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血管平滑肌细胞受低浓度一氧化碳作用后迁移的变化

王关嵩 ,钱桂生 ,杨晓静 ,李淑平 ,陈维中　　(第三军医大学附属新桥医院全军呼吸内科研究所 ,重庆 400037)

提　要　目的:探讨低浓度 CO对大鼠主动脉平滑肌细胞迁移的影响。方法:体外培养大鼠主动脉平滑

肌细胞 , 用低浓度 CO处理 24、48 、72 h ,检测平滑肌细胞迁移情况。结果:24 、48、72 h 后未加处理的对照组大

鼠主动脉平滑肌细胞迁移距离逐渐增加 ,与 24 h组比差异显著(P< 0.001)。 20×10-6、50×10-6 、80×10-6

CO处理细胞 24 h 后 ,细胞迁移距离逐渐下降 , 20×10-6 CO组与对照组差异不显著(P< 0.05), 其余两组均

显著低于对照组(P < 0.01)。 20×10-6 、50×10-6 、80×10-6 CO 处理细胞 48 、72 h 后 , 其迁移距离也显著低

于对照组(P< 0.01)。结论:大鼠主动脉平滑肌细胞自身存在迁移情况 , 培养时间愈长 , 迁移距离愈大。 低

浓度 CO 可以显著抑制平滑肌细胞的迁移 , 随着浓度增加 ,抑制作用增强。
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Migration of cultured vascular smooth muscle cells with the treatment of

carbon monoxide of low concentration
WANG Guan-song , QIAN Gui-sheng , YANG Xiao-jing , LI Shu-ping , CHEN Wei-zhong (Depar tment of Respiratory

Diseases , Xinqiao Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400037 , China)

Abstract　Objective:To investigate the ef fects of exogenous carbon monoxide(CO)on the

mig ration of cultured vascular smoo th muscle cells (SMCs).Methods:Pulmonary artery SMCs

w ere cultured and then treated w ith exogenous CO for 24 , 28 and 72 h respectively.The mig ra-

tion distances of the SMCs were determined by Sarkar′s method.Results:The migration distances

of the SMCs treated for 24 , 28 and 72 h w ere increased g radually (24 h group vs control:P <

0.001).The migrat ion distances of the SMCs were decreased af ter 24 h of the t reatment w ith 20

×10-6 , 50×10-6 , 80×10-6 CO(20×10-6 CO group vs control:P<0.05;50×10-6 ,80×

10-6 CO group vs control:P <0.01).After 72 h of the t reatment , the distances w ere signif i-

cantly lower than those in the control(P<0.01).Conclusion:SMCs may mig rate under the condition

of normal culture.The mig ration distance is increased with pro longation of culture.CO of low concentration can in-

hibit the mig ration of SMCs in a concentration-dependent manner.
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　　在缺氧肺动脉高压和动脉粥硬化等多种病理条件

下 ,动脉的内膜不同程度受损 ,受直接或间接因素的影
响 ,中膜的血管平滑肌细胞(Vascular smoo th muscle

cell ,VSMC)可以向内膜迁移大量增殖 。我所近年来

的研究表明 ,低浓度一氧化碳(Carbon monoxide , CO)
处理后 VSMC 增殖可明显被抑制[ 1] 。为了弄清低浓

度CO对 VSMC 迁移的影响 ,通过设立羟基脲抑制增

殖的阳性组 ,来探讨体外培养的 VSMC 受低浓度 CO

作用后迁移的状况。

1　材料与方法

1.1　大鼠主动脉平滑肌细胞的培养及低浓度 CO

处理
取 5～ 6 只大鼠 ,颈动脉放血处压 , 在无菌条件下 , 剥取大

鼠主动脉 , 刮除内膜和外膜 , 复合酶法培养 VSMC[ 2] 。 培养基
内含 10%胎牛血清的 DMEM ,传 3 代后用于实验。

利用本研究所建立的 CO 处理细胞小室来处理主动脉平

滑肌细胞。即将传至 3～ 6 代的平滑肌细胞换 1%胎牛血清培

养 24 h 后放入小室 ,迅速抽气一充气 , 使小室内的气体换为 20

×10-6 、50×10-6 、80×10-6 CO+5%CO2+N 2 , 然后关闭进气
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口 ,放入 37℃恒温箱孵育 24 h、48 h 和 72 h。

