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*

#6

胎牛血清培养基培养
/5K

%

+

组为
:a+

*

"&

&

SDP

"

Z<&"#(

预处理
#K

*

"&

-.

SDP

"

Z:C

4'

的
#6

胎牛血清培养基培养
/5K

%

0

组为
:a+

*

"

&

SDP

"

Z

<&"#(

预处理
#K

*

"&

-.

SDDP

"

Z:C

4'

的
#6

胎牛血

清培养基培养
/5K

%

[

组为
:a+

*

&%"

&

SDP

"

Z<&"#(

预处理
#K

*

"&

-.

SDP

"

Z:C

4'

的
#6

胎牛血清培养基

培养
/5K

%

9

组为
:a+

*

"&

-.

SDP

"

Z:C

4'

的
#6

胎牛

血清培养基培养
/5K

'干预完成后按总蛋白提取方

法提取总蛋白%并进行
cGBIGHC+PDI

检测
#

!,1:

蛋

白表达化水平'

B%D%N

"

00̂ !5

检测
:a+

增殖
"

按
:a+

传代步骤收

集细胞并计数%调整细胞浓度%以
"%'m"&

$ 个"孔的

细胞密度接种于
)(

孔
0DBIJH

培养板中%工作体积为

每孔
"&&

&

Z

%接种后置于
$.l

*

'60>

#

细胞培养箱

中培养
/K

%取出培养板%依
&

*

#/

*

/5

*

.#K

时间点划分

/

块区域%每块区域设为
+

*

0

*

[

*

9/

组%每组设
'

个

复孔进行干预'

+

组为
:a+

*

#6

胎牛血清培养基%

0

组为
:a+

*

"&

-.

SDP

"

Z:C

4'

的
#6

胎牛血清培养基%

[

组为
:a+

*

"&

&

SDP

"

Z<&"#(

预处理
#K

*

"&

-.

SDP

"

Z:C

4'

的
#6

胎牛血清培养基%

9

组为
:a+

*

"&

&

SDP

"

Z<&"#(

预处理
#K

*

#6

胎牛血清培养基'

:

组设置为空白对照%

#6

胎牛血清培养基'于培养
&

*

#/

*

/5

*

.#K

取出培养板%对应时间点区域内各组每孔

加入
"&

&

Z00̂ !5

溶液%

$.l

*

'60>

#

培养箱中继

续孵育
"#&SAC

%用酶标仪检测
/'&CS

处吸光度值'

B%D%P

"

=HJCBVGPP

*划痕实验检测
:a+

迁移
"

按

:a+

传代步骤收集细胞并计数%

#6

胎牛血清的高糖

[191

培养基调整细胞浓度为每毫升
"m"&

' 个+取

"&&

&

Z

细胞悬液接种于
=HJCBVGPP

小室#孔径
&%5

&

S

$上室'

:

组为上室
:a+

%下室
#6

胎牛血清培养

基
"#

*

#/K

+

+

组为上室
:a+

%下室
"&

-.

SDP

"

Z:C

4

'

的
#6

胎牛血清培养基
"#

*

#/K

+

0

组为上室
:a+

*

"&

&

SDP

"

Z<&"#(

预处理
#K

%下室
"&

-.

SDP

"

Z:C

4

'

的
#6

胎牛血清培养基
"#

*

#/K

+

[

组为上室
:a+

*

"&

&

SDP

"

Z<&"#(

预处理
#K

%下室
#6

胎牛血清培养

基
"#

*

#/K

'取出小室%用棉签将上室正面未迁移的

:a+

拭去%用
+̀,

清洗
#

次+移除下室培养基%用

+̀,

清洗
#

次+向小室下室中加入
5&&

&

Z/6

多聚甲

醛%放入上室%进行细胞固定
#&SAC

+用
+̀,

清洗
#

次%动作轻柔+随后向下室中加入
5&&

&

Z[:̀ 3

荧光

染料%对细胞核进行染色
"&SAC

+用
+̀,

漂洗
$

次%每

次
'SAC

%动作轻柔%既要尽量去除未对细胞进行染色

的
[:̀ 3

染料%又要避免迁移细胞脱落+用
>Zd1!

<̀,

倒置荧光显微镜
3?'"

观察细胞迁移情况'

B%E

"

统计学处理
"

应用
*HJ

U

K̀JF H̀ABS'%&

软件进

行统计数据分析%各实验均重复
$

次#

/b5

$%计量资

料以
P_E

表示%采用单因素方差分析#

:\>2:

$%两

组比较采用
+DCNGHHDCA

法%

!

