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ＬＰＳ诱导主动脉瓣膜间质细胞成骨分化的作用及机制研究
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　　［摘要］　目的　探讨转化生长因子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ１）、细胞外调节蛋白激
酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ，ＥＲＫ）在脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）诱导猪主动脉瓣膜间
质细胞（ｐｏｒｃｉｎｅａｏｒｔｉｃｖａｌｖｅｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｃｅｌｌｓ，ＰＶＩＣｓ）成骨分化过程中的作用与机制。方法　体外分离并
培养ＰＶＩＣｓ。应用ＬＰＳ诱导ＰＶＩＣｓ成骨分化，ＡＬＰ染色和茜素红 Ｓ染色检测细胞成骨分化能力；ＲＴ
ｑＰＣＲ法检测细胞成骨相关基因及蛋白Ｒｕｎｔ相关转录因子２（ｒｕｎｔｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２，Ｒｕｎｘ２）、
骨桥蛋白（ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，ＯＰＮ）和骨钙蛋白（ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ，ＯＣＮ）的转录水平。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＴＧＦβ１、
ＴＧＦβＲ、Ｂａｘ、Ｓｍａｄ２／３和ＥＲＫ１／２的蛋白表达水平。同时应用ＥＲＫ特异性抑制剂ＰＤ９８０５９处理，观察
ＥＲＫ、Ｂａｘ、Ｒｕｎｘ２蛋白表达水平。结果　①ＬＰＳ（４μｇ／ｍＬ）处理可以使ＰＶＩＣｓ的碱性磷酸酶活性明显升
高，钙盐沉积明显增强。②ＲＴｑＰＣＲ检测结果显示：ＬＰＳ（４μｇ／ｍＬ）处理后可以明显上调 Ｒｕｎｘ２、ＯＰＮ
和ＯＣＮ的ｍＲＮＡ转录水平（Ｐ＜０．０１）。③Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：ＬＰＳ（４μｇ／ｍＬ）处理后 ＴＧＦβ１、
ＴＧＦβＲ、Ｓｍａｄ２／３及ＥＲＫ１／２蛋白水平显著升高（Ｐ＜０．０５）；ＥＲＫ特异性抑制剂ＰＤ９８０５９可以减弱ＬＰＳ
对ＥＲＫ、Ｂａｘ、Ｒｕｎｘ２的促表达作用（Ｐ＜０．０５）。结论　ＬＰＳ可能通过激活ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄｓ和ＥＲＫ信号通
路诱导主动脉瓣膜间质细胞成骨分化。
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　　钙化性主动脉瓣膜疾病（Ｃａｌｃｉｆｉｃａｏｒｔｉｃｖａｌｖｅ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＡＶＤ）是一种退行性心脏瓣膜疾病，该病已
经成为仅次于冠心病和高血压的第三大心血管疾病。

瓣膜退行性变引起主动脉瓣狭窄是 ＣＡＶＤ发病的主
要原因，现在尚没有有效的药物进行治疗与预防，对主

动脉瓣狭窄仍主要依赖于外科换瓣手术［１－２］，加强主

动脉瓣钙化及其机制的研究一直是临床与基础研究的

主要热点。

　　早期研究认为瓣膜钙化是钙盐被动沉积的结
果［３］，然而随着研究不断深入，人们逐渐认识到ＣＡＶＤ
是一个涉及慢性炎症、内皮损伤、基质重塑、新生血管

形成及进展性钙化等复杂变化的主动过程［４－５］，炎症

性浸润与主动脉瓣组织中的成骨化生变化密切相

关［４］，并且在主动脉钙化中起重要作用。

　　主动脉瓣膜钙化过程中显示有主动脉瓣膜间质细
胞（ＶＩＣｓ）向肌成纤维细胞分化并继发弥漫性钙化或
成骨样分化，且伴有大量凋亡小泡的形成。有研究显

示在钙化的主动脉瓣膜中不但有ＴＧＦβ１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１）表达显著升高［６］，并且外源性 ＴＧＦ
β１也可以诱导 ＶＩＣｓ中骨钙蛋白（ＯＣＮ）、骨桥蛋白
（ＯＰＮ）、骨唾液蛋白等骨基质蛋白的表达升高［６－７］。

ＥＲＫ（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ）作为传递
丝裂原信号的信号转导蛋白，是细胞外调节蛋白激酶，

包括ＥＲＫ１和ＥＲＫ２。其可以将信号从细胞表面受体
传导至细胞核；在 ＶＩＣｓ中受到炎症刺激后 ＥＲＫ信号
通路激活倾向于正向调节细胞的成骨分化作用［８－１０］。

