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网膜素对成骨细胞向钙化血管平滑肌细胞分化的影响
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摘要： 目的　探讨网膜素对成骨细胞向钙化血管平滑肌细胞（ＣＶＳＭＣｓ）分化的影响。 方法　网膜素处理 ＶＳＭＣｓ细胞，用茜素
红 Ｓ染色确定基质矿化范围，用 ＰＣＲ探测碱性磷酸酶（ＡＬＰ）及骨钙素表达，免疫印迹分析 ＭＡＰＫ和 Ａｋｔ活性。 结果　网膜素
剂量依耐性抑制 ＣＶＳＭＣｓ ＡＬＰ及骨钙素 ｍＲＮＡ转录（P＜０畅０５）；与对照组比较，１００ ｎｇ／ｍｌ，５００ ｎｇ／ｍｌ及 １０００ ｎｇ／ｍｌ网膜素分
别降低茜素红染色２２％、４１％及 ８５％（P＜０畅０５）；网膜素时间依耐性提高 ＣＶＳＭＣｓ Ａｋｔ 活性（P＜０畅０５），对 ＥＲＫ、ｐ３８及 ＪＮＫ无
影响；网膜素对 ＶＳＭＣｓ细胞内 ｃＡＭＰ生成无明显影响。 细胞用 ＬＹ２９４００２或 ＨＩＭＯ处理后，网膜素对 ＡＬＰ活性及基质矿化的
影响被消除了。 结论　本研究结果首次表明网膜素通过 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ 途径抑制成骨细胞分化为 ＣＶＳＭＣｓ，表明肥胖者网膜素降
低会促进动脉钙化的发展，网膜素有抑制动脉钙化的作用。
关键词： 网膜素；成骨细胞；血管平滑肌细胞；钙化；磷脂酰肌醇 ３-激酶
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Abstract： Objective　To investigate the effect of omentin on the differentiation of osteoblasts into calcifying vascular smooth
muscle cells （CVSMCs）．Methods　VSMCs were treated with omentin．The extent of matrix mineralization was determined using
Alizarin red staining．The mRNA expression of alkaline phosphatase （ALP） and osteocalcin was assayed using real-time quantitative
RT-PCR．The MAPK and Akt activation were detected using Western blot analysis．Results　Omentin dose-dependently inhibited
the expression of ALP and osteocalcin mRNA （P＜０畅０５）．Compared with the control group， omentin of １００ ng／ml， ５００ ng／ml，
and １０００ng／ml decreased Alizarin Red S staining by ２２％， ４１％， and ８５％ respectively （P ＜０．０５）．Omentin time-dependently
increased the activity of Akt in CVSMCs （P＜０．０５）， but had no effect on the activity of ERK， p３８， and JNK．It also had no effect
on intracellular cAMP generation．Treatment of cells with LY２９４００２ or HIMO abolished the inhibitory effect of omentin on ALP
activity and the matrix mineralization．Conclusion　The present results demonstrate for the first time that omentin can inhibit
differentiation of osteoblasts CVSMCs into via PI３K／Akt signaling pathway， suggesting that the lower omentin levels in obese
subjects contribute to the development of arterial calcification， and omentin plays a protective role against arterial calcification．
Key words： Omentin； Osteoblast； Vascular smooth muscle cells； Calcification； Phosphatidylinositol ３-kinase

　　脂肪组织被认为是代谢高度活跃的内分泌器
官，除调节脂肪量和营养平衡外，还释放大量脂肪因
子调节能量平衡、血压、血糖及血脂代谢、神经内分
泌功能、细胞活力、进食、生育、炎症以及心血管功

