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[摘　 要] 　 目的　 观察泽泻汤对血管平滑肌细胞(ＶＳＭＣ)周期蛋白 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、Ｃｙｃｌｉｎ Ｅ、增殖细胞核抗原(ＰＣＮＡ)
和 ｐ２７ 表达的影响ꎬ探讨泽泻汤在氧化型低密度脂蛋白(ｏｘ￣ＬＤＬ)诱导的 ＶＳＭＣ 增殖中的作用和机制ꎮ 方法　 通过

体外 ５０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导 ＶＳＭＣꎬ建立 ＶＳＭＣ 增殖的动脉粥样硬化细胞模型ꎻ应用空白血清及 ２０％泽泻汤含药血

清干预ꎮ ＭＴＳ 法检测泽泻汤含药血清对 ＶＳＭＣ 增殖的影响ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测增殖相关蛋白 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、Ｃｙｃｌｉｎ Ｅ、ＰＣ￣
ＮＡ 和 ｐ２７ 表达水平ꎮ 结果　 ５０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 可明显诱导 ＶＳＭＣ 增殖ꎮ 与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组比较ꎬ泽泻汤含药血清可显著

抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的 ＶＳＭＣ 增殖ꎬ下调细胞 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、Ｃｙｃｌｉｎ Ｅ 和 ＰＣＮＡ 的表达ꎬ同时促进 ｐ２７ 蛋白表达ꎮ 结论　 泽

泻汤具有抗 ＶＳＭＣ 增殖的作用ꎬ机制可能与上调 ｐ２７ 蛋白和抑制 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、Ｃｙｃｌｉｎ Ｅ、ＰＣＮＡ 表达有关ꎮ
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样硬化(ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡｓ)、血管再狭窄及内膜增生

等心脑血管疾病发生发展过程中的关键因素[１￣２]ꎮ
正常生理情况下ꎬＶＳＭＣ 在血管壁中层处于 Ｇ０ / Ｇ１
期ꎬ表现为静止、低增殖率状态ꎬ当血管受各种刺激

后 ＶＳＭＣ 由中膜迁移至内膜ꎬ并再次启动细胞周期

循环ꎬ促使细胞大量增殖[３￣４]ꎬ最终形成 Ａｓꎮ 氧化型

低密度脂蛋白( ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬｏｘ￣
ＬＤＬ)是 ＶＳＭＣ 增殖的有丝分裂原ꎬ可通过多种途径

损伤血管内皮细胞ꎬ促进 ＶＳＭＣ 增殖ꎬ是 Ａｓ 形成的

重要危险因素[５]ꎮ 泽泻汤出自东汉张仲景«金匮要

略»ꎬ由泽泻、白术配伍而成ꎬ具有渗泻水饮、扶助脾

胃之功效ꎮ 研究发现泽泻汤具有降血脂、降血压、
扩张血管等多种药理作用[６￣８]ꎮ 但泽泻汤是否具有

抗 ＶＳＭＣ 增殖的功效罕见报道ꎮ 因此本实验利用

ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导 ＶＳＭＣ 增殖模型ꎬ观察泽泻汤对 ＶＳＭＣ
增殖及细胞周期相关蛋白表达的影响ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

　 　 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基、胎牛血清(Ｈｙｃｌｏｎｅ 有限公

司)ꎻｏｘ￣ＬＤＬ(１.３７ ｍｇ / Ｌꎬ北京协生生物科技公司)ꎻ
ＭＴＳ [ ３￣( ４ꎬ ５￣ｄｉｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌ￣２￣ｙｌ) ￣５￣( ３￣ｃａｒｂｏｘｙｍｅ￣
ｔｈｏｘｙｐｈｅｎｙｌ) ￣２￣(４￣ｓｕｉｆｏｐｈｅｎｙｌ) ￣２Ｈ￣ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍꎬ ｉｎｎｅｒ
ｓａｌｔ]试剂盒(Ｐｒｏｍｅｇａ 公司)ꎻ细胞周期蛋白 Ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１、Ｃｙｃｌｉｎ Ｅ、增殖细胞核抗原(ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｎｕ￣
ｃｌｅａｒ ａｎｔｉｇｅｎꎬＰＣＮＡ)抗体、辣根过氧化物酶( ｈｏｒｓｅ￣
ｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬＨＲＰ)标记的山羊抗兔 / 抗鼠二抗

(Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司)ꎻｐ２７ 抗体(Ａｂｃａｍ
公司)ꎻβ￣ａｃｔｉｎ 抗体(武汉博士德有限公司)ꎻ一抗二

抗稀释液、ＥＣＬ 显色试剂盒 (北京碧云天有限公

司)ꎮ 清洁级 ＳＤ 雄性大鼠 ４４ 只ꎬ购自福建医科大

学实 验 动 物 中 心 [许 可 证 号: ＳＣＸＫ ( 闽 ) ２０１２￣
０００１]ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 电泳设备(Ｂｉｏ￣ＲＡＤ 公司)ꎮ
１.２　 泽泻汤及泽泻汤含药血清制备

泽泻汤及泽泻汤含药血清制备:与我们之前实

验的方法相同[９]ꎮ 泽泻汤由泽泻、白术组成ꎬ购自

福建中医药大学附属康复医院药剂科ꎬ严格按«金
匮要略»原方剂量比例配制ꎬ参考«中药药理实验方

法学»制备ꎬ４℃冰箱储存备用ꎮ 清洁级 ＳＤ 雄性大

鼠 ４０ 只ꎬ体重 ２００ ~ ２２０ ｇꎬ随机分为泽泻汤含药血

清组和空白血清组(注射相同量的生理盐水)ꎬ每组

２０ 只ꎮ 按体重每 １００ ｇ 灌胃 １ ｍＬ 给药ꎬ每天 ２ 次ꎬ
连续 ７ 天ꎮ 腹主动脉采血ꎬ于 ４°Ｃ ３０００ ｒ / ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎ 分离血清ꎮ 合并同组血清ꎬ５６℃灭活３０ ｍｉｎꎬ

微孔滤膜过滤除菌ꎬ－２０℃保存待用ꎮ
１.３　 血管平滑肌细胞的分离与培养

颈椎脱臼处死 ＳＤ 大鼠ꎬ体积分数为 ０.７５ 的乙

醇浸泡 ５ ｍｉｎꎬ超净工作台内取胸主动脉ꎬ置于含有

预冷磷酸盐缓冲液的培养皿中去除血污ꎬ获取干净

光滑的血管段ꎬ去除外膜与内膜ꎮ 在另一个含少量

ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养液的培养皿中ꎬ将中膜剪成 １ ｍｍ２

大小的组织块ꎮ 用吸管将组织块贴于培养瓶底面ꎬ
组织块间距 ２ ~ ３ ｍｍꎮ 加入含 ２０％胎牛血清的

ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养液 ２~３ ｍＬꎬ将培养瓶直立于 ３７℃、
５％ＣＯ２ 培养箱中ꎬ待 ４~６ ｈ 后组织块与培养瓶黏附

