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陈道运1, 杨向群1, 张传森13 , 樊瑜波2, 张　喜1, 宋锦膦2, 何　辉2, 李晓宁2, 叶　勇1

(1. 第二军医大学基础医学部人体解剖学教研室、生物医学工程研究所, 上海 200433; 2. 四川大学生物力学研究所, 成都

610065)

[摘要 ]　目的: 研究周期性应变条件下血管平滑肌细胞 (vascu lar smoo th m uscle cells, V SM C s) 形态和生长的变化。方法:

利用脉动膜式张应力系统, 给V SM C s 施加周期性应变, 运用相差显微镜、计算机图像捕获系统及图像处理分析软件观察和分

析V SM C s 的形态变化; 用3H T dR 掺入率测定法检测V SM C s 的DNA 合成变化。结果: V SM C s 承受 14% 的周期性应变后,

细胞发生重排并与应力加载方向垂直, 细胞形态指数减小, 铺展面积、周长、细胞长轴在加载 6 h 时明显增加, 12～ 24 h 逐渐减

小并趋向于稳定。8% 的周期性应变抑制V SM C s 生长和DNA 合成; 14% 的周期性应变使V SM C s 生长和DNA 的合成明显增

加, 24 h 和 48 h 时其DNA 合成分别是对照组的 1. 4 和 1. 8 倍。结论: 周期性应变不但影响V SM C 的形变, 且会导致V SM C s

的重排。近生理条件下的周期性应变抑制V SM C s 的生长, 超生理范围的应变促进V SM C s 的生长。
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[ABSTRACT ]　Objective: To invest igate the effects of cyclic stra in on the mo rpho logy and grow th of vascu lar smoo th m uscle

cells (V SM C s). M ethods: A pu lsat ile m em brane cyclic stra in system w as used to perfo rm cyclic stra in on V SM C s from adu lt

SD rats. M icro scopy and compu ter im age cap tu re system w ere used to invest igate mo rpho logical change in V SM C s. T he

grow th of V SM C s and their DNA syn thesis w ere indicated by 3H T dR m ethod. Results: U nder 14% cyclic stra in, V SM C s

re2aligned gradually and w ere finally vert ical to the direct ion of stress; the shape index decreased. How ever, the sp reading

area, perim eter and long ax is of stretched V SM C s increased w ith in 6 h, then decreased to a relat ively stab le level from 12 to

24 h. T he grow th and 3H thym idine inco rpo rat ion of V SM C s under 8% cyclic stra in w ere arrested, bu t accelerated under 14%

cyclic stra in. T he 3H thym idine inco rpo rat ion had a sign ifican t difference in 12 h and increased by 1. 42fo ld and 1. 82fo ld in 24

and 48 h respect ively compared w ith con tro l group. Conclusion: T he cyclic stra in no t on ly affects the mo rpho logy of V SM C s,

bu t leads to rearrangem en t of V SM C s. It can inh ib it cell grow th under physio logical condit ion bu t p romo te cell grow th be2
yond physio logical condit ion in cu ltu red V SM C s.
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Ξ 　 血管平滑肌细胞 ( vascu lar sm oo th m u scle

cells, V SM C s) 的异常增殖是高血压、动脉粥样硬

化、血管移植后再狭窄等多种血管重建相关疾病的

重要病理特征, 是诸多因素调控和影响的结果, 其中

力学因素常常是V SM C s 增殖的启动和持续作用因

素。在血流动力学环境中, V SM C s 主要承受张应力

的作用, 张应力作用于血管壁使其产生周期性应变。

本实验研究周期性应变对V SM C s 生长的影响, 现

将结果报告如下。

1　材料和方法

1. 1　脉动膜式张应力系统工作原理与应力加

载　脉动膜式张应力系统 (四川大学生物力学所研

制)如图 1 所示, 其原理是将体外培养的细胞种植在

培养膜 (硅胶膜厚度 100 Λm , 香港理工大学赠送)

上, 培养膜密闭隔开细胞培养小室与液压小室, 通过

直线电机产生的直线磁力线运动作用于模拟心室产

生脉动, 利用液体产生的静压或动态交变压力, 使细

胞培养膜产生周期性应变。在培养小室的入口端和
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出口端各有一压力传感器和温度传感器, 能够通过

