
网络出版时间：２０２２ － ７ － ２８ １５：４７　 网络出版地址：ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｋｎｓ． ｃｎｋｉ． ｎｅｔ ／ ｋｃｍｓ ／ ｄｅｔａｉｌ ／ ３４． １０６５． Ｒ． ２０２２０７２７． １７５７． ０１５． ｈｔｍｌ

ＣＴＧＦ 通过调控 ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ 信号通路
在血管钙化中的作用

吴　 伟，程　 龙，王　 杰，杨传蕾，尚玉强

２０２２ － ０５ － １０ 接收

基金项目：湖北省卫生健康委员会联合基金（编号：ＷＪ２０１９Ｈ３７４）
作者单位：华中科技大学同济医学院附属武汉中心医院心脏大血管

外科，武汉　 ４３００００
作者简介：吴　 伟，男，副主任医师；

尚玉强，男，主任医师，责任作者，Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｗｕｗｅｉ１９８３０２２３

摘要　 目的　 探究结缔组织生长因子（ＣＴＧＦ）在主动脉血管

钙化过程中的作用和机制。 方法　 体外培养大鼠胸大动脉

平滑肌细胞（Ａ７ｒ５）进行血管钙化模型构建，通过茜素红染

色结果确定最佳钙化时间。 细胞转染 ＣＴＧＦ⁃ｓｉＲＮＡ 质粒，采
用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞中 ＣＴＧＦ 的表达量。 为

确定 ＣＴＧＦ 对细胞钙化的作用，将细胞随机分为 ７ 组。 采用

茜素红染色观察 ＣＴＧＦ 对 Ａ７ｒ５ 细胞钙化的影响，采用 ＥＬＩＳＡ
法检测 Ａ７ｒ５ 细胞中碱性磷酸酶（ＡＬＰ）的活性变化，采用

ＲＴ⁃ＰＣＲ 测定 Ａ７ｒ５ 细胞中 ＯＰＧ、ＲＡＮＫ 和 ＲＡＮＫＬ 的表达情

况。 结果　 Ａ７ｒ５ 的最佳钙化时间为 ４８ ｈ。 与对照组相比，
ＣＴＧＦ⁃ｓｉＲＮＡ 组细胞中 ＣＴＧＦ 的表达量降低，说明细胞成功

转染 ＣＴＧＦ⁃ｓｉＲＮＡ 质粒。 与模型组比较， ＣＴＧＦ⁃ｓｉＲＮＡ 组

Ａ７ｒ５ 细胞中的钙化结节表达量减少，ＡＬＰ 的活性降低（Ｐ ＜
０. ０５），ＯＰＧ、ＲＡＮＫ 和 ＲＡＮＫＬ 的表达也下调（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结

论　 沉默 ＣＴＧＦ 能够减少高磷高钙所诱导的 Ａ７ｒ５ 细胞钙化

和降低 ＡＬＰ 的活性，调控 ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ 信号通路，从
而在主动脉血管钙化中的发挥作用。
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　 　 血管钙化（ ｖａｓｃｕｌａｒ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＶＣ）是动脉粥

样硬化、慢性肾病、糖尿病、高血压、绝经后综合征、
动脉狭窄和老年患者的常见病理表现［１］。 ＶＣ 的病

理异常是导致心血管发病率和病死率高的重要因素

之一［２ － ３］。 骨保护素（ ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ，ＯＰＧ）为肿瘤

坏死因子受体超家族的成员之一，主要作用是抑制

破骨细胞形成，促进破骨细胞调亡，细胞核因子 κＢ
受体活化因子配体（ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃ⁃
ｔｏｒ κＢ ｌｉｇａｎｄ， ＲＡＮＫＬ） 能够与破骨细胞表面的

ＲＡＮＫ 结合，促进破骨细胞前体分化和活化形成成

熟的破骨细胞［４ － ５］。 大量的研究表明 ＶＣ 主要表现

为血管平滑肌（ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌ，ＶＳＭＣ）
发生向成骨细胞的表型转化过程，目前的研究［６ － ７］

