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昆明山海棠提取物对血管平滑肌细胞

增殖及凋亡的影响
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摘要 目的 探讨昆明山海棠提取物（)>?0%）对离体血管平滑肌细胞（@ABC）增殖及凋亡的影响。方法

培养家兔主动脉平滑肌细胞，加入不同浓度的)>?0%进行处理，用B))法测定细胞生长曲线，以D<<*E3<@0
FG)C／HG双标记、透射电镜、原位末端标记法检测细胞凋亡。结果 )>?0%可以明显抑制@ABC增殖，呈剂量

和时间依赖性，作用%,7的半有效抑制浓度（GC(#）为!("’"I／J；@ABC在含!##!##"I／J)>?0%的培养液中孵

育(’7，可检测到细胞早期凋亡，且凋亡率随)>?0%浓度增加而升高；延长孵育时间至-&7，透射电镜下可观察

到典型的凋亡细胞形态学改变，原位末端标记法显示KLD片段化增多，有核碎裂、固缩等改变；细胞周期时相

分布显示)>?0%主要阻滞@ABC于M&／B期。结论 )>?0%能有效抑制体外培养的@ABC增殖及诱导其凋

亡，提示)>?0%可能会作为防治血管成形术后再狭窄的候选药物。
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经皮冠状动脉介入术（:*U=5R2<*85;=8U8<2U43<0
R*U9*<R38<，HCG）已成为当前治疗冠心病的主要手段，

