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　 　 【摘要】 　 目的　 研究慢性肾病(CKD)大鼠血管钙化与血清骨代谢标志物的相关性。 方法　 将 36 只雄性 SD
大鼠随机分为对照组(18 只)和 CKD 血管钙化组(18 只)。 钙化组予以腺嘌呤联合高磷饲料,对照组予以生理盐水

和普通饲料。 实验第 2、4、6 周末处死大鼠,留取主动脉行 Von Kossa 染色和钙含量检测钙化程度,留取血、尿检测

尿素氮(BUN)、血肌酐(Scr)和骨代谢标志物:钙(Ca)、磷(P)、1,25-二羟基维生素 D3(1,25(OH) 2D3)、甲状旁腺

素(PTH)、骨源性碱性磷酸酶(BALP)、骨钙素(OC)、总 I 型前胶原氨基末端肽( tPINP)、β-I 型胶原交联羧基末端

肽(β-CTX)、抗酒石酸酸性磷酸酶-5b(TRACP-5b)及 24 h 尿蛋白定量(24 h-Upro)。 结果　 对照组各时间点主动

脉 Von Kossa 染色均未见黑色物质沉积,CKD 血管钙化组随时间进展黑色物质沉积逐渐增多。 与对照组相比,CKD
血管钙化组 BUN、Scr、24 h-Upro、主动脉钙含量升高(P<0. 05);Ca、1,25(OH) 2D3、PTH、tPINP、β-CTX、TRACP-5b
降低(P<0. 05),P、Ca∗P 升高(P<0. 05),BALP、OC 升高(P>0. 05);经二元 logistic 回归发现血清 Ca∗P 升高、PTH
和 TRACP-5b 降低是血管钙化的独立危险因素。 根据主动脉钙化程度,将 CKD 血管钙化组进一步分为轻中度钙化

(2 W 和 4W)和重度钙化(6 W)两个亚组。 与轻中度钙化组相比,重度钙化组 BUN、Scr、主动脉钙含量升高(P<
0. 05),24 h-Upro 升高(P>0. 05);Ca、P、1,25(OH) 2D3、tPINP、TRACP-5b 升高(P>0. 05),Ca∗P、PTH、BALP、β-CTX
升高(P<0. 05),OC 降低(P<0. 05);进行血管钙化严重程度的危险因素分析发现血清 Ca∗P 升高和 OC 降低是血

管钙化严重程度的独立危险因素。 相关性分析显示血清 Ca∗P、PTH、BALP、β-CTX 水平与血管钙化程度呈正相

关,OC 与血管钙化程度呈负相关。 结论　 CKD 大鼠血管钙化与骨代谢密切相关,检测血清骨代谢标志物有助于评

估血管钙化的发生和判断血管钙化的严重程度及进展。
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　 　 【Abstract】　 Objective　 To study the correlation between vascular calcification and serum bone metabolism markers
in rats with chronic kidney disease. Methods 　 Thirty six male SD rats were randomly divided into a control group (18
rats) and CKD vascular calcification group (18 rats) . The calcification group was administered adenine combined with high
phosphorus feed and the control group was administered normal saline and common feed. The rats were sacrificed after 2,
4, and 6 weeks and the aorta was collected for Von Kossa staining and calcium content analysis to detect the degree of
calcification. Blood and urine were collected to detect urea nitrogen (BUN), blood creatinine (Scr), and bone metabolism
markers calcium (Ca), phosphorus (P), 1,25-dihydroxy vitamin D3 [1,25 (OH) 2D3], parathyroid hormone (PTH),
bone alkaline phosphatase (BALP), osteocalcin ( OC), total type I procollagen amino terminal peptide ( tPINP), β-
carboxy-terminal peptide of type I collagen (β-CTX), tartrate-resistant acid phosphatase-5b (TRACP-5b), and 24-hour
urinary protein (24 h-Upro). Results　 Aortic Von Kossa staining showed no black matter deposition at each time point in
the control group, whereas black matter deposition in the CKD vascular calcification group was increased gradually over
time. Compared with the control group, the contents of BUN, Scr, 24 h-upro, and aortic calcium were increased in the
CKD vascular calcification group (P<0. 05). Ca, 1,25(OH) 2D3, PTH, tPINP, β-CTX, and TRACP-5b were decreased
(P<0. 05), P and Ca∗P were increased (P<0. 05), and BALP and OC were also increased (P>0. 05). Binary logistic
regression showed that increased serum Ca∗P and decreased PTH and TRACP-5b were independent risk factors for
vascular calcification. In accordance with the degree of aortic calcification, the CKD vascular calcification group was further
divided into two subgroups: mild-moderate calcification (2 and 4 weeks) and severe calcification (6 weeks). Compared
with the mild- moderate calcification group, the contents of BUN, Scr and, aorta calcium were increased in the severe
calcification group, (P<0. 05), while 24 h-upro was increased (P>0. 05). Ca, P, 1,25(OH) 2D3, tPINP, and TRACP-
5b were also increased (P>0. 05), while Ca∗P, PTH, BALP, and β-CTX were increased (P< 0. 05), and OC was
decreased (P<0. 05). Analysis of risk factors for the severity of vascular calcification revealed that increased serum Ca∗P
and decreased OC were independent risk factors for the severity of vascular calcification. Correlation analysis showed that
serum Ca∗ P, PTH, BALP, and β-CTX levels were positively correlated with vascular calcification, and OC was
negatively correlated with vascular calcification. Conclusions　 Vascular calcification in CKD rats is closely related to bone
metabolism. Detection of serum markers of bone metabolism is helpful to assess the occurrence of vascular calcification and
judge the severity and progression of vascular calcification.

