
[收稿日期] 　 ２０１４￣０８￣１３ [修回日期] 　 ２０１６￣０４￣１８
[基金项目] 　 河北省自然科学基金项目(Ｈ２０１２２０６１５７)
[作者简介] 　 张俊霞ꎬ硕士ꎬ副主任医师ꎬ研究方向为慢性肾脏病血管钙化机制ꎬＥ￣ｍａｉｌ 为 ｓｕｎ６０２５＠ ｓｉｎａ.ｃｏｍꎮ 通讯作者徐金

升ꎬ主任医师ꎬ博士研究生导师ꎬ研究方向为慢性肾脏病血管钙化机制ꎬＥ￣ｍａｉｌ 为 ｘｊｓ５７６６＠ １２６.ｃｏｍꎮ 白亚玲ꎬ博士ꎬ主任医师ꎬ
研究方向为慢性肾脏病血管钙化机制ꎬＥ￣ｍａｉｌ 为 ｓｎｂｙｌ＠ １６３.ｃｏｍꎮ

􀅰实验研究􀅰 [文章编号] 　 １００７￣３９４９(２０１６)２４￣０５￣０４５２￣０５

ＢＭＰ 信号通路在华法林诱导的大鼠血管平滑肌
细胞钙化中的作用

张俊霞ꎬ 徐金升ꎬ 张睦清ꎬ 白亚玲ꎬ 张胜雷ꎬ 崔立文ꎬ 张慧然
(河北医科大学第四医院肾内科ꎬ 河北省石家庄市 ０５００１１)

[关键词] 　 血管平滑肌肌细胞ꎻ　 华法林ꎻ　 细胞钙化ꎻ　 骨形态发生蛋白信号通路

[摘　 要] 　 目的　 探讨骨形态发生蛋白(ＢＭＰ)信号通路在华法林诱导的大鼠血管平滑肌细胞(ＶＳＭＣ)钙化中的

作用ꎮ 方法　 体外分离培养大鼠胸主动脉 ＶＳＭＣꎬ将其随机分为正常对照组、高磷组、华法林(１０ μｍｏｌ / Ｌ)干预组及

华法林(１０ μｍｏｌ / Ｌ)＋维生素 Ｋ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)干预组ꎮ 对细胞进行钙含量和碱性磷酸酶(ＡＬＰ)活性检测ꎬ茜素红染

色检测钙结节ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞中 Ｒｕｎｘ２ 蛋白的表达变化ꎬＲＴ￣ＰＣＲ 检测细胞中骨形态发生蛋白 ２(ＢＭＰ￣２)、
Ｓｍａｄ１ 及 Ｒｕｎｘ２ 的表达变化ꎮ 结果　 茜素红染色结果显示ꎬ与正常对照组和高磷组相比ꎬ华法林干预组钙化结节

明显增多ꎻ钙含量测定结果与茜素红染色结果基本一致ꎮ 与正常对照组和高磷组相比ꎬ华法林干预组 ＡＬＰ 活性明

显增加(Ｐ<０.０５)ꎬＲｕｎｘ２ ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平及 ＢＭＰ￣２、Ｓｍａｄ１ ｍＲＮＡ 表达明显增高(Ｐ<０.０５)ꎻ与华法林干预组

相比ꎬ华法林＋维生素 Ｋ 干预组细胞钙含量、ＡＬＰ 活性及 ＢＭＰ￣２、Ｓｍａｄ１、Ｒｕｎｘ２ 的表达均明显降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论

