metalloproteinase-9，，

MMP-9））水 平水 平　　 取 病 毒 感 染 后 的 对 数 生 长 期

hVSMCs，以每孔 5×105 个细胞的密度接种至 6 孔

细胞培养板中培养过夜，处理细胞 48 h。收集各组

细胞上清，4 ℃、1 000 g 离心 20 min，取上清严格

按照 ELISA 试剂盒说明书步骤进行实验操作，酶

标仪在 450 nm 处检测各组样本 A 值，绘制标准曲

线，并根据标准曲线计算各组样本中 MMP-2 和

MMP-9 水平。

1. 9　　 RT-qPCR 法检测动脉瘤组织及各组细胞中法检测动脉瘤组织及各组细胞中

FOXO1 mRNA 表达水平表达水平　　收集 AAA 组织和邻近

正 常 主 动 脉 组 织 及 处 理 后 的 各 组 细 胞 ， 采 用

TRIzol 法提取组织 （匀浆仪充分研磨） 和细胞

中总 RNA，并采用紫外分光光度计检测 RNA 的
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浓 度。  采用  RT-qPCR 试剂盒将 RNA 反转录为

cDNA， 之 后 进 行 RT-qPCR 反 应 ， 反 应 条 件 ：

94 ℃ 预变性 5 min，94 ℃变性 30 s，60 ℃退火 25 s，
70 ℃延伸 30 s，共 40 个循环。以 GAPDH 为内参，

FOXO1 上 游 引 物 ： 5'-AGGGTTAGTGAGCA-

GGTTACAC-3'，FOXO1 下游引物： 5'-TGCTG-

CCAAGTCTGACGAAA-3'； GAPDH 上游引物：

5'-AATGGGCAGCCGTTAGGAAA-3'， GAPDH
下游 引 物：  5'-GCCCAATACGACCAAATCAG-

AG-3'。 采 用 2－△△Ct 法 计 算 各 组 细 胞 中 FOXO1 
mRNA 表达水平。

1. 10　　Western blotting 法检测动脉瘤组织和各组法检测动脉瘤组织和各组

细 胞 中细 胞 中 FOXO1、、Bcl-2、、Bax、、Cleaved caspase-3、、

Beclin1、、LC-3 及及 P62 蛋白表达水平蛋白表达水平　　收集 AAA 组

织及邻近正常主动脉组织以及处理后的各组细胞，

加入裂解液冰上提取组织 （匀浆仪充分研磨） 和细

胞中总蛋白，使用 BCA 蛋白定量试剂盒检测蛋白

浓度。每组样本取 30 μg 蛋白上样，行电泳、转膜、

封闭处理，加入 FOXO1 抗体 （1∶ 1 000）、Bcl-2
抗体 （1∶1 000）、Bax 抗体 （1∶1 000）、Cleaved-

caspase-3 抗 体 （1 ∶ 1 000）、 Beclin1 抗 体 （1∶
1 000）、LC-3 抗 体 （1∶ 1 000）、 P62 抗 体 （1∶
1 000） 和 GAPDH 抗体 （1∶ 5 000）， 4 ℃孵育过

