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[摘摇 要] 摇 目的摇 证实慢性间歇性低压低氧(CIHH)通过抑制内质网应激(ERS)改善大鼠血管钙化。 方法摇 使用

维生素 D3 肌注和尼古丁灌胃(VDN)制备的大鼠在体血管钙化模型,检测主动脉组织 Ca2 + 含量和碱性磷酸酶

(ALP)活性以及血浆 ALP 活性,Western blot 检测相关蛋白的表达水平。 结果摇 与对照组大鼠相比,VDN 大鼠主动

脉组织 Ca2 + 含量和 ALP 活性以及血浆 ALP 活性均显著升高(P < 0. 05),同时主动脉组织平滑肌细胞收缩表型标

志蛋白 calponin 和 SM22琢 的表达水平显著下调(P < 0. 05),成骨样细胞表型标志蛋白骨形态发生蛋白 2(BMP2)和

RUNX2 的表达水平显著上调(P < 0. 05)。 而 CIHH 能够显著改善 VDN 大鼠的上述改变。 此外,VDN 大鼠主动脉

组织 ERS 标志蛋白葡萄糖调节蛋白 78(GRP78)、CHOP(C / EBP homologous protein)和 active鄄caspase12 的表达水平

较对照组大鼠显著升高(P < 0. 05),而 CIHH 能够显著抑制上述蛋白表达水平的升高(P < 0. 05)。 结论摇 CIHH 可

能通过抑制 ERS,发挥改善血管钙化和平滑肌细胞表型转化的作用。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To determine that chronic intermittent hypobaric hypoxia (CIHH) could improve vascular cal鄄
cification (VC) through blocked endoplasmic reticulum stress (ERS). 摇 摇 Methods摇 He rats model of VC was induced
by vitamin D3 plus nicotine (VDN). 摇 The Ca2 + content of aorta and alkaline phosphatase (ALP) activity of aorta and
plasma was detected. 摇 The protein expression level was measured by Western blot. 摇 摇 Results摇 Compared with the con鄄
trol group, Ca2 + content of aorta and alkaline phosphatase (ALP) activity of aorta and plasma was significantly increased in
VDN rats (P < 0郾 05). 摇 In calcified vascular, the protein expression of contractile phenotype of vascular smooth muscle
cell (VSMC), calponin and SM22琢, was down鄄regulated (P < 0郾 05), while that of osteoblast鄄like phenotype of VSMC,
BMP2 and RUNX2 was up鄄regulated. 摇 CIHH could improve the all aboved issues (P < 0郾 05). 摇 Furthermore, CIHH
could prevent the induction of protein level of ERS markers, GRP78, CHOP and active鄄caspase12 in calcified aorta (P <
0郾 05). 摇 摇 Conclusions摇 These results suggested that CIHH could ameliorate VC through inhibiting ERS, which might
provide new strategy and target for prevention and therapy of VC.
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摇 摇 血管钙化( vascular calcification,VC)是一种常

