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　 　 【摘要】 　 目的　 观察姜黄素(ＣＵＲ)介导的光动力疗法(ＰＤＴ)通过磷酸酰肌醇 ３￣激酶(ＰＩ３ｋ) /丝苏氨

酸蛋白激酶(ＡＫＴ)信号通路对血小板衍生生长因子￣ＢＢ(ＰＤＧＦ￣ＢＢ)诱导的血管平滑肌细胞(ＶＳＭＣｓ)增殖

的影响及其可能的作用机制ꎮ 方法　 分别选取大鼠胸主动脉平滑肌细胞系(Ａ７Ｒ５)和小鼠主动脉平滑肌细

胞系(ＭＯＶＡＳ)进行平行实验ꎬ选择 ２０ μｇ / Ｌ 的 ＰＤＧＦ￣ＢＢ 诱导 ＶＳＭＣｓ 增殖ꎮ 将培养好的 ＶＳＭＣｓ 分为对照

组、ＰＤＧＦ￣ＢＢ 组、姜黄素组、光动力组ꎬ其中光动力组再根据照射剂量的不同ꎬ又分为低剂量光动力组(照射

６０ ｓ)、中剂量光动力组(照射 １２０ ｓ)、高剂量光动力组(照射 １８０ ｓ)ꎬ共 ３ 个亚组ꎮ 对照组不予任何刺激ꎬ
ＰＤＧＦ￣ＢＢ 组饥饿过夜后加入含 ２０ μｇ / Ｌ 的 ＰＤＧＦ￣ＢＢ 的新鲜培养基刺激 ２４ ｈꎬ姜黄素组先给予与 ＰＤＧＦ￣ＢＢ
组相同的干预ꎬ然后换液加入含 ２０ μｍｏｌ / Ｌ ＣＵＲ 的新鲜培养基刺激 ６ ｈꎬ光动力组先给予与姜黄素组相同的

干预ꎬ再换液后采用 ４２５ ｎｍ 激光对光动力组各亚组进行对应时长的激光照射ꎮ 采用细胞活力检测法

(ＣＣＫ８)检测光动力组中不同激光剂量照射后ꎬＶＳＭＣｓ 的存活率ꎻ然后采用 ５￣乙炔基￣２′￣脱氧尿苷(ＥＤＵ)阳
性标记率法检测 ４ 组细胞的增殖活性ꎬ采用流式细胞术对 ４ 组细胞进行细胞周期检测ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法
检测 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通路相关磷酸化蛋白和细胞增殖核蛋白(ＰＣＮＡ)的表达水平ꎮ 结果 　 经 ＣＣＫ８ 法检测ꎬ本
研究选择 １２０ ｓ 作为激光照射的最佳剂量ꎮ 干预后ꎬ中、高剂量光动力组的细胞存活率与 ＰＤＧＦ￣ＢＢ 组比较ꎬ
差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ 光动力组增殖的阳性细胞比例显著低于 ＰＤＧＦ￣ＢＢ 组ꎬ差异有统计学意义

(Ｐ<０.０５)ꎮ 光动力组细胞在 Ｇ０ / Ｇ１ 期的比例明显低于对照组(Ｐ<０.０１)ꎬ而在 Ｇ２ / Ｍ 期的比例则明显高于

对照组和 ＰＤＧＦ￣ＢＢ 组(Ｐ<０.０１)ꎮ 光动力组增殖细胞核抗原(ＰＣＮＡ)、ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通路磷酸化蛋白的表达较

ＰＤＧＦ￣ＢＢ 组显著下降ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ 结论　 ＣＵＲ 介导的 ＰＤＴ 可抑制 ＰＤＧＦ￣ＢＢ 诱导下的

血管平滑肌细胞的增殖ꎬ其机制可能与 ＣＵＲ 介导的 ＰＤＴ 可下调 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通路相关磷酸化蛋白表达水平
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Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ (ｃｓｔｃ２０２０ｊｃｙｊ￣ｍｓｘｍＸ０４８４)
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　 　 心血管疾病是一组以高致残率和高死亡率为特
征的疾病ꎬ严重威胁着人类健康ꎬ现已成为世界范围
内主要的死亡原因之一[１] ꎮ 随着人口老龄化的加
剧ꎬ动脉粥样硬化( ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡＳ)和其他脑血管
相关疾病的发病率持续上升ꎬ且已经成为心血管疾
病的重要因素ꎮ ＡＳ 复杂的病理变化涉及血管平滑肌
细胞( ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓꎬＶＳＭＣｓ)的增殖和
迁移[２] ꎮ ＶＳＭＣｓ 是血管壁的组成成分之一ꎬ其增殖