ＢＭＰ 信号通路参与了华法林促进的大鼠 ＶＳＭＣ 钙化ꎬ其可能的作用机制是介导了 ＶＳＭＣ 的表型转化ꎮ
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　 　 动脉中膜钙化是慢性肾脏病及糖尿病患者常
见的病理现象ꎬ可导致动脉硬化而引起心血管事件
的发生ꎮ 华法林是目前国内外最常用的长效抗凝
剂ꎬ众多报道均证实ꎬ它是导致血管钙化的一个主
要危险因素[１￣５]ꎮ 但其对血管钙化的影响及机制仍
未完全阐明ꎮ 体外研究表明ꎬ骨形态发生蛋白(ｂｏｎｅ
ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＢＭＰ)信号通路的激活可促使
磷向血管平滑肌细胞( ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌꎬ
ＶＳＭＣ)内转运及 Ｒｕｎｘ２ 的表达ꎬ以及降低 ｍｉＲＮＡ￣
３０ｂ 及 ｍｉＲＮＡ￣３０ｃ 的表达ꎬ进而促进血管钙化的发
生[６￣８]ꎮ 然而ꎬＢＭＰ 信号通路是否在华法林促进血
管钙化中起到了作用ꎬ目前国内外尚缺乏相关研
究ꎮ 因此ꎬ本研究采用体外实验方法ꎬ探讨华法林
和维生素 Ｋ 对大鼠胸主动脉 ＶＳＭＣ 钙化的影响ꎬ以
及 ＢＭＰ 信号通路在其中的作用ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 动物及试剂
　 　 体重 ８０~１００ ｇ 健康雄性 ＳＤ 大鼠(河北省实验

动物中心ꎬ合格证标号为 １３０５０９０)ꎮ 维生素 Ｋ２、胎
牛血清( ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍꎬＦＢＳ)、ＤＭＥＭ 培养基(美
国 Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎻ华法林(美国 Ｃａｙｍａｎ 公司)ꎻ钙含

量测定试剂盒(中生北控生物科技股份有限公司)ꎻ
碱性磷酸酶(ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅꎬＡＬＰ)活性测定试

剂盒(南京建成生物工程研究所)ꎻＰＣＲ 引物(上海

英潍捷基贸易有限公司)ꎻ鼠抗鼠 Ｒｕｎｘ２ 单克隆抗

体(英国 ＡＢＣＡＭ 公司)ꎻ倒置相差显微镜 ＬＨ５０Ａ 型

(日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)ꎻ酶标仪 ＨＴ２ 型 (奥地利

Ａｎｔｈｏｓ 公司)ꎻＳＰ 免疫组织化学试剂盒(北京中杉

金桥生物技术有限公司)ꎻＤＡＢ 显色试剂盒(中山金

桥股份有限公司)ꎮ
１.２　 大鼠 ＶＳＭＣ 原代培养及实验分组

取大鼠 １ 只ꎬ戊巴比妥钠麻醉后用 ７５％酒精浸

泡ꎬ在无菌条件下分离出胸主动脉ꎬ剥去外膜ꎬ纵向

剪开管壁ꎬ然后用纱布轻轻擦除内膜ꎬ将中膜剪成 １
ｍｍ３ 左右的小块ꎬ加入培养液(ＤＭＥＭꎬ添加 １０％
ＦＢＳ、４ ｍｍｏｌ / Ｌ 谷氨酰胺、１０ 万 ＩＵ / Ｌ 青霉素和 １００
ｍｇ / Ｌ 链霉素)ꎬ 置于 ３７℃、５％ＣＯ２ 的培养箱中培

养ꎬ２４ ｈ 后更换新鲜培养液ꎬ此后每 ２ ~ ３ 天换液 １
次ꎬ 倒置相差显微镜下观察细胞生长状况ꎬ当细胞

汇合接近 ８０％~９０％时进行传代ꎮ 此后每 ３~４ 天传

代 １ 次ꎮ 后将 ＶＳＭＣ 随机分为正常对照组、高磷组、
华法林(１０ μｍｏｌ / Ｌ)干预组及华法林(１０ μｍｏｌ / Ｌ)＋
维生素 Ｋ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)干预组ꎬ正常对照组采用含

１０％胎牛血清培养ꎬ高磷组采用含 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ β￣甘
油磷酸的高磷培养基培养ꎬ华法林干预组在高磷培

