
· 654 · 神经疾病与精神卫生 2018 年 9 月 20 日第 18 卷第 9 期  Journal of Neuroscience and Mental Health，September 20，2018，Vol.18，No.9

在哺乳动物中，Notch 3 基因特异性表达于成

熟的血管平滑肌细胞（vascular smooth muscle cell， 

VSMCs），对 VSMCs 信号转导机制起着特殊的作用，

是发育过程中动脉成熟所必需的基因。正常情况下，

Notch 3 能调节 VSMCs 的分化与成熟，维持其收缩表

型，形成功能性动脉，在病理状态下参与 VSMCs 的

表型转化，促使其转化为合成型细胞。所以进一步

深入研究 Notch 3 突变或表达异常时，VSMCs 表型的

转变、细胞增殖率的影响等，对于明确动脉粥样硬

化性血管病的发生机制及支架术后再狭窄等均有十

分重要的意义，有望据此提出新的治疗靶点。在前

期的研究中，我们通过 RNA 干扰（RNA intereference，

RNAi）的方法成功建立 Notch 3 表达下调的 VSMCs

模型。本研究利用已建立的细胞模型，检测在不同

培养环境下，VSMCs 增殖能力的变化，进一步了解

Notch 3 表达抑制后 VSMCs 的生存状态。

一、材料与方法

1. 细胞模型制备与实验分组：研究共分为 7 个

不同的处理组：（1）空白对照组：正常 VSMCs 培养，

无任何特殊处理；（2）阴性对照组：细胞培养时加入
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【摘要】 目的 利用已成功建立的 Notch 3 基因表达下调的血管平滑肌细胞（VSMCs）模型，检测

在不同培养环境下 VSMCs 增殖能力的变化，进一步了解 Notch 3 表达抑制后 VSMCs 的生存状态。方

法 利用氧化低密度脂蛋白（ox-LDL）和胰岛素样生长因子 -1（IGF-1）干预正常 VSMCs 及 Notch 3 表达下

调的 VSMCs，倒置显微镜下观察细胞生长情况，CCK-8 检测细胞生长曲线变化。结果 ox-LDL 对照干

预组的生长曲线明显高于 ox-LDL 阳性干预组；接种第 1～4 天 ox-LDL 对照干预组、IGF-1 阳性干预组与

IGF-1 对照干预组的生长曲线略高于其他各组，第 5、6 天后此趋势更加明显，而 3 组间增殖程度相似。

结论  ox-LDL 与 IGF 对于 Notch 3 信号系统的作用并不一致。当 Notch 3 受到抑制，ox-LDL 的促增殖作

用则明显减弱；而 IGF-1 对 VSMCs 的促增殖作用依然保留。
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【Abstract】 Objective To detect the change of proliferation and further find out the survival state of 
vascular smooth muscle cells （VSMCs） after knockdowned the expression of Notch 3 by RNA interference in 
different surroundings. Methods Ox-LDL and IGF-1 were applied to intervene normal VSMCs and Notch 
knockdowned VSMCs. Cell growth was observed under inverted microscope. Cell growth curve was detected by 
CCK-8. Results The growth curve of the ox-LDL control group was obviously higher than that of the ox-LDL 
positive group. During the first four days， the growth curve of ox-LDL control group， IGF-1 positive group and 
IGF-1 control group were higher than that of the other groups. This trend was more obvious in the fifth and sixth 
day. The proliferative rate was similar among the 3 groups. Conclusions For Notch 3 signal system， ox-LDL 
and IGF had different effects. When Notch 3 was inhibited， the proliferation of ox-LDL decreased. However， the 
proliferation promoting effect of IGF-1 on VSMCs remained.
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无 Notch 3 干扰片段的空白病毒载体；（3）阳性对照