在 ＡＳ 和血管再狭窄中起着至关重要的作用ꎮ 在细
胞内外的各种理化刺激下ꎬＶＳＭＣ 会从生理性的收缩
表型转换为病理性的合成表型ꎬ并迁移到内膜开始
增殖ꎬ而这一系列的活动可直接导致内膜开始增厚
狭窄甚至栓塞ꎬ引发多种血管病变[３] ꎮ 因此ꎬＶＳＭＣｓ
的增殖活动异常活跃是 ＡＳ、血管再狭窄、血管重构等
变化的关键性因素ꎬ而维持 ＶＳＭＣｓ 的正常和适度增
殖对血管生理功能的调节非常重要ꎬ同时也为防治
ＡＳ 和血管再狭窄等血管增殖性病变的提供了新的治
疗思路[３] ꎮ

研究发现ꎬ当血管响应各种伤害性刺激所引起
的血管损伤时ꎬＶＳＭＣｓ 的增殖能力会受到多种因素
的调节ꎬ包括血管紧张素￣Ⅱ、白介素￣Ⅰ、血小板衍生
生长因子￣ＢＢ(ｐｌａｔｅｌｅｔ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣ＢＢꎬＰＤＧＦ￣
ＢＢ)等[４] ꎮ 有研究提出ꎬＰＤＧＦ￣ＢＢ 是最强力的细胞
有丝分裂原之一ꎬ可强烈促进血管平滑肌细胞增殖ꎬ
并参与 ＡＳ 的进展和血管成形术后的再狭窄[５￣６] ꎮ 在
成熟正常的血管中ꎬ一般难以或仅可检测到极低水

平的 ＰＤＧＦ￣ＢＢ 的表达ꎻ相反地ꎬ在 ＡＳ 和血管再狭窄
的病变中ꎬＰＤＧＦ￣ＢＢ 的表达会明显高于正常血管[７] ꎬ
且在动脉粥样硬化斑块中ꎬ ＰＤＧＦ￣ＢＢ 的表达水平也
会明显增加ꎬ而 ＶＳＭＣｓ 的增殖则随之加剧[８] ꎮ 上述
研究验证了 ＰＤＧＦ￣ＢＢ 强烈的促增殖作用与 ＡＳ 和血
管再狭窄密切相关的说法[９] ꎮ

基于以上研究ꎬ本课题组设想ꎬ抑制 ＶＳＭＣｓ 的增
殖在某种程度上可能会对 ＡＳ 和血管再狭窄起到一
定的保护作用ꎮ 姜黄素(ｃｕｒｃｕｍｉｎꎬＣＵＲ)是一种传统
的中药成分ꎬ是从姜黄的根茎中提取出来的ꎬ不仅具
有抗炎、抗氧化和抗肿瘤的药理作用[１０] ꎬ还具有良好

的光敏性ꎬ是一种有应用前景的光敏剂[１１] ꎮ 光动力
疗法(ｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃ ｔｈｅｒａｐｙꎬＰＤＴ)是一种通过氧依赖
的光化学活动破坏病变组织的治疗方法ꎬ可直接或
间接地诱导细胞死亡ꎮ 有研究表明ꎬＰＤＴ 治疗对浅
表肿瘤有较好的疗效ꎬ可延缓动脉粥样硬化斑块的
进展和内膜增生的程度[１２￣１３] ꎮ 磷酸酰肌醇 ３￣激酶
(ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３￣ｋｉｎａｓｅꎬＰＩ３ｋ) /丝苏氨酸蛋白激
酶(ＡＫＴ)信号通路是广泛存在于细胞中ꎬ参与调控
细胞生长、增殖的重要信号转导通路[１４] ꎮ 血管平滑
肌细胞的增殖与 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路的调控密切相
关[１５￣１６] ꎬ提示可能通过调控 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通路影响血
管平滑肌细胞的增殖ꎮ 本研究旨在观察 ＣＵＲ 介导的
光动力作用通过 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路对 ＰＤＧＦ￣ＢＢ 诱
导的血管平滑肌细胞增殖的影响ꎬ以期为心血管疾
病的康复提供新的治疗思路和理论支持ꎮ
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材料与方法

