
[收稿日期] 　 ２０１７￣０７￣２２ [修回日期] 　 ２０１７￣０９￣３０
[基金项目] 　 国家自然科学基金(８１３７０４０８ꎬ８１７７０４５０)ꎻ江苏省自然科学基金(ＢＫ２０１３１２４６)ꎻ江苏省卫计委项目(Ｑ２０１３０８ꎬ
ＱＮＲＣ２０１６８３６)ꎻ江苏省研究生科研创新计划(ＫＹＣＸ１７＿１８０１)ꎻ镇江市社会发展项目(ＳＨ２０１５０３８ꎬＳＨ２０１５０２３)ꎻ江苏大学临床

专项(ＪＤＬＣＺＸ００１)
[作者简介] 　 戴俏武ꎬ副研究员ꎬ研究方向为血管钙化的防控ꎮ 通讯作者李丽华ꎬ硕士ꎬ主治医师ꎬ主攻动脉粥样硬化分子病

理ꎬＥ￣ｍａｉｌ 为 ３２８９９１１８１＠ ｑｑ.ｃｏｍꎮ

􀅰实验研究􀅰 [文章编号] 　 １００７￣３９４９(２０１７)２５￣１１￣１０８８￣０５

护骨素信号介导 Ｇｈｒｅｌｉｎ 调控 Ａ７ｒ５ 主动脉平滑肌细胞钙化

戴俏武１ꎬ 王中群２ꎬ 严金川２ꎬ 邵 晨２ꎬ 孙 振２ꎬ 包正阳２ꎬ 景乐乐２ꎬ 李丽华３

(江苏大学附属医院 １.科教科ꎬ２.心内科ꎬ３.病理科ꎬ江苏省镇江市 ２１２００１)

[关键词] 　 胃促生长素ꎻ　 护骨素ꎻ　 细胞核因子 κＢ 受体活化因子配体ꎻ　 血管钙化

[摘　 要]　 目的　 探讨胃促生长素(Ｇｈｒｅｌｉｎ)与护骨素(ＯＰＧ) / 细胞核因子 κＢ 受体活化因子配体(ＲＡＮＫＬ)在钙化发生

过程中的调控机制ꎮ 方法　 首先观察高脂高糖培养基中 Ａ７ｒ５(主动脉平滑肌细胞)钙化过程中 Ｇｈｒｅｌｉｎ 的变化情况ꎬ继之

观察外源性 Ｇｈｒｅｌｉｎ 干预后高脂高糖钙化培养基中 Ａ７ｒ５ 中 ＯＰＧ、ＲＡＮＫＬ 的表达变化ꎮ 最后观察 Ｇｈｒｅｌｉｎ 与 ＯＰＧ/ ＲＡＮＫＬ
在钙化发生过程中的调控机制ꎮ 各组细胞均于培养 １４ 天后进行相关检测(Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色、茜素红染色、细胞外钙沉积量

测定、免疫组织化学染色、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测)ꎮ 结果　 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色、茜素红染色及细胞外钙沉积量检测显示ꎬ高脂高糖

及 β￣甘油磷酸盐模拟的糖尿病代谢紊乱环境下ꎬＡ７ｒ５ 钙沉积量显著增加了 ５.２１ 倍ꎮ Ｇｈｒｅｌｉｎ 免疫组织化学染色及 ＩＰＰ６
定量分析显示ꎬ随着钙化的形成与发展ꎬＧｈｒｅｌｉｎ 表达明显下调ꎮ 外源性 Ｇｈｒｅｌｉｎ 可上调 ＯＰＧ 相对表达量 ６.２５ 倍ꎮ 相对于

高脂高糖钙化组ꎬａｎｔｉ￣ＯＰＧ 组钙沉积量增加了 １.３３ 倍(Ｐ<０.０５)ꎬＲＡＮＫＬ 组钙沉积量增加了 １.５９ 倍(Ｐ<０.０５)ꎻ相对于 ａｎｔｉ￣
ＯＰＧ 组ꎬａｎｔｉ￣ＯＰＧ＋Ｇｈｒｅｌｉｎ 组钙沉积量下调了 ４１.９％(Ｐ<０.０５)ꎻ相对于 ＲＡＮＫＬ 组ꎬＲＡＮＫＬ＋Ｇｈｒｅｌｉｎ 组钙沉积量下调了

