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摘要 为了观察 Na+/H+交换蛋白 1(NHE1)选择性抑制剂卡立泊来德 (cariporide)对糖基化终末产物 ( advanced glycation
end products，AGEs)所致大鼠颈动脉球囊损伤后新内膜形成的作用，以球囊损伤大鼠颈总动脉，取标本 HE染色后进行形态
学观察并计算内膜、中膜面积及内膜 /中膜面积比．为探讨相关机制，原代培养大鼠主动脉平滑肌细胞( vascular smooth
muscle cell，VSMC)， [3H] thymidine 检测 VSMC 增殖； RT-PCR 及实时 RT-PCR 检测 VSMC 基质金属蛋白酶 2( matrix
metalloproteinases-2，MMP-2)、基质金属蛋白酶 9(matrixmetalloproteinases-9，MMP-9)及环氧酶 2(cyclooxygenase-2，COX-2)
mRNA水平；Western blot检测核因子 资B(NF-资B)的表达及抑制蛋白 资B琢(I-资B琢)的降解．大鼠颈动脉球囊损伤后，cariporide
(0.1，10 mg/kg)能显著抑制 AGEs所致新内膜增生(P < 0.01)．细胞实验结果显示，cariporide可以浓度依赖性地抑制 AGEs诱
导 VSMC中 COX-2、MMP-2及MMP-9 mRNA表达，同时显著抑制 I-资B琢降解及 NF-资B表达．结果表明，cariporide能显著
抑制血管损伤后 AGEs 所致新内膜的形成，其机制与抑制 NHE1 活性从而抑制 NF-资B 活化，下调 MMP-2、MMP-9 及
COX-2 mRNA有关．提示 NHE1可能是 AGEs致血管损伤信号通路中的重要组成部分．
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糖尿病可增加血管对机械损害的反应(如冠脉
介入治疗时出现更高的再狭窄率)[1-3]，糖尿病的这

种加速作用主要与高血糖环境下形成的糖基化终末

产物(advanced glycation end products, AGEs)有关[4-6].
研究表明，AGEs 与其受体 (receptor for AGEs，
RAGE)结合后，通过受体后的信号转导引起
NF-资B的持续活化是其典型变化，进而诱导下游相
关效应分子的表达，促进主动脉平滑肌细胞

(VSMC)的增殖、迁移，加速血管损伤后的反应[7-9]，

但是 AGEs加速血管损伤后反应的具体机制并不清
楚．钠 /氢交换蛋白 1(NHE1)是依赖于细胞内外的
Na+和 H+的浓度梯度按 1∶1的电中性比例从细胞
外泵入 Na+，从细胞内泵出 H+以调节细胞内 pH值
的重要跨膜蛋白[10-11],因此以往研究主要聚焦在心肌
缺血再灌注损伤时 NHE1活化后，细胞内 H+减少，

激活 Na+/Ca2+交换，从而引起心肌细胞损伤；实验

亦证明 NHE1的选择性抑制剂有较强的抗心肌缺血

再灌注损伤的作用[6]．近年发现，NHE1的功能并
不局限于维持细胞内 pH值和细胞容积的稳态，而
且还能起到信号装配复合体的作用，参与细胞增

殖、分化、细胞骨架重组等细胞内信号转导过

程[12-13]．我们以往的研究首次报道了 AGEs通过其
受体 RAGE诱导大鼠 VSMC的 NHE1显著并持续
活化 [14]．中南大学药理实验室其他研究亦表明

NHE1 选择性抑制剂卡立泊来德 (cariporide)在体
内和体外实验中能保护由 AGEs所致大鼠内皮损
伤[15-16]．在 1型和 2型糖尿病患者或动物模型中，
NHE1活性明显增加[17-18]，其活化引起细胞的迁移

与增殖和糖尿病患者术后再狭窄有着密切的关系，
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但以往的研究中其动物模型的选择并不能排除是否

