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丹红注射液对共培养体系中平滑肌细胞舒张的影响及其作用机制研究 
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摘  要：目的  研究丹红注射液在共培养体系中通过人脐静脉内皮细胞（Ea.Hy926）对大鼠胸主动脉平滑肌细胞（A7r5）
舒张的影响及其作用机制。方法  以 A7r5、Ea.Hy926为细胞模型，用Western blotting法检测丹红注射液对单独培养的 A7r5
细胞中肌球蛋白轻链（MLC）和磷酸化MLC（P-MLC）蛋白表达的影响；检测其对 A7r5细胞内钙离子浓度的影响；用 RT-PCR
法检测 A7r5细胞钙调蛋白（CaM）mRNA表达的变化，MTT法观察其对重组人血小板源性生长因子-BB（PDGF-BB）诱导

的 A7r5细胞增殖的影响；最后用 Transwell小室建立共培养体系，分别用Western blotting法和 ELISA法检测丹红注射液对

共培养体系中 A7r5细胞MLC、P-MLC的蛋白表达以及环磷酸腺苷（cAMP）分泌的影响。结果  丹红注射液（10 μL/mL）
能降低单独培养的 A7r5细胞中 P-MLC/MLC的值（P＜0.05）和 CaM mRNA表达（P＜0.01），对细胞内钙离子浓度和MLC
蛋白表达无显著影响，也可降低共培养体系中 A7r5细胞 P-MLC/MLC值（P＜0.05），并增加 cAMP的分泌（P＜0.01），此

外还能抑制 PDGF-BB 诱导的 A7r5 细胞增殖（P＜0.01）。结论  丹红注射液能通过降低 P-MLC/MLC值和 CaM的 mRNA
表达直接使平滑肌舒张，也能通过促进内皮细胞释放舒血管因子间接增加共培养体系中平滑肌细胞 cAMP 的分泌，使平滑

肌细胞舒张。 
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Relaxation of Danhong Injection in vascular smooth muscle cells in co-culture 
system and study on its mechanism 
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Abstract: Objective  In this study, we examined whether Danhong Injection (DHI) exerted a relaxation effect in vascular smooth 
muscle cells (A7r5) in co-culture system by human umbilical vein endothelial cells (Ea.Hy926) and studied its mechanisms. Methods  
First of all, Western blotting assay was carried out to quantify the protein expression of MLC and P-MLC in A7r5 cells. Secondly, 
calcium assay kit was used to detect the changes in intracellular calcium while the changes of CaM mRNA expression were 
subsequently detected by RT-PCR. MTT assay was used to detect the effect of DHI in proliferation of A7r5 cell, which is induced by 
PDGF-BB. Finally, the co-culture system of EA.Hy926 and A7r5 cells was constructed by a Transwell. After the treatment of Hy926 
cells with DHI for co-culture system, the protein expression of MLC and P-MLC in A7r5 cells in co-culture system was also quantified 
by Western blotting. Cell-based ELISA was used to observe the cAMP generation in A7r5 cells. Results  DHI (10 μL/mL) contributed 

to the decrease of the ratio of P-MLC/MLC (P < 0.05) and CaM mRNA expression (P < 0.01) in A7r5 cells, which are cultured 
individually, but had no significant effect in intracellular calcium concentration and the expression of MLC proteins. In co-culture 
system, DHI (10 μL/mL) could still decrease the ratio of P-MLC/MLC (P < 0.05) and increase the secretion of cAMP (P < 0.01) in 
A7r5 cells. In addition, DHI contributed to suppress the proliferation of A7r5 cells which were induced by the PDGF-BB (P < 0.01). 
Conclusion  DHI can directly relax vascular smooth muscle cells by reducing the ratio of P-MLC/MLC and the expression of CaM 
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mRNA, meanwhile indirectly relaxing the vascular smooth muscle cells in co-culture system by promoting the secretion of cAMP 
which is increased by vasodilatory factors in endothelial cells. 
Key words: Danhong Injection; MLC; co-culture system; human umbilical vein endothelial cells; Transwell 

