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　　【摘要】　钙化性主动脉瓣疾病（ＣＡＶＤ）曾被认为是一种退行性疾病，近年来发现

ＣＡＶＤ是主动的病理进程，但具体发病机制尚未阐明。借助动物模型，能在体内复杂的

生化环境中研究ＣＡＶＤ的发病机制及可能的治疗手段。选择动物模型多以建模所需时

间为主要参考因素，此外还受物种差异、瓣膜组织结构、脂质代谢模式等影响。该文介绍

常用的ＣＡＶＤ动物模型构建方法。
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　　钙化性主动脉瓣疾病（ＣＡＶＤ）曾被认为是一种

退行性疾病，但近年来研究发现其为主动脉瓣膜间

质细胞（ＡＶＩＣｓ）调控的主动过程。ＣＡＶＤ呈进行

性发展，早期表现为主动脉瓣硬化，后逐渐发展为

主动脉瓣狭窄。目前国内尚缺乏ＣＡＶＤ的流行病

学调查资料，但ＣＡＶＤ是欧美发达国家人群第三大

常见心血管疾病，美国６５岁以上人群中主动脉瓣硬

化患病率超过２５％
［１］。ＣＡＶＤ具体发病机制尚未

阐明，慢性炎症［２］、细胞凋亡［３］、异位钙化［４］等都可

能与ＣＡＶＤ进展有关。借助动物模型可在体内复

杂的血流动力学及生化环境中观察ＣＡＶＤ的病理

生理过程和药物干预效果，因此选择合适的动物模

型至关重要。

１　动物模型的筛选标准

筛选ＣＡＶＤ模型需要考虑以下几个因素：建模

所需时间、瓣膜组织结构、脂质代谢模式以及特定

的实验检测指标，目前尚缺乏理想的ＣＡＶＤ动物模

型。理想的ＣＡＶＤ动物模型应能模拟人ＣＡＶＤ的

特点，即瓣膜组织形态、临床症状、影像学检查结果

与人ＣＡＶＤ具有相似性。以往对于ＣＡＶＤ的病理

学研究可以作为评估动物模型是否成功的标准，具

体如下：存在由复杂炎症导致的瓣叶增厚，包括淋

巴细胞浸润、巨噬细胞和内皮细胞活化及功能失

调；脂质沉积，细胞外基质分泌增多；瓣膜中成骨相

关蛋白骨钙蛋白（ＯＣＮ）、骨桥蛋白（ＯＰＮ）、碱性磷

酸酶（ＡＬＰ）、Ｒｕｎｔ相关转录因子２（Ｒｕｎｘ２）等表达

上调；瓣膜钙化结节形成。心脏彩超等影像学检查

结果也应与人ＣＡＶＤ相似，包括跨主动脉瓣血流流

速增加、跨主动脉瓣压差增大以及主动脉瓣瓣口面

积减小等。

２　犆犃犞犇动物模型的构建

构建动物模型所需时间是筛选动物模型最重要

的因素。猪可以自发地形成主动脉瓣钙化，而家兔、

小鼠则只有在特定的条件下才能形成。自发形成瓣

膜钙化所需的时间较长，因此要将实验动物暴露在

ＣＡＶＤ危险因素（雄性、高龄、高脂高胆固醇饮食、特

定基因背景、钙磷代谢障碍等）中，诱发并加速瓣膜钙

化的进程。基因干预、饮食干预、药物干预或三者的

联合应用都能成功构建ＣＡＶＤ 动物模型，常用的

ＣＡＶＤ动物模型有以下几类。

２．１　小鼠

小鼠ＣＡＶＤ模型的应用最为广泛，优势在于实

验成本低、管理方便、生命周期短且能构建基因突

变体系。因小鼠对饮食干预介导ＣＡＶＤ较为耐受，

故通常采用基因干预或基因与饮食联合干预的方

法构建ＣＡＶＤ模型。

Ｇａｌｖｉｎ等
［５］将小鼠的Ｍａｄｈ６基因敲除６周后，

由于其抑制转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）信号通路的

Ｓｍａｄ６基因，使其不能被编码，导致小鼠瓣膜增生

和软骨化生。相似地，Ｌｕｏ等
［６］研究发现，基质γ羧

基谷氨酸蛋白敲除小鼠的血管平滑肌细胞可以自

发形成钙化，通常在２个月之内因动脉钙化导致血

管破裂而死亡。养育载脂蛋白Ｅ（ＡｐｏＥ）敲除小鼠

３０个月，其主动脉瓣跨瓣压差增大，提示主动脉瓣
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狭窄［７］。有研究发现，养育Ｋｌｏｔｈｏ基因敲除鼠６～

