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　　［摘要］　目的　原代培养人主动脉瓣间质细胞并建立体外瓣膜细胞钙化模型，诱导人主动脉瓣间质细胞向成骨细胞分
化，并观察其表型变化。方法　采用胶原酶两次消化法原代培养人主动脉瓣间质细胞，取传代３～７代间质细胞，随机分为２
组，实验组以钙化诱导培养基培养，对照组以标准培养基培养。１周后，行ｖｏｎＫｏｓｓａ染色观察钙化结节形成情况，分光光度计

测定碱性磷酸酶活性，免疫荧光染色检测瓣膜间质细胞表型蛋白，ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ及蛋白质印迹分析检测成骨相关因子的表达，

评价模型建立情况。结果　培养１周后实验组出现钙化结节，每孔钙化结节数量［（５１．２０±１４．３１）个］高于对照组［（３．６０±
１．８２）个］，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），同时实验组碱性磷酸酶活性较对照组升高（约上升４倍，Ｐ＜０．０５），细胞收缩表型平

滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）增高。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ及蛋白质印迹分析提示，实验组中成骨相关因子Ｒｕｎｘ２、ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ及ｏｓｔｅｏｐｏｎ

ｔｉｎ在ｍＲＮＡ及蛋白水平均较对照组升高，磷酸化Ｓｍａｄ１／５／８蛋白表达也同时升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结

论　成功建立了人主动脉瓣间质细胞体外诱导钙化模型，诱导后间质细胞呈现相对激活状态，表型向收缩表型和成骨表型转
化，为今后实验提供了可靠的细胞模型。
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　　既往认为钙化性主动脉瓣疾病（ｃａｌｃｉｆｉｃａｏｒｔｉｃ

ｖａｌｖｅｄｉｓｅａｓｅ，ＣＡＶＤ）为不可调控的退行性改变，但

近年来临床研究发现，瓣膜钙化是类似成骨样分化

的主动过程，并涉及多个成骨相关因子的调节［１］。

瓣膜间质细胞（ｖａｌｖｅｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｃｅｌｌｓ，ＶＩＣｓ）向成骨

细胞样细胞表型的主动转化是主动脉瓣钙化病理改
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变的基础之一［２］。ＶＩＣｓ是主动脉瓣中的主要细胞，

