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人源瓣膜间质细胞体外成骨诱导方法比较

邢凯ꎬ郑强ꎬ孙金书ꎬ刘晓林ꎬ王正军
(山东第一医科大学附属省立医院心脏大血管外科ꎬ山东 济南 ２５００２１)

摘要:目的　 探究不同成骨诱导方法对人源瓣膜间质细胞(ｈｕｍａｎ ｖａｌｖｕｌａｒ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬ ｈＶＩＣｓ)成骨分化及钙

化的影响ꎮ 方法　 选取常用的 ５ 种体外成骨诱导瓣膜间质细胞方法对 ｈＶＩＣｓ 进行成骨诱导分化:① ２ ｍｍｏｌ / Ｌ 无

机磷酸盐＋５０ μｇ / ｍＬ 维生素 Ｃ(２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ＋ＶＣ)ꎻ② ２.６ ｍｍｏｌ / Ｌ 无机磷酸盐(２.６ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ)ꎻ③ ２.５ ｍｍｏｌ / Ｌ 无

机磷酸盐＋２.７ ｍｍｏｌ / Ｌ 氯化钙＋５０ μｇ / ｍＬ 维生素 Ｃ(２.５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ＋Ｃａ＋ＶＣ)ꎻ④ １０ ｍｍｏｌ / Ｌ β￣磷酸甘油＋１０ ｎｍｏｌ / Ｌ
地塞米松＋８ ｍｍｏｌ / Ｌ 氯化钙＋４ μｇ / ｍＬ 维生素 Ｄ３(β￣ＧＰ＋ＤＸＭ＋Ｃａ＋ＶＤ３)ꎻ⑤ １０ ｍｍｏｌ / Ｌ β￣磷酸甘油＋１０ ｎｍｏｌ / Ｌ
地塞米松＋５０ μｇ / ｍＬ 维生素 Ｃ(β￣ＧＰ＋ＤＸＭ＋ＶＣ)ꎮ 通过茜素红染色、ＲＴ￣ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分别对钙化沉

积和成骨标志物的表达进行评估ꎮ 结果　 通过比较 ５ 种诱导方法在成骨诱导第 ４、７、１０、１４ ｄ 的钙沉积面积ꎬ发现

２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ＋ＶＣ、β￣ＧＰ＋ＤＸＭ＋Ｃａ＋ＶＤ３ 和 β￣ＧＰ＋ＤＸＭ＋ＶＣ 在前 １０ ｄ 几乎没有钙化ꎬ而 ２.６ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ 在第 ７ 天

出现明显钙化ꎬ２.５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ＋Ｃａ＋ＶＣ 在诱导第 ４ 天便出现明显钙化ꎬ且在第 ７ 天时几乎全部发生钙化ꎮ 在第 １４
天时ꎬ除２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ＋ＶＣ 钙化较少外ꎬ其余方法均发生明显钙化ꎮ 成骨标志物检测显示ꎬ碱性磷酸酶在 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ
Ｐｉ＋ＶＣ、２.６ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ 和 β￣ＧＰ＋ＤＸＭ＋ＶＣ 诱导第 ７ 天时显著上调(Ｐ<０.０５)ꎻ而骨桥蛋白在诱导第 ７ 天时均显著

上调(Ｐ<０.００１)ꎮ 随后对 ２.５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ＋Ｃａ＋ＶＣ 中的 ３ 种组分两两组合进行钙化诱导ꎬ发现 Ｐｉ＋Ｃａ 和 Ｐｉ＋Ｃａ＋ＶＣ
在诱导第 ７ 天时钙化面积显著多于 Ｐｉ＋ＶＣ 和 Ｃａ＋ＶＣꎬ但 ＡＬＰ 表达显著低于 Ｐｉ＋ＶＣ 和 Ｃａ＋ＶＣꎬ提示这种钙沉积可

能是由于无机磷酸盐与氯化钙发生反应生成了磷酸钙沉淀ꎮ 结论 　 ２.６ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ 和 β￣ＧＰ＋ＤＸＭ＋ＶＣ 诱导

