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［摘 要］ 目的：探讨过表达蛋白激酶C⁃α（protein kinase C⁃α，PKC⁃α）对HEK⁃293T细胞中核因子⁃κB⁃p65（nuclear factor⁃κB⁃
p65，NF⁃κB⁃p65）磷酸化水平的影响，并检查青藤碱（sinomenine，SIN）对PKC⁃α/NF⁃κB⁃p65信号通路的抑制作用。方法：采用

PCR技术扩增大鼠PKC⁃α基因蛋白质编码区（complete sequence coding，CDS）序列，将其插入到 pIRES2⁃EGFP空载质粒中，构

建野生型（wide type，WT）PKC⁃α过表达质粒（pIRES2⁃PKC⁃α⁃WT，PKC⁃αWT）；在PKC⁃αWT质粒的基础上，将PKC⁃α第25位丙氨酸

（A）与368位赖氨酸（K）分别突变为谷氨酸（E）和精氨酸（R），即构建持续活化（constitutively active，CA）突变型PKC⁃α过表达质

粒（pIRES2⁃PKC⁃α⁃A25E，PKC⁃αCA）和显性负性（dominant negative，DN）突变型PKC⁃α过表达质粒（pIRES2⁃PKC⁃α⁃K368R，PKC⁃
αDN）。本课题组前期构建的大鼠野生型NF⁃κB⁃p65过表达质粒（pIRES2⁃NF⁃κB⁃p65，p65WT）分别与上述各PKC⁃α过表达质粒共

同转染HEK⁃293T细胞，免疫印迹法检测PKC⁃α、NF⁃κB⁃p65的表达及磷酸化水平。再将上述不同质粒转染HEK⁃293T细胞，

46 h后予50 ng/mL SIN处理细胞2 h，再行免疫印迹实验分析SIN对PKC⁃α、NF⁃κB⁃p65磷酸化的影响。结果：菌液PCR及测序

证实，上述PKC⁃α过表达质粒构建成功。在HEK⁃293T中过表达PKC⁃αWT或PKC⁃αCA可促进NF⁃κB⁃p65的磷酸化，且过表达

PKC⁃αCA时尤为显著，而过表达PKC⁃αDN后NF⁃κB⁃p65的磷酸化无明显变化。SIN处理可抑制PKC⁃αWT、PKC⁃αCA和PKC⁃αDN转染

组HEK⁃293T细胞中PKC⁃α的磷酸化，同时也能抑制过表达PKC⁃αWT上调的NF⁃κB⁃p65磷酸化修饰，但不影响过表达PKC⁃αCA

和PKC⁃αDN对NF⁃κB⁃p65的磷酸化作用。结论：过表达PKC⁃α可促进HEK⁃293T细胞中NF⁃κB⁃p65的磷酸化，SIN处理HEK⁃
293T细胞后可通过抑制PKC⁃α的磷酸化下调NF⁃κB⁃p65的磷酸化修饰。
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［Abstract］ Objective：This study aims to investigate the effects of protein kinase C ⁃ α（PKC ⁃ α）over ⁃ expression on the
phosphorylation level of nuclear factor⁃κB⁃p65（NF⁃κB⁃p65）in human embryonic kidney 293T（HEK⁃293T）cells，and examine the
inhibitory effect of sinomenine（SIN）on PKC⁃α/NF⁃κB⁃p65 signaling pathway. Methods：To construct the rat wild type（WT）PKC⁃α
over⁃expression plasmid（pIRES2⁃PKC⁃α WT，PKC⁃αWT），rat PKC⁃α complete sequence coding（CDS）was amplified by PCR and
cloned into pIRES2⁃EGFP. Then，alanine（A）at the site of 25 and lysine（K）at the site of 368 were mutated to glutamic（E）and
arginine（R），respectively based on PKC⁃αWT to construct PKC⁃α constitutively active（CA）mutant（pIRES2⁃PKC⁃α A25E，PKC⁃αCA）