$

&%&'

为差异有统计学

意义'

C

"

结
""

果

C%B

"

细胞生长特性
"

血管外膜组织块边缘于第
/

天

可见数个细胞萌出%细胞呈梭形和多边形%

"

周左右即

可长至融合状态%传代后细胞表现为优势生长%呈放

射状或网状交错排列'经
#

次传代后即达到纯化%可

稳定传至
.

"

5

代'

C%C

"

:C

4'

诱导
:a+

表型转化时间梯度
"

:C

4'

能

诱导
:a+

表型转化'

:a+

在
"&

-.

SDP

"

Z:C

4'

刺激

#/

*

/5K

后
#

!,1:

表达分别为
&%$""_&%&5#

*

&%$")_&%&'"

%

/5K

略高于
#/K

'与
"&

-.

SDP

"

Z:C

4

'

刺激
&K

#

&%"'"_&%&#&

$比较%差异均有统计学意

义#

!

$

&%&'

$'见图
"

'

图
"

""

:C

4'

诱导
:a+

表型转化的影响

表
"

""

各组
9;̂ "

(

#

磷酸化水平比较$

/b5

)

P_E

%

项目
&SAC "&SAC #&SAC $&SAC

U

!̀//

"

*:̀ [7 &%//$_&%&$&

&%('(_&%&))

J

&%'//_&%"&)

L

&%#.$_&%&)'

U

!̀/#

"

*:̀ [7 &%/)#_&%&/&

&%(''_&%&/(

J

&%(&$_&%&$)

L

&%$$(_&%&&.

/̀/

"

*:̀ [7 &%$/"_&%&#& &%/$/_&%&(&

&%/$&_&%&'&

L

&%#'5_&%&#(

/̀#

"

*:̀ [7 &%55$_&%&/& &%5($_&%"5#

&%5)._&%"'/

L

&%./&_&%&.$

""

注!与
&SAC

比较%

J

!

$

&%&'

+与
$&SAC

比较%

L

!

$

&%&'

表
#

""

:C

4'

及
<&"#(

对
9;̂ "

(

#

磷酸化水平的影响$

/b5

)

P_E

%

项目 对照组
<&"#(

组
<&"#(

*

:C

4'

组
:C

4'

组

U

!̀//

"

*:̀ [7 &%"5&_&%&"5 &%"$'_&%&"/

&%$#&_&%&/"

J

&%/$"_&%&/5

L

U

!̀/#

"

*:̀ [7 &%"/"_&%&&( &%"5/_&%&"/

&%$5(_&%&$"

J

&%')'_&%&5/

L

""

注!与对照组比较%

J

!

$

&%&'

+与
<&"#(

*

:C

4'

组比较%

L

!

$

&%&'

C%C

"

:C

4'

及
<&"#(

对
9;̂ "

"

#

磷酸化水平的影响

"

未经
<&"#(

预处理的
:a+

在
"&

-.

SDP

"

Z:C

4'

刺

激
"&SAC

时
9;̂ "

"

#

磷酸化水平最高*

#&

*

$&SAC

后

逐渐下降%

"&SAC

时
9;̂ "

"

#

磷酸化水平与
&SAC

时*

#&SAC

时
9;̂ "

"

#

磷酸化水平与
$&SAC

时比较%

差异均有统计学意义#

!

$

&%&'

$'见表
"

*图
#

'总

9;̂ "

"

#

蛋白表达水平未见明显变化'经
<&"#(

预

处理的
:C

4'

组
9;̂ "

"

#

磷酸化水平较未经
<&"#(

预处理的
:C

4'

组明显降低%差异有统计学意义#

!

$

&%&'

$'见表
#

*图
$

'

&

"55#

&

国际检验医学杂志
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年
"#

月第
$)

卷第
#$

期
"
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!
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!
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表
$

""

:C

4'

及
<&"#(

对
:a+

增殖的影响$

P_E

%

组别
/ &K #/K /5K .#K

对照组
5 &%//_&%&/ &%(&_&%&/ &%.)_&%&$ &%5)_&%&'

:C

4'

组
5 &%/)_&%&' &%.&_&%&/

J

&%)/_&%&(

J

"%$$_&%&.

J

<&"#(

*

:C

4'

组
5 &%/(_&%&' &%("_&%&/

L

&%5'_&%&'

L

&%)._&%&(

L

<&"#(

组
5 &%/#_&%&$ &%'#_&%&$ &%.$_&%&# &%5'_&%&/

""

注!与对照组比较%

J

!

$

&%&'

+与
:C

4'

组比较%

L

!

