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论著·实验研究

脾酪氨酸激酶对大鼠肺血管平滑肌细胞增殖的作用

罗勤　高正祥　曹丽丽　余莉　王涛　刘瀚

（四川大学华西第二医院儿科，四川 成都　６１００４１）

　　［摘　要］　目的　研究脾酪氨酸激酶（ｓｐｌｅｅｎｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ，Ｓｙｋ）在血小板源性生长因子ＢＢ（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒＢＢ，ＰＤＧＦＢＢ）诱导大鼠肺血管平滑肌细胞（ＰＶＳＭＣｓ）增殖中的作用。方法　体外培养雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ
Ｄａｗｌｅｙ大鼠ＰＶＳＭＣｓ，经鉴定后选用３～５代细胞，经 ＰＤＧＦＢＢ诱导细胞增殖后，用３种不同剂量 Ｓｙｋ选择性抑制
剂ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ干预，以ＭＴＴ比色法测定细胞增殖，３ＨＴｄＲ掺入法检测细胞 ＤＮＡ合成，流式细胞仪检测细胞周期，
荧光定量ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测细胞ＳｙｋｍＲＮＡ和蛋白表达水平。结果　ＰＤＧＦＢＢ刺激后，Ｓｙｋ蛋白表达水
平明显增高，细胞显著增殖；经Ｓｙｋ抑制剂ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ干预后，随着ＳｙｋｍＲＮＡ和蛋白表达水平的降低，细胞的增殖
受到明显抑制，其抑制作用与剂量大小具有相关性。结论　 在ＰＤＧＦＢＢ诱导下的大鼠肺血管平滑肌细胞增殖中，
Ｓｙｋ可能起促进作用。 ［中国当代儿科杂志，２０１０，１２（１１）：８８６－８９０］
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ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｗａｓａｓｓｅｓｓｅｄｂｙｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ（ＭＴＴ）ａｓｓａｙ．ＤＮＡｓｙｎｔｈｅｓｉｓｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙ３Ｈｔｈｙｍｉｄｉｎｅ
ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ（３ＨＴｄＲ）．Ｃｅｌｌｕｌａｒｃｙｃｌｅｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．ＳｙｋｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｕｓｉｎｇｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳｙｋｐｒｏｔｅｉｎｏｆＰＶＳＭＣｓｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇＰＤＧＦＢＢ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ．ＰＤＧＦＢＢ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｄｒａｍａｔｉｃａｌｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ ＰＶＳＭＣｓ
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　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ｓｐｌｅｅｎｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ；Ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌ；Ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；Ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ；Ｒａｔｓ

　　大量左向右分流的先天性心脏病，肺血流增加，
导致高动力性肺动脉高压（ｐｕｌｍｏｎａｒｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，
ＰＨ），若不及早治疗，肺血管床将发生不可逆改变，
严重影响预后。病理学研究表明，多种生长因子、细

胞因子参与的肺血管重构（ｖａｓｃｕｌａｒｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ）是
ＰＨ一个基本的病理学特征［１］，而肺血管平滑肌细

胞 （ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ，
ＰＶＳＭＣｓ）的增殖是其中心环节。

在人体和动物模型中已被证实，血小板源性生

长因子 ＢＢ（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＰＤＧＦＢＢ）
在ＰＨ的 ＰＶＳＭＣｓ增殖中起重要作用［２］，具体机制

尚未阐明。脾酪氨酸激酶（ｓｐｌｅｅｎｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ，
Ｓｙｋ）通路是近年来备受关注的蛋白激酶通路。已
有研究者发现Ｓｙｋ参与了大鼠主动脉平滑肌细胞的
迁移与增殖［３４］，但在ＰＶＳＭＣｓ增殖中的作用尚不明
了。本实验采用Ｓｙｋ的选择性抑制剂ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ干
预经ＰＤＧＦＢＢ刺激的大鼠 ＰＶＳＭＣｓ增殖，探讨 Ｓｙｋ
在不同刺激条件下的表达，以及在 ＰＶＳＭＣｓ增殖中
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的作用，为逆转肺血管重构、改善ＰＨ提供一定的理
论依据。

