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　　［摘　要］　目的：研究野百合碱诱导大鼠肺动脉高压时肺 Ｈｉｐｐｏ信号通路相关分子表达的变化，探讨 Ｈｉｐｐｏ
信号通路对肺动脉高压发生发展的意义。方法：４５只ＳＤ大鼠随机分为对照组（ｎ＝１５）和模型组（ｎ＝３０），模型组
一次性给予颈部皮下注射野百合碱（６０ｍｇ／ｋｇ）建立肺动脉高压模型，对照组注射相同剂量的生理盐水。４周后通
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中膜厚度百分比（ｍｅｄｉａｌｔｈｉｃｋｎｅｓｓ／ｅｘｔｅｒｎａｌｄｉａｍｅｔｅｒ，Ｍ／Ｅ％）；Ｍａｓｓｏｎ染色检测肺组织纤维化；免疫组化检测肺小动
脉中Ｙｅｓ相关蛋白（Ｙｅｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＹＡＰ）、ｔａｆａｚｚｉｎ（ＴＡＺ）和ＴＥＡＤ蛋白表达的变化；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＲＴｑＰＣＲ
检测肺组织中ＹＡＰ、ＴＡＺ和ＴＥＡＤ蛋白和ｍＲＮＡ表达的变化。结果：与对照组相比，模型组大鼠的血管壁显著增
厚，Ｍ／Ｅ％明显增高（Ｐ＜００１），肺组织纤维化明显；模型组的 ＲＶＳＰ、ＲＶＨＩ和 ＲＶＭＩ均明显高于对照组（Ｐ＜
００１）；免疫组化染色结果提示模型组肺小动脉 ＹＡＰ、ＴＡＺ和 ＴＥＡＤ的蛋白水平显著高于对照组，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和
ＲＴｑＰＣＲ结果显示肺组织ＹＡＰ、ＴＡＺ和ＴＥＡＤ的蛋白和ｍＲＮＡ水平同样高于对照组（Ｐ＜００５）。结论：Ｈｉｐｐｏ信号
分子的激活可能促进了肺小动脉的重构，进而介导了野百合碱诱导的大鼠肺动脉高压的发生发展。
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　　动脉性肺动脉高压（ｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｉａｌｈｙｐｅｒｔｅｎ
ｓｉｏｎ，ＰＡＨ）是肺动脉高压（ｐｕｌｍｏｎａｒｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，
ＰＨ）的一个亚型，以肺小动脉重塑为特征，导致肺血
管阻力增加和肺动脉压增高［１］。ＰＡＨ是一种进行性
发展的疾病，最终导致右心室衰竭和死亡。据报道，

ＰＡＨ在成人中约为每百万人中有１２～５０万人最终
死亡。肺动脉重构主要是由于平滑肌细胞的异常生

长、过度增殖和抗凋亡能力减弱所致［２］。因此，抑制

肺小动脉平滑肌细胞（ｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｉｏｌｅｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＰＡＳＭＣｓ）增殖或诱导平滑肌细胞凋亡
是ＰＡＨ的有效治疗策略。研究调控ＰＡＳＭＣｓ增殖和
凋亡的关键分子，能为 ＰＡＨ的防治提供有效的药物
靶点。

近２０年的多模型生物研究已经确立了Ｈｉｐｐｏ通
路作为器官大小和组织稳态的关键调控信号途径。

通过抑制Ｈｉｐｐｏ通路下游的Ｙｅｓ相关蛋白（Ｙｅｓａｓｓｏ
ｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＹＡＰ）和 ｔａｆａｚｚｉｎ（ＴＡＺ），Ｈｉｐｐｏ途径能
够调节细胞增殖、凋亡和干性［３］。目前许多研究已

经表明 Ｈｉｐｐｏ通路的失调对肿瘤的发展有重要影
响［４］。在心血管疾病方面，Ｈｉｐｐｏ通路也受到了越来
越多的重视。但尚无研究表明Ｈｉｐｐｏ通路在ＰＡＨ中
的表达情况以及探讨可能的作用。因此，本实验通过

