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复方丹参滴丸对高糖／高胰岛素诱导 

兔胸主动脉平滑肌细胞增殖的抑制作用 
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【摘要】 目的：观察复方丹参滴丸对高糖／高胰岛素诱导免胸主动脉血管平滑肌细胞 (VSMCs)增殖的抑 

制作用及其机制。方法：组织贴块法原代培养VSMCs，用高糖／高胰岛素诱导细胞增殖。设正常对照组，模型组 ， 

一 氧化氮合酶(NOS)抑制剂 N一硝基一L一精氨酸甲酯(L—NAME)组，吡格列酮以及联合 L—NAME组，复方 

丹参滴丸浸膏低、中、高剂量干预组，低、中、高剂量复方丹参滴丸浸膏合用 L—NAME组。采用四甲基偶氮唑 

盐(MTT)比色法测定 VSMcs增殖，试剂盒检测细胞总NOS及一氧化氮(NO)含量。结果：高糖／高胰岛素可诱 

导 VSMCs增殖，表现为模型组 VSMCs含 MTT溶解物的吸光度 (A)值显著高于正常对照组，总 NOS活性及 

NO含量显著低于正常对照组(P均<0．O1)；与模型组 比较 ，吡格列酮及 中、高剂量复方丹参滴丸浸膏组 

VSMCs含 MTT溶解物的 A值均明显降低，总 N0S活性及 NO含量明显增加，并且能被L—NAME部分阻断 

(P<O．05或 P<O．01)；低剂量复方丹参滴丸浸膏组上述结果比较差异均无显著性(P均>0．05)。结论：复方 

丹参滴丸浸膏可以通过 NO介导而抑制 VSMCs增殖。 
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[Abstract] Objective：To study the anti—proliferative effects and possible mechanisms of compound 

Danshen dripping pill(复方丹参滴丸)on rabbit aortic smooth muscle cells during the insulin resistance state． 

Methods：The primary vascular smooth muscle cells (VSMCs)were cultured by planting rabbit thoracic 

smooth muscle pieces．The proliferation of VSMCs was induced by high concentrations of glucose and insulin． 

The rabbits were divided into following groups：a model group，a normal control group，treated groups 

including a pioglitazone(PIO)group，compound Danshen dripping pill(1ow，middle and high dose)subgroups 

and the various treated groups with respectively the addition of nitric oxide synthase (NOS)inhibitor 

N —nitro—L～arginine methylester (L — NAM E) groups and L — NAME group． Cell proliferation was 

measured by methyl thiazolyl tetrazolium (MTT)assay，total NOS activities and nitrogen oxide(NO)content 

of VSMCs were determined by assay kits，respectively．Results：The proliferation of VSMCs was markedly 

induced by high concentrations of glucose and insulin，representing that the observation degree(A value)of 

the MTT soluble substance in VSMCs in the model group was higher than that of normal control group，but 

the total content and activity of NOS were lower than those of normal control group(all P< O．O1)．Compared 

with the model group，the observation degree (A value)of M TT soluble substance in VSM Cs was markedly 

decreased，and the total NOS activities and N0 content of VSMCs were significantly increased in the P10 

group，middle and high compound Danshen dripping pill groups，and the above effects could be partially 

blocked by N0S inhibitor L —NAM E (P< 0．05 or P< 0．0 1)；while there were no significant differences in 

above indexes in low compound Danshen dripping pill group (all P > 0．05)． Conclusion：In the valid 

concentration range，compound Danshen dripping pill inhibits proliferation by involving in NO pathway in 

cultured VSMCs during the insulin resistance state． 
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血管平滑肌细胞(VSMCs)的异常增殖是高血 

