
[收稿日期] 　 ２０１５￣０７￣０３ [修回日期] 　 ２０１５￣１０￣１３
[基金项目] 　 国家自然科学基金(８１１７０３１６)资助

[作者简介] 　 王金祥ꎬ硕士研究生ꎬ主要研究方向为干、祖细胞与组织工程ꎬＥ￣ｍａｉｌ 为 ｗａｎｇｊｉｎｘｉａｎｇ４３＠ １２６.ｃｏｍꎮ 通讯作者朱

光旭ꎬ博士ꎬ副主任技师ꎬ硕士研究生导师ꎬ主要研究方向为干、祖细胞与血管损伤修复ꎬＥ￣ｍａｉｌ 为 ｚｈｇｕｘｕ２００１＠ ａｌｉｙｕｎ.ｃｏｍꎮ 通

讯作者潘兴华ꎬ博士ꎬ主任医师ꎬ博士研究生导师ꎬ主要研究方向为干细胞与组织工程ꎬＥ￣ｍａｉｌ 为 ｘｉｎｇｈｕａｐａｎｇ＠ ａｌｉｙｕｎ.ｃｏｍꎮ

􀅰实验研究􀅰 [文章编号] 　 １００７￣３９４９(２０１６)２４￣０９￣０８８２￣０７

Ｎｏｔｃｈ 信号通路介导血小板源生长因子 ＡＡ 诱导的
血管平滑肌细胞增殖和迁移

王金祥１ꎬ 周 芳１ꎬ２ꎬ 朱光旭１ꎬ 刘菊芬１ꎬ 朱向情１ꎬ 康华莉３ꎬ 庞荣清１ꎬ 黄 岚３ꎬ 潘兴华１

(１.成都军区昆明总医院细胞生物治疗中心 云南省细胞生物医药技术国家地方联合实验室ꎬ云南省昆明市 ６５００３２ꎻ
２.昆明医科大学成都军区昆明总医院临床学院ꎬ云南省昆明市 ６５００３２ꎻ

３.第三军医大学新桥医院全军心血管疾病研究所ꎬ重庆市 ４３００３７)

[关键词] 　 Ｎｏｔｃｈꎻ　 血管平滑肌细胞ꎻ　 血小板源生长因子 ＡＡꎻ　 细胞增殖ꎻ　 细胞迁移

[摘　 要] 　 目的　 探讨 Ｎｏｔｃｈ 信号通路在血小板源生长因子 ＡＡ(ＰＤＧＦ￣ＡＡ)诱导血管平滑肌细胞(ＶＳＭＣ)增殖和

迁移中的作用及机制ꎮ 方法　 脱臼处死 １~２ 月龄雄性 ＳＤ 大鼠ꎬ无菌取腹主动脉ꎬ剥弃外膜及去除内皮后ꎬ贴块法

培养 ＶＳＭＣꎬα￣ＳＭ￣ａｃｔｉｎ 染色鉴定ꎮ 实验分为四组:对照组、γ￣ｓｅｃｒｅｔａｓｅ 抑制剂组(ＤＡＰＴ 组)、ＰＤＧＦ￣ＡＡ 组和 ＰＤＧＦ￣
ＡＡ＋γ￣ｓｅｃｒｅｔａｓｅ 抑制剂组(ＰＤＧＦ￣ＡＡ＋ＤＡＰＴ 组)ꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ(Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑＰＣＲ)检测 Ｎｏｔｃｈ 信号分子 ｍＲＮＡ
表达ꎻＣｅｌｌＴｉｔｅｒ９６ Ａｑｕｅｏｕｓ Ｏｎｅ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ 试剂盒检测细胞增殖活性ꎻ采用细胞划痕实验检测 ＶＳＭＣ 的迁移能力ꎮ 结果

腹主动脉 ＶＳＭＣ 表达 Ｎｏｔｃｈ 信号通路 Ｊａｇｇｅｄ１、Ｊａｇｇｅｄ２、Ｎｏｔｃｈ１~３ 等几种主要的配体及受体ꎻＰＤＧＦ￣ＡＡ 刺激 ２４ ｈ 和

４８ ｈ 后分别导致 Ｊａｇｇｅｄ２ 和 Ｊａｇｇｅｄ１ ｍＲＮＡ 表达显著增强(Ｐ<０.０１ꎬｎ ＝ ４)ꎻ与 ０ ｈ 相比ꎬＰＤＧＦ￣ＡＡ 刺激 ７２ ｈ 后ꎬ
Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ３ ｍＲＮＡ 表达显著增高(Ｐ<０.０１ꎬｎ ＝ ４)ꎬ而刺激 ２４ ｈ 后 Ｎｏｔｃｈ２ ｍＲＮＡ 表达显著降低ꎮ ＰＤＧＦ￣ＡＡ 显著

促进 ＨＥＳ１(Ｐ<０.０５ꎬｎ＝ ４)、ＨＥＹ２(Ｐ<０.０５ꎬｎ＝ ４)和转录因子 Ｒｂｐ￣ｊК ｍＲＮＡ (Ｐ<０.０５ꎬｎ＝ ４)表达ꎬＤＡＰＴ 抑制 ＰＤＧＦ￣
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０.０５ꎬｎ＝ ４)ꎻＰＤＧＦ￣ＡＡ 刺激促进 ＶＳＭＣ 增殖(Ｐ<０.０１ꎬｎ＝ ５)和减少划痕余留面积(Ｐ<０.０１ꎬｎ ＝ ４)ꎬ两种效应均可被
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ｓｉｏｎｓ　 ＰＤＧＦ￣ＡＡ ｃａｎ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｎｏｔｃｈ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｉｎ ＳＭＣꎬ Ｎｏｔｃｈ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｓ
ｐａｒｔｌｙ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅ ｆｏｒ ＰＤＧＦ￣ＡＡ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ＳＭＣ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ.

