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·基础研究·
莱菔硫烷通过Nrf⁃2、Sirt⁃1改善氧化
应激诱导的血管钙化

杜亚琴 李怡 王莉

【摘要】 目的 探讨莱菔硫烷（sulforaphane，SFN）在氧化应激所致血管钙化中的作用与

机制。 方法 采用β⁃甘油磷酸处理大鼠血管平滑肌细胞（RASMCs）构建尿毒症血管钙化模

型。RASMCs分为正常对照组、1 μmol/L SFN 组、5 μmol/L SFN 组、钙化组、钙化+1 μmol/L SFN
组、钙化+5 μmol/L SFN组，分别培养 72 h。MTT检测细胞的生存情况，Von Kossa观察细胞钙

化情况，微板法测定细胞中钙离子含量，实时荧光定量 PCR检测细胞中纤维细胞生长因子 23
（FGF⁃23）mRNA的表达，Western印迹检测骨调蛋白（OPN）、核心结合因子α1（Runx⁃2）及核转

录因子NF⁃E2相关因子 2（Nrf⁃2）、沉默信息调节因子 2相关酶 1（Sirt⁃1）的蛋白表达。激光共

聚焦显微镜观察细胞线粒体的损伤，同时活性氧测定检测细胞内活性氧自由基（ROS）的含

量。 结果 （1）SFN对正常细胞的存活率没有影响，但低浓度和高浓度均能增加钙化组细胞

存活率（均 P＜0.05）；（2）与钙化组比较，钙化+1 μmol/L SFN组、钙化+5 μmol/L SFN组细胞内

钙盐沉积、钙离子含量及 FGF23 mRNA的表达均减少（均 P＜0.05）；（3）与钙化组比较，钙化+
1 μmol/L SFN组、钙化+5 μmol/L SFN组细胞内ROS的产生及线粒体的损伤减少，OPN、Runx⁃2
的表达减弱，Nrf⁃2、Sirt⁃1、Cleaved Caspase⁃3的蛋白表达增加（均 P＜0.05）。 结论 SFN能通

过Nrf⁃2、Sirt⁃1改善氧化应激引起的ROS沉积及线粒体功能紊乱，减轻血管钙化。

【关键词】 氧化性应激； 血管钙化； 核转录因子NF⁃E2相关因子 2； 沉默信息调节

因子 2相关酶 1； 莱菔硫烷
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【Abstracts】 Objective To investigate the role and mechanism of sulforaphane (SFN) in
vascular calcification induced by oxidative stress. Methods The uremic vascular calcification model
was established by treating rat vascular smooth muscle cells (RASMCs) with β ⁃ glycerophosphate.
RASMCs were divided into 6 groups: normal control (NC) group, 1 μmol/L SFN group, 5 μmol/L SFN
group, calcification group, 1 μmol/L SFN+calcification group, 5 μmol/L SFN+calcification group, and
were all cultured for 72 h. Cell viability was measured by MTT. RASMCs calcification was visualized
by Von Kossa staining. Calcium content was quantified by the microplate test, and mRNA level of
FGF ⁃ 23 was tested by real ⁃ time PCR. The expressions of OPN, Runx ⁃ 2, Nrf ⁃ 2 and Sirt ⁃ 1 were
evaluated by Western blotting. Confocal microscope was employed to observe mitochondria damage in
RASMCs and the production of ROS in RASMCs was measured by reactive oxygen species assay.
Results (1) SFN did not affect cell viability of the NC group, but both low dosage and high dosage
increased the cell viability of calcification group (all P＜0.05). (2) Compared with calcification group,
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终末期肾病（ESRD）目前缺乏有效的治疗措

