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小檗碱通过补体和凝血级联改善川崎病
冠状动脉内皮细胞损伤的研究

廖锦文 1 郭鑫 1 梁波 2 李许霞 2 徐明国 2

（1.深圳市龙岗区妇幼保健院/汕头大学医学院龙岗妇幼临床学院，广东深圳 518172；

2.深圳市龙岗区第三人民医院儿科，广东深圳 518020）

［摘要］ 目的　探讨小檗碱 （berberine, BBR） 通过调节补体和凝血级联改善川崎病 （Kawasaki disease, KD）

冠状动脉内皮细胞损伤的作用。方法　将人冠状动脉内皮细胞 （human coronary artery endothelial cell, HCAEC） 分

为健康对照组、KD 组和 BBR 处理组 （各组 n=3）。健康对照组、KD 组分别加入健康儿童和 KD 患儿的 15% 血清，

BBR 处理组加入 KD 患儿的 15% 血清后再加入浓度 20 mmol/L BBR。采用同位素标记相对和绝对定量技术和液相

色谱-串联质谱技术分析和鉴定差异蛋白表达，并对差异蛋白进行 GO 功能富集分析和 KEGG 信号通路富集分析；

采用 Western blot 法检测差异蛋白表达。结果　KD 组与健康对照组之间共鉴定出 518 个差异蛋白 （上调蛋白 300

个，下调蛋白 218 个）。BBR 处理组与 KD 组之间共鉴定出 422 个差异蛋白 （上调蛋白 221 个，下调蛋白 201 个）。

生物信息学分析结果显示，与健康对照组比较，KD 组差异蛋白富集于补体和凝血级联、真核生物的核糖体生物

发生；与 KD 组比较，BBR 处理组差异蛋白富集于补体和凝血级联、真核生物的核糖体生物发生。Western blot 结

果显示，与健康对照组比较，KD 组补体 C1q 亚组分亚基 C （complement C1q subcomponent subunit C, C1QC）、激

肽原-1 （kininogen-1, KNG1）、补体 C1s 子组件 （complement C1s subcomponent, C1S）、C4b 结合蛋白 α 链 （C4b-

binding protein alpha chain, C4BPA） 蛋白表达升高 （P<0.05）；与 KD 组比较，BBR 处理组 KNG1、C1S、C1QC、

C4BPA 蛋白表达降低 （P<0.05）。结论　补体和凝血级联可能参与调控 BBR 治疗 KD 冠状动脉损伤，C1QC、

KNG1、C1S 和 C4BPA 可作为其生物标志物。 ［中国当代儿科杂志，2025，27 （1）：101-108］
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Berberine ameliorates coronary artery endothelial cell injury in Kawasaki disease 
through complement and coagulation cascades

LIAO Jin-Wen, GUO Xin, LIANG Bo, LI Xu-Xia, XU Ming-Guo. Department of Pediatrics, Third People's Hospital of 

Longgang District of Shenzhen, Shenzhen, Guangdong 518020, China (Xu M-G, Email: 18938690175@163.com) 

Abstract: Objective　To explore the role of berberine (BBR) in ameliorating coronary endothelial cell injury in 

Kawasaki disease (KD) by regulating the complement and coagulation cascade. Methods　 Human coronary artery 

endothelial cells (HCAEC) were divided into a healthy control group, a KD group, and a BBR treatment group (n=3 for 

each group). The healthy control group and KD group were supplemented with 15% serum from healthy children and 

KD patients, respectively, while the BBR treatment group received 15% serum from KD patients followed by the 

addition of 20 mmol/L BBR. Differential protein expression was analyzed and identified using isobaric tags for relative 

and absolute quantitation technology and liquid chromatography-tandem mass spectrometry, followed by GO functional 

enrichment analysis and KEGG signaling pathway enrichment analysis of the differential proteins. Western blot was used 

to detect differential protein expression. Results　A total of 518 differential proteins were identified between the KD 

group and the healthy control group (300 upregulated proteins and 218 downregulated proteins). A total of 422 

differential proteins were identified between the BBR treatment group and the KD group (221 upregulated proteins and 
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201 downregulated proteins). Bioinformatics analysis showed that compared to the healthy control group, the differential 

proteins in the KD group were enriched in the complement and coagulation cascade and ribosome biogenesis in 

eukaryotes. Compared to the KD group, the differential proteins in the BBR treatment group were also enriched in the 

complement and coagulation cascade and ribosome biogenesis in eukaryotes. Western blot results indicated that 

compared to the healthy control group, the expression of complement C1q subcomponent subunit C (C1QC), kininogen-

