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伊洛前列素对低氧性肺动脉高压大鼠肺部内皮素１表达的影响
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　　［摘要］　目的　探讨伊洛前列素对低氧性肺动脉高压（ＨＰＨ）大鼠肺部内皮素１（ＥＴ１）的影响。方法　雄性ＳＤ大鼠３２只，

分为正常（ＮＣ）组，正常治疗（ＮＴ）组，低氧（ＨＣ））组，低氧治疗（ＨＴ）组，每组８只。ＮＣ组和ＮＴ组在常氧条件下饲养３周；ＨＣ和

ＨＴ组放置于低氧舱（Ｏ２ 浓度１０％）进行缺氧处理３周（８ｈ／ｄ）；ＮＴ和ＨＴ组每天进行伊洛前列素雾化吸入治疗（２μｇ／ｋｇ）。第３

周结束时，测量各组平均肺动脉压（ｍＰＡＰ），右心室收缩期末压力（ＲＶＳＰ），右心室肥厚指数。ＨＥ染色观察各组肺动脉形态学变

化，计算肺小动脉的血管壁厚百分比（ＷＴ％），ＲＴＰＣＲ分析各组肺组织匀浆中ＥＴ１的变化趋势。结果　ＨＣ组大鼠血流动力学

指标较其他组明显升高，ＨＴ组相关指标表达与ＮＣ组比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。ＨＣ组较其他组肺动脉管壁增厚、管腔

狭窄明显；ＨＴ组则有不同程度逆转。ＨＣ组大鼠肺组织匀浆中ＥＴ１表达较ＮＣ组明显升高，ＨＴ组中ＥＴ１表达与 ＮＣ组比较

差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　伊洛前列素对 ＨＰＨ有明显的治疗作用，可以降低 ＨＰＨ大鼠肺部ＥＴ１的释放，阻止肺血

管重塑。
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　　肺动脉高压（ｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｉａｌｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，ＰＡＨ）是一

