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回转模拟失重对共培养体系中平滑肌细胞增殖及凋

亡的影响
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［摘　要］目的：探讨回转模拟失重对与人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣｓ）共培养的人主动脉平滑肌细胞
（ＨＡＳＭＣｓ）增殖及凋亡的影响。方法：建立ＨＵＶＥＣｓ与ＨＡＳＭＣｓ共培养模型，以细胞回转器模拟失重效应，分为
正常重力组和模拟失重组；共培养４８ｈ时，观察ＨＡＳＭＣｓ形态，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测２组ＨＡＳＭＣｓ细胞增殖细
胞核抗原（ＰＣＮＡ）、Ｂ淋巴细胞瘤２（Ｂｃｌ２）及 Ｂｃｌ２相关 Ｘ（Ｂａｘ）蛋白表达，分析模拟失重对共培养的 ＨＡＳＭＣｓ
细胞增殖及凋亡的影响。结果：共培养４８ｈ时，与正常重力组比较，模拟失重组ＨＡＳＭＣｓ形态由长梭形变为多
角形或不规则形；ＰＣＮＡ及Ｂａｘ蛋白表达显著下降（Ｐ＜００５）、Ｂｃｌ２蛋白表达显著增高（Ｐ＜００５）。结论：模拟
失重４８ｈ可抑制与ＨＵＶＥＣｓ共培养的ＨＡＳＭＣｓ增殖和凋亡。
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　　长期失重环境可致航天员出现心血管功能异
常，主要表现为返回后的立位耐力和运动耐力下

降［１－２］，影响航天员的健康。虽经大量研究，但其

发生机制仍不清楚。近期研究认为，航天员立位耐

力不良可能与失重后血管功能及结构的改变有

关［３－６］。血管内皮细胞（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，
ＶＥＣｓ）与血管平滑肌细胞（ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，
ＳＭＣｓ）作为血管壁的主要结构细胞，在调节血管舒
缩功能、维持血压和血管重塑中均发挥重要作用。

现已证实，失重／模拟失重环境可致 ＶＥＣｓ与 ＳＭＣｓ
的形态、功能、结构及基因表达等发生改变［７－８］，本

课题组前期对此也做了大量的工作［９－１４］。然而，

既往的诸多研究仅专注于模拟失重对单独培养

ＶＥＣｓ或单独培养 ＳＭＣｓ的影响，而在模拟失重环
境下两种细胞的相互调节作用研究则未见相关报

道。本研究以体外共培养的人脐静脉内皮细胞

（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣｓ）和
人主动脉平滑肌细胞（ｈｕｍａｎａｏｒｔｉｃｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅ
ｃｅｌｌｓ，ＨＡＳＭＣｓ）为研究对象，通过回转器模拟失重
效应，观察回转模拟失重４８ｈ时与 ＨＵＶＥＣｓ共培
养的 ＨＡＳＭＣｓ形态，检测 ＨＡＳＭＣｓ细胞增殖细胞
核抗原（ＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇＣｅｌｌＮｕｃｌｅａｒＡｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）、
Ｂ淋巴细胞瘤２（Ｂｃｌ２）及Ｂｃｌ２相关Ｘ（Ｂａｘ）蛋白
表达，探讨回转模拟失重对与 ＨＵＶＥＣｓ共培养的
ＨＡＳＭＣｓ增殖及凋亡的影响，从一个新的角度揭示
失重／模拟失重血管功能和结构异常的分子机制，
为进一步探索失重后心血管功能失调的防护提供

新的思路。

１　材料与方法

１１　材料及试剂
ＨＵＶＥＣｓ为本实验室留存、ＨＡＳＭＣｓ购自 Ｓｃｉ

ｅｎｃｅｌｌ公司，高糖 ＤＭＥＭ细胞培养液购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ
公司，胎牛血清购自杭州四季青生物材料有限公

司，胰蛋白酶购自美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，０４μｍ孔径
ｔｒａｎｓｗｅｌｌ６孔聚酯透明膜购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司，
Ｔｒｉｚｏｌ裂解液购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎｌｉｆｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，细胞
增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）和 Ｂ淋巴细胞瘤２（Ｂ
Ｂｃｌ２）、Ｂｃｌ２相关 Ｘ蛋白（Ｂａｘ）一抗购自 Ａｂｃａｍ
公司，ＥＣＬ发光检测试剂盒购自德国 ＭｅｒｃｋＭｉｌｌｉ
ｐｏｒｅ公司。
１２　方法
１２１　体外共培养体系的建立　细胞处理：将复

