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雷帕霉素逆转大鼠肺动脉高压的作用机制研究

余莉 1,2　范志宇 3　谢亮 2　李春雨 4　秦超毅 4　刘丽筠 2　刘瀚旻 1,2

（四川大学华西第二医院 1. 儿科心血管科；
2. 西部妇女儿童医学研究院肺血管重构研究室，四川 成都　610041；

3. 新加坡陈笃生医院普通内科，新加坡　308433；
4. 四川大学华西临床医学院，四川 成都　610041）

［摘要］　目的　探讨雷帕霉素（RAP）对大鼠肺动脉高压的作用，为临床药物治疗肺动脉高压的选择提

供新思路。方法　将健康雄性 Sprague-Dawley 大鼠 50 只随机分为空白对照组、模型组、溶剂对照组、RAP 干预

1 组（术后 5 d 开始干预）和 RAP 干预 2 组（术后 35 d 开始干预）。左肺切除（PE）联合野百合碱（MCT）诱

导肺动脉高压大鼠模型；造模后 5 d 分别给予溶剂对照组溶媒和 RAP 干预 1 组 RAP 肌肉注射；造模后 35 d 给

予 RAP 干预 2 组 RAP 肌肉注射。测定各组平均肺动脉压（mPAP）和 RV/（LV+S）比值。苏木精 - 伊红染色观

察各组右肺组织病理学改变。Real-time PCR 测定各组平滑肌 α 肌动蛋白（α-SMA）及平滑肌 22α 蛋白（SM22α）

mRNA 的相对表达量。结果　模型组及溶剂对照组大鼠术后 35 d mPAP 明显高于空白对照组，RAP 干预 1 组及

RAP 干预 2 组大鼠的 mPAP 明显低于溶剂对照组（P<0.05）；模型组及溶剂对照组大鼠 RV/（LV+S）明显高于

空白对照组，RAP 干预 1 组大鼠 RV/（LV+S）低于溶剂对照组（P<0.05），而 RAP 干预 2 组大鼠 RV/（LV+S）

与溶剂对照组比较差异无统计学意义（P>0.05）；右肺病理组织学 HE 染色可见模型组及溶剂对照组的肺动脉

壁较空白对照组明显增厚，管腔狭窄，RAP 干预后可见增厚肺动脉壁有不同程度逆转；Real-time PCR 结果显示，

模型组及溶剂对照组 SM22α 及 α-SMA 基因相对表达量明显低于空白对照组，RAP 干预 1 组及 RAP 干预 2 组的

SM22α 及 α-SMA 相对表达量高于溶剂对照组（P<0.05）。结论　RAP 可逆转肺动脉压力的升高及右心室肥厚程

度，其作用机制可能为通过调节血管平滑肌细胞表型转换而实现。                                                                           
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Abstract: Objective    To investigate the effects of rapamycin (RAP) on pulmonary hypertension (PH) in rats, and 
to provide new insights into medication selection for the clinical treatment of PH. Methods    Fifty male Sprague-Dawley 
rats were randomly divided into blank control, PH model, solvent control, RAP 1, and RAP 2 groups. A rat model of 
PH was induced by left pneumonectomy (PE) and monocrotaline (MCT). At 5 days after PH model establishment, the 
solvent control group and the RAP 1 group received an intramuscular injection of solvent and RAP, respectively. At 35 
days after PH model establishment, the RAP 2 group received an intramuscular injection of RAP. The mean pulmonary 
artery pressure (mPAP) and the right ventricle/left ventricle plus septum weight ratio (RV/LV+S) were measured in each 
group. Histopathological changes in the right lung were evaluated by hematoxylin-eosin (HE) staining. The relative 
expression of alpha-smooth muscle actin (α-SMA) and smooth muscle protein 22-alpha (SM22α) in each group was 
determined using real-time PCR. Results    At 35 days after surgery, the PH model  and the solvent control groups had 
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肺动脉高压（pulmonary hypertension, PH）是

