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摘 要：巴西苏木红素为中药苏木的主要活性成分之一。利用体外血管舒缩试验以及血管平滑肌细

胞试验，从分子生物学角度对巴西苏木红素舒血管效应及其机制进行了研究。结果表明，巴西苏木红素主

要通过影响 K+通道，抑制膜去极化，进而使血管舒张。这种效应与阻断 5-HT受体有关。同时还与调控胞
内 Ca2+浓度，影响钙调蛋白，下调 MLCP有关。这一过程中 cAMP、PKA和 PGI2也受巴西苏木红素影响并
参与了调控。
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巴西苏木红素（Brazilein，以下简称：苏木红素）
是中药苏木中的主要活性成分。苏木具有活血化瘀、

祛瘀止痛的功效，常用于治疗瘀血阻滞、跌打损伤

等。现代研究表明，苏木红素能够抑制免疫功能 [1]，可
浓度依赖性的增强心肌收缩能力 [2]。苏木红素还可
以影响血管舒缩活性并对缺血再灌的脑损伤具有

一定的保护作用 [3]，这种保护作用还与其调节缺血
脑组织能量代谢有关 [4]。同时苏木红素可以明显增
加正常小鼠脑膜血流量，并对正常大鼠动脉血压具

有明显的降低作用，其作用特点主要表现为收缩压

下降。因此从分子生物学角度对苏木红素的血管活

性的特点及机制进行研究，对于认识和开发该药具

有重要的理论和实际意义。

1 材料与方法

1.1 动物

Wistar 大鼠，雌雄兼用，清洁级，体质量 180~250
g，购自北京维通利华实验动物技术有限公司，合格
证号：SCXK（京）2007-0001。大鼠胸主动脉平滑肌

细胞系（A7R5）细胞购自中国医学科学院细胞中心。
培养条件为 DMEM垣10%胎牛血清。
1.2 试剂与仪器

苏木红素由本室王伟博士提供，批号：080906，
纯度大于 98%。用时先以 DMSO 溶解，再用 PBS 缓
冲液或细胞培养液调至工作浓度，DMSO 终浓度小
于 0.01%，pH为 7.4。麦角新碱（Ergomitrine）购自上
海禾丰制药有限公司；4-氨基吡啶（4-AP）购自韶
远化学科技（上海）有限公司；Tetratethylammonium
chloride tetraethylammoniumchlorid（TEA），格列本脲
（Glibenclamide，Gli）、苯肾上腺素（Phenylephrine,
PE）、乙酰胆碱（Acetylcholine，ACH）均购自 Sigma 公
司；氯化钡（BaCl2）购自北京生化试剂公司；Krebs 缓
冲 液 （mM）：NaCl 118，KCl 4.7，CaCl2 1.5，MgSO4
1.2，NaHCO3 25，葡萄糖 5.5，KH2PO4 1.2，pH 7.4；
Trizol 试剂购自 Bio Basic Inc.；MMLV 第一链 cDNA
合成试剂盒和 PCR 试剂盒购自 Bio Basic Inc.；PKA
ELISA 试剂盒购自 Assay designs；cAMP ELISA 试剂
盒、cGMP ELISA 试剂盒、TXB2 ELISA 试剂盒和 6-
keto PGF1琢ELISA 试剂盒均购自 Cayman。

JZJ01 型肌肉张力换能器和 RM6240BD 多通道
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生理信号采集处理系统（成都仪器厂）；MODEL210
恒温蠕动泵（PolyScience，美国）；25 mL 麦氏浴槽
（Kent Science Corporation，美国）；CO2 细胞培养箱
（Sanyo，日本）；CK40 荧光/光学倒置显微镜（Olym原
pus，日本）；TC-52/H 型基因扩增仪（上海博日科技
有限公司）；Roche480 PCR 仪（Roche, 瑞士）；DYY-
III-5 型电泳仪（北京六一仪器厂）。
1.3 实验方法