一、主要实验试剂和仪器
ＣＵＲ 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ将其溶于二甲亚砜

(ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅꎬＤＭＳＯ)中ꎬ并避光保存于－ ２０℃
低温环境中ꎮ 大鼠 ＰＤＧＦ￣ＢＢ 和小鼠 ＰＤＧＦ￣ＢＢ 分别
购自中国金斯瑞生物科技公司和美国 ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ 公
司ꎮ 首先将 ＰＤＧＦ￣ＢＢ 溶解在无菌水中ꎬ然后用海藻
糖溶液稀释到特定浓度(２０ μｇ / ｍｌ)后ꎬ于－８０℃环境
储存备用ꎮ 常规试剂如 Ｄｕｌｂｅｃｏ′ｓ 高糖培养基(Ｄｕｌ￣
ｂｅｃｏ′ｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｅａｇｌｅ ｍｅｄｉｕｍꎬＤＭＥＭ)、胎牛血清购于
美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎬ细胞增殖毒性检测试剂盒 ( Ｃｅｌｌ
Ｃｏｕｎｔｉｎｇ Ｋｉｔ￣８ꎬＣＣＫ８)购自美国 ＭＣＥ 公司ꎬ５￣乙炔基￣
２′￣脱氧尿苷(５￣ｅｔｈｙｎｙｌ￣２′￣ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅꎬＥＤＵ)细胞增
殖检测试剂盒购于中国碧云天公司ꎮ β￣ａｃｔｉｎ 内参抗
体、增殖细胞核抗原(ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ ａｎｔｉｇｅｎꎬ
ＰＣＮＡ)抗体、磷酸化 ｐ￣ｍｔｏｒ 抗体购于美国 ＣＳＴ 公司ꎮ
ｐ￣ＰＩ３Ｋ 抗体、ｐ￣Ａｋｔ 抗体购于北京 ＢＩＯＳＳ 生物技术公
司ꎮ ４２５ ｎｍ 激光光源(功率密度为 ４０ ｍＷ / ｃｍ２)购
于重庆京渝激光技术有限公司ꎮ

二、细胞培养和分组方法
大鼠胸主动脉平滑肌细胞系(Ａ７Ｒ５)和小鼠主

动脉平滑肌细胞系(ＭＯＶＡＳ)使用含有 １０％胎牛血
清( ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｎꎬＦＢＳ)和 １％青霉素￣链霉素的
ＤＭＥＭ 培养基培养ꎬ然后置于含有 ５％ＣＯ２ 的湿润恒
温(３７℃)环境下传代培养ꎮ 用 ０.０５％胰蛋白酶消化
并收集对数生长期细胞ꎬ并将细胞接种到 ６ 孔板或
３５ ｍｍ的培养皿中ꎬ待细胞融合度至 ８０％时ꎬ采用
２０ μｇ / Ｌ的 ＰＤＧＦ￣ＢＢ 对细胞进行刺激ꎬ诱导体外细
胞增殖模型ꎮ 将细胞分为对照组、ＰＤＧＦ￣ＢＢ 组、姜黄
素组、光动力组ꎬ光动力组再根据照射剂量的不同ꎬ
又分为低剂量光动力组(照射 ６０ ｓ)、中剂量光动力
组(照射１２０ ｓ)、高剂量光动力组(照射 １８０ ｓ)ꎬ共 ３
个亚组ꎮ

三、干预方法
对照组为正常血管平滑肌细胞ꎬ除饥饿过夜外ꎬ不

予任何刺激ꎬＰＤＧＦ￣ＢＢ 组饥饿过夜后加入含 ２０ μｇ / Ｌ
的 ＰＤＧＦ￣ＢＢ 的新鲜培养基刺激 ２４ ｈꎬ姜黄素组先给予
与 ＰＤＧＦ￣ＢＢ 组相同的干预ꎬ然后换液加入含 ２０ μｍｏｌ / Ｌ
ＣＵＲ 的新鲜培养基刺激 ６ ｈꎬ光动力组先给予与姜黄
素组相同的干预ꎬ再换液后采用 ４２５ ｎｍ 激光对光动
力组各亚组进行对应时长的激光照射ꎮ

