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TWIST1 通过激活自噬促进肺动脉高压大鼠模型肺血管 
重塑作用及机制的实验研究
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摘  要：目的 探讨 Twist 相关蛋白 1（Twist-related protein 1，TWIST1）对野百合碱（Monocrotaline，MCT）诱导的肺

动脉高压（pulmonary arterial hypertension，PAH）大鼠肺血管重塑的影响及机制。方法 将 50 只健康雄性 SD 大鼠，随机

分为 5 组，即对照组、模型组、二甲基亚砜（Dimethyl sulfoxide，DMSO）溶剂处理的模型组、TWIST1 抑制剂 Harmine
组、自噬抑制剂羟氯喹组。检测右心室收缩压（RVSP），右心室肥厚指数（RVHI）和内膜厚度百分比（MT%）以评估大

鼠 PAH 的发展。采用免疫印迹法检测 TWIST1，自噬相关蛋白 LC3B 以及 RND3 的蛋白质水平。结果 与对照组比较，

MCT 诱导的 PAH 大鼠中 TWIST1 和 LC3B 表达增加，分别为对照组的 2.32±0.22 倍和 0.87±0.19 倍，差异具有统计学意

义（t=15.812，11.227，均 P<0.001）；同时 RND3 表达下调，为对照组的 0.32±0.07 倍，差异具有统计学意义（t=-13.003，
P<0.001）。给与 TWIST1 抑制剂 Harmine 或自噬抑制剂羟氯喹可显著抑制 MCT 诱导的自噬激活和 RND3 表达下调，同

时降低了 MCT 诱导的 PAH 大鼠的 RVSP，RVHI 和 MT%，差异具有统计学意义（t=-24.277~16.636，均 P<0.001）。结

论 TWIST1 通过诱导自噬激活促进肺血管重塑，促进 PAH 的发生发展。
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Abstract: Objective  To investigate the effect and mechanism of Twist-related protein 1 (TWIST1) on pulmonary vascular 
remodeling induced by monocrotaline (MCT) in pulmonary arterial hypertension (PAH) rats. Methods  A total of 50 healthy 
male	Sprague	Dawley	(SD)	rats	were	randomly	divided	into	five	groups	including	control	group,	MCT-treated	group,	MCT	and	
dimethyl sulfoxide (DMSO)-treated group, MCT and harmine-treated group MCT and hydroxychloroquine (HCQ)-treated group. 
The right ventricle systolic pressure (RVSP) was measured, right ventricular hypertrophy index (RVHI) and percentage of medial 
wall thickness (MT%) to assess the development of PAH. The protein levels of TWIST1, autophagy markers LC3B and RND3 
were determined using western blot. Results  Compared with control group, expressions of TWIST1 and LC3B were increased 
by 2.32±0.22 folds and 0.87±0.19 folds in MCT-induced PAH group, with significant differences (t=15.812, 11.227, all 
P<0.001), while the protein level of RND3 in MCT-induced PAH rats was decreased by 0.32±0.07 folds compared with control 
group,	with	significant	difference	(t=-13.003, P<0.001). Administration of TWIST1 inhibitor Harmine or autophagy inhibitor 
hydroxychloroquine	significantly	suppressed	MCT-induced	increase	in	LC3B	and	down-regulation	of	RND3	expression,	and	
reduced RVSP,  RVHI and MT% expressions in  MCT-induced PAH rats ,  wi th  s ignif icant  differences  ( t= 
-24.277~16.636, all P<0.001). Conclusion TWIST1 promotes pulmonary vascular remodeling by inducing autophagy 
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activation, thus promoting the occurrence and development of PAH.
Keywords: pulmonary arterial hypertension; vascular remodeling; Twist-related protein 1

