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　　【摘要】　目的　比较胰岛素生长因子唱１（ＩＧＦ唱１）对人脐静脉平滑肌细胞（ＨＵＶＳＭＣ）和脐动脉平滑肌细
胞（ＨＵＡＳＭＣ）增殖的影响并探讨其机制。 方法　采用人源 ＨＵＶＳＭＣ和ＨＵＡＳＭＣ进行研究，噻唑蓝（ＭＴＴ）法
检测 ＩＧＦ唱１对两种细胞增殖的影响，并通过Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检测 ＩＧＦ唱１对两种细胞中 ＰＩ３Ｋ唱Ａｋｔ信号通路的
影响。 结果　不同浓度的 ＩＧＦ唱１对ＨＵＶＳＭＣ和ＨＵＡＳＭＣ的增殖都有明显的促进作用，但对ＨＵＶＳＭＣ的促增
殖作用明显高于 ＨＵＡＳＭＣ。 进一步检测 ＰＩ３Ｋ唱Ａｋｔ信号通路，ＩＧＦ唱１可激活 ＰＩ３Ｋ唱Ａｋｔ信号通路，并且 ＩＧＦ唱１ 对
ＨＵＶＳＭＣ的激活明显强于 ＨＵＡＳＭＣ。 ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ（渥曼青霉素）明显抑制 ＩＧＦ唱１ 对细胞增殖的促进作用。
结论　ＩＧＦ唱１可明显促进平滑肌细胞增殖，并且在 ＨＵＶＳＭＣ更为明显；ＩＧＦ唱１主要通过激活 ＰＩ３Ｋ唱Ａｋｔ 信号通
路来促进平滑肌细胞的增殖。 冠状动脉搭桥术（ＣＡＢＧ）后静脉移植物比动脉移植物更容易发生内膜增生的
原因可能就在于此。
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｓｕｌｉｎ唱ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ唱１（ＩＧＦ唱１） ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ｏｆ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌ （ＨＵＶＳＭＣ）ａｎｄ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ａｒｔｅｒｙ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌ （ＨＵＡＳＭＣ）
ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ．Methods　ＨＵＶＳＭＣ ａｎｄ ＨＵＡＳＭＣ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ．Ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｕｓｉｎｇ ＭＴＴ
ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３唱ｋｉｎａｓｅ（ＰＩ３Ｋ）唱Ａｋｔ（ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ）ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ．
Results　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＩＧＦ唱１ ｃａｎ ｓｔｉｍｕｌａｔｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＵＶＳＭＣ ａｎｄ ＨＵＡＳＭＣ ｂｕｔ ｔｈｉｓ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ＨＵＶＳＭＣ ｔｈａｎ ＨＵＡＳＭＣ．Ａｎ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＩ３Ｋ唱Ａｋｔ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＨＵＶＳＭＣ ｉｎ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ＩＧＦ唱１ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｌｏｗｅｒ ｅｆｆｅｃｔ ｉｎ ＨＵＡＳＭＣ．Ｔｈｉｓ ｅｆｆｅｃｔ ｗａｓ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｂｙ ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ．
Conclusions　ＩＧＦ唱１ ｃａｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＭＣ ａｎｄ ｔｈｉｓ ｅｆｆｅｃｔ ｉｓ ｇｒｅａｔｅｒ ｉｎ ＨＵＶＳＭＣ ｔｈａｎ ＨＵＡＳＭＣ ；ｔｈｅ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＧＦ唱１ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＭＣ ｉｓ ｍａｉｎｌｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ＰＩ３Ｋ唱Ａｋｔ．Ｔｈｉｓ ｍａｙ ｅｘｐｌａｉｎ ｔｈｅ ｇｒｅａｔｅｒ ｐｒｏｐｅｎｓｉｔｙ ｏｆ
ｔｈｅ ｖｅｉｎ ｃｏｎｄｕｉｔｓ ｔｈａｎ ｔｈｅ ａｔｅｒｙ ｔｏ ｕｎｄｅｒｇｏ ｉｎｔｉｍａｌ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ＣＡＢＧ （ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｙ ｂｙｐａｓｓ ｇｒａｆｔｉｎｇ）．

【Key words】　 Ｉｎｓｕｌｉｎ唱ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ Ⅰ；　Ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎｓ；　Ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ａｒｔｅｒｉｅｓ；　Ｍｙｏｃｙｔｅｓ， ｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅ；　Ｉｎｔｉｍａｌ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ；　ＰＩ３Ｋ唱Ａｋｔ

