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摘 要 目的：研究丹参酮ⅡA抑制同型半胱氨酸（Hcy）诱导的大鼠主动脉血管平滑肌细胞（VSMCs）增殖和迁移及其机制。方

法：取 VSMCs 用于试验。在验证丹参酮ⅡA抑制 Hcy 诱导的 VSMCs 增殖和迁移试验（验证试验）中，将细胞分为对照组、Hcy 组

（1 000 μmol/L）及丹参酮ⅡA低、中、高剂量组（5、10、20 µg/L）。在丹参酮作用机制试验（细胞通路试验）中，将细胞分为对照组、丹

参酮ⅡA组（20 µg/L）、雷帕霉素组（20 nmol/L）、MHY1485组（10 μmol/L）、丹参酮ⅡA+雷帕霉素组（丹参酮ⅡA，20 µg/L+雷帕霉素，

20 nmol/L）、丹参酮ⅡA+MHY1485组（丹参酮ⅡA，20 µg/L+MHY1485，10 μmol/L）。验证细胞通路P70S6K和p-P70S6K的表达时，

雷帕霉素（抑制试验）与 MHY1485（激动试验）分别进行试验。酶标仪测定 VSMCs 的增殖，细胞划痕试验、Transwell 法测定

VSMCs 的迁移，增强化学发光法测定 VSMCs 中 P21、P27、基质金属蛋白酶（MMP）-2、MMP-9、P70S6K 和 p-P70S6K 的表达。结

果：验证试验中，与对照组比较，Hcy组细胞24、48 h吸光度值，迁移面积和VSMCs穿透数量，MMP-2、MMP-9和p-P70S6K表达水

平显著升高，P21、P27表达水平显著降低（P＜0.01）；与Hcy组比较，丹参酮ⅡA低剂量组细胞48 h，中、高剂量组24、48 h吸光度值，

MMP-2水平，低、中、高剂量组细胞迁移面积和VSMCs穿透数量，MMP-9和p-P70S6K表达水平显著降低，丹参酮ⅡA中、高剂量组

细胞中P21、P27表达水平显著升高（P＜0.01）；各组细胞P70S6K水平比较，差异无统计学意义（P＞0.05）。细胞通路试验中，与对

照组比较，丹参酮ⅡA、雷帕霉素组细胞24 、48 h吸光度值，迁移面积和VSMCs穿透数量显著降低，MHY1485组 24、48 h吸光度值

显著升高（P＜0.01）；与丹参酮ⅡA组比较，丹参酮ⅡA+雷帕霉素组细胞24、48 h吸光度值显著降低，丹参酮ⅡA+MHY1485组细胞

12、24 、48 h 吸光度值，迁移面积和 VSMCs 穿透数量显著升高（P＜0.01）。抑制试验中，与对照组比较，丹参酮ⅡA 组细胞

p-P70S6K 表达水平显著降低（P＜0.01）；与丹参酮ⅡA组比较、雷帕霉素、丹参酮ⅡA+雷帕霉素组细胞p-P70S6K表达水平显著降低

（P＜0.01）。激动试验中，丹参酮ⅡA 组细胞 p-P70S6K 水平显著降低（P＜0.01）；与丹参酮ⅡA 组比较，MHY1485、丹参酮ⅡA+

MYH1485组细胞 p-P70S6K 水平显著升高（P＜0.01）。结论：丹参酮ⅡA 可以抑制 VSMCs 的增殖和迁移，并通过抑制 mTOR/

P70S6K信号通路而发挥作用。
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Study on Tanshinone ⅡA Inhibiting the Proliferation and Migration Induced by Homocysteine of VSMCs

and Its Mechanism

DONG Yixuan，LI Jing（School of Pharmacy，Shandong University of TCM，Jinan 250355，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study tanshinone ⅡA inhibiting the proliferation and migration induced by homocysteine（Hcy）of

rat aortic vascular smooth muscle cells（VSMCs）and its signal pathway. METHODS：VSMCs were selected for the following ex-

periments. In order to validate TanshinoneⅡA inhibiting the proliferation and migration induced by Hcy of VSMCs，VSMCs were di-

vided into control group，Hcy group（1 000 μmol/L），TanshinoneⅡA low-dose，medium-dose and high-dose groups（5，10，20 µg/L）.

