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摘要 目的 建立体外人主动脉内皮细胞 ( HAEC) 钙化模

型，探讨外源生长分化因子 11 ( GDF11 ) 对钙化的影响。方

法 使用低浓度( 10 mmol /L) /高浓度( 30 mmol /L) β-甘油

磷酸 + 100 nmol /L 地塞米松 + 50 μg /ml L-抗坏血酸刺激

HAEC，筛选出有效钙化诱导方案; 使用不同浓度 GDF11 ( 0、
30、50、100 ng /ml) 刺激 HAEC 不同时间( 0、8、24、48 h) ，筛选

出 GDF11 有 效 作 用 浓 度 与 时 间; 将 HAEC 分 为 空 白 组、
GDF11 组、钙化组、GDF11 + 钙化组。采用 Western blot 检测

骨形态发生蛋白( BMP) 2、BMP4、GDF11 的表达; 细胞免疫荧

光检测 GDF11 的表达; ＲT-PCＲ 检测成骨细胞特异转录因子

( Ｒunx2) 、Ｒunx2 下游基因 Osterix 及 GDF11 的基因表达; 茜

素红 S 染色检测钙化沉积。结果 ① 高浓度组的 GDF11、
BMP4、BMP2 蛋白表达水平均高于空白对照组 ( P ＜ 0. 05 ) ;

高浓度组的 Ｒunx2、Osterix、GDF11 基因表达水平均高于空

白对照组( P ＜ 0. 05) ; 茜素红染色显示，高浓度组钙盐沉积

较空白对照组增加; ② 100 ng /ml GDF11 预处理 24 h 后，

BMP2、BMP4 蛋白表达较钙化组下降( P ＜ 0. 05) ; ③ 与钙化

组比较，GDF11 + 钙化组 BMP2、BMP4 蛋白表达下降 ( P ＜
0. 05) ，GDF11 组与空白组比较差异无统计学意义; 与钙化组

比较，GDF11 + 钙化组的钙化沉积减少，GDF11 组与空白组

比较差异无统计学意义; GDF11 + 钙化组 Ｒunx2、Osterix 基

因水平均低于钙化组( P ＜ 0. 05) ，但 GDF11 组与空白组比较

差异无统计学意义。结论 外源 GDF11 可抑制 HAEC 钙

化，可能与抑制 HAEC 成骨分化有关。
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血管钙化是糖尿病、动脉粥样硬化等疾病在血

管方面的特征性病理改变。一旦血管钙化发生，将

导致 血 压 波 动、斑 块 破 裂、血 栓 形 成 等 严 重 后

果［1 － 2］。研究［3］表明，血管钙化与平滑肌细胞或内

皮细胞的成骨转分化、炎症、凋亡或外泌体的释放均

紧密相关。钙化发生时主要表现为成骨转录因子

Ｒunx2、Osterix 及其下游成骨相关蛋白，如骨形态发

生蛋白 ( bone morphogenetic protein，BMP) 2、BMP4、
碱性磷酸酶( alkaline phosphatase，ALP) 等的表达增

加［4］。目前，有关转录生长因子-β( transform growth
factor-β，TGF-β) 家族的 BMP2、BMP4、BMP6 促进血

管钙化的研究较多，但尚未见同家族的生长分化因

子 11( growth differentiation factor 11，GDF11) 在钙化

方面的报道。有研究［5 － 6］表明，补充外源性 GDF11
可逆转高龄小鼠因老化导致的心脏、骨骼肌、脑血管

疾病。还有研究发现，GDF11 可以促进破骨、抑制

成骨分化过程［7］。该研究拟用 β-甘油磷酸、地塞米

松、L-抗坏血酸诱导人主动脉内皮细胞( human aor-
tic endothelial cell，HAEC) 钙化，探究外源 GDF11 对

钙化及其过程中成骨分化的影响。

1 材料与方法

1． 1 主要材料 HAEC 购自上海子实生物科技公

司，以该细胞为研究对象，通过伦理委员会批准。内

皮细胞基础培养基( endothelial cell medium，ECM) 、
内皮细胞生长因子 ( endothelial cell growth supple-
ment，ECGs) 、胎牛血清均购自美国 Sciencell 公司;

