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3-芳基香豆素衍生物抑制血管钙化的机制
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摘 要 为揭示 3-芳基香豆素衍生物 3-（4′-羟基苯基）-6-羟基香豆素（SJ-6）对抗血管钙化的作用机制，采用晚期糖基化终

产物（AGEs）对人体主动脉血管平滑肌细胞（HCASMCs）进行钙化诱导并通过茜素红染色及定量进行钙化鉴定。分别检测

了化合物SJ-6对碱性磷酸酶（ALP）活力、细胞增殖率、钙含量、总活性氧（ROS）、超氧化物歧化酶（SOD）、AGEs、肿瘤坏死因

子-α（TNF-α）、白细胞介素 6（1L-6）、白细胞介素β（1L-β）、成骨相关转录因子 2 mRNA（Runx2 mRNA）、晚期糖基化终产物受

体（RAGE）、核因子κB（NF-κB）、NADPH氧化酶-1（NOX-1）、蛋白激酶C（PKC）、蛋白激酶B（AKT）、p38丝裂原活化蛋白激酶

（p38 MAPK）、α-平滑肌肌动蛋白（SMA-α）蛋白表达的影响。根据研究结果发现化合物 SJ-6可明显降低钙化细胞模型中

AGEs含量、ALP活性、细胞内钙离子含量、ROS含量、Runx2 mRNA以及炎症因子TNF-α、1L-6和 1L-β的含量（P < 0. 05），并

升高 SOD的含量（P < 0. 01），这些作用与阳性对照药氨基胍盐酸盐（AGH）相似。进一步对化合物 SJ-6进行深入的药理机

制研究，发现化合物SJ-6能够明显抑制钙化细胞模型中关键信号蛋白RAGE、NF-κB、NOX-1、PKC、Akt、p-p38等蛋白的表达

（P < 0. 01），并增加平滑肌动蛋白 SMA-α的表达（P < 0. 01），通过抑制氧化应激和AGEs/RAGE、Akt/PKC及NF-κB信号通路

的表达抑制血管钙化，提示化合物SJ-6有望成为治疗血管钙化的新型药物。
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Abstract To reveal the pharmacological mechanism of 3-arylcoumarin derivative 3- (4′-hydroxyphenyl) -6-

hydroxycoumarin (SJ-6) against vascular calcification, advanced glycation end products (AGEs) were used to
induce the calcification of human aortic vascular smooth muscle cells (HCASMCs), and calcification was
identified by alizarin red staining and quantification. The effects of SJ-6 on alkaline phosphatase (ALP) activity,
cell proliferation rate, calcium content, and total reactive oxygen species (ROS), superoxide dismutase (SOD),
AGEs, and tetra methylethlene diamine proteinase factor-α (TNF-α), interleukin-6 (1L-6), interleukin-β (1L-β),
runt-related transcription factor 2 mRNA (Runx2 mRNA), the receptor of advanced glycation endproducts
(RAGE), nuclear factor kappa-B (NF-κB), napdh oxidase-1 (NoX-1), protein kinase C(PKC), protein kinase b
(AKT), p38 mitogen-activated protein kinase (p38 MAPK), and smooth muscle actin- α (SMA- α) protein
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expression were determined. According to our results, SJ-6 significantly decreased AGEs content, ALP activity,
intracellular calcium content, ROS content, Runx2 mRNA and inflammatory factors TNF-α, 1L-6 and 1L-β (P <
0. 05) and increased SOD content (P < 0. 01), with similar to those of the positive control drug aminoguanidine
hydrochloride (AGH). Therefore, we investigated the pharmacological mechanism of compound SJ-6, which was
found to significantly inhibit the expression of RAGE, NF-κB, NoX-1, PKC, Akt, p-p38 and other essential
signaling proteins in the calcified cell model (P < 0. 01) and increas the expression of smooth actin SMA-α (P <
0. 01). SJ-6 inhibits vascular calcification by inhibiting oxidative stress and the expression of AGEs/RAGE, Akt/
PKC and NF-κB signaling pathways, suggesting that it may be a novel drug for the treatment of vascular
calcification.
Key words 3-arylcoumarin derivatives; vascular calcification; advanced glycation end products
This study was supported by the Natural Science Foundation of Shandong Province (No. ZR2020KH020)

