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　　提　要　肺血管局部的肾素血管紧张素系统在缺氧性肺动脉高压的发生中所起的作用尚不清楚。为此 ,

动态观察了缺氧对培养的新生小牛肺动脉内皮细胞 ( PAEC)的血管紧张素转换酶 ( ACE)活性的影响。结果发

现: 培养的 PAEC在 2. 5% O2缺氧 1. 5 h 末 ,培养液 ACE活性明显增高 (与常氧组及 0% O2组相比 P <

0. 001) ;随缺氧时间延长 , 3 h～ 12 h, ACE活性与 1. 5 h相比有所降低 ,但仍高于常氧组 ( P < 0. 05) ; 24和 48

h, ACE活性又大幅度升高 (与常氧组及 0% O2相比 P < 0. 001)。0% O2缺氧条件下 , AC E活性仅在 6 h和 12 h

高于常氧组 ,而在 24 h低于常氧组 ( P < 0. 05) ,其它时点与常氧组相比差异不明显。0% O2条件下培养 24 h

后 , PAEC细胞内的 cGM P含量明显降低 (与常氧组相比 P < 0. 05)。上述结果表明缺氧可引起 PAEC的 ACE

活性改变 ,这种改变可能参与缺氧性肺动脉高压的发生过程。
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　　近年来的研究表明 ,心血管系统局部肾素血管紧

张素系统 ( Renin angiotensin system, RAS)参与许多

病理生理过程 [1～ 2 ]。血管紧张素转换酶 ( Angio tensin

converting enzyme, ACE)是 RAS的关键酶 ,它也是血

管内皮细胞的标志酶。肺血管内皮细胞是 ACE重要

的生成部位 ,但有关肺血管内皮 ACE在缺氧性肺动

脉 高压 ( Hypox ic pulmonary artery hypertension,

HPAH)发生中所起的作用尚不清楚。因此 ,本实验动

态观察了缺氧对培养的小牛肺动脉内皮细胞 ( Pul-

mona ry artery endoth elial cells, PAEC)的 ACE活性

的影响 ,并研究其变化的机理 ,以进一步探讨 HPAH

的发生机理。

1　材料与方法

1. 1　主要材料与试剂
　　胰蛋白酶 ( DIFICO , 1 250) , RPM I-1640( J R Scientific

Inc. USA ) ,马尿酰甘氨酰甘氨酸 ,消炎痛和 3-isobutyl-1-

methy l-xanthime ( Sigma ) , cAM P和 cGM P测定试剂盒 (上海

第二医科大学 ) ,低氧混合气 (含 5% CO2和所需要浓度的氧气 ,

其余以氮气平衡 )。其它试剂均为国产或进口 AR级。所用的培

养器皿为 COS TAR产品。

1. 2　细胞培养
　 　取新生小牛活杀后按文献 [3 ]的方法培养 PAEC,培养成

功后采用 3～ 10代细胞进行实验。取对数生长期的 PAEC,以

104 /cm2的密度传代接种于培养瓶后加入含 20%小牛血清的

RPM I-1640培养基培养 2 d～ 3 d,待细胞汇合成单层后换为不

含小牛血清的培养基 ,分组进行下述实验。

1. 3　培养上清液 ACE释放的测定

　 　将细胞分为 21% O2 (常氧组 ) , 2. 5% O2和 0% O2 3组 ,常

氧组置 21% O2的 CO2孵箱中培养 ,缺氧组置于缺氧培养箱内 ,

分别通入 2. 5% O2和 0% O2的低氧混合气 ,平衡后测定氧的浓

度分别为 2. 54%和 0. 03% (下同 )。上述每组又分为 1. 5、 3、 6、 12

和 48 h等 6个不同的时点 ,以动态观察 ACE活性的变化。根据

上述分组 ,取培养上清按文献 [4 ]介绍的方法测定 ACE的活

性。

1. 4　环核苷酸测定
　 　为了进一步探讨缺氧引起 PAEC的 ACE活性变化的机

理 ,将细胞分为 21% O2和 0% O2组 ,分别在 21%和 0% O2条件

下培养 24 h ,然后吸弃培养液 ,加入孵育缓冲液 [5] (组成如下:

137 mmol / L NaCl, 2. 7 mmo l /L KCl, 8 mmol /L Na2 HPO4 , 1. 5

mmo l /L Mg Cl2 , 0. 5 mmol /L CaCl2 , 1 mmo l /L 3-isobutyl-1-

methy l-xanthine , 0. 01 mmol /L消炎痛 ) ,继续在 21% O2和 0%

O2条件下培养 1 h后 ,取样本按药盒说明书测定细胞内 cAM P

和 cGMP含量。孵育缓冲液中含有磷酸二酯酶抑制剂

3-isobuty l-1-meth yl-xanthine和前列环素合成抑制剂消炎痛 ,

故环核苷酸含量的变化反映其生成的多少。
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1. 5　统计方法
　　所得数据采用多因素或单因素方差分析 ,结果以 x-± s表

示 ,并做方差分析下的最小差异显著性试验。

2　结果

　　培养的 PAEC在常氧条件下 ,培养液 ACE释放在 24 h后

有所上升。2. 5% O2缺氧 1. 5 h末 ,培养液 ACE明显高于常氧

组和 0% O2组 ( P < 0. 001) ;随缺氧时间延长 , 3 h～ 12 h, ACE

与 1. 5 h相比有所降低 ,但仍高于常氧组 ( P < 0. 05); 24和

48 h, ACE释放又大幅度升高 ( P < 0. 001)。0% O2缺氧条件

下 ,培养液 ACE释放仅在 6 h和 12 h高于常氧组 ,而在 24 h低

于常氧组 ( P < 0. 05) ,其它时点与常氧组相比差异不明显 ,见

附图。

附图　缺氧对培养的 PAEC条件培养基 ACE活性的影响

(每条下端数字为标本数 )

Fig　 The changes of ACE activity of condit ioned medium from

PAECs exposed under hypoxic conditions　 ( The number

in each bar is the number of samples)

　 　培养的 PAEC在 0% O2条件下培养 24 h后 ,其细胞内的

cAM P含量略微升高 ,与对照组相比无显著性 ; cGM P含量明

显降低 (与对照组相比 P < 0. 05) , cAM P /cGM P比值明显升

高 ,见附表。

附表　缺氧对 PAEC的环核苷酸含量的影响 (x-± s)

Table　 Concentration of cyclic nucleotide in PAEC

cultured in normoxic and hypoxic condilions

〔CB /pmol ( 106 cells)- 1〕 ( x-± s ) ( n= 3)

Group c AM P cGMP cAM P/cGM P

21% O2 65. 76± 6. 96 17. 56± 0. 12　 3. 81± 0. 42　

0% O2 71. 06± 2. 53 13. 38± 3. 26* 5. 84± 1. 62*

* : P < 0. 05 v s 21% O2 g roup

3　讨论

　　缺氧导致的肺血管收缩和肺血管结构重塑的机理

尚不清楚。肺血管内皮细胞能合成和分泌多种血管活

性物质 , PAEC结构和功能的受损或改变及其对肺血

管平滑肌的调节障碍可能是 HPAH发生和发展的基

础 ,我们推测缺氧可能通过影响 PAEC血管活性物质

的自分泌或旁分泌而参与上述过程。特别是自从发现

血管壁上存在一个独立于肾脏的局部 RAS以来 ,越来

越多的证据表明 ,局部 RAS在血管张力和血管结构重

塑中起重要作用
[6 ]

。PAEC和肺血管平滑肌上均有大

量的血管紧张素Ⅱ受体分布。这些证据间接提示 ,局部

RAS是肺血管结构和张力的重要调节系统。ACE是

影响血管活性肽最有力的蛋白水解酶 ,其活性的变化

反映血管内皮细胞的功能状态。 PAEC的 ACE在

HPAH中所起的作用尚不清楚。因此有必要对此进行

深入研究。

　　有关缺氧条件下 ACE活性变化的研究结果不尽

一致。 一些作者观察到急性缺氧可使离体肺或体外培

养的内皮细胞的 ACE活性降低
[ 7]

