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摘要：目的 探讨 ＤＮＡ 损伤应答（ＤＤＲ）通路调控人主动脉平滑肌细胞（ＨＡＳＭＣｓ）钙化机制。 方法 将 ＨＡＳＭＣｓ
分为对照组、模型组、ＡＴＭ 干预组、ＰＡＲＰ 干预组，培养 １２ ｄ。 茜素红⁃Ｓ 染色法定性和邻⁃甲酚酞法定量检测细胞

钙化； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测组蛋白 γＨ２ＡＸ 磷酸化、ｐ１６ 和 ｐ２１、ＡＴＭ 上 Ｓｅｒ１９８１ 的磷酸化水平；β⁃半乳糖苷酶染色检

测细胞早衰；ｑＰＣＲ 检测 ｐ１６ 和 ｐ２１ ｍＲＮＡ 水平。 ８⁃羟基⁃２′⁃脱氧鸟苷 （８⁃ＯＨＤＧ）检测氧化应激水平，ＥＬＩＳＡ 方法

检测 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８ 水平。 结果 模型组较对照组钙化明显，８⁃ＯＨＤＧ、组蛋白 γＨ２ＡＸ 磷酸化、β⁃半乳糖苷酶染色、ｐ１６
的ｍＲＮＡ和蛋白、ｐ２１ ｍＲＮＡ、ＩＬ６ 和 ＩＬ８、ＡＴＭ 磷酸化等指标有显著变化（Ｐ＜０􀆰 ０５），ＡＴＭ 和 ＰＡＲＰ 干预组可以缓

解模型组的变化。 结论 高钙磷环境刺激 ＨＡＳＭＣｓ 产生持续 ＤＮＡ 损伤，触发 ＡＴＭ 磷酸化并激活 ｐ１６ 蛋白表达，
诱导细胞早衰导致钙化。
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Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗａｓ ｅｖｉｄｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇ⁃
ｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ８⁃ＯＨＤＧ， ｈｉｓｔｏｎｅ γＨ２ＡＸ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ， β ⁃ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ
ｐ１６， ｐ２１ ｍＲＮＡ， ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ ＩＬ ６ ａｎｄ ＩＬ ８ ａｎｄ ＡＴＭ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ（Ｐ＜０􀆰 ０５） ．Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ
ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ ｂｙ ＡＴＭ ａｎｄ ＰＡＲＰ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｈｉｇｈ ｃａｌｃｉｕｍ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｓ
ＨＡＳＭＣｓ ｔｏ ｐｒｏｄｕｃｅ ｓｕｓｔａｉｎｅｄ ＤＮＡ ｄａｍａｇｅ， ｔｒｉｇｇｅｒｓ ＡＴＭ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ， ａｃｔｉｖａｔｅｓ ｐ１６ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，
ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅｓ ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｃｅｌｌ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ｃａｕｓｉｎｇ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｅｄ ｉｎ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｃａ２＋ ／ Ｐ； ＤＮＡ ｄａｍａｇｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ （ ＤＤＲ）； ｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ； ｈｕｍａｎ ａｏｒｔｉｃ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ （ ＨＡＳＭＣｓ）；
ｖａｓｃｕｌａｒ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　 　 心血管并发症是慢性肾病患者（ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ
ｄｉｓｅａｓｅ， ＣＫＤ）常见并发症和首要死亡原因。 ＣＫＤ
患者钙磷代谢紊乱引起血管平滑肌细胞（ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌ， ＶＳＭＣ）的 ＤＮＡ 损伤［１］。 ＶＳＭＣ
由于受伤而死亡成为钙化灶，诱导血管钙化［２］。 而

