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射线对血管平滑肌细胞抑制作用的机制
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摘　要 : 血管腔内放疗预防经皮穿刺冠状动脉血管成形术 ( PTCA)后再狭窄的临床应用取得了令人瞩目的疗效。

人们认为 ,射线预防 PTCA后血管再狭窄主要是射线对血管平滑肌细胞产生的抑制作用 ,但是这种抑制作用的机

制尚不十分清楚 ,目前认为最关键的因素是射线抑制了血管平滑肌细胞的迁移和增殖 ,凋亡在射线抑制再狭窄过

程中所起的作用尚存在争议。在这个过程中 ,射线对巨噬细胞和多种细胞因子的抑制作用也逐步受到人们的重视。
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　　 血管腔内放疗预防经皮穿刺冠状动脉成形术

( percutaneous t ransluminal co rona ry angioplasty ,

PTCA)后再狭窄的临床应用取得了良好的效果 ,但

射线抑制 PTCA术后血管再狭窄的机制尚未完全

阐明。有研究证实 , PTCA术后再狭窄过程涉及多种

因素 ,其中最重要的原因是由于 PTCA后血管中膜

平 滑 肌 细 胞 ( v ascula r smooth muscle cells,

V SMCs)迁移至内膜 ,增殖和分泌细胞外基质 ,导致

管腔狭窄 [1 ]。

1　射线对血管平滑肌细胞迁移的抑制作用

V SMCs按其表型可分为收缩型和合成型 ,后

者属于一种幼稚的平滑肌细胞 ,其增殖能力及生物

学特性与体外培养条件下的平滑肌细胞相似。

V SMCs的功能与其表型密切相关
[2 ]
,合成型细胞具

有很强的迁移能力。 V SMCs的应力纤维和微丝束

中含有 α-actin,其重要功能之一是阻止细胞发生迁

移 [3 ]。 α-actin表达水平的高低可代表 V SMCs迁移

能力的大小 ,增生活跃的 V SMCs,α-actin表达水平

很低 ,因此人们可通过检测 α-actin表达水平来判断

V SMCs迁移能力。

PTCA后 ,收缩型平滑肌细胞演变为合成型平

滑肌细胞 ,迁移能力增强 ,并逐渐由中膜迁移至内

膜
[1 ]
。 Jeannet te F等

[4 ]
研究发现 ,β射线照射后 ,

V SMCs中α-actin免疫组化染色增强 ,由此认为 β

射线可诱导合成型平滑肌细胞向收缩型平滑肌细胞

转化 ,降低 V SMCs迁移能力。他们发现 1Gyβ射线

照射即可显著抑制 V SMCs迁移 ,表明 β射线对

V SMCs迁移的抑制作用较其对细胞增殖的抑制作

用更为显著。

Kumar CC等在 1995年发现 ,如果应用有丝分

裂抑制剂抑制细胞增殖 , V SMCs中 α-actin基因启

动子活性就会增强。 p53可诱导细胞周期发生阻滞 ,

抑制细胞增殖 ,由此 Comer KA等
[5 ]设想 , p53是

否也在α-actin基因的转录调节中起到某些作用?他

们经研究发现 ,α-actin基因中转录起始位点区域附

近的碱基序列存在 p53结合部位 ,如果 p53发生活

化 ,α-actin mRNA水平就会明显增高 ,α-actin的表

达也会相应增强。根据上述结果 , Comer KA等认定

α-actin基因是 p53肿瘤抑制蛋白的转录靶基因。这

个结论为我们从分子水平上解释射线抑制 V SMCs

迁移的机制提供了明确的思路: 射线照射后 ,

V SMCs DN A受到损伤 ,诱导 p53表达增强 ,进而

引起其转录靶基因α-actin基因表达增强 ,α-actin表

达增多后阻止细胞发生迁移 ,使 V SMCs迁移能力

明显降低。

2　射线对血管平滑肌细胞增殖的抑制作用

PTCA可造成血管壁损伤 ,在术后最初 48h内 ,

血管壁中有一部分 V SMCs很快进入细胞周期 ,这

部分细胞是造成细胞增殖进而导致内膜增厚的根
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源。这些有增殖能力的细胞易于受到射线的杀伤 ,丧

