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　　［摘　要］　目的　Ｎｏｔｃｈ信号对胚胎发育、血管损伤修复、肿瘤生长过程中的血管重构发挥了重要作用，但对
肺动脉高压肺血管重构研究很少，本研究旨在探讨抑制Ｎｏｔｃｈ信号对血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇＩＩ）诱导的肺血管重构的影
响。方法　采用ＡｎｇⅡ持续刺激培养７ｄ的肺动脉血管条，测定血管管壁厚度及血管壁细胞增殖细胞核抗原
（ＰＣＮＡ）和ｃａｓｐａｓｅ３阳性率。同时部分血管条还加入 γ分泌酶抑制剂 ＤＡＰＴ抑制 Ｎｏｔｃｈ信号，测定血管条 Ｎｏｔｃｈ
１～４受体及其下游转录因子 ＨＥＲＰ１、ＨＥＲＰ２ｍＲＮＡ水平。结果　ＡｎｇⅡ持续刺激血管７ｄ，血管壁厚度增加近
５０％，伴有血管壁细胞ＰＣＮＡ阳性率升高和ｃａｓｐａｓｅ３阳性率降低（Ｐ＜０．０５）。加入ＤＡＰＴ后，血管条Ｎｏｔｃｈ１～４受
体ｍＲＮＡ水平无明显改变，但ＨＥＲＰ１、２ｍＲＮＡ水平降低（Ｐ＜０．０５），管壁厚度、ＰＣＮＡ和 ｃａｓｐａｓｅ３阳性率的改变
程度明显降低（Ｐ＜０．０５）。结论　 抑制Ｎｏｔｃｈ信号能抑制ＡｎｇⅡ诱导的肺血管重构，可能成为肺动脉高压治疗的
一个新思路。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（６）：５０３－５０８］
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　　肺动脉高压（ｐｕｌｍｏｎａｒｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，ＰＨ）是心
血管领域的常见病症，其发生发展机制并不明确。

研究发现肺血管重构是各种严重ＰＨ的共同病理表

现，提示血管重构是肺循环对各种病理刺激的共同

病理过程，研究肺血管重构成为研究 ＰＨ的关
键［１３］。现有研究发现：在胚胎发育、血管损伤修复、
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肿瘤生长等过程中，Ｎｏｔｃｈ信号对其血管重构发挥
了重要作用［４１０］，但对 ＰＨ肺血管重构研究很少。
血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ，ＡｎｇⅡ）是血管平滑
肌细胞（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌ，ＶＳＭＣ）的强丝
裂原，对ＰＨ肺血管重构发生发展有重要作用［１１１６］。

但是目前关于血管重构中ＡｎｇⅡ对于Ｎｏｔｃｈ信号影
响的报道较少。本研究利用 ＡｎｇⅡ诱导培养的肺
动脉条发生血管重构，体外模拟ＰＨ肺血管重构，探
讨用γ分泌酶抑制剂ＤＡＰＴ抑制Ｎｏｔｃｈ信号及其下
游基因ＨＥＲＰＩ２对肺血管重构的影响。

１　材料与方法

１．１　实验动物
清洁级健康成年 Ｗｉｓｔａｒ大鼠３６只，年龄８周，

体重１８０～２１０ｇ，由四川大学华西医学中心动物实
验中心提供。

１．２　主要试剂
Ｍ１９９培养基（购自 ＧＩＢＣＯＴＭ，ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＣｏｒｐｏ

ｒａｔｉｏｎ，ＰａｒｔＮｏ．Ｐ１５０４）；γ分泌酶抑制剂Ｎ［Ｎ（３，５
Ｄｉｆｌｕｏｒｏｐｈｅｎａｃｅｔｙｌ）Ｌａｌａｒｙｌ］Ｓｐｈｅｎｙｌａｌｙｃｉｎｅｔｂｕｔｙｌ
ｅｓｔｅｒ（ＤＡＰＴ），Ｃ２３Ｈ２６Ｆ２Ｎ２Ｏ４（购自 Ｓｉｇｍａ公司，
Ｄ５９４２，ＳｙｎｏｎｙｍＬＹ３７４９７３），溶解于二甲基亚砜
（ＤＭＳＯ）；ＡｎｇⅡ（分子量１０４７．２）购自 ＡｎａＳｐｅｃ公
司（美国）；小鼠抗大鼠增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ
ｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）单克隆抗体，兔抗大鼠
ｃａｓｐａｓｅ３单克隆抗体，购自Ｎｅｏｍａｒｋｅｒ公司；免疫组
化染色试剂盒 ＳＰ９００２，购自北京中杉金桥生物技
术有限公司。细胞裂解液 Ｔｒｉｚｏｌ购自美国 ＭＲＣ公
司；ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭ ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（＃
Ｋ１６２２），购自立陶宛ＭＢＩ公司；ＴａｑＤＮＡ聚合酶，购
自北京博大泰克（ＢｉｏＤｅｖ）生物基因技术有限责任
公司；ｄＮＴＰ：购自美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ，
购自瑞士 Ｒｏｃｈｅ公司。Ｎｏｔｃｈ１引物，上游系列：５′
ＴＣＴＣＡＡＣＴＧＣＣＡＧＡＡＣＣＴＴＧＴ３′，下游系列：５′ＡＴ
ＧＣＣＴＣＧＣＴＴＣＴＧＴＧＣＡＧ３′（扩增的 ｃＤＮＡ长度１７１
ｂｐ）；Ｎｏｔｃｈ２引物，上游系列：５′ＣＡＣＴＧＡＧＡＧＣＴＣ
ＣＴＧＴＴＴＣＡＡ３′，下游系列：５′ＣＡＧＧＣＣＡＴＣＡＡＣＡ
ＣＡＣＧＴＴＣ３′（ｃＤＮＡ长度 １６０ｂｐ）；Ｎｏｔｃｈ３引物，上
游系列：５′ＡＴＧＧＣＡＧＧＣＴＴＣＡＣＡＧＧＡＡＣ３′，下游系
列：５′ＴＧＣＡＧＣＴＧＡＡＧＣＣＡＴＴＧＡＣＴ３′（ｃＤＮＡ长度
１０９ｂｐ）；Ｎｏｔｃｈ４引物，上游系列：５′ＡＧＴＧＴＣＴＣ
ＣＣＡＧＧＣＴＴＴＧＡＡ３′，下游系列：５′ＧＡＡＧＡＴＣＡＡＧ
ＧＣＡＧＣＴＧＧＣＴ３′（ｃＤＮＡ长度９６ｂｐ）；ＨＥＲＰ１引物，
上游系列：５′ＧＡＴＧＣＴＣＣＡＧＧＣＡＡＣＡＧＧ３′，下游系

列：５′ＧＴＧＧＧＴＣＣＧＡＡＧＧＧＴＣＡＡ３′（ｃＤＮＡ 长 度
１４３ｂｐ）；ＨＥＲＰ２引物，上游系列：５′ＣＣＡＡＣＣＡ
ＣＡＴＣＧＴＣＣＣＡ３′，下 游 系 列：５′ＣＴＡＧＣＴＴＣＧ
ＣＡＧＡＴＣＣＣＴＧ３′（ｃＤＮＡ长度 １４５ｂｐ）；ＧＡＰＤＨ引
物，上游系列：５′ＣＣＴＣＡＡＧＡＴＴＧＴＣＡＧＣＡＡＴ３′，下
游系列：５′ＣＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣＴＧＡＧＴ３′（ｃＤＮＡ长
度１４１ｂｐ）。由宝生物工程（大连）有限公司合成。
１．３　肺动脉血管条的制备及培养

大鼠断颈处死后，７５％ 酒精消毒，剪开胸腔，分
离并剪下主肺动脉，置于装有无菌 ＰＢＳ缓冲液的培
养皿中清洗、并去除血管外膜周围脂肪组织，在不损

伤血管内膜的情况下，沿纵轴剪开肺动脉（约４ｍｍ
×５ｍｍ），制成１条肺动脉血管条。将来自３６只大
鼠的３６条肺动脉条随机分成６组，每组６条血管
条。其中１组（正常肺动脉组）直接用４％多聚甲醛
固定，石蜡包埋。其余５组肺动脉条培养于 ３５ｍｍ
培养皿内，包埋于鼠尾胶原制成的凝胶中［鼠尾胶

