
·364· 中华老年多器官疾病杂志2009年8月第8卷第4期Chin J Muh Organ Dis Elderly Aug 2009 Vol 8 No 4

● 基础研究 ●

缬沙坦对血管平滑肌细胞迁移及丝裂原活化蛋白激酶的影响

徐杰丰 严松彪 陈晖 高红丽 南芳 王永亮 李虹伟

【摘要】 目的 观察缬沙坦(Val)对血管紧张素II(AngⅡ)刺激下大鼠血管平滑肌细胞(VSMC)迁移及磷酸化

42／44丝裂原活化蛋白激酶(p42／44MAPK)表达的影响。方法 组织贴块法培养大鼠胸主动脉平滑肌细胞，tran—

swell小室检测细胞的迁移能力，免疫印迹法检测p42／44 MAPK蛋白表达的水平。结果 (1)AngⅡ能明显促进

VSMC迁移，该作用可被Val和MAPK激酶的特异性抑制剂PD98059所抑制。(2)AngⅡ刺激VSMC 5min时，

p42／44 MAPK的表达量最大，该作用可被Val和PD98059所抑制。(3)Val单独作用于VSMC时，对细胞的迁移及

p42／44 MAPK的表达均无明显影响。结论 Val抑制AngⅡ诱导的VSMC迁移与其抑制AngⅡ诱导的p42／44

MAPK的表达相关。

【关键词】肌，平滑，血管；缬沙坦；血管紧张素Ⅱ；丝裂原活化蛋白激酶
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[Abstract]0bjective To determine the effect of valsartan(val)on the migration of isolated rat vascular

smooth muscle cell(VSMC)and the expression of phospho-42／44 mitogen-activated protein kinase(p42／44 MAPK)

promoted by angiotensin II．Methods VSMC from the rat thoracic aorta was cultured by attachment-block culture．

VSMC migration was measured by migration chamber system．p42／44 MAPK expression was determined by Western

blot．Results (1)AngiotensinⅡobviously promoted VSMC migration，the effect was inhibited by valsartan and

PD98059．(2)Angiotensin lI obviously promoted p42／44 MAPK expression，and the expression was at maximal in 5

min，the effect was inhibited by val and PD98059．(3)Compared with the control，val didn't inhibit VSMC migration

and p42／44 MAPK expression．Conclusion The effect that val inbibits angiotensinⅡ一induced VSMC migration is

related to its inbibiting angiotensin II-induced p42／44 MAPK expression．
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支架植入术是目前治疗冠心病的主要方法，但

仍存在术后再狭窄的问题[1’2]。探讨支架术后再狭

窄的发展过程及有效的干预机制对临床工作的指导

有重要意义。研究发现，血管中膜的平滑肌细胞过

度增殖与迁移到内膜并分泌大量的细胞外基质导致

内膜增厚是支架术后再狭窄的主要机制口]。多项实

验研究表明，血管紧张素受体一1(angiotensin recep-

tor-1，AT。R)的激活与支架术后再狭窄的发展密切
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相关[4]，而且血管紧张素Ⅱ(angiotensinⅡ，Ang

Ⅱ)激活AT。R后促进血管平滑肌细胞(vascular

smooth muscle cell，VSMC)的增殖、迁移与细胞外

信号通路丝裂原活化蛋白激酶(mitogen—activated

protein kinase，MAPK)的表达上调密切相关[5’6]。

同时，一些临床试验显示血管紧张素受体拮抗剂

(angiotensin receptor blocker，ARB)缬沙坦(val—

sartan，Val)在预防支架术后再狭窄方面是有效的。
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但是，关于Val预防支架术后再狭窄的机制的研究