胰蛋白酶、细胞裂解液购自北京碧云天公司; 人源外

源重组 GDF11 因子购自美国 Peprotech 公司; 一抗

BMP2、BMP4、GDF11 均购自美国 Abcam 公司; 内参

蛋白 β-actin 购自美国 ABSCI 公司; 二抗兔、FITC 标

记荧光二抗兔均购自杭州联科生物技术公司; HＲP
标记二抗鼠购自 美 国 CST 公 司; 引 物 Ｒunx2、Os-
terix、GAPDH、GDF11 购自上海吉玛生物科技公司;

基因 检 测 荧 光 染 料 SYBＲ、逆 转 录 酶 购 自 南 京

Vazyme 公司。
1． 2 细胞培养 使用内皮细胞完全培养基 ( ECM
+ ECGs + 5% 胎牛血清) ，于 5% CO2 的 37 ℃ 恒温

孵箱中培养，每 2 d 更换培养液，细胞长至培养表面

70% ～80% 时，进行消化传代，取 3 ～ 5 代细胞进行

·9861·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2020 Nov; 55( 11)



实验，以 1 × 105 /ml 的细胞数密度种植于六孔板。
1． 3 方法

1． 3． 1 建立 HAEC 钙化模型 以 β-甘油磷酸为研

究变量，进行分组实验，分为空白对照组、低浓度组、
高浓度组。空白对照组常规培养 10 d; 低浓度组予

10 mmol /L β-甘油磷酸 + 100 nmol /L 地塞米松 + 50
μg /ml L-抗坏血酸培养 10 d; 高浓度组予 30 mmol /L
β-甘油磷酸 + 100 nmol /L 地塞米松 + 50 μg /ml L-抗
坏血酸培养 10 d。
1． 3． 2 实验分组 以 GDF11 为变量，探讨外源重

组 GDF11 干预 HAEC 钙化的有效浓度及时间: ①
GDF11 预处理 48 h，按浓度梯度分为 5 组: 空白组、
钙化组、30 ng /ml 组( 30 ng /ml GDF11) 、50 ng /ml 组

( 50 ng /ml GDF11 ) 、100 ng /ml 组 ( 100 ng /ml
GDF11) ;② 以 100 ng /ml GDF11 干预，按时间梯度

分 5 组: 空白组、钙化组、8 h 组、24 h 组、48 h 组;③
筛选出 GDF11 有效干预浓度与时间后，HAEC 分 4
组进行后续实验: 空白组 ( 常规培养 12 d) 、GDF11
组( 予 100 ng /ml GDF11 预处理 48 h、再常规培养

10 d) 、钙化组( 常规培养 2 d 后，予钙化诱导 10 d) 、
GDF11 + 钙化组( 予 100 ng /ml GDF11 预处理 48 h，

再钙化诱导 10 d) 。
1． 3． 3 Western blot 检测 BMP2( 1 ∶ 1 000) 、BMP4
( 1 ∶ 1 000) 、GDF11( 1 ∶ 2 000) 、内参蛋白 β-actin( 1
∶ 3 000) 。收集样本，提取总蛋白，于 80 V 恒压电泳

40 min 左右，待 marker 分开后，调至 120 V 恒压电

泳至上样缓冲液脱落，350 mA 恒流转膜 80 min，

5%BSA 封闭 1 h，孵育一抗( 4 ℃ 过夜) ，TBST 洗膜

5 min 5 次，二抗 ( 1 ∶ 5 000 ) 室温孵育 1 h，洗膜 5
min 5 次，滴加 ECL 曝光液进行显影，采用 ImageJ 软

件分析条带灰度值，以目的蛋白与 β-actin 的比值表

示目的蛋白相对表达水平。
1． 3． 4 ＲT-PCＲ 检测 Ｒunx2、Osterix、GDF11、GAP-
DH 基因表达水平。钙化诱导 10 d 后，收集细胞提