认为 ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫＬ ／ ＲＡＮＫ 在血管壁平滑肌细胞收

缩表型向成骨表型转化中发挥了重要作用。 结缔组

织生长因子（ ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅ ｔｉｓｓｕｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＣＴＧＦ）
是一种由 ３４９ 个氨基酸组成，分子量为 ３４ ～ ３８ ｋｕ
的富含半胱氨酸的分泌肽。 有研究［８］ 表明，ＣＴＧＦ
可促进成骨细胞 ＯＰＧ 分泌，并抑制 ＲＡＮＫＬ 的表达，
提示 ＣＴＧＦ 可能间接抑制成熟破骨细胞活化的作

用。 但是 ＣＴＧＦ 是否在血管钙化过程中能够通过调

控 ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ 信号通路来影响疾病发生

的进展需要进一步的研究。 因此，该研究通过沉默

细胞中 ＣＴＧＦ 基因，构建体外血管钙化模型，验证血

管钙化过程中 ＣＴＧＦ 对 ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ 信号通

路的调控作用。

１　 材料与方法

１． １　 实验材料与仪器　 大鼠胸大动脉平滑肌 Ａ７ｒ５
来源于中国科学院上海细胞库；胎牛血清购自天津

ＴＢＤ 公司；Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 和 ＤＭＥＭ 购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公

司；ＣａＣｌ２ 和 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ β⁃甘油磷酸盐购自美国 ｓｉｇ⁃
ｍａ 公司； ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ＲＮＡｉＭＡＸ 购自美国 Ｉｎ⁃
ｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；茜素红法钙质染色试剂盒购自上海歌

凡生物技术有限公司；Ｂｏｌｄｉｎｅ 和 ＡＲ２３４９６０ 购自美

国 ＭＣＥ 公司；碱性磷酸酶测定试剂盒购自南京建成

生物科技有限公司；ＴＲＩｚｏｌ 试剂购自美国 Ａｍｂｉｏｎ 公

司。 ＳＹＢＲ ＦＡＳＴ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 购自美国 ＫＡＰＡ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司；ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒购自北

京 ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司；ＬＢＳ＃１１１１１２１００ ＣＯ２ 恒温培养箱购

自美国 ＬａｂＳｅｒｖＴＭ 公司；ＢＭ⁃３８ＸＤ 倒置荧光显微镜

购自上海析域仪器设备有限公司；ＣＦＸ⁃Ｃｏｎｎｅｃｔ ９６
荧光定量 ＰＣＲ 仪购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司；ＡＭＲ⁃１００
酶标仪购自杭州奥盛仪器有限公司；Ｔａｎｏｎ⁃５２００ 全

自动化学发光分析仪购自上海天能科技有限公司。
１． ２　 细胞培养　 将冻存的 Ａ７ｒ５ 细胞从液氮罐中取

出，在 ３７ ℃水浴中完全融化后，将细胞悬液吸至离

心管中，加入 ４ ｍｌ 完全培养基（９０％ ＤＭＥＭ ＋ １０％
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ＦＢＳ），１ ３３７ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３ ｍｉｎ，弃上清液，细胞重新

悬浮于 １ ｍｌ 培养基中，转移至培养瓶中，加入 ４ ｍｌ
完全培养基，置于 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 的培养箱内培养。
１． ３　 细胞转染检测　 转染前 ２４ ｈ，将 ５ × １０５ 个细

胞重悬于 １. ５ ｍｌ 完全培养基中。 分别取 １００ ｐｍｏｌ
ｓｉＲＮＡ 和 ５ μｌ Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ® ＲＮＡｉＭＡＸ 稀释于 ２５０
μｌ Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 中，轻轻吹吸 ５ 次混匀，室温下静置 ５
ｍｉｎ。 两种稀释液混匀后室温孵育 ２０ ｍｉｎ。 将 ５００
μｌ 混合物加到含有细胞和 １. ５ ｍｌ 新鲜完全培养基