In mechanism study test，VSMCs were divided into control group，TanshinoneⅡA group（20 µg/L），rapamycin group（20 nmol/L），

MHY1485 group（10 μmol/L），TanshinoneⅡA+rapamycin group（TanshinoneⅡA，20 µg/L+rapamycin，20 nmol/L），TanshinoneⅡA+

MHY1485 group（TanshinoneⅡA，20 µg/L+MHY1485，10 μmol/L）. In validation test of P70S6K and p-P70S6K pathway expres-

sion，rapamycin and MHY1485 were used for inhibitory test and activation test，respectively. The proliferation of VSMCs was de-

termined by ELIASA，and Transwell chambers and wound healing test were employed to test the migratory ability of VSMCs. West-

ern blotting were used to investigate the expressions of P21，P27，MMP-2，MMP-9，P70S6K and p-P70S6K in VSMCs. RE-

SULTS：In validation test，compared with control group，24，48 h absorbance，migration area，the number of VSMCs penetration

and the expression of MMP-2，MMP-9 and p-P70S6K increased significantly，while the expression of P21 and P27 decreased sig-

nificantly（P＜0.01）. Compared with Hcy group，48 h absorbance of TanshinoneⅡA low-dose group，24，48 h absorbance and the

expression of MMP-2 of TanshinoneⅡA medium-dose and high-dose groups，migration area，the number of VSMCs penetration，

the expression of MMP-9 and p-P70S6K in low-dose，medium-dose and high-dose groups all decreased significantly；the expres-

sion of P21 and P27 increased significantly in TanshinoneⅡA medium-dose and high-dose groups（P＜0.01）；there was no statisti-

cal significance in P70S6K level among those groups （P＞

0.05）. In cell pathway test，compared with control group，24，

48 h absorbance，migration area and the number of VSMCs

penetration decreased significantly in TanshinoneⅡA group and
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血管平滑肌细胞（VSMCs）的增殖和迁移是动脉粥样硬化