　　冠状动脉旁路移植术（ＣＡＢＧ）术后血管再狭窄是
影响搭桥术远期效果的主要原因。 ＣＡＢＧ术后一年，高
达 ２０％的静脉移植物闭塞，随后闭塞率为每年 ４％，１０
年后只剩余 ５０％静脉移植物通畅，而 ＣＡＢＧ术后 １０ 年
８０％的动脉移植物仍保持通畅［１］ 。 很多因素可以影响
静脉移植物远期通畅率，其确切机制仍存在很大争议。
血管平滑肌细胞的增殖和迁移在静脉移植物再狭窄发

生中起了重要作用，因此成为探索热点［２唱３］ 。 磷脂 ３ 激

酶（ＰＩ３Ｋ）唱Ａｋｔ／蛋白激酶 Ｂ（ＰＫＢ）是细胞内重要的信号
通路，影响细胞生长、分化和迁移［４］ 。 本实验用胰岛素
生长因子唱１（ ＩＧＦ唱１）介导 ＨＵＶＳＭＣ 和 ＨＵＡＳＭＣ 细胞
ＰＩ３Ｋ唱Ａｋｔ信号途径活化，探讨 ＩＧＦ唱１／ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ 信号通
路在内膜增生中的潜在机制。

材料和方法

１．材料：ＨＵＶＳＭＣ和ＨＵＡＳＭＣ购自美国 ＡＴＣＣ；胎
牛血清、ＤＭＥＭ购自 Ｇｉｂｃｏ；ＩＧＦ唱１ 购自 ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ；ＭＴＴ、
ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ 购自 Ｓｉｇｍａ；细胞裂解液（ｐｒｏｔｅｏＪＥＴ Ｍａｍｍａ唱
ｌｉａｎ Ｃｅｌｌ Ｌｙｓｉｓ Ｒｅａｇｅｎｔ ）购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ； ＩＧＦ唱１Ｒ 抗体、
ＰＩ３Ｋ及磷酸化抗体、Ａｋｔ 及磷酸化抗体、β唱ａｃｔｉｎ 抗体、
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二抗购自 ｃｅｌｌ ｓｉｇｎａｌ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ。
２．ＨＵＶＳＭＣ 和 ＨＵＡＳＭＣ 细胞培养：细胞用含

１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ，在 ３７ ℃，５％ ＣＯ２ 培养箱中培

养。 细胞聚集到皿底的８０％～９０％时，按１∶３的比例传
代，实验使用 ３ ～６代细胞。

３．分组：剂量效应组：２０ ｎｇ／ｍｌ ＩＧＦ唱１，５０ ｎｇ／ｍｌ
ＩＧＦ唱１，１００ ｎｇ／ｍｌ ＩＧＦ唱１，２００ ｎｇ／ｍｌ ＩＧＦ唱１。 时间效应
组：分别为加入 ＩＧＦ唱１（１００ ｎｇ／ｍｌ）后 ０畅５ ｈ，２ ｈ，４ ｈ，
１２ ｈ，２４ ｈ。

４．细胞计数：将 ＨＵＶＳＭＣ 和 ＨＵＡＳＭＣ 以 ５ ×１０４

细胞／孔接种于 ２４ 孔板中，１０％ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 孵育
２４ ｈ，饥饿处理（无血清 ＤＭＥＭ 孵育）２４ ｈ。 按分组加
入不同终浓度的 ＩＧＦ唱１，作用 ２４ ｈ。 用 ０畅１％胰蛋白酶
消化细胞，在倒置显微镜下用细胞计数板计数。 实验
一式三份，重复三次。

５．ＭＴＴ：将 ＨＵＶＳＭＣ 和 ＨＵＡＳＭＣ以 ５ ×１０３ 细胞／
孔接种于 ９６ 孔板中，适当处理一定时间后，并加入不
同浓度的 ＩＧＦ唱１，继续培养 １２ ｈ，预先设有空白对照组
及抑制剂（ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ）组。 取出 ９６ 孔培养板，每孔加
入１０ μｌ ＭＴＴ（５ ｍｇ／ｍｌ），３７ ℃继续孵育 ４ ｈ后，每孔加
１００ μｌ二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），振荡 １０ ｍｉｎ，在酶标仪上
测定各孔光吸收值（５７０ ｎｍ）。 实验一式三份，重复
三次。

６．Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ：ＩＧＦ唱１ 通过与细胞表面受体 ＩＧＦ唱
１Ｒ结合，激活细胞内影响细胞生长和增殖的有关信号
通路。 我们通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术测定两种平滑肌细
胞中 ＩＧＦ唱１Ｒ的表达及 ＰＩ３Ｋ唱Ａｋｔ 信号通路的激活。 经
过适当的处理和一定的时间后，两种细胞用冰冷的
ＰＢＳ洗和胰酶消化，细胞悬液及上清液离心（３００ ×g）
５ ｍｉｎ。 添加 １００ μｌ 冰冷的细胞裂解液来裂解细胞。
该裂解物在 ４ ℃下离心（１４ ０００ ×g）１０ ｍｉｎ，收集上清
（蛋白裂解物）保存于－７０ ℃。 ＢＣＡ 试剂盒法测定该
裂解物蛋白浓度。 凝胶电泳分离蛋白，并在电转液中
将蛋白转移至 ＰＶＤＦ膜，相应的抗体孵育 ＰＶＤＦ膜。 最
后显色，扫描胶片，蛋白带显色密度用 Ｓｃｉｏｎ Ｉｍａｇｅ 软件
分析。 实验重复五次。

