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　　［摘要］　目的　探讨西罗莫司对体外培养的大鼠血管平滑肌细胞（ＶＳＭＣｓ）增殖、起始识别复合物１（ＯＲＣ１）表达的影响及
机制。方法　细胞随机分为对照组和实验组，每组３瓶／孔，血清饥饿法培养细胞２４ｈ使其同步化。对照组采用含１０％胎牛血
清的ＤＭＥＭ培养液培养，实验组采用含１０μｍｏｌ／Ｌ西罗莫司＋１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养液培养。继续培养０～４８ｈ，采用免

疫细胞化学法检测增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）表达，电子显微镜观察细胞超微结构，ＲＴＰＣＲ法检测ＯＲＣ１ｍＲＮＡ的表达，蛋白质

印迹法检测Ｐ５３、ｃｙｃｌｉｎＤ１、ｃｙｃｌｉｎＡ和ＯＲＣ１蛋白的表达。结果　与对照组相比，实验组４８ｈＰＣＮＡ阳性表达率降低［（２０±
２．１）％ｖｓ（８０±３．０）％，Ｐ＜０．０５］，Ｐ５３蛋白表达升高 （Ｐ＜０．０５）；细胞核有固缩的迹象；实验组ｃｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达轻微升高

（Ｐ＞０．０５），４８ｈｃｙｃｌｉｎＡ蛋白的表达下降（Ｐ＜０．０５）。对照组ＯＲＣ１ｍＲＮＡ的表达在０～１２ｈ升高，２４～４８ｈ降低，高峰期在１２

ｈ。实验组细胞ＯＲＣ１ｍＲＮＡ的表达始终处于高水平。与同时间对照组比较，实验组４８ｈＯＲＣ１ｍＲＮＡ的表达升高（Ｐ＜０．０５）。

蛋白质印迹分析结果与之相似。结论　西罗莫司抑制ＶＳＭＣｓ增殖，同时促进其凋亡；其作用环节可能是通过阻止细胞由Ｇ０／Ｇ１期
向Ｓ期转化，诱导细胞处于静止状态；ＯＲＣ１的作用环节位于西罗莫司作用点的上游，进一步支持ＯＲＣ１参与细胞复制起始过程。
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第９期．王　倩，等．西罗莫司对大鼠血管平滑肌细胞增殖、起始识别复合物１表达的影响及机制探讨 ·９６１　　 ·

　　 血管平滑肌细胞 （ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ
ｃｅｌｌｓ，ＶＳＭＣｓ）的过度增殖是高血压、动脉粥样硬化
（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）、经皮冠状动脉成形术（ｐｅｒｃｕ
ｔａｎｅｏｕｓｃｏｒｏｎａｒｙａｎｇｉｏｇｒａｐｈｙ，ＰＴＣＡ）后再狭窄等
病理过程的基本事件。细胞增殖通过ＤＮＡ复制实
现，起始识别复合物（ｏｒｉｇｉｎｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｃｏｍｐｌｅｘ，

ＯＲＣ）是启动真核细胞 ＤＮＡ 复制的关键因子［１］，

ＯＲＣ１是其最大的亚基和功能基团。本课题组前期
研究显示ｓｉＲＮＡ 干扰造成 ＯＲＣ１基因沉默可使

ＶＳＭＣｓ停留在静止状态（Ｇ０／Ｇ１期）［２］。增殖细胞
核抗原 （ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）、

Ｐ５３分别是反映细胞增殖、凋亡状态的传统指标。
细胞周期蛋白（ｃｙｃｌｉｎ）Ｄ１主要在细胞周期的Ｇ１期
起作用，调节Ｇ１／Ｓ期的过渡，而ｃｙｃｌｉｎＡ产生于细
胞周期的Ｇ０／Ｓ转换阶段，其含量逐渐增高直至分裂
前期（Ｍ期）。