原７００μＬ，Ｍ１９９（１０×ｌｉｑｕｉｄ）１００μＬ，无菌 ＮａＨＣＯ３
（１１．７６ｍｇ／ｍＬ）２００μＬ（总量１ｍＬ）在冰上培养皿
内混匀，铺布于培养皿中］。将肺动脉条内皮面朝

上平铺在凝胶中，培养皿置３７℃ ＣＯ２细胞培养箱中
约１５ｍｉｎ。随胶原纤维形成，肺动脉条轻轻陷于并
固定于凝胶之中。加入 Ｍ１９９（１×ｌｉｑｕｉｄ）１．５ｍＬ，
１ｈ后更换培养基为含１００ｕ／ｍＬ双抗（青霉素、链
霉素）的Ｍ１９９（１×ｌｉｑｕｉｄ）。这５组分别为：①空白
对照（Ｍ１９９）组，②ＡｎｇⅡ ＋Ｍ１９９组，③ＡｎｇⅡ ＋
ＤＭＳＯ组，④ＡｎｇⅡ ＋ＤＡＰＴ低剂量组（培养基内
ＤＡＰＴ浓度１μＭ），⑤ＡｎｇⅡ＋ＤＡＰＴ高剂量组（培养
基内ＤＡＰＴ浓度１０μＭ）。具体做法：培养１ｄ后，
每日更换培养基并向１．５ｍＬ培养基中分别加入①
培养基Ｍ１９９４．５μＬ，②稀释好的ＡｎｇⅡ１．５μＬ（终
浓度１×１０－７Ｍ）和 Ｍ１９９３μＬ，③ＡｎｇⅡ１．５μＬ（终
浓度１×１０－７Ｍ）和ＤＭＳＯ３μＬ，④ＡｎｇⅡ１．５μＬ（终
浓度１×１０－７）和ＤＡＰＴ３μＬ（终浓度１μＭ），⑤Ａｎｇ
Ⅱ１．５μＬ（终浓度１×１０－７Ｍ）和 ＤＡＰＴ３μＬ（终浓
度１０μＭ）。共７ｄ。

第９天收集培养的肺动脉条，每条切成两半，一
半液氮保存作ＲＴＰＣＲ用；另一半在４℃ ４％多聚甲
醛内固定２ｈ，常规脱水，透明，石蜡包埋，５μｍ厚连
续切片，行苏木精伊红染色、弹力纤维染色、ＰＣＮＡ
和ｃａｓｐａｓｅ３免疫组化染色。
１．４　免疫组化染色

按ＳＰ染色试剂盒说明书进行。ＰＣＮＡ（１∶３００）、
ｃａｓｐａｓｅ３（１∶１００）。用ＰＢＳ缓冲液（０．０１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ
７．４）代替一抗作为阴性对照。结果采用 ＩｍａｇｅＰｒｏ
·４０５·



第１３卷第６期
２０１１年６月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１３Ｎｏ．６
Ｊｕｎ．２０１１

Ｐｌｕｓ软件扫描，每条血管条随机观察 ５个视野
（×４００），计数血管壁ＰＣＮＡ或ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞比
率，取平均值，反映血管壁细胞的增殖度与凋亡情况。

１．５　血管条管壁厚度测定
用 Ｖｅｒｈｏｅｆｆ铁苏木素染色法。染色结果采用

ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ软件扫描，每条血管随机观察４个视
野（×４００），每个视野测定３次内外弹力板之间的
距离，取平均值，即管壁厚度。

