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旋覆花提取物抑制血管内皮剥脱后内膜增生的实验研究

狄柯坪，韩梅+，温进坤

(河北医科大学基础医学研究所省部共建教育部重点实验室，河北石家庄050017)

摘 要：目的观察旋覆花提取物(Inula britannica extract，IBE)对内皮剥脱诱导的新生内膜形成的影响，并初

步探讨其机制。方法采用主动脉球囊损伤后血管再狭窄动物模型，以免疫组化和Western blotting方法分别检测

血管内膜增生情况、内膜与中膜比值(I／M)、核转录因子KB p65(nuclear factor一柏；p65，NF—KB p65)、激活蛋白一1

(activator protein～1，AP一1)的表达变化及IBE对它们的影响。结果 在实验结束时，模型组损伤处血管壁血管平

滑肌细胞(VSMC)大量增生、新生内膜呈弥漫性增厚、I／M值增加，NF—KB p65、AP一1的表达均比对照组明显升高

(P<o．05)。IBE给药组内膜增生程度显著减轻、I／M值减少(P<o．05)，NF—KB p65、AP一1的表达均比模型组明显

降低(P<o．05)，细胞核NF—KB减少。结论 IBE可能是通过抑制NF—xB p65和AP一1的表达而发挥抗血管炎症

反应和抑制内膜增生的作用。
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高血压、动脉粥样硬化、经皮腔内冠状动脉成形

术(PTCA)及支架植入后血管再狭窄等心血管疾

病是由多种因素对血管内皮刺激所触发的慢性炎性

反应，血管平滑肌细胞的异常增殖是其发生的病理

基础。核转录因子IcB(nuclear factor—JcB，NF—JcB)

作为一种多向性转录因子，其结合序列存在于多种

促炎和促增殖基因的启动子和增强子中，通过激活

靶基因表达而参与机体的免疫炎症反应及细胞增殖

分化与凋亡。因此，如何调控血管细胞的NF—KB活

性以阻断炎性应答信号通路，减少血管损伤部位炎

性介质的释放，已成为目前抗心血管疾病药物研究

的重要策略之一。

欧亚旋覆花Inula britannica L．是一种用于治

疗偏头痛的传统中药，具有活血化瘀、抗炎镇痛之功

效，本课题组曾经用有机溶剂萃取法从该植物中分

离得到一种具有抗炎镇痛作用的有效部位——旋覆

花提取物(Inula britannica extract，IBE)，其中的

有效单体主要是旋覆花内酯(acetylbritanni—

lactone，ABL)及其3种同系物。已经证实ABL通

过抑制RAW 264．7细胞中NF—KB的激活而阻制

炎症相关基因iNOS、COX2等的表达而发挥抗炎作

用[1]。但对于RAW 264．7细胞中IBE的抗炎作用

机制尚不明确。本研究基于内皮剥脱所引起的慢性

血管炎症是导致内膜增生的主要因素，采用免疫组

织化学及Western blotting方法，探讨IBE对球囊

损伤主动脉炎症进展的抑制作用及其分子机制，为

研发新型抗血管再狭窄药物奠定实验基础。

1材料与方法

1．1 材料：IBE(含ABL 2．66 mg／mL)，由河北医

科大学药学院从欧亚旋覆花的氯仿提取物中分离制

备(已获专利授权)；免疫组化染色即用型SP系列

试剂盒购自北京中山生物技术有限公司；兔抗鼠

NF—JcB p65多克隆抗体、兔抗鼠AP一1多克隆抗体、

HRP标记的羊抗兔IgG二抗及发光试剂均购自美

国Santa Cruz公司；其他试剂均为进口或国产分析

纯。成年雄性SD大鼠由河北省医学动物中心提供，

体重300～350 g。

1．2大鼠主动脉内膜损伤模型的复制与分组：按照
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文献方法D3进行模型复制。用25％乌拉坦3 mL／

