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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨环氧二十碳三烯酸（ＥＥＴ）、五羟色胺（５⁃ＨＴ）、缝隙连接蛋白 ４０（Ｃｘ４０）和
４３（Ｃｘ４３）在慢性缺氧性肺血管收缩所致肺动脉高压中的作用。 方法　 选择 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 ４０
只，８ 周龄，体重 ２５～２９ ｇ。 实验一：采用随机数字表法将小鼠分为两组：对照组（Ｏ 组，ｎ ＝ ８）和慢性

缺氧模型组（Ｈ 组，ｎ＝ ３２）。 所有小鼠正常饮食，Ｏ 组在正常环境喂养 ４ 周，Ｈ 组予低氧舱（每天吸入

１０％氧气 １０ ｈ）喂养 ４ 周后，监测 ＭＡＰ 和平均肺动脉压（ｍＰＡＰ）。 随后处死小鼠，取心肺组织称量并

计算右心室肥厚指数。 实验二：Ｏ 组和 Ｈ 组于显微操作下用胶原酶消化法分离远端肺小动脉血管，
采用荧光免疫组化法鉴定肺动脉内皮细胞（ＰＡＥＣ）和肺动脉平滑肌细胞（ＰＡＳＭＣ）。 采用随机数字

表法将 Ｈ 组分离得 ＰＡＥＣ 和 ＰＡＳＭＣ 进一步分为三组：缺氧＋ｓｉ⁃Ｃｘ４０ 组（Ｈ４０ 组）、缺氧＋ｓｉ⁃Ｃｘ４３ 组

（Ｈ４３ 组）和缺氧＋无义 ｓｉＲＮＡ 组（ＨＮ 组），Ｈ４０ 组和 Ｈ４３ 组 ＰＡＥＣ 和 ＰＡＳＭＣ 分别接受 Ｃｘ４０ 基因和

Ｃｘ４３ 基因的特异性 ｓｉＲＮＡ 脂质体 ｓｉＰＯＲＴＮｅｏＦＸ 转染，ＨＮ 组接受无义 ｓｉＲＮＡ 转染。 所有细胞在 １０％
氧气条件下进行传代培养。 采用 ｑＰＣＲ 检测 Ｃｘ４０ 和 Ｃｘ４３ ｍＲＮＡ 表达量，ＭＴＴ 实验检测细胞增殖情

况，ＥＬＩＳＡ 法检测 ＥＥＴ 和 ５⁃ＨＴ 浓度，免疫组织化学法检测 ＰＡＳＭＣ 中 α⁃平滑肌肌动蛋白（α⁃ＳＭＡ）、
平滑肌蛋白⁃２２α（ＳＭ２２α）和 ２ｒ 骨形态发生蛋白（ＢＭＰ２ｒ）含量。 结果　 实验一：Ｈ 组 ＭＡＰ、ｍＰＡＰ 和

右心室肥厚指数均明显高于 Ｏ 组（Ｐ＜０ ０５）。 实验二：与 ＨＮ 组比较，Ｈ４０ 组 ＰＡＥＣ 和 ＰＡＳＭＣ 中

Ｃｘ４０ ｍＲＮＡ 表达量明显降低（Ｐ＜０ ０５）；Ｈ４３ 组 ＰＡＥＣ 和 ＰＡＳＭＣ 中 Ｃｘ４３ ｍＲＮＡ 表达量明显降低（Ｐ＜
０ ０５）；Ｈ４３ 组和 Ｈ４０ 组 ＰＡＥＣ 中 ＥＥＴ 浓度明显升高（Ｐ＜０ ０５），ＰＡＳＭＣ 中 ＥＥＴ 和 ５⁃ＨＴ 浓度、α⁃ＳＭＡ
和 ＳＭ２２α 含量明显降低（Ｐ＜０ ０５），ＰＡＳＭＣ 中 ＢＭＰ２ｒ 含量明显升高（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｈ４０ 组比较，Ｈ４３
组 ＰＡＥＣ 中 ＥＥＴ 浓度明显升高（Ｐ＜０ ０５），ＰＡＳＭＣ 中 ＥＥＴ 和 ５⁃ＨＴ 浓度、α⁃ＳＭＡ 和 ＳＭ２２α 含量明显

降低（Ｐ＜０ ０５），ＰＡＳＭＣ 中 ＢＭＰ２ｒ 含量明显升高（Ｐ＜０ ０５）。 结论　 ＰＡＥＣ 感受缺氧信号，合成分泌

增加的 ＥＥＴ、５⁃ＨＴ 通过 Ｃｘ４０ 和 Ｃｘ４３ 转移至 ＰＡＳＭＣ 中，促进平滑肌细胞的增殖和收缩蛋白 α⁃ＳＭＡ、
ＳＭ２２α 的表达。 通过阻断缝隙连接之间 ＥＥＴ、５⁃ＨＴ 的转运，有助于减轻缺氧性肺血管收缩和肺动脉

