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川芎嗪对肺动脉高压大鼠肺血管凋亡的影响
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【摘要】 目的 观察川芎嗪对低0：高C0。肺动脉高压大鼠肺动脉平滑肌凋亡以及Bcl一2、Bax表达的影

响。方法 将30只SD大鼠按随机数字表法分为正常对照组(N组)、低oz高co：组(H组)、低0。高co：+川

芎嗪组(H+LTZ组)3组，每组10只。监测各组大鼠血流动力学变化；观察肺细小动脉管壁面积与总面积比值

(wA／TA)，用原位末端缺刻标记法(TUNEL)检测肺细小动脉凋亡情况，并计算凋亡指数(AI)；用免疫组化法

检测Bcl一2、Bax的含量。结果H组和H+LTZ组平均肺动脉压(mPAP)、右心室重量比、WA／TA比值均明显

高于N组，H+LTZ组则均明显低于H组(P均<o．01)}3组间平均颈动脉压(mCAP)无明显差异(P均>

0．05)。H组和H+LTZ组肺细小动脉AI显著低于N组，H+LTZ组则显著高于H组(P<o．05或P<O．01)。

H组和H+LTZ组Bcl一2含量均显著高于N组．Bax含量、Bax／＆l一2比值均显著低于N组}H+LTz组Bcl一2

含量显著低于H组，Bax含量、Bax／Bcl一2比值显著高于H组(P均<o．01)。结论川芎嗪有抑制慢性低o：高

CO。肺动脉高压和肺血管重建的作用，抑制肺细小动脉的增殖、促进肺细小动脉凋亡是其可能机制。
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【Ahtract】 objective To investigate the effect of ligustrazine(川芎嚷)on smooth muscle apoptosis of

pulmonary arteriole and the expressions of 13cl一2 and lhx in rats with pulmollary arterial hypertension induced

by hypoxic hypercapIlia． Methods Thirty Sprague—Dawley (SD)rats were randomly divided into three

groups：normal control group(N)，hypo】【ic hypercapnic group(H)，and hypoxic hypercapnic+ligustrazine

group ((H十LTZ)，each挖=10]． The changes of hemodynamic8 of rats were mo血tored；under light

microscope，the ratio of vessel wall area and total area(WA／TA)of pulmonary arterioles in the three groups

were measured． The apoptosis of pulmonary arterioles was tested with terminal deoxynucleotidyl transferase

mediated dUTP．biotin nick end labeling (TUNEL) and the apoptosis index (AI) wa8 calculated．

1mmunohistochemi8try was applied to determine the contents of Bcl一2 and Bax in cytoplasm． Results The

level of mean pulmonary arterial pressure(mPAP)，right ventricle／(1eft+interventricular septum)ratio and

the ratio of vessel WA／TA were significantly higher in H group and H+LTZ group than those in N group，

and values were obviously 10wer in H+LTZ group than those in H group(all P<O．01)．The me8n carotid

arterial pressure(mCAP)of the three group8 had no significant differences(all P>O．05)． The apoptosis

indexes(AI)of pulmonary arteriole in H and H+LTZ groups were markedly lower than that in N group，and

the AI of pulmonary arteriole of H+LTZ group wa8 obviously higher than that in H group(P<O．05 or P<

O．01)．In H and H+LTZ groups，the content of Bcl一2 was significantly higher，the content of Bax and Bax／

Bcl一2 ratio w8s obviously lower than that in N group．In H+LTZ group，the content of Bcl一2 was markedly

lower and the content of Bax and Bax／Bcl一2 ratio was significantly higher than that in H group(all P<O．01)．

C：onclusion Ligustrazine can lower chronic pulmonary arterial hypertension induced by hypoxic hypercapnia

and inhibit structural remodeling of pulmonary arterie8．The inhibition of pulmonary arteriole proliferation and

promotion of it8 apoptosis may play a role in the mechanism．
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肺动脉高压是慢性阻塞性肺疾病(COPD)发展