四、检测方法
１. 各组细胞存活率测定方法:ＰＤＧＦ￣ＢＢ 和 ＣＵＲ

实验浓度确定ꎬ分别为 ２０ μｇ / Ｌ、２０ μｍｏｌ / Ｌ[１７] ꎮ 本
研究不同的激光照射时间 ６０ ｓ、１２０ ｓ、１８０ ｓꎬ分别对

应的能量密度为 ２.４ Ｊ / ｃｍ２、４.８ Ｊ / ｃｍ２、７.２ Ｊ / ｃｍ２ꎮ 用
ＣＣＫ￣８ 法检测各组细胞的存活率ꎮ 将 ＶＳＭＣｓ 接种到
９６ 孔板中ꎬ每组设置 ３ ~ ５ 个重复的孔ꎮ 在 ３７℃、含
５％ＣＯ２ 的培养箱中培养 ＶＳＭＣｓꎬ直到它们粘附在壁
上ꎮ 各组经对应的干预处理后ꎬ将所有细胞均采用
磷酸缓冲盐溶液(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅꎬＰＢＳ)清洗
２ 次ꎬ 然 后 在 每 个 孔 中 加 入 １００ μＬ 含 ＣＣＫ８ 的
ＤＭＥＭ 培养基( ＤＭＥＭ ∶ ＣＣＫ￣８ ＝ ９ ∶ １)ꎮ 在 ３７℃、
５％的 ＣＯ２ 环境下ꎬ将细胞在黑暗中培养 ０.５ ~ ４ ｈꎬ用
微板阅读器测量波长为 ４５０ ｎｍ 的吸光度ꎬ最后ꎬ根
据细胞增殖情况得出 ＶＳＭＣｓ 的存活率ꎬ依据该结果
选择本研究中光动力组的激光照射剂量ꎮ 存活率 ＝
(实验组平均 ＯＤ 值－空白对照组平均 ＯＤ 值) / (阴
性对照组平均 ＯＤ 值 －空白对照组平均 ＯＤ 值) ×
１００％ꎮ

２. ４ 组细胞增殖活性检测方法:将 ４ 组 ＶＳＭＣｓ
与预先制好的 １０ μｍｏｌ / Ｌ ＥＤＵ 工作液在 ３７℃的环境
中孵化 ２ ｈꎮ 用 ４％多聚甲醛( ｐａｒａｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅꎬＰＡ)
固定细胞约 １５ ｍｉｎꎬ再用含有 ０. ５％曲拉通 Ｘ￣１００
(Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００)的 １ ×ＰＢＳ 清洗细胞 ５ 次ꎬ每次清洗
３ ｍｉｎ(细胞透化)ꎮ 将 Ｔｒｉｔｏｎ 清洗液移至适当的废物
容器中后ꎬ将细胞与 Ａｐｏｌｌｏ 染色液混合在黑暗中孵
育 ３０ ｍｉｎꎮ 最后ꎬ将固定的细胞用赫斯特荧光染料
３３３４２(Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２)染色 １０ ｍｉｎꎮ 在荧光显微镜
下观察每组细胞ꎬＥＤＵ 将增殖的细胞标记为绿色ꎬ
Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 将细胞核标记为蓝色ꎮ

３. ４ 组细胞周期检测方法:将 ４ 组 ＶＳＭＣｓ(１ ×
１０６ /孔)接种到 ６ 孔板中ꎬ在 ３７℃、５％ＣＯ２ 的潮湿环
境中培养 ２４ ｈꎮ 然后ꎬ将细胞在无血清培养基中培
养过夜ꎬ以实现 Ｇ０ / Ｇ１ 期的同步化ꎮ ＰＤＧＦ￣ＢＢ 组、
姜黄素组、光动力组经 ＰＤＧＦ￣ＢＢ 刺激(对照组不用
ＰＤＧＦ￣ＢＢ 刺激)２４ ｈ 后ꎬ加入 ２０ μｍｏｌ / Ｌ ＣＵＲ 的 １％
胎牛血清的新鲜培养基ꎬ处理 ６ ｈꎬ采用 ＰＢＳ 清洗 ２
次ꎬ光动力组经 ４２５ ｎｍ 波长激光照射 １２０ ｓꎮ 采用
０.２５％胰蛋白酶消化 ４ 组 ＶＳＭＣｓꎬ离心(１０００ ｒｐｍꎬ
５ ｍｉｎ)并收集ꎬ然后用 １ ｍＬ 冷 ＰＢＳ 清洗ꎬ并在 ４℃的
７５％冷乙醇中固定２４ ｈꎮ 固定后的细胞用 ＰＢＳ 清洗
３ 次ꎬ用碘化丙啶( ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅꎬＰＩ)和核糖核酸
酶(ＲｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅꎬＲＮａｓｅ)Ａ 染色 ３０ ｍｉｎꎮ 最后ꎬ用流
式细胞仪分析各组细胞处于各个细胞周期的百分
比ꎮ 从细胞内染色体的倍数角度分类可以将细胞周
期分 为 三 期: Ｇ０ / Ｇ１ 期 ( ＤＮＡ 复 制 之 前ꎬ染 色 体
２Ｎ)、Ｓ 期(ＤＮＡ 正在发生复制ꎬ染色体 ２Ｎ￣４Ｎ)、Ｇ２ /
Ｍ 期(ＤＮＡ 复制完成ꎬ染色体 ４Ｎ)ꎮ

４. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测方法:采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法
检测 ４ 组细胞中 ＰＣＮＡ、ｐ￣ＰＩ３Ｋ、ｐ￣ＡＫＴ、ｐ￣ＭＴＯＲ 的表
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达情况ꎮ ３ 组细胞置于冰上数分钟后用细胞蛋白裂解
液提取总蛋白ꎬ使用 ＢＣＡ(Ｂｉｃｉｎ￣ｃｈｏｎｉｎｉｃ Ａｃｉｄ)蛋白定
量法ꎬ测量各组的具体浓度ꎮ ４ 组获得的 ３０ μｇ 总蛋
白经 １０％十二烷基硫酸钠￣聚丙烯酰胺凝胶( ｓｏｄｉｕｍ
ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ￣ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬ ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ) 分离ꎬ并电转到聚偏氟乙烯 ( Ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ
ｆｌｕｏｒｉｄｅꎬＰＶＤＦ)膜上ꎮ 然后用 ５％的脱脂牛奶在洗膜
缓冲液(Ｔｒｉｓ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ ＴｗｅｅｎꎬＴＢＳＴ)中封闭 ２ ｈꎬ
并在 ４℃环境下用以下蛋白一抗孵育过夜:抗 ＰＣＮＡ
(１ ∶ １０００)、抗 ｐＭＴＯＲ(１ ∶ １０００)、抗 ｐＡＫＴ(１ ∶ １０００)、
抗 ｐＰＩ３Ｋ(１ ∶ １００００)、抗 β￣ａｃｔｉｎ(１ ∶ １０００)ꎮ 最后ꎬ
将膜 与 辣 根 过 氧 化 物 酶 ( Ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬ
ＨＲＰ)结合的第二抗体(７０７４ꎬ１ ∶ ２０００ꎬＣＳＴ)在室温
下孵育１ ｈꎮ 然后用 ＴＢＳＴ 缓冲液在摇床上快速洗膜
３ 次ꎬ用增强型化学发光试剂( ｅｎｈａｎｃｅｄ ｃｈｅｍｉｌｕｍｉ￣
ｎｅｓｃｅｎｃｅꎬＥＣＬ) 在凝胶成像仪上评估蛋白质条带ꎮ
最后ꎬ选择 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行进一步的数据分析ꎮ

五、统计学方法
使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８.０ 版软件对本研究所得

数据进行分析ꎮ 符合正态分布及方差齐性的计量资
料以(ｘ－±ｓ)表示ꎬ多组间差异利用单因素方差分析进
行分析ꎬ组间差异采用两独立样本 ｔ 检验ꎮ 以Ｐ<０.０５
为差异有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、各组 ＶＳＭＣｓ 的存活率比较
图 １Ａ 和图 １Ｂ 可见ꎬ中、高剂量光动力组血管平

滑肌细胞的存活率显著低于 ＰＤＧＦ￣ＢＢ 组和低剂量

光动力组ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 中剂量
光动力组血管平滑肌细胞的存活率虽然也低于高剂
量光动力组ꎬ但 ２ 组间差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ
低剂量光动力组血管平滑肌细胞的存活率与 ＰＤＧＦ￣
ＢＢ 组比较ꎬ组间差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 基于
此ꎬ本研究选择中剂量光动力组中的光照时间 １２０ ｓ
作为最佳光照剂量ꎮ

二、４ 组 ＶＳＭＣｓ 增殖活性比较
图 ２ 可见ꎬＰＤＧＦ￣ＢＢ 组 ＶＳＭＣｓ 的增殖活性均显

著高于对照组(Ｐ<０.０５)ꎬ而光动力组 ＶＳＭＣｓ 的增殖
活性则显著低于 ＰＤＧＦ￣ＢＢ 组(Ｐ<０.０５)ꎬ差异均有统
计学意义ꎮ 姜黄素组和光动力组 ＶＳＭＣｓ 的细胞增殖
活性与对照组比较ꎬ差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ

三、４ 组 ＶＳＭＣｓ 细胞周期检测结果
表 １ 可见ꎬ在 Ｇ０ / Ｇ１ 期ꎬ ＰＤＧＦ￣ＢＢ 组、姜黄素

组、光动力组的 ＶＳＭＣｓ 比例均显著低于对照组ꎬ差异
均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ在 Ｇ２ / Ｍ 期ꎬ光动力组的
ＶＳＭＣｓ 比例均显著高于对照组和 ＰＤＧＦ￣ＢＢ 组ꎬ差异
均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ在 ｓ 期ꎬＰＤＧＦ￣ＢＢ 组的
ＶＳＭＣｓ 比例显著高于对照组ꎬ差异有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎮ

表 １　 ４ 组细胞周期检测结果(％ꎬｘ－±ｓ)

组别　 Ｇ０ / Ｇ１ 期 Ｇ２ / Ｍ 期 Ｓ 期

对照组 ７１.８３±６.０６ ５.２４±２.５１ ２２.９２±７.７４
ＰＤＧＦ￣ＢＢ 组 ４９.５９±３.４４ａ ５.８３±５.１１ ４４.５８±８.５２ａ

姜黄素组 ５０.６８±１１.４３ａ １７.９１±６.２７ ３１.４１±５.２７
光动力组 ３２.６７±１５.２０ａ ３２.６８±１１.５０ａｂ ３４.６５±８.００

　 　 注:与对照组相比ꎬａＰ<０.０５ꎻ与 ＰＤＧＦ￣ＢＢ 组相比ꎬｂＰ<０.０１

注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０１ꎻ与 ＰＤＧＦ￣ＢＢ 组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎬ ｃＰ<０.０１
图 １　 各组 ＶＳＭＣｓ 的存活率比较
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注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０１ꎻ与 ＰＤＧＦ￣ＢＢ 组比较ꎬｂＰ<０.０５
图 ２　 ４ 组 ＶＳＭＣｓ 增殖活性比较

　 　 四、４ 组 ＶＳＭＣｓ 的 ＰＣＮＡ 和 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路
相关蛋白表达比较

图 ３Ａ 和图 ３Ｂ 可见ꎬＰＤＧＦ￣ＢＢ 组 ＶＳＭＣｓ 中 ＰＣＮＡ
蛋白表达显著高于对照组(Ｐ<０.０１)ꎬ光动力组 ＶＳＭＣｓ
中 ＰＣＮＡ 的表达水平显著低于 ＰＤＧＦ￣ＢＢ 组 ( Ｐ<
０.０５)ꎬ姜黄素组 ＶＳＭＣｓ 中 ＰＣＮＡ 的表达水平虽然低
于 ＰＤＧＦ￣ＢＢ 组ꎬ但 ２ 组间差异无统计学意义 ( Ｐ>
０.０５)ꎮ 图 ３Ｃ 和图 ３Ｄ 显示ꎬＰＤＧＦ￣ＢＢ 组 ＶＳＭＣｓ 磷

酸￣ｍＴＯＲ、磷酸￣ＰＩ３Ｋ、磷酸￣ＡＫＴ 的蛋白表达水平显著
高于对照组(Ｐ<０.０１)ꎬ光动力组 ＶＳＭＣ 上述磷酸化蛋
白表达显著低于 ＰＤＧＦ￣ＢＢ 组 (Ｐ< ０.０１)ꎬ姜黄素组
ＶＳＭＣｓ 中上述磷酸化蛋白的表达水平与对照组比较ꎬ
差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 图 ３Ｅ 和图 ３Ｆ 可见ꎬ
ＰＤＧＦ￣ＢＢ 组 ＶＳＭＣｓ 中磷酸￣Ｐ６５ 蛋白的表达水平ꎬ明
显高于对照组(Ｐ<０.０５)光动力中 ＶＳＭＣｓ 中磷酸￣Ｐ６５
蛋白的表达水平明显低于 ＰＤＧＦ￣ＢＢ 组(Ｐ<０.０１)ꎮ

７９３中华物理医学与康复杂志 ２０２４ 年 ５ 月第 ４６ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ｍａｙ ２０２４ꎬ Ｖｏｌ. ４６ꎬ Ｎｏ.５



　 　 注:Ａ、Ｂ 为 ＰＣＮＡ 蛋白分别在 ４ 组 ＭＯＶＡＳ 和 Ａ７Ｒ５ 细胞中的表达水平ꎻＣ、Ｄ 为 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路相关磷酸化蛋白分别在 ４ 组 ＭＯＶＡＳ
和 Ａ７Ｒ５ 细胞中的表达水平ꎻＥ、Ｆ 为磷酸￣Ｐ６５ 分别在 ４ 组 ＭＯＶＡＳ 和 Ａ７Ｒ５ 细胞中的表达水平ꎻ与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ꎻ与 ＰＤＧＦ￣ＢＢ
组相比ꎬｃＰ<０.０５ꎬｄＰ<０.０１

