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达比加群对凝血酶诱导的人气道平滑肌细胞收缩和增殖的影响"
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"摘要#
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目的
!

探讨达比加群对凝血酶诱导的人气道平滑肌"

3456

%细胞收缩和增殖的影响&方法
!

将原代培养的

3456

细胞用于实验&用免疫荧光的方法观察细胞收缩的形态学变化$用
78+98:,;<"9

法分析
!

.=>9#,

蛋白相对表达量$用
>>?/

法检测平滑肌细胞增殖能力&结果
!

达比加群能显著抑制凝血酶诱导的
3456

细胞骨架重组和收缩蛋白
!

.=>9#,

的表达"

!

$

%&%2

%&对血管紧张素
"

"

4,

@"

%'转化生长因子
.

#

$

'血小板源性生长因子'乙酰甲胆碱'凝血酶的促增殖能力进行比较!凝血酶显

著强于
4,

@"

!仅次于
$%A

胎牛血清"

!

$

%&%2

%&达比加群呈浓度依赖性和时间依赖性地抑制了凝血酶诱导的
3456

细胞增殖
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%&结论
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达比加群能够显著抑制凝血酶诱导的
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细胞收缩和增殖&
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气道高反应性和气道重塑是哮喘的两大病理特征#是导致

哮喘患者气道狭窄)气流受限)肺功能持续下降的主要原因*

气道平滑肌细胞作为气道的主要收缩细胞#是气道高反应性最

终效应的执行者*同时#其增殖不仅使气道平滑肌层收缩能力

增强#而且通过参与气道重塑进一步加剧哮喘患者气流受限*

因此#彻底控制气道平滑肌细胞收缩和增殖对哮喘患者尤其是

难治性哮喘患者的治疗及改善预后有重要意义*多项研究显

示#在哮喘炎症状态下#哮喘气道凝血系统过度激活#凝血酶活

性显著高于健康对照组'

$.1

(

*过度激活的凝血酶可诱导人气道

平滑肌$

3456

&细胞)肺成纤维细胞收缩和增殖'

'

(

*然而#凝

血酶在肺成纤维细胞的这一作用在体内外试验中都已证实可

被新型高效的直接凝血酶抑制剂
.

达比加群所抑制'

0.2

(

*本试

验以
3456

细胞为试验对象#探讨达比加群对凝血酶诱导的

3456

细胞收缩和增殖的影响#以期为达比加群可能成为治

疗哮喘气道高反应性和气道重塑药物提供试验依据*
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材料与方法

>&>

!

材料
!

胎牛血清)高糖
N6T6

培养基)胰蛋白酶购于美

国
P#;>"

公司%人凝血酶)罗丹明鬼笔环肽购于美国
5#

@

G=

公

司#达比加群购于德国
S"8E:#,

@

8:O,

@

8<E8#G RE=:G=

公司%

>>?/

试剂购于日本同仁公司%小鼠抗平滑肌
!

肌动蛋白$

!

.

564

&#

SU4$%%

蛋白定量分析试剂盒和全蛋白提取试剂盒购

于碧云天生物技术研究所%小鼠抗
P4RN3

抗体购于北京博

奥森生物技术有限公司%

QOCU.

山羊抗小鼠二抗购于北京中杉

金桥生物科技有限公司%小鼠
O

@

P.3BR

二抗购于杭州弗德生

物技术有限公司*

>&?

!

方法

>&?&>

!

原代人气道平滑肌细胞的培养
!

本试验获南方医科大

学南方医院伦理委员会批准$

VQTU.1%$$%(.W$

&*试验前均已

告知患者试验目的并签署知情同意书*取南方医院胸外科肺

叶切除手术标本#采用组织块贴壁法培养原代
3456

细胞*

细胞从组织块爬出)融合后#用
%&$12A

胰酶消化#部分变圆时

以
$%AQS5

立即终止*以后按
$X1

常规传代#取
'

$

)

代对

数生长期细胞用于试验研究*

>&?&?

!

免疫荧光
!

将细胞以
'%A

$

0%A

的密度均匀种于处

$1'0

重庆医学
1%$)

年
$$

月第
02

卷第
'$

期

"

基金项目$广东省自然科学基金资助项目$

+1%$1%$%%%(%')

&%南方医院院长基金资助项目$

1%$04%%$

&*

!

作者简介$姚智慧$

$(//Y

&#硕

士#住院医师#主要从事哮喘气道重塑方面的研究*
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通讯作者#
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理过的玻片上#待细胞长至
2%A

$

)%A

融合时分为对照组)凝

血酶组)凝血酶
[

达比加群组刺激
'%G#,

*

RS5

液轻柔漂洗
1

遍后#用
'&-2A

多聚甲醛固定
'% G#,

#

C:#9",\.$%%

通透
2

G#,

#

2AS54

室温封闭
$E

*然后用
!