与高糖所致 AGEs的产生有关．基于本实验室以往
的研究，我们大胆推测，NHE1可能是 AGEs所致
糖尿病加速血管损伤信号通路的重要组成部分．故

此，本实验采用外源性制备的 AGEs作为直接损伤
因子，以排除糖尿病时体内其他因素影响，观察

NHE1特异性阻断剂 cariporide 是否对大鼠颈动脉
球囊损伤后 AGEs所致新内膜形成具有抑制作用，
并在体外培养的大鼠 VSMC上探讨了相关机制．

1 材料与方法

1援1 试剂与仪器

SD雄性大鼠由中南大学动物学部提供．主要
试剂：cariporide(德国 Hoechst公司赠送)；牛血清
白蛋白(BSA)、MTT和兔抗人平滑肌肌动蛋白(琢2

smooth muscle actin，SMA)为 Sigma公司产品；其
余试剂均为化学分析纯．主要仪器：LS-50B型荧
光分光光度计(Shimadu，Japan)；IX-70 型荧光显
微镜(Olympus, Japan)；CO2细胞培养箱(SHEL-LAB,
USA)．本研究中动物实验遵循的所有程序均符合
国家及中南大学动物学部制订的有关实验动物的福

利规则和制度．

1援2 AGEs的体外制备
配制 0.2 mol/L 磷酸盐缓冲液(PBS，含 NaCl

8.00 g/L，KCl 0.20 g/L，Na2HPO4·H2O 1.56 g/L，
KH2PO4 0.20 g/L，pH 7.4)，然后将 BSA(10 g/L)、
葡萄糖 (90 g/L)、青霉素 (100 000 U/L)与链霉素
(100 g/L)分别溶于上述 PBS中，充分摇匀、室温过
夜；0.22 滋m针头滤器过滤，灭菌封口后置 37℃恒
温箱避光孵育 12周后取出，再转移至 4℃冰箱无
菌保存备用．使用前，将制备的 AGEs-BSA 装入
透析袋，放入 pH 7.4的无菌 PBS透析液中，透析
48 h，中途更换 PBS液 3～4次，除去未结合的葡
萄糖，再次用 0.22 滋m针头滤器过滤．取制备的样
品用 LS-50B 型荧光分光光度计鉴定，在激发波
370 nm，发射波 440 nm处释放荧光．以同样条件
制备不含葡萄糖的 BSA作为 AGEs的对照．
1援3 血管平滑肌细胞的培养

采用贴块法原代培养 VSMC：取 120～180 g
雄性 SD 大鼠，麻醉后迅速取出胸主动脉，剪成
1 mm伊1 mm组织块，贴于培养瓶内，加入含 15%
胎牛血清的 DMEM培养基，置于 CO2培养箱培养

3周后，细胞融合成片，呈“峰、谷”状生长．用
0.25 %胰蛋白酶消化，采用爬片法接种于 6孔培养

板的盖玻片上至单层融合后取出晾干，经 SMA单
抗免疫组织化学染色证实为 VSMC，纯度 > 95%
时，继续传代培养，取 4～8代生长良好的细胞用
于实验．

1援4 大鼠颈动脉球囊损伤模型建立

将 40只健康 SD大鼠随机分为 4组，每组 10
只，分别为：①AGEs损伤组：大鼠每天尾静脉注
射 AGEs 100 mg/kg；② AGEs 100 mg/kg 损伤 +
cariporide 0.1 mg/kg治疗组；③AGEs 100 mg/kg损
伤+ cariporide 10 mg/kg 治疗组；④正常对照组：
每天尾静脉注射相同体积的生理盐水．4周后所有
大鼠进行颈动脉球囊损伤手术造模，其中，组②、

③于术前 3天加用 cariporide 灌胃，持续至术后 2
周；组①于术前 3天用等体积的生理盐水灌胃持续
至术后 2周；①～③组球囊损伤后仍继续尾静脉注
射 AGEs至术后 2周．
腹腔注射 3%戊巴比妥钠(30 mg/kg)麻醉大鼠后

