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[摘　 要] 　 目的　 探讨蛋白激酶 Ｃ(ＰＫＣ)活性与糖尿病足截肢患者胫前动脉钙化之间的相关性ꎮ 方法 　 选取

２０１２ 年 １０ 月至 ２０１６ 年 １ 月在江苏大学附属医院骨科行糖尿病足大截肢住院治疗的患者共 ６０ 例ꎬ根据 ＣＴ 对胫前

动脉钙化程度的检测将患者分为轻度钙化组(ｎ＝ ２０)、中度钙化组(ｎ ＝ ２０)及重度钙化组(ｎ ＝ ２０)ꎮ 通过患者临床

基线资料的采集以及胫前动脉组织连续石蜡切片 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色观察钙化演进ꎬ通过 ＰｅｐＴａｇ® Ａｓｓａｙ 法检测组织细

胞膜 ＰＫＣ 活性ꎬ通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测对 ＰＫＣα 亚型进行半定量分析ꎮ 结果 　 糖尿病足截肢患者胫前动脉 Ｖｏｎ
Ｋｏｓｓａ 染色与相应的动脉 ＣＴ 扫描结果一致:胫前动脉斑块内的钙盐沉积呈点灶状分布ꎬ而且随着胫前动脉内斑块

的不断扩大乃至管腔闭塞ꎬ钙颗粒的密度也有不同程度的增加ꎬ但始终呈点灶状分布的微钙化ꎮ 定量检测及

Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性分析显示 ＰＫＣ 活性与糖尿病足胫前动脉钙化积分正相关( ｒ＝ ０.９３１ꎬＰ<０.００１)ꎬ进一步分析显示可能

是 ＰＫＣα 亚型发挥了促进钙化演进的作用ꎮ 结论　 ＰＫＣα 亚型的活化可能与糖尿病动脉斑块内钙化的演进存在正

相关ꎬ其水平可能对针对性干预血管钙化有着一定的价值ꎮ
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　 　 近年来全球范围内糖尿病患者人数众多ꎬ且呈

