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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察紫杉醇对 TNF鄄琢 诱导的人脐静脉内皮细胞中 Cat K 及 NF鄄资B 表达的影响,探讨紫杉醇在防

治内膜增生的作用机制。 方法摇 采用 HUVEC 细胞株传代第 3 ~6 代的细胞作为研究对象。 不同浓度的紫杉醇干预 1
h 再用 10 滋g / L TNF鄄a 刺激人脐静脉内皮细胞 24 h,并用 RT鄄PCR 方法检测细胞中 Cat K mRNA、NF鄄资B mRNA 的表

达;用 Western blot 方法检测细胞中的 Cat K 和 NF鄄资B 蛋白的表达。 结果摇 紫杉醇可以呈剂量依赖性地抑制 TNF鄄琢
所致的 HUVEC 中 Cat K mRNA 和 Cat K 蛋白的表达;紫杉醇可以呈剂量依赖性地抑制 TNF鄄琢 所致的 HUVEC 中 Cat
K 蛋白的表达,紫杉醇可以呈剂量依赖性地抑制 TNF鄄琢 所致的 HUVEC 中 NF鄄资B 蛋白的表达。 结论摇 紫杉醇可以呈

剂量依赖性地抑制 TNF鄄琢 所致的 HUVEC 中 Cat K 和 NF鄄资B 的表达,紫杉醇可能通过抑制 NF鄄资B 使 Cat K 表达减少。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effect of Paclitaxel on TNF鄄琢 induced human umbilical vein endothelial cells
expression of Cat K and NF鄄资B and explore the mechanism of paclitaxel inhibiting intimal hyperplasia. 摇 摇 Methods摇 HU鄄
VEC in the third to sixth generation were used in the present study. 摇 The cells were treated with different concentrations of
paclitaxel for 1 hour and then with 10 滋g / L TNF鄄琢 were added into it for 24 hours,mRNA and protein level of Cathepsin K
and NF鄄资B were measured by reverse transcription polymerase chain reaction (RT鄄PCR) and Western blot respectively in
these HUVEC. 摇 摇 Results摇 Paclitaxel could inhibit TNF鄄琢 induced Cathepsin K mRNA and Cathepsin K protein expression
in a dose鄄dependent manner. 摇 There was no significant difference between 1 nmol / L paclitaxel group and TNF鄄琢 group;Pa鄄
clitaxel could inhibit TNF鄄琢 induced Cathepsin K protein expression in a dose鄄dependent manner, comparing 1 nmol / L pacli鄄
taxel group and TNF鄄琢 group. 摇 Paclitaxel could inhibit TNF鄄琢 induced NF鄄资B mRNA and NF鄄资B protein expression in a
dose鄄dependent manner. 摇 摇 Conclusion摇 Paclitaxel could decrease the expression of Cathepsin K and NF鄄资B stimulated
with TNF鄄琢 in a dose鄄dependent manner,paclitaxel may inhibit the activation of NF鄄资B to reduce Cat K expression.

摇 摇 组织蛋白酶K(cathepsin K,Cat K)是组织蛋白酶

家族中的重要成员,能降解细胞外基质(extracellular
matrix,ECM),促进血管平滑肌细胞(vascular smooth
muscle cell, VSMC)迁移,在人动脉硬化斑块中可见

Cat K 的蛋白及基因表达水平增高[1,2];普罗布考可

减少动脉硬化兔模型中的动脉斑块中 Cat S、Cat K 的

表达来改善血管的重构[3],有研究表明,冠心病患者

血清中组织蛋白酶 K 水平升高,并且组织蛋白酶 K
可能是冠心病有用的生物标志物[4鄄5]。 目前,紫杉醇

在再狭窄方面的基础研究多是关于紫杉醇对血管平
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滑肌细胞增生抑制作用与机制,而完整内膜在防止血

栓形成和再狭窄发生中起重要作用[6],目前国内外对

紫杉醇对组织蛋白酶研究很少,本研究观察紫杉醇对

TNF鄄琢 诱导人脐静脉内皮细胞中 Cat K 表达的影响,
探讨紫杉醇在防治内膜增生的作用机制。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 主要材料