,而另一些作者则观

察到相反的结果 [8 ]。本实验观察到缺氧能引起 PAEC

的培养上清 ACE释放发生改变 ,这种变化与缺氧程

度及缺氧时间有关。轻度缺氧早期 ,培养上清的 ACE

大幅度升高 ,然后有所降低 ,后期则进一步升高 ;严重

缺氧 6和 12h ACE活性明显增加 ,而 24 h ACE活性

降低。提示轻度缺氧能促进 PAEC的 ACE释放 ,严重

缺氧 24 h则抑制 ACE释放。 ACE活性的变化可以引

起局部血管紧张素分泌发生改变 ,从而通过旁分泌机

理作用于肺动脉平滑肌 ,引起后者的舒缩和增殖的变

化。缺氧引起 ACE活性的变化可能与内皮细胞产生

的内皮细胞舒张因子 NO减少有关 , NO与细胞内可

溶性鸟苷酸环化酶结合 ,使 GT P环化为 cGMP,后者

参与细胞内的信息传递。有些实验证实缺氧可抑制血

管内皮细胞舒张因子的活性 [9 ]。本实验也观察到 ,缺氧

24 h后 PAEC细胞内 cGM P明显降低 , cAMP /cGMP

比值增高 ,提示内源性 NO的产生受抑制。上述观察提

示缺氧一方面抑制内皮细胞舒张因子产生 ,另一方面

加强缩血管物质的分泌 ,从而参与 HPAH的发生发展

过程。
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　 　本实验观察到缺氧可以导致培养的 PAEC的

ACE释放和分泌增多 ,这种改变具有缺氧程度和时间

依赖性。 上述结果提示缺氧可能通过影响 PAEC的

ACE的活性而参与缺氧性肺血管收缩和肺血管结构

重塑。
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Effects of hypoxia on the discharge of angiotensin converting enzyme in

cultured pulmonary arterial endothelial cells
Wang Peiyong , Liu Jian, Yu Zhonghe, Luo Decheng , Sun Bingyong ( Depar tment o f Pathophy siolog y , Third M ilitar y

Medical Univ e rsity , Chongqing , 630038)

　　 Abstract　 Th e effects of hypoxia on the angiotensin conver ting enzyme ( ACE) sec retion w ere dynami-

ca lly obse rv ed in cultur ed pulmonar y ar teria l endo th elia l cells ( PAECs) of new bo rn bovine to explo r e the

ro le o f local renin angiotensin system in local pulmonar y a rter y playing in the occurr ence o f hypoxic pul-

monary ar terial h ypertension. It w as found tha t: Th e ACE activity was significantly dec reased w hen PAECs

w ere incuba ted unde r 2. 5% O2 hypoxic condition for 1. 5 h ( P < 0. 001 v s cont ro l and 0% O2 g roups) and

fur the r decreased f rom 3 to 12 h but still remained high ( P < 0. 05 vs the contro l) but significantly in-

creased from 24 to 48 h ( P < 0. 001 v s cont rol and 0% O2 g roups) . Under 0% O2 hypox ic condition, it was

only significantly higher a t the 6th and 12th hour and low er a t the 24th hour afte r incubation than tha t in the

contr ol g roup ( P < 0. 05) and the cGM P content in PAECs was significantly 24 hours af ter th e incuba tion

(P < 0. 05 v s the contro l). Our finding s suggest tha t hypox ia can cause the changes of ACE activity in

PAECs, w hich migh t pa rticipa te in the occurr ence o f h ypoxic pulmona ry a rte rial hyper tension.

　　 Key words　 hypoxia; endothelial cell; pulmonary ar tery; angio tensin converting enzyme
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