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动脉粥样硬化（Atherosclerosis）是最常见的心血管疾病之

一，主要累及大中动脉，并可引起一系列继发性病变[1]。近年

来，人们逐渐认识到动脉粥样硬化等心血管疾病与炎性反应

有着十分密切的关系。血管内皮细胞受损时，释放大量的炎

性因子如肿瘤坏死因子α（TNF-α）、白细胞介素 6（IL-6）等，引

起平滑肌细胞增殖，最终形成动脉粥样硬化[2]。通过抑制血管

平滑肌细胞移行及增殖的物质，可延缓或抑制动脉粥样硬化

病变的形成[3]。

吲哚-2，3-二酮的化学结构明确，生物活性广泛。本课题

组前期研究表明，其具有抗炎和抗动脉粥样硬化的作用 [4-6]。

本研究采用大鼠主动脉平滑肌细胞A7r5，观察吲哚-2，3-二酮

对TNF-α所致A7r5细胞增殖和细胞周期的影响，初步探讨吲

哚-2，3-二酮对动脉粥样硬化炎性反应的作用机制，为其临床

应用提供参考。

1 材料
1.1 仪器

BB5060UV 型 CO2培养箱（德国赫利公司）；SW-CJ-40型

超净工作台（上海苏净实业有限公司）；CKX41型倒置显微镜

（日本Olympus公司）；550型酶标仪（瑞典Rosys Anthos公司）；

流式细胞仪（美国BD公司）。

1.2 药品与试剂

吲哚 -2，3-二酮（青岛大学药物研发基地提供，纯度：

99.7％）；高糖改良马丁琼脂（DMEM）培养基、胎牛血清、MTT

（美国Sigma公司）；碘化丙啶（PI）染液（南京凯基生物科技发

展有限公司）；TNF-α（北京天来生物医学科技有限公司）。
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摘 要 目的：研究吲哚-2，3-二酮对肿瘤坏死因子α（TNF-α）所致大鼠主动脉平滑肌A7r5细胞增殖的影响。方法：取指数生长期

A7r5细胞，分为空白对照（20％高糖改良马丁琼脂培养基）组、模型（TNF-α 5 ng/ml）组和10－8、10－7、10－6、10－5 mg/ml吲哚-2，3-二酮

（相应质量浓度的吲哚-2，3-二酮+TNF-α 5 ng/ml）组，采用MTT法检测各组A7r5细胞的光密度以评价其增殖作用，采用流式细胞

术碘化丙啶染色法检测各组细胞的增殖周期变化。结果：与空白对照组比较，模型组细胞的光密度明显增加，S期与G2/M期细胞

明显增加，G0/G1期细胞明显减少，差异具有统计学意义（P＜0.05）。与模型组比较，10－7、10－6、10－5 mg/ml吲哚-2，3-二酮组细胞的

光密度明显减小，10－8 mg/ml吲哚-2，3-二酮组G2/M期细胞明显减少，10－7、10－6 mg/ml吲哚-2，3-二酮组S期细胞均明显减少，差异

具有统计学意义（P＜0.01或P＜0.05），其余差异无统计学意义（P＞0.05）。结论：吲哚-2，3-二酮对TNF-α所致的平滑肌细胞增殖

具有抑制作用。
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Effects of Indol-2，3-dione on the Proliferation of Rat Aortic Vascular Smooth Muscle A7r5 Cells Induced
by TNF-α
LIU Zhan-tao，YANG Zhi-hong，ZHAO Yong-juan，JI Li-xia，GUO Xi-chun，YUE Wang，YIN Lei（School of Phar-
macy，Medical College of Qingdao University，Shandong Qingdao 266021，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：The investigate the effects of indol-2，3-dione on the proliferation of rat thoracic aortic vascular

smooth muscle A7r5 cells induced by TNF-α. METHODS：A7r5 cells at exponential phase were collected and divided into blank

control group（20％ DMEM medium），model group（TNF-α 5 ng/ml）and 10－8，10－7，10－6，10－5 mg/ml indol-2，3-dione groups

（relevant concentration of indol-2，3-dione+TNF-α 5 ng/ml）. The optical density of A7r5 cells was detected by MTT method to

evaluate proliferation effects，and the cell cycle of A7r5 cells proliferation was monitored by flow cytometry propidium iodide stain-

ing. RESULTS：Compared with blank control group，optical density of A7r5 cells was increased significantly in model group；the

proportion of A7r5 cells at S phase and G2/M phase increased significantly，and that of A7r5 cells at G0/G1 phase decreased signifi-

cantly；there was statistical significance（P＜0.05）. Compared with model group，optical density of A7r5 cells in 10－7，10－6 and

10－5 mg/ml indol-2，3-dione groups decreased significantly；the proportion of A7r5 cells at G2/M phase decreased significantly in

10－8 mg/ml indol-2，3-dione group，and that of A7r5 cells at S phase decreased significantly in 10－7 and 10－6 mg/ml indol-2，3-di-

one groups；there was statistical significance （P＜0.01 or P＜0.05）. Other difference had no statistical significance （P＞0.05）.

