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慢性肾衰竭大鼠主动脉弹性功能与血管基质
金属蛋白酶 2 表达及钙化间的关系
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨主动脉基质金属蛋白酶 2(MMP鄄2)在慢性肾衰竭大鼠主动脉弹性功能变化中的作用及机

制。 方法摇 将 20 只大鼠随机分为正常对照组、慢性肾衰竭组、慢性肾衰竭血管钙化组。 8 周造模成功后测量大鼠

主动脉脉搏波传导速度(PWV),分别用逆转录鄄聚合酶链反应和免疫组织化学方法检测大鼠主动脉核心结合因子

琢1(Cbf琢1)及 MMP鄄2 mRNA 和蛋白的表达。 EVG 染色方法检测主动脉弹性纤维的改变。 结果摇 慢性肾衰竭血管

钙化组 PWV 值和主动脉 Cbf琢1、MMP鄄2 的 mRNA 及蛋白表达均高于慢性肾衰竭组及正常对照组(P < 0郾 05),PWV
与主动脉 MMP鄄2 表达呈正相关( r = 0郾 754,P = 0郾 02)。 结论摇 慢性肾衰竭大鼠血管弹性功能下降的可能机制之一

是血管壁 MMP鄄2 表达升高导致弹性蛋白降解,同时后期的血管钙化也参与其中。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To explore the relationship between uremia rats aortic stiffness and expression of matrix metal鄄
loproteinase鄄2 (MMP鄄2) in aorta and the mechanism involved. 摇 摇 Methods摇 20 rats were divided into three groups ran鄄
domly, as normal control group, chronic renal failure group and chronic kidney failure group with vascular calcification. 摇
Normal control group (methyl cellulose), chronic renal failure group (methyl cellulose + adenine sulphate), chronic renal
failure group with vascular calcification ( adenine sulphate + calcitriol) . 摇 The aortic pulse wave velocity ( PWV) was
measured after 8 weeks, expression of core binding factor alpha 1 (Cbf琢1) and MMP鄄2 mRNA were determined by reverse
transcription polymerase chain reaction (RT鄄PCR) and MMP鄄2 protein was detected by immunohistochemistry. 摇 Von Kos鄄
sa was used to test the calcification of aorta and quantified by aortic calcium content. 摇 The alteration of aortic stiffness was
tested by Elastica Van Gieson (EVG). 摇 摇 Results摇 Aortic PWV, expression of aorta Cbf琢1, MMP鄄2 mRNA and pro鄄
tein, aortic calcium content in chronic renal failure group with vascular calcification are all higher than those in chronic re鄄
nal failure group (P < 0郾 05). Aortic PWV, expression of aorta Cbf琢1, MMP鄄2 mRNA and protein in chronic renal failure
group are higher than those in normal control group (P < 0郾 05). 摇 Aortic PWV shows a positive correlation to the expres鄄
sion of MMP鄄2 in aorta ( r = 0郾 754, P = 0郾 02). 摇 摇 Conclusion摇 One of the mechanisms of decreased vascular elasticity
function in rats with chronic kidney disease is elastin degradation caused by increasing expression of MMP鄄2 in the artery
wall, while the late vascular calcification is also involved.
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摇 摇 心血管疾病(cardiovascular disease,CVD)是慢性

