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　　血管平滑肌细胞（ＶＳＭＣ）的过度增殖和迁移是多
种心血管疾病共同的病理基础。ＶＳＭＣ不仅具有调节
血管收缩的作用，同时还参与细胞外基质的合成与分
泌，进而影响血管功能［１２］。近来有研究表明，坏死的

ＶＳＭＣ能够释放细胞因子等活性物质，激活 ＶＳＭＣ表
面受体，引起一系列的信号转导，从而促进周围正常

ＶＳＭＣ的增殖和迁移［３４］。我们在前期工作中发现氧
糖剥夺（ｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ，ＯＧＤ）损伤后的

ＶＳＭＣ上清液中白介素１（ＩＬ１）含量显著增加［５］，证明
损伤的ＶＳＭＣ能够释放炎性因子，但其是否能够对周
围细胞产生影响以及ＩＬ１在其中的作用如何仍未明
确。本实验继续采用ＯＧＤ条件培养ＶＳＭＣ，并收集其
培养上清液作用于正常细胞，进一步探讨ＯＧＤ损伤细
胞上清对周围正常细胞增殖和迁移的影响以及其可能

的作用机制，以期为动脉粥样硬化等血管重塑类疾病
的治疗及恢复提供实验依据。

１　材料和方法

１．１　细胞株与试剂　人主动脉 ＶＳＭＣ购自上海生命

科学研究院生物化学与细胞生物学研究所，ＩＬ１及其

受体拮抗剂（ＩＬ１ＲＡ）以及基质金属蛋白酶（ＭＭＰ）２、

ＭＭＰ９ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒购自美国 Ｒ＆Ｄ公司，总

ＲＮＡ提取试剂盒、ＴＩＡＮＳｃｒｉｐｔｃＤＮＡ第一链合成试剂

盒购自天根生化科技（北京）有限公司，ＢｒｄＵＥＬＩＳＡ检

测试剂盒购自麦约尔生物技术有限公司，细胞周期检

测试剂盒购自南京凯基生物科技发展有限公司，ＦＡＣ

ＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪购自美国ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司，抗

细胞周期蛋白Ｄ１（ｃｙｃｌｉｎＤ１）抗体、抗βａｃｔｉｎ抗体购自

美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，引物委托上海生工生物工程技

术服务有限公司合成，其他试剂均为国产分析纯。

１．２　细胞培养及ＯＧＤ条件培养液的制备　将人主动

脉ＶＳＭＣ接种于含１０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素、

１００μｇ／ｍＬ链霉素的低糖ＤＭＥＭ 培养液中，在３７℃、

５％ＣＯ２、饱和湿度条件下培养。每２～３ｄ更换一次培

养液，待细胞生长至８０％～９０％融合时进行传代。

　　按照本实验室已经报道的方法［５］，使用前将无血

清无糖培养基通入５％ＣＯ２、１０％Ｈ２、８５％Ｎ２混合气体
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饱和１５ｍｉｎ，即制成无血清无糖低氧溶液。将对数生

