
[收稿日期] 　 ２０１８￣０８￣１５ [修回日期] 　 ２０１８￣０９￣２０
[基金项目] 　 国家自然科学基金 ( ８１７７０４９９)ꎻ 河北省自然科学基金 ( Ｈ２０１６２０６２６４)ꎻ 大学生创新创业训练计划

(ＵＳＩＰ２０１７０１７ꎬ国家级)
[作者简介] 　 李艳青ꎬ硕士ꎬ副主任医师ꎬ研究方向为内质网应激在疾病发生发展中的作用ꎬＥ￣ｍａｉｌ 为 ｌｉｙａｎｑｉｎｇ８１＠ １６３.ｃｏｍꎮ
付佳为本文共同第一作者ꎮ 通信作者滕旭ꎬ博士ꎬ教授ꎬ硕士研究生导师ꎬ研究方向为血管钙化的发生机制及其神经体液调

控ꎬＥ￣ｍａｉｌ 为 ｔｅｎｇｘｕ７８＠ １６３.ｃｏｍꎮ

[文章编号] 　 １００７￣３９４９(２０１８)２６￣１１￣１０９９￣０７ 􀅰血管钙化专栏􀅰

内质网应激与自噬的交互作用对血管钙化的影响

李艳青２ꎬ 付 佳３ꎬ 李 彤４ꎬ 任阳阳４ꎬ 许椅鑫４ꎬ 辛庆杰３ꎬ 董建龙１ꎬ 杨 锐１ꎬ 武宇明１ꎬ 滕 旭１ꎬ５

(１.河北医科大学生理教研室ꎬ河北省石家庄市 ０５００１７ꎻ２.河北省中医院妇科ꎬ河北省石家庄市 ０５００１１ꎻ
３.河北医科大学临床医学专业ꎬ河北省石家庄市 ０５００１７ꎻ４.河北医科大学公共卫生专业ꎬ

河北省石家庄市 ０５００１７ꎻ５.河北省实验动物重点实验室ꎬ河北省石家庄市 ０５００１７)

[关键词] 　 血管钙化ꎻ　 平滑肌细胞表型转化ꎻ　 内质网应激ꎻ　 自噬

[摘　 要] 　 目的　 证实内质网应激(ＥＲＳ)和自噬的交互作用对血管钙化(ＶＣ)的影响ꎮ 方法　 维生素 Ｄ３ 肌注和

尼古丁灌胃制备大鼠在体血管钙化模型ꎬ取主动脉行茜素红染色和钙含量检测ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测相关蛋白的表达

水平ꎮ 结果　 与对照组相比ꎬ钙化组大鼠主动脉管壁钙沉积显著增加ꎬ血管平滑肌细胞(ＶＳＭＣ)收缩表型标志蛋白

ＳＭ￣２２α 和 Ｃａｌｐｏｎｉｎ 表达显著降低ꎬ而成骨细胞样表型标志蛋白骨形态发生蛋白 ２(ＢＭＰ￣２)和 Ｒｕｎｔ 相关转录因子 ２
(ＲＵＮＸ２)表达显著升高ꎬＥＲＳ 标志蛋白葡萄糖调节蛋白(ＧＲＰ７８)和 Ｃ / ＥＢＰ 同源蛋白(ＣＨＯＰ)以及自噬标志蛋白

轻链 ３(ＬＣ３Ⅱ)和 Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 表达显著升高ꎮ 钙化大鼠应用 ＥＲＳ 激动剂衣霉素[１０ μｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)]可进一步增加血管

壁钙沉积及 ＢＭＰ￣２ 和 ＲＵＮＸ２ 表达水平ꎬ而 ＳＭ￣２２α 和 Ｃａｌｐｏｎｉｎ 表达进一步减少ꎬＧＲＰ７８ 和 ＣＨＯＰ 以及 ＬＣ３Ⅱ和

Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 表达水平进一步增加ꎮ 钙化大鼠应用自噬抑制剂 ３￣甲基腺嘌呤[１０ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)]可降低 ＬＣ３Ⅱ和 Ｂｅｃｌｉｎ￣１
水平ꎬ同时 ＧＲＰ７８ 和 ＣＨＯＰ 表达升高ꎬ增加血管壁钙沉积及 ＢＭＰ￣２ 和 ＲＵＮＸ２ 表达水平ꎬ降低 ＳＭ￣２２α 和 Ｃａｌｐｏｎｉｎ
表达ꎮ 结论　 内质网应激与自噬的交互作用影响血管钙化的发展ꎮ
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ｐｅｒ ｄａｙ)ꎬ ａｎ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｐｒｅｖｅｎｔｅｄ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙꎬ ｂｕｔ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ＥＲＳ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｃａｌｃｉｆｉｅｄ ａｏｒｔａꎬ ｗｈｉｌｅ
ｉｔ ａｌｓｏ ｅｘａｇｇｅｒａｔｅｄ ＶＣ ａｎｄ ｔｒａｎｓｄｉｆｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ. 　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｐｌａｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ＥＲＳ
ａｎｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｐｌａｙｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＣ.

