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　　摘　要：目的　研究γ氨基丁酸（ＧＡＢＡ）对野百合碱（ＭＣＴ）诱导肺动脉高压大鼠的治疗作用，并检测血管内皮生长因子

（ＶＥＧＦ）、基质金属蛋白酶９（ＭＭＰ９）表达水平的变化。方法　应用随机数字表法将３０只雄性ＳＤ大鼠随机分３组，分别为正常

对照组（对照组）、ＭＣＴ模型组（模型组）、γ氨基丁酸干预组（干预组），每组１０只。观测平均右心室压（ｍＲＶＰ），计算右心室肥厚

指数（ＲＶＨＩ），测定肺小动脉管壁厚度与动脉外直径的百分比（ＷＴ％）及管壁面积与血管总面积的百分比（ＷＡ％），免疫组织化学

染色法观察 ＭＭＰ９、实时荧光定量ＰＣＲ（ＦＱＰＣＲ）检测ＶＥＧＦｍＲＮＡ在肺组织中的表达。结果　干预组ｍＲＶＰ、ＲＶＨＩ、ＷＴ％、

ＷＡ％、ＭＭＰ９蛋白和ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达水平明显高于对照组（犘＜０．０５）；而低于模型组（犘＜０．０５）。结论　ＧＡＢＡ可抑制野

百合碱诱导的肺动脉高压模型大鼠肺组织ＶＥＧＦｍＲＮＡ和 ＭＭＰ９蛋白的表达，对肺动脉高压有治疗作用。
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　　肺动脉高压是由多种病因引起的以肺动脉压力升高、肺血

