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[摘　 要] 　 目的　 探讨酸性环境对慢性肾功能衰竭大鼠血管中膜钙化的影响及可能的作用机制ꎮ 方法　 体内实

验:将雄性 ＳＤ 大鼠随机分为对照组、肾功能衰竭组、血管钙化组和酸干预组ꎬ造模成功后采用 ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色和邻

甲酚酞络合酮比色法测定大鼠胸主动脉血管钙化情况ꎮ 体外实验:分离培养 ＳＤ 大鼠胸主动脉血管平滑肌细胞

(ＶＳＭＣ)ꎬ随机分为正常对照组、高磷组、酸干预组和抑制剂组(ＢＭＰ 信号通路抑制剂 Ｎｏｇｇｉｎ)ꎬ采用茜素红染色和

邻甲酚酞络合酮比色法检测细胞钙化情况ꎬ酶联免疫吸附法检测细胞碱性磷酸酶(ＡＬＰ)活性ꎬＲＴ￣ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测细胞 ＢＭＰ￣２、Ｓｍａｄ１、Ｒｕｎｘ２ 的表达情况ꎮ 结果 　 体内实验:成功制备了慢性肾功能衰竭大鼠血管钙化模

型ꎻ与血管钙化组相比ꎬ酸干预组大鼠血管钙盐沉积明显减轻(Ｐ<０.０５)ꎮ 体外实验:与正常对照组相比ꎬ高磷组细

胞钙盐沉积明显增加(Ｐ<０.０５)ꎬＡＬＰ 活性和 Ｒｕｎｘ２ 表达均增高(Ｐ<０.０５)ꎻ与高磷组相比ꎬ酸干预组细胞钙盐沉积

减少(Ｐ<０.０５)ꎬＡＬＰ 活性、Ｒｕｎｘ２、ＢＭＰ￣２ 和 Ｓｍａｄ１ 表达均降低(Ｐ<０.０５)ꎻ与高磷组相比ꎬ抑制剂组细胞钙盐沉积和

Ｒｕｎｘ２ 表达均降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 酸性环境可以抑制慢性肾功能衰竭大鼠血管中膜钙化的发生ꎬ其可能的机制

之一是通过 ＢＭＰ￣２ 信号通路抑制了 ＶＳＭＣ 成骨 / 成软骨样表型转化来实现的ꎮ
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ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｗａｓ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｂｙ ＢＭＰ￣２ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ.

　 　 血管钙化是慢性肾脏病(ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅꎬ
ＣＫＤ)患者常见的病理生理现象ꎬ是导致其心血管疾

病(ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅꎬＣＶＤ)发病率和死亡率显著

增加的重要危险因素[１]ꎮ 因此ꎬ充分认识、早期预防

和发现血管钙化ꎬ对降低 ＣＫＤ 患者 ＣＶＤ 死亡率、提
高生存质量有重要的临床意义ꎮ 代谢性酸中毒是

ＣＫＤ 患者常见的并发症ꎬ对骨代谢有一定影响ꎮ 以

往研究已证实ꎬ酸性环境可以通过调节成骨细胞和破

骨细胞功能而促进骨溶解ꎬ抑制骨形成[２]ꎮ 而 ＣＫＤ
患者的血管钙化类似骨发育过程ꎬ血管平滑肌细胞

(ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓꎬＶＳＭＣ)成骨 /成软骨样

表型转化是其重要机制之一[３]ꎮ 因此推测ꎬ酸性环境

是否可以通过影响 ＶＳＭＣ 表型转化来影响血管钙化ꎮ
为此ꎬ本研究以慢性肾功能衰竭大鼠血管钙化模型和

体外培养的大鼠 ＶＳＭＣ 为研究对象ꎬ分别从体内和体

外实验探讨酸性环境对慢性肾功能衰竭大鼠血管中

膜钙化的影响ꎬ并进一步探讨其可能的发生机制ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 实验动物

　 　 ２６ 只 ５ 周龄清洁级健康雄性 ＳＤ 大鼠(河北医

科大学实验动物中心ꎬ动物合格证标号为 １３０５０９０)
在屏障环境中饲养ꎬ取其中 ６ 只大鼠ꎬ采用组织块贴

壁法进行胸主动脉 ＶＳＭＣ 原代培养ꎮ
１.２　 主要试剂和仪器

ＤＭＥＭ 培养基、胎牛血清(美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎻβ￣
甘油磷酸(美国 Ｓｉｇｍａ 公司)ꎻＮｏｇｇｉｎ(美国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ
公司)ꎻ ＰＣＲ 引物 (上海英潍捷基公司)ꎻ鼠抗鼠

