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花生四烯酸Alox15/12-HETE代谢通路抑制血管钙化的发生

韩迎春，张继超，张聪聪，杜 杰*

首都医科大学附属北京安贞医院血管生物研究室，北京市心肺血管疾病研究所，北京 100029 

摘  要：本研究旨在探索血管钙化中花生四烯酸脂氧酶代谢产物的变化及作用。采用5/6肾切除及高磷饲喂的方法建立小鼠血

管钙化的模型。在造模6周后，检测主动脉全长血管钙含量，主动脉弓部进行茜素红染色和Von Kossa染色检测钙沉积情况。

收集对照血管和钙化血管组织进行花生四烯酸代谢产物的质谱检测，分析脂氧酶通路代谢小分子的变化。通过实时定量

PCR方法检测钙化血管脂氧酶的表达改变。使用脂氧酶抑制剂明确脂氧酶代谢通路对血管钙化的影响。结果显示，造模6周
后，肾切除组小鼠血管钙含量比假手术组显著升高(P < 0.05)，茜素红染色和Von Kossa染色显示肾切除小鼠主动脉弓部有明

显的钙沉积，表明小鼠血管钙化造模成功。收取造模6周的钙化血管和对照血管，通过液相色谱-质谱(LC-MS)方法检测到9
种花生四烯酸脂氧酶代谢产物，多种代谢产物(12-HETE、11-HETE、15-HETE等)的含量在钙化血管中显著升高，其中12-
HETE含量最高并且升高最显著。进一步检测钙化血管中产生12-HETE的代谢酶的mRNA水平，发现花生四烯酸脂氧酶15 
(arachidonate 15-lipoxygenase, Alox15)表达增加。Alox15特异性抑制剂PD146176可显著降低血浆12-HETE水平，促进主动脉

弓部的钙沉积、增加血管钙含量。这些结果显示花生四烯酸脂氧酶代谢在钙化血管中活化，Alox15/12-HETE通路可能对血

管钙化发挥保护作用。
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Arachidonic acid Alox15/12-HETE signaling inhibits vascular calcification
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Abstract: This study aims to explore the effects of arachidonic acid lipoxygenase metabolism in vascular calcification. We used 5/6 
nephrectomy and high-phosphorus feeding to establish a model of vascular calcification in mice. Six weeks after nephrectomy surgery, 
vascular calcium content was measured, and Alizarin Red S and Von Kossa staining were applied to detect calcium deposition in aortic 
arch. Control aortas and calcified aortas were collected for mass spectrometry detection of arachidonic acid metabolites, and active 
molecules in lipoxygenase pathway were analyzed. Real-time quantitative PCR was used to detect changes in the expression of lipox-
ygenase in calcified aortas. Lipoxygenase inhibitor was used to clarify the effect of lipoxygenase metabolic pathways on vascular 
calcification. The results showed that 6 weeks after nephrectomy surgery, the aortic calcium content of the surgery group was signifi-
cantly higher than that of the sham group (P < 0.05). Alizarin Red S staining and Von Kossa staining showed obvious calcium deposi-
tion in aortic arch from surgery group, indicating formation of vascular calcification. Nine arachidonic acid lipoxygenase metabolites 
were quantitated using liquid chromatography/mass spectrometry (LC-MS) analysis. The content of multiple metabolites (12-HETE, 
11-HETE, 15-HETE, etc.) was significantly increased in calcified aortas, and the most abundant and up-regulated metabolite was 12-
HETE. Furthermore, we examined the mRNA levels of metabolic enzymes that produce 12-HETE in calcified blood vessels and found 
the expression of arachidonate lipoxygenase-15 (Alox15) was increased. Blocking Alox15/12-HETE by Alox15 specific inhibitor 
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PD146176 significantly decreased the plasma 12-HETE content, promoted calcium deposition in aortic arch and increased vascular 
calcium content. These results suggest that the metabolism of arachidonic acid lipoxygenase is activated in calcified aorta, and the 
Alox15/12-HETE signaling pathway may play a protective role in vascular calcification.
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血管钙化是由羟磷灰石在血管壁上异位沉积而