一组以肺血管阻力进行性增高为主要特征的临床

病理表现 [1]，治疗手段有限，各种对症药物疗效不

理想，预后差。雷帕霉素（rapamycin, RAP）是由

链球菌属产生的一种大环内酯内抗免疫抗生素，对

多种类型细胞有免疫抑制作用和抗增殖作用，是

哺乳动物 RAP 靶体（mammalian target of rapamycin, 

mTOR）的特异性抑制剂，而 mTOR 信号通路广泛

参与细胞的生长、分化、增殖和衰老等生命活动 [2]。

RAP 在临床上常被应用于抑制移植术后 T 淋巴细

胞的增殖 [3]、肿瘤 [4] 及冠状动脉支架植入后平滑

肌细胞增殖所致的局部狭窄 [5]，研究证实 RAP 有

抑制细胞增殖的作用。现有的研究表明重度 PH 所

致的肺血管病变与肿瘤有相似的病理学表现，即

细胞失控性增殖 [6-7]，而 RAP 有抑制肿瘤细胞增殖

的作用，由此推测 RAP 可能有抑制肺血管平滑肌

细胞增殖的作用，该药物有应用于临床治疗 PH 的

潜在可能性，因此本文对 RAP 是否能影响大鼠 PH

及对肺动脉平滑肌细胞（pulmonary artery smooth 

muscular cell, PASMC）的作用进行探讨，为临床药

物治疗 PH 的可能性提供科学依据。

1　材料与方法

1.1　大鼠 PH 动物模型建立

50 只 体 重 为 250~350 g 的 健 康 雄 性 Sprague-
Dawley（SD）大鼠购于四川大学实验动物中心，

随机分为空白对照组（不做任何处理）、模型组、

溶剂对照组、RAP 干预 1 组和 RAP 干预 2 组，每

组 10 只。参照刘斌等 [8] 报道建立左肺动脉切除术

（pneumonectomy, PE）联合野百合碱（monocrotaline, 

MCT）诱导的 PH 大鼠模型。SD 大鼠在腹腔注射

水合氯醛麻醉下行左肺 PE 术，模型组于 PE 术后

7 d 在项背部皮下注射 MCT 1 次（60 mg/kg）；溶

剂对照组和 RAP 干预 1 组均于 PE 术后 5 d（MCT

皮下注射前 2 d）开始，分别给予 RAP 空白溶媒（二

甲基亚砜）肌肉注射（每日 1 次，每次 1 mL/kg）

和 RAP 肌肉注射（每日 1 次，每次 5 mg/kg），连

续注射 30 d；RAP 干预 2 组于 PE 术后 35 d（MCT

皮下注射后 28 d）开始，给予 RAP 肌肉注射（每

日 1 次，每次 5 mg/kg），连续注射 14 d。

1.2　平均肺动脉压力的测定

除 RAP 干预 2 组于 PE 术后 49 d 测定平均肺

动脉压（mean pulmonary artery pressure, mPAP），

其余组均于 PE 术后 35 d 测定 mPAP。给予大鼠

腹腔注射 10% 水合氯醛（400 mg/kg）麻醉后，经

颈外静脉插管，连接测压装置至 BIOPAC MP-150

十六导生理记录仪测定并记录 mPAP。

1.3　右心室肥厚程度指标

脱 颈 椎 处 死 实 验 动 物， 游 离 右 心 室（right 

ventricular, RV）、左心室加室间隔（left ventricular 

and septal, LV+S），称重，计算 RV/（LV+S）比值，

反映右心室肥厚程度。

1.4　肺动脉组织病理学观察

处死动物后取出右肺组织，冲洗，10% 中性

甲醛固定 48 h，常规石蜡包埋、切片，行苏木精 -

伊红（HE）染色。在 200 倍光镜下观察切片。

1.5　实时荧光定量聚合酶链反应

取右肺组织，制成组织匀浆，提取 RNA 并

逆转录为 cDNA。参照 GenBank 基因数据库，运

用 Beacon designer2 软件分别设计平滑肌 α 肌动蛋

白（alpha smooth muscle actin, α-SMA）、 平 滑 肌

22α 蛋白（smooht muscle 22 Alpha, SM22α）和内参

GAPDH 的 PCR 扩增引物序列，分别为 SM22α 上

significantly higher mPAP and RV/LV+S than the blank control group, while the RAP 1  and the RAP 2 groups had 
significantly lower mPAP than the solvent control group (P<0.05). The RV/LV+S in the RAP 1 group was significantly 
lower than that in the solvent control group (P<0.05); however, there was no significant difference in RV/LV+S between 
the RAP 2 and the solvent control groups (P>0.05). HE staining in the right lung showed the substantially thickened 
pulmonary artery wall and narrowed arterial lumen in the PH model and the solvent control groups compared with the 
blank control group. Different degrees of reversal of the pulmonary artery wall thickening were observed after RAP 
administration. The results of real-time PCR revealed that the relative expression of α-SMA and SM22α in the PH model 
and the solvent control groups was significantly lower than in the blank control group, while the relative expression of 
α-SMA and SM22α in the RAP 1 and the RAP 2 groups was significantly higher than in the solvent control group (P<0.05). 
Conclusions    RAP can reverse the increase in pulmonary artery pressure and the right ventricular hypertrophy probably 
by regulation of the phenotypic conversion of vascular smooth muscle cells.                                                                 

[Chin J Contemp Pediatr, 2015, 17(7): 731-735]
Key words: Rapamycin; Pulmonary hypertension; Rats
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游：5'-AGACTGACATGTTCCAGACT-3'，SM22α 下

