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摘要 目的 探讨血管紧张素 II 通过 EＲK1 /2 通路促进血
管钙化的病理生理学机制。方法 体外培养 HUVECs 5 d

后，用不同浓度梯度血管紧张素Ⅱ刺激内皮细胞，筛选出诱
导血管内皮细胞钙化的最适浓度。用血管紧张素Ⅱ刺激内
皮细胞不同时间点( 0、15、30、45、60 min) ，检测细胞外信号
调节激酶 1 /2( EＲK1 /2) 通路磷酸化水平。用血管紧张素Ⅱ
诱导 5 d的钙化内皮细胞分为 4 组 : 对照组( 用 5%胎牛血
清的 ECM培养液) 、血管紧张素Ⅱ组( 100 nmol /L Ang Ⅱ) 、

氯沙坦组( 100 nmol /L Ang Ⅱ + 1μmol /L Losartan) 、U0126 组
( 100 nmol /L Ang Ⅱ + U01261 μmol /L) 。通过 Western blot、
ELISA检测骨形态发生蛋白-2、4 ( BMP2、BMP4) 钙化因子表
达来探讨血管紧张素Ⅱ对血管内皮钙化的影响及其信号通
路。结果 血管紧张素Ⅱ增加人脐静脉内皮细胞( HU-
VECs) 的 BMP2、BMP4 钙化因子表达( P ＜ 0. 05 ) ; 而血管紧
张素Ⅱ 1 型受体阻断剂和 EＲK1 /2 通路抑制剂 U0126 可下
调血管紧张素Ⅱ对血管内皮 BMP2、BMP4 的表达 ( P ＜
0. 05) 。结论 血管紧张素Ⅱ可诱导 HUVECs 钙化，其途径
是通过 EＲK1 /2 通路促进血管内皮细胞钙化。
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血管钙化和动脉粥样硬化具有高度相关性，是

预测心血管疾病发病率和死亡率的重要预测标

志［1 － 3］。骨形态发生蛋白-2 ( bone morphogenetic
protein 2 ，BMP2 ) 和骨形态发生蛋白-4 ( bone mor-
phogenetic protein 4，BMP4) 是转化因子 β 超家族成
员细胞因子，在形成血管钙化的病理生理学过程中

起到了重要作用［4］。BMP2 和 BMP4 蛋白在血管及
瓣膜中上调与氧化应激、炎症、高血糖、高血脂有

关［5］。通过在血管损伤招募炎性细胞，血管紧张素
Ⅱ在血管炎症反应调控中扮演了重要作用。同时，
血管紧张素Ⅱ也能通过刺激转录因子的作用促进炎
症介质的表达［6］。然而，血管紧张素促进人脐静脉
内皮细胞 ( human umbilical vein endothelial cells，
HUVECs) 的 BMP2、BMP4 蛋白的表达具体机制尚不
完全清楚。在动物模型中，血管紧张素Ⅱ型受体阻
断剂( 氯沙坦) 可以减少冠状动脉粥样硬化斑块的

负荷［7］。因此，对于血管紧张素Ⅱ诱导内皮细胞钙
化因子 BMP2、BMP4 的表达，氯沙坦可能有一些潜
在的保护作用。在动物模型中，在多种促钙化因素
刺激下，HUVECs 的细胞表型可由收缩型转化为成
骨样细胞表型。血管紧张素Ⅱ在血管钙化的发生和
进展中起到了重要作用［8］。本研究探讨血管紧张
素Ⅱ在血管钙化中的作用及其机制。

1 材料与方法

1． 1 材料 HUVECs 从上海江林生物科技有限公
司进口。以 HUVECs为研究对象，通过伦理委员会
批准和国家有关生物制品进口审批手续，为合法进

口生物材料。内皮细胞培养基( endothelial cell me-
dium，ECM) 从上海江林生物公司进口。血管紧张
素Ⅱ购自美国 Sigma 公司。BMP-2、BMP-4 抗体及
U0126 从艾博抗( Abcam，Cambridge，UK ) 公司进
口，T-EＲK、P-EＲK抗体从 CST ( Cell signal technolo-
gy，Shanghai，China) 公司购买。ELISA试剂盒从杭
州联科生物公司购买，氯沙坦从默沙东医药公司购