$

&%&'

图
#

""

各组
9;̂ "

(

#

磷酸化水平比较

图
$

""

:C

4'

及
<&"#(

对
9;̂ "

(

#

磷酸化水平的影响

C%D

"

:C

4'

及
<&"#(

对
:a+

表型转化的影响
"

<&"#(

能明显抑制
:C

4'

诱导的
#

!,1:

表达%即

:a+

表型转化%

:

*

+

*

0

*

[

*

9

组
:a+

的
#

!,1:

表达

分别为
&%'5#_&%&$&

*

&%#5"_&%&$&

*

&%$5'_&%&./

*

&%''$_&%"#"

*

&%.&)_&%&./

%

+

组
:a+

的
#

!,1:

表达较
9

组显著降低%差异有统计学意义#

!

$

&%

&'

$'见图
/

'

图
/

""

:C

4'

及
<&"#(

对
:a+

表型转化的影响

图
'

""

:C

4'

及
<&"#(

对
:a+

迁移的影响

C%E

"

:C

4'

及
<&"#(

对
:a+

增殖的影响
"

:C

4'

能明显诱导
:a+

增殖'

#//5

*

.#K

时
:C

4'

组细胞

增殖均较对照组显著增强%差异均有统计学意义#

!

$

&%&'

$+

#/

*

/5

*

.#K

时
<&"#(

能显著抑制
:C

4'

对

:a+

的促增殖作用%

.#K

更为明显%差异均有统计学

意义#

!

$

&%&'

$'见表
$

'

C%N

"

:C

4'

及
<&"#(

对
:a+

迁移能力的影响
"

:C

4'

能显著增强
:a+

迁移能力%且呈时间依赖关

系%

:C

4'

刺激
"#

*

#/K

时
:a+

迁移能力显著较对照

组增强%差异均有统计学意义#

!

$

&%&'

$+

<&"#(

能显

著抑制
:C

4'

对
:a+

的趋化作用%差异均有统计学

意义#

!

$

&%&'

$'见图
'

*表
/

'

表
/

""

:C

4'

及
<&"#(

对
:a+

迁移的影响$

/b5

%

组别
/ "#K #/K

对照组
5 .#%&_.%' "&.%5_)%.

:C

4'

组
5 "$"%5_5%#

J

".&%&_"/%$

J

<&"#(

*

:C

4'

组
5 5'%/_.%/

L

"")%&_.%"

L

<&"#(

组
5 /'%5_(%$ (.%5_(%"

""

注!与对照组比较%

J

!

$

&%&'

+与
:C

4'

组比较%

L

!

$

&%&'

D

"

讨
""

论

""

:[

是一种极其凶险且病死率高的疾病'

:[

的

发病机制尚不清楚%目前%公认的主动脉中层的结构

改变为其病理学特征%如中层纤维化*囊性坏死*弹力

纤维减少断裂*动脉粥样硬化形成所致的主动脉内膜

溃疡等'在大动脉中%主动脉外膜可定义为位于中膜

外弹力层外侧%由多量
:a+

及其合成的富含胶原纤

维的细胞外基质所组成的被膜'在极高的血压下致

密的外膜结构可防止动脉破裂(

.

)

'

有研究表明%

.&6 :[

患者既往有高血压病史%

//6

的患者发病时仍伴不同程度高血压(

5

)

'而肾素
!

血管紧张素
!

醛固酮系统在高血压发病中具有重要作

用(

)

)

'动脉内膜损伤后局部血管紧张素转化酶

#

:09

$的表达及活性明显增高'

:09

的表达在肾性

高血压大鼠动脉壁组织中明显增加%导致局部
:C

4'

增多%诱导血管局部生长因子如血小板源性生长因

子*转化生长因子
!

$

*碱性成纤维细胞生长因子和胰岛

素样生长因子的自分泌增加%促进
:a+

的表型转化

及迁移(

"&!""

)

'

9;̂ P

"

#

是
;JB

通路中重要的信号分子%位于

;JB

下游%主要由生长因子受体#或蛋白质酪氨酸激酶

受体$介导激活%并需
;JB

*

`̂ 0

和
;JN

蛋白参与'平

时
9;̂

位于细胞质内%一旦被激活%

9;̂

迅速穿过

核膜%再激活转录因子和#或$

.̀&

核蛋白体
,(

激酶'

只有磷酸化的
9;̂ P

"

#

才具有活性%其进一步调节其

各自靶基因的转录%引起特定蛋白的表达或活性改

变%最终调节细胞代谢和功能%影响细胞产生特定的

&

#55#

&

国际检验医学杂志
#&"5

年
"#

月第
$)

卷第
#$

期
"

3CIYZJL1GF

!