管阻力增大为特征的一组病理综合征，其主要机制是血管收

缩、血管重塑和原位血栓形成，最终导致右心负荷增加，直至右

心衰竭［１２］。研究证明，交感神经系统活性亢进是肺动脉高压

动物模型及肺动脉高压患者发病机制之一［３］。γ氨基丁酸

（ＧＡＢＡ）是神经系统重要抑制性递质，除了存在于中枢神经系

统，还存在于外周交感神经系统。本研究通过观测 ＧＡＢＡ对

肺动脉高压大鼠的影响，并检测肺组织血管内皮生长因子（ｖａ

ｓｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）ｍＲＮＡ和基质金属蛋

白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰ９）蛋白表达水平，来探

讨ＧＡＢＡ在防治肺动脉高压中的作用。

１　材料与方法

１．１　动物、试剂及仪器　雄性清洁级ＳＤ大鼠，体质量１７０～

２３０ｇ，由江苏大学动物中心提供。野百合碱（ＭＣＴ）、ＧＡＢＡ

购于Ｓｉｇｍａ公司，Ｔｒｉｚｏｌ试剂购于Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，实时荧光定

量ＰＣＲ（ＦＱＰＣＲ）试剂盒、逆转录试剂盒购于大连ＴａＫａＲａ公

司，ＭＭＰ９抗体购于武汉博士德生物工程有限公司，ＶＥＧＦ引

物由上海捷瑞生物工程有限公司合成，上游５′ＴＴＣＧＴＣ

ＣＡＡＣＴＴＣＴＧＧＧＣＴＣＴＴ３′，下游５′ＣＴＣＣＴＣＴＴＣＣＴＴ

ＣＴＣＴＴＴＣＴＣＣＣＣ３′；βａｃｔｉｎ引物序列，上游５′ＣＡＣＣＣＧ

ＣＧＡＧＧＴＣＣＡＣＣＴ ＴＣ３′，下游５′ＣＣＣ ＡＴＡ ＣＣＣ ＡＣＣ

ＡＴＣＡＣＡＣＣ３′。ＭｅｄｌａｂＵ／８Ｃ５０２生物信号采集系统为南

京美易科技有限公司的产品，ＢｉｏＲａｄＦＱＰＣＲ仪Ｃ１０００为伯

乐生命医学有限公司产品，ＰＥ５０聚乙烯软管为英国Ｓｍｉｔｈ

Ｍｅｄｉｃａｌ公司产品。

１．２　实验动物分组、建模及干预　３０只ＳＤ大鼠根据体质量

编号，按照随机数字表法随机分为正常对照组（对照组）、ＭＣＴ

模型组（模型组）、γ氨基丁酸干预组（干预组）。模型组和干预

组一次性腹腔注射６０ｍｇ／ｋｇＭＣＴ溶液，对照组给予等量生

理盐水腹腔注射，然后分组饲喂，干预组给予含ＧＡＢＡ饮用水

（根据大鼠体质量估计大鼠饮水量，称取相应量ＧＡＢＡ溶于饮

用水中，５００ｍｇ·ｋｇ
１·ｄ

１的 ＧＡＢＡ），对照组、模型组饲喂普

通饮用水，实验４周后结束。

１．３　平均右心室压力测定　根据参考文献［４］报道的方法，于

注射 ＭＣＴ后第２８天通过右心导管测定大鼠平均右心室压

（ｍＲＶＰ）。大鼠以１０％水合氯醛腹腔注射麻醉后，固定于手术

台上，小心分离右侧颈外静脉，再将ＰＥ５０聚乙烯软管弯端沿

血管切口插入颈外静脉，通过上腔静脉、右心房直至右心室，导

管另一端连接 ＭｅｄｌａｂＵ生物信号采集系统，根据压力曲线波

形变化判断导管位置，并采集 ＭｅｄｌａｂＵ上压力数据及波形，

记录右心室平均收缩压，以此来反映肺动脉收缩压。

１．４　右心室分离与质量称取　测压后处死动物，剖开胸腔，取
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出心脏，浸入预冷生理盐水漂洗后，去掉心房及大血管，游离右

心室（ＲＶ）和左心室加室间隔（ＬＶ＋Ｓ），用滤纸吸去表面水分

后分别用电子分析天平称取质量，计算反映右心室肥厚程度的

右心 室 肥 厚 指 数 （Ｒｉｇｈｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙｉｎｄｅｘ，

ＲＶＨＩ）＝右心室质量／（左心室质量＋室测隔质量）。

１．５　苏木素伊红（ＨＥ）染色及免疫组织化学染色　取右下肺

组织放入４％多聚甲醛中固定，固定２４ｈ后，乙醇脱水、石蜡包

埋、切片，然后做 ＨＥ染色及免疫组织化学染色。ＨＥ切片：随

机选管径在５０～１００μｍ肺小动脉各１０根，用病理图像分析系

统ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０测定管壁厚度（ＷＴ）及管径（ＥＤ），并计

算肺小动脉 ＷＴ占ＥＤ的百分比，ＷＴ％＝２ＷＴ／ＥＤ·１００。管

壁面积（ＷＡ）占血管总面积的百分比，ＷＡ％＝（ＴＡ－ＬＡ）／

ＴＡ·１００。免疫组织化学切片：肺组织石蜡切片常规脱蜡至

水，ＳＰ法检测 ＭＭＰ９抗原表达，１∶１００稀释一抗，ＤＡＢ显

色，组胞质棕黄色着色为阳性信号。同样采用病理图像分析系

统，随机方法选取１０根直径在５０～１００μｍ的血管，取平均光

密度值（平均光密度值＝累积光密度／面积）评价肺动脉平滑肌

细胞的增殖程度。

１．６　实时荧光定量ＰＣＲ（ＦＱＰＣＲ）检测肺组织中ＶＥＧＦｍＲ

ＮＡ的表达　取左下肺组织液氮速冻，然后放入－８０℃冰箱中

保存，留作ＦＱＰＣＲ。切取１００ｍｇ冰冻肺组织放入组织匀浆

器中，严格按Ｔｒｉｚｏｌ说明书操作步骤提取ＲＮＡ，然后按逆转录

试剂盒操作说明书转录成ｃＤＮＡ，再采用ＶＥＧＦ特异性引物扩

增其ＤＮＡ；内参照加入βａｃｔｉｎ引物进行扩增，引物序列见上

述。ＰＣＲ反应条件为：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性１５ｓ，５６

℃退火３０ｓ，７５℃延伸３０ｓ，４０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行数据统计处理，

计量资料以狓±狊表示，多组比较使用单因素方差分析，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　大鼠一般情况及体质量变化　麻醉及右心室插管过程中

