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摘要： 目的　 研究田蓟苷对 Ａ７Ｒ５ 血管平滑肌细胞 （ＶＳＭＣｓ） 表型转化的影响及其抗动脉粥样硬化 （ＡＳ） 的可能作

用机制。 方法　 采用氧化低密度脂蛋白 （ｏｘ⁃ＬＤＬ） 刺激 Ａ７Ｒ５ 细胞建立血管平滑肌表型转化模型， 将细胞分为正常

组、 模型组、 田蓟苷组、 Ｎｏｔｃｈ１ 通路抑制剂组 （ ＤＡＰＴ 组） 和辛伐他汀组。 采用 ＣＣＫ８ 法检测细胞增殖情况，
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测细胞迁移情况， 实时荧光定量 ＰＣＲ 法检测细胞 ＳＭ２２α、 α⁃ＳＭＡ、 Ｎｏｔｃｈ１、 Ｈｅｓ１、 Ｈｅｓ５、 Ｊａｇｇｅｄ⁃１
ｍＲＮＡ 表达， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 Ｎｏｔｃｈ１、 ＲＢＰ⁃Ｊκ、 Ｈｅｓ１ 蛋白表达。 结果 　 与模型组比较， 各给药组均可抑制

Ａ７Ｒ５ 细胞的异常增殖和迁移 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 上调 α⁃ＳＭＡ ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 田蓟苷组和 ＤＡＰＴ 组下调

Ｎｏｔｃｈ１ 通路相关基因 Ｎｏｔｃｈ１、 Ｈｅｓ⁃１、 Ｈｅｓ⁃５ 和 Ｊａｇｇｅｄ⁃１ ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 田蓟苷组下调 Ｎｏｔｃｈ１、 Ｈｅｓ⁃
１、 ＲＢＰ⁃Ｊκ 蛋白表达 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）。 结论 　 田蓟苷通过抑制 ＶＳＭＣｓ 的异常增殖、 迁移、 表型转化及调控

Ｎｏｔｃｈ１ 信号通路， 从而保护 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的 Ａ７Ｒ５ 细胞损伤。
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　 　 血管平滑肌细胞 （ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌ， ＶＳＭＣｓ）
是主动脉壁中膜的重要细胞成分［１］ ， 血管损伤后， 由收缩

型转为合成型， 即 ＶＳＭＣｓ 的表型转化， 表型转化的特征体

现为细胞异常增殖和迁移。 ＶＳＭＣｓ 在动脉内膜聚集是动脉

粥样硬化 （ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ， ＡＳ） 过程的基础， 在 ＡＳ 的发

生发展过程中， ＶＳＭＣｓ 表型转化失调， 由血管中膜向内膜

迁移并过度增殖［２］ ， 分泌更多的细胞外基质和炎症因

子［３］ 。 由此可见， ＶＳＭＣｓ 表型转化是动脉粥样硬化的关键

性起始步骤。 Ｎｏｔｃｈ 信号通路在 ＶＳＭＣｓ 分化、 增殖、 迁移

及表型转化中是一个关键的 “调节器”， 经典的 Ｎｏｔｃｈ１ 信

号通路通过激活下游靶基因 Ｈｅｓ１、 Ｈｅｓ５［４⁃５］ ， 影响细胞增

殖、 凋亡和分化［６］ 。
田蓟苷是新疆特色植物香青兰 Ｄｒａｃｏｃｅｐｈａｌｕｍ Ｍｏｌｄａｖｉｃａ

Ｌ． 黄酮类化合物中含量最高的活性单体［７］ 。 课题组前期研

究发现， 田蓟苷可调节脂质代谢， 减少炎症介质生成， 对

ＡＳ 具有保护作用［８⁃１０］ 。 ＶＳＭＣｓ 在 ＡＳ 斑块形成的发展中起

着至关重要的作用， 而田蓟苷发挥抗 ＡＳ 的作用与 ＶＳＭＣｓ
表型转化之间的关系尚不清楚。 因此， 本研究采用氧化低

密度脂蛋白 （ ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ， ｏｘ⁃ＬＤＬ） 诱

导刺激 ＶＳＭＣｓ 表型转化， 探讨田蓟苷调控 Ｎｏｔｃｈ１ 信号通

路对 ＶＳＭＣｓ 表型转化的影响， 为田蓟苷抗 ＡＳ 提供理论

依据。

１　 材料

１􀆰 １　 细胞 　 大鼠 Ａ７Ｒ５ 血管平滑肌细胞， 货号 ＦＨ０４１９，
购自上海富衡生物科技有限公司。
１􀆰 ２　 药物　 田蓟苷 （纯度大于 ９８％ ）， 由新疆药物研究所

