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缺氧对平滑肌细胞生长特性
、

细胞内游离钙及环磷酸腺苦浓度的影响
`

王培勇 孙秉庸 (第三军医大学基础部病理生理学教研室 高原 医学教研室 ) 6 3 0 0 3 8

提 要 文中报道了缺氧条件下培养的肺动脉平滑肌细胞 (P A SM )的形态特点
、

生长曲线和蛋白质含量

的变化
,

测定了缺氧时 P A S M 游离钙浓度 (〔C a ’ 十

」) 和环磷酸腺昔 (c A M P )含量的变化
。

主要结果与结论如下
:

( l) 培养的 P A S M 能在 2% 0
2

缺氧条件下生长
,

其光镜形态
、

生长情况与细胞蛋 白质含量与 21 % 0
2

常氧条件

下相似
; ( 2) 向 P A S M 的无钙细胞悬液中分别通入 。% 0

2 、
3% 0

:

和 5 % O
:

1 m in
,

细胞 内〔C
a Z一 」均 明显 升高

( P < 0
.

0 0 1 )
,

随着通气时间延长
,

[C
a卜 ]持续升高至 4 0 0 ~ 5 1 3 n

m
o
l / L

; ( 3 )通人 N
:

缺氧 1 m i n
末 P A SM 的

c A M P 含量与对照组相比明显升高 ( 尸 < 0
.

0 5 )
,
5 m in 末高峰 ( 尸 < 0

.

01 )
,

10 m in 末有下降趋势
,

但仍高于

正常水平 ( 尸 < 。
.

05 )
。

以上结果提示
:

缺氧 (2 % O
:

)不能导致培养的 P A S M 增生或 肥大
;
培养的 P A SM 对缺

氧有较强 的耐受力
;
缺氧可直接影响 P A SM 的第二信使传递系统

。
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急 慢性 缺 氧均 可 导致 肺动脉 高 压 ( p t : ! m o na r y

a r t e r y h y p e r t e n s i n
,

p A H )
,

急性 缺氧导致的 P A H 主

要是 由缺氧性肺血管 收缩 ( h y p o x i e p : ,
lm o n a r y v a s o -

e o ,飞s t r ie t io : i ,

H P V ) 引起
,

而慢性缺 氧导致的 P A H 既

有肺动脉收缩也有肺血管壁结构构建 (包括动脉中膜

肌层肥厚
、

外膜纤维化等 ) ”
。

对 P A H 的发生机制 已进

行了数十年的研究
,

但仍不完全清楚
。

第二信使传递系

统与 P A H 的发生关系密切
,

但仍有许多问题有待解

决
。

本实验 旨在观察缺氧对于体外培养的小牛肺动脉

平滑肌细胞 ( p
t , lm o n a r y a r t e r y s n飞o o t h m L, S C Ie 。 。 115

,

P A S M )的直接作用
,

特别是对第二信使传递系统的作

用
,

以进一步探讨 H P V 和 P A H 发生发展的机制
。

材料与方法

1
.

1 主要材料与试 开,

1

R P M I
一

1 6 4 0 ( J R S e l c n t l f ie I n e
.

U SA )
.

T r y p s i n ( D if ie o )
.

E G T A ( s i g m
a )

,

F 。 r a 一

2 和 F 。 r a 一 2 / A M ( 中 国科 学院药物研 究

所 )
. 。 A M P 放免测定试剂盒 (上海 第二 医科大学 同位素室 )

,

其

它试剂均为国产 A R 级
。

1
·

2 P A SM 培养’ 2 ]

选择雄性健康新生小牛
,

在无菌操作下取 出肺动脉
,

用

D
一

H
a n

k
` s
液冲洗数次后纵 行剖开血管壁

,

用钟表摄子撕去内

膜
,

然后小臼将中膜撕成薄条
。

将中膜剪成 l 一 Z m耐 小块
,

用

R P M I
一
1 6 4。 冲洗三次

,

将小块 加入培养瓶均 匀铺开
.

于 37 亡
、

5% C O
Z

下 培养
。

约 7 一 14 d 后
,

在 相 差显 微镜 下 观察可 见

P A SM 从组织块 边缘 长 出
,

呈 放射状排 列
。

此时 用 。
.

