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!基础研究!

血红素氧合酶
B,

在姜黄素抑制氧化型低密度脂蛋白

诱导大鼠血管平滑肌细胞增殖中的作用
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观察姜黄素对氧化型低密度脂蛋白"

:DB3X3

#诱导的大鼠血管平滑肌细胞"

W9_&

#增殖的影响!并探讨血红

素氧合酶
B,

"

Y:B,

#在姜黄素抑制血管平滑肌细胞增殖中的作用及机制$方法
!

体外分离培养大鼠血管平滑肌细胞并行免疫组

化鉴定!以四甲基偶氮唑盐"
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#法测定细胞增殖率)逆转录
B

聚合酶链式反应"

L5BZ&L

#检测
Y:B,0L̂ 7

水平!蛋白免疫印迹

法"

dC;ECIAR21E

#分别检测
Y:B,

及增殖细胞核抗原"

Z&̂ 7

#蛋白表达水平$结果
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#地诱

导
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#地抑制
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#所诱导的
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增殖!
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抑制剂锌原卟啉
7

"

bAZZ
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#可明显减弱此抑制效应(姜黄素可诱导
W9_&

上调
Y:B,0L̂ 7

和蛋白表达(姜

黄素可减弱
:DB3X3

诱导
W9_&;

增殖细胞核抗原的高表达!此效应可被
Y:B,

抑制剂
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抑制$结论
!

姜黄素通过降低

Y:B,

介导的
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表达!进而抑制
:DB3X3

诱导大鼠血管平滑肌增殖$
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动脉粥样硬化$

'EFCI1;H2CI1;?;

#

79

%的发生机制十分复杂#

目前研究表明氧化型低密度脂蛋白$

1D?>?SC>21P>CA;?E

J
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K

1B

K

I1EC?A

#

:DB3X3

%及血管平滑肌细胞$

N';HQ2'I;011EF0Q;H2C

HC22
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%增殖是动脉粥样硬化斑块形成的重要病理基

础&

,

'

,姜黄素是从姜黄)郁金)莪术等植物中提取的一种生物

多酚化合物#研究显示姜黄素具有抗炎)抗氧化)促细胞凋亡和

抑制细胞增殖等药理作用#这些作用可有效拮抗
79

的发生与

发展,血红素氧合酶
B,

$

FC0C1D

JM

CA';CB,

#

Y:B,

%是血红素降

解的起始酶和限速酶#发挥着抗炎)抗氧化)抑制细胞凋亡和改

善组织微循环作用#动物研究已经证明过表达
Y:B,

可以明显

延缓
79

进展&

8

'

#但是姜黄素抗
79

的相关机制还不甚清楚,本

研究旨在于细胞水平探讨姜黄素对
:DB3X3

诱导血管平滑肌细

胞增殖的影响及其相关机制#为其药理作用提供理论基础,
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聚合酶链反应$
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细胞培养与实验分组按常规组织贴块方法&
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原代培

养并传代#取用第
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代细胞,免疫组化法鉴定血管平滑肌

细胞,血管平滑肌细胞用含
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胎牛血清的
X_6_
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于
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黄素
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%组,
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反转录
B

聚合酶链反应检测
Y:B,0L̂ 7

!

按
5I?S12

试剂盒说明提取总
L̂ 7

,取细胞
L̂ 7,

!

3

根据试剂盒说明

书逆转录合成
HX̂ 7

#进行
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扩增,
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!上游
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延伸
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#循环
=#

次,电泳条带采用凝

胶成像系统分析,
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!

四甲基偶氮唑盐$
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法比色测定
W9_&

增殖率
!

W9_&

接种
)!

孔培养板中$每孔

,a,#

" 个细胞%孵育
8"F

#换无血清
X_6_

培养基
8"F

后弃

培养液#按实验分组加入药物,

8#F

后加入
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M

"

03 _55
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#孵育
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#终止反应,弃孔内培养液上清液加二甲基亚

砜
,##

!
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#选择
")8A0

自动酶标光度计测定各孔吸光度值,

细胞增殖率计算公式!细胞增殖率$
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处理孔
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"对照孔
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蛋白免疫印迹法$

dC;ECIAR21E

%检测
Y:B,

及增殖细

胞核抗原$
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I12?GCI'E?A

M

HC22AQH2C'I'AE?