观察野百合碱（ｍｏｎｏｃｒｏｔａｌｉｎｅ，ＭＣＴ）诱导的 ＰＡＨ大
鼠肺Ｈｉｐｐｏ通路相关蛋白的表达，探讨Ｈｉｐｐｏ通路在
ＰＡＨ发生发展中可能的作用和机制。

材　料　和　方　法

１　试剂
ＭＣＴ购自 Ｓｉｇｍａ；抗 ＹＡＰ、ＴＡＺ、ＰＣＮＡ、ＧＡＰＤＨ

和ＴＥＡＤ抗体以及鼠和兔 ＩＩ抗均购自 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ；牛血清白蛋白（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，
ＢＳＡ）购自 Ｓｉｇｍａ；ＨＥ及 Ｍａｓｓｏｎ染色试剂盒购自北
京索莱宝科技有限公司；ＴＲＩｚｏｌ购自国药集团化学
试剂有限公司；ＡＭＶ逆转录试剂盒购自 Ｐｒｏｍｅｇａ；
ＰＣＲ引物购自 ＴａＫａＲａ；ＢＣＡ蛋白检测试剂盒及 ３，
３’二氨基联苯胺（３，３’ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＤＡＢ）购自
碧云天公司。

２　方法
２．１　动物模型与分组　４５只健康雄性 ＳＤ大鼠购
自上海动物实验中心，合格证编号为 ＳＣＸＫ（浙）
２００８００３３。随机分为 ２组：对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ组，ｎ＝
１５）和模型组（ｍｏｄｅｌ组，ｎ＝３０）。造模组所有大鼠

给予一次性颈部皮下注射 ６０ｍｇ／ｋｇＭＣＴ（将 ０２ｇ
ＭＣＴ溶解于１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ中，加入１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调
整ｐＨ至７２～７４，生理盐水定容至１０ｍＬ）；对照组
大鼠注射等量的生理盐水。

２．２　血流动力学和心室肥厚检测　ＭＣＴ注射造模
４周后，称量２组大鼠体重（ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ，ＢＷ），水合
氯醛（４ｍＬ／ｋｇ）腹腔注射麻醉，连接压力换能器，将
微导管（ＰＥ５０）沿着大鼠颈外静脉插入右心室，此时
可见振幅较大的右心室波，并记录右心室收缩压

（ｒｉｇｈｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｓｙｓｔｏｌｉｃｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＲＶＳＰ）。处死动物
后取出心肺组织，去除心房及大血管，分离右心室和

左心室以及室间隔，滤纸吸干组织并称重，计算右心

室肥厚指数 （ｒｉｇｈｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙｉｎｄｅｘ，
ＲＶＨＩ）＝ＲＶ／（ＬＶ＋Ｓ）；计算右心室质量指数（ｒｉｇｈｔ
ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｍａｓｓｉｎｄｅｘ，ＲＶＭＩ；ｍｇ／ｇ）＝ＲＶ／ＢＷ。肺组
织标本一部分迅速存放于液氮中，后于－８０℃冻存，
剩余部分用福尔马林固定。

２．３　肺小动脉重构的检测　肺组织石蜡切片常规
脱蜡至水，ＨＥ染色，脱水透明后，中性树胶封片，显
微镜选取肺小动脉（直径５０～２００μｍ）观察形态变
化。采集图像后采用 ＩｍａｇｅＪ软件分析，根据公式计
算中膜厚度百分比：Ｍ／Ｅ％（ｍｅｄｉａｌｔｈｉｃｋｎｅｓｓ／ｅｘｔｅｒｎａｌ
ｄｉａｍｅｔｅｒ）＝中膜厚度／外径 ×１００％。Ｍａｓｓｏｎ染色同
样参照说明书，肺组织石蜡切片常规脱蜡至水，依次

在Ｍａｓｓｏｎ染液进行染色，中性树脂封片。光镜下观
察蓝色的胶原纤维。

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达　从 －８０℃冰箱取
出肺组织，生理盐水漂洗，滤纸吸干，每只称量 ０１
ｇ，ＲＩＰＡ裂解液裂解，静置 ３０ｍｉｎ后离心取上清，
ＢＣＡ法测定蛋白浓度。经过ＳＤＳＰＡＧＥ，半干式法转
膜，ＢＳＡ封闭，放入相应的 Ｉ抗４℃冰箱过夜，经漂
洗，最后用辣根过氧化物酶标记的 ＩＩ抗孵育。Ｆｌｕ
ｏｒＣｈｅｍＦＣ３凝胶成像系统摄像并分析，检测条带灰
度值。ＧＡＰＤＨ作为内参照，统计数据做归一化处
理。

