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目的
!

研究姜黄素在糖基化低密度脂蛋白"

=H?.J@J

#诱导的血管平滑肌细胞脂质聚积中的作

用机制$方法
!

体外制备并检测
=H?.J@J

!将
=H?.J@J

及不同浓度的姜黄素作用于大鼠血管平滑肌细胞系
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!分别设置空白对照组)

=H?.J@J

处理组)
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姜黄素处理组)
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8":
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姜黄素处理组和
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J

姜黄素
'̀.>=

处理组(
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检测
N

类
Q

型清道夫受体"

K<N$

#)糖原合成酶激酶
'
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HK̂ '
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#)

磷酸化糖原合成酶激酶
'
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.HK̂ '
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#)哺乳动物雷帕霉素靶蛋白"

8TF<

#)磷酸化哺乳动物雷帕霉素靶蛋白"
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8TF<

#)自噬相关蛋白
N76:#,

和
KhKT>$

0

4

)1

蛋白表达水平(油红
F

染色检测脂质聚积程度$结果
!

体外糖

基化修饰的
J@J

硫代巴比妥反应显著降低)电泳迁移率明显增加!表明
=H?.J@J

构建成功$

f7+37D,Y:"3

实

验结果显示!与空白对照组相比!姜黄素处理组明显上调
=H?.J@J

诱导的
K<N$

的表达!并具有一定的浓度依

赖效应$姜黄素还能够抑制
4

.HK̂ '

$

和
4

.8TF<

的表达水平!增加细胞的自噬水平"

Y76:#,

表达升高和
4

)1

表

达下降#$油红
F

染色实验证实!

=H?.J@J

处理组脂质聚积明显!而姜黄素各处理组脂质聚积减弱!但
'.>=

各处理组脂质聚积进一步增加$结论
!

姜黄素可促进血管平滑肌细胞
K<N$

表达!抑制其脂质聚积!机制可能

与通过
HK̂ .'

$

0

8TF<

途径增加自噬相关蛋白表达有关$
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糖尿病的心血管并发症已成为糖尿病患者致残'

致死的主要原因%长期持续的高糖血症可使体内的

低密度脂蛋白#

J@J

$发生非酶糖化反应&最终形成糖

基化低密度脂蛋白#

=H?.J@J

$

-

$

.

%晚期形成的糖基

化终产物#

=H?

$相当稳定&是一种不可逆的变化&能

够在动脉内膜下和组织细胞内蓄积%即使经过治疗

后&

=H?

水平在糖尿病患者中仍高于正常水平-

1

.

%

流行病学研究发现&在糖尿病患者的血浆中&

=H?

和

=H?

修饰的载脂蛋白
N

水平均明显高于健康人&

=H?.J@J

的水平升高和动脉粥样硬化#

=K

$'冠心病

的发生和冠状动脉的狭窄程度呈正相关-

'.0

.

%由此可

见
=H?.J@J

可以通过某些未知途径促进
=K

的发

生'发展%由于修饰后的
J@J

主要通过非受体代谢

途径代谢&而其中一个比较重要的靶点就是
N

类
'

类

清道夫受体#

K<N$

$%有研究发现&

K<N$

不足将导致

胆固醇稳态的改变从而增加
=K

的风险%而
K<N$

表

达增加则能够促进胆固醇流出&降低脂质聚积的程

度-

;

.

%除此之外&自噬被证明在
=K

形成和
=K

的斑

块稳定中发挥重要作用%自噬是真核细胞所特有的

生命现象&通过形成自噬溶酶体降解陈旧的蛋白和细

胞器&回收利用有用的小分子物质从而适应自身代谢

的需要&为细胞提供能量使其能够适应各种应激和饥饿

等环境-

)

.

%脂噬属于自噬的一种特殊形式&目前已经证

实脂噬能协助溶酶体脂酶降解脂质&促进胆固醇流

出-

-

.

%因此&在一定程度上&细胞自噬能力增强将导致

巨噬细胞内脂质聚积程度降低&巨噬细胞转变成泡沫细

胞的速度减慢&从而抑制
=K

的发生'发展过程-

/

.

