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摘 要 : 探讨了 N O诱导血管平滑肌细胞凋亡与细胞内游离 c扩
+

之间的关系
.

通过粘附式细胞仪和 C舒
十

荧光探针 lF u 。 一 3/ A M
,

检测分析了 No 在供体 S N A P 的作用下
,

血管平滑肌细胞中游离 C矛
十

浓度的变化 ;

又通过 S N A P与维拉帕米
、

E (汀 A
、

肝素钠
、

普鲁卡因共同孵育的方法
,

观测了 C矛
十

浓度变化在细胞凋亡中

的作用
.

得出 SNA P 能使细胞中游离 c矛
+

浓度升高
,

而胞外 C了
+

内流在其中起主要作用 ; 并且阻断胞外

c扩
+

内流能够抑制 sN AP 所诱导的血管平滑肌细胞的凋亡
.

提示了胞内 C尹
十

浓度升高可能是 sN AP 诱导血管

平滑肌细胞凋亡的一条途径
.
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以

N O 是心血管系统中较活跃的小分子物质
,

具有多种生物学效应
.

如它能使血管平滑肌细胞

(
v as e u l a : s

mo
o ht 哪

s e l e 。 e ll
,

V SM C ) 松弛而改变

血管张力 ; 抑制 V SM C 向血管内膜迁移 和增

殖〔’ 〕; 抑制 vs M c 生成肌蛋白及分泌胶原等细胞

外基质 z[]
.

新近研究还发现 N o 亦能诱导 v sM c

发生凋亡图
.

目前
,

v s M c 增殖和凋亡失衡被认

为是导致动脉粥样硬化
、

再狭窄等病变的可能因

素之一闭
.

因此
,

N o 诱导 v s M c 凋亡的作用令

人关注
.

但 N O 诱导 V S M C凋亡的机制原理尚不

十分清楚
.

已有的研究成果证明细胞内较高浓度

的 C扩
`

会使一些细胞发生凋亡
,

且 C护
十

阻断剂

可抑制 VMS C 凋亡
.

此外
,

N O 对细胞内的 C扩
十

也具有某种调节作用
.

所以
,

本实验在 S NA
P 作

用下
,

对 v SM C 中游离 C扩
十

浓度变化及 C护
十

在

SNA P诱导 v s M C凋亡中的作用进行了检测分析
,

试图探析 N O 诱导 V S M C凋亡与细胞中游离 C扩
十

浓度变化之间可能存在的联系
.

1 材料和方法

1
.

1 药品及试剂

E G T A (乙二醇双乙氨醚
一

N
,

N,
一

四乙酸 )
、

S N A P

(
s一 n i t or s。 ·

N
一

ac
e
ylt p e n i l l丽

n e ,

N o 供体 )
、

维拉帕米

均购自 is gn l a
公司

.

肝素钠
、

普鲁卡因为国产药

剂
.

D E M E 培养基购自 iG bc 。
公司

.

小牛血清是

杭州四季青产品
.

1
.

2 方 法

1
.

2
.

1 v s M e 培养 15 0 一 2 00 g s D 大鼠
,

取胸

主动脉
,

贴块法培养动脉平滑肌细胞
.

培养条件

为含 沪 =
20 %小牛血清的 D E M E 培养液

,

37 ℃
,

沪 = 5肠 C仇
.

单克隆肌动蛋白抗体的免疫组化方

法鉴定所培养的细胞为平滑肌细胞
.

第 5 一 8 代

细胞用于实验
.

1
.

2
.

2 样品处理及检侧

( 1) 细胞内游离 C扩
十

浓度变化的检测
.

将细

胞传至 特制 的 eP itr 培养皿 ( M ier id an
,

美 国 )

中
,

待生长至 50 % 一
60 % 汇合时

,

换无血清条

件培养液
,

24 h后
,

去掉培养基
,

无菌 D
~

H a l l k s

缓冲液洗 3 次
,

加 40 匹含 I
,

lu o 一

3/ MA 的无酚红

无血清培养液
.

避光于 c o :
孵箱内孵育 40 而 n

.

D
~

H直I l k s
缓冲液洗 2 次

,

加 5 00 拜L 无酚红无血清

培养液
.

