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 抑制 DBP 对慢性尿毒症大鼠血管钙化
的影响

曹素娟  刘书政  袁步奇  袁培乐  赵松鹤  张云芳

【摘要】  目的 探讨转录因子 D 位点结合蛋白（DBP）基因修饰对慢性尿毒症大鼠血管钙化的影响。方法 从基

因表达综合数据库（GEO）下载表达谱数据 GSE146638，共纳入 10 只大鼠样本的 mRNA 表达谱，采用 DESeq2 差异表

达分析数据库中正常对照组和慢性尿毒症组大鼠主动脉血管平滑肌的差异表达基因，记录逆转录 - 实时荧光定量 PCR
（RT-qPCR）检测的上调基因糖转运蛋白基因 SLC22A2、转录激活因子 3（ATF3）、DBP、鞘磷脂磷酸二酯酶 3（SMPD3）

的表达水平。另选择 24 只雄性 SD 大鼠分为 4 组，空白组不做任何处理；模型组切除 2/3 左肾和右肾诱导 慢性尿毒症

模型，存活大鼠喂饲高磷饲料 8 周诱导血管钙化；慢病毒对照组（shNC 组）在建立慢性尿毒症大鼠血管钙化模型后

注射对照慢病毒治疗 4 周；小干扰 DBP（siDBP）慢病毒实验组（ shDBP 组）在建立慢性尿毒症大鼠血管钙化模型后

注射 siDBP 慢病毒治疗 4 周。干预后测量 4 组大鼠的体质量，检测 4 组大鼠的血清 肌酐、血钙、血磷和尿液尿素氮水

平，并用胸主动脉组织 HE 染色和免疫组织化学染色评估模型的损伤程度；应用 RT-qPCR 和蛋白免疫印迹法检测大鼠

主动脉中 Runt 相关转录因子 2（RUNX2）以及 DBP 的相对表达量。结果 与空白组比较，模型组、shNC 组和 shDBP
组大鼠的体质量较低，血清肌酐水平较高（P 均 < 0.05）；模型组大鼠胸主动脉血管壁变厚、RUNX2 和增殖细胞核抗

原（PCNA）表达上调；与模型组比较，shDBP 组大鼠血清肌酐水平下降、胸主动脉 RUNX2 mRNA 和蛋白表达均降低

（P 均 < 0.05），胸主动脉 PCNA 表达减弱，胸主动脉壁增厚程度减轻。结论 下调主动脉血管中的 RUNX2 mRNA 和蛋

白表达抑制 DBP 表达，可能减轻慢性尿毒症大鼠血管钙化程度和尿毒症相关症状。
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【Abstract】  Objective To evaluate the effect of D-site binding protein （DBP）  inhibition on vascular calcification in chronic 
uremic rats. Methods GSE146638 was downloaded from the public database （Gene Expression Omnibus， GEO）， and a total of 10 
samples from rat of mRNA expression profiles were included in this study. DESeq2 was used to analyze the differentially expressed 
genes in the aortic smooth muscle between the control and chronic uremic rat model groups. RT-qPCR was employed to detect the 
expression levels of SLC22A2， ATF3， DBP and SMPD3. Male SD rats were randomly divided into four groups. In the blank group， 
no treatment was given. In the model group， chronic uremic rat models were established by  nephrectomy of 2/3 of bilateral kidneys， 
and the surviving rats were fed with 8-week high phosphorus diet to induce vascular calcification. In the negative control lentivirus 
group （shNC group）， the rats were injected with negative control lentivirus for 4 weeks after establishing the vascular calcification 
uremic rat models. In the small interfering DBP group （shDBP group）， the rats were treated with siDBP lentivirus for 4 weeks after the 
establishment of vascular calcification uremic rat models. After corresponding interventions， the rat weight was measured， and serum 
creatinine， serum phosphorus， serum calcium and urea nitrogen levels were detected among four groups. Immunohistochemical staining 
and HE staining of the thoracic aorta tissues were used to evaluate the degree of injury. RT-qPCR and western blot were adopted to 
quantitatively measure the relative expression levels of Runt-related transcription factor 2 （RUNX2） and DBP. Results Compared 
with the control group， the rat weight was significantly less， whereas the serum creatinine levels were significantly higher in the model， 
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血管钙化是慢性尿毒症患者发病和死亡的高

