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血管平滑肌细胞（vascular  smooth  muscle  cell，

VSMC）是构成血管壁组织结构及维持其正常生理

功能的物质基础，其结构和功能的改变如异常增殖、

迁移、表型转化等是导致动脉粥样硬化、高血压和

血管成形术后再狭窄等多种心血管疾病共同的细胞

病理学基础[1]。附子是“回阳救逆第一品”，自《伤寒

论》开始，就被用于治疗心力衰竭类似症状。近年来

研究发现去甲乌药碱作为附子主要水溶性单体，具

有抗血小板凝集、增加心脏收缩力及收缩频率、抗心

肌细胞及神经元细胞凋亡等作用[2-4]。本课题组前期

去甲乌药碱对大鼠主动脉平滑肌细胞增殖和迁移的
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摘 要  目的：探讨去甲乌药碱对大鼠主动脉平滑肌细胞迁移和增殖的影响。方法：体外培养大鼠主动脉平滑肌细

胞，使用不同浓度去甲乌药碱（0、10、30、100  µmol/L）培养24  h后，通过划痕试验观察去甲乌药碱对平滑肌细胞趋化

迁移能力的影响，通过CCK-8试验检测去甲乌药碱对平滑肌细胞增殖能力的影响。结果：划痕试验结果示，去甲乌药碱

10  µmol/L有抑制大鼠主动脉平滑肌细胞迁移的趋势，但无统计学意义（P>0.05）；30  µmol/L及以上浓度均具有抑制细

胞迁移的作用（P<0.01），且具有剂量依赖性（P<0.05，P<0.01）。CCK-8试验结果示，去甲乌药碱各剂量均有明显的抑制大

鼠主动脉平滑肌细胞增殖的作用（P<0.05，P<0.01），且具有剂量依赖性（P<0.05）。结论：去甲乌药碱能抑制大鼠主动脉平

滑肌细胞的迁移与增殖，且呈剂量依赖性。推测去甲乌药碱可能具有预防血管再狭窄的作用。
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研究发现去甲乌药碱能够通过β2/PI3K/AKT通路抑

