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洛伐他汀抑制人脐静脉内皮细胞基质金属蛋白酶 9 表达和活性
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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察洛伐他汀对人脐静脉内皮细胞基质金属蛋白酶 9 表达的影响。 方法摇 体外培养人脐静脉

内皮细胞,加入 20 滋g / L 肿瘤坏死因子 琢 诱导后,再用 0郾 05 ~ 1郾 35 滋mol / L 洛伐他汀处理 0 ~ 24 h,蛋白印迹以及逆

转录聚合酶链反应分别检测基质金属蛋白酶 9 的蛋白和 mRNA 表达情况,明胶酶谱法测定基质金属蛋白酶 9 活

性。 结果摇 肿瘤坏死因子 琢 能诱导人脐静脉内皮细胞的基质金属蛋白酶 9 表达和活性增强,洛伐他汀处理后,基
质金属蛋白酶 9 的 mRNA 水平、蛋白量及活性均降低,且呈明显的时间和剂量依赖性,其中 0郾 05 滋mol / L 洛伐他汀

能显著降低基质金属蛋白酶 9 的 mRNA 水平,但在蛋白水平和基质金属蛋白酶 9 活性上,0郾 05 滋mol / L 洛伐他汀并

没有表现出显著的降低效果,其余洛伐他汀各浓度均能对基质金属蛋白酶 9 的 mRNA 水平、蛋白量及活性产生显

著的抑制作用,以 1郾 35 滋mol / L 洛伐他汀的抑制效果最显著。 结论摇 洛伐他汀能抑制肿瘤坏死因子 琢 诱导的人脐

静脉内皮细胞基质金属蛋白酶 9 的表达。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To study the effect of lovastatin on expression and activity of matrix metalloproteinase鄄9 (MMP鄄
9) in a human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) line. 摇 摇 Methods摇 Cultured HUVECs were stimulated by 20
滋g / L tumor necrosis factor鄄alpha (TNF鄄琢), and then incubated with 0郾 05鄄1郾 35 滋mol / L of lovastatin for 0鄄24 h. 摇 The
protein and mRNA level were detected by Western blotting and reverse transcription polymerase chain reaction (RT鄄PCR)
respectively, and the activity of MMP鄄9 was analyzed by gelatin zymography. 摇 摇 Results摇 MMP鄄9 expression was induced
by TNF鄄琢 in HUVECs, lovastatin attenuated both expression and activity of MMP鄄9 in a time and dose鄄dependent manner.
0郾 05 滋mol / L lovastatin inhibited MMP鄄9 expression in mRNA level, but not in protein level, but activity of MMP鄄9 cannot
be inhibited by 0郾 05 滋mol / L lovastatin. 摇 Other concentration of lovastatin groups can inhibit MMP鄄9 expression both in
mRNA and protein levels, including activity of MMP鄄9, the maximum inhibitory effect was induced by 1郾 35 滋mol / L lovas鄄
tatin. 摇 摇 Conclusion摇 Expression and activity of MMP鄄9 can be inhibited by lovastatin in HUVECs.

摇 摇 他汀类药物是一类广泛应用于临床的降低胆固

醇生物合成药物。 除了其调脂作用外,研究发现他

汀类药物能有效改善内皮细胞的功能,并具有抗炎

和稳定粥样斑块等功能[1,2]。 近年来,基质金属蛋

白酶(matrix metalloproteinase,MMP)在动脉粥样硬

化中的作用日益受到重视[3,4]。 研究发现,抑制

MMP 的活性,有利于稳定斑块从而降低各种心血管

系统并发症。 本研究试图探讨洛伐他汀能否抑制人
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脐静脉内皮细胞 ( human umbilical vein endothelial
cells,HUVECs)产生 MMP鄄9,从而丰富他汀类药物

的药理功能。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 实验试剂和材料

摇 摇 洛伐他汀为德国 Merk 公司产品,人脐静脉内皮细

胞购自中国典型培养物保存中心。 RPMI鄄1640 培养基

和南美胎牛血清(fetal bovine serum,FBS)购自 Invitro鄄
gen 公司。 鼠抗人MMP鄄9 抗体购自 Santa Cruz 公司,二
抗、茁鄄actin 兔抗人一抗、ECL 化学发光试剂盒购自武汉

博士德生物有限公司。 肿瘤坏死因子 琢(tumor necrosis
factor鄄琢,TNF鄄琢)、TRIzol 购自 Invitrogen 公司,逆转录试

剂盒购于 Fermantas 公司,2 伊 PCR MasterMix 购自北京

天根生化科技有限公司,BCA 蛋白含量测定试剂购自

Hyclone鄄Pierce 公司,引物、明胶、胰蛋白酶、青霉素、链
霉素等为上海生工产品。
1郾 2摇 实验分组与细胞培养

人脐静脉内皮细胞用含 10%胎牛血清的 RPMI鄄
1640 培养基在 37益、5%CO2 的条件下培养。 当细胞

生长到对数期后弃去培养液,用 0郾 5% FBS 的培养液

预处理 24 h 以使细胞同步化,用于实验研究。 实验

分为对照组和干预组,每组样本数为 6。 其中对照组

中仅加入培养基和 20 滋g / L TNF鄄琢,干预组中在上述

基础上加入不同浓度(0郾 05、0郾 15、0郾 45、1郾 35 滋mol /
L)的洛伐他汀处理 24 h。 时效实验用 1郾 35 滋mol / L
洛伐他汀处理 0、6、12、24 h 四个时间点。
1郾 3摇 mRNA 分析

