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缬沙坦对血管平滑肌细胞增殖、迁移及ｐＥＲＫ１／２、ｐＰ３８表达的影响

陈宗建，张延斌

（江苏省昆山市第二人民医院，江苏昆山２１５３００）

　　摘　要：目的　观察缬沙坦（Ｖａｌ）对血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）刺激下大鼠胸主动脉血管平滑肌细胞（ＶＳＭＣｓ）的增殖与迁移及对

ｐＥＲＫ１／２、ｐＰ３８表达的影响。方法　组织贴块法培养ＶＳＭＣｓ，取３～５代细胞进行实验。采用 ＭＴＴ法检测Ｖａｌ对ＡｎｇⅡ诱导

下细胞增殖的影响，采用划痕试验法进行细胞迁移实验，采用蛋白质印迹法检测ＶＳＭＣｓ中ＥＲＫ１／２、ｐＥＲＫ１／２、Ｐ３８、ｐＰ３８的表

达。结果　（１）ＡｎｇⅡ能明显促进ＶＳＭＣｓ的增殖，ＡｎｇⅡ促进ＶＳＭＣｓ增殖的作用能被Ｖａｌ和ＰＤ９８０５９所抑制，并且Ｖａｌ呈浓度

依赖性抑制ＶＳＭＣｓ增殖。ＳＢ２３０１５能明显促进ＶＳＭＣｓ增殖。（２）细胞经ＡｎｇⅡ作用后，迁移活性明显增加，Ｖａｌ及ＰＤ９８０５９抑

制ＡｎｇⅡ诱导的大鼠ＶＳＭＣｓ迁移，但ＳＢ２３０１５作用与之相反。（３）Ｖａｌ和ＰＤ９８０５９能抑制 ＡｎｇⅡ的促 ＶＳＭＣｓ胞内ｐＥＲＫ１／２

表达的作用，而ＳＢ２３０１５则能增强这种作用。Ｖａｌ和ＳＢ２３０１５能抑制ＡｎｇⅡ的促ＶＳＭＣｓ胞内ｐＰ３８表达的作用，而ＰＤ９８０５９则

对此无显著影响。（４）Ｖａｌ单独作用于ＶＳＭＣｓ时，对细胞的增殖、迁移及ｐＥＲＫ１／２、ｐＰ３８的表达均无明显影响。结论　（１）Ｖａｌ

呈浓度依赖性抑制ＡｎｇⅡ诱导ＶＳＭＣｓ的增殖和迁移。（２）Ｖａｌ抑制ＡｎｇⅡ诱导ＶＳＭＣｓ的增殖和迁移与其抑制ＡｎｇⅡ诱导的ｐ

ＥＲＫ１／２的表达相关。（３）ｐＰ３８对ＡｎｇⅡ诱导的ｐＥＲＫ１／２的激活起负调节作用。

关键词：肌，平滑，血管；血管紧张素Ⅱ；冠心病；Ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶

ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１４．０７．０２２ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７１８３４８（２０１４）０７０８３００４

犜犺犲犲犳犳犲犮狋狊狅犳狏犪犾狊犪狉狋犪狀狅狀狋犺犲狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀，犿犻犵狉犪狋犻狅狀，狆犈犚犓１／２犪狀犱狆犘３８犕犃犘犓犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳狏犪狊犮狌犾犪狉狊犿狅狅狋犺犿狌狊犮犾犲犮犲犾犾狊

犆犺犲狀犣狅狀犵犼犻犪狀，犣犺犪狀犵犢犪狀犫犻狀

（犜犺犲犛犲犮狅狀犱犘犲狅狆犾犲′狊犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犓狌狀狊犺犪狀犆犻狋狔，犓狌狀狊犺犪狀，犑犻犪狀犵狊狌２１５３００，犆犺犻狀犪）

　　犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｖａｌｓａｒｔａｎｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｒａｔａｏｒｔｉｃｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ

ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＥＲＫ１／２，ｐＰ３８ｐｒｏｍｏｔｅｄｂｙａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ（ＡｎｇⅡ）．犕犲狋犺狅犱狊　ＶＳＭＣｓｆｒｏｍｔｈｅｒａｔｔｈｏｒａｃｉｃａｏｒｔａｗｅｒｅ

