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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨香烟烟雾提取物(CSE)对小鼠血管平滑肌细胞的损伤作用及表型转变的影响。 方法摇 制

备 CSE,分别使用 2. 5% 、5% 、10% 、20%CSE 处理小鼠血管平滑肌细胞(MOVAS 细胞),并以正常 MOVAS 细胞作为

对照组。 MTT 法检测各浓度 CSE 处理后细胞的存活率,活性氧(ROS)检测试剂盒检测细胞内 ROS 水平。 流式细

胞仪结合 PI 单染以及 Annexin V鄄PI 双染技术分别分析 10%CSE 处理后细胞周期和细胞凋亡率的变化。 实时荧光

定量 PCR 分析 10%CSE 处理后 MOVAS 细胞内 SMemb 和 SMA 的 mRNA 表达水平,Western blot 检测 10%CSE 处理

后 MOVAS 细胞内 SMemb 和 SMA 的蛋白表达水平。 结果摇 2. 5% 、5% 、10% 及 20% CSE 处理后,MOVAS 细胞的存

活率分别为 89. 6% 依 8. 6% 、65. 2% 依 10. 0% 、53. 6% 依 6. 9% 、43. 1% 依 5. 9% ,各组与对照组相比差异具有统计学

意义(P < 0. 05);各浓度 CSE 处理后细胞内 ROS 水平显著提高。 10%CSE 处理后细胞 G1 期比例明显上升,细胞凋

亡率也显著提高,与对照组相比差异具有统计学意义(P < 0. 05)。 10% CSE 处理后 MOVAS 合成型标志物 SMemb
的表达水平显著增高,而收缩型标志物 SMA 的表达水平显著降低。 结论摇 CSE 可以对小鼠血管平滑肌细胞造成

损伤,并能够使小鼠血管平滑肌细胞表型由收缩型向合成型转变,其机制可能与 CSE 引起的细胞内 ROS 增高

有关。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To explore injury action and phenotype shift on mouse vascular smooth muscle cells by cigarette
smoke extract (CSE). 摇 摇 Methods摇 CSE was prepared, 2郾 5% , 5% , 10% and 5% of CSE was respectively used to
treat mouse vascular smooth muscle cells (MOVAS cells), and normal MOVAS cells were used as control group. 摇 Cell
survival rate was detected by MTT assay. 摇 Intracellular reactive oxidative species (ROS) level was estimated by ROS kit.
MOVAS cell cycle and apoptotic rate were respectively analyzed by flow cytometry instrument combining PI simple staining
and Annexin V鄄PI double staining. 摇 SMemb and SMA mRNA expression of MOVAS cells were analyzed by real鄄time quan鄄
titative PCR, SMemb and SMA protein expression of MOVAS cells were measured by Western blot. 摇 摇 Results摇 After
2郾 5% , 5% , 10% and 20% CSE processed, survival rate of MOVAS cells was respectively 89郾 6% 依 8郾 6% , 65郾 2% 依
10郾 0% , 53郾 6% 依 6郾 9% and 43郾 1% 依 5郾 9% , the difference was statistically significant compared with the control group
(P < 0郾 05), meanwhile, ROS level increased significantly. 摇 After 10% CSE processed, the percent of cells in G1 cycle
was increased obviously, the difference was statistically significant (P < 0郾 05). 摇 Cell apoptosis rate also increased signifi鄄
cantly, the difference was statistically significant (P < 0郾 05). 摇 The expression of SMemb as MOVAS synthetic symbol was
significantly increased, while the expression of SMA as contractile symbol was reduced remarkably. 摇 摇 Conclusion摇 CSE
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can injure mouse vascular smooth muscle cells, and promote the transformation of MOVAS cells爷 phenotype from synthetic
to contractile.