肾脏病(chronic kidney disease,CKD)特别是终末期肾

病(end stage renal disease,ESRD)患者最常见并发症

和首位致死原因,心血管事件占慢性肾脏病患者全因

死亡的50% [1],其发病率高出普通人群20 ~30 倍[2]。
CKD 患者发生致死或非致死性心血管事件的危险远

超过肾病进展的危险[3]。 CKD 患者的心血管疾病是

一个多因素、多阶段、多机制参与的病理过程,但年

龄、吸烟、肥胖、精神紧张等传统危险因素已不能完全

解释 CKD 患者心血管疾病的高发性。 研究显示,
CKD 患者除存在上述传统危险因素外,还存在各种

水、电解质、酸碱紊乱和血管僵硬度增加等非传统危

险因素,其中血管僵硬度增加在 CKD 患者心血管事

件发生中起着重要的作用[4]。 近年研究显示,弹性蛋

白代谢紊乱所致的细胞外基质重塑是影响血管僵硬

度增加的重要因素。 弹性蛋白代谢过程涉及到多种

蛋白酶,如组织蛋白酶 S、基质金属蛋白酶 2(matrix
metalloproteinase鄄2,MMP鄄2),其中 MMP鄄2 在弹性蛋白

的代谢过程中起着重要作用。 推测血管壁 MMP鄄2 表

达的变化在血管僵硬度增加中可能也起着重要作用。
鉴于此,我们通过建立慢性肾衰竭大鼠模型并借助脉

搏波传导速度(pulse wave velocity,PWV)可早期、特
异、灵敏的测定血管僵硬度的优势,分析大鼠主动脉

血管弹性功能与主动脉 MMP鄄2 表达变化之间的关

系,并对其机制进行部分探讨。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 实验动物

摇 摇 SD 大鼠,雄性,7 周龄,购自河北医科大学实验

动物中心,合格证号:1211050。
1郾 2摇 主要试剂、仪器

甲基纤维素、硫酸腺嘌呤(美国 Sigma 公司);骨
化三醇胶丸(上海罗氏有限公司);RNA 提取试剂

盒、RNA 反转录试剂盒(美国 Thermo 公司);核心结

合因子 琢1(core binding factor alpha 1,Cbf琢1)免疫

组织化学试剂盒(美国 Abcam 公司);MMP鄄2 免疫

组织化学试剂盒(中国博士德公司);鼠 SP 法免疫

组织化学试剂盒、兔 SP 法免疫组织化学试剂盒(北
京中杉金桥公司);钙含量测定试剂盒(北京中生北

控公司)。 酶标仪(美国 Gene 公司)。
1郾 3摇 分组及造模

将 20 只健康雄性 SD 大鼠,适应性喂养 1 周后进

入实验。 将大鼠随机分为 3 组,即正常对照组(6
只)、慢性肾衰竭组(7 只)、慢性肾衰竭血管钙化组(7

只)。 正常对照组给予 1郾 5% 甲基纤维素按 6 滋L / g
在 1 ~3 周每天灌胃,在 4 ~ 8 周隔日灌胃;慢性肾衰

竭组 1 ~3 周给予硫酸腺嘌呤悬浊液(硫酸腺嘌呤溶

于 1郾 5%甲基纤维素中制成 100 g / L 的悬浊液)按 6
滋L / g 每天灌胃,4 ~ 8 周给予 1郾 5% 甲基纤维素按 6
滋L / g 隔日灌胃;慢性肾衰竭血管钙化组 1 ~3 周给予

100 g / L 的硫酸腺嘌呤悬浊液按 6 滋L / g 每天灌胃,
4 ~8周给予骨化三醇胶丸按 0郾 2 ng / g 隔日灌胃。
1郾 4摇 主动脉 PWV 的测定及动脉血管标本的采集

实验 8 周末,用 2%戊巴比妥钠按 45 滋g / g 麻醉

大鼠,暴露颈动脉及股动脉,全身肝素化后插入导

管(腰椎麻醉导管),用多导电生理仪测量波形后,
解剖大鼠,测定两导管尖端间的距离,计算 PWV
值。 快速取大鼠胸主动脉置于冻存管中,液氮罐中

保存,留取做 PCR;留取部分腹主动脉做病理染色。
剩余腹主动脉烤干至质量不再改变,测量钙含量。
1郾 5摇 血管 Von Kossa 染色

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

5%硫代硫酸钠溶液处理 5 min 定影,然后依次用碱

性品红复染,经脱水、透明、封片,在光镜下观察。
1郾 6摇 动脉血管标本染色

分别用 EVG(Elastica Van Gieson)染色和 Von
Kossa 染色法测定主动脉弹性纤维变化及主动脉钙

化的情况。 用免疫组织化学 SP 法检测主动脉

MMP鄄2、Cbf琢1 表达的情况。 图像分析采用 Image鄄
Proplus 6郾 0 图像分析软件,随机选取 5 个视野,计算

阳性表达部位的积分光密度( integral optical densi鄄
ty,IOD),IOD = 密度(meD / 1) 伊 面积,计算均值及

标准差。
1郾 7摇 RT鄄PCR 法检测血管组织中 Cbf琢1 及 MMP鄄2
mRNA 表达

采用 RNA 分离试剂盒 Trizol 提取并纯化组织

总 RNA。 Cbf琢1 引物序列:正义: 5忆鄄CCGCACGA鄄
CAACCGCACCAT鄄3忆, 反 义: 5忆鄄CGCTCCGGCCCA鄄
CAAATCTC鄄3忆; MMP鄄2 引 物 序 列: 正 义: 5忆鄄GGA鄄
CAGTGACACCACGTGACA鄄3忆,反义:5忆鄄ACTCATTC鄄
CCTGCGAAGAACA鄄3忆。 PCR 反 应 在 ABI5700 型

