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二甲双胍通过基质金属蛋白酶抑制血管内皮损伤后的内膜增生

王 强, 杨大春, 马双陶, 张 彦, 李 德, 唐 兵, 杨永健
(成都军区总医院心血管内科, 四川省成都市 610083)
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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察二甲双胍对血管内皮损伤后内膜增生的影响,并探讨其可能机制。 方法摇 选用 300 ~ 350 g
的健康雄性 SD 大鼠 45 只,随机分为对照组、颈动脉球囊损伤组、颈动脉球囊损伤 + 二甲双胍组,3 周后 HE 染色观

察内膜增生情况,real鄄time PCR、Western blot 和免疫组织化学染色检测颈动脉组织中基质金属蛋白酶 2(MMP鄄2)、
基质金属蛋白酶 9(MMP鄄9)的表达情况。 结果摇 球囊损伤后,颈动脉出现明显的内膜增生,颈动脉组织中 MMP鄄2、
MMP鄄9 的 mRNA 和蛋白表达显著上调(P < 0郾 01);二甲双胍削弱血管内皮损伤所致 MMP鄄2 和 MMP鄄9 的表达上调

(P < 0郾 05),并抑制血管内皮损伤后的内膜增生(P < 0郾 01)。 结论摇 二甲双胍可能通过抑制 MMP鄄2 和 MMP鄄9 的表

达防止血管损伤后内膜增生。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effect of metformin on intimal hyperplasia after arterial injury and explore the
underlying mechanisms. 摇 摇 Methods摇 Male SD rats were randomly divided into control group, carotid arterial balloon in鄄
jury group and carotid arterial balloon injury plus metformin group, 15 rats in each group. 摇 After the intervention for three
weeks, the histological structure of carotid artery was evaluated by HE staining, the expressions of matrix metalloproteinase
(MMP)鄄2 and MMP鄄9 were determined by real鄄time PCR, Western blot and immunohistochemistry staining. 摇 摇 Results
Intimal hyperplasia was caused by carotid arterial balloon injury. 摇 The expressions of MMP鄄2 and MMP鄄9 in carotid artery
were significantly upregulated after balloon injury (P < 0郾 01). 摇 Treatment of metformin attenuated the upregulation of
MMP鄄2 and MMP鄄9 and inhibited intimal hyperplasia induced by arterial injury (P < 0郾 05 or P < 0郾 01). 摇 摇 Conclusions
Metformin may prevent intimal hyperplasia through inhibiting MMP鄄2 and MMP鄄9 expression after arterial injury.

摇 摇 冠心病是严重影响人类健康的重大疾病,经皮冠

状动脉介入治疗(percutaneous coronary intervention,
PCI)已成为冠心病患者血运重建的最常用方法,然
而,支架内再狭窄影响了 PCI 的治疗效果,即便是在

药物支架时代,复杂病变支架内再狭窄的发生率仍高

达 20% [1],是冠心病治疗领域尚未解决的难题。 血

管内皮损伤后的内膜增生是冠状动脉支架内再狭窄

的重要原因[2]。 二甲双胍是临床广泛应用的双胍类

降糖药物,大量循证医学证据显示,二甲双胍具有良

好的心血管保护作用[3,4],然而其机制有待于进一步

研究。 本研究拟观察二甲双胍对血管内皮损伤后内

膜增生的影响,通过研究基质金属蛋白酶(matrix
metalloproteinase,MMP) 2(MMP鄄2)、MMP鄄9 的表达变

化以探讨其可能机制,旨在为二甲双胍用于支架内再

狭窄的防治提供实验依据。

7801CN 43鄄1262 / R摇 中国动脉硬化杂志 2014 年第 22 卷第 11 期



1摇 材料和方法

1郾 1摇 主要材料

摇 摇 健康雄性 SD 大鼠 45 只,体重 300 ~ 350 g,购自

成都达硕实验动物有限公司,所有实验严格按照实验

动物使用的 3R 原则给予人道关怀。 二甲双胍(商品

名格华止)购自百时美施贵宝(中国)投资有限公司;
1郾 5 F 球囊(Cordis)购自美国强生公司;总 RNA 提取

试剂(RNAiso Plus)、逆转录试剂盒(PrimeScript 襅
RT reagent Kit)、 real鄄time PCR 试 剂 盒 ( SYBR 襅
Premix Ex TaqTM域)购自日本 TaKaRa 公司;抗 MMP鄄
2、抗 MMP鄄9 抗体购自英国 Abcam 公司,抗 GAPDH
抗体购自杭州贤至生物科技有限公司。
1郾 2摇 动物的分组及干预

