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PVT1促进 PAH大鼠肺动脉平滑肌细胞增殖和迁移的作用机制研究 *
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摘要 目的：研究浆细胞瘤多样异位基因 1（PVT1）在肺动脉高压（PAH）大鼠中对于肺动脉平滑肌细胞(PASMCs)增殖和迁移的作

用及其可能的机制。方法：将 16只成年雄性 SD大鼠随机分为肺动脉高压组（PAH组）和对照组，每组 8只大鼠。PAH组大鼠通过

单次项背部皮下注射MCT溶液造模，对照组大鼠给予单次项背部皮下注射等量生理盐水。通过胸右心室穿刺法测量右心室压

力。取各组大鼠肺组织，并进行原代肺动脉平滑肌细胞分离培养。通过 RT-qPCR和Western blot检测 PVT1及 Fxr1在 PAH组织

及 PASMCs中的表达水平；通过 HE染色评估 PAH组织的血管壁形态；免疫荧光法检测 HPASMC的纯度；CCK-8法和伤口愈合

迁移实验检测 PASMCs增殖和迁移情况。结果：与对照组相比，PAH组大鼠肺组织血管壁厚度偏厚、肺动脉压显著升高（P<0.05）。
PVT1在 PAH组大鼠的 PAH组织和 PASMCs中的表达水平显著上调（P<0.05），且其表达与肺动脉压呈正相关。与对照组相比，
转染 sh-PVT1的 PASMCs显示出较低的细胞活力，同时转染 sh-PVT1有效敲低了 PASMCs中 PVT1的表达水平（P<0.01）。与对
照组相比，PVT1的敲低抑制了 PASMCs迁移能力（P<0.01）。在转染 pcDNA-PVT1的 PASMCs中发现较高的增殖能力，PVT1的

过表达促进了 PASMCs迁移能力（P<0.01）。与对照组相比，Fxr1在 PAH模型组的 PAH组织和 PASMCs中的表达水平显著上调

（P<0.01）。结论：PVT1通过调节 Fxr1的表达促进 PASMCs的增殖和迁移，PVT1可能是 PAH诊断和预测指标。
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The Mechanism of PVT1 on the Proliferation and Migration of Pulmonary
Artery Smooth Muscle Cells in PAH Rats *

To study the effect of plasma cytoma multiple ectopic gene 1 (PVT1) on the proliferation and migration of

pulmonary artery smooth muscle cells (PASMCs) in pulmonary hypertension (PAH) rats and its possible mechanism. Randomly

divide 16 adult male SD rats into pulmonary hypertension group (PAH group) and control group, 8 rats in each group. Rats in the PAH

group were modeled by a single subcutaneous injection of MCT solution (50 mg/kg) in the back, and rats in the control group were in-

jected with an equal amount of normal saline. The right ventricular pressure was measured by thoracic right ventricular puncture. The

lung tissue of each group of rats was taken, and the primary pulmonary artery smooth muscle cells were isolated and cultured. The ex-

pression levels of PVT1 and Fxr1 in PAH tissues and PASMCs were detected by RT-qPCR and Western blot. The vascular wall morphol-

ogy of PAH tissue was evaluated by HE staining. The purity of PASMC was detected by immunofluorescence. CCK-8 method and

wound healing migration test were used to detect the proliferation and migration of PASMCs. Compared with the control group,

the PAH group had a thicker lung tissue wall thickness and significantly increased pulmonary artery pressure (P<0.05). The expression
level of PVT1 in PAH tissues and PASMCs of PAH group was significantly increased (P<0.05), and its expression was positively corre-
lated with pulmonary artery pressure. Compared with the control group, PASMCs transfected with sh-PVT1 showed lower cell viability,

while transfection with sh-PVT1 effectively knocked down the expression level of PVT1 in PASMCs (P<0.01). Compared with the con-
trol group, the knockdown of PVT1 inhibited the migration ability of PASMCs (P<0.01). High proliferation ability was found in PASMCs

transfected with pcDNA-PVT1, and overexpression of PVT1 promoted migration ability of PASMCs (P<0.01). Compared with the con-
trol group, the expression levels of Fxr1 in the PAH tissue group and PASMCs of the PAH model group were significantly increased