施 [1]，而血管钙化在ESRD中普遍存在，它增加了患

者心血管疾病的发生率和病死率[2]。ESRD 血管钙

化是一个主动过程，钙磷的沉积促进血管平滑肌

细胞向成骨样细胞转化，并表达骨样分化标志物[3]，

导致血管中膜钙化 [4]。目前 ESRD 患者的治疗措

施主要集中在纠正异常的钙、磷、甲状旁腺激素

水平方面。

氧化应激是自由基的生成与清除失衡的结

果，有研究显示其可引起血管钙化 [5]。核转录因

子Nrf⁃2相关因子（Nrf⁃2）是细胞内调控氧化应激

的重要抗氧化因子，激活Nrf⁃2可保护细胞免受炎

症的影响 [6-7]。虽然已知 Nrf⁃2 在肺纤维化、动脉

粥样硬化中起着重要作用 [8]，但 Nrf⁃2和氧化应激

对ESRD患者血管钙化的影响仍不清楚。

莱菔硫烷（SFN）是一种来自十字花科植物中

的抗氧化剂，其可诱导抗氧化酶的产生 [9]。研究

表明 SFN在狼疮肾炎和肾脏纤维化中均有保护作

用 [8-10]，是一种非常有前景的药物。文献显示 SFN
能够通过沉默信息调节因子 2相关酶 1（Sirt⁃1）逆

转高磷诱导的血管钙化 [11-12]。本研究通过 SFN预

处理由高磷构建的尿毒症血管钙化模型，观察

Nrf ⁃ 2 及 Sirt ⁃ 1 的表达，研究 SFN 是否通过调控

Nrf⁃2及 Sirt⁃1抵抗氧化应激诱导的 ESRD的血管

钙化。

材料与方法

一、主要试剂

莱菔硫烷（美国 Sigma），大鼠血管平滑肌细胞

系（RASMC，美国 Sciencell），高糖 DMEM（美国

Hyclone），胎牛血清（FBS，美国Gibco），青霉素/链
霉素（美国Hyclone），地塞米松、L⁃抗坏血酸、β⁃甘
油磷酸（美国 Sigma），活性氧检测试剂盒（江苏碧

云 天），SYBR Premix Ex Taq（日 本 TAKARA），

PrimeScript RT 试剂盒（日本 TAKARA），钙盐染色

剂（珠海贝索），钙测定试剂盒（南京建成），兔多

克隆 Nrf⁃2 抗体、兔多克隆 Sirt ⁃1 抗体、兔多克隆

OPN抗体、兔多克隆 Runx⁃2抗体（武汉三鹰），兔

多克隆 caspase ⁃ 3 抗体（美国 CST），鼠多克隆

GAPDH抗体（美国 Sigma），HRP标记山羊抗兔 IgG
抗体、HRP标记山羊抗鼠 IgG抗体（武汉三鹰）。

二、方法

1. 细胞培养与分组：RASMCs 采用含有 10%
FBS、100 U/ml 青霉素、100 g/ml 链霉素的高糖

DMEM（葡萄糖浓度为 25.0 mmol/L）培养基液，置

于 37℃、5% CO2饱和湿度的培养箱中培养，待细

胞长至 80%～90%融合时消化传代，取对数期细

胞用于后续实验，并根据 Byon等 [13]的研究配制钙

化培养基。分组：不同浓度的 SFN（1 μmol/L、5
μmol/L）预处理RASMCs 5 h后分为正常对照组、1
μmol/L SFN 组、5 μmol/L SFN 组、钙化组、钙化+1
μmol/L SFN 组、钙化+5 μmol/L SFN 组，并继续培

养 72 h。
2. MTT 检测细胞增殖情况：对数期生长的

RASMCs按 5×103个细胞/孔种植于 96孔细胞培养

板中，每组设置 5 个复孔，不同浓度的 SFN（1
μmol/L、5 μmol/L）预处理细胞 5 h后继续培养 72 h，
收集细胞按照MTT说明书操作，以 570 nm为吸收

波长，酶标仪检测各组相对吸光度值。

3. Von⁃Kossa染色：去除细胞培养基，75%乙

醇固定细胞 5 min，PBS洗涤 1 min×3次，硝酸银避

光、室温染色 30 min，蒸馏水洗涤细胞，紫外线照

射30 min，硫代硫酸钠还原5 min，伊红复染30 s，蒸
馏水洗涤，风干后置于显微镜下观察细胞内钙化

沉积情况。

4. 细胞内钙离子测定：各组细胞去除培养基

后加入 100 μl去离子水，收集细胞于 1.5 ml的 EP
管中，2500×g离心 10 min，取 10%的均浆上清液，

采用微板法细胞内钙离子测定试剂盒检测，按说

SNF treatment decreased the calcium concentration, intracellular calcium deposition and the mRNA
level of FGF ⁃ 23 (all P＜0.05). (3) Compared with calcification group, SNF treatment decreased the
fluorensence intensity, mitochondria injury and the protein expressions of OPN and Runx ⁃ 2, but
increased the protein expressions of Nrf ⁃2, Sirt ⁃1 and cleaved caspase ⁃3 (all P＜0.05). Conclusion
SNF can effectively protect RASMCs against vascular calcification induced by oxidative stress, since it
prevents the ROS production and mitochondria dysfunction through Nrf⁃2 and Sirt⁃1.

