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凝血酶敏感蛋白１对体外培养大鼠肺动脉平滑肌细胞的影响
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　　摘　要：目的　了解凝血酶敏感蛋白１（ＴＳＰ１）对体外培养的大鼠肺动脉平滑肌细胞（ＰＡＳＭＣｓ）的影响。方法　体外培养大

鼠ＰＡＳＭＣｓ，加入不同浓度（１０－１２、１０－１１和１０－１０ｍｏｌ／Ｌ）ＴＳＰ１处理１２、２４、４８ｈ，采用３（４，５二甲基噻唑２）２，５二苯基四氮唑溴

盐（ＭＴＴ）法检测细胞增殖，流式细胞术（ＦＣＭ）检测细胞周期。结果　ＴＳＰ１刺激后，ＭＭＴ法实验结果显示ＴＳＰ１显著促进大

鼠ＰＡＳＭＣｓ增殖，此作用呈浓度和时间依赖性。ＦＣＭ分析显示ＴＳＰ１使Ｓ期细胞比例增加。ＴＳＰ１处理１２ｈ后，Ｓ期细胞比例

增加，２４ｈ时轻微下降，４８ｈ时达高峰。结论　ＴＳＰ１呈浓度和时间依赖性地促进大鼠ＰＡＳＭＣｓ增殖。

关键词：凝血酶敏感蛋白１；肺动脉平滑肌细胞；细胞增殖

ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１３．３５．０２４ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７１８３４８（２０１３）３５４２９４０３

犈犳犳犲犮狋狅犳狋犺狉狅犿犫狅狊狆狅狀犱犻狀１狅狀狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀狅犳狆狌犾犿狅狀犪狉狔犪狉狋犲狉狔狊犿狅狅狋犺犿狌狊犮犾犲犮犲犾犾狊


犢犪狀犵犢犪狀犼狌犪狀
１，犢犪狀犵犌狌犻犾犪狀

１，犣犺犲狀犵犡犻狑犲犻
１，犎狅狌犑犻犪１，犆犺犲狀犵犇犲狔狌狀

２

（１．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犚犲狊狆犻狉犪狋狅狉狔犇犻狊犲犪狊犲，犃犳犳犻犾犻犪狋犲犱犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犖犻狀犵狓犻犪犕犲犱犻犮犪犾犆狅犾犾犲犵犲，犢犻狀犮犺狌犪狀，犖犻狀犵狓犻犪７５０００４，犆犺犻狀犪；

２．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犚犲狊狆犻狉犪狋犻狅狀犇犻狊犲犪狊犲狊，犠犲狊狋犆犺犻狀犪犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犛犻犮犺狌犪狀犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犆犺犲狀犵犱狌，犛犻犮犺狌犪狀６１００４１，犆犺犻狀犪）

　　犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎ１（ＴＳＰ１）ｏｎｔｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｃｕｌｔｕｒｅｄｒａｔｐｕｌｍｏｎａｒｙ
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　　凝血酶敏感蛋白１（ｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎ１，ＴＳＰ１）是一种相对

分子质量为４５０×１０３ 的糖蛋白，主要由血小板、肿瘤细胞、内

皮细胞等分泌，存在于血浆和细胞外基质中，具有调节血小板

聚集、细胞黏附、运动、生长的功能［１２］。本研究前期实验发现

低氧性肺动脉高压大鼠血浆ＴＳＰ１浓度和肺组织ＴＳＰ１ｍＲ

ＮＡ及蛋白表达明显增加，慢性缺氧可导致肺动脉平滑肌细胞

ＴＳＰ１表达增加
［３］，但 ＴＳＰ１能否促进肺动脉平滑肌细胞增

殖目前还不十分清楚。为研究此因子在这方面的作用，本研究

离体培养大鼠肺动脉平滑肌细胞（ｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｓｍｏｏｔｈ

ｃｅｌｌ，ＰＡＳＭＣｓ），用 ＴＳＰ１ 刺激观察其对 ＰＡＳＭＣｓ增殖的

影响。

１　材料与方法

１．１　实验动物　ＳＤ大鼠新生鼠２只，购于四川大学试验动物

中心。

１．２　材料　ＣＯ２ 细胞培养箱（ＦｏｒｍａＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国），倒置显

微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ，日本），流式细胞仪（ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｈｉｎｓｏｎ，美国），

电热鼓风干燥箱（ＤＨＧ９２４０型，上海精宏实验设备有限公

司），微量移液器（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，德国），ＴＳＰ１（Ｓｉｇｍａ公司），３（４，

５二甲基噻唑２）２，５二苯基四氮唑溴盐（ＭＴＴ）、二甲基亚砜

（ＤＭＳＯ）、Ｔｒｉｚｏｌ（Ｓｉｇｍａ公司），胎牛血清、ＤＭＥＤ培养基、胰蛋

白酶（Ｇｉｂｃｏ公司）。０．２５％胰蛋白酶溶液：称取５０ｍｇ胰蛋白

酶加入２０ｍＬ生理盐水，混匀后经０．２μｍ滤菌器过滤除菌，

－２０℃保存。５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ：０．５ｇＭＴＴ，用磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）定容至１００ｍＬ，０．２μｍ 滤菌器过滤除菌，４ ℃避光

保存。

１．３　方法

１．３．１　大鼠ＰＡＳＭＣｓ培养　取ＳＤ大鼠新生鼠（４ｄ以内），碘

伏常规消毒，打开胸腔，取下完整的心肺组织置于无菌的培养

皿中；分离、剪下肺动脉主干，０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ冲净血管内的

血液，用眼科剪纵行剪开肺动脉，同时轻刮内膜面３～５次，用

预冷的含双抗的Ｄ′汉克斯（Ｄ′Ｈａｎｋｓ）缓冲液漂洗１次。后

剪切成１．５ｍｍ×１．５ｍｍ 的小动脉片，贴于明胶包被过的六

孔板上，放于３７℃，５．０％ＣＯ２，９５％饱和湿度条件下微干涸２

ｈ后，加入含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ 新鲜培养基１ｍＬ，放入

３７℃，５％ＣＯ２ 培养箱中培养，４ｈ后补充培养基至２ｍＬ。３ｄ

后细胞可达一定密度，换液１次。继续培养至５ｄ，形成细胞单

层。８ｄ后待细胞完全融合进行细胞传代并进行αＳＭａｃｔｉｎ

抗体免疫组织化学鉴定，胞体出现棕黄色为阳性。

１．３．２　ＭＴＴ法检测细胞增殖　以１×１０
－１０、１×１０－１１、１×

１０－１２ ｍｏｌ／Ｌ的ＴＳＰ１分别处理ＰＡＳＭＣｓ１２、２４、４８ｈ。用含

４９２４ 重庆医学２０１３年１２月第４２卷第３５期
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１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 新鲜培养基调整细胞悬液浓度为

２．５×１０４／ｍＬ，每种细胞分别均匀接种于９６孔培养板中，每孔

２００μＬ，常规培养２４ｈ；按上述方法进行分组实验，每组设６个

重复孔。未做 ＴＳＰ１处理的 ＰＡＳＭＣｓ作为对照组。３７℃，

５％ＣＯ２，９５％饱和湿度条件下，分别培养１２、２４、４８ｈ；加ＭＴＴ

（５ｍｇ／ｍＬ）每孔２０μＬ（加 ＭＴＴ前将前述培养基换为不含血

清的ＤＭＥＭ培养基），继续培养４ｈ后终止培养，小心吸弃孔

内上清液；加每孔ＤＭＳＯ１５０μＬ，均匀振荡１０ｍｉｎ至结晶溶

解，比色，在酶联免疫检测仪上测定４９０ｎｍ波长处各孔吸光度

值Ａ４９０，记录实验结果。根据公式计算细胞生长抑制率［细胞

生长抑制率＝（１－实验组吸光值 Ａ４９０／对照组平均吸光值

Ａ４９０）×１００％］。

１．３．３　ＦＣＭ检测细胞周期　以１×１０
－１０、１×１０－１１、１×１０－１２

ｍｏｌ／Ｌ的ＴＳＰ１分别处理ＰＡＳＭＣｓ１２、２４、４８ｈ。０．２５％胰蛋

白酶消化；收集细胞，用含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ 新鲜培养

基调整细胞悬液浓度为５×１０４／ｍＬ，分别均匀接种于２５ｃｍ２

培养瓶中，每瓶５ｍＬ，常规培养；未做ＴＳＰ１处理的ＰＡＳＭＣｓ

作为对照组。３７℃，５％ ＣＯ２，９５％饱和湿度条件下，分别培养

１２、２４、４８ｈ后，用０．２５％胰蛋白酶溶液消化细胞；收集于１５

ｍＬ离心管，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液，用０．０１ｍｏｌ／Ｌ

ＰＢＳ溶液洗涤细胞２次；用预冷的７０％乙醇于４℃固定１ｈ，

１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液，用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ溶液洗