夜，TBST 清洗 3 次，加入 HRP 标记的山羊抗兔二

抗 （1∶2 000） 室温孵育 2 h，TBST 清洗 3 次，滴

加 ECL 显影液，采用凝胶成像仪曝光采集图像；

采用 Image J 软件分析条带灰度值，以 GAPDH 为

内参，计算目的蛋白表达水平。目的蛋白表达水平=
目的蛋白条带灰度值/GAPDH 蛋白条带灰度值。

1. 11　　透射电镜观察动脉瘤组织超微形态表现透射电镜观察动脉瘤组织超微形态表现　　将

AAA 组 织 及 邻 近 正 常 主 动 脉 组 织 修 切 体 积 为

1 mm3，固定在 2. 5% 戊二醛中 1 h，然后使用 1%
四氧化锇进行处理，脱水并包埋至 Durcupan 水溶

性包埋树脂中，将样品切成厚度为 60 nm 薄片，安

装于铜格栅上，用醋酸双氧铀和柠檬酸铅双重染

色，通过电子显微镜观察样品形态结构。

1. 12　　统计学分析统计学分析　　采用 SPSS 22. 0 统计软件进行

统计学分析。AAA 组织中 FOXO1 mRNA 和蛋白

表达水平，各组细胞存活率和凋亡率，细胞上清中

MMP-2 和 MMP-9 水平，细胞中 FOXO1 mRNA 表

达 水 平 及 FOXO1、 Bcl-2、 Cleaved-caspase-3、
Beclin1、LC-3 和 P62 蛋白表达水平均符合正态分

布，以 x±s表示，多组间样本均数比较采用单因素

方差分析，组间两两比较采用 LSD-t 检验。以 P<
0. 05 为差异有统计学意义。

2 结   果  

2. 1　　动脉瘤组织中动脉瘤组织中 FOXO1 mRNA 表达水平表达水平、、动脉动脉

瘤组织超微形态表现及动脉组织中瘤组织超微形态表现及动脉组织中 FOXO1 和自噬和自噬

相关蛋白表达水平相关蛋白表达水平　　 RT-qPCR 法检测结果显示：

与对照组 （0. 94±0. 25） 比较，AAA 组患者动脉

瘤组织中 FOXO1 mRNA 表达水平 （3. 79±1. 09）
升高（P<0. 05），见图 1。透射电子显微镜检测结

果显示：与对照组比较，AAA 组患者动脉瘤组织

中自噬溶酶体形成数量增多，见图 2。 Western 
blotting 法检测结果显示：与对照组比较，AAA 组

患者动脉瘤组织中 FOXO1 和 Beclin1 蛋 白 表 达 水

平及 LC3 Ⅱ/LC3 Ⅰ比值升高 （P<0. 05），P62 蛋

白表达水平降低 （P<0. 05），见图 3。

2. 2　　hVSMCs 鉴定及感染效率验证鉴定及感染效率验证　　免疫荧光法

检测结果显示：α-SMA 呈阳性表达，提示细胞鉴

*P<0.05 compared with control group.
图图 1　　AAA 组织中组织中 FOXO1 mRNA 表达水平表达水平

Fig. 1　　Expression  levels  of  FOXO1 mRNA in AAA 

tissue

A：Control group；B：AAA group；Red arrow：Autophagosome.
图图 2　　AAA 组织超微形态表现组织超微形态表现

Fig. 2　　Ultramorphology of AAA tissue

435



第  50 卷  第  2 期  2024 年  3 月吉林大学学报  （医学版）  

定 为 hVSMCs， 见 图 4。 RT-qPCR 法 和 Western 
blotting 法检测结果显示：  与空白对照组比较，

si-NC 组 hVSMCs 细胞中 FOXO1 mRNA 和蛋白表

达水平差异无统计学意义 （P>0. 05）；与 si-NC 组

比较， si-FOXO1 组细胞中 FOXO1 mRNA 和蛋白

表达水平明显降低 （P<0. 05），见图 5 和 6。

2. 3　　各组各组 hVSMCs 存活率和细胞凋亡率存活率和细胞凋亡率　　CCK-8
法 检 测 结 果 显 示 ： 与 空 白 对 照 组 （100. 00%± 
2. 12%）  比 较 ，    Ang Ⅱ 组  hVSMCs 增 殖 率

（55. 12%±6. 28%） 降低 （P<0. 05）；与 Ang Ⅱ组

比  较 ，   Ang Ⅱ +si-NC 组   hVSMCs  增  殖  率
（57. 24%±5. 36%） 差 异 无 统 计 学 意 义 （P>
0. 05）； 与 Ang Ⅱ +si-NC 组 比 较 ， Ang Ⅱ + 
si-FOXO1 组 hVSMCs 增殖率 （90. 03%±3. 21%）