【Keywords】　 chronic kidney disease; vascular calcification; bone metabolism markers

　 　 慢 性 肾 病 矿 物 质 骨 异 常 ( chronic kidney
disease-mineral and bone disorder, CKD-MBD ) 是

CKD 患者的常见并发症,与其心血管事件及死亡

率密切相关[1] 。 肾性骨病特指 CKD-MBD 的骨异

常,骨活检是其诊断的金标准[2] ,但由于操作有

创、费用昂贵、技术难度高、可重复性差等,临床上

骨活检的实施受到很大限制,而检测骨代谢标志

物成为临床实践中诊断肾性骨病的重要手段。 血

管钙化( vascular calcification,VC) 作为 CKD-MBD
的另一重要组成部分,也是导致 CKD 患者发生心

血管事件及死亡率增加的重要危险因素[3-4] 。 近

年来,“骨-血管轴”理论的提出表明肾性骨病和

VC 之间可能有着密切的联系[5] 。 目前关于二者

的关系的研究较少,因此本研究旨在探讨 CKD 大

鼠血管钙化及其严重程度与血清骨代谢标志物变

化之间的关系,为临床上制定和改善 CKD-MBD 的

诊疗方案提供理论依据,进而有效降低 CKD 患者

心血管疾病的发生率及死亡率。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物　
SPF 级雄性 SD 大鼠 36 只,体重 180~260 g,6~

8 周龄,购自西南医科大学实验动物中心 [ SCXK
(川)2018-17],在西南医科大学城北校区动物房饲

养[SYXK(川)2018-065],相对湿度 60% ~ 70%,室
温 24℃ ~26℃,12 h 交替照明,每笼 3 只,遵循“3R”
原则给予人道的关怀。 经由西南医科大学实验动物

伦理委员会审批通过(201904158)。
1. 2　 主要试剂与仪器　

腺嘌呤(Sigma 公司,美国);1. 8%高磷饲料(北
京科澳协力饲料有限公司,中国);Von Kossa 染色

试剂盒(上海杰美基因医药科技有限公司,中国);
钙含量测定试剂盒(南京建成生物工程研究所,中
国);大鼠 1,25-二羟基维生素 D3(1,25 -dihydroxy
vitamin D3,1,25(OH) 2D3)ELISA 试剂盒、大鼠甲状

旁腺素(parathyroid hormone, PTH) ELISA 试剂盒、
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大鼠骨源性碱性磷酸酶(bone alkaline phosphatase,
BALP)ELISA 试剂盒、大鼠骨钙素(osteocalcin, OC)
ELISA 试剂盒、大鼠总 I 型前胶原氨基末端肽( type
I procollagen amino-terminal peptide, tPINP ) ELISA
试剂盒、 大鼠 β-I 型胶原交联羧基末端肽 ( β-
carboxy-terminal peptide of type I collagen, β-CTX)
ELISA 试剂盒、大鼠抗酒石酸酸性磷酸酶 5b( tartra-
resistant acid phosphatase 5b, TRACP-5b) ELISA 试

