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　 　 【摘要】 　 目的　 观察 ＩＬ⁃２３ ／ Ｔｈ１７ 炎症通路是否参与钙化性主动脉瓣膜病的发生发展，司库奇尤单抗是否可

以通过抑制 ＩＬ⁃２３ ／ Ｔｈ１７ 炎症通路延缓钙化性主动脉瓣膜病的进展。 方法　 按随机数字表法将 ４７ 只小鼠分为空白

对照组、模型组和司库奇尤单抗组。 空白对照组给予正常饲料喂养，模型组、司库奇尤单抗组给予促钙化饲料喂养

１６ 周后建立钙化性主动脉瓣膜病模型，司库奇尤单抗对司库奇尤单抗组小鼠干预 ４ 周后，在多普勒超声下检测所

有小鼠主动脉瓣峰值流速变化；采用 ＨＥ 染色、Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色、免疫组化染色、ＥＬＩＳＡ 和实时荧光定量 ＰＣＲ 进行相

关指标测定。 结果　 与模型组相比，司库奇尤单抗组药物干预 ４ 周后，能够显著降低主动脉瓣膜的峰值流速（Ｐ＜
０􀆰 ０５），降低血清 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１７、ＩＬ⁃２３ 水平（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与司库奇尤单抗组相比，模型组瓣叶厚度明显增加且有更多的

钙盐沉积；免疫组化结果显示司库奇尤单抗组与模型组相比，瓣叶中巨噬细胞（Ｐ＜０􀆰 ０５）、ＩＬ⁃１７Ａ（Ｐ＜０􀆰 ０５）、ＩＬ⁃２３
（Ｐ＞０􀆰 ０５）浸润均减少。 ＰＣＲ 结果提示，与模型组相比，司库奇尤单抗组的 ＳＴＡＴ３、ＢＭＰ⁃２ 及 α⁃ＳＭＡ ｍＲＮＡ 的表达

均显著减少（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 ＩＬ⁃２３ ／ Ｔｈ１７ 炎症通路参与了钙化性主动脉瓣膜病的发病过程，经司库奇尤单抗干

预后小鼠瓣膜的炎症、纤维化、成骨分化及钙化情况均有所缓解，司库奇尤单抗可能通过抑制 ＩＬ⁃２３ ／ Ｔｈ１７ 炎症通路

而延缓疾病进展。
【关键词】 　 ＩＬ⁃２３ ／ Ｔｈ１７；钙化性主动脉瓣膜病；炎症；司库奇尤单抗

【中图分类号】 Ｒ⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １６７１－７８５６ （２０２４） ０８－００７８－０９

Ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｃｕｋｉｎｕｍａｂ ｏｎ ｃａｌｃｉｆｉｃ ａｏｒｔｉｃ
ｖａｌｖｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ＩＬ⁃２３ ／ Ｔｈ１７ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｐａｔｈｗａｙ

ＬＩ Ｘｉｎｘｉｎ１， ＺＨＡＮＧ Ｎｉｎｇ２， ＦＥＮＧ Ｇｕａｎｇｌｉｎｇ２， ＬＡＮ Ｚｈｅｎｚｈｅｎ２， ＧＵＯ Ｊｉａｏ２， ＬＩＵ Ｘｉｎｃａｎ２∗

（１． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ， Ｎｉｎｇｄｅ Ｍｕｎｉｃｉｐａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｎｉｎｇｄｅ Ｎｏｒｍａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｎｉｎｇｄｅ ３５２０００， Ｃｈｉｎａ．
２． Ｈｅａｒｔ Ｃｅｎｔｅｒ， ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ＣＭ， Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５００００）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｗｈｅｔｈｅｒ ｔｈｅ ＩＬ⁃２３ ／ Ｔｈ１７ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｐａｔｈｗａｙ ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
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　 　 钙化性主动脉瓣膜病 （ ｃａｌｃｉｆｉｃ ａｏｒｔｉｃ ｖａｌｖｅ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＡＶＤ）是继冠心病和动脉高血压之后第三

