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丹参酮IIa通过NF-κB和β-catenin信号通路抑制血管钙化
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摘  要：丹参酮IIa是我国传统中医药丹参的主要有效成分之一，已被广泛用于治疗多种心脑血管疾病。血管钙化是慢性肾

病、糖尿病、高血压和动脉粥样硬化患者最常见的血管病理改变。然而，丹参酮IIa是否抑制血管钙化尚不清楚。本研究采

用血管平滑肌细胞和血管环钙化模型以及高剂量维生素D3诱导的小鼠血管钙化模型，旨在探讨丹参酮IIa抑制血管钙化的作

用及其可能机制。茜素红染色和钙离子定量结果显示，丹参酮IIa显著抑制高磷诱导的血管平滑肌细胞和血管环钙化。qPCR

和Western blot结果表明丹参酮IIa抑制血管平滑肌细胞向成骨样细胞转分化。丹参酮IIa也显著抑制高剂量维生素D3诱导的小

鼠血管钙化和血管的成骨样转分化。机制研究显示，丹参酮IIa抑制正常血管平滑肌细胞中NF-κB和β-catenin信号通路的激

活。此外，与丹参酮IIa类似，NF-κB和β-catenin特异性抑制剂SC75741和LF3也抑制高磷诱导的血管平滑肌细胞钙化。这些

结果表明，丹参酮IIa至少部分通过抑制NF-κB和β-catenin信号通路降低血管钙化的发生，提示丹参酮IIa可能是治疗血管钙化

的潜在药物。
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Tanshinone IIa attenuates vascular calcification through inhibition of NF-κB and 
β-catenin signaling pathways
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Abstract: Tanshinone IIa is a key ingredient extracted from the traditional Chinese medicine Salvia miltiorrhiza (Danshen), and is 
widely used to treat various cardiovascular diseases. Vascular calcification is a common pathological change of cardiovascular tissues 
in patients with chronic kidney disease, diabetes, hypertension and atherosclerosis. However, whether Tanshinone IIa inhibits vascular 
calcification and the underlying mechanisms remain largely unknown. This study aims to investigate whether Tanshinone IIa can 
inhibit vascular calcification using high phosphate-induced vascular smooth muscle cell and aortic ring calcification model, and high 
dose vitamin D3 (vD3)-induced mouse models of vascular calcification. Alizarin red staining and calcium quantitative assay showed 
that Tanshinone IIa significantly inhibited high phosphate-induced vascular smooth muscle cell and aortic ring calcification. qPCR and 
Western blot showed that Tanshinone IIa attenuated the osteogenic transition of vascular smooth muscle cells. In addition, Tanshinone 
IIa also significantly inhibited high dose vD3-induced mouse aortic calcification and aortic osteogenic transition. Mechanistically, 
Tanshinone IIa inhibited the activation of NF-κB and β-catenin signaling in normal vascular smooth muscle cells. Similar to Tanshinone 
IIa, inhibition of NF-κB and β-catenin signaling using the chemical inhibitors SC75741 and LF3 attenuated high phosphate-induced 
vascular smooth muscle cell calcification. These results suggest that Tanshinone IIa attenuates vascular calcification at least in part 
through inhibition of NF-κB and β-catenin signaling, and Tanshinone IIa may be a potential drug for the treatment of vascular calcifi-
cation.
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血管钙化是指磷酸钙盐晶体以羟基磷灰石为主

