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[摘　 要] 　 目的　 探讨 １ꎬ２５ 二羟基维生素 Ｄ３(１ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３)是否通过信号调控人脐静脉内皮细胞(ＨＵＶＥＣ)自

噬抑制细胞钙化及小鼠动脉粥样硬化斑块内钙化ꎮ 方法 　 (１)将体外培养的 ＨＵＶＥＣ 高脂刺激自噬后予 １ꎬ２５￣
(ＯＨ) ２Ｄ３ 干预后ꎬ通过荧光显微镜、透射电镜、蛋白免疫印记(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)检测细胞自噬水平ꎻ利用慢病毒过表达

或者沉默钙调蛋白(ＣａＭ)ꎬ运用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、茜素红染色法、钙检测试剂盒检测细胞钙化指标骨形态发生蛋白 ２
(ＢＭＰ￣２)、碱性磷酸酶(ＡＬＰ)ꎮ (２)取 ６~８ 周龄 ＡｐｏＥ－ / －雄性小鼠高脂饲养形成动脉粥样硬化模型ꎬ１ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３

灌胃后尾静脉注射 ＣａＭ 过表达或者沉默慢病毒ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测组织自噬及钙化水平指标ꎻ扫描电镜观察主动脉

斑块自噬小体及钙沉积ꎻＨＥ 及 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色法分别检测小鼠主动脉粥样硬化及钙化程度ꎮ 结果　 体外实验显

示ꎬ１ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ 处理后细胞自噬增强ꎬＣａ２＋与 ＣａＭ 上调ꎻ与对照组相比ꎬＣａＭ 过表达组自噬增强ꎬ细胞钙化减轻ꎬ
ＡｐｏＥ－ / －小鼠斑块内钙化明显被抑制ꎻＣａＭ 沉默组细胞自噬流不通畅ꎬ细胞钙沉积增加ꎻＡｐｏＥ－ / － 小鼠斑块内钙化明

显增加(Ｐ<０.０１) ꎮ 结论　 １ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ 通过 Ｃａ２＋ / ＣａＭ 信号调控 ＨＵＶＥＣ 自噬抑制细胞钙化及小鼠动脉粥样硬

化斑块钙化ꎮ
[中图分类号] 　 Ｒ３６３ [文献标识码] 　 Ａ

１ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ＨＵＶＥＣ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｔｈｒｏｕｇｈ Ｃａ２＋ / ＣａＭ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ＹＡＮＧ Ｐｉｎｇꎬ ＣＵＩ Ｘｉｎｇｇａｎｇꎬ ＬＩ Ｂｏꎬ ＸＵ Ｙａｏꎬ ＷＡＮＧ Ｚｈｏｎｇｑｕｎꎬ ＺＨＯＮＧ Ｗｅｉꎬ Ｓｈａｏ Ｃｈｅｎꎬ ＹＡＮ Ｊｉｎｃｈｕａｎ
(Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃａｒｄｉｏｌｏｇｙꎬ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｚｈｅｎｊｉａｎｇꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ ２１２００１ꎬ Ｃｈｉｎａ)
[ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ] 　 １ꎬ ２５￣( ＯＨ) ２Ｄ３ꎻ 　 ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎻ 　 ａｕｔｏｐｈａｇｙꎻ 　 ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎꎻ 　
ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ
[ＡＢＳＴＲＡＣＴ]　 　 Ａｉｍ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｗｈｅｔｈｅｒ １ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ ｃａｎ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｕｍ￣
ｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ (ＨＵＶＥＣ) ａｎｄ ｔｈｅ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃ ｐｌａｑｕｅ ｔｈｒｏｕｇｈ Ｃａ２＋ / ＣａＭ ｓｉｇｎａｌ.　 　
Ｍｅｔｈｏｄｓ　 (１) ＨＵＶＥＣ ｗｅｒｅ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｉｎ ｈｉｇｈ ｆａｔ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｔｏ ｓｔｉｍｕｌａｔｅ ａｕｔｏｐｈａｇｙ.　 Ｔｈｅ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ｄｅ￣
ｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎬ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙꎬ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ａｆｔｅｒ ＨＵＶＥＣ ｂｅｉｎｇ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ １ꎬ２５￣
(ＯＨ) ２Ｄ３ .　 Ｌｅｎｔｉｖｉｏｕｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓ ｏｒ ｓｉｌｅｎｃｅ ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ (ＣａＭ)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗａｓ ｔｅｓｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔꎬｃａｌｃｉｕｍ ｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｋｉｔꎬ Ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ. 　 ( ２) ＡｐｏＥ－ / － ｍｉｃｅ ｆｅｄ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ３
ｇｒｏｕｐｓ: ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (１ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ ２.５ μｇ / (ｋｇ􀅰ｄ) ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｉｎ ０.１ ｍＬ ｓｏｙｂｅａｎ ｏｉｌꎬ Ｇａｖａｇｅ)ꎻ ＣａＭ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｇｒｏｕｐ (ｃｏｎｔｒｏｌ ＋ＣａＭ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓꎬ Ｃａｕｄａｌ ｖｅｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ) ａｎｄ ＣａＭ ｓｉｌｅｎｃｅｄ ｇｒｏｕｐ ( ｃｏｎｔｒｏｌ ＋ＣａＭ ｓｉｌｅｎｃｅｄ
ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓꎬ Ｃａｕｄａｌ ｖｅｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ).　 Ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅｓ ａｎｄ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｅ ａｏｒｔａ.　 ＨＥ ａｎｄ Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ Ａｓ ｄｅｇｒｅｅ ａｎｄ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｏｒｔａꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.　 　
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｗａｓ ｐｒｏｍｔｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃａ２＋ ａｎｄ ＣａＭ ｗｅｒｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｆｔｅｒ ＨＵＶＥＣ ｂｅｉｎｇ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ
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ｂｙ １ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ .　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＣａＭ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｅｎｈａｎｃｅｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ
ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ＨＵＶＥＣ ａｎｄ Ａｓ ｐｌａｑｕｅ ｉｎ ＡｐｏＥ－ / －ｍｉｃｅ. 　 Ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ＣａＭ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎꎬ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｉｎ ＨＵＶＥＣ ａｎｄ ｐｌａｑｕｅｓ. 　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 １ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ＨＵＶＥＣ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｔｏ
ｉｎｈｉｂｉｔ ｃｅｌｌ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｌａｑｕｅ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ Ｃａ２＋ / ＣａＭ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ.

