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［摘 要］ 目的：探究胰高血糖素样肽⁃１（glucagon like peptide⁃1，GLP⁃1）对高脂高胆固醇饮食小鼠主动脉瓣钙化的影响，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：SPF级

C57BL/6小鼠36只（8周龄，雌性）随机分成4组（n=9），正常饮食组和GLP⁃1对照组给予正常饮食，高脂饮食组和GLP⁃1干预

组给予高脂高胆固醇+维生素D2饮食，GLP⁃1对照组和GLP⁃1干预组在此基础上给予GLP⁃1处理。12周后，测量各组小鼠二维

超声心动图指标，包括主动脉瓣口面积、左室射血分数、瓣叶厚度、左室收缩末内径、跨瓣流速，测定血清钙浓度，von Kossa染
色观察瓣膜组织钙化情况，免疫组化法检测各组主动脉瓣标本中骨桥蛋白以及相关信号通路磷酸化p38蛋白的表达水平。结

果：①正常饮食组、GLP⁃1对照组和GLP⁃1干预组小鼠瓣叶厚度、跨瓣流速、左室收缩末内径及血清钙离子浓度均低于高脂饮

食组，而瓣口面积及左室射血分数均高于高脂饮食组（P＜0.05）；②正常饮食组、GLP⁃1对照组和GLP⁃1干预组主动脉瓣膜标本

中骨桥蛋白以及相关信号通路磷酸化p38蛋白的表达水平明显低于高脂饮食组（P＜0.05）。结论：GLP⁃1可能通过抑制磷酸化

p38蛋白的表达而抑制小鼠主动脉瓣膜的钙化。
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［Abstract］ Objective：To investigate the effect of glucagon like peptide⁃1（GLP⁃1）on the calcification of aortic valve in mice fed
with high fat and cholesterol diet，and to reveal the protective effect and mechanism of GLP⁃1 in the occurrence and development of
calcified aortic valve disease（CAVD）. Methods：Thirty six C57BL/6 mice（8 weeks old，female）were randomly divided into four groups
（n=9）. The normal diet group and the GLP ⁃ 1 control group were given normal diet，and the high fat diet group and the GLP ⁃ 1
intervention group were fed with high fat and high cholesterol diet + vitamin D2. The GLP⁃1 control group and the GLP⁃1 intervention
group were additionally treated with GLP⁃1. After 12 weeks，the two⁃dimensional echocardiographic data of mice in each group were
measured，including aortic valve area（AVA），left ventricular ejection fraction（EF），valve leaf thickness（T），left ventricular end
systolic diameter（LVDs），transvalvular velocity（TV）. Then the serum calcium concentrations were measured，and von Kossa staining
was used to observe the calcification of valve tissue，and immunohistochemistry to detect the expression of osteopontin（OPN）and p38
protein in the aortic valve samples. Results：① In the normal diet group，the GLP⁃1 control group and the GLP⁃1 intervention group，T，
TV，LVDs and serum calcium concentration were lower than those in the high fat diet group，while AVA and left ventricular EF were
higher than those in the high fat diet group（P < 0.05）. ② The expressions of OPN and phosphorylated p38（p⁃p38）in the aortic valve
samples of the normal diet group，the GLP⁃1 control group，the GLP⁃1 intervention group were significantly lower than that of the high
fat diet group（P < 0.05）. Conclusion：GLP⁃1 can inhibit the calcification of aortic valve by inhibiting the expression of p⁃p38 in mice.
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钙化性主动脉瓣疾病（calcified aortic valve dis⁃
ease，CAVD）是临床上心脏病中常见的一种瓣膜疾

病。随着社会的发展和人类寿命的延长，CAVD的

患病人数逐年增多［1］。既往 CAVD 被认为是“自然

磨损”过程，但近年来越来越多的研究证实内皮损伤、

炎症、钙化与骨形成及血管活性肽等多种途径均参与

其中，这与动脉粥样硬化的过程相类似［2］。瓣膜钙化

是 CAVD 的典型特征，而骨桥蛋白（osteopontin，
OPN）、Runx相关转录因子 2（RUNX⁃2）是在所有钙

化中几乎都会表达的经典钙化分子［3］。新的证据表

明，当健康的主动脉瓣间质细胞（aortic interstitial
cell，VIC）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OPN、RUNX⁃2等。胰高