1 (KNG1), complement C1s subcomponent (C1S), and C4b-binding protein alpha chain (C4BPA) was increased in the 

KD group (P<0.05). Compared to the KD group, the expression of KNG1, C1S, C1QC, and C4BPA was decreased in the 

BBR treatment group (P<0.05). Conclusions　 The complement and coagulation cascade may be involved in the 

regulation of BBR treatment for coronary injury in KD, and C1QC, KNG1, C1S, and C4BPA may serve as biomarkers 

for this treatment. Citation:[Chinese Journal of Contemporary Pediatrics, 2025, 27(1): 101-108]

Key words: Kawasaki disease; Berberine; Complement and coagulation cascade; Coronary artery lesion; Human 

coronary artery endothelial cell

川崎病 （Kawasaki disease, KD） 是一种儿童常

见发热性疾病，特征是小到中等血管炎症，可能

发展为冠状动脉病变 （coronary artery lesion, CAL），

导致心肌梗死和猝死［1］。日本循环学会指南显示，

KD 儿童 CAL 发生率约为 6.55%［2］。KD 的病因尚未

完全了解，普遍认为其发病与遗传易感性、感染

和自身免疫有关［3］。不完全型 KD 的诊断与治疗会

延迟，这可能增加 CAL 风险［4］。静脉注射用人免

疫球蛋白是 KD 的首选治疗方法，但一些 KD 患者

会出现无反应，这也可能会增加 CAL 风险［5］。因

此，需要深入探索 KD 的分子调控机制，寻找早期

诊断和治疗的分子标志物。

内皮细胞损伤在 KD 的 CAL 中起重要调控作

用［6］。研究表明，KD 会导致冠状动脉内皮细胞凋

亡和周期紊乱［7］。血管内皮维持血流、协调止血

过程，并调节凝血与抗凝平衡［8］。在炎症刺激下，

凝血和抗凝平衡被打破，激活内皮层炎症［9］。补

体活化产物促进内皮细胞炎症和促凝反应［10］。实

际上，补体和凝血之间存在相互作用，与多种疾

病相关［11］。补体和凝血级联与 KD 的发展有关，然

而其调节机制尚未明确［12］。因此，这间接预测补

体和凝血级联可能是 KD 中 CAL 的治疗靶点。

小檗碱 （berberine, BBR） 是一种苄基异喹啉

类生物碱，是黄连根茎的活性成分，传统用于治

疗炎症、皮肤病、癌症和呼吸系统疾病。本团队

初步研究证明了 BBR 在 KD 中的药理作用，包括抗

氧化、抗内质网应激和抗内皮炎症损伤［7］。BBR

已被证明具有抗凝效果［13］。然而，BBR 对 KD 诱导

的冠状动脉内皮细胞损伤中补体和凝血级联的影

响尚不清楚。本研究旨在探究 BBR 是否可以通过

干预补体和凝血级联来预防 KD 冠状动脉内皮细胞

损伤。

1 材料与方法

1.1　主要材料和试剂

人冠状动脉内皮细胞 （human coronary artery 

endothelial cell, HCAEC）（美国 ScienCell 公司） 购

自中国科学院上海细胞库。其他材料和试剂包括：

蛋白质浓度测定试剂盒 （美国 Bio-Rad 公司）、BBR

（德国 Sigma 公司）、β-肌动蛋白 （β-actin） 一抗

［天德悦 （北京） 生物科技有限责任公司］、丝氨

酸/苏氨酸蛋白激酶 RIO2 （serine/threonine protein 

kinase RIO2, RIOK2） 一抗 （美国 GeneTex 公司）、

U3 小 核 RNA 相 关 蛋 白 18 同 源 物 （U3 small 

nucleolar RNA-associated protein 18 homolog, UTP18）

