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内质网应激介导了高糖引起的血管平滑肌细胞钙化
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[摘　 要] 　 目的　 探讨内质网应激是否介导了高糖引起的血管平滑肌细胞(ＶＳＭＣ)钙化ꎮ 方法 　 体外高糖(３５
μｍｏｌ / Ｌ Ｄ￣葡萄糖)处理 ＶＳＭＣ 模拟糖尿病环境ꎬ观察高糖是否引起 ＶＳＭＣ 内质网应激反应和凋亡ꎬ探索高糖是否

引起 ＶＳＭＣ 表型转化(收缩型转变为成骨样细胞)ꎬ观察内质网应激诱导剂和抑制剂对 ＶＳＭＣ 钙化的影响ꎬ碱性磷

酸酶(ＡＬＰ)活性、钙沉积和骨分化转录因子(Ｒｕｎｘ２ 和 Ｏｓｔｅｒｉｘ) 通过比色法、Ｏ￣ｃｒｅｓｏｌｐｈｔｈａｌｅｉｎ 法和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测

定ꎮ 结果　 应用 ３５ μｍｏｌ / Ｌ Ｄ￣葡萄糖分别处理 ＶＳＭＣ 不同时间ꎬ可以上调 ＶＳＭＣ 内质网应激标志蛋白表达、ＡＬＰ 活

性、钙沉积和骨分化标志蛋白ꎻ然而ꎬ４￣ＰＢＡ 预处理抑制 ＶＳＭＣ 内质网应激反应的同时ꎬ也能阻断高糖引起的 ＶＳＭＣ
钙化ꎬ表现为 ＡＬＰ 活性、钙沉积和骨分化标志蛋白下降ꎮ 结论　 高糖可以激活 ＶＳＭＣ 的内质网应激和凋亡ꎬ进而促

ＶＳＭＣ 钙化的发生ꎬ提示可能内质网应激介导了此激活过程ꎮ
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率的独立危险因素[１￣２]ꎮ 血管钙化通常分为内膜和

中膜钙化ꎬ前者常见于动脉粥样硬化[２]ꎬ后者是指

钙磷沉积于血管中膜ꎬ最多见于 ２ 型糖尿病患

者[３￣４]ꎮ 传统认为钙磷沉积是被动退行性病理变

化ꎬ目前大多学者认为血管钙化是被严密调控的主

动过程ꎬ常伴有胚胎期骨骼发育生成的特点ꎬ也即

血管 平 滑 肌 细 胞 ( ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌꎬ
ＶＳＭＣ)转分化为成骨样细胞[５]ꎮ 有报道指出ꎬ高糖

可能会引发 ＶＳＭＣ 钙化ꎬ能引起内质网应激反应

(ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓꎬ ＥＲＳ)和凋亡[６￣８]ꎻ有
学者认为ꎬ高糖引起血管钙化可能是血管壁细胞和

细胞外基质共同作用的主动病理过程ꎬ类似于骨的

发育过程[１ꎬ５]ꎻ然而ꎬ内质网应激以及凋亡是否参与

高糖诱发 ＶＳＭＣ 钙化尚不清楚ꎮ 因此ꎬ本研究采用

体外高糖处理大鼠 ＶＳＭＣ 模拟机体糖尿病状态ꎬ试
图阐述内质网应激以及凋亡在高糖所致血管钙化

中的作用与机制ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 主要材料

　 　 Ｄ￣葡萄糖、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８、衣霉素( ｔｕｎｉｃａｍｙｃｉｎ)、
４￣苯基丁酸(４￣ｐｈｅｎｙｌｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄꎬ４￣ＰＢＡ)、茜素红购

自 Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ (Ｓｔ Ｌｏｕｉｓꎬ ＭＯꎬ ＵＳＡ)ꎮ 碱性磷酸

