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[摘　 要] 　 目的　 用人心脏瓣膜间质细胞(ｈＶＩＣｓ)在体外培养并用钙化诱导液建立瓣膜钙化模型ꎬ观察 ｈＶＩＣｓ 钙

化过程中 Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白表达及细胞凋亡情况ꎬ探讨 Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白在 ｈＶＩＣｓ 凋亡与钙化关系中的作用ꎮ 方法　 将体外

培养的 ｈＶＩＣｓ 随机分为两组ꎬ钙化组用含钙化诱导液的培养基培养ꎬ以建立钙化模型ꎬ并按 １~ ７ 天分别诱导细胞ꎬ
观察钙化的动态过程ꎻ空白组用正常培养基( Ｉ￣ＧＲＯ ＰＬＵＳ)培养ꎮ 所有 ｈＶＩＣｓ 均培养 ７ 天ꎮ 检测两组细胞钙化结节

数目、ＢＭＰ￣４ 蛋白、Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白的表达及 ｈＶＩＣｓ 凋亡率ꎮ 然后将钙化组中诱导钙化细胞再随机分脂多糖组(ＬＰＳ)、
Ｎｏｔｃｈ１ 抑制剂组(γ 分泌酶抑制剂ꎬＤＡＰＴ)、对照组(只加钙化诱导液)体外培养 ３ 天ꎬ检测 ＢＭＰ￣４ 、Ｎｏｔｃｈ１、半胱氨

酸天冬氨酸蛋白酶 ３(Ｃａｓｐａｓｅ３)的表达ꎮ 结果　 与空白组细胞比较ꎬ钙化组细胞钙化及 Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白的表达均高于

空白组ꎬ且随着诱导天数的增加而增加ꎻ细胞凋亡率在钙化诱导 ３ 天时最高ꎬ随后逐渐下降ꎮ ＬＰＳ 组与对照组比

较ꎬ细胞凋亡和钙化均随着 Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白的表达增加而增加ꎻＤＡＰＴ 组与对照组比较ꎬ细胞凋亡和钙化均减少ꎮ 结论

ｈＶＩＣｓ 钙化与细胞凋亡有着密切的关系ꎬ且 Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白在 ｈＶＩＣｓ 凋亡与钙化关系中起着重要的作用ꎮ
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　 　 主动脉瓣钙化性狭窄是比较常见的心脏瓣膜

病[１￣３]ꎮ 过去认为主动脉瓣钙化是退行性病变ꎬ但是随

着近年的研究发现ꎬ其是一个主动的进行性的病理过

程[４]ꎮ 有研究表明主动脉瓣的钙化过程与骨形成的钙

化过程极其相似ꎬ而细胞凋亡在骨形成的钙化过程中

起着重要的促进作用[５]ꎮ 另有研究发现ꎬ在血管平滑

肌细胞的钙化过程中ꎬ凋亡有着启动整个血管钙化过

程的作用[５￣７]ꎮ 人心脏瓣膜间质细胞(ｈｕｍａｎ ｈｅａｒｔ
ｖａｌｖｅ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬｈＶＩＣｓ)作为心脏瓣膜 ３ 层结构中

最主要的细胞类型ꎬ在瓣膜的病变中起最重要的作用ꎬ
参与瓣膜钙化的全过程[８]ꎮ 研究证实 Ｎｏｔｃｈ１ 信号通

路可以促进血管平滑肌细胞钙化[９]ꎬ另有研究表明脂

多糖(ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅꎬＬＰＳ)可以活化 Ｎｏｔｃｈ１ 信号通

路表达并促进 ｈＶＩＣｓ 的钙化[１０]ꎮ 有关研究还发现

Ｎｏｔｃｈ 是一种原癌基因ꎬ其表达增加ꎬ可以诱导肺癌细

胞增殖ꎬ同时可以调控肺癌细胞周围间质细胞 Ｂｃｌ￣２相

关 Ｘ 蛋白(ｂｃｌ￣２￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ꎬＢａｘ)的表达ꎬ最
终活化半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶(ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ ａｓｐａｒｔａｔｅ
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅꎬＣａｓｐａｓｅ)ꎬ促进肺癌细胞旁间质细胞