产生的 [1]。血管钙化降低血管顺应性，增加心脏病、

卒中、动脉粥样硬化斑块破裂的风险，加速心力衰

竭的发生 [1]。血管钙化的中心环节是血管平滑肌细

胞成骨样转化，浸润的巨噬细胞或淋巴细胞产生的

TNF-α、IL-1β、IL-6 等促炎因子可诱导血管平滑肌

细胞成骨样转化 [2, 3]。血管壁炎症细胞激活及炎症

因子释放引起的级联反应，通过启动及促进平滑肌

细胞成骨样转化、加剧细胞外基质降解及稳态失衡

等，促进血管钙化的发生和进展 [4]。但血管钙化过

程中，局部炎症调控的分子机制仍不清楚。花生四

烯酸是人体必需的 n-6 型多不饱和脂肪酸，经环氧

酶、脂氧酶和细胞色素 P450 单氧化酶通路代谢后

产生多种活性代谢小分子，具有调控炎症反应强度

和持续时间的作用 [5]。有研究显示，晚期钙化性心

血管疾病患者花生四烯酸代谢关键酶磷脂酶 A2 
(phospholipase A2, PLA2) 表达升高 [6]，而抑制环氧

酶通路前列腺素 E2 (prostaglandin E2, PGE2) 的产生加

速体外血管平滑肌细胞的钙化，提示花生四烯酸代

谢异常可能调控血管钙化的发生。但花生四烯酸脂

氧酶代谢产物在血管钙化中的变化和作用并不清楚。

本研究通过对钙化血管的花生四烯酸进行质谱

分析，使用 5/6 肾切除及高磷饲喂建立的血管钙化

模型结合脂氧酶抑制剂，分析花生四烯酸脂氧酶代

谢产物在血管钙化中的变化及作用。

1  材料与方法

1.1  实验动物　　野生型 C57BL6/J 小鼠购买于北

京唯尚立德生物科技有限公司，饲养于北京安贞医

院 SPF 级环境动物房。所有实验操作均按照首都医

科大学实验动物管理委员会的规定进行，并经伦理

委员会批准。

1.2  血管钙化动物模型　　雄性 8 周龄小鼠，1%
戊巴比妥钠腹腔注射麻醉后，一侧肾脏全切除。手

术一周后再次麻醉，实施第二次手术将对侧肾脏切

除 2/3。肾脏切除术后给予 0.45% 盐水和 2% 高磷

饮食喂饲 6 周，小鼠麻醉处死取材进行后续实验。

假手术 (Sham) 组小鼠皮肤做切口后缝合，不进行

肾脏切除，正常饮食饲喂。花生四烯酸脂氧酶 15 
(arachidonate 15-lipoxygenase, Alox15) 抑制剂组在高磷

喂饲 2 周后，1 周 2 次腹腔注射 20 mg/kg PD146176，
连续注射 4 周。对照组腹腔注射等体积的 DMSO。

1.3  主要试剂　　Alox15 抑制剂 PD146176 购于

AbMole 公司 ( 货号 M7104)，茜素红染色试剂盒和

Von Kossa 试剂盒购于北京索莱宝科技有限公司，

总 RNA 提取试剂 TRIzol 购于美国 Invitrogen 公司，

反转录试剂盒购于美国 Promega 公司，real-time PCR
试剂购于日本 TaKaRa 公司，引物由北京诺赛生物

工程有限公司合成。

1.4  血管钙化染色　　小鼠麻醉后通过心脏灌注去

除血液，胸部正中切口将主动脉取出，放入 10%
福尔马林中固定 4 h。脱水石蜡包埋后制成切片。

使用茜素红或 Von Kossa 染色试剂盒检测血管钙

化情况。

1.5  血管钙含量检测　　小鼠麻醉灌流去除血液后，

取主动脉根部到膈肌上段，剥离脂肪组织。将血管

放入 200 µL 0.5 mol/L 盐酸中，4 °C 振荡过夜。使

用钙测定试剂盒 ( 中生北控 ) 检测钙含量。称量血

管重量，钙含量以 µg/mg 血管表示。

1.6  花生四烯酸代谢产物检测　　小鼠麻醉灌流去

除血液后，取主动脉称重后迅速放至液氮保存。样

