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水飞蓟素对野百合碱诱发肺动脉高压大鼠肺血管重构的保护作用

杨　勇，吕进泉△，赵文生

（江苏大学附属医院儿科，江苏镇江２１２００１）

　　摘　要：目的　探讨水飞蓟素对野百合碱（ＭＣＴ）诱发肺动脉高压大鼠模型肺血管重构的保护作用及机制。方法　２４只雄性

ＳＤ大鼠随机分为正常对照组（Ｃ组）、ＭＣＴ诱发肺动脉高压模型组（Ｍ组）、水飞蓟素治疗组（Ｓ组），每组８只。２８ｄ后，右心导管

法测量各组右心室收缩压（ＲＶＳＰ），称量法计算右心室肥大指数（ＲＶＨＩ），ＨＥ染色和α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）免疫组织化学染

色观察肺血管重构，ＴＵＮＥＬ法检测肺动脉平滑肌细胞凋亡，ＲＴＰＣＲ法行肺组织ＦａｓｍＲＮＡ半定量检测。结果　与 Ｍ组比较，

Ｓ组ＲＶＳＰ、ＲＶＨＩ、αＳＭＡ表达均降低（犘＜０．０１），肺动脉平滑肌细胞凋亡稍升高，肺组织ＦａｓｍＲＮＡ表达升高（犘＜０．０５）。结论

　水飞蓟素对野百合碱诱发肺动脉高压大鼠肺血管重构具有保护作用。
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　　肺动脉高压（ｐｕｌｍｏｎａｒｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，ＰＨ）是由于肺循环

受限引起肺血管阻力进行性增加，最终导致右心衰竭的综合

征。病情进展迅速，预后极差［１］。本研究通过大剂量外源性水

飞蓟素干预经腹腔注射野百合碱（ＭＣＴ）复制的肺动脉高压大

鼠模型，观察肺动脉高压大鼠模型的肺血管重构及ＦａｓｍＲＮＡ

的表达变化，探讨水飞蓟素对肺动脉高压大鼠模型肺血管重构

的保护作用及机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物　雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠２４只，体质量

２３０～２５０ｇ，由江苏大学实验动物中心提供。

１．２　仪器与试剂　ＭＣＴ（美国Ｓｉｇｍａ公司）；水飞蓟素（天津

天士力制药股份有限公司），ＭｅｄｌａｂＵ／８Ｃ５０２生物信号处理

系统（南京美易科技有限公司）；ＢｉｏＲａｄ实时定量 ＰＣＲ 仪

Ｃ１０００（伯乐生命医学产品有限公司）；α平滑肌肌动蛋白（α

ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，αＳＭＡ）抗体（武汉博士德生物工程有限

公司，货号：ＢＭ０００２）；ＲＴ试剂盒（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ中国公司，货号：

