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二尖瓣退行性变瓣膜组织中Ｓｏｘ９表达的研究

刘　良　刘晓红　徐志云

　　【摘要】　目的：探讨Ｓｏｘ９在二尖瓣退行性变（ＤＭＶＤ）与正常二尖瓣瓣膜组织中的

表达差异。　方法：收集１１例ＤＭＶＤ患者（ＤＭＶＤ组）二尖瓣瓣膜与３例因其他疾病死

亡患者（对照组）的正常二尖瓣瓣膜，行免疫组织化学染色，根据Ｓｏｘ９阳性细胞比例及阳

性细胞染色强度，采用二次记分法判读，０～３分为Ｓｏｘ９低表达，４～９分为Ｓｏｘ９高表达，

对两组Ｓｏｘ９表达情况进行统计学分析。　结果：Ｓｏｘ９表达定位于细胞核，在对照组二尖

瓣瓣膜内皮细胞、海绵层间质细胞内散在表达；Ｓｏｘ９在ＤＭＶＤ组二尖瓣瓣膜主要表达于间

质细胞，各层均有分布，在海绵层呈团簇状分布。对照组二尖瓣瓣膜Ｓｏｘ９阳性细胞比例及

染色强度均较低，其中Ｓｏｘ９低表达３例，高表达０例，综合评分１～３分；ＤＭＶＤ组二尖瓣瓣

膜内Ｓｏｘ９低表达２例，高表达９例，综合评分３～９分；Ｓｏｘ９在ＤＭＶＤ组和对照组二尖瓣瓣

膜中的表达差异有统计学意义（犘＝０．０２７）。　结论：Ｓｏｘ９在ＤＭＶＤ二尖瓣瓣膜中高表达，

可能参与二尖瓣瓣膜退行性变病变过程。

【关键词】　二尖瓣退行性变；Ｓｏｘ９；免疫组织化学

ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３６５８３．２０１７．０２．０１６

犜犺犲狊狋狌犱狔狅犳犛狅狓９犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀犱犲犵犲狀犲狉犪狋犻狏犲犿犻狋狉犪犾狏犪犾狏犲犱犻狊犲犪狊犲　犔犐犝犔犻犪狀犵，犔犐犝犡犻犪狅犺狅狀犵，犡犝

犣犺犻狔狌狀．　犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犆犪狉犱犻狅狋犺狅狉犪犮犻犮犛狌狉犵犲狉狔，犆犺犪狀犵犺犪犻犎狅狊狆犻狋犪犾，犛犲犮狅狀犱犕犻犾犻狋犪狉狔犕犲犱犻犮犪犾

犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犛犺犪狀犵犺犪犻　２００４３３，犆犺犻狀犪

【犃犫狊狋狉犪犮狋】　犗犫犼犲犮狋犻狏犲：ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳｏｘ９ｉｎｍｉｔｒａｌｖａｌｖｅｓｏｆｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｍｉｔｒａｌ

ｖａｌｖｅｄｉｓｅａｓｅ（ＤＭＶＤ）ａｎｄｎｏｒｍａｌｍｉｔｒａｌｖａｌｖｅｓ．　犕犲狋犺狅犱狊：Ｍｉｔｒａｌｖａｌｖｅｓｆｒｏｍ１１ＤＭＶＤｐａｔｉｅｎｔｓ

（ＤＭＶＤｇｒｏｕｐ）ａｎｄ３ｐａｔｉｅｎｔｓｗｈｏｄｉｅｄｆｒｏｍｏｔｈｅｒｄｉｓｅａｓｅｓ（ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ）ｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄａｎｄｓｔａｉｎｅｄ

ｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ．ＡｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆＳｏｘ９ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆ

ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓ，ｔｗｏｓｃｏｒｉｎｇｓｙｓｔｅｍｓｗｅｒｅｕｓｅｄ．Ｔｈｅｓｃｏｒｅｓｆｒｏｍ０ｔｏ３ｗｅｒｅｒｅｇａｒｄｅｄａｓＳｏｘ９ｌｏｗ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｗｈｉｌｅ４ｔｏ９ｒｅｇａｒｄｅｄａｓＳｏｘ９ｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．Ｔｈｅｎｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｄｏｎｅａｃｃｏｒｄｉｎｇ

ｔｏｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｗｏｇｒｏｕｐｓ．　犚犲狊狌犾狋狊：Ｓｏｘ９ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓ，ｗｈｉｃｈｈａｄｓｃａｔｔｅｒｅｄ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓａｎｄｓｐｏｎｇｉｏｓａｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｃｅｌｌｓｏｆｎｏｒｍａｌｖａｌｖｅｓｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｗｈｉｌｅｉｎ

ｔｈｅｌｅｓｉｏｎｖａｌｖｅｓｏｆＤＭＷＤｇｒｏｕｐ，Ｓｏｘ９ｍａｉｎｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｔｈｅｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｌａｙｅｒ，ａｎｄｗａｓ

ｃｌｕｓｔｅｒｌｉｋｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｉｎｔｈｅｓｐｏｎｇｉｏｓａ．ＴｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆＳｏｘ９ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆ

ｓｔａｉｎｉｎｇｗｅｒｅｌｏｗｅｒｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ３ｃａｓｅｓｗｉｔｈＳｏｘ９ｌｏｗｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄ０ｃａｓｅｓｗｉｔｈｈｉｇｈ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｗｈｏｓｅｏｖｅｒａｌｌｓｃｏｒｅｓｗｅｒｅｂｅｔｗｅｅｎ１ｔｏ３；ｗｈｉｌｅＳｏｘ９ｗａｓｈｉｇｈｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＤＭＶＤ

ｇｒｏｕｐ，ｗｉｔｈｌｏｗｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ２ｃａｓｅｓａｎｄｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ９ｃａｓｅｓ，ｗｈｏｓｅｏｖｅｒａｌｌｓｃｏｒｅｓｗｅｒｅｂｅｔｗｅｅｎ

３ｔｏ９．Ｓｏｘ９ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂｅｔｗｅｅｎＤＭＶＤｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（犘＝

０．０２７）．　犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀：Ｓｏｘ９ｉｓｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｔｈｅｍｉｔｒａｌｖａｌｖｅｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＤＭＶＤａｎｄｍａｙｂｅ

ｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓｏｆｍｉｔｒａｌｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ．

【犓犲狔 狑狅狉犱狊】　 Ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｍｉｔｒａｌｖａｌｖｅ ｄｉｓｅａｓｅ；ＳＲＹｒｅｌａｔｅｄ ｈｉｇｈ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｇｒｏｕｐｂｏｘ

ｇｅｎｅ９；Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ

　基金项目：国家自然科学基金（８１３７０３３５）

　作者单位：２００４３３　上海，第二军医大学附属长海医院胸心外科

　通信作者：徐志云，Ｅｍａｉｌ：ｚｈｉｙｕｎｘ＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

·９１１·国际心血管病杂志２０１７年３月第４４卷第２期 　ＩｎｔＪＣａｒｄｉｏｖａｓｃＤｉｓ，Ｍａｒｃｈ２０１７，Ｖｏｌ．４４，Ｎｏ２



　　二尖瓣退行性变（ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｍｉｔｒａｌｖａｌｖｅ

ｄｉｓｅａｓｅ，ＤＭＶＤ）又称二尖瓣黏液变性，在西方发达

国家 ＤＭＶＤ占二尖瓣关闭不全病因的４５％～

６５％；在犬的心脏疾病中，ＤＭＶＤ 占 ４０％ ～

７０％
［１４］。ＤＭＶＤ主要病理改变包括间质细胞表型

转化［５６］，蛋白多糖、黏多糖过度沉积［７］，弹性蛋白破

碎，胶原蛋白破坏中断［８］。这些变化导致瓣叶增厚、

瓣膜组件结构脆弱，引起瓣叶膨出、脱垂或松弛，腱

索断裂，二尖瓣反流。随着研究的深入，调节

ＤＭＶＤ病理变化的特殊效应蛋白已被证实，包括蛋

白多糖如核心蛋白聚糖、多能蛋白聚糖、二聚糖［７］，

基质分解酶如基质金属蛋白酶、胶原酶、弹性蛋白

酶，激活的间质细胞表型标志物如α平滑肌肌动蛋

白、非肌肉型肌球蛋白重链［５，８］。然而，对黏液变性

效应蛋白表达的启动机制及调控机制仍不明确。

Ｓｏｘ９（ＳＲＹｒｅｌａｔｅｄｈｉｇｈ ｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｂｏｘ

ｇｅｎｅ９）是Ｙ染色体性别决定基因相关高移动框转

录因子，已有研究证实，在犬和人的退行性二尖瓣

中，Ｓｏｘ９、软骨聚集蛋白聚糖及软骨特异性Ⅱ型胶

原蛋白存在局灶共表达［９］，但与正常二尖瓣相比

Ｓｏｘ９表达是否增加尚不清楚
［１０］。本研究探讨Ｓｏｘ９

在ＤＭＶＤ与正常二尖瓣瓣膜组织中的表达情况并

分析其分布特点。

１　对象与方法

１．１　研究对象

选取我院胸心外科２０１３年２月至２０１４年４月

切除病变二尖瓣行瓣膜置换术的１１例ＤＭＶＤ患者

（ＤＭＶＤ组），其中男性８例，女性３例，平均年龄

（４３．６±１３．９）岁。对照组为３例因其他疾病死亡患

者，行尸检，其中男性１例，女性２例，平均年龄

（３９．７±１７．０）岁，二尖瓣瓣膜由我院病理科提供，

瓣膜正常，无病理改变。本研究经医院伦理委员会

批准，并征得所有患者或家属知情同意。

１．２　染色方法

收集的二尖瓣瓣膜组织经１０％福尔马林固定

２４ｈ，按照常规程序进行脱水、浸蜡、包埋。包埋好

的标本于－２０℃放置３０ｍｉｎ，５μｍ连续切片，贴附

于防脱片载玻片上，７０℃烤片２ｈ，室温保存，行免

疫组织化学ＳＰ法染色。切片常规脱蜡至水，柠檬

