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摘要 目的：探讨缺血缺氧条件下1-磷酸鞘胺醇（S1P）在人主动脉血管平滑肌细胞（T/G HA-VSMC）收缩中

的作用机制。方法：将传代培养的T/G HA-VSMC分为正常对照组和缺血缺氧组。缺血缺氧组采用低氧条

件培养T/G HA-VSMC细胞来模拟蛛网膜下腔出血（SAH）所致的缺血缺氧环境；采用QT-PCR检测人鞘胺

醇激酶 1（SphK1）基因的 mRNA 表达；Western-blot 法检测人 SphK1 基因的蛋白表达；ELISA 法测定 T/G

HA-VSMC细胞上清液和细胞内S1P浓度；慢病毒载体 shRNA介导的T/G HA-VSMC细胞内SphK1基因表

达沉默；采用钙离子荧光探针Fluo-3/AM检测T/G HA-VSMC细胞内Ca2+浓度。结果：与正常对照组相比，

缺血缺氧条件下人T/G HA-VSMC细胞内SphK1基因表达上调，且缺血缺氧组细胞培养液和细胞裂解液中

S1P浓度均显著升高。缺血缺氧可诱导T/G HA-VSMC细胞内Ca2+离子浓度增加，并且外源性S1P显著上调

T/G HA-VSMC细胞内Ca2+浓度；与正常对照组相比，shRNA干扰技术沉默SphK1基因表达和SphK1特异性

抑制剂二甲基鞘胺醇（DMS）均显著抑制低氧诱导的T/G HA-VSMC细胞内S1P和Ca2+浓度上调。结论：缺

血缺氧可导致T/G HA-VSMC细胞内SphK1基因表达上调，进而促进S1P的合成代谢，而高浓度的S1P通过

某种机制导致细胞内Ca2+浓度水平增加导致血管收缩。
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Abstract Objective: To investigate the mechanism of sphingosine-1-phosphate (S1P) in contraction of human

aortic vascular smooth muscle cells (T/G HA-VSMC) under hypoxic/ischemic stress. Methods: The cultured T/

G HA-VSMC were divided into normal control group and ischemia-hypoxia model group. In the ischemia-hy-

poxia group, T/G HA-VSMC cells were cultured under hypoxic conditions to simulate the ischemic-hypoxic en-

vironment induced by subarachnoid hemorrhage (SAH). The mRNA expression of sphingosine kinase 1 (SphK1)

was detected by QT-PCR, and the protein levels of SphK1 were measured by western blot. The levels of S1P in

the supernatant of the cell culture medium were measured by ELISA. Lentivirus vector shRNA mediated SphK1

gene silencing was applied as a reverse study. The calcium fluorescent probe Fluo-3/AM was used to measure in-

tracellular Ca2 + concentration. Results: Compared with that of normal control group, the protein expression of

SphK1 in T/G HA-VSMC was significantly increased in the ischemia-hypoxia group, and the concentration of

S1P in the supernatant of the cell culture medium was increased significantly in the ischemia-hypoxia group. The

concentration of intracellular Ca2 + increased significantly in T/G HA-VSMC under ischemia and hypoxia stress,

and exogenous S1P significantly increased the intracellular Ca2 + concentration. Compared with normal control

group, shRNA interference SphK1 gene expression and SphK1 specific inhibitors dimethylsphingosine (DMS)

significantly inhibited the concentrations of both S1P and Ca2+ in T/G HA-VSMC in the ischemia-hypoxia group.

Conclusion: SphK1 gene expression is up-regulated in T/G HA-VSMC cells under ischemic/hypoxic stress,

which promotes the synthesis and metabolism of S1P. High concentration of S1P leads to vasoconstriction by in-

creasing the level of intracellular Ca2+ in cells.

