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摘要:【目的】探讨血管紧张素Ⅱ受体拮抗剂洛沙坦(losartan)在高血压病血管重塑过程中的作用及作用机制。【方法】①

应用ACAS570 共聚激光扫描显微系统 ,通过荧光免疫组化方法 , 对洛沙坦作用下体外培养的大鼠血管平滑肌细胞中的核细胞

增殖抗原(PCNA)及与增殖相关的 C-myc基因表达产物进行定量检测。 ②测定洛沙坦作用下的体外培养的大鼠血管平滑肌

细胞的增殖活性(MTT)值。【结果】洛沙坦作用下血管平滑肌细胞的增殖活性(MTT)降低;实验组和对照组分别为 0.2045±

0.0013 , 0.2239±0.0010(P <0.05)。 PCNA 及 C-myc 的表达都明显降低;实验组和对照组 PCNA 分别为 1 338.56±232.56 ,

1542.70±200.04(P <0.01)。 C-myc分别为 1528.03±125.14 , 1740.35±205.91(P <0.01)。【结论】洛沙坦通过影响血管平滑

肌细胞的增殖活性而参与血管壁结构的改变。
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Abstract:【Objective】To explore the effect of losatan(an angiotensin Ⅱ receptor blocking agent)on the vascular re-

moulding in hypertension and its mechanism.【Method】①Cofocusing laser scanning microscope system (Model

ACAS570)was used , and by the method of f luorescent immunochemistry , the proliferative cell nuclear antigen(PCNA)

and the proliferation-related expression product of C-myc gene in cultured rat vascular smooth muscle cells treated with

losatan were quantitatively assayed.②The proliferative activity (MTT value)of the vascular smooth muscle cells treated

with losartan was analyzed.【Result】Under the influence of losatan , the vascular smooth muscle cells′proliferative activ-

ity (MTT)decreased , the values in the groups of experiment and control were 0.2 045±0.0 010 and 0.2 239±0.0 010

(P <0.05), respectively.The cellular PCNA and the expression of C-myc also decreased significantly , PCNA in the

groups of experiment and control were 1 338.56±232.56 and 1 542.71±200.04 (P <0.01);and C-myc expression

in the two groups were 1 528.03 ±125.14 and 1 740.35 ±205.91(P <0.01), respectively.【Conclusion】Losartan

takes part in the changes of the vascular wall structure through effecting on the porliferative activity of vascular smooth

muscl cells.

Key words:angiotensin Ⅱ/ receptor blocking agent;muscle , smooth , vascular/drug effects;proto-oncogene pro-

teins c-myc/drug effects

　　血管局部存在的肾素 ———血管紧张素系统 (RAS),其中血管紧张素(angiotensin , AT)对血管平
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滑肌细胞的收缩和促增殖作用在高血压的发病过