涤细胞２次，加１ｍＬ０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ溶液重悬细胞，另加入

ＲＮＡａｓｅＡ和碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ），使其终浓度分别

为５０μｇ／ｍＬ和１００μｇ／ｍＬ，４℃避光放置３０ｍｉｎ。上流式细

胞仪进行检测。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行数据处理，计量

资料用狓±狊表示，各组间差异比较采用单因素方差分析，两组

间比较采用狇检验，检验标准α＝０．０５，以犘＞０．０５为差异具

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＴＳＰ１对细胞增殖的影响　在同一时间点，随着ＴＳＰ１

浓度增加，ＰＡＳＭＣｓ的 Ａ值逐渐增加，除了１×１０－１２ ｍｏｌ／Ｌ

ＴＳＰ１作用１２ｈ组的 Ａ值与对照组对应时间点比较，差异无

统计学意义外，其余各浓度与对应时间点比较，差异有统计学

意义（犘＜０．０５，犘＜０．０１）。提示ＴＳＰ１可呈浓度依赖性促进

ＰＡＳＭＣｓ增殖。同一浓度ＴＳＰ１处理不同时间各组之间的比

较显示：同一浓度各时间点与对照组比较差异均有统计学意义

（犘＜０．０５），且随着刺激时间的延长，Ａ值增加更明显，２４ｈ与

１２ｈ相比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５），４８ｈ与１２ｈ相比

较，差异有统计学意义（犘＜０．０１），４８ｈ与２４ｈ相比较，差异有

统计学意义（犘＜０．０５），提示随着时间的延长，ＴＳＰ１促进

ＰＡＳＭＣｓ增殖作用逐渐增加，４８ｈ达到高峰，见表１。

２．２　ＴＳＰ１在不同时间点、不同浓度对细胞周期的影响　１２

ｈ时予ＴＳＰ１处理后，大鼠ＰＡＳＭＣｓ中Ｓ期细胞的比例明显

增加，ＴＳＰ１浓度为１×１０－１０ｍｏｌ／Ｌ时Ｓ期细胞所占比例与对

照组比较有明显增加（犘＜０．０１），但与ＴＳＰ１（１×１０－１１ｍｏｌ／Ｌ）

相比无统计学差异（犘＞０．０５）。２４ｈ时予ＴＳＰ１处理后，ＴＳＰ

１浓度为１×１０－１２ｍｏｌ／Ｌ时的Ｓ期与对照组相比较虽有升高，

但差异无统计学意义（犘＞０．０５），其余两个浓度ＰＡＳＭＣｓ中Ｓ

期细胞的比例呈浓度依赖性增加，与对照组相比差异有显著意

义（犘＜０．０５，犘＜０．０１），后两个浓度之间比较也均有明显差异

（犘＜０．０５）。４８ｈ时 ＴＳＰ１处理后，ＴＳＰ１浓度为１×１０－１２

ｍｏｌ／Ｌ时的Ｓ期与对照组相比较即有明显升高，差异有统计学

意义（犘＜０．０１），但随着浓度增加，在ＴＳＰ１浓度为１０－１２ｍｏｌ／

Ｌ时的Ｓ期与ＴＳＰ１浓度为１×１０－１１ ｍｏｌ／Ｌ时Ｓ期相比虽有

增加，但差异无统计学意义（犘＞０．０５），但与对照组相比差异

有统计学意义（犘＜０．０１），而随后ＴＳＰ１浓度为１×１０－１０ｍｏｌ／

Ｌ时Ｓ期与对照组比较有显著差异（犘＜０．０１），与ＴＳＰ１浓度

为１×１０－１１ｍｏｌ／Ｌ时比较也有明显差异（犘＜０．０５），见表２。

表１　　不同浓度ＴＳＰ１在不同时间点对ＰＡＳＭＣｓ增殖

　　　能力的影响（狀＝６，狓±狊）

ＴＳＰ１浓度

（ｍｍｏｌ／Ｌ）
１２ｈ ２４ｈ ４８ｈ

０（对照组） ０．３４８±０．０３３ ０．４４８±０．０２８ ０．５２７±０．０２３

１×１０－１２ ０．３６６±０．０２８ ０．４８１±０．０３０ａ ０．５５９±０．０２８ａ