大常见心血管疾病［１］。 它是一种动态疾病，主动脉

瓣叶根部的初始细胞转变为能使瓣膜增厚的纤维

化样细胞，称为主动脉硬化，而后瓣膜小叶发生钙

化和重塑致使瓣膜结构改变、功能受损，最终发展

为主动脉瓣狭窄（ ａｏｒｔｉｃ ｓｔｅｎｏｓｉｓ，ＡＳ）并伴有不稳定

的血流动力学［２］。 ＣＡＶＤ 的患病率在 ６０ 岁以上的

人群中超过了 ２％，主动脉硬化患病率在 ６５ 岁以上

人群中则超过 ２５％，后者虽无明显狭窄，但增加了

与心梗、心血管事件相关的死亡风险［３－４］。 ＣＡＶＤ
患者会经历漫长渐进的无症状期，一旦出现晕厥、
心绞痛等症状时，手术是这类患者唯一的治疗方

式，且价格昂贵，也不是所有患者都能满足治疗条

件［５］。 出现症状的患者若未及时手术治疗，其 ２ 年

生存率仅为 ５０％，５ 年生存率仅为 ２０％［６－７］。 全球

目前尚无可以治疗或者延缓 ＣＡＶＤ 的上市药物，因
此，探索早期的药物干预对于预防或减缓 ＣＡＶＤ 进

展具有重要意义。
有回顾性和前瞻性研究显示，年龄、性别糖尿

病、肥胖、高血压、吸烟、血浆脂蛋白（Ｌｐ（ａ））、低密

度脂蛋白胆固醇水平及遗传等因素均与 ＣＡＶＤ 的

发病风险相关［８］。 ＣＡＶＤ 的发病机制涉及异常基质

沉积、纤维化、炎症、脂质积累等，其中，炎症反应的

激活作为最重要的部分贯穿整个发病过程［９］。 已

有研究表明，ＩＬ⁃２３ ／ Ｔｈ１７ 炎症通路在动脉血管粥样

硬化、银屑病和炎性肠病等多种炎症相关性疾病中

都起着关键作用，但其在 ＣＡＶＤ 中的作用机制尚不

明确［１０－１１］。 有研究发现，在主动脉瓣钙化小鼠模型

中，敲除 ＩＬ⁃１７Ａ 基因的小鼠较未敲除该基因的小鼠

主动脉瓣钙化程度及免疫炎性反应都有所减轻，说
明 ＩＬ⁃１７Ａ 在钙化性主动脉瓣膜病中起到了重要作

用，但 ＩＬ⁃２３ ／ Ｔｈ１７ 炎症通路中 ＩＬ⁃１７Ａ 的上游炎症

因子 ＩＬ⁃２３ 表达状态并不清楚［１２］。 司库奇尤单抗作

为 ＩＬ⁃１７Ａ 的抑制剂，目前临床已被用于治疗银屑

病，疗效良好且安全性高，临床研究显示司库奇尤

单抗可改善斑块状银屑病患者的血管内皮功能［１３］。
因此，本研究建立主动脉瓣狭窄小鼠模型，通过检

测 ＩＬ⁃２３ ／ Ｔｈ１７ 炎症通路相关因子在病变瓣膜的表

达情况及司库奇尤单抗对小鼠瓣膜病变干预效果，
探讨 ＩＬ⁃２３ ／ Ｔｈ１７ 炎症通路与钙化性主动脉瓣膜病

之间的关系，以及司库奇尤单抗对 ＣＡＶＤ 的影响与

潜在机制，为主动脉瓣钙化的发病机制提供新的理

论依据，为临床防治提供新的方向和靶点。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 ４７ 只 ２０ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，体重

（２６±２）ｇ，购自郑州市惠济区华兴实验动物养殖场

［ＳＣＸＫ（豫）２０１９－０００２］，饲养于河南中医药大学第

一附属医院动物实验研究中心动物房［ＳＹＸＫ（豫）
２０２２－０００４］，本研究已通过河南中医药大学第一附

属医 院 实 验 动 物 伦 理 委 员 会 的 审 查 及 批 准

（ＤＷＬＬ２０２２０３００４），实验动物饲养及实验过程严格

遵循 ３Ｒ 原则进行。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 司库奇尤单抗（２２３０５８４，瑞士诺华制药公司）；
小鼠 ＩＬ⁃６ ＥＬＩＳＡ 试剂盒（Ａ３０６１０７３６，Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ）；山
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羊抗兔 ＩｇＧ（ＣＲ２１０９１２５，Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ）；Ａｎｔｉ⁃ＩＬ⁃２３ 单

克隆抗体（ＡＣ３５６０９６１００７，Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ）；Ａｎｔｉ⁃ＩＬ⁃１７Ａ
单克隆抗体（ＡＣ２２０２１１００６，Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ）；Ａｎｔｉ⁃ＣＤ６８
单克隆抗体（ＡＣ２２０１１７０３１，Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ）；促钙化饲料

（南通特洛菲饲料科技有限公司）。 台式高速冷冻

型微量离心机（Ｄｒａｇｏｎ Ｌａｂ）；荧光定量 ＰＣＲ 仪（Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ）；研磨仪（Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ）；全自动洗板机（雷杜生

命科技有限公司）；酶标检测仪（ＢｉｏＴｅＫ）；组织脱水

机（ＤＩＡＰＡＴＨ）；包埋机（武汉俊杰电子有限公司）；
病理切片机（上海徕卡仪器有限公司）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 模型构建