血管钙化是一种类似于骨形成的过程，具有

高度可调节性和主动性［1］，其发生与高血糖、氧化

应激、炎症反应等各种刺激因素下导致的血管平

滑肌细胞向成骨样细胞表型转换的过程有关［2-4］，
糖尿病患者中广泛存在血管钙化现象［5-6］。目前常

用的他汀类药物和二甲双胍等［7-9］可以通过减少与

钙化相关的氧化应激反应和阻断炎症反应的信号

分子及通路来减少机体的血糖和血脂，从而延缓

血管钙化的进展［10-12］。
近年来，越来越多的研究表明，与单一靶点药

物相比，多靶点的天然药物在心血管的保护中具

有不可替代的优势，尤其是香豆素类化合物具有

良好的AGEs生成抑制活性，异黄酮类化合物具有

良好的抗氧化、抗炎活性，近年来备受关注［13-15］。
若能设计一类药物同时兼具两类化合物的优点，

将会在血管保护领域迈出重要一步。前期本课题

组利用孪药的设计原理，将具有相关活性的香豆

素与异黄酮类化合物重叠结合，设计了 500多个芳

基香豆素类化合物，通过体外筛选发现其中基于

伞形花内酯、大豆异黄酮设计的 3-（4′-羟基苯基）-

6-羟基香豆素（C15H10O4，代号 SJ-6，相对分子质量

225. 5）具有较好的体外降糖、清除氧自由基、抑制

晚期糖基化终产物（AGEs）生成活性，本研究进一

步对化合物SJ-6的作用靶点及相关的药理活性开

展研究［16-17］，化合物SJ-6的合成路线见图1。

1 材 料

1. 1 药品与试剂

SJ-6（纯度：99. 07%）由山东第一医科大学药学

与制药科学学院孙捷课题组提供。0. 2%茜素红 S
染液、MTT、超氧化物歧化酶（SOD）检测试剂盒、总

RNA提取试剂盒、40%多聚甲醛（北京 Solarbio公
司）；胎牛血清、DMEM培养基、（美国Gibco公司）；

十六烷基氯化吡啶（美国 Sigma公司）；碱性磷酸酶

活 力 检 测 试 剂 盒（上 海 Beyotime 公 司）；WB⁃
KLS0100（美国Millipore公司）；钙离子检测试剂盒

（北京 Leagene公司）；p-p38抗体、t-p38抗体、PKC
抗体、NF-κB抗体（上海Cell Signaling Technology公
司）；Akt抗体、RAGE抗体（美国 Immunoway公司）；

NOX-1抗体、β-actin抗体、辣根标记山羊抗小鼠 gG
（H+L）（美国 Proteintech公司）；辣根标记山羊抗兔

lgG（H+L）（北京 Zsbio公司）；IL-β酶联免疫试剂

盒、IL-6酶联免疫试剂盒、TNF-α酶联免疫试剂盒、

AGEs酶联免疫试剂盒（上海朗顿生物科技有限公

司）；总蛋白提取试剂盒（上海 Bestbio公司）；Real
Time q-PCR试剂盒（日本 TaKaRa公司）；其他试剂

均为市售分析纯；引物委托Biosune生物技术公司

设计合成引物序列（基因：RUNX2；序列：5′-TCTC⁃
CAACCCACGAATGCAC-3′，5′-ATACCGAGGGA⁃
CATGCCTGA-3′；引物长度：76 bp）。

1. 2 仪 器

3111型CO2培养箱、Evolution 220紫外分光光

度计（美国Thermo公司）；Eclipse TE 2000-S荧光显

微镜（日本Nikon公司）；Infinite M200 PRO型酶标

仪（法国 Tecan公司）；CFX96 TOUCK荧光定量

PCR仪、Trans-Blot SD半干转印系统（美国Bio-RadFigure 1 Synthetic route of compound SJ-6
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公司）；Azure cSeries 200型化学发光成像仪（美国

