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动脉粥样硬化是特发于大中动脉，以血管内膜 下粥样硬化斑块形成为特征的病理改变。血管平滑

肌细胞（VSMCs）功能异常导致的斑块稳定性降低和

破裂是动脉粥样硬化患者的直接死因[1-2]。生理状态

下的平滑肌细胞处于“收缩表型”，高表达 -肌动蛋

白、平滑肌 22（SM22）等收缩相关蛋白[3]。在氧化低

密度脂蛋白（oxLDL）等因子刺激下，VSMCs可发生
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表型转换 [4]，其收缩相关蛋白表达显著减低，但炎症

因子、基质金属蛋白酶（MMPs）等活性物质表达增

高。高表达成骨细胞标志 RUNX 家族转录因子 2

（RUNX2）并伴有钙盐沉积，这些因素共同导致了斑

块不稳定 [5-6]。尽管 VSMCs转型转换与动脉粥样硬

化之间存在关联[7]，但其机制仍有待进一步阐明。本

研究探讨动脉粥样硬化中血管平滑肌细胞自噬异常

和表型转换的关系，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取 2021年 1月至 2022年 6月于

宁波市医疗中心李惠利医院行切除手术的动脉粥样

硬化患者样本 12 例。所有样本切除后立即浸没于

甲醛溶液固定过夜，随后进行石蜡包埋并制成 5 m

厚度的病理切片。本研究获得宁波市医疗中心李惠

利医院医学伦理委员会批准（批件号：李惠利医院伦

审 2022研第 363号）。

1.2 仪器与试剂 仪器：细胞培养箱（Thermo 3111，

赛默飞世尔科技有限公司）、超净工作台（SW-CJ-2F，

苏州安泰空气技术有限公司）、高速离心机（thermo-

fisher，赛默飞世尔科技有限公司）、荧光显微镜

（Eurostar Ⅲ，德国欧蒙实验诊断有限公司）、全自动

酶标分析仪（Addcare ELISA 600，艾德康生物科技有

限公司）及荧光定量 PCR仪（Prism 7500，Applied

Biosystems公司）。试剂：HE染色液（批号：C220101，

珠海贝索生物技术有限公司）、Masson三色染色液

（批号：C201101，珠海贝索生物技术有限公司）、钙盐

染色液（批号：C201001，珠海贝索生物技术有限公

司）、Alexa Fluor® 647-Anti-SQSTM1/p62（批号：

GR568741-1，Abcam公司）、DAPI细胞核染料（批

号：410B0310，北京索莱宝科技有限公司）、人血管平

滑肌细胞系 T/G HA-VSMC（武汉普诺赛公司）、ox-

LDL（批号：YB02021，广州奕源生物科技有限公

司）、氯喹（批号：C6628，北京协生生物科技有限公

司）、Rapamycin（批号：C15047203，上海麦克林生化

科技股份有限公司）、Trizol（批号：50175111，Invitro-

gen公司）、逆转录试剂盒（批号：7E591K1，南京诺唯

