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　　 【摘要】目的　研究缬沙坦对血管紧张素Ⅱ诱导的血管平滑肌细胞凋亡的影响，并探讨其机
制是否与激活腺苷酸活蛋白激酶相关。方法　将大鼠胸主动脉平滑肌细胞 （Ａ７ｒ５）分为５组：①
对照 （ＤＭＳＯ）组、②血管紧张素Ⅱ （ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ，ＡｎｇⅡ）１００μｍｏｌ／Ｌ组、③血管紧张素Ⅱ
１００μｍｏｌ／Ｌ＋缬沙坦 （ｖａｌｓａｒｔａｎ，Ｖａｌ）１０μｍｏｌ／Ｌ组、④血管紧张素Ⅱ １００μｍｏｌ／Ｌ＋缬沙坦 １０
μｍｏｌ／Ｌ＋复合物Ｃ（ＣｏｍｐｏｕｄＣ，ＣｏｍｐＣ）１μｍｏｌ／Ｌ组、⑤血管紧张素Ⅱ１００μｍｏｌ／Ｌ＋５氨基咪哇
４甲酞胺核糖核普酸 （ＡＩＣＡＲ）１００μｍｏｌ／Ｌ组，各组细胞予以相应药物处理２４ｈ后，用分光光度法
检测细胞内Ｃａｓｐａｓｅ３活性；流式细胞术检测细胞凋亡率；蛋白印迹法检测细胞内ＡＭＰＫ总蛋白及
磷酸化水平的变化；免疫荧光法检测细胞内活性氧 （ＲＯＳ）的含量；ＷＳＴ１法检测细胞内总超氧化
物歧化酶 （ＳＯＤ）活性；ＴＢＡ法检测细胞内丙二醛 （ＭＤＡ）活性。多组定量资料比较采用单因素
方差分析，组间多重比较采用ＬＳＤｔ。结果　与对照组相比，ＡｎｇⅡ组细胞凋亡率增加 ［（４５４６±
１５４０）％和 （１８８±３２８）％，Ｐ＝０００２］，细胞内ＲＯＳ的生成增加 ［（９２４±０４６）和 （１００±
０００），Ｐ＜００１］，Ｃａｓｐａｓｅ３活性增加 ［（３５０３±３５４）和 （１３３３±１７９），Ｐ＜００１］、ＭＤＡ活
性增加 ［（４３２±０７３）和 （２０５±０１８），Ｐ＜００１］，细胞内ＡＭＰＫ的磷酸化水平降低，ＳＯＤ活
性降低 ［（９０２９±１４７３）和 （１３６０２±１８８２），Ｐ＝０００１］；与ＡｎｇⅡ组相比，ＡｎｇⅡ＋Ｖａｌ组和
ＡｎｇⅡ ＋ＡＩＣＡＲ组细胞凋亡率降低 ［（２４９１±８４６）％和 （４５４６±１５４０）％，Ｐ＝００３１］；
［（２７９０±４３９）％和 （４５４６±１５４０）％，Ｐ＝００３８］，两组细胞内 ＲＯＳ的生成降低 ［（２３７±
００５）和 （９２４±０４６），Ｐ＜００１］；［（２７９±０３１）和 （９２４±０４６），Ｐ＜００１）］，Ｃａｓｐａｓｅ３
活性降低 ［（１８０８±２６９）和 （３５０３±３５４），Ｐ＜００１］；［（２７８３±３５６）和 （３５０３±３５４），
Ｐ＝０００２］，ＭＤＡ活性降低 ［（３２５±０５５）和 （４３２±０７３），Ｐ＝００１７］；［（３４６±０６０）和
（４３２±０７３），Ｐ＝００４７］，ＡＭＰＫ的磷酸化水平增加，ＳＯＤ活性增加 ［（１４０７１±２０２７）和
（９０２９±１４７３），Ｐ＜００１］；［（１１６７３±１７９６）和 （９０２９±１４７３），Ｐ＝００２９］；与 ＡｎｇⅡ ＋
Ｖａｌ组相比，ＡｎｇⅡ＋Ｖａｌ＋ＣｏｍｐＣ组细胞凋亡率增加 ［（４３８４±１２００）％和 （２４９１±８４６）％，Ｐ
＝００４３］，细胞内ＲＯＳ的生成增加 ［（４６４±０１５）和 （２３７±００５），Ｐ＜００１］，Ｃａｓｐａｓｅ３活性
增加 ［（２５６４±３５２）和 （１８０８±２６９），Ｐ＝００１１］，ＭＤＡ活性增加 ［（５１２±０９２）和 （３２５
±０５５），Ｐ＜００１］，细胞内 ＡＭＰＫ的磷酸化水平下降，ＳＯＤ活性下降 ［（９９４８±１６５９）和
（９０２９±１４７３），Ｐ＝０００２］。结论　缬沙坦可以抑制血管紧张素Ⅱ诱导的血管平滑肌细胞凋亡，
其机制可能与调节细胞内ＡＭＰＫ的磷酸化水平和ＲＯＳ、ＳＯＤ、ＭＤＡ的活性相关
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ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＥｍｅｒｇｅｎｃｙＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＨｅｎａｎＰｒｏｖｉｎｃｉａｌＰｅｏｐｌｅ＇ｓＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ４５０００３，Ｃｈｉｎａ
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｉｍｐａｃｔｓｏｆｖａｌｓａｒｔａｎｏｎｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙ
ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ ｉｎｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ａｎｄｄｉｓｃｕｓｓｗｈｅｔｈｅｒｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｉｓｒｅｌｅｖａｎｔｔｏＡＭＰ
ＡｃｔｉｖａｔｅｄＰｒｏｔｅｉｎＫｉｎａｓｅｓＭｅｔｈｏｄｓ　Ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ（Ａ７ｒ５）ｗｅｒｅｄｅｓｉｇｎａｔｅｄｔｏ５ｇｒｏｕｐｓ：
①ｃｏｎｔｒｏｌ（ＤＭＳＯ）ｇｒｏｕｐ，②ＡｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ （ＡｎｇⅡ）１００μｍｏｌ／Ｌｇｒｏｕｐ，③ＡｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ１００μｍｏｌ／
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Ｌ＋ｖａｌｓａｒｔａｎ１０μｍｏｌ／Ｌｇｒｏｕｐ，④ＡｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ １００μｍｏｌ／Ｌ＋ｖａｌｓａｒｔａｎ１０μｍｏｌ／Ｌ＋ｃｏｍｐｏｕｎｄＣ１