危因素［1］。组织学上，血管钙化分为 2 种类型，一

种是与动脉粥样硬化相关的内膜钙化，表现为富

含脂质的巨噬细胞浸润的内膜增生；另一种是中

膜钙化，钙磷酸盐沉积于动脉中膜的平滑肌层，

主要见于代谢相关疾病，如慢性尿毒症和糖尿 
病［2-3］。多项研究表明在慢性肾脏病患者中，高钙

血症、甲状旁腺激素水平升高、炎症细胞因子、

氧化应激、高磷血症等因素参与血管钙化［4-8］。近

年研究表明，血管钙化是主动的、细胞介导调控

的生物学进程，与软骨和骨形成类似，表现为血

管平滑肌细胞伴随骨形成相关蛋白［Runt 相关转

录因子 2（RUNX2）、骨形态发生蛋白（BMP2）］

的上调表达［9-10］。转录因子 D 位点结合蛋白（DBP）

属于脯氨酸和酸性氨基酸含量丰富的碱性亮氨酸

拉链（PAR bZIP）转录因子家族成员，可结合靶

基因启动子区特异的序列并激活转录调控生物昼

夜节律［11］。DBP 是否参与尿毒症的调控尚未阐明，

因此本研究对尿毒症血管钙化模型大鼠尾静脉注

射小干扰 DBP（shDBP）慢病毒，研究 DBP 在抑

制尿毒症血管钙化模型的作用及潜在机制。

材料与方法

一、材 料

1. 实验动物

24 只清洁级 Sprague-Dawley 雄性大鼠，8 周龄，

体质量 180~220 g，由广东省医学实验动物中心提

供，实验动物的使用和处理过程均符合动物实验

相关伦理规范。

2. 主要试剂和仪器

限制性内切酶 AgeI、EcoRI 购于纽英伦生物技

术（北京）有限公司；RUNX2、β-actin 抗体购于

美国 CST 中国公司。德国 Eppendor 5920 R 高速低

温离心机，中国粤显 XJL-20/XJL-20BD 普通光学

显微镜，美国 Thermo HR1500-II 生物安全柜，美

国伯乐小型水平电泳槽，海尔 HCB-1300V 超净工

作台。

3. 短发夹 RNA（shRNA）设计和构建

参 照 已 知 GenBank 所 示 DBP mRNA 序 列 以

及 shRNA 的 设 计 要 求， 设 计 并 合 成 靶 向 DBP 
的 特 异 性 shRNA（shDBP） 序 列： 正 向 5′-CCGG 
GAAGCCTCAGCCAATCATGAACTCGAGTTC 
ATGATTGGCTGAGGCTTC-3′， 反 向 5′-AATTCAAA 
AAGAAGCCTCAGCCAATCATGAACTCGAGTTCAT
GATTGGCTGAGGCTT-3′，同时设计相应的阴性对

照 shRNA（shNC）序列：正向 5′-UUCUCCGAACG 
UGUCACGUTT-3′， 反 向 5′-ACGUGACACGUUCGG 
AGAATT-3′。shDBP 和 shNC 序列由广州辉园苑医

