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小檗碱抑制氧化型低密度脂蛋白诱导的人脐静脉
内皮细胞增殖及其分子机制
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[摘　 要] 　 目的　 探讨小檗碱对氧化型低密度脂蛋白(ｏｘ￣ＬＤＬ)诱导人脐静脉内皮细胞(ＨＵＶＥＣ)增殖的抑制作用

及其相关信号通路改变ꎮ 方法　 体外培养 ＨＵＶＥＣꎬ以 ｏｘ￣ＬＤＬ 刺激增殖并以不同浓度小檗碱干预ꎬ采用细胞计数

试剂盒 ８ 与 ＥｄＵ 掺入实验检测小檗碱对 ＨＵＶＥＣ 增殖的抑制作用ꎬ通过实时荧光定量 ＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析相

关基因和蛋白表达及信号通路变化ꎮ 结果　 小檗碱(１~ ５０ ｍｇ / Ｌ)呈浓度依赖性显著抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的 ＨＵＶＥＣ
增殖ꎬ并降低增殖细胞核抗原(ＰＣＮＡ)、核因子 кＢ(ＮＦ￣κＢ)、凝集素样氧化型低密度脂蛋白受体 １(ＬＯＸ￣１)的表达ꎻ
该作用与 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ、ＥＲＫ１ / ２ 及 ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路蛋白的磷酸化水平降低相关ꎮ 结论　 小檗碱通过下调 ＰＣＮＡ、
ＮＦ￣κＢ 与 ＬＯＸ￣１ 表达从而抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的 ＨＵＶＥＣ 增殖ꎬＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ、ＥＲＫ１ / ２ 及 ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路参与其中ꎮ
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　 　 动脉粥样硬化( ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡｓ)是一种特殊

的以动脉管壁慢性炎症为特征的病理状态ꎮ 氧化

型低密度脂蛋白(ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬｏｘ￣
ＬＤＬ)可诱导巨噬细胞形成泡沫细胞ꎬ触发炎症反

应ꎬ在 Ａｓ 形成过程中起关键作用ꎮ 新近研究表明ꎬ
炎症与血管内皮细胞过度增殖及血管功能障碍密

切相关ꎻ同时ꎬ血管内皮过度增殖可能是 Ａｓ 性心血

管疾病的重要原因[１]ꎮ 既往研究发现ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 可通

过 ＲｈｏＡ 激活还原型 ＮＡＤＰＨ 氧化酶ꎬ从而诱导内皮

细胞生成活性氧ꎬ并活化丝裂原活化蛋白激酶(ｍｉ￣
ｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬＭＡＰＫ)通路促进内皮

细胞增殖[２￣３]ꎬ提示抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的内皮细胞增

殖可作为抗 Ａｓ 治疗的潜在作用靶点ꎮ
小檗碱是一种从黄连等小檗科植物中提取出

来的天然异喹啉类生物碱[４]ꎬ在抗炎、抑菌治疗方

面应用广泛[５￣６]ꎮ 此外ꎬ小檗碱还具有抗肿瘤、抗氧

化、抗高血糖和降低低密度脂蛋白( ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏ￣
ｐｒｏｔｅｉｎꎬＬＤＬ)等治疗作用[７￣９]ꎮ 然而ꎬ小檗碱对炎症

相关血管内皮细胞增殖的影响及分子机制尚不完

全清楚ꎮ 本研究旨在探讨小檗碱对 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的

人脐静脉内皮细胞(ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌꎬＨＵＶＥＣ)增殖的影响及其相关信号通路ꎬ以期

为小檗碱对 Ａｓ 性心血管疾病等的临床治疗提供实

验依据和理论基础ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 试剂

Ｍ１９９ 培养基、胎牛血清(ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍꎬＦＢＳ)
购自 Ｇｉｂｃｏ 公司(Ｇｒａｎｄ Ｉｓｌａｎｄꎬ美国)ꎮ 血管内皮细胞

