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二甲双胍通过 ｌｎｃＲＮＡＭＡＬＡＴ１对人血管
平滑肌细胞活力、迁移及凋亡的影响
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　　［摘　要］　目的：探讨二甲双胍通过长链非编码ＲＮＡ肺腺癌转移相关转录本１（ｌｎｃＲＮＡＭＡＬＡＴ１）对人血管
平滑肌细胞（ＶＳＭＣ）活力、迁移及凋亡的影响。方法：ＲＴｑＰＣＲ检测３８例无冠心病的对照人群与３５例冠心病患者
血液中ｌｎｃＲＮＡＭＡＬＡＴ１的表达。用二甲双胍给药后检测ｌｎｃＲＮＡＭＡＬＡＴ１的表达；用二甲双胍给药或ＭＡＬＡＴ１小
干扰ＲＮＡ（ｓｉＭＡＬＡＴ１）转染ＶＳＭＣ后，用ＣＣＫ８法检测细胞活力，细胞划痕法测定细胞迁移情况，流式细胞术检测
细胞凋亡水平，ＲＴｑＰＣＲ检测ｌｎｃＲＮＡＭＡＬＡＴ１表达及抑癌因子ｐ５３ｍＲＮＡ表达水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｐ５３蛋白
表达水平。结果：与对照人群相比，冠心病患者血液中ｌｎｃＲＮＡＭＡＬＡＴ１表达显著升高（Ｐ＜００５）。二甲双胍给药
后，ｌｎｃＲＮＡＭＡＬＡＴ１表达呈时间依赖性降低；与阴性对照组比较，二甲双胍给药组 ＶＳＭＣ活力和迁移能力均显著
下降，而凋亡率显著升高，ｐ５３ｍＲＮＡ及蛋白表达水平亦显著升高（Ｐ＜００５）。与 ｓｉＮＣ组比较，ｓｉＭＡＬＡＴ１组
ＶＳＭＣ活力和迁移能力下降（Ｐ＜００５），凋亡率升高不显著，ｐ５３ｍＲＮＡ水平及蛋白表达水平显著升高（Ｐ＜００５）。
结论：二甲双胍可能通过ｌｎｃＲＮＡＭＡＬＡＴ１抑制ＶＳＭＣ的活力和迁移能力，促进细胞凋亡，其机制可能部分与激活
ｐ５３表达有关。
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　　血管平滑肌细胞（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，
ＶＳＭＣ）是构成血管壁的重要成分，其异常增殖和迁
移是动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）、高血压以
及冠状动脉介入治疗术后再狭窄等血管增殖性疾病

发病的重要病理生理基础［１２］。二甲双胍（ｍｅｔｆｏｒ
ｍｉｎ，Ｍｅｔ）是一种广泛应用于临床的２型糖尿病降糖
药；此外，二甲双胍还具有抗 ＡＳ特性。在一项纳入
了３２３４名前驱糖尿病受试者进行的临床研究中，与
安慰剂组比较，二甲双胍组冠状动脉钙化发生率和

严重程度均显著降低，提示二甲双胍可能对糖尿病

导致的冠状动脉粥样硬化起抑制作用［３］。长链非编

码ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）是一类转录
物长度大于２００ｎｔ且不具有蛋白编码功能的非编码
ＲＮＡ［４］，可参与调控 ＡＳ的发生发展［５６］。研究显示

二甲双胍可抑制人原代 ＶＳＭＣ增殖和迁移［７］，但二

甲双胍是否通过 ｌｎｃＲＮＡ肺腺癌转移相关转录本１
（ｍｅｔａｓｔａｓｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ
１，ＭＡＬＡＴ１）影响ＶＳＭＣ细胞增殖和迁移尚未明了。
鉴于此，本研究拟观察二甲双胍与 ｌｎｃＲＮＡＭＡＬＡＴ１
的相关性及ＶＳＭＣ活力、迁移及凋亡的相应变化，为
防治血管增殖性疾病提供新参考资料。

材　料　和　方　法

１　实验材料
　　人ＶＳＭＣ购自中南大学湘雅细胞库。二甲双胍
购自北京索莱宝科技有限公司；ＲＰＭＩ１６４０培养液和
ＯｐｔｉＭＥＭ转染培养液购自Ｇｉｂｃｏ；胎牛血清购自 ＢＩ；
ＣＣＫ８试剂盒购自日本同仁化学研究所；双染法细
胞凋亡检测试剂盒购自上海七海复泰生物科技有限

