
医用生物力学　 第 ３６ 卷　 第 １ 期　 ２０２１ 年 ２ 月
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｂｉｏｍｅｃｈａｎｉｃｓ， Ｖｏｌ． ３６　 Ｎｏ．１， Ｆｅｂ． ２０２１

收稿日期：２０２０⁃０２⁃２４； 修回日期：２０２０⁃０３⁃２８
基金项目：国家自然科学基金项目（１１６２５２０９，３１７００８１６）
通信作者：齐颖新，教授，Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｑｉｙｘ＠ ｓｊｔｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

文章编号：１００４⁃７２２０（２０２１）０１⁃０１４４⁃０７

钙离子参与周期性高张应变和血小板源性微囊
协同诱导的血管平滑肌细胞迁移

高　 爽，　 李珊珊，　 李子通，　 范洋晶，　 刘　 泽，　 齐颖新
（上海交通大学 生命科学技术学院，力学生物学研究所， 上海 ２００２４０）

摘要：目的　 探究周期性高张应变和血小板源性微囊（ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｉｃｒｏｖｅｓｉｃｌｅｓ，ＰＭＶｓ）对血管平滑肌细胞

（ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ，ＶＳＭＣｓ）迁移功能的影响，以及 Ｃａ２＋在其中的作用。 方法　 应用 ＦＸ⁃５０００Ｔ 应变加载系

统对体外培养 ＶＳＭＣｓ 施加 ５％ 、１５％ 幅度周期性张应变，分别模拟 ＶＳＭＣｓ 受到生理、高血压条件下的周期性高张应

变；使用划痕实验检测 ＶＳＭＣｓ 迁移；使用无 Ｃａ２＋培养基创造细胞外无游离 Ｃａ２＋条件；应用 ＩＰ３Ｒ 拮抗剂 ２⁃ＡＰＢ 阻断

细胞内 Ｃａ２＋释放；施加 ＴＲＰＶ４ 通道拮抗剂 ＧＳＫ２１９ 和 Ｌ 型电压门控钙通道的抑制剂 Ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅ 分别阻断相应 Ｃａ２＋

通道；体外施加凝血酶激活血小板产生 ＰＭＶｓ 以模拟高血压病理环境。 结果　 与 ５％ 周期性张应变相比，１５％ 周期

性张应变可以显著促进 ＶＳＭＣｓ 迁移。 去除细胞外 Ｃａ２＋可以抑制 ＶＳＭＣｓ 迁移，但 ＧＳＫ２１９ 和 Ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅ 对于 １５％ 高

张应变诱导的 ＶＳＭＣｓ 迁移无显著作用；２⁃ＡＰＢ 可以抑制 １５％ 高张应变诱导的 ＶＳＭＣｓ 迁移过程。 同时 ＰＭＶｓ 可以

显著促进 １５％ 高张应变诱导的 ＶＳＭＣｓ 迁移，并且细胞外和细胞内 Ｃａ２＋均参与其中。 结论　 细胞内钙和细胞外钙

在 １５％ 周期性高张应变诱导的 ＶＳＭＣｓ 迁移中均发挥重要作用，并且 ＰＭＶｓ 可以协同参与到上述过程中。 研究结果

为高血压病理性张应变诱导血管重建的分子机制和临床治疗提供力学生物学新思路。
关键词：周期性张应变； 血小板源性微囊； 血管平滑肌细胞； 细胞迁移
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　 　 高血压作为一种常见的慢性病，是脑卒中、冠
心病等多种心血管疾病的重要独立危险因素［１⁃２］。
高血压的病理环境会引起血管内皮细胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ， ＥＣｓ） 和血管平滑肌细胞 （ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ， ＶＳＭＣｓ）功能变化，导致血管结构改变

