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穗花杉双黄酮通过靶向NF-κB-MMP2/9轴抑制血管平滑肌细胞表型转换减缓腹主

动脉瘤进展

林 鑫，谢汶纹，丁 伟，余骏逸，曾春雨  陆军军医大学（第三军医大学）大坪医院心内科，重庆

［摘要］ 目的 探究穗花杉双黄酮（amentoflavone，AMF）影响腹主动脉瘤（abdominal aortic 
aneurysm，AAA）发生发展的作用及机制，为其防治提供新的候选药物与理论依据。方法 ①动物实验。

以血管紧张素Ⅱ（angiotensin Ⅱ，Ang Ⅱ）诱导构建 AAA 小鼠模型：将 6~8周龄 ApoE-/-雄性小鼠按随机

数字表法分为 6组（n=10）：生理盐水+DMSO组（皮下泵入生理盐水）、生理盐水+AMF组、Ang Ⅱ+DMSO
组［皮下泵入Ang Ⅱ 1 000 ng/（kg·min）］、Ang Ⅱ+AMF组（AMF浓度为10、20、50 mg/kg）。建模后的第2天

腹腔注射 AMF（10、20、50 mg/kg）或其溶剂 DMSO 100 μL，每 2 天 1 次，建模周期为 28 d，建模终点根据

AAA成瘤率选择最优浓度20 mg/kg用于后续实验。再以弹性蛋白酶外膜孵育诱导构建AAA小鼠模型：

将6~8周龄C57BL/6J雄性小鼠按随机数字表法分为4组（n=6）：假手术+DMSO组、假手术+AMF组（主动

脉外膜孵育高温失活的弹性蛋白酶 20 min）、弹性蛋白酶+DMSO组、弹性蛋白酶+AMF组（主动脉外膜

孵育弹性蛋白酶 20 min），建模周期为 14 d，AMF或DMSO的注射方式和时间同Ang Ⅱ模型。建模期内

记录小鼠生存情况；建模终点以血管超声检测腹主动脉扩张程度，采用HE、VVG染色检测腹主动脉弹

性纤维的降解程度。RT-qPCR 和 Western blotting 检测基质金属蛋白酶 2（matrix metalloproteinase 2，
MMP2）和MMP9的表达水平。②网络药理学分析。从Genecards数据库检索、选取标注为与AAA相关

的前 2 000 个基因，构成 AAA 靶点集合。为预测可能作用于 AAA 的物质，采用 Galaxy WEB、Super-
PRED和 SwissTargetPrediction 这 3个在线工具预测AMF的潜在靶点，获得 399个AMF相关靶点构成靶

点集合。将AAA和AMF靶点集取交集，重叠部分为共同靶点，输入 STRING数据库构建蛋白质-蛋白质

相互作用（protein-protein interaction，PPI）网络，将PPI网络数据导入Cytoscape进行网络可视化和图形优

化。③细胞实验。提取成年雄性 SD 大鼠的原代腹主动脉血管平滑肌细胞（rat aortic vascular smooth 
muscle cell， RAVSMC）行体外培养，用血小板衍生生长因子 BB（platelet-derived growth factor BB，

PDGFBB）诱导细胞发生表型转换，将细胞随机分为 4 组（n=4）：DMSO+CTL 组、DMSO+PDGFBB 组、

AMF+CTL 组（浓度为 20 μmol/L）、AMF+PDGFBB（浓度为 25 ng/mL）组。RT-qPCR 和 Western blotting 检

测 Calponin、αSMA、MMP2、MMP9 的表达水平，Western blotting 检测 NF-κB 信号通路分子（IκBα 和

P-IκBα）的蛋白水平，免疫荧光染色检测p65的入核情况，CCK-8实验检测RAVSMC的增殖水平，划痕实

验和 Transwell 细胞小室实验检测 RAVSMC 的迁移能力。通路逆转实验，将细胞随机分为 4 组（n=4）：

DMSO+CTL组、DMSO+PDGFBB组、AMF+PDGFBB组（处理同前）、AMF+PDGFBB+TNF-α（浓度为20 ng/mL）
组，RT-qPCR和Western blotting检测Calponin、αSMA、MMP2、MMP9的表达水平。结果 ①AMF能显著

提高Ang Ⅱ诱导的AAA模型小鼠的生存率（P<0. 05）、降低 AAA 的发病率、减小腹主动脉的扩张程度

（P<0. 01）、减弱中膜弹性纤维的断裂降解（P<0. 001），抑制AAA组织中MMP2（P<0. 01）、MMP9（P<0. 05）
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的表达。AMF能够显著减小弹性蛋白酶诱导的AAA模型小鼠腹主动脉的扩张程度（P<0. 001），减弱中

膜弹性纤维的断裂降解（P<0. 001），抑制AAA组织中MMP2（P<0. 001）、MMP9（P<0. 05）的表达。②网络

药理学PPI分析表明，MMP2和MMP9处于治疗靶点网络的核心位置。③RT-qPCR显示AMF（20 μmol/L）
处理显著抑制了由 PDGFBB（25 ng/mL）诱导的 RAVSMC的MMP2（P<0. 05）、MMP9（P<0. 01）mRNA水平

升高，提高了 Calponin（P<0. 001）、αSMA（P<0. 05）mRNA 水平；Western blotting 显示 AMF 抑制了由

PDGFBB 诱导的 MMP2（P<0. 001）、MMP9（P<0. 001）蛋白水平升高，以及 Calponin（P<0. 01）、αSMA
（P<0. 001）蛋白水平的下降；CCK-8实验显示AMF显著抑制了由PDGFBB诱导的细胞过度增殖（P<0. 001）；

划痕实验和Transwell细胞小室实验显示AMF显著抑制了由PDGFBB诱导的细胞迁移能力（P<0. 001）。

TRRUST转录因子网络分析提示RELA（p65）是排名首位的转录因子；Western blotting显示AMF明显降

低 IκBα的磷酸化水平（P<0. 001）；免疫荧光染色结果提示AMF处理有效地降低p65的入核水平，从而抑

制NF-κB信号通路。通路逆转实验中，RT-qPCR显示 TNF-α（20 ng/mL）处理抑制了AMF诱导的MMP2
（P=0. 087）、MMP9（P<0. 05）mRNA 水平的下降，以及 Calponin（P<0. 05）、αSMA（P<0. 05）mRNA 水平的

上升；Western blotting显示TNF-α抑制了AMF诱导的MMP2（P<0. 001）、MMP9（P<0. 001）蛋白水平的下

降，以及 Calponin（P<0. 05）、αSMA（P=0. 063）蛋白水平的上升。结论 AMF 通过靶向 NF-κB-MMP2/9
轴来减缓AAA的发展，体现了其作为防治AAA新型药物的潜力。