长期的ＶＳＭＣ接种于此条件溶液后置于内含５％ＣＯ２、

１０％Ｈ２、８５％Ｎ２混合气体的厌氧培养箱中培养，４８ｈ
后离心收集细胞培养上清液，即 ＯＧＤ损伤后细胞上

清，称为ＯＧＤ条件培养液，备后续实验用。

１．３　实验分组　实验设置ＯＧＤ组（用ＯＧＤ条件培养

液培养细胞）、ＩＬ１组（无血清低糖的ＤＭＥＭ培养液加

入１００ｎｇ／ｍＬ的ＩＬ１）、ＯＧＤ＋ＩＬ１ＲＡ组（在ＯＧＤ组

基础上加入２５０ｎｇ／ｍＬ的ＩＬ１ＲＡ）以及对照组（用无

血清低糖的ＤＭＥＭ培养液培养细胞）。

１．４　细胞增殖检测　采用ＢｒｄＵ标记ＥＬＩＳＡ法。将

正常ＶＳＭＣ接种至９６孔板，加入不同的培养液培养４８

ｈ，加入ＢｒｄＵ标记液１０μＬ，３７℃孵育２ｈ。弃去标记

液，加入ＦｉｘＤｅｎａｔ２００μＬ，室温孵育３０ｍｉｎ。加入抗

ＢｒｄＵＰＯＤ工作液１００μＬ，室温孵育９０ｍｉｎ，洗涤３
次。加入底物溶液１００μＬ，待产生颜色变化后加入终

止液，测定其在３７０ｎｍ处的光密度值。

１．５　细胞周期检测　正常 ＶＳＭＣ加入不同的培养液

培养４８ｈ后收集细胞，１３００×ｇ离心５ｍｉｎ，吸弃上清，

加入预冷的７０％乙醇，于４℃固定２ｈ。离心弃去固定

液，加入５００μＬ染色缓冲液重悬细胞。加入２５μＬ碘

化丙啶染色液及１０μＬＲＮａｓｅＡ，混匀。３７℃避光孵育

３０ｍｉｎ，随即上流式细胞仪检测。

１．６　细胞划痕实验　将细胞接种至６孔板，待完全贴

壁后用２０μＬ无菌枪头在细胞表面划一横线，ＰＢＳ洗涤

细胞，各组加入不同的培养液，继续培养４８ｈ，于倒置

显微镜下观察拍照。

１．７　ＣｙｃｌｉｎＤ１表达检测

１．７．１　ＲＴＰＣＲ　ＴＲＩｚｏｌ法提取各组细胞的总ＲＮＡ，

按照说明书方法将ｍＲＮＡ反转录成ｃＤＮＡ。ＣｙｃｌｉｎＤ１
的上、下游引物序列：５′ＣＣＣＧＣＡＣＧＡ ＴＴＴＣＡＴ

ＴＧＡＡＣ３′，５′ＡＧＧＧＣＧＧＡＴＴＧＧＡＡＡＴＧＡＡＣ

３′，扩增片段长度１３４ｂｐ；内参βａｃｔｉｎ的上、下游引物

序列：５′ＡＣＧＴＴＧＡＣＡＴＣＣＧＴＡＡＡＧＡＣ３′，５′

ＧＡＡＧＧＴＧＧＡＣＡＧＴＧＡ ＧＧＣ３′，扩增片段长度

２００ｂｐ。参照２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒说明书，

在２００μＬ反应管中加入ｃＤＮＡ模板２μＬ，上下游引物

各１μＬ，２×ＴａｑＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，最后加入

ｄｄＨ２Ｏ补足总体积至２０μＬ。ＰＣＲ反应条件：９５℃预

变性５ｍｉｎ，９５℃变性２０ｓ；６０℃退火２０ｓ；７２℃延伸３０

ｓ，共３０个循环，最后７２℃延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ反应结束

后于１．５％琼脂糖凝胶上进行电泳，利用Ｇｅｌｐｒｏ４．０凝

胶成像系统扫描图片并进行灰度分析。

１．７．２　蛋白质印迹分析　收集各组细胞，加入含１５

ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ６．８）、１０％丙三醇、２％ＳＤＳ和

６％β巯基乙醇的缓冲液，超声裂解细胞。提取细胞总

蛋白，行１０％ＳＤＳＰＡＧＥ。电泳结束后，将凝胶电转移

至ＰＶＤＦ膜上，用含５％脱脂奶粉的封闭液封闭１～２