[GMGSLGH#&"5

!

2DP%$)

!
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生物学效应'

有研究表明%

9;̂ "

"

#

与
:C

4'

导致血管平滑肌

细胞
`̂ 0#

#

和
9;̂ "

"

#

表达升高%在
:C

4'

通过

:="

受体诱导的系膜细胞增殖与肥大中
9;̂ "

"

#

具

有非常重要的作用(

"#

)

'

:C

4'

可导致内皮功能障碍%

激活核因子
,

+

%刺激血管细胞黏附分子的表达和白介

素
!(

#

3Z!(

$*单核细胞趋化蛋白
!"

#

10̀!"

$*肿瘤坏死

因子
!

#

等炎性细胞因子的释放%造成血管的炎性反

应%损伤血管壁结构'

:a+

在
:C

4'

的促进下可产生自由基%可使内皮

细胞合成的
\>

迅速灭活%从而削弱其抑制血管重构

的作用(

"$

)

'

:C

4'

可通过
:="

受体激活
:a+

%分泌

3Z!(

*

10̀!"

等%

3Z!(

调节单核细胞向巨噬细胞分化%

并伴随着金属蛋白酶#

11̀ B

$的分泌(

"/

)

%进而降解中

层细胞外基质%致使主动脉壁薄弱'

:C

4'

通过
:="

激活
9;̂ "

"

#

和
$̀51:̀

激酶%进一步促进
:a+

的

表型转化*增殖和迁移(

"'

)

'

:a+

表型转化及迁移是一个十分复杂的动态过

程%该过程的完整机制尚未完全阐明'越来越多的基

础研究表明%主动脉外膜及
:a+

在主动脉壁结构重

建过程中占有重要地位%形成,

DEIBAFG!AC

-理论对传统

的,

ACBAFG!DEI

-观念提出挑战%即主动脉血管中层的损

伤是一个由外及内动态过程的结果%

:a+

的表型转化

及向血管内膜的迁移是该过程的首发环节'

:a+

的

激活*表型转化及迁移所致的相关炎症介质的释放*

炎症细胞的聚集均将导致细胞外基质合成与降解的

失衡%从而造成中层的损伤'而各种诱因引起的上述

变化均不同程度地影响中层结构的稳定'本研究通

过
:C

4'

诱导体外原代培养大鼠胸主动脉
:a+

表型

转化%结果显示%

:a+

在
"&

-.

SDP

"

Z:C

4'

刺激
#/

*

/5K

后细胞质
#

!,1:

蛋白表达明显增加%差异均有

统计学意义#

!

$

&%&'

$%且
/5K

略高于
#/K

'

:a+

在

"&

-.

SDP

"

Z:C

4'

刺激
"&

*

#&

*

$&SAC

后于
"&SAC

左

右
9;̂ "

"

#

磷酸化水平明显提高%差异均有统计学意

义#

!

$

&%&'

$%而总
9;̂ "

"

#

蛋白表达水平未见明显

变化%由此可知%

:C

4'

诱导的
9;̂ "

"

#

磷酸化水平

明显提高并不是由于基因表达水平的改变'

9;̂ "

"

#

相关信号通路在
:a+

表型转化%增殖及迁移中发挥

了重要作用'

<&"#(

为
19̂ "

"

#

抑制剂%通过阻断

19̂ "

"

#

对
9;̂ "

"

#

磷酸 化激活而成为常用的

1:̀ !̂9;̂ "

"

#

信号通路抑制剂%本研究结果显示%

经
<&"#(

预处理的
:C

4'

组
9;̂ "

"

#

磷酸化水平较

未经
<&"#(

预处理的
:C

4'

组明显降低%差异有统计

学意义#

!

$

&%&'

$%且通过
00̂ !5

增殖实验及迁移实

验证实%抑制
9;̂ "

"

#

磷酸化能明显抑制
:a+

表型

转化后的增殖及迁移能力'

E

"

结
""

论

""

:C

4'

能明显诱导
:a+

表型转化%促进
:a+

增

殖并增强其迁移能力%且
9;̂ "

"

#

磷酸化在其中具有

重要作用%抑制
9;̂ "

"

#

磷酸化能明显抑制
:a+

表

型转化%进而抑制其增殖及迁移能力%由此可推测%

9;̂ "

"

#

相关信号通路参与了
:a+

表型转化*增殖及

迁移'因此%抑制
9;̂ "

"

#

磷酸化可能成为稳定主动

脉外膜
:a+

迁移的潜在靶点%为研究
:[

发病机制

及防治提供进一步的实验依据'
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