［关键词］ 腹主动脉瘤；血管平滑肌细胞；穗花杉双黄酮；基质金属蛋白酶；NF-κB 信号
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Amentoflavone attenuates abdominal aortic aneurysm progression by suppressing 
vascular smooth muscle cell phenotypic switching via targeting NF-κB-MMP2/9 axis
LIN Xin， XIE Wenwen， DING Wei， YU Junyi， ZENG Chunyu  Department of Cardiology， Daping Hospital， Army 
Medical University （Third Military Medical University）， Chongqing， China

［Abstract］ Objective　To investigate the role and mechanism of amentoflavone (AMF) in abdominal 
aortic aneurysm (AAA) pathogenesis, providing novel therapeutic candidates and theoretical foundations.  
Methods　①Animal studies: AAA models were induced by angiotensin Ⅱ (Ang Ⅱ) in 6 to 8-week-old male 
ApoE⁻/⁻ mice randomized (n=10/group) into saline+DMSO, saline+AMF, Ang Ⅱ+DMSO (1 000 ng·kg⁻¹·min⁻¹), 
and Ang Ⅱ +AMF (10, 20, 50 mg/kg) groups.  AMF or DMSO (100 μL) was intraperitoneally administered 
every 48 h from day 2 for 28 d; 20 mg/kg AMF (optimal dose by AAA incidence) was selected for subsequent 
experiments.  Alternatively, AAA was induced by periaortic elastase incubation in C57BL/6J mice randomized 
(n=6) into sham+DMSO, sham+AMF (heat-inactivated elastase), elastase+DMSO, and elastase+AMF groups 
for 14 d with identical AMF/DMSO protocols.  Survival was monitored; AAA dilation was assessed by 
ultrasonography; elastic fiber degradation was evaluated via HE and VVG staining; MMP2/MMP9 expression 
was quantified by RT-qPCR/Western blotting.  ②Network pharmacology: AAA-related targets (top 2 000 genes 
from Genecards) and AMF targets (predicted via Galaxy WEB/SuperPred/SwissTargetPrediction) were 
intersected; protein-protein interaction (PPI) networks were constructed using STRING and visualized in 
Cytoscape.  ③Cellular experiments: Primary rat aortic vascular smooth muscle cells (RAVSMCs) were treated 
with: DMSO+CTL, DMSO+PDGFBB (25 ng/mL), AMF+CTL (20 μmol/L), or AMF+PDGFBB.  Calponin, 
αSMA, MMP2, MMP9, IκBα, and phospho-IκBα levels were assessed; NF- κB activation was evaluated via 
p65 nuclear translocation; proliferation (CCK-8) and migration (scratch/Transwell) were measured.  
Pathway rescue: TNF- α (20 ng/mL) was co-administered with AMF+PDGFBB to assess target reversibility.  
Results　 ① AMF significantly improved the survival rate of Ang Ⅱ -induced AAA model mice (P<0. 05), 
decreased the incidence of AAA, reduced the degree of abdominal aortic dilation (P<0. 01), attenuated elastic 
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fiber fragmentation and degradation in the aortic media (P<0. 001), and inhibited the expression of MMP2 
(P<0. 01) and MMP9 (P<0. 05) in AAA tissues.  AMF also markedly reduced the extent of abdominal aortic 
dilation (P<0. 001), mitigated medial elastic fiber disruption (P<0. 001), and suppressed MMP2 (P<0. 001) 
and MMP9 (P<0. 05) expression in the elastase-induced AAA model. ② PPI network analysis revealed that 
MMP2 and MMP9 occupied a core position within the therapeutic target network. ③ RT-qPCR analysis 
showed that AMF treatment (20 μmol/L) significantly reversed the PDGF BB (25 ng/mL)-induced increases in 
MMP2 (P<0. 05) and MMP9 (P<0. 01) mRNA levels and the decreases in Calponin (P<0. 001) and αSMA 
(P<0. 05) mRNA levels in RAVSMCs.  Western blotting demonstrated that AMF attenuated the PDGF BB-

induced upregulation of MMP2 (P<0. 001) and MMP9 (P<0. 001) proteins and the downregulation of Calponin 
(P<0. 01) and αSMA (P<0. 001) proteins.  The CCK-8 assay indicated that AMF markedly suppressed 
PDGFBB-induced excessive proliferation (P<0. 001), and wound healing and Transwell assays showed that 
AMF significantly inhibited PDGFBB-induced cell migration (P<0. 001).  TRRUST transcription factor 
network analysis identified RELA (p65) as the top-ranked transcription factor.  Western blotting revealed that 
AMF substantially decreased the phosphorylation level of IκBα (P<0. 001), and immunofluorescence staining 
demonstrated that AMF effectively reduced the nuclear translocation of p65, thereby inhibiting the NF- κB 
signaling pathway.  In the pathway rescue experiment, RT-qPCR showed that TNF- α (20 ng/mL) treatment 
counteracted the AMF-induced decreases in MMP2 (P=0. 087) and MMP9 (P<0. 05) mRNA levels and the 
increases in calponin (P<0. 05) and αSMA (P<0. 05) mRNA levels.  Western blotting confirmed that TNF-α 
reversed the AMF-mediated reduction in MMP2 (P<0. 001) and MMP9 (P<0. 001) protein expression and the 
elevation of Calponin (P<0. 05) and α SMA (P=0. 063) protein levels.  Conclusion　AMF attenuates AAA 
progression by targeting the NF-κB-MMP2/9 axis, demonstrating its potential as a novel AAA therapeutic agent.  

