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[摘　 要] 　 目的　 探究分拣蛋白(Ｓｏｒｔｉｌｉｎ)在糖尿病血管钙化中的作用机制ꎮ 方法　 选取 ２０１５ 年 ６ 月至 ２０１７ 年 ６
月在江苏大学附属医院骨科因糖尿病足截肢治疗的患者 ３０ 例ꎬ根据钙定量检测胫前动脉钙化情况并分为对照组

(钙定量<２ μｍｏｌ / ｍｇꎬ ｎ＝ １５)和钙化组(钙定量≥２ μｍｏｌ / ｍｇꎬ ｎ＝ １５)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定两组 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 水平ꎬ并对患

者血清学及临床指标进行相关分析ꎮ 基于人主动脉平滑肌细胞株(ＨＡ￣ＶＳＭＣ)构建糖尿病血管钙化体外模型ꎬ利
用茜素红染色检测钙化程度ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测该模型中 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 表达水平ꎮ 而后用 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 及 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 中和性抗体处

理该钙化模型ꎬ用钙盐染色和钙结节长径测定的方法显示 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 对于钙化模型的影响ꎮ 结果　 钙化组胫前动脉钙

化是对照组的 ４.９ 倍ꎬ同时 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 表达量也增加 ３.９２ 倍ꎮ 用含有羧甲基赖氨酸(ＣＭＬ)和氧化型低密度脂蛋白(ｏｘ￣
ＬＤＬ)的钙化培养液处理 ＨＡ￣ＶＳＭＣ 后ꎬ钙化明显增加ꎮ 在 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 重组蛋白刺激下ꎬＨＡ￣ＶＳＭＣ 钙化程度进一步加

重ꎬ钙结节长径明显增加ꎬ同时组织非特异性碱性磷酸酶(ＴＮＡＰ)表达水平也显著提高ꎮ 结论　 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 促进糖尿病

血管钙化ꎬ并使其向大钙化发展ꎮ
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ｉｎｔｏ ｍａｃｒｏｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ.

　 　 血管钙化是多种疾病的并发症[１￣２]ꎬ会增加痴

呆、中风、急性冠状动脉事件、肾功能不全和肢体缺

血的风险ꎬ严重影响患者的生活质量[３￣４]ꎮ 从钙化

类型来看ꎬ大钙化与稳定斑块有关ꎬ而微钙化( <５０
μｍ)常表现为易损斑块ꎬ容易发生急性心血管事

件[５]ꎬ因此研究血管钙化转归对于改善患者临床终

末事件具有深远的意义ꎮ 现有研究表明钙化是由

成骨和破骨平衡被打破而引发ꎬ成骨产生钙沉积ꎬ
破骨吸收钙沉积[６￣８]ꎬ如果血管平滑肌细胞(ｖａｓｃｕｌａｒ
ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌꎬＶＳＭＣ)发生完全成骨分化ꎬ则易

形成大钙化ꎻ若 ＶＳＭＣ 的破骨介质增加ꎬ则易形成微

钙化[９]ꎬ但其中确切的机制尚未完全清楚ꎮ 组织非

特异性碱性磷酸酶( ｔｉｓｓｕｅ ｎｏｎ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓ￣
ｐｈａｔａｓｅꎬＴＮＡＰ)和抗酒石酸酸性磷酸酶( ｔａｒｔｒａｔｅ￣ｒｅ￣
ｓｉｓｔａｎｔ ａｃｉｄ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅꎬＴＲＡＰ)分别是成骨和破骨

的标志物ꎬ两者在组织矿化过程中起着成骨和破骨

的作用[６￣７ꎬ１０￣１１]ꎮ 两种钙化类型中 ＴＮＡＰ 和 ＴＲＡＰ 是

否发生变化ꎬ仍有待进一步探究ꎮ 基因组学研究

(ｇｅｎｏｍｅ￣ｗｉｄｅ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｓｔｕｄｙꎬＧＷＡＳ)表明分拣蛋

