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槲皮素拮抗内皮素 1 对血管平滑肌细胞 L 型钙通道的抑制
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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察内皮素 1(ET鄄1)作用下人脐动脉平滑肌细胞 L 型钙通道(LCC)的变化,以及槲皮素(Que)
对这种变化的影响。 方法摇 原代培养第三代的人脐动脉平滑肌细胞随机分组:淤空白对照组:只加入培养液;于槲

皮素组:80 滋mol / L 槲皮素培养 24 h;盂模型组:10 nmol / L ET鄄1 培养 24 h;榆ET鄄1 + U0126(ERK 抑制剂)组:10
滋mol / L U0126 预处理 1 h,再加入 10 nmol / L ET鄄1 共培养 24 h;虞不同剂量槲皮素预处理组:分别用 20、40、80
滋mol / L 槲皮素预处理 1 h,再加入 10 nmol / L ET鄄1 共培养 24 h;愚ET鄄1 + Que + U0126 组:10 滋mol / L U0126 和 80
滋mol / L 槲皮素共同预处理 1 h,再加入 10 nmol / L ET鄄1 共培养 24 h;舆ET鄄1 + 硝苯地平组:LCC 通道阻滞剂硝苯地

平 10 滋mol / L 预处理 1 h,再加入 10 nmol / L ET鄄1 共培养 24 h。 选择 LCC 的主要亚基 琢1C为基因表达的观察指标,
选择 LCC 电流( ICaL)为 LCC 功能的观察指标,分别检测各组细胞的 琢1C表达量和 ICaL。 结果摇 模型组 琢1C的表达

和 ICaL 密度均低于其他各组 (P < 0郾 05),空白对照组与槲皮素组的实验结果差异无显著性。 结论 摇 ET鄄1 通过

ERK 通道抑制血管平滑肌细胞 L 型钙通道的基因表达和功能,槲皮素对 ET鄄1 有剂量依赖性的拮抗作用。
[中图分类号] 摇 R363 [文献标识码] 摇 A

Quercetin Inhibits Endothelin鄄1鄄induced L鄄type Calcium Channel Down鄄Ragulation
in Human Umbilical Arterial Smooth Muscle Cells
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To examine whether L鄄type calcium channel (LCC) of human umbilical arterial smooth muscle
cells (HUASMC) was influenced by endothelin鄄1(ET鄄1), and whether the possible influence was interfered with by quer鄄
cetin which has been shown to provide protection against cardiovascular diseases. 摇 摇 Methods摇 Primary HUASMC at the
third passage culture were identified by immunocytochemistry and randomly divided into following groups:淤control group:
cultured only with vehicle for 24 h. 摇 于 Quercetin alone group: cultured with 80 滋mol / L quercetin for 24 h. 摇 盂Model
group: cultured with 10 nmol / L ET鄄1 for 24 h. 摇 榆U0126 plus ET鄄1 group: pretreated with 10 滋mol / L U0126 for 1 h,
then coincubated with 10 nmol / L ET鄄1 for 24 h. 摇 虞Quercetin pretreatment group: pretreated with quercetin in concentra鄄
tions of 20 滋mol / L, 40 滋mol / L and 80 滋mol / L respectively for 1 h, then coincubated with 10 nmol / L ET鄄1 for another 24
h. 摇 愚ET鄄1 + Que + U0126 group: pretreated with 80 滋mol / L quercetin and 10 滋mol / L U0126 together for 1 h, then co鄄
incubated with 10 nmol / L ET鄄1 for 24 h. 摇 舆ET鄄1 + nifedipine group: pretreated with 10 滋mol / L nifedipine for 1 h, then
coincubated with 10 nmol / L ET鄄1 for 24 h. 摇 Expression of 琢1C, a LCC major subunit , was assayed by RT鄄PCR and West鄄
ern blot analysis. 摇 The LCC currents(ICaL) were detected by technique of whole鄄cell patch鄄clamp. 摇 摇 Results摇 琢1C ex鄄
pression , in both mRNA and protein level, as well as ICaL density of model group were significantly down鄄regulated com鄄
pared with that of control group or quercetin alone group(P < 0郾 05), and the repressing effect of ET鄄1 on LCC was partly
reversed by pretreating with U0126 or quercetin(P < 0郾 05). 摇 No significant difference between control group and querce鄄
tin alone group was detected. 摇 摇 Conclusion摇 Downregulation of 琢1C expression and ICaL density in HUASMC by ET鄄1
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partly via ERK parthway was antagonized by quercetin, which could be an important mechanism contributing to the protec鄄
tive effect of quercetin on cardiovascular system.

