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Rho激酶在缺氧性肺动脉平滑肌细胞增殖中的作用 

张齐 李志超 罗颖 彭利静 张博 刘毅 闰志强 李志斌 

【摘要】 目的 研究低氧条件下 Rho激酶是否参与低氧引起的血管平滑肌细胞增生。方法 组织块法 

培养大鼠肺动脉平滑肌细胞(PASMCs)。应用甲基噻唑基四唑(MTT)比色法观察细胞增生情况；流式细胞仪 

观察细胞周期 的变化 ；蛋 白质免疫 印迹法 (Western blot)检测 Rho激酶的表达 。结果 缺氧组 MTT 比色吸光 

度 (A)值显著高于 常氧组 ．缺 氧 24 h+Rho激酶抑制 剂 Y27632组 A值 显著低于缺 氧 24 h组 ；缺氧组细胞周 

期 G2／M 期 细胞 比例显著高于常氧 24 h组 ，缺氧 24 h+Y27632组细胞 比例显 著低 于缺氧 24 h组。Western 

blot结果 表明各缺氧组 Rho激酶表达均 明显 高于常氧组 ，其 中以缺氧 24 h组 表达增高最明显 ；Rho激 酶在 缺 

氧 24 h+Y27632组 明显 低于缺氧 24 h组 。结论 缺 氧可诱导 PASMCs增殖 ，缺 氧诱 导 的增生 PASMCs中 

Rho激酶活性水平增加，提示缺氧致 PASMCs增殖过程中 Rho激酶可能发挥重要作用。 
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[Abstract] Objective To study whether Rho kinase is involved in the proliferation of pulmonary 

arterial smooth muscle cells (PASMCs)induced by hypoxia．Methods Rat s PASMCs were isolated and 

cultured．Methy1 thiazoly1 tetrazolium (MTT)was used to determine the growth of cells．The cel1 cycle was 

analyzed by flow cytometry．Western blot was used to assess the expression of Rho kinase．Results The 

results of M TT showed that the number of PASM Cs was increased after exposure to 1ow oxygen tension for 

1 2 hours compared with PASMCs in normoxia， After exposure of PASM Cs to hypoxia for 24 hours．the 

cellular proliferation peaked，and was higher than that of PASMCs exposed to normal oxygen tension， 

hypoxia and Y27632(Rho kinase inhibitor)groups，then it declined when exposed for 48 hours，Analysis of 

cell cycle indicated that the ability of cell proliferation increased significantly in PASMCs exposed to hypoxia 

compared with normoxia， Rho kinase level was higher in PASMCs exposed to hypoxia compared with 

normoxia．Conchsion Hypoxia stimulates proliferation of PASMCs and promotes PASMCs into the phase 

of mitosis．The expression of Rho kinase is increased in PASM Cs that are exposed to hypoxia．and it shows 

that Rho kinase is activated by hypoxia in PASMCs． Rho kinase maybe involve in the proliferation of 

PASMCs induced by hypoxia． 
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肺动脉高压是肺循环障碍和肺功能异常性疾病 

的最终结局，是肺源性心脏病(肺心病)发病机制 的 

中心环节。急、慢性低氧均可导致缺氧性肺动脉高压 

(HPH)，其 中肺血管收缩反应增强和肺血管结构改 

建 (remodeling)是其主要 的血管变化特征 。肺血管 

结构改建主要表现为肺动脉平滑肌细胞(PASMCs) 

肥大 、增殖 ，PASMCs在缺氧环境下 的增 生可能是 

导致肺动脉高压形成 的重要环节之一。研究发现 ， 

Rho激酶参与凝血酶诱导的平滑肌细胞 DNA合成 

及 迁移。Rho激酶在 血管紧 张素 Ⅱ、5一羟色胺 和 
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UrotensinⅡ等诱导的血管平滑肌细胞增生中也发 

挥重要作用 ，但 Rho激酶是否参与低氧 引起 的 

PASMCs增生 尚未见报道。本研究 中观察了 Rho激 

酶是否参与低 氧引起 的 PASMCs增 生，探讨 HPH 

血管重构的可能机制 。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 ：8～10周龄健康成年 SD大鼠，体重 

