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摘要： 目的　 基于内质网应激 （ＥＲＳ） 蛋白激酶 Ｒ 样内质网激酶 （ＰＥＲＫ） ⁃激活转录因子 ４ （ＡＴＦ４） 通路探讨小檗碱

减轻高糖诱导的血管平滑肌细胞 （ＶＳＭＣ） 钙化的相关机制。 方法　 体外培养大鼠 ＶＳＭＣ 细胞， 分为对照组， 高糖组

（３５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖）， 小檗碱低、 中、 高剂量组 （３５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖＋５０、 １００、 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 小檗碱）， 小檗碱＋ｐｃＤＮＡ
组 （３５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖＋２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 小檗碱＋转染 ｐｃＤＮＡ）， 小檗碱＋ｐｃＤＮＡ⁃ＡＴＦ４ 组 （３５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖＋２００ μｍｏｌ ／ Ｌ
小檗碱＋转染 ｐｃＤＮＡ⁃ＡＴＦ４）。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测 ＡＴＦ４ ｍＲＮＡ 表达， 甲基百里香酚蓝比色法检测钙水平， 磷酸苯二钠法

检测 ＡＬＰ 活性， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ｐ⁃ＰＥＲＫ、 ＰＥＲＫ、 ＡＴＦ４、 骨桥蛋白 （ＯＰＮ）、 Ｒｕｎｔ 相关转录因子 ２ （Ｒｕｎｘ２）、
Ｏｓｔｅｒｉｘ 蛋白表达。 结果　 与对照组比较， 高糖组 ＶＳＭＣ 细胞钙水平、 ＡＬＰ 活性及细胞中 ｐ⁃ＰＥＲＫ ／ ＰＥＲＫ、 ＡＴＦ４、 ＯＰＮ、
Ｒｕｎｘ２、 Ｏｓｔｅｒｉｘ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与高糖组比较， 小檗碱各剂量组以上指标均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 并呈剂量依

赖性； 与小檗碱＋ｐｃＤＮＡ 组比较， 小檗碱＋ｐｃＤＮＡ⁃ＡＴＦ４ 组钙水平、 ＡＬＰ 活性及细胞中 ＡＴＦ４、 ＯＰＮ、 Ｒｕｎｘ２、 Ｏｓｔｅｒｉｘ 蛋

白表达及 ＡＴＦ４ ｍＲＮＡ 表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 小檗碱能减轻高糖诱导的 ＶＳＭＣ 细胞钙化， 其机制可能与抑制

ＰＥＲＫ⁃ＡＴＦ４ 通路的激活有关。
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　 　 糖尿病是临床常见的代谢障碍疾病， 近年来发病人数

不断增长， 已成为严重威胁人类健康的全球性疾病［１］ 。 血

管并发症是糖尿病患者常见的一类并发症， 发病率高、 危

险性大［２］ ， 而血管钙化是糖尿病发生血管并发症的主要特

征， 是增加糖尿病患者心血管疾病发病率、 死亡率的重要

推手［３］ 。 因此， 探索糖尿病血管钙化的潜在作用机制， 并

采取有效防治措施具有重要意义。 目前研究认为， 血管平

滑肌细胞 （ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ， ＶＳＭＣ） 由收缩表

型转化为成骨表型是血管钙化形成的共同基础［４］ 。 蛋白激

酶 Ｒ 样 内 质 网 激 酶 （ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｒ⁃ｌｉｋｅ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ
ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｋｉｎａｓｅ， ＰＥＲＫ） ⁃激 活 转 录 因 子 ４ （ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ４， ＡＴＦ４） 是内质网应激 （ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ
ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ， ＥＲＳ） 的经典信号通路， 通过 ＰＥＲＫ 发生

