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氨氯地平经核因子 资B 下调氧化型低密度脂蛋白诱导的
人脐静脉内皮细胞血小板源生长因子 B 的表达

卢 琼1,2, 何 谨1,3, 周志刚1,3, 孟 军1,3, 涂 剑4, 涂玉林1

(南华大学 1. 医学院, 3. 附属第一医院, 4. 药物药理研究所, 湖南省衡阳市 421001;
2. 怀化医学高等专科学校, 湖南省怀化市 418000)

[关键词] 摇 氨氯地平;摇 氧化型低密度脂蛋白;摇 人脐静脉内皮细胞;摇 核因子 资B;摇 血小板源生长因子 B
[摘摇 要] 摇 目的摇 观察氨氯地平对氧化型低密度脂蛋白(ox鄄LDL)诱导的人脐静脉内皮细胞(HUVEC鄄12)中血小板

源生长因子 B(PDGF鄄B)和核因子 资B (NF鄄资B)表达的影响,通过氨氯地平对 ox鄄LDL / NF鄄资B / PDGF鄄B 的影响,进一步

探讨氨氯地平相关的作用机制。 方法摇 不同浓度氨氯地平(0、0. 1、1. 0、10. 0 滋mol / L)预先处理细胞 0. 5 h 后加入 50
mg / L ox鄄LDL 共同孵育 24 h,RT鄄PCR 和 Western Blot 检测细胞内 PDGF鄄B 的表达及 NF鄄资B 的蛋白表达;进一步通过

NF鄄资B 抑制剂吡咯烷二硫代氨基甲酸盐(PDTC)的加入,RT鄄PCR 和 Western blot 观察其对 PDGF鄄B 及 NF鄄资B 表达的

影响。 结果摇 随着氨氯地平处理浓度的增加,HUVEC鄄12 中 PDGF鄄B 的 mRNA 和蛋白表达,以及 NF鄄资B 的蛋白表达

均明显下调,NF鄄资B 抑制剂 PDTC 既可降低 NF鄄资B 的蛋白表达,也可下调 PDGF鄄B 的表达,作用与 10. 0 滋mol / L 氨氯

地平组的结果相近。 结论摇 氨氯地平可通过 NF鄄资B 下调 ox鄄LDL 诱导的 HUVEC鄄12 中 PDGF鄄B 的表达。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim 摇 To observe the effect of Amlodipine on the expression of platelet鄄derived growth factor鄄B
(PDGF鄄B) and nuclear factor鄄资B (NF鄄资B) in human umbilical vein endothelial cell (HUVEC鄄12) induced by oxidized
low density lipoprotein (ox鄄LDL), further to explore the related mechanism of Amlodipine through its role on ox鄄LDL / NF鄄
资B / PDGF鄄B. 摇 摇 Methods摇 After pretreated with different concentration (0, 0郾 1, 1郾 0, 10郾 0 滋mol / L) of Amlodipine for
0郾 5 h and treated with 50 mg / L ox鄄LDL for 24 h, the expressions of PDGF鄄B and NF鄄资B protein were respectively detected
by reverse transcription鄄polymerase chain reaction (RT鄄PCR) and Western Blot. 摇 Then, Pyrrolidinedithiocarbamic acid,
ammonium salt(PDTC), a kind of NF鄄资B inhibitor was added, and RT鄄PCR and Western Blot were used to detect the ex鄄
pression of PDGF鄄B and NF鄄资B. 摇 摇 Results摇 With the increasing concentration of Amlodipine, the PDGF鄄B and NF鄄资B
protein expressions were all down鄄regulated obviously. 摇 PDTC not only down鄄regulated the NF鄄资B protein expression, but
also the PDGF鄄B expression, as effectively as 10郾 0 滋mol / L Amlodipin group. 摇 摇 Conclusion摇 Amlodipine can down鄄reg鄄
ulate the PDGF鄄B expression in HUVEC鄄12 induced by ox鄄LDL through NF鄄资B.