５７.８％(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 ＯＰＧ/ ＲＡＮＫＬ 可介导 Ｇｈｒｅｌｉｎ 调控 Ａ７ｒ５ 主动脉平滑肌细胞钙化ꎮ
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[ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ]　 Ｇｈｒｅｌｉｎꎻ　 Ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎꎻ　 Ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ κＢ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｌｉｇａｎｄꎻ　 Ｖａｓｃｕｌａｒ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ
[ＡＢＳＴＲＡＣＴ]　 　 Ａｉｍ　 Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｈｒｅｌｉｎ ａｎｄ ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ (ＯＰＧ) / ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｃ￣
ｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ Ｂ ｌｉｇａｎｄ (ＲＡＮＫＬ) ｉｎ Ａ７ｒ５ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ.　 　 Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｇｈｒｅｌｉｎ ｉｎ Ａ７ｒ５ ｃａｌｃｉｆｉ￣
ｃａｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ￣ｌｉｐｉｄꎬ ｇｌｕｃｏｓｅ￣ｃｏｅｘｉｓｔｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ.　 Ａｎｄ ｔｈｅｎꎬ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＯＰＧ ａｎｄ ＲＡＮＫＬ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ
ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｇｈｒｅｌｉｎ ｏｎ Ａ７ｒ５ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ￣ｌｉｐｉｄꎬ ｇｌｕｃｏｓｅꎬ β￣ｇｌｙｃｅｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ￣ｃｏｅｘｉｓｔｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｉｎｖｅｓｔｉｇａ￣
ｔｅｄ.　 Ｆｉｎａｌｌｙꎬ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＯＰＧ / ＲＡＮＫＬ ａｎｄ ｇｈｒｅｌｉｎ ｉｎ Ａ７ｒ５ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ￣ｌｉｐｉｄꎬ ｇｌｕｃｏｓｅꎬ β￣ｇｌｙｃｅｒ￣
ｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ￣ｃｏｅｘｉｓｔｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｗａｓ ｅｘｐｌｏｒｅｄ.　 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｌｃｉｕｍ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ
ａｓｓａｙꎬ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ａｆｔｅｒ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｏｆ １４ ｄａｙｓ.　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ
Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｌｃｉｕｍ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｃａｌｃｉｕｍ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ Ａ７ｒ５
ｃｅｌｌｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ５.２１ ｔｉｍｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｄｉｓｏｒｄｅｒ ｓｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ￣ｌｉｐｉｄꎬ ｇｌｕｃｏｓｅꎬ β￣ｇｌｙｃｅｒｏ￣
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ￣ｃｏｅｘｉｓｔｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ. 　 Ｇｈｒｅｌｉｎ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ＩＰＰ６ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｈｒｅｌｉｎ ｗａｓ ｄｒａｍａｔｉｃａｌｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ. 　 Ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｇｈｒｅｌｉｎ
ｃｏｕｌｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＯＰＧ ｂｙ ６.２５ ｔｉｍｅｓ. 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅꎬｈｉｇｈ ｌｉｐｉｄ ａｎｄ ｃａｌｃｉｆｉｅｄ
ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｃａｌｃｉｕｍ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ａｎｔｉ￣ＯＰＧ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＲＡＮＫＬ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｒａｉｓｅｄ ｂｙ １.３３ ｔｉｍｅｓ (Ｐ<０.０５) ａｎｄ １.５９ ｔｉｍｅｓ
(Ｐ<０.０５)ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ａｎｔｉ￣ＯＰＧ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｃａｌｃｉｕｍ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ａｎｔｉ￣ＯＰＧ ｐｌｕｓ ｇｈｒｅｌｉｎ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｄｅ￣
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ｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ４１.９％ (Ｐ<０.０５)ꎻ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＲＡＮＫＬ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｃａｌｃｉｕｍ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ＲＡＮＫＬ ｐｌｕｓ ｇｈｒｅｌｉｎ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｄｅ￣
ｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ５７.８％ (Ｐ<０.０５).　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｇｈｒｅｌｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ Ａ７ｒ５ ｃｅｌｌｓ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｂｙ ＯＰＧ / ＲＡＮＫＬ ｓｉｇｎａｌ.