大鼠随机分为三组:对照组、颈动脉球囊损伤

组、颈动脉球囊损伤 + 二甲双胍组,每组 15 只。 按

照课题组前期的方法建立颈动脉球囊损伤模型[5],
采用戊巴比妥钠腹腔注射麻醉 SD 大鼠,沿颈前正

中线切开皮肤,在颈前三角区暴露左颈总动脉及颈

内、外动脉,自颈外动脉向近心端插入 1郾 5 F 球囊导

管至颈总动脉起始部,4 个大气压扩张球囊,阻断血

流 30 s,而后慢速回拉球囊至颈内外动脉分叉处,反
复 3 次,退出导管,结扎颈外动脉,逐层缝合皮下组

织与皮肤,术后常规肌注青霉素以预防感染,并注

射肝素防止血栓形成。 对照组除不用球囊导管损

伤血管内皮外,其余同颈动脉球囊损伤组。 二甲双

胍组 于 手 术 前 1 周 开 始 采 用 二 甲 双 胍 [ 250
mg / (kg·d)]灌胃,对照组和颈动脉球囊损伤组采

用生理盐水灌胃,至手术后 3 周。 实验结束后处死

大鼠,取出颈动脉标本,分别冻存于 - 80益冰箱及置

于福尔马林中固定。
1郾 3摇 血管组织病理检测

各组颈动脉组织经福尔马林固定后,常规石蜡

切片,行 HE 染色。 用显微镜图像分析软件( Image鄄
Pro Plus)测量血管中膜和增生内膜面积,计算内膜 /
中膜面积比。 免疫组织化学染色检测颈动脉 MMP鄄
2、MMP鄄9 的表达,石蜡切片后常规脱蜡,过氧化氢

灭活内源性过氧化物酶,热修复抗原后,滴加一抗

(MMP鄄2、MMP鄄9 分别 1颐 200、1颐 160 稀释) 4益过夜,
滴加辣根过氧化物酶标记的二抗,37益孵育 30 min,
DAB 显色,封片。 用 Image鄄Pro Plus 5郾 0 图像分析软

件分析各组颈动脉 MMP鄄2、MMP鄄9 的表达情况。
1郾 4摇 real鄄time PCR 检测颈动脉 MMP鄄2、MMP鄄9 mR鄄
NA 的表达

取颈动脉血管组织,去除外膜,提取组织总

RNA,检测纯度和浓度,将其逆转录成 cDNA,在 ABI
7500 real鄄time 系统上进行 real鄄time PCR 反应。 引

物序列:MMP鄄2 上游为 5忆鄄CAG GGA ATG AGT ACT
GGG TCT ATT鄄3忆,下游为 5忆鄄ACT CCA GTT AAA
GGC AGC ATC TAC鄄3忆;MMP鄄9 上游为 5忆鄄AAT CTC
TTC TAG AGA CTG GGA AGG AG鄄3忆,下游为 5忆鄄
AGC TGA TTG ACT AAA GTA GCT GGA鄄3忆;GAPDH
上游为 5忆鄄TAT GAC TCT ACC CAC GGC AAG T鄄3忆,
下游为 5忆鄄ATA CTC AGC ACC AGC ATC ACC鄄3忆。
反应条件:预变性(95益,30 s),PCR 反应(95益,5
s;64益,34 s;45 个循环),根据 2 -吟吟Ct值进行比较。
1郾 5摇 Western blot 检测颈动脉 MMP鄄2、MMP鄄9 蛋白

