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黄苓昔抑制血小板源性生长因子诱导的

血管平滑肌细胞增殖机制
孙荣华董丽华 韩 梅 呼海娟刘彬温进坤 *

(河北医科大学基础医学研究所，石家庄 0500 17 )

摘要 用黄苓苦处理体外培养的血管平滑肌细胞(VSMC)，采用流式细胞分析、免疫细胞化

学染 色 、 Westem 印迹及免疫共沉淀等方法，探讨不同浓度的黄苓苦对血小板源性生长因子(PDGF)

诱导的 VSMC 增殖的影响及其作用机制 。 结果表明 ， 与单独 PDGF 刺激组比较，黄苓苦预处理可

明显抑制 PDGF 诱导的细胞增殖和迁移活性，同 时伴有增殖和迁移相关蛋白 PCNA 、 VCAM-l 、

ICAM- l 、 cyclinE 、 CDK2 的表达减少;兰田胞周期分析显示，黄苓苦处理可明显减少处于细胞周期 S

时相的细胞数，而 GJG 1 期细胞增加，黄苓苦抑制增殖和迁移、阻滞细胞周期进程的作用具有浓度
依赖性。 免疫共沉淀分析证实，黄苓苦可抑制 cyclinE-CDK2 复合物的形成， 上调 p27 蛋白水平，二

者变化程度具有反相关关系 。 结果提示，黄苓苦是一种具有抗 VSMC增殖和迁移活性的天然羊体，

其作用机制可能与抑制 cyclinE-CDK2 复合物的形成和上调 p27 水平有关。
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血管平滑肌细胞(vascular sm ooth muscle cell , 

VSMC)增殖是动脉粥样硬化、 冠状动脉血管成形术

后再狭窄等心血管疾病共同的病理基础 。 多种炎性

因子和生长因子可通过与细胞膜受体的相互作用，进

而激活胞内相关信号通路将其生长信号转导至细胞

核，启动增殖相关基因的表达，继而引起 VSMC 增殖

和受损血管的狭窄[1 ， 21 。 基于己知的 VSMC 增殖调节

机制，设计药物干预与此相关的病理过程己经成为目

前防治心血管疾病的重要策略之一 。

近年研究证实，黄苓昔是传统中草药黄苓的主要

有效成分之一，属黄酣类化合物，具有清除氧自由基、

减轻组织缺血再灌注损伤、改善微循环、促进细胞

凋亡、抗肿瘤以及降压和抗动脉粥样硬化等功效[3) 。

但是，黄苓昔调节心血管功能、抗动脉粥样硬化的作

用机制尚不清楚。基于 VSMC 增殖在心血管病变中

的地位，本研究以血小板源性生长因子(platelet-deri ved 

growth factor, PDGF)为诱导剂，观察黄苓背对 PDGF

诱导的 VSMC 增殖、迁移的影响以及对细胞周期的

干预作用，并对其作用机制进行深入探讨，为该药物

在防治心血管疾病中的应用提供理论依据 。

1 材料与方法

1.1 材料

黄苓昔由河北以岭药业集团分离及鉴定， 高效液

相色谱法(HPLC)测定其纯度为99%，其化学结构见图

1，用 DMSO 溶解为 100 mmol/L 的储备浓度，分装后，

20
0

C避光保存备用 。 PDGF购于R & D公司， DMEM

培养基购自Gibco公司;抗血管细胞站附分子(VCAM-

1 ) 、 细胞间站附分子(ICAM)多克隆抗体， 抗增殖细

胞核抗原(PCNA) 、 cylinE 、 CDK2 ， p27 、 ß - 肌动

蛋白单克隆抗体购自 Santa Cruz 公司;免疫组化染色

试剂盒、 DAB 显色试剂盒购自北京中杉公司公司;

SD 大鼠(80-100 g) 由河北省实验动物中心提供。

Glucuronic acid --0 

HO 

OH 0 

Baicalin 

MW=446 

Fig.l Chemical structure of baicalin 
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1.2 细胞培养与实验分组

