
现代生物医学进展 biomed.cnjournals . com Progress inModern Biomedicine Vol.18 NO.3 FEB.2018

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2018.03.012

内质网应激促进肺动脉平滑肌细胞的表型转化 *
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摘要 目的：探讨内质网应激(ERS)对肺动脉平滑肌细胞表型转化的影响。方法：采用胶原酶 I消化法培养原代大鼠肺动脉平滑肌

细胞(PASMCs)，用衣霉素(TM)或 4-苯基丁酸(4-PBA)诱导或抑制内 ERS，MTS法评价细胞增殖情况，western blot和定量 RT-PCR

检测蛋白和 mRNA表达情况。结果：TM呈浓度依赖性诱导内质网应激标志物 GRP78和 XBP1 mRNA表达；较低浓度的 TM促

进 PASMCs增殖，高浓度(5 滋g/mol)使细胞凋亡；TM使 PASMCs表达 SM22 alpha减少，分泌 I型胶原增加；4-PBA预处理可逆转

TM诱导 PASMCs的 SM22 alpha减少和 I型胶原分泌增加。结论：内质网应激促进肺动脉平滑肌细胞表型转化，可能是内质网应

激参与肺动脉高压的机制之一。
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Endoplasmic Reticulum Stress induced Phenotypic Modulation in Pulmonary
Arterial Smooth Muscle Cells*

To explore the effect of Endoplasmic reticulum stress (ERS) on phenotypic modulation of pulmonary arterial

smooth muscle cells. Collagenase I digestion methods were applied for culturing primary PASMCs of rats. TM or 4-PBA were

used to induce or inhibit ERS. MTS were proliferation assay. Western blot and RT-PCR were used to investigate the protein and mRNA

levels. TM induced the expression of ERS marker GRP78 and XBP1 of PASMCs in a concentration-dependent way. Low con-

centration of TM made the PASMCs proliferation while too high concentration would make the cells apoptosis. TM reduced the expres-

sion of SM22 alpha whild up-regulated the expression of collagen I in PASMCs. Meanwhile, 4-PBA which were used to inhibited ERS

would restored the expression of SM22 alpha and collagen I. Endoplasmic reticulum stress induced phenotypic modulation

in pulmonary arterial smooth muscle cells, which might be one of the mechanisms of pulmonary hypertension.
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terial smooth muscle cells
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前言

