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Pin1在动脉粥样硬化及血管平滑肌细胞衰老中的作用
梁卫1*  吕磊2  王鹏1  张雪1  袁凯1  李茂然1  张纪蔚1  孟秋蓉1

(1上海交通大学医学院附属仁济医院南院血管外科, 上海 201112;
2上海交通大学医学院附属仁济医院血管外科, 上海 200127)

摘要      血管平滑肌细胞(vascular smooth muscle cell, VSMC)的衰老与动脉粥样硬化的发生和

发展有密切关联, 但研究者对其潜在机制所知甚少。肽基脯氨酰异构酶(peptidyl-proplyl isomerase, 
Pin1)在人类癌细胞中普遍过表达, 参与调节细胞的生长与凋亡。然而, 到目前为止, Pin1在VSMC
衰老调节中的作用还是未知。该研究运用蛋白质印迹实验证实了在人体动脉粥样硬化的VSMC中
Pin1蛋白水平下调(P<0.05), 同时, p53、p21、Gadd45a以及p65的表达水平增加(P<0.05)。经β-半
乳糖苷酶染色法证实, 动脉粥样硬化的VSMC衰老增加。腺病毒介导的Pin1过表达下调p53、p21、
Gadd45a以及p65的表达。研究结果表明, Pin1介导的VSMC衰老是多信号因子参与的反应, 提示

Pin1是VSMC衰老调节机制中的关键因子。同时, 该研究可能提供了一个调控动脉粥样硬化病理

过程的新靶点。
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Abstract       The senescence of vascular smooth muscle cell (VSMC) is greatly related to the pathologic pro-
gression of atherosclerosis. However, little is known about the mechanisms behind. Peptidyl-proplyl isomerase (Pin1) 
is prevalently overexpressed in human cancers. It is implicated to regulate the growth and apoptosis of cell. Thus 
far, no role of Pin1 has been described in modulating the senescence of VSMC. The method of Western blot was 
used to confirm the protein level of Pin1 decreased in human atherosclerotic VSMC (P<0.05). The expressions 
of proteins such as p53, p21, growth arrest and DNA-damage-inducible protein 45-alpha (Gadd45a), p65 were 
significantly up-regulated (P<0.05). Meanwhile, the method of β-galactosidase staining was used to confirm 
that the senescence of atherosclerotic VSMC was more serious than normal VSMC. Adenoviral-mediating Pin1 
overexpression led to down-regulation of 53, p21, Gadd45a, p65. These findings indicated that the senescence of 
VSMC mediated by Pin1 was an integrated response to diverse signals. Our study may provide a novel target for 
regulation and control of atherosclerosis.
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细胞衰老限制了正常细胞的增殖, 表现出一

