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　　［摘要］　目的　研究人第１０号染色体缺失的磷酸酶及张力蛋白同源基因（ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｎｄｔｅｎｓｉｎ
ｈｏｍｏｌｏｇｄｅｌｅｔｅｄｏｎｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ１０，ＰＴＥＮ）在小鼠动脉血管钙化形成过程中的作用。方法　①构建血管
特异性ＰＴＥＮ敲除小鼠（ＰＴＥＮ△／△），对照组小鼠为ＰＴＥＮｆ／ｆ；②免疫组化检测ＡｐｏＥ全敲除小鼠钙化血管
中ＰＴＥＮ的表达水平；③体外通过钙化培养基诱导血管钙化；④ＡｌｉｚａｒｉｎＲｅｄ染色和ＶｏｎＫｏｓｓａ染色评估
ＰＴＥＮ敲除后小鼠血管钙化程度；⑤实时荧光定量 ＰＣＲ检测血管钙化标志物 Ｒｕｎｘ２、骨钙蛋白和 ＢＭＰ２
的表达水平。结果　①与普通饮食组相比，高脂饮食诱导的ＡｐｏＥ基因敲除小鼠血管钙化明显，而钙化
后的血管中ＰＴＥＮ的表达水平显著下降（Ｐ＜００１）；②经体外诱导后，ＰＴＥＮ△／△小鼠血管明显钙化，而
ＰＴＥＮｆ／ｆ小鼠血管几乎无钙化；③与 ＰＴＥＮｆ／ｆ组相比，ＰＴＥＮ△／△小鼠血管钙化标志物 Ｒｕｎｘ２、骨钙蛋白和
ＢＭＰ２的表达均明显升高（Ｐ＜０．０５）。结论　血管特异性ＰＴＥＮ基因敲除促进小鼠血管钙化的形成。
　　［关键词］　动脉血管钙化；ＰＴＥＮ；Ｒｕｎｘ２；骨钙蛋白；ＢＭＰ２
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　　动脉粥样硬化是导致多种心血管疾病的一个十分
重要的因素，主要表现为血管内膜重建、硬变、损伤导

致的血管狭窄，而血管钙化是动脉粥样硬化进展后期

的突出表现，是心血管疾病的死亡预测因子［１］。人第

１０号染色体缺失的磷酸酶及张力蛋白同源基因（ｐｈｏｓ
ｐｈａｔａｓｅａｎｄｔｅｎｓｉｎｈｏｍｏｌｏｇｄｅｌｅｔｅｄｏｎｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ１０，
ＰＴＥＮ）是一种蛋白／脂肪磷酸酶，为抑癌基因，是蛋白
激酶Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，ＰＫＢ，又称 ＡＫＴ）上游的调节
蛋白之一，可以负向调控 ＡＫＴ的活化［２］。研究证实

ＡＫＴ的活化可能参与血管钙化或动脉粥样硬化的形
成［３］。文献［４－５］报道，部分敲除 ＰＴＥＮ基因或通过
化学药物诱导ＰＴＥＮ的过表达可以抑制动脉粥样硬化
的进展。然而，目前尚少见血管特异性 ＰＴＥＮ敲除在
动脉血管钙化作用的研究。本研究主要建立血管特异

性ＰＴＥＮ基因敲除小鼠，以研究 ＰＴＥＮ在动脉血管钙
化中的重要作用。

１　材料与方法

１．１　材料
　　ＰＴＥＮｆ／ｆ小鼠、ＳＭ２２αＣｒｅ＋／－小鼠、ＡｐｏＥ－／－小鼠均
购自美国 ＪａｃｋｓｏｎＬａｂｏｒａｔｏｒｙ；ＴＲＩｚｏｌＴＭ试剂、ＲＮＡ酶抑
制剂、ＭＭＬＶ、Ｏｌｉｇｏ（ｄｔ）和实时荧光定量 ＰＣＲ混合液
均购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＰＴＥＮ抗体购自美国 Ｃｅｌｌ
ＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（９５５２）；ＡｌｉｚａｒｉｎＲｅｄＳ溶液（ｐＨ４．２）
和β甘油磷酸盐购自美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司；ＤＭＥＭ
培养基购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；引物定制于生工生物
工程（上海）股份有限公司；实时荧光定量ＰＣＲ分析仪
购自ＢｉｏＲａｄ公司。
１．２　血管特异性ＰＴＥＮ基因敲除小鼠的构建方法［６］