制成年小鼠心肌细胞氧化应激引起的凋亡，亦有研

究证明其能够通过兴奋β2受体松弛气管平滑肌，而

对于VSMC的研究尚未见报道。因此本研究通过体

外培养大鼠VSMC，观察去甲乌药碱对VSMC迁移和

增殖的影响。

1 实验材料

1.1  实验动物  SD大鼠购自上海杰思捷实验动物有

限公司，体重180～200  g，雄性，许可证号：SCXK（沪）

2018-0004。

1.2  试剂与仪器  去甲乌药碱（上海同田生物技

术有限公司，批号5843-65-2），水合氯醛（由上

海市中医医院实验中心提供），Ⅱ型胶原酶（美国

Worthington  Biochemical公 司，批 号F8H18380），胰

弹 性 蛋 白 酶（美 国Sigma公 司，批 号SLBV9311），

DMEM培养基（美国Hyclone公司，批号SH30243.01），

磷酸 缓冲盐 溶液（PBS，美国Hyclone公司，批号

SH30256.01），胎牛血清（FBS，南美AnLite公司，批号

170216），CCK-8试剂盒（上海碧云天生物技术有限

公司，批号C0039）。

生物安全柜（Heal  Force），隔水式恒温培养

箱（上海博迅），超净工作台（上海博迅），CO2培养

箱（美国Thermo公司），恒温摇床（上海精宏实验设

备），酶标系统多功能仪（上海百基生物），倒置显微

镜（莱卡），低温高速离心机（Sigma公司），纯水机

Cascada  TMIX（颇尔），6孔板、96孔板（美国Corning

公司）。

2 实验方法

2.1  血管平滑肌细胞的原代培养  雄性SD大鼠

3～5只，用10%水合氯醛0.1  mL/100g腹腔注射

麻醉，无菌条件下迅速取出胸主动脉，取出后用

DMEM培养基将主动脉腔内残留的血液冲洗干

净。用镊子去除血管周围脂肪及结缔组织，并

用PBS冲洗3次。将冲洗干净的胸主动脉放入

0.1%Ⅱ型胶原酶培养皿中，在37℃、5%CO2 培养

箱中消化45  min左右，消化后的组织转到DMEM

培养基中。在显微镜下剥除外膜，刮除内膜，再

将剩余的血管中膜移至干净的培养皿中剪碎（约

1  mm×1  mm左右大小），加入0.1%的胰蛋白酶

溶液和胰弹性蛋白酶的平衡盐溶液，于37℃、

5%CO2 培养箱中消化，放置1h后置37℃摇床中，

消化过夜。将消化好的组织块1  000  r/min离

心10  min（离心半径10  cm），倒去上清液，加入

20%FBS的DMEM培养基，吹打混匀后，于37℃、

5%CO2 培养箱中静置培养，每3  d换液1次。实

验所用细胞选用4～6代细胞进行。

2.2  细胞划痕试验观察去甲乌药碱对细胞迁移能

力的影响  待细胞生长至80%汇合时，将细胞分

为不同浓度（0，10，30，100  μmol/L）去甲乌药

碱处理组。在备用的6孔板背面做好标记，每孔

间隔相等距离水平横向画出3条线。选对数生长

期的VSMC按照每孔5×105 个细胞均匀接种于6

孔板中，待细胞生长至均匀铺满时，按标记线以

垂直方向平均相等距离使用无菌200  μL枪头

快速划下，PBS漂洗，去除漂浮细胞，加入无血清

DMEM培养液，使用倒置显微镜观察细胞迁移程

度并拍照，即0h细胞迁移状态。再将细胞放入

37℃、5%CO2 培养箱中培养24  h，拍照记录。以

上均用显微镜在4倍镜下记录细胞迁移状态，每

孔平均9张图片，采用Image-Pro  plus  6.0软件

对迁移距离进行分析。

细胞迁移率=（0h划痕宽度－培养后划痕宽度）

/0h划痕宽度×100%
2.3  CCK-8试验检测去甲乌药碱对平滑肌细胞增

殖功能的影响  在96孔细胞培养板中，将培养至

80%左右的VSMC消化、离心、计数，用含10%血清

的DMEM培养基将细胞浓度调整至5×104个/mL，

每孔加入100  μL细胞悬液，每组设3个复孔，放

入37℃、5%CO2培养箱中培养过夜。第2天将原

培养基换成0.1%FBS的DMEM培养基培养，在37℃、

5%CO2培养箱中培养24  h后换含有去甲乌药碱的培

养基，浓度分别为0、10、30、100 μmol/L，孵育24  h

后弃去培养基。弃去上清后，每孔加入100  μL、

10%FBS的DMEM培 养 基，再 加 入10 μL  CCK-8

液，将培养板继续放入37℃、5%CO2培养箱中孵育

4  h。置酶联检测仪上测定各孔于450  nm处光密

度（OD）值，根据每孔OD值计算药物干预后细胞

的增殖率。

增殖率（细胞活力）＝（OD实验组－ OD空白对照组）/

（OD阴性对照组－ OD空白对照组）×100%。

2.4  统计学方法  以上试验各组重复3次，所有

数据均使用SPSS  21.0统计软件进行处理分析，以

（x-±s）表示。2组之间统计分析使用student’s分析。

P<0.05为差异具有统计学意义。

3 实验结果

3.1  不同浓度去甲乌药碱对平滑肌细胞迁移能力的

影响  结果表明，30 μmol/L及以上浓度去甲乌药碱

具有明显的抑制细胞迁移距离的作用，且呈剂量依

赖性，见图1。

3.2  不同浓度去甲乌药碱对平滑肌细胞增殖能力的

影响  本研究各剂量去甲乌药碱均能明显抑制血管

平滑肌细胞增殖，且呈现剂量依赖性，见图2。
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A.光镜下平滑肌细胞迁移状态；B.迁移距离柱状图

    注：与0  µmol/L去甲乌药碱组比较，**P<0.01；与10  µmol/L去甲乌药碱组比较，##P<0.01；与30  µmol/L去甲乌药碱

组比较，※P<0.05。
图 1  不同浓度去甲乌药碱对平滑肌细胞趋化迁移能力的影响

 