酸缓冲液（０．０１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值６．０）高温高压抗原修

复，内源性过氧化酶阻断剂室温封闭３０ｍｉｎ，１０％

山羊血清室温封闭３０ｍｉｎ，兔抗人Ｓｏｘ９多克隆抗

体（１∶１００，美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ｓｃ２００９５）４℃孵

育过夜，室温复温１ｈ，生物素标记的羊抗兔ＩｇＧ室

温孵育３０ｍｉｎ，链霉菌抗生物素蛋白过氧化酶室温

孵育３０ｍｉｎ，二氨基联苯胺（ＤＡＢ）液显色后显微镜

下观察染色程度，自来水适时冲洗以终止染色，苏

木素复染２０ｓ，稀盐酸分化１～２ｓ，碳酸锂溶液返蓝

５ｓ，脱水、封片，显微镜下观察拍照。

病变瓣膜同时行苏木精伊红（ＨＥ）及维多利亚

蓝苦味酸酸性复红（ＶＧ）染色。ＨＥ染色步骤：石

蜡切片脱蜡至水，苏木精染液染色５ｍｉｎ，水洗，稀

盐酸分化约２ｓ，水洗，碳酸锂溶液返蓝，０．５％伊红

染液染色２ｍｉｎ，常规脱水封片。ＶＧ染色步骤：石

蜡切片脱蜡至水，７０％乙醇洗２ｍｉｎ，维多利亚蓝染

液染色２ｈ，９５％乙醇分化数秒，水洗２ｍｉｎ，Ｖａｎ

Ｇｉｅｓｏｎ氏液染色３ｍｉｎ，常规脱水封片。

１．３　染色结果判定

免疫组织化学染色时，阳性细胞着色主要定位

于细胞核，偶有细胞浆着色。根据Ｓｏｘ９阳性细胞

比例及阳性细胞染色强度，采用二次记分法评

判［１１］。按阳性细胞比例：＜５％为０分，５％～２５％

为１分，２６％～５０％为２分，＞５０％为３分。按染色

强度：不着色为０分，淡黄色为１分，深黄色或棕黄

色为２分，棕褐色颗粒着色为３分。阳性细胞比例

和染色强度的分值相乘为最后的综合评分，０～１分

为阴性（－），２～３分为弱阳性（＋），４～５分为阳性

（＋＋），≥６分为强阳性（＋＋＋）。用已知阳性的直肠

腺癌切片作为阳性对照，用染色时ＰＢＳ代替一抗的

切片作为阴性对照。

ＨＥ染色时，细胞质及非细胞成分染成淡红色，

细胞核染成蓝色；ＶＧ染色时，胶原纤维呈红色，弹

力纤维呈蓝绿色。

１．４　统计学分析

采用ＳＰＳＳ２１．０软件进行统计学分析。计数

资料用例数和百分数表示，组间比较采用四格表资

料Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法，α取双侧０．０５，犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结果

对照组正常瓣膜各层细胞排列均匀，Ｓｏｘ９少量

表达，主要在内皮细胞、海绵层间质细胞内散在表

达，Ｓｏｘ９阳性细胞比例及染色强度均较低（见图

１）；ＤＭＶＤ组病变瓣膜ＨＥ及ＶＧ染色可见纤维层

紊乱，海绵层增厚，胶原断裂，形成漩涡状结构，符

合二尖瓣瓣膜黏液变性改变（见图２）；Ｓｏｘ９在

ＤＭＶＤ组病变瓣膜间质细胞内高表达，定位于细胞
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核，各层均有分布，在海绵层呈团簇状分布，黏液变

