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［摘要］　目的　建立慢性肾衰竭（ＣＲＦ）血管钙化大鼠模型，探讨同源盒基因２（Ｍｓｘ２）在此进
程中的作用机制。方法　将３０只大鼠随机分为正常对照组、腺嘌呤灌胃组和高磷饮食 ＋腺嘌呤
灌胃组，每组１０只。所有大鼠以标准饲料喂养１周后，腺嘌呤灌胃组及高磷饮食 ＋腺嘌呤灌胃组
大鼠每日以腺嘌呤２５０ｍｇ／ｋｇ灌胃，正常对照组大鼠采用等量蒸馏水灌胃，均持续６周。腺嘌呤灌
胃组和正常对照组大鼠期间以标准饲料喂养，高磷饮食 ＋腺嘌呤灌胃组大鼠予以高磷饮食喂养。
６周后处死所有大鼠，检测血钙、血磷、血肌酐（ＳＣｒ）、尿素氮（ＢＵＮ）水平。取大鼠肾脏行苏木素伊
红（ＨＥ）染色，计算 ３组大鼠肾小管间质损伤指数（ＴＩＬ）评分。取大鼠胸主动脉行 ＨＥ染色及
ＶｏｎＫｏｓｓａ染色，观察并进行钙盐沉积分级。采用免疫组织化学ＳＰ法检测Ｍｓｘ２在主动脉中的表达
水平。采用 Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析探讨影响 Ｍｓｘ２表达的相关因素。结果　腺嘌呤灌胃组和高磷饮食
＋腺嘌呤灌胃组大鼠血磷、ＳＣｒ、ＢＵＮ水平、ＴＩＬ评分、Ｍｓｘ２表达水平均明显高于正常对照组，高磷
饮食＋腺嘌呤灌胃组大鼠血磷、Ｍｓｘ２表达水平均高于腺嘌呤灌胃组（Ｐ＜０．０１）。ＶｏｎＫｏｓｓａ染色
结果显示，正常对照组大鼠胸主动脉钙盐沉积分级为０级，腺嘌呤灌胃组钙盐沉积为２～３级，高
磷饮食＋腺嘌呤灌胃组为３～４级。Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析结果显示，腺嘌呤灌胃组及高磷饮食 ＋腺嘌
呤灌胃组大鼠血磷（ｒ＝０．８８２）、钙盐沉积分级（ｒ＝０．８５８）与 Ｍｓｘ２的表达水平均呈正相关
（Ｐ＜０．０１）。结论　腺嘌呤灌胃联合高磷饮食法可成功建立ＣＲＦ血管钙化的大鼠模型且Ｍｓｘ２参
与其病变的发生、发展过程，其中高磷血症可能增加Ｍｓｘ２的表达水平。
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　　心血管疾病（ＣＶＤ）是慢性肾衰竭（ＣＲＦ）患者的
主要并发症和首位死亡原因［１］。而慢性肾脏病患者

并发心血管疾病大多与血管钙化有关，故对ＣＲＦ伴血
管钙化机制的研究在临床上极为重要。其中建立类似

人类ＣＲＦ血管钙化病理变化的理想动物模型是研究
的前提。ＣＲＦ患者的血管钙化是一种类似于骨和软
骨形成的转化过程［２］，而血管平滑肌细胞（ＶＳＭＣ）表
达成骨细胞表型是该过程的中心环节［３４］。骨形成蛋

白（ＢＭＰ）２是骨细胞表型中重要成员之一，其下游骨
转录因子同源盒基因２（Ｍｓｘ２）也起到重要作用。既往
国外仅有体外实验研究显示 Ｍｓｘ２参与动脉钙化病变
过程，故本实验采用高磷饮食联合腺嘌呤灌胃的方法

制备新的ＣＲＦ血管钙化大鼠模型，探讨 Ｍｓｘ２在 ＣＲＦ
血管钙化大鼠体内实验中的作用机制。

材料与方法

１．材料：１２周龄成年雄性ＳＤ大鼠３０只及大鼠饲
料均购于第三军医大学大坪医院实验动物中心，大鼠

平均体质量（２００±２０）ｇ。腺嘌呤购于美国Ａｍｅｒｓｃｏ公
司，ＶｏｎＫｏｓｓａ特殊染色试剂盒购于美国 Ｇｅｎｍｅｄ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃｓ公司，核固红复染试剂购于博士德生物工程
公司，二氨基联苯二胺（ＤＡＢ）显色剂及增强型
（Ｐｏｌｉｎｋ１）免疫组化试剂盒（货号 ＰＶ６００１）购于北京
中山金桥公司，兔抗鼠同源盒基因 Ｍｓｘ２（Ｈｏｘ８）多克
隆抗体（货号ｂｓ６２３２Ｒ）购于北京博奥森公司。
２．方法
（１）分组与造模方法：选择１２周龄健康成年雄性