肺动脉高压(pulmonary arterial hypertension，PAH)是多种

发病机制引起肺血管反应性变化和肺血管重塑的难治性疾病
[1]。近年来研究显示内质网应激 (endoplasmic reticulum stress，

ERS)与肺部疾病关系密切[2-4]，尤其在 PAH发生发展中发挥重

要作用[5]。最近研究表明 ERS通过调节肺动脉内皮细胞凋亡、

肺动脉平滑肌细胞增殖参与肺血管重塑的病理过程[6]。在血管

重塑过程中，血管平滑肌细胞 (vascular smooth muscle cells,

VSMCs)的表型转化也是重要机制之一。正常情况下，VSMCs

主要表现为收缩型，具有很强的收缩功能，分泌细胞外基质的

能力很弱。在一些病理因素作用下，VSMCs可发生表型转变，

表现为收缩能力下降，增殖能力明显增强，分泌细胞外基质蛋

白增加，即合成型[7]。然而，ERS是否通过介导肺动脉平滑肌细

胞表型转化，从而参与肺血管重塑的过程，国内外尚无相关报

道。因此，本实验以大鼠肺动脉平滑肌细胞(pulmonary arterial

smooth muscle cells，PASMCs)为研究对象，探讨 ERS对其增殖

能力、收缩型平滑肌细胞标志蛋白(SM22 alpha)及细胞外基质(I

型胶原蛋白)表达的影响。
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1 材料与方法

1.1 材料

8-10周龄雄性Wistar大鼠由南昌大学医学部实验动物中

心提供，饲料为标准大鼠饲料。衣霉素 (TM)、4- 苯基丁酸

(4-PBA) 购自 sigma 公司。兔抗大鼠多克隆抗体胶原 I购自

Santa Cruz 公司 (sc-8784)，SM22 alpha 抗体购自 abcam 公司

(ab14106)，PCR引物由 invitrogen公司合成。

1.2 细胞培养

约 180 g左右的雄性大鼠，用 1 mL水合氯醛麻醉并酒精

浸泡消毒后，固定于手术台上，无菌条件下开胸，小心取出完整

心肺，至于预冷的 PBS缓冲液中。在超净工作台上，将心肺表

面的血液用 PBS洗净，用显微手术剪从右心室顺着肺动脉干

分离出肺中小动脉，并清除周围结缔组织，并刮除内皮细胞。将

动脉漂洗干净后用剪刀将血管剪成碎块，置于 0.2%的 I型胶

原酶中消化成絮状后用 20%的 DMEM高糖培养液终止消化，

用 1000 r/min离心 5 min，取下层沉淀，用培养液重悬后再次离

心，取沉淀组织重悬，放于培养瓶中静置培养 3天，1周后去除

杂质，每 3天更换培养基。用胰酶消化法进行传代培养，用差异

贴壁法纯化平滑肌细胞。

1.3 细胞增殖试验

采用MTS方法，按照 promega公司 CellTiter 96誖 AQue-

ous One Solution Cell Proliferation Assay说明书完成。1)融化试

剂。2)在 96孔板中，每孔 100 滋L培养基加 20 滋L CellTiter 96誖
AQueous One Solution Reagent。3)在 37℃，5% CO2的环境下孵

育 1-4个小时。4)490 nm读取吸光度值。

1.4 Western blot检测

用 RIPA裂解细胞后，4℃超声，12000 r/min 离心 30 min，

取上清液，进行 SDS-PAGE电泳，用 5%的小牛血清白蛋白

(BSA)的 TBST溶液室温封闭 1 h，与一抗 4℃孵育过夜，TBST

溶液洗脱 4次，再与二抗室温孵育 1 h，TBST溶液洗脱 4次后，

用 ECL曝光。

1.5 定量 RT-PCR检测

按 TRIzol试剂盒说明书提取 RNA，分光光度计测定 RNA

含量和纯度。按反转录试剂盒说明书将 RNA反转录为 cDNA。

用 SYBR Premix Taq法在罗氏 LightCycler 96 上进行 PCR 扩

增。引物设计如下：胶原 I为 5'-GAC ATG TTC AGC TTT GTG

GAC CTC-3' (正义链) 和 5'-GGG ACC CTT GGC CAT TGT

GTA -3'(反义链)。SM22 alpha为 5'-AAG CCC AGA CAG CAA

CGC TA -3' (正义链) 和 5'- GTT CTT GGT CAC GGC CAA

AC-3' (反义链)。GRP78为 5'-ACT TGG GGA CCA CCT ATT

CCT-3' (正义链)和 5'- ATC GCC AAT CAG ACG CTC C-3' (反

义链); sXBP-1为 5'-GGT CTG CTG AGT CCG TCC GCA GCG

AGG-3 (正义链)和 5'-AGG CTT GGT GTA TAC ATG G-3 (反

义链)。

1.6 统计学分析

采用 Image J软件分析Western blot结果的灰度值，实验

所得数据采用均数± 标准差表示，用 SPSS 17.0统计软件包进

行处理。多组间计量资料表采用单因素方差分析，进一步两组

间比较采用 SNK-q检验，以 P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 衣霉素对 PASMCs内质网应激标志物表达的影响

衣霉素(tunicamycin，TM)是内质网应激常用诱导剂，通过

阻碍内质网新生蛋白质糖基化修饰激发内质网应激的发生。本

实验中，我们用 GRP78、sXBP-1的表达评价内质网应激的激活

情况。如图 1所示，用不同浓度的 TM(0.05-5 滋g/mL)及 TM的

溶剂 DMSO作为对照处理肺动脉平滑肌细胞，结果显示 0.05

滋g/mL TM 不能激发 PASMCs 的内质网应激，0.1-5 滋g/moL
TM呈浓度依赖性的促进GRP78和XBP-1mRNA的表达(P<0.05)，

说明 0.1-5 滋g/moL TM能够有效激活 PASMCs的内质网应激。

2.2 衣霉素对 PASMCs增殖的影响

用MTS方法检测不同浓度 TM对 PASMCs增殖的影响。

结果显示，0.05 滋g/ml TM 对 PASMCs 增殖无明显影响，而

0.1-1 滋g/mol TM呈浓度依赖性的促进 PASMCs 的增殖(P<0.

05)，然而 5 滋g/mol TM使 PASMCs的凋亡增加(图 2)。

2.3 衣霉素对 PASMCs SM22 alpha表达的影响

生理情况下，PASMCs主要为收缩表型，在一些病理因素

图 1 不同浓度衣霉素对 PASMCs中 GRP78和 XBP-1 mRNA表达的

影响。N=3，*P<0.05，**P<0.01

Fig.1 The effects of different concentrations of TM on the GRP78 and

XBP-1 mRNA expressions in the PASMCs

图 2 衣霉素对 PASMCs增殖的影响

Fig.2 The effects of TM on the proliferation of PASMCs

N=6, *P<0.05, **P<0.01
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作用下，PASMCs可从收缩表型转化为合成型，表现为平滑肌

22 alpha(SM22 alpha)蛋白表达下降，分泌的胶原蛋白 I表达增

加。我们用 western blot 和 RT-PCR 的方法检测衣霉素对

PASMCs中 SM22 alpha蛋白及 mRNA表达的影响。结果显示：

TM (0.1-5 滋g/mL) 以浓度依赖性地减少 SM22 alpha蛋白和，

RNA的表达(图 3A、3B)(P<0.05)。

图 3 衣霉素对 PASMCs中 SM22 alpha表达的影响。A. western blot结果 B.定量 RT-PCR结果。N=3，*p<0.05，**p<0.01

Fig.3 The effects of TM on the SM22 alpha expressions in the PASMCs. A. The results of western blot analysis. B. The results of qRT-PCR analysis.

