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　　［摘要］　目的　研究 ５羟色胺（５ＨＴ）介导的肺动脉平滑肌细胞增殖是否与细胞内活性氧
（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）升高有关，并明确 ＮＡＤＰＨ氧化酶（ＮＡＤＰＨｏｘｉｄａｓｅ，ＮＯＸ）在 ＲＯＳ产生
及可能由此导致的肺动脉平滑肌细胞增殖中的作用。方法　组织块法建立人肺动脉平滑肌细胞
（ｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＰＡＳＭＣｓ）细胞系。分别设置正常对照组，不加任何药物；５ＨＴ
组，给予５ＨＴ（１μｍｏｌ／Ｌ）刺激细胞；各干预组分别给予ＲＯＳ清除剂Ｔｅｍｐｏｌ（１００μｍｏｌ／Ｌ）、ＮＯＸ抑制剂
ＤＰＩ（２０μｍｏｌ／Ｌ）、ＥＲＫ抑制剂ＰＤ９８０５９（３０μｍｏｌ／Ｌ）预处理，再加入５ＨＴ刺激不同时间。处理完成后
测定各组ＮＯＸ活性，采用ＤＣＦＤＡ荧光探针检测细胞内 ＲＯＳ的生成，３ＨＴｄＲ掺入法检测 ＰＡＳＭＣｓ的
增殖，免疫印迹杂交法检测 ＥＲＫ１／２磷酸化水平。结果　研究发现 ５ＨＴ刺激可明显增强 ＮＯＸ活性
（Ｐ＜０．０５），引起ＲＯＳ的增加（Ｐ＜０．０５），ＤＮＡ合成增加（Ｐ＜０．０５），ＥＲＫ１／２磷酸化水平增加（Ｐ＜０．０５）。
ＮＯＸ抑制剂（ＤＰＩ）、ＲＯＳ清除剂（Ｔｅｍｐｏｌ）或 ＥＲＫ抑制剂 ＰＤ９８０５９均能显著地逆转 ５ＨＴ刺激引起的
ＥＲＫ１／２磷酸化及ＤＮＡ合成水平的增加（Ｐ＜０．０５），ＮＯＸ抑制剂（ＤＰＩ）能显著地逆转５ＨＴ刺激引起的
ＲＯＳ增加（Ｐ＜０．０５）。结论　ＮＯＸ／ＲＯＳ可能是５ＨＴ介导的ＰＡＳＭＣｓ增殖信号转导重的重要蛋白。
　　［关键词］　５羟色胺；ＮＡＤＰＨ氧化酶；活性氧 ＥＲＫ１／２；肺动脉平滑肌细胞
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　　鉴于多个引起肺动脉高压的病因都与 ５羟色胺
（５ＨＴ）有关［１］，探讨其相关的下游信号通路就显得尤

为重要。既往研究表明５ＨＴ刺激肺动脉平滑肌细胞
（ＰＡＳＭＣｓ）增殖过程中伴随活性氧（ＲＯＳ）增多，而
ＲＯＳ的具体来源尚不明确［２］。在本研究中，我们首先

探讨活性氧的具体来源，发现ＲＯＳ的增加主要与ＮＯＸ
活性增强相关。既往研究表明［３］，ＮＯＸ通过产生活性
氧簇（ＲＯＳ）介导了多种细胞内的信号转导，如通过激
活细胞外信号调节激酶（ＥＲＫ）以及活化蛋白１（ＡＰ１）
和核因子（ＮＦ）κＢ等转录因子，我们在随后的研究中
发现细胞内 ＲＯＳ增多可引起 ＥＲＫ１／２的磷酸化水平
升高。进一步研究明确了 ５ＨＴ刺激平滑肌细胞使
ＮＯＸ活性增高，致使ＲＯＳ水平上升，进而导致ＥＲＫ１／２
的磷酸化激活，最终促进 ＰＡＳＭＣｓ异常增殖。本文研
究证实了 ＮＯＸ／ＲＯＳ／ＥＲＫ１／２通路对 ５ＨＴ介导的
ＰＡＳＭＣｓ异常增殖的影响，为肺动脉高压的防治寻找
到一个潜在的新的靶点。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与仪器
　　低糖 ＤＭＥＭ培养基（ＰＡＡ，美国），ＤＨａｎｋｓ液
（ｈｙｃｌｏｎｅ，美国），ＮＡＤＰＨ、ＲＯＳ检测试剂盒、ＲＩＰＡ裂解
液、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒（上海碧云天），５羟色
胺、ＤＰＩ、Ｔｅｍｐｏｌ（ｓｉｇｍａ，美国），兔单克隆抗磷酸化细胞
外信号调节蛋白激酶（ｐＥＲＫ１／２）、ＨＲＰ标记的羊抗
兔ＩｇＧ（Ｓａｎｔａ，美国），其余试剂均为国产分析纯。
ＡｌｐｈａＩｍａｇｅｒ凝胶成像分析系统（ＡｌｐｈａＩｎｎｏｔｅｃｈ，美
国），流式细胞仪（ＢＤ，美国）。
１．２　ＰＡＳＭＣ的培养及分组
　　人肺动脉平滑肌细胞（ｈｕｍａｎｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｉａｌ
ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌ，ｈＰＡＳＭＣ）的原代培养、传代、纯化、
鉴定实验步骤见参考文献［４］。第４～６代 ＰＡＳＭＣ细
胞用于实验。相同密度（１０６／ｃｍ２）接种后待细胞长至
瓶底８０％左右换含０．１％胎牛血清ＤＭＥＭ培养基同步
生长４８ｈ，随后分别设置正常对照组，不加任何药物；
５羟色胺组，给予５羟色胺（１μｍｏｌ／Ｌ）刺激细胞；各干
预组分别给予ＲＯＳ清除剂Ｔｅｍｐｏｌ（１００μｍｏｌ／Ｌ）、ＮＯＸ
抑制剂 ＤＰＩ（２０μｍｏｌ／Ｌ）、ＥＲＫ抑制剂 ＰＤ９８０５９
（３０μｍｏｌ／Ｌ）预处理３０ｍｉｎ后，再加入５羟色胺刺激