游：5'-GCTTTCTTCATAAACCAGTTG-3'，片段长度

145 bp；α-SMA 上 游：5'-AGAACCACAGGCATTG-
TTCT-3'，α-SMA 下 游：5'-CGCTCAGTGAGGTCTT-
CAT-3'， 片 段 长 度 149 bp；GAPDH 上 游：

5'-AAGCTCATTTCCTGGTATGACA-3'，GAPDH 下

游：5'-TCTTACTCCTTGGAGGCCATGT-3'，片段长

度 114 bp。反应体系（10 μL）：Mix 5 μL，cDNA 

1 μL， 上 下 游 引 物 各 0.1 μL，ddH2O 3.8 μL。 反

应 条 件：95 ℃ 变 性 3 min；95 ℃ 变 性 10 s，59 ℃

退 火 30 s，72 ℃ 延 伸 30 s， 共 40 个 循 环。PCR

反 应 在 FTC2000 型 荧 光 定 量 PCR 仪 上 进 行，

实时测定 PCR 荧光强度并确定扩增循环数（Ct

值）， 并 换 算 为 基 因 相 对 表 达 量（2- △ △ Ct）。

1.6　统计学分析

应用 SPSS 17.0 统计软件对数据进行统计学分

析，计量资料用均数 ± 标准差（x±s）表示，多

组样本均数比较采用单因素方差分析，组间两两

比较采用 LSD-t 检验，P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　各组大鼠血流动力学改变

5 组 大 鼠 mPAP 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义

（F=46.191，P<0.01）。模型组（49.2±6.1 mm Hg）

及 溶 剂 对 照 组 mPAP（48.6±7.0 mm Hg） 明 显 高

于 空 白 对 照 组（31.1±2.4 mm Hg）（P<0.01），

RAP 干预 1 组（25.1±2.1 mm Hg）及 RAP 干预 2

组（27.8±4.2 mm Hg）mPAP 明显低于溶剂对照组

（P<0.01）。见图 1。

2.2　右心室肥厚程度比较

5 组大鼠 RV/（LV+S）比较差异有统计学意义

（F=678.845，P<0.01）。模型组及溶剂对照组 RV/

（LV+S）明显高于空白对照组（P<0.01），RAP

干预 1 组 RV/（LV+S）低于溶剂对照组（P<0.01），

而 RAP 干预 2 组 RV/（LV+S）与溶剂对照组比较

差异无统计学意义（P=0.899）。见图 2。

2.3　各组大鼠肺动脉病理组织学改变

右肺病理组织 HE 染色可见，模型组及溶剂

对照组的肺动脉壁较空白对照组明显增厚，管腔

狭窄，RAP 干预后可见增厚的肺动脉壁有不同程

度逆转。见图 3。

2.4　各组大鼠 SM22α 和 α-SMA mRNA 表达改变

5 组大鼠 SM22α mRNA 相对表达差异有统计

学意义（F=22.195，P<0.01）。模型组及溶剂对

照组的 SM22α mRNA 相对表达量低于空白对照组

（均 P<0.01），RAP 干预 1 组的 SM22α mRNA 相

对表达量高于溶剂对照组（P<0.01），RAP 干预 2

组的 SM22α mRNA 相对表达量与溶剂对照组比较

差异无统计学意义（P=0.059）。5 组大鼠 α-SMA 

mRNA 相 对 表 达 差 异 有 统 计 学 意 义（F=8.717，

P<0.01）。模型组及溶剂对照组的 α-SMA mRNA

相对表达量低于空白对照组（均 P<0.01），RAP

干预 1 组的 α-SMA mRNA 相对表达量高于溶剂对

照组（P=0.005），RAP 干预 2 组的 α-SMA mRNA

相对表达量与溶剂对照组比较，差异无统计学意

义（P=0.172）。见图 4。

图 1　各组大鼠 mPAP 比较结果　　a 示与空白对照组比

较，P<0.05；b 示与模型组比较，P<0.05；c 示与溶剂对照组比较，

P<0.05。
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图 3　右肺组织病理学 HE 染色结果（×200）　　空白对照组显示正常肺动脉。模型组可见肺动脉壁明显增厚，

