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摘要 目的  前胡丙素°2≤对血管紧张素 致离体培养大鼠血管平滑肌细胞≥≤肥厚模型胞内游

离钙浓度 !含量和信号转导的影响 ∀方法  以 刺激 ≥≤形成肥厚模型 用倒置显微镜测定 ≥≤面积 用

ƒ∏2Π 测定单细胞内≈≤
 

法测定 含量 在 ° 和 ≥×°≤ 激动剂及抑制剂 !°×÷蛋白敏感毒素

作用下观察 °2≤ 对 ≤和 ∞所致胞内≈≤


浓度变化的影响 ∀结果  °2≤ 组 ≥≤细胞面积较肥厚组减小

1  并接近正常细胞水平 含量明显增加 胞内≈≤
 

对 ≤和 ∞激动的反应明显低于肥厚组 ∀ ° 使肥

厚 ≥≤≈≤


升高 而 ≥×及 °×÷ 则使之降低 °2≤ 均使之恢复正常 ∀结论  °2≤ 抑制 致体外培养细胞

≥≤肥厚 改善肥厚细胞因 °≤和 蛋白的信号转导改变所致的≈≤


改变 ∀
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  高血压时细胞内钙代谢异常及与药物作用的关

系是目前研究的热点 ∀细胞内信号转导异常导致钙

代谢改变及细胞内钙浓度增高 而细胞的钙超载可

进一步影响血管内皮和平滑肌细胞的功能≈ ∗  ∀因

此 抗高血压药物降压的同时能否减轻细胞内钙超

载及改善异常信号转导 对肥厚的形成和逆转及心

功能恢复有重要影响 ∀前胡丙素∏ ≤ 

°2≤是从中药白花前胡中提取的单体成分 本室

多年研究证明其有钙拮抗作用≈ ∀本室曾报道前胡

丙素可逆转肾型高血压   及自发型高血压

≥ 大鼠左室肥厚 防止缺血及肥厚心肌细胞内

钙升高≈ ∗  ∀由于高血压的主要病理在血管 我们

曾报道长期口服前胡丙素能防治   及 ≥ 大鼠

的血管肥厚 降低细胞内钙的升高 提高  含量 ∀

本文在离体培养的大鼠血管平滑肌细胞≥≤ 用

激动形成肥厚模型 观察 °2≤对肥厚细胞的

影响及与蛋白激酶 ≤  ≤ °≤系统及

蛋白的关系 ∀
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由南京中医药研究所植化室提供 以聚乙二醇 