肺 动 脉 高 压（pulmonary arterial hypertension, 
PAH）是一种严重的致死性肺血管疾病，可导致

右心室收缩压增加以及右心室肥大 [1-3]。PAH 预后

差、病死率高，虽然传统的 PAH 靶向治疗药物可

有效改善患者的生活质量，但五年死亡率仍超过

50%[4]。PAH 的发病机制复杂，肺动脉平滑肌细胞

（pulmonary artery smooth muscle cell, PASMC） 异

常增殖 / 凋亡抵抗导致的肺血管重塑是 PAH 的主

要病理基础 [3]。细胞自噬是细胞对受损细胞器、大

蛋白聚集体和入侵病原体的降解过程。现已证实，

PAH 患者和动物模型中自噬活性增强，抑制自噬

激活可明显减轻肺动脉重塑，抑制 PAH[5]。Twist
相 关 蛋 白 1（Twist-related protein 1，TWIST1） 是

进化上高度保守的碱基 - 螺旋 - 环 - 螺旋转录因子

家族一员。TWIST1 可调控胚胎发育，还参与多

种生理和病理过程的调控。TWIST1 为一种致癌基

因，促进多种恶性肿瘤上皮 - 间质转化（epithelial-
mesenchymal transition, EMT） 和 血 管 生 成 [6]。 此

外，TWIST1 还可调控多种心血管疾病。研究证实，

TWIST1 与 PAH 的发生发展密切相关 [7]。在 PAH 中，

自噬调控 TWIST1 的作用及具体机制目前尚不清

楚。本研究拟在野百合碱（monocrotaline, MCT）

构 建 PAH 大 鼠 模 型 的 基 础 上， 探 索 TWIST1 对

PAH 的影响及具体的分子机制。

1. 材料与方法

1.1 研究对象 本研究所用动物皆为雄性健康 SD
（Sprague-Dawley）大鼠，体重为 180~250g，所有

SD 大鼠购于西安交通大学医学部实验动物中心，

并饲养于 SPF 级动物房中。所有 SD 大鼠分笼分组

饲养于恒温（20±2℃）、恒湿（40%~60%）、12h
光照 / 黑暗循环及可自主进食食物和水的环境中。

本研究所用动物的全部实验操作均遵循《西安医学

院动物实验中心实验动物养护与使用指南》。

1.2 仪器与试剂 本实验所用主要试剂包括：野百

合 碱， 二 甲 基 亚 砜（Sigma-Aldrich）； 硫 酸 羟 氯

喹片（HCQ，上海中西制药有限公司）；Harmine
（MCE）；β-actin（Santa Cruz Biotechnology）；

TWIST1（ABclonal）；LC3B（Cell Signaling 
Technology）；RND3（Proteintech）山羊抗兔 IgG 
二抗（Sigma-Aldrich）；RIPA 裂解液，SDS-PAGE
制胶试剂盒（西安赫特生物科技有限公司）。主要

的仪器设备包括：恒冷箱式冰冻切片机及石蜡切片

机（Leica），图像采集分析仪（日本尼康公司），

压力换能器及多导生理记录仪（Power lab），电泳

及转印装置（北京六一仪器厂），化学发光成像系

统（Bio-Rad）。

1.3 方法

1.3.1 实验分组及处理：将本研究选取的 50 只雄性

健康 SD 大鼠，随机分为 5 组，每组 10 只。对照组

（Con）：给与等剂量生理盐水或载体溶剂腹腔注射，

每 日 1 次， 连 续 治 疗 4 周；MCT 诱 导 的 PAH 模

型组（MCT）：一次性腹腔注射 MCT 60mg/kg； 
二 甲 基 亚 砜（DMSO） 溶 剂 处 理 的 PAH 模 型 组

（MCT+DMSO）：单次腹腔注射 MCT 60mg/kg 后，

再给与 DMSO 0.1mg/kg 腹腔注射，每日 1 次，连

续治疗 4 周；TWIST1 抑制剂 Harmine 处理的 PAH
模型组（MCT+Harmine）：一次性腹腔注射 MCT 
60mg/kg 后， 给 与 30 mg/kg Harmine 腹 腔 注 射，