Ｒｕｎｘ２ 单克隆抗体 (英国 ＡＢＣＡＭ 公司)ꎻ兔抗鼠

ＢＭＰ￣２ 多克隆抗体(美国 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ 公司)ꎻＳＰ 免疫

组化试剂盒、二氨基联苯胺(ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅꎬＤＡＢ)
显色试剂盒(上海博海生物工程开发有限公司)ꎻ钙
测定试剂盒(中生北控生物科技股份有限公司)ꎻ
ＲＮＡ 逆转录试剂盒(美国 Ｔｈｅｒｏｍ 公司)ꎻＢＣＡ 蛋白

浓度测定试剂盒(北京索莱宝科技有限公司)ꎻ碱性

磷酸酶( ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅꎬＡＬＰ)测试盒(南京建

成生物工程研究所)ꎻ倒置相差显微镜 ＬＨ５０Ａ 型

(日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)ꎻ酶标仪(美国 Ｂｉｏｔｅｋ 公司)ꎻ
ＰＣＲ 仪(美国 ＡＢＩ 公司)ꎻ酸度计(北京赛多利斯科

学仪器有限公司)ꎻＵｎｉｃｅｌ Ｄｘｃ８００ 全自动生化分析

仪(美国贝克曼库尔特公司)ꎮ

１.３　 实验分组及模型构建

１.３.１　 体内实验 　 　 用 ５ / ６ 肾切除术构建大鼠慢

性肾功能衰竭模型ꎬ骨化三醇灌胃诱导大鼠血管钙

化ꎬ饲饮氯化铵构建大鼠慢性代谢性酸中毒模

型[４]ꎮ 将 ２６ 只大鼠按随机数字表法分为四组:对照

组(ｎ＝ ６)、肾功能衰竭组(ｎ ＝ ６)、血管钙化组(ｎ ＝
７)、酸干预组(ｎ＝ ７)ꎮ 肾功能衰竭组、血管钙化组、
酸干预组均行 ５ / ６ 肾切除术ꎬ即先切除大鼠左肾上

下极ꎬ剩余 １ / ３ 肾组织ꎬ５ 天后结扎固定右肾蒂ꎬ摘
除右肾ꎻ对照组只做肾周筋膜分离ꎬ５ 天后继续下一

步实验ꎮ 实验过程中肾功能衰竭组、酸干预组各有

１ 只大鼠死亡ꎬ血管钙化组有 ２ 只大鼠死亡ꎮ 各组

随机抽取 ５ 只大鼠ꎬ对照组、肾功能衰竭组给予 １.
５％甲基纤维素 ６ ｍＬ / (ｋｇｄ)灌胃ꎬ血管钙化组、酸
干预组给予骨化三醇 ６００ ｎｇ / (ｋｇｄ)溶于 １.５％甲

