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茶多酚干预缺氧诱导的大鼠肺高血压的实验研究
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　　摘　要：目的　探讨茶多酚（ＴＰ）对缺氧诱导的大鼠肺高血压（ＰＨ）的作用及可能机制。方法　２４只ＳＤ大鼠随机均分为正

常对照组（Ｃ）、缺氧组（Ｈ）和ＴＰ组。缺氧前ＴＰ组大鼠予ＴＰ灌胃（２００ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１），Ｃ和 Ｈ组大鼠接受等体积生理盐水灌

胃，随后ＴＰ和 Ｈ组大鼠置于常压间断缺氧舱（８ｈ／ｄ，６天／周）４周。４周后比较各组的右心室收缩压（ＲＶＳＰ）、平均肺动脉压

（ｍＰＡＰ）、右心室肥厚指数（ＲＶＨＩ）及肺小动脉管壁厚度，比较肺动脉平滑肌细胞（ＰＡＳＭＣｓ）凋亡及肺组织ＸＩＡＰｍＲＮＡ表达水

平。结果　Ｈ组大鼠的ＲＶＳＰ、ｍＰＡＰ、ＲＶＨＩ、肺小动脉管壁厚度均比Ｃ组显著升高（犘＜０．０１），且ＰＡＳＭＣｓ凋亡明显减少（犘＜

０．０１），肺组织ＸＩＡＰｍＲＮＡ表达显著升高（犘＜０．０１）。与Ｈ组相比，ＴＰ组ＲＶＳＰ、ｍＰＡＰ及ＲＶＨＩ均明显降低，肺小动脉管壁增

厚程度减轻，而ＰＡＳＭＣｓ凋亡增加（犘＜０．０５），肺组织ＸＩＡＰｍＲＮＡ表达降低（犘＜０．０５）。结论　ＴＰ可改善缺氧诱导的大鼠

ＰＨ，其机制可能与抑制肺组织ＸＩＡＰｍＲＮＡ表达水平促进ＰＡＳＭＣｓ凋亡有关。
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ｒａｔｓ．犕犲狋犺狅犱狊　ＴｗｅｎｔｙｆｏｕｒＳＤｒａｔｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ：ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｃ），ｈｙｐｏｘｉａｇｒｏｕｐ（Ｈ）ａｎｄＴＰ

ｇｒｏｕｐ．Ｂｅｆｏｒｅｔｈｅｈｙｐｏｘｉａｓｔａｔｅ，ＴｈｅＴＰｇｒｏｕｐｗｅｒｅｇｉｖｅｎＴＰ（２００ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１），ＴｈｅＣａｎｄＨｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｇｉｖｅｎｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ
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ｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｉｎＴＰｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｗｉｔｈＨｇｒｏｕｐ，ｉｎｃｒｅａｓｅｉｎＰＡＳＭＣｓａｐｏｐｔｏｓｉｓ（犘＜０．０５）ａｎｄｒｅｄｕｃｔｉｏｎｉｎＸＩＡＰｍＲＮＡｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎ（犘＜０．０５）ｉｎＴＰｇｒｏｕｐ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＴＰａｍｅｌｉｏｒａｔｅｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄｐｕｌｍｏｎａｒｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎｉｎｒａｔｓ，ｉｔｓｍｅｃｈａｎｉｓｍｍａｙｂｅ

ｒｅｌａｔｅｄｔｏｉｎｈｉｂｉｔＸＩＡＰｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｔｈｅｎｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＰＡＳＭＣｓ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，ｐｕｌｍｏｎａｒｙ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；Ｘｌｉｎｋｅｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎ；ｔｅａｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ

　　肺高血压（ｐｕｌｍｏｎａｒｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，ＰＨ）是一种复杂的致

死性综合征，以出现细胞增殖和细胞凋亡失衡的致病性肺血管

重塑为特征［１２］。多数情况下，细胞凋亡的发生依赖于半胱氨

酸蛋白酶（ｃａｓｐａｓｅ）家族，而Ｘ相关凋亡抑制蛋白（Ｘｌｉｎｋｅｄｉｎ

ｈｉｂｉｔｏｒｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎ，ＸＩＡＰ）是惟一一个在细胞凋亡起

始和执行阶段都能有效抑制ｃａｓｐａｓｅ酶原活性的凋亡抑制蛋

白［３］，但其是否参与ＰＨ的发生发展过程尚未明确。

茶多酚（ｔｅａｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ，ＴＰ）是茶叶中多酚类物质的总

称，具有抑制细胞增殖和诱导肿瘤细胞凋亡的作用［４］，因此可

能成为防治ＰＨ 的潜在药物。本实验研究中，作者以缺氧性

ＰＨ大鼠模型为基础，探讨ＸＩＡＰ在ＰＨ形成过程中的作用，初

步研究ＴＰ能否防治缺氧诱导的大鼠ＰＨ及其可能机制。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂　健康雄性ＳＤ大鼠２４只，体质量２８０～３５０