酶 (ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅꎬＡＬＰ) 测定试剂盒购自南

京建成科技公司ꎬＤＭＥＭ 培养基购于 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司

(ＵＳＡ)ꎬ胎牛血清(ＦＢＳ)购自 Ｇｉｂｃｏ ＢＲＬ(ＵＳＡ)ꎮ 抗

ＧＲＰ７８、抗 ＣＨＯＰ、 抗 Ｃａｓｐａｓｅ￣１２、 抗 Ｏｓｔｅｒｉｘ 、 抗

Ｒｕｎｘ２、抗 ＧＡＰＤＨ 等抗体购自 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈ￣
ｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｃ (ＣＳＴ)ꎮ
１.２　 细胞培养与实验分组

ＳＤ 大鼠由中山大学实验动物中心提供ꎬ分离培

养大鼠胸主动脉平滑肌细胞(免疫细胞化学鉴定见

图 １)ꎬ培养于含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基ꎬ置
于 ５％ＣＯ２、３７℃的温箱中培养ꎮ 实验分为 ６ 组:①
正常对照组:含 ５.５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｄ￣ｇｌｕｃｏｓｅ 的 ＤＭＥＭ 培

养基处理ꎻ②高糖(ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅꎬＨＧ)损伤组:含 ３５
ｍｍｏｌ / Ｌ Ｄ￣ｇｌｕｃｏｓｅ 的 ＤＭＥＭ 培养基处理ꎻ③衣霉素

预处理组:含 １０ μｇ / Ｌ 衣霉素的 ５. ５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｄ￣
ｇｌｕｃｏｓｅ 的 ＤＭＥＭ 培养基作用 ＶＳＭＣꎻ④４￣ＰＢＡ＋高糖

损伤组:５００ μｍｏｌ / Ｌ ４￣ＰＢＡ 预处理 ＶＳＭＣ ３０ ｍｉｎꎬ撤
去ꎬ用 ＰＢＳ 洗 ２ 次ꎬ接着 ３５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｄ￣ｇｌｕｃｏｓｅ 作用ꎻ
⑤４￣ＰＢＡ 组:含 ５００ μｍｏｌ / Ｌ ４￣ＰＢＡ 作用 ＶＳＭＣ ３０
ｍｉｎꎻ⑥高糖 ＋β￣甘油磷酸 (ＢＧＰ ) 组:含 １ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＢＧＰ 的 ３５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｄ￣ｇｌｕｃｏｓｅ 的 ＤＭＥＭ 培养基作用

ＶＳＭＣꎮ

图 １. 主动脉平滑肌细胞的免疫细胞化学鉴定

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｏｒｔｉｃ
ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ

１.３　 钙含量测定

上述各实验组 ＶＳＭＣ 经不同的处理后ꎬＰＢＳ 冲

洗 ３ 次ꎬ每孔加入 ０.６ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ ３７℃脱钙 ６０ ｍｉｎꎬ
采用钙离子定量检测试剂盒(甲基百里香酚蓝比色

法)检测上清液中钙含量ꎬ剩余的细胞用 ＰＢＳ 洗 ３
次ꎬ加入细胞裂解液溶解 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ使细胞充分裂

解ꎬ提取胞浆蛋白ꎬ用上清液中钙含量除以细胞蛋

白含量以校正ꎬ所得数据即为钙含量ꎮ
１.４　 茜素红染色测定钙沉积

为测定 ＶＳＭＣ 钙沉积ꎬ将 ＶＳＭＣ 接种于 １２ 孔培

养板中ꎬ在细胞生长到约 ８０％时ꎬ上述各实验组经

不同的处理后ꎬＰＢＳ 冲洗 ３ 次ꎬ然后用 ４％多聚甲醛

于 ４℃固定 １０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 冲洗 ３ 次ꎬ放入 １％茜素红 Ｓ
溶液内染色 ３０ ｍｉｎꎬ用 ０.２％醋酸溶液快速冲洗 １
次ꎬ滤纸吸干后系列酒精脱水ꎬ二甲苯固定和封片ꎬ
显微镜下观察记录ꎮ
１.５　 碱性磷酸酶活性测定

