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基质小泡在糖尿病足截肢患者胫前动脉斑块内
钙化中的作用分析
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　 　 王中群ꎬ心血管内科学博士ꎬ江苏大学附属医院心内科副研究员ꎬ博士研究生导师ꎬ心内科实验

室主任ꎬ镇江市心血管病临床医学研究中心副主任ꎬ国家自然科学基金项目评审专家ꎮ 中国动脉粥

样硬化专业委员会胆固醇逆向转运专家组委员ꎬ中国中药协会心血管药物研究专业委员会委员ꎬ中
国脂质与脂蛋白专业委员会青年委员ꎬ江苏省中西医结合学会理事ꎬ江苏省“六大人才高峰”高层次

人才ꎬ江苏省 ３３３ 人才工程中青年科学技术带头人ꎬ江苏省青年医学人才ꎬ镇江市 “１６９ 工程”学术

技术带头人ꎬ国内外多家知名杂志特约审稿人ꎮ 从事动脉粥样硬化的基础与临床研究 １６ 年ꎬ熟练掌

握心内科常见病的诊治ꎮ 先后主持国家自然基金面上项目 ２ 项、江苏省自然基金面上项目 １ 项、江
苏省卫计委项目 ２ 项及其他各级课题 ７ 项ꎮ 以第一作者 / 通讯作者名义发表科研论文 ６０ 余篇ꎬ参与

编写专著 ６ 部、教材 ４ 本ꎬ副主编一部ꎬ授权国家发明专利 １ 项ꎬ获得省市成果 ２ 项ꎮ 每年招收心内科方向博士研究生 １ 名、
硕士研究生 ２~３ 名ꎮ

　 　 摘　 要:　 基质小泡是多种矿物形成细胞分泌的一种膜性结构ꎮ 已有研究证实ꎬ基质小泡是无定型磷酸钙结

晶成核的起始位点ꎬ但基质小泡在糖尿病足截肢患者胫前动脉斑块内钙化中的具体作用如何ꎬ现有的研究尚未阐

明ꎮ 本实验选取 ２０１５ 年 １０ 月~２０１８ 年 １ 月在本院行糖尿病足截肢手术的患者共 ４０ 例ꎬ根据组织钙定量测定将患

者分为低钙化组(钙定量<４ ｍｏｌ / ｍｇꎬｎ＝ ２０)及高钙化组(钙定量>４ ｍｏｌ / ｍｇꎬｎ＝ ２０)ꎮ 采用一系列形态学染色、分子

生物学技术检测及统计学分析ꎬ结果显示:随着钙定量增加ꎬ基质小泡标记蛋白表达明显增加ꎬ高钙化组基质小泡

水平高于低钙化组ꎮ Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分析显示基质小泡水平与斑块内钙定量呈正相关( ｒ＝ ０.７７２ ９ꎬＰ<０.０１)ꎮ ＲＯＣ 曲

线显示曲线下面积为 ０.８９４(９５％ ＣＩ:０.７８８~０.９９９ꎬＰ<０.０１)ꎮ 这些结果提示基质小泡水平与糖尿病动脉斑块内钙

化的演进存在正相关ꎬ其水平对不同程度斑块内钙化有一定的预测价值ꎮ
关键词:　 基质小泡ꎻ　 糖尿病足ꎻ　 截肢ꎻ　 斑块内钙化ꎻ　 动脉粥样硬化
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　 　 我国糖尿病患病率急剧增加ꎬ已成为全球糖尿

病人数最多的国家ꎮ 糖尿病严重危害人类健

康[１￣２]ꎬ同时为国家和个人带来了巨大的经济负担ꎮ
动脉粥样硬化斑块内钙化是糖尿病的晚期并发

症[３]ꎬ是动脉粥样硬化疾病进程中常见的不良事

件ꎬ是心脑血管疾病致死致残的重要预测因子[４]ꎮ
因此研究斑块内钙化的发生机制对糖尿病心血管

并发症的防治具有重要的理论价值及社会意义ꎮ
已有的研究表明ꎬ基质小泡(ｍａｔｒｉｘ ｖｅｓｉｃｌｅｓꎬＭＶ)是
血管钙化的起始位点[５]ꎮ ＭＶ 通过膜联蛋白及磷离

