
[收稿日期] 　 ２０１６￣１０￣１９ [修回日期] 　 ２０１７￣０１￣１７
[基金项目] 　 贵州省中医药管理局中医药、民族医药科学技术研究课题(ＱＺＹＹ￣２０１５￣１５２)ꎻ遵义医学院 ２０１２招标课题(Ｆ￣６１３)
[作者简介] 　 束波ꎬ博士ꎬ副教授ꎬ研究方向为动脉粥样硬化发病机理ꎬＥ￣ｍａｉｌ 为 ｓｈｕｂｏ１０１４＠ １２６.ｃｏｍꎮ 通讯作者钱民章ꎬ教
授ꎬ博士研究生导师ꎬ研究方向为动脉粥样硬化发病机理ꎬＥ￣ｍａｉｌ 为 ｑｉａｎ＿ｍｚｈ＠ ｈｏｔｍａｉｌ.ｃｏｍꎮ

[文章编号] 　 １００７￣３９４９(２０１７)２５￣０６￣０５７６￣０６ 􀅰实验研究􀅰

胆固醇对血管平滑肌细胞增殖及迁移的作用

束 波１ꎬ 刘志江２ꎬ 钱民章１

(遵义医学院 １.生物化学与分子生物学教研室ꎬ２.第一附属医院心内科ꎬ 贵州省遵义市 ５６３０００)

[关键词] 　 胆固醇ꎻ　 血管平滑肌细胞ꎻ　 增殖ꎻ　 ｍｉＲ￣１４５
[摘　 要] 　 目的　 探讨胆固醇对血管平滑肌细胞增殖及迁移的作用ꎮ 方法 　 体外培养人血管平滑肌细胞株
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ＶＳＭＣ 的增殖情况ꎻ流式细胞术检测细胞进入 Ｓ 期的数量ꎻＥＤＵ 试剂盒检测 ＣＨ 作用后细胞的 ＤＮＡ 合成ꎻ划痕实验
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水平(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 ＣＨ 可诱导 ＶＳＭＣ 进入 Ｓ 期细胞增多ꎬ促进细胞增殖ꎬ并且增加细胞的 ＤＮＡ 合成及细胞迁

移ꎬ其机制可能与抑制 ｍｉＲ￣１４５ 的表达有关ꎮ
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　 　 脂质代谢异常所致的高脂血症被认为是动脉

粥样硬化( ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡｓ)形成的首要独立危险

因素ꎮ 临床研究发现血清胆固醇( ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬＣＨ)
水平越高ꎬＡｓ 和冠心病的发病率就越高[１]ꎮ 脂质代

谢发生障碍时ꎬＣＨ 的转运失调导致 ＣＨ 沉积ꎮ 在人

类和实验动物用高 ＣＨ 饮食诱导产生的 Ａｓ 斑块中ꎬ
均发现血管细胞内及细胞间有大量游离 ＣＨ 及其酯

的沉积[２￣３]ꎮ 但这些游离 ＣＨ 通过何种途径对血管

内皮细胞、平滑肌细胞产生损伤ꎬ如何促进 Ａｓ 的发

展ꎬ尚不清楚ꎮ 本研究旨在探讨 ＣＨ 对血管平滑肌

细胞( ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓꎬＶＳＭＣ)增殖、迁
移的影响ꎮ ｍｉＲＮＡ￣１４５(ｍｉＲ￣１４５)是 ＶＳＭＣ 中表达

最丰富的 ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬ并参与调控细胞的增殖[４]ꎬ研
究将初步探讨 ＣＨ 对 ＶＳＭＣ 增殖的影响是否与 ｍｉＲ￣
１４５ 有关ꎬ该研究对于深入认识游离胆固醇在 Ａｓ 发

生、发展中的作用有着重要意义ꎮ

６７５ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ６ꎬ２０１７



１　 材料和方法

１.１　 材料和试剂

人升主动脉平滑肌细胞( ｈｕｍａｎ ａｏｒｔｉｃ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌꎬＨＡ￣ＶＳＭＣ)由中南大学湘雅中心

实验室细胞库提供ꎮ ＤＭＥＭ 高糖培养基、胎牛血清

(ＦＢＳ ) (美 国ꎬ Ｈｙｃｌｏｎｅ 公 司)ꎮ 胆 固 醇、 Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３３４２ 染料、碘化丙啶(ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅꎬＰＩ) (美国ꎬ
Ｓｉｇｍａ 公司)ꎮ 噻唑蓝(ＭＴＴ)检测试剂盒、ＥｄＵ 检测