剂盒(上海泛柯实业有限公司,中国);全自动生化

分析仪(西门子,德国);标准酶标仪(Bio-rad 公司,
美国)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 实验分组和模型制备

SPF 级雄性 SD 大鼠 36 只,适应性喂养 2 周后,
随机分为正常对照组(n = 18 只)和 CKD 血管钙化

组(n= 18 只)。 CKD 血管钙化组给予 1. 8%高磷饲

料喂养,第 1~4 周每日给予 2. 5%腺嘌呤混悬液 250
mg / kg 灌胃 1 次,第 5 ~ 6 周隔日灌胃 1 次。 正常对

照组给予普通饲料喂养,生理盐水 10 mL / kg 灌胃。
所有大鼠自由进食及饮水。
1. 3. 2　 组织取材和指标检测

实验第 2、4、6 周末,分别于两组中随机选取大

鼠 6 只,收集 24 h 尿液测定 24 h 尿蛋白定量(24
hour urine protein,24 h-Upro)。 腹主动脉采血测定

尿素氮( blood urea nitrogen,BUN)、血肌酐 ( serum
creatinine, Scr ) 及 血 钙 ( calcium, Ca )、 血 磷

(phosphorus,P )、1,25 ( OH) 2D3、 PTH、BALP、OC、
tPINP、 β-CTX、TRACP-5b 含量。 留取腹主动脉行

Von Kossa 染色及钙含量测定。
(1)血、尿相关指标检测

全自动生化分析仪测定血 BUN、Scr、24 h-Upro
及 Ca、 P。 酶 联 免 疫 吸 附 法 ( Enzyme-linked
immunosorbent assay, ELISA ) 测 定 血 清 1, 25
(OH) 2D3、PTH、BALP、OC、 tPINP、β-CTX、TRACP-
5b 含量。 所有试剂盒均购自上海泛柯实业有限公

司,严格按照试剂盒说明书进行操作。
(2)全段主动脉 Von Kossa 染色

主动脉置于细胞培养板中,GENMED 清理液清

洗主动脉,吸去清理液;加入 GENMED 固定液,室温

下孵育 1 h,吸去固定液;再次用 GENMED 清理液清

洗主动脉 2 次;加入 GENMED 染色液,60 W 灯下直

射室温孵育 1 h,吸去染色液;GENMED 清理液清洗

主动脉;加入 GENMED 平衡液,室温下孵育 5 min,
吸去平衡液;GENMED 清理液清洗主动脉;观察染

色情况。

(3)主动脉钙含量测定

取各组主动脉进行匀浆,留取上清液备用,按
照试剂盒说明书进行相关操作步骤。 主动脉钙含

量(mmol / gprot) = (测定 OD 值-空白 OD 值) / (标
准 OD 值-空白 OD 值) ×标准品浓度(1 mmol / L) ÷
待测样本蛋白浓度(mmol / gprot)。
1. 4　 统计学方法

应用 SPSS 25. 0 软件进行统计分析。 正态分布

的计量资料用平均数±标准差( 􀭰x ± s )表示,两组间

比较采用两独立样本 t 检验,多组间比较采用单因

素方差分析,多重比较采用 LSD 法;非正态分布的

计量资料用中位数(四分位数间距)表示,两组间比

较采用 Mann-Whitney U 检验。 点二列相关分析血

清骨代谢标志物和钙化程度的相关性。 二元 logistic
回归分析血管钙化及钙化程度的独立危险因素,以
P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 对照组和 CKD 血管钙化组肾功能和主动脉