暴露左侧颈总动脉及左颈内、外动脉．在左颈外动

脉近心端作一“V”形切口，向近心端插入 2F球
囊导管至颈总动脉起始部 2～2.5 cm，球囊充水
0.1～0.15 ml，使其充分扩张至轻度阻力感，然后
慢速回拉，重复 3次．取右侧颈总动脉作为对照，
只分离血管不做球囊损伤．血管内膜损伤后新内膜

的形成在 14天时最为明显，因此术后第 14天取出
损伤部位的左颈总动脉约 1 cm，进行 HE染色，光
镜下观察损伤动脉病理学改变．应用 Imagepro6.0
图像分析系统进行图像分析并计算指标．

1援5 大鼠血管平滑肌细胞增殖测定

采用[3H] thymidine 渗入法检测大鼠血管平滑
肌细胞增殖．细胞接种于 24孔培养板，孵育 24 h
后弃上清液，加入相应药物后继续培养 24 h，每孔
加入 1 滋Ci/ml[3H] thymidine，继续培养 6 h，收集
细胞于玻璃纤维膜上，进行漂洗、脱色、烤干，置

入闪烁杯中，加入二甲苯闪烁液，用液体闪烁计

数仪测定每分钟脉冲数．以上各组实验均重复 3次
以上．

1援6 RT鄄PCR和实时 PCR
采用 Trizol法提取总 RNA 5 滋l，oligo(dT)1 滋l,

加 DEPC处理水至 12 滋l，混匀，4 000 r/min离心
5 s，70℃孵育 5 min后于冰上冷却 5 min，再加入
5伊缓冲液 4 滋l，10 mmol/L dNTP 2 滋l，40U/滋l
RNase 抑制剂 1 滋l，加 DEPC 处理水到 19 滋l 混
匀，4 000 r/min离心 5 s，37℃反应 5 min，冰上骤
冷 5 min，加入逆转录酶 1 滋l，总反应体系 20 滋l
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混匀， 4 000 r/min 离心 5 s，之后于 42℃反应
60 min，72℃反应 10 min，冰上骤冷结束反应．逆
转录产物可以继续进行 PCR 扩增或-20℃冻存备
用．引物分别为：基质金属蛋白酶 2(MMP-2)，
5忆 GCTGATACTGACACTGGTACTG 3忆，5忆 CAA-
TCTTTTCTGGGAGCTC 3忆 (217 bp)； MMP-9，
5忆 GGATTACCTGTACCGCTATGGTTA 3忆，5忆 TT-
GGATCCAATAGGTGATGTTATG 3忆 (241 bp)；
COX-2， 5忆 TCCAATCGCTGTACAAGCAG 3忆，
5忆 TCCCCAAAGATAGCA TCTGC 3忆 (230 bp)； 甘
油醛 -3-磷酸脱氢酶(GAPDH)，5忆 ACCACAGTCC-
ATG CCATCAC 3忆， 5忆 TCCACCACCCTGTTGC -
TGTA 3忆 (450 bp)．Real-time PCR 引物分别为：
MMP-2， 5忆 CCCCATGAAGCCTTGTTTACC 3忆，
5忆 TTGTAGG AGGTGCCCTGGAA 3忆 ；MMP-9，
5忆 AGACCAAGGGTACAGCCTGTTC 3忆，5忆 GGC-
ACGCTGGAATGATCTAAG 3忆；GAPDH，5忆 GA-
AGGTGAAGGTCGGAGTC 3忆, 5忆 GAAGATGGTG-
ATGGGATTTC 3忆.
1援7 Western blot
细胞经过相应药物预处理后，提取总蛋白并用

牛血清白蛋白标准曲线调整为一致浓度后溶解在

10 g/L十二烷基硫酸钠(SDS)中，每份样品取 28 滋l
(含 20 滋g总蛋白)进行 SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳，
并转移至 PVDF膜上，将膜置于 37℃干燥 1 h，放