1 25 %

T yr p s
in 消化分散细胞

,

进行传代培养
。

常规培养基为含 20 %

的新生小牛血清 R P M I
一
1 6 4。

。

细胞鉴定采用相差显微镜细胞呈

梭形
、

呈
“

峰谷
”

长势及透射电镜可见肌丝与致密体为培养成功
。

1
.

3 生长 曲 线 和蛋白质含量 .mI 定

选择生长 良好的 P A S M
,

以 T yr sP in 消化后使 细胞分散
,

以 1 。`

个 c/ m
,

密度接种
,

随机分为常氧组 和缺氧组
,

每组 2 。 瓶

细胞
,

分别置于 21 % 0
2

和 2荡0
2

培养
。

每天定时取上述各 2 瓶

细胞
,

于相差 倒置显微镜下观察细胞形态和生 长状况
,

然后将

细胞消化分散计数
,

并以 L
o w yr 法测定蛋白质含量

。

以培养天

数为横座标
,

以细胞数和蛋白质含量为纵座标
,

绘制生长 曲线

和蛋 白质含量变化曲线
。

1
·

4 细胞内钙释放的动态 .Nl 定 L3三

取 长 满成层的 P A S M
,

弃培养液 后用 平衡 盐 ( b u
f f

e : 、 a l t

s o lu t io n ,

B S S )将瓶底细 胞冲洗 3 次
,

然后 用无钙镁含 2 m m
o l /

L E D T A 的 BS S 温育 s m in
.

细胞从瓶底分离后用 B S S 洗涤 3

次
,

用 R P M I
一
1 6 4 0制成细胞悬液 ( 1 06 个 / m l)

,

并用台盼 兰检查

细胞存 活率 > 95 %者置 4 C 保存备用
。

以 F u r a 一 2为荧光指示 剂测 定细胞内钙释放
。

负载 F盯
a 一

2

时
,

向细 胞悬液 内加入 s m m ol / L 的 F盯
a 一

2/ A m
,

37 C温育 15

m in
,

离 心弃上 清后加 新鲜 B S S
,

37 亡温育 20 m in
,

以使细胞 内

的 F u r a 一 2 / A m 完全水解为 F ur
a 一

2
。

离心弃上清后 将细 胞悬浮

于无钙 BS (S 内含 1 m m ol / L E G T A )中
,

于 Z h 内测定
。

另备未

负载 F ur
a 一

2的细胞 以测自身荧光
。

测定时将细胞悬液随机分为 3组
:
N

Z

组
、

3% 0
2

组和 5 % 0
2

组
.

以观察 3种不 同浓度的低氧气体对细胞 内钙释放的影响
。

于

37 ℃恒温稳定后 测试
。

测定激发波长 38 0 n
m

、

34 0 n
m 时发射波

长 为50 0 n
m 的荧光 强 度

。

然后通入低氧气体
.

测定缺氧 1
、

5
、

1 0
、

1 5 m in 的〔C a 卜习
。
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L S cA M P 含量测定

于 10 0 m l玻璃培养瓶内接种 P A S M
,

细胞汇合成
“

峰谷
”
长

势后随机分为常氧组和 缺氧组
。

对 照组于 37 ℃ 通入 21 写O
:

10

m in
。

缺氧组通入 1 2 1% 0
2

1 0 m i n
后通入 N

:

于 i
、

5
、

一0 m in 3个

时点取样
。

取样 时
,

吸弃培养液
,

立 即向瓶 内加入 l 间冰冷的

。
.

2 4 m ol / L 高氯酸
,

用 橡皮刮器刮 取收集细胞
,

冰浴下超声破

碎
,

离心 取上清以 3 m ol / L K O H 中和至 p H 6
.

3左右
,

离心除去

高抓酸钾沉淀
,

冰冻干燥后 于 一 20 ℃贮存备测
。 c A M P 测定按

药盒说明书进行
。

1
.

6 统计处理

所得数据采用多因素或单 因素方差分析
,

结果以均值土 标

准差表示 ( 厉 士 :
)

,

并做方差保护显著性检验
。

2 结果

2
.