Azure Biosystems公司）。

1. 3 细 胞

人主动脉血管平滑肌细胞（HCASMCs）由山东

第一医科大学药学与制药科学学院药理室提供。

使用含 10%胎牛血清的DMEM培养液培养，隔天

更换培养液，37 ℃、5% CO2孵育。

2 方 法

2. 1 人主动脉血管平滑肌细胞钙化诱导

取生长状态良好的第 2 ~ 5代HCASMCs，按照

每皿 1 × 106个的密度接种于 35 mm培养皿中，5%
CO2、37 ℃条件下培养至 80% ~ 90%细胞融合贴

壁，加入含 100 mg/L晚期糖基化终产物-牛血清白

蛋白（AGEs-BSA）的钙化诱导液进行培养，隔天换

液，4 d后对细胞进行茜素红染色并于显微镜下观

察，若视野中细胞出现密集钙化斑时，视为造模

成功。

2. 2 茜素红染色实验

取生长状态良好的第 2 ~ 5代HCASMCs，按照

每皿 1 × 106个的密度接种于 35 mm培养皿中，各

组细胞诱导及药物干预4 d，隔天换液，各组细胞培

养完成后，吸弃培养基并用磷酸缓冲盐溶液（PBS）
冲洗 2次，4%多聚甲醛固定 15 min，去离子水洗

涤 3次，加入 0. 2%茜素红 S溶液（pH 8. 3），室温

避光染色 30 min，去离子水洗涤 5次，显微镜下观

察钙结节染色情况并拍照。染色后进行茜素红

定量，每孔加入十六烷基氯化吡啶 200 μL，37 ℃孵

育 1 h，于 562 nm波长处检测吸收度，记录并分析

数据。

2. 3 ALP酶活力测定

将细胞以每孔 5. 0 × 104个细胞的密度接种于

24孔板，参考并依据本课题组已进行的体外活性

筛选的最佳浓度，分别设置正常对照组（HCASMCs
正 常 培 养）、溶 媒 对 照 组（HCASMCs + 0. 5%
DMSO）、钙化诱导组（HCASMCs + 100 mg/L AGEs-
BSA）、阴性对照组（HCASMCs + 100 mg/L AGEs-
BSA + 0. 5%DMSO）、阳性对照氨基胍盐酸盐（AGH）
组（HCASMCs+100mg/LAGEs-BSA+0. 5%DMSO +
5. 7 × 10-2mmol/L AGH）、SJ-6 处理组（HCASMCs +
100 mg/L AGEs-BSA + 0. 5% DMSO + 0. 025 mmol/L
SJ-6）、SJ-6 处理组（HCASMCs + 100 mg/L AGEs-

BSA+0. 5%DMSO+0. 012mmol/LSJ-6）、SJ-6处理

组（HCASMCs + 100mg/LAGEs-BSA+ 0. 5%DMSO+
0. 006mmol/L SJ-6），诱导及药物干预 4 d，隔天换

液，各组细胞培养完成后，按照碱性磷酸酶活力

测定试剂盒说明进行裂解和加样，测定各组在

405 nm处的吸收度，根据各组吸收度计算各组

ALP活性。

2. 4 细胞存活率实验

取生长状态良好的第 2 ~ 5代HCASMCs，按照

每皿1 × 106个的密度接种于35 mm培养皿中，各组

细胞诱导及药物干预 4 d，隔天换液，培养完成后，

用0. 25%胰酶消化细胞，以每孔5. 0 × 104个细胞的

密度接种于 96孔板，培养贴壁后，将各组培养液更

换为不含血清的DMEM培养液以使细胞同步化，

分组及处理同每组做 6个孔，重复 3次。采用MTT
法测定各组细胞增殖情况。每孔加入 5 mg/mL
MTT溶液 20 μL，37 ℃孵育 4 h。小心吸出培养液，

