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摘要： 目的　 研究白藜芦醇对 ＰＭ２􀆰 ５ 诱导的血管平滑肌细胞增殖与迁移的影响。 方法　 体外培养人血管平滑肌细胞，
分为对照组、 ＰＭ２􀆰 ５ 组 （１２􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ）、 白藜芦醇组 （５、 １０、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）， 采用 ＣＣＫ８ 法、 ＥｄＵ 法检测细胞增殖情

况， 划痕实验、 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测细胞迁移能力， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ＪＮＫ 蛋白磷酸化表达。 结果　 白藜

芦醇干预后， 血管平滑肌细胞增殖率和 ＥｄＵ 阳性细胞比例均降低， 血管平滑肌细胞划痕愈合率和穿膜细胞数减少，
ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ＪＮＫ 蛋白磷酸化表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 白藜芦醇可通过降低 ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 ＪＮＫ 蛋白磷酸化表达来

抑制 ＰＭ２􀆰 ５ 诱导的血管平滑肌细胞增殖和迁移， 有望作为防治 ＰＭ２􀆰 ５ 心血管毒性的有效手段。
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　 　 动脉粥样硬化是严重影响健康的常见疾病， 血管平滑

肌细胞 （ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ， ＶＳＭＣｓ） 在其中扮演

着重要角色， 衣原体、 氧化低密度脂蛋白等通过丝裂原活

化蛋 白 激 酶 （ ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ， ＭＡＰＫ）、
ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ、 ＮＦ⁃κＢ 等信号通路， 促使中膜 ＶＳＭＣｓ 增殖、 肥

大， 最终导致病情发生［１⁃２］ 。 研究表明， 抑制 ＶＳＭＣｓ 增殖

和迁移可有效减缓动脉粥样硬化斑块形成， 这不仅证实了

它在动脉粥样硬化发生发展中的重要作用， 也为相关治疗

提供了靶点［３⁃４］ 。 目前发现， 益气固本汤、 白藜芦醇、 红景

天等多种中药复方或单体都具有抗 ＶＳＭＣｓ 增殖和迁移

作用［５⁃７］ 。
ＰＭ２􀆰 ５ 作为新发现的动脉粥样硬化致病因素， 它与该

病发生发展的关系已经得到确认［８］ 。 课题组前期发现

ＰＭ２􀆰 ５ 不仅可引起血管内皮细胞凋亡， 还能促进 ＶＳＭＣｓ 的

增殖和迁移， 并且 ＭＡＰＫｓ 家族中的 ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 ＪＮＫ 参与

该过程［９⁃１０］ ， 但中药对 ＰＭ２􀆰 ５ 诱导的 ＶＳＭＣｓ 增殖和迁移的

影响尚不明确。 因此， 本实验建立 ＰＭ２􀆰 ５ 染毒的 ＶＳＭＣｓ
模型， 采用白藜芦醇进行干预， 观察该成分对 ＶＳＭＣｓ 增殖

和迁移的影响， 并探讨其作用机制， 以期寻找防治 ＰＭ２􀆰 ５
心血管毒性的新方法。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞株　 ＶＳＭＣｓ 购自深圳市豪地华拓生物科技有限

公司， 用含 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 完全培养基于 ５％ ＣＯ２、
３７ ℃培养箱中培养， 取对数生长期细胞进行实验。
１􀆰 ２　 试剂　 白藜芦醇 （纯度≥９９％ ， 货号 Ｒ５０１０⁃１００ＭＧ，
美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）， 参考 Ｇｕｅｇｕｅｎ 等［１１］ 报道的方法，
用 ＤＭＳＯ 配制成 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 贮存液， 置于－２０ ℃冰箱中避

光保存， 实验时取适量加入完全培养基中稀释至所需终浓
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度。 ＰＭ２􀆰 ５ （货号 ＳＲＭ１６４９ｂ， 美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司），
用培养基配制为 ５０ ｍｇ ／ ｍＬ 贮存液， 置于－２０ ℃冰箱中保