2.4 衣霉素对 PASMCs分泌胶原 I的影响

PASMCs分泌的胶原蛋白以 I型和 III型为主，本研究主

要探讨 PASMC分泌的 I型胶原蛋白。Western blot和 RT-PCR

结果显示：TM(0.1-5 滋g/mL)浓度依赖性的增加 I型胶原蛋白和

mRNA的表达(图 4A、4B)(p<0.05)。

图 4 衣霉素对 PASMCs分泌胶原 I的影响

A western blot结果。B定量 RT-PCR结果。N=3，*P<0.05，**P<0.01

Fig.4 The effects of TM on the collagen I in PASMCs

A. The results of western blot analysis. B. The results of qRT-PCR analysis

2.5 4-苯基丁酸对衣霉素诱导的 PASMCs胶原 I、SM22 alpha

mRNA表达的影响

为进一步明确 TM 是通过激活内质网应激调节胶原 I、

SM22 alpha的表达，我们使用内质网应激特异性抑制剂 4-苯

基丁酸 (4-PBA)(5 mM) 预处理 PASMCs半小时后加入 TM(1

滋g/ml)，观察 4-PBA 能否恢复胶原 I、SM22 alpha 的表达。

RT-PCR 结果显示：4-PBA 预处理的 PASMCs 表达的胶原 I

mRNA较 TM组明显减少(P<0.01)，但仍高于对照组(P<0.01)；

同时，4-PBA预处理的 PASMCs表达的 SM22 alpha mRNA较

TM组明显增加(P<0.01)，但仍低于对照组(P<0.05)(图 5)。

3 讨论

肺动脉高压(PAH)是一种多因素相互作用引起的疾病，涉

及多种不同信号通路、不同类型细胞引起肺血管反应性及肺血
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图 5 4-苯基丁酸对衣霉素诱导的 PASMCs胶原 I、SM22 alpha mRNA

表达的影响

N=3，*P<0.05，**P<0.01；#P<0.05，##P<0.01

Fig.5 The effects of 4-PBA on the expressions of collagen I and SM22

alpha mRNA in PASMCs induced by TM. A. The results of western blot

analysis. B. The results of qRT-PCR analysis

管结构的变化，导致肺动脉内中膜增厚、肺血管阻力增加，最终

引起右心肥厚、衰竭。该病预后差，不治疗的平均生存时间为 3

年[8]。即使接受标准化治疗，预后仍不尽如人意[9]。PAH的主要

病理生理机制是多种因素引起的肺血管重塑，包括缺氧、炎症

反应、病毒感染、基因突变等。研究表明抑制内质网应激(ERS)