试剂盒(广州锐博生物科技有限公司)ꎮ Ｔｒｉｚｏｌ(美
国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)ꎮ ＲＴ￣ＰＣＲ 相关试剂盒、ＳＹＢＲ 荧

光探针(大连宝生物工程有限公司)ꎮ ＰＣＲ 引物由

上海生工生物工程公司合成ꎮ 其余试剂均为国产

分析纯ꎮ
１.２　 细胞培养及分组

ＶＳＭＣ 培养在 ５％ ＣＯ２、３７℃培养箱中ꎮ 所有的

细胞培养工作在无菌超净台进行ꎮ 取生长至 ８０％
密度的细胞ꎬＰＢＳ 冲洗 ３ 次ꎮ 加入 １ ｍＬ ０.２５％胰蛋

白酶ꎬ观察细胞消化情况ꎮ 加入 ２ ｍＬ 完全培养基ꎬ
形成细胞悬液ꎮ 室温 １０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ３ ｍｉｎꎬ重悬

细胞ꎬ培养箱培养ꎮ 实验分组:观察不同剂量 ＣＨ 对

ＶＳＭＣ 细胞增殖、细胞迁移的影响ꎮ 因 ＣＨ 为粉末

状ꎬ溶于微量乙醇中使用ꎬ分组中另设置了溶剂对

照组ꎮ ＣＨ 的浓度梯度参照本课题组前期研究结

果[５]ꎮ 具体分组如下:对照组(Ｃｏｎｔｒｏｌ 组)、无水乙

醇溶剂组(Ｖｅｈｉｃｌｅ 组)、１２.５ ｍｇ / Ｌ ＣＨ 组、２５.０ ｍｇ / Ｌ
ＣＨ 组、５０.０ ｍｇ / Ｌ ＣＨ 组ꎮ
１.３　 ＭＴＴ 法检测细胞活力绘制细胞增殖曲线

培养细胞消化后制备单细胞悬液ꎬ分别以 １×
１０３ / 孔密度均匀地接种于 ９６ 孔培养板上ꎮ １％血清

培养基作用使细胞同步化后分组处理细胞ꎮ 分组

进行培养ꎬ分别在培养后 ２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ 加入 ＭＴＴ
试剂ꎬ孵育 ４ ｈ 后ꎬ酶标仪读取 Ａ４９０数据ꎮ 根据公式

计算细胞增殖率 (％) ＝ (实验组 Ａ４９０ － Ａ１ ) / Ａ１ ×
１００％(Ａ１ 为各组第 ２４ ｈ 吸光度值)ꎬ绘制细胞增殖

曲线ꎮ
１.４　 流式细胞术检测细胞增殖情况

流式细胞术( ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙꎬＦＣＭ)检测细胞增

殖情况ꎮ ＶＳＭＣ 以 １×１０５ 个 / 孔密度接种于 ６ 孔板

中培养 ６ ｈꎬ细胞同步化ꎬ分组处理细胞ꎮ 胰酶消化

细胞ꎬＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ７０％ 乙醇固定过夜ꎮ 每组加入

培养基稀释 １０００ 倍的 ＰＩ 染液避光处理细胞 １０
ｍｉｎꎮ 每组经流式细胞仪检测和分析最少 １００００ 个

细胞ꎬ得到各实验组细胞 Ｓ 期细胞百分比含量ꎮ

１.５　 Ｅｄｕ 检测细胞 ＤＮＡ 合成情况

ＶＳＭＣ 以 １×１０３ 个 / 孔密度接种于 ９６ 孔板中ꎬ
同步化后分组培养细胞 ４８ ｈꎮ 换含 Ｅｄｕ 的培养液

培养３ ｈꎬＰＢＳ 润洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎮ 每孔加入甲醇

１５ ｍｉｎ固定细胞ꎬＰＢＳ 润洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎮ 细胞

加入适量荧光反应液ꎬ避光反应 ３０ ｍｉｎꎻ加入适量

Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ꎬ避光作用 １５ ｍｉｎꎻＰＢＳ 润洗 ３ 次ꎬ每
次１０ ｍｉｎꎮ 荧光显微镜下观察细胞并拍照ꎬ随机选