入封闭液中封闭 1 h，分别与相应抗体 4℃孵育过
夜，洗涤(5 min伊2)，抗兔二抗 37℃孵育 1 h，洗涤
(5 min伊3)，ECL底物显色，X片曝光，凝胶成像
系统(美国 UVP公司)分析，数据用样品与 茁-actin
的比值表示．

1援8 统计分析

所有数据以均数依标准差(x 依 s)表示．组间差
异用 ANOVA 及 Newman-Student 多重比较 t 检验
分析，由 SPSS11.0 统计软件完成．双侧 P < 0.05
或 P < 0.01为差异有统计学显著意义．

2 结 果

2援1 各组大鼠颈动脉球囊损伤后新生内膜组织学

表现

为观察 cariporide对 AGEs诱导的大鼠颈动脉
球囊损伤后新生内膜的影响，我们计算了目标血管

环标本的内膜面积 (I)，中膜面积 (M)，内膜 / 中
膜面积比(I/M)，结果如图 1a，b，c，d及表 1 所
示，AGEs(100 mg/kg)损伤组，AGEs(100 mg/kg)+
cariporide(0.1 mg/kg)及 AGEs(100 mg/kg)+cariporide
(10 mg/kg)保护组 (n = 10)各自的 I/M 值分别为
4.154 依 0.689，1.584 依 0.317，0.789 依 0.087，而各
组的 M 值差异无统计学意义，此结果表明
cariporide能显著抑制 AGEs诱导的血管损伤后内
膜的增生．

Table 1 Effect of cariporide on AGEs鄄induced neointimal formation

Control AGEs(100 mg/kg) AGEs(100 mg/kg)+cariporide(0.1 mg/kg) AGEs(100 mg/kg)+cariporide(10 mg/kg)

I 0.334 依 0.068 0.953 依 0.128** 0.365 依 0.072++ 0.182 依 0.031++

M 0.221 依 0.041 0.235 依 0.031 0.228 依 0.039 0.231 依 0.040

I/M 1.480 依 0.231 4.154 依 0.689 1.584 依 0.317 0.789 依 0.087

I: Intima; M: Media; I/M: Intima-to-media ratios. Data are expressed by x 依 s. **P < 0.01 vs control; ++P < 0.01 vs AGEs treatment (n=10).

Fig. 1 Effect of cariporide on AGEs鄄induced neointimal formation 2 weeks after balloon injury
(a) Control. (b) AGEs(100 mg/kg). (c) AGEs(100 mg/kg)+cariporide (0.1 mg/kg). (d) AGEs(100 mg/kg)+cariporide (10 mg/kg).

(a) (b) (c) (d)

mm2
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Fig. 3 Effects of different concentrations of cariporide on MMP鄄2 and MMP鄄9 mRNA expression induced by AGEs
The mRNA expression profiles of MMP-2 (a, b) and MMP-9 (c, d) were quantified by semi-quantitative RT-PCR (a, c) or real-time PCR with GAPDH

as an internal control (b, d). **P < 0.01 vs control, +P < 0.05 vs AGEs treatment.

Fig. 2 The VSMC proliferation of different treatment
(a) Effects of different concentrations of AGEs (1, 5, 10, 15 mg/L) on

VSMC proliferation. (b) Effects of different concentrations of cariporide

on VSMC proliferation induced by 10 mg/L AGEs. *P < 0.05, **P <

0.01 vs control; +P < 0.05 vs AGEs treatment.

2援2 Cariporide对 AGEs诱导 VSMC增殖的影响
结果如图 2a 所示，不同浓度的 AGEs

(1，5，10，15 mg/L ) 与 VSMC 共孵育 24 h 后，
能明显诱导大鼠 VSMC增殖(P < 0.05或 P < 0.01)，
同时 cariporide (0.1, 1, 10 滋mol/L)呈浓度依赖性地
抑制 AGEs诱导 VSMC的增殖(图 2b)．
2援3 Cariporide 对 AGEs 诱导的大鼠 VSMC
MMP鄄2及 MMP鄄9 mRNA表达的抑制作用
结果如图 3 所示，AGEs (10 mg/L) 与大鼠

