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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察人脐静脉内皮细胞 12(HUVEC鄄12)受氧化型低密度脂蛋白刺激及氨氯地平作用后,血小板

源生长因子 B(PDGF鄄B)的内源性表达改变对人脐动脉平滑肌细胞(HUASMC)增殖和迁移的影响。 方法摇 酶联免

疫吸附法检测不同浓度氨氯地平预孵育对氧化型低密度脂蛋白诱导的 HUVEC鄄12 细胞培养上清液中 PDGF鄄B 蛋白

的表达。 选择 10郾 0 滋mol / L 氨氯地平和 20 滋mol / L PDGF鄄B 抗体分别预孵育 HUASMC 30 min,然后与 PDGF鄄B 上清

液共同孵育 24 h,噻唑蓝法检测不同细胞增殖能力的变化,Transwell 迁移实验检测细胞迁移能力的改变。 结果

氨氯地平可下调氧化型低密度脂蛋白诱导的 HUVEC鄄12 细胞培养上清液中 PDGF鄄B 的蛋白表达,并能使预孵育

HUASMC 组细胞的增殖和迁移能力明显降低。 结论摇 氨氯地平下调内皮细胞源性 PDGF鄄B 的表达可抑制 HUA鄄
SMC 的增殖和迁移。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effect of platelet鄄derived growth factor鄄B (PDGF鄄B) expression derived from
human umbilical vein endothelial cell鄄12 (HUVEC鄄12) on the cell migration of human umbilical arterial smooth muscle
cells (HUASMC). 摇 摇 Methods摇 HUVEC鄄12 cells were pretreated with different concentrations of amlodipine (0, 0郾 1,
1郾 0, 10郾 0 滋mol / L) for 30 min and then incubated with 50 mg / L oxidized low density lipoprotein (ox鄄LDL) for 24 h. 摇
PDGF鄄B protein expression was detected by enzyme鄄linked immunosorbent assay (ELISA) in the culture medium. 摇 HUA鄄
SMC were pretreated with 10郾 0 滋mol / L amlodipine or 20 滋mol / L PDGF鄄B antibody for 30 min respectively and then incu鄄
bated with PDGF鄄B suspernatant fluid for 24 h, the cell proliferation was determined by thiazolyl blue (MTT) and the mi鄄
gration was determined by Transwell migration experiment. 摇 摇 Results摇 Amlodipine could down鄄regulate the PDGF鄄B pro鄄
tein expression in HUVEC鄄12 cells induced by ox鄄LDL. 摇 The cell proliferation and migration were both significantly de鄄
creased in the amlodipine pretreated group, the same as PDGF鄄B antibody pretreated group. 摇 摇 Conclusion摇 Amlodipine
inhibits HUASMC proliferation and migration by down鄄regulating endothelial cell鄄derived PDGF鄄B expression.
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摇 摇 氨氯地平(amlodipine) 是第 3 代新型长效 1,4鄄
二氢吡啶类钙拮抗剂。 最新的基础与临床研究结

果显示,它具有良好的抗动脉粥样硬化( atheroscle鄄
rosis,As)作用,能防止新的血管损伤形成,延缓 As
的发展过程[1鄄5]。 虽然已有许多文献报道了氨氯地

平对血管的保护作用,包括可抑制血管平滑肌细胞

(vascular smooth muscle cell, VSMC) 增殖与迁移

等[6],但对其潜在作用机制仍不完全清楚。
血小板源生长因子(platelet鄄derived growth fac鄄

tor,PDGF)对于间充质细胞起源的如 VSMC 而言,
是一种重要的促细胞分裂剂,可通过与组织局部的

特异性受体结合,能刺激多种细胞分裂和增殖[7]。
目前已知的 PDGF 家族成员至少有 4 个,其中

PDGF鄄B 主要在内皮细胞中表达,与心血管疾病的

发生发展关系最为密切。 有研究指出,PDGF鄄B 对

As 的发生发展意义重大[8],尤其在 VSMC 的过度增

殖中的作用及其机制备受关注。 氨氯地平是否通

过调节 PDGF鄄B 的表达影响 VSMC 的增殖和迁移?
因此,本实验旨在观察通过氧化型低密度脂蛋

白( oxidized low density lipoprotein,ox鄄LDL)诱导或

氨氯地平干预,观察其对 PDGF鄄B 表达及细胞增殖

和迁移的影响,以进一步明确氨氯地平抗 As 的作用

及其机制。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 细胞及主要试剂

摇 摇 人脐静脉内皮细胞 12(human umbilical vein en鄄
dothelial cell鄄12,HUVEC鄄12)和人脐动脉平滑肌细

胞(human umbilical arterial smooth muscle cell,HUA鄄
SMC)均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;兔抗人 PDGF鄄B
单克隆抗体和人 PDGF鄄B 酶联免疫吸附测定( en鄄
zyme鄄linked immunosorbent assay,ELISA) 试剂盒均