取 ５ 个视野ꎮ 计数相同视野下 Ｅｄｕ 标记阳性的绿色

细胞及 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 标记的蓝色总细胞数ꎬ计算

ＤＮＡ 合成率ꎮ
１.６　 划痕实验检测细胞迁移

６ 孔板底部中间划一条直线ꎮ ＶＳＭＣ 以 １×１０５

个 / 孔密度接种于 ６ 孔板中ꎮ 同步化后分组培养ꎮ
细胞培养 ２４ ｈ 后用枪头按照直线划过细胞ꎮ 用

ＰＢＳ 洗细胞 ３ 次ꎬ拍照记为 ０ ｈꎮ 加入无血清培养基

及相应药物处理ꎮ 放入细胞培养箱ꎬ继续培养ꎮ
２４ ｈ后取样ꎬ拍照ꎬ测量 ０ ｈ 初始划痕宽度以及 ２４ ｈ
处理后划痕宽度值ꎮ 计算相对迁移率 ＝ １－(处理后

划痕宽度 / 初始划痕宽度)ꎮ
１.７　 Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测细胞 ｍｉＲＮＡ￣１４５ 的表达

ＶＳＭＣ 以 １×１０５ 个 / 孔密度接种于 ６ 孔板中ꎬ细
胞分组培养 ４８ ｈꎮ 每孔加入 Ｔｒｉｚｏｌ １ ｍＬ 提取细胞

ＲＮＡꎬ测定浓度并逆转录合成 ｃＤＮＡꎮ 以此 ｃＤＮＡ 为

模板进行 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 扩增反应ꎮ 引物序列为:
ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１４５ Ｆ Ｐｒｉｍｅｒ: ５′￣ＡＴＴ ＡＴＡ ＴＴＧ ＴＣＣ ＡＧＴ
ＴＴＴ ＣＣＣ ＡＧＧ￣３′ꎻ ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１４５ Ｒ Ｐｒｉｍｅｒ: ５′￣ＡＡＡ
ＧＧＴ ＴＧＴＴ ＣＴＣ ＣＡＣ ＴＣＴ ＣＴＣ ＴＣ￣３′ꎮ Ｕ６ 是内参基

因:Ｕ６ ｓｎＲＮＡ Ｆ Ｐｒｉｍｅｒ: ５′￣ＡＴＴ ＧＧＡ ＡＣＧ ＡＴＡ
ＣＡＧ ＡＧＡ ＡＧＡ ＴＴ￣３′ꎻＵ６ ｓｎＲＮＡ Ｒ Ｐｒｉｍｅｒ: ５′￣ＧＧＡ
ＡＣＧ ＣＴＴ ＣＡＣ ＧＡＡ ＴＴＴ Ｇ￣３′ꎮ 设 ２ 个复孔ꎬ独立实

验重复 ３ 次ꎮ 反应条件为:９５℃ ３ ｍｉｎ:９５℃ １２ ｓꎻ
６２℃ ４０ ｓ(４０ 个循环)ꎬ根据 Ｃｔ 值经 ２－(△△ＣＴ) 分析ꎬ
得到相对表达量ꎮ
１.８　 统计学处理

ＳＰＳＳ１８.０ 软件包进行分析ꎬ结果以 ｘ± ｓ 表示ꎮ
主要统计指标均行正态性分布ꎬ方差齐性检验ꎬ多
组间分析采用单因素方差ꎬＰ<０.０５ 为差异有统计学

意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 胆固醇对血管平滑肌细胞增殖的影响

根据 ＯＤ 值计算不同浓度 ＣＨ 作用 ＶＳＭＣ 后细
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胞 ４８ ｈ 及 ７２ ｈ 增殖率ꎬ作出细胞增殖曲线图(图
１)ꎮ 与 对 照 组 比 较ꎬ １２. ５ ｍｇ / Ｌ、 ２５. ０ ｍｇ / Ｌ、
５０.０ ｍｇ / Ｌ ＣＨ 作用 ＶＳＭＣ ４８ ｈ、７２ ｈ 均可促进细胞

增殖(Ｐ<０.０５)ꎻ２５.０ ｍｇ / Ｌ、５０.０ ｍｇ / Ｌ ＣＨ 促增殖作

用尤为显著(Ｐ<０.０１ꎬ表 １)ꎮ

表 １. ＭＴＴ 法检测胆固醇作用对平滑肌细胞活力(ＯＤ)的影

响(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ １. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ (ＯＤ) ｂｙ ＭＴＴ(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)

