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·实验研究·

高肺血流性肺动脉高压大鼠肾上腺髓质素前体Ｎ端２０肽的变化
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　　［摘　要］　目的　高肺血流性肺动脉高压的形成机制至今尚未完全阐明。该实验通过研究高肺血流性肺动
脉高压大鼠肺组织肾上腺髓质素前体Ｎ端２０肽（ＰＡＭＰ）表达以及血浆ＰＡＭＰ含量的变化，探讨ＰＡＭＰ在高肺血
流性肺动脉高压形成中的作用。方法　１６只雄性ＳＤ大鼠随机分为对照组和分流组，每组各８只。对分流组大鼠
行腹主动脉下腔静脉分流术。１１周后，以右心导管法测定肺动脉收缩压（ｓＰＡＰ）、肺动脉舒张压（ｄＰＡＰ）和肺动脉
平均压（ｍＰＡＰ），观察肺动脉超微结构的变化。并且以放射免疫法测定血浆中ＰＡＭＰ含量，以免疫组织化学法检测
肺组织中ＰＡＭＰ表达。结果　分流组大鼠ｓＰＡＰ、ｄＰＡＰ和ｍＰＡＰ均明显高于对照组（均Ｐ＜０．０１）。电镜下，肺腺泡
内动脉内皮细胞增生、肿胀，内弹力层不规则，平滑肌细胞肥厚、向合成表型转化。并且分流组大鼠血浆 ＰＡＭＰ含
量明显高于对照组（Ｐ＜０．０１），肺动脉内皮细胞和平滑肌细胞ＰＡＭＰ表达明显增强。结论　 肺动脉和血浆ＰＡＭＰ
表达的上调可能参与了高肺血流性肺动脉高压的形成。 ［中国当代儿科杂志，２００７，９（６）：５７４－５７６］
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ｓｈｕｎｔ；Ｒａｔｓ

　　肾上腺髓质素（ａｄｒｅｎｏｍｅｄｕｌｌｉｎ，ＡＤＭ）和肾上
腺髓质素前体 Ｎ端 ２０肽（ｐｒｏａｄｒｅｎｏｍｅｄｕｌｌｉｎＮ２０

ｐｅｐｔｉｄｅ，ＰＡＭＰ）来源于同一基因编码的肾上腺髓质
素前体原（ｐｒｅｐｒｏａｄｒｅｎｏｍｅｄｕｌｌｉｎ，ｐｒｅｐｒｏＡＤＭ），具有
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相似但是各自独立的生物学效应，均能够舒张血管、

降低血压和抑制血管平滑肌细胞增殖，但是 ＰＡＭＰ
作用弱于ＡＤＭ［１］。国外研究显示先天性心脏病合
并肺动脉高压患者血浆中 ＡＤＭ水平升高［２，３］，提示

ＡＤＭ可能参与了高肺血流性肺动脉高压的形成。
然而关于ｐｒｅｐｒｏＡＤＭ水解产生的另一肽段ＰＡＭＰ是
否也参与了高肺血流性肺动脉高压的形成至今尚无

研究报道。本实验通过研究高肺血流性肺动脉高压

大鼠肺组织ＰＡＭＰ表达以及血浆ＰＡＭＰ含量的变化，
探讨ＰＡＭＰ在高肺血流性肺动脉高压形成中的作用。

１　材料与方法

１．１　实验分组及动物模型建立
雄性ＳＤ大鼠１６只，购自北京大学第一医院动

物实验中心，体重１２０～１４０ｇ，随机分为分流组和
对照组，每组各８只。分流组大鼠经１０％水合氯醛
（０．２～０．４ｍＬ／１００ｇ）腹腔内注射麻醉后，行腹主动
脉下腔静脉分流术。若观察到下腔静脉内有鲜红
的动脉血流动并伴血管波动，说明分流手术成

功［４］。对照组大鼠仅开腹后暴露腹主动脉和下腔

静脉，不作动静脉间的穿刺。两组大鼠饲养条件相

同，共饲养１１周。
１．２　肺动脉压力测定

１１周后以右心导管法测量记录肺动脉收缩压
（ｓｙｓｔｏｌｉｃｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｐｒｅｓｓｕｒｅ，ｓＰＡＰ）、肺动脉舒
张压（ｄｉａｓｔｏｌｉｃｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｐｒｅｓｓｕｒｅ，ｄＰＡＰ）和肺
动脉 平 均 压 （ｍｅａｎ ｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｐｒｅｓｓｕｒｅ，
ｍＰＡＰ）［４］。
１．３　肺血管超微结构的观察