子通道富集钙磷离子ꎬ形成最初的羟基磷灰石结

晶[６]ꎮ 此后羟基磷灰石结晶作为钙盐结晶核心ꎬ继
续生长形成钙化结节ꎮ 但是在糖尿病斑块内钙化

患者中ꎬＭＶ 与斑块内钙盐沉积的相关性如何ꎬＭＶ
水平能否预测糖尿病患者的钙化程度ꎬ现有的研究

尚不能给出明确的答案ꎮ 因此ꎬ本研究通过糖尿病

足截肢患者胫前动脉标本的采集及分子生物学检

测ꎬ探讨 ＭＶ 在斑块内钙化中的作用ꎬ为糖尿病患者

斑块内钙化的防治提供新思路ꎮ

１　 资料与方法

１.１　 研究对象　 选取 ２０１５ 年 １０ 月 ~ ２０１８ 年 １ 月

在江苏大学附属医院行糖尿病足截肢手术的患者

共 ４０ 例ꎮ 根据组织钙定量测定胫前动脉钙化程度

将患者分为低钙化组(钙定量<４ ｍｏｌ / ｍｇꎬｎ ＝ ２０)及
高钙化组(钙定量>４ ｍｏｌ / ｍｇꎬｎ ＝ ２０)ꎮ 所有手术均

经江苏大学附属医院伦理委员会批准ꎬ患者签署知

情同意书及手术同意书ꎬ医务科备案ꎮ
１.２　 组织钙定量测定　 使用 ０.６ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 溶液对

烘干的动脉组织(约 １０ ｍｇ)进行脱钙 ２４ ｈꎬ收集上

清液ꎬ使用邻甲酚酞法测量钙含量ꎮ
１.３　 Ｖｏｎｋｏｓｓａ 染色　 取胫前动脉石蜡切片ꎬ脱

蜡脱水后按试剂盒操作说明置于 ２％ 硝酸银溶液

中ꎬ强阳光线下直射 ４０ ｍｉｎ 后用蒸馏水冲洗 ３ 遍ꎬ
吸净蒸馏水后用 ５％ 硫代硫酸钠溶液定影处理 ２
ｍｉｎꎬ再次用蒸馏水冲洗 ３ ｍｉｎꎬ中性品红复染 ３ ｍｉｎꎬ
经脱水、透明、封片后ꎬ于光镜下观察主动脉钙盐沉

积情况ꎮ
１.４　 ＭＶ 的提取　 将组织从－８０ ℃液氮中取出ꎬ裂
解液充分裂解后放入无菌研磨器中冰上充分研磨ꎬ
并静置 １ ｈꎮ 将混合液 ３００ ｇ 室温下离心 ５ ｍｉｎ 后

２０ ０００ ｇ ４ ℃离心 ３０ ｍｉｎ 去除组织碎片ꎮ 收集上清

液ꎬ并于超速离心机中 １００ ０００ ｇ ４ ℃ 下离心 ６０
ｍｉｎꎬＰＢＳ 缓冲液洗涤沉淀物后同样条件下再次离心

６０ ｍｉｎꎮ ＭＶ 沉淀用 ＰＢＳ 缓冲液稀释后放于－２０ ℃
保存ꎮ
１.５ 　 纳米粒子跟踪分析 (ＮＴＡ) 　 使用 Ｚｅｔａｖｉｅｗ
(Ｐａｒｔｉｃｌｅ Ｍｅｔｒｉｘ)进行 ＭＶ 浓度粒径测试ꎮ 其方法即

纳米颗粒跟踪分析(Ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ Ｔｒａｃｋｉｎｇ Ａｎａｌｙｓｉｓꎬ
ＮＴＡ)ꎬ原理是对每个颗粒的布朗运动进行追踪和分

析ꎬ结合 Ｓｔｏｃｋｅｓ￣Ｅｉｎｓｔｅｉｎ 方程式计算出纳米颗粒的

流体力学直径和浓度ꎮ 测量每个组的 ２０ 个独立样

本ꎬ然后显示它们的平均值ꎮ
１.６　 扫描电镜　 在获得样品的显微照片之前ꎬ使用

临界点干燥器( ＰＶＴ￣３ꎬＴｏｕｓｉｍｉｓ Ｓｅｍｉｄｒｉ Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅꎬ
ＭＤꎬＵＳＡ)从样品中完全蒸发水ꎮ 然后在真空下用

１０ ｎｍ 金层涂覆样品ꎬ并用 ＳＥＭ(ＳＵ８０００ 和 Ｓ４８００ꎬ
ＨｉｔａｃｈｉꎬＴｏｋｙｏꎬＪａｐａｎ)检查ꎮ
１.７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 　 提取 ＭＶ 总蛋白ꎬＢＣＡ 蛋