均未出现老鼠死亡，实验第４周，模型组、干预组较对照组活动

减少，反应迟钝，饮食减少，毛色无光泽，模型组实验第２７天死

亡１只。与对照组比较，模型组体质量明显降低（犘＜０．０５），

与模型组比较，干预组体质量与之差异无统计学意义（犘＞

０．０５），见表１。

表１　　各组大鼠的体质量、平均右心室压力、

　　　右心室肥厚指数（狓±狊）

组别 狀 体质量（ｇ） ｍＲＶＰ（ｍｍＨｇ） ＲＶＨＩ

对照组 １０ ３６５．１±１４．６ １８．２５０±１．３８０ ０．２５７±０．０１８

模型组 ９ ２９０．０±２５．２ａ ４４．６５６±１．４１１ａ ０．４８７±０．０３２ａ

干预组 １０ ２９１．９±２４．９ ３７．６３０±１．３０８ｂ ０．３７２±０．０２１ｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与模型组比较。

　　Ａ：对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：干预组

图１　　各组肺小动脉病理学照片图（ＨＥ×４００）

　　Ａ：对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：干预组

图２　　各组肺小动脉 ＭＭＰ９表达情况比较（免疫组织化学×４００）

２．２　大鼠 ｍＲｖＰ及肺小动脉形态比较　与对照组比较，模型

组ｍＲｖＰ明显升高（犘＜０．０５）；与模型组比较，干预组 ｍＲｖＰ

明显降低（犘＜０．０５），差异均有统计学意义。与对照组比较，

模型组 ＲＶＨＩ明显升高（犘＜０．０５）；与模型组比较，干预组

ＲＶＨＩ明显降低（犘＜０．０５）。与对照组比较，模型组 ＷＴ％ 、

ＷＡ％明显增加（犘＜０．０５）；与模型组比较，干预组 ＷＴ％、

ＷＡ％明显减小（犘＜０．０５），见表１、２。肺组织ＨＥ染色结果见

图１，对照组肺小动脉内膜细胞连续，中膜厚度适中，平滑肌无

明显增生增厚。与对照组比较，模型组肺小动脉的中膜平滑肌

明显增生肥大，内外两层弹力纤维膜之间距离明显增宽，管壁
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明显增厚，管腔变窄。与模型相比，干预组肺小动脉内膜细胞

较整齐，中膜平滑肌增生程度低，内外两层弹力纤维膜之间距

离缩短。

２．３　 大鼠肺小动脉 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ、ＭＭＰ９蛋白表达比

较　与对照组比较，模型组ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达明显增高（犘＜

０．０５）；与模型比较，干预组 ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达明显降低（犘＜

０．０５）；ＭＭＰ９蛋白免疫组织化学图片见图２，与对照组比较，

模型组内皮、中膜染色较深，且染色面积较大；与模型比较，干

预组染色相对较浅，染色面积小。计算各组平均光密度值，与

对照组比较，模型组 ＭＭＰ９蛋白表达明显增高（犘＜０．０５）；与

模型组比较，干预组 ＭＭＰ９蛋白表达明显降低（犘＜０．０５），见

表２。

表２　　各组大鼠的 ＷＴ％、ＷＡ％、ＭＭＰ９平均

　　　光密度值、ＶＥＧＦ相对表达量的比较（狓±狊）

组别 ＷＴ％ ＷＡ％
ＭＭＰ９平均

光密度值
ＶＥＧＦ（２ｂｂＣｔ）

对照组 ２４．８０７±１．５４７ ３８．０３０±２．８０３ ０．０９６±０．０１６ １

模型组 ５５．３９０±２．６６７ａ６７．２３０±３．３３４ａ０．３３０±０．０６４ａ２．４２４±０．０７６ａ

干预组 ３１．２３±２．５４０ｂ ５０．７４５±３．１０７ｂ０．２３６±０．０４９ｂ１．４３７±０．０８７ｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与模型组比较。

