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维生素 K2 对老年去卵巢大鼠血管钙化的影响
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[摘摇 要] 摇 目的摇 在老年去卵巢大鼠模型上探讨维生素 K2 对血管钙化的影响。 方法摇 36 只 10 个月龄雌性 SD
大鼠,随机分为假手术组、去卵巢组、去卵巢 + 维生素 K2 组。 去卵巢手术后 3 周,去卵巢 + 维生素 K2 组给予维生

素 K2 灌胃 30 mg / kg,每周 5 次,持续 12 周。 各组大鼠在术前及药物干预后每 3 周留取血清及尿液,18 周后处死大

鼠,HE 染色观察子宫、血管组织变化,酶联免疫吸附法检测血清和尿液基质 Gla 蛋白(MGP)含量及雌激素水平变

化,荧光实时定量 PCR 检测胸主动脉 MGP mRNA 的表达,免疫组织化学法观察血管未羧化 MGP(ucMGP)的表达,
Von Kossa 染色观察动脉钙化,原子分光光度计测定血管总钙含量。 结果摇 去卵巢后大鼠子宫和血管组织切片呈

现明显不同,血中雌激素水平下降,表明去卵巢大鼠模型构建成功。 去卵巢前各组大鼠血清及尿液中 MGP 含量无

明显差异(P > 0郾 05);去卵巢后,假手术组 MGP 含量无明显变化,去卵巢组 MGP 含量下降,去卵巢 + 维生素 K2 组

MGP 含量先下降后上升。 去卵巢 + 维生素 K2 组血管中 MGP mRNA 表达量较假手术组高(P < 0郾 01),较去卵巢组

低(P < 0郾 01)。 血管 ucMGP 表达出现在血管钙化周围区域,去卵巢 + 维生素 K2 组未见明显 ucMGP 的表达。 去卵

巢 + 维生素 K2 组血管总钙含量明显低于去卵巢组(P < 0郾 01),高于假手术组(P < 0郾 05)。 结论摇 MGP 在绝经后血

管钙化的发病中有重要作用,维生素 K2 可能通过调节 MGP 羧化及基因表达抑制血管钙化。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To explore the effect of Vitamin K2 on vascular calcifiction in old ovariectomized rats model.
Methods摇 Thirty鄄six ten months female SD rats were allocated into three groups randomly: sham operation group, ovariec鄄
tomized (OVX) group and OVX + Vitamin K2 (OVX + VK2) group. 摇 Rats in OVX + VK2 group were administered orally
with Vitamin K2 (30 mg(kg·d), 5 times a week) after three weeks of ovariectomy for 12 weeks. 摇 The urine and serum
of all rats were kept every three weeks. 摇 All rats were sacrificed after 18 weeks, uterus and arteries were observed by his鄄
tochemical method. 摇 The contents of MGP in serum and urine were determined by enzyme鄄linked immunosorbent assay
(ELISA). 摇 Relative quantification of MGP mRNA expression in arterial was detected by Fluorescent real鄄time quantitative
reverse鄄transcription polymerase chain reaction. 摇 Expression of ucMGP was detected by immunochistochemistry. 摇 Aterial
calcification was evaluated by Von Kossa staining. 摇 The content of arterial calcium was measured. 摇 摇 Results摇 After 18
weeks of ovariectomized, the pathological section of uterus and aortic had differernt variation in different groups. 摇 The con鄄
tent of estrogen in serum had no difference before ovariectomized. 摇 Before sacrifice, the content of estrogen of sham group
had no change, the other groups reduced (P < 0郾 05). 摇 The content of MGP in serum and urine had no difference before
ovariectomized, the content of MGP in serum and urine decreased in OVX group, the content of MGP in serum and urine
decreased and then increased in OVX + VK2 group. 摇 Relative quantification of MGP mRNA expression of aterial in OVX
+ VK2 group was significantly lower than sham group (P < 0郾 01), and was higher than that in OVX group (P < 0郾 01).
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The size of ucMGP localized in OVX + VK2 group was less than that in OVX group. 摇 The contents of arterial calcium in
OVX + VK2 group were higher than that in sham group (P < 0郾 05) and lower than that in OVX group (P < 0郾 01). 摇 摇
Conclusions摇 Vitamin K2 can improve vascular calcification of OVX rats possibly through the regulation of MGP carboxyla鄄
tion and gene expression.