生长因子(ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＥＣＧＦ)购自

Ｓｃｉｅｎｃｅｌｌ 公 司 (北 京ꎬ 中 国)ꎮ ＬＹ２９４００２、 Ｕ０１２６、
ＳＢ２０２１９０、兔多克隆抗体、抗磷酸化 ｐ４４ / ４２(Ｔｈｒ２０２ /
Ｔｙｒ２０４)、抗 ｐ４４ / ４２、抗磷酸化 Ａｋｔ(ｓｅｒ￣４７３)、抗 Ａｋｔ、
抗 Ｃａｓｐａｓｅ￣３、抗磷酸化 ｐ３８ＭＡＰＫ(Ｔｈｒ１８０ / Ｔｙｒ１８２)、
抗 ｐ３８ＭＡＰＫ、抗增殖细胞核抗原( ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ
ｎｕｃｌｅａｒ ａｎｔｉｇｅｎꎬＰＣＮＡ)和抗核因子 κＢ(ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ￣
κＢꎬＮＦ￣κＢ)抗体、小鼠单克隆抗体、抗 β￣ａｃｔｉｎ 抗体和

辣根过氧化物酶标记的抗兔或抗鼠二抗均购自 Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司(Ｂｅｖｅｒｌｙꎬ美国)ꎮ 兔多克隆抗

体、抗凝集素样氧化型低密度脂蛋白受体 １( ｌｅｃｔｉｎ￣
ｌｉｋｅ ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣１ꎬＬＯＸ￣１)
抗体购自 Ａｂｃａｍ 公司(Ｃａｍｂｒｉｄｇｅꎬ英国)ꎮ
１.２　 ＬＤＬ 的分离与氧化

依照文献[１０] 所述方法ꎬ制备人的 ＬＤＬ 和 ｏｘ￣

ＬＤＬꎮ 从人新鲜血浆中提取 ＬＤＬꎬ并用 ０.２２ μｍ 滤

器除菌ꎮ ＬＤＬ 用含 ５ μｍｏｌ / Ｌ ＣｕＳＯ４ 的乙二胺四乙

酸(ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅ ｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄꎬＥＤＴＡ)等渗盐水

于 ３７℃下渗析 ８ ｈ 进行氧化ꎮ 加入 ＥＤＴＡ 使终浓度

达到 １００ μｍｏｌ / Ｌ 终止氧化ꎬ用含 ０.１ μｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡ
的等渗盐水于 ４℃ 大范围渗析以除去铜离子ꎮ ｏｘ￣
ＬＤＬ 于 ｐＨ ７. ４ 的 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ、０.１４ ｍｏｌ / Ｌ
ＮａＣｌ 和０.５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡ 中 ４℃ 下避光保存ꎬ可用

２ 周ꎮ
１.３　 ＨＵＶＥＣ 的培养

ＨＵＶＥＣ 购自 Ｓｃｉｅｎｃｅｌｌ 公司ꎬ培养于含 １０％ＦＢＳ、
１０ μｇ / Ｌ ＥＣＧＦ 和 １００ ｋＵ / Ｌ 青霉素￣链霉素的 Ｍ１９９
培养基中ꎬ３７℃、５％ＣＯ２ 和 ９５％空气条件下培养ꎮ
ｏｘ￣ＬＤＬ刺激实验:ＨＵＶＥＣ 生长至 ８０％融合后ꎬ换成不

含 ＥＣＧＦ 的 ２％ＦＢＳ 培养基静息 ６ ｈꎬ然后用不同浓度

的 ｏｘ￣ＬＤＬ(１０、２５、５０、７５、１００ ｍｇ / Ｌ)孵育不同时间

(３、６、１２、２４、４８ ｈ)ꎮ 抑制实验:ＨＵＶＥＣ 用小檗碱(１、
５、１０、２５、５０ ｍｇ / Ｌ)预处理 １ ｈꎬ用不含 ＥＣＧＦ 的 ２％
ＦＢＳ 培养基静息 ６ ｈ 后继续培养 ２４ ｈꎮ 抑制剂实验:
细胞用磷脂酰肌醇 ３ 激酶(ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌ ｉｎｏｓｉｔｏｌ￣３￣ｋｉ￣
ｎａｓｅꎬＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ) 抑制剂 ＬＹ２９４００２ ( ２５ μｍｏｌ / Ｌ) 或

