
书书书

第二军医大学学报　２０１１年６月第３２卷第６期　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｊｕｎ．２０１１，Ｖｏｌ．３２，Ｎｏ．６

·６１７　　 ·

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２０１１．００６１７ ·论　著·

钙化性主动脉瓣疾病瓣膜间质细胞的生物学特征分析
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　　［摘要］　目的　初步分析钙化性主动脉瓣疾病（ｃａｌｃｉｆｉｃａｏｒｔｉｃｖａｌｖｅｄｉｓｅａｓｅ，ＣＡＶＤ）瓣膜间质细胞的生物学特征，为后续
研究奠定基础。方法　采用组织块接种和免疫磁珠法分选正常主动脉瓣和ＣＡＶＤ瓣膜间质细胞，观察其形态学和行为学特
征。通过免疫细胞化学染色和流式细胞术分析ＣＡＶＤ瓣膜间质细胞免疫表型的改变。结果　与正常主动脉瓣瓣膜间质细
胞相比，ＣＡＶＤ瓣膜间质细胞呈肌纤维母细胞和成骨细胞形态，当细胞达到一定密度后细胞自发性收缩、聚集样生长并形成钙

化结节。体外培养的ＣＡＶＤ瓣膜间质细胞表达肌纤维母细胞标志物αＳＭＡ和成骨细胞标志物碱性磷酸酶（ＡＬＰ）。结

论　ＣＡＶＤ瓣膜间质细胞生物学特征的改变可能是导致主动脉瓣增厚、钙化和交界融合的重要因素。
　　［关键词］　钙化性主动脉瓣疾病；瓣膜间质细胞；α平滑肌动蛋白；碱性磷酸酶；成骨细胞
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　　钙化性主动脉瓣疾病（ｃａｌｃｉｆｉｃａｏｒｔｉｃｖａｌｖｅｄｉｓ
ｅａｓｅ，ＣＡＶＤ）又称退行性心脏瓣膜疾病，是老年人
最常见的心脏瓣膜疾病［１２］。除外科手术换瓣治疗
外，目前尚缺乏有效的药物防治方法，严重影响老年
人的生活质量及寿命。随着我国逐步步入老龄化社
会，这一问题将日渐突出。瓣膜间质细胞的生理意
义及其在ＣＡＶＤ中的生物学特征的改变引起越来
越多的国内外学者的关注［３］，对其研究有可能揭示

ＣＡＶＤ的病理机制。因此，本研究体外分离培养

ＣＡＶＤ瓣膜间质细胞，观察其生物学特征，初步分析

其免疫学表型，为从细胞水平揭示ＣＡＶＤ的发生、
发展规律奠定基础。

１　材料和方法

１．１　标本来源及处理　选取２０１０年５月至２０１０年

１２月，在第二军医大学长海医院胸心外科行手术切除
的ＣＡＶＤ主动脉瓣新鲜标本（２２例），患者平均年龄
（５８±１０）岁，男女性别比１４／８。同时选取５例非心源
性和结缔组织疾病死亡的尸检患者主动脉瓣作为正

常对照。部分标本经３．７％中性甲醛固定２４ｈ后包
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埋切片；部分标本用于瓣膜间质细胞的分离培养。