　 　 血管钙化(ｖａｓｃｕｌａｒ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ＶＣ)是指钙盐

在血管壁的异位沉积ꎬ可分为内膜钙化和中膜钙

化ꎮ 中膜钙化是高血压、肾病、糖尿病和衰老等导

致血管病变的共同病理基础ꎬ是心脑血管事件发生

和预后的独立危险因素[１]ꎮ 近年的研究显示ꎬ血管

钙化并不是钙盐的被动沉积ꎬ而是类似于骨形成的

主动地可调控、可逆转的病理过程ꎮ 其中ꎬ血管平

滑肌细胞(ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌꎬ ＶＳＭＣ)由收

缩表型向成骨细胞样表型的转化在血管钙化的发

生发展过程中发挥重要作用ꎬ但是其机制目前尚未

完全阐明[２￣３]ꎮ
已有研究显示内质网应激(ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ

ｓｔｒｅｓｓꎬ ＥＲＳ) 参与了 ＶＳＭＣ 表型转化和 血 管 钙

化[４￣７]ꎮ ＥＲＳ 可能通过两方面参与血管钙化ꎬ一是

引起细胞凋亡促进血管钙化ꎬ二是引起 ＶＳＭＣ 表型

转化促进血管钙化ꎬ而且第二条机制可能发挥更大

的作 用[７￣１１]ꎮ 内 源 性 的 神 经[１２] 和 体 液 调 控 机

制[１３￣１５]可通过调节 ＥＲＳ 进而影响血管钙化ꎬ其他一

些因素或者干预措施ꎬ例如慢性间歇性低压低氧、
高同型半胱氨酸血症等也可通过调控 ＥＲＳ 影响血

管钙化的发生发展[１６￣１７]ꎮ
自噬在血管生理和病理生理过程中的作用也

逐渐成为研究的热点[１８]ꎮ 人钙化主动脉瓣膜细胞、
动物实验和细胞实验均证实钙化的组织和 ＶＳＭＣ 的

自噬水平显著升高ꎬ而增加的自噬水平具有对抗血

管钙化的作用[１９￣２１]ꎮ 很多血管保护性因素也通过

促进自噬水平改善血管钙化程度[２２￣２４]ꎮ
ＥＲＳ 可引起自噬激活ꎻ而自噬的激活有助于清

除未折叠或者错误折叠的蛋白质ꎬ恢复内质网稳

态ꎬ减轻 ＥＲＳ[１９ꎬ２５￣２６]ꎮ 但是ꎬＥＲＳ 和自噬的交互作用

对血管钙化的影响还未阐明ꎮ 在慢性肾脏疾病诱导

的小鼠血管钙化模型中ꎬＥＲＳ 可抑制雷帕霉素靶蛋白

(ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ １ꎬ ｍＴＯＲＣ１)
通路导致蛋白质翻译合成减少ꎬ有助于恢复内质网

稳态[２７]ꎮ 考虑到 ｍＴＯＲＣ１ 通路在自噬的调控中同

样发挥着重要作用ꎬ因此ꎬ我们提出假设 ＥＲＳ 的激

活可促进自噬的发生ꎬ通过负反馈作用恢复内质网

稳态ꎬ进而影响血管钙化的发生发展ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 实验动物和试剂

　 　 实验选用 １８０ ~ ２００ ｇ 无特定病原体级雄性 ＳＤ
大鼠ꎬ由河北医科大学实验动物中心提供ꎬ动物饲

养和实验程序按中国动物管理条例(中华人民共和

国卫生部 ２００１ 年第 ５５ 号文件)规定的动物实验标

准执行ꎬ并经河北医科大学实验伦理委员会批准同

意ꎮ 常规条件下饲养ꎬ室内温度 ２２ ~ ２４ ℃ꎬ相对湿

度 ４０％ ~ ６０％ꎬ每天光线照射 １２ ｈꎬ自由进食和饮

水ꎬ实验操作前 １２ ｈ 禁食ꎬ自由饮水ꎮ
维生素 Ｄ３(ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ３ꎬ ＶｉｔＤ３)注射液购自华晟