ｃｕｌｔｕｒｅｄｂｙａｔｔａｃｈｍｅｎｔｂｌｏｃｋｃｕｌｔｕｒｅ．ＶＳＭＣｓｆｒｏｍ３５ｐａｓｓａｇｅｓｗｅｒｅｕｓｅｄ．ＴｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＶＳＭＣｓｗａｓｔｅｓｔｅｄｂｙＭＴＴｍｅｔｈ

ｏｄ．ＰｉｐｅｔｔｅｔｉｐｗｏｕｎｄｉｎｇｉｎｊｕｒｙｗａｓｕｓｅｄｔｏａｃｃｅｓｓｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＶＳＭＣｓ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥＲＫ１／２，ｐＥＲＫ１／２，Ｐ３８ａｎｄｐＰ３８

ｏｆＶＳＭＣｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ．犚犲狊狌犾狋狊　（１）ＡｎｇⅡｃｏｕｌｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＶＳＭＣｓ．Ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒ

ａｔｉｏｎｏｆＶＳＭＣｓｐｒｏｍｏｔｅｄｂｙＡｎｇⅡｃｏｕｌｄｂｅｉｎｈｉｂｉｔｅｄｂｙＶａｌｓａｒｔａｎａｎｄＰＤ９８０５９．ＶａｌｓａｒｔａｎｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＶＳＭＣｓ

ｉｎａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅ．ＳＢ２３０１５ｃｏｕｌｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＶＳＭＣｓ．（２）Ｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

ＶＳＭＣｓｉｎｔｈｅＡｎｇⅡ ｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ．ＶａｌｓａｒｔａｎａｎｄＰＤ９８０５９ｉｎｈｉｂｉｔｅｄＡｎｇⅡｉｎｄｕｃｅｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｒａｔＶＳＭＣｓａｎｄ

ＳＢ２３０１５ｗａｓｏｎｔｈｅｃｏｎｔｒａｒｙ．（３）ＶａｌｓａｒｔａｎａｎｄＰＤ９８０５９ｃｏｕｌｄｉｎｈｉｂｉｔＡｎｇⅡｉｎｄｕｃｅｄＶＳＭＣｓｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐＥＲＫ１／２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎ，ａｎｄｔｈｉｓｒｏｌｅｗａｓｅｎｈａｎｃｅｄｂｙＳＢ２３０１５．ＶａｌｓａｒｔａｎａｎｄＳＢ２３０１５ｃｏｕｌｄｉｎｈｉｂｉｔＡｎｇⅡｉｎｄｕｃｅｄＶＳＭＣｓｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐＰ３８

ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ａｎｄＰＤ９８０５９ｈａｄｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｅｆｆｅｃｔ．（４）ＶＳＭＣｓｈａｄｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｅｆｆｅｃｔｏｎｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｐ

ＥＲＫ１／２，ｐＰ３８ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｕｎｄｅｒｖａｌｓａｒｔａｎａｌｏｎｅ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　（１）ＶａｌｓａｒｔａｎｃｏｕｌｄｉｎｈｉｂｉｔＡｎｇⅡｉｎｄｕｃｅｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄ

ｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＶＳＭＣｓｉｎａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅ．（２）ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｔｈａｔｖａｌｓａｒｔａｎｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＡｎｇⅡ

ｉｎｄｕｃｅｄＶＳＭＣｓｍｉｇｈｔｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｉｔｓｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＡｎｇⅡｉｎｄｕｃｅｄｐＥＲＫ１／２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．（３）ｐＰ３８ｍｉｇｈｔｐｌａｙａｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｇ

ｕｌａｔｏｒｙｒｏｌｅｏｎｔｈｅＡｎｇⅡｉｎｄｕｃｅｄｐＥＲＫ１／２ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｍｕｓｃｌｅ，ｓｍｏｏｔｈ，ｖａｓｃｕｌａｒ；ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ；ｃｏｒｏｎａｒｙｄｉｓｅａｓ；Ｐ３８ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ

　　冠心病是威胁人类身体健康的一类重大疾病。经皮冠状

动脉介入治疗（ＰＣＩ）是目前冠心病介入治疗的重要方法，主要

包括经皮腔内冠状动脉成形术和支架植入术［１］。但是，ＰＣＩ术

后的近期效果理想，而远期效果并不理想，术后再狭窄是人类

面临的又一难题。血管平滑肌细胞（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅ

ｃｅｌｌ，ＶＳＭＣｓ）的异常增殖和迁移是动脉粥样硬化和血管成形

术后再狭窄的主要病理基础［２］。研究发现，血管紧张素Ⅱ

（ＡｎｇⅡ）与支架术后再狭窄的发展过程密切相关，ＡＴ１受体的

激活可促进ＶＳＭＣｓ的增殖与迁移，故 ＡＲＢ（常用高血压一线

治疗药）可能会降低支架植入后的再狭窄率。目前，ＡｎｇⅡ通

过ｐＥＲＫ１／２促分裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）的激活促进

ＶＳＭＣｓ增殖与迁移的机制已被证实
［３］，但缬沙坦（Ｖａｌ）对Ａｎｇ

Ⅱ诱导ＶＳＭＣｓ增殖与迁移的影响以及与ｐＥＲＫ１／２、ｐＰ３８

ＭＡＰＫ表达关系的研究并不多。

本研究观察了 Ｖａｌ对 ＡｎｇⅡ刺激下离体大鼠胸主动脉

ＶＳＭＣｓ的增殖与迁移及ｐＥＲＫ１／２、ｐＰ３８ＭＡＰＫ表达的影

响，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　主要材料与试剂　ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠，雄性，体质量

１５０～２００ｇ，由徐州医学院实验动物中心提供；Ｖａｌ（常州四药
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有限公司惠赠），ＡｎｇⅡ（Ｓｉｇｍａ，美国），ＰＤ９８０５９（ＥＲＫ１／２上游