要形式在血管和心脏瓣膜等心血管组织中的异常

沉积 [1]，它是在动脉粥样硬化、糖尿病、慢性肾

病和高血压患者中普遍存在的血管病理改变 [2]。血

管钙化显著增加血管壁僵硬性、降低血管顺应性，

是不良心血管事件发生的重要独立危险因素 [3]。血

管钙化的不良临床后果主要与其在血管壁中发生的

位置相关。血管内膜钙化显著增加动脉粥样硬化斑

块破裂的风险，加速心肌梗死的发生 [3]，而血管中

膜钙化则与脉搏波速度、血压升高和收缩期高血压

密切相关 [4]。目前尚无有效药物或者干预措施治疗

血管钙化。

既往认为，血管钙化是一个被动的、不可避免

的退行性病变过程。然而，近年来的大量证据表明，

血管钙化是一个主动的、可调控的、且高度类似于

生理性骨形成的病理过程 [5]。血管平滑肌细胞是构

成血管壁的主要细胞成分，在血管钙化过程中发挥

非常重要的作用。我们及前人研究发现，采用高磷

处理血管平滑肌细胞模拟慢性肾病患者高磷血症可

显著促进其钙化和向成骨样细胞转分化 [6–8]。血管

钙化过程中血管平滑肌细胞的表型转换主要表现为

血管平滑肌细胞标志物如平滑肌 22α (smooth mus-
cle 22α, SM22α) 和 α 平滑肌肌动蛋白 (α-smooth 
muscle actin, α-SMA) 的丢失，及成骨样分化标志物

如 Runt 相关转录因子 2 (Runt-related transcription 
factor 2, Runx2)、同源盒基因 2 (Msh homeobox 2, 
Msx2) 和碱性磷酸酶 (alkaline phosphatase, ALP) 的
获得 [8]。研究表明，骨形成相关信号通路如 Wnt 
(wingless-related integration site)/β-catenin、骨形态蛋

白 (bone morphogenetic protein, BMP)/SMAD 和核转

录因子 κB (nuclear factor κB, NF-κB) 促进血管平滑

肌细胞向成骨样细胞转分化和钙化 [9–11]。寻找新的

血管平滑肌细胞向成骨样细胞转分化的调控因子对

于开发防治血管钙化的潜在药物和干预措施具有十

分重要的意义。

丹参酮 IIa (Tanshinone IIa) 是从我国传统中药

丹参中分离出来的最丰富的脂溶性成分，是丹参的

主要有效成分之一，被广泛用于治疗心肌梗死、动

脉粥样硬化等多种心脑血管疾病 [12]。丹参酮 IIa 主

要通过包括抗细胞增殖、抗炎症和抗氧化等多种机

制起到保护心血管的作用。研究发现，丹参酮 IIa
抑制氧化低密度脂蛋白 (oxidized low-density lipo-
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protein, ox-LDL) 诱导的血管炎症和血管平滑肌细胞

