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姜黄素通过抑制 ERK1 / 2 磷酸化减弱
ET鄄1 诱导的大鼠 VSMCs 增殖
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摘摇 要:摇 目的摇 观察姜黄素(curcumin)对内皮素鄄1(ET鄄1)诱导培养的离体大鼠血管平滑肌细胞(VSMCs)增

殖及 p44 / 42 丝裂原活化蛋白激酶(p44 / 42 MAPK,ERK1 / 2)表达的影响。 摇 方法摇 组织贴块法培养大鼠胸主动脉

VSMCs。 分别以 ET鄄1 10 - 8 mol / L,ET鄄1 10 - 8 mol / L 联合浓度为 10 - 6 mol / L、10 - 5 mol / L、10 - 4 mol / L 的姜黄素作用

于体外培养的 VSMCs 24 h,采用细胞计数检测 VSMCs 的增殖,3H鄄胸腺密啶掺入( 3H鄄TdR)法测定 VSMCs 的 DNA
合成,western bolt 法检测 VSMCs 磷酸化 ERK1 / 2 的表达。 摇 结果摇 与对照组比较,ET鄄1 能显著刺激 VSMCs 增殖,
姜黄素能显著抑制 ET鄄1 诱导的 VSMCs 增殖,且呈剂量依赖关系;ET鄄1 能显著刺激 VSMCs 磷酸化 ERK1 / 2 的表达,
该作用可被姜黄素所抑制。 摇 结论摇 姜黄素能抑制 ET鄄1 刺激的 VSMCs 的增殖,其作用可能与抑制磷酸化 ERK1 / 2
的表达相关。
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Effect of Curcumin on Proliferation of Rat Vascular
Smooth Muscle Cells Induced by Endothelin鄄1 and

Expression of Phosphorylated ERK1 / 2
SUN Xiucai,SHI Xia,ZENG Fei,et al

(Department of Cardiology,the Third People蒺s Hospitalof Shenzhen,Shenzhen,
Guangdong 518112,China)

Abstract:摇 Objective摇 To study effect of curcumin on proliferation of rat vascular smooth muscle cells(VSMCs) in鄄
duced by endothelin鄄1(ET鄄1) and expression of phosphorylated p44 / 42 mitogen鄄activated protein kinase (p44 / 42 MAPK,
ERK1 / 2). 摇 Methods摇 Rat VSMCs cultured in vitro were exposed for 24 h to 10 - 8 mol / L ET鄄1,10 - 8 mol / L ET鄄1 plus
10 - 6 mol / L,10 - 5 mol / L,10 - 4 mol / L curcumin repectively. The effect of curcumin on VSMCs growth and DNA synthesis
were investigated by cell counting,3H鄄thymidine incorporation,the expression of phosphorylated ERK1 / 2(p鄄ERK1 / 2) were
determined by western blotting. 摇 Results摇 Compaered with control group,VSMCs exposed to ET鄄1 showed significantly en鄄
hanced proliferation (P < 0. 05),curcumin could inhibit proliferation of VSMCs induced by ET鄄1(P < 0. 05),there are dose
dependent inhibitory effects in different concentration of curcumin. ET鄄1 treatment also increased significantly the expression
of p鄄ERK1 / 2,curcumin could decrease the effection (P < 0. 05). 摇 Conclusion摇 Curcumin can inhibit the proliferation of
rat VSMCs and the expression of p鄄ERK1 / 2 induced by ET鄄1.
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摇 摇 血管平滑肌细胞(vascular smooth muscle cells, VSMCs)增殖是动脉粥样硬化、高血压病、支架内再

狭窄等多种心血管疾病的共同病理特征。 各种生长

因子、细胞因子与血管平滑肌细胞表面的受体结合,
在细胞内引起一系列复杂的级联反应,致使外界刺
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激转变为胞内信号并被逐级放大,最终导致 DNA 合