钙磷失衡导致的动脉血管钙化是 ＣＫＤ 患者并发心

血管疾病的主要原因。 动脉血管钙化与 ＶＳＭＣ 的早

衰关系密切［３］。
近年来，多项研究发现 ＤＮＡ 损伤应答（ＤＮＡ

ｄａｍａｇｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ， ＤＤＲ）在血管早衰病理中发挥关键

作用［４⁃５］。 ＤＮＡ 损伤应答信号通路通过启动和协调

ＤＮＡ 修复机制与适当的细胞周期阻滞来维持基因

组稳定性［５］。 典型的 ＤＤＲ 级联反应始于 ＤＮＡ 损

伤。 其中比较常见的信号转导蛋白是共济失调毛细

血管扩张突变激酶 （ ａｔａｘｉａ ｔｅｌａｎｇｉｅｃｔａｓｉａ ｍｕｔａｔｅｄ
ｋｉｎａｓｅ， ＡＴＭ） 和 多 聚 （ ＡＤＰ⁃核 糖） 聚 合 酶 ［ ｐｏｌｙ
（ＡＤＰ⁃ｒｉｂｏｓｅ） ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，ＰＡＲＰ］。 两者在 ＤＮＡ 损

伤检测和修复中起关键作用［６⁃７］。 然而到目前为

止，尚无数据完全阐明 ＤＤＲ 信号通路在 ＣＫＤ 患者

血管平滑肌细胞钙化中的调控机制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试剂：
人主动脉平滑肌细胞系（ＨＡＳＭＣｓ） （ ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ

公司）、Ｍ１９９ 培养基（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司）、ＡＴＭ 抑

制剂 ＫＵ５５９３３，ＰＡＲＰ 抑制剂 ＰＪ３４（Ａｂｃａｍ 公司）。
茜素红 Ｓ 染色液（碧云天生物科技有限公司）、钙
离子定量检测试剂盒（邻⁃甲酚酞法）、磷酸化组蛋

白 Ｈ２ＡＸ 抗体、β⁃半乳糖苷酶染色试剂盒；ＡＴＭ、
ｐ⁃ＡＴＭ （ Ｓｅｒ１９８１ ）、 ｐ２１ （ Ｃｅｌｌ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ 公 司 ）；
ｐ１６、β⁃ａｃｔｉｎ （ Ｓｉｇｍａ 公 司）， ８⁃羟 基⁃２′⁃脱 氧 鸟 苷

（８⁃ＯＨＤＧ） ＥＬＩＳＡ 试剂盒， ＩＬ⁃６ ＥＬＩＳＡ 检测试剂

盒、ＩＬ⁃８ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒均购自上海赛培森生物

科技有限公司。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 细胞的分组及处理：将 ＨＡＳＭＣｓ 分为对照

组（ｃｏｎｔｒｏｌ，Ｃａ：１􀆰 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ；Ｐ：１􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），模型

组（ｍｏｄｅｌ， Ｃａ：２􀆰 ７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ＋ Ｐ：２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），ＡＴＭ
干 预 组 （ ｉＡＴＭ 组， ＫＵ５５９３３： １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＋ Ｃａ：
２􀆰 ７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＋ Ｐ： ２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ）， ＰＡＲＰ 干 预 组

（ｉＰＡＲＰ 组， ＰＪ３４：１０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＋ Ｃａ：２􀆰 ７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＋ Ｐ：
２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），每 ３ ｄ 换液一次，连续培养 １２ ｄ，用光

学显微镜观察细胞钙化情况。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＨＡＳＭＣｓ 钙化程度的测定：
１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １　 茜素红⁃Ｓ 染色法定性分析：茜素红⁃Ｓ 染

色法鉴定细胞的钙盐沉积，光镜下观察细胞外基

质呈现橙色着色、细胞呈淡紫色着色为钙盐沉积

染色阳性。
１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２　 邻⁃甲酚酞法定量检测：弃去上层培养液，
ＰＢＳ 缓冲液洗涤细胞 ３ 次，０􀆰 ６ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸脱钙，
３７ ℃脱钙 ２４ ｈ。 收集上清液用邻⁃甲酚酞测定盐酸

悬液中的钙含量。 剩余细胞提取细胞总蛋白，ＢＣＡ
蛋白检测试剂盒法测定蛋白含量。 用蛋白含量校正

钙含量（ｍｍｏｌ ／ ｇ）。
１􀆰 ２􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达： 样品裂解、超
声、离心后用 ＢＣＡ 测蛋白浓度， 预制胶上样（平均

