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三七总皂苷调控 SYK /NF-κB信号通路
减轻人主动脉瓣膜间质细胞钙化
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［摘要］ 利用生信分析、网络药理学和细胞实验验证，探讨三七总皂苷( Panax notoginseng saponins，PNS) 对钙化诱导的人主
动脉瓣膜间质细胞永生化细胞( human valvular interstitial cells，hVICs) 影响及潜在作用机制。该研究利用成骨诱导培养基( os-
teogenic induction medium，OM) 处理 hVICs建立钙化性主动脉瓣疾病( calcific aortic valve disease，CAVD) 细胞模型，设置对照
组、模型组及 PNS( 0. 075、0. 05、0. 025 mg·mL－1 ) 组。CCK-8法检测细胞活力; 碱性磷酸酯酶( alkaline phosphatase，ALP) 和茜素
红 S染色检测钙化诱导情况;Western blot检测钙化相关蛋白 Ｒunt相关转录因子 2( runt-related transcription factor 2，ＲUNX2) 、
骨形态发生蛋白 2( bone morphogenetic protein 2，BMP2) 、ALP 的蛋白表达情况。通过基因表达汇编( Gene Expression Omnibus，
GEO) 数据库筛选 CAVD相关转录组数据集，结合 GeneCards 中 CAVD 的疾病靶点，利用本草组鉴、Batman-TCM 2. 0、ETCM 3
个数据库检索三七活性成分及相关作用靶点，对交集表达基因进行蛋白-蛋白互作( protein-protein interaction，PPI) 网络构建、
基因本体论( Gene Ontology，GO) 功能及京都基因与基因组百科全书( Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG) 通路富
集分析，筛选出核心通路脾酪氨酸激酶( spleen tyrosine kinase，SYK) /核因子 κB( nuclear factor kappa-B，NF-κB) 信号通路。通
过Western blot检测改善钙化效果最佳剂量的 PNS对 SYK /NF-κB信号通路相关蛋白表达的影响，采用免疫荧光共定位检测
NF-κB p65蛋白入核情况，利用酶联免疫吸附试验试剂盒检测人肿瘤坏死因子-α( tumor necrosis factor-α，TNF-α) 、人白细胞介
素-10( interleukin-10，IL-10) 的表达情况。研究结果提示，PNS可降低钙化诱导 hVICs的茜素红 S、ALP 阳性染色程度，并降低
钙化相关蛋白 BMP2、ALP、ＲUNX2 的表达( P＜0. 05，P＜0. 01) ，其中 0. 075 mg·mL－1的 PNS 效果最佳。GEO 数据库筛选出
1 416个差异基因，GeneCards筛选获得 5 646个 CAVD疾病靶点。从本草组鉴、Batman-TCM 2. 0、ETCM数据库得到 605个 PNS
药物靶点，与 CAVD靶点取交集后得到 130个公共靶点，主要参与调节炎症反应、脂多糖介导的信号通路、转录的正调控、蛋白
磷酸化过程、NF-κB信号通路的正调控等生物学过程，多在膜筏、高尔基体等区域发生，涉及到激酶活性调节、蛋白质结合等分
子功能，与脂质促进动脉粥样硬化、NF-κB等信号通路密切相关。实验结果指出，PNS 可显著降低 NF-κB p65 蛋白表达( P＜
0. 05) ，显著升高 IκBα的表达( P＜0. 01) ，显著抑制 p-SYK( P＜0. 01) 、p-IκBα( P＜0. 01) 、p-NF-κB p65( P＜0. 01) 、p-NF-κB p50
( P＜0. 01) 蛋白表达，显著降低 NF-κB p65蛋白的细胞核 /质的荧光强度( P＜0. 01) ，显著降低 TNF-α在上清液中分泌( P＜0. 01) ，
显著促进抗炎因子 IL-10在上清液中的分泌( P＜0. 01) 。由此可知，PNS可以通过下调 IκBα、NF-κB p65、NF-κB p50的表达，抑
制 SYK、IκBα、NF-κB p65、NF-κB p50的磷酸化，减少 NF-κB p65入核，降低 TNF-α的表达，改善 hVICs的钙化程度。
［关键词］ 三七总皂苷; 钙化性主动脉瓣疾病; 主动脉瓣膜间质细胞; SYK /NF-κB信号通路