μｍｏｌ／Ｌ ｇｒｏｕｐ，⑤ Ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ Ⅱ １００ μｍｏｌ／Ｌ ＋５Ａｍｉｎｏｉｍｉｄａｚｏｌｅ４ｅａｒｂｏｘａｍｉｄｅｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ
（ＡＩＣＡＲ）１００μｍｏｌ／Ｌｇｒｏｕｐ，ａｆｔｅｒ２４ｈｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ，ｔｈｅｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＣａｓｐａｓｅ３ｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙ
ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｙ，ｔｈｅｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｗｅｒｅｅｎｕｍｅｒａｔｅｄｂｙｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ｔｈｅｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＡＭＰＡｃｔｉｖａｔｅｄ
ＰｒｏｔｅｉｎＫｉｎａｓｅｓ（ＡＭＰＫ）ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎａｎｄｔｏｔａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｑｕａｎｔｉｔｙｗｅｒｅｅｘａｍｉｎｅｄｂｙｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ｔｈｅ
ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ（ＲＯＳ）ｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｂｅＤＣＦＨＤＡ，ｔｈｅｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｏｔａｌｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ（ＳＯＤ）ｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＷＳＴ１ｍｅｔｈｏｄ，ｔｈｅｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ
Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ（ＭＤＡ）ｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＴＢＡｍｅｔｈｏｄＴｗｏｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｃｏｍｐａｒｅｄｂｙｕｓｉｎｇＳｔｕｄｅｎｔｔｔｅｓｔ
ＤｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｍｏｎｇｍｕｌｔｉｐｌｅｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｅｖａｌｕａｔｅｄｂｙＡＮＯＶＡＲｅｓｕｌｔｓ　Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ
ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＡｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ ｇｒｏｕｐｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ［（４５４６±１５４０）％ ｖｓ（１８８±３２８）％，Ｐ＝
０００２］，ｔｈｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆＲＯＳｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ［（９２４±０４６）ｖｓ（１００±０００），Ｐ＜００１］，ｔｈｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＣａｓｐａｓｅ３ｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ［（３５０３±３５４）ｖｓ（１３３３±１７９），Ｐ＜００１］，ｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ
ＭＤＡｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ［（４３２±０７３）ｖｓ（２０５±０１８），Ｐ＜００１）］，ｔｈｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆＡＭＰＫｗａｓ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳＯＤｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ［（９０２９±１４７３）ｖｓ（１３６０２±１８８２），Ｐ＝０００１］；
