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24鄄乙酰泽泻醇 A 对 ox鄄LDL 诱导大鼠 VSMC 表型转化的影响
及其与 ERK1 / 2 通路的关系
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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察 24鄄乙酰泽泻醇 A(alisol A 24鄄acetate)对氧化型低密度脂蛋白(ox鄄LDL)诱导大鼠血管平滑

肌细胞(VSMC)表型转化及其表型转化过程中合成基质金属蛋白酶 9(MMP鄄9)能力的影响,并探讨与 ERK1 / 2 的相

关性。 方法摇 以酶消化法体外培养大鼠 VSMC,ox鄄LDL(50 mg / L)进行诱导,24鄄乙酰泽泻醇 A(10 mg / L)进行干预,
免疫细胞化学染色观察 VSMC 收缩表型标记蛋白 SM22琢 的变化;RT鄄PCR 检测 VSMC MMP鄄9 mRNA 的表达及

Western blot 检测 VSMC MMP鄄9 和 ERK、p鄄ERK 蛋白表达的变化。 结果摇 在 ox鄄LDL 诱导下,VSMC 收缩表型标志蛋

白 SM22琢 的表达降低,细胞向合成型转化,促进 MMP鄄9 的合成,伴随着 ERK1 / 2 磷酸化水平升高(P < 0. 05);在 24鄄
乙酰泽泻醇 A 的干预下,VSMC 收缩表型标志蛋白 SM22琢 的表达增加,细胞向收缩表型转化,伴随着 MMP鄄9 及 p鄄
ERK 的表达下降(P < 0. 05)。 结论摇 24鄄乙酰泽泻醇 A 能有效抑制 VSMC 表型转化和 MMP鄄9 的表达,其机制可能

与抑制 ERK1 / 2 信号通路有关。
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The Effect of Alisol A 24鄄acetate on Phenotypic Modulation and the Correlation with
ERK Pathway in ox鄄LDL鄄induced Rats Aorta Smooth Muscle Cells
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effect of alisol A 24鄄acetate on the phenotypic modulation of vascular smooth
muscle cells(VSMC) as well as the expression of matrix metalloproteinase鄄9 (MMP鄄9) in ox鄄LDL鄄induced rats vascular
smooth muscle cells (VSMC), and their correlation with ERK1 / 2 pathway. 摇 摇 Methods摇 VSMC isolated from the tho鄄
racic aorta of rats were induced by ox鄄LDL(50 mg / L) and intervened by alisol A 24鄄acetate (10 mg / L). 摇 Immunocyto鄄
chemistry was performed to detect the expression of SM22琢 protein. RT鄄PCR was performed to detect MMP鄄9 mRNA expres鄄
sion and Western blot was applied to detect the expressions of MMP鄄9, p鄄ERK and t鄄ERK. 摇 摇 Results摇 The contractive
phenotypic specificity protein SM22琢 in the VSMC induced by ox鄄LDL was inhibited, VSMCs changed the phenotype from
constriction to synthesis, the expression of phosphorylated ERK (p鄄ERK) and MMP鄄9 in ox鄄LDL group were elevated com鄄
pared with the control group(P < 0郾 05). 摇 Alisol A 24鄄acetate. partially inversed the effects of ox鄄LDL on VSMC (P <
0郾 05). 摇 摇 Conclusion摇 Alisol A 24鄄acetate inhibited the phenotype transformation of VSMC induced by ox鄄LDL,and the
mechanism maybe has correlation with ERK1 / 2 pathway.

摇 摇 血管平滑肌细胞(vascular smooth muscle cells ,
VSMC)表型转化是动脉粥样硬化、高血压、血管重

构和血管再狭窄等心脑血管病的关键性起始步骤,

主要表现为 VSMC 从收缩型转变为合成型,并获得

合成和分泌大量细胞外基质的能力[1鄄2] 以及迁移增

殖的能力。 因此,研究 VSMC 表型调节的机制,对上
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述疾病的防治具有重要意义。 泽泻为利水渗湿之