钙含量的比较

与对照组比较,钙化组各时间点 BUN、Scr、24
h-Upro 及主动脉钙含量均明显升高(P<0. 05);钙化

组中,6 周组大鼠主动脉钙含量较 2 周,4 周组明显

升高(P<0. 05)。 见表 1。
2. 2　 全段主动脉 Von Kossa 染色和肾形态

对照组各时间点全段主动脉 Von Kossa 染色未

见黑色物质沉积;钙化组各时间点全段主动脉 Von
Kossa 染色均可见黑色物质沉积,随时间进展黑色

物质沉积逐渐增多。 对照组各时间点肾大小正常,
颜色暗红。 CKD 血管钙化组各时间点肾体积增大,
颜色灰白,呈“大白肾”样改变。 见图 1。
2. 3　 两组大鼠骨代谢标志物

与对照组相比,血管钙化组 Ca、1,25(OH) 2D3、
PTH 明显降低(P<0. 05);P、Ca∗P 明显升高(P<
0. 05);BALP、OC 升高但差异无统计学意义 (P >
0. 05); tPINP、 β-CTX、 TRACP-5b 明显降低 ( P <
0. 05)。 见表 2。
2. 4　 血管钙化的危险因素分析

将 VC 单因素分析显示骨代谢标志物差异有统

计学意义的指标纳入二元 logistic 回归模型,以是否

发生 VC 为因变量,以 Ca、P、Ca∗P、1,25(OH) 2D3、
PTH、tPINP、β-CTX、TRACP-5b 为自变量,结果显示

Ca∗P 升高、PTH 和 TRACP-5b 降低是 VC 的独立

危险因素。 见表 3。
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表 1　 两组大鼠肾功能、尿蛋白和主动脉钙含量比较(n= 6)
Table 1　 Comparison of renal function, urinary protein and aortic calcium content between two groups of rats

分组
Groups

2 周 2 Weeks 4 周 4 Weeks 6 周 6 Weeks
对照组
Control
group

钙化组
Calcification

group

对照组
Control
group

钙化组
Calcification

group

对照组
Control
group

钙化组
Calcification

group

尿素氮(mmol / L)
Blood urea
nitrogen

5. 19±0. 42 24. 89±4. 84∗ 5. 88±0. 95 31. 89±4. 91∗ △ 5. 66±0. 77 39. 01±5. 91∗ △□

血肌酐(μmol / L)
Serum creatinine 31. 73±2. 51 97. 12±21. 31∗ 34. 07±1. 73 129. 32±7. 72∗△ 32. 90±2. 41 178. 18±31. 97∗ △□

24 h 尿蛋白定量
(g / 24 h)

24 hour urine protein
0. 006±0. 004 0. 022±0. 013∗ 0. 008±0. 002 0. 024±0. 005∗ 0. 007±0. 002 0. 025±0. 005∗

主动脉钙含量
(mmol / gprot)

Aortic calcium content
0. 021±0. 096 0. 231±0. 039∗ 0. 029±0. 011 0. 252±0. 133∗ 0. 0305±0. 0122 0. 478±0. 197∗ △□

注:与对照组相比,对照组∗P<0. 05;与 2 周钙化组相比,△P<0. 05;与 4 周钙化组相比,□P<0. 05。
Note. Compared with Control group, ∗P < 0. 05. Compared with 2 weeles calcification group, △P < 0. 05. Compared with 4 weeles calcification
group, □P<0. 05.

图 1　 各时间点全段主动脉 Von Kossa 染色和肾形态

Figure 1　 Von Kossa staining of the entire aorta and
kidney morphology at each time point

2. 5　 不同程度血管钙化组相关指标的比较

根据主动脉 Von Kossa 染色及钙含量的检测结

果,将其进一步分为轻中度钙化组(即 2 周和 4 周

CKD 钙化组)和重度钙化组(即 6 周钙化组)。 与轻

中度钙化组相比,重度钙化组 BUN、Scr 及主动脉钙

含量明显升高(P<0. 05),24 h-Upro 升高但差异无

统计学意义(P>0. 05)。 骨代谢标志物:与轻中度钙

化组相比,重度钙化组 Ca∗P、PTH、BALP、β-CTX
明显升高(P<0. 05),OC 明显降低(P<0. 05),Ca、
P、1,25(OH) 2D3、tPINP、TRACP-5b 升高但差异无

