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内质网应激在成纤维细胞生长因子 21 抑制
大鼠血管钙化过程中的作用
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[摘　 要] 　 目的　 研究内质网应激(ERS)在成纤维细胞生长因子 21(FGF21)抑制大鼠血管钙化过程中的作用。
方法　 成年雄性 SD 大鼠随机分为对照组、模型组、FGF21 组、FGF21+衣霉素(TM)组,后 3 组采用维生素 D3 联合

尼古丁的方式建立血管钙化模型,FGF21 组给予 1 mg / (kg·d)的 FGF21 腹腔注射,FGF21+TM 组给予 1 mg / (kg·
d)的 FGF21 腹腔注射及 4. 5 mg / (kg·w)的 TM 腹腔注射,连续 28 天。 比较各组大鼠胸主动脉茜素红染色、钙含

量、碱性磷酸酶(ALP)活性、TUNEL 染色、成骨标志基因及 ERS 基因表达水平的差异。 结果　 FGF21 组大鼠胸主

动脉的茜素红染色明显减弱,胸主动脉中钙含量、ALP 活性、TUNEL 染色阳性率及 Runt 相关转录因子 2(RUNX2)、
骨形态发生蛋白 2(BMP2)、BMP4、骨保护素(OPG)、葡萄糖调节蛋白 78(GRP78)、CCAAT / 增强子结合蛋白同源蛋

白(CHOP)、含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 12(Caspase-12)的蛋白表达水平均明显低于模型组(P<0. 05)。
FGF21+TM 组大鼠胸主动脉的 TUNEL 染色阳性率及 RUNX2、BMP2、BMP4、OPG、GRP78、CHOP、Caspase-12 的蛋白

表达水平均明显高于 FGF21 组(P<0. 05)。 结论　 FGF21 对维生素 D3 和尼古丁诱导的血管钙化具有抑制作用,阻
断 ERS 所介导的细胞凋亡及成骨分化可能是其抑制血管钙化的分子机制。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To study the role of endoplasmic reticulum stress (ERS) in the inhibition of vascular calcifica-
tion by fibroblast growth factor 21 (FGF21) in rats. 　 　 Methods　 Adult male SD rats were randomly divided into control
group, model group, FGF21 group and FGF21+tunicamycin (TM) group. 　 Vitamin D3 combined with nicotine was used
to establish vascular calcification model in the latter 3 groups. 　 FGF21 group was intraperitoneally injected with 1 mg /
(kg·d) of FGF21, and FGF21+TM group was intraperitoneally injected with 1 mg / (kg·d) of FGF21 and 4. 5 mg /
(kg·w) of TM, for 28 consecutive days. 　 Alizarin red staining, calcium content, alkaline phosphatase (ALP) activity,
TUNEL staining, osteogenesis marker gene and ERS gene expression levels in thoracic aorta of rats were compared among
groups. 　 　 Results 　 Alizarin red staining of thoracic aorta in FGF21 group was significantly weakened. 　 Calcium
content, ALP activity, positive rate of TUNEL staining and protein expression levels of Runt-related transcription factor 2
(RUNX2), bone morphogenetic protein 2 ( BMP2), BMP4, osteoprotegerin ( OPG), glucose-regulated protein 78
(GRP78), CCAAT / EBP homologous protein (CHOP) and cysteinyl aspartate specific proteinase-12 (Caspase-12) in the
FGF21 group were significantly lower than those in the model group (P<0. 05). 　 Positive rate of TUNEL staining and pro-
tein expression levels of RUNX2, BMP2, BMP4, OPG, GRP78, CHOP and Caspase-12 in the FGF21+TM group were
significantly higher than those in the FGF21 group (P<0. 05). 　 　 Conclusion　 FGF21 can inhibit vascular calcification
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induced by vitamin D3 and nicotine, and blocking ERS-mediated cell apoptosis and osteogenic differentiation may be its
molecular mechanism of inhibiting vascular calcification.

　 　 血管钙化是临床上多种心血管疾病的共同发

病基础,以血管壁内钙磷异常沉积为特征,多见于

动脉粥样硬化、慢性肾脏病患者,被认为是预测心

血管事件发生和死亡的独立危险因素[1-2]。 在血管

钙化的进程中,血管平滑肌细胞表型向成骨样细胞

表型转化、过度凋亡等均是促进血管发生钙化的重

要环节,但调控血管平滑肌细胞表型转化及凋亡的

具体机制仍未明确,临床上也缺乏相应的预防手

段。 内质网应激(endoplasmic reticulum stress,ERS)
是近年来发现与血管钙化过程中血管平滑肌细胞

表型转化及凋亡相关的生物学环节,过度激活的

ERS 一方面促进细胞的成骨分化,另一方面促进细

胞凋亡的发生[3-4]。 成纤维细胞生长因子 21( fibro-
blast growth factor 21,FGF21)是 FGF 家族的新成员,
已经被多项动物实验证实具有抗炎、抗氧化、调脂、
减轻胰岛素抵抗等生物学作用,是心血管系统的保

