
!论
!!

著!

小檗碱对
S'

*

$

诱导血管平滑肌细胞增殖的影响#

王全华H

!陈加飞H

!王
!

平D

!吴
!

芹O

!蒋青松H

%

"

H0

重庆医科大学药理学教研室
!

CKKKHB

$

D0

重庆科瑞制药公司
!

CKKKBK

$

O0

遵义医学院药理教研室!贵州遵义
JBOKKO

%

!!

摘
!

要"目的
!

研究小檗碱"

[[U

%对血管紧张素
$

"

S'

*$

%诱导大鼠血管平滑肌细胞"

<̀2!%

%增殖的作用及机制'方法
!

体外培养大鼠胸主动脉
<̀2!%

!采用
[!S

法测细胞总蛋白含量和
2WW

法观察
<̀2!%

的增殖$

U$+;A-)=$UWA4!U

方法检测内

皮型一氧化氮合酶"

$>X<

%

=U>S

的表达$比色法和硝酸还原法分别检测细胞培养液中一氧化氮合酶"

>X<

%活性和一氧化氮

"

>X

%含量'结果
!

[[U

"

HK

(

OK

(

HKK

%

=";

#

/

%呈浓度依赖性地抑制
S'

*$

"

K0H'=";

#

/

%诱导的
<̀2!%

的增殖和蛋白含量的增

加"

,

&

K0KJ

%$并上调
S'

*$

所致
$>X<=U>S

表达的减少"

,

&

K0KJ

%!同时升高
S'

*$

降低的
>X<

活性和
>X

浓度"

,

&

K0KJ

%'

/A

精氨酸也有类似作用"

,

&

K0KJ

%!而
>1A

硝基
A/A

精氨酸甲酯可以抵消
[[U

和
/A

精氨酸的上述作用"

,

&

K0KJ

%'结论
!

[[U

可抑制
S'

*$

诱导的
<̀2!%

增殖!该作用可能与其激活
$>X<=U>S

的表达!增加
>X<

活性!促进
>X

释放有关'

关键词"小檗碱$血管平滑肌细胞$增殖$血管紧张素
$

$一氧化氮

(")

"

HK0OIBI

%

T

0)%%'0HBLHAPOCP0DKHD0DH0KKO

文献标识码"

S

文章编号"

HBLHAPOCP

"

DKHD

%

DHADHOHAKO

"#=*5*$&%

2

.88.)$9&85.%5.%*#.&#

-

%&0*8.%4$*&#&8N49)(04%9/&&$=/(9)0.).009*#'().'5

2

4#

1

*&$.#9*#

$

#

H%)

3

M;%)8;%

H

#

B8#)N.%

+

#.

H

#

H%)

3

,.)

3

D

#

H;M.)

O

#

N.%)

3

M.)

3

0*)

3

H

%

'

H!"#

$

%&'(#)'*

+

,8%&(%/*2*

34

#

B8*)

3C

.)

3

A#-./%25).6#&0.'

4

#

B8*)

3C

.)

3

CKKKHB

#

B8.)%

$

D!>#0#%&/8?)0'.';'#*

+

B8*)

3C

.)

3

O#&;.,8%&(%/

4

BP!

#

K@"

#

B8*)

3C

.)

3

CKKKBK

#

B8.)%

$

O!"#

$

%&'(#)'*

+

,8%&(%/*2*

34

#

G;)

4

.A#-./%2B*22#

3

#

#

G;)

4

.

#

<;.J8*;JBOKKO

#

B8.)%

(

I59$%4)$

"

L5

M

.)$*N.

!

W")'8$%-)

*

+-$-.$$55$6-%"5@$#@$#)'$"'-.$

&

#";)5$#+-)"'"58+%6,;+#%=""-.=,%6;$6$;;%

'

<̀2!%

(

)'A

(,6$(@

9

+'

*

)"-$'%)'

$

'

S'

*$

(#

+'($Z

&

;"#$-.$

&

"%%)@;$=$6.+')%=%#$;+-$(-"')-#)6"Z)($

'

>X

(

0H.$=&'9

!

4#)=+#

9

<̀2!%

F$#$6,;-,#$(@

9

-)%%,$$Z

&

;+'-=$-."(0!$;;

&

#";)5$#+-)"'F$#$=$+%,#$(@

9

2WW+'(-"-+;

&

#"-$)'6"'-$'-%+%%+

9

%-""@%$#8$-.$

$55$6-%"5@$#@$#)'$

'

HK

#

OK

#

HKK

%

=";

%

/

(

"' <̀2!%

&

#";)5$#+-)"')'(,6$(@

9

S'

*$

'

K0H'=";

%

/

(

0W.$$Z

&

#$%%)"'"5$'("-.$;)+;

>X%

9

'-.+%$

'

>X<

(

=U>S F+%($-$#=)'$(@

9

#$+;-)=$UWA4!U =$-."(0W.$>X<+6-)8)-

9

+'(>X6"'6$'-#+-)"')'6,;-,#$

=$()+F$#$+%%+

9

$(@

9

%

&

$6-#"

&

."-"=$-#

9

+'(')-#+-$#$(,6-)"'=$-."(%

#

#$%

&

$6-)8$;

9

0;.9(0$9

!