检测前 20 而 n
加人各种阻断剂或拮抗

剂
.

( 2) 预处理
.

①对照组 :
无任何处理 ; ②维

拉帕米组
:
加人终浓度为 1 拼m ol / L 的维拉帕米

,

阻断细胞膜上 C扩
+

通道 ; ③ E G T A 组
:
加终浓度

为 2

~
l/ L 的 EG T A

,

鳌合胞外 培养液 中的

c扩
十 ; ④普鲁卡 因

一

肝素钠组
:
加终浓度 甲 为

1% 的普鲁卡因和 300 拼扩 rnL 肝素钠
,

阻断胞内

钙库中 C护
+

释放 ; ⑤维拉帕米
一

肝素钠
一

普鲁卡因

组
:

同上浓度 3 种药剂共同作用
,

同时阻断胞外

C扩
+

内流和胞内钙库中 C护
十

释放
.

经各种处理的 VS M C 上机检测
:
各培养皿置

架
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一
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一
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于 户 O型粘附式细胞仪 ( A C A S 570) 载物台上
,

以 4 88 mn 波长紫外光激发 lF ao
一

3 产生荧光
.

用

A C A S 5 7 0 动态程序对选定的细胞区域 (含 3 一 5

个细胞 ) 进行扫描成像
.

每隔 20
5
扫描 1次

,

扫

描 6 0 5 ,

待基线平稳后
,

加 S N A P (终浓度 1
.

0

~
l/ )L

,

进行动态观测
,

每皿扫描 10 ~
20 m in

.

将图像输人计算机系统
,

荧光强度 ( )F
一

时间

( t) 曲线由图像分析软件获得
.

1
.

2
.

3 C扩
+

在 S N A P 诱导 V S M C 凋亡过程中作用

的检刚

( 1 ) 细胞处理
.

将传代细胞接种于盖玻片上

(一
x 104 C e ll s /耐

J

)
,

贴壁 生长 2 4 h
,

换成条件培

养液再培养 24
一

36 h
,

根据以上 s NA P 对 VS M C

中游离 C扩
+

浓度变化的影响
,

设计 or 个组进行

实验
.

①对照 组 :
不加任何处理 ; ② S N A P 组

:

加终浓度为 0
.

5

~
l/ L SN A ;P ③维拉帕米

一

S N A P

组
:
加 l 肛mo l/ L 维拉帕米和 0

.

5

~
l/ L S N A ;P

④ E创诱
一

S N A P 组
:
加 2 n l n l o / L E C T A 和 0

.

5

~
F L S N A ;P ⑤普鲁卡因

一

SN A P 组
: 甲 = 0

.

1%

普鲁卡因和 0
.

5

~
l/ L S N A P ; ⑥肝素钠

一

SN A P

组
:
加 300 滩 /

fnL 肝素钠和 0
.

5 ~ ol / L S N” ;

⑦ 维拉帕米组 :
加 1 拌mo l/ L 维拉帕米 ; ⑧ E G T A

组
:
加 2 ~ ol / L E G ,、、 ; ⑨普鲁卡因组 :

加 切 =

。
.

1%普鲁卡因 ; L维拉帕米
一

肝素钠
一

普鲁卡因
-

s N A P组
:
同上 3种药剂

,

加 300 尸启
/ /

m L 肝素钠
.

各种试剂用 D M E M 培养液配制
.

每组设 5 个重

复
.

倒置显微镜下观察细胞形态变化
.

培养 8 -

I O h 后 (在其他实验中已经得出 0
.

4 或 0
.

5 一 1
.

0

~
l/ L

,

8 一 10 h 为 s NAP 作用细胞爬片的最佳

浓度与时长 )
,

甲 = 4 % 多聚甲醛固定细胞爬片
,

一
20 ℃保存

.

( 2 ) 检测
.

每组选 1 张爬片做 tTJ N E L 标记
,

鉴定凋亡细胞
.

其它爬片进行 H E 染色
,

每组选

3 一 5 张爬片
,

每张选 3 一 5 个视野
,

计数凋亡细

胞的百分率
.