　 　 动脉粥样硬化(ａｔｈｅｒｏｓｉｓꎬ Ａｓ)是一种慢性炎症

性疾病ꎬ斑块内钙化是其终末病理表现ꎬ可引发严

重的心脑血管及外周血管疾病等不良事件ꎮ 血管

内皮细胞(ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌꎬＶＥＣ)损伤是 Ａｓ
发生发展的始动环节[１￣２]ꎬ炎症、氧化应激、饥饿等

多种因素干预诱发内皮细胞的异常自噬在内皮细

胞功能异常中发挥了关键作用[３￣４]ꎮ 自噬是细胞利

用溶酶体降解细胞内受损的细胞器、变性蛋白及衰

老结构等ꎬ清除和回收利用大分子物质ꎬ从而进行

损伤修复、细胞更新及促进细胞生存的生物过

程[５]ꎮ 最新研究表明[６￣８]ꎬ自噬在 Ａｓ 的形成以及斑

块钙化中发挥了重要作用ꎬ促进内皮细胞自噬水平

可以稳定细胞功能、促进细胞存活ꎻ抑制自噬后ꎬ内
皮细胞功能障碍ꎬ向成骨￣成软骨表型方向分化ꎬ促
进钙化[９]ꎮ 表明自噬水平的改变影响内皮细胞功

能ꎮ 目前将自噬作为疾病治疗靶点的研究越来越

多[１０￣１１]ꎬ１ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ 有增强自噬的药理学作用ꎬ
近来ꎬ有研究利用 １ꎬ２５￣( ＯＨ) ２Ｄ３ 治疗炎症性肠

病[１２]及多发性硬化[１３]ꎻ我们前期用 １ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３

干预 ＨＵＶＥＣ 后ꎬ细胞 Ｃａ２＋ 水平升高并激活钙调蛋

白( ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎꎬ ＣａＭ) 进而减轻细胞钙化ꎮ １ꎬ２５￣
(ＯＨ) ２Ｄ３ 增强自噬这一特点可能在预防、治疗 Ａｓ
等自噬相关的疾病中具有一定的前景ꎮ 本研究旨

在明确 １ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ 是否通过影响血管内皮细胞

自噬进而影响钙化以及如何调控自噬影响钙化ꎬ从
而为 Ａｓ 的防治提供新的治疗策略及靶点ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 主要材料和试剂