分　 组 ２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ
Ｃｏｎｔｒｏｌ 组 ０.２２±０.０２ ０.３３±０.０２ ０.４３±０.０４
Ｖｅｈｉｃｌｅ 组 ０.２１±０.０２ ０.３２±０.０２ ０.４２±０.０５
１２.５ ｍｇ / Ｌ ＣＨ 组 ０.２２±０.０２ ０.３６±０.０３ａ ０.４６±０.０５ａ

２５.０ ｍｇ / Ｌ ＣＨ 组 ０.２４±０.０１ ０.４０±０.０２ｂ ０.５２±０.０１ｂ

５０.０ ｍｇ / Ｌ ＣＨ 组 ０.２４±０.０１ ０.４３±０.０２ｂ ０.５６±０.０３ｂ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎮ

图 １. ＣＨ 作用 ＶＳＭＣ 的增殖曲线　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<
０.０１ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ １. ＶＳＭＣ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＣＨ

２.２　 胆固醇对血管平滑肌细胞 Ｓ 期细胞数量的影响

不同浓度 ＣＨ 作用 ＶＳＭＣ ４８ ｈ 后ꎬ用 ＰＩ 单染细

胞ꎬ流式分析 ＶＳＭＣ 的 Ｓ 期细胞百分比见图 ２ꎮ 从表

２ 可见ꎬ１２.５ ｍｇ / Ｌ ＣＨ 组与对照组比较ꎬ可促进ＶＳＭＣ
的 Ｓ 期细胞数量增加 ( Ｐ < ０. ０５)ꎬ而 ２５.０ ｍｇ / Ｌ、
５０.０ ｍｇ / Ｌ ＣＨ 作用细胞后 Ｓ 期的细胞数量增加更为

明显(Ｐ<０.０１)ꎮ 提示ꎬ不同浓度 ＣＨ 作用细胞 ４８ ｈ
均可促进 Ｓ 期细胞数量ꎬ诱导 ＶＳＭＣ 增殖ꎮ
２.３　 胆固醇对血管平滑肌细胞 ＤＮＡ 合成的影响

不同浓度 ＣＨ 作用细胞 ４８ ｈ 后ꎬＥｄｕ 掺入细胞

核 ＤＮＡꎬ镜下观察并计数 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 染色的蓝

色总细胞数以及 Ｅｄｕ 标记的正在进行 ＤＮＡ 合成的

绿色细胞(图 ３ )ꎬ计算 ＤＮＡ 合成百分率ꎬ统计结果

见图 ４ꎮ 结果显示:１２.５ ｍｇ / Ｌ ＣＨ 组 ＤＮＡ 合成率虽

图 ２. 流式检测 ＣＨ 对 ＶＳＭＣ Ｓ 期细胞数量的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ２. ＦＣＭ ａｎａｌｙｚｅｄ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ Ｓ ｐｈａｓｅ ＶＳＭＣ ｎｕｍ￣
ｂｅｒｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＣＨ

表 ２ . 胆固醇作用对平滑肌细胞 Ｓ 期细胞数量的影响(ｘ±ｓꎬ
ｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ ２. Ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ Ｓ ｐｈａｓｅ ｃｅｌｌ ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ＣＨ(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)

分　 组 Ｓ 期细胞数量(％)
Ｃｏｎｔｒｏｌ 组 １０.１７±４.３０
Ｖｅｈｉｃｌｅ 组 １２.７６±２.８１
１２.５ ｍｇ / Ｌ ＣＨ 组 １８.９３±１.１５ａ

２５.０ ｍｇ / Ｌ ＣＨ 组 ２４.０８±１.５４ｂ

５０.０ ｍｇ / Ｌ ＣＨ 组 ２９.８８±２.８５ｂ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎮ

比正 常 组 增 加ꎬ 但 是 统 计 学 无 明 显 差 异ꎮ
２５.０ ｍｇ / Ｌ、５０.０ ｍｇ / Ｌ ＣＨ 作用时 ＶＳＭＣ 的 ＤＮＡ 合

成率 与 对 照 组 比 较 明 显 增 加 ( Ｐ < ０. ０５ )ꎬ 以

５０.０ ｍｇ / Ｌ组最为明显(Ｐ<０.０１)ꎬ提示 ２５.０ ｍｇ / Ｌ、
５０.０ ｍｇ / Ｌ ＣＨ 作用细胞 ４８ ｈ 可诱导细胞的 ＤＮＡ
合成ꎮ
２.４　 胆固醇对血管平滑肌细胞迁移的影响