种复杂的，由遗传因素及多种病因引起的病理过程［１］。低氧性

肺动脉高压（ｈｙｐｏｘｉｃｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，ＨＰＡＨ）

是属于ＰＡＨ分类的第三大类，由高原疾病或肺部疾病所致的

慢性持续缺氧诱发，有着很高的病死率［２］。ＨＰＡＨ 特点是异

常的肺血管收缩（ｈｙｐｏｘｉｃｐｕｌｍｏｎａｒｙｖａｓｏｃｏｎｓｔｒｉｃｔｉｏｎ，ＨＰＶ）

和肺血管重塑（ｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ，ＰＡＲ）。这两个

过程导致肺血管阻力逐步增加，最终致使患者右心衰竭而死

亡［３］。长时间持续性缺氧诱导会使血管内皮细胞受损，导致其

合成和分泌各种血管舒缩因子失调。在病变早期引起 ＨＰＶ，

后期则导致不可逆ＰＡＲ。ＰＡＲ是 ＨＰＡＨ持续发展的关键因

素，而内皮损伤及功能紊乱是血管重塑的起点。如何逆转和减

轻ＰＡＲ，一直以来就是医学研究的热点和难点
［４］。内皮素１

（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ１，ＥＴ１）是调节心血管功能的重要因子，对维持基

础血管张力与心血管系统稳态起重要作用，是已知最强缩血管

物质。低氧时内皮细胞功能失衡，ＥＴ１ 显著增加，诱发

ＰＡＲ
［５］。伊洛前列素是类前列环素药物，与前列环素受体有良

好的亲和力，有超强的选择性扩张肺血管作用。吸入型伊洛前

列素在国内外已经用于治疗原发 ＰＡＨ
［６７］，但其在低氧性

ＰＡＨ动物模型中的疗效报道很少。资料显示前列环素类药物

可拮抗ＥＴ的生成和分泌，改善血管内皮功能紊乱。伊洛前列

素对 ＨＰＡＨ有效性及其对ＥＴ１的影响是本研究的重点。本

实验通过建立 ＨＰＡＨ 大鼠模型，研究伊洛前列素对动物

ＨＰＡＨ的治疗作用，以及伊洛前列素对大鼠肺组织ＥＴ１在低

氧环境中分泌合成的影响，为 ＨＰＡＨ的治疗和新药开发提供

新的实验依据。
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１　材料与方法

１．１　材料　雄性６周龄ＳＤ大鼠３２只，体质量２００～２５０ｇ，

健康无疾病，由三峡大学医学院实验动物中心提供。吸入用伊

洛前列素溶液 （２ｍＬ∶２０μｇ，西班牙 ＢａｙｅｒＰｈａｒｍａＡＧ公

司），兔抗大鼠ＥＴ１多克隆抗体（美国Ｇｅｎｅｔｅｘ公司），低氧舱

（ＯｘｙｃｙｃｌｅｒｍｏｄｅｌＡ８４ＸＯＶ，美国Ｂｉｏｓｐｈｅｒｉｘ公司），Ｎｉｋｏｎ＆

Ｓｐｏｔ图像采集处理系统（日本 Ｎｉｋｏｎ公司），ＲＭ６２８０多道智

能生理信号记录系统（成都仪器厂），鱼跃牌４０３Ｃ压缩空气式

雾化器（中国江苏鱼跃医疗设备股份有限公司），总ＲＮＡ提取

试剂盒（美国ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司），ｃＤＮＡ第一链合成试剂

盒（美国 ＡｘｙｇｅｎＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司），定量 ＰＣＲ试剂盒（美国

ＡｘｙｇｅｎＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司）。

１．２　方法　通过血流动力学测定及肺动脉形态学测量血管壁

厚百分比（ｐｅｎｃｅｎｔｗａｌｌｔｈｉｔｋｎｅｓｓ，ＷＴ％）验证造模是否成功。

１．２．１　大鼠 ＨＰＡＨ模型的建立及分组　３２只大鼠采用随机

数字表法均匀分为４组：正常组（ＮＣ组），正常治疗组（ＮＴ

组），低氧组（ＨＣ组），低氧治疗组（ＨＴ组），每组８只。每组平

均体质量差异无统计学意义（犘＞０．０５）。ＮＣ和ＮＴ组在常氧

条件下饲养３周；ＨＣ组和 ＨＴ组置入一体化低氧舱中，调节

氧气（Ｏ２）浓度恒定为１０％，每天８ｈ，持续３周；ＮＴ组和 ＨＴ

组每天置入一大小为３０ｃｍ×２０ｃｍ×２０ｃｍ亚克力密闭容器

内雾化吸入治疗，伊洛前列素加入氧气雾化器中按２２０ｎｇ·

ｋｇ
－１·ｈ－１剂量雾化吸入，氧流量为３Ｌ／ｍｉｎ（折算氧浓度为

３３％）每次持续７．５ｍｉｎ，每次伊洛前列素总剂量达１μｇ／ｋｇ，