护因子[5-8]。 为了明确 FGF21 对血管钙化的治疗价

值及机制,本研究通过维生素 D3 联合尼古丁给药

的方式诱导建立血管钙化模型并具体分析了 FGF21
对血管钙化模型中 ERS 的调节作用及机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物、试剂和仪器

(1)动物:成年雄性 SD 大鼠,SPF 级,体质量

250 ~ 300 g,共 40 只,购自上海杰思捷实验动物公

司,动物许可证号:SYXK (津) 2018-0001。 (2) 试

剂:维生素 D3、尼古丁、花生油、FGF21、茜素红、ERS
激动剂衣霉素 ( tunicamycin,TM) 均购自 Sigma 公

司;钙含量比色检测试剂盒购自武汉艾美捷科技有

限公司;碱性磷酸酶( alkaline phosphatase,ALP)检

测试剂盒购自北京索莱宝科技公司;TUNEL 染色试

剂盒、BCA 蛋白定量检测试剂盒购自上海碧云天公

司。 Runt 相关转录因子 2(Runt-related transcription
factor 2,RUNX2)、骨形态发生蛋白 2(bone morpho-
genetic protein 2,BMP2)、骨保护素(osteoprotegerin,
OPG)、葡萄糖调节蛋白 78(glucose-regulated protein
78,GRP78 )、 CCAAT / 增强子结合蛋白同源蛋白

(CCAAT / EBP homologous protein,CHOP)、含半胱氨

酸的天冬氨酸蛋白水解酶 12(cysteinyl aspartate spe-
cific proteinase-12,Caspase-12)及 β-actin 的一抗购

自 Abcam 公司。 (3)仪器:荧光显微镜为奥林巴斯

公司产品;Western blot 电泳仪、显影仪均为上海天

能公司产品;超声粉碎仪购自宁波新芝公司。
1. 2　 动物分组及给药

SD 大鼠随机分为对照组、模型组、FGF21 组、
FGF21+TM 组,每组 10 只。 模型组和 FGF21 组采

用维生素 D3 联合尼古丁的方式建立血管钙化模

型,具体如下:30 万单位 / 公斤维生素 D3 肌肉注射,
25 mg / kg 尼古丁溶于花生油灌胃、9 h 后重复 1 次。
FGF21 组从造模当天开始给予 1 mg / ( kg· d) 的

FGF21 腹腔注射;FGF21+TM 组从造模当天开始给

予 1 mg / ( kg·d)的 FGF21 腹腔注射及 4. 5 mg /
(kg·w)的 TM 腹腔注射;对照组和模型组从造模

当天开始给予等剂量生理盐水腹腔注射;连续处理

28 天。
1. 3　 胸主动脉茜素红染色

取胸主动脉,生理盐水清洗后进行石蜡包埋、
组织切片,用 0. 1% 茜素红( pH 8. 3)室温染色 30
min,磷酸盐缓冲液冲洗 2 ~ 3 次后拍照记录图像。
1. 4　 胸主动脉中钙含量及 ALP 活性检测

取胸主动脉,加入磷酸盐缓冲液后超声粉碎,
粉碎后的悬液以 3 000 r / min 的速度离心 10 min,收
集上清后按照钙含量比色检测试剂盒的说明书进

行操作,测定钙含量;按照 ALP 检测试剂盒的说明

书进行操作,测定 ALP 活性;按照 BCA 试剂盒的说

明书进行操作,测定总蛋白含量。 计算每克蛋白中

钙含量及 ALP 活性。
1. 5　 胸主动脉 TUNEL 染色

取石蜡包埋的胸主动脉,制作石蜡切片后加入

TUNEL 试剂盒中的反应液,避光孵育 1 h;加入

DAPI 染色液,避光孵育 5 min,封片后在荧光显微镜

下观察,细胞核呈蓝色荧光,凋亡细胞呈绿色荧光,
计算绿色荧光细胞数 / 蓝色荧光细胞数作为凋亡率。
1. 6　 胸主动脉中基因表达的 Western blot 检测

取胸主动脉,加入蛋白裂解液后超声粉碎,粉
碎后的组织悬液以 12 000 r / min 的速度离心 10
min,收集上清,用 BCA 试剂盒进行蛋白定量后用于