　　西罗莫司（ｓｉｒｏｌｉｍｕｓ）又名雷帕霉素（ｒａｐａｍｙ
ｃｉｎ），是临床上广泛使用的药物涂层支架的主要成分
之一，对预防和缓解ＰＴＣＡ术后再狭窄具有良好的
作用［３］，其抑制ＶＳＭＣｓ增殖的机制比较复杂。西罗
莫司和 ＯＲＣ１均参与 ＶＳＭＣｓ的增殖过程，但在细
胞周期中的作用环节不同，前者可能使细胞阻滞在

Ｇ１～Ｓ期，后者可能参与 ＤＮＡ 复制启动（Ｇ０～Ｇ１
期）。西罗莫司对细胞增殖研究的报道较多，但对

ＯＲＣ１表达影响的研究甚少。本实验拟探讨西罗莫
司对ＶＳＭＣｓ增殖、ＯＲＣ１表达的影响及机制，试图
明确两者在细胞周期进程中的作用环节，为寻找更
好的抗细胞增殖药物或方法提供实验依据。

１　材料和方法

１．１　材料　　ＳＤ大鼠，雌雄不限，１２０～１５０ｇ，购
自第三军医大学动物所。西罗莫司购自ＣＳＴ公司，
以二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）配制成１ｍｍｏｌ／Ｌ的储存液，

－８０℃冰箱保存，使用前稀释至工作浓度。兔抗大
鼠ＯＲＣ１多克隆抗体购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，山羊抗
兔ＨＲＰＩｇＧ购自北京中杉金桥生物技术有限公司，

Ｔｒｉｐｕｒｅ试剂购自Ｒｏｃｈ公司，ＲＴＰＣＲ试剂盒购自
大连宝生物技术有限公司，ＯＲＣ１引物和βａｃｔｉｎ引
物购自上海基康生物技术有限公司。

１．２　细胞培养及分组　采用组织块贴壁法培养ＳＤ
大鼠原代ＶＳＭＣｓ。细胞随机分为对照组和实验组，
每组３瓶／孔。血清饥饿法培养２４ｈ，使其同步化。
对照组加入含１０％ ＦＢＳ的ＤＭＥＭ 培养液，实验组
加入含１０μｍｏｌ／Ｌ西罗莫司＋１０％ ＦＢＳ的ＤＭＥＭ
培养液，混匀，放入ＣＯ２孵箱中继续培养。

１．３　免疫细胞化学检测ＰＣＮＡ蛋白表达　按免疫

组化试剂盒（购自武汉博士德生物工程有限公司）说
明书操作，检测各组培养４８ｈ细胞ＰＣＮＡ蛋白的表
达。随机取３个视野，计算ＰＣＮＡ阳性表达百分率。
实验重复３次。在光镜下观察各组细胞ＰＣＮＡ的表
达情况，阳性表达ＰＣＮＡ的细胞核呈棕褐色，阴性表
达ＰＣＮＡ的细胞核呈蓝色。

１．４　电子显微镜观察细胞超微结构　采用透射电
镜（荷兰，飞利浦 ＴＥＣＮＡＩ１０）技术，观察各组作用

４８ｈ细胞超微结构的变化。常规消化、收集细胞，缓
慢加入４℃预冷的２．５％戊二醛４ｍｌ，切勿吹散细胞
团块，４℃固定２ｈ。用１％ 四氧化锇在４℃固定３０
ｍｉｎ，脱水、包埋、制备超薄切片。

１．５　蛋白质印迹法检测Ｐ５３、ｃｙｃｌｉｎＤ１、ｃｙｃｌｉｎＡ、

ＯＲＣ１蛋白的表达　常规收集６、１２、２４、４８ｈ各组细
胞，按上海申能博彩生物科技有限公司的 ＲＩＰＡ使
用说明书提取细胞总蛋白。用考马斯亮蓝法定量蛋
白，１２％积层胶电泳电压５０Ｖ左右，６％分离胶电泳
电压６０～６５Ｖ。一抗１２００稀释，同时加入βａｃ
ｔｉｎ。二抗１２５００，显影后清水漂洗，再定影。背景
洗涤。实验重复３次。

