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血管平滑肌细胞外基质分泌的影响及机制
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【摘要】 目的 观察四妙勇安汤药物血清对高胰岛素 / 高糖诱导的兔血管平滑肌细胞（VSMC）细胞外基

质（ECM）分泌的影响及其可能的作用机制。方法 采用血清药理学方法制备药物血清，高胰岛素 / 高糖诱导

兔 VSMC 增殖。实验分为空白组 〔10% 胎牛血清（FBS）的正常 DMEM〕、正常组（10% FBS 的正常 DMEM + 正

常血清）、模型组（10% FBS 的高糖 DMEM +100 U/L 胰岛素 + 正常血清）、西药组（10% FBS 的高糖 DMEM + 

100 U/L 胰岛素 + 辛伐他汀血清）、中药组（10% FBS 的高糖 DMEM + 100 U/L 胰岛素 + 四妙勇安汤血清）。用

消化法检测细胞培养上清液中羟脯氨酸（Hyp）含量 ；逆转录 - 聚合酶链反应（RT-PCR）检测含药血清对兔

VSMC 的四型胶原蛋白（COL- Ⅳ）、基质金属蛋白酶 -2（MMP-2）及其组织抑制因子（TIMP-1）的 mRNA 表达

和对 MMP-2/TIMP-1 比值的影响。结果 与模型组比较，中药组、西药组细胞培养上清液 Hyp 含量明显降低（均

P＜0.05），且中药组明显低于西药组（mg/L ：234.19±26.43 比 266.73±30.00，P＜0.05）。与正常组比较，模型组

COL- Ⅳ、MMP-2 的 mRNA 呈显著高表达（COL- Ⅳ mRNA：0.78±0.03 比 0.41±0.02，MMP-2 mRNA：0.80±0.12

比 0.41±0.02，均 P＜0.05），TIMP-1 mRNA 表达水平降低（0.35±0.04 比 0.79±0.07，P＜0.05），MMP-2/TIMP-1

比值增加（2.30±0.35 比 0.52±0.05，P＜0.05）。与模型组比较，中药组、西药组 COL- Ⅳ、MMP-2 mRNA 表达

水平均降低，TIMP-1 mRNA 水平提高，MMP-2/TIMP-1 比值有所下降（COL- Ⅳ mRNA ：0.55±0.04、0.58±0.03

比 0.78±0.03，MMP-2 mRNA ：0.62±0.05、0.67±0.08 比 0.80±0.12，TIMP-1 mRNA ：0.56±0.02、0.60±0.01 比

0.35±0.04，MMP-2/TIMP-1 ：1.11±0.06、1.16±0.15 比 2.30±0.35，均 P＜0.05），但中药组、西药组比较差异无

统计学意义（均 P＞0.05）。结论 四妙勇安汤能够减少高胰岛素 / 高糖诱导的 VSMC 分泌 ECM，其可能机制与

减少 Hyp 合成，影响 COL- Ⅳ、MMP-2、TIMP-1 mRNA 表达水平，调整 MMP-2/TIMP-1 的平衡有关。
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【Abstract】 Objective　To observe the effects of serum containing Simiao Yongan decoction (SYD) on secretion 
of extracellular matrix (ECM) of rabbit vascular smooth muscle cells (VSMC) induced by high insulin/high glucose 
and its mechanism.  Methods  Serum containing SYD was prepared by serum pharmacological method, and the 
proliferation of rabbit VSMC was induced by high concentrations of glucose and insulin. The experiments were divided 
into following groups: blank group [normal glucose DMEM containing 10% fetal bovine serum (FBS)], normal group 
(normal glucose DMEM containing 10% FBS + normal serum), model group (high glucose DMEM containing 10% FBS +  
100 U/L insulin + normal serum), western medicine group (high glucose DMEM containing 10% FBS + 100 U/L insulin +  
serum containing simvastatin), traditional Chinese medicine group (high glucose DMEM containing 10% FBS +  
100 U/L insulin + serum containing SYD). The content of hydroxy proline (Hyp) in cell culture supernatant was detected 
by digestion method. The reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) was used to assay the effects of 
serum containing drug on the mRNA expressions of collagen- Ⅳ (COL- Ⅳ ), matrix metalloproteinase-2 (MMP-2), 
tissue inhibitors metalloproteinase-1 (TIMP-1) and the MMP-2/TIMP-1 ratio of rabbit VSMC.  Results  Compared 
with the model group, the contents of Hyp in cell culture supernatant in traditional Chinese medicine group and western 
medicine group were significantly reduced (both P < 0.05), and the content in traditional Chinese medicine group was 
much lower than that in western medicine group (mg/L: 234.19±26.43 vs. 266.73±30.00, P < 0.05). Compared with 
normal group, the mRNA expressions of COL-Ⅳ and MMP-2 were significantly increased (COL-Ⅳ mRNA: 0.78±0.03 
vs. 0.41±0.02, MMP-2 mRNA: 0.80±0.12 vs. 0.41±0.02, both P < 0.05), the expression of TIMP-1 mRNA was 
decreased remarkably (0.35±0.04 vs. 0.79±0.07, P < 0.05), and the ratio of MMP-2/TIMP-1 was increased obviously 
(2.30±0.35 vs. 0.52±0.05, P < 0.05) in model group. Compared with the model group, the mRNA expressions of 
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 研究表明，在动脉粥样硬化斑块形成的病理过