一抗 （英国 Abcam 公司）、核糖体生物发生蛋白

BMS1 同 源 物 （ribosome biogenesis protein BMS1 

homolog, BMS1） 一抗 （美国 GeneTex 公司） 和二抗

（武汉阿斯本生物技术有限公司），以及购自武汉

三 鹰 生 物 技 术 公 司 的 激 肽 原 -1 （kininogen-1, 

KNG1） 一抗、补体 C1s 子组件 （complement C1s 

subcomponent, C1S） 一抗、补体 C1q 亚组分亚基 C

（complement C1q subcomponent subunit C, C1QC） 一

抗、C4b 结合蛋白 α 链 （C4b-binding protein alpha 

chain, C4BPA）、核糖体 RNA 处理蛋白 7 同源物 A

（ribosomal RNA-processing protein 7 homolog A, 

RRP7A） 一抗。

1.2　血清样本的采集

选取 20 例 KD 患儿 （平均年龄 1.8 岁） 和 20 例

健康儿童 （平均年龄 1.95 岁）。两组性别比例、年

龄比较差异无统计学意义。治疗前采集 KD 患儿血

液 样 本 1~2 mL， 1 000 r/min 处 理 10 min 后 ， 于

-80℃保存。本研究经深圳市龙岗区妇幼保健院伦

理委员会批准 （审批号：LGFYYXLLL-2022-025），

并在获得家长或监护人同意后采集血样。
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1.3　实验分组和KD细胞模型构建

实验分为健康对照组、KD 组和 BBR 处理组。

健康对照组加入健康儿童的 15% 血清，KD 组加入

KD 患儿的 15% 血清构建 KD 细胞模型［14-15］。将

BBR 溶解在无菌超纯水中制成 40 mmol/L BBR 原

液 ， BBR 处 理 组 于 造 模 后 加 入 最 终 浓 度 为

20 mmol/L 的 BBR。

1.4　蛋白制备和高效液相色谱-串联质谱技术

分析

处理各组细胞后，裂解细胞并测定蛋白浓度。

每组取 100 μg 蛋白经还原、烷基化和胰酶水解后，

用同位素标记相对和绝对定量 （isobaric tags for 

relative and absolute quantitation, iTRAQ） 标签 （KD

组：117，健康对照组：119，BBR 处理组：113）

标记，混合并干燥。iTRAQ 标记样品用 NH3•H2O

稀 释 至 100 μL， 在 Gemini-NX 3 μm C18 110A 和

Gemini 3 μm C6-Phenyl 110A 柱中进行高效液相色

谱分离，流速 0.2 mL/min。梯度：0~15 min （5%~

10% 流动相 B），15~48 min （15%~25% 流动相 B），

48~60 min （25%~37% 流 动 相 B）， 60~65 min

（37%~95% 流 动 相 B）， 65~70 min （95% 流 动 相

B）。检测波长 214 nm 和 280 nm，每 50 s 收集一个

馏分，共 10 个馏分，真空离心浓缩干燥。肽段通

过 0.1% 甲酸 （流动相 A） 和 80% 乙腈+0.1% 甲酸

（流动相 B） 按线性梯度分离法分离，99 min 内流

动相 B 从 5% 增至 40%，流速 300 nL/min。采用 Q 

Exactive 四极杆-Orbitrap 质谱仪上以信息依赖模式

进行高效液相色谱-串联质谱分析。

1.5　蛋白质鉴定和定量

使用 Protein Pilot 5.0 软件 （美国 AB Sciex 公

司） 和 Paragon 算法分析肽段数据。iTRAQ 原始数

据转为峰列表，表示蛋白质水平。MS/MS 结果在

UniProt 人类序列数据库中 （http://www.uniprot.org/

proteomes/UP000005640） 搜索。参数包括半胱氨酸

烷基化、甲基甲硫氨酸硫酸盐、胰蛋白酶酶解，

允许一个切割失误。用 Protein Pilot 5.0 集成工具分

析肽段数据的假阳性率 （FDR） ≤0.01。

1.6　生物信息学分析

使 用 WebGestalt 网 站 （http://www. webgestalt.