%

目前&中药抗
=K

取得了较大进展&中药有效成分

对
=K

具有明显的作用&而且不良反应少%姜黄素呈

酸性&是从姜科类植物中提取出来的酚类物质-

(

.

%多

项研究表明&姜黄素能够从多个位点抑制
=K

的发生&

主要包括降血脂'抗炎'抗平滑肌细胞增殖'抗氧化

等-

$%

.

%多项关于肿瘤细胞的研究发现&姜黄素可引起

肿瘤细胞自噬水平升高&进而引发一定的抗癌效应-

$$

.

%

姜黄素的药理作用广泛&但其作用的分子机制还有待于

进一步阐明%本研究主要阐明姜黄素在
=H?.J@J

诱

导的平滑肌细胞脂质聚积中作用的分子机制%

!
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材料与方法
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!

材料
!

K<N$

'自噬相关蛋白
N76:#,

和
KhKT>$

"

4

)1

'哺乳动物雷帕霉素靶蛋白#

8TF<

$多克隆抗体购自

武汉三鹰公司&糖原合成酶激酶
'

$

#

HK̂'

$

$'磷酸化糖原

合成酶激酶
'

$

#

4

.HK̂'

$

$'磷酸化哺乳动物雷帕霉素靶

蛋白#

4

.8TF<

$单克隆抗体购自德国
CKT

公司(自噬

抑制剂
'.>=

购自美国
K#

M

89

公司(大鼠平滑肌细胞

系
=-D;

购自中科院上海细胞所(胎牛血清购自杭州

四季青公司(

@>?>

培养基购自美国
I

X

6:",7

公司(

青链双抗购自杭州吉诺公司(聚偏二氟乙烯#

LV@W

$

膜购自美国
>#::#

4

"D7

公司(蛋白酶抑制剂'二喹啉甲

酸 #

NC=

$检测试剂盒'电化学发光#

?CJ

$检测试剂

盒购自美国
L#7D67

公司%

!&"

!

方法

!&"&!

!

细胞培养
!

大鼠胸大动脉血管平滑肌细胞系

=-D;

在含
$%_

胎牛血清的
@>?>

培养基中常规培

养%调整细胞密度&将进入指数生长期的
=-D;

细胞

接种于
)

孔板中&生长
102

后进行分组&分别为!空白

对照组#未处理组$&

=H?.J@J

处理组#

$%%

&

M

"

8J

=H?.J@J

处理细胞
$12

$&

$%

&

8":

"

J

姜黄素处理

组'

1%

&

8":

"

J

姜 黄 素 处 理 组 #分 别 由
$%

和
1%

&

8":

"

J

姜黄素联合
$%%

&

M

"

8J=H?.J@J

处理细胞

$12

$&

$%

&

8":

"

J

姜黄素
'̀.>=

处理组'

1%

&

8":

"

J

姜黄素
'̀.>=

处理组#同姜黄素处理组&并加入
1

88":

"

J

的自噬抑制剂
'.>=

$%

!&"&"

!

无内毒素
=H?.J@J

的制备鉴定
!

根据文献

-

0

.方法&

'-b

培养箱中不断通入无菌氮气&将购买的

未修饰的
J@J

#

,.J@J

$'

%&18":

"

J

葡萄糖在抗氧化

剂存在的条件下孵育
0

周%将
=H?.J@J

在无内毒

素的透析液中透析
102

后经过
%&11

&

8

滤膜过滤除

菌&

0b

分装保存%使用
TUNK=

法检测
J@J

被糖基

化修饰的水平%琼脂糖凝胶电泳结合苏丹黑染色检

测
=H?.J@J

和
,.J@J

的电泳迁移率差异%所有制

备的
=H?.J@J

和
,.J@J

通过内毒素检测试剂盒检

测内毒素水平&均低于
%&1;?B

"

8J

%

!&"&#

!

f7+37D,Y:"3

!