and PKC⁃α dominant negative（DN）mutant（pIRES2⁃PKC⁃αK368R，PKC⁃αDN）. The rat wild⁃type NF⁃κB⁃p65 over⁃expression plasmid，
namely pIRES2⁃NF⁃κB⁃p65（p65WT），was constructed by our research group previously. The plasmid of p65WT was transfected into HEK⁃
293T cells together with the above ⁃ mentioned different PKC ⁃ α over ⁃ expression plasmids respectively. The expression and
phosphorylation levels of PKC⁃α and NF⁃κB⁃p65 were detected by Western blot. Next，HEK⁃293T cells were co⁃transfected with the
above⁃mentioned plasmids in different groups，and after 46 h cells were continuously treated with SIN at the dose of 50 ng/mL for 2 h.
Then，the effects of SIN on phosphorylation of PKC⁃α and NF⁃κB⁃p65 were determined by Western blot. Results：PCR analysis and
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青藤碱（sinomenine，SIN）是从中草药植物青风

藤中提取的一种生物碱，药理研究与临床试验发现

其具有免疫抑制及抗炎活性，同时也具有抗氧化、

改善微循环等作用（图 1）［1-4］。有文献报道，SIN可

通过抑制胞外信号调节激酶1/2（extracellular signal⁃
regulated kinase1/2，ERK1/2）和p38促分裂素原活化

蛋白激酶（p38 mitogen⁃activated protein kinases，p38
MAPK）的活化，下调由佛波酯刺激人肥大细胞后诱

导的白细胞介素⁃6（interleukin⁃6，IL⁃6）和肿瘤坏死

因子⁃α（tumor necrosis factor⁃α，TNF⁃α）等促炎细胞

因子的合成与分泌［5］。此外，SIN可促进核因子红系

2相关因子 2（nuclear factor⁃erythroid 2⁃related factor
2，Nrf2）的表达，后者通过抑制核因子⁃κB p65亚基

（nuclear factor⁃κB p65，NF⁃κB⁃p65）的活化，减轻单

侧输尿管梗阻（unilateral ureteral obstruction，UUO）模
型小鼠肾组织炎症反应和组织病变［6］。值得一提的

是，已有文献报道，在人类系膜增生性肾小球肾炎

（mesangial proliferative glomerulonephritis，MsPGN）治
疗中，SIN具有减少蛋白尿，减轻肾小球炎症的作用，

且疗效好，不良反应小，没有肝脏损害［7］。但是SIN抑

制MsPGN肾脏组织炎症反应的具体分子机制，目前

尚未阐明。

蛋白激酶C（protein kinase C，PKC）属于AGC家

族（protein kinases A，protein kinases G and protein ki⁃
nases C family）蛋白激酶［8］。PKC家族各亚基调节结