摇 摇 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是常见的老

年病之一,它是一种血管内壁脂质异常沉积造成的

血管硬化、管腔变窄,常引发致命性心脑血管事件,
严重威胁人类生命健康和生活质量[1]。 老年人易

发生 As 的主要原因为老年人常伴有高血压、心脏

病、高血脂、糖尿病,这些都是 As 发生的危险因

素[2]。 当然,吸烟也是一个公认的 As 发生的危险

因素。 As 的发生机制较为复杂,除脂质代谢异常

外,血管结构的损伤也是其主要机制之一。 其中血

管平滑肌细胞( vascular smooth muscle cell,VSMC)
的结构和功能与 As 的发生有着密切关系[3]。 各种

原因导致的 VSMC 损伤加速脂质向内壁沉积,从而

导致血管再狭窄。 损伤后 VSMC 凋亡 /增殖平衡打

破,这与不稳定性斑块的形成有关。 此外,VSMC 的

表型改变也在 As 的发生中扮演重要角色,VSMC 由

收缩型转变为合成型会促进 As 发生[4]。 香烟烟雾

中含有上千种化合物,其中大部分具有强氧化性,
能够损伤血管内皮细胞和 VSMC 等[5],但具体机制

尚未全部阐明。 因此本研究探讨香烟烟雾对小鼠

平滑肌细胞系 MOVAS 细胞的损伤作用以及对其表

型转变的影响,以期进一步揭示香烟烟雾与 As 的关

系,为老年人群的戒烟行为提供更多依据。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 主要材料和试剂

摇 摇 小鼠平滑肌细胞 MOVAS 细胞株(北京中原公

司),小牛血清 (杭州天杭生物制品有限公司),
DMEM 培养基(美国 Gibco 公司),MTT 试剂、凋亡

检测试剂盒、碘化丙啶(美国 Sigma 公司),ROS 检

测试剂盒(北京碧云天生物制品有限公司),RNA 提

取试剂盒(美国 QIAGEN 公司), ImProm鄄域襅反转

录试剂盒、GO Taq 襅 qPCR Master Mix [普洛麦格

(北京)生物技术有限公司],兔抗小鼠 SMA 多克隆

抗体、兔抗小鼠 SMemb 多克隆抗体、兔抗小鼠 茁鄄ac鄄
tin 多克隆抗体、HRP 标记山羊抗兔二抗(美国 Santa
Cruz 公司),BCA 蛋白定量试剂盒、Super ECL 超敏

发光液(北京普利莱基因技术有限公司)。
1. 2摇 细胞培养

MOVAS 细胞使用含 10%小牛血清的 DMEM 培

养基常规培养于 37益、5% CO2 培养箱。 0郾 25% 胰

酶消化传代,取状态良好的对数期细胞进行实验。

1郾 3摇 香烟烟雾提取物的制备

参考 Lee 等[6] 的方法并根据实际情况加以改

进,搭建香烟烟雾提取物 ( cigarette smoke extract,
CSE)采集系统,10 mL 注射器反复抽吸 3 支去过滤

嘴香烟产生的烟雾,并将所有烟雾溶于 20 mL 无血

清的 DMEM 培养基中,调整 pH 为 7. 5,以消毒后的

0. 22 滋M 孔径的过滤器除去细菌和大颗粒杂质。 以

此溶液作为 100% CSE 原液,其余浓度的 CSE 在此

基础上使用无血清的 DMEM 培养基稀释,制备的

CSE 需在 0. 5 h 内使用。
1郾 4摇 MTT 法检测细胞存活率

取对数期 MOVAS 细胞,接种于 96 孔板,常规

培养 24 h,待细胞贴壁后将细胞随机分为 5 组,分别

为不加 CSE 的对照组、2. 5% CSE 组、5% CSE 组、
10%CSE 组、20% CSE 组,每组设 5 个平行孔,并设

置空白调零孔。 各组继续培养 24 h,各孔加入 15
滋L MTT 试剂后继续培养 4 h,小心弃去上清,150
滋L DMSO 充分溶解孔底的蓝紫色结晶,酶标仪测定

490 nm 处波长,细胞存活率(% ) = (实验组 OD 值 /
对照组 OD 值) 伊 100% 。 实验重复 5 次。
1郾 5摇 细胞内 ROS 的检测

细胞分组和处理同 1. 4,各浓度 CSE 处理细胞

24 h 后,小心吸取培养液,消化细胞,将细胞重悬浮

于含有终浓度为 10 滋mol / L 荧光探针 DCFH鄄DA 的

无血清培养液中。 混匀后放入培养箱避光孵育 0. 5
h,800 r / min 离心 5 min,去除上清,使用无血清培养

基小心反复洗涤、离心 3 次,洗去残留探针。 用 2
mL PBS 重新悬浮细胞,确保细胞密度为 1 伊 109 / L,
使用荧光酶标仪上机测量细胞荧光强度,激发波长

488 nm,发射波长 525 nm。 实验重复 5 次。
1郾 6摇 细胞周期分析

细胞分为对照组、10% CSE 组,培养 24 h 后,收
集细胞,使用预冷的冰 PBS 洗涤细胞,然后使用

70%预冷乙醇,4益固定 12 h。 接着,使用 PBS 再次

洗涤细胞,加入 50 mg / L 碘化丙啶 500 滋L,4益避光

染色 30 min。 随后,使用流式细胞仪分析细胞周期。
实验重复 5 次。
1郾 7摇 细胞凋亡分析

将细胞分为对照组、10% CSE 组,培养 24 h 后,
收集细胞,使用预冷的冰 PBS 洗涤细胞,离心后使

用 Annexin V鄄FITC 凋亡检测试剂盒中的缓冲液

500 滋L重悬细胞。 依次加入 5 滋L Annexin V 以及
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10 滋L 碘化丙啶,常温避光静置 10 min 后,使用流式

