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$摘要%

!

目的
!

探讨瘦素及其受体"

PCO:

$在野百合碱"

E)A

$诱导的肺动脉高压"

F7'

$发生'发展中的意义%方法
!

!#

只

(G

大鼠被分为对照组"

-h#

$和两个实验组"

-h!+

$%实验组经腹腔注射
E)A

建立大鼠
F7'

模型!对照组注射相同剂量的溶

媒%两个实验组大鼠在注射
E)A

后分别于第
*

'

K

周抽取静脉血测量平均肺动脉压及右心肥厚指数!随后取出肺组织!观察肺血

管的病理学变化!

WV&(7

检测血清瘦素的表达!

;̂<3;.5U143

检测肺组织中
PCO:

的表达情况%结果
!

与对照组相比!实验组大

鼠的平均肺动脉压和右心肥厚指数明显升高"

%

&

+L+#

$(血清中瘦素及肺组织中
PCO:

的表达水平明显增加"

%

&

+L+#

$!且与平

均肺动脉压呈正相关"

Fh+L"!*

!

%

&

+L+#

(

Fh+LJ,!

!

%

&

+L+#

$%结论
!

瘦素及
PCO:

可能在
E)A

诱导
F7'

的发生'发展中起

重要作用%

$关键词%
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瘦素(受体!瘦素(高血压!肺性(野百合碱
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肺动脉高压!

?

018452.

>
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#

F7'

"是由于

转化生长因子
O

"

!

ADTO

"

"*氧化应激*炎性反应等因素使得肺动

脉压力升高#并超过一定界值的血流动力学状态+

!

,

#其主要的病

理变化是血管内膜增生*非肌型血管肌化和肌型血管增厚'瘦

素是肥胖基因编码的一个相对分子质量为
!,g!+

M 的非糖基化

蛋白类激素#一直以来被认为是抑制肥胖的主要物质'最近研

究发现#瘦素不仅能够促进炎性反应#而且还可以促进血管平滑

肌细胞的增殖和迁移+

*OM

,

'但瘦素在
F7'

发病过程中的变化规

律却很少报道#本研究以野百合碱!

8454/.4321-5;

#

E)A

"诱导的

F7'

大鼠模型为研究对象#观察瘦素及其受体!

1;

?

3-5.;/;

?

34.

#

PCO:

"的表达情况#并初步判断其与
F7'

的关系'

!

!

材料与方法

!L!

!

材料
!

选择健康雄性
(G

大鼠
!#

只!购于桂林医学院实

验动物中心"#体质量
*++

!

*,+

S

#将其分为对照组!

-h#

"和实

验组!

-h!+

"#其中实验组又分为实验组一!

-h#

"与实验组二

!

-h#

"'本实验符合桂林医学院动物伦理委员会的相关规定'

!L"

!

方法

!L"L!

!

实验动物模型的建立
!

实验组大鼠按照
,+8

S

(

@

S

剂

量在腹腔注射
!Q E)A

溶液!无水乙醇与生理盐水以
!YK

混

合作为溶剂"#在对照组大鼠腹腔注射无水乙醇与生理盐水
!Y

K

混合液'

!L"L"

!

测量平均肺动脉压*右心室肥厚指数及标本的收集
!

实验组一与实验组二大鼠在注射
E)A

后#分别于第
*

*

K

周经

腹腔注射
*Q

戊巴比妥钠!

M8V

(

@

S

"麻醉#抽取静脉血
*8V

#

K

d

静置#以
M+++.

(

8-5

离心
!+8-5

#取上清液并于
$J+d

冰

箱冻存待测'使用聚乙烯导管缓慢通过右侧颈静脉进入肺动

!!

重庆医学
*+!J

年
!

月第
KI

卷第
!

期
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脉#再用生理多导监测仪分别记录平均肺动脉压!

8;25

?

0184O

52.

>

2.3;.

>?

.;<<0.;

#

8F7F

"'开胸收集肺组织以备实验使

用#同时分离右心室*左心室和室间隔#并称其质量#计算出右

心室肥厚指数!

.-

S

=3\;53.-/012.=

>?

;.3.4

?

=

>

-59;X

#

:B'&

"#即

右心室游离壁(!左心室
k

室间隔"'对照组在第
K

周测量

8F7F

#其余处理同实验组'

!L"L#

!

苏木精
O

伊红!

'W

"染色方法
!

将标本在
!+Q

甲醛中固

定后#用石蜡包埋#将肺组织制作成
K

%

8

病理切片#然后各组

取两张切片进行
'W

常规染色#观察大鼠肺动脉的形态学变化

情况'

!L"L$

!

血清瘦素检测
!