６~８ 周龄 ＡｐｏＥ－ / －雄性小鼠购于南京大学动物

中心ꎮ 人脐静脉内皮细胞(ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎ￣
ｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬ ＨＵＶＥＣ) 购于中科院上海细胞库ꎮ
１ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ 购于美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎮ Ｕ６￣ＶｓｈＲＮＡ￣
ＣＭＶ￣ＰｕｒｏＲ 空白载体对照、ＣａＭ 过表达及沉默表达

慢病毒 (１ × １０１２ ＰＦＵ / Ｌ)由上海生工合成ꎬ ＣＤ３１、
ＬＣ３Ⅱ / Ⅰ、ｐ６２ 一抗购于美国 Ａｂｃａｍ 公司ꎻ骨形态

发生蛋白 ２(ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ￣２ꎬＢＭＰ￣２)、
碱性磷酸酶(ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅꎬＡＬＰ)抗体购于美

国 Ｉｍｍｕｎｏｗａｙ 公 司ꎻ Ａｄ￣ｍＲＦＰ￣ＧＦＰ￣ＬＣ３ ( １ × １０１３

ＰＦＵ / Ｌ)购于汉恒生物科技有限公司ꎻ钙离子检测试

剂盒购于南京建成公司ꎻ苏木素、伊红染色液购买

于碧云天生物技术研究所ꎻ茜素红染色液试剂盒购

于康为世纪公司ꎻＶｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色液购自上海舜百生

物有限公司ꎮ
１.２　 体外细胞培养及分组

将 ＨＵＶＥＣ 用含 １０％ＦＢＳ 的ＤＭＥＭ 培养基 ３７℃、
５％ＣＯ２ 环境下培养进行如下实验ꎮ ( １) １ꎬ ２５￣
(ＯＨ) ２Ｄ３对细胞自噬的影响ꎬ实验分为:空白组、对
照组( ｏｘ￣ＬＤＬ ４０ ｍｇ / Ｌ)和 １ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ 干预组

(ｏｘ￣ＬＤＬ ４０ ｍｇ / Ｌ ＋ １ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ ５０ μｇ / Ｌ)ꎻ培养

２４ ｈ 后分别利用荧光显微镜观察自噬小体与溶酶

体融合情况ꎬ透射电镜检测自噬小体数量及钙沉积

情况ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＬＣ３Ⅱ / Ⅰ、ｐ６２ 及 ＣａＭ 蛋

白表达水平ꎮ (２)继之在 １ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ 干预细胞

的基础上过表达或沉默表达 ＣａＭꎬ观察 Ｃａ２＋ / ＣａＭ
对于细胞钙化的影响ꎬ实验分为:①对照组(ｏｘ￣ＬＤＬ
４０ ｍｇ / Ｌ ＋１ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３５０ μｇ / Ｌ)ꎻ②空载体组(对
照组基础上加空白病毒载体 ４ μＬ / 孔)ꎻ③ＣａＭ 过表

达组(对照组基础上加 ＣａＭ 过表达慢病毒 ４ μＬ /
孔)ꎻ④ＣａＭ 沉默组(对照组基础上 ＣａＭ 沉默表达

慢病毒 ４ μＬ / 孔)ꎻ病毒干预 ４ ｈ 后更换普通培养基

继续培养至 ２４ ｈꎬ通过钙离子检测试剂盒检测细胞

Ｃａ２＋含量ꎬ茜素红染色检测细胞钙化ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测 ＣａＭ 水平变化以及钙化相关蛋白 ＢＭＰ￣２ 和

ＡＬＰ 表达ꎮ
１.３　 体内实验分组及方法

取 ６~８ 周龄 ＡｐｏＥ－ / － 小鼠 １８ 只ꎬ体重约 ２０ ｇꎬ
ＳＰＦ 级动物实验中心予以高脂饲养(０.３％胆固醇ꎬ
１５％可可脂)至第 １２ 周ꎬ随机分为三组ꎬ每组 ６ 只:
①对照组(高脂饲养＋１ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ ２.５ μｇ / (ｋｇ􀅰
ｄ)溶于 ０.１ ｍＬ 大豆油ꎬ隔日一次灌胃ꎬ连续 ４ 周)ꎻ
②ＣａＭ 过表达组(对照组基础上加 ＣａＭ 过表达慢病

毒 １００ μＬ 尾静脉注射)ꎻ③ＣａＭ 沉默组(对照组基

础上加 ＣａＭ 沉默表达慢病毒 １００ μＬ 尾静脉注射)ꎮ
１ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ 灌胃后 １ 周ꎬＣａＭ 过表达及沉默表

