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胆固醇致内皮细胞损伤对平滑肌细胞增殖和迁移的促进作用

杨一峻，罗　洁，钱民章　　（５６３００３贵州 遵义，贵州省遵义医学院生物化学教研室）

　　［摘要］　目的　观察胆固醇损伤人血管内皮细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，ＨＵＶＥＣ）后能否影响血管平
滑肌（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅ，ＶＳＭＣ）的增殖与迁移。方法　用１２．５、２５．０、５０．０ｍｇ／Ｌ３个浓度的胆固醇作用体外培养的
ＨＵＶＥＣ２４ｈ后，再用培养内皮细胞的培养基继续培养 ＶＳＭＣ２４ｈ，ＣＣＫ８、划痕实验检测 ＶＳＭＣ增殖与迁移；用１２．５、
２５０、５０．０ｍｇ／Ｌ的胆固醇作用共培养的ＨＵＶＥＣ、ＶＳＭＣ２４ｈ，用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测ＶＳＭＣ迁移。结果　２５．０、５０．０ｍｇ／Ｌ胆固
醇作用ＨＵＶＥＣ后的培养基与对照组相比（１．３７±０．０１），明显促进ＶＳＭＣ增殖（１．５３±０．０６）、（１．５４±０．１０）（Ｐ＜０．０５）；
１２５、２５．０、５０．０ｍｇ／Ｌ胆固醇作用ＨＵＶＥＣ后的培养基与对照组相比（３３．２４±０．４３）均能促进ＶＳＭＣ细胞迁移［（２６９１０±
３７８）、（２７２．７９±４．６９）、（４５８．６９±４．７８），Ｐ＜０．０１］。胆固醇作用共培养的 ＨＵＶＥＣ、ＶＳＭＣ２４ｈ后，促进 ＶＳＭＣ迁移
［（１７５．００±４．６３）、（１８２．００±４．１３）、（２０７．００±５．５９）］，与对照组相比（１０１．００±２．３３）差异明显（Ｐ＜０．０１）。结论 　 胆
固醇诱导ＨＵＶＥＣ损伤后能够促进ＶＳＭＣ增殖与迁移。
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ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＤＬ）逆向转运胆固醇障碍时，动脉壁细胞
内和细胞之间会有游离胆固醇及其酯的大量沉积。这

一现象无论是在人类自然发生的，还是实验动物用高

饱和脂肪和高胆固醇膳食诱导产生的 ＡＳ病变中均得
到证实［３］。血管组织细胞暴露于高胆固醇环境中时，

会造成哪些损害，以导致 ＡＳ形成和发展，尚有许多问
题并不清楚。血管平滑肌细胞增殖和迁移是 ＡＳ形成
和发展的关键病理环节［４－５］。本室前期研究发现，当

胆固醇刺激因素存在时，会造成血管内皮细胞损

伤［６－８］。胆固醇是否在损伤内皮细胞后进而影响血管

平滑肌细胞的增殖和迁移，成为我们感兴趣的研究问

题，对此问题的探讨有助于认识胆固醇致ＡＳ的机制。

１　材料与方法

１．１　材料
　　人脐静脉内皮细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，
ＨＵＶＥＣ，ＡＴＣＣ），人升主动脉平滑肌细胞（ｈｕｍａｎａｏｒｔｉｃｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＡＶＳＭＣ，中南大学湘雅中心实验室细胞
库），ＲＰＭＩ１６４０培养基、ＤＭＥＭ高糖培养基、胎牛血清（ＦＢＳ）购
于ＨｙＣｌｏｎｅ公司，胆固醇购于Ｓｉｇｍａ公司，ＣＣＫ８测定细胞增殖
的试剂盒（碧云天公司），Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（８μｍ）购于 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
公司，鼠抗人的 αａｃｔｉｎ单克隆抗体购于武汉博士德公司，ＳＰ
免疫组化试剂盒、ＤＡＢ显色试剂盒购于北京中山生物技术公
司，其余试剂均为国产分析纯。

