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褪黑素抑制氧化型低密度脂蛋白诱导血管平滑肌细胞增殖
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　　［摘要］　目的　观察褪黑素（ｍｅｌａｔｏｎｉｎ，Ｍｅｌ）对氧化型低密度脂蛋白（ｏｘＬＤＬ）诱导的血管平滑肌
细胞（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＶＳＭＣｓ）增殖功能的影响并探讨其可能的分子机制。方法　①选用不
同浓度（０、１０、２０、５０、１００μｇ／ｍＬ）的ｏｘＬＤＬ诱导ＶＳＭＣｓ４８ｈ后检测细胞增殖功能，观察各浓度ｏｘＬＤＬ
对ＶＳＭＣｓ功能的影响。②选择最佳浓度（５０μｇ／ｍＬ）的ｏｘＬＤＬ诱导ＶＳＭＣｓ０、６、１２、２４、４８ｈ后检测细
胞增殖功能，观察各时间点ｏｘＬＤＬ对ＶＳＭＣｓ功能的影响。③５０μｇ／ｍＬ的ｏｘＬＤＬ诱导ＶＳＭＣｓ２４ｈ后，
再用１、１×１０３、１×１０５、１×１０６ｎｍｏｌ／Ｌ的Ｍｅｌ处理ＶＳＭＣｓ４８ｈ，观察Ｍｅｌ作用不同时间对ＶＳＭＣｓ增殖功能
的影响。④使用ｏｘＬＤＬ联合Ｍｅｌ处理ＶＳＭＣｓ。实验分４组：空白对照组（ＶＳＭＣｓ正常培养不进行任何
处理），Ｍｅｌ组（１×１０５ｎｍｏｌ／ＬＭｅｌ处理ＶＳＭＣｓ４８ｈ），ｏｘＬＤＬ组（５０μｇ／ｍＬｏｘＬＤＬ诱导 ＶＳＭＣｓ２４ｈ），
ｏｘＬＤＬ＋Ｍｅｌ组（使用５０μｇ／ｍＬ的 ｏｘＬＤＬ诱导 ＶＳＭＣｓ２４ｈ后，接着使用 １×１０５ｎｍｏｌ／Ｌ的 Ｍｅｌ处理
ＶＳＭＣｓ４８ｈ）。采用ＣＣＫ８法检测细胞增殖，流式细胞术检测细胞周期，免疫荧光染色和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测增殖标记物（ＰＣＮＡ）、α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）、细胞周期素 Ａ（ＣｙｃｌｉｎＡ）、细胞周期抑制蛋白
ｐ２１以及细胞外调节蛋白激酶 １／２（ＥＲＫ１／２）信号通路相关蛋白表达。结果　与空白对照组比较，
５０μｇ／ｍＬｏｘＬＤＬ处理ＶＳＭＣｓ２４ｈ能显著诱导细胞增殖，经ｏｘＬＤＬ（５０μｇ／ｍＬ）诱导２４ｈ后，Ｓ期与Ｇ１
期细胞显著增加，Ｇ２期细胞显著减少，促进细胞迁移，上调 ＰＣＮＡ、αＳＭＡ、ＣｙｃｌｉｎＡ、ｐＥＲＫ１／２蛋白表

达，并下调ｐｐ２１蛋白水平，差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。１、１×１０３、１×１０５、１×１０６ｎｍｏｌ／ＬＭｅｌ均可
不同程度抑制 ｏｘＬＤＬ诱导的 ＶＳＭＣｓ增殖，与ｏｘＬＤＬ组比较，ｏｘＬＤＬ（５０μｇ／ｍＬ）处理 ＶＳＭＣｓ２４ｈ后
接着使用Ｍｅｌ（１×１０５ｎｍｏｌ／Ｌ）处理 ４８ｈ，可使 Ｇ１期与 Ｓ期细胞显著减少，Ｇ２期细胞显著增加，降低
ＰＣＮＡ、αＳＭＡ、ＣｙｃｌｉｎＡ、ｐＥＲＫ１／２蛋白表达，上调ｐｐ２１蛋白表达，差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
结论　Ｍｅｌ可显著抑制ｏｘＬＤＬ诱导的ＶＳＭＣｓ的增殖，其作用机制可能与激活 Ｐ２１、阻断 ＥＲＫ１／２信号
通路相关。