白定量并煮沸变性ꎬ８％ＳＤＳ￣聚丙烯酰胺凝胶进行电

泳分离后ꎬ电转移(１００ ｍＡ ２ｈ) 至 ＰＶＤＦ 膜上ꎮ ５％
脱脂牛奶 ４ ℃摇床 １ ｈ 后ꎬ用 ＣＤ９ 抗体进行免疫印

迹ꎮ 按 １ ∶ ５ ０００ 比例加入辣根过氧化物酶标记的

二抗ꎬ３７ ℃孵育 １.５ ｈ 后ꎬ用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 荧光检测

试剂激发荧光ꎬ蛋白条带采用 ＵＶＰ 凝胶图像分析系

统分析ꎬ以各组目的蛋白与内参蛋白吸光度值的比

值来比较待测蛋白的表达差异ꎮ
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１.８　 统计学分析　 所有数据均采用 ＳＰＳＳ １９.０ 统计

学软件进行分析ꎬ计量资料中正态分布用均数±标
准差ꎻ非正态分布中位数±四分位数间距ꎮ 两组间

比较用 ｔ 检验或 Ｍａｎｎ￣Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ 检验ꎮ 计数资料用

率或百分比ꎬ组间比较用 χ２ 检验ꎮ 相关分析采用

Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性分析ꎬＭＶ 预测钙化的敏感性与特异

性采用受试者工作曲线(Ｒｅｃｅｉｖｅｒ Ｏｐｅｒａｔｉｎｇ Ｃｈａｒａｃ￣
ｔｅｒｉｓｔｉｃꎬＲＯＣ)ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 　 果

２.１　 糖尿病足截肢患者的基线资料 　 低钙化组和

高钙化组糖尿病足截肢患者在男女性别比例、平均

年龄、吸烟史、 身体质量指数 ( ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｉｎｄｅｘꎬ
ＢＭＩ)、高血压比例、总胆固醇、空腹血糖(糖尿病患

者强化胰岛素治疗后)、低密度脂蛋白(ＬＤＬＣ)及高

密度脂蛋白(ＨＤＬＣ)等方面比较ꎬ差异无显著性ꎬ而
糖尿病病程存在显著性差异ꎮ 显示糖尿病足截肢

患者胫前动脉钙化程度可能随患者糖尿病病程的

增加而加重(表 １)ꎮ

表 １　 两组糖尿病足截肢患者的基线资料分析 (ｎ＝ ２０)

项目 低钙化组 高钙化组 Ｐ 值

男 / 女(例) １２ / ８ １１ / ９ >０.９９

年龄(岁) ５９±１０ ６２±１１ ０.０６

吸烟史(例) １０ １２ >０.７５

ＢＭＩ(ｋｇ / ｍ２) ２２.７１±０.２０ ２３.３４±０.２７ ０.２１

高血压比例(％) ４２.８６％ ５７.１４％ ０.５３

糖尿病病程(年) １０.６±０.７２ １４.４５±０.５５ <０.０５

总胆固醇(ｍｍｏｌ / Ｌ) ４.５４±０.１３ ４.９６±０.１７ ０.２２

空腹血糖(ｍｍｏｌ / Ｌ) ８.０１±０.１１ ８.５４±０.０８ ０.１８

ＬＤＬＣ(ｍｍｏｌ / Ｌ) ４.４８±０.２５ ４.６０±０.０８ ０.６７

ＨＤＬＣ (ｍｍｏｌ / Ｌ) １.１７±０.０３ １.１０±０.０４ ０.１６

２.２ 　 糖尿病足截肢患者胫前动脉钙化情况 　
Ｖｏｎｋｏｓｓａ 染色结果显示两组截肢患者胫前动脉内均

可见大量的动脉粥样硬化斑块ꎬ黑染的钙化灶多分

布在斑块内坏死核心灶周围ꎬ尤其是斑块靠近中膜

的部位ꎻ且高钙化组较低钙化组的钙化程度更重

(图 １)ꎮ
２.３　 糖尿病足截肢患者扫描电镜下 ＭＶｓ 特征　 扫

描电子显微镜(ＳＥＭ)结果显示ꎬ低钙化组(图 ２Ａ)
中 ＭＶ 数量较少ꎬ而高钙化组(图 ２Ｂ)的 ＭＶ 数量

多ꎬ且多呈富集状态ꎮ

图 １　 两组糖尿病足截肢患者胫前动脉钙化情况

Ｖｏｎｋｏｓｓａ 染色显示胫前动脉斑块内钙盐沉积ꎬ
红色箭头所指棕黑色颗粒为钙沉积区.

