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二甲双胍对犜犖犉α诱导的血管平滑肌细胞迁移的影响及其机制
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　　［摘要］　目的　探讨二甲双胍对ＴＮＦα诱导的血管平滑肌细胞（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＶＳＭＣｓ）迁移的影响并探

讨其可能的分子机制。方法　实验设对照组、ＴＮＦα组（１０ｎｇ／ｍＬ）、二甲双胍组（２ｍｍｏｌ／Ｌ）、二甲双胍＋ＴＮＦα组（浓度同

前）。分别用划痕实验和侵袭小室（ｔｒａｎｓｗｅｌｌ）实验检测细胞的迁移能力；ＲＴＰＣＲ法检测基质金属蛋白酶（ＭＭＰ）２、ＭＭＰ９

ｍＲＮＡ的表达；蛋白免疫印迹法检测 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９以及各组细胞核内ＮＦκＢ、胞质ＩκＢ的表达。结果　划痕实验和ｔｒａｎ

ｓｗｅｌｌ实验均显示ＴＮＦα组细胞迁移能力高于对照组（犘＜０．０１），二甲双胍组细胞迁移能力低于对照组（犘＜０．０５），二甲双胍

＋ＴＮＦα组细胞迁移能力低于ＴＮＦα组（犘＜０．０１）；ＴＮＦα组 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＮＦκＢ的表达高于对照组，ＩκＢ的表达则降

低（犘＜０．０１）。二甲双胍＋ＴＮＦα组较ＴＮＦα组 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＮＦκＢ的表达则明显下降，ＩκＢ的表达则升高（犘＜０．０１）。

二甲双胍组细胞内 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的表达与对照组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５或犘＜０．０１），但细胞内 ＮＦκＢ、ＩκＢ蛋

白的表达与对照组相比差异无统计学意义。结论　二甲双胍能抑制ＴＮＦα诱导的ＶＳＭＣｓ迁移，其抑制作用可能与基质金

属蛋白酶表达量的下调及ＮＦκＢ信号通路的阻断有关。

　　［关键词］　二甲双胍；肿瘤坏死因子α；血管平滑肌细胞；细胞迁移
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　　动脉粥样硬化是众多心血管疾病共同的病理基

础，由其引发的心血管疾病发病率和死亡率一直居

高不下，严重危害人类的健康［１］。在动脉壁损伤或

动脉粥样变化早期阶段，血管平滑肌细胞（ｖａｓｃｕｌａｒ

ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＶＳＭＣｓ）在多种细胞因子如肿

瘤坏死因子α（ＴＮＦα）的作用下，经过一系列的表型

变化迁移到动脉内膜进行增殖，采取针对ＴＮＦα治

疗的策略能够有效抑制病情的发展［２］。因此，降低

ＶＳＭＣｓ的异常迁移对于心脑血管疾病的治疗具有

重要意义。降糖药物二甲双胍（ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ）具有显

著的抗动脉粥样硬化的作用，这在动物实验中已得

到验证［３］，但具体机制尚未明确。本研究拟观察二

甲双胍对ＴＮＦα诱导的 ＶＳＭＣｓ迁移的影响，并从

ＮＦκＢ信号通路的活化情况及基质金属蛋白酶（ｍａ

ｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰｓ）表达变化探讨其作

用机制。

１　材料和方法

１．１　材料及试剂　８周龄雄性ＳＤ大鼠［中国医科

大学动物实验中心提供，许可证号ＳＣＸＫ（辽）２０１０

０００１］，二甲双胍片（中美上海施贵宝制药有限公司，

批号１２０４２１）；ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＮＦκＢｐ６５、ＩκＢ、β

ａｃｔｉｎ抗体及山羊抗兔ＩｇＧＨＲＰ（沈阳万类生物科技

有限公司）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（美国Ｃｏｒｎｉｎｇ公司）；总

ＲＮＡ提取试剂盒、ＱｕａｎｔｃＤＮＡ第一链合成试剂盒

（北京天根生物科技有限公司）；ＤＭＥＭ 培养基（美

国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），胎牛血清（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公