ＳＤ大鼠，随机分为３组，即正常对照组、腺嘌呤灌胃

组、高磷饮食＋腺嘌呤灌胃组，每组１０只。将腺嘌呤加
蒸馏水配成浓度为２．５％混悬液，置于４℃冰箱备用。
所有大鼠以标准饲料喂养１周后，腺嘌呤灌胃组及高
磷饮食＋腺嘌呤灌胃组大鼠每日以腺嘌呤２５０ｍｇ／ｋｇ
灌胃，正常对照组采用等量蒸馏水灌胃，均持续６周。
腺嘌呤灌胃组和正常对照组大鼠期间以标准饲料喂养，

高磷饮食＋腺嘌呤灌胃组大鼠予以高磷饮食喂养。高
磷饮食配方参考文献［６］，其中高磷饮食含磷约１．２％，
普通饮食含磷约０．６％。

（２）标本采集：每日观察大鼠状态，并记录大鼠体
质量、饮水量及尿量。于灌胃 ６周后将 ３组大鼠以
３％戊巴比妥麻醉，心脏采血后予多聚甲醛心脏灌注致
死，取出双侧肾脏及胸主动脉，肉眼观察后再将标本固

定在多聚甲醛中２４小时备用。
（３）生化指标检测：处死前于大鼠心脏采血３ｍｌ，

离心后取血清，检测大鼠血钙、血磷、血肌酐（ＳＣｒ）、尿
素氮（ＢＵＮ）水平。

（４）肾脏组织病理学检查：将多聚甲醛中的大鼠
肾脏组织进行苏木素伊红（ＨＥ）染色，在光镜下观察
并计算３组大鼠肾小管间质损伤指数（ＴＩＬ）评分：每
张标本低倍镜视野下随机选取１０个肾小球间质视野，
按照表１中各项观察项目评分，各项评分总和为一个
视野的评分，该标本的肾小管间质 ＴＩＬ评分 ＝１０个视
野评分的平均值［６］。

　　（５）胸主动脉病理学检查：将多聚甲醛中的大鼠
胸主动脉组织常规脱水后进行石蜡包埋，再制成３μｍ
切片，进行ＨＥ染色和ＶｏｎＫｏｓｓａ染色。ＶｏｎＫｏｓｓａ染色
后观察并进行钙盐沉积分级：０级，无钙盐沉积；１级，

表１　肾小管间质ＴＩＬ评分标准

０分 １分 ２分 ３分

间质纤维化 无 轻度（＜２５％） 中度（２５％～５０％） 重度（＞５０％）
间质水肿 无 轻度（轻度局灶小管分离） 中度（轻度弥漫或局灶中度肾小管分离） 重度（肾小管重度分离）

肾小管扩张 无 轻度（＜２５％） 中度（２５％～５０％） 重度（＞５０％）
肾小管上皮细胞空泡变性 无 轻度局灶性 重度局灶或轻度弥漫 广泛或中度以上

间质炎性细胞浸润 无 轻度（＜２５％） 中度（２５％～５０％） 重度（＞５０％）
红细胞管型 无 轻度（偶见） 中度（＜１０％的肾小管） 重度（＞１０％的肾小管）
蛋白管型 无 轻度（偶见） 中度（＜１０％的肾小管） 重度（＞１０％的肾小管）
肾小管萎缩 无 轻度（＜２５％） 中度（２５％～５０％） 重度（＞５０％）
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点状沉积；２级，单个片状沉积；３级，多个片状沉积；
４级，弥漫性沉积［７］。

（６）链霉素抗生物素蛋白过氧化物酶连接法
（ＳＰ）检测Ｍｓｘ２在主动脉中的表达水平：每张大鼠胸
主动脉组织切片随机选取５个高倍视野（４００倍），镜
下见棕黄色为阳性部位，使用ＩｍａｇｅｐｒｏＰｌｕｓ图像分析
软件测定每个视野的阳性面积，取平均值。

３．统计学处理：应用 ＳＰＳＳ２２．０软件进行统计分
析。符合正态分布的计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，两组间比
较采用方差分析。采用 Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析探讨影响
Ｍｓｘ２表达的相关因素。以 Ｐ＜０．０１为差异有统计学
意义。