摇 摇 人脐静脉内皮细胞(HUVEC))购自中科院上

海细胞库,人 TNF鄄琢(PeProtechec 公司),DMEM 培

养基、胎牛血清购自上海 Gibco 公司,逆转录试剂盒

购自 Fermentas 公 司, Trizol鄄reagent ( Invitrogen 公

司),琼脂糖 SABC 公司,PCR maker(天根公司),
PCR 引物上海英骏生物公司,Cathepsin K 抗体、NF鄄
资B 抗体(Abcam 公司),紫杉醇(Sigma 公司),细胞

核蛋白与细胞浆蛋白抽提试剂盒(Beyotime 公司)。
1郾 2摇 HUVEC

培养 HUVEC 用加入含 10%胎牛血清的 DMEM
培养基培养。 将培养瓶放入 37益含 5% CO2 的培养

箱中,每隔 2 ~ 3 天换液一次,待细胞生长至融合状

态时传代,取传至 3 ~ 4 代细胞进行实验。
1郾 3摇 不同浓度紫杉醇的配制

紫杉醇在 DMSO 中完全溶解后,用 DMEM 培养

基稀释成 1 mmol / L 储存液,过滤除菌,保存备用。
临用前再用 DMEM 培养基依次稀释为 1 nmol / L,10
nmol / L,100 nmol / L,1 滋mo / L。 各药物中 DMSO 浓

度均小于 0. 05% 。
1郾 4摇 实验分组

实验分为以下 6 组:( l)正常对照组:予 DMEM
培养 24 h;(2)TNF鄄琢 组:予 10 滋g / L TNF鄄琢 刺激 24
h;(3)1 nmol / L 紫杉醇组:予 1 nmol / L 紫杉醇作用

1 h 后加入 10 滋g / L TNF鄄琢 刺激 24 h;(4)10 nmol / L
紫杉醇组:予 10 nmol / L 紫杉醇作用 1 h 后加入 10
滋g / L TNF鄄琢 刺激 24 h;(5) 100 nmol / L 紫杉醇组:
予 100 nmol / L 紫杉醇作用 1 h 后加入 10 滋g / L TNF鄄
琢 刺激 24 h;(6)1 滋mol / L 紫杉醇组:予 1 滋mo / L 紫

杉醇作用 1 h 后加入 10滋g / L TNF鄄琢 刺激 24 h。 每

组均设复孔,每组重复 3 次。
1郾 5摇 RT鄄PCR 检测 HUVEC 中 Cat K 和 NF鄄资B mR鄄
NA 的表达

将收集的 HUVEC 用 Trizol 方法提取总 RNA。
取 5 滋L RNA 用逆转录试剂盒逆转录为 CDNA。 取 5
滋L CDNA 模板行 PCR。 根据 Genebank 的基因序列,
采用 primer 5 软件设计引物。 引物由上海英骏生物

公司合成。 Cat K 上游引物序列为:5忆鄄ACTGGACT鄄
CAAAGTACCCCT鄄3忆,下游引物序列为 5忆鄄GCCATCAT鄄
TCTCAGACACAC鄄3忆,长度为 258 bp;NF鄄资B 上游引物

序列为:5忆鄄AGTAAAGCCCCCAATGCATC鄄3忆,下游引物

序列为:5忆鄄CCGAAGCTGGACAAACACAG鄄3忆,长度为

279 bp;选择 茁鄄actin 作为半定量内对照引物,上游引

物序列为:5忆鄄 ACACAGTGCTGTCTGGCG鄄3忆,下游引物

序列为 5忆鄄ATTTGCGGTGGACGATGG鄄3忆,长度为 234
bp。 扩增条件为:95益5 min 预变性后,94益变性 30
s,60益退火 40 s,72益延伸 40 s,共 38 个循环。 最后

72益延伸 10 min。 取 PCR 扩增产物 5 滋L 点样于 1%
的琼脂糖凝胶上电泳,嗅化乙啶(EB)染色,紫外分光

光度计观察电泳结果。
1郾 6摇 Western blot 检测 HUVEC 中 Cat K 和 NF鄄资B
的表达

用 PBS 清洗诱导分化成熟的各组 HUVEC 2
次,收集细胞并分瓶,按 1 mL 裂解液加 10 滋L PMSF
(100 mmol / L),摇匀置于冰上。 每 EP 管细胞加 100
滋L 含 PMSF 的裂解液裂解,将离心后的上清和还原