ＭＥＫ１ / ２ 抑制剂 ＰＤ９８０５９(１０ μｍｏｌ / Ｌ)或 ｐ３８ 抑制剂

ＳＢ２０２１９０ ( １０ μｍｏｌ / Ｌ ) 预 处 理ꎬ 再 加 入 小 檗 碱

(２５ ｍｇ / Ｌ)ꎮ 正常组:细胞于含 １０％ ＦＢＳ、１０ μｇ / Ｌ
ＥＣＧＦ 和 １００ ｋＵ / Ｌ 青霉素￣链霉素的 Ｍ１９９ 培养基中

培养ꎮ 对照组:细胞于不含 ＥＣＧＦ 的 ２％ＦＢＳ 培养基

中培养ꎮ 不同浓度 ｏｘ￣ＬＤＬ 组:细胞在不含 ＥＣＧＦ 的

２％ＦＢＳ 培养基中培养ꎬ并加入不同浓度 ｏｘ￣ＬＤＬ 处理

细胞ꎮ
１.４　 ＣＣＫ８ 法检测细胞增殖

细胞增殖用细胞计数试剂盒 ８(ＣＣＫ８ꎻＤｏｊｉｎｄｏ
公司ꎬ中国)测定ꎮ 将细胞以每 １００ μＬ 体积含 ５０００
个细胞的密度接种于 ９６ 孔板上ꎬ用 ｏｘ￣ＬＤＬ 和 / 或小

檗碱处理 ２４ ｈꎬ向每孔中加入 １０ μＬ ＣＣＫ８ 溶液ꎬ在
培养箱中孵育 １ ~ ４ ｈꎮ 用酶标仪(瑞士、奥地利)测
定 ４５０ ｎｍ 处的光密度(ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙꎬＯＤ)ꎮ
１.５　 ＥｄＵ 增殖实验

ＨＵＶＥＣ 增殖用 ５￣乙炔基￣２′脱氧尿嘧啶核苷

(５￣ｅｔｈｙｎｙｌ￣２′￣ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅꎬ ＥｄＵ) 标记检测试剂盒

(Ｒｉｂｏｂｉｏ 公司ꎬ中国)进行测定ꎮ 胸苷是一种核苷

类似物ꎬ在 ＤＮＡ 的合成过程中仅通过细胞增殖而被

并入 ＤＮＡꎬＥｄＵ 荧光分子的加入ꎬ使增殖的细胞荧

光可视化ꎮ 细胞用 ５０ μｍｏｌ / Ｌ ＥｄＵ 于 ３７℃、５％ＣＯ２

条件下孵育 １２ ｈꎬ然后进行固定、透化和 ＥｄＵ 染色ꎬ
细胞核用 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２(５ ｍｇ / Ｌ)染色 ３０ ｍｉｎꎮ 最
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后ꎬ在激光共聚焦显微镜(Ｌｅｉｃａ Ｍｉｃｒｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司ꎬ
德国)下观察细胞ꎮ
１.６　 实时荧光定量 ＰＣＲ

用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂(Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司ꎬ美国)提取

细胞总 ＲＮＡꎮ 用 Ａｃｃｅｓｓ ＲＴ￣ＰＣＲ 试剂盒(Ｐｒｏｍｅｇａ 公

司ꎬ美国)进行实时荧光定量 ＰＣＲꎮ 定量 ＰＣＲ 引物序

列:ＧＡＰＤＨ 上游 ５′￣ＣＴＣＣＴＣＣＡＣＣＴＴＴＧＡＣＧＣＴＧ￣３′ꎬ下
游 ５′￣ＴＣＣＴＣＴＴＧＴＧＣＴＣＴＴＧＣＴＧＧ￣３′ꎻ ＰＣＮＡ 上 游 ５′￣
ＣＡＣＣＡＡＡＣＣＡＧＧＡＧＡＡＡＧ￣３′ꎬ 下 游 ５′￣ＴＣＣＡＡＴＡＴＧ￣
ＧＣＴＧＡＧＡＴＣ￣３′ꎻＬＯＸ￣１ 上游 ５′￣ＴＧＡＴＡＧＡＡＡＣＣＣＴＴ￣
ＧＣＴＣＧ￣３′ꎬ下游 ５′￣ＴＴＧＣＴＴＧＣＴＧＧＡＴＧＡＡＧＴＣ￣３′ꎻＮＦ￣
κＢ 上游 ５′￣ＴＧＧＡＣＴＡＣＣＴＧＧＴＧＣＣＴＣＴ￣３′ꎬ下游 ５′￣ＧＴ￣
ＧＴＴＴＴＣＣＣＡＣＣＡＧＧＣＴＧ￣３′ꎻ ＰＩ３Ｋ 上 游 ５′￣ＣＣＡＧＧＣＴ￣
ＴＣＡＴＡＴＴＣＣＴＡ￣３′ꎬ下 游 ５′￣ＡＴＧＣＧＡＣＴＧＧＴＴＴＣＣＴＴＣ￣
３′ꎮ 所有产物用 Ｍｅｌｔ 曲线分析ꎬ定量检测采用 ２－△△ＣＴ

