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［摘要］　目的　探讨曲美他嗪（ＴＭＺ）对人脑血管平滑肌细胞（ＨＢＶＳＭＣｓ）增殖、迁移及活性
氧（ＲＯＳ）表达的影响及其机制。方法　选用生长状况良好的对数生长期ＨＢＶＳＭＣｓ分两部分进行
实验，Ａ实验：将ＨＢＶＳＭＣｓ分为５组，对照组：不处理；血小板衍生生长因子（ＰＤＧＦ）组：加入１０ｎｇ／ｍｌ
ＰＤＧＦ；０．２μｍｏｌ／Ｌ、１．０μｍｏｌ／Ｌ和５．０μｍｏｌ／ＬＴＭＺ组：在给予 ＰＤＧＦ基础上，分别加入终浓度为
０．２μｍｏｌ／Ｌ、１．０μｍｏｌ／Ｌ和 ５．０μｍｏｌ／ＬＴＭＺ。Ｂ实验：将 ＨＢＶＳＭＣｓ分为 ５组，对照组：不处理；
ＰＤＧＦ组：给予 １０ｎｇ／ｍｌＰＤＧＦ；ＴＭＺ组：在给予 ＰＤＧＦ基础上，加入浓度为 ５．０μｍｏｌ／ＬＴＭＺ；
ＸＡＶ９３９组：在给予 ＰＤＧＦ基础上，加入浓度为 ２．０μｍｏｌ／ＬＸＡＶ９３９；ＴＭＺ＋ＸＡＶ９３９组：在给予
ＰＤＧＦ基础上，加入５．０μｍｏｌ／ＬＴＭＺ和２．０μｍｏｌ／ＬＸＡＶ９３９共同处理。采用噻唑蓝法、划痕实验、
二氯荧光素法分别检测各组ＨＢＶＳＭＣｓ的增殖活力、迁移率及 ＲＯＳ表达水平，采用蛋白质免疫印
迹法检测 ＨＢＶＳＭＣｓ中 Ｗｎｔ／β连环蛋白（ｃａｔｅｎｉｎ）信号通路相关蛋白 βｃａｔｅｎｉｎ、细胞周期蛋白 Ｄ１
（ＣｙｃｌｉｎＤ１）、基质金属蛋白酶（ＭＭＰ）９及原癌基因蛋白质（ｃＭｙｃ）的表达水平。结果　Ａ实验中，对
照组、ＰＤＧＦ组、０．２μｍｏｌ／ＬＴＭＺ组、１．０μｍｏｌ／ＬＴＭＺ组、５．０μｍｏｌ／ＬＴＭＺ组ＨＢＶＳＭＣｓ的ＯＤ值、迁
移率、ＲＯＳ、βｃａｔｅｎｉｎ、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＭＭＰ９及ｃＭｙｃ表达水平比较，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
其中ＰＤＧＦ组上述指标均高于对照组，各浓度 ＴＭＺ组上述指标均低于 ＰＤＧＦ组，且呈浓度依赖性
降低（Ｐ＜０．０５）。Ｂ实验中，对照组、ＰＤＧＦ组、ＴＭＺ组、ＸＡＶ９３９组、ＴＭＺ＋ＸＡＶ９３９组ＨＢＶＳＭＣｓ的
ＯＤ值、迁移率及ＲＯＳ表达水平比较差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５），其中 ＰＤＧＦ组上述指标均高
于对照组；ＴＭＺ组和ＸＡＶ９３９组上述指标均低于ＰＤＧＦ组；ＴＭＺ＋ＸＡＶ９３９组上述指标均低于 ＴＭＺ
组（Ｐ＜０．０５）。结论　ＴＭＺ可能通过抑制Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路活化抑制 ＨＢＶＳＭＣｓ增殖、迁移
及ＲＯＳ表达。
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　　脑梗死、脑出血及心肌梗死等心脑血管疾病的发
病率和致残率均较高，严重威胁人们的身体健康，而动

脉粥样硬化（ＡＳ）是其主要病理学基础。血管平滑肌
细胞（ＶＳＭＣｓ）是血管壁的重要组成细胞之一，其异常
增殖和迁移是促进ＡＳ发生的重要机制［１］；此外，ＡＳ的
形成还与氧化应激反应密切相关，当活性氧（ＲＯＳ）的生
成大于清除时，ＲＯＳ过多堆积而损伤血管内皮细胞，
并促进 ＶＳＭＣｓ增殖、迁移，进而促进 ＡＳ的发生［２］。