PCR 仪上进行,反应程序为:95益预变性 5 min,95益
变性 30 s,55益退火 30 s,延伸 Cbf琢1 72益、MMP鄄2
60益 45 s,35 个循环,最后于 72益延伸 10 min。 取

PCR 产物,行琼脂糖凝胶电泳。
1郾 8摇 血管钙含量的测定

参照文献[5]方法,将主动脉组织(约 10 mg)于
80益彻底烤干,加入至 1 mmol / L 盐酸中消化过夜;
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取消化的上清,用钙含量测定试剂盒(邻甲酚酞络

合酮比色法)按照说明书方法操作,用酶标仪在 600
nm 波长下测定吸光度值;从标准曲线上查出钙含

量,并换算成 mg / g 干重组织。
1郾 9摇 统计学处理

应用 SPSS 13郾 0 软件进行统计学处理,计量资

料用x 依 s 表示,方差齐且正态分布多个样本均数的

比较采用单向 ANOVA 检验,用 SNK( Student鄄New鄄
man鄄Keuls)检验作多组间均数两两比较,相关分析

符合双变量正态分布的作 Pearson 积差相关分析,
余者采用秩和检验和 Spearman 相关分析。 P < 0郾 05
为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 大鼠肾脏 HE 染色

摇 摇 HE 染色结果,正常对照组肾小球结构正常,慢
性肾衰竭组和慢性肾衰竭血管钙化组显示肾小球

硬化(图 1)。
2郾 2摇 血肌酐、尿素氮水平

与正常对照组比较,慢性肾衰竭组、慢性肾衰

竭血管钙化组血清肌酐( serum creatinine,SCr)、血
尿素氮( blood urea nitrogen,BUN) 明显升高 (P <
0郾 05);与慢性肾衰竭组比较,慢性肾衰竭血管钙化

组血肌酐无明显变化(P > 0郾 05)(表 1)。

图 1. 大鼠肾脏 HE 染色摇 摇 A 为正常对照组( 伊 100),B 为慢性肾衰竭组( 伊 400),C 为慢性肾衰竭血管钙化组( 伊 400)。

Figure 1. Representative microphotographs of HE staining of the kidney from rats

表 1. 血清肌酐及尿素氮情况(x 依 s)
Table 1. Serum SCr and BUN (x 依 s)

分摇 组 肌酐(滋mol / L) 尿素氮(mmol / L)

正常对照组 32郾 00 依 2郾 00 7郾 10 依 0郾 43

慢性肾衰竭组 82郾 30 依 4郾 73a 18郾 10 依 1郾 60a

慢性肾衰竭血管钙化组 87郾 60 依 3郾 18a 19郾 00 依 1郾 78a

a 为 P < 0郾 05,与正常对照组比较。

2郾 3摇 主动脉弹性功能的改变

与正常对照组比较,慢性肾衰竭组、慢性肾衰

竭血管钙化组主动脉 PWV 值均明显升高 ( P <
0郾 05);与慢性肾衰竭组比较,慢性肾衰竭血管钙化

组主动脉 PWV 值明显升高(P < 0郾 05)(表 2)。

表 2. 主动脉 PWV 及钙含量的情况(x 依 s)
Table 2. Aortic PWV and calcium content(x 依 s)

分摇 组 PWV 值(m / s) 主动脉钙含量
(mg / g 干组织)

正常对照组 2郾 870 依 0郾 006 6郾 46 依 2郾 14

慢性肾衰竭组 5郾 900 依 0郾 022a 7郾 17 依 2郾 54

慢性肾衰竭血管钙化组 9郾 032 依 0郾 041ab 16郾 88 依 6郾 40ab

a 为 P <0郾 05,与正常对照组比较;b 为 P <0郾 05,与慢性肾衰竭组比较。

2郾 4摇 主动脉弹性纤维 EVG 染色

与正常对照组比较,慢性肾衰竭组、慢肾衰竭血管

钙化组主动脉弹性纤维变直,弹性纤维间的微纤维减

少;与慢性肾衰竭组比较,慢性肾衰竭血管钙化组主动

脉弹性纤维数量明显较少,钙化处发生断裂(图 2)。
2郾 5摇 Cbf琢1 及 MMP鄄2 在主动脉的表达情况

与正常对照组比较,慢性肾衰竭组、慢性肾衰

竭血管钙化组主动脉 Cbf琢1 及 MMP鄄2 mRNA 的表

达均明显升高(P < 0郾 05);与慢性肾衰竭组比较,慢
性肾衰竭血管钙化组主动脉 Cbf琢1 及MMP鄄2 mRNA
的表达明显升高(P < 0郾 05)。 与正常对照组比较,
慢性肾衰竭组、慢性肾衰竭血管钙化组主动脉