压、糖尿病血管病变以及血管增生性疾病共同的病 

理结构基础 ，胰岛素抵抗 (IR)是导致 VSMCs增殖 

的重要原因。复方丹参滴丸由丹参、三七 、冰片组成， 

以其多成分、多途径、多靶点的作用特点，在抗血小 

板黏附和聚集、扩张动脉血管、调节血脂 、改善血液 

流变学状态等方面具有独特而肯定的疗效，但其对 

VSMCs增殖的抑制作用机制尚不完全清楚。本研 

究以兔胸主动脉平滑肌细胞为对象，探讨复方丹参 

滴丸对高糖／高胰岛素诱导 VSMCs增殖的影响及 

其与一氧化氮(NO)的关系，揭示复方丹参滴丸抑制 

VSMCs增殖的机制。 

1 材料与方法 

1．1 兔胸主动脉平滑肌细胞传代培养：原代细胞由 

我院药学科惠赠 。传代后细胞置于含有体积分数 

为2O％的小牛血清、100 kU／L青霉素和10 g／L链 

霉素的RPMI 1640培养基中，在 37 C、体积分数为 

5 的CO 饱和湿度培养箱中培养。 

1．2 主要试剂和仪器：复方丹参滴丸浸膏由天津 

天士力制药集 团有限公司惠赠 ，吡格列酮原料药由 

杭州 中美华东制药有限公司惠赠 ；小牛血清为杭州 

江滨生物技术有限公司产品；RPMI 1640培养基为 

美国 Gibco公司产品；N一硝基一L一精氨酸甲酯 

(L—NAME)及 四 甲基 偶 氮 唑 盐 (MTT)为 美 国 

Sigma公司产品 ；二 甲基亚砜(DMSO)购于宜兴市洋 

溪徐渎化工厂；NO及一氧化氮合酶(NOS)测定试 

剂盒(批号：060901)购于南京汇标生物科技有限公 

司。CO 培养箱由美国Shel—Lab公司生产；酶联免 

疫检测仪由芬兰 Thermo Labsys公司生产；可见紫 

外分光光度计由上海尤尼柯仪器有限公司生产。 

1．3 实验分组：将细胞按照正常培养和高糖／高 

胰岛素模拟 IR培养(正常培养基中加入终浓度为 

2．5×10 mol／L葡萄糖及 100 U／L胰岛素)，并在 

高糖／高胰岛素模拟 IR培养的基础上设模型组、 

L—NAME组 (终浓 度为 10 mol／L)、吡格列酮组 

(10 mol／L)、复方丹参滴 丸浸膏低、中、高剂量 

(O．1、0．5和 1．0 g／L)干预组以及各干预药物合用 

L—NAME组。以不含细胞 的培养基空 白孔调零 。 

将 VSMCs接 种在 96孔 板 中，每 孔 1O 个细胞 ，在 

37℃、5 CO 条件下培养。细胞传代 36 h后，用含 

0．4 小牛血清的培养基使细胞同步化，再分别给药 

干预 3 d。 

1．4 MTT比色法检测细胞增殖：细胞给药后 3 d 

每孔加入 MTT溶液(浓度 5 g／L)20 ttl，37℃继续 

培养 4 h。终止培养后吸弃孔内培养上清液，每孔加 

入 150 tA DMSO振荡混匀 15 min，使结晶充分溶 

解，选择 490 nm波长 ，以不含细胞 的培养基空 白孑L 

调零，用酶联免疫检测仪测定各孔吸光度( )值。 

1．5 NO含量测定：收集细胞上清，利用硝酸还原 

酶法按照 NO试剂盒说 明书测定 NO含量。 

1．6 NOS活性测定 ：收集 VSMCs，用 NOS试剂盒 

测定总NOS活性。细胞 NOS活性定义为每毫克蛋 

白每分钟生成 1 nmol的No为 1个活性单位。 

1．7 统计学分析：数据用均数±标准差(z土s)表 

示，使用SPSS11．0统计软件，多组间比较采用单向 

方差分析(One—way ANOVA)，两组间比较采用 

Student S t检验，P<O．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 复方丹参滴丸对 VSMCs增殖的影响(表 1)： 

高糖／高胰岛素培养基可明显促进VSMCs增殖 

表 1 复方丹参滴丸对模拟 IR培养的兔胸主动脉 VSMCs增殖、NO含量和总NOS活性的影响( ±s) 

Table 1 Effect of compound Danshen dripping pill on the proliferation，NO content and total NOS activities of cultured 

rabbit VSMCs during the insulin resistance state( ±s) 

注：与正常对照组比较： P<O．O1}与模型组比较： P<O．05， P<O．O1；与相应 L—NAME组比较 ： P<O．01 
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(P<0．01)。吡格列酮以及中、高剂量复方丹参滴丸 