１　材料与方法

１．１　ＰＶＳＭＣｓ的培养和实验分组
选用体重 １００～１２０ｇ的雄性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ

（ＳＤ）大鼠（由四川大学华西动物实验中心提供），
断颈椎方法处死后，在无菌条件下分离肺动脉，剥除

外膜，纵向剪开血管，再用消毒棉签轻轻刮去血管内

膜后，将组织剪成小块。将含有 １０％胎牛血清的
ｍ１９９培养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，美国）作为培养液，采
用组织块贴壁法收集 ＰＶＳＭＣｓ，３７℃、５％ ＣＯ２条件
下静置培养。实验选用生长状态良好的３～５代细
胞，ＰＶＳＭＣｓ由免疫组化和形态学证实。

细胞根据有否予ＰＤＧＦＢＢ刺激和ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ干
预随机分成５组。①对照组：无血清ｍ１９９培养液培
养；② ＰＤＧＦＢＢ组：予终浓度１０ｎｇ／ｍＬＰＤＧＦＢＢ
（Ｒ＆Ｄ公司，美国）；③ＰＤＧＦＢＢ＋低剂量ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ
组（简称低剂量ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ组）：予终浓度１０ｎｇ／ｍＬ
ＰＤＧＦＢＢ和 １μｍｏｌ／Ｌｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ（Ａｌｅｘｉｓ公 司，
德国）；④ＰＤＧＦＢＢ＋中剂量 ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ组（简称中
剂量 ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ组）：予终浓度１０ｎｇ／ｍＬＰＤＧＦＢＢ
和１０μｍｏｌ／Ｌｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ；⑤ ＰＤＧＦＢＢ＋高 剂 量
ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ组（简称高剂量ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ组）：予终浓度
１０ｎｇ／ｍＬＰＤＧＦＢＢ和３０μｍｏｌ／Ｌｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ。
１．２　四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）比色测定细胞增殖

细胞以每孔２００μＬ、３～５×１０５／ｍＬ的密度接
种于９６孔培养板，继续培养至细胞融合约６０％ ～
７０％，弃去原培养液，加入无血清 ｍ１９９培养基２４ｈ
后按分组加药，分别于２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ终止，每孔加
入ＭＴＴ（Ｓｉｇｍａ公司，美国）溶液（５ｍｇ／ｍＬ）２０μＬ，
继续孵育４ｈ后终止，弃去培养基，每孔加入１５０μＬ
ＤＭＳＯ，振荡１０ｍｉｎ后，选择４９２ｎｍ波长在酶联免
疫检测仪上测定各孔吸光度（Ａ）值。
１．３　３ＨＴｄＲ掺入测定细胞ＤＮＡ合成水平

细胞以每孔５００μＬ、３～５×１０５／ｍＬ的密度接
种于２４孔培养板，继续培养至细胞融合达６０％ ～
７０％，弃去原培养液，加无血清 ｍ１９９培养基 ２４ｈ
后按分组加药，分别于２４ｈ、４８ｈ和７２ｈ终止，加入
氚标记的胸腺嘧啶（３ＨＴｄＲ），继续孵育５ｈ后，闪
烁计数，测定各孔脉冲数（ｃｐｍ）即氚掺入值。
１．４　流式细胞仪检测细胞周期