摇 摇 氨氯地平(Amlodipine)属第三代钙通道阻滞 剂。 近年来,其降压以外的多效作用如抗动脉粥样
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硬化(atherosclerosis,As)作用尤为受到重视。 研究资

料显示[1鄄5],其抗 As 作用可能与改善内皮功能、抗氧

化应激、抗炎、抑制血管平滑肌细胞增殖与迁移等有

关,但具体机制尚未阐明。 本课题组的前期研究已发

现[6],氨氯地平可下调氧化型低密度脂蛋白(oxidized
low density lipoprotein,ox鄄LDL)诱导的人脐静脉内皮

细胞(human umbilical vein endothelial cell,HUVEC鄄
12)中血小板源生长因子 B(platelet鄄derived growth
factor鄄B, PDGF鄄B) mRNA 的 表 达。 大 量 研 究 发

现[7,8],PDGF鄄B 是 As 形成过程中血管内皮细胞、单
核巨噬细胞和血管平滑肌细胞(vascular smooth mus鄄
cle cells,VSMC)等之间相互作用的介质,在 As 形成

中有重要意义。 而氨氯地平如何下调 PDGF鄄B 表达

的机制未见报道。 有文献报道[9,10],在 As 斑块中的

内皮细胞、巨噬细胞及 VSMC 中均可检测到核因子

资B (nuclear factor鄄资B,NF鄄资B),NF鄄资B 被激活后可诱

导参与调控 As 有关的基因,其中包括 PDGF 等。 本

实验旨在通过 ox鄄LDL / NF鄄资B / PDGF鄄B 这一信号传导

途径探讨氨氯地平抗 As 的作用机制。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 细胞及主要试剂

摇 摇 HUVEC鄄12 购自中国科学院上海研究所细胞

库,原料药氨氯地平粉剂由扬子江药业惠赠。 兔抗

NF鄄资B 一抗、RIPA 裂解液购自碧云天生物技术研究

所,兔抗 茁鄄actin 一抗购自北京博奥森生物技术有限

公司,兔抗 PDGF鄄B、辣根过氧化物酶标记的山羊抗

兔二抗购自武汉博士德生物工程有限公司。
1郾 2摇 细胞分组

为检测不同浓度氨氯地平对 HUVEC鄄12 PDGF鄄
B 和 NF鄄资B 蛋白表达的影响,将实验分为对照组和

不同浓度(0、0郾 1、1郾 0 和 10郾 0 滋mol / L)氨氯地平组

(分别用 0、0郾 1、1郾 0、10郾 0 滋mol / L 氨氯地平预先处

理细胞 0郾 5 h 后加入 50 mg / L ox鄄LDL 共同孵育 24
h)。 为观察 NF鄄资B 抑制剂 PDTC 对 PDGF鄄B 和 NF鄄
资B 表达的影响,将实验分 6 组:淤对照组:培养基孵

育 24 h;于ox鄄LDL 组:50 mg / L ox鄄LDL 孵育 24 h;盂
ox鄄LDL + PDTC 组:20 滋mol / L PDTC 预孵育细胞

30 min 后加 50 mg / L ox鄄LDL 共孵育 24 h;榆PDTC
组:20 滋mol / L PDTC 孵育 24 h;虞ox鄄LDL + 氨氯地

平组:10郾 0 滋mol / L 氨氯地平预孵育细胞 30 min 后

加 50 mg / L ox鄄LDL 共孵育 24 h;愚氨氯地平组:
10郾 0 滋mol / L 氨氯地平孵育 24 h。

1郾 3摇 RT鄄PCR 检测 PDGF鄄B mRNA 的表达

PDGF鄄B 引 物 为 上 游 5忆鄄ATCGCCGAGT
GCAAGACGCG鄄3忆,下游 5忆鄄AAGCACCATTGGCCGTC鄄
CGA鄄3忆,PCR 产物长度为 586 bp,反应条件为 95益预