后ꎬ平置培养瓶ꎬ４ ~ ５ 天后首次换液ꎮ 待原代培养

的细胞从组织块长出ꎬ数量增加至细胞长满瓶壁或

占瓶壁 ６０％ ~ ８０％时ꎬ即可进行传代培养ꎮ 每隔 ２
天进行细胞换液ꎬ每隔 ４ 天进行细胞传代ꎮ
１.４　 细胞免疫荧光鉴定

ＶＳＭＣ 以 １.０×１０５ 个 / 毫升的密度接种到 ２４ 孔

细胞培养板中的圆形盖玻片上ꎬ于 ３７℃、５％ＣＯ２ 培

养箱中培养 ２４ ｈ 后ꎬ按以下步骤操作:４％多聚甲醛

固定 ５ ｍｉｎꎬ０.５％Ｔｒｉｔｏｎ 穿孔 ５ ｍｉｎꎬ１％牛血清白蛋

白封闭 ３０ ｍｉｎꎬ实验组:加入一抗[１％牛血清白蛋白

稀释的 α￣平滑肌肌动蛋白(α￣ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎꎬ
α￣ＳＭＡ)抗体ꎬ稀释比例 １ ∶ ４００]ꎬ３７℃孵育 ２ ｈ 后ꎬ
４℃过夜ꎬ异硫氰酸荧光素( ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅꎬ
ＦＩＴＣ)标记的二抗室温孵育 ２ ｈꎻ对照组:ＦＩＴＣ 标记的

二抗室温孵育 ２ ｈꎬ９０％丙三醇封片ꎮ 以上操作每步

之间均由磷酸盐缓冲液清洗 ２ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎮ 在荧

光显微镜下观察并拍照ꎬ记录抗体染色情况ꎮ
１.５　 泽泻汤含药血清干预浓度的选择

选择最适细胞浓度 １.０×１０５ 个 / 毫升铺入 ９６ 孔

板中ꎬ３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱内培养 ２４ ｈꎬ不含胎牛血

清的 ＤＥＭＥ / Ｆ１２ 培养基饥饿细胞 ２４ ｈꎬ分别加入浓

度为 １０％、２０％、３０％、４０％、５０％的泽泻汤含药血清

干预细胞ꎮ 干预 ２４ ｈ 后ꎬ每孔加入 ２０ μＬ ＭＴＳ 和

１００ μＬ ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 混合液ꎬ３７℃培养箱内反应 ２ ｈꎬ
酶标仪于波长 ４９２ ｎｍ 处进行比色ꎬ测定吸光度(ａｂ￣
ｓｏｒｂａｎｃｅꎬＡ)值ꎮ
１.６　 实验分组

取对数生长期的细胞ꎬ按 １.０×１０５ 个 / 毫升的密

度接种于 ６ 孔板中ꎬ在含 ２０％胎牛血清的培养基中

置于 ３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱内培养ꎬ待细胞生长至

７０％~８０％汇合后换成不含胎牛血清培养基继续培

养 ２４ ｈꎬ使细胞生长同步化ꎬ根据不同处理将细胞分

为 ３ 组:(１)对照组:２０％空白血清ꎻ(２) ｏｘ￣ＬＤＬ 组:

４６７ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ８ꎬ２０１６



５０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ＋２０％空白血清ꎻ(３)泽泻汤血清组:
５０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ＋２０％泽泻汤含药血清ꎮ 培养 ２４ ｈ
后收集细胞用于实验ꎮ
１.７　 ＭＴＳ 细胞增殖实验

选择最适细胞浓度 １.０×１０５ 个 / 毫升铺入 ９６ 孔

板中培养 ２４ ｈꎬ不含胎牛血清的 ＤＥＭＥ / Ｆ１２ 培养基

饥饿细胞 ２４ ｈ 后ꎬ按上述实验分组进行药物干预ꎮ
干预 ２４ ｈ 后ꎬ 每孔加入 ２０ μＬ ＭＴＳ 和 １００ μＬ
ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 混合液ꎬ３７℃培养箱内反应 ２ ｈꎬ酶标仪

于波长 ４９２ ｎｍ 处进行比色ꎬ测定 Ａ 值ꎮ
１.８　 蛋白免疫印迹检测 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、Ｃｙｃｌｉｎ Ｅ、ＰＣＮＡ
和 ｐ２７ 的表达

收获上述干预结束的细胞ꎬ加入三去污细胞裂

解液裂解细胞ꎬ冰上放置 ３０ ｍｉｎꎬ４℃、１２０００ ｒ / ｍｉｎ
离心 ２ ｍｉｎꎬ弃除沉淀ꎬＢＣＡ 法测定各组总蛋白浓

度ꎮ 调整蛋白浓度ꎬ９５℃水浴 １０ ｍｉｎ 使蛋白变性ꎬ
各组取 ３０ μｇ 蛋白样品于 １０％ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶电泳

