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不同程度的过劳对大鼠动脉血管平滑肌细胞的影响
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　　［摘要］　目的　研究不同程度的过劳对大鼠动脉血管中层平滑肌细胞（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅ
ｃｅｌｌｓ，ＶＳＭＣ）的影响。方法　将清洁级 ＳＤ大鼠分为对照组（ＣＯＮ）、过劳组（ＯＷ）及过劳＋睡眠不足组
（ＯＷ＋ＳＤ）。ＯＷ组采用力竭游泳法建立过劳模型；ＯＷ＋ＳＤ组在力竭游泳的基础上加水中平台法限制
睡眠时间。１５ｄ后取出大鼠腹主动脉，行ＨＥ染色进行病理学观察并测量中膜厚度，透射电镜观察细胞
内超微结构，用ＴＵＮＥＬ法检测各组大鼠腹主动脉中层 ＶＳＭＣ的凋亡率，用 ＲＴｑＰＣＲ法检测 ＶＳＭＣ中
Ｃａｓｐｓａｅ３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２和Ｋｉ６７的ｍＲＮＡ表达水平，用免疫组化法检测血管中层凋亡蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ３的含
量。结果　①ＨＥ染色示：与 ＣＯＮ组相比，ＯＷ组和 ＯＷ＋ＳＤ组大鼠血管壁 ＶＳＭＣ排列紊乱，有“空泡”
样细胞形成，血管中膜厚度较ＣＯＮ组明显增加（Ｐ＜０．０５）；②电镜示：ＯＷ组和ＯＷ＋ＳＤ组大鼠ＶＳＭＣ细
胞中可见凋亡小体形成；③ＴＵＮＥＬ结果显示：ＯＷ组和 ＯＷ＋ＳＤ组大鼠 ＶＳＭＣ凋亡率明显高于 ＣＯＮ组
（Ｐ＜０．０５）；④ＲＴｑＰＣＲ结果显示：与ＣＯＮ组相比，ＯＷ组和ＯＷ＋ＳＤ组血管中膜Ｂａｘ、Ｋｉ６７的ｍＲＮＡ表达
明显增加（Ｐ＜０．０５），ＯＷ组和 ＯＷ＋ＳＤ组血管中膜 Ｃａｓｐａｓｅ３和 Ｂｃｌ２的 ｍＲＮＡ表达无明显变化（Ｐ＞
０．０５）；⑤免疫组化结果显示：与ＣＯＮ组相比，ＯＷ组和ＯＷ＋ＳＤ组血管中膜Ｃａｓｐａｓｅ３的蛋白含量明显增
加（Ｐ＜０．０５）。结论　过劳可引起大鼠动脉血管中层ＶＳＭＣ凋亡，诱发动脉血管壁中层ＶＳＭＣ异常增殖和
修复，可形成动脉病变的早期病理基础；并且在实验时间内，睡眠未能改善过劳对血管平滑肌细胞的损伤。
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　　近年国内外各行业中因工作时间过长而猝死的报
道越来越多，过劳已成为一个重大社会问题。日本中

央大学教授齐藤良夫把过劳定义为“由于活动产生的

疲劳不能因休息（包括睡眠）而得到恢复的状态”［１］。

目前过劳及过劳死在社会和法律学方面的研究已有一

定的成就，但在病理生理方面的研究还很欠缺。以往

认为，过劳能使高血压和动脉粥样硬化等疾病逐步恶

化，导致心脑血管不良事件的发生，造成永久不能工作

甚至死亡的结果［２］。新近研究认为，过劳本身就是一

种直接致病或致死的危险因素，会引发特定疾病如高

血压、心脏病、糖尿病、高脂血症和抑郁症等［３－４］。其

中，心脑血管疾病（如脑出血、脑梗、心梗等）被认为是

过劳相关猝死的主要病因之一［５］。在我国一项对云

南省猝死病例的研究中发现，猝死的前十大原因中，与

血管相关的就占到了一半，包括冠状动脉性心脏病、脑

出血、主动脉夹层破裂、动脉瘤破裂、肺栓塞［６］。但对

于无心血管相关症状而突发猝死的人来说，现有的研

究结果无法解释其病因。

　　血管平滑肌细胞（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，
ＶＳＭＣ）位于血管中膜且为其主要结构细胞，是血管壁
病理变化的物质基础。在动脉粥样硬化、动脉瘤、高血