１．６　ＲＴＰＣＲ法检测ＯＲＣ１ｍＲＮＡ的表达　自培
养６、１２、２４、４８ｈ常规消化收集细胞。提取各组细胞
总ＲＮＡ，ＲＮＡ检测合格，按以下条件进行反转录反
应：３７℃ 水浴５５ｍｉｎ，９５℃ 水浴１０ｍｉｎ。按以下条
件进行ＰＣＲ扩增：９５℃预变性３ｍｉｎ；９５℃变性３０
ｓ、５７℃退火３０ｓ、７２℃延伸１ｍｉｎ，共３５个循环；

７２℃温育７ｍｉｎ；４℃结束反应。立即电泳或４℃保
存。１００Ｖ、４０ｍＡ电泳，待样品条带至胶面１／２位
置为止。采用凝胶分析软件ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ４．２．１测
定实验结果中各个条带的光密度值，以βａｃｔｉｎ为内
参，计算ＯＲＣ１表达强度。实验重复３次。

１．７　统计学处理　计量资料采用珚ｘ±ｓ表示，用

ＳＰＳＳ１３．０软件进行单因素方差分析，检验水平（α）
为０．０５。

２　结　果

２．１　ＰＣＮＡ蛋白的表达　结果（图１）可见，与同时
间对照组比较，实验组４８ｈＰＣＮＡ阳性表达率降
低，差异有统计学意义［（２０±２．１）％ ｖｓ（８０±
３．０）％，Ｐ＜０．０５］。

２．２　细胞超微结构的变化　电镜下可见，无血清培
养２４ｈ后细胞核边缘较规则，细胞表面突起较少，部
分染色质边集，核膜增厚。对照组细胞加入含１０％
ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养４８ｈ后，核边缘不规则，核仁明
显，细胞表面突起增多，细胞器丰富，线粒体嵴增多；
实验组细胞加入含１０μｍｏｌ／Ｌ西罗莫司＋１０％ＦＢＳ
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的ＤＭＥＭ培养４８ｈ后，核边缘较规则，细胞表面突
起减少，部分染色质边集于核膜下，呈块状或新月
状。见图２。

图１　各组ＶＳＭＣｓ培养４８ｈＰＣＮＡ的表达

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＣＮＡｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｆｔｅｒ４８ｈｃｕｌｔｕｒｅ（ＳＰｓｔａｉｎｉｎｇ）

ＶＳＭＣｓ：Ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ；ＰＣＮＡ：Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕ

ｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ．Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图２　电子显微镜下观察各组ＶＳＭＣｓ超微结构

Ｆｉｇ２　ＵｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＶＳＭＣｓｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｕｎｄｅｒｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

ＶＳＭＣｓ：Ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ．Ａ：ＶＳＭＣｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｂｙ

ｓｅｒｕｍｓｔａｒｖａｔｉｏｎｆｏｒ２４ｈ；Ｂ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ＶＳＭＣｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄ

ｉｎ１０％ＦＢＳｆｏｒ４８ｈ）；Ｃ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ（ＶＳＭＣｓｗｅｒｅｃｕｌ

ｔｕｒｅｄｉｎ１０μｍｏｌ／Ｌｓｉｒｏｌｉｍｕｓｐｌｕｓ１０％ＦＢＳｆｏｒ４８ｈ）．Ｓｏｍｅｃｈｒｏｍａ

ｔｉｎｗａｓａｓｓｅｍｂｌｅｄｔｏｔｈｅｍｅｍｂｒａｎｅｏｆｎｕｃｌｅｕｓ，ｆｏｒｍｉｎｇｍａｓｓｅｓｏｒ

ｃｒｅｓｃｅｎｔｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×６２００

２．３　凋亡因子Ｐ５３蛋白的表达　各组培养１２、４８ｈ
检测细胞Ｐ５３蛋白的表达，结果见图３。可见，与同
时间对照组比较，实验组Ｐ５３蛋白的表达升高，差异
有统计学意义 （Ｐ＜０．０５）。

