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前 言

低氧性肺动脉高压是许多低氧性肺疾病常见的严重并发

症，可以导致极高的发病率和死亡率，其诊断和治疗十分困难
[1]。肺动脉血管结构重建是肺动脉高压形成的一个重要标志；在

组织病理学上表现为内膜的增生，中膜平滑肌层和外膜纤维层

的过度增生和肥大，外周小血管的肌化和微血管丛的闭合等[2]。
肺动脉平滑肌细胞的过度增殖增生是慢性低氧导致肺动脉血

管重构过程中一个主要因素[3]。
目前治疗肺动脉高压的手段有：1）吸氧；2）药物治疗：PEI2

和 PGE1 药物、内皮素受体拮抗剂、α 受体阻滞剂等；3）手术治

疗等[4]。目前的治疗措施总体说来多以缓解症状为主，而且多数

比较昂贵。肝素作为常见的抗凝剂在临床上广泛应用，除了它

的抗凝作用外还有抑制血小板、调节血脂、抗炎、抗过敏等功能

[5, 6]。Garg 等人的研究显示肝素可以抑制肺动脉平滑肌细胞的

增殖[7]。最近的研究显示肝素可以抑制低氧导致的小鼠的肺动

脉高压，并且可能有细胞周期抑制因子 p27 的参与[8, 9]。
由于细胞周期及相关蛋白的相互作用及调节对调控细胞

增殖起到重要作用，肺动脉平滑肌细胞的增殖过程的细胞周期

相关蛋白可能在低氧所致的肺动脉血管重构过程中起到很重

要的作用。最近多项实验提示抑制或促进某些细胞周期相关蛋

白的表达可能对于治疗血管增生性疾病有作用[10]，因此细胞周

肝素通过增加细胞周期抑制因子 p27 减轻大鼠低氧性肺动脉高压
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摘要 目的：研究肝素防治大鼠低氧性肺动脉高压的作用机制。方法：复制慢性低氧性肺动脉高压大鼠模型，将大鼠分为常氧对照

组（Hypoxia），常氧加肝素组(Normoxia+H），缺氧模型组（Hypoxia）及缺氧加肝素组（Hypoxia+H）共四组。待模型复制完毕后，测定

大鼠 RVPSP 和 RV/LV+S，然后进行组织病理分析，测定 MA%和 MT%以确定肺动脉高压的程度。利用 Western-blot 实验与

RT-PCR 实验检测肺动脉中 p27 蛋白水平及 RNA 水平的变化。结果：慢性低氧显著增加了大鼠 RVPSP、RV/LV+S、MA%和

MT%，引起了大鼠肺动脉压力的增高、右心室肥厚和肺中小动脉的中膜增厚及外膜增生，肝素的使用减轻了慢性缺氧条件下大鼠

的 RVPSP 和 RV/LV+S，降低了 MA%和 MT%，有效降低了肺动脉高压、右心室肥厚，并减轻了肺中小动脉的中膜增厚和外膜增

生。Western-blot 实验发现使用肝素的缺氧组大鼠肺动脉中 p27 蛋白表达增加，而 RT-PCR 实验发现 p27 的转录水平变化不显著。
结论：结果显示肝素可能通过增加 p27 的表达，从而抑制肺动脉平滑肌细胞的增殖，减轻了肺动脉血管的狭窄及降低了肺动脉高

压。
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期相关蛋白有可能作为未来治疗血管增生性疾病的靶点。细胞

周期是由周期蛋白依赖激酶和由它调节的特定的细胞周期蛋

白所调控。周期蛋白依赖激酶抑制因子包括 INK4 和 cip 家族，

INK4 和 cip 家族的成员可以抑制周期蛋白激酶和周期蛋白形

成的复合物的活性[11]。INK4 家族成员包括 p15、p16、p18 及 p19

蛋白，它们可以抑制 CDK4/6 和与其形成的复合物的活性。第

二种的 cip/kip 家族抑制因子包括 p21，p27 和 p57 蛋白，它们

发挥抑制作用需要以周期蛋白和周期蛋白依赖激酶形成复合

物为前提，并且在体外试验中可以抑制所有的周期蛋白 / 周期

蛋白依赖激酶复合物。cip/kip 家族中以 p21 和 p27 的作用最为

重要，它们对周期蛋白与周期蛋白依赖激酶形成的复合物具有

广泛的抑制作用。
由于肝素可以抑制小鼠低氧性肺动脉高压，我们以大鼠为

模型进一步验证肝素降低肺动脉高压过程中是否有 p27 的参

与，并进一步探讨了其作用机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

由第四军医大学动物中心提供的健康成年雄性 SD 大鼠

（180-200g）32 只，根据实验需要将大鼠随机分为四个组，即缺

氧对照组（Hypoxia 组，n=8），低氧 + 肝素（上海通用药业股份

有限公司）组（Hypoxia+H 组，n=8），常氧组（Normoxia 组，n=8）
和常氧 + 肝素组（Normoxia+H 组，n=8）。低氧 + 肝素组每天缺