迅猛增长ꎮ 截止 ２０１０ 年ꎬ我国糖尿病患者约有

９２４０ 万ꎬ是十大死亡原因之一[１￣２]ꎮ 作为糖尿病的

最主要类型—２ 型糖尿病ꎬ其患者血管结缔组织广

泛增生ꎬ动脉粥样斑块内膜及中膜钙盐沉积ꎬ称为

血管钙化ꎮ 有研究认为血管钙化是心脑血管疾病

死亡的独立危险因素之一ꎬ并可作为未来发生冠心

病、中风及下肢截肢的预测因子[１]ꎮ 尽管并发血管

钙化的糖尿病患者人数众多ꎬ社会医疗负担较重ꎬ
且越来越多的研究证据表明血管钙化是细胞介导

的类似胚胎骨形成和重塑的主动过程ꎬ但目前对 ２
型糖尿病患者发生成骨分化及血管钙化的机制知

之甚少[３]ꎮ
蛋白激酶 Ｃ( ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ＣꎬＰＫＣ)作为丝氨

酸￣苏氨酸激酶家族的成员之一ꎬ在心脑血管系统中

主要参与心肌肥大、缺血再灌注及血管收缩等生理

作用ꎮ 有研究表明 ＰＫＣα 作为骨基质蛋白ꎬ其通过

抑制成骨细胞分化及促进成骨细胞增殖以调控成

骨细胞功能ꎬ从而促进血管钙化ꎬ但 ＰＫＣ 是否参与

糖尿病介导的血管钙化ꎬ现有研究尚不能明确[４]ꎮ
为此ꎬ本研究旨在从人体层面观察 ＰＫＣ 在糖尿病血

管钙化中的作用及其是否与胫前动脉钙化积分存

在相关性ꎬ希冀为糖尿病血管钙化的防治带来新

思路ꎮ

１　 资料和方法

１.１　 研究对象

选取 ２０１２ 年 １０ 月至 ２０１６ 年 １ 月在江苏大学

附属医院骨科行糖尿病足大截肢住院治疗的患者

共 ６０ 例ꎮ 所有入选患者在经强化胰岛素及规范药

物治疗后因仍出现下肢、足部严重感染或足部坏

疽ꎬ无法血运重建而进行截肢术ꎮ 术前根据下肢胫

前动脉 ＣＴ 行钙化积分ꎬ并将截肢患者分为轻度钙

化组(０ 分<钙化积分<１００ 分ꎬｎ ＝ ２０)、中度钙化组

(１００ 分≤钙化积分< ２００ 分ꎬｎ ＝ ２０)、重度钙化组

(钙化积分≥２００ 分ꎬｎ＝ ２０)ꎮ 相关研究均经江苏大

学附属医院伦理委员会批准ꎬ签署知情同意书和手

术同意书ꎮ

１.２　 胫前动脉钙化的 ＣＴ 监测

采用德国西门子公司的 ６４ 排多层螺旋 ＣＴ 以

３ ｍｍ / １００ ｍｓ薄层扫描整个胫前动脉ꎮ 相关数据传

入西门子工作站ꎬ重建层厚为 １ ｍｍꎮ 采用 Ａｇａｔｓｔｏｎ
ｃａｌｃｉｕｍ ｓｃｏｒｅ 评分系统对胫前动脉的钙化进行定量

分析:将病灶 ＣＴ 值≥１３０ ＨＵꎬ钙化面积≥１.０ ｍｍ２

定义为钙化灶ꎬ钙化积分 ＝钙化灶 ＣＴ 值记分×钙化

灶面积ꎮ ＣＴ 值记分规定:１３０ ~ １９９ ＨＵ 为 １ꎬ２００ ~
２９９ ＨＵ 为 ２ꎬ３００~３９９ ＨＵ 为 ３ꎬ≥４００ ＨＵ 为 ４ꎮ 对

获得的图像逐层观察ꎬ圈出符合上述条件的病灶ꎬ
由软件计算出总钙化积分ꎮ
１.３　 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色

分离截肢患者胫前动脉ꎬ固定、常规脱腊、梯度

脱水后按 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 钙染色试剂盒(南京建成生物

工程研究所)操作ꎮ 石蜡切片置于 ２％硝酸银溶液

中ꎬ强阳光下直射 ４０ ｍｉｎ 后用蒸馏水冲洗 ３ 遍ꎬ吸
净蒸馏水后用 ５％硫代硫酸钠溶液定影处理 ２ ｍｉｎꎬ
再次用蒸馏水冲洗 ３ ｍｉｎꎬ中性品红复染 ３ ｍｉｎꎬ经梯

度脱水、二甲苯透明、中性树脂封片后ꎬ于光镜下观

察胫前动脉钙盐沉积及分布情况ꎮ
１.４　 ＰｅｐＴａｇ® Ａｓｓａｙ 法检测胫前动脉 ＰＫＣ 活性

分离胫前动脉ꎬ提取组织的胞膜蛋白ꎬＢＣＡ 蛋

白检测试剂盒(南京建成生物工程研究所)进行定

量检测ꎮ 取 ９ μＬ 未变性胞膜蛋白的粗提液加入到

１６ μＬ ＰＫＣ 活性检测反应液中(经过 ３０℃ ２ ｍｉｎ 处

理)ꎬ混匀后构成 ２５ μＬ 反应体系ꎮ ３０℃ ３０ ｍｉｎꎬ
９５℃ １０ ｍｉｎꎬ４℃避光保存ꎮ 取 ５ μＬ 反应终产物经

０.８％琼脂糖凝胶于 １００ Ｖ 的电压条件下水平电泳

１５ ｍｉｎꎬ终止电泳后 ＵＶＰ 凝胶电泳分析系统摄像ꎬ
显示胞膜 ＰＫＣ 的磷酸化与非磷酸化条带ꎬ切下凝胶

磷酸化条带 ２５０ μＬ 放入 １.５ ｍＬ 刻度离心管ꎬ９５℃
加热至凝胶溶解ꎮ 将 １７５ μＬ 热琼脂糖倒入含有

７５ μＬ Ｇｅｌ Ｓｏｌｕｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ (试 剂 盒 部 分)、
１００ μＬ冰乙酸和 １５０ μＬ 去离子水的试管中ꎬ摇匀后

