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·基础研究·

阿托伐他汀对氧化低密度脂蛋白信号转导途径的影响

吴兴利 杨丁友杨中苏 赵玉生

【摘要】 目的探讨氧化低密度脂蛋白(oxLDL)促血管平滑肌细胞增殖的信号转导机制及3羟基3甲基戊二

酸单酰辅酶A抑制剂阿托伐他汀(atorvastatin)的干预作用。方法采用培养兔血管平滑肌细胞方法，以细胞计数、

噻唑蓝比色法测定细胞增殖能力，Western印迹法定量蛋白激酶B(PKB)表达水平，特异底物组蛋白H2B中产P掺

入量测定PKB活性。以磷脂酰肌醇一3激酶(P13K)特异抑制剂渥曼青霉素(wT)预处理细胞，间接反映P13K活性。

结果oxLDL(50 rag／L)使细胞增殖指标增至1．8～3．2倍，oxLDL可浓度(5～50 mg／I。)、时间(3 min--24 h)依赖地

增加PKB活性。wT及阿托伐他汀均可显著抑制VSMC增殖及PKB活性，并完全逆转oxLDL的上述作用，阿托伐

他汀对VSMC增殖的抑制作用可被胆固醇前体甲羟戊酸(MVA)阻止。同等浓度的LDL对细胞增殖及PKB活性无

明显影响。oxLDL、低密度脂蛋白(LDL)、WT及阿托伐他汀对PKB蛋白表达均无显著影响。结论oxLDL可能通

过对Pl，K／PKB的活化发挥促VSMC增殖作用，阿托伐他汀至少部分通过抑制PKB信号通路而显著抑制VSMC增

殖，并且此作用与减少MVA的产生有关。
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I Abstract】 Objective To investigate the cellular signal transduction pathway of vascular smooth muscle cell

(VSMC)proliferation stimulated by oxidized low density lipoprotein(oxLDL)and the intervention effect of atorvastatin．

Methods Rabbit aortic VSMCs were cultured in 8 groups．Cell proliferating ability Was determined by measuring cell

number and mitochondrial dehydrogenase(MD)activity(MTT assay)．Western blotting was used to detect the protein ex—

pression of protein kinase B(PKB)，and immunoprecipitation and radioactivity of矿2P incorporated into its specific substrate

histon H；B were used to determine the PKB activity．R围alts oxLDL incr倒sed cell ntgnber and MD activity to 1．8—3．2 fold．

PKB activity Was elevated by oxLDL concentration一(5—50 mg／L)and time-(3 min一24 h)dependently，while LDL had no

such effect aS OXLDL did．Wortmannin(WT)and atorvastatin markedly inhibited VSMC proliferation and PKB activity．

and reversed all the above effects of OXLDL Atorvastatin decreased VSMC proliferation．which was impeded completely by

cholesterol precurssor mevalonate(MVA)．OxLDL，LDL，WT and atorvastatin had no significant effect on the PKB pro—

tein expression．Conclusions It is suggested that P13K／PKB signal transduction system be one of the crucial signal path—．

way involved in rabbit VSMC proliferation stimulated with or without OXLDL．and atorvastatin inhibit VSMC proliferation

partly by decreasing the synthesis of MVA and inhibiting PKB activity．

【Key words】 oxidized low density lipoprotein；Vascular smooth muscle cell protein kinase B；atorvastatin

氧化低密度脂蛋白(oxLDL)是一强烈的促血

管平滑肌细胞增殖剂，其在动脉粥样硬化(As)形成

及发展中的作用已被实验证实，但细胞内信号转导
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机制尚未充分阐明⋯。AS病理生理学研究的进展，

血管平滑肌细胞(VSMC)成为新的药物治疗靶标。

他汀类降脂药为一类3一羟基一3一甲基戊二酰辅酶A

抑制剂，大规模多中心随机对照临床试验证实可用

于冠心病一、二级预防，并认为其非降脂作用可能具

有更重要的意义12 J。磷脂酰肌醇一3激酶／蛋白激酶

B(P13K／PKB)是近年发现的独立信号转导系统，参
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与多种生长因子的生物学效应[3|。阿托伐他汀为