达病毒于 １７ 周、１９ 周尾静脉注射各 ２ 次ꎬ第 ２０ 周

脱臼法处死小鼠并在胸主动脉节段取材ꎬＷｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测组织自噬及钙化水平ꎬ电镜检测斑块内自

噬小体及钙化ꎬＨＥ 染色评价 Ａｓ 程度ꎬＶｏｎ Ｋｏｓｓａ 染
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色法检测斑块钙化情况ꎮ
１.４　 免疫荧光检测自噬及自噬流

将空白组、对照组及 １ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ 干预组

ＨＵＶＥＣ 分别感染自噬双标腺病毒 (ｍＲＦＰ￣ＧＦＰ￣
ＬＣ３)后观察自噬流ꎮ 将 １×１０４的细胞种于 １２ 孔板

中培养 ２４ ｈꎬ按 ２００ ∶ １ 比例用无血清培养基稀释浓

缩腺病毒ꎬ１２ 孔板每孔加入 ４００ μＬ 腺病毒稀释液ꎬ
４ ｈ 后 ＰＢＳ 洗 ２ 遍更换为含 １０％ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养

基继续培养 ２４ ｈꎬ固定、染核、拍照分析ꎮ
１.５　 透射电镜观察 ＨＵＶＥＣ 及 Ａｓ 斑块中自噬小体

形成

收集连续干预 １４ 天的内皮细胞ꎬ５００ ｇ 离心 ５
ｍｉｎ 后ꎬ弃上清ꎬ加入 ４℃预冷 ３％戊二醛溶液预固定

５ ｍｉｎꎬ吹打细胞ꎬ置于冰上ꎮ ５００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎ 后ꎬ弃
上清ꎬ加入 ４ ℃ 预冷 ３％戊二醛溶液及少许 １０％
ＢＳＡꎬ冰上放置 ４ ｈꎬＰＢＳ 清洗细胞后ꎬ用 １％锇酸冰

上固定 ２ ｈꎻ不同浓度梯度酒精及丙酮脱水ꎬ环氧树

脂、包埋ꎬ烘箱内烘烤固化ꎬ超薄切片机切片ꎬ３％醋

酸铀￣枸橼酸铅双染色后进行电镜观察ꎮ ＡｐｏＥ－ / －小

鼠胸主动脉粥样硬化斑块分别缓慢加入 ３％戊二

醛ꎬ置于 ４ ℃冰箱内固定 ４ ｈ 以上ꎬＰＢＳ 漂洗 ３ 次ꎬ
每次 １０ ｍｉｎꎬ４ ℃冰箱过夜ꎮ 余步骤同细胞电镜ꎮ
１.６　 钙含量测定

向培养细胞的 ６ 孔板每孔加入 ｌ ｍＬ ０.６ ｍｍｏｌ /
Ｌ ＨＣｌꎬ按钙含量检测试剂盒说明配置反应液ꎬ在酶

标仪上读取波长为 ６１０ ｎｍ 处的吸光度值ꎮ 按公式

计算钙含量ꎮ 将 ６ 孔板中剩余的细胞提取细胞总蛋

白ꎬＢＣＡ 法测定细胞蛋白含量ꎮ 用每孔中蛋白含量

标化钙含量(钙离子含量 / 蛋白含量单位:ｍｏｌ / ｇ 蛋

白)ꎮ 实验重复 ３ 次ꎬ并进行统计学分析ꎮ
１.７　 细胞茜素红染色

按照前文所述处理细胞后继续培养 １ 周ꎬ各组

细胞 ＰＢＳ 冲洗 ３ 次ꎬ４％多聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎꎬ双蒸

水漂洗 ３ 次ꎻ按照试剂盒步骤说明行茜素红染色ꎻ染
色后封片ꎬ置于倒置显微镜下观察、拍照ꎮ
１.８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＣａＭ、自噬相关蛋白 ＬＣ３
Ⅱ / Ⅰ、ｐ６２、Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 及钙化指标 ＢＭＰ￣２、ＡＬＰ 蛋白

