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论著·实验研究

缺氧性肺动脉高压新生大鼠
肺血管重塑的研究

桑葵　周英　李明霞

（新疆医科大学第一附属医院新生儿科 ，新疆 乌鲁木齐　８３００５４）

　　［摘　要］　目的　通过建立新生大鼠缺氧性肺动脉高压（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄｐｕｌｍｏｎａｒｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，ＨＰＨ）模型，
探讨ＨＰＨ新生大鼠发病过程中肺血管重塑的变化。方法　将９６只新生Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为２组：缺氧组和常氧
对照组，缺氧组建立新生大鼠 ＨＰＨ模型。分别于缺氧３、５、７、１０、１４、２１ｄ取缺氧组及对照组同日龄新生大鼠各
８只测定其平均肺动脉压（ｍｅａｎｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｉａｐｒｅｓｓｕｒｅ，ｍＰＡＰ）、右心室肥大指数（ｒｉｇｈｔｖｅｎｔｒｉｃｌｅｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙｉｎ
ｄｅｘ，ＲＶＨＩ），血管重塑指标 ＭＴ％、ＭＡ％，观察肺血管超微结构。结果　缺氧组大鼠在缺氧 ３、５、７、１０、１４、２１ｄ
ｍＰＡＰ持续上升，明显高于对照组（Ｐ＜０．０５）；随着缺氧时间的延长，差异更为显著。缺氧７ｄ后 ＭＴ％、ＭＡ％、
ＲＶＨＩ明显高于对照组（Ｐ＜０．０５）；随着缺氧时间的延长，差异同样更为显著。透射电镜显示，缺氧７ｄ后大鼠肺小
动脉内膜增厚，内皮细胞增生、变性，细胞器增多；细胞外基质见胶原纤维沉积；出现肺血管重塑改变。结论　新生
大鼠缺氧３～５ｄ肺动脉压力增高，处于肺血管痉挛阶段；缺氧７ｄ后肺血管出现重塑，右心室肥厚，出现不可逆变
化；随着缺氧时间延长，上述变化加剧。 ［中国当代儿科杂志，２０１２，１４（３）：２１０－２１４］
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　　新生儿缺氧性肺动脉高压（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄｐｕｌ
ｍｏｎａｒｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，ＨＰＨ）是威胁新生儿生命的急

危重症，起病急，进展快，病情危重，若不及时纠正，

可发展为新生儿持续肺动脉高压［１］（ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｔｐｕｌ
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ｍｏｎａｒｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎｏｆｔｈｅｎｅｗｂｏｒｎ，ＰＰＨＮ）。ＨＰＨ发
病机制尚不清楚。成人相关研究发现：肺动脉高压

血管病变分血管痉挛及血管重塑两个阶段，前者为

可逆阶段，若经积极治疗可以逆转；后者为不可逆阶

段，预后较差［２３］。在新生儿期，究竟缺氧持续多长

时间可引起肺血管重塑，致使肺动脉高压难以逆转

尚不清楚，也未见相关研究报道。目前应确定缺氧

引起肺血管重塑的时间点，以期在其发生前及时解

除肺血管痉挛，阻止病理过程，使肺动脉高压可逆，

改善预后。由于伦理等原因，在新生儿临床工作中

无法获取 ＨＰＨ新生儿肺血管组织动态了解以上病
理改变情况，而新生大鼠在生物学角度与新生儿有

极大的相似性，因此本研究拟建立新生大鼠ＨＰＨ模
型，观察新生 ＨＰＨ大鼠肺血管的动态变化特点，以
期找到引起肺血管重塑的缺氧时间点，从而为临床

治疗提供依据。

１　材料与方法

１．１　新生大鼠ＨＰＨ模型建立
新生Ｗｉｓｔａｒ大鼠 ９６只（新疆医科大学实验动

物中心提供），体重２０±５ｇ，随机分为２组：缺氧组
和常氧对照组。缺氧组新生大鼠按照李启芳等［４］

的方法进行低氧诱导制备新生大鼠ＨＰＨ模型：将新
生大鼠置于常压低氧舱内，３７℃恒温，以１．５Ｌ／ｍｉｎ
的速度输入含８％ Ｏ２的氮氧混合气，保持低氧箱内
氧浓度为（１０±０．５）％，氧浓度仪（ＣＹ１００Ｂ，杭州利
华科技有限公司）监测低氧箱内氧浓度，分别进行

