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颗粒蛋白前体抑制钙盐诱导主动脉瓣膜

间质细胞成骨分化
皇改改  施琼  安利钦  范梦恬  朱梦颖  翁亚光*

(重庆医科大学检验医学院, 临床检验诊断学教育部重点实验室, 重庆 400016)

摘要      该文主要研究颗粒蛋白前体(progranulin, PGRN)对猪主动脉瓣膜间质细胞(valve in-
terstitial cells, VICs)成骨分化的影响及机制, 为钙化性主动脉瓣膜病(calcific aortic valve disease, 
CAVD)的早期干预及治疗提供理论依据。采用免疫组化检测正常组和CAVD组中Runx2、OPN的

表达, Western blot检测PGRN、纤维化指标α-SMA、钙化指标(Runx2、OPN)的表达以及AKT磷
酸化水平。采用胶原酶连续消化法分离VICs, 并用免疫荧光染色行表型鉴定。体外实验加入人

PGRN重组蛋白, 采用ALP染色、茜素红S染色、qPCR和Western blot检测细胞早期及晚期成骨分化

能力以及AKT的磷酸化水平; 并加入AKT的激活剂SC-79进行反向验证。结果表明, 与正常组织相

比, CAVD瓣膜组织中PGRN明显降低, α-SMA、Runx2、OPN和p-AKT在CAVD组中表达均明显高

于正常组。成功分离出原代VICs, α-SMA和vimentin阳性, vWF阴性。PGRN可使VICs的ALP活性

降低、钙盐沉积明显减少; PGRN可下调纤维化/钙化指标, 且AKT的磷酸化水平降低; SC-79可减

弱PGRN对纤维化/钙化指标的下调作用。提示PGRN能够抑制静止的VIC向肌纤维母细胞样的活

化VIC乃至成骨样VIC进行转化, AKT信号通路可能在该过程中发挥重要作用。
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PGRN Inhibits Osteogenic Differentiation of Aortic Valve Interstitial Cells 
Induced by Osteogenic Induction Medium 

HUANG Gaigai, SHI Qiong, AN Liqin, FAN Mengtian, ZHU Mengying, WENG Yaguang*
(Key Laboratory of Clinical Laboratory Diagnostics of Ministry Education, Faculty of Laboratory Medicine, 

Chongqing Medicine University, Chongqing 400016, China)

Abstract       The aim of this study was to investigate the effect and mechanism of PGRN (progranulin) on 
osteogenic differentiation of porcine aortic VICs (valve interstitial cells), which could provide theoretical basis for 
early intervention and treatment of CAVD (calcific aortic valve disease). The expression levels of Runx2 and OPN 
in the Normal group and CAVD group were tested by immunohistochemistry. The expression levels of PGRN, fi-
brosis markers (α-SMA)/calcification markers (Runx2, OPN) and p-AKT were detected by Western blot. VICs were 
isolated by continuous collagenase digestion, their morphological characteristics were observed and the phenotypes 
were identified by immunofluorescence staining. VICs were treated by increasing concentration of PGRN. ALP 中
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(alkaline phosphatase) staining, Alizarin red S staining, qPCR, Western blot were used to evaluate the cell early 
and late osteogenic differentiation abilities. The protein level of p-AKT was determined by Western blot. SC-79, 
an activator of the AKT, was used for reverse verification. The results showed that fibrosis/calcification markers 
in CAVD group were significantly higher than that in Normal group. However, the expression of PGRN remark-
ably decreased. VICs were successfully isolated, the staining of α-SMA and vimentin were positive, the staining 
of vWF was negative. The ALP activity and deposition of calcium salts of VICs were significantly decreased by 
PGRN. The mRNA and protein levels of fibrosis/calcification markers were reduced. Meanwhile, the phosphory-
lation level of AKT was down-regulated. The down-regulation of PGRN on fibrosis/calcification markers was 
attenuated by SC-79. We concluded that PGRN could inhibit the conversion of quiescent VICs to activated myo-
fibroblast-like VICs and even osteogenesis-like VICs. The AKT signaling pathways may play an important role in 
these processes.