［Key words］ abdominal aortic aneurysm； vascular smooth muscle cells； amentoflavone； matrix 
metalloproteinase； NF-κB signaling
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腹主动脉瘤（abdominal aortic aneurysm，AAA）是

一种严重的血管病变，以腹主动脉局部的永久性扩张

为特征，具有破裂和致死性出血的巨大风险［1］。临床

上，AAA 在破裂前通常无症状，偶有轻微腹痛或背痛

等非特异性症状。除开放手术修复和血管内支架植

入等外科干预外，药物干预也可能发挥着重要的

作用［2］。
AAA的发病机制涉及多种病理过程的复杂交互。

在炎症和氧化应激等病理刺激下，作为维持血管生理

功能重要组成部分的血管平滑肌细胞（vascular 
smooth muscle cell，VSMC）会从收缩表型转变为合成

表型，这是AAA进展中的关键事件［3-6］。合成型VSMC
不仅迁移和增殖能力增强，还分泌多种蛋白酶，这些

酶会降解中膜的弹力蛋白和胶原，从而削弱主动脉壁

并促使管腔扩张［7-8］。尽管对这些机制的认识不断深

入，但向临床有效疗法的转化仍滞后，这凸显了寻找

能够安全抑制AAA发展的新型药物的重要性。 穗花

杉双黄酮（amentoflavone，AMF）是一种存在于多种药

用植物中的天然双黄酮，因其多样的药理特性，特别

是抗炎和抗氧化作用而受到关注［9］。既往研究已表明

它在肿瘤［10］、阿霉素诱导的心肌病［11］和急性肺损

伤［12］模型中具有保护作用。然而，它在 AAA 中的作

用尚未被阐明。

因此，本研究首先利用血管紧张素Ⅱ（angiotensin Ⅱ， 
Ang Ⅱ）和弹性蛋白酶两种 AAA 小鼠模型，观察 AMF
对AAA的形成和进展的作用，并通过网络药理学预测

与实验验证相结合，确定AMF在AAA中的关键靶点，

最后通过进一步的机制和细胞研究，确定 AMF 抑制

VSMC 的表型转换和 AAA 形成的具体作用机制。本

研究重点探讨 AMF 对 VSMC 表型及 AAA 形成的作用

及其下游机制，旨在为AAA的防治提供一种新的药理

学干预方法。

1　材料与方法

1. 1　试剂与仪器

西方饮食饲料购自北京华阜康公司；戊巴比妥钠
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购自上海法医学研究所；异氟烷购自中国鲁南贝特制

药有限公司；渗透性微泵购自美国 Alzet公司；弹性蛋

白酶购自美国 Sigma 公司；AMF、AngⅡ、CCK-8 试剂

均购自美国MCE公司；HE和VVG染色试剂盒购自中

国索莱宝公司；胎牛血清和 DMEM/F12培养基购自美

国 Gibco 公司；Ⅱ型胶原酶和大豆胰蛋白酶抑制剂购

自美国 Worthington 公司；血小板衍生生长因子 BB
（platelet-derived growth factor BB，PDGFBB）和 TNF- α
购自美国 PeproTech 公司；Western 及 IP 裂解液、蛋白

酶抑制剂混合物、BCA 蛋白浓度测定试剂盒、多聚甲

醛、免疫染色封闭液、免疫染色一抗和二抗稀释液、含

DAPI的抗荧光淬灭封片剂均购自上海碧云天生物科

技公司；TRIzol 试剂、反转录试剂盒、TB Green 均购自

日本 TaKaRa 公司；预染蛋白分子量 Marker 购自美国

ThermoScientific 公司；快速转膜液购自中国新赛美公

司；NC 膜购自美国 PallCorporation 公司；抗体稀释液

购自中国中杉金桥公司；Transwell 小室购自美国

Corning 公司；一抗 GAPDH、基质金属蛋白酶 2（matrix 
metalloproteinase 2， MMP2）、基质金属蛋白酶 9（matrix 
metalloproteinase 9， MMP9）、Calponin、p65、IκBα、

P-IκBα购自武汉三鹰生物科技公司，一抗 αSMA抗体

购自美国 sigma 公司；荧光二抗 Alexa FluorTM Plus 488
和 Alexa FluorTM Plus 555 均购自美国 Invitrogen 公司，