１．６　血管条Ｎｏｔｃｈ１、２、３、４受体及其下游效应因子
ＨＥＳ相关抑制因子蛋白１、２（ＨＥＲＰ１、２）的 ｍＲＮＡ
表达

采用ＳＹＢＲ染料法，结果用２－△△Ｃｔ法对待测样
品的ｍＲＮＡ进行相对定量分析。组织总 ＲＮＡ提取
按照 Ｔｒｉｚｏｌ说明书进行。ｃＤＮＡ合成按照 Ｒｅｖｅｒ
ｔＡｉｄＴＭＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ说明书进行。
在ＦＴＣ２０００型荧光定量 ＰＣＲ仪（加拿大枫岭公司）
上进行目的基因ＲＴＰＣＲ检测，反应条件：９４℃预变
性２ｍｉｎ，然后９４℃变性２０ｓ，５２℃退火３０ｓ，７２℃延
伸４０ｓ，进行４５个循环。以无 ｃＤＮＡ样品的空白管
做为阴性对照。采集每一循环反应时的各反应管的

荧光强度增长指数（ＤＲｎ）分析绘制每一反应管的扩
增动力学曲线，从而确定每个样品管荧光强度增加

到某一特定阈值时的扩增循环数（Ｃｔ值）。△△Ｃｔ
＝［ＣｔＧＩ（待测样品）ＣｔＧＡＰＤＨ（待测样品）］［Ｃｔ
ＧＩ（校正样品）ＣｔＧＡＰＤＨ（校正样品）］。计算
２－△△Ｃｔ得到的目的基因相对于内参基因的定量。
１．７　统计学分析

用ＳＰＳＳ１２．０软件包进行数据处理，计量数据
以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示。两组间比较采用ｔ检
验，多组间比较采用单因素方差分析或重复测量的

方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＡｎｇＩＩ诱导后肺动脉血管变化
ＰＣＮＡ是一种稳定的细胞周期相关核蛋白，直

接参加 ＤＮＡ的合成，其阳性率反映细胞的增殖情
况。而ｃａｓｐａｓｅ３表达具有反映凋亡启动因素存在
和凋亡发生的双重生物学效应，其阳性率反映了细

胞的凋亡情况。

本研究发现，空白对照组大鼠肺动脉在无血清

的培养基中培养８ｄ，与未培养的正常肺动脉相比，
血管中膜厚度略有增加，同时伴有血管壁细胞

ＰＣＮＡ阳性率和ｃａｓｐａｓｅ３阳性率升高（Ｐ＜０．０５），说
明正常大鼠肺动脉血管条在无血清的培养基中可以存

活用于研究。在培养基中加入ＡｎｇⅡ后，与空白对照组
相比，血管中膜厚度显著增加近５０％（Ｐ＜０．０５），同时
伴有血管壁细胞 ＰＣＮＡ阳性率升高（Ｐ＜０．０５）和
ｃａｓｐａｓｅ３阳性率的降低（Ｐ＜０．０５），提示 ＡｎｇⅡ可
促进ＶＳＭＣ增殖、抑制其凋亡，诱导肺血管重构（表
１、图１～２）。

　　表１　ＡｎｇⅡ对肺动脉的中膜厚度、血管壁细胞ＰＣＮＡ、
ｃａｓｐａｓｅ３阳性率的影响（ｘ±ｓ）

分组 鼠数
中膜厚度

（μｍ）
ＰＣＮＡ阳性率
（％）

ｃａｓｐａｓｅ３
阳性率（％）

正常肺动脉组 ６ ７７±１２ １．２３±０．２４ ３．７±０．８
空白对照组 ６ ８４±１３ ４．４７±０．９６ａ １５．９±３．２
ＡｎｇⅡ＋Ｍ１９９组 ６ １３９±１１ａ，ｂ ２９．１１±６．１１ａ，ｂ ８．８±１．８ａ，ｂ

Ｆ值 ３３．３３０ １４．０７６ ６．８５５
Ｐ值 ＜０．００１ ０．００２ ０．０１２

　　ａ：与正常肺动脉组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与空白对照组比较，Ｐ＜０．０５
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　　图１　ＡｎｇⅡ对培养肺动脉条中膜厚度的影响（ｎ＝６）　
ａ：与正常肺动脉和空白对照组比较，Ｐ＜０．０５
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　　图２　ＡｎｇⅡ对培养肺动脉ＰＣＮＡ、ｃａｓｐａｓｅ３阳性率的影
响（ｎ＝６）　ａ：与正常肺动脉组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与空白对照组比较，
Ｐ＜０．０５

