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摘　要：通过建立β半胱氨酸磷酸盐诱导大鼠血管平滑肌细胞（ＲＡＳＭＣｓ）钙化的模型，研究
改构黄藤素在血管钙化中的作用．通过ＶｏｎＫｏｓｓａ染色技术检测发现改构黄藤素可以显著降
低钙化细胞内的钙盐沉积；利用实时定量ＰＣＲ（ＲｅａｌｔｉｍｅＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ）技术检测发现改
构黄藤素可以将钙化细胞内的Ｎｒｆ２ｍＲＮＡ水平由原来的０．０９±０．０１显著升高到２．５４±
０．３５；采用ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ技术检测发现改构黄藤素可以显著增强钙化细胞内的蛋白表达量；
试剂盒检测活性氧（ＲＯＳ）的含量发现改构黄藤素可以将钙化细胞内的荧光强度由原来的
１．０４±０．０３显著降低到０．８２±０．０１；试剂盒检测一氧化氮（ＮＯ）的含量，发现改构黄藤素可以
将钙化细胞内的ＮＯ含量由原来的５．７３±０．０５μｍｏｌ／Ｌ显著降低到３．７３±０．１５μｍｏｌ／Ｌ．
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１　引　言
血管钙化是终末期肾病患者（ＥＳＲＤ）心血管

疾病高发病率和高死亡率的主要诱因，也是可以预
测患者死亡的一个独立的危险因素［１］．血管钙化涉
及血管平滑肌细胞的氧化损伤，是一种可以主动调
节的过程［２，３］．无钙的磷酸盐结合剂和选择性维生
素Ｄ是治疗血管钙化的常规方法．然而，由于血管
钙化的病理机制尚不完全明确，血管钙化的常规治
疗方法仍存在一定的局限性．

核因子ＮＦＥ２相关因子（Ｎｒｆ２）是细胞抗氧化
的核心因子［４］．动物实验证明Ｎｒｆ２可以有效对抗
炎症和氧化应激，Ｎｒｆ２在肾脏疾病的治疗方面也发
挥了重要作用［５］．然而，Ｎｒｆ２在ＥＳＲＤ患者血管钙
化中的作用尚不完全明确，许多问题仍未得到解答．

黄藤素，又名巴马汀，这一天然药物，是一种季
胺异喹啉生物碱［６］．黄藤素具有多种生物活性．临
床上，黄藤素常用作肠炎、腹痛、慢性子宫内膜炎、
胃炎和盆腔炎症的补救措施［７，８］．吴等人研究发
现：黄藤素可以通过诱导细胞凋亡来杀死ＭＣＦ７
乳腺癌细胞［９］．以前的研究也阐明了黄藤素在实验
动物模型中的抗炎机制［１０］．但是，关于黄藤素在血
管钙化方面的研究，则鲜有报道．在本研究中，为了
改善黄藤素的构效关系（ＳＡＲ），达到更好的实验
效果，我们使用的是四川大学华西医院协同创新中
心改构后的黄藤素．相对于原来的黄藤素分子，改
构后的分子结构中多了一个氯原子．

本文的目的旨在研究黄藤素对ＥＳＲＤ患者血管
钙化的作用和可能的机制．我们的研究结果表明，黄
藤素可以通过激活Ｎｒｆ２的表达来保护大鼠血管平滑
肌细胞（ＲＡＳＭＣｓ），使其免受氧化损伤．这些研究结果
表明，黄藤素在高磷诱导的终末期肾病血管钙化中具
有潜在的积极作用，对该天然药物在血管钙化治疗中
的可能应用提供了科学依据，具有潜在的应用前景．
２　材料和方法
２．１　材　料

黄藤素由四川大学华西医院协同创新中心合

成（图１）．大鼠血管平滑肌细胞购买于美国Ｓｃｉｅｎ
ｃｅｌｌ科学研究实验室．

图１　改构黄藤素的分子结构式
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｐａｌｍａｔｉｎｅ

ＶｏｎＫｏｓｓａ试剂盒购买于台湾ＢＡＳＯ公司．
Ｔｒｉｚｏｌ购买于美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司．ｑＰＣＲ和ＲＴ
ＰＣＲ的试剂盒均购买于日本Ｔａｋａｒａ公司．ＲＩＰＡ
购买于北京碧云天公司．ＨＲＰ标记βａｃｔｉｎ
（１∶１００００）抗体和兔多克隆Ｎｒｆ２（１∶６００）抗体
均购买于美国ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司．ＮＯ和ＲＯＳ试剂
盒均购买于北京碧云天公司．
ＣＯ２细胞培养箱，美国赛默飞公司；共聚焦显