１．２　苏木精伊红（ＨｅｍａｔｏｘｙｌｉｎａｎｄＥｏｓｉｎ，ＨＥ）

染色　石蜡包埋组织切片（４～５μｍ）常规脱蜡至

水，苏木精染色８ｍｉｎ，自来水冲洗；盐酸乙醇分化

３０ｓ；自来水浸泡返蓝１０ｍｉｎ或温水（约５０℃）浸泡

５ｍｉｎ；置伊红液２ｍｉｎ；梯度乙醇脱水，二甲苯透明，

中性树胶封固。

１．３　苦味酸酸性复红维多利亚蓝染色　石蜡包埋

组织切片（４～５μｍ）常规脱蜡至水，蒸馏水洗，入７０％
乙醇浸洗２ｍｉｎ，将切片浸入盛有维多利亚蓝的染液

中染色１～２ｈ，直接入９５％乙醇中分色５ｓ，蒸馏水洗

２ｍｉｎ。ｖａｎＧｉｅｓｏｎ液染色２～３ｍｉｎ，直接用无水乙醇

冲洗脱水２次，二甲苯透明，中性树胶封固。

１．４　瓣膜间质细胞的分离及培养　取手术切除的

正常心包采用组织块接种法培养瓣膜间质细胞，并采

用免疫磁珠阴性分选的方法去除ＣＤ３１阳性的内皮细

胞。即收集处于对数生长期的细胞，加入鼠抗人

ＣＤ３１（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），４℃孵育３０ｍｉｎ；用ＰＢＳ洗细

胞２次，离心去上清；再加ＰＢＳ（１×１０８细胞／ｍｌ）充分

混悬细胞后，加入羊抗小鼠ＩｇＧ（二抗）的免疫磁珠

（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，美国）混匀；４℃孵育３０ｍｉｎ；利用磁

极（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，美国）分别分选出ＣＤ３１阳性细胞

和ＣＤ３１阴性细胞。分选出瓣膜间质细胞常规接种在

含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基中。

１．５　免疫细胞化学染色　瓣膜间质细胞制备成单细
胞悬液后，接种到载玻片，放置于３７℃、５％ＣＯ２培养
箱中培养１８ｈ后行免疫细胞化学染色。即ＰＢＳ洗３
次，ＴｒｉｔｏｎＸ１００破膜３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，细胞与鼠
单克隆抗体在３７℃孵育１ｈ，ＰＢＳ洗３次，随后加入

ＦＩＴＣ标记的兔抗鼠的二抗，３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗

３次，荧光共聚焦显微镜拍照。所用一抗为：Ｖｉｍｅｎｔｉｎ
（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，工作浓度１５０）、αＳＭＡ（Ａｂｃａｍ
公司，工作浓度１５０）和碱性磷酸酶（Ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓ
ｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ；Ａｂｃａｍ公司，工作浓度１５０）抗体。

１．６　流式细胞术分析细胞免疫表型　收集２×１０５

细胞，预冷ＰＢＳ洗２次，各管细胞中加入一抗５μｌ，

３７℃孵育３０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗涤３遍，加入ＦＩＴＣ标记的
二抗，３７℃避光孵育３０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗涤３遍，用流式
细胞仪进行检测。

１．７　钙盐染色（ｖｏｎＫｏｓｓａ染色法）　培养细胞添
加钙化结节诱导培养基（ＤＭＥＭ 培养基，１０ｎｇ／ｍｌ
ＴＧＦβ１，０．５％ ＦＢＳ，１０ｍｍｏｌ／Ｌβ甘油磷酸和１．５
ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２）培养２１ｄ后用ＰＢＳ洗２遍，３．７％
中性甲醛固定１０ｍｉｎ；蒸馏水洗３次，浸入５％硝酸

银水溶液中紫外线下染色１ｈ；蒸馏水洗３次，５％硫
代硫酸钠还原２ｍｉｎ，蒸馏水洗３次，梯度乙醇脱水，
镜下观察。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件，分类
变量用百分比表示，统计学处理采用ｔ检验。检验
水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＣＡＶＤ 瓣膜组织学特征　ＨＥ染色可见：

ＣＡＶＤ主动脉瓣瓣膜内大量钙盐沉积（图１Ａ），大部
分瓣叶纤维组织增生，胶原纤维嗜伊红变性、透明变
性（图１Ｂ），部分区域血管增生。苦味酸酸性复红
维多利亚蓝染色显示胶原纤维明显增生，弹力纤维
断裂或消失（图１Ｃ）。

图１　ＣＡＶＤ瓣膜的组织学特征

Ｆｉｇ１　ＨｉｓｔｏｌｏｇｙｏｆＣＡＶＤｖａｌｖｅｓ
Ａ：ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｓｈｏｗｉｎｇｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ；Ｂ：ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｓｈｏｗｉｎｇｆｉ

ｂｒｏｓｉｓ；Ｃ：ＶｉｃｔｏｒｉａｂｌｕｅｖａｎＧｉｅｓｏｎｓｔａｉｎｉｎｇｓｈｏｗｉｎｇｃｏｌｌａｇｅｎｄｅｐｏ

ｓｉｔｉｏｎａｎｄｅｌａｓｔｉｎｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．２　ＣＡＶＤ瓣膜间质细胞的形态学特征　正常瓣
膜间质细胞呈梭形、成纤维细胞样，无特殊的生长形
态；而ＣＡＶＤ的瓣膜间质细胞更为扁平、多角形，呈
肌纤维母细胞和成骨细胞形态（图２）。

２．３　ＣＡＶＤ瓣膜间质细胞的体外行为学特征　正
常瓣膜间质细胞多呈片状生长，无融合现象；而

ＣＡＶＤ的瓣膜间质细胞达到一定密度后细胞自发性
收缩并聚集生长（图３）。在含钙培养基培养下，结
节内更容易有钙盐沉积，此时ｖｏｎＫｏｓｓａ染色阳性，
结节呈棕褐色。

