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［摘 要］ 目的：探究荜茇明碱对高钙高磷诱导的主动脉瓣膜间质细胞（aortic valve interstitial cell，AVIC）钙化的保护作用及

其机制。方法：体外培养原代猪AVIC，通过高钙高磷诱导钙化并给予不同浓度荜茇明碱处理16 h后，流式细胞仪分析检测凋

亡水平；AVIC在高钙高磷条件下，以2.5 mmol/L荜茇明碱或100 ng/mL骨形态发生蛋白2（bone morphogenetic protein 2，BMP2）
处理，通过检测钙浓度、碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP）活性、茜素红染色反映钙化程度；Western blot、real⁃time PCR检

测成骨相关蛋白和mRNA的表达。结果：①流式细胞分析发现，高钙高磷条件下，荜茇明碱低于5 mmol/L无明显促凋亡作用；

②钙浓度、ALP活性、茜素红染色显示，2.5 mmol/L荜茇明碱显著抑制高钙高磷诱导的AVIC钙化；③Western blot、real⁃time PCR
显示，2.5 mmol/L荜茇明碱抑制BMP2、pSmad1/5、RUNX2蛋白和mRNA的表达；④外源性重组BMP2可逆转荜茇明碱抗钙化的

作用。结论：荜茇明碱通过抑制 BMP2/pSmad1/5/RUNX2 信号，减轻高钙高磷诱导的 AVIC钙化。
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Piperlongumine attenuates high calcium/phosphate ⁃ induced calcification of aortic valve
interstitial cells by inhibiting BMP2/pSmad1/5 signaling
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［Abstract］ Objective：To explore the role and mechanism of piperlongumine in high calcium/phosphate ⁃ induced calcification of
aortic valve interstitial cells（AVICs）. Methods：Porcine AVICs were isolated and cultured in vitro. AVICs were treated inductively
with high calcium/phosphate medium and piperlongumine of different concentrations for 16 hours. Flow cytometry was then performed
to measure cell apoptosis. AVICs were treated with 2.5 mmol/L piperlongumine or 100 ng/mL bone morphogenetic protein 2（BMP2）
under the condition of high calcium/phosphate. The effect of piperlongumine on calcification was measured using calcium
quantification，alkaline phosphatase activity and alizarin red staining. The protein and mRNA levels of osteogenic markers were
determined by Western blot and real ⁃ time PCR. Results：①Flow cytometry showed that piperlongumine under 5 mmol/L had no
obvious effect on AVICs apoptosis treated with high calcium/phosphate medium. ② Calcium quantification，alkaline phosphatase
activity and alizarin red staining showed that 2.5 mmol/L piperlongumine attenuated the calcification of AVICs induced by high
calcium/phosphate medium. ③Western blot，real⁃time PCR showed that 2.5 mmol/L piperlongumine inhibited the protein and mRNA
expression of osteogenic markers including BMP2，phosphorylated Smad1/5 and RUNX2. ④ Exogenous recombinant BMP2 may
reverse the effect of piperlongumine in vitro. Conclusion：Piperlongumine attenuates high calcium/phosphate ⁃ induced AVICs
calcification by inhibiting BMP2/pSmad1/5 signaling.
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主动脉瓣钙化性疾病影响超过 2%的中老年人