公司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；
ＰＣＲ荧光染料试剂盒购自 ＴａＫａＲａ；血液总 ＲＮＡ快
速提取试剂盒购自北京百泰克生物技术有限公司；

ＧＡＰＤＨ内参照抗体购自上海碧云天生物技术研究
所；抑癌因子 ｐ５３抗体购自沈阳万类生物科技有限
公司；小干扰ＲＮＡ由上海吉玛制药技术有限公司合
成；ＰＣＲ扩增引物由上海生工生物工程有限公司合
成。

２　主要方法
２．１　病例收集　３５例冠心病（ｃｏｒｏｎａｒｙｈｅａｒｔｄｉ

ｓｅａｓｅ，ＣＨＤ）患者（男，２４例；女，１１例），平均年龄
（６４６±８８）岁，均于２０１８年６～８月在贵州省人民
医院经冠状动脉造影确诊。对照组 ３８例（男，２２
例；女，１６例），平均年龄（５７３±６１）岁，为在贵州
省人民医院例行健康体检者。冠心病病例纳入标

准：至少一支主要冠状动脉血管狭窄 ＞８０％的稳定
型心绞痛患者。排除标准：（１）不稳定型心绞痛或心
肌梗死；（２）合并其他器质性心脏病；（３）合并严重
肝肾疾病、家族性高胆固醇血症、恶性肿瘤及炎症性

疾病。以上人群均每例取静脉血３ｍＬ，所有标本收
集过程均在贵州省人民医院伦理委员会审查通过，

病人知情的情况下进行。

２．２　ＶＳＭＣ的培养　快速从液氮罐中取出ＶＳＭＣ冻
存管经 ３７℃水浴，再加入 ５～１０倍体积的 ＲＰＭＩ
１６４０完全培养液１６０×ｇ离心５ｍｉｎ后弃上清液，加
入１ｍＬ１０％ ＲＰＭＩ１６４０培养液重悬细胞后，加培养
液至４ｍＬ，置于３７℃含５％ ＣＯ２培养箱内，２４ｈ后
更换新培养液。

２．３　细胞干预方法　给予终浓度为０、５、１０和２０
ｍｍｏｌ／Ｌ的二甲双胍进行细胞活力检测，并选择 １０
ｍｍｏｌ／Ｌ的二甲双胍进一步进行实验；或经 ｓｉＲＮＡ转
染，分为非特异性 ｓｉＲＮＡ转染组（ｓｉＮＣ组）和 ５０
ｎｍｏｌ／ＬＭＡＬＡＴ１ｓｉＲＮＡ转染组。
２．４　ｓｉＲＮＡ转染　取对数生长期细胞接种于６孔板
中（每孔２×１０５／个），用不含双抗的１０％ ＲＰＭＩ１６４０
培养液培养，待细胞生长至 ５０％时进行转染。按
ｓｉＲＮＡｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｒｅａｇｅｎｔ说明书操作，加入转染复合
物干预５ｈ后，换正常含双抗的培养液培养一定时间
后收集细胞用于实验。ｓｉＭＡＬＡＴ１序列，ｆｏｒｗａｒｄ：
５’ＧＡＣＣＵＵＧＡＡＡＵＣＣＡＵＧＡＣＣＵＵ３’，ｒｅｖｅｒｓｅ：５’
ＡＡＣＧＵＣＡＵＧＧＡＵＵＵＣＡＡＧＧＵＣ３’；ｓｉＮＣ，ｆｏｒｗａｒｄ：
５’ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ３’，ｒｅｖｅｒｓｅ：５’
ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ３’。
２．５　ＣＣＫ８检测细胞活力　取对数生长期细胞，按
每孔３×１０３个接种于９６孔板，细胞孵育过夜后按上
述分组进行给药或转染处理，每组分别设６个复孔，
并设置 ２个调零孔，继续培养 ７２ｈ后每孔加入 １０
μＬＣＣＫ８溶液，将９６孔板置入培养箱内继续孵育２
ｈ后经酶标仪测定４５０ｎｍ处的吸光度。
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２．６　细胞划痕实验　在６孔板背面均匀画出６条
横穿过孔的线条（每孔３条），待孔内各组细胞汇合
度达９０％后，用划线工具垂直于孔背面横线在细胞
表面划痕。吸弃孔内液体，并用 ＰＢＳ缓冲液轻柔的
清洗２遍，加入低血清培养液。显微镜下拍照，放入
细胞培养箱继续培养２４ｈ并拍照，计算迁移面积。
２．７　流式细胞术检测细胞凋亡　收集细胞，加入
４００μＬ１×ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ轻轻重悬细胞，加入 ５μＬ
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ轻轻混匀，室温避光孵育１５ｍｉｎ，加
入１０μＬＰＩ染色液，轻轻混匀，冰浴避光放置５ｍｉｎ，
在３０ｍｉｎ内进行流式细胞术检测。
２．８　ＲＴｑＰＣＲ检测 ｍＲＮＡ表达　按 ＴＲＩｚｏｌ法提出
细胞总 ＲＮＡ后（血液中 ＲＮＡ的提取按照血液总
ＲＮＡ快速提取试剂盒说明书进行），逆转录成ｃＤＮＡ，
ＲＴｑＰＣＲ进行扩增。ＰＣＲ扩增条件为：９５℃ １ｍｉｎ
预变性；９５℃ １５ｓ，６０℃ １ｍｉｎ，重复循环４０次；９５
℃ １５ｓ，６０℃ １ｍｉｎ，９５℃ １５ｓ进行熔解曲线分析。
以 ＧＡＰＤＨ为内参照，２－ΔΔＣｔ法计算各组 ｌｎｃＲＮＡ
ＭＡＬＡＴ１和 ｐ５３ｍＲＮＡ的相对表达量。ＭＡＬＡＴ１的
上游引物序列为５’ＡＡＴＧＴＴＡＡＧＡＧＡＡＧＣＣＣＡＧＧＧ
３’，下游引物序列为 ５’ＡＡＧＧＴＣＡＡＧＡＧＡＡＧＴＧＴ
ＣＡＧＣ３’；ｐ５３的上游引物序列为 ５’ＣＴＣＣＴＣＡＧ
ＣＡＴＣＴＴＡＴＣＣＧＡＧ３’，下游引物序列序列为 ５’
ＧＣＴＧＴＴＣＣＧＴＣＣＣＡＧＴＡＧＡＴＴＡ３’；ＧＡＰＤＨ的上游
引物序列为５’ＡＧＣＣＡＣＡＴＣＧＣＴＣＡＧＡＣＡＣ３’，下游
引物序列为５’ＧＣＣＣＡＡＴＡＣＧＡＣＣＡＡＡＴＣＣ３’。
２．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达　提取细胞总蛋白，

