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［摘要］目的：探讨丹参酮ⅡA通过PKM2/EGFR信号通路抑制氧化型低密度脂蛋白 （ox-LDL） 诱导的血管

平滑肌细胞增殖和瓦博格效应的分子机制。方法：以人主动脉平滑肌细胞为研究对象，分别设置阴性对照组、

ox-LDL对照组和丹参酮ⅡA低、高剂量组 （10、50 μg/mL）；MTT法检测丹参酮ⅡA干预对 ox-LDL诱导的平滑

肌细胞增殖的影响，流式细胞术检测细胞周期变化；蛋白质印迹法检测丙酮酸激酶同工酶 M2 （PKM2）、表皮

生长因子受体 （pEGFR）、活性 β-catenin、细胞周期蛋白 D1 （cyclin D1）、葡萄糖转运蛋白 1 （Glut1）、乳酸脱

氢酶 A （LDHA） 蛋白表达变化，荧光定量 PCR法检测 PKM2mRNA水平变化；分光光度法检测培养基葡萄糖消

耗量和乳酸生成量。结果：丹参酮ⅡA 以剂量依赖性方式抑制 ox-LDL 诱导的细胞增殖，G1 期细胞比例增

加， S 期和 G2/M 期细胞比例降低；丹参酮ⅡA 从蛋白和转录水平抑制 PKM2 表达，下调 pEGFR、活性 β
-catenin、cyclin D1、Glut1 和 LDHA 蛋白表达，同时细胞减少葡萄糖摄取和乳酸产生。结论：丹参酮ⅡA 可通

过调控PKM2介导的EGFR，抑制 ox-LDL诱导的平滑肌细胞增殖和代谢重编程。
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Study on Tanshinone ⅡA in Inhibiting Proliferation of Smooth Muscle Cells and 
Metabolic Reprogramming by Regulating PKM2/EGFR Signaling Pathway
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Abstract：Objective：To explore the molecular mechanism of Tanshinone ⅡA in inhibiting oxidized low-density 
lipoprotein （ox-LDL） induced proliferation of vascular smooth muscle cells and Warburg effect by regulating the PKM2/
EGFR signaling pathway. Methods： The human aortic smooth muscle cells were used as the research object. The 
negative control group，the ox-LDL control group and the low and high doses of Tanshinone ⅡA group（10、50 μg/mL） 
were respectively set up；MTT assay was used to detect the effect of Tanshinone ⅡA intervention on the proliferation of 
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动脉粥样硬化（AS）可累及心、脑、肾、眼等多