自身磷酸化， 进而诱导 ＡＴＦ４ 表达发挥作用［５］ 。 研究发现，
ＥＲＳ 可能介导高糖引起 ＶＳＭＣ 钙化的过程［６］ 。

小檗碱是广泛存在于黄柏、 黄连等传统中草药中的植

物碱， 具有降脂、 降糖、 抗炎、 抗氧化等作用［７］ 。 目前研

究表明， 小檗碱能缓解 ＥＲＳ， 且其对代谢综合征器官损害
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的保护作用可能与改善 ＥＲＳ 有关［８］ 。 另有研究发现， 小檗

碱对血小板源生长因子诱导的 ＶＳＭＣ 钙化具有抑制作用［９］ 。
本研究将基于 ＰＥＲＫ⁃ＡＴＦ４ 通路， 探讨小檗碱对高糖诱导的

ＶＳＭＣ 钙化的减轻作用。
１　 材料

１􀆰 １　 细 胞 　 大鼠胸主动脉平滑肌细胞 ＶＳＭＣ （货号

ＦＥ５６３） 购自美国 ＡＴＣＣ 库， 用含 １０％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ
培养基， 于在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养， 待细胞长满

后， 传代 ３ 次用于后续实验。
１􀆰 ２　 试剂与药物 　 小檗碱对照品 （纯度≥９７％ ， 货号

Ｂ８３２５７４） 购自北京泰泽嘉业科技发展有限公司。 ＤＭＥＭ
培养基 （货号 ９０１１３） 购自北京索莱宝科技有限公司；
ｐｃＤＮＡ、 ｐｃＤＮＡ⁃ＡＴＦ４ 由上海易汇生物科技有限公司构建；
钙离子比色法检测试剂盒 （货号 ＸＧ⁃Ｅ９８８２１） 购自上海西

格生物科技有限公司； ＢＣＡ 蛋白检测试剂盒、 碱性磷酸酶

（ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ， ＡＬＰ） 检测试剂盒 （货号 ＡＬＨ３７１⁃
ＱＩＰ、 ＧＬ２０１８⁃ＲＤＨ） 购自北京百奥莱博科技有限公司； ｐ⁃
ＰＥＲＫ 抗体、 ＰＥＲＫ 抗体 （货号 ３１９２、 ３１７９） 购自美国 Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公 司； ＡＴＦ４ 抗 体、 骨 桥 蛋 白

（ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ， ＯＰＮ） 抗体、 Ｒｕｎｔ 相关转录因子 ２ （ Ｒｕｎｔ
ｒｅｌａｔｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ２， Ｒｕｎｘ２） 抗体、 Ｏｓｔｅｒｉｘ 抗体、
ＧＡＰＤＨ 抗体、 辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗 （货号

ａｂ２３７６０、ａｂ７５２８５、 ａｂ２３９８１、 ａｂ２０９４８４、 ａｂ２４５３５６、 ａｂ７０９０） 购

自英国 Ａｂｃａｍ 公司。
１􀆰 ３　 仪器　 ＮＡＰＣＯ⁃８８００ 型恒温培养箱购自美国 Ｓｈｅｌｌａｂ 公

司； Ｓｔａｔ Ｆａｘ⁃２１００ 型 酶 标 仪 购 自 美 国 Ａｗａｒｅｎｅｓｓ 公 司；
ＡｌｐｈａＩｍａｇｅｒ Ｍｉｎｉ 型凝胶成像系统购自美国 ＰｒｏｔｅｉｎＳｉｍｐｌｅ
公司。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞分组及给药　 取对数生长期 ＶＳＭＣ 细胞， 以每孔

４􀆰 ０×１０４ 个的密度接种于 ２４ 孔板， 分为对照组， 高糖组，
小檗碱低、 中、 高剂量组， 小檗碱＋ｐｃＤＮＡ 组， 小檗碱＋
ｐｃＤＮＡ⁃ＡＴＦ４ 组。 高糖组培养基中加 ３５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖； 小

檗碱低、 中、 高剂量组加 ３５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖和浓度分别为

５０、 １００、 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的小檗碱； 小檗碱＋ｐｃＤＮＡ 组、 小檗

碱＋ｐｃＤＮＡ⁃ＡＴＦ４ 组加 ３５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖和 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 小檗