180～200 g(由第四军医大学实验动物 中心提供)。 

RPMI 1640培养液、胎 牛血清和胰蛋 白酶(Gibco公 

司)，肌 动 蛋 白(actin，北 京 中山生 物 技术 有 限 公 

司)，甲基噻唑基四唑(MTT，Sigma公司)，二甲基亚 

砜(DMSo，西安化学试剂厂生产)，Rho激酶多克隆 

抗体(Anaspec公司)；普通细胞培养箱(日本 Sanyo 

公司)，缺 氧细胞培养箱 (德 国 Heraeus公司)，流式 
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细胞仪 (美 国 BD公 司)，倒 置显微镜 (olympus公 

司)。各溶液按说明书要求配制。 

1．2 大鼠 PASMCs培养、纯化及鉴定 ：将 SD大鼠 

称重 ，腹腔 内注射乌拉坦 1 g／kg，断颈法处死，无菌 

条件下取出肺动脉 ，去除血管内膜和外膜 ，将 中膜组 

织 以组织块法行原代培养 ，即将肺 动脉平滑肌层切 

割成 1 mm。的小块 ，然后加入含体积分数为 15 胎 

牛血清的 RPMI 1640培养液 ，置 37℃、体积分数为 

5 的 CO 孵箱 中培养 ，原代培养 60～72 h后 观察 

细胞生长情况 ，3～4 d换液 1次；原代培养 6～7 d， 

细胞 生长融合铺 满瓶壁 约 80 后 ，用质量 分数为 

0．25 的胰蛋 白酶消化传代，接种 于新培养瓶扩大 

培养 ，首次传代 时，采用差别消化法将 PASMCs与 

上皮细胞分离。传代培养后细胞形态稳定 ，倒置显微 

镜下观察 ，呈现平滑肌细胞特征性的“峰”、“谷”状生 

长 ，小鼠抗大 鼠 a一平滑肌肌动蛋 白(a—SM —aetin) 

单克隆抗体免疫细胞化学鉴定，阳性细胞达 95 以 

上 ，实验用第 3～8代细胞。用苔盼蓝拒染法鉴定细 

胞活性 ，取对数生长期的细胞用于实验 。 

1．3 MTT 比色测定 PASMCs增殖 ：细胞悬液消化 

好后移入 96孔板，接种密度为每孔 5×10。／L，培养 

24 h后 ，换成含体积分数为 2 的血清 RPMI 1640 

培养液，每孔 100 tA，培养 24 h；依实验要求分组、加 

液处理。常氧组置于 37 C、20 O 、5 CO 的普 

通培养箱 中；缺氧组置于 37℃的 2 O 、5％ CO 、 

93 N 缺氧培养箱中，继续培养 ；每孔加 5 g／L的 

MTT溶液 10 l，37 C继续孵育4 h；小心吸弃孔内 

上 清 液，每 孔 加 入 75 l DMSO 终 止 反 应 ，振 荡 

10 min，选择 490 nm 波长 ，酶联免疫检测仪上测定 

各孔吸光度( )值 ，以 值反映细胞增殖情况 。 

1．4 PASMCs周期改变：流式细胞技术检 测细胞 

周期，参考 MTT检测时间和剂量效应结果，分常氧 

24 h组、缺氧 24 h组和缺氧 24 h+不 同浓度 Rho 

激酶抑制剂 (Y27632，0．01、0．1和 1 ttmol／L)组。取 

第 3代生长 良好的 PASMCs，用胰蛋 白酶消化后接 

种于 6孔板，按实验分组要求培养 24 h后分别消 

化、离心，收集细胞于 3个离心管，制成 1×10。／L细 

胞悬液，950 ml／L乙醇固定，按说明书要求制备样 

本、检测。 

1．5 蛋 白质免疫 印迹法 (Western blot)检测 Rho 

激酶的表达 ：弃去细胞培养液 ，磷酸盐缓 冲液 (PBS) 

漂洗 2次，加入细胞裂解 液 [含体积分数 1 曲通 

(Triton)X一100，1 mmol／L乙二胺四乙酸(EDTA)， 

2 mg／L亮肽酶素，2 mg／L抑肽酶，2 mg／L胃酶抑素， 
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PBS3裂解 ，检测样 品蛋 白含量 。样 品于100℃水浴 