激酶的特异性抑制剂）（Ｓｉｇｍａ，美国），ＳＢ２３０１５（Ｐ３８上游激酶

的特异性抑制剂）（Ｓｉｇｍａ，美国），胎牛血清（ＦＢＳ）（杭州四季青

生物材料有限公司），ＤＭＥＭ 培养基（Ｇｉｂｃｏ，美国）；噻唑蓝

（ＭＴＴ）（Ｓｉｇｍａ，美国），兔抗鼠ＥＲＫ１／２、ｐＥＲＫ１／２抗（北京中

杉金桥生物技术有限公司，美国原装进口分装），兔抗鼠Ｐ３８、

ｐＰ３８抗（北京中杉金桥生物技术有限公司，美国原装进口

分装）。

１．２　ＶＳＭＣｓ的培养与鉴定　取雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠１

只，１０％水合氯醛２ｍＬ腹腔注射麻醉，７５％乙醇浸泡消毒

５ｍｉｎ。移入超净工作台，解剖分离出大鼠心肺组织与胸主动

脉，剪下胸主动脉放于培养皿，用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）冲洗数

次。眼科剪纵行剖开血管，眼科弯镊自上而下轻刮内膜２～３

遍去除单层的内皮细胞，镊子剥离外膜。更换培养皿，加入少

量２０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养液，眼科剪反复剪碎血管中膜组织

成１１ｍｍ２×１ｍｍ２ 大小（剪切１０ｍｉｎ左右）。用弯头吸管将

血管组织小块移入一次性塑料培养瓶内，均匀种植于培养瓶

底，盖好瓶盖，平躺放入培养箱内。３～４ｈ后加入３～５ｍＬ含

２０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ 培养基，使植块刚好浸入培养液中。培养

箱内静置培养３ｄ后，换新鲜培养液，以后根据具体情况更换

培养基，初期尽量少动，以免影响细胞贴壁和生长。待植块周

围生长晕的细胞融合成片时，即可传代。相差显微镜观察细胞

生长形态，采用第２代细胞行αａｃｔｉｎ单克隆抗体进行免疫细

胞化学染色鉴定，取第３～５代ＶＳＭＣｓ。

１．３　实验分组　对照组：１％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ；ＡｎｇⅡ组：ＡｎｇⅡ

（１０－６ｍｏｌ／Ｌ）；Ｖａｌ１＋ＡｎｇⅡ组：Ｖａｌ（１０
－３ ｍｏｌ／Ｌ）＋ＡｎｇⅡ

（１０－６ｍｏｌ／Ｌ）；Ｖａｌ２＋ＡｎｇⅡ组：Ｖａｌ（１０
－４ ｍｏｌ／Ｌ）＋ＡｎｇⅡ

（１０－６ｍｏｌ／Ｌ）；Ｖａｌ３＋ＡｎｇⅡ组：Ｖａｌ（１０
－５ ｍｏｌ／Ｌ）＋ＡｎｇⅡ

（１０－６ｍｏｌ／Ｌ）；ＰＤ＋ＡｎｇⅡ组：ＰＤ９８０５９（１０
－５ ｍｏｌ／Ｌ）＋ＡｎｇⅡ

（１０－６ｍｏｌ／Ｌ）；ＳＢ＋ＡｎｇⅡ组：ＳＢ２３０１５（１０
－５ ｍｏｌ／Ｌ）＋ＡｎｇⅡ

（１０－６ｍｏｌ／Ｌ）；Ｖａｌ组：Ｖａｌ（１０－３ｍｏｌ／Ｌ）。

１．４　ＭＴＴ法检测细胞增殖　取３～５代对数生长期的细胞，

消化、离心，１０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ 培养液稀释细胞成５×１０４／

ｍＬ的密度，接种于９６孔板，２００μＬ／孔，培养２４ｈ。换用０．５％

ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养液，２００μＬ／孔，培养２４ｈ，使细胞同步于静

止生长期（Ｇ０／Ｇ１ 期）。换用１％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ 培养液，２００

μＬ／孔，并进行药物干预，Ｖａｌ１＋ＡｎｇⅡ组、Ｖａｌ２＋ＡｎｇⅡ组、

Ｖａｌ３＋ＡｎｇⅡ组、Ｖａｌ组提前加入Ｖａｌ干预３０ｍｉｎ，ＰＤ＋ＡｎｇⅡ

组、ＳＢ＋ＡｎｇⅡ组提前分别加入 ＰＤ９８０５９，ＳＢ２３０１５干预３０

ｍｉｎ，继续培养２４ｈ。ＭＴＴ分析检测：细胞培养２０ｈ时每孔加

入 ＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ）２０μＬ，继续培养４ｈ，吸净培养液，每孔加

入二甲基亚砜１５０μＬ，微量振荡器振荡约１０ｍｉｎ，酶标仪检测

吸光度ＯＤ值。

１．５　细胞划痕试验测定 ＶＳＭＣｓ迁移距离　选择第３～５代

生长良好的ＶＳＭＣｓ，胰蛋白酶制备细胞悬液，调整细胞密度为

１．０×１０５／ｍＬ，均匀接种于６孔板中。在铺板前，在板的背面

用记号笔划５～６道平行的横线。待细胞贴壁生长至７０％～

８０％汇合时，吸弃原含１０％血清的培养液，换用含０．５％血清

的ＤＭＥＭ培养液继续培养２４ｈ，使ＶＳＭＣｓ同步化，处于Ｇ０／

Ｇ１期。用无菌的２００μＬ枪头划痕移液管尖（约０．７ｍｍ）在