    注：与0  µmol/L去 甲 乌 药 碱 组 比 较，*P<0.05，
**P<0.01；与10  µmol/L去甲乌药碱组比较，#P<0.05；与

30  µmol/L去甲乌药碱组比较，※P<0.05。
图2  不同浓度去甲乌药碱对平滑肌细胞增殖能力的影响

4 讨论

血管重塑性疾病指因内皮损伤、血管平滑肌细

胞增生、细胞外基质沉积所致的血管壁增厚和管腔

狭窄性心血管疾病，包括动脉粥样硬化、血管成形

术后再狭窄、高血压等，随着病程的进展会不同程

度地影响靶器官的功能[5]。VSMC是动脉中层的主要

成分，主要分为收缩型和分泌型两种表型。正常成

人动脉血管的平滑肌细胞以收缩型为主，其主要功

能是维持血管的弹性和收缩血管。在各种刺激下，

VSMC在静态收缩和增殖合成表型之间发生表型转

换，进而导致平滑肌细胞的异常活化、增殖、迁移以

及表达SMC标记-α平滑肌肌动蛋白等，是病理性血

管重建的重要病理标志，在动脉粥样硬化、血管成

形术后再狭窄、旁路静脉移植失败、同种异体移植

血管病变等多种血管疾病的发生发展中发挥关键作

用[6-8]。

冠状动脉粥样硬化心脏病可归属于中医学“胸

痹”“胸痛”“真心痛”等范畴，其主要病机是“瘀血

阻滞，郁结于血脉”，根据“久病多瘀”“久病多虚”的

理论，临床以“活血，温通”为治疗大法。附子具有

回阳救逆、温阳散寒之效。现代药理学发现附子具

有强心、抗心衰、抗心脑缺血和抗心律失常等功能[9]。

有研究表明附子中表达强心作用的主要成分是去甲

乌药碱[10]。

去甲乌药碱作为附子强心成分的主要水溶性单

体，具有强心、扩血管、抗血小板凝集等心血管多靶

点作用[11]。现代药理学认为，去甲乌药碱还具有血

流动力学作用，亦可作为一种血管扩张剂来降低主

动脉阻抗和全身血管阻力以及降低后负荷。此外，

相比其他正性肌力药物，去甲乌药碱还具有一个优

势，其血流动力学作用只有几分钟，从而能快速达到

所需的血流动力学反应，但也意味着输液停止后去

甲乌药碱的作用也会迅速消失。去甲乌药碱通过静

脉给药后有短时间内起效快的药理作用，对急性心

力衰竭的短期治疗很有价值。同时，去甲乌药碱的

血管扩张作用，以及强大的正性肌力作用，除了可以

作用于VSMC，还对血管内皮细胞和巨噬细胞起到抗

炎作用，从而抑制新生内膜的形成[12-14]。因此，去甲

乌药碱通过抑制平滑肌细胞的合成状态阻断血管狭

窄性疾病的发展代表了一种新的治疗方法。本实验

结果显示，去甲乌药碱有抑制平滑肌细胞趋化迁移

和增殖的作用，且浓度越高细胞的迁移能力越弱，增

殖率越低。

本研究结果从体外证明了去甲乌药碱能够抑

制平滑肌细胞的增殖和迁移能力，但是关于去甲乌

药碱引起VSMC功能改变的具体作用机制仍在探索

中。在多种影响平滑肌细胞生物学行为和功能的因

素中，血管紧张素Ⅱ（AngⅡ）作为一种多功能肽，

是VSMC重要的调节因素，对VSMC有着广泛的调

节。它能调节血管紧张度，调节VSMC生长凋亡，促

进细胞迁移和胞外基质沉积，促进细胞炎症反应。

因此，AngⅡ介导的VSMC信号通路机制也显得十
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分重要。下一步我们将以AngⅡ信号通路作为切入

点，从体内及体外进一步深入研究去甲乌药碱的具

体作用机制，从而为心血管疾病的防治提供药理学

依据。
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