Ｋ１６２２）；荧光定量ＰＣＲ试剂盒（东洋纺生物科技有限公司）；

ＴＵＮＥＬ凋亡试剂盒（南京凯基）；Ｆａｓ引物序列（扩增产物１９８

ｂｐ，上海生工生物工程有限公司）：上游５′ＴＧＡ ＡＧＡＣＡＴ

ＣＣＴＴＧＡＧＣＣＴＴＧ３′，下游５′ＡＧＡＴＴＣＡＴＴＧＧＣＡＣＡ

ＣＴＴＴＣＡＧ３′；βａｃｔｉｎ引物序列（扩增产物２０７ｂｐ，上海生工

生物工程有限公司），上游５′ＣＡＣＣＣＧＣＧＡＧＧＴＣＡＡＣＣＴ

ＴＣ３′，下游５′ＣＣＣＡＴＡＣＣＣＡＣＣＡＴＣＡＣＡＣＣ３′。

１．３　实验动物分组、模型制备与干预　随机分为正常对照组

（Ｃ组）、ＭＣＴ诱发肺动脉高压模型组（Ｍ组）、水飞蓟素治疗组

（Ｓ组），每组８只。ＭＣＴ先溶于１ｍｏｌ／Ｌ浓盐酸，加去离子

水，然后用１ｍｏｌ／Ｌ的氢氧化钠调ｐＨ至７．４，最终配置成浓度

２０ｍｇ／ｍＬ野百合碱溶液。Ｍ 组、Ｓ组大鼠一次性腹腔注射

ＭＣＴ６０ｍｇ／ｋｇ，Ｃ组一次性腹腔注射生理盐水３ｍＬ／ｋｇ。将

水飞蓟素用生理盐水配成５０ｍｇ／ｍＬ溶液，Ｓ组自第２天开始

按照水飞蓟素每次１５０ｍｇ／ｋｇ，每天灌胃３次，共２７ｄ。Ｍ 组

和Ｃ组用生理盐水每次２ｍＬ／ｋｇ，每天灌胃３次。

１．４　观测指标及检测方法

１．４．１　右心导管法测定平均右心室收缩压（ｒｉｇｈｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ

ｓｙｓｔｏｌｉｃｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＲＶＳＰ）　２８ｄ后，记录大鼠质量，右心导管法

测定平均肺动脉压，大鼠以２００ｍｇ／ｍＬ乌拉坦麻醉（２．５ｍＬ／

ｋｇ）后用聚氯乙烯导管插入右颈外静脉，缓慢进入右心房、右心

室，导管内加入肝素盐水，测压导管接压力传感器记录压力

变化。

１．４．２　心肺组织取材　完成肺动脉压测量后，取出分离心肺

组织。测量心指数：分离右心室，除去心耳、心房，用滤纸吸去

血液、盐水。分别称取右心室和左心室加室间隔的质量，右心
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室肥大指数（ｒｉｇｈｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙｉｎｄｅｘ，ＲＶＨＩ）＝右

心室质量／（左心室质量＋室间隔质量）。右肺以４０ｇ／Ｌ多聚

甲醛固定，常规石蜡包埋后切片，用 ＨＥ染色、αＳＭＡ免疫组

织化学染色、ＴＵＮＥＬ法检测肺动脉平滑肌细胞凋亡。左肺置

于液氮中冻存，用于ＦａｓｍＲＮＡ半定量ＲＴＰＣＲ检测。

１．４．３　ＨＥ染色　肺组织石蜡切片常规脱蜡至水，ＨＥ染色，

脱色透明后，中性树胶封片。显微镜下观察肺动脉大体形态

变化。

１．４．４　肺动脉αＳＭＡ免疫组织化学染色　肺组织石蜡切片

常规脱蜡至水，ＳＰ法检测αＳＭＡ抗原的表达，１∶１００稀释一

抗，ＤＡＢ显色。胞质棕黄色着色为阳性信号。采用ＩｍａｇｅＰｒｏ

Ｐｌｕｓ图像分析系统，随机选取５０～１００μｍ血管２０根，取平均

光密度值（平均光密度值＝累积光密度／面积）评价肺小动脉平

滑肌细胞增殖程度。

１．４．５　ＴＵＮＥＬ法检测大鼠肺动脉平滑肌细胞凋亡　肺组织

切片脱蜡至水，参照ＴＵＮＥＬ凋亡试剂盒说明书进行操作。结

果判定：显微镜下随机选取５０～１００μｍ左右的肺动脉，计数

５００个肺动脉平滑肌细胞中的凋亡细胞数，求得凋亡指数

（ＡＩ）。ＡＩ＝凋亡细胞数／总细胞数×１００％。

１．４．６　肺组织ＦａｓｍＲＮＡＲＴＰＣＲ检测　采用Ｔｒｉｚｏｌ法提取

肺组织总ＲＮＡ，核酸蛋白分析仪测总ＲＮＡ的纯度。ｃＤＮＡ第

一链的合成和荧光定量ＰＣＲ过程采用ＲＴ试剂盒和荧光定量

ＰＣＲ试剂盒，按照说明书操作。扩增反应条件：９５℃预变性

１ｍｉｎ，按下列步骤扩增４０个循环，９５℃变性５ｓ，５６℃退火

３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ；最后一个循环后，７２℃延伸１０ｍｉｎ。

１．５　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０软件对所得数据进行分

析，实验数据以狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分析，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＲＶＳＰ及ＲＶＨＩ的变化　与Ｃ组相比，ＭＣＴ诱发２８ｄ