失增殖能力 [6 ]。

Jeannet te F等 [ 4 ]就 β射线对 V SMCs增殖和存

活情况的影响进行了研究 ,结果表明: β射线照射后

V SMCs增殖能力明显降低 ,随着剂量增高 ,射线对

增殖的抑制作用加大 ,但 β射线照射对细胞存活情

况却没有明显影响。未照射组细胞存活的百分率为

96%± 0. 6% ,照射剂量为 1、 3和 10Gy时细胞存活

的百分率均为 95%± 1% ,两者之间无统计学意义

上的差别 ,即使将剂量提高到 20Gy和 30Gy ,也没

有对细胞存活情况产生明显影响 ,细胞存活的百分

率仍达 94%± 0. 9% 。由此 Jeannet te F等认为 ,射

线抑制再狭窄的机制主要是抑制了 V SMCs的有丝

分裂。

Jeannet te F等进一步研究了射线对 V SMCs细

胞周期的影响 ,结果发现 β射线可诱导 V SMCs产

生 G1期阻滞。在 β射线照射后第 6、 10、 16、 24、 48、

72、 96和 120h收集细胞 ,用流式细胞仪检测发现 2、

10和 30Gy照射后都可引起 V SMCs出现 G1期阻

滞 ,导致 S期细胞分数减少。 24h后 ,部分细胞进入

S期 , G1期阻滞程度开始减弱 ,但直至照射后第

120h,仍存在一定程度的 G1期阻滞。

有研究表明 ,含有 p21、 p53、 p34或视网膜母细

胞瘤的重组腺病毒可使细胞周期发生阻滞 ,且在动

物实验中可减少血管内膜的增生。 由此 ,人们猜想

p53可通过诱导 p21抑制周期依赖性激酶 ,并使受

照后的 V SMCs发生 G1期阻滞。 Gartel AL等
[7 ]在

1996年提出了一个新的观点 ,认为射线不通过 p53

途径也可激活 p21的转录 ,诱导细胞周期出现阻滞。

Mayberg MR等
[8 ]的研究证实了这一观点。 他们应

用γ射线对体外培养的鼠平滑肌细胞进行照射 ,用

Western杂交检测发现 ,在照射后 4h野生型 p53开

始表达 ,其表达的峰值出现在照射后 6h , p21在照

射后 1h即开始出现表达 ,其表达有两个峰值 ,分别

出现在照射后 3h和 7h。由于 p21先于 p53表达 ,因

此 Mayberg MR等认为射线不通过 p53途径也可

激活 p21的转录 ,但 p21出现的第二个表达峰值仍

有可能是受 p53调控所致。

对敲除 p21基因的小鼠进行研究发现 ,细胞 G1

或阻滞明显减弱 ,但仍有 G1期阻滞的发生。这表明

除了 p21是 p53参与细胞 G1期阻滞的下游分子外 ,

还有其他分子参与 G1期阻滞 , gadd45( g row th ar-

rest DN A damage gene)就是其中之一 ,其第三个密

码子含有一个 p53结合元件 ,因此其表达可被 p53

所诱导。 gadd45诱导细胞周期阻滞的机制是与 PC-

N A结合 ,抑制 DNA的合成。

当细胞受到电离辐射而导致 DNA损伤后 , p53

和 p21基因被激活 , P53蛋白可进一步激活其下游

效应基因 p21及 gadd45,使 p21及 gadd45 mRNA

和蛋白水平显著升高。 p21和 gadd45单独或相互

作用共同调控细胞周期 ,使细胞周期不能前进 ,阻滞

于 G1期 ,增殖受抑。

3　射线对平滑肌细胞凋亡的影响

射线可诱导多种血液系统细胞和免疫相关细胞

发生凋亡 ,但目前尚不清楚射线是否可诱导高分化

的 V SMCs发生凋亡 , Jeannet te F等
[4 ]
应用 1～

30Gy低剂量率的 β射线、高剂量率的γ射线和高剂

量率的电子线分别对体外培养的人 V SMCs进行照

射 ,照射后 24～ 72h收集细胞 ,采用电镜以及流式细

胞仪来检测细胞是否发生凋亡。结果发现 ,这三种射

线在上述条件下均未使 V SMCs凋亡增加。同样 ,

Corinne M等
[6 ]应用 2. 5、 5和 10Gyγ射线对体外

培养的大鼠 V SMCs进行照射 ,照射后 24、 48、 72和

96h收集细胞作“ DNA ladder”实验 ,结果没有出现

DNA片段。 Heckenkamp J等
[9 ]和 Waksman R

等 [10 ]的研究结果也表明 V SMCs受到射线照射后并

不产生凋亡。

诱导细胞发生凋亡存在不同的生化机制 ,但在

细胞质却经历一个共同的调节步骤 ,含有半胱氨酸

蛋白酶的 caspases家族在这一共同步骤中起主要

作用。研究证实 , ca spases-8的激活是γ射线诱导凋

亡所必需的。 Mayberg M R等
[8 ]
就γ射线照射后鼠

V SMCs中 caspases活化情况进行了研究 ,他们应

用 25～ 10Gyγ射线对体外培养的鼠 V SMCs进行

照射 ,之后在不同时间对 caspases活化情况进行检

测 ,结果表明 ,在所检测的所有时间点内 (具体时间

点文献没有描述 ) , caspases都没有发生活化。 综合

Corinne M等 [6 ]和 Waksman R等 [10 ]的研究结果 ,

Maybere MR等认为凋亡在射线抑制 V SMCs的过

程中不起作用。

但是 , Verin V等 [ 11]认为 ,射线可以诱导 V SM-

Cs发生凋亡。他们应用 18Gy的 β射线对 PTCA后

的兔血管模型进行血管内照射 ,采用 DNA片段末

端标记原位杂交方法 ,在照射后第 8、第 21天和第 6

周对 V SMCs凋亡的情况进行检测 ,结果发现与对
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照组相比 ,受照组动物 V SMCs凋亡数量明显增多 ,