CONCLUSIONS：Indol-2，3-dione can inhibit the proliferation of A7r5 cells induced by TNF-α.

KEYWORDS Indol-2，3-dione；Aortic vascular smooth muscle cells；TNF-α；Cell proliferation；Cell cycle
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1.3 细胞

大鼠主动脉平滑肌A7r5细胞，购于中国科学院上海生命

科学院细胞库。

2 方法
2.1 培养基和溶液的组成

10％DMEM 培养基：10％胎牛血清、100 μg/ml 链霉素、

100 u/ml青霉素、DMEM培养基。20％DMEM培养基：20％胎

牛血清、100 μg/ml 链霉素、100 u/ml 青霉素、DMEM 培养基。

磷酸盐缓冲液（PBS）：氯化钾0.10 g/L、磷酸氢二钠1.75 g/L、氯

化钠8.00 g/L、磷酸二氢钾0.10 g/L，双蒸水配制。

2.2 细胞的培养

取 A7r5细胞用 10％ DMEM 培养基培养，在 37 ℃下 5％

CO2的培养箱内传代培养，取指数生长期的细胞进行试验。

2.3 吲哚-2，3-二酮试验质量浓度的确定

收集指数生长期A7r5细胞，确定细胞浓度为 1×105 ml－1，

接种到 96孔板，每孔 100 μl，24 h细胞贴壁后分为（1）对照组：

加入100 μl无血清培养基；（2）试验组：加入含不同质量浓度吲

哚-2，3-二酮的无血清培养基100 μl，最终质量浓度分别为10－11、

10－10、10－9、10－8、10－7、10－6、10－5 mg/ml。24 h后弃上清液，每孔

加入MTT溶液20 μl ，37℃孵育4 h后弃孔内液体，每孔加入150

μl 二甲基亚砜（DMSO）溶液，振荡 1 min，在 570 nm波长处检

测光密度（OD），用OD值表示细胞存活情况。试验重复3次。

以OD值确定吲哚-2，3-二酮的试验质量浓度。

2.4 TNF-α造模质量浓度的确定

收集指数生长期A7r5细胞，确定细胞浓度为 1×105 ml－1，

每孔 100 μl，接种到 96孔板内，24 h细胞贴壁后，将培养基更

换为无血清培养基，24 h后使细胞同步化于G0/G1期。将细胞

分为（1）空白组：加入 20％ DMEM培养基；（2）TNF-α组：加入

含不同质量浓度TNF-α的20％ DMEM培养基，使其最终质量

浓度分别为 0.078、0.156、0.625、2.5、5、10、20、40、80 ng/ml。

48 h后弃去上清液，每孔加入MTT溶液20 μl，孵育4 h后吸出

MTT 溶液，每孔加入 DMSO 150 μl，在气浴振荡仪中振荡 10

min使结晶物完全溶解，在570 nm波长处检测OD值。试验重

复3次。以OD值确定TNF-α的造模质量浓度。

2.5 吲哚-2，3-二酮对TNF-α所致A7r5细胞增殖的影响

收集指数生长期A7r5细胞，确定细胞浓度为 1×105 ml－1，

接种到96孔板内，每孔100 μl，24 h细胞贴壁后，将培养基更换

为无血清培养基，24 h后使细胞同步化与G0/G1期。将细胞分

为（1）空白对照组：加入20％ DMEM培养基；（2）模型组：加入

含 5 ng/ml TNF-α的 20％ DMEM 培养基；（3）吲哚-2，3-二酮

组：加入含 5 ng/ml TNF-α和 10－8、10－7、10－6、10－5 mg/ml 吲

哚-2，3-二酮的DMEM培养基。孵育48 h，弃去上清液，每孔加

入 20 μ l MTT 溶液，孵育 4 h 后吸出 MTT 溶液，每孔加入

DMSO 150 μl，在气浴振荡仪中振荡 10 min 使结晶物完全溶

解，在570 nm波长处检测OD值。试验重复3次。

2.6 吲哚-2，3-二酮对TNF-α所致A7r5细胞增殖周期的影响

收集指数生长期A7r5细胞，分组和给药同“2.5”项，孵育

48 h，用 0.25％的胰蛋白酶溶液消化细胞并收集细胞，以预冷

的 PBS溶液洗涤细胞 2次，将细胞重悬于 70％的冰乙醇溶液

中，－20 ℃固定1 h。再将各组细胞用PBS清洗1次，分别加入

500 μl PBS与 5 μl RNA酶于 37 ℃孵育 1 h，加入 5 μl PI染液，