测控软件实时监测、控制和采集流体压力梯度、温度

的变化和调整硅胶膜的应变量。将培养小室置于

37℃含 5%CO 2 的细胞培养箱内加载, 可以保证循

环液体温度和培养细胞有稳定适宜的生长环境。通

过计算机进行图像捕获 , 并完成实时观察和采

集存储[ 1 ]。

图 1　脉动膜式张应力系统示意图

F ig 1　Schematic d iagram of m em brane

cycl ic stra in dev ice

1. 2　V SM C s 原代培养　取 SD 大鼠 (雄性, 6～ 7

周龄, 体质量约 200 g, 购自四川大学华西医学中心

实验动物中心) 胸主动脉, 采用贴块法进行细胞培

养。经 SM Α2act in (Α2act in 购自 San ta C ruz 公司,

免疫组化试剂盒由博士德公司提供) 免疫组织化学

染色鉴定, 传 3～ 5 代用于实验。

1. 3　形态学观察　用 CCD 摄像机 (德国BA SL ER

公司) 连接在O lym pu s Ñ 70 倒置相差显微镜下摄

像, 观察不同应变时间细胞的形态学变化, 并用四川

大学自行研制的 CM E IPP 细胞图像处理软件测定

细胞的铺展面积、长轴、周长和形态指数 (4Π×面积ö

周长2)。

1. 4　细胞计数　以 1. 2×105öm l 浓度每个培养小

室接种 3 m l V SM C s 悬液, 静态培养 48 h 后应力加

载。在不同的时相点进行消化, 制成细胞悬液后进行

细胞计数。

1. 5　3H T dR 掺入率测定　每个培养小室以 1. 2×

105öm l 的浓度接种V SM C s 悬液 3 m l, 静态培养 48

h 施加不同的实验条件后向每个培养小室的培养基

内加 3. 7×105 Bq 3H T dR 静态培养 12 h, 去培养基

以 0. 01 m o löL PBS 洗涤 2 次, 0. 125% 胰蛋白酶消

化, 用多头细胞收集器收集细胞于玻璃纤维滤纸, 烤

干后用 Β液闪计数仪测定放射性活度。

1. 6　统计学处理　实验数据以 xθ±s 表示, 用 t 检

验进行显著性分析。

2　结　果

2. 1　形态学变化　V SM C s 承受 14% 的周期性应

变后, 细胞发生重排并与应力加载方向垂直 (图 2) ,

细胞形态指数减小, 铺展面积、周长、细胞长轴在加

载 6 h 明显增加, 12～ 24 h 逐渐减小并趋向于稳定

(表 1)。

图 2　周期性应变条件 (1 Hz, 14% )下 VSM Cs 的形态变化

F ig 2　M orphology change of VSM Cs under 14% cycl ic stra in (×115)

A : Contro l; B: Strain 6 h; C: Strain 12 h; D: Strain 24 h; A rrow indicating strain direction

2. 2　应变条件对V SM C s 生长的影响　与对照组

静态培养在硅胶膜上的V SM C s 相比, 14% 的周期

性应变能明显促进V SM C s 的生长; 相反 8% 的周期

性应变却能明显抑制V SM C s 的生长 (图 3)。
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2. 3　V SM C s DNA 合成的变化　从表 2 中可以看

出, 应变 14% 组的3H T dR 掺入率在加载 12 h 即增

加明显 (P < 0. 05) , 24 h 和 48 h 达对照组的 1. 4 和

1. 8 倍 (P < 0. 001)。相反, 加载 8% 应变的V SM C s

其 3H T dR 掺入率在 24 h 和 48 h 时明显减小

(P < 0. 05, P < 0. 001)。

表 1　周期性应变条件 (1 Hz, 14% )下 VSM Cs 的形态变化

Tab 1　M orphology change of VSM Cs under 14% cycl ic stra in
(n= 50, xθ±s)

Group Sp reading area
(A öΛm 2)

Perim eter
( löΛm ) Shape index L ong axis

(d öΛm )

