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血小板衍生生长因子诱导人血管平滑肌细胞增殖时钙调素的变化
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)摘要* 目的+观察血小板衍生生长因子$,-./(对培养的人血管平滑肌细胞增殖及钙调素含量变化的作用0方法+应用’12
345掺入法和磷酸二酯酶法#观察不同浓度$676&7%&7’&78&9:;<=(,-./2>>对培养的人血管平滑肌细胞 -?@合成和钙调素

含量变化的影响及其时间效应0结果+不同浓度 ,-./2>>作用后#处于静止状态的人血管平滑肌细胞 -?@的合成增加#并呈
现明显的浓度依赖关系#在8&9:;<=浓度时-?@的合成达到高峰$AB&C&6(0平滑肌细胞在进入细胞增殖周期后#细胞内钙调

素含量逐渐增加#在 DE时出现一个短暂的高峰#随后逐渐下降F不同浓度 ,-./2>>作用后#钙调素含量增加#并呈现出明显的

浓度依赖关系#’&9:;<=浓度时作用最为显著$AB&C&6(0结论+,-./可促进培养的人血管平滑肌细胞增殖#该作用可能与增
加钙调素含量有关0
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血管平滑肌细胞$sktwd=kot<hhpE<dtw=fwf==#
#elr(是构成血管壁的主要细胞成分之一#在血管
的动脉粥样硬化病变中#增生的 #elr是粥样斑块
中的重要成分之一0钙调素$wk=<h4d=j9#rkl(是真
核细胞中普遍存在的钙受体蛋白#涉及多种信号途径
的转导#在细胞增殖周期中起着重要的调节作用#影
响着细胞的增殖及分化)6*0血小板衍生生长因子

$n=kpf=fp24fojsf4:oh"pEqkwpho#,-./(是体内一种
较强的促有丝分裂剂和化学诱导剂#可刺激某些组织
细胞的分裂7增殖#与机体组织的生长发育7创伤愈
合7动脉粥样硬化以及肿瘤的发生7发展有密切的关
系)%#’*0
本 实 验 采 用 培 养 的 人 血 管 平 滑 肌 细 胞

$E#elr(#观察 ,-./2>>在促进 E#elr增殖过
程中对 rkl 含量变化的影响#以了解 ,-./2>>对

E#elr在细胞增殖分化周期中的作用机制0

5 材料和方法

6C6 主要试剂与仪器 ,-./2>>7牛脑 rkl$ej:2
<k公司(F胰蛋白酶$进口分装(7-lbl 细胞培养液

$.j%wh公司(F胎牛血清$/>e#杭州四季青生物制品
公司(Fc32GIH超净工作台$苏州市净化设备公司(F

6eKH&&型液体闪烁计数仪$>fw.<k9公司(F多头细
胞样品收集仪$浙江绍兴东浦医疗仪器厂(FeEf==2

6k%%’%’型r7%孵箱$美国eEf=4h9l/.公司(0

6C% 细胞培养 无菌条件下取人肠系膜下动脉#采
用组织贴块法行中层 E#elr培养#时差法除去杂细

!&%K!
第 二 军 医 大 学 学 报

@wk43efwlj=lf4g9js %&&83d9F%H$K(

)基金项目* 上海市科技发展攻关计划基金$&6866D&I%(F上海市自
然科学基金$&’i568&%D(C
)作者简介* 任雨笙$6DK’2(#男$汉族(#博士#副教授7副主任医师C
"rhooftnh94j9:kdpEhoCb2<kj=+ut2of98wjpjvC9fp



胞!待细胞长成峰"谷交错的致密层后#进行传代培
养#传第$%&代用于实验’将贴壁生长的()*+,用

-./01胰蛋白酶消化后#用 2-1 34*56+7+ 将细
胞密度调整为 2-089:#接种于培养瓶中#置 ,;/培养
箱中孵育 /<(#观察细胞贴壁生长情况’
2.$ 实验分组 将贴壁生长的 ()*+,弃去原培
养液#用 6+7+ 培养液洗涤细胞 $次#换用 -.01
灭活 34*56+7+ 继续培养 /<(#使细胞同步于

=-8=2期><?’实验分 $组@A2B空白对照组#加入 21
灭活 34*56+7+!A/B浓度效应组#同时加入不同
浓度的 C6=3544#使其终浓度分别为 2"2-"/-"$-"
<-DE89:#培养 /<(A6FG合成B或 H(A,I+ 含
量B!A$B时间效应组#C6=3544浓度为 $-DE89:#
分别培养 2/"/<"$J"<&(A6FG合成B或 J"H"2/"20
(A,I+含量B’
2.< 细胞 6FG合成和 ,I+ 含量的测定 于培养
结束前 J(加入 2.&0K2-<4L8孔的$M5NOP#继续
孵育’培养结束后用多头细胞收集仪将细胞收集于
玻璃纤维纸上#2-1三氯醋酸"无水乙醇"乙醚洗涤#
干燥后置于含有 09:闪烁液的液闪瓶中#在

Q*J0--型闪烁计数仪上进行放射强度测定’将收集
的 ()*+,放入苯甲磺酰氨缓冲液中#用超声细胞
粉碎仪破膜#/0--KR离心 09SD’取上清#2--T水
浴 09SD#冻干备用’用磷酸二酯酶法>0?测定样品对
磷酸二酯酶的激活能力#由,I+标准品作标准激活
曲线#计算待测样品的 ,I+含量’
2.0 统计学处理 数据以 UVWX表示’用 *CQ+软
件包对数据进行 Y检验"方差分析等处理’