的增殖和迁移，减少 ApoE−/− 小鼠动脉粥样硬化斑

块的形成 [13]。此外，丹参酮 IIa 可抑制 NF-κB 信号

通路，改善脂多糖诱导的血管平滑肌细胞炎症反

应 [14]。也有研究发现，丹参酮 IIa 可抑制血管紧张

素 II 诱导的心肌肥大和心肌细胞的增殖与迁移 [15, 16]。

迄今，对于丹参酮 IIa 在血管钙化过程中的作用及

其具体调控机制尚不清楚。

本研究通过高磷诱导的血管平滑肌细胞和血管

环体外钙化模型及高剂量维生素 D3 (vitamin D3, 
vD3) 诱导的小鼠血管钙化动物模型，探讨丹参酮

IIa 对血管钙化的调控作用及其具体机制。

1  材料与方法

1.1  实验动物　　6 周龄 C57BL/6 雄性小鼠购自广

州晴乐生命科学有限公司，饲养于广州医科大学实

验动物中心 SPF 级环境动物房，室内灯光明暗交替

的周期是 12 h，给予足量 SPF 级维持颗粒饲料 ( 广
州晴乐生命科学有限公司 )，自由饮水。所有实验

操作均根据广州医科大学实验动物管理委员会的规

定进行，并获得批准。

1.2  主要试剂　　丹参酮 IIa 购于上海阿拉丁生化

科技股份有限公司，vD3、茜素红、钙离子定量试

剂盒购于美国默克 Sigma 公司，RNA 提取试剂盒、

反转录试剂盒和荧光定量 PCR 试剂盒购于大连宝

生物有限公司，引物由广州捷瑞生物有限公司合成，

本研究中所使用的引物序列见表 1。本研究中所使

用的抗体具体信息见表 2。本研究中所使用的细胞

培养基、胎牛血清、细胞培养板均购于美国赛默飞

世尔科技公司。

1.3  高剂量 vD3 诱导的血管钙化小鼠模型　　参考

前人文献 [17]，选取雄性 6 周龄小鼠，分为对照组、

vD3 组和 vD3+ 丹参酮 IIa 组。对照组皮下注射等体

积生理盐水，vD3 组皮下注射高剂量 vD3 (5 × 105 
IU/kg)，每天注射一次，连续 3 天。同时给予腹腔

注射等体积 DMSO，每天一次，连续注射 7 天。

vD3+ 丹参酮 IIa 组在第一次注射 vD3 时，同时腹腔

注射丹参酮 IIa (5 mg/kg)，每天注射一次，连续注射

表1. RT-qPCR引物序列

Table 1. RT-qPCR primers used in this study
Gene symbol	 Forward primer (5′–3′)	 Reverse primer (5′–3′)
Runx2 ACCATAACAGTCTTCACAAATCCT	 CAGGCGATCAGAGAACAAACTA
Bmp2 GCTTCTTAGACGGACTGCGG	 GCAACACTAGAAGACAGCGGGT
Msx2 GGAGCACCGTGGATACAGG	 TAGAAGCTGGGATGTGGTGAA
Opg (Tnfrsf11b) CAGAGAAGCCACGCAAAAGTG	 AGCTGTGTCTCCGTTTTATCCT
Osteocalcin (Ocn) AAGCAGGAGGGCAATAAGGT	 TTTGTAGGCGGTCTTCAAGC
Alpl GGGACGAATCTCAGGGTACA	 AGTAACTGGGGTCTCTCTCTTT
β-actin	 GGCTGTATTCCCCTCCATCG	 CCAGTTGGTAACAATGCCATGT

表2. Western blot抗体信息

Table 2. Source of primary antibodies used for Western blot
Antibodies Source Catalogue no. Dilution
RUNX2 Abcam	 ab192256	 1:2 000 in 5% BSA
MSX2 Abcam	 ab223692	 1:2 000 in 5% BSA
Erk1/2 CST 	 8814	 1:2 000 in 5% BSA
p-Erk1/2 CST	 4370	 1:2 000 in 5% BSA
p-Akt CST 	 #4060	 1:2 000 in 5% BSA
Akt CST 	 #4691	 1:2 000 in 5% BSA
NF-κB p65 CST #8242 1:2 000 in 5% BSA
NF-κB p-p65 Abcam ab183559 1:2 000 in 5% BSA
β-catenin CST #8480 1:2 000 in 5% BSA
Smad1/5/9 CST 	 #12656	 1:2 000 in 5% BSA
p-Smad1/5/9 CST 	 #12656	 1:2 000 in 5% BSA
β-actin	 Santa Cruz 	 sc-81178	 1:10 000 in 5% BSA
BSA: bovine serum albumin.
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7天。实验结束后，小鼠麻醉处死取材进行后续实验。

1.4  原代小鼠血管平滑肌细胞的分离和培养　　小

鼠麻醉灌流后，胸部正中切口取出主动脉，剥离脂

肪组织，纵向切开主动脉，暴露血管内皮层。采用

1 mg/mL 胰酶消化血管 10 min，之后采用弯镊刮除

血管内皮层。将血管剪切成 2~3 cm 小块，采用 425 
U/mL 2 型胶原酶消化 5 h。将离心获得的细胞重悬

于含有 10% FBS、100 U/mL 青霉素和 100 mg/mL
链霉素的 α-MEM 细胞培养基，并置于 T25 细胞培

养瓶中培养一周。细胞生长至 80% 时传代。为保

持血管平滑肌细胞的生物稳定性，本研究中采用

2~4 代细胞用于后续实验。

1.5  高磷诱导血管平滑肌细胞钙化　　将血管平滑

肌细胞种植于 6 孔细胞培养板中，每孔 1 × 105 个

细胞。待细胞长满后，分别采用正常培养基 (1 
mmol/L Pi) 或钙化培养基 (3 mmol/L Pi) 培养细胞 14
天，诱导血管平滑肌细胞钙化。以后每 3~4 天换液