.564

抗体
0]

孵育过

夜或罗丹明鬼笔环肽室温孵育
02G#,

*

RS5

漂洗
'

遍后室温

孵育荧光二抗
'%G#,

或予以
N4RO

室温复染
2G#,

#封片后在

正置荧光显微镜下观察*

>&?&@

!

78+98:,;<"9

检测
!

.=>9#,

蛋白的表达
!

常规接种
)>G

平皿#细胞饥饿过夜后#分对照组)凝血酶组)凝血酶
[

达比加

群组*细胞经预冷的
RS5

液冲洗
1

次#加入
/%

&

^

蛋白裂解液

冰上裂解#收集细胞*转移至
TR

管#

0] $1%%%:

"

G#,

离心

$2G#,

#收集上清液#用
SU4

法测定蛋白浓度*

$%A 5N5.

R4PT

凝胶电泳分离蛋白后湿转至
R_NQ

膜#

2AS54

室温封

闭
$E

#

!

.=>9#,

一抗
0]

孵育过夜%次日二抗室温孵育
1E

*采

用
TÛ

化学发光法曝光显示目的条带*用
P8<.R:"=,=<

K

M8:

图像分析软件分析条带灰度值#以
!

.=>9#,

"

P4RN3

代表目的

蛋白的相对表达量*

>&?&A

!

>>?/

细胞增殖实验
!

常规消化细胞后计数#以
/̀ $%

'

个"孔的密度将
1%%

&

^

细胞悬液种于
()

孔培养板#

'-]

孵育

过夜*细胞刺激预先设计的浓度和时间后#按每孔
$%

&

^

加入

>>?/

溶液#

'-]

避光孵育
1E

#用酶标仪检测吸光度值
402%

*

>&@

!

统计学处理
!

应用
P:=

I

E

I

=!R:#+G)

软件统计数据#多

组间经方差分析具有统计学差异后#选用
S",F8::",#a+

多重检

验进行组间比较*

!

$

%&%2

为差异有统计学意义*

?

!

结
!!

果

?&>

!

原代
3456

细胞培养与鉴定
!

采用组织块贴壁法分离

培养
3456

细胞*约
1

周后原代细胞从贴壁组织边缘长出#

并以组织块为中心向周边延伸直至融合*见图
$

*

!!

4

!原代
3456

细胞从组织爬出后逐渐融合呈现+峰谷征,%

S

!免

疫荧光染色可见
!

.564

为绿色荧光#

N4RO

染核呈蓝色荧光*

图
$

!!

原代
3456

细胞形态及表型鉴定%

$̀%%

&

!!

4

!对照组%

S

!凝血酶组%

U

!凝血酶
[

达比加群组*

图
1

!!

达比加群对凝血酶诱导的
3456

细胞骨架重组的抑制%

$̀%%%

&

?&?

!

达比加群对凝血酶促
3456

细胞收缩效应的影响
!

以

罗丹明鬼笔环肽标记细胞骨架#从形态学上观察细胞收缩变

化*如图
1

所示#凝血酶$

$b

"

Ĝ

&刺激
3456

细胞
'%G#,

后#细胞骨架重组#细胞张力明显增加#并可见浓密的
Q.=>9#,

应力纤维*达比加群与凝血酶共培养后#张力减弱#

Q.=>9#,

应

力纤维稀疏*为了进一步证明达比加群能够抑制凝血酶诱导

的
3456

细胞收缩#笔者用
78+98:,;<"9

检测
!

.=>9#,

蛋白的

表达*如图
'

所示#凝血酶诱导的
!

.=>9#,

表达被达比加群显

著抑制$

!

$

%&%2

&*

!!

4

!对照组%

S

!达比加群组%

U

!凝血酶组%

N

!凝血酶
[

达比加群组*

图
'

!!

达比加群对凝血酶诱导的
3456

!

.=>9#,

蛋白表达的抑制

?&@

!

多种促生长介质对
3456

细胞增殖能力的比较
!

多年

来#本课题组专注于血管紧张素
"

$

4,

@"

&)转化生长因子
.

#

$

$

CPQ.

#

$

&)血小板源性生长因子$

RNPQ

&)乙酰甲胆碱$

6>E

&)

凝血酶促
3456

重塑机制的研究'

)

(

#但未对其促增殖能力进

行比较*如图
0

所示#与对照组相比#凝血酶促增殖能力最强#

仅次于
$%AQS5

%

RNPQ

$

1%,

@

"

Ĝ

&)

CPQ.

