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#摘要$ 目的!观察低氧条件下肺泡上皮细胞对肺动脉平滑肌细胞!\H]dY6#的作用$ 方法!首先"低氧条件下培养肺泡上皮
细胞 &' 7"采用Kc法检测细胞中Yl)Ya% 蛋白的表达"+aA]H法检测细胞上清液中Yl)Ya% 的浓度&其次"采用 UN.261:00小室共培
养肺泡上皮细胞和 \H]dY6&' 7"采用 dUU法检测 \H]dY6增殖&最后利用 6/XIH沉默 \H]dY6的 Yl)YX%"采用 dUU法检测
\H]dY6增殖$ 结果!与对照组比较"肺泡上皮细胞在低氧处理 &' 7 后"Yl)Ya% 蛋白表达%细胞上清液中 Yl)Ya% 浓度明显增加
!B_#<#*#&与对照组相比"\H]dY6与肺泡上皮细胞共培养 &' 7后"\H]dY6增殖明显增加!B_#<#*#&6/XIH沉默后的\H]dY6与大
鼠肺泡上皮细胞共培养 &' 7后"\H]dY6增殖无明显增加!Bj#<#*#$ 结论!低氧条件下肺泡上皮细胞通过 Yl)Ya% 促进 \H]dY6
增殖$

#关键词$ 低氧&Yl)Ya%&肺泡上皮细胞&肺动脉平滑肌细胞
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低氧性肺动脉高压的病理机制主要包括肺实质变

化+低氧性肺血管收缩和肺血管重构)%* ( 趋化因子
Yl)Ya% 及YYa" 等参与低氧性肺动脉高压的发生)"* (
Yl)Ya% 又称[N.=O.0/E/2:$是趋化因子Yl)Y家族中唯
一的成员

)),&* $主要在肺+肾和肠等组织的上皮细胞表
达$在炎症条件下$也在内皮细胞和平滑肌细胞中表
达( Yl)YX% 是Yl)Ya% 的特异性受体$它是 L蛋白
偶联受体家族中的成员

)** ( 低氧可刺激肺动脉内皮

细胞呈现时间依赖性分泌 Yl)Ya%)B,(* $并与肺动脉平
滑肌 细 胞 ! T50->2.NP.NO:NP6->>O7 -56=0:=:006$
\H]dY6" 膜上的 Yl)YX% 受体结合$ 参与调控
\H]dY6增殖以及表型转换)(* ( 肺泡作为气体交换的
首要场所$肺泡上皮细胞 !.0S:>0.N:T/O7:0/.0=:006$
H+Y6"是呼吸膜的组成部分$是最早感知肺泡内氧分
压变化的细胞( 在肺泡缺氧时$H+Y6氧化应激$细胞
内活性氧产生增加$作用于肺血管$引起肺血管重
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构
)'* ( 本研究拟用 dUU+K:6O:N2 印迹法和 +aA]H等

方法$探讨 H+Y6能否通过趋化因子 Yl)Ya% 作用于
\H]dY6$进而为研究低氧性肺动脉高压的发病机制提
供新的切入点(
:;材料与方法
:<:;材料

"*# 3]?大鼠 " 只!购买于湖北省疾控中心"+大
鼠"型 H+Y6完全培养基+大鼠 \H]dY6完全培养基
购买于普诺赛( 大鼠 Yl)Ya% +aA]H试剂盒购买于
+0.R6=/:2=:厂家( %,]dH抗体购买于武汉博士德生
物工程有限公司$ 货号为 **%)*,%,H\( 兔多抗

Yl)Ya% 购买于HR=.-厂家$货号为.R"*#''( 6/XIH,
IY+Yl)YX% 6/XIH由武汉巴菲尔生物技术服务有限
公司设计合成(
:<=;方法
%<"<%!原代大鼠肺动脉平滑肌细胞分离培养与鉴定

无菌条件下$用 %#`水合氯醛 % -a麻醉 ]?大
鼠$分离大鼠肺动脉干和二+三级肺动脉( 除去外膜$
刮掉内膜( 将分离的动脉条带切成 % --)

大小的组

织块并置于培养瓶中$加入完全培养基后放入培养箱(
采用平滑肌特异性抗体抗%,]dH进行免疫荧光鉴定$
胞浆呈现绿色荧光!图 %"(

!!注%左侧图绿色荧光表示%,]dH阳性#中间图?H\A为核荧光染色#右侧图为前两幅图的融合图像#?H\A%&i$B,二脒
基,",苯基吲哚#d+XL+%融合(

图 :;免疫荧光大鼠肺动脉平滑肌细胞%b?XX&

%<"<"!原代大鼠H+Y6分离培养与鉴定
无菌条件下$用 %#`水合氯醛 % -a麻醉 ]?大鼠$

切开主支气管$用注射器吸 *# -a磷酸盐平衡生理盐水
灌注肺$直至肺变白$分离肺组织$并将肺组织切成
% --)