可以有效预防 PAH的发生，并能在一定程度上逆转 PAH的进

展[10,11]，然而其作用机制尚不完全清楚。首先，PAH的多种诱因

如缺氧、炎症、病毒感染和 BMPRII基因突变均可激活肺血管

ERS [12]，内质网应激可能是上述多种诱因引起 PAH的共同机

制。其次，ERS通过介导肺动脉内皮细胞凋亡、PASMCs增殖、

ET-1表达等机制参与 PAH发病过程[13]。此外，本课题组既往研

究显示 ERS诱导血管内皮细胞向间质细胞转化(EndMT)发生，

使内皮细胞丢失内皮特性，转化为具有分泌细胞外基质功能的

间质细胞，可能也是 ERS参与 PAH发生的机制之一[14]。本研究

结果表明内质网应激促进 PASMCs表型转化，表现为 PASMC

增殖能力增强，收缩功能下降，分泌更多的细胞外基质蛋白，可

能也是 PAH的发病机制之一，为以 ERS作为 PAH治疗靶点

提供更多理论依据。

内质网是维持蛋白质稳态的重要场所，新合成蛋白和分泌

蛋白在内质网中正确折叠、组装和修饰。一旦这种平衡被打乱，

大量未折叠蛋白或错误折叠蛋白在内质网腔内积聚，引起内质

网生理功能发生紊乱，表现为内质网应激(ERS)[15]。内质网应激

通过三种跨膜蛋白受体传递信号，包括双链 RNA依赖的蛋白

激酶样内质网激酶(PERK)、肌醇依赖酶 1(IRE-1)和活化转录因

子(ATF6)通路。在静息细胞，这三种受体与内质网分子伴侣葡

萄糖调节蛋白(GRP78)结合处于未激活状态。在一些诱因下，

GRP78 与这三个受体解离，激活 PERK-eIF2a、IRE1-XBP1、

ATF-6通路，内质网应激发生。因此，GRP78、PERK、XBP-1等

常作为内质网应激激活的标志蛋白[16]。ERS可引起炎症反应、

细胞功能紊乱甚至细胞凋亡，参与心血管疾病、肺部疾病及糖

尿病等[5,17]。TM通过抑制内质网中 N糖链合成，使糖蛋白折叠

受阻，从而诱导内质网应激的发生，是经典的内质网应激诱导

剂。本研究用衣霉素(TM)处理 PASMCs，发现内质网应激的标

志蛋白 GRP78和 sXBP-1呈浓度依赖性的升高，说明 TM成功

激活 PASMCs内质网应激。

PAH的主要病理生理机制是肺血管重塑，是肺血管细胞

增殖和凋亡失衡的过程，包括 PASMCs增殖和细胞外基质的

异常沉积。本研究发现，TM诱导的 ERS在一定程度上(0.1-1

滋g/mol)促进 PASMCs增殖，与既往研究结果相似[18]，说明促进

PASMCs增殖可能是 ERS参与 PAH的机制之一。然而，高浓

度 TM诱导的重度 ERS反应却引起了 PASMCs凋亡(图 2)。因

此，ERS对 PASMCs的影响视严重程度而定，适度的 ERS可促

进细胞增殖，而过度的 ERS则使细胞凋亡。

在血管重塑过程中，血管平滑肌细胞(vascular smooth mus-

cle cells, VSMCs) 的表型转化也发挥重要作用。正常情况下，

VSMCs主要表现为收缩型，具有很强的收缩功能，分泌细胞外

基质的能力很弱。在一些病理因素下，VSMCs可发生表型转

变，表现为收缩能力下降，增殖和迁移能力提高，分泌细胞外基

质蛋白增加，称为合成型[19]。血管平滑肌细胞表型转化参与了

多种疾病的发生发展过程，包括动脉粥样硬化、经皮冠状动脉

腔内血管成形术再狭窄及肺动脉高压等。然而，ERS是否通过

介导肺动脉平滑肌细胞表型转化参与 PAH的发病过程，目前

国内外鲜有研究报道。SM22 alpha是平滑肌细胞分化标志物，

具有细胞特异性，常用作收缩型标志蛋白[20]。PASMCs分泌的

细胞外基质主要是胶原蛋白，以 I型和 III型为主[21]。本研究用

SM22 alpha作为收缩型 PASMCs标志蛋白，I型胶原表达量用

于评估 PASMCs分泌能力。本研究结果表明 TM呈浓度依赖

性的减少 PASMCs中 SM22 alpha表达，增加 I型胶原分泌，提

示 TM减弱肺动脉平滑肌细胞收缩功能，增强其分泌细胞外基

质能力，使肺动脉平滑肌细胞由收缩型转化为合成型。

4-PBA是一种重要的内质网化学分子伴侣，能抑制内质网

应激。为进一步验证 TM是通过激活内质网应激诱导 PASMCs

表型转化，本研究使用 4-PBA抑制 PASMCs内质网应激，观察

肺动脉平滑肌细胞表型是否恢复。结果显示 4-PBA(5 mM)增加

TM抑制的 SM22 alpha表达，并降低 TM增加的 I型胶原分

泌，说明 4-PBA一定程度上逆转了 TM诱导的平滑肌细胞表

型转化。

然而，本研究存在一定的局限性。首先，反映平滑肌细胞表

型转化的标志物较多，包括平滑肌肌球蛋白重链(SM-MHC)、琢-
平滑肌肌动蛋白(SM-琢-actin)、SM22 alpha、调节蛋白、波形蛋白

等，本研究中仅使用 SM22 alpha蛋白作为收缩型血管平滑肌

细胞的标志，多种标志蛋白的改变将使结果更加具有说服力。

其次，本研究仅为细胞水平的研究，无在体研究。在将来的研究

中，我们将在动物水平及人体水平上进一步验证本研究结果，

为以抑制内质网应激为 PAH治疗手段提供更多证据。

综上所述，内质网应激促进肺动脉平滑肌细胞表型转化，

表现为增殖能力提高、收缩型标志蛋白(SM22 alpha)表达减少、

分泌细胞外基质(I型胶原)增加，可能是内质网应激介导肺动

脉高压发生发展的机制之一。
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