配成  浓度  ε 避光保存 ∀  

∏  ≥×    2 2

° ∏¬ °×÷  ƒ∏2Π 均购自

≥公司 ∀ ƒ∏2Π 用 ⁄≥  配成 

#
分装后置于   ε 保存 ∀实验用 ≥∏2

⁄ ≥⁄大鼠 由江苏省实验动物中心提供 ∀

  ΣΜΧσ的分离培养  取体重 ?  的健康

≥⁄大鼠 α ⎯ 各半 在无菌条件下取出主动脉从弓

至髂总动脉段 按文献≈方法进行分离培养 ∀用

药勺轻轻刮去内皮 切割成   ≅  组织块 将

组织块贴入灭菌的  培养瓶中 内膜面贴于瓶

壁上 在  ε   ≤ 孵箱中培养  后加入含青

霉素及链霉素和  胎牛血清的 培养基  后

换液  ∗  后可见动脉片周围细胞形成单层生长 

呈明显的极向排列 /峰和谷0各半 将融合的细胞用

1 胰蛋白酶进行消化 在倒置显微镜下见到细

胞间连接疏松将要脱落时 加入含  小牛血清的

培养基终止消化 将含细胞培养液稀释成 1 ≅


#

继续分瓶培养传代 实验用细胞为  ∗ 

代 用电子显微镜确认为平滑肌细胞 ∀

  Ανγ ΙΙ致 ΣΜΧσ肥厚及细胞大小测定  在  

培养瓶中 用含 1 胎牛血清的 培养基培养

 使 ≥≤与 Π 同步后进行实验 ∀于 孔培

养板中 将细胞调成每孔  ≅ 

分为正常细胞
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组 加等量溶剂 组 只加   #


°2≤  组 加 °2≤  Λ#
和  

# ∀培养  后对各组细胞进行计数并测量

大小 将待测细胞注入自制细胞池中 池底载玻片中

部打一圆孔 底部用乳胶粘一盖玻片 ∀在倒置显微

镜闭路电视系统下用 ≤≤ 软件测定细胞长 !宽 并

计算面积 ∀每次测定 个视野内的全部细胞 ∀

  ΝΟ的测定  参照微盘测定法及蛋白校正法≈

进行亚硝酸测定 ∀使 ≥≤同步于 Π 期 于 

孔培养板中 将细胞调成每孔  ≅ 
 个 加 试

剂与亚硝酸盐反应 于紫外分光光度计  测其

吸光度的改变 作出亚硝酸浓度和蛋白含量的标准

曲线 计算培养液中 含量 ∀

  ΣΜΧσ单细胞内[ Χα
2 +
]ι的测定  参照文献≈

将同步化后的 ≥≤细胞 用胰蛋白酶消化 用培养

基调细胞浓度为每孔  ≅ 
 #

加终浓度为 

Λ#
的 ƒ∏2Π  ε 水浴中孵育  用

液冲洗 次 以防荧光干扰 ∀于 2≤2≤

阳离子测定系统≥°∞÷ 美国中测定单细胞内钙 

用软件 ⁄ 进行分析 ∀

  统计学处理  所有实验数据均以 ξ ? σ表示 

组间及组内前后差异用 τ检验 ∀

结 果

1  Ανγ ΙΙ诱导的 ΣΜΧσ肥厚模型制备和前胡丙素

对细胞肥厚的作用

≥≤经  #刺激后 细胞数目无

明显增加 但其大小变化明显 表明本实验所用浓度

的   使 ≥≤只肥厚而不增生 ∀ °2≤ 

Λ#
与 共同孵育 细胞面积明显小于 

组 Π 1 表明 °2≤ 可以防止 ≥≤肥厚 

见表  ∀

Ταβλε 1  Εφφεχτ οφ Πρα2Χ ον τηε αµουντ ανδ αρεα οφισολατεδ ανδ χυλτυρεδ ρατ ηψπερτροπηιεδ σµοοτη µ υσχλε

χελλσ (ΗΣΜΧσ) ινδυχεδ βψ ανγιοτενσιν ΙΙ (Ανγ ΙΙ) ιν ϖιτρο

∏ ⁄ ∏Π ΠΛ •ΠΛ ΠΛ


     ?     ?     ?    ? 

°2≤    Λ#
   #   ?     ?     ?    ? 

  #   ?     ?   3 3 3   ?   3 3 3  ?  3 3 3

≥≤ ∏ ∏     #
    ≅

°2≤  Λ#


∏ ≥≤  ν    ξ ? σ 3 3 3 Π 1 ϖσ °2≤  ∏

2  前胡丙素对 Ανγ ΙΙ致肥厚 ΣΜΧσ产生 ΝΟ的影

响

肥厚细胞产生  的能力明显降低 降低原水

平   前胡丙素组细胞产生 的能力明显提高 

接近对照组 说明 °2≤ 不仅能防止 ≥≤肥厚 !还

能恢复细胞产生 的能力 见表  ∀

Ταβλε 2  Εφφεχτ οφ Πρα2Χ ον νιτριχ οξιδε ( ΝΟ)

χοντεντ ιν ισολατεδ ανδ χυλτυρεδ ρατ ηψπερτροπηιεδ

σµοοτη µ υσχλε χελλσ(ΗΣΜΧσ) ινδυχεδ βψ ανγιοτενσιν

ΙΙ (Ανγ ΙΙ) ιν ϖιτρο

∏ ⁄ Π##

    ?  