　　我们采用 ＬＰＳ诱导猪主动脉瓣膜间质细胞
（ＰＶＩＣｓ）的钙化模型，观察 ＴＧＦβ１及 ＥＲＫ在 ＬＰＳ诱
导主动脉瓣膜间质细胞钙化过程中的表达及其意义，

从而初步探讨 ＴＧＦβ１、ＥＲＫ在 ＬＰＳ诱导主动脉瓣膜
间质细胞钙化过程中的可能机制，以期为临床治疗

ＣＡＶＤ的防治提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　猪主动脉瓣膜间质细胞　　猪主动脉瓣膜获
自重庆市璧山区动物检疫定点屠宰场，现场获取８头
８～１０月龄雌雄不限的健康家猪，体质量１００～１２０ｋｇ。
处死后，３０ｍｉｎ内于无菌条件取下健康的主动脉瓣叶，
立即保存在４℃的新鲜培养基中（Ｍ１９９），５０ｍｉｎ内带
回实验室进行下步操作。

１．１．２　主要试剂　　脂多糖（ＬＰＳ）、茜素红、Ⅱ型胶
原酶（美国Ｓｉｇｍａ）、Ｍ１９９培养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ）、澳洲优级
胎牛血清（ＣｅｌｌＭａｘ）；兔抗人 ＴＳｍａｄ２／３、ＴＧＦβ１、ＯＰＮ
（沈阳万类）；兔抗人 Ｒｕｎｘ２（ＳａｎｔａＣｒｕｚ）；兔抗人 ｐ
Ｓｍａｄ２／３、ＴＧＦβ１Ｒ、Ｂａｘ（北京博奥森）；兔抗人 ｐＥＲＫ
（１／２）（ＣＳＴ）；鼠抗人 ＧＡＰＤＨ（武汉三鹰）；辣根过氧
化物酶标记山羊抗小鼠／兔 ＩｇＧ试剂盒（北京中杉金
桥）；聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜、化学发光试剂盒
（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）；Ｔｒｉｚｏｌ试剂、反转录试剂盒（ＴａＫａＲａ）、
ｑＰＣＲ引物由深圳华大基因公司合成。碱性磷酸酶
（ＡＬＰ）染色试剂盒（碧云天生物科技）。
１．２　方法
１．２．１　主动脉瓣膜间质细胞的分离、培养　　取出瓣
膜，ＰＢＳ清洗后无菌棉签刮除瓣膜表面内皮细胞，剪碎
后转入Ⅱ型胶原酶中消化，后加入新鲜 Ｍ１９９培养基
（含１％双抗和１０％优级胎牛血清）重悬，铺于培养皿
中使其贴壁，细胞生长融合至约８０％密度时传代。后
续实验选用经鉴定明确的第３～６代主动脉瓣膜间质
细胞［１１］。

１．２．２　ＬＰＳ诱导ＰＶＩＣｓ成骨分化及实验分组　　取对
数生长期的瓣膜间质细胞置于标准培养基中进行培

养，待细胞密度至 ３０％～５０％时加入 ４μｇ／ｍＬＬＰＳ处
理，诱导细胞成骨分化。实验分组如下：对照组以常规

培养基处理；实验组分别加入４μｇ／ｍＬ的 ＬＰＳ分别持
续刺激０、２４、４８ｈ，检测 ＬＰＳ对瓣膜间质细胞成骨分
化诱导效果。

１．２．３　ｑＰＣＲ检测Ｒｕｎｘ２，ＯＰＮＯＣＮｍＲＮＡ表达
　　Ｔｒｉｚｏｌ法提取细胞总ＲＮＡ，两步法反转录成 ｃＤＮＡ
后进行 ｑＰＣＲ扩增。引物设计与合成：Ｒｕｎｘ２上游引
物：５′ＧＣＡＣＴＡＣＣＣＡＧＣＣＡＣＣＴＴＴＡ３′；下 游 引 物：
５′ＴＡＴＧＧＡＧＴＧＣＴＧＣＴＧＧＴＣＴＧ３′；ＯＰＮ上游引物：５′
ＧＡＧＣＡＡＡＣＡＧＡＣＧＡＴＧＴＧＧＡ３′；下游引物：５′ＧＡＣＣ
ＡＧＣＴＣＡＴＣＧＧＡＴＴＣＡＴ３′；ＯＣＮ上游引物：５′ＴＣＡＣＡ
ＣＴＧＣＴＴＧＣＣＣＴＡＣＴＧ３′；下游引物：５′ＣＴＡＴＧＣＣＡＴ
ＡＧＡＡＧＣＧＣＣＧＡ３′；内参 ＧＡＰＤＨ上游引物：５′ＧＧＴ
ＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＧＡＡＣＧ３′；下游引物：５′ＣＧＴＴＣＡ
ＣＴＣＣＧＡＣＣＴＴＣＡＣＣ３′。以ＧＡＰＤＨ为内参，ＱＰＣＲ体
系为１０μＬ，反应条件：９５℃预变性１０ｍｉｎ，９５℃变性
２０ｓ，５５℃退火１０ｓ，７０℃延伸 １ｓ，循环 ３６次，最后
ＰＣＲ扩增检测ＯＰＮ，Ｒｕｎｘ２ｍＲＮＡ水平表达，用 ２－ΔΔＣｔ