org/） 对 差 异 表 达 蛋 白 进 行 基 因 本 体 论 （Gene 

Ontology, GO） 数据库和京都基因与基因组 （Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes, KEGG） 数据库

进行蛋白功能注释［16］。选择在显著性水平上的前

10 个生物过程 （biological process, BP）、细胞组分

（cellular component, CC）、 分 子 功 能 （molecular 

function, MF） 和信号通路条目进行可视化分析。

使用 Cytoscape 软件分析 KEGG 通路及其对应差异

蛋白信息。

1.7　Western blot验证差异表达蛋白

HCAEC裂解后，蛋白经SDS-PAGE电泳分离并

转移到 PVDF 膜上。用 5% BSA 室温封闭 1 h，加入

β-actin （1∶10 000）、KNG1 （1∶1 000）、C1S （1∶

1 000）、C1QC （1∶2 000）、C4BPA （1∶1 000）、

RIOK2 （1∶500）、UTP18 （1∶1 000）、RRP7A （1∶

2 000）、BMS1 （1∶500） 一抗4℃孵育过夜。次日，

TBST 清 洗 3 次 （每 次 5 min）， 加 入 二 抗 （1∶

10 000），室温振荡孵育 1 h，TBST 清洗 3 次 （每次

5 min） 后发光显影。用 Image J 1.8.0 软件分析条带

灰度值，结果以目的蛋白/β-actin比值表示。实验独

立重复3次。

1.8　统计学分析

使用 R 4.2.1 软件对数据进行统计分析。所有

定量数据以均数±标准差 （x̄ ± s） 表示。两组间

比较采用成组 t 检验；多组间比较采用单因素方差

分析，组间两两比较采用 Tukey 事后检验。P<0.05

为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1　BBR对KD引起HCAEC损伤蛋白表达差异的

影响

iTRAQ 蛋白质组学技术分析结果显示，KD 组

与健康对照组之间共鉴定出 518 个差异表达蛋白；

KD 组 300 个蛋白表达上调，218 个蛋白表达下调。

BBR 处理组与 KD 组之间共鉴定出 422 个差异表达

蛋白，BBR 处理组 221 个蛋白表达上调，201 个蛋

白表达下调。差异倍数排名前 20 个蛋白见表 1。差

异蛋白定义为 P<0.05，且组间差异倍数>1.2 或<1/

1.2 倍。

2.2　组间差异表达蛋白的生物学功能分析

GO 富集分析结果显示，KD 组与健康对照组的

差异蛋白富集存在 DNA 复制过程中的 DNA 解旋、
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核糖体生物发生、DNA 双链解旋等 BP，MCM 复合