构域之间的差异可使其结合不同的第二信使，据此

将目前已知的PKC家族成员分为3类：经典蛋白激酶

C（classical PKC，cPKC）、新型蛋白激酶C（novel PKC，
nPKC）、非典型蛋白激酶C（atypical PKC，aPKC）。与

nPKC、aPKC的活化不同，cPKC的活化依赖于胞内

Ca2+的浓度。PKC⁃α作为 cPKC的重要成员，在生理

或病理条件下可参与调节细胞的活化、增殖、凋亡

和炎症等多种生物学行为［9-11］。

核因子⁃κB（nuclear factor⁃κB，NF⁃κB）作为一种

重要的核转录因子，在机体各器官、组织和细胞中

广泛表达。因结构功能与合成方式不同，其家族可

分为两类：一类是p65/RelA、RelB和c⁃Rel；另一类是

由p105与p100裂解活化后形成的p50与p52。在静

息状态时，NF⁃κB通常与其抑制物以无活性的复合

物形式存在于胞浆中；胞内外特异性信号刺激导致

其活化释放之后，NF⁃κB可迅速从胞浆易位到胞核，

通过与其下游靶基因启动子结合发挥转录调节作

用［12］。截至目前，作为NF⁃κB家族中研究最为广泛的

成员，NF⁃κB⁃p65在多种疾病，如心血管疾病、肠炎、

肿瘤等的发生、发展过程中起到不可或缺的作用［13］。

Thy⁃1肾炎（Thy⁃1 nephritis，Thy⁃1N）是目前国

际公认的研究人类MsPGN的动物模型［14-16］。本课

题组前期研究结果揭示，Thy⁃1N大鼠病变早期的肾

组织内和体外受亚溶解型C5b⁃9（sublytic C5b⁃9，启
动原）刺激的大鼠肾小球系膜细胞中，PKC⁃α与NF⁃
κB⁃p65的磷酸化水平均显著上调。且体内外抑制

nucleotide sequencing verified that the above ⁃ mentioned PKC ⁃ α over ⁃ expression plasmids were constructed successfully. The
phosphorylation of NF⁃κB⁃p65 in HEK⁃293T cells was increased in response to PKC⁃αWT and PKC⁃αCA over⁃expression，especially PKC
⁃αCA over⁃expression. However，there was no significant change of NF⁃κB⁃p65 phosphorylation after PKC⁃αDN over⁃expression. SIN
treatment could inhibit the phosphorylation of PKC⁃α in HEK⁃293T cells transfected with PKC⁃αWT，PKC⁃αCA and PKC⁃αDN. SIN could
also inhibit the phosphorylation of NF⁃κB⁃p65 in HEK⁃293T cells caused by PKC⁃αWT over⁃expression，but not by PKC⁃αCA or PKC⁃αDN

over⁃expression. Conclusion：Over⁃expression of PKC⁃α can promote the phosphorylation of NF⁃κB⁃p65 in HEK⁃293T cells. SIN
treatment can down⁃regulate NF⁃κB⁃p65 phosphorylation through inhibition of PKC⁃α phosphorylation in HEK⁃293T cells.
［Key words］ protein kinase C⁃α；nuclear factor⁃κB⁃p65；sinomenine

［J Nanjing Med Univ，2020，40（11）：1583⁃1589，1602］

图1 SIN化学结构式

Figure 1 Chemical structural formula of SIN
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PKC⁃α磷酸化后，NF⁃κB⁃p65的磷酸化水平亦明显

降低。体内给大鼠预先注射SIN显著改善了Thy⁃1N
大鼠病变后期肾组织的增生病变，同时也下调了早

期肾内 PKC⁃α与NF⁃κB⁃p65的磷酸化以及 IL⁃6和

TNF⁃α的生成。因此我们推测，SIN可能作用于PKC⁃
α和/或 NF⁃κB⁃p65，通过抑制其磷酸化水平下调

Thy⁃1N大鼠肾内促炎细胞因子的生成，进而减轻继

发的肾组织增生病变。

为了探究活化的 PKC⁃α是否参与调控NF⁃κB⁃
p65的磷酸化以及 SIN抑制 PKC⁃α与NF⁃κB⁃p65活

化的机制，本实验构建了不同活性的大鼠PKC⁃α过
表达质粒，即野生型、持续活化突变型和显性负性

突变型PKC⁃α过表达质粒，将这 3种质粒与本课题

组前期已成功构建的大鼠野生型NF⁃κB⁃p65过表达

质粒行不同组合共转染HEK⁃293T工具细胞，之后

给予 SIN处理。观察前述不同活性的PKC⁃α对NF⁃
κB⁃p65磷酸化的促进作用，以及 SIN处理对PKC⁃α
和NF⁃κB⁃p65磷酸化的抑制效应。为后续深入探讨

Thy⁃1N大鼠肾小球系膜细胞中活化的 PKC⁃α、NF⁃
κB⁃p65之间的上下游关系，以及SIN对PKC⁃α和/或
NF⁃κB⁃p65的抑制作用及其机制提供有参考价值的

