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野百合碱诱导大鼠肺高压时韧粘素 mRNA
表达水平的动态变化

沈捷1 ,周爱卿1 ,秦玉明1 ,梁瑛1 ,李奋2

(11 上海市儿科医学研究所心血管研究室 ; 　21 上海第二医科大学附属上海儿童医学中心心内科 ,上海 　200092)

　　[摘 　要 ] 　目的 　观察野百合碱 (MCT)所致肺高压大鼠肺组织和肺动脉中韧粘素 ( TN) mRNA 的动态表达水

平 ,探讨其与肺高压肺血管重建的关系。方法 　SD 大鼠随机分为 MCT 组和正常对照组 (CON) ,采用野百合碱皮

下注射法诱导建立大鼠肺高压模型 ,并通过快速竞争性 RT2PCR 技术检测不同时间点 (给药后第 7 ,14 ,21 ,28 天)

大鼠肺组织和肺动脉中 TN mRNA的表达水平。结果 　TN mRNA 水平在给药后第 7 天即有上调 ,CON 组肺组织

TN mRNA为 0. 29 ±0. 04 ,MCT 组为 0. 56 ±0. 08 ,两组间差异有显著性 ( P < 0. 01) ;CON 组肺动脉 TN mRNA 为

0. 30 ±0. 04 ,MCT 组为 0. 57 ±0. 05 ,两组间差异有显著性 ( P < 0. 05) 。TN mRNA 水平上调早于肺动脉压的升

高 ,随压力上升和时间延长 TN mRNA 继续增高。结论 　TN 参与了肺高压肺血管重建过程 ,在肺高压发病中可能

具有重要作用。
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　　Abstract :　Objective 　To study the levels of Tenascin ( TN) mRNA in pulmonary vascular remodeling associated

with pulmonary hypertension ( PH) induced by monocrataline (MCT) . Methods 　SD rats were randomly assigned into

the control ( CON) group and MCT group . The model of PH was created by injecting hypodermatic MCT. Rapid

competitive RT2PCR was used to examine the levels of TN mRNA in central pulmonary arteries ( PAs) and lungs at

different times after MCT or NS injections. Results 　Increased expression of TN mRNA was detected 7 days after the

injection of MCT. The expression of TN mRNA in lungs of the MCT group (0. 56 ±0. 08) was higher than that of the

CON group (0. 29 ±0. 04) , P < 0. 01. TN mRNA in PAs of the MCT group (0. 57 ±0. 05) was higher than that of the

CON group (0. 30 ±0. 04) , P < 0. 05. The increase of the level of TN mRNA preceded the elevation of pulmonary

pressure (14 days) and continued to increase with the rising of pulmonary pressure. Conclusions 　TN might be involved

in the pathogenesis of pulmonary vascular remodeling with PH.
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　　肺动脉高压 (简称肺高压)的发病机理至今尚未

阐明。目前已知 ,肺血管重建是不同原因肺高压的

共同病理特征。韧粘素 ( Tenascin , TN) 是一种大分

子细胞外基质蛋白 ,近年来有研究表明 ,它参与了血

管重建过程[1 ] 。本研究拟通过快速竞争性逆转录

聚合酶链反应 ( RT2PCR) 技术 , 检测野百合碱

(Monocrataline , MCT)所致肺高压大鼠肺组织及肺

动脉中 TN mRNA 的动态表达水平 ,以帮助阐明
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TN 在肺高压肺血管重建中的作用。

1 　材料和方法

1 . 1 　肺高压动物模型的建立及肺动脉平均压的测定

雄性 SD 大鼠 72 只 ,随机分为野百合碱 (MCT)

组和正常对照 (CON) 组 ,每组 36 只。MCT 组大鼠

以 2 %野百合碱 (Sigma 公司)按 60 mg/ kg 剂量在背

部脊柱旁皮下注射 ,CON 组则同法给予等体积生理

盐水。分别于注射后第 7 ,14 ,21 ,28 天按孙波法[2 ]

采用自制右心测压导管测肺动脉平均压 ( mPAP) ,

每时间点 9 只。

1 . 2 　TN mRNA 表达水平的检测

大鼠测压后 , 立即开胸取右上肺叶组织约

50 mg ,同时分离肺总动脉及左右分支 ,置冷无菌生

理盐水中漂去血污 , - 80 ℃保存备用。采用上海华

舜生物工程公司提供的试剂盒抽提总 RNA ,并用紫

外分光光度计测定其纯度和含量。按北京赛百盛公

司提供的试剂盒 (Bioneer)说明书进行逆转录。

引物由上海 Sangon 公司合成 ,目的基因序列为 :