起着维持瓣膜正常生理功能的重要作用，在疾病条

件如感染、自身炎性反应等情况下，ＶＩＣｓ可能发生

功能受损乃至表型转化，从而导致异常瓣膜病变的

发生［３５］。为了深入研究主动脉瓣病理生理改变的细

胞学基础，有必要体外分离和培养ＶＩＣｓ并建立瓣膜

病理形态发生的体外细胞实验模型。但因瓣膜钙化

的发病机制尚未明确，国内对人瓣膜间质细胞

（ｈＶＩＣｓ）体外分离、培养的方法尚报道不多。本研究

以酶消化法为基础，总结一种方便、快捷、重复性高的

ｈＶＩＣｓ分离、培养方法并进一步建立体外钙化诱导模

型，从而为瓣膜细胞学体外研究奠定基础。

１　材料和方法

１．１　标本收集　人主动脉瓣来源于２０１１年６月至

２０１２年１２月期间在第二军医大学长海医院行尸检

及心脏移植的患者，本实验经患者或其直系亲属同

意。排除所有心源性死亡及生前被诊断有动脉粥样

硬化及先天性心脏瓣膜疾病的患者。瓣膜切除后进

一步排除肉眼观察到有瓣膜增厚的标本。

１．２　原代ｈＶＩＣｓ分离和培养　将主动脉瓣叶浸于

２ｍｇ／ｍＬⅡ型胶原酶（Ｓｉｇｍａ，美国）溶液中，３７℃培

养箱孵育４０ｍｉｎ后取出置于无菌操作台，以无菌棉

签轻轻擦拭瓣膜表面，刮擦下内皮细胞层。之后将

瓣膜小心剪成３ｍｍ×３ｍｍ的小片，再次置于Ⅱ型

胶原酶溶液中，于３７℃培养箱孵育１２０ｍｉｎ后取出。

滤去瓣膜残渣，重悬混匀，移入培养皿，常规培养。

１．３　实验分组　取传代３～７代的ｈＶＩＣｓ，以１×

１０５／ｍＬ的密度种植于６孔板内，随机分为对照组和

实验组。对照组以细胞培养基（ＤＭＥＭ）＋１０％胎

牛血清（ＦＢＳ）培养。实验组间质细胞接受钙化诱导

培养：０．１％ ＦＢＳ，５０ｎｇ／ｍＬ 骨形态发生蛋白２
（ＢＭＰ２），１００ｎｍｏｌ／Ｌ地塞米松，５０μｇ／ｍＬ抗坏血

酸，５ｍｍｏｌ／Ｌβ甘油磷酸（Ｓｉｇｍａ，美国）。隔２ｄ换

液１次，培养７ｄ。

１．４　直接荧光标记法检测ｈＶＩＣｓ表型蛋白　１００μＬ
细胞悬液中加入异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）标记的平滑

肌肌动蛋白（αＳＭＡ）单抗（Ａｂｃａｍ，美国）和波形蛋白

（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）单抗（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，美国）５μＬ，混匀，同时做

ＦＩＴＣ标记的Ｉｇ同型对照，３７℃避光孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ
洗涤细胞２次，加入２００μＬＰＢＳ，混匀，以（ＢＤ，美国）

检测其上标记的荧光素被激发后发出的荧光。

１．５　ｖｏｎＫｏｓｓａ染色　除去培养基，ＰＢＳ洗３次，

４％多聚甲醛固定１０ｍｉｎ，蒸馏水洗３次，浸入新配

制的５％硝酸银溶液中，紫外灯照射１ｈ，蒸馏水洗３
次，５％硫代硫酸钠还原２ｍｉｎ，蒸馏水洗３次，梯度

浓度乙醇脱水，镜下观察，记录钙化结节数。

１．６　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测成骨相关因子Ｒｕｎｘ２、ｏｓ

ｔｅｏｃａｌｃｉｎ、Ｓｍａｄ１和ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎｍＲＮＡ的表达　常

规提取ｍＲＮＡ，反转录为ｃＤＮＡ后，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ嵌

合荧光定量ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ（ＯｎｅＳｔｅｐＳＹＢＲＰｒｉｍｅ

ＳｃｒｉｐｔＲＴＰＣＲ ＫｉｔⅡ）检测 Ｒｕｎｘ２、ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ、

Ｓｍａｄ１和ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎｍＲＮＡ表达。ＰＣＲ引物设计

见表１。反应条件：９４℃预变性３０ｓ；９４℃变性５ｓ，

６０℃退火３０ｓ，４０个循环。以βａｃｔｉｎ为内参，根据

２－ΔΔＣｔ法 计 算 Ｒｕｎｘ２、ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ、Ｓｍａｄ１ 和 ｏｓ