最有效的他汀类制剂，有关其非降脂作用的机制尤

其是对PI。K／PKB信号系统的影响仍未见报道。

该实验通过观察oxI．DL对VSMC增殖及PKB激酶

活性与蛋白表达的影响，以及阿托伐他汀的干预作

用，以较全面了解oxI．DL病理生理机制及阿托伐他

汀的分子药理学，为AS的防治提供新的可能途径

及理论依据。

1材料与方法

1．1主要材料 5周龄日本大耳白兔由解放军总医

院动物实验室提供，DMEM培养液(Gibco公司)，加

强型小牛血清(Hyclone公司)，阿托伐他汀(辉瑞制

药有限公司)，甲羟戊酸(mevalonate，MVA)，鼠抗

兔PKB多克隆抗体(Sant Cruz公司)，辣根过氧化

酶标记羊抗兔IgG单克隆抗体(武汉博士德公司)。

蛋白A一琼脂糖(Amersham公司)，矿2P—ATP(北京亚

辉公司)，组蛋白H2B(histon HiB，BM公司)。

1．2低密度脂蛋白提取及氧化[4]采用垂直转头单

个不连续密度超速离心法提取健康人血清低密度脂

蛋白，以铜离子氧化法制备oxLDL。TBARS比色

法及1％琼脂糖凝胶电泳证实LDL已经充分氧化，

符合实验要求。

1．3细胞培养采用贴块法培养兔主动脉平滑肌细

胞。实验用第5～6代细胞。细胞鉴定采用形态学

和免疫组化方法。

1．4平滑肌细胞培养计数取生长状态良好的第5～

6代VSMC制成细胞悬液(4×107几)，接种于24孔

细胞培养板中，每孔0．5 mL，孵育24 h，换无血清培

养液继续培养24 h后，加10％胎牛血清，同时分组加

入阿托伐他汀(1／mlol／L)、I风(50 rng／L)、oXI DI，(50

mg／L)、WT(100 pmol／L)、WT(100阻Id／L)+oxH3L

(50 n蜒几)、阿托伐他汀(1／maol／L)+oXI DI，(50 mg／

L)及胆固醇前体MVA(250 waol／L))+阿托伐他汀

(1 l}aml／L)，以不加药物的只含10％胎牛血清的

DMEM培养液为对照孔，每次均重复2孔，实验重复

3次。培养3 d后以0．125％的胰酶消化分离细胞，用

4％台盼蓝染色计数。

1．5四唑蓝(M丌)比色试验通过测定线粒体脱
氢酶的活性反映细胞活力。同上细胞培养3 d后，

每孔加入MTT溶液继续孵育4 h，然后加入DM—

So，在酶联免疫检测仪测定各孔吸光度(A)。

1．6免疫印迹分析按参考文献[5]及单抗产品实

验方案进行。VSMC培养至各指定时间后，加入裂

解液裂解[50 mmol／L Tris(pH7．5)，150 mmol／L

NaCl。1 mmol／L EDTA，1 nmlolA。EGTA，1％Tri—

ton-X一100，2．5 mmol／L焦磷酸钠，10 mmol／L口一甘

油磷酸钠，1 rnmol／L PMSF，50 rnmol／L NaF，0．1％

13一巯基乙醇(／3MG)，1 mmol／L钒酸钠]，上样后用

10％聚丙烯酰胺凝胶电泳，按常规方法电转膜，一抗

为鼠抗兔PKB多克隆抗体，二抗为辣根过氧化酶标

记羊抗兔IgG单克隆抗体。最后显色，扫描滤膜，

蛋白带染色密度用Scion Image软件分析。

1．7免疫沉淀[5] 取同上裂解物上清液，加蛋白质

A_琼脂糖(protein A-sepharose)15td。，以预清除裂解

液，继以12 000 r／min，412离心5 min。上清液与PKB

抗体2tzg，412孵育2 h，然后与40止蛋白质A_琼脂

糖412免疫沉淀1 h。免疫复合物用缓冲液A(含500

mmol／L NaCl)洗3遍，缓冲液B(含50 mn尬lA。Tris·

