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　　摘　要：目的　观察Ｓｌｉｔ２蛋白对大鼠胸主动脉血管平滑肌细胞（ＶＳＭＣｓ）增殖迁移的影响。方法　采用川北医学院第二临

床医学院实验室培养的大鼠ＶＳＭＣｓ，实验分两部分，第一部分：Ｓｌｉｔ２单独作用，分为正常对照组和实验组（Ｓｌｉｔ２蛋白浓度分别为：

５０、７５、１００、１２５、１５０ｎｇ／ｍＬ）；第二部分：Ｓｌｉｔ２与ＴＮＦα共同作用，分为正常对照组、阳性对照组（含ＴＮＦα１０ｎｇ／ｍＬ）和实验组

（ＴＮＦα１０ｎｇ／ｍＬ＋Ｓｌｉｔ２５０ｎｇ／ｍＬ、ＴＮＦα１０ｎｇ／ｍＬ＋Ｓｌｉｔ２７５ｎｇ／ｍＬ、ＴＮＦα１０ｎｇ／ｍＬ＋Ｓｌｉｔ２１００ｎｇ／ｍＬ、ＴＮＦα１０ｎｇ／ｍＬ＋

Ｓｌｉｔ２１２５ｎｇ／ｍＬ、ＴＮＦα１０ｎｇ／ｍＬ＋Ｓｌｉｔ２１５０ｎｇ／ｍＬ）。分别采用ＣＣＫ８及ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室法检测各组细胞的增殖及迁移能力。

结果　第一部分：实验组与对照组犗犇值及迁移细胞数目比较差异均无统计学意义（犘＝０．５１６，犘＝０．５２）。第二部分：正常对照

组与阳性对照组比较细胞迁移数目差异有统计学意义（犘＝０．００），实验组细胞迁移数较阳性对照组明显减少；ＣＣＫ８结果显示实

验组和阳性对照组与正常对照组犗犇值比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），而实验组与阳性对照组犗犇值比较差异无统计学意义

（犘＝０．１７３）。结论　Ｓｌｉｔ２对ＶＳＭＣｓ增殖无影响，但能抑制ＴＮＦα诱导的ＶＳＭＣｓ迁移。
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ＴｈｅｎｕｍｂｅｒｓｏｆＶＳＭＣｓｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｆｅｗｅｒｔｈａｎｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（犘＜０．０５），ｗｈｅｒｅａｓｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆ犗犇
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　　平滑肌细胞从血管中膜迁移到内膜、增殖并分泌大量的细

胞外基质在动脉粥样硬化和血管成形术后再狭窄中有重要作

用［１］。研究发现Ｓｌｉｔ家族成员之一Ｓｌｉｔ２蛋白能阻止血小板源

性生长因子（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＰＤＧＦ）诱导的人主

动脉平滑肌细胞（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｌｅｃｅｌｌｓ，ＨＡＳＭＣｓ）迁

移［２］。ＴＮＦα与ＰＤＧＦ同属炎性反应产物，在促进平滑肌细

胞迁移的过程中，二者能激活共同的、互补的信号传导机制［３］，

且在肿瘤细胞中ＴＮＦα能引起Ｓｌｉｔ２蛋白表达增加
［４５］。因此

作者推测Ｓｌｉｔ２对ＴＮＦα在 ＶＳＭＣｓ上的作用可能有影响，并

通过本研究进行论证。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器　大鼠胸主动脉血管平滑肌细胞由川北医学

院组织工程干细胞研究所自行培养；ＤＭＥＭ 培养液／高糖、胎

牛血清（ＦＢＳ）购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，０．２５％胰蛋白酶购自Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，青霉素、链霉素混合液购自 ＫｅｙＧＥＮ 公司，