ｔｅｏｐｏｎｔｉｎｍＲＮＡ表达量。设对照组的表达量为１，

计算实验组中各个因子的相对表达量。

表１　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ引物序列

Ｔａｂ１　ＰｒｉｍｅｒｓｆｏｒｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

Ｇｅｎｅ Ｆｏｒｗａｒｄ Ｒｅｖｅｒｓｅ

βａｃｔｉｎ ５′ＡＡＣＡＧＣＣＧＣＣＴＡＧＡＡＧＣＡＣ３′ ５′ＣＧＴＴＧＡＣＡＴＣＣＧＴＡＡＡＧＡＣＣ３′

Ｒｕｎｘ２ ５′ＡＧＣＴＴＣＴＧＴＣＴＧＴＧＣＣＴＴＣＴＧＧ３′ ５′ＧＧＡＧＴＡＧＡＧＡＧＧＣＡＡＧＡＧＴＴＴ３′

Ｓｍａｄ１ ５′ＴＴＣＣＡＴＧＣＣＴＣＣＴＣＣＡＣＡＡＧ３′ ５′ＡＧＧＣＡＴＴＣＧＧＣＡＴＡＣＡＣＣＴＣ３′

Ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ ５′ＴＴＣＣＡＡＧＴＡＡＧＴＣＣＡＡＣＧＡＡＡＧ３′ ５′ＧＴＧＡＣＣＡＧＴＴＣＡＴＣＡＧＡＴＴＣＡＴ３′

Ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ ５′ＣＴＴＴＧＴＧＴＣＣＡＡＧＣＡＧＧＡ３′ ５′ＣＴＧＡＡＡＧＣＣＧＡＴＧＴＧＧＴＣＡＧ３′

１．７　成骨相关蛋白的蛋白质印迹检测　提取

ｈＶＩＣｓ中总蛋白，将含抑制剂的预冷蛋白抽提试剂

加入获得的ｈＶＩＣｓ中（２×１０６细胞中加入３０μＬ抽

提试剂）。经蛋白含量测定后，凝胶电泳，Ｒｕｎｘ２、

ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ、Ｓｍａｄ１、ｏｓｔｅｏｐｏｔｉｎ、磷酸化Ｓｍａｄ１／５／８

（ｐＳｍａｄ１／５／８）一抗 （ＳａｎｔａＣｒｕｚ，美国）及二抗

（ＰｒｏｔｅｉｎＴｅｃｈ，美国）依次孵育，以βａｃｔｉｎ（Ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｔｅｃｈ，美国）为内参照，凝胶成像分析系统分析结果。

１．８　碱性磷酸酶（ＡＬＰ）活性测定　每组设５个样

本，收集细胞后，以ＰＢＳ洗涤３次，加入细胞裂解
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液，震荡３０ｓ。按照试剂盒（碧云天生物技术有限公

司，中国）说明操作：１ｍＬ缓冲液３７℃孵育３ｍｉｎ
后加入样品２０μＬ，混匀并保温孵育３０ｓ，加入２５０

μＬ底物液，混匀并保温孵育３０ｓ，分光光度计读取

４０５ｎｍ波长处２ｍｉｎ内光密度（Ｄ）值变化，根据标

准曲线计算ＡＬＰ活性。考马斯亮蓝法测定样本中

蛋白含量，ＡＬＰ活性用蛋白含量标定。

１．９　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计

分析，所有连续变量以珚ｘ±ｓ表示，若符合正态分布，

则采用单因素方差分析；如不符合正态分布，则采用

非参数检验。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ｈＶＩＣｓ的形态与表型鉴定　原代培养的间质细

胞在约１２ｈ时开始贴壁，初呈圆形，形态完整，之后伸

展呈梭形，并开始分裂增殖。瓶中还可见部分尚未消

化完全的瓣膜间质成分。换液１～２次后得到纯净背

景的单层间质细胞，界限清楚，１周左右即可形成连续

细胞单层，间质细胞呈梭形或纺锤形，生长排列呈放

射状或漩涡状走行（图１Ａ），经成骨细胞分化诱导培

养后，ｈＶＩＣｓ密度增高，互相重叠生长并表现出明显

的聚集样生长趋势（图１Ｂ）。细胞表型鉴定见原代主

动脉瓣ｈＶＩＣｓ中αＳＭＡ阳性细胞约占４０．７％（图

１Ｃ），Ｖｉｍｅｎｔｉｎ阳性细胞约占９９．０％（图１Ｄ）。经钙化

诱导培养１周后，再次行αＳＭＡ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ荧光标记，

检测发现，αＳＭＡ阳性细胞增多（约占５０．７％，图

１Ｅ），Ｖｉｍｅｎｔｉｎ阳性细胞稍减少（约占９５．２％，图１Ｆ）。

２．２　ｈＶＩＣｓ的钙化情况　经钙化诱导培养７ｄ后，

ｖｏｎＫｏｓｓａ染色可见ｈＶＩＣｓ的胞外基质中有钙化结

节形成（图２），随机在实验组与对照组中各抽取５
孔计数比较，实验组钙化结节数增多（５１．２０±１４．３１

ｖｓ３．６０±１．８２，Ｐ＜０．０５）。

图１　原代培养ｈＶＩＣｓ经成骨细胞分化诱导后细胞形态学观察

Ｆｉｇ１　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｈＶＩＣｓａｆｔｅｒｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