的凋亡[１１]ꎮ 因此ꎬ可以推测 Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白可能诱导

ｈＶＩＣｓ 凋亡ꎬ最终促进了钙化ꎮ 本研究通过钙化诱导液

建立 ｈＶＩＣｓ 钙化模型[１２]ꎬ检测 ｈＶＩＣｓ 钙化过程中不同

时间点细胞凋亡及 Ｎｏｔｃｈ１ 的表达情况ꎮ 通过 ＬＰＳ 活

化 Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白表达ꎬγ 分泌酶抑制剂(ＤＡＰＴ)抑制

Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白表达ꎬ检测细胞凋亡及钙化的变化ꎬ从而揭

示 ｈＶＩＣｓ 凋亡与钙化之间的关系及 Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白在

ｈＶＩＣｓ 凋亡与钙化关系中的重要作用ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

从 ＤＶ 公司(美国)进口 ｈＶＩＣｓ(来源于接受人

体心脏移植手术受体的心脏正常主动脉瓣膜)ꎮ 以

ｈＶＩＣｓ 为研究对象ꎬ通过伦理委员会批准和国家有

关生物制品进口审批手续ꎮ 成纤维细胞培养基( Ｉ￣
ＧＲＯ￣００２￣５００)从 ＤＶ 公司(美国)进口ꎮ 重组型人

骨形态发生蛋白 ２ ( ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ２ꎬ
ＢＭＰ￣２)和 ＥＬＩＳＡ 试剂盒从 Ｒ＆Ｄ 公司(美国)进口ꎮ
Ｌ￣抗坏血酸、地塞米松、β￣甘油磷酸、胰蛋白酶、ＬＰＳ
(大肠杆菌 ０１１１:Ｂ４)从 Ｓｉｇｍａ 公司(美国)进口ꎮ
Ｎｏｔｃｈ１、ＢＭＰ￣２、ＢＭＰ￣４ 抗体及 ＤＡＰＴ 从 Ａｂｃａｍ 公司

(英国)进口ꎮ Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色试剂盒从 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公

司(美国)进口ꎬ磷酸酶及蛋白酶抑制剂从罗氏公司

(瑞士)进口ꎮ Ｔｒｉｏｚｏｌ 试剂( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ)、逆转录试剂

盒(ＴａＫａＲａ)、ＳＹＢＲ ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ 试剂盒 (ＴａＫａＲａ)从

宝生物工程有限公司(大连)购买ꎬＮｏｔｃｈ１ 引物、ＡＣ￣
ＴＩＮ 引物购自易锦生物技术有限公司 (广州)ꎬ
Ｃａｓｐａｓｅ３ 抗体、凋亡检测试剂盒及其他化学品、试剂

从赛德生物公司(苏州)购买ꎮ
１.２　 细胞培养

从干冰中取出冻存的 ｈＶＩＣｓ 于 ３７℃ 水浴中搅

拌至完全溶解ꎬ将细胞悬液移至加有 ７ ｍＬ 培养基

( Ｉ￣ＧＲＯ ＰＬＵＳ)的离心管中ꎬ４℃ １ ０００ ｒｐｍ 离心 ５
ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ加 ３ ｍＬ Ｉ￣ＧＲＯ ＰＬＵＳ 培养基(含 １０％
胎牛血清) 重悬细胞然后移入细胞培养瓶中ꎬ于
３７℃、５％ＣＯ２ 孵箱中培养ꎬ每 ２ 天更换培养液ꎬ细胞

长至生长表面的 ８０％时传代ꎮ 取传代 ３ ~ ７ 代的

ｈＶＩＣｓ 用于实验ꎮ
１.３　 实验分组

将体外培养细胞以 １×１０８ / Ｌ 的密度种于 １２ 孔

板内ꎬ随机分成两组ꎬ空白组细胞每孔加 １ ｍＬ Ｉ￣
ＧＲＯ ＰＬＵＳ 培养基(含 １０％胎牛血清)培养ꎻ钙化组

加入 ２００ μＬ 钙化诱导液(５０ μｇ / Ｌ 重组型人 ＢＭＰ￣
２、１００ ｎｍｏｌ / Ｌ 地塞米松、５０ ｍｇ / Ｌ Ｌ￣抗坏血酸、５
ｍｍｏｌ / Ｌ β￣甘油磷酸)、８００ μＬ Ｉ￣ＧＲＯ ＰＬＵＳ 培养基