的培养板中，最后将细胞板置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培

养箱中，转染 ４ ｈ 后换新鲜完全培养基培养 ２４ ｈ。
采用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测转入基因 ＣＴＧＦ
的表达情况。
１． ４　 细胞钙化模型构建及分组　 收集 Ａ７ｒ５ 细胞，
调整细胞悬液浓度为 １ × １０５ 个 ／ ｍｌ，将 １ ｍｌ 细胞悬

液加入 １２ 孔板中，置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中培

养过夜，使细胞贴壁。 钙化培养基 ［ ＤＭＥＭ ＋ １０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ β⁃甘油磷酸盐（ＢＧＰ） ＋ ３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＣａＣｌ２］诱
导 Ａ７ｒ５ 细胞钙化，诱导 ０、１２、２４、４８、７２ ｈ。 取出细

胞培养板进行后续检测。 为了验证 ＣＴＧＦ 在主动脉

血管钙化中的作用，将实验分为 ７ 组。 对照组：不进

行任何处理；模型组：Ａ７ｒ５ 细胞诱导钙化；ＡＲ２３４９６０
激动剂组：Ａ７ｒ５ 细胞诱导钙化后，ＡＲ２３４９６０ 激动剂

（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ，１２ ｈ）处理；ＣＴＧＦ⁃ｓｉＲＮＡ 组：Ａ７ｒ５ 细胞

诱导钙化后，ＣＴＧＦ⁃ｓｉＲＮＡ 转染处理；ｓｉＲＮＡ⁃ＮＣ 组：
Ａ７ｒ５ 细胞诱导钙化后，ｓｉＲＮＡ⁃ＮＣ 转染处理；Ｂｏｌｄｉｎｅ
抑制剂组：Ａ７ｒ５ 细胞诱导钙化后，Ｂｏｌｄｉｎｅ 抑制剂

（８０ μｍｏｌ ／ Ｌ，１２ ｈ） 处理； Ｂｏｌｄｉｎｅ ＋ ＡＲ２３４９６０ 组：
ＶＳＭＣ 细胞诱导钙化后，先进行 Ｂｏｌｄｉｎｅ（８０ μｍｏｌ ／ Ｌ，
１２ ｈ） 抑制剂处理，再进行 ＡＲ２３４９６０ 激动剂 （１０
μｍｏｌ ／ Ｌ，１２ ｈ）处理。
１． ５　 茜素红染色　 将 １２ 孔板中的 Ａ７ｒ５ 细胞干预

后弃去上清液，各组细胞用 ＰＢＳ 洗 ３ 次。 用 ４％ 多

聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎ 后吸去 ４％多聚甲醛溶液。 加入

２ ｍｌ 茜素红染液，室温染色 ３０ ｍｉｎ，蒸馏水速洗。 在

倒置荧光显微镜下观察染色效果并拍照。
１． ６　 碱性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）活性

检测　 将 １２ 孔板中的 Ａ７ｒ５ 细胞干预后弃去上清

液，设定空白管、标准管和测定管。 空白管加入

０. ０３ ｍｌ 双蒸水，测定管中加入 ０. ０３ ｍｌ 样本，标准

管加入 ０. ０３ ｍｌ 标准液；每管加入 ０. ５ ｍｌ 缓冲液和

０. ５ ｍｌ 基质液，充分混匀，３７ ℃水浴 １５ ｍｉｎ 后加入

１. ５ ｍｌ 显色液；在 ５２０ ｎｍ 的波长下测各管吸光度。
１． ７　 荧光定量 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ　 取 １ ｍｌ 的 ＴＲＩｚｏｌ 加入