Western blot 检测。 进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰

胺凝胶电泳,在每个点样孔内加入 20 μg 蛋白样本,
进行垂直电泳,转膜后得到含有蛋白样本的硝酸纤

维素膜(nitrocellulose,NC),用 5%的脱脂牛奶对 NC
膜进行封闭 2 h。 充分漂洗后用 1 ∶ 1 000 稀释的

RUNX2、BMP2、BMP4、OPG、GRP78、CHOP、Caspase-
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12 一抗及 1 ∶ 5 000 稀释的 β-actin 一抗 4 ℃孵育过

夜;第 2 天充分漂洗 NC 膜后孵育 1 ∶ 2 000 稀释的

二抗,在摇床上振荡漂洗 2 h 后加入显影试剂,在显

影仪中曝光得到蛋白条带。 用 ImageJ 软件对蛋白

条带进行量化分析并计算表达水平。
1. 7　 统计学方法

采用 SPSS 21. 0 软件录入数据,计量资料经方

差齐性检验及正态性检验符合方差齐性及正态性

分布后采用 x±s 表示,对 4 组间的计量资料进行单

因素方差分析,以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 胸主动脉钙化程度

与对照组比较,模型组大鼠胸主动脉的茜素红

染色明显加深;与模型组比较,FGF21 组大鼠胸主动

脉的茜素红染色明显变浅;与 FGF21 组比较,FGF21
+TM 组大鼠胸主动脉的茜素红染色明显加深(图
1)。 模型组大鼠胸主动脉中的钙含量、ALP 活性均

明显高于对照组,FGF21 组大鼠胸主动脉中的钙含

量、ALP 活性均明显低于模型组,FGF21+TM 组大鼠

胸主动脉中的钙含量、ALP 活性均明显高于 FGF21
组(P<0. 05;表 1)。

图 1. 各组大鼠胸主动脉的茜素红染色

Figure 1. Alizarin red staining of thoracic aorta in rats of each group

表 1. 各组大鼠胸主动脉钙含量及 ALP 活性的比较
Table 1. Comparison of calcium content and ALP activity
in thoracic aorta of rats in each group

分　 组 n 钙含量(μmol / g) ALP 活性(U / g)

对照组 10 20. 38±5. 48 34. 19±6. 27

模型组 10 214. 51±34. 85a 175. 25±23. 51a

FGF21 组 10 99. 38±12. 75b 79. 72±10. 47b

FGF21+TM 组 10 172. 62±27. 74c 136. 29±20. 19c

a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与模型组比较;c 为 P<
0. 05,与 FGF21 组比较。

2. 2　 胸主动脉中成骨标志基因表达量

模型组大鼠胸主动脉中 RUNX2、BMP2、BMP4、

OPG 的表达水平均明显高于对照组,FGF21 组大鼠

胸主动脉中 RUNX2、BMP2、BMP4、OPG 的表达水

平均明显低于模型组,FGF21 +TM 组大鼠胸主动

脉中 RUNX2、BMP2、BMP4、OPG 的表达水平均明

显高于 FGF21 组,组间差异有统计学意义 ( P <
0. 05;图 2)。
2. 3　 胸主动脉 TUNEL 染色

模型组大鼠胸主动脉的 TUNEL 染色阳性率明

显高于对照组,FGF21 组大鼠胸主动脉的 TUNEL 染

色阳性率明显低于模型组,FGF21+TM 组大鼠胸主

动脉的 TUNEL 染色阳性率明显高于 FGF21 组,组
间差异有统计学意义(P<0. 05;图 3)。
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图 2. 各组大鼠胸主动脉中 RUNX2、BMP2、BMP4、OPG 的蛋白表达(n=10)　 　 a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与模型

组比较;c 为 P<0. 05,与 FGF21 组比较。

Figure 2. Protein expressions of RUNX2, BMP2, BMP4 and OPG in thoracic aorta of rats in each group(n=10)

图 3. 各组大鼠胸主动脉 TUNEL 染色的比较(n = 10) 　 　 a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与模型组比较;c 为 P<0. 05,与
FGF21 组比较。

Figure 3. Comparison of TUNEL staining in thoracic aorta of rats in each group (n=10)

2. 4　 胸主动脉中 ERS 标志基因表达水平

模 型 组 大 鼠 胸 主 动 脉 中 GRP78、 CHOP、
Caspase-12 的表达水平均明显高于对照组,FGF21
组大鼠胸主动脉中 GRP78、CHOP、Caspase-12 的表

达水平均明显低于模型组,FGF21+TM 组大鼠胸主

动脉中 GRP78、CHOP、Caspase-12 的表达水平均明

显高于 FGF21 组,组间差异有统计学意义 ( P <
0. 05;图 4)。

图 4. 各组大鼠胸主动脉中 GRP78、CHOP、Caspase-12 的蛋白表达(n=10)　 　 a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与模型组

比较;c 为 P<0. 05,与 FGF21 组比较。

Figure 4. Protein expressions of GRP78, CHOP and Caspase-12 in thoracic aorta of rats in each group(n=10)
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3　 讨　 论