　 　 动物模型根据 Ｔａｎｄｏｎ 等［１４］ 创造的一种基于促

钙化饮食的非转基因小鼠模型，能够模拟 ＣＡＶＤ 小

鼠主动脉狭窄、钙化、基质重塑等病变过程，其克服

了传统饮食诱导及基因修饰模型的周期长、成功率

低、成本高等不足，是一种新兴动物实验模型［１５］。
小鼠进入实验室 １ 周，待其适应实验室各方面后，开
始给予促钙化饲料（成分：胆固醇：２􀆰 ０７％ ｗ ／ ｗ＋总
维生素 Ｄ３： ７５ ０４２ ＩＵ ／ ｋｇ ＋ 钙： ０􀆰 ９９％ ｗ ／ ｗ ＋ 磷：
０􀆰 ７５％ ｗ ／ ｗ），动物自由采食与饮水。 喂养 １６ 周后，
小鼠行彩超多普勒检测主动脉瓣峰值流速，对比基

线增加 １５％以上（说明小鼠出现主动脉瓣狭窄）即
为造模成功［１５－１６］。
１􀆰 ３􀆰 ２　 实验分组及给药

　 　 按随机数字表法将 ４７ 只小鼠分为 ３ 组：空白对

照组（１５ 只）、模型组（１６ 只）和司库奇尤单抗组（１６
只）。 空白对照组平时给予正常饲料喂养，模型组、
司库奇尤单抗组给予促钙化饲料。 司库奇尤单抗

组小鼠从第 １６ 周开始每周通过腹腔注射司库奇尤

单抗（剂量为 ２０ ｍｇ ／ ｋｇ），同样时间按照体重以同样

方式给予对照组和模型组小鼠生理盐水（１０ ｍＬ ／
ｋｇ），连续给药 ４ 周，每周 １ 次，给药同时保持原饮食

不变。
１􀆰 ３􀆰 ３　 多普勒超声心动图检测

　 　 彩色多普勒超声用于检测主动脉瓣狭窄的情

况。 彩色多普勒超声在胸骨旁长轴和胸骨上切面

对主动脉瓣峰值血流速度及反流进行成像，超声探

头角度校正范围为 ４０° ～ ５０°。 为减少操作差异，整
个操作均由同一人完成，以上操作和检测结果均在

超声科老师的指导下完成。
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＨＥ 染色及 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色

　 　 ＨＥ 染色用于观察瓣膜形态结构改变， Ｖｏｎ

Ｋｏｓｓａ 染色用于观察瓣膜钙盐沉积水平。 取主动脉

瓣组织于 １０％中性福尔马林固定，顺乙醇梯度脱水

后石蜡包埋，经组织切片机切 ３ μｍ 超薄石蜡切片

后脱蜡复水，进行 ＨＥ 染色和 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色。
１􀆰 ３􀆰 ５　 免疫组化检测

　 　 检测 ３ 组瓣膜小叶上巨噬细胞、ＩＬ⁃１７Ａ 和 ＩＬ⁃２３
阳性细胞表达情况。 取 ３ μｍ 超薄主动脉瓣组织的

石蜡切片，经脱蜡复水抗原修复、封固后，一抗孵育

过夜，二抗孵育显色。
１􀆰 ３􀆰 ６　 ＥＬＩＳＡ 检测血清 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１７、ＩＬ⁃２３ 表达

　 　 ＥＬＩＳＡ 检测血清中炎症因子 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１７、ＩＬ⁃２３
的表达水平，按照试剂盒说明书进行操作。
１􀆰 ３􀆰 ７　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测

　 　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测主动脉瓣组织 ＩＬ⁃２３ ／
Ｔｈ１７ 通路中 ＳＴＡＴ３、成骨通路关键位点 ＢＭＰ⁃２ 及纤

维化相关的 α⁃ＳＭＡ ｍＲＮＡ 表达情况。 提取瓣膜

ＲＮＡ 后，对其纯度和浓度进行测定，再将 ＲＮＡ 逆转

录，引物设计完成后，经预变性、变性、退火、延伸进

行 ＰＣＲ 扩增，行 ４０ 个循环，各引物序列见表 １。
ＰＣＲ 扩增以甘油醛－３－磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）基因

为内对照，计算出样本以上 ３ 种基因表达的相对值。

表 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 相关引物
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｑＰＣＲ

名称
Ｎａｍｅ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＳＴＡＴ３ Ｓ：５’⁃ＴＧＣＧＧＡＧＡＡＧＣＡＴＴＧＴＧＡＧＴＧ⁃３’
Ａ：５’⁃ＴＣＴＴＡＡＴＴＴＧＴＴＧＧＣＧＧＧＴＣＴ⁃３’

ＢＭＰ⁃２ Ｓ：５’⁃ＧＣＴＧＡＣＣＡＣＣＴＧＡＡＣＴＣＣＡＣＴ⁃３’
Ａ：５’⁃ＣＣＴＣＣＡＣＡＡＣＣＡＴＧＴＣＣＴＧＡＴＡＡ⁃３’

α⁃ＳＭＡ Ｓ：５’⁃ＧＴＡＣＣＡＣＣＡＴＧＴＡＣＣＣＡＧＧＣ⁃３’
Ａ：５’⁃ＧＡＡＧＧＴＡＧＡＣＡＧＣＧＡＡＧＣＣＡ⁃３’