细胞培养板中提取总 ＲＮＡ，然后将 ＲＮＡ 逆转录为

ｃＤＮＡ，最后将制备好的 ｃＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 扩增，反应

程序为：预变性 ９５ ℃、３ ｍｉｎ；９５ ℃、５ ｓ，５６ ℃、１０ ｓ，
７２ ℃、２５ ｓ（４０ ｃｙｃｌｅｓ），记录数据，实验重复 ３ 次。
采用 ２ － ΔΔｔ计算 ｍＲＮＡ 的相对含量。 ＰＣＲ 引物由武

汉天一华煜基因科技有限公司合成，引物序列见

表 １。

表 １　 引物序列

引物名称 　 　 　 　 序列
扩增片段

大小（ｂｐ）
ＣＴＧＦ⁃Ｆ ＴＴＣＣＣＧＡＧＡＡＧＧＧＴＣＡＡＧ １４３
ＣＴＧＦ⁃Ｒ ＧＣＴＣＧＣＡＴＣＡＴＡＧＴＴＧＧＧＴ
ＯＰＮ⁃Ｆ ＡＣＡＧＴＡＴＣＣＣＧＡＴＧＣＣＡＣＡ １３６
ＯＰＮ⁃Ｒ ＧＣＴＧＧＴＣＴＴＣＣＣＧＴＴＧＣ
ＲＡＮＫ⁃Ｆ ＴＣＡＣＡＧＣＣＴＣＣＧＡＡＴＧＧ ２４２
ＲＡＮＫ⁃Ｒ ＣＡＧＧＧＴＡＧＧＣＡＡＣＴＧＴＣＡＴＣ
ＲＡＮＫＬ⁃Ｆ ＴＣＧＧＧＴＴＣＣＣＡＴＡＡＡＧＴＣ １３８
ＲＡＮＫＬ⁃Ｒ ＧＡＡＧＣＡＡＡＴＧＴＴＧＧＣＧＴＡ
ＧＡＰＤＨ⁃Ｆ ＣＡＡＧＴＴＣＡＡＣＧＧＣＡＣＡＧ １３８
ＧＡＰＤＨ⁃Ｒ ＣＣＡＧＴＡＧＡＣＴＣＣＡＣＧＡＣＡＴ

１． ８ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 　 提取各组细胞的蛋白，采用

ＢＣＡ 试剂盒测定蛋白质的含量。 ２０ μｇ 蛋白加入凝

胶中（配制 １２％的分离胶和 ５％ 的浓缩胶），浓缩胶

恒压 ８０ Ｖ ４０ ｍｉｎ，分离胶恒压 １２０ Ｖ ５０ ｍｉｎ。 恒压

９０ Ｖ 转膜 ５０ ｍｉｎ，５ ％脱脂奶粉室温封闭 ４ ℃过夜，
加入一抗（ＣＴＧＦ １ ∶ ５００；ＧＡＰＤＨ １ ∶ １ ０００）室温孵

育 １ ｈ，洗膜后二抗（Ｇｏａｔ ａｎｔｉ⁃Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ １ ∶ １０ ０００）
室温孵育 １ ｈ。 加入 ＥＣＬ 发光液后置于全自动化学

发光分析仪中显色。 实验重复 ３ 次。
１． ９ 　 统计学处理 　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ０. １ 统

计学软件进行统计学处理，结果用 �ｘ ± ｓ 表示。 多组

间比较采用单因素方差分析，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统

计学意义。

２　 结果

２． １　 细胞钙化模型构建　 茜素红染色结果显示如

图 １，钙化模型诱导 １２ ｈ 后能够看到少量橘红色的

钙化结节（图中细胞外的红色可能是由于细胞钙化

时添加的 ＣａＣｌ２ 未清洗干净造成的），钙化模型诱导

时间为 ４８ ｈ 时，钙化结节增多，而诱导时间为 ７２ ｈ
时，钙化诱导过度，产生的钙化结节过多。 因此钙化

模型诱导的最佳时间为 ４８ ｈ。
２． ２　 转染后细胞中 ＣＴＧＦ 表达水平检测结果　 转

染 ＣＴＧＦ⁃ｓｉＲＮＡ 表达质粒后，与对照组比较，阴性对

照组Ａ７ｒ５细胞中ＣＴＧＦ相对表达量差异无统计学
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图 １　 Ａ７ｒ５ 细胞的钙化表达情况 茜素红 × ２００
Ａ：０ ｈ；Ｂ：１２ ｈ；Ｃ：２４ ｈ；Ｄ：４８ ｈ；Ｅ：７２ ｈ