８周之后，主动脉瓣中Ｒｕｎｘ２蛋白表达上调，有明

显的钙化结节形成［８］。

基因与饮食干预在构建ＣＡＶＤ动物模型过程

中起协同作用。Ａｉｋａｗａ等
［９］喂养ＡｐｏＥ敲除小鼠

高脂饮食（含４２％乳脂、０．２％总胆固醇）２０周后，在

该动物模型主动脉瓣中检测到ＯＣＮ、ＯＰＮ、ＡＬＰ、

Ｒｕｎｘ２的表达，提示ＣＡＶＤ的早期改变。Ｗｅｉｓｓ

等［１０］喂养低密度脂蛋白受体敲除小鼠 Ｌｄｌｒ－
／－

２０个月，发现小鼠左心室肥厚伴射血分数降低，同

时合并中度高胆固醇血症及中度主动脉瓣钙化。

与单纯高脂饮食相比，高脂高碳水化合物饮食可能

更符合人类饮食习惯。用高脂高碳水化合物饮食

（摄入的总能量５９％来自未添加胆固醇的脂肪）处

理野生型和Ｌｄｌｒ－
／－小鼠，发现Ｌｄｌｒ－

／－小鼠主动脉

瓣跨瓣流速增大，主动脉瓣瓣口面积缩小，伴瓣叶

增厚以及钙沉积［１１］。

与正常人的三叶式主动脉瓣相比，先天性二叶

式主动脉瓣畸形更容易形成主动脉瓣硬化和狭窄。

Ｎｏｔｃｈ１蛋白可以抑制骨形态发生蛋白２（ＢＭＰ２）

通路从而抑制瓣膜钙化。人Ｎｏｔｃｈ１基因突变可以

导致先天性二叶式主动脉瓣畸形及ＣＡＶＤ
［１２］。用

０．２％ 胆 固 醇 喂 养 Ｎｏｔｃｈ１ 基 因 杂 合 子 鼠

（Ｎｏｔｃｈ１＋
／－）１０个月，其发生主动脉瓣钙化的概率

是野生型小鼠的５倍
［１３］。瓣膜内皮细胞（ＶＥＣｓ）可

以合成内皮型一氧化氮合酶（ｅＮＯＳ），但是在先天

性二叶式主动脉瓣畸形的患者中，其表达减少。

ｅＮＯＳ基因敲除鼠较野生型小鼠更易形成二叶式主

动脉瓣畸形［１４］。

还有学者利用组织损伤应答理论构建ＣＡＶＤ

动物模型。Ｈｏｎｄａ等
［１５］在超声心动图引导下，将弹

簧导丝经小鼠右颈总动脉置入左心室损伤小鼠主

动脉瓣，１周后复查发现小鼠跨主动脉瓣血流流速

增加；４周后，小鼠主动脉瓣瓣叶显著增生，左室射

血分数降低，瓣膜中成骨相关蛋白表达上调；１２周

后，瓣膜组织茜素红染色显示瓣膜钙化。

在同等经费条件下，采用小鼠模型可以增大样

本量，使统计数据更可靠。但小鼠模型也有一定的

局限：（１）小鼠瓣膜解剖结构与人类瓣膜不同，其主

动脉瓣并不是３层组织结构；（２）野生型小鼠不能自

发出现主动脉瓣钙化，必须要在一定基因修饰甚至

联合饮食等其他干预的条件下才能形成；（３）制备

小鼠主动脉瓣钙化模型耗时较长；（４）小鼠主动脉

瓣瓣叶较小，一般只适用于组织学检测。

２．２　兔

兔ＣＡＶＤ模型的构建主要依靠饮食和药物干预

介导，其优势在于：（１）兔的主动脉瓣是３层组织结

构，与人主动脉瓣结构相似；（２）兔对饮食中的胆固醇

和脂肪较为敏感，脂蛋白代谢也与人类相似；（３）兔体

型中等，血容量大，取血方便；（４）兔对维生素Ｄ２ 敏

感，可用药物进行干预，促进钙盐沉积。标准的兔模

型是新西兰白兔，体质量１．６～３ｋｇ。常用的４种建

模干预方案如下：（１）短期高胆固醇（２％）；（２）中度胆

固醇（０．５％～１％）加维生素Ｄ２；（３）长期低胆固醇