Panax notoginseng saponins mediated inhibition of human aortic valve
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［Abstract］ Using bioinformatics analysis，network pharmacology，and cellular experiments，this study investigated the effects and
potential mechanisms of Panax notoginseng saponins ( PNS) on osteogenic induction of immortalized human aortic valve interstitial cells
( hVICs) ． A calcific aortic valve disease ( CAVD) cell model was established by treating hVICs with osteogenic induction medium
( OM) ． Experimental groups included a control group，a model group，and PNS treatment groups ( 0. 075，0. 05，and 0. 025
mg·mL－1 ) ． Cell viability was assessed by the CCK-8 assay． Calcification was evaluated by alkaline phosphatase ( ALP) and alizarin red
S staining． Western blot was performed to measure the expression of calcification-related proteins runt-related transcription factor 2
( ＲUNX2) ，bone morphogenetic protein 2 ( BMP2) ，and ALP． Transcriptomic datasets related to CAVD were obtained from the Gene
Expression Omnibus ( GEO) database，and CAVD disease targets were retrieved from GeneCards． Active components of PNS and their
potential targets were collected from HEＲB，Batman-TCM 2. 0，and ETCM databases． The intersecting genes were subjected to protein-
protein interaction ( PPI) network construction，Gene Ontology ( GO) enrichment，and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
( KEGG) pathway analyses，identifying the spleen tyrosine kinase ( SYK) /nuclear factor kappa-B ( NF-κB) signaling pathway as a
core pathway． Western blot was then used to assess the effects of PNS at the optimal concentration on SYK /NF-κB pathway-related
proteins． NF-κB p65 nuclear translocation was examined by immunofluorescence co-localization，and ELISA was applied to measure
tumor necrosis factor-α ( TNF-α) and interleukin-10 ( IL-10) levels． Ｒesults showed that PNS reduced alizarin red S and ALP staining
in calcification-induced hVICs and downregulated calcification-related proteins BMP2，ALP，and ＲUNX2 ( P＜0. 05，P＜0. 01) ，with the
most significant effect observed at 0. 075 mg·mL－1 ． A total of 1 416 differentially expressed genes were identified from GEO，while 5
646 CAVD-related targets were obtained from GeneCards． From HEＲB，Batman-TCM 2. 0，and ETCM，605 PNS targets were
collected，with 130 overlapping genes identified． These were mainly involved in inflammatory responses，lipopolysaccharide-mediated
signaling，transcriptional regulation，protein phosphorylation，and NF-κB pathway activation，occurring primarily in membrane rafts
and the golgi apparatus，with molecular functions such as kinase activity regulation and protein binding，and enriched in lipid
metabolism，atherosclerosis，and NF-κB signaling pathways． Experimental validation showed that PNS significantly decreased NF-κB
p65 expression ( P＜0. 05) ，significantly increased IκBα expression ( P＜0. 01) ，and markedly suppressed expression of p-SYK ( P＜
0. 01) ，p-IκBα ( P＜0. 01) ，p-NF-κB p65 ( P＜0. 01) ，and p-NF-κB p50 ( P＜0. 01) ． PNS also significantly reduced NF-κB p65
nuclear /cytoplasmic fluorescence intensity ( P＜0. 01) ，decreased TNF-α secretion in the supernatant ( P＜0. 01) ，and promoted IL-10
secretion ( P＜ 0. 01) ． In conclusion，PNS ameliorates hVICs calcification by downregulating IκBα，NF-κB p65，and NF-κB p50
expression，inhibiting phosphorylation of SYK，IκBα，NF-κB p65，and NF-κB p50，reducing NF-κB p65 nuclear translocation，and
suppressing TNF-α expression．
［Key words］ Panax notoginseng saponins; calcific aortic valve disease; aortic valve interstitial cells; SYK /NF-κB signaling pathway
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钙化性主动脉瓣疾病 ( calcific aortic valve
disease，CAVD) 是以主动脉瓣叶纤维钙化病变为特
征的心脏瓣膜病，可最终发展为重度主动脉瓣狭窄

( aortic valve stenosis，AS) ，诱发晕厥、心力衰竭等不
良事件，出现症状后两年病死率达 50%［1-3］。流行
病学研究显示，随着全球老龄化进程加速，CAVD 患
病率呈显著上升趋势，已成为重大公共卫生负