　　ＰＴＥＮ５号外显子标记的Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（ＰＴＥＮｆ／ｆ）
与ＳＭ２２αＣｒｅ＋／－转基因Ｃ５７ＢＬ／６小鼠进行杂交，以获
得 ＰＴＥＮｆ／ｆＣｒｅ－／－（ＰＴＥＮｆ／ｆ）小鼠和 ＰＴＥＮｆ／ｆＣｒｅ＋／－

（ＰＴＥＮ△／△）小鼠，ＳＭ２２αＣｒｅ＋／－基因主要于血管内表
达，５号外显子为 ＰＴＥＮ磷酸酶编码区域，为 ＰＴＥＮ的
功能片段，故ＰＴＥＮ△／△为血管特异性ＰＴＥＮ基因敲除。
１．３　ＡｐｏＥ全基因敲除小鼠的喂养
　　８周龄ＡｐｏＥ全基因敲除（ＡｐｏＥ－／－）小鼠分为对
照组和高脂饮食组，每组７只。对照组用普通饲料喂
养，高脂饮食组用高脂饲料（含２１．２％的脂肪和０．２％
的胆固醇，ＨａｒｌａｎＴｅｋｌａｄ饲料，ＴＤ８８１３７）喂养，３０周后
取其主动脉弓，用于ＡｌｉｚａｒｉｎＲｅｄ染色和ＰＴＥＮ免疫组
化染色。

１．４　离体血管培养
　　由于大部分ＰＴＥＮ△／△小鼠于３０ｄ内死亡，通过体
内实验获得血管钙化模型周期至少 ＞６个月，因此只
能通过培养４周龄左右的小鼠主动脉进行体外实验评
估ＰＴＥＮ敲除后对动脉血管钙化的影响。
　　将小鼠胸主动脉于无菌条件下分离，无菌 ＰＢＳ冲
洗３次，于显微镜下将动脉外膜剥离，并将血管切成
３～４ｍｍ长，将其培养于加有１％胎牛血清的钙化培
养基中 （ＤＭＥＭ 中含 ０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ维生素 Ｃ和
１０ｍｍｏｌ／Ｌβ甘油磷酸盐），培养３周后取血管切片用
于ＨＥ染色、ＡｌｉｚａｒｉｎＲｅｄ染色和ＶｏｎＫｏｓｓａ染色。
１．５　ＡｌｉｚａｒｉｎＲｅｄ染色
　　将冰冻切片组织放置于４％多聚甲醛中于室温下
固定１０ｍｉｎ，双蒸水清洗２～３次，用２％ＡｌｉｚａｒｉｎＲｅｄ
染料进行着色１０～２０ｓ，双蒸水清洗２～３次，于显微
镜下观察拍照。

