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华良姜素对 PDGF-BB 诱导血管平滑肌细胞增殖和迁移的影响

李 岩1, 安 芸1, 张赫彬1, 张海燕1, 张凤英1, 宋国华2

(1. 菏泽医学专科学校基础医学部,山东省菏泽市 274000;2. 山东第一医科大学 山东省医学科学院

临床与基础医学院,山东省济南市 250000)

[摘　 要] 　 [目的] 　 探讨华良姜素对 PDGF-BB 诱导下血管平滑肌细胞增殖和迁移的影响及可能的机制。 [方
法] 　 利用 25 μg / L 的 PDGF-BB 处理人主动脉血管平滑肌细胞(HA-VSMC)诱导血管平滑肌细胞增殖和迁移。 实

验分为正常对照组、PDGF-BB 组(模型组)、PDGF-BB+华良姜素(10、20、40 μmol / L)组和 DMSO 组。 采用 CCK-8 实

验检测 HA-VSMC 增殖活力,Transwell 实验检测 HA-VSMC 迁移能力,Western blot 检测自噬效应蛋白 p62、LC3、雷帕

霉素靶蛋白(mTOR)以及磷酸化 mTOR(p-mTOR)蛋白表达水平的变化。 [结果] 　 PDGF-BB 处理后,HA-VSMC 增

殖和迁移能力显著上调(P<0. 01),华良姜素显著抑制 PDGF-BB 诱导的 HA-VSMC 的增殖和迁移,且随浓度的上升

抑制能力越明显(P<0. 05)。 与模型组比较,40 μmol / L 华良姜素处理后,LC3Ⅰ以及 mTOR 蛋白表达水平显著降低

(P<0. 05);LC3Ⅱ/ LC3Ⅰ、p62 与 p-mTOR 蛋白表达水平显著升高(P<0. 05),同时发现 40 μmol / L 华良姜素与 AMPK 抑

制剂 Compound C,对 PDGF-BB 诱导的 HA-VSMC AMPK / mTOR 信号通路的影响一致。 [结论] 　 华良姜素可抑制

PDGF-BB 诱导的 HA-VSMC 的增殖和迁移,其作用机制可能是通过上调 AMPK / mTOR 信号通路,抑制自噬实现。
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Effects of jaranol on proliferation and migration of vascular smooth muscle cells in-
duced by PDGF-BB
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the effect of jaranol on platelet derived growth factor-BB (PDGF-BB)-induced
proliferation and migration of vascular smooth muscle cell(VSMC) as well as its possible mechanism. 　 　 Methods　 Hu-
man aortic vascular smooth muscle cells (HA-VSMC)were treated with 25 μg / L PDGF-BB to induce proliferation and mi-
gration. 　 The cells were divided into normal control group (NC group), PDGF-BB group, PDGF-BB+jaranol (10, 20 and
40 μmol / L) group, DMSO group. 　 Cell counting Kit-8 ( CCK-8) assay was used to assess proliferation ability of
HA-VSMC, and Transwell assay was used to examin the migration ability of HA-VSMC. 　 Western blot was used to detect
the expression of autophagy related proteins including p62, LC3, mammalian target of rapamycin (mTOR) and phosphoryl-
ated mTOR (p-mTOR). 　 　 Results　 After treatment with PDGF-BB, the proliferation and migration ability of HA-VSMC
was notably upregulated (P<0. 01), while jaranol showed a significant and concentration-dependent inhibition effect on
PDGF-BB-induced proliferation and migration of HA-VSMC (P<0. 05). 　 Western blot results showed that compared with
the PDGF-BB group, the protein expression levels of LC3Ⅰ and mTOR were significantly decreased in PDGF-BB+jaranol
(40 μmol / L) group (P<0. 05); The expression levels of LC3Ⅱ / LC3Ⅰ, p62 and p-mTOR proteins were significantly in-
creased (P < 0. 05), and the effect of jaranol (40 μmol / L) and compound C on AMPK / mTOR signaling pathway of
HA-VSMC induced by PDGF-BB was consistent. 　 　 Conclusion　 Jaranol can inhibit the abnormal proliferation and mi-
gration of HA-VSMC invoked by PDGF-BB, its mechanism may be related to its inhibition effect of PDGF-BB-induced au-
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tophagy of HA-VSMC by regulating AMPK / mTOR signaling pathway.
[KEY WORDS]　 jaranol;　 platelet derived growth factor-BB;　 vascular smooth muscle cell;　 autophagy;　 cell prolif-
eration;　 cell migration