冷磷酸盐缓冲液#

LNK

$洗涤细

胞
$

次&用含蛋白酶抑制剂的哺乳动物全细胞
>.L?<

裂解液
1%%

&

J

裂解细胞
'%8#,

&所有操作均在冰上

进行%于
0b

以
$%%%%c

M

离心
$%8#,

&收集上层液

体%取部分样品进行
NC=

法定量分析并调整上样量

至
1%

&

M

%十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺#

K@K.L=H?

$

凝胶电泳后&将蛋白质转印至
LV@W

膜上%

;_

的牛

血清清蛋白#

NK=

$孵育封闭后&一抗按照
$j$%%%

稀

/-'
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月第
0/

卷第
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释&并放置于
0 b

中孵育
$12

%辣根过氧化物酶

#

I<L

$标记的二抗按照
$

!

$%%%%

稀释&室温孵育
1

2

&使用
?CJ

检测试剂盒进行检测%

!&"&F

!

油红
F

染色
!

将
=-D;

细胞接种入
)

孔板中

制作细胞爬片%加入
=H?.J@J

&促进平滑肌细胞吞

噬脂质最终形成泡沫细胞%弃培养基&

LNK

漂洗
'

次%

)

孔板内加入终浓度为
0_

的多聚甲醛固定细

胞&孵育
'%8#,

%油红
F

染色液染色
'%8#,

后去除

染液&加入
)%_

异丙醇&镜下观察分色#分色时间不

定&细胞着色程度决定分色时间长短$%

LNK

清洗后

将细胞放置于倒置显微镜下观察染色情况&细胞内的

红色颗粒即为蓄积的脂质%

!&#

!

统计学处理
!

采用
KLKK1%&%

软件作统计学处

理%计量资料用
9dN

表示&组间比较采用
E

检验(计

数资料用率表示&组间比较采用
!

1 检验&以
!

$

%&%;

为差异有统计学意义%

"

!

结
!!

果

"&!

!

鉴定体外制备的
=H?.J@J

!

经过糖化修饰的

J@J

较未修饰前&硫化巴比妥反应程度下降-#

%&1/d

%&%1

$

=BKNQ

#

%&0;d%&%'

$

=B

&

!

$

%&%;

.&

J@J

的

多个氨基酸残基被糖基化修饰#图
$=

$%凝胶电泳后

苏丹黑染色法检测到
=H?.J@J

的电泳迁移率明显

增加&糖化后赖氨酸残基所带正电荷减少&蛋白质负

电荷增加#图
$N

$&且
=H?.J@J

仅有
$

条条带表示无

其他蛋白质的污染&

=H?.J@J

在体外制备成功%

!!

=

!

=H?.J@J

和
,.J@J

在
'0%,8

处的吸光度#

=C

$值(

N

!琼脂糖

凝胶电泳检测图

图
$

!!

=H?.J@J

和
,.J@J

的
=C

值和迁移率

"&"

!

f7+37D,Y:"3

检测各组
K<N$

蛋白
!

f7+37D,.

Y:"3

结果显示&与空白对照组相比&

$%

&

8":

"

J

和
1%

&

8":

"

J

姜黄素处理组
K<N$

蛋白的表达明显增加

#

!

$

%&%;

$&并且呈现出一定的浓度依赖性#图
1=

$&

=H?.J@J

处理组的
K<NQ

蛋白的相对表达量为

%&11d%&%1

&

$%

&

8":

"

J

姜黄素处理组
K<N$

蛋白的

相对表达量为
%&')d%&%0

&

1%

&

8":

"

J

姜黄素处理组

K<N$

蛋白的相对表达量为
%&;%d%&%;

&与
=H?.

J@J

组相比&姜黄素处理组明显上调了
K<N$

蛋白的

相对表达量&差异有统计学意义#

!

$

%&%;

$&见图
1N

%

"&#

!

f7+37D,Y:"3

检测各组
L.HK̂ '

$

'

L.8TF<

'

L)1

和
Y76:#,

蛋白
!

f7+37D,Y:"3

结果显示&与
=H?.

