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摘　要　目的:研究神经肽 Y对血管平滑肌细胞增殖的影响。方法:应用快速自动微量 MTT比色法和荧光免疫组化定量

技术观察缩血管物质神经肽 Y对体外培养血管平滑肌细胞的 MTT比色吸光度和细胞核增殖抗原(PCNA)表达的平均荧光值。

结果:神经肽 Y作用下血管平滑肌细胞的增殖活度和 PCNA 表达比对照组明显升高。MTT 值在NPY组和对照组中分别为 0.2

626±0.0 025和 0.2 239±0.0 010 ,两者差异明显(P <0.01);而 PCNA表达的平均荧光值 , NPY组为 1 648.56±232.71 , 对照组

为 1542.71±200.04 ,两者有差异(P <0.05)。结论:神经肽 Y 可影响血管平滑肌细胞的增殖活动;血中神经肽 Y浓度的变化

可能是高血压时血管壁结构变化的重要因素之一。
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Abstract　Objective:To invenstigate the effect of Neuropeptide Y(NPY)on the proliferation of vascular smooth

muscle cell(VSMC).Methods:By using automated colorimetric microassay and quantitative immunocytochemistry

method , the absorbance of MTT colorimetric measure (MTT-A)and average fluorescent values of poliferativecellullar nu-

clear antigen(PCNA)expression in VSMC treated with NPY(a kind of vasoconstrictor)were observed.Results:MTT-

A and PCNA expression in VSMC treated with NPY were obviously higher than that in control group.The MTT values in

NPY group and control group were 0.2 626±0.0 025 and 0.2 239±0.0 010 , respectively , with significant difference(

P <0.01).The average fluorescet values of PCNA expression was 1 648.56±2 332.71 in NPY group and 1 542.71±

200.04 in control group (P <0.05).Conclusion:NPY is probably able to influence the proliferative activity of

VSMC , and the change of blood NPY concentration might be one of the important factors that induce changes in vascular

vessel in hypertention.
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　　神经体液因素中神经肽 Y(Neuropeptide Y ,

NPY)对心血管系统的生理调节具有重要意义 ,其

血浆浓度的变化与多种心血管疾病的发生关系十

分密切。我们研究发现 ,神经肽Y不仅影响血管内

皮细胞的形态特征[ 1] ,而且可改变内皮细胞源性血

管收缩与舒张功能间的平衡[ 2] 。但神经肽 Y是否

可直接刺激血管平滑肌细胞发生增殖或肥大 ,从而

引发高血压 、动脉粥样硬化等疾病中的血管重塑 ,

还无充分证据。本研究将一定浓度的神经肽 Y加

入血管平滑肌的培养体系中 ,运用快速自动微量
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MTT 比色法和荧光免疫组化定量技术 ,观察血管平

滑肌增殖活度和细胞内核增殖抗原的表达变化 ,以

探讨神经肽Y在高血压等心血管病发生中的作用。

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
[ 3 ,4]

,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 ,于37 ℃、 φB =5%CO2培养箱中静置培养。

用光镜和免疫化学方法进行鉴定 。细胞传代后 ,选

择生长良好的第 6 ～ 7代血管平滑肌细胞做实验 。

1.2　实验分组和神经肽 Y培养液的配制

实验分为对照组和神经肽 Y组。神经肽 Y组

加入神经肽 Y培养液(NOVA biochem 产品 ,Switzer-

land),而对照组为无血清 DMEM培养液 。神经肽 Y

培养液以无血清的 DMEM 培养液配制 ,终浓度为

10-6 mol/L[ 2 , 6] 。我们曾分别以 10-6 mol/L , 10-7

mol/L , 10-8 mol/L 三种浓度的神经肽 Y加入体外

培养的血管平滑肌细胞 。但 10-7 mol/L ,10-8 mol/

L 两种浓度的神经肽 Y对血管平滑肌细胞无影响 。

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 5.0×107个/L。

细胞经18 h的预培养和6 h的预处理后 ,分别将神

经肽 Y培养液和 DMEM 培养液加入实验组和对照

组 ,37 ℃、φB =5%CO2 继续培养 24 h。平滑肌细

胞增殖活度以 550 nm 波长下酶标仪检测样本中

MTT 结晶所形成的吸光度A来表示。

1.4　血管平滑肌细胞核增殖抗原的表达

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个/L。

细胞经18 h预培养和 6 h预处理后 ,分别将神经肽

Y培养液和 DMEM培养液加入实验组和对照组 ,37

℃φB =5%CO2 继续培养 24 h 。吸去培养液 , pH

7.3的PBS 洗 3 次 , 30 g/L 多聚甲醛固定 30 min ,

PBS 洗 3次 。

已固定样品按常规免疫组织化学方法处理。

首先 , 50 ml/L 正常山羊血清封闭 ,室温孵育 30

min;倾去血清 ,加 1∶50鼠抗大鼠PCNA单克隆抗体

(美国 Santa Cruz 公司产品), 4 ℃冰箱过夜 。样品

倾去抗体孵育液 ,PBS洗 3次 ,换加 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后 ,PBS 充分洗板 ,每待测样品加入 20 μL PBS