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＡｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＡｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ＋ｖａｌｓａｒｔａｎｇｒｏｕｐａｎｄＡｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ
Ⅱ＋ＡＩＣＡＲｇｒｏｕｐｗｅｒｅｄｅｃｒｅａｓｅｄ［（２４９１±８４６）％ ｖｓ（４５４６±１５４０）％，Ｐ＝００３１］；［（２７９０
±４３９）％ ｖｓ（４５４６±１５４０）％，Ｐ＝００３８］，ｔｈｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆＲＯＳｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ［（２３７±００５）
ｖｓ（９２４±０４６），Ｐ＜００１］； ［（２７９±０３１）ｖｓ（９２４±０４６），Ｐ＜００１］，ｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ
Ｃａｓｐａｓｅ３ｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ［（１８０８±２６９）ｖｓ（３５０３±３５４），Ｐ＜００１］； ［（２７８３±３５６）ｖｓ
（３５０３±３５４），Ｐ＝０００２］，ｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＭＤＡｗｅｒｅｄｅｃｒｅａｓｅｄ［（３２５±０５５）ｖｓ（４３２±０７３），
Ｐ＝００１７］； ［（３４６±０６０）ｖｓ（４３２±０７３），Ｐ＝００４７］，ｔｈｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆＡＭＰＫｗａｓ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳＯＤｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ［（１４０７１±２０２７）ｖｓ（９０２９±１４７３），Ｐ＜００１］；
［（１１６７３±１７９６）ｖｓ（９０２９±１４７３），Ｐ＝００２９］；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＡｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ ＋ｖａｌｓａｒｎｔａｎ
ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＡｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ ＋ｖａｌｓａｒｔａｎ＋ｃｏｍｐｏｕｎｄＣｇｒｏｕｐｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ［（４３８４±
１２００）％ ｖｓ（２４９１±８４６）％，Ｐ＝００４３］，ｔｈｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆＲＯＳｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ［（４６４±０１５）ｖｓ
（２３７±００５），Ｐ＜００１］，ｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＣａｓｐａｓｅ３ｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ［（２５６４±３５２）ｖｓ（１８０８±
２６９），Ｐ＝００１１］，ｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＭＤＡｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ［（５１２±０９２）ｖｓ（３２５±０５５），Ｐ＜
００１］，ｔｈｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆＡＭＰＫｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳＯＤｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ［（９９４８±１６５９）
ｖｓ（９０２９±１４７３），Ｐ＝０００２）］Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＶａｌｓａｒｔａｎｃｏｕｌｄｉｎｈｉｂｉｔａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡｉｎｄｕｃｅｄ
ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｖｉａａｃｔｉｖａｔｉｎｇＡＭＰＫ，ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇｔｈｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆＲＯＳａｎｄｔｈｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＭＤＡ，ｅｌｅｖａｔｉｎｇｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳＯＤ

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】Ｖａｌｓａｒｔａｎ；ＡｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ；Ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌ；Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ＡＭＰＡｃｔｉｖａｔｅｄ
ＰｒｏｔｅｉｎＫｉｎａｓｅｓ；Ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ；Ｔｏｔａｌｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ；Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ

　　在动脉粥样硬化晚期，平滑肌细胞的异常凋亡
将引起粥样硬化斑块破裂，导致急性冠脉综合征的

发生［１］。血管紧张素Ⅱ （ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ，ＡｎｇⅡ）
可以通过增加细胞内活性氧的合成诱导血管平滑肌

细胞的凋亡［２３］。而腺苷酸活化蛋白 （ＡＭＰＫ）可
以抑制血管平滑肌细胞内活性氧的生成［４］，ＡＭＰＫ
活性增加可以降低气道平滑肌细胞的凋亡［５］。缬

沙坦是临床常用血管紧张素Ⅱ受体拮抗剂，具有多
种心血管保护作用［６］，但有研究表明，缬沙坦的

部分药理作用可能与激活细胞内的 ＡＭＰＫ相
关［７８］。但是，目前仍不明确缬沙坦能否通过激活

ＡＭＰＫ抑制血管紧张素Ⅱ诱导的血管平滑肌细胞凋
亡。本课题研究了缬沙坦对血管紧张素Ⅱ诱导的血
管平滑肌细胞凋亡的影响及其相关分子机制。

１　材料与方法

１１　材料和主要试剂
大鼠胸主动脉平滑肌细胞株 Ａ７ｒ５（上海中科

院细胞库）；血管紧张素Ⅱ、缬沙坦原粉 （大连美

仑生物技术有限公司）；ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ、ＡＩＣＡＲ（美
国Ｓｉｇｍａ公司）；ＤＭＥＭ高糖培养基 （以色列ＢＩ公
司）；优质胎牛血清 （兰州百灵生物技术有限公

司）；ＰｈｏｓｐｈｏＡＭＰＫα （Ｔｈｒ１７２）、ＡＭＰＫα抗体
（美国 ＣＳＴ公司）；Ｃａｓｐａｓｅ３活性检测试剂盒、
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞凋亡检测试剂盒、活性氧检测
试剂盒 （上海碧云天生物技术有限公司）；总超氧

化物歧化酶 （ＳＯＤ）测定试剂盒、丙二醛 （ＭＤＡ）
测定试剂盒 （南京建成生物工程研究所）。
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１２　细胞培养
大鼠胸主动脉平滑肌细胞株 （Ａ７ｒ５）培养在

含１０％胎牛血清的高糖 ＤＭＥＭ培养基中，至于
３７℃、含５％ ＣＯ２的培养箱中，３ｄ换液一次，细
胞长至８０％时，予以１∶２传代处理。实验所用细
胞，均为状态良好的对数生长期细胞。

１３　实验分组
将血管平滑肌细胞分为：①对照 （ＤＭＳＯ）

组、②ＡｎｇⅡ组、③ＡｎｇⅡ ＋Ｖａｌ组、④ＡｎｇⅡ ＋
Ｖａｌ＋ＣｏｍｐＣ组、⑤ＡｎｇⅡ ＋ＡＩＣＡＲ组，各组细
胞予以相应药物处理２４ｈ，其中③组提前加入 Ｖａｌ
干预３０ｍｉｎ；④组提前加入 Ｖａｌ和 ＣｏｍｐＣ干预３０
ｍｉｎ；⑤组提前加入ＡＩＣＡＲ干预３０ｍｉｎ。
１４　Ｃａｓｐａｓｅ３活性检测

各组细胞相应药物处理２４ｈ后，消化，离心
收集细胞，加入裂解液，冰浴裂解１５ｍｉｎ，离心，
将上清液转移至预冷的离心管中。立即用酶标仪

（美国 ＴｈｅｒｍｏＳＣＩＥＮＴＩＦＩＣ公司）检测各组细胞的
吸光度值，并用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定各组细胞的蛋白浓
度，最后计算得出各组细胞的Ｃａｓｐａｓｅ３活性。
１５　流式细胞术检测细胞的凋亡率

各组细胞相应药物处理２４ｈ后，消化，离心
收集细胞，用 ＰＢＳ洗涤后重悬，取 １０万重悬细
胞，离心后加入１９５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ结合液轻轻
重悬细胞，再依次加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和１０
μｌ碘化丙啶染色液，室温避光孵育１５ｍｉｎ后上流
式细胞仪 （美国 ＴｈｅｒｍｏＳＣＩＥＮＴＩＦＩＣ公司）检测。
１６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测总蛋白及磷酸化水平

