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#6

浙江中医药大学附属第一医院心内科$杭州
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%&

!6
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$#""">

%

通讯作者#何煜舟"

)-5

#

"=:#

"
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"

A

#
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#
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!
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川芎嗪抑制血管平滑肌细胞增殖及胶原合成的

作用机制研究

华军益#

$何煜舟!

$蒋旭宏!

$叶$武#

$杨美雅!

摘要$目的$研究川芎嗪抑制血管平滑肌细胞!

NBOJE5B2 O044/D 0EOJ5- J-55O

"

3,+&O

#增殖的作

用机制"为中药有效预防血管再狭窄提供实验依据$ 方法$体外培养大鼠胸主动脉
3,+&O

"分为%阴性对照

组&血管紧张素
!

!

9GP!

#组!

9GP!#"

"

>

045MQ

#&低剂量组!川芎嗪
!" "045MQ

加
9GP!

'&中剂量组!川

芎嗪
@" "045MQ

加
9GP!

#及高剂量组!川芎嗪
?" "045MQ

加
9GP!

#$

+))

法检测细胞增殖率(

*-O/-2G

154/

和实时荧光定量
R&S

法分别检测
*G/

通路相关蛋白
*G/@

&

#

#

JB/-GCG

&

KN5

#

#

&

&HJ5CGK#

及胶原
$

!

&45$

#&胶原
%

!

&45%

#蛋白&基因表达$ 结果$与阴性对照组比较"

9GP!

组细胞增殖率明显升高!

R T

"

!

"=

#$ 与
9GP!

组比较"中&高剂量组细胞增殖率明显降低!

R T "

!

"=

#$ 与阴性对照组比较"

9GP!

组

*G/@

&

#

#

JB/-GCG

&

KN5

#

#

&

&HJ5CGK#

&

&45$

&

&45%

蛋白和
0S79

表达均明显上调!

R T"

!

"=

#$ 与
9GP!

组

比较"中&高剂量组
*G/@

&

#

#

JB/-GCG

&

KN5

#

#

&

&HJ5CGK#

&

&45$

&

&45%

蛋白和
0S79

表达均明显下调!

R T

"

!

"=

#$ 上述指标在低&中&高剂量组均具有浓度依赖性$ 结论$川芎嗪通过下调
*G/

信号通路在一定程度

上抑制了
9GP!

诱导的
3,+&O

的增殖及胶原分泌$

关键词$经皮冠状动脉介入(再狭窄(血管平滑肌细胞(增殖(川芎嗪

AUU-J/ 4U )-/2B0-/DH5.H2BVCG- 4G /D- R245CU-2B/C4G BGW &455BP-G ,HG/D-OCO 4U 3BOJE5B2 ,044/D

+EOJ5- &-55O

$

XY9 'EG

#

HC

#

"

XA <E

#

VD4E

!

"

'(97Z [E

#

D4GP

!

"

<A *E

#

"

BGW <97Z +-C

#

HB

!

$

# K-

#

.B2/0-G/ 4U &B2WC454PH

"

\C2O/ 9UUC5CB/-W X4O.C/B5 4U 8D-FCBGP YGCN-2OC/H 4U )2BWC/C4GB5 &DCG-O- +-WCJCG-

"

XBGPVD4E

$

$#""">

%"

&DCGB

&

! K-.B2/0-G/ 4U A0-2P-GJH

"

\C2O/ 9UUC5CB/-W X4O.C/B5 4U 8D-FCBGP YGCN-2OC/H

4U )2BWC/C4GB5 &DCG-O- +-WCJCG-

"

XBGPVD4E

$

$#""">

%"

&DCGB

9],)S9&)

$

L1F-J/CN-

$

)4 O/EWH /D- BJ/C4G 0-JDBGCO0 4U /-/2B0-/DH5.H2BVCG-

$

)+R

%

4G /D- .24

#

5CU-2B/C4G 4U NBOJE5B2 O044/D 0EOJ5- J-55O

$

3,+&O

%"

/DEO .24NCWCGP -^.-2C0-G/B5 -NCW-GJ- U42 &DCG-O-

0-WCJCGP /4 -UU-J/CN-5H .2-N-G/ 2-O/-G4OCO 6 +-/D4WO

$

SB/O

%

/D42BJCJ B42/B 3,+&O CG NC/24 JE5/E2-W

$

J-55

5CG- 9:2=

%

_-2- WCNCW-W CG/4 UCN- P24E.O

"

C6-6

"

/D- G-PB/CN- J4G/245 P24E.

"

/D- BGPC4/-GOCG !

$

9GP !

"

#"

"

>

045MQ

%

P24E.

"

/D- 54_ W4O- )+R

$

!" "045MQ

%

.5EO 9GP ! P24E.

"

/D- 0CWW5- W4O- )+R

$

@" "045MQ

%

.5EO 9GP ! P24E.