荧光二抗 IRDye® 800CW购自美国 LI-COR公司；用于

荧光定量PCR的引物均由上海生工公司合成；多功能

酶标仪购自美国 Thermo Fisher公司；倒置荧光显微镜

购 自 日 本 OLYMPUS 公 司 ；电 泳 仪 、T100 Thermal 
Cycler PCR 仪、CFX96 荧光定量 PCR 仪均购自美国

Bio-Rad公司；鼠尾血压仪购自美国 Softron公司；小动

物 高 频 超 声 成 像 系 统 VEVO 3100 购 自 加 拿 大

VisualSonics公司；Olympus SLIDEVIEW VS200购自日

本OLYMPUS公司。

1. 2　实验动物

选取 24只 6~8周龄的雄性C57BL/6J小鼠（体质量

20~22 g）、60只同龄同体质量的雄性ApoE-/-小鼠及1只

8 周龄雄性 SD 大鼠（体质量 250~300 g）用于实验，所

有动物购自北京维通利华实验动物技术有限公司。

动物饲养于无特定病原体（specific pathogen free，SPF）
屏障系统中。饲养环境温度设为 24 ℃，相对湿度维持

于 55%~65%，并保持 12 h明暗交替。实验期间，所有

实验动物可自由摄食和饮水。所有侵入性操作（如皮

下植入缓释泵、开腹手术等）在腹腔注射戊巴比妥钠

后实施，实验结束后对其实施安乐死（戊巴比妥钠过

量注射）。本研究已经陆军军医大学实验动物福利伦

理委员会批准（AMUWEC20247122）。

若出现以下任一预期或非预期的不良事件，须立

即实施安乐死以终止实验，防止动物遭受不必要的痛

苦：①单次体质量下降超过 15%（连续 2次监测确认）

或出现明显恶病质表现。②持续性腹泻超过3 d，且伴

随采食量下降达 50%以上；呼吸急促、口鼻发绀；严重

脱水（眼窝凹陷、皮肤弹性丧失）等。③皮肤大面积咬

伤或溃疡且无法愈合；重度真菌感染或全身性感染，

表现为体温>39. 5 ℃、精神极度萎靡。研究过程中未

出现以上不良事件。

1. 3　两种小鼠AAA模型的建立

1. 3. 1　Ang Ⅱ诱导的AAA模型的建立　　将ApoE-/- 
小鼠按随机数表法分为6组（n=10）：生理盐水+DMSO、

生理盐水+AMF、Ang Ⅱ+DMSO、Ang Ⅱ+AMF组（AMF
浓度为 10、20、50 mg/kg）。生理盐水组：皮下植入内

容物为生理盐水的缓释泵：Ang Ⅱ组：皮下植入内容物

为Ang Ⅱ的缓释泵；DMSO组：腹腔注射DMSO 100 μL；
AMF组：腹腔注射AMF 100 μL。Ang Ⅱ模型依据既往

报道构建［13］。ApoE-/-小鼠到动物房后给予 1 周适应

期，随后改喂西方饮食饲料（含 20% 蛋白质、21% 脂

肪、50% 碳水化合物及 0. 15% 胆固醇；该饲料提供的

总热量中 41%来自脂肪），持续 4周。在 1周的适应期

后，经腹腔注射 1% 戊巴比妥钠（50 mg/kg）麻醉，皮下

植入持续释放Ang Ⅱ［速率为 1 000 ng/（min·kg）］或生

理盐水的渗透性微泵，于微泵植入前、植入后第 2 周

和第 4 周采用尾套法测量血压。4 周建模期间，从植

入泵后的第 2 天开始，每天腹腔注射 AMF（10、20、
50 mg/kg）或其溶剂 DMSO（100 μL），每 2天注射 1次，

共计注射14次。4周后，通过超声评估腹主动脉内径。

次日，以过量麻醉法处死小鼠，然后用 PBS 溶液进行

灌注，随后，分离腹主动脉周围组织，将心脏至髂动脉

的动脉段完整取下并拍照。取下的 1段血管用多聚甲

醛固定保存，另一部分于-80 ℃冻存。

1. 3. 2　外膜弹性蛋白酶孵育诱导的 AAA 模型的建

立　　将C57BL/6J小鼠按随机数表法分为4组（n=6）：

假手术+DMSO、假手术+AMF、弹性蛋白酶+DMSO、弹

性蛋白酶+AMF 组，假手术组的处理为主动脉外膜孵

育高温失活的弹性蛋白酶 20 min，弹性蛋白酶组的处

理为主动脉外膜孵育弹性蛋白酶 20 min，DMSO组的

处理为腹腔注射DMSO 100 μL，AMF组的处理为腹腔

注射AMF（20 mg/kg）100 μL。弹性蛋白酶诱导的AAA
模型依据既往报道构建［14］。实验小鼠经 1周适应后，

腹腔注射 1%戊巴比妥钠（50 mg/kg）。随后，在体视显

微镜下分离腹主动脉周围组织。将 1颗浸透弹性蛋白
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酶的小棉球（直径约 3 mm）置于腹主动脉外膜孵育