能［１］ 。
网膜素是两个基因组编码、选择性在内脏脂肪

组织表达的新脂肪因子，血液里浓度较高［２］ ，人血
浆网膜素主要异构体网膜素-１ 浓度是 １００ｎｇ －１μｇ／
ｍｌ。 肥胖者血网膜素-１ 水平降低，与多个代谢综合
征标志物相关，与脂联素及高密度脂蛋白（ＨＤＬ）正
相关，与体重指数（ＢＭＩ）、腰围、胰岛素抵抗指数及
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瘦素水平负相关［３］ 。 因此，对网膜素调控心血管疾
病机理的研究有助于心血管疾病病理的深入探索。
血管钙化有严重的临床后果，包括一系列疾病，

如动脉硬化、糖尿病、终末期肾病，并认为网膜素是
心血管事件［４］及外周动脉病变［５］的独立预测因子。
另外，血管钙化被认为是高度受调控的过程，在许多
方面与骨代谢的调控相似。 在血管钙化过程中，多
种血管细胞（ＭＣｓ、周细胞、成纤维细胞）转化成成骨
细胞表型，血管平滑肌细胞 （ＶＳＭＣｓ）起主要作
用［４］ 。 在体外，表型转变的 ＶＳＭＣｓ表达骨相关基因
及蛋白，如 ＡＬＰ及骨钙素，能形成矿化结节。
最近资料支持 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ有阻止 ＣＳＭＣｃ 钙化的

作用［６］ 。 另外，体外实验表明重组网膜素增强脂肪
细胞 Ａｋｔ磷酸化［７］ ，而且通过 Ａｋｔ 促进神经干细胞
生长［８］ 。 本研究的目的是验证网膜素调控成骨细
胞向 ＶＣＳＭＣｓ转化的作用及其信号通路。

1　材料和方法
1畅1　材料

抗鼠及抗兔 ＩｇＧ及辣根过氧化物酶偶联抗体购
自 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 生物技术公司，重组人网膜素购于美
国细胞科学公司， ＬＹ２９４００２ 和 ＨＩＭＯ 购于美国
Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ 公司，磷酸化的 ＥＲＫ１／２ （ｐ-ＥＲＫ１／２），
ｐ-ｐ３８， ｐ-ＪＮＫ， ｐ-Ａｋｔ， ＥＲＫ１／２，ｐ３８， ＪＮＫ 及 Ａｋｔ 抗
体均购自美国细胞信号公司。
1畅2　方法
1畅2畅1　细胞培养：小段胸主动脉来自人心脏移植捐
赠者，分离动脉平滑肌细胞亚群 ＣＶＳＭＣｓ。 本实验
经中南大学伦理委员会授权。 ＣＶＳＭＣｓ 生长在
Ｄｕｌｂｅｃｃｏ 改良的 Ｅａｇｌｅ 培养基 （ Ｓｉｇｍａ 公司），含
１５％小牛血清，并添加了 Ｌ-谷氨酰胺（２ ｍｍｏｌ／Ｌ）、
丙酮酸钠（１ ｍｍｏｌ／Ｌ）、盘尼西林（１００ Ｕ／ｍｌ）、链霉
素（１００ μｇ／ｍｌ），均购自 Ｓｉｇｍａ公司。 茜素红 Ｓ染色
前 ６天，加 ５ ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸甘油和 ４ ｍｍｏｌ／Ｌ 氯化钙
以最大程度增加矿化。
1畅2畅2　实时定量 ＰＣＲ（ＲＴ-ＰＣＲ）分析 ｍＲＮＡ表达：
ＲＴ-ＰＣＲ用罗氏 ＭＬＣ型 ＰＣＲ仪，按照以前描述方法
完成［７，９］ 。 用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂（Ｇｉｂｃｏ）提取培养细胞总
ＲＮＡ，加 １畅０ μｇ总 ＲＮＡ在反转录系统（Ｐｒｏｍｅｇａ）进
行反转录反应。 在 ２５ μｌ 反应体内进行扩增反应，
反应体内包含引物及 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ 反应混合液
（ＰＥ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ ）。 每一次扩增反应加 １
μｌｃＤＮＡ。 通过预实验对引物浓度进行优化。 ＰＣＲ
引 物 序 列 如 下： ＡＬＰ： ５′-ＧＡＣＣＴＣＣＴＣＧＧＡＡＧＡ