取 ＲNA，测 ＲNA 浓度，按 Vazyme 逆转录和定量试

剂盒说明书进行逆转录和定量检测。引物序列见

表 1。
1． 3． 5 茜素红 S 染色 4%多聚甲醛中室温固定细

胞 30 min，用 PBS 洗 5 min 3 次，pH 4. 2 的 2% 茜素

红 S 浸染爬片 10 min，立即用 PBS 快速冲洗，直至

洗液不变红，用封片剂封片，于镜下观察。
1． 4 统计学处理 用 Graph Pad Prism 5. 0 统计软

件进行统计分析。正态分布的计量资料以 珋x ± s 表

示，多组间数据的比较行方差齐性检验和单因素

表 1 ＲT-PCＲ 引物序列

引物名称 引物序列( 5'-3')
Ｒunx2 上游引物 GAACGAGGCAAGAGTTTCACC

下游引物 TCTGGGTTCCCGAGGTCC
GDF11 上游引物 TCTTGCGACTAAAACCCCTAAC

下游引物 GTGAGCGGATACGGATGTGAC
Osterix 上游引物 CCTCTGCGGGACTCAACAAC

下游引物 AGCCCATTAGTGCTTGTAAAGG
GAPDH 上游引物 CATGAGAAGTATGACAACAGCCT

下游引物 AGTCCTTCCACGATACCAAAGT

方差分析，多组间的两两比较采用 SNK-q 检验，两

组间比较采用 t 检验。以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学

意义。

2 结果

2． 1 HAEC 钙化模型的建立及钙化后内源 GDF11
表达的影响 Western blot 结果显示( 图 1) ，高浓度

组的 BMP2、BMP4、GDF11 蛋白相对表达水平均高

于空白对照组 ( P ＜ 0. 05 ) ; ＲT-PCＲ 结果显示 ( 图

2) ，高浓度组 Ｒunx2、Osterix、GDF11 的相对基因表

达水平均高于空白对照组( P ＜ 0. 05 ) ; 茜素红 S 染

色结果显示( 图 3 ) ，高浓度组的钙化沉着高于空白

对照组及低浓度组; 细胞免疫荧光结果显示( 图 4) ，

高浓度组的 GDF11 荧光强度高于空白对照组及低

浓 度 组。后 续 实 验 中 钙 化 组 即 高 浓 度 组 的 诱 导

图 1 Western blot 检测各组 HAEC 内 GDF11、

BMP4、BMP2 蛋白表达水平

a: 空白对照组; b: 低浓度组; c: 高浓度组; 与空白对照组比较:
* P ＜ 0. 05
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图 2 ＲT-PCＲ 检测各组 HAEC 内 Ｒunx2、

Osterix、GDF11 基因表达水平

a: 空白对照组; b: 低浓度组; c: 高浓度组; 与空白对照组比较:
* P ＜ 0. 05

方案。
2． 2 外源 GDF11 对 HAEC 钙化有效作用浓度和

时间 Western blot 结果显示 ( 图 5 ) ，100 ng /ml 组

BMP2 、BMP4 蛋白低于钙化组 ( P ＜ 0. 05 ) ，24 h 组

BMP2 、BMP4 蛋白低于钙化组 ( P ＜ 0. 05 ) ，24 h 组

与 48 h 组比较差异无统计学意义，后续 GDF11 + 钙

化组 均 以 100 ng /ml GDF11 预 处 理 48 h 作 为

GDF11 有效干预浓度和时间。
2． 3 外源 GDF11 对钙化相关蛋白及钙化沉积的影

响 Western blot 结果显示( 图 6) ，GDF11 + 钙化组

BMP2、BMP4 相对蛋白表达水平均低于钙化组( P ＜
0. 05) ，但 GDF11 组 BMP2、BMP4 蛋白表达水平与

空白组比较差异无统计学意义; 茜素红 S 染色显示

( 图 7) ，GDF11 + 钙化组钙化沉积较钙化组减少。
2． 4 外源 GDF11 对钙化的 HAEC 核内成骨转录

因子 Ｒunx2、Osterix 的 影 响 ＲT-PCＲ 结 果 显 示

( 图 8) ，与钙化组比较，GDF11 + 钙化组 Ｒunx2、Os-
terix 基因 表 达 水 平 均 下 降 ( P ＜ 0. 05 ) ，GDF11 组