系列形态学和生理学上的改变, 如形态上增大而扁

平、酸性β-半乳糖苷酶活性增强以及基因表达模式

改变等[1-2]。尽管动脉粥样硬化被认为是慢性炎症性

疾病, 许多潜在机制参与其中, 但是越来越多的证据

提示, 血管壁细胞的衰老在动脉粥样硬化中起重要作

用[3]。血管平滑肌细胞(vascular smooth muscle cell, 
VSMC)作为血管壁最丰富的固有细胞, 在动脉粥样

硬化的病理进程中扮演主要角色[4-5]。

肽基脯氨酰异构酶 (peptidyl-proplyl isomerase, 
Pin1)是唯一能使特定的磷酸化丝氨酸/苏氨酸蛋白肽

键发生异构的酶, 能诱导靶蛋白发生构像改变, 代表

了一种新的蛋白质功能调节的信号传导机制。该机

制被严格控制, 只在某一范围内的生理及病理情况下

发挥作用[6-7]。Pin1发挥分子计时器的功能, 严格控制

细胞周期进程及细胞分裂, 进而调节细胞衰老[1,8]。

研究表明, Pin1在阿尔茨海默病和许多癌症的

发病机理中充当重要的调节因子[9]。我们的研究

揭示, Pin1在调节VSMC增殖中发挥促进作用[10-11], 
但其在VSMC衰老中的作用还未被研究。有趣的

是, 在最近的研究中, 本课题组在动脉粥样硬化的

VSMC中观察到了Pin1表达水平的下调, 同时伴有

VSMC衰老程度的增加。因此, 我们试图确定Pin1表
达下调对人体VSMC衰老的作用以及由此造成的在

动脉粥样硬化上的影响。

1   材料与方法
1.1   材料

VSMC由本实验室对股动脉组织进行原代培

养所得[10]。股动脉组织标本来自于6位于2012年5月
~2013年7月期间在上海仁济医院接受股腘动脉人工

血管转流手术的严重动脉粥样硬化患者(年龄53~83
岁, 平均年龄64岁)。无动脉粥样硬化病变的股动脉

标本来自5位捐献者(年龄42~78岁, 平均年龄63岁), 
他们在2012年5月~2014年6月期间因下肢严重创伤

在仁济医院接受了截肢手术。所有参与的患者皆签

署了知情同意书。此实验方案通过仁济医院伦理委

员会批准。

1.2   试剂

抗 Pin1抗体、抗 p53抗体、抗 p21抗体、抗

Gadd45a、抗Gadd45b、抗p65抗体以及抗β-肌动蛋

白抗体购自英国Abcam公司; 表达Pin1的腺病毒(Ad-

Pin1)及对照的腺病毒(Ad-LacZ)购自上海吉凯基因

化学技术有限公司。

1.3   细胞培养

轻柔地从血管上分离掉外膜和内膜细胞, 将
VSMC用组织贴片法进行培养, 培养于DMEM完全

培养基中, 内含10%胎牛血清及100 U/mL青霉素和

100 μg/mL链霉素, 置于37 °C、5.0% CO2及饱和湿

度的培养箱中。在所有实验之前, 细胞在DMEM培

养基上经过了24 h的血清饥饿处理。

1.4   运用蛋白质印迹分析法检测人体动脉粥样硬

化病变的VSMC中Pin1的表达

蛋白质印迹实验根据前述的标准方案[10]来实

施。主要抗体为抗Pin1抗体(Abcam, Cambridge, 
MA)。β-肌动蛋白免疫印迹作为内参照。

1.5   利用β-半乳糖苷酶染色法检测动脉粥样硬化

病变和正常血管组织中VSMC的衰老情况

细胞在磷酸盐缓冲液(PBS)中冲洗两次, 在
37 °C、4%的多聚甲醛中固定10 min, 然后再用PBS
冲洗两次, 然后于37 °C下在衰老相关β-半乳糖苷酶

(SA-β-Gal)染色溶液[1 mg/mL X-Gal、5 mmol/L亚铁氰

化钾、150 mmol/L NaCl、2 mmol/L MgCl2、40 mmol/L
柠檬酸盐(用NaH2PO4滴定至pH6.0)]中培养24 h。
1.6   蛋白质印迹分析法检测VSMC和过表达Pin1
的人体动脉粥样硬化病变的VSMC中p53/p21/
Gadd45a通路以及NF-κB通路关键蛋白的表达

过表达Pin1的腺病毒(Ad-Pin1)和对照的腺病

毒(Ad-LacZ)购自上海吉凯基因化学技术有限公司。

如前所述, 在无血清的DMEM培养基上进行了6 h的
VSMC转导[12]。蛋白质印迹实验根据前述的标准方

案[10]来实施。主要抗体为抗p53抗体、抗p21抗体、

抗Gadd45a抗体、抗Gadd45b抗体、抗p65抗体以及

抗β-肌动蛋白抗体(Abcam, Cambridge, MA)。β-肌
动蛋白免疫印迹作为内参照。

1.7   数据统计

实验数据以mean±S.D.形式表示。运用D’Ago-
stino和Pearson多项性检验对正态分布进行了检验。

如果结果呈正态分布, 那么对两组间差异进行Stu-
dent’s t检验, 求得未配对均值; 两组以上的差值进行

方差分析后进行Bonferroni’s多重比较分析检验。如

果结果不服从正态分布, 那么差异将分别由Mann-
Whitney或Kruskall-Wallis检验以及Dunn’s事后分析

来进行比较。P<0.05为差异具有统计学意义。
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2   结果
2.1   人体动脉粥样硬化病变的VSMC中Pin1表
达下调