基纤维素ꎬ６ ｍＬ / (ｋｇｄ)灌胃ꎬ酸干预组饲饮 ０.２８
ｍｍｏｌ / Ｌ 氯化铵(去离子水配制)ꎬ其余各组饲饮去

离子水ꎬ共 ２０ 天ꎮ 腹主动脉穿刺采血ꎬ检测血肌酐、
尿素氮水平ꎬ血气分析仪检测动脉血 ｐＨ 值和

ＨＣＯ３
－含量ꎮ 取胸主动脉用于组织学观察和钙含量

测定ꎮ
１.３.２　 体外实验 　 　 大鼠胸主动脉 ＶＳＭＣ 原代培

养及鉴定参照本实验室前期实验[５]ꎬ第 ４ 代细胞进

行实验干预ꎬ１０ ｍｍｏｌ / Ｌ β￣甘油磷酸诱导 ＶＳＭＣ 钙

化ꎮ 将 ＶＳＭＣ 按随机数字表法分为四组:正常对照

组用含 １０％胎牛血清培养基培养ꎬ调整 ｐＨ 值为

７.４ꎻ高磷组在 １０％ 胎牛血清培养基中加入 １０
ｍｍｏｌ / Ｌ β￣甘油磷酸ꎬ调整 ｐＨ 值为 ７.４ꎻ酸干预组采

用高磷培养基ꎬ调整 ｐＨ 值为 ７.１ꎻ抑制剂组在高磷

培养基中加入 ２００ μｇ / Ｌ Ｎｏｇｇｉｎꎬ调整 ｐＨ 值为 ７.４ꎮ
使用 １ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 和 ７.４％ ＮａＨＣＯ３ 调整培养基 ｐＨ
值ꎬ每 ２４ ｈ 换液一次ꎬ刺激 ４ 天后ꎬ各组细胞进行

ＲＮＡ 及蛋白水平检测ꎬ刺激 １４ 天后进行钙化检测ꎮ
１.４　 大鼠血管标本的采集与处理

２％戊巴比妥钠(３０ ｍｇ / ｋｇ)麻醉大鼠ꎬ暴露胸腹

主动脉ꎮ 腹主动脉穿刺取血ꎬ应用血气分析仪检测

动脉血 ｐＨ 值、ＨＣＯ３
－浓度ꎬ全自动生化分析仪检测

血肌酐、尿素氮水平ꎮ 取胸主动脉全段ꎬ上段组织

保存于液氮中用于钙含量检测ꎬ下段组织用 １０％甲

醛固定后石蜡包埋行 ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色ꎮ
１.５　 大鼠血管标本病理组织学检测

１.５.１　 ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色　 　 常规脱蜡、脱水后玻片滴

加 ５％硝酸银溶液ꎬ紫外光照射 ６０ ｍｉｎꎬ再用 ５％硫

２０２１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ １２ꎬ２０１６



代硫酸钠溶液定影ꎬ碱性品红复染ꎬ依次经脱水、透
明、封片后ꎬ于光镜下观察血管钙化情况ꎮ
１.５.２　 钙含量测定　 　 新鲜胸主动脉烤干后称重ꎬ
置于 ０.６ ｍｍｏｌ / Ｌ 盐酸中 ３７℃过夜ꎬ取上清液用钙测

定试剂盒拟合标准曲线ꎬ酶标仪于 ６００ ｎｍ 处测量吸

光度值ꎬ计算出每克血管组织中的钙含量ꎮ
１.６　 大鼠 ＶＳＭＣ 钙化检测

１.６.１　 茜素红染色　 　 取第 ３ 代细胞接种于 １２ 孔

板内ꎬ每组设 ３ 个复孔ꎬ各组细胞给予不同刺激因素

１４ 天后ꎬ弃上清ꎬ用 ９５％乙醇于 ３７℃温箱中固定 ３０
ｍｉｎꎬ弃乙醇ꎬ再加入茜素红染液(０.１％ꎬｐＨ８.３)于

３７℃温箱中放置 ３０ ｍｉｎ 进行钙化染色ꎬ倒置显微镜

下观察染色情况ꎮ 钙盐沉积为橘红色ꎮ
１.６.２　 钙含量测定　 　 取第 ３ 代细胞接种于 １２ 孔

板内ꎬ每组设 ３ 个复孔ꎬ各组细胞给予不同刺激因素

１４ 天后ꎬ用 ０.６ ｍｍｏｌ / Ｌ 盐酸脱钙过夜ꎬ取上清液用

钙测定试剂盒测定细胞钙含量ꎬ脱钙后细胞用 ０.１
ｍｏｌ / Ｌ ＮａＯＨ 和 ０.１％ ＳＤＳ 溶解 ３０ ｍｉｎꎬ取上清液用

ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒测定细胞蛋白含量ꎮ
１.７　 大鼠 ＶＳＭＣ ＡＬＰ 活性测定

取第 ３ 代细胞接种于 １２ 孔板内ꎬ每组设 ３ 个复

孔ꎬ各组细胞给予不同刺激因素 １４ 天后ꎬ加入 ０.１％
Ｔｒｉｔｏｎ￣Ｘ１００ꎬ置 ４℃环境中 ２４ ｈꎬ然后反复吹打裂解

细胞ꎬ取上清液按试剂盒说明书进行操作ꎬ于酶标

仪 ５２０ ｎｍ 波长处测定结果ꎮ
１.８　 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＶＳＭＣ 目的基因的表达