变性 5 min,95益变性 0郾 5 min,60益退火 1 min,72益
延伸 1 min,30 个循环,72益终延伸 5 min。 内参 GAP鄄
DH 引物序列为上游 5爷鄄TGATGACATCAAGAAGGTG鄄
GTGAAG鄄3爷,下游 5爷鄄TCCTTGGAGGCCA TGTGGGC鄄
CAT鄄3爷,产物长度为 240 bp,反应条件为 94益预变性

5 min,94益变性 1 min,55益退火 1 min,72益延伸 0郾 5
min,35 个循环,72益终延伸 5 min。
1郾 4摇 Western Blot 检测 PDGF鄄B、NF鄄资B 的蛋白表达

收集各组细胞,按 1颐 50 比例添加苯甲基磺酰氟

(PMSF) 于 RIPA 裂解液,裂解细胞,经 BCA 法蛋白

定量,上样缓冲液调各组蛋白量一致,100益煮沸 5 ~
10 min 使蛋白变性。 电泳、转膜至 PDVF 膜上,预染

蛋白 Marker 确定蛋白分子量标准。 5%脱脂牛奶室

温封闭 1 h 后,加入一抗,4益孵育过夜,洗膜后加入

辣根过氧化物酶标记的二抗,室温孵育 1 h;洗膜后激

发荧光,显示于 X 光片,显影、定影后进行图像分析。
1郾 5摇 统计学处理

所得数据采用x 依 s 表示,组间比较采用方差分

析及 t 检验,由 SPSS12郾 0 统计软件完成,P < 0郾 05
为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 氨氯地平对 ox鄄LDL 诱导的 HUVEC鄄12 中

PDGF鄄B 表达的影响

RT鄄PCR(结果见前期研究[6] ) 和 Western Blot
检测结果均显示,随着氨氯地平浓度增加,细胞

PDGF鄄B mRNA 和蛋白的表达均逐渐减少,且呈现

浓度依赖性,当浓度为 10郾 0 滋mol / L 时作用更明显

(图 1 和表 1)。

图 1. Western Blot 检测不同浓度氨氯地平对 HUVEC鄄12 中

PDGF鄄B 蛋白表达的影响摇 摇 1 为对照组,2 为0 滋mol / L 氨氯地平

组(ox鄄LDL 组),3 ~5 依次为 0郾 1、1郾 0 和 10郾 0 滋mol / L 氨氯地平组。

Figure 1. Effect of different concentration of Amlidipine on
the PDGF鄄B protein expression in HUVEC鄄12 detected by
Western Blot
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2郾 2摇 氨氯地平对 ox鄄LDL 诱导的 HUVEC鄄12 细胞

NF鄄资B 表达的影响

随着氨氯地平浓度增加,细胞 NF鄄资B 蛋白的表

达逐渐减少,并呈现浓度依赖性,当氨氯地平浓度

为 10郾 0 滋mol / L 时作用更明显(图 2 和表 1)。

图 2. Western Blot 检测不同浓度氨氯地平对 HUVEC鄄12 中

NF鄄资B 蛋白表达的影响摇 摇 1 为对照组,2 为 0 滋mol / L 氨氯地平

组(ox鄄LDL 组),3 ~ 5 依次为 0郾 1、1郾 0 和 10郾 0 滋mol / L 氨氯地平组。

Figure 2. Effect of different concentration of Amlodipine on
the NF鄄资B protein expression in HUVEC鄄12 detected by
Western Blot

表 1. 不同浓度氨氯地平对 HUVEC鄄12 中 PDGF鄄B 和 NF鄄资B
蛋白表达的影响(n = 3)
Table 1. Effect of different concentration of Amlidipine on
the PDGF鄄B and NF鄄资B protein expression in HUVEC鄄12