 
世界卫生组织发表的《全球疾病负担》评估报

告显示心血管疾病已成为全球人类死亡的主要原

因。高血压是最常见的慢性心血管疾病，与冠心病

密切相关[1]，我国高血压患病率处于亚洲中上水平，

并继续上升[2]。血管内皮功能的失调不仅与动脉粥样

硬化、心绞痛密切相关，且是引起高血压病的重要

机制之一[3]。血管内皮细胞通过释放内皮源舒张因子

一氧化氮（NO）、前列腺素类（PGI2和 PGE2）以及

内皮衍生性超级化因子（EDHF）起到舒张平滑肌、

降低血管紧张度、维持血管内皮功能的作用[4]。 
丹红注射液由丹参和红花的水溶性成分组

成，具有活血化瘀、通脉舒络作用，临床上多用

于胸痹、脑卒中、冠心病、心绞痛和心肌梗死等

疾病的治疗[5-7]。目前已有研究表明丹红注射液能

够改善血管内皮功能[8]，舒张大鼠腹主动脉[9]，通

过调节内皮细胞上的 PGI2/COX 途径而不是

NO/eNOS 途径来调节内皮依赖性血管舒张[10]。但

关于丹红注射液直接对血管平滑肌细胞舒张的影

响以及如何通过内皮细胞影响血管平滑肌细胞的

研究较少，本实验主要通过大鼠胸主动脉平滑肌细

胞（A7r5）单独培养以及 A7r5 和人脐静脉内皮细

胞（Ea.Hy926）共同培养来研究丹红注射液对其影

响及作用机制，为其血管保护作用提供理论基础。 
1  材料 
1.1  细胞 

A7r5 细胞，ATCC® Number：CRL-1444TM； 
Ea.Hy926 细 胞（ Hy926）， ATCC® Number：
CRL-2922TM；均来自天津中医药大学研究中心实验

室细胞库。 
1.2  药品与试剂 

丹红注射液（规格 10 mL/支）由菏泽步长制药

有限公司提供，批号 Z20026866；吲哚美辛购自

Sigma公司；DMEM、胎牛血清（FBS）购自 Hyclone
公司；热灭活处理胎牛血清（HI-FBS）、双抗、胰

酶购自 Biological Industries公司；钙流试剂盒购自

Molecular Devices公司；提取细胞中蛋白试剂盒购

自上海生工生物工程有限公司；蛋白浓度检测试剂

盒购自 Thermo 公司；Western blotting 试剂购自天

津智恩生物科技有限公司、北京索莱宝科技有限公

司；Elisa 法检测环磷酸腺苷（cAMP）试剂盒购自

上海蓝基生物科技有限公司；提取细胞总 RNA 试

剂盒、cDNA合成试剂盒、RT-PCR试剂盒购自Roche
公司；Transwell小室、培养瓶、细胞培养板等产品

购自 Corning公司。重组人血小板源性生长因子-BB
（PDGF-BB）购自美国 Sigma公司。 
1.3  仪器 

Nikon TE300倒置相差显微镜，日本 Nikon公
司；FORMA3111 CO2 恒温培养箱，美国 Thermo 
Fisher公司；电泳仪、转膜仪，GE Healthcare Life 
Sciences公司；Gene genius凝胶成像分析仪，英国

Syngene 公司；Flex Station 3 多功能酶标仪，美国

Molecula Device 公司；7500 定量 PCR 仪，美国

Applied Biosystems公司。 
2  方法 
2.1  细胞培养 
2.1.1  细胞单独培养  细胞复苏后培养于 Corning 
T25培养瓶，A7r5细胞培养基为DMEM＋10% FBS＋
1%双抗，Hy926 细胞培养基为 DMEM＋10% 
HI-FBS＋1%双抗，接种于培养瓶 48 h后更换新的

