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芦荟大黄素对球囊动脉血管损伤后体外培养的

平滑肌细胞./01.基因表达的影响!

尹春琳* 徐成斌’ 王申五’

内容提要 目的：探讨芦荟大黄素抑制平滑肌细胞增殖的作用机制。方法：用-22"34561球囊拉栓导管

对纯种日本大耳白兔腹主动脉进行球囊内皮剥脱损伤，%78后取出腹主动脉中膜进行原代平滑肌细胞培养，

细胞同步于9(／9*期后，实验组加芦荟大黄素’(!3／0:，对照组加等体积的细胞培养液，-8后分别用!"568/
;5<杂交法、=;>6;5<杂交法和免疫细胞化学技术检测两组动物平滑肌细胞./01.基因0?!@和蛋白表达产

物的变化。结果：与对照组比较，实验组平滑肌细胞./01.0?!@和蛋白水平的表达变化差异均无显著性。

结论：芦荟大黄素对平滑肌细胞的增殖抑制作用可能不是通过影响./01.基因的表达实现的，而是通过其他

途径。

关键词 芦荟大黄素 平滑肌细胞 动脉血管损伤 ./01.基因表达
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芦荟大黄素是中药大黄的活性成分蒽醌类衍生物

之一，蒽醌类衍生物具有抗炎、抗菌、抗肿瘤等药理作

用（*）。本实验采用平滑肌细胞原代培养技术，观察芦

荟大黄素对动脉损伤后平滑肌细胞./01.基因表达的

影响，以探讨其抑制平滑肌细胞增殖的作用机制。

材料与方法

* 药物和试剂 芦荟大黄素系从大黄中经-次

结晶提纯，由北京大学医学院沈家祥教授惠赠。以

(+,0":!4YZ在热水浴溶解，冷却后以(+’,0":ZC:
调至QZ)+%，配成所需浓度。在沸水浴煮沸消毒，临用

时配 制，并 注 意 避 光。异 硫 氰 酸 胍、牛 血 清 白 蛋 白

（[I@）、琼脂糖、考马斯亮蓝9’,(，均购自IE304公

司；胎牛血清（2CI）：天津川页生化制品有限公司产

品；RPNP（RD:H;.."PE<E0D0N>>;<6E4:P;LED0）培

养液：9B[CY[?\公司产品；胰蛋白酶：I;5U4公司产

品；〔"/-’]〕LCK]（比 活 度***K[W／00":，-(((0CE／

00":；放射性强度’̂ *+7,P[W，’̂ (+(,(0CE；放射

性比 浓 度 -)(P[W／0:，*(0CE／0:；放 射 化 学 纯 度

$,_；水溶液）：北京市亚辉生物医学工程公司产品；随

机引物标记试剂盒：]5"0;34公司产品。

’ 探针及抗体 ./01.裸探针（.R!@，*#%‘H）：

北京大学医学院病理教研室提供；./01.单克隆抗体

（小鼠源）：I4<64C5DS生物技术公司；[E"/B39二抗和

I@/@]：中山生物技术公司；低分子量标准蛋白，上海
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丽珠东风技术有限公司。