ｈＶＩＣｓ 成骨分化的效果最佳ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｎ ｔｈｅ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｖａｌｖｕｌａｒ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｃｅｌｌｓ (ｈＶＩＣｓ) . Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｆｉｖｅ ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｕｓｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｉｎ￣
ｄｕｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｖａｌｖｕｌａｒ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ: ① ２ｍｍｏｌ / Ｌ ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ＋５０ μｇ / ｍＬ
ｖｉｔａｍｉｎ Ｃ (２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ ＋ ＶＣ)ꎻ ② ２.６ ｍｍｏｌ / Ｌ ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ (２.６ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ)ꎻ ③ ２.５ ｍｍｏｌ / Ｌ ｉｎｏｒｇａｎｉｃ
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ＋２.７ ｍｍｏｌ / Ｌ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ＋ ５０ μｇ / ｍＬ ｖｉｔａｍｉｎ Ｃ (２.５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ ＋ Ｃａ ＋ ＶＣ)ꎻ ④ １０ ｍｍｏｌ / Ｌ β￣
ｇｌｙｃｅｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ＋１０ ｎｍｏｌ / Ｌ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ＋８ ｍｍｏｌ / Ｌ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ＋４ μｇ / ｍＬ ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ３ (β￣ＧＰ＋ＤＸＭ＋Ｃａ＋
ＶＤ３)ꎻ ⑤ １０ ｍｍｏｌ / Ｌ β￣ｇｌｙｃｅｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ＋１０ ｎｍｏｌ / Ｌ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ＋５０ μｇ / ｍＬ ｖｉｔａｍｉｎ Ｃ (β￣ＧＰ＋ＤＸＭ＋ＶＣ) .
Ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ ＲＴ￣ｑＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｃａｌｃｉｕｍ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｍａｒｋｅｒｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｂｙ ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｔｈｅ ｃａｌｃｉｕｍ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｒｅａｓ ｏｎ ｄａｙ ４ꎬ ７ꎬ １０ꎬ ａｎｄ １４ ｉｎｄｕｃｅｄ
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ｂｙ ｆｉｖｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓꎬ ｉｔ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａｌｍｏｓｔ ｎｏ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ １０ ｄａｙｓ ｗｉｔｈ
２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ＋ＶＣꎬ β￣ＧＰ＋ＤＸＭ＋Ｃａ＋ＶＤ３ꎬ ａｎｄ β￣ＧＰ＋ＤＸＭ＋ＶＣ. Ｉｎ ｃｏｎｔｒａｓｔꎬ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｐｐｅａｒｅｄ ｏｎ ｄａｙ
７ ｗｉｔｈ ２.６ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉꎬ ２.５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ＋Ｃａ＋ＶＣ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｎ ｄａｙ ４ ａｎｄ ａｌｍｏｓｔ ａｌｌ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｎ
ｄａｙ ７. Ｏｎ ｄａｙ １４ꎬ ｅｘｃｅｐｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｌｏｗ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ＋ＶＣꎬ ａｌｌ ｏｔｈｅｒ ｍｅｔｈｏｄｓ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉ￣
ｃａｎｔ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ. Ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｍａｒｋｅｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｏｎ ｄａｙ ７
ｗｉｔｈ ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ＋ＶＣꎬ ２.６ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉꎬ ａｎｄ β￣ＧＰ＋ＤＸＭ＋ＶＣ (Ｐ< ０.０５)ꎬ ｗｈｉｌｅ ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｎ ｄａｙ ７ ｉｎ ａｌｌ ｍｅｔｈｏｄｓ (Ｐ<０.００１) . Ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙꎬ ｃａｌｃｉｕｍ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｗｉｔｈ ｐａｉｒｗｉｓｅ ｃｏｍｂｉ￣
ｎａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｉｎ ２.５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ＋Ｃａ＋ＶＣ. Ｉｔ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃａｌｃｉｕｍ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｒｅａｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉ￣
ｃａｎｔｌｙ ｌａｒｇｅｒ ｗｉｔｈ Ｐｉ＋Ｃａ ａｎｄ Ｐｉ＋Ｃａ＋ＶＣ ｏｎ ｄａｙ ７ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ Ｐｉ＋ＶＣ ａｎｄ Ｃａ＋ＶＣꎬ ｂｕｔ ＡＬＰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｌｏｗｅｒ ｉｎ Ｐｉ＋Ｃａ ａｎｄ Ｐｉ＋Ｃａ＋ＶＣꎬ ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｉｓ ｃａｌｃｉｕｍ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｍｉｇｈｔ ｂｅ ｄｕｅ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｉｎｏｒｇａｎｉｃ
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ａｎｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ ｆｏｒｍｉｎｇ ｃａｌｃｉｕｍ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｓ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｄｕｃｉｎｇ
ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｈＶＩＣｓ ｗａｓ ａｃｈｉｅｖｅｄ ｗｉｔｈ ２.６ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ ａｎｄ β－ＧＰ＋ＤＸＭ＋ＶＣ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｖａｌｖｕｌａｒ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｃｅｌｌꎻ Ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎꎻ Ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎꎻ Ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎꎻ Ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｐｈｏｓ￣
ｐｈａｔｅꎻ β￣ｇｌｙｃｅｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ

　 　 钙化性主动脉瓣疾病(ｃａｌｃｉｆｉｃ ａｏｒｔｉｃ ｖａｌｖｅ ｄｉｓ￣
ｅａｓｅꎬ ＣＡＶＤ)是一种主要影响老年人的心脏瓣膜疾

病[１￣２]ꎬ其特征是主动脉瓣逐渐发生硬化和钙化ꎬ最
终导致瓣膜功能障碍ꎮ 目前尚无有效的药物能够预

防或逆转瓣膜钙化ꎬ最有效的方式依然是外科手术

或经导管主动脉瓣置换术[３]ꎬ但手术治疗的过程不

仅对患者身体造成创伤ꎬ而且人工瓣膜昂贵的费用

也给患者的家庭带来负担[４￣６]ꎮ 因此ꎬ研究 ＣＡＶＤ
发病的分子机制ꎬ寻找有效的分子靶点对 ＣＡＶＤ 的

临床治疗具有重要的意义ꎮ
ＣＡＶＤ 涉及瓣膜间质细胞( ｖａｌｖｕｌａｒ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ

ｃｅｌｌｓꎬ ＶＩＣｓ)的成骨分化ꎬ体外诱导 ＶＩＣｓ 的成骨分

化是研究 ＣＡＶＤ 发病机制的重要手段ꎮ 以往的文

献中ꎬ诱导 ＶＩＣｓ 成骨分化的方法众多ꎬ不同方法对

ＶＩＣｓ 成骨分化及钙化的影响尚需进一步研究ꎮ
ＶＩＣｓ 的成骨诱导方法通常分为两大类ꎬ一类是无机

磷酸盐诱导ꎬ通过向培养基中加入 ｐＨ ＝ ７.４ 的磷酸

二氢钠(ＮａＨ２ＰＯ３)和磷酸氢二钠(Ｎａ２ＨＰＯ３)的混

合物进行成骨诱导ꎬ这种方法往往诱导时间较短ꎬ钙
化效果较好ꎻ另一类是用有机磷酸盐 β￣磷酸甘油

(β￣ｇｌｙｃｅｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬ β￣ＧＰ)ꎬ该方法诱导时间较

长ꎬ但成骨标志物表达更为显著ꎬ是应用最为广泛的

ＶＩＣｓ 成骨诱导方法[７]ꎮ
基于这两大类成骨诱导方法ꎬ本研究选取文献

中较为常用的 ５ 种方法对 ＶＩＣｓ 进行成骨诱导分化:
① ２ ｍｍｏｌ / Ｌ 无机磷酸盐＋５０ μｇ / ｍＬ 维生素 Ｃ[８￣１０]ꎻ
② ２.６ ｍｍｏｌ / Ｌ 无机磷酸盐[１１￣１３]ꎻ③ ２.５ ｍｍｏｌ / Ｌ 无机

磷酸盐＋２.７ ｍｍｏｌ / Ｌ氯化钙＋５０ μｇ / ｍＬ 维生素 Ｃ[１４]ꎻ
④１０ ｍｍｏｌ / Ｌ β￣磷酸甘油＋１０ ｎｍｏｌ / Ｌ 地塞米松 ＋
８ ｍｍｏｌ / Ｌ 氯 化 钙 ＋ ４ μｇ / ｍＬ 维 生 素 Ｄ３[１５￣１７]ꎻ
⑤ １０ ｍｍｏｌ / Ｌ β￣磷酸甘油＋１０ ｎｍｏｌ / Ｌ 地塞米松＋

５０ μｇ / ｍＬ 维生素 Ｃ[１８￣２１]ꎮ 通过评估钙化情况和成

骨标志物的表达情况ꎬ对 ５ 种体外诱导方法的效果

进行比较ꎬ为未来选择 ＶＩＣｓ 体外诱导方法提供

指导ꎮ

１　 资料与方法

１.１　 资料

１.１.１　 资料来源

取自 ３ 例急性 Ａ 型主动脉夹层患者的未钙化

的主动脉瓣叶ꎬ由山东第一医科大学附属省立医院

心脏大血管外科提供ꎮ 本研究获得山东第一医科大

学附属省立医院伦理委员会批准 (Ｎｏ. ＳＤ ＮＳＦＣ
２０２１￣００８８)ꎮ 本研究已取得患者知情同意ꎮ
１.１.２　 主要试剂

胶原酶Ⅰ购自 Ｂｉｏｓｈａｒｐ 生物科技有限公司ꎬ
ＤＭＥＭ 高糖培养基、ＰＢＳ 缓冲液购自上海源培生物

科技有限公司ꎬ胎牛血清、０.２５％胰酶、青霉素－链霉

素购自美国赛默飞公司ꎬ磷酸二氢钠、磷酸氢二钠、
氯化钙、维生素 Ｄ３ 购自上海生工生物工程有限公

司ꎬβ￣磷酸甘油、地塞米松、蛋白裂解液、蛋白上样缓

冲液、一抗稀释液、脱脂奶粉等购自上海碧云天生物

有限公司ꎬ维生素 Ｃ 购自美国 ＭＣＥ 公司ꎬＲＮＡ 提

取试剂盒、反转录试剂盒、ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ
购自山东思科捷生物技术有限公司ꎬ蛋白定量试剂

盒、ＥＣＬ 化学发光检测试剂盒购自南京诺唯赞生物

有限公司ꎬ２％茜素红染液购自武汉塞维尔生物公

司ꎬＧＡＰＤＨ 抗体、碱性磷酸酶(ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅꎬ
ＡＬＰ)抗体和骨桥蛋白(ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎꎬ ＯＰＮ)抗体购自

武汉 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 有限公司ꎬ二抗购自山东思科捷生

物技术有限公司ꎮ
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１.１.３　 主要仪器

ＣＸ２３ 型显微镜(日本 ＯＬＹＭＰＵＳ 公司)ꎻ酶标

仪(瑞士 Ｔｅｃａｎ 公司)电泳仪、电泳槽、转膜槽(北京

鸿基公司)ꎻ化学发光仪 (美国 ＢＩＯ￣ＲＡＤ 公司)ꎻ
ＥＶＯＳ Ｍ７０００ 全自动 ３Ｄ 数字共聚焦分析系统(美
国赛默飞公司)ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 细胞培养方法

将未钙化的主动脉瓣叶置于胶原酶Ⅰ中ꎬ在
３７ ℃培养箱中消化 １２ ｈꎬ１ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ弃
上清ꎬ使用含 １０％胎牛血清和 １％青霉素－链霉素的

