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　　提　要　目的: 观察胰岛素对血管平滑肌细胞 ( V SMC)增殖及 DNA合成影响 ,探讨可能的机制。方法:

无菌分离动脉血管 ,采用复合胶原酶分离和培养人 V SM C,加胰岛素干预 ,观测 V SM C增殖的影响 ,用 M T T

(四甲基偶氮唑盐 )微酶测量法检测细胞增殖能力和 V SMC细胞周期分类的影响。结果: 与对照组比较 ,胰岛

素刺激组细胞生成明显增加 ,并与浓度梯度有明显关系 ;流式细胞光度仪对细胞周期分类显示:胰岛素、佛波

酯 ( PM A)干预组 V SMC处 DN A合成期和分裂期细胞数及百分比均较对照组高 ( P < 0. 05) ,而佛波酯组较

胰岛素组高。结论:胰岛素有明显促 V SM C增殖作用 ,并与浓度梯度有明显依赖关系。

　　关键词　血管平滑肌细胞 ;高血压 ;高胰岛素血症 ;胰岛素 ;佛波酯

　　中图法分类号　 R543

　　大多数原发性高血压病人存在胰岛素抵抗和高胰

岛素血症 。高血压的发病机制十分复杂 ,其主要病理

改变之一是血管平滑肌细胞 ( Vascular smoo th muscle

cells, V SMC)增生、肥大 ,造成血管壁肥厚 ,管腔狭窄。

胰岛素在 V SMC增殖中的作用日益引起人们的关注 ,

本实验用体外培养人的 V SMC,进行胰岛素干预实

验 ,观察胰岛素对 V SMC增殖及 DNA合成影响 ,探

讨可能的机制并寻找临床证据。

1　材料和方法

1. 1　试剂
　 　 DM EM培养基 、 M TT ,胶原酶 I型、弹性蛋白酶、胰蛋白

酶。Phorbol este r、胰岛素购于 Sigma公司 ,其余为市售分析纯。

1. 2　方法
　 　先后共检测 12例非心脏病患者 ( 45～ 65岁 )外科手术病人

的血管。具体步骤按文献 [2 ]进行 ;实验用第 8代 V SM C。

1. 3　V SMC鉴定

1. 3. 1　 Ac tin免疫组织化学鉴定　　生长在玻片上 VSMC以

Hanks液洗干净培养液 ,固定 ( 4℃ ) 20 min,再放入 60℃烤箱 4

h。根据 ABC免疫组化进行染色: 滴加特异的兔抗猪 Actin单

克隆抗体 ( 1 50倍 ) , 4℃湿盒内过夜 ,滴加二抗 37℃下孵育 30

min,冲洗后 , DAB显色。

1. 3. 2　透射电镜观察　 　将收集好的 V SM C悬液低速离心

( 1 000g , 5 min) ,由此获得细胞团块 , 4%多聚甲醛磷酸缓冲液

( p H7. 4)中固定 ,用 2% 锇酸后固定 1～ 2 h,逐级酒精脱水 ,环

氧树脂包埋 ,超薄 ( 600• )切片 ,电镜下观察、照相。

1. 3. 3　 V SM C计数　　用含 20% FBS /DM EM液将 VSMC悬

液调至 2× 104个 /ml加入 24孔培养板培养 ,每孔 1ml, 37℃ 5%

CO2孵育 24 h。换含 1% FBS /DM EM培养 24 h,使细胞处同步状

态 ,分对照组 ,胰岛素组 ,佛波酯组 , Insulin, Pho rbol ester加入

不同浓度。48 h后用 0. 125%胰蛋白酶消化 ,制细胞悬液 ,用细

胞计数板直接计数。

1. 3. 4　胰岛素促 V SMC的 DN A合成作用　　用 M T T(四甲

基偶氮唑盐 )微酶测量法 ,间接检测细胞增殖能力 [4 ]。

1. 3. 5　细胞的 DNA含量、细胞体积和胞浆体积　 　流式细胞

仪检测。

1. 4　统计学分析
　　数据均以 x-± s表示 ,以 t检验进行统计学处理。

2　结果

2. 1　V SMC的鉴定

2. 1. 1　光镜下观察　　 V SM C呈典型的`谷与峰’ 样生长。HE

染色 V SM C呈梭形 ,三角形或星形 ,有一个卵圆形或圆核。

2. 1. 2　用 Actin单克隆抗体进行特异的免疫组化染色　　在

光镜下仍呈梭形或长条形 ,胞质染色呈棕色 , Actin染色阳性是

VSMC的特征之一。

2. 1. 3　透射电镜下观察　 　可以见到一个细胞核 ,胞质中充

满平行肌丝 , 有薄层基底膜。

2. 2　胰岛素促细胞增殖的作用
2. 2. 1　胰岛素对 VSMC细胞数的影响　　与对照组比较胰

岛素刺激组细胞生成明显增加。说明胰岛素有明显促 V SM C

增殖作用。并与浓度梯度有明显关系 ,在 10- 7 mo l /L时增殖最

明显。胰岛素对人血管平滑肌细胞增殖的影响及临床意义。
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附表　胰岛素对 VSMC细胞周期分类的影响 (x-± s ,n= 4)

Table　 The ef f ects of insul in on cellular circle

catagories of ASMC (x-± s ,n= 4)