７．数据统计：所有数据用 ＳＰＳＳ １１畅０ 统计软件进
行单因素方差分析，组间进行 t 检验，结果用均数±标
准差（珋x ±s）表示，P ＜０畅０５ 表示有统计学差异。

结　　果

１．ＩＧＦ唱１对 ＨＵＶＳＭＣ和 ＨＵＡＳＭＣ增殖的影响（表
１）：通过细胞计数提示低浓度的 ＩＧＦ唱１ 对 ＳＭＣ 即有促
增殖作用，随着其浓度的增高，ＩＧＦ唱１ 对 ＳＭＣ 的促增殖
作用也增强，但是到达一定的浓度（１００ ｎｇ／ｍｌ）后作用

不再增强。 ＩＧＦ唱１ 促进细胞增殖方面的作用在 ＨＵ唱
ＶＳＭＣ表现更明显，而 ＨＵＡＳＭＣ则较弱。

表 1　不同浓度的 ＩＧＦ唱１作用于 ＨＵＶＳＭＣ和 ＨＵＡＳＭＣ ２４ ｈ
细胞计数（ ×１０７ ／Ｌ，珋x ±s，n ＝３）

组别 ＨＵＶＳＭＣ 计数 ＨＵＡＳＭＣ 计数
对照组 ２ jj畅４３ ±０ \畅１３ ２ 技技畅２９ ±０ �畅２１

２０ ｎｇ／ｍｌ ＩＧＦ唱１ 葺２ jj畅６７ ±０ \畅０６ ２ 技技畅４１ ±０ �畅１９

５０ ｎｇ／ｍｌ ＩＧＦ唱１ 葺３ jj畅５８ ±０ \畅２７ ３ 技技畅１０ ±０ �畅３２

１００ ｎｇ／ｍｌ ＩＧＦ唱１ 葺４ jj畅１２ ±０ \畅３１ ３ 技技畅８７ ±０ �畅２９

２００ ｎｇ／ｍｌ ＩＧＦ唱１ 葺４ jj畅２７ ±０ \畅１１ ３ 技技畅９２ ±０ �畅２４

　　注：ＨＵＶＳＭＣ：与对照组比较，不同浓度的 ＩＧＦ唱１ 对 ＨＵＶＳＭＣ 有促进
增殖的作用，P ＜０畅０１。 ＨＵＡＳＭＣ：与对照组比较，不同浓度的 ＩＧＦ唱１ 对
ＨＵＡＳＭＣ 有促进增殖作用（P ＜０畅０１），但程度弱于 ＨＵＶＳＭＣ（P ＜０畅０１）

　　进一步实验 ＭＴＴ提示不同浓度的 ＩＧＦ唱１ 均可明显
促进 ＳＭＣ增殖（与对照组相比，P ＜０畅０１），呈一定范围
内的剂量依赖关系。 并且 ＩＧＦ唱１ 的促进作用在 ＨＵ唱
ＶＳＭＣ更显著（P ＜０畅０１）。 见表 ２。

表 2　不同浓度的 ＩＧＦ唱１作用于 ＨＵＶＳＭＣ和 ＨＵＡＳＭＣ ２４ ｈ
ＭＴＴ实验（珋x±s，n＝３）

组别 ＨＵＶＳＭＣ 吸光度 ＨＵＡＳＭＣ 吸光度
对照组 ０ VV畅３５２ ±０ p畅０１ ０ èè畅３３２ ±０ 侣畅０２

２０ ｎｇ／ｍｌ ＩＧＦ唱１ 葺０ VV畅４５３ ±０ p畅０２ ０ èè畅４２３ ±０ 侣畅０１

５０ ｎｇ／ｍｌ ＩＧＦ唱１ 葺０ VV畅４７５ ±０ p畅０２ ０ èè畅４８１ ±０ 侣畅０２

１００ ｎｇ／ｍｌ ＩＧＦ唱１ 葺０ VV畅６９３ ±０ p畅０１ ０ èè畅５３８ ±０ 侣畅０１

２００ ｎｇ／ｍｌ ＩＧＦ唱１ 葺０ VV畅６９７ ±０ p畅０１ ０ èè畅５５６ ±０ 侣畅０１

　　２．ＰＩ３Ｋ唱Ａｋｔ信号通路检测：如图 １ 所示：ＨＵＶＳＭＣ
细胞中，ＩＧＦ唱１ 诱导后 ＩＧＦ唱１Ｒ 的表达水平随着时间的
增加而增加，１２ 及 ２４ ｈ 最明显，而 ＨＵＡＳＭＣ 仅在 ４ ｈ
有一定程度的增加，并且这种刺激效应不能持续。
进一步检测 ＰＩ３Ｋ唱Ａｋｔ，如图 ２，３ 所示：ＨＵＶＳＭＣ