存， 实验时先混匀， 再取适量加入完全培养基中稀释至所

需终浓度。 ＣＣＫ⁃８ 试剂盒 （货号 ＪＥ６０３） 购自日本同仁化

学研 究 所； ＭＡＰＫ 抗 体 （ 货 号 Ａ１０８３２ ）、 Ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ｐ３８
ＭＡＰＫ 抗体 （货号 ＡＰ０２９７）、 ＪＮＫ 抗体 （货号 ９２５８Ｔ）、
Ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ＪＮＫ 抗体 （ 货 号 ４６６８Ｓ）、 ＧＡＰＤＨ 抗 体 （ 货 号

ＡＣ０３３）、 ＨＲＰ 标记的二抗均购自武汉爱博泰克生物科技有

限公司； ＲＩＰＡ 细胞裂解液 （货号 Ｐ００１３Ｂ）、 ＢＣＡ 蛋白浓

度测定试剂盒 （货号 Ｐ００１２Ｓ）、 ＥＣＬ 显色试剂盒 （货号

Ｐ００１８Ｓ） 均购自上海碧云天生物技术有限公司。
１􀆰 ３　 仪器 　 ＭＣＯ⁃１７５ 型 ＣＯ２ 培养箱 （日本 Ｓａｎｙｏ 公司）；
Ｈ１８５０Ｒ 型高速冷冻离心机 （湖南长沙湘仪检测设备有限

公司）； ６８０ 型酶标仪、 １６４５０５０ 型电泳仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ
公司）； Ｔａｎｏｎ ５２００ 型全自动化学发光图像分析系统 （上海

天能科技有限公司）； ＭＳ８００ 共聚焦显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ
公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 分组及给药　 将细胞随机分为对照组、 ＰＭ２􀆰 ５ 组、 白

藜芦醇组， 其中 ＰＭ２􀆰 ５ 组根据课题组前期报道， 终质量浓

度采用 １２􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ ＰＭ２􀆰 ５ 染毒［９］ ； 白藜芦醇组先用不同

终浓度 （５、 １０、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 白藜芦醇预处理 ２４ ｈ， 再用

１２􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ ＰＭ２􀆰 ５ 染毒； 对照组、 ＰＭ２􀆰 ５ 组培养基中分别

含有与白藜芦醇组 （２０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 相同浓度的 ＤＭＳＯ， 以排

除溶剂可能造成的影响。 根据检测要求， 在染毒后不同时

间收集样品进行后续操作。
２􀆰 ２　 ＣＣＫ⁃８ 法检测 ＶＳＭＣｓ 增殖率 　 取 １００ μＬ 细胞悬液

（含 ５×１０３ 个细胞） 接种于 ９６ 孔板内， 按 “２􀆰 １” 项下方

法分组及给药， 每组 ６ 个复孔， 另设空白孔调零。 培养

２４ ｈ后， 每孔加入 ＣＣＫ⁃８ 溶液 １００ μＬ， 孵育 ４ ｈ 后用酶标

仪在 ４５０ ｎｍ 波长处测定光密度 （ＯＤ） 值， 计算细胞增

殖率。
２􀆰 ３　 ＥｄＵ 法检测 ＶＳＭＣｓ 增殖能力　 取 １ ｍＬ 细胞悬液 （含
１×１０５ 个细胞） 接种于 ２４ 孔板内预置的载玻片上， 待细胞

贴壁后按 “２􀆰 １” 项下方法分组及给药， 每组 ３ 个复孔， 培

养 ２４ ｈ 后， 更换为含 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＥｄＵ 的培养基继续孵育

３ ｈ， 再按说明书进行固定和染色， 最后用 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２
标记细胞。 在共聚焦显微镜下随机选取 ５ 个视野进行采样，
计算 ＥｄＵ 染色阳性细胞率。
２􀆰 ４　 划痕实验观察 ＶＳＭＣｓ 迁移能力 　 取 １ ｍＬ 细胞悬液