选取 80-100 g 健康雄性 SD 大鼠，取胸腹主动

脉，用贴块法分离 、 培养 VSMC [4] 。 细胞在含 10%

新生小牛血清的 DMEM 培养基中生长至汇合后 ，

0.25% 膜蛋白酶消化传代， 取 3-6 代细胞进行实验 。

待细胞生长至70%-80%汇合后换用无血清培养液饥

饿培养 24 h，使细胞同步于静止期，分别加入不同浓

度黄苓昔 ( 0 、 5 、 10 、 20 、 40μmo l/L ) 预温育

24 h ， 加入 10 ng/ml PDGF 处理 24 h，收集细胞用于

下述实验 。

1.3 细胞增殖分析

利用常规细胞计数方法进行细胞增殖分析 。

1.4 伤口愈合实验

将VSMC接种于玻片上，细胞生长至 100%汇合

后， 用无菌枪头在玻片上划痕 。 PBS 冲洗被刮下的

悬浮细胞后， 换用无血清培养液， 细胞分组与处理条

件同上 。 取出玻片， 于低倍镜下观察细胞伤口愈合

情况。 任意取 3 个视野计数迁移细胞的数量， 以此

表示细胞的迁移活性 。 以未用黄苓昔预处理的细胞

作为平行对照 。

1.5 免疫细胞化学染色

接种于盖玻片上的 VSMC 生长至 60% 融合时，

后换用无血清培养液饥饿培养 24h， 使细胞处于静止

期。按上述分组处理细胞后取出玻片，冷 PBS 清洗

两次， 4% 多聚 甲自主固定 20 min , 1 % Triton X-I00 处

理 20 min, 1 0% 山羊血清室瘟封闭 15 min，加入小鼠

PCNA 单克隆抗体(1 : 100), 37 "C温育 30 min 。 经

PBS充分漂洗后，依次滴加生物素标记的二抗和辣根

过氧化物酶(HRP)标记的链霉卵白素进行结合反应，

DAB 显色， 80%甘油封片后照相观察。 阴性对照用 PBS

代替一抗， 随机选取 5 个视野， 计数阳性染色细胞 。

1.6 细胞周期分析

各组VSMC 以 0.25%膜蛋白酶+0.02% EDTA液

消化 4-6 min，用 PBS 吹打细胞， 移入 10ml 离心管， 4

"C , 1 000 g 离心 5 min , PBS 洗涤 2-3 次， 弃上清液。

最后以 lml预冷的 70% 乙醇吹打成单细胞悬液， 4 "C 

固定过夜 。 检测前， 100O g， 离心 10 min， 去上请液，

PBS 漂洗 3 次 。 加腆化丙链(propidium iodide, PI) 荧

光染料，于 4 "C避光染色 列 rrun 后， 350 日 尼龙网滤

膜过滤去除细胞团块，用流式细胞仪(FCM)检测各期

细胞DNA 的含量，计算 5000 个细胞，观察细胞周期

的分布特征 。

1.7 细胞总蛋白提取与 Western 印迹分析

- 研究论文 -

收集细胞， 按文献[4]方法用冷PBS洗涤3次后，将

细胞重悬于裂解液(1 % NP40, 150 mmol/L NaCl, 50 

mmol/L Tris.HC1, pH 7.5, 10%甘油， 1 mmol/L Na3V0 4, 

1 mmol/L PMSF) 中， ÌJj(浴 30 min，使细胞充分裂解 。

4 "C 8 000 g 离心 10 min，收集上清液， 进行蛋白质定

量。 各组取等量蛋白质， 经 8% SDS-PAGE 分离后，

电转膜至 PVDF 膜上 。 依次与一抗、 二抗进行结合

反应，用 ECL 发光法检测 。

1.8 免疫共沉淀分析

用裂解液分别裂解不同条件处理的细胞，离心收

集上清液，各取 80μg 蛋白质加入 IPH 缓冲液 (50

m日lOl/L Tris.HC1, pH 8.0, 150 mmol/L NaCl, 0.1 mmol/ 

L PMSF, 0.5% NP40 , 150 mmol/L NaCl)至总体积为

175μl 后， 分别加入鼠抗 cyclinE 或 CDK2 单克隆抗 , 

体 5μ1 ， 4 "C摇动 2h 。 加入 20μ1 protein A-agarose 至

总体积为 200μ1 ， 4 "C摇动过夜。 4 "C , 12 000 g 离心

20 s，收集 protein A-agarose- 抗原 - 抗体三元复合物。

依次用 0.5 ml IPH 缓冲液于 4 "C条件下洗涤 4 次， 每