　 　 血管钙化(ｖａｓｃｕｌａｒ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ)是糖尿病、动脉

粥样硬化、慢性肾病和高血压等多种疾病状态下加速

不良事件发生的重要推手[１]ꎮ 其中ꎬ血管壁平滑肌细

胞丢失原有表型而获得成骨表型是血管钙化发生的

关键ꎬ但其机制一直未明[２]ꎮ 我们前期的研究显示ꎬ
在糖尿病截肢患者ꎬ血清胃促生长素(Ｇｈｒｅｌｉｎ)、护骨

素(ｏｓｔｅｏｐｒｏｇｅｒｉｎꎬＯＰＧ) /细胞核因子 κＢ 受体活化因

子配体(ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ ｂａｔａ
ｌｉｇａｎｄꎬＲＡＮＫＬ)水平对动脉粥样硬化斑块内不同级

别钙化有一定预警价值[３]ꎮ 已知护骨素信号 ＯＰＧ /
ＲＡＮＫＬ 可高效耦联成骨与破骨间的动态平衡ꎬＯＰＧ
拮抗钙化的发生ꎬ而 ＲＡＮＫＬ 则促进之[４]ꎮ Ｇｈｒｅｌｉｎ 是

由 ２８ 个氨基酸组成的肽类激素ꎬ在心血管系统中可

发挥舒张血管、收缩心肌等多种生物学效应[５]ꎮ 但

Ｇｈｒｅｌｉｎ 与 ＯＰＧ / ＲＡＮＫＬ 系统在糖尿病动脉粥样硬化

斑块内钙化的形成过程中的相互关系究竟如何ꎬ现有

的研究尚不能给出满意的答复ꎮ 为此ꎬ本研究拟从体

外主动脉平滑肌细胞水平ꎬ观察高脂高糖环境下外源

性 Ｇｈｒｅｌｉｎ、中和性抗体 ａｎｔｉ￣ＯＰＧ 和重组蛋白 ＲＡＮＫＬ
对钙化的影响ꎬ以期揭示 Ｇｈｒｅｌｉｎ 与 ＯＰＧ / ＲＡＮＫＬ 在

钙化发生过程中的调控机制ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 主要材料

Ａ７ｒ５ (主动脉平滑肌细胞株)购自中国科学院上

海细胞库ꎮ β￣甘油磷酸盐购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎮ 胎牛

血清购自 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎮ 钙含量检测试剂盒购自南京建

成生物工程研究所ꎮ Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色试剂盒购自上海

舜百生物有限公司ꎮ ａｎｔｉ￣ＯＰＧ 抗体、ａｎｔｉ￣ＲＡＮＫＬ 抗体

和 ａｎｔｉ￣Ｇｈｒｅｌｉｎ 抗体购自 Ａｂｃａｍ (Ｃａｍｂｒｉｄｇｅꎬ ＵＫ)ꎮ
ａｎｔｉ￣β￣ａｃｔｉｎ 抗体和所有二抗购自 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ Ｂｉｏｔｅｃｈ￣
ｎｏｌｏｇｙ (Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚꎬ ＣＡꎬ ＵＳＡ)ꎮ ＤＡＢ 染色试剂盒购自