(含 １０％胎牛血清)进行诱导培养ꎬ分不同天数用钙

化诱导液刺激钙化组细胞ꎮ 由于钙化过程缓慢ꎬ检
测细胞钙化用诱导 １ 天、３ 天、５ 天、７ 天的细胞ꎻ钙
化诱导 １ 天、２ 天、３ 天、４ 天、５ 天、６ 天、７ 天的细胞

用来检测钙化过程中细胞凋亡变化ꎮ 加钙化诱导

液之前用正常培养基培养ꎮ 空白组及钙化组所有

细胞均培养 ７ 天ꎬ７ 天后统一收取标本ꎬ用于检测

ｈＶＩＣｓ 钙化模型的建立及钙化过程中不同时间点

Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白的表达和细胞凋亡率ꎮ
将钙化组诱导钙化细胞再随机分成 ３ 组ꎮ ＬＰＳ

组:在钙化诱导液的基础上加 ０.２ ｍｇ / Ｌ(４ μＬ / 孔)
Ｎｏｔｃｈ１ 信号通路的激活剂 ＬＰＳ 以上调 Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白

的表达ꎮ ＤＡＰＴ 组:在钙化诱导液的基础上加 ５０
μｍｏｌ / Ｌ(４ μＬ / 孔)的 Ｎｏｔｃｈ１ 信号通路特异性抑制

剂 ＤＡＰＴ(γ 分泌酶抑制剂ꎬ可抑制 Ｎｏｔｃｈ１ 转化为其

活化形式 ＮＩＣＤ)抑制 Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白的表达ꎮ 对照组:
只加钙化诱导液培养ꎮ ３ 组细胞均培养 ３ 天ꎮ 然后

用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｎｏｔｃｈ１、ＢＭＰ￣４、Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白

的表达ꎬ以明确激活 / 抑制 Ｎｏｔｃｈ１ 信号通路后 ｈＶＩＣｓ
钙化及凋亡ꎮ
１.４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

用于分析 Ｎｏｔｃｈ１、ＢＭＰ￣４、Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白和 β￣
ａｃｔｉｎ 的表达ꎮ 收集细胞加 １００ μＬ 细胞裂解液使细

胞裂解ꎬ１４ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎ 后取上清(蛋白)ꎬ加
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２５ μＬ 上样缓冲液混匀后置于 １００℃ 水浴加热 ８
ｍｉｎꎬ １４ ０００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎꎮ 取制备好的蛋白标本进

行电泳、转膜、封闭ꎬ然后敷一抗过夜ꎬ第二天洗膜

后再加连接 ＨＲＰ 的二抗ꎬ孵育结束后加曝光液ꎬ对
ＰＶＤＦ 膜进行曝光ꎬ用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件(Ｗａｙｎｅ Ｒａｓｂａｎｄꎬ
Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ ｏｆ Ｈｅａｌｔｈꎬ Ｂｅｔｈｅｓｄａꎬ Ｍｄ)对条带进

行分析ꎮ
１.５　 酶联免疫吸附试验

收集培养细胞上清标本ꎬ严格按照 ＥＬＩＳＡ 试剂

盒的操作步骤进行ꎬ每组设 ３ 个复孔ꎬ每孔加 ５０ μＬ
样本ꎬ室温孵育 ２ ｈꎬ洗板 ３ 次ꎬ每孔加 ２００ μＬ ＢＭＰ￣
４ꎬ避光室温孵育 ２ ｈꎬ洗板后加 ２００ μＬ 基质溶液ꎬ避
光室温孵育 ３０ ｍｉｎꎬ加终止液ꎬ３０ ｍｉｎ 内使用全自动