不同时间。进行上述各组处理后，分别测定 ＤＮＡ合
成，ＮＯＸ活性，ＲＯＳ含量，ＥＲＫ１／２磷酸化情况。
１．３　［３Ｈ］胸苷掺入测定
　　在加入５羟色胺（１μｍｏｌ／Ｌ）孵育１６ｈ后，各处理
组与［３Ｈ］标记的胸腺嘧啶核苷（１μＣｉ／孔）孵育１２ｈ。
随后，冷ＰＢＳ液终止掺入，加入０．２５％胰酶消化细胞，
使之脱离孔壁，用多头细胞样品收集器收集细胞于玻

璃纤维膜上，生理盐水冲洗３次，然后用１０％三氯乙酸
固定，无水乙醇脱色，８０℃干烤 ３０ｍｉｎ，放入闪烁液
中，于液体闪烁计数仪计数（ｃｏｕｎｔｓ／ｍｉｎ，ｃｐｍ）。
１．４　ＮＯＸ活性测定
　　ＮＯＸ活性测定采用 ＮＡＤＰＨ消耗测定法：５羟色
胺处理１０ｍｉｎ（ＮＯＸ活性达峰时间）后，细胞经胰酶消
化后，在４℃，２５００×ｇ离心 ５ｍｉｎ，然后以 ＰＢＳ再悬
浮，随后加入２５０μｍｏｌ／ＬＮＡＤＰＨ孵育，在 λ＝３４０ｎｍ
下观察５ｍｉｎ，通过吸光率的减少来探测ＮＡＤＰＨ的消
耗量。为了标准化，取等量的细胞加入ＳＤＳ溶解，浓缩
蛋白后通过考马斯亮蓝法测定。用来计算 ＮＡＤＰＨ消
耗总量的吸收消光系数（ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｅｘｔｉｎｃｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ）
是６．２２ｍｍｏｌ－１·ｃｍ－１，结果以 ｐｍｏｌＮＡＤＰＨ／ｍｉｎ·ｍｇ
蛋白表示［５］。

