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摘  要 

目的：旨在探索血浆代谢物丙酮酸对血管平滑肌细胞的凋亡作用。方法：选取人血管平滑肌细胞(vascular 
smooth muscle cell, VSMC)，用血管紧张素II (Angiotensin II, Ang II)干预刺激细胞建立VSMC损伤模型，

用不同浓度的特异性代谢物丙酮酸干预损伤细胞，再通过CCK8、TUNEL及流式等实验检测细胞凋亡情

况。结果：VSMC细胞活力以Ang II浓度梯度依赖性降低。不同浓度的丙酮酸对VSMC细胞活力的影响不

同，并在一定的浓度范围内丙酮酸对细胞活力的影响没有统计学差异。Ang II诱导的VSMC受损细胞模型

中用丙酮酸干预之后呈现细胞活力恢复趋势。当丙酮酸(2 mmol/L)干预Ang II诱导的VSMC受损细胞模

型时可以在一定程度上恢复细胞凋亡。结论：丙酮酸恢复Ang II干预损伤的血管平滑肌细胞活力。丙酮

酸抑制Ang II干预的血管平滑肌细胞进一步凋亡。 
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Abstract 
Objective: To explore the apoptotic effect of plasma metabolite pyruvate on vascular smooth mus-
cle cells. Method: Selecting human vascular smooth muscle cells (VSMCs), using angiotensin II (Ang 
II) intervention to stimulate cells to establish a VSMC injury model. Different concentrations of 
specific metabolite pyruvate were used to intervene in the damaged cells, and cell apoptosis was 
detected through CCK8, TUNEL, and flow cytometry experiments. Results: The viability of VSMC 
cells decreased in a gradient dependent manner with Ang II concentration. The effects of different 
concentrations of pyruvate on VSMC cell viability vary, and there is no statistically significant dif-
ference in the effect of pyruvate on cell viability within a certain concentration range. The Ang II 
induced VSMC damaged cell model showed a trend of cell viability recovery after intervention 
with pyruvate. When pyruvate (2 mmol/L) intervenes in Ang II induced VSMC damaged cell model, 
it can partially restore cell apoptosis. Conclusions: Acetate restores the vitality of vascular smooth 
muscle cells after Ang II intervention injury. Acetate inhibits further apoptosis of vascular smooth 
muscle cells intervened by Ang II. 
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1. 引言 

主动脉夹层是常见的危及生命的疾病[1]。不幸的是，没有特异性的预测诊断工具以及用于临床实践

的药物可预防 AD 进展。因此，仍需要研究其发病机制及潜在治疗方法。以马凡综合症为代表的 AD 属

于遗传性疾病[2]，而自发性发病的则属于散发性，且具有年龄、性别、吸烟[3] [4]、高血压及血脂紊乱

等特征。遗传与散发型 AD 共有病理特点，表现为 VSMCs 损伤丢失，弹性纤维破坏，炎症因子分泌增多，

最终引起主动脉壁弱化，主动脉扩张，夹层破裂。了解主动脉变性的分子机制，包括细胞凋亡途径在这

一过程中的潜在作用，为预防治疗方面奠定一定的理论基础。 
有研究使用非靶向代谢组学和质谱法分别测定发现血浆代谢物琥珀酸在主动脉夹层与主动脉瘤组中升

高，可以作为生物标志物，及潜在治疗靶点[5]。另外一项研究表明 TMAO 可以作为 AD 的辅助诊断生物标

志物[6]。其他研究显示鞘氨酸、植物鞘氨酸和神经酰胺在 Stanford A 型与 Stanford B 型 AD 中含量差异有

统计学意义，可以作为生物标志物区分 A 与 B 型 AD [7]。既往研究中，丙酮酸是体内产生的三碳酮酸，它

是糖酵解途径的最终产物，丙酮酸在三大营养物质的代谢联系中起着重要的枢纽作用[8]，有抗氧化作用[9]。
在本研究中我们选取人血管平滑肌细胞(vascular smooth muscle cell, VSMC)，用血管紧张素 II (Angiotensin II, 
Ang II)干预刺激细胞建立 VSMC 损伤模型，用不同浓度的特异性代谢物丙酮酸干预损伤细胞，再通过 CCK8、
TUNEL 及流式等实验检测细胞凋亡情况。旨在探索血浆代谢物丙酮酸对血管平滑肌细胞的凋亡作用。 

2. 实验方法 

2.1. 细胞培养 

人血管平滑肌细胞(VSMC)置于 DMEM 培养基(含 10%胎牛血清、双抗)，在条件为 37℃、5% CO2
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恒温箱中常规培养。胰酶消化、传代，采用 3~8 代细胞进行实验。  

