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葛根素对血管平滑肌细胞迁移的影响

柴欣楼1 王伟1 王绿娅2张永生1

(1北京中医药大学，北京市朝阳区北三环东路ll号，100029；2北京市安贞医院)

冠脉形成术造成了血管内皮细胞损伤，加速了血

栓的形成。附壁血栓的形成，不仅造成血管的急性闭

塞，而且为平滑肌细胞(vessel smooth musle ceⅡ，

VsMC)的内迁提供了框架，增殖的VsMc由血管中层

向内膜的迁移是内膜增厚的一个重要机制。在此过程

中，细胞边缘存在大量基质金属蛋白酶(ma)(trix metal—

Ioproteinases，MMPs)和纤维蛋白溶解酶，这2种物质

可降解细胞外基质，加速VSMC的迁移⋯。VSMC迁

移的结果可导致内膜中VSMC的大量积聚和结缔组织

的形成，进而促进新生内膜形成。

葛根素(Pur)为异黄酮类化合物，属于植物雌激

素。现代药理研究证明Pur在心血管中具有多种功

能，可扩张心、脑血管，降低血黏度，抑制血小板活性，

降低血小板黏附率；可对抗H：O：引起的无血清培养

的VSMC凋亡及坏死¨J。

本研究以葛根素为研究对象，构建VsMc迁移模

型，Boyden小室法检测VSMC的迁移，EusA法检测

MMP一2、MMP一9的含量，在此基础上采用明胶一聚

丙烯酰胺电泳酶谱分析VSMc分泌MMP一2的活性。

l材料与方法

1．1材料与分组1)主要试剂：DMEM培养液(美国

GIBCO公司产品)，胎牛血清(FBS，Hyclone公司产

品)，凝血酶(冻干粉，美国sigma公司产品)，葛根素

原粉(纯度99．7％，由卫生部药品生物制品鉴定所提

供)，M1Tr、二甲基亚砜(DMsO)、胰蛋白酶和EDTA、SP

免疫组化试剂盒、DAB显色试剂盒(北京中杉生物制

品有限公司)，BCA蛋白定量试剂盒(美国Bio—Rad

公司)，MMP一2、MMP一9 ELlSA试剂盒(鼎国试剂公

司)。2)VsMc体外培养及鉴定：常规组织贴块法培养

VSMC。实验用4—8代细胞。用光镜和免疫组化方法

进行鉴定。3)药物配制及梯度稀释。4)葛根素原粉，

选择二甲基亚砜为溶剂，配制浓度分别为10mM和
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lmM。将1mM药物溶液用溶剂以l：10的比例进行梯

度稀释，使最终药物浓度从lmM变化到lnM。5)分

组。正常对照组：用含1％小牛血清DMEM培养液培

养细胞。模型组：加终浓度为5u／L凝血酶的1％小牛

血清DMEM培养液培养细胞。葛根素组：加终浓度为

5u／L凝血酶和浓度为10～m01．L一的葛根素溶液的

1％小牛血清DMEM培养液培养细胞。雷帕霉素组：

加终浓度为5u／L凝血酶和浓度为10一m01．L一的雷

帕霉素溶液的l％小牛血清DMEM培养液培养细胞。

1．2实验方法血管平滑肌细胞培养：1)空气栓塞

法处死新西兰大耳白兔，无菌条件下分离全段胸主动

脉，立即置于含青霉素100u／mL，链霉素100mg／mL的

无菌生理盐水中。2)超净工作台上，用含青霉素、链霉

素的生理盐水反复冲洗，去除脂滴、血凝块等杂质及可

能残留的内皮细胞和外膜成纤维细胞，然后将一次取

材的2—3条血管中膜组织混合在一起，置于无菌培养

皿中。3)滴加少许培养液使组织保持湿润，用眼科弯

剪反复剪切成1舢×1mm大小的组织块。剪切好的
组织小块均匀置于瓶底，组织块间距0．5cm。盖好瓶

盖，轻轻翻转培养瓶，让瓶底朝上并向瓶内注入含

20％胎牛血清的DMEM培养液，于37℃孵箱内放置。

4)经2～4h孵育后，将培养瓶慢慢翻转平放，使组织

块完全浸入培养液中，继续静置培养3—5d。待有细

胞从组织块周围游出后换液。5)当细胞长成“峰”