高压。
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ｔｉｏｎｓ ｏｆ ＥＥＴ ｉｎ ＰＡＥＣ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０ ０５）， ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＥＥＴ ａｎｄ ５⁃ＨＴ ｉｎ
ＰＡＳＭＣ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ α⁃ＳＭＡ ａｎｄ ＳＭ２２α ｉｎ ＰＡＳＭＣ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ （Ｐ ＜ ０ ０５）， ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢＭＰ２ｒ ｉｎ ＰＡＳＭＣ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｈ４３ （ Ｐ ＜ ０ ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ
ＰＡＥＣ ｓｅｎｓｅｓ ｈｙｐｏｘｉｃ ｓｉｇｎａｌｓ ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｅｒｓ ＥＥＴ ａｎｄ ５⁃ＨＴ ｔｏ ＰＡＳＭＣ ｖｉａ Ｃｘ４０ ａｎｄ Ｃｘ４３， ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ α⁃ＳＭＡ ａｎｄ ＳＭ２２α ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｉｎ ｓｕｓｔａｉｎｅｄ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｖａｓｏｃｏｎｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ． Ｂｌｏｃｋｉｎｇ
ｔｈｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｏｆ ＥＥＴ ａｎｄ ５⁃ＨＴ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇａｐ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓ ｍａｙ ｈｅｌｐ ｔｏ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ｈｙｐｏｘｉｃ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｖａｓｏｃｏｎｓｔｒｉｃ⁃
ｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｉａｌ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 　 Ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｉａｌ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ； Ｈｙｐｏｘｉｃ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｖａｓｏｃｏｎｓｔｒｉｃｔｉｏｎ； Ｇａｐ ｊｕｎｃｔｉｏｎ
ｐｒｏｔｅｉｎ； Ｅｐｏｘｙ ｅｉｃｏｓａｐｅｎｔａｅｎｏｉｃ ａｃｉｄ； ５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ； Ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｙｐｏｘｉａ

　 　 缺氧性肺血管收缩（ｈｙｐｏｘｉｃ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｖａｓｏｃｏｎ⁃
ｓｔｒｉｃｔｉｏｎ， ＨＰＶ）是肺动脉高压（ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｉａｌ ｈｙ⁃
ｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ， ＰＡＨ）形成的诱因之一，其死亡率高、预
后差［１］。 缺氧通过影响神经内分泌等多个方面调

节肺动脉内皮细胞 （ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｙ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌ， ＰＡＥＣ）和肺动脉平滑肌细胞（ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｙ
ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌ， ＰＡＳＭＣ） 的增殖和收缩［２－３］。
ＰＡＥＣ 分泌的转化生长因子⁃β（ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ⁃β，ＴＧＦ⁃β）、血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏ⁃
ｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ， ＶＥＧＦ）等多种细胞因子对血管

平滑肌细胞起调节作用，使 α⁃平滑肌肌动蛋白（α⁃
ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ， α⁃ＳＭＡ） 和 平 滑 肌 蛋 白⁃２２α
（ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ⁃２２α， ＳＭ２２α）含量下降，促使平滑

肌细胞向合成表型转化，增加肺血管收缩和增殖肌

化等［４］。 缝隙连接在 ＰＡＨ 大鼠模型中起到重要作

用［５］。 环氧二十碳三烯酸 （ ｅｐｏｘｙ ｅｉｃｏｓａｐｅｎｔａｅｎｏｉｃ
ａｃｉｄ， ＥＥＴ）、５⁃羟色胺（５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ， ５⁃ＨＴ）
在 ＰＡＨ 小鼠模型肺组织中浓度升高［６］，参与了

ＰＡＥＣ 和 ＰＡＳＭＣ 之间的信号交流并调控 ＰＡＳＭＣ 的

分化与成熟［７］。 本实验研究通过特异性干扰 ＰＡＥＣ
与 ＰＡＳＭＣ 之间的缝隙连接蛋白 ４０ （ ｃｏｎｎｅｘｉｎ ４０，
Ｃｘ４０）和 ４３（ｃｏｎｎｅｘｉｎ ４３， Ｃｘ４３），观察 ＥＥＴ 和 ５⁃ＨＴ

等生物效应分子在细胞中的变化和肺血管收缩增

殖情况，为进一步研究 ＨＰＶ 致 ＰＡＨ 提供潜在治疗

靶点。

材料与方法

实验动物 　 本实验研究经南京医科大学动物

实验伦理委员会批准。 选择 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠

４０ 只，８ 周龄，体重 ２５ ～ ２９ ｇ。 所有小鼠正常饮食，
维持饲养温度 ２０ ～ ２６ ℃，湿度 ４０％ ～ ７０％，１２ ｈ ／ １２
ｈ 昼夜明暗交替的屏障环境。

