
本文引用: 蔡晓东, 刘树迎, 林 宁, 等. 盐酸小檗碱通过抑制 PKCα 磷酸化抑制机械牵张力诱导的血管平滑肌细胞增殖和凋
亡[J]. 中国动脉硬化杂志, 2023, 31(6): 466-472. 　 　 DOI: 10. 20039 / j. cnki. 1007-3949. 2023. 06. 002.

[收稿日期] 　 2022-11-29 [修回日期] 　 2023-02-06
[基金项目] 　 国家自然科学基金项目(81870219、81500337);广东省自然科学基金项目(2017A030313574);中央高校基本科

研业务费专项资金项目(19ykpy171)
[作者简介] 　 蔡晓东,硕士研究生,研究方向为心血管重构分子机制与防治,E-mail:514104360@ qq. com。 通信作者李朝红,
博士,教授,博士研究生导师,研究方向为心血管重构分子机制与防治,E-mail:lichaoh@ mail. sysu. edu. cn。

·实验研究· [文章编号] 　 1007-3949(2023)31-06-0466-07

盐酸小檗碱通过抑制 PKCα 磷酸化抑制机械牵张力诱导的
血管平滑肌细胞增殖和凋亡

蔡晓东, 刘树迎, 林 宁, 杨浩澜, 李朝红

(中山大学中山医学院组织学与胚胎学教研室,广东省广州市 510080)

[摘　 要] 　 [目的] 　 观察机械牵张力(SS)是否通过激活 PKCα 诱导小鼠血管平滑肌细胞(VSMC)增殖和凋亡,并
探讨盐酸小檗碱(BBR)对它的作用及机制。 [方法] 　 实验共分 6 组:正常对照组、BBR 组、PKCα 抑制剂(Go6976)
组、SS 组、SS+BBR 组、SS+Go6976 组。 静息培养的细胞给予 BBR 或 Go6976 预处理 1 h,继而予 10%强度的 SS 刺激

15 min 后收集细胞,Western blot 检测 PKCα 和 MAPK(ERK、JNK、p38)磷酸化水平。 BBR 或 Go6976 预处理 1 h,牵
拉时间为 1 h,继续培养 23 h,免疫荧光法检测细胞增殖(Ki67)和凋亡(TUNEL)。 [结果] 　 Western blot 与免疫荧

光结果显示,与正常对照组相比较,SS 可升高 PKCα 和 MAPK(ERK、JNK 和 p38)磷酸化水平(P<0. 05),并增加

VSMC 的增殖和凋亡水平(P<0. 05)。 BBR 可抑制 PKCα 和 ERK、JNK、p38 磷酸化水平(P<0. 05),同时抑制 VSMC
增殖和凋亡(P<0. 05);Go6976 可抑制 PKCα 和 ERK、JNK 磷酸化水平(P<0. 05),但对 p38 磷酸化的增加没有影

响,同时抑制 VSMC 增殖和凋亡(P<0. 05)。 [结论] 　 BBR 通过抑制 SS 诱导的 VSMC 的 PKCα 和 MAPK 磷酸化,
抑制 VSMC 增殖和凋亡。
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Berberine inhibits proliferation and apoptosis of vascular smooth muscle cell induced
by mechanical stretch stress via inhibition of PKCα phosphorylation
CAI Xiaodong, LIU Shuying, LIN Ning, YANG Haolan, LI Chaohong
(Department of Histology and Embryology, Zhongshan Medical College, Sun Yat-sen University, Guangzhou, Guangdong
510080, China)
[ABSTRACT] 　 　 Aim 　 To observe whether the proliferation and apoptosis of mouse vascular smooth muscle cells
(VSMC) were induced by stretch stress (SS) via PKCα phosphorylation and to investigate the role of berberine (BBR)
and related mechanism on the process. 　 　 Methods　 The experiment was divided into six groups: normal control(NC)
group, BBR group, PKCα inhibitor (Go6976) group, SS group, SS+BBR group and SS+Go6976 group. 　 VSMC were
pretreated with BBR or Go6976 for 1 h, and stimulated for 15 min with SS at 10% amplitude. 　 PKCα and MAPK (ERK,
JNK, p38) phosphorylation were measured by Western blot. 　 After pretreated by BBR or Go6976, and SS stimulation for
1 h, the proliferation (Ki67) and apoptosis (TUNEL) of VSMC were measured by immunofluorescence. 　 　 Results　
Compared with the NC group, SS could increase the phosphorylation levels of PKCα and MAPK(ERK, JNK, p38) (P<
0. 05), and increase the levels of VSMC proliferation and apoptosis (P<0. 05). 　 BBR could inhibit the phosphorylation
levels of PKCα and MAPK (P<0. 05), while inhibiting VSMC proliferation and apoptosis (P<0. 05); Go6976 could in-
hibit PKCα, ERK and JNK phosphorylation (P<0. 05), but had no effect on the phosphorylation increase of p38, while
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inhibiting VSMC proliferation and apoptosis (P<0. 05). 　 　 Conclusion　 BBR inhibits the phosphorylation of PKCα and
MAPK (ERK, JNK, p38) induced by SS, and further inhibits the proliferation and apoptosis of VSMC.
[KEY WORDS]　 vascular smooth muscle cell;　 berberine;　 stretch stress;　 PKCα;　 cell proliferation;　 cell apoptosis