实验数据。

1 材料和方法

1.1 材料

人胚肾细胞（HEK⁃293T）（ATCC，美国），pIRES2
⁃EGFP质粒［滁州通用生物系统（安徽）有限公司］，

高保真酶PrimeSTAR@ Max DNA Polymerase、限制性

内切酶EcoRⅠ、SacⅡ和T4 DNA连接酶（TaKaRa公
司，日本），琼脂糖凝胶回收试剂盒（南京翼飞雪生

物科技有限公司），高纯度质粒小提中量试剂盒（北

京天根生化技术有限公司），SIN（Sigma 公司，美

国）。磷酸化PKC⁃α（p⁃PKC⁃α，T638）抗体、总PKC⁃
α（t⁃PKC⁃α）抗体（Abcam公司，英国），磷酸化NF⁃κB
⁃p65（p⁃p65，Ser536）抗体、总NF⁃κB⁃p65（t⁃p65）抗

体、Flag标签抗体、HA标签抗体（Cell Signaling Tech⁃
nology公司，美国）。大鼠野生型NF⁃κB⁃p65过表达质

粒（pIRES2⁃NF⁃κB⁃p65，p65WT）由本课题组前期构建。

1.2 方法

1.2.1 引物设计

登录 Nucleotide 数据库查找大鼠 PKC⁃α基因

mRNA 序列（NM_001105713.1），利用 Primer 5.0 软

件设计连接有编码Flag标签核苷酸序列的引物，用

以扩增大鼠PKC⁃α基因的CDS区，引物上下游分别

加入保护性碱基和酶切位点序列。上游引物：5′⁃
CCGGAATTCATGGCTGACGTTTACCCG⁃3′；下游引

物：5′⁃TCCCCGCGGTCACTTATCGTCGTCATCCTTG⁃
TAATCTACTGCACTTTGCAAGATT⁃3′。单下划线分

别表示EcoRⅠ、SacⅡ酶切位点，双下划线表示Flag
标签序列，CCG、TCC为保护性碱基。

1.2.2 目的基因的扩增

提取大鼠肾小球系膜细胞总 RNA，反转录为

cDNA，以 此 cDNA 为 模 板 ，用 PrimeSTAR@ Max
DNA Polymerase进行PCR反应。反应体系为Prime⁃
STAR Max Premix（2×）25 μL，上、下游引物各 2 μL，
cDNA模板2 μL，灭菌双蒸水19 μL，循环35次。扩增