每孔加入DMSO 150 μL溶解结晶，振荡混匀后于

波长490 nm下测定各孔吸收度。

2. 5 AGEs含量测定

取生长状态良好的第 2 ~ 5代HCASMCs，按照

每皿 1 × 106个的密度接种于 35 mm培养皿中，各

组细胞诱导及药物干预4 d，隔天换液，各组细胞诱

导完成后，按照ELISA试剂盒说明进行操作，向预

先包被了抗体的酶标孔中加入样本，再加入生物

素标记的识别抗原，在 37 ℃下孵育 30 min，两者与

固相抗体竞争结合形成免疫复合物，经 PBS洗涤

后加入亲和素-HRP，在 37 ℃下孵育 30 min，亲和

素-HRP与生物素抗原相结合，洗涤后加入反应终

止液，于波长450 nm下检测各孔吸收度。

2. 6 细胞内钙离子浓度测定

取生长状态良好的第 2 ~ 5代HCASMCs，按照

每皿 1 × 106个的密度接种于 35 mm培养皿中，各

组细胞诱导及药物干预4 d，隔天换液，各组细胞培

养完成后，取适当细胞进行匀浆，低速离心取上清

液，邻甲酚酞络合铜法测定各组细胞钙含量。

2. 7 细胞内总活性氧含量测定

取生长状态良好的第 2 ~ 5代HCASMCs，按照

每皿 1 × 106个的密度接种于 35 mm培养皿中，各

组细胞诱导及药物干预4 d，隔天换液，各组细胞培

养完成后，采用活性氧检测试剂盒检测细胞内总

活性氧（ROS）含量，去除培养液，用 PBS溶液洗细
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胞后加入荧光染料DCFH-DA，孵育 20 min，然后用