　 　 血管损伤处平滑肌细胞( ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓꎬ
ＳＭＣ)过度增殖和迁移是损伤血管新内膜形成的关

键病理基础[１]ꎮ Ｎｏｔｃｈ 信号是控制细胞增殖、迁移

等细胞命运的重要信号系统ꎬ其在配体、受体相互

作用后ꎬ受体细胞内结构域 ( ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｄｏｍａｉｎꎬ
ＩＣＤ)转位到细胞核ꎬ调节下游靶基因表达[２￣３]ꎬ血管

损伤后新生内膜 ＳＭＣ 表达多种 Ｎｏｔｃｈ 信号分子ꎬ提
示该通路与新生内膜形成密切相关[３￣４]ꎮ 血小板源

生长因子(ｐｌａｔｅｌｅｔ ｄｅｒｉｖｅｄ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＰＤＧＦ)主要

由体内单核 /巨噬细胞合成ꎬ以 α 颗粒形式储存于

血小板ꎬ血管损伤导致损伤处血小板聚集以及

ＰＤＧＦ 释放ꎬ调节新内膜形成[５]ꎮ 有关 Ｎｏｔｃｈ 通路

在 ＰＤＧＦ 诱导 ＳＭＣ 活性变化中的作用已有部分文

献报道ꎬ但是一方面这些研究并未完全阐明该通路

在 ＰＤＧＦ 诱导 ＳＭＣ 增殖、迁移中的详细调节机制ꎬ
并且尚存在一些较为矛盾的结论ꎮ Ｃａｍｐｏｓ 等[６] 研

究发现 ＰＤＧＦ 显著下调 ＶＳＭＣ 中 Ｎｏｔｃｈ３ 表达ꎬ而新

近研究显示 ＰＤＧＦ￣ＢＢ 通过促进 Ｎｏｔｃｈ３ 表达以增强

ＳＭＣ 增殖和迁移能力[７]ꎮ 由于 ＰＤＧＦ 存在 ＰＤＧＦ￣
ＡＡ、ＢＢ 及 ＡＢ 三种形式ꎬＰＤＧＦ 受体由 α 及 β 亚单

位构成ꎬα 亚单位可与 ＡＡ、ＡＢ 及 ＢＢ 结合ꎬβ 亚单位

仅与 ＢＢ 及 ＡＢ 结合ꎬ因此尚不清楚这些矛盾的研究

结果是否源于不同类型 ＰＤＧＦ 具有不一致的配、受
体结合特性ꎮ 本研究通过观察 ＰＤＧＦ￣ＡＡ 对血管平

滑肌细胞(ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓꎬＶＳＭＣ)Ｎｏｔｃｈ
信号分子表达的影响以及 Ｎｏｔｃｈ 通路对 ＳＭＣ 增殖

和迁移的调节作用ꎬ从一侧面探讨损伤血管新内膜

形成的分子机制ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 主要材料

　 　 ＳＤ 大鼠(Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ ｒａｔｓ)(１~ ２ 月龄大鼠ꎬ
雄性ꎬ无既往病史ꎬ均喂养于环境湿度、温度适中ꎬ
饮食良好的环境)由昆明医科大学实验动物中心提

供ꎬ所有动物实验经成都军区昆明总医院伦理委员

会批准ꎮ ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 干粉培养基(Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司)ꎬ
优质胎牛血清( ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍꎬＦＢＳꎬＰＡＡ 公司)ꎬ
抗大鼠 α￣ＳＭ￣ａｃｔｉｎ(Ｓｉｇｍａ 公司)ꎬ二甲基亚砜(ＤＭ￣
ＳＯ)、γ￣ｓｅｃｒｅｔａｓｅ 抑制剂(ＤＡＰＴ)(ＳｉｇｍａꎬＤｉｓｓｏｌｖｅｄ ｉｎ
ＤＭＳＯ)ꎬＧｏＳｃｒｉｐｔ 反转录系统、逆转录聚合酶链反应

( ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬＲＴ￣
ＰＣＲ) Ｍａｒｋｅｒ、ＧｏＴａｑ ｑＰＣＲＭａｓｔｅｒ ＭｉＸ ( Ｐｒｏｇｅｍａ 公

司 )ꎬ ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ９６ Ａｑｕｅｏｕｓ Ｏｎｅ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ 试 剂 盒

( Ｐｒｏｍｅｇａ 公司)ꎬ重组人 ＰＤＧＦ￣ＡＡ ( Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ 公