统计学意义(P>0. 05)。 见表 4。
2. 6　 血管钙化严重程度的危险因素分析

将 VC 严重程度单因素分析显示骨代谢标志物

差异有统计学意义的指标纳入二元 logistic 回归模

型,以是否发生严重钙化为因变量,以 Ca∗P、PTH、
BALP、β-CTX、OC 为自变量,结果显示 Ca∗P 升高

和 OC 降低是 VC 严重程度的独立危险因素。 见

表 5。
2. 7　 骨代谢标志物和血管钙化程度的相关性分析

Ca∗P、PTH、BALP、β-CTX 与钙化程度正相关,
OC 与钙化程度负相关。 见表 6。

3　 讨论

目前,常用于建立 CKD 大鼠模型的方法包括肾

大部分切除法(约 5 / 6),肾动脉部分分支结扎法,冷
冻加切除法,阿霉素诱导法,腺嘌呤灌胃法等,上述

方法各存在优缺点[6]。 其中,腺嘌呤灌胃法诱导

CKD 大鼠模型历史悠久,进入体内后的腺嘌呤在黄

嘌呤氧化酶的作用下形成难溶于水的 2,8—二羟基

腺嘌呤,该物质经肾小球滤过后沉积在肾小管导致

肾小管上皮细胞受损,同时可堵塞肾小管引起梗阻

性肾病使肾单位大量丧失,导致急性肾损伤并进一

步发展为慢性肾衰竭[6]。 本课题组的前期研究表

明,在腺嘌呤灌胃的基础上联合高磷饮食能建立可

靠的 CKD 大鼠血管钙化模型[7]。 本研究继续沿用

该方法复制 CKD 大鼠血管钙化模型,结果显示与对

照组相比,各时间点 CKD 血管钙化组 BUN、Scr、24
h-Upro 明显升高,肾形态呈现“大白肾”样改变,提
示肾功能严重受损。 此外,各时间点 CKD 血管钙化

组主动脉钙含量均明显高于对照组,全段主动脉

Von Kossa 染色可见不同程度的黑色物质沉积。
Von Kossa 染色作为检测 VC 的方法之一,康婷等[8]

研究证实 Von Kossa 染色呈黑色时表明血管中膜大

量钙化结节形成。 因此,本研究的上述结果提示,
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表 2　 两组大鼠骨代谢标志物的比较(n= 18)
Table 2　 Comparison of bone metabolism markers between two groups of rats

分组
Groups

对照组
Control group

血管钙化组
Calcification

group

t / Z 值
Value of

t / Z

P 值
P Value

钙(mmol / L)Ca 2.06±0.18 1.38±0.28 8.427a 0.000
磷(mmol / L)P 3.13±0.66 6.39±0.90 -12.344a 0.000

钙磷乘积 Ca∗P 6.50±1.65 8.76±1.94 -3.767a 0.001
1,25-二羟基维生素 D3 (ng / mL)1,25(OH)2D3 38.33±1.80 25.45±3.93 12.661a 0.000

甲状旁腺素(pg / mL)PTH 40.53±7.02 26.56(14.40) -3.402b 0.001
骨源性碱性磷酸酶(pg / mL)BALP 591.23±117.31 748.07(628.47) -1.471b 0.141

骨钙素(ng / mL)OC 6.15±0.52 6.31±0.95 -0.631a 0.533
总 I 型前胶原氨基末端肽(ng / mL)tPINP 17.70±1.31 15.91±3.35 2.113a 0.046

β-I 型胶原交联羧基末端肽(pg / mL)β-CTX 1215.85±165.60 769.68±175.79 7.838a 0.000
抗酒石酸酸性磷酸酶 5b(pg / mL)TRACP-5b 46.62±8.81 36.43±2.72 4.682a 0.000

注:a:t 值;b:Z 值。
Note. a, t value. b, Z value.

表 3　 血管钙化的危险因素分析
Table 3　 Analysis of risk factors for vascular calcification

指标 Indices B Wald P OR(95% CI)
钙磷乘积 Ca∗P 0. 761 7. 609 0. 006 2. 140(1. 246,3. 673)
甲状旁腺素 PTH -0. 197 9. 266 0. 002 0. 821(0. 724,0. 932)

抗酒石酸酸性磷酸酶 5b TRACP-5b -0. 225 9. 471 0. 002 0. 799(0. 692,0. 922)

表 4　 轻中度和重度血管钙化组相关指标的比较
Table 4　 Comparison of related indexes in mild to moderate and severe vascular calcification groups