分摇 组 PDGF鄄B 蛋白 NF鄄资B 蛋白

对照组 21郾 8% 依1郾 4% 15郾 8% 依1郾 2%
0 滋mol / L 氨氯地平组 68郾 9% 依4郾 2% a 72郾 1% 依5郾 6% a

0郾 1 滋mol / L 氨氯地平组 60郾 2% 依3郾 1% 68郾 6% 依2郾 3%
1郾 0 滋mol / L 氨氯地平组 48郾 1% 依2郾 5% b 49郾 5% 依2郾 1% b

10郾 0 滋mol / L 氨氯地平组 35郾 6% 依1郾 3% b 34郾 6% 依1郾 6% b

a 为 P < 0郾 05,与对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与 0 滋mol / L 氨氯地平组

比较。

2郾 3摇 NF鄄资B 抑制剂 PDTC 对 ox鄄LDL 诱导的 HU鄄
VEC鄄12 中 PDGF鄄B 和 NF鄄资B 表达的影响

PDTC 单独处理组和氨氯地平单独处理组与对

照组相比,PDGF鄄B 的 mRNA 和 NF鄄资B 的蛋白表达

差异无显著性;而用 PDTC 或氨氯地平预孵育后再

加 ox鄄LDL,则明显下调 PDGF鄄B 的 mRNA 和 NF鄄资B
的蛋白表达(图 3、图 4 和表 2)。

表 2. PDTC 对 ox鄄LDL 诱导的 HUVEC鄄12 中 PDGF鄄B mRNA
和 NF鄄资B 蛋白表达的影响(n = 3)
Table 2. Effect of PDTC on the PDGF鄄B mRNA and NF鄄
资B protein expression in HUVEC鄄12
分摇 组 PDGF鄄B mRNA NF鄄资B 蛋白

对照组 18郾 9% 依0郾 5% 12郾 1% 依0郾 4%
ox鄄LDL 组 69郾 8% 依4郾 5% a 70郾 2% 依2郾 5% a

ox鄄LDL + PDTC 组 50郾 6% 依2郾 2% b 38郾 9% 依2郾 2% b

PDTC 组 21郾 1% 依1郾 9% 14郾 6% 依1郾 1%
ox鄄LDL + 氨氯地平组 48郾 4% 依3郾 1% b 48郾 7% 依1郾 9% b

氨氯地平组 20郾 3% 依0郾 9% 16郾 2% 依1郾 0%

a 为 P < 0郾 05,与对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与 ox鄄LDL 组比较。

图 3. RT鄄PCR 检测 PDTC 对 ox鄄LDL 诱导的 HUVEC鄄12 中

PDGF鄄B mRNA 表达的影响 摇 摇 M 为 Marker,1 为对照组,2 为

ox鄄LDL 组,3 为 ox鄄LDL + PDTC 组,4 为 PDTC 组,5 为 ox鄄LDL + 氨氯

地平组,6 为氨氯地平组。

Figure 3. Effect of PDTC on the PDGF鄄B mRNA expres鄄
sion in HUVEC鄄12 detected by RT鄄PCR

图 4. Western Blot 检测 PDTC 对 ox鄄LDL 诱导的 HUVEC鄄12
中 NF鄄资B 蛋白表达的影响摇 摇 1 为对照组,2 为 ox鄄LDL 组,3 为

ox鄄LDL + PDTC 组,4 为 PDTC 组,5 为 ox鄄LDL + 氨氯地平组,6 为氨

氯地平组。

Figure 4. Effect of PDTC on the NF鄄资B protein expression
in HUVEC鄄12 detected by Western Blot

3摇 讨摇 论

氨氯地平抗 As 作用的确切机制尚未阐明,可能

与改善内皮功能、抗氧化应激、抗炎、抑制血管平滑

肌细胞增殖与迁移及表型改变等有关[1鄄5]。 在本实

验中,我们通过 RT鄄PCR 和 Western Blot 检测均观察

到,随着氨氯地平浓度增加,细胞 PDGF鄄B 的表达逐

渐减少,并呈现浓度依赖性,当浓度为 10郾 0 滋mol / L
时作用更明显。 这说明,药物氨氯地平预处理,可
下调 ox鄄LDL 诱导的 HUVEC 中 PDGF鄄B 的表达,减
轻内皮细胞损伤。

