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雌激素对去卵巢大鼠血管钙化的影响
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　　【摘要】　目的：探讨雌激素对去卵巢大鼠血管钙化的影响。　方法：将４０只雌性

ＳＤ大鼠随机分为５组，每组８只。空白对照组正常喂养。去卵巢钙化组、β２雌二醇（Ｅ２）

溶媒对照组和Ｅ２干预组均切除双侧卵巢，假手术钙化组切除卵巢周围等体积的脂肪组

织，术后给予维生素Ｄ３３０万Ｕ·ｋｇ－１·ｄ－１注射３ｄ建立血管钙化模型。Ｅ２溶媒对照组

和Ｅ２干预组分别给予玉米油（溶媒）、Ｅ２５０μｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１腹腔注射２８ｄ。腹主动脉采

血，检测大鼠血清钙离子、Ｅ２浓度；分离主动脉，Ｖｏｎｋｏｓｓａ染色检测血管钙化情况，实时

聚合酶链反应、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测成骨细胞Ｒｕｎｔ相关转录因子２（Ｒｕｎｘ２）的ｍＲＮＡ、蛋

白表达水平。　结果：去卵巢、血管钙化大鼠（假手术钙化组、去卵巢钙化组、Ｅ２溶媒对照

组、Ｅ２干预组）Ｅ２水平较空白对照组明显下降（犘均＜０．０１），Ｅ２干预组血清Ｅ２水平较

Ｅ２溶媒对照组明显升高（犘＜０．０１）。ＶｏｎＫｏｓｓａ染色示去卵巢、血管钙化大鼠有不同程

度黑色颗粒沉积于血管弹力层间，弹力层迂曲、断裂，甚至可见血管中层大范围撕裂，Ｅ２
干预组血管黑色颗粒沉积有所减少，血管钙化程度较Ｅ２ 溶媒对照组明显减轻（犘＜

０．０５）。实时聚合酶链反应、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示去卵巢、血管钙化大鼠Ｒｕｎｘ２的

ｍＲＮＡ、蛋白表达水平较空白对照组明显增加（犘均＜０．０５），Ｅ２干预组Ｒｕｎｘ２的ｍＲＮＡ

及蛋白表达水平较Ｅ２ 溶媒对照组明显降低（犘＜０．０５）。　结论：Ｅ２ 可能通过降低

Ｒｕｎｘ２的表达抑制血管钙化。
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　　冠状动脉钙化（ＣＡＣ）是冠状动脉粥样硬化的

标志。研究表明，ＣＡＣ积分与动脉粥样硬化斑块负

荷有关，可预测心血管事件［１２］。ＣＡＣ与性别明显

相关，未绝经妇女的ＣＡＣ程度及发病率明显低于

同龄男性［３４］。ＣＡＣ积分是绝经后女性心血管不良

事件的独立预测因素［５］。动物去卵巢可以加重血管

钙化程度［６］，体外实验也证实雌激素与血管钙化密

切相关［７］。

血管钙化过程类似骨形成过程，骨转录因子参

与调节该过程。成骨细胞Ｒｕｎｔ相关转录因子２

（Ｒｕｎｘ２）是转录因子Ｒｕｎｘｘ家族成员之一，在血管

钙化过程中起重要作用［８］。β雌二醇（Ｅ２）可通过拮

抗成骨细胞中的Ｒｕｎｘ２调节骨转换过程
［９］。本研

究探讨Ｅ２是否可能通过调节Ｒｕｎｘ２的表达影响血

管钙化。

１　材料与方法

１．１　实验材料

ＳＰＦ级雌性ＳＤ大鼠购自湖南斯莱克景达实验

动物有限公司，体质量（２２０±１０）ｇ，大鼠饲养按照《大

理大学实验动物饲养管理办法》执行。Ｅ２、维生素Ｄ３
和钙含量测定试剂盒购自美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，

