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缺氧性肺动脉高压新生大鼠肺血管重塑与肺血管
ＨＩＦ１α、ＥＴ１、ｉＮＯＳ表达的相关性研究

王建荣１　周英１　桑葵２　李明霞１

（１新疆医科大学第一附属医院新生儿科，新疆 乌鲁木齐　８３００５４；２香港大学深圳医院，广东 深圳　５１８０００）

　　［摘　要］　目的　了解缺氧性肺动脉高压（ＨＰＨ）新生大鼠肺血管重塑与肺血管 ＨＩＦ１α、ＥＴ１、ｉＮＯＳ表达的
相关性。方法　建立ＨＰＨ新生大鼠模型，检测平均肺动脉压力（ｍＰＡＰ）；并计算肺小动脉中层壁厚占肺小动脉的
外径百分比（ＭＴ％）、肺小动脉管壁中层横截面积占肺小动脉总横截面积的百分比（ＭＡ％）作为肺血管重塑指标；
免疫组化法检测新生大鼠肺组织中ＨＩＦ１α、ＥＴ１、ｉＮＯＳ反应强度及ｍＲＮＡ表达；进行肺血管重塑与ＨＩＦ１α、ＥＴ１、
ｉＮＯＳｍＲＮＡ相关性分析。结果　缺氧３、５、７、１０、１４、２１ｄ，新生大鼠ｍＰＡＰ持续增高，与对照组相比差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。缺氧７ｄ后ＭＴ％、ＭＡ％明显高于对照组（Ｐ＜０．０５）。肺组织中ＨＩＦ１α表达在缺氧３、５、７、１０ｄ时显
著高于对照组（Ｐ＜０．０５），其ｍＲＮＡ表达在３、５、７ｄ高于对照组（Ｐ＜０．０５）；ＥＴ１表达在缺氧３、５、７ｄ时显著高于对
照组（Ｐ＜０．０５），其ｍＲＮＡ表达在缺氧３ｄ时高于对照组（Ｐ＜０．０５）；ｉＮＯＳ蛋白及ｍＲＮＡ表达在缺氧３、５、７ｄ时均显
著高于对照组（Ｐ＜０．０５）。ＭＴ％和ＭＡ％与ＨＩＦ１αｍＲＮＡ呈正相关（ｒ分别为０．８３５、０．８５０，Ｐ＜０．０５）。结论　新生
大鼠缺氧７ｄ后肺血管出现重塑；ＨＩＦ１α、ＥＴ１及ｉＮＯＳ共同参与了新生大鼠ＨＰＨ的发生及发展。
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　　新生儿缺氧性肺动脉高压（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄｐｕｌ
ｍｏｎａｒｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，ＨＰＨ）在临床上并不少见，若缺
氧未及时得到纠正，肺动脉压力持续增高，肺血管可

能出现不可逆性重塑改变，预后差。在成人相关研

究中发现缺氧诱导因子１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ
１ａｌｐｈａ，ＨＩＦ１α）及其下游目的基因内皮素１（ｅｎｄｏ
ｔｈｅｌｉｎ１，ＥＴ１）、诱导型一氧化氮合酶（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｎｉ
ｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｉＮＯＳ）共同参与肺动脉高压的形
成［１］，其中，肺血管内皮结构受损导致功能的改变

被认为是 ＨＰＨ的始动因素［２］。目前有关新生儿

ＨＰＨ时肺血管重塑和ＨＩＦ１α、ＥＴ１、ｉＮＯＳ表达之间
的关系报道较少。本研究拟通过了解新生大鼠缺氧

后肺血管重塑及 ＨＩＦ１α、ＥＴ１及 ｉＮＯＳ在肺血管中
的表达，研究肺血管重塑与三因子之间的关系，以期

为临床诊治提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组
１２０只日龄３～５ｄＷｉｓｔａｒ新生大鼠由新疆医科