升高 （P<0. 05）。流式细胞术检测结果显示：与

空白对照组比较，Ang Ⅱ组 hVSMCs 凋亡率升高

（P<0. 05）；与 Ang Ⅱ组比较，Ang Ⅱ +si-NC 组

hVSMCs 凋亡率差异无统计学意义 （P>0. 05）；

与 Ang Ⅱ +si-NC 组比较，Ang Ⅱ +si-FOXO1 组

hVSMCs凋亡率降低 （P<0. 05）。见图 7 和 8。
2. 4　　各组各组 hVSMCs 培养上清中培养上清中 MMP-2 和和 MMP-9

水平水平　　ELISA 法检测结果显示：与空白对照组比

较， Ang Ⅱ 组 hVSMCs 上清中 MMP-2 和 MMP-9
水平升高 （P<0. 05）；与 Ang Ⅱ组比较，Ang Ⅱ+ 
si-NC 组 hVSMCs 上清中 MMP-2 和 MMP-9 水平差

Lane 1：Control group；Lane 2：AAA group. *P<0.05 compared with control group.
图图 3　　AAA 组织中组织中 FOXO1 和自噬相关蛋白表达电泳图和自噬相关蛋白表达电泳图（（A））及直条图及直条图（（B））

Fig. 3　　Electrophoregram (A) and histogram (B) of expressions of FOXO1 and autophagy related proteins in AAA tissue

A：α-SMA；B：DAPI；C：Merge.
图图 4　　hVSMCs中中 α-SMA 的表达的表达

Fig. 4　　Expresion of α-SMA in hVSMCs

*P<0.05 compared with si-NC group.
图图 5　各组　各组 hVSMCs中中 FOXO1 mRNA 表达表达

Fig. 5　　 Expression of FOXO1 mRNA in hVSMCs in 

various groups
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异无统计学意义 （P>0. 05）；与 Ang Ⅱ+si-NC 组

比较，Ang Ⅱ+si-FOXO1组hVSMCs上清中MMP-2
和 MMP-9 水平降低 （P<0. 05）。见表 1。

2. 5　　各组各组hVSMCs中中Bcl-2、、Bax、、Cleaved caspase-3、、

Beclin1、、LC-3 和和 P62 蛋 白 表 达 水 平蛋 白 表 达 水 平　　 Western 
blotting  法检 测 结 果 显 示：  与空白对照组比较，

Ang Ⅱ组 hVSMCs 中 Bcl-2 和 P62 蛋白表达水平降

低  （P<0. 05），    而   Bax、  Cleaved   caspase-3  和
Beclin1 蛋白表达水平及 LC3 Ⅱ/LC3 Ⅰ比值升高

（P<0. 05）；与  Ang Ⅱ 组比较，Ang Ⅱ+si-NC 组
hVSMCs 中 Bcl-2、 Bax、 Cleaved caspase-3、
Beclin1 和 P62 蛋白表达水平及 LC3 Ⅱ/LC3 Ⅰ比值

差 异 无 统 计 学 意 义 （P>0. 05）； 与 Ang Ⅱ + 
si-NC 组比较，Ang Ⅱ +si-FOXO1 组 hVSMCs 中

Bcl-2 和 P62 蛋 白 表 达 水 平 升 高 （P<0. 05）， 而

Bax、Cleaved caspase-3 和 Beclin1 蛋 白 表 达 水 平

及 LC3 Ⅱ/LC3 Ⅰ比值降低 （P<0. 05）。见图 9。
2. 6　　诱导自噬后各组诱导自噬后各组 hVSMCs 中中 Beclin1、、LC-3 和和

P62 蛋白表达水平蛋白表达水平　　 Western blotting 法 检 测 结 果

显示：与  Ang Ⅱ + si-NC 组  比  较，  Ang Ⅱ + si-
FOXO1 组 hVSMCs 中 Beclin1 蛋 白 表 达 水 平 和

LC3 Ⅱ/LC3 Ⅰ比值降低 （P<0. 05），P62 蛋白表

Lane 1：Blank control group；Lane 2：Si-NC group；Lane 3：Si-
FOXO1 group. *P<0.05 compared with si-NC group.
图图 6　各组　各组 hVSMCs 中中 FOXO1 蛋白表达电泳图蛋白表达电泳图（（A））和和

直条图直条图（（B））

Fig. 6　　 Electrophoregram (A) and histogram (B) of 

expression of FOXO1 protein in hVSMCs in various 

groups

A：Blank control group；B：Ang Ⅱ group；C：Ang Ⅱ+si-NC group；
D：Ang Ⅱ+si-FOXO1 group. 