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

道细胞分泌的一种促胰岛素分泌激素，可调节机体

内胰岛素与胰高血糖素的水平，维持体内糖代谢的

稳定［4］。动物实验和临床前研究表明，GLP⁃1也可

作用于心血管系统，改善血管内皮细胞功能和左心

功能［5］。但GLP⁃1对于主动脉瓣钙化的作用目前尚

不明确，因此，本研究通过高脂高胆固醇+维生素D2

饮食构建小鼠主动脉瓣钙化的动物模型，采用GLP⁃1
干预12周，检测各组小鼠左心室功能及瓣膜钙化情

况，并通过免疫组化检测各组瓣膜标本中OPN以及

相关信号通路磷酸化p38（p⁃p38）蛋白的表达情况，

旨在揭示GLP⁃1对于主动脉瓣钙化的抑制作用，为

CAVD 的治疗提供新的思路。

1 材料和方法

1.1 材料

C57BL/6品系 SPF级雌性小鼠 36只（8周龄，体

重18~23 g，由南京医科大学动物实验中心提供），正

常基础饲料、高脂高胆固醇饲料（D12109C纯化型饲

料：40 kcal%脂肪，1.25%胆固醇，0.5%胆酸，江苏协

同公司），GLP⁃１（天津诺和诺德中国制药有限公

司），OPN抗体（货号：ab8448，Abcam公司，美国），

p⁃p38抗体（Thr180位点磷酸化，货号：4511S，CST公

司，美国），AlexaFlour488羊抗兔 IgG抗体（Abcam公

司，美国），AlexaFlour568羊抗鼠 IgG抗体（Abcam公

司，美国）。本实验符合3R原则，并得到动物伦理委

员批准。

1.2 方法

1.2.1 动物分组及处理

将小鼠随机分为 4组，每组 9只。正常饮食组

和GLP⁃1对照组给予正常饮食，高脂饮食组和GLP⁃1

干预组给予 1.25%高脂高胆固醇饮食+维生素 D2

10 000 U/（kg·d）。本研究前期实验发现，GLP⁃1浓

度在 200 ng/mL时可以显著降低VIC相对钙离子浓

度并抑制主动脉瓣的钙化。同时也有研究表明，

GLP⁃1在浓度为 200 μg/kg时可以更好地抑制动脉

粥样硬化的病变。因此，本实验 GLP⁃1对照组和

GLP⁃1干预组采用每日 200 μg/kg GLP⁃1皮下注射，

正常饮食组及高脂饮食组每日以等量生理盐水皮

下注射。持续饲养小鼠12周后，用乙醚使其吸入麻

醉，测量各组小鼠心脏彩超指标，包括主动脉瓣口

面积、瓣叶厚度、跨瓣流速、左室收缩末内径、左室

射血分数。

1.2.2 血清钙的测定

将各组小鼠脱颈椎处死后从心尖取血1 mL，在
4 ℃ 3 000 r/min离心 10 min，吸取血清。按钙离子

检测试剂盒说明方法检测各组小鼠血清钙浓度。

1.2.3 von Kossa染色检测瓣膜组织钙化情况

分离小鼠主动脉根部组织，采用 10%福尔马林

溶液固定 48 h，石蜡包埋，每个标本连续切片 5张，

厚约5 μm。von Kossa染色，观察并比较各组瓣膜钙

化情况。

1.2.4 免疫组化法检测OPN、p⁃p38蛋白的表达情况

小鼠主动脉根部组织标本采用OCT包埋后液

氮冷冻，制备 4 μm组织切片，每组连续切片 5张。

免疫组化 SP法检测各组标本中OPN及 p⁃p38蛋白

的表达，每张切片随机取 4个视野，采用 Image J图
像软件分析切片的阳性染色面积和强度，以平均光

密度值表示OPN、p⁃p38蛋白表达量（平均光密度值

=积分光密度值/阳性染色面积）。

1.3 统计学方法

采用SPSS 22.0软件进行统计学分析，计量资料

以均数±标准差（x ± s）表示，组间多组均数比较采用

单因素方差分析，两两比较采用 LSD⁃t检验。P ＜

0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 各组小鼠心脏彩超检测结果

12周后，小鼠心超结果示：正常饮食组、GLP⁃1
对照组和GLP⁃1干预组小鼠瓣叶厚度、跨瓣流速及

左室收缩末内径均低于高脂饮食组，而瓣口面积及

左室射血分数均高于高脂饮食组（P＜0.05），提示高

脂饮食组小鼠主动脉瓣钙化情况明显比其余3组严

重；正常饮食组、GLP⁃1对照组、GLP⁃1干预组间各

心超结果差异无统计学意义（P＞0.05，表1，图1）。
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2.2 各组小鼠血清钙浓度检测结果

