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摘要!目的 观察阿司匹林对体外培养的血管内皮细胞的增殖和磷酸化 A++\+" 丝裂素活化蛋白激酶!]Y>9"表达的影

响% 方法 体外培养血管内皮细胞株 PI^%$+#应用 ’&"&-&’$RJJ?H\_ 的阿司匹林分别作用并设立对照进行比较#采用

].G\>PG 法确定 PI^%$+ 细胞的增殖状态% 利用 A++\+" 磷酸化抗 ]Y>9 抗体的蛋白免疫印迹法测定磷酸化 A++\+"R
]Y>9 蛋白表达% 结果 各组的细胞增殖率分别为对照组 ’U-%%!$U"(,#阿司匹林 ’RJJ?H\_ 组 ’U"-%!$U""-#"RJJ?H\_ 组

$UM-%!$U’+M#-RJJ?H\_ 组 $UN$(!$U’"-#’$RJJ?H\_ 组 $U+-M!$U’$N%统计分析显示低至 ’RJJ?H\_ 的阿司匹林仍能明显抑

制 PI^%$+ 细胞的增殖!!‘$U$-"#并呈现剂量依赖性% 阿司匹林对 PI^%$+ 细胞的磷酸化 A++\A+"R]Y>9 表达有显著

的抑制作用!!‘$U$-"% 结论 阿司匹林对体外培养的血管内皮细胞的增殖和内皮细胞中磷酸化 A++\+"R]Y>9 的表达均

有明显的抑制作用%
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RRRRRRRR血管内皮功能障碍和炎症反应是动脉粥样硬化

发生发展的主要病理基础之一(’#")% 阿司匹林在目前

临床上广泛应用于血管疾病包括缺血性心脏病和缺

血性脑卒中的一级和二级预防#也是抗血小板药物治

疗的基础(%)% 阿司匹林除了目前了解最多的抗血小板

聚集的作用外#还具有抑制炎症&影响纤维蛋白的形

成&使纤维蛋白结构松散&对一氧化氮生成的影响&抗

动脉粥样硬化&抗氧化以及对抗自由基&增加铁蛋白

的合成以及改善动脉粥样硬化病变血管内皮细胞功

能不全等非血小板作用 (+)% ]8<<8 等(-)报告一定剂量

的阿司匹林通过抑制细胞周期素依赖性激酶从而抑

制了血管平滑肌细胞的增殖% 丝裂素活化蛋白激酶

!]Y>9"通过磷酸化激活多种转录因子#影响基因表

达# 调节细胞增殖% A++\+" 是 ]Y>9 的重要成员之

一%本研究探讨阿司匹林对体外培养的血管内皮细胞

增殖及对内皮细胞磷酸化 A++\+"R]Y>9 蛋白表达的

影响#以进一步从细胞水平上阐述阿司匹林对动脉粥

样硬化血管的保护作用%
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图 !""阿司匹林对血管内皮细胞磷酸化 #$$%$!"&’() 蛋

白表达的影响
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图 /77阿司匹林对血管内皮细胞增殖的影响
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/""材料和方法

/F/""材料

血管内皮细胞株 P1QC>$ 购于 ’R11!’?.4;@,-"
RB#."1I53I4."1255.@3;2-"#一次性培养瓶和 SM 孔板购

于 124-;-H"公司$ /M$> 培养基和胎牛血清购于 T;U@2
公司# 胰蛋白酶购于 ’?4.8@2 公司# 阿司匹林购于

V;H?, 公司#1.55R;3.47SM7’88,B7&RV%(PV 试剂盒购于

美国 (42?.H,7公司$ 其它试剂均为国产分析纯$
/F!77细胞培养

P1QC>$ 细胞于含 />W胎牛血清的 /M$> 培养基

中#置于 CX!!%:Y"1Z! 孵箱中培养#当细胞生长达到

亚融合状态时收获细胞供实验所用$
/FC""细胞增殖评价

参考 V.5[?,- 等&M’建立的方法$ P1QC>$ 细胞用

>F!:Y胰酶消化#计数#然后在 SM 孔板中以每孔 :">>>
个细胞的密度铺板$ !$"G 时后#换成 /Y胎牛血清的

/M$> 培养基#维持 !$"G 以获得同步的细胞生长停止$
!$" G 后 将 已 配 制 的 各 浓 度 阿 司 匹 林 /%!%: 及 />"
??25%+ 分别加入#对照组为含 />Y\]V 的 /M$> 培养

基 #!$"G 细 胞 的 增 殖 率 通 过 应 用 1.55R;3.4"SM"’88,B"
&RV%(PV 试剂盒确定$ 具体方法是 &RV%(PV"混合

溶 液 !>"?5"加 入 相 应 的 各 个 孔 中 #SM 孔 板 在 :Y"
1Z!%CX!!孵箱中孵育 S>"?;-#在 ];29^,=O::>O型 &;9
@42#5,3.O4.,=.4 以 $S>O-? 波长测量 _‘!a#细胞的增殖

率用 _‘!a来表达$
/F$OO磷酸化 #$$%$!O&’() 蛋白免疫印迹测定

应用 #$$%$!O&’() 检测试剂盒 ‘购自 b.cOP-H9
5,-=O];25,U8a进行检测$ 静止的 P1QC>$ 细胞分别应

用 /%!%: 及 />O??25%+ 的阿司匹林#以不含阿司匹林

的 /M$> 培养液作为对照组#C>O?;- 后# 用 /"(]V 洗

细胞#吸掉培养液$ 加入 />>O"5OV_VO样品缓冲液溶解

细胞#迅速刮取细胞并转移至试管中#置于冰上$超声

处理 /:O8 以去除 _b’ 和减少样品粘滞度$S:d/>>O!
加热 :O?;-#冰上冷却$ 离心 :O?;-#取蛋白质上清 !>O
?5 用 />YOV_V 聚丙烯酰胺电泳分离蛋白质$ 将已分