在 3 im n
40

5
内达到峰值

,

并维持较高水平
,

与

加 SNA P 前相比
,

升高了约 226
.

7 % (图 l a
) ; 经

维拉帕米预处理后
,

再加人 s N A P
,

胞内 c扩
十

荧

光强度升高变得不显著
,

在 17 im n
20

5
内升高约

5
.

8% (图 l b) ; EC ,
,

A 存在时
,

s N廿 引起 c扩
+

荧光强度升高不显著
,

C扩
+

荧光强度呈现波动

(图 I c
) ; 普鲁卡因和肝素的存在

,

不明显影响

S NAP 的作用
,

s N A P 仍能使细胞内 C扩
+

荧光强

度增强
,

在 2 m in 40
s
内升高 100 %

,

并呈继续

升高的趋势 (图 l d) ; 维拉帕米
、

普鲁卡因
、

肝

素钠同时存在时
,

加人 SN A P
,

细胞内 C护
+

浓度

的变化完全消失 (图 le )
.

、、 /
`̀
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一
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厂
一
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.

1 SN A P 对 V S M C 中游离 c扩
+

浓度的影响

VS M C 在 A C A S 5 70 上观察
,

呈 长梭形或不

规则形
,

轮廓清晰
,

扫描图中细胞分布和外形与

倒置显微镜下所见相符
.

经 F luo
一

3/ A M 标记后的

细胞
,

中部荧光强度较高
,

周边部相对较弱
,

由

于细胞状态不同
,

荧光强度有差别
.

加人 S N A p 使 v s M c 中 c aZ
+

荧光强度上升
,

图 1 SNA P 对 v s M c 中 c护
+

的浓度的变化

iF g
.

1 c han 罗
5 of e aZ

+

d e n s
i yt

i n 勺 SM C t er a l赶 d iw t h S N A I
〕

(
a

) 对照组 ;
(b ) 维拉帕米组 ; (

。
) E G T A 组 ;

( d) 普鲁 卜因和肝素钠组 ;

(
e

) 维拉帕米
一

普鲁卡因
一

肝素钠组
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: N O诱导血管平滑肌细胞凋亡中 C护

十

的作用

2
.

2 C护
+

在 S AN
P诱导 V S M C凋亡中的作用

倒置显微镜观察
,

实验处理过程中
,

在 l h

后即可见一些细胞与周围的细胞脱离
、

变圆
,

随

时间延长形态发生变化的细胞增多
.

uT N E L 结

果也表明大多数细胞死亡以凋亡为主
.

细胞爬片

HE 染色后
,

计数结果 (图 2) 和 UT N E L 标记染

色均显示
: ① S NA P 处理组细胞凋亡较未处理组

多 ; ② 维拉帕米或 E GT A 存在
,

能使 S N A P 诱导

的细胞凋亡被抑制
,

而维拉帕米和 E G T A 均不引

起 v S M C凋亡 ; ③ 普鲁卡因
一

S NA P 组
,

细胞凋亡

率较高
,

且普鲁 卡 因本 身也引起 细胞凋亡 ;

④ 维拉帕米
、

肝素钠
、

普鲁卡因
、

S N A I
〕

同时存

在时
,

细胞几乎全部死亡
.

岁\僻侧以纂思

处理组

·

图 2 维拉帕米
、

E C ,人
、

肝素钠
、

普鲁卡因

对 SN A P诱导凋亡 V SM C的影响

iF g
.

Z I胡
u e n e e of v e r a p出 n

ll
,

E G I决
,

so id um h e p iar
n

田记 orP
e

an i n e o n a lx )P t o s is of V S M C idn cu
e
d b y S N A I

)

1 对照组 ; 2 SNAP 组
; 3 维拉帕米

一

S N A P 组 ;

4 E C I
,

A
,

S N A P 组 ; 5 普鲁卡因
一

S N AP 组
;

6 肝素钠
一

S N A p 组 ; 7 维拉帕米组 ;

S E阴城 组 ; 9 普鲁卡因组 ;

or 维拉帕米
一

肝素钠
一

普鲁卡因
一

NS AP 组

3 讨 论

细胞内游离 C扩
十

主要贮存于内质网 / 肌浆网

和线粒体中
,

细胞内 c扩
`

浓度变化是由 C扩
十

跨

细胞膜转运和细胞内钙库摄取
、

释放 C扩
+

等过

程动态平衡的结果 s[]
.