　　［关键词］　 动脉粥样硬化；血管平滑肌细胞；褪黑素；氧化型低密度脂蛋白；增殖
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ｃｙｃｌｉｎＡ（ＣｙｃｌｉｎＡ）ａｎｄｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｐ２１，ａｓｗｅｌｌａｓｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ１／２（ＥＲＫ１／２）．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆ５０μｇ／ｍＬｏｘＬＤＬｆｏｒ
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ｊｊｘｑｙｙ＠１６３．ｃｏｍ

　　动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）是一种慢性炎
症疾病，为多种心脑血管病的共同基础，其特征是炎性

细胞和胆固醇在动脉壁中积聚并涉及全血管病变［１］。

近年来，ＡＳ造成的心脑血管病死率在逐年上升，严重

威胁着人类的健康［２］。而血管平滑肌细胞（ｖａｓｃｕｌａｒ

ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌ，ＶＳＭＣｓ）过度增殖和异常迁移是ＡＳ
发生发展中的关键环节［３－４］，维持 ＶＳＭＣｓ增殖与凋亡

之间的动态平衡，减少ＶＳＭＣｓ的异常迁移对于维持血
管正常生理功能至关重要，也是 ＡＳ潜在的治疗靶

点［５］。褪黑素（ｍｅｌａｔｏｎｉｎ，Ｍｅｌ）是松果体分泌的一种

吲哚类激素，具有抗炎与抗氧化、调节心血管系统功能

的作用。既往的研究［６－７］发现，Ｍｅｌ可以作用于血管

ＶＳＭＣｓ，具有调节血管 ＶＳＭＣｓ的作用，但其具体的调
节机制目前尚不明确，考虑可能与其抑制ＶＳＭＣｓ的过
度增殖有关。氧化型低密度脂蛋白（ｏｘｉｄｉｚｅｄｌｏｗ
ｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ｏｘＬＤＬ）是导致动脉粥样硬化和血
管钙化的关键因素，可促进血管平滑肌细胞成骨样分

化和钙化。本研究拟通过探讨不同浓度 Ｍｅｌ对 ｏｘ
ＬＤＬ诱导的ＶＳＭＣｓ增殖、细胞周期的影响，并检测与
细胞周期及增殖相关蛋白的变化以阐明Ｍｅｌ调控血管
ＶＳＭＣｓ的分子机制，以期为治疗ＡＳ提供新的思路。

１　材料与方法

１．１　主要材料与试剂
　　细胞株：人 ＶＳＭＣｓ购于中国科学院上海细胞库。
ｏｘＬＤＬ、Ｍｅｌ、胎牛血清与胰蛋白酶购自美国 Ｓｉｇｍａ公
司，ＤＭＥＭ培养基购自美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公
司，ＣＣＫ８试剂盒与 ＰＩ试剂盒购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公
司，化学发光液（ＥＣＬ）、ＲＩＰＡ裂解液与ＢＣＡ蛋白检测
试剂盒购自上海碧云天生物研究所。鼠抗 ＰＣＮＡ、兔
抗αＳＭＡ、兔抗ＣｙｃｌｉｎＡ、兔抗Ｐ２１、兔抗ｐＰ２１以及鼠
抗βａｃｔｉｎ抗体购自英国Ａｂｃａｍ公司，兔抗ＥＲＫ１／２与
兔抗ｐＥＲＫ１／２抗体购自美国 ＣＳＴ公司，ＴＲＩＴＣ标记
山羊抗兔ＩｇＧ、ＦＩＴＣ标记山羊抗鼠ＩｇＧ以及ＨＲＰ标记
山羊抗兔 ＩｇＧ抗体购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。
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１．２　细胞培养
　　将ＶＳＭＣｓ置于含１０％胎牛血清、１％青链霉素的
ＤＭＥＭ培养基中，在３７℃、５％ＣＯ２细胞培养箱内进行
培养，每隔２天更换１次培养液。待细胞长满培养瓶
瓶底后，采用ＰＢＳ缓冲液洗涤细胞，加入 ０．２５％胰蛋
白酶消化并传代培养，本实验选用第 ３～６代细胞
进行。