【Key words】 Oxidative stress; Vascular calcification; Nrf⁃2; Sirt⁃1; Sulforaphane
Fund program: National Natural Science Foundation of China (81270828)
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明书操作，酶标仪波长设置为 610 nm，测取各组

吸光度（A）值。

5. 实时荧光定量 PCR 检测：Trizol 提取各组

细胞总 RNA，测定浓度后按照说明书合成并扩增

cDNA，引物序列：FGF23 上游 5' ⁃ CACTACCTGGT
GAGCTTGGG ⁃ 3'，下 游 5' ⁃ CTTCCTCTGCACTCGG
TAGC⁃3'，产物长度 250 bp；GAPDH上游 5'⁃AGGC
ACCAAGATACTTACAAAAAC ⁃ 3'，下游 5' ⁃ GGTGG
TGAACTTGTTTTGCGA⁃3'，产物长度 277 bp，扩增

40循环，目的基因的相对量采用 2-ΔΔCT获得。

6. Western印迹检测蛋白表达：预冷 PBS清洗

细胞，加入 RIPA 裂解液，低温离心收集上清，

BCA 法测定各组蛋白浓度，取 20 μg 总蛋白与等

量 2×SDS样品缓冲液混合，干式恒温器 97℃煮沸

5 min，10%十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳

（SDS⁃PAGE）分离蛋白，转移至 PVDF膜，5%脱脂

牛奶室温摇床封闭 1 h，1×TBST清洗 5 min× 3次，

一抗 4℃摇床孵育过夜：Nrf ⁃ 2（1∶800）、Sirt ⁃ 1
（1∶600）、Runx⁃2（1∶800）、OPN（1∶800）、Caspase⁃3
（1∶600）、GAPDH（1∶10 000），1×TBST清洗 5 min×
3 次，HRP 标记山羊抗兔 IgG 抗体（1∶10 000）、

HRP标记山羊抗鼠 IgG抗体（1∶10 000）室温摇床

孵育 1 h，1×TBST 清洗 5 min× 3 次，电化学发光

（ECL）液（ 美 国 Millipore）显 色 ，ImageQuant
LAS4000 mini成像系统（美国通用电气）采集图像。

7. 活性氧自由基（ROS）的测定：对数期生长

的 RASMCs按 5×103个细胞/孔密度种植于黑色避

光的 96 孔细胞培养板中，每组设置 5 个复孔，孵

育过夜后5 μmol/L SFN预处理5 h后继续培养12 h、
24 h、48 h后按照活性氧试剂说明书处理后将细

胞放置于 37℃、5%CO2细胞培养箱中孵育 15 min，
用无血清 DMEM 培养基洗涤细胞 1 min×3 次后，

荧光酶标仪检测荧光值。

8. 共聚焦显微镜：制作细胞爬片，5 μmol/L
SFN预处理 5 h后继续培养 72 h，以正常培养基作

为对照组，收集细胞后 PBS清洗 3 min×2次，滴加

100 nmol/L Mito ⁃ tracker Red FM（ 美 国 Life
Technologies）染液，37℃、5%CO2 细胞培养箱中孵

育 45 min，PBS清洗 3 min×3次，滴加 DAPI染细胞

核，细胞培养箱中孵育 15 min，PBS 清洗 3 min×3
次，吸干细胞爬片上的液体后采用 Fluoromount
Aqueous Mounting Medium（美国 Sigma）封片，共聚