司）；引物由生工生物工程（上海）股份有限公司合

成，其他药品均为国产分析纯。

１．２　细胞培养及分组　按文献［４］报道的方法从８

周龄ＳＤ大鼠中获得主动脉原代ＶＳＭＣｓ。将细胞培

养于含２ｍｍｏｌ／Ｌ谷氨酰胺、１０％胎牛血清、１００Ｕ／

ｍＬ青霉素、１００μｇ／ｍＬ链霉素的 ＤＭＥＭ 培养液

中，３７℃、５％ＣＯ２ 饱和湿度条件下培养。根据细胞

生长状况，每２～３ｄ更换一次培养液，待细胞生长至

８０％～９０％融合时进行传代。调整大鼠ＶＳＭＣｓ状

态，选择第３代细胞进行实验。实验设置对照组、

ＴＮＦα组（ＴＮＦα终浓度为１０ｎｇ／ｍＬ）、二甲双胍

组（加入终浓度为２ｍｍｏｌ／Ｌ的二甲双胍）、二甲双胍

＋ＴＮＦα组（ＴＮＦα诱导的同时加入二甲双胍，浓

度同前）。

１．３　划痕实验检测细胞的迁移能力　将细胞用胰

酶消化后接种于６孔板中。待细胞生长完全融合

后，用灭菌枪头在单层细胞的中央划痕。用ＰＢＳ洗

涤细胞后，于显微镜下拍照。加入各组条件培养液，

常规培养１２ｈ，观察细胞生长情况并于显微镜下拍

照，用ＩｍａｇｅｐｒｏＰｌｕｓ软件分别测量处理前和处理

后细胞划痕边界的距离，并计算迁移率。

１．４　Ｔｒａｎｗｅｌｌ实验检测细胞的迁移　ＶＳＭＣｓ用含

不同组分药物的ＤＭＥＭ培养液制成细胞悬液，调整

密度为５×１０４／ｍＬ。取２００μＬ细胞悬液加入上室，

下室中加入含２０％ ＦＢＳ的与上室相同条件培养液

８００μＬ，置３７℃、５％ＣＯ２ 饱和湿度条件下培养２４ｈ。

ＰＢＳ轻轻冲洗小室，并用棉签擦去微孔膜上层细胞。

用多聚甲醛在室温下固定２０ｍｉｎ，苏木精染液染色７

ｍｉｎ，蒸馏水冲洗。在倒置显微镜下（×２００）对迁移

至微孔膜下层的细胞计数。每组选取５个视野计

数，取平均数，以迁移细胞的相对数目来表示细胞的

迁移能力。

１．５　ＲＴＰＣＲ法检测 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的表达　各

组细胞培养２４ｈ后，ＴＲＩｚｏｌ法提取各组细胞的总

ＲＮＡ，分光光度法测定ＲＮＡ浓度并调平。按照ｃＤ

ＮＡ第一链合成试剂盒说明书中的方法将ｍＲＮＡ反

转录成ｃＤＮＡ。以βａｃｔｉｎ为内参进行ＰＣＲ反应。

ＭＭＰ２的上游引物５′ＧＡＡＴＣＡＣＧＧＡＧＧＡＡＧ

ＣＣＡ ＡＴ３′，下游引物 ５′ＴＡＧ ＣＣＣ ＣＡＡ ＣＴＴ

ＡＴＣＣＡＧＡＣＴ３′，扩增片段长度２２４ｂｐ。ＭＭＰ９

的上游引物５′ＧＡＡ ＴＣＡＣＧＧ ＡＧＧ ＡＡＧＣＣＡ

ＡＴ３′，下游引物 ５′ＴＡＧ ＣＣＣ ＣＡＡ ＣＴＴ ＡＴＣ

ＣＡＧＡＣＴ３′，扩增片段长度１９０ｂｐ。βａｃｔｉｎ的上

游引物５′ＧＧＡ ＧＡＴＴＡＣＴＧＣＣＣＴＧＧＣＴＣＣ

ＴＡＧＣ３′，下游引物５′ＧＧＣＣＧＧＡＣＴＣＡＴＣＧＴ

ＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴ３′，扩增片段长度为１５５ｂｐ。参

照２×犜犪狇ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒｍｉｘ试剂盒说明书进行操

作，在反应管中加入ｃＤＮＡ模板２μＬ，上、下游引物

各１μＬ，２×犜犪狇ＰＣＲＭａｓｔｅｒｍｉｘ１０μＬ，最后加入

ｄｄＨ２Ｏ补足使反应体系总体积至２０μＬ。ＰＣＲ反应

条件为：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性２０ｓ；６０℃退火

２０ｓ；７２℃延伸３０ｓ；共３０个循环，最后７２℃延伸５

ｍｉｎ。ＰＣＲ反应结束后，将反应产物于１．５％琼脂糖

凝胶上进行电泳，利用凝胶成像系统将图片扫描入

电脑并进行灰度分析。
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１．６　蛋白质免疫印迹法检测 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、

