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旋覆花内自旨抑制血管平滑肌细胞炎性应答与

阻断 NF-1CB活化有关
刘月平韩梅*温进坤郑斌

(河北医科大学基础医学研究所，河北省医学生物技术重点实验室，石家庄 050017)

摘要 应用免疫细胞化学染色及Westem 印迹检测血管平滑肌细胞(vascular smooth muscle 

cells, VSMC)环加氧酶 -2 (cyclo-oxygenase-2, COX-2) 表达、 NF-KB 抑制蛋白 α(IKB-α)水平和 NF

KB p65 核转位的变化;也泳迁移率改变分析(electrophoretic mobility shift assay, EMSA)确定旋覆花

内醋。-o-acetylbritannilactone， ABL) 对核内 NF-KB p65 与 DNA调控元件的结合活性的影响。结果

表明，脂多糖(lipopolysaccharide ， LPS) 处理的VSMC， p65核转位加快，细胞核内的NF-KB p65 水平

快速升高，同时伴有 h:B-α 的减少;用 ABL预处理 VSMC 后， LPS 诱导的 p65 核转位增加及IKB-α

减少受到明显抑制，抑制作用呈剂量依赖性。 EMSA 结果显示， LPS 处理 VSMC，其核蛋白与含有

NF-l也结合住点的探针的结合活性升高;而用ABL 预处理的 VSMC， LPS 诱导的核蛋白与探针结合

活性的升高受到明显抑制。进而， ABL对 NF-l也活化启动的下游炎性基因 COX-2 表达也具有较强

的抑制效果。因此， ABL 是一种抗炎物质，通过抑制 NF-KB 活化和炎性基因 COX-2 的表达而减弱

或消除LPS 诱导的 VSMC 炎症应答反应。
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动脉粥样硬化、血管成形术后再狭窄和高血压

等心血管疾病是由多种因素对血管内皮剌激所触发

的慢性炎症反应，伴随发生的血小板活化和聚集、单

核细胞敬附及炎性介质的释放和由此导致的 VSMC

由中膜向内膜下迁移和增殖均属于炎症相关事件。

VSMC 作为主要的细胞成分，在血管炎性病变发生发

展过程中，约有上百种基因表达出现异常，进而引起

细胞表型与功能的改变。基因调控区序列同源性比

对分析发现，在炎性因子诱导rVSMC表达异常的基

因大多受核因子 -KB (nuclear factor-KB , NF斗也)的反

式激活[1]。因此，调制血管细胞 NF-KB 活性，阻断炎

性应答信号通路，减少血管损伤部位炎性介质的释放，

已成为目前研究新型抗心血管疾病药物的重要策

略。欧亚旋覆花是一种用于治疗偏头痛的传统中药，

具有消炎、镇痛、活血化燎的功效，我们用有机溶

剂萃取法从欧亚旋覆花中分离得到一种具有抗炎镇痛

作用的单体一一旋覆花内醋。-o-acetylbritannilactone，

ABL)，井证实 ABL对 LPS 诱导的单核/巨噬细胞活化

和 COX-2 基因表达具有显著抑制作用[2]。而 VSMC

是单核/巨噬细胞源性炎性因子作用的主要靶细胞，

为确定 ABL 对 VSMC 炎症应答的影响，本研究观察

ABL 对 LPS 诱导的VSMCNF-KB 活化及其下游基因

表达的抑制效应，并初步探讨其机制。

1 材料与方法

1.1 材料

ABL 由我校药学院分离及鉴定，其化学结构见

图 10 SD 大鼠由河北省实验动物中心提供;DMEM

培养基购白 Promega; 引物由上海生工生物技术公司

合成，凝胶阻滞分析系统 (Promega); NF-KB p65 多克

隆抗体、 COX-2 单克隆抗体、 I曲，α单克隆抗体购自

Santa Cruz; [子32町ATP 购自北京福瑞生物工程公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养及实验分组 采用 5 周龄 SD 大
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图 1 ABL化学结构式
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鼠，取其胸腹主动脉，按贴块法分离培养 VSMC，待