抗Ｒｕｎｘ２抗体购自英国Ａｂｃａｍ公司，辣根过氧化物

酶标记二抗购自中国Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司，ＶｏｎＫｏｓｓａ染

色试剂盒购自中国Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司，Ｅ２酶联免疫吸附试

验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒购自中国ＢｌｕｅＧｅｎｅ公司。

１．２　动物实验分组

４０只雌性ＳＤ大鼠随机分为空白对照组、假手

术钙化组、去卵巢钙化组、Ｅ２ 溶媒对照组、Ｅ２ 干预

组，每组８只。空白对照组给予正常喂养。去卵巢

钙化组、Ｅ２溶媒对照组和Ｅ２干预组均切除双侧卵

巢，假手术钙化组切除卵巢周围等体积的脂肪组

织，所有手术大鼠术后给予青霉素８０万 Ｕ／ｄ，共

３ｄ。除空白对照组，其他组均于术后３周后给予维生

素Ｄ３３０万Ｕ·ｋｇ－１·ｄ－１腹腔注射３ｄ诱导血管钙

化。诱导钙化后，Ｅ２干预组给予Ｅ２５０μｇ·ｋｇ
１·ｄ１腹

腔注射２８ｄ，Ｅ２溶媒对照组腹腔注射等体积玉米油（溶

媒）２８ｄ。２８ｄ后，使用１０％的水合氯醛麻醉大鼠

（０．３ｍＬ／１００ｇ），腹主动脉取血后处死大鼠，分离胸、腹

主动脉，分段留取标本。

１．３　血管组织ＶｏｎＫｏｓｓａ染色

将大鼠胸、腹主动脉置于１０％中性福尔马林溶

液固定１２ｈ后，脱水、透明、浸蜡、石蜡包埋、切片，

切片厚度５μｍ，７０℃恒温烘箱中烤片２ｈ，脱蜡至

水，滴加ＶｏｎＫｏｓｓａ试剂盒中硝酸银溶液５０μＬ，紫

外照射３０ｍｉｎ，流水冲洗切片１ｍｉｎ后入海波溶液

洗脱２ｍｉｎ，复染细胞核，中性树胶封片。显微镜下

观察，利用ＩｍａｇｅＪ２．０软件测量血管钙化面积。

１．４　血清钙离子水平检测

将大鼠主动脉血２５００转／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，取

上清液，送大理大学第一附属医院检验科测定血清

钙离子水平。

１．５　ＥＬＩＳＡ检测血清Ｅ２水平

将大鼠主动脉血２５００转／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，取

上清液，按照ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书操作，用酶标仪

在４５０ｎｍ处测量各组ＯＤ值。根据标准品的浓度

和ＯＤ值计算出样品浓度。

１．６　实时聚合酶链反应（ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）检测

Ｒｕｎｘ２的ｍＲＮＡ表达水平

Ｔｒｉｚｏｌ法提取总ＲＮＡ，逆转录合成ｃＤＮＡ。以

ｃＤＮＡ为模板加入上下游引物，应用 ＳｔｅｐＯｎｅ
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ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ仪进行ＰＣＲ反应。Ｒｕｎｘ２引物序

列：上游５′ＣＣＴＣＧＡＡＴＧＧＣＡＧＧＡＣＧＣＴＡ３′，下

游５′ＡＧＡＣＴＣＡＴＣＣＡＴＴＣＴＧＣＣＧＣＴＡ３′。以β

肌动蛋白（βａｃｔｉｎ）为内参，βａｃｔｉｎ引物序列为：上游

５′ＴＧＴＧＣＴＧＧＡＣＴＣＴＧＧＡＧＡＴＧ３′，下 游 ５′

ＧＡＡＧＧＡＡＴＡＧＣＣＡＣＧＣＴＣＡＧ３′。反 应 条 件

为：９５℃预变性１０ｍｉｎ，９５℃变性１５ｓ，５４．５℃退

火１ｍｉｎ，共循环４０次。重复３次，目的基因的

ｍＲＮＡ相对表达水平采用２－ΔΔＣｔ法计算。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测Ｒｕｎｘ２的蛋白表达水平