压、血管再狭窄等血管疾病过程中，ＶＳＭＣ均起到关键
作用［７］。ＶＳＭＣ的增殖、凋亡及表型决定着血管壁的
功能状态，当ＶＳＭＣ凋亡与增殖的平衡状态被打破，血
管壁的结构及功能会被破坏，进而引发血管功能障碍

甚至破裂［８］。过劳是否能够直接损伤血管，成为心脑

血管病变的基础，目前国内外少见研究报道。本实验

拟建立大鼠过劳动物模型，检测过劳及睡眠不足对大

鼠腹主动脉中膜病理形态、ＶＳＭＣ凋亡及增殖相关指
标的影响，探究过劳引起血管病变的可能机制。

１　材料与方法

１．１　主要实验试剂与仪器
　　ＨＥ染色试剂盒（博士德生物公司），兔抗Ｃａｓｐａｓｅ３
抗体（武汉三鹰生物技术有限公司），ＦＩＴＣＴｕｎｅｌ试剂
盒、ｑＰＣＲ引物、山羊抗兔二抗（武汉赛维尔生物科技
有限公司），全景切片扫描仪（３ＤＨＩＳＴＥＣＨ），台式高速
冷冻型微量离心机（ＤｒａｇｏｎＬａｂ），荧光定量 ＰＣＲ仪
（Ｔｈｅｒｍｏ）。
１．２　实验动物及分组
　　健康清洁级雄性ＳＤ大鼠１８只，初始体质量１８０～
２２０ｇ，由兰州大学实验动物中心提供。将 １８只大鼠
分为３组：对照组（ＣＯＮ组）、过劳组（ＯＷ组）和过劳＋
睡眠不足组（ＯＷ＋ＳＤ组）（ｎ＝６）。每只大鼠分笼饲
养，喂食标准饲料，自由饮水。饲养环境为室温（２５±
２）℃、湿度（５０±１０）％，通风流畅，无噪音。本研究经
兰州大学实验动物福利和伦理管理委员会批准。

１．３　过劳模型的建立
　　每天固定时间将ＯＷ组和ＯＷ＋ＳＤ组的大鼠单独
放入水桶中游泳至力竭［水桶高６５ｃｍ、直径４５ｃｍ，水
深（４０±２）ｃｍ，水温（２４±１）℃］，上午和下午各１次，连
续１５ｄ。力竭标准为大鼠游泳时出现明显的动作失
调，或观察到大鼠完全潜入水中（鼻尖低于水平面），

超过１０ｓ以上才浮出水面或不能自行浮出水面，这种
情况连续发生３次，捞出后翻正反射消失，即认为大鼠
完成了１次力竭游泳［９］。游泳结束后将大鼠放回笼

中，自由活动及饮食。ＯＷ＋ＳＤ组于每天２次游泳之间
被放入水中平台装置中（时长为 ６ｈ），以对其睡眠时
间予以限制。水中平台装置为一３５ｃｍ×４０ｃｍ×６０ｃｍ
的水槽，其内有数个高约１２ｃｍ、直径约４ｃｍ的圆柱形
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平台，水深约１０ｃｍ；大鼠被放置在圆柱形平台上，当
大鼠在入睡后会因为睡眠期间肌肉张力丧失掉入水中