为肺源性心脏病的关键环节，早期肺血管收缩反应

增强和晚期血管结构重组导致肺动脉高压，其发生
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机制迄今仍未完全阐明。低氧性肺血管重建中各种

类型细胞凋亡减少而增殖增加L1j，其中肺细小动脉

平滑肌细胞增生是主要特征凹J。Bcl一2、Bax是Bcl一2

蛋白家族中具有代表性的蛋白，分别起抑制和促进

凋亡的作用[3]。川芎嗪是中药川芎的有效成分之一，

研究表明，川芎有抑制肺动脉高压的作用[4-6]。本实

验中通过观察川芎嗪对肺细小动脉凋亡以及Bcl一2、

Bax表达的影响，探讨其是否具有抑制肺动脉高压

形成的作用，报告如下。

l材料与方法

1．1动物分组及模型制备：雄性SD大鼠30只，体

重180～210 g，由温州医学院实验动物中心提供。将

大鼠按随机数字表法均分为正常对照组(N组)、低

o。高Co。组(H组)、低O。高c02+川芎嗪组(H+

LTZ组)，每组10只。N组大鼠正常氧浓度下饲养

4周。H组大鼠置于常压低O。高Co。舱内，充入N。

使舱内0。浓度维持在8．5％～11．o％、CO。浓度维

持在5．o％～6．5％，每日8 h，每周6 d，连续4周。

H+LTZ组每次低0。高C0：前o．5 h腹腔注射川

芎嗪80 mg·kg一1·d一1。

1．2 检测指标及方法

1．2．1肺血管指标的测定：采用右心导管法测量并

计算平均肺动脉压(mPAP)，经颈总动脉插管检测

平均颈动脉压(mCAP)。分离右心室(RV)和左心室

(LV)+室间隔(S)，滤纸吸干水分后分别称重，计算

右心室重量比[RV／(LV+S)比值]。取大鼠肺组织

切片，行苏木素一伊红(HE)染色，每张切片随机选直

径50～200 pm肺细小动脉5支，用美国Image—Pro

Plus 6．O(IPP 6．o)彩色图像分析系统测定肺细小

动脉管壁面积与总面积比值(WA／TA)。

1．2．2 原位末端缺刻标记法(TUNEL)测定肺细

小动脉凋亡：取大鼠肺组织石蜡切片，脱蜡水化后用

蛋白酶K(10弘g／mg)37℃消化20 min；H202溶液

灭活过氧化酶；每张切片加入TUNEL反应混合液

50皿，37℃反应60 min；加转化剂PoD 37℃反应

30 min；3，3，-二氨基联苯胺(DAB)显色；苏木素复

染。每张切片选取不同直径肺动脉2支，用IPP 6．o

计数细胞数，并计算凋亡指数(AI)。细胞凋亡检测

试剂盒由瑞士Roche公司提供。

AI=细小动脉阳性细胞核数／细小动脉总细胞核数

1．2．3 免疫组化检测肺动脉Bcl一2、Bax的表达：石

蜡切片经脱蜡水化、高压修复、H。0。溶液灭活过氧

化酶后，加牛血清室温封闭20 min，加一抗稀释液

(Bcl一2、Bax兔抗大鼠多克隆抗体由美国Santa Cruz

公司提供，均1：200)37℃孵育60 min，辣根过氧

化物酶(HRP)标记羊抗兔多聚体(北京中杉金桥生

物技术有限公司)室温孵育30 min，DAB显色，苏木

素复染。IPP 6．o软件测定肺动脉吸光度(A)值。

1．3统计学处理：检测数据以均数土标准差。士s)

表示，多组样本均数比较进行方差齐性检验，组间两

两比较采用单因素方差分析，方差齐者采用LSD

法，方差不齐者进行mnnet7s T3法，双变量相关分

析采用Bivariate过程的Pearson等级相关法，P<

0．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1 各组mPAP、mCAP、右心室重量比、WA／TA