１．２　ＨＵＶＥＣ的培养与条件培养基的制备
　　ＨＵＶＥＣ用含１０％胎牛血清，青霉素、链霉素各１００Ｕ的
ＲＰＭＩ１６４０培养基，置于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养，１～２ｄ传
代。取对数生长期细胞用于实验。将胆固醇溶于乙醇溶液，待

细胞生长至汇合状态时加入胆固醇溶液。胆固醇终浓度为

１２５、２５．０、５０．０ｍｇ／Ｌ、乙醇浓度为０．２５％；溶媒组乙醇终浓度
为０．２５％；对照组只含有１０％ ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养基，处理
２４ｈ后，收集上清培养基即为所需条件培养基。
１．３　ＶＳＭＣ的培养与鉴定
　　ＶＳＭＣ用含１０％胎牛血清，青霉素、链霉素各１０万 Ｕ的
ＤＭＥＭ高糖培养基，置于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养，２～３ｄ
传代，取对数生长期细胞用于实验。生长在培养瓶壁的活细胞，

直接在倒置显微镜下进行连续观察，并拍照作记录。用平滑肌

细胞特异性 αａｃｔｉｎ单克隆抗体进行免疫组织化学法的鉴定。
１．４　ＣＣＫ８检测条件培养基对ＶＳＭＣ活力的影响
　　２×１０３个／孔ＶＳＭＣ种入９６孔板中，培养２４ｈ后，换用条
件培养基分别培养ＶＳＭＣ８、１６、２４ｈ。检测前，每孔加入１０μＬ
ＣＣＫ８溶液，以加相应量细胞培养液和ＣＣＫ８溶液但未加入细
胞的孔作为空白对照，放入培养箱继续培养１ｈ后，用酶标仪在
４５０ｎｍ下测定各孔的光密度值［Ｄ（４５０）］。
１．５　对ＶＳＭＣ迁移的影响
１．５．１　划痕实验　　在培养板的外面绘出细胞划痕标记线，
以２×１０６个／孔 ＶＳＭＣ种入６孔板中，培养２４ｈ，细胞同步化
后，用１００μＬ的无菌枪头在培养板内沿标记线对细胞进行划
痕，划痕１次，要求划痕直，洗净刮掉的细胞，用无血清培养液
轻轻吹打划痕附近，倒掉培养液，反复 ３次，尽量将刮掉的细胞
冲洗干净，拍照，记录划痕宽度。之后加入条件培养基继续培

养细胞２４ｈ后拍照，再次测量划痕宽度，比较条件培养基作用
前后的划痕宽度值差异。

１．５．２　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验　　以 ２×１０４个／孔的 ＨＵＶＥＣ种入
２４孔板中，培养２４ｈ，细胞同步化后，分别加入３个不同浓度胆
固醇的含血清培养基，以不含血清和胆固醇的培养基作阴性对

照，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移小室中种入 １×１０５个／孔的 ＶＳＭＣ，共培养
２４ｈ。取出小室，用ＰＢＳ清洗，９５％的乙醇固定，苏木精伊红染
色后在普通光学显微镜下观察，随机选取不同视野拍照，计算

穿膜细胞数。

１．６　统计学方法
　　数据以珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行方差分析。

２　结果

２．１　ＶＳＭＣ的鉴定
　　在倒置显微镜下连续观察，培养的ＶＳＭＣ在接种５～６ｈ后
贴壁生长，细胞呈长梭型，细胞核居中，胞质均质透明，细胞平

行排成“峰、谷”样结构特征（图１Ａ）。αａｃｔｉｎ单克隆抗体细胞
免疫组织化学结果显示９８％为阳性血管平滑肌细胞（图１Ｂ）。

!

