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过氧化体增殖物激活型受体 γ 抑制转化生长因子 β１
诱导的血管平滑肌细胞钙化
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[摘　 要] 　 目的　 探讨过氧化体增殖物激活型受体 γ(ＰＰＡＲγ)对转化生长因子 β１(ＴＧＦ￣β１)诱导的大鼠主动脉

血管平滑肌细胞(ＶＳＭＣ)钙化的作用ꎮ 方法　 体外培养大鼠主动脉 ＶＳＭＣꎬ先分为正常对照组、不同浓度 ＴＧＦ￣β１
组(１、２、４、８ μｇ / Ｌ)ꎬ观察 ＴＧＦ￣β１ 对 ＶＳＭＣ 的影响ꎻ再分为正常对照组、钙化组(ＴＧＦ￣β１ ４ μｇ / Ｌ)、罗格列酮(ＲＳＧꎬ
２０ μｍｏｌ / Ｌ)组、钙化＋罗格列酮(ＲＳＧꎬ２０ μｍｏｌ / Ｌ)组ꎬ观察 ＰＰＡＲγ 激动剂罗格列酮对 ＶＳＭＣ 钙化后的作用ꎬ对细胞

进行钙含量和碱性磷酸酶(ＡＬＰ)活性检测ꎬ茜素红 Ｓ 染色检测钙化结节的形成情况ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＶＳＭＣ 标志

物 α 平滑肌肌动蛋白(α￣ＳＭＡ)、ＰＰＡＲγ、成骨样细胞标志物 Ｒｕｎｔ 相关转录因子 ２(Ｒｕｎｘ２)的蛋白表达情况ꎮ 结果

　 与正常对照组相比ꎬＴＧＦ￣β１ 处理后的 ＶＳＭＣ 钙盐沉积和 ＡＬＰ 活性明显升高(Ｐ<０.０５)ꎬ且 ＴＧＦ￣β１ 浓度为 ４ μｇ / Ｌ
时作用最明显ꎬ成骨样细胞标志物 Ｒｕｎｘ２ 表达明显升高(Ｐ<０.０５)ꎬ同时平滑肌细胞标志物 α￣ＳＭＡ 表达减少(Ｐ<
０.０５)ꎮ 而加入罗格列酮后ꎬＶＳＭＣ 的钙盐沉积和 ＡＬＰ 活性明显降低(Ｐ<０.０５)ꎬα￣ＳＭＡ、ＰＰＡＲγ 表达明显上升(Ｐ<
０.０５)ꎬ相反ꎬＲｕｎｘ２ 的表达则明显受到抑制(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 ＴＧＦ￣β１ 可以诱导 ＶＳＭＣ 向成骨样细胞分化和钙化ꎬ
而 ＰＰＡＲγ 激动剂罗格列酮可以抑制 ＴＧＦ￣β１ 诱导下 ＶＳＭＣ 钙化的发生ꎮ
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ｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ (Ｐ<０.０５).　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＴＧＦ￣β１ ｃａｎ ｉｎｄｕｃｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＶＳＭＣ ｉｎｔｏ ｏｓｔｅｏ￣
ｂｌａｓｔ￣ｌｉｋｅ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ＴＧＦ￣β１￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＶＳＭＣ ｃａｎ ｂｅ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｂｙ ＰＰＡＲγ ａｇｏｎｉｓｔ ＲＳＧ.

　 　 血管钙化以往指的是羟基磷灰石沉积在血管

壁的过程ꎬ越来越多的证据显示这是一个高度调

控、类似于骨形成的过程ꎮ 在许多疾病比如糖尿

病、慢性肾脏病(ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅꎬＣＫＤ)、动脉

粥样硬化、心脏瓣膜疾病和高血压疾病中血管钙化

普遍存在ꎬ在一项回顾性研究中发现ꎬ伴有 ＣＫＤ 的

糖尿病患者发生冠状动脉钙化和心血管事件的概

率更高ꎬ进展更快且范围更加广泛[１]ꎮ 血管钙化与

心血管疾病的发生发展息息相关ꎬ诱导血管钙化的

因素有很多ꎬ其中转化生长因子超家族[２] 包括转化

生长因子 β(ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣βꎬＴＧＦ￣β)、骨
形态发生蛋白(ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ ＢＭＰ)、
激活素和抑制素等ꎬ它们在不同的生物过程中发挥