大学动物实验中心提供，平均体重２０±５ｇ。随机分
为实验组及对照组，实验组根据不同缺氧时间分为

３、５、７、１０、１４、２１ｄ６组，每组１０只，不同实验组分
别设定同日龄正常对照组。

１．２　主要试剂及设备
主要试剂：ＶＧ染色试剂盒由福州迈新生物技

术开发有限公司提供，一抗采用兔抗鼠 ＨＩＦ１α、ＥＴ
１及ｉＮＯＳ多克隆抗体（武汉博士德生物工程有限公
司），二抗选用山羊抗兔 ＩｇＧ抗体ＨＲＰ多聚体（中
杉金桥生物工程有限公司），ＴＲＩｚｏｌ购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司，反转录试剂盒购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司，ＰＣＲ试剂
盒购自 ＴａＫａＲａ公司，ＰＣＲ引物由上海生工公司
合成。

主要设备：特制常压低氧舱、氧浓度仪（ＣＹ
１００Ｂ型医用氧浓度测定仪，杭州利华科技有限公
司）、小动物呼吸机（ＨＸ２００型小动物呼吸机，成都
泰盟科技有限公司）、电镜（日立ＪＥＯＬ１２３０，日本）、
ＢＸ４１ＴＦ光学显微镜（日本奥林巴斯公司）、ＰＩＰＳ
２０２０型病理图像分析软件。
１．３　实验方法

将实验组新生大鼠置于特制常压低氧舱内，由

气体输入口输入含８％ Ｏ２的氮氧混合气，气体流速
为１．５Ｌ／ｍｉｎ左右，使用氧浓度仪监测舱内氧浓度，
使其维持在（１０±０．５）％，通过电磁阀和减压阀对
舱内压力进行调控，仓内置小风扇，以保证气体均

匀。分别用钠石灰和无水氯化钙吸收舱内的 ＣＯ２
与水蒸气。昼／夜比为１２∶１２，每天低氧８ｈ。对照
组除所输入的气体为常压空气外，其余饲养条件同

实验组。各组大鼠同期分别于第 ３、５、７、１０、１４、
２１天进行相关检测指标的检测。
１．４　标本采集
１．４．１　平均肺动脉压检测　　各组大鼠在拟定时间点
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，经气管插管、
接小动物呼吸机行机械通气（呼吸机参数：呼吸频率

１００～１２０次／ｍｉｎ，潮气量４～６ｍＬ／ｍｉｎ），开胸后在肺动
脉根部用头皮针逆血流方向刺入肺动脉，头皮针另一

端接压力传感器，通过多导生理记录仪记录平均肺动

脉压（ｍＰＡＰ）。
１．４．２　观察大鼠肺动脉超微结构的变化　　ｍＰＡＰ
测定后，立即处死大鼠，迅速切取大鼠右上肺组织

并以４％多聚甲醛固定１周。常规石蜡包埋，连续
切片，厚度 ４μｍ。进行苦味酸 －酸性品红染色
（ＶＧ染色），光镜下观察大鼠肺小动脉超微结构，
每只大鼠观察３张切片。取右肺下叶末梢肺组织
固定、漂洗、脱水、浸透、包埋、切片，电镜观察大鼠

肺小动脉超微结构的变化，每只大鼠观察 ３张
切片。

１．４．３　肺血管重塑指标检测及诊断标准　　选取
进行ＶＧ染色的大鼠肺组织切片，每隔３张选取１张，
随机选取３张，选取的切片随机取５个视野，观察与
呼吸性细支气管伴行的横断面积较圆、直径为１００～
１５０μｍ的肺小动脉５支，利用ＰＩＰＳ２０２０型病理图像
分析软件精确测量每张切片中肺小动脉的外径

（ＥＤ）、肺小动脉中层壁厚（ＭＴ）、肺小动脉管壁中层
横截面积（ＭＡ）、肺动脉血管总横截面积（ＴＡＡ）；同
一大鼠不同切片所得上述值取平均值，然后计算肺

小动脉中层壁厚占肺小动脉的外径百分比（ＭＴ％）
［ＭＴ％＝ＭＴ／ＥＤ］、肺小动脉管壁中层横截面积占
肺小动脉总横截面积的百分比（ＭＡ％）［ＭＡ％ ＝
ＭＡ／ＴＡＡ］作为肺血管重塑指标［３］。如实验组

ＭＴ％、ＭＡ％较对照组比较差异有统计学意义
·９３１·
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（Ｐ＜０．０５），则提示出现肺血管重塑，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。

