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肾上腺髓质素缓解低氧性肺动脉高压大鼠
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　　［摘　要］　目的　观察长期应用肾上腺髓质素（ａｄｒｅｎｏｍｅｄｕｌｌｉｎ，ＡＤＭ）对慢性低氧性肺动脉高压大鼠肺血管
胶原代谢的影响，以探讨ＡＤＭ对慢性低氧性肺血管结构重建的作用及其可能机制。方法　１９只雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠
随机分为对照组（ｎ＝６）、低氧组（ｎ＝７）、低氧＋ＡＤＭ组（ｎ＝６）。对于低氧＋ＡＤＭ组大鼠，通过微量渗透泵皮下持
续给予ＡＤＭ（３００ｎｇ／ｈ）２周。低氧２周后，以右心导管法测定肺动脉平均压，检测右心室与左心室加室间隔比值，
观测肺血管显微变化。用免疫组化法检测肺动脉中胶原Ｉ、胶原ＩＩＩ和转化生长因子（ＴＧＦ）β的表达。结果　低氧
２周后，大鼠肺动脉平均压明显升高（Ｐ＜０．０１），右心室与左心室加室间隔的比值明显增加（Ｐ＜０．０１），肺小血管肌
化程度和肺动脉相对中膜厚度较对照组均明显增高（Ｐ＜０．０１），同时肺动脉胶原 Ｉ、胶原 ＩＩＩ和 ＴＧＦβ表达增强。
与低氧组大鼠相比，低氧＋ＡＤＭ组大鼠肺动脉平均压明显降低（Ｐ＜０．０１），右心室与左心室加室间隔的比值明显
下降（Ｐ＜０．０１），肺小血管肌化程度和肺动脉相对中膜厚度较低氧组均明显降低（均 Ｐ＜０．０１），同时肺动脉胶原
Ｉ、胶原ＩＩＩ和ＴＧＦβ表达减弱。结论　外源性补充ＡＤＭ可能通过抑制肺动脉ＴＧＦβ表达，减少肺动脉壁胶原异常
堆积，对低氧性肺动脉高压和肺血管结构重建发挥调节作用。 ［中国当代儿科杂志，２０１２，１４（１）：５４－５８］
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　　肺动脉高压是众多心肺血管疾病发生发展过程
中的重要病理生理环节，肺血管结构重建是低氧性

肺动脉高压形成中的重要病理基础［１］。胶原作为

细胞外基质的重要组成部分，在肺血管结构重建过

程中发挥了极其重要的作用［２３］。目前低氧性肺动

脉高压和肺血管结构重建的发生机制仍未完全阐

明。以往研究显示肾上腺髓质素（ａｄｒｅｎｏｍｅｄｕｌｌｉｎ，
ＡＤＭ）在低氧性肺动脉高压形成中发挥重要保护作
用，能够降低肺动脉高压，缓解肺血管结构重建［４７］，

但其对细胞外基质重构是否有作用尚不清楚。本研

究通过皮下埋放微量渗透泵的方法持续给予低氧大

鼠ＡＤＭ，观察长期应用 ＡＤＭ对慢性低氧性肺动脉
高压大鼠肺血管胶原代谢的影响，探讨 ＡＤＭ对慢
性低氧性肺血管结构重建的作用及其可能机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组
雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠１９只（购自北京大学第一医院

实验动物中心），体重１３０～１５０ｇ，随机分为正常对照
组（ｎ＝６）、低氧组（ｎ＝７）和低氧＋ＡＤＭ组（ｎ＝６）。
１．２　试剂与材料

ＡＤＭ购自美国 ＰｈｏｅｎｉｘＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ公司，
微量渗透泵（２００２型）购自美国 Ａｌｚａ公司，一抗兔
抗大鼠胶原 Ｉ、ＩＩＩ和转化生长因子（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＴＧＦ）β购自中杉金桥生物技术有限
公司，山羊抗兔 ＩｇＧ抗体购自华利泰森生物科技有
限公司。