着不同的作用ꎬ其中 ＴＧＦ￣β 和 ＢＭＰ 在心血管疾病

中被广泛研究ꎬ目前还没有很好的方法预防血管钙

化的发生ꎬ 因此探索血管平滑肌细胞 ( ｖａｓｃｕｌａｒ
ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓꎬ ＶＳＭＣ)钙化的发生机制和干预

措施显得尤为重要ꎮ
过氧化体增殖物激活型受体 γ(ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏ￣

ｌｉｆｅｒａｔｏｒｓ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ γꎬＰＰＡＲγ)是一类核受体

转录因子ꎬ并受其配体的激活ꎬ可以发挥转录调控

的作用[３]ꎬ罗格列酮( ｒｏｓｉｇｌｉｔａｚｏｎｅꎬＲＳＧ)是 ＰＰＡＲγ
的合成配体ꎬ与 ＰＰＡＲγ 的特异性结合能力强ꎬ是
ＰＰＡＲγ 特有的激动剂ꎮ 已有研究发现 ＰＰＡＲγ 在心

血管系统中起着很重要的作用[４]ꎬ但其是否在 ＴＧＦ￣
β１ 诱导的血管钙化中扮演着重要的角色还未阐明ꎬ
本研究在 ＴＧＦ￣β１ 诱导的血管钙化模型基础上ꎬ旨
在探讨 ＰＰＡＲγ 激动剂罗格列酮对血管钙化的影响ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 主要材料与试剂

大鼠主动脉 ＶＳＭＣ 株购自美国 ＡＴＣＣ 细胞库ꎻ
ＤＭＥＭ 高糖培养基购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司ꎻ胰酶购

自美国 ＧＩＢＣＯ 公司ꎻ胎牛血清购自浙江天杭生物科

技有限公司ꎻＴＧＦ￣β１ 购自美国 ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ 公司ꎻ茜
素红 Ｓ 染色液购自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司ꎻ钙检测试剂盒和

碱性磷酸酶(ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅꎬ ＡＬＰ)活性检测试

剂盒购自南京建成生物公司ꎻ罗格列酮购自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ
公司ꎻα￣平滑肌肌动蛋白(α￣ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎꎬα￣
ＳＭＡ)、成骨样细胞标志物 Ｒｕｎｔ 相关转录因子 ２
( ｒｕｎｔ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ２ꎬ Ｒｕｎｘ２)、ＰＰＡＲγ 抗

体购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司ꎻＧＡＰＤＨ
抗体购自 Ａｂｃｌｏｎａｌ 公司ꎮ
１.２　 ＶＳＭＣ 培养与分组

复苏冻存的 ＶＳＭＣ 用含 １０％胎牛血清和 １％青

霉素 / 链霉素的 ＤＭＥＭ 高糖培养基在 ３７ ℃、５％ＣＯ２

的恒温细胞培养箱中培养ꎬ当细胞汇合至 ８０％左右

时用 ０.２５％胰酶消化传代ꎮ ⑴ＶＳＭＣ 钙化模型的建

立:将细胞以每孔 ２×１０５个细胞接种于 ６ 孔板ꎬ待其

贴壁汇合至 ８０％左右时ꎬ无血清饥饿 ２４ ｈꎬ加入不

同浓度的 ＴＧＦ￣β１(１、２、４、８ μｇ / Ｌ)干预 ４ 天ꎬ每 ２ 天

更换一次培养基ꎬ确定合适的 ＴＧＦ￣β１ 干预浓度ꎮ
⑵实验分组:照前述方法将细胞种于 ６ 孔板ꎬ然后分

别取 ６ 孔板中正常培养的 ＶＳＭＣ 随机分为 ４ 组:①
正常对照组:只有培养基ꎻ②钙化组:培养基含 ４
μｇ / Ｌ ＴＧＦ￣β１ꎻ③钙化 ＋ＲＳＧ 组:培养基含 ４ μｇ / Ｌ
ＴＧＦ￣β１ 和 ２０ μｍｏｌ / Ｌ 罗格列酮ꎻ④ＲＳＧ 组:培养基