ＴＮＦα、重组大鼠Ｓｌｉｔ２购自Ｒ＆Ｄ公司，ＣＣＫ８溶液购自碧云

天公司。倒置荧光显微镜（Ｎｉｋｏｎ公司），自动酶标仪（Ａｎｔｈｏｓ

公司），ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）。

１．２　方法

１．２．１　Ｓｌｉｔ２对血管平滑肌细胞增殖迁移的影响　（１）取对数

生长期的 ＶＳＭＣｓ，以浓度２×１０４／ｍＬ接种于９６孔板，每孔

１００μＬ培养基，放入５％ＣＯ２ 培养箱培养，待细胞的贴壁融合

率达８０％左右时，吸弃培养基。实验分为正常对照组和实验

组，正常对照组含有２０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ 培养液；实验组含有
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２０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养液及Ｓｌｉｔ２蛋白，使Ｓｌｉｔ２蛋白的浓度

分别为５０、７５、１００、１２５、１５０ｎｇ／ｍＬ。每组设６个复孔，孵育２４

ｈ，实验终止前１ｈ每孔加入１０μＬＣＣＫ８溶液，继续培养１ｈ

后，在４５０ｎｍ 波长处测定 犗犇 值。（２）取对数生长期的

ＶＳＭＣｓ以浓度１×１０４／孔 的细胞悬液接种到ｔｒａｎｓｗｅｌ小室上

室，向ｔｒａｎｓｗｅｌ小室下室２４孔板中加入含Ｓｌｉｔ２蛋白的培养基

８００μＬ分为正常对照组和实验组，正常对照组含有２０％ ＦＢＳ

的ＤＭＥＭ培养液；实验组含有２０％ ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养液及

Ｓｌｉｔ２蛋白，使Ｓｌｉｔ２蛋白的浓度分别为５０、７５、１００、１２５、１５０ｎｇ／

ｍＬ。于３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养２４ｈ后，使细胞迁移至

基底膜下；取出小室，用棉签将滤膜上表面未迁移过去的细胞

拭去，晾干小室，甲醇固定，０．１％结晶紫染色，倒置显微镜下计

数滤膜下细胞数目（×２００）。每张基底膜选取９个视野。

１．２．２　Ｓｌｉｔ２对ＴＮＦα诱导的血管平滑肌细胞增殖迁移的影

响　实验分为正常对照组、阳性对照组和实验组，正常对照组

不含ＴＮＦα及Ｓｌｉｔ２蛋白；阳性对照组含ＴＮＦα１０ｎｇ／ｍＬ；实

验组分别含ＴＮＦα１０ｎｇ／ｍＬ＋Ｓｌｉｔ２５０ｎｇ／ｍＬ，ＴＮＦα１０ｎｇ／

ｍＬ＋Ｓｌｉｔ２７５ｎｇ／ｍＬ，ＴＮＦα１０ｎｇ／ｍＬ＋Ｓｌｉｔ２１００ｎｇ／ｍＬ，

ＴＮＦα１０ｎｇ／ｍＬ＋Ｓｌｉｔ２１２５ｎｇ／ｍＬ，ＴＮＦα１０ｎｇ／ｍＬ＋Ｓｌｉｔ２

１５０ｎｇ／ｍＬ。按照上述方法分别进行增殖及迁移实验。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，多组间变量的差异使用单因素方差分析，组

间比较用ＬＳＤ和ＳＮＫ法，检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｓｌｉｔ２对 ＶＳＭＣｓ增殖迁移的影响　对数生长期的