而苏醒。ＣＯＮ组正常饲养，不做特殊处理。
１．４　标本获取
　　造模完成后，大鼠过量麻醉后打开胸腔，暴露心
脏，找到主动脉弓，沿主动脉下行，分离腹主动脉。切

取腹主动脉２．５ｃｍ，用无菌 ＰＢＳ缓冲液清洗，剥离血
管外周结缔组织。取其中０．５ｃｍ腹主动脉置于２．５％
戊二醛溶液固定，４℃保存；１ｃｍ腹主动脉置于多聚甲
醛溶液中固定，常温保存；余１ｃｍ剥除血管外膜与内
膜后置于－８０℃保存备用。
１．５　ＨＥ染色法行病理形态学观察
　　取出多聚甲醛溶液固定的腹主动脉，沿管腔剪开，
ＰＢＳ冲洗多聚甲醛固定液，乙醇脱水，石蜡包埋。将石
蜡组织块以 ２μｍ厚度连续切片并置于载玻片上，
３７℃培养箱过夜，然后６５℃保持２ｈ，石蜡切片用水
脱蜡。将切片置于苏木精溶液中数分钟，乙酸及氨水

分色各数秒，流水冲洗 １ｈ后入蒸馏水数秒，７０％～
９０％乙醇溶液由低到高浓度依次脱水各 １０ｍｉｎ，再入
乙醇伊红染色液染色２～３ｍｉｎ，无水乙醇脱水，经二甲
苯使切片透明。最后，切片用中性树胶包裹覆盖。光

学显微镜下观察，采集图形进行分析，使用 ＩｍａｇｅＪ软
件测量血管壁中膜厚度。

１．６　透射电镜观察细胞内超微结构
　　取出固定于１０％戊二醛中的血管组织，ＰＢＳ漂洗
３次，每次１５ｍｉｎ；ＰＢＳ配制的 １％锇酸避光室温固定
２ｈ，ＰＢＳ漂洗 ３次，每次 １５ｍｉｎ；组织依次入 ３０％→
５０％→７０％→８０％→９５％→１００％→１００％酒精上行脱
水，每次２０ｍｉｎ，１００％丙酮 ２次，每次 １５ｍｉｎ；丙酮∶
８１２包埋剂＝１∶１，３７℃ ２～４ｈ，丙酮∶８１２包埋剂＝
１∶２，３７℃渗透过夜，纯８１２包埋剂３７℃ ５～８ｈ；将纯
８１２包埋剂倒入包埋板，将样品插入包埋板后３７℃烤
箱过夜；包埋板放于６０℃烤箱聚合４８ｈ；取出树脂块
于超薄切片机６０～８０ｎｍ超薄切片，１５０目方华膜铜网
捞片；铜网于 ２％醋酸铀饱和酒精溶液避光染色
８ｍｉｎ；７０％酒精清洗３次；超纯水清洗３次；２．６％枸橼
酸铅溶液避二氧化碳染色８ｍｉｎ；超纯水清洗３次，滤
纸稍吸干；铜网切片放入铜网盒内室温干燥过夜。透

射电子显微镜下观察，采集图像分析。

１．７　ＴＵＮＥＬ法检测血管平滑肌细胞的凋亡率
　　按照ＴＵＮＥＬ试剂盒的说明书将准备好的石蜡切
片在室温下脱蜡至水，ＰＢＳ润洗，蛋白酶 Ｋ修复，破膜
通透，孵育ＴＵＮＥＬ反应液，ＤＡＰＩ染核，抗荧光素淬灭
剂封片，最后 ３Ｄ全景扫描拍照，使用 ＩｍａｇｅＪ软件分

析中膜ＶＳＭＣ凋亡率。
　　凋亡率＝双阳性荧光细胞／ＤＡＰＩ阳性荧光细胞×１００％
１．８　ＲＴｑＰＣＲ检测 ｍＲＮＡ表达
　　根据试剂盒说明书要求，取出保存于－８０℃的腹主动
脉标本，提取各组大鼠血管组织中总ＲＮＡ，对浓度过高的
ＲＮＡ进行适当比例的稀释，使其终浓度为２００ｎｇ／μＬ；配置
反转录体系对ＲＮＡ进行反转录，获得ｃＤＮＡ；而后配制ＲＴ
ＰＣＲ反应体系，并在实时定量 ＰＣＲ仪上进行 ＰＣＲ反应；
ΔΔＣｔ法对结果进行分析处理。引物序列见表１。