买，其他试剂从赛德生物公司( 苏州) 购买。
1． 2 HUVECs的培养 HUVECs 从上海江林生物
科技有限公司购买，HUVECs 生长在 ECM 中，这种
培养基含有 5%胎牛血清、1%内皮生长因子。将细
胞加入 ECM 培养液后，在 37 ℃空气和 5%二氧化
碳混合气体中培养。待细胞长满培养瓶底 80%左
右进行传代，取 3 ～ 5 代呈融合的生长状态良好的细
胞用于细胞实验，每 2 d 换 1 次液。实验采用 5 ～ 8
代 HUVECs。取 HUVECs，按 1 × 105 /ml 接种于 12
孔培养板中培养，连续培养 5 d 。
1． 3 实验分组

·245· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2018 Apr; 53( 4)



1． 3． 1 按筛选不同浓度血管紧张素Ⅱ对血管钙化
的影响分组 将培养 5 天的 HUVECs 分为 5 组: 对
照组、10 nmol /L血管紧张素Ⅱ、100 nmol /L血管紧
张素Ⅱ、1 μmol /L血管紧张素Ⅱ、10 μmol /L血管紧
张素Ⅱ。
1． 3． 2 按研究 EＲK1 /2 通路在其中的作用分组
① 用血管紧张素Ⅱ刺激 HUVECs 0、15、30、45、60 min
不同时间点，检测 EＲK1 /2 通路的磷酸化水平。②
将连续培养 5 d的 HUVECs分为 4组:对照组( 用 5%
胎牛血清的 ECM 培养液) 、血管紧张素Ⅱ组( 100
nmol /L AngⅡ) 、氯沙坦组( 100 nmol /L AngⅡ + 1
μmol /L Losartan ) 、U0126 组( 100 nmol /L Ang Ⅱ +
U0126 1 μmol /L) 。培养 5 d 的 HUVECs，用 Western
blot和 ELISA方法检测 BMP2、BMP4的蛋白表达。
1． 4 Western blot 检测 BMP2、BMP4、β-actin、
EＲK1 /2、P-EＲK1 /2 蛋白的表达水平 收集培养 5
天的 HUVECs，提取总蛋白，在预处理的细胞中加入
100 μl 细胞裂解液，振荡器震荡至细胞裂解，加入
25 μl 5 ×上样缓冲液混匀。将蛋白标本置于 100 ℃
水浴加热 8 min后进行14 000 r /min离心 5 min。用
移液枪取 10 μl制备好的蛋白标本加到样品孔中进
行电泳，结束后通过转膜将蛋白质从 SDS-PAGE 凝
胶转移到 PVDF 膜上，用 5% BSA 封闭 PVDF 膜免
疫球蛋白结合位点，然后孵一抗过夜，第 2 天洗膜后
再加入辣根过氧化物酶标记的二抗孵育，孵育结束

后洗膜，最后加入曝光液，对 PVDF 膜进行曝光，用
Image J 软件( Wayne Ｒasband，National Institutes of
Health，Bethesda，Md) 对条带进行分析。
1． 5 ELISA法测定 BMP2、BMP4 分泌量 收集培
养细胞上清标本，根据 ELISA 试剂盒的说明对细胞
培养上清液中 BMP2、BMP4 的水平进行测定。使用
全自动酶标仪( BIOＲAD680，Hercules，CA ) 在 450
nm波长下进行读数并分析，根据标准曲线，计算分
泌蛋白 BMP2、BMP4 的浓度。
1． 6 统计学处理 所得数据以 珋x ± s 表示。多组均
数进行方差齐性检验和单因素方差分析，两组间比

较采用 t检验。用 GraphPad Prism 5. 0 统计软件进
行分析，以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 血管紧张素Ⅱ诱导 HUVECs 表达 BMP2 、
BMP4 最适浓度的筛选 培养 5 d的 HUVECs，分别
给予不同浓度梯度血管紧张素Ⅱ( 10 nmol /L 、100
nmol /L、1 μmol /L、10 μmol /L) 刺激 HUVECs，发现