２０ μｇ 蛋白含量 ／孔）； 电泳：１２０ Ｖ，９０ ｍｉｎ；转膜：恒
压 ９０ Ｖ 转膜 ９０ ｍｉｎ；封闭 １ ｈ；孵育一抗 ４ ℃过夜；
孵育二抗室温避光孵育 １􀆰 ５ ｈ；显色：ＴＢＳＴ 洗膜 ３×
１５ ｍｉｎ 后，使用 Ｏｄｙｓｓｅｙ 双通道荧光成像仪避光扫

膜，保存结果。
１􀆰 ２􀆰 ４　 氧化应激损伤的检测 使用 ８⁃羟基⁃２′⁃脱氧

鸟苷 （８⁃ＯＨＤＧ）ＥＬＩＳＡ 试剂盒（ ａｂ２０１７３４）检测内

源性及外源性因素 ＤＮＡ 氧化应激损伤，根据试剂
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盒说明书操作。
１􀆰 ２􀆰 ５　 β⁃半乳糖苷酶染色检测细胞早衰，根据试剂

说明书操作

１􀆰 ２􀆰 ６　 ＥＬＩＳＡ 方法检测 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８ 水平，根据试剂

说明书操作

１􀆰 ２􀆰 ７　 ｑＰＣＲ 检测 ｍＲＮＡ：基因定量表达采用 ２－ΔΔＣｔ

方法。 ｑＰＣＲ 引物见表 １。
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ２４􀆰 ０ 软件对数据进行处理。 计量资

料用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间作 ｔ 检验分析，多
组间采用单因素方差分析，计数资料以百分数表示，
比较采用卡方检验。

２　 结果

２􀆰 １　 模型组细胞钙化显著

与对照组相比，模型组培养至第 ９ 天开始发现

钙化沉积，培养至第 １２ 天钙化灶显著（图 １）。

２􀆰 ２　 模型组中组蛋白 γＨ２ＡＸ 磷酸化水平升高

培养至第 １２ 天，模型组中 ＤＮＡ 损伤标志物组

蛋白 γＨ２ＡＸ 磷酸化 （ ｈｉｓｔｏｎｅ Ｈ２ＡＸ ａｔ ｓｅｒｉｎｅ １３９，
γＨ２ＡＸ）水平高于对照组（Ｐ＜０􀆰 ０１）（图 ２）。
２􀆰 ３　 模型组 ８⁃ＯＨＤＧ 水平升高

生长 １２ ｄ 时，模型组和对照组 ８⁃ＯＨＤＧ 水平

分别为（１ ２３８􀆰 ０２ ± ２０８􀆰 ３４） ｐｇ ／ ｍＬ 和（ ６２５􀆰 ０１ ±
８９􀆰 ２４） ｐｇ ／ ｍＬ，模型组氧化应激水平高于对照组

（Ｐ＜０􀆰 ０５） 。
２􀆰 ４　 模型组细胞衰老检测

２􀆰 ４􀆰 １　 模型组中 β⁃半乳糖苷酶染色阳性率高，可
被 ｉＡＴＭ 抑制。

与对照组相比，模型组的细胞在第 １２ 天时

ＳＡ⁃β⁃半乳糖苷酶染色阳性百分率更高 （图 ３）。
ＡＴＭ 干预组中 ＳＡ⁃β⁃半乳糖苷酶染色阳性百分率与

对照组基本一致。 而 ＰＡＲＰ 干预组中 β⁃Ｇａｌ 阳性染

色的百分比显著升高。

表 １　 ｑＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 ｑＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ｇｅｎｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′⁃３′）

ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＣＧＡＣＣＡＣＴＴＴＧＴＣＡＡＧＣＴＣ； Ｒ：ＣＡＡＧＧＧＧＴＣＴＡＣＡＴＧＧＣＡＡＣ

ｐ２１ Ｆ：ＣＡＧＡＧＧＡＧＧＣＧＣＣＡＡＧＡＣＡＧ；Ｒ： ＣＣＴＧＡＣＧＧＣＧＧＡＡＡＡＣＧＣ

ｐ１６ Ｆ：ＣＡＡＣＧＣＡＣＣＧＡＡＴＡＧＴＴＡＣＧ； Ｒ：ＣＡＧＣＴＣＣＴＣＡＧＣＣＡＧＧＴＣ

Ａ􀆰 ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｆｏｕｒ ｔｉｍｅ⁃ｐｏｉｎｔ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＨＡＳＭＣｓ ｃａｐｔｕｒｅｄ ｕｎｄｅｒ ｌｉｇｈｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｔｏ ｓｈｏｗ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｔａｔｕｓ，
ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ ｂｒｏｗｎ ｐａｔｃｈｅｓ （ｗｈｉｔｅ ａｒｒｏｗｓ）； Ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ａｌｓｏ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ａｔ ｄａｙ １２ ｏｆ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；
Ｂ􀆰 ｔｈｅ σ⁃ｃｒｅｓｏｌｐｈｔｈａｌｅｉｎ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｍｅａｓｕｒｅ ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｔ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｆｏｕｒ ｔｉｍｅ⁃ｐｏｉｎｔ （ｎ＝ ９）；
∗Ｐ＜０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ．

图 １　 高钙磷培养基诱导细胞钙化

Ｆｉｇ １　 Ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ＨＡＳＭＣｓ ｉｎ ｈｉｇｈ Ｃａ２＋ ／ Ｐ ｍｅｄｉｕｍ ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｅｌｌ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ
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范志娟　 高钙磷激活 ＤＮＡ 损伤应答诱导人主动脉平滑肌细胞早衰

Ａ，Ｂ􀆰 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｆｏｒ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ γＨ２ＡＸ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＨＡＳＭＣｓ ｇｒｏｗｎ ｗｉｔｈ ｏｒ ｗｉｔｈｏｕｔ ｈｉｇｈ Ｃａ２＋ ／ Ｐ ｈａｒｖｅｓｔｅｄ ａｔ ｄａｙ
１２；∗Ｐ＜０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ．

图 ２　 在钙化过程中观察到组蛋白 γＨ２ＡＸ 磷酸化

Ｆｉｇ ２　 Ｈｉｓｔｏｎｅ Ｈ２ＡＸ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ（ｎ＝３）

Ａ􀆰 ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｈａｒｖｅｓｔｅｄ ｏｎ ｄａｙ １２ ｆｏｒ ＳＡ β⁃Ｇａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｔ ｐＨ ６􀆰 ０， ｎ ＝ ３； Ｂ􀆰 ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
ｗｉｔｈ ｒｅｓｐｅｃｔ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｄａｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ； ∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０１
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ．