和血管内膜损伤，进而引发血管壁增厚、弹性降低

等一系列的并发症［３］。 其中，中膜层 ＶＳＭＣｓ 异常增

殖和迁移是血管结构和功能变化的重要病理

过程［４］。
在心脏和血管组成的脉动循环系统中，动脉血

管主要受到 ３ 个方向机械力的刺激，分别是与血流

方向平行的切应力、垂直于血管的正压力以及由血

管脉动引起的沿血管壁方向的周向张应力［５］。 其

中，ＶＳＭＣｓ 主要承担周期性周向张应力。 临床上，
高血压患者会出现高于生理性的周期性张应力，使
得弹性血管壁形变增加，血管壁细胞承受异常增高

的张应变［６］。 上述机械力刺激可以作用于细胞膜

上的机械感受分子，包括整合素蛋白、血管内皮细

胞钙黏着蛋白、拉伸激活的钙通道等，将力学信号

向内传递并转变为生化级联信号，引起细胞生理功

能的变化［７⁃８］。
除了多种力学因素调控 ＶＳＭＣｓ 功能外，在高血

压病理条件下，会出现异常升高的凝血酶，激活循

环血液 中 的 血 小 板， 并 释 放 血 小 板 源 性 微 囊

（ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｉｃｒｏｖｅｓｉｃｌｅｓ，ＰＭＶｓ） ［９］。 此外，高
血压引起血管内膜损伤后内膜完整性破坏，导致中

膜层 ＶＳＭＣｓ 暴露并与 ＰＭＶｓ 接触，加速 ＶＳＭＣｓ 增

殖、迁移和表型转化等过程，共同调节血管重建［１０］。
据报道，与健康的人体血液相比较，血栓、动脉粥样

硬化、高血压等疾病患者循环血液中的 ＰＭＶｓ 浓度

均较高，提示高浓度 ＰＭＶｓ 可能是疾病的重要指标，
并在疾病病理过程中起到关键作用［１１⁃１２］。 然而，高
血压病理过程中升高的 ＰＭＶｓ 与周期性高张应变对

ＶＳＭＣｓ 迁移的作用仍有待研究。
研究显示，ＶＳＭＣｓ 收缩与细胞迁移息息相关，

且细胞收缩受到胞浆中 Ｃａ２＋ 浓度的调节［１３］。 Ｃａ２＋

作为细胞内最简单的重要第 ２ 信使，对调节细胞兴

奋性、骨架完整性、代谢、收缩、迁移等功能至关重

要［１４］。 胞浆 Ｃａ２＋浓度通常处于较低水平，而当细胞

受到一定刺激 （例如生长因子、机械力） 时，胞浆

Ｃａ２＋浓度会迅速升高［１５］。 增加的 Ｃａ２＋ 通常有两种

来源，胞内储存 Ｃａ２＋ 释放和胞外 Ｃａ２＋ 内流，进入胞

浆的 Ｃａ２＋ 可以通过钙调蛋白调节下游信号通路影

响细胞功能［１６］。 研究发现，机械应力通过整联蛋白

诱导 ＶＳＭＣｓ 内 Ｃａ２＋ 浓度升高和细胞局部的钙火

花［１７］。 周期性张应变拉伸激活机械敏感的瞬态受体

电位香草酸 ４（ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｖａｎｉｌｌｏｉｄ ４，
ＴＲＰＶ４） 通 道， 通 过 激 活 磷 脂 酰 肌 醇 ３⁃激 酶

（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３⁃ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ） 促进细胞骨架

重塑和细胞的定向迁移［１８］。 上述研究提示，应力刺

激引起的胞浆 Ｃａ２＋变化可能是高血压下 ＶＳＭＣｓ 迁

移的机制之一。 然而，ＶＳＭＣｓ 在力学刺激下的 Ｃａ２＋

响应机制，尤其是力学刺激和 ＰＭＶｓ 协同作用下的

Ｃａ２＋响应尚不明确。
本文应用 ＦＸ⁃５０００Ｔ 周期性张应变加载系统对

ＶＳＭＣｓ 加载不同幅度的张应变，探究细胞内储存和

细胞外 Ｃａ２＋在张应变加载条件下对 ＶＳＭＣｓ 迁移的

作用，施加 ＰＭＶｓ 探究高张应变和 ＰＭＶｓ 两者协同
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对 ＶＳＭＣｓ 迁移的影响。 研究结果为深入理解高血