要药,24鄄乙酰泽泻醇 A 为泽泻中主要含有的萜类有

效成分。 实验研究表明,泽泻中三萜类化合物是其

利尿、 降血脂、 抗动脉粥样硬化的主要物质基

础[3鄄4]。 但是,24鄄乙酰泽泻醇 A 抗动脉粥样硬化是

否与 VSMC 表型转化有关及其机制尚未得以阐明。
本实验以 24鄄乙酰泽泻醇 A 干预氧化型低密度脂蛋

白(ox鄄LDL)诱导的 VSMC,观察 VSMC 收缩表型标

记蛋白 SM22琢 的表达变化以及表型转化过程中

MMP鄄9 的合成情况,并探讨相关的机制。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 主要材料

摇 摇 DMEM/ F鄄12 培养基(Hyclone 公司);胎牛血清

(Hyclone 公司);清洁级 SD 雄性大鼠 4 只,购自福建

医科大学实验动物中心(许可证号:SCXK(闽)2012鄄
0001);氧化型低密度脂蛋白(ox鄄LDL 1郾 32 mg / L)(北
京协生生物科技公司);RT鄄PCR 试剂盒、Trizol(Pro鄄
mega 公司);MMP鄄9 PCR 引物(上海生工生物工程有

限公司);ECL 试剂(北京碧云天有限公司);山羊抗

兔二抗(碧云天生物技术研究所);兔抗大鼠 MMP鄄9、
SM22琢 (Abcam 公 司), ERK、 p鄄ERK、 茁鄄actin 一 抗

(CST 公司);U0126(ERK1 / 2 特异性抑制剂,Sigma 公

司);DAB 显色试剂盒(福州迈新生物技术公司);
Western blot 电泳设备(Bio鄄RAD 公司);细胞培养箱

(Therom 公司),Leica DMIL LED 倒置显微镜。
1郾 2摇 大鼠 VSMC 分离及培养

雄性 SD 大鼠以颈椎脱臼法处死,无菌条件下分

离出胸主动脉,刮去内、外膜,将组织剪成 1 mm 伊 1
mm 大小的组织块,加入域型胶原酶,37益消化约 14 h
后,加入含 20% 胎牛血清的 DMEM 培养液,置于

37益、5%CO2 孵箱中培养,生长融合,传代,用含 10%
胎牛血清的DMEM 培养,每隔2 ~3 天换液1 次,胰酶

消化传代。 用细胞免疫荧光 琢鄄SMA 特异性染色对细

胞进行鉴定。 5 ~12 代细胞用于实验研究。
1郾 3摇 细胞干预分组

取上述对数生长期细胞,接种于 6 孔培养板培养

24 h 后,换不含血清的 DMEM 培养 24 h,使细胞生长

同步于 G0 期。 根据不同处理将细胞分为 3 组:(1)空
白对照组:不加任何干预剂,24 h 后收集细胞;(2)ox鄄
LDL 组:加 ox鄄LDL 50 mg / L,24 h 后收集细胞;(3)24鄄
乙酰泽泻醇 A(A 组):24鄄乙酰泽泻醇 A 10 mg / L(24鄄
乙酰泽泻醇 A 1 mg 溶于 50 滋L DMSO 中,配制成 20
g / L 母液,取母液加入无血清培养基稀释,使其在作

用于血管平滑肌细胞时,DMSO 在整个培养体系中浓

度为 0. 5译,小于 1译,故 DMSO 对血管平滑肌细胞的

影响可忽略不计)预孵育1 h,然后加 ox鄄LDL 50 mg / L
刺激,24 h 后收集细胞。 每组实验重复 3 次。
1郾 4摇 免疫细胞化学法观察 SM22琢 的表达

取对数生长期细胞,接种于 12 孔培养板(内含

无菌盖玻片)培养 24 h 后,换不含血清的 DMEM 培

养 24 h,使细胞生长同步于 G0 期。 根据不同处理将

细胞分为 4 组:(1)空白对照组、(2)ox鄄LDL 组、(3)
24鄄乙酰泽泻醇 A 组、(4)阴性对照组。 1鄄3 组干预

同上,阴性对照组干预同空白对照组,培养 VSMC
24h 后,SP 法对 VSMC 进行 SM22琢 免疫细胞化学染

色,严格按照试剂盒说明书操作方法进行:4% 多聚

甲醛固定鄄PBS 漂洗鄄山羊血清封闭鄄SM22琢 单抗

(1颐 900) 鄄PBS 漂洗鄄生物素标记的羊抗小鼠 / 兔 IgG
聚合物鄄链霉菌抗生物素蛋白鄄过氧化物酶,显色显

微镜下观察,以胞质出现浅黄色至深棕黄色染色,
且排除背景非特异性染色为阳性表达,适时终止反

应,封片。 阴性对照以磷酸盐缓冲液(PBS)代替一

抗。 实验均重复 3 次,每例玻片 400 倍显微镜下随

机取 5 个视野拍照,用 Image鄄Pro Plus 6. 0 图像分析

软件进行分析。
1郾 5摇 RT鄄PCR 检测 MMP鄄9 mRNA 的表达

用 Trizol 试剂(Gibco 公司)提取总 RNA,取 1
滋g 各组细胞总 RNA 逆转录合成 cDNA,再各取 2
滋L 逆转录产物分别进行 PCR。 MMP鄄9 的引物序列