１．３　动物模型的制备
将低氧组和低氧 ＋ＡＤＭ组大鼠置于自制常压

低氧舱内，将高纯氮气（浓度９５％，普莱克斯气体公
司）通入低氧舱，与舱体缝隙透入的空气混合，依据

氧监测仪对舱内氧浓度进行实时监测，通过电磁阀

和减压阀对舱内氧浓度进行调控，保持舱内氧浓度

为（１０．０±０．５）％，用无水氯化钙吸收水分，钠石灰
吸收二氧化碳［８］，每天低氧处理８ｈ，持续２周。对
低氧＋ＡＤＭ组大鼠在开始低氧处理前１ｄ，将大鼠
ＡＤＭ溶于２００μＬ生理盐水后注入微量渗透泵，于
鼠背部皮下作一长约１ｃｍ的切口，将泵置入皮下，
泵开口朝向鼠背前方，持续皮下给药 ２周，剂量为
３００ｎｇ／ｈ。各组大鼠的常规饲养与饮食条件相同。
１．４　实验方法及指标测定
１．４．１　血流动力学指标的测定　　模型制作两周
后以右心导管法测量肺动脉压力。大鼠腹腔注射

１０％水合氯醛（０．２ｇ／ｋｇ）麻醉后，将聚乙烯导管插

入右颈外静脉，经上腔静脉、右心房和右心室直至肺

动脉，另一端经压力传感器与生理多道仪（成都泰

盟电子公司产品）ＢＬ－４１０生物机能试验系统相连，
描记肺动脉压力曲线，测定肺动脉平均压（ｍｅａｎ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｉａｌｐｒｅｓｓｕｒｅ，ｍＰＡＰ）。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

（ｒｉｇｈｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｆｒｅｅｗａｌｌ，ＲＶ）与左心室（ｌｅｆｔｖｅｎ
ｔｒｉｃｕｌａｒｆｒｅｅｗａｌｌ，ＬＶ）和室间隔（ｓｅｐｔｕｍ，Ｓ）剥离，用
滤纸吸干水分后称重，计算ＲＶ／（ＬＶ＋Ｓ）比值，为右
心室肥厚的指标。

１．４．２　肺血管形态学指标的检测　　取一侧肺叶
以甲醛缓冲液固定，常规行石蜡切片。以 Ｈａｒｔ′ｓ改
良法行弹力纤维染色，ＶａｎＧｉｅｓｏｎ复染。在４００倍
光镜下，观察并计数整个切片的肺小血管（外径

１５～４９μｍ）中肌型动脉、部分肌型动脉及非肌型血
管的数目，分别计算它们各占肺小血管总数的百分

比。肌型动脉在光镜下具有完整的内外两层弹力

层；部分肌型动脉在光镜下具有完整的外弹力层，但

内弹力层不完整；非肌型血管在光镜下仅有一层弹

力层。依照本课题组既往的方法［９］，应用ＣＭＩＡＳ图
像处理与分析系统计算不同切面角度及处于不同舒

缩状态的血管之相对中膜厚度。每只大鼠分别测量

１０～２０条肺中型（外径５０～１５０μｍ）和小型（外径
１５～４９μｍ）肌型动脉，计算其ＲＭＴ，并求其均值。
１．４．３　肺动脉胶原 Ｉ蛋白的表达　　采用二步法
免疫组织化学方法进行检测。肺组织石蜡切片常规