表达水平

收集分组干预后的 ＨＵＶＥＣ 及 ＡｐｏＥ－ / － 小鼠主

动脉ꎬ加入含 １％ＰＭＳＦ 的 ＲＩＰＡ 裂解液ꎬ冰上裂解 １
ｈꎬ４ ℃ １２０００ ｇ １５ ｍｉｎ 离心收集细胞及组织裂解物

样本缓冲液ꎬ１００ ℃变性 ８ ｍｉｎ 后 １２％ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分

离蛋白ꎬ再以 ３５０ ｍＡ 恒流转印至 ＰＶＤＦ 膜ꎮ 将膜置

于 ５％脱脂奶粉的 ＴＢＳ / Ｔ 室温封闭 １ ｈꎮ 再分别用

相应的兔抗鼠 ＣａＭ(１ ∶ １０００)、兔抗鼠 ＬＣ３Ⅱ / Ⅰ
(１ ∶ １０００)、鼠抗鼠 ｐ６２(１ ∶ １０００)、兔抗鼠 ＢＭＰ￣２
(１ ∶ １０００)、兔抗鼠 ＡＬＰ(１ ∶ １０００)、鼠抗鼠 β￣ａｃｔｉｎ
(１ ∶ １０００)４ ℃孵育过夜ꎮ 次日 ＴＢＳ / Ｔ 洗涤 １０ ｍｉｎ
×３ 次ꎬ采用 ＨＲＰ 的羊抗兔 ＩｇＧ(１ ∶ ５０００)、ＨＲＰ 标

记的羊抗鼠(１ ∶ ０００)ꎬ３７ ℃ 孵育 １ ｈꎬＴＢＳ / Ｔ 洗涤

１０ ｍｉｎ×３ 次ꎬＥＣＬ 显色系统定影显色ꎬ扫描分析条

带灰度值ꎬ以灰度值定量代表蛋白表达水平ꎮ
１.９　 组织 ＨＥ 及 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色

分别对各干预组主动脉斑块区节段取材ꎬＨＥ
染色评价 Ａｓ 的程度ꎻ然后行组织 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色评

价斑块性质及钙化ꎮ 具体步骤:①４％多聚甲醛固定

３０ ｍｉｎꎻ②滴加 ２％ ＡｇＮＯ３ꎬ紫外照射 ３０ ｍｉｎꎬ去离子

水洗 ３ 次ꎻ③硫代硫酸钠处理 ５ ｍｉｎꎬ再次去离子水

洗 ３ 次ꎻ④中性红染色 ３ ｍｉｎꎻ脱水、封片ꎮ 倒置显微

镜下观察ꎬ进行统计学分析ꎮ
１.１０　 统计学分析

实验数据采用统计软件 ＳＰＳＳ １７.０ 分析ꎮ 正态

分布数据采用 ｘ±ｓ 表示ꎬ多组之间比较采用单因素

方差分析ꎬ以 Ｐ<０.０５ 表示差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 １ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３增强 ＨＵＶＥＣ 自噬水平及减少

ＨＵＶＥＣ 钙化

荧光显微镜观察结果显示:空白组荧光斑点较

少ꎬ对照组的总斑点数较空白组增加ꎬ黄色斑点增

多ꎬ红色斑点极少ꎬ表明自噬增强ꎬ而自噬流不通

畅ꎻ１ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ 干预组的总斑点数较对照组增

加ꎬ且红色斑点较多ꎬ黄色斑点较对照组少ꎬ表明自

噬增强ꎬ自噬流通畅(图 １)ꎮ
透射电镜观察 ＨＵＶＥＣ 中自噬小体及钙化ꎬ结

果显示 １ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ 干预组及对照组 ＨＵＶＥＣ 中

自噬小体增多ꎬ对照组钙化沉积(图 ２)ꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示:与空白组比较ꎬ对照组

ＬＣ３Ⅱ / Ⅰ比值、ｐ６２ 表达增加(Ｐ<０.０５)ꎬＣａＭ 表达

差异无统计学意义ꎻ与对照组相比ꎬ１ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３

干预组小鼠主动脉 ＬＣ３Ⅱ / Ⅰ和 ＣａＭ 表达增多ꎬｐ６２
表达减少(Ｐ<０.０５ꎻ图 ３)ꎮ
２. ２ 　 １ꎬ ２５￣( ＯＨ) ２Ｄ３ 通过 Ｃａ２＋ / ＣａＭ 信号抑制

ＨＵＶＥＣ 钙化

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示:与对照组及空载体组比

较ꎬＣａＭ 沉默组的 ＢＭＰ￣２、ＡＬＰ 蛋白表达水平升高ꎬ
而 ＣａＭ 过表达组 ＢＭＰ￣２、ＡＬＰ 表达减少ꎻＣａＭ 沉默
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组的 ＢＭＰ￣２、ＡＬＰ 蛋白表达水平均高于 ＣａＭ 过表达