1 缺 氧升 P A S M 形 态
、

生长状况和 蛋 白质含贡 的

影响

在相差显微镜下观察
,

缺氧组 (2 % 0
2

) P A SM 形态及生长

情况与对照组类似
。

缺氧组和对照组的生长曲线和蛋白质含量

无明显差别
.

二者均于 4 ~ s d 达高峰
,

然后有降低趋势 (图 1 )
。

m in 末 [ C
a ” 」比 5% 0

2

组的〔C a ’ 一

]高 ( P < 0
.

0 5 )
,

三组的 [ C
a 」

在 1 0 m i n
和 1 5 m in 两个时点无明显差别 ( 图 2 )

。

田
O% 0

2 ’ `
-

D
3 % ` ,

` ”
一

口 5% ( )
: ” 一

图 2

F ig

缺氧对 P A SM 的「C扩一

」的影响

T h e e f f e e t o f h y p o x s: o n
[C

a ’ 一
困i n p A s M (厉土 , )

` P < 0
.

0 1 v s b a s e v a l、 l e ,

A P < 0
.

0 5 v S S环 0
2

g r o u p a t t h e s a
m

e t im
e p e l l飞 t

,

2
.

3 缺氧对 P A S M 的 CA M P 含觉的 影响 ( 图 3 )

缺氧 l m in 末
,

P A SM 的
e 了、卜I P 含量与对照组相 比 明显升

高 ( P < 0
.

0 5 )
,

5 m in 未进一步升高 ( P < 0
.

0 1 )
.

1 0 m i二 有降

低趋势
,

但仍高于对照水平 ( 尸 < 。
.

0 5 )
。
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的生长曲线 ( A )和蛋白质含最 (B )的变化
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2 缺氧对 P A S M 内钙释放的影响

向细胞 悬液 内通入低氧混 合气体 1 m l n ,

P A E C 的 [ C
a ’ 一 〕

即开始升高 ( P < 。
.

0 01 )
,

随着通气时间延长
,

【C a ’ 一

」持续升高

至 4 0 0一 5二3 n
m

o l / L
。

o % 0
2

组和 3 % 0
2

组在同一时点的 [C
a ’ `

〕

无明显 差别
,

但 。% 0
2

组和 3% 0
2

组的 [ C
a Z一

]于 缺氧 2 m i n
、

5

图 3

F i g

缺氧对 P A S M 的
c AM P 含量的影响

T h e e f f e e t o一 h y P o x i a o n e A M P c o n e e n t r a t i o n i n

P A S互1 ( 厉 士 s , , z 一 8 )
. ,

P < 0
.

0 5
, , ,

P <

0
.

0 1 v s e o n t r o l v a l、 l e
.
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3 讨论

研究表明 H P V 主要是 由于肺血管壁平滑肌收缩

引起
,

P A H 即有肺动脉平滑肌的收缩又有肺动脉平滑

肌的增生
,

这些改变是否由于缺氧直接作用于 P A S M

所致需进一步研究
。

本文观察到
,

体 外培 养的 P A S M 能在低氧状态

(2 % 0
2
)下生长

,

其生长情况与常氧状态下的类似
,

这

似乎说明体外培养的 P A SM 能耐受低氧
。

其它学者于

其它类型的细胞也观察到体外培 养的细胞能耐受低

氧 L̀ 二 ,

可能与缺氧刺激糖酵解途径的酶有关 5[]
。

低氧并

不能直接使培养的 P A S M 增生或收缩
,

说明 H P V 或

P A H 的发生和发展并不是缺氧直接作用 于血管平滑

肌 引起的
,

可能有其它因素的参与
。

缺氧可促进肺动脉平滑肌细胞钙跨膜内流
,

从而

使细胞 内 [ C
a ,一 〕升高 L6二。

但用异博定
、

硝苯毗睫等钙通

道阻断剂抑制钙跨膜 内流可以减轻但不能完全阻止缺

氧性肺血管收缩
`” 。

有人认为 P A s M 内钙释放在缺氧

肺血管收缩中起重要作用 LS
一 。

但缺氧刺激 P A SM 内释

放的直接证据 尚乏报道
。

本文实验证 明
,

虽然 P A S M 可在低 氧环境中生

长
,

但急性缺氧 ( 向 P A S M 无钙细胞悬液 内通入低氧

气体 ) 1一 2 0 m i n
,

P A S M 的「C a ’ 一 〕持续上 升至 4 0 0一

51 3 m m ol / L
。

因 细 胞 悬 浮 于 无 钙 介 质 中
.