由于动脉段包括了不同类细胞构成的内膜、中

膜和外膜, 我们培养了来自人体动脉粥样硬化的股

动脉及正常股动脉的VSMC(2~3代)。通过蛋白印

迹分析发现, 与正常VSMC相比, 动脉粥样硬化中的

VSMC Pin1蛋白表达明显下调(图1A和图1B)。

2.2   在动脉粥样硬化的VSMC中细胞衰老增加

之前的研究表明, 血管壁细胞衰老或许促进了

动脉粥样硬化。因此, 我们利用SA-β-Gal染色来检

测动脉粥样硬化病变和正常血管组织中VSMC的衰

老程度。我们观察到, 动脉粥样硬化的VSMC中SA-
β-Gal染色阳性的细胞比例增加(图2A和图2B)。因此, 
动脉粥样硬化的VSMC中Pin1表达的下调与细胞衰

老程度的增加有关。

A: Pin1在人体动脉粥样硬化的VSMC(AS)中和正常VSMC(CON)中的蛋白质印迹, β-肌动蛋白作为内参照; B: 柱形图表示蛋白质印迹的相对光

密度值。数据来自3个独立实验, 表示为均值±标准差,  *P<0.05, 与正常对照组相比。

A: Western blot of Pin1 in human atherosclerotic VSMC (AS) and normal VSMC (CON). β-actin serves as an internal reference. B: bar graph shows 
the relative optical density values of the Western blot. Data from three independent experiments were expressed as mean±S.D., *P<0.05 compared to  
control group.

图1   Pin1在人正常股动脉组织和动脉粥样硬化的VSMC中的表达

Fig.1   The expression of Pin1 in human normal femoral artey tissue and atherosclerotic VSMC
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A: 将来自人体动脉粥样硬化股动脉(AS)和正常股动脉(CON)的VSMC行SA-β-Gal染色, 标尺=20 μm; B: 阳性染色的细胞百分比计数。SA-β-Gal
法显示在动脉粥样硬化的VSMC中细胞衰老程度增加。所有数据来自3个独立的实验并且表示为均数±标准差, *P<0.05, 与正常对照组相比。

A: VSMC from human atherosclerotic femoral artery (AS) and normal femoral artery (CON) were stained for detection of SA-β-Gal, scale bars=20 μm; 
B: percentage count of positively stained cells. The SA-β-Gal method showed an increased degree of cellular senescence in atherosclerotic VSMC. All 
data were from three independent experiments and expressed as mean±S.D., *P<0.05 compared to control group. 

图2   在体外Pin1对VSMC衰老的影响

Fig.2   Effect of Pin1 on VSMC senescence in vitro
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2.3   Pin1通过调节p53、p21和Gadd45a来介导

VSMC衰老

为了进一步探究Pin1抑制VSMC衰老的机制, 我
们检测了VSMC中一些重要的衰老调节因子。如图

3所示, 蛋白质印迹法显示, 在动脉粥样硬化的VSMC
中, p53、p21和Gadd45a的蛋白水平增加, 同时伴有

Pin1表达的下调。然而, 在动脉粥样硬化的VSMC中
Gadd45b的表达没有变化。我们进一步研究发现, 在
动脉粥样硬化的VSMC中, Pin1的过表达引起了p53、
p21、Gadd45a蛋白水平的显著下降, 而Gadd45b的表