ＧＡＰＤＨ Ｓ：５’⁃ＣＣＴＣＧＴＣＣＣＧＴＡＧＡＣＡＡＡＡＴＧ⁃３’
Ａ：５’⁃ＴＧＡＧＧＴＣＡＡＴＧＡＡＧＧＧＧＴＣＧＴ⁃３’

１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 实验结果采用 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 软件进行统计学分

析，计量资料采用平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，多组

均数间比较采用方差分析，方差分析两两比较时选

用 ＬＳＤ 法。 以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为有显著性差异。 采用

Ｉｍａｇｅ Ｊ 对免疫组化图片进行定量分析，采用 Ｇｒａｐｈ
Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ７ 软件制作统计图。

２　 结果　

２􀆰 １　 一般情况

　 　 经过模型建立和药物腹腔注射后，各组实验小

鼠具体数量如下：空白对照组 １５ 只，模型组 １４ 只，
司库奇尤单抗组 １４ 只。 模型组及司库奇尤单抗组
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在造模期间因小鼠相互打斗致死各 １ 只，模型组在

第 １０ 周时有 １ 只小鼠可能因个体差异不喜促钙化

饲料而导致过于消瘦死亡，司库奇尤单抗组有 １ 只

小鼠在第 １６ 周后超声检测未达到造模成功标准，将
其排除。

表 ２　 各组小鼠不同时期的主动脉瓣峰值血流速度（􀭰ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｏｒｔｉｃ ｖａｌｖｅ ｐｅａｋ ｆｌｏｗ ｖｅｌｏｃｉｔｙ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

空白对照组
Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

司库奇尤单抗组
Ｓｅｃｕｋｉｎｕｍａｂ ｇｒｏｕｐ

造模前主动脉瓣峰值流速 ／ （ｍｍ ／ ｓ）
Ｐｒｅ⁃ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ ＡＶ ｐｅａｋ ｆｌｏｗ ｖｅｌｏｃｉｔｙ ５８１􀆰 ０３±３９􀆰 ００ ５７８􀆰 ０２±３９􀆰 ５１ ５９４􀆰 ９２±４１􀆰 ８１

造模第 １６ 周主动脉瓣峰值流速 ／ （ｍｍ ／ ｓ）
ＡＶ ｐｅａｋ ｆｌｏｗ ｖｅｌｏｃｉｔｙ ａｔ ｗｅｅｋ １６ ｏｆ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ ５９７􀆰 ０７±４２􀆰 ４７ ８３３􀆰 ９４±５６􀆰 ０８∗＆ ８５０􀆰 ３０±４７􀆰 ７４∗＆

造模第 ２０ 周主动脉瓣峰值流速 ／ （ｍｍ ／ ｓ）
ＡＶ ｐｅａｋ ｆｌｏｗ ｖｅｌｏｃｉｔｙ ａｔ ｗｅｅｋ ２０ ｏｆ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ ６１５􀆰 ６８±４３􀆰 ９１ ９２２􀆰 ８０±４５􀆰 ６２∗＆＋ ７６８􀆰 ３４±４２􀆰 ５３∗＃＆＋

注：与同一时期空白对照组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与同一时期模型组相比， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与同组间造模前相比， ＆Ｐ＜０􀆰 ０５；与同组间第 １６ 周相比， ＋Ｐ
＜０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｐｅｒｉｏｄ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｐｅｒｉｏｄ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｐｒｅ⁃
ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｇｒｏｕｐ， ＆Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｗｅｅｋ １６ ｏｆ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｇｒｏｕｐ， ＋Ｐ＜０􀆰 ０５．

图 １　 主动脉瓣膜组织 ＨＥ 及 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＨＥ ａｎｄ Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ａｏｒｔｉｃ ｖａｌｖｅ ｔｉｓｓｕｅ

２􀆰 ２　 多普勒超声心动图检测结果

　 　 在小鼠开始造模前、造模第 １６ 周及第 ２０ 周（即
给药 ４ 周后）时，对所有小鼠进行主动脉瓣峰值血

流速度的检测。 造模前 ３ 组间该指标均无统计学意

义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 造模 １６ 周时，除空白对照组及司库

奇尤单抗组的 １ 只小鼠之外，其余小鼠的主动脉瓣

峰值流速均较基线增加大于 １５％（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 给药

４ 周后，司库奇尤单抗组的主动脉瓣峰值流速与模

型组相比有所降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 空白对照组小鼠的

主动脉瓣峰值流速在造模前、造模第 １６ 周及第 ２０
周均未表现出差异性（Ｐ＞０􀆰 ０５）；而模型组及司库奇

尤单抗组小鼠的主动脉瓣峰值流速在造模前、造模

第 １６ 周及第 ２０ 周均表现出差异性（Ｐ＜０􀆰 ０５，表 ２）。
２􀆰 ３　 主动脉瓣膜组织的 ＨＥ 染色及 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染