本由天津医科大学余鹰教授团队采用液相色谱 -
质谱联用技术 (LC-MS) 检测花生四烯酸代谢产物

含量。

1.7  血浆 12- 羟基二十碳四烯酸 (12-HETE) 检测　

　小鼠麻醉后采血，4 000 r/min 分离心 10 min，上

层血浆置于 −80 °C 保存。血浆 12-HETE 通过 ELISA
试剂盒 ( 江苏酶免实业有限公司 ) 进行检测，操作

步骤按照试剂说明书进行。

1.8  RNA 提取和 real-time PCR 实验　　血管使用

TRIzol 法提取总 RNA 后，使用 Nanodrop 2000 测

量样本浓度。将 2 μg 的各样本 RNA 反转录为

cDNA。使用 Bio-RAD CFX Connect PCR 仪扩增目

的基因，反应条件为 95 °C 2 min，95 °C 15 s，60 °C 
30 s (40 个循环 )。以 GAPDH 作为内参。基因的表

达水平以得到的相应的 Ct 值用 2–ΔΔCt 进行计算。
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Alox12 上游引物 5′-ATGAGATGCCTCCCAGGACT-3′，
Alox12 下游引物 5′-CCACCTGTGCTCACTACCTG-3′，
Alox15 上 游 引 物 5′-GGCTCCAACAACGAGGTC-
TAC-3′，Alox15 下游引物 5′-AGGTATTCTGACA-
CATCCACCTT-3′，GAPDH 上游引物 5′-AATGCATCCT-
GCACCACC-3′， GAPDH 下游引物 5′-ATGCCAGT- 

GAGCTTCCCG-3′。
1.9  统计学分析　　实验数据用 mean ± SD 表示。

采用 SPSS 20.0 统计软件进行统计学分析。符合正

态分布的两组之间比较采用非配对 t 检验，多组之

间的比较采用 one-way ANOVA。对于非正态分布

的数据，两组之间比较使用非参数检验。以 P < 0.05
为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  慢性肾衰血管钙化模型的建立

我们采用两步法对小鼠进行 5/6 肾切除手术，

并给予高磷喂饲和高盐饮水。术后 6 周对主动脉弓

部血管进行茜素红染色和 Von Kossa 染色明确钙沉

积情况，与假手术组 (Sham)相比，肾切除组 (Surgery)
血管有显著的钙沉积 ( 图 1A)。对主动脉全长进行钙

含量测定，肾切除组血管钙含量明显升高 ( 图 1B)。

图   1. 5/6肾切除诱导血管钙化形成

Fig. 1. 5/6 nephrectomy induced vascular calcification. A: Representative Alizarin Red S and Von Kossa staining of aortic arch in the 
sham and surgery groups 6 weeks after induction of calcification. Scale bar, 200 µm. B: Aortic calcium levels after induction of calci-
fication. The calcium content was normalized to the weight of the aorta (n = 3–4 per group). Mean ± SD, *P < 0.05 vs Sham group.