细胞分组划痕标记ꎬ不同浓度 ＣＨ 作用 ＶＳＭＣ
２４ ｈ 后检测 ＣＨ 各剂量组与对照组细胞迁移相对距

离(图 ５)ꎬ发现 １２. ５ ｍｇ / Ｌ、２５. ０ ｍｇ / Ｌ、５０. ０ ｍｇ / Ｌ
ＣＨ 均可增强细胞迁移(Ｐ<０.０５)ꎬ以 ５０.０ ｍｇ / Ｌ 剂

量组最为明显(Ｐ<０.０１)ꎮ 计算细胞相对迁移率(图
６)ꎬ提示不同剂量 ＣＨ 作用细胞 ２４ ｈ 能促进 ＶＳＭＣ
划痕修复ꎬ增加细胞的迁移能力ꎮ

８７５ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ６ꎬ２０１７



图 ３. 镜下观察胆固醇对血管平滑肌细胞 ＤＮＡ 合成的影响(×２００)
Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｏｎ ＤＮＡ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ｕｎｄｅｒ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ(×２００)

图 ４. ＣＨ 对 ＶＳＭＣ ＤＮＡ 合成百分率的影响(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)
ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＣＨ ｏｎ ｔｈｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ＶＳＭＣ
ＤＮＡ(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)

２.５　 胆固醇对 ＶＳＭＣ 中 ｍｉＲ￣１４５ 表达的影响

ＲＴ￣ＰＣＲ 结果显示ꎬ与对照组比较ꎬ２５. ０ ｍｇ / Ｌ
及 ５０.０ ｍｇ / Ｌ ＣＨ 作用 ４８ ｈ 后可明显降低 ＶＳＭＣ 中

ｍｉＲ￣１４５ 的表达量(Ｐ<０.０５)ꎬ以 ５０.０ ｍｇ / Ｌ ＣＨ 作用

最为明显(Ｐ<０.０１)(图 ７)ꎬ而 １２.５ ｍｇ / Ｌ ＣＨ 则无此

作用ꎮ 结果提示:２５.０ ｍｇ / Ｌ 及 ５０.０ ｍｇ / Ｌ ＣＨ 作用

ＶＳＭＣ ４８ ｈ 后ꎬ细胞内 ｍｉＲ￣１４５ 量的表达减少ꎮ

３　 讨　 论

高脂血症时ꎬ体内血脂尤其是 ＣＨ 代谢异常ꎬ在
血管壁组织细胞间有大量的 ＣＨ 沉积ꎮ 因此了解这

些ＣＨ对血管壁细胞的伤害和影响ꎬ对认识高脂诱

图 ５. ＣＨ 诱导 ＶＳＭＣ 迁移(ｎ＝ ３)
Ｆｉｇｕｒｅ ５. ＣＨ ｉｎｄｕｃｅｄ ＶＳＭＣ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ(ｎ＝ ３)
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图 ６. 胆固醇对血管平滑肌细胞迁移率的影响(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)
ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)

图 ７. 胆固醇对 ＶＳＭＣ 中 ｍｉＲ￣１４５ 表达的影响(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)
ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ７. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣１４５
ｉｎ ＶＳＭＣ(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)

导 Ａｓ 的机制很有必要ꎮ Ａｓ 发生早期ꎬＶＳＭＣ 受到

各种因素刺激从正常血管的分化状态逐渐过渡到

增殖活跃、迁移力强的去分化状态ꎬ去分化型 ＶＳＭＣ
能表达更多的低密度脂蛋白受体ꎬ吞噬脂质形成较

多的泡沫细胞ꎬ分泌细胞外基质能力增加ꎬ最终发

展成为动脉斑块[６￣７]ꎮ 本课题组前期实验已证实

ＣＨ 可通过激活 ＮＯＸ４ꎬ增加活性氧水平ꎬ对内皮细

胞产生损伤[８]ꎮ ＣＨ 刺激 ＶＳＭＣ 可降低细胞分化标

志基因 α￣平滑肌肌动蛋白 ( ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎꎬ
ＳＭ￣ａｃｔｉｎ) 及平滑肌细胞 ＳＭ２２α 表达下降ꎬ诱导