后，Ｍ组的ＲＶＳＰ及ＲＶＨＩ明显升高（犘＜０．０５）。经干预后，Ｓ

组ＲＶＳＰ及ＲＶＨＩ低于 Ｍ组（犘＜０．０５），见表１。

表１　　３组大鼠ＲＶＳＰ和ＲＶＨＩ变化的比较（狓±狊，狀＝８）

组别 ＲＶＳＰ ＲＶＨＩ

Ｃ组 １７．０２±１．６９ ２６．０４±１．４６

Ｍ组 ４０．３４±３．８９ ４６．０３±２．０８

Ｓ组 ３１．７８±２．４０ ３７．５１±２．２３

　　：犘＜０．０１，与 Ｍ组比较。

表２　　３组大鼠肺动脉平滑肌细胞αＳＭＡ、凋亡指数及

肺组织ＦａｓｍＲＮＡ表达的比较（狓±狊，狀＝８）

组别 αＳＭＡ
细胞凋亡指数

（％）

ＦａｓｍＲＮＡ

相对表达量

Ｃ组 ０．５１±０．０４ ０．８０±０．４２ １

Ｍ组 １．１５±０．１８ ０．４４±０．３３ ０．１０±０．０３

Ｓ组 ０．８０±０．１３ ０．６４±０．３６ ０．６９±０．２７

　　：犘＜０．０１，与 Ｍ组比较。

２．２　肺组织 ＨＥ染色、αＳＭＡ免疫组织化学染色、细胞凋亡

指数、ＦａｓｍＲＮＡ相对表达量　ＨＥ染色所见：Ｃ组（封３图

１Ａ）肺动脉管壁菲薄；Ｓ组（封３图１Ｂ）肺动脉管壁较Ｃ组明显

增厚，但较 Ｍ组薄，炎症细胞浸润减轻；Ｍ组（封３图１Ｃ）肺动

脉管壁明显增厚，管腔狭窄，大量炎症细胞浸润。与Ｍ组（封３

图２Ａ）比较，Ｃ组（封３图２Ｂ）αＳＭＡ表达低（犘＜０．０１）、Ｆａｓ

ｍＲＮＡ表达高（犘＜０．０１）、细胞凋亡指数升高（犘＜０．０５），Ｓ组

（封３图２Ｃ）αＳＭＡ 表达低（犘＜０．０１）、ＦａｓｍＲＮＡ 表达高

（犘＜０．０１）、细胞凋亡指数稍升高，见表２。

３　讨　　论

目前，研究认为，炎症、过氧化物、遗传基因等多种因素损

伤肺微小动脉内皮细胞是肺动脉高压（ＰＡＨ）发生的始动环

节［２］。肺动脉内皮细胞功能紊乱、平滑肌细胞和纤维原细胞活

化、血管壁细胞间交互作用、循环祖细胞黏附、血管壁的持续性

收缩是ＰＡＨ血管重构主要机制
［３］。ＳＤ大鼠腹腔注射 ＭＣＴ

后，药物经肝脏代谢生成五元杂环的吡咯 ＭＣＴ，可特异性损伤

肺血管内皮细胞，引起内皮细胞功能障碍、血管平滑肌细胞增

生、肺动脉压力增高，复制肺动脉高压模型［４］。

本实验给予大剂量水飞蓟素干预Ｓ组大鼠后，Ｓ组大鼠粪

便稍有稀烂改变，１周后好转，未见其他不良反应。给予大剂

量水飞蓟素干预Ｓ组大鼠，大鼠ＲＶＳＰ下降，肺血管重构的病

理改变减轻，说明大剂量水飞蓟素干预可以减轻肺动脉高压模

型大鼠肺血管的重构，改善肺动脉高压症状。其机制可能为：

（１）抗氧化作用。氧化损伤可以通过损伤血管内皮、促进肺动

脉平滑肌细胞增殖、促进血管外基质增生等多条途径参与肺血

管重构［５］。活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）是细胞内重

要的具有氧化还原潜能的氧衍生物，参与血管平滑肌细胞增

殖、分化、凋亡、迁移等多种功能调控［６］。水飞蓟素具有良好的