! 动物 雄性纯种日本大耳白兔，体重"#$%&左

右，军事医学科学院动物所提供。

’ 体外平滑肌细胞培养及鉴定 细胞培养前

’()，用!**+&,-./美国0,1.2-3,-2公司提供的拉栓导

管，先行兔髂动脉内皮剥脱术，用组织块种植法（4）进行

兔髂动脉平滑肌细胞培养，培养5!"6天后，可见平滑

肌细胞从组织块缘爬出，"’天左右长满瓶。培养成功

后用6#4$7的胰蛋白酶消化传代。此时细胞经相差

显微镜下形态学观察，并经抗,8,3.9:单克隆抗体染色

标记后呈阳性反应，证明是平滑肌细胞。

$ ;+-.)2-:杂交 细胞样品的准备：细胞以"<
"6(／=接 种 于 培 养 瓶，每 瓶’>?，用 含"67*@A的

BCDC培养’()后，换无血清的BCDC培养液，继续

培养4’)，换 为 实 验 培 养 液：实 验 组 用"67*@A加

BCDC 培 养 液 加46"&／>?芦 荟 大 黄 素，对 照 组 用

"67*@A加BCDC培养液；均继续培养!)后用异硫

氢酸胍细胞裂解液裂解细胞，提取细胞总E;F。E;F
纯度与浓度测定：用紫外可见分光光度计测定样本

E;F的GB4H6与GB4(6值，计算GB4H6／GB4(6比

值（检测E;F样本的纯度），要求GB4H6／GB4(6比值

在"#(!4#6之间。根据以下公式计算E;F样本浓

度。加样前使各样品中总E;F含量一致。

E;F（>&／>?）IGB4H6<’6<
稀释倍数

E;F溶液总体积（>?）

E;F样本质量鉴定：取少量E;F，变性后作琼脂

糖8甲醛凝胶电泳，溴化乙定染色，在长波紫外线灯下

检测，E;F应显示出边缘锐利的"(A和4(A-E;F带

和弥散分布的>E;F拖影背景，分布范围在6#4!
$JK之间，4(A／"(A约为4L"。

;+-.)2-:杂交：样品E;F经琼脂糖8甲醛变性凝

胶电泳分离后，用毛细管转移法将E;F从琼脂糖凝

胶转移到尼龙上。用随机引物法对38>/3的3B;F进

行放射性同位素〔#8!4M〕B3.N标记，放射性标记的38
>/3探 针 与 固 定 于 尼 龙 膜 上 的E;F进 行 杂 交（在

$67甲酰胺中于’4O水浴预杂交"4)，杂交!H)）。将

滤膜用保鲜膜封好，对P线片Q56O曝光54)。

结果分析：用=293FR$$6ST 图像分析仪（RU9:
图像分析处理软件，德国）对杂交斑进行辉度扫描分

析，分别计算出对照组和药物组的积分光密度值，积分

光密度值的大小可间接反应E;F量的多少，积分光

密度值大，E;F量多，反之，则少。

H T21.2-:杂交 样品制备：细胞以"<"6(／=
接种于培养瓶，每瓶’>?，用含"67*@A的BCDC培

养’()后，换无血清的BCDC培养液，继续培养4’)，

换为实验培养液：实验组用"67*@A加BCDC培养

液加46"&／>?芦 荟 大 黄 素，对 照 组 用"67*@A加

BCDC培养液，继续培养!)后，用单去污剂裂解液裂

解细胞，提取细胞总蛋白，方法同前。

样品蛋白质定量：采用0-,VW+-V法（!）（考马斯亮蓝

X4$6染色法），以0AF为标准蛋白建立标准曲线（/I
6#66(!YZ6#6"45）；同样方法测定样品，从标准曲线中

查得蛋白质含量，上样前使各样品中蛋白质含量一致。

T21.2-:杂交：不连续聚乙烯酰胺凝胶电泳分离

靶蛋白，蛋白质电转移至硝酸纤维膜（;@膜），丽春红

A染色，将蛋白分子量标准带剪下，并标出参照蛋白的

位置。含样品蛋白的滤膜分别与用含叠氮钠、含磷酸

盐的封闭液封闭4)，加入抗靶蛋白抗体溶液（一抗，38
>/3"L"66分别加入含叠氮钠、含磷酸盐的封闭液中），

与滤膜一同’O温育过夜，用4$6>?M0A漂洗滤膜!
次，每 次"6>9:，最 后 一 次 用"$6>>+?／= ;,@?和

$6>>+?／=[-91@?（N\5#$）的缓冲液洗涤"6>9:。将

滤膜转移到一个可加热封接的塑料袋中，按滤膜面积

6#">?／3>4加入无磷酸盐、无叠氮钠的封闭液和"L
"66的生物素连接的抗一抗的S&X二抗（09+8S&X），于

室 温 平 缓 摇 动4)。 用466>?"$6>>+?／=;,@?和

$6>>+?／=[-91@?溶液室温平缓摇动，重复洗!次。

将AF8FM用"$6>>+?／=;,@?和$6>>+?／=[-91@?按

"L4466 稀 释 后 与 滤 膜 !5O 温 育 ")。 用 466>?
"$6>>+?／=;,@?和$6>>+?／=[-91@?溶液室温平缓

摇动，重复洗!次。取HH"?;0[和"6>?碱性磷酸酶

缓冲液混合，加入!!"?0@SM溶液，混匀后，立即加到

内放滤膜的杂交袋中，避光反应，如蛋白带的颜色达到

要求，即 用466"?6#$>+?／=DB[F（N\(#6）和$6>?
M0A终止反应，并拍照。

5 细胞免疫化学法 细胞爬片：细胞以"<"6$／

>?的密度接种于置有小盖玻片的H孔板（4<"6H细胞

／孔），用含"67*@A的BCDC培养液培养’()，细胞

进入静止期后，换入实验培养液。实验培养液分别为

大黄素46"&／>?加"67*@A加BCDC培养液，对照

"67*@A加BCDC培养液。每组设4个复孔。继续

培养4’)后，取出盖玻片，M0A洗!遍，]$7乙醇固定

"$!46>9:后染色。细胞计数：每张染色玻片计数466
个细胞，结果以阳性细胞所占百分数表示。

结 果

" 芦荟大黄素对38>/3>E;F表达的影响 平

滑肌细胞38>/3>E;F的杂交斑：计算机图像分析仪
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光密度测定结果显示实验组与对照组杂交斑的平均积