实验一

实验分组与处理 　 采用随机数字表法将小鼠

分为两组：对照组（Ｏ 组，ｎ ＝ ８）和慢性缺氧模型组

（Ｈ 组，ｎ＝ ３２）。 所有小鼠正常饮食，Ｏ 组在正常环

境喂养 ４ 周，Ｈ 组予低氧舱，每天吸入 １０％氧气 １０
ｈ，喂养 ４ 周制备缺氧性肺血管收缩型肺动脉高压

（ＨＰＶ⁃ＰＡＨ）模型［８］。 测量小鼠平均肺动脉压（ｍｅａｎ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｙ ｐｒｅｓｓｕｒｅ， ｍＰＡＰ）＞２０ ｍｍＨｇ、右心室

肥厚形成则认为建模成功。 本实验研究中 Ｈ 组所

有小鼠建模成功。
血流动力学监测　 小鼠喂养 ４ 周后，麻醉小鼠

并行气管切开插管，使用动物呼吸机行机械通气，
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设置 ＶＴ ６ ｍｌ ／ ｋｇ，ＲＲ １２ 次 ／分。 于小鼠主动脉根

部、颈静脉进行置管，连接换能器监测 ＭＡＰ 和

ＣＶＰ，开胸后经右心室插管至肺动脉监测 ｍＰＡＰ。
根据小鼠心脏解剖结构用组织剪剪出对应的左右

心室，生理盐水冲洗滤纸吸干后称量小鼠右心室

（ＲＶ）、左心室及室间隔（ＬＶ＋Ｓ）重量，计算右心室

肥厚指数＝［ＲＶ ／ （ＬＶ＋Ｓ）］。
实验二

实验分组与处理 　 Ｏ 组和 Ｈ 组于显微操作下

采用胶原酶消化法分离远端肺小动脉血管，采用荧

光免疫组化法鉴定 ＰＡＥＣ 和 ＰＡＳＭＣ。 采用随机数

字表法将 Ｈ 组 ＰＡＥＣ 和 ＰＡＳＭＣ 进一步分为三组：
缺氧＋ｓｉ⁃Ｃｘ４０ 组（Ｈ４０ 组）、缺氧＋ｓｉ⁃Ｃｘ４３ 组（Ｈ４３
组）和缺氧＋无义 ｓｉＲＮＡ 组（ＨＮ 组），Ｈ４０ 组和 Ｈ４３
组 ＰＡＥＣ 和 ＰＡＳＭＣ 分别接受 Ｃｘ４０ 基因和 Ｃｘ４３ 基

因的特异性 ｓｉＲＮＡ 脂质体 ｓｉＰＯＲＴＮｅｏＦＸ 转染，ＨＮ
组接受无义 ｓｉＲＮＡ 转染。 所有细胞在 １０％氧气条

件下进行传代培养。
细胞培养　 ＰＡＥＣ 和 ＰＡＳＭＣ 均培养在Ｍ１９９ 培

养基中，含 １０％胎牛血清、青霉素 １００ Ｕ ／ ｍｌ、链霉素

１００ μｇ ／ ｍｌ，在 ３７ ℃含 ５％ＣＯ２ 的细胞培养箱生长至

８０％～９０％时，去除培养基，加入 ＰＢＳ 洗 １ ～ ２ 次，去
除 ＰＢＳ 后加入胰酶 １ ｍｌ 消化 １～３ ｍｉｎ 后，加入完全

培养基 ３ ｍｌ 中和胰酶，终止消化。 将消化的细胞转

移至 １５ ｍｌ 离心管中，１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 ５ ｍｉｎ。 倒

掉上清后加入培养基 ３ ｍｌ 重悬细胞，１ ∶ ３ 传代至培

养皿中培养。 将长到培养皿 ８０％ ～９０％的细胞用胰

酶消化，１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心，去除上清，加入完全培养

基重悬细胞，将细胞分别种在 ６ 孔板中，每孔种 １×
１０６ 个细胞。

ｓｉＲＮＡ 转染　 待 ＰＡＥＣ 和 ＰＡＳＭＣ 贴壁后，使用

脂质体转染 ｓｉ⁃Ｃｘ４０、ｓｉ⁃Ｃｘ４３。 用不含血清培养基

Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ ５０ μｌ 稀释 ｓｉＲＮＡ 至 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ，轻轻混

匀，室温孵育 ５ ｍｉｎ；用不含血清培养基 Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ
５０ μｌ 稀释 Ｌｉｐｏ３０００，轻轻混匀，室温孵育 ５ ｍｉｎ。 将

上述两个稀释液轻轻混匀，室温孵育 ２０ ｍｉｎ，加入 ６
孔板中（每孔脂质体转染混合液 １００ μｌ），放入培养

箱培养。
ＭＴＴ 增殖实验 　 ＰＡＥＣ 和 ＰＡＳＭＣ 培养 ６ ｈ 后

更换完全培养基培养，将培养皿放入培养箱中培

养。 培养 ４８ ｈ 后，用胰酶将细胞消化下来，１ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ离心，去上清，加入完全培养基重悬细胞，用血

