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实验研究
·

血管通对实验性动脉粥样硬化家兔血管壁血小板衍化

生长因子 A
、

B 及 c
一

m y c 基因表达的影响
李 静

`
陈可冀

’
张靖溥

2
丁 大成

“

内容提要 本实验采用斑点印迹杂交和原位杂交技术
,

进一步探讨血 管通对与血管平滑

肌细胞 ( V S M )C 增生相关基 因表达的影响
。

结果表明
,

高脂组 家兔血管壁血小板衍化生长因

子 ( P D G F ) 一 A 的 m R N A 呈 高表达
,

杂交 阳性颗粒主要分布在动脉粥样硬化 ( A )S 斑块边缘 区

及新生斑块 区的 S M C 胞浆 内
,

而血 管通组家兔血 管壁 P D G F 一
A m R N A 表达水平明 显低于

高脂组
;
高脂组血管斑 块组织

c 一 m y c 的 m R N A 表达水平 亦比正常组 高
,

血 管通组血管壁

c 一m yc m R N A 表达 水平 下降
。

上 述结 果初 步说明 血管通可能是通过影响血管壁 P D G F一 A
、

c 一 m yc 的 m R N A 表达水平
,

以抑制 V S M C 增生
,

阻止 A S 形 成
。
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血管平滑肌细胞 (V SM O 增生是形成动脉粥样

硬化 (A )S 病变的关键
,

而研究 V S M C 增生的机制
,

已成为研究 A S 发病机制的一个焦点
。

随着细胞分子

生物学技术在心血管病研究的应用
,

使人们逐渐认识

到 一 些 生 长 因 子
、

细 胞 因 子 以 及 一 些 癌基 因 在

V S M C 增生
,

A S 病变形成过程中的作用
。

血管通是

活血化痕方药
,

在实验动物模型中已证明它具有防治

实验性家兔 A S 形成和抑制 V SM C 增生的作用
。

本

实验旨在进一步探讨血管通对与 V S M C 增生相关基

因表达的影响
,

阐明其抑制 V S M C 增生 的作 用机

制
。

材料与方法

1
.

中 国 中 医 研 究 院 西 苑 医 院 心 血 管病 研 究 室 (北京

10 0的 1 ) ; 2
.

中国科学院生物物理研究所 ; 3
.

北京协和医院

1 药物
、

试剂与仪器 血管通 (血府逐潦汤的颗

粒制剂 ) :

由当归
、

红花
、

生地
、

川芍
、

赤芍
、

桃仁
、

牛膝
、

积壳
、

桔梗
、

柴胡
、

甘草 等 n 味 中药组成
,

每克药量相当生药量 3 9
,

由厦门中药厂提供
。

阿斯

匹 林 为 济 南 第三 制 药 厂 产 品
。

限 制性 内 切 酶

玫
o R I

、

B a m H I
、

P s t l
、

H idn ll l均为美国 rP o m件 ,





呈星 点状 或 片 状 分 布 (图 4 B ) ;

血 管 通组 血管壁

P D G F 一 A 基因杂交阳性颗粒明显减少
,

在血管内膜

斑块 S M C 内可见散在分布的杂交信号 (图 4 C ) ;

阿

斯 匹林组血管壁可见 P D G F 一 A 基因杂交阳性信号
,

其分布同血管通组
,

P D G F 一 A m R N A 表达量比高脂

组低 (图 4 D )
。

组织原位杂交设立 的三个 阴性对照

组
,

R N a
se 处理组

,

无探针及无酶组仅见本底水平

的颗粒
,

说明本实验原位杂交是特异的
。

2 P D G F 一 B 基 因杂 交结果 以 P D G F 一 B 基 因

为 探 针 做 斑 点 杂交
,

结 果 表 明
,

高脂 组 P D G F
一
B

m R N A 表达水平略高于正常组及用药组
,

但其表达

量明显 少于 P DG F 一 A 基 因表达量 (见 图 2
、

附表 )
。

组织原位杂交
,

高脂组只见 P D GF 一 B m R N A 可疑

杂交信号
,

用药组未见 P D G F 一 B m RN A 杂交 阳性

信号
。

3 . c 一 m yc 基 因的杂 交结果 以 C 一 m yc 基 因 为

探针
,

测定各组家兔血管壁相应 的 m R N A 转录水

平
,

斑点杂交结果表明
:

高脂组血管斑块组织 c 一 m yc

m R N A 表达水平 比正常组高 2
.