ＣＡＣＴＣ-３′； ＡＬＰ： ５′-ＡＧＧＣＣＣＡＴＴＧＣＣＡＴＡＣＡＧ-３′；
ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ：５′-ＧＣＡＧＡＧＴＣＣＡＧＣＡＡＡＧＧＴＧ-３′； ｏｓｔｅｏ
ｃａｌｃｉｎ 反义核酸： ５′-ＧＣＴＣＣＣＡＧＣＣＡＴＴＧＡＴＡＣＡＧ-
３′； β-ａｃｔｉｎ； ５′-ＣＣＣＡＧＣＣＡＴＧＴＡＣＧＴＴＧＣＴＡ-３′； β-
ａｃｔｉｎ 反义核酸： ５′-ＡＧＧＧＣＡＴＡＣＣＣＣＴＣＧＴＡＧＡＴＧ-
３′。

每一扩增反应完成后，出现并行的三条测量曲
线，每一个实验中每一份样品分析三次，每一实验至
少重复 ２ 次，扩增数据用序列检测系统软件（ ＰＥ
Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）分析。 用β-ａｃｔｉｎ 扩增对照的交
叉阈值（Ｃｔ）标化测试 Ｃｒ值，从而得到相对定量分析
的结果，Ｃｔ结果用β-ａｃｔｉｎ标化后以对照的百分数来
表示。
1畅2畅3　ＡＬＰ 活性，骨钙素分泌分析：ＣＶＳＭＣｓ 在 ２４
孔板培养。 培养板用 ＰＢＳ洗涤三次，单层细胞移入
裂解液（２０ ｍＭＴｒｉｓ 盐酸，１５０ ｍｍｏｌ／Ｌ 氯化钠，１％
Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ-１００，０畅０２％ＮａＮ３ ，１ μｇ／ｍｌ抑肽酶），裂解液
匀浆用超声处理 ２０ 秒。 ＡＬＰ 活性用专用试剂盒
（Ｓｉｇｍａ 公司）测定，用放免法测定培养液中的骨钙
素。
1畅2畅4　基质矿化测定：ＣＶＳＭＣｓ 在 ２４ 孔板内培养
１８天，用茜素红 Ｓ 染色确定基质矿化范围［１０］ 。 在
室温下，细胞用 ７０％乙醇处理 １ 小时，４０ ｍｍｏｌ／Ｌ茜
素红 Ｓ染色 １０ 分钟。 用 ＰＢＳ 洗涤以除去非特异染
色。 十六烷基吡啶氯化物孵育 １５ 分钟后茜素红 Ｓ
染色从细胞基质释放出来，释放的染料量用分光光
度计测量，结果标化为细胞总蛋白量。
1畅2畅5　免疫印迹分析 ＭＡＰＫ和 Ａｋｔ活性：免疫印迹
分析方法如前报道［１１］ 。 处理后的细胞快速用含 ５
ｍｍｏｌ／Ｌ ＥＤＴＡ及 ０畅１ ｍｍｏｌ／Ｌ 四氧嘧啶的冰 ＰＢＳ洗
涤，然后在包含 ２０ ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ 盐酸（Ｐｈ７畅５）、１５０
ｍｍｏｌ／Ｌ氯化钠，１％Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ-１００、１０ ｍｍｏｌ／Ｌ １０％磷
酸氢二钠、１０％甘油、２ ｍｍｏｌ／Ｌ四氧嘧啶、１０ ｍｍｏｌ／
Ｌ 氟化钠、１ ｍｍｏｌ／ＬＡＢＳＦ、１０ μｇ／ｍｌ 亮肽素和 １０
μｇ／ｍｌ抑肽酶的裂解缓冲液里裂解。 蛋白质浓度用
Ｂｒａｄｆｏｒｄ 蛋白分析系统测定，等量蛋白（５０ μｇ／板）
加载到 ７畅５％聚丙烯酰胺凝胶，电泳后，ＳＤＳ-ＰＡＧＥ
分离的蛋白质转移到聚偏二氟乙烯膜，用 ２畅５％脱
脂牛奶在 ＰＢＳ 里阻断，然后与 ｐ-ＥＲＫ１／２、ＥＲＫ１／２、
ｐ-ｐ３８、ｐ３８、ｐ-ＪＮＫ、ＪＮＫ、 ｐ-Ａｋｔ 和 Ａｋｔ 一抗一起孵
育，最后用相应 ＨＲＰ 偶联的二抗探测，印迹用 ＥＣＬ
试剂盒处理并在 Ｘ线胶卷曝光。
1畅2畅6　ｃＡＭＰ 测定：ＣＶＳＭＣｓ 在 ２４ 孔板培养。 用安
慰剂、网膜素（１０００ ｎｇ／ｍｌ）或 ＴＮＦ-ａ（１００ ｎｇ／ｍｌ）孵育
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３０分钟后，培养基通气。 用三氯乙酸对细胞提取物
进行沉淀后，用 ｃＡＭＰ分析试剂盒测定 ｃＡＭＰ浓度。
1畅3　统计学分析