20 min。孵育结束后，用生理盐水充分冲洗腹腔，然后

缝合关腹。2周建模期间，从手术后的第 2天开始，每

天腹腔注射AMF（20 mg/kg）或其溶剂 DMSO 100 μL，
每 2 天注射 1 次，共计注射 7 次。术后 2周，通过超声

检查评估腹主动脉内径。次日，以过量麻醉法处死小

鼠，PBS灌注后，暴露并完整取下心脏至髂动脉的腹主

动脉进行拍照，之后将组织样本分为 2部分：一部分用

多聚甲醛固定，另一部分于-80°C 冻存。

1. 4　AngⅡ模型小鼠血压的测量

测量前对分组实施盲法，以排除主观偏倚。小鼠

预先进行每天 1~2次适应性训练，使其熟悉操作者双

手、仪器与尾套等的加压感。测量时开启 BP-2010A
主机并按屏幕提示完成软件配置，连接传感器与保温

筒，选用尾径 3~5 mm 适用的加压感应器并确认橡胶

膜完好。将小鼠置入专用鼠笼，连同鼠笼装入帆布鼠

袋，扣紧魔术贴后放入 37 ℃恒温箱。待小鼠安静后，

将其尾部从保温筒拉出，于尾根部套上传感器，紧贴

而不过紧。每只小鼠连续测量 5次，5 min内完成全部

测量。

1. 5　小鼠建模终点腹部血管超声检测

测量前对分组设盲，以排除人为因素干扰。两种

模型的小鼠在对应的时间点进行超声检测（AngⅡ模

型在建模第 28 天，弹性蛋白酶模型在建模第 14 天）。

其中AngⅡ模型血管超声在肾动脉上段腹主动脉进行

检测，弹性蛋白酶模型血管超声在肾动脉下段腹主动

脉进行检测。在小鼠腹部涂抹一层脱毛膏，用棉签轻

柔涂抹均匀，3 min后用纸巾彻底擦去乳膏及残留物。

然后，启动小动物高频超声成像系统，选取腹部成像

模式。小鼠在麻醉诱导盒中麻醉，后仰卧位置于平台

上，口鼻佩戴麻醉面罩，以 0. 8 L/min 流量输送 1% 异

氟烷。用医用胶带将四肢固定于电极垫上。检查平

台保持水平，超声探头垂直于平台表面放置。腹部涂

上超声耦合剂。操作者将超声探头置于目标区域，切

换至 B 模式后，腹主动脉及其周围解剖结构得以显

示。随后沿 X 轴进行微调以获得清晰的腹主动脉纵

切面图像，保存图像供后续分析，利用 VsiApp 软件对

腹主动脉参数进行定量分析。

1. 6　小鼠AAA切片HE染色

主动脉组织切片先置于 55 ℃ 烘烤 2 h，使组织更

好地贴附于载玻片上。随后，在二甲苯中脱蜡 2次，每

次 10 min。脱蜡后，通过递减浓度的乙醇梯度（100%、

95%、85%、75% 乙醇，各 5 min）水化，最后用蒸馏水

洗 5 min。苏木精染色液染色 5 min，用蒸馏水轻轻冲

洗。然后，用分化液分化50~60 s，再以自来水冲洗2次，

每次 5 min。用伊红染色液染色 10 min。染色结束后，

沥干多余染液，迅速经不同浓度的乙醇脱水：在 75%、

85%、95%、100% 乙醇（Ⅰ）各脱水 2~3 s，然后在 100%
乙醇（Ⅱ）中脱水 1 min。脱水后，用二甲苯透明 2次，

每次1 min，最后以中性树胶封片，切片完全干燥后，使

用 Olympus SLIDEVIEW VS200 全片扫描仪进行扫描。

1. 7　小鼠AAA切片VVG染色

主动脉组织切片于55 ℃ 烘烤2 h，二甲苯脱蜡2次

各10 min。梯度乙醇（100%、95%、85%、75%，各5 min）
水化，用蒸馏水冲洗 5 min。之后用改良 VG 染液染色

10 min，蒸馏水轻轻冲洗 10 s。以新鲜配制的Verhoeff
工作液（Verhoeff A∶B∶C=5∶2∶2）染色 5 min，蒸馏水快

速冲洗 5~10 s，随后用 Verhoeff 分化液分化约 20 s，蒸
馏水冲洗 10 s，弹力纤维即可显色。接着切片依次经

75%、85%、95%、100% 乙醇（Ⅰ）各 2~3 s，100% 乙醇

（Ⅱ）1 min 脱水。二甲苯透明 2 次各 1 min，中性树胶

封片。切片充分干燥后，用 Olympus SLIDEVIEW 
VS200 全片扫描仪进行扫描。

1. 8　大鼠主动脉血管平滑肌细胞的分离与培养

原代大鼠主动脉血管平滑肌细胞（rat aortic 
vascular smooth muscle cell，RAVSMC）提取分离自 8周

龄雄性 SD 大鼠的腹主动脉，按课题组前期报道的方

法进行培养［15］。用过量麻醉法处死大鼠，取下的腹主

动脉剥除外膜，仅保留中膜部分。然后进行酶消化：

先将血管置于缓冲液 A（含 1 mg/mL Ⅱ型胶原酶和

1 mg/mL 大豆胰蛋白酶抑制剂的 HBSS）中 37 ℃孵育

20 min，之后，机械刮除内皮层，将中膜肌层剪成小块。

组织块再置于缓冲液 B（缓冲液A另加弹性蛋白酶）中

37 ℃消化 2 h，期间频繁吹打以促进消化。所得细胞

悬液经室温、3 000 r/min 离心 3 min 后，重悬于含 10% 
FBS和 1%青-链霉素的 DMEM/F12 培养液中，接种于

0. 04% 明胶包被的培养皿。细胞纯度（>95%）经

αSMA 免疫荧光染色鉴定。实验使用第 2~5代细胞。

给予 AMF（20 μmol/L）或 PDGFBB（25 ng/mL）处理前，

细胞先经6 h血清饥饿。

1. 9　AMF和AAA共靶点网络药理学分析

为寻找潜在的治疗靶点，从 Genecards 数据库

（https：//www. genecards. org/）检索 AAA 相关的疾病基

因。选取标注为与 AAA 相关的前 2 000个基因，构成

AAA靶点集合。为预测可能作用于AAA的物质，采用

3 个在线工具预测 AMF 的潜在靶点：Galaxy WEB
（https：//galaxy. seoklab. org/）、Super-PRED（https：//pred.
bioinfo. hk/superpred/）和 SwissTargetPrediction（https：//
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www. swisstargetprediction. ch/）。整合结果并去除重复

后，共获得 399个AMF相关靶点，构成AMF靶点集合。

将上述 AAA 靶点集与 AMF 靶点集取交集，重叠部分

为共同靶点。将这些共同靶点输入 STRING 数据库

（https：//cn. string-db. org/）构建蛋白质-蛋白质相互作

用（protein-protein interaction，PPI）网络，将 PPI网络数

据导入 Cytoscape（3. 9. 1 版）进行网络可视化和图形

优化。

1. 10　AMF和AAA共靶点的GO和TRRUST分析

将AAA与AMF的共同靶点上传至Metascape在线

平台（https：//metascape. org），物种选择“Homo sapiens”。
为探究潜在机制，进行GO富集分析，涵盖生物学过程

（biological process，BP）、细胞组分（cell components，CC）
和分子功能（molecular function，MF）3 大类。同时利

用Metascape整合的TRRUST［16］数据库研究转录因子-

靶基因的调控关系，以识别潜在的上游转录调控

通路。

1. 11　大鼠主动脉血管平滑肌细胞的CCK-8实验

将 RAVSMC 以每孔 5×10³个细胞接种于 96 孔板，

培养 12 h，待细胞贴壁后，在无血清条件下维持6 h，按
PDGFBB+DMSO，PDGFBB+AMF 的分组方式，分别加

入 PDGFBB（25 ng/mL），AMF（20 μmol/L）或DMSO共同

处理24、48和 72 h。使用 CCK-8 试剂，依据制造商说

明书评估细胞增殖，之后立即用酶标仪在450 nm处测

定吸光度［OD（450）］值。

1. 12　RT-qPCR 检测 AAA 组织和 RAVSMC 中关键基

因的mRNA表达水平

用 TRIzol 试剂提取 RNA，取 1 μg RNA，用反转录

试剂盒合成 cDNA，随后使用 SYBR Green 法进行实时

定量 PCR。每孔反应体系总量为 20 μL，包括 2 μL 
cDNA 模板、1 μL 正向引物、1 μL 反向引物、10 μL 预

混液和 6 μL去离子水。扩增在定量PCR仪上进行，通

过 2-ΔΔCt算法计算靶基因的相对表达水平。实验中使

用的引物见表1。
1. 13　Western blotting 检测 AAA 组织和 RAVSMC 中

关键基因的蛋白表达水平

为保证上样量均一，使用 Western 及 IP 裂解液提

取细胞或组织总蛋白，并以BCA法定量。蛋白浓度调

整一致后，加入上样缓冲液，于100 ℃加热变性10 min。
变性后的样品与预染蛋白分子量Marker混合，经 SDS-

PAGE分离，使用10%分离胶，电泳条件为70 V 30 min， 
100 V 100 min。将分离的蛋白用快速转印液在室温

下以 400 mA 转印 30 min至 NC 膜上。转印完毕，用含

5% BSA 的 TBST在室温下封闭 1 h。将膜与用抗体稀

释液以 1∶1 000 稀释的一抗［包括 MMP2（1∶1 000）、

MMP9（1∶1 000）、GAPDH（1∶10 000）、IκBα（1∶1 000）、

P-IκBα（1∶1 000）、αSMA（1∶3 000）和Calponin（1∶1 000）］，
在4 ℃ 孵育过夜。次日，以TBST洗膜3次，每次10 min，
在避光条件下与荧光标记二抗（1∶10 000）室温孵育

60 min。TBST 洗膜 3 次后，采用 LI-COR ODYSSEY 系

统成像。

1. 14　大鼠主动脉血管平滑肌细胞免疫荧光染色

将培养于盖玻片上的 RAVSMC 用预冷 PBS 洗涤

3 次，每次 5 min，以去除残余培养基，用 4% 多聚甲醛

室温固定 20 min，随后用 PBS 充分洗涤 3 次。经 PBS
洗涤后，用含0. 5% Triton X-100的PBS室温通透10 min。
通透后，用PBS洗涤 3次，在室温下用免疫染色封闭液