分离ꎮ ５％脱脂奶粉封闭液封闭 ２ ｈꎻ按 １ ∶ １０００ 加

入一抗ꎬ４℃孵育过夜ꎬＴＢＳＴ 洗 ３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎻ相
应 ＨＲＰ 标记二抗(１ ∶ ３０００)室温孵育 １ ｈꎬＴＢＳＴ 洗

３ 次ꎬ予 ＥＣＬ 显色剂显色后在凝胶成像系统扫描成

像并分析各种蛋白的表达水平ꎮ
１.９　 统计学处理

实验数据应用 ＳＰＳＳ １８.０ 统计软件分析ꎬ计量

数据以ｘ±ｓ 表示ꎬ多组均数间比较采用单因素方差

分析ꎬＰ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 大鼠 ＶＳＭＣ 免疫荧光鉴定

　 　 在倒置相差显微镜下单个平滑肌细胞多呈梭

形或不规则三角形ꎬ并相互交织排列融合ꎬ呈典型

“峰￣谷”状生长(图 １Ａ)ꎮ 细胞经 α￣ＳＭＡ 免疫荧光

染色呈阳性ꎬ胞浆内肌丝沿长轴分布ꎬ鉴定为平滑

肌细胞(图 １Ｂ)ꎮ

图 １. 原代大鼠 ＶＳＭＣ 形态学与免疫荧光鉴定(ｎ＝ ３)　 　 Ａ 为普通光镜下细胞排列呈“峰￣谷””状(１００×)ꎻＢ 为细胞免疫荧光 α￣ＳＭＡ
染色阳性(４００×)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｒａｔ ＶＳＭＣ (ｎ＝ ３)

２.２　 泽泻汤含药血清干预 ＶＳＭＣ 浓度的确定

对数生长期细胞加入不同浓度的泽泻汤含药

血清ꎬ共同孵育 ２４ ｈꎬ酶标仪上检测 Ａ４９２ ｎｍ值ꎮ 与对

照组比较及不同浓度泽泻汤含药血清组之间比较ꎬ
细胞活性均无明显差异(Ｐ>０.０５)ꎬ提示对细胞无毒

性作用ꎬ但泽泻汤含药血清浓度为 ２０％时 ＶＳＭＣ 活

性相对较高(图 ２)ꎬ故作为本实验的干预浓度ꎮ
２.３　 泽泻汤含药血清抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的 ＶＳＭＣ
增殖

采用 ＭＴＳ 法检测泽泻汤对 ＶＳＭＣ ４８ ｈ 内的生

长抑制作用ꎮ 与对照组比较ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 诱导 ＶＳＭＣ 增

殖速度显著提高(Ｐ<０.０５)ꎬ而泽泻汤含药血清对

ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导 ＶＳＭＣ 增殖具有明显的抑制作用(Ｐ<
０􀆰 ０５ꎻ图 ３)ꎮ
２.４　 泽泻汤含药血清对 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、Ｃｙｃｌｉｎ Ｅ、ＰＣＮＡ
和 ｐ２７ 表达的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、Ｃｙｃｌｉｎ Ｅ、ＰＣＮＡ 和

ｐ２７ 表达水平ꎮ 结果显示ꎬ与对照组比较ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 诱

导 ＶＳＭＣ 的 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、Ｃｙｃｌｉｎ Ｅ、ＰＣＮＡ 蛋白表达显

著增加(Ｐ < ０. ０５)ꎬｐ２７ 蛋白表达减弱(Ｐ < ０. ０５)ꎻ
２０％泽泻汤含药血清干预后ꎬＣｙｃｌｉｎ Ｄ１、Ｃｙｃｌｉｎ Ｅ、
ＰＣＮＡ 蛋白表达降低ꎬｐ２７ 蛋白表达上调ꎬ差异有显
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著性(Ｐ<０.０５ꎻ图 ４)ꎮ