提取干预 ４ 天的各组细胞 ｍＲＮＡꎬ测定 ＢＭＰ￣２、
Ｓｍａｄ１ 和 Ｒｕｎｘ２ 基因的表达ꎮ ＰＣＲ 引物由 Ｐｒｉｍｅｒ
５.０软件设计ꎬ引物序列见表 １ꎮ 实验均重复 ３ 次ꎮ
１.９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＶＳＭＣ 目的蛋白的表达

取干预 ４ 天的各组细胞ꎬ分别提取细胞及上清

液中总蛋白ꎬＢＣＡ 法进行蛋白定量ꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分

离ꎬ转膜、封闭ꎬ加一抗(ＧＡＰＤＨ 为 １ ∶ １００００ꎬＲｕｎｘ２
为 １ ∶ １００ꎬＢＭＰ￣２ 为 １ ∶ ５００)稀释液ꎬ４℃孵育过夜ꎮ

洗膜ꎬ加入荧光二抗稀释液(１ ∶ ４００)ꎬ室温下孵育

１ ｈꎬ用免疫荧光成像系统显色ꎮ 实验重复 ３ 次ꎮ
１.１０　 统计学分析

符合正态分布的计量资料用ｘ±ｓ 表示ꎬ多组间

均数比较采用单因素方差分析ꎬ组间两两比较用 Ｓ￣
Ｎ￣Ｋ 检验ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

表 １. 各目的基因引物序列

Ｔａｂｌｅ １. Ｇｅｎｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因 序列
产物
长度

Ｒｕｎｘ２
上游 ５′￣ＣＣＧＣＡＣＧＡＣＡＡＣＣＧＣＡＣＣＡＴ￣３′
下游 ５′￣ＣＧＣＴＣＣＧＧＣＣＣＡＣＡＡＡＴＣＴＣ￣３′

２８９ ｂｐ

ＢＭＰ￣２
上游 ５′￣ＡＣＴＣＧＡＡＡＴＴＣＣＣＣＧＴＧＡＣＣ￣３′
下游 ５′￣ＣＣＡＣＴＴＣＣＡＣＣＡＣＧＡＡＴＣＣＡ￣３′

１０６ ｂｐ

Ｓｍａｄ１
上游 ５′￣ＧＧＴＧＡＣＴＧＧＧＡＡＣＧＧＡＴＣＧ￣３′
下游 ５′￣ＴＧＧＴＣＴＴＣＧＧＴＴＣＧＧＡＡＡＧＧ￣３′

１４４ ｂｐ

ＧＡＰＤＨ
上游 ５′̄ ＣＡＡＧＧＴＣＡＴＣＣＡＴＧＡＣＡＡＣＴＴＴＧ￣３′
下游 ５′￣ＧＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧ￣３′

４９６ ｂｐ

２　 结　 果

２.１　 酸性环境对慢性肾功能衰竭大鼠胸主动脉钙

化的影响

与对照组相比ꎬ肾功能衰竭组、血管钙化组及

酸干预组大鼠血肌酐和尿素氮水平均明显增高(Ｐ<
０.０５)ꎻ与对照组、肾功能衰竭组和血管钙化组相比ꎬ
酸干预组大鼠动脉血 ｐＨ 值和 ＨＣＯ３

－浓度均下降(Ｐ
<０.０５ꎻ表 ２)ꎮ ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色显示ꎬ血管钙化组大鼠

胸主动脉中膜有大量棕黑色钙盐沉积ꎬ但对照组、
肾功能衰竭组和酸干预组大鼠胸主动脉均未发现

棕黑色钙盐沉积(图 １)ꎮ 与对照组和肾功能衰竭组

相比ꎬ血管钙化组大鼠胸主动脉钙含量明显增高(Ｐ
<０.０５)ꎻ与血管钙化组相比ꎬ酸干预组大鼠胸主动

脉钙含量明显降低(Ｐ<０.０５ꎻ表 ２)ꎮ

表 ２. 各组大鼠动脉血 ｐＨ 值、ＨＣＯ３
－浓度、血肌酐和尿素氮水平及胸主动脉钙含量(ｘ±ｓꎬｎ＝ ５)