ＶＳＭＣ 发生去分化[９]ꎮ 本研究主要在此基础上进一

步研究 ＣＨ 刺激 ＶＳＭＣ 后细胞活力、细胞周期、迁移

等生物学特性的改变ꎮ
正常血管内的 ＶＳＭＣ 具有收缩功能而增殖受到

抑制ꎬ当血管受到刺激发生损伤时ꎬＶＳＭＣ 可以重新

获得增殖能力[１０]ꎮ ＶＳＭＣ 的异常增殖在 Ａｓ 的发

生、发展整个过程中都起着非常重要的作用[１１]ꎮ 本

实验 用 不 同 浓 度 ＣＨ 刺 激 细 胞ꎬ 结 果 显 示ꎬ

１２.５ ｍｇ / Ｌ、２５.０ ｍｇ / Ｌ、５０.０ ｍｇ / Ｌ 均可增加 ＶＳＭＣ
的活力ꎬ并且 ＶＭＳＣ 在 ＣＨ 的诱导下ꎬ进入 Ｓ 期的细

胞数量明显增多ꎮ ２５.０ ｍｇ / Ｌ、５０.０ ｍｇ / Ｌ ＣＨ 可诱导

ＶＳＭＣ 的 ＤＮＡ 合成ꎬ细胞周期循环被激活ꎬ细胞增

殖和凋亡之间的相对平衡被打破ꎬＶＭＳＣ 发生了异

常增殖ꎮ ＶＳＭＣ 从中膜向内膜的迁移是动脉粥样硬

化斑块形成、血管狭窄的关键步骤[１２]ꎮ 因此ꎬ本研

究进一步检测了 ＣＨ 对细胞迁移的影响ꎬ结果显示ꎬ
１２.５ ｍｇ / Ｌ、２５.０ ｍｇ / Ｌ、５０.０ ｍｇ / Ｌ ＣＨ 均可增强细胞

迁移ꎬ促进划痕后细胞的修复ꎮ 以上结果提示ꎬ高
胆固醇血症时ꎬＣＨ 的堆积可有效刺激 ＶＳＭＣ 发生

去分化状态的改变ꎬ细胞增殖增多、并从中膜迁移

至内膜ꎬ吞噬脂质形成肌源性泡沫化细胞ꎬ这是促

进粥样斑块形成的原因之一ꎮ
ｍｉｃｒｏＲＮＡ 是长约 ２２ 个核苷酸的单链、内源性

的非编码小 ＲＮＡꎬ通过与靶 ｍＲＮＡ 结合而对基因表

达进行转录后水平的调控[１３]ꎮ 临床研究发现

ｍｉＲＮＡ 与动脉粥样硬化的发生有密切的关系ꎬ在冠

心病患者血浆中 ｍｉＲ￣１４５ 也显著减少[１４￣１６]ꎮ 动物实

验发现在 ｍｉＲ￣１４５ 缺陷小鼠中ꎬＶＳＭＣ 丧失收缩能

力ꎬ增殖增加[１７]ꎮ 而过表达 ｍｉＲ￣１４５ 可以诱导

ＶＳＭＣ 中 ＳＭ￣ａｃｔｉｎ 的表达增加ꎬ抑制 ＶＳＭＣ 增殖及

去分化[１８]ꎮ 以上研究均说明在 ＶＳＭＣ 中表达最多

的 ｍｉＲＮＡ 即 ｍｉＲ￣１４５ꎬ起着维持 ＶＳＭＣ 分化状态的

作用ꎮ 因此ꎬ本实验检测了 ＣＨ 诱导下 ＶＳＭＣ 中

ｍｉＲ￣１４５ 的表达水平ꎮ 结果发现ꎬ２５. ０ ｍｇ / Ｌ、５０. ０
ｍｇ / Ｌ ＣＨ 可明显降低 ｍｉＲ￣１４５ 的表达量ꎮ 结果提

示ꎬＣＨ 刺激 ＶＭＳＣｓ 可降低细胞中 ｍｉＲ￣１４５ 的表达ꎬ
而 ｍｉＲ１４５ 的减少可能是 ＣＨ 促进 ＶＳＭＣ 异常增殖

及迁移的机制之一ꎮ 但具体的调控机制有待进一

步深入研究ꎮ
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