器官及外周血管系统，是泛血管疾病的主要病理基

础。血管平滑肌细胞（VSMCs）是 AS病理过程中的主

要效应细胞，VSMCs增殖对AS的进展及预后起关键

作用。然而，VSMCs在AS的病理过程中的作用尚未

完全阐明。丹参酮ⅡA是从唇形科鼠尾草植物丹参提

取出的主要亲脂性活性成分，临床上常用于预防和

治疗心脑血管疾病。丙酮酸激酶同工酶M2（PKM2）既

是糖酵解限速酶又是基因调控蛋白激酶，其水平跟

肿瘤细胞增殖、侵袭、转移和瓦博格效应相关。氧

化型低密度脂蛋白（ox-LDL）可通过上调 PKM2 介导

的表皮生长因子受体（EGFR）活性而促进 VSMCs 增
殖，并且诱导细胞发生瓦博格（Warburg）效应[1]。丹

参酮ⅡA不仅能够阻止肿瘤细胞生长和抑制肿瘤瓦博

格效应，而且还能抑制 VSMCs 增殖，降低血脂，保

护血管，达到抑制 AS 斑块形成、延缓 AS 进展的效

果。本研究就丹参酮ⅡA 与 PKM2/EGFR 通路之间的

关联以及其在 ox-LDL诱导的细胞糖代谢紊乱方面的

作用机制作进一步研究。

1 材料与方法

1.1 实验细胞株 人主动脉平滑肌细胞，购自上海

中科院细胞研究所；PKM2稳定过表达细胞株为本实

验室保存细胞株。

1.2 主要仪器与试剂 StepOne Plus 实时荧光定量

PCR 仪（美国 ABI 公司）；Mini-PROTEAN Tetra 电泳

仪（美国 Bio-Rad 公司）；ChemiDoc 凝胶成像分析系

统（美国 Bio-Rad 公司）。丹参酮ⅡA 磺酸钠（批号：

1611321）购自上海上药第一生化药业有限公司；ox-
LDL（批号：20171120）购自广州奕元生物技术有限公

司；PKM2抗体（批号：60268-1-Ig）、葡萄糖转运蛋

白 1（Glut1）抗体（批号：66290-1-Ig）、乳酸脱氢酶

A（LDHA）抗体（批号：66287-1-Ig）、β-actin抗体（批

号：66009-1-Ig）购自武汉三鹰生物技术有限公司；

EGFR 抗体（批号： 4267S）、活性 β -catenin（non-
phosphorylated ser-33， Ser-37 and Thr-41）抗体（批

号：8814S）、细胞周期蛋白 D1（cyclin D1）抗体（批

号：2922S）和EGFR抑制剂AG1478（批号：9842S）购

自美国 Cell Signaling Technology 公司；乳酸测定试剂

盒购自南京建成生物工程研究所；葡萄糖测定试

剂盒购自美国 Sigma-Aldrich 公司；达尔伯克改良

伊格尔培养液（DMEM）（批号： 17101107）、磷酸

盐缓冲液（PBS）（批号：17110303）购自杭州吉诺生

物 技 术 有 限 公 司 ； 噻 唑 蓝 溶 液（MTT）（批 号 ：

20170109）购自上海基尔顿生物科技有限公司；二甲

基亚砜（DMSO）（批号：20160822）购自杭州萧山化学

试剂厂；放射免疫沉淀分析裂解液（RIPA）（批号：

20170201）购自上海碧云天生物技术有限公司；碘化

丙啶-脱氧核糖核酸酶（PI 和 DNase）混合液（批号：

550825）购自上海优维宁生物有限公司。

1.3 细胞处理与分组 对细胞复苏进行操作，然后

持续培养细胞直至其进入对数生长期。细胞用含

10％胎牛血清的 DMEM 培养液，放置于含 5% CO2饱

smooth muscle cells induced by ox-LDL， and flow cytometry was used to detect the changes in cell cycle； the 
changes in protein expression of pyruvate kinase isozyme type M2 （PKM2）， phosphorylated epidermal growth 
factor receptor （pEGFR），active β-catenin，cyclin D1，Glut1 and LDHA protein was detected by Western blotting，
and the levels of PKM2 mRNA were detected by fluorescence quantitative PCR； glucose consumption and lactic 
acid production were measured by spectrophotometry. Results：Tanshinone Ⅱ A inhibited the ox-LDL-induced cell 
proliferation in a dose-dependent manner. The proportion of cells in G1 phase was elevated，and reduced in S phase and 
G2/M phase. Tanshinone ⅡA inhibited the expression of PKM2 by the regulation of proteins and transcriptional level，
down-regulated the protein expression of pEGFR， active β -catenin， cyclin D1， Glut1 and LDHA， and reduced 
glucose uptake and lactic acid production. Conclusion：Tanshinone ⅡA can inhibit the ox-LDL-induced proliferation 
of smooth muscle cells and metabolic reprogramming by regulating PKM2-mediated EGFR.