用 ＳＰＳＳ１１畅０软件进行统计分析。 结果用 珋x±S
表示，各组之间比较用 ｏｎｅ-ｗａｙ ＡＮＯＶＡ。 所有体外
实验均重复至少 ３ 次。

2　结果
2畅1　网膜素对成骨细胞向 ＣＶＳＭＣｓ分化的影响

分别用 １００、５００ 及 １０００ ｎｇ／ｍｌ 网膜素处理细
胞 １２、２４、及 ４８小时，ＲＴ-ＰＣＲ分析显示网膜素剂量
依耐性抑制 ＣＶＳＭＣｓ ＡＬＰ及骨钙素的转录（图 １）。

图 1　网膜素对 ＣＶＳＭＣｓ ＡＬＰ 及骨钙素 ｍＲＮＡ表达的影响（珋x±s）
注：结果以对照细胞的百分数表示，倡P ＜0．05，与安慰剂对照细胞比较有统计学差异。

Fig．1　Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｍｅｎｔｉｎ ｏｎ ＡＬＰ ａｎｄ ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＣＶＳＭＣｓ （珋x±s）．Ｎｏｔｅ： Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｓ ｐｅｒｃｅｎｔｓ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅ ｂａｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｍｅａｎ ± ＳＤ （ ｎ ＝３； 倡P ＜０．０５ ｖｅｒｓｕｓ ｖｅｈｉｃｌｅ-
ｔｒｅａｔｅｄ ｃｏｎｔｒｏｌｃｅｌｌｓ）．
　

　　网膜素（１００ －１０００ ｎｇ／ｍｌ）剂量依赖性抑制
ＣＶＳＭＣｓ ＡＬＰ及骨钙素生成（图 ２Ａ，２Ｂ）。 培养 １２ －

４８小时结果显示 １０００ ｎｇ／ｍｌ网膜素时间依赖性抑制
ＣＶＳＭＣｓ细胞 ＡＬＰ活血及骨钙素生成（图 ２Ａ，２Ｂ）。

图 2　网膜素对 ＶＳＭＣｓ ＡＬＰ活性及骨钙素分泌的影响（珋x±s）
注：Ａ： 在培养 ＣＶＳＭＣｓ，网膜素对 ＡＬＰ 活性的影响呈剂量及时间依耐性，n＝６，倡 P ＜０畅０５，与对照细胞比较有统计学差异；Ｂ： 在培养
ＣＶＳＭＣｓ，网膜素对骨钙素分泌的影响剂量及时间依耐性，n＝６，倡 P＜０畅０５，与对照细胞比较有统计学差异。