图 ３　 ４ 组 ＶＳＭＣｓ 的 ＰＣＮＡ 和 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路相关蛋白的表达
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讨　 　 论

本研究结果显示ꎬ光动力组增殖的阳性细胞比例
显著低于 ＰＤＧＦ￣ＢＢ 组 (Ｐ< ０.０５)ꎬ光动力组细胞在
Ｇ０ / Ｇ１ 期的比例明显低于对照组(Ｐ<０.０１)ꎬ而在 Ｇ２ /
Ｍ 期的比例则明显高于对照组和 ＰＤＧＦ￣ＢＢ 组 (Ｐ<
０.０５)ꎬ且光动力组的 ＰＣＮＡ、ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通路磷酸化蛋
白的表达亦显著低于 ＰＤＧＦ￣ＢＢ 组ꎬ差异均有统计学意
义(Ｐ<０.０５)ꎮ 上述结果提示ꎬＣＵＲ 介导的 ＰＤＴ 可能
通过 ＰＩ３ｋ / ＡＫＴ 信号通路来抑制 ＰＤＧＦ￣ＢＢ 诱导的
ＶＳＭＣｓ 的增殖ꎮ

本课题组既往的研究发现ꎬＣＵＲ 介导的 ＰＤＴ 可以
抑制 ＶＳＭＣｓ 的迁移和表型转化ꎬ延缓 ＡＳ 的发展ꎬ其机
制可能与抑制细胞自噬有关[１７]ꎮ 目前ꎬＣＵＲ 介导的
ＰＤＴ 对 ＶＳＭＣｓ 增 殖 能 力 的 具 体 影 响 仍 不 清 楚ꎮ
ＶＳＭＣｓ 的异常增殖是病理性血管重构发生和发展的
主要表现ꎬ其参与了动脉粥样硬化、血管成形术后再狭
窄等心脑血管疾病的形成[１８￣１９]ꎮ ＣＵＲ 是一种从植物
姜黄中提取的小分子量的酸性酚类物质ꎬ其不仅具有
抗炎、抗氧化、抗肿瘤、抗动脉粥样硬化、降低血脂血黏
度、抑制血小板聚集的药理作用ꎬ还具有光敏毒性ꎬ是
光敏剂家族的一员[２０￣２１]ꎮ 有证据表明ꎬＰＤＴ 有助于降
低 ＶＳＭＣｓ 的过度增殖[２２]ꎮ 从这个角度来看ꎬ对 ＣＵＲ
介导的 ＰＤＴ 对 ＶＳＭＣｓ 增殖影响的研究ꎬ有望成为未
来治疗增殖性血管疾病的发展方向ꎮ

据报道ꎬＰＤＧＦ￣ＢＢ 可通过介导细胞内信号通路来
启动一系列的生物效应ꎬ从而调节 ＶＳＭＣｓ 的迁移和增
殖[２３]ꎮ 在这些信号通路中ꎬＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｍＴＯＲ 通路是
一条与细胞增殖有关的经典信号通路ꎬ且在 ＡＳ 的进
展中ꎬＰＤＧＦ￣ＢＢ 对 ＶＳＭＣｓ 的刺激作用可以介导 ＰＩ３Ｋ
的磷酸化和下游蛋白 ｍＴＯＲ 的激活[２４]ꎮ 研究发现ꎬ
ｍＴＯＲ 是一种丝氨酸 /苏氨酸激酶ꎬ是 ＡＫＴ 的下游效
应器ꎬ其在调节细胞增殖、代谢中也起着关键作用ꎬ是
参与调节 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｍＴＯＲ 途径的重要蛋白[２５]ꎮ 该
研究还指出ꎬｍＴＯＲ 的激活可以导致内皮功能紊乱、泡
沫细胞的形成和 ＶＳＭＣ 的增殖ꎬ进一步助力 ＡＳ 的发
生和发展[２５]ꎮ 相应地ꎬ抑制 ｍＴＯＲ 蛋白的表达可以减
少 ＶＳＭＣｓ 的增殖和迁移ꎬ抑制内膜增生和增厚ꎮ 本研
究结果中ꎬ在 Ｇ２ / Ｍ 期ꎬ光动力组的 ＶＳＭＣｓ 比例均显
著高于对照组和 ＰＤＧＦ￣ＢＢ 组ꎬ差异均有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎬ该结果提示ꎬＣＵＲ 介导的 ＰＤＴ 抑制细胞增
殖的机制可能与 Ｇ２ / Ｍ 期细胞比例的上调有关ꎬ即细
胞的增殖与细胞周期的进展有关[２３]ꎮ