担［4］。当前 CAVD防治面临重大挑战，虽然他汀类
药物曾被寄予厚望，但临床证据表明其无法有效延

缓瓣膜钙化进程［5］。迄今为止，临床上仍缺乏能够

阻断或逆转疾病进展的针对性药物［6］。
从中医理论辨析，CAVD 的临床表现与病理机

制符合“血瘀证”的基本特征。三七是活血化瘀中
药的代表性药物之一，团队前期研究表明其主要有

效成分三七总皂苷 ( Panax notoginseng saponins，
PNS) 在干预 CAVD 方面可起到改善主动脉瓣瓣口
面积、峰值流速，降低主动脉瓣钙化程度的作用［7］。
但是其具体作用机制仍需进一步探索。因此，本研
究利用不同浓度 PNS 干预成骨诱导培养基( osteo-
genic induction medium，OM) 诱导的人主动脉瓣膜
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间质细胞永生化细胞 ( human valvular interstitial
cells，hVICs) ，探索出对于改善 hVICs 钙化效果最
佳剂量，而后结合 GeneCards 数据库、基因表达汇
编( gene expression omnibus，GEO) 数据库对 CAVD
疾病靶点进行挖掘，结合 PNS 有效成分的潜在作
用靶点，探索 PNS干预 CAVD的潜在机制，并利用
蛋白免疫印迹分析( Western blot) 、酶联免疫吸附
试验( enzyme linked immunosorbent assay，ELISA) 、
免疫荧光共定位( immunofluorescence，IF) 在钙化
诱导的 hVICs 上进行验证，明确 PNS 干预 CAVD
的具体作用机制。
1 材料
1. 1 细胞 hVICs( 货号 HUM-iCell-c005) 购自赛百
慷( 上海) 生物技术股份有限公司。
1. 2 药品与试剂 注射用血塞通( 冻干) 购自昆明
制药集团股份有限公司( 批号 2403B25) 。原代主动
脉瓣膜间质细胞专用培养基 ( 货号 iCell-c005-
002h) 、iCell间充质干细胞成骨诱导分化试剂盒( 货
号 iCell-MSCYD-002) 购自赛百慷( 上海) 生物技术
股份有限公司; 细胞计数( cell counting kit-8，CCK-8)
试剂盒( 货号 C0038) 、茜素红 S 染色液( 0. 2%，pH
8. 3，货号 C0140) 购自上海碧云天生物技术有限公
司; 碱性磷酸酶( alkaline phosphatase，ALP ) 染色( 偶
氮偶联法) 试剂盒( 货号 G1480) 购自北京索莱宝科
技有限公司; Ｒunt 相关转录因子 2 ( Ｒunt-related
transcription factor 2，ＲUNX2) 抗体( 货号 AF5186) 、
骨形态发生蛋白 2 ( bone morphogenetic protein 2，
BMP2) 抗体( 货号 AF5163) 、脾酪氨酸激酶( spleen
tyrosine kinase，SYK) 抗体( 货号 AF5008) 、p-SYK 抗
体( 货号 AF8404) 、核因子 κB 抑制蛋白 α( inhibitor
of nuclear factor kappa B alpna，IκBα) 抗体( 货号
AF5002) 、磷酸化核因子 κB ( phospho-nuclear factor-
kappa B，p-NF-κB) p50抗体( 货号 AF3219) 、β-肌动
蛋白( β-actin) 抗体( 货号 AF7018) 、山羊抗兔二抗
( 货号 S0001) 、山羊抗鼠二抗( 货号 S0002) 购自江
苏亲科生物研究中心有限公司; phospho-IκB alpha
( p-IκBα，Ser32 /36) 抗体( 货号 68999-1-Ig) 、NF-κB
p50抗体( 货号 14220-1-AP ) 购自武汉三鹰生物技
术有限公司; NF-κB p65抗体( 货号 ab32536) 、p-NF-
κB p65 ( S536) 抗体( 货号 ab76302) 购自艾博抗( 上
海) 贸易有限公司; 人肿瘤坏死因子-α( tumor necro-
sis factor-α，TNF-α，货号 BMS2034TEN) 、人白细胞

介素-10 ( interleukin-10，IL-10，货号 88-7106-88 ) 购
自赛默飞世尔科技( 中国) 有限公司; AF647 标记山
羊抗兔 IgG ( H+L) ( 货号 A0468) 购自上海碧云天生
物技术有限公司; 抗荧光淬灭封片液［含 4'，6-联脒-
2'-苯基吲哚 ( 4'，6-diamidino-2'-phenylindole，DA-
PI) ］( 货号 P0131) 购自上海碧云天生物技术有限
公司; 二喹啉甲酸( bicinchoninic acid，BCA) 蛋白检
测试剂盒( 货号 23225 ) 购自赛默飞世尔科技( 中
国) 有限公司。
1. 3 仪器 倒置显微镜［型号 DM6000B，徕卡显微
系统( 上海) 贸易有限公司］; 冷冻离心机［型号

neofuge 15Ｒ，力康生物医疗科技控股有限公司］; 共
聚焦显微镜平台［型号 STELLAＲIS，徕卡显微系统
( 上海) 贸易有限公司］; 酶标仪［型号 Multiskan FC，
赛默飞世尔科技( 中国) 有限公司］; 凝胶成像系统

［型号 ChemiDocTMXＲS+，伯乐生命医学产品( 上海)
有限公司］; 电泳仪［型号 Mini-PＲO TEAN Tetra
Cell，伯乐生命医学产品( 上海) 有限公司］; 小型转
印槽( 半干转印) ［型号 Trans-Blot SD，伯乐生命医
学产品( 上海) 有限公司］; 基础型电泳电源［型号

PowerPac Basic Power Supply，伯乐生命医学产品
( 上海) 有限公司］。
2 方法
2. 1 CCK-8测定细胞活力 取正常生长的 hVICs，
以每孔 4×103个的密度接种于 96 孔板中，设置对照
组( 接种细胞、不加 OM ) 、模型组( 接种细胞、加
OM) 和 PNS组( 加 OM及 0. 01、0. 025、0. 05、0. 075、
0. 1、0. 25、0. 5、0. 75、1 mg·mL－1的 PNS) ，PNS 干预
24 h，每组 3个复孔。每孔加入 CCK-8溶液 10 μL，
将培养板置于 37 ℃培养箱中孵育 4 h，采用酶标仪
测定 450 nm处吸光度，计算细胞活力。
2. 2 细胞分组、造模与给药 待 hVICs融合度达到
80%时，使用 0. 25%胰蛋白酶进行消化与传代，采用
原代主动脉瓣膜间质细胞专用培养基重悬，调节细