１．４．４　肺组织ＨＩＦ１α、ＥＴ１及ｉＮＯＳ免疫组化　　
所有时间点的新生大鼠肺组织切片经常规脱蜡至

水，热抗原修复。一抗采用兔抗鼠 ＨＩＦ１α、ＥＴ１及
ｉＮＯＳ多克隆抗体，工作浓度１∶１００，４℃过夜，ＰＢＳ
冲洗３次，按照一抗来源，二抗选用山羊抗兔ＩｇＧ抗
体ＨＲＰ多聚体，３７℃孵育 ３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗 ３次。
加新鲜配置 ３，３′二氨基联苯二胺盐酸盐（ＤＡＢ）
０．０１ｍｏｌ／Ｌ显色，ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照。每
个标本隔 ２张选取 １张切片，共 ３张切片，应用
ＢＸ４１ＴＦ光学显微镜采集标本图片，以细胞内出现
棕黄色至黄色颗粒为阳性细胞，每张切片随机选取

１０个视野，统计每个视野阳性细胞数及全部细胞
数，计算３０个视野细胞总数并换算成阳性细胞数的
百分比，将免疫组化强度分为“－”（阴性，阳性细胞
＜１％）；“＋”（弱阳性，阳性细胞 １％ ～３３％）；“２
＋”（阳性，阳性细胞３４％～６４％）；“３＋”（强阳性，
阳性细胞６５％～１００％）。
１．４．５　肺组织ＨＩＦ１α、ＥＴ１、ｉＮＯＳｍＲＮＡ测定　　
各组大鼠按检测时间点分别于处死后５ｍｉｎ内取肺
组织，液氮（－１９６℃）冻存，检测时每个标本取肺组
织５０～１００ｍｇ，加入液氮研磨成粉状；加入 ＴＲＩｚｏｌ
１．５ｍＬ（按照试剂说明书）进行操作抽取总 ＲＮＡ，
以３μＬ反转录所得ｃＤＮＡ为模板，上海生工合成的
目的基因上、下游引物，荧光 ＰＣＲＭＩＸ、ｄｄＨ２Ｏ进行
大鼠ＨＩＦ１α、ＥＴ１、ｉＮＯＳ基因及内参基因βａｃｔｉｎ的
ＰＣＲ扩增，反应体系２０μＬ。扩增条件：９５℃预变性
５ｍｉｎ；９５℃变性 ３０ｓ，退火３０ｓ（温度见表１），７２℃
延伸３０ｓ，３５个循环；７２℃再延伸５ｍｉｎ终止反应。
为消除系统及定量误差，各基因 ｍＲＮＡ的表达水平
以相对表达量即 ＨＩＦ１α／βａｃｔｉｎ、ＥＴ１／βａｃｔｉｎ、ｉＮ
ＯＳ／βａｃｔｉｎ比率来计算。各目的基因及内参照基因
的ＰＣＲ引物序列、扩增片段长度及反应条件见表１。
１．５　统计学分析

应用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件包进行统计学分析，
计量资料以均数±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，等级资料采用
平均Ｒｉｄｉｔ分析方法，相关性分析采用直线相关回归
法，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

　　表１　各目的基因及内参照基因的 ＰＣＲ引物序列、扩
增片段长度、反应条件　

基因
引物序列

（５′－３′）
扩增片段

长度（ｂｐ）
退火温度

（℃）

βａｃｔｉｎ Ｆ：ＧＧＡＧＡＴＴＡＣＴＧＣＣＣＴＧＧＣＴＣＣＴＡ １５０ ５６
Ｒ：ＧＡＣＴＣＡＴＣＧＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧ

ＨＩＦ１α Ｆ：ＣＡＡＣＴＧＣＣＡＣＣＡＣＴＧＡＴＧＡＡＴ １３３ ５３
Ｒ：ＣＣＡＣＴＧＴＡＴＧＣＴＧＡＴＧＣＣＴＴＡＧ

ＥＴ１ Ｆ：ＴＧＴＴＣＡＧＡＣＴＧＧＣＡＧＡＧＧＡＣ １２０ ５３
Ｒ：ＣＡＡＧＡＡＧＡＧＧＣＡＡＧＡＧＡＡＴＣＡＣＴ

ｉＮＯＳ Ｆ：ＴＴＣＴＴＧＧＣＧＴＧＧＡＴＧＣＴＧ １１３ ５０
Ｒ：ＧＣＴＡＣＡＣＴＴＣＣＡＡＣＧＣＡＡＣＡ

２　结果

２．１　各组大鼠ｍＰＡＰ的变化
大鼠缺氧３、５、７、１０、１４、２１ｄｍＰＡＰ较对照组均

明显增高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），提示造模
成功。见表２。

表２　两组新生大鼠ｍＰＡＰ　（ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别
ｍＰＡＰ（ｍｍＨｇ）

３ｄ ５ｄ ７ｄ １０ｄ １４ｄ ２１ｄ

对照组 ５．１±１．０ ８．１±１．１ ８．７±０．９ １２．２±２．５ ８．９±０．７１１．２±１．６
实验组 ８．５±１．６１０．０±１．８１０．９±３．２ １６．８±２．２１３．０±２．９２１．０±２．６
ｔ值 ５．３ ２．９ ２．１ ５．０ ４．２ ９．５
Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

２．２　各组大鼠肺动脉超微结构的变化
２．２．１　ＶＧ染色后光镜下观察大鼠肺动脉变化　
　通过ＶＧ染色后光镜观察到对照组大鼠肺小动脉
管壁薄、管腔大，血管壁结构层次清晰。实验７ｄ组
肺小动脉管腔逐渐缩小，部分出现塌陷，管壁增厚，

结构紊乱，红染部分明显增厚。实验２１ｄ组上述表
现更为显著。显示自缺氧７ｄ时出现肺小动脉中膜
增厚、管壁狭窄的肺血管重塑。见图１。
２．２．２　电镜下观察大鼠肺小动脉超微结构的变化
　　电镜下观察大鼠肺小动脉超微结构，对照组大
鼠可见内皮细胞扁平、形状规则、排列整齐；弹力膜

完整，薄厚均匀、连续；平滑肌细胞呈梭形排列整齐。

实验７ｄ组可见内皮细胞增大，细胞器增多，排列不
规则，呈隆突样向管腔内生长。实验２１ｄ组可见弹
力膜不规则，部分断裂；内皮细胞形状不规则，核增

大，核形不规则；平滑肌细胞形状、排列不规则，隆

起。显示随着缺氧时间的延长，第７天出现肺血管
重塑现象。见图２。

·０４１·



书书书

第１５卷第２期
２０１３年２月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１５Ｎｏ．２
Ｆｅｂ．２０１３

　　图１　 缺氧后大鼠肺动脉形态改变（ＶＧ染色，×４００）　　Ａ：对照组，肺小动脉管壁薄、管腔大，血管壁结构层次清晰；Ｂ：实
验７ｄ组，肺小动脉管腔逐渐缩小，部分出现塌陷，管壁增厚，结构紊乱；Ｃ：实验２１ｄ组，肺小动脉管腔明显缩小，其余表现亦较７ｄ组

更为显著。箭头所指为肺动脉管壁。

　　图２　缺氧后大鼠肺动脉超微结构变化（×１００００）　Ａ：对照组，可见内皮细胞扁平、排列整齐，弹力膜完整，薄厚均匀、连
续；Ｂ：实验７ｄ组，可见内皮细胞增大，排列不规则，弹力膜完整破坏；Ｃ：实验２１ｄ组，可见弹力膜断裂，内皮细胞核形不规则。

２．２．３　两组ＭＴ％和ＭＡ％值比较 　　实验组大鼠
在缺氧３～５ｄＭＴ％和ＭＡ％ 值较对照组虽有增高，
但差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），提示肺血管未发
生血管重塑；实验组缺氧７ｄ～２１ｄＭＴ％和 ＭＡ％

值较 对 照 组 明 显 增 高，差 异 有 统 计 学 意 义

（Ｐ＜０．０５），提示自缺氧第７天开始出现肺血管重
塑现象。见表３。

表３　两组大鼠ＭＴ％和ＭＡ％的比较　（ｘ±ｓ）

组别 鼠数
ＭＴ％

３ｄ ５ｄ ７ｄ １０ｄ １４ｄ ２１ｄ

ＭＡ％

３ｄ ５ｄ ７ｄ １０ｄ １４ｄ ２１ｄ

对照组 １０ ４３±１３ ４５±１０ ４９±１１ ４７±９ ５１±１０ ５５±１１ ５５±８ ５５±９ ５６±８ ５９±６ ６１±１０ ６２±１２
实验组 １０ 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