J@J

处理组相比&

$%

&

8":

"

J

和
1%

&

8":

"

J

姜黄素处

理组能够明显抑制
HK̂ '

$

的磷酸化水平及
HK̂ '

$

的下游蛋白
8TF<

的磷酸化水平#

!

$

%&%;

$&而总的

HK̂ '

$

和
8TF<

的表达水平在姜黄素处理前后没有

发生明显改变&自噬相关蛋白
Y76:#,

表达明显增加&

L)1

的相对表达量明显降低#

!

$

%&%;

$%

1%

&

8":

"

J

姜黄素处理组与
=H?.J@J

处理组相比&

Y76:#,

相对

表达量大约增加了
$&'

倍&而
4

)1

的相对表达量约减

少了
1&1

倍&见图
'

%

"&F

!

各组平滑肌细胞脂质聚积程度
!

油红
F

染色实

验结果表明&与空白对照组相比&

=H?.J@J

处理组能

够引起血管平滑肌细胞中大量的脂质聚积#图
0=

'

N

$&而
$%

&

8":

"

J

和
1%

&

8":

"

J

姜黄素处理组能够明

显降低
=H?.J@J

引起的脂质聚积#图
0C

'

@

$%但是

'.>=

处理各组姜黄素抑制脂质聚积的作用明显减

弱&见图
0?

'

W

%

!!

=

!

f7+37D,Y:"3

检测各组
K<N$

蛋白相对表达量(

N

!各组
K<N$

蛋

白相对表达量柱状图%

$

!空白对照组(

1

!

=H?.J@J

处理组(

'

!

$%

&

8":

"

J

姜黄素处理组(

0

!

1%

&

8":

"

J

姜黄素处理组

图
1

!!

各组
K<N$

蛋白相对表达量

!!

=

!

f7+37D,Y:"3

检测各组
L.HK̂ '

$

'

L.8TF<

'

L)1

和
Y76:#,

蛋白

相对表达量(

N

!各组
L.HK̂ '

$

'

L.8TF<

'

L)1

和
Y76:#,

蛋白相对表达

量柱状图%

$

!空白对照组(

1

!

=H?.J@J

处理组(

'

!

$%

&

8":

"

J

姜黄素

处理组(

0

!

1%

&

8":

"

J

姜黄素处理组

图
'

!!

各组
L.HK̂ '

$

(

L.8TF<

(

L)1

和

Y76:#,

蛋白相对表达量

(-'
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年
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!!

=

(空白对照组(

N

(

=H?.J@J

处理组(

C

(

$%

&

8":

"

J

姜黄素处理

组(

@

(

1%

&

8":

"

J

的姜黄素处理组(

?

!

$%

&

8":

"

J

姜黄素
`'.>=

处理

组(

W

!

1%

&

8":

"

J

姜黄素
'̀.>=

处理组

图
0

!!

各组平滑肌细胞脂质聚积程度%油红
F

染色&

c0%%

'

#

!

讨
!!

论

!!

=K

是发生于动脉血管内壁的慢性疾病&糖尿病

人群中
=K

的患病率高&发病年龄呈年轻化&疾病进展

快&是该人群致残'病死的重要原因之一%高血糖能

够诱导载脂蛋白发生非酶糖化%

J@J

的非酶糖化主

要发生于载脂蛋白
N

#

9

4

"N

$上含有赖氨酸残基的部

位&通过多步反应最终生成
=H?.J@J

-

$1

.

%流行病学

研究发现&在糖尿病患者的血浆中&

=H?.J@J

的水平

升高和
=K

及冠心病的发生具有正相关关系&推测原

因是由于修饰的
J@J

激活机体的单核巨噬细胞和平

滑肌细胞&诱发细胞吞噬大量的
=H?.J@J

&进而导致

了泡沫细胞的形成-

0

&

$'

.

%有研究发现&

=H?.J@J

的

代谢并不是通过
J@J

受体代谢途径&糖化后的
9

4

"N

蛋白不能被
J@J

受体所识别进而导致血浆中
=H?.