将５００ μＬ溶液倒入 ０.５ ｍＬ 的比色杯中ꎬ可见 / 紫外

分光光度计读取 ５７０ ｎｍ 的吸光度值ꎬ以液化的不含

ＰｅｐＴａｇ® Ｐｅｐｔｉｄｅ 的琼脂糖作为空白值ꎮ 根据试剂

盒提供的数据和 Ｂｅｅｒ’ｓ 定律逐步计算酶活性ꎮ
１.５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

提取胫前动脉组织细胞膜蛋白ꎬＢＣＡ 蛋白定量
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并煮沸变性ꎬ８％ＳＤＳ￣聚丙烯酰胺凝胶进行电泳分离

后ꎬ电转移(１００ ｍＡ ２ ｈ)至 ＰＶＤＦ 膜上ꎮ ５％脱脂牛

奶 ４℃摇床摇育过夜后按 １ ∶ ５００ 加入 ＰＫＣα 一抗

(苏州睿瀛生物技术有限公司)ꎬ于 ４℃ 孵育 １２ ｈꎻ
ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬ每 ５ ｍｉｎ 换液 １ 次ꎻ按 １ ∶ １０００ 加入

辣根过氧化物酶标记的二抗ꎬ室温孵育 １.５ ｈꎻＴＢＳＴ
洗 ３ 次ꎬ每 ５ ｍｉｎ 换液 １ 次ꎻ用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 荧光检

测试剂激发荧光ꎬ蛋白条带采用 ＵＶＰ 凝胶图像分析

系统分析ꎬ以各组目的蛋白与内参照蛋白吸光度值

的比值来比较待测蛋白的表达差异ꎮ
１.６　 统计学分析

所得数据以 ｘ±ｓ 表示ꎬ组间比较采用方差分析及

ｔ 检验ꎬ三组间比较采用 Ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 分析并进而

采用 Ｐｏｓｔ Ｈｏｃ ＬＳＤ 进行显著性检验ꎬ相关分析采用

Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性分析ꎬ Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 糖尿病足截肢患者基线资料

６０ 例糖尿病足截肢患者年龄为 ６９±６ 岁ꎬ男女

性别比例为 ４.１ ∶ １ꎬ糖尿病病程为 １１.５±３.０ 年ꎻ相
关指标包括年龄、性别比、病程及治疗方案等在轻

度钙化组、中度钙化组与重度钙化组组间没有显著

性差异ꎮ
２.２　 糖尿病足截肢患者胫前动脉Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ染色情况

糖尿病足截肢患者胫前动脉Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色可见ꎬ
胫前动脉粥样硬化斑块内黑染的点灶状钙化分布在斑

块内针菱形胆固醇结晶和粉染的坏死物质周边ꎬ三组

间钙沉积对比显著ꎮ ＣＴ 扫描钙化积分定量分析显示ꎬ
相对于轻度钙化组ꎬ中度钙化组和重度钙化组胫前动

脉钙化积分分别增加了 ２.４５ 倍和 ４.３７ 倍(图 １)ꎮ

图 １. Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色观察糖尿病足截肢患者胫前动脉钙化(２００×)
Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ａｎｔｅｒｉｏｒ ｔｉｂｉａｌ ａｒｔｅｒｙ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｆｏｏｔ ａｍｐｕｔａｔｉｏｎ(２００×)