发展过程中重要的病理基础，也是造成支架植入或冠状动脉

搭桥术后血管再狭窄的重要原因。高同型半胱氨酸（Hcy）血

症是目前公认的冠状动脉粥样硬化的独立危险因素。大量研

究证实Hcy可以增强VSMCs的增殖和迁移，诱导VSMCs分泌

基质金属蛋白酶（MMPs）等影响细胞外基质动态平衡的蛋白

酶[1]。丹参酮ⅡA是传统中药丹参中主要的脂溶性有效成分，

结构中含有醌型结构，容易被氧化还原。丹参酮ⅡA参与了机

体的多重生化反应且具有多种生物活性，在心脑血管保护领

域具有广泛的药理学作用，在抑制VSMCs的增殖迁移方面具

有巨大潜力[2-3]。本研究拟设计相关试验证实丹参酮ⅡA具有

抑制VSMCs的增殖迁移的作用。

研究表明，哺乳动物雷帕霉素受体（mTOR）信号通路在

VSMCs的增殖和迁移中起到关键的作用[4]。当mTOR通路受

到抑制时，VSMCs的增殖和迁移能力下降，最终抑制机体内血

管重构的发生[5]；而mTOR通路的激活则可导致细胞内自噬消

失，细胞功能紊乱，细胞增殖迁移加快[6]。P70S6K是mTOR下

游的一个分子通路；雷帕霉素、MHY1485 分别是 mTOR、

P70S6K通路的特异性抑制剂和激动剂[7-8]。本研究拟通过用

雷帕霉素或 MHY1485抑制或激活 VSMCs 中的 mTOR 通路

后，再给予丹参酮干预 VSMCs，证实丹参酮是否通过抑制

mTOR/P70S6K通路来发挥其抗VSMCs增殖和迁移的作用。

1 材料
1.1 仪器

Eclipse TS100倒置荧光光学显微镜（日本 Nikon 公司）；

SOIF/XTZ-E 体视显微镜（上海光学仪器厂）；ChemiDocT-

MXRS凝胶成像系统（美国Bio-Rad公司）；Forma ClassⅡ生物

安全柜（美国Thermo Scientific公司）；Anthos 2010酶标仪（奥

地利 Anthos Labtec 公司）；5417R 离心机（美国 Eppendorf 公

司）。

1.2 药品与试剂

丹参酮ⅡA（中国食品药品检定研究院，纯度：99％，批号：

110766-200518，化学标准品）；Hcy（美国 Sigma 公司，纯度：

99％）；兔抗大鼠平滑肌肌动蛋白（SMA）、β-actin 单克隆抗体、

兔抗大鼠 P21、P27、MMP-2、MMP-9多克隆抗体（英国Abcom

公司）；兔抗 P70S6K、p-P70S6K多克隆抗体（美国Cell Signal-

ing 公司）；辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔或者抗鼠二抗，

FITC、FRITC标记的山羊抗兔免疫球蛋白 IgG（美国 Jackson公

司）；MHY1485、雷帕霉素（美国Sigma公司，纯度：99％）。

1.3 动物

SPF 级 SD 大鼠，♂♀不限，日龄 50 d 左右，体质量 150～

180 g，由山东中医药大学实验动物中心提供，动物合格证号：

SCXK（鲁）20050015。

2 方法
2.1 分组与给药

采用组织贴块法培育大鼠胸主动脉VSMCs，采用形态学

观察，并通过细胞免疫荧光检测SMA，通过SMA与4′，6-二脒

基-2-苯基吲哚（DAPI）核染之间的关系测定 VSMCs 的纯度。

取第 4～7代 VSMCs 用于后续试验，试验中施加干预时用含

1.0％胎牛血清的DMEM高糖培养基作为基质。在验证丹参

酮ⅡA抑制Hcy诱导的VSMCs增殖和迁移试验（验证试验）中，

将细胞分为对照组、Hcy组（1 000 μmol/L）及丹参酮ⅡA低、中、

高剂量组（5、10、20 µg/L）。在丹参酮作用机制试验（细胞通路

试验）中，将细胞分为对照组、丹参酮ⅡA组（20 µg/L）、雷帕霉

素组（20 nmol/L）、MHY1485组（10 μmol/L）、丹参酮ⅡA+雷帕霉

素组（丹参酮ⅡA，20 µg/L+雷帕霉素，20 nmol/L）、丹参酮ⅡA+

MHY1485组（丹参酮ⅡA，20 µg/L+MHY1485，10 μmol/L）。验

证细胞通路P70S6K和p-P70S6K的表达时，雷帕霉素（抑制试

验）与MHY1485（激动试验）分别进行试验。

2.2 VSMCs的增殖测定