各培养板细胞生长单层相同位置划垂直或平行直线，与以上的

横线要垂直，造成几条“伤口”。ＰＢＳ洗２次，去除被移液管尖

破坏而脱落的细胞，加１％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ 培养液。根据实验

分组先分别加入 Ｖａｌ（１０－３ ｍｏｌ／Ｌ）、Ｖａｌ（１０－４ ｍｏｌ／Ｌ）、Ｖａｌ

（１０－５ ｍｏｌ／Ｌ）、ＰＤ９８０５９（１０－５ｍｏｌ／Ｌ）、ＳＢ２３０１５（１０－５ ｍｏｌ／Ｌ）

与细胞孵育１ｈ，然后再加入 ＡｎｇⅡ继续作用。倒置显微镜下

观察细胞迁移。于２４ｈ时观察各组细胞迁移情况，超过划线

的细胞最远距离，即实际迁移距离。照相，测距离３次，计算

均值。

１．６　Ｖａｌ、ＰＤ９８０５９、ＳＢ２３０１５、ＡｎｇⅡ对 ＶＳＭＣｓＥＲＫ１／２、ｐ

ＥＲＫ１／２、Ｐ３８、ｐＰ３８蛋白表达的影响　选择第３～５代生长良

好的ＶＳＭＣｓ，待细胞贴壁生长至６０％～７０％汇合时，换用含

０．５％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养液继续培养２４ｈ，使ＶＳＭＣｓ同

步化，处于Ｇ０／Ｇ１ 期。换用１％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ 培养液５ｍＬ／

瓶，各实验组加入相应药物干预，对照组不处理，放入培养箱中

继续培养，在３０ｍｉｎ结束培养。每瓶加入裂解液与酶抑制剂

的混合液３００μＬ，细胞刮刀刮下瓶底的细胞，迅速移入１．５ｍＬ

ＥＰ管中。离心１２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃，２０ｍｉｎ。吸取上清液，于

－２０℃冰箱中短期保存。按ＢＣＡ蛋白测定试剂盒说明书检

测蛋白浓度。按常规方法进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝

胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ），２．５ｍＡ／ｃｍ２，５０ｍｉｎ转膜（ＮＣ膜），取

出ＮＣ膜，加入５％脱脂奶粉封闭液中置摇床轻轻摇动封闭３

ｈ，置于 ＥＲＫ１／２、ｐＥＲＫ１／２、Ｐ３８、ｐＰ３８一抗工作液（１∶１

０００），室温下振摇２ｈ，４℃冰箱过夜，洗涤缓冲液清洗５ｍｉｎ×

３遍，加入山羊抗兔二抗工作液（１∶１０００），室温下振摇２ｈ，用

洗涤缓冲液清洗５ｍｉｎ×３遍，双蒸馏水洗５ｍｉｎ。１０ｍＬＡＰ

底物缓冲液中先后加入６６Ｌ氯化硝基四氮唑蓝和３３Ｌ溴４

氯３吲哚基磷酸盐（现配现用），将清洗好的 ＮＣ膜放入 ＡＰ

显色液中，摇床上边摇边观察显色情况，可见棕黑色的条带。

取出ＮＣ膜，避光晾干，将条带扫描入电脑，采用ＩｍａｇｅＪ软件

分析灰度值。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计分析，计量

资料以狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分析，进一步组间

两两比较采用ＳＮＫ狇检验，以犘＜０．０５表示差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　ＶＳＭＣｓ的鉴定　ＶＳＭＣｓ鉴定：细胞质内呈棕黄色丝状

条纹者为阳性。随机挑取５个以上高倍视野，计数１００个细胞

中阳性细胞占９５％以上方可用于实验。

２．２　Ｖａｌ、ＰＤ９８０５９和ＳＢ２３０１５对ＡｎｇⅡ促进ＶＳＭＣｓ增殖的

影响　与对照组相比，ＡｎｇⅡ能明显促进ＶＳＭＣｓ的增殖（犘＜

０．０１）；Ｖａｌ在浓度为１０－５～１０－３ｍｏｌ／Ｌ时，呈浓度依赖性抑制

ＶＳＭＣｓ对ＡｎｇⅡ的增殖（犘＜０．０１）。ＰＤ９８０５９能抑制 ＡｎｇⅡ

的促 ＶＳＭＣｓ增殖作用（犘＜０．０１）；而ＳＢ２３０１５能明显促进

ＡｎｇⅡ的促ＶＳＭＣｓ增殖作用（犘＜０．０１）。同时，与对照组相

比，Ｖａｌ单独作用于ＶＳＭＣｓ时，对细胞增殖的影响，差异无统

计学意义（犘＞０．０５）。表见１。

表１　　Ｖａｌ、ＰＤ９８０５９和ＳＥ２３０１５干预后的 ＭＴＴ

　　　　结果（狓±狊，狀＝６）

组别 ２４ｈＯＤ值

对照组 ０．３７９±０．０３３ａ

ＡｎｇⅡ组 ０．５９８±０．０５１
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续表１　　Ｖａｌ、ＰＤ９８０５９和ＳＥ２３０１５干预后的 ＭＴＴ