PBS清洗细胞，荧光显微镜下进行拍摄。使用

IPP5. 0进行荧光面积分析。

2. 8 超氧化物歧化酶含量测定

取生长状态良好的第 2 ~ 5代HCASMCs，按照

每皿 1 × 106个的密度接种于 35 mm培养皿中，各

组细胞诱导及药物干预4 d，隔天换液，各组细胞培

养完成后，收集细胞至离心管，超声破碎并离心，

按照超氧化物歧化酶（SOD）活性测定试剂盒（黄嘌

呤氧化酶法）检测各组细胞SOD的含量。

2. 9 炎症因子表达量测定

取生长状态良好的第 2 ~ 5代HCASMCs，按照

每皿 1 × 106个的密度接种于 35 mm培养皿中，各

组细胞诱导及药物干预4 d，隔天换液，各组细胞诱

导完成后，按照ELISA试剂盒说明进行操作，向预

先包被了抗体的酶标孔中加入样本，再加入生物

素标记的识别抗原，在 37 ℃下孵育 30 min，两者与

固相抗体竞争结合形成免疫复合物，经 PBS洗涤

后加入亲和素-HRP，在 37 ℃下孵育 30 min，亲和

素-HRP与生物素抗原相结合，洗涤后加入反应终

止液，于波长450 nm下检测各孔吸收度。

2. 10 Runx2 mRNA的表达量测定

取生长状态良好的第 2 ~ 5代HCASMCs，按照

每皿 1 × 106个的密度接种于 35 mm培养皿中，各

组细胞诱导及药物干预4 d，隔天换液，各组细胞诱

导完成后，提取各组细胞总mRNA，逆转录为互补

脱氧核糖核酸（cDNA），并以 cDNA为模板行实时

荧光定量 PCR。反应步骤：预热：95 ℃（30 s），1个
循环；扩增：95 ℃（10 s），60 ℃（20 s），40个循环；熔

解：95 ℃（15 s），60 ℃（60 s），95 ℃（60 s），1个循环；

冷却：40 ℃（60 s）1个循环。以GAPDH作为内参，

计算各组别成骨相关转录因子 2 mRNA（Runx2
mRNA）表达的倍比关系即为各组别Runx2 m RNA
相对表达量。

2. 11 RAGE、NF-κB、NOX-1、PKC、Akt、p38、SMA-

α蛋白表达量测定

取生长状态良好的第 2 ~ 5代HCASMCs，按照

每皿1 × 106个的密度接种于35 mm培养皿中，各组

细胞诱导及药物干预 4 d，隔天换液，各组细胞诱导

完成后，用预冷的PBS冲洗2遍，参照总蛋白提取试

剂盒的操作说明，刮取细胞并提取总蛋白，取上清液

后采用BCA法进行蛋白定量。取蛋白 20 μg进行

SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转膜，封闭，加入兔抗

人晚期糖基化终产物受体（RAGE）抗体（1∶1 000）、

兔抗人蛋白激酶C（PKC）抗体（1∶1 000），兔抗人核

因子 κB（NF-κB）抗体（1∶1 000）、兔抗人蛋白激酶

B（AKT）抗体（1∶1 000）、兔抗人 NADPH氧化酶-1
（NADPH oxidase-1，NOX-1）抗体（1∶1 000）、兔抗

人 p38丝裂原活化蛋白激酶（p38 MAPK）抗体

（1∶1 000）、兔抗人 α -平滑肌肌动蛋白（SMA-α）
抗体（1∶1 000）4 ℃孵育过夜，加入二抗 Ig G（1∶
10 000），室温孵育 1 h，ECL试剂盒显影，以β-actin
为内参进行数据标准化，以对照组为参照样本，计

算各组目的蛋白的相对表达水平。

2. 12 统计学方法

采用 SPSS 20. 0软件对数据进行分析，所有的

数据结果均按照平均值 ± 标准差（x̄ ± s）表示，采

用方差分析及 t检验进行组间差异的比较。采用

独立样本 t检验比较两组指标的组间差异；采用

单因素方差分析（One-Way ANOVA）比较各项指

标的组间差异，用 P < 0. 05来表示差异具有统计

学意义。

3 结 果

3. 1 不同浓度SJ-6对细胞存活率的影响

MTT测定的结果表明，AGEs和化合物 SJ-6均
对细胞存活没有显著影响（P > 0. 05）（图 2）。这些

结果表明该化合物对细胞无毒。

3. 2 茜素红染色的平滑肌细胞钙化结节

AGEs能促进血管平滑肌细胞的钙化［18］。根

据显微镜拍摄的照片和茜素红的定量结果，与对

Figure 2 Effects of different concentrations of compound SJ-6 on cell
viability (x̄ ± s, n = 3)
1: Normal; 2: DMSO; 3: AGEs; 4: AGEs+DMSO; 5: AGH; 6: 0. 025
mmol/L SJ-6; 7: 0. 012 mmol/L SJ-6; 8: 0. 006 mmol/L SJ-6
AGEs:Advanced glycation end products;AGH:Aminoguanidine hydro⁃
chloride
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照组相比，AGEs组与AGEs+DMSO组细胞内及细

胞外钙结节数量明显增多。相比于AGEs组与AG⁃
Es+DMSO组，不同浓度化合物 SJ-6处理组，随化

合物浓度增加，钙结节数量及区域面积逐渐减少，

呈浓度依赖性（图3）。

3. 3 化合物SJ-6对平滑肌细胞ALP活力的影响

研究表明，ALP与主动脉钙化密切相关［19-20］，

是评估血管钙化和骨质疏松症的可靠指标。通过

测量各个组别中的ALP活性，发现各个浓度梯度

的SJ-6均可显著抑制钙化的血管平滑肌细胞中的

ALP的增加（P < 0. 01）（表 1），推测化合物 SJ-6对
主动脉钙化可能具有良好的抑制作用。

3. 4 不同浓度SJ-6对AGEs含量的影响

与对照组相比，AGEs组的细胞内 AGEs含量

显著增加（P < 0. 01）（图 4）。随着浓度的增加，化

合物 SJ-6逐渐降低细胞中的 AGEs（P < 0. 01）。

推测这些化合物可能能够直接裂解AGEs或加速

AGEs的自然分解。

3. 5 不同浓度SJ-6对细胞内钙含量的影响

相比对照组，AGEs组细胞内钙含量明显增加

（P < 0. 01），说明AGEs可以诱导HCASMCs钙化。

与 AGEs组相比，不同浓度的 SJ-6干预组细胞内

钙含量明显降低（P < 0. 01），在不同浓度组之间，

随着化合物的浓度增加，细胞内钙含量逐渐下

降 ，说 明 化 合 物 SJ-6 可 以 抑 制 AGEs 诱 导 的

HCASMCs钙化，且细胞内钙含量减少与化合物

Figure 3 Calcified nodules of smooth muscle cells stained with alizarin red
1: Normal; 2: DMSO; 3: AGEs; 4: AGEs+DMSO; 5: AGH; 6: 0. 025 mmol/L SJ-6; 7: 0. 012 mmol/L SJ-6; 8: 0. 006 mmol/L SJ-6
A: Alizarin red stained calcium nodules under microscope(100 μm); B: Alizarin red staining quantitative results (x̄ ± s, n = 3)
∆∆P < 0. 01vs normal group; **P < 0. 01 vs AGEs group