成和细胞的分裂增殖[1鄄3]。 丝裂素活化蛋白激酶

(mitogen鄄activated protein kinase,MAPK) 是细胞内

多种促细胞增殖信号传递的交汇点和信息的共同通

路,在细胞增殖中起关键作用。 由内皮素鄄1 ( endo鄄
thelin,ET鄄1)等许多促 VSMCs 增殖的有丝分裂刺激

都是通过 ERK1 / 2 途径起作用[4鄄5]。 姜黄为姜科植

物 Curcuma longa L 的根茎,姜黄素(curcumin)是姜

黄的主要有效成分,为天然的酚类抗氧化剂,具有多

种分子靶向作用,包括转录因子、生长因子以及受

体,细胞活素、 酶和基因调控的细胞增殖和凋

亡[5鄄6]。 有研究表明[7]姜黄素能抑制血管平滑肌细

胞的增殖。 为探讨其分子机制,本研究以体外培养

的大鼠 VSMCs 为模型,观察姜黄素对 ET鄄1 诱导

VSMCs 增殖及 ERK1 / 2 信号通路的影响。

1摇 材料与方法

1. 1摇 主要材料

摇 摇 DMEM 培养基、胰蛋白酶、胎牛血清购于 Gibco
公司,内皮素鄄1、姜黄素购自 Sigma 公司,3H鄄胸苷

(放射性比活度 28Ci / mmol)中国原子能科学院提

供。 ERK1 / 2 Assaykit,NEB 公司产品。 其他试剂均

为国产分析纯。
1. 2摇 VSMCs 的原代培养

参照王道生[8]贴块法进行。 选用 10 周龄 Wist鄄
ar kyoto 大鼠(中山大学实验动物中心提供)断头处

死,取胸主动脉中膜以贴块法培养于含 10%胎牛血

清的 DMEM 培养基中,置于 37 益、5% CO2 孵箱中

培养,1 周后可见细胞从组织块边缘爬出,2 ~ 3 周出

现致密细胞层,此时即可传代,传代细胞光镜下呈典

型的“峰与谷冶样生长,细胞抗 茁鄄actin 抗体鉴定为

血管平滑细胞。 实验所用的血管平滑肌细胞均为第

4 ~ 6 代的细胞。
1. 3摇 血管平滑肌细胞增殖率的测定

取对数生长期的 VSMCs,以 2 伊 105 / mL 细胞浓

度接种于 6 孔培养板,每孔 1 mL,每组 3 孔。 以不

含血清的细胞培养液培养 24 h,使细胞处于静止期

后,内皮素组加入 ET鄄1 10 - 8 mol / L,姜黄素组加入

ET鄄1 10 - 8 mol / L 与 浓 度 分 别 为 10 - 6 mol / L、
10 - 5 mol / L、10 - 4 mol / L 姜黄素,并设对照组。 按上

述分组处理后孵育 24 h,取出 6 孔板,制成 1 mL 细

胞悬液,取 18 滋L,假如 0. 1%胎盼兰 2 滋L,染色,在

显微镜下用细胞计数板计数活细胞数,每孔计 3 次,
取 3 孔的均数为细胞计数的结果。
1. 4 摇 3H鄄胸腺密啶掺入( 3H鄄TdR)法测定血管平滑

肌的 DNA 合成量

选择生长良好的第 4 代培养 VSMCs,用 0. 25%
胰酶消化、计数,以 2 伊 105 /孔的密度接种于 96 孔板

中。 用无血清的培养液继续培养 24 h,使 VSMCs 获

得同步的细胞生长停止。 按组分别加入 ET鄄1
10 - 8 mol / L,ET鄄1 10 - 8 mol / L 与浓度为10 - 6 mol / L、
10 - 5 mol / L、10 - 4 mol / L 的姜黄素,并设对照组。 培

养 16 h 后,每孔再加入 1 mci / mL 3H 胸腺密啶,孵
育 12 h 后,弃去培养基,PBS 冲洗两次,给予胰蛋白

酶消化,加入冷 PBS 终止反应。 以 0. 45 mm 微孔滤

膜负压抽滤收集细胞,生理盐水和 10%三氯醋酸冲

洗滤膜,滤膜烘干后置闪烁瓶中,加入闪烁液(PPO /
POPOP /二甲苯 /无水乙醇)静置过夜,在液闪计数

仪上测定3H 放射强度,结果以 CPM 表示。 重复测

定 3 次,取均数。
1. 5摇 ERK1 / 2 表达的免疫印迹测定

应用 ERK1 / 2 检测试验剂盒进行检测。 取静止

的 VSMCs 按组分别分别加入 ET鄄1 10 - 8 mol / L,浓度

为 10 - 5 mol / L 的姜黄素,ET鄄1 10 - 8 mol / L与浓度为

10 - 5 mol / L 的姜黄素,并设对照组。 反应 24 h 后,
移除原孵育液终止反应。 加入 100 滋L SDS 样品缓

冲液溶解细胞,迅速刮取细胞并移至试管中,置于冰

上。 超声处理 15s 以去除 DNA 和减少样品粘滞度。
在 95 ~ 100 益中加热5 min,冰上冷却。 离心5 min,
取蛋白质上清 20 mL 用 10% SDS 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