后 ,置带电脑激光扫描共焦显微细胞仪(ACAS 575

UVC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 ,扫描细胞总数在 200个

以上 。

1.5　统计学处理

数据以  x ±s表示 ,组间差异用 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%

为阳性血管平滑肌细胞。

2.2 　神经肽 Y 对血管平滑肌细胞增殖活度和

PCNA表达的影响

MTT 比色法显示神经肽 Y实验组MTT 结晶 A

值高于对照组 ,神经肽 Y组值为 0.2 626±0.0 025 ,

对照组为 0.2 239 ±0.0 010 , 前者比后者增加

14.7%,差异显著(P <0.01)。而 PCNA在神经肽

Y组中平均荧光值为 1 648.56±232.71 ,对照组仅

为1 542.71±200.04 ,两者之间有差异(P <0.05)。

荧光免疫结果见图 1 ,图 2。

3　讨　论

因血管壁平滑肌细胞的异常增殖或肥厚所导

致血管壁结构的重塑是原发性高血压 、动脉粥样硬

化等心血管疾病发病的主要原因。对其发病机制

的研究 ,除神经系统的作用外 ,神经内分泌因素中

一些神经调节肽类物质的作用更令人注目
[ 5]
。一

些实验研究资料发现神经肽 Y浓度在 10-6 mol/L

时 ,可引起血管收缩[ 1] 、促进平滑肌细胞增殖[ 6] ,因

而推测在高血压 、动脉粥样硬化等心血管疾病的发

生中神经肽Y具有重要作用 。

MTT 比色法[ 7]是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;而血管平

滑肌细胞中 PCNA 表达的高低则以被标记的荧光

强度来表示 ,将免疫荧光显示技术和带电脑激光扫

描共焦显微细胞仪的检测技术结合起来可较为准

确地定量细胞中的平均荧光值 ,并以此反映细胞中

PCNA表达的高低。本实验研究用 MTT 比色法和
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激光扫描共焦显微细胞仪证实 ,神经肽 Y可刺激平

滑肌细胞的增殖活性 ,提高细胞中细胞核增殖抗原

(PCNA)的表达水平。PCNA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[ 8] ;

MTT-A和PCNA表达水平的升高至少说明神经肽Y

对血管平滑肌增殖的促进作用 。但是 ,实验结果中

反映细胞增殖的指标 —PCNA的平均荧光值升高的

幅度并不很大(P <0.05)。我们推测神经肽 Y对

血管平滑肌的作用很可能与神经肽 Y促进血管平

滑肌细胞中 DNA 或蛋白质的合成有关 ,即促使血

管平滑肌细胞发生肥大 , 而不导致细胞数量的增

多。这与国内学者吴翠环等的推测是一致的[ 6] 。

这也可解释高血压时阻力性动脉中层增厚很可能

是由于血管壁平滑肌细胞在神经肽 Y或其它神经

体液因素作用下发生肥大的结果[ 9] 。

神经肽 Y通过与存在于血管平滑肌细胞膜上

的神经Y受体结合 ,调节血管平滑肌细胞内游离钙

浓度 ,从而发挥其一系列生物学效应[ 10] 。高血压 、

动脉粥样硬化等心血管疾病中 ,神经肽能神经纤维

在动脉壁上分布密度或血浆中神经肽 Y浓度均表

现异常[ 11] ,这种内源性钙通道调节作用的异常很

可能使细胞内游离钙浓度升高 ,不仅引起血管平滑

肌收缩 ,而且可导致平滑肌细胞的增生或肥大。但

是 ,神经肽 Y是否可在基因水平上调节与增殖有关

基因的表达或其它缩血管物质的作用 ,尚需进一步

研究 。
(本文图见插页 4)
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神经肽丫对培养的血管平滑肌细胞增殖的刺激作用　(正文见第 205页)

图 1　神经肽丫对体外培养血管平滑肌细胞 PCNA的表达效果

Fig.1　The effect of neuropeptide Y an expression of PCNA in vascular smooth muscle cell

图 2　对照组血管平滑肌细胞中 PCNA的表达

Fig.2　Vascular smooth muscle cell in contorol group with PCNA expression