ＶＳＭＣｓ，加入不同浓度的Ｓｌｉｔ２后，采用ＣＣＫ８法检测细胞增

殖变化，分光光度计测得各组犗犇值变化，差异无统计学意义

（犘＝０．５１６），见图１；ｔｒａｎｓｗｅｌ结果显示各实验组与对照组细

胞迁移数目比较差异无统计学意义（犘＝０．５２），见图２。提示

在２４ｈ内Ｓｌｉｔ２蛋白（５０～１５０ｎｇ／ｍＬ）对 ＶＳＭＣｓ增殖迁移均

没有明显作用。

图１　　Ｓｌｉｔ２对ＶＳＭＣｓ增殖的影响

２．２　Ｓｌｉｔ２对ＴＮＦα诱导的 ＶＳＭＣｓ增殖迁移的影响　实验

组和阳性对照组的犗犇值与正常对照组的犗犇 值比较差异有

统计学意义（犘＜０．０５），而实验组与阳性对照组的犗犇值比较

差异无统计学意义（犘＝０．１７３），提示Ｓｌｉｔ２对１０ｎｇ／ｍＬＴＮＦ

α诱导的ＶＳＭＣｓ增殖没有明显作用。ｔｒａｎｓｗｅｌ结果显示实验

组细胞数目较阳性对照组细胞数目明显减少。提示 Ｓｌｉｔ２（５０

～１５０ｎｇ／ｍＬ）能抑制１０ｎｇ／ｍＬＴＮＦα诱导的ＶＳＭＣｓ迁移，

且其抑制作用有浓度依赖性，浓度越大，抑制作用越明显，当

Ｓｌｉｔ２浓度达１２５ｎｇ／ｍＬ时其抑制作用随浓度增加变化不再明

显，见图３～５。

图２　　Ｓｌｉｔ２对ＶＳＭＣｓ迁移的影响（狓±狊，个，狀＝９）

　　１：ＴＮＦα１０ｎｇ／ｍＬ；２：ＴＮＦα１０ｎｇ／ｍＬ＋Ｓｌｉｔ２５０ｎｇ／ｍＬ；３：

ＴＮＦα１０ｎｇ／ｍＬ＋Ｓｌｉｔ２７５ｎｇ／ｍＬ；４：ＴＮＦα１０ｎｇ／ｍＬ＋Ｓｌｉｔ２１００

ｎｇ／ｍＬ；５：ＴＮＦα１０ｎｇ／ｍＬ＋Ｓｌｉｔ２１２５ｎｇ／ｍＬ；６：ＴＮＦα１０ｎｇ／ｍＬ＋

Ｓｌｉｔ２１５０ｎｇ／ｍＬ。

图３　　Ｓｌｉｔ２对ＴＮＦα诱导的ＶＳＭＣｓ增殖的影响

　　１：ＴＮＦα１０ｎｇ／ｍＬ；２：ＴＮＦα１０ｎｇ／ｍＬ＋Ｓｌｉｔ２５０ｎｇ／ｍＬ；３：

ＴＮＦα１０ｎｇ／ｍＬ＋Ｓｌｉｔ２７５ｎｇ／ｍＬ；４：ＴＮＦα１０ｎｇ／ｍＬ＋Ｓｌｉｔ２１００

ｎｇ／ｍＬ；５：ＴＮＦα１０ｎｇ／ｍＬ＋Ｓｌｉｔ２１２５ｎｇ／ｍＬ；６：ＴＮＦα１０ｎｇ／ｍＬ＋

Ｓｌｉｔ２１５０ｎｇ／ｍＬ。ＴＮＦαＳｌｉｔ２＋１２５ｎｇ／ｍＬ组与 ＴＮＦα１００ｎｇ／ｍＬ

组＋Ｓｌｉｔ２１５０ｎｇ／ｍＬ组比较犘＝０．７３；其余各组组间比较犘＜０．０５。

图４　　Ｓｌｉｔ２对ＴＮＦα诱导的ＶＳＭＣｓ迁移的影响
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　　Ａ：对照组；Ｂ：ＴＮＦα１０ｎｇ／ｍＬ；Ｃ：Ｓｌｉｔ２１００ｎｇ／ｍＬ；Ｄ：ＴＮＦα１０ｎｇ／ｍＬ＋Ｓｌｉｔ２１００ｎｇ／ｍＬ同时作用后。