胞数至每毫升 1×105 个接种于细胞培养瓶或 96 孔
板内。设置对照组、模型组和 PNS 不同剂量
( 0. 075、0. 05、0. 025 mg·mL－1 ) 组。模型组与 PNS
不同剂量组在细胞生长至 80%时，弃掉专用培养
基，予 OM诱导分化 3周，其中每 3 d换用 37 ℃预热
后的新鲜 OM。PNS 组在造模的第 20 天，予分化培
养基的同时给予药物。
2. 3 碱性磷酸酶染色评估钙化情况 吸去 12 孔板
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中的培养基，用 1×磷酸盐缓冲液( phosphate buffered
saline，PBS) 清洗 3～4次，沥去多余水分。使用 4 ℃
预冷的 ALP 固定液固定 1 min后，用蒸馏水洗涤，沥
去多余水分。取 B1、B2 按 1 ∶1比例混匀，即为 ALP
孵育液，滴加 ALP 孵育液覆盖细胞，置于 37 ℃恒温
箱孵育 20 min。取出后，用蒸馏水洗。沥去多余水
分后，在倒置显微镜下观察和拍照。
2. 4 茜素红 S染色评估钙化情况 将 12孔板中细
胞用 1×PBS 洗 3 次，95%乙醇固定 10 min 后再用
1×PBS洗 3次。加入适量茜素红 S 染色液，37 ℃烘
箱孵育 30 min，蒸馏水充分洗涤，随后即可在倒置显
微镜下观察和拍照。
2. 5 PNS 活性成分及靶点获取 从本草组鉴
HEＲB ( http: / /herb. ac. cn / ) ［8］、Batman-TCM 2. 0
( http: / /bionet. ncpsb. org. cn /batman-tcm/ ) ［9］、ETCM
( http: / /www. tcmip. cn /ETCM / ) ［10］ 3 个数据库以
“Sanqi”“三七”“Panax notoginseng”为检索词，检索
中药三七活性成分及相关作用靶点。
2. 6 主动脉瓣钙化靶点数据获取 以“calcific aor-
tic valve disease”为关键词，从 GeneCards数据库( ht-
tp: / /www. genecards. org / ) 进行检索［11］，并从 GEO
数据库( https: / /www. ncbi. nlm. nih. gov /geo / ) 中查
找，获取到 GSE77287 数据集并下载转录组测序数
据，取并集获得 CAVD靶点。
2. 7 活性化合物与疾病靶点的交集 将 PNS 中
活性成分的靶点和 CAVD 的靶点取交集，使用
Jvenn平台汇制韦恩图［12］，得到 PNS-CAVD 的交
集靶点。
2. 8 蛋白-蛋白互作( PPI) 网络构建 将交集靶点
导入到 STＲING 数据库( https: / / string-db. org ) 中，
获取目标蛋白的 PPI 网络，交互程度的分析标准是
“置信度( 0. 7 ) ”。在 Cytoscape 3. 9. 1 中，通过对
PPI的可视化处理，建立 PPI。选择介数中心性、接
近中心性和平均最短路径长度高于 PPI网络中相应
中值的目标节点，并预测可能的核心目标，以供进一

步研究。
2. 9 基因本体论( GO) 和京都基因与基因组百科全
书( KEGG ) 途径分析 利用 DAVID 数据库 ( ht-
tps: / /david. ncifcrf. gov / ) 进 行 KEGG 与 GO 分
析［13］。利用 GO 进行生物过程( biological process，
BP) 、细胞组分( cellular component，CC) 及分子作用
( molecular function，MF) 的研究。通过对 KEGG 信

息的丰富度分析，可以找到一些关键的生物学功能

相关分子机制，将 GO 和 KEGG 数据上传至生物信
息学平台进行可视化分析。
2. 10 ELISA检测细胞上清中炎症因子分泌情况
收集各组细胞上清液，按照试剂盒说明书要求，分别

检测细胞上清液中 TNF-α和 IL-10的分泌水平。
2. 11 Western blot 检测钙化与 SYK /NF-κB 信号通
路相关蛋白表达 将状态良好的 hVICs从培养瓶中
消化下来，以 1. 0×105 个每皿种在大皿中，经 OM与
PNS-H干预后，弃去培养基，收集各组细胞，分别提
取细胞总蛋白，使用 BCA试剂盒测定蛋白浓度。蛋
白样品经十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转
至聚偏氟乙烯( polyvinylidene fluoride，PVDF) 膜，加
入 5%脱脂牛奶，室温条件下在摇床封闭 2 h。经
TBST洗涤 3次，每次 10 min 后，弃掉 TBST，分别加
入相应抗体( 1 ∶1 000稀释 BMP2抗体，1 ∶1 000稀释
ＲUNX2抗体，1 ∶1 000稀释 SYK 抗体，1 ∶2 000 稀释
p-SYK抗体，1 ∶1 000 稀释 IκBα 抗体，1 ∶6 000 稀释
p-IκBα抗体，1 ∶5 000稀释 NF-κB p65抗体，1 ∶1 000
稀释 NF-κB p65 phospho S536 抗体，1 ∶20 000 稀释
NF-κB p50 抗体，1 ∶ 1 000稀释 p-NF-κB p50 抗体，
1 ∶5 000稀释 β-actin抗体) ，4 ℃摇床过夜孵育。回
收一抗后，用 TBST 洗膜 3 次，每次 10 min 后，弃掉
TBST，加入二抗( 山羊抗鼠二抗、山羊抗兔二抗稀释
比例均为 1 ∶5 000) ，室温条件下摇床孵育 2 h，加入
ECL发光试剂显影并拍照，采用 ImageJ 软件分析条
带灰度值。
2. 12 IF检测 将状态良好的 hVICs 从培养瓶中
消化下来，以每皿 1. 0×105 个的数量种在共聚焦小