封闭 1 h，弃去封闭液，加入用免疫染色一抗稀释液稀

释的一抗。所用一抗为：p65（1∶100）和αSMA（1∶200），

于湿盒中4 ℃ 孵育过夜，之后吸去一抗，用PBS洗涤3次，

每次 10 min。随后加入相应的荧光二抗（1∶500），于

37 ℃ 避光反应 1 h，孵育结束后，在避光条件下用PBS
洗涤 3次，每次 10 min。用含DAPI的抗荧光淬灭封片

剂将盖玻片细胞面朝下封片，用VS200成像系统观察

并拍照。

1. 15　大鼠主动脉血管平滑肌细胞的Transwell实验

将 悬 浮 于 无 血 清 DMEM/F12 培 养 基 中 的

RAVSMC 以 1×104个/孔接种于 Transwell 小室上室，下

室 加 入 含 10%FBS 的 DMEM/F12。 按 DMSO+CTL，
DMSO+PDGFBB，AMF+CTL， AMF+PDGFBB 的 分 组

表1　RT-qPCR引物序列

Table 1　RT-qPCR primer sequences

Gene
rGAPDH

rMMP2

rMMP9

rACTA2

rCNN1

mGAPDH

mMMP2

mMMP9

Primer （5’→3’）
Forward：GCCCAGCAAGGATACTGAGA
Reverse：GATGGTATTCGAGAGAAGGGAGG
Forward：AGAGGATACCCCAAGCCACT
Reverse：AAAGGCAGCGTCTACTTGCT
Forward：TCGGATGGTTATCGCTGGTG
Reverse：GCTCGAGTAGGACAGAAGCC
Forward：AGGATGCAGAAGGAGATCACAG
Reverse：CTGGAAGGTAGATAGAGAAGCC
Forward：GTCTGCTGAGGTAAAGAACA
Reverse：ACTCATTGACCTTCTTCACA
Forward：CCACTCTTCCACCTTCGATG
Reverse：CCACCACCCTGTTGCTGTA
Forward：CTGTGTTCTTCGCAGGGAAT
Reverse：TGTGCAGCGATGAAGATGAT
Forward：GGTACTGGAAGATGTCGTGT
Reverse：TGAAGTCTCAGAAGGTGGAT
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方式向上、下室同时加入 PDGFBB（25 ng/mL）、AMF
（20 μmol/L）或DMSO。孵育 24 h 后，对迁移的细胞进

行固定、结晶紫染色，并用倒置相差显微镜观察。

1. 16　大鼠主动脉血管平滑肌细胞划痕实验

将RAVSMC接种于 6孔板培养过夜，血清饥饿 6 h
后，用无菌 P200 移液器吸头在均匀的单层细胞上划

痕，形成一致的间隙，然后用无菌 PBS轻柔洗涤 2次，

去除脱落的细胞。随后，将培养基立即更换为含 1% 
FBS 的 DMEM/F12，并分别加入 PDGFBB（25 ng/mL）、

AMF（20 μmol/L）或 DMSO。分别于划痕后 0 h 和 24 h
拍摄划痕区域图像。为评估细胞迁移，使用 Image J软
件分析迁移指数，即迁移入划痕区域的细胞面积相对

于初始（0 h）的比例。

1. 17　统计学分析

所有统计分析使用GraphPad Prism 8. 0 软件。数

据以 x̄±s表示。两组正态分布数据间比较采用非配对

Student’s t 检验。多组间比较采用单因素或双因素方

差分析，继以 Sidak’s 事后检验。P<0. 05为差异具有

统计学意义，生物学实验均重复3次及以上。

2　结果

2. 1　AMF抑制两种模型小鼠AAA的形成和进展

本研究构建 Ang Ⅱ输注的 ApoE-/-模型和弹性蛋

白酶诱导模型，以评估 AMF 对 AAA 的影响。在 Ang 
Ⅱ输注的ApoE-/-模型中，给予西方饮食饲料的ApoE-/-

小鼠输注生理盐水或Ang Ⅱ 4周以诱导AAA，在此期

间，每 2 天腹腔注射 AMF 或 DMSO（图 1A）。与 DMSO
组相比，20 mg/kg AMF处理组的小鼠AAA发病率最低

（图1B）。因此，本研究选择20 mg/kg剂量的AMF进行

后续实验。通过对小鼠血压和体质量的检测，发现

AMF 处理未改变 Ang Ⅱ模型中 ApoE-/-小鼠的血压

（图 1C）和体质量（图1D），而AMF处理显著抑制了Ang 
Ⅱ刺激下 AAA 的形成，表现为与 Ang Ⅱ+DMSO 组相

比，AAA 死亡率显著降低（P<0. 05，图 1E），AAA 形态

显著改善（图 1F）。超声评估进一步证实了这一保护

效应，具体表现为：与 DMSO 组比较 AMF 处理组小鼠

主动脉扩张程度减轻（P<0. 01，图 1G）。4 周建模终

点时的组织学评估显示，AMF处理可减轻弹力纤维断

裂（P<0. 001，图 1H）。在弹性蛋白酶诱导的模型中

（图 2A）观察到一致的结果，AMF 给药同样改善了

AAA的形态（图 2B）、减轻主动脉扩张程度（P<0. 001，
图2C）、降低弹性纤维的降解（P<0. 001，图2D）。综上，

这些数据表明AMF能有效抑制AAA的形成和进展。

2. 2　网络药理学分析确定 MMP2 和 MMP9 为 AMF 对

AAA抑制作用的关键分子靶点

为探究AMF如何保护AAA，本研究采用网络药理

学方法辅以 RT-qPCR 和 Western blotting 验证了 AMF
的潜在下游靶点。从GeneCards数据库中获取AAA相

关疾病基因，同时利用 Galaxy WEB、Super-PRED 和 
SwissTargetPrediction平台预测AMF的潜在靶点（图3A）。
交叉分析这些数据识别出 1 组共同靶点（图 3B）。随