片段后放入含血清培养基中( 震荡离心过滤后$

将肺组织接种于 A3L包被一次性无菌培养基中$孵育
" 7(离心后取上清液$收集细胞接种于 B 孔培养板上$
放入培养箱( 采用H+Y6特异性抗体抗!表面活性物质
相关蛋白Y"][U\Y进行免疫荧光染色$胞浆呈现绿色
荧光!图 ""(

!!注)左侧图绿色荧光表示 ][U\Y阳性&中间图?H\A为核荧光染色&右侧图为前两幅图的融合图像&?H\A)&i"B,二脒
基,",苯基吲哚&d+XL+)融合$

图 =;免疫荧光大鼠1@,$%b?XX&

%<"<)!K:6O:N2印迹法检测细胞Yl)YX% 含量
首先提取总蛋白$检测总蛋白浓度( 经水浴变性

后$取 "# &3变性蛋白涂于 ]?],聚丙烯酰胺凝胶电泳
凝胶孔上进行电泳( 蛋白凝胶经湿法转移至聚偏二氟
乙烯膜!\̂?["上$在含 *`脱脂奶粉的密封液中 &�
孵育过夜( 用磷酸盐平衡生理盐水冲洗 ) 次后$加入
一抗$&�孵育过夜( 用磷酸盐吐温缓冲液清洗膜 ) 次

后$加入二抗$)(�孵育 % 7$经化学发光显影$计算靶
蛋白的相对表达量(
%<"<&!+aA]H法检测H+Y6培养上清液中Yl)Ya%浓度

收集各组细胞上清液$离心后去除沉淀$按照
Yl)Ya% +aA]H试剂盒说明书操作步骤进行测定(
%<"<*!dUU实验

选用 ) W* 代的 \H]dY6$经酶消化后离心进行细
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胞计数$以适当密度接种到 $B 孔板$按分组置于不同
氧浓度培养箱内培养 &' 7 后$加 dUU溶液$继续培养
& 7( 选择 &$# 2-波长$在酶标仪上测定各孔光吸收
值$记录检测结果(
%<"<B!细胞转染

待细胞长至 '#`融合度$以适当密度接种至 B 孔
细胞板中$按照 a/T>Q:=O.-/2:Ud"### 转染试剂说明
书$将-/X,IY+-/X,Yl)Ya% 转染至细胞$并设置空白
细胞作为对照(
:<>;统计学方法

数据分析采用 LN.T7\.; \N/6-B 软件$数据以Uy5
表示$在比较两组之间的差异时$采用 &检验$多组变
量比较则采用单因素方差分析$B_#<#* 表示差异有统
计学意义(

=;结果
=<:;!1TC,$体外培养与鉴定

利用免疫荧光染色$观察原代培养的平滑肌细胞
%,]dH的表达情况$如图 % 所示$原代培养的细胞
%,]dH表达阳性$证明是平滑肌细胞(
=<=;1@,$体外培养与鉴定

利用免疫荧光染色$观察原代培养的平滑肌细胞
][U\Y的表达情况$如图 " 所示$原代培养的细胞
][U\Y表达阳性$证明是H+Y6(
=<>;低氧对大鼠1@,$表达,\>,[: 有影响

本实验选取 " W) 代 H+Y6$分别于常氧与低氧环
境下培养 &' 7$采用 Kc检测 H+Y6Yl)Ya% 表达量$
采用+aA]H法检测培养上清液Yl)Ya% 含量( 与常氧
组比较$大鼠H+Y6经低氧处理 &' 7 后$Yl)Ya% 蛋白
表达+细胞上清液中Yl)Ya% 浓度明显增加!图 )"(

!!注%H图%各组H+Y6培养 &' 7$采用Kc法检测Yl)Ya% 表达量#c图%收集各组培养液上
清液$采用+aA]H法检测Yl)Ya% 含量

图 >;低氧促进1@,$表达和分泌,\>,[:

=<?;大鼠H+Y6对\H]dY6增殖有影响
为了探讨H+Y6是否能够促进\H]dY6的低氧性增

殖$本实验采用UN.261:00小室共培养两种细胞!H+Y6置
于上室$\H]dY6置于下室"$分别于常氧与低氧环境下共
培养 &' 7$之后采用dUU法检测\H]dY6的活性( 与对
照组相比$大鼠H+Y6和\H]dY6共培养&' 7后$\H]dY6
增殖明显增加!如图 &"(
=<O;沉默 !1TC,$的 ,\>,[: 后'大鼠 1@,$对
!1TC,$增殖无影响

