
主动脉瓣疾病是发达国家心血管疾病发病的 主要原因［1］，随着人们预期寿命的不断增加，其发病

率会越来越高［2］。过去认为钙化性主动脉瓣疾病

（calcified aortic valve disease，CAVD）是一种随着年

龄增长而产生的退行性病变，但现在认为这是一种

主动调节的疾病，是由细胞和蛋白介导的一种主动
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［摘 要］ 目的：探讨胰高血糖素样肽⁃1（glucagon⁃like peptide⁃1，GLP⁃1）对主动脉瓣间质细胞（valve stromal cells，VIC）钙化的

影响，揭示GLP⁃1在钙化性主动脉瓣疾病（calcified aortic valve disease，CAVD）发生发展中的保护作用及作用机制。方法：胶原

酶消化法分离并培养猪主动脉瓣膜间质细胞，用高钙、高磷法刺激建立主动脉瓣间质细胞钙化模型。采用不同浓度的GLP⁃1
分别干预VICs，通过检测细胞裂解液中钙离子浓度确定最佳浓度。用最佳干预浓度的GLP⁃1刺激细胞，提取RNA及蛋白，通

过RT⁃PCR以及Western blot分别测定骨桥蛋白（osteopontin，OPN）、Runt相关转录因子2（runt⁃related transcription factor 2，Runx
⁃2）以及相关信号通路 p65蛋白的表达情况。结果：GLP⁃1作用导致细胞裂解液钙离子浓度降低且最大刺激浓度为 200 ng/
mL。相比于对照组，GLP⁃1干预组OPN、Runx⁃2 mRNA和蛋白表达都降低，p65蛋白表达也降低。结论：GLP⁃1能够通过抑制

p65的表达进而抑制VICs的钙化及其成骨表型分化。
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［Abstract］ Objective：This study aims to investigate the effect of glucagon⁃like peptide⁃1（GLP⁃1）on phenotypic transformation of
aortic valve stromal cells（VIC），suggesting the role of GLP ⁃ 1 in the development of calcified aortic valve disease（CAVD）and
the mechanism of action. Methods：The interstitial cells of porcine aortic valve were isolated and cultured by collagenase digestion.
The calcification model of aortic valve interstitial cells was established by high calcium and phosphorus stimulation. The calcification
model was treated by different concentrations of GLP ⁃ 1 . The best concentration of GLP ⁃ 1 was determined by the calcium ion
concentration in the cell lysate. The optimal concentration of GLP⁃1 was used to stimulate the cells，and then RNA and cell proteins
were extracted. The expression of osteopontin（OPN），runt⁃related transcription factor 2（Runx⁃2）and related signaling pathway p38
were determined by RT ⁃ PCR and Western blot. Results：GLP ⁃ 1 reduced the concentration of calcium ion in cell lysate and the
maximum stimulation concentration of GLP⁃1 was 200 ng/mL. Compared with the control group，mRNAs and proteins of OPN，Runx⁃2
in GLP ⁃ 1 intervention group decreased，and the expression of p65 protein also decreased. Conclusion：GLP ⁃ 1 can inhibit the
calcification and osteogenic phenotype differentiation of VICs by inhibiting the expression of p65.
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和渐进性的调节过程，学者研究后认为CAVD病理

过程与动脉粥样硬化有相似之处，炎症、氧化应激、

机械应力等因素在其中扮演了重要的角色［3］。目前

对于CAVD发病机制的研究逐渐成为热点，越来越

多的证据表明主动脉瓣间质细胞（valve stromal
cells，VIC）在瓣膜钙化的过程中扮演了重要的角

色。健康的 VIC 表型类似于成纤维细胞（fibro⁃
blast），而当瓣膜受到病理性刺激时，其表型可向成

骨细胞转化，表达成骨表面标志如骨桥蛋白（osteo⁃
pontin，OPN）、Runt相关转录因子2（runt⁃related tran⁃
scription factor 2，Runx⁃2）等，OPN、RUNX⁃2是几乎