达基本没有改变, 同时VSMC衰老程度降低。综合以

上可知, Pin1通过p53/p21/Gadd45a途径来调节VSMC
的衰老。

2.4   NF-κB途径也参与Pin1对VSMC衰老的调节

由于Pin1在调节NF-κB蛋白亚家族稳定性和活

性中的重要作用[13], 我们假设在VSMC衰老中p65的
表达或许也受Pin1的调节。实际上, 蛋白质印迹法

结果显示, 在动脉粥样硬化的VSMC中p65表达上调

与Pin1的下调有关, 同时, 当Pin1过表达时p65下调

(图4)。因此, 蛋白质印迹法的结果表明, Pin1的表达

与p65的表达密切相关, 即p65对VSMC衰老的调节

是受Pin1调控的。然而, 在VSMC中p65的表达如何

被Pin1调控仍然有待研究。

3   讨论
根据目前的研究, 我们认为, Pin1表达水平的

下调很可能是促进VSMC衰老及动脉粥样硬化的一

个因素。我们阐述了人体动脉粥样硬化VSMC中
Pin1表达的下调及其与VSMC衰老的关系。本课题

组的实验数据显示, 相比于正常情况, 动脉粥样硬

化的VSMC中Pin1蛋白表达水平明显下调, 同时动

脉粥样硬化的VSMC中SA-β-Gal染色阳性的细胞比

例明显增加。为了进一步探究Pin1抑制VSMC衰老

的机制, 我们检测了VSMC中一些重要的衰老调节
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A: 左边的条带表示的是动脉粥样硬化中VSMC及正常的VSMC的典型蛋白质印迹, 右边的条带呈现的是经48 h Ad-LacZ或Ad-Pin1转染的动脉

粥样硬化VSMC的典型蛋白质印迹, β-肌动蛋白作为内参照。B: 柱形图表示蛋白质印迹的相对密度值。C: 柱形图表示蛋白质印迹的相对密度

值。数据来自3个独立的实验, 表示为均数±标准差, *P<0.05, 与CON相比或与Ad-LacZ相比。

A: the left band represented a typical Western blot of VSMCs and normal VSMCs in atherosclerosis. The right band presented a typical Western blot of 
atherosclerotic VSMC transfected with Ad-LacZ or Ad-Pinl for 48 h. β-actin served as an internal reference. B: bar graph showed the relative density 
value of the Western blot. C: bar graph showed the relative density value of the Western blot. Data from three independent experiments, expressed as 
mean±S.D., *P<0.05 compared to CON or Ad-LacZ group.

图3   在VSMC中Pin1对p53、p21、Gadd45a和Gadd45b的作用

Fig.3   Effect of Pin1 on p53, p21, Gadd45a and Gadd45b in VSMC 
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因子。结果表明, 动脉粥样硬化的VSMC中, p53、
p21和Gadd45a的蛋白水平明显增加。相反, 在动脉

粥样硬化的VSMC中过表达Pin1导致p53、p21和
Gadd45a的蛋白水平显著下降, 同时VSMC衰老程度

降低。我们还发现, 相比正常VSMC, 动脉粥样硬化

的VSMC中p65表达上调, 同时当Pin1过表达时p65
下调, 表明Pin1可能通过调控p65参与调节VSMC的
衰老。然而, 在VSMC中p65的表达如何被Pin1调控