大鼠开胸后，取相同部位新鲜肺组织切为

１ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ大小固定于３％戊二醛溶液，
再用１％锇酸后固定，梯度酒精脱水后 Ｅｐｏｎ８１２包
埋。半薄切片甲苯胺蓝染色后定位与呼吸性细支气

管以下伴行的肺腺泡内动脉行超薄切片，超薄切片

经醋酸铀及枸橼酸铅双染色后在 ＪＥＭ１００ＣＸⅡ透
射电子显微镜（日本电子显微公司）下观察肺动脉

超微结构变化。

１．４　血浆ＰＡＭＰ含量测定
自大鼠颈总动脉采血５ｍＬ加入１０％ＥＤＴＡ和

抑肽酶混匀，３０００ｒ／ｍｉｎ低温离心１０ｍｉｎ，取上清
液，按放免试剂盒（购自美国 Ｐｈｏｅｎｉｘｐｅｐｔｉｄｅ公司）
说明书操作。

１．５　肺组织ＰＡＭＰ免疫组化分析
采用过氧化物酶标记链霉卵白素染色法（ＳＰ

法）。肺组织石蜡切片６０℃烤片１ｈ，二甲苯梯度乙
醇脱蜡入水，３％Ｈ２Ｏ２乙醇封闭内源性过氧化物酶
活性后置枸橼酸缓冲液中，微波修复抗原１０ｍｉｎ，加
入兔抗鼠 ＰＡＭＰ（购自美国 Ｐｈｏｅｎｉｘｐｅｐｔｉｄｅ公司，稀
释度为１∶４００）４℃孵育过夜。加二抗和三抗后分
别在室温下孵育３０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色，苏木素复染。
光镜下，棕黄色沉淀为阳性信号。用半定量方法对

肺动脉ＰＡＭＰ表达进行分析［５］，每个样品至少检测

１０条，将其反应强度分为３个等级：肺动脉平滑肌
细胞或内皮细胞无ＰＡＭＰ蛋白表达者为（－）；肺动
脉１％～５０％平滑肌细胞或内皮细胞 ＰＡＭＰ呈现阳
性表达者为（＋）；肺动脉５１％ ～１００％平滑肌细胞
或内皮细胞 ＰＡＭＰ呈现阳性表达者为（＋＋）。为
便于理解和统计学处理，将肺动脉 ＰＡＭＰ表达用积
分值表示，即以不同表达强度的肺动脉百分比乘以

反应强度加权值（“－”者，反应强度加权值为 ０；
“＋”者，反应强度加权值为０．５；“＋＋”者，反应强
度加权值为１）。
１．６　统计学处理

实验数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，应用
ＳＰＳＳ１０．０统计软件采用独立样本 ｔ检验对两组间
差异进行显著性检验。

２　结果

２．１　肺动脉压力的变化
分流１１周后，分流组大鼠 ｓＰＡＰ比对照组升

高４９．３％，ｄＰＡＰ升高６４．８％，ｍＰＡＰ升高６０．８％
（均 Ｐ＜０．０１），见表１。

表１　肺动脉压力的变化 （ｘ±ｓ，ｍｍＨｇ）

组别 例数 肺动脉收缩压 肺动脉舒张压 肺动脉平均压

对照组 ８ ２６．５±３．２ １２．６±４．５ １９．７±４．３
分流组 ８ ３９．６±５．３ ２０．８±５．４ ３１．７±４．２
ｔ ５．９２ ３．２８ ５．６８
Ｐ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

２．２　肺血管超微结构的变化
对照组大鼠肺动脉内皮细胞胞体扁平，内衬血

管内壁，结构正常；内弹力层均匀一致；平滑肌细胞

胞浆被大量肌丝占据，并见许多致密斑，呈收缩表

型。分流组大鼠肺动脉内皮细胞增生、肿胀、变性、

脱落；内弹力层不规则、厚薄不均；平滑肌细胞体

积增大、垂直排列，呈合成表型。

２．３　血浆ＰＡＭＰ含量和肺动脉ＰＡＭＰ表达的变化
分流组大鼠血浆 ＰＡＭＰ含量较对照组升高

４４．３％（Ｐ ＜０．０５）；分流组大鼠肺动脉内皮细胞
·５７５·
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ＰＡＭＰ表达积分值明显高于对照组（Ｐ＜０．０１）；而
肺动脉平滑肌细胞ＰＡＭＰ表达积分值也明显高于对
照组（Ｐ＜０．０１），见表２。

