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６姜酚降低血管紧张素Ⅱ诱导的血管平滑肌细胞衰老的机制研究
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　　摘　要：目的　探讨６姜酚对血管平滑肌细胞（ＶＳＭＣｓ）病理衰老的影响及机制。方法　培养的ＶＳＭＣｓ细胞，给予血管紧张

素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）刺激及６姜酚干预，采用β半乳糖苷酶染色检测细胞衰老变化，流式细胞术检测细胞周期分布，蛋白免疫印迹法

（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测ｍＴＯＲ蛋白表达及其底物Ｐ７０Ｓ６Ｋ磷酸化水平。结果　ＡｎｇⅡ显著增加 ＶＳＭＣｓ的β半乳糖苷酶染色率、

Ｇ０／Ｇ１ 期停滞、ｍＴＯＲ蛋白表达及Ｐ７０Ｓ６Ｋ磷酸化，而６姜酚能显著干预上述 ＡｎｇⅡ诱导的细胞衰老表型及相关信号分子变

化。结论　６姜酚可能通过抑制ｍＴＯＲ／Ｐ７０Ｓ６Ｋ降低ＡｎｇⅡ诱导的ＶＳＭＣｓ衰老。
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　　细胞衰老是不可逆的细胞周期停滞伴随表型的改变，呈现

特征性的衰老表型，包括细胞增大、扁平等细胞形态改变、衰老

相关的β半乳糖苷酶活性增加
［１］等。细胞衰老不仅仅是生理

上促进组织、器官及机体的衰老，还具有促进衰老相关疾病的

发生发展。因此，靶向抑制细胞衰老可能是衰老相关疾病防治

的有效新策略［２３］。细胞衰老与坏死一样是不可逆过程，有效

降低其衰老是关键。目前，认为一些酚类物质治疗可能有效，

６姜酚是一种生姜中的多酚复合物，具有抗炎、抗氧化、抗肿瘤

的多重保护效应［４５］，且中国有饮生姜水祛老年斑（皮肤衰老表

现）的民间验方。血管紧张素Ⅱ（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ，ＡｎｇⅡ）是高

血压、冠心病等衰老相关性血管疾病发生发展的重要病理因

素，有研究显示ＡｎｇⅡ能通过ＡＴ１受体介导血管平滑肌细胞

（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＶＳＭＣｓ）衰老
［６］，作者实验证明

ｍＴＯＲ参与ＡｎｇⅡ 诱导的 ＶＳＭＣｓ衰老。在本试验中，作者

以ＡｎｇⅡ作为ＶＳＭＣｓ衰老诱导剂，探讨６姜酚对 ＡｎｇⅡ介

导ＶＳＭＣｓ衰老的干预作用及其机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物　体质量１２０～１５０ｇ的雄性ＳＤ大鼠，由江苏

大学动物实验中心提供。

１．２　药物与试剂　ＤＭＥＭ培养基及胰蛋白酶（Ｇｉｂｃｏ，美国），

南美胎牛血清（ＨｙＣｌｏｎｅ，美国），ＡｎｇⅡ（Ｔｏｃｒｉｓ，美国），６姜酚

（Ｍｅｒｃｋ，德国），细胞衰老相关的β半乳糖苷酶检测试剂盒（碧

云天，中国），ＲＮａｓｅＡ、碘化丙啶（Ａｍｒｅｓｃｏ，美国），兔单克隆

ｍＴＯＲ抗体、磷酸化Ｐ７０Ｓ６Ｋ抗体（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌＴｅｃｈｎｉｑｕｅ，美国）

及辣根过氧化物酶标记山羊抗兔ＩｇＧ（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌＴｅｃｈｎｉｑｕｅ，美

国），山羊多克隆ＡＴ１抗体及辣根过氧化物酶标记驴抗山羊ＩｇＧ

（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，美国），超敏ＥＣＬ显色试剂盒（Ｐｉｅｒｃｅ，美国）。

１．３　方法

１．３．１　大鼠主动脉 ＶＳＭＣｓ的分离培养及处理　取体质量

１２０～１５０ｇ的雄性ＳＤ大鼠，断头处死，无菌条件下取胸主动

脉，纵向剪开，剥离血管外膜及内膜，中膜剪成１～３ｍｍ大小

组织块，采用组织块贴壁法培养 ＶＳＭＣｓ，用含１０％胎牛血清

的ＤＭＥＭ培养基，３７℃、５％ＣＯ２、１００％湿度的标准条件下培

养细胞，获得纯度９０％以上的 ＶＳＭＣｓ（免疫细胞化学抗α

ＳＭＡ染色）。第３～８代的细胞用于实验，给予 ＡｎｇⅡ处理细

胞（ＡｎｇⅡ组），或以６姜酚预处理细胞１ｈ，再给予 ＡｎｇⅡ处

理（６姜酚组）。然后进行细胞衰老相关的β半乳糖苷酶染色

检测细胞衰老，流式细胞术分析细胞周期，或提取蛋白进行蛋

白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）分析蛋白表达。

１．３．２　β半乳糖苷酶染色　按试剂说明书的步骤进行，经处

理４８ｈ的６孔板中培养的细胞，吸除细胞培养液，ＰＢＳ洗１

次，加１ｍＬβ半乳糖苷酶染色固定液，室温固定１５ｍｉｎ，ＰＢＳ

洗３次。每孔加１ｍＬ染色工作液，３７℃孵育过夜，相差纤维镜

下（×４００）观察并摄片。分别选择８～１０个视野，计数衰老和正

常细胞数（共计数１００个），计算衰老阳性率［衰老细胞阳性率

（％）＝衰老阳性细胞数／１００个细胞×１００％］。
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１．３．３　流式细胞术检测细胞周期变化　细胞以２×１０
４ 个密