产物经1.5%琼脂糖凝胶电泳后进行割胶纯化回收。

1.2.3 质粒的构建与鉴定

限制性内切酶EcoRⅠ和 SacⅡ分别对 pIRES2⁃
EGFP空载质粒与大鼠PKC⁃α基因CDS区PCR产物

进行双酶切，行琼脂糖凝胶电泳回收。在16 ℃条件

下经 T4 DNA连接酶对二者进行连接反应，并将连

接产物转化至感受态细胞DH5α。将上述转化后的

DH5α感受态细胞均匀涂布于含卡那霉素抗性的

LB平板表面，37 ℃培养 12 h。从LB平板上挑取单

个菌落接种于 3 mL含卡那霉素抗性的 LB培养液

中，180 r/min、37 ℃摇床培养过夜。取上述菌液进

行 PCR反应，筛选阳性克隆送往通用生物系统（安

徽）有限公司进行鉴定。将成功构建的质粒命名为

野生型PKC⁃α过表达质粒（pIRES2⁃PKC⁃α⁃WT，PKC⁃
αWT）。以PKC⁃αWT过表达质粒为基础，分别行以下位

点突变：将25位丙氨酸（A）突变为谷氨酸（E），即构

建持续活化突变型PKC⁃α过表达质粒（pIRES2⁃PKC
⁃α⁃A25E，PKC⁃αCA）；另将368位赖氨酸（K）突变为精

氨酸（R），即构建显性负性突变型 PKC⁃α过表达质

粒（pIRES2⁃PKC⁃α⁃K368R，PKC⁃αDN）。

1.2.4 重组质粒转染HEK⁃293T细胞效率的评估

用NeonTM细胞电转染系统将 pIRES2⁃EGFP质

粒转染至HEK⁃293T细胞，倒置显微镜下观察绿色

荧光蛋白（green fluorescent protein，GFP）的表达以

评估转染效率。

1.2.5 不同活性PKC⁃α对NF⁃κB⁃p65磷酸化调控效

应的验证

将上述质粒行不同分组转染HEK⁃293T细胞

（质粒转染量为 3 μg，约 1×106个细胞），48 h时行

Western blot 检查 p⁃PKC⁃ α、t⁃PKC⁃ α、Flag 标签、

p⁃p65、t⁃p65与HA标签的表达情况以评估 PKC⁃α、
NF⁃κB⁃p65的过表达效率，同时验证不同活性的
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PKC⁃α对NF⁃κB⁃p65磷酸化的调控效应。分组如

下：①pIRES2⁃EGFP组；②pIRES2⁃EGFP +p65WT组；

③PKC⁃αWT +p65WT组；④PKC⁃αCA + p65WT组；⑤PKC⁃
αDN +p65WT组。Western blot 过程如下：收集 HEK⁃
293T细胞裂解产物于 EP管中，煮沸使蛋白变性，

12 000 g离心5 min，取上清行SDS⁃PAGE凝胶电泳，

湿转法将蛋白转印至聚偏二氟乙烯（polyvinylidene
difluoride，PVDF）膜上。5%脱脂奶粉溶液封闭后于

一抗中4 ℃孵育过夜，TBST洗涤10 min×5次。二抗

室温孵育45 min，TBST洗涤后加入ECL发光液进行

曝光。

1.2.6 SIN处理细胞对PKC⁃α和NF⁃κB⁃p65蛋白及

磷酸化水平的影响

同上，将上述质粒行不同组合共转染 HEK⁃
293T细胞，转染后 46 h换用含 50 ng/mL SIN的培养

基处理，对照组予DMSO处理。48 h时Western blot
检查 p⁃PKC⁃α、t⁃PKC⁃α、Flag标签、p⁃p65、t⁃p65与

HA标签的表达水平，确定SIN对PKC⁃α和NF⁃κB⁃p65
磷酸化水平的调控作用。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 19.0统计软件进行统计学分析。所

得定量数据均以均数±标准误（x ± sx）表示。采用方

差分析和 Bonfferoni法进行两两比较，P < 0.05为差

异有统计学意义。

2 结 果

2.1 大鼠野生型、持续活化突变型、显性负性突变

型PKC⁃α过表达质粒的构建与鉴定以及质粒转染效

率的评估

PCR扩增连接Flag标签的大鼠PKC⁃α基因CDS
区序列，将其插入到 pIRS2⁃EGFP空载质粒中。菌

液PCR（图2A）、测序（图2B）及BLAST对比后证实，

大鼠野生型PKC⁃α过表达质粒构建成功，将其命名

为 pIRES2⁃PKC⁃α⁃WT（简称 PKC⁃αWT）。随后，将

PKC⁃αWT的25位丙氨酸（A）与368位赖氨酸（K）分别

突变为谷氨酸（E）和精氨酸（R），即构建持续活化突

变型PKC⁃α过表达质粒（pIRES2⁃PKC⁃α⁃A25E，简称

PKC⁃αCA）和显性负性突变型 PKC⁃α过表达质粒

A：菌液PCR电泳条带B：部分DNA测序图谱。

图2 PKC⁃α过表达质粒的构建与鉴定

Figure 2 Construction and identification of PKC⁃α over⁃expression plasmid
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pIRES2⁃EGFP质粒转染HEK⁃293T细胞后 48 h，GFP的表达情