曲美他嗪（ＴＭＺ）是一种哌嗪类衍生物，也是一种重要
的能量代谢调节剂，可通过抑制游离脂肪酸代谢、增加

葡萄糖代谢，缓解心肌缺血，在维持心肌存活和心脏功

能方面发挥积极作用［３５］。既往研究证实，ＴＭＺ能够
有效延缓和改善 ＡＳ［６７］，但其具体机制尚未明确。本
研究通过体外细胞实验观察 ＴＭＺ对人脑血管平滑肌
细胞（ＨＢＶＳＭＣｓ）增殖、迁移及 ＲＯＳ生成的影响，并探
讨其可能机制，以揭示ＴＭＺ抗ＡＳ的分子机制。

材料与方法

１．材料：ＨＢＶＳＭＣｓ购于中国科学院上海细胞库，
ＴＭＺ购于武汉能仁医药化工有限公司，血小板衍生生
长因子（ＰＤＧＦ）购于美国Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司。ＤＭＥＭ培养
基和青链霉素混合液购于美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，胎牛血
清购于美国Ｇｉｂｃｏ公司，二喹啉甲酸（ＢＣＡ）试剂盒购
于碧云天生物试剂公司，山羊抗兔 ＩｇＧ辣根过氧化物
酶购于北京中杉金桥生物公司，噻唑蓝（ＭＴＴ）试剂和
聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜购于美国 Ｓｉｇｍａ生物试剂公
司，ＣＯ２细胞培养箱购于 ＳＡＮＹＯ公司，凝胶成像分析
系统购于美国ＢＩＯＲＡＤ公司，酶标仪购于美国Ｔｈｅｒｍｏ
公司，兔抗人 β连环蛋白（ｃａｔｅｎｉｎ）、原癌基因蛋白质
（ｃＭｙｃ）和基质金属蛋白酶（ＭＭＰ）９多克隆抗体购于
武汉博士德公司，兔抗人细胞周期蛋白 Ｄ１（ＣｙｃｌｉｎＤ１）
和甘油醛３磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）多克隆抗体购自美
国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。
２．方法
（１）细胞培养和分组：将ＨＢＶＳＭＣｓ解冻复苏后接

种至含１０％胎牛血清和１％青链霉素混合液的ＤＭＥＭ

培养基中，并置于５％ＣＯ２、３７℃、饱和湿度的细胞培养
箱中常规培养。选用生长状况良好的处于对数生长期

的ＨＢＶＳＭＣｓ，将其分为两部分进行实验。Ａ实验：为
探讨 ＴＭＺ对 ＨＢＶＳＭＣｓ增殖、迁移、ＲＯＳ及 Ｗｎｔ／β连
环蛋白（βｃａｔｅｎｉｎ）信号通路相关蛋白表达水平的影
响，将ＨＢＶＳＭＣｓ分为５组，对照组：不处理；ＰＤＧＦ组：
加入 １０ｎｇ／ｍｌＰＤＧＦ作为阳性对照；０．２μｍｏｌ／Ｌ、
１．０μｍｏｌ／Ｌ和５．０μｍｏｌ／ＬＴＭＺ组：在给予 ＰＤＧＦ基础
上，分别加入终浓度为 ０．２μｍｏｌ／Ｌ、１．０μｍｏｌ／Ｌ和
５．０μｍｏｌ／ＬＴＭＺ。Ｂ实验：为探讨ＴＭＺ是否可通过调
控 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路发挥作用，将 ＨＢＶＳＭＣｓ
分为５组，对照组：不处理；ＰＤＧＦ组：加入１０ｎｇ／ｍｌ
ＰＤＧＦ作为阳性对照；ＴＭＺ组：在给予 ＰＤＧＦ基础上，
加入予浓度为 ５．０μｍｏｌ／ＬＴＭＺ；ＸＡＶ９３９组：在给予
ＰＤＧＦ基础上，加入浓度为２．０μｍｏｌ／ＬＷｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ
信号通路抑制剂 ＸＡＶ９３９；ＴＭＺ＋ＸＡＶ９３９组：在给予
ＰＤＧＦ基础上，给予 ５．０μｍｏｌ／ＬＴＭＺ和 ２．０μｍｏｌ／Ｌ
ＸＡＶ９３９共同处理。