ｇ（广西医科大学实验动物中心），ＴＰ（西安润堡生物科技有限

公司），Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｉｇｅｎ公司），逆转录试剂盒（Ｆｅｒ

ｍｅｎｔａｓ公司），ＤｒｅａｍＴａｑｇｒｅｅｎＰＣＲｍａｓｔｅｒＭｉｘ（２×）（Ｆｅｒ

ｍｅｎｔａｓ公司），ＴＵＮＥＬ凋亡试剂盒（Ｒｏｃｈｅ公司），ＣＹ１２Ｃ测

氧仪（建德市梅城电化分析仪器厂），ＭＰ１００Ａ 多导生理仪

（Ｓａｎｔａ．Ｂａｒｂａｒａ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ），ＤＭＲ＋Ｑ５５０病理图像分析仪（德

国Ｌｅｉｃａ公司），ＰＴＣ２００型ＰＣＲ仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）。

１．２　动物模型构建及ＴＰ干预　２４只健康雄性ＳＤ大鼠随机

分为３组：正常对照组（Ｃ），缺氧组（Ｈ），茶多酚组（ＴＰ），每组８

只。缺氧前，ＴＰ组给予茶多酚溶液（２００ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１）

［５］

灌胃，Ｃ和 Ｈ组大鼠给予等体积生理盐水灌胃，然后 Ｈ和ＴＰ

组置于常压缺氧［Ｏ２ 浓度为（１０±０．５）％］舱内间断缺氧（８ｈ／

ｄ，６天／周）４周。测氧仪监测低氧舱内氧浓度。用碱石灰和无

水氯化钙吸收舱内ＣＯ２ 和 Ｈ２Ｏ。Ｃ组置于同一房间内正常

饲养。

１．３　血流动力学检测　缺氧４周后，３组大鼠经１０％水合氯

醛腹腔注射麻醉后，用右心导管法行血流动力学检测，自右颈

外静脉插入微导管，通过压力传感器接上 ＭＰ１００Ａ多导生理

仪，根据生理记录仪显示的压力波形曲线和压力值判断导管口

所处位置，固定导管位置，波形稳定后测定大鼠右心室收缩压

３４２２重庆医学２０１３年７月第４２卷第１９期
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（ＲＶＳＰ）和肺动脉压（ＰＡＰ）并计算平均肺动脉压（ｍＰＡＰ）。