后通过 STRING 构建 PPI 网络，结果显示：MMP2 和

MMP9 是该网络中的核心节点蛋白（图 3C），利用 RT-

qPCR和 Western blotting 实验，发现在 AMF处理后，主

动脉瘤组织中 MMP2 和 MMP9 的表达均显著降低

（P<0. 05，图 3D~G）。这些结果表明，AMF 通过抑制

MMP2和MMP9的表达来减缓AAA的进展。

2. 3　AMF抑制VSMC的表型转换

为阐明AMF在调节VSMC表型转换中的作用，本

研究分离并鉴定了原代大鼠腹主动脉RAVSMC（图4A）
并通过一系列实验方法验证 AMF 对 VSMC 表型转换

的调控。通过 CCK-8 实验评估 AMF 的细胞毒性并确

定后续体外实验应使用的 AMF 浓度，结果显示：AMF
在浓度高达 20 μmol/L 且处理 48 h 时，未表现出细胞

毒性（图 4B）。因此，选定该浓度用于后续实验。AMF
处理显著抑制了 PDGFBB诱导的RAVSMC表型转换，

mRNA 表达水平表现为收缩型标志物 Calponin（P<
0. 001）和αSMA（P<0. 05）的表达下调得到回升且分泌

态标志物 MMP2（P<0. 05）、MMP9（P<0. 01）的表达上

调受到了抑制（图 5A）；蛋白水平同样表现为收缩型标

志基因 Calponin（P<0. 01）和 αSMA（P<0. 001）的表达

下调得到回升且分泌态标志物 MMP2（P<0. 01）、

MMP9（P<0. 001）的表达上调受到了抑制（图 5B）。在

细胞功能方面，CCK-8 实验结果显示，AMF 处理显著

减弱了PDGFBB诱导的增殖（P<0. 001，图 5C）。此外，

通过划痕实验和 Transwell 实验证实，AMF 处理显著

削弱了 PDGFBB 诱导的迁移能力的增加（P<0. 001，
图 5D、E）。这些发现表明，AMF可抑制 VSMC的表型

转换。

2. 4　AMF 通过阻断 VSMC 中的 NF-κB p65 信号通路

抑制MMP2、MMP9表达

为探究AMF对AAA和VSMC表型转换调控的上游

信号，本研究首先利用TRRUST对AMF和AAA的共靶

点进行转录因子网络分析。该分析预测 RELA（p65）- 
NF-κB的核心亚基可能是调控AMF处理下游靶基因的

首位转录因子（图 6A）。同时，Western blotting结果显

示：AMF 抑制了 IκBα 的磷酸化（P<0. 001，图 6B），这
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A： Schematic illustration of the experimental design of the Ang Ⅱ -induced AAA model in ApoE-/- mice； B： Incidence of AAA following 
treatment with AMF （10， 20， 50 mg/kg） or DMSO in Ang Ⅱ-induced AAA model；C：Blood pressure changes in Ang II-induced AAA model； 
D ：Body weight changes in Ang Ⅱ-induced AAA model ； E ：Survival curve of ApoE-/- mice treated with AMF（20 mg/kg） or DMSO ； 
F ：Representative images of AAA in Ang Ⅱ -induced AAA model with AMF（20 mg/kg） or DMSO；G： Ultrasonographic images （top） and 
corresponding measurements （bottom） of abdominal aortic diameter in AMF- or DMSO-treated mice； H：Representative HE and VVG staining of 
suprarenal aortic sections with quantitative elastin grading

图1　血管紧张素Ⅱ诱导的小鼠模型中AMF对AAA发生发展的影响

Figure 1　Effect of AMF on the initiation and progression of AAA in an Ang Ⅱ-induced mouse model
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反映了 NF-κB 信号的活化受抑；免疫荧光染色显示，

AMF显著减少了PDGFBB诱导的p65核内积聚（图6C）。

这些结果提示AMF是NF-κB通路的负向调节剂。

为进一步证实 AMF 是否通过 NF-κB 信号通路抑

制 VSMC 表型转换并抑制 MMP2 和 MMP9 表达，本研

究在 AMF 处理下用 TNF-α 恢复 NF-κB 信号活性。在

RAVSMC中，RT-qPCR结果显示：NF-κB信号的激活可

逆转 AMF 介导的 Calponin（P<0. 05）、αSMA（P<0. 05）
mRNA 的水平上升以及 MMP2（P=0. 087）、MMP9（P<
0. 05）mRNA 的水平下调（图 6D）。Western blotting 结

果同样显示：NF-κB 信号的激活可逆转 AMF 介导的

Calponin（P<0. 05）、αSMA（P=0. 063）mRNA 水平的上

升以及 MMP2（P<0. 001）、MMP9（P<0. 001）蛋白水平

的下调（图 6E）。综上，这些数据证明 AMF 通过减弱

A：Schematic illustration of the experimental design of the periaortic elastase-induced AAA model； B：Representative aortic images from each group； 
C：Ultrasound imaging and aortic diameter quantification in C57BL/6J mice treated with AMF or DMSO； D：HE and VVG staining of infrarenal aortic 
segments with elastin integrity scoring

图2　弹性蛋白酶诱导的小鼠模型中AMF对AAA发生发展的影响

Figure 2　Effect of AMF on the initiation and progression of AAA in the elastase-induced mouse model
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NF- κB 通路活化来抑制 VSMC 表型转换和 MMP2、
MMP9表达。

3　讨论

本研究确定 AMF 是 AAA 发生发展的有效抑制

剂，并证实，在两种小鼠模型（Ang Ⅱ输注的 ApoE-/-模
型和弹性蛋白酶诱导模型）中，AMF 可减轻动脉瘤的

形成和进展。通过网络药理学预测与严格的实验验

证相结合，本研究阐明了 AMF 通过抑制 NF-κB-MMP
轴来抑制VSMC表型转换和AAA进展的新机制。

3. 1　VSMC 的表型转换及其分泌的 MMP2 和 MMP9
是AAA发病的重要机制

AAA的发病机制是一个多因素交织的复杂过程，

其中 VSMC从收缩、静止状态向合成、增殖、迁移表型

的转变是 AAA 病理过程的基石［3-5］。在病理条件下，

血流动力学异常或氧化应激等初始刺激作用于血管

A：Flowchart for predicting downstream targets of AMF and AAA； B：Venn diagram depicting overlapping genes between AAA targets and 
predicted AMF targets； C：PPI network generated using STRING and visualized in Cytoscape， identifying MMP2 and MMP9 as key nodes； 
D and E：RT-qPCR（D） and representative Western blotting （E， left） with quantification （E， right） of MMP2 and MMP9 expression in aortic 
tissues from Ang Ⅱ -infused ApoE-/- mice treated with AMF or DMSO； F and G：RT-qPCR（F） and representative Western blotting （G， left） 
with quantification （G， right） of MMP2 and MMP9 in aortic tissues from elastase-treated C57BL/6J mice with or without AMF

图3　网络药理学分析辅以实验验证确定AMF作用于AAA的关键分子靶点

Figure 3　Identification of the key molecular targets of AMF in AAA by network pharmacology analysis combined with 
experimental validation
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A：Representative immunofluorescence staining of αSMA （green） and DAPI （blue） in isolated RAVSMC； B：CCK-8 assay was used to detect 
the viability of RAVSMC treated with AMF

图4　RAVSMC的鉴定及体外研究中 AMF 浓度的筛选

Figure 4　Identification of RAVSMC and screening of AMF concentrations for in vitro studies

A and B：RT-qPCR（A） and representative Western blotting （B， left） with quantification （B， right） of MMP2， MMP9， Calponin and αSMA in 
RAVSMC treated with PDGFBB and/or AMF； C：CCK-8 assay detecting the proliferation of RAVSMC after PDGFBB with AMF or DMSO treatment 
for 0， 24， 48， and 72 h； D：Representative wound healing assay （left） showing RAVSMC migration under indicated treatments with quantification 