"

/D- DCPD W4O- )+R

$

?" "045MQ

%

.5EO 9GP ! P24E.6 )D- .245CU-2B/C4G 2B/C4 _BO W-/-J/-W

1H +))6 Z-G- BGW .24/-CG -^.2-OOC4GO 4U *G/@

"

KN5

#

#

"

1-/B

#

JB/-GCG

"

&HJ5CGK#

"

BGW J455BP-G $ BGW %

_-2- W-/-J/-W _C/D 2-B5

#

/C0- U5E42-OJ-G/ `EBG/C/B/CN- R&S BGW *-O/-2G 154/ 2-O.-J/CN-5H 6 S-OE5/O

$

&40

#

.B2-W _C/D /D- G-PB/CN- J4G/245 P24E.

"

/D- .245CU-2B/C4G 2B/C4 4U 3,+&O 41NC4EO5H CGJ2-BO-W CG /D- 9GP !

P24E.

$

R T"

!

"=

%

6 &40.B2-W _C/D /D- 9GP ! P24E.

"

/D- .245CU-2B/C4G 2B/C4 4U 3,+&O 41NC4EO5H W-J2-BO-W

CG /D- 0CWW5- W4O- )+R .5EO 9GP ! P24E. BGW /D- DCPD W4O- )+R .5EO 9GP ! P24E.

$

R T"

!

"=

%

6 &40

#

.B2-W _C/D /D- G-PB/CN- J4G/245 P24E.

"

P-G- BGW .24/-CG -^.2-OOC4GO 4U *G/@

"

KN5

#

#

"

#

#

JB/-GCG

"

&H

#

J5CGK#

"

&45 $

"

BGW &45 % _-2- 41NC4EO5H E.

#

2-PE5B/-W CG /D- 9GP ! P24E.

$

R T"

!

"=

%

6 &40.B2-W _C/D /D-

9GP ! P24E.

"

0S79 BGW .24/-CG -^.2-OOC4GO 4U *G/@

"

KN5

#

#

"

#

#

JB/-GCG

"

&HJ5CGK#

"

&45 $

"

BGW &45 %

_-2- 41NC4EO5H W4_G

#

2-PE5B/-W CG /D- 0CWW5- W4O- )+R .5EO 9GP ! P24E. BGW /D- DCPD W4O- )+R .5EO 9GP

! P24E.

$

R T"

!

"=

%

6 )D- BU42-OBCW CGWCJ-O _-2- W4O-

#

W-.-GW-G/ CG /D- 54_

"

0CWW5-

"

BGW DCPD W4O- )+R
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!!""%$!

.5EO 9GP ! P24E.O6 &4GJ5EOC4G

$

)+R CGDC1C/-W 9GP ! CGWEJ-W .245CU-2B/C4G BGW J455BP-G O-J2-/C4G 4U

3,+&O /D24EPD W4_G

#

2-PE5B/CGP *G/ OCPGB5 .B/D_BH6

;A<*LSK,

$

.-2JE/BG-4EO J424GB2H CG/-2N-G/C4G

&

2-O/-G4OCO

&

NBOJE5B2 O044/D 0EOJ5- J-55

&

.245CU-2

#

B/C4G

&

/-/2B0-/DH5.H2BVCG-

$$血管再狭窄是影响经皮冠脉介入$

R&(

%疗效的主

要因素"深入研究血管再狭窄的基因调控通路及影响

因素对解决这一临床难题具有重要意义' 近年来"国

外有研究发现
*G/

信号分子参与调节血管平滑肌细

胞 $

NBOJE5B2 O044/D 0EOJ5- J-55O

"

3,+&O

% 增

殖(

#

)

' 笔者前期的研究也证实了血管损伤后再狭窄

过程中
*G/

信号通路起了重要作用"其上调可以促进

3,+&O

增殖和胶原分泌(

!

)

' 本实验探讨中药单体川

芎嗪防治血管再狭窄的分子机制和寻求有效作用靶

点"将为深入研发有效防治血管再狭窄的中药活性成

分开辟新途径'

材料与方法

#

$细胞来源$大鼠胸主动脉
3,+&O

$

9:2=

%"

购于中国科学院细胞库" 批号#

Z7S :

"由浙江大学附

属邵逸夫医院实验室馈赠'

!

$试剂及仪器$血管紧张素
!

$

9GP!

"纯度
!%$a

"

美国
,CP0B

"

9%=!=

%&川芎嗪$纯度
!%?a

"南京泽朗植

提技术有限公司"

8Q!"#"#!#>

#

9>]

%&

K+A+

低糖培养

基$杭州科易生物有限公司%&新生牛血清$杭州四季青有

限公司%&各引物合成$上海生工生物工程有限公司%&四

甲基偶氮唑蓝
+))

$美国
9+SA,&L

"

!%?