组(Ｐ<０.０５ꎻ图 ４)ꎮ
细胞茜素红染色结果显示 ＣａＭ 过表达组钙沉

积明显减少ꎬ而 ＣａＭ 沉默组钙沉积程度明显增加ꎬ
高于对照组及空载体组(图 ５)ꎮ

Ｃａ２＋浓度检测结果显示:对照组、空载体组、
ＣａＭ 过表达组与 ＣａＭ 沉默组的 Ｃａ２＋ 浓度分别为

(０.０３１±０.００３) ｍｏｌ / ｇ 蛋白、(０.０２９±０.０３)ｍｏｌ / ｇ 蛋

白、(０.０１７±０.００３)ｍｏｌ / ｇ 蛋白、(０.０４２±０.００３) ｍｏｌ / ｇ

蛋白比ꎻ与对照组及空载体组比较ꎬＣａＭ 过表达组

Ｃａ２＋浓度降低(Ｐ<０.０５)ꎬＣａＭ 沉默组 Ｃａ２＋浓度升高

(Ｐ<０.０５ꎻ图 ６)ꎮ
２. ３ 　 １ꎬ ２５￣( ＯＨ) ２Ｄ３ 通过 Ｃａ２＋ / ＣａＭ 信号调控

ＡｐｏＥ－ / －小鼠 Ａｓ 自噬抑制斑块钙化

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示:与对照组相比ꎬＣａＭ 过

表达组及 ＣａＭ 沉默组 ＬＣ３Ⅱ / Ⅰ增多ꎬＣａＭ 沉默组

ＢＭＰ￣２ 水平高于对照组及 ＣａＭ 过表达组(Ｐ<０.０５ꎻ
图 ７)ꎮ

图 １. １ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３增强 ＨＵＶＥＣ 自噬流的免疫荧光观察(４００×ꎬｎ ＝ ５) 　 　 ＧＦＰ＋ＲＦＰ＋ Ｍｅｒｇｅ 后即黄色斑点为自噬体ꎬＧＦＰ–ＲＦＰ＋

Ｍｅｒｇｅ 后即红色斑点指示自噬溶酶体ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ＬＣ３ ｐｕｎｃｔａ ａｆｔｅｒ ＨＵＶＥＣ ｗｅｒｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｅｄ ｗｉｔｈ １ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３(４００×ꎬｎ＝ ５)

图 ２. 透射电镜观察 １ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３对 ＨＵＶＥＣ 自噬小体及钙化的影响(ｎ＝ ５) 　 　 红色箭头所示为自噬小体ꎬ白色箭头所示为细胞

核ꎬ黑色箭头所示为钙沉积ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２.ＴＥＭ ｓｈｏｗｉｎｇ ａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅｓ ａｎｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｉｎ ＨＵＶＥＣ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｅｒｖｅｎｅｄ ｗｉｔｈ １ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３(ｎ＝ ５)

４９０１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ １１ꎬ２０１８



图 ３. １ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ 对各组 ＨＵＶＥＣ 自噬相关蛋白 ＬＣ３、ｐ６２ 及 ＣａＭ 蛋白表达水平的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｓｈｏｗｅｄ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ １ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＣ３ Ⅱ /Ⅰꎬ ｐ６２ ａｎｄ ＣａＭ ｉｎ ＨＵＶＥＣ ｏｆ

ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

图 ４. １ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ 通过 Ｃａ２＋ / ＣａＭ 信号对 ＨＵＶＥＣ 钙化相关蛋白 ＢＭＰ￣２、ＡＬＰ 表达水平的影响　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组和

空载体组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＣａＭ 过表达组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ １ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＢＭＰ￣２ ａｎｄ ＡＬＰ ｏｆ ＨＵＶＥＣ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｔｈｒｏｕｇｈ Ｃａ２＋ / ＣａＭ ｓｉｇｎａｌ

　 　 透射电镜观察 ＡｐｏＥ－ / －小鼠 Ａｓ 斑块中自噬小体

及钙化结果显示:ＣａＭ 过表达组及 ＣａＭ 沉默组自噬
小体增多ꎬＣａＭ 沉默组可见钙沉积(图 ８)ꎮ

ＡｐｏＥ－ / －小鼠胸主动脉 ＨＥ 及 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色结
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果显示ꎬ各组均可见 Ａｓ 斑块形成ꎬ对照组及 ＣａＭ 沉

