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睾酮对维生素 Ｄ３ 和尼古丁诱导的主动脉血管钙化的影响
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[摘　 要] 　 目的　 建立 ＳＤ 大鼠血管钙化模型ꎬ并观察睾酮在主动脉血管钙化中的作用ꎮ 方法　 将 １０ 周龄 ＳＤ 雄

性大鼠分为:对照组、钙化组、钙化＋低剂量睾酮组和钙化＋高剂量睾酮组ꎬ每组 ８ 只ꎮ 除对照组外ꎬ其余三组采用维

生素 Ｄ３(３００ ｋＵ / ｋｇ 一次肌肉注射)和尼古丁(２５ ｍｇ / ｋｇ 溶于花生油中早、晚各灌胃 １ 次)诱导大鼠血管钙化模型ꎻ
低剂量睾酮组注射 １ ｍｇ / ｋｇ 外源性睾酮(隔日注射 １ 次)ꎬ高剂量睾酮组注射 ２ ｍｇ / ｋｇ 睾酮(隔日注射 １ 次)ꎬ持续 ８
周后处死ꎮ 采用 ＥＬＩＳＡ 法测定大鼠血清睾酮和骨形态发生蛋白 ４(ＢＭＰ￣４)含量ꎬ采用试剂盒检测血管组织钙离子

及碱性磷酸酶(ＡＬＰ)含量ꎬ蛋白免疫印迹分析(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)检测主动脉血管组织 ＢＭＰ￣４、骨桥蛋白(ＯＰＮ)的蛋白

表达水平ꎬＶｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色法观察血管钙化情况ꎮ 结果　 (１)成功制备了大鼠血管钙化模型:Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色可见钙

化组大鼠血管中膜大量黑色颗粒样钙盐沉积ꎬ而对照组血管结构完好ꎬ未见黑色钙盐沉积物ꎮ (２)睾酮对血管钙化

的影响:睾酮组钙含量、ＡＬＰ、ＢＭＰ￣４、ＯＰＮ 水平显著低于钙化组(Ｐ<０.０１)ꎬ且高剂量睾酮组低于低剂量睾酮组ꎬ对
照组水平最低ꎻＶｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色可见钙化组血管中膜出现大量黑色颗粒样钙盐沉积ꎬ而低剂量睾酮组和高剂量睾酮

组均见少量钙盐沉积ꎬ对照组无钙盐沉积ꎮ 结论　 外源性睾酮能一定程度上减轻维生素 Ｄ３ 和尼古丁诱导的大鼠

血管钙化ꎮ
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　 　 血管钙化是动脉粥样硬化、高血压、糖尿病血