"

Ａ：光镜（×１００）；Ｂ：免疫组化（ＳＰ×２００）
图１　光镜和免疫组化鉴定ＨＡＶＳＭＣ

２．２　ＣＣＫ８检测ＶＳＭＣ活力
　　分别用１２．５、２５．０、５０．０ｍｇ／Ｌ的胆固醇作用 ＨＵＶＥＣ２４ｈ
后，所得到的条件培养基分别作用ＶＳＭＣ８、１６、２４ｈ后，用ＣＣＫ８
检测实验组与对照组有活力的细胞数，比较不同时间点的细胞

活力。结果显示，５０．０ｍｇ／Ｌ胆固醇作用内皮细胞的条件培养基
增强了ＶＳＭＣ的活力且作用明显（Ｐ＜０．０５），见表１。提示高胆
固醇浓度造成的内皮细胞损伤后，能促进平滑肌细胞增殖。

表１　不同浓度胆固醇作用ＨＵＶＥＣ后的培养基对ＶＳＭＣ
活力的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别 ０ｈ ８ｈ １６ｈ ２４ｈ
对照组 １．００５±０．０６９ １．２７９±０．０８１ １．２７０±０．１８１ １．３７２±０．０１４
溶媒组 ０．９２２±０．０４３ １．３３５±０．０３７ １．２５４±０．０８０ １．２８６±０．１２１

胆固醇１（１２．５ｍｇ／Ｌ）０．９９８±０．０７１ １．２０５±０．０５２ １．２８５±０．０２６ １．４４２±０．０７５
胆固醇２（２５．０ｍｇ／Ｌ）０．０９３±０．０３９ １．１９８±０．０５７ １．３２９±０．１６１ １．５２８±０．０５５ａ

胆固醇３（５０．０ｍｇ／Ｌ）１．００９±０．０１２ １．４５１±０．０４２ａ １．５２１±０．１４１ａ １．５３８±０．０９６ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

２．３　划痕实验检测条件培养基对ＶＳＭＣ迁移的影响
　　划痕实验结果表明：不同浓度的胆固醇作用 ＨＵＶＥＣ２４ｈ
的条件培养基培养ＶＳＭＣ，随着胆固醇浓度增加，ＶＳＭＣ迁移距
离与对照组相比差异明显（Ｐ＜０．０１）。见图２、３。
２．４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测共培养对ＶＳＭＣ迁移的影响
　　ＨＵＶＥＣ与ＶＳＭＣ共培养２４ｈ后，显微镜下观察 ＶＳＭＣ的
迁移细胞数（图４）。用胆固醇作用于ＨＵＶＥＣ的实验组，ＶＳＭＣ
迁移数量与对照组比较差异明显（Ｐ＜０．０１）。提示胆固醇诱导
内皮细胞损伤后，能够促进平滑肌细胞的迁移（图５）。
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图２　划痕实验观察不同浓度组胆固醇作用ＨＵＶＥＣ２４ｈＶＳＭＣ迁移的变化　（×２００）
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Ａ：阴性对照组；Ｂ：对照组；Ｃ：溶媒组；Ｄ：胆固醇１（１２．５ｍｇ／Ｌ）；Ｅ：胆固醇２（２５．０ｍｇ／Ｌ）；Ｆ：胆固醇３（５０．０ｍｇ／Ｌ）
图４　显微镜观察不同浓度胆固醇作用ＨＵＶＥＣ２４ｈ后Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测ＶＳＭＣ迁移数目变化　（ＨＥ×２００）

!""

#""

$%"

&%%

'""

(%%

%

( ) & $ *

!
"

#
$

%
&
'
!
+
(

)*

,

,

,

１：对照组；２：溶媒组；３：胆固醇１（１２．５ｍｇ／Ｌ）；４：胆固醇２（２５．０ｍｇ／Ｌ）；

５：胆固醇３（５０．０ｍｇ／Ｌ）　ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

图３　不同浓度胆固醇作用ＨＵＶＥＣ２４ｈＶＳＭＣ迁移距离比较
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１：阴性对照组；２：对照组；３：胆固醇 １（１２．５ｍｇ／Ｌ）；４：胆固醇 ２
（２５．０ｍｇ／Ｌ）；５：胆固醇３（５０．０ｍｇ／Ｌ）　ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较
图５　不同浓度胆固醇作用ＨＵＶＥＣ２４ｈ后Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测

