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低氧诱导肺动脉内皮细胞转分化的初步机制研究

胡义杰，李志平，陈建明，沈　诚，宋　毅，钟前进　（第三军医大学大坪医院野战外科研究所心血管外科，重庆 ４０００４２）

　　［摘　要］　目的　观察低氧培养下肺动脉内皮细胞转分化现象及转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）对内皮细胞转分化的作用机制。
方法　通过组织贴壁法分离培养的肺动脉内皮细胞，分别在常氧（含２１％Ｏ２、５％ＣＯ２、７４％Ｎ２混合气体）和低氧（含１％Ｏ２、５％
ＣＯ２、９４％Ｎ２混合气体）条件下培养１、４、７ｄ，检测细胞形态表型变化和ＴＧＦβ１表达水平。不同ＴＧＦβ１或其抑制剂ＳＤ２０８刺激肺
动脉内皮细胞，检测平滑肌细胞标准蛋白α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）的表达，来判断肺动脉内皮细胞转分化情况。结果　低氧培
养铺路石样肺动脉内皮细胞逐步向αＳＭＡ高表达的多角形细胞改变，且 ＴＧＦβ１表达水平明显增高。ＴＧＦβ１能刺激肺动脉内皮
细胞可出现αＳＭＡ表达的增加，ＳＤ２０８可抑制上述改变。结论　低氧可促进肺动脉内皮细胞向平滑肌样细胞转分化；ＴＧＦβ１在
此过程中发挥重要作用。
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　　继发性肺动脉高压的主要病理学变化表现为表达
α平滑肌肌动蛋白（αＳｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，αＳＭＡ）细
胞在增厚的血管壁中大量堆积。但关于这些细胞的来

源以及大量堆积的机制尚未完全明确［１］。有研究报

道肺动脉血管壁中膜常驻平滑肌细胞去分化［２］；肺血

管外膜的成纤维细胞的分化［３４］；归巢于血管损伤部位

的循环祖细胞分化。因此这些表达 αＳＭＡ表型的成
肌纤维细胞具有高度的异质性，其来源可能复杂多

样［５］；这也可能是目前临床药物治疗效果欠佳的重要

原因。近年来有报道认为在肾脏纤维化和心肌纤维化

过程中存在内皮细胞向平滑肌样细胞或成肌纤维细胞

的转分化［６７］。那内皮细胞的转分化是否也是肺动脉

高压形成中肺动脉壁重塑的机制之一呢？因此本研究

以低氧性肺动脉高压为基本模型，细胞水平对低氧培

养肺动脉内皮细胞表型变化及 ＴＧＦβ１在此过程中的
作用进行了探索。

１　材料与方法

１．１　肺动脉内皮细胞的原代培养
　　健康６周左右ＳＰＦ级ＳＤ大鼠（第三军医大学大坪医院野
战外科研究所动物房），皮下注射戊巴比妥钠７０ｍｇ／ｋｇ麻醉。
碘伏消毒固定大鼠的胸腹部。剪开下腹部腹腔，并沿正中线上

延手术切口至颈部，同时打开腹腔和胸腔，暴露出心肺组织。

前下提起心肺，剪断主动脉；切除心脏，显露主肺动脉和左右肺

动脉干。顺肺动脉干方向，切除肺组织和血管外膜，尽可能多

的保留肺动脉并注意避免损伤肺动脉内膜。将 ＰＢＳ清洗的节
段肺动脉血管，锐性切成小肺血管片。肺动脉内膜面贴壁培养

于含１０％胎牛血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，美国）和支原体去除剂ＭＲＡ
５０μｌ（Ｍｐｂｉｏ公司，美国）的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基中，于５％ ＣＯ２、
３７℃培养箱中孵育。４８～７２ｈ后，去除血管片并继续培养、传

·４９５·



局解手术学杂志　２０１３年 第 ２２卷　第 ６期　　 ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ，２０１３，Ｖｏｌ．２２，Ｎｏ．６