Key words sphingosine-1-phosphate; hypoxia; human aortic vascular smooth muscle cells

蛛网膜下腔出血（subarachnoid hemorr-

hage，SAH）后 脑 血 管 痉 挛（cerebral

vasospasm，CVS）的发病机制主要是各种原

因引起的血管平滑肌收缩的过程，既包括缩

血管物质的增加（如氧合血红蛋白、内皮素、

蛋白激酶C），又包括血管扩张物的减少（如

NO、前列环素 2）[1-4]。血管壁平滑肌的收缩

始于细胞膜的去极化及细胞内Ca2+的增加，
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进入细胞内Ca2+与钙调蛋白相结合，激活蛋白激酶C，

从而使肌球蛋白结合、收缩，最终引起血管平滑肌收

缩，导致血管痉挛。因此，凡是能直接或间接引起细胞

内Ca2+浓度变化的物质都成为研究CVS的热点[5,6]。

1-磷酸鞘胺醇（sphingosine-1-phosphate，S1P）是近

年来发现的具有重要生理功能的一种膜磷脂类分解

和代谢产物。它既可作为一种细胞内第二信使，又可

作用于细胞表面特定的受体而发挥其重要的生物学功

能[7,8]。1990年，Ghosh等[9]首先观察到，这种鞘胺醇磷

酸盐在培养的肌细胞中，可通过非 IP3依赖性途径动员

细胞内Ca2+释放，从而掀起S1P功能研究的热潮，这为

SAH后CVS的治疗提供了新思路。

在SAH后CVS病情发生发展的过程中，血管平滑

肌细胞收缩发挥重要作用。研究证明，SAH 后发生

CVS的兔S1P表达显著增强，并且S1P表达与第 3、5、

7、9天的基底动脉横截面积变化一致[9]。S1P可诱导犬

基底动脉中的血管收缩，其机制可能和Rho / Rho激酶

路径激活相关。S1P可能是SAH后诱导CVS物质[10]。

尽管上述研究证明S1P与SAH后CVS关系密切，但其

仅限于动物研究，而S1P是否参与人SAH后CVS血管

平滑肌细胞收缩目前国内外未见相关报道。本研究创

新性提出通过建立缺血缺氧平滑肌细胞模型，检测缺

血缺氧条件下人主动脉平滑肌细胞内SphK1的蛋白表

达水平、mRNA表达水平和S1P浓度的动态表达变化

规律、作用及其与细胞内 Ca2 +浓度的关系，并应用

SphK1 抑制剂 DMS 和慢病毒载体 shRNA 介导的人

SphK1基因表达沉默两种方式来干预这一过程，分析

S1P与缺血缺氧导致的血管平滑肌细胞收缩之间的关

系，初步探讨S1P在平滑肌细胞收缩中的作用机制，在

相关领域尚属首次。本研究取得的成果，将为SAH后

CVS引起的继发性缺血性脑损伤临床治疗和基础研究

提供新的方向。

1 材料与方法

1.1 材料

T/G 人主动脉血管平滑肌细胞（human aortal

vascular smooth muscle cells，HA-VSMC）购于美国

ATCC 公司；抗人 S1P 抗体，购于美国 Abcam 公司；人

鞘氨醇激酶1 shRNA慢病毒颗粒、对照 shRNA 慢病毒

颗粒和Polybrene，购于美国Santa Cruz公司；HRP标记

二抗 IgG，购于北京中杉金桥生物技术有限公司；S1P，

购于美国Sigma公司；S1P浓度测定试剂盒，购于上海

卡迈舒公司；DMS，购于美国Cayman公司；Fluo3/AM，

购于江苏碧云天公司；胰蛋白酶，购于华美生物工程公

司；胎牛血清和DMEM培养基，购于美国Gibco公司；

Trizol试剂，购于美国Solarbio公司；ELISA试剂盒，购

于美国eBioscience公司。

1.2 方法

1.2.1 T/G HA-VSMC 的 培 养 与 传 代 将 T/G

HA-VSMC株转至培养瓶，加入胰蛋白酶孵育消化 3~

5 min。用移液器反复轻轻吹打细胞制成单细胞悬液，

加入细胞培养液吹打混匀。按 1∶3的比例传代至新的