管病变、衰老等常见的并发症ꎬ主要表现为血管壁

僵硬度增加、顺应性下降、钙盐沉积ꎬ易导致心肌缺

血、血栓形成、斑块破裂ꎬ是心脑血管疾病发病率和

死亡率增加的重要因素之一ꎮ 随着钙化性冠状动

脉疾病以及钙化性主动脉狭窄的发病率增加ꎬ人们

逐渐认识到ꎬ血管钙化并非过去几十年所认为的被

动退化过程ꎮ 相反ꎬ它是一个反应脉管系统可塑性

的活跃、有组织、复杂且高度规范的过程[１]ꎮ 血管

钙化是环境、遗传和血管因素之间相互作用的结

果ꎮ 心血管疾病导致的动脉闭塞和僵硬ꎬ主要是由

血管钙化的发展所驱动的ꎬ血管钙化还会影响血流

动力学导致高血压、 心肌梗死、 中风和下肢缺

血[２￣３]ꎮ 预防和控制血管钙化的进展可减少心血管

事件的发生率和死亡率ꎮ 然而ꎬ目前仍未出现减轻

血管钙化的有效治疗措施ꎮ
与年龄相仿的女性相比ꎬ男性心血管疾病风险

较高ꎬ这种性别差异暗示了性激素对心血管疾病的

影响ꎮ Ｐａｒｋ 等[４] 人的一项临床研究表明生物可利

用睾酮与非肥胖男性的亚临床冠状动脉钙化程度

呈负相关ꎮ 还有研究指出睾酮可通过调节雄激素

受体和雌激素受体的表达加重血管钙化[５￣６]ꎮ 最近

ＪＡＭＡ 发表有关睾酮替代治疗与冠状动脉斑块体积

的研究显示ꎬ睾酮替代治疗能增加非钙化斑块(包
括低衰减斑块、纤维脂质斑块、纤维斑块、密钙斑

块)的体积而不影响钙化斑块的体积[７]ꎮ 鉴于社会

上对雄激素类药物的使用越来越多ꎬ外源性睾酮对

心血管疾病影响的研究成了新的热点ꎮ 本研究旨

在以血管钙化模型大鼠为研究对象ꎬ探讨外源性睾

酮对血管钙化的影响ꎬ为预防和治疗血管钙化寻求

新的干预靶点ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 实验动物及药品

无特定病原体( ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅꎬ ＳＰＦ)级

雄性 ＳＤ 大鼠由江苏省血吸虫病防治研究所动物房

提供ꎬ约 １０ 周龄ꎬ３００~ ３５０ ｇꎮ 维生素 Ｄ３ 和尼古丁

均购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ睾酮购自上海陶素生化科技有

限公司(产品编号 Ｔ０８４２)ꎻ钙离子测试盒购自美国

博世生物技术有限公司ꎻ睾酮试剂盒、碱性磷酸酶

(ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅꎬ ＡＬＰ)试剂盒、ＢＭＰ￣４ 试剂盒、
Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色试剂盒、茜素红染色试剂盒均购自北

京索莱宝科技有限公司ꎻ骨形态发生蛋白 ４( ｂｏｎｅ
ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ４ꎬ ＢＭＰ￣４)、 骨 桥 蛋 白 ( ｏｓ￣
ｔｅｏｐｏｎｔｉｎꎬ ＯＰＮ)抗体及 β￣肌动蛋白抗体购自上海

碧云天生物技术有限公司ꎻ其余材料及试剂均由苏

州斯麦尔生物技术服务有限公司提供ꎮ
１.２　 钙化动物模型的制备

将雄性 ＳＤ 大鼠随机分为四组ꎬ每组 ８ 只ꎮ 钙

化组:第 １ 天 ８:００ 给予维生素 Ｄ３(３００ ｋＵ / ｋｇ)肌肉

注射ꎬ并予尼古丁(２５ ｍｇ / ｋｇ)溶于花生油灌胃ꎬ下
午 １８:００ 再次给予同样剂量的尼古丁灌胃一次ꎻ对
照组:给予等量无水乙醇肌注和花生油灌胃ꎻ钙化＋
低剂量睾酮组和钙化＋高剂量睾酮组:钙化模型同

上ꎬ第 ２ 天起ꎬ每隔一天分别给予 １ ｍｇ / ｋｇ、２ ｍｇ / ｋｇ
睾酮肌肉注射(钙化组及对照组给予等量的无水乙

醇肌肉注射)ꎬ共给药 ８ 周ꎮ ８ 周后给予 ５％水合氯

醛麻醉后心脏采血ꎬ处死ꎮ 血标本 ４ ℃、３ ０００ ｒ / ｍｉｎ
离心ꎬ取上清置于－２０ ℃待测ꎮ
１.３　 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色及茜素红染色观察血管钙化情况

取大鼠胸主动脉段ꎬ固定于 １０％福尔马林中ꎬ
常规脱水包埋ꎬ制成 ５ μｍ 厚度切片ꎬ脱蜡脱水ꎬ入
Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 银溶液紫外灯照射 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ用 ５％硫代

硫酸钠还原 ２ ｍｉｎꎬＨＥ 染色复染细胞核ꎬ脱水、透
明、封片后光镜下观察ꎻ制蜡片同前ꎬ入茜素红染液

染色 ３ ｍｉｎꎬ蒸馏水速洗ꎬ用光绿水溶液复染ꎬ用 ２％
醋酸水速洗后脱水、封片、观察ꎮ
１.４　 睾酮及 ＢＭＰ￣４ 浓度的测定

取待测血清标本ꎬ用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒分别测定睾

酮及 ＢＭＰ￣４ 浓度ꎮ
１.５　 ＡＬＰ 活性及钙含量测定

取大鼠腹主动脉段血管组织 ２０ ｍｇ 加入裂解液

进行冰浴匀浆 ４ ℃、８ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心后取上清ꎬ分
别用 ＡＬＰ 活性试剂盒和钙离子测试盒测定其浓度ꎮ
１.６　 ＢＭＰ￣４ 及 ＯＰＮ 的蛋白表达