赞生物科技有限公司）、RT-qPCR 试剂盒（批号：

027E1270LB，南京诺唯赞生物科技有限公司）、TNF-

ELISA试剂盒（批号：A18211223，杭州联科生物技术

有 限 公 司）、MMP-9 ELISA 试 剂 盒（批 号：

A1M0911031，杭州联科生物技术有限公司）及细胞

内胆固醇定量试剂盒（批号：C10561，北京普利莱基

因技术有限公司）。

1.3 方法

1.3.1 动脉血管结构观察 取斑块组织和斑块旁组

织的病理切片，经二甲苯脱蜡和梯度乙醇（浓度依次

为 100%、95%、85%、75%）复水后，苏木素染液染色

5 min，蒸馏水洗去浮色。分化液分化 1 min，流水冲

洗。伊红染色 1 min，倾去多余染液，迅速置梯度乙

醇中脱水（浓度依次为 75%、85%、95%、100%）。

100%乙醇浸洗 1min，二甲苯透明 2次，每次 1min。

中性树脂封片后，显微镜下观察并拍照。

1.3.2 动脉血管纤维成分观察 按1.3.1方法对病理

切片脱蜡复水，Weigert铁苏木素浸染 6 min后，酸性

乙醇分化 10s，流水冲洗。Masson蓝化液返蓝 5min，

流水冲洗。丽春红品红染液浸染 6min，弱酸工作液

浸洗 1 min。磷钼酸溶液洗 1 min，弱酸工作液浸洗

1 min。苯胺蓝染液复染 2 min，弱酸工作液浸洗至

无蓝色脱出。立即置于 95%乙醇 3 s，随后无水乙醇

脱水 3次，每次 5～ 10s。二甲苯透明 3次，每次 1min。

中性树脂封片后，显微镜下观察并拍照。

1.3.3 动脉血管钙化水平观察 按 1.3.1 方法对病

理切片脱蜡复水后，滴加硝酸银并暴露于紫外灯下

20min，蒸馏水冲洗 3min。硫代硫酸钠液处理 2min，

流水冲洗 5 min。苏木素染液染 5 min，水洗；1%

盐酸酒精溶液分化数秒，流水回蓝；伊红染液染色

1 min，流水冲洗至透明。中性树脂封片后，显微镜

下观察并拍照。

1.3.4 自噬相关蛋白检测 按 1.3.1 方法对病理切

片脱蜡复水后，0.5% Triton X-100处理 30min。PBS

洗 2次，每次 5min。将切片浸没于 10 mmol/L柠檬

酸盐缓冲液（pH=6.0）中，水浴锅煮至 95～ 99 ℃约

30min。自然冷却后，加入 5%BSA封闭 1 h，PBS洗

1次，约 5 min。吸弃封闭液，加入抗 p62一抗，4 ℃

孵育过夜。次日，DAPI染细胞核 3min后，高盐 PBS

洗 2次，低盐 PBS洗 3次，每次 5min。滴加荧光封

片剂后，显微镜下观察拍照。

1.3.5 细胞培养与分组处理 将T/GHA-VSMC细胞

培养于含 10%FBS（V/V）、100U/ml青霉素和100ng/L链

霉素的 D/F12培养液中。待细胞生长至约 80%融合

时，1∶4传代，取 3～ 8代的细胞用于实验。T/G
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HA-VSMC分组：对照组（无额外刺激物）、氯喹组