培养瓶中，放入 37 ℃、5% CO2恒温培养箱中培养，每

天观察细胞培养液情况，待细胞生长至铺满约 80%瓶

底，接近融合状态时用胰蛋白酶消化进行传代，取3~6

代细胞用于实验分组。

1.2.2 T/G HA-VSMC缺血缺氧模型的制备 将培养

的T/G HA-VSMC分为正常对照组及缺血缺氧组。采

用低氧条件培养T/G HA-VSMC细胞来模拟SAH所致

的缺血缺氧环境：T/G HA-VSMC细胞按常规细胞培养

并传代 16 h完全贴壁后，更换无血清培养基培养并转

移到低氧细胞培养箱内培养24 h。低氧细胞培养箱内

的气体由 93% N2、2% O2和 5% CO2组成，细胞培养基

中氧分压为53 mmHg，37 ℃恒温 。

1.2.3 QT-PCR检测人SphK1基因的mRNA表达 将

培养的T/G HA-VSMC细胞消化后，用Trizol试剂裂解

并提取总RNA。取5 μg总RNA为模板，按照试剂盒所

示步骤使用逆转录酶催化合成 cDNA。取 2 μL cDNA

为模板在20 μL体系中加入SphK1基因mRNA检测引

物或内参照基因β-Actin引物，通过荧光定量PCR仪进

行PCR扩增、结果分析。本实验中SphK1基因的引物

序 列 ：FORWARD：CTTGGCTGACTGAGGAGGAG；

REVERSE：TCTGGGAAAGGTGGGTAGTG；内 参 照

引物为β-actin，其序列为：FORWARD：GGCATCCTCA

CCCTGAAGTA；REVERSE：TAATGTCACGCACGAT

TTCC。

1.2.4 Western-blot 法检测人 SphK1 基因的蛋白表达

将培养细胞加入细胞裂解液裂解细胞离心后取上清。

取20 μL蛋白样品（约50 μg），按照每4 μL蛋白样品加

入 1 μ L 5 × 蛋 白 上 样 缓 冲 液 的 比 例 上 样 ，10%

SDS-PAGE电泳，100 V转移 1 h至PVDF膜，放入封闭

液中 37 ℃封闭 1 h；去掉封闭液加入 SphK1 抗体 4 ℃

摇床上孵育过夜。将膜与辣根过氧化酶（HRP）标记抗

体）孵育，室温摇床上孵育 1 h，用 Western blot 印迹观

察，用图像分析测定各带吸光度（A）值作定量分析。

1.2.5 ELISA法测定（T/G HA-VSMC）细胞上清液和细
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胞内S1P浓度 按照说明书进行。检测时设置3个复孔，

酶标仪（450 nm波长）读取的各孔实验结果取平均值。

1.2.6 慢病毒载体 shRNA介导的T/G HA-VSMC细胞

内SphK1基因表达沉默 人T/G HA-VSMC细胞传代

接种 6 孔板培养 16 h 至细胞生长 60%融合，于处理前

1 h更换新的2 mL完全培养基。按照慢病毒感染操作

说明，于细胞无菌操作台内将人SphK1 shRNA慢病毒

颗粒、对照 shRNA慢病毒颗粒和Polybrene混合后，加

入 T/G HA-VSMC 细胞培养孔内轻柔混匀，持续培养

48 h 后，收集细胞进行 Western blot，分析细胞内人

SphK1基因的蛋白表达以评价 shRNA干扰效率。

1.2.7 细胞内 Ca2+浓度检测 T/G HA-VSMC 细胞内

Ca2+浓度检测采用 Ca2+荧光探针 Fluo-3/AM 标记细胞

内Ca2+后使用荧光酶标仪进行检测。各实验组设置 3

个复孔，实验组结果为各孔荧光强度值减去空白对照

孔荧光强度值后取平均值，然后各处理组与正常组相

比较，获得相对荧光强度变化值。

1.3 统计学处理

采用SPSS19.0软件进行统计学分析，计量资料以

（x±s）表示，组间数据比较采用方差分析，均数间两两

比较使用 t检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 缺血缺氧诱导人 T/G HA-VSMC 细胞内 SphK1 表