摇 摇 以往的研究表明,内皮素 1(ET鄄1)促进血管平

滑肌细胞(vascular smooth muscle cells,VSMC)的迁

移和增殖,是心血管疾病的危险因子,而槲皮素则

保护心血管系统,具有拮抗 ET鄄1 所致损伤的作

用[1,2]。 L 型钙通道属于电压依赖型钙通道( volt鄄
age鄄dependent calcium channel,VDCC)之一,具有大

电压激活的特性,对 VSMC 的分化和稳定有重要作

用[3]。 ET鄄1 和槲皮素对心血管系统的作用是否涉

及 LCC 及其可能的机制尚未见相关报道,本文通过

观察 VSMC 在 ET鄄1、槲皮素和 U0126 作用下 LCC 表

达和功能的变化,探讨 ET鄄1 和槲皮素对心血管损伤

或保护的作用。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 主要试剂

摇 摇 ET鄄1、U0126、槲皮素、硝苯地平、DMSO 和胰蛋

白酶均购于 Sigma鄄Aldrich 公司;DMEM 培养液、胎
牛血清购于美国 Gibco 公司;anti鄄琢鄄SMA、anti鄄琢1C和

anti鄄actin 抗体购于 BioLegend 公司;TritonX鄄100 和

过氧化物酶标记的抗 anti鄄琢1C抗体购于北京博奥森

生物技术有限公司;总 RNA 抽提 Trizol Reagment 购
于美国 Invitrogen 公司;反转录试剂盒购于美国 Pro鄄
mega 公司;Taq DNA 聚合酶等 PCR 反应系统购于

大连 TaKaRa 公司; ECL solution、 BSA 购于上海

Roche 公司;配胶试剂均购自上海 BIOASIA 公司。
1郾 2摇 血管平滑肌细胞的培养和鉴定

取自泰安市中心医院的新鲜脐带,在无菌条件

下分离脐动脉,去除周围的脂肪和结缔组织。 在解

剖显微镜下沿长轴剖开动脉,刀片刮除内膜,眼科

镊去除外膜,剩余的动脉壁用眼科剪剪成约 3 mm
宽的小组织块。 将组织块置于 6 孔培养皿,每孔加

入 1 mL DMEM 培养液,内含 10%胎牛血清,2000 万

U / L 青霉素,2000 万 U / L 链霉素,放入 37益、5%
CO2培养箱内培养。 3 ~ 5 天后,于倒置相差显微镜

下可见细胞长出。 去除组织块,2 ~ 3 天更换一次培

养液,直至细胞融合。 用 0郾 05%胰蛋白酶和 0郾 02%
EDTA 悬浮分散细胞,离心后以 1 颐 5 的比例接种到

新培养瓶中。 培养的 VSMC 以免疫组织化学 SP 法

进行鉴定。 细胞在经 Poly鄄L鄄Lysine 防脱处理的载玻

片上贴片生长至约 70% 融合后,4% 多聚甲醛室温

下固定 30 min,封闭后滴加 1 颐 700 稀释的 anti鄄琢鄄

SMA,4益下过夜,冲洗后滴加生物素化的域抗,25益
下 20 min,最后按说明书进行 DAB 显色并观察

结果。
1郾 3摇 血管平滑肌细胞的分组

原代培养第 3 代的 VSMC 经无血清培养 24 h
后充分混合,随机分成 7 组。 淤空白对照组:只加入

培养液;于槲皮素组:80 滋mol / L 槲皮素培养 24 h;
盂模型组:10 nmol / L ET鄄1 培养 24 h;榆ET鄄1 +
U0126 组:10 滋mol / L ERK 抑制剂 U0126 预处理 1
h,再加入 10 nmol / L ET鄄1 共培养 24 h;虞不同剂量