　 　 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是一种慢性

炎症病变,是心血管疾病的主要原因[1-2]。 该病变

的主要特征包括脂质堆积、泡沫细胞形成、内皮细

胞功能障碍、 血管平滑肌细胞 ( vascular smooth
muscle cell,VSMC)异常增殖和局部炎症等[3]。

VSMC 是血管中膜主要的细胞成分,其功能变

化是血管结构重塑、内膜新生等血管疾病的病理基

础和重要原因。 在正常状况下,VSMC 表现出静止

的“收缩”表型,很少出现增殖、迁移及自噬。 但在

血管损伤的情况下,VSMC 由分化表型(收缩型)转
化为去分化表型(合成型),并具备了高度的增殖和

迁移能力,从而有助于血管壁的修复[4-5]。 有研究

发现在 As 的发展过程中,VSMC 表型由分化表型转

变为去分化表型后,增殖的细胞从中膜向内膜迁移,
导致血管壁增厚,进而加重心血管疾病的发展[6]。

黄芪是常用的补气类中药,具有抗炎、缓解血

管壁重构、抗氧化等药理作用,可用于改善血压,治
疗心力衰竭、脑血栓等心脑血管疾病[7]。 华良姜素

(jaranol)是一种黄酮类化合物,广泛存在于黄芪、甘
草、丁香及豆寇等中草药中,具有抑制血管新生、抗
氧化及抗肿瘤等药理活性[8]。 研究发现,华良姜素

对血管的异常新生具有较强的抑制作用,可用于预防

和治疗血管新生疾病及心血管疾病[9]。 血小板源生

长因子(platelet derived growth factor-BB,PDGF-BB)
作为一种较强的促有丝分裂因子,通过多种下游分子

促使 VSMC 发生表型转变,促进 VSMC 的增殖和迁

移[6]。 因此本文以人主动脉血管平滑肌细胞(human
aortic vascular smooth muscle cell,HA-VSMC)为研究

对象,利用 PDGF-BB 作为干预条件,探讨华良姜素

对 PDGF-BB 诱导下 HA-VSMC 增殖和迁移的影响,
为高血压、As 等心血管疾病的治疗提供理论依据。

1　 材料和方法

1. 1　 药物与试剂

华良姜素(Chem Faces,货号:3301-49-3),纯度

≥98% ;DMEM 培养基、0. 25%胰蛋白酶、胎牛血、青
霉素-链霉素溶液 (武汉普诺赛生命科技有限公

司);CCK-8 细胞增殖毒性检测试剂盒(日本同仁化

学研究所);结晶紫染液(碧云天生物技术公司);
RIPA 裂解液(北京索莱宝科技有限公司);蛋白酶

抑制剂、重组人 PDGF-BB(MCE 公司);兔源 β-actin

抗体、兔源 p62 抗体、兔源 LC3 抗体、兔源雷帕霉素靶

蛋白(mammalian target of rapamycin,mTOR)抗体、兔
源磷酸化 mTOR(phosphorylated mTOR,p-mTOR)抗

体、HRP 标记的山羊抗兔二抗(Proteintech 公司)。
1. 2　 细胞培养和实验分组

将 HA-VSMC(河北医科大学)置于 DMEM 培养

基(含有青霉素-链霉素和 10% FBS)于 37 ℃、5%
CO2 培养箱中培养,待细胞融合度达到 80% ~ 90%
时,加入胰蛋白酶进行消化,传代至新的培养瓶中

培养。 采用 25 μg / L 的 PDGF-BB 作为刺激因子,诱
导 HA-VSMC 表型改变,建立细胞模型。 实验分为 6
组:正常对照组、PDGF-BB 组(模型组)、PDGF-BB+
10 μmol / L 华良姜素组 (低剂量华良姜素组)、
PDGF-BB+20 μmol / L 华良姜素组(中剂量华良姜素