图 ３　 ＳＡ β⁃ｇａｌ 染色发现钙化过程中的早衰现象

Ｆｉｇ ３　 Ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＳＡ β⁃Ｇａｌ Ｓｔａｉｎｉｎｇ

２􀆰 ４􀆰 ２　 模型组中 ｐ１６ 的 ｍＲＮＡ 水平和蛋白水平升

高，ｐ２１ 的ｍＲＮＡ 水平升高。 ｉＡＴＭ 降低了 ｐ１６ ｍＲＮＡ
和蛋白表达，ｉＰＡＲＰ 仅降低了 ｐ１６ 和 ｐ２１ 的 ｍＲＮＡ
表达（图 ４，５）。

第 １２ 天时，与对照组相比，模型组细胞周期蛋

白依赖性激酶抑制剂 ｐ１６ 和 ｐ２１ 的 ｍＲＮＡ 水平升

高。 ＡＴＭ 干预组显著降低了 ｐ１６ 的 ｍＲＮＡ 水平。
ＰＡＲＰ 干预组显著降低了 ｐ１６ 和 ｐ２１ 的 ｍＲＮＡ 水平

（图 ４）。 与对照组相比，模型组 ｐ１６ 的蛋白水平有

升高趋势，并且 ＡＴＭ 抑制显着降低了其表达（图 ５Ａ
和 Ｂ）。 然而，对照组、模型组、干预组中 ｐ２１ 的水平

保持不变（图 ５Ａ 和 Ｃ）。
２􀆰 ４􀆰 ３　 模型组中 ＩＬ６ 和 ＩＬ８ 的表达显著增加，该表

达均可被 ｉＡＴＭ、ｉＰＡＲＰ 抑制。
对照组、模型组、ＡＴＭ 抑制组、ＰＡＲＰ 抑制组中

ＩＬ６ 和 ＩＬ８ 随时间增加，分泌逐渐增强，但模型组增

加最明显（图 ６）。 第 １２ 天时，ｉＡＴＭ 和 ｉＰＡＲＰ 都能

够明显阻断衰老相关分泌表型（ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ⁃ａｓｓｏｃｉａ⁃
ｔｅｄ ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ，ＳＡＳＰ）因子 ＩＬ６ 和 ＩＬ８。 与

ｉＡＴＭ 相比 ｉＰＡＲＰ 抑制剂可更有效地阻断 ＳＡＳＰ 因

子的分泌。
２􀆰 ５　 模型组中 ＡＴＭ 磷酸化水平高，可被 ｉＡＴＭ 和

ｉＰＡＲＰ 抑制

在第 １２ 天，与对照组相比，模型组细胞 Ｓｅｒ１９８１
上 ＡＴＭ 的自磷酸化达到最高水平，其磷酸化的

ＡＴＭ 是对照组细胞的 ３ 倍。 用 ｉＡＴＭ 和 ｉＰＡＲＰ 处理
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Ｈｉｇｈ Ｃａ２＋ ／ Ｐ ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＡＳＭＣｓ； ｔｈｅｓｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ａｂ⁃
ｓｅｎｃｅ ｏｒ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ＤＤＲ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ （ｉＡＴＭ􀆰 １０ μｍ ＫＵ５５９３３； ｉＰＡＲＰ􀆰 １０ μｍ ＰＪ３４）； ａｔ ｄａｙ １２， ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗａｓ ｏｎｌｙ
ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｔ ｗｅｒｅ ｇｒｏｗｎ ｗｉｔｈｏｕｔ ＤＤＲ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ； ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ （ｍＲＮＡ） ｏｆ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ｍａｒｋｅｒｓ （ｐ１６
ａｎｄ ｐ２１） ｗａｓ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｎｄ ｗａｓ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｔｏ ＧＡＰＤＨ； ｎ＝ ３ ｏｒ ４； ∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ，
＃Ｐ＜０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ．

图 ４　 ＡＴＭ 和 ＰＡＲＰ 对 ＨＡＳＭＣｓ 细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂表达的影响

Ｆｉｇ ４　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＡＴＭ ａｎｄ ＰＡＲＰ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｙｃｌｉｎ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｋｉｎａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ
　 　 　 ｉｎ ＨＡＳＭＣｓ

Ｈｉｇｈ Ｃａ２＋ ／ Ｐ ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ． ＨＡＳＭＣｓ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ａｂｓｅｎｃｅ ａｎｄ ｐｒｅｓｅｎｃｅ
ｏｆ ＤＤＲ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ （ｉＡＴＭ􀆰 １０ μｍ ＫＵ５５９３３； ｉＰＡＲＰ􀆰 １０ μｍ ＰＪ３４）； ａｔ ｄａｙ １２， ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗａｓ ｏｎｌｙ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈｏｕｔ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ； Ａ􀆰 ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｔｖｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｐ２１， ｐ１６ ａｎｄ β⁃ａｃｔｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｏｎ ｄａｙ ３
ａｎｄ ｄａｙ １２； Ｂ􀆰 ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐ１６ ／ β⁃ａｃｔｉｎ ａｎｄ ｐ２１ ／ β⁃ａｃｔｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｒａｔｉｏｎ； ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｗｉｔｈ ｒｅｓｐｅｃｔ ｔｏ
ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｄａｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ；∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ．

