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过氧化氢介导人瓣膜间质细胞产生氧化应激细胞模型的建立

熊普熹，韩　林，刘晓红，龚德军，潘卫军，徐志云

第二军医大学长海医院胸心外科，上海２００４３３

　　［摘要］　目的　建立过氧化氢（ｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘｉｄｅ，Ｈ２Ｏ２）介导的瓣膜间质细胞（ｖａｌｖｅｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｃｅｌｌｓ，ＶＩＣｓ）氧化应激

模型，为心脏瓣膜病始发机制的研究以及未来抗氧化治疗药物筛选提供细胞学模型。方法　将分离培养的原代人主动脉瓣

ＶＩＣｓ随机分为对照组和处理组，分别以含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养液和普通培养液＋不同浓度梯度（０、５０、１００、３００、５００、

８００、１０００μｍｏｌ／Ｌ）的 Ｈ２Ｏ２进行培养。采用 ＨＥ染色、ＭＴＴ比色法、ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ双染流式细胞术检测细胞生存能力和凋

亡的发生。结果　处理２４ｈ后，ＭＴＴ结果显示各组 ＶＩＣｓ细胞存活率差异有统计学意义（犘＜０．０１），Ｈ２Ｏ２浓度在５０、１００

μｍｏｌ／Ｌ时细胞存活率与对照组相比升高（犘＜０．０５），随后细胞存活率随 Ｈ２Ｏ２浓度升高开始下降，在８００μｍｏｌ／Ｌ时出现快速

降低的拐点，此时细胞存活率为（６９．８±８．３）％，１０００μｍｏｌ／Ｌ时细胞存活率降为（１４．３±１１．０）％。ＨＥ染色显示在８００

μｍｏｌ／Ｌ时ＶＩＣｓ形态皱缩，胞核固缩。流式细胞检测则进一步证实８００μｍｏｌ／Ｌ时ＶＩＣｓ出现明显凋亡，此时多为中晚期凋亡。

结论　Ｈ２Ｏ２最佳作用浓度为８００μｍｏｌ／Ｌ，作用时间为２４ｈ，在该条件下可成功建立氧化应激细胞模型。

　　［关键词］　过氧化氢；人瓣膜间质细胞；氧化性应激；细胞模型
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１５，３６（１）：１５］

　　瓣膜间质细胞（ｖａｌｖｅｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｃｅｌｌｓ，ＶＩＣｓ）是

瓣膜组织最主要的细胞成分，其生物学行为改变是

导致瓣膜纤维化、钙化的细胞学基础［１２］。过氧化氢

（ｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘｉｄｅ，Ｈ２Ｏ２）是产生氧化应激的主要

诱导剂，Ｍｉｌｌｅｒ等
［３］发现纤维化及钙化的主动脉瓣

组织中 Ｈ２Ｏ２含量较正常瓣膜组织明显升高，提示
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Ｈ２Ｏ２介导的氧化应激在瓣膜纤维化、钙化进展过程