一次。同时分别给予等体积 DMSO ( 对照 ) 或 1 μmol/L
丹参酮 IIa 处理 14 天。实验结束后，采用茜素红染

色或钙离子定量检测试剂盒检测血管钙化情况。

1.6  茜素红染色　　血管平滑肌细胞钙化模型诱导

分化结束后，弃去培养基，用 1 × PBS 冲洗两次，

每孔加入 1 mL 4% 多聚甲醛固定 10 min。弃去多聚

甲醛，1 × PBS 冲洗 3 次，每孔加入 1 mL 2% 茜素

红溶液 (pH 4.2)，室温下染色 10 min。弃去茜素红

染色液，用蒸馏水冲洗 3 次。将细胞培养板倒置于

显微镜下拍照。血管环钙化模型经诱导分化结束后，

将血管环置于 95%无水乙醇中固定 24 h，用 0.0016%
茜素红 /1% 氢氧化钾溶液染色 30 h 后，用 0.5% 氢

氧化钾溶液冲洗，直至背景干净。将染色后的血管

环置于倒置显微镜下拍照。

1.7  钙离子定量检测　　血管平滑肌细胞钙化模型

诱导结束后，弃去细胞培养基，用 1 × PBS 冲洗两次，

每孔加入 1 mL 0.6 mol/L HCl，24 h 后取出 HCl 放
入离心管中，采用钙离子定量检测试剂盒 (Sigma, 
MAK022-1KT) 检测血管平滑肌细胞中钙离子沉积