每孔上样３０μｇ蛋白样品进行ＳＤＳＰＡＧＥ，湿法转膜
转移蛋白条带至 ＰＶＤＦ膜。将膜置 Ｗｅｓｔｅｒｎ封闭液
中室温下封闭２ｈ；加入 ｐ５３Ｉ抗工作液置４℃冰箱
过夜；ＴＢＳＴ缓冲液（ｐＨ＝７４）洗膜，室温下孵育稀释
的ＩＩ抗１５ｈ；ＴＢＳＴ洗膜，电化学发光（ＥＣＬ）显影。
同法封闭、孵育 ＧＡＰＤＨ。ＩｍａｇｅＪ软件对条带进行灰
度分析。

３　统计学处理
　　应用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７０统计软件进行统计分
析，数据用均数 ±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示，两组独
立样本比较采用ｔ检验，多组独立样本比较采用单因
素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），以 Ｐ＜００５为差异
有统计学意义。

结　　果

１　ｌｎｃＲＮＡＭＡＬＡＴ１表达情况的检测
　　ＲＴｑＰＣＲ检测 ３８例无 ＣＨＤ的对照人群与 ３５
例冠脉狭窄 ＞８０％的 ＣＨＤ患者血样中 ｌｎｃＲＮＡ
ＭＡＬＡＴ１的表达水平；ｓｉＮＣ和 ｓｉＭＡＬＡＴ１瞬时转染
细胞，进行沉默效率检测；１０ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍给药，
并分别于２４、４８和７２ｈ后检测 ｌｎｃＲＮＡＭＡＬＡＴ１的
表达。结果显示，与对照人群相比，ｌｎｃＲＮＡＭＡＬＡＴ１
在ＣＨＤ患者血样中表达显著升高（Ｐ＜００５），见图
１Ａ；与ＳｉＮＣ组相比，ｓｉＭＡＬＡＴ１组中ｌｎｃＲＮＡＭＡＬ
ＡＴ１的表达显著降低（Ｐ＜００５），见图１Ｂ；二甲双胍
给药后 ｌｎｃＲＮＡＭＡＬＡＴ１的表达呈时间依赖性降低
（Ｐ＜００５），见图１Ｃ。