中可能发挥着重要作用。

细胞模型是研究单一因素调控机制的重要方

式，本研究以人ＶＩＣｓ为模型细胞，通过给予不同浓

度 Ｈ２Ｏ２处理，建立 Ｈ２Ｏ２诱导的 ＶＩＣｓ氧化应激细

胞模型，为心脏瓣膜病发病机制研究提供基础。

１　材料和方法

１．１　实验材料　按照伦理学要求并遵循知情同意

原则，搜集长海医院行手术切除的瓣膜标本。

ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）

购自Ｇｉｂｃｏ公司，３０％ Ｈ２Ｏ２购自Ｓｉｇｍａ公司，ＭＴＴ

试剂盒、二甲亚砜（ＤＭＳＯ）购自美国Ａｍｒｅｓｃｏ公司，

ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ细胞凋亡检测试剂盒为凯基生物

公司产品。配制不同浓度梯度（０、５０、１００、３００、５００、

８００、１０００μｍｏｌ／Ｌ）的Ｈ２Ｏ２培养基封口后备用。

１．２　原代人ＶＩＣｓ培养　修剪瓣膜组织为３ｍｍ×

３ｍｍ大小，置于２ｍｇ／ｍＬⅡ型胶原酶中３７℃下孵

育３０ｍｉｎ，用ＰＢＳ冲洗去除内皮细胞；将瓣膜组织

尽可能剪碎，再次置于２ｍｇ／ｍＬⅡ型胶原酶中３７℃

下孵育２ｈ，离心去上清后重悬细胞，置于３７℃、５％

ＣＯ２环境下孵育。

１．３　ＨＥ染色观察ＶＩＣｓ生长活性　细胞爬片后用

不同浓度Ｈ２Ｏ２处理２４ｈ，经固定、ＨＥ染色、返蓝、

脱水、透明、封片后，镜下观察细胞形态。

１．４　ＭＴＴ法检测ＶＩＣｓ相对存活率　将消化后的

细胞种入９６孔板，用不同浓度 Ｈ２Ｏ２处理２４ｈ后，

每孔加入３０μＬＭＴＴ试剂孵育４ｈ，每孔加入１５０

μＬＤＭＳＯ，振荡后静置１０～１５ｍｉｎ，１ｈ后于５７０

ｎｍ波长下测定各孔光密度值，计算细胞存活率并绘

制细胞生长曲线。

１．５　ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ双染流式细胞术检测ＶＩＣｓ凋

亡率　将细胞加入不同浓度 Ｈ２Ｏ２处理２４ｈ后，胰

酶悬起细胞，ＰＢＳ洗涤后离心（２０００ｒ／ｍｉｎ×５

ｍｉｎ），弃上清，加入１００μＬ结合缓冲液后，再加入５

μＬＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ，混匀后避光静置１５ｍｉｎ，再加

入１５０μＬ结合缓冲液，上机检测前加入５μＬＰＩ试

剂，检测后进行数据处理及图像制作。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行统

计学分析，组间比较采用单因素方差分析（ＯｎｅＷａｙ

ＡＮＯＶＡ），数据以珔狓±狊表示，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　分离培养的ＶＩＣｓ形态学观察　刚消化分离的

ＶＩＣｓ呈散在球状，６ｈ后即开始贴壁生长，２４ｈ后基

本完全贴壁。初代细胞培养至第３天时，细胞多呈

球状或短杆状，可见稍有伪足向外伸出（图１Ａ）；初

代细胞培养至第８天时，细胞呈星状或梭形，多量伪

足明显向外延伸并且相互接触汇合，铺满培养皿底

部的细胞镜下观察类似铺路石样（图１Ｂ）；传代至第

２代时，细胞仍呈星状，大量伪足伸出并相互接触融

合（图１Ｃ）；传代至第５代时，细胞形态与上一代基

本一致（图１Ｄ）。

图１　人瓣膜间质细胞（犞犐犆狊）镜下形态

犉犻犵１　犕狅狉狆犺狅犾狅犵狔狅犳犺狌犿犪狀狏犪犾狏犲犻狀狋犲狉狊狋犻狋犻犪犾犮犲犾犾狊（犞犐犆狊）

狌狀犱犲狉狅狆狋犻犮犪犾犿犻犮狉狅狊犮狅狆犲

　Ａ：ＰｒｉｍａｒｙＶＩＣｓｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ３ｄａｙｓ；Ｂ：ＰｒｉｍａｒｙＶＩＣｓ

ｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ８ｄａｙｓ；Ｃ：Ｔｈｅｓｅｃｏｎｄｐａｓｓａｇｅｃｅｌｌｓ；Ｄ：Ｔｈｅ