（含 ５ × １０５ 个细胞） 接种于 ６ 孔板中， 培养 ２４ ｈ 后用

１００ μＬ枪头垂直在培养板中划线， ＰＢＳ 清洗脱落的细胞，
按 “２􀆰 １” 项下方法分组及给药， 每组 ３ 个复孔。 于染毒

０、 ２４ ｈ 对细胞进行观察并拍照， 测量划痕面积， 计算划痕

愈合率。
２􀆰 ５　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法检测ＶＳＭＣｓ 迁移能力　 取 ２００ μＬ 细胞悬液

（含 １×１０４ 个细胞） 加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室上室， 下室加入含

１５％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养基 ５００ μＬ， 按 “２􀆰 １” 项下方法分组

及给药， 每组 ３ 个复孔， 培养 ２４ ｈ 后取出上室， ＰＢＳ 清洗 ３
次， 多聚甲醛固定 ２０ ｍｉｎ， 风干后用 ０􀆰 １％ 结晶紫染色 ３０
ｍｉｎ。 在显微镜下随机选取 ５ 个视野拍照计数穿膜细胞数，
以实验组与对照组穿膜细胞数的比值代表细胞迁移能力。
２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 ＪＮＫ 蛋白磷酸化表

达　 取 １ ｍＬ 细胞悬液 （含 ５×１０５ 个细胞） 接种于 ６ 孔板

内， 贴壁后按 “２􀆰 １” 项下方法分组及给药， 每组 ３ 个复

孔。 根据课题组前期结果， 在染毒 ２０ ｍｉｎ 后收集细胞，
ＲＩＰＡ 裂解液提取蛋白， ＢＣＡ 法测定蛋白浓度［９］ 。 取 １５ μｇ
变性蛋白进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳， 常规转膜， ＢＳＡ 封闭，
一抗 （１ ∶ １ ０００） ４ ℃孵育过夜后 ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次， 再用二

抗 （１ ∶ ５ ０００） 孵育 ２ ｈ， 最后加入 ＥＣＬ 发光液曝光、 拍

照。 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对结果进行灰度值分析， 计算磷酸化

蛋白与总蛋白的比值。
２􀆰 ７　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２３􀆰 ０ 软件进行处理， 结果以

（ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分析， ２ 组间比

较采用 ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 白藜芦醇对 ＰＭ２􀆰 ５ 诱导的 ＶＳＭＣｓ 细胞增殖的影响　 图

１Ａ 显示， 与对照组比较， ＰＭ２􀆰 ５ 组可促进 ＶＳＭＣｓ 增殖

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与 ＰＭ２􀆰 ５ 组比较， 不同浓度白藜芦醇组均可

抑制 ＰＭ２􀆰 ５ 诱导的 ＶＳＭＣｓ 增殖 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 图 １Ｂ ～ １Ｃ 显

示， 与 ＰＭ２􀆰 ５ 组比较， 白藜芦醇组 ＥｄＵ 染色阳性细胞数目

减少， 比例降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 白藜芦醇浓度为 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ
时抑制效果最强。
３􀆰 ２　 白藜芦醇对 ＰＭ２􀆰 ５ 诱导的 ＶＳＭＣｓ 细胞迁移的影响　 图

２Ａ 显示， 与对照组比较， ＰＭ２􀆰 ５ 组细胞划痕愈合率升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与 ＰＭ２􀆰 ５ 组比较， 白藜芦醇组细胞划痕愈合

率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 图 ２Ｂ 显示， 与对照组比较， ＰＭ２􀆰 ５ 组

穿膜细胞数增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与 ＰＭ２􀆰 ５ 组比较， 白藜芦醇

组穿膜细胞数减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
３􀆰 ３　 白藜芦醇对 ＰＭ２􀆰 ５ 诱导的 ＶＳＭＣｓ 细胞 ｐ３８ ＭＡＰＫ、
ＪＮＫ 蛋白磷酸化表达的影响 　 图 ３ 显示， 与对照组比较，
ＰＭ２􀆰 ５ 组细胞 ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ＪＮＫ 蛋白磷酸化表达升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）； 与 ＰＭ２􀆰 ５ 组比较， 白藜芦醇组细胞 ｐ３８ ＭＡＰＫ、
ＪＮＫ 蛋白磷酸化表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
４　 讨论