球计数板对细胞进行计数，９６ 孔板中每孔种 ５ ０００
个细胞，设置 ３ 个复孔，待细胞贴壁后，放入培养箱

中培 养 ２４ ｈ， 往 培 养 基 中 加 入 ＭＴＴ １０ μｌ （ ５
ｍｇ ／ ｍｌ），在细胞培养箱中继续培养 ３ ｈ。 去除培养

基，每孔加入 ＤＭＳＯ １５０ μｌ，摇晃均匀，在 ５７０ ｎｍ 波

长测定吸光度，检测 ＰＡＥＣ 和 ＰＡＳＭＣ 增殖活性。
ｑＰＣＲ 法　 ＰＡＥＣ 和 ＰＡＳＭＣ 培养 ４８ ｈ 后提取

ＲＮＡ 于－８０ ℃冰箱保存。 逆转录实验步骤按照逆

转录试剂盒说明书操作（货号：ＲＲ０４７），进行定量

ＰＣＲ 检测（表 １），９５ ℃ １０ ｍｉｎ，９５ ℃ ５ ｓ，６０ ℃ １
ｍｉｎ，共 ４０ 个循环，后 ９５ ℃ １５ ｓ，６０ ℃ １ ｍｉｎ，９５ ℃
１５ ｓ 绘制溶解曲线。 根据仪器收集的数值对数据进

行分析，测定 ＰＡＥＣ 和 ＰＡＳＭＣ Ｃｘ４０、Ｃｘ４３ ｍＲＮＡ 表

达量。

表 １　 ｑＰＣＲ 引物序列

基因 扩增引物序列

ＧＡＰＤＨ
上游 ５’⁃ＣＣＡＧＴＡＴＧＡＣＴＣＣＡＣＴＣＡＣＧ⁃３’

下游 ５’⁃ＧＡＣＴＣＣＡＣＧＡＣＡＴＡＣＴＣＡＧＣ⁃３’

Ｃｘ４０
上游 ５’⁃ＣＴＧＴＣＣＣＣＡＣＣＣＡＧＴＣＡＡ⁃３’

下游 ５’⁃ＣＣＧＴＴＴＧＴＣＡＣＴＡＴＧＧＴＡＧＣ⁃３’

Ｃｘ４３
上游 ５’⁃ＴＡＣＣＡＣＧＣＣＡＣＣＡＣＣＧＧＣＣＣＡ⁃３’

下游 ５’⁃ＧＧＣＡＴＴＴＴＧＧＣＴＧＴＣＧＴＣＡＧＧＧＡＡ⁃３’

ＥＬＩＳＡ 法 　 ＰＡＥＣ 和 ＰＡＳＭＣ 培养 ４８ ｈ 后，用
ＰＢＳ 去除培养基，收集细胞。 采用 ＥＬＩＳＡ 法在酶标

仪 ４５０ ｎｍ 波长处检测各孔光密度值，通过绘制标准

曲线，计算 ＰＡＥＣ 和 ＰＡＳＭＣ 中 ＥＥＴ 浓度和 ＰＡＳＭＣ
中 ５⁃ＨＴ 浓度。

免疫组织化学染色 　 ＰＡＳＭＣ 培养 ４８ ｈ 后，将
细胞从 ６ 孔板取出，用预冷的 ＰＢＳ 洗 ３ 次，加入多

聚甲醛常温固定 ３０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗 ３ 次。 加入 ３％
Ｈ２Ｏ２，室温孵育 １０ ｍｉｎ，蒸馏水冲洗，ＰＢＳ 洗 ３ 次。
加入 １％Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００⁃ＰＢＳ，室温孵育 １０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗

３ 次。 加入山羊血清封闭非特应性结合位点以消除

非特异性染色，室温孵育 ３０ ｍｉｎ。 加入 α⁃ＳＭＡ、
ＳＭ２２α、２ｒ 骨形态发生蛋白（ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ ２ｒ， ＢＭＰ２ｒ）抗体（１ ∶１００），４ ℃湿盒孵育过夜，
ＰＢＳ 洗 ３ 次，加入被辣根过氧化物酶标记的相应二

抗 ５０～１００ μｌ，４ ℃孵育 ５０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗 ３ 次。 去除

ＰＢＳ 液，每张切片加新鲜配制 ＤＡＢ 溶液 ５０ ～ １００
μｌ，显微镜控制显色，显色完全后用蒸馏水冲洗，苏
木素复染，１％盐酸酒精分化，蒸馏水冲洗，氨水返

蓝，流水冲洗。 在盖玻片上加入中性树胶，在 ２００ 倍

显微镜下拍照，采用 ＩｍａｇｅＪ 软件计算 ＰＡＳＭＣ 中
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α⁃ＳＭＡ、ＳＭ２２α、ＢＭＰ２ｒ 蛋白相对含量。
统计分析　 采用 ＳＰＳＳ ２５ ０ 软件进行分析。 正