提供， 称取 ５ ｍｇ 田蓟苷粉末， 加入到 １ ｍＬ ＤＭＥＭ 中， 配

制成 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 母液， 给药时用含 １０％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培

养基稀释到所需剂量。 γ⁃分泌酶抑制剂 ＤＡＰＴ （美国

ＡＰＥｘＢＩＯ 公司， 批号 Ａ８２００）； 氧化低密度脂蛋白 （ ｏｘ⁃
ＬＤＬ， 广州弈源生物科技有限公司， 批号 ＹＢ⁃００２）； 辛伐他

汀 （北京索莱宝科技有限公司， 批号 ＩＳ０１７０）， 临用时均

用含 １０％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基稀释至所需剂量。
１􀆰 ３　 试剂 　 ０􀆰 １％ 结晶紫水溶液、 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒

（北京索莱宝科技有限公司， 批号 Ｇ１０６４、 ＰＣ００２０）； ＦＢＳ
胎牛血清 （美国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司， 批号 １０１００１４７）； ＤＭＥＭ 高

糖液体培养基 （美国 Ｇｉｂｃｏ 公司， 批号 １１９６５０９２）； ０􀆰 ２５％
胰酶⁃ＥＤＴＡ 消化液、 ＥＣＬ 超敏发光试剂盒、 ｃＤＮＡ 反转录

试剂盒 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司， 批号 ２５２００⁃
０５６、 Ｐ００１８Ａ、 Ｋ１６２２）； ＴＲＩｚｏｌ 试剂 （美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公

司， 批号 １５５９６０２６）； ＣＣＫ⁃８ 试剂盒 （日本 ＤｏｊｉｎＤＯ 公司，
批号 ＣＫ０４）； Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 聚碳酸酯膜嵌套 （美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公

司， 批号 ３４２２）； ＱｕａｎｔｉＮｏｖａ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｋｉｔ （德国

ＱＩＡＮＧＥＮ 公 司， 批 号 ２０８０５４）； Ｈｅｓ１ 兔 单 克 隆 抗 体、
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ＲＢＰＪκ 兔单克隆抗体 （英国 Ａｂｃａｍ 公司， 批号 ａｂ１０８９３７、
ａｂ１８０５８８）； Ｎｏｔｃｈ１ 兔单克隆抗 体 （ 美 国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司， 批号 ３６０８Ｓ）； ＧＡＰＤＨ 小鼠单克隆抗体、
ＨＲＰ 标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ、 ＨＲＰ 标记山羊抗兔 ＩｇＧ （北京

中杉金桥生物技术有限公司， 批号 １０４９４⁃１⁃ＡＰ、 １４０１９３、
１４１９８７）。
１􀆰 ４　 仪器 　 Ｆｏｒｍａ ＩＩ ３１１０ 水套式 ＣＯ２ 培养箱、 Ｐｉｃｏ⁃１７ 型

微量高速离心机 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；
ＣＫＸ５３ 型常规倒置显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； ＤＷ⁃
８６Ｌ１００Ｊ－８０ ℃超低温冰箱 （青岛海尔电冰箱有限公司）；
Ｍ２００ Ｐｒｏ 型多功能酶标仪 （瑞士 Ｔｅｃａｎ 公司）； ＶＥ⁃１８０ 型

垂直电泳及电转仪 （上海天能科技有限公司）； ＣｈｅｍｉＤｏｃ
ＸＲＳ＋型凝胶成像系统 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； Ｒｏｔｏｒ⁃Ｇｅｎｅ Ｑ
型实时荧光定量⁃聚合酶链式反应 （ ＰＣＲ） 仪 （ 德 国

ＱＩＡＮＧＥＮ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞培养　 将 Ａ７Ｒ５ 血管平滑肌细胞接种于含 １０％ 胎