（10 mol/L氯喹）。

1.3.6 SM22和 RUNX2 mRNA水平检测 分组刺

激 T/G HA-VSMC 24 h，移除刺激物并用 PBS洗 2

次。用 TRIzol法提取细胞总 RNA，并按照说明书进

行逆转录获得 cDNA。10 l体系进行实时荧光定量

PCR检测：SYBR Green Master Mix 5 l，10 mol/L

上游引物、下游引物各 0.1 l，cDNA 1 l，并以不含

RNA 酶的水补足体积至 10 l。PCR 反应过程为

95℃预变性 5 min，95℃变性 15 s，退火 30 s，72℃延

伸 20 s，共扩增 35个循环。用 CFXManager软件进

行数据分析，以 -actin为内参基因，通过 2– Ct法计

算目的基因的相对表达量。相关引物信息见表 1。
1.3.7 TNF- 和 MMP-9检测 分组刺激 T/G HA-

VSMC 48 h，收集培养上清并离心去除细胞碎片。按

照试剂盒说明书进行 ELISA操作，并通过标准曲线

计算细胞培养上清中 TNF- 和MMP-9的含量。

1.3.8 胆固醇含量检测 分组刺激 T/G HA-VSMC

48 h，同时给予 50 g/ml oxLDL。利用试剂盒测定

细胞内的总胆固醇和游离胆固醇，并通过公式：胆固

醇酯=总胆固醇–游离胆固醇，计算细胞内胆固醇酯

的含量。

1.4 统计方法 采用 Graphpad Prism 9.0软件进行

数据分析。符合正态分布的计量资料以均数±标准

差表示，组间比较采用非配对 检验。 ＜ 0.05表

示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 动脉血管结构 斑块区域的动脉内膜显著增

厚，内膜下空间中存在大量空泡状结构，提示曾有大

量泡沫细胞浸润，符合动脉粥样硬化的病理学特点；

斑块旁正常组织无明显病理改变，见图 1。
2.2 动脉血管的纤维蛋白表达 斑块组织中的纤维

蛋白较斑块旁正常组织增多且排列紊乱，见图 2。

2.3 动脉血管的钙盐沉积 斑块组织中的钙盐积累

高于斑块旁正常组织，见图 3。
2.4 自噬与血管平滑肌细胞表型转换的相关性 斑

块组织中的 p62水平高于斑块旁正常组织，血管组

织的p62水平与胶原纤维表达和钙盐沉积均呈正相

关（ ＜ 0.05），见图 4。
2.5 阻断自噬对T/G HA-VSMC表型转换的影响

自噬阻断剂氯喹能够降低 T/G HA-VSMC 中的

注：A为斑块组织，B为斑块旁正常组织

图 3 血管钙盐沉积（VonKossa染色，×200）

A B

注：A为斑块组织，B为斑块旁正常组织

图 1 血管结构（HE染色，×200）

A B

注：A为斑块组织，B为斑块旁正常组织

图 2 血管胶原纤维（Masson染色，×200）

A B

注：A为斑块组织 p62表达，B为斑块旁正常组织 p62表达，C为 P62水平与胶原纤维相关性，D为 P62水平与钙盐沉积相关性

图 4 自噬与平滑肌细胞表型转换的相关性
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表 1 引物系列信息

基因 引物序列（5’→3’） Tm（℃） 产物片段（bp） 引物库编号

-actin F：CATGTACGTTGCTATCCAGGC 60.8 250 4501885a1

R：CTCCTTAATGTCACGCACGAT 60.2
SM22 F：AGTGCAGTCCAAAATCGAGAAG 60.6 154 48255906c1

R：CTTGCTCAGAATCACGCCAT 60.4

RUNX2 F：CCGCCTCAGTGATTTAGGGC 62.7 132 226442790c3

R：GGGTCTGTAATCTGACTCTGTCC 61.4

C
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SM22 mRNA水平，并上调 RUNX2 mRNA水平（均