5 min。取等量蛋 白上样进行质量分数为12 的十二 

烷基硫酸钠一聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SDS—PAGE)， 

电泳毕 ，将蛋 白转移至硝酸纤维膜上，用丽春红 S染 

色、封闭液封闭，加一抗(1：100)孵育过夜，洗涤，再 

加二抗(1：2 000)孵育 2 h，加入化学发光试剂 ，于 

暗室 自显影 ，按试剂盒说 明书进行操作。 

1．6 统计学处 理 ：数据 以均数 ±标准差 (z士s)表 

示，采用 SPSS l1．0统计软件对数据进行 t检验、方 

差分析和 X 检验，P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 细胞 培养 ：原代培养约 3 d后 ，细胞开始从组 

织块爬 出，起初细胞单个散在或多个聚积 ，呈梭形或 

不规则三角形 ，边界清晰，折光性好 ，核居 中、呈卵圆 

形；细胞爬出3 d后，生长繁殖加快，间隙变小，呈典 

型漩涡状或放射状排列。传代培养的细胞生长规律 

与原 代 培 养相 似 ，传 代 3 d细胞 生 长 繁 殖 活跃 ， 

4～6 d后生长进入平 台期 ，可以进行下次传代 培养 

细胞 ，经 a—SM —aetin染色 ，可见密集的 阳性 反应 

颗粒 ，呈黄褐色。 

2．2 缺氧对 PASMCs增殖 的影 响(表 1)：各 缺氧 

组 PASMCs的 MTT 比色分析 值均高于正常对 

照组(P<0．05或 P<0．01)。 

表 1 缺氧对 PASMCs增殖 的影响( 士 ，n=8) 

Table 1 Effects of hypoxia on proliferation of 

PASMCs( 士 ，n：8) 

注 ：与常氧组 比较 ： P<O．05，一 P<0．01 

2．3 抑 制 剂 Y27632对 PASMCs增 殖 的 影 响 

(表 2)：缺氧 24 h加不 同浓度 Y27632组 的 值均 

低于缺氧 24 h组 (P<0．05或 P<0．01)。 

表 2 Y27632对缺 氧 24 h PASMCs增 殖的影响( ± ，n：8) 

Table 2 Effects of Y27632 on proliferation of PASM Cs 

exposed to hypoxia for 24 hours( ± ，n：8) 

组别 PASMCs(A值) 

常氧 24 h组 

缺氧 24 h组 

缺氧 24 h+Y27632(O．01~mol／L)组 

缺氧 24 h+Y27632(O．1~mol／L)组 

缺氧 24 h+Y27632(1~mol／L)组 

0．304士0．O3△△ 

0．343士0．02 

0．319士0．O2△ 

0．316士0．O2△△ 

0．310士0．O2△△ 

注 ：与缺氧 24 h组比较 ：△P<O．05，△△P<O．01 

2．4 缺氧对 PASMCs细胞 周期影响 (表 3)：缺氧 

12、24和 48 h均可使 G2／M 期细胞比例显著增加， 

G0／G1期细胞 比例显著降低，缺氧 24 h+Y27632 
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组 G2 M 期细胞 比例 显著低于缺 氧 2{h组。 

表 3 缺 氧对 PASMCs周期的影响【 一8) 

Table 3 Effects 0r hypoxia oil cell cycle of PASMCs(n一 8’ 