5倍
,

用药组血管壁
c 一

m cy m RN A 表达水平下降
,

其中血管通组 c 一 m yc

m R N A 表达量比高脂组低 1 倍 (见图 3
、

附表 )
。

讨 论

1 血 管 通 对 P D G F 基 因 表 达 的 影 响 在

V S M C 增生过程 中
,

P D G F 是最为重要的因素之一
。

早在 19 7 4 年 R o s s ` 4 ,

曾发现 V S M C 增殖有赖于血小

板源性血清因子
,

S M C 和成纤维细胞在无胎牛血清

的培养中是不能增殖的
,

只有加入富含血小板血清

后
,

细胞 才能 分 裂 增 殖
。

在 S M C 培 养基 内 加 入

P D G F
,

12一 16 h 后
3 H 一 T d R 掺 入 D N A 就 开 始 增

加
,

2 4 h 后达高峰
,

30一 3 6 h 使细胞数倍增
。

P D G F

是一种细胞致分裂原和趋化剂
,

由其受体介导
,

活化

蛋 白 激 酶 C 并 动 员 C a + 十 ,

诱 导 许 多 基 因

( e 一 f o s
、

e 一
m y e

、

刀
一

干 扰 素
、

胶 原 酶 基 因 等 ) 表

达
` 5一 8 ’ ,

这些癌基因接受致分裂原刺激而异常表达
,

进而促进 S M C 增生
。

S ej er se
n 又9 ’