氧前腹腔注射给予肝素（100 μg/Kg），与缺氧对照组同时置于

低氧舱内，使舱内压力保持在 375 mmHg（50Kpa，O2 浓度约为

10%，相当于海拔 5574 米处的空气浓度），每天 10 小时，连续

缺氧 28 天；常氧 + 肝素组每天同样腹腔注射给予肝素 （100

μg/Kg），和常氧组置于海拔 400 米（西安市区的海拔高度）环境

中饲养，所有动物饲养在 12：12 小时昼夜环境中，可自由获得

水和食物。
1.2 实验数据采集

1.2.1 血流动力学与心肺指标测定 各实验组大鼠经 28 天缺

氧 / 常氧条件下的饲养期满后，用 20%的乌拉坦（4 mL/Kg）麻

醉动物后经颈外静脉插管，测定右心室收缩压力（RVSP）代替

肺动脉压；经颈总动脉插管测定平均颈总动脉压（mCAP），插

管后稳定 30 分钟，记录系统记录数据。实验结束后，打开胸腔

取出大鼠心肺组织，仔细分离肺动脉，准备下一步的实验。将心

脏用 PBS 洗去血液放入 10%福尔马林溶液中固定 72 小时后

剪去心房组织，沿室间隔边缘分离出右心室(RV)和左心室 + 室

间隔(VL+S)，用滤纸吸干水分后称量 RV 和 VL+S 的重量，以

RV/(VL+S)比值来反映右心室肥厚程度。剪取左下肺叶 10%福

尔马林固定，剩余肺组织放入 -70℃冰箱中冷冻保存。
1.2.2 组织病理学指标测定 从左肺下叶取相同位置的肺组织

块固定后常规石蜡包埋，连续切片，HE 染色，光镜下观察肺小

动脉形态学变化。病理学专家以双盲法测量肺小动脉(直径小

于 100μm)的半径、血管壁厚度、血管横截面积、血管壁横截面

积,然后分别计算血管壁厚度占血管半径的百分比(MT%)，血

管壁横截面积占血管总横截面积的百分比(MA%)，反映肺小血

管管壁增厚程度。每只大鼠的肺切片在连续 5 个视野寻找 5-7

条肺小动脉，每组总计 40 条小血管作为肺动脉重塑指标进行

统计学分析。
1.2.3 Western blot 实验 取各组 -70℃冷冻保存的大鼠肺动脉

100 mg，冷的 PBS 洗涤去除残留的血液，加入 1mL 的 RIPA 裂

解液（上海碧云天生物技术有限公司），裂解液中提前加入 100

μL PMSF,再加入 20 μg 的氟化钠(蛋白酶抑制剂)匀浆器充分

匀浆，置冰上数分钟，反复研磨使组织充分裂解。30 min 后用移

液器将组织裂解后的液体移至 1.5 mL离心管中，12000 rpm 离

心 5 min，取上清保存，Bradford 法测定蛋白浓度。12%的聚丙

烯酰胺凝胶电泳分离蛋白，半干法转移蛋白至 NC 膜。10%脱

脂奶粉溶液封闭 （TBST 液稀释），一抗 4℃孵育过夜；结合

HRP 的二抗 37℃孵育 2 小时，ECL 发光试剂盒显影。使用的

一抗包括 p27kip1 单克隆抗体（1：1000，Millipore, Bedford, US-
A）和内参 β-actin 单克隆抗体（1：10000，Millipore, Bedford, US-
A）。Western blot 实验重复 3 次。
1.2.4 RT-PCR 实验 使用 RNA 提取液 （TRIZOL Invitrogen 公

司） 提 取 各 组 肺 动 脉 的 RNA， 两 步 法 RT-PCR 试 剂 盒

（M-MLV） 购自贝博公司。大鼠 P27 正义链为 5'CTTGGA-
GAAGCACTGCCGAGAT3'， 反 义 链 为 5'CCCTGGACACT-
GCTCCGCTA3'，扩增产物为 319bp，PCR 扩增程序按 95℃变