次 20 min o 4 "C , 12 000 g 离心 20 s ， 最后用 2xSDS _, 

上样缓冲液悬浮沉淀， 100 "C加热 3 min , 12 000 g 离

心 20 s ， 取上清液进行 SDS-PAGE 分离蛋白质，随后

电转移至PVDF膜上， 用抗CDK2抗体或抗cyclinE抗

体检测两种蛋白质的相互作用 。

1.9 统计学处理

所有实验均重复三次。 实验结果采用王土s 表示，

采用 SPSS 13 . 0 统计软件进行组间方差分析，以 P<

0.05 表示统计学上有显著差异 。

2 结果

2.1 黄苓昔抑制 PDGF 诱导的 VSMCi曾殖

细胞计数结果显示， 用 PDGF 剌激 VSMC 24 h 

后，细胞数目 明显增加， 约是对照组的 1.9 倍， 而用黄

苓昔预处理 24 h 后，随着黄苓昔浓度的增加 (5 、

10 、 20 、 40μmol/L) ， VSMC 增殖活性不断降低，与

PDGF 组相比， 分别减少了 7% 、 15% 、 47% 和 70%，

黄苓背对 PDGF 诱导的 VSMC 增殖的抑制效应具有

明显的剂量依赖关系(图 2) 。 然而 ， 黄苓昔对未经

PDGF 剌激的细胞的增殖活性无明显影响(结果未显

刁可 ) 。

PCNA是反映细胞增殖活性的标志物，为了进一

步证明黄苓背对VSMC增殖的抑制效应， 采用免疫细

胞化学方法检测VSMC 中 PCNA的表达情况， 发现黄

苓昔(20μmol/L)预温育 24 h 能明显抑制 PDGF 诱导

、J
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的 PCNA 的表达， PCNA 阳性细胞数较 PDGF 组减少

了 45% (图 3A 和图 3B) 。 同时， Western 印迹结果发

现， 不同浓度黄苓昔预温育 VSMC，导致 PCNA 表达

量较 PDGF组呈剂量依赖性减少，与细胞计数结果一

致(图 3 B ) 。

2 .2 黄苓音抑制IJpDGF 诱导的 VSMC 迁移

伤口愈合实验结果显示，黄苓昔(20μmol/L)可

明显抑制 PDGF诱导的 VSMC迁移活性，较PDGF组

下降了 59% (图 的 。 VSMC 迁移活性的降低与迁移

相关蛋白一-ICAM-l和VCAM- l 的表达减少具有平

行关系(图 5) 。 提示黄苓昔抑制 PDGF 诱导的 VSMC

迁移与抑制 VCAM-l 、 ICAM- l 的表达有关 。

2.3 黄苓昔阻滞 PDGF 诱导的 VSMC 细胞周期

进程

如图 6 所示，与 PDGF 单独处理比较， 黄苓昔(5 、

10 、 20 、 40 μmol/L)预温育 VSMC 24 h，可使进入

S 期的细胞数显著减少(P<0.05); 而 GJG J 期的细胞数
增加， 较P∞F 组分别增加了 5%、 19%、 25% 和 29% 。

黄苓昔对细胞周期的阻滞作用具有浓度依赖性 。

2.4黄苓昔抑制 cyclinE 和 CDK2 的表达及二者

的相互作用

为了进一步确定黄苓昔抑制细胞周期的分子机

制，本实验采用 Western 印迹检测了细胞周期相关蛋

白的表达情况 。 结果显示 黄苓昔在 5 ， 10 、 20 、
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·研究论文 ·

ICA M-I 

40 μmoVL的浓度范围内，可剂量依赖性的抑制PDGF

诱导的 cyclinE 和 CDK2 的表达， 上调 p27 蛋白水平

(P<O . O日， 而对 cyclinDl 、 CDK4 、 CDK6 和 p21 蛋

白的表达没有明显影响( 图 7 ) 。 免疫共沉淀分析结

果显示， 黄苓昔剂量依赖性地抑制 cyclinE-CDK2 复

合物的形成( 图 的 。 黄苓昔对细胞周期相关蛋白表

达的调节作用与其抗细胞增殖活性具有一致关系 。

由此推测， 黄苓昔可能具有抑制 cyclinE-CDK2 复合

物的活性和提高 p27 蛋白稳定性的作用 。
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窄等血管重塑性疾病发生、 发展的重要细胞病理学 供了研究依据 。