PVDF 膜上,室温下,用 25 mL TBS 洗硝化纤维膜

5 min。 室温下,在 25 mL 终止缓冲液中孵育膜1 h。
15 mL TBS 洗膜 5 min,共 3 次。 膜中加入适当比例

的鄄抗(1 颐 1 000 稀释)孵育,4 益过。 15 mL TBS 洗

膜,5 min 伊 3 次。 膜中加入适当比例的二抗孵育

1 h。 15 mL TBS 洗膜 5 min 伊 3 次。 室温下, 用

10 mL LumiGLO 孵育膜1 min,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 Smartview 分析。
1. 6摇 统计学处理

各组数据以均数 依 标准差表示,多组资料的两

两比较用 t 检验,数据应用 SPSS 15. 0 软件处理,以
P < 0. 05 为差别有统计学意义。

541中南医学科学杂志 2014 年 3 月第 42 卷第 2 期



2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 姜黄素对 ET鄄1 刺激的血管平滑机细胞增殖及

DNA 合成的影响

与对照组比较,ET鄄1 组 VSMCs 计数、3H鄄TdR 的

掺入量明显增加(P < 0. 01),ET鄄1 刺激了 VSMCs 的

增殖和 DNA 的合成;3 个不同剂量的姜黄素组

VSMCs 计数、3H鄄TdR 与 ET鄄1 组比较,均显著降低

(P < 0. 05)。 说明 ET鄄1 刺激 VSMCs 增殖,而姜黄

素能抑制 ET鄄1 刺激 VSMCs 的增殖。 姜黄素抑制

ET鄄1 诱导 VSMCs 增殖呈剂量依赖关系(见表 1)。

表 1摇 姜黄素对 ET鄄1 诱导血管平滑肌细胞增殖和 DNA 合

成的影响 (x 依 s)

分摇 组
细胞计数

( 伊 103 / mL)

3H 胸腺嘧啶
掺入(cpm)

对照组 214. 83 依 5. 42 1 563 依 347
ET鄄1 组 384. 11 依 7. 23a 2 847 依 366a

ET鄄1 + 10 - 6 / mol 姜黄素组 364. 04 依 4. 51b 2 471 依 310b

ET鄄1 + 10 - 5 / mol 姜黄素组 341. 21 依 4. 73b 2 154 依 308b

ET鄄1 + 10 - 4 / mol 姜黄素组 319. 43 依 3. 83b 1 834 依 328b

摇 摇 与对照组比较,a:P < 0. 01;与 ET鄄1 组比较,b:P < 0. 05

2. 2摇 姜黄素对 VSMCs 磷酸化 ERK1 / 2 活性表达的

影响

用免疫印迹法检测 VSMCs 磷酸化 ERK1 / 2 的

表达,以对照组磷酸化 ERK1 / 2 表达的相对值为 1,
各组磷酸化 ERK1 / 2 表达相对值见图 1。 浓度为

10 - 8 mol / L 的 ET鄄1 刺激 VSMCs 后,与对照组比较,
VSMCs 磷酸化 ERK1 / 2 活性的表达显著增加(P <
0. 05);无 ET鄄1 存在时,浓度为 10 - 5 mol / L 的姜黄

