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钙化性主动脉瓣膜病（CAVD）是一种随龄而增加

的以瓣膜内大量钙质沉积为特征的老年人常见的心脏

瓣膜病变。随着人类寿命的延长，老年人此病的发生率

日益增加，并随着风湿性心脏病发病率的降低，该疾病

已经成为老年人瓣膜置换的首要病因［1］。瓣膜间质细

胞是瓣膜基质胶原的主要来源，在维持瓣膜的正常结

构、新陈代谢和生物学功能等方面发挥重要作用［2］。

CAVD的发病机制的学说目前主要有以下四种［3］：钙化

及骨化学说、细胞外基质重塑学说、新生血管学说、慢性

炎症学说；瓣膜间质细胞在CAVD各种发病机制中均被

活化，出现异常增殖、分化，说明其在CAVD发生发展过

程中具有重要作用。Clavel等［4］早前通过钙化的瓣膜做

组织学分析时的研究证实，瓣膜间质细胞增殖异常，胶

原纤维发生增生，弹性纤维产生断裂与分层。这一研究

结果提示我们，抑制瓣膜间质细胞的异常增殖，将成为

治疗CAVD新切入点。

mTOR是细胞生长的中枢控制因子，在调节细胞生

长与增殖方面起着关键作用且与细胞周期密切相关［5］。

既往研究提示CAVD的进展涉及一个积极的生物过程，

而促进这种发展的分子机制与动脉粥样硬化相似，目前

已有研究证实雷帕霉素具有抗动脉粥样硬化的作用［6］，

而其在钙化性主动脉瓣膜病的研究中鲜有报道；本课题

组前期实验证实雷帕霉素通过抑制相关成骨蛋白活性

从而抑制瓣膜间质细胞的钙化［7］；本实验旨在观察雷帕

霉素是否能够抑制瓣膜间质细胞增殖的活性，为进一步

研究雷帕霉素在钙化性主动脉瓣膜病的研究提供理论

基础。现将本实验报道如下。
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摘要：目的 利用雷帕霉素靶向抑制mTOR并探讨其对大鼠心瓣膜间质细胞增殖的影响。方法 体外分离大鼠瓣膜间质细胞后

培养并鉴定；细胞随机分为两组：雷帕霉素组与对照组；MTT法检测并绘制大鼠瓣膜间质细胞用药前后的生长曲线；流式细胞

仪检测雷帕霉素对细胞周期的影响；RT-PCR检测细胞中S6、P70S6K的mRNA表达水平；Western blotting检测细胞中S6、

P70S6K、P-S6、P-P70S6K蛋白的表达水平。结果 体外分离获得的大鼠瓣膜间质细胞分离培养成功；对照组细胞活性显著高于

加药组细胞（P<0.05），加药组细胞生长变缓。流式细胞术检测发现加药组和对照组细胞的各周期占比均没有明显差别；加药组

细胞的S6蛋白与P70S6K蛋白的磷酸化水平降低（P<0.05）。结论 雷帕霉素能抑制瓣膜间质细胞的增殖其原因，可能不是通过

改变细胞周期而是通过抑制mTOR后下调其靶蛋白S6和P70S6K的磷酸化水平引起的。
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Abstract: Objective To investigate the effect of rapamycin on the proliferation of rat valvular interstitial cells in primary
culture. Methods The interstitial cells isolated from rat aortic valves were cultured and treated with rapamycin, and the cell
growth and cell cycle changes were analyzed using MTT assay and flow cytometry, respectively. RT-PCR was used to detect
mRNA expression levels of S6 and P70S6K in cells, and the protein expressions level of S6, P70S6K, P-S6, and P-P70S6K were
detected using Western blotting. Results Rat aortic valvular interstitial cells was isolated successfully. The rapamycin-treated
cells showed a suppressed proliferative activity (P<0.05), but the cell cycle distribution remained unaffected. Rapamycin
treatment resulted in significantly decreased S6 and P70S6K protein phosphorylation level in the cells (P<0.05). Conclusion
The mechanism by which rapamycin inhibits the proliferation of valvular interstitial cells probably involves suppression of
mTOR to lower S6 and P70S6K phosphorylation level but not direct regulation of the cell cycle.
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1 材料和方法

1.1 试剂

雷帕霉素（RAPA）购自美国sigma；WB抗体来源为

S6、P70、P-S6、P-P70 和 GAPDH 购 自 美 国 cell

signaling；Guava 细胞周期检测试剂盒由美国Millipore

生产；BCA 蛋白浓度检测试剂盒购自南京凯基；

PrimeScriptTM PT reagent kit、SYBR® PrimeScript ™
miRNA RT-PCR 试 剂 盒 、One Step SYBR®

