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丹参对血管平滑肌细胞基质金属蛋白酶和

骨桥蛋白基因表达及细胞增殖的影响”
刘虹彬温进坤韩梅

内容提要 目的：探讨丹参(sAI。)对氧化低密度脂蛋白(ox—LDL)诱导体外培养的血管平滑肌细胞

(VsMc)基质金属蛋白酶(MMP)和骨桥蛋白(OPN)基因表达的影响，以提示鼬山抑制vsMc增殖和迁移

的作用机理。方法：应用NorIhern、westem印迹和斑点杂交检测sAI。对MMP一2、MMP一9和OPN表达的影

响；采用5H—TdR棒入实验，检测VsMc增殖活性。结果：sAL或复方丹参(sAI。c)注射液对。x—LDL诱导的

MMP一2和MMP一9表达以及OPN的合成与分泌具有明显的下调作用，且可显著抑制vSMC的DNA合成；

将ox—LDL与sAL或SALc注射液共孵育1h后再处理vsMc，ox-LDL对上述基因表达和vsMc增殖的诱

导作用基本消失。结论：sAL抗VsMc增殖与迁移的作用与其调整基质代谢有关。

关键词基质金属蛋白酶骨桥蛋白 血管平滑肌细胞丹参 氧化低密度脂蛋白
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现代药理学|匠If究汪明，丹参(＆z毗￡m!z￡Ⅻ1啦i∞，

SAL)的抗动脉粥样硬化(atheroscler商s，As)作用与其抑

制血管平滑肌细胞(vascular srn∞th muscle 0dl，vsMc)

迁移和增殖密切相关“’。近年发现，vSMc迁移和增殖

活性受细胞外基质(“traceIlular rmtix，EcM)合成与降

解速率的影响。’。中药具有多位点、多层次发挥作用的

特点，sAL抑制v孙忙迁移与增殖的作用是否与调节

EcM的代酣有关尚少有报道。本研究用As的高度危

险因子氧化低密度脂蛋白(o】(i(1ized 10、v deIlsitv lipopm—

tein，。x u)L)作为刺激vsMc迁移和增殖的国素，观察

。咧家自然科学基金(No 39770312)及河北省白然科学基金(N。

301358)资助

河北医科凡学基础医学研究所生化研究室(石家庄050叭7)

sAL抑制VsMc增殖的同时，对降解EcM主要结构成

分的基质金属蛋白酶一2(Imtix nleIaUopr。teinase，^口口一

2)、MMp9和细胞迁移相关蛋白骨桥蛋白(ost∞pontin，

OPN)基因表达的影响。

材料与方法

l材料

1．1动物sD大鼠，6周龄，雌雄不拘，体重100

～1209，河北省实验动物中心提供。

1．2试剂 M199培养基为GIBco公司产品，

MMP一2、MMP一9和OPN cDNA为本搴保存，[a一32 P]

dcTP系北京亚辉生物医学公司产品，核酸随机引物

标记试剂盒为Promega公司产品，抗OPN抗体为本室
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自制，羊抗兔免疫球蛋白购自北京中山生物技术公