购自武汉博士德生物工程有限公司。
1郾 2摇 ELISA检测HUVEC鄄12 细胞培养上清液中 PDGF鄄
B的蛋白表达

细胞分 5 组:对照组、 ox鄄LDL 组、氨氯地平

(0郾 1, 1郾 0, 10郾 0 滋mol / L)预先加入细胞 0郾 5 h 后再

加入 50 mg / L ox鄄LDL 共同孵育 24 h 组,收集各组细

胞培养上清液(此含有内皮细胞源性 PDGF鄄B 的上

清液用于后面平滑肌细胞的增殖和迁移实验)。
ELISA 实验严格按说明书操作:稀释抗体,反应孔中

各加 0郾 1 mL,4益过夜。 次日,弃去孔内溶液,洗涤

后加各样品,置 37益孵育 1 h。 洗涤后于各反应孔

中加入新鲜稀释的酶标抗体 0郾 1 mL,37益孵育 1 h,
洗涤后加入临时配制的四甲基联苯胺( tetramethyl
benzidine,TMB)底物溶液 0郾 1 mL,37益约 30 min,加
入 2 mol / L 硫酸 0郾 05 mL 终止反应。 450 nm 处,以
空白对照孔调零测各孔光密度 ( optical density,
OD)值。
1郾 3摇 噻唑蓝法检测 HUASMC 细胞增殖能力

细胞分 6 组:对照组、PDGF鄄B 组、PDGF鄄B + 氨

氯地平组、PDGF鄄B + PDGF鄄B 抗体组、PDGF鄄B 抗体

单独处理组、氨氯地平单独处理组;均匀接种到 96
孔培养板,培养 24 h 后每孔加 5 g / L 噻唑蓝( thia鄄
zolyl blue,MTT)10 滋L,培养箱继续培养 4 h 后,吸弃

上清液,再加入二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide,DM鄄
SO)(每孔 150 滋L),充分振荡 10 min,置酶标仪于

波长 490 nm 处测 OD 值。
1郾 4摇 Transwell 迁移实验

Transwell 在 24 孔板中浸泡 1 h,每孔加入 100
滋L 细胞悬液;上室加入 HUASMC,下室分别加入

PDGF鄄B 上清液、PDGF鄄B 上清液 +氨氯地平、PDGF鄄
B 上清液 + PDGF鄄B 抗体,培养箱中孵育 20 ~ 24 h;
取上室,酒精棉球擦掉上室膜上未迁移的细胞,95%
酒精固定 10 min,苏木素染色,随机选择 3 个连续显

微镜视野(100 伊 )计数迁移到上室膜下的细胞,取
平均数。
1郾 5摇 统计学处理

统计数据用x 依 s 表示,两组间比较采用方差分

析及 t 检验,通过 SPSS 12郾 0 统计软件完成,P <
0郾 05 说明差异有显著性。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 氨氯地平对 ox鄄LDL 诱导的 HUVEC鄄12 细胞培

养上清液中 PDGF鄄B 蛋白表达的影响

结果显示,ox鄄LDL 明显上调 HUVEC鄄12 细胞培

养上清液中 PDGF鄄B 的蛋白表达;随着氨氯地平浓

度增加,PDGF鄄B 的蛋白表达逐渐减少,呈剂量依赖

性,尤以 10郾 0 滋mol / L 氨氯地平组作用最显著(图
1)。 结合相关文献[1,2],进而选择 10郾 0 滋mol / L 氨

氯地平处理细胞。
2郾 2摇 内皮细胞源性 PDGF鄄B 的表达改变对平滑肌

细胞增殖的影响

MTT 检测结果显示,与对照组相比,PDGF鄄B 组

细胞 OD 值明显增加,表明细胞增殖明显;而单独加

PDGF鄄B 抗体和氨氯地平处理组与对照组相比,OD
值变化不明显;与 PDGF鄄B 组相比,氨氯地平和
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PDGF鄄B 抗体预孵育组,OD 值均明显降低,说明细

胞增殖能力明显被抑制(表 1)。

图 1. ELISA 检测不同浓度氨氯地平对 HUVEC鄄12 内皮细胞

培养上清液中 PDGF鄄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 + 0郾 1 滋mol 氨氯地平组,4 为 ox鄄LDL + 1郾 0
滋mol / L 氨氯地平组,5 为 ox鄄LDL + 10郾 0 滋mol / L 氨氯地平组。 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;n = 3。

Figure 1. PDGF鄄B protein expression was detected by
ELISA in the culture medium

表 1. 各组细胞对人脐动脉平滑肌细胞增殖的影响( x 依 s,n
= 3)
Table 1. Effect of every group cells on the cell proliferation
of HUASMC (x 依 s,n =3)