血管钙化是动脉粥样硬化、慢性肾脏病、糖尿

病等患者常见的血管病变,血管壁内钙异常沉积是

血管钙化的特征,在此基础上血管弹性降低并进一

步增加心血管事件的发生风险[9-10]。 血管钙化的发

生涉及细胞凋亡、氧化应激、ERS、成骨样细胞分化

等环节[11-12],但具体的机制仍未阐明,临床上也缺

乏能够有效阻断血管钙化发展的治疗手段。 FGF21
是 FGF 家族中具有心血管保护作用的成员,能够发

挥抗炎、抗氧化、抗凋亡等作用。 Zhu 等[13] 的研究

报道 FGF21 的表达在血管钙化组织中受到抑制;由
此本研究提出假设:外源性补充 FGF21 能够在血管

钙化的进程中起到治疗作用。 为了验证这一假设,
本研究首先通过维生素 D3 联合尼古丁给药的方式

诱导建立了血管钙化模型,在模型组大鼠的胸主动

脉中钙含量及 ALP 活性均明显增加且茜素红染色

明显加深,提示模型大鼠的胸主动脉发生了明显钙

化。 在造模基础上给予 FGF21 腹腔注射干预后观

察到:FGF21 组大鼠胸主动脉的茜素红染色明显变

浅,且钙含量、ALP 活性均明显下降,提示 FGF21 能

够抑制血管钙化过程中钙沉积及 ALP 活化,具有治

疗血管钙化的价值。
血管结构中血管平滑肌细胞的过度凋亡以及

表型向成骨样细胞的转化是造成血管钙化的重要

环节。 本研究对血管钙化模型大鼠胸主动脉中细

胞凋亡及成骨标志基因表达的分析显示:模型组大

鼠胸主 动 脉 中 TUNEL 染 色 阳 性 率 及 RUNX2、
BMP2、BMP4、OPG 的表达水平均明显高于对照组。
RUNX2 是调控成骨细胞分化的关键转录因子[14];
BMP2 和 BMP4 是 BMP 家族中分别调节成骨表型

和软骨表型分化的成员[15-16];OPG 是由成熟成骨细

胞分泌的活性分子,对破骨细胞具有抑制作用[17]。
结合本研究对细胞凋亡及成骨标志基因的分析提

示,血管钙化模型大鼠的胸主动脉存在过度凋亡及

成骨转化。 在使用 FGF21 对血管钙化模型大鼠进

行干预后观察到:FGF21 组大鼠胸主动脉中 TUNEL
染色阳性率及 RUNX2、BMP2、BMP4、OPG 的表达水

平均明显低于模型组,提示 FGF21 对血管钙化过程

中的细胞凋亡及成骨样细胞均具有抑制作用。
ERS 是近年来发现与凋亡及成骨转化均有密

切关系的生物学过程,GRP78、CHOP、Caspase-12 是

ERS 过程中特异性高表达的基因[18]。 本研究对血

管钙化模型大鼠胸主动脉中上述 ERS 标志基因的

分析显示:模型组大鼠胸主动脉中 GRP78、CHOP、
Caspase-12 的表达水平均明显高于对照组;FGF21
干预后,FGF21 组大鼠胸主动脉中 GRP78、CHOP、
Caspase-12 的表达水平均明显低于模型组。 这一结

果表明血管钙化模型的主动脉中存在 ERS 的过度

激活,而 FGF21 能够显著抑制血管钙化过程中的

ERS,进而也提示抑制 ERS 可能是 FGF21 在血管钙

化过程中发挥细胞凋亡及成骨样细胞分化抑制作

用的分子机制。 为了进一步验证这一推测,本研究

在 FGF21 干预的同时加用 ERS 激动剂衣霉素并对

细胞凋亡及成骨标志基因表达进行了分析,FGF21+
TM 组大鼠胸主动脉中 TUNEL 染色阳性率及

RUNX2、BMP2、BMP4、OPG 的表达水平均明显高于

FGF21 组。 由此表明 FGF21 抑制细胞凋亡及成骨

样分化的作用能够被 ERS 激动剂逆转,进而表明

FGF21 对血管钙化过程中细胞凋亡及成骨样细胞分

化的抑制作用部分由 ERS 的抑制所介导。
综上所述,FGF21 对维生素 D3 和尼古丁诱导

的血管钙化、细胞凋亡、成骨标志基因及 ERS 标志

基因表达均具有抑制作用并且 FGF21 调节凋亡及

成骨标志基因的作用能够被 ERS 激动剂逆转,进而

也表明阻断 ERS 所介导的细胞凋亡及成骨分化可

能是 FGF21 抑制血管钙化的分子机制。
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