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摘要：目的 研究 ３羟３甲戊二酰辅酶 Ａ（ＨＭＧ
ＣｏＡ）还原酶抑制剂辛伐他汀诱导血管平滑肌细胞
（ＶＳＭＣ）凋亡的机制。方法 以荧光染料 Ｆｕｒａ２／ＡＭ
负载后荧光分光光度计法检测细胞内游离钙浓度，以

ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳、流式细胞仪 ＰＩ／膜联蛋白（ａｎ
ｎｅｘｉｎ）Ｖ染色及半胱天冬酶３激活来检测细胞凋亡。
结果 辛伐他汀３０μｍｏｌ·Ｌ

－１孵育ＶＳＭＣ后，细胞内游
离钙浓度显著升高，６ｈ时达对照的 ３倍以上（Ｐ＜
０．０１），维拉帕米８０μｍｏｌ·Ｌ

－１与辛伐他汀３０μｍｏｌ·Ｌ
－１

共同孵育ＶＳＭＣ６ｈ后细胞内游离钙浓度为（１４４±３４）
ｎｍｏｌ·Ｌ－１（Ｐ＜０．０１）。辛伐他汀可诱导细胞凋亡率增
高、“ＤＮＡ梯状”样改变及半胱天冬酶３的激活，这些
变化均可被维拉帕米所逆转。结论辛伐他汀通过使

细胞外钙大量内流而诱导ＶＳＭＣ凋亡。
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如何有效地预防经皮冠状动脉腔内成形术

（ｐｅｒｃｕｔａｎｅｏｕｓｔｒａｎｓｌｕｍｉｎａｌｃｏｒｏｎａｒｙａｎｇｉｏｐｌａｓｔｙ，ＰＴＣＡ）
后再狭窄，已成为人们研究的热点。再狭窄发生的

主要原因被认为是血管平滑肌细胞（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＶＳＭＣ）过度增殖，近年发现 ＰＴＣＡ后早
期ＶＳＭＣ相对凋亡不足，增殖与凋亡平衡失调在再
狭窄的发生过程中亦起了重要作用［１］。因此调节

ＶＳＭＣ增殖与凋亡之间的平衡将有助于治疗再狭窄
的发生。最近研究表明，３羟３甲戊二酰辅酶 Ａ（３
ｈｙｄｒｏｘｙ３ｍｅｔｈｙｌｇｌｕｔａｒｙｌｃｏｅｎｚｙｍｅＡ，ＨＭＧＣｏＡ）还原
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（０５７１）８７７８３５５２

酶抑制剂除传统的降血脂的作用外，还能调节炎症

反应、细胞粘附、血栓形成、内皮功能及平滑肌增殖

等一系列生理、病理过程，如下调巨噬细胞表达

ＴＮＦα，ＩＬ１β和 ＩＬ６，抑制白细胞与内皮细胞的粘
附，增加内皮细胞一氧化氮合酶（ＮＯＳ）表达等；作者
发现辛伐他汀（ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ）能通过上调细胞周期调
控基因 ＰＴＥＮ，Ｐ２７蛋白的表达而抑制 ＶＳＭＣ的增
殖［２］。近期研究发现 ＨＭＧＣｏＡ还原酶抑制剂能够
有效地诱导包括 ＶＳＭＣ在内的多种细胞发生凋亡，
如Ｋｎａｐｐ等［３］报道辛伐他汀可使人的 ＶＳＭＡ对 Ｆａｓ
配体及细胞因子诱导的凋亡更敏感；作者也发现辛

伐他汀能改变 ＶＳＭＣ内 Ｂａｘ／Ｂｃｌ２的比值并激活半
胱天冬酶３（ｃａｓｐａｓｅ３）而诱导凋亡的发生［４］。他汀
类药物抑制增殖可能与抑制细胞周期使细胞停滞于