碱， 同时 ＶＳＭＣ 细胞分别转染 ｐｃＤＮＡ、 ｐｃＤＮＡ⁃ＡＴＦ４。 小檗

碱高剂量组、 小檗碱＋ｐｃＤＮＡ 组、 小檗碱＋ｐｃＤＮＡ⁃ＡＴＦ４ 组

ＶＳＭＣ 细胞培养 ４８ ｈ， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测细胞中 ＡＴＦ４ ｍＲＮＡ
表达情况， 以验证转染效率， 内参基因为 β⁃ａｃｔｉｎ， 结果通

过 ２－ΔΔＣＴ法计算表示。
２􀆰 ２　 甲基百里香酚蓝比色法检测钙水平　 各组 ＶＳＭＣ 细胞

培养 ７ ｄ， 用 ＰＢＳ 冲洗 ３ 次， 每孔加入 １ ｍＬ ０􀆰 ６ ｍｏｌ ／ Ｌ ＨＣｌ，
于 ３７ ℃环境中脱钙 １ ｈ， 离心分离上清液， 采用钙离子比

色法检测试剂盒检测上清液中钙浓度； 剩余细胞用细胞裂

解液裂解 ３０ ｍｉｎ， ＢＣＡ 法测定细胞蛋白浓度， 将上清液中

钙浓度用细胞蛋白浓度加以校正， 即上清液中钙浓度 ／细胞

蛋白浓度表示钙相对水平。

２􀆰 ３　 磷酸苯二钠法检测 ＡＬＰ 活性 　 各组 ＶＳＭＣ 细胞培养

７ ｄ， 用 ＰＢＳ 冲洗 ３ 次， 每孔加入 ｌ ｍＬ 含 １％ ＴｒｉｔｏｎＸ 的生

理盐水， 于 ４ ℃环境中放置 ２４ ｈ， 超声裂解细胞 ３０ ｓ， 离

心分离上清液， 采用 ＡＬＰ 检测试剂盒检测 ＡＬＰ 活性； 剩余

细胞用细胞裂解液裂解 ３０ ｍｉｎ， ＢＣＡ 法测定细胞蛋白浓度，
将上清液 ＡＬＰ 活性用细胞蛋白浓度加以校正， 即上清液中

ＡＬＰ 活性 ／细胞蛋白浓度表示 ＡＬＰ 活性。
２􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞中 ＰＥＲＫ⁃ＡＴＦ４ 通路及骨相关

蛋白表达　 各组 ＶＳＭＣ 细胞培养 ７ ｄ， 离心收集细胞， 用含

蛋白酶抑制剂的细胞裂解液提取细胞总蛋白， ＢＣＡ 法测定

细胞蛋白表达， 电泳分离目标蛋白， 转膜， 脱脂奶粉封闭

１ ｈ， 将膜放入相应蛋白抗体稀释液 （ｐ⁃ＰＥＲＫ 抗体、 ＰＥＲＫ
抗体、 ＡＴＦ４ 抗体、 ＯＰＮ 抗体、 Ｒｕｎｘ２ 抗体、 Ｏｓｔｅｒｉｘ 抗体、
ＧＡＰＤＨ 抗体， 均 １ ∶ １ ５００ 稀释） 中 ４ ℃孵育过夜， ＴＢＳＴ
洗膜 ３ 次， 将膜放入用辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗

稀释液 （１ ∶ ３ ０００） 中室温孵育 １ ｈ， ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次， ＥＣＬ
法显色， 曝光， 凝胶成像系统扫描图像， 将目的蛋白条带

灰度值用内参蛋白 ＧＡＰＤＨ 条带灰度值加以校正， 即目的

蛋白条带灰度值 ／内参蛋白 ＧＡＰＤＨ 条带灰度值表示目的蛋

白相对表达。
２􀆰 ５　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 软件进行处理， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 多组间进行比较采用单因素方差分析， 组间

