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•论著 •

有机磷酸盐 - 与无机磷酸盐 - 钙化诱导培养基诱导
主动脉瓣膜间质细胞钙化效果的对比研究

薛清，李宁，褚恒，刘晓红，韩林，徐志云

【摘要】　目的　比较有机磷酸盐（OP）- 与无机磷酸盐（IP）- 钙化诱导培养基（OIM）诱导主动脉瓣膜间质

细胞（AVICs）钙化的效果。方法　主动脉瓣膜来源于 2017 年 1—10 月在第二军医大学附属长海医院行心脏移植的

患者，取外观正常的主动脉瓣膜备用，采用改良的二次胶原酶消化法分离 AVICs 并随机分为 A 组和 B 组，A 组采用

普通培养基 +OP-OIM 进行培养，B 组采用普通培养基 +IP-OIM 进行培养。采用茜素红染色检测钙化结节，采用邻甲

酚酞络合酮比色法检测钙含量，采用实时荧光定量聚合酶链反应检测 Runt 相关转录因子 2（RUNΧ2）、碱性磷酸酶

（ALP）mRNA 相对表达量，采用蛋白质免疫印迹法检测 RUNΧ2 蛋白相对表达量，采用对硝基苯酚比色法检测 ALP
活性。结果　（1）细胞免疫荧光检测结果显示，分离得到的细胞 Vimentin 阳性率接近 100%。流式细胞术检测结果显

示，分离得到的细胞 CD31 阳性率为 1.17%。（2）A 组细胞培养 21 d 可见大量橘红色钙化结节，B 组细胞培养 7 d 可

见大量橘红色钙化结节。A 组细胞培养 21 d 和 B 组细胞培养 7 d 钙含量比较，差异无统计学意义（P>0.05）。（3）
以细胞培养 0 d 作为对照，A 组细胞培养 21 d 与 B 组细胞培养 7 d RUNΧ2 mRNA 相对表达量比较，差异无统计学意