12周后，正常饮食组、GLP⁃1对照组和GLP⁃1干
预组小鼠血清钙离子浓度均低于高脂饮食组（P＜

0.05），说明主动脉瓣膜的钙化病变不仅仅局限于瓣

膜局部，而是与全身性钙代谢的改变有关。正常饮

食组、GLP⁃1对照组和GLP⁃1干预组间小鼠血清钙

离子浓度差异无统计学意义（P＞0.05，表2）。
2.3 各组小鼠主动脉瓣膜钙化情况

4组小鼠主动脉瓣膜切片 von Kossa 染色结果

如图 2所示，正常饮食组小鼠主动脉瓣膜无明显钙

化；高脂饮食组小鼠主动脉瓣膜组织有大量黑色颗

粒沉积，出现明显钙化；GLP⁃1对照组小鼠主动脉瓣

膜无明显钙化，表明GLP⁃1对正常主动脉瓣膜无明

显影响；GLP⁃1干预组小鼠在GLP⁃1干预后瓣膜钙

化明显减少。

2.4 各组小鼠主动脉瓣膜组织中OPN及 p⁃p38蛋

白表达情况

免疫组化结果显示，高脂饮食组小鼠主动脉瓣

膜组织出现明显的棕色颗粒显色，其阳性染色面积

和强度均明显高于其他3组（图3），表明高脂饮食组

表2 各组小鼠血清钙离子浓度

Table 2 Serun calcium concentration of mice in each
group （x ± s）

组别

正常饮食组

高脂饮食组

GLP⁃1对照组

GLP⁃1干预组

例数

9
9
9
9

血清钙浓度（mmol/L）
1.03 ± 0.04*#Δ

1.18 ± 0.07*#Δ

1.02 ± 0.03*#Δ

1.06 ± 0.06*#Δ

与正常饮食组相比，*P＜0.05；与GLP⁃1对照组相比，#P＜0.05；
与GLP⁃1干预组相比，ΔP＜0.05。

（x ± s）

表1 各组小鼠二维超声心动图检测结果比较

Table 1 Comparison of two⁃dimensional echocardiography in each group of mice

与正常饮食组相比，*P＜0.05；与GLP⁃1对照组相比，#P＜0.05；与GLP⁃1干预组相比，ΔP＜0.05。

组别

正常饮食组

高脂饮食组

GLP⁃1对照组

GLP⁃1干预组

例数

9
9
9
9

瓣口面积（mm2）

1.02 ± 0.11*#Δ

0.88 ± 0.06*#Δ

1.04 ± 0.05*#Δ

1.03 ± 0.04*#Δ

瓣叶厚度（mm）
0.09 ± 0.00*#Δ

0.11 ± 0.01*#Δ

0.09 ± 0.01*#Δ

0.09 ± 0.01*#Δ

跨瓣流速（mm/s）
0 797.52 ± 37.55
1 084.38 ± 89.56*#Δ

0 827.09 ± 49.24
0 847.32 ± 121.91

左室收缩末内径（mm）
2.02 ± 0.18*#Δ

2.40 ± 0.25*#Δ

1.99 ± 0.28*#Δ

2.06 ± 0.24*#Δ

左室射血分数（%）

74.20 ± 2.67*#Δ

59.02 ± 3.43*#Δ

75.03 ± 4.06*#Δ

71.60 ± 5.31*#Δ

A B C D
A：正常饮食组；B：高脂饮食组；C：GLP⁃1对照组；D：GLP⁃1干预组。

图1 各组小鼠二维超声心动图