细胞仪分析细胞凋亡率。 实验重复 5 次。
1郾 8摇 实时荧光定量 PCR 检测 SMemb 和 SMA 的

mRNA 表达

将细胞分为对照组、10% CSE 组,常规培养 24
h,使用 RNA 提取试剂盒提取细胞 RNA。 使用 Im鄄
Prom鄄域襅反转录试剂盒对提取出的 RNA 进行反转

录,以合成 cDNA。 使用 GO Taq 襅 qPCR Master Mix
试剂 盒 对 上 述 合 成 的 cDNA 进 行 PCR 扩 增。
SMemb 上游引物为 5忆鄄 AGA GAG ACC TGC CAA
TCC C鄄3忆,下游引物为 5忆鄄 TTC CAA AGC TCA GCC
ACA AA鄄3忆, SMA 上游引物为 5忆鄄CGA TAA ACA
CGG CAT CAT C鄄3忆,下游引物为 5忆鄄CAT CAG GCA
GTT CGT AGC TC鄄3忆,内参 茁鄄actin 上游引物为 5忆鄄
TGG CAC CCA GCA CAA TGA A鄄3忆,下游引物为 5忆鄄
CTA AGT CAT AGT CCG CCT AGA AGC A鄄3忆。 使用

2 -吟吟Ct法分析各样本的 SMemb 和 SMA 的相对表达

情况。 实验重复 5 次。
1郾 9摇 Western blot 检测 SMemb 和 SMA 的蛋白表达

将细胞分为对照组、10% CSE 组,常规培养 24
h。 使用含 1%蛋白酶抑制剂混合物的 RIPA 蛋白裂

解液(每孔 500 滋L)裂解细胞 10 min,4益、12000 g
离心,取上清。 使用 BCA 蛋白定量分析盒,按说明

书确定每孔蛋白的浓度。 将总蛋白样本与 5 伊 上样

缓冲液混匀,煮沸 5 min 后上样,每孔上样量保证为

25 滋g。 使用 12% 聚丙烯酰胺凝胶进行电泳,电压

为 110 V,时间为 1. 5 h。 冰浴中 PVDF 转膜,转膜条

件为恒流 200 mA,时间为1郾 5 h。 转膜结束后,使用

5%脱脂奶粉室温封闭 1 h。 分别使用兔抗小鼠

SMA 多克隆抗体(1 颐 1000)、兔抗小鼠 SMemb 多克

隆抗体(1 颐 1000)、兔抗小鼠 茁鄄actin 多克隆抗体(1
颐 1500) 4益孵育 12 h。 接着使用 PBST 洗涤 3 次,除
去未结合的一抗。 使用 HPR 标记的二抗避光孵育

膜 2 h。 用 ECL 发光试剂盒处理膜条,曝光显影后

分析蛋白条带。 实验重复 5 次。
1郾 10摇 统计学方法

计量资料以x 依 s 表示,组间比较采用 t 检验,以
P < 0. 05 为差异具有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 CSE 对 MOVAS 细胞增殖的影响

摇 摇 2郾 5% 、5% 、10% 及 20% CSE 处理后,MOVAS
细胞的存活率分别为 89郾 6% 依 8郾 6% 、65郾 2% 依
10郾 0% 、53郾 6% 依 6郾 9% 、43郾 1% 依 5郾 9% ,与对照组

相比差异具有统计学意义 (P < 0郾 05),不同浓度

CSE 组间相比差异也均具有统计学意义 ( P <
0郾 05),且抑制程度与 CSE 浓度呈依赖关系。 CSE
对 MOVAS 细胞的半数致死量为 14郾 3% ,为便于稀

释随后实验以 10%CSE 进行(图 1)。

图 1. CSE 对 MOVAS 细胞的增殖抑制作用 摇 摇 a 为 P <
0郾 05,与对照组比较;b 为 P < 0郾 05,不同浓度 CSE 组间比较。

Figure 1. CSE inhibits the proliferation of MOVAS cells

2郾 2摇 CSE 对 MOVAS 细胞 ROS 水平的影响

不同浓度 CSE 处理 MOVAS 细胞后,与对照组

相比,细胞内荧光密度显著提高,差异具有统计学

意义(P < 0郾 05),不同浓度 CSE 组间相比差异也均

具有统计学意义(P < 0郾 05)。 提示 CSE 处理可以引

起细胞内 ROS 水平增高(图 2)。

图 2. CSE 对 MOVAS 细胞内 ROS 水平的影响摇 摇 a 为 P <
0郾 05,与对照组比较;b 为 P < 0郾 05,不同浓度 CSE 组间比较。