培养基，72 h 后用胰酶消化传代。传 2～3 代后进

行后续实验。培养条件：5% CO2、95%空气，37 ℃。 
2.1.2  共培养体系的建立  调整 A7r5细胞密度为

5×105个/mL，将 Transwell 小室（12 孔体系）倒

置于培养皿中，吸取 100 μL A7r5细胞悬液均匀涂

抹在小室的 PET膜上，培养皿放于孵箱中培养 5 h
后将小室翻转并置于 12 孔板中，分别于上室、下

室加入全培养基 0.5、1.5 mL，置于孵箱中培养 24 h。
24 h后用全培养基更换小室、下室的培养上清，并

调整 Hy926 细胞为 2×105个/mL，吸弃小室上室

中的上清，向上室加入 Hy926细胞悬液 0.5 mL，
继续培养 24 h。 
2.2  Western blotting 法检测 A7r5 细胞 MLC 和

P-MLC蛋白表达 
以 1.5×105个/孔的密度将 A7r5细胞接种到 6

孔培养板中，继续培养 48 h后加入 2.5、5.0、10.0 
μL/mL的丹红注射液，分别继续培养 5、10、20、
30、40 min。正常培养细胞为对照，培养结束后，

弃去培养液，依照提取蛋白试剂盒提取蛋白后，进
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行Western blotting实验。每 4 μL蛋白样品加入 1 μL 
SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液混合，沸水煮 5 min，
使蛋白充分变性。取 40 μg 样品上样至 12%的

SDS-PAGE 凝胶电泳，随后电转膜至 PVDF（聚偏

氟乙烯）膜，于 Western封闭液内封闭 2 h后，分

别用MLC、p-MLC、β-actin一抗 4 ℃孵育 24 h，
二抗室温缓慢振荡孵育 1.5 h，显色后用 Gene 
Genins 凝胶成像分析仪进行拍照，并用 Image J 2X
软件进行半定量灰度分析。 
2.3  钙流试剂盒检测 A7r5细胞内钙离子浓度 

调整A7r5细胞密度至 2×104个/孔，接种于 96
孔黑色培养板中，继续培养 24 h。分别加入 50 μL
含有 5% FBS的DMEM培养液，药物分组为对照组

（正常培养）及丹红注射液 2.5、5.0、10.0 μL/mL组。

按照钙流试剂盒的方法检测细胞内钙离子浓度。 
2.4  RT-PCR法检测A7r5细胞中钙调蛋白（CaM）

的 mRNA表达 
将 A7r5细胞的浓度调整至 1.5×105个/mL，接

种于 6孔板中，每孔 1.5 mL，置于 37 ℃、5% CO2
培养箱中培养 24 h后，吸弃培养液，分别加入 2.5、
5.0、10.0 μL/mL的丹红注射液，孵育 24 h后依照

Roche试剂盒的操作方法提取总 RNA，并用 Roche
反转录试剂盒迅速将RNA反转成 cDNA。依照 PCR
试剂对CaM、GAPDH进行扩增。引物序列CaM：上

游 5’-CTAAGCCCTTCTGCACATCTACAC-3’，下游

5’-AACTCCACACTTCAACAGCAACAT-3’，GAPDH：
上游 5’-ATGATTCTACCCACGGCAAG-3’，下游 5’- 
CTGGAAGATGGTGATGGGTT-3’。 
2.5  MTT 法检测丹红注射液对 PDGF-BB 诱导的

A7r5细胞增殖的影响 
将 A7r5 细胞重悬于 DMEM 培养液（10% 

FBS）中，调整细胞密度为 2×104 个/mL，吸取

100 μL细胞悬液种于 96孔板中。培养 24 h后弃

去培养液，随机分为 8组：对照组（正常培养）、

PDGF-BB（20 ng/mL）组、丹红注射液（10.0、
5.0、2.5 μL/mL）组、丹红注射液（10.0、5.0、2.5 
μL/mL）＋PDGF-BB（20 ng/mL）组，按照分组