司)ꎬ６ 孔及 ９６ 孔培养板(Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司)ꎬＣＯ２ 培养

箱(Ｈａｒｒｉｓ 公司)ꎬ实时定量 ＰＣＲ 仪以及凝胶扫描仪

(Ｂｉｏ￣ＲＡＤ)ꎬ倒置荧光相差显微镜 ( Ｌｅｉｃａ 公司)ꎬ
ＦＴ￣６０００ 酶标仪(ＲＡＹＴＯ 公司)ꎬＩｍａｇｅ￣Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６.０
图像分析软件(Ｍｅｄｉａ Ｃｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ 公司)ꎮ 实验所需

引物由奥科鼎盛生物科技公司(上海)合成ꎮ
１.２　 血管平滑肌细胞的培养及鉴定

采用贴块法培养:脱臼处死 ＳＤ 大鼠ꎬ无菌取腹

主动脉ꎬ剥弃外膜以及用无菌刀片反复刮内膜面去

除内皮后ꎬ将中膜切成 １×１ ｍｍ３ 小块ꎬ用刮匙移入

培养瓶内ꎬ用玻璃分针以 ３~ ５ 块 / ｃｍ２均匀接种于瓶

底ꎬ慢慢翻转培养瓶ꎬ使贴有块的瓶底朝上ꎬ少数培

养液在下面ꎬ放入 ３７℃ ５％ＣＯ２ 培养箱内干涸 ４ ｈ
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后ꎬ将培养瓶轻轻翻转ꎬ加入含 １５％ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ /
Ｆ１２ 培养基(含青霉素、链霉素各 １００ ｋＵ / Ｌ)进行培

养ꎬ每 ４ 天换液一次ꎬ培养 ＳＭＣ 约 ６ 天爬出ꎬ２ 周后

铺满培养瓶底 ８０％后传代ꎬ取第 ４ 代细胞进行 α￣
ＳＭ￣ａｃｔｉｎ 染色鉴定ꎬ经抗大鼠 α￣ＳＭ￣ａｃｔｉｎ 单抗鉴定

阳性细胞率达 ８５％、３~５ 代细胞用于实验ꎮ
１.３　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测细胞 Ｎｏｔｃｈ 信号分子

表达

按照 ＧｏＳｃｒｉｐｔ 反转录系统试剂说明ꎬ取各组细

胞进行 ｍＲＮＡ 提取并进行反转录ꎬ获得 ｃＤＮＡꎬ所获

得的 ｃＤＮＡ 用 ＧｏＴａｑ 􀅺 ｑＰＣＲＭａｓｔｅｒ ＭｉＸꎬ按照操作

说明进行实时定量 ＰＣＲ 测定ꎮ 以 β￣ａｃｔｉｎ 作内参ꎮ
反应条件为 ５０℃２ ｍｉｎꎬ９５℃变性 １０ ｍｉｎ→９５℃１５ ｓ
→５５℃退火 １ ｍｉｎ→７２℃延伸 ３０ ｓꎬ循环 ３５ 次ꎬ溶解

曲线 ６５℃ ~ ５５℃ꎬ增量 ０. ５℃ ５ ｓꎮ 同时取正常组

ＳＭＣ ＰＣＲ 产物进行凝胶电泳ꎬ反应结束后各取 ＰＣＲ
产物 ４ μＬ 进行 １.７％琼脂糖凝胶电泳ꎬ并用 Ｇｅｌ Ｄｏｃ
２０００ 凝胶图像扫描仪分析ꎬ观察 Ｎｏｔｃｈ 信号通路配

体和受体分子表达情况ꎮ 所需 ＰＣＲ 引物应用 Ｐｒｉｍ￣
ｅｒ３ｗｅｂ ｖｅｒｓｉｏｎ ４.０.０ ( ｈｔｔｐ: / / ｐｒｉｍｅｒ３. ｕｔ. ｅｅ / )设计ꎬ
详细序列见表 １ꎮ

表 １. 实时定量 ＰＣＲ 引物列表

Ｔａｂｌｅ １. Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍＲＮＡ

名称 引物序列 扩增长度(ｂｐ) 基因序列号

Ｊａｇｇｅｄ１ ｓｅｎｓｅ ５′￣ｔｇａｃａｇｃｃａｇｔｇｔｇａｃｇａａｇｃ￣３′ １６５ ＮＭ０１９１４７
ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ５′￣ａｃｇｃａｇｇｔｇｃｃｔｃｃａｔｔａｔｇａｃ￣３′

Ｊａｇｇｅｄ２ ｓｅｎｓｅ ５′￣ｔｇｇｔｔａｔｃｔｇｃｇｔｇｔｇｇｔｇｇａｃ￣３′ １９ ＮＭ０２１８３８
ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ５′￣ｇｇｃｇｇｃｇｇｔｇｔｇａａｇｔｔｃｔｔ￣３′

Ｎｏｔｃｈ１ ｓｅｎｓｅ ５′￣ａｇｇｃｔｃｃａｃｃｇｔｃｔｃａｃｔｃｔｔ￣３′ １２５ ＮＭ００１１０５７２１
ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ５′￣ａｃｃａｔｃｔｇａｇｇｃｇｔｔｃｔｔｃａ￣３′

Ｎｏｔｃｈ２ ｓｅｎｓｅ ５′￣ｇｃａｇｃｃｇｃｃｇｔｃａａｔａａｔｇｔｇ￣３′ １８１ Ｍ９３６６１
ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ５′￣ｇｇｔｃｃａｔｇｔｇｇｔｃｃｇｔｇａｔｇｔｃ￣３′