图图 7　流式细胞术检测各组　流式细胞术检测各组 hVSMCs凋亡率凋亡率

Fig. 7　　 Apoptotic  rates  of  hVSMCs  in  various  groups 

detected  by  flow  cytometry

*P<0.05 compared with blank control group；△P<0.05 
compared with Ang Ⅱ+si-NC group.

图图 8　各组　各组 hVSMCs凋亡率凋亡率

Fig. 8　　Apoptotic rates of hVSMCs in various groups

表表 1　　各组各组 hVSMCs培养上清中培养上清中 MMP--2 和和 MMP--9 水平水平

TabTab..   11　　Levels of MMPLevels of MMP--22 and MMP and MMP--99 in culture supernatant  in culture supernatant 
of hVSMCs in various groups    of hVSMCs in various groups    [n=3,x±s,ρB/(μg·L－1)]

Group
Blank control
Ang Ⅱ
Ang Ⅱ+si-NC
Ang Ⅱ+si-FOXO1

MMP-2 level
1.10±0.10
5.30±0.40*

5.50±0.50
1.80±0.20△

MMP-9 level
0.50±0.04
2.10±0.20*

2.20±0.10
0.80±0.09△

*P<0.05 compared with blank control group； △P<0.05 
compared with Ang Ⅱ+si-NC group.
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达水平升高 （P<0. 05），Ang Ⅱ +si-NC+Rap 组

hVSMCs 中 Beclin1 蛋 白 表 达 水 平 和 LC3 Ⅱ/
LC3 Ⅰ比值升高 （P<0. 05），P62 蛋白表达水平降

低 （P<0. 05）； 与 Ang Ⅱ +si-FOXO1 组 比 较 ，

Ang Ⅱ +si-FOXO1+Rap 组 hVSMCs 中 Beclin1
蛋白表达水平和 LC3 Ⅱ/LC3 Ⅰ 比值降低 （P<
0. 05）， P62 蛋 白 表 达 水 平 升 高 （P<0. 05）。

见图 10。
2. 7　　诱导自噬后各组诱导自噬后各组 hVSMCs 凋亡率凋亡率　　流式细胞

术检测结果显示：与 Ang Ⅱ+si-NC 组比较，Ang 
Ⅱ +si-FOXO1 组 hVSMCs 凋 亡 率 降 低 （P<
0. 05），Ang Ⅱ+si-NC+Rap 组 hVSMCs 凋亡率升

高 （P<0. 05）； 与 Ang Ⅱ +si-FOXO1 组 比 较 ，

Ang Ⅱ +si-FOXO1+Rap 组 hVSMCs 凋亡率升高

（P<0. 05）。见图 11 和 12。
2. 8　　诱导自噬后诱导自噬后各组各组 hVSMCs培养上清中培养上清中 MMP-2

和和 MMP-9 水 平水 平　　 ELISA 法 检 测 结 果 显 示：与

Ang Ⅱ +si-NC 组 比 较 ， Ang Ⅱ +si-FOXO1 组

hVSMCs 上清中 MMP-2 和 MMP-9 水平降低 （P<
0. 05）， Ang Ⅱ +si-NC+Rap 组 hVSMCs 上 清 中

MMP-2 和 MMP-9 水 平 升 高 （P<0. 05）； 与

Ang Ⅱ+si-FOXO1 组比较，Ang Ⅱ+si-FOXO1+
Rap 组 hVSMCs 上清中 MMP-2 和 MMP-9 水平升高

（P<0. 05）。见表 2。

3 讨   论  

Ang Ⅱ是一种血管收缩剂，是肾素/血管紧张

素系统的主要生物活性肽，是目前化学诱导 AAA

Lane 1： Blank control group；Lane 2 ： Ang Ⅱ group ；Lane 3 ： Ang Ⅱ+si-NC group ；Lane 4 ： Ang Ⅱ+si-FOXO1 group. *P<0.05 
compared with blank control group；△P<0.05 compared with Ang Ⅱ+si-NC group.

