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摘要 目的：探讨黄芪、当归对体外培养的血管平滑肌细胞（ABCD）粘着斑激酶（EFG）表达和细胞凋亡

的影响。方法：应用 H,3IDH、J-KL-M@ <."L 检测黄芪、当归对 EFG 表达的影响；应用 NM-6KK 试剂检测 ABCD 培

养液中 !O/
1 含量；应用流式细胞仪检测细胞凋亡及 <?.31 和 ?5KP5K-3$ 表达活性。结果：黄芪、当归注射液可

以显著抑制由碱性成纤维细胞生长因子所诱导的 EFG 表达，增加细胞培养液中的 !O/
1 含量，诱导 ?5KP5K-3$

表达，下调 <?.31 表达，促进体外培养的 ABCD 凋亡。结论：黄芪、当归诱导 ABCD 凋亡与其促进 !O 合成、抑

制 EFG 表达、诱导促凋亡基因 ?5KP5K-3$ 表达及下调抗凋亡基因 <?.31 表达有关。
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近年有研究表明，粘着斑激酶（ V"?5. 5>;-K6"@ 963
@5K-，EFG）作为一种非受体酪氨酸蛋白激酶，介导细胞

外信号由整合素、酪氨酸蛋白激酶受体、N 蛋白偶联受

体向细胞内传导，是细胞内多条信号转导通路的交汇

点〔)〕，参与细胞多种生物学功能的调节。我室以往研究

表明，EFG 参与血管平滑肌细胞（W5K?=.5M K4""L; 4=K?.-
?-..，ABCD）粘附、迁移、增殖和凋亡的调节〔1，$〕。黄芪、

当归是益气、活血的常用中药，虽然有关其对心血管系

统的作用已有许多研究，但其是否可以影响 ABCD EFG

表达及诱导 ABCD 凋亡目前尚未见报道。本研究对黄

芪、当归在此方面的作用进行了观察。

材料与方法

) 材料

)Z) 动物 健康 B[ 大鼠，0 周龄，雌雄各半，体

重 )’’ \ )1’R，河北省实验动物中心提供。

)Z1 试剂 C)%% 培养基为 N]^DO 公司产品，逆

转录3聚合酶链反应（H,3IDH）试剂盒为 IM"4-R5 公司

产品，EFG、?5KP5K-3$ 和 <?.31 多克隆抗体、2D_ 试剂盒、

免疫组化试剂盒均购自北京中山生物技术公司，其它

试剂为进口或国产分析纯。

)Z$ 药物 黄芪注射液（生药含量 1R ‘ 4.，规格：

14. ‘支，批号 %%’+113)，由山西晋新制药总厂生产），当

归注 射 液（生 药 含 量 ’Z’*R ‘ 4.，规 格：14. ‘支，批 号
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!!"#$%&$"，由山西永济市制药厂生产）。

’ 方法

’($ )*+, 的分离培养与分组 取 - 周龄 *. 大

鼠胸腹主动脉，按贴块法〔/〕分离、培养 )*+,，"(’#0胰

酶消化传代，实验选用 / 1 2 代细胞。待细胞生长至

2"0融合时，无血清饥饿培养 ’/3，之后换成含 $"0胎

牛血清（4,*）的培养液，同时将细胞分为下述 # 组：碱

性成纤维细胞生长因子组（简称 5464 组，加 5464 27 8
9:），当归组（5464 27 8 9: 加当归注射液 %9; 8 9:），黄芪

组（5464 27 8 9: 加黄芪注射液 -9; 8 9:），黄芪加当归组

（简称联合组，5464 27 8 9: 加黄芪注射液 -9; 8 9: 加当

归注射液 %9; 8 9:），对照组。除对照组外，其余 / 组分

别在换成含 $"0 4,* 的培养液的同时加入上述影响

因素，继续培养 ’/3 后，从各组细胞提取总 <=> 和制

备蛋白提取液。

’(’ <?&@,< 采用异硫氰酸胍一步法〔#〕，从各组

细胞提取总 <=>。取 <=> ’!;，按试剂盒说明书进行

<?&@,<。

4>A引物序列：上游引物为 #B&>,??66>,6,?6&
?>??66>6&%B， 下 游 引 物 为 #B&,66?>6,,?&
6?,??,?66>6&%B，扩增产物长度为 2%%5C。

"&DEFGH 引 物 序 列：上 游 引 物 为 #B&>6,?6>&
6>666>>>?,6?6,6&%B，下游引物为 #B&6?6,,>,,>&
6>,>6,>,?6?6&%B，扩增产物长度为 %""5C。

’(% IJKFJLH 5:MF 分析 收集各组 )*+,，用细胞

裂解 液（#"99M: 8 N ?LGK&O,:，COP(#，$#"99M: 8 N =D,:，
$99M: 8 N Q.?>，"(#0脱氧胆酸钠）裂解细胞，离心后取