在所有钙化中都会表达的经典钙化分子［4］。胰高血

糖素样肽⁃1（glucagon⁃like peptide⁃1，GLP⁃1）是肠上

皮L细胞分泌的一种含有30个氨基酸小分子多肽，

具有促进胰岛素分泌、抑制胰高血糖素的释放、减

少胰岛β细胞凋亡等作用，对于维持机体糖代谢稳

态具有重要作用，是目前公认的治疗糖尿病理想药

物［5］。有研究表明GLP⁃1 能够激活相关通路，调节

心肌代谢，降低心肌再灌注损伤，抑制心肌细胞的

凋亡，改善心脏功能［6］。但GLP⁃1对于主动脉瓣钙

化的影响目前尚不明确，因此，本研究采用GLP⁃1干
预VIC钙化模型，检测细胞裂解液中钙离子的浓度

以及OPN、Runx⁃2的表达情况，旨在阐明GLP⁃1对于

VIC钙化以及成骨表型分化的抑制作用，为CAVD
的治疗提供新的靶点。

1 材料和方法

1.1 材料

主动脉瓣膜取自健康幼年家猪，高糖DMEM培

养基、胎牛血清（FBS）、PBS缓冲液、QuantiChrom TM

Calcium Assay Kit（Quanti Chrom公司，美国），青/链
霉素（杭州碧云天公司），GLP⁃1（Sigma 公司，美

国）。Runx⁃2抗体（Abcam公司，美国），OPN抗体

（Lifespan公司，美国），GAPDH抗体（CST公司，美

国）。内参GAPDH、OPN、Runx⁃2引物（南京锐真生

物技术有限公司）。

1.2 方法

1.2.1 猪主动脉瓣间质细胞的提取与培养

清洗猪，固定四肢后，颈动脉放血，在主动脉根

部将主动脉三叶瓣膜从根部剪出，放入预冷无菌的

PBS中暂存。把瓣膜放入有 0.1%胶原酶消化液的

6 cm培养皿中，放入温箱中消化 15 min。用细胞刮

轻轻刮去瓣膜上皮细胞，再次将瓣膜放入胶原酶消化

液中，放入摇床（37 ℃，转速200 r/min），消化3 h。取

出瓣膜，将消化液移至离心管中，离心 1 000 r/min
3 min，弃上清，加入 10 mL 高糖 DMEM 培养基

（DMEM+15%FBS+双抗），重悬，转移至培养瓶中，置

于 37 ℃ 5%CO2培养箱中，次日换液。此后每隔 2 d
换液，待细胞达 90%融合时进行传代，后续实验取

第4~5代细胞进行。

1.2.2 钙浓度测定

细胞接种于12孔板中。待90%左右融合时，分

别用含 0、25、50、100、200、400 ng/mL GLP⁃1的高糖

DMEM，高钙、高磷培养基干预 24 h。每孔加入

500 μL 0.6 mol/L HCl，4 ℃摇床24 h。按钙离子检测

试剂盒说明书所示方法将样品与试剂按一定比例混

匀，酶标检测612 nm处的吸光度，算出绝对钙离子浓

度。然后提取蛋白，按BCA法测定蛋白浓度。相对

钙浓度值=绝对钙浓度/蛋白浓度。

1.2.3 RT⁃PCR检测

细胞接种于 6孔板中。对照组（n=3）用含 15%
FBS DMEM 培养，实验组（n=3）用含有 200 ng/mL
GLP⁃1的 15%FBS DMEM 培养。两者均刺激 24 h
后，采用 TRIzol 试剂提取细胞总 RNA。通过 RT⁃
PCR检测OPN、Runx⁃2的mRNA表达水平。逆转录

采用 10 μL反应体系。反应条件为：42 ℃ 15 min，
85 ℃ 5 s，4 ℃保存。PCR扩增体系为 20 μL（cDNA
1 μL，上下游引物各1 μL，去离子水10 μL，cDNA模

板 1 μL，ROX 7 μL）；反应条件：95 ℃，15 s，60 ℃，

1 min，重复40个循环。PCR引物序列见表1。

1.2.4 Western blot检测

实验组与对照组设计与RT⁃PCR检测相同。采

用BCA法测定蛋白浓度进行蛋白定量检测。经过

电泳，转膜，将蛋白转到PVDF膜上。室温用脱脂奶

粉溶液封闭 2 h。加入一抗，4 ℃孵育过夜。0.2%
TBST洗一抗4次。加入二抗，室温孵育1.5 h。加入

显影液，凝胶成像系统扫描分析结果。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 22.0软件进行统计分析。各实验独

表1 RT⁃PCR引物序列

Table 1 Primers for RT⁃PCR
基因

OPN

Runx⁃2

GAPDH

序列（5′→3′）
上游:GAGCAAACAGACGATGTGGA
下游:GACCAGCTCATCGGATTCAT
上游:GACTGTGGTTACCGTCATGGC
下游:CTTGGTTTTTCATAACAGCGGA
上游:AATGGGGTTCAACGGGTTAC
下游:TAGAGGGACAAGTGGCGTTC
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图3 GLP⁃对OPN和Runx⁃2蛋白表达的影响

Figure 3 The expression of OPN and Runx⁃2 protein in each group
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图2 GLP对OPN和RUNX⁃2 mRNA的表达