1.2　血管平滑肌细胞迁移距离的测定
参照 Sarkar 等[ 3]建立的方法进行。将盖玻片置于 6 孔培

养板中 ,接种传代培养的 VSMC , 细胞长满后 , 取出盖玻片 , 在

显微镜下用无菌刮刀将盖玻片上的 VSMC 沿对角线刮除一侧 ,

放回培养板中 ,继续培养 24 h、48 h 和 72 h 作为对照组 , 或用

低浓度 CO 处理 VSMC ,或加入 5 nmol/ L羟基脲(Hydroxyurea)

培养。在显微镜下观察细胞迁移情况 , 以测定迁移最远的

VSMC至刮线边缘的距离作为 VSMC 的迁移距离。每组观察

26 个盖玻片的细胞迁移距离 , 取均值。结果均用 x ±s 表示 ,

采用组间 t 检验。

1.3　主要试剂
DMEM、6 孔培养板(GibcoBRL、USA), 20×10-6、50 ×

10-6 、80×10-6 CO+5%CO 2+N 2气(重庆仪表九厂), CO监测

报警仪(中国煤炭科学院重庆分院), 胎牛血清(Hyclone ,

USA),羟基脲(Sigma , USA), 其它试剂均国产 AR级。

2　结果

2.1　低浓度 CO处理对平滑肌细胞迁移的影响
不同浓度 CO 处理平滑肌细胞 24、48 、72 h 后 , 其迁移距离

见表 1。

2.2　不同浓度 CO培养不同时间内主动脉平滑肌细

胞迁移的距离

从表 1 中可知 , 未加实验因素时 , 正常培养的对照组主动

脉平滑肌细胞随着培养时间延长 , 迁移的距离增加 , 与 24 h 组

比 , 48 h 和 72 h 组迁移的距离显著增加(P<0.001)。加入 CO

后 VSMC 迁移受到抑制 ,且随着 CO 浓度的增加 , 其对平滑肌

细胞迁移的抑制作用增强 ,呈依赖方式。 24 h , 20×10-6 CO 组

的迁移距离与对照组比差异不显著(P>0.05), 24 h , 50×10-6

组和 80×10-6组的迁移距离均低于对照组(P <0.05 , P <

0.01), 48 h 和 72 h 各 CO 处理组的迁移距离均显著低于对照

组(P 均<0.001)。

2.3　羟基脲对主动脉平滑肌细胞迁移的影响
作为细胞增殖抑制剂的羟基脲具有抑制细胞增殖作用 , 可

明显抑制细胞的生长。 然而羟基脲的加入并未明显抑制

VSMC迁移 ,各时间内羟基脲组与对照组比差异不显著(P >

0.05),说明 VSMC 的迁移并不是由其增殖造成。

3　讨论

CO与一氧化氮(Nitric oxide ,NO)类似 ,属于血管

舒张因子 。我所在既往的研究中曾经应用同位素掺入

和流式细胞仪等检测方法 , 观察了低浓度 CO 对

VSMC 生长的影响。结果显示 ,低浓度 CO 可以部分

抑制 VSMC的增殖[ 1] 。本实验结果表明 ,低浓度 CO

能显著抑制 VSMC 的迁移。此外 ,我们还采用细胞增

殖抑制剂羟基脲抑制细胞增殖 ,检查细胞增殖对迁移

的影响 ,结果显示 ,加入羟基脲后 VSMC 的迁移距离

未受到明显抑制。说明 ,低浓度 CO抑制 VSMC 的迁

移与其抑制 VSMC 的增殖作用无关。

低浓度 CO 抑制 VSMC 迁移可能和以下的机制

有关。 ①调节血红素及 cGMP 水平。通过研究低氧

对脐静脉内皮细胞的迁移与尿激酶型血浆酶原(uP-

AR)促进剂表达的关系发现 ,低氧(1%O2)时 uPA R蛋

白和 mRNA表达均升高 ,同时低氧也刺激血红素蛋白

表达升高 ,而在低氧气体中加入 CO 后 ,可以阻止 uP-

AR的表达 。而用血管内皮生长因子(VEGF)处理内

