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 博士之窗 

昆明山海棠提取物对血管平滑肌细胞
增殖及凋亡的影响

喻 卓1 孟 磊1 郭艳红2 吴大刚3 高 炜2

摘要 目的 探讨昆明山海棠提取物( THW 4)对离体血管平滑肌细胞( VSMC)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 THW 4进行处理,用 MTT 法测定细胞生长曲线,以 Annexin V

FITC/ PI双标记、透射电镜、原位末端标记法检测细胞凋亡。结果 THW 4可以明显抑制 VSMC增殖,呈剂量

和时间依赖性,作用 48h的半有效抑制浓度( IC50)为 15. 6 g/ L; VSMC在含 10~ 100 g/ L THW 4的培养液中孵

育 56h,可检测到细胞早期凋亡,且凋亡率随 THW 4浓度增加而升高;延长孵育时间至 72h,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 DNA片段化增多,有核碎裂、固缩等改变;细胞周期时相

分布显示THW 4主要阻滞VSMC于G2/ M 期。结论 THW 4能有效抑制体外培养的VSMC增殖及诱导其凋

亡,提示 THW 4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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Effect of Extract from Tripterygium Hypoglaucum on Proliferation and Apoptosis of Vascular Smooth Muscle

Cells YU Zhuo, MENG Lei, GU O Yan hong, et al. Department of Car diology , the First Hosp ital , Peking

Universi ty , Beijing ( 100034 )

Objective To study the effect of THW 4, an ex tract from T rypterygium hypoglaucum on proliferation

and apoptosis of vascular smooth muscle cells ( VSMC) . Methods VSMC derived f rom rabbit aorta were cul

tured in vit ro and dif ferent concentrations of THW 4 were added in experimental groups. Cell proliferat ion w as

evaluated by MTT and apoptosis by transmission electron microscopy ( TEM ) , TUNEL assay and Annex in V

FIT C/ PI double labelled assay. Results T he inhibitory ef fects of THW 4 on proliferation of VSMC displayed

dose time dependently, w ith the IC50 value of 15. 6 g/ L at 48 hrs. Incubated w ith THW 4 ( 10- 100 g/ L )

for 56 hrs, VSMC mainly appeared early stage apoptosis and the percentage of apoptosis w as found to raise along

w ith the increase of the THW 4 concentrat ion. Typical images of apoptosis could be observed under TEM and

TUNEL assay showed increase of DNA segments w ith karyorrhex is and pyknosis after THW 4 treatment for 72

hrs. Analysis of cell cy cle indicated the THW 4 mainly lead to the blockage of VSMC in G2/ M stage. Conclu

sion THW 4 could inhibit the proliferat ion and induce the apoptosis of VSMC in vitro, suggest ing that THW

4 is a potent ial agent for prevent ion of restenosis following angioplasty.

Key words Tripterygium hypoglaucum; ext ract; vascular smooth muscle cells; proliferation; apoptosis

经皮冠状动脉介入术( percutaneous coronary in

tervent ion, PCI)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( restenosis, RS)的发生却严重

制约了该技术的推广应用
!1∀
。研究发现在 RS的形成

过程中不仅有血管平滑肌细胞( VSMC)过度增殖为特

点的内膜增生, 而且存在 VSMC 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
!2∀
。近

年来针对 VSMC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。

THW 4是从我国传统中药昆明山海棠!T ripteryg ium

hypoglaucum ( Levl. ) Hutch, THH∀中提取的一种活
性单体成分,为探讨 THW 4对防治 RS 的潜在作用,

本实验采用兔 VSMC 为研究对象, 对 THW 4 抑制

VSMC 增殖及诱导其凋亡效应进行了研究。
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材料与方法

1 药品 THW 4由中国科学院昆明植物研究所

提供,以二甲基亚砜( DMSO)助溶,磷酸缓冲液按倍数

稀释, 微孔滤膜( 0. 22 m )除菌后于- 20 # 储存; 噻唑

蓝( MTT )及碘化丙啶 ( PI) 购自 Sigma 公司; DMEM

培养基购自 GIBCO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; Annexin V试剂盒购自宝赛生物公司。