1.3.1 离体血管环制备和血管平滑肌张力测定

以 KCl 诱发最大收缩幅度为 100%，药物诱发
血管收缩的幅度与 KCl 诱发最大收缩幅度之间的
比率为血管收缩率[5,6]。

1.3.2 苏木红素对离体大鼠血管环的作用

稳定后的血管环加入 100 滋M 苏木红素，记录
30 min 以上，观察苏木红素对动脉血管平滑肌的直
接作用。另取稳定后的血管环加入 100 滋M苏木红素，
血管达到最大舒张状态后，分别加入 ACH（1 mM）、PE
（1 mM）、Ang域（1 mM）、麦角新碱（1 mM），观察苏
木红素对平滑肌受体阻断剂的血管效应的影响。另

取稳定后的血管环加入 1 mM 的麦角新碱，待血管
环收缩稳定后，加入 100 滋M 苏木红素，记录 30 min
以上。并以 1 mM 麦角新碱对血管环的作用为对
照，考察 5-HT受体在苏木红素舒张血管效应的作
用。另取稳定后的血管环分别加入 GLi（1 mM）、
TEA（1 mM）、4-AP（1 mM）和 BaCl2（1 mM）预作用
20 min 后，再加入 100 滋M 苏木红素，观察 K垣通道
对苏木红素舒张血管效应的影响。

1.3.3 细胞培养及给药

以 1伊105 个/mL 的细胞浓度将 A7R5 细胞培养
液接种于 6 孔细胞培养板（4 mL/孔）中，37益，5%
CO2 培养箱中培养 24 h 后，分别加入 6 滋M 和 12
滋M 的苏木红素，作用 24 h 后，进行总 RNA 提取和
总蛋白提取，用于 mRNA 和蛋白表达实验。以生理
盐水为对照组。

1.3.4 细胞 mRNA 和蛋白表达方法
将 6 孔板中已铺满瓶底的细胞弃去培养液后

加入 0.5 mL Trizole，收集并转移至 EP管内。每管加
入氯仿 0.2 mL 提取 RNA，并按照有关操作进行反
转录，按参考文献步骤常规进行 RT-PCR[7]。以观察
mRNA 表达的变化。所需引物序列分别通过 NCBI
的 Genbank 数据库获得，应用 Prime premier5.0 软件
进行引物设计，由上海生工技术有限公司合成。其

中 RhoA（291 bp）：正向：5' -GCCCACGGTGTTTGAA
AACTATGT -3'；反向：3' -GCTAACTCCCGCCTTGT原
GTGCTT-5'。CaM（203 bp）：正向：5'-CATCTTGTTA-
GAGGGATTGG -3'； 反 向 ：3' -TAA -CAAAAA原
GATAATGGCGC -5'。 eNOS （231 bp）：正向：5' -
GCAGACACATACTTTACGCCACTAAC-3'；反向：3'-
GAGGGACCAGCCAAATCCAGT-5'。茁-actin（295 bp）：
正向：5'-AGTGCGTACGTGGACATCC-3'；反向：3'-
TGGCTCTAACAGTCCGCCTAG-5'。做反转录得 cDNA
后，在 PCR 仪上进行扩增，PCR 扩增条件：94益（30
s），59益（25 s），72益（1 min），共 35个循环。

取各组样品以 2%SDS 匀浆并混和少量的溴酚
蓝指示剂，100益 30 min 使蛋白变性。配制 10%凝
胶进行电泳分离。电泳结束后，硝酸纤维膜在 DY原
CZ-40D 型电转移槽内进行电转移。转移结束后，将
膜从电转槽中取出，浸没于 2%BSA 封闭液中缓慢
摇荡 1 h。加入一抗稀释液（1颐1000）孵育 4益静置过
夜，选择合适的二抗，按相应比例稀释（1颐400~1颐
500），室温轻摇 1 h。二抗孵育结束后，TTBS 缓冲液
漂洗膜后再浸洗 3 次，每次 5~10 min。进行 HRP-
ECL发光，显影后的胶片进行扫描与分析。Folin-酚
法进行蛋白含量测定 [8]。
1.3.5 ELISA 检测

按“1.3.2”项下方法进行操作。待血管环达到最
大舒张状态后，迅速取出血管环，加入 RIPA 裂解液
制备组织匀浆液，离心取上清，参照试剂盒的操作

步骤作样品检测。以 1伊105 个/mL 的细胞浓度将
A7R5 细胞培养液接种于 6 孔板，37益，5%CO2 培养
箱中培养。加入 12 滋M 的巴西苏木红素 24 h 后，以
RIPA 裂解液裂解细胞，离心取上清，参照试剂盒的
操作步骤作样品检测。