１．３　细胞分组与处理
　　使用终浓度分别为０、１０、２０、５０、１００μｇ／ｍＬ的ｏｘ
ＬＤＬ诱导ＶＳＭＣｓ４８ｈ，检测各组细胞增殖情况。使用
５０μｇ／ｍＬ的ｏｘＬＤＬ诱导 ＶＳＭＣｓ０、６、１２、２４、４８ｈ，检
测各组细胞增殖情况。在 ５０μｇ／ｍＬ的 ｏｘＬＤＬ诱导
ＶＳＭＣｓ２４ｈ基础上，使用终浓度分别为 １、１×１０３、１×
１０５、１×１０６ｎｍｏｌ／Ｌ的 Ｍｅｌ处理 ＶＳＭＣｓ４８ｈ，检测各组
细胞增殖情况。使用ｏｘＬＤＬ联合Ｍｅｌ处理ＶＳＭＣｓ，具
体分组包括：空白对照组（ＶＳＭＣｓ正常培养不进行任
何处理），Ｍｅｌ组（１×１０５ｎｍｏｌ／ＬＭｅｌ处理ＶＳＭＣｓ４８ｈ），
ｏｘＬＤＬ组（５０μｇ／ｍＬｏｘＬＤＬ诱导 ＶＳＭＣｓ２４ｈ），ｏｘ
ＬＤＬ＋Ｍｅｌ组（使用 ５０μｇ／ｍＬ的 ｏｘＬＤＬ诱导 ＶＳＭＣｓ
２４ｈ后，接着使用 １×１０５ｎｍｏｌ／Ｌ的 Ｍｅｌ处理 ＶＳＭＣｓ
４８ｈ），并进行后续实验。
１．４　ＣＣＫ８实验

　　将生长良好的ＶＳＭＣｓ以１×１０４／孔接种于９６孔细
胞培养板上，在３７℃、５％ＣＯ２的细胞培养箱中过夜培
养。按照１．３进行不同处理，每孔设置３个复孔。接
着，每孔加入１０μＬＣＣＫ８溶液，混合均匀并置于细胞
培养箱内继续培养 １ｈ，培养结束后，使用酶联免疫检
测仪测定每孔在波长４５０ｎｍ处的光密度值Ｄ（４５０）。
１．５　流式细胞术
　　将生长良好的 ＶＳＭＣｓ接种于６孔细胞培养板，按
照使用ｏｘＬＤＬ联合Ｍｅｌ处理ＶＳＭＣｓ，并进行实验分组
及药物干预，实验结束后收集细胞，ＰＢＳ洗涤细胞，用
预冷的７５％乙醇重悬细胞，在－２０℃下固定２４ｈ，弃去
乙醇，再次使用 ＰＢＳ洗涤并重悬细胞，每组取 ４５０μＬ
细胞悬液，加２μＬＲＮａｓｅ在３７℃下孵育 １０ｍｉｎ，再加
入５００μＬ碘化丙啶，３７℃避光孵育３０ｍｉｎ，通过流式
细胞仪检测细胞周期分布。

１．６　免疫荧光染色
　　细胞爬片，处理完毕后，取出６孔板中的载玻片，
ＰＢＳ洗涤玻片，用４％多聚甲醛固定 １５ｍｉｎ。室温下
采用０．２％ＴｒｉｔｏｎＸ１００透化 １５ｍｉｎ。用 ＰＢＳ洗涤玻
片。用５％胎牛血清室温封闭１ｈ，分别将鼠抗 ＰＣＮＡ