福州迈新ꎮ 其他试剂均为进口或国产分析纯ꎮ
１.２　 细胞培养与分组

Ａ７ｒ５ 生长于含有 １０％胎牛血清的低糖 ＤＭＥＭ 培

养基中ꎬ置于 ３７.５℃ ５％ＣＯ２ 培养箱中培养ꎬ细胞长至

８０％融合度时传代并进行干预ꎮ 实验分三部分:①观

察高脂高糖钙化培养基中 Ａ７ｒ５ 钙化过程中 Ｇｈｒｅｌｉｎ
的变化情况ꎬ分组如下:对照组、高脂组(６００ μｍｏｌ / Ｌ
软 脂 酸 )、 高 脂 高 糖 组 ( ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｄ￣ｇｌｕｃｏｓｅ
＋６００ μｍｏｌ / Ｌ软脂酸)及高脂高糖钙化组(２５ ｍｍｏｌ / Ｌ

Ｄ￣ｇｌｕｃｏｓｅ ＋６００ μｍｏｌ / Ｌ软脂酸＋１０ ｍｍｏｌ / Ｌ β￣甘油磷

酸盐)ꎮ ②观察外源性 Ｇｈｒｅｌｉｎ 干预后高脂高糖钙化

培养基中 Ａ７ｒ５ 中 ＯＰＧ、ＲＡＮＫＬ 的表达变化ꎬ分组如

下: 高 脂 高 糖 钙 化 组 ( ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｄ￣ｇｌｕｃｏｓｅ
＋６００ μｍｏｌ / Ｌ软脂酸＋１０ ｍｍｏｌ / Ｌ β￣甘油磷酸盐)、Ｇｈ￣
ｒｅｌｉｎ 干预组(２５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｄ￣ｇｌｕｃｏｓｅ＋６００ μｍｏｌ / Ｌ 软脂

酸＋１０ ｍｍｏｌ / Ｌ β￣甘油磷酸盐＋１０－５ ｍｏｌ / Ｌ Ｇｈｒｅｌｉｎ)ꎮ
③观察 Ｇｈｒｅｌｉｎ 与 ＯＰＧ / ＲＡＮＫＬ 在钙化发生过程中的

调控机制ꎬ分组如下:高脂高糖钙化组(２５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｄ￣
ｇｌｕｃｏｓｅ ＋６００ μｍｏｌ / Ｌ软脂酸＋１０ ｍｍｏｌ / Ｌ β￣甘油磷酸

盐)、ａｎｔｉ￣ＯＰＧ 组(２５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｄ￣ｇｌｕｃｏｓｅ＋６００ μｍｏｌ / Ｌ
软脂酸＋１０ ｍｍｏｌ / Ｌ β￣甘油磷酸盐＋１００ ｍｇ / Ｌ ａｎｔｉ￣
ＯＰＧ 抗 体)、 ａｎｔｉ￣ＯＰＧ ＋ Ｇｈｒｅｌｉｎ 组 ( ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｄ￣
ｇｌｕｃｏｓｅ ＋６００ μｍｏｌ / Ｌ软脂酸＋１０ ｍｍｏｌ / Ｌ β￣甘油磷酸

盐 ＋１ ｍｇ / Ｌ ａｎｔｉ￣ＯＰＧ 抗 体 ＋ １０－５ ｍｏｌ / Ｌ Ｇｈｒｅｌｉｎ )、
ＲＡＮＫＬ 组(２５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｄ￣ｇｌｕｃｏｓｅ＋６００ μｍｏｌ / Ｌ 软脂酸＋
１０ ｍｍｏｌ / Ｌ β￣甘油磷酸盐＋１００ μｇ / Ｌ ＲＡＮＫＬ)、ＲＡＮＫＬ
＋Ｇｈｒｅｌｉｎ 组(２５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｄ￣ｇｌｕｃｏｓｅ ＋６００ μｍｏｌ / Ｌ软脂酸

＋ １０ ｍｍｏｌ / Ｌ β￣甘 油 磷 酸 盐 ＋ １００ μｇ / Ｌ ＲＡＮＫＬ
＋１０－５ ｍｏｌ / Ｌ Ｇｈｒｅｌｉｎ)ꎮ 以上各组连续 １４ 天 １％ＢＳＡ 的