　 　 高血压、高血脂和高血糖是动脉粥样硬化(ath-
erosclerosis,As)的重要危险因素,As 是引起心脑血

管疾病,导致临床死亡的主要原因之一[1]。 血管平

滑肌细胞(vascular smooth muscle cell,VSMC)在 As
的发生发展中至关重要[2]。 血压升高引起的异常

机械牵张力(stretch stress,SS)在促进 As 的发生发

展中具有至关重要的作用,但其机制尚不清楚。 本

实验室前期研究发现,高血压、高血糖和高血脂单

独或联合作用可以诱导 VSMC 表型改变、异常增殖

和凋亡等,而血压升高导致 SS 升高可改变 VSMC 跨

膜蛋白的构型,非特异激活细胞内多种信号通路,
包括肾上腺素信号通路[3]、氧化还原通路[4] 和内质

网应激相关通路。 SS 可以激活丝裂原活化蛋白激

酶(mitogen-activated protein kinase,MAPK) 信号通

路[5],引起 VSMC 增殖和凋亡同时增加。 蛋白激酶

C(protein kinase C,PKC)有多种亚型,对 VSMC 的

收缩、增殖、凋亡和迁移等具有重要作用。 有研究

表明, SS 可以激活 VSMC 的 PKCδ[6]、 PKCζ 和

PKCθ[7],调节 VSMC 增殖和凋亡。 本研究团队近期

研究发现,SS 可激活 PKCδ,促进 VSMC 增殖和迁

移[8]。 盐酸小檗碱(berberine,BBR)在临床用于消

化系统疾病的治疗,近年来发现它具有调节血

压[9]、血糖和血脂[10] 的效应,对 As 的防治[11] 具有

重要作用。 但是,SS 和 BBR 是否调控 VSMC 中的

PKCα 目前没有报道。 因此,本研究旨在观察 SS 对

VSMC 中 PKCα 磷酸化的影响,探究 BBR 对 PKCα
的影响及 VSMC 增殖和凋亡的作用,为 BBR 防治

As 血管重构提供理论依据。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞系与主要试剂

小鼠 VSMC 来源于野生型 C57BL / 6 雄鼠胸主

动脉体外贴块法培养;高糖 DEME 培养基购自

Gibco 公司;青-链霉素双抗购自 Biosharp 公司;标准

胎牛血清购自 TBD 公司;胰酶购自 BioFroxx 公司;
BBR 购自成都曼思特公司;Go6976 购自 Selleck
Chemicals 公司;TUNEL 凋亡检测试剂盒购自 Roche
公司;Ki67、p-ERK、ERK、p-p38、p38、p-JNK、JNK 抗