为:上游 5忆鄄CAA GGA CGG TCG GTA TTG GAA G鄄
3忆,下游 5忆鄄AAA CGA GTA ACG CTC TGG GGA T鄄
3忆,扩增片段长度为 348 bp。 内参照 GAPDH 引物序

列为:上游 5忆鄄ACG GCA AGT TCA ACG GCA CAG鄄
3忆,下游 5忆鄄GAA GAC GCC AGT AGA CTC CAC
GAC鄄3忆,扩增片段长度为 149 bp。 扩增条件:95益
变性 30 s;58益 退火 30 s;72益 延伸 45 s;30 个循

环,然后 72益 延伸 5 min。 取 3 滋L 产物在 1郾 5%琼

脂糖凝胶中,100 V 电泳 18 min,紫外灯下拍照,对
电泳带进行吸光度扫描,以目的基因与 GAPDH 灰

度值之比表示相应基因 mRNA 的相对表达量。
1郾 6摇 Western blot 检测 MMP鄄9、p鄄ERK 和 ERK 蛋白

的表达

细胞按上述处理 24 h 后,提取总蛋白:细胞经

胰酶消化后吹打离心,转入 1. 5 mL EP 管以 RIPA
裂解液冰上裂解 30 min,超声破碎 3 次,12 kr / min
离心 15 min 后,取上清分装于 - 80益保存。 BCA 法

测蛋白浓度,与 6 伊 loading buffer 按 5 颐 1 体积比混

匀,煮沸变性 10 min,取 50 滋g 总蛋白以 10% 聚丙
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烯酰胺凝胶电泳,电转蛋白质至 PVDF 膜,室温下

5%BSA 封闭 2 h 后,分别加入兔抗 MMP鄄9(1颐 1 000
稀释)、 t鄄ERK(1 颐 1 000 稀释)、p鄄ERK(1 颐 2 000 稀

释)、鼠抗 茁鄄actin(1 颐 1 000 稀释)一抗,4益 孵育过

夜。 TBST 洗膜 3 次后加入相应的 HRP 标记二抗(1
颐 5 000)室温孵育 1 ~ 2 h,TBST 洗膜 3 次,ECL 试剂

反应于凝胶成像系统上显影。 用 Image鄄Lab 图像分

析软件分析条带灰度值。 以目的蛋白与 茁鄄actin 条

带灰度值之比表示相应蛋白表达水平;p鄄ERK 与

ERK 条带灰度值之比表示 ERK 磷酸化水平。
1郾 7摇 统计学方法

实验均重复 3 次。 采用 SPSS 18郾 0 软件分析数

据,计量资料以x 依 s 表示。 多组均数比较采用单因

素方差分析,以 P < 0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 大鼠 VSMC 培养与鉴定

摇 摇 倒置相差显微镜下单个平滑肌细胞呈梭形或

不规则三角形,有多个细胞突起,胞质丰富,密度

高,核圆形居中。 生长融合后呈典型“峰谷征冶;琢鄄
SMA 免疫荧光染色阳性,胞浆内肌丝沿长轴分布,
鉴定为平滑肌细胞(图 1)。

图 1. 原代大鼠 VSMC 细胞形态学与免疫荧光鉴定 摇 摇 A
为普通光镜下细胞融合后呈“峰谷征冶 ( 伊 100);B 为经细胞免疫荧

光染色鉴定,琢鄄SMA 表达阳性( 伊 400)。

Figure 1. Identification of primary cultured rat VSMC

2郾 2摇 24鄄乙酰泽泻醇 A 对 VSMC SM22琢 表达的

影响

阴性对照组中可见蓝染的细胞核,胞质未见浅

黄色至深棕黄色染色;而其他各组细胞胞质均可见

浅黄色至深棕黄色染色的 SM22琢 蛋白阳性表达。
ox鄄LDL 诱导组平均光密度值较空白对照组小,说明

SM22琢 蛋白表达水平较空白对照组下降 ( P <
0郾 01);24鄄乙酰泽泻醇 A 干预 ox鄄LDL 诱导的 VSMC
后平均光密度值又有所上升,表明 24鄄乙酰泽泻醇 A
干预 ox鄄LDL 诱导的 VSMC 后 SM22琢 蛋白表达水平