素组与对照组比较,对磷酸化 ERK1 / 2 的表达无影

响(P > 0郾 05)。 在浓度为 10 - 8 mol / L 的 ET鄄1 刺激

后,10 - 5 mol / L的姜黄素对 VSMCs 磷酸化 ERK1 / 2
的表达有显著的抑制作用(P < 0. 05),提示姜黄素

抑制 ET鄄1 诱导的 VSMCs 增殖与阻断磷酸化 ERK1 /
2 的表达有关。

3摇 讨摇 摇 论

血管平滑肌细胞是动脉血管壁的主要成份,血
管平滑肌细胞向内膜下迁移及过度增生,分泌细胞

基质是动脉粥样硬化和支架内再狭窄的病理基

础[1,2]。 细胞的增殖在细胞数量表现为细胞个数的

增加,而细胞本身的生物学行为则表现为蛋白质的

图 1摇 姜黄素对血管平滑肌细胞 ERK1 / 2 磷酸化的影响 摇
A:电泳图;B:相对密度. 摇 1:对照组;2:10 - 8 mol / L ET鄄1 组;3:

10 - 5 mol / L姜黄素组;4:10 - 8 mol / LET鄄1 + 10 - 5 mol / L 姜黄素. 摇
与对照组比较,﹟:P ﹤ 0. 05;与内皮素鄄1 组比较,银:P ﹤ 0. 05

合成增加、DNA 的复制。 其中 DNA 合成是细胞分

裂增殖的主要标志,细胞增殖越快,DNA 合成亦越

快。 胸腺嘧啶是 DNA 合成的原料,当 DNA 合成

时,3H鄄TdR 掺入率增高,3H鄄TdR 掺入率是反映细胞

DNA 合成,细胞增殖状态敏感和理想的指标。 我们

的研究结果显示:经 ET鄄1 刺激后,VSMCs 计数增

多,3H鄄TdR 掺入率明显增加(P < 0. 05),而不同剂

量的姜黄素则能显著抑制 VSMCs 个数的增多和3H鄄
TdR 掺入率的增加,提示姜黄素能抑制 ET鄄1 诱导的

血管平滑肌细胞的增殖。
丝裂素活化蛋白激酶(MAPK)家族是一组广泛

存在细胞内具有丝氨酸和苏氨酸双磷酸化能力的蛋

白激酶。 MAPKs 是与细胞增殖关系最为密切的细胞

内信号转导蛋白激酶,是细胞外信号与细胞核之间信

息转导的共同通路[5,9]。 在哺乳动物的细胞中并存多

条 MAPK 信号转导通路,其中 ERK1 / 2 ( P44 / P42
MAPK)途径被认为是经典的 MAPK 信号转导通路,
是细胞因子、生长因子介导细胞增殖效应中最重要的

途径[10鄄11]。 ERK1 / 2 在细胞信号转导方面有二大特

征:淤活化的 MAPK 通过转位方式进入细胞核,激活

其下游底物,主要是一些编码核转录因子的早反应基

因(如原癌基因 c鄄fos、c鄄myc、c鄄jum 和 Eng鄄1 等)表达,
调控细胞生长反应,导致次级反应基因(如基因ANF、
MHC、MLC鄄2 等) 的异常表达,影响细胞功能;于
MAPK 可将多个不同受体系统(如 G 蛋白 耦联受体

和蛋白酪氨酸激酶受体)介导的信号加以整合,起着
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多种信号的交汇点或共同通路作用。 VSMCs 增殖与

MAPK 的激活有关[12鄄13]。 ET鄄1 是 VSMCs 增殖的强力

刺激剂,已发现 ET鄄1 引起 VSMCs 增殖是通过促进

MAPK 活性上调而实现的[14鄄15]。
本研究发现,ET鄄1 诱导 VSMCs 的增殖伴有磷

酸化 ERK1 / 2 表达的上调,与文献[14]报道一致。
姜黄素在抑制 ET鄄1 诱导的 VSMCs 增殖的同时,也
抑制磷酸化 ERK1 / 2 的表达。 表明姜黄素抑制 ET鄄
1 诱导的 VSMCs 的增殖,可能与下调细胞增殖信号

传导通路中关键的分子—ERK1 / 2 的表达,从而阻

断增殖信号在胞内的级联反应有关。
最近 Kapakos 等[16鄄17]报道姜黄素可以通过 PKB、

ERK1 / 2 等通路抑制胰岛素、内皮素等引起的 A10 血

管平滑肌细胞增殖,说明姜黄素的作用有更复杂的机

理,2013 年 Yu 等[18]报道了 sek鄄1,skn鄄1,sir鄄2. 1 等通

路介导了姜黄素参与氧化应激抵抗,如此看来,姜黄

素的更广泛的作用还需要继续深入研究。
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