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内皮型一氧化氮合酶基因转移对大鼠慢性低氧性

肺动脉高压的预防作用

金强 张铁铮 陈卫民 周锦 刘晓江

【摘要】 目的探讨内皮型一氧化氮合酶(eNOS)基因转移对大鼠慢性低氧性肺动脉高压(CHPH)的预

防作用。方法雄性Wistar大鼠24只被随机分为常氧(N)组、低氧(H)组、低氧LacZ(H—LacZ)组和低氧

eNOS(H—eNOS)组，每组6只。经气道转基因，H—eNOS组注入5×10”pfu／L AdCMVceNOS 50 gl，重复

12次，H—LacZ组注入等量AdCMVLacZ，其他两组注入等量生理盐水#3 d后建立大鼠CHPH模型。低氧结束

后(2周)检测血动力学指标[体循环平均动脉压(MSAP)、心率(HR)和平均肺动脉压(MPAP)]，肺小血管肌

化程度(肺小血管中肌型动脉所占比例)和右心室肥厚指数[右心室／(左心室+室间隔))，并行肺组织eNOS

蛋白检测及环磷酸鸟苷(cGMP)和一氧化氮(No)含量测定。结果H—eNOS组大鼠MPAP、右心室肥厚指数

和肺小血管肌化程度明显低于H组与H—LaeZ组，明显高于N组(尸均<o．01)，各组大鼠HR和MSAP比较

差异均无统计学意义(P均>o．05)；H和H—I。aeZ组eNOS蛋白含量明显高于N组，低于H—eNOS组(P均<

0．01)；H组和H—LacZ组大鼠肺组织N0含量明显低于N组，而H—eNOS组明显高于其他3组(P<o．05或

P<O．01)；N、H和H—LacZ组大鼠肺组织cGMP含量明显低于H—eNOS组(P均<0．01)，且3组间比较差异

无统计学意义(P均>0．05)。结论经气道eNOS基因转移，可增强肺组织eNOS活性，增加NO／cGMP含

量，减少大鼠CHPH的发生率。
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[Abstract]Objective To investigate the preventive effect of endothelial nitric oxide synthase(eNOS)

gene transfer on chronic hypoxic pulmonary hypertension(CHPH)in rats．Methods Twenty—four male

Wistar rats were randomly divided into four groups with 6 rats in each group：normoxia group(group N)，

hypoxia group(group H)，hypoxia with LacZ group(group H-LacZ)and hypoxia with eNOS group(group

H_eNoS)．AdCMVceNOS，AdCMVLacZ or normal saline(NS)was injetted intratracheaUy 3 days before

the beginning of exposure to normoxia or hypoxia．Rats in group H—eNOS received 50弘l of AdCMVceNOS

(5×10”pfu／L)，rats in group H—LacZ received equal dose of AdCMVLacZ，rats in group N and group H

received equal dose of NS．Hemodynamic parameters[including mean systemic arterial pressure(MSAP)，

heart rate(HR)and mean pulmonary arterial pressure(MPAP))，pulmonary vascular remodeling

(percentage of muscularized arteries in small pulmonary vessels)and right ventricular hypertrophy(ratio of

right ventricle to left ventricle+septum weight)were measured after 2 weeks of exposure to normoxia or

hypoxia．The expression of eNOS，cyclic guanosine monophosphate(cGMP)and nitric oxide(NO)level

were also measured in lungs．Results The MPAP·right ventrieular hypertrophy index and pulmonary

vascular remodeling in rats in group H-eNOS were obviously lower than those in group H and H—LacZ，but

higher than that in group N(all P<0．01)．There was no significant difference with regard to HR and MSAP

in rats in all groups(all P>O．05)．The eNOS protein in group H and H—LacZ was obviously higher than that

in group N。but obviously lower than that in group H—eNoS(all P<0·01)．The N0 level in rat lungs in

group H and H—LacZ was obviously lower than that in group N。and value in group H—eNoS was higher than