组)、PDGF-BB+40 μmol / L 华良姜素组(高剂量华

良姜素组)和 DMSO 组(0. 1% DMSO 溶剂对照组)。
1. 3　 CCK-8 测定

将消化下来的 HA-VSMC 置入离心管中,镜下

计数,用完全培养基调整细胞密度,使细胞以 3×104

个 / mL 接种入 96 孔板中,每组 6 个复孔,并在培养

箱中培养过夜,使细胞贴壁。 将培养基更换为含

PDGF-BB(25 μg / L)和华良姜素(10、20、40 μmol / L)
的培养基,处理细胞 24 h;处理结束后,向每孔中加

入 10 μL 的 CCK-8 溶液,过程中避免产生气泡。 将

样品在 37 ℃、5%CO2 培养箱中孵育 2 h。 孵育结束

后,将 96 孔板置于酶标仪中,检测每孔在 450 nm 处

的吸光度值。 根据吸光度值计算细胞增殖活性,并
进行统计分析。
1. 4　 Transwell 实验

将消化下来的 HA-VSMC 置入离心管中,使用

完全培养基将细胞调整至(3 ~ 5) ×105 个 / mL。 在

Transwell 上室中加入 200 μL 调整好的细胞悬液,各
组下室中分别加入 500 μL 含上述不同处理试剂的

培养液。 将含 Transwell 小室的 24 孔板置于培养箱

中培养。 培养 12 h 后取出,用湿润棉签轻轻擦净

Transwell 小室内(上层)聚碳酸酯膜上未迁移的细

胞,将小室置入 4%多聚甲醛中,将聚碳酸酯膜上细

胞固定 15 min。 用 PBS 清洗 3 次,聚碳酸酯膜自然

风干后,用 0. 1% 结晶紫溶液对聚碳酸酯膜进行染

色 30 min,用 PBS 清洗膜 3 次。 镜下观察,随机选

取 5 个视野拍照,并计数 Transwell 小室聚碳酸酯膜

下层迁移的细胞数目。
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1. 5　 划痕实验

将 HA-VSMC 按 1 ×105 个 / mL 接种于 6 孔板

中,待细胞长满板后,先用 200 μL 枪头在孔板中央

划一条笔直划痕,用无血清培养基反复清洗细胞,
以便洗去刮掉的细胞。 倒置显微镜选取 3 ~ 5 个视

野进行拍照,并标记。 将此时记为 0 h。 之后按照组

别加入含 PDGF-BB(25 μg / L)和华良姜素(10、20、
40 μmol / L) 的培养基,培养箱继续培养 12 h 和

24 h。 再用倒置显微镜选取 3 ~ 5 个视野进行拍照。
用 Image J 软件的度量工具测量划痕间距离。
1. 6　 细胞总蛋白的提取

将 HA-VSMC 接种在 6 孔板中,在 37 ℃下培养

过夜以贴壁。 更换处理培养基,将各组干预处理好

的 HA-VSMC 从培养箱取出,弃去培养基,PBS 清洗

2 ~ 3 遍。 加 100 μL 含 PMSF 的裂解液,于冰上裂解

30 min,使细胞充分裂解,裂解完后,用干净的细胞

刮轻柔刮下全部细胞,然后转移至 1. 5 mL 离心管

中。 将离心管置于 4 ℃ 12 000 r / min 离心 15 min;
将离心后的上清转移至新的 EP 管中放于-80℃保

存。 按照 BCA 法蛋白定量试剂盒操作评估蛋白质

样品浓度,根据蛋白浓度,用裂解液调整,使所有蛋

白样品终浓度一致。
1. 7　 Western blot 检测

Western blot 实验操作依据文献记录的方法进

行[10],各孔上样量为 20 μg 蛋白,浓缩胶电压 80 V,
30 min;分离胶电压 120 V,90 min。 电泳结束后,将
分离后的蛋白电转移至 PVDF 膜 300 mA 恒定电流,
转膜 100 min,加入含 5% 脱脂奶粉的 TBST 于摇床