1.4 数据处理

实验结果应用 Excel 进行分析，各组数值均以
均数依标准差表示。以单因素方差分析（One-way
ANOVA）进行统计学检验，方差具有显著性后，做 t-
test检验。以 P<0.05为有显著性意义。
2 结果与讨论

2.1 苏木红素对离体大鼠血管条作用

100 滋M 苏木红素可以诱发离体大鼠血管缓慢
舒张，约 30 min 左右达到最大舒张状态。为了研究
细胞表面受体对苏木红素舒张血管作用的影响，用
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受体激动剂观察苏木红素对平滑肌的舒张活性的

受体门控途径。血管环加入乙酰胆碱（ACH）受体的
激动剂 ACH（1 mM）、去甲肾上腺素受体的激动剂
PE（1 mM）、血管紧张素受体的激动剂 Ang域（1
mM）、5-羟色胺（5-HT）受体的激动剂麦角新碱（1
mM）后，均可引发血管收缩。而血管环预先加入
100 滋M 苏木红素达最大舒张状态后，分别加入乙
酰胆碱受体的激动剂 ACH（1 mM）、PE（1 mM）、Ang
域（1 mM）、麦角新碱（1 mM）后，ACH、PE、Ang域组
血管仍出现较强的收缩，而麦角新碱组的血管收缩

则被抑制（图 1）。提示苏木红素除了能够阻断麦角
新碱的收缩血管的效应外，对其它 3 种受体无明显
作用。

2.2 受体及离子通道阻滞剂对苏木红素舒张血管

作用的影响

加入麦角新碱后，血管出现明显收缩。血管预

先加入麦角新碱并使其收缩达到最大且平稳后，此

时加入苏木红素则不能抑制血管的收缩。若先加入

苏木红素，再加入麦角新碱，血管收缩幅度明显降

低，提示苏木红素阻断了麦角新碱收缩血管的效应

（图 2A）。
K+的通透性是调节血管平滑肌细胞膜电位的

主要因素 [9,10]。K+通道开放导致 K+外流增加，引起细
胞膜超极化，从而抑制电压依赖性 Ca2+通道开放，
导致血管平滑肌细胞舒张。针对平滑肌细胞膜上

存在的 4 种 K+通道：ATP 敏感 K+通道（K+ATP）、
Ca2+激活的 K+通道（K+Ca2+）、配体门控性 K+通道
（K+IR）和电压依赖性 K+通道（K+V），分别选用相
应特异通道阻滞剂 GLi、TEA、BaCl2 和 4-AP，观察
苏木红素舒张血管作用的影响。 结果表明，预先

加入 GLi、TEA 和 BaCl2 后，再加入苏木红素，血管
张力未出现降低，与单纯苏木红素的对照组相比，

差异显著。而预先加入 4-AP 则不能阻断苏木红素
降低血管张力的效应，提示苏木红素舒张血管效应

的 K+通道与电压依赖性 K+通道（K+V）无明显关系
（图 2B）。

图 1 苏木红素对大鼠胸主动脉血管的舒张效应及其对部

分受体激动剂的拮抗作用

注：A：对大鼠胸主动脉血管的舒张效应，B：麦角新碱
（Ergometrine），C：血管紧张素域（Ang域），D：乙酰胆碱（ACH），
E：去甲肾上腺素（PE）。F-I：苏木红素预孵育对 4种受体激动剂
的拮抗作用。苏木红素终浓度 100 滋M，KCl终浓度 50 mM。

图 2 苏木红素对 5-HT 受体及其它离子通道阻断剂的
血管作用

注：A：苏木红素不同时间给药对麦角新碱（1 mM）的收缩血管的
影响，对照组（Control）为麦角新碱；B：苏木红素对 K+通道的作
用，苏木红素浓度为 100 滋M，对照组（Control）为苏木红素。x+s，
n=6。与对照组相比，*P<0.05，**P<0.01。

3 min
2 g

2

**
**

**

*
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2.3 苏木红素对 CaM、eNOS 和 RhoA mRNA 表达
的影响