３　讨　　论

ＭＣＴ大鼠模型是较为常用的肺动脉高压模型，ＭＣＴ在肝

脏中被细胞色素Ｐ４５０单加氧酶活化为野百合碱吡咯，后者通

过血流到肺脏时，沉积于肺小动脉壁及肺毛细血管，血管内皮

细胞发生损伤，血管平滑肌增生，形成肺动脉高压［５６］；另外，有

研究认为 ＭＣＴ肺动脉高压模型中存在交感神经系统活性增

强和亢进［７］。

交感神经系统活性亢进是高血压的发病机制之一，而在肺

动脉高压发病机制方面的研究尚未完全明确。近年交感神经

系统活性亢进在肺动脉高压发病过程中的作用正日益受到关

注，ＶｅｌｅｚＲｏａ等
［８］发现在肺动脉高压患者存在交感神经系统

活性亢进，Ｂｏｇａａｒｄ等
［９］使用交感神经活性阻滞剂卡维地洛干

预 ＭＣＴ肺动脉高压模型，发现其具有降低肺动脉高压的作

用。ＧＡＢＡ是交感神经系统的另一抑制性递质，Ｋｉｍｕｒａ等
［１０］

实验证明 ＧＡＢＡ干预高血压模型可降低其主动脉压力。而

ＧＡＢＡ是否可以降低肺动脉压力尚未有实验证实，结果显示

干预组ｍＲＶＰ、ＲＶＨＩ较模型组明显降低，血管内皮连续性中

断，血管平滑肌增生减低，ＭＭＰ９蛋白、ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达降

低，说明ＧＡＢＡ可以降低 ＭＣＴ模型的肺动脉压力，改善其肺

血管重构，起到治疗肺动脉高压的作用。

肺动脉血管内皮细胞功能紊乱、血管平滑肌细胞增生肥

厚、细胞外基质失衡是肺动脉高压血管重构的主要病理机

制［１１］。ＶＥＧＦ是肺组织血管内皮细胞、平滑肌细胞等多种细

胞分泌的一种特异性生长因子，它通过自分泌和旁分泌的方式

使血管内皮增殖，刺激血管平滑肌细胞使其增生肥厚，管腔狭

窄［１２］，导致肺动脉高压的形成。ＭＭＰ９与细胞外基质关系密

切，它是基质金属蛋白酶家族（ＭＭＰｓ）重要成员之一，是一组

Ｚｎ２＋依赖的内肽酶系，主要表达于血管内皮细胞、平滑肌细

胞，它通过调控肺动脉胶原纤维降解而参与肺动脉高压的发生

发展。另外，ＶＥＧＦ与 ＭＭＰ９关系密切，ＶＥＧＦ可刺激表达

ＭＭＰ９蛋白的细胞使 ＭＭＰ９分泌增加，破坏细胞外基质的

平衡［１３］。本文通过ＦＱＰＣＲ方法及免疫组织化学染色发现，

模型组 ＶＥＧＦｍＲＮＡ、ＭＭＰ９蛋白表达增加，经ＧＡＢＡ治疗

后，肺动脉压力降低，肺血管重塑减轻，ＶＥＧＦｍＲＮＡ、ＭＭＰ９

蛋白表达均降低，表明 ＧＡＢＡ通过降低交感神经活性，降低

ＶＥＧＦ及 ＭＭＰ９表达，减轻肺血管重塑而减轻肺动脉高压。

综上所述，ＧＡＢＡ治疗使肺组织 ＶＥＧＦｍＲＮＡ、ＭＭＰ９

蛋白的表达降低，并可减轻肺血管重构来降低肺动脉压力，

ＧＡＢＡ具有保护 ＭＣＴ诱导的肺动脉高压的作用。
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