Ｇ１／Ｓ限制点有关，但其诱导凋亡的具体机制仍不清

楚。

１ 材料与方法

１．１ 试剂

胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）和 ＤＭＥＭ培
养基，美国Ｇｉｂｃｏ产品；兔抗大鼠半胱天冬酶３多克
隆抗体（可识别３２ｋｕ非活性前体及２０ｋｕ活性亚单
位）为美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ产品；平滑肌α肌动蛋白
（ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅαａｃｔｉｎ）单克隆抗体，北京中山生物技
术有限公司；ＰＩ／膜联蛋白（ａｎｎｅｘｉｎ）Ｖ凋亡检测试剂
盒，澳大利亚 ＢｅｎｄｅｒＭｅｄｓｙｓｔｅｍ产品；聚偏二氟乙烯
（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ ｄｉｆｌｕｏｒｉｄｅ， ＰＶＤＦ）膜，Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ
Ｍａｎｎｈｅｉｍ产品；增强化学发光（ｅｎｈａｎｃｅｄｃｈｅｍｉｌｕｍｉ
ｎｅｓｃｅｎｃｅ，ＥＣＬ）显色试剂盒，ＳａｎｔａＣｒｕｚ产品；辛伐他
汀原药由美国ＭｅｒｃｋＳｈａｒｐ＆Ｄｏｈｍｅ公司惠赠。
１．２ 血管平滑肌细胞的体外培养及鉴定

组织贴块法培养 ＶＳＭＣ。无菌条件下分离 ＳＤ
大鼠的胸主动脉，剪碎后加入含１０％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ
培养液，３７℃，５％ＣＯ２培养箱中静置培养。用光镜
和免疫化学方法进行鉴定。实验用４～６代细胞。
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１．３ 游离钙浓度测定

ＶＳＭＣ用终浓度为 ５μｍｏｌ·Ｌ
－１Ｆｕｒａ２／ＡＭ在

３７℃水浴中负载 ２５ｍｉｎ，然后分别以细胞外钙浓度
（［Ｃａ２＋］ｏ）１．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１的改良Ｈａｎｋｓ液和无外钙并
加入１．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＧＴＡ的Ｈａｎｋｓ液清洗细胞３次，
以去除细胞外的 Ｆｕｒａ２／ＡＭ。荧光激发波长分别为
３４０ｎｍ和３８０ｎｍ测定心肌细胞内钙浓度（［Ｃａ２＋］ｉ）。
心肌细胞［Ｃａ２＋］ｉ计算公式为：［Ｃａ２＋］ｉ＝Ｋｄ×（Ｓｂ１／
Ｓｂ２）〔（Ｒ－Ｒｍｉｎ）／（Ｒｍａｘ－Ｒ）〕［５］，其中 ｋｕ为 Ｆｕｒａ２
Ｃａ２＋解离常数，Ｒ为观察到两激发波长荧光比值
（Ｆ３４０／Ｆ３８０）；在３７℃下ｋｕ为２２４；Ｒｍａｘ为细胞内 Ｆｕ
ｒａ２被 Ｃａ２＋饱和时的两激发波长荧光比值，通过加
入离子载体离子霉素（ｉｏｎｏｍｙｃｉｎ）２０μｍｏｌ·Ｌ

－１测得；

Ｒｍｉｎ为 Ｆｕｒａ２完全游离，未与 Ｃａ２＋结合时两激发波
长的 荧光比值，通过加入 ＥＧＴＡ２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１测得；
Ｓｂ１／Ｓｂ２为Ｆｕｒａ２在无Ｃａ２＋及与 Ｃａ２＋结合达饱和状
态下，在３８０ｎｍ处荧光强度之比。细胞自身荧光在
没有负载Ｆｕｒａ２／ＡＭ时测定，计算［Ｃａ２＋］ｉ前减去细
胞自身荧光。

１．４ 细胞ＤＮＡ抽提及琼脂糖电泳
收集细胞并计数后，细胞裂解液（ＮａＣｌ１００

ｍｍｏｌ·Ｌ－１，Ｔｒｉｓ１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ８．０，ＥＤＴＡ１
ｍｍｏｌ·Ｌ－１，０．５％十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ），蛋白酶 Ｋ
０．２ｇ·Ｌ－１，ＲＮＡｓｅ２００ｍｇ·Ｌ－１）３７℃裂解细胞 ２ｈ，
酚／氯仿抽提２次，离心（１２０００×ｇ离心 ５ｍｉｎ），取
水相，无水乙醇沉淀过夜，以每孔 ６×１０５细胞的
ＤＮＡ量的上样量进行１．６％琼脂糖电泳，观察是否
出现ＤＮＡ“梯状”条带。
１．５ ＰＩ／膜联蛋白Ｖ染色