上室温封闭 1 h,封闭完成后加入一抗,抗体及工作

浓度如下: β-actin 抗体 ( 1 ∶ 10 000 )、 p62 抗体

(1 ∶ 5 000)、 LC3 抗体 ( 1 ∶ 5 000 )、 mTOR 抗体

(1 ∶ 5 000)、p-mTOR 抗体(1 ∶ 5 000)。 一抗室温孵

育 1 h,孵育结束后加入 TBST,每次 15 min,洗膜 3 次;
加入二抗,室温孵育1 h,TBST 洗膜3 次,用超敏显影液

和化学发光成像系统进行显影,根据条带灰度值用

Image J 软件作半定量分析,以 β-actin 作为内参。
1. 8　 数据处理

利用 GraphPad Prism 软件进行数据分析,计量

资料以 x±s 表示,数据采用单因素方差分析,组间两

两比较采用 t 检验,P<0. 05 认为差异有显著性。

2　 结　 果

2. 1　 华良姜素抑制 PDGF-BB诱导的 HA-VSMC增殖

利用 Western blot 检测增殖标记蛋白增殖细胞

核抗原(proliferating cell nuclear antigen,PCNA)的表

达,结果显示,25 μg / L 的 PDGF-BB(模型组)显著

诱导 PCNA 表达(P<0. 05,与正常对照组比升高了

0. 41 倍);与模型组相比,华良姜素各剂量组呈浓

度依赖性显著降低 PCNA 表达,中剂量华良姜素

组 PCNA 表达量降低了 9. 16% ,当用 40 μmol / L
的华良姜素(高剂量华良姜素组)干预后 PCNA 蛋

白表 达 水 平 降 低 了 41. 28% ( P < 0. 05; 图 1 )。
CCK-8 检测结果显示,用 25 μg / L 的 PDGF-BB 诱导

HA-VSMC 24 h 后,细胞增殖活力比正常对照组升

高了 0. 38 倍(P<0. 01),而华良姜素干预后细胞增

殖活力较模型组显著降低,随着华良姜素浓度的增

加其干预效果也越显著, 呈剂量依赖性, 当用

40 μmol / L 的华良姜素干预后细胞增殖活力显著降

低(P<0. 01),与模型组相比降低了 35. 12% (图 1),
可见 40 μmol / L 的华良姜素对 PDGF-BB 诱导的

HA-VSMC 增殖活力起到了抑制作用。

图 1. 不同剂量的华良姜素对 PDGF-BB 诱导的

HA-VSMC 增殖的影响

A 为 Western blot 检测增殖标记蛋白 PCNA 的表达(n=3);
B 为 CCK-8 检测细胞增殖活力(n=6)。

1 为正常对照组,2 为模型组,3 为低剂量华良姜素组,
4 为中剂量华良姜素组,5 为高剂量华良姜素组,6 为 DMSO 组。

a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与正常对照组相比;
c 为 P<0. 05,d 为 P<0. 01,与模型组相比。

Figure 1. Effect of different doses of jaranol on
proliferation of HA-VSMC induced by PDGF-BB
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2. 2　 华良姜素抑制 PDGF-BB诱导的 HA-VSMC迁移

Transwell 实验结果显示,经过 PDGF-BB 诱导的

HA-VSMC,由上室迁移至下室的细胞数目显著增

加,比正常对照组增加了 2. 17 倍(P<0. 01),而华良

姜素干预组细胞迁移较模型组明显降低,且呈浓度

依赖性,与模型组相比,低剂量和中剂量华良姜素

组分别降低了 5. 53% 、9. 96% ,但差异无显著性(P>
0. 05)。 高剂量华良姜素可以明显抑制 PDGF-BB
诱导的 HA-VSMC 迁移,与模型组比较其细胞迁移