Figure 1 Two dimensional echocardiography of mice in each group

正常饮食组 高脂饮食组 GLP⁃1对照组 GLP⁃1干预组

图2 各组小鼠主动脉瓣切片von Kossa染色结果（×400）
Figure 2 von Kossa staining results of aortic valve sections of mice in each group（×400）
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与正常饮食组相比，*P＜0.05；与GLP⁃1对照组相比，#P＜0.05；与GLP⁃1干预组相比，ΔP＜0.05（n=9）。
图3 免疫组化检测各组小鼠主动脉瓣OPN、p⁃p38表达水平（×400）

Figure 3 Expression levels of OPN，p⁃p38 in aortic valve of mice were detected by immunohistochemistry（×400）

p⁃p
38

OP
N

小鼠主动脉瓣膜标本中OPN以及相关信号通路 p⁃
p38蛋白的表达明显高于正常饮食组、GLP⁃1对照组

（P＜0.05），而GLP⁃1干预组小鼠在GLP⁃1干预后瓣

膜钙化相关的蛋白表达明显减少，正常饮食组、GLP
⁃1对照组和GLP⁃1干预组之间差异无统计学意义

（P＞0.05）。

3 讨 论

主动脉瓣膜的钙化过程是复杂而严格受控的［6］。

目前认为，CAVD的初始阶段是内皮损伤［7］，随后机

体在损伤处逐步诱导形成慢性无菌性炎症反应。

最近研究表明［8］，在钙化的人主动脉瓣中可见大量

白细胞和巨噬细胞浸润，这说明主动脉瓣膜的钙化与

炎症反应是相关的。同时越来越多的证据表明，瓣膜

钙化是通过成骨细胞依赖的钙化途径进行的［9］。在

人类和动物模型的钙化瓣膜中可发现多种成骨细

胞转录因子的表达。许多直接参与钙化的细胞外基

质蛋白（如OPN）也在钙化的瓣膜中表达上调［10］。此

外，成骨调控信号通路已被证明在 CAVD中被激

活。有研究表明，当C57BL/6鼠发生类似的高脂血

症时，该品系比FVBN或C3H品系表现出更明显的

动脉粥样硬化病变形成［11-12］。而动脉粥样硬化与钙

化性主动脉瓣疾病的发生发展存在很多相似之处，

这就提示高脂高胆固醇饮食可能会导致鼠钙化性

主动脉瓣疾病的发生与发展。有研究发现，用含有

高脂高胆固醇的饲料喂养低密度脂蛋白受体敲除

小鼠一段时间后，小鼠体内发生很严重的高脂血

症，并且主动脉瓣瓣膜的厚度、巨噬细胞的积累、超

氧化物的生成、成骨细胞以及矿化均显著增加［13］。

而维生素D2可以加快动物体内主动脉瓣处钙盐的沉

积，促进主动脉瓣钙化的发生发展［14］。Drolet等［15］通

过高胆固醇+维生素D2饮食饲养新西兰白兔，干预

12周后，心脏超声检测发现兔主动脉瓣膜回声增

强，主动脉瓣瓣口面积明显减小，提示主动脉瓣钙
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化明显。因此本研究采用高脂高胆固醇+维生素D2