Ｔａｂｌｅ ２. Ａｒｔｅｒｉａｌ ｂｌｏｏｄ ｐＨ ｖａｌｕｅꎬ ＨＣＯ３
－ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎꎬ ｓｅｒｕｍ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ ａｎｄ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｒａｔ

ｔｈｏｒａｃｉｃ ａｏｒｔａ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｘ±ｓꎬｎ＝ ５)

分　 组 动脉血 ｐＨ 值
动脉血 ＨＣＯ３

－

(ｍｍｏｌ / Ｌ)
肌酐(ｍｇ / ｄＬ) 尿素氮

(ｍｍｏｌ / Ｌ)
胸主动脉钙含量

(ｍｇ / ｇ)
对照组 ７.４４６±０.０１６ ２３.４０±２.２６ ２６.４０±１.８２ ５.７４±１.０５ ２.８７±０.７１
肾功能衰竭组 ７.４６０±０.０４０ ２２.７４±１.５６ ６４.６０±２.８８ａ １１.２０±０.７６ａ ２.９９±０.４０
血管钙化组 ７.４５５±０.０３６ ２３.５０±３.８１ ５６.８０±１.９２ａ １０.１２±０.６９ａ １０.６８±１.３１ａｂ

酸干预组 ７.１２９±０.１７８ａｂｃ １２.４２±５.７４ａｂｃ ５７.２０±９.１８ａ １１.２６±１.５８ａ ４.６３±０.６８ａｂｃ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与肾功能衰竭组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与血管钙化组比较ꎮ

３０２１ＣＮ ４３￣１２６２ / Ｒ　 中国动脉硬化杂志 ２０１６ 年第 ２４ 卷第 １２ 期



图 １. 各组大鼠胸主动脉 ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色(２００×)　 　 Ａ 为对照组ꎬＢ 为肾功能衰竭组ꎬＣ 为血管钙化组ꎬＤ 为酸干预组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｒａｔ ｔｈｏｒａｃｉｃ ａｏｒｔａ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(２００×)

２.２ 　 酸性环境对高磷诱导的大鼠 ＶＳＭＣ 钙化和

ＡＬＰ 活性的影响

茜素红染色显示ꎬ高磷组细胞橘红色矿化结节

明显多于正常对照组ꎻ与高磷组相比ꎬ酸干预组和

抑制剂组细胞橘红色矿化结节明显减少(图 ２)ꎮ 与

正常对照组相比ꎬ高磷组细胞钙含量明显增多ꎬＡＬＰ
活性明显增强(Ｐ<０.０５)ꎻ与高磷组相比ꎬ酸干预组

和抑制剂组细胞钙含量明显减少ꎬＡＬＰ 活性明显降

低(Ｐ<０.０５ꎻ表 ３)ꎮ

图 ２. 各组大鼠 ＶＳＭＣ 茜素红染色(１００×)　 　 Ａ 为正常对照组ꎬＢ 为高磷组ꎬＣ 为酸干预组ꎬＤ 为抑制剂组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｒａｔ ＶＳＭＣ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(１００×)

表 ３. 各组大鼠 ＶＳＭＣ 碱性磷酸酶活性及钙含量(ｘ±ｓꎬｎ＝ ９)
Ｔａｂｌｅ ３. ＡＬＰ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＶＳＭＣ ｉｎ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ(ｘ±ｓꎬｎ＝ ９)

分　 组 ＡＬＰ 活性(Ｕ / ｇ 蛋白) 钙含量(ｍｇ / ｇ 蛋白)