Figure 2 The expression of OPN and RUNX⁃2 mRNA in
each group

立重复3次以上，计量数据以均数±标准差（x ± s）表

示，组间比较采用方差分析及两两比较 LSD⁃ t检
验。P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 GLP⁃1对VIC相对钙离子浓度的影响

GLP⁃1干预显著降低了VIC相对钙离子浓度，

刺激浓度在 50、100、200、400 ng/mL 时差异有统计

学意义（P < 0.05，图 1），且GLP⁃1浓度在 200 ng/mL
效果最明显，因此确定 200 ng/mL为后续实验的最

佳刺激浓度。

2.2 GLP⁃1对OPN、Runx⁃2的mRNA表达的影响

用 200 ng/mLGLP⁃1的高糖DMEM培养基处理

VIC24 h，RT⁃PCR 结果显示，实验组 OPN、Runx⁃2
mRNA的表达较对照组显著降低（P < 0.05，图2）。
2.3 GLP⁃1对OPN、Runx⁃2蛋白表达的影响

GLP⁃1干预VIC后，其OPN、Runx⁃2蛋白表达较

对照组显著降低，差异具有统计学意义（P < 0.05，图
3）。
2.4 GLP⁃1对p65蛋白表达的影响

GLP⁃1干预细胞后，p65蛋白表达较对照组显著

降低，差异具有统计学意义（P < 0.05，图4）。

3 讨 论

GLP⁃1主要是和GLP⁃1受体（GLP⁃1R）相互结合

发挥作用。GLP⁃1R 不仅在胰腺有表达，还广泛分

布于胰腺外的多种组织器官，如心脏、脑、肝脏、胃

肠道、肾脏、肺、中枢神经系统等［7］。GLP⁃1R分布的

广泛性是能发挥多种生物学效应的基础。最近有

研究表明，GLP⁃1类似物利拉鲁肽能够抑制血管平

滑肌细胞（vascular smooth muscle cell，VSMC）向成

骨细胞分化，从而抑制血管钙化［8］。本实验采用

GLP⁃1刺激VIC，发现细胞裂解液中钙离子浓度显

著下调，提示GLP⁃1能够抑制VIC的钙化。

主动脉瓣膜中主要存在两种细胞，一种是主动

脉瓣内皮细胞（valvular endothelial cell，VEC），另一

种则是VIC，后者具有成纤维细胞、平滑肌细胞和肌
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Figure 1 Effects of different GLP⁃1 level on Ca2+ of VIC
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Figure 4 The expression of p65 protein in each group

成纤维细胞的特征［9］。当VIC受到刺激时，表型正

常的成纤维细胞就会被激活，表现为肌成纤维细胞

表型，这时VIC便具有了收缩功能和合成新蛋白质

的功能［10］。主动脉瓣钙化疾病的特点主要是一些

钙化的结节相互融合，从而影响主动脉瓣膜组织的

功能。这些变化一般最主要开始于主动脉瓣膜的

纤维层，这种频繁地向成骨细胞的转变，也被称为

骨性化生［11］。关于钙化结节形态形成，目前比较被

认同的是骨化理论。VIC的骨化是形成钙化结节的

关键。研究表明二聚糖能够通过激活Toll样受体促

进VIC向成骨转化并出现钙化。Arakawa等［12］采用

GLP⁃1R 激动剂作用于小鼠，结果发现 GLP⁃1R 激动

剂能够抑制单核/巨噬细胞在主动脉瓣表面聚集，减

轻瓣膜钙化病变。本研究采用适当浓度GLP⁃1来干

预VIC，能够显著抑制OPN、Runx⁃2 mRNA以及蛋白

表达，提示GLP⁃1可能通过抑制VIC向成骨细胞转

化，抑制钙化结节的产生，进而抑制主动脉瓣钙

化。而对于这种现象产生的机制，本文对于 p65这
条经典的炎症转导通路进行了研究，发现GLP⁃1处
理后，p65蛋白表达较对照组明显降低，提示GLP⁃1
是通过抑制p65的表达而抑制细胞钙化。同时也间

接说明主动脉瓣膜的钙化和炎症因子的表达是密

切相关的。

综上所述，本研究证明了GLP⁃1能够通过抑制

p65的表达进而抑制 VIC的钙化及其成骨表型分

化，降低细胞中钙离子浓度，为明确GLP⁃1在CAVD
所起的作用提供了新的理论依据。然而主动脉瓣

钙化是一个非常复杂的过程，关于GLP⁃1抑制VICs
钙化的机制还需要进一步研究。
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