图 ２　 ＣＴＧＦ⁃ｓｉＲＮＡ 对细胞钙化的影响 茜素红 × ２００
　 　 Ａ：对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：ＡＲ２３４９６０ 激动剂组；Ｄ：ＣＴＧＦ⁃ｓｉＲＮＡ 组；Ｅ：ｓｉＲＮＡ⁃ＮＣ 组；Ｆ：Ｂｏｌｄｉｎｅ 抑制组；Ｇ：ＡＲ２３４９６０ ＋ Ｂｏｌｄｉｎｅ 组

意义，ＣＴＧＦ⁃ｓｉＲＮＡ⁃１、，ＣＴＧＦ⁃ｓｉＲＮＡ⁃２ 和 ＣＴＧＦ⁃ｓｉＲ⁃
ＮＡ⁃３ 组 Ａ７ｒ５ 细胞中 ＣＴＧＦ 相对表达量降低，差异

有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５），结果如表 ２。 结果表明转

染 ｓｉＲＮＡ 表达质粒后能有效降低 ＣＴＧＦ 的表达量。

表 ２　 ＣＴＧＦ⁃ｓｉＲＮＡ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测转染后细胞

中 ＣＴＧＦ 的表达水平（ｎ ＝ ３）

组别 ＣＴＧＦ（ｍＲＮＡ） ＣＴＧＦ
对照 １ ０． ８５ ± ０． ００５
ＣＴＧＦ ＋ ｓｉＲＮＡ⁃１ ０． １６ ± ０． ０１∗ ０． ４８ ± ０． ０２
ＣＴＧＦ ＋ ｓｉＲＮＡ⁃２ ０． ５９ ± ０． ０５∗ ０． ６６ ± ０． ００７∗

ＣＴＧＦ ＋ ｓｉＲＮＡ⁃３ ０． ５８ ± ０． ０２∗ ０． ６６ ± ０． ０２∗

阴性对照 ０． ９５ ± ０． ０５ ０． ８４ ± ０． ０１∗

Ｆ 值 ２７２． ９ ４４０． ４

　 　 与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

２． ３　 ＣＴＧＦ⁃ｓｉＲＮＡ 对细胞钙化的影响　 由图 ２ 可

知，与模型组相比，ｓｉＲＮＡ⁃ＮＣ 组钙化结节的量基本

没有变化， ＣＴＧＦ⁃ｓｉＲＮＡ、 ＡＲ２３４９６０ ＋ Ｂｏｌｄｉｎｅ 和

Ｂｏｌｄｉｎｅ 抑制组的钙化结节减少，ＡＲ２３４９６０ 激动剂

组的钙化结节增多。
２． ４　 ＣＴＧＦ⁃ｓｉＲＮＡ 对细胞的 ＡＬＰ 活性影响　 ＡＬＰ
活性测定结果显示如图 ３（Ｆ ＝ ２０４. ３），与模型组相

比，ｓｉＲＮＡ⁃ＮＣ 组 ＡＬＰ 的活性基本没有变化，ＣＴＧＦ⁃

ｓｉＲＮＡ 组，ＡＲ２３４９６０ ＋ Ｂｏｌｄｉｎｅ 组和 Ｂｏｌｄｉｎｅ 抑制组

的 ＡＬＰ 的活性降低（Ｐ ＜ ０. ０５），ＡＲ２３４９６０ 激动剂组

的 ＡＬＰ 的活性升高（Ｐ ＜ ０. ０５）。

图 ３　 Ａ７ｒ５ 细胞中的 ＡＬＰ 活性

　 　 Ａ：对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：ＡＲ２３４９６０ 激动剂组；Ｄ：ＣＴＧＦ⁃ｓｉＲＮＡ
组；Ｅ：ＳｉＲＮＡ⁃ＮＣ 组；Ｆ：Ｂｏｌｄｉｎｅ 抑制剂组；Ｇ：ＡＲ２３４９６０ ＋ Ｂｏｌｄｉｎｅ 组；
与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