（１∶１００）、兔抗αＳＭＡ（１∶５０）作为一抗加入，以在４℃
下孵育过夜。次日ＰＢＳ洗涤玻片后，滴加ＴＲＩＴＣ标记
的山羊抗兔 ＩｇＧ（１∶１００）或 ＦＩＴＣ标记山羊抗鼠 ＩｇＧ
（１∶１００）作为二抗，暗室室温孵育 １ｈ，ＰＢＳ洗涤。滴
加ＤＡＰＩ染细胞核１０ｍｉｎ，ＰＢＳ再次洗涤后封片，在荧
光显微镜观察并进行图像采集。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　将 ＶＳＭＣｓ按照 ｏｘＬＤＬ联合 Ｍｅｌ处理 ＶＳＭＣｓ，并
进行实验分组及药物干预，收集各组细胞，使用 ＲＩＰＡ
裂解液抽提细胞总蛋白，按ＢＣＡ蛋白检测试剂盒步骤
测定蛋白浓度。制备１０％ＳＤＳＰＡＧＥ胶，通过５０Ｖ恒
压电泳１．５ｈ，各条带明显分开后将电压调整为 １１０Ｖ
电泳１ｈ来分离蛋白，分离后切胶并在恒流２００ｍＡ下
转膜 ４ｈ，５％ 脱脂奶粉室温封闭 ２ｈ。分别加鼠抗
ＰＣＮＡ（１∶２０００）、兔抗αＳＭＡ（１∶１０００）、兔抗ＣｙｃｌｉｎＡ
（１∶１０００）、兔抗Ｐ２１（１∶１０００）、兔抗ｐＰ２１（１∶１０００）、
兔抗ＥＲＫ１／２（１∶１０００）、兔抗ｐＥＲＫ１／２（１∶１０００）、鼠
抗βａｃｔｉｎ（１∶１０００）抗体，在４℃下孵育过夜，次日加
ＨＲＰ标记的山羊抗兔 ＩｇＧ抗体（１∶５０００）后室温孵
育 ２ｈ，滴加化学发光液 ＥＣＬ显影，使用 ＩｍａｇｅＰｒｏ
Ｐｌｕｓ６．０分析蛋白质的灰度值。
１．８　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２３．０软件分析，实验结果以 珋ｘ±ｓ表示，
两组间比较采用 ｔ检验，多组间比较采用单因素方差
分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ｏｘＬＤＬ对ＶＳＭＣｓ增殖的影响
　　ＣＣＫ８法细胞活力测定结果表明，与空白对照组比
较，１０、２０、５０μｇ／ｍＬ的ｏｘＬＤＬ处理ＶＳＭＣｓ４８ｈ可显著
促进细胞增殖（Ｐ＜０．０１），说明在一定范围（０～５０μｇ／ｍＬ）
内，ｏｘＬＤＬ呈浓度依赖性地促进 ＶＳＭＣｓ增殖，其中
５０μｇ／ｍＬｏｘＬＤＬ作用效果最为显著（Ｐ＜０．０１）。而
ｏｘＬＤＬ浓度继续增加至１００μｇ／ｍＬ时，ＶＳＭＣｓ增殖率
较对照组显著下降（Ｐ＜０．０１，图 １Ａ）。
　　接着使用 ５０μｇ／ｍＬｏｘＬＤＬ处理 ＶＳＭＣｓ６、１２、
２４、４８ｈ，与空白对照组（０ｈ）比较，６～２４ｈ时 ｏｘＬＤＬ
呈时间依赖性地促进 ＶＳＭＣｓ增殖，其中５０μｇ／ｍＬｏｘ
ＬＤＬ作用２４ｈ效果最为显著（Ｐ＜０．０１，图１Ｂ）。因此
后续实验选择５０μｇ／ｍＬｏｘＬＤＬ处理 ＶＳＭＣｓ２４ｈ建
立ｏｘＬＤＬ诱导模型。
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图１　ｏｘＬＤＬ对 ＶＳＭＣｓ增殖的影响（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