“谷”交错的致密细胞层，即可进行传代。

1．3 Boyden小室法检测VsMc的迁移

1．3．1 VsMC细胞，O．125％胰酶消化后离心1000r／

min×5min，PBS液洗涤2次，离心，弃上清。

1．3．2用含10％CFBS的DMEM培养液配成细胞密

度l×106何L左右细胞悬液，使细胞在培养液中悬
浮1h恢复形态。混匀细胞悬液，吸取0．35mL加入

Boyden小室的上室内。

1．3．3下室加入2％cFBS的DMEM培养液作为正常

对照组，其余加入待测药品等，封闭下室小孑L，置

37℃，5％cO，孵箱内培养6h。

1．3．4取出Boyden小室内的微孔滤膜，PBS洗2次，

冷丙酮固定10s，PBS洗2次。 ·

1．3．5 以苏木素染色5min，蒸馏水冲洗，1％盐酸乙
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醇脱色3min，流水冲洗，l％NaHcO，显蓝染色3min。

1．3．6水洗后，37℃过夜，系列梯度乙醇脱水：70％一

75％一80％一90％一100％各0．5min。

1．3．7二甲苯透明。

1．3．8以中性树胶封片。设5个重复孑L。

1．3．9在显微镜下，随机计数10高倍视野下移出滤

膜的VsMc数，每张膜观察2遍，计算其平均数。5份

滤膜内的移动细胞平均数表示VSMC的迁移数量。

1．4 ELISA法检测MMP一2、MMP一9的含量

1．4．1 VSMC细胞，O．125％胰酶消化后离心looOr／

min×5min，PBs液洗涤2次，离心，弃上清。

1．4．2用含10％CFBS的DMEM培养液配成细胞密

度l×106个／L左右细胞悬液，6孔培养板，加入细胞

悬液1000斗L继续培养48h后，去培养液。

1．4．3加入无血清培养基培养24h后，弃上清。加入

待测药品等，继续培养24h。

1．4．4将上述细胞收集，低速离心，保留上清。加入

96孑L培养板，100斗L／孑L，设5个重复孔。

1．4．5 建立标准曲线。酶标仪检测吸光度值

(490nm)。

1．5 明胶一聚丙烯酰胺电泳酶谱分析VsMc分泌

MMP一2的活性

VsMc细胞，o．125％胰酶消化后离心1000r／min

×5min。PBs液洗涤2次，离心，弃上清。

1．5．1用含10％CFBS的DMEM培养液配成细胞密

度1×106爪／L左右细胞悬液，6孔培养板，加入细胞

悬液1000斗L继续培养48h后，去培养液。

1．5．2加入无血清培养基培养24h后，弃上清。加入

待测药品等，继续培养24h。

1．5．3将上述细胞收集，低速离心，保留上清。

1．5．4 Bradford法测培养液蛋白浓度，牛血清白蛋白

作标准。

1．5．5按常规方法灌制10％分离胶和5％浓缩胶，但

分离胶中含O．1％明胶作为底物。取lO止上清液样

本与等体积的上样缓冲液混合，室温放置30min，上

样，电流15mA电泳约90min，溴酚蓝到达两层胶的分

界处，将电流调至20A，电泳90min后溴酚蓝到达底

线，停止电泳。

1．5．6 小心将胶剥离，经2．5％嘶tonX一100漂洗
1h，加入反应缓冲液(50mmoL／L％s—HcL，10mmoL／L

CaCl2，20mmoL／LNaCl)37℃过夜。

1．5．7次日，0．5％考马斯亮兰染色4h，脱色至蓝色

背景下白色条带清晰可见。将凝胶扫描成像。

实验重复3次，以空白对照的条带的灰度值为1，

实验数据与空白对照相比取值。

1．6统计学方法所有数据由sPss统计软件进行单

因素方差分析，以菇±s表示，P<0．05认为有统计

意义。

2实验结果 ．

2．1 VsMc细胞的鉴定结果 倒置相差显微镜观察

细胞生长形态及生长规律。VSMC呈长梭形、三角形

或星形等。细胞突起较长，相互接触，对数牛长期细胞

呈典型“峰与谷”样生长。核较大，原形或卵原形，胞

浆丰富。密度大时可重叠生长。

2．2葛根素对VSMC的迁移的影响(戈±s，n=6)

