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 · 论著 ·

虾青素通过激活 Nrf2/HO-1通路抑制瓣膜间质细胞钙化

赵全公，王国坤，徐志云 （中国人民解放军海军军医大学第一附属医院心血管外科 上海 200433）

［摘要］  目的　研究虾青素（AST）对成骨诱导培养基（OM）诱导瓣膜间质细胞（VICs）钙化作用和机制。方法　采用

CCK-8 分析不同浓度虾青素对 VICs 增殖的影响；虾青素干预 OM 培养 VICs 后茜素红染色检测钙结节，Western Blot 检测成

骨分化标志 ALP、Runx2 蛋白表达水平；Western Blot 及细胞免疫荧光检测细胞 Nrf2、HO-1 蛋白表达水平；DCFH-DA 荧光

染色检测细胞内活性氧（ROS）水平。结果　CCK-8 结果显示虾青素适宜干预浓度为 25 μmol/L；虾青素处理减轻 OM 诱导

VICs 钙结节形成，抑制 VICs 的成骨分化标志 ALP、Runx2 的表达（P<0.01），增强 Nrf2 和 HO-1 的表达，并降低了细胞内活

性氧的水平（P<0.01）。结论：虾青素可能通过增强 Nrf2/HO-1 抗氧化信号通路减轻 VICs 氧化应激水平与钙化。

［关键词］　虾青素；钙化；瓣膜间质细胞；氧化应激；Nrf2/HO-1 通路

［文章编号］　2097-2024（2025）00-0001-05　　　［DOI］　10.12206/j.issn.2097-2024.202412057

The  inhibition  effect  of  astaxanthin  on  calcification  of  aortic  valve  interstitial
cells by activating the Nrf2/HO-1 Pathway
ZHAO  Quangong, WANG  Guokun, XU  Zhiyun（Department  of  Cardiovascular  Surgery,  the  First  Affiliated  Hospital  of  Naval
Medical University, Shanghai 200433, China）

［Abstract］  Objective　To clarify the effect and mechanisms of astaxanthin on the calcification of aortic valve interstitial
cells （VICs） induced  by  osteogenic  medium （OM）. Methods　The  CCK-8  assay  was  used  to  analyze  the  effects  of  different
concentrations of astaxanthin on the proliferation of VICs. After treating VICs with astaxanthin in OM, Alizarin Red staining was
performed to detect calcified nodules, and Western blotting was used to measure the expression levels of osteogenic differentiation
markers ALP and Runx2. Additionally, Western blotting and immunofluorescence detection were utilized to assess the expression
levels  of  Nrf2  and  HO-1  proteins.  The  levels  of  intracellular  reactive  oxygen  species （ROS） were  measured  by  DCFH-DA
fluorescence staining. Results　The CCK-8 results indicated that the optimal concentration of astaxanthin for intervention was 25
μmol/L. Astaxanthin treatment reduced the formation of calcified nodules induced by OM in VICs, and inhibited the expression of
osteogenic differentiation markers ALP and Runx2 （P<0.01）. Furthermore, Astaxanthin treatment decreased the expression levels
of  Nrf2  and  HO-1 （P<0.01）,  and  reduced  intracellular  reactive  oxygen  species  levels （P<0.01）. Conclusion　Astaxanthin  may
mitigate oxidative stress and calcification in VICs by enhancing the Nrf2/HO-1 antioxidant signaling pathway.

［Key words］　Astaxanthin；Calcification；Valve interstitial cells；Oxidative stress；Nrf2/HO-1 Pathway