细胞增多，管腔狭窄。溶剂对照组肺组织病理改变与模型组相似。RAP 干预 1 组及 RAP 干预 2 组与模型组和溶剂对照组比较，

肺动脉壁变薄，管腔扩大，RAP 干预 2 组变化程度小于 RAP 干预 1 组。

空白对照组 模型组 溶剂对照组 RAP 干预 1 组 RAP 干预 2 组

3　讨论

PH 是一组由肺血管平滑肌细胞增殖、新生内

膜形成、细胞外基质增多而导致进行性增高的肺

动脉压力及阻力为主要临床特点的综合征，其发

病机制复杂，迄今为止仍不十分清楚，故临床治

疗多以对症为主，目的是扩张肺血管，防止血栓

形成，减轻右心后负荷，改善症状及生活质量，

但效果均不理想 [9-11]。因而对 PH 发病机制的研究

及相应针对性药物的甄选一直是心血管领域研究

的重点。

本研究应用左肺切除术联合野百合碱注射成

功建立大鼠 PH 模型，模型组术后 35 d mPAP 明显

高于空白对照组，同时伴有右心室肥厚，RV/（LV+S）

比值明显增高，且病理组织学结果显示肺动脉壁

细胞及基质成分增加，管壁增厚，管腔狭窄，符

合 PH 的病理改变 [12]。本研究采用了两种 RAP 干

预方式，即早期干预（PH 形成前）和晚期干预（PH

形成后），两种方式均能不同程度地减轻肺动脉

压力及肺血管壁的厚度。但早期 RAP 干预能使右

心室肥厚程度减轻，而晚期干预则不能，推测其

原因为早期干预可以减缓肺动脉压力和右心室后

负荷的增加速度，故心肌细胞肥厚程度较轻，而

晚期干预时肺动脉压力已经明显升高，右心室肥

厚已形成，予 RAP 后虽能在一定程度上降低肺动

脉压力，但并不能逆转已经肥厚的心肌细胞。

RAP 能特异性抑制哺乳动物 mTOR[13]，mTOR

是一类非典型丝氨酸 / 苏氨酸激酶，属于磷脂酰

肌 醇 3 激 酶（phosphoinositide 3-kinase, PI3K） 家

族 [14]，它通过细胞内两种 mTORC 复合物（mTORC1

和 mTORC2） 而 调 控 mTOR 信 号 通 路。 研 究 表

明，生长因子可以通过上调 PI3K-Akt 及 Ras/ERK

（extracelluar singnal-reglated kinase） 信 号 通 路 途

径激活 mTORC1，促进蛋白质合成及细胞增殖 [15]。

mTORC2 也能通过 PI3K 依赖的方式被生长因子激

活 [16]，通过 PKCa 及 RhoGTPases 信号途径调控细

胞的代谢、增殖及细胞骨架等生命活动 [17-18]。雷

帕霉素可能通过抑制 mTOR 信号通路，下调 PI3K

信号途径，从而抑制细胞的增殖。

平滑肌 α 肌动蛋白（α-SMA）和平滑肌 22α
蛋白（SM 22α）是特异性平滑肌表达蛋白，在收

缩表型中呈高表达，在合成表型中则呈低表达 [19-20]，

合成表型的 PASMC 表现出增殖活性。本课题组

前期研究证实 PI3K 信号可通过微丝解聚机制诱导

PASMC 由收缩表型向合成表型转换，促进 PASMC

的增殖和 PH 形成 [21]。本研究发现，模型组中 α-SMA

及 SM 22α 两种基因表达量明显下降，与这两种蛋

白在 PAH 病理状态下的合成表型 PASMC 中的表

达一致 [22]。RAP 干预后以上两个基因表达量有不

同程度恢复，提示 RAP 在减轻 PH 的过程中伴有

PASMC 表型的转化，具有调节 PASMC 表型转化的

图 4　各组间 α-SMA 及 SM22α mRNA 相对表达量比

较结果　　a 示与空白对照组比较，P<0.05；b 示与模型组比较，

P<0.05；c 示与溶剂对照组比较，P<0.05。
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作用，推测 RAP 可能通过调节 PI3K 家族的 mTOR

信号通路而调控 PASMC 的增殖。

本研究使用了两种 RAP 干预方案，发现两种

方案均能使 mPAP 明显下降，肺动脉壁厚度减轻。

早期 RAP 干预可使 α-SMA 及 SM22α 两种基因表

达量上调，PASMC 向收缩表型转化，而晚期干预

的结果显示不能促使细胞发生表型转化，推测原

因可能为：（1）晚期干预时间较短（14 d），尚

未能观察到细胞蛋白合成的变化。（2）当肺血管

重构进展至较晚阶段后，RAP 对 PH 的抑制作用并

不仅仅依赖于调节细胞表型的转化，可能存在其

他作用机制。

综上所述，本研究结果提示雷帕霉素能减

缓或逆转由左肺切除术联合野百合碱诱导的大鼠

PH，其作用机制可能是通过调节 PASMC 的表型转

化，抑制 PASMC 的增殖实现的，对于较晚期 PH

的改善可能还存在其他调节机制。雷帕霉素可作

为临床治疗 PH 的候选药物之一，其具体作用机制

有待更深入的研究。
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