对高糖／高胰岛素培养基中 VSMCs增殖均有抑制 

作 用(P均<0．01)。L—NAME促进模拟 IR组的 

VSMCs增殖，吡格列酮及中、高剂量复方丹参滴丸 

能部分阻断 I 一NAME对模拟 IR培养基 VSMCs 

的促增殖作用(P均<0．01)。而低剂量复方丹参滴 

丸对高糖／高胰岛素培养基中VSMCs增殖的抑制 

作用无显著性 。 

2．2 复方丹参滴丸对 VSMCs培养液中NO含量 

的影响(表 1)：VSMCs经模拟IR培养，其培养液中 

NO含量较正常培养液中低 (P<0．01)。吡格列酮及 

中、高剂量复方丹参滴丸干预均可使 VSMCs在模 

拟 IR培养时的 NO含量增加 (P均<0．01)。模拟 

IR培养组单用L—NAME时，细胞的培养液中NO 

含量明显降低(P<0．05)，在联用吡格列酮及中、高 

剂量复方丹参滴丸后，明显改善 VSMCs生成 NO 

的作用(P均<0．01)。而低剂量复方丹参滴丸对细 

胞培养液中 NO含量的影响无显著性 。 

2．3 复方丹参滴丸对 VSMCs总 NOS活性的影响 

(表 1)：模拟 IR培养组 VSMCs的总 NOS活性明显 

下降(P<0．01)。吡格列酮及中、高剂量复方丹参滴 

丸干预均能明显增加模拟 IR培养 VSMCs总 NOS 

活性(P均<0．01)。单用 L—NAME能明显抑制总 

NOS活性 (P<0．05)，且这一作用可被吡格列酮及 

中、高剂量复方丹参滴丸部分阻断(P均<0．01)。而 

低剂量复方丹参滴丸对细胞培养液中总NOS活性 

的影响不明显。 

3 讨 论 

胰岛素与靶细胞表面胰岛素受体结合，激活酪 

氨酸激酶导致一系列胰岛素受体底物磷酸化，进而 

激活丝裂素活化蛋白激酶(MAPK)和磷脂酰肌醇 3 

激酶(PI3K)两条信号转导途径。当发生IR时，一方 

面高水平胰岛素通过 MAPK途径刺激 VSMCs增 

殖，促使血管腔狭窄、血管壁弹性降低；另一方面 

PI3K途径 障碍，除影响糖代谢 ，还直接导致 NOS活 

性下降，L一精氨酸(L—Arg)一NOS—NO通路受损， 

血管内皮细胞合成、释放血管收缩物质内皮素(ET) 

增加，致NO生成减少、活性下降。因而在IR的状态 

下，vSMCs呈现异常增殖，导致血管壁增厚、弹性 

下降、动脉粥样硬化等多种病理改变 。因此，改善 

IR、抑制或逆转 VSMCs增殖是防治血管增殖性疾 

病的重要措施。 

NO是迄今所知最强的内源性血管舒张剂，维 

持体内心血管系统功能的重要活性分子之一，与血 

管结构和功能密切相关，具有舒张血管、调节血流、 

清除超氧自由基、抑制血小板聚集等重要功能，是心 

血管系统抑制 VSMCs增殖、抗动脉粥样硬化、防止 

血栓形成和维持正常血管舒缩反应中必不可缺少的 

保护因子∞ 。NO激活可溶性鸟苷酸环化酶，通过 

升高细胞内环磷酸鸟苷(cGMP)的水平舒张血管、 

降低血压、抑制 VSMCs分裂增殖和血小板黏附 。 

NO还可以经细胞外信号调节激酶引起周期依赖性 

蛋 白激 酶抑制 剂 p21 “ 蛋 白水平 的增加 ，抑制 

VSMCs增殖。 。IR时PI3K／蛋白激酶B(PKB)信 

号转导异常，内皮功能受损，NOS活性降低，下游信 

号 NO生成减少n 。NOS抑制剂L—NAME可逆转 

L—Arg的作用，抑制 NO合成，加重 IR“”。 

高糖／高胰岛素培养基模拟 IR状态，是体外细 

胞培养实验中常用的模型“ 。本实验结果表明，与 

正常培养比较，高糖／高胰岛素培养可以明显诱导 

VSMCs增殖。 

噻唑烷二酮类药(TZDs)是目前最有效的IR干 

预药物，它激活核转录因子过氧化酶体增殖受体 r 

(PPARr)“ ，能显著抑制体外培养的相关细胞增殖 

反应、细胞外基质 的分泌表达以及多种炎症细胞 因 

子的分泌 ，显示 了它的抗炎、抗纤维化作用“们。激活 

PPARr可以改变细胞周期调节因子活性，阻断 Rb 

的磷酸化，抑制 Cdk的活性，上调 p27 的表达，抑 

制细胞从 G1期进入 S期；抑制基质金属蛋白酶一9 

(MMP一9)的表达与活性 ，抑制 VSMCs增殖。钉；还 

增加细胞因子介导的NOS表达，提高 NO含量，促 

进 VSMCs凋亡n 。本研究同样观察到吡格列酮在 

模拟 IR培养状态下可上调 NOS活性 ，增加 NO含 

量 ，抑制 VSMCs增殖 ，并被 NOS抑制剂部分阻断。 

中药是我国传统文化的瑰宝，有数千年使用历 

史，其作用温和、不良反应较少。有报道中药及其有 

效成分具有较好的抑制 VSMCs增殖作用。复方丹 

参滴丸通过扩张血管、改善血流、调节血脂、上调 

NOS活性、增加 NO 含量 ，发挥抑制 VSMCs增殖 

的作用。 。在动脉硬化模型家兔实验中发现，复 

方丹参滴丸干预后家兔脂质斑块中血管细胞黏附分 

子一1(VCAM 一1)表达明显下调，而且颈动脉斑块 

面积、内膜一中膜厚度及其比例均明显降低。们。在另 
一 髂动脉球囊损伤家兔模型实验中也观察到，复方 

丹参滴丸干预后内膜增生程度较模型组明显减轻， 

内膜中平滑肌细胞和纤维组织明显减少，管腔狭窄 

程度减轻 。在人脐静脉内皮细胞损伤实验中观察 

到，复方丹参滴丸干预可使 NOS活性增加，ET一1 
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分泌减少，NO分泌增加，细胞活性提高。 。 。本研 

究中进一步观察到，复方丹参滴丸在模拟 IR培养 

状 态 下 可 上 调 NoS活性 ，增 加 No 含 量 ，抑 制 

VSMCs增殖，并被 NOS抑制剂部分阻断，且此作用 

呈现一定剂量依赖性。可以预期，复方丹参滴丸作为 

我国第一个通过美国食品与药物管理局(FDA)临 

床试验许可(IND)审查的中药复方制剂。 ，在防治 

VSMCs增殖性疾病 中将具有广阔的应用前景。 
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