钙化性主动脉瓣疾病（CAVD），在老年人群体

中较为常见，尤其是 65 岁及以上的患者中，发病率

可达 25～30%[1]。在瓣膜病变早期，脂质沉积、机

械损伤及炎症反应等多种致病因素导致细胞内过

氧化氢和超氧化物的过度积聚，引发 DNA 损伤，继

而引起 DNA 修复机制功能失调，并通过上调 AKT

信号通路导致 Runx2 的表达，促进早期瓣膜间质细

胞（VICs）表型改变[2-4]。虾青素（AST）是一种类胡

萝卜素化合物，具有多种生物活性，包括抗氧化、抗

炎和抗衰老等生物学功能[5]。有研究发现虾青素通

过激活 Nrf-2/HO-1 信号通路抑制脊椎软骨终板中

的氧化应激和钙化[6]。目前，虾青素对主动脉瓣钙

化的影响鲜有报道。因此，本研究旨在探讨虾青素

对主动脉瓣钙化的作用及其可能机制。
 

1    材料与方法
 

1.1    猪瓣膜组织

选取 4 月龄家猪（上海五丰食品有限公司），体

质量约 50 kg，获取主动脉瓣组织后，放入含 1% 青-
链霉素的预冷无菌磷酸盐缓冲液中，置于冰盒迅速
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返回实验室进行细胞的分离与培养。 