槲皮素预处理组:分别用 20 (低剂量)、40 (中剂

量)、80 滋mol / L(高剂量)槲皮素预处理 1 h,再加入

10 nmol / L ET鄄1 共培养 24 h;愚ET鄄1 + Que + U0126
组:10 滋mol / L U0126 和 80 滋mol / L 槲皮素共同预处

理 1 h,再加入 10 nmol / L ET鄄1 共培养 24 h;舆ET鄄1
+ 硝 苯 地 平 组: LCC 通 道 阻 滞 剂 硝 苯 地 平 10
滋mol / L预处理 1 h,再加入 10 nmol / L ET鄄1 共培养

24 h。 各组细胞培养基的血清浓度均为 5% 。
1郾 4摇 RT鄄PCR 检测 琢1C的 mRNA 表达

按照 Trizol Reagment 说明书提取细胞总 RNA,
紫外分光光度计(英国 Biochrom 公司)测定 A260 /
A280值,检测 RNA 纯度,计算 RNA 含量。 从总 RNA
中取 3 滋g 作为合成 cDNA 的模板,具体步骤按照反

转录试剂盒说明书进行。 从合成的 cDNA 中取

2郾 5%作为管家基因 GAPDH 的 PCR 模板。 各基因

的 PCR 引物如下:琢1C上游 5忆鄄ACAAGAACCAGCGA鄄
CAGTG鄄3忆,下游 5忆鄄GGGTTTGAAGGCAATGAGC鄄3忆,
产物 278 bp; GAPDH 上游 5忆鄄TGCACCACCAACT鄄
GCTTAGC鄄3忆, 下 游 5忆鄄GGCATGGACTGTGGTCAT鄄
GAG鄄3忆,产物 86 bp。 PCR 反应在美国 Bio Rad 公司

的 Model No郾 iCyclerTM 梯度 PCR 系统中进行,具体

过程如下:琢1C:94益 预变性 5 min,94益 变性 30 s,
60益退火 30 s,72益延伸 45 s,共 40 个循环,72益再

延伸 5 min。 GAPDH:94益 预变性 4 min,94益 变性

30 s,60益 退火 30 s,共 30 个循环,72益 再延伸 4
min。 GEL DOC 2000 凝胶成像分析系统(美国 Bio
Rad 公司)检测各条带的灰度值,以 琢1C / GAPDH 作

为 mRNA 的相对表达量。
1郾 5摇 Western blot 检测 琢1C的蛋白表达

倒掉细胞培养液,PBS 冲洗细胞,加入裂解液于

冰上裂解 30 min。 收集裂解液和细胞碎片,4益 下

12000 r / min 离心 5 min,取上清,利用生物分光光度
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计(Bio鄄Photometer,Eppentoff)测定蛋白浓度。 配制

10%的分离胶和 4%的浓缩胶,SDS鄄PAGE 电泳每孔

上样量 50 滋g(上样前样品煮沸 5 min),电压 60 V,
电泳至溴酚蓝跑出即终止电泳。 把 PVDF 膜、分离

胶、滤纸和海绵垫固定后放入湿电转膜仪,电压 100
mV,80 min。 PVDF 膜于封闭液中浸泡 1 h 后分别

加入 anti鄄琢1C和 anti鄄茁鄄actin(1颐 1000),室温下孵育 1
h,冲洗后加入辣根过氧化物酶标记的域抗,室温下

孵育 1 h。 暗室中加入 ECL solution,曝光 X 胶片 5
~ 10 min,经显影定影后,冲洗凉干。 以 琢1C / 茁鄄actin
作为蛋白的相对表达量。
1郾 6摇 L 型钙通道电流的测定