上游 (b) 5’- CAGAAGCTGA ACCGGAAGTTG - 3’,

下游 (c) 5’- GGCTGTTGTTGCTATGGCACT - 3’,扩

增产物为 278 bp ;竞争性内参照 (internal standard , IS)

序列为 :上游同目的基因 (b) ,下游 (a) 为目的基因下

游引物加上 GGGAGGG TTATTTCTTGTGG - 3’,产

物为 178 bp。

内参照 ( IS)制备参照文献[3 ]进行 :首先利用 b ,

a 引物进行第 1 次 PCR 扩增 ,产物用胶回收试剂盒

(华舜公司)回收后 ,用 b ,c 引物进行第 2 次扩增 ,以

提高其产量和纯度 ;用不同稀释度的 IS (160 ,80 ,

40 ,20 ,10 ,5 ,2. 5 ,1. 25 fg) 与一定量的目的 cDNA

进行竞争性 PCR 扩增 ,以选择 IS 的最佳竞争浓度。

取 4μl RT 产物 (cDNA) 在 PCR 扩增仪上进行

扩增。总反应体系为 50μl ,包括 :10 ×PCR 缓冲液

(内含 25 mmol/ L 的 MgCl2) 5μl ,4 ×10 nMd N TP

2μl ,12. 5 pmol/μl 的引物 b ,c 各 2μl , Taq 酶 1μl

(5 U/μl) ,目的 cDNA 4μl , IS 1μl (5 fg/μl) ,灭菌去

离子水 33μl ,覆盖一滴轻质石蜡油后稍离心。反应

条件 :94 ℃预变性 5 min ,继之 94 ℃变性 30 s ,55 ℃

退火 30 s ,72 ℃延伸 30 s ,共 30 个循环 ,最后 1 个循

环后 72 ℃再延伸 7 min , 4 ℃保存产物。取 10 μl

PCR 产物以 2 %琼脂糖凝胶电泳 ,用凝胶成像仪观

测结果 ,目的 cDNA 产物与 IS 的灰度比值作为 TN

基因的相对表达水平。每样本测量 2 次 ,取平均值。

1 . 3 　数据统计

数据以 �x ± s 表示。结果分析采用 STA TIS2
TICA 5. 1 统计软件进行 ,两组各对应时间点间比较

用配对 t 检验 ,各组内差异行 ANOVA 检验。

2 　结果

2 . 1 　肺动脉平均压测定情况

MCT组大鼠 mPAP 于给药后第 14 天开始升

高 ,与同时间点对照组相比差异有显著性 ( P <

0. 01) ,并随时间延长继续上升 ,至第 28 天趋于稳

定。CON 组各时间点间差异均无显著性 ( P >

0. 05) ,MCT 组各时间点间差异有显著性 ( P <

0. 01) 。见表 1。

表 1 　两组大鼠各时间点 mPAP 值

Table 1 　Values of mean pulmonary pressure (n = 9 , �x ± s ,mmHg)

组别 7 d 14 d 21 d 28 d F 值 P 值

CON 组 14. 89 ±1. 16 14. 33 ±1. 00 14. 67 ±1. 32 14. 78 ±1. 39 0. 34 > 0. 05

MCT 组 15. 22 ±1. 71 18. 89 ±2. 57 22. 44 ±2. 55 26. 78 ±4. 60 23. 56 < 0. 01

t 值 - 0. 40 - 4. 56 - 8. 41 - 6. 71

P 值 > 0. 05 < 0. 01 < 0. 01 < 0. 01

2 . 2 　TN mRNA 在大鼠肺组织及肺动脉中表达的

动态变化

MCT 处 理 后 第 7 天 , 肺 组 织 、肺 动 脉

TN mRNA 　表达水平即有显著上调 ,并随时间延

长而继续增高 , 至第 2 1 ～ 2 8 天达到高峰 。肺

组织 CON 组各 时 间 点 TN mRNA 差 异 有 显 著

性 ( P < 0. 01 ) , 第 1 4 天 TN mRNA 水 平 高 于

第 7 天 ,但不随时间延长而继续增长 ; 肺动脉

CON 组各时间点间差异无显著性 ( P > 0. 05) 。见

表 2。
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表 2 　不同时间点 TN mRNA 的相对表达水平