体均购自 Cell Signal Technology 公司; p-PKCα 和

PKCα 抗体购自 Abcam 公司。
1. 2　 细胞培养

取 8 周龄野生型 C57BL / 6 雄鼠胸主动脉中膜,
在培养瓶中用组织贴块法培养得到原代 VSMC。 细

胞于含有体积比 10% 的标准胎牛血清和 1% 青-链
霉素双抗的高糖 DMEM 培养基中,在 37 ℃、5%CO2

条件下培养。 实验所用 VSMC 为第 3 ~ 10 代,每间

隔 24 ~ 48 h 更换培养基一次,待细胞长至 80% 融

合,按照实验所需,以相应比例传代或种板。
1. 3　 细胞机械牵拉处理

VSMC 以一定比例接种于 6 孔硅胶弹性膜板

(BioFlex Plate)中,待细胞生长至 80%融合,更换含

1%双抗无血清培养基同步化 24 h,使用真空牵拉仪

施加机械牵拉力。 真空牵拉仪可形成 15 ~ 20 kPa、
60 次 / min 的循环牵拉力,通常介于 5% ~ 30%牵拉

强度(5%牵拉强度相当于正常血压)。 依据实验室

前期实验结果,选取 10%牵拉强度。 牵拉板固定于

真空牵拉台,于 37 ℃、5%CO2 培养箱进行相应时间

的牵拉处理。
1. 4　 Western blot 检测细胞 PKCα 和 MAPK 磷酸化

细胞以 1×109 个 / L 种板,待细胞长至 80%融合

更换含 1%双抗无血清培养基同步化 24 h。 不同时

间的牵拉力对 PKCα 磷酸化影响的分组:正常对照

组(0 min)、5 min、10 min、15 min、20 min、30 min、
60 min 和 120 min;BBR 对 PKCα 磷酸化的作用:选
择 100 μmol / L 的 BBR 预处理 1 h,阳性对照组用

5 μmol / L 的 Go6976 预处理 1 h,然后用 10%牵拉力

处理 15 min。 对于 MAPK(ERK、JNK、p38),依据实

验室前期工作选择 10% 牵拉强度作用 15 min,用
100 μmol / L 的 BBR 和 5 μmol / L 的 Go6976 预处理

1 h。
收集各组细胞,于 4 ℃、13 000 r / min 离心后弃

上清,细胞沉淀加入 2 倍体积含有蛋白酶抑制剂和

磷酸化酶抑制剂的细胞裂解液裂解细胞,4 ℃、
13 000 r / min 离心 20 min 后转移上清液,使用 BCA
蛋白浓度测定法和酶标仪检测蛋白浓度并定量。
50 μg 蛋白经热变性后,用 10% SDS-PAGE 凝胶电

泳和整张转膜,5% 脱脂奶粉封闭 2 h 后,依照顺序

孵育一抗:p-PKCα、PKCα、p-ERK、ERK、p-p38、p38,
p-JNK、JNK,最后孵育 GAPDH。 一抗 4 ℃下孵育过
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夜。 然后用 TBS 溶液洗膜,孵育抗一抗种属来源的

二抗进行标记,使用 ECL 化学发光试剂,用 Image
Quant Las4000mini 化学发光成像分析系统获得结果

图。 每当进行下一个抗体孵育时,使用洗脱液洗去

原有一抗和二抗,并重复由脱脂奶粉封闭至显影的

过程。 所得到的结果图使用 Image J 进行灰度分析

得到数据,所有组的数据与正常对照组均一化后,
进行统计学分析。
1. 5 　 免疫荧光法和 TUNEL 染色检测细胞增殖和

凋亡

细胞以 5×107 个 / L 种板,生长至 50% ~60%融

合时更换含 1%双抗无血清培养基同步化 24 h。 使

用 100 μmol / L 的 BBR 和 5 μmol / L 的 Go6976 预处

理 1 h,10%牵拉强度牵拉 1 h,继续培养 23 h 后进

行免疫荧光法检测增殖信号 Ki67,TUNEL 试剂盒检

测凋亡信号。
预冷的 4% 多聚甲醛 / PBS 溶液室温固定细胞

30 min,0. 5% PBST 破膜 10 min,5% BSA 溶液室温

封闭 1 h,用细胞增殖标志物 Ki67 抗体以 1 ∶ 500 稀

释,于 4 ℃过夜孵育,室温复温 10 min,用 PBS 溶液

洗涤后,加入相应种属二抗以 1 ∶ 200 稀释,室温避

光孵育 2 h 后,依照 TUNEL 染色试剂盒说明书进行

染色,最后用 DAPI 标记细胞核,使用 Leica DMI8 荧

光显微镜拍照获得结果。 经 Image J 统计阳性细胞

数比例,进行统计学分析。
1. 6　 统计学分析

所有检测经 3 次独立重复实验后,用 SPSS 26
软件分析结果,定量资料采用均一化处理,以 x±s 表
示。 实验数据若符合方差齐性,采用单因素方差分

析单一变量数据,两两比较采用 LSD-t 检验, P<
0. 05 被认为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 BBR 和 Go6976 抑制机械牵拉力诱导的 PKCα
磷酸化增加