细胞以每孔２ｍＬ、３～５×１０５／ｍＬ的密度接种
于６孔板，继续培养至细胞融合至７０％左右，加入

无血清 ｍ１９９培养基 ２４ｈ后分组加药，并于２４ｈ、
４８ｈ、７２ｈ后终止，以酶消化法收集细胞，冷的磷酸
盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤细胞沉淀３次后，吸干液体，加
入７０％冰乙醇固定，吹打成单细胞悬液，调整细胞
浓度为１０６／ｍＬ，０．５ｍＬ／Ｌ碘化丙啶（ＰＩ）染色后，流
式细胞仪（ＥＰＩＣＳＥＬＩＴＥＥＳＰ，ＣｏｕｌｔｅｒＣｏｍｐａｎｙ，美
国）进行细胞周期测定，重复３次。
１．５　荧光定量ＰＣＲ检测ＳｙｋｍＲＮＡ的表达

细胞经上述不同分组条件处理后分别于６ｈ、
１２ｈ和２４ｈ后收集，Ｔｒｉｚｏｌ（ＴＩＡＮＧＥＮ公司，北京）提
取总ＲＮＡ，紫外分光光度仪测定总ＲＮＡ浓度和纯度，
Ａ２６０和Ａ２８０比值均大于１．８。参照 ＴＯＹＯＢＯ公司
的逆转录试剂盒说明书进行操作。Ｓｙｋ基因和内参
ＧＡＰＤＨ基因引物用 ＰｒｉｍｅｒＥｘｐｒｅｓｓ２．０软件设计。
Ｓｙｋ基因上游序列：５′ＧＡＧＣＴＴＣＧＧＡＧＴＣＣＴＧＡＴＧＴＧ
３′，下游序列：５′ＧＣＡＧＴＣＡＣＴＴＣＧＣＴＣＣＣＴＴＴ３′，Ｓｙｋ探
针５′ｆａｍ＋ＣＣＴＡＣＧＧＧＣＡＧＡＡＧＣＣＡＴＡＣＡＧＡＧＧＧＡＴ
＋ｔａｍｒａ３′；ＧＡＰＤＨ基因上游序列：５′ＴＧＧＡＧＴＣＴＡＣＴ
ＧＧＣＧＴＣＴＴ３′下游序列：５′ＴＧＴＣＡＴＡＴＴＴＣＴＣＧＴＧＧＴ
ＴＣＡ３′，ＧＡＰＤＨ探针：５′ｆａｍ＋ＣＴＧＡＡＧＧＧＴＧＧＧＧＣ
ＣＡＡＡＡＧ＋ｔａｍｒａ３′。反应体系为５０μＬ。扩增条件：
９３℃、４ｍｉｎ，９３℃、２０ｓ，６０℃、３０ｓ，循环４０次。荧光
定量ＰＣＲ在ＦＴＣ２０００荧光定量ＰＣＲ仪（ＦＵＮＧＬＹＮ
公司，加拿大）上进行，软件分析，重复３次。
１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｓｙｋ蛋白的表达

细胞在药物刺激 ２４ｈ后终止，以酶消化法收
集，冷ＰＢＳ洗涤３次，冰上加 ＮＰ４０裂解液（碧云天
公司）至各组细胞，振荡 １５ｍｉｎ，４℃、１４０００ｒ／ｍｉｎ
离心１５ｍｉｎ后，取上清液用ＢＣＡ（碧云天公司）法测
定蛋白浓度。蛋白以 ５０μｇ／孔上样，在 １０％ＳＤＳ
ＰＡＧＥ凝胶中进行电泳分离，用湿转法将蛋白质从
凝胶中转至ＰＶＤＦ膜（Ｍｉｌｉｐｏｒｅ公司，美国），脱脂奶
粉封闭２ｈ后，加一抗（兔多克隆抗Ｓｙｋ抗体，１∶２００
稀释；小鼠单克隆抗 βａｃｔｉｎ抗体，１∶２０００稀释，
ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，美国）４℃孵育过夜，及二抗（辣根
过氧化酶标记的山羊抗兔 ＩｇＧ、抗小鼠 ＩｇＧ，１∶３０００
稀释，北京中杉金桥公司）室温２ｈ后，加 ＥＣＬ发光
试剂（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，美国），用凝胶成像仪（Ｂｉｏ
Ｒａｄ公司，美国）采图，以 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析，测
定各组Ｓｙｋ与 βａｃｔｉｎ的灰度值比值做为 Ｓｙｋ蛋白
的相对表达量，重复３次。
１．７　统计学分析