Fig．2　Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｍｅｎｔｉｎ ｏｎ ＡＬＰ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｉｎ ＶＳＭＣｓ （珋x±s）．
Ｎｏｔｅ： Ａ： Ｔｈｅ ｄｏｓｅ ａｎｄ ｔｉｍｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ｏｍｅｎｔｉｎ ｏｎ ＡＬＰ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ＣＶＳＭＣｓ．n ＝６；倡P ＜０畅０５： ｖｅｒｓｕｓ ｃｏｎｔｒｏｌ．Ｂ： Ｔｈｅ ｄｏｓｅ ａｎｄ
ｔｉｍｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ｏｍｅｎｔｉｎ ｏｎ ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ＣＶＳＭＣｓ．Ｂａｒ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｍｅａｎ ±ＳＤ （n＝６；倡P ＜０畅０５： ｖｅｒｓｕｓ ｃｏｎｔｒｏｌ）．　
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　　另外，培养 １８ 天结果显示网膜素（１００ －１０００
ｎｇ／ｍｌ）剂量依赖性抑制 ＣＶＳＭＣｓ 细胞基质矿化
（图 ３）。 上部方块显示茜素红染色代表性的培养
皿。 我们观察到与对照组比较，１００，５００ 及 １０００
ｎｇ／ｍｌ网膜素分别降低茜素红染色 ２２％，４１％及
８５％。

图 5　网膜素对 ＣＶＳＭＣｓ细胞内 ｃＡＭＰ量的影响（珋x±s）
注：倡P ＜０．０５：与对照组比较差异有统计学意义。

Fig．5　Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｍｅｎｔｉｎ ｏｎ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｃＡＭＰ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ＣＶＳＭＣｓ （珋x±s）
Ｎｏｔｅ：倡P＜０畅０５： ｖｅｒｓｕｓ ｃｏｎｔｒｏｌ．　

图 3　网膜素抑制 ＣＶＳＭＣｓ基质矿化
注：上部方块：茜素红 Ｓ 的 ２４ 孔板代表孔全景

图；下部直方图：十六烷基吡啶氯化物提取的茜

素红染料定量；n ＝４；倡 P ＜０畅０５： 与对照组比较

差异有统计学意义。

Fig．3　Ｏｍｅｎｔｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｍａｔｒｉｘ
ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ＣＶＳＭＣｓ
Ｎｏｔｅ： Ｕｐｐｅｒ ｐａｎｅｌ： ｔｈｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｅｎｔｉｒｅ ｐｌａｔｅ
ｖｉｅｗｓ ｏｆ ｔｈｅ Ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ Ｓ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ２４-ｗｅｌｌ ｐｌａｔｅｓ．
Ｌｏｗｅｒ ｐａｎｅｌ： ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ Ｓ ｓｔａｉｎｉｎｇ
ｖｉａ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｃｅｔｙｌ-ｐｙｒｉｄｉｎｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ． n ＝

４；倡P ＜０畅０５： ｖｅｒｓｕｓ ｃｏｎｔｒｏｌ．
　

细胞用 １００ ｎｇ／ｍｌＴＮＦ-ａ处理 １５ 分钟作为阳性
对照，１０００ ｎｇ／ｍｌ网膜素处理 ５ －６０ 分钟。 蛋白质
印迹分析发现，培养 ５ 分钟后网膜素提高 ＣＶＳＭＣｓ

Ａｋｔ活性，３０ 分钟及 ６０ 分钟更明显，峰值出现在 ３０
分钟（图 ４Ａ）。 结果显示网膜素对 ＥＲＫ、ｐ３８ 及 ＪＮＫ
无影响（图４Ｂ）。 而 ＴＮＦ-ａ处理的细胞出现 ｐ-ＥＲＫ、
ｐ-ｐ３８及 ｐ-ＪＮＫ带（图 ４Ｂ）。 图 ４Ｃ 示网膜素对 Ａｋｔ
的作用被 ＰＩ３Ｋ 抑制剂 ＬＹ２９４００２ 或 Ａｋｔ 抑制剂
ＨＩＭＯ所抑制。