取 4～7 代培养细胞，加入 0.25％胰蛋白酶消化单层

VSMCs，用含10％胎牛血清的DMEM高糖培养基配成细胞悬

液并计数，以每孔6×103个细胞接种于96孔培养板中。细胞贴

壁后，待细胞长到 70％～80％后，采用血清饥饿使细胞同步

化，按“2.1”项下分组并加入含相应药物的培养基培养 8 h，每

组设 3个复孔、2个不加细胞的空白对照孔。细胞于 37 ℃、

5％ CO2孵箱分别培养 12、24、48 h。培养结束后，每孔加入

MTT液 20 μl，于 37 ℃继续孵育 4～6 h后终止培养，小心弃去

上清液，每孔加入 150 μl 二甲基亚砜（DMSO），震荡 10 min。

采用酶标仪于490 nm波长处测定各孔吸光度值。

2.3 VSMCs迁移的测定

2.3.1 细胞划痕试验测定VSMCs迁移 取4～7代培养细胞，

加入 0.25％胰蛋白酶消化单层VSMCs，用含 10％胎牛血清的

DMEM高糖培养基配成细胞悬液并计数，以每孔105个细胞接

种于 6 孔培养板中，每孔 2 ml。细胞贴壁后，待细胞长到

70％～80％后，采用血清饥饿使细胞同步化，加入 1.8 mmol /L

羟基脲作用12 h抑制细胞增殖，用100 μl黄色枪头垂直于孔板

制造细胞划痕，吸去细胞培养液，用磷酸盐缓冲溶液（PBS）冲

洗孔板3次，洗去划痕产生的细胞碎片，按“2.1”项下分组并加

入含相应药物的培养基培养 8 h。48 h后拍照记录，用 Image

pro plus 6.0图像分析软件分析并计算出细胞迁移的面积。细

胞迁移面积＝划痕面积－迁移后细胞之间剩余面积；细胞迁

rapamycin group，while 24，48 h absorbance increased significantly in MHY1485 group（P＜0.01）. Compared with TanshinoneⅡA

group，24，48 h absorbance decreased significantly in TanshinoneⅡA+rapamycin group，while 12，24，48 h absorbance，migration

area and the number of VSMCs penetration increased significantly in TanshinoneⅡ A + MHY1485 group（P＜0.01）. In inhibitory

test，compared with control group，the expression of p-P70S6K decreased significantly in TanshinoneⅡA group（P＜0.01）；com-

pared with TanshinoneⅡA group，the expression of p-P70S6K decreased significantly in rapamycin group and TanshinoneⅡA+rapa-

mycin group（P＜0.01）；in activation test，the expression of p-P70S6K decreased significantly in TanshinoneⅡA group（P＜0.01），

compared with TanshinoneⅡA group，the expression of p-P70S6K increased significantly in MHY1485，TanshinoneⅡA+MHY1485

group（P＜0.01）. CONCLUSIONS：TanshinoneⅡ A can inhibit the proliferation and migration of VSMCs by suppressing mTOR/

P70S6K signal pathway.

KEYWORDS Vascular smooth muscle cells；Tanshinone ⅡA；mTOR/P70S6K；Proliferation；Migration
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移率＝细胞迁移面积/划痕面积×100％。