压血管重建病理机制提供一定的力学生物学实验

基础，并为疾病的临床诊断和治疗提供潜在的干预

靶点。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 细胞培养

通过组织贴块法从雄性 ＳＤ 大鼠胸主动脉中分

离 ＶＳＭＣｓ［１９］。 将 细 胞 在 含 有 １０％ 小 牛 血 清、
２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ谷氨酰胺、１００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素和 １００ ｍｇ ／ ｍＬ
链霉素的改良 ＤＭＥＭ 培养基（Ｇｉｂｃｏ 公司，美国）中
培养，置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 湿润恒温培养箱中。 使用

平滑肌肌动蛋白（α⁃ＳＭＡ）特异性抗体对 ＶＳＭＣｓ 进

行免疫荧光鉴定，阳性率＞９５％ ，培养至 ４～６ 代用于

后续实验。
１􀆰 ２　 力学加载

应用 ＦＸ⁃５０００Ｔ（Ｆｌｅｘｃｅｌｌ 公司，美国）进行周期

性张应变加载。 在胶原蛋白包被的 Ｆｌｅｘｃｅｌｌ ６ 孔板

（Ｆｌｅｘｃｅｌｌ 公司，美国）上种植 ＶＳＭＣｓ，培养至单层后

施加无血清 ＤＭＥＭ 进行饥饿处理 ２４ ｈ 后分别加载

５％ 幅度、１􀆰 ２５ Ｈｚ 频率张应变，以模拟 ＶＳＭＣｓ 受到

的生理性周期性张应变；１５％ 幅度、１􀆰 ２５ Ｈｚ 频率张

应变，以模拟 ＶＳＭＣｓ 受到的高血压病理条件下的周

期性高张应变，循环拉伸 １２、２４ ｈ［１９］。
１􀆰 ３　 划痕实验

为了确定不同刺激条件对体外培养 ＶＳＭＣｓ 迁

移的作用， 对无血清 ＤＭＥＭ 饥饿处理 ２４ ｈ 的

ＶＳＭＣｓ 采用划痕方法进行检验。 细胞生长至单层

后用 １０ μＬ 移液枪头刮过培养皿，然后用磷酸盐缓

冲液（ＰＢＳ）洗涤 ２ 次，施加周期性张应变或相应的

药物刺激。 配备相机的倒置相差显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ
公司，美国）在 ０、１２、２４ ｈ 分别捕获相差图像，统计

ＶＳＭＣｓ 伤口愈合度：（初始伤口面积－某时刻伤口面

积） ／初始伤口面积 × １００％ ，并用 Ｉｍａｇｅ Ｊ ９􀆰 ０ 和

Ｅｘｃｅｌ 比较分析划痕愈合情况。
１􀆰 ４　 施加药物

细胞培养在 Ｆｌｅｘｃｅｌｌ 六孔板上生长至单层后，
使用无血清 ＤＭＥＭ 饥饿处理 ２４ ｈ 后进行划痕实

验，使用无钙培养基（Ｇｉｂｃｏ 公司，美国）创造无细胞

外游离 Ｃａ２＋ 条件；氨基乙氧基二苯基硼酸酯 （ ２⁃
ＡＰＢ，０􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司，美国），一种

可透过细胞膜的肌醇 １，４，５⁃三磷酸受体（ ｉｎｏｓｉｔｏｌ １，
４，５⁃ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＩＰ ３Ｒ）拮抗剂，用于抑制肌