１．４　右心室肥厚指数（ＲＶＨＩ）测定　测压完毕后处死动物，

立即游离心脏，生理盐水洗净后剪去心房及大血管根部，将心

脏分离为右心室室壁（ＲＶ）和左心室＋室间隔（ＬＶ＋Ｓ），置于

干净滤纸晾干１０ｍｉｎ后用电子天平分别称取 ＲＶ和（ＬＶ＋

Ｓ），计算ＲＶＨＩ＝ＲＶ／（ＬＶ＋Ｓ），判断右心室的肥厚程度。

１．５　肺小动脉形态学观察　肺组织洗净后以１０％中性甲醛

固定２４ｈ，常规石蜡包埋切片，厚度４μｍ，进行 ＨＥ染色。每

只大鼠随机选取３张左下肺组织切片，每张切片随机选取横截

面积较圆直径约１００～２００μｍ的细小动脉５支，用ＬｅｉｃａＱｗｉｎ

图像分析仪测定肺小动脉管壁厚度占动脉外径百分比

（ＷＴ％）及管壁面积占血管总面积的百分比（ＷＡ％），判断肺

小动脉重塑程度。

１．６　原位缺口末端标记法（ＴＵＮＥＬ）检测肺动脉平滑肌细胞

凋亡　按ＴＵＮＥＬ试剂盒说明进行操作。细胞核中有棕黄色

颗粒者为凋亡细胞。用ＬｅｉｃａＱｗｉｎ图像软件测量每只大鼠５

条肺小动脉并计数每个肺动脉平滑肌凋亡细胞数（Ｓ）和平滑肌

细胞数（Ｎ），计算肺动脉平滑肌细胞凋亡数与平滑肌细胞数目

比值即凋亡指数（Ｓ／Ｎ）。

１．７　半定量逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测肺组织ＸＩ

ＡＰｍＲＮＡ表达　取大鼠新鲜肺组织约１００ｍｇ，按Ｔｒｉｚｏｌ试剂

说明书提取总 ＲＮＡ。经逆转录后合成ｃＤＮＡ进行ＰＣＲ。根

据ＮＣＢＩ上大鼠ＸＩＡＰｍＲＮＡ基因序列，采用Ｏｌｉｇｏ１６．０软件

设计 ＸＩＡＰ基因引物，上游５′ＡＧＡＣＡＣＣＡＡ ＴＡＡ ＧＧＡ

ＴＧＡＡＧＡＡＴ３′，下游５′ＴＣＣＡＴＡＣＴＧＣＣＡＴＣＴＡＴＣ

ＴＡＣ３′（１４１ｂｐ）。大鼠内参照（ｂｅｔａａｃｔｉｎ）引物上游５′ＣＣＣ

ＡＴＣＴＡＴＧＡＧＧＧＴＴＡＣＧＣ３′，下游５′ＴＴＴＡＡＴＧＴＣ

ＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣ３′（１５０ｂｐ）。ＰＣＲ反应条件：９４℃变性

３０ｓ，５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸１７ｓ，共３８个循环；７２℃７ｍｉｎ

终止反应。将内参和ＸＩＡＰ的ＰＣＲ产物在２．０％琼脂糖凝胶同

时进行电泳，核酸Ⅰ型染料染色，ＩｍａｇｅＬａｂ成像系统扫描定量并

拍照，用目的条带平均荧光强度与内参ｂｅｔａａｃｔｉｎ的比值代表其

ｍＲＮＡ的相对表达水平。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件软件，计量资料以狓±

狊表示。多样本均数比较采用方差分析，两样本均数比较采用

狋检验。以犘＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＲＶＳＰ、ｍＰＡＰ及 ＲＶＨＩ变化　与 Ｃ组相比，Ｈ 组的

ＲＶＳＰ、ｍＰＡＰ及 ＲＶＨＩ均明显升高（均犘＜０．０１）；ＴＰ组的

ＲＶＳＰ、ｍＰＡＰ及ＲＶＨＩ均明显低于 Ｈ组，见表１。

２．２　肺小动脉形态学及图像分析　肺小动脉图像分析结果显

示，与Ｃ组相比，Ｈ组大鼠肺小动脉管壁增厚，管腔严重狭窄，

中膜细胞核数密度增加。与 Ｈ组相比，ＴＰ组大鼠肺小动脉管

壁明显变薄，管腔显著增大。Ｈ组肺小动脉 ＷＴ％和 ＷＡ％均

明显高于Ｃ组（均犘＜０．０１），而ＴＰ组 ＷＴ％、ＷＡ％较Ｈ组均

显著降低（均犘＜０．０１），见表１、图１。

２．３　ＴＵＮＥＬ检测ＰＡＳＭＣｓ凋亡　ＴＵＮＥＬ染色切片在光镜

下可见细胞核为棕黄色的细胞即凋亡细胞分布于肺小动脉。

与Ｃ组大鼠肺小动脉相比，Ｈ组ＰＡＳＭＣｓ中的棕黄色凋亡细

胞密度明显减小。而与 Ｈ 组相比，ＴＰ组ＰＡＳＭＣｓ的棕黄色

凋亡细胞密度则明显增加。与Ｃ组相比，Ｈ组ＰＡＳＭＣｓ的Ｓ／

Ｎ显著降低［Ｈ 组（０．２３±０．０３）比Ｃ组（０．３４±０．０３），犘＜

０．０１］。而与 Ｈ 组相比，ＴＰ组 ＰＡＳＭＣｓＳ／Ｎ 升高［ＴＰ组

（０．２６±０．０２）比 Ｈ组（０．２３±０．０３），犘＜０．０５］，见图２。

　　Ａ：Ｃ组；Ｂ：Ｈ组；Ｃ：ＴＰ组。

图１　　各组大鼠肺小动脉组织学改变（ＨＥ×４００）

　　Ａ：Ｃ组；Ｂ：Ｈ组；Ｃ：ＴＰ组。

图２　　各组大鼠血管平滑肌细胞凋亡（ＴＵＮＥＬ×４００）
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表１　　大鼠各指标比较（狓±狊，狀＝８）