２.３　 糖尿病足截肢患者胫前动脉 ＰＫＣ 活性与钙化

积分的相关性

ＰｅｐＴａｇ® Ａｓｓａｙ 法分析显示ꎬ相对于轻度钙化

组ꎬ中度钙化组和重度钙化组胫前动脉 ＰＫＣ 活性分

别增加了 ２.９２ 倍和 ５.４８ 倍ꎬ三组间比较差异有统计

学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性分析显示ꎬ胫前

动脉 ＰＫＣ 活性与胫前动脉钙化积分呈正相关( ｒ ＝
０ ９３１ꎬＰ<０.００１ꎻ图 ２ 和表 １)ꎮ

图 ２. 糖尿病足截肢患者胫前动脉 ＰＫＣ 活性与钙化积分的相关性分析

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰＫＣ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ａｎｔｅｒｉｏｒ ｔｉｂｉａｌ ａｒｔｅｒｙ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｆｏｏｔ ａｍｐｕｔａｔｉｏｎ

２.４　 糖尿病足截肢患者胫前动脉 ＰＫＣα 的表达

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测显示ꎬ随着钙化的加重ꎬ胫前

动脉壁细胞膜上的 ＰＫＣα 显著增加ꎬ轻度钙化组、中

度钙化组、重度钙化组的相对吸光度值分别为

０.０９１±０.００８、０.２７８±０.０３２、０.５１２±０.１３０ꎬ组间比较

差异显著(Ｐ<０.０５ꎻ图 ３)ꎮ
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表 １. 糖尿病足截肢患者胫前动脉 ＰＫＣ活性与钙化积分(ｘ±ｓ)
Ｔａｂｌｅ １. ＰＫＣ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ａｎｔｅｒｉｏｒ
ｔｉｂｉａｌ ａｒｔｅｒｙ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｆｏｏｔ ａｍｐｕｔａｔｉｏｎ(ｘ±ｓ)

指标 轻度钙化组 中度钙化组 重度钙化组

钙化积分 ６５.８±２２.１ １６１.５±２６.５ａ ２８７.７±５７.９ａｂ

ＰＫＣ 活性(ｋＵ / Ｌ) ０.２６９±０.８８０ ０.７８６±０.１９５ａ １.４７５±０.４２５ａｂ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与轻度钙化组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与中度钙化组

比较ꎮ

图 ３. 糖尿病足截肢患者胫前动脉 ＰＫＣα的表达　 　 ａ 为 Ｐ<
０.０５ꎬ与轻度钙化组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＫＣα ｉｎ ａｎｔｅｒｉｏｒ ｔｉｂｉａｌ ａｒｔｅｒｙ
ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｆｏｏｔ ａｍｐｕｔａｔｉｏｎ