2.3.2 Transwell 法测定 VSMCs 迁移 取 4～7代 VSMCs，血

清饥饿使细胞同步化，加入 1.8 mmol/L 羟基脲作用 12 h抑制

细胞增殖，按“2.1”项下分组并加入含相应药物的培养基配成

细胞悬液并计数（3×104个/ml）。每组24孔板配套的Transwell

小室（0.8 μm）中，上室加入 200 μl 细胞悬液，下室加入含有

10％胎牛血清的DMEM高糖培养基500 μl，培养48 h。培养结

束后以棉签轻轻擦去上层未穿透膜的VSMCs，取下Transwell

半透膜，TBS洗涤3次，3.7％多聚甲醛室温固定5 min，流水冲

洗后，用 2 μg/ml的DAPI染核，PBS冲洗。荧光显微镜下随机

取5个视野计数穿膜细胞数并记录。

2.4 VSMCs 中 P21、P27、MMP-2、MMP-9、P70S6K 和 p-

P70S6K表达的检测

按“2.1”项下方法分组、加药、培养48 h后，裂解VSMCs提

取蛋白，十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）

每孔加入20 μl样品，80 V行蛋白浓聚 30 min，120 V凝胶电泳

2 h，并用孔径 0.45 μm 的硝酸纤维素膜以 250 mA 转膜 90

min。转膜完毕后在常温（25 ℃）下以三羟甲基氨基甲烷缓冲

液（TBST）洗膜3次、脱脂奶粉封闭2 h后，以1 ∶ 1 000比例分别

加入兔抗大鼠 P21、P27、MMP-2、MMP-9多克隆抗体，兔抗

P70S6K、p-P70S6K 多克隆抗体，兔抗大鼠β-actin 单克隆抗体

（细胞通路试验仅加入兔抗P70S6K、p-P70S6K多克隆抗体，兔

抗大鼠β-actin 单克隆抗体），4 ℃孵育过夜。常温下（25 ℃）

TBST洗膜 3次，加入辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗孵育

后，采用增强化学发光（ECL）法检测目标蛋白和内参的表达。

暗室柯达胶片显影，采用 Quantity One 4.4软件进行定量分

析。蛋白相对表达量＝目的蛋白的灰度值/β-actin灰度值。

2.5 统计学方法

用 SPSS 20.0统计软件对所得数据进行分析。所有数据

以x±s表示，两组间比较采用单因素方差分析，多组间比较采

用单因素方差分析和LSD法。P＜0.05表示差异有统计学意义。

3 结果
3.1 VSMCs原代培养测定结果

用组织贴块法培养大鼠胸主动脉VSMCs，8 d左右组织块

周围有细胞爬出，2周左右细胞融合可以传代。传代后细胞呈

典型“峰谷”状排列生长，用SMA细胞免疫荧光法测定VSMCs，

DAPI核染之后确定细胞纯度在99％以上，详见图1。

3.2 验证试验结果

3.2.1 各组细胞增殖情况测定结果 与对照组比较，Hcy组

细胞 24、48 h吸光度值显著升高（P＜0.01）；与Hcy组比较，丹

参酮ⅡA低剂量组细胞48 h及中、高剂量组24、48 h吸光度值显

著降低（P＜0.01），表明细胞增殖明显减少，详见表1。

表1 各组细胞吸光度值测定结果（x±±s，n＝5）

Tab 1 OD value of cell in each group（x±±s，n＝5）

组别
对照组
Hcy组
丹参酮ⅡA低剂量组
丹参酮ⅡA中剂量组
丹参酮ⅡA高剂量组

剂量，μg/L

5

10

20

12 h

0.32±0.02

0.38±0.02

0.36±0.02

0.31±0.01

0.31±0.01

24 h

0.41±0.06

0.62±0.06＊

0.57±0.06

0.49±0.04#

0.39±0.02#

48 h

0.73±0.09

1.14±0.15＊

0.93±0.18#

0.87±0.05#

0.79±0.11#

注：与对照组比较，＊P＜0.01；与Hcy组比较，#P＜0.01

Note：vs. control group，＊P＜0.01；vs. Hcy group，#P＜0.01

3.2.2 各组细胞迁移情况测定结果 与对照组比较，Hcy组细

胞迁移面积和VSMCs穿透数量显著升高（P＜0.01）；与Hcy组

比较，丹参酮ⅡA低、中、高剂量组细胞迁移面积和VSMCs穿透