对照组和受照组照后第 8、第 21天和第 6周发生凋

亡的细胞百分率分别为: 0. 014%和 0. 23% ( P=

N S) ; 0. 012%和 0. 07% ( P= 0. 05) ; 0%和 0. 16%

(P= 0. 03)。

尽管发生凋亡细胞的比率很低 ,但 Verin V等

认为并不能因此而低估其作用 ,因为凋亡的发生不

易捕捉到 ,一旦细胞出现染色体浓缩或出现其他与

凋亡相关的典型的形态学特征 ,这些细胞会很快被

邻近的巨噬细胞吞噬和降解 ,经过 0. 5～ 2h就无法

识别出这些细胞
[12 ]
。 同时 Verin V等认为 ,即使细

胞凋亡数量的绝对数改变很少 ,也对组织细胞的构

成产生重要影响。停留在 G0期的细胞群中很少出现

凋亡 ,而有丝分裂较活跃的细胞群却经常发生凋亡。

由于 PTCA后有相当一部分 V SMCs进入了有丝分

裂周期 ,因此 V erin V等认为这是射线诱导 V SMCs

发生凋亡的原因 ,其他研究没有出现凋亡是由于观

察凋亡这一指标时所采用的时间点不同所造成的。

根据 Bocha ton-Piallat M L等
[ 13]的研究 ,动脉损伤

后 ,凋亡最常出现在第 15天 ,第 21天达到最高峰。

其它研究观察凋亡的时间均在 7d之内 ,故而不易发

现凋亡。 V erin V认为 ,射线诱导 V SMCs发生凋亡

也是射线抑制 V SMCs的机制之一。

4　射线对巨噬细胞和多种细胞因子的抑制作用

血管再狭窄是局部血管损伤后的一种修复反

应 ,在这个过程中有很多细胞因子和生长因子促进

V SMCs增殖。 在血管受到损伤后的炎性反应过程

中 ,巨噬细胞和淋巴细胞迁移和聚集到炎性部位 ,这

些被活化的巨噬细胞可释放具有诱导作用的细胞因

子 ,刺激 V SMCs的迁移和增殖 [14 ]。 V SMCs发生增

殖后可分泌 M-CSF(巨噬细胞 -集落刺激因子 )和

GM-CSF(粒 -巨噬细胞集落刺激因子 ) ,吸引更多单

核细胞来源的巨噬细胞发生增殖 ,由此可见巨噬细

胞在 V SMCs增殖过程中起到了介导和放大作用。

在新生内膜的增生过程中 ,被活化的血小板也可释

放多种细胞因子 ,其中血小板生长因子 ( PDGF)是

一种强烈的化学趋化因子 ,它可使更多的单核细胞 /

巨噬细胞被吸引过来 ,因此人们认为血小板在

V SMCs的增殖和迁移过程中也起到了一定的促进

作用。

由于血小板对射线具有高度的抗性 ,内皮细胞

的放射敏感性处于中等水平且不能产生 PDGF,而

炎性细胞中的巨噬细胞 /单核细胞 T细胞家族可产

生 PDGF且对辐射非常敏感 ,由此 Rubin P等
[ 15]设

想射线对这些细胞的抑制作用可能在射线抑制再狭

窄的过程中起到重要作用。随后进行的实验证明 ,这

种设想是正确的: 他们应用球囊导管建立了大鼠颈

动脉内膜损伤模型 ,损伤后立即放置
192
　 Ir源进行血

管内照射 ,剂量为 5、 10和 15Gy,照射后 24h～ 6个

月内不同时间处死动物 ,用抗 CD11b、 mac-1、抗-

PDGF和α-actin进行免疫组化染色 ,观察血管壁组

织切片中巨噬细胞、 PDGF的分布和 V SMCs增殖

情况 ,结果发现血管内照射后 ,巨噬细胞数量明显减

少 , PDGF表达减少 , V SMCs增殖受抑。因此 , Ru-

bin P等认为射线抑制再狭窄的机制是:射线使血管