饮食构建小鼠主动脉瓣钙化模型，结果发现高脂饮

食组小鼠主动脉瓣瓣口面积明显缩小，瓣叶明显增

厚。而且高脂饮食组小鼠血清钙浓度也明显高于

其他 3组，这是因为长期大剂量维生素D饮食可使

动物骨钙代谢异常，加速破骨细胞增殖，抑制成骨

细胞活性，促进骨钙流失进入血液，使血清钙浓度

升高［16］。而高脂高胆固醇饮食+维生素D2饮食小鼠

在GLP⁃1干预后，血清钙浓度无明显升高，这可能与

GLP⁃1对骨代谢调节的积极作用有关［17］。同时瓣膜

切片 von Kossa 染色结果也显示只有高脂饮食组小

鼠主动脉瓣膜组织有大量黑色钙化颗粒沉积，表明

高脂高胆固醇+维生素D2饮食诱导了小鼠主动脉瓣

出现明显钙化。

GLP⁃1是目前控制血糖的理想药物，在调节血

糖、延缓胰岛β细胞凋亡等方面具有独特的优势。

有研究表明糖尿病以及代谢综合征与主动脉瓣钙

化的进展密切相关，而CAVD患者血清以及组织中

晚期糖基化终末产物（AGE）含量显著上升，AGE在

体内与其受体 RAGE结合后激活氧化应激，活化多种

炎症因子活化。研究表明 AGE 能够促进 VIC 向成

骨细胞分化，从而促进了CAVD 的进展［18］。而已经有

研究证实GLP⁃1能通过cAMP 途径抑制 RAGE 引起

的细胞炎性损伤，改善内皮细胞功能［5］。近年来，越

来越多的研究发现GLP⁃1在心血管系统中也扮演着

重要角色。研究表明，GLP⁃1可以改善缺血心脏冠

状动脉血流，提高心肌细胞活力，改善心功能［19］。

而且GLP⁃1能够减少单核细胞在血管内皮的黏附，

从而降低了动脉粥样硬化的风险。Arakawa等［20］采

用GLP⁃1受体激动剂作用于小鼠，结果发现GLP⁃1
受体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。本课题前期采用GLP⁃
1干预主动脉瓣膜间质细胞，结果发现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［21］。所以本研究通过高脂高胆固醇+维生

素D2饮食建立小鼠主动脉瓣钙化模型，并以适量浓

度的 GLP⁃1干预小鼠主动脉瓣膜的钙化，来探究

GLP⁃1在体内对主动脉瓣膜钙化的作用及机制。实

验结果表明：GLP⁃1能够抑制小鼠主动脉瓣膜的钙

化，减轻瓣膜钙化病变，改善左心室重构。本研究

通过免疫组化检测小鼠瓣膜组织中OPN的表达情

况，结果表明，高脂饮食组小鼠主动脉瓣膜组织中

OPN的表达较GLP⁃1干预组、GLP⁃1对照组、正常饮

食组明显增加（P＜0.05）。目前大量研究表明，成骨

样细胞表型的转化在主动脉瓣钙化中起着关键作

用，而OPN是所有钙化过程中几乎都会表达的经典

钙化分子。GLP⁃1类似物利拉鲁肽能够抑制血管平

滑肌细胞向成骨细胞分化，从而抑制血管钙化的形

成［22］。有研究发现，p38介导的信号通路参与Exen⁃
din⁃4（GLP⁃1类似物）对于心肌细胞的保护作用［23］。

He 等［24］发现，Exendin⁃4 的抗炎作用是通过下调

p38MAPK的表达实现的。而GLP⁃1可以通过下调

p38MAPK蛋白的表达来保护由AGE诱导的血管内

皮细胞的凋亡［25］。因此我们对p38这条经典的炎症

信号转导通路进行了研究，发现高脂饮食组小鼠p⁃
p38蛋白表达较其他 3组也明显增加（P＜0.05），表

明p38蛋白介导的炎症反应在主动脉瓣钙化过程中

起着关键性作用，该结果提示GLP⁃1能够通过抑制

p⁃p38的表达而抑制主动脉瓣膜的钙化。

综上所述，GLP⁃1能够通过抑制磷酸化 p38蛋

白的表达抑制主动脉瓣膜的钙化，减轻瓣膜钙化病

变，保护左心功能，为 CAVD的药物治疗提供了新

的思路。但主动脉瓣钙化是一个十分复杂的过程，

GLP⁃1对主动脉瓣钙化抑制的具体机制仍有待进一

步探索。
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