Z 结 果

/.2 C6=3544对 ()*+,增殖的影响 结果显
示#与对照组相比#随着 C6=3544浓度A2DE89:除
外B的增加#()*+,合成 6FG的数量也显著增加

A[\-.-2B#呈现明显的浓度依赖关系#在 <-DE89:
时为最高 A图 2GB’对照组 2/(时 ()*+,的$M5
NOP掺入值处于相对较低的水平#/<(以后增多#
但无明显差别A[]-.-0B’$-DE89:C6=3544作用
于 ()*+,2/(时#细胞 6FG合成量较对照组无
明显差异#随着作用时间的延长#细胞 6FG的合成
逐渐增多#$J(时达到高峰A[\-.-2#图 24B’

图 ^ _‘abcdd对 efghi细胞 ‘jk合成Ak"dB及 ilh含量的Ai"‘B的影响

bmn^ oppqrstp_‘abcddtuefghi‘jkvwuseqvmvAk#dBluxrtusqustprlyztx{ymuAi#‘Blsxmppq|qussmzq}tmusv
G#,@H(~!"SD#$%I&S!D!4#6@$-DE89:C6=3544!’($SDGIDO4#’(JSD,IDO6!)[\-.-0#))[\-.-2*X#!D&"!:

/./ C6=3544对 ()*+,中 ,I+ 含量的影响
结果显示#随着 C6=3544浓度A2DE89:除外B的增
高#()*+,中的 ,I+ 含量逐渐增高#$-DE89:时
达高峰A[\-.-2#图 2,B’观察 $-DE89:的C6=35

44对 ()*+,作用不同时间点 ,I+ 含量的变化’
结果显示#对照组随着 ()*+,同步地进入细胞增

殖周期#细胞内 ,I+ 含量也开始增加#在 H(时出
现一个短暂的高峰#随后细胞内 ,I+ 含量逐渐下
降#但高于 J(时的 ,I+水平’$-DE89:的 C6=35
44可明显促进 ()*+,中 ,I+ 含量的增加#表现
出与对照组相似的变化#且显著高于对照组A[\
-+-0或 [\-+-2#图 26B’
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本实验采用细胞培养的方法"观察了#$%&’((
对)*+,-细胞增殖以及-.,含量的影响/为了较
精确地观察 )*+,-在细胞周期中的增殖以及

-., 含量的变化"实验在加入 #$%&’((前"用

0123灭活 &(+’$,4,培养细胞 56)"使细胞生长
周期同步于 %07%8期96:/实验结果显示"#$%&’((
可明显促进 )*+,-的 $;<合成"且在 80=60
>?7@A的范围内存在着浓度依赖效应/#$%&’((促
进)*+,-的合成还存在着时间效应/在#$%&’((
的作用初期"细胞 $;<合成就开始增加B随着作用
时间的延长"细胞 $;<的合成增多"CD)达到高
峰/$;<是细胞的遗传物质"$;<含量的变化代表
着细胞的代谢E分裂E生长和遗传的状况"是衡量细
胞生命活动的主要指标/#$%&可明显促进 $;<
的合成"可能通过诱导早期基因如 F’GHFEF’IJK和 F’
LMN等癌基因的表达"其激活的受体的酪氨酸磷酸
化等作用促进细胞的有丝分裂9D:"#$%&还可使处
于 %07%8期的细胞具有复制 $;<的潜能"即成为

O感受态P细胞"进而在某些其他因子如生长介素 -
的作用下"使 %07%8期细胞进入 +期而发生有丝分

裂9Q:/实验结果还显示"在 )*+,-的增殖周期中"
-., 含量增加"在 %8晚期达到高峰"明显早于

)*+,-的增殖高峰期"随后细胞内 -., 含量又略
有下降"#$%&’((可增加 )*+,-内的 -.,含量"
且呈现出一定的量效关系/-., 是一种钙受体蛋
白"它参与细胞中信号的转导"调节细胞内 -.5R的
浓度以及许多酶的活性/-.,水平的变化与细胞增
殖有密切的关系98:"它可直接影响细胞周期的进程/
-., 含量的增加缩短了 %8期时程"使细胞增殖加
速"如果细胞内 -., 水平一过性降低"则可引起细
胞周期的短暂停滞/-., 在 *+,-收缩的调节中
起着十分重要的作用"*+,-与心肌E骨骼肌不同"
不是以肌钙蛋白作为钙受体"而是以 -., 或

STUVWV>U>作为受体"介导 -.5R对许多细胞功能的
调节/-.5R与 -.,结合形成复合物后"可直接激活
肌动蛋白使 *+,-收缩/此外 -.,还调节细胞 F’
IJK和 F’GHF的表达以及 X<,#的代谢/我们的研
究9Y"Z:表明血管内皮细胞及 *+,-为 #$%&的靶细
胞"其细胞膜上存在 #$%&的受体"在有增殖和动
脉粥样硬化斑块的血管内皮细胞及 *+,-上

#$%&受体表达明显增加"#$%&可促进 *+,-的
增殖及胶原的合成"并有明显的量效依赖关系及不

同的反应时间性/#$%&促使细胞内-.,含量的增
加可能与 *+,-的增殖以及 *+,-收缩促进血管
痉挛有一定的关系"至于 -., 在促进细胞增殖和

*+,-收缩的作用机制还需要进一步研究/
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