图 ５　 高 Ｃａ２＋ ／ Ｐ 诱导下的细胞增殖停滞通路

Ｆｉｇ ５　 Ｐａｔｈｗａｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ａｒｒｅｓｔ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｈｉｇｈ Ｃａ２＋ ／ Ｐ（ｎ＝３）

理细胞可抑制 ＡＴＭ 磷酸化现象。 在钙化刺激后，
ＤＤＲ 信号被启动，从第 ３ 天开始，模型组中 ＡＴＭ 出

现 Ｓｅｒ１９８１ 自磷酸化，提示 ＤＤＲ 信号启动。 ＡＴＭ 的

激活与另一个 ＤＳＢ 标志物 γＨ２ＡＸ 一样，在钙化过

程中可以早期检测到（图 ７）。

３　 讨论

ＣＫＤ 患者因矿物质代谢紊乱引起血管钙化，导
致心血管死亡率增加。 在牛主动脉平滑肌细胞的体

外钙化模型中，高磷酸盐可诱发线粒体膜电位和线

粒体活性氧，引起 ＤＮＡ 损伤［８］。 本研究发现高钙磷

刺激至第 １２ 天，茜素红 Ｓ 染色和 σ⁃甲酚酞检测发

现钙化灶；组蛋白 Ｈ２ＡＸ 的磷酸化和 γＨ２ＡＸ 灶提

示存在 ＤＮＡ 损伤；８⁃羟基⁃２′⁃脱氧鸟苷检测发现

ＤＮＡ 损伤由氧化应激引起；ＳＡ⁃β⁃Ｇａｌ 染色阳性、早
衰标志物 （ ｐ１６ 和 ｐ２１） 和 ＳＡＳＰ 标志物 （ ＩＬ⁃６ 和

ＩＬ⁃８）、细胞周期停滞标志物（ｐ１６ 和 ｐ２１）检测发现

细胞存在早衰现象。 ＡＴＭ 的 Ｓｅｒ１９８１ 自磷酸水平升

高，提示 ＤＤＲ 信号途径被激活。
ＡＴＭ 和 ＰＡＲＰ 都是 ＤＤＲ 信号级联反应中的关
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范志娟　 高钙磷激活 ＤＮＡ 损伤应答诱导人主动脉平滑肌细胞早衰

Ｈｉｇｈ Ｃａ２＋ ／ Ｐ ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ； ＨＡＳＭＣｓ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ａｂｓｅｎｃｅ ａｎｄ ｐｒｅｓ⁃
ｅｎｃｅ ｏｆ ＤＤＲ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ （ｉＡＴＭ􀆰 １０ μｍ ＫＵ５５９３３； ｉＰＡＲＰ􀆰 １０ μｍ ＰＪ３４）； ａｔ ｄａｙ １２， ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗａｓ ｏｎｌｙ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈｏｕｔ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ； ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ （ｍＲＮＡ） ｏｆ ＳＡＳＰ ｍａｒｋｅｒｓ （ＩＬ⁃６， ＩＬ⁃８） ｗａｓ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ
ＰＣＲ ａｎｄ ｗａｓ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｔｏ ＧＡＰＤＨ； ∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０１， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ．

图 ６　 ＡＴＭ 和 ＰＡＲＰ 抑制对 ＳＡＳＰ 因子的影响

Ｆｉｇ ６　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＡＴＭ ａｎｄ ＰＡＲＰ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ＳＡＳＰ ｆａｃｔｏｒｓ（ｎ＝３）