色结果

　 　 通过 ＨＥ 染色观察主动脉瓣的形态变化。 结果

显示，与空白对照组相比，另两组的瓣膜各层结构

紊乱且厚度增大，其中模型组瓣膜增厚明显，司库

奇尤单抗组瓣膜厚度较模型组减小（图 １）。
通过 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色观察钙盐沉积情况，黑色

颗粒即为钙盐沉积。 结果显示，空白对照组小鼠的

主动脉瓣未见异常，而模型组瓣膜出现了许多黑色

颗粒沉积，司库奇尤单抗组也存在少量黑色颗粒沉

积，主要出现于病变瓣膜的边缘且分布相对集中，
说明瓣膜组织发生了钙化（图 １）。
２􀆰 ４　 主动脉瓣膜免疫组织化学染色结果

　 　 ＣＤ６８ 抗体用于检测病变瓣膜组织炎性巨噬细

胞的浸润情况。 空白对照组中瓣膜小叶未发现表

达强度高的阳性细胞，仅发现很少的零散弱阳性细

胞于瓣膜边缘；在模型组中，阳性细胞主要分布于

病变部位的瓣膜内皮细胞附近，阳性表达强度强；
而司库奇尤单抗组瓣膜可见阳性巨噬细胞标记物

ＣＤ６８ 的表达量明显低于模型组（Ｐ＜０􀆰 ０５，图 ２）。
ＩＬ⁃１７Ａ 用于检测瓣膜组织中 ＩＬ⁃１７Ａ 的表达

情况。 镜下观察主动脉瓣组织，空白对照组中瓣

膜小叶发现有微量 ＩＬ⁃１７Ａ 的表达；而在模型组中

发现了 ＩＬ⁃１７Ａ 的大量聚集表达，且主要分布于病
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变部位的瓣膜内皮细胞附近且阳性表达强度强；
司库奇尤单抗组瓣膜的 ＩＬ⁃１７Ａ 表达量明显低于模

型组并且表达强度一般，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０􀆰 ０５，图 ２）。

ＩＬ⁃２３ 抗体用于检测瓣膜组织中 ＩＬ⁃２３ 的表达

情况。 镜下观察主动脉瓣组织，发现空白对照组中

瓣膜仅出现少量 ＩＬ⁃２３ 的表达；模型组中 ＩＬ⁃２３ 大量

聚集并且表达强度强；司库奇尤单抗组瓣膜的 ＩＬ⁃２３
表达量同样高度密集，仅稍低于模型组，但差异无

统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５），三组的 ＩＬ⁃２３ 分布主要集中

在病变处的瓣膜内皮细胞附近（图 ２）。

２􀆰 ５　 ＥＬＩＳＡ 检测血清 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１７、ＩＬ⁃２３ 结果

结果显示，模型组与空白对照组相比较，血清

中 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１７、ＩＬ⁃２３ 浓度明显上升，而司库奇尤单

抗组与模型组比较，血清中 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１７、ＩＬ⁃２３ 较低

于模型组（Ｐ＜０􀆰 ０５）；司库奇尤单抗组小鼠的血清

ＩＬ⁃６ 浓度稍低于空白对照组，但差异无统计学意义

（Ｐ＞０􀆰 ０５），司库奇尤单抗组小鼠的血清 ＩＬ⁃１７、ＩＬ⁃
２３ 浓度高于空白对照组（Ｐ＜０􀆰 ０５，表 ３）。
２􀆰 ６　 实时免疫荧光定量检测结果

　 　 ＳＴＡＴ３ 是 ＩＬ⁃２３ ／ Ｔｈ１７ 炎症通路中的关键分子。
图 ３ 结果显示，与空白对照组相比，模型组的 ＳＴＡＴ３

注：Ａ：巨噬细胞；Ｂ：ＩＬ⁃１７Ａ；Ｃ：ＩＬ⁃２３。 与空白对照组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与模型组相比， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 主动脉瓣膜组织中巨噬细胞、ＩＬ⁃１７Ａ、ＩＬ⁃２３ 免疫组化染色

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ． Ｂ， ＩＬ⁃１７Ａ． Ｃ， ＩＬ⁃２３． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ， ＩＬ⁃１７Ａ， ＩＬ⁃２３ ｉｎ ａｏｒｔｉｃ ｖａｌｖｅ ｔｉｓｓｕｅ

表 ３　 各组小鼠血清 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１７ 和 ＩＬ⁃２３ 水平（􀭰ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｅｒｕｍ ＩＬ⁃６， ＩＬ⁃１７ ａｎｄ ＩＬ⁃２３ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

空白对照组
Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

司库奇尤单抗组
Ｓｅｃｕｋｉｎｕｍａｂ ｇｒｏｕｐ

白介素－６ ＩＬ⁃６ １９􀆰 ５１±１２􀆰 ５４ ３６􀆰 ４４±１６􀆰 ７９∗ １３􀆰 ９３±１２􀆰 ９６∗＃

白介素－１７ ＩＬ⁃１７ ５２􀆰 ０７±１２􀆰 ４７ １７４􀆰 ９４±３６􀆰 ０８∗ １３１􀆰 ３０±２１􀆰 ７４∗＃

白介素－２３ ＩＬ⁃２３ ４５􀆰 ６８±１３􀆰 ９１ １２８􀆰 ８０±２５􀆰 ６２∗ ８７􀆰 ３４±２２􀆰 ５３∗＃

注：与空白对照组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与模型组相比， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５．
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注：与模型组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 主动脉瓣中病变形成相关蛋白的 ｍＲＮＡ 表达倍数