况（×100）。
图3 HEK⁃293T细胞中pIRES2⁃EGFP质粒的转染效率

Figure 3 Transfection efficiency of pIRES2 ⁃ EGFP in
HEK⁃293T cells

荧光 白光
（pIRES2⁃PKC⁃α⁃K368R，简称PKC⁃αDN）。

之后，通过NeonTM电转染系统将 pIRES2⁃EGFP
质粒转染HEK⁃293T细胞，倒置荧光显微镜下观察

GFP的表达情况。结果（图 3）显示，pIRES2⁃EGFP
质粒电转染 HEK⁃293T 细胞 48 h 后，外源性蛋白

GFP显著表达，转染效率达80%左右。

2.2 野生型、持续活化突变型、显性负性突变型

PKC⁃α对HEK⁃293T细胞中NF⁃κB⁃p65磷酸化水平

的影响

结果显示，3种PKC⁃α质粒均可在HEK⁃293T细

胞中表达外源性PKC⁃α蛋白，且其磷酸化水平升高

约 4倍。另过表达 NF⁃κB⁃p65（即 pIRES2⁃EGFP+
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p65WT组）与对照组（即 pIRES2⁃EGFP 组）相比，其

PKC⁃α的磷酸化水平未见明显变化（图4），提示，NF
⁃κB⁃p65对PKC⁃α的磷酸化可能无调控作用。此外，

过表达野生型PKC⁃α（即PKC⁃αWT+p65WT组）和持续

活化突变型PKC⁃α（即PKC⁃αCA+ p65WT组），其NF⁃κB
⁃p65磷酸化的水平较过表达显性负性突变型PKC⁃α
（即 PKC⁃αDN+p65WT组）和空载对照组（即 pIRES2⁃
EGFP+p65WT组）相比，均分别升高约4倍与6倍。此

外，过表达显性负性突变型 PKC⁃α（即 PKC⁃αDN+
p65WT组）与空载对照组（即pIRES2⁃EGFP+p65WT组）

相比，其NF⁃κB⁃p65的磷酸化水平未见明显变化（图

5）。提示，PKC⁃α可作为上游激酶调节NF⁃κB⁃p65
的磷酸化，且以持续活化突变型PKC⁃α（PKC⁃αCA）对

NF⁃κB⁃p65磷酸化的上调效应最为显著，而显性负

性突变型 PKC⁃α（PKC⁃αDN）则对NF⁃κB⁃p65的磷酸

化无明显影响。

2.3 HEK⁃293T细胞中 SIN对PKC⁃α/NF⁃κB⁃p65通

路的影响

如图 6所示，SIN可将HEK⁃293T细胞中外源性

野生型PKC⁃α（即PKC⁃αWT + p65WT组）、持续活化突

变型PKC⁃α（即PKC⁃αCA+p65WT组）和显性负性突变

型PKC⁃α（即PKC⁃αDN+p65WT组）的磷酸化水平下调

至原来的 40%左右。此外，SIN亦可将过表达野生

型 PKC⁃α（即 PKC⁃αWT+p65WT组）的HEK⁃293T细胞

中NF⁃κB⁃p65磷酸化下调至原来的 50%左右，但对

过表达持续活化突变型 PKC⁃α（即 PKC⁃αCA+p65WT

组）的HEK⁃293T细胞中的NF⁃κB⁃p65磷酸化修饰程

度无明显影响，而过表达空载质粒（即 pIRES2 ⁃
EGFP+p65WT组）和过表达显性负性突变型 PKC⁃α
（即PKC⁃αDN+p65WT组）的HEK⁃293T细胞中的NF⁃κB
⁃p65磷酸化水平处于较低水平，故未见 SIN对其有

明显影响（图 7）。鉴于 SIN能显著抑制过表达野生

型PKC⁃α后HEK⁃293T细胞中NF⁃κB⁃p65的磷酸化

水平，却不能下调过表达持续活化突变型PKC⁃α后
NF⁃κB⁃p65的磷酸化水平，提示SIN抑制NF⁃κB⁃p65
磷酸化的作用可能是通过抑制NF⁃κB⁃p65上游激酶