图图 9　各组　各组 hVSMCs中中 Bcl-2、、Bax、、Cleaved caspase-3、、Beclin1、、LC-3 和和 P62 蛋白表达电泳图蛋白表达电泳图（（A））及直条图及直条图（（B））

Fig. 9　　Electrophoregram (A) and histogram (B) of expressions of Bcl-2, Bax, Cleaved caspase-3, Beclin1, LC-3, and 

P62 proteins in hVSMCs in various groups

Lane 1： Ang Ⅱ +si-NC group；Lane 2： Ang Ⅱ +si-FOXO1 
group；Lane 3： Ang Ⅱ+si-NC+Rap group；Lane 4： Ang Ⅱ+ 
si-FOXO1+Rap group. *P<0.05 compared with Ang Ⅱ + 
si-NC group；△P<0.05 compared with Ang Ⅱ +si-FOXO1 
group.
图图 10　诱导自噬后各组　诱导自噬后各组 hVSMCs 中中 Beclin1、、LC-3 和和

P62 蛋白表达电泳图蛋白表达电泳图（（A））及直条图及直条图（（B））

Fig. 10　　 Electrophoregram (A) and histogram (B) of 

expressions of Beclin1, LC-3 and P62 proteins in 

hVSMCs in various groups after autophagy induction
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最常用的造模方式。体内输注 Ang Ⅱ可模拟 AAA
的炎症发生过程，能够促进肾上腺主动脉扩张、动

脉粥样硬化、巨噬细胞蓄积以及血栓形成。此外，

体外应用 Ang Ⅱ刺激 VSMCs 可诱导细胞自噬，抑

制细胞增殖并促进细胞凋亡和 ECM 降解，可以用

于 模 拟 AAA 平 滑 肌 细 胞 （smooth muscle cells，
SMC） 损伤［12-13］。AAA 是一种进行性主动脉扩张

性疾病，其发病率占所有动脉瘤的第 1 位，其主要

病理特征为 ECM 降解和血管壁中层收缩型 SMC 减

少［14］。VSMCs 作为主动脉血管壁的主要细胞成分

之一，对维持主动脉结构和功能起着重要作用，其

凋亡与 AAA 发生发展密切相关。

近年来研究［15-16］ 发现：FOXO1 与 Bcl-2 相互

作用介导细胞死亡，可促进 Bax/Bcl-2 比值升高，

从而发挥促进细胞凋亡的作用。ZHANG 等［17］ 研

究发现：沉默 FOXO1 可抑制非小细胞肺癌 A549
细 胞 增 殖、 迁 移 和 侵 袭， 并 促 进 细 胞 凋 亡。

FOXO1 和 Cleaved caspase-3 表达下调与肺动脉平

滑 肌 细 胞 （pulmonary artery smooth muscle cells，
PASMCs） 的过度增殖和细胞凋亡抵抗关系密切，

上调两者表达可通过抑制细胞周期进程和促进细胞

凋亡来抑制 PASMCs 增殖，从而减轻实验性肺动

脉高压［18］。  因此，  FOXO1 可能 成 为 靶 向 治 疗

AAA 的潜在靶点。本研究结果显示：与对照组比

较，AAA 组患者动脉瘤组织中 FOXO1 高表达，推

测 FOXO1 异常高表达可能促进 AAA 发展，明确

其作用机制有利于为 AAA 的治疗提供新的方向。

自噬是广泛存在于真核细胞内的一种溶酶体依

赖性降解途径，也是细胞维持生存的一种重要机

制。自噬是一种不同于凋亡的新的程序性死亡方

式，一方面适度自噬激活可清除受损的细胞器和异

常蛋白，防止蛋白聚集，从而对细胞起保护作用；

另一方面过度自噬可诱导细胞自噬性死亡，并与凋

亡信号存在交互作用。研究［19-20］ 表明：自噬在

AAA 的形成过程中起着关键作用。杜亚豪等［21］研

究发现：AAA 血管平滑肌细胞中自噬和凋亡水平

均升高。SALMON 等［22］ 研究发现：AAA 形成过

程中会激活主动脉瘤 VSMCs 中的自噬相关基因。

A：Ang Ⅱ+si-NC group；B：Ang Ⅱ+si-FOXO1 group；C：AngⅡ+ 
si-NC+Rap group；D：Ang Ⅱ+ si-FOXO1+Rap group.
图图 11　流式细胞术检测诱导自噬后各组　流式细胞术检测诱导自噬后各组 hVSMCs凋亡率凋亡率