酶标仪(ＢＩＯＲＡＤ６８０ꎬＨｅｒｃｕｌｅｓꎬ ＣＡ)在 ４５０ ｎｍ 波长

下进行读数并分析ꎬ根据标准曲线ꎬ计算分泌蛋白

ＢＭＰ￣４ 的浓度ꎮ
１.６　 细胞凋亡检测

荧光染色:弃细胞培养上清ꎬ用冷 ＰＢＳ 清洗ꎬ弃
上清后加入 １００ μＬ １Ｘ ＡＮＮＸＩＮ 结合液到培养板

中ꎬ将细胞密度调整到约 １×１０９ / Ｌꎬ每孔再加 １０ μＬ
ＡＮＮＸＩＮ Ｖ 和 ２ μＬ １００ ｍｇ / Ｌ ＰＩ 工作液ꎬ室温孵育

１５ ｍｉｎ 后ꎬ再加 ４００ μＬ １Ｘ ＡＮＮＸＩＮ 结合液混匀ꎬ立
刻用倒置荧光显微镜拍照ꎬ荧光显微镜下早期凋亡

细胞为绿色ꎬ中晚期凋亡和死细胞为红色ꎮ
流式细胞仪检测:弃细胞培养上清ꎬ冷 ＰＢＳ 清

洗后ꎬ用胰蛋白酶消化并收集细胞ꎬ离心后加入 １００
μＬ １Ｘ ＡＮＮＸＩＮ 结合液重悬细胞ꎬ将细胞密度调整

到约 １×１０９ / Ｌꎬ再加 ５ μＬ ＡＮＮＸＩＮ Ｖ 和 １ μＬ １００
ｍｇ / Ｌ ＰＩ 工作液到每组细胞悬液中ꎬ室温孵育 １５
ｍｉｎꎬ再加 ４００ μＬ １Ｘ ＡＮＮＸＩＮ 结合液混匀ꎬ然后用

流式细胞仪进行检测ꎮ
１.７　 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色

弃培养细胞上清ꎬＰＢＳ 清洗 ３ 遍ꎬ４％多聚甲醛

固定 １０ ｍｉｎꎬ蒸馏水清洗ꎬ加 ５％硝酸银溶液ꎬ避光

室温孵育 ３０ ｍｉｎꎬ紫外灯照射 １ ｈꎬ再次蒸馏水清洗

３ 遍ꎬ用 ５％硫代硫酸钠还原 ２ ｍｉｎꎬ蒸馏水清洗 ３
遍ꎬ乙醇脱水ꎬ０.１％核固红复染 ５ ｍｉｎꎬ在倒置相差

显微镜下观察拍照ꎮ 镜下可见细胞质成粉红色ꎬ在
胞质内可见黑色颗粒即为钙化结节ꎮ
１.８　 ＲＮＡ 提取及实时定量 ＰＣＲ 检测

收集细胞ꎬＴｒｉｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ 提取细胞总 ＲＮＡꎬ按
逆转录试剂盒步骤逆转录出 ｃＤＮＡꎬ以 ｃＤＮＡ 为模板

加入 Ｎｏｔｃｈ１ 的引物 (５′￣ＧＡＧ ＧＣＧ ＴＧＧ ＣＡＧ ＡＣＴ
ＡＴＧ Ｃ￣３′)ꎬ用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 法测 Ｎｏｔｃｈ１ ｍＲＮＡ 的表

达ꎬＡＣＴＩＮ 为内参ꎮ Ｎｏｔｃｈ１ 的扩增条件均为:９５℃

预变性 １５ ｓꎬ ９５℃变性 １０ ｓꎬ６０℃退火 ２０ ｓꎬ７２℃延

伸１５ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎬ然后对数据进行分析整理ꎮ
１.９　 统计学分析

统计分析运用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５.０１ 软件ꎬ数据

以ｘ±ｓ 表示ꎬ组间比较采用方差分析和 ｔ 检验ꎬ采用

双侧检验ꎬＰ<０.０５ 表示差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 心脏瓣膜间质细胞的钙化诱导