焦显微镜观察和采集图像。

三、统计方法

采用 SPSS 13.0软件对数据进行统计分析，计

量资料以 x ± s 表示，数据使用单因素方差分析，

P＜0.05视为差异有统计学意义。

结 果

1. SFN 增强钙化细胞的存活率：1 μmol/L、5
μmol/L SFN预处理细胞 5 h后继续培养 72 h，钙化

组细胞存活率降至（75.37±5.13）%，钙化+1 μmol/L
SFN组、钙化+5 μmol/L SFN组细胞存活率分别提

升至（100.84±10.21）%、（102.81±1.26）%。见图 1。
2. SFN减少钙化细胞中ROS的含量及线粒体

的损伤：活性氧检测时荧光强度代表 ROS 的含

量，同时 Mito⁃ tracker 染色检测细胞线粒体损伤，

线粒体受损越严重其荧光强度越弱。与钙化组

（1.29±0.03）比较，5 μmol/L SFN预处理细胞 5 h分

别继续钙化培养 12 h、24 h和 48 h，细胞内ROS的

含量分别降至 1.04±0.02、0.94±0.03、0.86±0.15。此

外，与正常对照组比较，钙化组增加细胞线粒体

损伤，而钙化+5 μmol/L SFN组细胞线粒体损伤减

轻，见图 2。
3. SFN降低钙化细胞中钙离子含量及 FGF23

mRNA的表达：与正常对照组[（0.85±0.13）mmol/L]
比较，钙化组细胞内钙离子含量 [（6.43±0.15）
mmol/L]增加，同时钙化组细胞内 FGF23 mRNA的

表达增加，而钙化+1 μmol/L SFN、钙化+5 μmol/L
SFN 组细胞内钙离子含量分别减弱至（3.86±1.18）
mmol/L、（2.96±0.08）mmol/L，同时细胞内 FGF23
mRNA的表达减弱，见图 3。

4. SFN 降低钙化细胞中钙盐沉积及 OPN、

Runx⁃2蛋白表达，增加 Nrf⁃2、Sirt⁃1的蛋白表达：

与正常对照组比较，钙化组细胞内钙盐沉积及

注：1：正常对照组；2：1 μmol/L SFN 组；3：5 μmol/L SFN 组；

4：钙化组；5：钙化+1 μmol/L SFN组；6：钙化+5 μmol/L SFN组；与

正常对照组比较，
aP＜0.01；与钙化组比较，

bP＜0.05；n=3
图 1 SFN增强钙化细胞的存活（MTT法）
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OPN、Runx⁃2的蛋白表达增加（均 P＜0.01）；与钙