Ｈｉｇｈ Ｃａ２＋ ／ Ｐ ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ； ＨＡＳＭＣｓ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ａｂｓｅｎｃｅ ａｎｄ ｐｒｅｓ⁃
ｅｎｃｅ ｏｆ ＤＤＲ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ （ｉＡＴＭ􀆰 １０ μｍ ＫＵ５５９３３； ｉＰＡＲＰ􀆰 １０ μｍ ＰＪ３４）； ａｔ ｄａｙ １２， ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗａｓ ｏｎｌｙ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈｏｕｔ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ； Ａ􀆰 ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｔｖｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｐ⁃ＡＴＭ ａｎｄ ＡＴＭ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｏｎ
ｄａｙ ３， ６ ａｎｄ １２； Ｂ􀆰 ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐ⁃ＡＴＭ ／ ＡＴＭ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｒａｔｉｏｎ； ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｗｉｔｈ ｒｅｓｐｅｃｔ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅ⁃
ｓｐｏｎｄｉｎｇ ｄａｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｈｏｗｎ； ∗Ｐ＜０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ， ＃Ｐ＜０􀆰 ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ．

图 ７　 ＤＮＡ 持续的 ＤＮＡ 损伤信号调节衰老

Ｆｉｇ ７　 Ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｔ ＤＮＡ ｄａｍａｇｅ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ（ｎ＝３）

键靶点［９］。 数据显示 ＡＴＭ 干预组和 ＰＡＲＰ 干预组

都能够抑制高钙磷诱导的钙化，阻止钙化偶联的细

胞死亡，抑制细胞发生早衰现象。 虽然 ｉＰＡＲＰ 对

ＳＡ⁃β⁃半乳糖苷酶的表达没有影响，但 ｉＰＡＲＰ 有效

地阻止了其他早衰相关的标志物（ｐ１６ 和 ｐ２１，ＩＬ⁃６
和 ＩＬ⁃８），其原因可能与 ＳＡ⁃β 半乳糖苷酶的活性主
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ａｎｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２３􀆰 ４３（８）

要与自噬过程中溶酶体活性的增加直接相关［１０］。
抑制 ＡＴＭ 和 ＰＡＲＰ 途径可以减低 ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃８

的表达，说明 ＤＤＲ 途径在建立和维持 ＳＡＳＰ 中很重

要。 在获得早衰和 ＳＡＳＰ 之前，高 Ｃａ２＋ ／ Ｐ 在 ＨＡＳＭＣｓ
内诱导持续的 ＤＮＡ 损伤应答，可能通过 ＤＤＲ 介导

的细胞外信号进一步影响未受损的邻近细胞［１１］，形
成正反馈回路。

ＡＴＭ 干预组显著降低了 ｐ１６ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白

水平。 ＰＡＲＰ 干预组虽然显著降低了 ｐ１６ 和 ｐ２１ 的

ｍＲＮＡ 水平，但是在蛋白水平上变化没有统计学意

义。 综合 ＡＴＭ、ＰＡＲＰ 在早衰标志物和 ＡＴＭ 自磷酸

化的数据发现 ＤＤＲ 信号主要通过 ｐ１６ 途径对高钙

磷诱导的钙化起作用。 这个结论与 ＥＲＣＣ１ 缺陷小

鼠中清除 ｐ１６ 阳性的早衰细胞的研究结果一

致［１２⁃１３］。 在 ＢｕｂＲ１ 早衰小鼠研究中，用 ＩＮＫ⁃ＡＴＴＡＣ
方法清除 ｐ１６ 阳性的早衰细胞，延迟了脂肪组织、骨
骼肌和眼睛的早衰表型的出现，却没有在心血管系

统中出现［１４］。 然而，在非老年性小鼠中，同样的方

法却降低了心脏的压力敏感性［１３］。
综上，高水平的钙盐和磷酸盐产生更多的氧化

应激，引起 ＤＮＡ 损伤。 氧化应激型 ＤＮＡ 损伤会随

着时间的推移成为持续 ＤＮＡ 损伤。 持续 ＤＮＡ 损伤

通过 ＤＮＡ 损伤应答途径诱导细胞早衰，导致钙化。
具体机制需进一步研究。
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