Ｎｏｔｃｈ３ ｓｅｎｓｅ ５′￣ｇｃｃａｇｃｃａｃｇｃａｇａｔｇｔｃａａ￣３′ １０１ ＮＭ０２００８７
ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ５′￣ｔｔｃａｇｃａｇａｇｃｃａａｇｇｔａｇｃｃ￣３′

Ｎｏｔｃｈ４ ｓｅｎｓｅ ５′￣ｇａｔｃｃａｃｃｔｇｃａｔｃｇａｃｃｇｔ￣３′ １９７ ＮＭ００１００２８２７
ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ５′￣ａｔｃｔｔｇｇｔｇｇｃａｇｇｔｇｇｇｔｃ￣３′

ＨＥＳ１ ｓｅｎｓｅ ５′￣ｃｔｇｇａｇａｇｇｃｔｇｃｃａａｇｇｔｔｔ￣３′ １６８ ＮＭ０２４３６０
ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ５′￣ｔｇｇａａｇｇｃｇａｃａｃｔｇｃｇｔｔａｇ￣３′

ＨＥＹ１ ｓｅｎｓｅ ５′￣ｔｇｔｃｔｇａａｃｔｇｃｇａｃｇａｔｔｇｇｔ￣３′ １４９ ＮＭ００１１０７９７７
ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ５′￣ｃａｇｇｇｃｔｃｇｇｇｃａｔｃａａａｇａａ￣３′

ＨＥＹ２ ｓｅｎｓｅ ５′￣ｇｃａｇｃａｇｔｇａｔｇａｃａｔｃｃｔｃｃａ￣３′ １３９ ＮＭ１３０４１７
ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ５′￣ｇｇｃｇａｃａｔｇｇｃｇｔｔｇａｃｔｃｔ￣３′

Ｒｂｐ￣ｊК ｓｅｎｓｅ ５′￣ｔｃａｃｔｃｃｔｇｔｇｃｃｔｇｔｃｇｔａｇａ￣３′ ２００ ＮＭ００１１０６６３１
ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ５′￣ｃｃａｔｃｇｃｃａａｃｃｔｔｃｔｃｇｇａａｔ￣３′

β￣ａｃｔｉｎ ｓｅｎｓｅ ５′￣ａｇａｔｃｃｔｇａｃｃｇａｇｃｇｔｇｇｃ￣３′ １２２ ＮＭ０１７００８
ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ５′￣ｃｃａｇｇｇａｇｇａａｇａｇｇａｔｇｃｇ￣３′

１.４　 血管平滑肌细胞增殖能力检测

０.２５％胰蛋白酶消化ꎬＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ以含 １０％
ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基(含青霉素、链霉素各 １００
ｋＵ / Ｌ)分别配成 １０７ / Ｌ 细胞悬液ꎬ以 ２００ μＬ / 孔接种

于 ９６ 孔板ꎬ培养 ２４ ｈ 后弃去未贴壁细胞ꎬ确保各孔

贴壁细胞数量一致ꎮ 按照实验设计加入 ＰＤＧＦ￣ＡＡ

２５ μｇ / Ｌ 或 / 和 ＤＡＰＴ ２５ μｍｏｌ / Ｌꎬ由于 ＤＡＰＴ 溶于

ＤＭＳＯꎬ因此各组加入等量 ＤＭＳＯꎬ培养 ４８ ｈꎬ弃培养

基ꎬ于各孔再加入 １００ μＬ 新鲜培养基ꎬ孵育 １ ｈ 后

加入增殖检测试剂 ２０ μＬꎬ轻轻混匀ꎬ于培养箱孵育

３ ｈ 后ꎬ于 ＦＴ￣６０００ 酶标仪震荡混匀ꎬ４９２ ｎｍ 读取光

密度值ꎮ

４８８ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ９ꎬ２０１６



１.５　 细胞划痕实验

参照文献[８]ꎬ将 ＳＭＣ 接种到 ６ 孔板内ꎬ以含

１５％ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养ꎬ待培养 ＳＭＣ 达到完

全融合生长后ꎬ用 ２００ μＬ 移液管经过板孔中心、无
菌比着直尺垂直于板底低速划痕ꎬ用 ＰＢＳ 洗细胞 ３
次ꎬ彻底去除划下的悬浮细胞ꎬ按照实验设计加入

含 ＰＤＧＦ￣ＡＡ ２５ μｇ / Ｌ 或 / 和 ＤＡＰＴ ２５ μｍｏｌ / Ｌ、含

１５％ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基(含青霉素、链霉素

各 １００ ｋＵ / Ｌ)ꎬ由于 ＤＡＰＴ 溶于 ＤＭＳＯꎬ因此各组同

样加入等量 ＤＭＳＯꎮ 分别于 ０、２４、４８、７２ ｈ 分别进行

观察拍照ꎬ使用 Ｉｍａｇｅ￣Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６. ０ 图像分析软件

(Ｍｅｄｉａ Ｃｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓꎬ ＵＳＡ)进行图像分析ꎮ
１.６　 统计学处理