Ｒunx2、Osterix 基因表达水平与空白组比较差异无

图 3 各组 HAEC 钙化沉着的茜素红染色结果 × 400

A: 空白对照组; B: 低浓度组; C: 高浓度组; 箭头指示粉红色附着处为钙化沉积

图 4 各组 HAEC 细胞免疫荧光染色结果 × 200

A: 空白对照组; B: 低浓度组; C: 高浓度组; 绿色荧光表示目的蛋白 GDF11，蓝色荧光表示细胞核
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图 5 Western blot 检测各组 HAEC 经不同浓度、

时间外源 GDF11 预处理后 BMP2、BMP4 蛋白表达水平

a1: 空白组; b1: 钙化组; c1: 30 ng /ml GDF11 组; d1: 50 ng /ml

GDF11 组; e1: 100 ng /ml GDF11 组; a2: 空白组; b2: 钙化组; c2: 8 h

GDF11 组; d2: 24 h GDF11 组; e2: 48 h GDF11 组; 与空白组比较:
* P ＜ 0. 05; 与钙化组比较: #P ＜ 0. 05

统计学意义。

3 讨论

血管钙化是由内皮细胞、间质细胞、免疫细胞等

相互作用，机械损伤、炎症、新陈代谢、信号转导等所

支配的骨质矿化的复杂过程［8］。血管内皮细胞作

为血管的最内层结构，最易受血流冲击引起机械损

伤及炎症反应。其次内皮细胞与血液直接接触，是

多种分子的靶细胞，最易受到各种分子的作用。有

研 究［9 － 10］指出主动脉瓣膜内皮细胞可分泌一氧化

图 6 Western blot 检测各组 HAEC 内 BMP2、

BMP4 蛋白表达水平

a: 空白组; b: GDF11 组; c: 钙化组; d: GDF11 + 钙化组; 与空白

组比较: * P ＜ 0. 05; 与钙化组比较: #P ＜ 0. 05

图 7 茜素红 S 染色检测各组 HAEC 钙化沉积 × 400

A: 空白组; B: GDF11 组; C: 钙化组; D: GDF11 + 钙化组; 箭头指

示粉红色附着处为钙化沉积

图 8 ＲT-PCＲ 检测各组 HAEC 内 Ｒunx2、

Osterix 相对基因表达( n = 3)

a: 空白组; b: GDF11 组; c: 钙化组; d: GDF11 + 钙化组; 与空白组

比较，* P ＜ 0. 05; 与钙化组比较，#P ＜ 0. 05
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氮和 C 型尿钠肽，从而调控瓣膜间质细胞生长分

化，抑制间质细胞钙化。血管平滑肌细胞是血管间

质成分的一种，亦受内皮细胞分泌物质的调控。因

此，研究动脉内膜的钙化具有更显著的现实意义。
有研究表明高磷或高糖环境促进 HAEC 成骨分化

是血管钙化机制之一［11 － 12］，所以抑制内皮细胞向成

骨分化的过程是抑制内膜钙化的重要机制之一，选

取 HAEC 为研究对象，并对其钙化进程中所发生的

成骨分化展开研究，具有重要的临床意义。
本研究中钙化模型不同于以往已报道的是，既

往常用 10 mmol /L β-甘油磷酸诱导血管平滑肌细胞

钙化［13］，而 HAEC 需用更高浓度 β-甘油磷酸 ( 30
mmol /L) 才能发生显著钙化。诱导 HAEC 钙化后，

BMP2、BMP4 蛋白表达上调，其上游的成骨转录因

子 Ｒunx2、Osterix 表达也上调，说明该钙化诱导方案

可能经 Ｒunx2 /Osterix 途径［14］。在该钙化模型中，

GDF11 的 蛋 白 和 基 因 表 达 同 时 上 调。而 目 前 研

究［15 － 16］内源 GDF11 表达者多聚焦于临床范畴，且

尚无统一结论，可能与不同细胞系、不同疾病、年龄、
GDF11 的检测方法等混杂因素有关［17 － 18］。但钙化

诱导后所表现的 GDF11 升高是负反馈性上调抑制

钙化还是仅作为一种促钙化标记物正反馈性上调不

得而 知。本 研 究 便 在 钙 化 诱 导 之 前 补 充 外 源
GDF11 因子，发现 BMP2、BMP4 均下调; 另外，外源
GDF11 也下调钙化过程中的 Ｒunx2、Osterix 基因表