群［1］，老化及各种心血管高危因素参与其中，相互作

用，加速瓣膜的组织损伤，进而影响心脏功能［2］。现

阶段，主动脉瓣钙化性疾病主要通过主动脉瓣置换

术进行治疗［3］。但置换瓣膜寿命短，未达70岁的患者

面临二次手术风险，而高龄患者二次手术收益甚微。

目前尚无有效药物可以延缓瓣膜钙化的进展［4］。

荜茇明碱是从胡椒科植物荜茇中提取出的天

然小分子，已证明其具有抗肿瘤［5］、抗炎［6］等作用，

其对肿瘤细胞的相对选择性引起了研究者的广泛

关注。既往研究认为它主要通过增加活性氧族的产

生［7］，调节凋亡、自噬相关通路，增加BCL2磷酸化［8］及

激活 JAK⁃STAT、NF⁃κB 和 PI3K/AKT/mTOR 等信号

通路发挥作用［9］。

瓣膜间质细胞是心脏瓣膜中的主要细胞成分

之一。除支撑作用外，在瓣膜的生理及病理发生

发展过程中也发挥着重要作用［10］。主动脉瓣钙化

是多种因素参与的主动性过程，其中主动脉瓣膜

间质细胞（aortic valve interstitial cell，AVIC）发生成骨

分化发挥重要作用。利用天然分子化合物干预AVIC
钙化可能为临床治疗瓣膜钙化提供新的思路和方

法。本研究采用高钙高磷诱导AVIC钙化，观察荜茇

明碱对AVIC钙化的影响及其主要作用机制［11］。

1 材料和方法

1.1 材料

雄性家猪 5头，体重 20 kg，来自句容市杨海生

猪养殖专业合作社，动物处理符合 3R原则，并经

实验动物伦理委员会批准。高钙高磷钙化培养基、

DMEM高糖培养基（含HEPES）、胎牛血清、青/链霉

素/两性霉素、磷酸盐（Pi）、氯化钙、荜茇明碱（Sigma⁃
Aldrich公司，美国）；BCA蛋白定量试剂盒（Thermo
Scientific Pierce公司，美国）；钙分析试剂盒（DICA⁃
500，QuantiChrom公司，美国）；碱性磷酸酶（alkaline
phosphatase，ALP）检测试剂盒（WAKO公司，日本）；

重组人骨形态发生蛋白（bone morphogentic protein
2，BMP2）（R&D SYSTEM，美国）；GAPDH 抗体（#
5174）、Smad1/5 抗 体（#6944）、RUNX2 抗 体（#
12556）、OPN 抗体（#1264）、BMP2 抗体（#14933）、

BMPR⁃Ⅱ抗体（#393304）、pSmad1/5抗体（#9516）、

HRP 标记的羊抗兔二抗（Cell Signaling Technology
公司，美国）；显影液（SuperSignalTM West Femto Maxi⁃
mum Sensitivity Substrate，Thermo 公 司 ，美 国）；

ChemiDocXRS 成像系统（Bio⁃Rad公司，美国）；流式

细胞仪（BD Biosciences公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 猪AVIC的获取和培养

雄性家猪麻醉后，将部分主动脉与心脏一起取

出。沿主动脉前室间沟剪开左心室，在主动脉根部

将主动脉三叶瓣膜剪下，放入预冷无菌 PBS中，经

14.0%、7.0%、3.5%、1.4%青/链霉素/两性霉素梯度清

洗后1 200 U/mL胶原酶消化液37 ℃消化15 min。用

细胞刮刮去瓣膜上皮细胞，将瓣膜充分剪碎后转

入加了胶原酶的消化液中，放入摇床（37 ℃，转速

200 r/min）消化 3 h。离心弃上清，加新鲜完全培养

基（DMEM高糖培养基，含 20% 胎牛血清、1.4%青/
链霉素/两性霉素、2 mmol/L L 型谷氨酰胺），用

100 μm滤网过滤后转入 25 cm2培养瓶中 37 ℃，5%
CO2 培养箱中培养。48 h观察贴壁情况，换培养

基。细胞进行传代培养，后续实验将选取第 3~5代
的细胞进行。实验室前期研究通过免疫荧光方法

标记AVIC特异表达的波形蛋白进行鉴定，结果表

明我们提取的猪AVIC纯度超过90%［12］。

1.2.2 流式细胞仪检测细胞凋亡

AVIC以1×105个/孔的密度接种于12孔板中，分

为空白对照组（Ctrl组，DMEM培养）、高磷高钙组

（Hca组，高磷高钙培养）、不同浓度荜茇明碱处理组

（PLG+Hca组，PLG+高磷高钙培养），每组3个复孔，

培养 16 h后，胰酶消化收集细胞。4 ℃ 450 g离心

5 min后 PBS清洗 2遍。重悬于 100 μL Annexin V
binding buffer 中，细胞在 5 μL Annexin V⁃FITC 和

5 μL PI室温避光孵育 15 min，加入 400 μL Annexin
V binding buffer，立即用流式细胞仪检测细胞凋

亡。早期凋亡细胞（Annexin V⁃FITC阳性，PI阴性）

位于右下象限；晚期凋亡细胞（Annexin V⁃FITC阳

性，PI阳性）位于右上象限；正常细胞（Annexin V⁃
FITC阴性，PI阴性）位于左下象限。结果以Annexin
V⁃FITC阳性染色细胞即早期凋亡和晚期凋亡数总