按照 Qiagen 公司试剂盒提供的方法提取处理

后细胞 RNA,逆转录成 cDNA 后,在 20 滋L 反应体系

中加入 1 滋L MMP鄄9 或 茁鄄actin 引物[上海生工合

成。 MMP鄄9: sense (正义) 为 5忆鄄CATTTCCACCAC鄄
TATCCCT鄄3忆, anti鄄sense (反义) 为 5忆鄄CCACTTCTT鄄
GTCGCTGTC鄄3忆,扩 增 产 物 长 度 406 bp; 茁鄄actin:
sense 为 5忆鄄ACACTGTGCCCATCTACGAGGGG鄄3忆,an鄄
ti鄄sense 为 5忆鄄ATGATGGAGTTGAAGGTAGTTTCGTG鄄
GAT鄄3忆,PCR 扩增产物长度为 379 bp,2 滋L Tag 酶。
充分混匀后,在 95益 5 min,随后进入 94益 60 s、
58益 60 s、72益 60 s 的循环,共 35 循环。 最后 72益
延伸 5 min。 反应结束后进行 2%琼脂糖凝胶电泳,
并用凝胶成像分析软件对 MMP鄄9 / 茁鄄actin 的强度进

行扫描分析,获取光密度值。
1郾 4摇 蛋白印迹

细胞处理结束后,采用总蛋白提取试剂盒提取

全细胞蛋白。 用 BCA 方法定量后,100益 煮沸 5
min,取 20 滋L 蛋白用于十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺

凝胶电泳( sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis,SDS鄄PAGE)。 电泳结束后,用半干转

印法转膜,洗膜结束后用 MMP鄄9 多克隆抗体(Santa
Cruz 公司)孵育,洗膜,孵育二抗(武汉博士德生物

有限公司),ECL 化学发光显影。 同时采用 茁鄄actin
抗体作为内参。
1郾 5摇 基质金属蛋白酶 9 活性测定

采用明胶酶谱法。 取等体积细胞培养上清液与

上样缓冲液混匀,加样到分离胶孔,在 140 V 电泳

70 min。 电泳完成后将胶在 Triton X鄄100 中温和浸

泡振荡 120 min,然后浸泡于复性液中孵育 18 h,考
马斯亮蓝染色,脱色液脱色观察。 并用 Labwork 凝

胶图像分析系统对实验结果进行扫描分析。
1郾 6摇 统计学分析

计量资料采用x 依 s 表示,数据用 SPSS 15郾 0 进

行分析,组间比较采用 ANOVA 分析,P < 0郾 05 判断

为差异具有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 洛伐他汀对人脐静脉内皮细胞基质金属蛋白

酶 9 mRNA 的影响

逆转录聚合酶链反应(reverse transcription poly鄄
merase chain reaction,RT鄄PCR)结果显示,HUVECs
经 20 滋g / L TNF鄄琢 处理后能明显诱导 MMP鄄9 的表

达,当经过不同浓度的洛伐他汀处理 12 h 后,MMP鄄
9 mRNA 的表达情况如图 1 所示。 可见,随着洛伐

他汀浓度的递增,MMP鄄9 / 茁鄄actin 的比例随之降低,
呈明显的剂量依赖性(图 1)。
2郾 2摇 洛伐他汀对人脐静脉内皮细胞基质金属蛋白

酶 9 蛋白表达的影响

蛋白印迹结果显示,TNF鄄琢 处理的对照组当中,
MMP鄄9 呈高水平表达。 当 HUVECs 用 0郾 05 ~ 1郾 35
滋mol / L 洛伐他汀处理 24 h 后,随着洛伐他汀浓度

的增加,MMP鄄9 含量随之降低(图 2)。 当用 1郾 35
滋mol / L 洛伐他汀处理 24 h 后,与 6 h 和 12 h 相比,
能进一步降低 MMP鄄9 蛋白的水平(图 3)。
2郾 3摇 洛伐他汀对人脐静脉内皮细胞基质金属蛋白

酶 9 活性的影响

人脐静脉内皮细胞经 20 滋g / L TNF鄄琢 作用后,
MMP鄄9 有分泌(图 4),其条带酶解量为 21郾 43 依 3郾 57
INT郾 mm2。 0郾 05 滋mol / L 洛伐他汀干预下 MMP鄄9 活

性几乎不受抑制(22郾 36 依 2郾 85 比 21郾 43 依 3郾 57,P >
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0郾 05,n =3),当其浓度达到 0郾 15 滋mol / L 时,开始对

