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钙拮抗剂硝苯咤抑制培养的

动脉平滑肌细胞增殖
附属 第一 医 院心 血管病研 尤室 胡中江 升元 伟 陈天扶

内容提要 术 定用功 味平 :砂:
1

几细饱 ( S MC )为 实验 凑塑
,

观 察 稍 苯 咤 ( N i一

fe id il) ne ) 对 S M C增廷的形 勺
,
以术护讨它杭动脉书 于异硬 化

。

(八 )S 的机理
。

结 果显示 :

在 1 0 9百人血清
、 ,

气高脂止 于洲戊官度脂蛋白 ( I
一

D L ) 沁走 与素等促 S M C增拉 因 素 的

作用下
,

稍苯咤
.

昆示 了明呈 的打制 S M C 增殖 的涂用
, 一

生抑 制作用的时间持 久
。

这

一结采提示
,

峭苯咤可 能通过干扰动脉 S M C 的增殖 而有防 治人 类A S 的作用
。
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8 0年代初以来
,

动物实验 证明
,

钙拮抗

剂硝苯吮等可使高胆固醉饮食的动物其主动

脉壁 A S病变范围明显减小
,

并抑制 A S的形

成
〔 ”

。

S M C是哺乳类动物动脉中膜唯一 的

细胞类型
,

它的增殖在 A S的形成过程 中 起

着关键性作 用
,

S M C的大量增殖 导 致 大量

结缔组织基质成分的产生和细胞内外脂质沉

积
,
最终导致纤维斑块的形 成

〔 “ 〕 。

虽 然
,

对钙拮抗剂抗 A S的机理研究
, 近年来主要从

细胞水平进行
〔 ` 〕 ,

但迄今关于 钙拮 抗剂影

响动脉 S M C增殖作用的报告甚少
,
且都是用

动物的 S M C进行实验
。

因此
,

本实验选 用人

胚胎主动脉 S M C ( H S M C ) 和新西兰兔主动

脉 S M C ( R S M C ) 作为实验模型
, 观察钙拮

抗剂硝苯咙对其增殖作用的影响
。

材料和方法

取 5 ~ 8 个月胎龄的新鲜人胚胎相 4 月

龄新西兰兔
,
参照文献介绍的 方 法

〔 3 」 ,

用

胶原酶消化培养法
,

进行主动脉 S M C的原代

及传代培养
。

取人高脂混合血
.

清 ( 胆固 醇 2
.

2 2 9 / L
,

甘油三脂 1
.

4 1 9 / L )
,

按 C h o n g法
仁` ’
进 行超

速离心
,

离心后分层收集各脂蛋白区带并与

人血清同时进行聚丙烯酸胺凝胶 电泳
,

分离

的 L D L为电泳纯的单一脂蛋 白组 分
,
去脂

血清 ( L P D S ) 中无脂蛋白成分混杂
。

经 透

析和浓缩后
,

以 L o w r y法
〔 6 〕测定 L D L的蛋

白含量为 2
.

7 5 9 / L ( 以牛血清 白蛋 白 为 标

准 ) ; 以胆固醇 酶 联 试 剂 ( 杭州药厂产
,

批号 8 8 0 2 2 7 ) 测 定 L P D S 的胆 固醇 含 量

< 0
.

2 5 9 / L
。

取第 2 一 5 代 H S M C或第 5 ~ 8代 R S一

M C
,

经常 规 消化 后
,
以 10 % 小牛 血 清

-

R P M I 1 6 4 0旧 本击!1药株式会社
,
批号 8 7 7 0 5 )

培养液制成 细 胞 悬 液 ( 细 胞 数 2 ~ 4 X

10
7

/ L )
,

以 l m l/ 瓶分装于青霉素小瓶中
,

37 ℃培养 4 8 h
,

使 S M C贴壁生长
。

然后随机

分成若干组
,

每组 3 瓶
,
根据实验 目的加入

实验液
:

① 10 %人血清组
: 用含 10 %人血清

的 R P M I 1 6 4 0培养液 , ② L D L 组
:
用 5 %

L P D S 培养液 ( 含蛋白 25 m g / L ) , ③胰岛

素组
:

用 1 %小牛血清培养 液 ( 含 胰 岛 素

10 U / L )
。

培养 24 h后
,

实验组加入不 同浓



1 2 0

度的硝苯咙无水乙醇溶液1 0卜1 ( 硝苯咙原药

粉由浙江温岭制药厂提供 )
,

对照组加入相

应容积的无水乙醇
,

无水乙醇的最终浓度小

于 1 %
。

并加入
. H

一
T d R ( 上海 原 子 核 研

究所 ) 0
.

5~ 1 协C i /瓶
。

2 4 h后 ,
弃 去 实验

志 用 D
一

aH
” k 液洗涤数次

,

常规消化飞
制成细胞悬液

,

取出一定量的细 胞;悬 液 用

o
.

Zm ol / L的 N
a

O H溶液溶解细胞
,

以 L
o w r y

法测定细胞蛋白量
。

其它细胞悬 液 以 纸片

法
〔 . ’
用 P a e k a r d 4 0 0 0型自动液闪测定仪测

定
c p m值

。

机器效率为 63 % ,
计数时间 1 m in ,

.
H

ee
T d R参入量以

c p m / m g细胞蛋白 表 示
。

2 结 果

2
。

1 硝苯咤对动脉 S M C增殖的影响 在 10 %

人血清
、

L D L和胰岛素等促增殖因素刺激动

脉 S M C 增殖的条件下
,

不同浓度 硝苯咤对

S M C增殖的抑制作用见表 1
。

在用 H S M C作

实验时
,

硝苯吮浓度为 1 0 “ 7
m ol / L即可明显

抑制 10 %人血清刺激的 D N A 合成 , 而硝苯

咙浓度达 1 0
一 6

m ol / L时
,

才明显抑制 L D L刺

激的 D N A 合成
。

用 R S M C 作实验时
,

明显

地抑制 L D L 和胰岛素作用下的
吕 H ee T d R 参

入 D N A 的硝苯吮浓度为 1 0
一 。

m ol / L
。

表 1 不同浓度 ( m o l / L ) ,育笨咤时 . H~ T d R参入 S M C 的影响 (
n = 3 )

促 S M C

增殖因素

S M C

采源

, H
一

T d R参入量 ( c p m /。 g x 1 0 3 ,

又士S D )

10一 1 0一 10一 7
1 0一 6 1 0

一 s

10 拓人血清

L D L

L D L

胰岛素

1 9
.

0士 3
.

7

8
.

6士 3
.

3

3 4 5
.

1士 2 1
.

9

1 1
.

4士 1
.

4

14
.

1士1
.

7

9
.

7士2
.

4

1 7
.

7士4
.

4

7
.

1士 1
.

5

2 8 3
.

3士2
.

了

1 2
.

3土 1
.

马

12
.

9士 1
.

3签

6
.

2土 0
.

8

3 2 6
.

0土咬1
.

2

12
.

4士 2
.

1

5
.

0士 D
.

4签赞 3
.

8士 0
.

4 件 .

3
.

1士 0
.

7荟釜 2
.

0士 0
.

4 签签

2 6 6
.

8土 2 5
.

3 斧苦 9 3
.

6上25
.

刃斧苦

了 5士 0
.

8件 2
.

a土〕
.

2长签

扮 P ( 0
.

0 5
,

二 P < 0
.

0 1

2
.

2 硝苯睫作用时间与
3 H 一T d R 参入量的

关系 用 10 %人全血清作为促增殖因素
,

实

验组加入 1 0
“ “

m ol / L 硝苯咤无水 乙醇溶液
,

对照组加入相同容积无水乙甘
,

观察硝苯咤

尹H S M C的 ’

--H T d R参入量的影响
。

在人血

清作用下
,

对照组
3 H一 T d R参入量随着时间

而逐渐增加 (
r 二 0

.