２．３　免疫组化法检测肺组织 ＨＩＦ１α、ＥＴ１及 ｉＮ
ＯＳ的表达
２．３．１　ＨＩＦ１α、ＥＴ１及ｉＮＯＳ阳性率的表达　　实
验组ＨＩＦ１α、ＥＴ１和ｉＮＯＳ的总阳性表达率均明显
高于对照组（χ２值分别为１２．８３６、４．９３７、４．０４３，Ｐ值
分别为＜０．００１、０．０２６和０．０４４），阳性表达均位于
肺动脉内皮细胞上，说明ＨＰＨ新生大鼠肺动脉内皮
细胞以上三因子表达均增强。见图３。
２．３．２　两组ＨＩＦ１α、ＥＴ１及ｉＮＯＳ反应强度比较　
　实验组在缺氧３、５、７、１０ｄＨＩＦ１α表达较对照组
增高（Ｐ＜０．０５）；实验组在缺氧３、５、７ｄＥＴ１表达

较对照组增高（Ｐ＜０．０５）；实验组在缺氧３、５、７ｄ
ｉＮＯＳ表达较对照组增高，差异有统计学意义（Ｐ
＜０．０５）。见表４～６。
２．４　肺组织中ＨＩＦ１α、ＥＴ１、ｉＮＯＳｍＲＮＡ的表达

实验组大鼠肺组织 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ表达在缺氧
３、５、７ｄ明显高于对照组，差异有统计学意义（Ｐ
＜０．０５）；ＥＴ１ｍＲＮＡ表达在缺氧３ｄ显著增高，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ｉＮＯＳｍＲＮＡ表达在缺
氧３、５、７ｄ显著高于对照组，差异有统计学意义（Ｐ
＜０．０５）。见表７～９。

·１４１·
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　　图３　大鼠肺组织中ＨＩＦ１α、ＥＴ１及ｉＮＯＳ表达（ＤＡＢ显色，×４００）　实验２１ｄ，实验组ＨＩＦ１α、ＥＴ１及ｉＮＯＳ表达均高
于对照组。棕黄色至黄色颗粒为阳性细胞。

２．５　肺血管重塑与ＨＩＦ１α、ＥＴ１、ｉＮＯＳｍＲＮＡ的
相关性分析

直线相关分析表明：肺血管重塑指标 ＭＴ％和
ＭＡ％与 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ呈正相关（ｒ分别为０．８３５、

０．８５０，均 Ｐ＜０．０５）；与 ＥＴ１ｍＲＮＡ无显著相关性
（ｒ分别为 －０．０８５、０．０２１，均 Ｐ＞０．０５）；与 ｉＮＯＳ
ｍＲＮＡ无显著相关性（ｒ分别为０．０７０、０．１８５，均 Ｐ
＞０．０５）。

表４　两组肺组织ＨＩＦ１α反应强度的比较　

组别 例数
对照组

－ ＋ ２＋ ３＋
Ｒ值

实验组

－ ＋ ２＋ ３＋
Ｒ值 ｔ值 Ｐ值

３ｄ １０ ９ １ ０ ０ ０．３７１ ４ ４ ２ ０ ０．６２８ －２．６８６ ０．０１８
５ｄ １０ ９ ０ １ ０ ０．３８４ ４ ４ １ １ ０．６１６ －２．３２７ ０．０３３
７ｄ １０ ８ １ １ ０ ０．３７７ ３ ４ ２ １ ０．６２４ －２．３２０ ０．０３２
１０ｄ １０ ７ ２ １ ０ ０．３７７ ３ ２ ３ ２ ０．６２４ －２．２４４ ０．０３８
１４ｄ １０ ７ １ １ １ ０．３８２ ２ ３ ３ ２ ０．６１９ －２．０８３ ０．０５２
２１ｄ １０ ６ ０ １ ３ ０．４３５ ２ ２ ３ ３ ０．５６４ －１．０３７ ０．３１４