#

$

$

1,

@

"

Ĝ

&)

4,

@

"

$

$%

.-

G"<

"

^

&同样能促进
3456

细胞生长$

!

$

%&%2

&#而

6>E

无促增殖作用$

!

%

%&%2

&*凝血酶与
RNPQ

)

CPQ.

#

$

)

4,

@

"

相比#只有凝血酶与
4,

@"

的促增殖能力比较差异有统计学

意义$

!

$

%&%2

&*

!!

"

!

!

$

%&%2

#

""

!

!

$

%&%$

#

"""

!

!

$

%&%%$

#与对照组比较*

图
0

!!

多种促增殖介质对
3456

细胞

促增殖能力的对比

?&A

!

达比加群对凝血酶促
3456

细胞增殖效应的影响
!

选

取
$%%

$

2%%%,

@

"

Ĝ

达比加群与凝血酶$

$b

"

Ĝ

&共同刺激

3456

细胞
0/E

*如图
2

所示#

$%%%

)

'%%%

)

2%%%,

@

"

Ĝ

达

比加群可显著抑制凝血酶诱导的
3456

细胞增殖#

2%%%,

@

"

Ĝ

作用最强$

!

$

%&%2

&*然而经统计学分析#单用
2%%%,

@

"

Ĝ

达比加群已经对
3456

细胞有毒副作用*因此#本研究

选取
'%%%,

@

"

Ĝ

达比加群进行后续试验*

!!

为了进一步检测达比加群是否可持续性抑制凝血酶诱导

的
3456

细胞增殖#本研究将达比加群$

'%%%,

@

"

Ĝ

&与凝血

酶共同刺激
3456

细胞
$1

$

-1E

后检测各培养孔吸光度值*

如图
)

所示#从
10E

开始#达比加群呈时间依赖性地抑制了凝

11'0

重庆医学
1%$)

年
$$

月第
02

卷第
'$

期



血酶诱导的
3456

细胞增殖$

!

$

%&%2

&*

!!

"

!

!

$

%&%$

#

""

!

!

$

%&%%$

#与凝血酶组比较*

图
2

!!

达比加群浓度依赖性地抑制凝血酶

诱导的
3456

细胞增殖

!!

"

!

!

$

%&%2

#

""

!

!

$

%&%$

#与单用凝血酶相比*

图
)

!!

达比加群时间依赖性地抑制凝血酶诱导

的
3456

细胞增殖

@

!

讨
!!

论

!!

近年来#肺内凝血已成为哮喘防治的研究热点*多家权威

杂志新近报道#凝血不仅发生在受损血管#还发生在哮喘炎性

气道'

-./

(

*研究发现哮喘患者处于血栓前状态*与健康对照组

相比#哮喘患者血管性血友病因子抗原$

D7Q

&#血浆
N

二聚体

和纤溶酶原激活物抑制剂
.$

显著升高'

(

(

%凝血功能主要包括

活化部分凝血活酶时间)血浆凝血酶时间)血浆凝血酶原时间

缩短和纤维蛋白原显著升高'

$%

(

*在哮喘炎症状态下#肺内毛

细血管网通透性增加#凝血因子)组织因子大量涌入肺泡间隔#

从而启动内)外源性凝血途径#导致肺脏局部处于高凝状态#凝

血酶过度产生'

/

(

*据文献报道#哮喘急性发作或稳定期哮喘患

者局部肺组织予以过敏原激发后#凝血酶活性显著高于健康对

照组'

$$

(

*过度激活的凝血酶通过刺激气道平滑肌细胞和成纤

维细胞收缩)增殖#诱导多种细胞因子)生长因子产生而广泛参

与哮喘气道高反应性)气道重塑过程*因此#凝血酶已成为哮

喘患者降低气道高反应性#延缓气道重塑的重要靶点*

已有研究报道凝血酶及凝血酶受体激活肽可诱导豚鼠气

道及离体支气管环收缩'

$1

(

*本研究从细胞水平证实凝血酶可

刺激
3456

细胞骨架重组和收缩蛋白
!

.=>9#,

表达*并且本

研究进一步证明新型高效的直接凝血酶抑制剂达比加群可阻

断凝血酶的这一作用$图
1

)

'

&*这与达比加群在肺成纤维细

胞可抑制凝血酶诱导的胶原凝胶收缩和细胞骨架重组的结果

一致'

0

(

*

4,

@"

)

CPQ.