度接种于６孔板，培养２４ｈ，用药物处理到设定的时间，以

０．２５％胰蛋白酶消化收集细胞，１０００×ｇ离心５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤

３次，５００μＬ预冷的７０％乙醇４℃过夜固定。ＰＢＳ洗涤２次，

１００μＬ的ＰＢＳ重悬细胞，加入ＲＮａｓｅＡ（终浓度１００μｇ／ｍＬ），

３７℃孵育３０ｍｉｎ，加入碘化丙啶染色液（终浓度５０μｇ／ｍＬ），

常温避光染色１ｈ，２００目滤网过滤，流式细胞仪（美国ＢＤ公司

ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ）检测分析细胞周期变化。

１．３．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　收集各组细胞，加入冰冷细胞裂

解液１００μＬ（５倍细胞球体积），静置３０ｍｉｎ，超声粉碎４次，

１３０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，提取总蛋白并用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测蛋白

浓度，４０μｇ蛋白上样行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳

（ＳＤＳＰＡＧＥ），再将蛋白质转移到硝酸纤维素膜上，５％脱脂奶

粉室温封闭２ｈ，加一抗４℃过夜。二抗室温孵育１ｈ，ＥＣＬ化

学发光显色后凝胶成像仪（ＢｉｏＲａｄ公司，美国）捕获图像。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计分析，计数

资料以率（％）表示，组间率的比较采用χ
２ 检验；计量资料以

狓±狊表示，多组间均数的比较采用单因素方差分析，两两比较

采用ＬＳＤ方法，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　６姜酚降低ＡｎｇⅡ诱导的 ＶＳＭＣｓ衰老　β半乳糖苷酶

活性被证明是衰老细胞的一个特征性的生物标志物［７］。作者

以１×１０－６ｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ处理细胞４８ｈ，β半乳糖苷酶染色结

果显示：未经刺激的细胞偶见染色阳性细胞，ＡｎｇⅡ刺激后染

色阳性细胞数量及染色程度显著增加，与 ＡｎｇⅡ刺激的细胞

相比较，６姜酚预处理的细胞β半乳糖苷酶染色阳性细胞数量

及染色程度均随６姜酚浓度升高而显著降低，见图１，表１。表

明６姜酚可以保护ＶＳＭＣｓ抵抗 ＡｎｇⅡ诱导的细胞衰老。以

下的机制探讨中均以终浓度１×１０－５ ｍｏｌ／Ｌ的６姜酚作为干

预条件。

　　Ａ：对照组（不作任何处理）；Ｂ：ＡｎｇⅡ（１×１０－６ｍｏｌ／Ｌ）组；Ｃ：６姜酚（１×１０－６ｍｏｌ／Ｌ）组；Ｄ：６姜酚（１×１０－５ｍｏｌ／Ｌ）组，衰老细胞染色阳性