比值比较(表1)：H组、H+LTZ组mPAP、右心室

重量比、WA／TA比值均显著高于N组，H+LTZ

组则均显著低于H组(P均<0．01)；3组间mCAP

比较差异无统计学意义(尸均>0．05)。

2．2各组肺细小动脉AI的比较(表1；图1)：H组

和H+LTZ组的肺细小动脉AI均显著低于N组，

H+LTZ组显著高于H组(P<0．05或P<O．01)。

圈l 各组大■肺细小动脉凋亡情况(TuNEL，×4∞)

2．3 各组肺细小动脉胞质中Bcl—2、Bax含量比较

(表1；图2～3)：H组和H+LTZ组Bcl一2含量均显

著高于N组，Bax含量、Bax／Bcl—2比值均显著低于

裹l 各组大曩肺血管指标殛Bc卜2、Bax含量、B虹／BcI一2比值的比较(；土s)

注：与N组比较，。P<o．01；与H组比较，“P<o．05，。P<O．0111 mm Hg一0．133 kPa
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N组；H+LTZ组＆1—2含量则显著低于H组，Bax

含量、Bax／Bcl一2比值显著高于H组(P均<0．01)。

圈2各组大■肺细小动脉胞质中BcI一2蛋白表达(免疫组化，×400)

圈3各组大■肺细小动脉胞质中B缸聋白袭达(免疫组化，×400)

2．4 AI与Bcl一2、Bax、Bax／Bcl一2比值的关系：直

线相关分析显示，AI与Bcl一2呈显著负相关(，．，=

一O．904，P<O．01)，与Bax、Bax／Bcl一2比值呈显著

正相关(r2=O．940，r3=O．968，P均<O．01)。

3讨论

本实验中通过间断给予低0。高Co。复制出低

O。高C0。肺动脉高压大鼠模型，类似临床coPD

患者由于通气功能障碍导致的肺泡低O。和CO：潴

留，选用该模型可能更符合临床实际。肺血管重建被

认为是慢性低0：高C0。所致肺动脉高压的主要病

理变化[7]，主要表现为肺细小动脉平滑肌细胞肥大

增生，管壁增厚，细胞间质增多，中膜增厚，外膜成纤

维细胞增生，合成和分泌细胞外基质增加。细胞凋亡

信号通过各种调控蛋白的逐级传递将死亡信号传递

给死亡受体，最后导致细胞凋亡。Bcl一2为抗凋亡基

因，Bax是促凋亡基因，Bax／Bcl一2比值决定了是否

容易发生凋亡。有研究提示，在动物模型中血管重建

与细胞凋亡密切相关[8。93；Bcl一2表达减少、Bax表达

增加可导致缺氧后大鼠肺动脉平滑肌细胞凋亡[1叩；

而Bcl一2表达增加、Bax表达减少可减轻缺血／再灌

注后大鼠脑神经细胞凋亡[1川。本实验发现，低o：高

C0。大鼠模型中肺细小动脉平滑肌细胞凋亡减少，

说明凋亡减少是肺血管重构的重要原因；同时还发

现，在低O：高Co。大鼠肺细小动脉中Bcl一2含量增

加，而Bax含量及Bax／Bcl一2比值下降，使得细小动

脉不容易凋亡。

川芎嗪可预防慢性低O。高CO：导致的肺动脉

管壁胶原沉积H]，有抑制大鼠肺细小动脉管壁增厚、

中膜平滑肌增生、外膜胶原纤维增生等作用。杨茂农

等【5。63研究证明，逆转肺血管结构重建可恢复肺血管

的正常结构与功能，从而有效降低肺动脉高压。本研

究中观察到，在低O：高C0。情况下，川芎嗪对肺细

小动脉细胞凋亡有显著影响，表现为具有降低低O：

高Co。大鼠mPAP和改善肺血管重构的作用；使

Bcl一2表达显著降低、Bax表达及Bax／Bcl一2比值显

著提高。表明川芎嗪可以降低低0。高CO。大鼠肺

动脉高压，其机制可能是通过上调Bax表达、下调

Bcl一2表达，从而增加Bax／Bcl一2比值来促进肺细小

动脉凋亡，以改善肺血管重构。
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