　　　　结果（狓±狊，狀＝６）

组别 ２４ｈＯＤ值

Ｖａｌ１＋ＡｎｇⅡ组 ０．４２２±０．０４３ａ

Ｖａｌ２＋ＡｎｇⅡ组 ０．４９４±０．０４９ａｂ

Ｖａｌ３＋ＡｎｇⅡ组 ０．５４０±０．０２９ｂｃ

ＰＤ＋ＡｎｇⅡ组 ０．５１４±０．０４５ａ

ＳＢ＋ＡｎｇⅡ组 ０．６４９±０．０２６ｃ

Ｖａｌ组 ０．３７７±０．０２７ａ

　　ａ：犘＜０．０１，与 ＡｎｇⅡ组比较；ｂ：犘＜０．０１，与 Ｖａｌ１＋ＡｎｇⅡ组比

较；ｃ：犘＜０．０５，与ＡｎｇⅡ组比较。

２．３　Ｖａｌ和ＰＤ９８０５９对 ＡｎｇⅡ促进 ＶＳＭＣｓ迁移的影响　

ＶＳＭＣｓ经ＡｎｇⅡ作用后，迁移活性明显增加，ＡｎｇⅡ作用于细

胞２４ｈ，ＶＳＭＣｓ迁移活性是对照组的１．２９倍（犘＜０．０１）；Ｖａｌ

及ＰＤ９８０５９抑制ＡｎｇⅡ诱导大鼠 ＶＳＭＣｓ的迁移（犘＜０．０５），

但ＳＢ２３０１５作用与之相反（犘＜０．０５）。同时，与对照组相比，

Ｖａｌ单独作用于ＶＳＭＣｓ时，对细胞迁移的影响，差异无统计学

意义（犘＞０．０５）。见表２。

表２　　Ｖａｌ、ＰＤ９８０５９和ＳＥ２３０１５干预后的ＶＳＭＣｓ

　　　迁移距离（狓±狊，狀＝３）

组别 ２４ｈ细胞迁移距离（μｍ）

对照组 １６８．０±８．５ａ

ＡｎｇⅡ组 ２１７．７±１２．５

Ｖａｌ１＋ＡｎｇⅡ组 １７３．０±１１．５ａ

Ｖａｌ２＋ＡｎｇⅡ组 １８５．７±９．５ａ

Ｖａｌ３＋ＡｎｇⅡ组 １９５．３±１１．４ｂｃ

ＰＤ＋ＡｎｇⅡ组 １８９．０±１０．４ｂ

ＳＢ＋ＡｎｇⅡ组 ２４１．７±１３．４ｂ

Ｖａｌ组 １６２．０±１２．０ａ

　　ａ：犘＜０．０１，与ＡｎｇⅡ组比较；ｂ：犘＜０．０５，与ＡｎｇⅡ组比较；ｃ：犘＜

０．０５，与Ｖａｌ１＋ＡｎｇⅡ组比较。

２．４　Ｖａｌ、ＰＤ９８０５９、ＳＢ２３０１５对 ＡｎｇⅡ促进 ＶＳＭＣｓ胞内ｐ

ＥＲＫ１／２、ｐＰ３８表达的影响　与对照组相比，ＡｎｇⅡ能促进

ＶＳＭＣｓ胞内ｐＥＲＫ１／２、ｐＰ３８的表达，Ｖａｌ能抑制ＡｎｇⅡ的促

ＶＳＭＣｓ胞 内 ｐＥＲＫ１／２、ｐＰ３８ 表 达 的 作 用 （犘＜０．０１）；

ＰＤ９８０５９能抑制 ＡｎｇⅡ的促 ＶＳＭＣｓ胞内ｐＥＲＫ１／２表达的

作用（犘＜０．０１）；但对 ＡｎｇⅡ促进 ＶＳＭＣｓ胞内ｐＰ３８的表达

的影响，差异无统计学意义（犘＞０．０５）；ＳＢ２３０１５能促进ＡｎｇⅡ

的促ＶＳＭＣｓ胞内ｐＥＲＫ１／２表达的作用（犘＜０．０５）。同时，

与对照组相比，Ｖａｌ单独作用于ＶＳＭＣｓ时，对胞内ｐＥＲＫ１／２、