法ꎬ以 ＧＡＰＤＨ 的表达作为内参ꎮ
１.７　 蛋白质提取与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

依照文献[１１] 所述方法ꎬ提取细胞蛋白ꎬ进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎮ 收集细胞ꎬ５００ ｇ 离心力 ４℃ 离心 １０
ｍｉｎꎮ 弃上清ꎬ将沉淀重悬于含有蛋白酶抑制剂的裂

解液中ꎬ冰浴上放置 １０ ｍｉｎꎬ并每隔 ５ ｍｉｎ 在涡旋混

合仪上震荡 ３０ ｓꎮ １２０００ ｇ 离心力 ４℃离心 １０ ｍｉｎꎬ将
上清转移到新的离心管中ꎬ即为细胞总蛋白产物ꎮ 用

Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法进行蛋白定量ꎮ 取 ３０ μｇ 蛋白ꎬ加入 ５×
ＳＤＳ 凝胶上样缓冲液ꎬ煮沸 ５ ｍｉｎ 后ꎬ进行 ８％ ~１５％
ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎮ 电泳后ꎬ将蛋白转移到尼龙膜上ꎮ

用 ５％脱脂牛奶封闭 ２ ｈꎬＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ
尼龙膜与一抗 ４℃共同孵育过夜ꎮ ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ每
次 ５ ｍｉｎꎬ尼龙膜与二抗室温共同孵育 ２ ｈꎬＴＢＳＴ 洗膜

３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎮ 利用 ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＸＲＳ 系统(Ｂｉｏ￣Ｒａｄ
公司ꎬ美国)进行曝光ꎮ
１.８　 统计分析

计量资料以 ｘ±ｓ 表示ꎬ组间比较采用方差分析

及 ｔ 检验ꎬ由 ＳＰＳＳ １２.０ 统计软件完成ꎬＰ<０.０５ 为差

异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导 ＨＵＶＥＣ 增殖

为确定 ｏｘ￣ＬＤＬ 对 ＨＵＶＥＣ 的影响ꎬ在基础条件

(不含 ＥＣＧＦ 的 ２％ＦＢＳ 培养基)下ꎬ我们用不同浓

度 ｏｘ￣ＬＤＬ(１０、２５、５０、７５、１００ ｍｇ / Ｌ)处理 ＨＵＶＥＣ 不

同时间(３、６、１２、２４、４８ ｈ)ꎮ 用 ＣＣＫ８ 试剂盒测定细

胞增殖ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 以时间依赖性和剂量依赖性的方式

诱导 ＨＵＶＥＣ 增殖(图 １)ꎮ 用 ｏｘ￣ＬＤＬ 处理 ２４、４８ ｈ
后ꎬＨＵＶＥＣ 增殖率显著增加ꎮ 与正常组相比ꎬ处理

４８ ｈ 的对照组 ＨＵＶＥＣ 增殖率显著下降ꎬ表明长期

低营养状态导致细胞活性较低ꎮ 与正常组和对照

组相比ꎬ用 ５０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 处理 ２４ ｈ 可显著增加细

胞增殖ꎮ 因此ꎬ 我们选用基础条件下 ５０ ｍｇ / Ｌ
ｏｘ￣ＬＤＬ处理细胞 ２４ ｈ 进行后续实验ꎮ

图 １. ＣＣＫ８ 法测定 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的 ＨＵＶＥＣ 增殖　 　 １为正常组ꎬ２为对照组ꎬ３为１０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 组ꎬ４为 ２５ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 组ꎬ５为 ５０ ｍｇ / Ｌ
ｏｘ￣ＬＤＬ 组ꎬ６为 ７５ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 组ꎬ７为 １００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬｄ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与正常组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＵＶＥＣ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｏｘ￣ＬＤＬ ｉｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＣＣＫ８ ａｓｓａｙ