２． ５ 　 ＣＴＧＦ⁃ｓｉＲＮＡ 对 细 胞 中 ＯＰＧ、 ＲＡＮＫ、
ＲＡＮＫＬ 表达的影响　 由表 ３ 可知，与模型组相比，
ｓｉＲＮＡ⁃ＮＣ 组 ＯＰＧ、ＲＡＮＫ、ＲＡＮＫＬ 的表达量基本没

有变化，ＣＴＧＦ⁃ｓｉＲＮＡ、ＡＲ２３４９６０ ＋ Ｂｏｌｄｉｎｅ 和 Ｂｏｌｄｉｎｅ
抑制组的ＣＴＧＦ、ＲＡＮＫ、ＲＡＮＫＬ的表达量降低（Ｐ ＜
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表 ３　 Ａ７ｒ５ 细胞中 ＣＴＧＦ、ＯＰＧ、ＲＡＮＫ 和 ＲＡＮＫＬ 的表达水平（ｎ ＝ ３，�ｘ ± ｓ）

组别 ＣＴＧＦ ＯＰＧ ＲＡＮＫ ＲＡＮＫＬ
对照 １ １ １ １
模型 ８． ６７ ± ０． ６３ ０． ３８ ± ０． ０２ １４． ０７ ± ０． ７５ １１． ２１ ± ０． ８９
ＡＲ２３４９６０ 激动剂 ２２． ３２ ± ０． ７１∗ ０． ２２ ± ０． ０１∗ ４０． ３５ ± ４． ０１∗ ２１． ８４ ± １． ４７∗

ＣＴＧＦ⁃ｓｉＲＮＡ ４． ８４ ± ０． １６∗ ０． ７５ ± ０． ０２∗ ７． ８６ ± ０． ４７∗ ６． ６１ ± ０． ６１∗

ｓｉＲＮＡ⁃ＮＣ ８． ３１ ± １． ２３ ０． ３７ ± ０． ０５ １５． ８９ ± １． ８１ ９． ８７ ± １． １７
Ｂｏｌｄｉｎｅ 抑制剂 ２． ０２ ± ０． ２９∗ ２． ８３ ± ０． １６∗ １． ８８ ± ０． ２１∗ ３． ６８ ± ０． ３３∗