钙从钙库中释放出来是由

跨膜的钙库受体通道蛋白介导的
.

最主要的受体

通道蛋白有 2 种
,

即 价an iod
n
受体和 lsP 受体

,

普鲁卡因和肝素则分别是这 2 种受体的特异性拮

抗剂
,

能阻断依赖 R y a l l o id n
受体系统和 aIP 受体

系统的钙库中 c扩
十

的释放0[]
.

而维拉帕米则可

以阻断细胞膜上 C扩
+

通道
,

2

~
l/ L E G T A 则能

基本赘合细胞外溶液中的 c护
+

川
.

s N廿 能提供 N o
,

N o 为一种新型的信使分

子
,

它既 可作为信使分 子
,

又 可作 为效应分

子 s[]
.

s NA P 作用下 v s M c 中游离
。

( c扩
+

) 的变

化
,

可能是 N o 作为信使分子作用的一方面
.

s N AP 作用下
,

V S M C 中游离
。

( c 护
+

)升高
,

当存

在维拉帕米
、

E C J人 时
,

S N A I
〕

诱导
。

( C扩
十

)升高

的作用能被很大程度地阻断
.

而普鲁卡因和肝素

钠共同作用不能够改变 S N娜 作用下
。

( C扩
十

)升

高
.

表明胞外 c扩
十

内流是 sN AP 诱导 VS M C 中
c

( c扩
+

)升高的主要来源
.

这也符合 v S M C 的结构

特点
: v sM c 的肌浆网不发达

,

无横管系统
,

线

粒体较少
,

而内质网和线粒体是细胞内的主要钙

库川
.

因此
,

v s M c 胞浆 c护
十

水平升高主要是依

赖细胞外 C扩
+

内流
.

维拉帕米和肝素钠预处理

的结果显示
,

S NA
P 似乎也刺激胞 内钙库中 C护

十

释放
,

且主 要是 Ry a n o d in 系统依赖钙库
.

从

C扩
十

荧光强度变化曲线可 以看出
。

( C扩
十

)变化也

呈现钙振荡的形式 (胞浆游离
。

( c扩
+

)的一种周

期性起伏波动的运动形式 )[
“ 〕

,

符合 c扩
+

的运动

特征
.

但是
,

本实验的结果只能反映
。

( C扩
十

)变

化的趋势
,

而不能说明其准确变化
.

对此还需要

做进一步的实验验证
.

许多因素诱导细胞凋亡都与胞内
。

( C扩
十

)升

高有关
,

S NA P 刺激细胞内游离
。

( C扩
十

)变化是否

与 S N AP 诱导 V SM C 凋亡有关
.

S N A P在溶解状态

下分解释放 N O
,

并且以 N o丁和 N--Oz 为其最终

分解产物〔“ 〕
,

它们对上述各种钙阻断剂作用的发

挥不会形成影响
.

因此
,

本研究采用了阻断剂与

SN A P 共同孵育 V S M C 的方式进行了进一步的实

验
.

结果证明阻断胞外 C矛
+

内流
,

能抑制胞内
。

( C矛
斗

)升高
,

并且能够有效地阻止 NS AP 诱导

V S M C 凋亡
.

从而 说 明
,

胞 外 C扩
+

内流 导致

V S M C 胞 浆 中较 多的游离 C扩
十

是 SN A P 诱导

VS M C 凋亡的途径之一 而当完全阻断细胞 内
、

外 C护
+

来源时
,

细胞凋亡未减少
,

反而大量死

亡
,

可能因为此时胞浆内 C扩
+

的动态平衡被破

坏
,

细胞不能维持正常的生理活动
,

最终引起大

量死亡
.

实验发现普鲁卡因能诱导 V S M C 凋亡
,

其中机理尚待查明
.

可能因为胞内钙库也参与了

调节 V S M C凋亡的过程
,

而且主要是维持细胞的

存活
.
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