摇 摇 血管钙化是心脑血管疾病高发病率和高死亡率

的重要因素之一。 血管钙化在绝经后老年女性中发

病率升高,并和骨质疏松同时并存,大量流行病学资

料也显示动脉钙化所致的心血管疾病和骨质疏松有

密切联系[1]。 但具体的作用机制不明。 近来研究

发现基质 Gla 蛋白(MGP)与血管钙化和骨矿化形

成密切相关,它是一种维生素 K 依赖性循环蛋白,
其活化需要维生素 K 作为辅酶的 酌鄄羧化作用,未羧

化的 MGP(ucMGP)不具有活性,活化的 MGP 是软

骨及血管钙化的最主要的抑制蛋白[2]。 故设想维

生素 K2 可能通过调节 MGP 基因的表达及羧化,对
绝经后女性的血管钙化有治疗作用。 本研究是在

10 月龄去卵巢大鼠模型基础上观察维生素 K2 对

MGP 蛋白羧化及基因表达的影响,探讨维生素 K2
抑制绝经后女性血管钙化的作用机制,为老年女性

这一特殊群体血管钙化的防治提供重要的研究资料

以及对临床诊断和治疗提供指导价值。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 实验试剂和主要仪器

摇 摇 维生素 K2(Sigma, St. Louis, MO);大鼠 MGP
定量检测试剂盒(上海江莱生物科技有限公司);
MGP(未羧化)一抗(吉泰生物杭州办事处,ALX鄄
804鄄642),二抗(EliVisionTM 试剂盒);酶标仪(美国

宝特 ELX800 型);原子分光光度计 (日立 Z鄄500
型);PRISM7300PCR 仪(美国 ABI 公司);RNAstore
样 本 保 存 液 ( TIANGEN, DP408 ); RNAiso Plus
(D9108S);PrimeScript襆 RT reagent Kit(Perfect Real
Time) (DRR037S)、 Premix Ex TaqTM ( Perfect Real
Time) (DRR039A)、PCR 配套试剂(大连宝生物工

程公司);其余试剂均为市售分析纯。
1郾 2摇 分组与造模

36 只 10 月龄 Sprague鄄Dawly 雌性大鼠(江西省

中医学院实验动物中心提供)按照 1颐 2 的比例随机

分为假手术组(12 只)与模型组(24 只),各组大鼠

称重后,用 3%戊巴比妥钠 0郾 1 mL / 100 g 腹腔注射。
大鼠俯卧位固定,于脊柱旁 1 cm,肋弓下 2 cm 处开

一约 1郾 5 cm 切口,钝性分离至肌肉层,剪开腹膜,找
到卵巢,用眼科剪沿输卵管剪断分离卵巢,无菌丝线

结扎,假手术组仅切除卵巢附近的相当于卵巢大小

的一部分脂肪组织,压迫止血后,分层缝合肌肉筋膜

及皮肤。 术后均肌注青霉素 40 万单位,2 次 / 天,连
续 3 天,术后分笼饲养。 饲养 3 周后将模型组分为

两组:一组为去卵巢(OVX)组(12 只),另一组为去

卵巢 +维生素 K2(OVX + VK2)组(12 只)。
1郾 3摇 药物干预及标本收集

去卵巢手术后 3 周,维生素 K2 用丙二醇及丙

三醇混合液溶解,OVX + VK2 组给予维生素 K2 溶

解液 0郾 3 mL 灌胃,每周 5 次,共 12 周,给药剂量为

30 mg / (kg·d),给药剂量每 2 周按体重调整一次,
其余两组给予 0郾 3 mL 丙二醇及丙三醇混合液灌胃。
术前及药物干预后每 3 周眼眶静脉丛取血,代谢笼