见的血管病理表现,与动脉粥样硬化和高血压等多

种疾病密切相关[1],是恶性心血管事件发生的危险

因素[2鄄3]。 目前认为,VC 是一个与骨形成类似的可

调控的主动过程。 其中,血管平滑肌细胞由收缩表

型向成骨细胞样表型转化在其发生发展中发挥重

要作用[4]。 慢性间歇性低压低氧( chronic intermit鄄
tent hypobaric hypoxia,CIHH)是间断性的模拟高海

拔的低压低氧[5]。 已证实,CIHH 能够舒张血管和

改善高血压。 其可抑制血管紧张素域诱导的大鼠

胸主动脉收缩[6],增强乙酰胆碱诱导的胸主动脉舒

张[7],改善高血压患者和自发性高血压大鼠的血

压[8鄄9],增加大鼠压力感受性反射敏感性[10]。 但是,
CIHH 对 VC 的作用并不清楚。 因此,我们提出假说

认为 CIHH 能够改善 VC。 本实验利用 VitD3 肌注

和尼古丁灌胃(VDN)制备的大鼠 VC 模型,探讨

CIHH 的作用及其机制。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 实验动物

摇 摇 本实验选用 180 ~ 200 g 清洁级 SD 雄性大鼠,
所使用实验动物由河北医科大学实验动物中心提

供,动物饲养和实验程序按中国动物管理条例(中
华人民共和国卫生部 2001 年第 55 号文件)规定的

动物实验标准执行。 常规条件下饲养,室内温度 22
~ 24 益,相对湿度 40% ~60% ,每天光线照射 12 h,
自由进食和饮水,实验操作前 12 h 禁食,自由饮水。
实验动物随机分为 4 组:对照组,钙化组,CIHH 组

和 CIHH +钙化组。
1郾 2摇 试剂与材料

RUNX2(Runt鄄related transcription factor 2)和葡

萄糖调节蛋白 78 ( glucose鄄regulated protein 78kDa,
GRP78)的抗体购自 Epitomic 公司 (USA),SM22琢
(smooth muscle 22 琢)、骨形态发生蛋白 2 ( Bone
Morphogenetic Protein 2,BMP2)和 茁鄄actin 的抗体购

自 GeneTex 公司(USA),CHOP(C / EBP homologous
protein)和 active鄄caspase12 的抗体购自 Affinity Bio鄄
sciences Inc(USA),二抗购自 Kirkegaard & Perry La鄄
boratories Inc(USA)。 化学发光试剂盒购自 Multi鄄
Sciences Biotech Co(CN)。 VitD3 和尼古丁购自 Sig鄄
ma 公司(USA)。 碱性磷酸酶(alkaline phosphatase,
ALP)活性和 Ca2 + 含量测定试剂盒购自中生北控生