"

%$

"

#

%&十

二烷基磺酸钠$

,K,

"美国
9+SA,&L

"

#=#

"

!#

"

$

%&

#

#

BJ/CG BG/C14WH

(美国
,CP0B

"

9#%:?

$

9&

#

#=

%)&

#

#

JB/-

#

GCG BG/C14WH

$

&-55 ,CPGB5CGP )-JDG454PH

"美国"

#!@:

"

#

%&

KN5

#

# BG/C14WH

$美国
,BG/B &2EV

"

1O

#

"=%?S

%&

*G/@ BG/C14WH

$美国
R24/-CG/-JD Z24E.

"

1O

#

>#$@S

%&

&HJ5CG K# BG/C14WH

$

&-55 ,CPGB5CGP )-JDG454PH

"美

国"

!!%!

%&

XSR

标记的抗鼠二抗*抗兔二抗$

'BJbO4G

(00EG4 S-O-B2JD

"美国"

##=

"

"$=

"

""$

*

###

"

"$=

"

""$

%&

&45#B #

抗体 $美国
,BG/B &2EV

"

OJ

#

?:?@

%&

&45$B#

抗体$美国
,BG/B &2EV

"

OJ

#

?:?#

%&

&L

!

培养箱

$

)D-204 \420B

"美国%&荧光定量仪$

:%""X)

"美国

9..5C-W ]C4OHO/-0O

%'

$

$方法

$

!

#

$细胞培养$将冻存的
3,+&O

从液氮罐中

取出后迅速置于
$:

&水浴融化"

?"" 2 M0CG

离心

= 0CG

"去上清"吸取适量配好的含
#"a

小牛血清的

K+A+

低糖培养基"混匀' 将细胞悬液移入
!= J0

!

培养瓶"

$:

&

=a&L

!

*饱和湿度培养箱内静置培养"

次日换液"细胞长满后按
#

'

!

传代' 取
$ c =

代生长

状态好的
3,+&O

进行实验' 待细胞长至
>"a c

:"a

融合时"进行分组"共分为
=

组#阴性对照组*

9GP!

组 及 低* 中* 高 剂 量 组'

9GP !

组 加 入

#"

"

>

045MQ 9GP!

刺激
!@ D

&低*中*高剂量组在
9GP

!

刺激前"细胞先分别予
!"

*

@"

*

?" "045MQ

川芎嗪预

培养
!@ D

&阴性对照组为正常培养的
3,+&O

"不加干

预药物' 所有实验至少重复
$

次' 使用倒置相差显微

镜观察各组细胞形态'

$

!

!

$

+))

法检测细胞增殖活度$取
3,+&O

贴

壁细胞"按照细胞传代的操作对其进行消化*制备细胞

悬液"并对细胞进行计数"根据接种量稀释细胞悬液"

取
%>

孔细胞培养板"每孔中加
#"" "Q

含
"

!

?

(

#"

@

)

#

!

"

(

#"

@个
3,+&O

的完全培养液$共
=

个实

验组"每组设
$

个复孔%"将
%>

孔板置于
$:

&

=a

&L

!

培养箱中培养"细胞长成单层后"按上述分组处

理细胞"并置
$:

&

=a &L

!

培养箱中"继续培养

!@ D

'取出
%>

孔板"吸出孔中的培养液"用
R],

液漂

洗细胞表面"弃漂洗液&每孔加入
K+A+

低糖培养液

!"" "Q

"

+))

液$

= 0PM0Q

%

!" "Q

"继续培养
@ D

' 倒

掉原培养液后"加入
K+,L

$

#=" "QM

孔%"摇床上低速

振荡
#" 0CG

"使结晶物充分溶解呈紫红色溶液后测

量' 将
%>

孔板置于酶标仪上"在
@%" G0

波长下检测

各孔吸光值$

LK

值%"计算各组均值' 计算细胞增殖

率' 细胞增殖率$

a

%

d

$处理组
LK

值 "空白组
LK

值%

M

空白组
LK

值(

#""a

'

$

!

$

$

*-O/-2G 154/

检测
*G/@

*

#

#

JB/-GCG

*

KN5

#

#

*

&HJ5CGK#

*胶原
$

$

&45$

%及胶原
%

$

&45%

%蛋白

表达$取
3,+&O

贴壁细胞"消化*制备细胞悬液并对

细胞进行计数"取细胞培养
WCOD

"每个
WCOD

中加

$ 0Q

含
!=

(

#"

@

c $"

(

#"

@ 个
3,+&O

的完全培养

液$

=

个实验组%"将
WCOD

置于
$:

&

=a&L

!

培养箱

中培养"继续培养
!@ D

' 分别收集细胞"冷
R],

洗
!

次"加入预冷细胞裂解液裂解细胞"提取物冰上孵育

$" 0CG

"

#! """ 2 M0CG

"

@

&离心
= 0CG

"上清液中的蛋

白浓度经
K&

蛋白定量法定量' 上样前将蛋白样品按

#

'

#

比例加入
!