表５　两组肺组织ＥＴ１反应强度的比较　

组别 例数
对照组

－ ＋ ２＋ ３＋
Ｒ值

实验组

－ ＋ ２＋ ３＋
Ｒ值 ｔ值 Ｐ值

３ｄ １０ ８ ２ ０ ０ ０．４３３ ４ ３ ２ １ ０．６１４ －２．１６７ ０．０４７
５ｄ １０ ８ １ １ ０ ０．３８６ ４ １ ３ ２ ０．６１４ －２．１５５ ０．０４５
７ｄ １０ ７ ２ １ ０ ０．３６９ ３ １ ４ ２ ０．６５１ －２．４２６ ０．０２６
１０ｄ １０ ５ １ ３ １ ０．３９１ １ ２ ４ ３ ０．６０８ －１．８３８ ０．０８３
１４ｄ １０ ５ ４ ０ １ ０．４３６ ４ １ ３ ２ ０．５６４ －１．０４５ ０．３１０
２１ｄ １０ ９ ０ ０ １ ０．４１１ ５ １ ３ １ ０．５８９ －１．７７５ ０．０９３

表６　两组肺组织ｉＮＯＳ反应强度的比较　

组别 例数
对照组

－ ＋ ２＋ ３＋
Ｒ值

实验组

－ ＋ ２＋ ３＋
Ｒ值 ｔ值 Ｐ值

３ｄ １０ ９ ０ ０ １ ０．３８５ ４ ３ １ ２ ０．６１５ －２．２５９ ０．０３８
５ｄ １０ ７ １ １ １ ０．３７７ ２ ２ ４ ２ ０．６２４ －２．１９７ ０．０４１
７ｄ １０ ７ ２ １ ０ ０．３７９ ３ ２ ４ １ ０．６２１３ －２．１９８ ０．０４１
１０ｄ １０ ６ ２ １ １ ０．４４５ ４ ２ ３ １ ０．５５５ －０．８９２ ０．３８４
１４ｄ １０ ４ ４ １ １ ０．５５８ ６ ３ １ ０ ０．４４３ ０．９５ ０．３５５
２１ｄ １０ ５ ２ ３ ０ ０．４７５ ４ ３ ２ １ ０．５２５ －０．３９４ ０．６９８

·２４１·
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表７　两组肺组织ＨＩＦ１αｍＲＮＡ表达的比较　（ｘ±ｓ）

组别 例数
ＨＩＦ１αｍＲＮＡ

３ｄ ５ｄ ７ｄ １０ｄ １４ｄ ２１ｄ

对照组 １０ ０．２３±０．１６ ０．４４±０．２９ ０．６９±０．１３ １．２０±０．５６ ０．６４±０．１７ ０．４２±０．２０
实验组 １０ １．３０±０．４９ １．０２±０．４７ １．４５±０．７６ １．２９±０．４６ ０．９８±０．３５ ０．６８±０．３６
ｔ值 ８．８３ ２．１２ ２．３８ ０．３２ １．１２ １．２４
ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０５ ＜０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５

表８　两组肺组织ＥＴ１ｍＲＮＡ表达的比较　（ｘ±ｓ）

组别 例数
ＥＴ１ｍＲＮＡ

３ｄ ５ｄ ７ｄ １０ｄ １４ｄ ２１ｄ

对照组 １０ ０．００６±０．００５ ０．０２０±０．０１５ ０．０５０±０．０４０ ０．０９０±０．０４０ ０．１００±０．０５０ ０．０５０±０．０４０
实验组 １０ ０．０４０±０．０２０ ０．０２０±０．０１０ ０．０６０±０．０４０ ０．０７０±０．０３０ ０．０６０±０．０３０ ０．０３０±０．０１０
ｔ值 ２．２６ ０．５６ ０．７４ １．７１ １．３２ ０．４１
Ｐ值 ＜０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５

表９　两组肺组织ｉＮＯＳｍＲＮＡ表达的比较　（ｘ±ｓ）

组别 例数
ｉＮＯＳｍＲＮＡ

３ｄ ５ｄ ７ｄ １０ｄ １４ｄ ２１ｄ

对照组 １０ ０．００３０±０．０００１ ０．００６０±０．００１８ ０．０３８０±０．０１１９ ０．０５００±０．０２０７ ０．０６１０±０．０４７０ ０．０７６０±０．０１１０
实验组 １０ ０．０３３０±０．０２７０ ０．３２１０±０．３１１０ ０．５３００±０．１５８０ ０．０５００±０．０３０７ ０．１７４０±０．１３５０ ０．０９２０±０．０２３０
ｔ值 －２．６３３ －２．４４３ －７．４９２ －１．３４８ －１．７０２ －１．９４８
Ｐ值 ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０１ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５