正常对照组 ２２.０９±４.２８ ２１.３９±３.９３
高磷组 ９３.９１±７.９４ａ ８６.１５±７.５９ａ

酸干预组 ５４.５８±７.７３ａｂ ５８.３６±８.０３ａｂ

抑制剂组 ３８.０５±６.６４ａｂｃ ４５.０１±６.８７ａｂｃ

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与酸干预组比较ꎮ

２.３　 酸性环境对高磷诱导的大鼠 ＶＳＭＣ ＢＭＰ￣２、
Ｓｍａｄ１ 和 Ｒｕｎｘ２ 表达的影响

与正常对照组相比ꎬ高磷组 ＢＭＰ￣２、Ｓｍａｄ１ 和

Ｒｕｎｘ２ ｍＲＮＡ 表达明显增加(Ｐ<０.０５)ꎻ与高磷组相

比ꎬ酸干预组 ＢＭＰ￣２、Ｓｍａｄ１ 和 Ｒｕｎｘ２ ｍＲＮＡ 表达减

少(Ｐ<０.０５)ꎮ ＢＭＰ￣２ 和 Ｒｕｎｘ２ 蛋白与其 ｍＲＮＡ 的

表达结果一致(图 ３)ꎮ

２.４ 　 Ｎｏｇｇｉｎ 对高磷诱导的大鼠 ＶＳＭＣ Ｓｍａｄ１ 和

Ｒｕｎｘ２ 表达的影响

与正常对照组相比ꎬ高磷组 Ｓｍａｄ１ 和 Ｒｕｎｘ２
ｍＲＮＡ 表达增加(Ｐ < ０. ０５)ꎻ与高磷组比较ꎬ加入

Ｎｏｇｇｉｎ 后 Ｓｍａｄ１ 和 Ｒｕｎｘ２ ｍＲＮＡ 表达均有所下降(Ｐ
<０.０５)ꎮ Ｒｕｎｘ２ 蛋白与 ｍＲＮＡ 表达结果一致(图 ４)ꎮ

３　 讨　 论

ＣＫＤ 患者存在广泛的血管钙化ꎬ尤其是 ＣＫＤ ４
~５ 期患者 ８０％有主动脉钙化ꎬ其钙化的严重程度

可作为心血管事件的预警指标[６]ꎮ ＣＫＤ 患者的血

管钙化主要表现为中膜钙化ꎬＶＳＭＣ 是血管中膜的

主要成分ꎬ其具有成骨 /成软骨样表型转化的能力ꎬ
可以表达包括骨保护蛋白、骨桥蛋白、ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２、
ＭＳＸ２ 等多种骨基质蛋白和骨调节因子[７]ꎮ 因此ꎬ
目前认为动脉钙化的过程类似于骨形成过程[８]ꎮ
以往研究已证实ꎬ酸性环境可以增加破骨细胞活性ꎬ
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图 ３. 各组大鼠 ＶＳＭＣ ＢＭＰ￣２、Ｓｍａｄ１ 和 Ｒｕｎｘ２ 的表达　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与正常对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与高磷组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢＭＰ￣２ꎬＳｍａｄ１ ａｎｄ Ｒｕｎｘ２ ｉｎ ＶＳＭＣ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

图 ４. Ｎｏｇｇｉｎ 对各组大鼠 ＶＳＭＣ Ｓｍａｄ１ 和 Ｒｕｎｘ２ 表达的影响　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与正常对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与高磷组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｎｏｇｇｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓｍａｄ１ ａｎｄ Ｒｕｎｘ２ ｉｎ ＶＳＭＣ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

降低成骨细胞活性ꎬ进而促进骨溶解ꎮ 据此ꎬ我们

推测酸性环境对骨组织的影响是否可以类推到对

血管钙化的作用ꎬ即酸性环境是否可以通过抑制

ＶＳＭＣ 成骨 /成软骨样表型转化而抑制血管中膜

钙化ꎮ
本研究在体内和体外实验分别检测了大鼠胸
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主动脉和 ＶＳＭＣ 钙盐沉积情况ꎬ结果发现酸性环境