３、５、７、１０、１４、２１ｄ的低氧诱导，每个时间点８只大
鼠。箱内的 ＣＯ２与水蒸气分别用钠石灰和无水氯
化钙吸收，每天缺氧８ｈ，昼／夜比为１２∶１２。常氧对
照组不进行低氧诱导，饲养条件与缺氧组相同。低

氧诱导３、５、７、１０、１４、２１ｄ后分别取缺氧组及同日
龄对照组新生大鼠各８只检测相关指标。
１．２　平均肺动脉压的检测

各组大鼠在各时间点经氯胺酮（７５ｍｇ／ｋｇ）、地
西泮（７．５ｍｇ／ｋｇ）、阿托品（０．３７５ｍｇ／ｋｇ）混合液腹
腔内注射麻醉后，消毒颈、胸部皮肤。经口行气管插

管，给予机械通气，潮气量：４～６ｍＬ／ｍｉｎ，吸呼比：
１∶１．５，呼吸频率：１００～１２０次／ｍｉｎ。监测实验大鼠
尾部 ＳｐＯ２值，使其维持在（９０±５）％。打开胸腔，
在肺动脉根部用弯形头皮针逆血流方向小心刺入，

头皮针另一端经压力传感器与生理多通道记录仪

（ＢＰ６八导生理记录仪试验系统，成都泰盟电子公
司）相连，描记肺动脉压力曲线，测定平均肺动脉压

（ｍＰＡＰ）。若同日龄缺氧组大鼠 ｍＰＡＰ与对照组比
较有明显增高（Ｐ＜０．０５），则认为肺动脉压增高。
１．３　右心室肥大指数的测定

经以上检测后将大鼠处死，游离大鼠心脏后，剪

去左、右心房及脂肪、血管等组织，将右心室（ＲＶ）与
左心室（ＬＶ）和室间隔（Ｓ）剥离，用滤纸吸干水分后
分别称量ＲＶ和ＬＶ＋Ｓ的重量，计算右心室肥大指
数（ＲＶＨＩ）［ＲＶＨＩ＝ＲＶ／（ＬＶ＋Ｓ）×１００％］，若缺氧
组ＲＶＨＩ较同日龄对照组有明显增高（Ｐ＜０．０５），则
认为有右心肥厚改变。

１．４　肺血管重塑的检测
取大鼠右上肺组织以４％多聚甲醛固定１周。

常规石蜡包埋，连续切片，厚度４μｍ，苏木精伊红
（ＨＥ）染色，每只大鼠选 ３张肺组织切片，每张切片
随机选取ＶａｎＧｉｅｓｏｎ（ＶＧ）染色切片中与呼吸性细
支气管及肺泡管伴行的横断面积较圆、直径１００～
１５０μｍ的肺小动脉５支，结合ＨＥ染色及ＶＧ染色，
光镜下观察肺腺泡内动脉形态，并根据不同形态分

为３种类型：具有完整内、外弹力层及完整平滑肌层
的小动脉为肌型动脉（ｍｕｓｃｕｌａｒｉｚｅｄａｒｔｅｒｙ，ＭＡ）；外
弹力层完整，内弹力层及平滑肌层不完整为部分肌

型动脉（ｐａｒｔｉａｌｌｙｍｕｓｃｕｌａｒｉｚｅｄａｒｔｅｒｙ，ＰＭＡ）；仅有一
层弹力层而无平滑肌层为非肌型动脉（ｎｏｎｍｕｓｃｕｌａｒ
ｉｚｅｄａｒｔｅｒｙ，ＮＭＡ）［５］。用病理图像分析软件（ＰＩＰＳ
２０２０型）测量肺小动脉的外径（ＥＤ）、动脉中层壁厚
（ＭＴ）、管壁中层横截面积（ＭＡ）、血管管腔横截面积
（ＶＡ）和血管总横截面积（ＴＡＡ），选取肺动脉血管壁
中层壁厚占外径的百分比（ＭＴ％）［ＭＴ％ ＝中层壁
厚（ＭＴ）／肺小动脉外径（ＥＤ）］、中层横截面积占血管
总横截面积的百分比（ＭＡ％）［ＭＡ％＝管壁中层横截
面积（ＭＡ）／血管总横截面积（ＴＡＡ）］作为肺血管重
塑指标［６］。若缺氧组的ＭＴ％、ＭＡ％较同日龄对照组
增高并且差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），则认为有血
管重塑改变；若仅为比值增高但差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５），则认为是血管痉挛。
１．５　透射电镜观察肺小动脉超微结构

