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　　提　要　目的: 了解 Ca2+ 在高浓度胰岛素促血管平滑肌细胞 ( VSMC)增殖中的作用及钙拮抗剂对其的

影响。方法: 用含与不含维拉帕米 ( Ver )的高浓度胰岛素 ( Ins) DM EM培养液分别培养人血管平滑肌细胞

( HV SM C) ,并以正常糖 ( 5. 6 mmo l /L葡萄糖 ) DM EM培养液培养为对照。观察其细胞增殖速度及细胞内游

离 Ca2+水平。结果: 100 mu / L、 500 mu / L Ins DM EM培养液培养的 HV SMC计数及细胞内游离 Ca2+水平均

显著高于对照 ( P < 0. 001)。含 10- 6 mol /L Ver+ 100 mu / L Ins DM EM、 10- 6 mol /L V er+ 500 mu /L Ins

DM EM培养的显著降低 ( P < 0. 05)。结论:细胞膜上 Ca2+ 通道开放、 Ca2+ 流入细胞内增加导致的细胞内游

离 Ca2+水平增高在高浓度胰岛素促 VSMC增殖中起着重要作用。
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　　动脉粥样硬化的发生与胰岛素 ( Ins)抵抗状态下

的高 Ins血症有关
[1 ] ,血管平滑肌细胞 ( V SMC)增殖

在动脉粥样硬化发生中起着重要作用。体外培养时 ,高

浓度 Ins具有促进 V SMC增殖的作用
[2 ]。但高 Ins对

培养的 V SMC内游离 Ca
2+
水平和 Ca

2+
通道有无影响

及与保 V SMC增殖作用之间的关系还不清楚。本研究

通过用含与不含维拉帕米 ( Ver)的高 Ins DMEM培养

液分别培养人 V SMC( HV SMC) ,了解 Ca2+ 及 Ca2+ 通

道在高 Ins促 V SMC增殖中的作用。

1　材料与方法

　　人脐动脉平滑肌细胞培养按熊静波等 [3]的方法进行。传代

后细胞达到一定数量。经计数后 ,用于实验。取含一定量

HVSMC的细胞培养液 [加药前细胞培养液毫升数= 加药后细

胞计数 ( 1× 108 /L ) ×加药后细胞培养液毫升数 ( 5m l)÷ 加药

前细胞计数 ]。按表中每瓶 5 ml的量 ,分别加入葡萄糖 ( Glu)、

Ins及 Ver ,再加 20%新生牛血清的 DM EM液到终体积 5 ml,

细胞计数为 1× 108 / L。CO2孵箱 37℃孵育 3. 5 d。融合细胞层经

胰蛋白酶消化后进行细胞计数。VSMC内游离 Ca2+ 测定按 Co-

pa lakrishnan等 [4]的方法进行 [4 ] , Fura-2 / AM为上海生理研究

所产品。

2　结果

　　从附表中可以看出 ,高 Ins培养液培养的 HV SM C计数及

细胞内游离 Ga2+ 水平均显著高于对照 ( P < 0. 001) ;含 10- 6

mo l /L Ver的高 Ins培养液培养的 HVSMC计数及细胞内游离

Ga2+ 水平均显著低于无 Ver的高 Ins培养液培养的 ( P <

0. 001)及对照 ( P < 0. 05)。

附表　不同浓度 Ins DMEM液培养的 HVSMC计数及细胞内游离 Ca2+ 水平 (x-± s)

Table　 Cell count and free Ca2+ level of HVSMC cultured in DMEM with dif f erent concentrations of insulin( x-± s )

DM EM n Cel l count ( 1× 108 /L) [Ca2+ ]i ( nm ol /L)

5. 6 mmol /L Glu( con t rol )　　 9 3. 83± 0. 61 156. 80± 18. 29

30. 7 nmol /L Ins 9 3. 89± 0. 78 161. 88± 18. 92

61. 5 nmol /L Ins 9 4. 00± 0. 71 162. 88± 15. 06
307. 5 nmol /L Ins 9 4. 33± 0. 71 197. 47± 39. 48*

615. 0 nmol /L Ins 9 6. 56± 1. 01** 309. 60± 22. 02**

3074. 7 nmol /L Ins 9 7. 56± 0. 88** 320. 00± 34. 23**

615. 0 nmol /L Ins+ 10- 5mol /L Ver 9 2. 39± 0. 78*△△ 121. 82± 10. 14*△△

3074. 7 nmol /L Ins+ 10- 6mol /L Ver 9 2. 56± 1. 73*△△ 122. 63± 17. 55*△△

* : P < 0. 05,** : P < 0. 001v s contro l;△△: P < 0. 001v s HV SM C cultur ed in DM EM containing 615. 0nmo l /