M
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Z&̂ 7

%蛋白表达

水平
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收集细胞并加入细胞裂解液裂解细胞#离心收集上清

液#二喹啉甲酸$
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%法测蛋白浓度,蛋白
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牛血清清蛋白室温封闭
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#加入一抗
"`

过夜)二抗室温孵育
8F

#最后显像,
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!

统计学处理
!

数据均采用
B+;

表示#采用单因素方差分

析#总体有差异两两比较采用最小显著差数法,采用
9Z99,=*

#

软件进行分析#

$

%
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为差异有统计学意义,
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!

结
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果
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大鼠血管平滑肌细胞鉴定
!

培养的第
=

代细胞经免疫细

胞化学检测#特异性的
&

B'HE?A

在免疫细胞化学染色后#胞浆着

色#呈阳性反应#在镜下可见胞浆内大量棕色)与细胞长轴平行

的纤维细丝#即平滑肌
&

肌动蛋白#见封
=

图
,

,
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:DB3X3

对诱导大鼠血管平滑肌细胞$
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%增殖的影

响
!

:DB3X3

呈浓度依赖性$
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,<#

!

M
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03

%地诱导
W9_&

增

殖#但是当达到
8##

!

M

"

03

刺激组时#细胞数目减少#提示到达

此浓度可能具备细胞毒性,各个浓度刺激组与空白对照组相

比#细胞增殖显著#差异具有统计学意义$

$

%

#*#<

%#见图
8

,

?*@

!

姜黄素对
:DB3X3

刺激的
W9_&;

增殖的影响
!

不同终

浓度的姜黄素$

"#

)

(#

!

012

"

3

%可明显抑制
:DB3X3

$

,##

!

M
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03

%诱导的细胞增殖效应#且呈浓度依赖性(姜黄素$

"#

)

(#

!

012

"

3

%

4:DB3X3

组与
:DB3X3

单独作用组相比#细胞增殖

率显著降低#差异具有统计学意义$

$

%

#*#<

%#见图
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,
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!
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#与空白对照组比较,

图
8
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:DB3X3

对诱导大鼠血管平滑肌细胞%

W9_&

&

增殖的影响

?*A

!

Y:B,

抑制剂
bAZZ

7

对姜黄素抑制
:DB3X3

所诱导的

W9_&

增殖的影响
!

给予
Y:B,

抑制剂
bAZZ

7

预处理细胞

后#姜黄素抑制
:DB3X3

所诱导的
W9_&;

增殖效应减弱(姜

黄素
4bAZZ

7

4:DB3X3

组与姜黄素
4:DB3X3

组相比#细胞

增殖率增加明显$

$

%

#*#<

%#见图
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!

姜黄素对
W9_&

的
Y:B,

表达的影响
!

不同浓度姜黄

素组干预
W9_&

的
Y:B,0L̂ 7

和蛋白表达水平明显高于空

白对照组#实验重复
=

次#见封
"

图
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姜黄素对
:DB3X3

刺激
W9_&

的
Z&̂ 7

表达的影响
!

相比较于空白对照组#

:DB3X3

可明显增强
Z&̂ 7

的表达(而

姜黄素
4:DB3X3

组与
:DB3X3

组单独作用比较#可明显抑制

Z&̂ 7

的表达(在加入
Y:B,

抑制剂
bAZZ

7

后#姜黄素
4:DB

3X3

组的抑制
Z&̂ 7

表达效应可被减弱#实验重复
=

次#见封

"

图
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#与空白对照组比较(

,

!

$

%

#*#<

#与
:DB3X3

单独作

用组比较,

图
=
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姜黄素对
:DB3X3

%
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'

03

&所诱导的
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增殖的影响
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#与
:DB3X3

单独作

用组比较(

l

!
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#与姜黄素
4:DB3X3

组,

图
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bAZZ

7

对姜黄素抑制
:DB3X3

所诱导的

W9_&;

增殖的影响

@
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讨
!!