钙调蛋白（CaM）、内皮型一氧化氮合酶（eNOS）
和 Rho 激酶 A（Rho A）均为血管平滑肌收缩过程中
起着重要的转导和调控信号 [11]。通过 RT-PCR 分析
苏木红素对血管平滑肌细胞系 A7R5 细胞血管活性
相关因子的 mRNA 表达水平变化的影响。结果表
明，12 滋M 苏木红素能明显抑制 A7R5 细胞中 CaM
mRNA 的表达，对 eNOS 和 RhoA mRNA 的表达则无
明显影响（图 3）。
2.4 苏木红素对 MLCK、MLCP、p -MLCP、MLC 和
p-MLC 蛋白表达的影响

通过 Western blot 分析苏木红素对 A7R5 细胞
中血管收缩相关蛋白表达的影响。结果表明，12 滋M
苏木红素能明显抑制 A7R5 细胞中 MLCP 表达，但
MLCK、p-MLCP、MLC 和 p-MLC 蛋白表达无明显影
响（图 4）。MLCP 可以影响到平滑肌纤维的兴奋收
缩耦联，进而影响血管的舒缩效应 [12]。苏木红素下
调 MLCP，可以抑制血管平滑肌收缩，最终产生舒血
管效应。

2.5 苏木红素对平滑肌细胞中 cAMP、cGMP 含量
的影响

作为第二信使的 cAMP 和 cGMP 主要调节细胞
内的生理功能。细胞内 cAMP 含量增加，促进肌浆
网对 Ca2+的重吸收。使细胞内 Ca2+浓度下降，肌球/
肌动蛋白解耦联，肌细胞失去张力，血管扩张。同

时，细胞内cAMP 可激活蛋白激酶 A，后者抑制肌凝
蛋白轻链激酶（MLCK）的激活，进而抑制血管平滑肌
的收缩。cGMP作用与 cAMP相反，增加 cGMP生成，
cGMP激活蛋白激酶 G（PKG），使血管平滑肌收缩[13]。
苏木红素能明显提高 A7R5 细胞内 cAMP 含量，与
对照组相比有明显差异。结果显示，50 滋M 巴西苏
木红素即可显著提高离体大鼠动脉血管匀浆液

cAMP 含量，与对照组相比有明显差异。苏木红素
对 A7R5 细胞内 cGMP 含量均有一定的降低趋势，
但无统计学意义。而 100 滋M 苏木红素能显著降低
大鼠胸主动脉血管 cGMP 含量，与对照组相比有明
显差异（图 5）。
2.6 苏木红素对 PGI2、TXA2和 PKA 的影响

PGI2和 TXA2是体内一对生理性拮抗剂 [14]。PGI2

图 3 苏木红素对 A7R5 细胞中 CaM、eNOS 和 RhoA mRNA 表达的影响
注：A：CAM，B：Enos，C：RhoA。对照组（Control）为等体积生理盐水。x+s，n=3。与对照组相比，* P<0.05，** P<0.01。
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图 4 苏木红素对 A7R5 细胞中 MLCK、MLCP、p-MLCP、MLC 和 p-MLC 蛋白表达的影响
注：苏木红素浓度为 12 滋M。对照组（Control）为等体积生理盐水。x+s，n=3。与对照组相比，* P<0.05。

图 5 苏木红素平滑肌细胞 cAMP-cGMP 含量影响
注：A~B：细胞裂解液；C~D：血管组织匀浆液。x+s，n=4。对照组（Control）为生理盐水。与对照组相比，* P<0.05。
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为一种强烈的血管扩张剂，可通过 PGI2受体激活腺
苷酸环化酶提高 cAMP水平。TXA2为一种强烈的血
管收缩剂，可提高血管平滑肌中 cGMP 水平。TXA2
和 PGI2在体内不稳定，难以直接测定。TXB2和 6-
keto PGF1琢 分别是它们的稳定代谢产物，故常以测
定 TXB2和 6-keto PGF1琢 作为判断其浓度的指标。

结果显示，苏木红素组 A7R5 细胞内 6-keto
PGF1琢 含量明显升高，与对照组相比 6-keto PGF1琢
含量提高 51%。离体动脉血管测定结果显示，50
滋M 苏木红素能极显著地提高平滑肌细胞内 6-keto
PGF1琢 含量，与对照组相比 6-keto PGF1琢 含量提高
242%；100 滋M 苏木红素能极显著地提高平滑肌细
胞内 6 -keto PGF1琢 含量，与对照组相比 6 -keto
PGF1琢 含量提高 300%（图 6A，D）。苏木红素组