（２）ＭＴＴ法检测细胞增殖：将处于对数生长期的
ＨＢＶＳＭＣｓ（５×１０４个／ｍｌ）以每孔２００μｌ接种至９６孔
细胞板上，置于细胞培养箱内常规培养过夜。次日按

照上述ＴＭＺ实验分组要求加入不同浓度的ＴＭＺ，其中
每组设置５个平行孔，于细胞培养箱内孵育４８ｈ后，
弃培养液，每孔加入浓度为５ｇ／Ｌ的 ＭＴＴ工作液孵育
４ｈ。再加入二甲基亚枫震荡反应至 ＭＴＴ结晶溶解
后，使用酶标仪在４５０ｎｍ处检测各组细胞的ＯＤ值。

（３）划痕实验检测细胞迁移：将浓度为１０５个／ｍｌ
的对数生长期细胞液以每孔１００μｌ接种至２４孔细胞
板上，于培养箱内培养至８０％ ～８５％融合度。用移液
枪枪头在孔中划出直径为５ｍｍ划痕，经磷酸盐缓冲
液（ＰＢＳ）冲洗后，更换为含０．２μｍｏｌ／Ｌ、１．０μｍｏｌ／Ｌ和
５．０μｍｏｌ／ＬＴＭＺ或１０ｎｇ／ｍｌＰＤＧＦ培养液，并以不加
药物的细胞作为对照。孵育２４ｈ后，采用倒置显微镜
随机选取３个视野观察各处理组细胞的迁移情况，各
组细胞的迁移率＝［０ｈ划痕距离（μｍ）－目标时点划
痕距离（μｍ）］／０ｈ划痕距离（μｍ）×１００％。
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（４）二氯荧光素（Ｈ２ＤＣＦＤＡ）法检测细胞中 ＲＯＳ
水平：将浓度为１０５个／ｍｌ的对数生长期细胞液以每孔
２００μｌ接种至６孔细胞板上，常规培养过夜后，按照上
述分组方法进行给药，２４ｈ后，采用预冷的 ＰＢＳ洗涤
３次，加入浓度为１０μｍｏｌ／ＬＨ２ＤＣＦＤＡ溶液，避光条件
下作用３０ｍｉｎ后，使用ＰＢＳ洗涤细胞３次。以０．２５％
胰蛋白酶消化收集各组细胞后，采用流式细胞仪检测

细胞的荧光强度。将对照组细胞的荧光值设为１，处
理组与对照组细胞荧光值的比值表示其他处理组细胞

的荧光值。

（５）蛋白质免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测细胞中
Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路相关蛋白表达：采用０．２５％胰
蛋白酶消化收集处理４８ｈ的０．２μｍｏｌ／Ｌ、１．０μｍｏｌ／Ｌ、
５．０μｍｏｌ／ＬＴＭＺ处理组和 ＰＤＧＦ组及未处理的对照
组细胞，加入细胞裂解液裂解细胞提取总蛋白。参照

ＢＣＡ试剂盒说明书步骤检测总蛋白的浓度。将热变
性蛋白后的总蛋白按照每孔５０μｇ在１２％十二烷基硫
酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）凝胶上进行电
泳分离。待电泳结束后，将蛋白样品转至ＰＶＤＦ膜上。
以０．５％脱脂奶粉封膜１．５ｈ后，加入１∶１０００倍稀释
的特异性一抗（βｃａｔｅｎｉｎ抗体、ＣｙｃｌｉｎＤ１抗体、ＭＭＰ９
抗体、ｃＭｙｃ抗体和 ＧＡＰＤＨ抗体）在４℃条件下孵育
过夜。以 ＴＢＳＴ缓冲液洗膜 １０ｍｉｎ×３次后，加入
１∶５０００倍稀释的ＩｇＧ辣根过氧化物酶二抗工作液室
温孵育１ｈ。暗室内以发光剂显影后，采用凝胶成像系
统扫描分析。

３．统计学处理：应用 ＳＰＳＳ２１．０软件进行统计分
析。计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较采用单因素方
差分析，两两比较比较采用 ＳＮＫｑ检验。以 Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

结　　果

１．Ａ实验中 ５组 ＨＢＶＳＭＣｓ增殖活力、迁移率、
ＲＯＳ及Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路相关蛋白表达水平比
较：对照组、ＰＤＧＦ组、０．２μｍｏｌ／ＬＴＭＺ组、１．０μｍｏｌ／Ｌ