ＤＭＥＭ 培养基重悬ꎬ然后铺板ꎬ在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２培

养箱中培养ꎬ待细胞长至培养皿的 ８５％时即可进行

传代ꎮ ６ 孔板铺 ５×１０５ 细胞 /孔ꎬ用于后续 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ 实验ꎬ１２ 孔板铺 ２×１０５ 细胞 /孔ꎬ用于后续茜

素红染色和 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 实验ꎮ 实验用的细胞代数在

第 ２ 代至第 ５ 代ꎮ
１.２.２　 成骨诱导方法

将细胞分别用 ５ 种成骨诱导培养基进行培养:
① ２ ｍｍｏｌ / Ｌ 无机磷酸盐 ＋ ５０ μｇ / ｍＬ 维生素 Ｃ
(２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ ＋ＶＣ)ꎻ② ２. ６ ｍｍｏｌ / Ｌ 无机磷酸盐

(２.６ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ)ꎻ③ ２. ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 无 机 磷 酸 盐 ＋
２.７ ｍｍｏｌ / Ｌ氯化钙＋５０ μｇ / ｍＬ 维生素 Ｃ(２.５ ｍｍｏｌ / Ｌ
Ｐｉ＋Ｃａ＋ＶＣ)ꎻ④ １０ ｍｍｏｌ / Ｌ β￣磷酸甘油＋１０ ｎｍｏｌ / Ｌ 地

塞米松＋ ８ ｍｍｏｌ / Ｌ 氯化钙 ＋ ４ μｇ / ｍＬ 维生素 Ｄ３

(β￣ＧＰ＋ＤＸＭ＋Ｃａ＋ＶＤ３)ꎻ⑤ １０ ｍｍｏｌ / Ｌ β￣磷酸甘

油＋ １０ ｎｍｏｌ / Ｌ 地塞米松 ＋ ５０ μｇ / ｍＬ 维生素 Ｃ
(β￣ＧＰ＋ＤＸＭ＋ＶＣ)ꎮ 在培养 ４、７、１０、１４ ｄ 后采用茜

素红染色法检测钙沉积面积ꎬ在培养 ５、７ ｄ 后ꎬ分别

采用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测成骨标志

物 ＡＬＰ 和 ＯＰＮ 的表达ꎮ 以未诱导细胞作为对照ꎮ
１.２.３　 茜素红染色检测钙沉积

ＶＩＣｓ 用 ＰＢＳ 洗涤两次ꎬ在 ４％多聚甲醛中固定

１５ ｍｉｎꎻ加入 ２％茜素红染液孵育 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ超纯水

洗涤去除多余的染料ꎻ随后ꎬ染色的细胞使用 ＥＶＯＳ
Ｍ７０００ 共聚焦分析系统成像拍照ꎮ 使用 ＩｍａｇｅＪ
１.５４ ｈ软件计算钙化面积阳性率ꎮ 每个孔统计 ６ 个

视野进行后续的统计分析ꎮ
１.２. ４ 　 采用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 法检测 ＡＬＰ 和 ＳＰＰ１ 的

ｍＲＮＡ 表达

细胞总 ＲＮＡ 用 ＲＮＡ 试剂盒提取ꎬ用反转录试

剂盒按照说明书进行反转录ꎬ得到 ｃＤＮＡꎬ使用

ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 核酸凝胶染料(ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｎｕｃｌｅｉｃ
Ａｃｉｄ Ｇｅｌ Ｓｔａｉｎ)进行 ＲＴ￣ｑＰＣＲꎮ 检测 ＡＬＰ 和分泌

型磷蛋白 １( ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｈｏｓｐｈｏｐｒｏｔｅｉｎ １ꎬ ＳＰＰ１ꎬ编码

ＯＰＮ)的表达ꎬ反应条件为: ９５ ℃、 ３０ ｓꎬ预变性ꎻ
９５ ℃变性 １０ ｓꎬ６０ ℃退火 ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎻＧＡＰＤＨ
作为内参ꎬ每个样品重复 ３ 次实验ꎮ 根据平均 ＣＴ
值计算相对表达量ꎮ 引物序列见表 １ꎮ