；与常氯 2 4 h 【比较 ： P< l_1)j- 一 1；与缺 氧2 4 h组 

比鞍：一，J<13．-】5．一 p-：、0 一． 

2．5 缺 氧对 PASMCs中 Rho澈酶 表 达 的 影 响 

(图 1)：缺氧组较常氧 24 h组 PASMCs中Rho激酶 

表达量增 加：缺氧 24 h组较 常氧 24 h组 PASMCs 

中 Rho激酶表达 量增加最明显 ；缺氧 24 h+Y 27632 

(1 I1nlol L)组 Rho激酶表达量明 艟减少 

噼 ·嘲鞠睁 ■—辩 · 略 带鞫 

I：Ma h I；2 常氧 2-h玎1；。：缺氧 l 2 hfl[： ：酞氧 21 h小： 

5：秧 毓 Is h组 {R：缺 氧 2,1 h—Y27532(1 r,mul／L)组 

图 1 PASMCs中 Rho激酶 的表达 

Figure I Expressinn Rho kiaase in PASM Cs 

3 讨 论 

HPH 多 见于慢性阻 塞性 肺疾病 (COPD)、急性 

呼吸窘迫综合怔 (ARDs)、高原性肺心病 、新生 儿缺 

氧等临床疾稿。HPH的主要血管变化特征是肺血管 

收缩反应增强和肺血管结构重蛔．其中肺血管重丰{!】 

的主要特征为血管平滑肌细胞表型由收缩型向合成 

型转 变，井大量增殖引起血管壁中层肥厚 ．同时伴有 

远端非肌性 I血管肌 化 缺氧引起 PASMCs过度增 

殖 的机制 尚小完全明确 Rho／Rho激酶途径在调节 

血管 平滑肌细胞收缩 厦其他细胞功 能【如 细胞增殖 

和迁 移)中发挥 I 常重要 的作用 Rho激 酶的功能 

之一是艇肌球蛋白轻链(．'vii C1磷酸化．引起平滑肌 

收缩 。研 究表明．在缺氧条件 下，PASMCs的 MLC 

磷酸化增加；Rho激酶参与 了，缺氧}f起的肺血管收 

缩 ，在 HPH 啼血管持 久性 收缩 中发挥 重要作用 

Rho激酶参 与 自发’蛙高 血压大 鼠(SHR)血管 功能 

和结构 的改变，Rho激酶 的增量 调节在高 血压性血 

管疾病的 发病机制中发挥关键作 用 Rhc，激酶在 

凋节血管平滑肌细胞增殖和迁移方面也发挥很重要 

的作用 -Rho／Rho激 酶介导凝血酶引起 血管 平滑肌 

的 DNA 合成和迁移 ．Rho／R 激酶通 过诱导 细 

胞外信号调节激酶 (ERKl／ERK2)从胞质刮胞核移 

位参 与 5 羟 色胺彳卜导的 血管平 滑肌有 丝 分裂 ’ 

Rho澈酶参与 r m管紧张素 Ⅱ引起冉勺血管平 滑肌细 

胞增 生和迁移 

欢氧引起 Rho／Rho激酶 信号的激 活在胎儿 肺 

形 态发育 中起重要 作用 ．怛 在新， 儿继续 激活此途 

径会 损伤出生后 的肺 发育 ．往成 人会促进 肺动脉高 

压的形成 。本实验中采用 MTT比色法(能 反映 贴 

壁生长 的活细胞数 观察缺氧对 P JI'XSMCs增殖的影 

响 ，结果 显 示．缺 氧 能促进 PASMCs增殖 ，以缺 氧 

24 h时增生程度最高。细胞周期足菲细胞周期蛋白 

质之间和谐配合 而推动不 同时期细胞倒 而复始不断 

循环 的结 果．细胞 周期 时相按 照细 胞形 态、细胞 内 

DNA 标记情况 、DNA 含量及 蛋白质 表达模式 等特 

征可分为 G1、S、G2，和 M4个时期 流式 细胞技术 

结果表 明，缺氧组 G 2 M 期细胞 比例较常 氧组 显著 

增加．而G0／G1期细胞比例显著降低．说明缺氧可 

促使细胞进人肯丝分裂期 ，加快细胞周期循环 ，为进 
一 步探讨其机制．我们测定了Rho激酶表达情况 

Western blot结果表明 ．缺氧引起增殖的细瞻 中，随 

增殖程 度增 加 Rh0激 酶 表达 电加强 。Y2763 9是 

Rho激酶 的特异 性抑 制剂，它与 ATP竞争 拦E抑 制 

Rho激酶 实验结果表明 ，不 同浓 度的 Y27 632均 能 

抑 制 PASMCs增 生．1,umo] lJ的 Y27632抑制程 度 

最 大 ；同 时，细胞 周期 硷 测缺 氧 2{h+Y1 7632组 

的 G2,"M期细胞 比例较缺 氧 2d h组 显著 降低 ；给予 

Y27632后 ．增 殖受到抑制 的 PASMCs中 Rh0激 酶 

表达也 明显减少 说明 Rho激酶参 与了缺 氧引起 的 

PASMCs的增殖 ，提示 Rho激酶在 HPH 的发生、发 

展过程中可能发挥了作用．但 Rho澈酶发挥作用的 

详细机制有 待进一步研究 。 
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硝普钠雾化吸入治疗肺源性心脏病右心衰竭临床观察 