°2≤    Λ#
   #   ?  

  #   ?   3 3 3

≥≤   ∏   ∏ 

   #
 °2≤  Λ#



∏≥≤  ∏

 ν   ξ ? σ 3 3 3 Π 1 ϖσ °2≤  

∏

3  前胡丙素对 Ανγ ΙΙ致肥厚 ΣΜΧσ [ Χα
2 +
] ι稳态的

影响

分别用电压依赖性和受体操纵性激动剂 ≤

#和 ∞  Λ#
使 致肥厚 ≥≤

的细胞内≈≤

比正常细胞的增加幅度分别高出

 和   °2≤组仅增加了  和   均与

正常接近 ∀可见 °2≤在肥厚 ≥≤对 ≤和 ∞两

种激动剂诱导的≈≤

异常升高均有明显抑制作

用 见表  ∀

4  前胡丙素对 ΠΜΑ ,ΣΤ 及 ΠΤΞ致[ Χα
2 +
] ι升高的

影响

将正常细胞及已制备好的肥厚平滑肌细胞

≥≤分为 组 ∀正常细胞组 加等量溶剂 °2≤

组 用   制备好的肥厚细胞加 °2≤ 

Λ#
共同孵育  肥厚组 用 制备好

的肥厚细胞 ∀° 1 Λ#


°×÷  #测

定前  加入 ≥×  #测定前  加入 ∀

以上试剂均指终浓度 ∀对 °≤ 系统激动剂 °作
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用后 ≤和 ∞分别使 ≥≤的≈≤

较正常组

增加了 1 #和 1 # ∀与表 

中未用 °的 ≥≤≈≤

比较 ≤和 ∞分别

使之增高 1 #和 1 # ∀提示

°≤ 转导通路激活 可显著增加已肥厚的血管平滑

肌细胞内钙 ∀°的阻断剂 ≥×可以阻滞此通路的

信号转导 ∀ ≥≤在 ≥×作用后 再用 ≤和 ∞激

动 其胞内≈≤

较表 中未用 ≥× 者分别减低了

1 #和 1 #
说明 °≤ 信号转

导受抑制时可以显著减轻肥厚平滑肌的胞内

≈≤

∀百日咳毒素°×÷系作用于 蛋白中 

为抑制性蛋白 在 °×÷ 作用后  ≥≤的

≈≤

在 ≤和 ∞激动下较表 中未用 °×÷ 者

分别减低了 1 #和 1 # ∀可见 

与 °2≤共同孵育后 对 °≤信号系统的激动剂 !抑

制剂及 的影响 无论用 ≤或 ∞激动均与正常

细胞反应一致 说明 °2≤防止 致细胞肥厚作

用与细胞内钙及 °≤和 有关 见表  ∀

Ταβλε 3  Εφφεχτ οφ Πρα2Χ ον [ Χα
2 +
] ι χονχεντρατιον

αλτερατιον στιµ υλατεδ βψ ΚΧλ ανδ ΝΕ ιν ισολατεδ ανδ

χυλτυρεδ ρατ ηψπερτροπηιεδ σµοοτη µ υσχλε χελλσ

(ΗΣΜΧσ) ινδυχεδ βψ ανγιοτενσιν ΙΙ (Ανγ ΙΙ)

∏ ⁄
≈≤ Π#

≤Π # ∞Π Λ#


   ?    ? 

°2≤  Λ#
   ?    ? 