物科技股份有限公司(CN)。

1郾 3摇 大鼠血管钙化模型制备

参照 Niederhoffer[11]的方法制备钙化动物模型。
8 am 给予大鼠肌注 VitD3 (300,000 U / kg)和尼古

丁(25 mg / kg, 混入花生油 2 mL 中)灌胃, 8 pm 再

灌胃 1 次;第二日 8 am 再次肌注 VitD3 1 次。 常规

饲养 4 周后进行各项指标检测。 对照组大鼠于相同

时间点进行相同容积 VitD3 溶剂肌肉注射和花生油

灌胃。
1郾 4摇 CIHH 处理

需进行 CIHH 组的动物于最后一次 VitD3 肌肉

注射后第二天置于低压氧舱接受模拟 5 000 m 海拔

高度(气压 404 mmHg,氧分压 85 mmHg)的低压低

氧处理,每天 6 h,自由进食和饮水,连续 4 周。 对照

组大鼠于相同时间段置于低压氧舱外。 实验过程

中,各组动物的一般状态,包括体重、饮食和活动均

无明显变化。
1郾 5摇 血管钙含量测定

取腹主动脉约 1 cm 剥除外膜后烤干,称量其干

重。 将血管放入玻璃长试管中,加入浓硝酸 300 滋L
硝化。 180益烘烤使硝酸挥发干净。 试管中加入去

离子水 400 滋L 数次,至 pH 为中性时为止。 然后将

水烤干。 用含 27 nmol / L KCl 和 27 mol / L LaCl3 的

去离子水复溶玻璃管壁内的钙。 过夜后收集至洁

净 EP 管中,常温保存。 使用 Ca2 + 含量测定试剂盒

检测溶液中 Ca2 + 含量,具体操作参照说明书进行。
将测得的数值除以主动脉干重,计算每 g 干重的钙

含量。
1郾 6摇 血浆和血管组织 ALP 活性测定

大鼠处死前自腹主动脉抽取血液,加入肝素抗

凝后,4益 3000 r / min 离心 20 min 取血浆待测。 取

大鼠胸主动脉约 1cm 剥除外膜后,用玻璃匀浆器制

成匀浆。 4益 8000 r / min 离心 10 min,取上清放于

冰上作为样本备用。 取血浆和主动脉匀浆上清液

各 50 滋L,使用 ALP 活性检测试剂盒测定其 ALP 活

性,具体操作根据说明书进行。 血浆 ALP 活性单位

为 IU / L,血管 ALP 活性以蛋白含量(Bradford 法测

定)进行标化。
1郾 7摇 Western blot

取主动脉约 50 mg 加入 500 滋L 裂解液匀浆后,
4益 8000 r / min 离心 10 min 取上清液。 Bradford 法

检测上清液中蛋白含量。 十二烷基磺酸钠鄄聚丙烯

酰胺凝胶( SDS鄄PAGE)电泳后转膜,10% 脱脂奶粉

封闭,加入一抗 4益过夜,二抗常温孵育 1 h 后,以化

学发光法显色发光。
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1郾 8摇 统计学分析

计数资料采用x 依 s,2 组以上比较采用单因素

方差分析,进一步进行组间比较采用 Turkey 检验。
P < 0. 05 认为具有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 血管钙化大鼠一般特征

摇 摇 与对照组大鼠相比,钙化组大鼠主动脉钙含量

和 ALP 活性以及血浆 ALP 活性均显著升高(P <
0郾 05;图 1)。 Western blot 检测结果显示,钙化组大

鼠血管平滑肌细胞收缩表型的蛋白标志物 calponin
和 SM22琢 的表达均显著降低(P < 0. 05;图 2),而成

骨样细胞表型的蛋白标志物 BMP2 和 RUNX2 的表

达均显著升高(P < 0. 05;图 3)。

图 1. 大鼠主动脉组织 Ca2 + 含量和 ALP 活性以及血浆 ALP
活性(n = 6)摇 摇 a 为 P < 0. 05 ,与对照组比较;b 为 P < 0. 05 ,与
钙化组比较。

Figure 1. Ca2 + content inaorta and ALP activity in aorta
and plasma

2郾 2摇 CIHH 改善大鼠血管钙化

经 CIHH 处理后,能够显著抑制钙化大鼠血管

主动脉钙含量和 ALP 活性以及血浆 ALP 活性的升

高(P < 0. 05;图 1)。 Western blot 检测结果显示,
CIHH 处理能够改善钙化血管 calponin 和 SM22琢 蛋

白表达的下调(P < 0. 05;图 2),同时抑制 BMP2 和

RUNX2 蛋白表达的上调(P < 0. 05;图 3)。 而正常

大鼠接受单纯 CIHH 处理,上述指标与对照组大鼠

相比无显著性变化。
2郾 3摇 CIHH 抑制血管钙化大鼠主动脉组织内质网

应激反应

Western blot 检测结果显示,与对照组大鼠相

比,钙化组大鼠主动脉组织内质网应激标志蛋白

GRP78、CHOP 和 active鄄caspase12 的蛋白表达水平

显著升高(P < 0. 05;图 4)。 而 CIHH 处理后能够显

著抑制钙化大鼠主动脉上述蛋白的上调(P < 0. 05;
图 4)。 正常大鼠接受单纯 CIHH 处理,上述指标与

对照组大鼠相比无显著性变化。

图 2. Western blot 检测大鼠主动脉组织 calponin 和 SM22琢
蛋白表达水平(n = 3)摇 摇 a 为 P < 0. 05,与 对照组比较;b 为 P <
0. 05,与钙化组比较。

Figure 2. The protein expression of calponin and SM22琢 in
aorta of rats detected by Western blot
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图 3. Western blot 检测大鼠主动脉组织 BMP2 和 RUNX2
蛋白表达水平(n = 3)摇 摇 a 为 P < 0. 05 与对照组比较;b 为 P <
0. 05,与钙化组。