２．５　免疫组织化学染色检测蛋白表达　肺组织石
蜡切片常规脱蜡至水，过氧化氢（３０ｇ／Ｌ）封闭 １０
ｍｉｎ去除内源性过氧化物酶活性，ＰＢＳ孵育３次，每
次５ｍｉｎ，置于有柠檬酸钠液高压锅中煮沸修复抗
原，ＰＢＳ孵育３次，每次５ｍｉｎ，３７℃ 用Ｉ抗孵育１ｈ，
滴加生物素标记的 ＩＩ抗，３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ孵
育３次，每次５ｍｉｎ，ＤＡＢ显色剂显色１～２ｍｉｎ。苏
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木精复染细胞核，脱水透明后，中性树胶封片。光镜

下观察蛋白的表达。

２．６　ＲＴｑＰＣＲ检测 ｍＲＮＡ表达　所用引物参照已
发表文献，序列见表 １。ＴＲＩｚｏｌ法提取肺组织总
ＲＮＡ，提取总 ＲＮＡ，２０μＬ体系中进行反转录为
ｃＤＮＡ，５０μＬ体系中进行扩增。反应完成后，软件将
自动分析所有标本的记录曲线，计算出 Ｃｔ值。
ＧＡＰＤＨ作为内参照，统计数据做归一化处理。

表１　ＲＴｑＰＣＲ实验所用 ＹＡＰ、ＴＡＺ、ＴＥＡＤ和 ＧＡＰＤＨ
的引物序列

Ｔａｂｌｅ１．ＴｈｅｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＹＡＰ，ＴＡＺ，ＴＥＡＤａｎｄＧＡＰＤＨ
ｆｏｒＲＴｑＰＣＲ

Ｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’３’）
ＹＡＰ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＴＡＣＡＣＣＣＡＣＡＧＣＴＣＡＧＣＡＴＣ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＧＣＣＡＴＧＴＴＧＴＴＧＴＣＴＧＡＴＣＧ
ＴＡＺ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＧＧＡＧＡＧＡＧＡＡＡＧＧＡＴＴＣＧＡＡＴＧＣ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＴＧＴＣＧＡＣＡＧＡＧＧＧＣＡＧＣＴＴ
ＴＥＡＤ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＣＣＡＣＣＡＡＡＧＴＴＴＧＣＴＣＣＴＴＴＧＧＧＡ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＡＣＴＴＣＡＡＡＣＡＣＡＣＡＧＧＣＣＡＴＧＣＡＧ
ＧＡＰＤＨ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＧＣＡＧＡＴＴＡＣＣＡＧＣＣＡＡＣＧＴＣＡ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＣＧＣＣＡＧＴＡＧＡＣＴＣＣＡＣＧＡＣＡＴＡ

３　统计学处理
所有实验数据用ＳＰＳＳ２２０软件进行统计分析。

实验结果均以均数 ±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示。组
间比较用非配对ｔ检验。以 Ｐ＜００５为差异有统计
学意义。

结　　果

１　造模大鼠存活率
４周时实验组３０只大鼠中 １１只因病重死亡，２

只麻醉后死亡，最终存活大鼠 １７只，存活率为
５６６％，基本与之前的文献报道符合。对照组全部
大鼠没有死亡。

２　血流动力学和心室肥厚的比较
与对照组相比，模型组大鼠体重增长明显不如

对照组，而且 ＲＶＳＰ、ＲＶＨＩ和 ＲＶＭＩ均显著增高
（Ｐ＜００１），提示 ＰＡＨ造模成功，见表２。

表２　右心室收缩压、右心室肥厚指数和右心室质量指数的结果
Ｔａｂｌｅ２．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＲＶＳＰ，ＲＶＨＩａｎｄＲＶＭＩ（Ｍｅａｎ±ＳＤ．

ｎ＝６）

Ｇｒｏｕｐ ＲＶＳＰ（ｍｍＨｇ） ＲＶＨＩ（％） ＲＶＭＩ（％）

Ｃｏｎｔｒｏｌ １９．９０±１．９２ ２９．０８±２．２８ ０．６１±０．０１

Ｍｏｄｅｌ ５８．２６±６．０１ ６４．９６±４．９３ １．６８±０．１７

　Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

３　肺小动脉重构的检测
ＨＥ染色结果显示模型组中小肺动脉血管内中

膜和外层纤维层均明显增厚，管腔显著狭窄，甚至可

见血管腔几乎完全闭塞等血管丛样改变，见图１。造
模组 Ｍ／Ｅ％明显大于对照组（Ｐ＜００１），见图 ２。
Ｍａｓｓｏｎ染色结果显示模型组血管外层代表胶原纤维
的蓝色明显多于对照组，见图１。