[$#@$#)'$#$=+#G+@;

9

)'.)@)-$(

<̀2!%

&

#";)5$#+-)"')'(,6$(@

9

S'

*$

)'+("%$A($

&

$'($'-=+''$#

'

,

&

K0KJ

(#

+'()'6#$+%$(-.$+6-)8)-

9

"5>X<+'(-.$6"'-$'-%

"5>X)'6,;-,#$(6$;;%

'

,

&

K0KJ

(

0R,#-.$#="#$

#

@$#@$#)'$,

&

A#$

*

,;+-$(-.$$Z

&

#$%%)"';$8$;"5$'("-.$;)+;>X<=U>S

'

,

&

K0KJ

(

0

/A+#

*

)')'$.+(+%)=);+#$55$6--"@$#@$#)'$

'

,

&

K0KJ

(

0>1A')-#"A/A+#

*

)')'$=$-.

9

;$%-$#

#

>X<)'.)@)-"#

#

6",;(+@";)%.+@"8$$55$6-%

"5@"-.@$#@$#)'$+'(/A+#

*

)')'$

'

,

&

K0KJ

(

0?&#)0(9*&#

!

[$#@$#)'$"@8)",%;

9

+--$',+-$(-.$6,;-,#$( <̀2!%

&

#";)5$#+-)"')'(,6$(

@

9

S'

*$

0W.$=$6.+')%=%+#$

#

+-;$+%-

&

+#-;

9

#

(,$-",

&

A#$

*

,;+-)'

*

-.$$Z

&

#$%%)"'"5$>X<

#

-.$')'6#$+%)'

*

>X<+6-)8)-

9

#

+'(

&

#"A

="-)'

*

-.$%

9

'-.$%)%+'(#$;$+%$"5>X0

O.

2

P&%'9

"

@$#@$#)'$

$

8+%6,;+#%=""-.=,%6;$6$;;%

$

&

#";)5$#+-)"'

$

+'

*

)"-$'%)'

$

$

')-#)6"Z)($

!!

血管平滑肌细胞'

8+%6,;+#%=""-.=,%6;$6$;;%

#

<̀2!%

(

异常增殖是许多血管增殖性疾病如高血压+冠心病+动脉粥样

硬化和血管成形术后再狭窄的共同病理基础,

HAD

-

&抑制

<̀2!%

的异常增殖是治疗血管增生性疾病的根本途径&黄连

是中国传统中药#具有0清热燥湿#泻火解毒1的功效#对心血管

系统有重要作用&小檗碱'

@$#@$#)'$

#

[[U

(是其主要有效成

分#近年发现
[[U

具有抗动脉粥样硬化的药理作用,
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#但其机

制尚未完全明了&血管紧张素
$
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(是血

管紧张素
"
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末端的六肽片段#也是肾素
A

血管紧张素系统的

重要活性物质之一#在
<̀2!%

的异常增殖中亦有重要作

用,

C

-

&那么#对于
S'

*$

诱导的
<̀2!%

增殖#

[[U

会产生什

么样的影响. 本实验利用大鼠
<̀2!%

离体培养模型首次进

行了研究&
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材料与方法
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血管平滑肌细胞培养与分组
!

参考徐正云等,
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-贴块法

进行&实验所用
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均为第
O

&

P

代传代细胞&分为
B

组#'

H

(对照组"加入等体积含
HK\
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(
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2WW

法检测
<̀2!%

增殖作用
!

在
IB

孔板中以
Jh

HK

O 细胞%孔的密度铺板&

LK\

&

PK\

融合后#用无血清

32E2

同步化
DC.

#更换含
HK\

血清
32E2

#同时加入不同

试药
CP.

后#每孔加入
2WW

'

J

*

%

/

(

HK

%

/

孵育
C.

#弃上清

液#每孔加
32<XHKK

%

/

#震荡混合
HK=)'

#在酶标仪上测定

CIK'=

波长的吸光度'

S

CIK

(&实验重复
B

次&

!0+0:

!

细胞总蛋白含量测定
!