＜ 0.05）。ELISA结果显示，氯喹能够上调T/G HA-

VSMC培养上清中炎症因子TNF- 水平和基质金属

蛋白酶MMP-9水平（均 ＜ 0.05），见图 5。
2.6 阻断自噬对T/G HA-VSMC细胞内脂质积累的

影响 氯喹组总胆固醇含量为（207.1±10.5）g/ml，

高于对照组的（74.4±4.2）g/ml（ =28.40， ＜ 0.05）。

同时，氯喹组胆固醇酯含量为（60.7±6.2）g/ml，亦高

于对照组的（32.9±2.7）g/ml（ =10.55， ＜ 0.05）。

3 讨论

VSMCs是动脉血管中膜层的组成部分，其在生

理状态下高表达SM22、-SMA等收缩相关蛋白[3]，主

要通过调节血管壁舒缩维持血管张力和血压稳定[8]。

VSMCs 表型转换是动脉粥样硬化的重要病理

过程。在动脉粥样硬化起始阶段，VSMCs表型转换

既能通过促进内膜炎症和脂质积累加速动脉粥样硬

化，也能通过分泌纤维蛋白增强斑块的稳定性，因此

起到双重作用 [9]。随着疾病发展，VSMCs表型转换

以促动脉粥样硬化作用为主。研究表明，VSMCs通

过分泌炎症因子和MMPs加速坏死核心形成和斑块

破裂 [10]。成骨样表型的 VSMCs因钙化导致收缩能

力减弱，可因血管弹力不足导致患者管腔狭窄和血

栓风险增高 [11]。巨噬样表型的 VSMCs通过清道夫

受体摄取脂质并转变为泡沫细胞，加速动脉粥样硬

化斑块形成[12]。因此，深入探讨 VSMCs表型转换机

制将有助于动脉粥样硬化的机制理解和临床防治。

目前，已有部分文献对动脉粥样硬化中VSMCs

表型转换的机制进行了报道。有研究发现氧化脂质

通过 KLF4途径降低 VSMCs的 -SMA表达，并上

调其炎症分子水平[13]。另有研究报道，HOXA1通过

上调NF- B p65和KLF4促进VSMC巨噬样表型转

换和脂质积累 [14]。此外，其他经修饰的 LDL也被发

现通过上调 VSMCs的MMPs表达和钙盐积累，促

进动脉粥样硬化发展 [15]。本研究也证实，自噬流受

阻直接促进 oxLDL 介导的血管内皮细胞炎症因子

表达。这提示自噬异常可能是 VSMCs 表型转换的

关键机制之一。

本研究发现，动脉粥样硬化斑块组织相对正常

血管存在更多的纤维蛋白和钙盐沉积，提示动斑块

中的 VSMCs存在表型转换。随后，发现自噬相关蛋

白p62中异常积累，证实自噬溶酶体降解能力不足，

自噬流不通畅。相关性分析发现，p62蛋白积累与血

管纤维蛋白表达和钙盐沉积正相关，说明自噬异常

与 VSMCs表型转换密切相关。

本研究还发现，自噬抑制剂氯喹降低 T/G HA-

VSMC的 SM22表达水平，并上调其 RUNX2、TNF-

和MMP-9的表达，并促进其胞内总胆固醇和胆固

醇酯积累，证实抑制自噬可诱导 VSMCs表型转换。

综上所述，自噬是动脉粥样硬化中VSMCs表型

转换的关键机制，对自噬过程的调控可能成为防治

动脉粥样硬化的新思路。
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产程管理是重要的分娩管理环节，其中产程标准

具有高效预警作用，在保障产妇分娩安全性方面十分

关键[1]。阴道分娩属于动态变化过程，需要母体与胎

儿相互协调，由于个体间存在一定差异，使得产程进

展各有不同[2]。新产程标准是基于正常妊娠结局且自

然临产的产妇为观测对象而形成的一类产程曲线，有

助于产妇充分试产，促进自然分娩，在产程干预方面

十分关键[3-4]。有研究指出，针对难产产妇及时实施剖

宫产可有效缩短产程，减轻产妇疼痛[5]；但中转剖宫产

对产妇身体机能损伤较大，且会增加并发症发生率。

明确新产程标准下中转剖宫产的发生情况及相关影

响因素，对于改善母婴结局十分关键[6]。目前，临床上

对产妇中转剖宫产发生情况的调查研究较多，但基于

新产程标准下的影响因素探究缺乏全面性及系统性，

不同研究中影响因素的差异较大。本研究观察新产

程标准下产妇中转剖宫产的发生情况，并在此基础上

进行影响因素分析，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 回顾性收集 2022年 1月至 2023年

7月于衢州市人民医院妇产科分娩的 103例产妇。

纳入标准：（1）均足月、单胎；（2）均接受阴道试产，且

经临床评估可进行阴道试产；（3）规律产检，临床资

料完整。排除标准：（1）伴有心脏、肝肾等脏器功能

异常；（2）双胎或多胎妊娠；（3）产前筛查胎儿发育异

常；（4）具有剖宫产史或子痫等妊娠并发症；（5）孕周

＜ 37周或＞ 42周。本研究获得衢州市人民医院医

学伦理审查委员会批准，豁免签署知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 产程处理 所有产妇采用新产程标准[7]：潜伏

期定义为宫口开大＜ 6 cm，活跃期定义为宫口开大
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