结　　果

１．３组大鼠一般情况：正常对照组大鼠造模６周
后反应灵敏，皮毛整齐，饮食及大便均正常，体质量逐

渐增长至（３００±２０）ｇ。腺嘌呤灌胃组和高磷饮食 ＋
腺嘌呤灌胃组大鼠自造模２～３周后开始出现精神萎
靡，摄食量减少，体毛脱落，饮水量及尿量均明显增加；

４～５周后开始出现反应迟钝、皮肤斑秃，摄食量、大便
量及次数、尿量均减少；该两组大鼠自灌胃开始体质量

均持续下降。造模过程中正常对照组１０只全部存活，
腺嘌呤灌胃组大鼠死亡３只，高磷饮食 ＋腺嘌呤灌胃
组大鼠死亡４只。
２．３组大鼠肾脏组织病理染色结果：肉眼观察下，

正常对照组大鼠肾脏组织呈深红色、质软光滑。腺嘌

呤灌胃组和高磷饮食＋腺嘌呤灌胃组大鼠肾脏呈米黄
色，体积显著增大，类似“大白肾”，高度水肿、质脆，皮

髓质分界不清。ＨＥ染色后镜下观察：正常对照组大
鼠肾脏组织中肾小球、肾小管及肾间质结构形态正常；

腺嘌呤灌胃组与高磷饮食＋腺嘌呤灌胃组大鼠肾脏组
织中局部肾小管明显萎缩或扩张、管腔内可见少量管

型，上皮细胞出现空泡变性或坏死脱落，肾间质纤维

化，大量炎性细胞浸润；肾小球结构破坏，少量纤维化，

肾间质及小管内可见棕黑色结晶沉淀。见图１。
　　３．３组大鼠生化指标及 ＴＩＬ评分比较：腺嘌呤灌
胃组和高磷饮食 ＋腺嘌呤灌胃组大鼠血磷、ＳＣｒ、ＢＵＮ
水平及 ＴＩＬ评分明显高于正常对照组（Ｐ＜０．０１）；高
磷饮食＋腺嘌呤灌胃组大鼠血磷水平高于腺嘌呤灌胃

组（Ｐ＜０．０１）。３组大鼠血钙比较差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。见表２。
　　４．３组大鼠胸主动脉组织病理染色结果：正常对
照组大鼠胸主动脉ＨＥ染色结果显示胸主动脉弹力层
完整、细胞排列整齐；腺嘌呤灌胃组和高磷饮食＋腺嘌
呤灌胃组大鼠动脉血管正常结构破坏，平滑肌细胞增

生，弹力层中层结构改变；其中高磷饮食＋腺嘌呤灌胃
组大鼠动脉平滑肌细胞增生更为明显，结构完全破坏。

胸主动脉ＶｏｎＫｏｓｓａ染色结果显示，正常对照组大鼠
胸主动脉组织染色呈粉红色，未见黑色钙盐沉积，钙盐

沉积分级为０级；腺嘌呤灌胃组和高磷饮食 ＋腺嘌呤
灌胃组大鼠胸主动脉组织中膜弹性纤维间可见黑色颗

粒沉积于基质和细胞内，即钙沉积；其中高磷饮食＋腺
嘌呤灌胃组更为严重，可见黑色颗粒呈明显线条状弥

漫性分布，故腺嘌呤灌胃组钙盐沉积为２～３级，高磷
饮食＋腺嘌呤灌胃组为３～４级。见图２。
　　５．３组大鼠胸主动脉平滑肌细胞中 Ｍｓｘ２的表达
水平比较：正常对照组大鼠主动脉中层血管平滑肌细

胞中Ｍｓｘ２仅在胞浆中少量表达（８６．６０±１２．７９），而
腺嘌呤灌胃组（２０６．４９±２６．０４）和高磷饮食 ＋腺嘌呤
灌胃组（３３６．７４±３８．９２）大鼠平滑肌细胞胞浆及细胞
外可见较多黄褐色物质沉积，深染率高，提示 Ｍｓｘ２表
达增多，明显高于正常对照组（Ｐ＜０．０１）。其中高磷
饮食＋腺嘌呤灌胃组大鼠血管平滑肌细胞可见黄色深
染物质沉积并聚集成片，其深染率明显高于腺嘌呤灌胃