义（P>0.05）；但 A 组细胞培养 21 d 与 B 组细胞培养 7 d ALP mRNA 相对表达量比较，差异有统计学意义（P<0.05）。

（4）两组细胞培养 0 d RUNΧ2 蛋白相对表达量比较，差异无统计学意义（P>0.05）；A 组细胞培养 21 d 与 B 组细胞

培养 7 d RUNΧ2 蛋白相对表达量比较，差异无统计学意义（P>0.05）。（5）两组细胞培养 0 d ALP 活性比较，差异

无统计学意义（P>0.05）；A 组细胞培养 21 d 与 B 组细胞培养 7 d ALP 活性比较，差异无统计学意义（P>0.05）。结

论　IP-OIM 培养 7 d 与 OP-OIM 培养 21 d 诱导的 AVICs 钙化效果相当，IP-OIM 诱导 AVICs 钙化较 OP-OIM 缩短 14 d，
可替代 OP-OIM 快速有效地建立体外 AVICs 钙化模型。
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【Abstract】　Objective　To compare effect on aortic valve interstitial cells（AVICs）calcification between organic 
phosphate（OP）-and inorganic phosphate（IP）-osteogenic induction medium（OIM）. Methods　Normal-looking aortic 
valves were collected from patients undergoing heart transplantation in Changhai Hospital Affiliated to the Second Military 
Medical University from January to October 2017，and AVICs were separated by modified secondary collagenase digestion 
method；then the AVICs were divided into A group and B group，thereinto AVICs in A group were cultivated in ordinary medium 
and OP-OIM，while AVICs in B group were cultivated in ordinary medium and IP-OIM. Alizarin red staining method was used 
to detect the calcified nodules，o-cresolphthalein-complexone colorimetric method was used to detect the calcium content，
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real-time fluorescence quantitative PCR was used to detect the relative expression of RUNΧ2 mRNA and ALP mRNA，Western 
blotting method was used to detect the relative expression of RUNΧ2 protein，and p-nitrophenol colorimetric method was used 
to detect the activity of ALP. Results　（1）Cell immunofluorescence detection results showed that，positive rate of Vimentin 
approach to 100%；Flow cytometry test results showed that，positive rate of CD31 was 1.17%.（2）A large number of orange 
calcified nodules were found in A group 21 days after cultivation and in B group 7 days after cultivation. No statistically significant 
difference of calcium content was found between A group 21 days after cultivation and B group 7 days after cultivation（P>0.05）.
（3）Taking 0 day after cultivation as control，no statistically significant difference of relative expression of RUNΧ2 mRNA 
was found between A group 21 days after cultivation and B group 7 days after cultivation（P>0.05），but there was statistically 
significant difference of relative expression of ALP mRNA between A group 21 days after cultivation and B group 7 days after 
cultivation（P<0.05）.（4）No statistically significant difference of relative expression of RUNΧ2 protein was found between 
the two groups 0 day after cultivation，nor was relative expression of RUNΧ2 protein between A group 21 days after cultivation 
and B group 7 days after cultivation（P>0.05）.（5）No statistically significant difference of activity of ALP was found between 
the two groups，nor was activity of ALP between A group 21 days after cultivation and B group 7 days after cultivation（P>0.05）. 
Conclusion　IP-OIM culture for 7 days has similar induced effect on AVICs calcification with OP-OIM culture for 21 days，
which shortens for 14 days and may replace OP-OIM to quickly and effectively establish AVICs calcification model in vitro. 

【Key words】　Aortic valve interstitial cells；Calcification；Phosphates，inorganic；Phosphates，organic；
Osteogenesis-inducing medium 

主动脉瓣钙化是临床常见的心脏瓣膜疾病，也是导

致主动脉瓣狭窄的常见原因，其发生机制目前尚未完全

明确，主要治疗措施为外科手术［1］。主动脉瓣膜间质

细胞（AVICs）是构成主动脉瓣的主要细胞之一，对维

持瓣膜正常形态和功能、促进瓣膜疾病发生发展均具有

重要作用，被认为是主动脉瓣异位钙化中成骨细胞的主

要来源［2］。有机磷酸盐（OP）- 钙化诱导培养基（OIM）

诱导 AVICs 钙化约需要 21 d，周期较长，且诱导钙化

过程易受微生物污染等因素干扰［3］，而 OP 转化为无

机磷酸盐（IP）后才能发挥诱导钙化作用［4-5］。本研究

旨在比较 OP-OIM 与 IP-OIM 诱导 AVICs 钙化的效果，

为快速构建体外 AVICs 钙化模型提供参考依据，现报

道如下。  
1　材料与方法

1.1　标本采集　主动脉瓣膜来源于 2017 年 1—10 月在

第二军医大学附属长海医院行心脏移植的患者，取外观

正常的主动脉瓣膜备用。本研究获得第二军医大学附属

长海医院医学伦理委员会审核批准，患者及其家属均签

署知情同意书。排除术前伴主动脉瓣膜疾病、冠心病者。 
1.2　主要试剂与仪器　

1.2.1　主要试剂　人Ⅱ型胶原酶、β- 甘油磷酸、抗

坏血酸、地塞米松购自 Sigma-Aldrich 公司；DMEM 培

养基、胎牛血清、青霉素 / 链霉素双抗液、0.25% 胰

蛋白酶购自 Gibco 公司；鼠抗人 Vimentin 抗体、Alexa 
Flour594 标记的羊抗鼠 IgG、鼠抗人 CD31 抗体、Alexa 
Flour568 标记的羊抗鼠 IgG、鼠抗人 β-actin 抗体购自