葛根素组与模型组相比，P<0．0l。

2．3 葛根素对VSMC分泌的MMP一2、MMP一9含量

的影响(z±s，n=6) VSMC分泌的MMP一2、MMP一

9含量。葛根素高浓度组与模型组相比，P<0．0l；葛

根素低浓度组与模型组相比，P<O．05。

2．4葛根素对VSMC分泌的MMP一2活性的影响

实验原理：实验以明胶为底物，明胶被考乌斯亮蓝染为

蓝色背景，若样本中含有可以分解明胶的MMP一2则

在相应分子量处可出现底物被水解的透明条带，且根

据条带的灰度值町以反映酶活性的大小。若以不同的

胶原或酪蛋白为底物，可以测出不同种类MMPs的

活性。

表l vSMC分泌的MMP一2灰度值

分组 MMP一2

正常组

模型组

葛根素组

雷帕霉素组

l

O．02±O．20

0．30士0．12。

0．79士0．10‘

注：葛根素高浓度组与模型组相比可显著抑制MMP一2的表达，。

P<0．05，sxI脚学软件分析。

3讨论

早期血管弹性回缩，晚期血管重塑和新内膜增生

是直接导致PrrCA术后再狭窄的三个主要原因旧1。植

入支架虽可扩大管径，防止弹性回缩发生，但支架本身

对新生内膜的形成无任何抑制作用，而且它作为异物

停留在体内可能导致血栓形成并刺激VSMC增生和新

生内膜肥厚，最终导致支架内再狭窄的发生”1。

VSMC是血管壁的主要细胞成分之一，是决定血

管顺应性和血管重构的重要因素，血管壁增厚和顺应

性下降主要源于VSMC的肥大、增生，产生和分泌细胞

外基质增加等HJ。内膜损伤后内皮细胞释放的血管

活性物质和生长因子与VSMc膜受体结合后使癌基因

激活、转录、表达异常，VSMC由收缩表型转化为合成
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表型，从细胞周期G0期脱逸出并进入细胞增殖周期，

发生分裂增殖并分泌大量的细胞外基质一J。因此，在

新生内膜形成过程中，VsMc移行、增殖和分泌足血管

内膜增生的三个雨要步骤17 J。

细胞外基质(extracellular matrix，ECM)主要包括

胶原、糖蛋白、葡萄糖氨基糖苷和蛋白聚糖四类。在正

常组织，这些大分子存在于内膜、中膜、外膜，起保持血

管弹性和完整性的作用。研究表明成熟的VSMC没有

迁移的特性，而且当其处于s或G2／M期时不能迁移，

而只有在Gl向G1／S转化过程中才可能迁移【8q]。

中膜VSMc的迁移除与细胞本身有关外，还须突破细

胞周围的迁移屏障即成分复杂的EcM，因此在损伤早

期ECM降解，对促进VsMc迁移有重要作用，晚期

EcM沉积对血管重塑起重要作用。MMPs主要降解

EcM¨0|，在正常的血管中内皮细胞和VsMc经常产生

MMP一2，TIMP—l和TIMP一2，成为血管组织细胞更

新必不可少的条件。根据降解的对象不同，将MMPs

分为4类：MMP一1(胶原酶)、MMP一2(明胶酶A)、

MMP一3(基质裂解素1)、MMP一9(明胶酶B)、MMP

—12(金属蛋白弹性酶)，膜型金属蛋白酶。当白介素

l、肿瘤坏死冈子、^y十扰素、巨噬细胞集落刺激冈子、

巨噬细胞化学趋化蛋白I等炎症细胞囚子浓度升高

时，促进VSMC、内皮细胞和泡沫细胞表达MMPs。这

可降解ECM，促进淋巴细胞和巨噬细胞迁移到内皮

下；促进VsMc由中膜迁移到内膜。故研究细胞外基

质的降解，对于VsMc的迁移有再要意义⋯J。本实验

建立了细胞迁移模型，并在此基础上观察了MMP一2

和MMP一9，结果发现葛根素可抑制VSMc的迁移，同

时，抑制MMP一2、MMP一9，在此基础上继续观察了葛

根素对VsMc分泌的MMP一2活性的影响，发现葛根

素组与模型组相比可显著抑制MMP一2的表达(P<

0．05)。关于葛根素抑制VSMC迁移，通过本实验的

研究可以发现，葛根素抑制了VsMc的增殖，使处于

Gl期的细胞较多，增加了其迁移到内膜下组织的机

会，因而抑制其迁移过程变得尤为重要。但细胞迁移

受多种因素影响，不仅仅与MMP一2、MMP一9有关。

这也成为今后研究关注的焦点问题。
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《中医皮肤性病学》(临床版)出版

由全国中医皮肤科重点学科带头人范瑞强教授、邓丙戌

教授、杨志波教授主编，棚国维教授、欧阳恒教授、徐宜厚教

授等伞国著名中医皮肤科老专家主审的《中医皮肤性病学》

(临床版)已于2010年1月出版。

全书分总论、各论和附录3大部分。主要介绍了中医皮

肤性病的发展历史、基本理论、治疗方法和预防护理及对本

学科中的常见和疑难少见皮肤性病的中医病因病机、辨证分

型、治疗进行了论述。

该书大16开精装，140余万字，近200幅临床彩色照片，可

供中高级临床医生，尤其是中医皮肤性病科的临床医生阅读，

高等医药院校的学生，西医、中西医结合工作者亦可参考使

用。定价138元。

邮购地址：北京市复兴路l5号科学技术文献出版社。

邮编100038。电话：010—5888293l，13691070855，联系人：薛

士槟。
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