进行加药（100 μL/孔）。加药 24 h以后，吸去上

清，每孔加入 100 μL 5% MTT，继续孵育 4 h。4 h
后小心吸弃上清，可见板底有大量蓝紫色结晶，

每孔加入 150 μL DMSO振荡 5 min，于 490 nm处

测定吸光度（A）值，计算细胞增殖率（增殖率=
加药组 A值/对照组 A值）。 

2.6  Western blotting法检测丹红注射液对共培养

体系中A7r5细胞MLC和P-MLC蛋白表达的影响 
建立 6 孔板 Transwell 共培养体系后，吸弃上

室培养液，加入环氧酶（COX）抑制剂吲哚美辛预

处理共培养上层细胞 30 min，向共培养上室分别加

入 2.5、5.0、10.0 μL/mL的丹红注射液。继续培养

24 h 后用预冷的 PBS 轻轻冲洗下室后小心吸净

PBS，将小室倒置，依照提取蛋白试剂盒提取小室

下层细胞蛋白后，进行Western blotting实验。 
2.7  ELISA法检测共培养体系中A7r5细胞 cAMP

的分泌量 
建立 12孔板共培养体系后，吸弃上室培养液，

加入吲哚美辛预处理共培养上层细胞 30 min 后向

上室加入 10.0 μL/mL的丹红注射液，孵育 24 h后
取共培养下室上清，依照 ELISA试剂盒的操作方法

检测上清中 cAMP 的质量浓度，于酶标仪 450 nm
波长处读取 A值，依照公式计算 cAMP的质量浓度

（pg/mL）。 
cAMP的质量浓度＝(A－0.096 3)/0.003 2 

2.8  数据分析 
所有实验每次单独进行统计分析，独立重复 3

次。所有数据以 ±x s表示，用 SPSS 11.5软件进行

数据处理，组间比较采用单因素方差分析。 
3  结果 
3.1  对 A7r5 细胞中 MLC 和 P-MLC 蛋白表达的

影响 
3.1.1  丹红注射液作用不同时间对 A7r5 细胞中

MLC和 P-MLC蛋白表达的影响  平滑肌的收缩状

态是由 P-MLC驱动的[11]，当MLC磷酸化时平滑肌

收缩，去磷酸化时平滑肌舒张。因此 P-MLC/MLC
值一定程度上反映了平滑肌收缩的情况，当比值升

高时平滑肌收缩，反之平滑肌舒张。通过不同时间

点的实验发现，丹红注射液（10.0 μL/mL）作用 20 
min时的P-MLC蛋白表达以及P-MLC/MLC的值最

低，与对照组相比无统计学差异（P＞0.05）；而在

其他时间点时，丹红注射液使 P-MLC/MLC值增加，

使平滑肌收缩，与对照组相比差异显著（P＜0.05、
0.01），结果见图 1。 
3.1.2  不同体积分数的丹红注射液对 A7r5 细胞中

MLC和 P-MLC蛋白表达的影响  根据“3.1.1”项

结果，考察不同体积分数丹红注射液对 A7r5 细胞

的作用时选取 20 min作为时间点。实验发现丹红注

射液 10.0 μL/mL 组能降低 P-MLC/MLC 值（P＜
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0.05），而丹红注射液 5.0、2.5 μL/mL组却能增加 
P-MLC的蛋白表达和 P-MLC/MLC值，与对照组相

比，差异显著（P＜0.01）。结果见图 2。表明丹红

注射液低体积分数时具有收缩平滑肌的作用；而较

高体积分数的丹红注射液具有舒张平滑肌作用，具

有双向调节的作用。 

3.2  对 A7r5细胞中钙离子浓度的影响 
钙离子在调节平滑肌收缩中起着重要的作用[12]，

降低细胞内钙离子浓度能够使平滑肌舒张，而钙流实

验结果表明不同体积分数的丹红注射液对 A7r5 细

胞中钙离子的浓度没有显著影响，与对照组相比均

无统计学差异（P＞0.05）。结果见图 3。 

                                                        

 
与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01，下同 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group, same as below 

图 1  丹红注射液作用不同时间对 A7r5细胞中MLC和 P-MLC蛋白表达的影响 ( ±x s , n = 3)  
Fig. 1  Effect of Danhong Injection treated for different time on protein expression of MLC and P-MLC in A7r5 cells ( ±x s , n = 3)  
 

                     

 

图 2  不同体积分数的丹红注射液对 A7r5细胞中MLC和 P-MLC蛋白表达的影响 ( ±x s , n = 3)  
Fig. 2  Effect of Danhong Injection at different concentration on protein expression of MLC and P-MLC in A7r5 cells ( ±x s , n = 3) 