３　讨论

本研究将新生大鼠置于低氧环境中建立新生大

鼠ＨＰＨ模型，结果显示，缺氧３～２１ｄ新生大鼠肺
动脉压力较对照组显著升高，表明新生大鼠ＨＰＨ模
型建立成功。

本实验中新生大鼠自缺氧３ｄ即出现 ｍＰＡＰ增
强，而到第７天才出现肺血管重塑，推测缺氧３ｄ到
７ｄ时间内即缺氧早期肺血管处于收缩痉挛状态，
后期由于缺氧持续存在，肺动脉结构改变，主要包括

肌型小动脉中膜增生肥厚、无肌型细动脉肌化等，最

终导致肺血管重构的发生［４］。这是肺血管为适应

缺氧而提高肺毛细血管灌注压进行自身调节所发生

的重构性改变。本研究结果与此一致。

根据相关报道，ＨＰＨ肺血管重塑患者其ＭＴ％明
显增加［３］，所以目前研究者已将 ＭＴ％及 ＭＡ％作为
评价肺血管重塑的重要指标。本研究结果显示，实验

组大鼠缺氧第７天时ＭＴ％、ＭＡ％值较对照组明显增
高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），此结果可提示新
生大鼠缺氧至第７天，可能是肺血管痉挛向血管重塑
这一不可逆变化发展的一个时间点。此结果与以往

成年大鼠ＨＰＨ研究结果有所不同，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［５］，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。此点可为临床
新生儿ＨＰＨ早期治疗提供理论参考依据。

有研究证实在大鼠肺动脉高压模型中肺动脉内膜

ＨＩＦ１α表达增加，从而上调其下游基因ＥＴ１及ｉＮＯＳ
表达，导致肺动脉内膜血管内皮细胞增殖，肺血管内皮

结构受损，从而促进血管生成，最终导致肺血管重

塑［６］。本研究从蛋白质、基因表达两方面推测ＨＩＦ１α、
ＥＴ１及ｉＮＯＳ可能均参与缺氧导致ＨＰＨ的病理过程。

缺氧时ＨＩＦ１α在肺的许多细胞中表达增多，以
肺泡、支气管上皮细胞及血管内皮细胞最多［７］。本研

究免疫组化结果中ＨＩＦ１α表达在缺氧３、５、７、１０ｄ时
较对照组增高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），而
ＨＩＦ１αｍＲＮＡ表达在缺氧３、５、７ｄ时明显高于对照
组（Ｐ＜０．０５）。两者表达不全一致考虑为：ｍＲＮＡ
属于基因水平定量表达，持续缺氧严重抑制基因转录

及翻译过程，可影响ｍＲＮＡ持续表达，使其表达时间
较短；而免疫组化属于蛋白水平的定性表达，表达较

恒定，影响因素较少，故免疫组化与ｍＲＮＡ表达不同
步，其表达相对滞后。本实验进一步进行肺血管重塑

与ＨＩＦ１αｍＲＮＡ表达的相关性研究得出，肺血管重
塑与ＨＩＦ１αｍＲＮＡ的表达呈现正相关，推测为肺动
脉内皮细胞可能有 ５％的基因受到 ＨＩＦ１α的调
控［８］，ＨＩＦ由α亚基和β亚基组成，是具有转录活性
·３４１·
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的异源二聚体，ＨＩＦ１α是缺氧条件下细胞应答最基
本的调控因子，调控着下游众多基因如ＶＥＧＦ、ＥＴ１等
的转录和表达［９］，另外当细胞处于低氧状态时一方面

脯氨酸羟化酶活性被抑制；另一方面线粒体电子传递

链被干扰，导致胞内的活性氧自由基升高，Ｆｅ２＋被氧化
成Ｆｅ３＋，ＨＩＦ１α的泛素化降解过程被抑制，故低氧时
ＨＩＦ１α表达量在细胞内呈指数式增加［１０］。因此，本研