数据以ｘ±ｓ 表示ꎬ多组间比较采用单因素方差

分析ꎬ两组间比较用 ｑ 检验ꎬＰ<０.０５ 为差异有统计

学意义ꎮ 以 ＳＰＳＳ１０.０ 统计软件包行统计学处理ꎮ

２　 结　 果

２.１　 血管平滑肌细胞培养鉴定以及 Ｎｏｔｃｈ 通路配

体、受体在血管平滑肌细胞的表达

培养 ５ 天左右可见长梭型细胞自组织块边缘长

出(图 １Ａ)ꎬ１４ 天左右可见培养细胞呈“谷峰”样生

长(图 １Ｂ)ꎬ取传代培养细胞进行 α￣ＳＭ￣ａｃｔｉｎ 染色呈

阳性(图 １Ｃ)ꎬ对照为阴性ꎬ证实所培养的细胞为

ＶＳＭＣꎮ 取正常培养 ＳＭＣ 进行 ＰＣＲ 扩增后电泳显

示ꎬＮｏｔｃｈ 信号分子包括主要配体 Ｊａｇｇｅｄ１、Ｊａｇｇｅｄ２
以及主要受体 Ｎｏｔｃｈ１ ~ ３ 均表达于 ＳＭＣ(图 １Ｄ)ꎮ
应用大鼠肾脏组织作为阳性对照ꎬ肾脏组织显著表

达 Ｎｏｔｃｈ４ꎬ但是在培养 ＳＭＣ 未检测到 Ｎｏｔｃｈ４ 表达

(数据未显示)ꎮ
２.２　 ＰＤＧＦ￣ＡＡ 调节 Ｎｏｔｃｈ 通路配体和受体 ｍＲＮＡ
在血管平滑肌细胞表达

ＰＤＧＦ￣ＡＡ(２５ μｇ / Ｌ) 刺激 ２４ ｈ 后ꎬ培养 ＳＭＣ
Ｊａｇｇｅｄ２ ｍＲＮＡ 表达较 ０ ｈ ( １ ± ０. １２４) 显著增高

(２.３６７±０.３９４)(Ｐ<０.０１)ꎬ４８ ｈ、７２ ｈ 均维持在较高

水平ꎮ Ｊａｇｇｅｄ１ ｍＲＮＡ 表达增强较 Ｊａｇｇｅｄ２ ｍＲＮＡ 表

达延迟ꎬ与 ０ ｈ(１±０.０９２)相比ꎬ４８ ｈ 后表达显著增

强(１.９４１±０.２２２) (Ｐ<０.０１)ꎬ７２ ｈ 后表达进一步增

高(３.０８９±０.２７８)(Ｐ<０.０１)(图 ２)ꎮ 在受体表达中ꎬ
Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ３ ｍＲＮＡ 在 ２４ ｈ、４８ ｈ 均未见有显著差

别ꎬ７２ ｈ 后二者表达均显著增高(Ｐ<０.０１)ꎻ与 ０ ｈ(１
±０.１８７)相比ꎬＮｏｔｃｈ３ ｍＲＮＡ 表达在 ４８ ｈ 显著下降

(０.５５０±０.０５５)(Ｐ<０.０１)ꎬ７２ ｈ 后表达有所上升(Ｐ<
０.０５)(图 ２)ꎮ

图 １. 血管平滑肌细胞培养、鉴定以及 Ｎｏｔｃｈ 通路配体和受

体在 ＳＭＣ 的表达　 　 Ａ 为培养 ６ 天ꎬ可见大量细胞从组织块爬

出ꎬ白色箭头示爬出的细胞ꎻＢ 为 ＳＭＣ 培养 １４ 天ꎬ组织块爬出的细

胞呈“谷峰”样生长ꎻＣ 为培养细胞 α￣ＳＭ￣ａｃｔｉｎ 免疫荧光染色阳性ꎻＤ
为 Ｎｏｔｃｈ 信号通路配体和受体在 ＳＭＣ 表达ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ｃｕｌｔｕｒｅꎬ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ａｎｄ Ｎｏｔｃｈ ｓｉｇｎａｌｓ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓ￣
ｃｌｅ ｃｅｌｌｓ

２.３　 ＰＤＧＦ￣ＡＡ 调节 ＨＥＳ１、ＨＥＹ１ 及 ＨＥＹ２ 和转录

因子 Ｒｂｐ￣ｊК ｍＲＮＡ 在平滑肌细胞表达

ＨＥＳ１、ＨＥＹ１ 及 ＨＥＹ２ 是 Ｎｏｔｃｈ 信号通路下游

重要的信号分子[２]ꎮ ＰＤＧＦ￣ＡＡ 刺激 ７２ ｈ 后检测

ＨＥＳ１、ＨＥＹ１ 及 ＨＥＹ２ ｍＲＮＡ 表达ꎬ与对照相比(分
别为 １ ± ０. ０５７ 和 １ ± ０. ０７８)ꎬＤＡＰＴ 可显著阻抑制

ＨＥＳ１、ＨＥＹ１ ｍＲＮＡ 表达(分别为 ０.５６９±０.０３４ 和

０.０９７±０.００１ꎬＰ<０.０１)ꎻＰＤＧＦ￣ＡＡ 显著促进 ＨＥＳ１ 和

ＨＥＹ２ 表达(分别为 １.２６７±０.１１７ 和 ０.８８９±０.１３２ꎬＰ
<０.０５)ꎬ该效应被 ＤＡＰＴ 有效抑制(分别为 ０.５６３±
０.０５８和 ０.５２５±０.０８０ꎬＰ<０.０１)ꎬ与这些效应不同ꎬ即
使在培养的正常 ＳＭＣꎬＤＡＰＴ 也显著促进 Ｒｂｐ￣ｊК 表