白(Ｓｏｒｔｉｌｉｎ)基因与心血管疾病有显著关联[１２]ꎬ另有

研究也显示 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 是糖尿病和脂质代谢的重要生

物学指标ꎬ可以有效地反映机体代谢状况[１３]ꎮ 而

Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 与糖尿病血管钙化的关系ꎬ当前的研究尚无

法给出合理的解释ꎮ 与此同时ꎬ本课题组搜集了糖

尿病足患者截肢后的胫前动脉ꎬ并曾首次在国际上

复制了糖尿病血管钙化体外模型[１４￣１５]ꎬ借助上述工

作基础ꎬ本研究从体内和体外两个方面探讨 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ
在动脉粥样硬化斑块内钙化中的作用ꎬ为防治血管

钙化提供新的思路ꎮ

１　 资料和方法

１.１　 材料

人主动脉平滑肌细胞株(ＨＡ￣ＶＳＭＣ)购自中国

科学院上海细胞库ꎻ胎牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ
ＥＬＩＳＡ 试剂盒、钙含量检测试剂盒购自南京建成生

物工程研究所ꎻａｎｔｉ￣Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 抗体、ａｎｔｉ￣ＴＮＡＰ 抗体和

ａｎｔｉ￣ＴＲＡＰ 抗体购自 Ａｂｃａｍ(Ｃａｍｂｒｉｄｇｅꎬ ＵＫ)ꎻａｎｔｉ￣
β￣ａｃｔｉｎ 抗 体 和 所 有 二 抗 购 自 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ (Ｓａｎｔａ ＣｒｕｚꎬＣＡꎬＵＳＡ)ꎻＳｏｒｔｉｌｉｎ 重组蛋

白购自 Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ(ＭｉｎｎｅｓｏｔａꎬＵＳＡ)ꎻ茜素红染料

购自北京索莱宝科技有限公司ꎻＤＡＢ 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　 研究对象

选取 ２０１５ 年 ６ 月至 ２０１７ 年 ６ 月在江苏大学附

属医院骨科因糖尿病足行股骨中下 １ / ３ 截肢治疗的

患者共 ３０ 例ꎬ患者无严重创伤或无恶性肿瘤史ꎮ 截

肢主要是由于感染、严重缺血、局部坏疽而致无法

进行血运重建ꎮ 根据下肢胫前动脉钙定量检测结

果ꎬ将患者分为两组:对照组(钙定量<２ μｍｏｌ / ｍｇ)
和钙化组(钙定量≥２ μｍｏｌ / ｍｇ)ꎬ每组 １５ 例ꎮ 所有

手术均经江苏大学附属医院伦理委员会批准ꎬ并按

照制度进行ꎮ 患者签署知情同意书及手术同意书ꎬ
并报医务科备案ꎮ
１.３　 血清 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 检测

收集受检者空腹静脉血ꎬ离心分离血清并于

－８０ ℃保存ꎬ使用 ＥＬＩＳＡ 检测人 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 胞外域(７８￣
７６５)产生的多克隆抗体ꎬ按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒具体步

骤进行操作ꎮ
１.４　 细胞培养及体外钙化诱导

选用 ＨＡ￣ＶＳＭＣꎬ在 ３７℃、５％ＣＯ２ 条件下将细胞

培养于含有 １０％ＦＢＳ、３０ ｍｇ / Ｌ 青霉素及 １００ ｍｇ / Ｌ
的 ＤＭＥＭ 培养基中ꎮ 诱导钙化培养基(ＯＭ)需补充

２.５ ｍｍｏｌ / Ｌ β￣甘油磷酸酯和 ５０ ｍｇ / Ｌ 抗坏血酸ꎬ持
续诱导 ７ 天ꎮ 如前期研究[１４]所述ꎬ为模拟糖尿病患

者体内环境ꎬ在钙化诱导的 ＨＡ￣ＶＳＭＣ 中加入 ５０
ｍｇ / Ｌ 氧化型低密度脂蛋白(ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐ￣
ｏｐｒｏｔｅｉｎꎬｏｘ￣ＬＤＬ)及 １０ μｍｏｌ / Ｌ 羧甲基赖氨酸(Ｎε￣
ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌ￣ｌｙｓｉｎｅꎬＣＭＬ)ꎮ 然后通过在以下培养