和占所有细胞的百分比形式呈现。

1.2.3 细胞钙浓度测定

AVIC以1×105个/孔的密度接种于12孔板中，分

别以高磷高钙和/或2.5 mmol/L荜茇明碱、100 ng/mL
BMP2处理16 h后，用PBS清洗3次，每孔加入500 μL
0.6 mol/L HCl，4 ℃摇床 24 h。使用钙分析试剂盒，

每个样品取5 μL加入96孔板，加入200 μL工作液，

室温振荡 3 min。使用 SynergyTM 2 microplate reader
（BioTek公司，美国）读取612 nm处吸光度。将12孔
板中液体吸净，预冷 PBS冲洗 3次后加入 0.1 mol/L
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NaOH/0.1% SDS。将每孔细胞刮下，4 ℃ 13 000 g离

心20 min，取上清使用BCA法测蛋白浓度。钙浓度

值计算：标准化钙浓度（μg/mg protein）=绝对钙浓度/
蛋白浓度。

1.2.4 ALP活性测定

将 12孔板中培养的 AVIC 同 1.2.3处理后，用

PBS清洗 3次，各孔添加 250 μL 0.05%的曲拉通X⁃
100，进行反复3次冻融操作。收集每孔中液体，4 ℃
15 000 g离心15 min处理，将上清液移到新的EP管

中，并以此作为样品，使用ALP检测试剂盒进行检

测：在96孔板内添加100 μL底物缓冲液和20 μL样

品，在微孔板震荡器上充分振荡 1 min，37 ℃孵育

15 min后添加80 μL反应终止液。在微孔板震荡器

上充分振荡1 min，用SynergyTM 2 microplate reader测
量405 nm处的吸光值。同样方法进行空白（蒸馏水）

对照和标准品的检测，做标准曲线。BCA法检测样品

的总蛋白浓度，计算ALP活性。ALP活性（U/μg）=
（实验组吸光值-空白组吸光值）×稀释倍数/反应

时间。

1.2.5 茜素红染色

将 12孔板中 AVIC 同 1.2.3处理后，吸净培养

基，PBS漂洗3次。用4%甲醛溶液室温固定10 min后
PBS漂洗3次，95%乙醇室温固定细胞20~30 min。去

离子水漂洗3遍。2%茜素红S染色1~5 min，镜下观

察有橘红色结节出现时终止染色。用去离子水漂洗

数次，以洗净非特异性染色，使用扫描仪扫描图像。

1.2.6 Western blot检测蛋白表达

AVIC细胞同 1.2.3处理后使用 Cytoplasmic Ex⁃
traction Reagents（Thermo公司，美国）按试剂盒说明

提取蛋白，10%~15%的SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳后

转移到PVDF膜（Roche公司，瑞士）上，用5%BSA溶

液封闭，目标蛋白孵育一抗过夜，使用的一抗如下：

GAPDH 抗体（1∶1 000）、Smad1/5 抗体（1∶1 000）、

RUNX2抗体（1∶1 000）、OPN抗体（1∶1 000）、BMP2
抗体（1∶1 000）、pSmad1/5抗体（1∶1 000）、BMPR⁃Ⅱ
抗体（1∶200），后孵育相对应HRP标记的羊抗鼠二抗、

羊抗兔二抗（1∶5 000稀释）。使用显影液反应1 min
后，在ChemiDoc XRS成像系统下曝光。Image Lab™
软件用于条带灰度分析。

1.2.7 实时荧光定量PCR
AVIC细胞同1.2.3处理后使用RNeasy RNA iso⁃

lation kit（Qiagen 公司，美国）提取总 RNA，使用

PrimeScript RTTM reagent Kit（TaKaRa公司，日本）进

行逆转录。实时荧光定量PCR使用Prism7900（ABI公

司，美国）系统，实时反应检测。引物序列详见表1。
所有荧光定量PCR反应均重复3次，以GAPDH为内

参照，按照2-ΔΔCt计算各处理组基因的相对表达量。

1.3 统计学方法

所有测量数据都表示为均数±标准误（x ± sx）。

使用GraphPad Prism 7.0 软件比较处理组与对照组数

值。多组数据比较采用单因素方差分析，Bonferroni
法进行多重比较；P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 荜茇明碱对高钙高磷诱导AVIC凋亡的影响