（right）； E：Representative transwell migration assay （left） of RAVSMC under the indicated treatments with quantification （right）
图5　AMF对血管平滑肌细胞表型转化的调控作用

Figure 5　Regulatory effect of AMF on the phenotypic switching of VSMC
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壁，VSMC 发生表型转换由初始的收缩态转分化为分

泌态，αSMA 和 Calponin 等收缩态标志物表达量明显

减少，MMP2和MMP9等分泌态标志物表达大量上调，

导致主动脉中膜ECM的降解［17-19］，最终造成血管壁结

构完整性丧失并促发动脉瘤的形成与扩张。因此，寻

找抑制 VSMC的表型转换及 MMP2/9分泌的干预措施

对于AAA的防治至关重要。

3. 2　AMF对AAA发生发展的抑制作用主要表现为对

MMP2和MMP9的抑制

网络药理学分析揭示 MMP2 和 MMP9 是 AMF 作

用于 AAA 的关键靶点。这一预测得到了体内外实验

的验证，结果显示：AMF 处理显著下调了动脉瘤组织

和培养的 RAVSMC 中 MMP2 和 MMP9 的表达，这种下

调有效保护了主动脉壁内细胞外基质（extracellular 
matrix， ECM）的结构完整性。尤为重要的是，本研究

的数据提示这种保护效应有赖于 VSMC 的参与——

VSMC是AAA血管中膜MMP2和MMP9的主要细胞来

源［17］，从而强调了 AMF 的治疗作用部分由 VSMC
介导。

3. 3　AMF通过抑制VSMC的表型转换改善AAA
本研究的另一关键发现是 AMF 对 VSMC 表型转

换的抑制作用。本研究的实验表明，AMF不仅逆转了

A：TRRUST analysis of upstream transcription factors that potentially regulate overlapped AMF and AAA targets； B：Representative Western blotting 
（left） and quantification （right） of IκBα phosphorylation in RAVSMC treated with PDGFBB with DSMO or AMF for 1 h； C：Representative 
immunofluorescence staining of p65 （red） and DAPI （blue） in RAVSMC following treatment with PDGFBB with DMSO or AMF for 1 h； D and 
E：RT-qPCR（D）， representative Western blotting （E， left） and quantification （E， right） of MMP2， MMP9， Calponin and αSMA in RAVSMC 
treated with PDGFBB and/or AMF， TNF-α

图6　AMF通过调控RAVSMC中NF-κB p65信号通路抑制RAVSMC中MMP2/9的表达及表型转换

Figure 6　AMF suppresses MMP2/9 expression and phenotypic switching in RAVSMC by modulating the NF-κB p65 
signaling pathway
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PDGFBB诱导的合成标志物（MMP2和MMP9）的表达，

还恢复了收缩蛋白（Calponin、αSMA）的表达，同时降

低了 VSMC 在表型转换后提高的增殖和迁移能

力［20-21］。这种对VSMC行为的直接调控代表了一种超

越单纯 MMP2 和 MMP9 抑制的重要机制，因为它直接

作用于蛋白水解失衡的细胞根源。

3. 4　AMF对MMP2/9的抑制有赖于NF-κB信号通路

AAA 的发生伴随着主动脉壁的慢性炎症反应。

在众多的炎症相关通路中，NF-κB信号通路被认为是

调节基质降解和细胞表型重塑的关键中枢。本研究

确定了 NF- κB 信号是 AMF 靶向的关键调控通路，

TRRUST分析预测转录因子RELA（p65）是主要的候选

因子。经典的 NF-κB 通路是炎症和基质降解的主控

调节器［22-23］，其在 VSMC 中的活化已直接与表型转化

相关联［24］。本研究结果显示，AMF 通过阻止 IκBα 的

磷酸化，有效地将 p65/p50复合物“扣留”在胞浆中，从

而抑制其核转位，并下调促炎和基质降解基因（包括

MMP2 和 MMP9）的转录［25-28］。这表明 AMF 至少部分

通过NF-κB信号通路抑制VSMC的表型转化和MMP2/
9的表达。

本研究尚存在一些局限性。首先，网络药理学与

实验数据虽强烈提示MMP2和MMP9和NF-κB为关键

靶点，但 AMF的直接分子靶标仍未明确，其受体及下

游信号级联激酶尚待鉴定；未来可利用细胞热转变分

析或药物亲和反应靶标稳定性等技术寻找 AMF 的直

接结合伴侣［29］。其次，本研究聚焦 VSMC，而 AAA 涉

及巨噬细胞、T细胞和内皮细胞等多种细胞类型［30-32］，
这些细胞同样表达 MMP2 和 MMP9，本研究未能区分

AMF作用于VSMC与其他细胞群体的相对贡献；今后

借助病变血管VSMC特异性递送系统将有助于阐明其

细胞特异性效应。此外，生物体内信号网络是较为复

杂的，AMF 除了可以抑制 NF-κB 外，对于其他致病转

录因子（如 AP-1、Smad 或者 MAPK 级联）是否会起到

调控作用并不清楚，这样的单一分子的研究无法给出

全面的多组学生物信息，这也是本文走向精准结构药

理学的一个障碍。最后，应审慎解读本研究的转化意

义。小鼠模型难以精确再现人类 AAA 数十年缓慢进

展与复杂合并症，在开展人体试验前，AMF 的疗效与

安全性仍需在灵长类等大型动物模型中加以验证。

综上所述，本研究针对 AAA 缺乏有效药物的现

状，发现AMF在Ang Ⅱ和弹性蛋白酶两种小鼠模型中

均可抑制动脉瘤形成与进展。通过网络药理学预测

与实验验证，证实 AMF 通过抑制 NF-κB 信号通路，阻

止 IκBα 磷酸化及 p65 核转位，进而下调 VSMC 中

MMP2 和 MMP9 的表达，逆转 VSMC 由收缩型向合成

型的表型转换，保护主动脉中膜细胞外基质完整性。

这揭示了 AMF 靶向 NF-κB-MMP 轴抑制 VSMC 表型转

换的新机制，为AAA治疗提供了候选药物（图7）。但本

研究中 AMF 的直接结合靶点及对其他细胞类型的作

用以及其他可能的分子机制仍需进一步阐明。

图7　AMF对VSMC表型转换与AAA形成的保护作用示意图

Figure 7　Schematic illustration of the AMF-mediated protection of VSMC phenotype switching and AAA formation
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