Santa Cruz 公司；二水合磷酸二氢钠、三氯甲烷、异丙醇、

甲醇购自国药集团化学试剂有限公司；生物合成人胰岛

素注射液购自丹麦诺和诺德公司；Trizol 裂解液、SDS

蛋白裂解液、苯甲基磺酰氟（PMSF）、BCA 蛋白浓度

测定试剂盒、彩色预染蛋白质分子量标准、SDS-PAGE
蛋白上样缓冲液（5X）、SDS-PAGE 凝胶配制试剂盒、

Western 封闭液、Western 一抗稀释液、兔抗人 Runt 相
关转录因子 2（RUNΧ2）抗体、辣根过氧化物酶标记

的羊抗兔 IgG、辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠 IgG、超

敏 ECL 化学发光试剂盒购自 Beyotime 公司；DEPC 处

理水购自 Solarbio 公司；PrimeScriptTM RT reagent Kit、
SYBR Premix Ex Taq Ⅱ购自 TaKaRa 公司；三羟甲基氨

基甲烷、十二烷基硫酸钠、甘氨酸购自广东金砂化工厂；

茜素红购自上海生工生物工程股份有限公司；钙测定试

剂盒（邻甲酚酞络合酮比色法）购自中生北控生物科技

股份有限公司。

1.2.2　主要仪器　MP200B 电子天平购自上海第二天

平衡器厂；IX70 激光扫描共聚焦显微镜购自 Olympus
公司；流式细胞仪、NanoDrop2000 分光光度计购自

ThermoFisher 公司；低温高速离心机购自 Eppendorf 公
司；GeneAmp 聚合酶链反应（PCR）扩增仪、ABI Step 
One 实时荧光定量 PCR 仪购自 Applied Biosystems 公司；

本研究背景：

经典的有机磷酸盐 - 钙化诱导培养基完成 1 次细

胞钙化约需 21 d，周期较长，且在培养过程中易受到

各种因素干扰，如微生物污染等。笔者所在课题组通

过查阅文献发现，有机磷酸盐是在转化为无机磷酸盐

后才发挥诱导钙化作用，故提出是否可以直接采用无

机磷酸盐 - 钙化诱导培养基培养细胞钙化的假设，以

寻找一种快速有效的钙化诱导方法，为今后基础研究

提供便利条件。
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酶标仪购自普林斯顿公司；蛋白电泳仪、电泳槽、SX-
100 凝胶成像分析系统购自 Bio-Rad 公司；PVDF 膜购