PrimeScript® RT-PCR 试剂盒Ⅱ购自日本TAKARA。

1.2 细胞分离培养及鉴定

采用胶原酶消化法［8］改良后进行体外分离大鼠瓣

膜间质细胞并传代培养。大鼠经手术解剖后，快速取下

大鼠主动脉根部及心脏部分，并以预冷的 PBS 溶液冲

洗表面残余血块。将瓣叶浸泡于2 mg/mL的Ⅱ型胶原

酶液中，在37 ℃恒温箱内培养40 min，取出后在超净工

作台上以无菌棉签拭擦瓣膜的表面，小心轻轻刮下瓣膜

表面的内皮层细胞。完成后将主动脉瓣叶小心剪成

3 mm×3 mm大小片状，第2次以2 mg/mL的Ⅱ型胶原

酶液浸泡，在37 ℃恒温箱内培养2 h后取出，过滤去除

瓣膜残渣，重悬后将细胞混合液移入培养瓶中进行常规

培养，每培养两天给细胞换液。期间每日通过倒置显微

镜观察记录细胞生长状况，待细胞生长铺满培养瓶底约

80%时开始传代培养。用免疫荧光化学法检测α-平滑

肌肌动蛋白（α-Smooth Muscle Actin, α-SMA）、波形蛋

白、血管性血友病因子（vWF）的表达，进行细胞鉴定。

1.3 细胞增殖测定

观察细胞生长状态良好，细胞融合度达到85%，做

MTT实验。将6孔板中的细胞分为两组，加药组和正常

对照组，对照组细胞以正常培养基培养，不作任何处理；

雷帕霉素组在正常培养基中加入100 nmol/L的雷帕霉

素［9］。种板、呈色后，用酶标仪测定在450 nm处的吸光

度，连续7 d。

1.4 细胞周期流式检测

将细胞分加药组和正常对照组两组培养，加药培养

24 h后取出6孔板，消化洗涤细胞，移入流式管，800 r/min

离心5 min，弃上清，加入PBS重悬，800 r/min离心5 min，

弃上清，尽量将水吸干，加入1 mL Reagent A液重悬细

胞和10 μL Reagent B液，混匀后上机。

1.5 RT-PCR 检 测 mTOR 下 游 靶 蛋 白 S6、P70S6K

mRNA表达水平

从NCBI网站中检索出大鼠 S6、P70S6K 与内参

GAPDH基因序列，根据生物信息学的分析得出基因序

列，设计大鼠 S6、P70S6K 与内参 GAPDH 基因 Real

time PCR检测的引物，见表1。Trizol法进行总RNA的

提取；以2 μg总RNA为反应模板，按照TAKARA逆转

录说明书配制逆转录反应体系，总体系为20 μL，合成

cDNA的第1链。根据Real-Time PCR试剂盒里的反应

体系，加入cDNA、dNTP、引物、缓冲液、酶等，用qPCR

仪进行荧光定量PCR检测。

1.6 Western blotting分析

检测培养细胞中S6、P70、P-S6、P-P70蛋白的表达

水平。按照说明书操作进行总蛋白定量。SDS-PAGE电

泳后PVDF膜转膜和孵育抗体，5%脱脂奶粉-TBS封闭，

一抗1∶1500，室温，反应2 h。TBS洗涤PVDF膜5 min×5

次，二抗1∶5000，室温，反应1 h TBS洗5 min×5次，化学

发光，显影，定影。

1.7 统计学方法

所有计量数据用均数±标准差表示。统计学方法

采用两独立样本 t检验。所有统计学均采用SPSS 17.0

处理。P<0.05认为具有统计学差异。

2 结果

2.1 细胞分离及鉴定

从动物体（大鼠）中提取主动脉瓣膜组织块原代培

养后进行传代，并鉴定所传代细胞是否为目的细胞。瓣

膜间质细胞经原代培养1 d后，细胞出现贴壁现象（图

1A）；细胞初始形态呈现长梭形，经培养7 d后，细胞开

始变圆，且相互重叠呈现铺路石样形状（图1B），此时经

HE染色可见细胞结构完整，状态良好（图1C）。细胞经

免疫荧光检测表明：分离培养的大鼠瓣膜间质细胞中

α-SMA（图1D）、vimentin（图1E）均为阳性表达，证明分

离培养的细胞为主动脉瓣膜间质细胞。

2.2 细胞生长形态观察

见图2，经雷帕霉素诱导后的细胞，其生长形态与

对照组较为相似，呈长梭形且界限较为清楚，但细胞密

度不及对照组高。

2.3 细胞生长曲线测定

MTT测定细胞生长曲线探讨雷帕霉素对细胞活性

的影响。由图3可见，在加药1、2、3、4、5 d后，正常组细

胞活性显著高于给药组细胞（P=0.001，P=0.012，P=

0.001，P<0.001，P=0.001），细胞生长变缓。而在第5天

表1 检测基因的引物序列
Tab.1 Primer sequences used for RT-PCR

Primer name

GAPDH_F

GAPDH_R

S6_F

S6_R

P70P70S6K_F

P70P70S6K_R

Primer sequence

CGTGCCGCCTGGAGAAACCTG

AGAGTGGGAGTTGCTGTTGAAGTCG

AGGAGAGAAGGATATTCCTGGAC

GCTTCCTGACAACATACTGGC

AAAGAAGAGGAAGCTGT

CTTTAAGTGTCCCATGTCAG
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后，给药组细胞活性逐渐接近正常组细胞活性，至第6