２．２　ＤＡＰＴ对肺动脉血管Ｎｏｔｃｈ信号的影响
在培养基中加入 γ分泌酶抑制剂 ＤＡＰＴ后，不

论低剂量组还是高剂量组，肺动脉血管条Ｎｏｔｃｈ１～
４受体的 ｍＲＮＡ水平无明显改变（Ｐ＞０．０５），但
Ｎｏｔｃｈ信号的下游转录因子ＨＥＲＰ１、２ｍＲＮＡ水平显
著降低（Ｐ＜０．０５）。提示 ＤＡＰＴ抑制 Ｎｏｔｃｈ信号是
通过抑制Ｎｏｔｃｈ受体活化，进而抑制Ｎｏｔｃｈ信号下游
基因ＨＥＲＰ１、２的转录而实现，对Ｎｏｔｃｈ受体本身的

·５０５·
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表达无明显影响。见表２。

　　表２　ＤＡＰＴ对各组肺动脉血管条 Ｎｏｔｃｈ１～４受体及
ＨＥＲＰ１、２ｍＲＮＡ表达的影响

组别 鼠数 Ｎｏｔｃｈ１Ｎｏｔｃｈ２Ｎｏｔｃｈ３Ｎｏｔｃｈ４ ＨＥＲＰ１ＨＥＲＰ２

空白对照 ６ ０．０２５１０．０１０５０．００５９０．０２５４０．１２１５ ０．０２０７
ＡｎｇⅡ＋Ｍ１９９ ６ ０．０２７００．０１１７０．００７９０．０３１９０．１７６９ ０．０２４４
ＡｎｇⅡ＋ＤＭＳＯ ６ ０．０３１３０．００９８０．０１１２０．０３７５０．１５２１ ０．０２７３
ＡｎｇⅡ＋ＤＡＰＴ低剂量 ６ ０．０３６４０．００８２０．０１２１０．０４４３０．００２１ａ０．０１５４ａ

ＡｎｇⅡ＋ＤＡＰＴ高剂量 ６ ０．０３０１０．０１１００．００７９０．０３７４０．００１５ａ０．００３９ａ

Ｆ值 ０．７４３ １．００１ １．６９６ ０．７０５ ７．１２５ ５．５２２
Ｐ值 ０．５４２ ０．４１８ ０．２０８ ０．５６３ ０．００３ ０．００９

　　ａ：与ＡｎｇⅡ＋Ｍ１９９组和ＡｎｇⅡ＋ＤＳＭＯ组相比，Ｐ＜０．０５

２．３　ＤＡＰＴ对肺动脉血管变化的影响
ＡｎｇⅡ能使培养的肺动脉血管中膜厚度显著增

加近 ５０％、血管壁细胞 ＰＣＮＡ阳性率显著上升、
ｃａｓｐａｓｅ３阳性率下降。加入 ＤＡＰＴ抑制 Ｎｏｔｃｈ信号
后，能抵抗ＡｎｇⅡ带来的这种变化。见表３，图３～５。

　　表３　ＤＡＰＴ对肺动脉血管管壁厚度、血管壁细胞ＰＣＮＡ
阳性率及ｃａｓｐａｓｅ３阳性率的影响　（ｘ±ｓ）

组别 鼠数
中膜厚度

（μｍ）
ＰＣＮＡ阳性率
（％）

ｃａｓｐａｓｅ３
阳性率（％）

空白对照组 ６ ８４±１３ ４．５±１．０ １５．９±３．２
ＡｎｇⅡ＋Ｍ１９９组 ６ １３９±１１ａ ２９．１±６．１ａ ８．８±１．８ａ
ＡｎｇⅡ＋ＤＭＳＯ组 ６ １５４±３５ａ ２８．４±６．０ａ ９．３±１．９ａ
ＡｎｇⅡ＋ＤＡＰＴ低剂量组 ６ ７６±１２ｂ，ｃ ６．６±１．４ｂ，ｃ １２．２±２．６ａ，ｂ，ｃ
ＡｎｇⅡ＋ＤＡＰＴ高剂量组 ６ ８４±１６ｂ，ｃ ５．８±１．２ｂ，ｃ １２．５±２．８ａ，ｂ，ｃ