每样品取３０μｇ总蛋白上样，ＳＤＳＰＡＧＥ胶电
泳，转膜 （ＰＶＤＦ膜 ９０Ｖ２ｈ），５％脱脂牛奶室温
封闭２ｈ，相应一抗 （１∶１０００稀释）孵育 （４℃
过夜），ＴＢＳＴ洗膜４次，每次５ｍｉｎ，二抗 （１∶２
０００稀释）室温孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜，同前，将膜
置于 ＩｍａｇｅＱｕａｎｔＬＡＳ４０００机器 （美国 ＧＥ公司）
中，加入超敏ＥＣＬ化学发光液，进行曝光。
１７　免疫荧光法检测细胞内活性氧的含量

各组细胞相应药物处理２４ｈ后，去除６孔板
中的培养基，每孔加入１ｍＬ浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ的
ＤＣＦＨＤＡ。置于培养箱中 ３０ｍｉｎ。用不含血清的
培养基清洗细胞三次。然后用荧光显微镜 （日本

ＯＬＹＭＰＵＳ公司）观察各组细胞内荧光强弱，拍
照，用软件ＩｍａｇｅＪ１４４ｐ分析荧光值。
１８　细胞内总超氧化物歧化酶 （ＳＯＤ）、丙二醛

（ＭＤＡ）活性检测
各组细胞相应药物处理２４ｈ后，消化，离心

收集细胞，加入裂解液，冰浴裂解１５ｍｉｎ，离心，
将上清液转移至预冷的离心管中。按照试剂盒说明

书步骤，用ＷＳＴ１法检测ＳＯＤ活性，用 ＴＢＡ法检
测ＭＤＡ活性。并用ＢＣＡ法测定各组细胞的蛋白浓
度，最后计算得出各组细胞内的ＳＯＤ、ＭＤＡ活性。
１９　统计学方法

用ＳＰＳＳ２１０统计软件进行数据分析。数据均
采用均数±标准差 （ｘ±ｓ）表示，多组定量资料比
较采用单因素方差分析，组间多重比较采用最小有

意义差异法 （ＬＳＤｔ法），以 Ｐ＜００５为差异有统
计学意义。

２　结果

２１　缬沙坦抑制血管紧张素Ⅱ诱导的血管平滑肌
细胞凋亡

如图１所示，与对照组相比，ＡｎｇⅡ处理血管
平滑肌细胞２４ｈ后显著增加细胞内的Ｃａｓｐａｓｅ３的
活性 （Ｐ＜００１）和细胞的凋亡率 （Ｐ＝０００２）。
缬沙坦、ＡＩＣＡＲ（ＡＭＰＫ激活剂）均可显著抑制血
管平滑肌细胞内 Ｃａｓｐａｓｅ３活性 （Ｐ＜００１；Ｐ＝
０００２）和细胞凋亡率的增加 （Ｐ＝００３１；Ｐ＝
００３８）。但是 ＣｏｍｐＣ（ＡＭＰＫ抑制剂）却可以减
弱缬沙坦对细胞内 Ｃａｓｐａｓｅ３的活性 （Ｐ＝００１１）
和细胞凋亡率的影响 （Ｐ＝００４３）。
２２　缬沙坦增加血管平滑肌细胞内ＡＭＰＫ的磷酸

化水平

如图２Ａ所示，缬沙坦处理血管平滑肌细胞２４
ｈ后可以剂量依赖性增加细胞内ＡＭＰＫ的磷酸化水
平。如图２Ｂ所示，ＡｎｇⅡ处理血管平滑肌细胞２４
ｈ后可以降低细胞内 ＡＭＰＫ的磷酸化水平，缬沙
坦、ＡＩＣＡＲ（ＡＭＰＫ激活剂）均可显著抑制平滑肌
细胞内ＡＭＰＫ磷酸化水平的降低。ＣｏｍｐＣ（ＡＭＰＫ
抑制剂）显著抑制缬沙坦增加细胞内 ＡＭＰＫ的磷
酸化表达。