100 nmol /L 组与其他各组比较，100 nmol /L 血管紧
张素Ⅱ诱导 HUVECs 上调 BMP2、BMP4 蛋白最显
著，差异有统计学意义 ( F = 7. 840、1. 539，P ＜
0. 05) ，见图 1A。
2． 2 血管紧张素Ⅱ通过 EＲK1 /2 通路调控钙化因
子表达 ① Western blot 检测 EＲK1 /2 通路磷酸化
水平，发现 100 nmol /L血管紧张素Ⅱ刺激 HUVECs，
15 min时磷酸化水平开始升高，在 45 min 时达到最
高值，60 min时降低，在 45 min 时与 0 min 时比较，
差异有统计学意义( F = 1. 778，P ＜ 0. 05 ) ，见图 2。
② Western blot及 ELISA检测 BMP2、BMP4 蛋白，发
现血管紧张素Ⅱ( 100 nmol /L) 刺激组 BMP2、BMP4
蛋白明显高于对照组( 用 5%胎牛血清的 ECM培养
液) ，差异有统计学意义 ( F = 36. 00、1. 440，P ＜
0. 05) ; 而且血管紧张素Ⅱ( 100 nmol /L) 刺激组上清
蛋白 BMP2、BMP4 明显高于未特殊处理的对照组，
差异有统计学意义( F = 1. 033、4. 503，P ＜ 0. 05) ，见
图 1B、1C。氯沙坦组( 100 nmol /L Ang Ⅱ + 1 μmol /
L Losartan) 和 U0126 组( 100 nmol /L Ang Ⅱ + U0126
1 μmol /L) BMP2、BMP4 蛋白较单纯血管紧张素Ⅱ
( 100 nmol /L) 刺激组下降，差异有统计学意义( F =
4. 000、4. 000、25. 00、6. 250，P ＜ 0. 05 ) ，见图 3A，而
且上清蛋白 BMP2、BMP4 蛋白较单纯血管紧张素
Ⅱ( 100 nmol /L) 刺激组下降，差异有统计学意义( F
= 6. 857、2. 228、3. 123、23. 160，P ＜ 0. 05) ，见图 3B、
3C。

3 讨论

在动脉粥样硬化、慢性肾脏病、高血压、糖尿病
中血管钙化是很常见的血管病变。血管钙化与心血
管疾病的高发病率和死亡率直接相关。目前仍然缺
少有效的可行的治疗方法去治疗或者阻断血管钙化

的发展。
血管钙化是一个促进钙沉积在血管壁复杂的动

态过程涉及很多机制。血管钙化增加动脉僵硬降低
弹性，这又会对血流动力学和心血管功能有影响。
许多因素触发和促进钙化包括矿物质代谢异常，尤

其是高磷血症和高钙血症，它可以刺激血管平滑肌

细胞分化为成骨细胞表型［9 － 10］。这是通过上调核
心结合因子 1α( cbfα1) / x MSX-2 和 BMP2 并且参与
正常骨骼的发育，控制成骨蛋白的表达，这些蛋白包

括骨钙素、骨粘连蛋白、碱性磷酸酶、胶原蛋白和骨
唾液酸蛋白。另外一种导致血管钙化的机制是失去
了钙化的抑制剂，比如胎球蛋白、MGP、焦磷酸和骨
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桥蛋白［11］。血管紧张素Ⅱ通过信号通路上调这些
成骨蛋白。血管紧张素Ⅱ刺激骨形态蛋白 2
( BMP2) 和骨形态蛋白 4( BMP4) 的表达［12］，同时刺
激阳离子转运，比如 Ca2 +和 Mg［2，13 － 14］。这些证据
表明，血管紧张素Ⅱ的升高与血管钙化的风险增加
密切相关。为了进一步了解血管紧张素Ⅱ促进钙化
的机制，本研究探讨了血管紧张素Ⅱ在内皮细胞钙

化中的作用。
临床上具有高踝肱指数( ankle-brachial index，

ABI) 的患者其血浆血管紧张素Ⅱ的水平明显升高。
此外，在体外血管紧张素Ⅱ加剧血管钙化［15］。本研
究显示，血管紧张素Ⅱ诱导 HUVECs 的 BMP2、
BMP4 表达增加，氯沙坦减轻了由血管紧张素Ⅱ刺
激的 BMP2、BMP4 表达增加，而且随时间的延长，血

图 1 Western blot检测不同浓度梯度血管紧张素Ⅱ对内皮细胞 BMP2 和 BMP4 蛋白表达的影响
1: 对照组; 2、3: 10、100 nmol /L血管紧张素Ⅱ; 4、5: 1、10 μmol /L血管紧张素Ⅱ; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05

图 2 Western blot检测 EＲK1 /2 通路磷酸化水平

1: 0 min; 2: 15 min; 3: 30 min; 4: 45 min; 5: 60 min; 与对照组 0 min比较: * P ＜ 0. 05
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图 3 Western blot检测血管紧张素Ⅱ对钙化因子 BMP2、BMP4 的表达水平影响
1: 对照组; 2: 血管紧张素Ⅱ; 3: U0126 组; 4: 氯沙坦组; 与血管紧张素Ⅱ组比较: * P ＜ 0. 05

