
国际内分泌代谢杂志 2014 年 5 月第 34 卷第 3 期 Int J Endocrinol Metab,May 2014,Vol. 34,No. 3

DOI:10.3760/cma.j.issn.1673鄄4157.2014.03.001
作者单位：300140 天津第四中心医院内分泌科

体外培养高糖、 高脂喂养大鼠主动脉
平滑肌细胞钙化的研究
王晓来 宋春青 邵海琳 徐东红 尚晓静 郝兆虎

【摘要】 目的 检测高糖、高脂喂养 Goto鄄Kakizaki（GK）糖尿病大鼠主动脉平滑肌细胞（SMCs）的
血管钙化指标，探讨糖尿病血管钙化的相关机制。 方法 高糖、高脂喂养 GK 及Wistar 大鼠 2 周，同时
分离培养两组大鼠的主动脉 SMCs，Wistar 大鼠 SMCs 作为对照。 通过细胞计数法观察细胞生长状况，
以甲基百里香酚蓝比色法测定两组大鼠细胞层及培养上清中钙的含量，实时定量 PCR 检测两组细胞
碱性磷酸酶（ALP）、骨桥蛋白（OPN）、核心结合因子 琢鄄1（Cbfα鄄1）、琢鄄平滑肌肌动蛋白（琢鄄SMA）的基因
表达。 结果 与Wistar 大鼠 SMCs�相比，GK 大鼠 SMCs 生长速度明显缓慢（F�=363.392，P�＜0.05）；细
胞层钙含量[（0.56±0.22） vs.（0.39±0.09），t�=�2.47，P�＜0.05]明显增加，培养上清中钙含量[（0.82±
0.22） vs.（1.20±0.17），t�=�-22.573，P�＜0.05]明显减少。 GK 大鼠 SMCs�中 ALP�（t�=�12.963，P�＜0.05）、
OPN�（t�=�8.305，P�＜0.05）及 Cbf琢鄄1（t�=�10.109，P�＜0.05）的基因表达增加，同时 琢鄄SMA�（t�=�-8.219，
P�＜0.05）的基因表达减少。 结论 高糖、高脂喂养的 GK糖尿病大鼠的主动脉平滑肌细胞易发生钙化。
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Calcification of aortic smooth muscle cells from high鄄sugar and high鄄fat diet rat cultured in vitro
Wang Xiaolai，Song Chunqing，Shao Hailin，Xu Donghong，Shang Xiaojing，Hao Zhaohu.Department of
Endocrinology，The Fourth Central Hospital of Tianjin，Tianjin 300140，China

【Abstract】 Objective To�investigate�the�mechanisms�of�diabetic�vascular�calcification�by�examining�
the�markers� related� to�vascular�calcification�of� aortic� smooth�muscle�cells（SMCs） isolated� from�the� thoracic�
aortas�of�Goto鄄Kakizaki（GK）rats�fed�with�high鄄sugar�and�high鄄fat�diet.�Methods GK�and�Wistar�rats�were�fed�
with�high鄄sugar�and�high鄄fat�diet�for�two�weeks.�SMCs�were�isolated�from�GK�rats�and�Wistar�rats�simultaneously，
and�SMCs�from�Wistar�rats�were�used�as�control.The�growth�of�SMCs�was�observed�by�cell�counting.The�calcium�
contents�in�SMCs�layer�and�supernatant�were�measured�by�methyl�thymol�blue�method.Expression�of�alkaline�
phosphatase�（ALP），osteopontin�（OPN），core�binding�factor�琢鄄1（Cbf琢鄄1），琢鄄smooth�muscle�actin�（琢鄄SMA）
were�detected�by�real鄄time�quantitative�PCR.�Results Compared�with�SMCs�from�Wistar�rats， SMCs�from�GK�
rats�growed�slowly�significantly �（F�=363.392，P�＜0.05），the�calcium�contents�was�significantly�increased�in�
the�cells'� layer [（0.56±0.22） vs.（0.39±0.09），t�=�2.47，P�＜0.05]， and�was� significantly �reduced�in�
the�supernatant�[（0.82±0.22） vs.�（1.20±0.17），t�=�-22.573，P�＜0.05]�in�GK�rats�group.�The�expression�of�
ALP�（t�=�12.963，P�＜0.05）， OPN�（t�=�8.305，P�＜0.05）， Cbf琢鄄1（t�=�10.109，P�＜0.05） in�SMCs�from�GK�
rats � increased，while � expression � of �琢鄄SMA� decreased （t�=-8.219，P�＜0.05）.�Conclusions SMCs�from�
high鄄sugar�and�high鄄fat�fed�GK�diabetic�rats�tend�to�appear�calcification.�

【Key words】 Cell�calcification；Aortic�smooth�muscle�cells；Goto鄄Kakizaki�rat；Diabetes�mellitus
（Int J Endocrinol Metab，2014，34：145鄄148）

既往曾经认为血管钙化是被动的、衰退的过程，
现在认为其是一种病理生理过程，同时具有胚胎骨
形成的一些特点，是主动的、可以调节的。 血管钙化
可以通过高血压、动脉狭窄、心脏肥大、心肌梗死、

肢端缺血、充血性心力衰竭、危害血管结构完整性
来降低大动脉和动脉的弹性，并可以影响循环系统
血流动力学，增加心血管疾病的发病率和死亡率[�1鄄3�]。
多项研究显示，糖尿病患者冠状动脉钙化的发生率
增加，并且与已知心血管疾病危险因素及胰岛素抵
抗相关[�4鄄8�]。

Goto鄄Kakizaki（GK）大鼠是一种自发性 2 型糖

·论著·
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尿病动物模型。 本研究旨在通过原代培养高糖、高脂
喂养 GK大鼠主动脉平滑肌细胞（SMCs），并以Wistar
大鼠主动脉 SMCs 作为对照， 初步探讨 SMCs 的钙
化相关指标。
1 材料和方法
1.1 材料 13 周龄雄性 Wistar 大鼠和 GK 大鼠购
自上海斯莱克动物中心。 高糖、高脂饲料购自江苏省协
同医药生物工程有限公司， 成分为基础饲料 59.8�%，
猪油 16�%，蔗糖 20�%，蛋黄 3�%，胆固醇 1%，胆盐
0.2%。 高糖型 DMEM 培养基购自美国 Gibco 公司。
胎牛血清购自美国 Hyclone 公司。青霉素、链霉素为
山东鲁抗医药股份有限公司产品。 细胞钙含量试剂
盒购自南京建成公司。 引物由捷瑞生物技术有限公
司合成，dNTP、AMV 反转录酶、SYBRGreen 预混试
剂盒购自日本 Takara 公司。 RNA 提取试剂即 Trizol
和胰蛋白酶为 Sigma 公司产品。
1.2 方法
1.2.1 13 周龄雄性 Wistar 和 GK 大鼠经过适应性
喂养 1 周后给予高糖、高脂饲料喂养 2 周。
1.2.2 细胞培养及鉴定 采用组织贴块法分离培养
原代 SMCs，培养液：DMEM培养基，含青霉素 100��U/ml，
链霉素 0.1�mg/ml，10%胎牛血清。 培养条件：37℃恒
温培养箱内（5%�CO2）。 应用免疫组化 SP 法分析其
α鄄SMA 抗原的表达以鉴定 SMCs。
1.2.3 细胞生长曲线的测定（细胞计数法） 将生长
良好且接近融合的细胞（第 3 代）采用胰酶消化，离
心后弃去旧培养基后，更换为 4~5�ml的新鲜培养基，
然后制成细胞悬液进行计数。 根据细胞计数的结果
按照 5×104/ml 进行细胞传代培养，接种细胞21 瓶。
24�h后开始细胞计数， 以后每间隔 24�h再计数 1次，
每次取出 3 瓶细胞，分别进行计数,计算平均值，连