型 5 伊 SDS 上样缓冲液以 4颐 1 比例以每管总 25 滋L
体积分装转移至 0. 2 mL 小的 EP 管,以 100益加热

10 min 使蛋白质变性,变性蛋白质放于 - 80益保存。
蛋白上样量为每孔 30 滋g, 10% SDS鄄PAGE 电泳分

离蛋白,湿转法转移到 PVDF 膜上, 10% 胶用 200
mA 转移 80 min 左右。 含 5% BSA 的 TBST 室温下

封闭 1 ~ 2 h,一抗(Cat K、NF鄄资b,1颐 1000 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。
1郾 7摇 统计学处理

采用 SPSS 11. 0 统计软件包进行统计学处理。
所有资料均采用x 依 s 表示。 所有数据进行正态性

分布检验,符合正态性分布的多组样本间均数比较

采用单因素方差分析,以双侧 P < 0. 05 作为显著性

差异标准。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 不同浓度紫杉醇对 TNF鄄琢 诱导 HUVEC 中 Cat
K mRNA 表达的影响

正常对照组 HUVEC 基本未见明显 Cat K mR鄄
NA 表达;TNF鄄琢 干预组 Cat K mRNA 较正常对照组

明显增多;紫杉醇可以呈剂量依赖性地抑制 TNF鄄琢
所致的 HUVEC 中 Cat K mRNA 的表达 (均 P <
0郾 05;图 1 和表 1)。
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图 1. 不同浓度紫杉醇对 TNF鄄琢 诱导 HUVEC 中 Cat K
mRNA 表达的影响 摇 摇 上图为 Cat K 和 茁鄄actin mRNA 在

HUVEC 表达的电泳图;下图为 Cat K mRNA 表达的半定量

分析图。 各组之间两两相互比较,均 P < 0. 05。 1 为正常对

照组,2 为 10 滋g / L TNF鄄琢 干预组,3 为 1 nmol / L 紫杉醇干预

组,4 为 10 nmol / L 紫杉醇干预组,5 为 100 nmol / L 紫杉醇干

预组,6 为 1 滋mol / L 紫杉醇干预组。
Figure 1. Effects of different concentrations of paclitaxel on
TNF鄄琢 induced HUVEC expression of Cat K mRNA

表 1. 不同浓度紫杉醇对 TNF鄄琢 诱导 HUVEC 中 Cat K
mRNA 表达的影响

Table 1. Effects of different concentrations of paclitaxel on
TNF鄄琢 induced HUVEC expression of Cat K mRNA

分摇 组 IOD

对照组 0. 006 依 0. 003

TNF鄄琢 1. 02 依 0. 07

1 nmol / L 0. 85 依 0. 06

10 nmol / L 0. 68 依 0. 04

100 nmol / L 0. 59 依 0. 02

1 滋mol / L 0. 49 依 0. 03

均 P < 0. 05,各组之间相互比较。

2. 2摇 不同浓度紫杉醇对 TNF鄄琢 诱导 HUVEC 中

Cat K 蛋白表达的影响

正常对照组 HUVEC 基本未见 Cat K 表达。
TNF鄄琢 干预组 Cat K 较正常对照组明显增多;紫杉

醇可以呈剂量依赖性地抑制 TNF鄄琢 所致的 HUVEC
中 Cat K 的表达(P 均 < 0. 05;图 2 和表 2)。
2郾 3 摇 不同浓度紫杉醇对 TNF鄄琢 诱导 HUVEC 中

NF鄄资B mRNA 表达的影响

正常对照组 HUVEC 可见 NF鄄资B mRNA 表达;
TNF鄄琢 干预组 NF鄄资B mRNA 较正常对照组明显增

多;紫杉醇可以呈剂量依赖性地抑制 TNF鄄琢 所致的

HUVEC 中 NF鄄资B mRNA 的表达(均 P < 0. 05;图 3
和表 3)。

图 2. 不同浓度紫杉醇对 TNF鄄琢诱导 HUVEC 中 Cat K 表

达的影响摇 摇 上图为 Cat K 和 茁鄄actin 在 HUVEC 表达的 WB
图;下图为 Cat K 表达的半定量分析图。 各组之间两两相互

比较,均 P < 0. 05。 1 为正常对照组,2 为 10 滋g / L TNF鄄琢 干

预组,3 为 1 nmol / L 紫杉醇干预组, 4 为 10 nmol / L 紫杉醇干

预组,5 为 100 nmol / L 紫杉醇干预组,6 为 1 滋mol / L 紫杉醇

干预组。
Figure 2. Effects of different concentrations of paclitaxel on
TNF鄄琢 induced HUVEC expression of Cat K