使用日立（ＪＥＯＬ１２３０）电镜进行观察。取右肺
下叶末梢肺组织并固定，标本大小为１ｍｍ×１ｍｍ
×１ｍｍ，取４～５块肺组织固定于２．５％的预冷戊二
醛中，按常规电镜样本制备方法，１％锇酸后固定，环
氧树脂６１８包埋，超薄切片，醋酸铀和柠檬酸铅染
色，每例电镜观察１～２块组织。若超微结构出现肌
型小动脉增多、内膜增厚、内皮细胞增大、细胞器肿

胀、平滑肌细胞增生、细胞外基质增多、胶原沉积者

认为有血管重塑改变；仅有管腔狭窄而未见上述改

·１１２·
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变者判定为血管痉挛。

１．６　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析。计量资

料采用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，相同时间点两组
计量资料之间比较采用 ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有
统计学意义。

２　结果

２．１　两组大鼠ｍＰＡＰ、右心室肥厚指标的比较
新生大鼠缺氧３、５、７、１０、１４、２１ｄｍＰＡＰ较同日

龄对照组明显增高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
ＲＶＨＩ在缺氧７、１０、１４、２１ｄ明显高于同日龄对照组，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），说明从第７天起缺氧
组新生大鼠已形成右心室肥厚。见表１。

表１　两组大鼠ｍＰＡＰ及ＲＶＨＩ值的比较　（ｎ＝８，ｘ±ｓ）

组别
肺动脉压（ｍＰＡＰ）（ｍｍＨｇ）

３ｄ ５ｄ ７ｄ １０ｄ １４ｄ ２１ｄ

ＲＶＨＩ值

３ｄ ５ｄ ７ｄ １０ｄ １４ｄ ２１ｄ

对照组 ５．１±１．０ ８．１±１．１ ８．７±０．９１２．３±２．５ ８．９±０．７ １１．２±１．６ ０．３６±０．０３ ０．３３±０．０３ ０．２８±０．０４ ０．２９±０．０３ ０．３０±０．０５ ０．３０±０．０２
缺氧组 ８．５±１．６１０．０±１．８１０．９±３．２１６．８±２．２ １２．８±２．９ ２１．０±２．６ ０．３８±０．０７ ０．３２±０．０７ ０．３７±０．０８ ０．３７±０．０３ ０．３８±０．０４ ０．３８±０．０４
ｔ值 ５．２５６ ２．９１２ ２．０６８ ５．０３０ ４．２１０ ９．５３９ ０．６９５ －０．３２０ ２．４７２ ６．１５２ ３．８６８ ３．４５８
Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＞０．０５ ＞０．０５ ＜０．０５ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

２．２　两组大鼠肺血管重塑的比较
对照组大鼠肺小动脉管壁薄，呼吸性细支气管

水平见ＭＡ及ＰＭＡ，肺泡水平见ＮＭＡ。缺氧组大鼠
缺氧３～５ｄ时肺小动脉管腔变窄，管壁无明显增
厚，ＭＴ％、ＭＡ％ 值较对照组虽有增高，但差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５），提示肺血管处于痉挛阶段，未
发生血管重塑；缺氧７、１０、１４、２１ｄ时肺小动脉管壁

增厚，管腔变窄，呼吸性细支气管水平见ＭＡ平滑肌
层增厚，肺泡水平见ＰＭＡ及ＮＭＡ，ＭＴ％、ＭＡ％值较
对照组明显增高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），提
示肺血管出现重塑；缺氧１４ｄ和２１ｄ可见肺小动脉
中层平滑肌增生，管壁增厚，管腔进一步狭窄，提示

肺血管重塑加剧。见表２及图１。

表２　两组大鼠ＭＴ％及ＭＡ％的比较　（ｎ＝８，ｘ±ｓ）

组别
ＭＴ％

３ｄ ５ｄ ７ｄ １０ｄ １４ｄ ２１ｄ

ＭＡ％

３ｄ ５ｄ ７ｄ １０ｄ １４ｄ ２１ｄ

对照组 ４３±１３ ４５±１０ ４９±１１ ４７±９ ５１±１０ ５５±１１ ５５±８ ５５±９ ５６±８ ５９±６ ６１±１０ ６２±１２
缺氧组 ４２±１１ ４６±１１ ５３±１１ ５６±１１ ６１±１２ ６４±１２ ５４±１１ ５６±８ ６０±９ ６３±７ ６５±１０ ６８±８
ｔ值 －０．３５８ ０．７３７ ２．０８０ ４．６７２ ４．５４３ ４．３６６ －０．３４５ ０．４３９ ２．１６３ ３．３００ ２．２７０ ３．１８２
Ｐ值 ＞０．０５ ＞０．０５ ＜０．０５ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＞０．０５ ＞０．０５ ＜０．０５ ＜０．０１ ＜０．０５ ＜０．０１