玻璃毛细管经拉制火烤,充满电极内液后制成

电阻为 2 ~ 5 赚赘 的记录电极。 室温(22 ~ 24益)下
钳制 VSMC 胞膜,封接电阻逸500 赚赘。 细胞浴液的

钙浓度为 5 mmol / L,分别以 30 mmol / L 的 TEA 和

Cs + 阻断电极内液和细胞浴液的 K + 电流。 应用

HEKA EPC鄄9 膜片钳放大器,在全细胞模式下,从钳

制 - 50 mV 电位给予电压 10 mV 时程 250 ms 的单

刺激,电流振幅稳定后开始采集数据。 电流信号给

予 70% ~80% 补偿,并以 300 滋mol / L 的 Cd2 + 完全

阻断钙电流作为对照进行校正,于 1 kHz 下过滤,3
kHz 下转化成数字化模式并储存。 将 ICaL 峰值

(pA)除以细胞的膜电容(pF),得到各组细胞的电

流密度(pA / pF)并作统计分析。
1郾 7摇 统计学处理

实验结果以x 依 s 表示,运用 SPSS13郾 0 统计软

件进行数据处理,采用 Student鄄Newman鄄Keuls 检验

对各组均数进行多重比较。 选取 琢 = 0郾 05 作为显

著性的检验水准。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 血管平滑肌细胞的培养和鉴定

摇 摇 倒置相差显微镜下观察,VSMC 贴壁生长,胞体

呈梭形、多边形,胞浆均质,胞核呈椭圆形、杆状。
部分区域细胞密度较大,重叠生长达多层,与密度

较小的区域相间隔,呈“峰鄄谷冶样分布。 琢鄄 SMC 免

疫细胞化学结果显示,VSMC 胞浆中有棕黄色颗粒,
呈线性分布,阳性率约为 95% (图 1)。
2郾 2摇 琢1C的 mRNA 和蛋白表达水平

琢1C mRNA 和蛋白的表达在空白对照组和槲皮素

组最强,ET鄄1 + Que + U0126 组和高剂量槲皮素预处

理组次之,模型组最弱,并且槲皮素预处理组的表达

量随槲皮素的浓度(20、40、80 滋mol / L)增加而增强。

空白对照组与槲皮素组间、ET鄄1 + U0126 组与中剂量

槲皮素预处理组间 琢1C mRNA 和蛋白的表达量差异

均无显著性(P > 0郾 05)。 模型组、槲皮素预处理组和

空白对照组 琢1C mRNA 和蛋白的表达量依次递增(P
<0郾 05),提示 ET鄄1 诱导 HUASMC 降低 琢1C mRNA 和

蛋白的表达,槲皮素则对这种抑制有剂量依赖性的逆

转作用。 ET鄄1 + U0126 组与模型组 琢1C mRNA 和蛋白

的表达量差异也有显著性(P <0郾 05),表明 ERK 抑制

剂 U0126 可部分逆转 ET鄄1 诱导的抑制作用,提示

ET鄄1 可能通过激活 ERK 途径抑制 琢1C mRNA 和蛋白

的表达。 ET鄄1 + Que + U0126 组与高剂量槲皮素预处

理组比较差异无显著性(P > 0郾 05),ET鄄1 + 硝苯地平

组与模型组比较差异有显著性(P < 0郾 05),提示

U0126 对槲皮素拮抗 ET鄄1 没有协同作用,LCC 通道

阻滞剂硝苯地平则可以拮抗 ET鄄1 抑制 琢1C mRNA 和

蛋白表达的作用(图 2 和表 1)。

图 1. 原代培养的 VSMC( 伊50,左图)及免疫细胞化学染色

结果( 伊100,右图)
Figure 1. Phase contrast microscopic appearance and 琢鄄
SMA staining of primary culcured VSMC

表 1. 槲皮素对 琢1C mRNA 和蛋白表达的影响 (x 依 s, n = 5)
Table 1. Effect of quercetin on the expression of 琢1C mRNA
and protein(x 依 s, n = 5)

分摇 组 琢1C mRNA 琢1C蛋白

空白对照组 0郾 81 依 0郾 06 0. 77 依 0. 02
槲皮素组 0郾 84 依 0郾 05bc 0. 80 依 0. 03bc

模型组 0郾 21 依 0郾 04a 0. 17 依 0. 02a

ET鄄1 + U0126 组 0郾 59 依 0郾 05ab 0. 38 依 0. 04ab

低剂量槲皮素预处理组 0郾 39 依 0郾 03ab 0. 25 依 0. 01ab

中剂量槲皮素预处理组 0郾 60 依 0郾 05abc 0. 40 依 0. 04abc

高剂量槲皮素预处理组 0郾 72 依 0郾 02abcd 0. 57 依 0. 03abcd

ET鄄1 + Que + U0126 组 0郾 76 依 0郾 05abcd 0. 61 依 0. 05abcd

ET鄄1 +硝苯地平组 0郾 58 依 0郾 04abc 0. 45 依 0. 04abc

a 为 P < 0郾 05,与空白对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与模型组比较;c 为