基中培养细胞来研究 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 在 ＨＡ￣ＶＳＭＣ 钙化中的

作用:①ＯＭ＋ｏｘ￣ＬＤＬ＋ＣＭＬ 条件下钙化培养基ꎻ②在

ＯＭ＋ｏｘ￣ＬＤＬ＋ＣＭＬ 条件下ꎬ加入 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 重组蛋白

(１０－２ ｍｇ / Ｌ)ꎻ③在 ＯＭ＋ｏｘ￣ＬＤＬ ＋ＣＭＬ 条件下ꎬ用
Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 抗体(１ ｍｇ / Ｌ)处理含或不含 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ(１０－２

ｍｇ / Ｌ)的钙化培养基ꎮ 孵育 ７ 天后进行后述测量ꎮ
１.５　 ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色及茜素红 Ｓ 染色

对于 ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色ꎬ用 ２％多聚甲醛固定细胞ꎬ
去离子水洗涤后加入 ５％硝酸银ꎬ将细胞培养板置

于太阳光下ꎬ直至其变为黑色ꎮ 之后加入 ５％硫代

硫酸钠溶液 ５ ｍｉｎꎬ以除去未反应的银ꎬ中性品红复

染 ３ ｍｉｎ 并置于光镜下观察ꎮ 对于茜素红 Ｓ 染色ꎬ
用 ４℃、４％多聚甲醛固定 ５ ｍｉｎꎬ室温下用 ２％茜素

红(ｐＨ ４.２)染色 ５ ｍｉｎꎬ再用去离子水充分淋洗ꎮ 茜

素红染色培养物用 １０％十六烷基吡啶氯化物萃取

１０ ｍｉｎꎮ 使用分光光度计在 ５７０ ｎｍ 测定 ＯＤ 值ꎮ
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１.６　 钙含量测定

使用 ０.６ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 溶液对烘干的动脉组织(约
１０ ｍｇ)和细胞进行脱钙 ２４ ｈꎬ收集上清液ꎮ 使用邻

甲酚酞法测量钙含量ꎮ 并用 ＢＣＡ 蛋白测定试剂盒

测量蛋白质含量ꎬ并以蛋白含量标化钙化量ꎮ
１.７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

将细胞如上所述诱导培养至第 ７ 天ꎬ使用 ＲＩＰＡ
缓冲液制备细胞和组织裂解物ꎮ 通过 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分

离样品ꎬ转移到硝酸纤维素膜上ꎬ用 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 抗体、
ＴＮＡＰ 抗体、ＴＲＡＰ 抗体和 β￣ａｃｔｉｎ 抗体进行免疫印

迹ꎮ 按 １ ∶ ５０００ 比例加入辣根过氧化物酶标记的二

抗ꎬ３７℃孵育 １.５ ｈ 后ꎬ通过 ＥＣＬ 检测试剂盒的增

强ꎬ采用 ＵＶＰ 凝胶图像分析系统分析ꎮ
１.８　 统计学分析

数据以 ｘ±ｓ 表示ꎬ两组间比较使用 Ｓｔｕｄｅｎｔ ｔ 检
验或单因素方差分析ꎬ相关分析采用 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关

性分析ꎬＰ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 糖尿病足截肢患者的基线资料

　 　 对照组和钙化组糖尿病足截肢患者在男女性别

比例、平均年龄、ＢＭＩ、吸烟史、高血压比例、空腹血糖

(糖尿病患者强化胰岛素治疗后)、ＬＤＬＣ、总胆固醇、
甘油三酯及 ＨＤＬＣ 等方面没有显著差异ꎬ而糖尿病病

程存在显著差异ꎮ 提示糖尿病截肢患者胫前动脉钙

化程度可能随糖尿病病程增加而加重(表 １)ꎮ

表 １. 两组糖尿病足截肢患者的基线资料比较

Ｔａｂｌｅ １. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂａｓｅｌｉｎｅ ｄａｔａ ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｆｏｏｔ ａｍｐｕｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ

项目
对照组
(ｎ＝ １５)