表 １　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ＲＴ￣ｑＰＣＲ

引物 引物序列

ＡＬＰ Ｆ: ＡＣＴＧＧＴＡＣＴＣＡＧＡＣＡＡＣＧＡＧＡＴ Ｒ: ＡＣＧＴＣＡＡＴＧＴＣＣＣＴＧＡＴＧＴＴＡＴＧ
ＳＰＰ１ Ｆ: ＧＡＡＧＴＴＴＣＧＣＡＧＡＣＣＴＧＡＣＡＴ Ｒ: ＧＴＡＴＧＣＡＣＣＡＴＴＣＡＡＣＴＣＣＴＣＧ

ＧＡＰＤＨ Ｆ: ＣＴＧＧＧＣＴＡＣＡＣＴＧＡＧＣＡＣＣ Ｒ: ＡＡＧＴＧＧＴＣＧＴＴＧＡＧＧＧＣＡＡＴＧ

１.２.５　 采用Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测ＡＬＰ 和ＯＰＮ 的蛋
白表达

将细胞刮下ꎬ用含有苯甲基磺酰氟( ｐｈｅｎｙｌｍ￣
ｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｎｙｌ ｆｌｕｏｒｉｄｅꎬ ＰＭＳＦ)的放射免疫沉淀分析
缓冲液(ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｂｕｆｆｅｒꎬ ＲＩＰＡ)
裂解细胞ꎮ 蛋白浓度采用 ＢＣＡ 蛋白测定法测定ꎬ按照
２０ μｇ / ２０ μＬ 体系对蛋白样品变性ꎮ 使用 １０％十
二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳分离等量的
蛋白质ꎬ并将其转移到聚偏氟乙烯膜( ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉ￣
ｄｅｎｅ ｆｌｕｏｒｉｄｅ ｍｅｍｂｒａｎｅꎬ ＰＶＤＦ)上ꎮ 脱脂牛奶封闭
１ ｈ 后ꎬ用特异性一抗 ４ ℃孵育过夜ꎮ 二抗室温孵育
１ ｈꎬ使用 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 成像系统检测蛋白表达ꎮ 实验重复
３ 次ꎬ使用 ＩｍａｇｅＪ 软件对条带进行灰度分析ꎮ
１.３　 统计学处理

采用 ＧｒａｐｇＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９.５ 软件ꎮ 对数据进行正

态分布检验ꎬ符合正态分布以 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎬ多组间比较

采用单因素方差分析ꎬ两两比较采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ ｔ 检
验ꎮ 检验水准 α＝ ０.０５ꎮ

２　 结　 果

２.１　 钙沉积面积检测

分别用 ５ 种成骨诱导方式诱导 ｈＶＩＣｓ ０、４、７、
１０、１４ ｄꎬ采用茜素红染色法检测各组细胞的钙沉积

面积ꎮ 结果显示ꎬ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ＋ＶＣ、β￣ＧＰ＋ＤＸＭ＋
Ｃａ＋ＶＤ３ 和 β￣ＧＰ＋ＤＸＭ＋ＶＣ 在前 １０ 天几乎没有钙

化ꎬ而 ２.６ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ 在第 ７ 天出现明显钙化(Ｐ<
０.０１)ꎬ２.５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ＋Ｃａ＋ＶＣ 最快在诱导第 ４ 天便出

现明显钙化(Ｐ<０.００１)ꎬ且在第 ７ 天时几乎全部发生钙

化(Ｐ<０.００１)ꎮ 第 １４ 天时ꎬ除 ２ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ＋ＶＣ 钙化较

少外ꎬ其他方法均发生明显钙化(Ｐ<０.００１)ꎬ见图 １ꎮ
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图 １　 不同时间 ５ 种成骨诱导方法的茜素红染色及钙化沉积区域统计(∗∗Ｐ<０.０１ꎬ ∗∗∗Ｐ<０.００１ ｖｓ.第 ０ 天)
Ａ:茜素红染色ꎻＢ:钙沉积区域统计ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｒｅａ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｆｏｒ ５ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄａｙｓ (∗∗Ｐ<
０.０１ꎬ ∗∗∗Ｐ<０.００１ ｖｓ. ｄａｙ ０)
Ａ: Ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇꎻ Ｂ: Ｃａｌｃｉｕｍ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｒｅａ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ.

２.２　 成骨标志物的检测

用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测 ＡＬＰ 和 ＳＰＰ１ ｍＲＮＡ 表达ꎮ
单因素分析结果显示ꎬ总体差异有统计学意义

(ＦＡＬＰ ５ｄ ＝ １５.２８ꎬＰＡＬＰ ５ｄ <０.００１ꎻＦＡＬＰ ７ｄ ＝ ３２.４９ꎬＰＡＬＰ ７ｄ

<０.００１ꎻＦＳＰＰ１ ５ｄ ＝ ６.９２ꎬＰＳＰＰ１ ５ｄ ＝ ０.００３ꎻＦＳＰＰ１ ７ｄ ＝ １７.５２ꎬ
ＰＳＰＰ１ ７ｄ<０.００１)ꎮ 与未诱导组相比ꎬＡＬＰ 在 β￣ＧＰ＋
ＤＸＭ＋ＶＣ 组诱导第 ５ 天时显著上调(Ｐ<０.００１)ꎬ
Ｐｉ＋ＶＣ、Ｐｉ 和 β￣ＧＰ＋ＤＸＭ＋ＶＣ 组诱导第 ７ 天时显著

上调(Ｐ<０.００１)ꎮ 而 ＳＰＰ１ 在所有诱导组别诱导第

５ 天和第 ７ 天时均显著上调(Ｐ<０.０５)ꎬ见图２Ａ~Ｄꎮ
采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测 ＡＬＰ 和 ＯＰＮ 的蛋

白水平表达ꎮ 单因素分析结果显示ꎬ总体差异有统

计学意义(ＦＡＬＰ ５ｄ ＝２６.４６ꎬＰＡＬＰ ５ｄ<０.００１ꎻＦＡＬＰ ７ｄ ＝ １１９.８５ꎬ
ＰＡＬＰ ７ｄ<０.００１ꎻＦＯＰＮ ５ｄ ＝ １９.２８ꎬＰＯＰＮ ５ｄ<０.００１ꎻＦＯＰＮ ７ｄ ＝
１９.５１ꎬＰＯＰＮ ７ｄ < ０. ００１)ꎮ 与未诱导组相比ꎬＡＬＰ 在

２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ＋ＶＣ、２.６ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ 和 β￣ＧＰ＋ＤＸＭ＋
ＶＣ 组诱导第 ７ 天时显著上调(Ｐ<０.００１)ꎻＯＰＮ 在