表１　Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、Ｋｉ６７基因的引物序列和片段大小

基因 引物序列（５′→３′） 片段大小／ｂｐ

Ｃａｓｐａｓｅ３
ＣＴＧＧＡＣＴＧＣＧＧＴＡＴＴＧＡＧＡＣＡ

ＣＧＧＧＴＧＣＧＧＴＡＧＡＧＴＡＡＧＣ
１０３

Ｂａｘ
ＴＧＡＡＣＴＧＧＡＣＡＡＣＡＡＣＡＴＧＧＡＧ

ＡＧＣＡＡＡＧＴＡＧＡＡＡＡＧＧＧＣＡＡＣＣ
１４８

Ｂｃｌ２
ＴＴＧＴＧＧＣＣＴＴＣＴＴＴＧＡＧＴＴＣＧ

ＧＣＡＴＣＣＣＡＧＣＣＴＣＣＧＴＴＡＴ
１５１

Ｋｉ６７
ＣＣＡＴＴＡＡＣＡＡＧＡＧＴＧＡＧＧＧＡＧＴＧ

ＴＧＡＧＴＧＧＡＧＴＡＴＴＡＧＧＡＧＧＣＡＡＧ
１０８

１．９　免疫组化染色
　　制备好的石蜡切片脱蜡水化，柠檬酸抗原修复缓
冲液进行抗原修复，ＰＢＳ洗涤后放入 ３％双氧水溶液
中孵育以阻断内源性过氧化物酶，ＰＢＳ洗涤后血清封
闭，加入一抗（兔抗 Ｃａｓｐａｓｅ３抗体）孵育过夜，ＰＢＳ洗
涤脱色，加入二抗（兔抗，ＨＲＰ标记）孵育５０ｍｉｎ，ＰＢＳ
洗涤后ＤＡＢ显色，苏木精复染细胞核，脱水封片，中性
树胶封片。显微镜镜检，采集图像分析。

１．１０　统计学分析　
　　选用ＳＰＳＳ２５．０统计软件对实验数据进行分析，
所得实验数据满足正态分布和方差齐性，计量资料数

据以 珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用单因素方差分析，进一步
两两比较采用ＬＳＤ法，检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＨＥ染色结果
　　对各组大鼠腹主动脉血管壁行 ＨＥ染色，如图１。
可见 ＣＯＮ组血管壁中膜的平滑肌细胞排列整齐，ＯＷ
组和ＯＷ＋ＳＤ组平滑肌细胞排列较紊乱，部分 ＶＳＭＣ
细胞内可见胞质空泡化现象。血管壁中膜厚度测量结

果显示：与ＣＯＮ组相比，ＯＷ组和ＯＷ＋ＳＤ组的血管中
膜明显增厚（Ｐ＜０．０５），ＯＷ组和 ＯＷ＋ＳＤ组间无明显
差异（Ｐ＝０．０８３，表２）。
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表２　３组大鼠腹主动脉中膜厚度比较（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 血管中膜厚度／μｍ
ＣＯＮ组 ７８．８０±７．９４
ＯＷ组 １１１．９０±２２．０６ａ

ＯＷ＋ＳＤ组 １１４．６１±２７．６７ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与ＣＯＮ组比较

２．２　透射电镜结果
　　电镜下观察各组大鼠血管中膜细胞超微结构，如
图２。与 ＣＯＮ组相比，ＯＷ 组和 ＯＷ＋ＳＤ组大鼠的
ＶＳＭＣ胞质内细胞器数量较多，大量聚集，肿胀；线粒
体数量丰富，大多明显肿胀，线粒体膜内基质变淡，嵴