达 ( １. ８６０ ± ０. ０５４ꎬ Ｐ < ０. ０１)ꎮ 与对照相比 ( １ ±
０.０９４)ꎬ ＰＤＧＦ￣ＡＡ 显著增强 Ｒｂｐ￣ｊК ｍＲＮＡ 表达

(１.３０４±０.０３１ꎬＰ<０.０５)ꎬ而 ＤＡＰＴ 刺激可使 ＰＤＧＦ￣
ＡＡ 导致的 Ｒｂｐ￣ｊК ｍＲＮＡ 表达进一步显著增高

(１.９９１±０.３３１ꎬＰ<０.０５ꎻ图 ３)ꎮ
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图 ２. ＰＤＧＦ￣ＡＡ (２５ μｇ / Ｌ)对 Ｎｏｔｃｈ 通路配体和受体在 ＶＳＭＣ 表达的影响 (ｎ＝ ４)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ０ ｈ 比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｌａｔｅｌｅｔ ｄｅｒｉｖｅｄ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣ＡＡ ｏｎ ｌｉｇａｎｄｓ ａｎｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｎｏｔｃｈ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈ￣
ｗａｙｓ ｉｎ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ４)

图 ３. γ￣ｓｅｃｒｅｔａｓｅ 抑制剂(ＤＡＰＴꎬ２５ μｍｏｌ / Ｌ)对 ＰＤＧＦ￣ＡＡ
(２５ μｇ / Ｌ)诱导的 ＨＥＳ１、ＨＥＹ１ 及 ＨＥＹ２ 和转录因子 Ｒｂｐ￣
ｊК 在平滑肌细胞表达的影响(ｎ＝ ４) 　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<
０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬｄ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＰＤＧＦ￣ＡＡ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ γ￣ｓｅｃｒｅｔａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ (２５ μｍｏｌ / Ｌ) ｏｎ
ｐｌａｔｅｌｅｔ ｄｅｒｉｖｅｄ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣ＡＡ ( ２５ μｇ / Ｌ ) ￣ｉｎｄｕｃｅｄ
ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＨＥＳ１ꎬ ＨＥＹ１ ａｎｄ ＨＥＹ ２ ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃ￣
ｔｏｒ Ｒｂｐ￣ｊК ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ(ｎ ＝
４)

２.４　 γ￣ｓｅｃｒｅｔａｓｅ 抑制剂抑制 ＰＤＧＦ￣ＡＡ 介导的平滑

肌细胞增殖

实验检测 ７２ ｈ 后细胞增殖活性ꎬ结果显示正常

ＳＭＣ 增殖效应本身就受到 Ｎｏｔｃｈ 信号通路调控ꎬ与
对照组(１±０.０２７)相比ꎬＤＡＰＴ 可以显著抑制 ＳＭＣ
增殖(０.８５６±０.００９ꎬＰ<０.０１)ꎬＰＤＧＦ￣ＡＡ 显著促进

ＳＭＣ 增殖(１.１１７±０.０１８ꎬＰ<０.０１)ꎬ这一效应可被

ＤＡＰＴ 显著抑制(０.８９６±０.０４５ꎬＰ<０.０１ꎻ图 ４)ꎮ
２.５　 γ￣ｓｅｃｒｅｔａｓｅ 抑制剂抑制 ＰＤＧＦ￣ＡＡ 介导的平滑

肌细胞迁移

γ￣ｓｅｃｒｅｔａｓｅ 抑制剂(ＤＡＰＴ)可以直接影响 ＳＭＣ
迁移能力ꎬ表明培养的正常 ＳＭＣ 迁移能力本身也受

Ｎｏｔｃｈ 信号通路的调控ꎮ 与对照组(２８.４％±３.７％)
相比ꎬＤＡＰＴ 组余留面积显著增加(４１.６％±６.１％ꎬＰ<
０.０１)ꎬ而 ＰＤＧＦ￣ＡＡ 显著减少余留面积 ( ３. １％ ±
１.１％ꎬＰ < ０. ０１ )ꎬ 这 一 效 应 被 ＤＡＰＴ 显 著 抑 制

(１６.５％±３.８％ꎬＰ<０.０１ꎻ图 ５)ꎮ

图 ４. γ￣ｓｅｃｒｅｔａｓｅ 抑制剂(ＤＡＰＴꎬ２５ μｍｏｌ / Ｌ)抑制 ＰＤＧＦ￣ＡＡ
(２５ μｇ / Ｌ)诱导的 ＶＳＭＣ 增殖 (ｎ ＝ ５) 　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对

照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＰＤＧＦ￣ＡＡ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. γ￣ｓｅｃｒｅｔａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ (２５ μｍｏｌ / Ｌ) ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｐｌａｔｅｌｅｔ
ｄｅｒｉｖｅｄ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣ＡＡ ( ２５ μｇ / Ｌ ) ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ(ｎ＝ ５)