物、高密度脂蛋白颗粒和 90S 前核糖体等 CC，以

及 ATP 依赖性螺旋酶活性、嘌呤 NTP 依赖性螺旋

酶活性、DNA 依赖性 ATP 酶活性和螺旋酶活性等

MF。BBR 处理组与 KD 组的差异蛋白富集存在乳糜

微粒重塑、乳糜微粒组装、高密度脂蛋白颗粒重

塑和急性炎症反应等 BP，球形高密度脂蛋白颗粒、

乳糜微粒和高密度脂蛋白颗粒等 CC，以及磷脂酰

胆碱-甾醇 O-酰基转移酶激活剂活性、脂蛋白颗粒

受体结合和脂肪酶抑制剂活性等 MF。见图 1。

KEGG 通路分析结果显示，KD 组与健康对照

组的差异蛋白富集在补体和凝血级联、真核生物

的核糖体生物发生等 10 条 KEGG 通路。KD 组与

BBR 处理组的差异蛋白富集在补体和凝血级联、

真核生物的核糖体生物发生等 10 条 KEGG 通路。

2.3　BBR介导KD诱发HCAEC损伤的生物标志物

的挖掘和验证

Cytoscape 软件分析结果显示，与健康对照组

比较，KD 组补体和凝血级联通路的 C1QC、C1S、

C4BPA、KNG1 和 VWF 表达显著上调 （P<0.05），

真核生物核糖体生物发生的 BMS1、IMP3、NOL6、

PWP2、RIOK2、RRP7A、TBL3、UTP15 和 UTP18

表达显著下调 （P<0.05）。与 KD 组比较，BBR 处理

组补体和凝血级联的 C1QB、C1QC、C1R、C1S、

C4BPA 和 KNG1 表达显著下调 （P<0.05），而真核

生物核糖体生物发生的 BMS1、RIOK2、RRP7A 和

UTP18 表达显著上调，GNL3 和 SBDS 表达显著下调

（P<0.05）。见图 2。

Western blot 检测结果显示，与健康对照组比

较，KD 组 C1QC、KNG1、C1S、C4BPA、RRP7A、

RIOK2 蛋白表达上调，UTP18 和 BMS1 蛋白表达下

调 （P<0.05）；与 KD 组比较，BBR 处理组 C1QC、

KNG1、C1S、C4BPA、RRP7A、RIOK2 蛋白表达

下调，UTP18 和 BMS1 蛋白表达上调 （P<0.05）。见

表 2、图 3。

表1　各组间差异倍数最大的前20个蛋白排名 （n=3）

KD 组 vs 健康对照组

差异表达蛋白

纤维蛋白原 γ 链

亲离子型谷氨酸受体 5

克雷门蛋白 1

纤维蛋白原 α 链

血清淀粉样蛋白 2

纤维蛋白原 β 链

触珠蛋白

α1-酸性糖蛋白

含 EGF 的纤维蛋白样细胞外基质蛋白 1

α1-抗胰凝乳蛋白酶

含 PAS 结构域的丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶

桥粒斑菲素蛋白 1

天青杀素

角蛋白Ⅰ型细胞骨架 9

CA174

角蛋白Ⅱ型细胞骨架

神经胰蛋白酶

角蛋白Ⅱ型细胞骨架 5

角蛋白Ⅱ型细胞骨架

角蛋白Ⅰ型细胞骨架 14

P 值

0.001

0.006

0.005

0.001

0.001

0.001

0.001

0.001

0.001

0.001

0.006

0.030

0.026

0.001

0.035

0.001

0.037

0.001

0.001

0.023

差异倍数

10.00

10.00

10.00

9.57

9.09

6.88

5.23

4.27

4.23

3.83

0.10

0.15

0.15

0.16

0.17

0.18

0.18

0.21

0.21

0.21

BBR 处理组 vs KD 组

差异表达蛋白

推测蛋白 CDKN2A-DT

含 PAS 结构域的丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶

FEAS1

KRT82

蛋白 unc-79 同源物

MGA

纺锤体和中心粒相关蛋白 1

中性 α-葡萄糖苷酶 C

POTE 锚定结构域家族成员 E

3-羟基-3-甲基戊二酰辅酶 A 还原酶

卷曲螺旋结构域含蛋白 121

含锌指 SWIM 结构域的蛋白质 6

血清淀粉样蛋白 A-2 蛋白

载脂蛋白 C-Ⅰ
溴结构域的蛋白 9

纤维蛋白原 γ 链

跨膜丝氨酸蛋白酶 11A

原肌球调节蛋白 2

金属反应元件结合转录因子 2

凝血因子Ⅴ

P 值

0.002

0.010

0.004

0.026

0.011

0.018

0.020

0.007

0.002

0.029

0.007

0.019

0.004

0.002

0.037

0.002

0.037

0.002

0.004

0.002

差异倍数

10.00

10.00

7.34

6.28

4.17

3.60

3.51

3.26

3.11

2.93

0.22

0.31

0.33

0.34

0.35

0.36

0.36

0.37

0.37

0.38

注：［KD］ 川崎病；［BBR］ 小檗碱。
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嘌呤核糖核苷三磷酸结合