将 ＶＳＭＣ 接种于 １２ 孔培养板中ꎬ弃培养液ꎬ
ＰＢＳ 缓冲液冲洗细胞 ２ 次ꎬ加 ｌ ｍＬ １％Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ 的生

理盐水ꎬ４℃放置 ２４ ｈꎮ 超声波处理 ２０ ｓꎬ使细胞充

分裂解ꎬ在倒置显微镜下观察细胞破碎ꎻ１２０００ ｒ /
ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清采用 ＡＬＰ 检测试剂盒(磷
酸苯二钠法)ꎬ测量 ＡＬＰ 活性ꎬ提取部分细胞蛋白测

定蛋白含量以校正细胞 ＡＬＰ 活性ꎮ
１.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法测定蛋白的表达

将 ＶＳＭＣ 接种于 ３５ ｍｍ 培养皿中ꎬ生长到 ８０％
满时ꎬ各实验组予指定的处理因素后ꎬ使用预冷的

ＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ加入裂解液后 ４℃ 静置 ３０ ｍｉｎꎬ１２０００
ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清后采用 ＢＣＡ 法进行蛋白
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定量ꎮ 总蛋白经十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶

电泳(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)分离ꎬ转印迹至 ＰＶＤＦ 膜上ꎮ ５％
脱脂奶粉封闭 ６０ ｍｉｎꎬ然后分别加入适当比例的相

应一抗ꎬ４℃摇床过夜ꎬＴＢＳＴ 洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎮ 将

ＰＶＤＦ 膜用 ＥＣＬ 发光试剂显色ꎬ暗室曝光到 Ｘ 线片

上ꎬ扫描 Ｉｍａｇ Ｊ 分析结果ꎬ重复 ５ 次ꎮ
１.７　 统计学处理

实验数据用 ＳＰＳＳ１６.０ 软件进行统计分析ꎬ所有

结果均以ｘ±ｓ 表示ꎬ组间差异比较采用单因素方差

分析(ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)ꎬ用 ＬＳＤ￣ｔ 进行均数之间的

比较ꎬＰ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 高糖诱导 ＶＳＭＣ 转分化为成骨样细胞

　 　 为了探讨高糖对 ＶＳＭＣ 转分化为成骨样细胞

的影响ꎬ以 β￣甘油磷酸(ＢＧＰ)处理诱导 ＶＳＭＣ 钙化

为阳性对照组ꎬ高糖处理 ３ 天后ꎬ通过比色法测定

ＡＬＰ 活性ꎻ高糖处理 ７ 天后ꎬ通过 Ｏ￣ｃｒｅｓｏｌｐｈｔｈａｌｅｉｎ
法和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定钙含量和骨分化转录因子

(Ｒｕｎｘ２ 和 Ｏｓｔｅｒｉｘ)ꎮ 结果发现ꎬ与正常对照组比较ꎬ
ＡＬＰ 活性增强、钙含量增加、Ｒｕｎｘ２ 和 Ｏｓｔｅｒｉｘ 表达

上调ꎬ内质网应激诱导剂 １０ μｇ / Ｌ 衣霉素处理 ７ 天

能上调骨分化转录因子表达(图 ２ 和图 ３)ꎮ 上述结

果提示高糖可以诱导 ＶＳＭＣ 转分化为成骨样细胞

(也即收缩表型转化为成骨样表型)ꎮ

图 ２. 高糖诱导 ＶＳＭＣ 的 ＡＬＰ 活性增强和钙含量增加( ｘ±
ｓ)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与正常对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ＡＬＰ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｃａｌｃｉｕｍ
ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ＶＳＭＣ(ｘ±ｓ)

图 ３. 高糖诱导 ＶＳＭＣ 骨分化转录因子表达上调(ｘ±ｓꎬｎ＝ ５)
ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与正常对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｍａｒｋｅｒｓ ｕｐｒｅｇｕ￣
ｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＶＳＭＣ(ｘ±ｓꎬｎ＝ ５)