养基的基础上加入 １０ μｍｏｌ / Ｌ 华法林ꎬ华法林＋维生

素 Ｋ 干预组在高磷培养基的基础上加入 １０ μｍｏｌ / Ｌ
华法林及 １０ μｍｏｌ / Ｌ 维生素 Ｋꎬ每 ２ 天换液 １ 次ꎮ
１.３　 细胞鉴定

倒置显微镜下ꎬ大鼠胸主动脉组织块贴壁 ３ ~ ４
天后可见细胞从组织块边缘爬出ꎬ细胞为梭形或不

规则三角形ꎬ胞质向外伸出 ２ ~ ３ 个长短不等的突

起ꎬ呈束状排列ꎬ５~ ６ 天成漩涡状ꎬ形成明显的细胞

生长晕ꎬ并围绕组织块边缘呈束状向外呈放射状延

伸ꎬ约 ６~７ 天后汇合成片ꎬ相互重叠生长ꎬ呈典型的

“峰－谷”样表现ꎮ 用平滑肌肌动蛋白抗体进行免疫

细胞化学法检测可见细胞胞浆表达强阳性ꎮ 传代

纯化ꎬ细胞生长特性未见异常改变ꎮ
１.４　 茜素红染色

取第 ３ 代细胞接种于 １２ 孔板内ꎬ分别给予不同

刺激后ꎬ于第 １４ 天弃去上清ꎬ用 ９５％乙醇室温固定

２０~３０ ｍｉｎꎬ置于茜素红(０.１％ꎬｐＨ８.３)染液中 ３７℃
温箱孵育 ３０ ｍｉｎꎬ倒置显微镜下观察并记录ꎮ 结果

判断标准:钙盐沉积为橘红色ꎮ 每组设 ３ 个复孔ꎮ
１.５　 细胞内钙含量测定

取第 ３ 代细胞以 ５×１０４ 个 / 孔密度接种于 １２ 孔

板ꎬ干预 １４ 天后ꎬ细胞用盐酸脱钙取上清ꎬ用钙定量

检测试剂盒测定钙含量ꎮ 脱钙后的细胞用 ０. １
ｍｏｌ / Ｌ ＮａＯＨ 和 ０.１％ ＳＤＳ 溶解 ３０ ｍｉｎꎬＢＣＡ 法测定

细胞蛋白含量ꎮ 实验每组设 ３ 个复孔ꎮ
１.６　 细胞 ＡＬＰ 活性测定

取第 ３ 代细胞以 ５×１０４ 个 / 孔密度接种于 １２ 孔

板ꎬ干预 １４ 天后ꎬ弃去培养液ꎬ用 ＰＢＳ 洗涤细胞ꎬ加
入 ０.１％Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００ 每孔 ５００ μＬꎬ４℃约 ２４ ｈꎬ然后

反复吹打细胞后置于离心管中离心ꎬ取上清用试剂

盒进行测定ꎬ于酶标仪 ４９２ ｎｍ 波长处测量ꎮ
１.７ 　 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测大鼠 ＶＳＭＣ 中 Ｒｕｎｘ２ ｍＲＮＡ 的
表达

细胞总 ＲＮＡ 提取采用 Ｔｒｉｚｏｌ 一步法ꎮ 引物序

列由 Ｐｒｉｍｅｒ ５. ０ 软件设计:Ｒｕｎｘ２ 上游引物为 ５′￣
ＣＣＧ ＣＡＣ ＧＡＣ ＡＡＣ ＣＧＣ ＡＣＣ ＡＴ￣３′ꎬ下游引物为

５′￣ＣＧＣ ＴＣＣ ＧＧＣ ＣＣＡ ＣＡＡ ＡＴＣ ＴＣ￣３′ꎬ产物大小为

２８９ ｂｐꎻＢＭＰ￣２ 上游引物为 ５′￣ＡＣＴ ＣＧＡ ＡＡＴ ＴＣＣ
ＣＣＧ ＴＧＡ ＣＣ￣３′ꎬ下游引物为 ５′￣ＣＣＡ ＣＴＴ ＣＣＡ ＣＣＡ
ＣＧＡ ＡＴＣ ＣＡ￣３′ꎬ产物大小为 １０６ ｂｐꎻＳｍａｄ１ 上游引