MMP鄄2 蛋白的表达明显升高(P < 0郾 05),与慢性肾

衰竭组相比,慢性肾衰竭血管钙化组主动脉 MMP鄄2
蛋白的表达明显升高(P < 0郾 05)(图 3 ~ 6)。
2郾 6摇 主动脉钙化的改变

Von Kossa 染色发现慢性肾衰竭血管钙化组发

生明显的主动脉钙化,但是慢性肾衰竭组、正常对

照组均未发生主动脉钙化(图 7)。 与正常对照组相

比,慢性肾衰竭组主动脉钙含量无明显升高(P >
0郾 05),慢性肾衰竭血管钙化组主动脉钙含量显著

升高(P < 0郾 05)(表 2)。
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图 2. 大鼠主动脉弹性纤维 EVG 染色( 伊 400) 摇 摇 A 为正常对照组,B 为慢性肾衰竭组,C 为慢性肾衰竭血管钙化组。

Figure 2. Representative microphotographs of EVG staining of the aortas from rats ( 伊 400)

图 3. 大鼠主动脉 Cbf琢1 免疫组织化学染色( 伊 400) 摇 摇 A 为正常对照组,B 为慢性肾衰竭组,C 为慢性肾衰竭血管钙化组。 慢性肾衰

竭组较正常对照组表达量高,慢性肾衰竭血管钙化组较慢性肾衰竭组表达量高。

Figure 3. Representative microphotographs of immunohistochemical staining of Cbf琢1 of the aortas from rats ( 伊 400)

图 4. 大鼠主动脉 Cbf琢1 mRNA 表达和 Cbf琢1 mRNA 表达的统计结果摇 摇 A 为正常对照组,B 为慢性肾衰竭组,C 为慢性肾衰竭血

管钙化组。 a 为 P < 0. 05,与正常对照组比较;b 为 P < 0. 05,与慢性肾衰竭组比较。

Figure 4. Representative real time PCR experiments to assay Cbf琢1 mRNA expression and statistical analysis of Cbf琢1 mR鄄
NA expression

图 5. 大鼠主动脉 MMP鄄2 免疫组织化学染色和 MMP鄄2 免疫组织化学染色统计结果( 伊 400)摇 摇 A 为正常对照组,B 为慢性肾衰

竭组,C 为慢性肾衰竭血管钙化组。 a 为 P < 0郾 05,与正常对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与慢性肾衰竭组比较。

Figure 5. Representative microphotographs of immunohistochemical staining of MMP鄄2 of the aortas from rats and statistical
analysis of MMP鄄2 protein expression( 伊 400)

811 ISSN 1007鄄3949 Chin J Arterioscler,Vol 22,No 2,2014



图 6. 大鼠主动脉MMP鄄2 mRNA 表达和MMP鄄2 mRNA 表达的统计结果摇 摇 A 为正常对照组,B 为慢性肾衰竭组,C 为慢性肾衰竭

血管钙化组。 a 为 P < 0郾 05,与正常对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与慢性肾衰竭组比较。

Figure 6. Representative real time PCR experiments to assay MMP鄄2 mRNA expression and statistical analysis of MMP鄄2
mRNA expression

图 7. 大鼠主动脉 Von Kossa 染色( 伊 400) 摇 摇 A 为正常对照组,B 为慢性肾衰竭组,C 为慢性肾衰竭血管钙化组。

Figure 7. Representative microphotographs of Von Kossa staining of the aortas from rats ( 伊 400)

2郾 7摇 主动脉 PWV 改变与 MMP鄄2 及钙含量的关系

相关分析显示,主动脉 PWV 与主动脉钙含量

呈正相关( r = 0郾 736,P = 0郾 03);主动脉 PWV 与主

动脉 MMP鄄2 蛋白表达呈正相关 ( r = 0郾 754,P =
0郾 02);主动脉MMP鄄2 mRNA 与主动脉 Cbf琢1 mRNA
表达呈正相关( r = 0郾 924,P = 0郾 000)。