２.２　 ４￣ＰＢＡ 能抑制高糖诱导的内质网应激

为了明确内质网应激在高糖所致血管钙化中

的作用ꎬ高糖处理细胞 ７ 天后ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法测定

内质网应激标志蛋白 (ＧＲＰ７８、ＣＨＯＰ 和 Ｃａｓｐａｓｅ￣
１２)的表达ꎬ发现与正常对照组比较ꎬＧＲＰ７８、ＣＨＯＰ
和 Ｃａｓｐａｓｅ￣１２ 表达显著增多(图 ４)ꎻ接着ꎬ为了观察

高糖环境下内质网应激在 ＶＳＭＣ 凋亡中的作用ꎬ发
现采用内质网应激抑制剂 ５００ μｍｏｌ / Ｌ ４￣ＰＢＡ 预处

理 ３０ ｍｉｎ 明显抑制 ＧＲＰ７８ 和 ＣＨＯＰ 的表达ꎬ这些

结果提示内质网应激可能介导了 ＶＳＭＣ 钙化ꎮ
２.３　 内质网应激介导了高糖引起的 ＶＳＭＣ 钙化

为了证实内质网应激介导了高糖引起的 ＶＳＭＣ
钙化ꎬ发现采用内质网应激抑制剂 ４￣ＰＢＡ 预处理 ３０
ｍｉｎꎬ能明显下调高糖引起的 ＡＬＰ 活性增强、钙含量

增加(图 ５)ꎬ同时茜素红染色结果也显示钙沉积下
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降(图 ５)ꎬ这些结果强烈提示内质网应激和凋亡介 导了高糖引起的 ＶＳＭＣ 钙化(成骨样细胞转分化)ꎮ

图 ４. ４￣ＰＢＡ 能抑制高糖诱导的 ＶＳＭＣ 内质网应激(ｘ±ｓꎬｎ＝ ５)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与正常对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与高糖损伤组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. ４￣ＰＢＡ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ＥＲ ｓｔｒｅｓｓ ｏｆ ＶＳＭＣ(ｘ±ｓꎬｎ＝ ５)

图 ５. ４￣ＰＢＡ 能抑制高糖诱导的 ＶＳＭＣ 钙化(ｘ±ｓꎬｎ＝ ５)　 　 ３５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｄ￣葡萄糖处理 ＶＳＭＣ 不同时间ꎬ茜素红染色观察钙沉积程度(７
天)(图 Ａ)ꎬ比色法和 Ｏ￣ｃｒｅｓｏｌｐｈｔｈａｌｅｉｎ 法检测碱性磷酸酶(３ 天) (图 Ｂ)和钙含量(７ 天) (图 Ｃ)ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与正常对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<
０.０１ꎬ与高糖损伤组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. ４￣ＰＢＡ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＶＳＭＣ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ(ｘ±ｓꎬｎ＝ ５)