表 2. 不同浓度紫杉醇对 TNF鄄琢诱导 HUVEC 中 Cat K 表

达的影响

Table 2. Effects of different concentrations of paclitaxel on
TNF鄄琢 induced HUVEC expression of Cat K

分摇 组 IOD
对照组 0. 004 依 0. 003
TNF鄄琢 1. 08 依 0. 07
1 nmol / L 0. 87 依 0. 03
10 nmol / L 0. 77 依 0. 05
100 nmol / L 0. 66 依 0. 07
1 滋mol / L 0. 52 依 0. 04

各组之间相互比较,均 P < 0. 05。

表 3. 不同浓度紫杉醇对 TNF鄄琢 诱导 HUVEC 中 NF鄄资B
mRNA 表达的影响

Table 3. Effects of different concentrations of paclitaxel on
TNF鄄琢 induced HUVEC expression of NF鄄资B mRNA

分摇 组 IOD
对照组 0. 24 依 0. 03
TNF鄄琢 0. 98 依 0. 07
1 nmol / L 0. 86 依 0. 06
10 nmol / L 0. 66 依 0. 04
100 nmol / L 0. 54 依 0. 03
1 滋mol / L 0. 42 依 0. 04

均 P < 0. 05,各组之间相互比较。

2郾 4 摇 不同浓度紫杉醇对 TNF鄄琢 诱导 HUVEC 中

NF鄄资B 蛋白表达的影响

正常对照组 HUVEC 可见少量 NF鄄资B 表达。
TNF鄄琢 干预组 NF鄄资B 较正常对照组明显增多;紫杉

醇可以呈剂量依赖性地抑制 TNF鄄琢 所致的 HUVEC
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中 NF鄄资B 的表达(P 均 < 0. 05;图 4 和表 4)。

图 3. 不同浓度紫杉醇对 TNF鄄琢 诱导 HUVEC 中 NF鄄资B
mRNA 表达的影响 摇 摇 上图为 NF鄄资B 和 茁鄄actin mRNA 在

HUVEC 表达的电泳图;下图为 Cat K mRNA 表达的半定量

分析图。 各组之间两两相互比较,均 P < 0. 05。 1 为正常对

照组,2 为 10 滋g / L TNF鄄a 干预组,3 为 1 nmol / L 紫杉醇干预

组,4 为 10 nmol / L 紫杉醇干预组,5 为 100 nmol / L 紫杉醇干

预组,6 为 1 滋mol / L 紫杉醇干预组。
Figure 3. Effects of different concentrations of paclitaxel on
TNF鄄琢 induced HUVEC expression of NF鄄资B mRNA

图 4. 不同浓度紫杉醇对 TNF鄄琢诱导 HUVEC 中 NF鄄资B 表

达的影响 摇 摇 上图为 NF鄄资B 和 茁鄄actin 在 HUVEC 表达的

WB 图。 下图为 NF鄄资B 表达的半定量分析图。 各组之间两

两相互比较,均 P < 0. 05。 1 为正常对照组,2 为 10 滋g / L
TNF鄄琢 干预组,3 为 1 nmol / L 紫杉醇干预组,4 为 10 nmol / L
紫杉醇干预组,5 为 100 nmol / L 紫杉醇干预组,6 为 1滋mol / L
紫杉醇干预组。
Figure 4. Effects of different concentrations of paclitaxel on
TNF鄄琢 induced HUVEC expression of NF鄄资B

3摇 讨摇 论

有研究表明,新生内膜形成是动脉粥样硬化、
再狭窄等血管病理改变时的重要特征之一[7]。 在

血管成形术后再狭窄的过程中,VSMC 从中膜向内

表 4. 不同浓度紫杉醇对 TNF鄄琢诱导 HUVEC 中 NF鄄资B 表

达的影响

Table 4. Effects of different concentrations of paclitaxel on
TNF鄄琢 induced HUVEC expression of NF鄄资B

分摇 组 IOD
对照组 0. 23 依 0. 03
TNF鄄琢 0. 93 依 0. 04
1 nmol / L 0. 84 依 0. 07
10 nmol / L 0. 70 依 0. 06
100 nmol / L 0. 62 依 0. 06
1 滋mol / L 0. 43 依 0. 05

