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摘　要:观察重组人白介素 10 ( rhIL_10) 对肿瘤坏死因子 ( TNF_α) 刺激的离体大鼠胸主动脉血管平滑肌细胞增

殖的影响。体外培养SD大鼠胸主动脉血管平滑肌细胞, 采用MTS PES 法确定血管平滑肌细胞的增殖状态。结果

显示, TNF_α对血管平滑肌细胞增殖具有明显的刺激作用。 rhIL_10 单独应用对血管平滑肌细胞生长没有影响。在

TNF_α刺激下, 低至 10 ng mL的 rhIL_10可明显抑制血管平滑肌细胞的生长 ( P <0.05) 。
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　　血管平滑肌细胞 ( VSMC) 增殖和表型改变是

动脉粥样硬化的主要病理基础 。日益增多的证据表

明动脉粥样硬化是一个对血管损伤的过度炎症反

应。血管损伤后, 单核细胞 、 血小板和淋巴细胞粘

附到血管壁, 释放一系列细胞因子和肽类生长因

子, 这些生长调节物与他们的特异性受体结合后传

导影响血管平滑肌细胞表型和生长的信号, 因此促

进了晚期纤维增殖病变的发生 。动脉粥样硬化病变

处的血管平滑肌细胞表达 HLA_DR, HLA_DR 糖蛋

白参与了 T细胞的抗原递呈, 表明 T 细胞与 VSMC

的相互作用, 可导致动脉粥样硬化的发生
[ 1]
。白介

素10 ( interleukin_10, IL_10) 是一种具有抑制 T 细

胞 、 单核细胞和巨噬细胞激活及其效应子包括单核

因子的合成 、 NO的产生 、 Ⅱ类 MHC和共刺激分子

如CD80 CD86表达等的功能, 对大多数类型造血细

胞有多种作用的多功能细胞因子
[ 2]
。本研究的目的

在于确定重组人白介素 10在单独和与 TNF_α同时

存在时对血管平滑肌细胞增殖的影响。

1　实验部分

1.1　材　料

DMEM培养基 、 胎牛血清 ( FBS) 、 ρ=0.25%

胰酶均购自 Hyclone 公司 。一次性细胞培养瓶 、 96

孔板购自 Corning 公司。HEPES 、 TNF_α均购自 Sig-

ma公司, 重组人 IL_10 ( rhIL_10) 为本实验室经基

因重组 、在大肠杆菌中表达 、纯化后获得 。实验所

用的生长因子和细胞因子均用含 φ=0.5% FBS 的

PBS重新配制, 而后用含 φ=5%FBS 的 DMEM 培

养液稀释至所需的终浓度 。

1.2　血管平滑肌细胞的原代培养

参考王道生
[ 3]
贴块法进行 。选用 6 周龄雄性

SD大鼠 (第一军医大学实验动物中心提供) 断头

处死, 取胸主动脉中膜以贴块法培养于含 φ=10%

FBS的 DMEM 培养基中, 置于 37 ℃、 φ=5%CO2

孵箱中培养, 一周后可见细胞从组织块边缘爬出,

2 ～ 3周出现致密细胞层, 此时即可传代, 传代细

胞呈典型的 “峰与谷” 样生长, 细胞经抗α_actin抗

体鉴定为平滑肌细胞。实验所用的血管平滑肌细胞

均为第 3 ～ 6代传代细胞 。

1.3　细胞增殖评价

96孔板中以 5000个细胞 孔的密度铺板 。8 h

后换成无血清 、 含谷氨酸的 DMEM 培养基, 维持

48 h后, 换成含 φ=5%FBS 的 DMEM 培养基及相

应的实验试剂, 每组实验重复 6次, 每一组每次为

6个孔, 对照组为含 φ=5%FBS 的 DMEM 培养基,

24 h 后细胞的增殖率通过应用 CellTiter 96 Assay

MTS PES试剂盒 ( Promega Co.U.S.A , Cat#5421)

确定。在 Bio_Rad 550型 Microplate reader以 490 nm

测量吸光度, 细胞的增殖率用吸光度来表达。
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1.4　统计学分析

资料以 x ±s 表示, 应用 SPSS 软件包, 采用

ANOVA和Student_Newman_Keuls检验分析 。

2　结果与讨论

2.1　TNF_α和 rhIL_10分别对VSMC增殖的影响

单独的 rhIL_10在不同剂量下对大鼠 VSMC 的

增殖均无影响 ( P >0.05) ;100 ng mL 和 20 ng mL

的TNF_α单独作用时均可明显刺激 VSMC 的增殖,

与对照组相比有显著性差异 (见表 1) 。

表 1　rhIL_10或 TNF_α分别

对大鼠血管平滑肌细胞增殖的影响
1)