牛血清、 ０􀆰 １％ 青⁃链霉素的 ＤＭＥＭ 高糖培养基， 置于

３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养， 细胞生长融合时用 ０􀆰 ２５％
胰酶⁃ＥＤＴＡ 消化液传代， 传代后取对数生长期细胞进行

实验。
２􀆰 ２　 造模及分组　 将 Ａ７Ｒ５ 细胞分为对照组 （未加药物处

理， 用含 １０％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基进行常规培养）、
模型组 （５０ μｇ ／ ｍＬ ｏｘ⁃ＬＤＬ 作用 ２４ ｈ 后， 等体积含 １０％ 胎

牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基作用 ２４ ｈ）、 田蓟苷组 （５０ μｇ ／ ｍＬ
ｏｘ⁃ＬＤＬ 作用 ２４ ｈ 后， １０ μｇ ／ ｍＬ 田蓟苷作用 ２４ ｈ）、 ＤＡＰＴ
组 （５０ μｇ ／ ｍＬ ｏｘ⁃ＬＤＬ 作用 ２４ ｈ 后， １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＡＰＴ 作用

２４ ｈ）、 辛伐他汀组 （５０ μｇ ／ ｍＬ ｏｘ⁃ＬＤＬ 作用 ２４ ｈ后， １０
μｍｏｌ ／ Ｌ 辛伐他汀作用 ２４ ｈ）。
２􀆰 ３　 ＣＣＫ８ 法检测细胞活性　 将 Ａ７Ｒ５ 细胞接种到 ９６ 孔板

中， 按照 “２􀆰 ２” 项下分组进行处理， 分别测定 ０ （细胞贴

壁后不做任何处理）、 ２４ （给予 ｏｘ⁃ＬＤＬ 造模 ２４ ｈ）、 ４８ ｈ
（ｏｘ⁃ＬＤＬ 造模 ２４ ｈ＋各组药物 ２４ ｈ） 细胞活性， 每组 ６ 个复

孔。 处理结束后每孔加入含 １０％ ＣＣＫ⁃８ 试剂的无血清培养

基 １００ μＬ， 在 ３７ ℃培养箱中孵育 １􀆰 ５ ｈ， 在 ４５０ ｎｍ 波长下

测定光密度 （ＯＤ） 值， 细胞增殖活性与 ＯＤ 值成正比。
２􀆰 ４　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法检测细胞迁移数 　 将 Ａ７Ｒ５ 细胞接种于 ６
孔板中， 按照 “２􀆰 ２” 项下分组进行处理， 收集各组细胞

于无血清培养基中， 铺入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室的上室中， 将小室

放入 ２４ 孔板， 下室加入 ６００ μＬ 含 １５％ ＦＢＳ 的培养基， 培

养２４ ｈ后， 取出小室， 弃去孔中培养液， ＰＢＳ 浸洗 ２ 次后，
用棉签轻轻擦掉上层未迁移细胞， 甲醇固定 ３０ ｍｉｎ， 适当

风干， ０􀆰 １％ 结晶紫溶液染色 ４０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 浸洗 ３ 次后， 棉

签轻轻拭去上室水分， 将上室的纤维膜撕下， 置于载玻片

上， 封于中性树胶中， 盖上盖玻片晾干， 于 ２００ 倍显微镜

下随机选 ５ 个视野观察细胞， 拍照， 计数。
２􀆰 ５　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测细胞 ＳＭ２２α、 α⁃ＳＭＡ、 Ｎｏｔｃｈ１、 Ｈｅｓ１、
Ｈｅｓ５、 Ｊａｇｇｅｄ⁃１ ｍＲＮＡ 表达 　 将 Ａ７Ｒ５ 细胞接种于 ６ 孔板