可以抑制大鼠胸主动脉中膜钙化的发生以及 ＶＳＭＣ
钙盐的沉积ꎮ Ｒｕｎｘ２ 是成骨细胞发生和分化的特异

性转录因子之一ꎬ能特异性识别成骨基因启动子中

的特异性顺势作用元件ꎬ引起相应骨基质蛋白的表

达ꎬ在成骨细胞分化及骨形成过程中起关键调控作

用ꎬ是 ＶＳＭＣ 成骨 /成软骨样表型转化早期标志蛋白

之一[９]ꎮ ＡＬＰ 是成骨细胞功能性表型标记物之一ꎬ
是 ＶＳＭＣ 发生表型转化的早期标志物[１０]ꎮ 为了探

究酸性环境是否通过抑制 ＶＳＭＣ 表型转化而抑制血

管中膜钙化ꎬ本实验检测了 ＶＳＭＣ 中 Ｒｕｎｘ２ 的表达

及 ＡＬＰ 活性ꎬ结果发现ꎬ高磷上调 Ｒｕｎｘ２ 的表达及

ＡＬＰ 活性ꎬ经酸干预后 Ｒｕｎｘ２ 的表达及 ＡＬＰ 活性均

降低ꎮ 提示酸性环境通过抑制 ＶＳＭＣ 向成骨 /成软

骨样表型转化而抑制血管中膜钙化ꎮ
ＢＭＰ￣２ 是重要的骨形成调节因子ꎬ可刺激间充

质干细胞向成骨细胞分化ꎬ并促进成骨细胞分化为

骨细胞ꎬ同时在 ＶＳＭＣ 表型转化中起重要作用[１１]ꎮ
ＢＭＰ￣２ 与细胞膜表面受体结合ꎬ磷酸化下游的 Ｒ￣
Ｓｍａｄ(Ｓｍａｄ１、Ｓｍａｄ５ 和 Ｓｍａｄ８)ꎬ细胞质中磷酸化的

Ｒ￣Ｓｍａｄ 与 Ｓｍａｄ４ 结合形成转录复合物ꎬ进入核内上

调 Ｒｕｎｘ２、Ｏｓｔｅｒｉｘ 等成骨特异性转录因子的表达ꎬ进
一步促进血管钙化的发生[１２￣１３]ꎮ 那么 ＢＭＰ￣２ 信号

通路在高磷诱导的 ＶＳＭＣ 表型转化中是否起作用ꎬ
为此ꎬ检测了高磷培养基中加入 ＢＭＰ￣２ 信号通路抑

制剂 Ｎｏｇｇｉｎ 后 Ｓｍａｄ１ 和 Ｒｕｎｘ２ 的表达情况ꎮ 结果

发现ꎬ高磷促进 ＢＭＰ￣２、Ｓｍａｄ１ 和 Ｒｕｎｘ２ 的表达ꎬ加
入 Ｎｏｇｇｉｎ 后 Ｓｍａｄ１ 和 Ｒｕｎｘ２ 的表达均降低ꎬ提示

ＢＭＰ￣２ 信号通路参与了高磷诱导的 ＶＳＭＣ 表型转

化ꎮ 为进一步探究酸性环境是否通过 ＢＭＰ￣２ 信号

通路抑制高磷诱导的 ＶＳＭＣ 表型转化ꎬ检测了酸干

预组 ＢＭＰ￣２、Ｓｍａｄ１ 和 Ｒｕｎｘ２ 的表达ꎬ结果发现酸性

环境下 ＢＭＰ￣２、Ｓｍａｄ１ 和 Ｒｕｎｘ２ 的表达均降低ꎬ提示

ＢＭＰ￣２ 信号通路参与了酸性环境抑制高磷诱导的

ＶＳＭＣ 表型转化ꎮ
综上所述ꎬ本研究从体内和体外实验均发现酸

性环境可以抑制大鼠胸主动脉血管中膜钙化ꎬ这种

作用可能是通过调节 ＢＭＰ￣２ 信号通路相关基因的

表达来下调 Ｒｕｎｘ２ 的表达ꎬ进而抑制 ＶＳＭＣ 成骨 /
成软骨样表型转化而实现的ꎬ提示 ＢＭＰ￣２ 信号通路

参与了酸性环境抑制高磷诱导的 ＶＳＭＣ 表型转化及

钙化过程ꎮ 以上实验结果进一步验证了酸性环境

与血管钙化相关ꎬ适度的酸性环境可能会抑制血管

钙化的发生ꎬ为临床预防和治疗血管钙化提供新的

实验依据ꎮ 但本研究仅限于动物和细胞实验ꎬ酸性

环境对人体的影响是复杂的ꎬ适度的酸性环境是否

会降低 ＣＫＤ 患者血管钙化及心血管事件的死亡率

还有待于进一步的研究ꎮ
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