数量显著降低（P＜0.01），详见表2。

表2 各组细胞迁移情况测定结果（x±±s，n＝5）

Tab 2 Migration of cell in each group（x±±s，n＝5）

组别
对照组
Hcy组
丹参酮ⅡA低剂量组
丹参酮ⅡA中剂量组
丹参酮ⅡA 高剂量组

剂量，μg/L

5

10

20

迁移面积，％
0.22±0.02

0.58±0.05＊

0.46±0.04#

0.41±0.04#

0.39±0.05#

VSMCs穿透数量，个
46±9.6

245±27.6＊

199±21.6#

147±23.4#

139±15.2#

注：与对照组比较，＊P＜0.01；与Hcy组比较，#P＜0.01

Note：vs. control group，＊P＜0.01；vs. Hcy group，#P＜0.01

3.2.3 各组细胞中 P21、P27、MMP-2、MMP-9、P70S6K 和

p-P70S6K表达水平的检测结果 与对照组比较，Hcy组细胞

中 P21、P27表达水平显著降低（P＜0.01），MMP-2、MMP-9和

p-P70S6K表达水平显著升高（P＜0.01）。与Hcy组比较，丹参

酮ⅡA低剂量组细胞中P27表达水平，丹参酮ⅡA中、高剂量组

细胞中P21、P27表达水平显著升高（P＜0.01）；丹参酮ⅡA中、

高剂量组细胞中 MMP-2，丹参酮ⅡA低、中、高剂量组细胞中

MMP-9和 p-P70S6K 表达水平显著降低（P＜0.01）；各组细胞

P70S6K 水平比较，差异无统计学意义（P＞0.05），详见表 3。

ECL法检测目标蛋白和内参的表达结果见图2。

表 3 各组细胞中 P21、P27、MMP-2、MMP-9、P70S6K 和 p-

P70S6K表达水平的检测结果（x±±s，n＝5）

Tab 3 The expression levels of P21，P27，MMP-2，MMP-

9，P70S6K and p-P70S6K of cell in each group（x±±s，

n＝5）

组别

对照组
Hcy组
丹参酮ⅡA低剂量组
丹参酮ⅡA中剂量组
丹参酮ⅡA 高剂量组

剂量，
μg/L

5

10

20

P21

1.35±0.15

0.89±0.12＊

1.04±0.17

1.78±0.13

1.73±0.21#

P27

0.54±0.04

0.21±0.01＊

0.64±0.02#

0.84±0.05#

0.76±0.02#

MMP-2

0.12±0.01

0.64±0.02＊

0.62±0.03

0.31±0.01#

0.29±0.01＊

MMP-9

0.14±0.01

0.57±0.05＊

0.48±0.03#

0.32±0.02#

0.24±0.02#

P70S6K

0.76±0.05

0.69±0.06

0.75±0.07

0.86±0.03

0.67±0.06

p-P70S6K

0.12±0.01

1.43±0.21＊

0.78±0.08#

0.55±0.34#

0.32±0.02#

注：与对照组比较，＊P＜0.01；与Hcy组比较，#P＜0.01

Note：vs. control group，＊P＜0.01；vs. Hcy group，#P＜0.01

3.3 细胞通路试验结果

3.3.1 各组细胞增殖情况测定结果 与对照组比较，丹参酮

ⅡA、雷帕霉素组细胞 24 、48 h吸光度值显著降低（P＜0.01），

MHY1485组 24、48 h吸光度值显著升高（P＜0.01）；与丹参酮

ⅡA组比较，丹参酮ⅡA+雷帕霉素组细胞24、48 h吸光度值显著

图1 大鼠主动脉VSMCs原代培养测定结果
A.形态学观察（×100）；B.细胞免疫荧光鉴定（×400）

Fig 1 Determination of rat aortic VSMCs primary culture
A. morphology observation（×100）；B. immunocytochemistry identifica-

tion（×400）
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降低（P＜0.01），丹参酮ⅡA+MHY1485组细胞 12、24 、48 h 吸