用蛋白裂解液（ＲＩＰＡ）提取蛋白，ＢＣＡ法测量

蛋白浓度。采用十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶

电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ），电泳后将蛋白转移到ＰＶＤＦ膜

上，使用５％脱脂牛奶封闭，４℃过夜。Ｒｕｎｘ２一抗

４℃孵育８ｈ，二抗４℃孵育２ｈ，洗膜后加入化学发

光试剂，在化学发光成像系统（ＭｉｎｉＣｈｅｍｉＫ４）上显

像，应用ＩｍａｇｅＪ对图像进行分析，计算目的蛋白的

相对表达量。

１．８　统计学分析

所有数据采用ＳＰＳＳ２１．０统计学软件进行分

析，正态分布的计量资料以均数±标准差表示，多

组间比较采用单因素方差分析，进一步两两比较采

用ＳｔｕｄｅｎｔＮｅｗｍａｎＫｅｕｌｓ检验。犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结果

２．１　各组大鼠血清Ｅ２、血清钙离子水平比较

与空白对照组及假手术钙化组相比，所有去卵

巢组（去卵巢钙化组、Ｅ２溶媒对照组及Ｅ２干预组）

Ｅ２水平均明显下降（犘均＜０．０１），Ｅ２ 干预组在补

充雌激素后血清Ｅ２ 水平较Ｅ２ 溶媒对照组及去卵

巢钙化组均升高（犘均＜０．０１）。假手术钙化组、去

卵巢钙化组、Ｅ２溶媒对照组、Ｅ２干预组在应用大剂

量维生素Ｄ３ 后，大鼠血清钙离子水平均有上升趋

势，但差异无统计学意义（犘＞０．０５）。见表１。

表１　各组大鼠血清犈２与血清钙离子水平比较（狀＝８）

分组 Ｅ２／ｐｇ·ｍＬ－１ 钙离子／ｍｍｏｌ·Ｌ－１

空白对照组 ３１２３．５０±６１０．０２ ２．３７±０．３２

假手术钙化组 ２６１４．００±２３７．４５ ２．６７±０．２９

去卵巢钙化组 ８４４．７５±３３８．００（１）（２） ２．７０±０．２６

Ｅ２溶媒对照组 ６８８．００±２４４．６３（１）（２） ２．５４±０．３９

Ｅ２干预组 １７３０．７５±３１０．５０（１）（２）（３）（４） ２．４６±０．１９

　　注：与空白对照组比较，（１）犘＜０．０１；与假手术钙化组比较，（２）犘＜

０．０１；与去卵巢钙化组比较，（３）犘＜０．０１；与Ｅ２溶媒对照组比较，

（４）犘＜０．０１

２．２　各组大鼠血管钙化的组织学比较

空白对照组血管组织ＶｏｎＫｏｓｓａ染色可见弹

力层规则，无卷曲、断裂等，未着色；假手术钙化组、

去卵巢钙化组、Ｅ２ 溶媒对照组应用大剂量维生素

Ｄ３后，可见不同程度黑色颗粒沉积于血管弹力层

间，弹力层迂曲、断裂，甚至可见血管中层大范围撕

裂。Ｅ２干预组采用雌激素干预，血管黑色颗粒沉积

有所减少。见图１。

通过ＶｏｎＫｏｓｓａ染色对血管钙化面积进行分

析，发现去卵巢钙化组、Ｅ２溶媒对照组较假手术钙

化组钙化面积明显增多 （４６．８５％ ±９．１３％、

５４．２６％±８．６５％对２３．１７％±６．２２％），Ｅ２干预组

（３５．１１％±７．２７％）在雌激素干预后血管钙化程度

较去卵巢钙化组、Ｅ２溶媒对照组明显减轻（犘均＜

０．０５）。

注：Ａ为空白对照组；Ｂ为假手术钙化组；Ｃ为去卵巢钙化组；Ｄ为Ｅ２溶媒对照组；Ｅ为Ｅ２干预组

图１　大鼠血管组织犞狅狀犓狅狊狊犪染色结果（２００×）
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２．３　各组大鼠主动脉Ｒｕｎｘ２的ｍＲＮＡ和蛋白表