Ｆｉｇｕｒｅ１．ＲＴｑＰＣＲｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｌｎｃＲＮＡＭＡＬＡＴ１．Ａ：ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＡＬＡＴ１ｉｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄ
ｓａｍｐｌｅｓ；Ｂ：ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｓｉＭＡＬＡＴ１；Ｃ：ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＡＬＡＴ１ａｆｔｅｒｍｅｔｆｏｒｍｉｎ（Ｍｅｔ）ａｄ
ｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜００５ｖｓｓｉＮＣｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图１　ＲＴｑＰＣＲ检测ｌｎｃＲＮＡＭＡＬＡＴ１的表达

２　二甲双胍给药对 ＶＳＭＣ活力、迁移及凋亡的影
响

　　ＣＣＫ８结果显示，５、１０和２０ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍
给药２４ｈ、４８ｈ和７２ｈ均可在一定程度上呈浓度及
时间依赖性抑制 ＶＳＭＣ细胞活力（Ｐ＜００５），见图

２Ａ；划痕实验结果显示，与空白对照组相比，１０
ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍给药２４ｈ后 ＶＳＭＣ的迁移率显著
降低（Ｐ＜００５），见图２Ｂ；流式细胞术结果显示，１０
ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍给药４８ｈ后 ＶＳＭＣ的凋亡率显著
升高（Ｐ＜００５），见图２Ｃ。
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Ｆｉｇｕｒｅ２．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍｅｔｆｏｒｍｉｎ（Ｍｅｔ）ｏｎＶＳＭＣｖｉａｂｉｌｉｔｙ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ．Ａ：ｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＶＳＭＣｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＣＣＫ８ａｓｓａｙ；
Ｂ：ｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＶＳＭＣｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇａｓｓａｙ（×４０）；Ｃ：ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆＶＳＭＣｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗ
ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图２　二甲双胍对ＶＳＭＣ活力、迁移和凋亡的影响

３　ｓｉＭＡＬＡＴ１对ＶＳＭＣ活力、迁移及凋亡的影响
　　ＣＣＫ８结果显示，与 ｓｉＮＣ组比较，ｓｉＭＡＬＡＴ１
分别转染细胞２４ｈ、４８ｈ和７２ｈ后呈时间依赖性抑
制ＶＳＭＣ细胞活力（Ｐ＜００５），见图３Ａ；划痕实验结

果显示，ｓｉＭＡＬＡＴ１转染２４ｈ后 ＶＳＭＣ的迁移率显
著降低（Ｐ＜００５），见图３Ｂ；流式细胞术结果显示，
ｓｉＭＡＬＡＴ１转染 ４８ｈ后 ＶＳＭＣ的凋亡率升高不明
显，见图３Ｃ。

Ｆｉｇｕｒｅ３．ＥｆｆｅｃｔｏｆｓｉＭＡＬＡＴ１ｏｎＶＳＭＣｖｉａｂｉｌｉｔｙ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ．Ａ：ｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＶＳＭＣｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＣＣＫ８ａｓｓａｙ；Ｂ：
ｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＶＳＭＣｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇａｓｓａｙ（×４０）；Ｃ：ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＶＳＭＣｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅ
ｔｒｙ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓｓｉＮＣｇｒｏｕｐ．

图３　ＳｉＭＡＬＡＴ１对ＶＳＭＣ活力、迁移和凋亡的影响

４　二甲双胍给药对ｐ５３表达水平的影响
　　我们进一步用 ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测了
二甲双胍给药后ｐ５３的表达变化。与空白对照组比

较，１０ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍给药４８ｈ后 ｐ５３ｍＲＮＡ水
平显著升高（Ｐ＜００５），见图４Ａ；同时ｐ５３蛋白表达
水平亦显著升高（Ｐ＜００５），见图４Ｂ。
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Ｆｉｇｕｒｅ４．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍｅｔｆｏｒｍｉｎ（Ｍｅｔ）ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ５３ａｔｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓ．Ａ：ｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ５３ｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｂｙＲＴｑＰＣＲ；Ｂ：ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ５３ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图４　二甲双胍给药对ｐ５３ｍＲＮＡ及蛋白表达水平的影响

５　ｓｉＭＡＬＡＴ１转染对ｐ５３表达水平的影响
　　接下来，我们用ＲＴｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测了
ｓｉＭＡＬＡＴ１转染后 ｐ５３的表达变化。与 ｓｉＮＣ组比

较，ｓｉＭＡＬＡＴ１转染细胞４８ｈ后 ｐ５３ｍＲＮＡ水平显
著升高（Ｐ＜００５），见图５Ａ；同时ｐ５３蛋白表达水平
亦显著升高（Ｐ＜００５），见图５Ｂ。

Ｆｉｇｕｒｅ５．ＥｆｆｅｃｔｏｆｓｉＭＡＬＡＴ１ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ５３ａｔｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓ．Ａ：ｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ５３ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴ
ｑＰＣＲ；Ｂ：ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ５３ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓｓｉＮＣｇｒｏｕｐ．