图 4　网膜素对 ＣＶＳＭＣｓ ＥＲＫ、ｐ３８、ＪＮＫ
和 Ａｋｔ活性的影响
Fig．4　Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｍｅｎｔｉｎ ｏｎ ＥＲＫ， ｐ３８，
ＪＮＫ， ａｎｄ Ａｋｔ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎ ＣＶＳＭＣｓ
　

2畅2　网膜素对细胞内 ｃＡＭＰ生成的影响
细胞用安慰剂、１００ ｎｇ／ｍｌＴＮＦ-ａ 或 １００ －１０００

ｎｇ／ｍｌ 网膜素处理 ３０ 分钟。 图 ５ 显示网膜素对
ＶＳＭＣｓ细胞内 ｃＡＭＰ 生成无明显影响，而 ＴＮＦ-ａ 处
理的细胞内 ｃＡＭＰ水平升高。
2畅3　ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ对网膜素抑制骨形成的作用

细胞用 ＬＹ２９４００２ 或 ＨＩＭＯ 处理后，网膜素对
ＡＬＰ活性（图 ６Ａ）及基质矿化（图 ６Ｂ）的影响被消
除了，表明网膜素抑制成骨细胞向 ＣＶＳＭＣｓ 的分化
通过 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路。
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图 6　抑制 ＰＩ3Ｋ／Ａｋｔ对网膜素对成骨细胞向 ＣＶＳＭＣｓ细胞分化的影响（珋x±s）
注：Ａ： n＝6，倡P ＜0．05： 与网膜素处理对照细胞比较差异有统计学意义；Ｂ： n ＝4，倡P ＜0．05： 与网膜
素处理对照细胞比较差异有统计学意义。

Fig．6　Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｏｍｅｎｔｉｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＶＳＭＣｓ
ｂｙ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ （珋x±s）．
Ｎｏｔｅ： Ａ： n ＝６；倡 P ＜０畅０５： ｖｅｒｓｕｓ ｏｍｅｎｔｉｎ-ｔｒｅａｔｅｄ ｃｏｎｔｒｏｌ．Ｂ： n ＝４；倡 P ＜０畅０５： ｖｅｒｓｕｓ ｏｍｅｎｔｉｎ-ｔｒｅａｔｅｄ
ｃｏｎｔｒｏｌ．
　

3　讨论
网膜素最近确认为新的脂肪因子，在内脏脂肪

高表达，血浆浓度高。 然而，网膜素对 ＶＳＭＣｓ 细胞
的作用没有报道。 最近报道表明生理浓度（１００ －
１０００ ｎｇ／ｍｌ）网膜素可抑制成骨细胞向 ＣＶＳＭＣｓ 细
胞分化。 网膜素抑制 ＣＶＳＭＣｓ 细胞的钙化作用似乎
是通过增强 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路。
就脂肪组织的区域分别来说，肥胖是一种异质

性状态。 腹型肥胖指大网膜及肠系膜脂肪堆积，外
周型肥胖一般指皮下脂肪堆积。 研究证明腹型肥胖
者是心血管疾病高危人群，相关危险因子包括糖尿
病、胰岛素抵抗、高血压、脂代谢紊乱［１２］ 。 肥胖并发
心血管疾病众所周知，但过去 ２０年里对脂肪因子的
广泛研究终于在肥胖及心血管疾病之间建立了可信