ｆｉｆｔｈｐａｓｓａｇｅｃｅｌｌｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

２．２　Ｈ２Ｏ２处理后的ＶＩＣｓ形态学观察　对照组细

胞伸出多量伪足，胞质丰富、染为淡红色，边界清楚，

细胞核淡蓝染，核仁清晰可见（图２Ａ），５０、１００μｍｏｌ／Ｌ

Ｈ２Ｏ２处理后的细胞形态与对照组基本一致；３００、５００

μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理组 ＨＥ染色镜下形态与０～１００

μｍｏｌ／Ｌ处理组相比差异不大，仅见少量细胞变小，胞

质染色稍加深（图２Ｂ）；Ｈ２Ｏ２浓度为８００μｍｏｌ／Ｌ时，

可见胞质浓缩、染色加深，伸出的伪足减少、变细，细

胞核固缩、染为蓝黑色，核仁不可辨认，部分细胞脱落

坏死（图２Ｃ）；Ｈ２Ｏ２浓度达１０００μｍｏｌ／Ｌ时，大片细胞

坏死脱落，胞质进一步皱缩，伪足基本消失，部分细胞

核破碎，形成凋亡小体（图２Ｄ）。

２．３　Ｈ２Ｏ２处理对 ＶＩＣｓ生存能力的影响　图３为

Ｈ２Ｏ２浓度与细胞存活率曲线，各组浓度 Ｈ２Ｏ２对细

胞存活率的影响有统计学意义（犘＜０．０１），在５０、

１００μｍｏｌ／Ｌ范围细胞存活率与对照组相比有所升

高（犘＜０．０５），然后开始平缓下降，Ｈ２Ｏ２浓度在

８００μｍｏｌ／Ｌ时，出现明显拐点，此时细胞存活率为

（６９．８±８．３）％（狀＝６）；当浓度达到１０００μｍｏｌ／Ｌ

时，细胞存活率迅速降为（１４．３±１１．０）％（狀＝６）。

·２·
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图２　犎２犗２处理后人瓣膜间质细胞（犞犐犆狊）形态

犉犻犵２　犕狅狉狆犺狅犾狅犵狔狅犳犺狌犿犪狀狏犪犾狏犲犻狀狋犲狉狊狋犻狋犻犪犾犮犲犾犾狊（犞犐犆狊）

犪犳狋犲狉犲狓狆狅狊狌狉犲狋狅犎２犗２

　Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：５００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ；Ｃ：

８００μｍｏｌ／Ｌ Ｈ２Ｏ２ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ；Ｄ：１０００μｍｏｌ／Ｌ Ｈ２Ｏ２

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ．Ａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｓ．ＨＥｓｔａｉ

ｎｉｎｇ，ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．４　Ｈ２Ｏ２处理对 ＶＩＣｓ凋亡的影响　图４为 Ａｎ

ｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ双染流式细胞术检测 ＶＩＣｓ凋亡结果。

对照组细胞凋亡率为（２．８５±０．６９）％，Ｈ２Ｏ２ 处理浓

度为３００μｍｏｌ／Ｌ时细胞凋亡率为（６．０４±０．１７）％，

较对照组明显升高（犘＜０．０１）；５００μｍｏｌ／Ｌ组凋亡

率为（６．８５±０．５０）％，也较对照组明显升高（犘＜

０．０１），但与３００μｍｏｌ／Ｌ组大致相当，说明在３００～

５００μｍｏｌ／Ｌ范围 Ｈ２Ｏ２ 诱导凋亡的作用相对温和；

当Ｈ２Ｏ２ 浓度达８００μｍｏｌ／Ｌ时细胞出现明显凋亡，

总凋亡率为（２２．７６±０．９４）％，较对照组明显升高

（犘＜０．０１），较其他处理组也明显升高（犘＜０．０１），

且以中晚期凋亡为主。

图３　犎２犗２处理后人瓣膜间质细胞（犞犐犆狊）存活率曲线

犉犻犵３　犆狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀犮狅狌狉狊犲犲犳犳犲犮狋狅犳犎２犗２狅狀

狊狌狉狏犻狏犪犾狉犪狋犲狅犳犺狌犿犪狀狏犪犾狏犲犻狀狋犲狉狊狋犻狋犻犪犾犮犲犾犾狊

犘＜０．０５，犘＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．狀＝６，珔狓±狊

图４　流式细胞仪检测犎２犗２处理后的人瓣膜间质细胞（犞犐犆狊）凋亡情况

犉犻犵４　犃狆狅狆狋狅狊犻狊狅犳犺狌犿犪狀狏犪犾狏犲犻狀狋犲狉狊狋犻狋犻犪犾犮犲犾犾狊（犞犐犆狊）犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔犉犾狅狑犆狔狋狅犿犲狋犲狉犪犳狋犲狉犲狓狆狅狊犲犱狋狅犎２犗２