采用Yl)YX% 6/XIH沉默\H]dY6上的Yl)YX%$
实验分为三组%空白组!\H]dY6与 H+Y6共培养"+实
验组!\H]dY6转染 Yl)YX% 6/XIHkH+Y6共培养"+
对照组!\H]dY6转染Yl)YX% ]/,IYkH+Y6共培养"$
分别于低氧环境下培养 &' 7 并采用 dUU检测细胞活
性( 实验结果表明低氧条件下转染Yl)YX% 6/XIH干
预后的\H]dY6与 H+Y6共培养 &' 7 后$细胞增殖活

性明显下降!图 *"$与空白组及对照组相比$差异均有
显著性差异!B_#<#*"#空白组与对照组之间无显著性
统计学差异!Bj#<#*"(
>;讨论

肺动脉高压指任何原因引起的平均肺动脉压升高!
"* --V3!% --V3Z#<%)) ) E\."$最近被更改为平
均肺动脉压升高!"# --V3)$* ( 世界卫生组织根据
潜在的病因+病理和血流动力学特征$将肺动脉高压分
为五类( 其中第#组!由肺部疾病和C或缺氧引起的
肺动脉高压"是仅次于心脏病之后引起肺动脉高压的
第二大常见原因

)%#* ( 该组疾病包括慢性阻塞性肺疾
病+间质性肺病和睡眠呼吸暂停综合征等疾病)%%* $其
病理机制主要包括肺实质变化+低氧性肺血管收缩和
肺血管重构( 肺动脉高压是一组致死率和致残率相对
较高的疾病$举例来说平均肺动脉压j&# --V3的慢
性阻塞性肺疾病患者$) 年生存率#))`)%#$%",%)* ( 因
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此$迫切需要新的方法来治疗这些患者$以改善预后(
低氧性肺动脉高压的病理机制主要包括肺实质变化+
低氧性肺血管收缩和肺血管重构

)%* ( 在细胞水平上$
小血管重构主要表现为 \H]dY6增殖+迁移增加和凋
亡减少

)%&* (

!!注%&表示与常氧\H]dY6组相比较$B_#<#*#
表示与低氧\H]dY6组相比较$B_#<#*(

图 ?;1@,$促进!1TC,$增殖

!!注%&表示与空白组!\H]dY6kH+Y6组"相比$B_
#<#*(

图 O;,\>,D: 的$4DU1逆转1@,$对
!1TC,$细胞的低氧增殖性作用

H+Y6是呼吸膜的重要组成部分$主要参与肺泡气
体交换$能够最早感知肺泡内氧分压变化( H+Y6具有
高度可塑性和自我再生能力$主要负责修复受损组织$
H+Y6的消耗可能导致各种肺部疾病)%** ( 例如$H+Y6
的损伤在特发性肺纤维化的发病机制中起关键作用#
移植H+Y6可恢复上皮再生能力$从而减弱甚至逆转
特发性肺纤维化的进展

)%B* ( 近年来多个研究发现$
H+Y6通过多种途径参与低氧性肺动脉高压的形成(
王艳霞

)'*
研究发现在肺泡缺氧时$H+Y6内活性氧产生

增加$引起肺血管的收缩和重构( 此外$@=fPT>E 等)%(*

推测H+Y6通过调节I@合成与释放参与低氧性肺动
脉高压的形成$其主要观点如下%!%"H+Y6表达一氧
化氮合酶#!""当氧分压降低时$I@合成和释放量减
少$肺血管收缩( 由此$推测H+Y6还可以通过其他途
径促进\H]dY6增殖(

根据I末端两个保守的 YP6排列方式$趋化因子
可以分为 & 个亚家族$Y家族+YY家族+YlY家族和
Yl)Y家族( 趋化因子 Yl)Ya% 是 Yl)Y家族中唯一
的成员

)),&* $与其他趋化因子不同$Yl)Ya% 具有膜结
合型和可溶型两种( 膜结合型 Yl)Ya% 主要在肺+肾
和肠等组织的上皮细胞表达$在炎症条件下$Yl)Ya%

也在内皮细胞和平滑肌细胞中表达( 由此推测 H+Y6
同样也表达Yl)Ya%$但是缺乏相应的证据$因此本实
验首先在低氧条件下培养H+Y6$采用Kc及+aA]H检
测Yl)Ya% 表达与否( 实验结果证实 H+Y6可以表达
与分泌Yl)Ya%(

Yl)YX% 为bk
敏感的 ( 层跨膜蛋白$主要在 U细

胞+肥大细胞和自然杀伤细胞等表达)%',%$* ( Yl)YX%
为 Yl)Ya% 的特异性受体$两者结合形成 Yl)Ya%,
Yl)YX% 轴)&* ( 通过促进单核细胞+淋巴细胞+自然杀
伤细胞和肥大细胞迁徙$参与白细胞的活化和游走$参
与多种病理生理过程( 以往研究表明Yl)Ya% 促进动
脉粥样硬化和冠状动脉疾病的发展