代。选择第３～４代状态好的肺动脉内皮细胞继续后续试验。

１．２　肺动脉内皮细胞的低氧培养诱导转分化
　　取对数生长期的肺动脉内皮细胞，做细胞爬片。将细胞爬
片和处于对数生长期的细胞放入低氧培养箱（含 １％Ｏ２、５％
ＣＯ２、９４％Ｎ２混合气体）、３７℃恒温孵育。每两天给细胞换液，
并在低氧培养１ｄ、４ｄ、７ｄ时观察细胞形态，与常氧培养的细
胞比较。低氧培养７ｄ结束后，细胞爬片用４％中性甲醛固定
后４℃保存备用。收取常氧培养和低氧培养的肺动脉内皮细
胞，抽提总ｍＲＮＡ和总蛋白样本并放 －８０℃保存备用。取出
固定的细胞爬片，ＰＢＳ洗３次，用０．１％Ｔｒｉｔｏｎ通透１５ｍｉｎ，再用
ＰＢＳ洗３次，ａｎｔｉαＳＭＡ孵育过夜，ＰＢＳ洗３次后再孵育对应二
抗１ｈ，ＰＢＳ洗３次后ＤＡＢ显色３ｍｉｎ，用ＰＢＳ洗去ＤＡＢ后用中
性树脂封片。晾干后去照相。

１．３　ＴＧＦβ１及其抑制剂调节转分化实验分组
　　大鼠肺动脉内皮细胞在常氧培养下不同浓度ＴＧＦβ１及其
抑制剂刺激后比较各组αＳＭＡ蛋白表达差异。取对数生长期
的细胞和细胞爬片，按下列条件分别给予刺激。刺激７２ｈ后，
抽提总蛋白样本并放 －８０℃保存备用。ＴＧＦβ１刺激组：①正
常对照；②１ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１；③５ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１；④１０ｎｇ／ｍＬ
ＴＧＦβ１；⑤５０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１。在最佳 ＴＧＦβ１刺激浓度基础
上，设定ＴＧＦβ１／ＳＤ２０８刺激分组：①低氧实验组；②常氧组；
③ＳＤ２０８０．５μＭ刺激组；④ＳＤ２０８０．５μＭ＋最佳浓度 ＴＧＦ
β１刺激组；⑤最佳浓度ＴＧＦβ１刺激组。

１．４　ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ、蛋白表达和αＳＭＡ蛋白水平
　　用 Ｔｒｉｚｏｌ一步法提取总 ＲＮＡ。反转录采用２ｕｇ总 ＲＮＡ。
常规ＲＴＰＣＲ分析ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ的水平。ＴＧＦβ１ｃＤＮＡ的引
物：上游引物５’ＧＣＣＣＣＴＡＣＡＴＴＴＧＧＡＧＣＣＴＧ３’，下游引物５’
ＣＡＧＧＡＧＣＧＣＡＣＧＡＴＣＡＴＧＴ３’。内参 βａｃｔｉｎ引物为：上游引
物５’ＡＣＣＣＣＧＴＧＣＴＧＣＴＧＡＣＣＧＡＧ３’，下游引物 ５’ＴＣＣＣＧ
ＧＣＣＡＧＣＣＡＧＧＴＣＣＡ３’。ＢＣＡ法检测总蛋白浓度。１０％ ＳＤＳ
ＰＡＧＥ胶电泳，电转 ＮＣ膜，封闭后加 ａｎｔｉＴＧＦβ１抗体或 ａｎｔｉ
αＳＭＡ及对应的二抗免疫印迹检测 ＴＧＦβ１或 αＳＭＡ蛋白的
表达。

２　结果

２．１　低氧原代培养肺动脉内皮细胞转分化为平滑肌样细胞
　　肺动脉内皮细胞经贴壁纯化和传代培养后，呈现内皮细胞
典型的铺路石样生长（图１）。随着低氧培养时间的延长，铺路
石样内皮细胞逐步向多角形细胞改变。免疫细胞化学染色可

见αＳＭＡ高表达的平滑肌样细胞改变（图２）。

２．２　ＴＧＦβ对肺动脉内皮细胞转分化的影响
　　低氧培养７ｄ细胞ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ表达水平和蛋白表达水
平都高于正常氧浓度培养组（图３）。随着ＴＧＦβ１刺激浓度的
增加，细胞表达 αＳＭＡ的水平逐步增加（图 ４Ａ）。１０ｎｇ／ｍＬ
ＴＧＦβ１刺激可见 αＳＭＡ较前增加明显，因此将其设为后续实
验的最佳刺激浓度。单纯１０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１刺激与低氧所致
的αＳＭＡ水平增加相似；在予以 ＴＧＦβ１抑制剂 ＳＤ２０８后，可
见αＳＭＡ表达水平几乎恢复正常；单独的ＳＤ２０８对αＳＭＡ表