诱导第 ７ 天时所有诱导组均显著上调(Ｐ<０.００１)ꎬ
见图 ２Ｅ~ Ｉꎮ 另外ꎬ２.５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ＋Ｃａ＋ＶＣ 组在茜素

红染色的结果中诱导钙化的效果最为显著ꎬ在诱导第

４ 天时便出现了明显的钙化ꎬ但该组 ＡＬＰ 的表达与

２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ＋ＶＣ、２.６ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ 和 β￣ＧＰ＋ＤＸＭ＋ＶＣ
组相比较低ꎬ与茜素红染色的结果不符ꎬ见图

２Ｅ、Ｇꎮ
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图 ２　 ５ 种方法诱导的 ｈＶＩＣｓ 在第 ５ 天和第 ７ 天成骨标志物的 ｍＲＮＡ 水平和蛋白水平表达(∗Ｐ<０.０５ꎬ ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ ∗∗∗Ｐ<０.００１
ｖｓ.未诱导)
Ａ、Ｂ:诱导第 ５ 天和第 ７ 天时 ＡＬＰ 的 ｍＲＮＡ 表达ꎻＣ、Ｄ:诱导第 ５ 天和第 ７ 天时 ＳＰＰ１ 的 ｍＲＮＡ 表达ꎻＥ:诱导第 ５ 天和
第 ７ 天时 ＡＬＰ 和 ＯＰＮ 的蛋白水平表达ꎻＦ、Ｇ:诱导第 ５ 天和第 ７ 天时 ＡＬＰ 的蛋白相对表达量的灰度分析值ꎻ Ｈ、Ｉ:诱导
第 ５ 天和第 ７ 天时 ＯＰＮ 的蛋白相对表达量的灰度分析值ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ ｈＶＩＣｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ５ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｎ ｄａｙ ５ ａｎｄ ｄａｙ ７(∗Ｐ<０.０５ꎬ
∗∗Ｐ<０.０１ꎬ ∗∗∗Ｐ<０.００１ ｖｓ. ｕｎｉｎｄｕｃｅｄ ｇｒｏｕｐ)
Ａꎬ Ｂ: Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＬＰ ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｎ ｄａｙ ５ ａｎｄ ｄａｙ ７ꎻ Ｃꎬ Ｄ: Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＰＰ１ ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｎ
ｄａｙ ５ ａｎｄ ｄａｙ ７ꎻ Ｅ: Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＬＰ ａｎｄ ＯＰＮ ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｎ ｄａｙ ５ ａｎｄ ｄａｙ ７ꎻ Ｆꎬ Ｇ: Ｇｒａｙ￣ｓｃａｌｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＬＰ ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｎ ｄａｙ ５ ａｎｄ ｄａｙ ７ꎻ Ｈꎬ Ｉ: Ｇｒａｙ￣ｓｃａｌｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＯＰＮ ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｎ ｄａｙ ５ ａｎｄ ｄａｙ ７.

２.３　 ２.５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ＋Ｃａ＋ＶＣ 组的钙化是产生磷酸

钙沉淀的结果

为了探究造成 ２.５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ＋Ｃａ＋ＶＣ 钙化面

积与 ＡＬＰ 表达结果不符的原因ꎬ对 ２.５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ＋
Ｃａ＋ＶＣ 中的 ３ 种组分两两组合进行钙化诱导ꎮ 用

ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测 ＡＬＰ 和 ＳＰＰ１ ｍＲＮＡ 表达ꎮ 单因素

分析结果显示ꎬ总体差异有统计学意义 ( ＦＡＬＰ ＝
１１.７８ꎬＰＡＬＰ ＝ ０.００１ꎻＦＳＰＰ１ ＝ ８.５２ꎬＰＳＰＰ１ ＝ ０.００３)ꎮ 用

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 ＡＬＰ 和 ＯＰＮ 的蛋白水平表

达ꎮ 单因素分析结果显示ꎬＡＬＰ 总体差异有统计学意

义ꎬ而 ＯＰＮ 总体差异无统计学意义(ＦＡＬＰ ＝６０.８８ꎬＰＡＬＰ<
０.００１ꎻ ＦＯＰＮ ＝２.４４ꎬＰＯＰＮ ＝ ０.１２)ꎮ 结果表明ꎬＰｉ＋Ｃａ 组