达水平比较

ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与

空白对照组相比，假手术钙化组、去卵巢钙化组、Ｅ２

溶媒对照组Ｒｕｎｘ２的ｍＲＮＡ、蛋白表达水平均有

不同程度增加；Ｅ２ 干预组在雌激素干预后Ｒｕｎｘ２

的ｍＲＮＡ及蛋白表达水平较去卵巢钙化组及Ｅ２溶

媒对照组均显著降低（犘＜０．０５）。见图２、表２。

图２　各组大鼠主动脉组织中Ｒｕｎｘ２蛋白表达水平

表２　各组大鼠主动脉组织犚狌狀狓２犿犚犖犃及

蛋白表达水平比较（狀＝３）

分组 ｍＲＮＡ相对表达水平 蛋白相对表达水平

空白对照组 １．００±０．０６ ０．３７±０．０４

假手术钙化组 ３．４６±１．５１（１） ０．５９±０．１２（２）

去卵巢钙化组 ５．７５±０．５０（１） ０．５５±０．０７（１）

Ｅ２溶媒对照组 ５．４３±０．６６（１） ０．４４±０．１１（１）

Ｅ２干预组 １．２８±０．２４（３）（４） ０．１７±０．０３（３）（４）

　　注：与空白对照组比较，（１）犘＜０．０５；与空白对照组比较，（２）犘＜

０．００１；与去卵巢钙化组比较，（３）犘＜０．０５；与Ｅ２溶媒对照组比较，

（４）犘＜０．０５

３　讨论

本研究以大剂量维生素Ｄ３诱导大鼠血管钙化

形成，Ｅ２干预可以抑制血管钙化，降低血管组织中

成骨转录因子Ｒｕｎｘ２的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平，

提示雌激素可能通过抑制Ｒｕｎｘ２的表达减轻血管

钙化。

Ｐｒｉｃｅ等
［１０］研 究 发 现，大 剂 量 维 生 素 Ｄ３

（５０万Ｕ／ｋｇ，共３ｄ）可以引起广泛的异位钙

化，９６ｈ后血清钙升高约３４％。本研究采用维

生素Ｄ３干预大鼠，成功建立血管钙化模型，但

大鼠血清钙离子水平未见明显变化，可能是由

于检测时间晚，大鼠机体自稳调节能力增强，维

生素Ｄ３所引起的血清钙升高已经回落。

Ｃｈｏｉ等
［６］研究发现，去卵巢后血管钙化明显加

重。在血管钙化发生初期，血管平滑肌细胞

（ＶＳＭＣ）发生成骨样细胞转化，表达多种成骨因子，

分泌基质囊泡，诱导钙盐沉积，甚至矿化结构也与

骨组织非常相似［１１］。ＮａｎａｏＨａｍａｉ等
［１２］应用无机

磷诱导ＶＳＭＣ钙化，Ｅ２ 通过抑制生长停滞特异性

基因产物６（Ｇａｓ６）的表达抑制ＶＳＭＣ钙化。在本

研究的血管钙化模型中，大鼠主动脉广泛钙化，血

管组织ＶｏｎＫｏｓｓａ染色显示黑色钙盐颗粒沉积于

血管中膜，弹力层紊乱、甚至断裂，去卵巢后血管钙

化程度加重，而正常对照组血管中膜弹力层结构规

则，呈波浪状，未见钙盐沉积。说明维生素Ｄ３可引

起血管钙化，与Ｐｒｉｃｅ等
［１０］的研究结果相似。

Ｒｕｎｘ２是一种关键的成骨转录因子，在钙化的

粥样硬化斑块中表达［１３］，是软骨细胞成熟、软骨细

胞表型分化、血管侵入软骨及破骨细胞生成的必需

蛋白［１４］，在血管钙化过程中起重要作用。本研究中

用Ｅ２干预大鼠血管钙化，可见Ｒｕｎｘ２表达减少，说

明Ｒｕｎｘ２可能是雌激素抑制钙化的下游靶点。

综上所述，本研究证实Ｅ２ 可以降低Ｒｕｎｘ２的

表达，影响血管钙化进程。但Ｅ２ 对心血管系统的

保护作用机制涉及多通路、多靶点，完整的作用机

制仍需进一步深入研究。本研究明确了Ｅ２在血管

钙化中所发挥的保护作用及分子生物学机制，对有

效预防心血管疾病的发生、治疗心血管疾病提供了

一定的理论依据。
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