性 30 秒，51℃退火 30 秒，72℃延伸 1 分钟，总共 35 个循环进

行 ； 内 参 为 β-actin， 正 义 链 为 5' ATCATGTTTGAGAC-
CTTCAACA3'，反义链为 5'CATCTCTTGCTCGAAGTCCA3',

扩增产物为 270bp，PCR 扩增程序按 95℃变性 30 秒，55℃退

火 30 秒，72℃延伸 1 分钟，总共 35 个循环进行。取 10 μL PCR

产物进行琼脂糖凝胶（浓度 1%）电泳，凝胶中预先加入终浓度

为 0.5 μg/ml 的溴化乙锭，凝胶成像系统紫外光成像并拍照记

录。P27 的 mRNA 含量分以其灰度值与 β-actin 灰度值相比表

示。PCR 实验重复 3 次。
1.3 统计分析

数据以±SD 表示，使用 Spss 16.0 分析，组内及组间两两

比较采用 LSD-T 检验。对不满足正态和方差齐性条件的，组内

及组间采用 Dunnett's C 检验。以 P <0.05 认为有统计学意义。

2 结果

2.1 肝素对各组大鼠血流动力学和右心室肥厚指数的影响

低 氧 对 照 组 右 心 室 收 缩 期 压 力 （RVSP）（45.01±
4.40mmHg）较常氧组（26.44±2.57 mmHg）明显增高（P<0.01），

提示慢性低氧造成了显著的肺动脉高压。低氧 + 肝素组 RVSP
(30.02±1.76 mmHg)较低氧对照组(45.01±4.40 mmHg)明显降

低（P<0.01），显示肝素可以明显减轻慢性低氧引起的肺动脉高

压。各组间 mCAP 无明显差异。同时低氧组的右心室肥厚指标

（51.36±6.00）显著高于常氧组（28.78±3.41，P<0.01），提示慢

性低氧导致右心室明显增厚；低氧 + 肝素干预组右心室肥厚指

标(31.13±2.67)明显低于低氧对照组(39.36±6.00，P<0.01)。低

氧+ 肝素组 RVSP 依然比常氧组和常氧 + 肝素组高；同时低氧

+ 肝素组右心室肥厚指数比常氧组和常氧 + 肝素组高（表 1）。
2.2 肝素对各实验组大鼠肺小动脉形态的影响

经 HE 染色后观察(图 1)，常氧组与常氧 + 肝素组肺组织
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注：数据以±SD 表示，n=8。*P＜0.01, 与常氧组比较; #P＜0.01，与低氧组比较。

Note:Data are expressed as ±SD, n=8. *P＜0.01, compared with Normoxia group; #P＜0.01, compared with Hypoxia group.

分组（Group） mCAP（mmHg） RVPSP(mmHg) (RV/LV+S)%

常氧组 (Normoxia) 119.06±8.30 26.44±2.57 28.78±3.41

常氧 + 肝素组 (Normoxia+H) 118.37±6.52 26.16±1.86 28.61±2.85

低氧组 (Hypoxia) 124.24±3.31 45.01±4.40* 39.36±6.00*

低氧 + 肝素组 (Hypoxia+H) 118.6±9.82 30.02±1.76# 31.13±2.67#

表 1 肝素对 HPH 大鼠血流动力学指标和右心室肥厚指数的影响

Table 1 Heparin effects on rat hemodynamic index and RVHI

图 1 肝素对各组大鼠肺小动脉形态的影响（HE 染色）

Fig. 1 Hematoxylin-eosin staining of arterioles of rats

注：数据以±SD 表示，n=40。*P＜0.01, 与常氧组比较; #P＜0.01, 与低氧组比较。图片上的标尺为 50 μm。
MT%:血管壁厚度占血管半径的百分比，MA%:血管壁横截面积占血管总横截面积的百分比。

Note:Data are expressed as ±SD, n=40. *P＜0.01, compared with Normoxia group; #P＜0.01, compared with Hypoxia group.

The scale bars is 50 μm. MT%: Medial wall thickness of arterioles; MA%: Medial wall area of arterioles.