2.2  花生四烯酸脂氧酶途径代谢产物在钙化血管中

显著升高

为了明确花生四烯酸脂氧酶代谢在钙化血管中

的变化情况，我们将对照及钙化血管进行花生四烯

酸代谢产物的 LC-MS 分析，检测到脂氧酶途径的 9
种代谢产物，包括 12-HETE、11-HETE、15-HETE、
9-HETE、5-HETE、8-HETE、6R-LXA4、15-oxo-ETE
和 LTB4 ( 图 2)。其中，12-HETE 在对照及钙化血

管中含量最高。多种脂氧酶代谢产物在钙化血管中

升高，包括 12-HETE、11-HETE、15-HETE、9-HETE、
5-HETE、8-HETE 和 15-oxo-ETE，其中 12-HETE 是

升高最显著的代谢产物 [(15.1 ± 6.5) ng/mg vs (153.1 ± 
136.7) ng/mg)]。
2.3  Alox15在钙化血管中表达增加

12-HETE 是花生四烯酸的代谢产物，主要由活

图    2. 钙化血管中花生四烯酸脂氧酶代谢产物的含量

Fig. 2. The contents of arachidonic acid lipoxygenase (LOX) 
metabolites detected by using liquid chromatography/mass spec-
trometry (LC-MS) analysis in calcified aorta. Mean ± SD, n = 3. 
*P < 0.05, ***P < 0.001 vs Sham group.
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化的 PLA2 释放花生四烯酸后，经 Alox12 和 Alox15
催化花生四烯酸代谢生成 [7]。我们通过 real-time PCR
方法检测产生 12-HETE 的关键代谢酶 Alox12 和

Alox15 的表达情况。结果显示，与对照血管相比，

钙化的血管中 Alox12 mRNA 表达没有变化，Alox15 
mRNA 表达显著升高 ( 图 3)。因此，我们推测表达

升高的 Alox15 是钙化血管中 12-HETE 累积的可能

原因。

2.4  抑制Alox15活性促进血管钙化的发生

为了明确 Alox15/12-HETE 在血管钙化中的作

用，我们使用 Alox15 特异性抑制剂 PD146176 抑制

Alox15 的活性和 12-HETE 的产生。利用 ELISA 试

剂盒检测血浆 12-HETE 的含量，发现肾切除术后

血浆 12-HETE 升高，使用 Alox15 抑制剂 PD146176

图   3. Alox12和Alox15在钙化血管中的表达

Fig. 3. Alox15 mRNA expression was elevated in calcified aorta. 
Alox12 and Alox15 in aortas of sham and surgery groups were 
detected by real-time PCR. Mean ± SD, n = 4, **P < 0.01 vs 
Sham group.

图   4. 给予Alox15特异性抑制剂PD146176促进血管钙化的发生

Fig. 4. Alox15 specific inhibitor PD146176 (PD) accelerated vascular calcification. A: Concentration of plasma 12-HETE in sham, 
surgery+DMSO and surgery+PD groups was detected by ELISA kit (n = 3–5 per group). B: Aortic calcium levels in sham, 
surgery+DMSO and surgery+PD groups after induction of calcification. The calcium content was normalized to the weight of the aorta 
(n = 4–6 per group). C: Representative Alizarin Red S staining of aortic arch in the sham, surgery+DMSO and surgery+PD groups 
6 weeks after induction of calcification. Scale bar, 100 µm. Mean ± SD, *P < 0.05, **P < 0.01 vs Sham group, #P < 0.05 vs Surgery+ 
DMSO group.
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可显著降低血浆 12-HETE 水平 ( 图 4A)。通过对假