Ｆｉｇｕｒｅ１．ＯｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｉａｌｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇｂｙＨＥｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄＭａｓｓｏｎｓｔａｉｎｉｎｇ（×４００）．
图１　ＨＥ染色观察肺动脉重构的病理变化
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Ｆｉｇｕｒｅ２．ＴｈｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＭ／Ｅ％ ｉｎｔｈｅｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ａｒｔｅｒｉｏｌｅｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝６．Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ．

图２　肺动脉中膜厚度／外径百分比的定量分析

４　Ｈｉｐｐｏ信号通路相关分子的检测
免疫组化实验结果显示，ＹＡＰ、ＴＡＺ和 ＴＥＡＤ蛋

白主要在肺小动脉中层及外层中表达，并且明显多

于对照组，见图３。同时 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及 ＲＴｑＰＣＲ结
果提示全肺组织 ＹＡＰ、ＴＡＺ和 ＴＥＡＤ蛋白及 ｍＲＮＡ
水平都明显高于对照组（Ｐ＜００５），见图４及表３。

讨　　论

本研究通过给予 ＭＣＴ诱导大鼠 ＰＡＨ模型的建
立，４周后大鼠ＲＶＳＰ显著升高，ＲＶＨＩ和 ＲＶＭＩ明显
增加，肺小动脉增厚，说明成功建立了 ＰＡＨ模型。
Ｍａｓｓｏｎ染色提示肺组织纤维化炎症。与对照组相
比，免疫组化染色染色结果提示肺小动脉的ＹＡＰ、

Ｆｉｇｕｒｅ３．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＹＡＰ，ＴＡＺａｎｄＴＥＡＤｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｉｏｌｅｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ
（×４００）．

图３　肺动脉ＹＡＰ、ＴＡＺ和ＴＥＡＤ的免疫组化染色结果
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Ｆｉｇｕｒｅ４．ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｆｏｒｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＹＡＰ，ＴＡＺａｎｄＴＥＡＤｉｎｔｈｅｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝
８．Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肺组织中ＹＡＰ、ＴＡＺ和ＴＥＡＤ蛋白的表达

表３　ＹＡＰ、ＴＡＺ和ＴＥＡＤ的ｍＲＮＡ水平
Ｔａｂｌｅ３．ＴｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＹＡＰ，ＴＡＺａｎｄＴＥＡＤ（Ｍｅａｎ±

ＳＤ．ｎ＝８）

Ｇｒｏｕｐ ＹＡＰ ＴＡＺ ＴＥＡＤ
Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．４６±０．０３ ０．３９±０．０２ ０．２８±０．０２
Ｍｏｄｅｌ ０．７９±０．０６ ０．５８±０．０５ ０．４８±０．０４

　Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

ＴＡＺ和ＴＥＡＤ蛋白显著上调，在中层及外层均有明
显表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＲＴｑＰＣＲ结果显示肺组织的
ＹＡＰ、ＴＡＺ和 ＴＥＡＤ蛋白和 ｍＲＮＡ也明显升高。这
提示 Ｈｉｐｐｏ信号通路可能促进 ＰＡＳＭＣｓ增殖以及肺
小动脉重构，进而参与ＰＡＨ的发生发展过程。

ＰＡＨ的主要特点是肺血管阻力增加，导致右心
室肥厚（ｒｉｇｈｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ，ＲＶＨ）和最终的
右心衰竭。在所有类型的 ＰＡＨ中，肺血管阻力增加
的主要病理改变是肺动脉重塑，这主要归因于