J@J

的水平增加&进一步导致
=K

-

$0.$;

.

%

目前&中药抗动脉粥样硬化取得了较好的进展%

中药有效成分对
=K

具有明显的作用&如保护血管内

皮'抑制平滑肌细胞增殖'抗炎等作用&而且不良反应

少&能够明显调节免疫作用%姜黄素在心血管系统中

具有降血脂'抗炎'抗氧化'抗血小板聚积及增加心肌

细胞功能等作用-

(.$%

&

$)

.

%

FJKg=U?Ĉ Q

等-

$-

.发现姜

黄素对载脂蛋白
?

"

J@J

受体 #

9

4

"?

"

J@J<

$基因敲

除鼠有抗
=K

的作用%

1%$%

年&

Q̂>

等-

$/

.将姜黄素

作用于高脂喂养的大鼠&与对照组血清中的脂质含量

进行比较&证实姜黄素能够明显降低三酰甘油和胆固

醇的含量并促进脂质的排出%

1%%)

年&匡双玉等-

$(

.

研究发现姜黄素作用于泡沫化的血管平滑肌细胞后&

清道夫受体蛋白
K<?NL.$

的表达水平上升&能够加

速细胞内胆固醇'游离胆固醇和酯化的胆固醇的清除

速度%

1%$;

年&本课题组的前期研究也表明姜黄素能

够促进巨噬细胞的胆固醇流出从而抑制小鼠巨噬细

胞内
"Z.J@J

引起的脂质聚积-

1%

.

&这些结果都说明姜

黄素具有良好的降血脂及抗
=K

等作用&因此推测姜

黄素在
=H?.J@J

诱导的动脉粥样硬化过程中可能

发挥重要作用%本研究在体外成功合成了
=H?.J@J

#图
$

$&并且合成的
=H?.J@J

能够引起血管平滑肌

细胞的脂质聚积#图
0N

$%

=H?.J@J

的代谢不能通

过受体代谢途径&因此&研究
=H?.J@J

的非受体代

谢途径显得更有意义%

K<N$

是清除修饰后
J@J

的

重要非受体代谢途径%

K<N$

不足将导致胆固醇稳态

的改变&而
K<N$

表达增加能够促进胆固醇流出&降低

脂质聚积的程度%本研究通过
f7+37D,Y:"3

检测了

K<N$

的表达水平&结果表明姜黄素能够明显上调

K<N$

蛋白水平#图
1

$%除此之外&本研究发现姜黄素

还能够通过促进血管平滑肌细胞的自噬水平而抑制

=H?.J@J

引起的脂质聚积%自噬是通过溶酶体降解

细胞内受损细胞器的过程%通过一定程度的自噬使

细胞能够适应多种有害刺激&从而降低细胞凋亡和坏

死发生的水平-

)

&

1$

.

%基础水平的血管平滑肌细胞自噬

既可以抑制细胞增殖与迁移&又可以促进细胞的生

存&降低细胞的凋亡和坏死&进而起到延缓
=K

发生'

发展及稳定
=K

斑块的作用-

11

.

%

8TF<

是负性调控

细胞自噬的主要通路&

HK̂ '

$

能激活
8TF<

信号&因

此抑制
HK5'

$

信号通路能够增强自噬水平-

1'

.

%本研

究发现在平滑肌细胞中&姜黄素能够通过抑制
HK̂ .

'

$

"

8TF<

信号通路而激活自噬&并且通过自噬抑制

=H?.J@J

诱导的脂质聚积水平%

综上所述&本研究提示在
=H?.J@J

诱导平滑肌

细胞泡沫化模型中&姜黄素能够改善平滑肌细胞泡沫

化过程中的脂质蓄积&其作用机制主要是抑制
HK̂ .

'

$

"

8TF<

途径依赖的细胞自噬及促进
K<N$

的表

达%本研究结果为姜黄素作为抗糖尿病
=K

药物在临

床上的使用提供了理论和实验依据%
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