皿中，经 OM与 PNS 干预后，弃去培养基，使用 PBS
清洗细胞 3次，每次 5 min。而后使用免疫染色固定
液固定细胞 20 min，弃去免疫染色固定液，使用 PBS
清洗细胞 3 次，每次 5 min。使用免疫染色通透液
10 min，弃去免疫染色通透液，使用 PBS 清洗细胞
3次，每次 5 min。以 1 ∶300 配制 NF-κB p65 抗体，
4 ℃过夜孵育，后弃掉一抗，用 PBS 清洗细胞 3 次，
每次 5 min，而后加入以 PBS 配制的 AF647 标记山
羊抗兔 IgG ( H+L) ( 1 ∶500 稀释) ，室温条件下避光
孵育 2 h。弃掉荧光二抗，在避光条件下，用 PBS 清
洗细胞 3 次，每次 5 min，加入含 DAPI 的抗荧光淬
灭封片液，用激光共聚焦显微镜观察，用 ImageJ 统
计荧光量。
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2. 13 统计学分析 用 SPSS 27 软件进行统计分
析，用 GraphPad Prism 10 软件绘图。计量数据资料
用 �x±s表示，多组数据比较用单因素方差分析，组间
两两比较用 t 检验。P＜0. 05 表示差异具有统计学
意义。
3 结果
3. 1 PNS浓度选择 与对照组比较，模型组细胞活
力显著降低( P＜0. 01) ，提示细胞受损严重; 与模型
组相比，0. 05、0. 075 mg·mL－1的 PNS 可显著提高细
胞活力( P＜0. 05、P＜0. 01) ，且 PNS 在 0. 01 ～ 0. 075
mg·mL－1内呈剂量相关性，提示 PNS 对钙化诱导的
hVICs 具有保护作用。因此，选择 0. 075、0. 05、
0. 025 mg·mL－1的 PNS分别作为高、中、低剂量用于
后续效应验证，见表 1。
3. 2 PNS抑制 hVICs的 ALP、茜素红 S染色阳性程
度 通过 ALP 与茜素红 S 对各组 hVICs 进行染色。
OM诱导干预后的 hVICs 具有成骨钙化能力，ALP
染色呈现蓝色阳性、茜素红 S 染色呈现红色阳性。

表 1 三七总皂苷对人主动脉瓣膜间质细胞永生化细胞活
力影响( �x±s，n= 3)
Table 1 Effect of Panax notoginseng saponins on viability of
immortalized hVICs( �x±s，n= 3)
组别 剂量 /mg·mL－1 细胞活力 /%
对照 － 100. 40±0. 66
模型 － 45. 70±2. 782)

PNS 0. 01 45. 73±1. 76
0. 025 49. 28±1. 71
0. 05 52. 32±2. 623)

0. 075 53. 94±2. 494)

0. 1 50. 99±3. 13
0. 25 50. 55±2. 47
0. 5 46. 40±1. 50
0. 75 43. 90±1. 80
1. 0 39. 50±1. 79

注: 与 对 照组比较1) P ＜ 0. 05，2) P ＜ 0. 01; 与 模 型 组比较
3) P＜0. 05，4) P＜0. 01( 表 2～5同) 。

PNS会减少成骨诱导过程中的钙化，且呈现一定的
剂量依赖关系———随着 PNS 浓度的增加，细胞钙化
程度降低，见图 1、2。

图 1 不同剂量三七总皂苷干预钙化诱导的 hVICs的 ALP 染色( ×40)
Fig．1 ALP staining of calcification-induced hVICs treated with different doses of Panax notoginseng saponins ( ×40)

标尺为 100 μm。

图 2 不同剂量 PNS干预钙化诱导的 hVICs的茜素红 S染色( ×200)
Fig．2 Alizarin red S staining of calcification-induced hVICs treated with different doses of PNS ( ×200)

3. 3 PNS抑制 hVICs 钙化相关蛋白表达 Western
blot结果显示，与对照组比较，模型组钙化相关蛋白
BMP2、ＲUNX2、ALP 表达水平显著升高( P＜0. 01) ;
与模型组比较，PNS 各剂量组钙化相关蛋白表达水
平均有所降低。其中，0. 075 mg·mL－1的 PNS 可显
著降低 BMP2、ＲUNX2、ALP 蛋白的表达( P＜0. 01) ，
0. 05 mg·mL－1的 PNS 可显著降低 ALP 蛋白的表达