(

,K,

上样缓冲液"

#""

&煮沸
= c

#" 0CG

使蛋白变性"立即放冰上' 每组取
$" "P

蛋白
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%

进行
,K,

#

R9ZA

电泳分离"电泳时先清洗玻璃板"两

面都擦洗过后用自来水冲洗"再用蒸馏水冲洗干净后

晾干"然后进行配胶和灌胶' 先配分离胶"灌胶"胶上

加
# 0Q

异丙醇去除气泡及加速凝胶"等分离胶凝固后

再配浓缩胶"灌胶"插上梳子"胶凝固好后上样"再进行

电泳"电泳电压浓缩胶
>"

)

?" 3

"分离胶
%"

)

#!" 3

"

时间
!

)

@ D

' 溴酚蓝到达胶底端时"终止电泳"转移到

硝酸纤维素膜上"

@

&层析柜中
$" 09

转膜过夜"或

!=" 09

转膜
!

!

= D

"

=a

脱脂奶粉的
)],) @

&封闭

#

)

! D

"加入一抗$鼠抗鼠
#

#

BJ/CG

单抗"

#

'

# """

&兔抗

鼠
*G/@

多 抗"

#

'

=""

& 鼠 抗 鼠
#

#

JB/-GCG

单 抗"

#

'

# """

&鼠抗鼠
KN5

#

#

单抗"

#

'

!""

&兔抗鼠
&HJ5CG K#

单抗"

#

'

# """

&兔抗鼠
&45$

多抗"

#

'

?""

&兔抗鼠
&45%

多抗"

#

'

# """

%

@

&过夜"隔日
#

(

)],)

洗膜

#" 0CG

(

$

次"辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔
(PZ

*

山羊抗小鼠
(PZ

室温孵育
# D

"常规洗膜"化学发光试剂

显色"蛋白印记检测系统摄片"凝胶图像处理系统分析'

$

!

@

$实时荧光定量
R&S

检测
*G/@

*

#

#

JB/-GCG

*

KN5

#

#

*

&HJ5CGK#

*

&45$

及
&45% 0S79

表达$取

3,+&O

贴壁细胞"消化*制备细胞悬液并计数"取
>

孔

细胞培养板"每孔加
! 0Q

含
#=

(

#"

@

c !"

(

#"

@ 个

3,+&O

的完全培养液$

=

个实验组%"将
>

孔细胞培养

板置于
$:

&

=a&L

!

培养箱中培养' 将不同实验组的

细胞按说明书步骤用
)2CV45

法提取总
S79

' 根据逆转

录所需
S79

量"将各
S79

样品用
KAR&

水调至相同

浓度"然后取相同体积进行逆转录反应"以尽量避免加

样误差' 逆转录方法参照逆转录试剂盒说明书"总反应

体系
#" "Q

中包含逆转录酶*

45CP4 W)

引物*

>

聚体随机

引物各
"

!

= "Q

*

=

(缓冲液
! "Q

以及
KAR&

水
#

!

= "Q

和
S79

模板
= "Q

' 反应条件#

$:

&

#= 0CG

"

?=

&

= O

'然后根据荧光定量试剂盒进行荧光定量"结果用

!

"

""&/方法分析"统计相对表达量$

Se

%' 荧光定量反

应体系
#" "Q

中包含
!,<]S R2-0C^ A^ )B` = "Q

*

R&S \42_B2W R2C0-2

$

#" "045MQ

%

"

!

@ "Q

*

R&S \42

#

_B2W R2C0-2

$

#" "045MQ

%

"

!

@ "Q

*

)4/B5 S79 ! "Q

*

WX

!

L !

!

! "Q

'相关引物序列见表
#

"荧光定量扩增程

序#

O/BP-#

预变性
%=

&

$" O

"

#

个循环&

O/BP-! R&S

反应#

%=

&

= O

"

>"

&

$" O

"

@"

个循环&

O/BP-$ KCOO4

#

JCB/C4G &E2N-

#

%=

&

#= O

"

>"

&

#= O

"

%=

&

#= O

'

$

!

=

$统计学方法$应用
,R,, #$

!

"

统计处理

软件分析"常规进行方差齐性检验*正态性检验' 计量

资料以
^

*

O

表示' 方差齐者"多组资料之间的比较采

用单因素方差分析"两两比较采用
Q,K

法'

R T"

!