６４１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ２ꎬ２０１８



　 　 同时ꎬ本研究用 ＬＤＬ 作为阴性对照ꎬ比较未氧化

ＬＤＬ 和 ｏｘ￣ＬＤＬ 对 ＨＵＶＥＣ 的影响ꎮ ＨＵＶＥＣ 分别用

不同浓度 ＬＤＬ 和 ｏｘ￣ＬＤＬ(１０、２５、５０、７５、１００ ｍｇ / Ｌ)处
理ꎬ结果只有 １００ ｍｇ / Ｌ 的天然 ＬＤＬ 对 ＨＵＶＥＣ 增殖

有明显作用ꎬ其他浓度天然 ＬＤＬ 对 ＨＵＶＥＣ 增殖无影

响ꎮ 而 ｏｘ￣ＬＤＬ 随浓度升高显著增强 ＨＵＶＥＣ 的增

殖ꎬ明显增加细胞数量并改善细胞形态(图 ２)ꎮ

图 ２. 天然 ＬＤＬ 和 ｏｘ￣ＬＤＬ 对 ＨＵＶＥＣ 增殖的影响　 　 显微

镜图放大倍数为 １００ꎮ Ａ 为不同浓度 ＬＤＬ 处理 ＨＵＶＥＣ ２４ ｈꎻＢ 为不

同浓度 ｏｘ￣ＬＤＬ 处理 ＨＵＶＥＣ ２４ ｈꎻＣ 为 ＣＣＫ８ 法测定不同浓度 ＬＤＬ
和 ｏｘ￣ＬＤＬ 处理 ＨＵＶＥＣ ２４ ｈ 对细胞增殖的影响ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为

Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｎａｔｕｒａｌ ＬＤＬ ａｎｄ ｏｘ￣ＬＤＬ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ＨＵＶＥＣ

２.２　 小檗碱抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的 ＨＵＶＥＣ 增殖

为了探讨小檗碱对 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的 ＨＵＶＥＣ 增殖

是否具有抑制作用ꎬ我们用小檗碱 (１、５、１０、２５、
５０ ｍｇ / Ｌ)处理 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导下的细胞ꎬ即 ＨＵＶＥＣ 用浓

度梯度的小檗碱预处理 １ ｈꎬ再与 ｏｘ￣ＬＤＬ 共同孵育

２４ ｈꎮ ＣＣＫ８ 实验结果显示ꎬ小檗碱可呈浓度依赖性抑

制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的 ＨＵＶＥＣ 增殖(图 ３Ａ)ꎮ 为进一步探

讨小檗碱对 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的 ＨＵＶＥＣ 增殖的抑制作用ꎬ
我们还进行了 ＥｄＵ 增殖实验ꎬ结果显示ꎬ与对照组相

比ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的 ＨＵＶＥＣ 中 ＥｄＵ 阳性细胞显著增加ꎬ
小檗碱可有效抑制细胞增殖(图 ３Ｂ 和 ３Ｃ)ꎮ

图 ３. 小檗碱抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的ＨＵＶＥＣ 增殖　 　 显微镜图

放大倍数为 １００ꎮ Ａ 为 ＣＣＫ８ 法检测不同浓度小檗碱对 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导

的 ＨＵＶＥＣ 增殖的影响ꎻＢ、Ｃ 为 Ｅｄｕ 法检测 ２５ ｍｇ / Ｌ 小檗碱对 ｏｘ￣
ＬＤＬ 诱导的 ＨＵＶＥＣ 增殖的影响ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照

组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬｄ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ｏｘ￣ＬＤＬ ５０ ｍｇ / Ｌ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＵＶＥＣ ｉｎ￣
ｄｕｃｅｄ ｂｙ ｏｘ￣ＬＤＬ
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２.３　 小檗碱对 ＨＵＶＥＣ 增殖相关基因表达的影响