管紧张素Ⅱ刺激 HUVECs在 45 min左右其 EＲK1 /2
磷酸化达到最大，随后开始下降，此外 U0126 可以
抑制 EＲK1 /2 的磷酸化，以上结果表明可能是通过
抑制 EＲK1 /2 通路的激活减轻血管钙化。
血管紧张素Ⅱ通过各种途径引起动脉粥样硬

化，比如内皮功能障碍、细胞增殖和炎症［16］。而氯
沙坦通过降压、抗炎的影响中和了血管紧张素Ⅱ的
作用。氯沙坦通过抑制内皮细胞的钙化可以减轻血
管钙化。有研究［17 － 18］表明血管紧张素Ⅱ显著提高
了 EＲK的磷酸化水平，且血管钙化的进展可能涉及
EＲK1 /2 通路的激活［19］，所以该研究选择探索
EＲK1 /2 通路可能参与了血管紧张素Ⅱ促进内皮细
胞钙化的过程。氯沙坦通过下调 EＲK1 /2 的磷酸化
水平降低血管紧张素诱导的内皮细胞钙化。本研究
进一步发现 U0126 抑制 EＲK1 /2 可以下调成骨细胞
标志物，下调 BMP2、BMP4 成骨型标志蛋白。这些
证据表明 EＲK1 /2 通路可能参与血管紧张素Ⅱ促进
钙化的过程。本研究还有一些不足，在体外血管紧

张素Ⅱ诱导内皮细胞钙化模型不能完全模仿体内钙
化的条件。
本研究表明，在体外实验中血管紧张素Ⅱ可以

加剧血管钙化。氯沙坦可以减轻血管紧张素Ⅱ促进
钙化的进程，U0126 可以下调 EＲK1 /2 通路的磷酸
化，并且减轻内皮细胞的钙化。这些研究结果提示
氯沙坦可以作为血管钙化治疗的一个新靶点。
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The mechanism of angiotensin Ⅱ regulates the calcification
in HUVECs through EＲK1 /2 pathway

Cheng Zhiyuan1，Ye Ting2，Ling Qiuyang2，et al
( 1Dept of Cardiology，Wuxi Clinical Hospital，Anhui Medical University，Wuxi 214044;

2Dept of Cardiology，101 Hospital of PLA，Wuxi 214044)

Abstract Objective To investigate the pathophysiological mechanism of angiotensin II promoting vascular calcifi-
cation through EＲK1 / 2 pathway． Methods After cultured for 5 days in vitro，endothelial cells were stimulated
with different concentrations of angiotensin Ⅱ，and the optimal concentration of angiotensin Ⅱ for inducing calcifi-
cation of vascular endothelial cells was screened out． The cells were randomly divided into four groups and treated
with angiotensin Ⅱ ( Ang Ⅱ) according to the following: Control，Ang Ⅱ( 100 nmol /L) ，Ang Ⅱ + U0126( Ang
Ⅱ 100 nmol /L + U0126 1 μmol /L) ，Ang Ⅱ + Losartan( Ang Ⅱ 100 nmol /L + Losartan 1μmol /L) ． The ex-
pression of BMP2 and BMP4 was detected by Western blot and ELISA to explore the effect of angiotensin Ⅱ on vas-
cular endothelial calcification and its signal pathway． Ｒesults Ang Ⅱ treatment of HUVECs led to significant up
– regulation of BMP2 and BMP4 expression and activation． Neither the BMP2 or BMP4 proteins，nor the secreted
proteins were detectabled in the control group or Losartan treated group or U0126 treated group; however，there was
a significant increase in Ang Ⅱ-treated group( P ＜ 0. 05) ． The BMP2 and BMP4 proteins were not expressed in the
control or Losartan treated groups or others，whereas in Ang Ⅱ – treated cells both BMP2 and BMP4 proteins ex-
pression were enhanced ( P ＜ 0. 05 ) ． The effect of Ang Ⅱ could be inhibited by the addition of Losartan ( P ＜
0. 05) ． Conclusion Ang Ⅱ promotes calcification of HUVECs through EＲK1 /2 pthway，which lead to pathologi-
cal vascular calcification．
Key words angiotensinⅡ; human umbilical vein cord endothelial cell; calcification; EＲK1 /2 signal pathway
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