ｈＶＩＣｓ：Ｈｕｍａｎｖａｌｖｅｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｃｅｌｌｓ；αＳＭＡ：αｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ．Ａ：ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓｏｆｈＶＩＣｓｕｎｄｅｒｏｐｔｉｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ；

Ｂ：ＮｏｄｕｌｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎｈＶＩＣｓ１ｗｅｅｋａｆｔｅｒｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ；Ｃ：αＳＭＡｐｏｓｉｔｉｖｅｈＶＩＣｓｉｎｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ；Ｄ：ＶｉｍｅｎｔｉｎｐｏｓｉｔｉｖｅｈＶＩＣｓｉｎ

ｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ；Ｅ：αＳＭＡｐｏｓｉｔｉｖｅｈＶＩＣｓｉｎｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓｍｅｄｉｕｍ；Ｆ：ＶｉｍｅｎｔｉｎｐｏｓｉｔｉｖｅｈＶＩＣｓｉｎｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓｍｅｄｉｕｍ

图２　ＶｏｎＫｏｓｓａ染色结果

Ｆｉｇ２　ＶｏｎＫｏｓｓａｓｔａｉｎｉｎｇ
Ａ：Ｈｕｍａｎｖａｌｖｅｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｃｅｌｌｓ（ｈＶＩＣｓ）ｉｎｇｒｏｗｔｈｍｅｄｉ

ｕｍ；Ｂ：ＣａｌｃｉｕｍｄｅｐｏｓｉｔｓｏｆｈＶＩＣｓｉｎｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓｍｅｄｉｕｍ

２．３　ｈＶＩＣｓ中成骨相关因子ｍＲＮＡ的表达　Ｒｅａｌ

ｔｉｍｅＰＣＲ 结 果 表 明，实 验 组 细 胞 中 Ｒｕｎｘ２
（２．３８±０．１２）、ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ（１．７０±０．１６）、ｏｓｔｅｏｐｏｎ

ｔｉｎ（１．７４±０．３４）的ｍＲＮＡ表达与对照组相比均升

高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；Ｓｍａｄ１ｍＲＮＡ
（１．１４±０．１０）在两组间未见明显变化（图３）。

２．４　ｈＶＩＣｓ中成骨相关蛋白的表达　蛋白质印迹分

析结果显示，实验组中Ｒｕｎｘ２、ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ和ｏｓｔｅｏｐｏｎ

ｔｉｎ蛋白表达均较对照组升高，ｐＳｍａｄ１／５／８表达也同
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时上升（图４），差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

图３　钙化相关基因ｍＲＮＡ表达

Ｆｉｇ３　Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ
Ｐ＜０．０５ｖｓｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