每天早晚各１次，持续３周。所有实验动物均自由摄取食水。

１．２．２　血流动力学测定　在第３周末对所有大鼠进行处理，

１０％ 水合氯醛腹腔注射（０．３ｍＬ／１００ｇ）麻醉后进行固定，开

放颈部，内充肝素溶液（生理盐水＋肝素１０Ｕ／ｍＬ）的聚乙烯

塑料微导管（直径１ｍｍ）缓慢插入右侧颈外静脉，导管另外一

端连接压力传感器以便监测压力变化。由血管走行方向及压

力波形引导，导管途经上腔静脉进入右心房、三尖瓣口、右心

室，直至肺动脉干，待波形稳定后测量平均肺动脉压（ｍＰＡＰ）

及右心室收缩期末压力（ＲＶＳＰ），ＲＭ６２８０多道生理信号采集

处理系统采集记录信号。测压结束后，解剖出大鼠心脏，剪去

心房组织，分离出右心室（ＲＶ）和左心室＋室间隔（ＬＶ＋Ｓ）后

滤纸吸干，称量ＲＶ和ＬＶ＋Ｓ的质量，计算右心肥厚指数，右

心肥厚指数＝ＲＶ／（ＬＶ十Ｓ）。

１．２．３　肺动脉形态学指标观察　各组大鼠处死后，从右肺下

叶相同部位取一组织块，放置于中性甲醛溶液（１００ｇ／Ｌ，ｐＨ＝

７．４）固定１周时间。标本石蜡包埋、连续切片及 ＨＥ染色，于

４００倍光镜下观察中小肺动脉（管径：＞１５～＜１５０μｍ）的形态

变化。应用 Ｎｉｋｏｎ＆Ｓｐｏｔ图像采集处理系统分析计算血管

ＷＴ％，公式：（外弹力膜直径－内弹力膜直径）／外弹力膜直径×

１００％。每组大鼠测量１０个中型肺动脉及小型肺动脉取其

均值。

１．２．４　ＥＴ１表达检测　使用逆转录ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）技术检

测肺组织中 ＥＴ１表达变化。ＥＴ１正向引物５′ＴＧＣＴＣＣ

ＴＧＣＴＣＣＴＴＧＡＴ３′和反向引向５′ＴＧＧＴＣＴＧＴＧＧＴＣ

ＴＴＴＧＴＧＧＧ３′。将肺组织标本剪成小块放入装满液氮的研

钵中匀浆，使用总 ＲＮＡ提取试剂盒提取总 ＲＮＡ，提取成功

后，使用ｃＤＮＡ第１链合成试剂盒进行逆转录，定量ＰＣＲ试剂

盒进行ＰＣＲ扩增检测，具体步骤为预变性９５℃１ｍｉｎ；９５℃

１５ｓ，５８℃２０ｓ，７２℃２０ｓ，４０个循环；末段延伸７２℃５ｍｉｎ；

溶解曲线７２～９５℃，每２０ｓ升温１℃，得到结果后对扩增曲

线进行分析。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１８．０软件进行分析，计量资料

以狓±狊表示，两组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５表示差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　 血流动力学指标的测定 　ＨＣ 组 ｍＰＡＰ 较 ＮＣ 组

［（１４．６±３．７）ｍｍＨｇ］和ＮＴ组［（１４．５±２．５）ｍｍＨｇ］显著升

高（犘＜０．０５），ＨＴ组［（１７．１±２．１）ｍｍＨｇ］相对于ＨＣ组明显

降低（犘＜０．０５）。ＨＣ组［（４７．５±５．９）ｍｍＨｇ］ＲＶＳＰ高于ＮＣ

组［（２８．６±２．１）ｍｍＨｇ］及ＮＴ组［（２９．１±１．８）ｍｍＨｇ，犘＜

０．０５］，亦高于 ＨＴ组［（３５．２±３．０）ｍｍ Ｈｇ，犘＜０．０５］，见图

１Ｂ。ＨＣ组右心肥厚指数也反映了同样的趋势，ＨＣ组（３６．７±

２．４）％，ＮＣ组（２３．８±４．９）％，ＮＴ组（２５．７±４．７）％，ＨＴ组

（２８．７±３．１）％，见图１Ｃ。

　　Ａ：ｍＰＡＰ；Ｂ：ＲＶＳＰ；Ｃ：右心肥厚指数；ａ：犘＜０．０５，与ＮＣ、ＮＴ组比较；ｂ：犘＜０．０５，与 ＨＣ组比较。

图１　　各组大鼠血流动力学指标的比较

　　Ａ：ＮＣ组；Ｂ：ＮＴ组；Ｃ：ＨＣ组；Ｄ：ＨＴ组。

图２　　各组大鼠肺动脉形态学变化（ＨＥ×４００）

２．２　肺动脉形态学指标的变化　光镜下观察 ＨＥ染色后的肺

组织切片中显色较好，弹力层清晰的中小肺动脉。ＮＣ组大鼠

肺动脉内膜完整光滑、管壁薄、肌层无增厚，ＨＣ组大鼠肺动脉

出现管壁及中膜明显增厚，管腔狭窄，细小动脉肌化等血管重
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塑的变化特点，见图２。然而 ＨＴ组有部分血管可以恢复到和