Keywords：Tanshinone ⅡA；Vascular smooth muscle cells；oxidized low-density lipoprotein；Pyruvate kinase 
isozyme type M2；Phosphorylated epidermal growth factor receptor；Metabolic reprogramming
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和湿度的 37 ℃培养箱中进行常规培养。待细胞贴壁

生长至融合率达 60%～70%，弃上清，PBS缓冲液洗

细胞2遍，加入无血清DMEM培养基，饥饿培养18 h。
将饥饿处理细胞加入含血清完全培养基，进行实

验分组，每组设 3个复孔。按随机数字表法分为阴性

对照组（NC）：细胞正常培养，不施加特殊刺激因

素；ox-LDL对照组（ox-LDL）：使用浓度为 50 μg/mL
的 ox-LDL 对细胞进行刺激；丹参酮 Ⅱ A 低剂量

组（10 μg/mL Tan ⅡA+ox-LDL）：用50 μg/mL的ox-LDL
与 10 μg/mL的丹参酮ⅡA共同刺激细胞；丹参酮ⅡA 
高剂量组（50 μg/mL Tan ⅡA+ox-LDL）：以 50 μg/mL
的 ox-LDL和50 μg/mL的丹参酮ⅡA一起刺激细胞。

1.4 MTT法检测细胞增殖活性 对处于对数生长期

的细胞进行消化处理，使其从培养器皿表面脱离下

来，再通过重悬操作，配成浓度 1.0×105/mL 细胞悬

液。在 96 孔板中每孔加入 100 μL，每组 3 个复孔，

根据实验分组给予不同处理，将 96 孔板放置在

37 ℃、5％CO2、饱和湿度的培养箱中培养 24 h。每

孔加入 20 μL 5 mg/mL MTT 溶液继续避光孵育 4 h，
弃上清，每孔加入 100 μL DMSO 溶液，振荡至溶解

结晶物终止反应。酶标仪调至波长 490 nm，以空白

对照调零，检测光密度值（OD），OD 值越高则细胞增

殖活性越强。

1.5 流式细胞术检测细胞周期 取生长对数期细胞，

丹参酮ⅡA处理细胞 24 h，将收集的细胞用 1×PBS缓

冲液洗 1次，1 000 r/min，半径 17.5 cm，离心 5 min，
弃上清，预冷 75%乙醇将细胞打散混匀后-20 ℃避光

18 h，第二天 1 000 r/min，半径 17.5 cm，离心 5 min，
弃上清，1×PBS 缓冲液洗 2 次去除乙醇，每管加入

10×105/mL 细胞，加入 500 μL PI 和 DNase 混合液染

色，室温避光染色 15 min，采用流式细胞仪检测。

将 G1 期视为细胞静止期，将 S 期和 G2/M 期视为细

胞增殖期，G1期细胞比例增加，S期和 G2/M 期细胞

比例减少说明细胞增殖受到抑制，反之则说明细胞

增殖。

1.6 荧光定量PCR检测PKM2 mRNA相对表达 收

集对数生长期细胞，按照实验分组进行处理，采用

Trizol 法提取细胞总 RNA，紫外分光光度计确定总

RNA纯度和浓度。遵照说明书反转录合成 cDNA，以

GAPDH作为扩增内参进行荧光定量 PCR法扩增，引

物序列见表 1。PCR 扩增条件：95 ℃预变性 30 s，

95 ℃变性 5 s，60 ℃复性 30 s，扩增 40个循环，融解

曲线分析，若出现单一峰且峰形尖锐，则表明扩增

产物特异性良好，无明显的引物二聚体或非特异性

扩增产物。采用2-ΔΔCt法计算PKM2相对表达量，ΔCt1=
对照目的基因 Ct 值-对照内参基因 Ct 值，ΔCt2=实验

组目的基因 Ct 值-实验组内参基因 Ct 值，ΔΔCt=
ΔCt2-ΔCt1。代入公式计算即得到PKM2 mRNA相对表

达量。

表1 引物序列

基因

GAPDH

PKM2

序列（5´-3´）
正向：GCACCGTCAAGGCTGAGAAC
反向：TGGTGAAGAACGCCAGTGGA
正向：GCTGCCATCTACCACTTGC
反向：CCAGACTTGGTGAGGACGATT

1.7 蛋白质印迹法检测蛋白表达 取 2.0×105/mL 对

数生长期 VSMCs，每孔 2 mL 接种于 6 孔板；根据实

验分组要求进行处理，加入含苯甲基磺酰氟（PMSF）
的RIPA 裂解液提取细胞总蛋白；采用BCA法检测蛋

白浓度，将一定量的蛋白样品与 5×SDS-PAGE 上样

缓冲液按比例混合后，在100 ℃条件下变性5 min，接

着进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-
PAGE），在 80 V恒压电泳 2 h；根据蛋白分子量大小