荧光定量ＰＣＲ原始数据值（Ｃｔ值）换算为基因
的相对表达量（２ΔΔｃｔ）。各组结果以均数 ±标准差
（ｘ±ｓ）表示，组间资料方差齐时采用方差分析和 ｑ
·７８８·
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检验；方差不齐时采用秩和检验。用 ＳＰＳＳ１３．０软
件分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＰＤＧＦＢＢ及 ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ对 ＰＶＳＭＣｓ增殖的
影响

２．１．１　ＭＴＴ比色法　　２４ｈ、４８ｈＰＤＧＦＢＢ组
ＰＶＳＭＣｓ的Ａ值较对照组增高，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。２４ｈ组中，随着 ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ剂量的增
高，ＰＶＳＭＣｓ的Ａ值逐渐降低（Ｐ＜０．０５），其中中、高
剂量的ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ组Ａ值明显低于ＰＤＧＦＢＢ组和低
剂量组（Ｐ＜０．０１；Ｐ＜０．０５）。４８ｈ组中，中、低剂量
ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ组与ＰＤＧＦＢＢ组比较，差异无统计学意
义，高剂量ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ组Ａ值明显低于ＰＤＧＦＢＢ组
和中、低剂量 ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ组，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０１；Ｐ＜０．０５）；７２ｈ各组 Ａ值差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５）（表１）。

表１　ＰＤＧＦＢＢ及ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ对ＰＶＳＭＣｓ增殖的影响　（ｎ＝６，ｘ±ｓ，Ａ值）

组　别 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

对照 ０．１１７±０．０３４ ０．１０２±０．０２６ ０．０３６±０．０１７
ＰＤＧＦＢＢ ０．１７５±０．０２８ａ ０．１５５±０．０３９ａ ０．０８９±０．０１８
低剂量ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ ０．１５２±０．０３２ａ ０．１３５±０．０４８ ０．１０６±０．０３４
中剂量ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ ０．１１５±０．０２０ｃ，ｅ ０．１４７±０．０５７ ０．０８７±０．０２１
高剂量ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ ０．０２９±０．０１３ｂ，ｃ，ｅ，ｆ ０．０７２±０．０２５ｄ，ｅ，ｇ ０．０６４±０．０２６
Ｆ值 ４１．４３２ ４．４３ ２．８４２
Ｐ值 ０．０００ ０．０１５ ０．０６４

　　与对照组相比，ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１；与ＰＤＧＦＢＢ组相比，ｃ：Ｐ＜０．０１，ｄ：Ｐ＜０．０５；与同时间点低剂量ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ组相比，ｅ：Ｐ＜０．０５；与同

时间点中剂量ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ组相比，ｆ：Ｐ＜０．０５，ｇ：Ｐ＜０．０１

２．１．２　３ＨＴｄＲ掺入　　ＰＤＧＦＢＢ组２４ｈ、４８ｈ和
７２ｈ３个时间点的氚掺入值均高于对照组（Ｐ＜０．０１）；
同时３个时间点的低、中剂量 ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ组的氚掺
入值明显高于对照组，差异均有统计学意义

（Ｐ＜０．０５；Ｐ＜０．０１）。２４ｈ高剂量 ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ组、
４８ｈ３个不同剂量ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ组和７２ｈ３个不同剂

量ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ组的氚掺入值均较 ＰＤＧＦＢＢ组降低
（Ｐ＜０．０５；Ｐ＜０．０１）；２４ｈ和４８ｈ的３个不同剂量
ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ组的氚掺入值随着干预剂量增高而逐渐
降低（Ｐ＜０．０１）；７２ｈ的高剂量 ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ组的氚
掺入值明显低于中剂量组（Ｐ＜０．０５）（表２）。

表２　ＰＤＧＦＢＢ及ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ对ＰＶＳＭＣｓＤＮＡ合成的影响　（ｎ＝４，ｘ±ｓ，ｃｐｍ值）

组　别 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

对照 ２４３±２９ ５７５±８５ １４３±４９
ＰＤＧＦＢＢ ２４２９±５０７ａ ９６３５±１００５ａ ５７７５±１７８８ａ

低剂量ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ ２１３０±７６４ａ ８６１８±７５８ａ，ｄ １４７１±５４０ｂ，ｃ

中剂量ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ １８８７±２９３ａ，ｅ ６３０１±２８５ａ，ｃ，ｅ ２５００±１３４ａ，ｃ

高剂量ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ ５２７±２８ｃ，ｅ，ｆ ４７５±６９ｃ，ｅ，ｆ ５０９±９９ｃ，ｆ

Ｆ值 １２．１９４ １６１．００８ ２３．８６１
Ｐ值 ０．００１ ０．０００ ０．０００

　　与对照组相比，ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５；与ＰＤＧＦＢＢ组相比，ｃ：Ｐ＜０．０１，ｄ：Ｐ＜０．０５；与同时间点低剂量ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ组相比，ｅ：Ｐ＜０．０１；与同

时间点中剂量ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ组相比，ｆ：Ｐ＜０．０５

２．２　ＰＤＧＦＢＢ及 ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ对 ＰＶＳＭＣｓ周期的
影响

ＰＤＧＦＢＢ及 ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ干预后，细胞增殖周期
中各期细胞构成比发生了变化。４８ｈ、７２ｈＰＤＧＦ
ＢＢ组Ｓ期细胞比例较对照组增多，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５；Ｐ＜０．０１）；４８ｈ、７２ｈ３个不同剂量的
ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ干预组和２４ｈ的中、高剂量 ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ
干预组Ｓ期细胞比例均较ＰＤＧＦＢＢ组减少，差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０５；Ｐ＜０．０１）；４８ｈ中、高剂量
ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ干预组Ｓ期细胞比例均较低剂量组减少
（均Ｐ＜０．０５）（图１～３）。
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　　图１　药物干预２４ｈ后各期细胞构成　与ＰＤＧＦＢＢ组相
比，ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１

·８８８·



第１２卷第１１期
２０１０年１１月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１２Ｎｏ．１１
Ｎｏｖ．２０１０

!"#

!"#$%&&

#

$%&

'()*+,+--./

#

'%&

'()*+,+--./

#

(%&

'()*+,+--./

#

01203

)

4

)

#356

)

*
+

,
)

-
#

.
!

7

"

89

:9

;9

<9

=9

>9

?9

39

9

+

@

)AB

)CB

　　图２　药物干预４８ｈ后各期细胞构成　与对照组相比，
ａ：Ｐ＜０．０５；与ＰＤＧＦＢＢ组相比，ｂ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．０１；与低剂量

ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ组相比，ｄ：Ｐ＜０．０５
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　　图３　药物干预７２ｈ后各期细胞构成　与对照组相比，
ａ：Ｐ＜０．０１；与ＰＤＧＦＢＢ组相比，ｂ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．０１

２．３　ＰＤＧＦＢＢ及 ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ对 ＰＶＳＭＣｓ的 Ｓｙｋ
ｍＲＮＡ表达的影响