化组比较，钙化+5 μmol/L SFN组细胞内钙盐沉积

减 少 ，OPN、Runx ⁃ 2 的 蛋 白 表 达 下 降（均 P＜

0.05）。与正常对照组比较，钙化组细胞内 Nrf⁃2
的总蛋白表达减弱（P＜0.01）；与钙化组比较，钙

化+1 μmol/L SFN组细胞内Nrf⁃2的总蛋白表达增

强（P＜0.05），但并未见到 5 μmol/L SFN增强细胞

内Nrf⁃2的总蛋白表达。与正常对照组比较，钙化

组 Sirt⁃1的蛋白表达减弱（P＜0.01）；与钙化组比

较，钙化+1 μmol/L SFN组、钙化+5 μmol/L组 Sirt⁃1
的蛋白表达均增加（均 P＜0.05）。见图 4。

5. SFN 增加钙化细胞内 Cleaved Caspase⁃3 的

蛋白表达：与正常对照组比较，钙化组增强

Cleaved Caspase⁃3 的蛋白表达（P＜0.01）；与钙化

组比较，钙化+1 μmol/L SFN组、钙化+5 μmol/L组

Cleaved Caspase ⁃ 3 的蛋白表达均增加（均 P＜

0.05）。见图 5。

讨 论

氧化应激是引起慢性肾病血管钙化的诱因之

一，而ROS作为氧化应激的主要介质可来自线粒

体 [14]。研究表明高磷诱导线粒体产生氧化应激，

可诱导血管平滑肌细胞向成骨样细胞转化 [15]。因

此在本研究中我们根据 Byon等 [13]的研究，使用钙

化培养基孵育 RASMCs，采用Mito⁃tracker Red FM
观察细胞线粒体损伤情况。与正常对照组比较，

我们发现钙化引起细胞线粒体损伤，同时增强细

胞内ROS的产生，其作用呈时间依赖性。

因 Paloian等 [18]发现高磷诱导血管钙化可增加

细胞内钙盐沉积，在研究中我们检测了细胞内钙

盐沉积及钙离子含量。我们发现钙化组促进细

胞内钙盐沉积、增加细胞内钙离子含量，而 SFN
减弱钙化细胞内钙盐沉积、降低钙化细胞内钙离

子含量。FGF23作为成纤维细胞生长因子家族中

一员，是重要的骨分泌激素，可通过肾脏等器官

调控血清中磷的含量。我们发现细胞培养 72 h，
钙化组细胞内的 FGF23 mRNA 升高，而 SFN 预处

理细胞却能降低钙化组细胞内 FGF23 mRNA的表

达，这与既往 Paloian等 [18]的研究结果一致。

有研究发现 SFN能够抑制氧化应激引起的肾

脏损伤 [19]，但其作用机制尚不清楚。成骨细胞转
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分化的特异转录因子Runx2被认为是血管钙化的

启动标志，有研究发现细胞外高磷可通过上调

Runx2的表达而诱导血管钙化。Byon等 [13]研究发

现氧化应激可通过 AKT信号通路调节 Runx2，进
而诱导血管钙化 [16]。Li等 [17]也发现氧化应激可增

强OPN、Runx2的表达诱导RASMCs向成骨样细胞

转化。Sirt⁃1作为一种长寿蛋白，其可抑制氧化应

激引起的细胞凋亡而增强细胞的生存能力 [20]。已

有研究发现 SFN能够上调Sirt⁃1的表达逆转高磷诱

导的血管钙化[11-12]。还有研究显示Nrf⁃2在氧化应

激下可通过Nrf⁃2/AREs通路增强下游HO⁃1、NQO⁃1
等抗氧化剂的表达，清除氧自由基，抵抗氧化损

伤 [21-22]。基于上述研究，我们使用 1 μmol/L 或

5 μmol/L SFN 预处理细胞后继续钙化培养 72 h，
并检测 Sirt⁃1、Nrf⁃2、OPN、Runx2的蛋白表达。与

钙化组比较，SFN能上调 Sirt⁃1的蛋白表达，减弱

正常对照组 钙化组
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图 4 SFN对Nrf⁃2、Sirt⁃1、OPN、Runx⁃2的蛋白表达及钙化细胞中钙盐沉积的影响
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钙化细胞中OPN、Runx2的蛋白表达，从而改善高

磷诱导的血管平滑肌细胞钙化。同时我们还观

察到低剂量（1 μmol/L）的 SFN能在钙化培养后增

加血管平滑肌细胞内总Nrf⁃2的表达水平，但并未

观察到稍高剂量（5 μmol/L）SFN能在钙化后进一

步增强细胞内 Nrf⁃2的总蛋白表达。这提示钙化

培养以后，SFN激动Nrf⁃2总蛋白表达的作用可能

没有剂量依赖关系。但由于 Nrf⁃2是一种核转录

因子，当 Nrf⁃2激活时会发生核质穿梭，入核修饰

后的 Nrf⁃2才能继续诱发下游基因活化并产生相

应的效应[23]，而我们目前的研究仅限于研究Nrf⁃2的
总蛋白。我们下一步将研究 SFN对钙化培养的血

管平滑肌细胞中Nrf⁃2核质穿梭的影响，并进一步

验证 SFN是否参与调控 Nrf⁃2的核质穿梭和蛋白

质修饰。

因凋亡参与血管钙化的发生，我们发现 SFN
增强钙化细胞中 Cleaved Caspase⁃3 的表达，这与

Zhang等 [24]的研究结果一致。

虽然通过β⁃甘油磷酸处理大鼠血管平滑肌细

胞模拟尿毒症高磷状态引起血管钙化，我们发现

SFN 可调控 Nrf ⁃2、Sirt ⁃1 水平并有效改善由 ROS
引起的氧化应激损伤，但证明 SFN这一重要作用

仍需要进一步的体内研究。

目前临床上使用的多种抗氧化剂如维生素

C、E等，因其自身结构使其预防心血管事件的临

床试验失败 [25-26]，而我们发现来自天然食物中的

SFN可通过调控内源性的Nrf⁃2和 Sirt⁃1水平发挥

抗氧化作用，抵抗血管钙化，这为血管钙化的防

治提供了新的策略。
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