微镜，德国Ｌｅｉｃａ公司；实时定量ＰＣＲ仪，美国Ａｐ
ｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司；ＦＵＳＩＯＮＦＸ７成像系统，
法国Ｖｉｌｂｅｒ公司．酶标仪，美国赛默飞公司；荧光
酶标仪，美国赛默飞公司．
２．２　实验方法
２．２．１　大鼠血管平滑肌细胞的培养和加药处理　
将大鼠血管平滑肌细胞培养在含１０％胎牛血清、
１００μ／ｍＬ青霉素和１００μｇ／ｍＬ链霉素的ＤＭＥＭ
培养基中［１１，１２］．根据张文松等人以前的研究，将
７７０ｍｇβ甘油磷酸酯，１１ｍｇＬ抗坏血酸和１μＬ
１０８ｍｏｌ／Ｌ的地塞米松溶入２５０ｍＬ上述培养基中
制成钙化培养基［１３］．待细胞铺板密度达到９０％左
右时，将细胞以１×１０６个／孔的密度接种到６孔板
中，每孔加入２ｍＬ培养基；或以１×１０４个／孔的密
度接种到９６孔板中，每孔加入０．１ｍＬ培养基．过
夜培养之后，吸弃培养基，分别加入相应浓度的黄
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藤素，注射用生理盐水做空白对照．处理８ｈ后，吸
弃黄藤素，按照实验分组分别加入钙化培养基和
ＤＭＥＭ培养基，培养７２ｈ．
２．２．２　ＶｏｎＫｏｓｓａ染色　除尽六孔板中的培养
基，每孔加入２ｍＬ７５％的酒精固定细胞５ｍｉｎ，ＰＢＳ
清洗三次，将六孔板置于暗室下，硝酸银染色３０
ｍｉｎ，紫外照射３０ｍｉｎ，流水适当冲洗，硫代硫酸钠还
原５ｍｉｎ，等待细胞自然风干后，放置于共聚焦显微
镜下检测黄藤素对钙化细胞内钙盐沉积的影响．
２．２．３　ＲＴＰＣＲ　除尽六孔板中的培养基后，按
照Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒的说明书提取ＲＮＡ并检测ＲＮＡ
浓度．按照Ｔａｋａｒａ的说明书，构建以下１０μＬ的反
应体系：２μＬ的５×ＰｒｉｍｅｒＳｃｒｉｐｅＢｕｆｆｅｒ，０．５μＬ
的ＰｒｉｍｅｒＳｃｒｉｐｅＲＴＥｎｚｙｍｅＭｉｘ，０．５μＬ的Ｏｌｉ
ｇｏｄＴＰｒｉｍｅｒ，０．５μＬ的Ｒａｎｄｏｍ６ｍｅｒｓ，４．５μＬ
的ＲｎａｓｅＦｒｅｅｗａｔｅｒ，２μＬ的ＲＮＡ．混匀体系，设
置反应程序为：３７℃，１５ｍｉｎ；８５℃，５ｓ；４℃，
１０ｍｉｎ．
２．２．４　ｑＰＣＲ　将合成的上述ｃＤＮＡ用Ｒｎａｓｅ
Ｆｒｅｅｗａｔｅｒ稀释１０倍后，按照Ｔａｋａｒａ８２０Ａ试剂
盒的说明书，构建如下２０μＬ的反应体系：１０μＬ
的ＳＹＢＲ，０．８μＬ的上游引物，０．８μＬ的下游引
物，０．４μＬ的ＲｏｘＤｙｅⅡ，３μＬ的ＲｎａｓｅＦｒｅｅｗａ
ｔｅｒ，５μＬ的ｃＤＮＡ．运行程序为：５０℃，２ｍｉｎ；９５
℃，１０ｍｉｎ；９５℃，１５ｓ；５８℃，３０ｓ；７２℃，４０ｓ．以
ＧＡＰＤＨ作内参，上游引物：５′ＴＣＣＡＴＴＧＡＡＧ
ＧＣＡＴＣＣＡＣＣＣ３′下游引物：５′ＡＡＧＡＡＣＴＣ
ＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＧＣ３′．
２．２．５　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ　将载有细胞的六孔板置于
冰上，去除六孔板内的培养基，ＰＢＳ清洗后，每孔
加入１００μＬＲＩＰＡ，刮板刮下六孔板中的细胞并收
集到１．５ｍＬ离心管中，超声破碎后，４℃，１２０００
ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集上清液到新的１．５ｍＬ离
心管中，使用ＢＣＡ法测定蛋白浓度，根据测定的浓
度按比例加入５×ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ，９７℃加热５
ｍｉｎ．然后制备ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ所需的凝胶，待浓缩
胶凝固后，拔掉梳齿，将预染Ｍａｒｋｅｒ及蛋白样本
依次加入凝胶孔内，以１００Ｖ恒压电泳至溴酚蓝跑
至凝胶底部时停止电泳，１２０Ｖ转膜１．５ｈ，取出膜
后，室温下５％牛奶摇床封闭１ｈ，４℃冰箱摇床敷
育一抗过夜，ＴＢＳＴ清洗三次，室温摇床敷育二抗
１ｈ后，曝光．
２．２．６　ＮＯ的检测　待ＮＯ检测试剂盒的温度达
到室温时，取一新的９６孔板，对应培养细胞的９６