留取尿液( - 20益保存),共收集 6 次。 18 周后注射

过量戊巴比妥钠处死动物,迅速取胸腹主动脉全长

(主动脉弓下约 1 cm), - 20益保存,一部分保存于

组织保存液中,一部分置于 4%多聚甲醛固定液中。
1郾 4摇 血清和尿中 MGP 含量及血中雌激素水平检测

血清和尿液中 MGP 含量及初次取血和末次取

血血中雌激素水平采用酶联免疫吸附法(ELISA)进
行检测,测定参照试剂盒说明进行。 所有标本均为

集中检测。
1郾 5摇 血管 MGP mRNA 表达检测

1郾 5郾 1摇 总 RNA 的提取及逆转录摇 摇 从样本保存液

中取出,用滤纸吸干表面液体,将部分组织(约 100
mg)置于盛有液氮的研钵内,快速研成粉末状,迅速

将粉末移入匀浆器,加入 RNAisoPlus 1 mL,冷冻匀

浆,余按照试剂盒说明书提取总 RNA。 立即逆转录

合成 cDNA,取 2 滋L RNA 样本,反应体系 20 滋L,反
应条件:37益 15 min,85益 5 s,1 个循环。
1郾 5郾 2摇 荧光实时定量 PCR 反应 摇 摇 GAPDH 作为

内标基因,引物及探针均由大连宝生物工程公司设

计合成。 MGP 引物序列:上游 5忆鄄CGC TAC GCC
CTG ATC TAC G鄄3忆,下游 5忆鄄GGA ATA TGA AAC
CAG ACT CCG TAA C鄄3忆,探针序列 5忆(FAM) 鄄ACG
CCG CCT ACA ACC GCT ACT TCA G(Eclipse) 鄄3忆;
GAPDH 序列:上游 5忆鄄 TGG TCT ACA TGT TCC AGT
ATG ACT鄄3忆,下游 5忆鄄CCA TTT GAT GTT AGC GGG
ATC TC鄄3忆,探针序列 5忆(FAM) 鄄CCA CGG CAA GTT
CAA CGG CAC AGT (Eclipse) 鄄3忆。 MGP 优化后的
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反应体系:Premix Ex TaqTM(1 伊 ) 25 滋L,MGP 上下

游引物(10 滋mol / L)各 1郾 0 滋L,荧光探针溶液 2郾 0
滋L,ROX Reference Dye(50 伊 ) 1郾 0 滋L,DNA 模板

2郾 0 滋L,灭菌蒸馏水 16郾 0 滋L,总反应体系为 50郾 0
滋L。 GAPDH 优化后的反应体系:Premix Ex TaqTM(1
伊 )25 滋L,GAPDH Forward Primer(10 滋mol / L) 0郾 8
滋L,MGP Reverse Primer(10 滋mol / L) 0郾 8 滋L,荧光

探针溶液 1郾 6 滋L,ROX Reference Dye(50 伊 ) 1郾 0
滋L,DNA 模板 2郾 0 滋L,灭菌蒸馏水 18郾 0 滋L,总反应

体系为 50郾 0 滋L。 反应条件均为:95益 3 s,95益 5
s,60益 34 s,循环 40 次。 每标本检测 2 次。 根据最

终的优化体系,比较目的基因与内标基因的扩增效

率的斜率回归有无显著性差异。 如果没有显著性差

异,应用比较阈值法即 2 -吟吟Ct, 2 -吟吟Ct 所得结果表

示目的基因相对于正常对照组的倍数,公式为

吟吟Ct = ( CtMGP - CtGAPDH ) 实 验 组 - ( CtMGP -
CtGAPDH)对照组。 如果有显著性差异,按 Rasmussen
计算出相对表达差异[3]。
1郾 6摇 血管 Von Kossa 染色及 ucMGP 免疫组织化学