两两比较采用 ＳＮＫ⁃ｑ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 转染效率验证　 小檗碱高剂量组与小檗碱＋ｐｃＤＮＡ 组

ＶＳＭＣ 细胞中 ＡＴＦ４ ｍＲＮＡ 表达差异无统计学意义 （Ｐ ＞
０􀆰 ０５）； 与小檗碱＋ｐｃＤＮＡ 组比较， 小檗碱＋ｐｃＤＮＡ⁃ＡＴＦ４ 组

ＶＳＭＣ 细胞中 ＡＴＦ４ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 １。
表 １　 各组 ＶＳＭＣ 细胞中 ＡＴＦ４ ｍＲＮＡ 表达比较 （ ｘ±ｓ，

ｎ＝６）
组别 ＡＴＦ４ ｍＲＮＡ

小檗碱高剂量组 １􀆰 ００±０􀆰 １１
小檗碱＋ｐｃＤＮＡ 组 ０􀆰 ９７±０􀆰 １２
小檗碱＋ｐｃＤＮＡ⁃ＡＴＦ４ 组 ２􀆰 ２６±０􀆰 １９▲△

　 　 注： 与小檗碱高剂量组比较， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５； 与小檗碱＋ｐｃＤＮＡ 组

比较， △Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ２　 小檗碱对 ＶＳＭＣ 细胞钙水平的影响 　 与对照组比较，
高糖组 ＶＳＭＣ 细胞钙水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与高糖组比较，
小檗碱各剂量组 ＶＳＭＣ 细胞钙水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 并呈

剂量依赖性； 小檗碱高剂量组与小檗碱＋ｐｃＤＮＡ 组 ＶＳＭＣ
细胞钙水平比较， 差异无统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 与小檗

碱＋ｐｃＤＮＡ 组比较， 小檗碱＋ｐｃＤＮＡ⁃ＡＴＦ４ 组 ＶＳＭＣ 细胞钙

水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 ２。
３􀆰 ３　 小檗碱对 ＶＳＭＣ 细胞 ＡＬＰ 活性的影响 　 与对照组比

较， 高糖组 ＶＳＭＣ 细胞 ＡＬＰ 活性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与高糖

组比较， 小檗碱各剂量组 ＶＳＭＣ 细胞 ＡＬＰ 活性降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 并呈剂量依赖性； 小檗碱高剂量组与小檗碱 ＋
ｐｃＤＮＡ 组 ＶＳＭＣ 细胞 ＡＬＰ 活性比较， 差异无统计学意义

（Ｐ＞ ０􀆰 ０５）； 与小檗碱 ＋ ｐｃＤＮＡ 组比较， 小檗碱 ＋ ｐｃＤＮＡ⁃
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　 　 　 　表 ２　 各组 ＶＳＭＣ 细胞钙水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 钙水平

对照组 １􀆰 ０４±０􀆰 ２２
高糖组 ６􀆰 ７８±０􀆰 ７６∗

小檗碱低剂量组 ５􀆰 ４５±０􀆰 ６５∗＃

小檗碱中剂量组 ３􀆰 ９７±０􀆰 ４６＃

小檗碱高剂量组 ２􀆰 ３８±０􀆰 ３１＃

小檗碱＋ｐｃＤＮＡ 组 ２􀆰 ３０±０􀆰 ３４＃

小檗碱＋ｐｃＤＮＡ⁃ＡＴＦ４ 组 ５􀆰 ７７±０􀆰 ５９＃△

　 　 注： 与对照组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与高糖组比较， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与

小檗碱＋ｐｃＤＮＡ 组比较， △Ｐ＜０􀆰 ０５。

ＡＴＦ４ 组 ＶＳＭＣ 细胞 ＡＬＰ 活性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 ３。
表 ３　 各组 ＶＳＭＣ 细胞 ＡＬＰ 活性比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 ＡＬＰ 活性 ／ （ ＩＵ·ｇ－１）
对照组 １２２􀆰 ３６±１２􀆰 ４８
高糖组 ３６８􀆰 ２５±３２􀆰 ７３∗