图 ２. 泽泻汤含药血清对 ＶＳＭＣ 活性的影响(ｎ＝ ３)
Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｌｉｓｍａ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｒｕｍ ｏｎ
ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＶＳＭＣ (ｎ＝ ３)

图 ３. 泽泻汤含药血清对 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导 ＶＳＭＣ 增殖的影响(ｎ
＝ ６)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与
ｏｘ￣ＬＤＬ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｌｉｓｍａ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｒｕｍ ｏｎ
ＶＳＭＣ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｏｘ￣ＬＤＬ (ｎ＝ ６)

图 ４. 泽泻汤含药血清对 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的 ＶＳＭＣ 增殖相关蛋白表达的影响(ｎ＝ ３)　 　 Ａ 为对照组ꎬＢ 为 ｏｘ￣ＬＤＬ 组ꎬＣ 为泽泻汤血清

组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬｄ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｌｉｓｍａ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｒｕｍ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＳＭＣ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ｏｘ￣ＬＤＬ (ｎ＝ ３)

６６７ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ８ꎬ２０１６



３　 讨　 论

ＶＳＭＣ 在心脑血管疾病中扮演着重要角色ꎬ是
血管壁的主要构成成分ꎬ在 Ａｓ 病变的发生发展中起

着重要作用ꎬ其异常增殖可影响斑块病变发展过程

中的稳定性[１０￣１２]ꎬ进一步促进 Ａｓ 的形成和进展ꎮ
泽泻汤是中医临床经典处方ꎬ现代药理研究已发现

其具有多种生物学功效ꎬ包括降压、降血脂、改善循

环等ꎬ但其机制未明ꎮ 故本研究通过 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导

ＶＳＭＣ 建立 Ａｓ 模型ꎬ泽泻汤干预后检测 ＶＳＭＣ 增殖

情况ꎬ结果显示泽泻汤可以抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的

ＶＳＭＣ 异常增殖ꎬ其机制可能是通过抑制细胞周期

调控蛋白 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、Ｃｙｃｌｉｎ Ｅ 和 ＰＣＮＡ 的表达ꎬ上调

细胞周期负性调控因子 ｐ２７ 蛋白水平ꎮ
正常情况下ꎬ血管内的 ＶＳＭＣ 维持着刺激生长

与抑制生长的稳定平衡状态ꎬ细胞多处于细胞周期

的 Ｇ０ / Ｇ１ 期ꎬ无明显增殖现象ꎮ 但血管受各种病理

因素刺激后损伤ꎬＶＳＭＣ 的生长平衡被打破ꎬ细胞迁

移至内膜下ꎬ细胞周期循环被激活ꎬ开始细胞增殖

状态ꎮ 细胞增殖受细胞周期的调控[１３]ꎬ研究发现细

胞周期进程是由一系列细胞周期相关蛋白(ｃｙｃｌｉｎｓ)
调节的ꎬ在 ＶＳＭＣ 增殖过程中最主要的周期蛋白为

Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、Ｃｙｃｌｉｎ Ｅ、ＰＣＮＡꎬ以及细胞周期蛋白依赖

性激酶抑制剂 ｐ２７ꎬｐ２７ 可通过抑制这些周期蛋白而

抑制 ＶＳＭＣ 进入 Ｓ 期ꎬ起到抑制细胞增殖的作

用[１４￣１５]ꎮ 并且这些细胞周期的进程依赖于各种

Ｃｙｃｌｉｎ 和 周 期 蛋 白 依 赖 激 酶 ( ｃｙｃｌｉｎ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｋｉｎａｓｅꎬＣＤＫ)形成的复合物的作用[１６]ꎬ其过程受到