图５　ｓｉＭＡＬＡＴ１转染对ｐ５３ｍＲＮＡ及蛋白表达水平的影响

讨　　论

　　ＶＳＭＣ过度增殖是血管增殖性疾病发病的主要
环节，研究如何采取有效措施抑制 ＶＳＭＣ增殖、迁移
以及表型转化等是血管增殖性疾病领域研究的热

点［１２］。

　　二甲双胍因其作用广泛、副作用小而成为近年
来的研究热点。研究显示二甲双胍具有抗 ＡＳ作
用［７８］，但相关的分子机制尚未完全明确。

　　研究发现哺乳动物基因中超过９８％转录为非编
码ＲＮＡ，仅有不到 ２％的基因转录为蛋白质［９１０］。

ｌｎｃＲＮＡ与ＡＳ密切相关，差异表达的 ｌｎｃＲＮＡ可为诊
治心血管疾病提供潜在的新靶点［１１１２］。ＭＡＬＡＴ１也
被称为核富集转录本 ２（ｎｕｃｌｅａｒｅｎｒｉｃｈｅｄａｂｕｎｄａｎｔ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ２，ＮＥＡＴ２），是在多种癌症中过度表达的
ｌｎｃＲＮＡ，其高表达与高增殖和肿瘤生长、转移相
关［１３１４］，而沉默ＭＡＬＡＴ１表达可抑制迁移、转移和降

低致癌性［１５］。ＶＳＭＣ过度增殖及迁移是 ＡＳ及 ＣＨＤ
发病的病理基础，而 ＭＡＬＡＴ１是否参与上述疾病的
发生及二甲双胍是否通过影响ＭＡＬＡＴ１表达而发挥
其抗ＡＳ作用未见文献报道。本研究首次发现 ＣＨＤ
患者外周血中 ＭＡＬＡＴ１表达较无 ＣＨＤ的对照人群
显著升高。体外研究显示，敲减 ＶＳＭＣ中 ＭＡＬＡＴ１
表达能抑制 ＶＳＭＣ的活力和迁移，但对其凋亡无明
显影响；同时，二甲双胍给药后ＭＡＬＡＴ１表达呈时间
依赖性降低，由此提示二甲双胍可能通过下调 ＭＡＬ
ＡＴ１表达而抑制 ＶＳＭＣ活力和迁移。因下调 ＭＡＬ
ＡＴ１表达后对 ＶＳＭＣ凋亡无明显影响，推测二甲双
胍靶向下调ＭＡＬＡＴ１表达可能通过影响增殖相关因
子或非典型促凋亡通路而发挥其抑制 ＶＳＭＣ增殖及
迁移作用。此外，本研究采用的人 ＶＳＭＣ细胞系未
模拟ＡＳ模型给予相应处理而有可能导致 ＶＳＭＣ反
应与ＡＳ病变的ＶＳＭＣ有一定的差异性。
　　ｐ５３是被广泛研究的转录因子，其激活效应包括
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诱导细胞周期阻滞、细胞凋亡、自噬和衰老以及抑制

侵袭、迁移、干细胞重建和代谢重编程［１６１７］。

ＭＡＬＡＴ１沉默可导致 ｐ５３和其靶标如 ｐ２１激活，
Ｔｒｉｐａｔｈｉ等［１８］在 ＨｅＬａ、Ｕ２ＯＳ和 ＷＩ３８ＶＡ１３等癌细
胞系中沉默 ＭＡＬＡＴ１后发现其具有弱的 ｐ５３活性，
提示ｐ５３可能是ＭＡＬＡＴ１的下游靶分子。本研究在
ＶＳＭＣ中敲减ＭＡＬＡＴ１表达，发现ｐ５３ｍＲＮＡ水平及
蛋白表达均显著升高，与已报道的研究结果相一致。

结合二甲双胍可呈时间依赖性降低 ＭＡＬＡＴ１表达，
推测二甲双胍可能靶向ＭＡＬＡＴ１而激活ｐ５３表达。
　　综上所述，二甲双胍可能靶向 ＭＡＬＡＴ１而调控
ＶＳＭＣ活力及迁移，且该效应可能与 ｐ５３的激活有
关，但二甲双胍、ＭＡＬＡＴ１及 ｐ５３之间具体的分子作
用机制有待进一步研究。
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