that in the other groups(P<O．05 or P<0．01)．With regard to cGMP in rat lungs，there was no significant

difference among group N。H and H—LacZ(all P>0．05)，but they were all obviously lower than that in

group H—eNOS(all P<0．01)．Conclusion Intratracheal eNoS gene transfer upregulates the activity of

eNOS protein，elevates the level of NO／cGMP in lungs，and alleviates CHPH in rats．

[Key words]recombinant adenovirus； endothelial nitric oxide synthase； gene transfer，pulmonary

hypertension
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肺动脉高压(PH)的主要病理特点为肺血管异

常收缩和进展性结构重塑，研究表明，一氧化氮／环

磷酸鸟苷(N0／cGMP)信号通路功能障碍在其病理

过程中起重要作用[1]，因此，重建NO／cGMP功能

十分重要。N0吸入疗法治疗PH虽有效，但常引发

不良反应[2’3]。由于在内皮型一氧化氮合酶(eNoS)

源性NO在调节肺血管基础张力方面起重要作用。

因此，通过eNOS转基因重建NO／eGMP功能可能

成为治疗PH的理想方法。鉴于此，本研究通过腺病

毒介导经气道转入eNOS基因，探讨其对大鼠慢性

低氧性肺动脉高压(CHPH)的预防作用。

1材料与方法

1．1材料：健康成年雄性Wistar大鼠(由沈阳军区

总医院实验动物中心提供)24只，体重220"--280 g；

分别携带人类eNOS基因和LacZ基因的重组腺病

毒AdCMVceNOS和AdCMVLaeZ，由美国德克萨

斯大学西南医学中心Gerard博士惠赠；小鼠抗人

eNOS单克隆抗体购于美国BD公司；免疫组化试

剂盒和弹力纤维染色试剂盒购于北京中杉生物技术

公司；eGMP放射免疫试剂盒购于上海中医药大学；

N0试剂盒购于南京建成生物工程研究所。

1．2实验动物分组：24只大鼠按随机数字表法分

为常氧(N)组、低氧(H)组、低氧LacZ(H—LacZ)组

和低氧eNOS(H—eNOS)组4组，每组6只。

1．3重组腺病毒在大鼠肺内的转染：腹腔注入水合

氯醛和阿托品麻醉大鼠，经口气管插管行机械通气，

潮气量(VT)2．5 ml、通气频率(f)60次／min、吸人氧

浓度(Fi02)1．oo。H—eNoS组向大鼠气管内注入

5×1012 pfu／L的AdCMVeeNOS 50 tA，H—LacZ组

注入等量AdCMVLacZ，N组和H组注入等量生理

盐水，每5 min重复注入1次，连续12次，向制模大

鼠肺内注入200肛l空气使病毒均匀分布于各肺

叶。每只大鼠接受的病毒载体总量为3×109 pfu，

苏醒后拔出气管导管，腹腔注射氨苄西林0．3 ml

(100 g／L)，单笼饲养3 d后继续进行实验。

1．4大鼠CHPH模型的建立：除N组外，其他各组

大鼠置于含N。的低氧舱内，每日8 h，连续2周。

1．5检测指标及方法

1．5．1血流动力学指标和右心室肥厚程度检测：低

氧2周后，腹腔注入水合氯醛麻醉大鼠，经左颈动脉

置管测量体循环平均动脉压(MSAP)和心率(HR)，

右心导管法测量平均肺动脉压(MPAP)[4]。放血处

死大鼠，开胸取出心脏，分离右心室自由壁(RV)、左

心室及室间隔(LV+S)并称重。计算RV／(LV+S)