细胞接种于６孔板中，经上述处理２４ｈ后用冷
ＰＢＳ洗２次，按试剂盒说明书进行 ＰＩ／膜联蛋白 Ｖ染

色，收集细胞，以流式细胞仪检测凋亡及死亡细胞数

目。凋亡及死亡的细胞均表现膜磷脂酰丝氨酸（ｐｈｏｓ
ｐｈａｔｉｄｙｌｓｅｒｉｎｅ，ＰＳ）外翻以致膜联蛋白 Ｖ染色阳性，而
活细胞膜联蛋白Ｖ染色阴性，但细胞凋亡早期仍保持
细胞膜的完整性，因此与活细胞一样，ＰＩ染料不能透
过细胞膜而表现为 ＰＩ染色阴性，而凋亡晚期及死亡
细胞则为ＰＩ染色阳性。这样经 ＰＩ／膜联蛋白Ｖ双染
后即可区分不同的细胞：左下象限ＰＩ－，膜联蛋白Ｖ－

为活细胞；右下象限ＰＩ－，膜联蛋白Ｖ＋为凋亡细胞，
右上象限 ＰＩ＋，膜联蛋白 Ｖ＋为死亡细胞；左上象限
ＰＩ＋，膜联蛋白Ｖ－为机械损伤的细胞。
１．６ Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法分析

搜集细胞，冷ＰＢＳ洗２次，加入预冷的细胞裂解
液，４℃裂解细胞 １ｈ，低温 １２０００×ｇ离心 １０ｍｉｎ，
取上清，采用 Ｌｏｗｒｙ法进行蛋白定量。取总蛋白 ３０

μｇ，１００℃煮沸 ３ｍｉｎ，１２％ ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶进
行电泳分离蛋白。电泳结束后，将蛋白转印到ＰＶＤＦ
膜。转膜结束后，用 ５％ ＴＢＳＴ封闭 ６０ｍｉｎ，加入稀
释好的半胱天冬酶３一抗（１∶４００稀释）室温振荡 ３
ｈ，ＨＲＰ标记的羊抗兔 ＩｇＧ孵育１ｈ，１×ＴＢＳＴ４０ｍＬ
洗６～８次×５ｍｉｎ。此后按 ＥＣＬ显色试剂盒说明书
操作，曝光后Ｘ线片在Ｐｈａｒｍａｃｉａ激光光密度图像扫
描系统进行光密度分析。

１．７ 结果以珋ｘ±ｓ表示，数据处理采用 ＳＰＳＳ９．０行
单因素方差分析。

２ 结果

２．１ 辛伐他汀对血管平滑肌细胞内的游离钙浓度

及维拉帕米对其抑制作用的影响

图１Ａ显示孵育 ０．５ｈ时对照组［Ｃａ２＋］ｉ为
（８９±２５）ｎｍｏｌ·Ｌ－１，并在１，３，６ｈ始终处于较低浓

Ｆｉｇ１． Ｉｎｃｒｅａｓｅｏｆ［Ｃａ２＋］ｉｉｎｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ（ＶＳＭＣ）ｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎａｎｄｉｔｓｉｎｈｉｂｉ
ｔｉｏｎｂｙｖｅｒａｐａｍｉｌ．（Ａ）Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎｏｎ［Ｃａ２＋］ｉｉｎＶＳＭＣａｔ０．５，１，３ａｎｄ６ｈ．（○）ｃｏｎｔｒｏｌ；（●）ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ．（Ｂ）Ｖｅｒａ
ｐａｍｉｌ（８０μｍｏｌ·Ｌ