钙化组
(ｎ＝ １５) Ｐ 值

男 /女(例) ９ / ６ １０ / ５ >０.９９

年龄(岁) ５７±１０ ６０±９ ０.５７

吸烟史(例) ７ ９ >０.９９

ＢＭＩ(ｋｇ / ｍ２) ２２.０６±２.４１ ２２.０９±２.６２ ０.９７

高血压(％) ３３.３３ ４０.００ >０.９９

糖尿病病程(年) ６±２ １５±４ <０.００１

总胆固醇(ｍｇ / ｄＬ) １６４.２９±２８.３２ １７８.４２±２１.２３ ０.１３

空腹血糖(ｍｇ / ｄＬ) １０４.６２±１６.３５ １０９.２１±１９.７７ ０.２３

甘油三酯(ｍｇ / ｄＬ) １７５.２１±２１.３５ １８５.１４±２２.０３ ０.２２

ＬＤＬＣ(ｍｇ / ｄＬ) １４１.７１±５.４７ １４４.３４±１０.５４ ０.３９

ＨＤＬＣ(ｍｇ / ｄＬ) ５１.７９±５.８３ ４８.８２±６.５８ ０.２０

２.２ 　 糖尿病足截肢患者胫前动脉钙化情况及

Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 的表达

钙化组胫前动脉钙化是对照组的 ４.９ 倍(０.８９０
± ０. ５７９ μｍｏｌ / ｍｇ 比 ４. ３６０ ± １. ２６７ μｍｏｌ / ｍｇꎬ Ｐ <
０.００１)ꎬ同时 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ钙化组 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ
的表达量比对照组提高 ３. ９２ 倍(０. ５７２ ± ０. ０４３ 比

０.１４６±０.０２３ꎬＰ<０.００１ꎻ图 １)ꎮ 由此可知ꎬＳｏｒｔｉｌｉｎ 的

表达随着钙化增加而增多ꎮ

图 １. 糖尿病足截肢患者胫前动脉钙化情况及 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 的表

达　 　 Ａ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测对照组和钙化组 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 的表达量ꎬＢ
为相对吸光度值半定量分析ꎬＣ 为对照组和钙化组胫前动脉钙定量

分析ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｅｒｉｏｒ ｔｉｂｉａｌ ａｒｔｅｒｙ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ Ｓｏｒｔｉｌｉｎ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｆｏｏｔ ａｍｐｕｔａｔｉｏｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ

２.３　 糖尿病足截肢患者血清 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 水平及与胫前

动脉钙定量的相关性

ＥＬＩＳＡ 结果显示ꎬ血清 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 水平在钙化组是

对照组的 ２.８７ 倍(Ｐ<０.０５ꎻ表 ２)ꎮ Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性

分析显示ꎬ血清 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 水平与胫前动脉钙定量正相

关( ｒ＝ ０.８９５６ꎬＰ<０.００１ꎻ图 ２)ꎮ

４９７ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ８ꎬ２０１８



表 ２. 糖尿病足截肢患者胫前动脉钙定量及血清 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 水

平(ｘ±ｓꎬ ｎ＝ １５)
Ｔａｂｌｅ ２. Ｃａｌｃｉｕｍ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ａｎｔｅｒｉｏｒ ｔｉｂｉａｌ ａｒｔｅｒｙ ａｎｄ
ｓｅｒｕｍ Ｓｏｒｔｉｌｉｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｆｏｏｔ ａｍｐｕｔａｔｉｏｎ
(ｘ±ｓꎬ ｎ＝ １５)

指标 对照组 钙化组

Ｓｏｒｔｉｌｉｎ(μｇ / Ｌ) １８.３２０±１０.３６０ ５４.５００±１５.５１０
钙定量(μｍｏｌ / ｍｇ) ０.８９０±０.５７９ ４.３６０±１.２６７

图 ２. 血清 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 水平与胫前动脉钙定量的相关性分析

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｅｒｕｍ Ｓｏｒｔｉｌｉｎ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｃａｌｃｉ￣
ｕｍ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ａｎｔｅｒｉｏｒ ｔｉｂｉａｌ ａｒｔｅｒｙ

２.４　 ＣＭＬ 对 ＨＡ￣ＶＳＭＣ 钙化及 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 表达的影响