DNA 依赖性 ATP 酶活性

RNA 结合

嘌呤 NTP 依赖性螺旋酶活性

ATP 依赖性螺旋酶活性

作用于含磷酸酐中的酸酐水解酶活性

作用于酸酐的水解酶活性

焦磷酸酶活性

核苷三磷酸酶活性

螺旋酶活性

血浆脂蛋白颗粒

内质网部分

血液微粒

MCM 复合物

90S 前核糖体

核仁

高密度脂蛋白颗粒

内质网腔

内质网

前核糖体

RNA 加工

DNA 复制过程中的 DNA 解旋

DNA 构象变化

核糖核蛋白复合物的生物发生

ncRNA 处理

DNA 几何变化

rRNA 代谢过程

DNA 双链解旋

核糖体生物发生

rRNA 处理

肽酶调节剂活性

内肽酶抑制剂活性

蛋白-脂质复合物结合

脂蛋白颗粒结合

磷脂结合

脂质结合

酶抑制剂活性

脂肪酶抑制剂活性

脂蛋白颗粒受体结合

磷脂酰胆碱-甾醇 O-酰基转移酶激活剂活性

球形高密度脂蛋白颗粒

含胶原蛋白的细胞外基质

乳糜微粒

富含甘油三酯的血浆脂蛋白颗粒

极低密度脂蛋白颗粒

高密度脂蛋白颗粒

脂蛋白颗粒

血浆脂蛋白颗粒

蛋白-脂质复合物

血液微粒

血浆脂蛋白颗粒组织

急性炎症反应

胆固醇外流

血浆脂蛋白颗粒组装

高密度脂蛋白颗粒重塑

乳糜微粒组装

乳糜微粒重塑

含蛋白质复合物重塑

血浆脂蛋白颗粒重塑

蛋白-脂质复合物重塑

非洲锥虫病

病毒致癌

病灶黏附

补体和凝血级联

错配修复

胆固醇代谢

内质网中的蛋白质加工

细胞周期

真核生物的核糖体生物发生

DNA 复制

维生素的消化和吸收

PPAR 信号通路

溶酶体

金黄色葡萄球菌感染

真核生物的核糖体生物发生

补体和凝血级联

百日咳

糖胺聚糖讲解

非洲锥虫病

胆固醇代谢

KEGG

MF

CC

BP

MF
CC
BP

0  10 20 30 40 50 60

比率 比率

0   20   40   60   80  100 120

0   2   4   6   8  10 12 14 16

比率

0   5  10 15 20

比率

KEGG

A B

C D

图1　GO和KEGG特征图  A：KD 组与健康对照组差异蛋白 GO 富集分析；B：BBR 处理组与 KD 组差异蛋白 GO 富

集分析；C：KD 组与健康对照组差异蛋白 KEGG 富集分析；D：BBR 处理组与 KD 组差异蛋白 KEGG 富集分析。A、B 图中黄色

条目代表生物过程 （BP），橙色条目代表细胞组分 （CC），蓝色条目代表分子功能 （MF）；C、D 图中蓝色条目代表 KEGG 信号

通路。从图中可看出，KD 组与健康对照组比较，KEGG 信号通路补体和凝血级联、真核生物的核糖体生物发生在 KD 组中显著

富集；与 KD 组比较，KEGG 信号通路补体和凝血级联、真核生物的核糖体生物发生在 BBR 处理的 KD 组中显著富集。

BA

图 2　差异蛋白-通路的网络关系图  A：KD 组 vs 健康对照组；B：BBR 处理组 vs KD 组。红色代表上调蛋白，蓝

色代表下调蛋白，紫色代表信号通路。差异倍数≥1.2 且 P<0.05 为差异具有统计学意义。

表2　各组生物标志物蛋白表达水平比较 （x̄ ± s，n=3）

组别

健康对照组

KD 组

BBR 处理组

F 值

P 值

KNG1

0.131±0.089

0.534±0.061a

0.288±0.108b

23.98

0.001

C1S

0.102±0.012

0.485±0.053a

0.237±0.016b

106.74

<0.001

C1QC

0.15±0.04

0.72±0.09a

0.33±0.06b

60.91

<0.001

C4BPA

0.267±0.021

0.670±0.103a

0.468±0.029b

30.93

<0.001

RIOK2

0.174±0.018

0.446±0.069a

0.312±0.016b

31.25

<0.001

UTP18

0.60±0.04

0.12±0.03a

0.32±0.03b

171.67

<0.001

RRP7A

0.16±0.07

0.73±0.04a

0.38±0.12b

35.93

<0.001

BMS1

0.84±0.08

0.49±0.08a

0.71±0.11

11.64

0.009

注：a 示与健康对照组比较，P<0.05；b 示与 KD 处理组比较，P<0.05。［KD］ 川崎病；［BBR］ 小檗碱；［KNG1］ 激肽原-1；［C1S］ 补
体 C1s 子组件；［C1QC］ 补体 C1q 亚组分亚基 C；［C4BPA］ C4b 结合蛋白 α 链；［RIOK2］ 丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶 RIO2；［UTP18］ U3 小核
RNA 相关蛋白 18 同源物；［RRP7A］ 核糖体 RNA 处理蛋白 7 同源物 A；［BMS1］ 核糖体生物发生蛋白 BMS1 同源物。
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3 讨论