的表达

参照课题组前期的方法[6], RIPA 裂解液提取细

胞总蛋白,BCA 法测定蛋白浓度。 10% SDS鄄PAGE 电

泳分离蛋白,每孔上样量 30 ~ 40 滋g,湿转法转移到

PVDF 膜上,含 5%BSA 的 TBST 室温下封闭 1 ~ 2 h,
一抗(MMP鄄2、MMP鄄9、GAPDH 分别1颐 1200、1 颐 1000、
1颐 500稀释) 4益过夜,TBST 洗膜 10 min 伊 3 次,二抗

(1颐 5000 稀释)室温 1 h,TBST 洗膜 10 min 伊 3 次,
ECL 化学发光法显色、曝光。 Quantity one 图像分析

系统进行蛋白条带灰度分析,测量 MMP鄄2、MMP鄄9 和

GAPDH 蛋白的电泳条带光密度,以二者与 GAPDH
的比值代表其蛋白相对表达量。
1郾 6摇 统计学方法

所有计量资料采用x 依 s 表示,多组间比较采用

单因素方差分析(ANOVA),组间两两比较采用 LSD
法,P < 0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 二甲双胍对血管内皮损伤后内膜增生的影响

摇 摇 术后 3 周,颈动脉球囊损伤组出现明显的内膜

增生;与颈动脉球囊损伤组比较,二甲双胍干预后

内膜增生明显减轻(P < 0郾 01;表 1 和图 1)。

表 1. 二甲双胍对血管内皮损伤后内膜增生的影响(x 依 s, n
= 8)
Table 1. Effect of metformin on intimal hyperplasia after
arterial injury (x 依 s, n = 8)

分摇 组 内膜面积(mm2) 内膜 /中膜面积比

对照组 0郾 012 依 0郾 004 0郾 042 依 0郾 013
颈动脉球囊损伤组 0郾 168 依 0郾 031a 0郾 625 依 0郾 108a

颈动脉球囊损伤 +
二甲双胍组 0郾 093 依 0郾 024b 0郾 351 依 0郾 072b

a 为 P <0郾 01,与对照组比较;b 为 P <0郾 01,与颈动脉球囊损伤组比较。
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图 1. 颈动脉 HE 染色 摇 摇 A 为对照组,B 为颈动脉球囊损

伤组,C 为颈动脉球囊损伤 +二甲双胍组。
Figure 1. The representative imaging of carotid artery with
HE staining

2郾 2 摇 二甲双胍对 MMP鄄2、MMP鄄9 mRNA 表达的

影响

与对照组相比,球囊损伤组颈动脉 MMP鄄2、
MMP鄄9 mRNA 的表达水平明显增加(P < 0郾 01),而
二甲双胍可以显著抑制血管内皮损伤后 MMP鄄2、
MMP鄄9 mRNA 表达的上调(P < 0郾 05;图 2)。

图 2. 颈动脉MMP鄄2、MMP鄄9 mRNA 和蛋白的表达(n = 7)
A 为对照组,B 为颈动脉球囊损伤组,C 为颈动脉球囊损伤 + 二甲双

胍组。 a 为 P < 0. 01,与对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与颈动脉球囊损

伤组比较。

Figure 2. The mRNA and protein expressions of MMP鄄2
and MMP鄄9 in carotid artery(n = 7)

2郾 3摇 二甲双胍对 MMP鄄2、MMP鄄9 蛋白的表达影响

Western blot 结果显示,与对照组相比,球囊损

伤组颈动脉组织 MMP鄄2、MMP鄄9 蛋白的表达水平明

显增加(P < 0郾 01),而二甲双胍可以显著抑制血管

内皮损伤后 MMP鄄2、MMP鄄9 蛋白的表达上调(P <
0郾 05;图 2)。 免疫组织化学染色同样证实,球囊损

伤后颈动脉组织 MMP鄄2、MMP鄄9 表达显著增加(P <
0郾 01),二甲双胍可以抑制血管内皮损伤后 MMP鄄2、
MMP鄄9 的表达(P < 0郾 05 或 P < 0郾 01;图 3 和表 2)。

图 3. 颈动脉免疫组织化学染色摇 摇 A 为对照组,B 为颈动脉球

囊损伤组,C 为颈动脉球囊损伤 + 二甲双胍组。

Figure 3. The representative imaging of carotid artery with
immunohistochemistry staining