续计数 7�d。 根据细胞计数结果，以单位细胞数为纵
坐标，以时间为横坐标绘制细胞生长曲线。
1.2.4 SMCs 钙含量测定 按照 2×104/ml 将 SMCs
接种于 6孔板，培养至 30%~40%融合后，再培养 6�d，
用 PBS 液洗涤细胞 3 次后，加入 0.6�mol/L 稀盐酸在
37℃脱钙 24�h。 采用甲基百里香酚蓝比色法测定盐
酸悬液中钙含量。 脱钙后的细胞用 PBS 液洗涤 3次
后，用 0.1�mmol/L�NaOH/0.1%SDS溶解细胞，以BCA法
测定蛋白定量，并以蛋白定量来标化钙含量。
1.2.5 细胞培养上清液中钙含量测定 测定各组
细胞内钙含量的同时，留取细胞培养上清液，应用
甲基百里香酚蓝比色法测定细胞培养上清液的钙
含量。
1.2.6 实时定量 PCR 分析 Trizol 提取细胞 RNA，
按照 Prime�Script�RT�reagent试剂盒说明书，逆转录合
成 cDNA。 应用特异性引物对逆转录产物进行定量
PCR。扩增反应条件： 95℃5�s，60℃ 20�s，35 个循环。
以 GAPDH 为内标， 以 2鄄ΔΔCt 法对目的基因进行定
量分析。 ΔΔCt�=（Ct 目的基因 -Ct 管家基因）实验
组 -�（Ct 目的基因 -Ct 管家基因）对照组。 用于基因
序列扩增的引物序列，见表 1。
1.3 统计学处理 所有数据用 SPSS13.�0 统计软件
进行处理。 计量资料以均数±标准差表示，两组间
均数比较，如方差齐采用 t 检验；如方差不齐采用 t�'
检验，两组细胞生长曲线的比较采用重复测量资料
的方差分析。 P�＜0.05 为差异有统计学意义。
2 结果
2.1 免疫细胞化学法鉴定 Wistar 大鼠和 GK 大鼠
SMCs 原代培养的细胞经特异的 琢鄄SMA 免疫细胞
化学染色后，细胞浆着色，呈阳性反应，在高倍镜下
可见胞浆内大量棕色、与细胞长轴平行的纤维细丝，

基因 退火温度（℃） 产物（bp） 序列号

GAPDH
上游引物 5'鄄 TGCCAAGTATGATGACATCAAGAAG鄄3' 60 71 NM_017008.3

下游引物 5'鄄 AGCCCAGGATGCCCTTTAGT鄄3'

ALP
上游引物 5'鄄TCCCAGCTTCTAGCCTTGGA鄄3' 60 108 J03572

下游引物 5'鄄CAGCCCGCTCTGCTATGG鄄3'

OPN�
上游引物 5'鄄CTGCCAGCACACAAGCAGAC鄄3' 60 145 M14656

下游引物 5'鄄TCTGTGGCATCGGGATACTG鄄3'

琢鄄SMA
上游引物 5'鄄GCTGCTCCAGCTATGTGTGAAGAG鄄3' 60 175 NW_001084774.1

下游引物 5'鄄CCAGTTGGTGATGATGCCGTG鄄3'

Cbf琢鄄1
上游引物 5'鄄GTATTGCTTTTGCCTGTTTGG鄄3' 60 120 AF093950

下游引物 5'鄄TGAGCTGCCAGAATCAGTCACT鄄3'

注:�GAPDH：磷酸甘油醛脱氢酶；ALP：碱性磷酸酶；OPN：骨桥蛋白；琢鄄SMA：琢鄄平滑肌肌动蛋白；Cbfα鄄1：核心结合因子α鄄1

表 1 用于基因序列扩增的引物序列
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即平滑肌 琢 肌动蛋白丝（图 1，封三）。
2.2 Wistar 大鼠和 GK 大鼠 SMCs 生长曲线 连续
观察并计数细胞 7�d后，绘制生长曲线，如图 2所见，
Wistar大鼠 SMCs 生长速度明显快于 GK 大鼠 SMCs
的生长速度，差异有统计学意义（P�＜0.05）。

注：与对照组Wistar大鼠相比，GK大鼠 SMCs生长速度明显缓

慢（经重复测量资料的方差分析结果显示 F�=363.392，P�＜0.05）

图 2 Wistar大鼠和 GK大鼠 SMCs生长曲线

2.3 Wistar 大鼠和 GK 大鼠 SMCs 细胞层钙含量
与 Wistar 大鼠 SMCs 相比，GK 大鼠 SMCs 细胞层钙
含量明显增加[（0.56±0.22）vs.（0.39±0.09）mmol/g，
t�=�2.47，P ＜0.05]，见图 3。

注：与对照组Wistar大鼠相比，*P�＜0.05

图 3 GK大鼠与Wistar大鼠 SMCs细胞层钙含量

2.4 Wistar 大鼠和 GK 大鼠 SMCs 细胞上清中的钙
含量 与Wistar大鼠 SMCs相比，GK大鼠 SMCs细胞
上清液钙含量明显减少[（0.82±0.22�）vs.�（1.20±0.17）
mmol/L，t�=-22.573，P ＜0.05]，见图 4。

注：与对照组Wistar大鼠相比，*P ＜0.05

图 4 GK大鼠与Wistar大鼠 SMCs细胞培养上清液钙含量

2.5 GK 大鼠和 Wistar 大鼠 SMCs 中 ALP、OPN、
Cbf琢鄄1、琢鄄SMA�mRNA 的表达 与 Wistar 大鼠 SMCs
相比，GK 大鼠 SMCs 中 ALP、Cbf琢鄄1 及 OPN�mRNA
表达增加，而 琢鄄SMA表达降低（P�均＜0.05），见表 2。