采用
WV&(7

检测外周血中瘦素#试剂

盒购自上海一基实业有限公司#按说明书具体步骤操作#测定

吸光度#由标准曲线计算血清瘦素水平'

!L"L%

!

;̂<3;.5U143

测
PCO:

表达
!

将
!++8

S

肺组织用剪刀

剪碎后置于
K8VWF

管中#加入
*8V

的
:&F7

蛋白裂解液#

用研磨棒研磨
M8-5

#将
WF

管置于超声仪下裂解组织#

Kd

离

心机
!*+++.

(

8-5

离心
!#8-5

'取上清液置于
WF

管中#用二

喹啉甲酸!

C)7

"法检测蛋白水平'取出
K++

%

S

总蛋白#加入

上样缓冲液#煮沸后取出
*+

%

V

蛋白#用
!+Q

的十二烷基硫酸

钠
O

聚丙烯酰胺!

(G(OF7DW

"凝胶电泳
!L#=

#蛋白质转移至

FBGT

膜上#

#Q

脱脂牛奶
MId

封闭
!=

#

AC(A

洗膜
M

次#加

入
7U/28

公司的
PCO:

一抗孵育#

Kd

过夜$次日#加入二抗#

室温孵育
!=

#洗膜后加电化学发光!

W)V

"液显影#扫描仪中成

像'运用
&82

S

;V2U

软件分析各组
;̂<3;.5U143

条带#计算灰

度值'

!L#

!

统计学处理
!

采用
(F((!ML+

软件进行数据分析#计量

资料以
LfG

表示#组间比较采用单因素方差分析#计数资料以

频数或百分率表示#组间比较采用
!

* 检验#相关性分析采用

(

?

;2.825

检验#以
%

&

+L+#

为差异有统计学意义'

"

!

结
!!

果

"L!

!

大鼠血流动力学变化和右心肥厚指标
!

实验组大鼠

8F7F

及
:B'&

显著增加#且随
E)A

注射时间的延长而逐渐

升高#各组间比较差异均有统计学意义!

%

&

+L+#

"#见表
!

'

表
!

!!

M

组大鼠
8F7F

和
:B'&

的比较'

LfG

(

组别
- 8F7F

!

88'

S

"

:B'&

!

Q

"

对照组
# !*LJKf*L"+ !"L#"f*LM*

实验组一
#

*JL##fML+I

2

*ILIMfKL+J

2

实验组二
#

K"L#Mf,LKI

2U

#!L",f"L+,

2U

!!

2

)

%

&

+L+#

#与对照组比较$

U

)

%

&

+L+#

#与实验组一比较

"L"

!

'W

染色结果
!

光镜下观察可见#对照组肺组织的中小

动脉壁未见增厚#肺泡腔内结构完整#有少量炎性细胞浸润$实

验组大鼠的肺中小动脉平滑肌细胞明显增生*肥大#血管壁不

规则增厚#管腔狭窄#甚至闭塞#肺组织中可见较多炎性细胞浸

润#见图
!

'

!!

7

)对照组$

C

)实验组一$

)

)实验组二

图
!

!!

对照组和实验组肺组织
'W

染色'

g*++

(

表
*

!!

PCO:

的灰度值和血清瘦素水平'

LfG

(

组别
- PCO:

瘦素!

%

S

(

V

"

对照组
# +L!"f+L+M !#L+Jf!L+J

实验组一
# +LKIf+L+I

2

*+L#If!L#+

2

实验组二
# !L*+f+L!!

2U

*ILI"f!LK,

2U

!!

2

)

%

&

+L+#

#与对照组比较$

U

)

%

&

+L+#

#与实验组一比较

!!

7

)对照组$

C

)实验组一$

)

)实验组二

图
*

!!

对照组和实验组肺组织中
PCO:

的表达

"L#

!

各组血清中瘦素水平变化的比较
!

与对照组比较#实验

组的血清瘦素水平均升高#且随着
E)A

注射时间的延长#血

清中瘦素水平也逐步增高#差异均有统计学意义!

%

&

+L+#

"#

见表
*

'

"L$

!

肺组织中
PCO:

的表达水平
!

与对照组相比#实验组肺

组织中
PCO:

的表达水平均增高!

%

&

+L+#

"#且随
E)A

注射

时间的延长而升高#受体蛋白的表达水平在实验组二的肺组织

中最高#见表
*

*图
*

'

"L%

!

相关性分析
!

大鼠血清中瘦素和肺组织中
PCO:

与

8F7F

均呈正相关!

Fh+L"!*

#

%

&

+L+#

$

Fh+LJ,!

#

%

&

+L+#

"'

#

!

讨
!!

