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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨丹参酮域A 对主动脉内皮细胞环氧合酶 2(COX鄄2)表达的影响及相关机制。 方法摇 体外培

养人主动脉内皮细胞株并分为三组:血管紧张素域(100 nmol / L)组、血管紧张素域(100 nmol / L) + 丹参酮域A(1
滋mmol / L)组及对照组,共培养 10 min、1 h 及 2 h 后分别收集细胞,运用实时荧光定量 PCR 检测 COX鄄2 mRNA 的表

达量,Western blot 检测 COX鄄2、p38 丝裂原活化蛋白激酶(p38MAPK)、磷酸化 p38MAPK(p鄄p38MAPK)、核因子 资B
(NF鄄资B)及磷酸化 NF鄄资B(p鄄NF鄄资B)蛋白表达的变化。 结果摇 在血管紧张素域的作用下,内皮细胞内 COX鄄2 mR鄄
NA 和蛋白表达水平明显增加(P < 0郾 01),且 p鄄p38MAPK 和 p鄄NF鄄资B 水平也同步提高(P < 0郾 01)。 加用丹参酮域A
处理后,内皮细胞 COX鄄2 mRNA 和蛋白表达水平显著下降(P < 0郾 01),p鄄p38MAPK 和 p鄄NF鄄资B 水平也受到明显抑

制(P < 0郾 01)。 结论摇 丹参酮域A 明显抑制主动脉内皮细胞 COX鄄2 的表达,其机制可能与抑制 p38MAPK、NF鄄资B
的磷酸化有关。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effect of Tanshinone 域A on endothelial cells爷 cyclooxygenase鄄2 (COX鄄2)
expression and the relative mechanisms. 摇 摇 Methods摇 Human aortic endothelial cells were incubated in vitro and then
co鄄cultured with angiotension 域 (100 nmol / L), Tanshinone 域A (1 滋mmol / L) and no drugs respectively for 10 minutes,
1 hour and 2 hours. 摇 The expressions of COX鄄2 mRNA were measured by real time鄄PCR and COX鄄2, p38MAPK, p鄄
p38MAPK, NF鄄资B and p鄄NF鄄资B protein levels were measured by Western blot assay. 摇 摇 Results摇 Angiotension域 could
induce the expression of COX鄄2 mRNA and protein (P < 0郾 01) as the same as the phosphorylation of p38MAPK and NF鄄
资B (P < 0郾 01). 摇 Incubating human aortic endothelial cells with angiotension域 and Tanshinone 域A suppressed the ex鄄
pression of COX鄄2 (P < 0郾 01) and the phosphorylation of p38MAPK and NF鄄资B was also decreased (P < 0郾 01). 摇 摇
Conclusion摇 Tanshinone 域A could suppress the expression of COX鄄2 and it may be achieved through inhibiting the phos鄄
phorylation of p38MAPK and NF鄄资B.

摇 摇 近些年的研究表明,动脉粥样硬化不仅仅是脂

质代谢异常产生的病变,血管炎症性损伤也是其发

生的重要原因[1]。 环氧合酶 2 ( cyclooxygenase鄄2,
COX鄄2)作为一种炎症因子不仅具有催化花生四烯
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酸代谢的作用,其表达量的增加可以诱导单核鄄内皮

细胞的黏附性增加、降低动脉粥样硬化斑块的稳定

性,与动脉粥样硬化的发生和发展密切相关。 丹参

酮域A 是临床上最常用的活血化瘀中药丹参的主要

成分之一,已经证实具有舒张血管、保护心肌和保

护内皮细胞等多种功效[2],但其具体机制尚不明

确。 本研究拟通过体外细胞实验探究丹参酮域A 对

COX鄄2 表达量的影响及作用机制,为临床抗动脉粥

样硬化的治疗提供理论与实验依据。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 试剂和仪器

摇 摇 人主动脉内皮细胞株、胎牛血清购自 Hyclone
公司,DMEM 低糖培养基购自 Invitrogen 公司,血管

紧张素域( angiotension域,Ang域)购自 Proteach 公

司,丹参酮域A 购自上海源叶生物技术有限公司,总
RNA 提取试剂盒购自天根生化科技有限公司,cD鄄
NA 合成试剂盒购自大连 TaKaRa 公司,Fast Start U鄄
niversal SYBR Green Master(Rox)购自 Roche 公司,
BCA 法蛋白定量试剂盒购自 Bioteke 公司,COX鄄2
兔抗人多克隆抗体、磷酸化核因子 资B(phosphoryla鄄
tion of nuclear factor鄄资B,p鄄NF鄄资B)抗体、核因子 资B
(nuclear factor鄄资B,NF鄄资B)抗体、磷酸化 p38 丝裂原