Table 2 　The levels of expression of TN mRNA ( �x ± s )

肺组织 (n = 6)

CON 组 MCT 组
t 值 P 值

肺动脉 (n = 3)

CON 组 MCT 组
t 值 P 值

第 7 天 0. 29 ±0. 04 0. 56 ±0. 08 - 10. 16 < 0. 01 0. 30 ±0. 04 0. 57 ±0. 05 - 4. 99 < 0. 05

第 14 天 0. 38 ±0. 03 0. 94 ±0. 13 - 10. 92 < 0. 01 0. 36 ±0. 09 0. 94 ±0. 07 - 6. 25 < 0. 05

第 21 天 0. 41 ±0. 07 1. 07 ±0. 17 - 7. 16 < 0. 01 0. 37 ±0. 10 1. 11 ±0. 16 - 5. 94 < 0. 05

第 28 天 0. 45 ±0. 08 1. 19 ±0. 21 - 8. 23 < 0. 01 0. 38 ±0. 09 1. 16 ±0. 14 - 6. 14 < 0. 05

F 值 6. 97 18. 59 0. 59 17. 07

P 值 < 0. 01 < 0. 01 > 0. 05 < 0. 01

3 　讨论

　　肺高压是先心病和慢性缺氧性肺病等常见而严

重的并发症 ,是决定其预后的重要因素之一 ,其发病

机理尚未阐明。肺血管重建是不同原因肺高压的共

同病理特征 ,为近年肺高压发生机制的主要研究方

向之一。一系列研究表明 ,细胞外基质的异常合成、

分布及平滑肌细胞的增殖、迁移是肺血管重建的主

要原因。TN 是一种细胞外基质糖蛋白 ,最初被认

为是一种肌腱蛋白抗原 ,随后逐年来的研究发现 ,

TN 在某些正常和病理组织生长、再生过程如胚胎

发生、上皮2间充质相互作用、伤口愈合、肿瘤发生等

方面有重要作用 ,并认为它参与了细胞活动的一系

列调节机制 ,包括粘附、增殖、迁移、分化、细胞间相

互作用以及细胞凋亡 ,近年又有研究表明它参与了

血管重建过程[1 ] 。Hedin 等[4 ]采用球囊导管损伤大

鼠颈动脉 ,造成内膜剥脱模型 ,两周后免疫组化显示

新生内膜中 TN 表达呈强阳性染色 ,动脉中层则见

少量阳性斑点 ;而在正常大鼠主动脉及颈动脉 ,仅内

膜可见极少量 TN 表达。Chen 等[5 ]观察到 TN 在

人体移植聚四氟乙烯 ( PTFE) 血管环的增生内膜中

有阳性表达。

最近 ,Jones 等[6 ]采用分子生物学技术结合免疫

组化方法 ,进行了 TN 在肺高压大鼠肺血管中的定

位及半定量分析 ,结果显示肺高压时 TN 转录水平

上调 ,蛋白沉积增加。本研究表明 MCT 皮下注射

后第 7 天即可检测到肺组织和肺动脉中均有 TN

mRNA 表达水平的显著上调 ,出现在肺动脉压力升

高之前 ;并随时间延长和肺动脉压力的升高而继续

上升。本课题组同时还观察了部分先心病并肺高压

患者肺小动脉中 TN 的表达情况 ,结果表明 ,肺高压

时患者肺小动脉中 TN 蛋白表达明显增加 ,表达强

度与肺动脉压力、病理分级呈正相关 ,且其分布多与

α2平滑肌肌动蛋白 ( SMA) 及细胞增殖核抗原 ( PC2

NA)表达部位一致 [7 ] 。另外 ,在平滑肌细胞培养中 ,

有研究者观察到 TN 合成与平滑肌细胞表型有

关[4 ] ; TN 可促进某些生长因子对平滑肌细胞的促

增殖、迁移作用[8 ] 。根据上述结果 ,有理由推测 TN

参与了肺高压肺血管重建过程 ,其作用机制可能是

直接构成重建血管的成分或通过调节血管平滑肌细

胞的形态和功能而影响重建过程。

目前 , TN 结构与功能的关系尚未完全明了 ,故

对其参与肺血管重建的机理有待进一步深入研究。

但根据上述结果 ,可以肯定 TN 在肺血管重建中的

重要作用 ,针对它及其受体的治疗可能成为控制血

管重建的一条新途径。
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