ＶＳＭＣｓ 主要存在于血管壁中膜，生理状态下其增殖和

凋亡处于动态平衡，病理情况下其发生增殖、肥大并向内皮

下迁移，同时分泌细胞外基质，参与动脉粥样硬化斑块形

成［１］ 。 在动脉粥样硬化斑块内 ＶＳＭＣｓ 来源的细胞占 ７０％ 左

右，因此 ＶＳＭＣｓ 的增殖和迁移在动脉粥样硬化发病中占重

要地位［１２］ 。 多种动脉粥样硬化致病因子均可影响 ＶＳＭＣｓ，
本实验室和其他研究者都证实大气污染物中的 ＰＭ２􀆰 ５ 致动

脉粥样硬化作用也与影响 ＶＳＭＣｓ 的增殖和迁移有关，并认

为 ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 ＪＮＫ 途径参加介导了该过程［９⁃１０，１３］ 。
中药具有多靶点、 多层次等优势， 在干预 ＶＳＭＣｓ 方面

具有独特的优势， 多种中药复方或有效成分被证实具有抗
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注： 与对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 ＰＭ２􀆰 ５ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 白藜芦醇对 ＰＭ２􀆰 ５ 诱导的 ＶＳＭＣｓ 细胞增殖的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 ＰＭ２􀆰 ５ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 白藜芦醇对 ＰＭ２􀆰 ５ 诱导的 ＶＳＭＣｓ 细胞迁移的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

ＶＳＭＣｓ 增殖和迁移作用［１４⁃１５］ 。 研究显示白藜芦醇可通过影

响氧化应激、 炎症反应等多种途径， 抑制 Ｏｘ⁃ＬＤＬ、 血管紧

张素Ⅱ等动脉粥样硬化致病因子诱导的 ＶＳＭＣｓ 细胞增殖和

迁移［７，１５⁃１７］ 。 然而白藜芦醇对 ＰＭ２􀆰 ５ 染毒 ＶＳＭＣｓ 细胞的影

响并不清楚。 本研究结果显示， 白藜芦醇干预后 ＶＳＭＣｓ 细

胞增殖能力、 细胞迁移能力均下降， 表明白藜芦醇可抑制

ＰＭ２􀆰 ５ 诱导的 ＶＳＭＣｓ 细胞增殖和迁移。
ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 ＪＮＫ 均属于 ＭＡＰＫｓ 家族成员， 是多种细

胞增殖、 分化、 凋亡的重要调节通路［１８⁃１９］ 。 以往研究发

现， ＰＭ２􀆰 ５ 染毒会使 ＶＳＭＣｓ 细胞的 ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 ＪＮＫ 蛋白

磷酸化表达升高， 并且相应的抑制剂可以抑制 ＶＳＭＣｓ 细胞

增殖和迁移， 证明 ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 ＪＮＫ 参与介导 ＰＭ２􀆰 ５ 对

ＶＳＭＣｓ 的毒性［９］ 。 本研究结果显示， 白藜芦醇干预后细胞

ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 ＪＮＫ 蛋白磷酸化表达降低， 提示白藜芦醇的

作用效果与抑制二者磷酸化表达有关。 其他研究者发现大

蒜素、 川穹嗪等中药有效成分也可以通过影响 ｐ３８ ＭＡＰＫ
等 ＭＡＰＫｓ 家族蛋白来抑制 ＰＭ２􀆰 ５ 引起的 ＶＳＭＣｓ 增殖［１０］ 。

综上所述， 白藜芦醇可能通过降低 ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 ＪＮＫ
６０３２
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注： 与对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 ＰＭ２􀆰 ５ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 白藜芦醇对 ＰＭ２􀆰 ５ 诱导的 ＶＳＭＣｓ 细胞 ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ＪＮＫ 蛋白磷酸化表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

磷酸化表达来抑制 ＰＭ２􀆰 ５ 诱导的血管平滑肌细胞增殖和迁

移， 有望为进一步利用白藜芦醇防治 ＰＭ２􀆰 ５ 诱导的心血管

毒性提供了实验基础。
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