２．２　Ｍｅｌ对ｏｘＬＤＬ诱导的ＶＳＭＣｓ增殖的影响
　　ＣＣＫ８法细胞活力测定结果表明，与空白对照组

比较，ｏｘＬＤＬ组（５０μｇ／ｍＬｏｘＬＤＬ处理ＶＳＭＣｓ２４ｈ）
ＶＳＭＣｓ细胞存活率显著提高（Ｐ＜０．０１）；而 １、１×１０３、
１×１０５、１×１０６ｎｍｏｌ／Ｌ的 Ｍｅｌ均可不同程度抑制 ｏｘ
ＬＤＬ诱导的 ＶＳＭＣ增殖（Ｐ＜０．０１），其中１×１０５ｎｍｏｌ／Ｌ
Ｍｅｌ处理下细胞存活率为 ５０％左右，因此 Ｍｅｌ处理浓
度以１×１０５ｎｍｏｌ／Ｌ为宜（图２）。
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图２　Ｍｅｌ对 ｏｘＬＤＬ诱导下ＶＳＭＣｓ增殖的影响（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

２．３　Ｍｅｌ对ｏｘＬＤＬ诱导的ＶＳＭＣｓ细胞周期的影响
　　流式细胞仪分析细胞周期，结果显示，与空白对照
组比较，ｏｘＬＤＬ组ＶＳＭＣｓ内Ｓ期与 Ｇ１期细胞显著增
加，Ｇ２期细胞显著下降（Ｐ＜０．０１），而 Ｍｅｌ组 Ｓ、Ｇ１期
细胞显著下降，Ｇ２期细胞显著增加（Ｐ＜０．０１）；与 ｏｘ
ＬＤＬ组比较，ｏｘＬＤＬ＋Ｍｅｌ组 Ｇ１期与 Ｓ期细胞显著下
降，Ｇ２期细胞显著增加（Ｐ＜０．０１，图３）。
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２２６１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．４　Ｍｅｌ对 ｏｘＬＤＬ诱导的 ＶＳＭＣｓ内 ＰＣＮＡ与
αＳＭＡ蛋白表达的影响

　　免疫荧光染色检测结果显示，ｏｘＬＤＬ组 ＶＳＭＣｓ
内有大量ＰＣＮＡ、αＳＭＡ表达，均较空白对照组显著升
高（Ｐ＜０．０１），而 Ｍｅｌ组 ＰＣＮＡ与 αＳＭＡ的阳性率较
对照组显著下降（Ｐ＜０．０１）；与ｏｘＬＤＬ组比较，ｏｘＬＤＬ＋
Ｍｅｌ组ＰＣＮＡ与 αＳＭＡ的阳性率显著下降（Ｐ＜０．０１，
图４）。
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果与上述结果一致，与空白对
照组比较，ｏｘＬＤＬ组 ＶＳＭＣｓ内 ＰＣＮＡ蛋白与 αＳＭＡ
蛋白表达显著升高，而Ｍｅｌ组ＰＣＮＡ、αＳＭＡ蛋白表达

显著下降（Ｐ＜０．０１）；ｏｘＬＤＬ＋Ｍｅｌ组 ＰＣＮＡ、αＳＭＡ蛋
白表达较ｏｘＬＤＬ组显著下降（Ｐ＜０．０１，图５）。
２．５　Ｍｅｌ对 ｏｘＬＤＬ诱导的 ＶＳＭＣｓ内 ＣｙｃｌｉｎＡ、