并不多。本文探讨了Val对AngⅡ刺激下离体大

鼠胸主动脉VSMC的迁移及磷酸化p42／44 MAPK

(p42／44 MAPK)表达的影响。

1材料和方法

1．1动物、试剂及器材 雄性Wistar大鼠，体重

(200±20)g，购自中国医学科学院药物研究所实验

动物中心。Val由北京赛科药业责任有限公司惠

赠，AngⅡ和PD98059购自美国Sigma公司。

DMEM培养基购自美国Gibco公司，胎牛血清

(FBS)购自美国Hyclone公司，胰蛋白酶购自美国

Merck公司，兔抗鼠p42／44 MAPK一抗购自美国

CST公司。培养瓶、6孔板及96孔板购自美国

Corning公司，插入式培养皿购自美国Millipore公

司，硝酸纤维素(NC)膜购自美国Amersham公司。

1．2 VSMC的培养与鉴定 取雄性Wister大鼠

胸主动脉，去除血管内膜和外膜，将中膜剪成1mm

×lmm的组织块，贴块于培养瓶瓶底，用含20％

FBS的DMEM培养基培养细胞。细胞生长覆盖

60％以上瓶底后，用0．25％胰蛋白酶消化传代。

传代的细胞改用含10％FBS的DMEM培养基培

养。细胞鉴定在光镜下呈典型的“峰一谷”状，免疫

细胞化学染色显示抗a一肌动蛋白(a-actin)抗体阳

性，阳性率达95％以上方可用于实验。实验选用

第5～10代的细胞。

1．3 细胞迁移评价 取对数生长期的细胞，在

0．5％FBS的DMEM培养基中培养24h，使细胞同

步于静止生长期；换用1％FBS的DMEM培养基，

以1×105／mi的密度，lml／室，接种细胞于tran-

swell小室上室，并根据实验分组加入药物干预，下

室加入10％FBS的DMEM液3．5ml／室，继续培养

24h。取出transwell小室，甲醇固定、苏木素染色、

流水冲洗，棉棒拭去上室的细胞，刀片切下聚酯膜置

于载玻片上，在高倍显微镜200倍视野下拍照、计数

下室的细胞数。Val和PD98059在AngⅡ刺激前

30min使用。实验重复3次。

1．4 p42／44 MAPK的免疫印迹测定 取静止生

长期的VSMC，按实验分组加入药物干预相应时

间后，使用裂解液与酶抑制剂于冰上裂解细胞

30min以上，刮取细胞碎片，4℃、2000r／min离心

20min，吸取蛋白上清液，用加样缓冲液稀释，98℃

加热10min使蛋白变性，然后一20℃或一80℃冰箱保

存；配胶，上样，用10％SDS聚丙烯酰胺电泳分离

蛋白质，待蛋白区带分离后用电转仪将目的蛋白

转至NC膜上；取出NC膜，5％脱脂奶粉室温下封

闭非特异性结合部位3h，p42／44 MAPK一抗(1：

1000稀释)4℃孵育过夜，辣根过氧化物酶标记的

二抗(1：2500稀释)室温孵育2h，化学发光法检

测蛋白印迹条带，影像软件Smart view分析条带

结果。实验中首先使用p肌动蛋白一抗调整各组

上样量中p肌动蛋白的含量一致，然后检测p42／

44 MAPK的表达量。Val和PD98059在AngⅡ

刺激前30min使用。实验重复3次。

1．5 统计学分析 采用SPSS 11．5统计软件对实

验结果进行分析，多组问的均数比较采用单因素方

差分析。检验显著性取a=0．05，P<0．05为差异

有统计学意义。

2 结 果

2．1 Val和PD98059对AngⅡ促进VSMC迁移

的影响与对照组相比，AngⅡ(0．1pmol／L)能明

显促进VSMC的迁移，这一作用可被Val(10～

100弘mol／L)呈剂量依赖性地抑制，亦可被

PD98059(10“mol／L)抑制，在统计学上均有显著

性差异。与对照组相比，Val单独作用于VSMC

时，对细胞迁移的影响无统计学意义(表1；图

1)。

表l Yal和PD98059对VSMC干预24h后的细胞迁移

数量(r±s)

组别 细胞迁移数量(单位)

11．6士1．96。

10．7士1．57

27．5±2．07’

注：与AngⅡ组相比，。P<0．01
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图1 Val和PD98059对VSMC干预24h后的细胞迁移图

2．2 Val和PD98059对AngⅡ促进VSMC的

p42／44 MAPK表达的影响 用Ang II(0．1pmol／L)

刺激静止期的VSMC，选取5，15，30rain三个时间观

察点，发现5min时p42／44 MAPK的表达水平最大，

随着时间的延长，其表达量逐渐减少，30min时与对

照组表达水平基本相当。选择5min作为观察时间，

在Ang II(0．1弘moi／L)的刺激下Val(10／lmol／L)和

PD98059(10／Lmol／L)作用于VSMC，与Ang 1I单

独作用相比，p42／44 MAPK的表达水平被Val和

PD98059所抑制，在统计学上均有显著性差异。

与对照组相比，VaI单独作用于VSMC时，对p42／

44 MAPK表达的影响无统计学意义(表2，3；图

2，3)。

表2 Ang It干预VSMC不同时间后p42／44 MAPK

表达的灰度值检测(z士s)

表3 Val和PD98059干预VSMC后p42／44 MAPK

表达的灰度值检测(观察时间为5min)

组别 灰度值

对照组

Val(10pmol／L)

Val(10／zmol／L)+AngⅡ

(O．1f￡mol／L)

AngⅡ(O．1／J￡mol／L)

PD98059(10“mol／L)+Ang 1I

(O．1弘mol／I．)

0．379士0．037’