醇 １， ４， ５⁃三 磷 酸 （ ｉｎｏｓｉｔｏｌ １， ４， ５⁃ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＩＰ ３）诱导的细胞内储存钙释放；Ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅ
（Ｎｉｆｅ，１０ μｍｏｌ ／ Ｌ，Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司，美国）阻断 Ｌ
型电压门控钙通道 （ Ｌ⁃ｔｙｐｅ ｖｏｌｔａｇｅ⁃ｇａｔｅｄ ｃａｌｃｉｕｍ
ｃｈａｎｎｅｌ， ＬＴＣＣ ）； 选 择 性 拮 抗 剂 ＧＳＫ２１９
（ＧＳＫ２１９３８７４，０􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司，美
国）阻断 ＴＲＰＶ４ 通道。
１􀆰 ５　 ＰＭＶｓ 的分离和富集

使用注射器（含 １００ μＬ ／ ｍＬ 抗凝剂）从大鼠腹

主动脉中获得全血，将其置于 ０􀆰 ５％ 氯化钠溶液中，
以 １ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 速度离心分离血小板、白细胞和红细

胞。 获取上清液并以 ２ ８００ ｒ ／ ｍｉｎ 速度离心 １５ ｍｉｎ，
获取沉淀中的血小板，并使用 Ｔｙｒｏｄｅ Ｂｕｆｆｅｒ 溶液将

底物重悬，添加凝血酶（Ｖ ／ Ｖ ＝ １ ∶１ ０００），并在 ３７ ℃
温水 中 放 置 ９０ ｍｉｎ。 然 后， 将 混 合 物 溶 液 以

２ ８００ ｒ ／ ｍｉｎ的速度离心 １５ ｍｉｎ，以去除血小板，将上

部的悬液转移到高速离心管（ Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ 公

司，美国），并以 ２０ ５００ ｇ 离心 ９０ ｍｉｎ 收集 ＰＭＶｓ，实
验中刺激比例为 ＰＭＶｓ ∶ＶＳＭＣｓ＝ １００ ∶１［２０］。
１􀆰 ６　 数据统计分析

使用 ＧｒａｐｈＰａｄ ９􀆰 ０ 进行数据分析。 所有结果

均表示为均值±标准差，应用 Ｒ 语言进行方差检验，
结果显示数据均方差齐次。 使用非配对 ｔ 检验分析

不同组间的统计差异，Ｐ ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计

学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 周期性高张应变对 ＶＳＭＣｓ 迁移的作用

应用 ５％ 、１５％ 幅度周期性张应变分别对饥饿处

理后的 ＶＳＭＣｓ 进行力学加载。 划痕愈合结果显示，
相比于 ５％ 周期性张应变，１５％ 周期性高张应变加载

１２、２４ ｈ 后均促进划痕愈合［见图 １（ａ）］；统计结果

显示，１５％ 周期性高张应变在 １２ ｈ 时，ＶＳＭＣｓ 划痕

面积相比于初始面积缩小 １９％ ，在 ２４ ｈ 时相比于初

始划痕面积缩小 ３０％ ，与 ５％ 周期性张应变相比较

均具有显著性差异［见图 １（ｂ）］。 上述结果提示，
周期性高张应变可以显著促进 ＶＳＭＣｓ 迁移。

为了探究 Ｃａ２＋ 是否参与到 １５％ 周期性高张应

变诱导的 ＶＳＭＣｓ 迁移过程，首先应用无钙培养基创
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造无细胞外 Ｃａ２＋ 条件，并施加 １５％ 周期性高张应

变。 结果显示，与正常培养基相比，无钙培养基在

１２ ｈ、２４ ｈ 均显著抑制了 １５％ 周期性高张应变诱导

的 ＶＳＭＣｓ 划痕愈合。 上述结果提示，细胞外游离

Ｃａ２＋参与了病理性高张应变诱导的 ＶＳＭＣｓ 迁移

过程。

图 １　 周期性张应变对 ＶＳＭＣｓ划痕愈合的影响

（标尺＝ ２００ μｍ，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１，ｎ＝ ４）
Ｆｉｇ．１ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ＶＳＭＣ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｃｙｃｌｉｃ

ｔｅｎｓｉｌｅ ｓｔｒｅｔｃｈ 　 （ ａ） Ｐｈａｓｅ ｇｒａｐｈｓ ｏｆ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ，
（ｂ） Ｃｏｌｕｍｎ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ

２􀆰 ２ 　 ＧＳＫ２１９ 和 Ｎｉｆｅ 对周期性高张应变诱导

ＶＳＭＣｓ 迁移的作用

由于 ＴＲＶＰ４ 和 ＬＴＣＣ 是 ＶＳＭＣｓ 上介导细胞外

Ｃａ２＋内流的离子通道［１８］，进一步探究上述两种 Ｃａ２＋

通道是否参与了周期性高张应变诱导的 ＶＳＭＣｓ 迁

移。 施加 ＴＲＰＶ４ 通道的拮抗剂 ＧＳＫ２１９ 后给予

１５％ 周期性高张应变力学加载。 结果显示，ＧＳＫ２１９
施加组与 ＤＭＳＯ 对照组相比，ＶＳＭＣｓ 划痕愈合在

１５％ 周期性高张应变加载 １２、２４ ｈ 均无显著差异。
除此之外，ＬＴＣＣ 的抑制剂 Ｎｉｆｅ 对 ＶＳＭＣｓ 划痕愈合

亦无显著作用（见图 ２）。 上述结果提示，ＴＲＰＶ４ 通

道和 ＬＴＣＣ 通道可能未参与病理性高张应变诱导的

ＶＳＭＣｓ 迁移，因此进一步探究细胞内存储 Ｃａ２＋ 的

作用。
２􀆰 ３　 细胞内 Ｃａ２＋对周期性高张应变诱导 ＶＳＭＣｓ

迁移的作用

为了探究细胞内 Ｃａ２＋ 是否参与 １５％ 周期性高

张应变诱导的 ＶＳＭＣｓ 迁移，应用 ＩＰ ３Ｒ 的拮抗剂

２⁃ＡＰＢ抑制 ＩＰ ３ 诱导的细胞内储存 Ｃａ２＋释放。 结果

显示，与 ＤＭＳＯ 对照组比较，应用 ２⁃ＡＰＢ 后加载

１５％ 周期性高张应变可以抑制 ＶＳＭＣｓ 划痕愈合，并
且在 １２、２４ ｈ 抑制愈合程度显著（见图 ３）。 上述结

图 ２　 ＧＳＫ２１９ 和 Ｎｉｆｅ 对周期性高张应变诱导的 ＶＳＭＣｓ划
痕愈合的影响（标尺＝ ２００ μｍ，ｎ＝ ４）

Ｆｉｇ． ２ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＧＳＫ２１９ ａｎｄ Ｎｉｆｅ ｏｎ ＶＳＭＣ ｗｏｕｎｄ
ｈｅａｌｉｎｇ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ １５％ ｃｙｃｌｉｃ ｓｔｒｅｔｃｈ　 （ａ） Ｐｈａｓｅ
ｇｒａｐｈｓ ｏｆ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ， （ｂ） Ｃｏｌｕｍｎ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｃｈａｒｔ
ｏｆ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ

果提示，细胞内储存的 Ｃａ２＋参与病理性高张应变诱

导的 ＶＳＭＣｓ 迁移过程。

图 ３ 　 细胞内储存 Ｃａ２＋ 对 １５％ 周期性高张应变诱导

ＶＳＭＣｓ 划痕愈合的影响 （ 标尺 ＝ ２００ μｍ，∗Ｐ ＜

０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１，ｎ＝ ４）
Ｆｉｇ． ３ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｌｃｉｕｍ ｓｔｏｒａｇｅ ｏｎ ＶＳＭＣ

ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ １５％ ｃｙｃｌｉｃ ｓｔｒｅｔｃｈ　
（ ａ） Ｐｈａｓｅ ｇｒａｐｈｓ ｏｆ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ， （ ｂ） Ｃｏｌｕｍｎ
ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ

２􀆰 ４　 ＰＭＶｓ 对 １５％周期性高张应变条件下 ＶＳＭＣｓ
迁移的作用

为了进一步探究 ＰＭＶｓ 是否可以与周期性高张

应变协同调节 ＶＳＭＣｓ 迁移过程，在 １５％ 周期性高张

应变加载条件下对 ＶＳＭＣｓ 给予 ＰＭＶｓ 刺激。 与单独

１５％高张应变加载的对照组比较，ＰＭＶｓ 条件下同时

给予 １５％高张应变力学刺激在 ２４ ｈ 显著增加 ＶＳＭＣｓ
划痕愈合程度（见图 ４）。 上述结果提示，ＰＭＶｓ 可以

促进 １５％病理性高张应变诱导的 ＶＳＭＣｓ 迁移。
２􀆰 ５　 Ｃａ２＋对 ＰＭＶｓ 与 １５％ 周期性高张应变诱导

ＶＳＭＣｓ 迁移的作用

应用无钙培养基和 ２⁃ＡＰＢ 分别创造无细胞外

钙条件和阻断细胞内钙的释放，之后给予 ＰＭＶｓ 和

１５％ 周期性高张应变共同作用。 结果显示，与正常
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图 ４　 ＰＭＶｓ对 １５％ 周期性高张应变诱导 ＶＳＭＣｓ 划痕愈

合的影响（标尺＝ ２００ μｍ，∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００ １，ｎ＝ ４）
Ｆｉｇ． ４ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＰＭＶｓ ｏｎ ＶＳＭＣ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇｓ

ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ １５％ ｃｙｃｌｉｃ ｓｔｒｅｔｃｈ 　 （ ａ ） Ｐｈａｓｅ
ｇｒａｐｈｓ ｏｆ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ， （ ｂ） Ｃｏｌｕｍｎ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ
ｃｈａｒｔ ｏｆ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ

培养基对照组相比，无 Ｃａ２＋培养基可降低 ＰＭＶｓ 和

１５％ 周期性高张应变诱导的 ＶＳＭＣｓ 划痕愈合程度；
与 ＤＭＳＯ 对照组相比，２⁃ＡＰＢ 对于 ＰＭＶｓ 和 １５％ 周

期性高张应变协同诱导的 ＶＳＭＣｓ 划痕愈合也起到

显著的抑制作用（见图 ５）。 上述结果提示，细胞内

钙和细胞外钙均参与了 ＰＭＶｓ 与病理性高张应变协

同诱导的 ＶＳＭＣｓ 迁移的过程中。
２􀆰 ６　 生物信息学分析预测 ＰＭＶｓ 参与调控细胞

迁移的分子

根据 Ｄｅａｎ 等［２１］发表的 ｔｈｒｏｍｂｉｎ 激活血小板释

放 ＰＭＶｓ 的蛋白组学数据，利用在线网站 ｈｔｔｐｓ： ／ ／
　 　

图 ５　 Ｃａ２＋在 ＰＭＶｓ和周期性高张应变协同诱导的 ＶＳＭＣｓ划

痕愈合的影响（标尺 ＝ ２００ μｍ，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１，
ｎ＝ ４）

Ｆｉｇ．５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ ｏｎ ＶＳＭＣ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ＰＭＶｓ ａｎｄ １５％ ｃｙｃｌｉｃ ｓｔｒｅｔｃｈ ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃａｌｌｙ　
（ ａ ） Ｐｈａｓｅ ｇｒａｐｈｓ ｏｆ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ， （ ｂ ） Ｃｏｌｕｍｎ
ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ

ｄａｖｉｄ． ｎｃｉｆｃｒｆ． ｇｏｖ ／ ｔｏｏｌｓ． ｊｓｐ 中 的 ＫＥＧＧ （ Ｋｙｏｔｏ
Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ）信号通路和 ＧＯ
（Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ）功能注释进行生物信息学分析，预
测结果显示，ＰＭＶｓ 表达的 ９ 个蛋白分子（见表 １）
可以直接靶向调节钙信号通路，提示 ＰＭＶｓ 可能通