ｐＥＲＫ１／２、ｐＰ２１蛋白表达的影响
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，ｏｘＬＤＬ组 ＶＳＭＣｓ内
ＣｙｃｌｉｎＡ、ｐＥＲＫ１／２蛋白表达显著升高，而ｐＰ２１蛋白
表达显著下降（Ｐ＜０．０１）。Ｍｅｌ组检测结果与此相反，
即ＣｙｃｌｉｎＡ与ｐＥＲＫ１／２蛋白表达显著下降，ｐＰ２１蛋
白表达显著升高（Ｐ＜０．０１）；与ｏｘＬＤＬ组比较，ｏｘＬＤＬ＋
Ｍｅｌ组 ＣｙｃｌｉｎＡ与 ｐＥＲＫ１／２蛋白表达显著下降，而
ｐＰ２１蛋白表达显著升高（Ｐ＜０．０１，图６）。

空白对照组
!"!#$#

组 褪黑素组
!"!#$#%

褪黑素组

$
&
'
(

!
!
)
*
&

'
+
,
&

*
-
.
/
-

$
&
'
(

*
-
.
/
-

空白对照组
!"!#$#

组 褪黑素组
!"!#$#%

褪黑素组

0 1 2 3

45

35

25

15

65

5

'
+
,
&

阳
性
率
（
7

）

组别

8

8

9

6 1 2 3

45

35

25

15

65

5

!
!
)
*
&

阳
性
率
（
7

）

组别

8

8

9

&

:

45 "; 45 "; 45 "; 45 ";

45 "; 45 "; 45 "; 45 ";

45 "; 45 "; 45 "; 45 ";

45 "; 45 ";

45 ";

45 ";

45 "; 45 ";

45 ";

45 ";

45 "; 45 ";

45 ";

45 ";

１：空白对照组；２：ｏｘＬＤＬ组；３：褪黑素组；４：ｏｘＬＤＬ＋褪黑素组；ａ：Ｐ＜０．０１，与空白对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与
ｏｘＬＤＬ组比较

图４　各组ＶＳＭＣｓ细胞ＰＣＮＡ（Ａ）、αＳＭＡ（Ｂ）免疫荧光染色（左）与阳性表达定量分析（右）　（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）
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１：空白对照组；２：ｏｘＬＤＬ组；３：褪黑素组；４：ｏｘＬＤＬ＋褪黑
素组；ａ：Ｐ＜０．０１，与空白对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ｏｘＬＤＬ
组比较

图５　各组ＶＳＭＣｓ细胞ＰＣＮＡ与αＳＭＡ的蛋白
表达量（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）
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１：空白对照组；２：ｏｘＬＤＬ组；３：褪黑素组；４：ｏｘＬＤＬ＋褪黑
素组；ａ：Ｐ＜０．０１，与空白对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ｏｘＬＤＬ
组比较

图６　各组ＶＳＭＣｓ细胞ＣｙｃｌｉｎＡ、ｐＥＲＫ１／２和
ｐＰ２１的蛋白表达量（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

３　讨论

　　ＡＳ是多种心血管疾病病理与生理的病变基础，虽
然经过多年研究，但目前 ＡＳ的发病机制尚未完全明
确，其病变复杂漫长，并涉及脂质代谢紊乱、炎症免疫、

氧化应激、细胞增殖等多种过程间的相互作用［４，８］。

ＶＳＭＣｓ在维持血管形状和机械稳定性中起着主要作
用，而 ＶＳＭＣｓ的异常增殖与迁移是 ＡＳ发病的基
础［３］。有研究表明，ＶＳＭＣｓ过度增殖跟 ｏｘＬＤＬ诱导
的体内氧化和抗氧化平衡失调有关，氧化损伤导致了

细胞向内膜下增殖，血管壁增厚和管腔狭窄，从而加速

了ＡＳ病变进程［９－１０］。因此，寻找控制 ＶＳＭＣｓ过度增
殖的靶点和有效药物，已成为当前防治 ＡＳ性心血管
疾病的重要方法之一。既往的研究已经发现Ｍｅｌ可以
影响ＶＳＭＣｓ的增殖与迁移［６］，但其具体的机制尚不十