自 Millipore 公司。

1.3　方法

1.3.1　AVICs 分离和培养　采用改良的二次胶原酶消

化法分离 AVICs，具体如下：取正常主动脉瓣膜组织

经人Ⅱ型胶原酶消化处理两次后去除组织残渣，剩余

液体 1 500 r/min 离心 5 min（离心半径 168 mm），去

上清，底部沉淀即为 AVICs。将细胞重悬后接种于培养

板，于培养箱中培养，2 d 换液 1 次，至细胞融合度达

到 90% ～ 100% 传代，取第 3 ～ 5 代细胞备用。  
1.3.2　AVICs 鉴定　（1）采用细胞免疫荧光法检测

Vimentin，具体如下：AVICs 贴壁生长，当细胞融合度

达到 40% ～ 50% 时去除培养基，磷酸盐缓冲液（PBS）
润洗 1 次；加入免疫染色固定液室温下静置 15 min，去

除固定液，PBS 润洗 3 次；加入 0.3% Triton X-100 室

温下静置 10 min，去除破膜液，PBS 润洗 3 次；加入免

疫染色封闭液室温下静置 10 min，去除封闭液，加入一

抗工作液（鼠抗人 Vimentin 抗体 : 免疫染色一抗稀释液

为 1:200）4 ℃过夜，室温下复温 1 h，PBS 润洗 3 次；

加入二抗工作液（Alexa Flour594 标记的羊抗鼠 IgG:PBS
为 1:400）室温下避光静置 30 min，PBS 润洗 3 次；

加入 DAPI 荧光染色液室温下避光静置 3 min，PBS 润

洗 3 次；荧光显微镜下观察并拍照，其中红色荧光为

Vimentin、蓝色荧光为细胞核。（2）采用流式细胞术

检测 CD31，具体如下：AVICs 贴壁生长 2 ～ 3 d，当细

胞融合度达到 90% ～ 100% 时去除培养基，PBS 润洗 1
次；加入 0.25% 胰蛋白酶室温下静置 5 min，加入等体

积普通培养基（含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养基）中

和胰蛋白酶，1 200 r/min 离心 5 min（离心半径 168 mm），

去除上清液；加入PBS重悬细胞，1 200 r/min离心 5 min（离

心半径 168 mm），去除上清液；加入一抗工作液（鼠

抗人 CD31 抗体 : 免疫染色一抗稀释液为 1:200）室温下

静置 1 h，1 200 r/min 离心 5 min（离心半径 168 mm），

去除上清液；加入PBS重悬细胞，1 200 r/min离心 5 min（离

心半径 168 mm），去除上清液；加入二抗工作液（Alexa 
Flour568 标记的羊抗鼠 IgG:PBS 为 1:400）室温下避光

静置 30 min，1 200 r/min 离心 5 min（离心半径 168 mm），

去除上清液；加入 PBS 重悬细胞，1 200 r/min 离心 5 min
（离心半径 168 mm），去除上清液；加入 PBS 重悬细胞，

上机检测。 
1.3.3　实验分组　将备用 AVICs 于 6 孔板中贴壁生长，

当细胞融合度达到 40% ～ 50% 时随机分为 A 组与 B 组。

A 组采用普通培养基 +OP-OIM 进行培养，每 2 d 换液 1
次；B 组采用普通培养基 +IP-OIM 进行培养，每 2 d 换

液 1 次。OP-OIM：β- 甘油磷酸 10 mmol/L、抗坏血酸

10 μg/ml、地塞米松 10 nmol/L；IP-OIM：二水合磷酸

二氢钠 2 mmol/L、抗坏血酸 50 μg/ml、生物合成人胰

岛素注射液 100 nmol/L。
1.3.4　茜素红染色　采用茜素红染色观察钙化结节，

具体如下：去除 AVICs 培养基，采用 4% 多聚甲醛固定

10 min，95% 乙醇冲洗后采用 1% 茜素红染色 10 min，
去除染色液，采用 95% 乙醇冲洗后于显微镜下观察并

拍照，其中橘红色结节为钙化结节，以出现钙化结节为

AVICs 钙化模型构建成功。

1.3.5　邻甲酚酞络合酮比色法　采用邻甲酚酞络合酮

比色法检测 A 组细胞培养 21 d、B 组细胞培养 7 d 钙含

量，具体如下：去除 AVICs 培养基，PBS 润洗后加入

0.6 mol/L 盐酸脱钙 24 h，取上清液，采用邻甲酚酞络合

酮比色法检测钙浓度；脱钙后的细胞经 PBS 润洗 3 次，

加入 0.1 mol/L 氢氧化钠（NaOH）和 0.1% SDS 蛋白裂

解液裂解细胞 30 min，采用 BCA 法检测蛋白浓度，并

计算钙含量，钙含量 = 钙浓度 / 蛋白浓度。

1.3.6　实时荧光定量 PCR　采用实时荧光定量 PCR
检测 A 组细胞培养 0、21 d 及 B 组细胞培养 0、7 d 
RUNΧ2、碱性磷酸酶（ALP）mRNA 表达情况，具