３　 讨　 论

本研究结果显示:体外高糖处理(模拟机体糖

尿病状态)能诱导 ＶＳＭＣ 内质网应激反应和凋亡增

加ꎬ分子伴侣 ４￣ＰＢＡ(内质网应激抑制剂)能阻断

ＶＳＭＣ 的钙化(血管硬化的重要过程)ꎬ以上结果提

示内质网应激可能是 ＶＳＭＣ 钙化的重要机制[９￣１１]ꎮ
值得注意的是ꎬ４￣ＰＢＡ 在下调内质网应激标志蛋白

的同时ꎬ减少了 ＶＳＭＣ 凋亡ꎬ延缓了 ＶＳＭＣ 从 ＳＭＣ
收缩表型向成骨样表型的转分化ꎮ 本研究首次报

道了内质网应激介导了高糖引起的 ＶＳＭＣ 钙化

过程ꎮ
血管硬化是糖尿病患者的常见并发症ꎬ也是心

血管疾病高发病率和高病死率的独立危险因素[１]ꎬ
目前多数学者认为血管钙化是被调控的主动过程ꎬ
常伴有胚胎期骨发育的特点[４]ꎬ即 ＶＳＭＣ 转分化为

成骨样细胞[５]ꎻ越来越多研究发现ꎬ高糖可能会引

起 ＶＳＭＣ 钙化ꎬ此过程是血管壁细胞尤其是 ＶＳＭＣ
主动参与的类似骨发育过程[１２￣１３]ꎮ ＶＳＭＣ 发生表型

转化在血管钙化中发挥重要作用ꎬＶＳＭＣ 的成骨样
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细胞表型一经形成ꎬ骨分化转录因子 Ｒｕｎｘ２ 和

Ｏｓｔｅｒｉｘ 等就会在 ＶＳＭＣ 表达升高ꎬ标志着血管钙化

的始动环节[１２￣１３]ꎮ ＶＳＭＣ 是一种由间胚层分化发育

而来的非终末分化细胞ꎬ对于血管的收缩和舒张有

着十分重要的作用ꎬ外培养能引起其表型转化[１２￣１３]ꎮ
以往的研究表明:高糖环境能诱导体外 ＶＳＭＣ

钙化[１４￣１６]ꎮ 然而ꎬ高糖诱导 ＶＳＭＣ 钙化的机制尚不

明确ꎬ另一方面ꎬ高糖及其代谢产物葡萄糖胺可引

起 ＶＳＭＣ 内质网应激ꎬ与动脉粥样硬化形成有

关[１５￣１７]ꎮ 内质网应激可引起未折叠蛋白反应( ｕｎ￣
ｆｏｌｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅꎬＵＰＲ)ꎬＵＰＲ 包括 ＩＲＥ１、ＸＢＰ１
和蛋白激酶 Ｒ 样内质网激酶( ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｒ￣ｌｉｋｅ
ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｋｉｎａｓｅꎬＰＥＲＫ)途径[１５￣１７]ꎮ 内

质网应激及相关凋亡是否参与高糖诱发 ＶＳＭＣ 钙化

鲜有报道ꎬ本研究结果和其他学者的报道显示ꎬ高
糖或糖尿病环境下ꎬＶＳＭＣ 的内质网应激标志蛋白

及相 关 凋 亡 蛋 白 表 达 上 调 ( ＧＲＰ７８、 ＣＨＯＰ 和

Ｃａｓｐａｓｅ￣１２)ꎬ４￣ＰＢＡ 预处理能下调它们的表达ꎬ抑
制凋亡和钙化发生ꎬ表现为 Ｃａｓｐａｓｅ￣１２ 表达降低ꎬ
ＡＬＰ 活性降低、钙含量下降和钙沉积减少ꎮ 以上结

果提示内质网应激以及凋亡介导了高糖所致血管

钙化ꎮ 新近研究证实:ＲＮＡｉ 技术敲低 ＰＥＲＫ 调控内

质网应激通路ꎬ能抑制高糖诱导 ＶＳＭＣ 向成骨样细

胞的转分化过程ꎬ进而干预血管钙化的发生[１１￣１２]ꎮ
这些研究进一步验证了内质网应激介导了高糖所

致血管钙化ꎮ
综上所述ꎬ高糖诱导 ＶＳＭＣ 转分化为成骨样细

胞ꎬ表现为 ＶＳＭＣ 的 ＡＬＰ 活性增强、钙含量增加和

骨分化转录因子表达上调ꎬ高糖处理引起内质网应

激、凋亡增多ꎻ另一方面ꎬ４￣ＰＢＡ 能抑制高糖诱导的

ＶＳＭＣ 内质网应激、凋亡和钙化ꎬ证实了内质网应激

至少部分介导了高糖引起的 ＶＳＭＣ 钙化ꎮ
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