"=

为差异有统计学意义'

表
#

$相关引物序列

引物名称 序列$

=

%

c$

%%

内参
#

#

BJ/CG

上游#

)Z&)Z)&&&)Z)9)Z&&)&)Z

下游#

Z9ZZ)&&))9&ZZ9)Z)&99&Z

*G/@

上游#

)&9ZZ))ZZ&&9&Z&9&)999ZZ9Z99

下游#

9Z)&)ZZ9&))ZZ&)&&9ZZ)9&9&&

#

#

JB/-GCG

上游#

Z&)Z9&&)Z9&ZZ9Z))ZZ9

下游#

Z&)9&))Z&)&))Z&Z)Z99

KN5

#

#

上游#

&&))&&9)&&999)Z))Z&

下游#

Z)Z9&)Z9&&9)9Z9&)&)Z)Z&

&45$

上游#

)9&9Z&9&Z&))Z)ZZ9)Z

下游#

))Z9Z)))ZZZ))Z))ZZ)&

&45%

上游#

)Z9)ZZZ9)&&99)Z9ZZZ9Z9

下游#

Z9Z)&)&9)ZZ&&))Z&Z)Z)))

&HJ5CGK#

上游#

Z))&)&ZZ&&9Z&9&&9)

下游#

Z&9Z&9)9&99)&)&Z&9&&

结$$果

#

$各组
3,+&O

形态学比较$图
#

%$在倒置相

差显微镜下可观察到大鼠
3,+&O

呈长梭形*放射性

生长"部分区域细胞重叠生长"部分区域高低起伏呈

+峰*谷,状生长' 传代后
?"a

)

%"a

的细胞可重新

贴壁生长' 培养基加入
9GP!

后"细胞生长加速"中*

高剂量川芎嗪可以使
3,+&O

生长减缓"形态略变大'

图
#

$各组
3,+&O

形态学比较$$ (

#""

%

!

$各组细胞增殖率比较$表
!

%$与阴性对照组

比较"

9GP!

组细胞增殖率明显升高$

R T"

!

"=

%' 与

9GP!

组比较"中*高剂量组细胞增殖率明显降低$

R T

"

!

"=

%"且随川芎嗪浓度增加"抑制作用增强' 高剂量

组细胞增殖率明显低于低剂量组$

R T"

!

"#

%'
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表
!

$各组细胞增殖率比较$$

^

*

O

%

组别
G LK

值 细胞增殖率$

a

%

阴性对照
$ "

+

!!: ?

*

"

+

""$ @

-

9GP! $

"

+

$$" @

*

"

+

"#! $

#

@=

+

"@

#

低剂量
$ "

+

$!% !

*

"

+

"": # @@

+

=#

中剂量
$

"

+

!%? !

*

"

+

""! $

"

$"

+

%"

"

高剂量
$

"

+

!:# @

*

"

+

"@" #

"$

#%

+

#@

"$

$$注#与阴性对照组比较"

#

R T"

+

"=

&与
9GP!

组比较"

"

R T "

+

"=

&

与低剂量组比较"

$

R T"

+

"#

$

$各组
*G/@

*

#

#

JB/-GCG

*

KN5

#

#

*

&HJ5CGK#

*

&45

$

及
&45%

蛋白表达比较$图
!

*

$

%$与阴性对照组比

图
!

$各组
*G/

通路相关蛋白及胶原蛋白表达条带

$$注#与阴性对照组比较"

#

R T "

!

"=

&与
9GP!

组比

较"

"

R T"

!

"=

&与低剂量组比较"

$

R T"

!

"=

图
$

$各组
*G/

信号通路相关蛋白及胶原蛋白与

#

#

BJ/CG

蛋白灰度比值比较

较"

9GP!

组
*G/@

*

#

#

JB/-GCG

*

KN5

#

#

*

&HJ5CGK#

*

&45

$

及
&45%

蛋白表达明显上调$

R T"

!

"=

%' 与
9GP!

组比较"中*高剂量组
*G/@

*

#

#

JB/-GCG

*

KN5

#

#

*

&H

#

J5CGK#

*

&45 $

及
&45 %

蛋白表达明显下调 $

R T

"

!

"=

%"且随川芎嗪浓度增加"

*G/

信号蛋白和
&45

$

*

&45%

蛋白表达有进一步下调趋势' 高剂量组上述

蛋白表达明显低于低剂量组$

R T"

!

"=

%'

@

$各组
*G/@

*

#

#

JB/-GCG

*

KN5

#

#

*

&HJ5CGK#

*

&45

$

及
&45% 0S79

表达比较$表
$

"图
@

*

=

%$与阴性

对照组比较"

9GP!

组
3,+&O *G/@

*

#

#

JB/-GCG

*

KN5

#

#

*

&HJ5CGK#

*

&45$

*

&45% 0S79

表达明显增高

$

R T"

!

"=

%'与
9GP!

组比较"中*高剂量组
3,+&O

*G/@

*

#

#

JB/-GCG

*

KN5

#

#

*

&HJ5CGK#

*

&45$

及
&45%

0S79

表达明显降低 $

R T "

!