程中，血管平滑肌细胞（VSMC）迁移和侵袭与基质

金属蛋白酶（MMP）及其组织抑制因子（TIMP）的细

胞外基质（ECM）降解系统功能紊乱密切相关［1］。

本研究观察四妙勇安汤对高胰岛素 / 高糖诱导的

VSMC 分泌 ECM 的影响，分析其可能的作用机制。

1 材料及方法

1.1 实验动物及细胞 ：选择新西兰雄性大耳白兔 

9 只，体质量（2.0±0.1）kg，由大连医科大学实验动

物中心提供，动物合格证号 ：SCXK（辽）2008-0002。

兔胸主动脉平滑肌细胞株购自北京协和细胞中心

（资源编号 ：3111C0001CCC000066）。

1.2 药物及试剂

1.2.1 四妙勇安汤组方 ：金银花 30 g（产地河南），

玄参 30 g（产地福建），当归 20 g（产地甘肃），甘草

10 g（产地甘肃），均由大连大学中医药研究所中药

室高明教授鉴定，以上药物经旋转蒸干仪旋蒸浓缩

至含生药 2.25 g/mL。

1.2.2 西药组 ：辛伐他汀购自杭州默沙东制药有限

公司（批号 ：100257）。

1.2.3 主要试剂 ：高糖 DMEM、低糖 DMEM（美国

Hyclone 公 司），胎 牛 血 清（FBS）、0.25% 乙 二 胺 四

乙酸（EDTA）胰蛋白酶细胞消化液（美国 Sigma 公

司），羟脯氨酸（Hyp）检测试剂盒（南京建成生物工

程研究所），总 RNA 提取试剂、RNA 聚合酶链反应 

（PCR）Kit（AMV）Ver.3.0、DL1000 DNA Marker、6×
上 样 缓 冲 液（大 连 宝 生 物 公 司），琼 脂 糖（西 班 牙

Biowest 公司），β- 肌动蛋白（β-actin）、Ⅳ型胶原蛋

白（COL- Ⅳ）、MMP-2、TIMP-1 引物由上海闪晶有

限公司设计。

1.2.4 含药血清制备 ：按人用药量的体表面积折

算系数 15 换算动物给药量［2］。将 9 只新西兰大

耳白兔按随机数字表法分为正常血清组、辛伐他汀

组、四妙勇安汤组，每组 3 只，分别给予蒸馏水每次 

10 mL，每日 2 次 ；辛伐他汀动物给药量 5 mg/kg，每

日 1 次；四妙勇安汤按生药量 11.25 g/kg，每日 2 次，

连续 3 d ［3］。于末次灌胃后 2 h 采血，分离血清，用

0.22 μm 微孔滤膜过滤后，-80 ℃保存备用。

 本实验中动物处置方法符合动物伦理学标准。

1.3 实验分组及处理 ：采用高胰岛素 / 高糖诱导

VSMC 增殖［4］。将培养板分为空白组、正常组、模

型组、西药组、中药组，每组 6 个复孔。空白组用含

10% FBS 的正常 DMEM 处理；正常组用含 10% FBS

的正常 DMEM + 正常血清处理 ；模型组用含 10% 

FBS 的高糖 DMEM + 100 U/L 胰岛素 + 正常血清处

理 ；西药组用含 10% FBS 的高糖 DMEM + 100 U/L

胰岛素 + 辛伐他汀药物血清处理 ；中药组用含 10% 

FBS 的高糖 DMEM + 100 U/L 胰岛素 + 四妙勇安汤

药物血清处理。正常 DMEM 含 1 000 mg/L 葡萄糖，

高糖 DMEM 含 4 500 mg/L 葡萄糖。

1.4 检测指标及方法 ：兔胸主动脉平滑肌细胞株

加入含 10% FBS 和正常 DMEM 培养液，在 37 ℃、 

5% CO2 的培养箱中培养，3 d 更换 1 次培养液 ；待

细胞生长状况良好时，经胰蛋白酶消化，稀释细胞至

3×104 个 /mL，接种于 6 孔培养板中培养 24 h，倒置