空白组 ｈＶＩＣｓ 种板后约 ８ ｈ 开始贴壁ꎬ呈梭形ꎮ
培养 ３ 天后可见细胞结构清晰ꎬ培养 １ 周后细胞放

射状排列ꎻ钙化组细胞镜下可见网状聚集样生长ꎬ
交错排列ꎬ细胞核颜色变深ꎬ细胞周围可见颗粒状

沉积物分布(图 １)ꎮ

图 １. 培养 １ 周后空白组细胞与钙化组细胞的光学显微镜下

形态(４０×)　 　 Ａ 为空白组ꎬ 细胞形态结构清晰ꎬ呈放射状生长ꎮ
Ｂ 为钙化组ꎬ 细胞聚集成网状、结节状ꎬ周围可见颗粒状沉积物(箭
头所示)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ｏｎｅ ｗｅｅｋ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ
ｌｉｇｈｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ(４０×)

２.２　 心脏瓣膜间质细胞钙化模型建立及检测

Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色镜下可见ꎬ钙化组细胞形成大小

不等的结节ꎬ胞质内的沉积物与细胞结节被染成黑

色ꎬ表明有钙质沉积ꎻ空白组细胞形态结构清晰ꎬ仅有

数个非特异性黑色颗粒ꎮ 各组每视野下钙化结节数

目钙化组明显多于空白组(Ｐ<０.０５)ꎬ并且随着诱导

天数的增加钙化结节的数目也随之增加(图 ２)ꎮ
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Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞内钙化标志蛋白 ＢＭＰ￣４
的表达(图 ３)ꎬ３ 天、５ 天、７ 天 ＢＭＰ￣４ 的表达均高于

空白组(Ｐ<０.０５)ꎮ ＥＬＩＳＡ 法检测细胞外分泌蛋白

ＢＭＰ￣４ 的表达(图 ４)ꎬ钙化组分泌蛋白 ＢＭＰ￣４ 的表

达明显高于空白组(Ｐ<０.０５)且随着诱导天数增加

而增加ꎮ

图 ２. Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色检测细胞钙化(４０×ꎬｎ＝ ３)　 　 空白组(０ｄ)细胞结构清晰ꎬ胞质染成粉红色ꎬ无黑色钙化颗粒ꎻ钙化组(１、３、５、７ 天)
细胞胞质中可见被染成黑色的钙化结节(箭头所示)ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ ｓｔａｉｎｉｎｇ(４０×ꎬｎ＝ ３)

图 ３. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测钙化过程中细胞内 ＢＭＰ￣４蛋白的表

达(ｎ＝ ３)　 　 ０ｄ 组为空白组ꎬ１ｄ、３ｄ、５ｄ、７ｄ 为钙化组ꎮ ａ 为 Ｐ<
０.０５ꎬ与空白组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 １ｄ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ３ｄ
组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢＭＰ￣４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｃａｌｃｉ￣
ｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ(ｎ＝ ３)

２.３　 钙化诱导过程中 Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白的测定

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示诱导 ３ 天开始 Ｎｏｔｃｈ１ 蛋

白的表达明显高于空白组(Ｐ<０.０５ꎬ图 ５)ꎬ并且随着

图 ４. ＥＬＩＳＡ 法检测钙化过程中细胞分泌蛋白 ＢＭＰ￣４ 表达

(ｎ＝ ３)　 　 ０ｄ 组为空白组ꎬ１ｄ、３ｄ、５ｄ、７ｄ 为钙化组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ
与空白组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 １ｄ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ＢＭＰ￣４ ｉｎ
ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ(ｎ＝３)

钙化诱导时间的延长 Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白的表达量增加ꎮ
ＲＴ￣ＰＣＲ 结果示钙化组 Ｎｏｔｃｈ１ 基因的表达较空白组

高(Ｐ<０.０５ꎬ图 ６)ꎮ
２.４　 钙化诱导过程中 ｈＶＩＣｓ 凋亡情况检测

荧光显微镜下发现在钙化诱导 ３ 天组细胞凋亡

率达到最高ꎬ随后有下降趋势(图 ７)ꎮ 流式细胞仪

对细胞凋亡情况进行验证ꎮ 结果发现诱导 ３ 天组细

胞凋亡比例最高达到了 ２０.７８％ꎬ是空白组的 ３ 倍

多ꎬ之后细胞凋亡率有下降趋势(图 ８)ꎮ
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图 ５. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测钙化过程中细胞内 Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白的表