2 细胞培养 健康纯种大耳白兔, 雄性, 体重

2 0kg(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 VSMC 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

act in 单克隆抗体染色证实为 VSMC。取 5 ~ 8 代

VSMC 用于实验。

3 细胞增殖测定 采用 MTT 法。将 VSMC以

每毫升 1 ∃ 105密度, 接种于 96孔培养板中,待细胞融

合为单层后, 加入不同浓度 THW 4 ( 10、50、100 g/

L) , 每组设 6 个平行孔, 对照组加入等量的含 0. 2%

DMSO的 PBS代替, 另设空白孔(无细胞)。分别于加

药后 0、24、48、72、96h终止培养, 终止培养前每孔加入

MTT 溶液 ( 5g/ L ) 20 l, 37 # 反应 4h, 吸去孔内培养

液,每孔再加入 150 l DMSO, 溶解后在 BIO RAD 550

型酶标仪下测定 OD值。取平均数, 绘制生长曲线,计

算细胞生长抑制率。

4 细胞早期凋亡测定 采用 Annexin V FITC/ PI

双标记法。将VSMC接种于6孔培养板中,在含有不同

浓度的 THW 4( 10、50、100 g/ L )培养液中孵育 56h,收

集细胞并用 1ml 冷 PBS 制成 1 ∃ 10
6
细胞悬液,

1 000r/ min, 4 # 离心10min,弃上清,将细胞重悬于200 l

Binding Buffer,加入10 l Annex in V FITC和5 l PI,轻轻

混匀,闭光室温反应 15min,加入300 l Binding Buffer,于

1h内用流式细胞仪进行检测,以激发波长 488nm 进行

检测 FITC和 PI荧光。每样本计数 20 000个细胞,用

CELL Quest软件分析细胞凋亡率。

5 原位检测 DNA 裂解片段 采用 TU NEL 法。

按上述分组及给药方法, 于培养 72h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:

( 1) 40g/ L 多聚甲醛室温固定 30min; ( 2)加入 0. 3%

(体积分数)过氧化氢甲醇溶液作用 30min, 阻断内源

性酶活性; ( 3) 加入 TUNEL 反应混合液 37 # 孵育

60min; ( 4)加入转化剂 POD 37 # 孵育 30min ; ( 6)加

入 DAB底物,室温 37 # 孵育 10min; ( 7)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。

6 超微结构观察 VSMC 经不同浓度 THW 4

作用 72h 后,每组取 1 ∃ 106 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。

7 细胞周期时相分布测定 VSMC 经 THW 4

( 10、50、100 g/ L )作用 24h和 72h后, 分别收集并制

成 1 ∃ 106 细胞悬液, 1 000r/ m in 离心 5m in, PBS洗涤

2次,加入- 20 # 预冷的 70% 乙醇 4 # 固定过夜, 用

4 # PBS洗 2次, 加 RNase A 至终浓度为 50mg / L ,于

37 # 水浴中孵育 30min。终浓度 50mg / L 的 PI 于 4 #
避光染色 30min, 用流式细胞仪测定荧光强度, 分析

DNA含量。

8 统计学处理 数据以  x % s 表示,两组间的差

异应用 t 检验,多组间比较采用ANOVA方差分析。

结 果

1 THW 4对 VSMC 增殖的影响 见表 1。各浓

度组对 VSMC 生长均有明显的抑制作用,在终浓度为

10~ 50 g / L 范围内随浓度的增加和时间延长而增强

( P< 0. 01) ; 而在 50~ 100 g/ L 范围内, 对 VSMC 的

抑制作用随浓度的增加无明显增强( P> 0. 05)。对不

同浓度 THW 4作用 48h后的生长抑制率进行回归分

析, IC50为 15. 6 g/ L。

表 1 不同浓度 TH W 4 对 VSMC 增殖的影响 (  x % s )

组别 n
OD值

24h 48h 72h 96h

对照 6 0. 419 % 0. 036 0. 711 % 0. 009 1. 163 % 0. 084 2. 136 % 0. 155

THW 4 10 g/ L 6 0. 388 % 0. 025* 0. 392 % 0. 024* 0. 552 % 0. 030* 1. 069 % 0. 034**

50 g/ L 6 0. 293 % 0. 024** 0. 197 % 0. 035** 0. 213 % 0. 015** 0. 168 % 0. 041**

100 g/ L 6 0. 249 % 0. 039** 0. 154 % 0. 028** 0. 168 % 0. 024** 0. 102 % 0. 023**

注:与对照组比较, * P< 0. 05, ** P < 0. 01

2 THW 4 诱导 VSMC 的早期凋亡及细胞坏死

率 见表 2。不同浓度 THW 4 与 VSMC 孵育 56h,

Annex in V FITC/ PI 双标记参数图可见对照组细胞主

要分布于第 &象限, 随着 THW 4浓度增加, VSMC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 THW 4 的浓度增加

明显上升, 最高达 40%左右; 而继发性坏死细胞仅有

轻度上升( P< 0. 05)。

表 2 不同浓度 THW 4诱导 VSMC 的早期凋亡及

细胞坏死率比较 ( % ,  x % s )