细胞密度为
JhHK

C 个%
=/

#接

种于
DC

孔板#加入
UQ4S

裂解缓冲液#冰浴条件下超声破碎细

胞#

HK%hO

次$

Ci

#

HDKKKh

*

离心
DK=)'

#取上清液按
[!S

蛋白检测试剂盒说明书操作&重复
B

次&

!0+0E

!
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测定了内皮型
>X<

'
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>X<

#

$>X<

(

=U>S

表达
!

细胞密度为
JhHK

C 个%
=/

#接种于

DJ=/

培养瓶中&

W#)V";

提取
U>S

#按照两步法进行逆转录
A

聚合酶链反应'反应条件"第
H

步#

IJ i h O=)'

$第
D

步#

IJihHK%

#退火温度均为
BKi hCJ%

#循环
CK

次(&以
(

A

+6-)'

为内参#用相对定量法计算
$>X<=U>S

的表达&每组

重复
C

次&引物序列#
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#
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(
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#

%$'%$

"

JbA11!!SS!!1W1SSSS1SW

1SAOb

#
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"

JbA!S1!!W 11S W11!WS !1W S!SA
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#引物由宝生物工程'大连(有限公司合成&
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!

>X<

活性及
>X

含量测定
!

JhHK

C 细胞%孔接种于
DC

孔板中#取培养细胞上清液#用
LDH

分光光度计测定
JOK'=

波

长吸光度#按照试剂盒说明书操作#计算
>X<

活性$或用酶标

仪测定
JCK'=

波长吸光度#按照试剂盒说明书作并计算
>X

含量&

!0:

!

统计学处理
!

采用
<4<<HH0K

统计软件进行统计学处

理#计量资料以
Lg0

表示#多组间两两比较采用单因素方差分

析#以
,

&

K0KJ

为差异有统计学意义&

+

!

结
!!

果

+0!

!

[[U

对
<̀2!%

增殖的影响
!

与对照组相比#

S'

* $

K0H'=";

%

/

具有明显的促进
<̀2!%

增殖的作用#其
S

CIK

与蛋

白含量分别增加了
HC0O\

和
HC0K\

'

,

&

K0KH

(&

[[U

'

HK

+

OK

+

HKK

%

=";

%

/

(呈浓度依赖性抑制
S'

*$

诱导的
<̀2!%

增

殖#使
S

CIK

分别降低了
B0P\

+

HD0D\

和
HI0C\

'

,

&

K0KH

($蛋

白含量分别降低了
O0D\

+

I0P\

和
HI0B\

'

,

&

K0KH

(&见表

H

&

>X

供体
/A

精氨酸'

H==";

%

/

(也可以抑制
S'

*$

诱导的

<̀2!%

增殖#

S

CIK

与蛋白含量分别降低了
O0P\

和
HP0H\

'

,

&

K0KH

(&

>X<

抑制剂
/A>S2E

'

H==";

%

/

(可以抵消
[[U

与

/A

精氨酸的作用'

,

&

K0KJ

(&见图
H

&

+0+

!

[[U

对
<̀2!%

中
$>X<=U>S

表达的影响
!

正常

<̀2!%

中
$>X<=U>S

表达较高#

S'

*$

使其明显降低'

,

&

K0KH

(&

[[UOK

%

=";

%

/

明显改善
S'

* $

的作用#使
$>X<

=U>S

表达增加了
HIJ0D\

'

,

&

K0KH

(&

/A

精氨酸亦可上调

S'

*$

降低的
$>X<=U>S

表达'

,

&

K0KJ

(&

/A>S2E

可以

取消
[[U

和
/A

精氨酸的作用'

,

&

K0KJ

(&见图
D

&

表
H

!!

[[U

对
S'

*$

诱导大鼠
<̀2!%

增殖的抑制

!!!

作用$

Lg0

&

)]B

%

组别
S

CIK

总蛋白水平

'

%

*

%

%

/

(

对照组
K0DCCgK0KHK K0OCIgK0KBB

S'

*$

K0H'=";

%

/

组
K0DLIgK0KKL

)

K0OIPgK0KLJ

)

[[UHK

%

=";

%

/aS'

*$

K0H'=";

%

/

组
K0DBKgK0KKC

#

K0OPJgK0KBB

[[UOK

%

=";

%

/aS'

*$

K0H'=";

%

/

组
K0DCJgK0KHK

#

K0OJIgK0KBP

#

[[UHKK

%

=";

%

/aS'

*$

K0H'=";

%

/

组
K0DDJgK0KHC

#

K0ODKgK0KJO

#

!!

)

"

,

&

K0KH

#与对照组比较$

#

"

,

&

K0KH

#与
S'

*$

组比较&

!!

)

"

,

&

K0KH

与对照组比较$

#

"

,

&

K0KH

#与
S'

*$

组比较$

'

"

,

&

K0KJ

#与
/A

精氨酸
a S'

*$

组比较$

(

"

,

&

K0KJ

#与
[[Ua S'

*$

组比较&

图
H

!!