光度值显著升高（P＜0.01），详见表4。

表4 各组细胞吸光度值结果（x±±s，n＝5）

Tab 4 OD value of cell in each group（x±±s，n＝5）

组别
对照组
丹参酮ⅡA组
雷帕霉素组
丹参酮ⅡA+雷帕霉素组
MHY1485组
丹参酮ⅡA+MHY1485组

12 h

0.42±0.03

0.31±0.01

0.34±0.01

0.31±0.02

0.52±0.02

0.54±0.02#

24 h

0.69±0.04

0.52±0.06＊

0.49±0.07＊

0.42±0.02#

0.81±0.08＊

0.78±0.09#

48 h

1.13±0.19

0.74±0.15＊

0.64±0.08＊

0.61±0.05#

1.22±0.18＊

1.09±0.13#

注：与对照组比较，＊P＜0.01；与丹参酮ⅡA组比较，#P＜0.01

Note：vs. control group，＊P＜0.01；vs. Tan ⅡA group，#P＜0.01

3.3.2 各组细胞迁移情况测定结果 与对照组比较，丹参酮

ⅡA、雷帕霉素组细胞迁移面积和 VSMCs 穿透数量显著降低

（P＜0.01）；与丹参酮ⅡA组比较，丹参酮ⅡA+MHY1485组细胞

迁移面积和VSMCs穿透数量显著升高（P＜0.01），详见表5。

表5 各组细胞迁移情况测定结果（x±±s，n＝5）

Tab 5 Migration of cell in each group（x±±s，n＝5）

组别
对照组
丹参酮ⅡA组
雷帕霉素组
丹参酮ⅡA+雷帕霉素组
MHY1485组
丹参酮ⅡA+MHY1485组

迁移面积，％
0.72±0.07

0.31±0.04＊

0.24±0.02＊

0.22±0.01

0.82±0.07

0.74±0.07#

VSMCs穿透数量，个
243±21.4

155±12.4＊

98±7.7＊

79±6.9

268±17.9

237±22.7#

注：与对照组比较，＊P＜0.01；与丹参酮ⅡA组比较，#P＜0.01

Note：vs. control group，＊P＜0.01；vs. Tan ⅡA group，#P＜0.01

3.3.3 各组细胞中P70S6K和 p-P70S6K表达水平的检测结果

抑制试验中，与对照组比较，丹参酮ⅡA组细胞 p-P70S6K表

达水平显著降低（P＜0.01）；与丹参酮ⅡA组比较，雷帕霉素、丹

参酮ⅡA+雷帕霉素组细胞的p-P70S6K表达水平显著降低（P＜

0.01），详见表6、图3。

表 6 抑制试验中各组细胞P70S6K和p-P70S6K表达水平的

检测结果（x±±s，n＝5）

Tab 6 The expression level of P70S6K and p-P70S6K of cell

in each group in inhibitory test（x±±s，n＝5）

组别
对照组
丹参酮ⅡA组
雷帕霉素组
丹参酮ⅡA+雷帕霉素组

P70S6K

0.66±0.05

0.59±0.06

0.65±0.07

0.66±0.03

p-P70S6K

0.87±0.07

0.43±0.06＊

0.08±0.01#

0.05±0.01#

注：与对照组比较，＊P＜0.01；与丹参酮ⅡA组比较，#P＜0.01

Note：vs. control group，＊P＜0.01；vs. Tan ⅡA group，#P＜0.01

激动试验中，丹参酮ⅡA组细胞 p-P70S6K 水平显著降低

（P＜0.01）；与丹参酮Ⅱ A 组比较，MHY1485、丹参酮Ⅱ A +

MYH1485组细胞 p-P70S6K 水平显著升高（P＜0.01），详见表

7、图4。

表 7 激动试验中各组细胞P70S6K和p-P70S6K表达水平的

检测结果（x±±s，n＝5）

Tab 7 The expression level of P70S6K and p-P70S6K of cell

in each group in activation test（x±±s，n＝5）

组别
对照组
丹参酮ⅡA组
MHY1485组
丹参酮ⅡA+MYH1485组

P70S6K

0.64±0.06

0.57±0.05