茜素红 Ｓ 染色显示 ＣＭＬ 组较 ｏｘ￣ＬＤＬ 组和 ＯＭ
组钙化程度更重ꎬ定量检测发现 ＣＭＬ 组钙化是 ｏｘ￣
ＬＤＬ 组的 １.７８ 倍ꎬ是 ＯＭ 组的 ４.１７ 倍(１.４４３±０.０５７
比 ０.８１２±０.０３１ꎬＰ<０.０５ 和 １.４４３±０.０５７ 比 ０.３４６±

０.０２５ꎬＰ<０.００１ꎻ图 ３Ａ)ꎬ表明加入 ＣＭＬ 后ꎬ钙沉积

更多ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ加入 ＣＭＬ 后随着钙

化的加重ꎬＨＡ￣ＶＳＭＣ 中 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 表达量显著升高

(０.８６３±０.０２５ 比 ０. ５６９ ± ０. ０２４ꎬＰ< ０. ０５ 和 ０. ８６３ ±
０.０２５比 ０.３７６±０.０２４ꎬＰ<０.０５ꎻ图 ３Ｂ)ꎮ 此结果与糖

尿病足截肢患者胫前动脉检测结果一致ꎮ
２.５　 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 在人主动脉平滑肌细胞钙化形成中的

作用

ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色及钙定量分析显示ꎬ在对照组的

基础上加入 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 重组蛋白(１０－２ ｍｇ / Ｌ)后钙化明

显增多(Ｐ<０.０５)ꎻ若加入 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 抗体(１ ｍｇ / Ｌ)后
钙化显著减少(Ｐ<０.００１)ꎮ 以上结果说明 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ
可促进钙化ꎮ 同时也发现ꎬＳｏｒｔｉｌｉｎ 组钙化结节长径

明显增加ꎬ分别为对照组和 ａｎｔｉ￣Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 组的 ３.１４ 倍

和 ８.６８ 倍(８９.３５２±９.７２６ μｍ 比 ２８.４４３±３.０９５ μｍꎬ
Ｐ<０.０５ꎻ８９.３５２±９.７２６ μｍ 比 １０.２８９±１.００３ μｍꎬＰ<
０.０５)ꎮ 可见加入 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 后钙结节会增大ꎬ形成大

钙化ꎬ而用抗体阻断 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 后钙结节会进一步变

小ꎮ 以上结果显示 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 可诱导钙化向大钙化的

方向发展ꎮ 本研究进一步测定 ＴＮＡＰ 和 ＴＲＡＰ 在不

同钙化类型中的表达情况ꎬ结果发现 ＴＮＡＰ 变化与

钙定量结果及钙结节长径一致ꎬＳｏｒｔｉｌｉｎ 组中表达量

最高ꎮ ＴＲＡＰ 变化与此相反ꎬ在 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 组表达量最

低(图 ４)ꎮ 综上ꎬＳｏｒｔｉｌｉｎ 可能通过促进成骨分化并

抑制破骨表达而使钙化向着大钙化方向演进ꎮ

图 ３. ＣＭＬ 对 ＨＡ￣ＶＳＭＣ 钙化及 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 表达的影响　 　 Ａ 为茜素红 Ｓ 染色显示 ＨＡ￣ＶＳＭＣ 钙化及其定量分析ꎬ图中红色为钙沉积区ꎻ
Ｂ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 的表达量及相对吸光度定量分析ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＯＭ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＣＭＬ ｏｎ ＨＡ￣ＶＳＭＣ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓｏｒｔｉｌｉｎ
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图 ４. ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色检测ＨＡ￣ＶＳＭＣ 钙化情况及Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＴＮＡＰ 和 ＴＲＡＰ 的表达　 　 Ａ 为ＨＡ￣ＶＳＭＣ 钙化情况ꎬ黑色为

钙盐染色(放大倍数 １００×ꎬ标尺 ５０ μｍ)ꎻＢ 为钙化类型分析ꎬ上图为各组钙定量ꎬ下图为钙结节长径测定ꎻＣ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测成骨指标 ＴＮＡＰ
和破骨指标 ＴＲＡＰ 的表达量及其半定量分析ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ａｎｔｉ￣Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ＨＡ￣ＶＳＭＣ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＴＮＡＰ ａｎｄ ＴＲＡＰ

