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概述平滑肌细胞培养特性及缺氧和衰老对其影响

沈丹彤傅向阳黄巧冰

血管平滑肌细胞(vascular smooth muscle cell．

VSMC)增殖及转化在肺动脉高压、高血压、动脉粥

样硬化及冠状动脉成形术后再狭窄等的形成过程中

具有重要的作用。急慢性缺氧均可导致肺动脉高

压，而VSMC在肺血管结构重建中起了重要的作

用。流行病学研究表明，衰老在动脉粥样硬化的发

展中是一个独立的危险因素，它在许多心血管疾病

的进展中扮演重要角色。许多实验结果表明，因衰

老相关的机体生物学的改变，导致了老年动物的血

管损害比年轻动物有更高的概率和更严重的程度。

1 VSMC的培养方法

VSMC的体外培养始于20世纪70年代，由

Ross和Campbell采用贴块法获得成功。目前

VSMC培养方法主要有两种：贴块法和酶离法。在

一般对VSMC损伤、缺氧、增殖等研究中，多采用贴

块法，简单易行，为大多数实验所应用“o。胡德辉等

应用改进的贴块法培养肺内小动脉VSMC获得成

功，建立了肺内小动脉VSMC的培养方法。王关嵩

等”o用消化贴块法成功培养大鼠的细小动脉

VSMC，该方法纯度高，方便可行。酶离法多用于初

期培养，旨在获得形态容易鉴别且具有收缩性的分

离VSMC。为获得收缩型细胞，接种浓度为

1×107／L，若使大多数细胞在培养过程中长期保持

收缩型，细胞接种浓度应<5×107～1×108／L；接种

浓度为<5×106／L时，培养细胞则为合成型而非收

缩型。为研究内皮细胞(endothelial cell，EC)与

VSMC间的相互关系，最初人们简单地将两种细胞

按一定的比例混合培养，这种方法既不能反映生理

状态下两种细胞的生长结构关系，也不易将两种细

胞分离研究。以后，人们对联合培养模型做了很多

改进，这方面比较突出的工作是1997年Mark将多

孔聚对苯二甲酸乙酯(polyethylene terephthalate，

PET)膜作为EC联合培养的载体，将EC和VSMC

分别种植在膜的两侧，较好地模拟了在体条件下EC

与VSMC之间生理结构层次关系和相互作用的方

式”o。实验动物一般为牛、兔、大鼠、猪等。人动脉

VSMC的培养方法也比较成熟，材料通常为水囊引

产胎儿，既可应用贴块法，也可以应用胶原酶解离

法。

2 VSMC的分型及转化

VSMC呈梭形，富含肌丝，有突起，由间质细胞

分化而来，它介于骨骼肌细胞和成纤维细胞之间，是

成纤维细胞的近源细胞。与骨骼肌不同，它的肌丝

不形成肌原纤维，而是散在分布，附着于密体和密斑

上。VSMC具有两种不同的表型，分别称为收缩型

和合成型，可用电镜和免疫组化加以鉴别。两种表

型之间存在过渡型细胞，在一定条件下VSMC的两

种表型可以互相转化。收缩型和合成型的差别在

于，收缩型VSMC胞质内含丰富的肌丝及密体，*

肌动蛋白含量多；合成型VSMC胞质内含肌丝较

少，缺乏收缩能力，但胞浆内参与生物合成的内质网

及高尔基体的含量较多，其移行、增殖、分泌能力强，

能分泌血小板源性生长因子(platelet．derived growth

factor，PD(、F)或PDGF样活性物质，且对分裂因子

和血管源性生长因子敏感。体外培养的VSMC呈

独特的“谷一峰”样生长。它的表型取决于接种

VSMC细胞的密度。对于酶解离的原代VSMC来

说，若接种密度高达足以铺满瓶底时，则VSMC呈

收缩型；若接种密度较低，则培养的VSMC将从收

缩型转化为合成型，并增值；连续分裂>5次，

VSMC将保持合成型，不再转化为收缩型”o。
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缺氧能否引起PASMC形态变化及增殖尚存在争