每日 1 次，连续治疗 4 周；自噬抑制剂 HCQ 处理

的 PAH 模型组（MCT+HCQ）：一次性腹腔注射

MCT 60mg/kg 后，给与 40mg/kg HCQ 灌胃，每日

1 次，连续治疗 4 周。

1.3.2 右心室收缩压的测定：28 天后对存活的 SD
大鼠吸入异氟烷进行麻醉，稳定麻醉后分离出右颈

外静脉，随后作一斜形切口，将填充有 0.5g/dl 肝素

钠 - 盐水溶液的聚乙烯导管沿着切口插入血管，将

导管经颈外静脉缓缓推入右心室，同时仔细观察多

导生理记录仪记录的压力波形变化情况。当连续出

现典型的右心室波形时，开始对右心室收缩压（right 
ventricle systolic pressure, RVSP）进行记录，检测

完成后缓缓的退出导管。

1.3.3 右心室肥厚指数的测定：右心室收缩压测

量完成后，分离出大鼠的心、肺组织，将右肺下

叶浸入 4g/dl 多聚甲醛中进行固定，剩余肺组织及

心脏置于 -80℃冰箱保存，用于完成后续实验。沿

室间沟边缘分离出心脏的右心室（right ventricle, 
RV），用 PBS 缓冲液进行冲洗，滤纸吸掉残存的

水分，称量右心室（right ventricular, RV）、左心室

和室间隔（left ventricle and interventricular septum, 
LV+S）， 最 后 对 右 心 肥 厚 指 数（right ventricular 
hypertrophy index, RVHI） 进 行 计 算， 公 式 为：

RVHI= RV/(LV + S)。
1.3.4 肺组织苏木精 - 伊红（HE）染色，计算中

膜厚度百分比：将固定好的大鼠右肺下叶组织进

行包埋，制备为肺组织蜡块，随后切成 5μm 厚

度的切片行 HE 染色。最后在光学显微镜下，使

用 Image Pro Plus 6.0 图 像 采 集 与 分 析 系 统 测 量

直径在 50~250μm 肺小动脉的中膜厚度（medial 
wall thickness, MT）及血管外径（external diameter, 
ED）。每张玻片测量 20~30 根肺血管，计算中膜
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厚度百分比（MT%）以评估血管重塑。MT% 计算

如下：MT%=(2×MT/ED)×100%。

1.3.5 免疫印迹法检测大鼠肺组织中 TWIST1，

LC3B 和 RND3 蛋白表达：取适量于 -80℃冰箱保

存的肺组织，按照西安赫特生物科技有限公司放射

免疫沉淀测定（RIPA）使用说明书提取总蛋白，随

后使用 BCA 法蛋白定量试剂盒检测各组样品蛋白

浓度。在 10~15g/dl 十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺

凝胶电泳（SDS-PAGE）中进行蛋白分离、转膜。

PVDF 膜用 5g/dl 脱脂奶粉封闭 1h 后，孵育相应的

一抗（4℃，过夜）：β-actin，TWIST1，LC3B 和

RND3。随后与辣根过氧化物酶（HRD）偶联的山

羊抗兔 IgG 二抗室温孵育 1h。最后通过增强型化

学发光检测系统（Amersham Bioscience）检测印迹，

并使用 Quality One 软件（Bio-Rad）测量条带密度。

1.4 统计学分析 使用 SPSS 18.0 软件进行数据统

计分析，计量数据用均数 ± 标准差（x±s）的形

式描述。两组间的均数比较采用 Tukey post hoc 检

验分析。P<0.05 为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 MCT 诱导的 PAH 模型建立 见表 1，图 1。与