小檗碱低剂量组 ３２４􀆰 ６３±２４􀆰 ６２＃

小檗碱中剂量组 ２３７􀆰 ４９±１５􀆰 ６８＃

小檗碱高剂量组 １９２􀆰 ０２±１２􀆰 ３８＃

小檗碱＋ｐｃＤＮＡ 组 １８９􀆰 ７４±１３􀆰 ４１＃

小檗碱＋ｐｃＤＮＡ⁃ＡＴＦ４ 组 ３３１􀆰 ０９±２０􀆰 ９４＃△

　 　 注： 与对照组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与高糖组比较， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与

小檗碱＋ｐｃＤＮＡ 组比较， △Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ４　 小檗碱对 ＶＳＭＣ 细胞中 ＰＥＲＫ⁃ＡＴＦ４ 通路及骨相关蛋

白表达的影响 　 与对照组比较， 高糖组 ＶＳＭＣ 细胞中 ｐ⁃
ＰＥＲＫ ／ ＰＥＲＫ、 ＡＴＦ４、 ＯＰＮ、 Ｒｕｎｘ２、 Ｏｓｔｅｒｉｘ 蛋白表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与高糖组比较， 小檗碱各剂量组 ＶＳＭＣ 细胞中

　 　 　 　

ｐ⁃ＰＥＲＫ ／ ＰＥＲＫ、 ＡＴＦ４、 ＯＰＮ、 Ｒｕｎｘ２、 Ｏｓｔｅｒｉｘ 蛋白表达降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 且呈剂量依赖性； 小檗碱高剂量组与小檗

碱＋ｐｃＤＮＡ 组 ＶＳＭＣ 细胞中 ｐ⁃ＰＥＲＫ ／ ＰＥＲＫ、 ＡＴＦ４、 ＯＰＮ、
Ｒｕｎｘ２、 Ｏｓｔｅｒｉｘ 蛋白表达比较， 差异无统计学意义 （Ｐ ＞
０􀆰 ０５）； 与小檗碱＋ｐｃＤＮＡ 组比较， 小檗碱＋ｐｃＤＮＡ⁃ＡＴＦ４ 组

ＶＳＭＣ 细胞中 ｐ⁃ＰＥＲＫ ／ ＰＥＲＫ 蛋白表达差异无统计学意义

（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）， ＡＴＦ４、 ＯＰＮ、 Ｒｕｎｘ２、 Ｏｓｔｅｒｉｘ 蛋白表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 １、 表 ４。

注： Ａ～Ｇ 分别为对照组、 高糖组、 小檗碱低剂量组、 小檗

碱中剂量组、 小檗碱高剂量组、 小檗碱＋ｐｃＤＮＡ 组、 小檗

碱＋ｐｃＤＮＡ⁃ＡＴＦ４ 组。

图 １　 各组 ＶＳＭＣ 细胞 ｐ⁃ＰＥＲＫ、 ＰＥＲＫ、 ＡＴＦ４、
ＯＰＮ、 Ｒｕｎｘ２、 Ｏｓｔｅｒｉｘ 蛋白条带图

表 ４　 各组 ＶＳＭＣ 细胞中 ｐ⁃ＰＥＲＫ、 ＰＥＲＫ、 ＡＴＦ４、 ＯＰＮ、 Ｒｕｎｘ２、 Ｏｓｔｅｒｉｘ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 ｐ⁃ＰＥＲＫ ／ ＰＥＲＫ ＡＴＦ４ ／ ＧＡＰＤＨ ＯＰＮ ／ ＧＡＰＤＨ Ｒｕｎｘ２ ／ ＧＡＰＤＨ Ｏｓｔｅｒｉｘ ／ ＧＡＰＤＨ