Table 1 Effects of compound SJ-6 on alkaline phosphatase (ALP)
activity (x̄ ± s, n = 3)

Group
Normal
DMSO
AGEs
AGEs +DMSO
AGH
0.025 mmol/L SJ-6

0.012 mmol/L SJ-6

0.006 mmol/L SJ-6

ALP activity/(U/mg)
0.117 ± 0.003
0.116 ± 0.003
0.245 ± 0.003∆∆
0.241 ± 0.002∆∆
0.183 ± 0.003**
0.180 ± 0.004**
0.187 ± 0.005**
0.208 ± 0.003**

∆∆P < 0. 01 vs normal group; **P < 0. 01 vs AGEs group
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SJ-6呈浓度依赖性（图 5）。研究证明胞内钙含量

以及ALP活性均与HCASMCs钙化呈正相关，因此

再次间接证明化合物 SJ-6可抑制AGEs诱导的血

管钙化。

3. 6 不同浓度 SJ-6对各组细胞ROS 荧光强度表

达的影响

氧化应激可以诱发心血管疾病［21-22］。与对照

组相比，AGEs组细胞绿色荧光面积明显增大（P <
0. 01），且荧光强度更加聚集。与AGEs组对比，加

入不同浓度化合 SJ-6组绿色荧光面积明显减少

（P < 0. 01），且随浓度增加而面积逐渐减少，说明

AGEs可诱导HCASMCs发生氧化应激反应，但化

合物SJ-6抑制这一效应，对HCASMCs起到保护作

用（图6）。

Figure 5 Effects of different concentrations of SJ-6 on intracellular
calcium content (x̄ ± s, n = 3)
1: Normal; 2: DMSO; 3: AGEs; 4: AGEs+DMSO; 5: AGH; 6: 0. 025
mmol/L SJ-6; 7: 0. 012 mmol/L SJ-6; 8: 0. 006 mmol/L SJ-6
∆∆P < 0. 01 vs normal group; **P < 0. 01 vs AGEs group

Figure 4 Effects of different concentrations of compound SJ-6 on
AGEs content (x̄ ± s, n = 3)
1: Normal; 2: DMSO; 3: AGEs; 4: AGEs+DMSO; 5: AGH; 6: 0. 025
mmol/L SJ-6; 7: 0. 012 mmol/L SJ-6; 8: 0. 006 mmol/L SJ-6
∆∆P < 0. 01 vs normal group; **P < 0. 01 vs AGEs group

Figure 6 Effects of compound SJ-6 on ROS. The induction of AGEs increases the ROS content in vascular smooth muscle cells, and each
compound group can reduce the ROS content
A：Effects of different concentrations of SJ-6 on ROS fluorescence intensity of each group（100 μm）; B：Quantitative results of ROS fluorescence
intensity of cells in each group with different concentrations of SJ-6 (x̄ ± s, n = 3)
1: Normal; 2: DMSO; 3: AGEs; 4: AGEs+DMSO; 5: AGH; 6: 0. 025 mmol/L SJ-6; 7: 0. 012 mmol/L SJ-6; 8: 0. 006 mmol/L SJ-6
∆∆P < 0. 01 vs normal group; **P < 0. 01 vs AGEs group
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3. 7 不同浓度SJ-6对SOD表达量的影响