ＮＣ组相当的水平，说明伊洛前列素抑制了低氧肺血管重塑。

相对于 ＮＣ组，ＨＣ组的 ＷＴ％明显升高（犘＜０．０５），ＨＴ组

ＷＴ％比 ＨＣ组明显降低（犘＜０．０５），ＨＴ组与ＮＣ组的 ＷＴ％

相比差异无统计学意义（犘＞０．０５），见图３。

　　ａ：犘＜０．０５，与ＮＣ、ＮＴ组比较；ｂ：犘＜０．０５，与 ＨＣ组比较。

图３　　各组大鼠 ＷＴ％比较

２．３　各组大鼠肺组织ＥＴ１表达的检测　ＰＴＰＣＲ扩增曲线

分析显示，ＨＣ组 ＥＴ１表达相对于 ＮＣ 组明显升高（犘＜

０．０５），ＨＴ组ＥＴ１表达比 ＨＴ组明显降低（犘＜０．０５），ＨＴ组

与ＮＣ组的 ＷＴ％相比差异无统计学意义（犘＞０．０５），见图４。

　　ａ：犘＜０．０５，与ＮＣ、ＮＴ组比较；ｂ：犘＜０．０５，与 ＨＣ组比较。

图４　　各组大鼠肺组织ＥＴ１表达的比较

３　讨　　论

　　ＰＡＨ原在高原地区常见，但随着近年来空气污染的加重，

肺部基础疾病增多，继发性 ＨＰＡＨ慢性在非高原地区亦有增

多。持续慢性低氧引起 ＨＰＶ，进一步引起ＰＡＲ。由于内皮损

伤后功能失调，造成多种血管活性因子分泌合成紊乱，如ＥＴ

１，血管紧张素Ⅱ，血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）、血小板衍生性生长因子（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅ

ｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＰＤＧＦ）等，这种现象加重血管损伤，促进

ＰＡＲ
［８］。在血管重塑过程中，会出现无肌型动脉向肌型动脉转

化，细动脉肌型化，中小动脉中层增厚、管腔狭窄等一系列的典

型改变。随着ＰＡＲ进一步进展，肺动脉压力持续升高，终点为

右心衰竭，机体死。ＨＥ染色中血管形态的改变，以及右心指

数的升高，都验证了肺动脉高压模型的成功建立。

ＥＴ是１９８８年由 Ｙａｎａｇｉｓａｗａ等
［９］发现的由２１个氨基酸

残基组成的多肽，是已知最强缩血管物质，分为ＥＴ１、ＥＴ２和

ＥＴ３三类。ＥＴ１是惟一存在于血管内皮细胞的ＥＴ，能够引

起强力而持久的血管收缩，对平滑肌细胞和成纤维细胞生长也

具有强烈的促进作用。肺部是ＥＴ１作用和代谢的最重要的

器官。在低氧时，内皮细胞释放ＥＴ１增加，进一步与血管平

滑肌上的ＥＴＡ、ＥＴＢ受体结合，促进Ｃａ２＋内流，引起平滑肌过

度收缩痉挛，还促使某些与细胞增殖有关的原癌基因如ｃｆｏｓ，

ｃｍｙｃ的表达增加，多方面促进血管重塑
［１０］。研究发现，肺动

脉高压患者血浆ＥＴ１水平明显升高，并且与肺血流量和心排

出量呈负相关。动物实验显示，肺动脉高压大鼠肺动脉和肺组

织匀浆中ＥＴ前体和ＥＴ１及其受体ＥＴＡ和ＥＴＢ的 ｍＲＮＡ

表达均明显增多，均提示ＥＴ１在 ＨＰＡＨ 形成中扮演着重要

的角色。

伊洛前列素是人工合成的前列环素类似物，作用部位是血

管内皮细胞和平滑肌细胞［１１］。发挥作用的机制为激活腺苷酸

环化酶，使环磷腺甘（ｃＡＭＰ）水平升高，激活过氧化物酶增殖

物激活受体（ＰＰＡＲγ）发挥生物学效应，使血管扩张，因此伊洛

前列素有很强的扩张肺血管作用［１２］。相对于其他前列环素药

物，伊洛前列素优点在于可以优先到达通气良好的肺泡，直接

选择性作用于肺动脉血管床，避免肺内分流，维持氧合稳

定［１３］。此外伊洛前列素还有抑制血栓形成，抗增殖活性和抗

纤维化活性。在缺氧环境下伊洛前列素能拮抗炎性介质（如缓

激肽、５羟色胺、组胺等）引起的免疫反应，降低血管内皮通透

性，维持内皮完整性［１４］。在本实验中，持续缺氧时伊洛前列素

对低氧肺动脉高压有确切的疗效，抑制ＥＴ１的过度增加，延

缓乃至逆转肺血管重塑，这可能是通过保护内皮细胞发挥作用

的。但是伊洛前列素通过何种途径影响内皮细胞的ＥＴ１合

成和释放，具体调节机制如何，都待进一步研究。
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基础上进一步研究预防卵巢早衰的疗效，建立造模前组及造模

中组。认为造模前组及造模中组为卵巢储备功能下降的“未

病”阶段，造模后组为卵巢早衰的“已病”阶段，分别给药。

卵巢早衰的发病原因主要是原始卵泡储备过少，卵泡闭锁

或者耗竭太快。卵巢血流是维持卵泡生长，类固醇激素分泌及

卵泡对促性腺激素敏感性的重要因素［９］，ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ为血管

内皮生长因子，可改善受损卵巢血管通透性，尤其可以特异性

地促进类固醇激素生成器官的细胞增殖存活和趋化，促进新生

血管生成［１０］。

ＬＩＳＡ结果显示：与模型组比较，各给药组在灌胃坤泰胶囊

后，Ｅ２、ＡＭＨ水平明显升高（犘＜０．０５），ＦＳＨ、ＬＨ水平明显降

低（犘＜０．０５），提示坤泰胶囊能提高血清中Ｅ２、ＡＭＨ的水平，

降低ＦＳＨ、ＬＨ的水平，改善卵巢功能。ＲＴＰＣＲ结果显示：模

型组中ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ的表达明显减少（犘＜０．０５），说明卵巢内

血流减少，卵泡减少，血管受损。灌胃坤泰胶囊后 ＶＥＧＦ、ｂＦ

ＧＦ表达明显升高（犘＜０．０５）。说明坤泰胶囊可保护血管内皮

细胞，使卵巢内血液运行通畅，提高卵巢储备能力，防止卵巢早

衰。进一步研究发现：致病因素时间不同，ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ的表

达不同。实验表明造模前组的表达及造模中组高于造模后组。

卵巢早衰是妇科常见的内分泌疾病，西医治疗主要结合实

验室检查及患者临床表现给予激素替代疗法，此疗法可恢复月

经规律，促进生殖器官发育，但长时间用药会导致各种不良反

应的发生，增加其他疾病的患病率［１１］。而中成药治疗具有良

好的调节作用，也无长期使用激素的不良反应，为卵巢早衰的

治疗提供新的治法。和颜坤泰胶囊主要成分为熟地黄、白芍、

阿胶、茯苓、黄芩、黄连等六味中药组成。其中熟地黄为君药，

滋阴养血、补肾、生精益髓；黄连、白芍、阿胶为臣药，黄连清虚

火、清心除烦，与熟地黄配伍，滋阴降火、交通心肾；白芍、阿胶

补血养阴，补而不滞，养阴不腻，且能收敛精气，固摄元气；黄

芩、茯苓为佐药，黄芩清热泻火，茯苓健脾益气，安神，以上六味

中药合用，起到滋阴养血，补精益髓，安神除烦，交通心肾，调节

阴阳平衡的作用［１２］，通过调补肾阴肾阳可增加卵巢供血及营

养，从而达到激活卵巢功能的效果［１３］。其中熟地黄含有的５

羟甲基糖醛成分具有改善血液循环的作用 ，阿胶具有补血滋

阴的作用二者均可以上调 ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦｍＲＮＡ的表达
［１３］，促

进卵泡发育，改善受损卵巢。

实验证明，坤泰胶囊有治疗卵巢早衰的作用，其预防作用

更为明显。通过调节激素水平及上调ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦｍＲＮＡ的

表达减轻雷公藤多苷片对卵巢功能造成的损害，延缓或阻遏卵

巢早衰，促进卵泡发育，改善卵巢功能。
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