Ａ:低钙化组ꎻＢ:高钙化组

图 ２　 糖尿病足截肢患者扫描电镜下 ＭＶｓ 特征

检测胫前动脉斑块内 ＭＶꎬ
图中红色箭头所指区域为 ＭＶ 富集区.

Ａ:低钙化组ꎻＢ:高钙化组

２.４　 糖尿病足截肢患者 ＭＶｓ 标记蛋白 ＣＤ９ 表达水

平　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示两组提取物均表达 ＭＶ
标记蛋白 ＣＤ９ꎬ提示成功提取 ＭＶꎮ 并且相对吸光

度值半定量分析显示高钙化组胫前动脉斑块内 ＣＤ９
的表达量显著高于低钙化组ꎬ约高出 ２.６２ 倍 (０.８０３
±０.０７５ ｖｓ ０.３０７±０.１２２ꎬＰ<０.０１)ꎮ 结合前述结果可

推测ꎬ胫前动脉斑块内的钙化程度与 ＭＶ 的量有一

定关联ꎮ 见图 ３ꎮ
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图 ３　 糖尿病足截肢患者 ＭＶｓ 标记蛋白 ＣＤ９ 的表达

Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测低钙化组和高钙化组 ＭＶ 中 ＣＤ９ 的表达量ꎻＢ:相对吸光度值半定量分析　 　 与低钙化组比较ꎬ▲Ｐ<０.０１

２.５　 糖尿病足截肢患者 ＭＶｓ 水平与胫前动脉钙定

量的相关性 　 钙定量测定显示高钙化组胫前动脉

斑块内钙含量是低钙化组的 ２. ３９ 倍 (６. ４７ ± ２. ２４
ｍｏｌ / ｍｇ ｖｓ ２.７１±０.９６ ｍｏｌ / ｍｇꎬ表 ２)ꎮ Ｐｅａｒｓｏｎ 相关

性分析显示ꎬＭＶ 水平与胫前动脉钙含量成正相关

( ｒ＝ ０.７７２ ９ꎬＰ<０.０１ꎻ图 ４)ꎮ

表 ２　 糖尿病足截肢患者胫前动脉钙定量

及 ＭＶｓ 水平(ｎ＝ ２０)

指　 标 低钙化组 高钙化组

ＭＶｓ(１０６ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ / ｍＬ) ２９.４０±１.２１ ５１.３２±２.５２