法统计分析相对表达量，实验重复３次。
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１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｒｕｎｘ２，ＯＰＮ，ＴＧＦβ１等相关
蛋白表达　　提取细胞总蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓
度。以２５０μｇ为标准计算蛋白上样体积。１０％ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳，蛋白湿转至ＰＶＤＦ膜，封闭，加入一抗（稀
释比例 Ｒｕｎｘ２：１∶５００，ＯＰＮ：１∶５００，αＳＭＡ：１∶１０００，
ＧＡＰＤＨ：１∶１０００），４℃过夜；孵育二抗，显影，Ｉｍ
ａｇｅＬａｂ软件计算出各电泳条带的灰度值，ＧＡＰＤＨ作
为内参对照，以目的蛋白条带灰度值比对内参条带灰

度值代表目的蛋白的表达水平，实验重复３次。
１．２．５　ＡＬＰ染色检测瓣膜间质细胞碱性磷酸酶活性
　　取对数期生长的细胞种植于２４孔板，融合至３０％
密度时加入不同处理；５％血清常规培养基培养 ７ｄ，
ＰＢＳ清洗，２００μＬＮＢＴ／ＢＣＩＰ工作液染色，双蒸水终止
反应，观察染色结果，室温晾干、拍照。

１．２．６　茜素红Ｓ染色检测瓣膜间质细胞钙盐沉积　
　取对数期生长的瓣膜间质细胞种植于２４孔板，融合
至２０％密度时加处理；２％血清常规培养基继续培养
１４ｄ，ＰＢＳ清洗，加入０．４％的茜素红染液，显微镜下观

察，待出现红色颗粒物质时，吸弃染色液后清洗，显微

镜下观察、拍照。

１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２０．０统计软件对实验数据进行单因素
方差（ＡＮＯＶＡ）分析，所有实验数据用 珋ｘ±ｓ表示，各组
之间差异的两两比较用ＬＳＤｔ检验。

２　结果

２．１　ＬＰＳ对ＰＶＩＣｓ成骨分化的影响
　　４μｇ／ｍＬＬＰＳ诱导ＰＶＩＣｓ成骨分化７ｄ，与空白对
照组相比，ＬＰＳ组碱性磷酸酶活性显著升高；诱导
ＰＶＩＣｓ成骨分化１４ｄ，与空白对照组相比，ＬＰＳ组见明
显钙盐沉积（图 １Ａ）；ｑＰＣＲ检测结果显示：ＬＰＳ浓度
为４μｇ／ｍＬ时，成骨相关基因Ｒｕｎｘ２和ＯＰＮ的表达水
平较空白对照组显著升高（Ｐ＜０．００１，图１Ｂ）；４μｇ／ｍＬ
ＬＰＳ诱导 ＰＶＩＣｓ成骨分化 ７ｄ，晚期成骨相关基因
ＯＣＮ的表达水平较空白对照组亦显著升高（Ｐ＜０．０１，
图１Ｃ）。
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图１　ＬＰＳ对ＰＶＩＣｓ成骨分化的影响
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２．２　ＬＰＳ对ＰＶＩＣｓ凋亡水平的影响
　　４μｇ／ｍＬＬＰＳ诱导 ＰＶＩＣｓ成骨分化，检测 ＰＶＩＣｓ
凋亡水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示：与０ｈ相比，在诱导
８ｈ细胞凋亡标志性蛋白Ｂａｘ表达水平升高，诱导２４ｈ
Ｂａｘ表达水平升高显著（Ｐ＜０．０５，图２）。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｂａｘ表达；Ｂ：定量分析（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）　
ａ：Ｐ＜０．０５，与０ｈ比较