分组

Groups

轻中度钙化组(n= 12)
Mild to moderate
calcification group

重度钙化组
(n= 6)

Severe calcification
group

t / Z 值
t / Z value

P 值
P value

尿素氮(mmol / L)
Blood urea nitrogen 28. 39±5. 92 39. 01±5. 91 -3. 589 a 0. 002

血肌酐(μmol / L)
Serum creatinine 113. 62±22. 41 178. 18±31. 97 -5. 008 a 0. 000

24 h 尿蛋白定量(g / 24 h)
24 hour urine protein 0. 023±0. 010 0. 025±0. 005 -0. 371 a 0. 715

主动脉钙含量
Aortic calcium content(mmol / gprot) 0. 241±0. 028 0. 478±0. 197 -3. 059 a 0. 027

钙(mmol / L) Ca 1. 31±0. 29 1. 54±0. 19 -1. 734 a 0. 102
磷(mmol / L) P 6. 15±0. 78 6. 87±1. 00 -1. 671 a 0. 114
钙磷乘积 Ca∗P 7. 87±1. 45 10. 53±1. 01 -3. 534 a 0. 003

1,25-二羟基维生素 D3(ng / mL)
1,25(OH) 2D3

24. 26±3. 77 27. 84±3. 30 -1. 976 a 0. 066

甲状旁腺素(pg / mL)
PTH 23. 72±2. 80 39. 37±2. 78 -11. 229 a 0. 000

骨源性碱性磷酸酶
BALP(pg / mL) 565. 78(419. 56) 1021. 83±40. 11 -3. 372 b 0. 001

骨钙素(ng / mL)
OC 6. 73±0. 86 5. 49±0. 48 3. 239 a 0. 005

总 I 型前胶原氨基末端肽(ng / mL)
tPINP 14. 86±3. 48 18. 02±1. 86 -2. 067 a 0. 055

β-I 型胶原交联羧基末端肽(pg / mL)
β-CTX 665. 88±110. 33 977. 30±26. 56 -9. 256 a 0. 000

抗酒石酸酸性磷酸酶 5b(pg / mL)
TRACP-5b 35. 82±2. 63 37. 67±2. 69 -1. 399 a 0. 181

注:a:t 值;b:Z 值。
Note.a, t value. b, Z value.
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表 5　 血管钙化严重程度的危险因素分析
Table 5　 Analysis of risk factors for the severity of vascular calcification

变量 Variables B Wald P OR(95% CI)
钙磷乘积 Ca∗P 1. 088 5. 026 0. 025 2. 968(1. 147,7. 682)

骨钙素 OC -2. 816 4. 251 0. 039 0. 060(0. 004,0. 870)

表 6　 骨代谢标志物和钙化严重程度的相关性
Table 6　 Correlation between bone metabolism markers and calcification severity

变量
Variables

点二列相关系数
Point two column correlation coefficient

P 值
P value

钙磷乘积 Ca∗P 0. 662 0. 003
甲状旁腺素 PTH 0. 942 0. 000

骨源性碱性磷酸酶 BALP 0. 787 0. 000
骨钙素 OC -0. 629 0. 005

抗酒石酸酸性磷酸酶 5bβ-CTX 0. 859 0. 000

随着时间进展,肾功能不断下降,主动脉钙含量进

一步升高,血管钙化更加明显,并出现 CKD 典型的

低钙高磷血症,表明 CKD 大鼠血管钙化模型建立

成功。
　 　 骨骼是一个活跃的组织,在破骨细胞去除旧骨

和成骨细胞产生骨基质并通过基质矿化形成新骨

的骨重塑过程中,释放出破骨细胞和成骨细胞分泌

的酶和激素,以及骨基质的胶原蛋白代谢产物或非

胶原蛋白,这些物质被称为骨代谢标志物,可及时

反映骨代谢状态,包括一般骨代谢指标和骨转换标

志物两类。 前者包含 Ca,P,PTH,1,25(OH) 2D3 等,
后者可进一步分为骨形成标志物和骨吸收标志物,
如反映骨形成的 BALP,tPINP,OC 等,反映骨吸收