Ｆ值 ７．５８９ ４．７６０ ６．２５５
Ｐ值 ０．０１０ ０．０３７ ０．０１５

　　ａ：与空白对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与 ＡｎｇⅡ ＋Ｍ１９９组比较，Ｐ＜０．０５；
ｃ：与 ＡｎｇⅡ＋ＤＭＳＯ组比较，Ｐ＜０．０５
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　　图３　ＡｎｇⅡ及ＡｎｇⅡ加ＤＡＰＴ对血管中膜厚度的影响　（弹力纤维染色，×４００）　正常大鼠肺动脉培
养８ｄ后中膜厚度略有增加，ＡｎｇⅡ能使培养的血管条中膜厚度显著增加，ＡｎｇⅡ＋ＤＡＰＴ低剂量组和ＡｎｇⅡ ＋ＤＡＰＴ
高剂量组的血管中膜厚度较ＡｎｇⅡ＋Ｍ１９９组和ＡｎｇⅡ＋ＤＭＳＯ组明显降低。
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　　图４　ＡｎｇⅡ及ＡｎｇⅡ加ＤＡＰＴ对血管壁细胞ＰＣＮＡ阳性率的影响　（免疫组化染色，×４００）　正常
大鼠肺动脉培养８ｄ后血管壁细胞ＰＣＮＡ阳性率略有增加，ＡｎｇⅡ能使培养的血管条血管壁细胞ＰＣＮＡ阳性率显著
增加，ＡｎｇⅡ＋ＤＡＰＴ低剂量组和ＡｎｇⅡ＋ＤＡＰＴ高剂量组的血管壁细胞ＰＣＮＡ阳性率较ＡｎｇⅡ＋Ｍ１９９组和ＡｎｇⅡ＋
ＤＭＳＯ组明显降低，阳性染色细胞呈棕色。

·６０５·
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　　图５　ＡｎｇⅡ及ＡｎｇⅡ加ＤＡＰＴ对血管壁细胞ｃａｓｐａｓｅ３阳性率的影响　（免疫组化染色，×４００）　
正常大鼠肺动脉培养８ｄ后血管壁细胞ｃａｓｐａｓｅ３阳性率明显增加，ＡｎｇⅡ能使培养的血管条血管壁细胞ｃａｓｐａｓｅ３阳
性率显著降低，ＡｎｇⅡ＋ＤＡＰＴ低剂量和ＡｎｇⅡ＋ＤＡＰＴ高剂量组的血管壁细胞 ｃａｓｐａｓｅ３阳性率较 ＡｎｇⅡ ＋Ｍ１９９组
和ＡｎｇⅡ＋ＤＭＳＯ组明显升高，阳性染色细胞呈棕色。

３　讨论

ＡｎｇⅡ是 ＶＳＭＣ强丝裂原，临床和动物实验证
明发生ＰＨ时，肺组织的 ＡｎｇⅡ活性显著增加，促进
肺动脉平滑肌细胞的增殖、肥大、迁移；动物实验发

现血管紧张素转化酶抑制剂（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇ
ｅｎｚｙｍｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＡＣＥＩ）、ＡＴ１受体拮抗剂能降低ＰＨ
大鼠的肺动脉压、缓解其右室肥厚的程度、减轻甚至