孔板，每孔吸取５０μＬ的培养液，按照说明书稀释
标准品到不同浓度，同样取５０μＬ加入到９６孔板
中，而后每孔先加入１００μＬ的ＲｅｇｅｎｔⅠ，再加入
１００μＬ的ＲｅｇｅｎｔⅡ，轻微震荡混匀后，５４０ｎｍ波
长检测吸光度值．
２．２．７　ＲＯＳ的检测　按照ＲＯＳ检测试剂盒说明
书，以１∶１０００的比例用无血清培养基ＤＭＥＭ稀
释ＤＣＦＨＤＡ，取１００μＬ稀释后的ＤＣＦＨＤＡ加
入到去除培养基的９６孔板中，而后将载有细胞的
９６孔板放置于培养箱中孵育２０ｍｉｎ，用无血清
ＤＭＥＭ清洗三次，０．５ｈ内，４８８ｎｍ激发波长、５２５
ｎｍ发射波长荧光酶标仪进行检测．
２．２．８　数据统计及分析　每组数据重复３次，
ＳＰＳＳ１３．０对数据进行统计分析，结果以“平均值
±标准差”的形式表现．犘＜０．０５认为数据有统计
学意义，用表示；犘＜０．０１用＃表示．（缩写：Ｐａｌ，
黄藤素；ＣＴＲＬ，对照组；ＣＡＬ，钙化组）

３　结果与分析
３．１　不同处理条件下大鼠血管平滑肌细胞内的钙

盐沉积
Ｐａｌｏｉａｎｅｔ等人已发现血管钙化可增加细胞内

的钙盐沉积［８］．ＶｏｎＫｏｓｓａ染色后，我们观察到，与
正常对照组相比，７２ｈ钙化后，大鼠血管平滑肌细
胞内的钙盐沉积显著增加．但是，５μｍｏｌ／Ｌ和１０
μｍｏｌ／Ｌ黄藤素预处理８ｈ可以显著抑制钙化后大
鼠血管平滑肌细胞内的钙盐沉积（图２）．这一结果
说明，黄藤素可以有效抑制钙化细胞内的钙盐
沉积．
３．２　不同处理条件下大鼠血管平滑肌细胞内