性部位Ｓｏｘ９阳性细胞比例及染色强度均较高（见

图３）。

根据免疫组织化学染色综合评分结果，对照组

２例患者为Ｓｏｘ９（－），１例患者为Ｓｏｘ９（＋），综合

评分１～３分；ＤＭＶＤ组２例患者为Ｓｏｘ９（＋），３例

患者为Ｓｏｘ９（＋＋），６例患者为Ｓｏｘ９（＋＋＋），综合评

分３～９分。考虑到Ｓｏｘ９在正常和病变组织中均有

表达，本研究将Ｓｏｘ９（＋＋）和Ｓｏｘ９（＋＋＋）者归为

Ｓｏｘ９高表达组，Ｓｏｘ９（－）和Ｓｏｘ９（＋）归为Ｓｏｘ９低

表达组，Ｓｏｘ９在ＤＭＶＤ组和对照组二尖瓣瓣膜中

的表达有统计学差异（犘＝０．０２７），Ｓｏｘ９在ＤＭＶＤ

组病变瓣膜中高表达，见表１。

注：Ａ×４０；Ｂ×４００

图１　正常二尖瓣瓣膜免疫组织化学染色结果

注：Ａ为ＨＥ染色，×４０；Ｂ为ＶＧ染色，×４０

图２　二尖瓣退行性变瓣膜犎犈及犞犌染色结果

注：Ａ×４０；Ｂ×２００

图３　二尖瓣退行性变瓣膜免疫组织化学染色结果

表１　犛狅狓９在二尖瓣瓣膜组织中的表达／狀（％）

组别 狀 Ｓｏｘ９低表达组 Ｓｏｘ９高表达组

对照组 ３ ３（１００．０） ０（０．０）

ＤＭＶＤ组 １１ ２（１８．２） ９（８１．８）

３　讨论

脊椎动物心脏瓣膜结构高度保守，成人二尖瓣

分３层，内层（心房层）、海绵层及纤维层。各层细胞

外基质的组成反映了瓣膜对生物机械应力的功

能［１２］。纤维层主要由环向的胶原蛋白纤维束组成；

海绵层主要成分是蛋白多糖，可以吸收水分，使海

绵层膨胀，以缓冲瓣叶运动时产生的冲击力，起到

缓冲作用；内层富含径向弹性蛋白，以应对瓣膜开

放时的血流剪切力，并使瓣叶能重复开闭。瓣膜细

胞主要由内皮细胞、平滑肌细胞和间质细胞组成。

内皮细胞覆盖瓣叶表面，功能与血管内皮细胞相

似；间质细胞通过持续合成和降解效应蛋白来维持

细胞外基质成分，而细胞外基质在维持瓣膜功能以

及应对瓣膜所承受的生物力学加载起到关键作

用［６］。研究证实，体外于胶原凝胶中培养猪二尖瓣

间质细胞，反复交替拉伸、放松数天后，糖胺聚糖合

成增加，核心蛋白聚糖表达改变［１３］；体内实验也证

实二尖瓣附近的湍流可诱发黏液变性［１４］。我们认

为，黏液变性的初期改变是符合生理性的，是对应

力改变的弹性变化，是可逆的，但是一旦达到病变

阈值，可导致调节失衡，使蛋白多糖过度沉积，引起

瓣叶增厚、反流，所致的血流动力学改变进一步增

加瓣膜海绵层蛋白多糖的沉积。作为ＤＭＶＤ的高

危因素，高血压可能是因为增加了瓣膜所受张力，

马凡综合征则是因为瓣膜基础结构薄弱而降低了

病变阈值。了解二尖瓣黏液变性病变过程中的调

节机制，有利于寻找新的治疗靶点，改变目前仅有

外科手术治疗的现状，延缓发病及二次手术时间。

Ｓｏｘ９是软骨形成的关键转录因子，其活化可介

导软骨聚集和软骨特异性结构基因包括聚集蛋白

聚糖、Ⅱ型胶原蛋白、软骨连接蛋白和Ｎ钙粘蛋白

的表达［１５１６］。鉴于Ｓｏｘ９在心内膜垫的发育及瓣膜

分层时海绵层的重构中发挥重要作用［１７］，且软骨和

黏液变性瓣膜病理形态高度相似［１８］，Ｓｏｘ９可能是

调控二尖瓣黏液变性效应蛋白的重要因素。在软

骨发育中已证实Ｓｏｘ９是聚集蛋白聚糖的关键上游

转录因子［１９］。在成人瓣膜，聚集蛋白聚糖是海绵层

的重要成分，其过度沉积是ＤＭＶＤ的主要病理特

征之一。本研究发现，在ＤＭＶＤ瓣膜组织中Ｓｏｘ９

高表达，且主要分布于病变部位间质细胞，与正常

瓣膜表达情况比较具有统计学差异，证明Ｓｏｘ９参

与黏液变性病变过程。Ｓｏｘ９在正常瓣膜也有表达，

提示其参与调节瓣膜结构的稳态。瓣膜间质细胞

中Ｓｏｘ９是否通过调节聚集蛋白聚糖的表达来控制

瓣膜黏液变性进程，有待进一步研究。

本研究通过免疫组织化学方法揭示了ＤＭＶＤ
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中Ｓｏｘ９的表达异常，为进一步体外实验及动物实

验提供了理论依据。不足的是，由于样本获取困

难，数量较少，未能根据病变程度进行分析，无法观

察到病变不同时期Ｓｏｘ９的表达变化。
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