PKC⁃α的活性发挥的。

3 讨 论

本课题组前期研究发现，在Thy⁃1N大鼠肾组织
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*
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HEK⁃293T细胞中转染不同质粒后48 h，Western blot检查 t⁃NF⁃
κB⁃p65、p⁃NF⁃κB⁃p65、HA标签的表达水平。A：Western blot电泳条

带；B：直方图定量分析。与 pIRES2⁃EGFP组比较，*P < 0.01（n=3）。
图5 PKC⁃α过表达对NF⁃κB⁃p65蛋白磷酸化的影响

Figure 5 Effects of PKC⁃α over⁃expression on NF⁃κB⁃p65
protein phosphorylation
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HEK⁃293T细胞中转染不同质粒后48 h，Western blot检测 t⁃PKC
⁃α、p⁃PKC⁃α、Flag标签的表达水平。A：Western blot电泳条带；B：直
方图定量分析。与 pIRES2⁃EGFP组比较，*P < 0.01（n=3）。

图4 PKC⁃α过表达及其磷酸化水平的检测

Figure 4 Detection of PKC⁃α over⁃expression and phos⁃
phorylation
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和体外受 sublytic C5b⁃9刺激的大鼠肾小球系膜细

胞中，PKC⁃α与NF⁃κB⁃p65蛋白的磷酸化修饰均显

著增强。体内外抑制PKC⁃α与NF⁃κB⁃p65活性后可

显著下调促炎细胞因子 IL⁃6和TNF⁃α的生成，抑制

Thy⁃1N大鼠肾组织内肾小球系膜细胞的增生与细

胞外基质的分泌，此外，抑制 PKC⁃α的活性后，NF⁃
κB⁃p65的磷酸化水平亦被明显抑制。提示 PKC⁃α
与NF⁃κB⁃p65可作为信号分子与转录因子参与调节

Thy⁃1N大鼠肾组织的病变进程，PKC⁃α可作为上游

激酶调节NF⁃κB⁃p65的磷酸化活性。

如前所述，SIN可通过调节多种信号通路发挥

抗炎抗氧化等生物学功效。然而，SIN能否改善Thy
⁃1N大鼠病变进程中肾组织炎性损伤与增生病变，

在机制上是否与 PKC⁃α和/或NF⁃κB⁃p65的活化有

关，目前并不清楚。对此，本研究分别用不同剂量

的 SIN处理Thy⁃1N大鼠，结果发现 SIN处理可下调

PKC⁃α与NF⁃κB⁃p65的磷酸化水平，因此推测SIN可

能通过抑制 PKC⁃α和/或NF⁃κB⁃p65的磷酸化水平

进而减轻Thy⁃1N大鼠肾组织炎性病变。

为了探讨PKC⁃α是否直接调控NF⁃κB⁃p65的磷

酸化以及SIN抑制PKC⁃α、NF⁃κB⁃p65磷酸化的具体

方式，本研究构建了大鼠野生型、持续活化突变型、

显性负性突变型 PKC⁃α过表达质粒（即 PKC⁃αWT、

PKC⁃αCA和 PKC⁃αDN）。之后，利用工具细胞HEK⁃
293T进行相关研究，结果提示，PKC⁃α可作为上游

激酶参与调节NF⁃κB⁃p65的磷酸化，且以持续活化

突变型 PKC⁃α（PKC⁃αCA）对NF⁃κB⁃p65磷酸化的上

调效应最为显著，而显性负性突变型 PKC⁃α（PKC⁃
αDN）可能是由于结构改变导致其失去对下游靶蛋白

的磷酸化修饰作用，故其对NF⁃κB⁃p65的磷酸化无

明显影响。此外，SIN可抑制3种不同活性PKC⁃α的
磷酸化水平，同时也可抑制过表达野生型PKC⁃α对
NF⁃κB⁃p65的磷酸化修饰作用。然而，SIN处理并不

影响持续活化突变型与显性负性突变型 PKC⁃α对

NF⁃κB⁃p65磷酸化修饰的调节效应。推测 SIN虽然

可抑制持续活化突变型和显性负性突变型PKC⁃α苏
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SIN处理转染不同质粒后的HEK⁃293T细胞，Western blot检查p⁃NF⁃κB⁃p65、t⁃NF⁃κB⁃p65与HA标签的表达水平。A：Western blot电泳条