态分布计量资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较

采用单因素方差分析。 计数资料以例（％）表示，组间

比较采用 χ２ 检验。 Ｐ＜０ ０５ 为差异有统计学意义。

结　 　 果

实验一　 Ｈ 组 ＭＡＰ、ｍＰＡＰ 和右心室肥厚指数

均明显高于 Ｏ 组（Ｐ＜０ ０５，表 ２）。

表 ２　 两组小鼠ＭＡＰ、ｍＰＡＰ和右心室肥厚指数的比较（ｘ±ｓ）

组别 只数
ＭＡＰ

（ｍｍＨｇ）
ｍＰＡＰ

（ｍｍＨｇ）
右心室肥厚

指数

Ｏ 组 ８ ４２ ８７±０ ８３ １６ ７５±１ ０３ ０ ２６±０ ０３

Ｈ 组 ３２ ４６ １２±１ ９５ａ ２５ ００±３ １１ａ ０ ３０±０ ０４ａ

　 　 注：与 Ｏ 组比较，ａＰ＜０ ０５

　 　 实验二　 与 Ｏ 组比较，ＨＮ 组、Ｈ４０ 组和 Ｈ４３ 组

ＰＡＥＣ 增殖活性明显降低（Ｐ＜０ ０５），ＰＡＳＭＣ 增殖

活性明显升高（Ｐ＜ ０ ０５）。 与 ＨＮ 组比较，Ｈ４０ 组

ＰＡＥＣ 增殖活性和 Ｈ４３ 组 ＰＡＳＭＣ 增殖活性明显降

低（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｈ４０ 组比较，Ｈ４３ 组 ＰＡＥＣ 增殖活

性明显升高（Ｐ＜０ ０５），ＰＡＳＭＣ 增殖活性明显降低

（Ｐ＜０ ０５，表 ３）。

表 ３　 四组 ＰＡＥＣ 和 ＰＡＳＭＣ 增殖活性的比较（％，ｘ±ｓ）

组别 孔数 ＰＡＥＣ ＰＡＳＭＣ

Ｏ 组 ３ １０６ ７±４ ４ ７９ １±４ ６

ＨＮ 组 ３ ８４ ６±１ ３ａ １３６ ２±１ ３ａ

Ｈ４０ 组 ３ ５４ ６±２ ２ａｂ １３５ ０±３ ５ａ

Ｈ４３ 组 ３ ７７ ５±１ ２ａｃ ９０ ６±０ ６ａｂｃ

　 　 注：与 Ｏ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 ＨＮ 组比较，ｂＰ＜０ ０５；与

Ｈ４０ 组比较，ｃＰ＜０ ０５

　 　 与 Ｏ 组比较，ＨＮ 组 ＰＡＥＣ 中 Ｃｘ４０ ｍＲＮＡ 表达

量明显降低（Ｐ＜０ ０５），ＰＡＳＭＣ 中 Ｃｘ４３ ｍＲＮＡ 表达

量明显升高（Ｐ＜０ ０５）；Ｈ４０ 组 ＰＡＥＣ 和 ＰＡＳＭＣ 中

Ｃｘ４０ ｍＲＮＡ 表达量明显降低 （ Ｐ ＜ ０ ０５）；Ｈ４３ 组

ＰＡＥＣ 和 ＰＡＳＭＣ 中 Ｃｘ４３ ｍＲＮＡ 表达量明显降低

（Ｐ＜０ ０５）。 与 ＨＮ 组比较，Ｈ４０ 组 ＰＡＥＣ 和 ＰＡＳＭＣ
中 Ｃｘ４０ ｍＲＮＡ 表达量明显降低（Ｐ＜０ ０５），Ｈ４３ 组

ＰＡＥＣ 和 ＰＡＳＭＣ 中 Ｃｘ４３ ｍＲＮＡ 表达量明显降低

（Ｐ＜０ ０５，表 ４）。

表 ４　 四组 ＰＡＥＣ 和 ＰＡＳＭＣ Ｃｘ４０、Ｃｘ４３ ｍＲＮＡ 表达量的

比较（ｘ±ｓ）

组别 孔数
Ｃｘ４０ ｍＲＮＡ 表达量 Ｃｘ４３ ｍＲＮＡ 表达量

ＰＡＥＣ ＰＡＳＭＣ ＰＡＥＣ ＰＡＳＭＣ

Ｏ 组 ３ １００ ０±１０ ０ １００ ０±４ ５ １００ ０±５ ６ １００ ０±４ ７