体如下：采用 Trizol 裂解液抽提总 mRNA，逆转录为

互补脱氧核糖核酸（cDNA），并以 cDNA 为模板行实

时荧光定量 PCR。实时荧光定量 PCR 引物由上海生工

生物工程股份有限公司合成，引物序列详见表 1。反

应 步 骤：pre-incubation：95 ℃（30 s），1 个 循 环；

amplification：95 ℃（10 s），60 ℃（20 s），40 个循

环；Melting Curve：95 ℃（15 s），60 ℃（60 s），95 ℃

（60 s），1 个循环；Cooling：40 ℃（60 s）1 个循环。

以 β-actin 作为内参，采用 ΔΔCT 法计算各样本间

目的基因 mRNA 表达的倍比关系即为各样本目的基因

mRNA 相对表达量。

   
表 1　实时荧光定量 PCR 引物序列

Table 1　Primer sequence for RT-qPCR
基因 正向序列 反向序列

RUNΧ2 5'-GGAGTGGACGAGGCAAGAGTTT-3' 5'-AGCTTCTGTCTGTGCCTTCTGG-3'

ALP 5'-CCCAAAGGCTTCTTCTTG-3' 5'-CTGGTAGTTGTTGTGAGCAT-3'

β-actin 5'-ATTGCCCACAGGATGCAGAA-3' 5'-ACATCTGCTGGAAGGTGGACAG-3'

注：RUNΧ2= Runt 相关转录因子 2，ALP= 碱性磷酸酶

1.3.7　蛋白质免疫印迹法　采用蛋白质免疫印迹法检测

A 组细胞培养 0、21 d 及 B 组细胞培养 0、7 d RUNΧ2
蛋白表达情况，具体如下：抽提总蛋白，经超声破碎仪

辅助裂解，采用 BCA 法测定蛋白浓度，并于沸水中煮

10 ～ 15 min 制成蛋白样本；配制 SDS-PAGE 分离胶、
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浓缩胶、电泳缓冲液，每组蛋白样本取 20 μl 进行电