Concen t ration(CB /mol L- 1) S period G2+ M period

Con trol 2471. 6± 109. 8 83. 3± 31. 53

Insulin 1× 10- 6 3281. 4± 98. 70** 225. 6± 71. 0*

　　　 1× 10- 7 3198. 3± 113. 2** 189. 5± 28. 4**

　　　 1× 10- 8 3042. 9± 0. 78** 153. 1± 40. 22*

　　　 1× 10- 9 2921. 3± 154. 3** 145. 3± 21. 73*

　 PM A 1× 10- 5 3687. 6± 170. 2** 311. 0± 18. 1**

　　　 1× 10- 6 3491. 6± 128. 1** 291. 5± 28. 1**

　　　 1× 10- 7 3305. 5± 167. 9** 218. 8± 31. 4**

　　　 1× 10- 8 3208. 3± 129. 3** 180. 1± 21. 1**

* : P < 0. 05,** : P < 0. 01v s contr ol

2. 2. 2　胰岛素促 VSMC DN A合成的作用　 　用 M T T微酶

法测得 OD值在 3组中明显差异 ,胰岛素、 PM A均较对照组高 ,

说明 VSMC能量代谢活跃 ,产生大量的能量以供合成多种大

分子物质和细胞分裂所需。与细胞计数结果相符。阳性对照组

PMA呈逐渐下降的趋势 ,而胰岛素组则在 10- 7mol /L时 DN A

合成的能量代谢最活跃。V SMC细胞周期分类的影响:流式细

胞光度仪对细胞周期分类显示: 胰岛素、佛波酯 ( PM A)干预组

VSMC处 DN A合成期和分裂期细胞数及百分比均较对照组

高 ( P < 0. 05) ,而佛波酯组较胰岛素组高。胰岛素浓度为 10- 9

mo l /L时上两期细胞数最多 ,与浓度成反比 ;佛波酯浓度浓度

在 10- 5mo l / L时则这两期细胞数最低 ,在 10- 6 mol / L时则这两

期细胞数最多 ,并随浓度的下降而减少。胰岛素浓度为 10- 6

mo l /L和 10- 7 mo l /L时 G1期细胞数最多。

3　讨论

　　胰岛素是多肽激素 ,由胰腺 β细胞分泌经血循环

作用靶细胞 ,属循环内分泌。我们用体外培养人的

V SMC研究表明 ,胰岛素可促进 V SMC增殖 , DN A合

成 ,与文献 [5]报道一致 ,并与旦白激酶激活剂佛波酯

的作用平行提示细胞内信息物质为蛋白激酶。

　　体外研究胰岛素对培养人的 V SMC增殖作用的

影响 ,了解到 V SMC在体外胰岛素具有促细胞生长作

用 ,高浓度的胰岛素与受体结合而调节细胞的生长和

DNA合成 ,以往有许多动物实验证实这一观点 [6, 7 ] ,本

实验观察胰岛素对 V SMC增殖影响 ,并与 Phorbol及

空白对照比较 ,发现 V SMC增生在 PMA 10- 5
mol /L

时最高 ,即在最初就有强烈的反应 ,随着时间的推移其

增生的反应也逐渐减弱 ,提示人 V SMC对 PMA有时

间耐受性反应 ;与空白对照组比较 ,胰岛素组刺激细胞

生成明显增加 ,但明显较 PMA组低 ,说明胰岛素有明

显促 V SMC增殖作用 ,并与浓度梯度有明显关系 ,在

10- 7
mo l /L时增殖最明显 ,也有随着时间的推移其增

生的反应也逐渐减弱的现象。

　　用 M TT微酶法测得 OD值在 3组中有明显差别 ,

胰岛素、 PMA均较对照组高 ,说明 V SMC能量代谢活

跃。与细胞计数结果相符。阳性对照组 PMA呈逐渐下

降的趋势 ,而胰岛素组则在 10
- 7

mol /L的浓度时 DNA

合成的能量代谢最活跃。它们都有剂量 -增生效应的关

系 ,所不同的是: PM A在开始的时候就达到最高 ,然