流式细胞结果显示，高钙高磷处理组与对照组

相比，显著诱导了AVIC的凋亡。荜茇明碱浓度低

于5 mmol/L时对高钙高磷处理所诱导的AVIC凋亡

无明显作用，高于 5 mmol/L时，其促凋亡作用明显

（图1）。参考有关荜茇明碱研究的相关文章［8，13］，结

合本实验结果，最终选取 2.5 mmol/L荜茇明碱用于

后续的抗钙化作用研究。

2.2 荜茇明碱抑制高钙高磷诱导的AVIC钙化

细胞内钙含量测定、ALP活性检测及茜素红染

色结果显示，高钙高磷处理组与对照组相比显著诱

导了AVIC钙化。2.5 mmol/L荜茇明碱处理后，AVIC
钙化得到明显抑制。以上结果说明2.5 mmol/L 荜茇

明碱对高钙高磷诱导的 AVIC钙化具有保护作用

（图2）。
2.3 荜茇明碱抑制高钙高磷诱导的AVIC成骨分化

Western blot 结果显示，在高钙高磷培养基中加

入2.5 mmol/L荜茇明碱处理抑制了成骨分化标志蛋

白 RUNX2、OPN、BMP2 和 BMPR 的表达，以及成骨

分化通路关键蛋白Smad1/5 的磷酸化，抑制了AVIC
的 成 骨 分 化（图 3A、B）。 Real ⁃ time PCR 检 测

RUNX2、OPN及BMP2等成骨分化指标的mRNA水

平，结果显示 2.5 mmol/L荜茇明碱抑制高钙高磷诱

表1 PCR引物序列

Table 1 The primer sequences for PCR
基因名

RUNX2

OPN

BMP2

GAPDH

引物序列（5′→3′）
F:CCTCCTCTTAGTCTGGCTCG
R:ATCTGAGTTCCAGCGTCGAT
F:GCCACAGAGGAAGACCTCAC
R:ATGCTCATTGCTCCCATCAT
F:AAACCTGCAACAGCCAACTC
R:AGACCTGCTAATCCGCACAT
F:CGTCAAGCTCATTTCCTGGT
R:TGGGATGGAAACTGGAAGTC
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图2 荜茇明碱抑制高钙高磷诱导的AVIC钙化

Figure 2 Piperlongumine attenuates high calcium/phosphate induced AVICs calcification
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导的 AVIC 成骨分化指标 mRNA 的表达水平（图