对照组 ０􀆰 ２４±０􀆰 ０４ ０􀆰 １７±０􀆰 ０３ ０􀆰 ２２±０􀆰 ０３ ０􀆰 ２６±０􀆰 ０４ ０􀆰 ２３±０􀆰 ０４
高糖组 ０􀆰 ９３±０􀆰 ０６∗ ０􀆰 ９４±０􀆰 ０７∗ ０􀆰 ８８±０􀆰 ０６∗ ０􀆰 ８９±０􀆰 ０７∗ ０􀆰 ８２±０􀆰 ０６∗

小檗碱低剂量组 ０􀆰 ７８±０􀆰 ０５＃ ０􀆰 ７７±０􀆰 ０６＃ ０􀆰 ７３±０􀆰 ０７＃ ０􀆰 ７０±０􀆰 ０８＃ ０􀆰 ６９±０􀆰 ０７＃

小檗碱中剂量组 ０􀆰 ４９±０􀆰 ０４＃ ０􀆰 ５４±０􀆰 ０６＃ ０􀆰 ５８±０􀆰 ０５＃ ０􀆰 ５３±０􀆰 ０７＃ ０􀆰 ５５±０􀆰 ０６＃

小檗碱高剂量组 ０􀆰 ３６±０􀆰 ０４＃ ０􀆰 ３４±０􀆰 ０４＃ ０􀆰 ３９±０􀆰 ０４＃ ０􀆰 ４０±０􀆰 ０４＃ ０􀆰 ３７±０􀆰 ０３＃

小檗碱＋ｐｃＤＮＡ 组 ０􀆰 ３５±０􀆰 ０４＃ ０􀆰 ３５±０􀆰 ０４＃ ０􀆰 ４２±０􀆰 ０４＃ ０􀆰 ４１±０􀆰 ０３＃ ０􀆰 ３８±０􀆰 ０４＃

小檗碱＋ｐｃＤＮＡ⁃ＡＴＦ４ 组 ０􀆰 ３８±０􀆰 ０４＃ ０􀆰 ８３±０􀆰 ０５＃△ ０􀆰 ７５±０􀆰 ０６＃△ ０􀆰 ７５±０􀆰 ０６＃△ ０􀆰 ７２±０􀆰 ０５＃△

　 　 注： 与对照组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与高糖组比较， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与小檗碱＋ｐｃＤＮＡ 组比较， △Ｐ＜０􀆰 ０５。

４　 讨论

血管钙化是引起糖尿病并发心血管疾病的危险因素，
同时是升高疾病死亡率的重要原因［１０］ 。 ＶＳＭＣ 是参与血管

钙化发生的主要细胞， 在受到高糖、 氧化应激等刺激因素

的作用后， 由收缩表型向成骨样细胞表型转化， 并分泌大

量骨相关蛋白， 从而诱导细胞钙化发生［１１］ 。 本研究采用含

高糖的培养液模拟糖尿病机体内的高糖环境， 发现高糖组

ＶＳＭＣ 细胞钙水平、 ＡＬＰ 活性及细胞中成骨细胞标志物

ＯＰＮ、 Ｒｕｎｘ２、 Ｏｓｔｅｒｉｘ 蛋白表达均升高， 提示高糖能促进

ＶＳＭＣ 细胞中钙离子沉积， 并诱导 ＶＳＭＣ 细胞转分化为成骨

样细胞， 即发生钙化。
内质网是动态膜性细胞器， 含有大量伴侣蛋白、 糖基

化酶及氧化还原酶， 具有蛋白质合成、 修饰、 折叠、 脂质、
类固醇、 糖原合成及钙储存、 钙稳态维持等多种功能［１２］ 。

内质网被外界环境刺激后， 会发生 ＥＲＳ， 影响许多蛋白质

的合成过程［１３］ 。 曾蓉等［１４］ 研究表明， 过度的 ＥＲＳ 会促进

血管钙化的发生发展。 ＰＥＲＫ⁃ＡＴＦ４ 是经典的 ＥＲＳ 途径， 在

ＥＲＳ 发生时， ＰＥＲＫ 解除与葡萄糖调节蛋白 ７８ 的结合状态，
活化形成 ｐ⁃ＰＥＲＫ， 可通过将 ｅＩＦ２α 磷酸化阻断合成过程，
同时上调 ＡＴＦ４ 表达发挥作用［１５］ 。 沈洁等［１６］ 研究显示， 降