断裂、减少，少量严重者膜破损、基质外溢；粗面内质网

明显扩张，脱颗粒，空泡变；形成具有膜结构的包裹着

胞浆内容物和核物质的凋亡小体。

２．３　各组大鼠腹主动脉中层ＶＳＭＣ凋亡率测定
　　用 ＴＵＮＥＬ法对各组大鼠腹主动脉中膜 ＶＳＭＣ的
凋亡率进行分析，如图 ３：ＤＡＰＩ染出来的细胞核在紫
外线的激发下为蓝色，ＦＩＴＣ荧光素标记的阳性凋亡细
胞核为绿色。结果显示：ＯＷ 组和 ＯＷ＋ＳＤ组大鼠
ＶＳＭＣ凋亡率明显高于 ＣＯＮ组（Ｐ＜０．０５），ＯＷ组和
ＯＷ＋ＳＤ组间差异无统计学意义（Ｐ＝０．３９６，表３）。

表３　３组大鼠ＶＳＭＣ凋亡率比较 （ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 ＶＳＣＭＣ凋亡率／％

ＣＯＮ组 ２７．０８±２．２３

ＯＷ＋ＳＤ组 ３９．１６±２．７５ａ

ＯＷ组 ３５．７２±１．６９ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与ＣＯＮ组比较

!" !# !" !# !" !#
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ｉｎ示管腔侧，虚线示中膜厚度，箭头示“空泡”样细胞
Ａ：ＣＯＮ组；Ｂ：ＯＷ＋ＳＤ组；Ｃ：ＯＷ组

图１　３组大鼠动脉血管壁病理学变化　（ＨＥ×４００）

Ｎ：细胞核；Ｍ：线粒体；ＲＥＲ：粗面内质网；ＡＢ：凋亡小体

图２　透射电镜观察各组大鼠ＶＳＭＣ超微结构变化
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２．４　Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２和Ｋｉ６７基因表达水平
　　ＲＴｑＰＣＲ法检测各组大鼠腹主动脉中膜的
Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２和Ｋｉ６７的ｍＲＮＡ表达水平，结果
见表４：与ＣＯＮ组相比，ＯＷ组和 ＯＷ＋ＳＤ组大鼠血管
中膜的Ｂａｘ表达明显增加（Ｐ＜０．０５），ＯＷ组和 ＯＷ＋
ＳＤ组无显著差异（Ｐ＝０．９７７）；ＯＷ组和 ＯＷ＋ＳＤ组血
管中膜Ｋｉ６７表达较 ＣＯＮ组有明显增加（Ｐ＜０．０５），
ＯＷ组和ＯＷ＋ＳＤ组差异无统计学意义（Ｐ＝０．２５７）；
３组大鼠血管中膜Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｂｃｌ２表达差异无统计
学意义（Ｐ＝０．９４８和Ｐ＝０．６３６，＞０．０５）。
２．５　大鼠腹主动脉中层Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白含量测定
　　对３组大鼠腹主动脉血管壁进行免疫组化染色，
使用ＩｍａｇｅＪ软件对图像进行测量分析，用平均光密度

值ＭＯＤ表示 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白含量，结果显示：ＯＷ组
（０．２３４±０．００３）和 ＯＷ＋ＳＤ组（０．２４４±０．００５）大鼠
ＶＳＭＣ的Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白含量明显高于ＣＯＮ组（０．１９１±
０．００５）（Ｐ＜０．０５），ＯＷ组与 ＯＷ＋ＳＤ组差异无统计学
意义（Ｐ＝０．０９５，图４）。

表４　各组大鼠Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２和Ｋｉ６７的ｍＲＮＡ
表达水平（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 Ｃａｓｐａｓｅ３ Ｂｃｌ２ Ｂａｘ Ｋｉ６７