含 ２０ μｍｏｌ / Ｌ 罗格列酮ꎮ 钙化＋ＲＳＧ 组中罗格列酮

在钙化诱导的前一天预孵 ２４ ｈ 后与钙化培养基同

时干预细胞ꎬ各组实验分别重复 ３ 次ꎮ
１.３　 细胞钙化检测

１.３.１　 茜素红 Ｓ 染色　 　 干预后的细胞用 ４ ℃预

冷的磷酸盐缓冲液(ＰＢＳ)洗 ３ 次ꎬ每孔 １ ｍＬ 的多聚

甲醛室温固定 ２５ ｍｉｎꎬ再用 ４ ℃预冷的 ＰＢＳ 液清洗

３ 次后ꎬ每孔加 １％茜素红 Ｓ(ｐＨ４.２)染色液 １ ｍＬꎬ室
温染色 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ用预冷的 ＰＢＳ 液清洗 ３ 遍后置于

倒置显微镜下观察ꎬ橘红色结节表示钙化结节阳性

染色ꎮ
１.３.２　 细胞钙含量检测 　 　 干预后的细胞弃培养

液ꎬ用预冷的 ＰＢＳ 液洗涤 ３ 次ꎬ每孔加入适量 ０.６
ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ ４ ℃孵育 ２４ ｈ 脱钙ꎬ收集上清按照钙含

量检测试剂盒测定钙含量ꎬ剩余细胞用 ＰＢＳ 液洗涤

３ 次后加入 １ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＯＨ / ０.１％ＳＤＳ 裂解细胞 ３０
ｍｉｎ 后提取细胞总蛋白ꎬ用 ＢＣＡ 法测定每孔蛋白含

量ꎮ 并用蛋白含量标准化钙含量ꎮ
１.３.３　 ＡＬＰ 活性测定 　 　 干预后的细胞弃培养液

后用 ４ ℃预冷 ＰＢＳ 液洗涤 ３ 次ꎬ每孔加入 ２００ μＬ 细

胞裂解液ꎬ冰上裂解 ３０ ｍｉｎ 后用细胞刮收取细胞ꎬ
离心后收集上清ꎬ按照 ＡＬＰ 检测试剂盒测定 ＡＬＰ
活性ꎬ并按 ＢＣＡ 法测定细胞蛋白浓度ꎬ最后用蛋白

含量进行标化ꎮ
１.４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

将 ＶＳＭＣ 以每孔 ２×１０５个细胞接种于 ６ 孔板ꎬ
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按上述分组条件培养干预后ꎬ弃培养液ꎬＰＢＳ 液洗涤

３ 次ꎬ每孔加入 ２００ μＬ 裂解液ꎬ冰上裂解 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ
用细胞刮收取细胞ꎬ１２０００×ｇ 离心 １５ ｍｉｎ 收集上清

液ꎬ用 ＢＣＡ 法进行蛋白定量ꎬ计算各样本上样量ꎮ
１０％ＳＤＳ 凝胶按每孔 ５０ μｇ 上样ꎬ浓缩胶 ８０ Ｖꎬ分离

胶 １２０ Ｖ 电泳ꎬ转膜 １００ Ｖ ９０ ｍｉｎꎬ５％脱脂奶粉封闭

２ ｈꎬ 分别加入 α￣ＳＭＡ ( １ ∶ １０００ 稀释)、 ＰＰＡＲγ
(１ ∶ ５００稀释)、Ｒｕｎｘ２ (１ ∶ １０００ 稀释) 和 ＧＡＰＤＨ
(１ ∶ ５０００稀释)抗体ꎬ４ ℃孵育过夜ꎮ ＴＢＳＴ 洗膜 １５
ｍｉｎ× ３ 次ꎬ再加入辣根过氧化物酶标记的二抗