Keywords        calcific aortic valve disease; valve interstitial cell; PGRN; fibrosis; osteogenic differentiation

钙化性主动脉瓣膜病(calcific aortic valve dis-
ease, CAVD)是一种常见的成人心脏瓣膜疾病, 其在

总体人群中的患病率为29%, 但在65岁以上人口中

却高达37%, 已经成为仅次于冠心病和高血压的第

三大心血管疾病[1-2]。然而目前外科主动脉瓣置换术

仍是唯一有效的治疗措施, 且有近1/3患者不能接受

外科手术[3]。因此探讨CAVD发生发展的机制, 从而

找出早期干预的手段显得尤为重要。

随着研究的不断深入, 人们逐渐认识到, CAVD
是一个涉及慢性炎症、内皮损伤、纤维化及进展性

钙化等复杂变化的主动过程。其中炎症启动了瓣膜

的钙化, 并且贯穿整个CAVD发展过程[4-5]。

颗粒蛋白前体(progranulin, PGRN)是一种炎症调

控因子, 由GRN基因编码, 含593个氨基酸残基的外分

泌蛋白, 分子量约为68 kDa[6]。PGRN广泛表达于瓣

膜组织、脂肪组织、上皮细胞及巨噬细胞等多种组

织和细胞中, 在抗炎、癌症和骨组织再生中发挥着重

要的作用[7-8]。近年来有研究表明, 血管内皮细胞中的

PGRN可以通过抑制炎症相关因子的分泌来发挥减轻

动脉粥样硬化的作用[9]。KAWASE等[10]则发现, PGRN
敲除小鼠更容易发生动脉粥样硬化。钙化性主动脉

瓣膜疾病与动脉粥样硬化的发病机理有很多相似之

处[11-12], 但目前PGRN在CAVD中的作用及其具体机制

尚未见报道。本研究发现, 在临床病变瓣膜组织中

PGRN存在异常表达, 我们推测, PGRN可能能够发挥

抑制瓣膜钙化的保护作用。为此, 我们以猪主动脉瓣

膜间质细胞(valve interstitial cells, VICs)为主要研究对

象, 探讨PGRN对VICs成骨分化的影响及其分子机制, 
为CAVD的干预及治疗提供新的理论依据。

1   材料与方法
1.1   人瓣膜组织与猪瓣膜间质细胞来源

1例正常瓣膜组织(Normal组)取自重庆医科大

学附属第一医院器官移植的患者, 排除心脏瓣膜病

和瓣膜组织纤维性增厚。3例CAVD瓣膜组织(CAVD
组)取自因钙化性主动脉瓣狭窄而行主动脉瓣膜置

换术的患者。以上组别的患者及家属均签订知情同

意书, 并排除其他严重肝病、恶性肿瘤以及激素或

者免疫抑制剂使用者。术中取下的主动脉瓣用生理

盐水漂洗数次, 观察瓣膜形态, 并取一部分组织于多

聚甲醛中固定, 用于瓣膜形态学检验, 其余立刻置于

液氮保存, 用于后期实验。

猪主动脉瓣获自重庆市璧山区动物检疫定点

屠宰场, 选取体质量为100~120 kg的8~10月龄健康

猪, 共6只, 于无菌条件下取主动脉瓣膜。

本文涉及所有实验均通过重庆医科大学附属

第一医院科研伦理委员会批准。

1.2   主要试剂

主要试剂包括: I型胶原酶、β-磷酸甘油、链

霉素、青霉素、茜素红S染料、维生素C、胰蛋白

酶、二甲基亚砜(DMSO)(美国Sigma公司), M199培
养基(Hyclone公司), 澳洲胎牛血清(CellMax公司), 
兔抗人α-SMA(Abcam公司 ), 兔抗人vWF(von Wil-
lebrand factor)、骨调素 (osteopontin, OPN)及鼠抗人

vimentin(沈阳万类生物科技有限公司 ), 山羊抗兔

IgG、山羊抗鼠IgG(北京中杉金桥生物技术有限公

司), 兔抗人p-AKT和AKT(CST公司), 兔抗人Runx2
和骨钙蛋白(osteocalcin, OCN)(SantaCruz公司), 鼠
抗人GAPDH(武汉三鹰生物技术有限公司), 聚偏二
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氟乙烯 (polyvinylidene fluoride, PVDF)膜、化学发