与对照组相比，AGEs组细胞的抗氧化指标

SOD的活性显著降低（P < 0. 01）。相比AGEs组不

同浓度化合物SJ-6干扰组细胞内 SOD的活性明显

升高（P < 0. 01），且不同浓度组之间，SOD的活性

随化合物浓度增加而逐渐升高，说明化合物 SJ-6
可以增强细胞的抗氧化能力，且抗氧能力的增强

与化合物SJ-6呈浓度依赖性（图7）。

3. 8 不同浓度SJ-6对炎症因子TNF-α、1L-6、1L-β
表达的影响

与对照组相比，AGEs组细胞的炎性细胞因子

TNF-α，1L-6和 1L-β显着增加（P < 0. 01），表明

AGEs可以诱导 HCASMCs发生炎症反应。相比

AGEs组不同浓度 SJ-6 干扰组细胞内炎症因子

TNF-α、1L-6、1L-β的表达明显降低（P < 0. 01），且

不同浓度组之间，炎症因子表达量随化合物浓度

增加而逐渐下降，说明化合物SJ-6可以抑制AGEs
诱导的HCASMCs的炎症反应，且炎症因子表达量

的减少与化合物SJ-6呈浓度依赖性（图8）。

3. 9 不同浓度 SJ-6 对 Runx 2 mRNA表达量的

影响

Runx2 mRNA是正常骨骼形成所必需的，AG⁃
Es显著增加了Runx2 mRNA（P < 0. 01），表明AG⁃
Es可以诱导HCASMCs的成骨转化。与AGEs组相

比，化合物 SJ-6 的浓度升高时，细胞中 Runx2
mRNA的表达逐渐降低（P < 0. 01），提示化合物

SJ-6可以抑制AGEs诱导的HCASMCs的成骨转化

且Runx 2 mRNA表达量的减少与化合物SJ-6呈浓

度依赖性（图9）。

3. 10 不同浓度SJ-6对AGEs诱导的RAGE，SMA-

α，NF-κB，p38，Akt，PKC，NOX-1蛋白表达的影响

与对照组相比，AGEs 组 RAGE，NF- κB，p-

p38，Akt，PKC，NOX-1 蛋白达量明显增高（P <

Figure 7 Effect of different concentrations of compound SJ-6 on SOD
expression (x̄ ± s, n = 3)
1: Normal; 2: DMSO; 3: AGEs; 4: AGEs+DMSO; 5: AGH; 6: 0. 025
mmol/L SJ-6; 7: 0. 012 mmol/L SJ-6; 8: 0. 006 mmol/L SJ-6
∆∆P < 0. 01 vs normal control group; **P < 0. 01 vs AGEs group

Figure 8 Influence of different concentrations of compound SJ-6 on the expression of inflammatory factors TNF-α(A), 1L-6(B), 1L-β(C). The induc⁃
tion of AGEs increased the content of TNF-α, 1L-6, 1L-β (x̄ ± s, n = 3)
1: Normal; 2: DMSO; 3: AGEs; 4: AGEs+DMSO; 5: AGH; 6: 0. 025 mmol/L SJ-6; 7: 0. 012 mmol/L SJ-6; 8: 0. 006 mmol/L SJ-6
∆∆P < 0. 01 vs normal control group; **P < 0. 01 vs AGEs group
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0. 01），平滑肌动蛋白 SMA-α的蛋白表达量明显降

低（P < 0. 01），与AGEs组相比，化合物SJ-6处理组

中 RAGE，NF-κB，p-p38，Akt，PKC，NOX-1蛋白达

量表达量明显降低（P < 0. 01），SMA-α的蛋白表达

量明显增多（P < 0. 01），且表达量随化合物浓度增

加而逐渐降低，说明化合物SJ-6可以抑制AGEs诱
导的HCASMCs向成骨细胞分化的相关通路，且这

种抑制具有浓度依赖性（图10）。

4 讨 论

血管钙化是糖尿病、动脉粥样硬化、高血压、

慢性肾脏病等多种疾病的共同病理表现，而目前

Figure 10 Effects of compound SJ-6 at different concentrations on RAGE, SMA-α, NF-κB, p38, Akt, PKC, NOX-1 protein expression induced by
AGEs (x̄ ± s, n = 3)
A: Protein expression trends of RAGE, SMA-α, NF-κB, p38, Akt, PKC, NOX-1 at different concentrations of SJ-6 were detected by western blot; B:Gray
analysis of the relative gray value of RAGE and SMA-α protein bands; C: Gray analysis of the relative gray value of NOX-1 and NF-κB protein bands;
D: Gray analysis of the relative gray value of p-p38 and t-p38 protein bands; E: Gray analysis of the relative gray value of Akt and PKC protein bands
∆∆P < 0. 01 vs normal group; **P < 0. 01 vs AGEs group