－１）ｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｆｒｅｅｃａｌｃｉｕｍｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎａｔ６ｈ．Ｃ：ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｓ：ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ；Ｖ：ｖｅｒａ
ｐａｍｉｌ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝５．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ；＃Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ．
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Ｆｉｇ２． Ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｉｔｓｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｂｙｖｅｒａｐａｍｉｌ．Ｃ：ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｓ：ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ；Ｖ：ｖｅｒａｐａｍｉｌ．（Ａ）
ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆＶＳＭＣｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗｉｔｈａｎｎｅｘｉｎＶａｎｄｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅｄｏｕｂｌｅｓｔａｉｎｉｎｇ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝４．Ｐ＜０．０１，
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ；＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ．（Ｂ）Ａｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｏｆｆｏｕｒｓｅｐａｒａｔｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ．

度，而辛伐他汀３０μｍｏｌ·Ｌ
－１刺激１ｈ后［Ｃａ２＋］ｉ显著

高于对照组，刺激６ｈ后达（３３６±５２）ｎｍｏｌ·Ｌ－１，为对
照组３倍以上，维拉帕米８０μｍｏｌ·Ｌ

－１能显著抑制辛

伐他汀刺激引起的［Ｃａ２＋］ｉ升高，维拉帕米与辛伐他

汀共同孵育细胞 ６ｈ后［Ｃａ２＋］ｉ为（１４４±３４）ｎｍｏｌ·

Ｌ－１。
２．２ 辛伐他汀及维拉帕米对血管平滑肌细胞凋亡

的影响

图２Ａ显示，辛伐他汀３０μｍｏｌ·Ｌ
－１孵育２４ｈ后，

ＶＳＭＣ的凋亡率由对照的（５．７±０．７）％升至（２４．２±
１．７）％，维拉帕米８０μｍｏｌ·Ｌ

－１与辛伐他汀３０μｍｏｌ·

Ｌ－１共同孵育细胞 ２４ｈ后，凋亡率则降至（７．９±
０．６）％。在ＤＮＡ琼脂糖电泳实验中，辛伐他汀 ３０

μｍｏｌ·Ｌ
－１孵孵育细胞 ２４ｈ可见明显的“ＤＮＡ状”样

改变，这种改变可被维拉帕米８０μｍｏｌ·Ｌ
－１有效抑制

（图３）。

Ｆｉｇ３． Ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ（Ｓ）ｉｎｄｕｃｅｄＤＮＡｌａｄｄｅｒｉｎｇａｎｄｉｔｓ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｂｙｖｅｒａｐａｍｉｌ（Ｖ）．Ｃ：ｃｏｎｔｒｏｌ．ＶＳＭＣｗｅｒｅｅｘｐｏｓｅｄｔｏ
３０μｍｏｌ·Ｌ

－１ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎｆｏｒ２４ｈ．ＳｅｅＦｉｇ１ｆｏｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ．

２．３ 辛伐他汀及维拉帕米对半胱天冬酶３激活的
影响

图４Ａ显示在辛伐他汀及对照组的 ４个时间点
中，均可见半胱天冬酶３的３２ｋｕ酶原形式，而只有
在加入辛伐他汀３０μｍｏｌ·Ｌ

－１孵育１２ｈ后才能检测
到半胱天冬酶３的 ２０ｋｕ活性亚基，直到 ４８ｈ仍能
检测到，而对照组及辛伐他汀孵育２ｈ均未见２０ｋｕ
的条带。辛伐他汀３０μｍｏｌ·Ｌ