P < 0郾 05,与低剂量槲皮素预处理组比较;d 为 P < 0郾 05,与中剂量槲

皮素预处理组比较。

2郾 3摇 电生理实验

记录钳制电压 - 50 mV 下 10 mV、250 ms 单刺
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激的电流,经计算得到各组的电流密度值。 除空白

对照组和槲皮素组间差异无显著性(P > 0郾 05)外,
其余各组差异均有显著性(P < 0郾 05),提示 ET鄄1 可

减弱 HUASMC 中 LCC 的最大电流密度,槲皮素则

对这种减弱有抑制作用,ERK 信号途径可能是 ET鄄1
影响 ICaL 的机制之一(图 3 和表 2)。

图 2. VSMC 琢1C mRNA(上图)和蛋白(下图)的表达摇 摇 1 为

空白对照组,2 为槲皮素组,3 为模型组,4 为 ET鄄1 + U0126 组,5 为低

剂量槲皮素预处理组,6 为中剂量槲皮素预处理组,7 为高剂量槲皮

素预处理组,8 为 ET鄄1 + Que + U0126 组,9 为 ET鄄1 + 硝苯地平组。

Figure 2. 琢1C mRNA and protein expression of cultured HUA鄄

SMC

图 3. VSMC 的 L 型钙通道全细胞电流记录

Figure 3. Effect of Que, U0126 and nifedipine on ICaL of
cultured HUASMC exposed to ET鄄1

表 2. 内皮素和槲皮素对 L型钙通道电流的影响 (x 依 s,n =5)
Table 2. Effect of ET鄄1 and quercetin on the expression of
Ca2 + current of L鄄type channel(x 依 s,n = 5)