MMP鄄9 活性产生显著的抑制作用(12郾 78 依 0郾 73 比

21郾 43 依3郾 57,P < 0郾 05,n = 3),与对照组比较,0郾 45、
1郾 35 滋mol / L 洛伐他汀均可显著抑制 MMP鄄9 的活性,
以 1郾 35 滋mol / L 洛伐他汀的抑制效果最显著(4郾 28 依
0郾 51 比 21郾 43 依3郾 57,P <0郾 001,n =3)。

图 1. 洛伐他汀对 MMP鄄9 mRNA 表达的影响摇 摇 1 为对照组,
2 为 TNF鄄琢 + 0郾 05 滋mol / L 洛伐他汀,3 为 TNF鄄琢 + 0郾 15 滋mol / L 洛伐

他汀,4 为 TNF鄄琢 + 0郾 45 滋mol / L 洛伐他汀,5 为 TNF鄄琢 + 1郾 35 滋mol /
L 洛伐他汀。 a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 05,c 为 P < 0郾 01,d 为 P <
0郾 001,与对照组相比(n = 3)。

Figure 1郾 Effect of lovastatin on expression of MMP鄄9 mRNA

图 2. 不同浓度洛伐他汀对 HUVECs MMP鄄9蛋白表达的影响摇
1 为对照组,2 ~5 分别为0郾 05、0郾 15、0郾 45、1郾 35 滋mol / L 洛伐他汀组。 a 为

P <0郾 05,b 为 P <0郾 05,c 为 P <0郾 01,与对照组相比(n =3)。

Figure 2. Effect of different concentration lovastatin on
protein expression of MMP鄄9

图 3. 洛伐他汀作用不同时间对 HUVECs MMP鄄9 蛋白表达

的影响摇 摇 1 为对照组(0 h),2 ~ 4 分别为 6、12、24 h。 a 为 P <
0郾 05,b 为 P < 0郾 01,c 为 P < 0郾 01,与对照组相比(n = 3)。

Figure 3. Effect of lovastatin on protein expression of
MMP鄄9 at different time

图 4. 洛伐他汀对 MMP鄄9 活性的影响 摇 摇 1 为对照组,2 为

TNF鄄琢 + 0郾 05 滋mol / L 洛伐他汀,3 为 TNF鄄琢 + 0郾 15滋mol / L 洛伐他

汀,4 为 TNF鄄琢 + 0郾 45 滋mol / L 洛伐他汀,5 为 TNF鄄琢 + 1郾 35 滋mol / L
洛伐他汀。

Figure 4. Effect of different concentration lovastatin on ac鄄
tivity of MMP鄄9

3摇 讨摇 论

胶原纤维是动脉粥样硬化粥样的主要成分,它
含量的高低决定了斑块的稳定与否。 胶原成分越

多,斑块越稳定。 在动脉粥样硬化斑块当中,通常伴

有大量的炎症细胞浸润,这些炎症细胞能产生和分

泌一类特异性的 MMPs,这些 MMPs 可以降解细胞

外胶原纤维而导致斑块的不稳定。 斑块在血流产生

的牵拉、压迫或剪切等作用下,极易破裂而引起各类

临床并发症。 在众多的 MMPs 当中,以 MMP鄄9 最重

要[4]。 因此以 MMP鄄9 为治疗靶点,对减少心血管事

件的发生具有重要意义。
洛伐他汀是羟甲基戊二酰辅酶 A ( hydroxy

methylglutaryl coenzyme A,HMG鄄CoA) 还原酶抑制
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剂,主要用于高胆固醇的治疗[2]。 有报道称,洛伐

他汀还可能影响和改善内皮细胞功能,减少血栓形

成以及抑制粥样斑块炎症反应等功能[5,6]。 在本研

究当中,我们应用不同浓度的洛伐他汀干预内皮细

胞内 MMP鄄9 的表达,结果显示,洛伐他汀能抑制

HUVECs 细胞 MMP鄄9 的蛋白和 mRNA 水平, 且

MMP鄄9 蛋白的表达与 mRNA 的改变具有一定的同

步性,但值得注意的是 0郾 05 滋mol / L 洛伐他汀干预

下 MMP鄄9 无论是蛋白表达还是活性均与对照组没

有显著差异,虽然 0郾 05 滋mol / L 洛伐他汀干预下

MMP鄄9 在 mRNA 表现出显著差异性。 不同浓度洛

伐他汀对 mRNA 以及蛋白的抑制不同,浓度越大,
抑制效果越显著。 随着处理时间的延长,MMP鄄9 的

表达也越低,说明同时具有时间依赖性。 这也从另

一层面揭示了洛伐他汀又一可能的调脂外机制:通
过抑制 MMP鄄9 的合成,有利于硬化斑块的趋于稳

定,对于急性冠脉综合征患者而言,有利于病情稳

定,改善预后。
洛伐他汀抑制 MMP鄄9 的机制目前依然不是很

清楚,它可能是抑制细胞因子的产生而发挥作用,或
者通过抑制核因子 资B 的激活,从而在转录水平抑

制 MMP鄄9 mRNA 的表达,也有可能是抑制 HMG鄄
CoA 还原酶,减少了甲羟戊酸的产生,最终导致异戊

二烯化受阻[4,5,7]。
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