二甲苯梯度乙醇脱蜡至水，３％过氧化氢处理１２ｍｉｎ
用以封闭内源性过氧化物酶，ＰＢＳ洗 ３ｍｉｎ×３次，
胃蛋白酶 ３７℃处理 ２０ｍｉｎ行抗原修复，ＰＢＳ洗
３ｍｉｎ×３次，山羊血清孵育３０ｍｉｎ行抗原封闭，加
入１∶３００稀释的兔抗大鼠胶原１４℃孵育过夜。３７℃
复温１ｈ后，ＰＢＳ洗３ｍｉｎ×３次，加入山羊抗兔 ＩｇＧ
抗体３７℃孵育１ｈ，ＰＢＳ洗３ｍｉｎ×３次，ＤＡＢ显色，
脱水透明。胶原Ⅰ表达的阳性信号呈棕黄色。以
ＰＢＳ代替一抗，其余步骤相同，作为阴性对照。应用
ＬｅｉｃａＱ５５０ｃｗ图像采集及分析系统通过计算单位面
积血管平均光密度值检测胶原 Ｉ的表达强度，光密
度值越大代表表达强度越强。每只大鼠检测肺腺泡

水平肺动脉８～１２条，并取其均值。
１．４．４　肺动脉胶原ＩＩＩ蛋白的表达　　采用二步法
免疫组织化学方法，方法同上，一抗胶原 ＩＩＩ滴度
１∶２００。结果判断同上。
１．４．５　肺动脉ＴＧＦβ的表达　　采用二步法免疫
组织化学方法，方法同上，一抗 ＴＧＦβ滴度１∶１００。
结果判断同上。
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１．５　统计学分析
应用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行分析。数据以均

数±标准差（ｘ±ｓ）表示，采用单因素方差分析对组
间差异进行统计学比较分析，两两之间的比较采用

ＬＳＤ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　血流动力学指标的变化
低氧组大鼠ｍＰＡＰ和 ＲＶ／（ＬＶ＋Ｓ）较对照组均

明显增高（均 Ｐ＜０．０１）；低氧 ＋ＡＤＭ组大鼠 ｍＰＡＰ
和ＲＶ／（ＬＶ＋Ｓ）较低氧组均明显降低（均Ｐ＜０．０１），
与对照组比较差异无统计学意义。见表１。

表１　３组大鼠血流动力学指标的比较　（ｘ±ｓ）

组别 鼠数
ｍＰＡＰ
（ｍｍＨｇ）

ＲＶ／（ＬＶ＋Ｓ）

对照组 ６ １３．９±２．３ ０．１８２±０．００８
低氧组 ７ ２４．７±６．２ａ ０．３１６±０．０４９ａ

低氧＋ＡＤＭ组 ６ １４．８±３．３ｂ ０．１８４±０．０１２ｂ

Ｆ值 １２ ４０
Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与低氧组比较，Ｐ＜０．０１

２．２　肺血管显微形态学指标的变化
低氧组大鼠肺小血管中肌型动脉百分比较

对照组明显升高（Ｐ＜０．０１），而非肌型血管百分
比较对照组明显降低（Ｐ＜０．０１）。低氧 ＋ＡＤＭ

组大鼠肺小血管中肌型动脉百分比较低氧组明

显降低（Ｐ＜０．０１），而非肌型血管百分比较低氧
组明显升高（Ｐ＜０．０１），与对照组比较差异均无
统计学意义。见表２。

低氧组大鼠中型和小型肺动脉相对中膜厚度较

对照组均明显增加（均 Ｐ＜０．０１）。低氧 ＋ＡＤＭ组
大鼠中型和小型肺动脉相对中膜厚度较低氧组均明

显降低（均Ｐ＜０．０１），与对照组比较差异均无统计
学意义。见表２。

表２　３组大鼠肺血管显微形态学指标的比较　（ｘ±ｓ，％）

组别 例数

三型肺小血管百分比

肌型

动脉

部分肌型

动脉

非肌型

血管

相对中膜厚度

中型肺

动脉

小型肺

动脉

对照组 ６ １７±５ ２１±５ ６２±４ １５．１±２．６ １０．０±０．８
低氧组 ７ ４３±６ａ １７±４ ４１±６ａ ２９．５±１．５ａ１４．１±２．１ａ

低氧＋ＡＤＭ组 ６ １９±４ｂ １７±４ ６５±７ｂ １９．５±１．４ｂ ９．２±１．２ｂ

Ｆ值 ５４ １．２ ４３ １０１ ２０
Ｐ值 ＜０．０１ ＞０．０５ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与低氧组比较，Ｐ＜０．０１