( P＜0. 05) ，0. 025 mg·mL－1的 PNS 虽可降低钙化相
关蛋白的表达，但是差异无统计学意义，见表 2。由
此可知，0. 075 mg·mL－1的 PNS 抑制钙化相关蛋白
BMP2、ＲUNX2、ALP 表达效果最佳，干预钙化诱导
的 hVICs效果最为明显，见图 3。
3. 4 CAVD与 PNS 靶点预测 在 GEO 数据库中，
通过对 GSE77287 数据集进行挖掘( 3 例 normal，
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表 2 三七总皂苷对人主动脉瓣膜间质细胞永生化细胞钙化相关蛋白表达的影响( �x±s，n= 3)
Table 2 Effect of Panax notoginseng saponins on the relative expression of calcification-related proteins on immortalized hVICs( �x±s，
n= 3)

组别 剂量 /mg·mL－1 BMP2 ＲUNX2 ALP

对照 － 1. 000±0. 086 1. 000±0. 409 1. 000±0. 281 5

模型 － 2. 046±0. 1472) 2. 980±0. 1322) 2. 960±0. 312 22)

PNS 0. 025 1. 840±0. 293 2. 738±0. 273 2. 256±0. 482 3

0. 050 1. 537±0. 164 2. 177±0. 391 1. 930±0. 388 13)

0. 075 1. 110±0. 2554) 1. 213±0. 4574) 1. 096±0. 160 34)

图 3 不同剂量三七总皂苷干预钙化诱导的 hVICs 后钙化
相关蛋白 BMP2、ＲUNX2、ALP 的表达
Fig． 3 Expression of calcification-related proteins BMP2，
ＲUNX2，and ALP in calcification-induced hVICs after interven-
tion with different doses of Panax notoginseng saponins

3例 CAVD) 分析，共获得 1 416个差异基因，其中包
括了 1 060个下调基因，356 个上调基因，见中国知
网增强出版附加材料图 1A、1B。在 GeneCards 以
“calcific aortic valve disease”为关键词，检索疾病相
关靶点，共得到 5 646个靶点。从本草组鉴、Batman-
TCM 2. 0、ETCM上得到三七相关靶点，去除重复项
后共得到 605个药物靶点，与 CAVD 靶点取交集后
得到 130 个公共靶点，见中国知网增强出版附加材
料图 1C。PPI 网络关系见中国知网增强出版附加
材料图 1D。
3. 5 GO 富集与 KEGG 富集分析 利用 DAVID 数
据库对 130 个交集靶点基因做 GO 功能富集和
KEGG通路分析。按 P ＜ 0. 01 筛选出相关信号通
路，选择前 10个条目进行展示，在微生信平台可视
化柱状图，其纵轴表示富集条目的数量，横轴反映条

目名称。KEGG富集分析结果提示，PNS 主要通过
磷脂酰肌醇 3-激酶-蛋白激酶 B( phosphatidylinositol
3-kinase-protein kinase B，PI3K-Akt) 信号通路、环磷

酸腺苷( cyclic adenosine monophosphate，cAMP) 信号
通路、辅助性 T细胞 17( T helper 17，Th17) 分化、核
因子 κB ( nuclear factor kappa-B，NF-κB ) 信号通路
等，对 CAVD 起到治疗作用，见图 4A。设置 P ＜
0. 01，筛选出每个条目的前 5 条结果展示，GO 分析
提示，PNS 干预 CAVD 主要参与调节炎症反应、细
胞膜功能调节、细胞内受体信号通路、心脏收缩、
IκB /NF-κB信号通路等生物学过程，多在电压门离
子通道复合物、离子通道复合物、GABA-A 受体复合
物等区域发生，涉及到核受体活性、配体激活的转录
因子活性、电压门控钠通道活性、被动跨膜转运蛋白
活性、DNA结合转录因子结合等分子功能，见图 4B。
其中，脾酪氨酸激酶( spleen tyrosine kinase，Syk ) 、
IκB、NF-κB p50蛋白等广泛富集在 NF-κB 通路基因
中，见中国知网增强出版附加材料图 2。鉴于此，本
研究综合 GO与 KEGG富集分析情况，针对 SYK/NF-
κB信号通路探索 PNS治疗 CAVD的具体机制。
3. 6 PNS抑制 hVICs SYK /NF-κB 信号通路 与对
照组比较，模型组 SYK /NF-κB 信号通路相关蛋白
p-SYK( P＜0. 01) 、p-IκBα( P＜0. 01) 、NF-κB p65( P＜
0. 01 ) 、p-NF-κB p65 ( P ＜ 0. 01 ) 、NF-κB p50
( P＜0. 01) 、p-NF-κB p50( P＜0. 01) 蛋白表达水平显
著升高，IκBα相比对照组而言显著降低( P＜0. 05) 。
与模型组比较，OM诱导的 hVICs 经 0. 075 mg·mL－1