3摇 讨摇 论

生理情况下,主动脉等大动脉的管壁较厚,含有

丰富的弹性纤维,具有良好的可扩张性和弹性。 近年

发现,CKD 患者普遍存在着血管弹性功能的降低,且
与心血管疾病的发病有密切关系[6,7]。 本研究以慢

性肾衰竭大鼠模型为实验对象,观察 CKD 对血管弹

性功能的影响,结果显示:与正常对照组比较,慢性肾

衰竭组和慢性肾衰竭血管钙化组大鼠主动脉的弹性

功能明显降低,提示 CKD 是影响血管弹性功能的因

素。 本研究结果与 Ng 、Yan 等人结果相似[8,9]。
弹性蛋白在维持血管弹性中起着关键作用,约

占弹性动脉干重的 40% ,其与胶原纤维共同存在于

血管壁,以维持血管正常的结构和功能。 弹性蛋白

包括 90%的弹性纤维和 10%的微纤丝糖蛋白类,如
微纤维蛋白和微纤丝相关的糖蛋白类等,弹性纤维

是弹性蛋白发挥生理作用的基本形态基础。 MMP
作为弹性蛋白内肽酶家族的成员之一,能够依赖锌

离子降解弹性纤维等细胞外基质成分[10]。 MMP 是

一类蛋白质大分子,凭借其改变机体组织结构的能

力,广泛参与胚胎形成、骨再建、心室重构和血管重

构等生理和病理过程。 MMP 分为 6 类,其中郁型胶

原酶为其中重要的一类,它主要有两种形式,一种

被糖化,即 MMP鄄9,另一种非糖化,即 MMP鄄2。 其中

MMP鄄9 主要参与动脉粥样硬化的形成[11,12]。 本研

究发现,随着肾衰竭的发生,主动脉弹性功能逐渐

降低,同一部位主动脉的 MMP鄄2 mRNA 及蛋白表达

升高,并随着 MMP鄄2 蛋白表达的升高,主动脉相应

部位弹性纤维变细,甚至发生断裂。 同时主动脉

MMP鄄2 蛋白的表达与 PWV 的增快呈正相关。 提示

慢性肾衰竭后血管弹性功能降低的原因可能是肾

衰竭环境引起血管壁 MMP鄄2 表达增加,导致弹性纤

维降解所致。 但构成肾衰竭环境的具体毒素成分

有待于进一步研究。
影响血管弹性功能的因素多而复杂, 如年

龄[13]、传统的心血管危险因素[14]、血肌酐[15,16] 均影

响血管弹性功能, 其中血管钙化也是影响血管弹性

功能的一个重要因素。 越来越多的临床研究资

料[17,18]显示,血管钙化在慢性肾衰竭患者中非常普
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遍。 本研究在慢性肾衰竭大鼠模型上观察的结果

显示:慢性肾衰竭血管钙化组,随着主动脉钙含量

的增加,血管弹性功能逐渐降低。 单纯慢性肾衰竭

组大鼠主动脉钙含量较正常对照组虽有升高,但差

异无统计学意义。 以上结果提示慢性肾衰竭早期

的血管弹性功能降低可能主要是通过 MMP鄄2 降解

弹性纤维来实现的,但随着慢性肾衰竭时间的延

长,钙磷代谢紊乱所致的血管钙化逐渐出现,进一

步增加了血管的僵硬度,降低了血管的弹性功能。
本研究还发现随着 MMP鄄2 表达的增加, Cbf琢1 表达

增加,二者表达呈正相关。 Cbf琢1 是平滑肌细胞发

生表型转化的标志物[19],提示慢性肾衰竭大鼠主动

脉的平滑肌细胞发生了表型转化,但其具体机制目

前尚不清楚,有待于进一步研究,可能是 MMP鄄2 降

解弹性纤维,其降解产物与血管平滑肌细胞表面受

体结合促进血管平滑肌细胞发生表型转化[20],发生

成骨表型转化后 MMP鄄2 表达进一步增加[20],形成

恶性循环,导致钙化不可逆。
总之,本研究证实,在慢性肾衰竭大鼠模型中

血管弹性功能随着肾脏病的进展而逐渐下降;其可

能机制之一是血管壁 MMP鄄2 表达升高致使弹性蛋

白降解,同时后期的血管钙化也参与其中。
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