表 2 GK大鼠和 Wistar大鼠 SMCs 中
ALP、OPN、Cbf琢鄄1、琢鄄SMA�mRNA的表达

注： 与对照组 Wistar 大鼠比较，*P ＜0.05。 ALP： 碱性磷酸酶；

Cbf琢鄄1：核心结合因子 琢鄄1；OPN：骨桥蛋白；琢鄄SMA：琢鄄平滑肌肌动蛋白

3 讨论
GK 大鼠为一种自发性 2 型糖尿病动物模型，

国内研究显示，该模型大鼠表现为轻、中度高血糖，
HbA1c 水平升高，胰岛素抵抗，血脂升高，胰岛素分
泌能力减退，温和的糖尿病心肌病变。 其具有 2 型
糖尿病特点，为良好的 2 型糖尿病动物模型[�9鄄10�]。 因
GK 大鼠是通过筛选糖耐量处于上限的 Wistar�大鼠
近交繁殖并重复数代而得来，故在研究 GK 大鼠时，
多采用 Wistar�大鼠作为对照组。

本研究发现，与Wistar大鼠 SMCs相比，GK大鼠
SMCs生长速度明显减慢。有研究显示体外培养的细
胞发生钙化时，细胞增殖能力下降[�11�]。 细胞衰老与血
管钙化密切相关[�12�]。 亦有研究显示，糖尿病血管钙化
与细胞凋亡密切相关[�13鄄15�]。 本研究中观察到的 GK大
鼠 SMCs 生长速度减慢可能与细胞凋亡增加相关。
GK 大鼠 SMCs 细胞层钙含量明显增加，培养上清液
中钙含量明显减少。 Wada 等[�16�]研究也显示，体外培
养的钙化血管平滑肌细胞的细胞层钙含量增加，同
时培养上清液中钙含量明显减少。 另外，本研究进一
步发现，ALP、OPN、Cbf琢鄄1 的基因表达增加，琢鄄SMA
的基因表达减少。 已有研究证实在血管钙化过程中
平滑肌细胞可发生表型转变，由表达 琢鄄SMA 的收缩
型向表达 ALP、OPN、Cbf琢鄄1的成骨型转化， 由此启
动细胞钙化程序。 本研究中离体培养的高糖、高脂喂
养的 16周龄 GK大鼠 SMCs已显示出上述成骨型细
胞的部分特性，并出现细胞层钙盐沉积。由此推测，GK
糖尿病大鼠在高糖、高脂的环境下，血管 SMCs 会向
成骨型细胞转化，易发生钙沉积。 在血管未形成钙化
斑块前（进行原代 SMCs培养时肉眼所见）， 已出现
SMCs的成骨样改变。 综合上述结果，本研究中获取

��分组 Wistar大鼠 GK大鼠 t值

ALP�mRNA 1 1.40±0.0817* 12.963

Cbf琢鄄1�mRNA 1 1.67±0.1956* 10.109

OPN�mRNA 1 2.35±0.2986* 8.305

琢鄄SMA�mRNA 1 0.70±0.0951* �8.219

*

*
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的细胞可能作为糖尿病相关血管钙化早期的模型。
既往研究糖尿病相关钙化的细胞模型则是集中于应
用 茁鄄甘油磷酸和晚期糖基化终末产物共同干预
SMCs，导致细胞更严重的钙化[�17鄄18�]。

糖尿病与血管钙化的发生密切相关。 已有研究
显示，糖尿病时高血糖、高胰岛素血症及其相关因
子、氧化应激、脂代谢紊乱、炎性反应、细胞凋亡、骨
调节蛋白表达异常、肥胖、脂肪因子、糖尿病肾病可
影响血管钙化发生、发展。 推测早期干预可能延缓
糖尿病相关血管钙化，但是何时干预更为有效需要
进一步的探索研究。 对糖尿病动物及细胞模型的血
管钙化相关指标的研究有助于寻找防治糖尿病相
关血管钙化的时间靶点。 综上，本研究结果显示体
外培养高糖、 高脂喂养 GK 大鼠可获得钙化主动脉
SMCs，其可能作为研究糖尿病相关血管钙化的细胞
模型。 糖尿病相关血管钙化的具体机制尚有待更深
入的研究证实。
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