达(ｎ＝ ３)　 　 ０ｄ 组为空白组ꎬ１ｄ、３ｄ、５ｄ、７ｄ 为钙化组ꎮ ａ 为 Ｐ<
０.０５ꎬ与空白组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 １ｄ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ３ｄ
组比较ꎻｄ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ５ｄ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｎｏｔｃｈ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｃａｌｃｉ￣
ｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ (ｎ＝ ３)

图 ６. ＲＴ￣ＰＣＲ 检测钙化过程中细胞内 Ｎｏｔｃｈ１ ｍＲＮＡ 的表

达(ｎ＝ ３)　 　 ０ｄ 组为空白组ꎬ１ｄ、３ｄ、５ｄ、７ｄ 为钙化组ꎮ ａ 为 Ｐ<
０.０５ꎬ与空白组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 １ｄ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｎｏｔｃｈ１ ｍＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｃａｌｃｉ￣
ｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ￣ＰＣＲ (ｎ＝ ３)

２.５　 激活、抑制 Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白的表达后 ｈＶＩＣｓ 的钙化

及凋亡情况检测

上述实验结果表明 ｈＶＩＣｓ 钙化过程与 Ｎｏｔｃｈ１
蛋白的表达及细胞凋亡有关ꎬ且在 ｈＶＩＣｓ 钙化过程

第 ３ 天时 Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白及细胞凋亡率较对照组明显

增高ꎬ因此为了证明 Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白对 ｈＶＩＣｓ 钙化及凋

亡的影响ꎬ所以将 ＬＰＳ 组、ＤＡＰＴ 组、对照组细胞均

培养 ３ 天ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果: ＬＰＳ 组细胞

Ｎｏｔｃｈ１ 的表达明显高于对照组(Ｐ<０.０５)及 ＤＡＰＴ
组(Ｐ<０.００１)ꎬＤＡＰＴ 组细胞 Ｎｏｔｃｈ１ 的表达与对照

组比较明显下降(Ｐ<０.０５)ꎮ 细胞 Ｃａｓｐａｓｅ３ 及 ＢＭＰ￣
４ 的表达 ＬＰＳ 组较对照组(Ｐ<０.０５)及 ＤＡＰＴ 组均增

强(Ｐ<０.００１)ꎮ 而 ＤＡＰＴ 组 Ｃａｓｐａｓｅ３ 及 ＢＭＰ￣４ 的表

达均较对照组减弱(Ｐ<０.０５ꎻ图 ９)ꎮ

３　 讨　 论

心血管疾病已经成为危害人类健康的头号杀

手ꎬ其中心脏瓣膜病占据了相当一部分的比重[８]ꎮ
随着人口老龄化的加剧ꎬ瓣膜钙化成为了瓣膜疾病

的最主要发病机制ꎮ 由于长期以来ꎬ研究者的目光

都集中在瓣膜修复和置换上ꎬ而对瓣膜钙化这一原

发因素研究甚少ꎬ现有的临床治疗方法均无法从病

因上解决根本问题ꎮ 因此ꎬ探索瓣膜钙化的发病机

制并且筛选出抗瓣膜钙化的新靶点对于其防治有

重要的意义ꎮ
早期有研究发现ꎬ在关节软骨及血管内皮的钙

化发病机制中ꎬ凋亡启动了钙化的进程[１３￣１４]ꎮ 也有

研究证实用 ＬＰＳ 活化 Ｎｏｔｃｈ１ 信号通路在 ｈＶＩＣｓ 钙

化过程中起着重要的促进作用[１０]ꎬ而在 ｈＶＩＣｓ 中凋

亡与钙化之间的关系及 Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白在 ｈＶＩＣｓ 凋亡

图 ７. 荧光显微镜检测细胞凋亡情况(４０×)　 　 ０ｄ 组为空白组ꎬ１ｄ、３ｄ、５ｄ、７ｄ 为钙化组ꎮ 细胞与 ＦＩＴＣ 标记的 ＡＮＮＸＩＮ Ｖ 结合后为绿色荧

光ꎬ表示早期凋亡细胞(小箭头)ꎬ与 ＰＩ 结合为红色荧光ꎬ代表中晚期凋亡或死亡细胞(大箭头)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ７. Ｃｅｌｌｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ(４０×)