光试剂盒(Milipore公司), Trizol试剂、逆转录试剂盒

(TaKaRa公司), SYBRGreen II(Bimake公司), 碱性磷

酸酶(alkaline phosphatase, ALP)染色试剂盒(上海碧

云天生物技术有限公司)。qPCR引物由深圳华大基

因公司合成。其他试剂均为进口分装或国产分析

纯。

1.3   免疫组化

石蜡切片 : 56 °C烘片 3 h, 二甲苯脱 ; 100%、

95%、90%、80%、70%酒精梯度水化, 枸橼酸钠缓

冲液微波抗原修复, 滴加3%过氧化氢去除内源性

过氧化物酶, 山羊血清室温封闭1 h; 去除非特异性

背景, 相应的一抗4 °C过夜, 第2天滴加生物素标记

的二抗, 37 °C、30 min; 然后滴加辣根过氧化物酶, 
DAB显色, 染色程度适中立即终止反应; 苏木素复

染, 梯度酒精脱水, 二甲苯透明, 树脂封片。

1.4   主动脉瓣膜间质细胞分离与培养

检疫定点屠宰场无菌条件下摘取的主动脉瓣

叶, 立即置于含1%青霉素/链霉素的M199培养基中

保存。迅速带回实验室, 无菌PBS清洗3次, 无菌棉

签轻柔擦拭刮除瓣膜表面内皮细胞, 使用眼科剪将

瓣膜剪成1 mm×1 mm小块组织, 置于2 mg/mL I型
胶原酶中消化7~8 h; 最后离心除去胶原酶, 并加入

新鲜的M199培养基重悬, 铺于培养皿中培养使其贴

壁。常规培养基为含10% FBS、1%青霉素/链霉素

的M199培养基, 细胞培养箱条件为37 °C、5% CO2, 
隔日换液; 待细胞密度达至约80%融合进行细胞传

代。经鉴定明确的第3~6代主动脉瓣膜间质细胞用

于后续实验。

1.5   免疫荧光染色鉴定细胞表型

原代主动脉瓣膜间质细胞于预先放置爬片的

24孔板种植培养, 待密度达至约50%融合度; PBS
清洗后室温下4%多聚甲醛固定30 min; 0.5% Triton 
X100破膜20 min; 3% H2O2去除内源性过氧化氢酶

15 min; 室温下山羊血清封闭非特异性抗原30 min; 
加入相应的一抗(稀释比例α-SMA 1:200, vWF 1:100, 
vimentin 1:100), 4 °C过夜; 加入1:100稀释的二抗(荧
光染料标记的羊抗兔、羊抗鼠IgG抗体), 室温避光2 h; 
最后加入Hochest复染细胞核; 荧光显微镜下观察

α-SMA、vimentin、vWF表达情况。

1.6   瓣膜间质细胞的成骨分化诱导

取对数生长期的瓣膜间质细胞置于钙盐诱导

培养基中进行培养, 待细胞密度至30%~50%进行其

他处理。钙盐诱导培养基中加入10 mmo/L β-甘油

磷酸钠、50 μg/mL维生素C, 作为条件培养基诱导细

胞成骨分化。

1.7   人PGRN重组蛋白处理及实验分组

选择对数生长期的VICs细胞, 当细胞融合达

60%时, 加入人PGRN重组蛋白, 以BLANK组和OM
组分别作为空白对照和阳性对照。处理12~24 h后, 
提取细胞总RNA, 用于后续qPCR检测; 48~72 h后, 
提取细胞总蛋白, 用于后续的Western blot检测。实

验分3组: (1)Blank组, 即空白对照组; (2)OM组, 即
钙盐培养基对照组; (3)OM+PGRN组, 即加入了人

PGRN重组蛋白实验组。

1.8   qPCR法检测细胞中纤维化/钙化指标的mRNA
表达

TRizol法提取各组细胞的总RNA, 两步法逆转

录成cDNA后进行qPCR实验。引物序列见表1。以

GAPDH为内参对照, 检测各组细胞α-SMA和Collage I
的表达水平, qPCR反应体系为10 μL, 反应条件为: 
95 °C 30 s; 95 °C 5 s, 60 °C 30 s, 40个循环; 72 °C 30 s, 