的 PNS 干 预 后，p-SYK ( P ＜ 0. 01 ) 、p-IκBα
( P＜0. 01) 、NF-κB p65 ( P ＜ 0. 05 ) 、p-NF-κB p65
( P＜0. 01) 、p-NF-κB p50( P＜0. 01) 蛋白表达水平显
著降低，而 PNS 干预后 IκBα 的相对表达量显著升
高( P＜0. 01) 。可知，0. 075 mg·mL－1的 PNS 在不改
变 SYK 总蛋白的情况下，可抑制其磷酸化进程，促
进 IκBα 的表达，抑制 NF-κB p65 的表达，并抑制
IκBα、NF-κB p65、NF-κB p50 的磷酸化，见图 5、
表 3。
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方框内容代表支持本文后续通路相关的蛋白检测依据。A．KEGG分析; B．GO分析［生物过程( BP) 、细胞组分( CC) 、P分子功能( MF) ］。

图 4 基于交集靶点预测三七总皂苷干预 CAVD的潜在作用机制与通路
Fig．4 Prediction of potential mechanisms and pathways of Panax notoginseng saponins intervention in CAVD based on intersection tar-
gets

图 5 三七总皂苷干预 SYK /NF-κB 信号通路相关蛋白的
表达

Fig． 5 Expression of SYK /NF-κB signaling pathway-related
proteins after Panax notoginseng saponins intervention

3. 7 PNS 抑制 hVICs NF-κB p65 入核 经钙化诱
导后，NF-κB p65蛋白的细胞核 /细胞质荧光强度显
著升高( P＜0. 01) ，而 0. 075 mg·mL－1的 PNS 处理
后，NF-κB p65蛋白在细胞核的荧光强度较细胞质
荧光强度显著降低( P＜0. 01) ，统计结果见表 4。可
知，钙化诱导促进 hVICs 的 NF-κB p65 蛋白从细胞

质进入细胞核，PNS干预后，NF-κB p65 蛋白的入核
量降低，PNS抑制了 NF-κB p65入核，见图 6。
3. 8 PNS调控 hVICs 上清炎症因子分泌 经钙化
诱导后，细胞上清液中促炎因子 TNF-α 的表达量显
著升高( P＜0. 01) ，抗炎因子 IL-10 的表达量显著降
低( P＜0. 01) 。经 0. 075 mg·mL－1的 PNS 干预后，促
炎因子 TNF-α 的表达量较模型组显著降低 ( P＜
0. 01) ，抗炎因子 IL-10的表达量较模型组显著升高
( P＜0. 01) 。PNS 抑制了钙化诱导的 hVICs 促炎因
子释放，并促进了抗炎因子释放，见表 5。

4 讨论
CAVD是导致 AS的主要病理基础，已成为全球

心血管疾病发病率和病死率的重要诱因。当前全球
CAVD的患病人群约 900万人，随着老龄化的进程，
在过去的 20年里，死于钙化性主动脉狭窄的人数持
续上升［14］。该疾病的病理进程呈现渐进性特征，约
25%的老年人群存在早期表现为主动脉瓣小叶纤维
化增厚的瓣膜硬化的病理改变，进而逐步发展为伴

有显著纤维钙化病变的症状性 AS［15］。随着疾病的
进展，患者只能接受外科主动脉瓣置换术 /修补术和
经导管主动脉瓣置换术，尚缺乏经临床验证有效的

药物治疗方案———这一治疗现状直接导致全球每年
需实施约 40 万例主动脉瓣置换手术［16］，消耗大量
医疗资源，仅美国每年的相关医疗支出就高达 100
亿美元［17］。时空多组学图谱揭示，炎症是诱发
CAVD 进展的重要因素之一［18］，而针对糖酵解、
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表 3 三七总皂苷对 hVICs SYK /NF-κB信号通路相关蛋白表达的影响( �x±s，n= 3)
Table 3 Effect of Panax notoginseng saponins on the relative expression of SYK /NF-κB signaling pathway-related proteins on immor-
talized hVICs( �x±s，n= 3)

组别
剂量

/mg·mL－1 p-SYK /SYK SYK p-IκBα / IκBα IκBα
p-NF-κB p65
/NF-κB p65

NF-κB p65
p-NF-κB p50
/NF-κB p50

NF-κB p50

对照 － 1. 000±0. 018 1. 000±0. 065 1. 000±0. 059 1. 000±0. 015 1. 000±0. 063 1. 000±0. 063 1. 000±0. 021 1. 000±0. 141
模型 － 1. 672±0. 0662) 1. 068±0. 045 1. 722±0. 0552) 0. 708±0. 0481) 2. 194±0. 2382) 1. 478±0. 0952) 2. 905±0. 0822) 1. 497±0. 1462)

PNS 0. 075 1. 332±0. 0364) 1. 027±0. 111 1. 395±0. 0994) 0. 878±0. 0244) 1. 328±0. 1004) 1. 178±0. 0843) 1. 431±0. 1064) 1. 206±0. 178

表 4 三七总皂苷对 hVICs NF-κB p65 入核的影响( �x± s，
n= 3)
Table 4 Effect of Panax notoginseng saponins on the nuclear
translocation of NF-κB p65 in immortalized hVICs( �x±s，n= 3)
组别 剂量 /mg·mL－1 细胞核 /细胞质中 NF-κB p65
对照 － 1. 077±0. 067
模型 － 1. 705±0. 0812)