钙含量(μｍｏｌ / ｍｇ) ２.７２±０.２２ ６.４７±０.５１

图 ４　 ＭＶ 水平与胫前动脉钙含量的相关性分析

２.６　 糖尿病足截肢患者 ＭＶｓ 对胫前动脉斑块内钙

化的预测价值　 ＲＯＣ 曲线显示曲线下面积为 ０.８９４
(９５％ ＣＩ:０.７８８ ~ ０.９９９ꎬＰ<０.０１)ꎮ ＭＶｓ 为 ４１×１０６

ｐａｒｔｉｃｌｅｓ / ｍＬ 时预测钙化的敏感性为 ８５％ꎬ特异性

为 ８５％ꎬ约登指数最大为 ０.７ꎮ 见图 ５ꎮ

３　 讨　 　 论

糖尿病动脉粥样硬化的临床终点事件包括不

稳定或稳定的心绞痛、血栓形成、心脏病发作、中风

和冠状动脉猝死ꎬ斑块内钙化的存在与上述临床事

件的发生密切相关[７]ꎮ 冠心病的发病率已经在不

图 ５　 糖尿病足截肢患者 ＭＶ 对胫前动脉斑块内

钙化的预测价值

断的上升ꎬ发病人群也逐渐从老年人群转向中青年

人群[８]ꎮ 已有研究证实粥样硬化斑块内钙化是心

血管事件的危险标志[７]ꎬ因此研究动脉粥样硬化斑

块内钙化对动脉粥样硬化疾病的预防和治疗有重

要的意义ꎮ
斑块内钙化与骨发育过程类似ꎬ是一个细胞介

导的高度调控并可逆转的主动过程[９￣１０]ꎬ是动脉粥

样硬化疾病进程中常见的不良事件ꎬ是心脑血管疾

病致死致残的重要预测因子[１１]ꎮ 斑块内钙化是由

于高钙磷环境以及局部或全身矿化诱导子上调、抑
制子下调所导致的骨特异性羟基磷灰石结晶主动

沉积在血管壁的病理过程[１２]ꎮ 在这一过程中ꎬ 血

管壁矿化防御机制被耗竭ꎬ 平滑肌细胞等间叶细胞

丢失原有表型而获得成骨表型ꎬ 释放矿化脂质小

泡ꎮ 脂质小泡(至少包括 ＭＶ 和凋亡小体两种形

式)为钙化结晶提供了合适的成核微环境ꎬ 而血管

壁弹性蛋白则为羟基磷灰石沉积提供了支架结

构[１３]ꎮ 凋亡过程中从巨噬细胞和血管平滑肌细胞

释放的 ＭＶ 在形成钙化过程中起关键作用ꎮ 因此在

成骨细胞样细胞介导的钙沉积与破骨细胞样细胞

介导的钙吸收之间的平衡被打破后ꎬ血管壁内膜、
中膜或主动脉瓣膜就可能形成异位钙化[１３￣１４]ꎮ 本

研究选取糖尿病足截肢患者胫前动脉标本ꎬ通过钙

０７５ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＮｏｖｅｍｂｅｒ ２０１８ꎬＶｏｌ.４６ꎬＮｏ.６



定量检测分组后进行钙化染色ꎬ直观显示了两组标

本的钙化程度ꎮ 基线资料显示钙化程度可能与糖

尿病病程有一定相关性ꎮ
ＭＶ 是一种位于胞外ꎬ直径 ５０~２００ ｎｍ 的膜镶嵌

微颗粒ꎮ 它是来自细胞的膜性结构ꎬ起源于矿物形成

细胞(软骨细胞、成骨细胞和牙质细胞)的质膜ꎬ选择

性分布于软骨、骨等初始矿化位点[１２ꎬ１５]ꎮ ＭＶ 被发现

几乎存在于所有正常的矿化或钙化过程中ꎬ包括骨、
软骨、肌腱的钙化ꎮ 已有研究证实ꎬ血管平滑肌细胞、
巨噬细胞等释放的 ＭＶꎬ是无定型磷酸钙结晶成核的

起始位点[１６]ꎮ 当碱性磷酸酶调控的磷酸盐浓度达到

足够成核浓度时ꎬＭＶ 靠近膜的内表面内羟基磷灰石

结晶形成并沉积于成骨胶原纤维中ꎬ通过释放到细胞

外基质并与细胞外基质蛋白的相互作用启动矿化过

程ꎬ随后继续生长形成钙化结节[１６￣１８]ꎮ
已有的研究从不同侧面阐述了糖尿病动脉粥

样硬化斑块内钙化的成因及发展[１９]ꎬ但在糖尿病斑

块内钙化的患者中ꎬＭＶ 与斑块内钙化的相关性如

何ꎬ以及 ＭＶ 水平能否预测糖尿病患者的钙化程度ꎬ
现有的研究尚不能给出明确的答案ꎮ 本研究提取

糖尿病足截肢患者胫前动脉内 ＭＶꎬ并以 ＮＴＡ 法检

测 ＭＶ 水平[２０]ꎬＰｅａｒｓｏｎ 相关性分析显示ꎬＭＶ 水平

与胫前动脉钙定量正相关( ｒ ＝ ０. ７７２９ꎬＰ < ０. ０１)ꎬ
ＲＯＣ 曲线显示曲线下面积为 ０.８９４ꎬ提示 ＭＶ 水平

用于预测胫前动脉斑块内钙化是有一定可靠性的ꎮ
本研究尚存在一定局限性ꎮ 首先ꎬ本研究属于

观察性研究ꎬ不能确定 ＭＶ 水平与斑块内钙化的因

果关系ꎬ后期还将从动物水平及细胞水平做进一步

的研究ꎮ 其此ꎬＭＶ 的形态与 ＭＶ 内成分对斑块内

钙化的形成也有一定影响ꎬ本研究由于条件限制未

将上述因素纳入分析ꎬ后续实验将从以上方面进行

深入研究ꎮ 总之ꎬＭＶ 水平与糖尿病动脉斑块内钙

化的演进存在正相关ꎬ其水平对不同程度斑块内钙

化有一定的预测价值ꎬ这一结果可能为靶向发病机

制的钙化防治策略研究带来新的切入点ꎮ
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