切取含目的蛋白条带的凝胶，同时裁剪合适大小的

聚偏二氟乙烯膜（PVDF），将凝胶上的蛋白转移到 
PVDF 膜上，用 5% 脱脂奶粉对 PVDF 膜封闭；根据

实验要求分别加入指定抗体PKM2抗体、EGFR抗体、

活 性 β -catenin 抗 体 、 Glut1 抗 体 、 LDHA 抗 体 、

cyclin D1抗体，4 ℃条件下过夜，之后加入山羊抗鼠

IgG二抗，室温反应 2 h；利用增强化学发光法（ECL）
发光显色，用 ImageJ 软件对条带灰度进行分析，将

目的蛋白表达量以 β-actin 进行标准化处理，进行

3 次独立重复实验，对比分析各组间蛋白表达差异。

1.8 比色法检测细胞培养基上清液葡萄糖和乳酸含

量 按照操作说明书将标准品稀释成不同浓度梯度，

绘制标准曲线；使用前将酶贮存液和酶稀释液按规

定1∶100比例进行稀释，制备酶工作液；按照1∶50∶10
比例将细胞培养上清液、酶工作液和显色剂按比

例吹打混合；37 ℃水浴温育 10 min；用终止液混匀

及 时 终 止 反 应 ； 用 双 蒸 馏 水（ddH2O）调 零 ， 在

530 nm（乳酸）或 340 nm（葡萄糖）波长下测量 OD 值，
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结合之前制作的标准曲线，利用曲线的数学模型，

计算出细胞培养基上清液中葡萄糖和乳酸的实际含量。

1.9 统计学方法 本实验数据用 SPSS25.0软件进行

处理分析。计量资料符合正态分布以均数±标准差（x ± s）
表示，多组数据间比较采用单因素方差分析，2组数

据间比较采用成组样本 t 检验。P＜0.05 为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 ox-LDL刺激对VSMCs增殖的影响 首先给予