１．５　细胞内ＲＯＳ含量检测
　　按 １∶１０００用无血清 ＩＭＤＭ培养基稀释 ＤＣＦＨ
ＤＡ，使其终浓度为 １０μｍｏｌ／Ｌ。５羟色胺处理 １０ｍｉｎ
（ＲＯＳ含量达峰时间）后，收集各实验组的细胞，用无
血清ＩＭＤＭ培养基清洗３次，将细胞悬浮于已稀释的
ＤＣＦＨＤＡ中，３７℃细胞培养箱内孵育 ２０ｍｉｎ，取出
后用无血清ＩＭＤＭ培养基清洗３次，收集细胞制备成
单细胞悬液，流式细胞仪检测 ＤＣＦ荧光（激发波长：
４８８ｎｍ，发射波长：５２５ｎｍ）。
１．６　磷酸化ＥＲＫ１／２的测定
　　５羟色胺处理１０ｍｉｎ（ＥＲＫ１／２磷酸化达峰时间）
后，ＲＩＰＡ裂解液（含蛋白酶抑制剂磷酸酶抑制剂）提
取细胞总蛋白，ＢＣＡ法进行蛋白含量测定。配制１０％
的分离胶和 ５％浓缩胶。蛋白样品加入 ＳＤＳ上样缓
冲液，１００℃变性５ｍｉｎ。聚丙烯酰胺凝胶电泳分离
蛋白后将蛋白转移至硝酸纤维素膜（ＮＣ膜）上，用
５％的脱脂牛奶封闭 １ｈ，ＮＣ膜与稀释成 １∶１０００的
ｐＥＲＫ１／２一抗４℃孵育过夜；洗膜后将 ＮＣ膜置入
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１∶１００００的二抗中孵育４～５ｈ；洗膜后，采用化学发
光液显影，使用凝胶图像成像系统和 ＱｕａｌｉｔｙＯｎｅ软件
进行扫描分析，以目的蛋白 ｐＥＲＫ１／２与相应的
βａｃｔｉｎ蛋白灰度值比作为蛋白的相对表达量。
１．７　统计
　　统计学分析采用 ＳＰＳＳ１３．０软件包进行数据分
析。实验数据以均数±标准差表示，计量资料组间比
较采用单因素方差分析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），组间多重
比较采用Ｔｕｋｅｙｐｏｓｔｈｏｃ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计
学意义。

２　结果

２．１　３ＨＴｄＲ掺入量法检测结果
　　结果见图 １。相比于对照组，５羟色胺组３ＨＴｄＲ
掺入量是其２．７１倍（Ｐ＜０．０５），ＤＰＩ干预组、Ｔｅｍｐｏｌ干
预组、ＰＤ９８０５９干预组３ＨＴｄＲ掺入量分别是其１．２２、
１．３７、１．１６倍。相比于５羟色胺组，各干预组３ＨＴｄＲ
掺入量均显著减少（Ｐ＜０．０５），其中尤以 ＤＰＩ干预组、
ＰＤ９８０５９干预组最为明显。
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图１　３ＨＴｄＲ掺入量测定结果　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

２．２　ＮＯＸ活性测定结果
　　结果见图２。相比于对照组，５羟色胺组、Ｔｅｍｐｏｌ
干预组、ＰＤ９８０５９干预组 ＮＯＸ活性均显著升高（Ｐ＜
０．０５）。相比于５羟色胺组，ＤＰＩ干预组 ＮＯＸ活性显
著降低（Ｐ＜０．０５）。
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图２　各组ＮＯＸ活性检测结果　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

２．３　细胞内ＲＯＳ水平检测结果
　　结果见图３。相比于对照组，５羟色胺组、Ｔｅｍｐｏｌ
干预组、ＰＤ９８０５９干预组 ＤＣＦ荧光强度均显著升高
（Ｐ＜０．０５），相比于５羟色胺组，ＤＰＩ干预组、Ｔｅｍｐｏｌ干
预组ＤＣＦ荧光强度均显著减弱（Ｐ＜０．０５）。
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图３　各组ＤＣＦ荧光强度检测结果　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

２．４　磷酸化ＥＲＫ１／２水平测定结果
　　结果见图４。相比于对照组，５羟色胺组 ＥＲＫ１／２
蛋白磷酸化水平显著升高（Ｐ＜０．０５）。相比于５羟色
胺组，各干预组 ＥＲＫ１／２蛋白磷酸化水平均显著减少
（Ｐ＜０．０５）。
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图４　各组ＥＲＫ１／２磷酸化水平测定结果　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
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３　讨论

　　在本研究中，我们首先发现５ＨＴ增加了 ＰＡＳＭＣｓ
ＤＮＡ的合成。随后证实５ＨＴ刺激增加了细胞内ＮＯＸ
活性、ＲＯＳ水平以及 ＥＲＫ１／２活化水平。接下来我们
进一步探索了ＮＯＸ来源的ＲＯＳ在 ＰＡＳＭＣｓ增殖中的
作用及具体机制。我们发现 ＮＯＸ抑制剂有效抑制
ＮＯＸ活性的同时显著降低 ５ＨＴ刺激增加的 ＲＯＳ、
ＥＲＫ１／２活化及 ＰＡＳＭＣｓ增殖水平的；ＲＯＳ清除剂显
著降低５ＨＴ刺激导致的 ＲＯＳ水平的同时显著降低
ＥＲＫ１／２活化水平及 ＰＡＳＭＣｓ增殖水平；ＥＲＫ抑制剂
显著抑制５ＨＴ刺激导致的 ＥＲＫ１／２活化水平的同时
显著降低ＰＡＳＭＣｓ增殖水平。研究结果表明，ＮＯＸ及
其催化产生的ＲＯＳ介导了５ＨＴ刺激导致的 ＰＡＳＭＣｓ
增殖，ＲＯＳ通过影响ＥＲＫ１／２的磷酸化水平发挥作用。
　　５ＨＴ已在多种动物模型及临床患者中被证实与
肺动脉高压的发生发展相关，其主要机制是 ５ＨＴ通
过细胞内受体（５ＨＴＲ，属于 Ｇ蛋白耦合受体家族，
ＧＰＣＲ）和转运体（ＳＥＲＴ）激活多个信号通路［１，２，６］。