２．３　肺动脉胶原Ｉ表达的变化
３组大鼠肺动脉壁均有不同程度的棕黄色阳性

表达，主要在中外膜。低氧组大鼠肺动脉胶原 Ｉ表
达较对照组明显增强（Ｐ＜０．０１），而ＡＤＭ使低氧大
鼠肺动脉胶原Ｉ表达强度明显减弱（Ｐ＜０．０１）。见
表３，图１。

　　图１　肺动脉胶原Ｉ表达的免疫组织化学染色（ＤＡＢ，×４００）　Ａ：对照组；Ｂ：低氧组；Ｃ：低氧＋ＡＤＭ组。肺动
脉中外膜呈现不同程度的棕黄色阳性表达，如箭头所示。与对照组相比，低氧组大鼠肺动脉胶原Ｉ表达增强，而低氧＋ＡＤＭ

组大鼠肺动脉胶原Ｉ表达较低氧组减弱。

２．４　肺动脉胶原ＩＩＩ表达的变化
３组大鼠肺动脉壁均有不同程度的棕黄色阳性

表达，主要在中外膜。低氧组大鼠肺动脉胶原ＩＩＩ表

达较对照组明显增强（Ｐ＜０．０１），而ＡＤＭ使低氧大
鼠肺动脉胶原 ＩＩＩ表达强度明显减弱（Ｐ＜０．０１）。
见表３，图２。
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　　图２　肺动脉胶原Ⅲ表达的免疫组织化学染色（ＤＡＢ，×４００）　Ａ：对照组；Ｂ：低氧组；Ｃ：低氧＋ＡＤＭ组。肺动
脉中外膜呈现不同程度的棕黄色阳性表达，如箭头所示。与对照组相比，低氧组大鼠肺动脉胶原Ⅲ表达增强，而低氧＋ＡＤＭ

组大鼠肺动脉胶原Ⅲ表达较低氧组减弱。

２．５　肺动脉ＴＧＦβ表达的变化
低氧组大鼠肺动脉 ＴＧＦβ表达较对照组明显

增强（Ｐ＜０．０１），而ＡＤＭ使低氧大鼠肺动脉ＴＧＦβ
表达强度明显减弱（Ｐ＜０．０１）。见表３。

　　表３　３组大鼠肺动脉胶原Ｉ、胶原ＩＩＩ和ＴＧＦβ表达的
比较　（ｘ±ｓ）

组别 例数
胶原Ｉ
表达强度

胶原ＩＩＩ
表达强度

ＴＧＦβ
表达强度

对照组 ６ ０．２１２±０．００７ ０．２０３±０．００７ ０．２０６±０．００６
低氧组 ７ ０．２９９±０．００４ａ ０．２６７±０．０１５ａ ０．２８５±０．０１１ａ