过携带的细胞膜受体如 Ｇ 蛋白偶联受体（Ｇ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｏｕｐｌｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＧＰＣＲ）和内质网膜受体 ＩＰ ３Ｒ 等参

与 ＶＳＭＣｓ 内 Ｃａ２＋变化，进而在细胞迁移、收缩等功

能中发挥重要作用。

表 １　 ＰＭＶｓ表达的靶向钙信号的 ９ 个蛋白分子

Ｔａｂ．１　 Ｎｉｎｅ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ＰＭＶｓ ｔａｒｇｅｔ ｃａｌｃｉｕｍ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ

基因缩写 蛋白全称 功能注释

ＨＴＲ２Ｂ ５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２Ｂ 神经细胞迁移，平滑肌收缩

ＩＴＰＲ３ Ｉｎｏｓｉｔｏｌ １，４，５⁃ｔｒｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｙｐｅ ３ 对 Ｃａ２＋的反应，长期突触增强

ＰＨＫＡ１ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｓｅ ｋｉｎａｓｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｓｕｂｕｎｉｔ ａｌｐｈａ １ Ｃａ２＋跨膜转运

ＳＬＣ２５Ａ３１ ｓｏｌｕｔｅ ｃａｒｒｉｅｒ ｆａｍｉｌｙ ２５ ｍｅｍｂｅｒ ３１ 运输，跨膜运输

ＳＬＣ２５Ａ５ ｓｏｌｕｔｅ ｃａｒｒｉｅｒ ｆａｍｉｌｙ ２５ ｍｅｍｂｅｒ ５ 正调控细胞增殖，跨膜转运

ＳＬＣ２５Ａ６ ｓｏｌｕｔｅ ｃａｒｒｉｅｒ ｆａｍｉｌｙ ２５ ｍｅｍｂｅｒ ６ 运输，跨膜运输

ＶＤＡＣ１ ｖｏｌｔａｇｅ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｎｉｏｎ ｃｈａｎｎｅｌ １ 行为恐惧反应，阴离子转运

ＶＤＡＣ２ ｖｏｌｔａｇｅ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｎｉｏｎ ｃｈａｎｎｅｌ ２ 蛋白质聚合的负调控，内在的凋亡信号通路的负调控

ＶＤＡＣ３ ｖｏｌｔａｇｅ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｎｉｏｎ ｃｈａｎｎｅｌ ３ 纤毛组装调控

３　 讨论与结论

在高血压的病理环境下血管承受高于生理的

周期性高张应变，这一力学刺激可以调节血管壁的

重要细胞组分 ＶＳＭＣｓ 的功能，在高血压血管重建中

发挥重要作用，进而参与动脉粥样硬化等心血管疾

病的发生、发展。 本文关注高血压病理过程中周期

性高张应变和异常升高的 ＰＭＶｓ 在 ＶＳＭＣｓ 迁移功

能中的作用，结果表明，周期性高张应变可以显著

诱导 ＶＳＭＣｓ 迁移，而且 ＰＭＶｓ 可以协同增强这一

过程。
ＰＭＶｓ 是由血小板在活化过程中由细胞质膜向

外发芽和裂变而释放、直径为 １００ ～ １ ０００ ｎｍ 的亚

显微双层膜囊泡［２２］。 ＰＭＶｓ 是血液循环系统中最
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丰富的微囊，占 ７０％ ～８０％ ，可以选择性地携带不同