显微镜下观察，待细胞呈次融合状态时，为使细胞同

步化于 G0/G1 期，换用含 0.5% FBS 的正常 DMEM

培养 12 h。各组均加入 5% 浓度的动物血清［5］，继

续培养 24 h。

1.4.1 Hyp 水平测定 ：收集上清液，按照 Hyp 试剂

盒说明书，采用光栅分光光度计检测各组吸光度（A）

值以反应其水平。

1.4.2 COL- Ⅳ、MMP-2、TIMP-1 的 mRNA 相对表

达量测定 ：用总 RNA 提取试剂提取细胞内总 RNA，

紫外分光光度计测定其浓度。取 1 μL 总 RNA 和 

9 μL 反应液进行反转录后与 40 μL PCR 反应液混

匀，按 95 ℃ 5 min、 94 ℃ 30 s、 55 ℃ 30 s、 72 ℃ 30 s、

72 ℃ 30 s 的反应条件进行 PCR 扩增，共 30 个循环。

扩增产物进行凝胶电泳，用 Quantitiy One 图像分析

系统检测电泳条带灰度值，用目的基因 /β-actin 灰

度值的比值反映其相对表达量。

1.5 统计学方法 ：使用 SPSS 17.0 统计分析软件处

COL- Ⅳ and MMP-2 in traditional Chinese medicine group and western medicine group were decreased significantly, 
the expression of TIMP-1 mRNA was increased obviously, and the ratio of MMP-2/TIMP-1 was decreased (COL- Ⅳ 
mRNA: 0.55±0.04, 0.58±0.03 vs. 0.78±0.03, MMP-2 mRNA: 0.62±0.05, 0.67±0.08 vs. 0.80±0.12, TIMP-1 
mRNA: 0.56±0.02, 0.60±0.01 vs. 0.35±0.04, MMP-2/TIMP-1: 1.11±0.06, 1.16±0.15 vs. 2.30±0.35, all P < 0.05), 
but no statistically significant difference was found between traditional Chinese medicine group and western medicine 
group (all P > 0.05).  Conclusion  Serum containing SYD can reduce the secretion of ECM of the rabbit VSMC 
during the high state of glucose and insulin, and the mechanisms are possibly related to reducing the synthesis of Hyp, 
influencing the mRNA expression levels of COL-Ⅳ, MMP-2, TIMP-1, and adjusting  the balance of MMP-2/TIMP-1.

【Key words】  Simiao Yongan decoction;  Smooth muscle cell;  Atherosclerosis;  Extracellular matrix
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理数据，计量资料以均值 ± 标准差（x±s）表示，两