3C~E）。
2.4 荜茇明碱通过抑制 BMP2/pSmad1/5通路发挥

抗钙化作用

为了进一步证明荜茇明碱的作用是否依赖

BMP2信号通路，我们在高钙高磷培养基中加入重

组BMP2处理AVIC，与在高钙高磷培养基中同时加

入重组BMP2、2.5 mmol/L荜茇明碱组相比，外源给

予重组BMP2组升高钙含量、ALP活性、茜素红水平

（图 4A~C），诱导成骨分化相关蛋白RUNX2、OPN、

BMP2 和 BMPR表达（图4D、E），增加成骨相关指标

mRNA的表达（图 4F~H）。提示外源性重组 BMP2
阻断荜茇明碱的抗钙化作用。

3 讨 论

主动脉瓣疾病是由多种病因导致瓣膜结缔组

织发生变性和重塑，主要表现为瓣叶增厚、基质重

塑及钙盐沉积，最终导致瓣膜狭窄和/或关闭不全，

104

103

102

101

100

1 mmol/L PLG+Hca

4.90
100 101 102 103 104

104

103

102

101

100

2.5 mmol/L PLG+Hca

4.35
100 101 102 103 104

104

103

102

101

100

5 mmol/L PLG+Hca

4.53
100 101 102 103 104

PI

AV

104

103

102

101

100

Ctrl

1.88
100 101 102 103 104

104

103

102

101

100

10 mmol/L PLG+Hca

28.8
100 101 102 103 104

104

103

102

101

100

20 mmol/L PLG+Hca

28.0
100 101 102 103 104

104

103

102

101

100

15 mmol/L PLG+Hca

30.3
100 101 102 103 104

104

103

102

101

100

Hca

4.35
100 101 102 103 104

104

103

102

101

100

20 mmol/L PLG

3.24
100 101 102 103 104

***

Ctrl

80
60
40
20
0

凋
亡

率
（
%）

***
***

Hca

20 m
mol/L

PLG

1 mm
ol/L

PLG
+Hca

2.5 m
mol/L

PLG
+Hca

5 mm
ol/L

PLG
+Hca

10 m
mol/L

PLG
+Hca

15 m
mol/L

PLG
+Hca

20 m
mol/L

PLG
+Hca

两组比较，***P < 0.001（n=3）。
图1 不同浓度荜茇明碱对高钙高磷诱导的AVIC凋亡的影响

Figure 1 The effect of piperlongumine on AVICs apoptosis treated with high calcium/phosphate medium
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图3 荜茇明碱对AVIC成骨分化的抑制作用

Figure 3 The inhibition of piperlongumine on osteogenic differentiation of AVICs
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严重损害心功能；瓣膜钙化对血管钙化有一定的提

示作用［14］。瓣膜钙化多见于老年患者，个体差异

大，同时缺乏有效的抗钙化治疗药物［15］。既往研究

表明，瓣膜间质细胞在瓣膜钙化发生发展中起核心作

用，心脏瓣膜钙化与血管平滑肌钙化的过程类似，都

是异位骨形成和羟基磷灰石沉积的过程［16］。细胞凋

亡、基质小泡形成、ALP活性增加以及炎症等多机制

共同参与该过程［17］。有研究显示在血管平滑肌钙

化早期即可观测到细胞发生凋亡。钙化结晶的形

成则显著迟于细胞凋亡的发生，证明细胞凋亡可能

是异位骨形成的诱因之一［18］。

荜茇明碱是从胡椒科植物荜茇中提取出的天然

小分子，被证明具有显著的抗肿瘤和抗炎作用［19］。肿

瘤也是老年人中最常见的疾病之一，由于抗钙化治

疗可能是一个较为长期的过程，因此理想的抗钙化

药物不能存在潜在的致肿瘤作用，从具有抗癌作用

的中药单体中寻找可能的抗钙化药物是一种可行

的选择。本文研究了荜茇明碱的抗瓣膜钙化作用，

结果表明：在接受高钙高磷处理后的猪AVIC中，荜

茇明碱仅在大于5 mmol/L剂量才促进猪凋亡，而低

于5 mmol/L时对细胞凋亡无促进作用，提示荜茇明

碱可以用于抗AVIC钙化的研究。

在高钙高磷培养基中加入2.5 mmol/L荜茇明碱

处理AVIC，我们发现荜茇明碱能够显著抑制高钙高

磷诱导的AVIC钙化，抑制成骨标志物ALP的活性

和减少了钙盐的沉积。对成骨分化标志基因的 real
⁃time PCR分析显示：荜茇明碱显著抑制了RUNX2、
OPN、BMP2等基因的表达。

既往研究表明，BMP2/pSmad1/5信号通路是促

进机体成骨分化和正常骨形成的关键通路，该通路

的激活也是主动脉瓣膜钙化发生发展的主要机制

之一［20］。在本研究中，我们着重分析了荜茇明碱对

该信号通路的作用，结果提示荜茇明碱可以显著下

调BMP2的表达水平，并抑制Smad1/5的磷酸化。进

一步在高钙高磷处理的同时加入重组BMP2与荜茇

明碱，结果表明重组BMP2能够显著阻断荜茇明碱

的抗钙化作用。综上可见，荜茇明碱显著减少了高

钙高磷诱导的 BMP2 表达。同时 BMPⅡ型受体

（BMPR⁃Ⅱ）的表达减少，最终减少了 Smad1/5的磷

酸化，抑制了成骨分化信号通路的激活。荜茇明碱

抑制高钙高磷诱导的BMP2表达的具体机制还需要

进一步深入研究。

综上所述，本研究首次证明荜茇明碱可以显著

抑制高钙高磷诱导的AVIC钙化。其抗钙化作用主

要是通过抑制BMP2通路激活，从而抑制了瓣膜间

质细胞的成骨分化。本研究将为临床开发新的抗
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图4 BMP2阻断荜茇明碱的抗钙化作用

Figure 4 BMP2 reverses the anti⁃calcification effect of piperlongumine
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瓣膜钙化治疗提供理论依据。
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