3摇 讨摇 论

二甲双胍是一个古老的药物,早在中世纪的欧

洲,人民发现一种名叫法国丁香的植物可以缓解伴

有尿多症状的疾病———即现在大家熟悉的糖尿

病[7]。 1922 年爱尔兰的科学家将法国丁香具有降

糖作用的成分二甲双胍首次合成成功,1957 年二甲

双胍在法国首次获准作为降糖药物用于临床。 二
甲双胍用于糖尿病治疗五十多年的循证医学证据

表明,二甲双胍除了降低血糖、改善胰岛素抵抗之

外,还具有心血管保护作用,且二甲双胍的心血管

保护作用不依赖于其降糖作用[3,4,8]。 前期临床研

究和动物实验发现,二甲双胍可以防止糖尿病患者

和胰岛素抵抗患者血管损伤后新生的内膜增生,降
低冠状动脉支架内再狭窄的发生率[9,10]。 本研究

中,我们进一步证实,二甲双胍可以抑制正常大鼠

血管损伤后的内膜增生,提示二甲双胍抑制内膜增
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表 2. 免疫组织化学染色检测颈动脉 MMP鄄2、MMP鄄9 的表达(x 依 s, n = 8)
Table 2. The expressions of MMP鄄2 and MMP鄄9 in carotid artery were determined by immunohistochemistry staining (x 依 s, n =8)

分摇 组
阳性面积(% )

MMP鄄2 MMP鄄9
平均光密度值

MMP鄄2 MMP鄄9
对照组 28郾 5 依 3郾 4 29郾 2 依 2郾 8 12郾 4 依 1郾 4 13郾 5 依 1郾 7
颈动脉球囊损伤组 58郾 3 依 6郾 1a 62郾 5 依 6郾 8a 27郾 8 依 3郾 1a 32郾 5 依 3郾 8a

颈动脉球囊损伤 +二甲双胍组 43郾 9 依 4郾 4b 45郾 1 依 4郾 7b 19郾 3 依 2郾 4b 22郾 1 依 2郾 7b

a 为 P < 0郾 01,与对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与颈动脉球囊损伤组比较。

生的作用可能独立于其降低血糖和改善胰岛素抵

抗的作用。
MMP 是一类包含锌原子的内源性水解酶,通过

调节血管平滑肌细胞、成纤维细胞的表型转换、迁
移和增殖,在血管损伤后内膜增生的过程中发挥了

重要的作用,降低 MMP 的表达或抑制 MMP 的活性

可以显著延缓血管损伤内膜增生、支架内再狭窄的

过程,其中尤其以 MMP鄄2 和 MMP鄄9 最为重要[11,12]。
本研究中,我们发现,血管损伤后 MMP鄄2、MMP鄄9
mRNA 和蛋白的表达明显增加,而二甲双胍可以削

弱血管损伤导致的 MMP鄄2 和 MMP鄄9 表达上调。 因

此,抑制 MMP鄄2 和 MMP鄄9 的过度表达可能是二甲

双胍防止血管损伤后内膜增生的分子机制。
本研究证实,二甲双胍可以抑制血管损伤内膜

增生,且不依赖于其降低血糖和改善胰岛素抵抗的

作用。 然而,最近一项单中心随机双盲临床实验表

明,在无糖尿病的冠心病患者中,并没有发现二甲

双胍可缩小颈动脉粥样斑块和降低颈动脉的内膜 /
中膜面积比[13]。 这可能与上述的冠心病患者均已

强化他汀治疗有关。 重要的是,动脉粥样硬化与血

管损伤后内膜增生的发病机制并不相同,动脉粥样

硬化主要以脂质沉积、泡沫细胞形成和炎症反应为

主[14],而血管损伤后内膜增生的主要病理生理基础

是血管平滑肌细胞、成纤维细胞的增殖、迁移和多

种细胞外基质成分的产生[15]。 因此,二甲双胍对血

管损伤后内膜增生、支架内再狭窄的影响还有待于

进一步的大动物实验和临床研究。
综上所述,本研究提示二甲双胍可能通过抑制

MMP鄄2 和 MMP鄄9 表达防止血管损伤后内膜增生,
该研究结果为二甲双胍用于支架内再狭窄的防治

提供了实验依据。
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