论

F7'

是伴有肺血流增多的先天性心脏病!简称先心病"常

见的并发症#进行性肺血流增多导致肺血管重塑#最终发展为

艾森曼格综合征'

6&%D

等+

K

,报道先心病继发
F7'

患儿生存

率明显低于成人'由于我国未经治疗的先心病患儿的数量已

有
*++

万例#而且每年至少增加
!#

万例+

#

,

#因此#一旦病情发

展到
F7'

阶段#将给其家庭和社会带来巨大的经济负担'目

*!

重庆医学
*+!J

年
!

月第
KI

卷第
!

期



前#对于先心病继发
F7'

的治疗主要以血管活性药物为主#

疗效得到了一定认可#但却不能减缓或逆转肺血管重塑#也不

能降低病死率'因此#如何抑制肺血管平滑肌增殖已经成为新

的研究热点'

在
F7'

的相关研究中#

E)A

是经常使用的一种诱导剂#

它主要是在猪屎豆的种子和叶子中提取#其代谢产物具有多器

官毒性'

E)A

能够诱导大鼠肺动脉内皮损伤#从而导致肺组

织水肿*肺动脉中膜增厚等病理变化+

,

,

'本研究
'W

染色结果

发现#实验组大鼠肺动脉中膜较对照组肌化明显#与
DWP:DW

等+

,

,报道的结果一致$同时#

8F7F

及
:B'&

随着
E)A

诱导

的时间延长而呈进行性升高#这也间接反映了肺动脉的阻塞程

度#说明本研究的
F7'

动物模型已成功建立'

瘦素是一种多靶器官*功能广泛的蛋白激素#具有抑制摄

食*增加能量消耗*调节炎性反应*促进纤维化*促上皮细胞和

血管生长等作用'最近#瘦素对血管的重塑作用得到较多关

注'

F7'

是以肺血管内皮和平滑肌细胞异常增生为特点的一

种肺血管疾病'内皮细胞的异常增殖促进新生血管的形成#产

生丛状损伤#这是其病理变化特点'研究认为在
F7'

的发

生*发展过程中#内皮细胞的损伤可能处于中心环节+

I

,

'瘦素

通过激活丝裂素活化蛋白激酶!

FMJE7FZ

"#引起血管内皮细

胞增殖#进而影响血管重塑+

J

,

'王先梅等+

"

,发现#瘦素在体外

+

!

!++5

S

(

8V

的剂量范围内能够促进内皮细胞和血管平滑肌

细胞的增殖'本研究发现#

F7'

模型大鼠体内的瘦素及
PCO:

的表达水平显著升高#且与
8F7F

呈正相关#这提示瘦素及其

受体可能参与
F7'

发病过程'

)'7&

等+

!+

,在低氧和
E)A

诱

导的
F7'

大鼠的研究中也得出类似结论#且还发现瘦素通过

细胞外调节蛋白激酶!

W:Z

"*信号传导及转录激活因子

!

(A7A

"和蛋白激酶
C

!

7ZA

"这
M

条信号转导通路促进肺动

脉血管平滑肌细胞的增殖迁移'尽管
F7'

的发生*发展过程

复杂#但是神经激素系统的激活一直被认为是
F7'

发病过程

中的重要因素之一#尤其是交感神经系统!

<

>

8

?

23=;3-/5;.\40<

<

>

<3;8

#

(%(

"和肾素
O

血管紧张素
O

醛固酮系统!

.;5-5O25

S

-43;5O

<-5O2194<3;.45;<

>

<3;8

#

:77(

"

+

!!

,

'瘦素不仅能够激活
(%(

和
:77(

#引起儿茶酚胺*血管紧张素
O

#

及醛固酮的释放增

多#还能够引起一系列的氧化应激反应#这在
F7'

的发病过

程中具有重要意义+

!*O!M

,

'目前已知#炎症微环境与
F7'

的发

生和病情进展密切相关'瘦素可以通过诱导内皮细胞第二信

使活性氧提高核因子
O

)

C

!

%TO

)

C

"的活性#引起血管内皮细胞

功能紊乱#增加炎性因子的表达+

!K

,

'此外#瘦素也可以通过激

活
%TO

)

C

促进血管平滑肌细胞的增殖和迁移+

!#

,

'

综上所述#瘦素及
PCO:

的异常升高可能与
E)A

诱导的

大鼠
F7'

发病有关'本研究提示了一个治疗
F7'

的潜在作

用靶点'但是#本研究为体内研究#实验结果受到多方面因素

影响#不能直接反映瘦素及
PCO:

与
F7'

的关系#需要进行体

外研究加以证实'且由于样本量少#可能会使实验结果产生偏

倚#期待大样本量的相关研究'
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