(１ ∶ ５０００稀释)室温孵育 ２ ｈꎬＴＢＳＴ 洗膜 １５ ｍｉｎ×３
次ꎬ加入 ＥＣＬ 发光液于 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 成像仪显影ꎮ 用

Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析条带灰度值ꎬ并用 ＧＡＰＤＨ 作为内

参ꎬ计算二者比值得到蛋白的相对表达量ꎬ进行统

计学分析ꎮ
１.５　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ １９.０ 统计软件进行分析ꎬ正态分布

的计量数据以 ｘ±ｓ 表示ꎬ两组间比较采用 ｔ 检验ꎬ多
组间比较采用单因素方差分析ꎬ实验重复 ３ 次ꎬＰ <
０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＴＧＦ￣β１ 对 ＶＳＭＣ 钙化和 ＡＬＰ 活性的影响

茜素红 Ｓ 染色结果显示ꎬ在显微镜下观察正常

对照组未见明显钙化结节ꎻ与正常对照组相比ꎬ不
同浓度 ＴＧＦ￣β１ 组ꎬ随着浓度的升高ꎬ钙化结节数量

增加越明显(图 １)ꎮ 与茜素红 Ｓ 染色结果基本一

致ꎬ钙含量检测结果显示ꎬ与正常对照组相比ꎬＴＧＦ￣
β１ 能使 ＶＳＭＣ 钙含量明显增加且呈浓度依赖性(Ｐ
<０.０５)(图 ２)ꎮ 另外与正常对照组相比ꎬＡＬＰ 活性

随着 ＴＧＦ￣β１ 浓度的升高不断升高(Ｐ< ０. ０５) (图
２)ꎬ而且在 ４ μｇ / Ｌ 浓度时 ＡＬＰ 活性最强ꎬ故后续实

验 ＴＧＦ￣β１ 作用浓度选择 ４ μｇ / Ｌꎮ
２.２ 　 ＰＰＡＲγ 激动剂罗格列酮对 ＴＧＦ￣β１ 诱导的

ＶＳＭＣ 钙化和 ＡＬＰ 活性的影响

镜下茜素红 Ｓ 染色可见ꎬ与正常对照组相比ꎬ钙
化组钙化结节明显增多ꎻ与钙化组相比ꎬ钙化＋ＲＳＧ
组钙化结节明显减少(图 ３Ａ)ꎮ 同样钙含量检测结

果显示ꎬ与正常对照组相比ꎬ钙化组钙含量升高明

显ꎻ与钙化组相比ꎬ钙化＋ＲＳＧ 组的钙含量明显下降

(Ｐ<０.０５ꎻ图 ３Ｂ)ꎮ ＡＬＰ 活性检测结果与上述结果

基本一致ꎬ与正常对照组相比ꎬ钙化组 ＡＬＰ 活性升

高明显ꎻ与钙化组相比ꎬ钙化＋ＲＳＧ 组 ＡＬＰ 活性明显

下降(Ｐ<０.０５ꎻ图 ３Ｃ)ꎮ
２.３　 罗格列酮对 α￣ＳＭＡ、ＰＰＡＲγ 和 Ｒｕｎｘ２ 蛋白表

达的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示ꎬ与正常对照组相

比ꎬ钙化组平滑肌细胞标志物 α￣ＳＭＡ 和 ＰＰＡＲγ 的

表达下降(Ｐ<０.０５)ꎬ成骨样细胞标志物 Ｒｕｎｘ２ 表达

升高(Ｐ<０.０５)ꎻ与钙化组相比ꎬ钙化＋ＲＳＧ 组 α￣ＳＭＡ
和 ＰＰＡＲγ 的表达明显上调(Ｐ<０.０５)ꎬ同时 Ｒｕｎｘ２
的表达明显下调(Ｐ<０.０５ꎻ图 ４)ꎮ