达并无显著影响。

图１　贴壁培养的肺动脉内皮细胞（×１０倍）

图２　低氧培养７ｄ后肺动脉内皮细胞转分化为 αＳＭＡ高表
达的平滑肌样细胞（×４０倍）
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Ａ：左为ＴＧＦβ１ＰＣＲ电泳；右为内参 βａｃｔｉｎ（１、４：标准 Ｍａｒｋｅｒ
ＤＬ２０００；２、５：低氧培养组；３、６：正常培养组）；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测ＴＧＦβ１蛋白表达水平
图３　低氧培养７ｄ后细胞ＴＧＦβ１表达水平高于正常组
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Ａ：不同浓度ＴＧＦβ１刺激（１：常氧；２：１ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１；３：５ｎｇ／
ｍＬＴＧＦβ１；４：１０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１；５：５０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１）；Ｂ：单纯
１０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１刺激和加 ＳＤ２０８后（１：低氧；２：常氧；３：ＳＤ
２０８；４：ＳＤ－２０８＋１０１０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１；５：１０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１）
图４　不同刺激条件对肺动脉内皮细胞αＳＭＡ表达的影响
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３　讨论

　　肺动脉高压中重塑血管壁组织细胞来源和机制至
今尚未完全明确。结合已有研究对心脏、肾脏血管内

皮细胞转分化现象的认识，本研究证实贴壁培养的肺

动脉内皮细胞在低氧培养条件下，能向平滑肌样细胞

转分化；且ＴＧＦβ１在低氧诱导的肺动脉内皮细胞转
分化过程中具有重要意义。

　　稳定培养肺动脉内皮细胞是研究其转分化现象的
基础。目前肺动脉内皮细胞分离培养，主要有酶消化

法、切碎并酶消化法、磁珠分离法、组织贴壁培养法。

本实验采用了组织贴壁法。通过多次差速贴壁，呈铺

路石样生长的内皮细胞相对纯化，在第３～４代培养后
纯度约９８％，为实验的稳定开展提供了基础。
　　近年来越来越多的证据提示成熟的血管内皮细胞
存在转分化现象。在心血管发育过程中，房室管区域

内皮细胞表型（ＣＤ３１）的心内膜细胞逐步分化为间质
细胞的心内膜垫内皮细胞［８］。内皮细胞转分化现象

也是心肌纤维化、肾脏纤维化过程甚至肿瘤进展的重

要机制之一。在 Ｃｒｅｌｏｘ基因标记的小鼠心肌纤维化
模型中发现２７％ ～３３％的成纤维细胞起源于内皮细
胞［７］。在多个肾脏纤维化模型中，近３０％ ～５０％的成
纤维细胞同时表达内皮细胞表型ＣＤ３１和成纤维特异
蛋白或 αＳＭＡ；而采用内皮细胞系示踪系统证实内皮
细胞转分化［９］。在肿瘤进展中发挥重要作用的成纤

维细胞，其来源也可能与内皮细胞的转分化相关［１０］。

本实验证实肺动脉内皮细胞在低氧培养７ｄ后，铺路
石样生长肺动脉内皮细胞向多角形的 αＳＭＡ高表达
的平滑肌样细胞转分化。这种内皮细胞转分化来源的

细胞可能是血管壁重塑的重要机制之一。

　　ＴＧＦβ１在机体的损伤修复、炎症反应、组织纤维
化和肿瘤血管形成等过程发挥重要作用。近来研究证

实ＴＧＦβ１在心脏、肾脏等多种组织的内皮细胞转分
化过程中具有重要作用［９１１］。本研究证实低氧能上调

ＴＧＦβ１的表达水平；而 ＴＧＦβ１能刺激肺动脉内皮细
胞向平滑肌样细胞的转分化，抑制 ＴＧＦβ１能减少肺
动脉内皮细胞的转分化。故推测低氧性肺动脉高压形

成的机制是通过ＴＧＦβ１信号通路实现的。在其他内
皮细胞转分化模型中发现 ＴＧＦβ１可能通过多种机制
实现转分化。心肌纤维化模型中，ｍｉＲ１２５ｂ能降低
ｐ５３表达水平，抑制 ＴＧＦβ１介导的内皮细胞转分
化［１２］；单独ｍｉＲ２１的过表达可以刺激内皮细胞的转
分化，而沉默 ｍｉＲ２１可以降低心肌纤维化［１３］。ｒｈＢＭＰ
可以拮抗ＴＧＦβ１，减轻心肌纤维化［７］。在低氧性肺动

脉高压中ＴＧＦβ１调节肺动脉内皮细胞转分化的机制
尚需更深入的实验予以阐明。

　　我们的研究为肺动脉高压异构肺血管壁来源和机
制提供了实验依据，对临床防治肺动脉高压提供了新

思路。但ＴＧＦβ１在肺动脉内皮细胞转分化过程的作
用机制十分复杂，还有待进一步的研究才能全面阐明。
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