　　注：ＭＴ％指血管壁中层壁厚占外径的百分比；ＭＡ％指中层截面积占血管总横截面积的百分比。

　　图１　缺氧后大鼠肺组织形态学的改变 （ＶＧ染色，×４００）　Ａ为对照组，Ｂ～Ｄ分别为缺氧组１０、１４、２１ｄ的肺组织。随
着缺氧时间的延长，肺小动脉管腔逐渐缩小，管壁增厚。箭头所指为肺小动脉管壁。

２．３　两组大鼠肺小动脉超微结构的变化
电镜下可见：对照组肺小动脉血管内皮细胞扁

平，质膜下小泡排列整齐，细胞间有紧密连接；内外

弹力膜完整，厚薄均匀；平滑肌细胞梭形，胞质内微

丝丰富，其间有大量与之平行的梭形密体，质膜下密

斑清晰；细胞核周围见少量粗面内质网及线粒体；细

胞外基质少。缺氧组大鼠在缺氧３～５ｄ时肺小动
脉超微结构与对照组无明显差异。缺氧７ｄ后肺小
动脉内膜不同程度增厚，内皮细胞体积增大，呈隆突

状突入管腔。胞质内线粒体肿胀，内质网扩张；平滑

·２１２·
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肌细胞胞质内粗面内质网及线粒体丰富，含较多微

丝，个别细胞见少量密体；平滑肌细胞核大，易染色

质增多，超微结构所见类似肌纤维母细胞；内弹力膜

厚薄不均，部分区域结构不清甚至断裂；中层平滑肌

细胞肥厚，细胞体积增大，形状不规则，向管腔内生

长；胞质内微丝、密体及质膜下密斑较少，细胞器较

多，以游离核糖体及粗面内质网较为明显；细胞外基

质增宽，见胶原纤维沉积。

３　讨论

在成人的相关研究显示，ＨＰＨ的形成主要与低
氧性肺血管收缩和肺血管重塑有关。低氧性肺血管

收缩发生在 ＨＰＨ早期，为可逆性改变；肺血管重塑
则为不可逆改变，预后差。现认为肺血管重塑是肺

动脉高压持续发展的关键因素，决定着肺动脉高压

的持续存在与发展［７］。Ｋｕｂｏ等［８］报道，ＨＰＨ患者
存在明显肺血管重塑，其 ＭＴ％明显增加，并与运动
后肺动脉压力显著相关（ｒ＝０．７２），表明肺血管重塑
明显限制肺动脉的扩张能力，在ＨＰＨ中发挥重要作
用。目前，研究者已将 ＭＴ％及 ＭＡ％作为量化评价
肺血管重塑的重要指标。

本研究结果显示，缺氧后３～２１ｄ新生大鼠肺
动脉压力显著升高，表明新生大鼠ＨＰＨ模型建立成
功。缺氧３～５ｄ组大鼠肺动脉压较对照组明显升
高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；光镜下出现血管
内径变细，但血管ＭＴ％、ＭＡ％值及右心室肥厚指标
ＲＶＨＩ较对照组无明显差异；电镜下与对照组比较
尚未出现明显改变。说明肺血管在缺氧早期尚处于