0.55±0.03

0.56±0.02

p-P70S6K

0.47±0.05

0.13±0.01＊

0.58±0.05#

0.75±0.15#

注：与对照组比较，＊P＜0.01；与丹参酮ⅡA组比较，#P＜0.01

Note：vs. control group，＊P＜0.01；vs. Tan ⅡA group，#P＜0.01

4 讨论
丹参酮ⅡA作为传统中药丹参中的一种提取成分，在心血

管疾病的治疗中已有广泛的应用[9]。丹参酮ⅡA不仅可以抑制

血小板黏附、聚集发挥抗凝血作用，还具有抗氧化、保护血管

内皮细胞等作用[10-13]。研究证实，P21和P27可以抑制VSMCs

的增殖[14-15]。在本研究中，丹参酮ⅡA通过抑制mTOR/P70S6K

通路，增加与细胞增殖相关的P21和P27的表达，抑制Hcy诱

导的VSMCs增殖和迁移，这可能是其抗动脉粥样硬化的机制

之一。

VSMCs位于动脉血管的中层，在正常状态下主要起收缩

血管的功能，当遇到炎症因子等血管损伤因素时，VSMCs可被

激活而增加增殖和迁移能力[16]。VSMCs大量增殖、迁移、吞噬

氧化低密度脂蛋白（ox-LDL）后形成肌源性泡沫细胞，进一步

分泌炎症因子，使炎症反应级联放大，细胞外基质降解，最终

导致冠状动脉粥样硬化斑块的形成以及斑块的破裂[17]。MMP

在平滑肌细胞的侵袭和转移中发挥着重要作用，一方面其可

通过与细胞黏附分子相互作用降解细胞外基质，为VSMCs向

周围组织增殖迁移提供空间；另一方面MMP还可以激活细胞

内PI3K/AKT通路，增加细胞的迁移和增殖能力[18-19]。本研究

结果显示，丹参酮ⅡA可以抑制VSMCs中MMP-2和MMP-9的

图 2 各组细胞中 P21、P27、MMP-2、MMP-9、P70S6K 与 p-

P70S6K的表达情况

Fig 2 The expression of P21， P27， MMP-2， MMP-9，

P70S6K and p-P70S6K of cell in each group

P21

P27

β-actin

MMP-2

MMP-9

β-actin

丹参酮
ⅡA高
剂量组

丹参酮
ⅡA 中
剂量组

丹参酮
ⅡA 低
剂量组

对照组 Hcy组

p-P70S6K

P70S6K

β-actin

丹参酮
ⅡA 高
剂量组

丹参酮
ⅡA中
剂量组

丹参酮
ⅡA 低
剂量组

对照组 Hcy组 图3 抑制试验中各组细胞P70S6K和p-P70S6K表达情况

Fig 3 The expression of P70S6K and p-P70S6K of cell in

each group in inhibitory test

p-P70S6K

P70S6K

β-actin

丹参酮ⅡA+
雷帕霉素组

雷帕霉素
组

丹参酮ⅡA

组
对照组

图4 激动试验中各组细胞P70S6K和p-P70S6K表达情况

Fig 4 The expression of P70S6K and p-P70S6K of cell in

each group in activation test
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表达，这可能是丹参酮ⅡA抑制VSMCs增殖迁移的机制之一。

VSMCs的增殖和迁移受大量信号通路的调控，mTOR信

号通路的激活可以增加p-P70S6K的表达，增加VSMCs的增殖

和迁移。本研究结果显示，丹参酮ⅡA在抑制VSMCs的增殖和

迁移的同时，减少p-P70S6K的表达。

为了进一步证实丹参酮ⅡA是否通过抑制mTOR/P70S6K

信号通路而发挥作用，笔者在本研究中设计了抑制试验与激

动试验。结果显示，雷帕霉素可以抑制p-P70S6K的表达，与丹

参酮ⅡA一样可以抑制VSMCs的增殖和迁移；MHY1485可以

逆转丹参酮ⅡA抑制 VSMCs增殖迁移的作用，进一步证实丹

参酮ⅡA是通过抑制mTOR/P70S6K信号通路发挥作用。综上

所述，丹参酮ⅡA可以抑制VSMCs的增殖和迁移，并通过抑制

mTOR/P70S6K信号通路而发挥作用。
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