"=

%' 用
S-B5

#

/C0-

R&S

方法检测
*G/@

*

KN5

#

#

*

#

#

JB/-GCG

*

&HJ5CGK#

*

&45$

*

&45% 0S79

表达"结果示各个引物扩增具有

单峰的融解曲线图$图
@

%"说明这些引物的荧光定量

R&S

扩增具有较强的特异性' 每个样品扩增曲线$图

=

%用
!

"

""&/方法分析统计相对表达值'

讨$$论

R&(

术后再狭窄一直是冠心病治疗的一大难题'

再狭窄的发生机制尚未明确"目前认为
3,+&O

异常

增殖是
R&(

术后再狭窄的一个主要病理改变(

$

)

"即血

管内膜的增厚主要源于中膜平滑肌细胞肥大*增生*细

胞外基质的增加等' 通常情况下平滑肌细胞有
!

种表

型#合成表型与收缩表型' 正常动脉壁平滑肌细胞为

收缩表型"呈分化状态"不能分裂增殖&而合成表型平

滑肌细胞则呈去分化状态"具有很强的分裂增殖能力"

能合成分泌大量胶原纤维等细胞外基质(

@

)

'

R&(

治疗

时"球囊扩张或金属支架引起局部血管壁内皮损伤"使

血小板黏附*聚集和激活"导致附壁血栓形成' 血管损

伤*附壁血栓*支架压迫和金属异物刺激血循环中性粒

细胞和组织中巨噬细胞"释放促使
3,+&O

增生的细

胞因子和生长因子(

=

)

' 同时"使调控细胞分裂的基因

$如
J

#

0HJ

*

&HJ5CGK#

%表达上调"引起细胞增生&基质

表
$

$各组
*G/@

*

#

#

JB/-GCG

*

KN5

#

#

*

&HJ5CGK#

*

&45$

及
&45%

基因相对表达比较$$

^

*

O

%

组别
G *G/@ KN5

#

# #

#

JB/-GCG &HJ5CGK# &45$ &45%

阴性对照
$ # # # # # #

9GP! $

#

+

@=" "

*

"

+

""> !

#

#

+

$!$ @

*

"

+

""# :

#

#

+

$?? @

*

"

+

"$" !

#

#

+

$":

*

"

+

"#$ :

#

#

+

$#= "

*

"

+

""# :

#

#

+

$"! "

*

"

+

"#% "

#

低剂量
$ #

+

@$$ #

*

"

+

""# ! #

+

$## "

*

"

+

"#$ " #

+

$>$ !

*

"

+

"#% # #

+

!%?

*

"

+

""? $ #

+

!%: "

*

"

+

""? " #

+

!?# "

*

"

+

""! !

中剂量
$

#

+

$:: >

*

"

+

""? !

"

#

+

!?: :

*

"

+

""# ?

"

#

+

$#$ >

*

"

+

"!: !

"

#

+

!:@

*

"

+

#"! >

"

#

+

!?! =

*

"

+

""$ @

"

#

+

!>= ?

*

"

+

""# %

"

高剂量
$

#

+

$@@ ?

*

"

+

""= #

"

#

+

!:: #

*

"

+

"": !

"

#

+

!:? #

*

"

+

""$ @

"

#

+

!!@

*

"

+

"#" #

"

#

+

!:$ =

*

"

+

""# >

"

#

+

!=" "

*

"

+

""$ "

"

$$注#与阴性对照组比较"

#

R T"

+

"=

&与
9GP!

组比较"

"

R T"

+

"=
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$$注#

9

为
#

#

BJ/CG

&

]

为
*G/@

&

&

为
#

#

JB/-GCG

&

K

为
KN5

#

#

&

A

为
&HJ5CGK#

&

\

为
&45$

&

Z

为
&45%

&下图同

图
@

$相关基因融解曲线图

图
=

$相关基因扩增曲线图

金属蛋白酶上调"引起细胞外基质重塑和平滑肌细胞

移行' 这种
3,+&O

不能控制地增生*凋亡和大量细

胞外基质的沉积"导致再狭窄' 因此"如何抑制

3,+&O

的增殖"运用一种安全可靠的针对再狭窄的

药物来预防和治疗
R&(

术后再狭窄"并明确该药物作

用相关通路机制成为心血管领域的研究热点'

9GP!

*血小板源生长因子 $

.5B/-5-/

#

W-2CN-W

P24_/D UBJ/42

"

RKZ\

% 在
3,+&O

增殖中作用明

显(

>

"

:

)

'

9GP !

是
3,+&O

强大的丝裂原" 可与

3,+&O

上其
#

型受体$

BGPC4/-GOCG ! /H.- # 2-

#

J-./42

"

9)#S

%结合后"可经丝裂原激动蛋白激酶

$

0C/4P-G BJ/CNB/-W .24/-CG bCGBO-

"

+9R;

%等多条

信号通路"刺激
3,+&O

的
K79

和蛋白质合成增加

等"启动
3,+&O

的增殖和迁移(

?