      #

  #  ?  3 3 3  ?  3 3 3

≥≤   ∏   ∏ 

      #
   ≈≤


 

∏  ƒ∏2Π  ≤  #
  ∞ 

Λ#

      ≈≤


 ∏ ιν

ϖιτρο °2≤  Λ#


∏  ≥≤ 

ν    ξ ? σ 3 3 3 Π 1 ϖσ °2≤  ∏

Ταβλε 4  Εφφεχτ οφ Πρα2Χ ον [ Χα
2 +
]ι χονχεντρατιον αλτερατιον στιµ υλατεδ βψ ΚΧλ ανδ ΝΕ ωηεν

ινχυβατεδ ωιτη ΠΜΑ , ΣΤ ανδ ΠΤΞ ιν ισολατεδ ανδ χυλτυρεδ ρατ ηψπερτροπηιεδ σµοοτη µ υσχλε χελλσ

(ΗΣΜΧσ)

∏ ⁄ √
≈≤ Π#

≥× Π # °  Π  Λ#
 °×÷ Π #

  ≤  ?   ?   ? 

∞  ?   ?    ?  

°2≤    Λ#
   # ≤  ?   ?   ? 

∞  ?   ?   ? 

  # ≤  ?  3 3 3  ?  3 3 3  ?  3 3 3

∞  ?  3 3 3  ?  3 3 3  ?  3 3 3

≥≤ ∏ ∏     #
  ≈≤




∏ ƒ∏2Π  °   22 1 Λ#


 °×÷ ∏¬  #


∏   ≈≤


 ∏ ≥× ∏  #
 ∏    ≈≤




∏≤ #
∞ Λ#


√   ≈≤


∏ ν    ξ ? σ 3 3 3 Π

1 ϖσ °2≤  ∏

讨 论

高血压的形成与心血管局部血管紧张素 

诱发的血管肥厚有关 ∀文献报道≈ 
与对 ≥

表现为增生不同 在某种浓度下可使体外大

鼠血管平滑肌细胞表现为只肥厚而不增生 ∀本研究

用 诱导离体培养血管平滑肌细胞形成肥厚并

证实细胞无明显增生 表现出与整体   及 ≥

相似的病理生理反应 如细胞体积增大 !细胞内

≈≤

显著升高 对 ≤及 ∞反应更敏感  含

量降低 ∀结果表明 °2≤ 与 致肥厚 ≥≤共

同孵育 可防止细胞肥厚 !阻滞平滑肌细胞内钙升

高 使对 ≤与 ∞的反应正常化  含量与正常

细胞相近 ∀说明 °2≤ 能防止血管肥厚 !降低血管

平滑肌细胞内≈≤

以及恢复血管对电压依赖性

及受体操纵性钙通道激动剂的异常反应 ∀

胞内≈≤

升高是 诱导细胞肥厚信息

传递的中心环节≈ ∗  ∀心肌细胞和 ∂≥≤ 膜上存

在特异性 受体 通过活化 ×受体激活

细胞膜磷脂酶系统 生成 ° 和 ⁄后两者使细胞

内 ≤
浓度升高及 °≤ 活化 ∀而 °≤ 活力增高一

方面可导致细胞核酸及蛋白合成增加 !促进肥厚发

生发展 另一方面对细胞内许多酶产生磷酸化修饰

作用 参与细胞内基因调控 进一步影响细胞功能 ∀

因此 本文 °2≤ 防止血管肥厚作用与其通过钙拮

抗作用改善钙代谢异常有重要关系 ∀ 蛋白又称鸟
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苷酸调节蛋白 在受体产生跨膜信号转导中起重要