仍然有待研究。本课题组研究表明, Pin1可能通过

影响p53/p21/Gadd45a通路以及NF-κB通路来调控

VSMC衰老, 为我们研究Pin1和动脉粥样硬化之间

的潜在机制提供了新的视角。

Pin1在细胞衰老中发挥重要作用的证据已经逐

渐清晰。例如, Toko等[13]证实, 缺失Pin1会导致细胞

周期停止和衰老, 同时Pin1过表达能促进心祖细胞

分化并抑制其衰老。Wheaton等[14]报道了人晚期成

纤维细胞中Pin1抑制导致了衰老, 以及异常的Pin1
表达阻止了BTG2介导的细胞衰老。但是, Pin1在
VSMC衰老中的作用还没有被检测证实。在本实验

中, 动脉粥样硬化的VSMC中Pin1表达的下调都支

持我们关于Pin1促进VSMC衰老的假设。

为了探求Pin1抑制VSMC衰老的潜在机制, 我

们检测了Pin1对一些关键的介导细胞衰老的因子的

影响。p53是一个重要的调控G1和G2/M期的细胞周

期调节关键因子[15]。研究表明, Pin1能够稳定肿瘤

抑制因子p53以及调节p53相关的分子途径[16]。Pin1
和p53是密切相关的蛋白质, 它们存在于许多调控细

胞增殖和转化的信号通路的交汇点上[16-17]。p21是
p53的一个转录靶基因, 依赖于直接与p53在p21调节

区上游结合位点结合, p21蛋白是p53介导的G1期停

滞的最重要调控因子[18]。Wulf等[16]已经证实了Pin1
通过p21启动子调控p53的稳定性和其转录活性。

Wiegand等[19]报道, 含胡桃醌或Pin1 siRNA的头颈部

鳞状上皮细胞癌变细胞中, 抑制Pin1导致细胞周期抑

制因子p21(WAF1/Cip1)升高, 伴随的G2/M期细胞减

少, 同时拥有碎片DNA的细胞比例增加。最近的一

个研究发现, 在人衰老的二倍体成纤维细胞中p53优
先聚集于生长停滞基因p21和Gadd45的启动子上[20]。

现有的事实表明, Gadd45家族(Gadd45a、Gadd45b
和Gadd45g)作为压力传感器有不可或缺的重要作

用, 其感受的压力包括来自基因毒性的、生理的

以及致癌性的压力。最先被识别的Gadd45基因是

Gadd45a, 编码一个普遍表达的蛋白质, 这个蛋白质

与DNA损伤及细胞生长停滞和凋亡相关的压力信

A: 左边的条带呈现的是动脉粥样硬化中VSMC及正常的VSMC的典型蛋白质印迹, 右边的条带表示的是经48 h Ad-LacZ或Ad-Pin1转染的动脉

粥样硬化VSMC的典型的蛋白质印迹, β-肌动蛋白作为内参照。B: 柱形图表示蛋白质印迹的相对密度值。C: 柱形图表示蛋白质印迹的相对密

度值。数据来自3个独立的实验, 表示为均数±标准差, *P<0.05, 与CON相比或与Ad-LacZ相比。

A: the left band presented a typical Western blot of VSMCs and normal VSMCs in atherosclerosis. The right band showed a typical Western blot of ath-
erosclerotic VSMC transfected with Ad-LacZ or Ad-Pinl for 48 hours. β-actin served as an internal reference. B: bar graph showed the relative density 
value of the Western blot. C: bar graph showed the relative density value of the Western blot. Data from three independent experiments, expressed as 
mean±S.D., *P<0.05 compared to CON or Ad-LacZ group.

图4   VSMC中Pin1对p65的作用

Fig.4   Effect of Pin1 on p65 in VSMC
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号有关。这个蛋白质和这个基因小家族的其他两个

基因成员参与多种与细胞损伤相关的反应, 包括细

胞周期检测、凋亡和DNA修复[21-22]。重要的是, 动
脉粥样硬化的VSMC中p53、p21和Gadd45的蛋白水

平随着Pin1下调而上升, 并且当Pin1过表达时p53、
p21及Gadd45的蛋白水平下降。然而, Gadd45b的
表达水平仍然没有变化。这些发现提示, 在某种程

度上, Pin1或许是通过p53/p21/Gadd45a途径来介导

VSMC衰老。但是, 由于Pin1是否是直接影响这些关

键的调控因子还未知, 所以确切的机制仍然有待探

究。

除了p53和Pin1的相互作用, p65最近也被认为

是Pin1作用的靶点[23-25]。关于NF-κB, 已经证实Pin1
与p65的模体pThr254-Pro特异性结合, 抑制它的结

合可以抑制IκBα, 促进核转位和增加p65稳定性[26]。

根据前面的研究, 我们已经检测到在动脉粥样硬化

的VSMC中伴随着Pin1表达的下调, p65蛋白水平增

高。在动脉粥样硬化的VSMC中, 过表达的Pin1引起

了p65表达的下降。所有的结果表明, Pin1通过活化

NF-κB通路来调节VSMC衰老, 并且在动脉粥样硬化

中扮演重要角色。当然, 这些调控VSMC衰老的信

号级联反应是通过怎样的机制作用的将是一个新的

值得进一步探索的研究领域。

综上, VSMC衰老或许对动脉粥样硬化的形成

和进展期斑块的稳定性有重要的影响。因此, 清晰

地阐明VSMC衰老在动脉粥样硬化中的作用机制是

很重要的。当下的研究不仅拓宽了我们对于Pin1在
增加动脉VSMC衰老程度上的作用的认识, 也为我

们了解其分子机制提供了新的视角。因此, 以Pin1
为靶点的干预治疗是减缓与VSMC衰老有紧密关联

的动脉粥样硬化的新途径。
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