表1   引物序列(猪)
Table 1   The sequence of primers for PCR (pig)

基因 序列(5′→3′)

Gene Sequence (5′→3′)

α-SMA F: AAG AAG AGG ACA GCA CTG CC
R: TCC CAG TTG GTG ATG ATG CC

Collage I F: TTC AGC TTT GTG GAC CTC CG
R: GTG GTT TCC TGG TCG GTG G

TNF-α F: TCT TCA AGG GAC AAG GCT GC
R: CTC CAA AGT AGA CCT GCC CG

GAPDH F: GGT GAA GGT CGG AGT GAA CG
R: CGT GGG TGG AAT CAT ACT GGA
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实验重复3次。

1.9   Western blot法检测相关纤维化/钙化指标的表达

提取各组细胞的总蛋白, BCA法测定蛋白浓

度。蛋白的上样量均为250 μg, 计算出蛋白上样体

积。SDS-PAGE分离目的蛋白, 恒流(210 mA)电转至

PVDF膜, 5% BSA或脱脂牛奶封闭2 h, 一抗4 °C孵
育过夜(稀释比例 α-SMA 1:1 000, Runx2 1:500, OCN 
1:500, OPN 1:500, p-AKT 1:1 000, AKT 1:1 000, 
GAPDH 1:1 000), TBST洗膜, 二抗37 °C孵育1 h(稀
释比例为1:5 000), 洗膜, 化学发光显影, ImageJ软件

计算出各电泳条带的灰度值, 并与内参GAPDH的灰

度值相比, 得出各蛋白的表达水平, 实验重复3次。

1.10   ALP染色

将VICs细胞接种于24孔板后, 待细胞密度达到

40%时进行PGRN重组蛋白处理, 钙盐条件培养基

培养7天后, 弃去旧培养基用PBS冲洗2次, 每孔加入

NBT/BCIP工作液200 μL进行ALP染色, 避光60 min
后观察染色结果。

1.11   茜素红S染色

VICs细胞传代铺于24孔板, 融合达到30%时进

行PGRN重组蛋白处理, 6 h后换液, 同时加入工作浓

度50 μg/mL的维生素C、10 mmol/L的β-磷酸甘油, 
继续培养14天进行茜素红S染色, PBS冲洗后用4 °C、
0.05%戊二醛避光固定10 min, 去离子水洗3次后加

入0.4%茜素红S染液, 显微镜下观察, 待出现红色钙

盐物质沉积时, 立即用去离子水终止反应并洗涤。

1.12   统计学处理

采用SPSS 20.0和GraphPad Prism 5软件对实验

数据进行统计分析。数据用均数±标准差(x
_
±s)表示。

采用t检验进行两组间比较, 多组间比较采用单因素

方差分析。以P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   PGRN在CAVD瓣膜组织中表达明显低于正

常组织

免疫组化结果显示, CAVD瓣膜组织中钙化指

标Runx2、OPN表达明显增加(图1A); Western blot
结果进一步显示, CAVD瓣膜组织中PGRN显著降低, 
纤维化指标 α-SMA、钙化指标Runx2和OPN以及

AKT的磷酸化水平均明显升高(P<0.01, P<0.001, 图
1B~图1D)。结果提示, PGRN可能参与了主动脉瓣

膜钙化的发生发展。

2.2   原代猪主动脉VICs的形态特征及表型鉴定

原代猪主动脉VICs培养24 h贴壁, 细胞呈梭形

或纺锤形, 放射状走行, 5天左右融合达80%(图2A); 
细胞免疫荧光染色显示, 成功分离的VICs特异性蛋

白标志物α-SMA阳性(图2B); vimentin阳性(图2C); 
而内皮细胞特异性标志物vWF阴性(图2D)。
2.3   PGRN可抑制静止的VIC向肌纤维母细胞样