组别 n 活细胞 凋亡细胞 坏死细胞

对照 3 93. 9 % 2. 3 2. 6 % 1. 0 2. 9 % 1. 0

THW 4 10 g/ L 3 89. 0 % 4. 5* 7. 7 % 3. 5* 2. 9 % 1. 1

50 g/ L 3 60. 6 % 1. 9** 32. 2 % 3. 3** 6. 6 % 1. 2*

100 g/ L 3 53. 7 % 1. 7** 39. 8 % 1. 7** 5. 9 % 2. 2*

注:与对照组比较, * P< 0. 05, ** P < 0. 01
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3 TUNEL 法检测 DNA 裂解片段 THW 4

( 10、50、100 g / L)作用于 VSMC 72h后进行 TUNEL

染色, 光镜下可见部分 VSMC细胞核固缩或碎裂成数

个颗粒,且随着 THW 4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 ( 11. 2 % 0. 9) % , ( 27. 8 % 1. 3) % 和 ( 46. 4 %

2 9) %,与对照组比较,差异均有显著性 ( P< 0. 01)。

4 THW 4诱导 VSMC的超微结构 见图 1。透

射电镜下观察对照组 VSMC 周围微绒毛完整, 细胞核

形态规则,核仁清晰。用 THW 4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 THW 4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。

5 THW 4 对 VSMC 细胞周期时相分布的影响

见表 3。细胞周期时相分布的分析结果表明低剂量

THW 4( 10 g/ L )在 24h 主要是阻滞 G0/ G1 期 ( P <

0 01) ,随着剂量的加大( 50~ 100 g/ L ) ,则以阻滞 G2/

M 期为主;将药物作用时间延长至 72h,各组细胞均阻

滞在 G2/ M 期, 并呈现时间和剂量的依赖性 ( P <

0 01)。

表 3 THW 4 作用 24和 72h 后 VSMC 的细胞

周期分布 ( % ,  x % s )

组别 n 时间( h) G 0/ G1 S G 2/ M

对照 3 24 59. 4 % 0. 7 25. 1 % 1. 3 15. 5 % 0. 6

72 57. 0 % 3. 0 28. 1 % 2. 5 14. 9 % 0. 5

THW 4 10 g/ L 3 24 70. 7 % 0. 9* 18. 5 % 1. 4 10. 8 % 0. 7*

72 62. 7 % 1. 3 10. 4 % 1. 0 26. 9 % 0. 5*

50 g/ L 3 24 61. 5 % 0. 4 15. 1 % 1. 7 23. 4 % 1. 8*

72 48. 8 % 0. 5 9. 4 % 1. 8 41. 8 % 1. 4*

100 g/ L 3 24 58. 5 % 0. 6 16. 5 % 0. 6 25. 0 % 1. 0*

72 35. 8 % 2. 1 7. 0 % 1. 9 57. 2 % 0. 1*

注:与对照组比较, * P< 0. 01;与同组 24h比较, P< 0. 01

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
!3, 4∀
。昆明山海

棠( THH)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 THH

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
!5∀

, 因此 THH 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。THW 4是近年来从 THH 根木中提取的一种主

要活性单体成分, 为探讨 THW 4 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

THW 4对 VMSC的影响, 结果发现 THW 4能有效抑

制 VSMC增殖,并具有浓度和时间依赖性,与 VSMC

连续作用 48h的 IC50为 15. 6 g/ L。透射电镜下观察

发现, THW 4 作用的 VSMC 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

T UNEL 标记法进一步证实了 THW 4 具有诱导

VSMC 凋亡的作用。

以往的研究发现 THH 水提取物对肿瘤细胞, 如

Jurkat、HL 60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
!6,7∀
。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( phos

phatidylserine, PS)会从细胞膜的内层转移到外层, 而

Annex in V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 DNA 降解以前, 即通

过Annex in V 荧光染色而检测到,并且利用 PI不能透

过完整细胞膜的特点, 可以使用 Annex in V FITC 及

PI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
!8∀
。实验结果发现, 将不同浓度 THW 4

与 VSMC共同孵育延长至 56h,虽然此时 VSMC已受

到明显抑制,但 Annex in V FIT C及 PI 双标记结果显

示,此时 THW 4 引起的 VSMC 坏死率均在 10% 以

下,而早期细胞凋亡率则随着 THW 4 浓度的增加明

显升高,最高可达 40%以上,认为 THW 4抑制 VSMC

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
!9∀
。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, VSMC 经 THW 4 处理 24h 时, 低剂量

THW 4( 10 g/ ml)细胞主要阻滞于 G0/ G1 期, 高剂量

则阻滞于 G2/ M 期,进一步延长 THW 4 与 VSMC 作

用时间至 72h,各剂量组均表现为 G2/ M 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 THW 4抑制 VSMC的增殖及诱导其凋亡作

用可能与其引起细胞 G2/ M 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,

THW 4的应用有可能为预防 PT CA 术后再狭窄的药

物研究提供一个新的思路。
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