力降低 69. 74% (P<0. 01),但与正常对照组比较差

异无显著性(P>0. 05;图 2)。 划痕实验结果显示,
在处理 24 h 后,模型组 HA-VSMC 从划痕边缘向中

间迁移的距离显著增加,比正常对照组增加了 0. 40
倍(P<0. 01);加入高剂量华良姜素干预后,与模型

组相比,HA-VSMC 从划痕边缘向中间迁移的距离逐

渐减小,比模型组降低了 29. 5% (P<0. 01;图 3)。
以上实验证明华良姜素有效抑制 PDGF-BB 诱导的

HA-VSMC 迁移。

图 2. Transwell 实验检测不同剂量的华良姜素对 PDGF-BB 诱导的 HA-VSMC 迁移的影响(n=5)
1 为正常对照组,2 为模型组,3 为低剂量华良姜素组,4 为中剂量华良姜素组,5 为高剂量华良姜素组,6 为 DMSO 组。

a 为 P<0. 01,与正常对照组相比;b 为 P<0. 01,与模型组相比。

Figure 2. Effect of different doses of jaranol on migration of HA-VSMC induced by PDGF-BB was
measured by Transwell assays(n=5)

图 3. 划痕实验检测不同剂量的华良姜素对 PDGF-BB 诱导的 HA-VSMC 迁移的影响(n=6)
1 为正常对照组,2 为模型组,3 为低剂量华良姜素组,4 为中剂量华良姜素组,5 为高剂量华良姜素组,6 为 DMSO 组。

a 为 P<0. 01,与正常对照组相比;b 为 P<0. 01,与模型组相比。

Figure 3. Effect of different doses of jaranol on migration of HA-VSMC induced by PDGF-BB was
measured by wound healing assays(n=6)
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2. 3　 华良姜素能降低 PDGF-BB 诱导的 HA-VSMC
自噬水平

为了明确华良姜素对 PDGF-BB 诱导的 HA-
VSMC 自噬相关蛋白的影响,采用 Western blot 检测

各组细胞中自噬相关蛋白的表达。 结果显示,与模

型组比较,自噬相关蛋白 LC3Ⅱ / LC3Ⅰ随着华良姜

素剂量的增加而升高,低、中和高剂量华良姜素组

分别比模型组升高了 0. 30、0. 73 和 1. 18 倍 (P <
0. 05);同时自噬相关蛋白 p62 的表达明显升高,
低、中剂量华良姜素组分别比模型组升高了 0. 12、
0. 11 倍,高剂量华良姜素组比模型组升高了 0. 54
倍(P<0. 05)。 表明华良姜素能够抑制 HA-VSMC
的增殖和迁移可能与降低自噬水平有关(图 4)。

图 4. 华良姜素对 PDGF-BB 诱导的 HA-VSMC 自噬相关蛋白表达的影响(n=3)
1 为正常对照组,2 为模型组,3 为低剂量华良姜素组,4 为中剂量华良姜素组,5 为高剂量华良姜素组,6 为 DMSO 组。

a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与正常对照组相比;c 为 P<0. 05,d 为 P<0. 01,与模型组相比。

Figure 4. Effect of jaranol on expression of autophagy proteins in HA-VSMC induced by PDGF-BB(n=3)

2. 4　 华良姜素抑制 PDGF-BB 诱导的 HA-VSMC 内

AMPK / mTOR 信号通路

为了探讨华良姜素对 AMPK / mTOR 信号通路

的影响,随后对 mTOR 的表达量及其磷酸化水平进

行检测,Western blot 结果显示,模型组中 mTOR 蛋

白的表达水平比正常对照组升高了 0. 42 倍 (P <
0. 01);而高剂量华良姜素组则与正常对照组无显

著差异(P>0. 05),与模型组比降低了 26. 5% (P<

0. 01)。 另外高剂量华良姜素组中 mTOR 磷酸化水

平显著增高,与模型组比升高了 0. 77 倍(P<0. 05;
图 5 )。 同时发现加入 40 μmol / L 华良姜素对

PDGF-BB 诱导下 HA-VSMC 中 AMPK / mTOR 信号

通路的影响,与 AMPK 抑制剂 Compound C 干预下

对 PDGF-BB 诱导的 AMPK / mTOR 信号通路的影响

一致(图 5),表明华良姜素通过抑制 AMPK / mTOR
信号通路降低 HA-VSMC 的自噬。

图 5. 华良姜素对 PDGF-BB 诱导的 HA-VSMC 中 AMPK / mTOR 信号通路的影响(n=3)
1 为正常对照组,2 为模型组,3 为低剂量华良姜素组,4 为中剂量华良姜素组,5 为高剂量华良姜素组,6 为 DMSO 组。

a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与正常对照组相比;c 为 P<0. 05,d 为 P<0. 01,与模型组相比。