1.2    主要试剂

AST 购自 MedChemExpress 公司 ；DMEM 培

养基、胎牛血清购自 Gibco 公司；CCK-8、活性氧

检测试剂盒、茜素红染色液购自上海碧云天生物科

技有限公司；精蛋白重组人胰岛素注射液为丹麦诺

和诺德公司；二水合磷酸二氢钠购自国药集团化学

试剂公司；L-抗坏血酸购自德国默克生命科学公

司；CD31 抗体、Vimentin 抗体、Runx2 抗体、Nrf2
抗体购自武汉三鹰生物科技有限公司；ALP 抗体购

自江苏亲科生物有限公司；HO-1 抗体购自英国

Abcam 公司。 

1.3    瓣膜间质细胞的钙化诱导

用无菌 PBS 溶液冲洗掉瓣叶表面血液，加入

Ⅰ型胶原酶，37 ℃ 摇床内消化 15 min。后用无菌

棉签擦去表面残留内皮细胞，无菌 PBS 溶液冲洗

三次。再次加入 4 mlⅠ型胶原酶，37 ℃ 摇床内消

化 5～8 h。200 目一次性无菌滤网过滤后离心，使

用 15% FBS DMEM 培养基重悬后铺板。2～3 d 换

液，传代至 3～5 代进行钙化诱导。成骨诱导培养

基（OM）配方为：10−7mol/L 胰岛素，50 μg/ml 抗坏

血酸，2 mmol/L 磷酸二氢钠，5% 胎牛血清，1% 青

霉素-链霉素的高糖 DMEM 培养基。 

1.4    CCK-8 检测细胞活力

将 VICs 以 2×104/孔接种到 96 孔板中。待细

胞汇合度达 50% 时，加入不同浓度的 AST 溶液

（0、5、10、20、50、100、200、400 μmol/L），继续培

养过夜。根据 CCK-8 试剂盒说明书进行细胞生长

活力检测。 

1.5    茜素红染色

OM 培养 7 d 后 ，用无菌 PBS 清洗 3 次 ，用

75% 酒精固定 10 min，吸去后再用无水乙醇脱水，

吸去无水乙醇晾干见培养皿底变为干燥白色后加

入 500 μl 茜素红染液，染色 2 min 后使用无水乙醇

清洗至洗液变透明，进行镜下拍照。 

1.6    蛋白质印迹

提取细胞总蛋白后，使用 BCA 法测定蛋白浓

度，然后进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电

泳。转膜后在使用脱脂奶粉溶液室温下进行封闭

1 h，TBST 洗脱 3 次，每次 5 min；一抗 4 ℃ 孵育过

夜（抗体稀释比例：Runx2  1∶1 000；ALP 1∶500；
HO-1 1∶2000；Nrf2 1∶1 000）；TBST 洗脱 3 次后

二抗室温孵育 60 min；TBST 洗脱 3 次，ECL 显色

液显影，凝胶成像系统显影，独立重复实验 3 次，

Image J 软件分析。 

1.7    免疫荧光染色

干预结束后 PBS 洗涤 3 次，每孔加入 4% 多聚

甲醛室温固定细胞 30  min；吸弃甲醛 ， PBS 每

3 min 洗涤 3 次，用 0.2% Triton X 溶液室温破膜细

胞 20 min；PBS 洗涤 3 次后每孔加入 5% BSA 封闭

液，室温封闭 1 h；吸弃封闭液，加入一抗（抗体稀释

比例均为 1：200）4 ℃ 过夜孵育；吸弃一抗，PBS 洗

涤 3 次后，加入二抗，室温避光孵育 1 h；吸弃二抗

标记后的抗体，加入 PBS，避光条件下洗涤 3 次，最

后加入含 DAPI 的抗荧光淬灭染剂，荧光显微镜下

观察并拍照。 

1.8    细胞活性氧检测

处理后的 VICs 用含 DCFH-DA 的培养液替代

培养液，在 37 ℃ 下孵育 20 min。随后，使用荧光

显微镜采集图像，并通过 Image J 软件分析图像的

荧光强度。 

1.9    统计学分析

所有实验数据采用“平均值±标准差”表示，应

用 GraphPad Prism 10.1.2 软件进行统计分析。两

组数据间比较采用 t检验，多组数据间比较采用

One-Way ANOVA 及 Post Hoc 检验。P<0.05 认为

差异有统计学意义。 

2    结果
 

2.1    AST 对原代分离的猪 VICs 生长活力的影响

免疫荧光鉴定结果显示原代分离的猪 VICs 呈

明显的间质细胞标志物 Vimentin 阳性，内皮标志

物 CD31 阴性（图 1A），细胞纯度超过 95%，满足实

验所需。CCK-8 结果显示，浓度低于 20  μmol/L
时，AST 处理不影响 VICs 的生长活力；AST 浓度

在 50～400 μmol/L 时，VICs 的生长活力随 AST 浓

度的增加而明显抑制（图 1B）。后续实验采用浓度

为 20 μmol/L 的 AST 作为干预浓度。 

2.2    AST 抑制 OM 诱导的 VICs 成骨分化

经 OM 成骨诱导后，茜素红染色后显示 VICs
形成明显的钙化结节，而 AST 处理的 VICs 钙化结

节显著减少（图 2A、2B）。Western blot 检测结果显

示，经 OM 成骨诱导后，VICs 中成骨标志物 ALP
和 Runx2 的蛋白表达明显增加，而 AST 处理的 VICs
中两者表达的增加得到明显缓解（图 2C、2D）。 

2.3    AST 激活 VICs 中 Nrf2/HO-1 通路的表达

免疫荧光结果显示，Nrf2 和 HO-1 的表达在

OM 诱导的 VICs 中明显降低；AST 处理显著增加

了两者的表达，且 Nrf2 的细胞定位主要集中在细

胞核内（图 3A-3B）。Western  blot 结果进一步证
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实，AST 的处理显著缓解了 OM 诱导后 Nrf2 和