Tab.1　Effects of recombinant rhIL_10 or TNF_α

on rat vascular smooth muscle cell proliferation

组别 ρ ( ng·mL-1 ) λ

对照 0.781±0.436

rhIL_10 100 0.783±0.170

rhIL_10 10 0.963±0.113

rhIL_10 1 1.061±0.079

rhIL_10 0.100 0.856±0.160

rhIL_10 0.010 0.950±0.101

TNF_α 100 1.258±0.2582)

TNF_α 20 1.361±0.1973)

TNF_α 10 0.990±0.288

TNF_α 1 0.933±0.202

　　1) n=6;2) P<0.05 (与对照组相比);

3) P<0.01(与对照组相比)

2.2　rhIL_10对 TNF_α介导VSMC增殖的抑制作用

TNF_α( 20 ng mL) 可促进 VSMC增殖;而当20

ng mL的 TNF_α与 10 ng mL 或 100 ng mL 的 rhIL_10

同时存在时, TNF_α促进 VSMC 增殖的作用被 rhIL_

10抑制, 与 TNF_α组相比有显著性差异 (见表 2) ,

但未存在剂量依赖性。表明 rhIL_10 能够在体外抑

制由 TNF_α介导的 VSMC增殖 。实验所用细胞的台

盼兰染色证实细胞处于存活状态。

血管损伤后细胞因子在血管重构中发挥重要作

用, 已知在动脉粥样硬化斑块中有大量的炎症介导

物。TNF 作为细胞因子家族的代表, 可从不同的炎

症细胞中释放, 与正常的细胞相比较, 在动脉粥样

硬化病变中的表达被上调, 本研究结果显示, TNF_

α能明显刺激VSMC的增殖 。TNF_α诱导VSMC的增

殖的机理目前仍不十分清楚。作为 Ⅲ类细胞因子受

体家族的成员, TNF 存在 2 个膜结合的 TNF 受体,

目前的研究表明 TNFp55受体产生的信号介导凋亡,

TNFp75受体通过有丝分裂素激活的蛋白激酶系统

( MAPK系统) 促进细胞增殖
[ 4]
。

表 2　rhIL_10 对 TNF_α诱导的大鼠血管

平滑肌细胞增殖的影响
1)

Tab.2　Effects of recombinant rhIL_10 on rat vascular

smooth muscle cell proliferation induced by TNF_α

组别 ρ ( ng·mL-1 ) λ

TNF_α 1.3610.197

NF-α+rhIL_10 100 0.689±0.1592)

TNF_α+rhIL_10 10 0.845±0.2073)

TNF_α+rhIL_10 1 0.908±0.248

TNF_α+rhIL_10 0.100 1.109±0.276

TNF_α+rhIL_10 0.010 1.048±0.187

　　1) n=6;2) P <0.01与 TNF_α组相比;

3) P <0.05与 TNF_α组相比( 20 ng mL )

已知 IL_10主要功能是限制和最终终止炎症反

应 。除此之外, IL_10 尚可调节 B细胞 、 NK细胞 、

细胞毒 T细胞和辅助 T 细胞 、肥大细胞 、 中性粒细

胞 、树突状细胞 、角化细胞和内皮细胞的生长和分

化 。在人 LPS 刺激的单核细胞, IL_10 抑制 IL_1 、

TNF 、 IL_6和 IL_8的产生, 在对健康志愿者给予内

毒素后, IL_10能够降低 LPS 诱导的体温增加和循

环中的 TNF 、 IL_6和 IL_8
[ 5]
。本结果显示在大鼠胸

主动脉的VSMC, rhIL_10能够抑制 20 ng mL 浓度的

TNF_α刺激的 VSMC 增殖, 与国外的报道类似
[ 6]
,

而对正常非刺激情况下的VSMC生长无影响。

新近的研究表明, IL_10能够抑制由 TNF_α诱

导的MAP激酶瀑布中 p44 42的表达及 p38MAPK 的

表达
[ 7,8]
。MAP激酶细胞因子诱导血管平滑肌细胞

的增殖的共同通路, IL_10 通过抑制 TNF_α诱导的

MAP激酶瀑布抑制 VSMC 的增殖 。总之, IL_10 抑

制由 TNF_α诱导 VSMC 增殖的机制可能是多途径

的 。

结果表明, rhIL_10能明显抑制由 TNF_α诱导的

大鼠VSMC 增殖。
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Abstract:The purpose of this study was to determine the effects of recombinant human interleukin_10 ( rhIL_10) on rat

vascular smooth muscle cell proliferation stimulated by tumor necrosis factor_α( TNF_α) .Rat aortic vascular smooth mus-

cle cells ( VSMCs) were cultured and treated with recombinant human interleukin_10 ( rhIL_10) with or without tumor

necrosis factor_α( TNF_α) .Proliferation of VSMCs was quantified by colorimetric assay.The results indicated that TNF_α

stimulated VSMCs proliferation and rhIL_10 alone had no effect on VSMCs growth.With TNF_αstimulation, rhIL_10, at

dose as low as 10 ng mL, inhibited VSMCs growth ( P <0.05) .
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