的关联［１３］ 。 因来源于大网膜脂肪组织的脂肪因子
与心血管疾病相关［１４，１５］ ，新的大网膜脂肪因子如网
膜素可能在心血管疾病的发生发展中起重要作

用［１６］ 。
血浆网膜素及脂肪组织网膜素 ｍＲＮＡ 水平均

与肥胖负相关，血浆网膜素与 ＢＭＩ、腰围、瘦素、血胰
岛素及胰岛素抵抗指数负相关［１７］ ，与 ＨＤＬ 正相
关［３］ ，与脂联素相似，同属心血管保护脂肪因子。
事实上，血脂联素水平与网膜素正相关［１８］ 。 这一点
很重要，因为脂联素和网膜素是迄今为止报道的两

个在肥胖者血浆水平唯一降低的脂肪因子［３］ 。 肥
胖与脂联素及网膜素之间负相关的关系可能表明血

网膜素及脂联素水平可以作为消瘦或抵抗肥胖及其

不良后果的指标。
腹部脂肪沉积和动脉硬化均与心血管事件相

关，表明两者之间有关联。 多个研究发现内脏脂肪
沉积与动脉硬化相关。 交叉分析研究发现腹型肥胖
是冠状动脉硬化的独立危险因子［１９］ ，Ｃｏｎｗａｙ 等发
现冠状动脉钙化与内脏脂肪沉积正相关。 在 １型糖
尿病及非糖尿病患者，血浆脂联素水平独立于其他
心血管危险因子而与冠脉钙化相关。 另外，最近一
项研究发现脂联素对无机磷介导的 ＶＳＭＣｓ 细胞凋
亡和钙化有抑制作用［２０］ ，网膜素还能抑制 ＴＮＦ-α介
导的血管平滑肌损伤［２１］ 。 在本研究，我们第一次发
现网膜素能抑制成骨细胞向 ＣＶＳＭＣｓ细胞分化。
为了深入阐述网膜素抑制成骨细胞向 ＣＶＳＭＣｓ

细胞分化的机理，我们对相关信号传导过程进行了
探究。 丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫｓ）和 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ
是众所周知的调控多数细胞增殖、凋亡和分化的重
要因子。 最近资料支持 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ 在抑制 ＶＳＭＣｓ 细
胞钙化中起决定重要［６，２２］ 。 Ｒａｄｃｌｉｆｆ 等揭示胰岛素
样生长因子 １（ＩＧＦ-１）通过 ＰＩ３Ｋ 信号通路抑制成骨
细胞向 ＶＳＭＣｓ 细胞分化及矿化。 Ｓｏｎ 等［６］研究发

现他汀类降脂药通过上调 Ａｋｔ磷酸化而抑制无机磷
介导的 ＶＳＭＣｓ凋亡。 Ｃｏｌｌｅｃｔ 等［２２］发现 Ａｘ１ 受体酪
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氨酸激酶通过激活 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ 信号通路抑制 ＶＳＭＣｓ
矿盐沉积。 另外，体外实验显示重组网膜素能激发
脂肪细胞 Ａｋｔ信号通路［７］ 。 本研究结果揭示网膜素
通过 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路抑制成骨细胞向 ＣＶＳＭＣｓ 细胞
分化。
因为 ｃＡＭＰ通路促进成骨细胞向 ＣＶＳＭＣｓ细胞

分化，我们亦探究了 ｃＡＭＰ 通路是否参与网膜素信
号。 我们目前资料表明网膜素对 ＣＶＳＭＣｓ 细胞
ｃＡＭＰ产生无影响，这表明 ｃＡＭＰ 通路没有参与网
膜素调控成骨细胞向 ＣＶＳＭＣｓ 细胞分化的信号转
导。
总之，我们结果表明网膜素通过 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号

通路抑制成骨细胞分化为 ＣＶＳＭＣｓ 细胞，这表明肥
胖者（尤其是腹型肥胖）血网膜素降低会促进动脉
钙化的发展，网膜素是动脉钙化的保护因子。
致谢：感谢谢辉博士对分子生物学实验的指导。
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