·223·

代表右心室肥厚程度。

1．5．2肺血管显微结构观察：取肺组织用中性甲醛

水溶液固定制成蜡块，切片后分别行苏木素一伊红

(HE)染色和弹力纤维染色，光镜下观察肌型动脉

(CMA)、部分肌型动脉(PMA)和无肌型动脉

(NMA)的形态。400倍光镜下计数CMA占肺小血

管(A)总数的百分比以反映肺小血管肌化程度。每

张切片连续观察5个以上高倍视野。

1．5．3蛋白质免疫印迹法(Western blotting)检测

肺组织eNOS：取100 mg肺组织剪碎后加裂解缓

冲液，用乙基苯基聚乙二醇细胞组织裂解液超声粉

碎，离心取上清液，二喹啉甲酸(BCA)法测定蛋白

含量。取含总蛋白的样本，经十二烷基硫酸钠一聚丙

烯酰胺凝胶电泳(SDS—PAGE)后，将蛋白电转移至

硝酸纤维素膜上，Tris缓冲液(TBS)洗涤，室温下脱

脂奶粉封闭加小鼠抗人eNOS单克隆抗体(TTBS

1：2 500稀释)，孵育过夜。TBS冲洗后加辣根过氧

化物酶(HRP)标记的羊抗鼠IgG，室温下孵育，免疫

印迹化学发光法(ECL)显色，凝胶图像处理系统分

析目标条带的吸光度(A)值。

1．5．4肺组织NO含量测定：取大鼠肺组织制成组

织匀浆，离心取上清液，硝酸还原酶法检测NOf和

N0f浓度，用以代表肺组织No含量。

1．5．5肺组织cGMP含量测定：取肺组织，放入冷

醋酸缓冲液制成组织匀浆，离心取上清液，采用放射

免疫法测定cGMP浓度。

1．6统计学处理：应用SPSS 10．0软件，数据以均

数±标准差(z士s)表示，单因素方差分析，两两比较

用SNK检验，P<O．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1血流动力学结果(表1)：慢性低氧2周各组大

鼠HR、MSAP差异无统计学意义(P均>O．05)。与

N组比较，其他3组MPAP明显升高，但H—eNOS

组明显低于H组与H—LacZ组(P均<O．01)。

2．2肺小血管肌化和右心室肥厚程度：HE染色显

示，N组肺小动脉管壁菲薄，内皮细胞扁平连续，细

胞分布均匀，大小、厚薄较一致；H组和H—LacZ组

肺血管数明显增多，肺小动脉中膜明显增生肥大，管

壁普遍增厚伴玻璃样变性，管腔明显狭窄；H—eNOS

组肺小动脉增厚及狭窄程度均较H组和H—LacZ组

显著减轻。弹力纤维染色显示(表2)，H—eNOS组

肺小血管中CMA所占比例均明显低于H组和

H-LacZ组，但明显高于N组(P均<o．01)；H组和

H-LacZ组间比较差异无统计学意义(P>0．05)。
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RV／(LV+S)与CMA／A所测结果一致，表明预先

转入eNOS基因可明显减轻慢性低氧引起的肺血管

结构重塑和右心室肥厚。

衷1各组大鼠血流动力学指标比较(z士s)

注：与N组比较，“P<0．01I与H—eNOS组比较，。P<0．01

1 mmHg=0．133 kPa

表2各组大鼠CMA／A和RV／(LV+S)结果(；士s)

注l与N组比较，6P<0．01；与H—eNOS组比较，。P<0·01

2．3肺组织eNOS蛋白表达(图1)：eNOS蛋白在

各组均有表达(条带出现在相对分子质量140 000

处)。定量分析显示，H组和H—LacZ组eNOS蛋白

含量相似(相对A值：2．80土0．68和2．40士0．58)，

明显高于N组(1．00士0．00，P均<o．01)，明显低

于H—eNOS组(4．95土0．86，P<0．01)。

圈l Western blotting检测各组大鼠

肺组织eNOS蛋白表达结果

2．4 肺组织NO、cGMP含量(表3)：H组和

H—LacZ组No含量均明显低于N组，而H—eNoS

组则明显高于其他3组(P<O．05或P<0．01)。N

组、H组和H—LacZ组之间cGMP含量均明显低于

H—eNOS组(P均<0．01)，且3组间比较差异均无

统计学意义。

表3各组大鼠肺组织NO、cGMP含量比较(；士s)