培养基培养及干预后进行相关检测ꎮ
１.３　 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色及茜素红染色

对于 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色ꎬ将实验结束的细胞吸弃培

养基ꎬＰＢＳ 洗涤 ３ 遍后ꎬ４％多聚甲醛固定 ２０ ｍｉｎꎬ蒸
馏水冲洗 ２ 次ꎮ 加 ５％硝酸银溶液ꎬ紫外线下３０ ｍｉｎꎬ
蒸馏水充分洗涤ꎮ ５％硫代硫酸钠反应５ ｍｉｎꎬ蒸馏水

充分洗涤ꎮ １％中性红溶液染色约５ ｍｉｎꎬ蒸馏水洗

涤ꎮ 梯度乙醇脱水ꎬ二甲苯溶液中透明后封固ꎬ光镜

下观察细胞钙盐沉积情况并拍照ꎮ 阳性区域为黑色

钙沉积ꎮ 对于茜素红染色ꎬ将细胞用磷酸缓冲盐水洗

涤 ２ 次ꎬ在 ４℃的 ４％多聚甲醛中固定 ５ ｍｉｎꎬ室温下用

２％茜素红(ｐＨ ４.２)染色 ５ ｍｉｎꎬ用去离子水冲洗并拍

照ꎬ阳性区域为红色钙沉积区ꎮ
１.４　 细胞外钙沉积量测定

将实验结束的细胞吸弃培养基 ＰＢＳꎬ洗涤 ３ 遍

后ꎬ０.６ ｍｍｏｌ / Ｌ 稀盐酸 ３７℃ 脱钙 ２４ ｈꎮ 邻甲￣酚肽

络合酮法测定盐酸悬液中钙含量ꎮ 脱钙后的细胞

以 ＢＣＡ 法测定蛋白含量ꎬ以蛋白含量标化钙化量ꎮ
１.５　 免疫组织化学染色

将实验结束的细胞吸弃培养基ꎬＰＢＳ 洗涤 ３ 遍

后ꎬ４％多聚甲醛固定 ２０ ｍｉｎꎬ蒸馏水冲洗 ２ 次ꎮ ０.３％
过氧化氢甲醇 １５ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗涤 ５ ｍｉｎ×３ 次ꎬＢＳＡ 封
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闭ꎬ１ ∶ ３００ Ｇｈｒｅｌｉｎ 一抗 ４℃过夜ꎬＰＢＳ 洗涤５ ｍｉｎ×３
次ꎬ生物素标记的二抗室温孵育 １ ｈꎬＰＢＳ 洗涤 ５ ｍｉｎ×
３ 次ꎬ加入辣根过氧化物试剂ꎬ３７℃孵育 １ ｈꎬＰＢＳ 洗

涤 ５ ｍｉｎ×３ 次ꎬ加入 ＤＡＢ 显色 ５~１０ ｍｉｎꎬ显微镜下观

察着色情况适时终止反应ꎮ 利用 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６ 图

像分析软件将阳性染色与背景分开进行自动测量ꎬ进
行平均吸光度分析ꎮ 每张切片选择 ３ 个不同视野ꎬ取
平均值作为最终的平均吸光度值ꎮ
１.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

提取细胞总蛋白ꎬＢＣＡ 蛋白定量并煮沸变性ꎬ
电泳、转膜ꎮ ５％脱脂牛奶封闭ꎬ按比例(ＯＰＧ 一抗

稀释浓度 １ ∶ ８００ꎬＲＡＮＫＬ 一抗 １ ∶ ５００ꎬβ￣ａｃｔｉｎ 一抗

１ ∶ ２０００)加入一抗于 ４℃孵育 １２ ｈꎻＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次

后按 １ ∶ ２０００ 比例加入辣根过氧化物酶标记的二

抗ꎬ室温孵育ꎻＴＢＳＴ 洗 ３ 次ꎻ用 ＥＣＬ 荧光检测试剂

激发荧光ꎬ蛋白条带采用 ＵＶＰ 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
１.７　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ １９.０ 统计学软件进行分析ꎬ正态分布计