程中具有十分重要的作用[ 1] 。洛沙坦(losartan)是

临床上第一个用于高血压治疗的非肽类血管紧张

素Ⅱ受体拮抗剂 ,其药理及临床研究表明:losartan

通过特异性地拮抗ATⅡ受体 Ⅰ型使血管舒张而获

得良好的降压效果[ 2] 。近年来对于高血压的治疗

不仅要求良好的降压作用 ,还应当逆转血管壁重塑

及重要脏器的病理改变[ 3 ,4] 。但 losartan 在高血压

的降压治疗过程中是否可直接作用于血管平滑肌

细胞引起血管壁结构重塑的逆转而产生治疗效果 ,

这一点并不十分清楚 。我们通过研究 losartan对体

外平滑肌细胞增殖的影响 ,以探讨它在血管重塑方

面的作用及作用机制 。

1　材料与方法

1.1 　血管平滑肌细胞的体外培养

组织贴块法培养血管平滑肌细胞。无菌条件

下分离SD大鼠的胸主动脉 ,剪碎后加入适量含 100

mL/L 胎牛血清的DMEM(GiBco公司产品)培养液 ,

37 ℃、5%(v/ v)CO2 培养箱中静置培养。用光镜

和免疫化学方法进行鉴定 。选择生长良好的第 6

～ 7代血管平滑肌用于实验。

1.2 　实验分组

实验组加入 losartan条件培养液 ,而对照组为

无血清 DMEM 培养液。 losartan(MERCK &CO 产

品)条件培养液以无血清的 DMEM 培养液配制 ,终

浓度为10-5 g/L。

1.3 　血管平滑肌细胞增殖活性的测定

选择第 6代生长良好的平滑肌细胞 ,消化传代

至96孔培养板上 ,传代细胞密度为 5.0×10
7
/ L。

细胞经 18 h 的预培养和 6 h 的预处理后 ,分别将

losartan条件培养液和 DMEM 培养液加入实验组和

对照组 , 37 ℃、5%(v/ v)CO2 继续培养 24 h。平

滑肌细胞增殖活性以 550 nm 波长下酶标仪检测样

本中MTT结晶所形成的吸光度(A 值)来表示。检

测样本为 36个 。

1.4　血管平滑肌细胞核增殖抗原(PCNA)和 C-

myc基因的表达

选择第 6代生长良好的平滑肌细胞 ,消化传代

至24孔培养板上 ,传代细胞密度为 5.0 ×107/L。

细胞经 18 h 的预培养和 6 h 的预处理后 ,分别将

losartan条件培养液和 DMEM 培养液加入实验组和

对照组 , 37 ℃、5%(v/ v)CO2 继续培养 24 h。吸

去培养液 , pH 7.3的 PBS洗 3次 ,3 mL/L 多聚甲醛

固定 30 min ,PBS洗 3次。

已固定样品按常规免疫组化方法处理。50

mL/L山羊血清封闭 ,室温孵育 30 min;倾去血清 ,

加入 1∶50鼠抗大鼠 PCNA 单克隆抗体和抗 C-myc

的单克隆抗体(美国 Santa Cruz公司产品),4 ℃过

夜。倾去孵育液 ,PBS洗 3次 ,加 1∶10 FITC荧光标

记兔抗鼠抗体(天象人公司产品), 室温孵育 40

min ,PBS 充分洗板 ,每待测样品加 20 μL PBS , 置带

电脑激光扫描共焦显微细胞仪(ACAS575UVC 型 ,

美国MERIDIAN公司制造)下进行样品检测和数据

的即时分析处理 ,预扫描后选最佳细胞扫描参数 ,

对选定视野激光扫描并存储所采集各项实验数据 ,

扫描细胞总数在 200个以上。

激光扫描共焦显微细胞仪借助免疫荧光显微

技术 ,对单个粘附式细胞内的各种动态参数图象分

析处理 ,准确定量细胞内核酸 、蛋白等被标记物。

因此检测细胞内被标记的 PNCA 、C-myc 的平均荧

光值即可反映其表达的高低。

1.5 　统计学处理

结果均以  x ±s 表示 ,组间差异采用 t 检验 。

2　结　果

2.1 　血管平滑肌细胞鉴定

倒置显微镜下 ,细胞生长呈典型的“谷与峰”结

构特征 , a-actin单克隆抗体免疫细胞化学显示 95%

为阳性血管平滑肌。

2.2 　Losartan对血管平滑肌增殖活性的影响

MTT 比色法检测细胞的增殖活性 , losartan组和

对照组的MTT结晶 A 值分别为(0.2 045±0.0 013)

和(0.2 239 ±0.0 010), 两者相比有差异(P <

0.05)。

2.3 　Losartan 对血管平滑肌细胞中 PCNA 及 C-

myc表达的影响

在显微镜下 , losartan组的荧光强度比对照组明

显降低。对照组和 losartan 组血管平滑肌细胞中

PCNA表达的平均荧光值分别为 1 542.71±200.04

和 1 338.56 ±232.71 ,两者比较差异明显(P <

0.01)。C-myc表达的平均荧光值分别为 1 740.35

±205.91和 1 528.03 ±125.14 ,两者比较结果差异

明显(P <0.01)。结果见图 1 ～ 4。
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3　讨　论

有临床研究资料证明:血中肾素及 AT Ⅱ的活

性和浓度明显升高与高血压发病过程中血管平滑

肌细胞的增殖与肥大而导致血管壁结构的重塑密

切相关[ 5] 。许多研究结果表明血管紧张素 Ⅱ(An-

giotensinⅡ ,AT Ⅱ)通过血管平滑肌上的 ATⅡ受体 ,

使细胞内游离钙浓度升高 ,引起血管收缩和血管平

滑肌细胞的异常增殖[ 5] 。为研究 losartan对血管平

滑肌异常增殖的干预作用 ,我们选用体外培养的平

滑肌细胞模型观察 losartan作用下的血管平滑肌增

殖活性和细胞核增殖抗原(PCNA)及 C-myc 的表

达。

研究结果显示:losartan 作用下 ,体外培养的血

管平滑肌细胞增殖活性即 MTT 降低 、PCNA及 C-

myc表达有一定程度的降低 , PCNA 和 C-myc 表达

降低的差异较明显(P <0.001)。MTT通过显示细

胞线粒体代谢酶活性的高低间接反映细胞的增殖

活性
[ 6]

,而 PCNA则是细胞核中 DNA聚合酶的附属

蛋白 ,其主要生物学作用是促进细胞核中 DNA 链

的合成与延伸 ,促进细胞的生长和增殖。MTT 值和

PCNA表达可充分反映细胞增殖能力[ 7] 。C-myc 原

癌基因在胚胎发育 、细胞控制 、细胞分化和组织损

伤修复过程中发挥重要的调控作用
[ 8]

。一些心血

管疾病细胞的增殖是由于 C-myc 异常表达所导致

的
[ 9]

。其机理是 C-myc 基因蛋白产物与 DNA 的合

成密切相关 。因此 ,根据这一研究结果推断 ,属于

ATⅡ受体选择性拮抗剂的 losartan , 不但有抑制

VSMC收缩 、舒张血管的作用 ,而且可抑制VSMC 的

增殖活性 ,其作用机理可能是通过影响 C-myc基因

的表达阻滞细胞中的 PCNA的合成 ,从而影响 DNA

和蛋白质的合成 ,重塑血管壁结构 ,达到有效地降

低血压。

losartan是 90 年代以来新合成的 AT 受体阻断

剂 ,它与其他非肽类受体阻断剂如 Saralasin相比 ,

其显著特点是没有部分激动作用 ,与 AT 受体具有

较高的亲和力 ,低浓度时仍不与其他受体发生亲合

作用 ,特异性强
[ 10]

。在我们的实验中 , losartan 对

VSMC的作用浓度为 10-5 g/L ,相对于正常用药的

血药浓度是比较低的 ,说明低浓度药物抗 VSMC 增

殖作用仍较明显 ,对高血压的血管壁重塑作用是有

效的。 losartan对血管平滑肌的这一效应可能与许

多因素有关 ,但可能与阻断平滑肌细胞的 AT Ⅱ受

体密切相关 ,其机理有待进一步证实。值得注意的

是 ,有文献报道 Losartan在高血压临床治疗的过程

中 ,除具有明显的降压效果外 ,还表现出一定的神

经激素效应[ 11] 。我们的系列试验中也发现了有关

现象 。losartan与神经内分泌系统间的相互作用 ,以

及这种作用对高血压治疗过程中血管重塑的影响

值得进一步深入的研究和探讨 。
(本文图见插页 2)
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