VSMC 爬满瓶底后，用 0.25% 膜蛋白酶消化传代，取

4-6代细胞进行实验。传代培养的细胞在含 10% 胎

牛血洁的 DMEM 培养液中生长至 70%-80% 汇合

时，无血清饥饿培养 24 h，使细胞处于静止期，分别加

入 10μg/ml LPS 或用不同浓度(5 、 10 、 20μmol/L)

的 ABL 预温育 1 h 后，再加lLPS 处理不同时间，收集

细胞用于下列实验。

1.2.2 核蛋白提取及电沐迁移率改变分析 (electro

phoretic mobility shift assay, EMSA) 不同条件处

理的细胞用冷 PBS 洗涤 3 次后，按文献[3]方法提取核

蛋白，用改良的 Lowry 法进行蛋白质定量。 EMSA

按照 Promega 公司的试剂盒说明节进行。将含有

NF-KB!II员式作用元件模体。 -AGTTGAGGGGACTT

TCCCAGGC-3') 的双链寡核昔酸片段用[子32P]ATP

进行 5' 末端标记。取 0.1 pmol 标记探针(2000 cpm) 

与 5μg 核蛋白在 20μl 结合缓冲液 [20% 甘油， 5 

μmollL MgCI2, 2.5 mmol/L EDTA, 2.5 mmo11L DTT, 

250 mmol/L NaCl , 50 mmol/L Tris-HC1, pH 7.5 ， 2μg 

poly(DI-dC)] 中主温反应 20 min , DNA- 核蛋白复合

物经 5% PAGE 分离后，于 70 oc放射自显影。

1.2.3 细胞总蛋白提取及 Western 印迹 收集各

组细胞用冷 PBS 洗涤 3 次后将细胞重悬于细胞裂解

液(1% NP40, 150 mmollL NaCl, 50 mmo11L Tris-HC1, 

pH7.5，1O%甘泊， 1 mmollL Na3V04, 1 mmollL PMSF) 

中，冰浴 30 min，使细胞充分裂解。 4 oC , 8 000 r/min 

离心 10 min，收集土清液，用改良的 Lowry 法进行蛋

白定量。取节;量蛋白质样品经 SDS-PAGE 分离后，

电印迹歪 PVDF膜，按文献[4]方法，将印迹的 PVDF膜

置于 5% 脱脂奶粉中封闭，依次与第一抗体、第二抗

体结合，抗体结合区带用化学发光法检测。

1.2 .4 细胞免疫化学染色 培养在玻片上的

VSMC经4% 多聚甲眶'主温固定 15 min, PBS 洗 3 次。

1 % Triton X-100 室温透化处理 20 min, PBS 洗 3 次。

5% 正常羊血清封闭后，分别加入抗 p65 (1 : 200) 、

抗 h:B-α (1 : 200) 或抗 COX-2 (1 : 200) 抗体， 4 0C

温育过夜， PBS 洗 3 次。滴力日生物素-辣根过氧化

物酶标记的二抗， 37 0C温育 1 h, PBS 洗 3 次。 DAB

显色后，于镜下观察。阴性对照用 PBS 替代一抗，随

机选取 5 个视野，计数核 p65 阳性染色细胞。

1.2.5 MTT 分析 生长于 96 孔板中的 VSMC 用

不同浓度的 ABL 分别处理 1 h 、 16 h 后，每孔加入

20μ1 5 glL MTT, 37 oC温育 4h ，弃去培养基，每孔加

与世界接轨，用宝尔超纯水系统
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入 100μl 二甲基亚íîIXl静置 10 min，用酶标仪 490 nm 