王立志 郭春明 冯亚新 赵香芝 

【关键词】 硝普钠； 雾化吸入； 肺源性心脏病； 右心衰竭 

慢性肺源性心脏病 (肺 心病 )病理 中 

心环节是肺动脉高压，因此，在抗炎治疗 

的同时，积极降低肺动脉压 ，有望迅速缓 

解临床症状“ 。基于此 ，2003年 12月一 

20O5年 1月 ，采取硝 普钠 (SNP)雾 化 吸 

入辅 助治疗肺 心病 右心衰竭 ，取 得较好 

的临床疗效 ，报告 如下 。 

1 临床 资料 

1．1 病例：65例患者，其中男 42例 ，女 

23例 ；年 龄 6O～ 78岁 ，平 均 (67．2± 

6．6)岁；符合 1 984年全国第 4次肺心病 

专业会议修订的标准。按纽约心脏病协 

会 (NYHA)心 功能 分级 法 ：Ⅲ级 24例 ， 

N级41例。合并高血压 6例，冠 心病 

8例。以住院顺序号按奇、偶数随机分为 

观察组 34例 ，对 照组 31例 。两组性别 、 

年龄、合并症、心功能分级差异无统计学 

意义 ，有可 比性 。 

1．2 方法 ：两组 常规治疗 相同。对照组 

用 a一糜蛋白酶 5 mg、地塞米松 5 mg加 

入 50 ml生理 盐水 中雾化 吸入 60 min， 

每 Et 2次 ；观察组 在对照 组雾化 吸入 器 

内再加入 SNP 50 mg。吸入前 及吸入时 

每 15 min测量右侧肱动脉血压 1次。分 

别于治疗后 5、10和 1 5 d对 比两组 临床 

基金项 目：山东 省聊城 市科 技攻 关计划 

项 目(2003W11) 

作者单位：252000 山东省聊城市人民 
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表 1 雾化吸入 SNP对肺 心病 的疗效 

· 经 验 交 流 · 

组别 例数 5 d疗效 10 d疗效 1 5 d疗效 

(例)显效例数 有效例数 总有效率 显效例数 有效例数 总有效率 显效例数 有效例数 总有效率 

注 ：与对照组 比较 ： P<o．Ol 

疗效 ；治疗前后查血 、尿常规 ，肝功能 ，肾 

功能 ，电解质 ，心 电图，x线胸 片 ，超声 心 

动图等。 

1．3 疗效判定 ：心功能改善 2级 ，水肿 、 

发绀 、气 喘消失 ，肺部 口罗音 几乎消 失 ，咯 

痰明显好 转为显效 ；心功能改 善 1级 ，咳 

喘、咯痰 、水肿 、发绀 和肺 部口罗音 明显好 

转 为有效 ；达不到上述标准为无效 。 

1．4 统计学处理 ：数据用均 数±标准差 

( ± )表示 ，t检验；率 的比较用 x 检 

验 ；尸<O．05为差 异有 统计 学意义 。 

2 结 果 

2．1 临床疗 效 ：观察组 总体 疗效好于对 

照组 ，以 5 d时最 明显 (尸<0．01)。 

2．2 血 压变化和不 良反应 ：两组 血压均 

未发 生明显 变化 ；也未见 明显不 良反 应 

发生 。 

3 讨 论 

SNP是一 种 速 效 和短 时作 用 的血 

管扩 张剂 ，是 标 准 的一 氧化 氮 (NO)供 

体 ，后者 是调节 心血 管 和血 流 最关 键 

的信号分子，具有很强的舒血管功能。 ； 

调节心血管系统、神经系统和免疫功能， 

具有抗血 小板 聚集、抑制血 管平 滑肌 增 

生、调节血管张力、稳定循环容积等作 

用“ 。我们用 SNP雾化吸入辅助治疗肺 

心病右 心衰竭 ，表 明雾化吸入 SNP有助 

于早 期迅速 缓解症 状 ，而对支 气管 炎 的 

感染过程无影响 。雾化 吸入过程 中 ，肱动 

脉血压无明显变化，说明 SNP雾化吸入 

只在肺动脉局部发挥扩血管作用，而对 

体循环压无影响 。 
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