但部分患者术后再狭窄（U*;R*<8;3;，YA）的发生却严重

制约了该技术的推广应用〔!〕。研究发现在YA的形成

过程中不仅有血管平滑肌细胞（@ABC）过度增殖为特

点的内膜增生，而且存在@ABC和巨噬细胞的凋亡失

调和（或）凋亡小体的清除不足等主要病理机制〔&〕。近

年来针对@ABC过度增殖及凋亡不足等重要环节，通

过药物对其进行干预一直是国内外研究的主要热点。

)>?0%是从我国传统中药昆明山海棠〔)U3:R*U4I351
74:8I+25=51（J*9+"）>5R=7，)>>〕中提取的一种活

性单体成分，为探讨)>?0%对防治YA的潜在作用，

本实验采用兔 @ABC为研究对象，对)>?0%抑制

@ABC增殖及诱导其凋亡效应进行了研究。
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材料与方法

! 药品 "#$%&由中国科学院昆明植物研究所

提供，以二甲基亚砜（’()*）助溶，磷酸缓冲液按倍数

稀释，微孔滤膜（+,--!.）除菌后于/-+0储存；噻唑

蓝（(""）及碘化丙啶（12）购自)34.5公司；’(6(
培养基购自7289*公司；小牛血清购自天津灏洋生物

制品公司；细胞凋亡原位末端标记试剂盒购自中山生

物公司；:;;<=3;>试剂盒购自宝赛生物公司。

- 细胞培养 健康纯种大耳白兔，雄性，体重

-?+@4（购自北京大学医学部实验动物科学部），按组织

贴块法进行胸主动脉>)(9培养。待细胞长成致密

单层后消化传代，通过相差显微镜形态学观察及抗"%
5AB3;单 克 隆 抗 体 染 色 证 实 为 >)(9。取C#D代

>)(9用于实验。

E 细胞增殖测定 采用(""法。将>)(9以

每毫升!F!+C密度，接种于GH孔培养板中，待细胞融

合为单 层 后，加 入 不 同 浓 度"#$%&（!+、C+、!++!4／

I），每组设H个平行孔，对照组加入等量的含+,-J
’()*的18)代替，另设空白孔（无细胞）。分别于加

药后+、-&、&D、K-、GHL终止培养，终止培养前每孔加入

(""溶液（C4／I）-+!M，EK0反应&L，吸去孔内培养

液，每孔再加入!C+!M’()*，溶解后在82*%N:’CC+
型酶标仪下测定*’值。取平均数，绘制生长曲线，计

算细胞生长抑制率。

& 细胞早期凋亡测定 采用:;;<=3;>%O2"9／12
双标记法。将>)(9接种于H孔培养板中，在含有不同

浓度的"#$%&（!+、C+、!++!4／I）培养液中孵育CHL，收

集细 胞 并 用!.M冷 18)制 成!F!+H 细 胞 悬 液，

!+++P／.3;，&0离心!+.3;，弃上清，将细胞重悬于-++!M
83;Q3;48RSS<P，加入!+!M:;;<=3;>%O2"9和C!M12，轻轻

混匀，闭光室温反应!C.3;，加入E++!M83;Q3;48RSS<P，于

!L内用流式细胞仪进行检测，以激发波长&DD;.进行

检测O2"9和12荧光。每样本计数-++++个细胞，用

96IITR<UB软件分析细胞凋亡率。

C 原位检测’V:裂解片段 采用"WV6I法。

按上述分组及给药方法，于培养K-L后收集各组细胞，

制成细胞悬液，甩片。实验步骤按试剂盒说明进行：

（!）&+4／I多聚甲醛室温固定E+.3;；（-）加入+,EJ
（体积分数）过氧化氢甲醇溶液作用E+.3;，阻断内源

性酶活性；（E）加入"WV6I反应混合液EK0孵 育

H+.3;；（&）加入转化剂%1*’EK0孵育E+.3;；（H）加

入’:8底物，室温EK0孵育!+.3;；（K）光学显微镜下

观察并照相。细胞核呈现棕色颗粒为凋亡细胞。

H 超微结构观察 >)(9经不同浓度"#$%&
作用K-L后，每组取!F!+H细胞进行离心沉淀，去上

清后常规固定、脱水、浸透、包埋、超薄切片、铀/铅双

染色，透射电镜下观察及摄片。

K 细胞周期时相分布测定 >)(9经"#$%&
（!+、C+、!++!4／I）作用-&L和K-L后，分别收集并制

成!F!+H细胞悬液，!+++P／.3;离心C.3;，18)洗涤

-次，加入/-+0预冷的K+J乙醇&0固定过夜，用

&018)洗-次，加NV5U<:至终浓度为C+.4／I，于

EK0水浴中孵育E+.3;。终浓度C+.4／I的12于&0
避光染色E+.3;，用流式细胞仪测定荧光强度，分析

’V:含量。

D 统计学处理 数据以!!X"表示，两组间的差

异应用#检验，多组间比较采用:V*>:方差分析。

结 果

! "#$%&对>)(9增殖的影响 见表!。各浓

度组对>)(9生长均有明显的抑制作用，在终浓度为

!+#C+!4／I范围内随浓度的增加和时间延长而增强

（$"+,+!）；而在C+#!++!4／I范围内，对>)(9的

抑制作用随浓度的增加无明显增强（$#+,+C）。对不

同浓度"#$%&作用&DL后的生长抑制率进行回归分

析，29C+为!C,H!4／I。

表! 不同浓度"#$%&对>)(9增殖的影响 （!!X"）

组别 %
*’值

-&L &DL K-L GHL
对照 H+,&!GX+,+EH +,K!!X+,++G !,!HEX+,+D& -,!EHX+,!CC
"#$%&!+!4／IH+,EDDX+,+-C$ +,EG-X+,+-&$ +,CC-X+,+E+$ !,+HGX+,+E&$$

C+!4／IH+,-GEX+,+-&$$+,!GKX+,+EC$$+,-!EX+,+!C$$+,!HDX+,+&!$$
!++!4／IH+,-&GX+,+EG$$+,!C&X+,+-D$$+,!HDX+,+-&$$+,!+-X+,+-E$$

注：与对照组比较，$$"+,+C，$$$"+,+!

- "#$%&诱导>)(9的早期凋亡及细胞坏死

率 见表-。不同浓度"#$%&与>)(9孵育CHL，

:;;<=3;>%O2"9／12双标记参数图可见对照组细胞主

要分布于第$象限，随着"#$%&浓度增加，>)(9分

布发生改变，第%、&象限细胞逐渐增多。流式细胞仪

分析显示，早期凋亡细胞比例随"#$%&的浓度增加

明显上升，最高达&+J左右；而继发性坏死细胞仅有

轻度上升（$"+,+C）。

表" 不同浓度"#$%&诱导>)(9的早期凋亡及

细胞坏死率比较 （J，!!X"）

组别 % 活细胞 凋亡细胞 坏死细胞

对照 E GE,GX-,E -,HX!,+ -,GX!,+
"#$%&!+!4／I E DG,+X&,C$ K,KXE,C$ -,GX!,!

C+!4／I E H+,HX!,G$$ E-,-XE,E$$ H,HX!,-$

!++!4／I E CE,KX!,K$$ EG,DX!,K$$ C,GX-,-$

注：与对照组比较，$$"+,+C，$$$"+,+!
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! "#$%&法 检 测 ’$(裂 解 片 段 ")*+,
（-.、/.、-..!0／&）作用于1234567后进行"#$%&

