
近年来，国内外对血管平滑肌进行了大量的研

究，发现血管平滑肌细胞的异常增殖是引起高血压

动脉粥样硬化等心脑血管疾病的主要原因 !"#，血管

平滑肌细胞的异常增殖又与某些生长因子的过量

释放有关。另外在细胞生长调控研究过程中发现 $%&’(
和 $%)*+ 是与细胞调控相关的主要原癌基因 !,#，其编

码的核蛋白作为主要的转录调控因子，通过结合在

次级反应基因 -’侧翼区的某些序列上，促进其表达

而参与细胞的增殖调控。本研究以中药作为干预因

素，观察中药对血管平滑肌细胞增殖调控相关基因

表达的影响. 以期为高血压和动脉粥样硬化等心血

管疾病的中医药治疗奠定分子水平的理论基础。

! 材料和方法

!"! 材料

津白 , 号小鼠. 由天津肿瘤研究所动物室提

供。/012%"345 . 62789 产品。胰蛋白酶. :;<=> 公司

购入。?@%AB/ 购自中国原子能研究院。随机引物试

剂盒.0C’=D<> 公司产品。$%)*+ 探针由河北医科大学

刘进芳博士提供。丹参、川芎、麝香 ? 味中药按一定

比例配伍.水煎醇提法制成浓度为 ,E- < F =GH总生药

量I的药液。

!"# 方法

!"#"! 小鼠血清制备 健康津白 , 号小鼠. 体质量

,5J,, < .45 只.随机分成两组K中药组 ,5 只.按每只

鼠每天 ,E- < 生药量分早晚两次灌喂中药，5E- =GF次，连

续 "4 B，末次给药 3 L 后.眼球取血，离心提取血清。

M,5 N保存备用。对照组 ,5 只生理盐水灌喂，其他

同中药组。
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摘 要K $目的%研究中药抑制血管平滑肌细胞HP:18I生长增殖的作用和机制。$方法%采用 ?@%AB/（氚胸腺苷）掺

入和外源性 $%)*+ $QRS 在血管平滑肌细胞中表达的方法.观察血管平滑肌细胞HP:18I生长增殖变化。$结果%与对照

血清T内皮素组H$U= , -?4E-4V-4E,, F "5- 细胞I相比.中药血清T内皮素组（$U= " "54E??V?WE?" F "5- 细胞）血管平滑肌

细胞 ?@%AB/ 掺入量有显著下降H!X5E5"I.而且血管平滑肌细胞原癌基因的 $%)*+ =/RS 表达也较弱。$结论%本实验表

明复方丹参对血管平滑肌细胞增殖及其原癌基因 $%)*+ =/RS 的表达有明显的抑制作用。
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!"#"# 细胞培养 选 ! 周龄的津白 " 号小鼠#在超净

工作台中取胸主动脉浸入 $%&’!( 培养液中，沿纵

向剖开，用无菌生理盐水湿布擦除血管内膜后，用

$%&’!( 培养液冲洗#然后#剪成 & ))* 的小组织块植

于 "+ ), 培养瓶中，每瓶 "( 块#在培养箱内贴壁 ! -
后加入含有小牛血清和适量抗生素的 $%&’!( 培养

液，在 *. /，+012" 温箱中做原代培养，待血管平

滑肌细胞345617爬满培养瓶后用 (8"+0胰酶消化传

代#取 ’9: 代细胞进行实验。

!"#"$ 实验分组 将浓度为 &;&(+·),<& 的第 ’9: 代

细胞种植在 =’ 孔板上，分为 * 组，再按组分别加入>
&）对照组，加入对照组血清3终浓度为 "(07?$%&’!(
培养液。"）内皮素组# 加入对照组血清 3终浓度为

"(07?内皮素3终浓度 &(<! ))@A B ,7?$%&’!( 培养液。

*）中药血清组#给中药血清3终浓度为 "(07?内皮素

3终浓度为 &(<! ))@A B ,7?$%&’!( 培养液。每组 *( 孔。

!"#"% CDEF 探针的标记 按随 机 引 物 说 明 书 进 行

标记# 取分装的 CDEF 探针 & GH 放入 IJJKLMKNO 管

中，加入 MFPQ，MRPQ，MPPQ* 种非标记核苷酸与一

种标记ST*"QUM1PQ#再加入 &(;VGOOKN + !,，DEF 聚合

酶 W B DE 酶 W + !,#加三蒸水混均 &+9&’ / &8+ - 反

应结束时#加终止液 + !,。

!"#"& 总 $EF 提取 采用异硫氰酸胍法从对照组、

内皮素组和中药组的细胞中提取总 $EF。每孔细胞

中 加 入 (8+ ), 变 性 液 ，充 分 裂 解 细 胞 后 ，加 入

" )@A B, ETF1 +( !,，氯仿 &(( !,，水饱和酚 +(( !,，

强 烈 振 荡 &+ X 后 #置 冰 浴 中 &+ )YL# &" ((( N B)YL
! /，离心后，取其上清#加等体积的异丙醇，置<"( /
! - 沉淀#&" ((( N B )YL ! /离心 "( )YL 弃上清 液，