ｐＰ３８表达的影响，差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表３、

图１。

表３　　Ｖａｌ、ＰＤ９８０５９和ＳＥ２３０１５干预后的ｐＥＲＫ１／２、

　　　ｐＰ３８的表达（狓±狊，狀＝３）

组别
灰度值

ｐＥＲＫ１／２ ｐＰ３８

对照组 １．００±０．００ａ １．００±０．００ａ

续表３　　Ｖａｌ、ＰＤ９８０５９和ＳＥ２３０１５干预后的ｐＥＲＫ１／２、

　　　ｐＰ３８的表达（狓±狊，狀＝３）

组别
灰度值

ｐＥＲＫ１／２ ｐＰ３８

ＡｎｇⅡ组 ２．１１±０．０９ ２．８４±０．１３

Ｖａｌ１＋ＡｎｇⅡ组 １．３２±０．０７ａ １．４６±０．１３ａ

Ｖａｌ２＋ＡｎｇⅡ组 １．３８±０．０６ａ １．６３±０．１１ａ

Ｖａｌ３＋ＡｎｇⅡ组 １．４５±０．０６ａｂ １．８０±０．０７ａｄ

ＰＤ＋ＡｎｇⅡ组 １．４０±０．０７ａ ２．８１±０．１２

ＳＢ＋ＡｎｇⅡ组 ２．２７±０．１２ｃ １．９６±．１１ａ

Ｖａｌ组 １．０２±０．０８ａ １．０６±０．１１ａ

　　ａ：犘＜０．０１，与 ＡｎｇⅡ组比较；ｂ：犘＜０．０５，与 Ｖａｌ１＋ＡｎｇⅡ组比

较；ｃ：犘＜０．０５，与ＡｎｇⅡ组比较；ｄ：犘＜０．０１，与Ｖａｌ１＋ＡｎｇⅡ组比较。

图１　　不同干预组作用后ＥＲＫ１／２、Ｐ３８蛋白印迹条带

３　讨　　论

ＡｎｇⅡ是肾素血管紧张素醛固酮系统的重要产物，

ＡＴ１Ｒ、ＡＴ２Ｒ是ＡｎｇⅡ的２个特异性受体，在细胞生长和增殖

方面显示出相反的效果［４９］。研究发现，ＡＴ１Ｒ的激活增加了

再狭窄过程中的各种损伤反应［１０１３］。ＡｎｇⅡ拮抗剂 Ｖａｌ在预

防支架术后再狭窄方面是可行的。２００７年，Ｉｗａｔａ等
［６］进行了

Ｖａｌ与氯沙坦预防支架术后再狭窄的比较研究，发现支架术后

治疗６个月，生理剂量的Ｖａｌ可明显降低支架血管的再血管化

率，且Ｖａｌ组冠状动脉造影显示的靶血管管腔缩小的程度明显

低于氯沙坦组。２００５年，Ｐｅｔｅｒｓ等
［７］进行的临床试验，发现支

架术后治疗６个月，Ｖａｌ组的再狭窄率低于血管紧张素转换酶

抑制剂组（犘＜０．０５）。

本实验应用 ＭＴＴ分析法评估了 ＶＳＭＣｓ的增殖状况，在

ＡｎｇⅡ（１０
－６ｍｏｌ／Ｌ）的刺激下，Ｖａｌ（１０－５～１０－３ｍｏｌ／Ｌ）呈浓度

依赖性抑制ＶＳＭＣｓ的增殖，与ＡｎｇⅡ组相比差异有统计学意

义（犘＜０．０５）。而Ｖａｌ单独作用于ＶＳＭＣｓ时，与对照组相比，

差异无统计学意义（犘＞０．０５），表明 Ｖａｌ能明显拮抗 ＡｎｇⅡ的

促增殖作用。另外，作者发现 ＡｎｇⅡ（１０
－６ｍｏｌ／Ｌ）能明显刺激