低氧＋ＡＤＭ组 ６ ０．２０９±０．００４ｂ ０．２０８±０．００７ｂ ０．２１２±０．００９ｂ

Ｆ值 １５２ ７１ ９８
Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与低氧组比较，Ｐ＜０．０１

３　讨论

低氧性肺血管结构重建是肺动脉高压形成中重

要的病理基础，其主要特征包括肺动脉内皮细胞增

生、肿胀，中膜平滑肌细胞增生、肥大和向合成表型

转化，以及细胞外基质的异常沉积［１］。胶原是细胞

外基质主要组成部分，胶原的增生、沉积在肺血管结

构重建和肺动脉高压的发生发展中发挥了重要而又

直接的作用［２］。肺血管壁的主要胶原成分是Ⅰ型
和Ⅲ型胶原，Ⅰ型胶原与血管壁的韧性和抗张力有
关，Ⅲ型胶原与血管壁的弹性有关［３］。本研究结果

提示大鼠低氧２周以后肺动脉压力明显增高，右室
肥厚程度增加，肺小血管肌化程度明显增强，肺动脉

相对中膜厚度明显增加，提示肺血管结构发生重构，

肺动脉高压形成，同时肺动脉中胶原Ｉ和胶原ＩＩＩ的
表达明显增强，提示胶原堆积在低氧性肺血管结构

重塑中发挥重要作用。胶原的堆积将导致肺动脉管

壁增厚，管腔变小，血管顺应性下降，促进肺动脉高

压的形成。

目前关于低氧性肺动脉高压和肺血管结构重建

的形成机制尚未完全清楚，众多的血管活性物质可

能参与了其发生机制［１，９］。ＡＤＭ是１９９３年在人嗜
铬细胞瘤中发现的一种血管活性多肽，具有舒张血

管、抑制血管平滑肌细胞迁移和增殖以及排钾、利尿

等重要作用［１０］。研究发现，低氧性肺动脉高压时

ＡＤＭ基因表达和合成分泌上调，并且与肺动脉高压
的程度成正比［１１］。本课题组既往的研究［４］以及国

内外众多研究［５６］显示外源性 ＡＤＭ能够缓解低氧
性肺血管结构重建和肺动脉高压的形成。但是

ＡＤＭ对于低氧性肺动脉高压时肺血管胶原堆积的
影响尚无报道。本研究中，给予低氧大鼠外源性

ＡＤＭ，结果发现 ＡＤＭ明显缓解了低氧大鼠肺动脉
中胶原Ｉ和胶原 ＩＩＩ的表达，提示 ＡＤＭ可能通过抑
制肺动脉胶原异常堆积参与对低氧性肺血管结构重

建和肺动脉高压的调节作用。

目前肺动脉高压时引起肺动脉胶原堆积的原因

还不完全清楚。血管壁过多的胶原主要来自中膜平

滑肌细胞和外膜成纤维细胞。ＴＧＦβ为调控合成胶
原蛋白等结缔组织成分的重要细胞因子，可直接刺

激平滑肌细胞和成纤维细胞合成胶原蛋白等细胞外

基质成分［１２］。它主要作用于胶原的转录和翻译过

程，能导致前胶原 ｍＲＮＡ产生，从而促进胶原蛋白
的形成和沉积。胶原堆积除了胶原生成增加的因素

以外，还与胶原降解减少有关，胶原的降解主要与基

质金属蛋白酶／组织型金属蛋白酶抑制物有关。
ＴＧＦβ除了影响胶原合成以外，还能够通过调节基
质金属蛋白酶／组织型金属蛋白酶抑制物的表达，抑
制胶原蛋白的降解，导致细胞外基质的沉积［１３］。研

究显示肺动脉高压时肺动脉 ＴＧＦβ表达增强［１４］。
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本研究结果也显示在低氧性肺动脉高压大鼠肺动脉

胶原堆积的同时，肺动脉 ＴＧＦβ表达明显增强。提
示ＴＧＦβ可能参与了肺动脉高压时的胶原重塑机
制。那么ＴＧＦβ是否也参与了ＡＤＭ对低氧大鼠肺
动脉胶原异常堆积的调节机制，目前尚不清楚。本

研究结果显示，ＡＤＭ在缓解低氧性肺动脉高压大鼠
肺动脉胶原堆积的同时，也抑制了肺动脉 ＴＧＦβ的
表达，提示ＡＤＭ可能通过抑制肺动脉 ＴＧＦβ的表
达，缓解肺动脉胶原堆积，发挥对低氧性肺动脉高压

和肺血管结构重建的调节作用。这为临床防治低氧

性肺动脉高压提供了新的思路和靶点。
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