科技动物药品厂(哈尔滨)ꎻ尼古丁、衣霉素( ｔｕｎｉｃａ￣
ｍｙｃｉｎꎬ Ｔｍ) 和 ３￣甲基腺嘌呤 ( ３￣ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅꎬ ３￣
ＭＡ)(ＳｉｇｍａꎬＵＳＡ)ꎻ平滑肌 ２２α(ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ２２αꎬ
ＳＭ￣２２αꎬ１ ∶ ２０００)、钙结合蛋白(ｃａｌｐｏｎｉｎꎬ１ ∶ １０００)、
骨形态发生蛋白 ２ ( ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ２ꎬ
ＢＭＰ￣２ꎬ １ ∶ １０００)、Ｒｕｎｔ 相关转录因子 ２( ｒｕｎｔ￣ｒｅｌａｔｅｄ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ２ꎬ ＲＵＮＸ２ꎬ １ ∶ ５００)、葡萄糖调节

蛋白 ７８ ( ｇｌｕｃｏｓｅ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ７８ ｋＤａꎬ ＧＲＰ７８ꎬ
１ ∶ ２０００)、ＣＣＡＡＴ 增强子结合蛋白同源蛋白(Ｃ / ＥＢＰ
ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ＣＨＯＰꎬ １ ∶ １０００)、轻链 ３ ( ｌｉｇｈｔ
ｃｈａｉｎ ３ꎬ ＬＣ３ꎬ １ ∶ ５００)和 Ｂｅｃｌｉｎ￣１(１ ∶ １０００)抗体(Ａｂ￣
ｃａｍꎬ ＵＳＡ)ꎻβ￣肌动蛋白(β￣ａｃｔｉｎ)抗体和二抗(Ｓａｎｔａ
ＣｒｕｚꎬＵＳＡ)ꎻ其他常用试剂均为市售分析纯试剂ꎮ
１.２　 动物模型制备和实验分组

尼古丁灌胃加 ＶｉｔＤ３ 肌注制备血管钙化动物模

型[２８]ꎮ 第 １ 天上午 ８ 点给予大鼠肌注 ＶｉｔＤ３(３０００００
Ｕ / ｋｇ)和尼古丁(２５ ｍｇ / ｋｇꎬ 混入花生油 ２ ｍＬ 中)灌
胃ꎬ 晚上 ８ 点再灌胃 １ 次ꎻ第 ２ 天上午 ８ 点再次肌注

ＶｉｔＤ３ １ 次ꎮ 常规饲养 ４ 周后大鼠腹腔注射乌拉坦

(１ ｇ / ｋｇ)麻醉ꎬ取主动脉进行相关指标检测ꎮ
(１)钙化血管 ＥＲＳ 和自噬激活程度实验:将 ２０

只大鼠随机分为对照组和钙化组ꎬ钙化组制备大鼠

血管钙化模型ꎬ对照组使用花生油灌胃和 ＶｉｔＤ３ 溶

剂肌注ꎻ(２)ＥＲＳ 对血管钙化和自噬的影响实验:将
２０ 只大鼠随机分为两组ꎬ钙化组和 Ｔｍ 组ꎬＴｍ 组自

模型制备第 ２ 天开始给予 ＥＲＳ 诱导剂衣霉素(１０
μｇ / ｋｇꎬ１ 次 / 天ꎬ连续 ４ 周ꎬ腹腔注射)ꎬ钙化组每天

腹腔注射生理盐水ꎻ(３)自噬对血管钙化和 ＥＲＳ 的
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影响实验:将 ２０ 只大鼠随机分为钙化组和 ３￣ＭＡ
组ꎬ３￣ＭＡ 组自模型制备第 ２ 天开始给予自噬抑制剂

３￣ＭＡ(１０ ｍｇ / ｋｇꎬ１ 次 / 天ꎬ连续 ４ 周ꎬ腹腔注射)ꎬ钙
化组每天腹腔注射生理盐水ꎮ
１.３　 主动脉茜素红染色

取约 ０.５ ｃｍ 长主动脉组织 ４％多聚甲醛固定ꎬ
石蜡包埋切片ꎬ经二甲苯脱蜡、梯度乙醇脱水处理

后ꎬ浸入 １％茜素红溶液(ｐＨ ４.２)５ ｍｉｎꎬ染色后快速

浸入丙酮 ２０ 次和丙酮￣二甲苯(１ ∶ １)液ꎬ二甲苯透

明ꎬ封片后显微镜下观察ꎬ阳性反应呈橘红￣红色ꎮ
１.４　 主动脉钙含量测定

取主动脉(约 １０ ｍｇ)烘干称取干重后ꎬ使用 ０.６
ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 溶液对烘干的动脉组织进行脱钙 ２４ ｈꎬ
收集上清液后ꎬ使用邻甲酚酞法试剂盒(南京建成