与正常对照组比较, 非 SS 组中, 单独给予

100 μmol / L 的 BBR 或 5 μmol / L 的 Go6976 对

PKCα 磷酸化没有影响(P>0. 05),10%牵拉强度的

SS 可激活 PKCα,刺激 10 min 可使 PKCα 磷酸化升

高 68% ,刺激 15 min 升高 1. 4 倍(P<0. 05);而与 SS
组相比,BBR 和 Go6976 使 PKCα 磷酸化水平分别

降低 55%和 61% (图 1)。

图 1. BBR 和 Go6976 抑制机械牵张力诱导的 PKCα激活

a 为 P<0. 05,与正常对照组比较;b 为 P<0. 05,与 SS 组比较。

Figure 1. The inhibition of BBR and Go6976 on mechanical stretch stress-induced PKCα activation
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2. 2 　 BBR 和 PKCα 抑制剂 Go6976 抑制机械牵拉

力诱导的 MAPK 磷酸化增加

与正常对照组比较,在非 SS 组中,单独给予

BBR 和 Go6976 对 MAPK(ERK、JNK 和 p38)磷酸化

没有影响(P>0. 05);SS 可以分别升高 ERK、JNK 和

p38 磷酸化水平 23. 8 倍、3. 7 倍和 16. 0 倍(P<0. 05)。

与 SS 组相比,BBR 使 ERK、JNK 和 p38 磷酸化水平

分别降低 88% 、61% 和 61% (P<0. 05);Go6976 可

使 ERK 和 JNK 磷酸化水平分别降低 55% 和 60%
(P<0. 05),但对 p38 磷酸化水平升高的影响不显著

(P>0. 05;图 2)。

图 2. BBR 和 Go6976 降低机械牵张力诱导的 MAPK(ERK、JNK 和 p38)激活

a 为 P<0. 05,与正常对照组比较;b 为 P<0. 05,与 SS 组比较。

Figure 2. The inhibition of BBR and Go6976 on mechanical stretch stress-induced MAPK
(ERK, JNK and p38) activation

2. 3 　 BBR 和 PKCα 抑制剂 Go6976 抑制机械牵拉

力诱导的 VSMC 增殖和凋亡

与正常对照组比较,在非 SS 组中,单独给予药

物处理对 Ki67 和 TUNEL 阳性细胞率无显著影响

(P>0. 05);而 SS 可使 Ki67 和 TUNEL 阳性率分别

增加 1. 8 倍和 9. 1 倍 (P < 0. 05)。 与 SS 组比较,
BBR 和 Go6976 均能明显降低 Ki67 和 TUNEL 阳性

率,其中 BBR 使 Ki67 和 TUNEL 阳性率分别降低

64%和 80% ,Go6976 使 Ki67 和 TUNEL 阳性率分别

降低 59%和 80% (P<0. 05;图 3)。
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图 3. BBR 和 Go6976 抑制机械牵张力诱导的 VSMC 同时增殖和凋亡

a 为 P<0. 05,与正常对照组比较,b 为 P<0. 05,与 SS 组比较。

Figure 3. The inhibition of BBR and Go6976 on the simultaneous increase in proliferation and
apoptosis of VSMC induced by mechanical stretch stress

3　 讨　 论

本研究观察了 BBR 对机械牵张力诱导的血管

平滑肌细胞增殖与凋亡的作用,并进一步探讨

PKCα 与细胞增殖、凋亡的关系。 研究发现,SS 可以

激活 PKCα 和 MAPK(ERK、JNK 和 p38)磷酸化,促
进 VSMC 增殖和凋亡同时增加;BBR 和 Go6976 可

以抑制 PKCα 和 MAPK(ERK 和 JNK) 磷酸化,而
BBR 也可以抑制 p38 磷酸化,进一步抑制 VSMC 的

增殖和凋亡。
高血压产生的异常 SS 所诱导的 VSMC 增殖和

凋亡在 As 发生发展中具有重要影响。 本实验室前

期研究发现,SS 改变细胞膜蛋白晚期糖基化终末产

物(advanced glycation end products,AGE)构型,激活

MAPK(ERK、JNK 和 p38)信号通路,促进 VSMC 同

时增殖和凋亡[12]。 近期研究发现,SS 通过激活蛋

白质二硫键异构酶(protein disulfide isomerase,PDI)
及 MAPK 信号通路,进一步激活下游内质网应激通

路 ( PERK、 IRE1α、 ATF6),促进 VSMC 增殖和凋

亡[5]。 本研究结果也显示 SS 促进 VSMC 增殖和凋

亡,与前期研究结果一致。 依据实验结果,SS 激活

PKCα 磷酸化增加,促进下游 MAPK(ERK、JNK)磷
酸化增加,促进 VSMC 增殖和凋亡。 PKC 包括多种

亚型,多数研究表明,PKC 与细胞的收缩、增殖、凋
亡和迁移密切相关,而 SS 可以激活 PKC 信号通路。
本实验室前期研究发现, SS 激活 PKCβⅡ,促进