综上所述ꎬＣＵＲ 介导的 ＰＤＴ 可以通过影响 ＰＩ３Ｋ /
ＡＫＴ 信号通路来抑制 ＶＳＭＣｓ 的增殖ꎬ这可能为临床治
疗血管平滑肌增生性疾病提供潜在的理论依据ꎮ 值得

注意的是ꎬ本课题组在研究中发现ꎬ在 ＰＤＧＦ￣ＢＢ 的刺
激下磷酸化的 Ｐ６５ 蛋白表达显著上调ꎬ该结果提示ꎬ
ＣＵＲ 介导的 ＰＤＴ 抑制 ＶＳＭＣｓ 增殖的机制可能涉及
ＮＦ￣κＢ 途径ꎬ这个猜想还需要进一步的研究来验证ꎮ
此外ꎬ本研究仍存在一些不足之处ꎬ如缺乏动物实验结
果和临床证据ꎬ同时部分实验(如 ＰＣＲ 实验和加用
ＰＩ３Ｋ 信号通路激活剂的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验)由于经费、
时间、场所等客观因素的限制无法顺利启动和进行ꎬ本
课题组希望在今后的研究中尽可能地补充ꎬ并加以改
进和完善ꎮ
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中华医学会期刊管理部关于一稿两投和重复发表问题的处理原则

一稿两投(一稿多投)是指同样的文稿或实质性内容相同的文稿投寄给两个或两个以上的媒体ꎮ 重复发表是指同样的文稿或

实质性内容相同的文稿在两个或两个以上的媒体发表ꎬ无论是印刷版媒体还是电子媒体ꎮ
中华医学会系列期刊作为我国重要的医学信息源期刊ꎬ原则上不接受一稿两投或重复发表的论文ꎬ读者在这些期刊上所阅读

的论文基本上都是原始的、首发的ꎬ除非声明是按作者和编辑的意图重新发表的ꎮ 这一立场符合中国和国际版权法、道德规范及资

源使用的成本效益原则ꎮ 但这一政策并不妨碍下列论文向中华医学会系列期刊投稿:(１)已经被其他刊物退稿的论文ꎻ(２)发表初

步报告后再发表完整的论文ꎬ如已在其他刊物或专业学术会议的论文汇编上发表过摘要ꎻ(３)在专业学术会议上宣读过ꎬ但并未在

其他刊物或会议汇编上全文发表或准备全文发表ꎮ 因此ꎬ作者在向中华医学会系列期刊投稿时ꎬ必须就以前是否投寄过或发表过

同样或类似的文稿向编辑部作充分的说明ꎬ以免造成一稿两投或重复发表ꎮ 如果文稿中部分内容已经发表ꎬ作者应在新的文稿中

明确指出有关内容并列出相应的参考文献ꎬ同时将以前发表的文稿寄给编辑部ꎬ以便编辑部决定如何处理新的文稿ꎮ
如果出现一稿两投现象ꎬ且作者在投稿时没有作这方面的说明ꎬ编辑部将立即退稿ꎻ如果编辑部在发表前没有了解一稿两投的

情况而造成重复发表ꎬ编辑部将在本刊发表有关该文稿系重复发表的声明ꎮ 对于一稿两投或重复发表的情况ꎬ编辑部将向作者所

在单位和该领域的其他科技期刊进行通报ꎬ同时ꎬ中华医学会系列期刊两年内将拒绝接受该论文第一作者所撰写的其他文稿ꎮ
作者向中华医学会系列期刊投稿并收到编辑部回执后 ３ 个月未接到退稿ꎬ则表明该稿件仍在处理中ꎬ如果作者欲投寄其他刊

物ꎬ应事先与编辑部联系并征得编辑部的同意ꎮ 作者向大众媒体、政府机构或生产厂商初步报告已被中华医学会系列期刊录用但

尚未发表的论文的科学内容ꎬ是违反中华医学会系列期刊政策的ꎬ除非该论文报道的内容涉及到治疗方面的重大突破或对大众健

康的严重危害ꎬ如药物、疫苗、其他生物制品、医疗器械等的严重副作用ꎮ 在上述情况下提前透露文稿的内容ꎬ不影响该论文的发

表ꎬ但应事先与编辑部讨论并征得同意ꎮ
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