ＣＯＮ组 １．００±０．１０３ １．０９±０．４９ １．００±０．０７ １．００±０．０５５

ＯＷ＋ＳＤ组 １．０２±０．０５９ １．２５±０．５５ １．１５±０．０９ａ １．２８±０．１５５ａ

ＯＷ组 １．０１±０．１３４ １．３８±０．４０ １．１５±０．１２ａ １．２１±０．０６ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与ＣＯＮ组比较
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图３　３组大鼠动脉中层ＶＳＭＣ凋亡率对比　（ＴＵＮＥＬ×４００）
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Ａ：ＣＯＮ组；Ｂ：ＯＷ＋ＳＤ组；Ｃ：ＯＷ组

图４　三组大鼠血管ＶＳＭＣ中Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白含量　（ＳＰ×４００）
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３　讨论

　　过劳是一种社会医学疾病，其特点为超长的工作
时间伴随巨大的心理压力，这使得过劳动物模型难以

模拟。本实验参考既往关于过劳对心肌损伤的研

究［１０］，选用大鼠力竭游泳模型结合使用水中平台的方

法，使动物在强迫“劳动”基础上，实现睡眠时间限制，

构建了比较符合人类过劳情景的动物模型。

　　本实验结果显示：①过劳可以使大鼠腹主动脉血
管壁中层的ＶＳＭＣ发生“空泡”样改变，从细胞层面证
明过劳会刺激ＶＳＭＣ并使其产生应激反应；②过劳使
大鼠腹主动脉ＶＳＭＣ凋亡率增加，且 Ｂａｘ的基因表达
水平、Ｃａｓｐａｓｅ３的蛋白含量明显高于正常大鼠，结合
电镜下细胞内凋亡小体的形成，说明过劳可激活血管

壁ＶＳＭＣ的凋亡程序并促进了 ＶＳＭＣ的凋亡；③过劳
大鼠腹主动脉ＶＳＭＣ中Ｋｉ６７的表达增加、血管壁中膜
增厚，说明过劳促进 ＶＳＭＣ凋亡的同时诱发了 ＶＳＭＣ
的异常增殖与修复。

　　在光镜下观察血管组织切片时，看到过劳大鼠血
管壁中层出现了大量的空泡样细胞，具体表现为细胞

状似空泡，胞质不能被染色。这种细胞的空泡化现象，

与细胞应激反应密切相关［１１］，多发生于细胞受到有害

物质刺激时（如病原体侵袭、化学物质及生物活性物

质刺激等），为细胞适应环境而发生的一种形态学改

变，是一种比较常见的现象。因此，细胞空泡化现象的

出现，提示过劳使ＶＳＭＣ发生了应激反应。
　　凋亡是一种细胞程序化死亡的形式，可通过内源
性或外源性两种途径实现。同型半胱氨酸蛋白酶家族

（Ｃａｓｐａｓｅ）和Ｂｃｌ２家族是凋亡的主要调控因子，不论
内源性或是外源性凋亡途径的激活均可由 Ｃａｓｐａｓｅ家
族介导，且Ｃａｓｐａｓｅ３为大多数凋亡途径的执行蛋白；
Ｂｃｌ２家族成员包括促凋亡基因（Ｂａｘ、Ｂａｋ、Ｂｏｋ等）和
抗凋亡基因（Ｂｃｌ２、Ｂｃｌｘｌ、Ｂｃｌｗ等），其中 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ
位于线粒体上游，是线粒体膜的通透性改变的重要调

控因素［１２］，并直接参与凋亡的调节。诱导细胞凋亡

后，它们从细胞质转位到线粒体，破坏线粒体外膜的完

整性，控制细胞色素Ｃ向细胞质的释放［１３］。然后细胞

色素Ｃ与Ｃａｓｐａｓｅ９及凋亡相关因子１形成凋亡小体，
导致下游凋亡执行蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ３和 Ｃａｓｐａｓｅ７的激
活［１４－１５］。本实验检测了 Ｃａｓｐａｓｅ３的蛋白水平及 Ｂａｘ
和Ｂｃｌ２的基因表达。结果显示过劳的大鼠血管中层
Ｂａｘ基因表达上调，Ｃａｓｐａｓｅ３的蛋白含量增多，ＶＳＭＣ
凋亡率增高，结合电镜下观察到细胞内超微结构的改