2.2. 检测细胞增殖及活力实验 

利用细胞计数试剂盒(Cell Counting Kit-8, CCK8) (上海碧云天生物技术公司)对VSMCs的增殖和活性

进行评价。操作如下：先将对数增长的细胞均匀的铺到 96 孔板中，置于 37 度恒温培养箱培养。当细胞

完全贴壁，且成对数增长状态时用不同浓度的 Ang II 和丙酮酸(Pyruvic Acid, PA)处理细胞。24 小时后，

加入 CCK-8 溶液，37℃避光孵育 1 小时 30 分钟。再用酶标仪测量吸光度，计算细胞增殖能力。 

2.3. TUNEL 检测平滑肌细胞细胞凋亡 

利用细胞凋亡试剂盒(TdT mediated dUTP Nick End Labeling, TUNEL) (上海碧云天生物技术公司)对
VSMCs 凋亡进行检测评估。操作如下：将对数增长的细胞均匀铺于 24 孔板中，贴壁良好后用 PA 处理，

清洗细胞后用 4%多聚甲醛固定细胞 30 分钟，清洗一次。然后加入含有 0.3% TritonX-100 的 PBS，在室

温下孵育 5 min。再将 50 µl TUNEL 测定溶液加入到样本中，避光于 37℃下培养 60 min，封片，在荧光

显微镜下进行观测。 

2.4. 流式检测平滑肌细胞凋亡 

利用 PE Annexin V 细胞凋亡检测试剂盒(美国 BD Pharmingen 公司)对 VSMCs 凋亡进行进一步检测评

估。操作如下：对数增长的细胞均匀的铺到 6 孔板中，用 PA 处理，增殖到足够浓度后移到 15 毫升离心

管中以 1600 转/分离心 4 分钟然后去除上清液。再加冷的 PBS，离心去掉上清液，此过程重复 2 遍。用 100 
ul 1×结合缓冲液重悬细胞，在显微镜下进行计数。各离心管内样品的数量到达 106 个单位/毫升。取上述

100 ul 液体加到 15 ml 离心管底部。双染管中避光添加 5 ul PE + 5 ul 7-ADD (单染管与双染管类似，只是

分别分开添加 PE、7-ADD 各 5 ul)，轻轻吹打，静置 15 min。每一个离心管中加 400 ul 1×结合缓冲液，再

用滤网过滤液体到 5 ml 流式管中。1 小时内上流式分析仪进行检测分析。结果用 FlowJo_V10 统计学处理。 

2.5. 统计方法 

将所得资料以均值 ± 标准差表达，以独立样本 t 检验进行组间对比，多组之间进行 ANOVA 分析，

以 P < 0.05 为显著性。本研究使用 Graph Pad Prism 9 及 SPSS27.0 对上述资料进行处理。 

3. 结果 

3.1. 丙酮酸对细胞活力的影响 

为了在细胞水平阐明丙酮酸对主动脉夹层的影响机制，我们模拟体内丙酮酸作用于主动脉平滑肌，

而培养了人主动脉平滑肌细胞(HVSCM)。我们先用不同浓度(10 nmol/L、100 nmol/L、1 umol/L、10 umol/L、
100 umol/L)的血管紧张素 II (Ang II)干预已经贴壁良好的细胞，24 小时后，试图得到一个既能导致细胞

活力下降且不至于导致细胞大量死亡的一个状态。我们再用不同浓度(0.5 mmol/L、1 mmol/L、2 mmol/L、
3.5 mmol/L、5 mmol/L)的丙酮酸(PA)干预贴壁良好的细胞 24 小时。以上 2 种化合物干预之后均用 CCK8
试剂盒检测细胞活力，其结果如下图(图 1)，随着 Ang II 干预浓度增加细胞活力下降，当 Ang II 浓度为 1 
uM 时细胞活力下降，但也有一部分细胞活力正常。丙酮酸在一定的浓度范围内对血管平滑肌细胞活力影

响很小。Ang II 干预血管平滑肌细胞后以不同浓度丙酮酸干预发现：丙酮酸浓度为 2 mM 可以恢复 Ang II
抑制细胞活力。 

3.2. TUNEL 试剂盒检测丙酮酸对细胞凋亡的影响 

通过 TUNEL 试剂盒处理后得到染成红色荧光的凋亡细胞，阴性对照为蓝色荧光是 DAPI 所染的细胞
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核。阴性对照 control 组细胞状态良好，呈正常的梭形，背景清晰。Ang II 处理的细胞出现了较多的凋亡

细胞，呈现萎缩变圆，细胞失去了正常形态。而 Ang II 与 PA 同时处理细胞时，也出现凋亡细胞，但是

数目较 Ang II 单独处理少(图 2)。 
 

 
A：Ang II 5 种浓度干预细胞；B：Ang II 浓度范围缩小为 3 种干预细胞，最终采用浓度

1 uM；C：PA 5 种浓度干预细胞；D：PA 浓度范围缩小为 3 种，且与 1 uM Ang II 同时

干预；E：1 uM Ang II 与 2 mM PA 同时干预细胞。(*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001)。 

Figure 1. Histogram of CCK8 test results 
图 1. CCK8 检测结果柱状图 
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A：TUNUL 法检测不同处理组，VSMC 细胞凋亡荧光显微镜图片；B：不同处理组

VSMC 细胞凋亡数分析柱状图(*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001)。 

Figure 2. TUNEL detection of cell apoptosis 
图 2. TUNEL 检测细胞凋亡 

 