犖狉犳２基因的表达情况
血管钙化涉及血管平滑肌细胞的氧化损伤，而

Ｋｅａｐ１Ｎｒｆ２ＡＲＥ信号通路在保护细胞免受氧化
损伤中起到关键的作用［１４］．在我们的研究中，我们
发现，钙化７２ｈ后，ＲＡＳＭＣｓ中Ｎｒｆ２的ｍＲＮＡ
水平和蛋白质水平显著降低．但是，５μｍｏｌ／Ｌ和
１０μｍｏｌ／Ｌ黄藤素均可以显著提高钙化细胞中
Ｎｒｆ２的表达水平（图３Ａ，图３Ｂ）．对蛋白条带进行
ＩｍａｇｅＪ分析，测定的结果也表明加药处理后，钙
化细胞中Ｎｒｆ２的表达水平显著升高（图３Ｃ）．这
些结果表明，黄藤素可以通过激活Ｎｒｆ２的核转位
对抗大鼠血管平滑肌细胞的血管钙化．可能因为高
浓度黄藤素存在一定的副作用，所以在激活Ｎｒｆ２
方面，５μｍｏｌ／Ｌ的作用效果优于１０μｍｏｌ／Ｌ．
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图２　不同处理条件下细胞内的钙盐沉积
Ａ：对照组；Ｂ：５μｍｏｌ／Ｌ黄藤素处理组；Ｃ：１０μｍｏｌ／Ｌ黄藤素处理组；Ｄ：钙化处理组；Ｅ：５μｍｏｌ／Ｌ黄藤素＋钙化处理组；Ｆ：１０μｍｏｌ／Ｌ黄藤素＋钙化处理组

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｃａｌｃｉｕｍｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎｉｎＲＡＳＭＣｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｐａｌｍａｔｉｎｅ

图３　不同处理条件下细胞内Ｎｒｆ２基因ｍＲＮＡ和蛋白质的相对表达量变化
（Ａ：对照组；Ｂ：５μｍｏｌ／Ｌ黄藤素处理组；Ｃ：１０μｍｏｌ／Ｌ黄藤素处理组；Ｄ：钙化处理组；Ｅ：５μｍｏｌ／Ｌ黄藤素＋钙化处理组；Ｆ：１０μｍｏｌ／Ｌ黄藤素＋钙化处理组
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｔｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｏｆＮｒｆ２ｉｎＲＡＳＭＣｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｐａｌｍａｔｉｎｅ

图４　不同处理条件下细胞内ＲＯＳ的含量变化
Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆＲＯＳｉｎＲＡＳＭＣｓ

ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｐａｌｍａｔｉｎｅ

３．３　不同处理条件下细胞内犚犗犛的含量
氧化应激这一存在于各种代谢性疾病如糖尿

病、慢性炎症和心血管疾病的主要因素，也是发生
血管钙化的主要原因之一［１５，１６］．活性氧（ＲＯＳ）这
一可能对ＤＮＡ、脂质和蛋白质造成损害的物质，通
常伴随着氧化应激发生［１７］．在我们的研究中，我们

发现黄藤素可以减少ＲＯＳ的产生，并且在黄藤素
浓度达到１０μｍｏｌ／Ｌ的时候，效果较好（图４）．这
一结果表明，当达到一定浓度时，黄藤素可以显著
保护大鼠血管平滑肌细胞，使其免受氧化损伤．
３．４　不同处理条件下细胞内犖犗的含量

炎症与血管钙化的发生高度相关，大量的ＮＯ
可促进炎症的发生［１８，１９］．在我们的研究中，我们观
察到黄藤素可以以剂量依赖的方式减少钙化后大
鼠血管平滑肌细胞内ＮＯ的含量，并且在黄藤素浓
度达到１０μｍｏｌ／Ｌ的时候，效果最佳（图５）．这一
结果表明，黄藤素可以通过减少ＮＯ的产生、有效
缓解炎症的发生，对抗血管钙化．

４　结　论
血管钙化导致细胞内Ｎｒｆ２含量的显著降低，

而黄藤素可以显著增强细胞内Ｎｒｆ２的表达水平、
同时显著降低细胞内ＲＯＳ和ＮＯ的含量．推测黄
藤素通过激活Ｎｒｆ２、抑制炎症和氧化应激，显著改
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图５　不同处理条件下细胞内ＮＯ的含量变化
Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆＮＯｉｎＲＡＳＭＣｓｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｐａｌｍａｔｉｎ
善大鼠平滑肌细胞的钙化．这些研究结果表明，黄藤
素在高磷诱导的终末期肾病血管钙化中具有潜在的
积极作用，对该天然药物在血管钙化治疗中的可能
应用提供了科学依据，具有潜在的应用前景．
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