１．６　ＶｏｎＫｏｓｓａ染色
　　将冰冻切片组织放置于４％多聚甲醛中于室温下
固定１０ｍｉｎ，双蒸水清洗２～３次，用５％硝酸银溶液
着色３０ｍｉｎ，双蒸水清洗１次，于显微镜下观察拍照。
１．７　免疫组化
　　将临近于ＡｌｉｚａｒｉｎＲｅｄ染色前后３张的冰冻切片
组织放置于４％多聚甲醛中固定１０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗后
置于０．３％的过氧化氢甲醇溶液中３０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗，
０．３％ＴｒｉｔｏｎＸ１００浸泡３０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗，ＰＴＥＮ一抗
（１∶４００）４℃孵育过夜，ＰＢＳ清洗，加入辣根过氧化物
酶标记二抗室温孵育２ｈ，ＰＢＳ清洗，加入显色液１５～
３０ｍｉｎ，进行免疫组织化学显色，封片，拍照。
１．８　实时荧光定量ＰＣＲ
　　用ＴＲＩｚｏｌ提取主动脉组织总ＲＮＡ，紫外分光光度
计检测其纯度和浓度。采用合格的 ＲＮＡ标本，按
ＭＭＬＶ逆转录酶说明书逆转录合成 ｃＤＮＡ。然后以
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ作为荧光标记物，荧光定量 ＰＣＲ扩增
ｍＲＮＡ。Ｒｕｎｔ相关转录因子 ２（Ｒｕｎｔｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐ
ｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２，Ｒｕｎｘ２）上游引物：５′ＣＧＧＣＣＣＴＣＣＣＴ
ＧＡＡＣＴＣＴ３′，下游引物：５′ＴＧＣＣＴＧＣＣＴＧＧＧＡＴＣＴＧ
ＴＡ３′；骨钙蛋白上游引物：５′ＴＧＣＴＴＧＴＧＡＣＧＡＧＣ
ＴＡＴＣＡＧ３′，下 游 引 物：５′ＧＡＧＧＡＣＡＧＧＧＡＧＧＡＴ
ＣＡＡＧＴ３′；骨形态发生蛋白２（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏ
ｔｅｉｎ２，ＢＭＰ２）上游引物：５′ＴＧＡＣＴＧＧＡＴＣＧＴＧＧＣＡＣ
ＣＴＣ３′，下游引物：５′ＣＡＧＡＧＴＣＴＧＣＡＣＴＡＴＧＧＣＡＴＧ
ＧＴＴＡ３′；ＧＡＰＤＨ的上游引物：５′ＡＡＣＡＣＧＧＡＡＧＧＣ
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ＣＡＴＧＣＣＡＧ３′，下游引物：５′ＴＧＣＡＴＣＣＴＧＣＡＣＣＡＣ
ＣＡＡＣＴ３′。实时定量 ＰＣＲ仪循环设置：９５℃ １０ｍｉｎ
预变性，９５℃ １５ｓ，６０℃ ６０ｓ，进行４０个循环。进行
反应后通过扩增曲线和熔解曲线分析，２－△△Ｃｔ进行相
对定量。

１．９　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行单因素方差分析，
所有数据以 珋ｘ±ｓ来表示，Ｐ＜０．０５代表差异有统计学
意义。

２　结果

２．１　小鼠血管钙化后ＰＴＥＮ的表达明显下降
　　８周龄 ＡｐｏＥ－／－小鼠通过高脂饮食喂养３０周后
取主动脉根部，通过ＡｌｉｚａｒｉｎＲｅｄ染色评估血管钙化程
度。用ＩｍａｇｅＪ分析软件评估血管内钙沉积区域和
ＰＴＥＮ表达区域的所占比例。与对照组相比，高脂饮
食组主动脉根血管内钙盐沉积明显增多，血管钙化面

积比为对照组的３．５倍［（１３．１０±１．８６）％ ｖｓ（３．７３±
１．４２）％，Ｐ＝０．００２］。同时，用钙化血管切片前后的

３张空白切片行免疫组化评估 ＰＴＥＮ的表达情况，结
果显示，高脂饮食组血管钙化后 ＰＴＥＮ的表达较对照
组明显下降［（１８．７０±２８３）％ｖｓ（４７．８６±３．７５）％，
Ｐ＜００１］。结果见图１。
２．２　血管特异性ＰＴＥＮ敲除促进血管钙化
　　５对４周龄ＰＴＥＮ△／△与ＰＴＥＮｆ／ｆ小鼠主动脉于钙化
培养基中体外生长３周后，通过ＡｌｉｚａｒｉｎＲｅｄ染色和Ｖｏｎ
Ｋｏｓｓａ染色评估钙化程度，如图２所示，ＰＴＥＮ敲除的
主动脉几乎全血管钙化，而对照组血管未见明显钙化。

２．３　血管特异性ＰＴＥＮ敲除促进钙化标志物的表达
　　如表１所示，ＰＴＥＮ敲除后，主动脉组织内血管钙
化标志物Ｒｕｎｘ２、骨钙蛋白和 ＢＭＰ２的表达均升高，差
异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

表１　血管特异性ＰＴＥＮ敲除后钙化标志物的表达水平
（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

钙化标志物 ＰＴＥＮｆ／ｆ ＰＴＥＮ△／△ Ｐ值
Ｒｕｎｘ２ １．００±０．００ １．７１±０．２３ ０．０３５
骨钙蛋白 １．００±０．００ ２．２３±０．６５ ０．０３１
ＢＭＰ２ １．００±０．００ ２．５９±０．３１ ０．０２８
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图２　血管特异性ＰＴＥＮ敲除促进动脉血管钙化病理学观察