分明确，我们考虑其可能是通过干预 ＶＳＭＣｓ细胞周
期，从而抑制ｏｘＬＤＬ诱导的ＶＳＭＣｓ增殖。
３．１　Ｍｅｌ可能通过干预细胞周期来实现对 ＶＳＭＣｓ功

能的影响

　　本研究使用不同浓度ｏｘＬＤＬ刺激ＶＳＭＣｓ后发现
ｏｘＬＤＬ在一定范围（０～５０μｇ／ｍＬ）内能够明显促进
ＶＳＭＣｓ的增殖，与他人既往的研究结果相一致。同时
发现５０μｇ／ｍＬｏｘＬＤＬ诱导 ２４ｈ可通过增加细胞 Ｓ
期与Ｇ２／Ｍ期比例、减少 Ｇ０／Ｇ１期比例来加速细胞周
期进程，并促进细胞增殖。细胞增殖活力是反映增殖

程度的重要指标［１１］，抑制 ＶＳＭＣｓ的周期循环进程已
被认为是控制ＶＳＭＣｓ增殖与迁移的有效策略［１２］。

　　既往的研究提示Ｍｅｌ具有保护血管ＶＳＭＣｓ功能，
减少细胞凋亡的作用。因此，我们拟通过研究不同浓

度Ｍｅｌ对 ｏｘＬＤＬ诱导的 ＶＳＭＣｓ增殖的影响，来揭示
Ｍｅｌ影响ＶＳＭＣｓ的可能分子机制。首先，通过流式细
胞仪分析细胞周期发现不同浓度的 Ｍｅｌ可以抑制 ｏｘ
ＬＤＬ诱导的 ＶＳＭＣｓ增殖，并且这种作用随着Ｍｅｌ浓度
增加而增强，但当 Ｍｅｌ浓度超过 １×１０５ｎｍｏｌ／Ｌ时，细
胞存活明显减少。在１×１０５ｎｍｏｌ／ＬＭｅｌ作用下，细胞
Ｓ期与Ｇ２／Ｍ期比例减少，并可使 Ｇ０／Ｇ１期阻滞。由
此表明，Ｍｅｌ可以通过干预细胞周期来抑制由 ｏｘＬＤＬ
诱导的ＶＳＭＣｓ增殖。进一步的分子生物学研究也证
实了这一点。通过上述实验结果，我们认为 Ｍｅｌ可能
通过干预细胞周期来实现对ＶＳＭＣｓ功能的影响。
３．２　抑制ＥＲＫ１／２信号通路，调控 ＶＳＭＣｓ细胞周期，

可抑制ＶＳＭＣｓ过度增殖
　　细胞外调节蛋白激酶１／２（ＥＲＫ１／２）是 ＭＡＰＫ的
一个亚家族，是将信号从表面受体传导至细胞核并产

４２６１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



生生物学效应的关键。磷酸化激活的ＥＲＫ１／２由胞质
转位到核内，进而介导 ＥＬＫ１、ＡＴＦ、Ａｐ１、ｃｆｏｓ和
ｃＪｕｎ的转录活化，参与细胞增殖与分化、细胞形态维
持及细胞凋亡等多种生物学反应。既往的研究证实，