取大鼠同等质量的胸主动脉血管组织提取蛋

白ꎬ经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶(１２％分离胶ꎬ５％浓缩胶)电

泳后ꎬ转入 ＰＶＤＦ 膜ꎬ加入一抗(ＯＰＮ 及 ＢＭＰ￣２ 均以

１ ∶ １ ０００ 稀释) ４ ℃ 孵育过夜ꎬ次日室温孵育二抗

１ ｈꎬ以 β￣ａｃｔｉｎ 作为内参进行对比ꎬ加 ＥＣＬ 显影液

曝光ꎮ
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１.７　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ２３.０ 软件进行统计分析ꎬ所得数据均

采用 ｘ±ｓ 表示ꎮ 各组间比较采用单因素方差分析ꎬ
组间多重比较方差齐时采用 ＬＳＤ 法ꎬ方差不齐时采

用 Ｄｕｎｎｅｔｔ􀆳ｓ Ｔ３ 法ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 大鼠血浆睾酮水平

与对照组及钙化组相比ꎬ补充外源性睾酮组大鼠

睾酮水平显著升高(Ｐ<０.０１)ꎬ而钙化＋高剂量睾酮组

睾酮水平较钙化＋低剂量睾酮组升高(Ｐ<０.０５ꎻ表 １)ꎮ
２.２　 大鼠血管钙化情况

Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色及茜素红染色均可见钙化组血

管中膜大量黑色颗粒样钙盐沉积ꎬ而钙化＋低剂量

睾酮组及钙化＋高剂量睾酮组钙盐沉积较少ꎬ对照

组血管壁结构完整ꎬ未见明显钙盐沉积(图 １)ꎮ 钙

化组大鼠主动脉组织 ＡＬＰ 活性及钙含量较对照组

显著升高ꎬ钙化＋低剂量睾酮组和钙化＋高剂量睾酮

组主动脉组织 ＡＬＰ 活性及钙含量较钙化组显著降

低(Ｐ<０.０１ꎻ表 ２)ꎮ

表 １. 各组大鼠血清睾酮水平(ｎ＝ ８)
Ｔａｂｌｅ １. Ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
(ｎ＝ ８)

分　 组 睾酮(ｎｇ / Ｌ)

对照组 ５８.２５±６.２９

钙化组 ５５.３８±７.８７

钙化＋低剂量睾酮组 ６８.２５±５.６０ａｂ

钙化＋高剂量睾酮组 ７５.５０±４.５７ａｂｃ

ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与钙化组比较ꎻｃ 为 Ｐ<
０.０５ꎬ与钙化＋低剂量睾酮组比较ꎮ

图 １. 主动脉 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色及茜素红染色(２００×)
Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ａｏｒｔａ(２００×)

表 ２. 各组大鼠主动脉 ＡＬＰ 活性和钙含量(ｎ＝ ８)
Ｔａｂｌｅ ２. Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ａｎｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｏｎ￣
ｔｅｎｔ ｏｆ ｒａｔｓ ａｏｒｔａ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｎ＝ ８)

分　 组 ＡＬＰ 活性(Ｕ / ｇ) 钙含量(ｍｍｏｌ / Ｌ)

对照组 ２３３.７５±６０.５３ ４.１２±０.２７

钙化组 ９３２.２５±１９６.０７ｂ ５.７８±０.３０ｂ

钙化＋低剂量睾酮组 ４２８.３８±９９.９７ｂｃ ４.２１±０.３４ｃ

钙化＋高剂量睾酮组 ３５６.６３±６４.６８ａｃ ３.９３±０.２２ｃ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ< ０. ０１ꎬ与对照组比较ꎻｃ 为 Ｐ< ０. ０１ꎬ与钙化组
比较ꎮ

２.３　 钙化相关因子的表达

ＥＬＩＳＡ 法检测血清中 ＢＭＰ￣４ 水平发现ꎬ钙化组

血清 ＢＭＰ￣４ 水平较对照组显著升高ꎬ而钙化＋低剂

量睾酮组和钙化＋高剂量睾酮组较钙化组显著降低

(Ｐ<０.０５ꎻ表 ３)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表明ꎬ与对照组

比较ꎬ钙化组 ＢＭＰ￣４ 和 ＯＰＮ 蛋白表达升高ꎬ钙化＋
低剂量睾酮组及钙化＋高剂量睾酮组较钙化组降

低ꎬ但仍高于对照组ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５ꎻ
图 ２)ꎮ
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表 ３. 各组大鼠血清 ＢＭＰ￣４水平(ｎｇ / Ｌ)
Ｔａｂｌｅ ３. Ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＢＭＰ￣４ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｎｇ /
Ｌ)

