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羟基红花黄色素A抑制PDGF促大鼠血管平滑肌

细胞增殖的作用
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摘要      羟基红花黄色素A是从活血化瘀中草药红花中分离出来的黄酮类化合物, 研究发现

其对心血管疾病具有很好的治疗作用, 但该化合物对血管增生性疾病的防治机理还不清楚。该研

究通过采用大鼠血管平滑肌细胞(vascular smooth muscle cells, VSMCs)培养、MTT分析、Western 
blot、免疫组织化学等方法研究羟基红花黄色素A对VSMCs增殖的影响及其作用机制。实验结果

表明, 羟基红花黄色素A浓度依赖性地抑制血小板源生长因子(platelet-derived growth factor, PDGF)
诱导的VSMCs增殖, 降低增殖细胞核抗原(proliferating cell nuclear antigen, PCNA)的表达, 阻断

PDGF受体的激活和MEK/ERK信号通路的活化。该研究证实, 羟基红花黄色素A通过降低PCNA表

达和阻断MEK/ERK1/2信号通路抑制大鼠血管平滑肌细胞的增殖。

关键词      羟基红花黄色素A; 信号传导; 增殖细胞核抗原; 血管平滑肌细胞; 细胞增殖 

Hydroxysafflor Yellow A Inhibited Rat Vascular Smooth Muscle Cells 
Proliferation Induced by PDGF
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Abstract       Hydroxysafflor yellow A (HSYA) comes from safflowers that are well known as traditional Chi-
nese medicine for the treatment of cardiovascular disease, and it belongs to flavonoids. Safflowers have the function 
of activating blood circulation to dissipate blood stasis. HYSA has been used to treat cardiovascular disease in clin-
ic, but the treatment mechanism is unclear. The effect of hydroxysafflor yellow A on the proliferation of vascular 
smooth muscle cells (VSMCs) and the related mechanism were studied. The inhibitory effect of hydroxysafflor yel-
low A on VSMCs proliferation was detected using cell culture, MTT assay, Western blot and immunohistochemical 
staining. The results showed that HYSA inhibited cell proliferation induced by PDGF in a dose-dependent manner, 
reduced proliferating cell nuclear antigen (PCNA) expression and blocked PDGFR-MEK-ERK1/2 signaling path-
way activated by PDGF in VSMCs. In conclusion, HYSA inhibited VSMCs proliferation via reducing the expres-
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sion of PCNA and blocked signal transduction of MEK/ERK1/2 in VSMCs.
Keywords       hydroxysafflor yellow A; signal transduction; proliferating cell nuclear antigen; VSMCs; cell 

proliferation

血管平滑肌细胞位于血管壁的中膜, 是构成血

管壁组织结构及维持血管张力的主要细胞成分, 细
胞表型的改变可导致血管壁结构及功能发生变化, 
是导致高血压、动脉粥样硬化和血管成形术后再

狭窄等多种心血管病的细胞病理学基础。损伤诱

导的血管平滑肌细胞(vascular smooth muscle cells, 
VSMCs)由中膜向内膜下迁移、增殖、合成和分泌

大量细胞外基质等事件是导致血管重构的主要病

理 机 制[1]。PCNA(proliferating cell nuclear antigen)
是VSMCs增殖的重要标志, 其表达水平的高低可反

映细胞的增殖活性。血小板源性生长因子(platelet-
derived growth factor, PDGF)是激活VSMCs的主要

因素之一[2], 它通过与VSMCs膜上受体结合, 逐级

激活丝裂原活化蛋白激酶(mitogen activated protein 
kinases, MAPK)通路, 促进细胞的有丝分裂[3-4], 从而

引起细胞的增殖。因此, 通过阻断生长信号的转导

来抑制VSMCs增殖是防治心血管疾病的重要策略

之一。

 羟基红花黄色素A(hydroxysafflor yellow A, 
HSYA)是从活血化瘀中草药红花中分离出来的黄

酮类化合物, 具有抗氧化、清除自由基、抗炎、增

强机体免疫功能多种药理作用, 对免疫、心脑血

管及神经系统等均有保护效应[5-6]。大量研究发现, 
羟基红花黄色素A对心血管疾病具有很好的治疗

作用[7-8]。但该化合物对血管增生性疾病的防治机理

还不清楚。本实验探讨羟基红花黄色素A对VSMCs
增殖的影响及其机制, 旨在为羟基红花黄色素A在防

治血管重塑性中的应用提供实验依据。

1   材料与方法
1.1   材料

DMEM培养基、胎牛血清(R&D Systems公司); 
抗体(Santa Cruz公司); 羟基红花黄色素A(西安森冉

生物工程有限公司), 高效液相色谱法测定其纯度为

99%; PDGF-BB(Gibco公司); 免疫组化试剂盒、DAB
显色试剂盒(北京中杉金桥生物技术有限公司)。
1.2   细胞培养

清洁II级雄性SD大鼠, 体重80~100 g, 由河北省

实验动物中心(合格证号: 10061783)提供。取大鼠

胸腹主动脉, 用贴块法分离培养VSMCs[9]。取3~6代
细胞进行实验。待细胞生长至汇合70%~80%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HSYA(0, 5, 10, 20, 40 μmol/L)
预孵育24 h后, 加入PDGF(10 μg/L)处理24 h, 收集细