的 β-CTX、TRACP-5b 等[9]。
既往认为 VC 是细胞和组织间钙磷结晶被动沉

积于血管壁的过程,钙化血管壁的主要成分为羟基

磷灰石(hydroxyapatite,HA),近年来大量研究表明

VC 是血管平滑肌细 ( vascular smooth muscle cell,
VSMC)向成骨细胞转分化的复杂生物学过程,钙化

过程与骨骼形成类似[10],矿物质骨异常有助于 VC
的发生[11]。 本研究发现,在一般的骨代谢指标中,
与对照组相比,CKD 血管钙化组 Ca、1,25(OH) 2D3

和 PTH 明显降低,P 和 Ca∗P 升高,血清 PTH 降低

和 Ca∗P 升高是 VC 的独立危险因素。 肾功能衰竭

后,肾小球滤过率下降,故尿磷排出减少,血磷逐渐

升高。 PTH 具有升钙降磷的生理作用,血清 PTH 降

低势必导致血钙降低,血磷进一步升高。 高磷血症

可抑制合成 1,25(OH) 2D3 所必须的 1α-羟化酶的

活性,导致 1,25(OH) 2D3 缺乏合成受阻。 此外,肾
小管受损本身可直接导致 1α-羟化酶缺乏,进一步

加重 1,25(OH) 2D3 缺乏,导致血钙进一步降低。 因

此,CKD 典型的矿物质代谢紊乱表现为低血钙、高
血磷和 1,25(OH) 2D3 缺乏。 大量研究表明,高磷血

症和 Ca∗P 升高是促进 VC 发生和进展的主要原

因,推测与高血磷上调成骨细胞转录因子 Runx2 和

osterix 从而刺激 VSMC 向成骨细胞转分化,并促进

VSMC 基体矿化和 VSMC 凋亡细胞等相关[11-13]。
维生素 D 对骨骼矿化有重要作用,骨矿化受损与缺

乏 1,25(OH) 2D3 有关。 目前,1,25(OH) 2D3 缺乏

促进 VC 的确切机制尚不清楚,推测与骨矿化受阻

致血清无机磷升高、促进成骨细胞分化因子 MSX2、
BMP2 和 Runx2 的表达、诱导炎症和氧化应激致内

皮间质转化等相关[13-15]。
由于 1,25(OH) 2D3 缺乏致骨形成和矿化过程

受损,缺氧诱导因子-1α 和抗氧化剂 Nrf2 减少致骨

髓细胞表达血管内皮生长因子-A 降低[16],尿毒症

毒素硫酸吲哚酚抑制成骨细胞转录因子 osterix,OC
和 BMP2 的 mRNA 表达进而抑制骨形成,同时抑制

RANKL 的表达进而抑制 RANKL 依赖的破骨细胞

分化和成熟等[17],CKD 骨转换异常可表现为低骨

转换[18-19]。 本研究发现,与对照组相比,CKD 血管

钙化组 tPINP、β-CTX、TRACP-5b 明显降低,低 PTH
和 TRACP-5b 是 VC 的独立危险因素。 tPINP 和 β-
CTX 分别是反映骨形成和骨吸收的骨代谢标志

物[9],而 TRACP-5b 主要来源于破骨细胞,是 CKD
患者良好的骨吸收标志物。 此外,PTH 被认为是评

估 CKD 患 者 骨 转 换 最 有 价 值 的 骨 代 谢 标 志

物[20-21],低 PTH 预示着低骨转换的可能性较大。
因此,本研究结果表明 CKD 血管钙化大鼠呈低骨转

换,且与 VC 密切相关,这是由于低骨转换使骨骼缓

冲细胞外钙和磷酸盐的能力降低,循环中升高的钙

和无机磷难以进入骨骼,进而促进 VC 的发生[19]。
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本研究还发现,低 TRACP-5b 是 VC 的独立危险因