图２　ＬＰＳ对ＰＶＩＣｓ凋亡水平的影响

２．３　ＬＰＳ对信号通路ＴＧＦβ１Ｓｍａｄ２／３的影响
　　用４μｇ／ｍＬＬＰＳ诱导ＰＶＩＣｓ细胞成骨分化，Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＴＧＦβ１及 ＴＧＦβＲ蛋白表达水平，结果
显示：与空白对照组相比，在诱导２ｈＴＧＦβ１的蛋白表

达水平显著升高（Ｐ＜０．０５），诱导８和２４ｈＴＧＦβ１和
ＴＧＦβＲ的蛋白表达水平均显著升高（Ｐ＜０．０５，图３Ａ、
Ｂ）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｐＳｍａｄ２／３蛋白表达水平，结果
显示：与空白对照组相比，ｐＳｍａｄ２／３从２ｈ起蛋白水
平逐渐升高，８ｈ升高最为显著（Ｐ＜０．０１），但２４ｈ出
现下降趋势，而细胞的总 Ｓｍａｄ２／３蛋白表达量没有明
显变化（图３Ｃ、Ｄ）。
２．４　ＬＰＳ对信号通路ＥＲＫ的影响
　　４μｇ／ｍＬＬＰＳ诱导 ＰＶＩＣｓ细胞成骨分化 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测ｐＥＲＫ蛋白表达水平，结果显示：与空白对照
组相比，ｐＥＲＫ蛋白成升高水平，并且在诱导第８ｈ升
高最显著，而细胞的总ＥＲＫ蛋白表达量没有明显变化
（Ｐ＜０．０１，图４）。
２．５　ＥＲＫ抑制剂对ＬＰＳ促进ＰＶＩＣｓ成骨分化的影响
　　４μｇ／ｍＬＬＰＳ诱导ＰＶＩＣｓ成骨分化７ｄ，与ＤＭＳＯ
对照组相比，ＬＰＳ组碱性磷酸酶活性显著升高；采用
ＥＲＫ信号通路抑制剂（ＰＤ９８０５９）预处理 ３０ｍｉｎ后再
与ＬＰＳ同时处理ＰＶＩＣｓ成骨分化７ｄ，与ＬＰＳ组对比，
ＬＰＳ＋ＰＤ９８０５９组碱性磷酸酶活性显著降低（图５Ａ）；同
样，ＰＤ９８０５９预处理３０ｍｉｎ后再与４μｇ／ｍＬＬＰＳ共同
处理ＰＶＩＣｓ细胞成骨分化 ２ｄ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白
表达水平，结果显示：与 ＤＭＳＯ对照组相比，ＬＰＳ组
Ｂａｘ、Ｒｕｎｘ２和ｐＥＲＫ蛋白水平升高（Ｐ＜０．０５），与ＬＰＳ
组相比，ＬＰＳ＋ＰＤ９８０５９组Ｂａｘ、Ｒｕｎｘ２和ｐＥＲＫ蛋白表
达水平明显降低（Ｐ＜０．０５，图５Ｂ、Ｃ）。

!"#!!$

（
%%"&'

(）
!

!"#!!&

（
))"&'

(）
!

"*+,-.(/"&'

(

0!

' 1 & 1 2 1 ) 1 3 1 2) 1

*

456728(

（
%2"&'

(）
!

9!456728(

（
%2"&'

(）
!

"*+,-:(/"&'

(

;!

' 1 & 1 2 1 ) 1 3 1

2) 1

<

'=>

'=)

'=2

'

!"#!!&

!"#!!$

6

6

6

6

6

6

' & 2 ) 3 2)

时间
81

?

&='

'=3

'=>

'=)

'=2

'

6

6

6

6

' & 2 ) 3 2)

时间
81

,

9
!
4
5
6
7
2
8
(
8
4
5
6
7
2
8
(

相
对
表
达
量

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＧＦβ１、ＴＧＦβＲ表达；Ｂ：定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５与０ｈ比较；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｐＳｍａｄ２／３、ＴＳｍａｄ２／３表
达；Ｄ：定量分析　 ａ：Ｐ＜０．０１，与０ｈ比较

图３　ＬＰＳ对信号通路ＴＧＦβ１Ｓｍａｄ２／３的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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图４　ＬＰＳ对信号通路ＥＲＫ的影响
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０．０５，与ＤＭＳＯ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ组比较