司，3H—TdR赡自中国科学院原子能研究所，其他试剂

均为进口或国产分析纯。

1．3药物sAL注射液(2m1／支，批号960514，

每毫升含丹参1．59)由江苏常熟制药厂生产。复方丹

参注射液(salvla mlliorrhiza composita，sALc)，2ml／

支，批弓：000624，每毫升含丹参19，降香lg，为上海中

西药业股份有限公司产品。

2方法

2．1 ox—LDL的制备按文献报道的一次性密度

梯度超速离心法”’分离人血清低密度脂蛋白(10w den一

曲ty 1ipopmtein，LDL)。所分离的LDL经透析后浓缩

至蛋[J含量为lg／L，以10弘m。l／L cus04于37℃氧化

24h，获得ox—I。I)I。；1％琼脂糖凝胶电泳及苏丹黑染色

进行鉴定，微孔滤膜过滤除菌，4℃保存备用。

2．2 vsMc的培养与分组取6周龄sD大鼠

胸腹主动脉，按贴块法分离、培养vSMc，0．25％胰酶

消化传代，实验用5～8代细胞。

2．3 Northern blot分析 用酸性异硫氰酸胍‘

步法，提取细胞总RNA。取30“g RNA进行电泳分离

并转移、固定至尼龙膜上，随后与标记的MMP一9或

0PN cDNA探针进行杂交，按常规方法洗膜后，于

70℃放射自显影72h。

2．4 Dot blof分析将RNA用样品变性液进行

悌度稀释后，分别点加2．5、5、10，填RNA于硝酸纤维

素膜卜，80℃固定2h，与a一32P—dcTP标记的MMP．

9cDNA探针进行杂交。

2．5 wcstern b101分析 取各组细胞培养液

20，zl，经8％sI)S—PAGE后，转移到硝酸纤维素膜上，

4℃封闭过夜。与抗oPN抗体及偶联有辣根过氧化物

酶的羊抗免二抗室温反应l～2h，采用4一氯一l磅g酚显

色方法进行显色。

2．6酶图分析按文献所报道的方法“’用含明

胶的sDs—PAGE检测MMP一2和MMP一9活性。分离

胶浓度为8％(含0．2％明胶)，浓缩胶浓度为5％。取

各组细胞培养液20“l，120v恒压电泳2～2．5h，凝胶

经2．5％Triton x．100漂洗两次后，加入反应缓冲液

(50mmol／L Tris，Hcl， pH7．8， 50mm01／1， NaCl，

10mmDL／L cacl，，1％Triton x—100)，37℃孵育9h，

0．5％考马斯亮蓝染色1．5～2h，脱色液(10％乙酸

40％甲醇)脱色至蓝色背景下白色条带清晰可见。

用Kodak 1D图像分析系统对Nonhern b101、Dot

blot、weStern blot实验结果进行扫描分析。

2．7 3H—TdR掺入试验 将细胞传至96 fL培养

板中，待细胞生长达80％融合时，无血清饥饿培养

24h，然后换成含10％小牛血清的培养液，同时按上述

分组情况加入不同的影响因素，并继续培养24h。回

收细胞前6h，向各孔培养液中加入3H—TdR至终浓度

为0．1”ci／100“l。回收细胞，用液闪计数仪测定3H—

TdR掺入值，计算每组(6 fL)细胞的平均值，所有实验

重复3次，采用组间￡检验进行统计学处理。

结 果

1 sAl，或sAI，C对ox—I。DI。诱导vsMc MMP 2

和MMP一9基因表达的影响 Northern blot、rht blot

以及明胶酶图分析结果显示，ox。LDL可显著诱导

MMP一2和MMP一9基因表达．sAI。注射液与ox，LDL

同时作用r细胞时，这两种基因的表达活性受到明显

抑制，分别比ox—LDL组降低r 70％和60％；两种沣

射液比较，sALc的抑制作用稍强。若将ox—LDL与

sAI．c或sAI，注射液预先在37℃中孵育后冉加入细

胞，则对这两种基因表达的抑制作用较两者同时加入

时略有增强，见图1、2。

2 sAL或sALc对ox—LDL诱导VsMc(妒N表

达的影响 Northern blot结果显示，ox—InT．作用于

vsMc 24h后，其RNA与()PN探针杂交出现明显的

杂交信号；sAL或sALc注射液与。x u)L同时作用

于vsMc时，其杂交信号被显著抑制(见图3)，提示

SAL和SALC对。x—u)L诱导的0PN基因表达具有

抑制作坩。用westem blot对vsMc培养液中OPN

含最进行检测的结果表明，ox—LDL可显著促进vsMc

合成与分泌OPN，其0PN含量达对照细胞的3．7倍；

加入SAL或SALc后，()PN水平显著降低，且以预先

与。x—LDL体外孵育后效果更为明显；同时sALc较

sAL作用强。

3 sAI。或sAI。c对ox—LDL诱导vsMc增殖的

影响3H—TdR掺入结果(见图4)显示，ox．I，DI。可使

vsMc的3H—TdR掺入增加1．3倍(P<O．01)，sAI。或

sALc作用于细胞24 h后，被ox—I，I)L诱导的vsMc
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图2 MMP 2和MMP 9的酶圈分析
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圈4 sAL或SALc刘VsMc 3HTdR掺八的影响

3H—TdR掺入受到明显抑制，分别比ox一1，DL组降低了

50％和60％左右，两者与ox—LDL预先孵育后再加入

细胞，抑制vsMc增殖的效果进一步增强，经统计学

处理差异均有显著性(P<0．01)。

讨 论

vsMc从血管中膜向内膜下迁移和增殖是血管

重构的病理学基础，MMP一2和MMP一9是参与『|IL管重

构的霞要酶类。已经证明，在『f『L管重构过程中不仅有

EcM的降解，而且还有粘附蛋白和趋化因子的大量合

成，(”N就是其中的丰要成分之一”’。我们以往的工

主鱼!堕堕堕宣童查!!塑至!Q旦曼婴堂堕11塑

作表明，。x—LDL促进vsMc增殖和迁移的机制之一

是刺激MMP一2、MMP一9和OPN的表达”’”。因此，有

理由认为，调整EcM代谢也可起到抑制vsMc增殖、

迁移及减缓新生内膜过度增生的作用。本实验结果显

示，sAL或sALc注射液对ox—u)L诱导的MMP一2和

MMP 9表达以及oPN的合成与分泌具有明显的下调

作用。将ox—LDL与sAL或sAI，c注射液共孵育1h

后再处理vsMc时，ox I。r)I。对上述基因表达的诱导

作用基本消失。说明sAL或SALc中的有效成分如

丹参素、少量维生素E和微量元素硒等具有抗氧化作

用，它们通过减弱。x—LDL的氰化毒性，使细胞免受氧

化应激的损伤，故可将sAL或sAl，c视为ox—I。DI。的

清除剂。同时奉研究还观察到，在sAL及SALc抑制

ox LDl。诱导MMP一2、MMP一9和()PN表达的同时，还

对vsMc增殖具有显著抑制作用。本研究提示了一

种SAL抗As的新的作用机制，在此基础上，进一步分

离纯化sAL中具有抗氧化活性的有效成分，是中药现

代化的任务之一。
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