达水平。茜素红染色提示 GDF11 从大体层面抑制

了钙 化 的 发 生，以 上 结 果 表 明 GDF11 可 能 通 过
Ｒunx2 /Osterix 途径来抑制钙化。钙化组的 GDF11
表达虽上调，但钙化相关蛋白并未下调，说明高甘油

磷酸诱导钙化所致内源 GDF11 的上调并不能抑制

钙化的发生，在补充一定浓度的外源 GDF11 后可见

钙化相关蛋白下调，钙化沉积也减少。可能因为内

源 GDF11 的浓度不足以抑制钙化或外源 GDF11 通

过反馈性抑制内源 GDF11 的表达来抑制钙化。
研究表明高浓度 β-甘油磷酸、地塞米松、L-抗

坏血酸可诱导 HAEC 钙化，可能通过成骨转录因子
Ｒunx2 /Osterix 正性调节下游钙化蛋白的表达，为后

续研究奠定了基础。并发现外源 GDF11 可能通过
Ｒunx2 /Osterix 途径抑 制 HAEC 钙 化，本 研 究 证 实
GDF11 在体外可抑制 HAEC 钙化的进展，为血管内

膜钙化的治疗提供了干预的靶点，但具体机制尚待

进一步研究。
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Effect of exogenous GDF11 on calcification of
human aortic endothelial cells

Sheng Ying1，Zhang Chenming1，Chen Liang2，et al
( 1Dept of Cardiology，Wuxi Clinical College，Anhui Medical University，Wuxi 214044;

2Dept of Cardiology，Joint Temporary Support Force of the Chinese People＇s Liberation Army，Wuxi 214044)

Abstract Objective To establish an in vitro human aortic endothelial cell ( HAEC) calcification model and ex-
plore the effect of exogenous growth differentiation factor 11 ( GDF11) on calcification． Methods Low-concentra-
tion ( 10 mmol /L) /high-concentration ( 30 mmol /L) β-glycerol phosphate + 100 nmol /L dexamethasone + 50 μg /
ml L-ascorbic acid were used to stimulate HAEC，and an effective calcification induction protocol was selected．
Different concentrations ( 0，30，50，100 ng /ml) of GDF11were used at different concentrations ( 0，30，50，100
ng /ml) to stimulate HAEC at different times ( 0，8，24，48 h) ，and the effective concentration and time of GDF11
were selected; HAEC was divided into blank group，GDF11 group，calcification group，GDF11 + calcification
group． Western blot was used to detect the expression of bone morphogenetic protein ( BMP ) 2，BMP4，and
GDF11; cell immunofluorescence was used to detect the expression of GDF11; ＲT-PCＲ was used to detect the gene
expression of Ｒunx2，Osterix，and GDF11; Alizarin Ｒed S staining was used to detect calcification deposition． Ｒe-
sults ① The expression levels of GDF11，BMP4，and BMP2 proteins in the high-concentration group were higher
than those in the blank group ( P ＜ 0. 05) ; the Ｒunx2，Osterix，and GDF11 gene expression levels in the high-con-
centration group were higher than those in the blank group ( P ＜ 0. 05) ; alizarin red staining showed that calcium
deposition increased in the high-concentration group compared with the blank group; ② Expression of BMP2，

BMP4 protein decreased after pretreatment with 100 ng /ml GDF11 for 24 h ( P ＜ 0. 05) ) ; ③ Compared with the
calcification group，the expression of BMP2 and BMP4 protein in the GDF11 + calcification group decreased ( P ＜
0. 05) ，and there was no significant difference between the GDF11 group and the blank group; compared with the
calcification group，the calcification deposition of GDF11 + calcification group was reduced，and there was no sig-
nificant difference between the GDF11 group and the blank group; the gene levels of Ｒunx2 and Osterix in the
GDF11 + calcification group were lower than those in the calcification group ( P ＜ 0. 05) ，but there was no signifi-
cant difference between the GDF11 group and the blank group． Conclusion GDF11 can inhibit calcification of
HAEC and may be associated with the inhibition of osteogenic differentiation in HAEC．
Key words growth differentiation factor 11; vascular calcification; human aortic endothelial cells
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