VSMC 共孵育 48 h 后能显著刺激 MMP-2 及
MMP-9 mRNA 表达增多．Real-time PCR 结果显
示，相比正常对照组，AGEs (10 mg/L) 处理组
MMP-2 mRNA 的表达增加了 3.29 倍，MMP-9
mRNA 表达增加了 5.78 倍，而 cariporide 0.1、1、
10 滋mol/L 可以浓度依赖性地抑制由 AGEs 刺激
的 MMP-2及 MMP-9 mRNA表达增多，cariporide
10 滋mol/L单独处理组与正常对照组相比差异无统
计学意义．

2援4 Cariporide 对 AGEs 诱导的大鼠 VSMC
COX鄄2 mRNA表达的抑制作用
结果如图 4a， b 所示， cariporide 0.1、1、

10 滋mol/L可以浓度依赖性地抑制由 AGEs刺激的
COX-2 mRNA 表达增多，cariporide 10 滋mol/L 单
独处理组与正常对照组相比差异无统计学意义．
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Fig. 5 Effect of cariporide on AGEs鄄induced activation
of NF鄄资B (a) and degradation of I鄄资B琢(b)

Fig. 4 Effect of cariporide on COX鄄2 mRNA
expression induced by AGEs

The COX-2 mRNA expression was quantified by semi-quantitative

RT-PCR (a) or Real-time PCR(b) with GAPDH as an internal control.

**P < 0.01 vs control, +P < 0.05 vs AGEs treatment.
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I资B琢

2援5 Cariporide对 AGEs诱导的大鼠VSMC NF鄄资B
p65活化的抑制作用

AGEs (10 mg/L)能显著诱导 NF-资B p65表达增
多(2.3 依1.2倍 vs 正常对照组) ，cariporide 0.1、1、
10 滋mol/L 可以浓度依赖性地抑制 AGEs 诱导的
NF-资B表达增多(图 5a)．通常情况下 NF-资B与其
抑制子 I-资B琢结合成三聚体复合物存在于胞浆中，
胞外刺激可以通过降解 I-资B琢而激活 NF-资B，活化
的 NF-资B进入胞核发挥作用．因此为了进一步探
讨相关机制，我们检测了 AGEs 及 cariporide 对
I-资B琢 降解的影响，结果如图 5b 所示，AGEs
(10 mg/L)能显著诱导 I-资B琢降解，而 cariporide预
处理后可以浓度依赖性地抑制 AGEs诱导的 I-资B琢
降解．

3 讨 论

本研究首次证明， NHE1 选择性抑制剂
cariporide能显著抑制大鼠颈动脉球囊损伤后 AGEs
所致新内膜的形成，同时 cariporide能浓度依赖性
地抑制 AGEs所致基质金属蛋白酶和炎症分子的表
达，此结果提示 NHE1参与了 AGEs所致血管加速
损伤的细胞信号转导通路．

平滑肌细胞的增殖是研究较为明确的导致球囊

损伤后血管内膜增生的主要因素，因此关于防止再

狭窄的研究主要致力于抑制平滑肌细胞的增殖[19-21].
我们以往研究发现 AGEs可以诱导 VSMC NHE1活
化[14]，在本实验中再次验证了 cariporide可以有效
抑制 AGEs诱导的 VSMC增殖，从而减少球囊损
伤后生成新内膜的面积．

细胞外基质(extra cellular matrix，ECM) 是血
管细胞传递增殖、迁移、分化和凋亡等调控信号的

介质，其合成与降解的平衡在再狭窄的发生过程中

有 重 要 作 用 [22-23]． 基 质 金 属 蛋 白 酶 (matrix
metalloproteinase，MMPs)是降解 ECM的主要酶，
已有研究证实MMP作用的失衡在支架植入后再狭
窄的形成中起着重要作用，其中MMP-2和MMP-9
的活化是血管平滑肌细胞向内膜增生、迁移所必需