ｈ，加入一抗（抗ｃｙｃｌｉｎＤ１抗体或抗βａｃｔｉｎ抗体），４℃孵

育过夜。加入二抗室温孵育１．５ｈ，将ＰＶＤＦ膜置ＥＣＬ
中反应，暗室中经 Ｘ 线片曝光，常规显影定影。用

ＧｅｎｅＴｏｏｌｓ软件分析蛋白表达的灰度值。

１．８　ＭＭＰ２、ＭＭＰ９表达水平检测　采用ＥＬＩＳＡ法

检测各组细胞分泌 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的水平，所有操作

均严格按照说明书进行。

１．９　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１５．０软件进行统计分

析，计量资料用珚ｘ±ｓ表示，采用Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验或方

差分析（ＡＮＯＶＡ），检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　细胞增殖能力　结果（图１）表明，ＯＧＤ组与ＩＬ１
组细胞增殖能力均较对照组显著增强（Ｐ＜０．０１），ＩＬ１
组细胞增殖能力强于ＯＧＤ组（Ｐ＜０．０１），而ＯＧＤ＋ＩＬ

１ＲＡ组细胞增殖能力显著低于ＯＧＤ组和ＩＬ１组（Ｐ＜
０．０１），但 与 对 照 组 相 比 差 异 无 统 计 学 意 义

（Ｐ＞０．０５）。　　　　

图１　细胞增殖能力
Ｐ＜０．０１与对照组相比；△△Ｐ＜０．０１与 ＯＧＤ组相比；▲▲Ｐ＜

０．０１与ＩＬ１组相比．ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

２．２　细胞周期　ＯＧＤ组和ＩＬ１组Ｓ期细胞所占比例

分别为（２８．９８±１．５３）％和（３３．８６±３．１４）％，均显著

高于对照组的（２４．２４±２．１０）％（Ｐ＜０．０５）；ＩＬ１ＲＡ组

Ｓ期所占细胞比例为（１９．０６±１．５６）％，显著低于ＯＧＤ
组和ＩＬ１组（Ｐ＜０．０１）。

２．３　细胞迁移能力　划痕实验结果见图２，与对照组

相比，ＯＧＤ组和ＩＬ１组的细胞明显从划痕边缘向划痕

内迁移，而ＯＧＤ＋ＩＬ１ＲＡ组则无明显变化。

２．４　ＣｙｃｌｉｎＤ１的表达　ＯＧＤ组和ＩＬ１组ｃｙｃｌｉｎＤ１

ｍＲＮＡ 的 表 达 均 显 著 高 于 对 照 组 （Ｐ＜０．０５），

ＯＧＤ＋ＩＬ１ＲＡ组则显著低于 ＯＧＤ 和ＩＬ１组（Ｐ＜
０．０５，图３）。ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白的表达与 ｍＲＮＡ基本一致

（图３）。
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图２　细胞迁移能力

Ａ：ＯＧＤ组；Ｂ：ＩＬ１组；Ｃ：ＩＬ１ＲＡ组；Ｄ：对照组．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

图３　ＣｙｃｌｉｎＤ１的ｍＲＮＡ和蛋白表达
Ｐ＜０．０５与对照组相比；△Ｐ＜０．０５与 ＯＧＤ＋ＩＬ１ＲＡ组相比．

ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．５　ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的表达　ＥＬＩＳＡ检测 ＭＭＰ２、