kg ip麻醉大鼠，分离左颈总动脉，于左颈总动脉远

心端结扎，近心端夹闭。自左颈总动脉远心端剪一楔

形切口，将自制的球囊导管向近心端插入至腹主动

脉远端，注入0．9％氯化钠溶液0．1～0．15 mL，使

球囊充分膨胀，然后回拉至胸主动脉起始部。期间以

导丝为轴旋转球囊，反复3次，退出导管，结扎颈总

动脉，松开动脉夹恢复血流，缝合切口。术后大鼠随

机分为模型组及给药组(行一5)。给药组于术前3 d

及术后每天ig IBE 26 mg／kg，共给药14 d；模型组

用聚山梨酯80一水溶液ig给药；以假手术大鼠为对

照组。

1．3标本制备及形态学观察：模型组及给药组大鼠

于术后21 d采取股动脉放血法处死。于胸腹主动脉

非连续切取2段各约0．5 cm长的血管，置于4％

多聚甲醛液中固定，石蜡包埋，间断均匀切片，切片

厚约5弘m，常规HE染色，光镜下观察内膜增生情

况并测量内膜与中膜比值(I／M)。

1．4免疫组织化学染色：按照试剂盒说明操作。血

管组织贴片、干燥后常规脱蜡、脱水，经正常山羊血

清封闭后，分别加入抗p65(1：80)、抗AP一1(1：

80)抗体，4℃孵育过夜，PBS洗3次，每次5 min。

滴加生物素一辣根过氧化物酶标记的二抗，37℃孵

育30 min，PBS洗3次。DAB显色后于镜下观察。

阴性对照用PBS替代一抗。在显微镜下随机选取5

个视野，计数p65、AP一1阳性染色细胞数，以细胞核

中出现棕褐色浓染颗粒作为判定阳性细胞的标准。

1．5 Western blotting分析：按照文献的方法[3“1分

别提取血管细胞胞浆蛋白、核蛋白和总蛋白，用

Lowry法测定蛋白浓度。各组取等量蛋白提取液经

8％SDS—PAGE电泳分离后，电转移至PVDF膜

上，用5％脱脂奶粉封闭，依次与兔抗鼠NF—KB p65

多克隆抗体(1：400)或AP一1多克隆抗体(1：

400)及HRP标记的羊抗兔IgG二抗(1：10 ooo)

室温反应2 h，经TTBS、TBS充分洗涤，采用化学

发光法显影。用美国Kodak公司ID数码成像分析

系统分析结果。

1．6统计学处理：实验数据经SPSSl0．0统计软件

包处理，数据以512±S表示，多样本均数采用单因素

方差分析(One Way ANOVA)，组间均数比较采用

t检验。

2结果

2．1 血管形态学改变：光镜下对照组大鼠主动脉壁

各层结构完整，内膜表面光滑仅见单层内皮细胞，中

膜血管平滑肌细胞(vascular smooth muscle cell，

VSMC)排列整齐呈梭形。球囊损伤21 d后，血管

内膜可见VSMC大量增殖且排列紊乱，内膜呈弥散

性增厚；中膜VSMC排列紊乱；管腔缩小。给药组的

血管内膜增生明显减轻，内膜增厚程度比模型组显

著减轻，管腔内径虽明显扩大，但仍旧没有恢复到正

常水平(图1)。

对照 模型

图1大鼠主动脉组织形态学改变

Fig．1 Histomorphological changes of rat aorta

对照组I／M值很小，约0．04±0．01，模型组I／

M值明显增加，达1．76±0．11，与对照组相比增加

具有显著差异(P<0．05)。给药组I／M值为

o．76±0．16，虽比模型组减少，但仍比正常组高

(P<O．05)，见图2。

2 5

2．0

j四1．5

罨
。1．0

0．5

O

对照 模型
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图2大鼠主动脉I／M值@一5)

Fig．2 I／M Values of rat aorta(n一5)

2．2球囊损伤后血管壁NF—xB p65的变化：结果

发现，对照组主动脉未见p65阳性染色细胞；模型

组新生内膜处可见大量p65阳性细胞；给药组，新

生内膜处仅可见少量p65阳性细胞。p65阳性细胞

数及着色强度与内膜增厚有正相关关系(图3)。

为了进一步观察p65在细胞中的分布变化，将

分布提取的细胞不同区域的蛋白进行Western

blotting分析。结果显示，在正常血管细胞中p65主

要分布于胞浆中，胞核中仅有少量p65存在；内皮

剥脱诱发的新生内膜中p65在胞核中的聚集明显

增多；而给药组血管细胞核中p65虽减少但尚未恢
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对照 模型 IBE

图3大鼠主动脉血管壁NF—KB p65阳性表达

Fig．3 Positive expression of NF—KB p65

on vessel wall of rat aorta

复至正常水平。p65在3组血管细胞浆中的量无明

显差异。结果表明，IBE具有抑制血管细胞p65表达

与核转位的效应(见图4和5)。

图4 NF—KB p65 Western blotting分析结果

Fig．4 Analysis of NF—KB p65 by Western blotting
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对照 模型

图5 IBE对新生血管内膜NF—KB p65表达的

抑制作用(i±s，万一5)

Fig．5 Inhibition of IBE on NF—KB p65 expression

of neoendangium(；士s，辟=5)

2．3球囊损伤后血管壁AP一1的表达变化：免疫组

化及Western blotting分析结果显示，模型组血管

的新生内膜中可见大量AP一1阳性染色的平滑肌细

胞(图6)，而且细胞中的AP一1水平比正常血管组

织明显升高(P<o．05)(图7和8)，说明这些细胞

具有较强的增殖活性。给予IBE的大鼠血管在内皮

剥脱后内膜增生受抑制的同时，AP一1阳性染色的

细胞数及单个细胞的染色强度均较模型组降低，组

织蛋白提取液中的AP一1浓度也减少(图7和8)。

结果提示，IBE通过抑制AP一1表达而减缓内膜

增生。

3讨论

PTCA作为治疗冠状动脉硬化性心脏病的有

对照 模氆 1BE

图6大鼠主动脉新生血管内膜AP一1表达

Fig．6 Expression of AP一1 in neoendangium of rat arota

图7 AP一1 Western blotting分析结果

Fig．7 Analysis of AP·1 by Western blotting
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图8 IBE对新生血管内膜AP一1表达的抑制作用