图５　　Ｓｌｉｔ２对平滑肌细胞迁移的影响（×２００）

３　讨　　论

ＳｌｉｔＲｏｂｏ信号通路能调控神经轴突导向、神经元迁移及

白细胞趋化，还能调节内皮细胞及心内膜细胞的迁移，影响管

腔形成及血管重建［６７］。在前期实验中，作者在 ＶＳＭＣｓ上检

测到了Ｓｌｉｔ２的表达，且在ＴＮＦα作用下Ｓｌｉｔ２的表达有变化，

提示Ｓｌｉｔ２蛋白在ＶＳＭＣｓ上可能有一定的作用。于是作者对

Ｓｌｉｔ２蛋白在ＶＳＭＣｓ上作用进行研究。研究结果显示：加入不

同浓度的Ｓｌｉｔ２蛋白后各组细胞的犗犇值与对照组比较差异均

无统计学意义（犘＞０．０５），提示Ｓｌｉｔ２对ＶＳＭＣｓ的增殖没有明

显作用。且在１０ｎｇ／ｍＬＴＮＦα作用下，实验组犗犇 值与１０

ｎｇ／ｍＬＴＮＦα组比较，差异仍无统计学意义（犘＞０．０５）。Ｌｉｕ

等［２］通过细胞对胸腺嘧啶的摄入量来检测ＤＮＡ合成，结果显

示无论在有无ＰＤＧＦ状态下，Ｓｌｉｔ２Ｎ／１１１８对 ＶＳＭＣｓ的增殖

均没有影响，与本研究结果一致。迁移实验中本研究观察到加

入Ｓｌｉｔ２蛋后，细胞迁移数目与对照组比较差异无统计学意义

（犘＞０．０５），提示Ｓｌｉｔ２蛋白对ＶＳＭＣｓ迁移没有明显作用。但

１０ｎｇ／ｍＬＴＮＦα＋Ｓｌｉｔ２组的细胞迁移数目比 １０ｎｇ／ｍＬ

ＴＮＦα组明显减少，且表现出浓度依赖的特点，提示Ｓｌｉｔ２抑制

了ＴＮＦα诱导的细胞迁移。Ｎｉｎｇ等
［８］在报道通过划痕法及

改良Ｂｏｙｄｅｎ小室法观察Ｓｌｉｔ２蛋白对气管平滑肌细胞的影响，

发现在没有ＰＤＧＦ的状态下，Ｓｌｉｔ２蛋白对细胞迁移没有明显

作用；但当加入ＰＤＧＦ后，Ｓｌｉｔ２对ＰＤＧＦ诱导的平滑肌细胞迁

移表现出抑制效应。Ｌｉｕ等
［２］也通过ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室法发现在

没有ＰＤＧＦ的状态下外源性Ｓｌｉｔ２蛋白对ＶＳＭＣｓ迁移没有影

响；加入ＰＤＧＦ后，细胞板状伪足形成，细胞胞体延长，应力纤

维减少甚至消失，细胞迁移增加；而Ｓｌｉｔ２Ｎ／１１１８阻止板状伪

足的形成，使细胞恢复到富含应力纤维的不规则形态，最终抑

制了ＰＤＧＦ诱导的 ＶＳＭＣｓ的迁移
［２，８］。本研究发现，Ｓｌｉｔ２能

抑制ＴＮＦα引起的内皮细胞通透性的改变
［９］，从而抑制炎性

反应。而 ＴＮＦα与 ＰＤＧＦ 均是炎性反应的产物，Ｓｌｉｔ２对

ＴＮＦα和ＰＤＧＦ作用下的ＶＳＭＣｓ的作用表明：Ｓｌｉｔ２可能通过

血管平滑肌细胞对血管炎性反应产生一定的作用。

细胞迁移是细胞骨架发生的协调性重建活动，包括机动蛋

白聚合，粘着斑形成，肌动球蛋白收缩等复杂过程。而平滑肌

细胞迁移的重要信号通路及效应蛋白有小Ｇ蛋白，磷脂酰肌

醇３激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅｓ，ＰＩ３Ｋ），Ｒｈｏ活化蛋

白激酶（Ｒｈｏａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＲＯＣＫ），ｐ２１活化蛋白激

酶（ｐ２１ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ，ＰＡＫ）
［１０］，Ｓｒｃ家族酪氨酸激

酶（Ｓｒｃｆａｍｉｌｙｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｓ）和促分裂素原活化蛋白激酶

（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ，ＭＡＰＫ）等
［１１］。关于Ｓｌｉｔ２

蛋白对ＶＳＭＣｓ迁移的具体作用环节及效应蛋白目前还不清

楚，仍需进一步研究。
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