分摇 组 ICaL( pA / Pf)
空白对照组 0郾 42 依 0郾 03
槲皮素组 0郾 40 依 0郾 03
模型组 0郾 11 依 0郾 02a

ET鄄1 + U0126 组 0郾 21 依 0郾 04ab

高剂量槲皮素预处理组 0郾 31 依 0郾 03ab

ET鄄1 + Que + U0126 组 0郾 33 依 0郾 05ab

ET鄄1 +硝苯地平组 0郾 02 依 0郾 00abc

a 为 P < 0郾 05,与空白对照组和槲皮素组比较;b 为 P < 0郾 05,与模型

组比较;c 为 P < 0郾 05,与高剂量槲皮素预处理组比较。

3摇 讨摇 论

在正常成人的动脉中,VSMC 主要起收缩和舒

张以调节血流的作用,这种作用与 VSMC 细胞膜上

钙离子通道,尤其是 LCC 密切相关。 LCC 由多个亚

基组成,其中 琢1C是 LCC 在结构和功能上的主要亚

基。 LCC 在正常的 VSMC 中高表达,细胞膜的去极

化导致 LCC 开放,一方面,通过 LCC 内流的钙离子

和肌钙蛋白结合引起 VSMC 收缩,另一方面,这些钙

离子促进收缩相关蛋白 (如 SM琢鄄actin、 SM鄄MHC、
myocardin 等)的表达[4],对保持 VSMC 的分化状态

发挥重要的作用[3]。
动脉的损伤可使 ET鄄1 等内源性因子分泌增多,

促使 VSMC 活化,从而使 VSMC 中与收缩功能相关

的基因表达下降,而与迁移分泌功能相关的基因表

达增强。 活化的 VSMC 穿过动脉内弹力膜的窗孔迁

移到内膜,同时增生、分泌细胞因子以及合成细胞

外基质的能力增强,对促进各种动脉损伤,尤其是

动脉粥样硬化的发展有重要的作用[5]。
以往的研究发现,在心血管疾病中,VSMC 中

LCC 的表达发生改变,而且这种改变呈现出多样

性。 如在自发性高血压大鼠的 VSMC 中 LCC 的表

达增强[6];在高胆固醇诱发的动脉粥样硬化中 LCC
表达无显著变化,但 ICaL 降低[7];还有学者发现动

脉粥样硬化斑块中 LCC 表达下降,同时伴有 琢1 亚

基外显子的变异[8]。
ET鄄1 是一种重要的心血管激素,有促进 VSMC

的增殖和活化的作用。 本实验以 ET鄄1 作用于原代

培养的 HUASMC,观察了 琢1C 的表达和 ICaL 的变

化。 结果显示,ET鄄1 抑制了 琢1C在 mRNA 和蛋白水

平的表达,并相应减弱了 ICaL。 这一结果与 Tiwari
等[8]的观察相似,但本实验没有进一步观察变异

mRNA 或蛋白的表达。 以往的研究发现,ET鄄1 通过

激活 MAPK 等信号途径促进 VSMC 的活化增殖[9],
本实验利用 ERK 阻滞剂 U0126,观察了 ET鄄1 对

VSMC 中 LCC 的抑制与 MAPK 信号途径的相关性。
结果显示,U0126 部分抑制了 ET鄄1 诱导下 LCC 表

达和 ICaL 的下调,提示被 ET鄄1 活化的 ERK 在增强

活化相关基因转录的同时,抑制了收缩相关基因

(包括 琢1C)的表达和相关的功能,从而促使 VSMC
转化。

槲皮素作为一种天然的类黄酮,广泛存在于蜂

胶、红酒、水果等食品中,具有抗氧化、抗炎、抗动脉

粥样硬化、降血压、降血脂等多种心血管保护作用。
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另外, Ishizawa 等[2] 人的研究证实槲皮素可抑制

PDGF 诱导的小鼠主动脉 SMC 的迁移和活化。 为了

进一步探讨槲皮素抗心血管疾病的机制,本实验观

察了槲皮素对 ET鄄1 诱导下 LCC 表达和 ICaL 的影

响。 结果显示,槲皮素抑制了 ET鄄1 诱导下 LCC 表

达和 ICaL 的下调,而且这种抑制呈现出剂量依赖

性。 因为与 ERK 阻滞剂 U0126 的作用相似,而且

Ishizawa 的研究提示槲皮素通过抑制 MAPK 信号途

径发挥抗增殖的作用,所以槲皮素可能也是部分地

通过抑制 ERK 的活化从而增强 LCC 的表达和 I鄄
CaL。 由于槲皮素对细胞的作用比较复杂,其他可

能的途径需要进一步探讨。
本研究结果显示 ET鄄1 对 HUASMC 中的 琢1C表

现出在转录水平的抑制,并相应地引起蛋白表达和

LCC 功能的抑制。 目前 LCC 通道阻滞剂如硝苯地

平在临床上广为应用,主要治疗高血压、动脉粥样

硬化等心血管疾病。 对于 LCC 表达增强或正常的

SMC,硝苯地平当然能发挥其 LCC 阻滞剂的作用,
但对于已经发生活化增殖的 SMC,由于 LCC 的表达

降低, LCC 阻滞剂的作用可能就会受到限制。
L俟scher 等[10]人在对 454 名冠状动脉疾病患者进行

降血脂治疗的同时,一组连续 10 ~ 24 个月服用硝苯

地平 30 ~ 60 mg / d,另一组则服用安慰剂,结果显

示,尽管 LCC 阻滞剂表现出明显的降血压、降血脂

的作用,但两组患者冠状动脉粥样硬化斑块的大小

没有明显差别。 Kawanabe 等[11] 人对大鼠 VSMC 的

体外研究也表明,硝苯地平对 ET鄄1 诱导的 VSMC 活

化没有拮抗作用。 结合本实验的结果,LCC 阻滞剂

治疗效果的局限性可能与斑块中活化的 SMC 中

LCC 表达和功能下降有关。 由于本实验观察到硝

苯地平具有与槲皮素相似的拮抗 ET鄄1、提高 琢1C表

达的作用,所以硝苯地平对于 LCC 的的影响是比较

复杂的。
VSMC 的转化是复杂的过程,具体的机制仍有

待研究,本实验从 LCC 的角度观察了这一过程,并
探讨了可能的机制,从而进一步明确了槲皮素防治

心血管疾病的作用。
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