ＴＭＺ组、５．０μｍｏｌ／ＬＴＭＺ组ＨＢＶＳＭＣｓ的ＯＤ值、迁移
率、ＲＯＳ、βｃａｔｅｎｉｎ、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＭＭＰ９及 ｃＭｙｃ表达水
平比较，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；其中 ＰＤＧＦ
组上述指标均高于对照组，各浓度ＴＭＺ组上述指标均
低于ＰＤＧＦ组，且呈浓度依赖性降低（Ｐ＜０．０５）。见
图１和表１。

图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＢＶＳＭＣｓ中Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路相

关蛋白的表达（Ａ：对照组；Ｂ：ＰＤＧＦ组；Ｃ：０．２μｍｏｌ／ＬＴＭＺ组；

Ｄ：１．０μｍｏｌ／ＬＴＭＺ组；Ｅ：５．０μｍｏｌ／ＬＴＭＺ组）

　　２．Ｂ实验中５组 ＨＢＶＳＭＣｓ增殖活力、迁移率及
ＲＯＳ表达水平比较：对照组、ＰＤＧＦ组、ＴＭＺ组、ＸＡＶ９３９
组、ＴＭＺ＋ＸＡＶ９３９组 ＨＢＶＳＭＣｓ的 ＯＤ值、迁移率及
ＲＯＳ表达水平比较差异均有统计学意义 Ｐ＜０．０５）。
ＰＤＧＦ组ＨＢＶＳＭＣｓ增殖活力的 ＯＤ值、迁移率及 ＲＯＳ
表达水平均高于对照组（Ｐ＜０．０５）；ＴＭＺ组、ＸＡＶ９３９
组ＨＢＶＳＭＣｓ的ＯＤ值、迁移率及 ＲＯＳ表达水平均低
于ＰＤＧＦ组（Ｐ＜０．０５）；ＴＭＺ＋ＸＡＶ９３９组 ＨＢＶＳＭＣｓ
的ＯＤ值、迁移率及 ＲＯＳ的表达水平均低于 ＴＭＺ组
（Ｐ＜０．０５）。见表２。

表２　Ｂ实验中５组ＨＢＶＳＭＣｓ增殖活力、迁移率及ＲＯＳ表达
水平比较（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别 ＯＤ值 迁移率（％） ＲＯＳ

对照组 ０．４８±０．０３ ２３．２８±２．１５ １．０２±０．０７
ＰＤＧＦ组 ０．９５±０．０７ａ ４６．５７±３．２６ａ ２．３５±０．２３ａ

ＴＭＺ组 ０．５６±０．０３ｂ ３１．１５±３．０３ｂ １．５４±０．１２ｂ

ＸＡＶ９３９组 ０．６４±０．０４ｂ ３８．４５±３．１２ｂ １．９６±０．１５ｂ

ＴＭＺ＋ＸＡＶ９３９组 ０．４５±０．０３ｃ ２５．７５±１．８６ｃ １．２２±０．０９ｃ

Ｆ值 ６５．７５５ ３６．３０９ ４２．８５８
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１
　　注：与对照组相比，ａＰ＜０．０５；与 ＰＤＧＦ组相比，ｂＰ＜０．０５；与 ＴＭＺ
组相比，ｃＰ＜０．０５

表１　Ａ实验中５组ＨＢＶＳＭＣｓ增殖活力、迁移率、ＲＯＳ及Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路相关蛋白表达水平比较（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别 ＯＤ值 迁移率（％） ＲＯＳ βｃａｔｅｎｉｎ ＣｙｃｌｉｎＤ１ ＭＭＰ９ ｃＭｙｃ

对照组 ０．４６±０．０３ ２５．８５±３．０２ １．００±０．０８ ０．１７±０．０２ ０．２１±０．０２ ０．２６±０．０３ ０．３０±０．０３
ＰＤＧＦ组 ０．９７±０．０８ａ ４８．６２±３．３５ａ ２．３８±０．２３ａ ０．４８±０．０３ａ ０．９４±０．０６ａ ０．７６±０．０５ａ ０．８８±０．０６ａ

０．２μｍｏｌ／ＬＴＭＺ组 ０．８２±０．０６ｂ ４２．３８±２．６４ｂ ２．０６±０．１６ｂ ０．３９±０．０３ｂ ０．７２±０．０５ｂ ０．５１±０．０３ｂ ０．６２±０．０４ｂ