报道体外培养的大

鼠 主 动 脉 S M C 表 达 P D G F 一
A 链 基 因

,

并 产 生

P D G F样蛋 白
,

但不表达 P L心 F 一 B链基因
。

B a r r e t
` 1 0 ,

等用原位杂交技术在人的动脉粥样斑块及正常 SM C

内证明有 P D G F 一 A 基 因表达
。

W i lc o x ` 11 ’用原位杂

交技术
,

发现 A S 内膜 S M C 有 P D G F 一 A m R N A 表

达
,

内 皮 细 胞 有 P D G F 一 B m R N A 表 达
。

jS o l u n d ( 12 ’等报道
,

成年大鼠动脉 S M C 表达 P D G F

一 A m RN A
,

并分泌 P D G F 样致有丝分裂 因子
,

培

养的 SM C 由收缩型转变为合成型
,

表达 A 链基因

但不表达 B 链基因
。

因此
,

认为 S M C 增生与其自分

泌或旁分泌的 P D G F 有关
。

本实验结果也证实
,

高脂组家兔血管壁 P DG F

一 A m R N A 呈高表达
,

其杂交阳性颗粒主要分布在

A S 斑块边缘区及新 生斑块区 的 S M C 内
,

在 A S 斑

块中心区阳性颗粒较少
,

这提示 P D G F 可能是在 A S

斑块形成初始阶段起作用
,

与其刺激 S M C 增生与迁

移有关
。

血 管通组 P D G F 一 A 基 因表达 量比高脂组

低
,

这表明血管通可能是通过影响 P D G F 基因表达
,

以抑制 SM C 增生
。

关于血管通对 P D G F
一 A m R N A

表达水平的影响
,

其具体机制尚待进一步探讨
,

可能

与血管通活血化潦抑制血小 板粘附聚集
,

以减少

P D G F 释放等有关
。

2 血管 通对 c 一
m y c 基因表达的影 响 癌基 因

c 一
m y c 参与细胞增殖调控

,

是细胞生长过程 中的重

要调节基 因
。 c 一 m y c 的产物是核内蛋 白质

,

与细胞

从 G 。 一 G ,

期有关
,

参与 D N A 复制
` 1 3 ) 。

内膜损伤
、

高脂血症等多种因素可引起血管壁 P DG F 基因的异

常表达
,

而诱导 c 一 m y c 等癌基因异常表达
,

L D L 亦

可直接促进 c 一 m yc 基 因表达
,

促进 S M C 增生
。

本

实验结果也表明
,

高脂组家兔血管壁 c 一 m yc 基 因表

达量增高
,

而血管通组 c 一 m cy m R N A 表达水平与高

脂组比较降低 1 倍
。

血管通对 c 一m cy 基因表达的影

响
,

其 中一方 面可 以认为是 由于其 影响 P D G F
一
A

m R N A 表达水平
,

一方面是通过降低血 LD L 水平
,

使 c 一m y c 表达水平下降
,

从而抑制 SM C 增生
。

上述结果初步说明血管通通过降低血脂
,

抗血小

板粘附
、

聚集
,

影响血管壁 P D G F 一 A
、 c 一 m cy m R N A

表达水平
,

以抑制 S M C 增生
,

阻止 A S 形成
。

(图 4 见中心插页 4)
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肝素能明显地抑制培养 V S M C 处于分裂相的细

胞数
,

其作用呈明显的剂量依赖性
,

且随剂量增加
,

这种作用更明显
。

川芍嗦也能明显地抑制原代培养

V S M C 处于分裂相的细胞数
,

但其作用没有明显的

剂量效应
,

各组在培养的第 2 天出现处于分裂相细胞

数最多
。

讨 论

有如下差异
:

(1 )肝素对 V S M C 生长 的影响中
,

不

同剂量组 V SM C 数随时间不断增加
,

但与对照组比

较
,

已经有抑制作用
;

而川芍嗦组从药物处理第 2 天

起
,

V S M C 数逐步减 少
,

最后 比加入细胞数还 少
。

(2 )肝 素对 V SM C 分裂 的抑制呈剂量依赖性
,

而川

芍嗦没有明显的剂量效应
。

以上差异提示川芍啼对原

代培养的 V S M C 的生长和分裂的抑制作用在机制上

可能有异于肝素的这种作用
。

为 了防治冠状动脉粥样硬化及 P T C A 术后再狭

窄
,

人们不断地寻找抑制 V S M C 增殖的药物
。

通过

对 V S M C 增殖机理的研究
,

发现血小板的聚集和激

活导致 了一系列的细胞因子的释放
,

对 V S M C 的增

殖和迁移产生了重大作用
` 1 ’ 。 对抗凝药物在冠状动脉

粥样硬化和 P T C A 术后再狭窄中的防治作用的研究

引起 了人们的关注
。

肝素对 V S M C 的影响的研究 已比较深入
。

无论

是动物模型还是离体培养
,

都能抑制 V SM C 的增殖

和分裂
,

并认为它是直接作用于 V SM C
。

肝素通过

V S M C 的内吞作用结合到 V S M C 内
,

作用于其细胞

周期的 S 期
,

阻止细胞由 G ,

进入 S 期
。

肝素还能拮

抗表皮生长因子的受体 而抑制 V SM C 的增殖
( 2一 4 ’ 。

我们的实验结果也证实了肝素的这一效果
。

川 芍嗦是川芍的有效成分
,

它具有多种药理作

用
,

其中对心肌细胞具有保护作用
` 5)

。

国内周伟东等

人发现川芍啧对培养的血管内皮细胞有抑制作用 ` 6) 。

我们的研究也发现川芍嚓对培养 V SM C 具有明显的

抑制其生长分裂的作用
,

且对其生长的抑制作用随剂

量增加而增加
,

其具体的机制有待探讨
。

川芍啧对 V S M C 生长和分裂的影响与肝素比较
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