生物工程研究所ꎬ南京)检测组织钙含量ꎬ最终结果

表示为 ｍｍｏｌ / ｇ 干重ꎮ
１.５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

取主动脉约 ５０ ｍｇ 加入 ５００ μＬ 高强度 ＲＩＰＡ 裂

解液 (南京建成生物工程研究所) 匀浆后ꎬ ４ ℃
１２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 取上清液ꎮ ＢＣＡ 法检测上

清液中蛋白含量ꎮ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳后转膜ꎬ１％牛血

清白蛋白封闭ꎬ一抗 ４ ℃孵育过夜ꎬ二抗常温孵育 １
ｈ 后ꎬ以化学发光法显色发光ꎮ 蛋白含量以目的蛋

白条带灰度值和 β￣ａｃｔｉｎ 条带灰度值比值表示ꎮ
１.６　 统计学分析

计量资料使用 Ｋｏｌｍｏｇｏｒｏｖ￣Ｓｍｉｒｎｏｖ 检验进行正

态分布检验ꎬ符合正态分布的数据采用 ｘ±ｓ 表示ꎬ两
组间比较采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ ｔ 检验ꎻ非正态分布数据使用

中位数(四分位数间距)表示ꎬ两组间比较采用秩和

检验ꎮ Ｐ<０.０５ 认为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 钙化血管组织 ＥＲＳ 和自噬激活

茜素红染色结果显示ꎬ对照组大鼠血管壁中膜

纤维排列规则ꎬ无断裂和增粗ꎬ无红色钙盐沉积ꎬ钙
化组大鼠主动脉管壁中膜纤维排列紊乱ꎬ有断裂和

增粗以及红色钙盐沉积(图 １Ａ)ꎮ 钙含量检测结果

显示ꎬ钙化组大鼠血管组织钙含量较对照组大鼠显

著升高(Ｐ<０.０５ꎬ图 １Ｂ)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ钙
化组大鼠 ＶＳＭＣ 收缩表型标志蛋白 ＳＭ￣２２α 和 Ｃａｌ￣
ｐｏｎｉｎ 较对照组显著降低ꎬ而成骨细胞样表型标志蛋

白 ＢＭＰ￣２ 和 ＲＵＮＸ２ 显著升高(Ｐ<０.０５ꎬ图 １Ｃ￣Ｇ)ꎮ
钙化组大鼠主动脉管壁 ＥＲＳ 标志蛋白 ＧＲＰ７８ 和

ＣＨＯＰꎬ以及自噬标志蛋白 ＬＣ３Ⅱ和 Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 的表达

水平均较对照组显著升高(Ｐ<０.０５ꎬ图 ２)ꎮ

图 １. 钙化大鼠一般指标 　 　 Ａ 为茜素红染色ꎻＢ 为主动脉钙含量ꎻＣ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定 ＶＳＭＣ 表型转化蛋白表达ꎻＤ￣Ｇ 为 ＳＭ￣２２α、
Ｃａｌｐｏｎｉｎ、ＢＭＰ￣２ 和 ＲＵＮＸ２ 蛋白表达定量分析ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ＶＣ
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图 ２. 钙化大鼠主动脉 ＥＲＳ 和自噬标志蛋白表达　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＥＲＳ ａｎｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍａｒｋｅｒ

２.２　 ＥＲＳ 激动剂 Ｔｍ 可加重血管钙化和自噬程度

茜素红染色结果显示ꎬ钙化组大鼠主动脉管壁

中膜纤维排列紊乱ꎬ有断裂和增粗以及红色钙盐沉

积ꎬＴｍ 组大鼠主动脉管壁结构改变和红色钙盐沉

积更加明显(图 ３Ａ)ꎮ 钙含量检测结果显示ꎬＴｍ 组

大鼠血管组织钙含量较钙化组大鼠进一步升高(Ｐ<
０.０５ꎬ图 ３Ｂ)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬＴｍ 组大鼠