中， 按照 “２􀆰 ２” 项下分组进行处理， 收集各组细胞， 采

用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取细胞总 ＲＮＡ， 测定其浓度和纯度后， 使用

逆转录试剂盒逆转录为 ｃＤＮＡ， 按试剂盒说明书进行扩增

反应， 以 ＧＡＰＤＨ 为内参， 结果以 ２－ΔΔＣＴ 法计算目的基因

ｍＲＮＡ 相对表达量。 引物由生工生物工程 （上海） 股份有

限公司合成， 序列见表 １。
表 １　 引物序列

基因 序列 片段长度 ／ ｂｐ
ＳＭ２２α 正向 ５′⁃ＣＴＧＧＡＧＧＡＧＣＧＧＣＴＡＧＴＧＧＡＧ⁃３′ １６４

反向 ５′⁃ＧＧＣＡＣＣＴＴＣＡＣＴＧＧＣＴＴＧＧＡＴＣ⁃３′
α⁃ＳＭＡ 正向 ５′⁃ＡＣＣＡＣＣＡＧＣＧＴＧＡＧＣＡＧＧＡＧ⁃３′ ９０

反向 ５′⁃ＣＧＴＣＣＴＴＧＡＧＧＣＣＡＴＣＣＡＴＧＡＡＧ⁃３′
Ｎｏｔｃｈ１ 正向 ５′⁃ＣＧＧＣＴＧＧＡＣＴＧＧＣＴＴＣＡＡＣＴＧ⁃３′ ９４

反向 ５′⁃ＧＴＧＣＴＧＧＣＡＴＡＧＧＡＧＡＧＴＧＡＣＡＴＣ⁃３′
Ｈｅｓ１ 正向 ５′⁃ＣＣＡＡＧＣＴＧＧＡＧＡＡＧＧＣＡＧＡＣＡＴＴＣ⁃３′ １４９

反向 ５′⁃ＧＧＴＣＡＣＣＴＣＧＴＴＣＡＴＧＣＡＣＴＣＧ⁃３′
Ｈｅｓ５ 正向 ５′⁃ＧＡＣＣＧＣＡＴＣＡＡＣＡＧＣＡＧＣＡＴＴＧ⁃３′ １０３

反向 ５′⁃ＧＡＣＣＧＣＡＴＣＡＡＣＡＧＣＡＧＣＡＴＴＧ⁃３′
Ｊａｇｇｅｄ⁃１ 正向 ５′⁃ＧＴＧＡＣＡＧＣＣＡＧＴＧＴＧＡＣＧＡＡＧＣ⁃３′ １６５

反向 ５′⁃ＣＧＣＡＧＧＴＧＣＣＴＣＣＡＴＴＡＴＧＡＣＡＧ⁃３′
ＧＡＰＤＨ 正向 ５′⁃ＴＧＧＣＣＴＴＣＣＧＴＧＴＴＣＣＴＡＣ⁃３′ １７８

反向 ５′⁃ＧＡＧＴＴＧＣＴＧＴＴＧＡＡＧＴＣＧＣＡ⁃３′

２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 Ｎｏｔｃｈ１、 ＲＢＰ⁃Ｊκ、 Ｈｅｓ１ 蛋白

表达　 将 Ａ７Ｒ５ 细胞接种于 ６ 孔板中， 按照 “２􀆰 ２” 项下分

组进行处理， 弃掉培养基， ＰＢＳ 洗 ３ 次后， 向各组孔中加

入 １５０ μＬ 预冷的含 １％ ＰＭＳＦ 的裂解液， 冰上裂解 １５ ｍｉｎ，
４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清得到细胞总蛋白溶

液， ＢＣＡ 测定蛋白浓度。 经 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳， 湿

法转膜， ５％ 脱脂奶粉溶液封闭 １ ｈ， 然后分别加入一抗

Ｎｏｔｃｈ１ （１ ∶ １ ０００）、 ＲＢＰ⁃Ｊκ （ １ ∶ １ ０００）、 Ｈｅｓ⁃１ （ １ ∶
５００）、 ＧＡＰＤＨ （１ ∶ ４ ０００） ４ ℃ 孵育过夜， ＴＢＳＴ 洗膜 ４
次， 加入 ＨＲＰ 标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ 或抗兔 ＩｇＧ 二抗 （１ ∶
２０ ０００） 室温孵育 １ ｈ， ＴＢＳＴ 洗膜 ４ 次， ＥＣＬ 化学发光液法

显影， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ １􀆰 ６􀆰 ０ 软件对条带进行灰度值分析。
２􀆰 ７　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行处理， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差
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异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 田蓟苷对 Ａ７Ｒ５ 细胞增殖的影响　 与对照组比较， 模