达水平上调

QT-PCR 和 Western blot 法发现，正常对照组的人

T/G HA-VSMC细胞内SphK1基因的 mRNA和蛋白水

平较低；缺血缺氧组人 T/G HA-VSMC 细胞内 SphK1

基因的mRNA和蛋白水平均显著上升，2组有显著性

差异（P<0.01)，见图 1。这表明，缺血缺氧条件下人

T/G HA-VSMC细胞内存在SphK1基因表达上调，提示

S1P合成代谢有可能增加。

2.2 缺血缺氧诱导人 T/G HA-VSMC 细胞内 S1P 的浓

度显著增加

由于已发现缺血缺氧组 T/G HA-VSMC 细胞内

SphK1 基因表达上调，本实验中采用 ELISA 法分析

T/G HA-VSMC细胞内（细胞裂解液）S1P的浓度变化，

以鉴定低氧诱导的SphK1高表达对S1P浓度的影响。

与正常对照组相比，缺血缺氧组 T/G HA-VSMC 细胞

培养液和细胞裂解液中S1P浓度均有显著升高，见图

2。这表明，缺血缺氧诱导的 T/G HA-VSMC 细胞中

SphK1高表达导致S1P合成增加。

2.3 缺血缺氧诱导人 T/G HA-VSMC 细胞内 Ca2+离子

浓度增加

为进一步分析 24 h 的低氧条件培养是否导致人

T/G HA-VSMC细胞内发生Ca2+浓度改变，实验中使用

荧光酶标仪检测正常组和缺血缺氧组T/G HA-VSMC

细胞内Fluo-3/AM荧光探针标记的Ca2+浓度水平的相

对荧光强度值。结果显示，与正常对照组相比较，缺血

缺氧组细胞内Ca2+浓度增加，差异有统计学意义，见图

3。此结果与文献报道一致，同时也证明本实验中设置

的 24 h低氧培养条件能有效建立细胞缺血缺氧模型、

导致人T/G HA-VSMC细胞内发生Ca2+浓度改变。

2.4 S1P上调人T/G HA-VSMC细胞内Ca2+离子浓度

以上实验结果表明：与正常对照组相比，低氧细胞

培养条件能够诱导人T/G HA-VSMC细胞内SphK1基
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注：A. Western blot检测2组SphK1的蛋白表达；B. QT-PCR

检测2组SphK1 mRNA表达（t检验，①P<0.01）

图1 低氧诱导人T/G HA-VSMC细胞内SphK1基因的

mRNA和蛋白表达变化
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图2 低氧培养对人T/G HA-VSMC细胞内S1P浓度的影响
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图3 缺血缺氧培养对人T/G HA-VSMC细胞内Ca2+浓度的影响
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因表达上调、S1P和Ca2+浓度增加。但是否SphK1基因

表达上调及促进的S1P大量合成导致Ca2+浓度增加则

需要实验证实。本实验分别以 SphK1 基因沉默、

SphK1 特异性抑制剂 DMS 处理和加入外源性 S1P 来

验证低氧诱导的T/G HA-VSMC细胞内S1P合成增加

导致细胞内 Ca2+浓度上调这一假设。①通过 Western

blot 分析 SphK1 基因的 shRNA 干扰效率：SphK1 基因

的 shRNA 干 扰 慢 病 毒 颗 粒 感 染 48 h 后 ，T/G

HA-VSMC 细胞内 SphK1 蛋白表达水平显著下调，见

图4A。②外源性S1P显著上调T/G HA-VSMC细胞内

Ca2+浓度，见图 4B。③shRNA干扰SphK1基因表达和

SphK1特异性抑制剂DMS均显著抑制低氧诱导的T/

G HA-VSMC 细胞内 S1P 和 Ca2 +浓度上调，见图 4C、

D。这些实验结果证实，低氧诱导的T/G HA-VSMC细

胞内S1P合成增加是细胞内Ca2+浓度上调的原因之一。

3 讨论

目前针对SAH后CVS的研究机制较多，动物实验

表明，SAH后局部高血凝块可直接刺激动脉引起痉挛，

其机制可能与血凝块中的红细胞分解后释放许多血管

收缩成分有关[11,12]；SAH患者血管内皮凋亡导致内皮细

胞功能障碍也是CVS的一个重要机制，血管内皮细胞

凋 亡 后 ，引 起 缩 血 管 活 性 物 质 如 内 皮 素 -1

（endothelin-1，ET-1）、5-羟色胺（5-hydroxytryptamine，

5-HT）等分泌增加 [13,14]，舒血管活性物质如一氧化氮

（nitric oxide，NO）等合成减少，激活相应激酶，开放钙

通道，引起平滑肌细胞内Ca2+浓度升高和血管平滑肌

收缩，进而导致CVS[15,16]。

鞘胺醇磷酸盐在培养的肌细胞中，可通过非 IP3

依赖性途径动员细胞内Ca2+释放，进入细胞内Ca2+与钙

调蛋白相结合，激活蛋白激酶 C，从而使肌球蛋白结

合、收缩，最终引起血管平滑肌收缩，导致血管痉挛。

后期研究又发现 S1P 和鞘氨醇可以刺激、促进Ca2+释

放[17]，有学者发现S1P可以引起脑动脉的收缩[18]。Jain

等认为血管平滑肌细胞中Ca2+浓度增加，激活一系列

生物效应引起平滑肌收缩，最终导致CVS的发生。应

用Ca2+拮抗剂尼莫地平治疗后，由CVS引起的神经功

能缺失率明显降低，预后良好者显著增多，进一步证明

Ca2+与CVS密切相关[19,20]。

本实验研究部分采用低氧条件诱导的人 T/G
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注：A. T/G HA-VSMC细胞分别经Scramble-shRNA和SphK1-shRNA的慢病毒颗粒感染48 h后，进行Western blot分析。B. T/G