)

'

川芎"原名芎隱"一种中药植物"为伞形科蒿木鼠

植物的根茎"常用于活血行气"祛风止痛' 而川芎嗪是

从中药川芎中分离提纯的有效成分"其化学结构为四

甲基吡嗪"广泛用于高血压病*冠心病等的防治' 研究

表明川芎嗪具有扩张冠状动脉*抗凝*抗血小板聚集*

抗心肌缺血
M

再灌注损伤降低血压*降低肺动脉高压以

及抑制
3,+&O

增殖等多种心血管药理作用(

%

)

' 有临

床研究证明"川芎嗪具有降低血小板黏附*聚集"防止

血栓形成"保护血管内皮细胞"抑制
3,+&O

增殖的作

用"可以防治冠心病患者冠脉支架介入术后再狭

窄(

#"

)

' 也有研究认为川芎嗪抑制
9GP !

诱导的

3,+&O

增殖"可能与其降低钙调蛋白$

&B+

%和钙调

神经磷酸酶$

&B7

%的活性有关(

##

)

' 川芎嗪还可减轻

大鼠内皮损伤后内膜的增生"其作用机制与降低纤维
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细胞生长因子$

\Z\

%和
J

#

0HJ

的表达有关(

#!

)

"但不

排除涉及其他信号通路的可能' 国外有研究发现
*G/

信号可以调节血管内皮细胞生长"也发现某些
*G/

信

号分子参与调节
3,+&O

的增殖"提示
*G/

信号可能

与
3,+&O

增殖有关'

*BGP [X

等(

#$

)的研究显示大

鼠颈动脉损伤后
#

#

JB/-GCGM)&\

$

) J-55 UBJ/42

%信号

激活' 笔者前期在细胞和动物
!

个水平证实了
*G/

信号通路参与调控血管再狭窄病理过程(

!

)

'

*G/

是一组分泌型糖蛋白家族"调控着个体的发

育和细胞的分化' 目前认为
*G/

信号通路的主要组

分包括#细胞外因子$

*G/

家族分子%*跨膜受体$

\2CV

#

V5-W

家族分子和
QSR=M>

%*胞浆调节蛋白$

KODMKN5

*

9R&

*

9^CG

*

Z,;

#

$#

*

#

#

JB/-GCG

等%及核内转录因子

$

)&\,MQA\

家族%等一系列蛋白' 当细胞外因子与受

体结合后"通过一系列胞质蛋白的相互作用使
#

#

JB/-

#

GCG

蛋白在胞质内累积"进而入核与转录因子
)&\,M

QA\

共同作用激活靶基因的转录(

#@

)

'

*G/

通路的下

游靶基因多数是参与细胞增生与凋亡的基因"如
&H

#

J5CGK#

*

J

#

0HJ

等'

本研究采用培养的大鼠胸主动脉
3,+&O

"以

9GP!

作为细胞刺激因子"经
+))

检测增殖率"用

S-B5

#

)C0- R&S

和
*-O/-2G 154/

法检测
*G/@

*

#

#

JB/-GCG

*

KN5

#

#

*

&HJ5CGK#

*

&45$

*

&45%

基因和蛋

白表达' 结果发现
3,+&O

增殖"调控细胞分裂的靶

基因
&HJ5CGK#

表达上调"同时伴随
*G/@MKN5

#

#M#

#

JB/-GCG

通路的
0S79

和蛋白表达水平升高"提示

*G/@MKN5

#

#M#

#

JB/-GCG

信号通路参与调控
9GP!

刺激

的
3,+&O

的病理性增殖'

@"

*

?" "045MQ

川芎嗪对

9GP!

刺激下增殖状态的
3,+&O

具有明显抑制作

用"并呈现浓度依赖性"伴随
*G/@MKN5

#

#M#

#

JB/-GCGM

&HJ5CGK#

通路的
0S79

和蛋白表达水平下降"故临

床上使用
@"

*

?" "045MQ

川芎嗪对防治
R&(

术后损伤

处血管再狭窄可能有效' 提示川芎嗪抑制
3,+&O

增

殖的作用部分是通过抑制
*G/

信号通路来实现的"可

能还存在调控其他路径的机制'

本实验同时研究了川芎嗪对
9GP!

诱导
3,+&O

胶原合成的影响"发现
3,+&O

在
9GP!

刺激下合成胶

原增加"

@"

*

?" "045MQ

川芎嗪可抑制
9GP!

刺激平滑

肌细胞分泌胶原"说明
9GP!

及川芎嗪对
&45$

*

&45%

的

基因转录和蛋白水平都有调控作用' 其部分机制可能

是通过调控
*G/

信号通路来实现的' 下一步实验将运

用小干扰
S79

技术沉默
*G/

信号通路后"进一步观察

川芎嗪对
3,+&O

增殖和胶原合成的影响'

参 考 文 献

(

#

)$

)OB4EOC 9

"

+C55 &

"

Z-42P- ,'6 )D- *G/ .B/D_BHO CG

NBOJE5B2 WCO-BO-

#

5-OO4GO U240 NBOJE5B2 W-N-5

#

4.0-G/

(

'

)+

&E22 L.CG QC.CW45

"

!"##

"

!!