ＶＳＭＣ 收缩表型标志蛋白 ＳＭ￣２２α 和 Ｃａｌｐｏｎｉｎ 较钙

化组进一步降低ꎬ而成骨细胞样表型标志蛋白

ＢＭＰ￣２ 和 ＲＵＮＸ２ 进一步升高(Ｐ<０.０５ꎬ图 ３Ｃ￣Ｇ)ꎮ
Ｔｍ 组大鼠主动脉管壁 ＥＲＳ 标志蛋白 ＧＲＰ７８ 和

ＣＨＯＰꎬ以及自噬标志蛋白 ＬＣ３Ⅱ和 Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 的表达

水平均较钙化组进一步升高(Ｐ<０.０５ꎬ图 ４)ꎮ

图 ３. ＥＲＳ 激动剂 Ｔｍ 加重血管钙化和平滑肌细胞表型转化　 　 Ａ 为茜素红染色ꎬＢ 为主动脉钙含量ꎻＣ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定 ＶＳＭＣ 表

型转化蛋白表达ꎻＤ￣Ｇ 为 ＳＭ￣２２α、Ｃａｌｐｏｎｉｎ、ＢＭＰ￣２ 和 ＲＵＮＸ２ 蛋白表达定量分析ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与钙化组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. ＥＲＳ ａｇｏｎｉｓｔ Ｔｍ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ＶＣ ａｎｄ ｔｒａｎｓｄｉｆｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＶＳＭＣ
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图 ４. ＥＲＳ 激动剂 Ｔｍ 促进钙化血管 ＥＲＳ 和自噬标志蛋白表达水平　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与钙化组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. ＥＲＳ ａｇｏｎｉｓｔ Ｔｍ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＲＳ ａｎｄ ａｕｔｏｐｈａｇｉｃ ｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ ｃａｌｃｉｆｉｅｄ ａｏｒｔａ

２.３　 自噬抑制剂 ３￣ＭＡ可加重血管钙化和 ＥＲＳ 程度

茜素红染色结果显示ꎬ钙化组大鼠主动脉管壁

中膜纤维排列紊乱ꎬ有断裂和增粗以及红色钙盐沉

积ꎬ３￣ＭＡ 组大鼠主动脉管壁结构改变和红色钙盐

沉积更加明显(图 ５Ａ)ꎮ 钙含量检测结果显示ꎬ３￣
ＭＡ 组大鼠血管组织钙含量较钙化组大鼠进一步升

高(Ｐ<０.０５ꎬ图 ５Ｂ)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ３￣ＭＡ

组大 鼠 ＶＳＭＣ 收 缩 表 型 标 志 蛋 白 ＳＭ￣２２α 和

Ｃａｌｐｏｎｉｎ 较钙化组进一步降低ꎬ而成骨细胞样表型

标志蛋白 ＢＭＰ￣２ 和 ＲＵＮＸ２ 进一步升高(Ｐ<０.０５ꎬ图
５Ｃ￣Ｇ)ꎮ ３￣ＭＡ 组大鼠主动脉管壁 ＥＲＳ 标志蛋白

ＧＲＰ７８ 和 ＣＨＯＰ 较钙化组进一步升高ꎬ而自噬标志

蛋白 ＬＣ３Ⅱ和 Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 的表达水平均较钙化组显著

降低(Ｐ<０.０５ꎬ图 ６)ꎮ

图 ５. 自噬抑制剂 ３￣ＭＡ 加重血管钙化和平滑肌细胞表型转化　 　 Ａ 为茜素红染色ꎬＢ 为主动脉钙含量ꎻＣ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定 ＶＳＭＣ
表型转化蛋白表达ꎻＤ￣Ｇ 为 ＳＭ￣２２α、Ｃａｌｐｏｎｉｎ、ＢＭＰ￣２ 和 ＲＵＮＸ２ 蛋白表达定量分析ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与钙化组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ３￣ＭＡ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ＶＣ ａｎｄ ｔｒａｎｓｄｉｆｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＶＳＭＣ
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图 ６. 自噬抑制剂 ３￣ＭＡ 影响钙化血管自噬标志蛋白和 ＥＲＳ 标志蛋白表达水平

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ３￣ＭＡ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ＥＲＳ ｗｈｉｌｅ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｃａｌｃｉｆｉｅｄ ａｏｒｔａ