２．４　各组细胞ｃｙｃｌｉｎＤ１、ｃｙｃｌｉｎＡ的表达变化　各
组培养１２、４８ｈ检测ｃｙｃｌｉｎＤ１、ｃｙｃｌｉｎＡ蛋白的表达
结果见图４。可见，与同时间对照组比较，实验组ｃｙ
ｃｌｉｎＤ１蛋白表达轻微升高但差异无统计学意义（Ｐ
＞０．０５），而４８ｈ时ｃｙｃｌｉｎＡ蛋白的表达下降，差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

２．５　各组细胞ＯＲＣ１ｍＲＮＡ的表达变化　对照组

细胞在１０％ＦＢＳ刺激下，ＯＲＣ１ｍＲＮＡ表达在６～
１２ｈ逐渐升高，而２４～４８ｈ明显下降，高峰期在１２
ｈ。实验组细胞ＯＲＣ１ｍＲＮＡ的表达始终处于高水
平，与同时间对照组比较，实验组４８ｈＯＲＣ１ｍＲＮＡ
的表达明显升高，差异有统计学意义 （Ｐ＜０．０５）。见
图５。

图３　蛋白质印迹法检测各组培养１２ｈ和

４８ｈＰ５３蛋白的表达

Ｆｉｇ３　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆＰ５３ｐｒｏｔｅｉｎ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＶＳＭＣｓｏｆｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｆｔｅｒ２４ｈａｎｄ４８ｈｃｕｌｔｕｒｅ
Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

图４　蛋白质印迹法检测各组培养１２ｈ和

４８ｈｃｙｃｌｉｎＤ１（Ａ）、ｃｙｃｌｉｎＡ（Ｂ）蛋白的表达

Ｆｉｇ４　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｙｃｌｉｎＤ１（Ａ）ａｎｄ

ｃｙｃｌｉｎＡ（Ｂ）ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＶＳＭＣｓｏｆｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
ａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｔ１２ｈａｎｄ４８ｈｃｕｌｔｕｒｅ

Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．６　各组细胞 ＯＲＣ１蛋白的表达变化　对照组细
胞在１０％ＦＢＳ刺激下，ＯＲＣ１蛋白表达在６～１２ｈ
明显升高，而１２～４８ｈ明显下降，高峰期在１２ｈ。
实验组细胞 ＯＲＣ１蛋白的表达始终处于高水平，与
同时间对照组比较，实验组４８ｈＯＲＣ１蛋白的表达
明显升高，差异有统计学意义 （Ｐ＜０．０５）。见图６。
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图５　ＲＴＰＣＲ检测各组培养６、１２、２４、４８ｈ
ＶＳＭＣｓＯＲＣ１ｍＲＮＡ表达的变化

Ｆｉｇ５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＯＲＣ１ｍＲＮＡｉｎＶＳＭＣｓ
ｏｆｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ
ＶＳＭＣｓａｔ６ｈ，１２ｈ，２４ｈａｎｄ４８ｈｃｕｌｔｕｒｅ

Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

图６　各组培养６、１２和４８ｈＶＳＭＣｓＯＲＣ１蛋白的表达

Ｆｉｇ６　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＯＲＣ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＶＳＭＣｓ

ｏｆｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ
ａｔ６ｈ，１２ｈａｎｄ４８ｈｃｕｌｔｕｒｅ

Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　ＶＳＭＣｓ是具有增殖潜能的真核细胞，处于分化
状态（Ｇ０或Ｇ１期）的ＶＳＭＣｓ在受到环境因子刺激时
能正常增殖；但进入增殖状态（如Ｇ１／Ｓ期）的细胞若
被阻滞，其再次增殖时可能引起有丝分裂的不稳定
（单倍体或多倍体形成）。因此，探讨西罗莫司和