呈蓝色。

图１　　β半乳糖苷酶染色结果（ＸＧａｌ法，×４００）

表１　　不同浓度ＡｎｇⅡ 对ＶＳＭＣｓ衰老的影响（狀＝３）

组别
药物浓度（ｍｏｌ／Ｌ）

ＡｎｇⅡ ６姜酚

细胞衰老率

（％）

对照组 － － ０

ＡｎｇⅡ组 １０－６ － ６４．０ａ

６姜酚组

　浓度１组 １０－６ １０－６ ３９．０ｂ

　浓度２组 １０－６ １０－５ １０．０ｂ

　　ａ：犘＜０．０１，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０１，与ＡｎｇⅡ组比较；－：此项

无数据。

２．２　６姜酚对ＡｎｇⅡ处理的ＶＳＭＣｓ细胞周期的影响　细胞

周期停滞是衰老细胞的一个显著特征，ＶＳＭＣｓ经 Ａｎｇ Ⅱ

（１０－６ｍｏｌ／Ｌ）处理４８ｈ后 Ｇ０／Ｇ１ 期停滞的细胞由对照的

６０．７７％上调至８２．５０％，而Ｓ期则由１４．２３％降至６．３５％，显

著低于对照组（犘＜０．０５）；６姜酚（１０－５ ｍｏｌ／Ｌ）干预后则

Ｇ０／Ｇ１期细胞下调至６３．４０％，Ｓ期上调至１１．２２％，见图２。

２．３　６姜酚对ＡＴ１受体表达的影响　有研究证明 ＡｎｇⅡ通

过其 ＡＴ１受体介导细胞衰老，本实验显示 Ａｎｇ Ⅱ（１０
－６

ｍｏｌ／Ｌ）刺激的细胞 ＡＴ１表达上调，６姜酚（１０－５ ｍｏｌ／Ｌ）预处

理未影响ＡｎｇⅡ诱导的ＡＴ１蛋白表达。６姜酚处理对正常培

养的细胞ＡＴ１表达水平亦无显著影响，见图３。

　　Ａ：对照组；Ｂ：ＡｎｇⅡ组；Ｃ：６姜酚组。

图２　　６姜酚对ＡｎｇⅡ处理的ＶＳＭＣｓ细胞周期的影响
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　　＋：ＡｎｇⅡ诱导或６姜酚干预；－：无 ＡｎｇⅡ诱导或无６姜酚

干预。

图３　　６姜酚对ＡｎｇⅡ诱导的ＡＴ１受体蛋白表达的影响

２．４　６姜酚对 ｍＴＯＲ蛋白表达及底物Ｐ７０Ｓ６Ｋ磷酸化水平

的影响　单独６姜酚处理的细胞与对照细胞比较，ｍＴＯＲ表

达及Ｐ７０Ｓ６Ｋ磷酸化水平差异无统计学意义（犘＞０．０５）；但与

单独 Ａｎｇ Ⅱ （１０－６ ｍｏｌ／Ｌ）刺 激 的 细 胞 比 较，６姜 酚

（１０－５ｍｏｌ／Ｌ）预处理的细胞ｍＴＯＲ表达水平则显著降低（犘＜

０．０５）；ＡｎｇⅡ刺激而升高的Ｐ７０Ｓ６Ｋ磷酸化水平显著回落，见

图４。

　　＋：ＡｎｇⅡ诱导或６姜酚干预；－：无 ＡｎｇⅡ诱导或无６姜酚

干预。

图４　　６姜酚预处理对ＡｎｇⅡ诱导的ｍＴＯＲ蛋白表达及

Ｐ７０Ｓ６Ｋ蛋白磷酸化水平的影响

３　讨　　论

生姜具有抗炎、抗氧化及抗肿瘤作用，６姜酚是生姜的主

要活性成分之一，是一种多酚复合物；体外细胞及动物实验显

示６姜酚除有抗炎、抗氧化效应，还具有抗血小板、降脂、降压

等多重心血管损伤保护作用［８］。本研究利用 ＡｎｇⅡ诱导的

ＶＳＭＣｓ衰老模型显示６姜酚能显著抑制模型细胞的衰老样

表型改变（图１），表明６姜酚可保护ＶＳＭＣｓ抵抗ＡｎｇⅡ诱导

的细胞衰老，这利于ＶＳＭＣｓ保持正常的细胞功能进而维持血

管稳态。ＡｎｇⅡ通过 ＡＴ１受体介导 ＶＳＭＣｓ衰老
［６］，而本研

究６姜酚处理对ＡｎｇⅡ诱导的 ＡＴ１受体表达并无显著影响

（图３），提示６姜酚降低ＡｎｇⅡ诱导的ＶＳＭＣｓ衰老可能不依

赖于ＡＴ１受体，而是作用于受体后信号分子。ｍＴＯＲ作为细

胞生长代谢中的一个中心控制者［９］，除可通过磷酸化使其下游

底物活化而调节细胞代谢、生长及存活等，还可调节一些细胞

型的衰老过程［１０１１］，是衰老相关疾病治疗的潜在靶点［１２］。本

研究结果显示６姜酚可以显著抑制 ＡｎｇⅡ诱导的 ｍＴＯＲ升

高（图４）及底物Ｐ７０Ｓ６Ｋ磷酸化，提示抑制 ｍＴＯＲ／Ｐ７０Ｓ６Ｋ

途径可能是６姜酚保护ＶＳＭＣｓ抵抗 ＡｎｇⅡ诱导的细胞衰老

的机制之一。该结果与最近报道的ｍＴＯＲ抑制剂雷帕霉素抵

抗某些细胞或动物衰老的结果一致［１３１５］，提示６姜酚可能有

一定的类雷帕霉素的抗衰老作用。生姜是中国人民普遍使用

的调味食物，价廉而又不良反应少，易于推广使用，这为衰老相

关心血管疾病的防治提供了一个非常有益的提示。当然本实

验探讨了生姜主要活性成分之一的６姜酚对体外 ＶＳＭＣｓ衰

老的影响，进一步深入研究生姜及其主要成分对血管细胞衰老

的影响及在体内效果可能会发掘出生姜这一食用植物对血管

衰老的确切防治作用，并产生意想不到的现实意义。

总之，本研究就６姜酚在ＶＳＭＣｓ衰老的作用进行了初步

研究，结果显示６姜酚可降低 ＡｎｇⅡ诱导的 ＶＳＭＣｓ衰老，该

作用可能部分是通过抑制 ｍＴＯＲ／Ｐ７０Ｓ６Ｋ而实现，６姜酚的

这一作用为衰老相关的心血管疾病的防治提供了新的思路。
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