的活化VIC进行转化

钙盐培养基培养VICs, 加入0~800 ng/mL梯度浓

度的人PGRN重组蛋白处理24 h, Western blot结果显

示, PGRN在800 ng/mL的工作浓度下, OM+PGRN组

VIC细胞中α-SMA的蛋白表达与OM对照组相比明

显减少(P<0.01, 图3A); qPCR结果显示, OM+PGRN 
(800 ng/mL)组VICs中Collage I和α-SMA的mRNA水平

显著降低(P<0.01, P<0.001, 图3B); 这些结果表明, 
PGRN能够抑制静止的VICs向肌纤维母细胞样的活

化VICs进行转化。

2.4   PGRN可抑制VICs细胞的早期及晚期成骨分

化能力

在钙盐培养基诱导VICs细胞成骨分化的过程

中, 加入800 ng/mL PGRN继续培养7天, 与OM对照

组相比, OM+PGRN组可显著减弱VICs细胞的碱性

磷酸酶活性(图4A); 加入800 ng/mL PGRN并用钙盐

培养基诱导VICs细胞成骨分化14天, 茜素红S染色

检测发现与OM对照组相比, OM+PGRN组细胞的钙

盐沉积明显减少(图4B)。
2.5   PGRN可抑制静止的VICs向成骨样VICs进
行转化

在钙盐培养基的基础上, 0~800 ng/mL梯度浓度的

PGRN处理VICs 24 h, 同样地,  OM+PGRN(800 ng/mL)
组中早期钙化指标Runx2较OM对照组表达明显减

少(P<0.01, 图5A); 晚期钙化指标OCN、OPN的表

达水平均较OM对照组显著降低(P<0.05, P<0.05, 图
5B)。
2.6   PGRN对AKT信号通路的影响

钙盐培养基培养 VICs, PGRN处理时间梯度

1 h、2 h、4 h、8 h, Western blot检测p-AKT的蛋白

表达水平, 结果显示, 在8 h, PGRN可以使AKT的磷酸

化水平明显降低(P<0.05), 而细胞的总AKT表达量

没有明显变化(图6A); 加入AKT信号通路的激活剂

SC-79(10 mmol/L)处理24 h, Western blot结果显示, 
与OM+PGRN+DMSO组相比 , OM+PGRN+SC-79
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A: 光学显微镜下VICs形态; B: α-SMA免疫荧光染色; C: vimentin免疫荧光染色; D: vWF免疫荧光染色。

A: light microscopy image of VICs; B: immunofluorescence staining of α-SMA; C: immunofluorescence staining of vimentin; D: immunofluorescence 
staining of vWF. 

图2   猪主动脉VICs形态及表型鉴定

Fig.2   Morphological and phenotypic characterization of porcine aortic VICs
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A: the expression of Runx2 and OPN in CAVD group and Normal group were detected by immunohistochemistry. The arrows indicate the positive area. B-D: 
the expression of PGRN, OPN, Runx2, α-SMA and p-AKT were detected by Western blot. **P<0.01, ***P<0.001 vs Normal group.

图1   PGRN在CAVD组中表达明显低于正常组

Fig.1   The expression of PGRN in CAVD group was significantly lower than that in Normal group
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组α-SMA和Runx2的蛋白表达明显增加 (P<0.001、
P<0.01)(图6B), 提示PGRN可能通过抑制AKT信号

通路的激活来调节VICs的成骨分化。

3   讨论
主动脉瓣膜钙化的病理特征主要表现为瓣膜

结缔组织的纤维化、退行性变和钙化[13-14]。我们研

究发现, 与正常组织相比, 临床病变组织中纤维化

指标、钙化指标均是升高的, 这与文献报道关于钙

化组织的观点是一致的。VICs是形成瓣膜结构的

骨架, 参与瓣膜纤维化、钙化全过程[15]。近年来, 随
着研究的不断深入, 指出瓣膜钙化主要是: 静止的

A: ALP染色检测细胞的早期成骨分化能力; B: 茜素红染色检测细胞的晚期成骨分化能力。

A: the cell early osteogenic differentiation ability was measured by ALP staining; B: the cell late osteogenic differentiation ability was measured by 
Alizarin red S staining. 