注：与N组比较，aP<0．05，6P<0．01；与H—eNOS组比较，。P<0．01

3讨论

本研究中，H组大鼠肺组织N0含量较N组明

显降低、MPAP明显升高，并伴有明显的肺血管结

构重塑和右心室肥大，表明慢性低氧对肺组织N0／

cGMP通路具有抑制作用，且NO生成不足可能是

CHPH发病的重要环节。在体内，内源性N0在

NOS的催化下，由L一精氨酸转化生成，并通过第二

信使cGMP发挥作用。eNOS是肺血管内皮细胞合

成NO最主要的限速酶，凡影响其活性变化及基因

转录、翻译的因素均可影响NO的形成[5书J。因此，

eNOS表达和NO产量常呈正相关。然而本研究中，

H组大鼠肺组织eNOS表达明显高于N组，而NO

明显低于N组，表明慢性低氧虽可使肺组织eNOS

表达上调，但其存在功能障碍。究其原因可能为：

①低氧引起的肺血管收缩增加了肺血管的跨比压和

剪切力，刺激eNoS表达；②低氧使肺血管eNOS蛋

白原位失活、磷酸化受损r73；③低氧上调了肺内内源

性eNOS抑制剂非对称性二甲基精氨酸(ADMA)

水平[8]，下调二甲基精氨酸二甲氨基水解酶(灭活

ADMA的酶)水平。本研究还发现，尽管H组N0

明显低于N组，但两组cGMP差异并无统计学意

义。这可能因为CHPH过程中肺组织利钠肽上

调[9]，而利钠肽是体内cGMP生成的另一途径。

以上提示：CHPH的发病可能与eNOS功能障

碍导致的内源性NO生成不足有关，低氧大鼠肺组

织cGMP含量虽与正常大鼠无明显区别，但不足以

阻止PH发病。因此，我们经气道转入含eNOS基因

的重组腺病毒，以恢复eNOS功能、增加NO／cGMP

含量，阻止了大鼠发生CHPH。结果显示，与H组、

H—LacZ组比较，H—eNOS组肺组织eNOS蛋白、NO

和cGMP含量明显增高，MPAP、肺小血管肌化程

度及右心室肥厚指数明显降低，而MSAP和HR无

显著差异，表明单次吸人AdCMVeeNOS后，eNOS

转基因表达产生了选择性肺血管扩张作用，并足以

减轻低氧引起的大鼠PH和肺血管重塑。在我们前

期研究中，经气道转入重组腺病毒可使转基因表达

广泛分布于支气管上皮细胞、肺泡细胞及肺内大、

中、小血管内皮细胞[10‘，因此推测，H—eNOS组大鼠

肺阻力血管eNOS转基因表达显著增强了eNOS活

性，并通过NO／cGMP途径产生了血管舒张作用。

此外，肺泡上皮eNOS转基因表达亦可使肺泡间隙

内生成的NO弥散至毛细血管前阻力血管，产生肺

血管舒张作用。由于经气道基因转移，转基因表达仅

局限于肺内[1引，因此对大鼠MSAP和HR不产生影
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响，从而实现选择性肺血管舒张作用。

低氧性肺血管重塑和右心室肥厚是CHPH最

主要的病理特点，亦是治疗PH的关键。研究表明，

慢性肺血管收缩在其病理过程中起重要作用[1卜12]。

因此，H—eNOS组MPAP下降可能参与减轻了该病

理过程；血管平滑肌细胞内cGMP水平的升高亦可

通过抗肌化作用直接减轻肺血管重塑。

本研究中，治疗措施是在PH出现前施加的，这

很难使结果推及进展期患者。然而，这为对轻度PH

患者进行早期干预提供了依据。
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内科临床适宜技术应用交流会暨第十四期全国内科主任诊疗技术高级研修班将举办