(；士S，弹=5)

’Fig．8 Inhibition of IBE on AP一1 expression

of neoendangium(；±s，一一5)

效手段现已得到广泛的应用，但介入性治疗后3～6

个月约35％～50％的患者出现血管再狭窄，严重

限制了PTCA的远期疗效。目前认为造成PTCA

术后再狭窄的主要病理基础是，血管内膜受到刺激

后导致VSMC表型改变，从血管中膜迁移至内膜并

进一步分裂增殖，从而形成新生内膜[5]。因此如何抑

制VSMC的异常增殖，防止再狭窄的发生，就成为

心血管疾病研究的一个热点。

NF—KB作为一种多向性转录因子其结合序列

存在于多种促炎和促增殖基因的启动子和增强子

中，通过激活靶基因表达，广泛参与机体的免疫炎症

反应、细胞周期调控、细胞增殖分化与凋亡。本研究

表明血管内皮损伤可诱导血管细胞(包括单核／巨

噬细胞，平滑肌细胞等)高表达NF—KB，并且后者在

细胞核的聚集增多。有体外实验表明，用碱性成纤维

细胞生长因子(bFGF)刺激大鼠胸主动脉可以导
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致VSMC增殖，并认为VSMC增殖的主要原因是

NF一．cB转录活性增高及与DNA结合能力增强口]。

如果转染NF—xB顺式元件诱骗双链寡核苷酸

(decoy ODNs)到猪冠状动脉球囊损伤处，就可明

显抑制血管成型术后VSMC的增殖[7]。可见NF—xB

对平滑肌细胞的异常增殖起着关键性作用。

AP一1是一类能与许多基因上的AP一1位点

[佛波酯应答元件(TRE)]结合的反式作用因子，

它参与调控与增殖相关靶基因的转录活性。NF—xB

可以调节AP一1的表达，当NF—xB活性受抑制后使

c—fos基因的表达及AP一1活性均受到明显抑制，导

致AP一1依赖的血管内皮生长因子(VEGF)表达

下调，细胞增殖受限[8]。可见，NF—xB与AP一1在增

殖性疾病中具有共活化特性，两者在转录调控中可

能存在“交谈”。·

欧亚旋覆花为菊科旋覆花属植物，其性味咸、

温，具有活血化瘀、抗炎止痛之功效，是一种传统的

中草药。欧亚旋覆花的化学成分有40多种，目前认

为有药理活性的成分多为倍半萜内酯类化合物。本

研究小组利用已经申请专利的技术从欧亚旋覆花的

氯仿提取物中分离出有效单体成分——旋覆花内

酯，一种结构上属于苯并呋喃酮衍生物的物质。本研

究小组曾在体外细胞培养实验中发现，ABL通过抑

制RAW 264．7巨噬细胞合成炎症介质NO、前列

腺素I。(PGI：)而发挥抗炎作用，并证明其分子机制

为ABL抑制NF—JcB的活化和两种与炎症密切相关

的酶，即诱导型一氧化氮合酶(iNOS)和环氧化酶

(COX一2)的表达。本研究在整体水平上进一步观察

旋覆花单体有效成分的特定组合——IBE是否具有

通过抑制NF—xB的表达而发挥抗炎、抗增殖的作

用。结果发现，球囊损伤21 d后大鼠主动脉处内膜

增生明显，而应用IBE后可明显减轻损伤处内膜增

生程度，可见在本实验条件下IBE发挥了抑制内膜

增生的作用。进一步的免疫组织化学染色发现，IBE

处理组的内膜增生程度显著减轻，NF—xB p65、AP一1

阳性细胞数明显减少，提示内膜增厚主要是由

VSMC增殖导致的，并且VSMC的增生程度可能

与NF—KB p65及AP一1的表达量有关。从Western

blotting结果可以看出IBE组核蛋白NF—KB p65

表达量比模型组明显减轻，而胞浆蛋白NF—IcB p65

表达量与模型组基本相同，从而在蛋白水平上证实，

IBE抑制内膜增生作用的主要原因是抑制了NF—

KB p65的激活与核转位。Western blotting还发现，

模型组AP一1表达明显增多，给药组AP一1表达下

降，这提示内膜增生的程度与AP一1的表达量之间

可能也存在一定的关系。

本实验观察到球囊损伤后大鼠颈动脉内膜

VSMC大量增生，NF—xB、AP一1表达增强，而IBE

能明显抑制损伤处VSMC的增殖、使I／M值减少，

显著降低NF—IcB及AP一1表达。提示IBE可能是通

过抑制NF—IcB、AP一1的表达阻止VSMC的增殖。

但对于IBE抑制VSMC异常增殖的信号传导途径

如何、IBE是否也影响VSMC的迁移以及IBE对

细胞外基质代谢有何影响等诸多方面的问题还有待

做进一步的探讨，以深入阐明IBE发挥药效的分子

机制。
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