染色，光镜下可见部分1234细胞核固缩或碎裂成数

个颗粒，且随着")*+,浓度的增高，阳性细胞数目明

显增多。计数阳性细胞占总细胞数的百分比，结果依

次为（--869.8:）;，（658<9-8!）;和（,=8,9
6>:）;，与对照组比较，差异均有显著性（!!.8.-）。

, ")*+,诱导1234的超微结构 见图-。透

射电镜下观察对照组1234周围微绒毛完整，细胞核

形态规则，核仁清晰。用")*+,处理后细胞微绒毛

消失，核仁消失，核染色质固缩、聚集于核膜下，部分细

胞核崩解，形成多个致密小体，随着")*+,浓度的增

加，细胞凋亡特征更加明显，胞浆中有空泡增多，并见

凋亡小体。

/ ")*+,对1234细胞周期时相分布的影响

见表!。细胞周期时相分布的分析结果表明低剂量

")*+,（-.!0／&）在6,7主要是阻滞?.／?- 期（!!
.>.-），随着剂量的加大（/."-..!0／&），则以阻滞?6／

3期为主；将药物作用时间延长至567，各组细胞均阻

滞在 ?6／3 期，并 呈 现 时 间 和 剂 量 的 依 赖 性（!!
.>.-）。

表! ")*+,作用6,和567后1234的细胞

周期分布 （;，""9#）

组别 $ 时间（7） ?.／?- 2 ?6／3
对照 ! 6, /:8,9.85 6/8-9-8! -/8/9.8=

56 /58.9!8. 6<8-968/ -,8:9.8/
")*+,-.!0／& ! 6, 5.859.8:# -<8/9-8, -.8<9.85#

56 =6859-8! -.8,9-8. 6=8:9.8/#$

/.!0／& ! 6, =-8/9.8, -/8-9-85 6!8,9-8<#

56 ,<8<9.8/ :8,9-8< ,-8<9-8,#$

-..!0／& ! 6, /<8/9.8= -=8/9.8= 6/8.9-8.#

56 !/8<968- 58.9-8: /5869.8-#$

注：与对照组比较，#!!.8.-；与同组6,7比较，$!!.8.-

讨 论

近年来，药物涂层支架技术的不断改进以及免疫

抑制剂雷帕霉素和抗肿瘤制剂泰素的成功应用不仅为

再狭窄的彻底解决带来了希望，同时也为如何进一步

开发有效的抗再狭窄药物指明了方向〔!，,〕。昆明山海

棠（"))）系卫茅科雷公藤属植物的一种，临床上用于

治疗类风湿性关节炎、肾小球肾炎、系统性红斑狼疮等

免疫性疾病具有较好的疗效。近年来研究发现"))
除了具有强力的抗免疫活性外，还具有抗炎、抗肿瘤、

抗生育及抗移植排斥等药理活性〔/〕，因此"))在药理

活性方面基本兼有雷帕霉素和泰素两种药物的共同特

性。")*+,是近年来从"))根木中提取的一种主

要活性单体成分，为探讨")*+,对预防再狭窄的潜

在作 用，本 实 验 从 细 胞 增 殖 及 凋 亡 的 角 度 观 察 了

")*+,对1324的影响，结果发现")*+,能有效抑

制1234增殖，并具有浓度和时间依赖性，与1234
连续作用,<7的@4/.为-/8=!0／&。透射电镜下观察

发现，")*+,作用的1234发生核固缩、染色质边

集、核碎裂及凋亡小体等细胞凋亡的典型改变，通过

"#$%&标 记 法 进 一 步 证 实 了 ")*+,具 有 诱 导

1234凋亡的作用。

以往的研究发现"))水提取物对肿瘤细胞，如

ABCDEF、)&+=.等白血病细胞，除了诱导其发生凋亡外，

还存在直接杀伤细胞的毒性作用〔=，5〕。通常在细胞发

生凋亡的早期，虽然细胞膜的完整性尚还维持，但膜磷

酯已失去平衡，位于细胞膜上的磷酯酰丝氨酸（G7HI+
G7EFJKLMINCJON，P2）会从细胞膜的内层转移到外层，而

(OONQJO1是一种与磷酯具有高度亲合力的蛋白，它

可与转移到膜外的磷酯酰丝氨酸结合，在这些早期凋

亡细胞还未出现形态学改变和’$(降解以前，即通

过(OONQJO1荧光染色而检测到，并且利用P@不能透

过完整细胞膜的特点，可以使用(OONQJO1+R@"4及

P@双标记法将凋亡细胞、坏死细胞、损伤细胞与正常

细胞区别开〔<〕。实验结果发现，将不同浓度")*+,
与1234共同孵育延长至/=7，虽然此时1234已受

到明显抑制，但(OONQJO1R@"4及P@双标记结果显

示，此时")*+,引起的1234坏死率均在-.;以

下，而早期细胞凋亡率则随着")*+,浓度的增加明

显升高，最高可达,.;以上，认为")*+,抑制1234
的机制主要是通过诱导细胞发生凋亡而非细胞毒性。

细胞周期是增殖信号转导的最终共同通路，进入

细胞周期和细胞周期的推进是血管增殖性疾病中的关

键事件〔:〕。本实验通过流式细胞仪对细胞周期分析的
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结果 表 明，!"#$经 %&’()处 理*)+时，低 剂 量

%&’()（,-!.／/0）细胞主要阻滞于1-／1,期，高剂量

则阻滞于1*／#期，进一步延长%&’()与!"#$作

用时间至2*+，各剂量组均表现为1*／#期阻滞，且随

药物浓度的增加及作用时间延长阻滞越明显。因此，

我们认为%&’()抑制!"#$的增殖及诱导其凋亡作

用可能与其引起细胞1*／#期阻滞有关，其作用的详

细 机 制 还 有 待 进 一 步 研 究，但 从 目 前 的 结 果 看，

%&’()的应用有可能为预防3%$4术后再狭窄的药

物研究提供一个新的思路。
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