２３　缬沙坦抑制血管紧张素Ⅱ增加血管平滑肌细
胞内活性氧的合成

用免疫荧光法检测细胞内的活性氧 （ＲＯＳ）含
量。将各组细胞内荧光强度与对照组细胞内的荧光

强度的比值，作为各组细胞内的相对活性氧含量。

如图３所示，与对照组相比，ＡｎｇⅡ处理血管平滑
肌细胞２４ｈ后显著增加细胞内的活性氧含量 （Ｐ＜
００１）。缬沙坦、ＡＩＣＡＲ（ＡＭＰＫ激活剂）均可显
著抑制平滑肌细胞内活性氧的合成 （Ｐ＜００１；Ｐ
＜００１）。但是ＣｏｍｐＣ（ＡＭＰＫ抑制剂）却可以减
弱缬沙坦的抗活性氧合成能力 （Ｐ＜００１）。
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２４　缬沙坦抑制血管紧张素Ⅱ对血管平滑肌细胞
内总超氧化物歧化酶和丙二醛活性的影响

与对照组相比，ＡｎｇⅡ处理血管平滑肌细胞
２４ｈ后显著降低细胞内的 ＳＯＤ活性 （Ｐ＝０００１），
增加细胞内的 ＭＤＡ的活性 （Ｐ＜００１）。缬沙坦、
ＡＩＣＡＲ（ＡＭＰＫ激活剂）均可显著抑制平滑肌细胞

内 ＳＯＤ活性的降低 （Ｐ＜００１；Ｐ＝００２９）和
ＭＤＡ活性的增加 （Ｐ＝００１７；Ｐ＝００４７）。
ＣｏｍｐＣ（ＡＭＰＫ抑制剂）可以减弱缬沙坦对细胞内
ＳＯＤ（Ｐ＝０００２）和 ＭＤＡ活性的影响 （Ｐ＜
００１）。见图４。

　　与对照组相比，ａＰ＜００１，与ＡｎｇⅡ组相比，ｂＰ＜００５，ｂＰ＜００１，与ＡｎｇⅡ＋Ｖａｌ组相比，ｃＰ＜００５

图１　血管紧张素Ⅱ、缬沙坦对血管平滑肌细胞内Ｃａｓｐａｓｅ３活性和细胞凋亡率的影响

Ｆｉｇ１　 ＥｆｆｅｃｔｏｆａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ ａｎｄｖａｌｓａｒｔａｎｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＣａｓｐａｓｅ３ｉｎｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ

图２　血管紧张素Ⅱ、缬沙坦对血管平滑肌细胞内ＡＭＰＫ的磷酸化

和总蛋白水平的影响

Ｆｉｇ ２　 Ａ　 Ｄｏｓｅｅｆｆｅｃｔｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆｖａｌｓａｒｔａｎ ｏｎ ＡＭＰＫ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅ

ｃｅｌｌｓＢ　ＥｆｆｅｃｔｏｆａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ ａｎｄｖａｌｓａｒｔａｎｏｎＡＭＰＫ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅ

ｃｅｌｌｓ

　　与对照组相比，ａＰ＜００１；与ＡｎｇⅡ组相比，ｂＰ＜００１；与Ａｎｇ
Ⅱ＋Ｖａｌ组相比，ｃＰ＜００１
图３　血管紧张素Ⅱ、缬沙坦对血管平滑肌细胞内活性氧合成的影响
Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ ａｎｄｖａｌｓａｒｔａｎｏｎｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆＲＯＳｉｎ

ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ
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　　与对照组相比，ａＰ＜００１，与 ＡｎｇⅡ组相比，ｂＰ＜００５，ｂＰ＜

００１；与ＡｎｇⅡ＋Ｖａｌ组相比，ｃＰ＜００１。

图４　血管紧张素Ⅱ、缬沙坦对血管平滑肌细胞内 ＳＯＤ、ＭＤＡ活

性的影响。
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ＭＤＡｉｎｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ

３　讨论

动脉粥样硬化是引起慢性缺血性心血管病的重

要病理改变。血管平滑肌细胞的异常增殖、迁移和

凋亡，在动脉粥样硬化的形成和发展中具有重要作

用。研究表明，我国急性心梗患者发病率正逐年上

升［９］，冠心病患者发生急性心梗后，血液内血管

紧张素Ⅱ （ＡｎｇⅡ）的浓度明显升高［１０１１］，而高

浓度的ＡｎｇⅡ可以通过增加细胞内活性氧 （ＲＯＳ）
的合成诱导血管平滑肌细胞的凋亡［２３］，平滑肌细

胞的异常凋亡又将引起粥样硬化斑块破裂，导致急

性冠脉综合征的发生［１］，从而形成恶性循环，影

响冠心病患者的预后。因此抑制血管平滑肌细胞的

异常凋亡对改善急性冠脉综合征患者的预后具有重

要意义。

本研究发现，血管紧张素Ⅱ可以降低细胞内总
超氧化物歧化酶 （ＳＯＤ）的活性、增加丙二醛
（ＭＤＡ）的活性和活性氧的生成，并增加细胞内
Ｃａｓｐａｓｅ３的活性，从而促进细胞的凋亡。

研究表明，活化的 ＡＭＰＫ可以降低细胞内活
性氧的合成，发挥细胞保护作用［４，１２］。本研究用

ＡＩＣＡＲ（ＡＭＰＫ激活剂）预处理血管平滑肌细胞可
以显著抑制血管紧张素Ⅱ对细胞内 ＳＯＤ、ＭＤＡ、
Ｃａｓｐａｓｅ３活性和活性氧合成的影响，这提示活化
的ＡＭＰＫ可以通过降低活性氧的合成抑制血管紧
张素Ⅱ诱导的血管平滑肌细胞凋亡。

缬沙坦是临床常用的血管紧张素Ⅱ １型受体
（ＡＴ１Ｒ）拮抗剂之一，可以竞争性抑制 ＡｎｇⅡ与
ＡＴ１Ｒ的结合，从而发挥降压、改善动脉粥样硬化
形成的作用。尽管目前普遍认为缬沙坦的药理作用

与拮抗ＡＴ１Ｒ相关，但是仍有研究表明缬沙坦的
部分药理作用并不依赖于拮抗 ＡＴ１Ｒ［１３］。另外 Ｈａ
等［１４］研究表明，缬沙坦可以通过激活腺苷酸活化

蛋白激酶 （ＡＭＰＫ）抑制ＴＨＰ１细胞内组织因子的
表达，且该作用不依赖于拮抗ＡＴ１Ｒ。基于上述认
识，本研究发现，缬沙坦可以剂量依赖性增加血管

平滑肌细胞内 ＡＭＰＫ的磷酸化水平，并可以抑制
ＡｎｇⅡ诱导的血管平滑肌细胞凋亡，其机制可能与
激活ＡＭＰＫ相关。但是 Ｔｅａ等［１５］研究表明，使用

缬沙坦处理自发性高血压模型大鼠２周，可以增加
大鼠血液内 ＡｎｇⅡ的水平，而增加的 ＡｎｇⅡ可以
通过与ＡＴ２Ｒ结合，从而导致大鼠主动脉壁内平
滑肌细胞的凋亡增加。因此，笔者推断冠心病患者

发生急性心梗后，因血液内 ＡｎｇⅡ的浓度明显升
高［１０１１］，短期内应用缬沙坦可以降低血管壁内平

滑肌细胞的凋亡，但若长期使用缬沙坦可能会反馈

性增加血液内 ＡｎｇⅡ的水平，从而导致血管平滑
肌细胞的凋亡增加，但该假设仍需进一步研究验

证。

尽管本研究并未排除缬沙坦通过拮抗 ＡＴ１Ｒ
发挥的药理作用，但仍可以从既得结果中得出结

论，缬沙坦可以通过激活 ＡＭＰＫ抑制血管紧张素
Ⅱ诱导的血管平滑肌细胞凋亡，部分解释了缬沙坦
在发挥降压作用的同时抑制动脉粥样硬化发生发

展，改善急性冠脉综合征患者预后的可能机制。
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　　脑组织结构复杂且具有特异性，特别是血脑屏障
（ｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）的存在使得许多药物难以进入
脑组织发挥作用。确定一种药物能否治疗颅内感染，是否