处测定各组细胞(6 个孔)的 A 值，以此表示细胞的相

对活力。

1.2.6 统计学处理 实验结果采用王:t s 表示，组

间资料应用单因素方差 (One way ANOV A) 分析，各

项统计均用 SPSS 10.0 软件在计算机|二完成。

2 结果

2.1 ABL 抑制 LPS 诱导的 VSMC NF-x:B 核转位

Western 印迹结果显示在处于静止期的 VSMC

中， NF-KB p65 在胞浆和胞核的分布均较少。给予

LPS 剌激后， VSMC 核内的 NF-KB p65 水平逐渐升

高，于剌激10 min 时达高峰， 1 h 后运渐降低， (结果未

显示)。用不同浓度(5 、 10 、 20μmo1/L)的 ABL 预

处理 VSMC 后， LPS 诱导的 p65 水平升高戊核转位

增加受到明显抑制(图 2剖，抑制作用的强度呈剂量

依赖性。免疫组化染色可见， LPS 处理的 VSMC，其

细胞内 p65 在核内的分布明显增多，核内出现较多的

棕黄色阳性颗粒。不同浓度(5 、 10 、 20μmo1/L)的

ABL预处理的VSMC再用 LPS剌激后，核 p65 阳性染

色的细胞数明显减少(图 2B)。在 L:述 LPS 或 ABL刺

激条件下，细胞的相对活力无明显差异，说明这些变

化并非细胞毒作用。结果表明 ABL I-lJ抑制 LPS 诱导

的 NF-KB p65 表达与核转位。

2.2 ABL 抑制 LPS 诱导的 VSMC Ix:B-α 降解

NF-KB 的核转位是继发 l.IKB-α 磷酸化降解之

后的事件。为了确定 ABL抑制 NF-KB 核转位的 L游

机制，本研究进一步观察了 ABL处理后，由 LPS 诱导

的 IKB-α 降解的变化。结果显辰， LPS 处理的 VSMC，

其胞内 IKB-α 水平明显降低。|而且， LPS 诱导 IKB

α 减少幅度与 NF-KB 核转位速率具有明显的正相关

关系。而用不同剂量 ABL (1 0 、 20μmol/L) 预处理

的 VSMC， LPS 诱导的 IKB-α 减少受到明显抑制，与

未经 ABL 预处理的细胞比较胞浆 IKB-α 水平未出

现明显的降低(图 3)。提ij三 ABLr可能具有拥制 IKB

α 降解，提高其稳定性的作用。

2.3 ABL 抑制 LPS 诱导的 p65 与 DNA JlI页式元件

的相互作用。

为了确定ABL是否影响核内 NF-KB p65 与DNA

调控元件的结合活性，以 5'末端标记的含有NF-KB 结

合模体的双股寡核昔酸为探针，分别与不同条件处理

的 VSMC 核蛋白进行结合反应。 DNA- 核蛋白复合

物经电泳分离后，放射自显影可见， LPS 剌激的VSMC
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几乎检测不出 COX-2; LPS 剌激 16 h 后， COX-2 水

平明显升高，约是对照组的 2.6 倍。低剂量(5μmol/L)