１×１０－１１ ０．４３８±０．０３７ｂｄ ０．５２５±０．０１４ｂｃ ０．５９３±０．０１６ｂｃ

１×１０－１０ ０．４９８±０．０３０ｂｄｅ ０．５７５±０．０１６ｂｄｅ ０．６３９±０．０１７ｂｄｅ

　　ａ：犘＜０．０５，与ＴＳＰ１浓度为０ｍｍｏｌ／Ｌ同一时间点比较；ｂ：犘＜

０．０１，与ＴＳＰ１浓度为０ｍｍｏｌ／Ｌ同一时间点比较；ｃ：犘＜０．０５，与

ＴＳＰ１浓度为１×１０－１２ｍｍｏｌ／Ｌ同一时间点比较；ｄ：犘＜０．０１，与ＴＳＰ

１浓度为１×１０－１２ｍｍｏｌ／Ｌ同一时间点比较；ｅ：犘＜０．０５，与ＴＳＰ１浓

度为１×１０－１１ｍｍｏｌ／Ｌ同一时间点比较。

表２　　ＴＳＰ１对在不同时间点ＰＡＳＭＣｓＳ期的

　　　　影响（狀＝６，狓±狊）

ＴＳＰ１浓度

（ｍｍｏｌ／Ｌ）
１２ｈ ２４ｈ ４８ｈ

０（对照组） １３．４８２±０．２２３ １４．４４８±０．２２４ １５．９２２±０．３０３

１×１０－１２ １５．２６６±０．３１２ｂ １４．８４２±０．２３０ １７．０５１±０．２２７８ｂ

１×１０－１１ １６．０２８±０．３３７ｂｃ １５．２４７±０．３１４ａｃ １７．５７３±０．３１６ｂ

１×１０－１０ １６．３６８±０．４１０ｂｃ １６．３２５±０．４１２ｂｄｅ １８．２８９±０．３３８ｂｄｅ

　　ａ：犘＜０．０５，与同一时间点ＴＳＰ１浓度为０ｍｍｏｌ／Ｌ比较；ｂ：犘＜

０．０１，与同一时间点ＴＳＰ１浓度为０ｍｍｏｌ／Ｌ比较；ｃ：犘＜０．０５，与同一

时间点ＴＳＰ１浓度为１×１０－１２ｍｍｏｌ／Ｌ比较；ｄ：犘＜０．０１，与同一时间

点ＴＳＰ１浓度为１×１０－１２ ｍｍｏｌ／Ｌ比较；ｅ：犘＜０．０５，与同一时间点

ＴＳＰ１浓度为１×１０－１１ｍｍｏｌ／Ｌ比较。

３　讨　　论

ＴＳＰ１具有调节血小板聚集、细胞黏附、运动及生长的功

能。ＴＳＰ１可由多种炎症细胞如单核／巨噬细胞、中性粒细胞、

血管内皮细胞、血管平滑肌细胞、成纤维细胞等表达，以旁分泌

和自分泌的形式分泌［４］。同时ＴＳＰ１也是一种与血管平滑肌

细胞（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＶＳＭＣｓ）受损后趋化相关

的糖蛋白［５］，有文献表明ＴＳＰ１在ＶＳＭＣｓ的增殖和活化中也

起着重要作用，ＴＳＰ１与受体结合通过细胞外信号调节蛋白激

酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ，ＥｒＫ）和核糖体Ｓ６激

酶（ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｓａｌｖａｇｅｋｉｎａｓｅ，ＲＳＫ），经血小板源性生长因子

（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＰＤＧＦ）诱导促进 ＶＳＭＣｓ的增

殖［６１０］。另有文献发现，ＮＯ可抑制ＴＳＰ１、ＰＤＧＦ及纤维连接

素介导的 ＶＳＭＣｓ增殖和迁移
［１０１１］。ＴＳＰ１在动脉损伤后可

诱导ＶＳＭＣ迁移。它通过上调 ＶＳＭＣｓ透明质酸（ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ

ａｃｉｄ，ＨｙＡ）诱导基因实现增加迁移的作用，而 ＨｙＡ也可以诱
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导ＶＳＭＣｓ的迁移作用，并且这种作用是通过ＣＤ４４受体依赖