VSMCs 50 μg/mL ox-LDL 刺激强度，与 0 h 比较，细

胞增殖在 3 、6 h时差异无统计学意义（P＞0.05），在

12 、24 h 时细胞明显增殖（P＜0.05）；与 12 h 比较，

细胞增殖在 24 h 时差异无统计学意义（P＞0.05）（见

图 1）。然后分别给予VSMCs 25、50、100、200 μg/mL
浓度的 ox-LDL 刺激 24 h，结果显示：与阴性对照组

比较，细胞在 25 μg/mL、50 μg/mL、100 μg/mL 刺激

强度下明显增殖（P＜0.05）；与 50 μg/mL 浓度刺激

比较，100 μg/mL 的刺激强度对细胞增殖差异无统

计学意义（P＞0.05），200 μg/mL 刺激反而抑制细胞

增殖（P＞0.05）（见图 2A）。上述实验结果在给予

50 μg/mL ox-LDL刺激 12 h得到验证，与阴性对照组

比较，细胞在 25 μg/mL、50 μg/mL、100 μg/mL 刺激

强度下亦明显增殖（P＜0.05）（见图2B）。

①
①

注：①与0 h比较，P＜0.05。

图1 50 μg/mL ox-LDL刺激在不同时间对平滑肌细胞增殖的影响

注：①与阴性对照组比较，P＜0.05；②与50 μg/mL浓度 ox-LDL刺激比较，P＜0.05。

图2 不同浓度ox-LDL刺激在12/24 h时对平滑肌细胞增殖的影响

A B

（μg/mL） （μg/mL）

2.2 丹参酮ⅡA对 ox-LDL诱导的VSMCs增殖的影

响 用 50 μg/mL ox-LDL刺激VSMCs 24 h，结果显示

与 ox-LDL 对照组比较，10、50 μg/mL 丹参酮ⅡA 处

理都抑制 ox-LDL 诱导的细胞增殖（P＜0.05）（见图

3A）。丹参酮ⅡA 低剂量组 G1期和 G2/M 期细胞与同

细胞周期的 ox-LDL 对照组比较差异无统计学意

义（P＞0.05），但是 S期细胞较同细胞周期的 ox-LDL
对照组减少（P＜0.05）；丹参酮ⅡA高剂量组G1期细

胞较同细胞周期的 ox-LDL 对照组、丹参酮ⅡA 低剂

量组均增加（P＜0.05），丹参酮ⅡA 高剂量组 S 期和

G2/M期细胞则较同细胞周期的 ox-LDL对照组、参酮

ⅡA低剂量丹组细胞减少（P＜0.05）（见表2及图3B）。

表2 4组不同细胞周期细胞比例比较（x ± s）   %
组 别

阴性对照组

ox-LDL对照组

丹参酮ⅡA低剂量组

丹参酮ⅡA高剂量组

样本量

9
9
9
9

G1期

75.20 ± 3.02
59.49 ± 3.01
65.47 ± 2.85
80.77 ± 2.82①②

S期

14.11 ± 0.66
27.28 ± 0.99
21.82 ± 1.12①

11.01 ± 0.76①②

G2/M期

10.69 ± 0.55
13.23 ± 0.42
12.71 ± 0.49

8.22 ± 0.39①②

注：①与 ox-LDL 对照组相同细胞周期比较，P＜0.05；②与

丹参酮ⅡA低剂量组相同细胞周期比较，P＜0.05。

（24 h） （12 h）
②
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2.3 丹参酮ⅡA 对 ox-LDL 诱导的 VSMCs PKM2、
pEGFR和 cyclin D1表达的影响 与 ox-LDL 对照组

比较，丹参酮Ⅱ A 高、低剂量组的 PKM2 蛋白和

mRNA 表达均降低（P＜0.05）；与丹参酮ⅡA 低剂量

组比较，丹参酮ⅡA 高剂量组的 PKM2蛋白和 mRNA

表达下降（P＜0.05），见图 4B。在 pEGFR和 cyclin D1
蛋白表达方面，丹参酮ⅡA高、低剂量组低于 ox-LDL
对照组（P＜0.05），丹参酮ⅡA 高剂量组低于丹参酮

ⅡA低剂量组（P＜0.05），见图4A。

注：①与NC组比较，P＜0.05；②与ox-LDL组比较，P＜0.05。
图3 丹参酮ⅡA对ox-LDL诱导的VSMCs增殖的影响

AA B

注：图A为对PKM2、pEGFR和cyclin D1蛋白表达的影响；“+”表示进行了该项处理；“-”表示没有进行该项处理（下图同）。图B为

对PKM2 mRNA表达的影响。①与NC组比较，P＜0.05；②与ox-LDL组比较，P＜0.05。
图4 丹参酮ⅡA对ox-LDL诱导的平滑肌细胞PKM2、pEGFR、cyclin D1表达的影响

A B

2.4 PKM2 对 pEGFR、活性 β-catenin、cyclin D1
蛋白的调控作用 与阴性对照组比较，特异性PKM2 
siRNA沉默细胞的 pEGFR表达水平下降，PKM2过表

达细胞的 pEGFR 表达水平则明显升高（见图 5）。

用 EGFR 特异性抑制剂 AG1478进行干预，结果发现

与ox-LDL 对照组比较，抑制 EGFR 可以降低活性

β -catenin 表达水平（见图 6）。与阴性对照组比较，

PKM2 siRNA降低活性β-catenin和周期蛋白 cyclin D1
蛋白水平，PKM2过表达细胞则上调活性β-catenin和

cyclin D1蛋白水平（见图7）。

2.5 丹参酮ⅡA对 ox-LDL诱导的VSMCs细胞糖代

谢的影响 葡萄糖消耗量随着丹参酮ⅡA作用浓度的

增加而减少，丹参酮ⅡA高、低剂量组均低于 ox-LDL
对照组（P＜0.05），而且丹参酮ⅡA 高剂量组的葡萄
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糖消耗量较丹参酮ⅡA低剂量组下降（P＜0.05）（见图8）。