Figure 2. The effect of CSE on ROS level of MOVAS cells

2郾 3 摇 CSE 对 MOVAS 细胞周期及细胞凋亡率的

影响

正常 MOVAS 细胞 G1 期细胞比例为 53郾 6% 依
7郾 6% ,G2 期细胞比例为 15郾 5% 依 3郾 9% ;经 10%
CSE 处理后, G1 期细胞比例上 升 为 69郾 9% 依
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11郾 2% ,G2 期细胞下降为 9郾 8% 依 3郾 8% ,与对照组

相比差异有统计学意义(P < 0郾 05)。 对照组细胞凋

亡率仅为 7郾 8% 依 1郾 6% ,10% CSE 处理后,细胞凋

亡率提高到 23郾 3% 依 5郾 6% ,与对照组相比差异有

统计学意义(P < 0郾 05;图 3 和 4)。

图 3. 对照组和 10%CSE 组 MOVAS 细胞周期分析

Figure 3. Cell cycle analysis of MOVAS cells in control and
10% CSE treated group

图 4. 对照组和 10%CSE 组 MOVAS 细胞凋亡情况

Figure 4. Apoptosis analysis of MOVAS cells in control and
10%CSE treated group

2郾 4摇 CSE 对 MOVAS 细胞 SMemb 和 SMA 的表达

影响

10%CSE 处理后,MOVAS 细胞合成型标志蛋白

SMemb 的表达相对于对照组提高了 1郾 60 依 0郾 09
倍,而收缩型标志物 SMA 的表达相对于对照组降低

了 0郾 68 依 0郾 10 倍(P < 0郾 05)。 Western blot 分析显

示,10% CSE 处理后 MOVAS 细胞 SMemb 的表达显

著增高,SMA 的表达显著下降(图 5 和 6)。

3摇 讨摇 论

戒烟教育是老年人健康教育的重要部分,因为

吸烟是众多疾病诸如高血压、糖尿病、恶性肿瘤的

危险因素,当然吸烟也是公认的导致 As 发生的风险

因素[7,8]。 香烟烟雾中含有数千种氧化剂以及可产

生自由基等氧化性物质对各种细胞产生杀伤作用,
具体机制涉及烟雾中的氧化成分导致细胞内 ROS

图 5. 10%CSE 处理后 MOVAS 细胞 SMemb 和 SMA mR鄄
NA 的表达变化摇 摇 a 为 P < 0郾 05,与对照组比较。

Figure 5. SMemb and SMA mRNA expressions in MOVAS
cells after 10%CSE treatment

图 6. CSE 处理后 MOVAS 细胞 SMemb 和 SMA 蛋白的表

达变化摇 摇 a 为 P < 0郾 05,与对照组比较。

Figure 6. SMemb and SMA protein expressions in MOVAS
cells after 10%CSE treatment

增多,引起氧化应激[9]。 细胞氧化应激进一步导致

细胞凋亡、DNA 损伤、线粒体损伤等,严重影响细胞

的结构和功能[10]。 本研究中发现不同浓度的 CSE
处理小鼠血管平滑肌细胞系 MOVAS 细胞后,MO鄄
VAS 细胞的增殖受到抑制,且与 CSE 浓度呈依赖关

系。 同时 CSE 可以导致 MOVAS 细胞出现细胞周期

G1 期阻滞,且出现显著的凋亡现象。 说明 CSE 确
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实对 MOVAS 细胞有损伤作用。 As 的发生过程中始

终存在着 VSMC 的增殖和凋亡,二者相互平衡,在
As 发生的时期分别占据主导地位。 早期纤维帽形

成时,以 VSMC 的增殖过度为主,而到了 As 发展的

中后期,VSMC 的凋亡增多,导致不稳定性斑块形

成,与并发的血栓、出血也有关系。 此外,VSMC 的

凋亡会导致炎性因子释放,形成局部炎症,加重病

情[11,12]。 本研究发现香烟烟雾导致的 VSMC 凋亡,
暗示吸烟会加重 As 的发展。

本研究中,10% CSE 处理 MOVAS 细胞后,收缩

型标志物 SMA 的表达显著降低,而合成型标志物

SMemb 的表达明显增多。 提示香烟烟雾使 MOVAS
细胞发生了由收缩型向合成型的转换。 VSMC 的表

型向合成型转换后,其收缩功能消失,而分泌功能

增强,迁移至内膜下间隙大量增殖,促进 As 的发

生[13]。 总之,VSMC 的表型转换是 As 发生的基础,
也是治疗后血管再次狭窄的重要因素。 研究发现

香烟烟雾不仅能促进 VSMC 的凋亡,恶化 As 病情,
也能通过影响 VSMC 的表型来促发 As。 因此香烟

烟雾对 As 的不同时期均有不良影响,未来研究应当

进一步揭示相关机制,并力求找到具有保护作用的

药物。 总之,CSE 造成 VSMC 损伤的同时会导致其

表型由收缩型向合成型转变。
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