图５　ＥＲＫ抑制剂对ＬＰＳ促进ＰＶＩＣｓ成骨分化的影响

３　讨论

　　目前随着人口逐渐老龄化，ＣＡＶＤ已经成为主要
的心血管疾病之一，但是由于对该疾病发病机制的研

究尚不清楚，目前除外科手术治疗外尚无有效的治疗

药物，因此对该疾病的病生机制和治疗靶点的探索则

尤为重要。

　　瓣膜间质细胞是构成主动脉瓣膜的主要细胞，大
量研究表明ＶＩＣｓ在主动脉瓣膜退行性变和钙化过程
中发挥着重要作用［１０，１２］；目前研究发现，包括慢性炎

症在内的多种刺激因素可以诱导 ＶＩＣｓ逐渐向肌成纤
维样细胞和成骨细胞分化，并最终出现钙盐沉积致使

瓣膜发生钙化；同样，也有报道指出在主动脉瓣膜钙化

早期瓣膜中凋亡水平明显增加［６］，但其机制尚不完全
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明确。ＬＰＳ是革兰氏阴性细菌细胞壁最外层的类脂多
糖类物质，作为慢性炎症中代表物，其可以通过多种途

径促进炎症的发生并最终导致瓣膜钙化。研究显示，

ＬＰＳ刺激后导致钙化瓣膜中 Ｒｕｎｘ２、ＢＭＰ２水平升
高［１３］，ＢＡＢＵ等［１４］人的研究也发现 ＬＰＳ可以通过增
加细胞因子、趋化因子及黏附因子等来刺激ＶＩＣｓ出现
早期炎症及晚期成骨样改变。目前有研究指出，ＴＧＦ
β１Ｓｍａｄ２／３、ＭＡＰ激酶（ＭＡＰＫ）、ＥＲＫ１／２等信号通路
参与了ＶＩＣｓ细胞在炎性刺激下发生的营养不良变化，
凋亡，乃至钙化［１０］，所以在ＬＰＳ诱导ＶＩＣｓ成骨分化过
程中，有关 ＴＧＦβ１Ｓｍａｄｓ信号通路和 ＥＲＫ信号通路
影响的研究值得探讨。

　　以猪主动脉瓣膜间质细胞（ＰＶＩＣｓ）作为研究对象
的原因是猪主动脉瓣膜间质细胞与人主动脉瓣膜间质

细胞的同源性最高。４μｇ／ｍＬ浓度的ＬＰＳ诱导ＰＶＩＣｓ
成骨分化，通过观察不同时间点细胞碱性磷酸酶活性、

钙盐沉积情况以及Ｒｕｎｘ２、ＯＰＮ和ＯＣＮ转录水平的变
化，结果发现４μｇ／ｍＬ浓度的ＬＰＳ可以使ＰＶＩＣｓ的碱
性磷酸酶活性明显升高、钙盐沉积明显增强，并且显著

升高成骨相关基因 Ｒｕｎｘ２、ＯＰＮ和 ＯＣＮ的转录表达
水平；提示通过ＬＰＳ诱导成功构建瓣膜间质细胞成骨
分化模型。与传统使用钙盐培养基构建 ＰＶＩＣｓ成骨
分化模型所不同的是，ＬＰＳ可以在体外模拟慢性炎症
环境对ＰＶＩＣｓ的影响。
　　我们的实验结果提示在 ＬＰＳ诱导 ＰＶＩＣｓ成骨分
化过程中可能有 ＴＧＦβ１Ｓｍａｄｓ信号通路的参与。固
定ＬＰＳ浓度为４μｇ／ｍＬ、不同的时限刺激ＰＶＩＣｓ，检测
ＴＧＦβ１信号通路标志物，发现 ＬＰＳ诱导瓣膜间质细
胞成骨分化过程中 ＴＧＦβ１和 ＴＧＦβＲ的蛋白表达水
平也逐渐升高，在第２４ｈ表达最高；ｐＳｍａｄ２／３在刺激
时限为２ｈ即可被观察到，８ｈ达到高峰，此过程同时
伴有 Ｂａｘ水平逐渐上升。然而随着刺激时间延长，
ｐＳｍａｄ２／３活性并不继续增强，而是呈下降趋势，结果
提示ＬＰＳ诱导ＰＶＩＣｓ成骨分化过程中可能有ＴＧＦβ１、
ｐＳｍａｄ２／３信号通路的激活，并且其参与过程是与
ＬＰＳ刺激作用的时间相互关联，较长时间的刺激可能
会存在细胞自身负反馈的调节从而抑制ｐＳｍａｄ２／３的
表达。凋亡标志物Ｂａｘ的增加提示慢性炎症的刺激可
能也通过增加细胞的凋亡水平来进一步促进瓣膜钙