素。 磷酸化的骨桥蛋白(OPN)可抑制 HA 的形成和

生长,TRACP 能使 OPN 去磷酸化从而消除 OPN 对

HA 的抑制作用[22],提示 TRACP-5b 降低导致 VC
的发生可能与促进 HA 沉积于血管平滑肌相关。 目

前,TRACP-5b 导致 VC 发生的机制研究甚少,未来

需要进一步研究。
本研究进一步探讨了骨代谢标志物与钙化严

重程度的相关性,发现与轻中度钙化组相比,重度

钙化组血清 Ca∗P、PTH、BALP、β-CTX 明显升高并

与钙化程度正相关,而 OC 明显降低并与钙化程度

负相关,tPINP 和 TRACP-5b 随钙化程度的增加呈

上升趋势,血清 Ca∗P 升高和 OC 降低是钙化严重

程度的独立危险因素。 BALP 由成骨细胞分泌,可
通过去磷酸化使 OPN 失活,从而抑制 OPN 对体外

矿化的抑制作用,在很大程度上促进 VC 的发

生[22]。 此外,BALP 可通过降解 VC 的重要抑制剂

焦磷酸盐,促进血管中羟基磷灰石沉积导致 VC[23],
血清 BALP 升高与主动脉钙化正相关[24-25]。 OC 是

骨矿化基质中最丰富的非胶原蛋白,主要由成熟的

成骨细胞分泌。 完全羧化的 OC 对 HA 的亲和力

高,血管壁 OC 表达上调可促进血管中膜钙化[26]。
与之相反,未完全羧化的 OC 与 HA 的亲和力低,更
容易被释放到血液循环中,并通过调节血管内皮功

能和糖脂代谢及减轻炎症等途径对血管起保护作

用[27-28],故血清 OC 降低可能通过破坏血管内皮功

能和糖脂代谢平衡间接导致血管钙化。 在亚洲进

行的研究中,有 37%的报告表明血清 OC 与 VC 或

动脉粥样硬化负相关[28],低血清 OC 会增加心血管

疾病发生的风险[29-30]。 另外,尽管 BALP 和 OC 均

为反映骨形成的指标,但本次研究发现随着肾功能

下降,血清 BALP 升高而 OC 降低,这可能是由于首

先,BALP 合成与骨基质矿化密切相关,当骨骼矿化

受阻时成骨细胞分泌大量的 BALP,使血清 BALP 明

显升高[9]。 其次,VSMC 转分化为成骨样细胞后可

分泌 BALP [23],故循环中 BALP 水平的增加可能部

分来自钙化的动脉[31]。 最后,OC 是在骨基质矿化

之后才能表达[9],故骨骼矿化受阻时血清 BALP 升

高而 OC 降低。 由此可见,本研究发现尽管 CKD 血

管钙化大鼠处于低骨转换状态,但随着低钙血症、
高磷血症、1,25(OH) 2D3 缺乏和骨骼对 PTH 抵抗

的发生,骨代谢的关键调节因子 PTH 分泌逐渐增

多。 升高的血清 PTH 直接作用于成骨细胞和骨细

胞促进骨形成,间接作用于破骨细胞促进骨吸收,
加速骨重塑和骨转换。 在这种情况下,成骨细胞和

破骨细胞的活性增加,大量的钙和磷酸盐从骨骼中

释放出来。 此外,由于快速的骨重塑阻止了新形成

骨的充分矿化,循环中钙和无机磷的水平进一步增

加,从而促进血管钙化的发生和进展[5,19]。 因此,本
研究的上述结果表明,随着血清 PTH、BALP 和 β-
CTX 的升高和 OC 降低,血管钙化程度增加,表明骨

转换速率加快和骨骼矿化受损均可加剧血管钙化,
这与骨代谢加快致骨骼释放钙和磷增加以及骨骼

矿化受阻共同导致血清钙磷水平升高有关,同时这

也是 Ca∗P 升高作为血管钙化严重程度独立危险

因素的原因之一。
综上所述,本次研究表明 CKD 大鼠血管钙化与

矿物质骨代谢紊乱紧密相关,钙磷乘积升高和骨转

换异常会促进血管钙化的发生及进展。 CKD 大鼠

血管钙化与血清骨代谢标志物的关系密切,通过检

测血清骨代谢标志物,有利于评估血管钙化的发

生、判断其严重程度并预测其进展,对临床上制定

和改善 CKD-MBD 的诊疗方案有重要意义,进而有

助于降低 CKD 患者心血管疾病的发生率及死亡率,
未来有必要进行更多的研究以进一步探讨相关骨

代谢标志物导致血管钙化的具体机制。
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