手术组 (Sham)、肾切除 +DMSO 组 (Surgery + DMSO)
和肾切除 +PD146176 组 (Surgery + PD) 的主动脉弓

部和主动脉全长的检测发现，PD146176 促进了弓

部血管的钙沉积 ( 图 4B) 和主动脉全长的钙含量 ( 图
4C)，加剧了血管钙化的发生和发展。

3  讨论

血管钙化是增加心血管疾病发病率和死亡率的

重要危险因素，也是慢性肾病发生心血管并发症及

死亡的重要预后不良因素 [8]。在本研究中，我们发

现钙化血管中花生四烯酸脂氧酶代谢产物增加，抑

制 Alox15/12-HETE 信号轴加重了血管钙化，提示

其在血管钙化过程中发挥保护作用。

正常情况下花生四烯酸以酯键形式结合在细胞

膜上，当炎症发生时，经 PLA2 催化细胞膜膜磷脂

释放。随后，花生四烯酸在环氧酶和脂氧酶的作用

下合成类二十烷酸，调控炎症反应的强度和持续时

间 [9]。在多种心血管疾病中，都存在花生四烯酸代

谢的改变。在动脉粥样硬化斑块中，Alox5 代谢产

物白三烯 [10]、Alox12 代谢产物 12(S)-HETE 升高 [11]。

心肌梗死发生后，脂氧酶代谢产物增加，促进心肌

梗死后的修复 [12]。钙化培养基刺激血管平滑肌细胞，

显著增加花生四烯酸代谢产物 PGE2 的产生。在本

研究中，我们发现钙化的血管中花生四烯酸脂氧酶

代谢产物 12-HETE、11-HETE、15-HETE 等含量增

加，提示脂氧酶通路可能在血管钙化中发挥作用。

在钙化的血管中，我们发现 12-HETE 是升高最

显著的脂氧酶代谢产物。Alox12 和 Alox15 是产生

12-HETE 的主要代谢酶，活化的单核巨噬细胞 [13]

以及内皮细胞 [13] 中 Alox12 和 Alox15 代谢产生 12-
HETE。在人和兔的动脉粥样硬化斑块中，检测到

Alox15 与氧化脂质共定位 [14]。在本研究中，我们

发现钙化血管中 Alox15 转录水平显著升高，提示

Alox15 表达增加可能是钙化血管 12-HETE 含量增

加的原因。但 Alox15 在钙化血管中的蛋白水平以

及酶活性是否同样增加还需进一步实验验证。

脂氧酶属于氧化还原酶，是一类含血红素铁的

蛋白质，能催化花生四烯酸发生氧化。氧化的脂质

随后发生生物反应，通过特定细胞表面受体激活细

胞信号转导通路或者进一步代谢成有效的脂质介质

而发挥生物学作用。血管钙化通常伴随着血管炎症

反应升高，管壁浸润的炎症细胞及血管外脂肪分泌

细胞因子、趋化因子、基质金属蛋白酶等构成了血

管的炎症微环境。促炎和抑炎因子共同调控血管炎

症微环境。而脂氧酶是合成促炎消退脂质介质 (spe-
cialized proresolving mediators, SPMs) 的关键酶。促

炎消退脂质通过抑制中性粒细胞募集、诱导炎症细

胞凋亡及清除组织细胞碎片等方式促进炎症机体恢

复稳态。已有研究报道，急性心肌梗死后，单核巨

噬细胞通过脂氧代谢合成 SPMs，促进炎症消退和

心肌梗死后的修复
[12]。抑制产生 12-HETE 的代谢

酶 Alox12 表达会加剧内皮细胞和血管平滑肌细胞

的炎症反应 [15]。12-HETE 可调节脑缺血后过氧化

物酶体增殖物激活受体 γ (peroxisome proliferators- 
activated receptor γ, PPARγ) 的活性及缺血诱导的炎

症反应 [16]。活化的 PPARγ 可通过抑制促炎转录因

子 NF-κB 表达从而抑制炎症反应 [17]。我们在小鼠

钙化的血管中检测到 12-HETE 是钙化血管中升高

最显著的脂氧酶代谢产物，抑制产生 12-HETE 的

关键代谢酶Alox15可促进血管钙化。这些结果提示，

Alox15/12-HETE 通路对血管钙化有保护作用，可

能通过调控血管炎症反应进而抑制血管钙化的发

生。具体调控的分子机制还需要进一步实验验证。

总之，本研究结果显示钙化血管中花生四烯酸

脂氧酶 Alox15 及其代谢产物增加，抑制 Alox15/ 
12-HETE 通路加剧血管钙化的发生，表明花生四烯

酸代谢在血管钙化中的重要作用，可能为血管钙化

的治疗提供新思路。
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