逆转肺血管重构，对 ＰＨ肺血管重构的进展具有极
为重要作用［１１１６］。本研究发现体外ＡｎｇⅡ能使肺动
脉中膜变厚，诱导出类似ＰＨ的肺血管重构。

Ｎｏｔｃｈ信号是在进化中具有高度保守性，是在
生理状态和多种疾病的血管重构过程中起关键作用

的一个信号系统。目前在哺乳动物中克隆出了４种
Ｎｏｔｃｈ受体（Ｎｏｔｃｈ１～４）。由于 Ｎｏｔｃｈ受体和配体都
具有跨膜结构域，因此该信号传导只能通过局部细

胞和细胞之间相互接触、相互作用而实现。配体和

受体相互作用引起 Ｎｏｔｃｈ受体发生两次酶解，从细
胞膜上释放出Ｎｏｔｃｈ胞内域（ＮＩＣＤ）。ＮＩＣＤ直接入
核，激活转录阻遏因子ＨＥＳ（ｈａｉｒｙｅｎｈａｎｃｅｒｏｆｓｐｌｉｔ）
１，５，７和 ＨＥＲＰ１，２，３，发挥生物学效应。Ｎｏｔｃｈ
信号传导需要局部细胞和细胞之间相互接触、相互

作用这种方式，使其受细胞之间的相互作用和环境

因素影响非常大［４６］。

本研究采用鼠尾胶原构建三维凝胶进行肺动脉

培养的方式，保留了肺动脉的内皮、平滑肌、成纤维

细胞、细胞外基质，将最大限度地保证肺动脉平滑肌

细胞和Ｎｏｔｃｈ信号与体内环境保持一致。
ＤＡＰＴ是一种特异性的小分子 γ分泌酶抑制

剂，已在细胞培养和果蝇身上证实能抑制 Ｎｏｔｃｈ受
体第二次酶解必需的 γ分泌酶，抑制 Ｎｏｔｃｈ信号。
而且近来还发现它不仅能抑制 Ｎｏｔｃｈ蛋白水解，还
能抑制ＮＩＣＤ核转位和ＮＩＣＤ信号传递，具有强大的
抑制Ｎｏｔｃｈ信号的作用［１６１８］。本研究发现在培养的

血管条中加入ＤＡＰＴ，血管条Ｎｏｔｃｈ受体ｍＲＮＡ水平
无明显影响，但 Ｎｏｔｃｈ下游目的基因 ＨＥＲＰ１和
ＨＥＲＰ２ｍＲＮＡ水平明显下降，说明 ＤＡＰＴ的确能显
著抑制Ｎｏｔｃｈ信号，这种抑制作用与Ｎｏｔｃｈ受体表达
无关。

Ｎｏｔｃｈ系统在血管上的主要成分有 ３种受体
（Ｎｏｔｃｈ１，３，４）和３个下游效应物（ＨＥＲＰ１，２，３），主
要表达于动脉［４６］。目前对 Ｎｏｔｃｈ信号影响血管重
构（尤其对平滑肌细胞）的机制研究不多，综合现有

研究结果，其影响机制可能包括：通过 Ｎｏｔｃｈ１、
Ｎｏｔｃｈ３受体促进 ＶＳＭＣ增殖、并使 ＶＳＭＣ失去生长
抑制和细胞周期停滞；抑制ＶＳＭＣ凋亡；促进 ＶＳＭＣ
迁移，聚集；并促进内皮细胞和成纤维细胞转化为平

滑肌细胞［４１０］。

研究发现ＡｎｇⅡ持续刺激肺动脉血管条７ｄ，血
管条的中膜厚度显著增加，伴有血管壁细胞增殖增

加（ＰＣＮＡ阳性率增加）、凋亡减少（ｃａｓｐａｓｅ３阳性
率增加）。加入ＤＡＰＴ抑制Ｎｏｔｃｈ信号后，血管条的
中膜厚度较只加 ＡｎｇⅡ的血管条明显降低，伴有血
·７０５·
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管壁细胞增殖增加程度降低，凋亡减少程度降低，说

明抑制Ｎｏｔｃｈ信号在强力的丝裂原持续刺激的情况
下仍然能够抑制血管重构，提示抑制 Ｎｏｔｃｈ信号通
路可能是效力强大的抗重构措施。这一现象发生的

机制并不清楚，可能与 Ｎｏｔｃｈ信号影响平滑肌细胞
生物学行为、进而影响血管重构有关。但这一结果

提示抑制Ｎｏｔｃｈ信号有可能达到缓解肺血管重构的
效果，可能成为ＰＨ治疗的一个新思路。
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