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌｏｉｄｙ ｏｆ ｍＲＮＡ ｆｏｒ ｌｅｓｉｏｎ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｏｒｔｉｃ ｖａｌｖｅ

ｍＲＮＡ 表达倍数明显增加（Ｐ＜０􀆰 ０５），司库奇尤单抗

组的 ＳＴＡＴ３ ｍＲＮＡ 表达倍数较模型组显著减少（Ｐ＜
０􀆰 ０５）。

ＢＭＰ⁃２ 是成骨分化的标志。 结果显示，与空白

对照组相比，模型组的 ＢＭＰ⁃２ ｍＲＮＡ 表达倍数明显

增加（Ｐ＜０􀆰 ０５），与模型组相比，司库奇尤单抗组的

ＢＭＰ⁃２ ｍＲＮＡ 表达倍数显著减少（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
α⁃ＳＭＡ 主要反应了瓣膜的纤维化程度。 结果

显示，模型组的 α⁃ＳＭＡ ｍＲＮＡ 表达倍数较空白对照

组明显增加（Ｐ＜０􀆰 ０５），而司库奇尤单抗组小鼠的

α⁃ＳＭＡ ｍＲＮＡ 表达倍速较模型组则显著减少（Ｐ＜
０􀆰 ０５）。

３　 讨论

　 　 近年来，ＣＡＶＤ 已代替风湿性瓣膜病成为发达

国家最常见的心脏瓣膜疾病，因此，探索 ＣＡＶＤ 相

关的生物分子机制、寻找潜在的治疗靶点将推动人

类对 ＣＡＶＤ 的认知，有利于开辟诊断及治疗的新

途径。
ＣＡＶＤ 与动脉粥样硬化性心脏病拥有共同的危

险因素，如收缩期高血压、高胆固醇和吸烟习惯等，
虽两者有一定的相似之处，但瓣膜与血管壁有着不

同的特性，主动脉瓣上的组织、细胞以及血流动力

学应力与脉管系统均存在显着差异［１７］。 诱导降低

低密度脂蛋白胆固醇的他汀类药物是二级预防动

脉粥样硬化性心脏病非常有效的药物，但其对

ＣＡＶＤ 患者的病情无明显改善作用［１８］。 关于目前

研究 ＣＡＶＤ 的治疗靶点，大致可分为 ４ 大类：第一

类，Ｎｏｔｃｈ１ 通路的治疗靶点：钙粘蛋白－１１、ｌｎｃＲＮＡ
Ｈ１９、ｍｉＲＮＡ⁃３４ａ、ＲＡＮＫＬ；第二类，动脉粥样硬化或

血管病的治疗靶点：脂蛋白 ａ（Ｌｐ（ａ））、前蛋白转化

酶枯 草 溶 菌 素 ９ 型 （ ＰＣＳＫ９ ）、 基 质 Ｇｌａ 蛋 白

（ＭＧＰ）、组织蛋白酶 Ｓ（Ｃａｔｈｅｐｓｉｎ Ｓ）、Ｓｏｒｔｉｌｉｎ；第三

类，代谢相关靶点：可溶性鸟苷酸环化酶 （ ｓＧＣ）、
Ｐ２Ｙ 型紫癜受体 ２、过氧化物酶体增殖物激活受体 γ
（ＰＰＡＲ⁃γ）、钠依赖性磷酸盐转运体 １（ＮＰＴ１）、肌醇

六磷酸六钠盐（ ＩＮＳＰ６）、二肽酰肽酶 ４（ＤＰＰ⁃４）；第
四类，Ｇ 蛋白偶联受体靶点：血管紧张素Ⅱ受体 ２
型、血清素 ２Ｂ 受体［１９－２１］。 虽然近些年临床及科研