Contro l 166. 20±30. 34 52. 03± 6. 53 0. 78±0. 11 36. 00± 2. 06

Strained 6 h 344. 19±60. 763 3 112. 96±16. 673 3 0. 34±0. 043 3 94. 84±11. 503 3

12 h 168. 61±15. 34 82. 79±11. 893 3 0. 32±0. 093 3 74. 85±10. 593 3

24 h 178. 62±56. 54 82. 02±10. 473 3 0. 33±0. 073 3 75. 01± 9. 743 3

　3 P < 0. 05, 3 3 P < 0. 01 vs contro l group

图 3　血管平滑肌细胞的生长曲线

F ig 3　Growth curve of VSM Cs

n= 10; 3 P < 0. 05, 3 3 P < 0. 01 vs stat ic cu ltu re group

3　讨　论

3. 1　周期性应变与V SM C s 的形变　周期性应变

和流体剪切力可引起内皮细胞的明显形变已得到广

泛证实, 但力学因素对V SM C s 细胞形态的影响报

道较少。王红兵等[ 2 ]研究认为, 0. 3%～ 0. 7% 基底膜

拉伸可引起V SM C s 的形变, 然而单纯拉伸应变无

法模拟在体脉动的生理环境, 且过小应变量也不能

反应V SM C s 在高压力情况下甚至生理环境下的受

力情况。本文利用脉动膜式张应力系统给予V SM C s

1 H z, 14% 的周期性应变, 比较接近在体高压力情况

下V SM C s 的受力情况。

表 2　不同大小的周期性应变对 VSM Cs D NA 合成的影响

Tab 2　3H-TdR incorpora tion of VSM Cs under d ifferen t ten sion cycl ic stra in
(n= 8, xθ±s)

Group 6 h 12 h 24 h 48 h

Contro l 653. 00± 84. 51 769. 67± 97. 85 901. 00±123. 71 1 062. 66±112. 58

Strained (8% ) 656. 60±125. 28 720. 17±110. 35 747. 83± 90. 463 782. 83± 88. 853 3 3

Strained (14% ) 664. 60±107. 32 1 020. 33±211. 333 1 284. 83±104. 903 3 3 1 874. 83±240. 463 3 3

　3 P < 0. 05, 3 3 P < 0. 01, 3 3 3 P < 0. 001 vs contro l group

　　本研究发现周期性应变可引起体外培养的

V SM C s 明显形变, 其作用主要表现在两个方面, 一

是细胞个体形态的变化, 二是总体细胞的重排。

V SM C s 在应力场中的形态学变化可能是细胞对外

力作用做出的适应性反应, 一方面通过细胞数量的

增加和形态的变化来调整细胞的平均受力, 另一方

面是通过总体细胞的重排以适应应力的重新分布,

反映了V SM C s 为了适应外力的变化在分布上逐渐

趋于优化的能力。

关于周期性应变导致V SM C s 形态学变化的机

制目前还不十分清楚, 可能存在的机制有: (1) 影响

粘着斑和应力纤维的形成, 从而影响粘着斑和应力

纤维的取向与分布, 通过在细胞内张力的再分布调

节不同方向的细胞收缩性, 从而影响细胞形态的变

化。周期性应变作用于内皮细胞可选择性破坏平行

于应变的应力纤维, 保留那些垂直于应变方向的应

力纤维, 从而使细胞长轴和应力纤维表现出与应变

方向垂直的状态[ 3 ] , 而在V SM C s 是否存在类似的

机制有待于进一步的研究证实。 (2)生理条件下, 细

胞骨架成分是维持细胞形态的重要因素。微管作为
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内部支撑构件向外撑开细胞, 以抵抗收缩性微丝产

生的张力; 微丝组成的丝网在整个细胞内扩展并施

加张力起到弹性绳的作用; 中间纤维则可以看作有

力的整合元件将微管和微丝相互连接起来并将它们

固定到表面膜和细胞核上[ 4 ]。

3. 2　周期性应变与 V SM C s 增殖　有关应变对

V SM C s 生长的影响国内外报道不一[ 5, 6 ]。为明确周

期性应变对 V SM C s 生长的确切作用, 本研究对

V SM C s 分别施加 1 H z、应变 8% 和 1 H z、应变 14%

两种不同条件的周期性应变, 前者属于生理范围胸

主动脉的应变条件 (正常胸主脉的应变量在 6%～

10% ) , 后者接近高压力状态下胸主动脉的应变量。

不同的应变条件下, V SM C s 表现出不同的生

长活性, 其确切的机制还不清楚, 可能是周期性应变

可同时激活细胞增生信号和凋亡信号, 最终的生物

学效应取决于两者的平衡。有报道[ 7 ]应力加载可上

调 P21 蛋白的水平来阻止细胞从 G1 期向 S 期的过

渡。关于增殖信号可能起作用的有第二信使通路[ 7 ] ,

磷酸化激活M A PK s 信号途径[ 8 ]以及多种生长因子

的作用[ 9～ 12 ]。我们的实验结果结合文献表明近生理

范围的应变抑制V SM C s 的生长, 有利于维持正常

血管的收缩性和顺应性, 保证血管的通畅; 而超生理

范围的应变能促进V SM C s 的增殖, 导致血管重建

及其相关疾病的发生。
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