近些年来，越来越多的研究发现ＲＯＳ在许多血管性疾
病的病理生理进程中发挥着重要作用。相关研究表

明，低氧、ＡｎｇⅡ、５羟色胺等在引起ＰＡＳＭＣｓ增殖的过
程中伴随着 ＲＯＳ含量的增加［７］。通过抑制 Ｃｕ／Ｚｎ
ＳＯＤ活性增加细胞内 ＲＯＳ水平刺激了 ＰＡＳＭＣｓ的增
殖，而抗氧化剂则抑制了其增殖并在一定程度上促进

其凋亡［８］。细胞内的线粒体和 ＮＯＸ均可催化产生
ＲＯＳ，而在血管类组织中，ＮＯＸ被认为是 ＲＯＳ的主要
来源［９］。

　　在ＰＡＳＭＣｓ过表达５ＨＴ转运体的转基因小鼠上
诱导了经典的肺动脉高压模型［１０］。另一方面，通过敲

低色氨酸羟化酶（５ＨＴ的生物合成的限速酶）表达或
敲除５ＨＴ转运体减轻了缺氧引发的肺动脉高压和右
心室肥大［１１］。通过药物抑制５ＨＴ转运体也表现出类
似的治疗效果［１２］。另外，５ＨＴ转运体基因多态性也
被发现与肺动脉高压有关［１３］。ＲＯＳ在细胞信息传递、
基因转录、细胞生长和凋亡等事件的调节中发挥着重

要作用，其过量产生可能是ＰＡＳＭＣｓ增殖的重要因素。
体内有多种酶参与 ＲＯＳ的生成，而 ＮＯＸ目前被认为
是血管内生成ＲＯＳ的主要酶体［９］。ＮＯＸ是多种蛋白
酶的复合物，可通过催化电子从 ＮＡＤＰＨ转移至分子
氧而产生超氧化物。根据催化亚基的不同 ＮＯＸ分为
５种亚型，分别是Ｎｏｘ１～Ｎｏｘ５。其中，在心血管细胞表

达的有Ｎｏｘ１、Ｎｏｘ２和 Ｎｏｘ４。与其他来源（如线粒体、
黄嘌呤氧化酶和解耦联的 ＮＯ合酶）的 ＲＯＳ相比较，
ＮＯＸ主要被特异的激动剂刺激后产生活性氧，特别是
和ＡｎｇⅡ、ＥＴ１、ＴＮＦα、ＴＧＦβ等［１４］。本研究发现５ＨＴ
可上调ＮＯＸ活性，使ＰＡＳＭＣｓ内ＲＯＳ生成过多。
　　丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉ
ｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）是生物体内一种重要的信号传导系统，
ＥＲＫ是ＭＡＰＫ家族中的成员之一，它能被多种因子激
活，主要介导细胞增殖和分化的信号转导。ＥＲＫ１／２
相关的激酶的激活导致的ＰＡＳＭＣｓ的增殖常可在多种
条件如缺氧［１５］，家族性肺动脉高压［１６］，Ｇ蛋白耦联受
体激动剂色胺（血清素，内皮素１）和生长因子存在的
情况下观察到。在各种静息态细胞中，ＥＲＫ１／２主要
存在于细胞质，但在后续某些激动剂作用下磷酸化

ＥＲＫ１／２并转位到胞核，在核内磷酸化（激活）若干转
录因子如ＧＡＴＡ４和ＥＴＳ（２６）家族成员Ｅｌｋ１（ＥＴＳ样
激酶１）等调控基因的表达［１７］。本实验的结果表明，

５ＨＴ通过 ＮＯＸＲＯＳ通路显著地促进了 ＥＲＫ１／２活
化，进而促进了ＰＡＳＭＣｓ的增殖。
　　综上，肺动脉高压作为一类以肺血管重塑为主要
病变特点的慢性疾病，５ＨＴ在其发生发展过程中起着
重要作用。本研究表明ＮＯＸ及其催化产生的 ＲＯＳ介
导了５ＨＴ刺激ＰＡＳＭＣｓ增殖的过程，增进了我们对５
ＨＴ介导的肺动脉高压机制的了解，为抗肺动脉高压
治疗研究提供了新的思路。
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