人员在寻找治疗 ＣＡＶＤ 的潜在靶点上有一定进展，
但是目前仍没有治疗 ＣＡＶＤ 的临床药物，因此，对
于 ＣＡＶＤ 疾病机制的探索仍需继续。

ＣＡＶＤ 不再认为是随年龄增长而发生的简单被

动钙沉积过程，而是多因素复杂的主动调节结果，
其中，炎症反应贯穿了 ＣＡＶＤ 形成的各个环节，对
疾病发生发展起到了至关重要的作用［９］。 ＩＬ⁃２３ 和

ＩＬ⁃１７ 在免疫反应中有关键作用，若两者失调会加剧

慢性免疫介导的炎症，其通路的激活则会加剧多种

炎症性疾病（如动脉粥样硬化、银屑病、强直性脊柱

炎等）的发展［２２］。 因此，近些年出现了许多阻断 ＩＬ⁃
２３ ／ Ｔｈ１７ 的临床研究，ＩＬ⁃２３ ／ Ｔｈ１７ 成为了部分自身

免疫性疾病有希望的治疗靶点。 ＩＬ⁃２３ 是促炎性细

胞因子，主要由巨噬细胞和树突状细胞产生，响应

外源性或内源性信号，驱动 Ｔｈ１７ 细胞的分化和活化

产生 ＩＬ⁃１７Ａ、ＩＬ⁃１７Ｆ、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃２２ 和 ＴＮＦ⁃α［２２］。 ＩＬ⁃１７
是重要的炎症介质，主要来源于 Ｔｈ１７ 细胞，由 ＩＬ⁃
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１７Ａ 至 ＩＬ⁃１７Ｆ 组成，可以与特异性受体结合刺激相

应靶细胞释放大量前炎症因子并活化中性粒细胞，
使炎症因子水平上升引发一系列炎症反应［２３］。 而

ＣＤ４＋Ｔ 细胞是 Ｔｈ１７ 的前体细胞，ＴＧＦ⁃β、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃
２１ 等可以激活 Ｔ 淋巴细胞并促进 Ｔｈ０ 细胞向 Ｔｈ１７
细胞的分化，从而导致 Ｔｈ１７ 细胞对 ＩＬ⁃２３ 有反应，
是 Ｔｈ１７ 细胞稳定和扩增至关重要的步骤［２４－２９］。 在

Ｔｈ１７ 细胞分化过程中，ＲＯＲγｔ 是最为关键的转录因

子之一，与 ＩＬ⁃１７ 共同参与了多种自身免疫病的病

理过程［３０］。 ＩＬ⁃２３ 和 Ｔｈ１７ 受体相结合后，胞内信号

转导及 ＳＴＡＴ３ 被活化而使 ＲＯＲγｔ 表达增加，并且与

ＩＬ⁃１７ 基因特异性的 ＲＯＲＥ 结合从而促进 Ｔｈ１７ 细胞

分泌并释放 ＩＬ⁃１７Ｃ，同时与 ＩＬ⁃２３ 结合后的 Ｔｈ１７ 细

胞能够通过 ＴＮＦ⁃α 及 ＮＦ⁃κＢ 通路等多渠道分泌 ＩＬ⁃
１７ 而进一步引起炎症的发生［３１］。 ＪＡＫ２⁃ＳＴＡＴ３ 炎

症通路可以诱导成骨细胞的分化增值，还能增加化

学趋化因子（如 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８ 等）的表达导致瓣膜损

伤， 并 提 高 细 胞 外 基 质 钙 盐 沉 积 相 关 因 子

表达［３２－３４］。
基于以上，本研究通过促钙化饲料喂养小鼠来

建立 ＣＡＶＤ 模型，并在早期阶段给予司库奇尤单抗

干预 ＣＡＶＤ 小鼠。 结果发现，在 ＣＡＶＤ 模型小鼠

中，ＩＬ⁃２３ ／ Ｔｈ１７ 炎症通路中相关因子表达增高，巨噬

细胞募集增多，瓣膜处的 ＳＴＡＴ３、ＢＭＰ⁃２、α⁃ＳＭＡ 及

血清中 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１７、ＩＬ⁃２３ 水平均升高，并且在病变

处出现大量钙盐沉积，说明钙化瓣膜中 ＩＬ⁃２３ ／ Ｔｈ１７
炎症通路被激活，瓣膜出现了不同程度的炎症、纤
维化、成骨分化及钙化。 早期阶段对 ＣＡＶＤ 小鼠进

行司库奇尤单抗的干预，小鼠的主动脉瓣峰值血流

速度及 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１７、ＩＬ⁃２３ 有所降低，瓣膜处募集的

巨噬细胞及钙盐沉积减少，司库奇尤单抗对瓣膜的

炎症、纤维化、成骨分化及钙化情况均有所改善，说
明司库奇尤单抗可能阻断了 ＩＬ⁃２３ ／ Ｔｈ１７ 炎症通路，
减轻了炎症反应，延缓了瓣膜钙化的进程。 其可能

是在 ＩＬ⁃２３ 与 Ｔｈ１７ 的结合后，ＳＴＡＴ３ 被活化而使

ＲＯＲγｔ 表达增加，导致 Ｔｈ１７ 细胞释放大量 ＩＬ⁃１７Ａ、
ＩＬ⁃１７Ｆ、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃２２ 和 ＴＮＦ⁃α 等炎症因子，ＩＬ⁃１７Ａ 炎