Ｃｙｃｌｉｎ￣ＣＤＫ 抑制因子(ＣＫＩ)的严格调控[１７]ꎮ 其中

Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、Ｃｙｃｌｉｎ Ｅ 与 ＣＤＫ 形成的复合物是控制 Ｇ１
期向 Ｓ 期转换的重要正性调节因子[１８]ꎮ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１
通过结合并激活细胞周期相关激酶 ＣＤＫ４ 或 ＣＤＫ６ꎬ
引起底物 Ｒｂ 蛋白磷酸化ꎬ促进细胞周期运行的蛋

白如 Ｃｙｃｌｉｎ Ｅ 表达ꎬ导致 ＤＮＡ 开始合成ꎬ细胞由 Ｇ１
期进入 Ｓ 期[１９]ꎮ Ｃｙｃｌｉｎ Ｅ 为 Ｇ１ 期特异性周期蛋

白ꎬ是细胞通过细胞周期 Ｇ１ 期必要的限速因子ꎬ对
于促使细胞由 Ｇ１ 期进入 Ｓ 期至关重要[２０]ꎮ ＰＣＮＡ
是 ＤＮＡ 聚合酶的辅助因子ꎬ为 ＤＮＡ 合成 Ｓ 期所必

须的[２１]ꎮ ＰＣＮＡ 位于细胞核内ꎬ其表达的增加预示

细胞周期进入 Ｓ 期ꎬ是细胞增殖状态的指标ꎮ ＰＣＮＡ
不仅和 ＤＮＡ 的复制和修复有关ꎬ而且在细胞周期的

调控中起重要作用ꎬ研究证实 ＰＣＮＡ 可与 Ｃｙｃｌｉｎ 和

ＣＤＫ 结合相互作用调节细胞周期进程[２２]ꎮ ｐ２７ 作

为 ＣＫＩ 的一种ꎬ在抑制 ＶＳＭＣ 过度增殖中起重要作

用[２３]ꎮ 有研究证实ꎬｐ２７ 能抑制细胞 Ｃｙｃｌｉｎ 与 ＣＤＫ
形成复合物ꎬ进而阻断 Ｒｂ 磷酸化和抑制 Ｅ２Ｆ 的活

性ꎬ从而使细胞周期停滞于 Ｇ１ 期ꎬ阻碍细胞增

殖[２４]ꎮ Ｈｅｄｉｎ 等[２５] 研究发现在丝裂原的刺激下ꎬ
ｐ２７ 迅速降解而使 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 和 Ｃｙｃｌｉｎ Ｅ 活性增加ꎬ
促进细胞增殖ꎮ 由此可见ꎬＣｙｃｌｉｎ Ｄ１、Ｃｙｃｌｉｎ Ｅ、ＰＣ￣
ＮＡ、ｐ２７ 是细胞增殖的重要指标ꎬ其表达量的改变

预示细胞的增殖水平ꎬＣｙｃｌｉｎ Ｄ１、Ｃｙｃｌｉｎ Ｅ、ＰＣＮＡ 等

表达量增加表示促进细胞增殖ꎬｐ２７ 表达量的上升

提示细胞增殖受到抑制ꎮ 本研究结果显示ꎬ泽泻汤

可上调 ｐ２７ 的表达ꎬ抑制 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、 Ｃｙｃｌｉｎ Ｅ 和

ＰＣＮＡ 的表达ꎬ提示泽泻汤可能通过上调 ｐ２７ 的表

达ꎬ抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、Ｃｙｃｌｉｎ Ｅ 和 ＰＣＮＡ
的表达ꎬ从而阻断细胞周期进程ꎬ抑制 ＶＳＭＣ 增殖ꎮ

综上所述ꎬ泽泻汤具有抑制 ＶＳＭＣ 增殖的功效ꎬ
其机制可能是通过调控细胞周期相关蛋白 Ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１、Ｃｙｃｌｉｎ Ｅ、ＰＣＮＡ 和 ｐ２７ 的表达水平来实现的ꎻ这
为泽泻汤防治 Ａｓ 提供了新的视野ꎬ丰富了我国传统

方剂的医疗作用ꎮ
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