前期研究通过基因芯片技术检测发现ꎬｏｘ￣ＬＤＬ
诱导的 ＨＵＶＥＣ 中某些与增殖相关的基因ꎬ包括

ＰＣＮＡ、ＮＦ￣κＢ、ＬＯＸ￣１ 和 ＰＩ３Ｋ 在 ｍＲＮＡ 水平上的表

达增加(数据未显示)ꎮ 为进一步明确小檗碱抑制 ｏｘ￣
ＬＤＬ 诱导 ＨＵＶＥＣ 增殖的分子机制ꎬ我们检测了小檗

碱对 ＰＣＮＡ、ＮＦ￣κＢ、ＬＯＸ￣１ 和 ＰＩ３Ｋ 在 ｍＲＮＡ 水平上

表达的影响ꎮ ＨＵＶＥＣ 用浓度梯度的小檗碱预处理

１ ｈꎬ再与 ｏｘ￣ＬＤＬ 共同孵育 ２４ ｈꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ
结果显示ꎬ与对照组相比ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 显著增加 ＨＵＶＥＣ
中 ＰＣＮＡ、ＮＦ￣κＢ、ＬＯＸ￣１ 和 ＰＩ３Ｋ ｍＲＮＡ 水平 (Ｐ <
０.０１)ꎬ而小檗碱呈浓度依赖性地抑制该变化(图 ４)ꎮ

图 ４. 小檗碱抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的 ＨＵＶＥＣ 中 ＰＣＮＡ、ＮＦ￣κＢ、ＬＯＸ￣１ 和 ＰＩ３Ｋ ｍＲＮＡ 表达　 　 １ 为对照组ꎬ２ 为 ５０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ
组ꎬ３ 为 １ ｍｇ / Ｌ 小檗碱组ꎬ４ 为 ５ ｍｇ / Ｌ 小檗碱组ꎬ５ 为 １０ ｍｇ / Ｌ 小檗碱组ꎬ６ 为 ２５ ｍｇ / Ｌ 小檗碱组ꎬ７ 为 ５０ ｍｇ / Ｌ 小檗碱组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照

组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ５０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＰＣＮＡꎬ ＮＦ￣κＢꎬ ＬＯＸ￣１ ａｎｄ ＰＩ３Ｋ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｏｘ￣ＬＤＬ ｉｎ ＨＵＶＥＣ

２.４　 小檗碱对 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导 ＨＵＶＥＣ 增殖相关信号

通路的影响

我们探讨了 ｏｘ￣ＬＤＬ 对 ＰＣＮＡ、ＮＦ￣κＢ、ＬＯＸ￣１、
ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ、ＥＲＫ 和 ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路的影响ꎬ及小

檗碱对上述通路是否有抑制作用ꎮ 与对照组相比ꎬ
ｏｘ￣ＬＤＬ 呈剂量依赖性地显著增加 ＰＣＮＡ、ＮＦ￣κＢ 和

ＬＯＸ￣１ 表达ꎬ且显著增加 Ａｋｔ、ＥＲＫ 和 ｐ３８ＭＡＰＫ 的

磷酸化(图 ５)ꎮ 小檗碱呈浓度依赖性地抑制ｏｘ￣ＬＤＬ
诱导的 ＰＣＮＡ、ＮＦ￣κＢ 和 ＬＯＸ￣１ 表达ꎬ并明显降低

Ａｋｔ、ＥＲＫ 和 ｐ３８ＭＡＰＫ 的磷酸化(图 ６)ꎮ 小檗碱达

２５ ｍｇ / Ｌ 时对上述靶基因表现出显著影响 ( Ｐ <
０.０１)ꎬ因此选用 ２５ ｍｇ / Ｌ 小檗碱进行后续实验ꎮ

为了进一步研究 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ、ＥＲＫ 和 ｐ３８ＭＡＰＫ
信号通路在小檗碱抗 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的 ＨＵＶＥＣ 增殖

中的 作 用ꎬ 我 们 用 ＬＹ２９４００２ ( ＰＩ３Ｋ 抑 制 剂 )、
ＰＤ９８０５９(ＥＲＫ１ / ２ 抑制剂)和 ＳＢ２０２１９０(ｐ３８ＭＡＰＫ
抑制 剂 ) 进 行 后 续 实 验ꎮ ＨＵＶＥＣ 用 ＬＹ２９４００２
(２５ μｍｏｌ / Ｌ)、 ＰＤ９８０５９ ( １０ μｍｏｌ / Ｌ) 和 ＳＢ２０２１９０
(１０ μｍｏｌ / Ｌ)预处理 １ ｈꎬ再加入小檗碱(２５ ｍｇ / Ｌ)ꎬ
然后加入 ｏｘ￣ＬＤＬ(５０ ｍｇ / Ｌ)孵育 ２４ ｈꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
或 ＣＣＫ８ 实验结果显示ꎬ ＬＹ２９４００２、 ＰＤ９８０５９ 和