和 Ｐｉ＋Ｃａ＋ＶＣ 组的钙沉积面积显著高于未诱导组

(Ｐ<０.００１)ꎬ而 Ｐｉ＋ＶＣ 组和 Ｃａ＋ＶＣ 组与未诱导组

相比无显著差异(Ｐ>０.０５)ꎮ 而 ＡＬＰ 在 Ｐｉ＋ＶＣ 组和

Ｃａ＋ ＶＣ 组 的 表 达 反 而 更 高 ( Ｐ < ０. ０５ )ꎬ 表 明

Ｐｉ＋Ｃａ＋ＶＣ组的钙化是由于产生了磷酸钙沉淀ꎬ见
图 ３ꎮ
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图 ３　 Ｐｉ、Ｃａ 和 ＶＣ 两两组合诱导 ｈＶＩＣｓ 成骨分化检测钙沉积区域及成骨标志物的表达(∗Ｐ<０.０５ꎬ ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ ∗∗∗Ｐ<０.００１ ｖｓ.
未诱导)
Ａ:茜素红染色(×４０)ꎻＢ:钙沉积区域统计ꎻ Ｃ:ＡＬＰ 在 ｍＲＮＡ 水平的表达ꎻ Ｄ:ＳＰＰ１ 在 ｍＲＮＡ 水平的表达ꎻ Ｅ:ＡＬＰ 和
ＯＰＮ 在蛋白水平的表达ꎻ Ｆ:ＡＬＰ 的蛋白相对表达量的灰度分析值ꎻＧ:ＯＰＮ 的蛋白相对表达量的灰度分析值ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｐｉꎬ Ｃａꎬ ａｎｄ ＶＣ ｗｅｒｅ ｐａｉｒｅｄ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｈＶＩＣｓꎬ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｃａｌｃｉｕｍ￣ｄｅｐｏｓｉｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎｓ ａｎｄ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｍａｒｋｅｒｓ(∗Ｐ<０.０５ꎬ ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ ∗∗∗Ｐ<０.００１ ｖｓ. ｕｎｉｎｄｕｃｅｄ ｇｒｏｕｐ)
Ａ: Ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ (×４０)ꎻ Ｂ: Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｒｅａｓꎻ Ｃ: Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＡＬＰꎻ Ｄ: Ｔｈｅ
ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＳＰＰ１ꎻ Ｅ: Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＬＰ ａｎｄ ＯＰＮꎻ Ｆ: Ｇｒａｙ￣ｓｃａｌｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＬＰꎻ Ｇ: Ｇｒａｙ￣ｓｃａｌｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＯＰＮ.

３　 讨　 论

随着人口的老龄化ꎬＣＡＶＤ 已成为老年人最常

见的心脏瓣膜疾病ꎬ其患病率随年龄增加而升高ꎮ
６５ 岁以上人群中ꎬ约 ２％ ~ ７％患有明显的 ＣＡＶＤꎮ
其主要特征是主动脉瓣的硬化、纤维化和钙化ꎬ最终

引起主动脉瓣狭窄ꎬ导致左室射血受阻和心脏负荷

增加[２２￣２３]ꎮ ＣＡＶＤ 发病的原因目前尚不明确ꎬ多数

研究认为是 ｈＶＩＣｓ 经历了一系列复杂的细胞和分

子事件引起的ꎬ包括表型转变、信号通路激活、细胞

外基质重塑和矿物质沉积[２４￣２６]ꎮ 这些过程共同作

用ꎬ最终导致主动脉瓣的钙化和功能障碍[２７]ꎮ 目前

尚无有效的药物能有效缓解或逆转 ＣＡＶＤꎬ首选的

治疗方式仍然是外科主动脉瓣置换和经导管主动脉

瓣植入术ꎮ 但可以肯定的是ꎬ通过探索 ＣＡＶＤ 的发

病机制将有助于寻找新的干预靶点ꎬ从而延长患者

生命ꎬ改善患者的预后ꎬ提高其生活质量ꎮ
ｈＶＩＣｓ 是主动脉瓣叶中最主要的细胞类型ꎮ 研

究表明ꎬ正常情况下ꎬｈＶＩＣｓ 主要以静止的成纤维细

胞表型存在ꎬ维持瓣膜的结构完整性和基质稳态ꎮ

当受到炎症因子、氧化应激、机械应力或脂质沉积的

刺激时ꎬｈＶＩＣｓ 开始变得活跃ꎬ启动增殖和凋亡程

序ꎬ转变为活化的肌成纤维细胞ꎬ分泌过多的细胞外

基质(ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘꎬ ＥＣＭ)导致主动脉瓣叶硬

化ꎮ 这一转变伴随着成骨相关基因的上调表达ꎬ这
些基因调控钙盐沉积和钙化过程ꎮ 成骨分化的

ｈＶＩＣｓ 还能分泌富含磷酸钙的微囊泡ꎬ这些微囊泡

作为钙化结节的初始位点ꎬ直接促进瓣膜小叶的钙

化ꎮ 此外ꎬ通过激活骨形态发生蛋白信号通路和

Ｗｎｔ 信号通路ꎬ进一步促进成骨分化ꎬ加速细胞外基

质的矿化和瓣膜组织的硬化[２８]ꎮ 这是 ＣＡＶＤ 晚期

钙化特征的直接原因ꎬ与疾病的不可逆进展密切相

关ꎬ由此可见ꎬｈＶＩＣｓ 的成骨分化是主动脉瓣钙化的

中心环节ꎮ
ｈＶＩＣｓ 的成骨诱导是体外研究 ＣＡＶＤ 的主要

模型ꎮ 其诱导方法在不同的课题组之间存在较大差

异ꎮ 最常见的两大类是无机磷酸盐诱导和有机磷酸

盐 β￣磷酸甘油诱导ꎬ前者诱导时间较短ꎬ钙化效果

较好ꎬ后者诱导时间较长ꎬ但成骨标志物表达更为显

著[７]ꎮ 本研究结果表明 ２.５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ＋Ｃａ＋ＶＣ 和

２.６ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ 能够在较短的时间内达到钙沉积的
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效果ꎬ这与以往研究中无机磷酸盐诱导时间短、钙化