　
犘＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△△犘＜０．０１ｖｓ３００ａｎｄ５００μｍｏｌ／Ｌｇｒｏｕｐ
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３　讨　论

退行性钙化性心脏瓣膜病是常见的心血管疾病

之一，在欧美国家其发病率仅次于高血压和冠心

病［４］，在我国其发病率逐年升高，已有取代风湿性心

脏病成为最常见的心脏瓣膜疾病的趋势［５］。ＶＩＣｓ

是瓣膜组织的主要细胞成分，研究显示正常的ＶＩＣｓ

并不是单一的细胞种类，根据其形态和表型不同大

致可以分为成纤维细胞、肌成纤维细胞和平滑肌细

胞［６７］。在正常的瓣膜组织中，成纤维细胞所占比例

约为７５％，只有大约２．５％为肌成纤维细胞
［８］。在

功能上，成纤维细胞为静息状态细胞，激活后转化为

肌成纤维细胞。肌成纤维细胞特异性表达平滑肌肌

动蛋白（αｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，αＳＭＡ），既具有收

缩和迁移能力，又可以分泌多种细胞外基质蛋白，调

控瓣膜自我修复，在维持瓣膜正常形态和生理功能

上起重要作用；平滑肌细胞表达肌球蛋白和肌间线

蛋白，具有收缩能力［９１０］。还有研究显示，几乎所有

瓣膜间质细胞均能表达脯氨酰４羟化酶，该酶被认

为是维持胶原蛋白三螺旋结构稳定所必需的［１１］。

在前期实验中我们采用免疫荧光和流式细胞仪鉴定

ＶＩＣｓ结果显示其αＳＭＡ表达率为４０％，波形蛋白

（ｖｉｍｅｎｔｉｎ）表达率为９６％
［１２］，该表型结果与其生理

功能相符合。ＶＩＣｓ生物学行为改变是导致瓣膜钙

化的最主要原因，早期研究显示 ＶＩＣｓ的凋亡与瓣

膜钙化密切相关［２］，进一步研究显示瓣膜钙化与细

胞凋亡时释放的凋亡小体密切相关，凋亡小体具有

促进钙盐被动性沉积于瓣膜组织的作用［１３］。近年

研究显示ＶＩＣｓ向成骨细胞表型转化是导致瓣膜钙

化的另一重要机制 ［１４１５］。氧化应激是指体内活性

氧生成清除机制失衡过度蓄积的活性氧成分导致细

胞损伤及功能障碍［３］。氧化应激损伤是退行性瓣膜

疾病的重要发病机制之一［１６］，研究显示导致氧化应

激损伤的活性氧簇（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）

不仅能诱导 ＶＩＣｓ发生凋亡
［１７］，还能激活 ＶＩＣｓ，活

化后的 ＶＩＣｓ具有表型转化的潜能
［１８］。Ｈ２Ｏ２是

ＲＯＳ的一种，也是体内导致氧化应激损伤的主要效

应分子，Ｍｉｌｌｅｒ等
［３］发现纤维化及钙化的主动脉瓣

组织中Ｈ２Ｏ２ 含量较正常瓣膜组织明显升高，提示

Ｈ２Ｏ２介导的氧化应激在退行性瓣膜病进展过程中

可能发挥着重要作用。但目前国内外针对 Ｈ２Ｏ２介

导的氧化应激对ＶＩＣｓ尤其是对具有人种属特性的

ＶＩＣｓ生物学行为影响在参与退行性瓣膜病发病机

制中的研究结果非常有限，而体内代谢环境复杂，为

阐明单一 Ｈ２Ｏ２介导的氧化应激因素的具体作用机

制，有必要建立 Ｈ２Ｏ２诱导的人ＶＩＣｓ氧化应激细胞

模型。尤其是随着基因治疗技术的快速发展，能够

尽可能模拟体内环境的体外模型在分子机制研究及