独立样本的计量资料采用 t 检验，差异显著性水平

设为 α＝0.05。

2 结 果

2.1 四妙勇安汤对细胞培养上清液 Hyp 含量的影

响（表 1）：正常组与空白组 Hyp 含量比较差异无统

计学意义（P＞0.05）；与正常组比较，模型组、西药

组、中药组 Hyp 水平均显著性增加（均 P＜0.05）；

与模型组比较，西药组、中药组 Hyp 水平显著下降 ；

且中药组降低更显著（均 P＜0.05）。

2.2 四 妙 勇 安 汤 对 兔 VSMC COL- Ⅳ、MMP-2、

TIMP-1 的 mRNA 表 达 及 MMP-2/TIMP-1 的 影 响 

（表 1；图 1）：与空白组比较，正常组 COL- Ⅳ、MMP-2、 

TIMP-1 的 mRNA 表 达 差 异 均 无 统 计 学 意 义（均

P＞0.05）；与正常组比较，模型组、中药组、西药组

的 COL- Ⅳ、MMP-2 mRNA 均 呈 显 著 高 表 达（均

P＜0.05），TIMP-1 mRNA 表达水平降低（P＜0.05），

MMP-2/TIMP-1 比值增加（P＜0.05）；与模型组比

较，中药组、西药组均能降低 COL- Ⅳ、MMP-2 的

mRNA 表达，提高 TIMP-1 mRNA 的表达，MMP-2/ 

TIMP-1 比值有所下降（均 P＜0.05），但中药组和西

药组之间差异无统计学意义（均 P＞0.05）。

3 讨 论

  四妙勇安汤是治疗脱疽的经典方，近年在防治

糖尿病大血管病变方面取得良好的效果［6-9］，方中

金银花解毒清热，玄参清热凉血滋阴，当归养血活

血和营，生甘草解毒，调和诸药，全方共奏解毒清

热、滋阴养血、活血化瘀之功效。本课题组前期实验

研究结果表明，四妙勇安汤含药血清可抑制 VSMC

增殖，并能降低细胞培养上清液中白细胞介素 -6 

（IL-6）和肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）的含量，说明

四妙勇安汤防治动脉粥样硬化（AS）的可能作用机

制之一为抑制 VSMC 炎症因子的分泌［10-11］。他汀

类调脂药具有改善血管内皮功能、抑制炎症介质释

放，降低 ECM 分泌，稳定 AS 的作用［11-14］，故以辛伐

他汀为阳性对照。本实验主要观察四妙勇安汤含药

血清对高胰岛素 / 高糖诱导兔 VSMC 的 ECM 分泌

的影响，并分析其作用机制。

 在生理状态时，成熟的 VSMC 呈收缩表型，产

生 ECM 的速度很慢。但在病理状态下，可导致斑块

形成和血管重塑［15］。ECM 包括胶原、弹性蛋白、纤

黏蛋白、层黏蛋白等，其中胶原Ⅳ是基底膜主要成

分，主要由 VSMC 分泌。Hyp 是胶原蛋白的特征性

氨基酸，约占 13.4%，在弹性蛋白中占极少量或几乎

不存在。因此，测定 Hyp 含量，可反映平滑肌细胞

分泌胶原的水平［16］。本实验研究发现，四妙勇安汤、

辛伐他汀含药血清均能降低高胰岛素 / 高糖诱导的

兔 VSMC 培养上清液 Hyp 含量，且中药组较西药组

Hyp 含量降低更显著，说明四妙勇安汤还可能通过

减少胶原合成及 ECM 的分泌来抑制 VSMC 的增殖

及动脉硬化斑块的形成。

 ECM 在正常情况下处于生成 / 降解动态平衡

中，涉 及 ECM 代 谢 的 主 要 酶 系 是 MMPs/TIMPs。

MMPs 能特异性地降解变性胶原，参与 ECM 的转

运及组织重构，其中 MMP-2/9 可降解平滑肌细胞

基底膜、弹性蛋白和胶原［17］。TIMPs 作为 MMPs 的

特异性内源性因子，能与 MMPs 的催化中心结合，

封闭其催化活性，从而阻断 MMPs 与底物结合，抑

制 ECM 的降解 ；TIMP-1 能拮抗 MMP-2/9 的作用， 

MMP-2/TIMP-1 的平衡对调节 ECM 代谢，预防 AS

斑块的形成和稳定 AS 斑块具有重要意义［1］。复

习近年文献可发现，MMPs/TIMPs 分泌失衡会导致

高血压、糖尿病等大血管病变的发生。临床研究表

明，糖尿病组血清 MMP-2/TIMP-1 的比值高于非糖