分　 组 ＢＭＰ￣４

对照组 １.４４５±０.５４１

钙化组 ３.７５４±０.５３８ａ

钙化＋低剂量睾酮组 ３.１４９±０.４９２ａｂ

钙化＋高剂量睾酮组 ２.７４３±０.９９０ａｃ

ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ< ０. ０５ꎬｃ 为 Ｐ< ０. ０１ꎬ与钙化组
比较ꎮ

３　 讨　 论

血管钙化是心血管疾病发病率及死亡率增加

的危险因素之一ꎬ预防血管钙化对降低心血管不良

事件具有重要意义ꎮ 血管钙化是一种活跃、复杂的

生理过程ꎬ主要表现为血管平滑肌细胞 ( ｖａｓｃｕｌａｒ
ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌꎬＶＳＭＣ)的收缩表型向成骨样细

胞状态转化[８]ꎮ 过去的几十年研究发现ꎬ多种危险

因素如高磷血症、继发性甲状旁腺功能亢进、慢性

炎症及氧化应激均可诱导血管钙化形成[９]ꎮ 研究

发现血管钙化过程中伴随着骨基质蛋白表达增加ꎬ
如 ＢＭＰ、ＯＰＮ、骨保护素及骨钙蛋白[１０]ꎮ 在此过程

中 ＢＭＰ / Ｓｍａｄ[１１￣１２]、Ｎｏｔｃｈ / Ｍｓｘ２ 和 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 等

多个信号通路及其下游分子 Ｒｕｎｘ２ 和 Ｏｓｔｅｒｉｘ 被激

活ꎬ参与血管钙化的发生和发展[１３￣１４]ꎮ 临床发现中

老年男性睾酮水平随年龄增长而下降ꎬ而动脉粥样

硬化等心血管风险增加[１５]ꎬ提示睾酮水平变化可能

与血管钙化有关ꎮ 探索睾酮对血管钙化的影响ꎬ能
为抑制血管钙化、降低心血管不良事件提供一个新

的治疗靶点ꎮ
本研究中ꎬ我们利用尼古丁和维生素 Ｄ３ 制备

大鼠血管钙化模型ꎬ通过 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色及茜素红

染色可见血管中膜有大量黑色钙盐沉积物ꎬ表明大

鼠血管钙化模型制备成功ꎮ 并在钙化模型的基础

上通过增加外源性睾酮刺激后ꎬ睾酮组血管钙含

量、ＡＬＰ、ＢＭＰ￣４、ＯＰＮ 表达水平较钙化组明显降低ꎬ
表明睾酮能在一定程度上减轻血管钙化ꎮ

既往关于睾酮对血管钙化影响的机制尚不清

楚ꎮ Ｓｏｎ 等[１６]人研究表明ꎬ睾酮可通过抑制无机磷

酸盐诱导的 ＶＳＭＣ 凋亡消减血管钙化ꎬ还可以通过

雄激素受体调节生长抑制特异性基因 ６ 转录ꎬ从而

抑制血管钙化ꎮ 有临床研究指出生物可利用睾酮

与血管钙化程度呈负相关[４]ꎬ其可能机制是:睾酮

不仅可以通过刺激内皮细胞产生一氧化氮保护血

图 ２. 各组大鼠主动脉 ＢＭＰ￣４和 ＯＰＮ 的蛋白表达水平　 　
１ 为钙化组ꎬ２ 为钙化＋低剂量睾酮组ꎬ３ 为钙化＋高剂量睾酮

组ꎬ４ 为对照组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ
与钙化组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与钙化＋低剂量睾酮组比较ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＢＭＰ￣４ ａｎｄ ＯＰＮ ｉｎ ａ￣
ｏｒｔａ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

管内皮[１７]ꎬ还可通过刺激内皮祖细胞促进内皮修

复[１８]ꎮ Ｌｕ 等[１９]人也提出低剂量睾酮与主动脉内皮

的超微结构损伤有关ꎮ 本研究发现给予外源性睾

酮的 ＳＤ 大鼠血管钙化程度减轻ꎬ同时还发现这种

钙化程度的减轻与 ＢＭＰ￣４ 的蛋白表达水平呈正相

关ꎮ 既往有研究表明 ＢＭＰ / Ｓｍａｄ 信号通路参与血

管钙化的发生与发展ꎬ我们猜测睾酮对血管钙化的

影响除上述机制外可能还与 ＢＭＰ / Ｓｍａｄ 信号通路
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有关ꎬ但其具体的发生机制还需进一步深入研究ꎮ
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