抗氧化和自由基清除活性［７］。水飞蓟素可以抑制细胞与组织

ＲＯＳ的产生，并促进细胞组织产生超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘ

ｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉ

ｄａｓｅ，ＧＳＨＰｘ），通过抑制氧自由基的过度产生和促进氧自由

基降解酶生成抑制细胞损伤及血管重构。（２）抗炎作用。研究

显示炎症反应参与了肺动脉高压的发生及发展过程，中性粒细

胞等炎症细胞、ＩＬ１、ＩＬ６、ＴＮＦα、ＰＤＧＦ、ＶＥＧＦ等炎症因子均

参与了内皮细胞损伤及血管壁重构［８１０］。水飞蓟素可以通过

抑制ＮＦκＢ的转录活性、清除活性氧自由基等机制抑制炎症

反应［１１１２］。本实验观察到大剂量水飞蓟素干预后肺微小动脉

周围炎症反应减轻，证实水飞蓟素可以通过抗炎作用减轻血管

重构。（３）本实验研究发现水飞蓟素干预 ＭＣＴ诱发ＰＡＨ 模

型大鼠可以提高肺组织ＦａｓｍＲＮＡ表达，肺动脉血管平滑肌

细胞凋亡增多，可部分调节血管平滑肌的增殖与凋亡平衡，具

体机制尚不明确［１３］。（４）基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏ

ｔｅｎａｓｅｓ，ＭＭＰｓ）大量分泌可以降解弹力纤维，破坏正常胶原结

构，诱发肺小动脉重构。水飞蓟素可以通过降低细胞 ＭＭＰｓ

表达水平，抑制胶原合成，发挥对组织的保护作用［１４１５］。

本实验结果显示大剂量水飞蓟素可以减轻 ＭＣＴ诱发肺

动脉高压大鼠模型肺组织炎症细胞浸润，促进肺动脉高压大鼠

肺组织ＦａｓｍＲＮＡ表达，提高肺动脉高压大鼠肺血管平滑肌

细胞凋亡，降低ＲＶＳＰ，减轻肺动脉重构变化，对 ＭＣＴ诱发的

肺动脉高压大鼠具有保护作用。
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缩能力的±ｄｐ／ｄｔｍａｘ下降明显，这与临床中重度胸部撞击伤

较为一致，此模型可作为可靠的大鼠胸部撞击伤致心肺联合损

伤动物模型。

在交通事故伤中，因胸部撞击伤所致的心脏损伤往往因伤

情隐匿、临床表现不明显而被严重的肺损伤及肋骨骨折等所掩

盖［１１１２］。本实验所建立的撞击伤致心肺联合损伤模型具备以

下优点：（１）适用于中小型动物，撞击设备操作简便，物理参数

可精确调整，撞击部位准确，可重复性好；（２）符合交通事故的

致伤特点，心、肺损伤的病理表现、类型及伤情与临床较为接

近；（３）能在致伤模型上完成血流动力学及分子生物学等多项

实验指标的检测；（４）为临床研究胸部撞击伤后心肺联合损伤

的各种病理生理变化提供了理想的模型基础，对后期深入研究

其发生机制，并探讨有效的预防措施具有重要的临床和社会

意义。
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