基础。寻找可抑制 VSMC 增殖的有效药物并阐明其

作用机制，对于防治血管重塑性疾病具有重要的意义。

利用中草药治疗动脉粥样硬化、 高血压等疾病

己取得了很好的临床疗效。 近年发现，中草药中含

有的黄酣类化合物具有确切的心血管保护作用。黄

苓昔是传统中药黄苓的主要有效成分之一， 属黄酣类

化合物 [ 5 1 。 本研究探讨了黄苓背对 PDGF 诱导的

VSMC增殖的影响及相关分子机制， 发现黄苓昔可剂

量依赖性抑制PDGF诱导的 VSMC增殖和迁移， 使细

胞周期阻滞在 GoIG 1 期 ; Westem 印迹也显示， 黄苓昔

处理的 VSMC 其增殖和迁移相关蛋 白 PCNA 、

ICAM-l 和 VCAM-l 的表达均被抑制， 而增殖抑制蛋

白 p27 水平被上调 。 进一步的研究证实 ， 黄苓音明

显抑制细胞周期相关蛋白 cyclinE 和 CDK2 的表达及

二者的相互作用 。 己有研究显示，黄苓音通过其抗

氧化性质而展示明显的心脏保护作用。黄苓甲音是

黄苓昔的同系物， 具有明确的抑制肿瘤细胞增殖和诱

导凋亡的作用I61] ， 而黄苓背对细胞增殖的影响尚不清

楚。 本研究证实， 黄苓昔通过阻滞细胞周期进程而

有效阻断 PDGF 的促增殖效应， 其作用机制与抑制促

增殖蛋白表达和上调增殖抑制蛋白水平有关。

细胞周期进程有赖于各种 cyclins 和 CDKs 的相

互作用[剖， 该过程受到cyclin-CDK抑制因子(C阻)的严

格调控[91 。 其中， cyclinE与 CDK2结合形成的 cyclinE

CDK2 复合物， 是细胞通过 G1 末期控制点的关键因
素， 对于细胞由 G 1 期进入 S 期至关重要[ 1 01 0 p27 作

为一种 C阻， 通过与 cyclins-CDKs 复合物相互作用而

调节细胞周期进程[ 1 1 1 0 p27 不仅是 cyclin s-CDKs 复

合物活性的抑制因子，同时牛，也是 cyclin-CDK 复合物

的底物， 受其催化而发生磷酸化降解[1 21 。 近年研究

证实， p27 是血管增殖性疾病发生的关键性负调控因

子。过表达p27 可抑制CDK2 的活性进而引起 VSMC

细胞周期停滞[ 1 31 。 本实验证实黄苓昔可下调 CDK2

和 cyclinE 的表达和二者的相互作用， 逆转 PDGF对

p27 表达的抑制效应。 然而， cyclinE-CDK2 复合物

减少与 p27 水平升高之间的因果关系还有待进一步

探讨 。

综上所述， 黄苓音是一种具有抗VSMC增殖和迁

移活性的天然单体，其作用机制与抑制cyclinE-CDK2

复合物的形成和 l二调 p27 水平， 进而阻滞细胞周期进

程有关。 本研究结果为解释黄苓昔的心血管效应提
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96 研究论文

Baicalin Inhibits the Proliferation of Vascular Smooth Musde Cells 
Induced by Platelet-derived Growth Factor 

Rong-Hua Sun, Li拍la Dong, Mei Han , Hai-Juan Hu, Bin Liu, Jin-Kun Wen* 

(Institute of Basic Medicine, Hebei Medical Universi吵， Shijiazhuang 050017, China) 

Abstract To investigate the effects of baicalin on the proliferation in vascular smooth muscle cells 

(VSMCs) treated with platelet-derived growth factor (PDGF) and the action mechanism of baicalin. Flow cytometry , 

immunocytochemistry, Western blotting and co-immunoprecipitation assays were performed , respectively. The 

results showed that proliferation and migration of VSMCs induced by PDGF were significantly inhibited by baicalin 

in a concentration-dependent manner. The expression of proliferation- and migration-related proteins 一一- PCNA，

VCAM-l , ICAM-l , cyclinE, and CDK2 decreased markedly in baicalin-treated VSMCs. Baicalin treatment resulted 

in an increased cell population in the GoIG ,-phase and a decreased distribution in S phase. Co-immunoprecipitation 

assay showed that the formation of cyclinE-CDK2 complex was reduced , and p27 level was elevated in the baicalin

treated VSMCs. Taken together, our results demonstrated that baicalin is a natural active compound which inhibits 

the proliferation and migration of VSMCs, and arrests cell cycle progression via inhibiting 出e cyclinE-CDK2 com

plex formation and up-regulating p27 expression. 

Key words baicalin; vascular smooth muscle cells; proliferation; migration ; cell cycle 
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