结构均正常，肺小动脉内膜完整平滑，肌层无增厚，说明常氧条

件下肝素对大鼠的肺组织结构无影响；低氧组可见肺泡腔水

肿，点、片状渗出、出血，肺小动脉管壁和平滑肌层明显增厚，管

腔狭窄变形，有的近乎闭塞；低氧 + 肝素组的肺形态学变化比

低氧组较轻，表现为：肺泡腔散在炎性细胞及渗出物，肺小动脉

厚度有一定程度的增加，管腔呈部分狭窄(图 1，A)。肺小动脉

MA%和 MT%值也呈相同变化趋势(图 1, B、C)，常氧组与常氧

+ 肝素组无明显差别，低氧组的肺小动脉 MA%和 MT%显著高

于常氧组（P<0.01），提示低氧导致大鼠肺小动脉管壁增厚，管

腔狭窄；低氧 + 肝素组大鼠肺小动脉 MA%和 MT%显著低于

低氧组（P<0.01），但是与常氧组相比，则不能完全防止低氧引

起的 MA%和 MT%的增高（P<0.01）。

2.3 肝素对慢性缺氧大鼠肺动脉 p27 蛋白表达的影响

为确定 p27 是否参与了缺氧导致的肺动脉平滑肌细胞的

增殖，我们进行了 Western blot 实验。如图（2A）所示，Western
blot 实验结果显示低氧组 p27 蛋白水平明显低于常氧组（P<0.
01），而经肝素处理的缺氧组 p27 蛋白水平明显高于单纯缺氧

组（P<0.01）。
2.4 肝素对慢性缺氧大鼠肺动脉 p27mRNA 表达的影响

为确定肝素对缺氧慢性缺氧条件下的大鼠肺动脉 p27

mRNA 水平的影响，我们进行了 RT-PCR 实验。如图（2B）所

示，各实验组大鼠肺动脉 p27 的 mRNA 水平没有显著变化。

3 讨论

肺动脉高压的两个典型特征是肺动脉血管收缩和肺小动

脉血管的重塑，肺动脉平滑肌层的肥厚增生是肺小动脉结构重

塑的最主要的病理变化[1, 2]。肺动脉高压的确切机制极为复杂并

且至今仍然没有被完全阐明[3]。肺动脉高压伴随的肺动脉平滑
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图 2 Western blot 实验与 RT-PCR 实验

Fig. 2 Western blot and RT-PCR assays for expression of p27

数据以±SD 表示，n=3。*P<0.01, 与低氧组比较; #P<0.01，与常氧组比较。
Note:Data are expressed as ±SD, n=3. *P<0.01, compared with Hypoxia group; #P<0.01, compared with Normoxia group.

肌层的肥厚增生主要是由于肺动脉平滑肌细胞的增殖所导致。
因此，肺动脉高压治疗策略之一就是通过抑制肺动脉平滑肌细

胞的增殖，进而减轻或逆转肺小动脉血管的重塑，从而降低肺

动脉压。
P27 是主要的细胞周期抑制因子之一，通过对周期蛋白与

周期蛋白依赖激酶形成的复合物发挥广泛的抑制作用进而抑

制细胞周期的 G1/S 期的转换，从而发挥抑制细胞增殖的作用。
P27 作为重要的细胞周期抑制因子和抑癌基因蛋白被广泛关

注，关于 p27 对肿瘤及血管增殖性疾病的抑制作用的研究已经

开展[12, 13]。有研究表明 p27 参与抑制动脉粥样硬化过程中的血

管新生、减轻狭窄程度和血管平滑肌的增殖[14, 15]。
我们的实验结果显示，p27 可能参与了肝素对低氧肺动脉

高压大鼠的防治作用。在实验中，慢性低氧导致了显著的右心

室收缩压的升高、明显的右心室肥厚指数的增加和明显的肺小

动脉的增厚。Western blot 实验结果表明，肝素处理的低氧组

p27 蛋白水平明显高于单纯缺氧组。形态学结果显示肝素减轻

了肺动脉血管的重构，降低了右心室肥厚，减轻了肺小动脉肌

层的肥厚。有趣的是，我们的 RT-PCR 结果显示低氧对 p27 的

转录水平没有显著影响，应用肝素对 p27 的转录水平也没有明

显影响。这提示肝素上调 p27 的表达可能是通过另外的途径，

而不是转录后表达增加。而 Yu 等人发现低氧情况下小鼠肺组

织的 p27 的转录水平也有变化[8]，我们认为这个差异可能是由

于实验动物的不同所造成的。
总之，我们的结果显示肝素可能通过增加 p27 的表达从而

发挥抑制低氧性肺动脉高压过程中肺动脉平滑肌的增生，进而

减轻了肺小动脉的重构及阻力，降低了肺动脉高压。但肝素降

低肺动脉高压的确切机制以及对内皮细胞功能的影响都有待

进一步研究。
我们的研究表明，肝素可以通过增加 p27 的表达而发挥降

低肺动脉高压的作用，这可能是肝素的心血管保护作用的机制

之一。因此，以通过增加 p27 的表达为策略可能为防治肺动脉

高压提供新的思路。
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