（０．１２５％～０．２５％）；（４）单纯维生素Ｄ２。

据报道，经过４周高胆固醇（２％）饮食之后，兔

主动脉瓣内皮下可见低密度脂蛋白堆积，瓣膜间质

组织中可见胶原纤维增生［１６］。随着养育时间延长，

１２周可以观察到ＡＶＩＣｓ凋亡数量增加，４０周可发

生早期主动脉瓣狭窄，并且能在瓣膜中检测到ＯＰＮ

的表达［１７］。Ｄｒｏｌｅｔ等
［１８１９］分别用胆固醇（０．５％）、

维生素Ｄ２（５００００ＩＵ／ｄ）以及两者联合饲养新西兰

白兔１２周，超声下发现单纯高胆固醇饮食组或者单

纯维生素Ｄ２ 处理组瓣膜回声增强，提示主动脉瓣

硬化，高胆固醇饮食与维生素Ｄ２ 两者合用组可见

主动脉瓣瓣口面积明显减小，提示合并使用维生素

Ｄ２可以显著促进钙沉积和主动脉瓣狭窄的进展。

应用低胆固醇饮食（０．１２％～０．２５％）构建

ＣＡＶＤ兔模型所需的时间相对较长，喂养５个月时，

瓣膜间质中可见胶原排列紊乱及脂质沉积，病变处可

检测出ＯＰＮ的表达。喂养１０～１５个月后，病变加

重，直到３０个月才能观察到显著的钙化
［２０］。Ｎｇｏ

等［２１］用维生素Ｄ２（２５０００ＩＵ／２ｄ）喂养新西兰白兔

８周，与正常组相比，维生素Ｄ２处理组钙沉积、跨主

动脉瓣压差及流速显著增加，但单纯使用维生素Ｄ２

并不能形成严重的主动脉瓣狭窄。维生素Ｄ２介导瓣

膜钙化的机制尚未阐述清楚，可能与维生素Ｄ受体遗

传多态性及氧化应激有关。此外，研究主动脉瓣狭窄

的治疗效果时，也可以利用兔模型。Ｒａｊａｍａｎｎａｎ

等［２２］发现，阿托伐他汀能调节高脂饮食兔模型的瓣

膜细胞增殖以及骨化相关基因的表达。

２．３　猪

相对于鼠和兔模型，猪模型可能更适用于研究

ＣＡＶＤ，其优势在于：（１）猪的心脏解剖与人相似，主

动脉瓣组织为３层结构；（２）无需特殊处理，随着饲

养时间的延长，猪可自然形成血管和瓣膜病变；
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（３）猪的血脂代谢与人类相似，特别是低密度脂蛋

白代谢；（４）猪的基因组与人类相似，染色体结构和

序列与人类同源。

Ｇｕｅｒｒａｔｙ等
［２３］用高脂高胆固醇饮食（１２％脂

肪、１．５％胆固醇）饲养猪模型６个月，肉眼可见猪主

动脉瓣局部增厚、不透明，组织学上可见瓣膜间质

中脂质沉积及钙结节形成。Ｓｉｍｍｏｎｓ等
［２４］发现，猪

主动脉侧ＶＥＣｓ中多种抑制瓣膜钙化的基因表达含

量显著低于心室侧的ＶＥＣｓ。而人瓣膜组织病理结

果显示钙盐多沉积于主动脉侧内皮下，提示ＶＥＣｓ

表型异质性与区域钙化易感性可能存在一定联系。

此外，猪瓣膜可作为生物工程瓣膜材料来源，用于

替换功能受损的人主动脉瓣，故研究猪主动脉瓣钙

化的病理生理机制具有重要意义。

动物模型为研究ＣＡＶＤ的机制及干预提供了便

利，弥补了细胞实验变量单一的不足。不同动物模型

各有优缺点，可以根据研究目的选择合适的模型。
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