活化蛋白激酶(phosphorylation of p38 mitogen鄄activa鄄
ted protein kinase,p鄄p38MAPK)抗体、p38 丝裂原活

化蛋白激酶 ( p38 mitogen鄄activated protein kinase,
p38MAPK)抗体、GAPDH 一抗、辣根过氧化物酶标

记的羊抗兔二抗购自 Cell Signaling 公司。 离心机购

自 Eppendorf 公司,普通 PCR 仪和 real鄄time PCR 仪

购自 ABI 公司,全自动洗片机购自 GLUNE&JENSEN
公司,扫描仪购自惠普公司。
1郾 2摇 细胞培养及分组

人主动脉内皮细胞株培养于含 10% 胎牛血清

的 DMEM 培养基中,每天换液,90% 汇合时消化传

代;以 5 伊 105 个细胞 / 孔接种于 12 孔板,进行 mR鄄
NA 表达检测;1 伊 106 个细胞 / 孔接种于 6 孔板,进
行蛋白表达检测。 培养的细胞随机分为三组:淤对

照组:DMEM 培养基;于Ang域组:加入终浓度为 100
nmol / L Ang域;盂Ang域 + 丹参酮域A 组:加入终浓

度为 100 nmol / L Ang域和终浓度为 1 滋mmol / L 丹参

酮 域 A。 培 养 10 min 后 检 测 p38MAPK、 p鄄
p38MAPK、NF鄄资B 和 p鄄NF鄄资B 蛋白表达的变化;培
养 1 h 后检测 COX鄄2 mRNA 表达的变化;培养 2 h
后检测 COX鄄2 蛋白表达的变化。

1郾 3摇 实时荧光定量聚合酶链反应检测 mRNA 表达

收集细胞,提取细胞总 RNA,逆转录为 cDNA。
real鄄time PCR 实验中引物序列:COX鄄2 上游 5忆鄄CCC
ACC CAT GTC AAA ACC GA鄄3忆,下游 5忆鄄CCG GGT
ACA ATC GCA CTT ATA CT鄄3忆;GAPDH 上游 5忆鄄
ATG GGG AAG GTG AAG GTC G鄄3忆,下游 5忆鄄GGG
GTC ATT GAT GGC AAC AAT A鄄3忆,按 Real Master
Mix( SYBR Green)说明书配置反应体系。 反应条

件:94益 5 min;94益 30 s,60益 30 s,40 个循环;
95益 15 s,60益 1 min,95益 15 s。 反应在 ABI 7000
定量荧光仪上进行,应用比较 Ct 法进行相对定量,
COX鄄2 mRNA 相对表达量用 2 - 驻驻Ct 伊 1000 来表示。
1郾 4摇 Western blot 检测蛋白表达

收集细胞,RIPA 裂解,BCA 法测定蛋白浓度,
100益变性 10 min。 蛋白上样量为每孔 60 滋g,80 V,
30 min;100 V,1 h;100 V,2 h 转至 NC 膜;5% 脱脂

奶粉 室 温 封 闭 2 h; 一 抗 ( COX鄄2 按 1 颐 500;
p38MAPK、p鄄p38MAPK、NF鄄资B、p鄄NF鄄资B 按 1颐 1000;
GAPDH 按 1颐 2000)4益孵育过夜,TBST 洗 3 次;HRP
标记的二抗(1 颐 5000)室温孵育 2 h,TBST 洗 3 次;
显影。 GAPDH 为 内 参 照, COX鄄2、 p38MAPK、 p鄄
p38MAPK、NF鄄资B、p鄄NF鄄资B 蛋白表达量以同 GAP鄄
DH 表达量的比值表示。
1郾 5摇 统计学方法

计量资料以x 依 s 表示,两组间比较采用 t 检验,
三组间比较采用 One鄄way ANOVA 分析,以 P < 0郾 05
为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 丹参酮域A 对内皮细胞 COX鄄2 mRNA 表达的

影响

加入 Ang域后,COX鄄2 mRNA 的表达明显增加。
丹参酮域A 和 Ang域同时孵育内皮细胞后,COX鄄2
mRNA 的表达受到显著抑制,与 Ang域组相比,Ang
域 +丹参酮域A 组 COX鄄2 mRNA 表达降低 66郾 70%
(P < 0郾 01;表 1)。
2郾 2摇 丹参酮域A 对内皮细胞 COX鄄2 蛋白表达的