药科技有限公司设计、合成，并重组到 pLKOG-
shRNA 质粒，对应质粒的名称为 pLKOG-shDBP 和

pLKOG-shNC。

二、方 法

1. shDBP 和 shNC 慢病毒包装及病毒滴度检测

将处于对数生长期的 293T 细胞接种到细胞培

养皿，待细胞密度达到约 80% 时将 pLKOG-shDBP
和 pLKOG-shNC 分别与慢病毒包装质粒共转染到

293T 细胞， 分别在 24、48 h 转染换液时收集细胞

培养上清，通过低温超速离心浓缩假病毒颗粒，

磷酸盐缓冲液（PBS）重悬的慢病毒浓缩液根据

Lentivirus Titration Kit（TaKaRa）操作手册检测病

毒滴度。

2. 模型制备

选取 24 只雄性 SD 大鼠按数字表法分为 4 组，

每组各 6 只。根据参考文献［12］采用两步法切除

肾脏：选取 18 只大鼠予 5% 戊巴比妥钠（1 mL/kg） 
腹腔注射麻醉，切除大鼠 2/3 左肾，并于 4 d 后全

切除大鼠右肾，术后 1 周存活的大鼠喂饲高磷饲

料（含 0.9% 钙、1.2% 磷，购于江西协同生物工程

有限责任公司）诱导血管钙化模型［13］。模型组：慢

性尿毒症血管钙化模型大鼠喂饲高磷饲料 8 周后，

shNC and shDBP groups （all P < 0.05）. In the model group， the thoracic aortic vascular wall was thickened， and the expression levels 
of RUNX2 and proliferating cell nuclear antigen （PCNA） were up-regulated. Compared with the model group， the serum creatinine 
level was declined， the expression levels of RUNX2 mRNA and protein in the thoracic aorta were down-regulated （all P < 0.05）， 
the expression level of PCNA in the thoracic aorta was down-regulated and the thoracic aortic vascular wall thickening was mitigated. 
Conclusion Inhibition of DBP may suppress vascular calcification and alleviate uremia-associated symptoms in chronic uremic rat 
models by down-regulating the expression levels of RUNX2 mRNA and protein in the aorta.

【Key words】  Chronic uremia； Vascular calcification； D-site binding protein； Runt-related transcription factor 2
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予尾静脉注射生理盐水4 周。慢病毒对照组（shNC
组）：慢性尿毒症血管钙化模型大鼠喂饲高磷饲料