中，ＩＧＦ唱１诱导 ｐ唱ＰＩ３Ｋ、ｐ唱Ａｋｔ表达，１２ ｈ达到最大程度，
甚至持续到 ２４ ｈ。 而在 ＨＵＡＳＭＣ，ＩＧＦ唱１的诱导作用在
２ ｈ比较明显，并且这种作用不能持续，ｐ唱ＰＩ３Ｋ，ｐ唱Ａｋｔ
在 １２ ｈ的时候下降到正常水平甚至更低。 ＩＧＦ唱１ 诱导
平滑肌细胞 ＰＩ３Ｋ 磷酸化，也存在一种剂量依赖效应
（图 ４）。 ＨＵＶＳＭＣ的明显效应在一个低剂量时就开始
了，比 ＨＵＡＳＭＣ更敏感。

３．ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ 对 ＩＧＦ唱１ 诱导的平滑肌增生的作
用：特异性的 ＰＩ３Ｋ 抑制剂 ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ 抑制 ＰＩ３Ｋ 的活
性。 如图 ５ 所示，ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ（２０ μｍｏｌ／Ｌ）预处理 ＨＵ唱
ＶＳＭＣ和 ＨＵＡＳＭＣ后，抑制了 ＩＧＦ唱１的促增殖作用。

讨　　论

ＩＧＦ唱１参与蛋白合成、细胞迁移和有丝分裂，是血
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管平滑肌细胞、成纤维细胞和巨噬细胞的存活因子［５］ 。
激活 ＩＧＦ唱１受体会触发多种信号通路，这些通路可诱导
平滑肌细胞的生长、分化和迁移［５唱６］ 。 新生内膜细胞由
于 ＩＧＦ唱１Ｒ的高表达，对环境的改变会更敏感［７］ 。 在本
实验发现 ＩＧＦ唱１ 介导的 ＩＧＦ唱１Ｒ 上调在 ＨＵＶＳＭＣ 要比
ＨＵＡＳＭＣ明显。

ＰＩ３Ｋ唱Ａｋｔ通路对 ＳＭＣ增殖非常重要，是导致内膜
增生和移植物衰败的关键因素［８］ 。 另有研究证明静脉
平滑肌细胞中，随着时间变化 ｐ唱ＰＩ３Ｋ 递增，在 ４ ｈ 增
加，并持续 ２４ ｈ，但是动脉平滑肌细胞确没有此效
应

［９］ 。 本实验发现 ＩＧＦ唱１刺激后，ＨＵＶＳＭＣ中 ＩＧＦ唱１Ｒ、
ｐ唱ＰＩ３Ｋ、ｐ唱Ａｋｔ在数量和时间上显著增加，而 ＨＵＡＳＭＣ

则较弱，这可能揭示搭桥术后静脉移植物内膜增生的
潜在机制。
随传代次数增加细胞表型会发生明显变化［１０唱１１］ ，

因此本实验采用的是 ３ ～６ 代平滑肌细胞。 静脉和动
脉平滑肌细胞血管组织学及生化组成上的差异可能是

静脉移植物内膜增生的原因
［１２］ 。 搭桥术后，剪切力是

激活平滑肌细胞中 Ａｋｔ 磷酸化的始动因素，是触发内
膜增生的一个途径

［１３］ 。 本实验中 ＰＩ３Ｋ 抑制剂 ｗｏｒｔ唱
ｍａｎｎｉｎ 抑制了 ＩＧＦ唱１介导的增殖效应，这表明 ＩＧＦ唱１通
过 ＰＩ３Ｋ唱Ａｋｔ 信号通路导致平滑肌细胞增生，并最终导
致血管狭窄。
静脉移植物衰败是一种常见的临床问题，许多生
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长因子和细胞因子参与了增生信号的传导，最终导致
平滑肌细胞增殖。 本研究提示：与动脉相比，静脉平滑
肌细胞中激活的 ＩＧＦ唱１Ｒ、ｐ唱ＰＩ３Ｋ、ｐ唱Ａｋｔ的量更多，时间
更长。 因此阐明 ＰＩ３Ｋ唱Ａｋｔ信号通路的表达及其对人动
脉和静脉移植物的作用，将可能在有效治疗静脉移植
物相关疾病方面提供新的方法。
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