 

 
 

图 3   丹红注射液对 A7r5 细胞中钙离子浓度的影响 
( ±x s , n = 6)  
Fig. 3  Effect of Danhong Injection on Ca2+ concentration 
in A7r5 cells ( ±x s , n = 6) 

3.3  对 A7r5细胞中 CaM mRNA表达的影响 
钙离子与 CaM结合后改变 CaM的构象，从而使

其与MLCK结合[13-15]，激活MLCK并促进MLC磷

酸化，使平滑肌收缩，故在钙离子浓度不变的情况下，

CaM 的表达降低能促进平滑肌舒张，反之则促进平

滑肌收缩。RT-PCR 实验表明丹红注射液 2.5、10.0 
μL/mL能够显著降低A7r5细胞中 CaM mRNA的表

达，与对照组相比，差异显著（P＜0.01），见图 4。 
3.4  对 PDGF-BB诱导的 A7r5细胞增殖的影响 

PDGF-BB（20 ng/mL）能够诱导A7r5细胞的增

殖，与对照组比较，差异显著（P＜0.05）。丹红注射

液对正常 A7r5 细胞的增殖没有显著影响，与对照组

相比，差异不显著（P＞0.05），但是丹红注射液 10.0 
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图 4  丹红注射液对 A7r5 细胞 CaM mRNA 表达的影响 
( ±x s , n = 3)  
Fig. 4  Effect of Danhong Injection on expression of CaM 
mRNA in A7r5 cells ( ±x s , n = 3) 

μL/mL却能抑制 PDGF-BB诱导的 A7r5细胞增殖，

与 PDGF-BB组相比，差异显著（P＜0.01），见图 5。 
3.5  丹红注射液通过 Hy926 细胞对 A7r5 细胞中

MLC和 P-MLC蛋白表达的影响 
与丹红注射液单独作用于 A7r5 细胞相似，丹

红注射液10.0 μL/mL作用于Hy926后仍能降低共培

养体系中 A7r5 细胞的 P-MLC/MLC 值，舒张平滑

肌，与对照组相比，差异显著（P＜0.05）。吲哚美 

 

    
 

与 PDGF-BB组比较：##P＜0.01 
##P < 0.01 vs PDGF-BB group 

图 5  丹红注射液对 PDGF-BB诱导的A7r5细胞增殖的影响 
( ±x s , n = 6) 
Fig. 5  Effect of Danhong Injection on proliferation of A7r5  
cells induced by PDGF-BB ( ±x s , n = 6) 

辛（COX酶抑制剂）与丹红注射液共同作用时却能

升高 P-MLC 蛋白表达和 P-MLC/MLC 值，抑制丹

红注射液的舒张作用，与丹红注射液 10.0 μL/mL相

比，差异显著（P＜0.01），推测丹红注射液舒张平

滑肌的作用依赖于 COX途径，见图 6。 
 

                                                            
 

与丹红注射液 10.0 μL·mL−1组比较：ΔΔP＜0.01，下同 

ΔΔP < 0.01 vs Danhong Injection 10.0 μL·mL−1group, same as below 

图 6  丹红注射液对共培养体系中 A7r5细胞MLC和 P-MLC蛋白表达的影响 ( ±x s , n = 3) 
Fig. 6  Effect of Danhong Injection on protein expression of MLC and P-MLC in A7r5 cells of co-culture system ( ±x s , n = 3) 

3.6  丹红注射液通过 Hy926 细胞对 A7r5 细胞中
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液诱导的 cAMP 的产生，与丹红注射液相比，差

异显著（P＜0.01），见图 7。说明丹红注射液是通

过刺激 Hy926 细胞的 PGI2/COX 途径从而促进

A7r5细胞中 cAMP的增加，进一步起到舒张平滑

肌的作用。 

 

      
 

图 7  丹红注射液对共培养体系中 A7r5细胞 cAMP分泌的 
影响 ( ±x s , n = 3) 
Fig. 7  Effect of Danhong Injection on secretion of cAMP in 
A7r5 cells of co-culture system ( ±x s , n = 3) 
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4  讨论 
血管平滑肌细胞对维持成年人正常的血流和