量。细胞培养板每孔用 1 × PBS 冲洗两次，加入

200 μL 1 mmol/L 氢氧化钠 /0.1% SDS 溶液裂解，收

取细胞蛋白并进行定量。血管平滑肌细胞钙离子沉

积量表示为 μg/mg protein。 
1.8  高磷诱导血管环钙化　　小鼠麻醉灌流后，胸

部正中切口取出主动脉，剥离脂肪组织，将主动脉

剪切至 2~3 cm 左右的血管环，置于 6 孔细胞培养

板中，每孔 5~6 个血管环，分别采用正常培养基 (1 
mmol/L Pi) 或钙化培养基 (3 mmol/L Pi) 培养 7 天。

同时分别给予等体积 DMSO ( 对照 ) 或 1 μmol/L 丹

参酮 IIa 处理 7 天。实验结束后，采用茜素红染色

或钙离子定量检测试剂盒检测血管钙化情况。

1.9  RNA 提取和荧光定量 PCR (qPCR)　　将血管

平滑肌细胞种植于 6 孔细胞培养板中，分别给予

DMSO ( 对照 ) 或 1 μmol/L 丹参酮 IIa 处理 48 h 后，

提取 RNA 和收取蛋白样本，分别采用 qPCR 和

Western blot 检测成骨基因的表达。采用 TaKaRa 
MiniBEST Universal RNA 提取试剂盒提取总 RNA，

使用 Nanodrop 2000 测量样本浓度，采用 TaKaRa 
PrimeScript™ RT Master Mix 将 1 μg 各样本 RNA 进行

反转录，使用 QuantStudio 5 实时荧光定量 PCR 仪

对目的基因进行扩增。以 β-actin 作为内参。基因的

表达水平以得到的相应的 Ct 值用 2–ΔΔCt 进行计算。

1.10  Western blot　　向收集到的细胞或血管样本

中加入 100 μL 预冷的 RIPA 裂解液 ( 碧云天公司 )，
冰上裂解 30 min，4 °C 离心后吸取上清液于新的

EP 管中。测定蛋白浓度后，将 10 μg 各样本蛋白进

行 10% SDS-PAGE 电泳，将凝胶上蛋白电转到 0.4 
μm PVDF 膜上，采用 5% BSA 封闭 2 h。加入目的

蛋白一抗 4 °C 孵育过夜，TBST 洗 3 次后，加入相

应 HRP 耦联的二抗孵育 1 h，采用 ECL 化学发光

凝胶成像仪曝光，检测蛋白表达情况。

1.11  统计学分析　　实验数据用 mean ± SD 表示。

采用 GraphPad Prism 6 进行统计学分析。采用 Shapiro- 
Wilk 检验正态分布。符合正态分布的两组之间采用

非配对 Student’s t 检验，多组之间采用单因素方差

分析和 Bonferroni 事后分析。对于非正态分布的数

据，两组之间采用非参数检验。P < 0.05 为差异有

统计学显著意义。

2  结果

2.1  丹参酮IIa抑制高磷诱导的血管平滑肌细胞和血

管环钙化

为了明确丹参酮 IIa 对血管钙化的调控作用，

我们采用了高磷诱导的血管平滑肌细胞和血管环钙

化模型。茜素红染色和钙离子定量检测结果显示，

1 μmol/L 丹参酮 IIa 处理显著抑制高磷诱导的血管

平滑肌细胞钙化 ( 图 1A & B，P < 0.001)。进一步

实验发现，1 μmol/L 丹参酮 IIa 处理同样显著抑制

高磷诱导的血管环钙化 ( 图 1C & D，P < 0.001)。
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这些实验结果表明，丹参酮 IIa 在体外对血管钙化