默组管腔结构紊乱ꎬ内膜连续性破坏ꎬ为弥漫斑块ꎮ
ＣａＭ 过表达组斑块面积最小ꎮ Ｖｏｎ ｋｏｓｓａ 染色结果

显示:ＣａＭ 沉默组斑块中可见明显钙化灶ꎻ对照组

及 ＣａＭ 过表达组斑块未见钙化灶(图 ９)ꎮ

图 ５. 茜素红染色观察 １ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ 通过 Ｃａ２＋ / ＣａＭ 信号对 ＨＵＶＥＣ 钙沉积的影响(１００×)　 　 染色越深表示钙沉积越明显ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ １ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ ｏｎ ｃａｌｃｉｕｍ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ＨＵＶＥＣ ｂｙ Ｃａ２＋ /

ＣａＭ ｓｉｇｎａｌ(１００×)

图 ６. １ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ 通过 Ｃａ２＋ / ＣａＭ 信号对各组 ＨＵＶＥＣ 中 Ｃａ２＋浓度的影响　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组和空载体组比较ꎻｂ 为 Ｐ<

０.０５ꎬ与 ＣａＭ 过表达组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ １ꎬ２５￣ (ＯＨ) ２Ｄ３ ｏｎ Ｃａ２＋ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ＨＵＶＥＣ ｂｙ Ｃａ２＋ / ＣａＭ ｓｉｇｎａｌ

图 ７. １ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ 通过 Ｃａ２＋ / ＣａＭ 信号调控 ＡｐｏＥ－ / －小鼠主动脉自噬相关蛋白 ＬＣ３ 及 ＢＭＰ￣２ 蛋白表达水平　 　 ａ 为 Ｐ<

０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＣａＭ 过表达组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ７. １ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ＬＣ３ ａｎｄ ＢＭＰ￣２ ｉｎ ＡｐｏＥ－ / －ｍｉｃｅ ａｏｒｔａ ｔｈｒｏｕｇｈ

Ｃａ２＋ / ＣａＭ ｓｉｇｎａｌ
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图 ８. 透射电镜观察 １ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ 通过 Ｃａ２＋ / ＣａＭ 信号影响 ＡｐｏＥ－ / －小鼠主动脉斑块中自噬小体数量　 　 红色箭头所示为自

噬小体ꎬ黑色箭头所示为钙沉积ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ８. Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ １ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ ｏｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｉｃ

ｂｏｄｉｅｓ ｉｎ ａｏｒｔｉｃ ｐｌａｑｕｅｓ ｏｆ ＡｐｏＥ－ / － ｍｉｃｅ ｂｙ Ｃａ２＋ / ＣａＭ ｓｉｇｎａｌ

图 ９. 各组 ＡｐｏＥ－ / －小鼠主动脉斑块ＨＥ 染色及斑块中钙化水平的 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色结果(４０×)　 　 光镜下血管内 Ａｓ 钙化斑块内可

见黑色颗粒ꎬ无钙化的斑块内无黑色颗粒ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ９. ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃ ｐｌａｑｕｅｓ ｉｎ ＡｐｏＥ－ / － ｍｉｃｅ ａｎｄ Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｃａｌｃｉ￣
ｕｍ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｉｎ ｐｌａｑｕｅｓ(４０×)