图4   PGRN可抑制VICs的早期及晚期成骨分化能力

Fig.4   The early and late osteogenic differentiation abilities of the VICs were suppressed by PGRN 
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图3   PGRN可降低VICs中α-SMA和Collage I的表达水平

Fig.3   The expression of α-SMA, Collage I were reduced by PGRN in VICs
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A: Western blot测定AKT的磷酸化水平; *P<0.05与OM组比较。B: 加入SC-79(10 mmol/L), Western blot检测α-SMA和Runx2的蛋白表达水平; 
**P<0.01, ***P<0.001, 与OM+PGRN+DMSO组比较。

A: the expression and activation of AKT protein was detected by Western blot. *P<0.05 vs OM group. B: the expression of α-SMA and Runx2 treated 
with 100 mmol/L SC-79 was detected by Western blot . **P<0.01, ***P<0.001 vs OM+PGRN+DMSO group.

图6   PGRN对AKT信号通路的影响

Fig.6   The effect of PGRN on AKT signaling pathway
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图5   PGRN可抑制VIC成骨相关指标的蛋白表达

Fig.5   The expression of osteoblast-related proteins in VICs were down-loaded by PGRN
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VICs向肌纤维母细胞样的活化VICs, 乃至成骨样

VICs进行转化, 并在瓣膜中发生类似成骨的反应, 不
断推进钙化进程, 最终导致瓣膜功能异常[16]。我们

在诱导VICs成骨分化的过程中, 也检测到与钙化指

标Runx2、OPN、OCN相比, 纤维化标志物α-SMA、

Collage I升高。故有研究认为, α-SMA可以作为瓣

膜纤维化转变的一个标志[9]。

颗粒蛋白前体PGRN是一种多效性因子, MAT-
SUBARA等18]的研究发现, PGRN可以浓度梯度依

赖地拮抗TNF-α的促炎效应, 抑制多种动物模型中

TNF-α导致的关节炎, 并且在猪的前脂肪细胞中, 
PGRN有抑制脂肪形成的作用[17]。在小鼠下丘脑

区给予PGRN可以显著抑制禁食诱导后的进食, 减
少剂量依赖性的体质量增加[18]。以上说明, PGRN
在抗炎和抗成脂分化中有着很大的潜力, 而本研

究首次发现, PGRN在钙化瓣膜组织中表达明显低

于正常组织, 我们推测, PGRN可能与CAVD的发生

发展有密切联系。一方面, 有文献报道, PGRN–/–鼠

的血清中TNF-α、IL-6等促炎因子显著增多, 并且

TNF-α、IL-6与瓣膜钙化共定位[19], 提示CAVD瓣膜

组织中PGRN明显降低可能与促炎因子增多有关。

另一方面, PGRN可以被基质金属蛋白酶等降解成

GRN(granulin)多肽, 对CAVD病理标本的研究发现, 
基质金属蛋白酶的高表达与瓣膜组织结构的改变有

关[20], 我们猜测, 蛋白酶的高表达可能也是PGRN降

低的一个诱导因素。然而, 目前PGRN降低的原因尚

无定论, 仍需进一步的研究探讨。

由于正常人主动脉VICs来源有限, 我们选择

了与人同源性最高的猪主动脉VICs作为替代实验。

在钙盐培养基的基础上, 加入人PGRN重组蛋白, 
ALP染色、茜素红S染色以及Western blot结果表明, 
PGRN能够抑制VICs的早期及晚期成骨分化能力。

研究报道, PGRN可以通过AKT信号通路影响肿瘤

细胞的增殖、间充干细胞的成骨分化等[21-22], 同时

AKT信号通路在CAVD的发展过程中也是一条重要

的钙化通路[23]。在我们的研究中发现, PGRN能够显

著降低AKT的磷酸化水平; AKT的激活剂SC-79可以

逆转PGRN对VICs成骨分化的抑制作用, 说明AKT
信号通路可能参与了PGRN调节CAVD发生发展的

过程。

综上所述, 本实验证实, PGRN能够抑制静止

的VICs向肌纤维母细胞样的活化VICs, 乃至成骨样

VICs进行转化, 这一作用机制可能与AKT信号通路

有关。本实验为CAVD的临床治疗提供了一个新的

潜在靶点。但PGRN的具体作用机制还有待于进一

步探讨。
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