ＶＳＭＣ迁移数目比较
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３　讨论

　　体内胆固醇来源为外源性、内源性两个方面：外源
性胆固醇被肠道吸收后参与合成乳糜微粒（ｃｈｙｌｏｍｉ
ｃｒｏｎ，ＣＭ），进入血液循环，ＣＭ在血液中代谢，将其中
的胆固醇转交给 ＨＤＬ，形成新生 ＨＤＬ，参与胆固醇逆
向转运。肝脏合成的内源性胆固醇参与组成 ＶＬＤＬ，
进入血液循环后转化为主要携带胆固醇的 ＬＤＬ。ＬＤＬ
通过组织细胞膜上的ＬＤＬ受体被细胞摄取，内吞入细
胞与溶酶体结合，将胆固醇运入细胞内。在细胞内溶

酶体酶的作用下，ＬＤＬ中的载脂蛋白被水解为氨基酸，
其中的胆固醇酯被胆固醇酯酶水解为游离胆固醇及脂

酸。游离胆固醇是细胞内胆固醇的活性形式。细胞内

游离胆固醇有３条去路：①酯化，构成细胞膜；②在肾
上腺、卵巢等组织转化为其他类固醇；③经质膜外流到
接受体ＨＤＬ，通过胆固醇逆向分解代谢或转化。
　　ＬＤＬ和ＨＤＬ是体内胆固醇的运输形式，前者将胆
固醇运到组织细胞，后者将其运出到肝脏代谢。正常

情况下，细胞内胆固醇的摄取与排出处于一个动态平

衡，细胞内不会有过多的胆固醇蓄积，但当胆固醇的摄

取与排出平衡被打破时，细胞内或细胞间就可能有过

多游离胆固醇的蓄积。已发现高胆固醇血症时，血管

壁有胆固醇沉积［９］。这是 ＡＳ形成的关键步骤之一。
ＬＤＬ、ＨＤＬ与ＡＳ发生的关系已有很多报道，但这些沉
积在细胞内和细胞间的游离胆固醇通过哪些方式、对

细胞组织会造成怎样的伤害，对 ＡＳ的形成有什么影
响，了解认识还很不够，值得研究。这对于认识高胆固

醇血症致病机理很有意义。

　　本实验观察了３个不同浓度胆固醇作用 ＨＵＶＥＣ
后的培养基对ＶＳＭＣ增殖的影响。ＣＣＫ８检测的结果
表明条件培养基能够促进ＶＳＭＣ增殖。划痕实验检测
结果表明随着胆固醇浓度升高，条件培养基能够促进

ＶＳＭＣ迁移，并存在剂量依赖关系。这表明条件培养
基中存在促ＶＳＭＣ增殖和迁移的细胞因子。国内外研
究表明：在血管壁受损时，巨噬细胞、中性粒细胞和血

小板能被招募到受损部位，这些细胞可能分泌一些重

要的细胞因子如 ＶＥＧＦ、ＦＧＦ和 ＴＧＦβ１［１０－１２］，这些细
胞因子能调节内皮细胞的分泌，受损的内皮细胞所产

生的细胞因子能够影响 ＶＳＭＣ的增殖与迁移［１３］。这

些都说明胆固醇作用内皮细胞后导致了通透性和分泌

功能的损伤，促细胞因子的释放，影响了ＶＳＭＣ的正常

功能［１４］。另外，在体外模拟血管结构，用胆固醇作用

ＨＵＶＥＣ并与 ＶＳＭＣ共培养，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测到能促进
ＶＳＭＣ迁移，随着胆固醇浓度升高，ＶＳＭＣ迁移明显。
提示体内胆固醇在血管内沉积时，可能通过损伤内皮

细胞进而促进ＶＳＭＣ的增殖，导致 ＡＳ病变的发生、发
展。这可能是胆固醇所致ＡＳ形成的机制之一。
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