３　 讨　 论

本研究结果发现钙化组大鼠主动脉管壁钙盐

沉积增加ꎬＶＳＭＣ 收缩表型标志蛋白表达降低ꎬ而成

骨细胞样表型标志蛋白表达升高ꎬ同时 ＥＲＳ 和自噬

标志蛋白表达升高ꎮ ＥＲＳ 激动剂可进一步加重钙

化大鼠血管壁钙盐沉积和 ＶＳＭＣ 表型转化ꎬ进一步

增加 ＥＲＳ 和自噬标志蛋白表达水平ꎮ 而自噬抑制

剂也可进一步加重钙化大鼠血管壁钙盐沉积、
ＶＳＭＣ 表型转化和 ＥＲＳ 标志蛋白表达水平ꎬ但自噬

标志蛋白表达水平降低ꎮ
近年研究表明ꎬ血管钙化不是钙盐被动沉积于

血管壁ꎬ而是类似于骨发生的高度可调控的主动过

程ꎬ其中 ＶＳＭＣ 由收缩表型向成骨细胞样表型的转

化发挥重要作用[１￣２]ꎮ 我们的研究结果显示ꎬ主动

脉管壁不但有钙盐沉积ꎬ而且 ＶＳＭＣ 收缩表型标志

蛋白 ＳＭ￣２２α 和 Ｃａｌｐｏｎｉｎ 表达降低ꎬ伴有成骨细胞

样表型标志蛋白 ＢＭＰ￣２ 和 ＲＵＮＸ２ 的表达升高ꎬ提
示钙化 ＶＳＭＣ 由收缩表型转化为成骨细胞样表型ꎮ

钙化血管不但有 ＥＲＳ 的激活ꎬ而且 ＥＲＳ 在调控

ＶＳＭＣ 表型转化中发挥重要作用ꎬ具有促进 ＶＳＭＣ
由收缩表型转化为成骨细胞样表型的作用ꎬ进而促

进血管钙化的发生发展[７￣１１]ꎮ 我们通过Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测血管壁 ＥＲＳ 标志蛋白 ＧＲＰ７８ 和 ＣＨＯＰ 发现ꎬ
钙化血管 ＧＲＰ７８ 和 ＣＨＯＰ 的表达水平显著升高ꎬ证
实钙化血管具有 ＥＲＳ 的激活ꎮ 应用内质网应激诱

导剂 Ｔｍ 可进一步增加 ＧＲＰ７８ 和 ＣＨＯＰ 表达水平ꎬ
同时使血管壁 ＶＳＭＣ 表型转化和钙盐沉积进一步加

重ꎬ提示 ＥＲＳ 的激活可通过调控 ＶＳＭＣ 表型转化促

进血管钙化发生发展ꎮ 因此ꎬ调控 ＥＲＳ 可能成为防

治血管钙化的重要靶点ꎮ
血管组织自噬水平的增加可通过减少细胞外

基质囊泡分泌和 Ｋｌｏｔｈｏ 通路改善血管钙化[２０￣２１]ꎮ
除单独改善血管钙化外ꎬ自噬与 ＥＲＳ 的交互作用也

可能参与到血管钙化的调控中ꎮ ＥＲＳ 可激活自噬ꎬ
我们的研究结果显示应用 ＥＲＳ 激动剂 Ｔｍ 可使自噬

标志蛋白的表达水平显著增加ꎮ 而自噬作为 ＥＲＳ
的下游ꎬ可通过降解错误折叠或者未折叠的蛋白

质ꎬ减轻内质网负担ꎬ以负反馈调节方式维持内质

网稳态ꎬ减轻 ＥＲＳ 对组织细胞造成的损伤ꎮ 应用雷

帕霉素激活自噬可减轻慢性肾脏疾病小鼠主动脉

ＥＲＳ 的激活和钙化程度[２７]ꎮ 我们的实验结果同样

显示ꎬ应用 ３￣ＭＡ 抑制自噬后ꎬ钙化血管的 ＥＲＳ 程度

进一步增加ꎬ同时 ＶＳＭＣ 表型转化和钙化程度相应

加重ꎮ 提示自噬和 ＥＲＳ 的交互作用在血管钙化的

发生发展过程中发挥重要作用ꎮ
综上所述ꎬ血管钙化过程中 ＥＲＳ 的激活可增加

自噬水平ꎬ以负反馈调解的方式维持内质网稳态ꎬ
以减轻 ＥＲＳ 和钙化程度ꎮ ＥＲＳ 和自噬的交互作用

在血管钙化的发生发展过程中发挥重要的调控作

用ꎬ有可能为血管钙化的防治提供新的策略ꎮ
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