组：即成功制备的 Notch 3 表达下调的 VSMCs 细胞

模型，制备过程详见前期研究［1］；（4）氧化低密度脂

蛋白（oxidized low density lipoprotein，ox-LDL）阳性干

预组：阳性对照组 +ox-LDL 干预；（5）ox-LDL 对照干

预组：空白对照组 +ox-LDL 干预；（6）胰岛素样生长

因子 -1（insulin-like growth factor 1，IGF-1）阳性干预

组：阳性对照组 +IGF-1 干预；（7）IGF-1 对照干预组：

空白对照组 +IGF-1 干预。

2.ox-LDL 和 IGF-1 的制备：将 LDL（购于 Sigma 公

司）溶于无菌生理盐水中；10 μmol/L CuSO4 于 37 ℃

避光与 LDL 孵育 24 h 得到 ox-LDL 溶液。再测定 ox-
LDL 丙二醛值，当为 n-LDL 的 8 倍时，提示 LDL 已被

氧化完全，EDTA 溶液终止氧化反应；再用无菌的

0.9% NaCl 充分透析 37 h 后过滤除菌，4 ℃存放；并

用电泳法和荧光测定硫代巴比妥酸反应物来鉴定氧

化程度；将 IGF-1（购于北京鼎国公司）冻干粉末溶

于 1 mg/ml 的 BSA 中，配置浓度为 1mg/ml 的 IGF-1
溶液。调整 ox-LDL 最终浓度为 50 μg/ml，IGF-1 溶

液最终浓度为 100 μg/ml。

3.CCK-8 检测细胞生长曲线：接种各组细胞于

6 孔 板，2×105 个 / 孔，分别使细胞置于 500 μl 含

10% 胎 牛 血 清（FBS）的 DMEM 培 养 基，在 5% CO2、

95% 湿度、37 ℃条件下培养，孵育 24 h，换无血清培

养液继续培养 24 h 后，换完全培养基，加入干预药

物IGF-1（100 μg/L）或ox-LDL（50 μg/ml），培养 3 d 后

接种到 96 孔板中；24 h 后，进行 CCK-8 检测。6 d 内

每 24 小时在相对应的孔中加入 10 μl CCK-8 试剂，

孵育 3 h 后，吸取 100 μl 上清液，在 450 nm 处检测

吸光度（A 值）为初始值。空白对照为 100 μl 培养基

与 10 μl CCK-8 试剂混合，将其在 450 nm 处检测，

测定 A 值为空白值。计算公式：最终值 = 初始值 -

空白值。每组各测 3 次，取平均值，之后绘制细胞生

长曲线。

4. 统计学方法：采用 SPSS 12.0 统计软件进行数

据处理，数据以均数 ± 标准差（x±s）表示，多组间

比较行方差分析。P ＜ 0.05 为差异有统计学意义 。

二、结果

1. 不同时间点显微镜下细胞生长状况观察：见

图 1。接种第 1 天在倒置显微镜下观察，各组细胞生

长状况良好，单位视野内细胞数目基本相似。接种

第 6 天后观察，空白对照组和阴性对照组镜下单位

视野内细胞数有所减少，细胞形态变圆，足突减少，

呈老化趋势。其他 5 组组间比较生长状况及单位视

野内细胞数目相似。各组单位视野内细胞数目较接

种第 1 天增多，而形态变化不明显。

2.CCK-8 检测各组不同时间点的生长情况：见

表 1。空白对照组、阴性对照组与阳性对照组在接

种的第 1～6 天，生长曲线基本一致，增殖程度相似。

ox-LDL 阳性干预组的生长曲线与空白对照组、阴性

对照组和阳性对照组也基本一致，然而ox-LDL对照干

预组的A值高于ox-LDL阳性干预组。接种第1～4天

ox-LDL 对照干预组、IGF-1 阳性干预组与 IGF-1 对照

干预组的 A 值略高于其他各组，但差异无统计学意

图1 各组第 1 天和第 6 天镜下细胞数目与形态变化（×10）
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义。第 5、6 天后此趋势更加明显，ox-LDL 对照干预