VSMC 增殖[13]。 近期研究显示,SS 通过激活 PKCδ,
促进 VSMC 增殖和迁移[6]。 近年来也有文献显示

PKCα 调节细胞增殖和凋亡。 甲氟脱氧胆酸盐( tau-
roursodeoxycholate,TUDCA)可以通过 PKCα 介导的

丝裂原活化蛋白激酶磷酸酶 1 ( mitogen-activated
protein kinase phosphatase-1,MKP-1)抑制人血管平

滑肌 ERK 磷酸化,阻止新生内膜增生[14]。 在 As
中,内皮祖细胞 PKCα 激活可进一步激活 MAPK,诱
导活性氧(reactive oxygen species,ROS)及其下游激

活,进而激活基质金属蛋白酶 2(matrix metalloprotei-
nases-2,MMP-2)和 MMP-9,促进血管重构[15]。 肝

素衍生的低聚糖 ( heparin-derived oligosaccharide,
HDO)可以激活 PKCα 进而激活 ERK,诱导 VSMC
增殖[16]。 内质网应激可以通过 PKCα / JNK / c-Jun
途径,诱导活化蛋白 1( activating protein 1,AP1)激

活和肿瘤坏死因子 α(tumor necrosis factor-α,TNF-α)
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分泌,促进胰腺细胞凋亡[17]。 心肌细胞经血管紧张

素Ⅱ灌注,明显诱导 PKCα 和 MAPK 磷酸化,促进

心肌细胞增殖和凋亡增加,导致心肌紊乱[18]。 有文

献指出,血管的钙化与 PKCα 激活的 ERK 和 JNK 有

关,这是由于钙化的结晶刺激巨噬细胞 PKCα 激活,
进而激活 MAPK(ERK 和 JNK),导致血管炎症和钙

化的恶性循环[19]。 这些研究均证实 PKCα 是通过

激活 MAPK,导致细胞发生增殖和凋亡。
本实验室前期研究表明,BBR 抑制 SS 激活的

PDI-Nox1 内质网应激信号通路和 MAPK 信号通路,
抑制 VSMC 增殖和凋亡[5,20],并通过抑制 PKCδ 激

活抑制 VSMC 增殖和迁移[6]。 本研究结果显示,
BBR 和 PKC 抑制剂 Go6976 可以抑制 PKCα 和

MAPK 磷酸化,从而抑制 VSMC 增殖和凋亡的增加。
有文献报道,BBR 通过抑制 VSMC 中的 PKCα 激

活,逆转硝酸甘油耐受,保护心血管[21]。 BBR 通过

抑制 MAPK 和 NADPH 氧化酶 4(NADPH oxidase 4,
NOX4)等信号,进一步抑制缺氧诱导的 VSMC 增殖

和迁 移[22]。 有 研 究 表 明, BBR 通 过 抑 制 Akt /
mTOR / HIF-1 通路,抑制 VSMC 增殖[23]。 BBR 具有

抗凋亡作用,可以抑制氧化应激和凋亡蛋白,抑制

心肌细胞凋亡,保护心血管稳定性[24]。 此外,BBR
可抑制 ROS 产生、MAPK 磷酸化和内质网应激,抑
制川崎病导致的血管炎症诱导的血管内皮细胞凋

亡[25]。 虽然大量研究证明 BBR 可以改善心血管疾

病,但是关于哪些信号通路可以同时调节 VSMC 的

增殖和凋亡尚不清楚。 因此本研究可以为 BBR 广

泛应用于心血管疾病的防治提供资料。
综上,本研究证明 BBR 能抑制机械牵张力诱导

的 VSMC 增殖和凋亡,其机制与抑制 PKCα / ERK 和

PKCα / JNK 信号通路有关。 本研究为 BBR 预防高

血压引起的心血管疾病提供了理论基础。
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