ABL 预处理的 VSMC，对 LPS 诱导的 COX-2 表达影

响不明显;而中等剂量:(10μmol/L) ABL 即可明显抑

制 LPS 对 COX-2 表达的诱导活性(P<O.O日， COX-2 

免疫区带变浅(图 5A)，相对 COX-2 水平下降约 60%，

接近至本底。免疫细胞化学染色也得到相似的结果

(图 5B) 。

3 讨论

慢性炎症反应是动脉粥样硬化、血管成形术后

再狭窄等心血管疾病发生发展的重要原因[5]0 VSMC 

是构成各种慢性血管炎症性疾病的主要细胞成分之

一。病变局部产生的各种细胞因子和/或致炎因子

通过自分泌和旁分泌作用来调节 VSMC 的生物行为

和功能，己有研究显示，参与血管炎症反应的基因多

达 160 多种，其中绝大多数受控于 NF-KB[6]。因此，

NF-l也是血管炎症发生和发展的关键转录调控因子。

通过抑制 NF-KB 活化而进行的抗炎治疗已成为

防治该类心血管疾病的新策略。尽管目前用于治疗

的抗动脉粥样硬化药物 ~IJ通过调整内皮功能而对血

管炎症的启动和进)世具有→定的缓解作用，但它们对

VSMC 炎症JÎV.爷的抑制作用尚小明确 [7]。近年有人

试图通过用抑制剂阳断 NF-KB 活化以达到防治动脉

粥样硬化的门的，纣果令人失望[81 0 ABL 是欧一业旋覆

花ii仿捉取物中含打的不中具有抗炎、止痛的有效

单体，其对市L核/ fJ: J瞰细胞的活化戊炎性介质的释放

具有明 U的抑制作用 l匀，本研究从 VSMC 角度观察

ABL 的抗炎机制，主li*M辰， ABL 时@:著抑制 LPS 诱

导的VSMCNF-KB核转位和与JII员式元件的结合活'性，

其抑制作用的强度旦剂最依赖性。而且证实， ABL 

对 NF-KB 沾化的抖l制作JIJ 与其减少 IKB-α 降解、提

高胞浆IKB-α水半有关，这是ABL抗炎机制与其他类

型 NF-KB 抑制剂不同的特征。并且在整体水平，给

iJ世界接轨，用宝j)，超纯水系统
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与大鼠每天口服(26 mg/kg)旋覆花素，显著抑制了球

囊损伤术后的新生内膜形成及NF-KB激活(另有文章

发表)。一些研究显示，受 NF-KB 调节的 F游基因中

既有促炎基因，也有抑炎基因(IKB-α 、 IL- lO)l坷， NF

d 特异性抑制剂在抑制血管炎症反应的同时，也削

弱了机体自身的抗炎功能。而 ABL对 NF-KB 下游基

因表达活性的抑制是具有选择性的。用 ABL 预处理

的 VSMC，致炎因子诱导的 COX-2 表达活性被削弱，

但同时IKB-α 的水平并未发现明显的降低。 IKB-α既

是NF-KB转录激活的下游基因之，也是NF-KB活化

的抑制因子，通过与NF-KB结合而使后者以非活性形

式存在于胞浆中，各种因素诱导的 IKB-α 磷酸化及与

NF-由的解离和降解是 NF-KB 活化的初始步骤[阳，11] 。

因此，降低 IKB-a 磷酸化水平，提高 IKB-α 稳定是抑

制 NF-KB 活化的有效途径。 ABL可快速抑制 LPS 诱

导的 IKB-α 降解，并在较短时间内使其水平恢复至正

常状态，说明 ABL对 NF-KB 活性的抑制是具有选择

性的。上述结果提示， ABL 对 VSMC 炎症应答具有

调制作用，通过选择性抑制促炎基因表达，提高 IKB

α稳定性而抑制VSMC炎症表型的持续，后占是阻断

或缓解动脉粥样硬化和血管再狭窄的发生发展所必

需的。因此， ABL 是一种具有良好应用前景的抗血

管慢性炎症性疾病的有效单体。
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Abstract Immunocytochemistry and Western blot analysis were adopted to measure the nuclear translo-

cation ofNF-KB p65 and the expression OfI1也-α， cyclo-oxygenase-2 (COX-2). Electrophoretic mobility shift assay 

(EMSA) was performed to detect DNA-binding activity of NF斗也 in vascular smooth muscle cells (VSMC) pre

treated with ABL. Western blot and immunocytochemistry analysis showed that lipopolysaccharide (LPS) treatment 

resulted in increasing nuclear translocation of NF-KB p65 , and declining levels of IKB-αin VSMC. However, 1-0-

acetylbritannilactone (ABL) pretreatment inhibited the nuclear translocation of p65 and degradation of 11也-αin

duced by LPS , and the inhibitory effect of ABL was concentration-dependent. LPS increased the binding of nuclear 

extracts from VSMC induced by LPS to double strands oligonucleotide probe containing NF-KB binding site using 

EMSA. The shift bands were abolished when a 100-fold excess of unlabeled NF-KB oligonucleotide probe was 

included. Pretreatment with ABL significantly reduced the nuclear level of NF-KB and declined the binding activity of 

nuclear extracts with DNA probe induced by LPS. Furthermore, ABL consequentially inhibited the expression of 

NF-KB-dependent COX-2 gene induced by LPS. These results suggest that ABL may be one anti-inflammatory drug 

which inhibits the expression of COX-2 gene by blocking NF-KB activation and thus suppresses the inflammatory 

response to LPS in VSMC 

Key words l-o-acetylbritannilactone; NF-KB; vascular smooth muscle cells; inflammation 
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