尿病组和健康组，且 MMP-2 是糖尿病足的独立危

险因素［18］。另有研究表明，MMP-2 和 TIMP-2 水

平与收缩压、三酰甘油（TG）、低密度脂蛋白胆固醇

（LDL-C）、糖化血红蛋白（HbA1c）呈正相关 ；2 型糖

表 1 四妙勇安汤对 VSMC 培养上清液 Hyp 含量及对 VSMC 中 
COL- Ⅳ、MMP-2、TIMP-1 的 mRNA 相对表达量的影响（x±s）

组别
样本数

（孔）
Hyp（mg/L）

mRNA 相对表达量

COL- Ⅳ MMP-2 TIMP-1 MMP-2/TIMP-1

空白组 6 147.74±27.85 0.38±0.06 0.31±0.02 0.72±0.02 0.53±0.02

正常组 6 153.23±20.60 0.41±0.02 0.41±0.02 0.79±0.07 0.52±0.05

模型组 6 351.66±17.10 a 0.78±0.03 a 0.80±0.12 a 0.35±0.04 a 2.30±0.35 a

西药组 6 266.73±30.00 ab 0.58±0.03 ab 0.67±0.08 ab 0.60±0.01 ab 1.16±0.15 ab

中药组 6 234.19±26.43 abc 0.55±0.04 ab 0.62±0.05 ab 0.56±0.02 ab 1.11±0.06 ab

注 ：与正常组比较，aP＜0.05 ；与模型组比较，bP＜0.05 ；与西药组比较，cP＜0.05

图 1 四妙勇安汤对兔 VSMC COL-4、 
MMP-2、TIMP-1 的 mRNA 表达
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尿病患者血清 MMP-2、TIMP-2 水平增加较显著，尤

其是 CIMT 增厚者更加显著，提示糖尿病大血管病

变的危险因素之一可能是 MMP-2 和 TIMP-2 的增

加及 MMP-2/TIMP-2 比例失调［19］。人脐静脉内皮

细胞体外培养发现，在 33 mmol/L 的高糖状态下，内

皮细胞 MMP-2 和 TIMP-2 的表达及活性均增加，可

见 MMP-2/TIMP-2 比例的紊乱是导致血管损害的

一个关键因素之一［20-21］。

 本研究显示，正常状态下兔 VSMC 的 COL- Ⅳ、

MMP-2 mRNA 仅有少量表达，在高糖 / 高胰岛素刺

激后，COL- Ⅳ、MMP-2 mRNA 表达增强，TIMP-1  

mRNA 表 达 减 弱，MMP-2/TIMP-1 mRNA 比 例 显

著失衡，与文献报道一致［18-22］，提示高胰岛素 / 高

糖 诱 导 平 滑 肌 细 胞 显 著 增 殖 后，MMP-2 对 基 底

膜 COL- Ⅳ进行降解，致使大量胶原堆积，MMPs/

TIMPs 分泌失衡。经四妙勇安汤含药血清干预后，

细胞 COL- Ⅳ、MMP-2 的 mRNA 表达降低，TIMP-1  

mRNA 表达增强，MMP-2/TIMP-1 比值趋于平衡，

其作用与辛伐他汀相当。表明四妙勇安汤可能通过

降低 VSMC 分泌 MMP-2 mRNA，减少其对 COL- Ⅳ 

mRNA 降解，同时增强 TIMP-1 mRNA 分泌，进而抑

制 MMP-2 蛋白表达，整体调节使 MMP-2/TIMP-1 

mRNA 平衡，从而减少 ECM 的降解，减少胶原堆积

来实现抗 AS 的作用。

 本研究首次证实中药经典方四妙勇安汤可改善

高胰岛素 / 高糖所致的动脉平滑肌 ECM 主要胶原

成分 Hyp 的分泌，抑制 COL- Ⅳ表达，降低 MMP-2/ 

TIMP-1 比值，体现了中医药的整体调节作用。依据

本实验结果及相关文献推论，如能抑制 MMP-2 或

增加 TIMP-1 的表达，维持 MMP-2/TIMP-1 平衡，将

对动脉硬化斑块的形成和稳定起着重要作用。下一

步工作可以 MMPs/TIMPs 作为深入研究防治 AS 的

新靶点，从而为防治糖尿病及血管并发症的研究提

供新途径。
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