究得出肺血管重塑与ＨＩＦ１αｍＲＮＡ表达呈正相关。
ＥＴ１是迄今为止发现的最强的内源性血管收缩

因子，肺部是ＥＴ１作用和代谢的重要脏器［１１］，缺氧

ＥＴ１基因表达及释放增强。本研究免疫组化中ＥＴ１
表达在缺氧３、５、７ｄ时较对照组增高，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５），而ＥＴ１ｍＲＮＡ表达仅在缺氧３ｄ时
显著增高（Ｐ＜０．０５），出现上述不同步原因推测为缺
氧早期在低氧刺激下血管内皮细胞产生大量 ＨＩＦ
１α，ＨＩＦ１α诱导下游目的基因ＥＴ１ｍＲＮＡ使其呈高
表达，但ＥＴ１ｍＲＮＡ不稳定，随着缺氧时间延长，其
活性受到低氧的抑制并导致其表达下降，故本研究中

检测ＥＴ１ｍＲＮＡ表达在缺氧３ｄ时以后即逐渐下
降，与对照组无明显差异；但肺血管内皮细胞对ＥＴ１
的分泌方式为边合成边分泌，较 ＥＴ１ｍＲＮＡ而言，
ＥＴ１表达相对较稳定。本实验研究提示，肺血管重塑
与ＥＴ１ｍＲＮＡ表达无相关性。原因可能为ＨＰＨ的始
动因素为肺血管内皮结构受损导致功能的改变［２］，而

肺血管内皮细胞没有储存ＥＴ１的致密颗粒；另外相关
研究提示ＥＴ１ｍＲＮＡ合成调节不仅受到缺氧及ＨＩＦ
１α的调控，而且凝血酶、切变应激酶、ＴＮＦα、ＩＬ１均可
诱导ＥＴ１ｍＲＮＡ的表达［１２］，结合上述因素故本研究中

未发现肺血管重塑与ＥＴ１ｍＲＮＡ表达的相关性。
内源性ＮＯ是血管内皮细胞合成和分泌的另一

种血管活性物质，自１９８０年 Ｆｕｒｃｈｇｏｔｔ等［１３］发现以

来，即明确它具有很强的舒张血管平滑肌、抑制其增

殖的生物学作用。ｉＮＯＳ是其合成的关键酶，在缺
血、缺氧等情况下大量产生，诱导长时间 ＮＯ的释
放［１４］，另外低氧条件下 ＨＩＦ１α上调肺动脉内皮细
胞中的ｉＮＯＳ表达［６］，二者共同激活 ｉＮＯＳｍＲＮＡ的
基因表达。本研究中免疫组化 ｉＮＯＳ表达及 ｉＮＯＳ
ｍＲＮＡ表达均同步于缺氧３、５、７ｄ显著高于对照组
（Ｐ＜０．０５）。原因为低氧时肺动脉内皮细胞内
ｉＮＯＳ表达上调与缺氧诱导因子１（ＨＩＦ１）的转录调
节有关。低氧可通过诱导ＨＩＦ１α表达增强，其作为
转录因子结合ｉＮＯＳ基因上相应位点而致肺动脉内
皮细胞 ｉＮＯＳｍＲＮＡ及蛋白表达增强［１５］。故 ｉＮＯＳ
免疫组化与 ｍＲＮＡ表达同步。本研究得出肺血管
重塑与ｉＮＯＳｍＲＮＡ表达不相关。原因推测为ｉＮＯＳ

基因５′侧翼区存在３个转录调控位点：其中之一即
为缺氧反应元件，可与 ＨＩＦ１结合，在缺氧诱导的
ｉＮＯＳ表达［１２］，另外两个位点表达受多重因素影响。

故在相同缺氧条件下，本研究未得出肺血管重塑与

ｉＮＯＳｍＲＮＡ表达的相关性。
综上所述，低氧作为诱发因素造成肺血管发生

痉挛，随着缺氧时间的延长，肺血管由痉挛到重塑，

最终导致ＨＰＨ。在肺血管重塑过程中，ＨＩＦ１α、ＥＴ
１及 ｉＮＯＳ可能发挥一定的作用，需进一步深入研
究，为新生儿ＨＰＨ提供诊治依据。
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