激活 ＥＲＫ信号通路可促进主动脉平滑肌细胞增
殖［１３］。ｏｘＬＤＬ诱导 ＶＳＭＣ增殖的同时，伴随 ＭＡＰＫ
的活化，并可诱导 ＥＲＫ１／２的活化。ＥＲＫ１／２活化可
激活其下游底物ＭＳＫｌ、Ｐ９０ＲＳＫ、ＣＭｙｃ、ＥＬＫ１的磷酸
化，从而启动细胞增殖功能。使用 ＥＲＫ１／２的特异阻
断剂可抑制ｏｘＬＤＬ诱导的ＶＳＭＣｓ的增殖。本研究在
利用Ｍｅｌ干预 ｏｘＬＤＬ诱导的 ＶＳＭＣｓ增殖过程，使用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析观察到 ＥＲＫ１／２信号通路变化，结果
显示，ｏｘＬＤＬ可以诱导 ＥＲＫ１／２蛋白磷酸化，从而启
动ＶＳＭＣｓ增殖过程。而在使用Ｍｅｌ进行干预后，该过
程可以被明显抑制。该结果提示，Ｍｅｌ抑制 ＶＳＭＣｓ增
殖与其特异性阻断ＥＲＫ１／２信号通路有关。
　　细胞增殖是通过细胞周期调控的，而细胞周期又
受正调节因子和负调节因子的调节。ＣｙｃｌｉｎＡ作为一
种细胞周期蛋白，能够通过调节 ＤＮＡ合成和促进细
胞有丝分裂起到正向作用［１４］。ｐ２１是一种重要的细
胞周期调控蛋白，参与细胞的生长、分化、衰老及死亡

过程，同时又与肿瘤发生密切相关，在细胞的生理、病

理过程中发挥着重要的作用。过去的研究证实ｐ２１能
够与ＣｙｃｌｉｎＤ／ｃｄｋ形成复合物使细胞周期停滞在 Ｇ１
期；它还可以通过Ｃ端与ＰＣＮＡ相互作用，阻断ＰＣＮＡ
活化ＤＮＡ聚合酶的活性从而抑制 ＤＮＡ的合成，使细
胞周期停滞［１５］。既往研究发现 Ｍｅｌ具有调节 Ｐ２１蛋
白的功能［１６］。本研究通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析发现，Ｍｅｌ
可以通过上调ｐ２１表达并抑制 ＣｙｃｌｉｎＡ蛋白的作用，
从而起到调控 ＶＳＭＣｓ细胞周期的作用。ＶＳＭＣ表型
的转化是许多血管增生性疾病，如动脉粥样硬化、血管

成形术后再狭窄等和移植性血管病变中共同的细胞病

理基础。α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）是平滑肌的标
志物，常用来反映 ＶＳＭＣｓ数量及其收缩能力的改
变［１７］，是ＶＳＭＣｓ早期分化的特异性标志，也是应用最
多的收缩型标志蛋白。增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）是反
映细胞增殖的标志物，其表达水平的高低可反映细胞

的增殖活性［１８］。本研究分别通过免疫荧光染色和

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测观察Ｍｅｌ对 ｏｘＬＤＬ诱导的 ＶＳＭＣ增
殖标志物 ＰＣＮＡ以及 αＳＭＡ表达的影响，结果发现，
Ｍｅｌ可显著抑制由ｏｘＬＤＬ诱导的ＶＳＭＣｓ内ＰＣＮＡ、α
ＳＭＡ表达的升高。这些结果进一步揭示了 Ｍｅｌ对
ＶＳＭＣｓ细胞周期的作用，可能通过调控ＶＳＭＣｓ细胞周
期，起到抑制 ＶＳＭＣｓ增殖的作用。ＶＳＭＣｓ并不是终

末端分化型的细胞，在血管发育过程中 ＶＳＭＣｓ从去分
化型逐渐发展为分化型，在病理条件下又可以从分化

型转化回去分化型。ＶＳＭＣｓ这种随微环境因素变化
调控表型发生逆转，在内膜损伤修复、血管性疾病发生

发展进程中发挥重要作用。

　　综上所述，Ｍｅｌ具有抑制 ＶＳＭＣｓ增殖的作用，其
机制可能是通过抑制ＥＲＫ１／２信号通路，使得ＥＲＫ１／２
表达减弱，从而调节 ＰＣＮＡ、αＳＭＡ、ＣｙｃｌｉｎＡ蛋白及
ｐ２１蛋白表达，调控 ＶＳＭＣｓ细胞周期，起到抑制
ＶＳＭＣｓ过度增殖的作用。本研究的结果可望为探索
ＡＳ的发病机制及药物作用靶点提供新的思路和实验
依据。
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