分光密度值分别为!""#和!"$$，差异无显著性（图

略）。

% 芦荟大黄素对&’()&蛋白表达的影响

%*+ ,-./-01方法检测结果 两组均可见分子

量为$!23的&’()&蛋白的表达。经光密度扫描分

析，实验组与对照组积分光密度值分别为%"*+#和

%"*$4，差异无显著性（图略）。提示芦荟大黄素对&’
()&蛋白表达无影响。

%*% 细胞免疫化学法检测结果 实验组与对照

组平滑肌细胞核&’()&阳性表达（核黄染）检出率平均

分别为+4*45和+%*65，差异无显著性（图略）。

讨 论

平滑肌细胞是动脉中膜的主要细胞成分。根据再

狭窄机理的病理生理学研究，动脉损伤以后各种刺激

因子使中膜平滑肌细胞激活，细胞由静息／收缩表型转

化为增殖／合成表型，开始分裂和增殖，并向内膜迁移，

在内膜增殖并合成和分泌细胞外基质，使内膜增生、血

管重塑（"）。因此，动脉损伤以后平滑肌细胞的增殖在

再狭窄病变的形成中起重要的作用。

慢性再狭窄病变形成中的平滑肌细胞增殖的发生

机理因再狭窄病变形成时间长，病变复杂，研究起来比

较困难，而各种动物在体实验模型的建立为这些机理

的研究提供了基础，其中内皮剥脱被广泛用于研究在

体动脉平滑肌细胞的加速增殖（6）。正常动物动脉的平

滑肌细胞可认为是被阻滞于细胞周期74／7+期的静

息细胞，内皮剥脱后，动脉平滑肌细胞离开静息状态，

开始在中膜的内膜侧增殖，然后继续在内膜增殖（$）。

&’()&是一个重要的细胞原癌基因，编码分子量

为$!23、寿命极短的序列特异性389结合核蛋白。

研究发现&’()&在血管平滑肌细胞的正常增殖及疾病

状态下（如粥样硬化和再狭窄病变）的非正常增殖中都

起重要的作用（!）。&’()&在无血清的静息状态平滑肌

细胞中不表达，只有在血清刺激后才开始表达，&’()&
(:89水平在血清刺激后;4(<1开始表达，+!+*6=
达高峰（#）。但与其他即刻早期基因不同，&’()&表达

不仅限于74／7+期，而在整个细胞周期中连续表达（#）。

所以，&’()&可能在平滑肌细胞进入细胞周期和维持

细胞增殖中起重要作用。有报道反义&’()&寡核苷酸

可以抑制体外和在体血管平滑肌细胞的增殖（>）。我们

实验室以往的研究发现芦荟大黄素可以抑制动脉粥样

硬化及球囊扩张模型兔离体培养的平滑肌细胞的增

殖（+4）。本实验中，血清刺激后;=&’()&(:89表达升

高，但实验组与对照组(:89表达量无差别，说明芦

荟大黄素没有抑制&’()&(:89水平的表达。免疫

组织化学和,-./-01杂交结果显示大黄素对&’()&核

蛋白的表达也没有影响，说明芦荟大黄素抑制平滑肌

细胞的增殖并不是通过抑制&’()&基因的表达实现

的。在芦荟大黄素存在下血清刺激后&’()&仍正常表

达。

动脉损伤后，多种生长因子和细胞因子被释放，它

们分别与中膜平滑肌细胞表面的酪氨酸蛋白激酶偶联

受体或7蛋白偶联受体结合，通过酪氨酸蛋白激酶和

磷脂酰肌醇信号转导通路，激活平滑肌细胞周期依赖

基因（??3基因）。??3基因的顺序表达最终使平滑

肌细胞由静息状态启动进入细胞周期运行，开始分裂

和增殖。根据??3基因在细胞周期中的表达顺序和

特征可分为三类，即刻早期基因（&’@A.，&’()&，2?，BC，

9%+，D6+，E3?），延迟早期基因（%F+，G++）和7+末期

基因（H2，I?89）。即刻早期基因的表达不依赖于蛋

白合成，与第二信号的产生有关；即刻晚期基因的表达

稍滞后于即刻早期基因，需要蛋白的合成；7+末期基

因在7+期结束，J期开始时表达，标志细胞进入增殖

过程（#）。某些生长因子和细胞因子（如I37F、F7F、

血管紧张素）可使细胞激活或可使细胞处于启动状态，

即可以赋予74细胞向7+期推进的能力，但不能导致

389合成和细胞增殖（这些因子称为启动因子），经与

其他因子合作才能完成细胞周期的运行，这些因子称

为推进因子（如C7F、K7F、促生长因子等），它们可以

推进经启动因子作用后的7+细胞向J期移行。启动

状态的特征是即刻早期基因的表达。从我们的实验结

果分析，芦荟大黄素对即刻早期基因&’()&的表达无

影响，芦荟大黄素对平滑肌细胞的抑制有可能不是通

过抑制启动生长因子的促平滑肌细胞增殖作用，而是

通过抑制推进因子的作用实现的，使平滑肌细胞虽然

能在启动因子作用下进入启动状态但却不能向J期移

行。
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