量资料用 ｘ±ｓꎻ非正态分布计量资料采用中位数±四分

位数间距表示ꎮ 两组间比较采用 ｔ 检验或 Ｍａｎｎ￣
Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ 检验ꎮ 计数资料采用率或百分比表示ꎬ组间

比较采用 χ２ 检验ꎮ 以 Ｐ< ０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 高脂高糖环境下钙化 Ａ７ｒ５ 主动脉平滑肌细胞

Ｇｈｒｅｌｉｎ 表达的变化

Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色、茜素红染色及细胞外钙沉积量

检测显示ꎬ高脂高糖及 β￣甘油磷酸盐模拟的糖尿病

代谢紊乱环境下ꎬＡ７ｒ５ 钙沉积量显著增加ꎻ相对于

对照组(１.３１±０.１２ ｍｍｏｌ / ｇ)ꎬ高脂高糖钙化组细胞

外钙沉积量(６.８３±０.７１ ｍｍｏｌ / ｇ)增加了 ５. ２１ 倍ꎮ
Ｇｈｒｅｌｉｎ 免疫组化染色及 ＩＰＰ６ 定量分析显示ꎬ随着

钙化的形成与发展ꎬＧｈｒｅｌｉｎ 表达明显下调ꎬ从对照

组的平均吸光度 １８７.５２±１９.１２ 下降至高脂高糖钙

化组的平均吸光度 ２０.９２±１.９８ꎮ 综合三种染色的结

果可知ꎬ钙化主动脉平滑肌细胞的 Ｇｈｒｅｌｉｎ 表达下调

(图 １)ꎮ

图 １. 高脂高糖环境下钙化 Ａ７ｒ５ 主动脉平滑肌细胞Ｇｈｒｅｌｉｎ 表达的变化(ｎ＝ ５)　 　 Ａ１￣Ｄ１ 为 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色ꎬＡ２￣Ｄ２ 为茜素红染色ꎬ
Ａ３￣Ｄ３ 为 Ｇｈｒｅｌｉｎ 免疫组织化学染色ꎬＥ 为钙沉积定量分析图ꎬＦ 为 ＩＰＰ６ 免疫组织化学半定量分析图ꎮ Ａ 为对照组ꎬＢ 为高脂组ꎬＣ 为高脂高糖

组ꎬＤ 为高脂高糖钙化组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与高脂组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与高脂高糖组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｇｈｒｅｌｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｃａｌｃｉｆｉｅｄ Ａ７ｒ５ ａｏｒｔｉｃ ＳＭＣ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ￣ｇｌｕｃｏｓｅ ａｎｄ ｈｉｇｈ￣ｌｉｐｉｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ(ｎ＝ ５)

０９０１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ １１ꎬ２０１７



２.２　 Ｇｈｒｅｌｉｎ 对 ＯＰＧ / ＲＡＮＫＬ 表达的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析显示高脂高糖钙化环境中ꎬ外
源性 Ｇｈｒｅｌｉｎ 可上调 ＯＰＧ 相对表达量 ６. ２５ 倍

(０.９８７± ０. ０８６ 比 ０. １５８ ± ０. ０１３ꎬ Ｐ < ０. ０５)ꎬ 下调

ＲＡＮＫＬ 相对表达量 ４３.０％(０.３１２±０.０２８ 比 ０.５４７±
０.０４９ꎬＰ<０.０５)(图 ２)ꎮ

图 ２. Ｇｈｒｅｌｉｎ对高脂高糖环境下钙化 Ａ７ｒ５主动脉平滑肌细胞ＯＰＧ/ ＲＡＮＫＬ表达的影响(ｎ＝５) ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与高脂高糖钙化组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｇｈｒｅｌｉｎ ｏｎ ＯＰＧ/ ＲＡＮＫＬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｃａｌｃｉｆｉｅｄ Ａ７ｒ５ ａｏｒｔｉｃ ＳＭＣ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ￣ｇｌｕｃｏｓｅ ａｎｄ ｈｉｇｈ￣ｌｉｐｉｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