型组细胞增殖能力增强 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 田蓟

苷组、 ＤＡＰＴ 组和辛伐他汀组细胞增殖能力减弱 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 见表 ２。
３􀆰 ２　 田蓟苷对 Ａ７Ｒ５ 细胞迁移的影响 　 与对照组比较， 模

型组细胞迁移能力增强 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 田蓟苷

组、 ＤＡＰＴ 组和辛伐他汀组细胞迁移能力减弱 （Ｐ＜０􀆰 ０５），

见图 １。
表 ２　 田蓟苷对 Ａ７Ｒ５ 细胞增殖的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 ０ ｈ ２４ ｈ ４８ ｈ
对照组 ０􀆰 ５７４±０􀆰 ０１ ０􀆰 ６６３±０􀆰 ０３ ０􀆰 ７１３±０􀆰 ０２
模型组 ０􀆰 ５６６±０􀆰 ０１ ０􀆰 ７７０±０􀆰 ０１∗∗ ０􀆰 ８３７±０􀆰 ０１∗∗

田蓟苷组 ０􀆰 ５７１±０􀆰 ００ ０􀆰 ７７０±０􀆰 ０２ ０􀆰 ７７６±０􀆰 ０２＃＃

ＤＡＰＴ 组 ０􀆰 ５６７±０􀆰 ０１ ０􀆰 ７６３±０􀆰 ０２ ０􀆰 ７７７±０􀆰 ０１＃＃

辛伐他汀组 ０􀆰 ５５１±０􀆰 ０３ ０􀆰 ７４７±０􀆰 ０５ ０􀆰 ７８７±０􀆰 ０４＃＃

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 田蓟苷对 Ａ７Ｒ５ 细胞迁移的影响 （×２００， ｘ±ｓ， ｎ＝５）

３􀆰 ３　 田蓟苷对 Ａ７Ｒ５ 细胞 ＳＭ２２α、 α⁃ＳＭＡ ｍＲＮＡ 表达的影

响　 与对照组比较， 模型组细胞 α⁃ＳＭＡ ｍＲＮＡ 表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＳＭ２２α ｍＲＮＡ 表达呈下降趋势， 但差异不显著

（Ｐ＞０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 田蓟苷组、 ＤＡＰＴ 组和辛伐他

汀组细胞 α⁃ＳＭＡ ｍＲＮＡ 表达均升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ＳＭ２２α
ｍＲＮＡ 表达呈增加趋势， 但差异不显著 （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）， 见

表 ３。
３􀆰 ４　 田蓟苷对 Ａ７Ｒ５ 细胞 Ｎｏｔｃｈ１、 Ｈｅｓ１、 Ｈｅｓ５、 Ｊａｇｇｅｄ⁃１
ｍＲＮＡ 表达的影响 　 与对照组比较， 模型组细胞 Ｎｏｔｃｈ１、
Ｈｅｓ１、 Ｈｅｓ５ 和 Ｊａｇｇｅｄ⁃１ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模

型组比较， 田蓟苷组和 ＤＡＰＴ 组细胞 Ｎｏｔｃｈ１、 Ｈｅｓ１、 Ｈｅｓ５、

Ｊａｇｇｅｄ⁃１ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 辛伐他汀

组 Ｈｅｓ１、 Ｊａｇｇｅｄ⁃１ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１），
Ｎｏｔｃｈ１、 Ｈｅｓ５ ｍＲＮＡ 表达无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见表 ４。
表 ３　 田蓟苷对 Ａ７Ｒ５ 细胞 ＳＭ２２α、 α⁃ＳＭＡ ｍＲＮＡ 表达的

影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）
组别 ＳＭ２２α α⁃ＳＭＡ

对照组 １􀆰 １２±０􀆰 ０５ １􀆰 ０９±０􀆰 ０８
模型组 １􀆰 ００±０􀆰 ０２ ０􀆰 ５０±０􀆰 ０６∗∗

田蓟苷组 １􀆰 ０７±０􀆰 １１ ０􀆰 ９７±０􀆰 １２＃＃

ＤＡＰＴ 组 １􀆰 ０７±０􀆰 ０５ ０􀆰 ９０±０􀆰 １９＃＃

辛伐他汀组 １􀆰 １０±０􀆰 ０７ ０􀆰 ８５±０􀆰 １５＃＃

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

表 ４　 田蓟苷对 Ａ７Ｒ５ 细胞 Ｎｏｔｃｈ１、 Ｈｅｓ１、 Ｈｅｓ５、 Ｊａｇｇｅｄ⁃１ ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）
组别 Ｎｏｔｃｈ１ Ｈｅｓ１ Ｈｅｓ５ Ｊａｇｇｅｄ⁃１