PNS 0. 075 1. 199±0. 0874)

黄色箭头指向模型组中入核 NF-κB p65蛋白; 标尺为 100 μm。

图 6 三七总皂苷干预钙化诱导的 hVICs后 NF-κB p65表达
位置( 免疫荧光; �x±s，n= 3)
Fig．6 Localization of NF-κB p65 expression in calcification-in-
duced hVICs after Panax notoginseng saponins intervention( im-
munofluorscence; �x±s，n= 3)

表 5 三七总皂苷对 hVICs 上清液中炎症因子表达的影响
( �x±s，n= 3)
Table 5 Effect of Panax notoginseng saponins on the expression
of inflammatory factors on immortalized hVICs( �x±s，n= 3)
组别 剂量 /mg·mL－1 TNF-α /pg·mL－1 IL-10 /pg·mL－1

对照 － 19. 680±1. 786 30. 350±2. 880
模型 － 80. 260±9. 6592) 12. 480±1. 4372)

PNS 0. 075 44. 500±3. 7374) 23. 360±1. 6174)

NF-κB等信号通路的抗炎治疗能够有效延缓成骨钙
化的进程［19］。因此，进一步探索抗炎相关药物在治
疗 CAVD中的作用机制具有重要意义。
中药因其多成分、多靶点的作用特点，与 CAVD

复杂病理机制相契合，在 CAVD 的防治中具有显著

优势［20］。中药三七 P． notoginseng ( Burk．) F． H．
Chen为五加科人参属植物，始载于明代《本草纲
目》，有散瘀止血、消肿定痛的功效［21］，皂苷、黄酮、
多糖、氨基酸等是三七的主要有效成分［22-24］。临床
研究指出，口服三七粉可预防心瓣膜病变术后的血

栓形成［25］。PNS 及其他三七制剂还可通过 NF-κB
介导的炎症通路、NLＲP3 介导的自噬通路等，发挥
降低剪切应力，抗炎、抗血栓形成，抗动脉粥样硬化
等作用［26-28］。间质细胞钙化是 CAVD 发展的核心
病理环节，以 ALP、茜素红 S 等钙化相关染色阳性，
及 ALP、BMP2、ＲUNX2等钙化相关蛋白表达升高为
主要体现［29］。本团队前期研究证实，PNS 可改善间
质细胞钙化［7］。基础研究进一步证实，PNS 可降低
ALP、p-NF-κB p65 /NF-κB p65 的表达［30］，抑制 NF-
κB通路活化［31］，降低炎症反应。本研究综合运用
GEO数据库挖掘与网络药理学的方法指出，PNS 干
预 CAVD与 NF-κB信号通路有关，尤其与广泛富集
在 NF-κB通路的 SYK、TNF 等基因有关。鉴于此，
考虑 PNS 可能通过 SYK /NF-κB 信号通路对 CAVD
间质细胞钙化发挥治疗作用。

SYK是一种非受体酪氨酸激酶，通常被 TNF-α
等促炎因子激活后触发促炎信号，激活免疫受体，进

而通过磷酸化 NF-κB 上游信号分子，促进 IκBα 的
降解，释放 NF-κB( p65 /p50二聚体) 入核［32-33］。NF-
κB 入核后，进一步促进 TNF-α 等促炎因子和
BMP2、ＲUNX2等促钙化基因的表达，加速瓣膜间质
细胞钙化。同时，NF-κB入核后还可促进 SYK 的转
录，形成正反馈循环，放大炎症信号。本研究利用
PNS干预 OM 诱导的 hVICs 钙化，体外实验结果指
出，PNS 可抑制 SYK 蛋白磷酸化，减轻其对下游通
路的激活，并下调 IκBα、NF-κB p65、NF-κB p50蛋白
的表达，抑制 NF-κB 上游信号分子 IκBα 及 NF-κB
p65、NF-κB p50 的磷酸化进程。并且进一步抑制
NF-κB p65 入核，减少 TNF-α 的释放。同时也阻断
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了 TNF-α 诱发的 SYK /NF-κB 信号通路激活，进一
步降低钙化相关蛋白 ALP、BMP2、ＲUNX2 的表达，
抑制了间质细胞钙化。
由于目前尚缺乏针对 CAVD 的标准阳性对照

药物［6］，且本研究主要聚焦于 PNS 调控 hVICs 的作
用机制，因此未设置阳性对照组。后续研究将结合
CAVD领域最新进展，在药效学评价中引入潜在治
疗 CAVD的抗钙化药物，通过对比分析 PNS 的作用
效果及通路特异性，进一步明确其临床转化价值。
综上，PNS可以通过下调 IκBα、NF-κB p65、NF-

κB p50的表达，并抑制 SYK、IκBα、NF-κB p65、NF-
κB p50 的磷酸化，减少 NF-κB p65 入核，进而抑制
TNF-α的表达，改善 hVICs的钙化。
［利益冲突］ 所有作者均声明不存在利益冲突。
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