ＳＢ２０２１９０ 可分别逆转小檗碱对 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的 Ａｋｔ、

ＥＲＫ 和 ｐ３８ＭＡＰＫ 磷酸化的抑制作用ꎬ且可部分逆

转小檗碱对 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的 ＨＵＶＥＣ 增殖的抑制作

用(图 ７)ꎮ

３　 讨　 论

细胞过度增殖是 Ａｓ 以及癌症等多种疾病的关

键步骤之一ꎬ有效抑制细胞增殖是防治此类疾病的

根本措施ꎮ 本研究发现ꎬ小檗碱呈剂量依赖性抑制

ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的 ＨＵＶＥＣ 增殖ꎬ且小檗碱可通过抑制

ＰＣＮＡ、 ＮＦ￣κＢ、 ＬＯＸ￣１ 的 表 达 及 降 低 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ、
ＥＲＫ１ / ２ 和 ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路活性来调控 ｏｘ￣ＬＤＬ
诱导的 ＨＵＶＥＣ 增殖ꎮ 该研究结果在小檗碱抑制细

胞增殖作用及其潜在机制方面对既往研究进行了

一定的补充ꎮ
既往研究表明ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 通过刺激 ＮＡＤＰＨ 氧化

酶产生活性氧[１０]并激活小 ＧＴＰａｓｅＲｈｏＡ[２]从而诱导

ＨＵＶＥＣ 增殖ꎮ 此外ꎬ新近研究发现 ｏｘ￣ＬＤＬ 和 ＬＯＸ￣
１ 可诱导大鼠血管平滑肌细胞增殖和内皮细胞损

伤ꎬ在 Ａｓ 病理生理进程中起重要作用[１２￣１３]ꎮ 本研

究结果显示ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 能显著增加 ＨＵＶＥＣ 中 ＰＣＮＡ、
ＮＦ￣κＢ 和 ＬＯＸ￣１ 在 ｍＲＮＡ 和蛋白水平上的表达ꎬ且

８４１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ２ꎬ２０１８



图 ５. ｏｘ￣ＬＤＬ增加 ＰＣＮＡ、ＮＦ￣κＢ、ＬＯＸ￣１表达和Ａｋｔ、ＥＲＫ、ｐ３８ＭＡＰＫ磷酸化　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组(０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ组)比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｏｘ￣ＬＤＬ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＰＣＮＡꎬ ＮＦ￣κＢꎬ ＬＯＸ￣１ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ａｋｔꎬ ＥＲＫ ａｎｄ ｐ３８ＭＡＰＫ

图 ６. 小檗碱抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的 ＰＣＮＡ、ＮＦ￣κＢ、ＬＯＸ￣１表达和 Ａｋｔ、ＥＲＫ、ｐ３８ＭＡＰＫ 磷酸化　 　 １为对照组ꎬ２为 ５０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ
组ꎬ３为 ５０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 加 １ ｍｇ / Ｌ 小檗碱组ꎬ４为 ５０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 加５ ｍｇ / Ｌ 小檗碱组ꎬ５为５０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 加１０ ｍｇ / Ｌ 小檗碱组ꎬ６为５０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ
加 ２５ ｍｇ / Ｌ 小檗碱组ꎬ７为 ５０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 加 ５０ ｍｇ / Ｌ 小檗碱组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ５０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＰＣＮＡꎬ ＮＦ￣κＢꎬ ＬＯＸ￣１ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ａｋｔꎬ ＥＲＫ ａｎｄ ｐ３８ＭＡＰＫ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｏｘ￣ＬＤＬ
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图 ７. 小檗碱通过 ＰＩ３ｋ / Ａｋｔ、ＥＲＫ 和 ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的 ＨＵＶＥＣ 增殖　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为

Ｐ<０.０１ꎬ与 ｏｘ￣ＬＤＬ ５０ ｍｇ / Ｌ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬｄ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与小檗碱 ２５ ｍｇ / Ｌ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ７. Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＵＶＥＣ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｏｘ￣ＬＤＬ ｔｈｒｏｕｇｈ ＰＩ３ｋ / Ａｋｔꎬ ＥＲＫ ａｎｄ ｐ３８ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａ￣
ｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ

显著增加 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ、ＥＲＫ１ / ２ 和 ｐ３８ＭＡＰＫ 的磷酸