#

$

)

RNPQ

)凝血酶都是良好的
3456

细胞

有丝分裂原*已有研究发现#凝血酶可通过诱导
64RW

磷酸

化刺激
3456

细胞增殖'

$'

(

*本研究对多种促生长介质的增

殖能力进行了对比#结果显示凝血酶的促增殖能力显著强于

4,

@"

#仅次于阳性对照
$%AQS5

$图
0

&*这可能与凝血酶和

4,

@"

各自受体在
3456

细胞的表达水平及靶器官不同

有关*

本研究通过达比加群浓度梯度和时间进程相关试验证明#

达比加群可呈浓度与时间相关性抑制凝血酶诱导的
3456

细

胞增殖$图
2

)

)

&*这与达比加群可阻断凝血酶诱导的人肺成

纤维细胞增殖的结果是一致的*但是本试验中选取的达比加

群最佳浓度
'%%%,

@

"

Ĝ

明显高于其在人肺成纤维细胞的浓

度
$%%%,

@

"

Ĝ

*虽然本试验中
$%%%,

@

"

Ĝ

达比加群也能

抑制凝血酶的作用#这可能是由于
3456

细胞和肺成纤维细

胞对达比加群的敏感性以及对达比加群溶解剂二甲基亚砜

$

N65c

&的耐受程度不同*

N65c

作为助溶剂刺激细胞超过

一定浓度时会对细胞的生长产生抑制作用%国内外文献报道的

浓度范围因细胞种类不同而异#公认标准为
N65c

浓度在

%&$A

以下时对细胞的生长无影响*在本试验中#

2%%%,

@

"

Ĝ

达比加群组的
N65c

浓度为
%&2A

#已经对
3456

细胞的生

长产生了抑制作用*另外#凝血酶的生物学效应主要通过水解

凝血酶受体
R4B$

介导*已有研究证实#达比加群能够通过阻

断凝血酶催化水解
R4B$

#减少下游信号通路
TBW$

"

1

和

4WC

的磷酸化#并降低脐静脉和脑内皮细胞的通透性'

$0

(

*达

比加群在
3456

细胞对凝血酶诱导的收缩和增殖的抑制作用

是否也与
R4B$

相关以及下游信号通路变化如何#将是本课题

组后续研究的方向*

目前#糖皮质激素是治疗哮喘的主要药物#但这只能控制

哮喘气道炎症却不能充分抑制气道平滑肌细胞增殖等导致的

气道重塑*另外#在临床试验中#对哮喘患者予以肝素为代表

的抗凝治疗只能缓解哮喘患者主观症状#而肺功能无明显改

善'

$2

(

*究其原因可能与肝素不能特异阻断凝血级联反应及凝

血酶有关*达比加群是继华法林之后
2%

年来上市的首个新型

口服抗凝血药物#已被美国等多个西方国家权威指南推荐替代

华法林用于心房颤动的抗凝治疗#其适应证还在不断拓宽*与

维生素
W

拮抗剂华法林相比#达比加群不仅能特异阻断凝血

酶#还具有起效快#可预见的药代动力学和药效学参数#无需定

期监测凝血功能#不易与食物及其他药物发生相互作用等优

势'

$)

(

*研究显示#在屋尘螨诱导的哮喘小鼠模型中#达比加群

能够抑制
CE1

型细胞因子白细胞介素
.0

水平*而本研究结果

证明#达比加群可显著抑制哮喘关键因子凝血酶诱导的

3456

细胞收缩和增殖*因此#达比加群依赖其抗凝特异性

及药理学优势可能成为新的哮喘抗凝治疗药物*

总之#凝血酶诱导的
3456

细胞收缩和增殖能被达比加

群所抑制*本研究结果为达比加群成为治疗哮喘气道高反应

性和气道重塑药物提供了细胞学证据*
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心肌细胞#作为一种重要的第二信使#心肌细胞的收缩是由胞

外的钙离子内流而引起的#在心肌中#

^

型钙离子通道是钙离

子进入细胞内的主要途径*加入
^

型钙离子通道抑制剂络活

喜后单细胞平均'

U=

1[

(

#

活性测定荧光值较相同条件不加络

活喜者降低#高糖导致的细胞内
U=

1[增加可被
^

型钙离子通

道抑制剂所抑制#支持
U=

1[通过
^

型钙离子通道进入细胞内

调节下游信号通路#参与
3(U1

细胞的凋亡)肥大的假设*本

研究还比较了同浓度同药物培养不同时长对应组间单细胞平

均'

U=

1[

(

#

活性测定荧光值差异无统计学意义#提示'

U=

1[

(

#

可能为瞬时改变#故培养时长对其影响不大*

根据本研究的结果#有理由认为高糖培养
3(U1

细胞可增

加'

U=

1[

(

#

从而导致细胞凋亡#苯磺酸氨氯地平可抑制
U=

1[内

流从而抑制细胞凋亡*
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