３　 讨　 论

最近十年我国糖尿病发病率增长迅猛ꎬ已成为
世界第一高发国[２]ꎮ 在糖尿病致死致残的重要并

发症中ꎬ动脉粥样硬化以其发生早、进展快、预后差

而日趋进入广大学者的研究视野[５￣６]ꎮ 作为动脉粥

样硬化晚期重要的并发症之一ꎬ血管钙化在预测心

脑血管疾病发病率及死亡率方面作用显著ꎬ尤其是

“点灶状微钙化”形成是诱发易损斑块破裂并导致

一系列急性心脑血管事件的关键因素[７￣９]ꎬ但迄今

为止血管钙化的分子基础尚不明确ꎮ ＰＫＣ 是由一

条单肽链组成多功能丝氨酸￣苏氨酸蛋白激酶ꎬ作为

骨基质蛋白成员之一ꎬ其在心血管领域中各亚型的

作用尚未完全阐明ꎬ通常认为 ＰＫＣα 及 ＰＫＣβ 通过

抑制心脏收缩而引发心衰ꎬ而 ＰＫＣδ 和 ＰＫＣε 主要

影响心肌肥大及缺血再灌注ꎬＰＫＣα 及 ＰＫＣδ 参与

细胞骨架改变及高磷诱导而调控血管钙化[１０]ꎮ
本研究探讨了 ＰＫＣ 在糖尿病足截肢患者胫前

动脉不同钙化程度中的改变及其可能关系ꎮ 根据

ＣＴ 评估胫前动脉钙化程度将患者分为轻度钙化组

(０ 分<钙化积分<１００ 分)、中度钙化组(１００ 分≤钙

化积分<２００ 分)、重度钙化组(钙化积分≥２００ 分)ꎮ
形态学检测显示随着胫前动脉内斑块的不断扩大

乃至管腔闭塞ꎬ胫前动脉斑块内钙颗粒密度不断增

加ꎬ提示钙化不断增加ꎬ但钙盐沉积始终呈点灶状

分布ꎮ 通过 ＰｅｐＴａｇ® Ａｓｓａｙ 法及Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 半定量

分析 ＰＫＣ 活性水平ꎬ同样显示随着钙化不断加重ꎬ
ＰＫＣ 活性水平呈增加趋势ꎮ Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性分析显

示 ＰＫＣ 活性水平与糖尿病足胫前动脉钙化积分正

相关ꎬ提示可能是 ＰＫＣα 亚型发挥了促进钙化演进

的作用ꎮ
有研究显示糖尿病大鼠平滑肌细胞中类似

ＰＫＣ 激活的通路激活后促进骨桥蛋白(ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎꎬ
ＯＰＮ)表达ꎬ而 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 半定量分析表明抑制

ＰＫＣ 后 ＯＰＮ 表达下调ꎬ后者可将集中破骨细胞于骨

吸收场所而促进骨吸收ꎮ 此外ꎬ长期高血糖作用形

成的糖基化晚期重要产物( ａｄｖａｎｃｅｄ ｇｌｙｃａｔｉｏｎ ｅｎｄ
ｐｒｏｄｕｃｔꎬＡＧＥ)与其受体 ＲＡＧＥ 结合后通过 ＰＫＣ ζ
触发一系列级联反应ꎬ包括 ｐ３８ 丝裂原活化蛋白激

酶(ｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬＭＡＰＫ) 及转化

生长因子 β( ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣βꎬＴＧＦ￣β)以

增加成骨表型而减低平滑肌细胞表型[１１￣１２]ꎻ抑制

ＰＫＣα 可增加碱性磷酸酶 ( ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅꎬ
ＡＬＰ)及骨钙蛋白( ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎꎬＯＣＮ)表达ꎬ而抑制

ＰＫＣβ 并未显著影响成骨细胞分化与增殖ꎮ 提示

ＰＫＣ 信号也参与血管钙化的过程ꎬ其中糖基化终末

产 物 受 体 ( ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｆｏｒ ａｄｖａｎｃｅｄ ｇｌｙｃａｔｉｏｎ ｅｎｄ
ｐｒｏｄｕｃｔꎬＲＡＧＥ)主要通过 ＰＫＣα 及 ＰＫＣδ 信号调控

血管壁平滑肌细胞钙化以增加成骨细胞表型 ＡＬＰ、
骨形态发生蛋白 ２ ( ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ￣２ꎬ
ＢＭＰ￣２)、Ｒｕｎｔ 相关转录因子 ２ ( Ｒｕｎｔ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｔｒａｎ￣
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ￣２ꎬＲｕｎｘ￣２)的表达ꎬ并降低平滑肌细

胞表型 ＳＭ２２α 水平[１３￣１４]ꎮ 进而推测 ＰＫＣ 可通过协

同 ＯＰＮ 或参与 ｐ３８ 信号及转化生长因子 ＴＧＦ￣β 途

径以参与糖尿病患者血管钙化的演进ꎮ
由于本研究的临床样本量很有限ꎬ有待进一步

研究以再次验证其相关性ꎬ为此课题组希冀在动物

和细胞水平进一步验证上述相关性并试图探究其

具体机制ꎮ
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