带；B：直方图定量分析。两组比较，*P < 0.05，**P < 0.01（n=3）。1：pIRES2⁃EGFP组；2：pIRES2⁃EGFP+p65WT组；3：PKC⁃αWT+p65WT组；4：PKC⁃αCA+
p65WT组；5：PKC⁃αDN+p65WT组。

图7 SIN对NF⁃κB⁃p65表达及其磷酸化水平的影响

Figure 7 Effects of SIN on NF⁃κB⁃p65 expression and phosphorylation
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5：PKC⁃αDN+p65WT组。

图6 SIN对PKC⁃α表达及其磷酸化水平的影响

Figure 6 Effects of SIN on PKC⁃α expression and phosphorylation
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氨酸（T）638位的磷酸化水平，但因二者分别发生了

不同的突变，故其功能可能不再受T638位的磷酸化

状态的影响，即持续活化突变型 PKC⁃α能逆转 SIN
对其自身活性的抑制作用，可使NF⁃κB⁃p65在 SIN
存在的情况下依旧维持较高水平的磷酸化状态；而

显性负性突变型PKC⁃α由于失去调节NF⁃κB⁃p65磷
酸化水平的作用，故 SIN的处理亦不会对该处理组

NF⁃κB⁃p65低水平的磷酸化状态产生显著影响。这

些结果提示，SIN可能是通过抑制HEK⁃293T细胞内

PKC⁃α的活性进而下调NF⁃κB⁃p65的磷酸化。

已有文献指出，SIN可下调星形胶质细胞内Ca2+

浓度，改善吗啡依赖的中枢神经系统病变［17］，此外，

SIN也能通过抑制巨噬细胞中NF⁃κB⁃p65活性进而

减轻炎性损伤［6，18］。本研究结果亦表明，SIN能够抑

制PKC⁃α（PKC⁃α作为经典PKC家族成员，其活性可

受细胞内Ca2+浓度调节）与NF⁃κB⁃p65的磷酸化，这

与先前文献报道结果吻合。然而，在Thy⁃1N大鼠肾

小球系膜细胞中，SIN具体是通过调节细胞内Ca2+浓

度进而抑制PKC⁃α/NF⁃κB⁃p65的磷酸化活性，抑或

是分别直接靶向调控PKC⁃α和NF⁃κB⁃p65的磷酸化

活性，目前均不清楚；此外，亦有文献报道，SIN可抑

制ERK1/2、p38 MAPK等通路的活性［5］，而我们前期

研究也发现，ERK1/2、p38 MAPK、JNK和 STAT3等

信号分子/转录因子亦参与调控Thy⁃1N大鼠肾组织

炎性损伤与增生病变，而SIN对Thy⁃1N大鼠病变损

伤的改善是否也与调控上述因子的活性有关，目前

还未见相关文献报道，因此，上述问题仍有待进一

步实验加以验证。

综上所述，为了探讨 PKC⁃α是否直接调控NF⁃
κB⁃p65的磷酸化以及SIN抑制PKC⁃α、NF⁃κB⁃p65活
化的具体方式，本研究利用HEK⁃293T工具细胞进

行了相关实验。可为后续深入研究 SIN对 Thy⁃1N
大鼠肾内PKC⁃α/NF⁃κB⁃p65通路的抑制作用及其对

大鼠肾内炎性病变的影响提供有用的实验材料和

研究思路。
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