损伤后巨噬细胞聚集的数量明显减少 ,抑制了巨噬

细胞在 V SMCs增殖过程中所起到的介导和放大作

用 ,使 PDGF的作用不能得到发挥 ,从而不能使更

多的 T细胞和巨噬细胞聚集到炎症部位 ,最终使巨

噬细胞和 PDGF对 V SMCs迁移和增殖的刺激作用

受到抑制 ,进而有效地避免了再狭窄的发生。

5　问题与展望

虽然人们对射线抑制 V SMCs的机制有了一些

了解 ,但仍有许多问题尚未得到阐明: ( 1)谁是射线

作用的靶细胞? 以往人们把研究重点放在 V SMCs,

但 Rubin P等
[ 15]
认为单核细胞 /巨噬细胞在再狭窄

的发生中起重要作用 ,对辐射敏感 ,是射线主要作用

的靶细胞 ,射线对巨噬细胞的抑制作用是射线抑制

V SMCs的主要机制 ; ( 2)凋亡在射线抑制 V SMCs

过程中所起的作用: 有关资料结论相反 ,观察的时间

点也不一致 ,因此这个问题仍有待进一步研究 ; ( 3)

有些研究发现 ,射线照射后非但没有抑制 V SMCs

增殖 ,反而起到了促进作用
[16 ]
,这些研究至少说明

在某些条件下射线照射可促进 V SMCs增殖 ,其作

用机制需要进一步深入研究。随着研究的深入 ,人们

对射线抑制 V SMCs机制的认识会逐步加深 ,进而

更好地指导临床治疗。
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Mechanisms of radiation for the inhibition of

vascular smooth musele cells

ZHUANG Yong-zhi , W ANG Jun-jie
(Department of Oncology , the Third Hosp ital of Bei j ing University , B ei jin g 100083, China )

Abstract: Endovascular r adiation is a promising technique to substantianlly reduce the restenosis po st-PTCA. Inhi-

bition of V SMCs by radia tion is thought as th e main cause, but th e machanism of this is no t clear. Inhibition of

VSMCs prolifer ation and miag r ation by radia tion is rag arded as the most impor tant fac tor. The ro le of apopto sis in

this couse is not determined. How eve r, inhibition o f macrophage and cytokines by radia tion is em phasi zed recent-

ly .

Key words: endovascula r radiotherapy; restenosis; v ascular smoo th muscle cells; pe rcutaneous translumina l co ro-

na ry ang ioplasty
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