8 周后，予尾静脉注射对照慢病毒 4 周。抑制 DBP
慢病毒组（shDBP 组）：慢性尿毒症血管钙化模型

大鼠喂饲高磷饲料 8 周后，给予抑制 DBP 慢病毒

尾静脉注射 4 周。余下喂饲标准饲料的 6 只大鼠

为空白组。治疗 4 周后，测量 4 组大鼠的体质量，

并收集 4 组大鼠的颈静脉血、尿液、胸主动脉组

织样本用于后续的指标检测，每个指标检测至少 3
个生物学重复。

3. 生化指标检测

取大鼠颈静脉血离心分离血清，采用山东博科

生物产业有限公司全自动生化分析仪及配套试剂检

测其血清肌酐、血钙、血磷及尿液尿素氮水平。

4. 大鼠胸主动脉血管组织 DBP 和 RUNX2 的

mRNA 表达检测

采用逆转录 - 实时荧光定量 PCR（RT-qPCR）

法检测。根据 RNA 提取试剂盒说明书提取 4 组

大鼠胸主动脉血管组织总 RNA，逆转录为模板

DNA，进行 RT-qPCR 检测。所需引物由广州艾基

生物技术有限公司合成（表 1），以 β-actin 为内参

对照，采用 2-ΔΔCt 法分析 DBP 和 RUNX2 的 mRNA
表达水平。

5. 大鼠胸主动脉血管组织 RUNX2 蛋白表达检测

用 RIPA 裂解液处理 4 组大鼠的胸主动脉血管

组织，蛋白定量后取 10 μg 总蛋白进行电泳分离

并转移至 PVDF 膜。加入 RUNX2 抗体（1∶1000）、

β-actin 抗 体（1∶1000） 于 4 ℃ 过 夜 孵 育， 用

Image J 软件分析条带的灰度值。

6. 大鼠胸主动脉血管组织病理学检测

免疫组织化学（免疫组化）染色：取 4 组大

鼠的胸主动脉血管组织制作石蜡切片后行抗原修

复，加入增殖细胞核抗原（PCNA） 抗体（1∶1000）

于 4 ℃孵育过夜，37 ℃孵育二抗 2 h，3,3′- 二氨基

联苯胺四盐酸盐（DAB）显色。HE 染色：取 4 组

大鼠的胸主动脉血管组织制作石蜡切片后行 HE 染

色，光镜下观察血管病理学变化。

7. 数据来源及预处理

本研究所用的测序数据来源于基因表达综合

数据库（GEO）。慢性尿毒症大鼠的主动脉血管平

滑肌 mRNA 表达数据来源于 GSE146638［14］。对所

筛选的慢性尿毒症大鼠（慢性尿毒症组）与对照

组大鼠主动脉血管平滑肌中差异表达的基因，分

别进行基因本体（GO）和京都基因与基因组百科

全书（KEGG）分析。

三、统计学处理

采用 SPSS 22.0 分析数据。正态分布的计量数

据以  表示，2 组间比较用 t 检验，多组间比较

用单因素方差分析，两两比较采用 LSD-t 检验。非

正态分布的计量资料采用 M（P25，P75）表示，组

间比较采用 Wilcoxon 符号秩检验。以 P < 0.05 为

差异有统计学意义。

结    果

一、GEO 分析结果

选取数据集 GSE146638 中的 5 只慢性尿毒症

大鼠（慢性尿毒症组）和 5 只正常对照大鼠（对照

组）的主动脉血管平滑肌组织 mRNA 表达数据， 结
果显示有 86 个基因上调、335 个基因下调，差异

表达基因主要富集在 MAPK 信号通路和 PI3K/AKT
信号通路。根据分析结果，选取差异表达基因糖

转运蛋白基因 SLC22A2、转录激活因子 3（ATF3）、

DBP、鞘磷脂磷酸二酯酶 3（SMPD3）为候选基

因。RT-qPCR 法检测结果分析显示，与对照组相比，

慢性尿毒症组的血清 DBP 和 SMPD3 mRNA 相对表

达量上调（P 均 < 0.05）。见表 2。

表 1 RT-qPCR 检测各基因引物序列

基 因 正向（5′ → 3′） 反向（5′ → 3′） 产物长度 / bp
DBP AAACAGCAAGCCCAAAGAACC GCGTCCAGGTCCACGTATTC 192
RUNX2 CGGACGAGGCAAGAGTTTCA GGATGAGGAATGCGCCCTAA 192
β-actin AAGATCAAGATCATTGCTCCTCCT AGCTCAGTAACAGTCCGCCT 171

表 2 GEO 中慢性尿毒症组与对照组大鼠血清中差异表达基因 mRNA 相对表达量比较

组 别 n SLC22A2 ATF3 DBP SMPD3
慢性尿毒症组 5 0.99±0.45 0.33（0.17，1.24） 10.90（1.56，20.24） 5.05（0.80，9.25）
对照组 5 1.00±0.42 0.57（0.41，1.25） 1.00（0.19，1.81） 1.00（0.07，1.10）
t/Z 值 0.045 1.663 2.365 2.455
P 值 0.964 0.096 0.018 0.014
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二、4 组大鼠的一般状态及生化指标比较