血压起到重要的作用，其细胞骨架中的肌球蛋白包

含肌球蛋白轻链MLC20，磷酸化的MLC驱动着平

滑肌的收缩[16]，因此本研究首先观察了丹红注射液

对胸主动脉平滑肌 A7r5细胞中 MLC和 P-MLC蛋

白表达的影响，发现 10 μL/mL的丹红注射液能降

低 P-MLC/MLC值，使平滑肌舒张。此外，在血管

平滑肌细胞中钙离子在调节平滑肌收缩中起着重

要的作用，MLCK的激活和MLCP的抑制都依赖于

钙离子[11,17]，并协同作用于 MLC 的磷酸化[18]；当

钙离子与 CaM形成复合物后与MLCK结合，激活

MLCK并进一步促进 MLC 磷酸化[12,19]，导致平滑

肌收缩，可见降低细胞内钙离子浓度、CaM的表达

均能舒张平滑肌。故本研究继续考察丹红注射液对

A7r5细胞中钙离子浓度变化以及 CaM mRNA表达

的影响，发现其对细胞内钙离子浓度没有显著影

响，但是能够显著降低 CaM mRNA的表达，即导

致钙离子敏感性降低，抑制 MLC 的磷酸化，说明

丹红注射液能够通过降低平滑肌细胞中的 CaM 基

因表达发挥舒张平滑肌的作用。 
内皮源性血管舒张因子 PGI2 与血管平滑肌细

胞表面的 G蛋白偶联受体（IP）结合后形成 PGI2/IP
复合物[13-14]，激活 VSMC的腺苷酸环化酶（AC），
增加第二信使 cAMP的产生[15]。cAMP通过多种机

制抑制 MLCK 的活化并进一步抑制 MLC 的磷酸

化，舒张平滑肌[12,15]。此外，cAMP 能够使 MLCP
去抑制并恢复MLCP的活性[20-21]，减少MLC的磷

酸化和平滑肌收缩。有研究表明，丹红注射液能够

增加内皮细胞中前列环素 PGI2 的释放[10]，为了验

证丹红注射液是否能够通过影响内皮细胞释放舒

血管因子进而间接舒张平滑肌细胞，本研究利用

Transwell小室构建了共培养体系，在体外模拟血管

的结构。Transwell 小室 PET 膜的上层为 Hy926，
下层为 A7r5，由于 PET膜的孔径为 0.04 μm，化合

物等大分子物质无法透过 PET膜，而细胞因子类小

分子物质可以穿过 PET膜，因此排除了丹红注射液

对平滑肌细胞的直接影响。通过本研究发现丹红注

射液作用于共培养体系上层中的内皮细胞后仍然

能够抑制共培养体系下层中平滑肌细胞 MLC 的磷

酸化，并且能促进 cAMP的产生。证明丹红注射液

的确能够通过刺激内皮细胞产生细胞因子 PGI2 从
而间接刺激平滑肌细胞 cAMP 的产生，抑制 MLC

的磷酸化，舒张平滑肌。 
血管平滑肌细胞的异常增殖可能导致动脉粥

样硬化，在血管损伤局部及血小板黏附部位，领近

受损的内皮细胞和侵入内皮细胞下层的巨噬细胞

释放大量细胞因子和生长因子，诱导平滑肌细胞的

增殖，促进动脉粥样硬化的发生和发展[22]。本研究

发现丹红注射液能够抑制血小板源性生长因子

PDGF-BB 诱导的细胞增殖，从而发挥一定的动脉

粥样硬化防治作用。 
本研究首次通过 Transwell 小室共培养体系证

实丹红注射液通过内皮细胞影响平滑肌舒张的部

分作用机制，但是有关平滑肌中的舒张作用机制仍

需进一步研究，如对平滑肌细胞中 IP受体、Rho激
酶、MYPT1 的影响等。此外，丹红注射液还显示

出抗动脉粥样硬化的作用，但其机制尚不清楚。随

着研究的深入，将为丹红注射液在高血压、动脉粥

样硬化、冠心病等疾病的防治作用提供理论基础。 
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