0．368±0．029

注：与Ang II组相比，’P<o．01，8P<0．05

3讨论

支架术后再狭窄包括机体针对损伤应答的一系

列复杂的级联反应。支架植入后血管内皮受损，启

动凝血反应，促进炎症的发生，释放各种酶、生长因

子和细胞因子等活性物质，诱导血管中膜的VSMC

过度增殖与迁移到内膜并分泌大量细胞外基质，造

成再狭窄发生[3J。

肾素一血管紧张素一醛固酮系统(renin-angioten—

sin-aldosterone system，RAAs)是机体内重要的内

分泌激素调节系统，与心血管系统疾病的病理生理

过程密切相关。Ang II是RAAS的重要产物，AT，R、
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AT。R是AngⅡ的特异性受体，在细胞生长和增殖

方面显示出相反的作用[7]。研究发现，AT。R活化

后，可促进VSMC的增殖与迁移，细胞外基质的沉

积，炎症的发生，血栓的形成，以及活性氧的产生[4]。

RAAS的干预可能降低支架术后再狭窄的发生率。

目前的研究表明，血管紧张素转换酶抑制剂(angio-

tensin converting enzyme inhi bitor，ACEI)虽然能

减少急性心肌梗死事件、不稳定性心绞痛的再发及

心衰的死亡率，但不能降低支架术后的再狭窄率[8]。

而ARB可能通过高选择性地拮抗AT。R的活性并

促发Ang II对AT。R的激活而降低再狭窄率。

2001年Peters等[93进行了Val—PREST临床试验，

2005年Peters等Do]又进行了VALVACE临床试

验。2007年1wata等口妇进行的Val与氯沙坦预防

支架术后再狭窄方面的比较研究，均提示Val预防

支架术后再狭窄是有效的。相关的基础研究并不

多，王雷等[12,13]发现，Val能减少新生内膜的生成，

其机制可能与AT：R的表达上调、胶原的沉积减少

有关。林阳等n41发现，Val能抑制AngⅡ诱导的

VSMC的增殖，而且可能通过上调Bax和半胱天冬

酶(caspase)基因表达而促进VSMC的凋亡。胡斌

等[15]研究发现Val能拮抗AngⅡ对VSMC的促增

殖与迁移作用。

在本实验中，笔者参照张玉珍等口61的研究结

果，设定细胞迁移与p42／44 MAPK表达的观察时

间，笔者应用transwell小室评估了VSMC的迁移

情况，发现Val明显抑制了Ang 1I诱导的VSMC

的迁移。

MAPK家族是一类重要的细胞外信号传导通

路，包括p42／44 MAPK、c-jun N端激酶与p38

MAPK三种激酶，其中p42／44 MAPK与细胞的增

殖、迁移是最密切相关的。研究发现，多种酶、生长

因子、细胞因子参与再狭窄过程中VSMC的增殖与

迁移，MAPK可能是其共同的细胞外信号传导通

路n7。。同时，亦有研究表明，MAPK可能是Ang II

激活AT，R后促进VSMC的增殖与迁移的重要信

号通路。Xi等‘53研究发现，在Ang II介导的

VSMC的增生与迁移中，p42／44 MAPK是一个重

要的调节因子，尤其在VSMC的增生方面。Lee

等嘲研究发现，AngⅡ可通过诱导p38 MAPK与

p42／44 MAPK的表达上调而促进VSMC的迁移，

尤其是p38 MAPK通路。

在本实验中，笔者应用transwell小室评估了

PD98059对VSMC的影响，发现PD98059能显著

抑制AngⅡ诱导的VSMC的迁移，提示AngⅡ诱

导的细胞迁移与细胞内p42／44 MAPK表达上调有

关。笔者应用免疫印迹法评估了Val和PD98059

对AngⅡ诱导的细胞内p42／44 MAPK表达上调

的影响，发现Ang II刺激5min时，p42／44 MAPK

的表达水平最大，选择5min作为观察时间，Val和

PD98059明显抑制了AngⅡ诱导的p42／44 MAPK

的表达。这一实验结果表明，Val能抑制Ang I／诱

导的p42／44 MAPK表达。

综合上述实验结果，提示Val预防支架术后再

狭窄的机制可能与其抑制Ang 11诱导的VSMC的

迁移及细胞内p42／44 MAPK表达有关，这为今后

临床应用Val预防支架植入后再狭窄提供了依据。

(下转第369页)
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汀主要是影响缺血区心肌的活动，缩短缺血心肌复极化过

程，使之与正常心肌相接近。所以，辛伐他汀对于血脂正常

的冠心病患者，还具有缩短QTd，改善缺血心肌电不稳定性

的作用，可降低心脏猝死的风险。推测其机制可能与他汀类

药物的多效性有关，包括他汀的稳定斑块、改善内皮细胞功

能、抑制血小板活性、抗炎抗氧化、改善左室功能、减少心肌

梗死面积等效应。这些作用可改变跨膜离子通道的特性，影

响通道蛋白的表达和合成[5]，改善心肌细胞电生理稳定性。

并且，他汀类药物没有传统抗心律失常药物可能出现的促心

律失常的副作用。所以，阻断或逆转缺血心肌异常电重构的

形成，应当成为临床治疗心律失常的一个新的重要靶点。
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