天时，两组细胞活性相当。

2.4 流式细胞周期测定

通过流式细胞术检测细胞周期的变化验证雷帕霉

素引起细胞增殖减缓是否与细胞周期的改变而引起

的。从图4中可知，加药组和正常对照组细胞的各周期

占比均没有明显差别，说明mTOR抑制剂雷帕霉素没有

影响细胞周期来使细胞活性降低。

2.5 RT-PCR检测mTOR下游靶蛋白S6和P70S6K基因

表达

见图5，Real-Time PCR检测表明，间质细胞加药组

中mTOR下游靶蛋白S6（t=6.975，P=0.002）和P70S6K

图1 大鼠瓣膜间质细胞
Fig.1 Isolation and identification of rat aortic valvular interstitial cells. A and B: Rat valvular interstitial cells on
day 1 and day 7 in primary culture, respectively; C: HE staining; D: α-smooth muscle actin (α-SMA) staining; E:
Vimentin staining; F: Human Von Willebrand factor (vWF) staining.

100 μm 100 μm 100 μm

100 μm 100 μm 100 μm

A B C

D E F

图2 主动脉瓣间质细胞
Fig.2 Rapamycin-treated (A) and control (B) rat aortic valvular interstitial
cells.
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图3 原代大鼠瓣膜间质细胞生长曲线
Fig.3 Growth curves of rapamycin-treated and control
aortic valvular interstitial cells in vitro (Mean±SD）.
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（t=10.773，P<0.001）的 mRNA表达较对照组均显著下

降，两组结果有统计学差异。

2.6 mTOR下游靶分子磷酸化水平检测

WB检测mTOR下游靶蛋白S6和P70磷酸化水平

的变化发现：以对照组P-S6与总S6（total-S6）相对表达

量的比值为1，实验组的相对表达量如下（图6，表2），同

样以对照组P-P70S6K与总P70S6K（total-P70S6K）相

对表达量的比值为1，实验组的相对表达量如下（图6，表

2），经统计学分析，加药组与对照组对比能抑制细胞中

P-S6（t=16.100，P<0.05）和P-P70S6K（t=4.019，P<0.05）

的表达。说明雷帕霉素减缓细胞增殖不是通过改变细

胞周期而引起的，而是通过抑制mTOR后下调其靶蛋白

S6和P70S6K的磷酸化水平引起细胞增殖减缓。

3 讨论

既往普遍认为CAVD是被动的退行性钙磷沉积的
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图4 大鼠心瓣膜间质细胞周期分型
Fig.4 Cell cycle analysis of rapamycin-treated (A) and control (B) aortic valvular interstitial cells.

图 5 mTOR下游靶蛋白S6和P70S6K mRNA表达情况
Fig.5 Relative expression of S6 and P70S6K mRNA in
rapamycin-treated and control aortic valvular interstitial
cells. P<0.01 vs control.
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图6 mTOR下游靶分子S6、P70S6K表达及磷酸化水平表达情况
Fig.6 Relative expression of S6, P70S6K and phosphorylation in
rapamycin-treated and control aortic valvular interstitial cells.

S6

P-S6

GAPDH

Rapamycin Control Rapamycin Control

P70S6K

P-P70S6K

GAPDH

过程，而现在研究者明确该过程是一种普遍存在且高度

保守的细胞通路介导的主动性过程［10］。CAVD的一个

主要病理特征是瓣叶的纤维性增生，主要是细胞增殖和

细胞外基质重塑的过程。当处于异常血流动力学环境

或者其他病理条件刺激下，间质细胞可能向增殖、粘连

甚至钙化等表型转化，导致瓣膜结缔组织过度增生、粘

连、钙化等病理改变以及瓣膜细胞营养失衡等，进而引

起瓣膜狭窄等临床变现。这一现象在Fondard等［11］对钙

化的瓣膜做组织学分析时证实，包括瓣膜间质细胞大量

增殖，胶原纤维发生增生、融合、交联，弹性纤维断裂、分

层。因此，抑制瓣膜间质细胞的增殖可能成为治疗退行

性瓣膜疾病的新切入点。瓣膜间质细胞是组成高等动
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物主动脉瓣瓣叶的主要细胞，在维持心肌瓣膜正常的形