检测各组细胞的周期分布。试验重复3次。

2.7 统计学方法

采用SPSS 17.0 统计软件对数据进行分析。数值均以x±

s表示，组间比较采用方差分析。P＜0.05表示差异具有统计

学意义。

3 结果
3.1 吲哚-2，3-二酮试验质量浓度的确定

结果显示，与对照组比较，10－11、10－10、10－9、10－8、10－7、10－6、

10－5 mg/ml的吲哚-2，3-二酮对A7r5细胞的存活无明显影响，

差异无统计学意义（P＞0.05）。综合考虑，选择吲哚-2，3-二酮

的试验质量浓度为10－8、10－7、10－6、10－5 mg/ml，结果见表1。

表 1 不同质量浓度吲哚-2，3-二酮对A7r5细胞存活的影响

（x±±s，n＝3）

Tab 1 Effects of different concentrations of indol-2，3-dione

on A7r5 cell survival（x±±s，n＝3）

组别
对照组
试验组

吲哚-2，3-二酮质量浓度，mg/ml

10-11

10-10

10-9

10-8

10-7

10-6

10-5

OD值
0.358±0.039

0.352±0.031

0.353±0.029

0.363±0.030

0.365±0.022

0.358±0.027

0.357±0.023

0.350±0.021

3.2 TNF-α造模质量浓度的确定

与空白组比较，0.078、0.156、0.625、2.5、5、10、20、40、80

ng/ml的TNF-α均能增加A7r5细胞的存活，差异具有统计意义

（P＜0.01）。其中5 ng/ml TNF-α与其余质量浓度比较，细胞存

活增加更明显，差异具有统计学意义（P＜0.01）。因此，确定5

ng/ml为TNF-α的造模质量浓度。不同质量浓度TNF-α对A7r5

细胞存活的影响见表2。

表 2 不同质量浓度TNF-α对A7r5细胞存活的影响（ x±±s，

n＝3）

Tab 2 Effects of different concentrations of TNF-α on A7r5

cell survival（x±±s，n＝3）

组别
空白组
TNF-α组

TNF-α质量浓度，ng/ml

0.078

0.156

0.625

2.5

5

10

20

40

80

OD值
0.860±0.035

0.920±0.020＊#

0.916±0.012＊#

0.915±0.018＊#

0.928±0.016＊#

0.975±0.026＊

0.935±0.009＊#

0.921±0.030＊#

0.936±0.024＊#

0.929±0.020＊#

注：与空白组比较，＊P＜0.01；与5 ng/ml比较，#P＜0.01

Note：vs. blank group，＊P＜0.01；vs. 5 ng/ml，#P＜0.01

3.3 A7r5细胞的增殖变化

与空白对照组比较，模型组A7r5细胞的OD值明显增加，

差异具有统计学意义（P＜0.05）。与模型组比较，10－7、10－6、

10－5 mg/ml吲哚-2，3-二酮组A7r5细胞的OD值明显减小，差异

具有统计学意义（P＜0.01或 P＜0.05），其余差异无统计学意

义（P＞0.05）。各组细胞的增殖变化见表3。
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表3 各组细胞的增殖情况（x±±s，n＝3）

Tab 3 The proliferation of cells in each group（x±±s，n＝3）

组别
空白对照组
模型组
吲哚-2，3-二酮组

TNF-α质量浓度，ng/ml

5

5

5

5

5

吲哚-2，3-二酮质量浓度，mg/ml

10-8

10-7

10-6

10-5

OD值
0.149±0.016

0.194±0.035＊

0.174±0.017

0.165±0.010#

0.150±0.012##

0.129±0.011##

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01

Note：vs. blank control group，＊ P＜0.05；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01