ＮＦκＢ及ＩκＢ的表达　各组细胞培养２４ｈ后收获细

胞，用ＲＩＰＡ裂解液作用于细胞，提取总蛋白，并用

ＢＣＡ法测定蛋白质浓度。取４０μｇ总蛋白经１０％

分离胶、５％浓缩胶的聚丙烯酰胺凝胶电泳后，电转

移至ＰＶＤＦ膜上。用含５％脱脂奶粉的ＴＢＳＴ封闭

１ｈ后，分别加入含 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＮＦκＢ、ＩκＢ的

一抗封闭液，４℃摇床过夜。ＰＢＳ洗膜后，加入辣根

过氧化物酶标记的二抗，室温孵育１ｈ。将膜与ＥＣＬ

发光液静置５ｍｉｎ后，转入暗盒，在暗室进行曝光，

独立实验重复３次。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行数据

分析。所有数据采用珔狓±狊表示，组间比较采用狋检

验。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　二甲双胍对ＴＮＦα诱导下细胞迁移能力的影

响　划痕实验检测结果表明，与对照组相比，ＴＮＦα

处理后细胞的迁移能力明显增强［迁移率分别为

（６０．４８±６．２５）％和（８７．０６±４．６１）％，犘＜０．０１］；而

二甲双胍处理后细胞的迁移能力降低［迁移率为

（４８．１６±２．２８）％，犘＜０．０５］；用二甲双胍＋ＴＮＦα

共同处理后细胞的迁移率为（７１．２３±２．９０）％，与

ＴＮＦα组相比，细胞的迁移能力明显降低（犘＜

０．０１）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果与划痕实验结果一致：

与对照组的迁移数（１１５±８）相比，ＴＮＦα处理后发

生迁移的细胞数为（１３９±１０）个，细胞的迁移能力增

强（犘＜０．０１）；二甲双胍处理后细胞的迁移数为

（８９±７）个，表明细胞的迁移能力明显降低（犘＜

０．０１）。而用二甲双胍＋ＴＮＦα共同处理后发生迁移

的细胞个数（１１７±９）与ＴＮＦα组相比明显下降（犘＜

０．０１）。

２．２　二甲双胍对 ＴＮＦα诱导下 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９

表达的影响　ＲＴＰＣＲ与蛋白质免疫印迹检测各组

细胞 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９在基因和蛋白水平的表达，经

βａｃｔｉｎ校正后结果如图１所示。ＴＮＦα组 ＭＭＰ２

的基因及蛋白表达水平均高于对照组（犘＜０．０１），二

甲双胍组 ＭＭＰ２基因及蛋白的表达水平则低于对

照组（犘＜０．０５）；与 ＴＮＦα组相比，二甲双胍＋

ＴＮＦα组 ＭＭＰ２的基因及蛋白表达量下降（犘＜０．

０１）。ＭＭＰ９的表达情况与 ＭＭＰ２基本一致，即

ＴＮＦα组表达水平高于对照组（犘＜０．０１），二甲双

胍组表达水平低于对照组（犘＜０．０５或犘＜０．０１），

二甲双胍＋ＴＮＦα组的表达水平与ＴＮＦα组相比

下降（犘＜０．０１）。

图１　犚犜犘犆犚（犃，犅）和蛋白质免疫印迹法（犆，犇）检测犞犛犕犆狊中 犕犕犘２、犕犕犘９基因和蛋白的表达

ＭＭＰ：基质金属蛋白酶；ＶＳＭＣｓ：血管平滑肌细胞．ａ：对照组；ｂ：ＴＮＦα组；ｃ：二甲双胍＋ＴＮＦα组；ｄ：二甲双胍组．

犘＜０．０５，犘＜０．０１与对照组比较；△犘＜０．０５，△△犘＜０．０１与ＴＮＦα组比较．狀＝３，珔狓±狊



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

·１０３２　 · 第二军医大学学报　２０１４年９月，第３５卷

２．３　二甲双胍对ＴＮＦα诱导下ＮＦκＢ、ＩκＢ表达的

影响　各组细胞培养２４ｈ后，蛋白质印迹法检测细

胞核内ＮＦκＢ及胞质ＩκＢ的表达，结果如图２。与

对照组相比较，ＴＮＦα组 ＮＦκＢ表达量明显升高

（犘＜０．０１），二甲双胍组的ＮＦκＢ则与对照组差异

无统计学意义；与ＴＮＦα组相比，二甲双胍＋ＴＮＦ

α组 ＮＦκＢ的表达量则下调（犘＜０．０１）。ＩκＢ与