对照组比较，腹腔注射 MCT 4 周后 PAH 组大鼠的

右心室收缩压升高，差异具有统计学意义（t=36.178，

P<0.001），提示 PAH 模型构建成功。MCT 组大

鼠的 RVHI 显著高于对照组，差异具有统计学意义

（t=13.315，P<0.001）。 此 外，MCT 组 大 鼠 的 肺

小动脉管壁厚度增加、管腔狭窄，PASMCs 数量增

多，外膜伴有炎性细胞浸润；同时肺小动脉中膜厚

度百分比（MT%）定量形态学分析显示，MCT 组

大鼠的 MT% 较对照组显著增高，差异具有统计学

意 义（t=19.784，P<0.001）。MCT 组 大 鼠 肺 组 织

TWIST1 蛋白水平较对照组显著增加，差异具有统

计学意义（t=15.812，P<0.001）。

2.2 抑制 TWIST1 对 MCT 诱导的 PAH 模型大鼠肺

血管重塑及 TWIST1 蛋白水平影响 见表 1。给与

TWIST1 抑 制 剂 Harmine 处 理 后，与 MCT+DMSO
组大鼠相比较，MCT+Harmine 组的 RVSP 降低，

RVHI 下 降，差 异 具 有 统 计 学 意 义（t=-27.614， 
-11.830，均 P<0.001）。给与 Harmine 处理后明显

改善了 PAH 模型大鼠肺小动脉管壁厚度的增加、

管腔的狭窄，抑制了 PASMCs 数量的增多以及外

膜炎性细胞的浸润，见图 1。定量分析表明，与

MCT+DMSO 组 相 比，MCT+harmine 组 大 鼠 的 肺

小 动 脉 MT% 下 降， 同 时 与 MCT+DMSO 组 大 鼠

相比较，MCT+Harmine 组的 TWIST1 表达降低，

差 异 具 有 统 计 学 意 义（t=-15.737，-14.927， 均

P<0.001），说明 Harmine 可显著抑制大鼠肺组织

TWIST1 蛋白水平的增加。
表 1  各组大鼠 RVSP，RVHI，MT% 和 TWIST1 的变化水平（x±s，n=9~12）

项目 Con MCT MCT+DMSO MCT+harmine

RVSP (mmHg) 21.22±1.25 48.68±2.33 50.52±3.02 28.52±1.67

RVHI 0.32±0.02 0.58±0.07 0.67±1.13 0.41±0.04

MT% 21.75±2.64 35.98±4.12 39.57±4.22 27.29±4.20

TWIST1 1.00±0.15 2.32±0.22 1.96±0.20 0.97±0.13

图 1 各组大鼠肺小动脉 HE 染色结果（×400）
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2.3 抑制 TWIST1 对 MCT 诱导的 PAH 模型大鼠