3.4 A7r5细胞周期变化

与空白对照组比较，模型组A7r5细胞S期与G2/M期明显

增加，G0/G1 期细胞明显减少，差异具有统计学意义（P＜

0.05）。与模型组比较，10－8 mg/ml吲哚-2，3-二酮组A7r5细胞

G2/M期明显减少，10－7、10－6 mg/ml吲哚-2，3-二酮组S期细胞

均明显减少，差异具有统计学意义（P＜0.05），其余差异无统计

学意义（P＞0.05）。各组细胞的细胞周期分布情况见表4。

表4 各组细胞的细胞周期分布情况（x±±s，n＝3）

Tab 4 Distribution of cell cycle in each group（x±±s，n＝3）

组别

空白对照组
模型组
吲哚-2，3-二酮组

TNF-α质量
浓度，ng/ml

5

5

5

5

5

吲哚-2，3-二酮质
量浓度，mg/ml

10-8

10-7

10-6

10-5

G0/G1，％

86.00±0.06

79.79±1.19＊

82.04±0.21

82.10±0.14

81.86±0.10

79.33±0.75

S，％

4.89±0.10

7.03±2.32＊

6.60±1.02

4.21±0.14#

5.36±0.11#

6.40±0.34

G2/M，％

9.19±1.05

13.78±1.15＊

11.12±0.98#

13.68±2.01

12.84±1.48

14.33±1.64

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05

Note：vs. blank control group，＊P＜0.05；vs. model group，#P＜0.05

4 讨论
血管平滑肌细胞的移行和过度增殖在动脉粥样硬化发生

和发展过程中起着关键的作用[6]。当血管内皮细胞损伤时，释

放大量的TNF-α、IL-6等炎性因子。在其刺激下，血管平滑肌

细胞、内皮细胞和巨噬细胞可以合成并分泌大量的纤维母细

胞生长因子、血小板源性生长因子等生长因子，使内膜平滑肌

细胞增殖，中膜平滑肌细胞迁移至内皮下间隙，摄取脂质，逐

步形成泡沫细胞，产生胶原、弹性纤维及蛋白多糖等，最终形

成动脉粥样硬化。

本文用不同质量浓度的吲哚-2，3-二酮处理平滑肌 A7r5

细胞，观察其对A7r5细胞的增殖有无影响，从而为后续研究的

试验质量浓度确定提供依据。本试验结果表明，吲哚-2，3-二

酮在高质量浓度（10－5 mg/ml）时，对细胞增殖无影响。结合对

吲哚-2，3-二酮的其他药理作用的研究结果[4]，选用10－8、10－7、

10－6、10－5 mg/ml这4个质量浓度作为本文中吲哚-2，3-二酮的

试验质量浓度。

TNF-α是一种重要的前炎性细胞因子，出现在炎症早期，

呈现出趋化、活化中性粒细胞及单核细胞，促进血管内皮细胞

表达黏附分子等多种生物学活性，还能增加平滑肌细胞表达

E-selectin，从而促进动脉粥样硬化斑块形成[7]。本试验采用不

同质量浓度的TNF-α处理平滑肌A7r5细胞，观测其对A7r5细

胞增殖的影响。结果表明，各质量浓度TNF-α均能明显促进

A7r5细胞的增殖，以TNF-α 5 ng/ml促增殖作用最为明显，因

此最终确定5 ng/ml为TNF-α造模质量浓度。结合对吲哚-2，3-

二酮最大无毒浓度的探究，探讨吲哚-2，3-二酮拮抗TNF-α诱

导平滑肌细胞增殖的作用。结果表明，吲哚-2，3-二酮对5 ng/ml

TNF-α诱导的 A7r5细胞的增殖有明显的抑制作用，提示吲

哚-2，3-二酮抗动脉粥样硬化炎性反应的作用机制与抑制平滑

肌细胞的增殖有关。

据报道，调控细胞周期也是控制细胞增殖的关键环节之

一[8-9]。本试验采用5 ng/ml TNF-α诱导A7r5细胞增殖，同时用

不同质量浓度的吲哚-2，3-二酮进行干预，观测其对A7r5细胞

周期的影响。结果表明，TNF-α可增加A7r5细胞S期和G2/M

期的比例，即促进 A7r5细胞的增殖。经吲哚-2，3-二酮干预

后，部分G2/M期、S期细胞比例下降，使细胞增殖周期停滞于

G0/G1期，从而抑制A7r5细胞的增殖。这提示吲哚-2，3-二酮抑

制A7r5细胞增殖的作用可能与阻止细胞周期有关。

本文从细胞水平初步研究表明，吲哚-2，3-二酮对TNF-α

所致血管平滑肌细胞增殖和细胞周期具有抑制作用，为进一步

寻找天然低毒的抗动脉粥样硬化药物提供了参考。
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