图４　钙化诱导刺激后钙化相关蛋白表达

Ｆｉｇ４　Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ

ｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ

２．５　ｈＶＩＣｓ中 ＡＬＰ活性　实验组 ＡＬＰ活性较对

照组升高［（０．１１±０．０１７）Ｕ／μｇ蛋白ｖｓ（０．０３±

０．００４）Ｕ／μｇ蛋白，Ｐ＜０．０５），提示经过７ｄ培养实

验组成熟的成骨细胞活性增高。

３　讨　论

　　手术是目前治疗ＣＡＶＤ唯一行之有效的方法。

为了减轻该病对患者家庭及整个社会带来的沉重负

担，探讨主动脉瓣瓣膜钙化的机制，研究阻断其病理

进程的可能性已经成为近年来心脏外科医师关注的

热点之一。

　　近年来的研究证实，退行性主动脉瓣膜疾病中

瓣叶钙沉积和骨形成是一项主动调控过程，包含有

炎症反应，ＶＩＣｓ表型转化、凋亡，新生血管形成及矿

物质沉积等多种病理改变［６９］。成骨细胞特异性转

录因子Ｒｕｎｘ２等多个成骨细胞和骨组织标记物表达

上升，提示主动脉瓣钙化是有钙化相关因子参与的

主动调控过程［８，１０１１］，而ＶＩＣｓ向成骨细胞表型的转

化被认为是这一过程的细胞学基础［１２］。ＶＩＣｓ是构

成主动脉瓣的主要成分，广泛分布于主动脉瓣各层

结构，可以在环境因子调控下保持不同的生理功能，

表现不同的表型特征［１２］。目前认为，静息型 ＶＩＣｓ
被激活后向成骨细胞型转化是ＣＡＶＤ的发病关键。

因此，建立简易、有效、稳定的体外瓣膜钙化模型尤

其是ｈＶＩＣｓ的体外钙化模型非常必要。

　　本研究采用胶原酶两次梯度消化法从人主动脉

瓣中分离并体外培养ｈＶＩＣｓ，以含有ＢＭＰ２的钙化

诱导培养基诱导钙化，从而实现瓣膜细胞体外对

ｈＶＩＣｓ的钙化诱导培养。其中，ＢＭＰ２／Ｓｍａｄｓ／

Ｒｕｎｘ２信号通路是骨组织形成过程中间充质细胞分

化为成骨细胞及骨细胞外基质合成、分泌所必需

的［１３］；β磷酸甘油属于有机磷类，是 ＡＬＰ的作用底

物，分解后能产生磷酸盐，供给体外钙化所必需的磷

离子，从而促进细胞钙沉积；抗坏血酸能促进软骨细

胞的成熟化，也是胶原合成所必需；地塞米松则可能

是通过提高靶细胞对其他因子的敏感性来促进钙化

作用［１４１５］。我们以此钙化培养基体外诱导７ｄ，镜下

可见ｈＶＩＣｓ开始呈聚集样生长，细胞个体也较刺激

前增大，细胞呈多角样，细胞核颜色变深，且免疫荧

光提示ｈＶＩＣｓ开始表达更多的肌成纤维细胞表型

（表现为 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达降低而αＳＭＡ 表达增

高），表明本实验成功刺激ｈＶＩＣｓ向成骨细胞开始分

化。本实验采用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ及蛋白质印迹检测

发现：成骨相关因子 Ｒｕｎｘ２、ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ、Ｓｍａｄ１及

ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ活性均较对照组升高。其中，Ｓｍａｄ１家

族是ＢＭＰｓ的胞内信号转导蛋白，被ＢＭＰ２激活磷

酸化后诱导一系列下游因子，如 Ｒｕｎｘ２等的表

达［１３］；Ｒｕｎｘ２是成骨细胞发生和分化必需的特异性

转录因子，被激活后能诱导多潜能间充质干细胞向

成骨细胞表型分化，并激活多个下游成骨基因转录，

是成骨细胞分化、骨发育的重要调节因素［１６１８］；ｏｓ

ｔｅｏｃａｌｃｉｎ、ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ及ＡＬＰ则被认为是矿物质累

积过程中形成羟基磷石灰的关键，也是成熟成骨细

胞的重要表型标志［１５，１９２０］。因而本实验所得结果可

证实ｈＶＩＣｓ在ＢＭＰ２相关信号通路激活后，已经转

化成为具有活性的成骨细胞样细胞。

　　目前，国内外采用原代ｈＶＩＣｓ为观察对象直接

探讨瓣膜钙化机制研究尚属少见。由于瓣膜功能的

特殊性，寻找适当的体外细胞病理模型一直是研究

ＣＡＶＤ的关键。相较于以往多采用的猪或鼠的
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ＶＩＣｓ，本实验所采用的来源于人的原代培养 ＶＩＣｓ
更接近于病变在患者体内发生时的实际情况，更利

于观察人内皮细胞对间质细胞表型转化的调控作

用。本实验体外诱导ｈＶＩＣｓ钙化并观察其表型变

化，结果证实瓣膜钙化与骨组织钙化类似，为主动可

调控过程，针对ｈＶＩＣｓ表型转化中关键作用基因进

行针对性干预可能是未来瓣膜病治疗的方向。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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