图 １. 茜素红 Ｓ 染色法检测各组 ＶＳＭＣ 钙化结节形成　 　 Ａ 为正常对照组ꎬＢ 为 １ μｇ / Ｌ ＴＧＦ￣β１ 组ꎬＣ 为 ２ μｇ / Ｌ ＴＧＦ￣β１ 组ꎬＤ 为 ４ μｇ / Ｌ
ＴＧＦ￣β１ 组ꎬＥ 为 ８ μｇ / Ｌ ＴＧＦ￣β１ 组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ Ｓ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ＶＳＭＣ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

８０２１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ １２ꎬ２０１８



图 ２. ＴＧＦ￣β１ 诱导下 ＶＳＭＣ 钙含量和 ＡＬＰ 活性检测结果　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与正常对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ＡＬＰ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ＶＳＭＣ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＴＧＦ￣β１

图 ３. 罗格列酮干预下各组 ＶＳＭＣ 钙化指标的检测情况　 　 Ａ 为茜素红 Ｓ 染色结果ꎻＢ 为钙含量检测结果ꎻＣ 为 ＡＬＰ 活性检测结果ꎮ ａ
为 Ｐ<０.０５ꎬ与正常对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与钙化组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ＲＳＧ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｉｎ ＶＳＭＣ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

图 ４. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组 ＶＳＭＣ 相关蛋白的表达情况　 　 １ 为正常对照组ꎬ２ 为钙化组ꎬ３ 为钙化＋ＲＳＧ 组ꎬ４ 为 ＲＳＧ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<
０.０５ꎬ与正常对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与钙化组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ＶＳＭＣ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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３　 讨　 论

血管钙化大致可以分为内膜钙化和中膜钙化ꎬ
内膜钙化往往与动脉粥样硬化伴随发生ꎬ而动脉粥

样硬化最常见的危险因素主要是高胆固醇血症ꎬ与
其相关的治疗最重要的就是生活方式的改变ꎬ比如

增加运动量、控制体质量、低脂低盐饮食、戒烟、减
少酒精的摄入、保证充足的睡眠等等ꎬ而中膜钙化

主要发生在 ＣＫＤ 患者中ꎬ此类患者的主要危险因素

是高磷酸血症ꎬ主要通过透析的方法来降低血磷的

浓度ꎬ目前还不能通过控制饮食和其他有效的药物

治疗来控制[５]ꎮ 在 ＣＫＤ 患者中ꎬ血管钙化的发生增

加了心血管疾病的发生率ꎬ尿毒症的环境是加速血

管钙化的一个重要因素ꎬ张东雪等[６] 发现干扰赖氨

酸甲基转移酶 ＳＥＴ８ 的表达能促进 ＶＳＭＣ 钙化ꎬ提
示 ＳＥＴ８ 有可能参与调节血管钙化ꎬ未来可能成为

治疗血管钙化的靶点ꎮ 当然血管钙化还可以发生

于心脏瓣膜疾病中ꎬ任瞳等[７] 用高脂兔模型再现了

早期钙化性主动脉瓣疾病的病理进展过程ꎬ发现阿

托伐他汀还可通过抗炎作用抑制钙化性主动脉瓣

疾病的进程ꎮ 血管钙化[８] 的发生与许多因素都有

关ꎬ比如遗传因素、钙磷超载、基质囊泡的产生、钙
化抑制剂的失活[９]、激素调节紊乱[１０] 等ꎬ这是一个

极其复杂的过程ꎮ 现有的预防血管钙化的方法有

限ꎬ因此ꎬ迫切需要研究新的治疗方法或手段控制

和预防血管钙化的发生和发展ꎮ
研究发现[１１]ＴＧＦ￣β１ 是细胞转化和细胞外基质

沉积的关键调节器ꎬ而且是骨诱导物因子和骨细胞

功能的主要调节剂ꎬ在高磷环境下诱导 ＶＳＭＣ 表型

转换中发现 ＴＧＦ￣β１ 可上调成骨细胞表达ꎬ比如特

异性转录因子核心结合因子(ｃｏｒｅ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ ａ１ꎬ
Ｃｂｆａ１)和成骨分子ꎬ证实 ＴＧＦ￣β１ 的上调对骨基质