ＡＲ２３４９６０ ＋ Ｂｏｌｄｉｎｅ ３． ６８ ± ０． ５３∗ １． ８７ ± ０． １１∗ ３． ９４ ± ０． ５２∗ ５． ４５ ± １． ０６∗

Ｆ 值 ３９１． ７ ４８３． ９ １９３． １ １６４． ９

　 　 与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

０. ０５），ＯＰＧ 表达量升高（Ｐ ＜ ０. ０５）。 ＡＲ２３４９６０ 激

动剂组 ＣＴＧＦ、ＲＡＮＫ、ＲＡＮＫＬ 的表达量升高（Ｐ ＜
０. ０５），ＯＰＧ 表达量降低（Ｐ ＜ ０. ０５）。

３　 讨论

　 　 ＶＣ 是指在血管中以磷酸钙复合物的形式沉积

的矿物，近年来的研究［９ － １０］ 表明，ＶＣ 与动脉粥样硬

化、高血压、糖尿病肾病、心肌梗死等多种疾病密切

相关，是心血管疾病高发病率和高病死率的重要原

因。 随着我国人口老龄化趋势的加重和人们生活水

平的提高，血管钙化的发生率也在逐渐提高，与其相

关的许多心血管疾病已严重危害到人类的健康。 血

管钙化是一种与骨发育类似的主动的、可预防和可

逆转的高度可调控的生物学过程，因此，研究血管钙

化的发生、发展及其发病机制，为血管钙化的有效防

治具有重要临床意义。 本研究按照已报道的钙化模

型［１１］，即采用 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ β⁃甘油磷酸盐（ＢＧＰ）和 ３
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＣａＣｌ２ 诱导 Ａ７ｒ５ 细胞钙化，证明了沉默 ＣＴ⁃
ＧＦ 能够减少 Ａ７ｒ５ 细胞的钙化。
　 　 ＡＬＰ 是一种在碱性条件下能够分解磷酸二甲苯

生成游离的酚和磷酸，广泛分布于人体骨骼、肠、肾
和胎盘等组织。 它能够通过调节矿化抑制剂 ＰＰｉ 的
水平来促进血管钙化，目前已被证明是血管钙化病

理生理焦磷酸途径中的一个具有促进作用的因

子［１２］。 有研究［１３］ 表明，血清中 ＡＬＰ 水平与冠状动

脉钙化和斑块易损性具有相关性。 并且有研究［１４］

表明 ＡＬＰ 是血清中胶原蛋白钙化所必需的因子。
因此，降低 ＡＬＰ 的活性能够有效预防血管钙化的发

生，本实验显示 ＣＴＧＦ⁃ｓｉＲＮＡ 能够有效降低 ＡＬＰ 的

活性。
　 　 ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ 信号通路在调控成骨细胞

形成及骨重建中发挥重要作用。 ＯＰＧ 通过与

ＲＡＮＫＬ 结合，阻断 ＲＡＮＫ 与其结合，从而抑制骨吸

收，维持骨代谢平衡［１５］。 课题组在实验中使用腺病

毒转 染 Ａ７ｒ５ 使 ＣＴＧＦ 基 因 沉 默， 显 示 ＲＡＮＫ、
ＲＡＮＫＬ 基因水平降低，ＯＰＧ 基因水平上升，说明沉

默 ＣＴＧＦ 基因能够通过调节 ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ 信

号通路从而减轻细胞钙化程度。 同时， Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ［１６］

研究发现，补肾活血汤能够通过调节 ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／
ＲＡＮＫＬ 抑制血管平滑肌的成骨分化，有效防止

ＶＳＭＣｓ 从收缩型到成骨表型的表型转换过程，进而

影响细胞钙化的形成。 为了进一步明确上述猜测，
本研究使用 ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ 信号通路的激动

剂（ＡＲ２３４９６０）和抑制剂（Ｂｏｌｄｉｎｅ）干预，测定 ＯＰＧ ／
ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ 信号通路对细胞钙化的影响。 本实

验结果显示，加入 ＡＲ２３４９６０ 后，ＲＡＮＫ 和 ＲＡＮＫＬ
基因水平上升，ＯＰＧ 基因水平下降，细胞钙化结节

增多。 但加入 Ｂｏｌｄｉｎｅ 后，ＲＡＮＫ 和 ＲＡＮＫＬ 基因水

平下降，ＯＰＧ 基因水平上升，细胞钙化结节减少，这
说明沉默 ＣＴＧＦ 基因与 Ｂｏｌｄｉｎｅ 有相同的作用，进一

步证明了 ＣＴＧＦ 基 因 是 通 过 调 节 ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／
ＲＡＮＫＬ 信号通路从而达到抑制细胞钙化的目的。
　 　 综上所述，本研究成功建立了 Ａ７ｒ５ 细胞的钙化

模型，通过实验确定沉默 ＣＴＧＦ 基因能够减轻血管

平滑肌的钙化程度，降低 ＡＬＰ 活性，调控 ＯＰＧ ／
ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ 信号通路，从而抑制主动脉血管钙化

的进展，为血管钙化的治疗提供了新的靶点。
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