态与生理功能上起着非常重要的作用［2］。血管平滑肌

细胞与主动脉瓣膜间质细胞有许多相似之处，且血管平

滑肌细胞取材难度远远低于主动脉瓣膜间质细胞，因而

以往研究者多以血管平滑肌细胞代替主动脉瓣膜间质

细胞作为研究CAVD的研究材料。但血管平滑肌细胞

往往无法完全代替瓣膜间质细胞的某些功能［12］。因而

体外分离培养瓣膜间质细胞的工作变得非常重要。本

研究采用改良的胶原酶消化法从大鼠主动脉瓣中成功

分离并培养瓣膜间质细胞，并通过免疫细胞荧光法检测

证实为瓣膜间质细胞。

mTOR是真核细胞中一种高度保守的蛋白激酶［5］，

也是免疫抑制剂/抗癌药物雷帕霉素（RAPA）的靶物质，

mTOR通过调节剂如p70S6K 和4E-BP1影响基因转录

及蛋白质合成从而调控细胞生长［5］。mTOR分子和不同

蛋白质结合，可形成 2种不同复合物，即mTORC1和

mTORC2。这2种不同复合物均参与基因转录、蛋白质

翻译、核糖体合成等生物过程［13］，在机体的器官生长、组

织形成以及肿瘤生长中起着重要的作用［5］。其中

mTORCl对mTOR抑制剂雷帕霉素敏感，而mTORC2

不敏感。p70S6K（核糖体40S小亚基S6蛋白激酶）是

mTOR在细胞内的直接作用底物，p70S6K能整合氨基

酸以及其他生长因子等所激活的信号通路，从而调节细

胞的生长与分化［13］。研究表明，p70S6K 活性受到

mTOR、丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）等多种信号途

径的调控，p70S6K被激活后，能活化S6蛋白，而S6蛋白

则可提高5’端含有末端寡聚嘧啶（TOP）等一类蛋白的

mRNA翻译效率，而这种mRNA能编码多种蛋白翻译

所需组分，例如核糖体蛋白以及polyA结合蛋白等，最

终促进蛋白质的合成［14］。因此可以推测 mTOR/

p70S6K 信号通路的激活，可能介导了细胞的生长与增

殖。鉴于mTOR/p70S6K 信号途径在细胞增殖、生长中

起重要调控作用。本实验中，我们选用大鼠心瓣膜间质

细胞为实验对象，采用mTOR信号通路抑制剂雷帕霉素

处理细胞，检测S6、P-S6、p70S6K、P-p70S6K的表达，探

讨 mTOR/p70S6K 信号转导通路的激活，对大鼠心瓣膜

间质细胞增殖影响。结果表明，雷帕霉素能抑制瓣膜间

质细胞的增殖，在加药1、2、3、4、5 d后，正常组细胞活性

显著高于给药组细胞，给药组细胞生长变缓。

既往研究提示CAVD的进展涉及一个积极的生物

过程，而促进这种发展的分子机制与动脉粥样硬化相

似，目前已有研究证实雷帕霉素具有抗动脉粥样硬化的

作用［6］，而其在钙化性主动脉瓣膜病的研究中鲜有报道；

我们早期的实验结果显示，在主动脉钙化狭窄瓣膜病患

者的瓣膜组织中，mTOR下游底物S6磷酸化较正常瓣

膜组织中明显升高，说明mTOR在CAVD瓣膜组织中

异常活化。因此，我们推测mTOR信号通路活化参与

CAVD的发生发展，其抑制剂雷帕霉素可能通过抑制瓣

膜间质细胞分化从而阻断CAVD的发生发展。我们前

期实验证实雷帕霉素能通过抑制相关成骨蛋白活性从

而抑制瓣膜间质细胞的钙化［7］。以往的研究表明，

mTOR抑制剂雷帕霉素可能通过抑制mTORC1活性

（核糖体S6蛋白磷酸化）而不是抑制mTORC2活性，从

而减缓主动脉瓣严重反流引起的左室心肌肥大［15］。在

本实验中我们发现，mTOR抑制剂雷帕霉素通过抑制

mTOR后下调其靶蛋白S6和P70S6K的磷酸化水平引

起细胞增殖减缓，同时通过流式细胞术检测细胞周期

的变化，证实雷帕霉素没有影响细胞周期来使细胞活

性降低。因此，从本实验研究结果可以得出，通过雷帕

霉素干预瓣膜间质细胞后，能抑制mTOR下游靶蛋白

S6和P70S6K的磷酸化水平，引起瓣膜间质细胞增殖

能力的下降，为雷帕霉素在CAVD体内的研究提供了

理论基础。
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