－１孵育细胞２４ｈ可清
楚见到２０ｋｕ的条带，维拉帕米８０μｍｏｌ·Ｌ

－１与辛伐

他汀３０μｍｏｌ·Ｌ
－１共同孵育细胞２４ｈ后，则不能检测

到半胱天冬酶３的 ２０ｋｕ活性亚基，说明维拉帕米
能有效抑制辛伐他汀诱导的半胱天冬酶３激活（图
４Ｂ）。

３ 讨论

凋亡是一个动态的可调节的过程，是受一系列

胞内信号及凋亡相关基因调控的。本实验进一步发

现ＨＭＧＣｏＡ还原酶抑制剂辛伐他汀诱导 ＶＳＭＣ凋
亡可能与其过升高［Ｃａ２＋］ｉ有关，钙通道拮抗剂维拉

帕米能有效抑制辛伐他汀诱导的细胞［Ｃａ２＋］ｉ升高，
同时维拉帕米也使辛伐他汀诱导的细胞凋亡率显著

下降。

钙离子为细胞内重要的第二信使，广泛参与细

胞生命活动的调节，如细胞粘附、聚集，细胞内一些

激酶的激活，基因的表达及细胞的增殖与凋亡。近

年来研究发现细胞内钙稳态的失调既能诱导细胞凋

亡又能抑制细胞凋亡的发生。Ｇｏｇｖａｄｚｅ等［６］发现
Ｂａｘ使细胞色素Ｃ释放并诱导凋亡与其破坏了细胞
内钙稳态有关，另有研究表明［７］Ｂｃｌ２抑制凋亡可能

·４１４· ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ ２００３ Ｄｅｃ；１７（６）
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ｋｕｂａｎｄ，ｃｏｕｌｄｏｎｌｙｂｅｄｅｔｅｃｔｅｄａｆｔｅｒ１２ｈｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈ３０μｍｏｌ·Ｌ

－１ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ．Ｌａｎｅｓ１－４：ｓａｍｐｌｅｓｏｆｃｏｎｔｒｏｌｆｏｒ２，１２，２４，４８ｈ，
ｌａｎｅｓ５－８：ｓａｍｐｌｅｓｏｆｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎｔｒｅａｔｅｄｆｏｒ２，１２，２４，４８ｈ．（Ｂ）８０μｍｏｌ·Ｌ

－１ｖｅｒａｐａｍｉｌａｄｄｅｄｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙｗｉｔｈｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎｆｏｒ２４ｈ
ｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｃｌｅａｖａｇｅｏｆｃａｓｐｓｅ３．ＴｈｏｓｅＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｒｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｏｆｔｈｒｅｅｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｌｙｐｅｒｆｏｒｍｅｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ．

与其调节细胞内钙进入内质网有关。［Ｃａ２＋］ｉ的改
变通常有两条途径既细胞外钙内流及细胞内钙储库

如内质网释放钙，作者的研究发现辛伐他汀主要通

过前一条途径来升高［Ｃａ２＋］ｉ，因为细胞膜上的钙通
道拮抗剂维拉帕米能显著的抑制辛伐他汀诱导的

［Ｃａ２＋］ｉ升高并进一步抑制了辛伐他汀诱导的
ＶＳＭＣ凋亡及半胱天冬酶３的激活。

细胞内有一系列钙离子依赖的激酶与细胞的凋

亡密切相关，如钙结合中性蛋白酶（ｃａｌｐａｉｎ）［８］、核酸
内切酶［９］、钙及钙调素依赖的蛋白激酶［１０］等均作为

钙离子的下游信号参与了细胞凋亡过程的调节，因

此辛伐他汀是否激活了钙离子依赖的某个激酶进而

诱导了ＶＳＭＣ凋亡的发生值得进一步研究。
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ｖａｔｅｄｂｙｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎａｆｔｅｒ１２ｈ．Ｖｅｒａｐａｍｉｌｃｏｕｌｄ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎｉｎｄｕｃｅｄｃａｓｐａｓｅ３
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ．Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，８０μｍｏｌ·Ｌ

－１ｖｅｒａｐａｍｉｌ
ｃｏｕｌｄｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ
ｆｒｏｍ（２４．２±１．７）％ ｔｏ（７．９±０．６）％ （Ｐ＜
０．０１）ａｎｄａｌｓｏｐｒｅｖｅｎｔｅｄｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎｉｎｄｕｃｅｄ
ＤＮＡｌａｄｄｅｒｉｎｇ．ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ Ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ
ｃｏｕｌｄｉｎｃｒｅａｓｅ［Ｃａ２＋］ｉｍａｉｎｌｙｔｈｒｏｕｇｈｃａｌｃｉｕｍ
ｉｎｆｌｕｘｆｒｏｍｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｏｌｕｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｎｉｎｄｕｃｅｓ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ；ｍｕｓｃｌｅ，ｓｍｏｏｔｈ，ｖａｓ
ｃｕｌａｒ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ｃａｌｃｉｕｍ，ｃｙｔｏｓｏｌｉｃ

（本文编辑 石 涛）

·６１４· ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ ２００３ Ｄｅｃ；１７（６）