染色

血管组织进行石蜡包埋、切片,行常规脱腊、脱
水后浸人 5%硝酸银溶液中,日光照射 60 min,再用

2郾 5%硫代硫酸钠溶液处理 5 min 定影,然后依次用

苏木素复染,经脱水、透明、封片[4]。 并行 HE 染色

观察子宫、血管组织变化。 免疫组织化学法检测

ucMGP 的表达,步骤按说明书进行,一抗为 anti =
GluMGP,二抗为 EliVisionTM plus 试剂盒。
1郾 7摇 血管总钙含量测定

胸主动脉(约 1 cm) 80益 烤干,称重,加入 2
mol / L 硝酸 3 mL,180益消化并烤干,冷却后加入去

离子水(含 27 nmol / L 氯化钾和 27 滋mol / L 氯化镧)
10 mL 复溶,取 2 mL 加入 1% 氯化锶 100 滋L,原子

吸收分光光度计在 422郾 7 nm 处读取吸光度,测定组

织的钙含量。
1郾 8摇 统计学方法

数据以x 依 s 表示,不同时间各组间的比较采用

重复测量数据的两因素多水平方差分析,多组比较

采用单因素方差分析,组间比较采用 Student鄄New鄄
man鄄Keuls 检验,P < 0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 去卵巢大鼠子宫组织形态学变化

摇 摇 卵巢切除 18 周后,假手术组子宫内膜正常,腺
腔扩张、腺体丰富,肌层玻璃样变不明显;OVX 组和

OVX + VK2 组子宫内膜明显萎缩,腺体数量明显减

少,腺腔多闭合,肌层玻璃样变性(图 1)。

图 1. 去卵巢 18 周后大鼠子宫组织形态学变化(HE 染色, 200 伊 ) 摇 摇 从左至右为假手术组、OVX 组、OVX + VK2 组。 箭头所指为子

宫内膜。

Figure 1. Changes of uterus histomorphology after 18 weeks in ovariectomized rats

2郾 2摇 去卵巢大鼠主动脉组织形态学变化

假手术组主动脉血管内膜、中膜和外膜完整,中
膜有数层弹性膜构成;OVX 组主动脉血管内膜完

整,外膜毛糙,中层有多发团块钙沉积;OVX + VK2
组主动脉内膜稍毛糙,中层未见明显钙化沉积。 血

管 Von Kossa 染色示 OVX 组血管中膜弹性纤维间

可见大量棕黑色颗粒(图 2)。
2郾 3摇 血雌激素水平和血管总钙含量

各组去卵巢前雌激素水平无明显差异。 处死

前,假手术组血雌激素水平比去卵巢前稍低,但无统

计学差异;OVX 组和 OVX + VK2 组血雌激素水平明

显降低(P < 0郾 05)。 OVX + VK2 组血管总钙含量明
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显低于 OVX 组(P < 0郾 01),但高于假手术组(P < 0郾 05;表 1)。

图 2. 去卵巢 18 周后大鼠主动脉组织形态学变化(200 伊 ) 摇 摇 从左至右为假手术组、OVX 组、OVX + VK2 组;细箭头所指为血管内膜,
粗箭头所指为钙沉积部位。

Figure 2. Changes of aortic histomorphology after 18 weeks in ovariectomized

表 1. 去卵巢前及处死前血雌激素水平及血管总钙含量(x 依
s, n = 12)
Table 1. The content of serum estrin before ovariectomized
and sacrificed and total calcium content in aortic vascular

分摇 组
雌激素浓度(ng / L)

去卵巢 处死前

血管总钙含量
(滋mol / g)

假手术组 155郾 6 依 2郾 1 144郾 0 依 2郾 1 95郾 2 依 23郾 4

OVX 组 151郾 6 依 2郾 2 123郾 7 依 1郾 8a 734郾 9 依 174郾 0b

OVX + VK2 组 145郾 5 依 1郾 8 124郾 0 依 2郾 1a 284郾 9 依 52郾 7bc

a 为 P < 0郾 05,与去卵巢前比较;b 为 P < 0郾 01,与假手术组比较;c 为

P < 0郾 01,与 OVX 组比较。

2郾 4摇 大鼠血清及尿液中 MGP 含量

去卵巢前血清及尿液中 MGP 含量无明显差异,
去卵巢后 OVX 组和 OVX + VK2 组血清及尿液中

MGP 含量下降,随后 OVX 组变化不明显,OVX +
VK2 组呈上升趋势(图 3 和图 4)。

图 3. 各组大鼠血清 MGP 含量(x 依 s, n = 12)
Figure 3. Contents of serum MGP in ovadectomized rats