肺组织自噬及 RND3 影响 见表 2。与对照组比

较，MCT 组 LC3B 蛋白水平显著增加，RND3 蛋白

水平显著下降，差异具有统计学意义（t=11.227， 

-13.003，均 P<0.001）。与 MCT+DMSO 组比较，

MCT+Harmine 组大鼠肺组织中 LC3B 蛋白水平明

显降低，RND3 蛋白水平明显增加，差异具有统计

学意义（t=-10.374，13.764，均 P<0.001）。
表 2  各组大鼠肺组织中 LC3B 和 RND3 蛋白表达水平比较（x±s，n=4）

项目 Con MCT MCT+DMSO MCT+harmine 

LC3B 1.00±0.11 1.87±0.19 1.91±1.18 1.18±0.13

RND3 1.00±0.17 0.32±0.07 0.19±0.06 0.86±0.13

2.4 抑制自噬对 MCT 诱导的 PAH 模型大鼠肺

血管重塑及 RND3 影响 见表 3。给与自噬抑制

剂 HCQ 处 理 后， 与 MCT 组 比 较，MCT+HCQ 组

大 鼠 的 RVSP，RVHI， 肺 小 动 脉 MT% 均 显 著 降

低，差异具有统计学意义（t=-15.634，-8.869，-

12.112，均 P<0.001）。同时给与 HCQ 处理后明显

改善了 PAH 模型大鼠肺小动脉管壁厚度的增加、

管腔的狭窄，抑制了 PASMCs 数量的增多以及外

膜 炎 性 细 胞 的 浸 润， 见 图 1。 与 MCT 组 比 较，

MCT+HCQ 组 LC3B，RND3 蛋白水平较 MCT 组明

显增加，差异具有统计学意义（t=5.552，16.636，

均 P<0.001）。
表 3  各组 RVSP，RVHI，MT%，LC3B 和 RND3 的变化水平（x±s，n=9-12）

项目 Con MCT MCT+HCQ 

RVSP (mmHg) 21.22±1.25 48.68±2.33 30.49±1.78#

RVHI 0.32±0.02 0.58±0.07 0.42±1.78#

MT% 21.75±2.64 35.98±4.12 27.06±3.17#

LC3B 1.00±0.18 2.32±0.23 2.80±0.24

RND3 1.00±0.10 0.30±0.01 1.12±0.12

3 讨论

本实验探索了自噬在 MCT 诱导的 PAH 模型大

鼠肺血管重塑中的作用及分子机制。研究证实，在

MCT 诱导的 PAH 大鼠中 TWIST1 表达上调，进而诱

导自噬活化，促进 RND3 降解，从而促进肺血管重塑

以及 PAH 的形成。因此，自噬可作为 PAH 新的治疗

靶点，为 PAH 的预防和治疗提供新的理论依据。

自噬是真核细胞的主要降解途径之一，可将细

胞内异常物质吞噬运输到溶酶体内进行降解 [8-10]。

当细胞出现营养物质耗尽、低氧、氧化应激等不利

条件时，自噬被异常激活，进而通过吞噬降解大分

子物质、清除受损的细胞器及细胞质蛋白聚集体

以维持细胞内环境稳定 [11-12]。自噬的异常调节与包

含心血管疾病、恶性肿瘤以及炎症相关性疾病在

内的多种人类疾病的发生发展密切相关。研究发

现，在 MCT 诱导的 PAH 大鼠肺组织中自噬活性

增强，肺血管重塑增加。另有研究表明，在多种类

型 PAH 患者的 PASMCs 及其他类型 PAH 动物模型

中自噬活性亦显著增强 [13]。在本研究中，我们发

现在 MCT 诱导的大鼠 PAH 模型中自噬标志性蛋白

LC3B 水平及肺血管重塑均明显增加。HCQ 是一种

常用的自噬抑制剂，可促使自噬溶酶体中的酸性水

解酶失活，导致自噬溶酶体不能降解底物，进而抑

制自噬发生过程的终末阶段 [14]。因此，在 HCQ 处

理的 PAH 模型大鼠中，自噬活性降低，自噬标志

性蛋白（LC3B 和 Beclin1）大量聚积。

TWIST1 是进化上高度保守的碱基 - 螺旋 - 环 -
螺旋转录因子家族一员，调控血管疾病的发生及多

种恶性肿瘤的血管生成 [15-16]。研究表明，TWIST1
与 PAH 的发生发展密切相关 [7, 17]。本研究发现，在

MCT 诱导的 PAH 模型大鼠中，TWIST1 表达明显上

调。研究发现，miR-532 通过负调控 TWIST1 抑制

胰腺癌细胞迁移和侵袭并诱导细胞凋亡和自噬 [18]。 
同时，RND3 作为 Rho 家族的成员，是一种抗增

殖蛋白 [4]。RND3 具有多种生物学功能，过表达

RND3 可抑制细胞增殖和生长、诱导细胞凋亡和分

化 [19-20]。在多种人类恶性肿瘤中，RND3 表达显著

下调，而过表达 RND3 细胞增殖被抑制 [21]。另有

研究证实，自噬活性增强可诱导自噬溶酶体途径降

解 RND3，促进胃部恶性肿瘤细胞的增殖 [22]。

近年来，对 PAH 发病机理的认识得以迅速发展，

PAH 的临床药物治疗也取得了较强的进展 [23-24]。目

前，多种针对血管收缩和肺血管重塑的靶向药物已

经广泛应用于 PAH 的临床治疗。在本研究中，我

们发现 TWIST1 可促进 MCT 诱导的 PAH 模型大鼠

肺组织中自噬的激活，进而下调 RND3 表达，促进

肺血管重塑。此外，本研究仍需在细胞实验基础上

对具体的机制进行进一步的验证。本研究提示阻断
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TWIST1 介导的自噬激活可能成为预防和治疗 PAH
的有效策略。
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