丹参酮 ⅡA 高、低剂量组的乳酸产生量均低于

ox-LDL对照组（P＜0.05），丹参酮ⅡA高、低剂量组

之间乳酸产生量无统计学差异（P＞0.05）（见图 9）。

在 Glut1蛋白表达方面，丹参酮ⅡA 高、低剂量组均

低于 ox-LDL对照组（P＜0.05），丹参酮ⅡA高剂量组

同样低于丹参酮ⅡA 低剂量组（P＜0.05）；在 LHDA
蛋白表达方面，丹参酮ⅡA 高、低剂量组均低于

ox-LDL对照组（P＜0.05），丹参酮ⅡA高、低剂量组

之间没有统计学差异（P＞0.05）（图10）。

3 讨论

心脑血管疾病位于危害人类健康疾病的前列，

AS是各种心脑血管疾病的主要病因。AS发病机制十

分复杂，血管平滑肌增殖对 AS的进展及预后起关键

注：①与 ox-LDL组比较，P＜0.05。

图9 丹参酮ⅡA对ox-LDL诱导的VSMCs乳酸

       产生量的影响

注：①与 ox-LDL 组比较，P＜0.05；②与 10 μg/mL Tan ⅡA+
ox-LDL组比较，P＜0.05。

图8 丹参酮ⅡA对ox-LDL诱导的平滑肌细胞葡萄糖

消耗的影响             

注：图 A 为 50 μg/mL ox-LDL 刺激 PKM2 表达敲低平滑肌细胞

对 pEGFR 表达的影响；图 B 为 50 μg/mL ox-LDL 刺激 PKM2 过

表达平滑肌细胞对pEGFR表达的影响。

图5 PKM2对VSMCs pEGFR表达的影响

A

B

图6 EGFR抑制剂对pEGFR和活性β-catenin表达的影响

A B

注：图 A 为 50 μg/mL ox-LDL 刺激 PKM2 表达敲低平滑肌细胞

活性β-catenin和cyclin D1蛋白表达情况；图 B为50 μg/mL ox-
LDL 刺激 PKM2 过表达平滑肌细胞活性 β-catenin 和 cyclin D1
蛋白表达情况。

图7 PKM2表达对活性β-catenin和cyclin D1的影响
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作用。增殖的 VSMCs 不仅通过表达多种胆固醇摄入