2郾 5摇 血管 MGP mRNA 的表达

OVX 组 MGP mRNA 表达最高,假手术组最低,
OVX + VK2 组表达量介于两者之间,差异有统计学

意义(P < 0郾 05;表 2)。

图 4. 各组大鼠尿液中 MGP 含量(x 依 s, n = 12)
Figure 4. Contents of urine MGP in ovadectomized rats

表 2. 维生素 K2对血管MGP mRNA表达的影响(x 依 s, n = 6)
Table 2. The expression of MGP mRNA in rat aorta

分摇 组
Ct 值

MGP GAPDH
2 - 吟吟Ct

(与 OVX 组比较)

假手术组 14郾 18 依 0郾 55 16郾 92 依 1郾 03 101郾 85 依 22郾 54
OVX 组 19郾 42 依 3郾 69 18郾 09 依 3郾 78 1a

OVX + VK2 组 16郾 51 依 1郾 13 17郾 84 依 1郾 19 34郾 64 依 4郾 50ab

a 为 P < 0郾 01,与假手术组比较;b 为 P < 0郾 01,与 OVX 组比较。

2郾 6摇 血管 Von Kossa 染色及 ucMGP 免疫组织化学

染色情况

假手术组血管钙化不明显,ucMGP 有少量表

达,沉积于中膜弹性纤维间;OVX 组可见大片钙化

区,ucMGP 在钙化周围区聚集;OVX + VK2 组钙化

不明显,ucMGP 阳性表达较少(图 5)。
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图 5. 血管 Von Kossa 染色和 ucMGP 免疫组织化学染色摇 摇 上为血管 Von Kossa 染色,下为 ucMGP 免疫组织化学染色;从左至右为假

手术组、OVX 组、OVX + VK2 组。

Figure 5. Von Kossa staining and ucMGP immunohistochemical staining in arterial vessel wall

3摇 讨摇 论

血管钙化是动脉粥样硬化、高血压、糖尿病血管

病变、血管损伤、慢性肾病等疾病的共同病理过程,
导致血管壁僵硬性增加、顺应性降低、心肌缺血、左
心室肥大和心力衰竭,引发血栓形成、斑块破裂等严
重后果,是心血管疾病的重要危险因子,且在绝经后

女性发生率更高[5,6]。 大量临床研究显示,摄入维

生素 K2 可以减轻冠状动脉钙化,而维生素 K1 无此

作用,但具体的作用机制尚不清楚[7,8]。 现已明确

MGP 是血管及软骨等钙化的抑制剂[2],MGP 基因敲

除小鼠出现血管及软骨的异常钙化,身材矮小,骨质

疏松及骨折,由于动脉硬化于 2 个月内死亡[9]。 而

且 MGP 活化需要维生素 K 作为辅酶的 酌鄄羧化作用
来完成,所以 MGP 在维生素 K2 抑制血管钙化中可
能发挥重要作用。

绝经后女性血管钙化的发病率较绝经前明显升
高,可能与绝经后女性雌激素水平下降有关,其具体
的作用机制不明确。 本研究在老龄去卵巢大鼠模型
上观察维生素 K2 对血管钙化及血管中 MGP mRNA
表达的影响,探讨其影响血管钙化的作用机制。 雌

性大鼠虽没有绝经期,但去卵巢后的身体状态与绝
经后女性相似,是国际上最为常用的一种模拟妇女

绝经后骨质疏松的模型[10]。 本研究应用 10 个月龄

的 SD 大鼠,更符合老年女性绝经后的身体代谢情
况。 病理切片结果可见,去卵巢后 18 周由于雌激素

水平的下降,OVX 组子宫内膜萎缩,玻璃样变,同时
出现血管钙化,使血管总钙含量增高,和临床所见绝

经后女性心血管事件发病率增高相符。 维生素 K2
干预使子宫内膜改善不明显、却使血管钙化减轻,同
时使血管总钙含量降低。 说明老年 SD 大鼠去卵巢
后血管钙化加重,而维生素 K2 可以抑制血管钙化。