ＰＡＳＭＣｓ的过度增殖和受损的细胞凋亡［５］。目前来

说前列环素、内皮素和５型磷酸二酯酶抑制剂能提
高ＰＡＨ患者生活质量和改善临床症状，但是仍然无
法提高长期获益以及改善生存率［６］。这些药物疗效

的局限性通常是因为它们的作用机制主要是舒张肺

小血管，尚不能真正改善血管重构。因此研究靶向

ＰＡＳＭＣｓ增殖的信号分子将为ＰＡＨ患者带来改善生
存率的治疗药物。

多细胞生物的出现是一个进化的里程碑。支持

多细胞性的最基本机制是确保组织和器官的适当大

小和形状以满足功能性需求。近年的研究揭示 Ｈｉｐ

ｐｏ通路在器官大小的控制上具有重要的作用。
Ｈｐｏ、ＳＡＶ、ＷＴＳ和 ＭＡＴ在基因和生理上相互作用，
其突变引起显著的器官增大的表型在其他已建立的

发育信号途径中是前所未有的；因此，它们被归类为

一种新的信号转导模块：以河马的巨大体型命名的

Ｈｉｐｐｏ信号通路。转录共激活剂ＹＡＰ和ＴＡＺ在许多
细胞类型的生长调节中有关联。ＹＡＰ／ＴＡＺ是 Ｈｉｐｐｏ
途径中进化保守的关键效应因子，目前认为正是

ＹＡＰ／ＴＡＺ通过调节基因转录来介导Ｈｉｐｐｏ途径的生
物学功能。ＹＡＰ同源物在果蝇中的过度表达导致了
蝇类椎间盘的过度生长［７］，而过度表达 ＹＡＰ的转基
因小鼠产生多个肿瘤［８］。同样，一些研究已经将

ＹＡＰ旁系ＴＡＺ的表达与许多细胞类型的生长调节有
关。虽然ＹＡＰ和 ＴＡＺ可以与多个转录因子相互作
用，但它们促进生长的作用主要通过与转录因子

ＴＥＡＤ家族成员的相互作用来介导。例如，沉默
ＴＥＡＤ能阻断大部分 ＹＡＰ诱导的基因表达，并在很
大程度上减弱 ＹＡＰ诱导的过度生长表型。此外，
ＴＥＡＤ１／２基因缺失小鼠的表型类似于ＹＡＰ基因缺失
的小鼠［９］。同样地，在果蝇中 ＴＥＡＤ同源物介导
ＹＡＰ同源物过度生长的表型［１０］。

越来越多的研究显示 Ｈｉｐｐｏ通路在心血管疾病
中的重要作用，特别是对平滑肌细胞的调节作用。

之前的研究已经表明，ＹＡＰ促进 ＶＳＭＣ增殖的表型
以及正向调控了小鼠颈动脉球囊损伤［１１］。ＹＡＰ在
小鼠心血管系统中的缺失导致胚胎致死，而 ＹＡＰ条
件敲除小鼠表现为胚胎血管平滑肌细胞增殖受限，
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导致严重的血管异常，包括血管壁变薄和头臂动脉

的短或缺失［１２］。ＹＡＰ通过与心肌蛋白（ｍｙｏｃａｒｄｉｎ）
的作用也能调节平滑肌细胞的表型转换［１３］。最近的

研究表明 ＹＡＰ和 ＴＡＺ共同通过 ＴＥＡＤ促进毛喉素
介导的人主动脉平滑肌细胞的增殖［１４］。

虽然 Ｈｉｐｐｏ通路中关键效应分子 ＹＡＰ和 ＴＡＺ
已经充分被证明在平滑肌细胞增殖以及平滑肌细胞

参与的心血管疾病模型中的作用，但是尚没有研究

表明它们在 ＰＡＨ中的作用。我们的研究结果提示
ＹＡＰ、ＴＡＺ和 ＴＥＡＤ在野百合碱诱导的 ＰＡＨ大鼠肺
小动脉中高表达；并且我们还发现这些蛋白分布于

中层和外层，说明它们同时也促进血管外层成纤维

细胞的增殖。研究结果说明Ｈｉｐｐｏ通路中的ＹＡＰ和
ＴＡＺ可能通过 ＴＥＡＤ介导 ＰＡＳＭＣｓ以及成纤维细胞
的增殖，从而促进肺小动脉的重构，最终导致了 ＰＡＨ
的形成。目前尚缺乏 ＹＡＰ和 ＴＡＺ有效且安全的抑
制剂，野百合碱诱导的 ＰＡＨ大鼠模型可作为为进一
步靶向药物研究的实验载体。ＹＡＰ、ＴＡＺ亦或是
ＴＥＡＤ有望成为肺动脉高压治疗的新途径。
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