３　 讨　 论

血管钙化可发生在血管中膜和内膜ꎬ已有研究

表明[１４￣１５]ꎬ发生在中膜的钙化可以使斑块平滑肌纤

维帽不易破裂ꎬ斑块更稳定ꎻ而来源于内皮细胞的

钙化容易导致斑块破裂ꎬ从而引发严重心脑血管事

件ꎮ 我们前期研究阻断平滑肌细胞自噬后ꎬ自噬小

体和溶酶体不能融合降解ꎬ细胞内、外的自噬小体

堆积ꎬ同时平滑肌细胞外钙沉积增加[１６￣１７]ꎬ而内皮

细胞自噬与内膜钙化尚无相关报道ꎮ 血管内皮细

胞作为血管表面的单层细胞ꎬ其发生异常自噬时ꎬ
出现类似于骨发育和软骨形成的过程ꎬ进而发生内

膜钙化病灶ꎬ因此阐明内皮细胞自噬及血管钙化发

病机制对防治心脑血管不良事件具有重要意义ꎮ

诸多体外实验发现一些新的或已存的药物能激活

或抑制自噬信号ꎬ这表明自噬可能成为多种疾病的

治疗靶点[１０￣１１]ꎮ
ＣａＭ 为一条肽链的单体蛋白ꎬ由 １４８ 个氨基酸

组成单条多肽ꎬ相对分子质量为 １６.７ ｋＤａꎮ 在每个

钙调蛋白分子内ꎬ有 ４ 个 Ｃａ２＋结合位点ꎬ当 Ｃａ２＋达到

一定浓度时ꎬＣａＭ 与 Ｃａ２＋ 结合导致构象改变ꎬ激活

Ｃａ２＋ / ＣａＭ 复合物ꎬ参与自噬小体的降解ꎮ 通常细胞

质游离 Ｃａ２＋ 浓度很低ꎬ１ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ 是一种脂溶

性维生素ꎬ是维生素 Ｄ３ 在体内经过两次羟化作用

转变而来ꎬ１ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ 作用于细胞时可能导致

Ｃａ２＋从钙库释放到细胞质ꎬ激活 Ｃａ２＋ / ＣａＭ 信号通

路ꎮ 已有研究表明[１２]ꎬ在体给予 １ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ 上

调自噬相关基因 Ｂｅｃｌｉｎ￣１、Ａｔｇ５ 转录表达ꎬ诱导自
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噬ꎮ 因此ꎬ我们提出如下假说:１ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ 通过

Ｃａ２＋ / ＣａＭ 信号调控自噬抑制 Ａｓ 斑块及钙化的形成

与进展ꎮ １ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ 抑制 Ａｓ 内膜钙化形成是

否与自噬有关目前尚不清楚ꎮ
本实验分别在体内和体外探讨 １ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３

是否通过 Ｃａ２＋ / ＣａＭ 信号调控自噬抑制钙化形成ꎮ
结果显示ꎬ给予 １ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ 干预 ＨＵＶＥＣ 后ꎬ细
胞 Ｃａ２＋与 ＣａＭ 上调ꎬＬＣ３Ⅱ / Ⅰ比值增高ꎬｐ６２ 表达

水平减少ꎻ过表达 ＣａＭ 后ꎬＨＵＶＥＣ 中 ＬＣ３Ⅱ / Ⅰ比

值较 ＣａＭ 沉默组降低ꎬｐ６２ 表达水平也减少ꎻ自噬

双标腺病毒感染 ＨＵＶＥＣ 观察自噬流也发现ꎬ在对

照组基础上加入 １ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ 干预后ꎬ红色斑点

的自噬溶酶体较多ꎬ黄色斑点的自噬小体减少ꎬ表
明自噬水平增加的同时自噬流通畅ꎬ从而减轻了单

纯炎症诱导自噬所致的自噬小体蓄积ꎮ 体内实验

同样提示 １ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ 促进自噬的形成ꎬ但 ＣａＭ
过表达组自噬流通畅ꎬ而 ＣａＭ 沉默组自噬流不通

畅ꎬ钙化增加ꎮ 以上结果表明ꎬ１ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ 上调

钙离子水平以激活 ＣａＭꎬ活化的 ＣａＭ 结合上调的

Ｃａ２＋进而促进自噬ꎬ减轻钙化ꎮ 为进一步验证是否

通过 Ｃａ２＋ / ＣａＭ 信号调控自噬抑制钙化这一假设ꎬ
我们在体内、体外实验中均证明沉默表达 ＣａＭꎬ自
噬小体数量明显增加ꎬ而对应的斑块和细胞中钙化

形成明显ꎬ并且 ＨＵＶＥＣ 及主动脉斑块中表达成骨

样细胞标志性蛋白 ＢＭＰ￣２ 和 ＡＬＰ 明显增加ꎮ 结果

表明:ＣａＭ 沉默后予以 １ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ 激活自噬后

并未减轻钙化ꎬ提示 １ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ 介导的自噬可

能通过活化 ＣａＭ 影响钙化ꎮ 然而ꎬ１ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３

是否通过 １ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ 受体(１ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ ｒｅ￣
ｃｅｐｔｏｒꎬＶＤＲ)介导 Ｃａ２＋ / ＣａＭ 信号调控自噬小体与

溶酶体融合从而影响钙化形成有待进一步探讨ꎮ
综上所述ꎬ１ꎬ２５￣(ＯＨ) ２Ｄ３ 可能通过激活 Ｃａ２＋ / ＣａＭ
信号影响自噬ꎬ从而抑制 Ａｓ 斑块钙化的形成ꎮ 该研

究为进一步研究 Ａｓ 钙化形成机制提供了前期基础ꎬ
也为临床如何预防 Ａｓ 的进程提供了新思路ꎮ
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