ＮＦκＢ正相反，ＴＮＦα组ＩｋＢ的表达较对照组降低

（犘＜０．０１），二甲双胍组与对照组差异无统计学意

义；而与ＴＮＦα组相比，二甲双胍＋ＴＮＦα组ＩκＢ

的表达则升高（犘＜０．０１）。

图２　蛋白质免疫印迹法检测细胞核内犖犉κ犅

的表达及胞质犐κ犅的表达

ａ：对照组；ｂ：ＴＮＦα组；ｃ：二甲双胍＋ＴＮＦα组；ｄ：二甲

双胍组．犘＜０．０１与对照组比较；△△犘＜０．０１与ＴＮＦα

组比较．狀＝３，珔狓±狊

３　讨　论

ＶＳＭＣｓ的增殖和迁移是促成动脉粥样硬化最

主要的因素，因此抑制 ＶＳＭＣｓ的增殖和迁移对于

治疗心脑血管疾病具有重要意义。ＭＭＰｓ是一个蛋

白水解酶家族，在心脑血管疾病中的研究显示该家

族成员能通过促进ＶＳＭＣｓ的增殖和迁移来促进动

脉粥样硬化的发展［５］。ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９是血管

内皮细胞表达、分泌的最主要的 ＭＭＰｓ，它们不仅在

内膜损伤和动脉粥样硬化的发展中发挥关键作用，

同时也是细胞迁移能力增加的标志蛋白［６］。在动脉

粥样硬化的动物组织中发现 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９大

量表达，并且下调这两种蛋白的表达或是抑制它们

的活性都能有效降低血管新生内膜的形成［７］。研究

表明，包括ＴＮＦα在内的炎性因子能通过ＥＲＫ信

号通路来激活细胞内ＮＦκＢ，进而促进 ＭＭＰｓ在血

管内皮细胞中的表达［８］。另有研究显示，ＴＮＦα能

诱导大鼠 ＶＳＭＣｓ的迁移和炎性应答，增加 ＭＭＰ

２、ＭＭＰ９ 在 ｍＲＮＡ 及蛋白水平的表达，并且

ＭＭＰｓ的表达可能与 ＮＦκＢ信号通路的激活相

关［９］。本研究也观察到类似结果，即ＴＮＦα处理后

大鼠ＶＳＭＣｓ中 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９及 ＮＦκＢ的水平

均显著提高，而 ＮＦκＢ的抑制蛋白ＩκＢ的表达则

降低。

二甲双胍是一种用于降低非胰岛素依赖型糖尿

病患者血糖浓度的胰岛素增敏药。在血糖控制作用

中二甲双胍往往通过 ＡＭＰＫ途径抑制ＩκＢα的磷

酸化从而抑制 ＮＦκＢ的活性
［１０］，而 ＴＮＦα则与之

作用相反，具有促进ＩκＢα磷酸化的作用。除了降

血糖作用外，二甲双胍还被发现具有治疗心脑血管

疾病的作用［１１１３］，比如二甲双胍能增加动脉血流、保

护血管完整性、减少动脉壁脂质沉积、防止血栓形

成。此外，二甲双胍能减少人ＶＳＭＣｓ增殖，从而抑

制动脉粥样硬化的进展［１４］。在兔动脉粥样硬化的

研究中显示，二甲双胍能够显著抑制病变部位 ＮＦ

κＢ的活化
［１５］。但是，二甲双胍预防和治疗动脉粥样

硬化的机制仍不十分清楚。本研究便是从二甲双胍

对血管平滑肌异常迁移的影响方面探讨其对心脑血

管疾病的治疗机制。在加入二甲双胍干预后发现二

甲双胍组中 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的表达量降低，且划痕

实验和ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验也显示其迁移能力显著降低，

这说明二甲双胍对正常的ＶＳＭＣｓ的迁移能力有抑

制作用。此外，二甲双胍＋ＴＮＦα组中 ＭＭＰ２、

ＭＭＰ９及 ＮＦκＢ的表达低于 ＴＮＦα诱导组，ＩκＢ

的表达却高于ＴＮＦα诱导组，而且迁移能力也显著

下降，这说明二甲双胍还能降低由ＴＮＦα诱导的大

鼠血管平滑肌的迁移及 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＮＦκＢ的

表达。

综合本实验的结果，二甲双胍能抑制ＴＮＦα诱

导的ＶＳＭＣｓ迁移，其抑制作用可能与 ＭＭＰｓ表达

量的下调及ＮＦκＢ信号通路的阻断有关。
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