HO-1 表达的降低（图 3C-3D）。 

2.4    AST 减轻 VICs 中 ROS 的积累

DCFH-DA 染色结果显示，正常状态下 VICs
中 ROS 水平较低；OM 诱导后，VICs 中的 ROS 水

平明显增加；AST 处理后 VICs 中的 ROS 水平明显

降低，为 OM 组的（47.09±5.46）%（图 4A-4B）。 

3    讨论

随着我国人口老龄化程度逐渐加重，CAVD 已

成为社会的严重负担，显著影响老年人的心脏健

康[7-9]。寻找能够延缓或防止 CAVD 进展的新治疗

策略具有重要意义。CAVD 的发病机制复杂，涉及

炎症反应、氧化应激、免疫、细胞外基质重构等多

种生物学过程[10,11]。瓣膜间质细胞在各种病理因

素作用下向成骨细胞转变，导致钙盐沉积及钙化灶

形成[12,13]。

氧化应激（OS）是指体内或者细胞内氧自由基

的生成与清除紊乱，导致活性氧化因子（ROS）异常

积累，在体内或者细胞内积蓄从而引发氧化损伤的

过程[14,15]。ROS 通过氧化脂质、蛋白质和 DNA，导

致细胞功能障碍和凋亡，促进瓣膜纤维化和钙化。

ROS 激活 NF-κB 等炎症通路，诱导促炎因子（如

IL-6、TNF-α）的表达，进一步加剧瓣膜损伤。然而，

CAVD 的发病机制相当复杂，确切机制尚未完全阐

明。本研究发现，AST 在体外钙化模型中能减轻瓣

膜间质细胞成骨分化。从机制上看，AST 通过增

强 Nrf2/HO-1 抗氧化信号通路来抑制瓣膜间质细

胞的钙化，突显了其作为 CAVD 新型治疗药物的

潜力。这些发现表明，AST 的抗氧化特性对其保护

 

0

0

50

100

150

5 10 20 50 100 200 400

A B

虾青素浓度 （μmol/L）

细
胞
存
活
率
（

%
）

IC50=176.55 μmol/LDAPI

CD31 Merge

Vimentin

图 1    AST对原代分离的猪 VICs生长活力的影响

A. 瓣膜间质细胞免疫荧光鉴定，标尺=200 μm；B. AST 对 VICs 生长活力的影响
 

 

钙化组对照组

钙化组 AST组

AST组

对照组

钙化组
AST组

对照组

钙
化
组

A
ST组

对
照
组

MW (kDa)

−38

−60

−57
ALP

ALP

Runx2

Runx2

β-actin

茜素红染色

2

0

6

8

10

4

1

0

3

2

蛋
白
相
对
表
达
量

茜
素
红
染
色
阳
性
面
积

相
对
变
化
量

A B

C D

**

##

**

#

**

##

图 2    AST抑制 OM诱导的 VICs成骨分化

A、B. 茜素红染色及相对定量分析结果（n=6）；C、D. Western Blot 检测 ALP、Runx2 的相对表达及定量分析结果（n=3）
**P<0.01，与对照组相比；#P<0.05，##P<0.01，与钙化组相比

 

 药学实践与服务　2025 年 X 月 25 日　第 43 卷　第 X 期  
 Journal of Pharmaceutical Practice and Service，Vol. 43，No. X，xxx 25，2025 3   



主动脉瓣的效果具有一定作用。

AST 具有显著抗炎和抗氧化作用，被称为“超

级抗氧化剂”[16,17]。在心血管、神经、肿瘤和骨关节

炎领域的多项研究表明 ， AST 可以通过激活

Nrf2 通路调节氧化应激，减少炎症反应并恢复线粒

体功能[18,19]。炎症反应、氧化应激、机械应力、脂

质代谢紊乱、年龄和其他因素可能会导致 CAVD。

在这些因素的影响下，瓣膜间质细胞发生病理变

化，导致瓣叶钙化[20-22]。在过去的二十年中，越来

越多的研究表明，ROS 在 CAVD 中发挥重要作

用 [23,24]。ROS 通过诱导氧化应激、炎症和钙化促

进 CAVD 的发展，而 Nrf2/HO-1 通路通过抗氧化、

抗炎和抗钙化作用发挥保护效应。在 CAVD 中，

Nrf2/HO-1 通路的失调可能导致氧化应激加剧和瓣

膜病变进展。我们的体外结果表明，AST 激活了

VICs 的 Nrf2/HO-1 信号通路，有效减少了 VICs 中

的 ROS 生成，维持氧化还原稳态最终抑制钙化。

本研究发现 AST 在抑制主动脉瓣钙化方面显

示出较好的结果，但该实验仅在体外进行，后续仍

需在大规模临床试验中进一步验证其长期安全性

和有效性。研究还应考虑 AST 与其他药物之间的

相互作用 ，以确保最佳的应用适应症。此外 ，

AST 还具有其他可能抑制钙化的作用，如减轻炎症

反应等。总的来说，AST 展现出抑制主动脉瓣钙化

的潜力，其在心血管疾病预防和治疗中的应用值得

进一步研究。未来的研究将有助于明确 AST 提升

心血管健康的具体机制及临床意义。
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