具有明显的抑制作用。

2.2  丹参酮IIa抑制血管平滑肌细胞向成骨样细胞转

分化

我们及前人研究发现，血管平滑肌细胞向成骨

样细胞转分化在血管钙化过程中发挥关键作用 [6–8]，

因此，我们检测了丹参酮 IIa 是否影响正常血管平

滑肌细胞中成骨样分化标志基因的表达。结果显示，

1 μmol/L 丹参酮 IIa 处理显著抑制血管平滑肌细胞

中 Runx2、Bmp2、Msx2、Ocn 和 Alpl 的 mRNA 表

达水平 ( 图 2A)。Western blot 结果表明，1 μmol/L 丹

参酮 IIa 处理抑制血管平滑肌细胞中成骨样分化标

志基因 RUNX2 和 MSX2 的蛋白表达水平 ( 图 2B~D)。
这些结果提示，丹参酮 IIa 可能通过抑制血管平滑

肌细胞向成骨样细胞转分化，从而抑制血管钙化。

2.3  丹参酮IIa抑制vD3诱导的血管钙化和向成骨样

转分化

为了明确丹参酮 IIa 在动物水平上对血管钙化

的抑制作用，我们采用了高剂量 vD3 诱导的小鼠血

管钙化模型。茜素红和钙离子定量结果显示，丹参

酮 IIa 处理显著抑制高剂量 vD3 诱导的小鼠血管钙

化 ( 图 3A & B，P < 0.001)。荧光定量 PCR 结果显示，

在 vD3 诱导的小鼠钙化血管中，成骨样标志基因

Bmp2、Msx2 和 Ocn 的 mRNA 表达水平显著上升，

而 Runx2 的 mRNA 则无显著变化 ( 图 3C)。丹参酮

IIa 处理显著抑制高剂量 vD3 诱导的小鼠血管中

Bmp2、Msx2 和 Ocn 的 mRNA 表达上升 ( 图 3C，
P < 0.05)。Western blot 结果表明，丹参酮 IIa 处理

抑制高剂量 vD3 诱导的小鼠血管中 MSX2 的蛋白表

达上升 ( 图 3D & E)。这些结果表明，丹参酮 IIa 在

动物水平上抑制血管钙化和向成骨样转分化。

2.4  丹参酮IIa至少部分通过抑制NF-κB和β-catenin
信号通路降低血管钙化

为了明确丹参酮 IIa 抑制血管钙化的可能机制，

我们评估了丹参酮 IIa 对正常血管平滑肌细胞中多

个血管钙化相关信号通路的影响。结果显示，

图   1. 丹参酮IIa抑制高磷诱导的血管平滑肌细胞和血管环钙化

Fig. 1. Tanshinone IIa (Tan IIa) inhibits high phosphate (Pi)-induced calcification in vascular smooth muscle cells and aortic ring in vitro.    
A: Representative images of alizarin red staining of vascular smooth muscle cells at day 14 (Plate view). Murine vascular smooth 
muscle cells were cultured with control or 3 mmol/L inorganic phosphate medium, and treated with DMSO or 1 μmol/L Tan IIa for 14 
days. B: Calcium quantitative assay showed that 1 μmol/L Tan IIa significantly inhibited calcium deposition in vascular smooth muscle 
cells. n = 5. C: Representative images of alizarin red staining of aortic rings at day 7 (Microscopic view). Murine aortic rings were 
cultured with control or 5 mmol/L inorganic phosphate medium, and treated with DMSO or 1 μmol/L Tan IIa for 7 days. D: Calcium 
quantitative assay showed that 1 μmol/L Tan IIa significantly inhibited calcification in aortic ring. n = 7. Data are presented as mean ± 
SD. Statistical analysis was performed using one-way analysis of variance followed by Bonferroni post hoc-test. ***P < 0.001, ###P < 
0.001. 



生理学报 Acta Physiologica Sinica, December 25, 2022, 74(6): 949–958 954

1 μmol/L 丹参酮 IIa 抑制血管平滑肌细胞中 NF-κB
和 β-catenin 信号通路的激活 ( 图 4A & B)，但对 Smad、
Akt 和 Erk1/2 信号通路无显著影响 ( 图 4C~E)。茜

素红和钙离子定量结果显示，与丹参酮 IIa 处理类

似，1 μmol/L NF-κB 抑制剂 SC75741 ( 购自 Sigma，
中国 ) 或 10 μmol/L β-catenin 抑制剂 LF3 ( 购自 Sigma，
中国 ) 处理显著抑制高磷诱导的血管平滑肌细胞钙