皮细胞 ,uPAR mRNA 水平未见升高。说明低氧时内

皮细胞血浆酶原激活子活性的升高与强有力的迁移都

是通过重构基膜完成的 ,不是通过 VEGF 依赖的机

制 ,而是通过血红素依赖的通道
[ 4]
。此外 ,CO可以和

钙调蛋白组成复合物 ,进而调节血红素-CO 系统 ,调

整钙调素的亲合力和代谢 ,影响 cGMP 等第二信使系

统
[ 5]
。②抑制胞外基质和一些蛋白基因的表达。有

研究表明 VSMC的迁移与细胞外基质如 IV型胶原降

解及细胞收缩蛋白基因过度表达有关
[ 6]
。Fukui等

[ 7]

将 p21基因转染至兔主动脉 VSMC 后发现形态改变 ,

细胞骨架蛋白的伸展受抑制 ,进而使 VSMC 的迁移受

阻。我们的试验发现 CO作用后α-actin的表达减弱 ,

Vinculin等细胞骨架蛋白的表达受抑制 。此外 CO 作

用可以使肌球蛋白发生突变。但是也有研究证实高浓

度 CO(10 mmol/L)可以促进人中性粒细胞的迁移 ,

CO可以促进 cGMP 短暂而迅速的升高。提示 CO 的

促进作用与介导 cGMP 和 G 激酶有关[ 8] 。说明 CO

的作用和浓度有关。

既往有文献研究去除培养基中的 NO 后 , 其对
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SMC 增生的抑制作用是可逆的 , SMC 胶原和蛋白合

成所受的抑制作用也是可逆的 。证明 ,外源性 NO 对

SMC 的抑制作用并非简单的细胞毒作用。去除外源

性NO供体后 ,虽然可使细胞迁移的距离延长 ,但迁移

的细胞数并无明显增加[ 9] 。至于去除外源性 CO 后 ,

SMC 的迁移距离如何改变 ,细胞毒作用如何 ,均尚待

进一步研究。
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　　血管再生是创伤愈合过程中重要的一环 ,血管内皮生长因

子(Vascular endo thelial grow th factor , VEGF)和碱性成纤维细

胞生长因子(Basic fibroblast grow th factor , bFGF)在此过程中

具有广泛的调节作用[ 1 , 2] 。然而 , 它们在口腔粘膜软组织中的

分布和作用目前尚不清楚。为此 , 我们观察了 bFGF 和 VEGF

在口腔粘膜软组织正常和炎症修复中的表达。

1　材料与方法

1.1　标本
选用患者口腔粘膜软组织标本(排除肿瘤组织), 分为正常

组和慢性炎症组 , 分别为 12 例和 18 例。常规固定 、包埋 、切

片。

1.2　VEGF 的免疫组化染色

采用 ABC 免疫组化试剂盒(Vector 公司产品)染色 , 按说

明书进行操作 , 其中一抗为抗人 VEGF 多抗(兔)(Santa Cruz

Biotechno logy 产品)。

1.3　bFGF 原位杂交检测
bFGF 为人源性寡聚核苷酸探针(Oncogene Science 公司),

探针的标记按照 DIG-Oligo-3′末端标记试剂盒进行(Boehringer

Mannheim Biochemical)。实验阴性对照为除去探针的空白对照

及 RNase 消化对照。

1.4　图像分析及统计学处理
采用 T IGER 920G 细胞图像分析仪检测其光密度值(Dλ

值),以  x±s表示 , 统计学处理应用 SPSS fo r Window s 软件包

进行方差分析检验。
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