L insulin, 3074. 7 nmo l / L insulin; 1nmol /L insulin= 1. 163 mu / L insulin

3　讨论

　　本结果提示 ,高 Ins促进 V SMC增殖及增高细胞

内游离 Ca
2+
水平 ,这种作用可被 10

- 6
mo l /L钙通道阻

滞剂 Ver所阻止 ,表明这种作用主要是通过钙通道开

放及 Ca
2+ 内流增加而实现的。在生理状况下 ,人空腹

血 Ins水平为 30. 7～ 153. 8 nmol /L ( 5～ 25 mu /L) ,餐

后血 Ins高峰延迟出现且高峰时间延长 ;因而 , 615
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nmo l /L( 100 mu /L)相当于 Ins抵抗时的餐后血 Ins

高峰水平。高浓度 Ins使 V SMC内 Ca2+ 水平增高 ,使

蛋白激酶 C保持最大活性
[5 ] ,导致 DNA及蛋白质合

成 , V SMC增殖。V er是 Ca2+通道阻滞剂 ,通过抑制高

Ins的促 Ca
2+ 内流作用 ,而起到抑制细胞增殖的作用。

因而细胞膜上 Ca
2+
通道开放、 Ca

2+
内流增加使细胞内

游离 Ca
2+ 水平增高在高 Ins促培养的 V SMC增殖中

起着重要作用。

参考文献

1 Haffner S M . The insulin resistance syndrome revisited. Di-

abetes Ca re, 1996; 19( 3): 275

2 Stout R W. Insulin as a mitog enic fa ctor: r ole in pathogene-

sis of ca rdiov ascular disease. Am J Med, 1990; ( Suppl 2A):

62S

3 熊静波 ,彭永正 ,康格非 .人脐动脉平滑肌细胞贴块培养法 .

重庆医科大学学报 , 1996; 21( 4): 311

4 Copalakrishnan V , Xu Y , Sulakhe P V et al . V asopression

( V1 ) recepto r cha racteristics in rat ao r tic smooth muscle

cells. Am J Phy siol, 1991; 261( 6): H1927

5 孙志贤 .现代生物化学理论与研究技术 .北京 .军事医学科学

出版社 , 1995: 317～ 338

(收稿: 1997-06-16;修回: 1997-12-17)

(编辑　汪勤俭 )

Role of Ca
2+
in proliferation of vascular smooth muscle cells promoted by

high concentration of insulin
Zhang Xueliang , Shu Changda ( Depar tment of Endocrinolog y , Xinqiao Hospital, Third Milita ry Medica l Univ er sity ,

Chongqing , 400037)

　　 Abstract　Objective: To explo re the r ole o f Ca2+ in pr olifera tion of v ascula r smooth muscle cells pro-

mo ted by high concentra tion of insulin and the effec ts of calcium channel blocker on it. Methods: Human um-

bilica l a rterial smoo th muscle cells ( HV SMCs) we re r espectiv ely cultur ed in DM EM with high concentra tion

of insulin ( Ex I) , DM EM with high concentra tion o f insulin plus 10- 6 mol / L ve rapamil ( Ex II) and DM EM

with 5. 6 mmo l /L g luco se ( Cont rol) . Cell count and free Ca2+ lev el of HVSMCs w ere determined. Resul ts:

The cell count and free Ca2+ lev el o f HV SM Cs we re significantly higher in Ex I and Ex II than in the cont ro l

( P < 0. 05) . Conclusion: Elev ation o f fr ee Ca2+ level in HV SM Cs caused by opening of calcium ionic channel

on cellula r membrane and inc rease o f calcium flow ing into th e cells pla ys an impo rtant ro le in th e pro lifera tion

of v ascular smoo th m uscle cells promo ted by high concentra tion o f insulin.

　　 Key words　 Ca2+ ; pro lifera tion va scula r smoo th muscle; insulin; v erapamil

骨形态发生蛋白修复骨缺损实验研究

An experimental study on the repairment of bone defect with bone mor-

phogenetic protein

谭祖键
 
　李起鸿　　 (第三军医大学附属西南医院骨科 )重庆 , 400038

　　骨缺损修复是骨科一大难题 ,多年来一直采用骨传导方

法。1965年 Urist骨诱导实验的成功及其后骨诱导理论的提出

为骨缺损治疗提供了一种新的思路及方法。但因成骨因子

BMP的诱导成骨机制、免疫排斥反应以及理想载体等问题尚

未得到根本解决 ,应用受到很大限制。本研究针对以上问题设

计 ,采用原位杂交、 X线片、胶原氨基酸分析、组织学及电镜观

察等手段 ,初步探讨了 BM P诱导成骨过程中 TGF-β1的 mRN A

表达 ,从氨基酸水平观察了诱导成骨的组织衍化过程 ,检测了

异种 BM P的免疫排斥反应及 TGF-β1的免疫抑制作用 ,进行了

聚乳酸 PLA作为 BMP载体的可行性研究及成骨效果观察 ,结

论如下。

　　 ( 1) TGF-β1是一种重要的骨生长调节因子 ,其在缺损内的

含量可以间接反应成骨能力的强弱 ,本实验发现在骨缺损修复

早期 ,组织内有 TGF-β1的 mRNA高效表达 , BM P可使这种表

达明显增强 ,但其能否翻译、以蛋白形态发挥生物功能有待于

进一步研究。但这至少给我们以下揭示:在 BM P诱导成骨过程

(下转 36页 )
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