化 ( 图 4F & G)。这些结果提示，丹参酮 IIa 至少部

分通过抑制 NF-κB 和 β-catenin 信号通路延缓血管

钙化的发生。

3  讨论

丹参酮 IIa 是我国传统中药丹参的主要活性成

分之一，已被广泛应用于治疗多种心脑血管疾病 [17]。

新近研究表明，丹参酮 IIa 可通过改变锌指蛋白

KLF4 (Krüppel like factor 4) 介导的血管平滑肌细胞

表型转化，从而抑制血管重塑 [18]。也有研究显示，

丹参酮 IIa 抑制血管平滑肌细胞增殖、迁移和炎症

反应 [19–21]。血管平滑肌细胞向成骨样细胞转分化是

血管钙化过程中的关键事件。因此，我们推测丹参

酮 IIa 可能通过调控血管平滑肌细胞功能从而抑制

血管钙化的发生。在本研究中，我们发现丹参酮

IIa 处理抑制高磷诱导的血管平滑肌细胞和血管环

钙化，以及高剂量 vD3 诱导的小鼠血管钙化。进一

步研究发现，丹参酮 IIa 处理显著抑制血管平滑肌

细胞中成骨样分化标志基因如 Runx2、Msx2、Bmp2
和 Ocn 的 mRNA 表达水平，提示丹参酮 IIa 抑制血

管平滑肌细胞向成骨样细胞转分化。此外，我们发

现丹参酮 IIa 抑制血管平滑肌细胞中 NF-κB 和

β-catenin 信号通路的激活。与丹参酮 IIa 类似，

NF-κB 和 β-catenin 信号通路特异性抑制剂 SC75741
和 LF3 抑制高磷诱导的血管平滑肌细胞钙化。这些

结果提示，丹参酮 IIa 可能通过调控血管平滑肌细

胞中 NF-κB 和 β-catenin 信号通路，抑制血管平滑

图   2. 丹参酮IIa抑制血管平滑肌细胞向成骨样细胞转分化

Fig. 2. Tanshinone IIa (Tan IIa) attenuates the osteogenic gene expression in vascular smooth muscle cells. Murine vascular smooth 
muscle cells were treated with DMSO or 1 μmol/L Tan IIa for 48 h. A: RT-qPCR for mRNA expression of the osteogenic gene Runx2, 
Bmp2, Msx2, Osteocalcin (Ocn), Opg and Alpl in vascular smooth muscle cells. n = 6. B: Western blotting for RUNX2 and MSX2 
protein expression in vascular smooth muscle cells. C: Semi-quantification analysis of RUNX2 protein expression. n = 3. D: Semi-quan-
tification analysis of MSX2 protein expression. n = 3. Data are presented as mean ± SD. Statistical analysis was performed using 
unpaired Student’s t test. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.
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肌细胞向成骨样细胞转分化，从而延缓血管钙化的

发生。

高磷血症是慢性肾病最常见的并发症，与血管

钙化密切相关 [22]。我们及前人在体外模拟慢性肾病

高磷血症，建立了高磷诱导的血管平滑肌细胞和血

管环钙化模型 [6–8]。本研究结果显示，1 μmol/L 丹

参酮 IIa 处理显著抑制高磷诱导的血管平滑肌细胞

和血管环钙化。在本研究中，我们也在动物水平上

评估了丹参酮 IIa 对血管钙化的影响。高剂量 vD3

处理小鼠可显著增加血清中的钙磷浓度、降低血清

中钙化抑制因子 fetuin-A 的水平、诱导血管平滑肌

细胞向成骨样细胞转分化，从而引起血管钙化 [23]。

该动物模型具有诱导时间较短、成活率高和病变典

型等优点。结果表明，丹参酮 IIa 显著抑制高剂量

vD3 诱导的小鼠血管钙化。与该研究结果一致，前

人研究发现，丹参酮 IIa 抑制大鼠动脉粥样硬化斑

块的钙化 [24]。

前期研究发现，在血管钙化过程中，成骨样分

化标志物如Runx2、Msx2、Bmp2等表达显著上升 [25]。

研究显示，在血管平滑肌细胞中特异性过表达 Runx2
或 Bmp2 显著促进血管钙化的发生 [26, 27]。在本研究

中，我们发现丹参酮 IIa 处理显著抑制血管平滑肌

细胞成骨样分化标志物 Runx2、Msx2、Bmp2 和

Ocn 的 mRNA 表达水平。此外，丹参酮 IIa 抑制高

剂量 vD3 诱导的小鼠血管中成骨样分化标志物 Bmp2、
Msx2 和 Ocn 的 mRNA 表达。这些结果提示，丹参

图   3. 丹参酮IIa抑制高剂量vD3诱导的小鼠血管钙化和血管成骨基因的表达

Fig. 3. Tanshinone IIa (Tan IIa) reduces high dose vitamin D3 (vD3)-induced mouse aortic calcification and osteogenic transition. A: 
Representative images of alizarin red staining of mouse whole arteries. B: Calcium quantitative assay showed that calcium deposition 
was reduced in arteries isolated from mice treated with Tan IIa. n = 4. C: RT-qPCR for the osteogenic gene expression in mouse arteries 
including Runx2, Bmp2, Msx2 and Ocn. n = 4. D: Western blot for MSX2 protein expression in mouse arteries. E: Semi-quantification 
analysis of MSX2 protein expression. n = 3. Statistical analysis was performed using one-way analysis of variance followed by 
Bonferroni post hoc-test. Data are presented as mean ± SD. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001.
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图    4. 丹参酮IIa至少部分通过抑制NF-κB和β-catenin信号通路延缓血管钙化