ＨＮ 组 ３ ８４ ６±０ ８ａ ９５ ８±１ ４ ９９ ５±５ ９ １１４ ４±６ ０ａ

Ｈ４０ 组 ３ ２８ ９±９ ２ａｂ ２６ ０±１２ １ａｂ － －

Ｈ４３ 组 ３ － － ４３ ２±５ ０ａｂ ４３ ０±７ ５ａｂ

　 　 注：与 Ｏ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 ＨＮ 组比较，ｂＰ＜０ ０５

　 　 与 Ｏ 组比较，ＨＮ 组、Ｈ４０ 组和 Ｈ４３ 组 ＰＡＥＣ 中

ＥＥＴ 浓度均明显降低（Ｐ＜０ ０５），ＰＡＳＭＣ 中 ＥＥＴ 浓

度均明显升高（Ｐ＜０ ０５）。 与 ＨＮ 组比较，Ｈ４０ 组和

Ｈ４３ 组 ＰＡＥＣ 中 ＥＥＴ 浓度明显升高 （ Ｐ ＜ ０ ０５），
ＰＡＳＭＣ 中 ＥＥＴ 浓度明显降低（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｈ４０
组比较，Ｈ４３ 组 ＰＡＥＣ 中 ＥＥＴ 浓度明显升高（Ｐ ＜
０ ０５），ＰＡＳＭＣ 中 ＥＥＴ 浓度明显降低（Ｐ＜０ ０５，表 ５）。

表 ５　 四组 ＰＡＥＣ 和 ＰＡＳＭＣ 中 ＥＥＴ 浓度的比较

（ｐｇ ／ ｍｌ，ｘ±ｓ）

组别 孔数 ＰＡＥＣ ＰＡＳＭＣ

Ｏ 组 ３ ４５７ ２±２７ ０ ２ １２７ ３±２３６ ９

ＨＮ 组 ３ ２０６ ７±１４ １ａ ６ ０７８ ８±１８４ ８ａ

Ｈ４０ 组 ３ ３２３ ６±５４ ４ａｂ ４ ９１５ ５±５０４ ９ａｂ

Ｈ４３ 组 ３ ３９６ ４±１４ ６ａｂｃ ４ ０４１ ８±１３０ ６ａｂｃ

　 　 注：与 Ｏ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 ＨＮ 组比较，ｂＰ＜０ ０５；与
Ｈ４０ 组比较，ｃＰ＜０ ０５

　 　 与 Ｏ 组比较，ＨＮ 组、Ｈ４０ 组和 Ｈ４３ 组 ＰＡＳＭＣ
中 ５⁃ＨＴ 浓度明显升高（Ｐ＜０ ０５）。 与 ＨＮ 组比较，
Ｈ４０ 组和 Ｈ４３ 组 ＰＡＳＭＣ 中 ５⁃ＨＴ 浓度明显降低

（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｈ４０ 组比较，Ｈ４３ 组 ＰＡＳＭＣ 中 ５⁃ＨＴ
浓度明显降低（Ｐ＜０ ０５，图 １）。

与 Ｏ 组比较，ＨＮ 组、Ｈ４０ 组和 Ｈ４３ 组 ＰＡＳＭＣ
中 α⁃ＳＭＡ 蛋白含量明显升高（Ｐ＜０ ０５）。 与 ＨＮ 组

比较，Ｈ４０ 组和 Ｈ４３ 组 ＰＡＳＭＣ 中 α⁃ＳＭＡ 蛋白含量

明显降低（Ｐ＜０ ０５）。 与Ｈ４０ 组比较，Ｈ４３ 组 ＰＡＳＭＣ
中α⁃ＳＭＡ蛋白含量明显降低（Ｐ＜０ ０５，图 ２）。

与 Ｏ 组比较，ＨＮ 组、Ｈ４０ 组和 Ｈ４３ 组 ＰＡＳＭＣ
中 ＳＭ２２α 蛋白含量明显升高（Ｐ＜０ ０５）。 与 ＨＮ 组
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　 　 注：与 Ｏ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 ＨＮ 组比较，ｂＰ＜０ ０５；与 Ｈ４０