性受体摄入超量脂质转变为肌源性泡沫细胞，而且

与血管结构重塑、斑块核心形成、血栓形成、反应

活性氧堆积、环境酸化、炎症反应相关[2-3]。因此，

抑制血管平滑肌增殖是治疗 AS的一种重要策略和手

段。目前，VSMCs 增殖的机制尚未完全阐明。据报

道，具有糖酵解限速酶和蛋白激酶双重身份的PKM2
在增殖的VSMCs高表达[4]，然而 PKM2在VSMCs增殖

中的作用与分子机制仍有待进一步研究。

丹参酮ⅡA是一种来源于丹参的脂溶性物质，除

了具有降脂降糖、舒张血管、抗氧化、抗炎、保护

心脑血管等多种生物学活性外，还可抑制 VSMCs 增
殖，例如抑制丝裂原活化蛋白激酶，下调 c-fos表达，

降低细胞内 ROS 水平；或抑制 p38MAPK 信号通路，

调控 miR-145-CD40 通路，下调 miR-712-5p 表达等

等[5-7]。研究表明，丹参酮ⅡA通过多途径调控 PKM2
抑制肿瘤细胞增殖，例如通过下调 miR-122 介导的

PKM2 表达抑制人食管癌细胞生长[8]；剂量依赖性下

调 SIX1 表达，致使 PKM2、HK2 和 LDHA 表达下调，

从而抑制非小细胞肺癌细胞生长和有氧糖酵解[9]；通

过转录和蛋白水平抑制 PKM2 表达，下调 PCNA 表

达，上调 Cleaved Capase-3 表达，抑制慢性髓细胞

白血病细胞增殖 [10]。关于 PKM2 与 EGFR 关系研究

主要集中于肿瘤方面，EGFR 调控 PKM2 导致下游

β-catenin表达下调，抑制肿瘤细胞增殖。ox-LDL是

导致 AS 的重要因子，可以不依赖 Wnt 的方式激活

β-catenin，诱导平滑肌细胞从 G0/G1 期向 S 期推进，

促进细胞增殖，加速 AS 进程[11]。在本研究前期实验

中发现，PKM2 从上游对 EGFR 发挥调控作用，即

ox-LDL 通 过 调 控 PKM2 介 导 的 EGFR 活 性 促 进

VSMCs 增殖和糖代谢紊乱 [1]。基于前期研究结果和

文献报道，本研究旨在探讨丹参酮ⅡA 能否通过调

控 PKM2/EGFR/β -catenin 通路下调 cyclin D1 水平抑

制 ox-LDL 诱导的 VSMCs 增殖，并且通过下调 PKM2
介导的Glut1和LDHA表达纠正糖代谢紊乱。

ox-LDL具有随着浓度增加对 VSMCs表现出促进

增殖转向抑制增殖的特性。本研究首先确定了诱导

VSMCs增殖的最适 ox-LDL刺激浓度和时间，结果发

现 ox-LDL促细胞增殖峰值首先出现在 50 μg/mL，在

100 μg/mL左右细胞增殖达到平台期。这表明 ox-LDL
只能在一定的浓度范围内对 VSMCs 发挥促有丝分裂

作用，高浓度 ox-LDL（200 μg/mL）刺激对细胞具有毒

性作用反而抑制细胞增殖，这与之前文献报道结果

相一致。另外，在实验时间范围内 VSMCs 增殖程度

随着作用时间的增加而增加，这与 AS属于慢性炎症

性疾病，ox-LDL对血管壁的伤害是长期的复杂的累积

注：图 A为高、低剂量丹参酮ⅡA、ox-LDL对照组对 Glut1和 LDHA蛋白表达影响；图 B为丹参酮ⅡA对 ox-LDL诱导的 Glut1表达

的影响；图 C 为丹参酮ⅡA 对 ox-LDL 诱导的 LDHA 表达的影响。①与 ox-LDL 组比较，P＜0.05；②与 10 μg/mL Tan ⅡA+ox-LDL
组比较，P＜0.05。

图10 丹参酮ⅡA对ox-LDL诱导的Glut1和LDHA蛋白表达的影响

A B C
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性损伤过程相吻合。因此，50 μg/mL浓度 ox-LDL 刺激