但 MGP 抑制血管钙化的具体机制尚不明确,现
有以下几种研究:淤通过其 Gla 残基结合钙形成羟

基磷灰石结晶,阻止钙过饱和及在血管壁中沉

积[11]。 游离钙离子是 MGP 调节的重要信号,MGP
可通过 G 蛋白介导的阳离子敏感机制对病理性钙

化进行调节[12]。 于MGP 可触发血管中层平滑肌细

胞向骨软骨细胞前体分化,最终转分化为骨细胞和

软骨细胞,参与血管钙化[13]。 盂MGP 通过调节碱

性磷酸酶活性,参与骨形态发生蛋白 2 介导的骨发

生过程[14]。 榆研究发现 MGP 可以通过 RNAKL 途

径调节血管钙化及骨的形成[15]。
本研究中,血清及尿液 MGP 含量在摘除卵巢后

下降,而维生素 K2 干预可以使其再升高,假手术组

MGP 含量变化不明显,由此可见维生素 K2 可使体液
中 MGP 含量增加,体液中 MGP 的高含量预示着对血

管钙化的保护作用。 所以血清 MGP 含量或许可以作
为临床评价血管钙化情况的一项指标,近来也有相关

方面的报道[16]。 其原因可能是假手术组血管钙化较

多,产生的 MGP 直接和局部钙盐结合,不释放到血
中,而维生素 K 干预后使血管钙化减轻,血管局部钙
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盐减少,提供少的基质来结合 MGP[17]。
血管 Von Kossa 染色及 ucMGP 免疫组化染色显

示 ucMGP 在钙化区域周围聚集,钙化越严重者 uc鄄
MGP 阳性表达越多(OVX 组),和文献报道一致[18],
维生素 K2 组血管钙化不明显,ucMGP 阳性表达也
较少。 Rennenberg 等[19] 研究显示长期服用维生素
K 拮抗剂香豆素类使股动脉钙化增加,可能是其抑
制了 MGP 的羧化所致。 那么维生素 K2 可以减少
血管中 ucMGP 的量,可能是促使其羧化转变为有活
性的 MGP,从而发挥抑制血管钙化的作用,使维生
素 K2 干预组的血管钙化减轻。

实时荧光定量 PCR(FQ鄄PCR)技术是一种新的
体外核酸扩增技术,具有特异性好,灵敏度高,线性
关系好,重现性好等特点,本研究建立了采用 Taq鄄
Man 探针荧光定量 PCR 检测血管 MGP 基因表达,
并利用相对定量公式 2 - 驻驻Ct来进行基因表达差异的
比较,可以更为客观地反映基因表达水平的差异情
况。 本研究显示去卵巢大鼠血管 MGP mRNA 表达
降低,而维生素 K2 可以上调 MGP mRNA 的表达。
并且有研究显示,维生素 K2 可以使血管平滑肌细
胞中 MGP mRNA 表达升高[20],与本研究结果相一
致。 这说明维生素 K2 使 MGP 基因在血管中表达
升高,抑制血管钙化的作用增强。 但也有研究显示,
维生素 K 拮抗剂华法林激发钙在血管中沉积,并且
增加 MGP 在这个区域沉积[16]。 其机制可能是局部
钙沉积可以激发 MGP 表达升高来抑制血管钙化。

综上所述,去卵巢大鼠血管钙化加重,并伴有
MGP mRAN 表达降低,而维生素 K2 可以改善血管
钙化,使血清 MGP 蛋白升高,血管 ucMGP 表达减
少,血管 MGP mRAN 表达升高,说明 MGP 在绝经后
女性血管钙化的发病机制中有重要的作用,而维生
素 K2 调节 MGP 基因的表达及活化作用可能是其
抑制血管钙化的部分作用机制。 所以,维生素 K2
抑制绝经后女性血管钙化,可作为防治绝经后心血
管疾病的一种选择。 但目前尚未在临床使用,对于
绝经期女性患者如何使用维生素 K2,其合适剂量、
使用时间及对血液系统的影响等有待进一步临床观
察与研究。
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