细 胞 内

[ C
a Z一

〕升高只能来 自于 P A S M 肌浆 网的释放
。

同时也

观察到
,

急性缺氧 (1 ~ 10 m :
n) 也使 P A S M 的 。 A M P

含量升高
。

缺氧作为直接刺激
,

使培 养原 P A SM 的内

钙释放增加可能与缺氧导致的细胞内 A T P 缺乏使 内

质 网钙泵对 C 。 2一

摄取降低田及缺氧使磷脂酶 C 激活

产生 1
,

4
,

5
一

三磷酸肌醇有关
仁̀ “ 几。

三磷酸肌醇可作用于

内质网膜的受体
.

促使钙释放
。

C a ’ 一

可激活腺昔酸环化

酶 和磷 酸 二醋 酶
,

这 可 能 是 缺 氧 时 P A S M 细胞 内

。 A M P 先升高然后有下降趋势的原因
。

。 A M P 和 C a ’ 一

是细胞内重要的第二信使
,

它们介

导 许 多 重 要 的 病 理 生 理 过 程
。

缺 氧 直 接 作 用 于

P A s M
,

可能通过第二信使系统参 与缺氧性肺血管收

缩和肺动脉高压的形成
。
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膜脂质微环境改变对淋巴细胞功能及 C D
7 ,

分子特性影响的研究

I n f l u e n c e o f l i P i d m i e r o e n v i r o n m e n t o n l y m P h o e y t e f u n e t i o n a n d C D 7 i

m o l e e u l e P r o P e r t i e s

糜漫天 朱锡华 (第三军医大学基础部免疫学教研室 ) 6 3 0 0 3 8

细胞膜是细胞内外环境的屏障
,

众多研究显 示膜脂质组成

及膜生物物理特性 (统称膜脂微环境 )与细胞许多功能变化有

关
,

它可控制不同的细胞膜特性
、

调节物质转运
、

配体与受体的

结合
、

跨膜信号传递
、

细胞分化与细 胞识别
.

膜脂微环境改变诱

导的细胞功能的变化常常与它们影响了膜蛋白的结构和功能

有关
。

本实验通过磷脂酸胆碱 /胆固醇 ( P C / C h) 摩尔 比不 同的小

单片层人工脂双层膜 (S U V )与淋 巴细胞孵育
,

将外源性 P C 和

C h 导入淋 巴细胞
,

进而研究膜脂质组成及膜生物物理 特性的

变化
,

对淋巴细胞膜蛋白结构
,

C
a ’ 一
通道蛋白活性

,

淋 巴细胞增

殖活化功能
,

C D
? ,

分子表达
、

C D
, 1

分子与配体亲和 特性及内在

化运动的影响
;

膜脂质微环境改变是否伴有 C D
, ,

分子二级结构

和空间构象的变化
。

实验结果显 示
:

( 1 )S U V
。
处理淋巴细胞经

oC
n
A 或 T P A 活化后

,

细胞均出现超极化反应
,

膜内侧负电荷

增加
,

膜电位 (负值 )平均增加 9一 30 m V
,

膜 电位的变化随膜中

磷脂 /胆固醇 (P L /C h) 摩尔比升高而降低
,

且加用 20 拜m ol / L 异

博定阻断 C
a ’ 一

通道蛋白活性后
,

超极化反应减弱或消失
。

另外
,

胞浆膜中 C h 增多可致 [C
a Z一

] i 和
` S

C
a ’ 一
内流增加

,

阻断 C
a ’ 一
内

流
,

可消除膜脂组成改变所诱导的〔C
a ’ 一

」i 和
` s

C a ’ 一
内流的差

异
,

提示膜脂组成改变
,

膜微粘滞性升高影响了 C a ’ 一
通道蛋白

活性
,

后者与伴随的膜电位改变有关
;
( 2) 膜蛋 白内源性荧光光

谱扫描显示胞浆膜中 P L / C h 的变化可以影响膜蛋白结构或其

在膜上的分布
,

活化不 同时间光谱图的差异
.