12 h 或 24 h 是诱导 VSMCs 增殖的理想条件。 基于上

述实验数据，本研究选择了 50 μg/mL ox-LDL 刺激 12 
h 或 24 h 作为后续实验的 ox-LDL 刺激条件。在摸索

丹参酮ⅡA 干预 VSMCs 增殖的合适剂量与时间时，

本研究发现丹参酮ⅡA 以浓度依赖方式抑制 ox-LDL
诱导的 VSMCs 增殖，说明丹参酮ⅡA 不仅能够抑制

肿瘤细胞生长，同样可以抑制 ox-LDL诱导的血管平

滑肌增殖。

为了探究丹参酮ⅡA 抑制 ox-LDL 诱导的细胞增

殖机制及其与 PKM2 之间的关联性，本研究选择低、

高剂量丹参酮ⅡA进行后续实验。结果显示丹参酮Ⅱ
A使 ox-LDL诱导的VSMCs增殖阻滞在G1期。周期蛋

白在推动细胞周期各个时期之间转换中发挥重要作

用，其中驱动细胞由 G1 期进入 S 期的关键周期蛋白

是 cyclin D1，其为人类 CCND1 基因编码的 G1/S 特异

细胞周期调控蛋白，作为细胞周期蛋白依赖性激酶

CDKs的调控者，cyclin D1在细胞周期中首先被合成，

并且在 G1 中晚期达峰值，驱动细胞通过 G1/S 检查

点，由G1期进入S期，从而促进细胞增殖[12]。为了验

证丹参酮ⅡA 阻碍 ox-LDL 诱导细胞增殖致使细胞停

滞于 G1 期是由于丹参酮ⅡA 抑制 cyclin D1 蛋白表达

的推测，本研究检测了 cyclin D1 表达水平，结果与

预期一致，丹参酮ⅡA 不仅剂量依赖性下调 ox-LDL
刺激的 cyclin D1蛋白表达，而且丹参酮ⅡA以剂量依

赖方式抑制 pEGFR、PKM2 蛋白表达和 PKM2 mRNA
水平。随后本研究使用 PKM2过表达细胞株和 PKM2 
siRNA 干预细胞 PKM2 表达水平来观察 PKM2 作为上

游分子对 pEGFR 和 cyclin D1 的调控作用。结果发现

敲 低 PKM2 表 达 水 平 不 仅 下 调 了 pEGFR 和 活 性

β -catenin，而且抑制了 cyclin D1蛋白表达，PKM2过

表达则呈现截然相反的结果。为了验证 pEGFR 对活

性 β-catenin 水平的影响，本研究使用 EGFR 特异性

抑制剂 AG1478 进行干预，结果发现抑制 EGFR 可以

明显降低活性 β-catenin 水平，结合之前实验结果，

说明活性 β-catenin 表达水平受 PKM2 介导的 EGFR
活性调控。因为周期蛋白 cyclin D1 是 β-catenin 重

要的下游调控因子[13]，所以可以推断丹参酮ⅡA抑制

cyclin D1表达是由于下调了PKM2介导的EGFR活性，

引起活性 β-catenin 表达降低造成的。为了探讨丹参

酮ⅡA抑制 ox-LDL 诱导的 VSMCs增殖的同时是否能

纠正 ox-LDL诱导的细胞糖代谢紊乱现象。本研究同

时检测了丹参酮ⅡA干预后细胞培养基中的葡萄糖和

乳酸含量变化。结果发现丹参酮 ⅡA 能够降低

ox-LDL诱导的VSMCs葡萄糖消耗量和乳酸生成量。

Warburg效应是一种肿瘤代谢重编程方式，即无

论是否缺氧，增殖细胞和肿瘤细胞糖利用率增加，

并且通过糖酵解途径将其转化为乳酸为主，三羧酸

循环反而被抑制。能量代谢调控已经成为近年来医

学研究的热点领域。Warburg 效应有 3 个关键分子，

即 PKM2、Glut1 和 LDHA。Glut1 是细胞糖摄取重要

跨膜蛋白分子。LDHA则是催化丙酮酸转化为乳酸以

及驱使还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（NADH）转变成

烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（NAD+）的关键代谢酶。据报

道，cyclin D1、Glut1 和 LDHA 都是 β-catenin 的下游

靶基因产物[14]。丹参酮 Ⅱ A 抑制 ox-LDL 诱导的

Warburg效应机制极可能是下调了β-catenin下游 2个

重要的调控靶蛋白Glut1和LDHA的表达。

综上所述，本研究从 AS病理过程中两个重要因

素（ox-LDL 和 VSMCs）阐明丹参酮ⅡA 调控 PKM2 发

挥抗 AS的机制。PKM2可能是 AS信号通路的交汇点

或关键调控分子，本研究成果进一步增强了PKM2作

为 AS防治重要药物靶点的地位。这为深入挖掘丹参

酮ⅡA抗心血管疾病的作用机制提供了基础。然而在

整个调控过程中是否存在其它效应分子以及各个分

子之间的作用位点，还有待进一步深入研究。
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