３　 讨　 论

血管损伤后损伤处血小板聚集ꎬ 随后发生

ＰＤＧＦ 释放ꎬ血管损伤后损伤处局部的 ＳＭＣ 以及内

皮细胞 ( ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌꎬ ＥＣ) 本身也表达和分泌

ＰＤＧＦꎬＰＤＧＦ 在损伤血管新内膜形成中的重要作用

已比较明确[９]ꎮ Ｎｏｔｃｈ 信号是在进化上高度保守、
控制细胞增殖及迁移等细胞命运的信号转导系

统[１０]ꎬ主要通过配体激活细胞膜 Ｎｏｔｃｈ 信号受体ꎬ
引起受体构象改变后裂解ꎬ产生的 ＩＣＤ 释放后转位

到细胞核ꎬ调节下游靶基因转录及活性ꎬ在这些靶

６８８ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ９ꎬ２０１６



基因中ꎬＨＥＳ１、ＨＥＹ１ 及 ＨＥＹ２ 最受关注[２]ꎬ新近研

究证实 Ｎｏｔｃｈ 信号通路调节了 ＰＤＧＦ 受体 β 表

达[１１]ꎬ提示该通路与 ＰＤＧＦ 调节 ＳＭＣ 生物学活性

密切关联ꎮ 由于 ＰＤＧＦ 存在 ＰＤＧＦ￣ＡＡ、ＰＤＧＦ￣ＢＢ 及

ＰＤＧＦ￣ＡＢ 三种形式ꎬ且 ＰＤＧＦ 受体由两种亚单位 α

及 β 构成ꎬ二者与 ＰＤＧＦ 结合力相差很大ꎬ导致 α
亚单位可与 ＰＤＧＦ￣ＡＡ、 ＰＤＧＦ￣ＡＢ 及 ＰＤＧＦ￣ＢＢ 结

合ꎬβ 亚单位仅与 ＰＤＧＦ￣ＢＢ 及 ＰＤＧＦ￣ＡＢ 结合ꎬ因此

不同类型 ＰＤＧＦ 可能具有不完全一致的信号调节方

式 [１１]ꎮ

图 ５. γ￣ｓｅｃｒｅｔａｓｅ 抑制剂(ＤＡＰＴꎬ２５ μｍｏｌ / Ｌ)抑制 ＰＤＧＦ￣ＡＡ(２５ μｇ / Ｌ)诱导的血管平滑肌细胞迁移(ｎ＝ ４)
Ｆｉｇｕｒｅ ５. γ￣ｓｅｃｒｅｔａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ (２５ μｍｏｌ / Ｌ) ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｐｌａｔｅｌｅｔ ｄｅｒｉｖｅｄ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣ＡＡ (２５ μｇ / Ｌ) ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ(ｎ＝ ４)

　 　 本研究结果显示 ＶＳＭＣ 表达主要的 Ｎｏｔｃｈ 信号

分子ꎬ包括配体 Ｊａｇｇｅｄ１、Ｊａｇｇｅｄ２ 以及受体 Ｎｏｔｃｈ１、
Ｎｏｔｃｈ２ 和 Ｎｏｔｃｈ３ꎬ 应用大鼠肾脏组织作阳性对

照[１２]ꎬ未检测到 Ｎｏｔｃｈ４ 表达于 ＳＭＣꎬ既往文献研究

显示 Ｎｏｔｃｈ４ 主要表达于 ＥＣ 以及心内膜等ꎬ尚未见

有 Ｎｏｔｃｈ４ 表达于 ＳＭＣ 的文献报道[１３]ꎮ ＰＤＧＦ￣ＡＡ
刺激直接影响 Ｎｏｔｃｈ 信号通路配体和受体分子表

达ꎮ 配体 Ｊａｇｇｅｄ２ ｍＲＮＡ 在 ＰＤＧＦ￣ＡＡ 刺激后表达

增强早于 Ｊａｇｇｅｄ１ ｍＲＮＡꎬ提示二者在针对 ＰＤＧＦ￣
ＡＡ 刺激存在不同的反应机制ꎮ ＰＤＧＦ￣ＡＡ 刺激显著

促进 Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ３ 受体 ｍＲＮＡ 表达ꎬ在刺激 ７２ ｈ
后均维持较高水平ꎬ与此不同的是ꎬＮｏｔｃｈ２ ｍＲＮＡ
在 ＰＤＧＦ￣ＡＡ 刺激后 ４８ ｈ 显著降低ꎬ尽管在刺激后

７２ ｈ 显著增高ꎬ但是并未达到与 Ｎｏｔｃｈ１、 Ｎｏｔｃｈ３
ｍＲＮＡ 类似较高的表达水平ꎬ提示 Ｎｏｔｃｈ２ 针对

ＰＤＧＦ￣ＡＡ 刺激可能具有不同于 Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ３ 的生

物学作用ꎮ 有 文 献 研 究 表 明ꎬ 与 Ｎｏｔｃｈ３ 相 反ꎬ
Ｎｏｔｃｈ２ 主要作用是抑制 ＳＭＣ 增殖以及促进 ＳＭＣ 凋

亡ꎬＰＤＧＦ￣ＢＢ 刺激抑制 Ｎｏｔｃｈ２ ｍＲＮＡ 表达[６]ꎬ因此

推测 Ｎｏｔｃｈ２ 在 ＰＤＧＦ￣ＡＡ 作用于 ＳＭＣ 过程中具有

类似的生物学作用ꎮ ＨＥＳ１、ＨＥＹ１ 及 ＨＥＹ２ 是 Ｎｏｔｃｈ

信号通路下游重要的信号分子[２]ꎬ但是在 ＰＤＧＦ￣ＡＡ
作用于 ＳＭＣ 过程中呈不同的表现方式ꎬＰＤＧＦ￣ＡＡ
显著促进 ＨＥＳ１ 和 ＨＥＹ２ 表达ꎬ而对 ＨＥＹ１ 表达并