组比较，ｃＰ＜０ ０５

图 １　 四组 ＰＡＳＭＣ 中 ５⁃ＨＴ 浓度

　 　 注：与 Ｏ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 ＨＮ 组比较，ｂＰ＜０ ０５；与 Ｈ４０

组比较，ｃＰ＜０ ０５

图 ２　 四组 ＰＡＳＭＣ 中 α⁃ＳＭＡ 蛋白相对含量

比较，Ｈ４０ 组和 Ｈ４３ 组 ＰＡＳＭＣ 中 ＳＭ２２α 蛋白含量

明显降低（Ｐ＜０ ０５）。 与Ｈ４０ 组比较，Ｈ４３ 组 ＰＡＳＭＣ
中 ＳＭ２２α 蛋白含量明显降低（Ｐ＜０ ０５，图 ３）。

　 　 注：与 Ｏ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 ＨＮ 组比较，ｂＰ＜０ ０５；与 Ｈ４０

组比较，ｃＰ＜０ ０５

图 ３　 四组 ＰＡＳＭＣ 中 ＳＭ２２α蛋白相对含量

与 Ｏ 组比较，ＨＮ 组、Ｈ４０ 组和 Ｈ４３ 组 ＰＡＳＭＣ
中 ＢＭＰ２ｒ 蛋白含量明显降低（Ｐ＜０ ０５）。 与 ＨＮ 组

比较，Ｈ４０ 组和 Ｈ４３ 组 ＰＡＳＭＣ 中 ＢＭＰ２ｒ 蛋白含量

明显升高（Ｐ＜０ ０５）。 与Ｈ４０ 组比较，Ｈ４３ 组 ＰＡＳＭＣ
中 ＢＭＰ２ｒ 蛋白含量明显升高（Ｐ＜０ ０５，图 ４）。

　 　 注：与 Ｏ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 ＨＮ 组比较，ｂＰ＜０ ０５；与 Ｈ４０

组比较，ｃＰ＜０ ０５

图 ４　 四组 ＰＡＳＭＣ 中 ＢＭＰ２ｒ 蛋白相对含量

讨　 　 论

ＰＡＨ 是一种难治且致死率很高的疾病［９］。 其

中由持续缺氧诱导的 ＨＰＶ⁃ＰＡＨ 的主要病理改变是

肺动脉平滑肌增生、肥厚，导致肺动脉管壁增厚、管
腔缩小、结构重塑［１０］。 ＰＡＳＭＣ 是导致血管收缩、出
现 ＨＰＶ 病理症状的主要效应细胞，ＰＡＥＣ 是缺氧的

感受细胞，ＰＡＥＣ 能通过多种方式将感受到的生物

信息传递给 ＰＡＳＭＣ。 其中，缝隙连接是细胞间传递

生物信息的重要方式之一。 ＨＰＶ 起源于肺泡毛细

血管上皮层，缺氧的信号需要内皮细胞与内皮细胞

之间的 Ｃｘ４０ 作为信号通路，引起内皮细胞去极化，
最终导致细胞内 ＥＥＴ 浓度改变，ＥＥＴ 作用于血管平

滑肌细胞膜，使细胞膜超极化，从而抑制电压依赖

性钙通道开放，减少胞浆游离钙，引起 ＰＡＳＭＣ 舒张

和收缩［１１］。 ＭｃＮａｉｒ 等［１２］ 研究表明，Ｃｘ４３ 参与了缺

氧时肺血管重构相关的异常细胞增殖。 此外，ＢＭＰ
家族在 ＰＡＨ 中具有重要的作用，其受体基因突变与

遗传相关性 ＰＡＨ 及特发性 ＰＡＨ 相关，在 ＨＰＶ⁃ＰＡＨ
动物模型中也发现了 ＢＭＰ 受体表达的改变。
ＢＭＰ２ｒ 可以改变细胞间缝隙连接蛋白表达，恢复细

胞凋亡和增殖的平衡状态，改善肺血管重构［１３－１４］。
本实验研究通过检测 ＰＡＳＭＣ 中 ５⁃ＨＴ、ＥＥＴ、

α⁃ＳＭＡ、ＳＭ２２α、ＢＭＰ２ｒ 含量变化以及细胞增殖活性

的高低体现缝隙连接与 ＨＰＶ⁃ＰＡＨ 之间的关系。 本

实验研究结果显示，与常氧条件下饲养的小鼠比

较，转染无义 ｓｉＲＮＡ 的 ＨＰＶ⁃ＰＡＨ 小鼠 ＰＡＳＭＣ 中

ＥＥＴ 浓度明显升高，５⁃ＨＴ 浓度和 α⁃ＳＭＡ、ＳＭ２２α 蛋

白含量升高，ＢＭＰ２ｒ 蛋白含量降低。 当 Ｃｘ４０、Ｃｘ４３
表达被干扰时，小鼠 ＰＡＳＭＣ 中上述效应分子变化

趋势均被抑制，且与低氧环境下 ＰＡＥＣ 和 ＰＡＳＭＣ 增

殖活性的变化趋势相一致。 可能原因为 ＰＡＥＣ 感受
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低氧信号后，合成分泌增加的 ＥＥＴ、５⁃ＨＴ 通过 Ｃｘ４０
和 Ｃｘ４３ 实现细胞间的信号交流，促使 ＰＡＳＭＣ 增殖