３　讨论

　　ＰＴＥＮ作为一个蛋白／脂质磷酸酶在不同细胞中
发挥不同功能，主要表现为抑癌作用，ＰＴＥＮ在动脉粥
样硬化中可能发挥一定作用，如在剪切力介导的大鼠

血管内膜增生模型中，过表达 ＰＴＥＮ可以减轻血管内
膜增生和炎症因子的浸润［１，４］；另外，诱导 ＰＴＥＮ过表
达可以抑制家兔动脉粥样硬化模型中血管平滑肌细胞

的增殖和迁移，从而抑制血管动脉粥样硬化［５］。但也

有研究表明，部分敲除 ＰＴＥＮ基因对高脂饮食诱导
ＡｐｏＥ－／－小鼠形成动脉粥样斑块没有抑制作用［１］。以

上研究均提示 ＰＴＥＮ可能在血管动脉粥样硬化中发
挥作用，但目前仍存在一定的矛盾及争议，且并无

ＰＴＥＮ全基因敲除或组织特异性敲除后的研究论证
其在血管动脉粥样硬化中的作用，因此，我们通过构

建血管特异性敲除 ＰＴＥＮ５号外显子的小鼠模型来
验证我们的设想。

　　高脂饮食喂养ＡｐｏＥ－／－敲除小鼠是制造动脉粥样
硬化模型的重要方法之一。为了解 ＰＴＥＮ在动脉粥样
硬化中的作用，我们用高脂饲料喂养 ＡｐｏＥ－／－小鼠后
取动脉粥样硬化血管进行研究，发现其动脉血管钙化

更为严重，并且ＰＴＥＮ表达明显下降，提示 ＰＴＥＮ可能
是动脉血管钙化形成过程中的一个重要调控蛋白，因

此我们通过 ＣｒｅＬｏｘＰ重组酶技术构建血管特异性

ＰＴＥＮ基因敲除小鼠进一步研究其作用和重要性，结
果显示血管特异性 ＰＴＥＮ敲除后动脉血管严重钙化，
几乎累及全血管，说明 ＰＴＥＮ缺失或表达降低对动脉
血管钙化形成起着十分关键的作用。

　　血管钙化主要为动脉粥样硬化形成过程中血管平
滑肌细胞（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＶＳＭＣ）向成骨
细胞分化后的结局，ＢＭＰ２、骨钙蛋白和 Ｒｕｎｘ２均是诱
导ＶＳＭＣ向成骨细胞分化的重要调节蛋白［７］。ＢＭＰ
家族已被证实在血管生理过程中发挥重要作用。文献

［８－１０］报道在动脉粥样硬化斑块中发现了大量
ＢＭＰ２的存在，另外研究证实ＢＭＰ２可以促进ＶＳＭＣ向
成骨细胞转化，诱发血管钙化。Ｒｕｎｘ２是一个多功能
转录蛋白，其在调节干细胞向成骨细胞分化中起着重

要作用，同时，Ｒｕｎｘ２还能诱导成骨细胞标志蛋白的表
达，如骨钙蛋白、胶原蛋白、ＢＭＰ２等［１１－１２］。本研究发

现血管特异性ＰＴＥＮ敲除后ＢＭＰ２、骨钙蛋白和Ｒｕｎｘ２
均显著升高，提示 ＰＴＥＮ敲除后可能通过调控 ＶＳＭＣ
向成骨细胞分化促进血管钙化。

　　ＰＴＥＮ是 ＡＫＴ上游的调节蛋白，可以负向调控
ＡＫＴ的活化，而大量研究均证实ＡＫＴ参与动脉血管钙
化形成，同时 ＡＫＴ可以上调 Ｒｕｎｘ２的表达，Ｒｕｎｘ２是
一个重要的转录蛋白，可以促进 ＶＳＭＣ向成骨细胞分
化［３，１３－１５］。因此，本研究提示 ＰＴＥＮ是动脉血管钙化
形成过程中一个重要的调控蛋白，可能通过调控

ＡＫＴ／Ｒｕｎｘ２信号通路而发挥作用，但其具体机制仍需
进一步研究。
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