　　表２　血浆ＰＡＭＰ含量和肺动脉ＰＡＭＰ表达的变化
（ｘ±ｓ）

组别 例数
血浆ＰＡＭＰ含量

（ｐｇ／ｍＬ）

肺动脉ＰＡＭＰ表达积分

内皮细胞 平滑肌细胞

对照组 ８ ４２７±９０ ０．３８±０．１２ ０．１４±０．０５
分流组 ８ ６１６±１９５ ０．６２±０．０９ ０．２４±０．０７
ｔ ２．４９ ４．４０ ３．０２
Ｐ ＜０．０５ ＜０．０１ ＜０．０１

３　讨论

高肺血流性肺动脉高压是左向右分流型先天性

心脏病常见的合并症，其严重程度影响患者外科手

术时机的选择和术后的生存质量。高肺血流性肺动

脉高压的形成机制至今尚未完全阐明，血管活性物

质合成和分泌的失衡可能参与了其发生。ＡＤＭ是
１９９３年在人嗜铬细胞瘤中发现的一种血管活性多
肽，来源于其基因编码的前体原ｐｒｅｐｒｏＡＤＭ，具有舒
张血管、抑制血管平滑肌细胞迁移和增殖及排钾、利

尿等重要作用［１］。研究证实［６］，ｐｒｅｐｒｏＡＤＭ在体内
经内源性肽酶的作用可以降解产生４个不同的活性
肽段：ＰＡＭＰ（ｐｒｅｐｒｏＡＤＭ２２４１），ｐｒｅｐｒｏＡＤＭ４５
９２，ＡＤＭ（ｐｒｅｐｒｏＡＤＭ９５１４６）和肾上腺加压素（ｐｒｅ
ｐｒｏＡＤＭ１５３１８５）。ＰＡＭＰ由 Ｋｕｗａｓａｋｏ等［７］从人的

嗜铬细胞瘤组织中纯化发现，广泛分布于多种器官

和组织，具有较弱的舒张血管和降低血压的作用。

与ＡＤＭ主要通过激活环磷酸腺苷（ｃＡＭＰ）舒张血
管的机制不同，ＰＡＭＰ不影响细胞内 ｃＡＭＰ的水平，
而可能通过抑制交感神经末梢去甲肾上腺素的释

放，发挥其舒张血管的作用［８］。ＰＡＭＰ不仅是一种
循环激素，也是血管壁细胞旁分泌／自分泌因子，参
与了包括高血压在内的多种疾病病理生理的发生发

展［９］。

动物实验和临床试验均显示，静脉注射 ＡＤＭ
以及雾化吸入ＡＤＭ都能够降低肺动脉压力。我们
新近的研究显示［１０］，通过微量渗透泵外源性长期应

用ＡＤＭ，能够缓解低氧性肺动脉高压和肺血管结构
重建的形成。提示ＡＤＭ对于肺动脉高压具有重要
的调节作用。已有研究发现［２，３］，先天性心脏病合

并肺动脉高压患者血浆中 ＡＤＭ水平升高，提示
ＡＤＭ可能参与了高肺血流性肺动脉高压的形成。
由 ｐｒｅｐｒｏＡＤＭ在体内降解产生的另外一种活性肽

段ＰＡＭＰ，在高肺血流性肺动脉高压形成时的变化
如何，ＰＡＭＰ是否也参与了高肺血流性肺动脉高压
的形成至今尚无研究报道。我们对此进行了研究，

结果显示，在高肺血流性肺动脉高压和肺血管结构

重建形成的同时，肺动脉 ＰＡＭＰ表达和血浆 ＰＡＭＰ
含量也明显上调，提示 ＰＡＭＰ与高肺血流性肺动脉
高压的形成密切相关，ＰＡＭＰ的上调可能是机体和
肺组织对于分流刺激的一种代偿性反应。

关于高肺血流性肺动脉高压时ＰＡＭＰ上调的分
子机制以及ＰＡＭＰ对于高肺血流性肺动脉高压形成
的作用及其机制尚有待于进一步研究。
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