论

平滑肌细胞增殖是
79

斑块形成过程中的重要环节#大量

研究表明动脉血管壁增厚至斑块形成是
79

病变的主要病理

特征,

:DB3X3

促进
79

形成的作用已被大量的研究所证实,

目前认为
79

形成初期步骤是
3X3

进入内皮损伤部位的血管

壁#氧化)诱导多种趋化因子#并激活单核细胞分泌不同的生长

因子和细胞因子#刺激平滑肌细胞迁移)增殖,因此#

:DB3X3

在
79

中起到关键作用,

Y:B,

是血红素降解的起始酶和限速酶#

Y:B,

通过降解

血红素产生一氧化碳$

H'IR1A01A1D?>C

#

&:

%)胆绿素和铁离

子,胆绿素进一步经胆绿素还原酶作用生成胆红素#而铁离子

能诱导铁蛋白的合成&

"

'

,

Y:B,

的这些终产物具有抗炎)抗氧

化)抗凋亡和抗血栓的作用(另外#

&:

和胆色素通过影响血管

平滑肌细胞)内皮细胞)内皮祖细胞和粒细胞的增殖)迁移和黏

附保护受损动脉血管内平衡&

<

'

,姜黄素是中药姜黄的主要成

分#其抗炎)抗氧化)抗肿瘤)抗血栓以及心血管的保护作用已

#,!,
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经被证实&

!

'

,目前已经有研究表明姜黄素具有抗细胞增殖的

作用#但是具体机制还不甚清楚&

/B(

'

,根据其众多药理作用与

Y:B,

保护作用相似#姜黄素的相关保护作用是否经过
Y:B,

介导值得研究,

本研究结果显示#

:DB3X3

在一定浓度范围内浓度依赖性

地诱导血管平滑肌细胞增殖#当超过一定浓度#具备细胞毒性,

此实验发现与
&F'A

M

等&

)

'的研究结果相类似#说明了
:DB3X3

对血管平滑肌细胞增殖影响的特点#其机制可能是通过激活

L';

"

L'G

"

_6%

"

_7Z%

通路促进细胞有丝分裂&

,#

'

,与之类

似#

9HFPCI

等&

,,

'也发现姜黄素
Y:B,

介导抑制胰腺星状细胞

的增殖由阻遏
6L%,

"

8

磷酸化的机制实现,同时#本组也发现

姜黄素可有效抑制
:DB3X3

诱导血管平滑肌细胞增殖#并且此

抑制效应可被
Y:B,

的抑制剂
bAZZ

7

部分阻断,这提示
Y:B

,

很可能参与了姜黄素抑制
:DB3X3

诱导血管平滑肌细胞增

殖的保护效应,同样#有学者发现在球囊损伤的大鼠模型中#

Y:B,

介导
:̂

抑制大鼠血管平滑肌增殖#从而显著地抑制了

内膜增生&

,8

'

,为了进一步证实此发现#本组观察了姜黄素对

血管平滑肌细胞
Y:B,0L̂ 7

和蛋白表达的影响#发现姜黄

素可显著地上调血管平滑肌细胞
Y:B,0L̂ 7

和蛋白表达,

综上所得出的实验结果#提示姜黄素抗
:DB3X3

诱导血管平滑

肌细胞增殖的作用经过
Y:B,

介导,

Z&̂ 7

又称周期蛋白#是一种与细胞增殖周期有关的核内

糖蛋白#是
X̂ 7

复制的必需成分#其表达与细胞增殖活性有

关#是使细胞由静息期进入
9

期的关键蛋白&

,=

'

#已成为评价细

胞增殖状态的一项客观指标,本组研究发现
Y:B,

抑制剂上

调姜黄素抑制
:DB3X3

诱导
W9_&;

增殖细胞核抗原高表达#

提示
Y:B,

介导的抑制增殖的效应可能部分通过抑制
Z&̂ 7

表达实现,另外研究发现
Y:B,

的抗增殖效应通过上调细胞

周期蛋白依赖激酶抑制因子
Z8,

&

,"

'

#

Z8,

是细胞周期素蛋白

H>OB8

抑制蛋白#

H>OB8

亦是细胞周期
[

,

和
9

期调节关键,

3?Q

等&

,<

'以含
Y:B,

基因的重组腺病毒转染大鼠主动脉平滑肌细

胞#被转染的大鼠主动脉平滑肌细胞以剂量依赖方式表达

Y:B,0L̂ 7

)

Y:B,

蛋白和提高酶的活性#刺激促凋亡基因

K

<=

表达#促进
W9_&;

凋亡而抑制血清刺激的
W9_&;

增殖,

综上所述#姜黄素显著地抑制
:DB3X3

诱导的大鼠
W9_&

增殖#其机制是由
Y:B,

介导的
Z&̂ 7

表达下调实现的,这

为进一步研究姜黄素防治
79

提供了一定的理论依据,
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