活跃。 此外，Ｓｉ 等［１５］ 研究表明，慢性低氧刺激会降

低 ＰＡＥＣ 的 Ｃｘ４０ 表达，本实验研究结果与其一致，
但其研究的主要结论是下调 Ｃｘ４０ 的表达可通过减

弱肺动脉远端小动脉内皮依赖性超极化介导的舒

张，导致 ＰＡＨ，表明 Ｃｘ４０ 在慢性缺氧条件下导致肺

血管收缩和舒张的双重性。 Ｂｏｕｖａｒｄ 等［１６］ 研究表

明，Ｃｘ４３ 作为细胞间通道的一部分，在低氧诱导的

ＰＡＨ 患者中表达增加。 另一方面，本实验研究结果

中，细胞增殖与 ＥＥＴ 浓度变化趋势一致，ＰＡＳＭＣ 合

成 α⁃ＳＭＡ、ＳＭ２２α 蛋白含量与 ５⁃ＨＴ 浓度变化趋势

一致，均与 Ｃｘ４３ 的表达状态相关，显示 Ｃｘ４３ 是一个

非常重要的治疗靶点，需要进一步深入研究。
本实验研究仍有不足之处：（１）没有从药理学

层面进行正反表型验证，继续探究 Ｃｘ４０ ／ Ｃｘ４３ 是作

为整体还是顺序发挥作用；（２）细胞增殖与 ＥＥＴ 浓

度未做相关性研究；（３）Ｃｘ４３ 在缺氧情况下表达上

调，而 Ｃｘ４０ 表达下调，两者变化趋势不一致的原因

以及 Ｃｘ４０ 在慢性缺氧条件下导致肺血管收缩和舒

张的双重性还需未来进一步研究；（４）本实验研究

在感受器细胞 ＰＡＥＣ 和效应器细胞 ＰＡＳＭＣ 之间选

择了仅检测效应器细胞 ＰＡＳＭＣ；另外，转染了特定

的 ｓｉＲＮＡ 的细胞只检测了相应的缝隙连接蛋白表

达是否下调，没有明确干扰 Ｃｘ４０ 或 Ｃｘ４３ 表达这一

操作对 Ｃｘ４３ 或 Ｃｘ４０ 表达的影响。
综上所述，ＰＡＥＣ 感受缺氧信号，合成分泌增加

的 ＥＥＴ、５⁃ＨＴ 通过 Ｃｘ４０ 和 Ｃｘ４３ 转移至 ＰＡＳＭＣ 中

促进平滑肌细胞的增殖和收缩蛋白 α⁃ＳＭＡ、ＳＭ２２α
的表达，阻断缝隙连接之间 ＥＥＴ、５⁃ＨＴ 的转运可以

减轻缺氧型肺血管收缩和重塑。
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ｔｉｏｎ． Ａｎｎ Ｂｉｏｍｅｄ Ｅｎｇ， ２０１０， ３８（３）： ８０１⁃８１２．

［５］ 　 Ｂｉｌｌａｕｄ Ｍ， Ｄａｈａｎ Ｄ， Ｍａｒｔｈａｎ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｒｏｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ｇａｐ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓ
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ｔｗｏ ｒａｔ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ． Ｒｅｓｐｉｒ Ｒｅｓ， ２０１１，
１２： ３０．
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（５）： ５９８⁃６０４．
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ＰＬｏＳ Ｏｎｅ， ２０１６， １１（１）： ｅ０１４７５９７．

［９］ 　 秦卫民， 尹宁， 范国祥， 等． 抑制 ＰＡＩ⁃１ 对大鼠左心疾病所致

肺高压的影响． 临床麻醉学杂志， ２０２０， ３６（９）： ９０５⁃９０８．
［１０］ 　 丁兴， 孙莉， 王苒． 低氧性肺动脉高压发病机制研究进展． 临
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ｄｕｃｔｉｏｎ． Ｊ Ｃｌｉｎ Ｉｎｖｅｓｔ， ２０１２， １２２（１１）： ４２１８⁃４２３０．

［１２］　 ＭｃＮａｉｒ ＡＪ， Ｗｉｌｓｏｎ ＫＳ， Ｍａｒｔｉｎ ＰＥ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｎｎｅｘｉｎ ４３ ｐｌａｙｓ ａ ｒｏｌｅ ｉｎ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｉａｌ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｉｎ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｈｙｐｏｘｉａ． Ｐｕｌｍ Ｃｉｒｃ， ２０２０， １０（３）： ２０４５８９４０２０９３７１３４．

［１３］ 　 张弋， 卢文菊， 杨凯， 等． 骨形成蛋白 ２ 对大鼠肺动脉平滑肌

细胞经典瞬时受体电位蛋白表达和钙池操纵性钙内流及细

胞内基础钙水平的影响． 中华结核和呼吸杂志， ２０１４， ３７
（１）： ６６．

［１４］ 　 钟毅， 祝瑜， 路凯， 等． 骨形态发生蛋白⁃２ 信号通路在右美

托咪定所致大鼠房室结缝隙连接蛋白表达中的作用． 临床麻

醉学杂志， ２０１９， ３５（１２）： １２１４⁃１２１７．
［１５］ 　 Ｓｉ Ｒ， Ｚｈａｎｇ Ｑ， Ｃａｂｒｅｒａ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｙｐｏｘｉａ ｄｅｃｒｅａｓｅｓ ｅｎ⁃

ｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｏｎｎｅｘｉｎ ４０， ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｕｍ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｈｙｐｅｒ⁃
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（收稿日期：２０２１ ０９ １１）
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