上清，用 NMRLS 法进行蛋白定量。各取 $#"!; 经 20变

性聚丙烯酰胺凝胶电泳后转移至硝酸纤维素膜上，#0
脱脂奶粉和 $0牛血清白蛋白封闭过夜，随之依次与

4>A 抗体及羊抗兔 T;6&O<@ 室温反应 ’3，用 Q,N 试剂

盒对反应产物进行检测。用 AMUD: $. 图像分析系统对

<?&@,<、IJKFJLH 5:MF 结果进行灰度扫描及定量分析。

’(/ 免疫细胞化学检测 将 $E9 V $E9 的盖玻片

放入 $’ 孔板中，接种传代培养的 )*+,，细胞密度达

2"0左右后，按试剂盒说明书检测 )*+, 中的 4>A。

’(# 亚硝酸盐（=W’
X ）测定 收集各组 )*+, 培

养液，取 2"!: 加入 !- 孔酶标板上，加等量的 6LJGKK 试

剂〔$0对氨基苯磺酰胺，"($0=&（$&萘基）&乙二胺，#0
磷酸〕，室温放置 $#9GH，用微量震荡器充分摇匀后，在

酶标仪上读取 ##"H9 光密度值，以 =W’
X 为标准品制备

标准曲线，=W’
X 浓度用!9M: 8 N 表示。

’(- 流式细胞仪检测细胞凋亡率及 EDKCDKJ&%、

5E:&’ 表达 收集各组 )*+,，用 "(/0Q.?> 分散为单

个细胞后，P"0乙醇固定，碘化丙啶（@T）综合染色液

（-"!; 8 9:）染色 %"9GH，%"" 目细胞筛过滤，上机检测细

胞凋亡率；用 4T?,&DEFGH&5E:&’ 和 4T?,&DEFGH&EDKCDKJ&% 处

理细胞 %"9GH，将细胞过筛后用流式细胞仪检测细胞

荧光强度。

% 统计学方法 应用 *@** 统计学软件对差异的

显著性进行方差分析，再用 .YHHJF 检验进行各组与对

照组的比较。

结 果

$ 黄芪、当归对 4>A 基因表达的影响 见图 $。

对照组 )*+, 中可检测到 4>A 9<=> 的存在，5464 组

4>A 基因表达活性比对照组细胞增加 $(’! 倍；黄芪组

和当归组 4>A 表达受到明显抑制。黄芪组、当归组和

联合组的 4>A 表达活性分别比 5464 组降低了 /’0、

%$0和 -20，经 统 计 学 处 理 差 异 均 有 显 著 性（ ! Z
"("$）。

图 ! 黄芪、当归对 )*+, 4>A 9<=> 表达的影响

注：$( 标准参照物；’( 对照组；%(5464 组；/( 黄芪组；#( 当归组；-(
联合组

’ 黄芪、当归对 )*+, 4>A 蛋白表达的影响 见

图 ’。IJKFJLH 5:MF 结果显示，对照组 )*+, 中可检测到

4>A 蛋白，5464 组 4>A 含量明显升高，达对照

图 " 黄芪、当归对 )*+, 4>A 蛋白表达的影响

注：$( 对照组；’(5464 组；%( 黄芪组；/( 当归组；#( 联合组

组的 $(/% 倍；黄芪组、当归组和联合组分别比 5464 组

降低 %"("0、/"(20和 P"("0，差异均有显著性（! Z
"("$）。免疫细胞化学染色结果显示，对照组 )*+, 中

4>A 染色呈阳性反应，5464 组染色明显加深；黄芪组
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和当归组 !"# 染色变浅，联合组 !"# 表达的抑制作用