离的区带用电转移仪转移到 (Q_\ 膜上# 室温下用

!:O?5OR]VO洗硝化纤维素膜 :O?;-$室温下在 !:O?5O中
止缓冲液中孵育膜 /OG$ /:O?5OR]VR 洗膜 :O?;-#共 C
次$ 膜中加入适当比例的一抗!/#/O>>> 稀释"孵育#$O!
过夜$/:O?5OR]VR 洗膜 :O?;-#共 C 次$膜中加入适当

比例的二抗!/$/O>>> 稀释"孵育 /OG$/:O?5OR]VR 洗膜

:O?;-# 共 C 次$ 室温下用 />O?5O+I?;T+Z 孵育膜 /O
?;-#轻搅动$ 倒掉过剩液体#用薄膜包好#用化学发

光法检测蛋白印记条带#结果用影像软件 V?,43OA;.cO
分析$
/F:OO统计学分析

资料以 !%$ 表示# 应用 V(VV/>F> 软件包# 采用

2-.Oc,BO’bZQ’O和 _I--.33ORCO法检验$

!OO结果

!F/OO阿司匹林对血管内皮细胞增殖的影响

以终浓度分别为 /%!%: 及 />O??25%+ 的阿司匹

林与 :O>>> 个细胞 % 孔的血管内皮细胞共同孵育 !$OG#
反映各组细胞增殖的 _‘!a结果及统计分析见图 /$结

果表明# 低至 /O??25%+ 的阿司匹林仍能明显抑制大

鼠血管内皮细胞的增殖#与对照组相比有显著性差异

!%E>F>:"#并呈现剂量依赖性$ 表明不同剂量下的阿

司匹林对血管内皮细胞增殖均有明显的抑制作用$

!F!OO阿司匹林对血管内皮细胞磷酸化 #$$%$!O&’()
蛋白表达的影响

以对照组的密度扫描结果为 />>#/O??25%+ 的阿

司匹林对磷酸化 #$$%$!O&’() 蛋白的表达没有明显

的作用!SS%M#!e>F>:"$ !%:%/>O??25%+ 的阿司匹林

均 能 够 明 显 抑 制 磷 酸 化 #$$%$!O&’() 蛋 白 的 表 达

!XL%$#L/%!#X:%:#!E>F>:#图 !a$ 重复 C 次得到相同

的结果$

OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO第一军医大学学报‘fO\;483O&;5O&.=Og-;AaOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO第 !$ 卷/>/$( (



!""讨论

我们的研究结果提示!#$% 一定剂量的阿司匹林

可以明显抑制血管内皮细胞 &’(!)* 的增殖"#+%一
定 剂 量 的 阿 司 匹 林 能 够 部 分 地 抑 制 血 管 内 皮 细 胞

&’(!)* 中磷酸化 ,**-*+./01 蛋白的表达#
血管内皮细胞功能障碍与持续的炎症反应是动

脉粥样硬化发生发展及导致急性冠脉综合征的关键

因素 $+%# 已有大量临床研究证实&阿司匹林可减少与

动脉粥样硬化有关疾病的发生$2%# 阿司匹林可改善动

脉粥样硬化血管的内皮功能障碍&从而限制了局部缺

血的发生# 345678 等$9%报告了阿司匹林能使尼古丁诱

导的内皮细胞功能障碍正常化&:;;8<等 $=%报告了在

高胆固醇血症病人的前臂血管对乙酰胆碱诱导的血

管舒张反应减弱&而在给予阿司匹林后能恢复&在患

有冠状动脉粥样硬化病的人群中也有相似的发现$9%&
1>6?@68A6<研究小组 $$)%新近的研究表明阿司匹林具

有对抗内皮功能不全的保护作用#本研究结果提示不

同剂量的阿司匹林对体外培养的血管内皮细胞增殖

均有明显的抑制作用&并呈现剂量依赖性# 新近的研

究表明在急性冠脉综合征中&内皮细胞处于极度活跃

的状态&这种状态与导致促炎和促凝血瀑布发生的细

胞内信号传导通路上调密切相关$+%# B68C686D>68 等$$$%

报告了阿司匹林通过上调 ,E! 蛋白而发挥抑制血管

内皮细胞增殖的作用&我们的结果提示了阿司匹林通

过部分抑制血管内皮细胞中磷酸化 ,**-*+./01 蛋

白的表达而限制了内皮细胞的生长#阿司匹林使内皮

细胞生长的暂时停止&推测可能部分影响了极度活跃

的内皮细胞对一系列细胞因子及其它炎症因子的反

应&这可能是阿司匹林在急性血管疾病治疗中非血小

板作用的关键作用机制之一#
综上所述& 本研究证明了阿司匹林通过部分抑

制抑制血管内皮细胞中磷酸化 ,**-*+./01 蛋白的

表达而对体外培养的血管内皮细胞增殖产生一定的

抑制作用&尽管阿司匹林的抗血小板聚集效应非常重

要&但其非血小板介导的效应作为阿司匹林抗血小板

效应的补充也具有同样的重要性#
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