A7R5 细胞内 TXB2 含量明显降低，与对照组相比
TXB2含量降低 25%。50 滋M 苏木红素能显著地降低
平滑肌细胞内 TXB2含量，与对照组相比 TXB2 含量
降低 78%；100 滋M 苏木红素能显著地降低平滑肌
细胞内 TXB2 含量，与对照组相比 TXB2 含量降低
73%。上述结果说明，苏木红素能明显升高平滑肌
细胞内的 PGI2 水平，激动 cAMP 活性；降低平滑肌
细胞内的 TXA2水平，抑制 cGMP 的活性而产生平滑
肌舒张作用（图 6B，E）。

cAMP 主要通过激活 PKA 来实现其下游信号转
导，PKA 可抑制肌凝蛋白轻链激酶（MLCK）的激活，
进而抑制血管平滑肌的收缩，使血管产生扩张；PKA
还可以抑制 Ca2+激活的钾通道，使细胞去极化，平滑
肌产生舒张作用。结果显示，苏木红素组 A7R5 细胞

图 6 苏木红素对平滑肌细胞 6-keto PGF1琢、TXB2、PKA 含量影响
注：A~C：细胞裂解液；D~F：血管组织匀浆液。x+s，n=4。与对照组相比，* P<0.05，** P<0.01。
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内 PKA 含量明显升高，与对照组相比 PKA 含量提
高 13.5%。离体大鼠动脉血管结果显示，100 滋M 苏
木红素能显著地提高血管匀浆液中 PKA 含量，与对
照组相比 PKA 含量分别提高 26.6%。说明苏木红素
能够提高平滑肌细胞内 PKA 含量而产生舒张作用
（图 6C，F）。
3 讨论与结论

苏木红素具有一定的舒张血管活性，能够持续

稳定地舒张胸主动脉血管平滑肌。这种舒张活性并

不能阻止受体激动剂 Ach、PE、Ang域的缩血管效
应，但能阻断 5-HT受体激动剂麦角新碱的收缩活
性，这种抑制效应在子宫平滑肌实验中也得到了验

证 [15]。苏木红素舒张活性能够被一些 K+通道阻滞剂
所阻止，其中包括 ATP 敏感 K+通道（K+ATP）阻滞剂
GLi、Ca2+激活的 K+通道（K+-Ca2+）阻滞剂 TEA 和配
体门控性 K+通道（K+IR）BaCl2通道阻滞剂。说明苏
木红素对血管平滑肌的舒张作用主要是通过调节

K+通道，影响 K+流而实现的。其作用位点与 ATP、
Ca2+和相关调控受体（如 5-HT）有关。与电压依赖门
控的 K+通道无关。苏木红素能够明显提高平滑肌细
胞中的 cAMP、PKA 以及 PGI2 代谢物 6-keto PGF1琢
的含量，降低平滑肌细胞中的 cGMP 及 TXA2 代谢
物 TXB2的含量。苏木红素可以抑制 CaM mRNA 和
MLCP 蛋白表达，从而阻断血管平滑肌收缩的下游
信号通路，最终产生平滑肌的舒张效应。

综上，苏木红素通过影响 K+通道，抑制膜去极
化，调节胞内 Ca2+浓度，进而影响 MLCP，抑制平滑
肌纤维收缩耦联，最终达到舒张血管的效应；影响

K+通道又与调控 5-HT 受体有关，调节胞内 Ca2+又
与 cAMP、PKA 和 PGI2密切有关。
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Abstract: Brazilein is one of the active ingredients of a Chinese medicine Caesalpinia sappan L. This study was
aimed to test the vasodilator effect of brazilein on vascular smooth muscle cells in vitro from the perspective of
molecular biology. The results showed that brazilein mainly acted through the influence of potassium ion channels,
reducing membrane depolarization in order to affect the vessel relaxation. This effect can be influenced by blocking
5 -HT receptor, and, simultaneously, correlating with the regulation of intracellular calcium ion concentration,
affecting calmodulin and downregulating MLCP. In addition, the alterations of cAMP, PKA and PGI2 were involved
in the pharmacological process of brazilein.
Keywords: Brazilein, vascular smooth muscle, relaxation, 5-HT, potassium channel
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