１．０μｍｏｌ／ＬＴＭＺ组 ０．６７±０．０５ｂｃ ３７．４６±２．５１ｂｃ １．８７±０．１２ｂｃ ０．３０±０．０２ｂｃ ０．４６±０．０３ｂｃ ０．３５±０．０３ｂｃ ０．３７±０．０３ｂｃ

５．０μｍｏｌ／ＬＴＭＺ组 ０．５２±０．０３ｂｃｄ ３０．１５±２．１２ｂｃｄ １．５２±０．０９ｂｃｄ ０．２４±０．０３ｂｃｄ ０．３３±０．０２ｂｃｄ ０．２８±０．０２ｂｃｄ ０．２８±０．０３ｂｃｄ

Ｆ值 ４６．５４２ ３３．００３ ３９．１５９ ６３．９８６ １６８．９８１ １１５．９０２ １２５．１２７
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１
　　注：与对照组比较，ａＰ＜０．０５；与ＰＤＧＦ组比较，ｂＰ＜０．０５；与０．２μｍｏｌ／ＬＴＭＺ组比较，ｃＰ＜０．０５；与１．０μｍｏｌ／ＬＴＭＺ组比较，ｄＰ＜０．０５
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讨　　论

ＶＳＭＣｓ异常增殖和迁移是 ＡＳ发生的重要环节，
ＰＤＧＦ是生长因子家族成员之一，可通过与特异性受
体结合影响细胞内信号传导，诱导 ＶＳＭＣｓ的增殖、迁
移并促进 ＲＯＳ的产生［８］。有研究表明，ＴＭＺ可调控
肺动脉平滑肌细胞、内皮祖细胞和心肌细胞等细胞的

增殖、迁移和氧化应激反应，并发挥保护心血管的作

用［９］。本研究中以１０ｎｇ／ｍｌＰＤＧＦ作用于 ＨＢＶＳＭＣｓ
后结果显示，ＨＢＶＳＭＣｓ的增殖活力、迁移率及 ＲＯＳ的
表达水平均高于对照组，而 ＴＭＺ作用后可明显抑制
ＰＤＧＦ诱导的 ＨＢＶＳＭＣｓ增殖、迁移和 ＲＯＳ表达。提
示ＴＭＺ可抑制 ＰＤＧＦ诱导的 ＨＢＶＳＭＣｓ增殖、迁移和
ＲＯＳ表达，这种抑制作用可能是 ＴＭＺ改善 ＡＳ恶性进
展的重要机制。

Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路是细胞内重要的信号转
导途径，βｃａｔｅｎｉｎ是该信号通路的关键蛋白，游离的
βｃａｔｅｎｉｎ进入细胞核后，通过与 Ｔ细胞因子结合促进
下游相关靶基因如ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＭＭＰ９和ｃＭｙｃ激活，调
控细胞增殖、迁移及凋亡等，Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路
与包括 ＡＳ等多种疾病的发生、发展密切相关［１０１２］。

Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路活化可促进 ＶＳＭＣｓ增殖和
迁移，而抑制其活化可减弱 ＶＳＭＣｓ增殖、迁移及 ＲＯＳ
的表达［１３１４］。ＴＭＺ保护心血管的作用机制被证实与
调控核因子（ＮＦ）κＢ、蛋白激酶 Ｂ（ＡＫＴ）和腺苷酸活
化蛋白激酶（ＡＭＰＫ）等多种信号分子有关［１５１７］。但其

是否通过影响 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路介导的细胞增
殖和迁移而发挥作用尚未明确。本研究结果显示，

ＴＭＺ作用于 ＨＢＶＳＭＣｓ后可明显降低其中 βｃａｔｅｎｉｎ、
ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＭＭＰ９及ｃＭｙｃ表达水平，提示 ＴＭＺ可抑制
ＰＤＧＦ诱导的 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路活化。此外，
Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路抑制剂 ＸＡＶ９３９与 ＴＭＺ共同
作用后，ＴＭＺ对 ＰＤＧＦ诱导的 ＨＢＶＳＭＣｓ增殖、迁移及
ＲＯＳ表达的抑制作用进一步增强，提示ＴＭＺ可通过调
控Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路抑制 ＨＢＶＳＭＣｓ增殖、迁移
及ＲＯＳ表达。

综上所述，ＴＭＺ可以抑制 ＨＢＶＳＭＣｓ的增殖、迁移
及ＲＯＳ表达，其作用机制可能与抑制 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ
信号通路的活化有关，这为 ＴＭＺ治疗 ＡＳ提供了参考
依据。
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