强于两者单独作用，其变化趋势与 !"# $%&" 和蛋白

含量的改变相一致。

’ 黄芪、当归对 &( 合成的影响 对照组细胞培

养液中 &()
* 含量（!$+, - .）为 /0/1 2 3044，5!6! 组为

704’ 2 301/，虽较对照组有所上升，但差异无显著性；

黄芪组为 8)041 2 803’，当归组为 83097 2 803/，联合组

为 84018 2 809:，分别比对照组增加了 :3;、43; 和

8’4;，与对照组和 5!6! 组比较，差异均有显著性（!
< 3034）。

9 黄芪、当归对 =>?@ 凋亡的影响 流式细胞仪

分析结果显示，对照组 =>?@ 的凋亡率为 )0/);，5!6!
组细胞凋亡率的变化不明显；黄芪组、当归组和联合组

的凋亡率分别为 /0:1;、40/4;和 70/8;（与对照组比

较，均 ! < 3034）。

4 黄芪、当归对 5A,B)、ACDECDFB’ 表达的影响 黄

芪组、当归组和联合组 5A,B) 表达下调（与对照组比较，

! < 3034），同时 ACDECDFB’ 表达明显升高（与对照组比

较，黄芪组 ! < 3034，当归组和联合组，! < 3038），表明

黄芪、当归可以通过抑制抗凋亡基因 5A,B) 表达及上调

促凋亡基因 ACDECDFB’ 表达，而诱导 =>?@ 凋亡（图略）。

讨 论

近年来有研究表明，=>?@ 迁移、增殖及细胞外基

质的异常堆积是动脉粥样硬化和血管再狭窄的共同病

理特征〔/〕。我们曾报道，益气活血化瘀中药在有效抑

制 =>?@ 增殖及细胞外基质合成的同时，还可以显著

诱导 =>?@ 凋亡〔1〕。!"# 参与 =>?@ 增殖、迁移和凋

亡的调节过程〔)，’〕，活血化瘀中药对心血管系统的作用

是否与调节 !"# 的表达有关尚未见报道。本研究以

5!6! 作为促进 =>?@ 迁移和增殖的刺激因素，在证实

5!6! 可显著诱导 =>?@ 表达 !"# 的基础上，探讨益气

活血化瘀中药对 !"# 表达的影响及其与 =>?@ 凋亡

之间的关系。实验结果表明，黄芪、当归两味中药可以

不同程度地抑制 5!6! 所刺激的 !"# 表达，促进 &( 合

成，抑制 5A,B) 表达和上调 ACDECDFB’ $%&" 水平，与此

同时，=>?@ 凋亡率明显增加。5A,B) 是目前公认的凋

亡抑制基因〔7〕，而 ACDECDFB’ 是凋亡诱导基因〔:〕，已证实

两者在 &( 诱导细胞凋亡中起重要作用〔83〕。本研究结

果表明，黄芪、当归对 5A,B) 和 ACDECDFB’ 的表达调节是

通过促进 &( 合成来实现的。

本实验在细胞和分子水平上探讨了与黄芪、当归

发挥作用有关的信号转导机制，证明黄芪和当归除可

以通过升高 &( 含量来诱导促凋亡基因 ACDECDFB’ 表达

及下调抗凋亡基因 5A,B) 表达而促进 =>?@ 凋亡外，还

可以通过抑制 !"# 表达及由其所介导的信号转导途

径而发挥其对 =>?@ 增殖与凋亡的调节作用，充分体

现了中药的多层次、多位点、多环节及整体调节的优

势，为活血化瘀防治血管内膜增生性疾病提供了新的

实验依据。

参 考 文 献

8 >AGC,,FH ?IJ KL+AGF$LAC, DLMNC,D CNO 5L+,+MLAC, HFDE+NDFD F,LALPFO
5Q PGF R+AC, COGFDL+N SLNCDFJ KL+AGF$ KL+EGQD "APC )338；493 T
8—4J

) 杨长春，温进坤，韩 梅 J粘着斑激酶在一氧化氮诱导血管

平滑肌细胞凋亡中的 作 用 J 中 国 动 脉 硬 化 杂 志 )33)；83
（8）T 83—8’J

’ 杨长春，温进坤，韩 梅 J粘着斑激酶表达及活化与血管内

皮剥脱后再狭窄的关系初探 J中国应用生理学杂志 )33)；

87（)）T 8’4J
9 6UNPGFH >，",FVCNOFH %W，"PSLND+N WX，FP C, J !UNAPL+NC, CNB

ML+PFNDLN" HFAFEP+HD LN AU,PUHFO YCDAU,CH D$++PG $UDA,F AF,,DJ X
@F,, KL+, 8:7)；:)（)）T )7:—):7J

4 @GLNAZQDSL [，>CAAGL &J >LNM,FBDPFE $FPG+OD +R %&" LD+,CPL+N 5Q
CALO MUCNLOLNLU$ PGL+AQCNCPFBEGFN+,BAG,+H+R+H$ FVPHCAPL+NJ "NC,
KL+AGF$ 8:71；8/)（8）T 84/—84:J

/ 周秀霞，温进坤，韩 梅 J血管再狭窄发生过程中 ??[B) 基

因表达与胶原转换的动态变化 J中国生物化学与分子生物

学报 8:::；84（/）T ::1—8338J
1 柴锡庆，温进坤，韩 梅 J益气健脾中药对血管平滑肌细胞

凋亡相关基因表达的影响 J 中国中西医结合杂志 )338；)8
（8)）T :3:—:8)J

7 [FH,$CN \，>CPC ?，#HCDLNDSL #，FP C, J "OFN+YLHUDBFNA+OFO
GC$$FHGFCO HL5+ZQ$F P+ 5A,B) LNGL5LPD NF+LNPL$C, GQEFHE,CDLC CNO
LNOUAFD YCDAU,CH D$++PG $UDA,F AF,, CE+EP+DLDJ @CHOL+YCDA
%FD )333；94（’）T 413—417J

: .L X，.L [!，ILFPZ %，FP C, J ]NPHCAF,,U,CH DUEFH+VLOF LNOUAFO CE+EB
P+DLD LN =>?@D：%+,F +R $LP+AG+NOHLC, $F$5HCNF E+PFNPLC,，AQB
P+AGH+$F @ CNO ACDECDFDJ "E+EP+DLD )33)；1（/）T488—481J

83 韩 梅，温进坤 J滋补肝肾、益气活血方药对血管平滑肌细

胞增 殖 及 相 关 基 因 表 达 的 影 响 J 中 国 中 西 医 结 合 杂 志

8:::；8:（8)）T 1’9—1’/J
（收稿：)33) * 3: * )4 修回：)33) * 88 * )3）

·//8·

万方数据