的产生是必要的ꎬ而不是依赖于钙沉积的增加ꎮ Ｂｅ￣
ａｚｌｅｙ 等[１２]发现在基质 ＧＬＡ 蛋白(ｍａｔｒｉｘ ｇｌａ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ
ＭＧＰ)缺失的钙化主动脉中 Ｗｎｔ１６ 的表达下降ꎬ提
示 Ｗｎｔ１６ 可能具有拮抗 ＶＳＭＣ 钙化的作用ꎬ接着在

野生型(ＭＧＰ ＋ / ＋)小鼠的主动脉组织中发现 ＴＧＦ￣β１
产生减少导致 Ｗｎｔ１６ 表达增加ꎬ从而使 Ｎｏｔｃｈ 信号

活动稳定能够维持 ＶＳＭＣ 收缩表型ꎬ而在 ＭＧＰ 敲除

(ＭＧＰ － / － )小鼠的主动脉中ꎬＴＧＦ￣β１ 的表达升高ꎬ
Ｗｎｔ１６ 下调并抑制 Ｎｏｔｃｈ 信号导致 ＶＳＭＣ 向分泌型

转换ꎬ证实 Ｗｎｔ１６ 具有减弱 ＴＧＦ￣β１ 诱导的 ＶＳＭＣ
钙化的作用ꎬ也间接证明了 ＴＧＦ￣β１ 具有诱导 ＶＳＭＣ
钙化的作用ꎮ Ｂｏｒｌａｎｄ 等[１３]发现 ＴＧＦ￣β 信号通路能

调节 ＶＳＭＣ 矿化的过程ꎬ当用 β￣甘油磷酸与外源性

ＴＧＦ￣β 一起共培养时ꎬ发现 ＴＧＦ￣β 能显著增加 β￣甘
油磷酸诱导的 ＶＳＭＣ 矿化ꎬ使用 ＴＧＦ￣β 信号传导受

体( ＴＧＦβＲ１) 激酶抑制剂 ＳＢ４３１５４２ 后ꎬ 可以使

ＶＳＭＣ 矿化显著减少ꎮ 另有研究发现[１４] 阿伐他汀

通过抑制 β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路减轻 ＴＧＦ￣β 诱导的

ＶＳＭＣ 钙化作用ꎬ这与本研究基本一致ꎮ 本研究以

大鼠主动脉 ＶＳＭＣ 为实验对象ꎬ证实了 ＶＳＭＣ 在

ＴＧＦ￣β 诱导下ꎬ逐渐失去其收缩表型ꎬ向成骨样细胞

表型转换ꎬ与此同时ꎬ茜素红 Ｓ 染色也观察到了明显

钙化结节的产生ꎮ
ＰＰＡＲ 属于配体激活的转录因子核超家族ꎬ

ＰＰＡＲγ 功能的破坏会导致血管发生病理改变、脂质

代谢紊乱和胰岛素抵抗性ꎮ ＰＰＡＲγ 参与几种与血

压调节有关的信号通路ꎮ 首先ꎬ它通过 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ /
ｅＮＯＳ 或 ＭＡＰＫ / ＥＴ￣１ 途径影响胰岛素信号通路和

血管内皮功能障碍调节信号的表达或磷酸化分子ꎮ
其次ꎬ它可以调节肾素血管紧张素的基因表达系统￣
级联蛋白ꎬ其可能会抑制动脉粥样硬化和高血压的

进展ꎮ 第三ꎬ它通过 ＰＰＡＲ 或间接激活核因子 Ｅ２
相关因子 ２(Ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ２￣ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ
２ꎬＮｒｆ２)可以直接调节氧化应激反应ꎮ 在糖尿病、高
血压或代谢综合征等疾病中ꎬＰＰＡＲγ 也起着很重要