对照组 ０􀆰 ６１±０􀆰 ０７ ０􀆰 ６３±０􀆰 ０６ ０􀆰 ５３±０􀆰 １０ ０􀆰 ６０±０􀆰 ０６
模型组 １􀆰 ０２±０􀆰 ２５∗∗ １􀆰 ０４±０􀆰 ０７∗∗ １􀆰 ０１±０􀆰 １７∗∗ １􀆰 ０１±０􀆰 １４∗∗

田蓟苷组 ０􀆰 ６４±０􀆰 １７＃＃ ０􀆰 ８２±０􀆰 １５＃ ０􀆰 ５９±０􀆰 ０４＃＃ ０􀆰 ６４±０􀆰 ０９＃＃

ＤＡＰＴ 组 ０􀆰 ６１±０􀆰 ０３＃＃ ０􀆰 ７０±０􀆰 １１＃＃ ０􀆰 ４５±０􀆰 ２２＃＃ ０􀆰 ３９±０􀆰 １０＃＃

辛伐他汀组 ０􀆰 ８９±０􀆰 １７ ０􀆰 ７１±０􀆰 ０７＃＃ ０􀆰 ７６±０􀆰 ２５ ０􀆰 ６８±０􀆰 ０８＃

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ５　 田蓟苷对 Ａ７Ｒ５ 细胞 Ｎｏｔｃｈ１、 ＲＢＰ⁃Ｊκ、 Ｈｅｓ１ 蛋白表达

的影响 　 与对照组比较， 模型组细胞 Ｎｏｔｃｈ１、 ＲＢＰ⁃Ｊκ、
Ｈｅｓ１ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较，
田蓟 苷 组 细 胞 Ｎｏｔｃｈ１、 ＲＢＰ⁃Ｊκ、 Ｈｅｓ１ 蛋 白 表 达 降 低

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＤＡＰＴ 组和辛伐他汀组 Ｈｅｓ１、 ＲＢＰ⁃Ｊκ
蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白表达无明

显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 ２。
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注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 田蓟苷对 Ａ７Ｒ５ 细胞 Ｎｏｔｃｈ１、 ＲＢＰ⁃Ｊκ和 Ｈｅｓ１ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

４　 讨论

ＶＳＭＣｓ 位于血管中膜上， 在正常状态下， ＶＳＭＣｓ 表现

为高度分化的收缩型， 增殖和迁移能力较差； 当血管受损

或 ｏｘ⁃ＬＤＬ 刺激时， ＶＳＭＣｓ 由收缩型转化为异常增殖的合成

型， 此过程称为表型转化。 合成型的 ＶＳＭＣｓ 迁移到内膜吞

噬胆固醇， 导致脂质积累和泡沫细胞形成［１１］ ， 斑块稳定性

下降， 进一步加速 ＡＳ 的发展。 因此， 控制 ＶＳＭＣｓ 表型转

化对防治 ＡＳ 具有重要意义。
本研究 ＣＣＫ⁃８ 和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 结果表明， 田蓟苷可抑制 ｏｘ⁃