 
Q1：(AnnexinV-FITC)-/PI+，此区域的细胞为坏死细胞。也可能有少数的晚期凋亡细胞在其中，甚

至机械损伤的细胞也包含其中；Q2：(AnnexinV+FITC)+/PI+，此区域的细胞为晚期凋亡细胞；Q3：
(AnnexinV-FITC)+/PI-，此区域的细胞为早期凋亡细胞；Q4：(AnnexinV-FITC)-/PI-，此区域的细胞为

活细胞(*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001)。 

Figure 3. Flow cytometry detection of cell apoptosis 
图 3. 流式分析仪检测细胞凋亡 
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3.3. 流式分析仪检测丙酮酸对细胞凋亡的影响 

为了进一步明确丙酮酸对细胞凋亡的影响，我们分别设立空白对照组、Ang II 组及 Ang II + PA 组，

用流式分析仪检测细胞凋亡情况。结果如图 3。得出，与对照组相比 Ang II 组平滑肌细胞凋亡率(%)增加

(14.03 ± 0.05 vs 29.67 ± 0.03, P = 0.002)。Ang II + PA 与 Ang II 组相比，细胞凋亡率(%)减少(29.67 ± 0.03 vs 
19.69 ± 0.08, P = 0.013)。这些结果提示丙酮酸抑制平滑肌细胞凋亡。 

4. 讨论 

主动脉夹层其发生机理与遗传因素、血液动力学和分子生物学，以及免疫炎症等多方面共同作用。

病理变化过程主要有血栓形成、细胞外基质(Extracellular Matrix, ECM)的降解、免疫炎症反应、VSMC 凋

亡及表型转换出现异常等[10]-[12]。 
细胞凋亡已被提出参与 AD 发生发展过程中应激诱导的 SMC 损伤[13]。我们的研究发现不同浓度的

PA 对细胞活力的影响不同，PA 干预受损细胞之后，细胞呈现活力恢复趋势。丙酮酸(2 mmol/L)干预受损

细胞模型，可以在一定程度上恢复细胞凋亡。 
PA 是一种重要的有机小分子，也是一种很弱的有机酸。PA 既具有羧酸和酮的性质，又具有 α-酮酸

的性质。PA 是最简单的 α-酮酸，属于羰基酸。PA 也是体内产生的三碳酮酸，它是糖酵解途径的最终产

物，在细胞浆中还原成乳酸供能，或进入线粒体内氧化生成乙酰辅酶 A，进入三羧酸循环，被氧化成二

氧化碳和水，完成葡萄糖的有氧氧化供能过程。因此，PA 是糖代谢中具有关键作用的中间产物。PA 可

通过乙酰辅酶 A 和三羧酸循环实现体内糖、脂肪和氨基酸间的互相转化，因此，PA 在三大营养物质的

代谢联系中起着重要的枢纽作用[8] [9]。PA 除了在三大营养物质代谢方面起重要作用外，在抗氧化方面

也起着关键作用[9]。 
在本研究中我们应用 Ang II 诱导 VSMC 细胞凋亡，然后再用丙酮酸干预细胞，结果细胞凋亡减

少，说明丙酮酸(PA)可以抑制细胞凋亡。PA 是三羧酸循环的重要组成部分，它是由磷酸烯醇式丙酮

酸(Phosphoenol pyruvate, PEP)在丙酮酸激酶催化作用下产生的。当细胞内 PA 增加时催化其所需的丙

酮酸激酶可能相应也增加，那么丙酮酸激酶上游丙酮酸激酶激动剂 M2 (pyruvate kinase M2, PKM2)也
处在较高水平。有一项研究阐明我们分析了急性胸主动脉夹层患者(TAAD)和 β-氨基丙腈富马酸盐

(BAPN)诱导的 TAAD 小鼠模型的主动脉组织中，观察到主动脉病变中 PKM 2 水平升高。用 PKM 2
激活剂 TEPP-46 治疗显著减弱了小鼠模型中 TAAD 的进展，如降低了发病率和主动脉的管腔直径来

证明的[14]。此外，当用 TEPP-46 处理时，BAPN 诱导的小鼠的胸部肿块显示单核细胞和巨噬细胞浸

润减少，IL-1β、MMP 和 ROS 水平降低。此外，TEPP-46 处理还通过下调 p-STAT 3 和 HIF 1-α抑制

NOD样受体(NLR)家族和含 pyrin结构域蛋白 3(NLRP 3)炎性体的活化[14]。以上其他研究中得出 PKM2
激活剂 TEPP-46 增加降低胸主动脉夹层的发生发展，所以本部分研究中得出 PA 抑制细胞凋亡可能也

是类似机制所致。 

5. 结论 

综上所述，丙酮酸作为三羧酸循环的重要产物，其抑制细胞凋亡可能与其抗氧化、抗炎、提供能量

等特性有关。丙酮酸恢复 Ang II 干预损伤的血管平滑肌细胞活力。丙酮酸抑制 Ang II 干预的血管平滑肌

细胞进一步凋亡，并有望成为潜在的 Stanford B 型 AD 治疗靶点。 
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