具有较好的ＢＢＢ透过率是很重要的。２００４年美国传染病学
会 （ＩＤＳＡ）脑膜炎治疗指南推荐［１］，万古霉素作为术后治

疗耐甲氧西林金黄色葡萄球菌 （ＭＲＳＡ）颅内感染的抗菌
药物，但其在ＢＢＢ中透过率仅为１８％左右［２］。因此，万古

霉素在颅内能否达到有效治疗浓度是有争议的。而利奈唑

胺作为新型抗菌药物，对 ＭＲＳＡ等革兰阳性菌同样具有较
强抗菌活性，而且在脑脊液中浓度较高，对利奈唑胺渗透

进入革兰阳性菌感染及神经外科术后患者脑脊液的研究发

现其ＢＢＢ透过率达７０％左右［３４］。但这些研究多局限于体

内研究，由于危重感染者病情的复杂性及术后ＢＢＢ破坏等
一些病理生理改变必然会影响药物在体内分布，因此，体

内研究所得到药物透过ＢＢＢ参数变异常常很大，而且目前
对利奈唑胺治疗颅内感染多局限于个案报道，没有临床数

据对万古霉素和利奈唑胺治疗颅内感染疗效比较。故建立

良好的体外ＢＢＢ模型以排除各种干扰因素，首先进行万古
霉素和利奈唑胺体外ＢＢＢ透过率比较，有益于为临床药物
疗效评价提供试验依据。

１　材料与方法

１１　材料和试剂
ＨＵＶＥＣ，Ｃ６细胞购于中国科学院上海生命科学研究院

细胞资源中心；ＲＰＭＩ１６４０培养基 （Ｇｉｂｃｏ）；胎牛血清
（Ｈｙｃｌｏｎｅ）；福司可林 （美仑生物）；Ｒｏ２０１７２４（Ａｂｃａｍ）；
液相相关试剂 （甲醇，甲酸，乙腈，乙酸铵等）（Ｔｈｅｒｍｏｓ
ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）；利奈唑胺 （辉瑞制药有限公司），万古

霉素 （美国礼来公司）。

１２　仪器
细胞培养箱 （Ｔｈｅｒｍｏｓ）；ＭｉｌｌｉｃｅｌｌＲＥＲＳ２（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）；

Ａｇｉｌｅｎｔ１２００型液相色谱系统 （ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）；
ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＳＢＣ１８色谱柱 （１５ｃｍ×０４ｃｍ，５μｍ）
（ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）；电 子 分 析 天 平ＡＴ２６１ 型
（Ｍｅｔｔｌｅｒ）；台式高速离心机 （Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）；ｐＨ计ｐＨｓ２５
型 （上海精科雷磁仪器厂）；超声机ＨＳ１０２６０Ｄ 型
（ＢＥＮＣＨＴＯＰ）。
１３　试剂配制

两种药物标准储备液：准确称取一定含量的两种药物

标准品于 ５０ｍＬ容量瓶中，用甲醇溶解、定容，得到 １
ｍｇ／ｍＬ的标准储备液，置于 ４℃冰箱中保存。临用前用水
配成 ００５、０１、０２、０４、０６ｍｇ／ｍＬ系列浓度的标准溶
液。

１４　实验方法
１４１　细胞培养　ＨＵＶＥＣ，Ｃ６细胞培养于含 １０％ ＦＢＳ的
ＲＰＭＩ１６４０完全培养基中，３７℃，５％ ＣＯ２饱和湿度下培养，
０２５％胰酶消化，取对数生长期细胞用于实验。

·００９· 中华急诊医学杂志２０１７年８月第２６卷第８期ＣｈｉｎＪＥｍｅｒｇＭｅｄ，Ａｕｇｕｓｔ２０１７，Ｖｏｌ２６，Ｎｏ８