的调节作用[１５]ꎮ 另有研究发现[１６] ＰＰＡＲ 对心血管

功能的调节和抗动脉粥样硬化作用是毋庸置疑的ꎬ
ＰＰＡＲγ 激动剂可以抑制 ＥＲＫ / ＭＡＰＫ 信号通路和阻

断 ＶＳＭＣ 从 Ｇ１ 期向 Ｓ 期分化从而阻止 ＶＳＭＣ 的生

长和迁移起到抗动脉粥样硬化作用ꎮ 但由于

ＰＰＡＲγ 激动剂的副作用ꎬ比如体质量增加ꎬ体液潴

留和骨折的发生[４]ꎬ因此还需要进一步的研究ꎮ
Ｋｌｏｔｈｏ 基因最初被认为是一个衰老抑制基因ꎬ现已

发现与血管钙化也有关系ꎬＣｈｅｎｇ 等[１７] 研究发现高

磷诱导 ＶＳＭＣ 钙化后ꎬ ＰＰＡＲγ 的表达下调ꎬ使用

ＰＰＡＲγ 激动剂罗格列酮后发现可以抑制血管钙化ꎬ
证实 ＰＰＡＲγ 是通过激活 Ｋｌｏｔｈｏ 来调节 ＶＳＭＣ 钙化

的ꎬ使用 ＰＰＡＲγ 抑制剂 ＧＷ９６６２ 后能阻断它抑制钙

化的作用ꎮ Ｚｈｏｕ 等[１８] 发现用高糖诱导 ＶＳＭＣ 钙化

后ꎬ使用 ＰＰＡＲγ 配体曲格列酮和罗格列酮后ꎬ能够

降低 ＡＬＰ 的活性ꎬ下调 Ｃｂｆａ１、骨钙素和骨形态发生

蛋白 ２( ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ￣２ꎬ ＢＭＰ￣２)的表

达ꎬ上调钙化抑制剂 ＭＧＰ 的表达ꎬ从而减轻血管的

钙化ꎬ使用 ＰＰＡＲγ 特异性拮抗剂 ＧＷ９６６２ 完全消除

了罗格列酮的作用和曲格列酮对 Ｃｂｆａ１ 和 ＭＧＰ 表

达的影响ꎬ抑制了其对血管钙化的保护作用ꎬ证明

配体的作用完全是由 ＰＰＡＲγ 介导的ꎮ 以上研究足

以说明 ＰＰＡＲγ 在心血管疾病和血管钙化中发挥着

０１２１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ １２ꎬ２０１８



不可忽视的作用ꎬ但其在 ＴＧＦ￣β１ 诱导的 ＶＳＭＣ 成

骨分化中是否也发挥着很重要的作用还不得而知ꎬ
有待于更深入的研究ꎮ 我们的研究发现加入

ＰＰＡＲγ 激动剂罗格列酮预孵育后ꎬ再次观察 ＴＧＦ￣
β１ 对 ＶＳＭＣ 钙化的作用ꎬ结果显示罗格列酮预孵育

的 ＶＳＭＣ 中 Ｒｕｎｘ２ 蛋白的表达明显下降ꎬ明显抑制

其钙化的发生ꎬ提示 ＰＰＡＲγ 在血管钙化中确实发挥

着很大的作用ꎮ 当然本研究还有些许不足ꎬ体外

ＴＧＦ￣β１ 诱导的 ＶＳＭＣ 钙化模型并不能完全模拟体

内血管钙化的条件ꎮ
综上所述ꎬ本研究验证了 ＴＧＦ￣β１ 可诱导 ＶＳＭＣ

向成骨样细胞分化ꎬ并进一步研究了 ＰＰＡＲγ 激动剂

罗格列酮对 ＶＳＭＣ 钙化的作用ꎬ发现罗格列酮对血

管钙化能起到一定的保护作用ꎬ或许在不久的将来

罗格列酮可以成为血管钙化干预的靶点ꎬ但其具体

的保护机制尚不清楚ꎬ这将是我们今后研究工作的

重点ꎮ
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