ＯＲＣ１在细胞增殖过程中的作用点哪个位于上游、
哪个能更好地将细胞抑制在其增殖周期的早期阶段

是很有必要的。

　　ＰＣＮＡ 是一种仅在增殖细胞合成和表达的

ＤＮＡ聚合酶δ的辅助蛋白，其表达和合成与细胞增
殖周期相关，主要表达于细胞的Ｇ期和Ｓ期，可准确
反映细胞的增殖状况［４］。ＰＣＮＡ表达的高低与细胞
的增殖能力呈正相关，也是检测肿瘤增殖能力的可
靠指标，随着对ＯＲＣ研究的深入，有人提出ＯＲＣ相
关复制因子可作为肿瘤增殖的新型生物标记［５］。本
研究发现西罗莫司可使细胞ＰＣＮＡ的表达明显降
低，提示西罗莫司对细胞的增殖有抑制作用。

　　细胞凋亡是受基因控制的一种主动性细胞自杀
过程，受凋亡相关基因的调控。Ｐ５３基因是凋亡相
关因子。本实验发现，西罗莫司作用于ＶＳＭＣｓ４８ｈ
细胞Ｐ５３蛋白表达升高，提示西罗莫司促进ＶＳＭＣｓ
凋亡。凋亡的超微结构变化主要表现为细胞体缩
小，胞质浓缩、核固缩、染色质边集，形成典型的凋亡
小体等。但有些细胞并无凋亡小体形成，而仅仅发
生核固缩和胞质浓缩。本研究结果显示，西罗莫司
作用于ＶＳＭＣｓ，使细胞呈现核固缩的迹象，进一步
提示西罗莫司有促进ＶＳＭＣｓ发生凋亡的能力。

　　细胞周期是指真核细胞有丝分裂进行细胞增殖
的循环过程，主要由Ｇ０期、Ｇ１期、Ｓ期、Ｇ２期和 Ｍ 期
组成。在细胞周期的网络调控体系中，细胞周期蛋
白的时相特异性积累与分解是确保细胞周期有序变

更的基础，其中ｃｙｃｌｉｎＤ１主要在细胞周期的Ｇ１期起
作用，调节Ｇ１／Ｓ期的过渡；ｃｙｃｌｉｎＡ在细胞周期Ｇ１／

Ｓ、Ｇ２／Ｍ期转换均起重要作用［６］。ＣｙｃｌｉｎＤ１在 Ｇ１
早期合成，Ｇ１后期达高峰，进入Ｓ期前降解。细胞在
生长因子的刺激下，Ｇ１期ｃｙｃｌｉｎＤ１与其伴侣分子

ＣＤＫ４或ＣＤＫ６结合后进入细胞核，并被激活形成

ｃｙｃｌｉｎＤ１与ＣＤＫ４／６的复合物，使下游蛋白磷酸化，
从而启动细胞 ＤＮＡ 复制，细胞通过 Ｇ１期进入Ｓ
期［７］。ＣｙｃｌｉｎＡ作为细胞周期正调控因子，与ＣＤＫ２
结合，形成活性激酶复合物 （ｃｙｃｌｉｎＡ／ＣＤＫ２），导致

ｐＲｂ磷酸化，释放出转录因子Ｅ２Ｆ，从而引起一系列
与Ｓ期相关因子的转录，使细胞由 Ｇ１期进入Ｓ期，
启动ＤＮＡ合成，促进细胞增殖［７］。本研究发现，西
罗莫司作用于ＶＳＭＣｓ可使ｃｙｃｌｉｎＤ１蛋白的表达轻
微升高，而ｃｙｃｌｉｎＡ蛋白的表达显著降低。提示西
罗莫司可能是通过阻止细胞由 Ｇ０／Ｇ１期向Ｓ期转
化，诱导细胞处于静止状态。

　　胡新华等［８］利用ＲＮＡ干扰技术特异性沉默西罗
莫司靶蛋白基因，发现ＶＳＭＣｓＧ０／Ｇ１期向Ｓ期转化受
阻，细胞的分裂、增殖受到限制，凋亡机制启动，更多
细胞停滞在 Ｇ０／Ｇ１期，与本研究结果一致。Ｒｏｓｎｅｒ
等［９］发现西罗莫司对 ＰＴＣＡ 术后再狭窄增生的
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ＶＳＭＣｓ的抑制作用与正常ＶＳＭＣｓ的抑制作用一致，
均使细胞由Ｇ０／Ｇ１期向Ｓ期的进程受阻，而对Ｇ２期、