ＶＳＭＣｓ的迁移，这一作用被Ｖａｌ（１０－５～１０－３ｍｏｌ／Ｌ）呈剂量依

赖性地抑制，且差异具有统计学意义（犘＜０．０５）。而 Ｖａｌ单独

作用时，对ＶＳＭＣｓ的迁移无明显影响，表明 Ｖａｌ能明显拮抗

ＡｎｇⅡ的促迁移作用。

ＡｎｇⅡ激活 ＡＴ１Ｒ后促进 ＶＳＭＣｓ的增殖、迁移与细胞外

信号通路ＥＲＫ１／２ＭＡＰＫ的表达上调有关
［８］。目前关于 Ｖａｌ

对ＡｎｇⅡ诱导 ＶＳＭＣｓ的增殖与迁移的影响以及与ｐＥＲＫ１／

２、ｐＰ３８ＭＡＰＫ表达关系的研究并不多。在本实验应用 ＭＴＴ

分析法和划痕试验评估了ＥＲＫ１／２的特异性抑制剂ＰＤ９８０５９

（１０－５ｍｏｌ／Ｌ）、Ｐ３８特异性抑制剂ＳＢ２３０１５（１０－５ｍｏｌ／Ｌ）对Ａｎｇ
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Ⅱ诱导 ＶＳＭＣｓ的 增 殖 与 迁 移 的 影 响。实 验 结 果 显 示，

ＰＤ９８０５９能显著抑制ＡｎｇⅡ诱导的ＶＳＭＣｓ的增殖与迁移，而

ＳＢ２３０１５能显著促进ＡｎｇⅡ诱导的 ＶＳＭＣｓ的增殖与迁移，提

示ＡｎｇⅡ诱导的细胞增殖、迁移与磷酸化ＥＲＫ１／２ＭＡＰＫ表

达上调有关，且磷酸化Ｐ３８在此过程中起负性调节作用。实

验还应用蛋白质印迹法评估了 Ｖａｌ、ＰＤ９８０５９及ＳＢ２３０１５对

ＡｎｇⅡ诱导的 ＶＳＭＣｓ内磷酸化ＥＲＫ１／２、Ｐ３８ＭＡＰＫ表达上

调的影响。作者选择３０ｍｉｎ作为观察时间，Ｖａｌ（１０－５～１０－３

ｍｏｌ／Ｌ）和ＳＢ２３０１５（１０－５ ｍｏｌ／Ｌ）明显抑制了 ＡｎｇⅡ诱导的磷

酸化Ｐ３８ＭＡＰＫ的表达，ＰＤ９８０５９（１０－５ｍｏｌ／Ｌ）则对此过程无

明显影响，说明磷酸化ＥＲＫ１／２ＭＡＰＫ则对 ＡｎｇⅡ诱导的磷

酸化Ｐ３８ＭＡＰＫ的表达无调节作用。这与 Ｋｉｎｔｓｃｈｅｒ等
［９］研

究结果相一致。

综上所述，Ｖａｌ预防支架术后再狭窄的机制可能与其抑制

ＡｎｇⅡ诱导的ＶＳＭＣｓ的增殖与迁移及ＥＲＫ１／２ＭＡＰＫ表达

有关，而磷酸化Ｐ３８ＭＡＰＫ则对ＡｎｇⅡ诱导的磷酸化ＥＲＫ１／

２ＭＡＰＫ的表达起负性调节作用。这为今后临床应用 Ｖａｌ预

防支架植入术后再狭窄提供了依据。
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泛淋巴结转移及肝肺转移。可见，原位移植为人类恶性肿瘤的

研究，尤其是与侵袭、转移相关的研究提供了更为适宜的动物

模型。
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