HCl，pH 7．5，0．03％Brij35，0．1 mrml／L EGTA，0．1％

t3MG)洗2遍，检测稀释液(20 mmol／L MOPS，pH 7．

2，25 mmol／L H-甘油磷酸钠，1 rnmol／L原钒酸钠，1

mmol／LI了IT)洗2遍。继以4℃12 000 r／rain离心

20s，收集蛋白A_抗原一抗体复合物，缓慢吸出上清液。

1．8 PKB激酶活性测定E63 将上述免疫复合物以激

酶反应混合液(检测稀释液中含25 mmol／L MgCl2，

170 mmol／L ATP，1弘g组蛋白HiB，1肛Ci矿2P—ATP

重悬，并在25℃孵育10 min。上清液与40％的三氯

醋酸混合，点膜，最后置闪烁瓶中加闪烁液，由

Beckman LS9800型液闪分析仪测各样本每分钟放

射脉冲数(cpm)。

1．9统计学处理 数据以均数±标准差表示，应用

STATA软件6．0处理。方差齐性及数据分布情况

采用Bartlett方法检验。方差不齐或非正态分布资

料进行对数转换后行Scheffe方差分析。P<0．05

为统计学有意义，P<0．01为具有显著意义。

2 结果

2．1阿托伐他汀对oxLDL促VSMC增殖的抑制作

用oxLDL(50 mg／L)使VSMC计数和A值增至

对照组的1．78--3．2倍(均P<0．01)，同样浓度的

LDL对VSMC增殖无显著影响。WT及阿托伐他

汀使该两指标降至对照组的68％以下(均P<0．01)．

并完全逆转oxLDL的作用。同时加入MVA可阻

止阿托伐他汀的作用(表1)。
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一———=—————————————=—————————=———=—————————=—————一
表1 阿托伐他汀对OKLDL促VSMC增殖作用的影响(卵=6，y-±S)

细胞计数21．21±2．67 22．22±2．86 37．52±5．11A※14．53±1．936 22．34±2．50 14．90±0．47△19．67±1．02 20．82±2．4

(×103)

MTT 0．24±0．04 0．23±0．04 0．77±0．14a'※0．15±0．04a 0．23±0．05 0．13±0．02△0．21±0．02 0．23±0．03

(A值)

6P<0叭，与对照组比较；“P<0．01，与其他各组比较

2．2氧化低密度脂蛋白对VSMC蛋白激酶B蛋白

表达与活性的影响 VSMC在含10％胎牛血清的

DMEM培养液中培养至融和后，换无血清培养液继

续培养24 h，继以不同浓度的oxLDL和U)L(5，10，

20，30，40，50 mg／L)处理10 min，oxLDL或LDL(50

mg／L)处理不同时间(3 min--24 h)，wr(100 tmfDl／L)

处理30 min、wT(100 tm∞l／L)预处理20 min后加入

oxU)L(S0 mg／I。)刺激10 min，阿托伐他汀(1脚d／L)

孵育24 h后加或不加oxLDL(50 mg／L)处理10

rain。以只加贫血清的DMEM培养液为对照，每次

均重复3瓶，实验重复2次。结果表明，oxLDL可

浓度、时间依赖性地增加PKB活性，阿托伐他汀和

WT均可抑制PKB活性，并完全逆转oxLDL(50

mg／I，)增加的PKB活性(图1--3)。

图1 不同浓度氧化低密度脂蛋白对血管平滑肌细胞蛋

白激酶B活性的影响8P<0．01；组间比较

3 5 lO 30 60 3 8 24

时问(3min24h)