作用 被誉为/分子开关0或/细胞开关0 ∀本研究用

°≤激动剂 °使肥厚平滑肌细胞≈≤

显著增

加 °≤抑制剂 ≥×及 2蛋白族中的抑制性蛋白 

则可降低肥厚平滑肌细胞内≈≤

的升高 在与

°2≤共同孵育时能改善信号转导改变所致胞内

≈≤

异常 使其对电压依赖性及受体操纵性钙通

道激动剂异常增高反应减轻 接近正常 说明 °2≤

不仅具有钙拮抗剂的作用 而且对细胞信号转导亦

产生影响 改善钙代谢异常 从而对高血压心肌 !血

管肥厚发挥治疗作用 ∀

作为调节心血管 !神经 !免疫的主要细胞信

使 可以激活鸟苷酸环化酶而发挥重要的信息传递

作用 文献报道 内源性和外源性 皆可明显抑制

诱导的动脉平滑肌细胞及高血压性心肌肥

厚≈  ∀ 抑制细胞增殖和血管重构 !调节血管平

滑肌张力 !保护血管内皮等生理病理作用 有利于扩

张血管 !降低血压和改善血管肥厚 ∀本文研究表明 

°2≤可使 致肥厚 ≥≤含量与正常细胞

相近 表明其降低 致肥厚作用与提高肥厚

≥≤产量有关 是其降低血管肥厚的重要机制 ∀

ΡΕΦΕΡΕΝΧΕΣ 

≈ •⁄ ≥ ∂    ετ αλ ≥

 ∏≤


 

∏√∏ Χιρχ Ρεσ≈  66 

   

≈  ° ∞⁄∏∂∏ √

  2  2  ¬ 

   ∏∏ ∏  ϑ Χλιν

Ινϖεστ ≈  83    

≈ ×∏   ≤  ∏ ≥  ετ αλ  

∏2     ∏ ϑ Βιολ

Χηεµ ≈  264    

≈    ≥ ÷ ∏ ÷ ∞∏ ≤ ∞

 ±2∏ ∏2

Ευρ ϑ Πηαρµαχολ ≈  155    

≈ •  ÷      •  ÷  ετ αλ ∞ 

∏ ≤ 

≤

 
∏ ≤




∏∏   Χηιν ϑ Πηαρµαχολ

Τοξιχολ 中国药理学与毒理学杂志 ≈  9 

   

≈ • ∏ ÷    ∞∏ ≤ ∏2
 ∏      Αχτα

Πηαρµαχολ Σιν ≈  11    

≈ ≠ ±°     °√∏

≤ 2∏∏ 

 Αχτα Πηαρµ Σιν 药学学报 ≈  27 

   

≈ ≥∏      ∏ °±  ∞  ∏ ≤ 

 ∏    

 √∏√ Αχτα Πηαρµ Σιν

药学学报 ≈  32    

≈ ≥∏      • ÷ ∞∏ ≤ 

∏ ∏     

√∏ Αχτα Πηαρµαχολ Σιν ≈   18

    

≈ ≤ ≤≤   ×∏

∏∏ Πηψσιολ Ρεϖ≈  59    

≈  ≤  • ⁄    

≈

  ∏ Αναλ Βιοχηεµ

≈  126    

≈   °   ×  ≠     

≤


√∏ 

ϑ Βιολ Χηεµ ≈  260    

≈  ≥ ≥  ∂∏  ∏ 

 √
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√√ ∏   ∏
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∏    √∏ ∏   ϑ
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 2∏   ∏
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ΕΦΦΕΧΤΣ ΟΦΠΡΑΕΡΥΠΤΟΡΙΝ Χ ΟΝ ΧΕΛΛ ΗΨΠΕΡΤΡΟΠΗΨ,

ΙΝΤΡΑΧΕΛΛΥΛΑΡ [ Χα
2 +
]ι , ΝΙΤΡΙΧ ΟΞΙ∆Ε ΑΝ∆ ΣΙΓΝΑΛ

ΤΡΑΝΣ∆ΥΧΤΙΟΝΙΝΙΣΟΛΑΤΕ∆ ΗΨΠΕΡΤΡΟΠΗΙΕ∆ ΡΑΤ

ΣΜΟΟΤΗ ΜΥΣΧΛΕ ΧΕΛΛΣ ΙΝ∆ΥΧΕ∆ ΒΨ ΑΝΓΙΟΤΕΝΣΙΝΙΙ
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