Ｍ 期没有影响。以上结果提示，西罗莫司抑制

ＶＳＭＣｓ增殖可能是通过抑制ＰＣＮＡ蛋白的表达，同
时上调Ｐ５３蛋白表达，促进细胞凋亡，阻止细胞由Ｇ０／

Ｇ１期向Ｓ期转化，使细胞主要停留在Ｇ０／Ｇ１期，引起

ｃｙｃｌｉｎＤ１表达轻微升高、ｃｙｃｌｉｎＡ表达显著下降。

　　国外研究报道，在血清饥饿状态下即静止期，

ＯＲＣ１表达非常低，血清刺激０～３ｈ后，ＯＲＣ１表达
低，血清刺激６～１２ｈ后，ＯＲＣ１开始上升，当血清刺
激１２ｈ，ＯＲＣ１表达高峰，１２ｈ后，ＯＲＣ１表达逐渐
减少［１０］。Ｍｅｈｒａ等［１１］发现人类恶性疟原虫 ＯＲＣ１
在滋养体和裂殖体阶段有大量表达，且能阻止疟原
虫成熟与发育，是启动真核生物ＤＮＡ复制的必要因
子。我们前期研究发现，ＯＲＣ１在 Ｇ１ 期增加，在Ｓ
期降解，ＯＲＣ１的过度表达改变了 ＤＮＡ合成的模
式，推测ＯＲＣ１在细胞周期中参与调控ＤＮＡ复制的
启动过程［１２］。本研究结果显示 ＯＲＣ１在细胞处于
静止期表达弱，１２ｈ表达明显增加，其后逐渐减少。
在增殖活跃期，ＯＲＣ１表达明显，在静止期ＯＲＣ１表
达弱或检测不到，与国外报道结果一致。

　　ＯＲＣ１的周期性变化是由遍在蛋白２６Ｓ蛋白酶
体抑制剂介导的，ＯＲＣ１属于Ｓ期特异性的遍在蛋
白。蛋白酶体特异性抑制剂 ＭＧ１３２能使低水平的

ＯＲＣ１迅速增加。用阿菲迪霉、羟基脲或胸腺嘧啶
脱氧核苷处理后的处于Ｓ期的细胞，其 ＯＲＣ１浓度
非常低，一旦诱导剂被阻断，处于Ｓ早期的细胞又会
开始合成ＤＮＡ但无 ＯＲＣ１表达增加，说明程序性

ＯＲＣ１的降解早于Ｓ早期，聚集在Ｇ１期的ＯＲＣ１对

ＤＮＡ合成无明显影响。因此，ＯＲＣ１与细胞周期进
程密切相关，是启动细胞周期从Ｇ０期进入Ｇ１／Ｓ期
必不可少的因子。ＯＲＣ１的迅速降解或清除能有效
地预防细胞周期的再次启动［１３］。最近，有报道称

ＯＲＣ１除了作为ＤＮＡ复制起始因子之外，可能还具
有调节染色体聚集和分离、细胞分裂、细胞周期和生
长、细胞代谢的作用［１４１５］。

　　在真核细胞中，ＯＲＣ１的量在Ｇ１期升高，在Ｓ期
降低。理论上，若西罗莫司的作用环节在 ＯＲＣ１的
上游，则西罗莫司作用期间可抑制ＯＲＣ１的表达；若
西罗莫司作用位点位于 ＯＲＣ１的下游，则 ＯＲＣ１的
表达升高。本研究结果提示ＯＲＣ１在细胞周期中的
作用环节位于西罗莫司作用位点的上游，进一步支
持ＯＲＣ１参与ＶＳＭＣｓＤＮＡ复制的启动过程，为临
床上更好地预防和治疗ＡＳ、ＰＣＩ术后再狭窄等血管

增生性疾病提供了实验依据。

　　（志谢　感谢解放军２５２医院心血管内科江明
宏老师在细胞原代培养、免疫组织化学检测等方面
给予的大力指导。）
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