组，提示Ｍｓｘ２表达水平高于腺嘌呤灌胃组（Ｐ＜０．０１）。
见图３。
　　６．影响Ｍｓｘ２表达的相关分析：Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析结
果显示，腺嘌呤灌胃组及高磷饮食＋腺嘌呤灌胃组大鼠
血磷（ｒ＝０．８８２，Ｐ＜０．０１）、钙盐沉积分级（ｒ＝０．８５８，
Ｐ＜０．０１）与Ｍｓｘ２的表达水平均呈正相关。

讨　　论

目前国内成熟的 ＣＲＦ血管钙化造模方法主要包
括肾次全切除加高磷饮食诱导［８］、肾大部切除联合维

生素Ｄ３
［９］及腺嘌呤灌胃［１０］，其中肾次全切除方法操

作复杂、易感染且死亡率高；而维生素 Ｄ３方法会使钙
盐沉积在弹力膜［９］，与尿毒症血管钙化表现不符，故

均不作为首选方法。而腺嘌呤灌胃进入体内，在黄嘌

表２　３组大鼠生化指标及ＴＩＬ评分比较（珋ｘ±ｓ）

组别 数量（只） 血钙（ｍｍｏｌ／Ｌ） 血磷（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＳＣｒ（μｍｏｌ／Ｌ） ＢＵＮ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＴＩＬ评分

正常对照组 １０ ２．６７±０．０９ ２．７６±０．０１ ４０．５０±２．４２ ６．８４±０．３９ ０．４９±０．１１
腺嘌呤灌胃组 ７ ２．６２±０．０８ ４．７０±０．１４ａ １７５．９０±２．４４ａ ６９．２６±３．８４ａ １３．９１±０．６３ａ

高磷饮食＋腺嘌呤灌胃组 ６ ２．６０±０．０６ ６．３５±０．１３ａｂ １７２．４４±４．０３ａ ６８．７０±８．８４ａ １４．１０±０．４１ａ

　　注：与正常对照组比较，ａＰ＜０．０１；与腺嘌呤灌胃组比较，ｂＰ＜０．０１

·５２６·临床内科杂志２０２１年９月第３８卷第９期　ＪＣｌｉｎＩｎｔｅｒｎＭｅｄ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０２１，Ｖｏｌ．３８，Ｎｏ．９



图１　３组大鼠肾脏组织ＨＥ染色结果（Ａ：正常对照组；Ｂ：腺嘌呤灌胃组；Ｃ：高磷饮食＋腺嘌呤灌胃组；×１００）

图２　３组大鼠胸主动脉组织病理染色结果（Ａ、Ｄ：正常对照组；Ｂ、Ｅ：腺嘌呤灌胃组；Ｃ、Ｆ：高磷饮食＋腺嘌呤

灌胃组；Ａ、Ｂ、Ｃ：ＨＥ染色；Ｄ、Ｅ、Ｆ：ＶｏｎＫｏｓｓａ染色；×４００）

图３　３组大鼠胸主动脉平滑肌细胞中Ｍｓｘ２的表达（Ａ：正常对照组；Ｂ：腺嘌呤灌胃组；Ｃ：高磷饮食 ＋腺嘌

呤灌胃组；免疫组化染色，×４００）

呤氧化酶作用下转化为２，８二羟基腺嘌呤，并沉积在
肾小管，诱发肾功能衰竭，继而出现电解质紊乱，钙磷

代谢异常，形成动脉钙化［１１］。本实验在腺嘌呤基础上

加入高磷饮食，结果证实高磷饮食联合腺嘌呤灌胃方

法制作血管钙化模型效果更为显著，为临床ＣＲＦ动脉
钙化相关研究提供了一个新的快速可靠的造模方法。

本实验中大鼠胸主动脉钙化病理结果基本与临床

典型的尿毒症血管钙化表现相似，即类似骨发育的、主

动的、可调控的动脉钙化过程，其表现为动脉中层钙

化，且钙化部位周围可见骨基质样蛋白，内膜完整、结

构正常。终末期肾衰竭患者的血管钙化也与尿毒症导

致的高磷血症密切相关。本实验中高磷饮食＋腺嘌呤
灌胃组大鼠胸主动脉血管正常结构严重破坏，平滑肌

细胞增生紊乱，ＶｏｎＫｏｓｓａ染色结果显示主动脉血管中
膜组织间沉积了大量黑色颗粒，钙盐沉积为３～４级，

均较腺嘌呤灌胃组严重，也提示高磷血症诱导并加重

了ＣＲＦ血管钙化程度。但其机制目前还尚未完全清
楚，可能有以下３个方面：高磷可刺激血管平滑肌细胞
（ＶＳＭＣ）中碱性磷酸酶（ＡＬＰ）的表达，从而诱导并上
调转录因子ＣＢＦα１［１２］，促进成骨细胞表型及成骨相关
性蛋白的表达，诱发细胞钙化；细胞内高磷导致部分细