$

=

%#

$="

"

$=:

+

(

!

)$华军益
6 *G/

信号通路与动脉损伤后再狭窄的关系研

究(

K

)+杭州#浙江大学医学院"

!"#!

+

(

$

)$

<BGP *

"

Z- ']

"

QCE XQ

"

-/ B56 92O-GCJ /2C4^CW- -5E

#

/CGP O/-G/ 2-WEJ-O G-4CG/C0B U420B/C4G CG B 2B11C/

C5CBJ B2/-2H CGFE2H 04W-5

(

'

)+

&B2WC4NBOJ S-O

"

!"">

"

:!

$

$

%#

@?$

"

@%$

+

(

@

)$

]-GG-// +S

"

ANBG Z5

"

,JD_B2/V ,+6 9.4./4OCO 4U

DE0BG O044/D 0EOJ5- J-55 W-2CN-W U240 G420B5

N-OO-5 BGW J424GB2H B/D-24OJ5-24/CJ .5B`E-O

(

'

)+

' &5CG (GN-O/

"

#%%=

"

%=

$

=

%#

!!>>

"

!!:@

+

(

=

)$

\B21 9

"

,BGPC42PC Z

"

&B2/-2 9'

"

-/ B56 RB/D454PH 4U

BJE/- BGW JD24GCJ J424GB2H O/-G/CGP CG DE0BGO

(

'

)+

&C2JE5B/C4G

"

#%%%

"

%%

$

#

%#

@@

"

=!

+

(

>

)$罗德生"郑红花"李映红"等
6

川芎嗪抗血管紧张素
!

诱

导的离体培养血管平滑肌细胞增殖的实验研究(

'

)+时

珍国医国药"

!"">

"

#:

$

$

%#

$!#

"

$!$

+

(

:

)$

;C0 )'

"

<EG <R6 9G/C.245CU-2B/CN- BJ/CNC/H 4U

7e$"@

"

B OHG/D-/CJ #

"

@

#

GB.D/D4`ECG4G-

"

CO 0-WCB

#

/-W NCB /D- OE..2-OOC4GO 4U /D- R($;M9b/ BGW

AS;#M! OCPGB5CGP .B/D_BHO CG RKZ\

#

]]

#

O/C0E5B

#

/-W NBOJE5B2 O044/D 0EOJ5- J-55O

(

'

)+

3BOJE5

RDB20BJ45

"

!"":

"

@>

$

#

%#

@$

"

=#

+

(

?

)$景涛"何国祥"刘建平"等
6

大鼠血管平滑肌细胞迁移能

力变化与血管紧张素
!

的关系 (

'

)+高血压杂志"

!""#

"

%

$

$

%#

!@:

"

!@%

+

(

%

)$梁爱群
6

川芎嗪的药理及机理研究(

'

)+时珍国医国药"

!""=

"

#>

$

>

%#

=$!

"

=$$

+

(

#"

)$肖勇"谷文学"高妍
6

川芎嗪预防冠心病患者支架术后

再狭窄的临床研究 (

'

)+陕西医学杂志"

!"#"

"

$%

$

?

%#

#":"

"

#":#

+

(

##

)$郑红花"李映红"罗德生"等
6

川芎嗪对血管紧张素
!

诱

导的血管平滑肌细胞增殖的抑制作用及机制(

'

)+中国

动脉硬化杂志"

!"">

"

#@

$

@

%#

$"#

"

$"$

+

(

#!

)$张健"蔡生业"姚成芳"等
6

川芎嗪对
RKZ\

#

]]

诱导的大

鼠血管平滑肌细胞增殖和骨桥蛋白
0S79

表达的影响

(

'

)+山东中医药大学学报"

!""=

"

!%

$

$

%#

!$"

"

!$!

+

(

#$

)$

*BGP [X

"

[CB4 <

"

+4E <,

"

-/ B56 9 245- U42 /D- 1-

#

/B

#

JB/-GCGM)

#

J-55 UBJ/42 OCPGB5CGP JBOJBW- CG NBO

#

JE5B2 2-04W-5CGP

(

'

)+

&C2J S-O

"

!""!

"

%"

$

$

%#

$@"

"

$@:

+

(

#@

)$

&BWCPBG ;+

"

QCE <(6 *G/ OCPGB5CGP

#

J40.5-^C/H B/ /D-

OE2UBJ-

(

'

)+

' &-55 ,JC

"

!"">

"

##%

$

$

%#

$%=

"

@"!6

$收稿#

!"#!

"

":

"

"%

$修回#

!"#$

"

"=

"

!?

%