——‘-一oxLDL

—．_IJ)l，

图2 氧化低密度脂蛋白影响血管平滑肌细胞蛋白激酶

B活性的时程效应#P<0．01，两组间比较

_醴

护≯矽 萨；痧

图3 阿托伐他汀对氧化低密度脂蛋白促血管平滑肌细

胞蛋白激酶B活性的影响8P<0．01，与对照组比

较；。P<0．叭与其他各组比较

3 讨论

氧化低密度脂蛋白作为强烈的致AS物质，具有

很强的刺激血管平滑肌细胞增殖及合成分泌效应-_7I。

研究证实，oxLDL的促巨噬细胞、VSMC生长作用是

由丝裂原活化的蛋白激酶(MAPK)、蛋白激酶C

(PKC)等信号途径介导的l8。。Martens等16J报道

oxLDL的促单核细胞增殖作用是PI。K依赖性的。尽

管特异的受体及信号途径尚未确定，但普遍认为

oxLDL由于其能干预细胞内信号而表现出广泛生物

学效应。P13K是一种胞内磷脂酰肌醇激酶，其产物

包括3，4一二磷酸磷脂酰肌醇(PIP2)和3，4，5一三磷酸

磷脂酰肌醇(PIP3)，PB可活化PKB。PKB可磷酸
化糖原合成酶激酶3(GSK3)、核糖体蛋白S6激酶

(pVOS6K)及pTOS6K相关激酶(SRK)，催化起始翻译

因子抑制剂、起始翻译因子结合蛋白1(4E-Bpl)的磷

酸化，从而启动蛋白质合成与细胞分化[5．6'9]。

本实验显示oxLDL可显著增加PKB活性，同

等浓度的LDL处理后，未见PKB活性改变，此与

Kusuhara等【8J有关MAPK活性的报道不一致。他

们发现LDL、oxLDL均可PKC依赖性地刺激

V跞化、内皮细胞、巨噬细胞的MAPK活性，提示

PKB途径不同于MAPK途径，可能介导oxLDL的

作用的相对较特异的信号通路。本实验同时观察

t，1
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—————=——————=——=———————————————；—=——————=———————————一
到，PI，K特异性抑制剂可完全逆转oxLDL的促

VSMC增殖及活化PKB激酶作用，说明oxLDL的

上述作用是由P13K介导的。

他汀类药物被一系列大规模多中心随机对照I临

床试验证实具有理想的冠心病一、二级预防效果，对

其非调脂作用研究表明，该类药物可抑制VSMC增

殖、迁移，诱导VSMC凋亡旧J，并发现与抑制HMG—

CDA还原酶，减少异戊二烯化类生成有关，但细胞

内信号转导机制不明。最近Martinez—Gonzalez

等[10]发现洛伐他汀可抑制胰岛素样生长因子一1

(IGF一1)等的促人VSMC DNA合成及IGF一1的上

调cfos mRNA表达作用，但并不抑制PKC活化剂

PMA诱导的cfos mRNA表达，提示洛伐他汀可能

通过抑制其他信号通路最终影响VSMC增殖。本

实验显示，阿托伐他汀可抑制VSMC增殖，并且此

作用被MVA完全逆转，提示阿托伐他汀对VSMC

增殖的抑制与减少MVA产生有关。PKB蛋白表达

水平未见明显改变，但可显著抑制PKB活性，在1

／umol／L时使PKB活性降低至对照组的20％。提示

阿托伐他汀可能通过对PKB活性而非蛋白表达的

调节对VSMC发挥迅速、全面的调控作用。

总之，P13K／PKB信号通路是oxLDL病理生理

作用的重要细胞内机理之一，阿托伐他汀可能通过

调节该转导系统而抑制V刚C的生物学功能，此为
oxLDL病理生理机理研究及阿托伐他汀用于AS等

以VSMC增生为主要病理改变疾病的治疗提供了

新的思路与理论基础。
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荣教授等翻译，中华医学会糖尿病学分会主任委员钱荣立教授审校。全书分为3部分：糖尿病对社会经济的

影响以及采取有效的干预策略来降低这些影响的可行性，适合于卫生政策制定者阅读；糖尿病足预防和处理

的国际共识，列出了糖尿病足病变的一系列重要概念和定义，总结了现有的预防和处理策略，适合于糖尿病

足专家阅读；糖尿病足预防和处理的具体临床实践指南，适合于医务人员和所有糖尿病患者及其亲属在日常

生活中阅读和应用。邮购地址：100842北京复兴路22号甲3，人民军医出版社图书部秦素利收，电话：

010—51927286，定价：30元。
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