胞用于部分实验。

1.3   MTT分析 
参照文献[10]的方法进行操作, 每组设6个复孔, 

分别加入不同浓度(0, 1, 5, 10, 20, 40, 60 μmol/L)的
HSYA预孵育24 h, 再用PDGF(10 μg/L)刺激24 h, 之
后在酶标仪570 nm处测吸光度(D)值。

1.4   免疫细胞化学染色 
接种于盖玻片上的VSMCs生长至60%~70%融

合时, 换用2% FBS培养液处理24 h, 使细胞同步化。

之后加入20 μmol/L的HSYA预孵育24 h, PDGF刺激

24 h。取出玻片, 冷PBS清洗两次, 4%多聚甲醛固定

20 min, 1% Triton X-100处理20 min, 10%山羊血清

室温封闭15 min, 分别加入大鼠抗PCNA单克隆抗体

(1:100), 37 °C孵育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标记的链

霉卵白素进行结合反应, DAB显色, 80%甘油封片。

1.5   Western blot分析  
取等量的VSMCs的蛋白提取液, 进行SDS-

PAGE。电转移至PVDF膜上。随后与相应的一抗及二

抗反应, 用化学发光法检测抗原抗体结合区带。用数

码成像分析系统软件对电泳条带进行密度扫描, 以
β-actin为内参进行定量分析。

1.6    统计学分析  
数据以均数±标准差(x

_
±s)表示, 组间资料应用

单因素方差(One-Way ANOVA)分析, 各项统计均用

SPSS 10.0统计软件进行分析。P<0.05表示差异显著。

2   结果
2.1   羟基红花黄色素A抑制PDGF诱导的VSMCs
增殖

羟 基 红 花 黄 色 素A呈 浓 度(1, 5, 10, 20, 40, 
60 μmol/L)依赖性抑制PDGF诱导的VSMCs增殖
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(P<0.05, 图1)。HSYA在5~40 μmol/L范 围 内 细 胞

生长状态良好, 当大于60 μmol/L时, 细胞出现皱缩, 
开始显示细胞毒性。因此, 以下实验选择HYSA在

5~40 μmol/L的浓度范围内进行。

2.2   羟基红花黄色素A抑制PDGF诱导的PCNA
蛋白表达

与正常细胞比较, PDGF刺激后, PCNA水平呈

剂量依赖性大幅度升高, 而羟基红花黄色素A预孵

育的细胞经PDGF刺激后, PCNA水平升高的幅度明

显降低(图2)。
2.3   羟基红花黄色素A抑制PDGF激活的MEK/
ERK1/2信号通路

PDGF刺激细胞15 min, PDGFR磷酸化水平明

显升高; 而经羟基红花黄色素A预处理的VSMCs, 磷
酸化的PDGFR呈浓度依赖性降低; MEK和ERK1/2
磷酸化程度也随着药物浓度的增加逐渐降低(图3A
和图3B); 但磷酸化的JNK、p38及Akt不受药物处理

的影响(图3C和图3D)。

3   讨论
血管平滑肌细胞异常增殖是高血压、动脉粥

样硬化和血管成形术后再狭窄等血管重塑性疾病发

生、发展的重要细胞病理学基础[9-10]。当血管内膜

受损伤后, 局部暴露的中膜VSMCs发生表型转化并

向内膜下迁移、增殖和分泌细胞外基质, 最终导致

管腔狭窄。流行病学调查发现, PTCA(percutaneous 
transluminal coronary angioplasty)术后6个月内, 病变

部位的再狭窄率高达32%~57%, 严重限制了其临床

疗效。因此, 寻找可抑制血管平滑肌细胞增殖、迁

移的有效药物, 已成为当前防治血管再狭窄的重要

策略之一[11]。

细胞增殖活力是反映VSMCs增殖程度的指标。

MTT结果显示, 在羟基红花黄色素A浓度为5, 10, 20, 
40 μmol/L范围内, 随着羟基红花黄色素A浓度的增

加, VSMCs增殖活力不断下降, 且呈剂量依赖性, 与对

照组相比, 分别下降了21%、38%、49%和61%(图1)。
MTT检测结果表明, 羟基红花黄色素A可显著抑制体

外培养的VSMCs增殖, 并具有明显的量–效关系。

PCNA是VSMCs增殖的重要标志, 其表达水平

的高低可反映细胞的增殖活性。本实验采用Western 
blot检测了羟基红花黄色素A对增殖标志基因PCNA
表达的影响。在蛋白水平, 随着羟基红花黄色素A浓
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图1  羟基红花黄色素A抑制PDGF诱导的血管平滑肌细胞增殖

Fig.1  Inhibition of hydroxysafflor yellow A on VSMCs
 proliferation induced by PDGF
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A: PCNA的Western blot检测结果; B: PCNA Western blot检测灰度值

结果分析; C: PCNA的免疫组化结果(40×)。**P<0.01, 与只用PDGF
刺激而不用HYSA刺激的实验组比较(n=6)。
A: Western blot analysis of PCNA; B: PCNA densitometric scanning of 
Western blot analysis; C: PCNA immunocytochemistry (40×). **P<0.01 
compared with PDGF stimulation without HYSA group (n=6). 