又升高(P < 0郾 01;图 2)。

图 2. VSMC SM22琢蛋白表达摇 摇 a 为 P < 0郾 01,与空白对照组比较;b 为 P < 0郾 01,与 ox鄄LDL 组比较。

Figure 2. The expression of SM22琢 protein in VSMC

2郾 3摇 24鄄乙酰泽泻醇 A 对 VSMC MMP鄄9 表达的

影响

MMP鄄9 mRNA 和蛋白在空白对照组均有一定

的基础表达;ox鄄LDL 诱导 24 h 后,MMP鄄9 mRNA 和

蛋白表达均出现明显的上升,与空白对照组相比差

异有统计学意义(P < 0. 01);使用 24鄄乙酰泽泻醇 A
干预后,与 ox鄄LDL 组比较,MMP鄄9 mRNA 和蛋白表

达明显降低(P < 0. 01;图 3)。
2郾 4摇 24鄄乙酰泽泻醇 A 对 VSMC ERK 磷酸化水平

的影响

与空白对照组相比,ox鄄LDL 诱导下 VSMC 的 p鄄
ERK 水平显著升高(P < 0郾 01)。 予 24鄄乙酰泽泻醇

A 预孵育 1 h 后,ox鄄LDL 诱导的 p鄄ERK 过表达可部

分抑制(P < 0郾 01;图 4)。

3摇 讨摇 论

VSMC 是血管壁中膜的的主要构成成分,血管

内膜中仅存在少量 VSMC,正常的 VSMC 呈非增殖

性的收缩表型,通过其收缩和舒张,改变血管内径,
维持血管壁张力,控制血压;在多种病理因素的作

用下如炎症细胞和氧化型脂质如 ox鄄LDL,VSMC 由

收缩型转化为合成型[1],合成型 VSMC 可合成和

分泌大量细胞因子、细胞外基质(ECM)和基质金属
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图 3. VSMC MMP鄄9 mRNA 及蛋白表达摇 摇 A 为 VSMC MMP鄄9 mRNA 相对含量表达;B 为 VSMC MMP鄄9 蛋白相对含量表达。 a 为 P <
0郾 01,与空白对照组比较,b 为 P < 0郾 01,与 ox鄄LDL 组比较。