的 [24-25]．因此在本实验中我们观察了 NHE1 在
AGEs诱导MMPs产生中的作用．本研究的另一重
要发现即为 cariporide 可以浓度依赖性地抑制
AGEs诱导的MMP-2及MMP-9 mRNA表达增多．
与我们研究结果相一致，有研究报道氨氯吡嗪咪

(amiloride)———另一种 NHE1抑制剂，可以抑制低
氧诱导的肝癌细胞 MMP-2和 MMP-9 mRNA表达
增多[26].

c(Cariporide)/
(滋mol·L-1)

c(Cariporide)/
(滋mol·L-1)

c(Cariporide)/
(滋mol·L-1)

c(Cariporide)/
(滋mol·L-1)
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血管损伤后修复的实质即为一种炎症反应，其

中 COX-2 起着至关重要的作用，而文献报道
NHE1 可能是新的炎症介质，我们观察了
cariporide对 AGEs诱导 COX-2表达的影响，其结
果与 MMPs相一致，cariporide可以浓度依赖性地
抑制 AGEs诱导的 COX-2 mRNA表达增多．NF-资B
是炎症的核心调节因子，故本实验进一步研究了

cariporide对 AGEs诱导MMP-2、MMP-9和 COX-2
mRNA表达的抑制作用是否与下调 NF-资B 有关．
研究结果显示 cariporide能显著抑制 AGEs诱导的
NF-资B 活化，而此作用机制与 cariporide 抑制
I-资B琢的降解有关．以往的研究表明，应用 NHE1
的抑制剂可以有效地抑制 IL-8、TNF-琢的释放，其
机制可能涉及到 P42/43 MAPK-NF-资B信号转导途
径 [27]．关于 NHE1 抑制 NF-资B 活化的相关机制，
可能与 NHE1与 ezrin/radixin/moesin(ERM) 蛋白直
接结合导致细胞骨架重构有关 [28-29]．亦有文献报

道 AGEs 与 ERM 蛋白相结合，但结合后的效应
尚不清楚[30]，因此本实验室将进一步研究 AGEs、
NHE1、ERM蛋白与 NF-资B活化之间的关系，以
探讨 AGEs致血管损伤的信号通路．
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Inhibition Effect and Mechanism of Cariporide on Neointimal
Proliferation Induced by Advanced Glycation End Products*
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Abstract In order to investigate the inhibitory effect of cariporide, a specific Na+/H+ exchanger 1 (NHE1)
blocker, on neointimal proliferation induced by AGEs in a carotid artery balloon injury model, the rats carotid
artery was balloon injured. The exemplars were collected and stained by HE. The morphology changes were
observed. The intima area, media area and the ratio of area between intima and media were calculated using image
analysis system. In order to explore the precise mechanism, the experiments were done on the isolated rat vascular
smooth muscle cells (VSMC). Cell proliferation was assessed by [3H] thymidine incorporation. RT-PCR and
Real-time RT-PCR were used to assay the cyclooxygenase-2 (COX-2) matrix metalloproteinases-2 (MMP-2) and
matrix metalloproteinases-9 (MMP-9) expression; Western blot was used to assay NF-资B protein and the
degradation of the inhibitor I-资B琢. The in vivo results shows that neointima hyperplasia is significantly suppressed
treated with cariporide in balloon-injured rats compared with AGEs treatment lonely. The in vitro study shows that
cariporide dose-dependently inhibited AGEs-induced upregulation of COX-2, MMP-2 and MMP-9 expression. We
also found that cariporide blocked AGEs-induced activation of nuclear factor-资B (NF-资B)and pointed out that
inhibition of NF-资B was achieved by inhibiting the degradation of the inhibitor I-资B琢. The results identified that
NHE1 inhibitor cariporide inhibited AGEs-induced neointimal hyperplasia in rats balloon-injured model by
suppressing the proliferation of VSMC and the upregulation of COX-2, MMP-2 and MMP-9 via inhibiting NF-资B
activation in VSMC. These results indicated that NHE1 might be a considerable ingredient of the signal pathway in
which AGEs played a key role in the processes of vascular damage.
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