Fig. 4. Tanshinone IIa (Tan IIa) attenuates high phosphate-induced vascular smooth muscle cell calcification at least in part through 
inhibition of NF-κB and β-catenin signaling pathways. A–E: Representative images and semi-quantification analysis of Western blot 
for the NF-κB, β-catenin, Smad, Akt and Erk1/2 signaling pathways in vascular smooth muscle cells. Murine vascular smooth muscle 
cells were treated with 1 μmol/L Tan IIa at the indicated time. **P < 0.01, ***P < 0.001 vs 0 min. F: Murine vascular smooth muscle 
cells were pretreated with 1 μmol/L SC75741 (NF-κB inhibitor) or 10 μmol/L LF3 (β-catenin inhibitor) for 2 h, and incubated with 
control of high phosphate medium in the absence or presence of 1 μmol/L Tan IIa for 14 days. Representative images of alizarin red 
staining at day 14. Scale bar, 5 000 μm. G: Calcium quantitative assay showed that Tan IIa or inhibition of NF-κB and β-catenin signaling 
attenuated high phosphate-induced vascular smooth muscle cell calcification. n = 5. Data are presented as mean ± SD. Statistical analysis 
was performed using one-way analysis of variance followed by Bonferroni post hoc-test. ***P < 0.001, ###P < 0.001.
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酮 IIa 可能通过抑制血管平滑肌细胞向成骨样细胞

转分化，从而减少血管钙化的发生。

血管平滑肌细胞中多个细胞信号通路调控血

管平滑肌细胞钙化和向成骨样细胞转分化，如

NF-κB、β-catenin、Smad、Akt 和 Erk1/2 信号通路 [28]。

在本研究中，我们发现丹参酮 IIa 抑制血管平滑肌

细胞中 NF-κB 和 β-catenin 信号通路。与我们的研

究结果一致，有研究发现丹参酮 IIa 抑制小鼠小胶质

瘤细胞中 NF-κB 信号通路的激活 [29]。此外，也有

研究证实，丹参酮 IIa 抑制大鼠心肌细胞中 β-catenin
信号通路 [30]。丹参酮 IIa 通过何种机制抑制 NF-κB
和 β-catenin 信号通路有待进一步研究。

NF-κB 信号通路在心血管疾病病理进程中发挥

重要作用。NF-κB 的主要亚基 p65 被激活后，转移

到细胞核内，直接调控其靶基因的表达，从而在细

胞增殖、分化和炎症中发挥重要的调控作用 [31]。前

人研究发现，激活 NF-κB 信号通路促进血管钙化的

发生 [32]。新近研究证实，NF-κB 信号通路可促进

瓣膜间质细胞的炎症、向成骨样细胞转分化和钙

化 [33]。β-catenin 信号通路在胚胎发育和维持组织稳

态中具有重要的作用。前人研究发现，β-catenin 通

过直接调控 Runx2 的表达促进血管钙化 [9]。也有研

究证实，Bmp2 或 Msx2 通过激活 β-catenin 促进心

血管钙化 [34, 35]。这些研究表明，NF-κB 和 β-catenin
信号通路在血管钙化和血管平滑肌细胞向成骨样

细胞转分化过程中发挥关键作用。本研究结果显示，

丹参酮 IIa 对正常血管平滑肌细胞中 NF-κB 和

β-catenin 信号通路具有明显的抑制作用。进一步研

究发现，与丹参酮 IIa 处理类似，NF-κB 和 β-catenin
信号通路抑制剂可显著减少高磷诱导的血管平滑肌

细胞钙化。这些结果表明，丹参酮 IIa 可能部分通

过抑制 NF-κB 和 β-catenin 信号通路的激活，从而

延缓血管钙化的发生。

综上所述，本研究通过多种模型证实丹参酮 IIa
对血管钙化具有显著的抑制作用，且丹参酮 IIa 可

能部分通过抑制 NF-κB 和 β-catenin 信号通路，从

而抑制血管平滑肌细胞向成骨样细胞转分化，进而

延缓血管钙化的发生。本研究可为防治血管钙化提

供一个潜在的思路。
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