Figure 3. The mRNA and protein expressions of MMP鄄9 in VSMC

图 4. VSMC 中 p鄄ERK 的表达水平摇 摇 a 为 P < 0郾 01,与空白

对照组比较;b 为 P < 0郾 01,与 ox鄄LDL 组比较。

Figure 4. The phosphorylation level of ERK in VSMC

蛋白酶(MMP) [5],这在动脉硬化、高血压、血管损伤

修复和 PCI 术后再狭窄的病理生理过程中起重要作

用。 VSMC 的表型转化是细胞增殖和迁移的关键性

步骤[6]。 24鄄乙酰泽泻醇 A 是从泽泻脂溶性部分分

离的三萜类化合物中是作用最强的降血脂有效成

分[7]。 秦建国等研究发现泽泻萜类化合物对 apoE鄄
基因敲除高脂饲料喂养所致动脉粥样硬化小鼠具

有降低血清总胆固醇、低密度脂蛋白的作用[8]。 因

此 24鄄乙酰泽泻醇 A 在降脂、抗动脉粥样硬化方面

具有一定的物质基础,但是其是否能作用于 VSMC
表型转化来实现尚未见研究报道。 本实验体外培

养 VSMC,利用 ox鄄LDL 诱导 VSMC 表型转化,由收

缩型转化为合成表型[9],模拟在体动脉粥样硬化

VSMC 表型转化的过程,采用 24鄄乙酰泽泻醇 A 进行

干预,阐明 24鄄乙酰泽泻醇 A 抑制 VSMC 表型转化

以及抑制 VSMC 表型转化后减少 MMP鄄9 表达水平

及可能相关的信号通路。
SM22琢 是近年发现的一种 VSMC 分化型标志

蛋白,在分化型 VSMC 中大量表达,该蛋白通过与细

胞骨架的肌动蛋白相结合,参与细胞骨架组构和收

缩调节。 研究发现,在动脉粥样硬化发生过程中

SM22琢 可通过调节 VSMC 表型和增殖活性而影响

动脉硬化的发生与发展[10]。 Wamhof 等[l1] 进一步

发现鼠动脉粥样硬化损伤部位的 VSMC 中 SM22琢
基因表达下调。 可见,SM22琢 在 VSMC 表型转化和

血管重塑性疾病发生发展中的作用日益成为人们

关注的焦点。 基质金属蛋白酶(matrix metalloprotei鄄
nase,MMP)是一个蛋白酶家族,由巨噬细胞、VSMC
等细胞产生,可广泛降解 ECM,影响 VSMC 的迁移、
增殖等能力。 其中 MMP鄄9 是 MMP 家族的重要成

员,在 VSMC 迁移至血管内膜、新生内膜的形成、血
管的重构及不稳定性斑块破裂中发挥重要的促进

作用[12]。 有研究表明[13] SM22琢 能调节 MMP鄄9 的

表达。 沉默 SM22琢 基因表达可增强 MMP鄄9 的合

成;SM22琢 缺陷小鼠子宫的MMP鄄9 的表达活性显著

高于野生型小鼠。 由此可见 SM22琢 与 MMP鄄9 在

VSMC 表型转化中有着重要的关系。 本实验通过免

疫细胞化学法检测了收缩表型标志蛋白 SM22琢 的

表达,发现 ox鄄LDL 使收缩表型蛋白 SM22琢 表达明

显下降,表明 ox鄄LDL 刺激 VSMC 由收缩型转化为合

成型细胞,通过 RT鄄PCR 和 Western blot 检测发现

ox鄄LDL 诱导 VSMC 可以大量表达 MMP鄄9,提示 ox鄄
LDL 诱导 VSMC 由收缩型转化为合成型 VSMC,该
合成型 VSMC 具有分泌大量的 MMP鄄9 的功能,这与

国外文献结果相符[13鄄15];24鄄乙酰泽泻醇 A 干预 ox鄄
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LDL 诱导 VSMC,收缩表型标记蛋白 SM22琢 表达明

显增加,而 MMP鄄9 表达受到明显的抑制,提示 24鄄乙
酰泽泻醇 A 能够有效抑制 ox鄄LDL 诱导 VSMC 的表

型转化,使其具有分泌功能的合成型细胞向收缩表

型转化,相应地导致分泌 MMP鄄9 的功能得以抑制。
在空白组体外培养的 VSMC 中有一定基础的 MMP鄄
9 表达,24鄄乙酰泽泻醇 A 干预后细胞中 MMP鄄9 表

达水平恢复至空白对照组水平,可能与体外培养

VSMC 的传代培养代数影响其表型和增殖活性

有关[16]。
多项研究证实,细胞外信号调节蛋白激酶( ex鄄

tracelluar regulated kinases,ERK1 / 2)作为丝裂原活

化蛋白激酶家系(mitogen activated protein kinases,
MAPK )的家族成员之一,在动脉粥样硬化进程中

VSMC 表型转化、迁移和增殖中发挥着重要的作

用[17鄄18]。 有研究认为 SM22琢 可通过 ERK 信号通路

抑制 MMP鄄9 的表达,其机制是通过 ERK1 / 2 信号通

路抑制 c鄄FOS 与 AP鄄1 位点的结合活性而抑制

MMP9 基因表达[13,19]。 本实验发现, ox鄄LDL 诱导

VSMC 的 p鄄ERK1 / 2 表达较空白对照组明显升高,
24鄄乙酰泽泻醇 A 干预后,p鄄ERK1 / 2 表达受到抑制,
提示 24鄄乙酰泽泻醇 A 可能通过抑制 ERK1 / 2 的磷

酸化,降低 ERK1 / 2 信号通路的活性,对 VSMC 的表

型转化及其分泌 MMP鄄9 功能产生影响。
因此,我们推测 24鄄乙酰泽泻醇 A 可以抑制 ox鄄

LDL 诱导的 VSMC 的表型转化及 MMP鄄9 表达,其机

制可能通过调节 ERK1 / 2 信号活性来实现的。
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