图2   羟基红花黄色素A抑制PDGF诱导的VSMC增殖

标志基因PCNA的表达

Fig.2  Hydroxysafflor yellow A inhibited marker gene PCNA 
expression of VSMC proliferation induced by PDGF 
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度的增加(5, 10, 20, 40 μmol/L), PCNA表达逐近降低

(图2A和图2B)。免疫细胞化学结果显示, 20 μmol/L
羟基红花黄色素A刺激24 h后, PCNA表达明显低于

对照组(图2C)。上述结果印证了MTT分析的结果, 
即羟基红花黄色素A能抑制体外培养的VSMCs的增

殖。

MAPK信号途径是介导细胞生长应答的重要

信号通路, 参与细胞生长、分化、增殖、凋亡、存

活等多种生理过程的调控[12]。MAPK通路在血管再

狭窄中发挥着重要的作用, 血管内皮损伤可以引起

VSMCs中MAPK通路信号分子的高表达。MAPK
家族主要由p38、ERK1/2和JNK构成[13]。ERK包括

ERK1和ERK2, 主要调节细胞生长、生存, 某些条件

下该通路参与介导细胞的分化; p38蛋白激酶是一种

分子量为38 kDa的酪氨酸磷酸化蛋白激酶, 在各种

应激或细胞因子等因素的刺激作用下, 其分子中的

苏氨酸、酪氨酸位点发生磷酸化而被激活。该途径

主要参与介导抗凋亡、增生和细胞生存信号的转导; 
JNK由JNK1、JNK2和JNK3组成, 分别由JNK激酶1、
2(也分别称为MKK4、MKK7)激活。JNK信号转导

途径与ERK、p38等信号途径之间有密切联系, 在细

胞应激反应中起重要作用, 并受多种细胞外信号刺

激而被活化。

以往研究证明, 羟基红花黄色素A对细胞的凋

亡和氧化应激等都有明显的抑制作用, 广泛应用于

心血管疾病的临床治疗[5,14-16]。但该药物对心血管系

统疾病的作用机制尚不清楚, 对VSMCs增殖的影响

鲜有报道。为了确定羟基红花黄色素A对VSMCs增
殖及其作用机制的影响, 本研究采用PDGF作为增殖

刺激因素, 探讨了羟基红花黄色素A对VSMCs增殖
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A: P-PDGFR、P-MEK和P-ERK的Western blot检测结果; B: P-PDGFR、P-MEK和P-ERK的Western blot检测结果的灰度值扫描结果分析, 
*/#/&P<0.05, 与只用PDGF刺激而不用HYSA刺激的实验组比较(n=6)(*P-PDGFR, #P-MEK, &P-ERK); C: P-JNK、P-p38和P-Akt的Western blot检
测结果; D: P-JNK、P-p38和P-Akt的Western blot检测结果的灰度值扫描结果分析(n=6)。
A: Western blot analysis of P-PDGFR, P-MEK and P-ERK; B: P-PDGFR, P-MEK and P-ERK densitometric scanning of Western blot analysis, 
*/#/&P<0.05 compared with PDGF stimulation without HYSA (n=6) (*P-PDGFR, #P-MEK, &P-ERK); C: Western blot analysis of P-JNK, P-p38 and 
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图3  羟基红花黄色素A抑制PDGF促细胞增殖信号的跨膜转导

Fig.3   Inhibition of hydroxysafflor yellow A on PDGF-induced transmembrane signal transduction
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的作用效果。本实验证实, 羟基红花黄色素A能够

有效抑制PDGF诱导的VSMCs的增殖(图1), Western 
blot结果显示, PDGF刺激VSMCs 15 min后, PDGFR
磷酸化水平升高; 而给予羟基红花黄色素A预处理

24 h后, 该受体激活受到抑制。由于细胞因子与其

受体结合后可通过多种途径将信号转导至胞核内

调节其靶基因的表达, 进而我们观察了羟基红花黄

色素A阻断PDGFR活化后对下游MAPK信号通路的

影响。结果显示, 羟基红花黄色素A可选择性抑制

PDGF诱导的MEK/ERK1/2的磷酸化活化(图3A和图

3B), 但不影响JNK和p38MAPK的活性(图3C)。其可

能的机制是HSYA通过促进PDGFR、MEK、ERK
的逐级磷酸化, 使MEK/ERK1/2信号通路受阻, 其促

VSMCs增殖作用减弱, 从而抑制VSMCs增殖。结果

提示, 羟基红花黄色素A对PDGF诱导的VSMCs增殖

与其特异性阻断MEK/ERK1/2信号通路有关。

综上所述, 羟基红花黄色素A通过降低PCNA表

达和MEK/ERK1/2信号通路抑制大鼠血管平滑肌细

胞增殖, 显著抑制PDGF诱导的VSMCs增殖, 为该药

物在防治血管重塑性治疗中的应用提供了实验依据。
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