苏的ＨＵＶＥＣｓ和ＨＡＳＭＣｓ分别接种于２５ｃｍ２培养
瓶中，在３７℃、５％ ＣＯ２饱和湿度培养箱中过夜培
养后，更换１０％ ＤＭＥＭ高糖培养液继续培养，待细
胞７０％融合后，以００５％胰蛋白酶消化细胞，离心
后重悬。共培养体系建立：如图１所示，先将 ＨＵ
ＶＥＣｓ按照１×１０５的密度接种于 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室下
表面，加入１０％ ＤＭＥＭ高糖培养液培养２４ｈ，待细
胞完全贴壁后，翻转 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室并置于 ６孔板
中，加培养液覆盖 ＨＵＶＥＣｓ细胞，而后在 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室上表面按照３×１０５的密度接种 ＨＡＳＭＣｓ，静
置培养 ２４ｈ至细胞完全贴壁，建立 ＨＵＶＥＣｓ和
ＨＡＳＭＣｓ的１∶３共培养体系。

图１　ＨＵＶＥＣｓ和ＨＡＳＭＣｓ共培养模型的建立
Ｆｉｇ．１　Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔｏｆｔｈｅｃｏｃｕｌｔｕｒｅ
ｓｙｓｔｅｍｏｆＨＵＶＥＣｓａｎｄＨＡＳＭＣｓ

１２２　共培养体系的模拟失重效应　模拟失重组
细胞处理：在细胞行模拟失重效应前，将灌满１０％
ＤＭＥＭ高糖培养液的回转舱置于３７℃培养箱中预
热，而后在超净台中将ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室插入到回转舱
中并保持半透膜的方向与回转舱纵轴平行，完全排

除回转舱内残留的气泡以消除剪切应力的影响，拧

紧回转舱顶盖，将回转舱固定于回转器上，设定转

速为２４ｒ／ｍｉｎ以模拟失重效应，４８ｈ后取下回转
舱留取细胞样本。地面正常重力对照组除不行回

转外，其他操作与模拟失重组相同。

１２３　细胞增殖及凋亡测定　待细胞模拟失重
４８ｈ后，收集两组细胞并裂解，提取细胞总蛋白并
定量，按照每个泳道２０μｇ的量进行 ＳＤＳＰＡＧＥ凝
胶电泳、转膜、５％脱脂奶粉封闭、一抗（ＰＣＮＡ为
１０００∶１、Ｂａｘ为１０００∶１、Ｂｃｌ２为１∶１０００）４℃孵
育过夜，洗膜后二抗孵育２ｈ，ＥＣＬ化学发光后凝胶
成像仪成像观察拍照。

１３　检测指标
于共培养４８ｈ时，比较两组ＨＡＳＭＣｓ形态，两

组ＨＡＳＭＣｓ中 ＰＣＮＡ、Ｂｃｌ２及 Ｂａｘ蛋白表达变化
情况。

５７２

　３期 高　原等　回转模拟失重对共培养体系中平滑肌细胞增殖及凋亡的影响



１４　统计学处理
所有实验均在相同条件下重复３次。结果采

用图像分析软件ＩｍａｇｅＪ进行灰度分析，利用ＳＰＳＳ
１９０统计软件处理，实验数据采用均数 ±标准差
（ｘ±ｓ）表示，组间比较采用单因素方差分析，两量
比较采用ｔ检验，Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２１　模拟失重４８ｈ对共培养的 ＨＡＳＭＣｓ形态的
影响

利用倒置显微镜观察 ＨＡＳＭＣｓ形态的改变，
结果发现在 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ半透膜上单独培养的
ＨＡＳＭＣｓ为长梭形肥大细胞，而与ＨＵＶＥＣｓ共培养
后的 ＨＡＳＭＣｓ形态仍为长梭形，但形态较单独培
养的相比呈现更细长的改变，而与正常重力组比

较，模拟失重４８ｈ后共培养的 ＨＡＳＭＣｓ形态变为
多角形或不规则形。

２２　模拟失重４８ｈ对共培养的 ＨＡＳＭＣｓ增殖的
影响

以Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＣＮＡ蛋白表达情况观察
模拟失重对 ＨＡＳＭＣｓ增殖的影响，结果发现，与
ＨＵＶＥＣｓ共培养的ＨＡＳＭＣｓ在模拟失重４８ｈ后与
正常重力组相比，ＰＣＮＡ的表达量显著降低（Ｐ＜
００５），提示模拟失重４８ｈ可抑制与ＨＵＶＥＣｓ共培
养的ＨＡＳＭＣｓ的增殖能力，见图２。

注：（１）Ｐ＜００５
图２　模拟失重４８ｈ对共培养的ＨＡＳＭＣｓ增殖的影响
Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｓｉｍｕｌａｔｅｄｍｉｃｒｏｇｒａｖｉｔｙ

ｏｎＰＣＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＡＳＭＣｓ
２３　模拟失重４８ｈ对共培养的 ＨＡＳＭＣｓ凋亡的
影响

以Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测凋亡相关蛋白Ｂａｘ及Ｂｃｌ
２蛋白表达变化观察模拟失重对 ＨＡＳＭＣｓ凋亡的
影响，结果发现，与正常重力组相比，模拟失重４８ｈ
后与ＨＵＶＥＣｓ共培养的 ＨＡＳＭＣｓ中 Ｂａｘ的表达量
显著降低（Ｐ＜００５），Ｂｃｌ２的表达量则显著增高
（Ｐ＜００５），提示模拟失重４８ｈ可抑制与ＨＵＶＥＣｓ
共培养的ＨＡＳＭＣｓ的凋亡。见图３。

注：（１）Ｐ＜００５

图３　模拟失重４８ｈ对共培养的ＨＡＳＭＣｓ凋亡的影响
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｓｉｍｕｌａｔｅｄｍｉｃｒｏｇｒａｖｉｔｙｏｎＢｃｌ２ａｎｄＢａｘｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＨＡＳＭＣｓ
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３　讨论
ＶＥＣｓ和ＳＭＣｓ在结构上毗邻，在功能上相互

影响。ＶＥＣｓ既可以通过旁分泌血管活性物质，也
可以通过细胞间的直接通讯作用于ＳＭＣｓ，从而调控
血管平滑肌的功能。本研究利用建立的ＨＵＶＥＣｓ和
ＨＡＳＭＣｓ的共培养体系，观察了模拟失重对共培养
的ＨＡＳＭＣｓ形态、增殖及凋亡的变化。结果发现，与
地面正常重力组相比，模拟失重４８ｈ可引起共培养
的ＨＡＳＭＣｓ形态改变，ＰＣＮＡ、Ｂａｘ蛋白表达下降、
Ｂｃｌ２蛋白表达增高，提示模拟失重４８ｈ可抑制与
ＨＵＶＥＣｓ共培养的ＨＡＳＭＣｓ增殖和凋亡。

近期研究认为，失重后机体心血管功能失调的

发生原因与血管功能改变有关。ＳＭＣｓ位于血管中
膜，是构成血管壁的主要构成细胞，可通过收缩和

舒张来调节血管张力，故其功能状态在维持血管生

理功能中发挥重要作用。动物实验表明，模拟失重

可引起 ＳＭＣｓ功能及结构出现区域性分化改
变［１５－１７］，主要表现在模拟失重可致大鼠前半身血

管呈现增生性改变，反应性增强，而后半身血管则

出现萎缩性改变，反应性减弱。大鼠模拟失重后前

半身血管ＳＭＣｓ层数增多、凋亡减少以及增殖能力
提高，后半身血管 ＳＭＣｓ则出现相反改变。然而，
既往的诸多研究仅专注于模拟失重对 ＶＥＣｓ或
ＳＭＣｓ的影响，而对模拟失重下两者的相互调节作
用研究则未见相关报道。事实上，ＳＭＣｓ的形态、功
能及表型在单独培养和与 ＶＥＣｓ共培养时对相同
刺激的反应是不一致的［１８－２０］。如在共培养体系

中，ＶＥＣｓ的存在可提高ＳＭＣｓ的迁移能力，并认为
其机制与ＶＥＣｓ持续释放 ＰＤＧＦ、ＩＬ６等血管活性
物质有关［２１－２２］。而 ＶＥＣｓ的功能状态也会对
ＳＭＣｓ产生不同的影响，如对数生长的 ＶＥＣｓ可促
进ＳＭＣｓ向合成表型转化，而融合期的 ＶＥＣｓ则维
持 ＳＭＣｓ的收缩表型［２３－２４］。然而，对于模拟失重

环境下，ＶＥＣｓ对共培养的 ＳＭＣｓ相关影响则鲜见
报道。Ｚｈａｎｇ等［２５］利用 ＶＥＣｓ在回转模拟失重
２４ｈ后收集的条件培养基，加入到 ＳＭＣｓ中进行培
养而后行模拟失重效应，发现地面正常重力下

ＶＥＣｓ条件培养基可显著降低 ＳＭＣｓ的迁移能力，
而模拟失重可消除上述对迁移的抑制作用。本实

验采用纤维膜为媒介建立了 ＨＵＶＥＣｓ和 ＨＡＳＭＣｓ
的共培养模型，相比于两种细胞的混合培养或者利

用鼠尾胶原制备的悬浮胶共培养体系，这种共培养

模型可以使得两种细胞易于分离进行后续研究，而

且这种共培养体系中的 ＨＵＶＥＣｓ和 ＨＡＳＭＣｓ可以
通过纤维膜上的小孔实现直接及间接通讯，能够更

好的模拟体内两种细胞的交互作用。

综上所述，研究模拟失重下共培养的 ＶＥＣｓ对
ＳＭＣｓ功能和结构的影响，对于理解失重后血管功
能及结构异常具有重要意义。本研究利用建立的

ＨＵＶＥＣｓ和ＨＡＳＭＣｓ共培养模型，发现与正常重力
对照细胞相比，模拟失重可引起共培养模型中

ＨＡＳＭＣｓ形态发生改变、增殖及凋亡受抑，然而其
分子机制仍不清楚，尚待深入研究。
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