无明显影响ꎬ提示 ＨＥＳ１ 和 ＨＥＹ２ 在 ＰＤＧＦ￣ＡＡ 刺激

ＳＭＣ 反应过程中可能较 ＨＥＹ１ 起到更为关键的作

用ꎮ 值得注意的是ꎬ在培养的正常 ＳＭＣꎬＤＡＰＴ 和

ＰＤＧＦ￣ＡＡ 均显著促进 Ｒｂｐ￣ｊК ｍＲＮＡ 表达ꎬ且 ＤＡＰＴ
可使 ＰＤＧＦ￣ＡＡ 介导的 Ｒｂｐ￣ｊК ｍＲＮＡ 表达进一步增

高ꎬ这可能与 Ｒｂｐ￣ｊК 特殊功能有关ꎮ 文献报道

Ｒｂｐ￣ｊК 作为转录调节子具有双向作用ꎬ即当与

ＮＩＣＤ 结合时作为转录激活子促进 Ｎｏｔｃｈ 靶基因转

录ꎬ当其未与 ＮＩＣＤ 结合时其又可以充当转录抑制

子抑制基因转录[１４￣１５]ꎮ 正常培养 ＳＭＣ 本身具有一

定量 ＮＩＣＤꎬＲｂｐ￣ｊК 具备转录激活子作用ꎬＰＤＧＦ￣ＡＡ
激活 Ｎｏｔｃｈ 信号后产生 ＮＩＣＤꎬ可能进一步促进 Ｒｂｐ￣
ｊК 的激活子功能ꎻ当 ＤＡＰＴ 阻断 Ｎｏｔｃｈ 信号通路ꎬ
ＮＩＣＤ 减少或缺如ꎬ导致 Ｒｂｐ￣ｊК 向转录抑制子功能

转换ꎬ因此无论 ＰＤＧＦ￣ＡＡ 刺激或 ＤＡＰＴ 阻断 Ｎｏｔｃｈ
通路ꎬ均可能刺激 Ｒｂｐ￣ｊК ｍＲＮＡ 显著表达ꎬ这一推

测能否成立ꎬ需要进一步实验验证ꎮ 这些研究结果

表明ꎬＰＤＧＦ￣ＡＡ 可以激活 Ｎｏｔｃｈ 信号通路ꎬＰＤＧＦ￣
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ＡＡ 可能通过 Ｎｏｔｃｈ 信号调节 ＳＭＣ 生物学行为ꎬ进
一步的研究结果表明ꎬＰＤＧＦ￣ＡＡ 刺激可显著促进

ＳＭＣ 增殖和迁移ꎬ这两种效应均可被 ＤＡＰＴ 有效阻

抑ꎬ表明 ＰＤＧＦ￣ＡＡ 部分通过 Ｎｏｔｃｈ 通路调节 ＳＭＣ
的增殖和迁移能力ꎮ

Ｎｏｔｃｈ 通路在细胞命运调控中起重要作用ꎬ但
是其成员在调控细胞生物学行为中的作用可能较

其他类型信号系统更为复杂ꎬ同一 Ｎｏｔｃｈ 信号分子

在不同的细胞或者同一细胞的不同分化阶段ꎬ其生

物学功能可能完全不同甚至相反ꎬ如文献报道

Ｎｏｔｃｈ２ 可能促进 ＳＭＣ 凋亡和抑制其增殖[７]ꎬ但是也

有研究显示内源性 Ｎｏｔｃｈ ２ 干扰却抑制胶质瘤 Ｕ２５１
细胞增殖[１６]ꎻ在肿瘤发生发展过程中ꎬＮｏｔｃｈ１ 作为

某些肿瘤的癌基因ꎬ但是在其他类型肿瘤中则可能

为抑癌基因[１７]ꎬ该通路各成员在 ＶＳＭＣ 生物活性转

换中的作用也表现出复杂性特点ꎮ 就本次实验而

言ꎬＮｏｔｃｈ２ ｍＲＮＡ 表达在 ＰＤＧＦ￣ＡＡ 刺激 ４８ ｈ 后显

著下降ꎬ但是刺激后 ７２ ｈ 表达又表现为明显上升ꎬ
以及 ＰＤＧＦ￣ＡＡ 并不引起 ＨＥＹ１ ｍＲＮＡ 表达显著改

变ꎬ其中原因值得深入研究ꎮ 综合本次实验结果ꎬ
概言之ꎬＰＤＧＦ￣ＡＡ 调节 ＶＳＭＣ Ｎｏｔｃｈ 通路配体和受

体表达ꎬＰＤＧＦ￣ＡＡ 部分通过激活 Ｎｏｔｃｈ 信号通路促

进 ＳＭＣ 增殖和迁移ꎬ研究结果为深入认识损伤血管

新生内膜形成的分子机制提供了部分新的理论

基础ꎮ
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