议，缺氧刺激PASMC增殖的研究报道不尽一致。

Benitz等研究表明缺氧抑制体外培养的胎儿

PASMC的增殖。Dempsy等指出缺氧不影响

PASMC的增殖，PKC激活的PASMC才能直接感

受缺氧并增殖。然而，后来大多研究都不支持

Dempsy的观点，例如，罗兰等发现缺氧能直接刺激

牛PASMC增殖；并且近几年的研究大多支持缺氧

直接刺激PASMC增殖的观点，目前这观点也被广

大学者所公认”J。Ambalavanan等“1则指出5％～

10％的氧浓度能最大促进PASMC增殖。刘健等”o

观察了缺氧对体外培养的肺动脉平滑肌细胞形态及

增殖的影响，表明缺氧早期PASMC增殖受抑

制，>12h PAsMc则发生表型转换和增殖。

肖芳等研究则表明，缺氧可刺激猪肺动脉内皮

细胞表达bFGF，缺氧猪肺动脉内皮细胞条件培养

液通过bFGF，使肺动脉平滑肌细胞表达bPE-F。实

验观察到体外培养的PASMC可以耐受低氧，但与

常氧条件下的生长状况不同，这可能一方面因缺氧

刺激产生糖酵解途径的酶；另一方面缺氧可能刺激

PASMC产生了PDGF等生长因子，说明低氧可以

直接使培养的PASMC增生。实验证明，低氧性肺

动脉高压大鼠肺组织PDGF—A-B链mRNA表达增

加，体外实验证明低氧可直接刺激PASMC的

PDGF—B链c-sis基因表达。由此可推测，体外缺氧

也可直接激活PASMC，促进PASMC自身增殖。

Platoshyn等“1和Cornfield等”o发现缺氧影响K+通

道活性使钙内流增加。缺氧可促进肺动脉平滑肌细

胞Cd+内流，从而使胞内[ca2+]升高“⋯。此外，急

性缺氧时PASMC的cAMP和cGMP均升高。说明

可能是缺氧引起胞内ATP缺乏，从而使内质网钙泵

摄ca2+能力减弱，同时激活磷脂酶C产生三磷酸肌

醇，而三磷酸肌醇可作用于内质网膜的受体，促使钙

释放。Ca2+，cAMP和cGMP均是细胞内重要的第

二信使，缺氧除了可能诱生PDGF外，还可能通过

调节第二信使系统发挥作用⋯1。

还有实验证明，在慢性缺氧条件下，肺动脉

vsMC增殖过程中不伴有凋亡水平的显著变化，提

示肺动脉平滑肌细胞增殖是导致肺血管重塑的直接

原因。大量研究还证实，JNK／＆押K信号传递途径

在细胞缺氧等应激反应中起重要作用““。JNK／

SAPK信号传递途径的激活促进细胞凋亡发生，其

机制与诱导FasL表达、调控凋亡相峡基因差异表

达、改变细胞内Cd+环境、激活胱冬肽酶(caspases)

家族有关‘”：；在某些情况下，JNK／SAPK信号传递

途径的激活并不导致细胞凋亡，相反还可能与细胞

增殖有关。JNK／&心K信号传递途径在细胞应激

反应中的作用表现出复杂性和多样性。

4衰老对VSMC培养的影响

关于衰老对于VSMC影响的研究，基本集中于

对大动脉的损伤及粥样硬化等的领域。以往实验说

明，老年动物的血管对血管损伤有剧烈反应，而且通

过将老年和年轻动物的血管移植到不同年龄的宿

主，发现与年龄相关的对损害的反应不同，乃是血管

自身所致，与宿主的年龄无关。多数实验也都证明

了老年动物体外培养的VSMC增生比年轻动物活

跃，如Harm及McCaffrey等研究所见；分离培养球

囊损伤后2-4d天动脉的VSMC，发现老年大鼠的

VSMC比年轻大鼠有更高的增殖水平；然而也有一

些不同的实验结果，如Urano等““分离培养球囊损

伤后14d动脉的VSMC，发现损伤后年轻大鼠的

VSMC比老年大鼠有更高的增殖水平，而未损伤组

年轻大鼠与老年大鼠的VSMC增殖水平无明显差

异。

McCaffrey等研究了转化生长因子等抑制生长

的细胞因子对老年动物VSMC的增殖的抑制j发现

即使在没有丝裂原存在的条件下，PDFG对老年动

物VSMC的增殖有促进作用；Alain Rivard等的研

究表明，老年兔与年轻兔的VSMC相比，有着更高

的c一￡0s基因活性和细胞周期蛋白A的更高度表达。

另外有研究表明，从老年动物血管分离出来的

VSMC比年轻动物的更快地转化为合成型细胞。

有实验证实，新生哺乳动物的血管构型在出生后可

因血流、压力等因素的影响而发生重塑，在重塑过程

中，VSMC发生增生和低水平的凋亡；随动物年龄

的增加，血管重塑减少，平滑肌细胞的增生和凋亡率

亦随之下降“⋯。细胞凋亡与衰老密切相关，它就是

机体衰老过程中具体到细胞水平的体现““。凋亡

信号是通过一系列细胞信号传导系统而被细胞接受

的，它与细胞增殖信号交错形成复杂的网络，最终结

局还需调节系统的调节。许多研究结果已经表明，

原癌基因c—myc和c_f06的表达对于细胞凋亡的启

动可能是必需的，作为调控系统的一员，细胞中也存

在抑制凋亡的原癌基因如bcl一2，它只抑制细胞凋

亡，但不像c—myc和c．fos那样可以刺激细胞增

殖““。许多实验亦证实衰老等原因导致细胞的凋

亡中胱冬肽酶扮演了重要的角色“⋯。细胞凋亡包

  万方数据



—二兰竺二—————』竺圣量塑皇塞童墼查!竺!兰兰星兰!兰童!塑!!!!竺竺竺竺竺型坠竺!!!!兰!!竺!
括膜的破裂、蛋白降解，以及细胞核的皱缩和染色体

DNA的降解，介导凋亡表征出现的主要是能自身激

活放大的胱冬肽酶蛋白酶家族，其中胱冬肽酶一3与

细胞核内的凋亡表征有关⋯3。

5讨论

目前，VSMC的培养方法已经比较完善和简单

易行，主要的工作是针对自己的研究选择培养方法

并加以改进。关于VSMC的分型和转化的研究的

深人，特别令人关心的是其机制尚且未清楚，因为这

关系到临床上介入治疗的预后和动脉粥样硬化的发

展过程。VSMC缺氧的过程是一个信号传导发生

急剧变化的过程，其机制对于解释肺动脉高压的进

展特别有贡献，所以也是一个热点问题。衰老对于

VSMC是一个很重要的独立因素，老年血管对于刺

激的反应更为剧烈，其机理对于解释衰老过程和

VSMC的信号传导机制非常重要。以上所说的许

多问题还有待于解决，对于细胞内信号传导机制的

研究最终会给人满意解释。
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