ＰＤＧＦＢＢ组３个时间点的ＳｙｋｍＲＮＡ表达与对
照组相比，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；而６ｈ和
２４ｈ的３个不同剂量 ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ干预组和１２ｈ中、
高剂量ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ干预组的ＳｙｋｍＲＮＡ表达较对照
组减少，差异有统计学意义（均Ｐ＜０．０１）。１２ｈ中、
高剂量 ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ组的ＳｙｋｍＲＮＡ表达较ＰＤＧＦＢＢ
组减少，差异有统计学意义（均Ｐ＜０．０５），６ｈ及２４ｈ
两个时间点的 ３个剂量 ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ干预组的 Ｓｙｋ
ｍＲＮＡ表达均较ＰＤＧＦＢＢ组减少，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５；Ｐ＜０．０１）。６ｈ低剂量 ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ组
ＳｙｋｍＲＮＡ表达明显高于中、高剂量 ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ组
（均Ｐ＜０．０５），而中、高剂量组的ＳｙｋｍＲＮＡ表达差
异无统计学意义。
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　　图４　ＳｙｋｍＲＮＡ表达　与对照组相比，ａ：Ｐ＜０．０１；与
ＰＤＧＦＢＢ组相比，ｂ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．０１；与同时间点低剂量

ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ组相比，ｄ：Ｐ＜０．０５

２．４　ＰＤＧＦＢＢ及 ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ对 ＰＶＳＭＣｓ的 Ｓｙｋ
蛋白表达的影响

ＰＤＧＦＢＢ组Ｓｙｋ蛋白表达较对照组明显增多，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），３个不同剂量
ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ干预组 Ｓｙｋ蛋白表达较对照组减少，差
异亦有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。３个不同剂量
ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ干预组 Ｓｙｋ蛋白表达较 ＰＤＧＦＢＢ组减
少，差异有统计学意义 （Ｐ＜０．０１）。低剂量
ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ组 Ｓｙｋ蛋白表达明显高于中、高剂量
ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ组（Ｐ＜０．０１），而中、高剂量组的 Ｓｙｋ蛋
白表达差异无统计学意义（图５）。
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　　图５　Ｓｙｋ蛋白的表达　ａ：与对照组相比，Ｐ＜０．０１；ｂ：与
ＰＤＧＦＢＢ组相比，Ｐ＜０．０１；ｃ：与低剂量ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ组相比，Ｐ＜０．０１

３　讨论

ＰＨ是一种以肺血管收缩、肺血管重构以及肺小
血管内微血栓形成为基本病理改变的临床综合征，

可继发于多种心肺疾病，少数不明原因的 ＰＨ称为
原发性肺动脉高压（ｐｒｉｍａｒｙｐｕｌｍｏｎａｒｙｈｙｐｅｒｔｅｎ
ｓｉｏｎ）。儿童时期，以继发于先天性心脏病的 ＰＨ最
为常见。左向右分流先天性心脏病分流量大者，若

不及时手术，则可渐发展为不可逆的阻力性 ＰＨ，预
后极差。目前，ＰＨ的发病机制未能完全阐明，ＰＤＧＦ
介导的ＰＶＳＭＣｓ增殖可能起重要作用［２］，但其具体

信号通路尚不清楚。

Ｓｙｋ是近来研究的热点，它是一种非受体型蛋
白酪氨酸激酶，广泛表达于各类造血细胞，并发挥着

各自的生物学功能［５６］。值得注意的是，近年来 Ｓｙｋ
亦被证实在介导大鼠主动脉平滑肌细胞迁移和增殖

中起着重要作用，其可能的通路是做为 ｐ３８ＭＡＰＫ、
ＥＲＫ１／２和Ｈｓｐ２７的上游信号分子参与调控平滑肌
细胞的迁移［３］，或是依赖于花生四烯酸的代谢产物

对Ｓｙｋ本身的启动来刺激平滑肌细胞的蛋白合成和
细胞增殖［４］。但是各类有关于 Ｓｙｋ在细胞迁移、增
·９８８·
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殖中的作用的研究的结论并不一致［３４，７９］。Ｓｙｋ在
大鼠主动脉平滑肌细胞［３４］、人脐静脉血管内皮细