组、IGF-1 阳性干预组和 IGF-1 对照干预组与阳性对

照组比较，差异均有统计学意义（P 均＜ 0.05），并且

3 组间增殖程度相似。

讨论 Notch 3 蛋白是一种跨膜受体蛋白，特异

性表达于成熟的 VSMCs，参与 VSMCs 的增殖、分化

和凋亡，是其存活的决定因素。在VSMCs表型维持、

细胞增殖与迁移中都起着重要的作用 , 并有可能是

动脉发育成熟，形成最终形态的始动因素［2］。

成熟的 VSMCs 并不是终末分化，仍可在某些因

素的刺激下去分化成为分化程度较低的分泌型，即

表型转化，由收缩型转为合成型，而表型转化所引

发的细胞增殖、迁移、血管重构是多种血管病变发

生及发展的根本原因［3-4］。维持VSMCs的收缩表型，

能够维持动脉的弹性及血管收缩的特点，这是动脉

重要的生理功能。VSMCs 的表型是可以调节的，在

收缩型及合成表型间动态变化。在正常的生理状况

下，VSMCs 保持收缩表型，细胞外形规整，成梭形、

多边形；病理状态下，Notch 3可能在表型转化中发挥

重要作用［5-7］，即可以向合成表型转化，细胞外形不

规整，伪足增多，甚至骨架蛋白也发生改变，导致细

胞过度增殖、迁移，进而导致动脉粥样硬化性血管狭

窄。此外，循环张力的变化可引起Notch 3信号系统

的激活。血管损伤，循环张力改变，Notch 3 表达下

调，进一步改变VSMCs的形态及在血管中的排列［8］。

在 前 期 的 研 究 中，我 们 通 过 人 类 Notch 3 

mRNA，设计 siRNA，再进一步构建表达质粒载体，

将病毒液加到培养的 VSMCs 中，48 h 后经荧光显微

镜观察转染效率可达 50% 以上。利用实时荧光定

量 PCR 技术检测 Notch 3 的表达量，siRNA 表达阳性

的 VSMCs 中，Notch 3 的表达量降低了 36%，成功的

构建了 Notch 3 表达下调的 VSMC 模型（Notch 3 -/- 

VSMC）［1］。本研究中利用已构建好的细胞模型，观

察了在不同干预条件下 Notch 3 -/- VSMC 的生长情

况。结果发现，干扰 Notch 3 的表达对细胞的生长

并无明显影响，干扰 Notch 3 表达后的 VSMCs 对 ox-
LDL 促增殖作用的反应性有所降低，然而 IGF-1 对

Notch 3表达抑制的VSMCs的促增殖作用却依然保留。

IGF 是 影 响 VSMCs 增 殖、迁 移 的 重 要 生 物 因

子，有研究认为 IGF 是激活丝裂原活化的蛋白激酶

（mitogen-activated protein kinases，MAPK）及 磷 脂 酰

肌醇 -3- 激酶（phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K）的

途径而引发细胞内信号转导［9］。其中 PI3K 通路起

主导作用，国内有人认为 IGF-1 可能通过增加 PI3K

蛋白激酶活性及抑制 PTEN 脂质磷酸酶活性，从两

个相反的方面全面调控 VSMCs 增殖［10］。ox-LDL 是

动脉粥样硬化的危险因素，过氧化物酶体增殖物激

活受体γ（peroxisome proliferator-activated receptor γ，

PPARγ）是配体诱导的转录因子的核受体超家族成

员，参与脂肪形成、脂质代谢和糖代谢以及 VSMCs

的增殖迁移及炎性反应［11-12］。有文献报道 ox-LDL

部分通过 PPARγ-ABCG1 通路调节［13］。

然 而 大 多 数 的 研 究 均 认 为 ox-LDL 与 IGF 对

VSMCs 的作用靶点基本相似。本研究提示，对于

Notch 3信号系统，两者的作用并不一致，一旦Notch 3

受到抑制，ox-LDL 的促增殖作用则明显减弱，而 IGF

仍保留较强的促增殖作用。此结果可能表明，调节

IGF 有可能成为与 Notch 3 表达受抑制的相关疾病的

治疗新靶点，比如 Cadasil、动脉粥样硬化性血管病

或血管成形术后再狭窄等。

目前，国际上血管内成形及支架植入术已经开

展多年，技术成熟，但是术后有高达 10%～50% 的

再狭窄发生率，尽管有药物洗脱支架的出现，但仍

没有达到理想的预防和治疗措施。初步研究提示，

表1 CCK-8 检测各组细胞不同时间点的 A 值（x±s）

组别 第 1 天 第 2 天 第 3 天 第 4 天 第 5 天 第 6 天

空白对照组 0.32±0.06 0.42±0.05 0.51±0.07 0.59±0.08 0.72±0.06 0.80±0.05

阴性对照组 0.28±0.04 0.41±0.06 0.49±0.04 0.56±0.06 0.67±0.05 0.76±0.04

阳性对照组 0.32±0.06 0.40±0.05 0.48±0.05 0.56±0.09 0.67±0.03 0.76±0.15

ox-LDL 阳性干预组 0.35±0.05 0.42±0.06 0.49±0.04 0.58±0.09 0.69±0.06 0.78±0.14

ox-LDL 对照干预组 0.33±0.05 0.44±0.06 0.55±0.10 0.66±0.17 0.88±0.21a 1.06±0.20a

IGF-1 阳性干预组 0.37±0.04a 0.46±0.11 0.56±0.12 0.67±0.18 0.90±0.23a 1.10±0.20a

IGF-1 对照干预组 0.37±0.05a 0.46±0.10 0.58±0.16 0.67±0.20 0.87±0.18a 1.10±0.21a

F 值 5.11 5.11 2.19 26.44 8.11 12.55

P 值 0.05 0.18 0.06 ＜ 0.05 ＜ 0.05 ＜ 0.01

  注：与阳性对照组比较，aP ＜ 0.05
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再狭窄的重要因素之一就是 VSMCs 表型转换导致

的细胞过度增生、迁移以及细胞外基质的大量积

聚。因此深入研究 VSMCs 的病理生理过程，探索新

的分子细胞学治疗靶点是国际上的热点。近期有研

究表明，Notch 3 基因表达的缺陷，可以干扰 ERAD

信号系统，使培养的 VSMCs 聚集趋势增强，从而抑

制其增殖过程。并认为可通过抑制 Notch 3 缺陷产

生的细胞聚集作用，或强化正常 Notch 3 的表达，可

以用于治疗常染色体显性遗传病合并皮质下梗死

和白质脑病（cerebral autosomal dominant arteriopathy 

with subcortical infarcts and leukoencephalopathy，

CADASIL）患 者［14］。Notch 3 的 表 达 降 低 后，联 合

IGF-1 可明显增加体外 VSMCs 的增殖过程，阻断此

过程，有可能适用于血管再狭窄的治疗。

今后的研究中，我们将深入探讨 VSMCs 形态

学、细胞骨架蛋白以及信号转导通路等与其生理功

能、病理改变的关系。希望通过抑制 VSMCs 的过度

增殖、迁移，来寻找新的治疗靶点，为解决动脉内膜

损伤后再狭窄等难题提供新方法和新途径。
利益冲突 文章所有作者共同认可文章无相关利益冲突
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