后逐渐下降 ;而胰岛素则有一逐渐升高的过程 ,达到最

高后又渐渐下降。两者的增生峰值不同 ,提示胰岛素可

能仍然是以细胞外激活增生为主。因为其峰值也较靠

近 PM A,所以胰岛素也存在胞内的激活机制。这方面

的工作需要进一步深入。

　　V SMC异常增殖导致高血压、动脉粥样硬化等疾

病发生
[6, 7 ]

。V SMC增殖是多种因素作用的结果 ,胰岛

素的作用不容忽视 ,深入研究其机制 ,对于治疗和预防

与高胰岛素血症和胰岛素抵抗相关的一类疾病有一定

临床意义。
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Effects of insul in on proliferation of human vascular smooth muscle cells
Wang M ei, Wang Xukai , Liu Guangyao ( Depa rtment o f Ca rdio log y , Daping Hospital, Third M ilita ry Medical Univ er sity ,

Chongqing , 400042)

　　 Abstract　Objecti ve: T o investig ate the effects o f insulin on pro liferation o f human mesenteric a r teria l

smoo th muscle cells ( ASMCs) . Methods: After the prima ry culture o f human ASM Cs was successfully per-

formed with primary-explant method, it w as interfer ed with insulin. Then the pro lifera tion of ASM Cs was

detec ted with M T T micr o-enzyma tic determination. Results: Th e pro lifera tion of ASMCs w as significantly

increased. Th e cy toflowmet ry show ed that mo re ASMCs in insulin-and PM A-interfer ed g roups go t into th e S

and G2+ M periods a s compa red to the contr ol. Conclusion: Insulin can promo te the pr olifer ation of human

ASMCs and the g row th o f ASMCs depends on the insulin concentra tion.

　　 Key words　 human ar teria l smooth muscle cell; insulin; a thero sclero sis; pro lifera tion
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常。显然 ,相应机制的研究与阐明 ,可为认知功能紊乱性疾病的

诊断、治疗及病因揭示奠定基础。目前 ,神经化学因素对 P3波

的影响机制尚不清楚 ,相关研究较少。为此 ,本题在已建立

Oddba ll方案被动条件记录听诱发兔 P3波研究模型基础上 ,针

对与 P3波起源、认知功能紊乱性疾病的发生密切相关的海马

结构 ,从受体亚型、递质、细胞与分子水平探讨该结构内 NM-

DAR、 GABAAR、 GABABR活动及病理条件下 Glu, GABA,

NO等变化对兔 P3波的影响机制。

　　主要方法、结果与结论如下:

　　 ( 1)采用海马 CA1区微量注入 GABAAR选择性拮抗剂

Bicuculline, GABABR激动剂 BacLofen,观察 GABA受体亚型

对兔 P3波的作用。结果发现: Bicuculline( 3. 6. 12 umol /L)呈一

定量效依赖衰减 P3b波电压振幅 , Baclofen( 6. 25、 12. 5、 25

mmo l /L )呈明显量效依赖延长、阻抑 P3b波。外源性 GABA

( 100 mmo l /L )可翻转 Bicuculline ( 12 umo l / L )、 Baclofen ( 25

mmo l /L )对 P3b波振幅的抑制 ,但其潜伏期延长。结果提示:海

马 CA1区 GABAAR IPSP可能即是 P3b波振幅的重要组成。

C A1区 GABABR的活动可通过减弱 P3b波发生相关神经元兴

奋的易化 ,故主要延长其潜伏期 ,最终也可完全抑制 P3b波。外

源性 GABA可通过增强 GABAAR IPS P使 P3b波电压振幅恢

复 ,但同时作用于 GABABR等 ,又延长其潜伏期。

　 　 ( 2)采用 NM DAR竞争性拮抗剂 AP-5( 3. 125、 6. 25、 12. 5

mmo l /L )在海马 C A1、 CA3区微量注入 ,以推测 NM DAR EPSP

活动对兔 P3波的作用。结果发现: AP-5在 CA1区呈一定量效依

赖延长 P3a波潜伏期。AP-5在 CA1、 C A3区为明显量效依赖延

长 P3b波潜伏期。AP-5在 CA1、 CA3区对 P3a、 P3b波电压振幅

无明显影响。结果提示: CA1区 NMDAR EPS P活动是 P3a波

发生相关神经元兴奋的易化因素之一 ,可能是海马实施对 P3a

波潜伏期调节的重要机制。CA1、 CA3区 NMDAR EPSP可能共

同对 P3b波发生相关神经元兴奋起易化作用 ,故可影响其潜

伏期。

　 　 ( 3)隔区损毁后不同时相点记录兔 P3波电位 ,随后用

BecKman- 6200型高效氨基酸测定仪分析相应海马 Glu, GA-

BA, Asp, Tau含量 ,并结合分析相关性 ,研究这些递质变化在

P3波异常中的意义。结果表明:隔损毁后 P3a、 P3b波潜伏期、电

压振幅分别呈不同程度的延长、衰减。海马 Glu逐渐降低 ,并与

P3a、 P3b波潜伏期延长呈一定意义负相关。GABA下降则与

P3b波振幅变化呈一定意义正相关。在本实验隔损毁后 ,海马

Asp、 Tau无明显变化。结果提示:隔损毁后 ,海马兴奋性氨基酸

Glu降低 ,可能通过减弱 P3a、 P 3b波发生相关神经元的易化与

激活使其潜伏期延长。海马抑制性 GABA下降 ,其相应 IPSP

活动减弱可能是 P 3b波振幅衰减的原因。海马 Asp、 Tau可能

未参与隔损毁后兔 P3波损害过程。

　　 ( 4)隔损毁后不同时相点记录兔 P3波电位 ,以 bcNOSm R-

NA原位杂交、 N ADPH-d组化、 Nissl染色技术 ,结合药物干预

手段 ,观察海马 bcNOS异常表达 ,推测在此条件下 NO对 P3波

可能的影响。结果显 示: 隔损毁 后 ,海马 bcNOSmRN A、

N ADPH-d表达逐渐增强、增加 ,乃至 N ADPH- d阳性神经元

自身结构紊乱及海马 CA1、 C A2区锥体细胞 Nissl体大量溶解、

消失。这一病理过程可能与 P3b波的消失有关。在连续应用低

剂量非选择性 NOS抑制剂 L-N AM E后 ,可干预上述病理过

程 ,使 P3b波消失延缓。结果提示: 隔损毁后诱发海马 bcNOS

表达的动态增多、增高 ,其过量产生的 NO致使 bcNOS神经元

自身和海马 CA1、 CA2区锥体细胞选择性损伤 ,该病理过程可

能损害 P3b波电位发生的最后环节 ,可能是隔损毁后 P3b波消

失的重要机制。

　　关键词　 P3;海马 ;递质 ; NM DAR; GABAAR; GABABR;

Glu GABA
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