KD 是儿童后天性心脏病的常见原因之一，

CAL 是其主要并发症。尽管接受静脉注射用人免

疫球蛋白和阿司匹林治疗，仍有少数患者发展为

CAL［2］。CAL 与内皮细胞功能障碍密切相关［7］。目

前缺乏减缓 CAL 进展的有效手段，因此发现新治

疗靶点尤为迫切。已有研究表明，BBR 具有抗血

小板和抗血栓效果［17］。补体和凝血级联与 KD 发展

有关［12］。本课题组前期研究发现，BBR 能保护内

皮细胞免受 KD 血清损伤［7］。本研究着重探索了

BBR 是否能通过抑制补体和凝血级联中关键蛋白

的激活保护冠状动脉内皮细胞。

血栓形成、高凝状态和免疫激活是内皮细胞

紊乱的重要机制，而补体和凝血级联已被证明可

能参与 KD 中的冠状动脉内皮细胞损伤［18］。补体和

凝血级联在 KD 冠状动脉内皮细胞损伤中的分子调

控机制以及是否可作为治疗靶标尚不清楚。本研

究结果显示，共鉴定出 518 种与 KD 冠状动脉内皮

细胞损伤相关的差异蛋白，422 种与 BBR 治疗 KD

冠状动脉内皮细胞损伤相关的差异表达蛋白。差

异蛋白生物功能分析结果显示，健康对照组与 KD

组差异蛋白富集于补体和凝血级联、真核生物的

核糖体生物发生；KD 组与 BBR 处理组差异蛋白富

集于补体和凝血级联、真核生物的核糖体生物发

生。补体系统和凝血系统相互交织，共同参与炎

症诱导、血栓形成和溶栓［19］。在败血症中，补体

系统的激活促进凝血和溶栓，导致弥散性血管内

凝血［20］。凝血因子 FXIa 的产生增强了补体系统的

活性，从而增强了免疫反应［21］。补体系统的 C3 和

C3a 受体促进了败血症诱导的急性肺损伤中肺血管

内皮细胞焦亡［22］。补体途径和凝血途径的激活促

进了内皮细胞炎症［23］。补体激活在 KD 血管炎的发

展中起着重要的调节作用［24］。血液的高凝状态参

与了 KD 血管炎的进展，抗凝和抗血小板也是 KD

冠状动脉损伤的重要治疗手段［25］。本研究发现，

BBR 参与了 KD 冠状动脉内皮细胞损伤中补体和凝

血级联的调节，结合先前研究结果［7］，补体和凝

血级联可能是 BBR 在 KD 冠状细胞损伤中保护作用

的重要靶标。

在内源性凝血途径启动时，F12 刺激下游激肽

原产生，激肽原与 KNG1 的相互作用导致进一步产

生缓激肽，从而导致炎症和血管舒张［26］。激肽原

可通过产生纤溶酶间接作用，或直接切割补体 C3

产生活性成分 C3b 和 C3a 并激活补体途径，但由激

肽原直接转化的 C3 可被白念珠菌招募的 H 因子抑

制［27］。纤溶酶还直接切割补体 C5 产生活性成分

C5b 和 C5a，这些成分促进组织损伤和炎症。C1 复

合物 C1s 由 C1QC、C1R 和 C1S 组成，是经典补体

激活途径的启动子，C1S 和 C1QC 在各种病理条件

下被激活，并与炎症、自身免疫疾病和癌症的发

生发展密切相关［28］。C4b2a 是 C3 转化酶之一，通

过 C4b2a 切割 C3 与补体途径是否能被激活有关，

而 C4BPA 可以结合到 C4b2a 并加速 C4b2a 的衰减，

从而阻断补体途径的激活并促进细胞溶解［14］。因

此，补体途径和凝血途径之间存在恶性循环，补