６２１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ２ꎬ２０１７



图 ８. 流式细胞仪检测细胞凋亡情况　 　 ０ｄ 组为空白组ꎬ１ｄ、３ｄ、５ｄ、７ｄ 为钙化组ꎮ 右上象限为早期凋亡细胞比例ꎬ右下象限为中晚期凋亡

及死亡细胞比例ꎬ整个右侧象限为所有凋亡细胞比例ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ８. Ｃｅｌｌｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

图 ９. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞内 Ｎｏｔｃｈ１、Ｃａｓｐａｓｅ３ 及 ＢＭＰ￣４蛋白分子表达(ｎ＝ ３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.００１ꎬ与
ＤＡＰＴ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ９. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｎｏｔｃｈ１ / Ｃａｓｐａｓｅ３ / ＢＭＰ￣４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ (ｎ＝ ３)

与钙化关系中的作用未见有相关的报道ꎮ 本研结

果显示ꎬ钙化诱导液可以使 ｈＶＩＣｓ 钙化ꎬ在钙化过程

早期(３ 天)就出现细胞凋亡且达到高峰ꎬ随后凋亡

率有所下降ꎬ而钙化程度加深ꎬ提示在 ｈＶＩＣｓ 中细胞

凋亡和钙化有相关性ꎮ 而激活或抑制 Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白

的表达ꎬｈＶＩＣｓ 的凋亡和钙化均会随之上调或下调ꎬ
这说明 Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白在 ｈＶＩＣｓ 凋亡与钙化的关系中

有着重要的调节作用ꎮ
瓣膜间质细胞凋亡与钙化以及 Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白对

凋亡和钙化的调控机制尚不清楚ꎬ有研究指出细胞

凋亡及凋亡小体的清除障碍可能是引起心脏瓣膜

钙化的机制[１５]ꎬＰｒｏｕｄｆｏｏｔ 等[５ꎬ７]研究表明ꎬ在人血管

平滑肌细胞钙化过程中ꎬ膜完整的凋亡小体可以促

进钙离子的沉积ꎬ从而加重血管钙化ꎮ 研究指出基

质小泡是骨和软骨钙化的最初位点ꎬ是细胞外一种

１００~ ７００ ｎｍ 大小的膜包裹结构ꎬ可以产生碱性磷

酸酶与钙离子结合形成磷酸盐ꎬ促进钙化形成[１６]ꎮ
而研究发现在人血管钙化部位的钙盐成分也主要

以磷酸盐为主ꎬ碳酸盐比例很少[５]ꎬ另有研究发现

基质小泡内含 Ｂａｘ 蛋白ꎬ推测其可能是凋亡细胞的

残体即凋亡小体[１６￣１８]ꎮ 因此凋亡小体可能是通过

产生碱性磷酸酶形成磷酸钙结晶促进血管钙化ꎮ
Ｎｏｔｃｈ 蛋白为一种跨膜蛋白受体ꎬ影响细胞正常形

态发生的多个过程ꎬ包括多能祖细胞的分化、细胞
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凋亡、细胞增殖及调节 Ｔ 淋巴细胞和巨噬细胞产生

细胞因子ꎮ 研究表明 Ｎｏｔｃｈ１ 信号转导通路在 ＢＭＰ
诱导的成骨细胞分化中起重要作用[９ꎬ１９]ꎬ有研究发

现ꎬ在肿瘤细胞和 Ｂ 淋巴细胞中 Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白表达增

多可以通过诱导细胞周期停滞(使细胞周期停滞在

Ｇ２ / Ｍ 期)进而导致细胞凋亡[２０￣２３]ꎮ 因此可以推测

在 ｈＶＩＣｓ 中 Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白可能会通过诱导细胞凋亡

进而加重细胞钙化ꎬ但其具体机制是否如此尚待进

一步研究ꎮ 本研究已经证实了 ｈＶＩＣｓ 凋亡与钙化之

间有着显著的相关性ꎬＮｏｔｃｈ１ 蛋白在 ｈＶＩＣｓ 凋亡与

钙化关系中有重要作用ꎬ为钙化性瓣膜病的治疗提

供了可能的作用新靶点ꎮ
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