HA-VSMC细胞分别经1、2、5、10、20 μmol/L的DMS处理12 h，等体积二甲基亚砜（DMSO）处理作为对照组。每组分别设置3个复

孔。实验结果取平均值后和对照组平均值比较（t检验，①P<0.05，②P<0.01）。C. SphK1基因沉默的T/G HA-VSMC细胞和对照T/G

HA-VSMC细胞分别分为正常对照组和缺血缺氧组进行处理、荧光探针标记法分析分析细胞内Ca2+浓度变化。每组分别设置3个复

孔。实验结果取平均值后和对照组平均值比较（t检验，①P<0.05，②P<0.01）。D. DMS处理前后的T/G HA-VSMC细胞分别分为正常

对照组和缺血缺氧组进行处理、荧光探针标记法分析分析细胞内Ca2+浓度变化。每组分别设置3个复孔。实验结果取平均值后和

对照组平均值比较（t检验，①P<0.05，②P<0.01）

图4 S1P浓度变化对人T/G HA-VSMC细胞内Ca2+浓度的影响
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HA-VSMC细胞缺血缺氧模型来模拟SAH导致的血管

内皮细胞缺血缺氧环境，以研究SAH引起CVS的发病

机制。结合大量文献报道的研究背景，本实验的假说

首先检测缺血缺氧对人T/G HA-VSMC细胞内S1P代

谢及其浓度水平的影响。结果表明，缺血缺氧处理24 h

可诱导人T/G HA-VSMC细胞内S1P合成代谢的限速

酶 SphK1 表达显著上调并伴随 S1P 浓度增加。鉴于

SphK1与 S1P的直接关系，有理由推断缺血缺氧诱导

的S1P浓度增加是由于SphK1表达上调所致，但本实

验对缺血缺氧诱导SphK1高表达的机制没有研究。已

有大量文献报道缺血缺氧可通过多种途径诱导人血管

平滑肌内皮细胞内Ca2+浓度增加，进而导致血管痉挛

发生[21]。本实验检测表明人T/G HA-VSMC细胞缺血

缺氧模型中Ca2+浓度水平显著增加，与文献报道一致，

同时也证实本研究中T/G HA-VSMC细胞缺血缺氧模

型的成功建立。为阐明T/G HA-VSMC细胞内SphK1

表达显著上调、S1P浓度增加与Ca2+浓度水平显著增加

的关系，本实验采用 shRNA干扰技术沉默SphK1基因

表达和SphK1特异性抑制剂DMS处理两种途径来抑

制S1P合成代谢，下调其浓度水平；在此条件干预下观

察S1P浓度对缺血缺氧诱导的T/G HA-VSMC细胞中

Ca2 + 浓 度 上 调 的 影 响 。 实 验 中 采 用 商 品 化 的

SphK1-shRNA 慢病毒及其对照（Scramble-shRNA）以

提高 shRNA干扰效率。实验中采用的S1P的工作浓度

参照文献设定[22-24]。结果发现，沉默SphK1基因表达或

使用SphK1抑制剂DMS均能够显著抑制缺血缺氧诱

导的T/G HA-VSMC细胞中Ca2+浓度上调，但不能完全

阻断。与正常对照组相比，即使 SphK1 基因沉默或

DMS 处理，缺血缺氧组 T/G HA-VSMC 细胞中 SphK1

浓度仍有上调，差异有统计学意义。这一实验结果表

明，T/G HA-VSMC细胞内S1P浓度水平不是决定Ca2+

浓度的唯一因素。

综上所述，我们推测，缺血缺氧导致人血管平滑肌

细胞内SphK1基因表达上调，进而促进S1P的合成代

谢，而高浓度的S1P通过某种机制导致细胞内Ca2+浓度

水平增加，进而导致血管收缩发生。这一血管收缩途

径的具体作用机制仍有待进一步研究。
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