物为 ５′￣ＧＧＴ ＧＡＣ ＴＧＧ ＧＡＡ ＣＧＧ ＡＴＣ Ｇ￣３′ꎬ下游引

物为 ５′￣ＴＧＧ ＴＣＴ ＴＣＧ ＧＴＴ ＣＧＧ ＡＡＡ ＧＧ￣３′ꎬ产物

大小为 １４４ ｂｐꎻＧＡＰＤＨ 上游引物为 ５′￣ＣＣＣ ＡＣＴ
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ＡＡＡ ＧＧＧ ＣＡＴ ＣＣＴ ＧＧ￣３′ꎬ下游引物为 ５′￣ＧＧＣ
ＣＣＣ ＴＣＣ ＴＧＴ ＴＧＴ ＴＡＴ ＧＧ￣３′ꎬ产物大小为 ３５２ ｂｐꎮ
应用 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测ꎬ实验重复 ３ 次ꎬ以 ＧＡＰＤＨ 作为

内对照ꎬ计算相对含量ꎮ
１.８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｒｕｎｘ２ 蛋白的表达

取干预 ３ 天的细胞ꎬ按常规方法提取蛋白质并

用 ＢＣＡ 法进行蛋白定量ꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分离ꎬ转膜、封
闭ꎬ加一抗(β￣ａｃｔｉｎ １ ∶ １０００ꎬＲｕｎｘ２ １ ∶ ５００)稀释

液ꎬ４℃ 孵育过夜ꎮ 洗膜ꎬ加入荧光二抗稀释液

(１ ∶ ２０００)ꎬ室温下孵育 ２ ｈꎬ用免疫荧光成像系统

显色ꎬ图像分析软件扫描条带灰度值ꎬ计算 Ｒｕｎｘ２
蛋白的相对表达ꎬ实验重复 ３ 次ꎮ
１.９　 统计学方法

正态分布的计量资料用ｘ±ｓ 表示ꎬ多组间比较

采用单因素方差分析ꎬ多组间均数两两比较用 Ｓ￣Ｎ￣

Ｋ 检验ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 华法林对高磷诱导的大鼠 ＶＳＭＣ 钙化和 ＡＬＰ
活性的影响

茜素红染色显示ꎬ高磷组橘红色钙化结节明显
多于正常对照组ꎻ与高磷组相比ꎬ华法林干预组橘
红色钙化结节明显增多ꎬ华法林＋维生素 Ｋ 干预组
橘红色钙化结节无明显变化(图 １)ꎮ 钙含量测定结
果与茜素红染色结果基本一致(图 ２)ꎮ 与正常对照
组相比ꎬ高磷组、华法林干预组和华法林＋维生素 Ｋ
干预组 ＡＬＰ 活性明显增强(Ｐ<０.０５)ꎬ其中华法林干
预组 ＡＬＰ 活性最强ꎻ与华法林干预组相比ꎬ华法林＋
维生素 Ｋ 干预组 ＡＬＰ 活性降低(Ｐ<０.０５ꎻ图 ３)ꎮ

图 １. 大鼠胸主动脉平滑肌细胞茜素红染色(１００×) 　 　 Ａ 为正常对照组ꎬＢ 为高磷组ꎬＣ 为华法林干预组ꎬＤ 为华法林＋维生素 Ｋ 干

预组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｒａｔ ｔｈｏｒａｃｉｃ ａｏｒｔｉｃ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ (１００×)

图 ２. 大鼠血管平滑肌细胞钙含量的变化 　 　 Ａ 为正常对照

组ꎬＢ 为高磷组ꎬＣ 为华法林干预组ꎬＤ 为华法林＋维生素 Ｋ 干预组ꎮ
ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与正常对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与高磷组比较ꎻｃ 为 Ｐ
<０.０５ꎬ与华法林干预组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｒａｔ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ

图 ３. 大鼠血管平滑肌细胞碱性磷酸酶活性的变化　 　 Ａ 为

正常对照组ꎬＢ 为高磷组ꎬＣ 为华法林干预组ꎬＤ 为华法林＋维生素 Ｋ
干预组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与正常对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与高磷组比

较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与华法林干预组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＡＬＰ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｒａｔ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ

２.２ 　 华法林对高磷诱导的大鼠 ＶＳＭＣ 中 Ｒｕｎｘ２、
ＢＭＰ￣２ 和 Ｓｍａｄ１ 表达的影响

华法林干预组 Ｒｕｎｘ２ ｍＲＮＡ 和蛋白表达明显高

于高磷组和华法林＋维生素 Ｋ 干预组(Ｐ<０.０５ꎻ图

４)ꎮ 与正常对照组相比ꎬ高磷组、华法林干预组和

华法林＋维生素 Ｋ 干预组 ＢＭＰ￣２ 和 Ｓｍａｄ１ ｍＲＮＡ
表达明显增高(Ｐ<０.０５)ꎬ其中华法林干预组 ＢＭＰ￣２
和 Ｓｍａｄ１ ｍＲＮＡ 表达最高ꎻ与华法林干预组相比ꎬ

４５４ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ５ꎬ２０１６



华法林＋维生素 Ｋ 干预组 ＢＭＰ￣２ 和 Ｓｍａｄ１ ｍＲＮＡ 表达降低(Ｐ<０.０５ꎻ图 ５)ꎮ

图 ４. 大鼠血管平滑肌细胞 Ｒｕｎｘ２ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达　 　 Ａ 为正常对照组ꎬＢ 为高磷组ꎬＣ 为华法林干预组ꎬＤ 为华法林＋维生素 Ｋ
干预组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与正常对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与高磷组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与华法林干预组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｒｕｎｘ２ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｒａｔ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ

图 ５. 大鼠血管平滑肌细胞 ＢＭＰ￣２ 和 Ｓｍａｄ１ ｍＲＮＡ 的表达　 　 Ａ 为正常对照组ꎬＢ 为高磷组ꎬＣ 为华法林干预组ꎬＤ 为华法林＋维生素

Ｋ 干预组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ ꎬ与正常对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与高磷组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与华法林干预组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢＭＰ￣２ ａｎｄ Ｓｍａｄ１ ｍＲＮＡ ｉｎ ｒａｔ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ

３　 讨　 论

华法林是 ＶＳＭＣ 成骨成软骨分化的增强剂而不

是诱导剂ꎬ因为一定含量的磷在华法林诱导的

ＶＳＭＣ 钙化中是必须的[９]ꎮ 因此ꎬ本文以高磷诱导

的大鼠 ＶＳＭＣ 为模型ꎬ研究了华法林在血管钙化中

的作用ꎮ 通过茜素红染色和钙含量的测定ꎬ笔者发

现高磷可以促进血管钙化ꎬ华法林可以增强这一过

程ꎬ此过程在加入维生素 Ｋ 后被抑制ꎬ进一步印证

了华法林对血管钙化的增强作用ꎮ
血管钙化不是一被动的过程ꎬ而是由细胞介导

的、高度可调的过程ꎬ其中 ＶＳＭＣ 的成骨成软骨表型

转化起着关键作用[１０]ꎮ Ｒｕｎｘ２ 是表型转化的关键

因子[１０￣１１]ꎬ可以调控钙化和 ＡＬＰ 等成骨成软骨标志

物的表达ꎮ ＡＬＰ 是成骨成软骨细胞分化早期(增殖

期)的指标ꎬ它随细胞分化活性增强ꎮ 为了证实华

法林是否与 ＶＳＭＣ 表型转化直接相关ꎬ本研究检测

了大鼠 ＶＳＭＣ 中 Ｒｕｎｘ２ 的表达及 ＡＬＰ 活性ꎬ结果发

现ꎬ高磷上调了 Ｒｕｎｘ２ 的表达及 ＡＬＰ 活性ꎬ而华法

林增强了这一过程ꎬ给予维生素 Ｋ 后可抑制此过

程ꎮ 这些结果提示华法林是促进了 ＶＳＭＣ 成骨成软

骨样表型转化ꎮ
华法林是一种抗凝剂ꎬ在美国的处方量已经超

过 ２５００ 万[１２]ꎬ研究表明ꎬ维生素 Ｋ 对血管钙化有一

定的抑制作用[１３]ꎬ而华法林是目前唯一临床应用的

维生素 Ｋ 拮抗剂ꎬ可通过干扰维生素 Ｋ 环氧化物向
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还原型维生素 Ｋ 转换ꎬ影响维生素 Ｋ 循环ꎬ抑制维

生素 Ｋ 依赖性羧基化ꎬ进而影响基质 Ｇｌａ 蛋白(ｍａｔｒｉｘ
Ｇｌａ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＭＧＰ)活化[１４]ꎮ 在 ＭＧＰ ｔｇ / ｗｔ、ＡｐｏＥ― / ―的

小鼠中ꎬｐＳｍａｄ１ / ５ / ８ 的表达减弱ꎬ而在 ＭＧＰ― / ― 小

鼠中 ｐＳｍａｄ１ / ５ / ８ 的表达增强ꎬ说明 ＭＧＰ 是 ＢＭＰ 通

路的抑制基因[１５]ꎮ 而 ＢＭＰ 信号通路又在 ＶＳＭＣ 表

型转化中起着关键性的作用[１６￣１７]ꎬＢＭＰ 超家族与Ⅰ
型和Ⅱ型跨膜丝氨酸 /苏氨酸激酶受体结合后ꎬ能
激活 Ｓｍａｄ１ / ５ / ８ꎬ 发 生 磷 酸 化 的 Ｓｍａｄ１ / ５ / ８ 与

Ｓｍａｄ４ 结合后转位至细胞核内ꎬ通过与不同的 ＤＮＡ
连接蛋白结合调控下游相关的基因转录ꎬ从而影响

细胞的表型转化[１８]ꎮ 为进一步研究 ＢＭＰ 通路在华

法林促进 ＶＳＭＣ 成骨成软骨表型转化中的作用ꎬ本
研究检测了 ＢＭＰ￣２ 和 ＢＭＰ 信号通路效应基因

Ｓｍａｄ１ ｍＲＮＡ 表达ꎬ结果发现ꎬ与高磷组和华法林＋
维生素 Ｋ 干预组相比ꎬ华法林干预组上调了 ＢＭＰ￣２
ｍＲＮＡ 及其下游的 Ｓｍａｄ１ ｍＲＮＡ 的表达ꎬ提示 ＢＭＰ
通路参与了华法林促进的 ＶＳＭＣ 成骨成软骨样表型

转化ꎮ
综上所述ꎬ在 ＶＳＭＣ 钙化过程中ꎬ华法林上调了

ＢＭＰ 信号通路相关基因的表达ꎬ进而促进了 ＶＳＭＣ
成骨成软骨样表型转化ꎬ表现为 Ｒｕｎｘ２ 表达增加ꎬ
ＡＬＰ 活性升高ꎬ进而促进了 ＶＳＭＣ 钙化ꎬ提示 ＢＭＰ
通路参与了华法林诱导的 ＶＳＭＣ 表型转化及钙化过

程ꎮ 这些结果为深入阐明华法林促进 ＶＳＭＣ 成骨成

软骨分化的分子机制提供了新的实验依据ꎬ 也为以

后华法林的临床应用提供了一个新的理论基础ꎬ同
时ꎬ也提示我们寻找一种新型的抗凝药已迫在眉睫ꎮ
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