有文献报道,在 As 斑块中的内皮细胞、巨噬细

胞及 VSMC 中均可检测到 NF鄄资B 的激活,当 NF鄄资B
激活后可诱导参与调控与 As 有关的基因,其中包括

PDGF 等[9,10]。 NF鄄资B 激活后,首先刺激内皮细胞

过度表达黏附分子、炎症递质等,炎症递质可进一

步促进 VSMC 的迁移和增殖,促进 As 斑块的发展。
Lawrence 等[11] 在 2001 年报道了 NF鄄资B 的抗炎机

制:NF鄄资B 激活与炎症细胞激活和炎症介质的增加

密切相关,还与炎症的消退和抗炎因子表达密切相

关,说明 NF鄄资B 在 As 炎症消退过程中起着调节作
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用。 另外,利用 LDL 受体缺乏鼠的实验发现[12],抑
制 LDL 受体缺乏鼠巨噬细胞 NF鄄资B 的激活,可加重

As 的病变,表现为病损面积增大,损伤加重,坏死增

加,病变早期较多巨噬细胞聚集等,证实了 NF鄄资B
可能通过影响炎症鄄抗炎平衡而调控 As 的发展。 氨

氯地平是否通过 NF鄄资B 途径下调 ox鄄LDL 诱导的内

皮细胞源性 PDGF鄄B 的表达呢?
在本实验中,我们发现,氨氯地平可同时下调

ox鄄LDL 诱导的 HUVEC鄄12 中 NF鄄资B 的表达。 加入

NF鄄资B 抑制剂 PDTC 可明显下调细胞 PDGF鄄B 及

NF鄄资B 的表达,结果与 10郾 0 滋mol / L 氨氯地平的作

用相近。 有文献表明[13],在培养的 HUVEC 系 EA鄄
hy926 细胞中转染 siRNA,靶向性抑制 NF鄄资B p65,
48 h 后检测也发现,内皮细胞内 NF鄄资B 核酸及蛋白

表达量均明显减少,同时其迁移能力明显下降,抑
制率 可 达 64郾 5% 。 提 示 通 过 RNA 干 扰 技 术

(RNAi)可以特异性抑制内皮细胞内重要的转录因

子 NF鄄资B p65。 而 NF鄄资B 信号通路被切断后,受其

调控的促血管生成因子相关基因的转录与翻译即

被终止,内皮细胞的增殖、迁移能力下降,从而抑制

血管生成过程。 另有研究 ox鄄LDL 对 HUVEC 表达

分化抗原 CD40 中 NF鄄资B 的作用,以进一步探讨卡

托普利可能的抗 As 作用时[14],发现预先加入卡托

普利、PDTC,HUVEC 中 CD40 的表达低于 ox鄄LDL 组

(P < 0郾 05),卡托普利组内皮细胞 CD40 的表达值低

于卡托普利 + PDTC 组和卡托普利 + NAME 组,说
明 ox鄄LDL 通过 NF鄄资B 途径激活了 CD40 的表达,卡
托普利通过一氧化氮(NO)途径及 NF鄄资B 的转录使

ox鄄 LDL 引起的内皮细胞 CD40 的表达下降,从而具

有抗 As 作用。
综上所述,从本实验获得的结果,我们认为,药

物氨氯地平预处理,可通过 NF鄄资B 途径下调 PDGF鄄
B 的表达,减轻内皮细胞损伤,从而发挥抗 As 作用。
进一步的研究中,我们将进行体内实验,从整体动

物实验水平验证氨氯地平通过 NF鄄资B 途径影响

PDGF鄄B 的表达改变的相关机制。
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