Figure 3. The protein expression of BMP2 and RUNX2 in
aorta of rats detected by Western blot

3摇 讨摇 论

本研究利用 VDN 血管钙化大鼠模型发现,
CIHH 能够显著改善血管钙化,抑制血管平滑肌细

胞的表型转化。 同时发现,血管钙化大鼠主动脉组

织有明显的 ERS 反应,而 CIHH 能够显著抑制钙化

血管的 ERS 反应。 上述结果提示,CIHH 可能通过

抑制 ERS 反应发挥改善血管钙化的作用,为血管钙

化的预防和治疗提供了新的策略和靶点。
大鼠 VDN 血管钙化模型是目前较为常用的研

究血管钙化的动物模型。 大剂量维生素 D3 可导致

血管组织钙含量增加,尼古丁可增强维生素 D3 的

作用,两者协同最终导致血管钙化的发生,并且主

要表现为血管中膜的钙化[12]。 血管钙化时,血管组

织钙含量和 ALP 活性以及血浆 ALP 活性均显著升

高,是反映血管钙化的普遍采用的检测指标[13]。 此

外,近年来的研究证实血管平滑肌细胞由收缩表型

向成骨样细胞表型转化在血管钙化的发生发展过

程中发挥重要作用[4]。 本研究同样发现,VDN 大鼠

主动脉组织钙含量和 ALP 活性及血浆 ALP 活性均

图 4. Western blot 检测大鼠主动脉组织 GRP78、CHOP 和

active鄄caspase12 蛋白表达水平(n = 3)摇 摇 a 为 P < 0. 05,与对

照组比较;b 为 P < 0. 05,与钙化组比较。

Figure 4. The protein expression of GRP78, CHOP and ac鄄
tive鄄caspase12 in aorta of rats detected by Western blot

显著升高,并且主动脉平滑肌细胞收缩表型标志蛋

白 calponin 和 SM22琢 的表达水平显著降低,成骨细

胞样表型标志蛋白 BMP2 和 RUNX2 的表达水平显

著增加。 上述结果证实,VDN 大鼠出现明显的血管

钙化和平滑肌细胞表型转化。
CIHH 具有显著的心血管保护和舒张血管的作

用[5]。 本研究发现,CIHH 能够显著降低 VDN 大鼠

主动脉组织钙含量和 ALP 活性以及血浆 ALP 活性,
同时 CIHH 能够升高 VDN 大鼠主动脉组织平滑肌

细胞收缩表型标志蛋白表达的下调,同时抑制成骨

样细胞表型蛋白标志的上调。 上述结果说明,CIHH
能够显著抑制 VDN 大鼠血管钙化的程度,改善主动
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脉平滑肌细胞的表型转化。
内质网应激(endoplasmic reticulum stress,ERS)

是指内质网稳态被破坏后,例如大量未折叠或者错

误折叠的蛋白质大量积聚、Ca2 + 大量耗竭等,由此

引发的一系列细胞内反应。 ERS 的发生与包括心

肌缺血 /再灌注损伤、心力衰竭和动脉粥样硬化在

内的多种心血管疾病密切相关[14]。 近年来的研究

发现,ERS 参与了血管钙化的发生发展。 一方面,
ERS 导致的血管平滑肌细胞凋亡促进了血管钙化

的发生[15];另一方面,ERS 具有促进平滑肌细胞表

型转化的作用[16]。 而通过抑制 ERS 能够发挥改善

血管钙化的作用[17]。 本研究结果发现,VDN 大鼠

钙化血管组织 ERS 标志蛋白 GRP78、CHOP 和 ac鄄
tive鄄caspase12 的表达水平显著升高,而 CIHH 能够

抑制其升高。 上述研究结果提示,CIHH 可能通过

抑制 ERS 发挥改善血管钙化和平滑肌细胞表型转

化的作用。
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