胞凋亡，而后转换为钙化结晶，既往文献研究表明凋亡

小体可诱导ＶＳＭＣ钙化［１３］；细胞内高磷还可刺激碱性

磷酸酶（ＡＬＰ）和钙结合蛋白分泌［１４］。

Ｗｎｔ蛋白属于分泌型的糖基化蛋白，可在血管平
滑肌细胞中表达，而骨转录因子 Ｍｓｘ２可通过上调多
种Ｗｎｔ蛋白配基的表达从而增强 Ｗｎｔ／β蛋白信号通
路［１５］。此通路可分别促进和调节间质细胞、成肌纤维

细胞向成骨细胞、成骨样细胞分化增殖［１６］。Ｍｓｘ２在
ＣＲＦ大鼠的钙化血管内大量表达，且与动脉钙盐沉积
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分级呈正相关，表明其在ＣＲＦ动脉钙化的整个进程中
起重要作用。高磷饮食干预后血管内 Ｍｓｘ２表达则明
显增加，考虑其相关机制可能是由于高磷诱导并上调

转录因子ＣＢＦα１，促进骨形成蛋白（ＢＭＰ）的表达，继
而上调其下游因子 Ｍｓｘ２的表达，但具体的影响机制
目前还尚未清楚，有待于进一步的实验研究探讨。

综上所述，腺嘌呤灌胃联合高磷饮食是较为合适

的研究ＣＲＦ血管钙化的造模方法。ＣＲＦ血管钙化是
一个类似成骨形成的过程，Ｍｓｘ２也参与了 ＣＲＦ血管
钙化病变的发生、发展过程，而高磷血症会加重 ＣＲＦ
血管钙化程度，其机制可能与骨转录因子 Ｍｓｘ２的表
达水平升高有关。
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肢带型肌营养不良２Ｂ型误诊为多发性肌炎一例
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　　患者，女，３０岁，因“双下肢乏力２年，加重半年余”于２０２０年
１０月３１日入院。２年前患者无明显诱因出现双下肢无力，表
现为行走缓慢，症状时轻时重，无明显规律，未检查治疗。半年

前自感肢体乏力症状逐渐加重，以近端为主，蹲起和上楼梯困

难，遂就诊于我院。患者既往身体健康，否认家族遗传病史和

中毒史。入院体格检查：Ｔ３６℃，Ｐ７９次／分，Ｒ２０次／分，Ｂｐ
１２６／８５ｍｍＨｇ，全身无皮疹，心、肺、腹检查无明显异常，四肢关
节无肿胀压痛，活动正常，无肌痛及肌压痛，双上肢肌力５级，

肌张力正常，双下肢肌力５－级，肌张力正常；生理反射正常存
在，病理反射未引出。入院后完善相关检查：肌酸激酶（ＣＫ）
１３４７９Ｕ／Ｌ（３８～１７４Ｕ／Ｌ，括号内为正常参考值范围，以下相
同），血清肌酸激酶同工酶（ＣＫＭＢ）１５７．０Ｕ／Ｌ（０～６．６Ｕ／Ｌ），
ＡＬＴ１０８Ｕ／Ｌ（５～４０Ｕ／Ｌ），ＡＳＴ１２０Ｕ／Ｌ（８～４０Ｕ／Ｌ）。肾功能、
自身免疫全套抗体、甲状腺功能、叶酸、Ｃ反应蛋白（ＣＲＰ）、红细
胞沉降率（ＥＳＲ）及乙肝、丙肝、艾滋病、梅毒筛查结果均正常。
肌电图示肌源性病损可能。先天性代谢筛查和特发性肌炎抗

体谱检查未见阳性结果。诊断考虑多发性肌炎（ＰＭ）可能，予患
者甲强龙６０ｍｇ静脉滴注５天及补钾、护胃、补钙等对症治疗后，
患者诉肌无力好转，出院前查 ＣＫ３６６１Ｕ／Ｌ，ＣＫＭＢ８５Ｕ／Ｌ。
出院后患者口服强的松６０ｍｇ每日１次，每两周减５ｍｇ。出院
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