ＬＤＬ 诱导的细胞异常增殖和迁移。 α⁃ＳＭＡ 和 ＳＭ２２α 作为收

缩型 ＶＳＭＣｓ 的标志［１２⁃１３］ ， 当细胞处于增殖、 修复或病变状

态时， 该基因表达减少。 本研究结果显示， ｏｘ⁃ＬＤＬ 刺激使

α⁃ＳＭＡ ｍＲＮＡ 表达降低， 表明 ＶＳＭＣｓ 向合成型转化， 田蓟

苷处理可上调 α⁃ＳＭＡ ｍＲＮＡ 表达， 抑制 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的

ＶＳＭＣｓ 的表型转化。 ＳＭ２２α ｍＲＮＡ 表达无明显变化， 可能

是因为 ＳＭ２２α 表达具有时空性特点， 在 ＶＳＭＣｓ 发育过程

中， ＳＭ２２α 的表达晚于 α⁃ＳＭＡ［１４⁃１５］ ； 并且平滑肌 ＳＭ２２α 表

达的激活有从量变到质变的过程， 表现出时间、 剂量储积

性［１６⁃１７］ 。 以上结果表明， 田蓟苷可抑制 ＶＳＭＣｓ 的异常增

殖、 迁移和表型转化。
Ｎｏｔｃｈ 信号通路由 Ｎｏｔｃｈ 配体、 受体、 下游信号转导分

子和核内应答过程组成， 与细胞的增殖和分化密切相

关［１８］ 。 其中， 受体 Ｎｏｔｃｈ１ 被广泛关注， Ｎｏｔｃｈ１ 信号通路能

调控平滑肌细胞的分化［１９⁃２１］ ， 配体 Ｊａｇｇｄｅ１ 在平滑肌细胞成

熟的过程中发挥作用［２２］ ， Ｈｅｓ１ 和 Ｈｅｓ５ 是下游靶基因。
Ｎｏｔｃｈ 信号通路在生物进化过程中高度保守， 组成部分的缺

失会引起生理功能障碍， 为了保证通路的完整性， 本研究

测定了包括受体 Ｎｏｔｃｈ１、 配体 Ｊａｇｇｄｅ１、 靶基因 Ｈｅｓ１ 和

Ｈｅｓ５ 在内的通路基因。 结果显示， ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导 Ａ７Ｒ５ 细胞

表型转化后， Ｎｏｔｃｈ１ 通路相关基因 Ｎｏｔｃｈ１、 Ｈｅｓ１、 Ｈｅｓ５、
Ｊａｇｇｅｄ⁃１ ｍＲＮＡ 和 Ｎｏｔｃｈ１、 ＲＢＰ⁃Ｊκ、 Ｈｅｓ１ 蛋白表达均上调，
而田蓟苷处理可逆转表达的上调， 且在基因水平的作用与

ＤＡＰＴ 相当。 值得注意的是， ＤＡＰＴ 抑制 ＲＢＰ⁃Ｊκ、 Ｈｅｓ１ 蛋

白表达， 对 Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白的抑制作用不明显， 其原因可能是

由于 ＤＡＰＴ 是 γ⁃分泌酶抑制剂［２３］ ， 而 Ｎｏｔｃｈ１ 信号通路的转

导途径是 Ｎｏｔｃｈ１ 与配体结合形成胞内域， 胞内域在 γ⁃分泌

酶的作用下被裂解、 释放， 活化的胞内域易位到细胞核与

ＲＢＰ⁃Ｊκ 结合形成复合物， 进而激活下游靶蛋白 Ｈｅｓ１ 和

Ｈｅｓ５ 的表达［２０，２４］ ， 因此 ＤＡＰＴ 对单独的 Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白的抑制

作用有限， 而不影响对下游的 ＲＢＰ⁃Ｊκ、 Ｈｅｓ⁃１ 蛋白的抑制

作用。 鉴于 ＤＡＰＴ 对 Ｎｏｔｃｈ１ 通路中胞内域的这种抑制过程，
故而在蛋白表达层面测定通路蛋白 Ｎｏｔｃｈ１， 形成复合物的

关键蛋白 ＲＢＰ⁃Ｊκ 和下游靶蛋白 Ｈｅｓ⁃１。
综上所述， 田蓟苷对 ｏｘ⁃ＬＤＬ 诱导的 Ａ７Ｒ５ 细胞有确切

的保护作用， 其机制与抑制 ＶＳＭＣｓ 的异常增殖、 迁移、 表

型转化， 调控 Ｎｏｔｃｈ１ 信号通路有关。 然而， 对于田蓟苷在

体内是否具有同样的作用机制还有待进一步的研究。
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［ ７ ］ 　 刘　 云， 靳　 敏， 王占黎． 香青兰总黄酮化学成分和药理作

用研究进展［Ｊ］ ． 中国民族民间医药， ２０１９， ２８（１）： ６８⁃７１．
［ ８ ］ 　 全翊宁， 王新春， 郭新红， 等． 香青兰总黄酮对载脂蛋白 Ｅ
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