影响

加入 Ang域后,COX鄄2 蛋白表达明显增加。 丹

参酮域A 和 Ang域同时孵育内皮细胞后,COX鄄2 蛋

白表达显著降低;与 Ang域组相比,Ang域 + 丹参酮

域A 组 COX鄄2 蛋白表达降低 55郾 73% (P < 0郾 01;表
1 和图 1)。
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表 1. 丹参酮域A 对内皮细胞 COX鄄2 mRNA 和蛋白表达的

影响(x 依 s, n = 4)
Table 1. The effect of Tanshinone 域A on the expression of
COX鄄2 mRNA and protein(x 依 s, n = 4)

分摇 组 COX鄄2 mRNA COX鄄2 蛋白

对照组 0郾 960 依 0郾 189 0郾 025 依 0郾 034

Ang域组 7郾 759 依 0郾 009b 1郾 082 依 0郾 029b

Ang域 +丹参酮域A 组 2郾 584 依 0郾 196bc 0郾 479 依 0郾 034ac

a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与对照组比较;c 为 P < 0郾 01,与 Ang域
组比较。

图 1. 丹参酮域A 对 COX鄄2 蛋白表达的影响 摇 摇 1 为对照

组,2 为 Ang域组,3 为 Ang域 + 丹参酮域A 组。

Figure 1. The effect of Tanshinone 域A on the expression of
COX鄄2 protein

2郾 3摇 丹参酮域A 对 p38MAPK 及其磷酸化蛋白表达

的影响

加入 Ang域后,p38MAPK 蛋白表达没有发生变

化,但是 p鄄p38MAPK 与对照组相比明显增加,为对

照组的 3郾 30 倍(P < 0郾 01);加入丹参酮域A 后,p鄄
p38MAPK 蛋白表达受到显著抑制,与 Ang域组相比

降低 48郾 57% (P < 0郾 01;表 2 和图 2)。
2郾 4摇 丹参酮域A 对 NF鄄资B 及其磷酸化蛋白表达的

影响

加入 Ang域后,p鄄NF鄄资B 与对照组相比明显增

加,为对照组的 5郾 08 倍(P < 0郾 01)。 加入丹参酮域
A 后,Ang域诱导产生的 p鄄NF鄄资B 受到抑制,与 Ang
域组相比降低 67郾 06% (P < 0郾 01;表 3 和图 3)。

表 2. 丹参酮域A 对 p38MAPK 和 p鄄p38MAPK 蛋白表达的

影响(x 依 s, n = 4 )
Table 2. The effect of Tanshinone 域A on the expression of
p38MAPK and p鄄p38MAPK protein(x 依 s, n = 4 )

分摇 组 p鄄p38MAPK p38MAPK

对照组 1郾 270 依 0郾 032 3郾 380 依 0郾 023

Ang域组 4郾 186 依 0郾 128a 3郾 412 依 0郾 017

Ang域 +丹参酮域A 组 2郾 153 依 0郾 072ab 3郾 430 依 0郾 045

a 为 P < 0郾 01,与对照组比较;b 为 P < 0郾 01,与 Ang域组比较。

图 2. 丹参酮域A 对 p38MAPK 和 p鄄p38MAPK 蛋白表达的

影响摇 摇 1 为对照组,2 为 Ang域组,3 为 Ang域 + 丹参酮域A 组。

Figure 2. The effect of Tanshinone 域A on the expression of
p38MAPK and p鄄p38MAPK protein

表 3. 丹参酮域A 对 NF鄄资B 和 p鄄NF鄄资B 蛋白表达的影响(x
依 s, n = 4 )
Table 3. The effect of Tanshinone 域A on the expression of
NF鄄资B and p鄄NF鄄资B protein(x 依 s, n = 4 )

分摇 组 p鄄NF鄄资B NF鄄资B
对照组 0郾 165 依 0郾 013 0郾 888 依 0郾 056
Ang域组 0郾 838 依 0郾 021a 0郾 905 依 0郾 012
Ang域 +丹参酮域A 组 0郾 276 依 0郾 013ab 0郾 908 依 0郾 023

a 为 P < 0郾 01,与对照组比较;b 为 P < 0郾 01,与 Ang域组比较。

图 3. 丹参酮域A 对 NF鄄资B 和 p鄄NF鄄资B 蛋白表达的影响

1 为对照组,2 为 Ang域组,3 为 Ang域 + 丹参酮域A 组。

Figure 3. The effect of Tanshinone 域A on the expression of
NF鄄资B and p鄄NF鄄资B protein