Figure 9 Effect of different concentrations of compound SJ-6 on the
expression of Runx2 mRNA (x̄ ± s, n = 3). The induction of AGEs
increased the Runx2 mRNA content of the osteogenic transcription
factor in vascular smooth muscle cells, and each compound group could
reduce the Runx2 mRNA content
1: Normal; 2: DMSO; 3: AGEs; 4: AGEs+DMSO; 5: AGH; 6: 0. 025
mmol/L SJ-6; 7: 0. 012 mmol/L SJ-6; 8: 0. 006 mmol/L SJ-6
∆∆P < 0. 01 vs normal control group; **P < 0. 01 vs AGEs group
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血管钙化的发病机制尚不十分清楚［23］。目前尚无

直接逆转血管钙化的手段，但多种干预措施可用

于减慢或延缓血管钙化的进展，例如控制高血糖等

传统危险因素、阻断AGEs生成、抑制AGEs/RAGE
的相互作用、降低氧化应激等，但这些干预措施存

在作用靶点单一、副作用大、治疗效果差等缺点，所

以治疗血管钙化仍是目前研究的难点和热点。本

研究首次发现多靶点化合物SJ-6能直接对抗钙化

对平滑肌细胞的损害，这对于血管钙化发病机制的

深入理解和防治靶点的开发具有重要意义。

化合物SJ-6在不影响细胞的正常增殖的情况

下呈剂量依赖性地降低血管平滑肌细胞的钙化程

度，包括促进AGEs的裂解、降低胞内的钙离子浓

度、减弱ALP酶活力、抑制成骨相关转录因子以及

相关信号蛋白的表达并增强平滑肌动蛋白的表

达，同时伴随着氧化应激以及部分炎症反应的减

弱和抗氧化能力的增强。因此推测化合物SJ-6对
于钙化的保护作用机制可能与其抗氧化特性以及

对AGEs/RAGE通路的抑制有关。

化合物 SJ-6 降低了 ROS、OX-1、NF-κB、p38、
Akt、PKC蛋白和炎症因子 TNF-α、1L-6、1L-β的总

量，同时增加了细胞内 SOD的含量，推测该化合物

可抑制氧化应激过程，从而抑制NF-κB和PKC信号

通路并减少β细胞的炎症反应，最终减轻钙化过程。

AGEs 的 刺 激 增 加 了 RAGE 的 表 达 ，并 且

AGEs/RAGE途径与血管钙化密切相关［24-26］。随

着化合物 SJ-6浓度的增加，AGEs和RAGE的表达

均受到明显抑制，推测化合物SJ-6可能促进AGEs
的裂解，进而下调RAGE受体的表达并抑制下游信

号通路和多种信号转导蛋白，包括 NF-κB，p38，
Akt，PKC，ROS，NOX-1等，抑制了Runx2 mRNA的

表达并刺激 SMA-α的表达，最终减少AGEs诱导的

HCASMCs向成骨细胞的分化。

氨基胍同样能够缓解钙化对平滑肌细胞的损

害，氨基胍的保护作用与 0. 012mmol/L的化合物

SJ-6的保护作用相似，而 0. 025mmol/L的化合物

SJ-6的延缓钙化效果更好。化合物SJ-6对于更多

其他相关的信号通路蛋白表达的影响以及其是否

可以有效抑制实验动物的血管钙化，有待进一步

探索。总之，3-芳基香豆素衍生物 SJ-6的抑制血

管钙化作用使其成为潜在的候选药物，并有望开

发成为治疗血管钙化的新药。
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JST，IC，EMBASE/Excerpta Medica，CAS）等所收录，被国内权威数据库《中文核心期刊要目总览》（2020年版）、中国科学

引文核心数据库（CSCD核心）、中国科技论文统计源数据库等列为药学类核心期刊，屡获原国家新闻出版总署、教育

部、科技部等各种优秀期刊奖。

2008年，《中国药科大学学报》被评为中国精品科技期刊，2006、2008、2010年连续 3次被教育部评为中国高校精品

科技期刊。据中国科学技术信息研究所最新发布的《2017年版中国科技期刊引证报告（核心版）》，《中国药科大学学报》

2016年度核心被引半衰期为 9.1，在 47种药学核心期刊中排名第一。学术影响力极高，在高等院校、科研机构、制药企

业、医院等单位拥有众多读者。
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