胞［７］、豚鼠呼吸道平滑肌细胞［８］等细胞中均被证实

促进了细胞的增殖与迁移，而在大多数肿瘤细

胞［９１１］中Ｓｙｋ的作用却是抑制细胞的增殖与迁移。
本研究发现，ＰＤＧＦＢＢ能够明显地促进细胞的

增殖，干预２４ｈ、４８ｈ和７２ｈ的ＰＤＧＦＢＢ组的Ａ值
和氚掺入值均高于对照组，而 ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ处理后，
ＰＤＧＦＢＢ诱导的细胞增殖受到抑制，表现为
ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ干预组的 Ａ值、氚掺入值较 ＰＤＧＦＢＢ刺
激组降低，这种抑制效应以最大剂量 ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ最
为明显，呈剂量效应依赖关系，说明Ｓｙｋ的选择性抑
制剂 ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ能够抑制 ＰＶＳＭＣｓ的增殖。同时，
对于Ｓｙｋ表达的研究发现，细胞在ＰＤＧＦＢＢ刺激后
Ｓｙｋ蛋白明显增高，加入 ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ干预后，随着细
胞的Ｓｙｋ转录水平和蛋白表达的下降，ＰＤＧＦＢＢ诱
导的细胞增殖受到ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ剂量相关性抑制。本
研究显示Ｓｙｋ转录水平和蛋白水平与细胞增殖水平
呈同向表达，提示 ＰＤＧＦＢＢ可能通过其下游的 Ｓｙｋ
来促进ＰＶＳＭＣｓ的增殖。

另外，有关细胞周期的研究显示ＰＤＧＦＢＢ刺激
后，Ｓ期的细胞比例显著增加，而 ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ干预
后，明显降低了Ｓ期的细胞比例，且随着 ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ
剂量的增加，这一抑制作用更明显，而各组 Ｇ０／Ｇ１
期的细胞比例没有明显差异。

本研究还发现，ＰＤＧＦＢＢ刺激 ＰＶＳＭＣｓ后，Ｓｙｋ
蛋白表达明显增高，而 ＳｙｋｍＲＮＡ的表达却没有明
显变化，一个可能的原因是药物刺激 ＳｙｋｍＲＮＡ的
改变需要一定的时间［７，１２］，或者是因为 ＳｙｋｍＲＮＡ
在某些外在条件干预下并不发生明显改变，受影响

发生变化的主要是Ｓｙｋ蛋白［１３］，而这种 Ｓｙｋ蛋白水
平的改变可能是由于一种依赖于蛋白酶体的转录后

的机制而发生的［１３１４］。既往实验研究主要集中于

Ｓｙｋ磷酸化蛋白表达水平的变化，多数研究者认为
药物在短时间（小于２ｈ）内刺激 Ｓｙｋ磷酸化蛋白的
改变足以影响下游的分子通路［３４］，但同时有少数研

究表明Ｓｙｋ磷酸化蛋白在药物刺激更长时间内（１２
～４８ｈ）的变化更有意义［１２］，亦有研究发现判定Ｓｙｋ
在特殊分子通路中所起的作用时，似乎 Ｓｙｋ总蛋白
表达水平在长时间（２４ｈ以上）药物干预后的变化
比仅用短时间内 Ｓｙｋ磷酸化蛋白的变化更有说服
力［１４］。

ＰＨ中ＰＶＳＭＣｓ增殖和肺血管重构的机制错综

复杂，本研究结果表明 ＰＤＧＦ可通过 Ｓｙｋ通路来促
进ＰＶＳＭＣｓ的增殖，但是下游的信号通路仍未完全
阐明，不足以揭示 ＰＶＳＭＣｓ增殖过程的全貌。如何
早期干预ＰＶＳＭＣｓ的异常增殖，逆转肺血管重构，改
善ＰＨ患儿的预后，已是科研、临床工作中亟需解决
的问题之一。
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