效果好的结论相一致[１１￣１３]ꎮ
ＡＬＰ 的表达活性是成骨细胞分化的典型特征ꎮ

成骨细胞大量合成 ＡＬＰꎬ其活性水平与骨形成速率

呈正相关ꎬ常用于评估骨代谢状态ꎮ 焦磷酸盐是骨

矿化的天然抑制剂ꎬＡＬＰ 可将其水解为无机磷酸

盐ꎬ解除抑制作用ꎬ促进羟基磷灰石结晶的形成ꎮ
ＡＬＰ 催化产生的磷酸根与钙离子结合ꎬ形成骨矿化

所需的磷酸钙盐ꎬ沉积于骨胶原纤维间隙ꎬ增强钙沉

积[２９]ꎮ ＯＰＮ 由 ＳＰＰ１ 基因编码ꎬ是一种高度糖基化

和磷酸化的酸性分泌型糖蛋白ꎬ属于细胞外基质蛋

白家族ꎮ ＯＰＮ 可作为羟基磷灰石结晶的成核位点ꎬ
促进钙磷盐沉积ꎻ此外 ＯＰＮ 通过整合素受体(如
αｖβ３)和 ＣＤ４４ 激活下游信号通路ꎬ进而调控成骨

细胞的增殖、分化和存活等[３０]ꎮ 因此ꎬＡＬＰ 和 ＯＰＮ
往往作为标志物来评估成骨分化的水平ꎮ

成骨标志物往往在 ｈＶＩＣｓ 诱导第 ３ 天就开始表

达上调ꎬ因此研究者通常在第 ３~７ 天检测成骨标志

物的表达ꎮ 尽管 ＯＰＮ 在所有组别中均明显上调ꎬ但
ＡＬＰ 在 β￣ＧＰ＋ＤＸＭ＋ＶＣ 组上调最为显著ꎬ这也解

释了为什么该方法可以作为现在 ｈＶＩＣｓ 诱导成骨

分化的主流方法ꎮ 由于在第 ７ 天时 ２. ５ ｍｍｏｌ / Ｌ
Ｐｉ＋Ｃａ＋ＶＣ组茜素红染色高钙化与 ＡＬＰ 低表达的差

异ꎬ怀疑钙沉积是由于无机磷酸盐与氯化钙发生反

应生成了磷酸钙沉淀而导致ꎮ
为了探究造成 ２.５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ＋Ｃａ＋ＶＣ 组钙化

面积与 ＡＬＰ 表达结果不符的原因ꎬ本研究进行了进

一步的实验ꎬ结果显示该组的钙沉积是由于产生了

磷酸钙沉淀ꎮ 因此ꎬ该组在第 ７ 天时的茜素红染色结

果为假阳性ꎬ并不能代表成骨诱导的真实效果ꎬ该方

法并不适用于 ｈＶＩＣｓ 的体外成骨诱导ꎮ 在今后的诱

导实验中也应该避免无机磷酸盐与氯化钙的连用ꎮ
本研究所采用的 ３ 种无机磷酸盐诱导方法中ꎬ分

别用到了 ３ 中不同的 Ｐｉ 浓度ꎬ除了 ２. ５ ｍｍｏｌ / Ｌ
Ｐｉ＋Ｃａ＋ＶＣ发生了磷酸钙沉淀ꎬ另外两种方法所产生

的钙沉积面积也不相同ꎬ其中 ２.６ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ 产生的

钙沉积面积显著高于 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ＋ＶＣꎮ 尽管加入了

ＶＣꎬ也未能弥补由于浓度差而导致的钙化效果的差

异ꎮ 因此ꎬ无机磷酸盐的浓度对 ｈＶＩＣｓ 成骨诱导效果

也是至关重要的ꎮ
探究不同方法对 ｈＶＩＣｓ 钙化诱导效果的影响ꎬ有

助于建立多样的体外实验模型ꎬ从而更精确地再现体

内复杂的病理环境ꎬ提升实验数据的可靠性和可重复

性ꎮ 通过系统比较各诱导方法的效果ꎬ可筛选出最有

效的钙化诱导条件ꎬ优化实验设计ꎬ进一步提高研究

效率ꎮ 此外ꎬ不同钙化诱导策略可能揭示独特的分子

调控机制及关键信号通路ꎬ识别这些核心调控节点将

为开发靶向治疗药物提供理论依据ꎬ以干预或逆转钙

化进程ꎮ 同时ꎬ基于多种诱导方法构建的实验体系ꎬ能
够全面评估药物在不同病理环境下的药效与安全性ꎬ
为药物研发进程提供强有力的支持ꎮ 本研究表明ꎬ无
机磷酸盐诱导策略 ２.６ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｐｉ 和有机磷酸盐诱导

策略 β￣ＧＰ＋ＤＸＭ＋ＶＣ 具有较好的成骨诱导效果ꎮ
然而ꎬ体外诱导瓣膜间质细胞钙化的方法也有

一定的局限性ꎮ 体外培养的 ｈＶＩＣｓ 与体内环境存

在差异ꎬ如缺乏血流动力学剪切应力、免疫细胞等多

重影响因素ꎬ可能导致研究结果与体内实际情况不

完全一致ꎮ 体外研究通常简化了复杂的生物系统ꎬ可
能忽略了多个细胞类型和信号通路之间的交互作用ꎮ
因此ꎬＣＡＶＤ 的研究往往需要体外与体内实验相结

合ꎬ互相印证和补充ꎬ以增加实验数据的可靠性ꎮ
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