组别 ＲＶＳＰ（ｍｍＨｇ） ｍＰＡＰ（ｍｍＨｇ） ＲＶＨＩ ＷＴ％ ＷＡ％

Ｃ组 １５．１３±２．９０ １５．１３±１．９６ ０．２６±０．０３ ０．２５±０．０４ ０．３６±０．０７

Ｈ组 ２８．８８±８．３４ａ ２５．５０±３．０２ａ ０．３８±０．０５ａ ０．６３±０．０３ａ ０．７１±０．０４ａ

ＴＰ组 ２１．２５±５．０６ｂｄ ２０．５０±０．９３ａｃ ０．３１±０．０３ａｄ ０．４７±０．０７ａｃ ０．４９±０．０３ａｃ

　　ｂ：犘＜０．０５，ａ：犘＜０．０１，与Ｃ组相比；ｄ：犘＜０．０５，ｃ：犘＜０．０１，与 Ｈ组相比。

２．４　ＸＩＡＰｍＲＮＡ相对表达量变化　ＲＴＰＣＲ结果显示，与

Ｃ组相比，Ｈ 组 ＸＩＡＰｍＲＮＡ的相对表达量显著升高［Ｈ 组

（１．２６±０．２０）比Ｃ组（０．７２±０．０７），犘＜０．０１］。而ＴＰ组ＸＩ

ＡＰｍＲＮＡ的相对表达量则明显低于 Ｈ 组［ＴＰ组（１．０２±

０．２４）比 Ｈ组（１．２６±０．２０），犘＜０．０５］，见图３。

　　Ｍ：标记物；１、２：Ｃ组；３、４：Ｈ组；５、６：ＴＰ组。

图３　　３组大鼠肺组织ＸＩＡＰｍＲＮＡ表达

３　讨　　论

ＰＨ是在一系列肺血管结构及功能改变的基础上发生血

流动力学异常而导致的临床综合征。本研究中大鼠在常压缺

氧舱内饲养４周后，ＲＶＳＰ、ｍＰＡＰ及ＲＶＨＩ均升高，肺小动脉

形态学观察发现肺小动脉管壁显著增厚、管腔狭窄，肺小动脉

重塑，表明构建缺氧性肺高血压大鼠模型成功。

ＸＩＡＰ是凋亡抑制蛋白家族中的成员之一，参与如受体介

导细胞内信号启动和转导等许多功能的调节，但其最重要的功

能是抑制内源性ｃａｓｐａｓｅ的酶原活性
［６］。ＸＩＡＰ的多重功能源

于它的分子结构基础，其含有３个杆状病毒ＩＡＰ重复序列

（ＢＩＲ１３）空间结构域，可通过ＢＩＲ３结构域选择性抑制凋亡途

径的启动因子ｃａｓｐａｓｅ９，还可通过ＢＩＲ２结构域及ＢＩＲ２前的

链接区结合并抑制凋亡执行因子ｃａｓｐａｓｅ３活性部位从而抑制

细胞凋亡途径［７］。此外，ＸＩＡＰ还包含一个具有连接酶Ｅ３介

导的自身或靶向蛋白质泛素化降解作用的 ＲＩＮＧ结构域
［８］。

因此，ＸＩＡＰ可通过此 ＲＩＮＧ结构域特异性靶向结合ｃａｓｐａｓｅ

使其发生泛素化降解，从而抑制细胞凋亡［９］。本研究结果显

示，缺氧性肺高血压时ＰＡＳＭＣｓ凋亡减少，肺组织ＸＩＡＰｍＲ

ＮＡ表达增加，提示ＸＩＡＰ可能在缺氧性ＰＨ的细胞凋亡抑制

中起重要作用。

本研究还发现，ＴＰ干预４周后肺小动脉 ＷＴ％ 和 ＷＡ％

均明显降低，ＰＡＳＭＣｓ的凋亡增加，而肺组织ＸＩＡＰｍＲＮＡ表

达减少，表明 ＴＰ可减轻缺氧性 ＰＨ 的肺小动脉重塑，增加

ＰＡＳＭＣｓ的细胞凋亡及降低肺组织ＸＩＡＰ表达水平，提示ＴＰ

可改善缺氧诱导的大鼠肺高血压，可能与抑制肺组织ＸＩＡＰ表

达从而促进ＰＡＳＭＣｓ凋亡有关。有报道显示，ＴＰ可通过下调

胰腺癌细胞的ＸＩＡＰ表达水平促使ｃａｓｐａｓｅ激活
［１０］，从而促进

细胞凋亡。因此，作者推测ＴＰ可能通过抑制缺氧性肺高血压

肺组织的ＸＩＡＰ表达来促进ＰＡＳＭＣｓ凋亡。

综上所述，本研究初步证实了ＸＩＡＰ参与缺氧诱导的大鼠

肺高血压的发生发展过程，而ＴＰ可能通过抑制ＸＩＡＰ表达促

进ＰＡＳＭＣｓ凋亡，从而改善缺氧性肺高血压，这为ＰＨ的防治

提供了一个新方向。
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