Fig. 11　　 Apoptotic rates of hVSMCs in various groups 

after autophagy induction detected by flow cytometry

*P<0.05 compared with Ang Ⅱ +si-NC group；△P<0.05 compared 
with Ang Ⅱ+si-FOXO1 group.

图图 12　诱导自噬后各组　诱导自噬后各组 hVSMCs凋亡率凋亡率

Fig. 12　　 Apoptotic rates of hVSMCs in various groups 

after autophagy induction

表表 2　　 诱 导 自 噬 后 各 组诱 导 自 噬 后 各 组 hVSMCs 培 养 上 清 中培 养 上 清 中 MMP--2 和和

MMP--9 水平水平

TabTab..   22　　Levels of MMPLevels of MMP--22 and MMP and MMP--99 in culture supernatant  in culture supernatant 
of hVSMCs in various groups after autophagy inductionof hVSMCs in various groups after autophagy induction

                                                                  [n=3,x±s,ρB/(μg·L－1)]

Group
Ang Ⅱ+si-NC
Ang Ⅱ+si-FOXO1
Ang Ⅱ+si-NC+Rap
Ang Ⅱ+si-FOXO1+Rap

MMP-2 level
5.80±0.70
1.60±0.20*

8.20±0.60*

6.10±0.40△

MMP-9 level
2.10±0.10
0.90±0.10*

3.40±0.30*

1.00±0.09△

*P<0.05 compared with Ang Ⅱ +si-NC group；△P<0.05 
compared with Ang Ⅱ+si-FOXO1 group.
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GUO 等［23］ 研究显示：自噬相关蛋白在 AAA 患者

中表达水平升高，自噬基因 Atg7 在 Ang Ⅱ处理的

VSMCs 中表达水平升高，其过表达可抑制 VSMCs
增殖并诱导细胞凋亡和自噬。本研究结果显示：与

对照组比较，AAA 组患者动脉瘤组织中 FOXO1 表

达和自噬水平升高。体外细胞实验检测结果显示：

Ang Ⅱ处理可抑制 VSMCs 增殖，诱导细胞凋亡和

自噬，并上调 MMP-2 和 MMP-9 水平，促进 ECM
降 解 ， 提 示 Ang Ⅱ 干 预 可 促 进 AAA 发 展 。 但

FOXO1 是否通过调控自噬参与 VSMCs 凋亡进程

尚未得到证实。本研究发现沉默 FOXO1 表达可促

进 Ang Ⅱ处理的 VSMCs 增殖，抑制细胞凋亡、自

噬和 ECM 降解，提示 FOXO1 可能是调控 AAA 发

展的关键基因。进一步研究结果发现：自噬激动剂

Rap 处理后，可逆转 FOXO1 基因沉默对 Ang Ⅱ处

理的 hVSMCs 凋亡抑制作用。由此推断，FOXO1
可能通过促进自噬诱导 AAA 血管平滑肌细胞凋亡，

其可能为 AAA 的效应靶点之一。

综上所述，FOXO1 在 AAA 组织高表达，沉默

FOXO1 基因可能通过降低自噬水平来提高 Ang Ⅱ
暴露下 hVSMCs 增殖活性，并抑制其凋亡，从而

参与 AAA 的发病。本研究为 AAA 的防治和药物

开发提供了一种潜在的有效靶点，但仍存在一些不

足：实验仅从细胞层面探讨了 FOXO1 通过调控自

噬参与 VSMCs 细胞增殖凋亡过程，本课题组后续

将从动物层面入手，深入探讨体内 FOXO1 与 AAA
的关系。  
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