体途径和凝血途径之间的交流影响 KD 冠状动脉内

皮功能障碍的发展。

本研究发现，在 KD 血清诱导的 HCAEC 损伤

中 ， 补 体 和 凝 血 级 联 的 标 志 物 C1QC、 C1S、

C4BPA 和 KNG1 表达增加，表明补体和凝血级联参

与了 KD 血清诱导的冠状动脉内皮损伤。C1QC、

C1S 和 KNG1 是 KD 冠状动脉内皮损伤的危险因素，

为对抗 KD 中激活的补体途径，C4BPA 的反应性提

高［14］。BBR 处理后，补体和凝血级联的上述标志

物表达逆转。本研究结果表明，补体和凝血级联

参与了 KD 血清诱导的冠状动脉内皮细胞功能障

碍，BBR 可能通过抑制补体和凝血级联在 KD 冠状

动脉内皮功能障碍中发挥保护作用。

本研究结果显示，KD 组真核生物的核糖体生

KNG1

C1S

C1QC

C4BPA

RIOK2

UTP18

RRP7A

BMS1

β-actin

A B C

60 kDa

88 kDa

26 kDa

70 kDa

63 kDa

62 kDa

42 kDa

146 kDa

43 kDa

图3　Western blot检测各组生物标志物蛋白表达条带

图  A：健康对照组；B：KD 组；C：BBR 处理组。［KNG1］

激肽原-1；［C1S］ 补体 C1s 子组件；［C1QC］ 补体 C1q 亚组分亚基

C；［C4BPA］ C4b 结合蛋白 α 链；［RIOK2］ 丝氨酸/苏氨酸蛋白激

酶 RIO2；［UTP18］ U3 小核 RNA 相关蛋白 18 同源物；［RRP7A］

核糖体 RNA 处理蛋白 7 同源物 A；［BMS1］ 核糖体生物发生蛋白

BMS1 同源物。
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物发生标志物 BMS1 和 UTP18 表达下降。经 BBR 处

理 后 ， UTP18 和 BMS1 表 达 显 著 上 升 。 然 而 ，

RRP7A 和 RIOK2 的 高 通 量 组 织 学 分 析 结 果 与

Western blot 验证的结果相矛盾，这可能为高通量

组织学分析更容易受到样本处理、抗体特异性或

数据归一化等因素的影响。真核生物的核糖体生

物发生是每个生长细胞中的核心过程，抑制该过

程会抑制细胞增殖和生成［29］。核糖体生物发生减

少 会 阻 碍 内 皮 细 胞 增 殖［30］。 UTP18、 BMS1、

RRP7A 和 RIOK2 的表达均可以促进核糖体生物发

生和细胞增殖［31-34］。结合本研究结果，可初步推

断真核生物的核糖体生物发生可能在 KD 冠状动脉

内皮损伤中发挥保护作用，UTP18 和 BMS1 可能参

与 BBR 调控 KD 冠状动脉内皮损伤的过程。其具体

机制仍需进一步研究验证。

综上，本研究初步阐明 BBR 通过抑制补体和

凝血级联对 KD 血清诱导的冠状动脉内皮损伤的保

护作用，C1QC、C1S、KNG1 和 C4BPA 可作为 BBR

治疗 KD 合并 CAL 的标志物，为治疗 KD 冠状病变

提供新的策略。
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