分摇 组 OD 值

对照组 0郾 3324 依 0郾 0230
PDGF鄄B 组 0郾 8612 依 0郾 0330a

PDGF鄄B + 10郾 0 滋mol / L 氨氯地平组 0郾 6275 依 0郾 0280b

PDGF鄄B + PDGF鄄B 抗体组 0郾 4583 依 0郾 0360b

PDGF鄄B 抗体组 0郾 3245 依 0郾 0250
10郾 0 滋mol / L 氨氯地平组 0郾 3728 依 0郾 0290

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

2郾 3摇 内皮细胞源性 PDGF鄄B 的表达改变对平滑肌

细胞迁移的影响

Transwell 迁移实验结果发现:与对照组相比,
PDGF鄄B 上清液对平滑肌细胞迁移有明显的促进作

用(P <0郾 05;n =3;图 2);与 PDGF鄄B 组比较,PDGF鄄B
+氨氯地平组和 PDGF鄄B + PDGF鄄B 抗体组细胞迁移

数均明显减少(P < 0郾 05;n = 3;图 2),表明细胞迁移

能力明显被抑制。

图 2. 各组平滑肌细胞迁移情况的检测摇 摇 A 为 Transwell 迁移实验图(100 伊 );B 为统计图。 1 为对照组,2 为 PDGF鄄B 组,3 为 PDGF鄄B
+ 氨氯地平组,4 为 PDGF鄄B + PDGF鄄B 抗体组。 a 为 P < 0郾 05,与对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与 PDGF鄄B 组比较;n = 3。

Figure 2. The detection of smooth muscle cell migration in each group

3摇 讨摇 论

氨氯地平具有良好的抗 As 作用,可能与改善内

皮功能[9]、抗氧化应激[10]、抗炎[11]、抑制血管平滑肌

细胞增殖与迁移[6]等有关,但具体机制尚未阐明。 在

本课题组的前期研究中已发现[1]:ox鄄LDL 可上调

HUVEC鄄12 细胞中 PDGF鄄B mRNA 的表达,氨氯地平

预处理细胞后再加入 ox鄄LDL 共同孵育,随着氨氯地

平浓度增加,PDGF鄄B mRNA 的表达逐渐减少,并呈现

浓度依赖性,说明氨氯地平预处理可下调 ox鄄LDL 诱

导的 HUVEC鄄12 内皮细胞中 PDGF鄄B mRNA 的表达。
本实验中进一步通过 ELISA 检测,获得了一致的结

果——随着氨氯地平浓度增加,HUVEC鄄12 细胞培养

上清液中 PDGF鄄B 的蛋白表达逐渐减少,尤以 10郾 0
滋mol / L 氨氯地平组作用最显著。 提示氨氯地平可能

通过下调 PDGF鄄B 的表达发挥抗 As 作用。
之前已经提到,PDGF鄄B 是 PDGF 家族成员之

一,由二硫键连接的同源或异源二聚体即 PDGF鄄BB
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组成,分子量为 28 ~ 35 kDa,是一种与心血管疾病

的发生发展关系密切的促细胞分裂剂,可刺激

VSMC 等细胞的分裂增生,通过刺激胶原合成和胶

原酶的活化作用调节胞外基质的更新,最终促进

DNA 合成和细胞裂解、增殖[12]。 此外,PDGF鄄B 也

是引导平滑肌细胞迁移的主要趋化分子,能诱导平

滑肌细胞从血管中膜迁移至内膜,并聚集在由坏死

的泡沫细胞组成的脂池周围,产生胶原纤维和弹力

纤维,组成纤维帽,包绕脂池,形成典型的粥样硬化

斑块[13]。 氨氯地平抑制 VSMC 的增殖与迁移,是否

是作用于 PDGF鄄B 的结果? 在本实验中得到了证

实:内皮细胞源性 PDGF鄄B 促进人脐动脉平滑肌细

胞的增殖与迁移能被氨氯地平抑制,效应与 PDGF鄄
B 抗体一致。 提示氨氯地平可通过下调 PDGF鄄B 的

表达来抑制 VSMC 的增殖和迁移,从而发挥抗 As 作
用,这将为进一步证明氨氯地平具有良好的抗 As 作
用提供实验依据。

已有研究发现,PDGF 可诱导鼠[14]、兔[15] 等哺

乳动物 VSMC 的增殖,但其具体信号转导机制还不

甚清楚。 其中可能的信号转导途径涉及磷脂酰肌

醇 3 激酶(phosphatidyl inositol鄄3鄄kinase,PI3K)、Ras、
磷脂酶激活、Ca2 + 离子等多种途径[16鄄20]。 在与 Ca2 +

离子相关作用中[20],PDGF鄄B 可以促进 VSMC 的细

胞外 Ca2 + 内流和内 Ca2 + 释放增加。 因此,作为钙拮

抗剂之一的氨氯地平既可直接阻滞 Ca2 + 内流,还可

能通过下调 PDGF鄄B 的表达间接阻滞 Ca2 + 内流,最
终都将抑制 VSMC 的增殖。 当然,确切机制还有待

后续实验进一步证实。
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