化。在其他细胞系中，有文献报道了 ＬＰＳ与 ＴＧＦβ１
存在着相类似的联系。有研究发现在心脏成纤维细胞

中，ＴＧＦβ１同样可以促进 ＴＬＲ４的表达增加［１５］；

ＳＵＮ［１６］也在研究中指出，ＬＰＳ在小鼠胰腺星形细胞中
也可以促进ＴＧＦβ１的表达。

　　我们的研究结果还提示在 ＬＰＳ诱导瓣膜间质细
胞成骨分化过程中不仅激活ＴＧＦβ１Ｓｍａｄ２／３，还可能
通过激活ＥＲＫ信号通路参与炎症诱导的瓣膜间质细
胞成骨分化的过程。结果显示，ｐＥＲＫ１／２蛋白水平
２ｈ开始升高，８ｈ达到高峰，２４ｈ略呈下降趋势；加入
ＥＲＫ信号通路抑制剂ＰＤ９８０５９（１０ｎｍｏｌ）后ｐＥＲＫ１／２、
Ｂａｘ、Ｒｕｎｘ２的表达水平有所下降，并且可以使 ＰＶＩＣｓ
组碱性磷酸酶活性明显降低，这些结果表明 ＬＰＳ亦有
可能通过激活ｐＥＲＫ１／２促进ＰＶＩＣｓ的成骨分化。目
前ＥＲＫ已被证明可以通过激活Ｒｕｎｘ２／ＣＢＦａ１（核心
结合因子１）转录因子来调节各种成骨细胞和成骨细
胞前体细胞类型中的成骨分化［１７－１８］。

　　综上所述，我们认为 ＬＰＳ诱导主动脉瓣膜间质细
胞成骨分化可能是通过上调 ＴＧＦβ／Ｓｍａｄｓ和 ＥＲＫ两
个信号通路实现的，并且对此过程的影响除了有 ＬＰＳ
的浓度效应外，在刺激时限因素中还有细胞的自身反

馈调节参与。然而，由于本研究中瓣膜间质细胞是猪

来源的，没有使用人主动脉瓣膜间质细胞，因此现有结

果还无法说明４μｇ／ｍＬＬＰＳ作用浓度及刺激时间是否
适用于人体组织细胞；再者未对 ＬＰＳ调节的 ＴＧＦβ１
Ｓｍａｄ２／３和ＥＲＫ信号通路的上／下游分子机制进行研
究，后续还将继续深入探讨，完善 ＬＰＳ对主动脉瓣膜
间质细胞成骨分化的具体机制。
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［１６］ＳＵＮＬ，ＸＩＵＭ，ＷＡＮＧＳＨ，ｅｔａｌ．Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ
ｅｎｈａｎｃｅｓＴＧＦβ１ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙａｎｄｒａｔｐａｎｃｒｅａｔｉｃ
ｆｉｂｒｏｓｉｓ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＭｏｌＭｅｄ，２０１８，２２（４）：２３４６－２３５６．
ＤＯＩ：１０．１１１１／ｊｃｍｍ．１３５２６．

［１７］ＯＨＳＨ，ＫＩＭＪＷ，ＫＩＭＹ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ
ｐｒｏｔｅｉｎＥｄｉｌ３ｓｔｉｍｕｌａｔｅｓｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅ
ｉｎｔｅｇｒｉｎα５β１／ＥＲＫ／Ｒｕｎｘ２ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］． ＰＬｏＳ ＯＮＥ，
２０１７，１２（１１）：ｅ０１８８７４９．ＤＯＩ：１０．１３７１／ｊｏｕｒｎａｌ．ｐｏｎｅ．
０１８８７４９．

［１８］ＭＵＲＡＫＡＭＩＪ，ＩＳＨＩＩＭ，ＳＵＥＨＩＲＯＦ，ｅｔａｌ．Ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒＣｉｎｄｕｃｅｓｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
ｏｆｈｕｍａｎｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅＥＲＫａｎｄ
ＲＵＮＸ２ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｅｍ ＢｉｏｐｈｙｓＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，
２０１７，４８４（３）：７１０－７１８．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｂｒｃ．２０１７．
０２．００１．

（收稿：２０２００１０６；修回：２０２００３０２）

（编辑　邓强庭）

５９９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１０）