２．４　瓣膜间质细胞的免疫表型　正常瓣膜间质细
胞同源表达Ｖｉｍｅｎｔｉｎ，不表达肌纤维母细胞标志物

αＳＭＡ和成骨标志物ＡＬＰ；但ＣＡＶＤ瓣膜间质细胞
不仅表达 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ，而且还表达αＳＭＡ、ＡＬＰ（图

４Ａ）。流式细胞术分析表明：ＣＡＶＤ瓣膜间质细胞

αＳＭＡ和ＡＬＰ阳性表达率超过９０％（图４Ｂ），与正
常瓣膜间质细胞相比差异有统计学意义 （Ｐ＜
０．０５）。虽然正常瓣膜间质细胞也表达 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ，但
均不表达αＳＭＡ和ＡＬＰ（图５）。
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图２　正常（Ａ）和ＣＡＶＤ（Ｂ）瓣膜间质细胞的形态学特征

Ｆｉｇ２　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｎｏｒｍａｌ（Ａ）ａｎｄ

ＣＡＶＤ（Ｂ）ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｃｅｌｌｓ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图３　正常（Ａ）和ＣＡＶＤ（Ｂ）瓣膜间质细胞体外生长

Ｆｉｇ３　Ｎｏｒｍａｌ（Ａ）ａｎｄＣＡＶＤ（Ｂ）ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ

ｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｉｎｖｉｔｒｏ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图４　ＣＡＶＤ瓣膜间质细胞的免疫表型分析

Ｆｉｇ４　ＩｍｍｕｎｏｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓｏｆＣＡＶＤｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｃｅｌｌｓ
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图５　正常主动脉瓣瓣膜间质细胞的免疫表型分析

Ｆｉｇ５　Ｉｍｍｕｎｏｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓｏｆｎｏｒｍａｌａｏｒｔｉｃｖａｌｖｅｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｃｅｌｌｓ
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３　讨　论

　　ＣＡＶＤ早期以脂质沉积、致粥样硬化特征性的
泡沫样巨噬细胞及少量 Ｔ淋巴细胞浸润为主要病
理特征；病变进展期表现为主动脉瓣膜增厚、僵硬和
显微镜下钙盐沉积，患者瓣膜功能在此阶段正常或
接近正常；但随着瓣膜内钙盐沉积量增多，逐渐演变
为瓣膜狭窄和（或）关闭不全，患者出现血流动力学
紊乱和临床症状，严重影响患者预后。这提示主动
脉瓣的纤维钙化是 ＣＡＶＤ 病变进展的关键环
节［１，４］。

　　本组ＣＡＶＤ病例的主要组织学特征为瓣叶增
厚纤维化、钙化，交界粘连融合，ＨＥ染色和苦味酸
酸性复红维多利亚蓝染色证实不同程度的胶原纤
维增生和大量钙盐沉积是导致瓣叶增厚纤维化、钙
化的主要原因。αＳＭＡ是导致组织收缩的主要结
构蛋白［５］。本研究证实ＣＡＶＤ瓣膜间质细胞大量
表达肌纤维母细胞标志物αＳＭＡ，体外培养实验进
一步表明表达αＳＭＡ的瓣膜间质细胞具有收缩能
力，可自发性收缩并聚集生长。因此，本研究结果提
示瓣膜间质细胞在致病因素的作用下向着肌纤维母

细胞分化，并逐渐具有收缩能力，ＣＡＶＤ瓣膜间质细
胞的这种生物学特征的改变可能是导致瓣叶增厚纤

维化、交界融合的主要病变基础。

　　作为慢性疾病的一个重要表现，瓣膜钙化是

ＣＡＶＤ最常见的症状之一，是围手术期死亡的一个
重要因素［６］，与疾病的进展密切相关。过去，作为一
种营养不良性改变，钙化都被简单地认为是钙盐在
死亡或变性组织上的异常沉积。但越来越多的证据
表明钙化是一种主动过程［７１０］。同样，本研究也证
实瓣膜钙化不仅是一种被动过程，瓣膜间质细胞生
物学特征的改变可能是导致瓣膜钙化的主要因素：

ＣＡＶＤ瓣膜间质细胞具有成骨细胞免疫表型并表达

ＡＬＰ。ＡＬＰ常作为钙化的分子标志［１０］，其活性被认
为是矿物质沉积过程中羟基磷灰石形成的关键［１１］。
最后，细胞培养研究进一步表明ＣＡＶＤ瓣膜间质细
胞能聚集生长从而形成钙化结节。

　　综上所述，本研究表明在 ＣＡＶＤ发展的过程
中，瓣膜间质细胞生物学特征的改变可能是导致瓣

叶增厚、纤维化、钙化和交界融合的主要因素，因此
以瓣膜间质细胞为靶标进行靶向治疗有可能延缓该

病的进展。
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