痉挛阶段，未发生血管重塑。

低氧引起肺血管收缩的作用机制目前认为可分

为直接作用机制及间接作用机制［７］。直接作用机

制为：低氧本身直接作用于血管平滑肌，通过细胞膜

的电兴奋、细胞代谢活动及兴奋 －收缩偶联的变化
引起血管收缩。即低氧刺激可使血管平滑肌细胞膜

上Ｋｖ１．５及 Ｋｖ２．１型 Ｋ＋通道关闭，引起细胞内
Ｃａ２＋增加，肺小血管收缩。间接作用机制为：低氧导
致肺内某些细胞或血管内皮细胞释放某种介质，这

种介质作用于血管平滑肌上特异受体引起血管收

缩。目前发现的介质有内皮素（ＥＴ）、血管紧张素ＩＩ
（ＡｎｇＩＩ）、肾上腺髓质素（ＡＤＭ）、血管内皮生长因
子（ＶＥＧＦ）、一氧化氮（ＮＯ）、一氧化碳（ＣＯ）、硫化
氢（Ｈ２Ｓ）等。本课题组前期研究也证实ＨＰＨ时ＥＴ
１、ｉＮＯＳ等因子发生了改变［９］，此变化在低氧刺激数

分钟内即可发生。而且，肺血管收缩只是肺血管对

低氧应激的功能上的变化，并未发生形态学变化，为

缺氧早期变化，历时较短，可发生于缺氧数分钟至数

天。

本研究结果显示：缺氧７ｄ后大鼠 ＲＶＨＩ值较
对照组明显增高，提示出现右心室肥厚，光镜下观察

发现肺小动脉管壁增厚，管腔狭窄，缺氧７、１０、１４、
２１ｄＭＴ％、ＭＡ％较对照明显增高（Ｐ＜０．０５），管壁
进一步增厚，管径变窄，出现明显肺血管重塑表现。

此结果与以往成年大鼠 ＨＰＨ研究结果有所不同。
相关研究发现，在与本实验相同缺氧条件下，成年大

鼠缺氧 ２～５周才出现肺血管重塑指标的变
化［１０１１］：ＭＴ％、ＭＡ％明显升高，而新生大鼠缺氧７ｄ
ＭＴ％、ＭＡ％值较对照组即有明显增高，说明较之成
年大鼠，新生大鼠更容易发生 ＨＰＨ，从而导致肺血
管重塑、右心肥厚，原因可能与新生大鼠作为一个发

育尚不成熟的机体对低氧刺激更为敏感有关。由于

新生大鼠各器官发育不完全，调控能力差，更容易在

缺氧时出现调控因子、细胞增殖与凋亡、离子通道等

方面平衡的失调，因而更易发生肺血管重塑，加之新

生大鼠心力储备差，更容易发生右心肥厚。

相关研究发现：ＨＰＨ肺血管重塑是一系列复杂
的分子和细胞机制导致的血管结构、功能和表型的

变化［１２］。其变化主要与以下几个方面有关：１）由于
低氧刺激，血管平滑肌细胞在缺氧条件下由收缩型

向合成型转化，继而增生，使血管中膜明显增厚，非

肌性小动脉肌化，导致管腔狭窄。２）缺氧时损伤的
内皮细胞异常分泌及表达多种生物活性物质和各种

生长因子如：ＥＴ、ＶＥＧＦ等，使其在肺血管内皮的合
成与释放中出现紊乱，导致以上因子在血管内皮过

度表达，继而出现血管内皮细胞过度增殖，肺血管重

塑发生［１３］。其中ＥＴ一方面可直接作用于肺血管平
滑肌细胞，使血管收缩；另一方面，ＥＴ作为一种强烈
的促进细胞增殖的启动生长因子及推动生长因子，

使肺血管平滑肌细胞增殖，导致血管壁的增生和狭

窄。３）肺动脉高压时，胶原蛋白和弹性蛋白等细胞
外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘｃ，ＥＣＭ）的沉积是肺血管
重塑的主要形态学特征之一［１４１５］。国外有研究发

现，缺氧导致肺泡前小动脉呈现血管平滑肌细胞增

生，以及结缔组织蛋白沉着增加，通过胶原蛋白电泳

显示主要为低分子量的Ｉ型胶原裂解物［１６１７］。本研

究在缺氧７～２１ｄ组行电镜下观察时发现有不同程
度的胶原蛋白沉淀，证实有肺血管重塑变化。４）缺
氧导致肺血管平滑肌细胞增殖与凋亡之间的平衡失

调也参与低氧性肺血管重塑。

·３１２·
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综上所述，新生大鼠缺氧３～５ｄ，为肺血管痉挛
阶段，此过程为可逆性改变，若缺氧及时纠正，可以

避免肺血管重塑；而缺氧７ｄ以上，肺血管重塑及右
心室肥厚难以避免，将发生不可逆改变，预后不良。

此结论可能为今后在新生儿肺动脉高压临床治疗中

更好地控制疾病进程及判断预后提供参考。
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