9 5 )
,

而在加入硝苯淀的

实验组
,
石肖苯吮作用 s h后

, 3
H一 T d R 参 入

就已明显地抑制
,

在 作 用 16
、

24 及 32 h后
,

硝苯吮的抑制作用均很明显 ( 表 2 )
, t检验

显示每一培养时间两组间均存在显著性差异

( P < 0
.

0 1 )
。

表 2 峭笨吮 ( 1 0
一 “ m ol / L ) 不同作用时间

( h )对 H S M C的 3 H一 T d R参入 量的影响

, H
一

T d R参入量 (
e p m / m g X 10 a

,

X士S D )

组 别
-

—
8 1 6 2 4 3 2

对照组 10
.

9土 1
,

2 2 6
.

8士2
.

5 3 4
.

6土2
.

2 3 8
.

9土2
.

3

实验组 1
.

9土0
.

5 3
.

9士0
.

3 5
.

B士0
.

5 6
.

8土0
.

6

份. , . ` . 尸

一

一
一

实验组
、

对照组均
n 二 3

3 讨 论

1 0 9石人血清
、

高脂血清以及胰岛素均是

引起动脉 S M C增碴的重要因素
,

高 脂 血 清

中刺激动脉 S M C增殖的主要成分 是 L D L ,

1 0 %人血清对人动脉 S M C 增殖的促 进 作 )fJ

则与血
.

小板衍生生长 {问子 ( P D G F )有关
〔 7 〕 。

N i l s S。 n
等报道

〔 8 了 ,

硝苯咤对小 牛 血

清或 P D G F刺激大鼠动脉 S M C增殖 有 抑 制

作用
。

我们 用1 0 %人血清
,
人高脂血清 L D L

和胰岛素作为促 S M C增殖因素
,

观 察 钙 拮

抗剂硝苯咤抗人及兔动脉 S M C增殖的作 用
,

使实验结果更接近临床实际
。

实 验 结 果 显

示
,

硝苯咤明显地抑制 H S M C及 R S M C的增

殖
,

并且作用时间持久
。

虽然
,

硝苯咤抑制

动脉 S M C增殖的具体机理尚未 阐 明 ,
然而

有理由设想
,

就象硝苯咤的其他作用效果一

样
,

硝苯吮抑制动脉 S M C增殖的作 用 是 通

过其改变钙的利 用 而 实 现 的
,

有研 究证

实
〔 。 ’ ,

钙和它的细胞内受体钙 调 素 ( c al -



1 0 3

m o
d u ln i)调节着细胞 (包括血管 SC M )的增

殖
,

当动脉 S M C培养液中的游离钙浓度增加

时
,

细胞增殖能力增加
, 钙通过活化钙调素

,

能触发钙调素合成
,

引起 S M C增殖
。

P D G F
、

内皮生长因 子或血清等因素加入处于休止期

的人培养细胞后
,

可迅速地引起胞浆内游 离

钙浓度升高
〔 ` “ ’ ,

而该钙浓度的升高可被钙

拮抗剂硝苯咤所阻止
,

导致动 脉 S M C 增殖

的抑制 “ ”
。
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T h e D N A s y n t h
e s i s o f H S M C w a s f o u n d t o b e s i g n i f i e a n t l y i n h i b i t e d

a t 1 0
一 7

m o l / L n i f e d i p i n e i n s e r u

--m
e o n t a i n i n g m e d i u m ( P < 0

.

0 5 v s . e o n t r o l ) ,

a t 1 0
一 6
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.

0 1 v s . e o n t r o l ) ,

a n d t h e D N A s y n t h e s i s o f R S M C w a s i n
h i b i t e d a t 1 0

一 “
m o l / L n i f e d i p i n e i n

i n s u l i n一 o r L D L一 e o n t a i n i n g m e d i u m ( P < 0
.

0 5 o r < 0
.

0 1 v s . e o n t r o l )
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