Figure 5. Effect of jaranol on PDGF-BB-induced AMPK / mTOR signaling pathway in HA-VSMC(n=3)
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3　 讨　 论

VSMC 是血管壁的主要组成成分,在保持血管

结构、维持血管张力和血管内稳态中起着关键作

用[11]。 VSMC 在正常生理状态下保持分化状态,对
于维持血管壁的完整性和生理功能起着重要作用;
在不同的细胞外刺激因子(如氧化型低密度脂蛋

白、促炎细胞因子、PDGF-BB 等)的作用下,可发生

表型转化,由分化型转变为去分化型。 去分化型

VSMC 具有活跃的增殖和迁移能力,以及表现出合

成和分泌功能增强等[12-13]。 VSMC 的过度增殖和迁

移被认为是导致 As、血管成形术后再狭窄和静脉旁

路移植失败常见的血管病变原因[14-17]。 因此,
VSMC 表型转化及其相关调控机制在内膜重构和许

多心血管疾病的发生中起着至关重要的作用[18]。
华良姜素是一种黄酮类化合物,广泛存在于丁

香、黄芪及红豆寇等中药材中。 有研究发现华良姜

素对血管的异常新生具有较强的抑制作用,同时也

会对癌细胞凋亡与肿瘤相关巨噬细胞交替活化产

生影响,可用于治疗血管新生引发的癌症及相关疾

病[19-20]。 本研究发现华良姜素对 PDGF-BB 诱导的

HA-VSMC 增殖及迁移具有显著的抑制作用,但其机

制尚待阐明。
自噬是一种高度保守的程序化的细胞内自我

降解机制,它分解代谢细胞内成分以维持稳态的营

养平衡并保护细胞免受氧化应激损伤,在维持血管

的正常结构和功能方面发挥着重要作用[21]。 VSMC
正常的自噬增加可以促进细胞存活,对 VSMC 起到

保护作用;但是自噬严重受损或过度自噬都可能导

致细胞损伤甚至死亡,进而加速血管疾病的发

展[22]。 LC3 是自噬过程中形成的一种重要蛋白质,
有 LC3Ⅰ和 LC3Ⅱ两种存在形式,当自噬启动时,
LC3Ⅰ会酶解掉一小段多肽,转变为具有膜结合力

的 LC3Ⅱ,参与自噬的过程[23-24]。 p62 蛋白是自噬

过程的一种降解产物,通过与 LC3 相互作用形成

LC3-p62 复合物,将底物递送至自噬体进行降解,因
此 p62 蛋白表达水平与自噬活动呈负相关[25]。 本

研究结果表明细胞经不同浓度的华良姜素处理后,
自噬蛋白 LC3Ⅰ的表达随着药物浓度的增加而降

低;同时,p62 蛋白的表达水平显著升高。 说明,华
良姜素可以减少 HA-VSMC 自噬的发生,且自噬水

平随药物浓度的增加而降低。 有研究表明,多种信

号通路共同参与自噬的调节。 其中,AMPK / mTOR
信号通路在自噬的过程中发挥着至关重要的作用。
在 AMPK / mTOR 信号通路中,AMPK 通过磷酸化被

激活,并降低 mTOR 的磷酸化水平,最终激活自

噬[26]。 mTOR 信号的激活与 VSMC 的异常增殖、迁
移和易损斑块形成有关[27]。 Western blot 结果显

示,华良姜素可抑制 PDGF-BB 诱导的 HA-VSMC 自

噬水平增加,上调 p-mTOR / mTOR 的表达,从而减轻

自噬,保护 VSMC。
综上所述,本研究证实华良姜素对 PDGF-BB 诱

导的 VSMC 增殖及迁移具有抑制作用,这一效应可

能是通过上调 AMPK / mTOR 信号通路,抑制自噬实

现的,为华良姜素的临床用药提供了理论基础,为
心血管疾病的治疗提供了新的策略。
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