喂饲高磷饲料 8 周并干预治疗 4 周后，与空

白组比较，模型组、shNC 组和 shDBP 组大鼠的体

质量较低、血清肌酐水平较高（P 均 < 0.05）。其

中 shDBP 组大鼠体质量比基线轻微增加，shNC 组、

shDBP 组血清肌酐水平均低于模型组，但比较差异

均无统计学意义（P 均 > 0.05）；4 组的血钙、血

磷和尿液尿素氮水平比较差异亦无统计学意义（P
均 > 0.05）。见图 1。

三、4 组大鼠的胸主动脉血管病理检查结果 
比较

喂饲高磷饲料 8 周并干预治疗 4 周后，HE 染

色结果显示，模型组和 shNC 组胸主动脉壁中膜厚

度增厚，shDBP 组的增厚程度较模型组减轻；免

疫组化检测结果显示模型组和 shNC 组胸主动脉

PCNA 表达上调，shDBP 组较模型组 PCNA 表达减

弱。见图 2。

注：与空白组比较，*P < 0.05，**P < 0.01。

图 1 4 组大鼠的一般状态及生化指标比较

注：A 为 HE 染色结果；B 为 PCNA 蛋白免疫组化检测结果。

图 2 4 组大鼠胸主动脉 HE 染色和 PCNA 蛋白免疫组化结果
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四、4 组大鼠的胸主动脉血管 DBP 及 RUNX2
表达情况比较

RT-qPCR 结 果 显 示， 与 空 白 组 相 比， 模 型

组 DBP mRNA 表 达 水 平 上 调（P < 0.05）； 与 模

型 组 相 比，shNC 组、shDBP 组 胸 主 动 脉 血 管 中

DBP mRNA 表达均下调（P 均 < 0.05），提示靶向

DBP 的干扰 RNA 能够抑制靶基因表达。RUNX2 

mRNA 表达水平显示，与空白组相比，模型组、

shNC 组 RUNX2 mRNA 表 达 上 调， 其 中 shNC 组

RUNX2 表达与空白组比较差异有统计学意义（P < 
0.05），shDBP 组 RUNX2 mRNA 表达下调（P < 0.05）；

RUNX2 蛋白表达丰度也观察到相似的结果。见

图 3。

注：与空白组比较，*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001；与模型组比较，#P < 0.05，##P < 0.01，###P < 0.001。

图 3 4 组大鼠的胸主动脉血管 DBP 及 RUNX2 表达情况比较

讨    论

DBP 属于 PAR bZIP 家族转录因子，在哺乳动

物体内的表达有较大的昼夜节律波动，主要参与

细胞生物节律调控。当 DBP 形成二聚体时，它会

结合昼夜节律或时钟控制相关基因启动子的 D-box
序列，激活该相关因子的转录调控，从而调节代

谢紊乱、氧化应激、激素受体异常或骨稳态等疾

病过程［15-16］。研究表明，骨祖细胞中 DBP 与成骨分

化呈正相关［17］。DBP 过表达通过人亲吻素 1/ 促性

腺激素释放激素 / 雌二醇（hKiss1/GnRH/E2）信号

通路上调成骨相关标志物，如 RUNX2、骨桥素、

Osterix、BMP4、碱性磷酸酶（ALP）活性和钙沉

积，而抑制 DBP 表达成骨相关标志物则下调［18］。

本研究予慢性尿毒症大鼠喂饲特殊配方饲料，

以高磷饲料诱导血管钙化模型，经 GEO 数据集分

析发现 DBP 在慢性尿毒症组血管组织中上调，构

建了 DBP 慢病毒抑制表达载体，通过尾静脉将

慢病毒注射到慢性尿毒症大鼠体内，并分析抑制

DBP 表达对慢性尿毒症大鼠血管钙化的影响及其

机制。研究结果表明，抑制 DBP 表达可改善尿毒

症大鼠血清肌酐水平，同时成骨相关蛋白 RUNX2
的蛋白和 mRNA 表达水平也受到抑制，这可能与

DBP 参与成骨相关蛋白 RUNX2 转录调控有关［19］。

研究表明，血管钙化与软骨和骨形成类似，即通

过上调骨形成相关蛋白表达。抑制 DBP 基因能下

调尿毒症大鼠主动脉血管 RUNX2 表达，故能缓解

尿毒症大鼠的血管钙化。

综上所述，抑制 DBP 基因可能通过抑制主动

脉血管中的 RUNX2 mRNA 和蛋白表达，减轻慢性

尿毒症大鼠血管钙化程度和尿毒症相关症状。本

研究为利用抑制 DBP 基因修饰减轻慢性尿毒症相

关症状和血管钙化提供了理论依据。
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