3摇 讨摇 论

近年的研究结果表明,多种炎症因子通过损伤内

皮细胞、调节组织代谢活动等导致血管慢性炎症性损

伤,从而参与动脉粥样硬化的全过程。 已知多种心脑

血管疾病与肾素鄄血管紧张素系统的激活相关,肾素鄄血
管紧张素系统活化产生的 Ang域可以通过调控生长因

子、细胞因子和黏附分子等使动脉粥样硬化斑块形成

的风险增加,从而加速心脑血管疾病的进展[3]。 COX鄄2
是环氧合酶的重要亚型之一,为诱导型酶,生理状态下

不表达或表达量极低,但在炎症因子、糖、脂蛋白等诱

导下表达量明显增加。 本研究发现,加入Ang域后,内皮

细胞中 COX鄄2 mRNA 及蛋白表达明显增加。 诱导产生

的 COX鄄2 可以促进内皮细胞对单核细胞的招募,且随

着 COX鄄2 表达的上升而进一步加强[4],而单核鄄内皮细

胞的黏附是动脉粥样硬化发生的首要环节。 已有研究
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者在兔动脉粥样硬化模型中证实 COX鄄2 在动脉粥样斑

块中表达增加[5],使用 COX鄄2 抑制剂后可明显减少斑

块面积[6],提示抑制 COX鄄2 的表达在抗动脉粥样硬化

的发生和发展中有重要作用。
丹参酮域A 是临床上常用的活血化瘀中药丹参

的主要成分之一,具有舒张血管、保护心肌、抗氧化

和保护内皮细胞等多种功效,对心肌梗死、心绞痛

和动脉粥样硬化有明显的疗效[2,7],但其作用机制

尚不明确。 已有报道指出,丹参酮域A 可以抑制黏

附因子如血管细胞间黏附分子 1、细胞间黏附分子 1
等的表达[8],从而抑制单核鄄内皮细胞黏附。 也有研

究证实,丹参酮域A 可通过抑制单核细胞趋化蛋白

1、基质金属蛋白酶 9 的表达而减小载脂蛋白 E 缺

陷小鼠的斑块面积[9]。 我们的实验结果显示,丹参

酮域A 能明显降低内皮细胞中 COX鄄2 mRNA 和蛋

白的表达量。 因此,丹参酮域A 可能通过对多种炎

症因子的抑制对动脉粥样硬化的进展产生影响。
MAPK 信号途径是细胞内一类丝氨酸 /苏氨酸

蛋白激酶,存在于大多数细胞内,是细胞将信号转

导到细胞内,引起细胞反应的一类重要信号系统。
MAPK 磷酸化被激活后发生核转位,从而调控其它

因子的产生而发挥相应的作用。 Ebrahimian 等[10]

在平 滑 肌 细 胞 中 证 实 Ang 域 可 以 迅 速 引 起

p38MAPK 磷酸化。 Rohde 等[11]发现,在单核细胞向

泡沫细胞转化时,p38MAPK 的磷酸化程度上升,特
异性抑制该激酶可阻断脂肪滴在单核细胞内的聚

集。 我们的研究结果显示,Ang 域能够显著活化内

皮细胞中的 p38MAPK,使其磷酸化水平增加。 在使

用丹参酮域A 后,p38MAPK 的磷酸化水平明显降

低。 因此,丹参酮域A 抑制内皮细胞中 COX鄄2 的表

达可能是通过抑制 p38MAPK 磷酸化实现的。
另有研究指出,在动脉粥样硬化患者病灶粥瘤

内膜、中膜血管平滑肌细胞、巨噬细胞、内皮细胞里

均有活化的 NF鄄资B,且不稳定型心绞痛患者白细胞

内 NF鄄资B 在急性冠状动脉事件之前出现显著而特

异性地激活,可以对继发性冠状动脉事件起预测作

用[12]。 在 Ang域诱导的平滑肌细胞中发现,NF鄄资B
的激活参与 COX鄄2 表达的调控[13]。 我们的研究结

果也显示,Ang域能活化 NF鄄资B,使其磷酸化水平明

显增加。 在使用丹参酮域A 后,Ang域诱导的 NF鄄资B
磷酸化水平明显降低。 提示丹参酮域A 通过抑制

NF鄄资B 磷酸化从而降低内皮细胞中 COX鄄2 的表达。
综上所述,丹参酮域A 能明显抑制内皮细胞

COX鄄2 的表达,其作用机制可能与抑制 p38MAPK、
NF鄄资B 的磷酸化水平有关。 鉴于 COX鄄2 高表达对

心脑血管疾病发生、发展的影响,丹参酮域A 有望在

抗动脉粥样硬化中得到更多的应用。 当然,具体临

床疗效还需要进一步的观察。
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