/A>S2E

对
[[U

抑制
S'

*$

诱导大鼠
<̀2!%

增殖

的影响$

Lg0

&

)]B

%

!!

))

"

,

&

K0KH

#与对照组比较$

##

"

,

&

K0KH

#

#

"

,

&

K0KJ

#与
S'

*

$

组比较$

'

"

,

&

K0KJ

#与
/A
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的影响$
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))
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%

=";

%
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%
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#
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#
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=";

%
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[[U

对
S'

*$

诱导
<̀2!%

中
>X<

活性及
>X

含量的

影响
!

S'

*$

明显降低细胞上清液中
>X<

活性和
>X

含量#

使其分别降低了
CJ0B\

和
DB0J\

'

,

&

K0KH

(#

[[U

使之明显

增加'

,

&

K0KJ

(#以
OK

%

=";

%

/

作用最强#二者分别增加了

BP0H\

'

,

&

K0KH

(和
OJ0K\

'

,

&

K0KH

(&见表
D

&

/A

精氨酸的

作用与
[[U

相似#也使
>X<

活性及
>X

含量分别提高了
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和
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/A>S2E

亦可以抵消
[[U

与

/A

精氨酸的上述作用'
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&

K0KJ

(&见图
O
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/A>S2E

对
[[U

增加
S'

*$

诱导大鼠
<̀2!%

>X<

活性和
>X

含量的影响$

Lg0
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)]B
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!

讨
!!

论

<̀2!%

增生是心脑血管疾病发生和发展的病理学基础#

对其研究一直是相关领域的热点&

S'

*$

作为肾素
A

血管紧张

素系统的一员#在心血管系统的病理生理过程中也有重要影

响,

B

-

#但目前的研究主要集中在血管紧张素
"

的作用方面&本

研究结果显示#

S'

* $

在纳摩尔水平'

K0H'=";

%

/

(可刺激

<̀2!%

数量增多#总蛋白含量升高&与
U,)VAX#-$

*

+

等,

B

-的报

道一致#提示
S'

*$

亦是一个促进
<̀2!%

增殖的独立因素&

研究已经证实,

LAP

-

#中国传统医学对于很多慢性疾病具有

独特的治疗作用#现已经有很多中药活性成分应用于临床&

[[U

是目前临床常用的一个毒性较低的中药单体#在毛茛科

植物黄连+芸香科植物黄檗+小檗科植物小檗中含量较高&最

近的研究证明#

[[U

对心血管疾病具有良好的改善作用#包括

抗心肌缺血+降血压+降血糖+降低胆固醇以及抗动脉粥样硬化

等,

O

#

I

-

&已有研究证明#

[[U

可能通过
S24?

%

&

JO

%

&

DH

及

EU?

等通路的作用#抑制
<̀2!%

处于
1

K

期#从而抑制

<̀2!%

的增殖,

OAC

#

HK

-

&本研究显示#

[[U

能够浓度依赖地抑制

S'

*$

诱导的
<̀2!%

细胞数量增多和总蛋白升高#提示
[[U

具有抗
S'

*$

诱导
<̀2!%

增殖的作用&但在此过程中#是否

还有别的因子参与. 本实验进行了进一步研究&

在心血管疾病的发生+发展过程中#

>X

是一个重要的参

与因子&现已证明,

HH

-

#

>X

具有调节血压+抑制血小板聚集+抑

制白细胞黏附和抑制
<̀2!%

增殖等作用&许多研究证实#

[[U

的心血管作用与其活化
$>X<

#促进
>X

的释放有

关,

HDAHC

-

&但
$>X<A>X

信号通路的激活是否也参与了
[[U

的

抗
S'

*$

诱导
<̀2!%

增殖作用#目前尚不清楚&本研究结果

显示#

S'

*$

诱导
<̀2!%

增殖的同时#

$>X<=U>S

表达明

显下调#

>X<

活性降低#

>X

含量减少&与
>X

供体
/A

精氨酸

的作用相似#

[[U

抗
S'

*$

诱导
<̀2!%

增殖的同时#明显上

调
$>X<=U>S

的表达#提高
>X<

活性#增加
>X

的释放&

>X<

抑制剂
/A>S2E

可阻断
/A

精氨酸和
[[U

的上述作用&

这些结果提示#促进
>X

释放增加可能是
[[U

抑制
S'

*$

诱

导
<̀2!%

增殖的机制之一&

综上所述#

[[U

具有抗
S'

*$

诱导的
<̀2!%

增殖的作

用$该作用的产生可能与其上调
$>X<A>X

信号通路#最终使

>X

释放增加有关&
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