３　 讨　 论

Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 在多个细胞系起着调控蛋白质运输和

调节分泌的作用[１６￣１７]ꎬＧＷＡＳ 表明 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 相关基因

ＳＯＲＴ１ 与心血管疾病有关联[１０]ꎬ还有研究指出 Ｓｏｒ￣
ｔｉｌｉｎ 与脂代谢有密切关系[１８]ꎮ 此外ꎬＧｏｅｔｔｓｃｈ 等[１９]

的研究指出ꎬＳｏｒｔｉｌｉｎ 可以运输 ＴＮＡＰ 到细胞外囊泡

中ꎬ进而促进血管钙化的进展ꎮ 在促进钙化发展方

面ꎬ该研究与本研究的结论一致ꎮ 在钙化形态转归

方面ꎬ本研究是在糖尿病的前提下ꎬ通过分析糖尿

病足截肢患者胫前动脉和体外构建 ＨＡ￣ＶＳＭＣ 糖尿

病钙化模型来探究 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 在糖尿病血管钙化中的

作用ꎬ而 Ｇｏｅｔｔｓｃｈ 等研究是在动脉粥样硬化的背景

下探讨 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 调控血管钙化的内在机制ꎮ 两个研

究互为补充ꎬ进一步拓展了 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 的功能ꎮ
有研究表明ꎬ血管钙化是血管微环境中成骨与

破骨动态变迁的过程ꎬ成骨细胞负责钙基质沉积ꎬ
破骨细胞负责钙基质吸收[２０]ꎮ 钙化分为大钙化和

微钙化(<５０ μｍ)ꎬ大钙化易致血管顺应性降低ꎬ晚
期可导致心力衰竭ꎬ而微钙化是易损斑块的不良因

素ꎬ与急性心血管事件关系密切[２１]ꎬ因此研究钙化

转归对于临床意义深远ꎮ 本研究发现当 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 处

理细胞后ꎬ钙化结节明显增大ꎬ呈现为大钙化形式ꎬ
抑制 Ｓｏｒｔｉｌｉｎꎬ钙化趋向于弥漫点灶状ꎬ证明 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ
是钙化转归的一个关键调控点ꎬＳｏｒｔｉｌｉｎ 增加可使钙

化向大钙化的方向发展ꎮ
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为进一步探究 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 调控钙化转归的潜在机

制ꎬ本研究选取了 ＴＮＡＰ 和 ＴＲＡＰ 两个指标ꎮ ＴＮＡＰ
可以水解 ＰＰｉ 产生羟基磷灰石结晶所需的 Ｐｉꎬ胞外

Ｐｉ 不仅可以作为羟基磷灰石形成的底物ꎬ而且可以

作为促进钙化基因表达程序的诱导剂[２２]ꎬ是平滑肌

细胞成骨样表型的特异性标记物ꎮ ＴＲＡＰ 是破骨样

细胞的特异标记物ꎬ其可改变细胞周围微环境ꎬ抑
制细胞成骨分化ꎬ对 ＴＲＡＰ 基因缺失小鼠的研究发

现ꎬ小鼠各组织中矿化加重[１２]ꎬ这一现象支持 ＴＲＡＰ
抑制成骨的理论ꎮ 本研究中 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 能有效地促进

ＴＮＡＰ 表达并抑制 ＴＲＡＰ 表达ꎬ可见 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 可能通

过增强细胞成骨分化并抑制破骨物质表达而促进

钙化并使钙化向大钙化演进ꎮ 本研究还发现ꎬ对照

组与 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ＋ａｎｔｉ￣Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 组ꎬ虽然两组钙定量结果

无统计学意义ꎬ但是后者的钙结节尺寸却显著大于

前者ꎬ由此推测可能还存在其他调控钙化转归的途

径尚未被发现ꎬ后期我们还将从动物水平做进一步

的研究ꎮ
综上所述ꎬ通过对糖尿病足截肢患者胫前动脉

钙化的分析以及构建糖尿病血管钙化体外模型ꎬ我
们发现 Ｓｏｒｔｉｌｉｎ 可以促进钙化ꎬ同时诱导钙化形态向

大钙化方向发展ꎮ 此次研究为糖尿病血管钙化临

床预防、治疗及风险评估提供了理论依据ꎮ
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