泳，湿转法转膜后根据目的蛋白分子量裁剪目的条带和

内参条带，Western 封闭液封闭 1 h，将目的条带和内参

条带分别浸没在由 Western 一抗稀释液、目的蛋白抗体

或内参蛋白抗体配制成的一抗工作液中，4 ℃摇床摇晃

过夜；室温下复温 1 h，TBST 清洗 3 次，10 min/ 次；

配制二抗工作液并浸没目的条带和内参条带，摇床摇晃

1 h，TBST 清洗 3 次，10 min/ 次；将目的条带和内参条

带分别置于 SX-100 凝胶成像仪中，滴加化学发光工作

液并拍照；采用 Image J 软件进行图像处理，以目的条

带灰度值与内参条带灰度值的比值作为目的蛋白相对表

达量。

1.3.8　对硝基苯酚比色法　采用对硝基苯酚比色法检测

A 组细胞培养 0、21 d 及 B 组细胞培养 0、7 d ALP 活性，

具体如下：去除 AVICs 培养基，加入 1 ml GENMED 清

理液覆盖细胞表面，小心吸除清理液，使用细胞刮脱棒

轻柔刮脱细胞；再次加入 1 ml GENMED 清理液，混匀

后移至预冷的1.5 ml离心管中，1 200 r/min离心5 min（离

心半径 168 mm），去除上清液；加入 200 μl GENMED
裂解液，混匀后移至新的预冷的 1.5 ml 离心管中，震

荡 15 s，冰上孵育 30 min，13 000 r/min 离心 5 min（离

心半径 47 mm）；移取 500 μl 上清液至新的预冷的 1.5 
ml 离心管中，采用 BCA 法检测蛋白浓度；96 孔板依

次加入 220 μl GENMED 缓冲液、25 μl GENMED 反

应液，37 ℃孵育 3 min，分别加入 5 μl GENMED 清理

液或待测样本，放入酶标仪中检测 405 nm 波长时 0、
5 min 读数，并计算 ALP 活性，ALP 活性 =〔（待测样

本读数 - 对照样本读数）× 样本稀释倍数 ×0.25〕×

（0.005×18.5×0.6×5）-1× 待测样本蛋白浓度 -1。

1.4　统计学方法　采用 SPSS 22.0 统计软件进行数据处

理，计量资料以（x±s）表示，两组比较采用两独立样

本 t 检验。以 P<0.05 为差异有统计学意义。 
2　结果

2.1　AVICs 鉴定结果　Vimentin 是间叶源性细胞标

志物，细胞免疫荧光检测结果显示，分离得到的细胞

Vimentin 阳性率接近 100%，见图 1。CD31 是内皮细胞

标志物，流式细胞术检测结果显示，分离得到的细胞

CD31 阳性率为 1.17%，见图 2。
2.2　钙化结节和钙含量　A 组细胞培养 21 d 可见大

量橘红色钙化结节，B 组细胞培养 7 d 可见大量橘红

色钙化结节，见图 3。A 组细胞培养 21 d 钙含量为

（0.107±0.007）mg/mg 蛋白，B 组细胞培养 7 d 钙含

量为（0.105±0.011）mg/mg 蛋白。A 组细胞培养 21 d
和 B 组细胞培养 7 d 钙含量比较，差异无统计学意义

（t=0.266，P=0.804）。 
2.3　RUNΧ2 和 ALP mRNA 相对表达量　以细胞培养

图 1　细胞免疫荧光法检测结果（DAPI 复染，×200）
Figure 1　Cell immunofluorescence detection results
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图 2　流式细胞术检测结果
Figure 2　Flow cytometry test results

0 d 作为对照，A 组细胞培养 21 d RUNΧ2 mRNA 相对

表达量为（1.568±0.302），ALP mRNA 相对表达量为

（1.345±0.118）；B 组细胞培养 7 d RUNΧ2 mRNA 相

对表达量为（1.907±0.214），ALP mRNA 相对表达量

为（2.171±0.178）。A 组细胞培养 21 d 与 B 组细胞培

养 7 d RUNΧ2 mRNA 相对表达量比较，差异无统计学

意义（t=1.586，P=0.188）；但 A 组细胞培养 21 d 与 B
组细胞培养 7 d ALP mRNA 相对表达量比较，差异有统

计学意义（t=6.699，P=0.003）。

2.4　RUNΧ2 蛋 白 相 对 表 达 量　A 组 细 胞 培 养 0 d 
RUNΧ2 蛋白相对表达量为（0.218±0.015），培养 21 d
为（1.031±0.024）；B 组细胞培养 0 d RUNΧ2 蛋白相

对表达量为（0.197±0.014），培养 7 d为（0.991±0.032）。
两组细胞培养 0 d RUNΧ2 蛋白相对表达量比较，差异无

统计学意义（t=1.773，P=0.151）；A 组细胞培养 21 d 与

B 组细胞培养 7 d RUNΧ2 蛋白相对表达量比较，差异

无统计学意义（t=1.732，P=0.158）。 
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2.5　ALP 活 性　A 组 细 胞 培 养 0 d ALP 活 性 为

（0.011±0.002）U/mg 蛋白，培养 21 d 为（0.185±0.019）
U/mg 蛋白；B 组细胞培养 0 d ALP 活性为（0.012±0.003）
U/mg 蛋白，培养 7 d 为（0.196±0.024）U/mg 蛋白。