变，表明过劳促进了大鼠Ｃａｓｐａｓｅ３依赖性的凋亡。
　　关于本研究中检测到 Ｃａｓｐａｓｅ３的 ｍＲＮＡ和蛋白
表达水平不一致，其原因可能是真核细胞基因表达的

转录和翻译具有时空差异所致，在转录后，还有转录后

加工、翻译、翻译后加工及修饰等多个环节，每个环节

都受多种因素影响；并且 ｍＲＮＡ的降解速率和蛋白质
的降解速率也存在差异［１６－１７］，所以转录水平和翻译水

平并不完全一致。

　　过劳引起的生理变化复杂，既往研究表明过劳状
态下人体内的儿茶酚胺类物质［１８］、皮质醇及自由基

（特别是活性氧）［１９］等均可升高；其中氧化应激反应产

物如活性氧等被证明可诱发血管平滑肌细胞的凋

亡［２０］，而儿茶酚胺类物质如肾上腺素被证明可促进血

管平滑肌细胞的增殖［２１］，但不论是凋亡还是增殖均会

影响ＶＳＭＣ的表型，进而影响血管的正常功能。Ｋｉ６７
是一种细胞增殖相关的抗原，其功能主要与细胞有丝

分裂相关，在除Ｇ０期外的各细胞周期中高度表达
［２２］，

是细胞增殖能力的评判指标。本实验结果显示过劳大

鼠Ｋｉ６７表达水平明显增加，血管壁中膜明显增厚，提
示过劳在促进ＶＳＭＣ凋亡的同时还可能诱使ＶＳＭＣ发
生异常增殖。

　　在正常的血管壁中，ＶＳＭＣ的凋亡与增殖维持在
一个相对稳定的平衡状态，当 ＶＳＭＣ的增殖与凋亡能
力失去平衡，会诱使血管壁发生血管重构。血管重构

是血管结构功能发生改变的主动过程，涉及内皮细胞、

ＶＳＭＣ等细胞的增殖、迁移、分化、自噬、凋亡、ＥＣＭ重
塑、降解及重新排列，既是维持血管稳态的适应性生理

过程又是诸多重要血管疾病共同的关键病理环节［２３］。

在血管发生紊乱的初期，机体能够启动内源性的代偿

机制，引起血管发生适应性的变化与修复，从而维持血

管稳态及正常的生理功能［２４］；然而，修复不当或过度

修复会引起血管稳态的失衡，进一步引发心脑血管疾

病，例如高血压、肺动脉高压以及动脉粥样硬化等。

　　本实验还研究了睡眠时间对过劳造成的血管损伤
的影响。既往有研究证明，睡眠不足不仅会使血管壁

的顺应性变差［２５］，还会导致血管壁组织受损［２６］。这

可能与睡眠不足引发氧化应激和脂质过氧化有关［２７］，

氧化应激反应产物如活性氧等被证明可诱发血管平滑

肌细胞的凋亡［２０］。另有研究表明，相对较长的睡眠时

间可明显保护心血管器官，并降低心血管疾病的发病

风险［２８］。本实验结果显示，睡眠限制的过劳大鼠各项

检测指标与非睡眠限制的大鼠相比差异无统计学意

义，说明在实验时间内，睡眠未能改善过劳对血管平滑
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肌细胞的损伤。

　　综上，过劳可通过激活 Ｃａｓｐａｓｅ３依赖的凋亡途
径，加剧大鼠腹主动脉中层 ＶＳＭＣ的凋亡，并可诱发
ＶＳＭＣ的修复增殖。这可能是过劳后心、脑等生命脏
器动脉血管发生病理性改变，最终引发恶性心血管事

件的基础原因。
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