提示 淋 巴细胞活

化
,

伴随着多种膜蛋白在膜上 的激活
,

或重新分布
,

在不同活化

阶段
,

它们在膜上 的表达
、

结构与功能或膜上分布不 同
; ( 3 )S U

-

V s
处理淋 巴细胞活化 4 8 h 后

,

其膜表面 C D
, 1

分子数量
、

C D
, 1

分

子与配体亲和特性及内在化运动均不同
,

胞浆膜 C h 增 加
,

P L /

C h 比降低
,

C D
? 1

分子数量增 加
,

其与配体亲 和力下降
,

但内在

化运动却加快
。

加用 HM G 一 C
o
A 还原酶抑制剂抑制内源性 C h

合成
,

C D
, ,

分子数量 明显减少
,

C D
, ;

与配体亲 和力升高
。

斑点杂

交
,

F C M 分析及细胞功能检测也显示 C D
, ,

m R N A
、

C D
? ,

阳性淋

巴细胞和细胞增殖转化功能的变化与上 述受体分析结果基本

吻合
,

提示膜上 C h 高低对膜表面 C D
, 1

数量的影响主要与基因

转录活性改变有关
,

而非 C D
, l

分子在膜上 的重新分布或 C D
, 1

配体可结合部位暴露明显变化所致
。

膜上 C h 增加
,

C D , :

与配体

亲和 力降低
,

可能是膜脂液相 区减少
,

C D
, 1

分子不易形成高亲

和性配体结合位点结构的缘故
。

( 4) 将分离纯化的 C D
, 1

分子与

不同的合成磷脂
、

胆 固醇构成的人工脂膜重组
,

结果不同脂双

层膜对 C D
, :

分子二级结构及空间构象有明显影响
,

膜中 C h 增

加
,

可以诱导出更多的
。 一螺旋结构和无规卷 曲

;
另外 D M P C /

C h 膜对 C D
7 ,

分子结构影响较 I K〕P C / C h 膜显著
。

T
r
P 内源性

荧光光谱扫描及 K l 淬灭效应也提示
,

在 D M P C /C h 膜上随 Ch

比例升高
,

C D
, 1

分子胞外区结构可能变得疏松
,

推测后者与淋

巴细胞胞浆膜中 C h 改变所致 C D
, ,

分子与配体结合特性变化

有关
.

( 5 s) U V
s

作用后胞浆膜中 P L / C h 比增高
,

G
:

十 M 期细

胞减少
,

细胞增殖转化功能降低
,

反之
,

G
Z

+ M 期细胞增多
,

细

胞增殖活跃
,

但 C h 含量过多 (膜中 P L /C h 活化前达 1 : 。
.

82 6 )
,

G
:

十 M 期细胞 反而 减少
,

用 L vo as t a it n
抑制 内源性 C h 合成

后
,

淋 巴 细胞大部分受阻于 G
。
/G

l

期
,

细胞增殖受抑
,

且这种抑

制作用不能被外源性
r

IL 一 2有效逆转
.

另外
,

活化标志物 C D
, l

表达的分析也显示 同样的变化趋势
,

提 示 静息淋巴细胞膜中

P L / C h 高低与细胞活化有关
,

而后续内源性 C h 的合成则是 细

胞大量增殖
,

分裂所必需的
.

综上所述
,

本研究淋巴细胞功能活性的变化可能主要与不

同膜脂质微环境影响了某些膜受体
,

离子通道蛋白 (如 C
a , 一
通

道蛋白 )等结构与功能
,

进而使淋巴细胞膜信号接收
,

跨膜信号

传递及细胞功 能活性改变
。

这些变化可能与脂质
,

尤其是胆固

醇的直接作用 有关
,

另外
,

膜特性如膜脂质流动性
.

跨膜电位等

改变可能也起重要作用
.

关键词 细胞膜
;
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C D

, 1 ;
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细胞周期
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通道
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