２.３　 Ｇｈｒｅｌｉｎ 与 ＯＰＧ / ＲＡＮＫＬ 在钙化发生过程中的

调控关系

Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色及细胞外钙沉积量检测显示ꎬ相
对于高脂高糖钙化组ꎬａｎｔｉ￣ＯＰＧ 组钙沉积量增加了

１.３３倍(９.５１４±０.８７６ ｍｍｏｌ / ｇ 比 ７.１６４±０.６８３ ｍｍｏｌ / ｇꎬＰ<
０.０５)ꎬＲＡＮＫＬ 组钙沉积量增加了 １.５９ 倍(１１.４１４±
１.３７６ ｍｍｏｌ / ｇ比 ７.１６４±０.６８３ ｍｍｏｌ / ｇꎬＰ<０.０５)ꎻ相对于

ａｎｔｉ￣ＯＰＧ 组ꎬａｎｔｉ￣ＯＰＧ ＋Ｇｈｒｅｌｉｎ 组钙沉积量下调了

４１.９％(５.５２４±０.５３８ ｍｍｏｌ / ｇ 比 ９.５１４±０.８７６ ｍｍｏｌ / ｇꎬＰ<
０.０５)ꎻ相对于 ＲＡＮＫＬ 组ꎬＲＡＮＫＬ＋Ｇｈｒｅｌｉｎ 组钙沉积

量下调了 ５７.８％(４.８１３±０.４９５ ｍｍｏｌ / ｇ 比 １１.４１４±
１.３７６ ｍｍｏｌ / ｇꎬＰ<０.０５)(图 ３)ꎮ 综上ꎬＯＰＧ / ＲＡＮＫＬ
可介导 Ｇｈｒｅｌｉｎ 调控 Ａ７ｒ５ 主动脉平滑肌细胞钙化ꎮ

图 ３. Ｇｈｒｅｌｉｎ 与 ＯＰＧ / ＲＡＮＫＬ 在钙化发生过程中的调控关系(ｎ＝ ５)　 　 Ａ 为高脂高糖钙化组ꎬＢ 为 ａｎｔｉ￣ＯＰＧ 组ꎬＣ 为 ａｎｔｉ￣ＯＰＧ＋Ｇｈ￣
ｒｅｌｉｎ 组ꎬＤ 为 ＲＡＮＫＬ 组ꎬＥ 为 ＲＡＮＫＬ＋Ｇｈｒｅｌｉｎ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与高脂高糖钙化组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ａｎｔｉ￣ＯＰＧ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与
ＲＡＮＫＬ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｈｒｅｌｉｎ ａｎｄ ＯＰＧ / ＲＡＮＫＬ ｉｎ ｃａｌｃｉｆｉｅｄ Ａ７ｒ５ ａｏｒｔｉｃ ＳＭＣ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ￣ｇｌｕｃｏｓｅ ａｎｄ ｈｉｇｈ￣ｌｉｐｉｄ ｃｏｎ￣
ｄｉｔｉｏｎｓ(ｎ＝ ５)
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３　 讨　 论