症因子通过 ＩＬ⁃１７ＲＡ 和 ＩＬ⁃１７ＲＣ 的异二聚体复合物

发出信号，以诱导反应细胞产生如 ＩＬ⁃６ 等促炎细胞

因子，导致瓣膜炎症反应的发生，从而加快瓣膜钙

化。 而司库奇尤单抗作为 ＩＬ⁃１７Ａ 的抑制剂，可以选

择性结合细胞因子 ＩＬ⁃１７Ａ，从而直接使血清 ＩＬ⁃１７
减少，可能是 ＩＬ⁃２３ 的减少抑制了初始 Ｔ 细胞分化

成 Ｔｈ１７，从而进一步抑制了 ＩＬ⁃１７、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 的释

放，减缓了一系列炎症反应。 也可能是释放的 ＩＬ⁃１７
激活了 ＪＡＫ２⁃ＳＴＡＴ３ 信号传导，从而导致瓣膜细胞

外基质钙盐大量沉积和 ＩＬ⁃６、ＢＭＰ⁃２ 的表达增高。
巨噬细胞在衰老和主动脉瓣狭窄患者的钙化瓣叶

上显着存在，与瓣膜炎症及钙化程度直接相关，现
已被用于评估瓣膜的钙化程度，因此确定其在

ＣＡＶＤ 中的作用至关重要［３５－３６］。 促炎性 Ｍ１ 巨噬细

胞作为主要存在于 ＣＡＶＤ 的巨噬细胞亚群，在

ＣＡＶＤ 病程中逐渐增强，并不断积累引发炎症级联

反应，从而促进免疫细胞浸润和疾病进展。 Ｍ１ 巨

噬细胞可能通过分泌 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃１β 促炎细胞因子

浸润纤维化的瓣叶使 ＶＩＣ 的肌成纤维细胞失活并

高度增殖，再通过分泌 ＩＬ⁃６ 促进失活的肌成纤维细

胞向成骨细胞样分化，从而介导瓣膜从纤维化转变

到钙化［３７－３８］。
本研究也存在一定局限性。 第一，本模型与人

ＣＡＶＤ 的发病机制具有一定的差异。 第二，由于小

鼠主动脉瓣膜组织较小，样本量较少，未行蛋白质

印迹分析。 第三，ＣＡＶＤ 目前仍没有批准上市的治

疗药物，本研究无法设置阳性对照。
迄今为止，ＣＡＶＤ 对于人类来说仍是一种挑战

性疾病，是现代医学的难点及研究热点，全球为此

探索过各种治疗药物，虽暂无延缓疾病进展或改善

预后的上市药物，但已经发现潜在的治疗靶点。 本

研究虽然已经验证了 ＩＬ⁃２３ ／ Ｔｈ１７ 炎症通路参与

ＣＡＶＤ 的病变过程，但是 ＩＬ⁃２３ ／ Ｔｈ１７ 炎症通路下具

体机制仍需要后期实验去探索验证。 随着医学界

对 ＣＡＶＤ 的关注度越来越高，相信不久的将来一定

能对疾病有更全面的认识，寻找到早期干预的有效

治疗药物，为 ＣＡＶＤ 患者带来福音。
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（上接第 ７７ 页）
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［ ７ ］ 　 梁玉琼， 黄庆， 陈梁可， 等． 薯蓣皂苷对 ＨｅｐＧ２ 肝癌细胞增
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［ ８ ］ 　 梁玉琼， 黄庆， 梁天坚， 等． 薯蓣皂苷对肝癌细胞 Ｂｅｌ⁃７４０２ 和
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ＬＩＡＮＧ Ｙ Ｑ， ＨＵＡＮＧ Ｑ， ＬＩＡＮＧ Ｔ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｄｉｏｓｃｉｎ ｉｎ Ｂｅｌ⁃７４０２ ａｎｄ ＬＯ２ ｃｅｌｌｓ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ
Ｍｅｄ， ２０２１， ３１（３）： ３０－３５．

［ ９ ］ 　 李岩溪． 天然产物蟛蜞菊内酯靶向 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 诱导结肠癌细胞

凋亡的作用机制研究 ［Ｄ］． 沈阳： 中国医科大学， ２０２２．
ＬＩ Ｙ Ｘ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｎａｔｕｒａｌ ｐｒｏｄｕｃｔ
ｗｅｄｅｌｏｌａｃｔｏｎｅ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｂｙ
ｔａｒｇｅｔｉｎｇ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ［ Ｄ ］． Ｓｈｅｎｙａｎｇ： Ｃｈｉｎａ Ｍｅｄｉｃａｌ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２０２２．

［１０］ 　 ＭＡ Ｑ， ＹＵ Ｊ， ＺＨＡＮＧ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ⁃ａ ｖｅｒｓａｔｉｌｅ ｐｌａｙｅｒ ｉｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ［ Ｊ ］ ．
Ｂｉｏｃｈｉｍｉｅ， ２０２３， ２１１： ５７－６７．

［１１］ 　 ＴＯＮＧ Ｑ， ＹＩ Ｍ， ＫＯＮＧ Ｐ， ｅｔ ａｌ． ＴＲＩＭ３６ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｃａｓｐａｓｅ⁃
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ［Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｃｅｌｌ
Ｉｎｔ， ２０２２， ２２（１）： ２７８．
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