沉淀加 .+0乙醇离心 + )YL#弃上清液，干燥后，加入

(8&0焦碳酸二乙酯 （DIQ1）水配置的 (8+05D5 液

"+ !,，取 "( !, 经琼脂糖凝胶电泳鉴定。

!"#"’ E@NZ-KNL 印迹分析 用甲 醛 变 性 琼 脂 糖 凝 胶

分离 $EF 后，将凝胶用三蒸水洗 * 次，+ )YL B 次#再
放入 "(;551 中浸泡 !+ )YL 倒置于滤纸上，其上依

次放置尼龙膜两层# 滤纸两层# 吸水纸若干层，&(;
551 转移 !: -，"(;551 漂洗#:( /固定 " - 后# 置杂

交袋中，于 !" /预杂交 " -，然后弃去预杂交液，加

入含同位素标记的探针的杂交液 (8" ), B C)" 膜面

积，!" /杂交 " - 后洗膜然后压膜于暗合<.( /放

射自显影 !: -。

!"#"( *[<PM$ 掺入实验 传代培养的 4561 细胞接

种于 =’ 孔板上，待其生长至 :(0融合后，换用含

(8+0\15<&’!( 培养液饥饿培养 "! -，使细胞同步

于 R( 期，随机分为 * 组，分组方法见 &8"8* 实验分

组。继续培养 "! -，于收集细胞前 ’ - 加入 *[%PM$，

每孔加入量为 (8" GCY B &(( !, 培养液。收集细胞时

先吸去培养液，用 Q]5 洗 * 次，最后每孔加入 (8"+0
胰蛋白酶消化细胞，细胞 * 次冻融消化后，收集细

胞裂解液于滤纸片上，吹干#放入闪烁瓶中，测细胞

样品 *[%PM$ 掺入率。计算公式为>

增加或抑制的百分率（0）̂ ;&((0

# 结果

#"! 中药对 4561 的 DEF 合成的影响

实验结果表明#中药能显著降低 4561 的 DEF
合 成 。&7 对 照 组 细 胞 的 *[%PM$ 掺 入 量 3CJ)
& *(&8’!_!.8&& B &(+ CKAA7，这是因为对照组 4561 在

含有正常小鼠血清培养液中的 4561 一部分呈增

殖状态，一部分处于静止期#成为不均一的细胞群。

"）内 皮 素 组 的 *[%PM$ 掺 入 量 3CJ) " +*!8+! _
+!8"" B &(+ CKAA7# 这是因为内皮素刺激 4561 快速增

殖。*）中药组 4561 *[%PM$ 掺入量3CJ) & &(!8**_
*.8*& B &(+ CKAA7与内皮素组3CJ) " +*!8+!_+!8"" B &(+

CKAA7#相比显著降低（!‘(8(&），表明中药对内皮素的

刺激作用有明显的拮抗作用。见图 &。

实验组 CJ) 值<对照组 CJ) 值

对照组 CJ) 值

"!



!"! 中药对原癌基因 !"#$% 表达的影响

内 皮 素 组 的 &’() 中 提 取 的 总 *+, 与 !"#$%
探针杂交信号较强，中药组杂交信号较弱，说明该

方药可抑制 &’() 原癌基因 !-#$% .*+, 的表达，

从而抑制了 &’() 的增殖。见图 /。

# 讨论

动脉粥样硬化是一种与血管平滑肌增生和载

脂蛋白代谢异常为主的病变。近年来研究发现 !"#$%
是与细胞增殖调控相关的主要原癌基因。 因此0若
能抑制某些与 &’() 增殖调控相关的基因的表达0
就可以抑制 &’() 的增殖。

本研究结果表明，体外培养的 &’() 在中药的

作用下原癌基因 !"#$% 表达下降，这表明中药可以

抑制丝裂原（如生长激素、内皮素等）从而抑制原癌

基因 !"#$% 的表达，实现了细胞增殖调控。并且在中

药血清培养 下 &’() 的 1+, 合 成 量 也 降 低 ，1+,
合成下降表明细胞的增值数量减少，内皮素作为一

种强效促有丝分裂物质，通过与 &’() 上 2 蛋白偶

联的受体而激活磷脂酶 1，磷脂酶 )0蛋白激酶 ) 和

酪氨酸激酶等，这些酶被活化可导致细胞内三磷酸

肌醇及 )3/4浓度升高，三磷酸肌醇及 )3/4作为细胞

内第 / 信使通过激活某些转录因子而诱导 !"567 和

!"#$% 基因的表达。在胞浆中合成 !"567 和 !"#$% 转入

细胞核内，以异源性二聚体方式同某些基因的 ,8"9
位点相结合，这样便将内皮素的刺激信号转变为

&’() 内基因表达与细胞增殖信号。以 !"567 和 !"
#$% 为代表的一类原癌基因，其表达产物位于细胞

核内0这是一类 1+, 结合蛋白质即转录因子。在不

分裂的静止细胞中，这些癌基因不表达或表达很

低，而在细胞增殖信号作用下，这些癌基因的表达

明显升高。!"#$% 的 表达产物 !":$% 可形成同源二聚

体与 1+, 结合，!":$% 也可以与 !"567 的表达产物 !"
;67 通过 “亮氨酸拉链”彼此相连形成异源性二聚

体，此复合物借助各自的碱性氨基酸区域与 1+,
结合以促进细胞分裂基因的表达而导致细胞增生<=->?。

中药抑制内源性 !"#$% 表达，使 !";67 @ !":$% 异

源性二聚体生成减少，故内皮素基因表达活性降

低。推测中药对 &’() 的 1+, 合成的抑制作用是

由于阻断内源性 !"#$% 表达所致。

&’() 异常增殖在高血压和动脉粥样硬化的发

生、发展中起重要作用。某些癌基因的异常表达是

&’() 异常增殖的原因。复方中药抑制与细胞增殖

相关的基因的表达，从而抑制细胞 1+, 合成，这为

治疗由 &’() 增生引起的心血管疾病奠定了实验

基础。
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