在糖毒性代谢中间体及其他多种病理因素刺

激下ꎬ血管壁平滑肌细胞等间叶细胞发生成骨￣成软

骨细胞表型的转分化并进而介导羟基磷灰石钙盐

主动沉积在血管壁形成血管钙化ꎬ是急性心肌梗

死、主动脉夹层、血管撕裂、肢体缺血性坏疽等多种

临床不良事件发生的重要原因[６￣７]ꎮ 正是基于此原

因ꎬ寻获启动糖尿病动脉粥样硬化血管壁平滑肌细

胞发生表型转化的钙化级联信号及其传递路径一

直是近年来血管钙化研究领域的焦点ꎮ
护骨素是一种分泌型糖蛋白和缺乏跨膜结构域

的肿瘤坏死因子受体家族成员ꎬ广泛表达于各种成骨

细胞、骨髓基质细胞、主动脉平滑肌细胞和内皮细胞

等[８]ꎮ 最早以其抑制破骨细胞分化并上调骨密度的

生物学效应而受到学术界的关注ꎮ 以后随着研究的

深入发现 ＯＰＧ 作为一种诱饵受体ꎬ可结合并拮抗

ＯＰＧ 配体的相应功能ꎬ例如 ＯＰＧ 与 ＲＡＮＫＬ 竞争结

合后ꎬ可高效抑制 ＲＡＮＫＬ / ＲＡＮＫ 系统的作用ꎬ从而

抑制破骨细胞形成、分化、存活及活性ꎬ促进其成骨作

用[９]ꎮ 但由于骨￣血管轴钙化异象的存在ꎬ对成骨作

用的增强必定会抑制异位矿化例如血管钙化的形

成[４]ꎮ 研究证实:ＯＰＧ 缺陷小鼠成熟前即表现为严

重的骨质疏松及主动脉、肾动脉的血管钙化ꎬ而重组

ＯＰＧ 蛋白进行 ＯＰＧ 缺陷小鼠的治疗可有效逆转骨质

疏松和血管钙化的形成及演进[１０]ꎮ 但 ＯＰＧ / ＲＡＮＫＬ
系统究竟在糖尿病动脉粥样硬化斑块内钙化的形成

过程中发挥了什么样的作用以及作用机制如何ꎬ既往

的研究并不能给出满意的答复ꎮ
课题组前期研究显示[３]ꎬ糖尿病截肢患者随着

下肢动脉粥样硬化斑块内钙化程度的加重ꎬＧｈｒｅｌｉｎ
与 ＯＰＧ 表达下调ꎬ而 ＲＡＮＫＬ 上调ꎮ Ｇｈｒｅｌｉｎ(胃促生

长素)在神经内分泌、心血管、生殖、免疫等多个系

统中发挥着重要作用ꎻ近期的研究显示ꎬＧｈｒｅｌｉｎ 可

抑制炎症介质的释放及炎症通路的传递、放大ꎬ抑
制单核细胞的内皮下迁徙ꎬ抑制巨噬细胞对脂质的

吞噬和泡沫细胞的形成ꎬ抑制多种心脏病后的心律

失常、心室重构ꎬ可有效改善心血管疾病的远期预

后[１１]ꎮ 为了进一步明确 Ｇｈｒｅｌｉｎ 在糖尿病血管钙化

中的作用及相关机制ꎬ本研究采用高脂高糖钙化培

养基来模拟糖尿病的代谢紊乱ꎬ结果发现高脂高糖

环境下钙化的主动脉平滑肌细胞 Ｇｈｒｅｌｉｎ 表达显著

下调ꎮ 继之ꎬ用外源性 Ｇｈｒｅｌｉｎ 干预钙化细胞其显著

促进 ＯＰＧ 的合成而抑制 ＲＡＮＫＬ 的表达ꎬ这与前期

的临床研究相一致ꎮ 进一步地ꎬ采用中和性 ａｎｔｉ￣

ＯＰＧ 抗体及 ＲＡＮＫＬ 重组蛋白进行干预ꎬ 发现

Ｇｈｒｅｌｉｎ 与 ＯＰＧ / ＲＡＮＫＬ 信号在主动脉平滑肌细胞

钙化过程中存在着一定的调控关系ꎬ即护骨素信号

ＯＰＧ / ＲＡＮＫＬ 可介导 Ｇｈｒｅｌｉｎ 调控 Ａ７ｒ５ 主动脉平滑

肌细胞钙化ꎮ
本研究的创新之处在于在体外高脂高糖模拟

的糖尿病钙化微环境中证实了 Ｇｈｒｅｌｉｎ 与 ＯＰＧ /
ＲＡＮＫＬ 间的调控关系ꎬ与前述课题组的临床研究相

结合有力地阐释了外源性多肽分子可有效靶向于

钙化形成及演进ꎬ为未来的糖尿病大血管并发症的

防治策略带来了新的切入点ꎮ
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