)"#,"%* $参与冠心病
进展$是动脉粥样硬化的危险因素)""* ( 因此实验后期
采用Yl)YX% 6/XIH沉默\H]dY6上的Yl)YX%$以阻
断 Yl)Ya% 的作用$用以判断 H+Y6是否可以通过
Yl)Ya%,Yl)YX% 轴对\H]dY6增殖产生影响(

此外$肺动脉高压患者血浆Yl)Ya% 浓度和肺组织
中Yl)Ya% -XIH及蛋白的表达较对照组明显增加)($")*$
提示Yl)Ya% 与肺动脉高压有关( 慢性低氧可以导致
\H]dY6表达Yl)Ya%增加)B,(*$提示Yl)Ya%含量与氧浓
度有关( 低氧可刺激内皮细胞呈现时间依赖性分泌
Yl)Ya%$并与平滑肌细胞膜上的受体结合$参与调控平滑
肌细胞增殖以及表型转换$进而参与调节肺动脉血管重
构

)(*$表明内皮细胞可以通过分泌Yl)Ya%促进\H]dY6
增殖与表型转换( 同理$推测H+Y6是否可以通过分泌
Yl)Ya%促进\H]dY6增殖(

为了探讨H+Y6促进 \H]dY6的低氧性增殖的可
能机制$笔者查阅文献了解到 Yl)Ya% 可以促进
\H]dY6的增殖$鉴于上述实验结果$得知 H+Y6可以
表达与分泌Yl)Ya%$推测H+Y6是通过Yl)Ya% 促进
\H]dY6增殖的( 笔者还了解到$Yl)Ya% 只有与其特
异性受体 Yl)YX% 结合形成 Yl)Ya%,Yl)YX% 轴$才
能够在体内发挥作用( 因此$采用 Yl)YX% 6/XIH沉
默\H]dY6上的Yl)YX% 以阻断Yl)Ya% 的作用(

本实验通过体外培养H+Y6$发现低氧条件下其分
泌和表达Yl)Ya% 增多#通过体外共培养 \H]dY6与
H+Y6$发现H+Y6可以促进\H]dY6的低氧性增殖#采
用6/XIH沉默 \H]dY6表面的 Yl)Ya% 特异性受体
Yl)YX% 后$再与H+Y6共培养$发现H+Y6对\H]dY6
的低氧性增殖作用明显减弱( 因此$推测低氧可以促
进 H+Y6表达分泌 Yl)Ya% 增多$Yl)Ya% 与位于
\H]dY6表面的特异性受体 Yl)YX% 相互作用$促进
\H]dY6增殖(
?;结论

低氧可以促进 H+Y6表达分泌 Yl)Ya% 增多$
Yl)Ya%与位于\H]dY6表面的特异性受体Yl)YX% 相
互作用$促进 \H]dY6增殖$除此之外$H+Y6是否可以
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通过其他途径调节\H]dY6增殖尚未可知$因此深入研
究H+Y6参与大鼠 \H]dY6增殖过程的机制$可以为临
床治疗低氧性肺动脉高压提供新的思路(
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Yl)YX% .2; N/6E >QVÂ ;/6:.6:)J*g]=/:2=:$"###$"$#!*&$$"%"#)%g

)"%* a:62/E \$V.6E:00YH$Y7.N>A[g?:=N:.6:; .O7:N>6=0:N>6/6/2 Yl)YX%,C,-/=:

N:S:.06.N>0:Q>NQN.=O.0E/2:/2 .O7:N>3:2:6/6)J*gJY0/2 A2S:6O$"##)$%%%!)"%

))),)&#g

)""* h7.23l$[:23l$Y./K$:O.0gY7:->E/2:Yl)Ya% .2; /O6N:=:TO>NYl)YX%

.N:.66>=/.O:; 1/O7 75-.2 .O7:N>6=0:N>O/=0:6/>2 S>02:N.R/0/OP)J*gU7N>-R X:6$

"#%*$%)*!B"%%%&(,%%*)g

)")* 陈小菊$程德云$樊莉莉g低氧对大鼠\H]dY6和肺微血管内皮细胞表达及

分泌[N.=O.0E/2:的影响)J*g四川大学报!医学版"$"#%"$&)!*"%BB%,BB*g

收稿日期)

""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

"#"#,#%,%#

欢迎投稿!欢迎订阅

,#%%%, 心血管病学进展 "#"# 年 %# 月第 &% 卷第 %# 期!6,:+$%,-):$5;!-5$=;&)>"%"#"#$?).@&%$A)@%#