·启事·

内科临床适宜技术应用交流会暨第十四期全国内科主任诊疗技术高级研修班由中国医师协会主办，中南大学湘雅医院

心内科协办。订于2009年5月9—17日在湖南省长沙市举办，学习期满授予国家级I类继续教育学分lO分。

内容：急性冠脉综合征的正确诊断和治疗；心绞痛的分类诊断与治疗；如何选用调脂药；心律失常的药物治疗；慢性心力

衰竭的主要进展概述；高血压药物治疗新趋势；肺动脉血栓栓塞症诊断与治疗的进展；呼吸衰竭诊治进展；支气管哮喘；糖尿

病胰岛素治疗；糖尿病口服药治疗；短暂性脑缺血发作}综合医院对抑郁症的处理；急性缺血性脑血管病的规范化治疗；抗感

染药物临床应用进展；反流性食管病新进展；风湿性疾病的诊治进展；类风湿关节炎等内容。

教师：拟邀请长沙中南大学湘雅医院心内科杨天伦主任、张赛丹教授、彭道泉教授，内分泌科雷闽湘主任，神经内科刘运

海教授、谷文萍教授，消化科袁伟建教授、张桂英教授、唐丽安教授。急诊科邓跃林教授，呼吸科陈清兰教授、罗百灵教授，心理

咨询中心杨放如教授；湖南省人民医院郑昭芬教授；北京阜外心血管病医院袁晋青教授；北京协和医院唐福林教授等。

学员要求：心内科、神经科、内科、老年科主任或具有主治医师以上职称者。报名地址：写清单位、姓名、职务、职称、电话后寄至

北京市东城区东四西大街46号中国医师协会事业发展部首雪刘亚杰收，邮编：100711；信封上请注明“内科班”。电话：010—

65286512，手机：13391703319，传真：010—87835179，Email：cmdapx@sina．COrn。可电话、短信、传真或邮件索取正式通知。

(中国医师协会)

第十三次全国复苏与中毒学术论文交流会征文通知

为了提高我国复苏与中毒救治水平，认真总结交流近几年来在这几方面基础与临床的经验和学术研究成果，经中华医学

会批准，急诊医学分会第十三次全国复苏与中毒学术论文交流会定于2009年6月在湖北省武汉市召开，届时有我国复苏、中

毒的专家作专题报告介绍这几方面的最新进展，并聘请相关学科的专家进行专题报告。参会者可获得国家级I类继续教育学

分8分，为此现展开征文，内容如下。

征文内容：心肺复苏的基础和临床研究；各种中毒(CO、药物、农药、有害气体)的救治基础和临床研究；猝死、脑死亡、溺

水、触电、中暑等理化急诊；多器官功能不全、心力衰竭、肝、肾、呼吸衰竭救治；急诊的新技术、新业务及新经验交流；内、外、妇、

儿、皮肤及五官急性疾病的诊断处理及救治原则；人工气道、呼吸机的应用；危重病的各种监测技术和经验交流；急危重病救

治的新技术、新药物及新方法；复苏与中毒中的组织管理及救治体会l复苏、中毒、院前急救、现场救治及转运；急危重病救治

护理经验介绍。

征文要求：文章请用稿纸书写或打印，加盖单位公章或介绍信，来稿一律不退请自留底稿；文章全文3 000字以内，并附
300～500字摘要，同时附电子版。稿件截止日期为2009年5月1日，以邮戳为准。

稿件邮寄地址：北京市朝阳区工人体育场南路8号北京朝阳医院急诊科邵菲收，邮编：100020；电话：13601332960，

Email：yinin92000@sina．corn。稿件经审稿会审查录用后将于2009年5月31日前发出参会通知。

(中华医学会急诊医学分会)

万方数据