ＭＭＰ９表达的结果如图４，ＯＧＤ组和ＩＬ１组ＭＭＰ２的

表达均显著高于对照组（Ｐ＜０．０１）及ＯＧＤ＋ＩＬ１ＲＡ组

（Ｐ＜０．０５）；ＭＭＰ９的表达与 ＭＭＰ２基本一致（图４）。

３　讨　论

　　在血管重塑类疾病中，尤其在血管形成术后再狭

窄中，由于缺血缺氧以及血管成形术本身的机械损伤，

常造成血管壁受损。ＶＳＭＣ的损伤、凋亡和坏死是血

管重构类疾病常见的病理过程［６７］。ＶＳＭＣ的大幅度

凋亡将加速易损斑块的形成并诱发机体的炎性反

应［８］，而慢性凋亡则会促进粥样硬化的形成、血管损伤

和功能退化，包括中层平滑肌萎缩、ＶＳＭＣ减少、弹性

蛋白降解以及血管老化［９］，表明 ＶＳＭＣ损伤可能是各

类血管病变的早期事件。本研究首先采用氧糖剥夺条

件培养ＶＳＭＣ模拟体内血管平滑肌细胞的受损过程，

收集其细胞培养上清液作为条件培养液培养正常的

ＶＳＭＣ，发现培养后的正常 ＶＳＭＣ增殖和迁移能力显

著增强，提示受损的 ＶＳＭＣ能够释放某些细胞因子并

通过某些途径（如细胞间的信号传递）影响周围细胞的

功能。

图４　ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的表达
Ｐ＜０．０１与对照组相比；△Ｐ＜０．０５与 ＯＧＤ＋ＩＬ１ＲＡ组相比．

ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

　　Ｃｌａｒｋｅ等［４］研究指出，受损的 ＶＳＭＣ能够释放

ＩＬ１，其中凋亡细胞释放ＩＬ１β，坏死细胞释放ＩＬ１α，由

凋亡引发的坏死细胞则能够同时释放ＩＬ１α和ＩＬ１β。

ＩＬ１α和ＩＬ１β能够结合于相同的细胞表面受体，并诱

导类似的生物学功能，包括细胞因子的产生、内皮细胞

和巨噬细胞的激活、ＶＳＭＣ的增殖、血管通透性的增加

以及促进黏附分子的释放［１０］，而这些过程均与动脉粥

样硬化密切相关。本研究中ＯＧＤ组和ＩＬ１组细胞增

殖和迁移能力均显著增强，而在ＯＧＤ条件培养液中加

入ＩＬ１ＲＡ能够显著降低细胞的增殖和迁移，表明ＩＬ１

在受损细胞上清液引发的细胞异常增殖和迁移中发挥

着关键的作用。



第３期．孟　亮，等．氧糖剥夺损伤后细胞上清中ＩＬ１促进正常血管平滑肌细胞增殖及迁移 ·３４７　　 ·

　　ＣｙｃｌｉｎＤ１可调控细胞周期，是细胞从Ｇ１ 期向Ｓ期

过渡的重要因子［１１］。本研究中ｃｙｃｌｉｎＤ１在ＯＧＤ组和

ＩＬ１组表达均显著升高，在ＩＬ１ＲＡ组则显著降低，与

细胞周期检测结果一致。ＭＭＰ能够降解细胞外基质，

将ＶＳＭＣ从基底膜中释放出来，促进其增殖和迁

移［１２］。ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９是血管壁细胞表达和分泌

的最主要的 ＭＭＰ，本研究中 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９在ＯＧＤ
组和ＩＬ１组表达升高，而在ＯＧＤ＋ＩＬ１ＲＡ组表达下

降，与细胞划痕实验结果一致。研究表明ｃｙｃｌｉｎＤ１和

ＭＭＰ的启动子区都含有 ＮＦκＢ的结合位点，能够被

ＮＦκＢ激活而表达升高［１３１４］，ＩＬ１能够诱导 ＮＦκＢ抑

制物ＩκＢ的磷酸化而激活ＮＦκＢ［１５］，据此推测，损伤的

ＶＳＭＣ大量释放ＩＬ１，周围正常细胞的表面受体接受

刺激信号后激活 ＮＦκＢ，ＮＦκＢ将信号传递入核后诱

发了周围细胞的增殖和迁移。

　　动脉粥样硬化已被公认是一种复杂的慢性炎症反

应。最新研究指出，坏死 ＶＳＭＣ释放的ＩＬ１α还能够

通过与细胞内受体的结合促进正常细胞ＩＬ６、ＭＣＰ１
等炎性因子的表达，诱导炎性反应［１６］。所以，ＶＳＭＣ损

伤及其释放的ＩＬ１在动脉粥样硬化等血管重塑类疾病

中发挥着不可忽视的作用，而对细胞内信号传递系统

进行深入探讨将为动脉粥样硬化等血管重构疾病的预

防及治疗提供崭新的思路。
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