靶向药物干预治疗的研究中越来越重要。本研究从

细胞损伤和细胞反应两种角度探讨了 Ｈ２Ｏ２对ＶＩＣｓ

的作用，试图建立具有模拟性的、可控的、特异的

ＶＩＣｓ氧化应激模型，通过观察细胞功能形态和功能

改变，从而揭示可能的氧化损伤途径。

本实验采用０～１０００μｍｏｌ／Ｌ的 Ｈ２Ｏ２构建

ＶＩＣｓ氧化应激模型，并以细胞凋亡作为细胞损伤评

价指标，以细胞生存能力作为细胞反应能力评价指

标。结果表明 Ｈ２Ｏ２浓度在０～１００μｍｏｌ／Ｌ时细胞

存活率轻度升高，３００～８００μｍｏｌ／Ｌ时缓慢下降，超

过８００μｍｏｌ／Ｌ后快速下降。这提示低浓度 Ｈ２Ｏ２

（０～１００μｍｏｌ／Ｌ）具有增强细胞活性、提高细胞生

存能力的作用，中等浓度 Ｈ２Ｏ２（３００～８００μｍｏｌ／Ｌ）

对细胞造成的细胞反应和损伤相对缓和，而高浓度

的Ｈ２Ｏ２（＞８００μｍｏｌ／Ｌ）时是一个快速诱导过程，

细胞损伤及反应更为强烈。根据文献报道，建立氧

化应激模型时，细胞存活率通常应小于７０％，且大

于５０％
［１９］。若细胞存活率过低（小于５０％），则表

明大量细胞已死亡，造成不可逆损伤，不利于研究氧

化应激对细胞生物学行为改变影响的研究；若细胞

存活率过高（大于７０％），对细胞损伤不够，不利于

后续干预研究。按此标准本实验中当 Ｈ２Ｏ２浓度达

到８００μｍｏｌ／Ｌ 时细胞存活率降低至 （６９．８±

８．３）％，既造成ＶＩＣｓ氧化应激损伤，同时细胞又保

持较高的存活率，是造模的理想浓度。

有文献报道，１００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理心肌细胞２

ｈ，细胞已出现凋亡，存活率降至５０％
［２０］。Ｊｉａｎｇ

等［２１］发现５００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理血管内皮细胞２４

ｈ细胞出现明显凋亡现象，凋亡率达５５％。而本

ＶＩＣｓ模型 Ｈ２Ｏ２处理浓度需达８００μｍｏｌ／Ｌ时才能

达到类似效果，这表明 Ｈ２Ｏ２对每种细胞的作用效能

不同，因而应建立细胞特异性的损伤模型。

一个良好的模型须具备特异性、模拟性和可控

性，在本模型建立过程中，我们采用人主动脉瓣

ＶＩＣｓ，能充分代表人类的特异性；本模型的突出优

点在于培养的 ＶＩＣｓ具有完善的代谢功能，避免了

全身神经体液、激素及不同细胞的影响，模拟了单一

的 Ｈ２Ｏ２诱导的氧化应激过程；在观察ＶＩＣｓ生长过

程中我们发现 ＶＩＣｓ形态均一性较好，生长特性稳

定，可连续传代并保持形态学稳定，并且对 Ｈ２Ｏ２反

应一致性较好，具有较强的可控性。本实验结果表

·４·
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明，当 Ｈ２Ｏ２作用浓度在８００μｍｏｌ／Ｌ，作用时间２４

ｈ，可成功构建以 Ｈ２Ｏ２为氧化应激诱导剂的 ＶＩＣｓ

细胞体外氧化应激损伤模型，而进一步研究Ｈ２Ｏ２对

ＶＩＣｓ功能影响则应选择低于８００μｍｏｌ／Ｌ的亚致死

浓度。该模型的建立为揭示氧化应激机制以及研究

和筛选抗氧化药物奠定了实验基础。
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