两组细胞培养 0 d ALP 活性比较，差异无统计学意义

（t=0.480，P=0.656）；A 组细胞培养 21 d 与 B 组细胞

培养 7 d ALP 活性比较，差异无统计学意义（t=1.732，
P=0.158）。

3　讨论

主动脉瓣钙化类似于成骨，是一个主动的可逆的病

理过程［6］，涉及瓣膜间质细胞和内皮细胞转分化、细

胞外基质重塑、新生血管形成、血流机械应力改变、脂

质浸润、钙磷代谢紊乱、炎性刺激等［7-8］。主动脉瓣钙

化可引起主动脉瓣狭窄、关闭不全等，已成为临床研究

热点。AVICs 是构成主动脉瓣膜的主要细胞之一，也是

主动脉瓣异位钙化中成骨细胞的主要来源。因此获取优

质的 AVICs 是建立体外钙化模型的前体条件，本研究

采用改良的二次胶原酶消化法分离 AVICs，结果显示，

分离得到的细胞 Vimentin 阳性率接近 100%，CD31 阳性

率为 1.17%，提示采用改良的二次胶原酶消化法分离得

到的 AVICs 纯度较高，符合细胞实验要求。

OIM 是建立体外 AVICs 钙化模型的关键，目前常

用的 OP-OIM 主要由 β- 甘油磷酸、抗坏血酸、地塞

米松组成［9］，其中 β- 甘油磷酸被认为是最重要的钙

化诱导因素之一，其经 ALP 分解后可产生 IP，进而诱

导钙化［10］；抗坏血酸能促进软骨细胞成熟，提高软骨

细胞中 ALP 含量，进而加速钙化［11］。但 OP-OIM 诱

导 AVICs 钙化周期较长，约为 21 d，且诱导钙化过程

易受到多种因素干扰而导致建模失败［12］。因此，寻找

一种培养周期较短、易操作的 OIM 具有重要的研究价

值。李寰等［13］研究结果显示，β- 甘油磷酸诱导细胞

钙化无浓度依赖性，12 mmol/L 时效果最佳；>100 nmol/
L 地塞米松对细胞生长、增殖均具有抑制作用，而 100 
nmol/L 地塞米松有利于细胞成骨化［14］。近年研究结果

显示，碱性环境、炎性因子、骨形态发生蛋白 2 等均可

与 β- 甘油磷酸协同诱导钙化，但其对缩短钙化时间

均无明显作用［15-18］。鉴于 OP 是转化为 IP 后才发挥钙

化诱导作用，本研究分别采用 OP-OIM 与 IP-OIM 培养

AVICs，并比较两种 OIM 对 AVICs 钙化的影响。

本研究结果显示，A 组细胞培养 21 d、B 组细胞培

养 7 d 可见大量橘红色钙化结节，提示 A 组细胞培养

21 d 时成功建立 AVICs 钙化模型，B 组细胞培养 7 d 时

成功建立 AVICs 钙化模型。钙含量可直观地反映钙化

程度，RUNΧ2 和 ALP 是 AVICs 向成骨细胞转分化的

标志物，亦可有效评估钙化程度。本研究结果显示，A
组细胞培养 21 d 与 B 组细胞培养 7 d 钙含量间无差异，

A 组细胞培养 21 d 与 B 组细胞培养 7 d RUNΧ2 mRNA
相对表达量、RUNΧ2 蛋白相对表达量、ALP 活性间均

无差异，但 A 组细胞培养 21 d 与 B 组细胞培养 7 d ALP 
mRNA 相对表达量间有统计学差异，提示 A 组细胞培

养 21 d 与 B 组细胞培养 7 d AVICs 钙化效果相当；虽然

A 组细胞培养 21 d 与 B 组细胞培养 7 d ALP mRNA 相对

表达量间有统计学差异，但 A 组细胞培养 21 d 与 B 组

细胞培养 7 d ALP 活性间无差异，故对评价钙化效果无

影响。

综上所述，IP-OIM 培养 7 d 与 OP-OIM 培养 21 d

A2

注：A1、A2、A3、A4 分别为 A 组培养 0 d、7 d、14 d、21 d；B1、B2、B3、B4 分别为 B 组培养 0 d、3 d、5 d、7 d
图 3　两组细胞培养不同时间点钙化结节（茜素红染色，×100）

Figure 3　Calcified nodes in the two groups at different time points of cultivation
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诱导的 AVICs 钙化效果相当，IP-OIM 诱导 AVICs 钙化

较 OP-OIM 缩短 14 d，可替代 OP-OIM 快速有效地建立

体外 AVICs 钙化模型。
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