化水平ꎮ 此外ꎬ先前研究报道ꎬＮＦ￣κＢ 和 ＬＯＸ￣１ 能

够参与冠状动脉内皮细胞或 ＨＵＶＥＣ 的增殖[３ꎬ１４]ꎻ
本研究结果与此相一致ꎮ

小檗碱是一种从小檗科植物中提取出来的天

然中草药ꎬ可用于治疗腹泻和胃肠道疾病[４ꎬ１５]ꎬ且具

有抗菌、抗炎症和调节胰岛素分泌等多种药理作

用[１６]ꎮ 最近研究发现ꎬ小檗碱还有抗肿瘤作用ꎬ即
小檗碱对体外培养的几种不同类型的肿瘤细胞增

殖具有显著抑制作用ꎮ 小檗碱可抑制上皮性卵巢

癌细胞株、甲状腺癌细胞株和肝癌 ＨｅｐＧ２ 细胞株等

多种细胞的增殖[１７￣１９]ꎮ 小檗碱能抑制人皮肤鳞状

细胞癌 Ａ４３１ 细胞的增殖ꎬ诱导其凋亡并抑制 Ａ４３１
的侵袭[２０]ꎮ 此外ꎬ小檗碱联合高良姜素可诱导食管

癌细胞凋亡并抑制其增殖ꎬ两者具有协同抗癌作

用ꎮ 而小檗碱的抗癌作用可能是通过抑制 ＤＮＡ 拓

扑异构酶Ⅱα 和拓扑异构酶Ⅱ介导的 ＤＮＡ 裂解来

实现的[２１]ꎮ 新近研究表明ꎬ小檗碱能够抑制天然

ＬＤＬ 的氧化ꎬ并逆转 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的细胞功能失

调[２２]ꎬ在抗 Ａｓ 方面发挥着重要作用ꎮ Ｈｕａｎｇ 等[２３]

研究表明ꎬ小檗碱通过抑制佛波酯诱导的巨噬细胞

中 ｐ３８ＭＡＰＫ 的激活来降低其基质金属蛋白酶ꎬ提
示小檗碱在稳定 Ａｓ 斑块方面具有潜在作用ꎮ Ｂａｅ
等[２４]研究发现ꎬ小檗碱能增加脂多糖诱导的内毒素

血症小鼠脾和肺中转录因子 ３ 的表达和腺苷酸活化

蛋白激酶磷酸化ꎬ同时减少血浆和组织中肿瘤坏死

因子 α、白细胞介素 ６ 和白细胞介素 １β 等炎症因

子ꎬ提示小檗碱在巨噬细胞中具有抗炎作用ꎮ 上述

研究表明ꎬ小檗碱可作为抗 Ａｓ 的潜在候选药物ꎮ 小

檗碱还可经由 ＥＲＫ / Ｅｇｒ￣１ 信号通路抑制体外机械

损伤诱导的血管平滑肌细胞增殖[２５]ꎮ 然而ꎬ小檗碱

对内皮细胞增殖的影响尚不明确ꎮ 本研究首次证

明ꎬ小檗碱能呈剂量依赖性下调 ＰＣＮＡ、ＮＦ￣κＢ 和

ＬＯＸ￣１ 来抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的 ＨＵＶＥＣ 增殖ꎬ且主要

通过 ＮＦ￣κＢ 和 ＬＯＸ￣１ 通路进行调控ꎮ 此外ꎬ本研究

发现ꎬ小檗碱抑制 Ａｋｔ、ＥＲＫ１ / ２ 和 ｐ３８ＭＡＰＫ 的磷酸

化ꎬ表明 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ、ＥＲＫ１ / ２ 和 ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路

可能参与了小檗碱抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导 ＨＵＶＥＣ 增殖

的过程ꎮ
总之ꎬＡｓ 是一个复杂的病理生理过程ꎬ它与炎

症、氧化应激和细胞增殖密切相关[２６￣２８]ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 在

Ａｓ 斑块的形成中扮演着重要的角色ꎮ 本研究表明ꎬ
小檗碱能够抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 引起的内皮细胞增殖ꎬ该作

用与 ＰＣＮＡ、ＮＦ￣κＢ 和 ＬＯＸ￣１ 表达下调相关ꎬ同时

ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ、ＥＲＫ１ / ２ 和 ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路也参与其

中ꎮ 本文研究结果为小檗碱在 Ａｓ 性心血管疾病的

临床治疗提供了实验基础和理论依据ꎮ
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