方式进行的。抑制ＣＤ４４可减少ＴＳＰ１和 ＨｙＡ诱导的迁移，

而ＴＳＰ１和 ＨｙＡ可激活ＥＧＦＲ，所以ＴＳＰ１和 ＨｙＡ诱导的

迁移可能是通过同一信号通路实现，其共同连接点可能是通过

ＥＧＦＲ／ＣＤ４４受体通路
［１２］。

本实验采用 ＭＴＴ法检测结果与既往文献的研究结论一

致［１３１４］，ＴＳＰ１在１×１０－１２～１×１０－１０ｍｏｌ／Ｌ的浓度范围内诱

导大鼠ＰＡＳＭＣｓ增殖，而且此作用随着ＴＳＰ１浓度的增加，呈

浓度依赖性。另外 ＭＴＴ 法亦发现，在一定的时间范围内

（１２～４８ｈ），随着作用时间的延长，ＴＳＰ１促进ＰＡＳＭＣｓ增殖

作用亦逐渐增加，这说明ＴＳＰ１刺激ＰＡＳＭＣｓ的增殖呈现一

定的时间依赖性。细胞周期中 Ｇ１期为生长停滞期，如果 Ｇ１

期比例增大表明细胞分裂减慢，抑制生长，反之，比例减小，分

裂加快，促进生长；Ｓ期是ＤＮＡ合成期，Ｇ２期为ＤＮＡ合成完

成期，两个期的比例增加表明分裂加快，促进生长，反之，比例

减小，分裂减慢，抑制生长。通过检测发现在同一时间点上，不

同浓度的ＴＳＰ１可促进大鼠ＰＡＳＭＣｓＳ期比例增加，而且随

着浓度的递增，Ｓ期比例明显增加；同样，在相同浓度的ＴＳＰ１

处理大鼠ＰＡＳＭＣｓ，随着处理时间的延长，在低浓度（１×１０－１２

ｍｏｌ／Ｌ）Ｓ期比例逐渐增加，到４８ｈ达到高峰，而后２个浓度（１

×１０－１１ｍｏｌ／Ｌ和１×１０－１０ｍｏｌ／Ｌ）Ｓ期在１２ｈ先增高，２４ｈ略

下降，４８ｈ又重新增高。为何出现这样的变化目前还不是很

清楚，考虑是内源性一过性ＴＳＰ１消耗所致，而增加ＴＳＰ１浓

度后其Ｓ期比例亦明显增加。当然与 ＭＭＴ法相比，ＦＣＭ 结

论也是ＴＳＰ１诱导ＰＡＳＭＣｓ增殖是浓度依赖性的，同时呈现

一定的时间依赖性（２４～４８ｈ）。

综上所述，本研究认为ＴＳＰ１通过促进Ｓ期ＤＮＡ合成来

促进ＰＡＳＭＣｓ细胞增殖，下一步本研究还将进行体外培养肺

成纤维细胞，观察ＴＳＰ１是否也能促进肺成纤维细胞增殖来

进一步明确ＴＳＰ１在低氧性肺动脉高压肺血管重建的作用。
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Ｓｕｒｇ，２００９，１９８（５）：６６４６６９．

［１３］ＦｕｓｅＳ，ＥｓｅｍｕｅｄｅＮ，ＹａｍａｇｕｃｈｉＭ，ｅｔａｌ．ＴｈｅｒｏｌｅｏｆＧ

ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎ ｔｈｒｏｍｏｓｐｏｎｄｉｎ１ｉｎｄｕｃｅｄ ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈ

ｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｓｕｒｇｅｒｙ，２００８，１４４（１）：８６９２．

［１４］ＳｅｙｍｏｕｒＫＡ，ＳａｄｏｗｉｔｚＢ，ＳｔｅｉｎＪＪ，ｅｔａｌ．Ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈ

ｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙｄｏｍａｉｎｓｏｆｔｈｒｏｍ

ｂｏｓｐｏｎｄｉｎ１ｉｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｒｅｇｕｌａｔｅｄ［Ｊ］．ＡｍＪＳｕｒｇ，

２０１１，２０２（５）：５５３５５７．

（收稿日期：２０１３０９０５　修回日期：２０１３１００７）
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