分子，包括血小板特征性抗原，如 ＧＰⅡｂ ／ Ⅲａ 和

ＧＰⅠｂ、Ｐ⁃选择素、ＣＸＣＲ４［２３］等，并将携带的信息分

子转移到其他细胞，从而影响受体细胞的功能。
研究发现，血小板活化产生的 ＰＭＶｓ 可以通过

调节血小板整合素 αⅡｂ β３ 促进 ＶＳＭＣｓ 黏附，以

ＣＸ３ＣＬ１⁃ＣＸ３ＣＲ１ 依赖性方式促进细胞增殖，迁移

和表型转换［２４］。 ＰＭＶｓ 以浓度依赖性方式刺激

ｐ４２ ／ ｐ４４ ＭＡＰ 激酶磷酸化，并通过原癌基因 Ｆｏｓ 诱

导 ＤＮＡ 合成， 促进血栓病理过程中冠状动脉

ＶＳＭＣｓ 的增殖和迁移［２５］。 本文研究显示，ＰＭＶｓ 可

以通过细胞外 Ｃａ２＋ 进入和细胞内 Ｃａ２＋ 释放促进周

期性高张应变诱导的 ＶＳＭＣｓ 迁移。
胞浆内游离 Ｃａ２＋浓度通常很低，９０％ 以上储存

于内质网等细胞内钙库，多种因素通过细胞内第 ２
信使 ＩＰ ３ 激活内质网上的 ＩＰ ３Ｒ，将内质网中储存的

Ｃａ２＋释放到胞浆中［２６］。 此外，细胞膜上也表达多种

Ｃａ２＋通道，包括电压依赖性钙通道和受体操纵钙通

道等［２６］。 钙通道可响应各种环境刺激介导细胞外

Ｃａ２＋流入细胞内［２７］。 胞浆内升高的 Ｃａ２＋ 可以进一

步与钙调蛋白结合形成复合物，从而激活下游细胞

内信号通路（如 ＰＩ３Ｋ、钙依赖性蛋白激酶 ＩＩ、肌球蛋

白轻链激酶等），参与细胞迁移、增殖等功能调

节［２８］。 本文研究结果揭示，细胞内存储 Ｃａ２＋释放和

外 Ｃａ２＋内流均可以参与到高张应变诱导的 ＶＳＭＣｓ
迁移过程中。 但是在探究细胞外 Ｃａ２＋ 内流可能发

挥作用的质膜离子通道时，ＬＴＣＣ 和 ＴＲＰＶ４ 通道的

作用均不显著。 此外，施加内 Ｃａ２＋抑制剂或者去除

外钙的 １２ ｈ 或 ２４ ｈ（长时相），可以抑制 ＶＳＭＣｓ 迁

移，提示高张应变和 ＰＭＶｓ 背景下持续的 Ｃａ２＋来源

供应不足可以抑制 ＶＳＭＣｓ 迁移。 但为了进一步确

定胞内 Ｃａ２＋的时空动态变化规律，还需要借助 Ｃａ２＋

荧光探针或者生物活性探针进行直观地检测。
为了确定 ＰＭＶｓ 调控细胞 Ｃａ２＋和迁移功能的关

键分子，本课题组基于已发表的蛋白质组学数

据［２１］，应用生物信息学分析预测得到了 ＰＭＶｓ 上

９ 个参与调节 Ｃａ２＋变化的分子，其中溶质载体家族

（ｓｏｌｕｔｅ ｃａｒｒｉｅｒ ｆａｍｉｌｙ）对于 Ｃａ２＋ 运输至关重要［２９］。
上述分子在病理性高张应变和 ＰＭＶｓ 协同调控

ＶＳＭＣｓ 钙信号的分子机制，仍需要未来进一步

探究。

本文结果显示，周期性高张应变条件下施加

ＰＭＶｓ 可以显著促进 ＶＳＭＣｓ 迁移，细胞内储存的 Ｃａ２＋

和细胞外 Ｃａ２＋内流在其中均起到重要作用。 高血压

病理条件下，升高的张应变力学刺激和凝血酶激活的

ＰＭＶｓ 可以协同作用，通过 Ｃａ２＋这一重要的细胞内信

使调控 ＶＳＭＣｓ 迁移功能。 本文旨在为高血压条件下

ＶＳＭＣｓ 异常迁移的机制提供新的实验依据，并为高

血压血管重建的转化研究提供新思路。
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