低大鼠血糖， 缓解炎性反应， 可减轻 ＥＲＳ 并抑制 ＰＥＲＫ ／
ＡＴＦ４ ／ ＣＨＯＰ 信号通路激活。 本研究显示， 高糖组 ＶＳＭＣ 细

胞中 ｐ⁃ＰＥＲＫ ／ ＰＥＲＫ、 ＡＴＦ４ 蛋白表达升高， 提示高糖环境

会诱导 ＶＳＭＣ 细胞中 ＰＥＲＫ⁃ＡＴＦ４ 通路激活， 发生 ＥＲＳ， 可

能与 ＶＳＭＣ 细胞钙化存在一定联系。
小檗碱是中草药提取物， 在糖脂代谢、 氧化应激、 炎

症反应等调节方面发挥重要作用［１７］ 。 张勇等［１８］ 研究发现，
小檗碱对果糖诱导的 ＨＫ⁃２ 细胞内 ＰＥＲＫ 通路激活过程具有
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抑制作用。 张楠等［１９］研究亦表明， 小檗碱对大鼠脂肪肝缺

血再灌注损伤的保护作用可能与抑制 ＥＲＳ 有关。 Ｌｉ 等［２０］ 研

究发现， 小檗碱能调节高脂肪饮食小鼠的血脂水平， 减轻

炎症损伤及血管钙化， 可能在改善动脉粥样硬化及心血管

保护中发挥作用。 本研究显示， 使用不同浓度小檗碱处理

高糖诱导的 ＶＳＭＣ 细胞， 细胞中 ｐ⁃ＰＥＲＫ ／ ＰＥＲＫ、 ＡＴＦ４ 蛋

白表达降低， 同时钙水平、 ＡＬＰ 活性及细胞中成骨细胞标

志物 ＯＰＮ、 Ｒｕｎｘ２、 Ｏｓｔｅｒｉｘ 蛋白表达均降低， 且均呈剂量依

赖性， 提示小檗碱可以抑制 ＰＥＲＫ⁃ＡＴＦ４ 通路激活， 并减少

ＶＳＭＣ 细胞中钙离子沉积， 减轻 ＶＳＭＣ 细胞钙化， 但小檗碱

对高糖诱导 ＶＳＭＣ 细胞钙化的减轻作用是否与抑制 ＰＥＲＫ⁃
ＡＴＦ４ 通路激活有关， 尚缺乏验证。

为进一步探索 ＰＥＲＫ⁃ＡＴＦ４ 通路在小檗碱减轻高糖诱导

ＶＳＭＣ 细胞钙化过程中发挥的作用， 本研究通过向 ＶＳＭＣ 细

胞转染 ｐｃＤＮＡ⁃ＡＴＦ４ 上调 ＡＴＦ４ 表达， 发现高糖、 高浓度小

檗碱处理下， 上调 ＶＳＭＣ 细胞中 ＡＴＦ４ 表达后， ＶＳＭＣ 细胞

钙水平、 ＡＬＰ 活性及细胞中成骨细胞标志物 ＯＰＮ、 Ｒｕｎｘ２、
Ｏｓｔｅｒｉｘ 蛋白表达均升高， 提示 ＰＥＲＫ⁃ＡＴＦ４ 通路激活与

ＶＳＭＣ 细胞钙化有关， 小檗碱可能通过抑制 ＰＥＲＫ⁃ＡＴＦ４ 通

路激活， 对高糖诱导 ＶＳＭＣ 细胞钙化起抑制作用。
综上所述， 小檗碱能减轻高糖诱导的 ＶＳＭＣ 细胞钙化，

其机制可能与抑制 ＰＥＲＫ⁃ＡＴＦ４ 通路激活有关。
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