均 P < 0. 05,各组之间相互比较。

膜迁移是导致新生内膜形成和增厚的一个重要因

素。 VSMC 在迁移过程中需要利用组织蛋白酶等蛋

白水解酶溶解 ECM,实现细胞迁移[8鄄9]。
组织蛋白酶是指一类在酸性环境中被活化的

溶酶体蛋白酶,属木瓜蛋白酶。 人组织蛋白酶主要

分为 B、C、D、F、H、K、L、O、S、V 、W 和 X 等十二种

亚型,大部分是半胱氨酸蛋白酶,其余是天冬氨酸

或丝氨酸蛋白酶。 组织蛋白酶定位于溶酶体和包

涵体,功能为降解不需要的细胞内基质或内吞蛋

白[10鄄12]。 Cat K 是半胱氨酸蛋白酶超家族中的重要

成员,能降解弹力纤维和玉、芋和郁型胶原纤维[13]。
Cat K 可以促进 ECM 的降解,与 VSMC 迁移密切

相关[9]。
TNF鄄琢 是一个多效的促炎症因子,具有促进动

脉粥样硬化形成的特点。 TNF鄄琢 由单核细胞、巨噬

细胞、平滑肌细胞等多种细胞表达,可以调节其它

炎症因子和细胞因子的表达[14]。 TNF鄄琢 可通过

NF鄄资B 和 PPAR鄄酌 机制促进低密度脂蛋白跨人脐静

脉内皮细胞转运,促进动脉粥样硬化发生[15]。 在大

鼠颈动脉球囊损伤后,TNF鄄琢 抑制物苦参提取物能

明显减少损伤血管内膜的 TNF鄄琢 的表达及血管内

膜增生[16];TNF鄄琢 的抑制剂可能会抑制内皮功能障

碍的进展,减慢动脉粥样硬化进程[17]。 正常情况下

血管内皮细胞和平滑肌细胞并没有明显 Cat K 表

达,但是予 TNF鄄琢 等炎症因子刺激后 Cat K 可以明

显表达,本研究结果与一些相关研究结果相似[9,18]。
NF鄄资B 是参与炎症反应的重要转录因子,是多

种信号通路的共同转录因子。 目前有研究提示,牛
樟芝可以通过抑制 LOX鄄1,P38MAPK 和 NF鄄资B 的表

达减轻主动脉血管内皮脂质损伤,更好地防治血管

内皮细胞氧化脂质的伤害[19]。 本研究中紫杉醇可

抑制 TNF鄄琢 诱导的 HUVEC 中 Cat K 表达,减少 HU鄄
VEC 中 NF鄄资B 的表达,并且随着紫杉醇浓度的增

高,其抑制作用越来越强。 10 nmol / L 紫杉醇就可
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较明显抑制 HUVEC 中 Cat K 和 NF鄄资B 的表达。 研

究结果提示,紫杉醇可能通过抑制 NF鄄资B 的信号通

路来减少 Cat K 的表达。
紫杉醇是从紫杉树皮中提取得到的,它还具有抗

肿瘤血管形成和诱导肿瘤细胞凋亡的作用[20]。 能特

异性地与细胞中微管和 茁鄄微管蛋白结合,促进微管

形成,拮抗 茁鄄微管蛋白的解聚,使大量微管非正常地

聚合,从而改变细胞骨架的平衡状态,产生结构的畸

变,导致其失去正常的功能。 造成细胞发育停止于

G0 / G1 期和 G1 / M 期,细胞的有丝分裂阻止于丝状分

裂期,从而抑制血管平滑肌细胞的分裂、增殖,减少再

狭窄的发生。 有研究发现棉酚,一种有抗癌和抗炎效

应潜力的棉花提取物,棉酚通过抑制 NF鄄资B 活性的

降低肿瘤坏死因子 琢 诱导的细胞间粘附分子 1 的表

达,此外 TNF鄄琢 诱导的 NF鄄资B 活化在棉酚的作用下

受到抑制。 棉酚没有直接抑制 NF鄄资B 的结合的

DNA,而是通过磷酸化 I资B 的降解和抑制 p65 和 p50
的核易位[21]。 有研究证实,在体内联合使用紫杉醇

与组织蛋白酶抑制剂显著增强针对原发性和转移性

肿瘤的功效[22]。 在本研究中,紫杉醇可能通过抑制

内皮细胞中 Cat K 的表达减少血管平滑肌细胞和内

皮细胞的迁移,这种作用可能是通过抑制 NF鄄资B 信

号转导来实现的,本研究为紫杉醇应用于防治支架内

再狭窄提供了实验依据。
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