(P<0.01). PVT1 promotes the proliferation and migration of PASMCs by regulating the expression of Fxr1. PVT1 may be a

diagnostic and predictive indicator of PAH.
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前言

肺动脉高压（Pulmonary hypertension, PAH）是一种复杂的

肺血管疾病，目前仍缺乏有效的早期诊断和治疗方法[1]。PAH

的主要生理特征是肺动脉平滑肌细胞（Pulmonary arteri-

alsmooth muscle cell，PASMC）、内皮细胞、血管成纤维细胞和

炎性细胞功能异常，导致血管僵硬、血管收缩和血管腔丢失[2]，

破坏血管重塑，引发右心室衰竭和死亡[3]。因此，探讨 PAH病理

进展机制对于 PAH新型诊断和治疗策略的研究具有重要意义。

浆细胞瘤多样异位基因 1（Plasmacytoma variant transloca-

tion 1，PVT1）是一种 lncRNA，其涉及多种重要生理功能，包括

编码 microRNA、调节骨髓细胞瘤原癌基因（Myelocytomatosis

oncogene，MYC）和 DNA重排等[4]。有研究显示，PVT1过表达

是预测胃癌、肝细胞癌和胆管癌等多种肿瘤进展和预后的潜在

标志物[5]；且 PVT1对细胞增殖具有刺激作用，而对细胞凋亡具

有显著抑制作用[6]。还有研究显示，PVT1通过影响细胞的增殖

和迁移，促进血管内皮细胞血管生成活性[7]。PVT1是促进各种

细胞活动的重要调节剂，但迄今为止，尚未报道其在肺血管重

构中的作用。本研究旨在探究 PVT1 在 PAH 模型大鼠中对

PASMCs增殖和迁移的影响及其作用机制，以期为预测 PAH

进展和预后提供新的治疗性生物靶标。

1 材料与方法

1.1 材料

10%胎牛血清购于 Gibco公司；平滑肌细胞培养基 2购自

Lonza Group；10%中性缓冲福尔马林、苏木精、曙红染液购于

Solarbio公司；平滑肌肌球蛋白重链抗体，Cell Counting Kit 8

购于英国 Abcam公司；Fxr1抗体，山羊抗兔 IgG二抗购自美国

Santa Cruz 公司；PVT1 shRNA 和 Fxr1 shRNA 序列以及质粒

pcDNA-PVT1 和 pcDNA-Fxr1 购自上海基因制药有限公司；

LipofectamineTM3000转染试剂和 TRIzol试剂购于美国 Invitro-

gen 公司；M-MLV 逆转录酶（RNase H）试剂盒购于美国

GeneCopoeia；细胞裂解缓冲液和增强化学发光溶液购于美国

Thermo Fisher Scientific；Bradford蛋白浓度测定试剂盒购自中

国 Beyotime公司；共聚焦激光扫描显微镜，倒置荧光显微镜购

于德国 Leica公司。

16 只 8 周龄健康成年雄性 Sprague-Dawley (SD) 大鼠

（180～220 g）由西安交通大学医学院动物实验中心提供，使用

许可证号：SYXK(陕)2018-001，在 Specific Pathogen Free (SPF)

级环境条件下饲养。在实验开始前，所有大鼠均适应性喂养 1

周。本研究动物实验方案经医院动物实验伦理委员会批准。

1.2 方法

1.2.1 PAH动物模型构建及动物肺组织样本留取 将 SD大

鼠随机分为两组：正常对照组（对照组，n=8）和肺动脉高压模型

组（PAH组，n=8）。所有实验大鼠均隔天称量体重，根据体重核

算对应药物剂量。PAH组大鼠按 60 mg/kg单次项背部皮下注

射 MCT溶液（20 mg/mL）诱导 PAH大鼠模型，对照组大鼠以

相同剂量单次项背部皮下注射生理盐水（pH7.2）[8]。在注射

MCT溶液 6周后，按照文献报道方法[9]，通过胸右心室穿刺法

测量右心室压力，以此反映大鼠肺动脉压力。当肺动脉压力高

于 25 mmHg时，判定为 PAH大鼠造模成功。完成各组大鼠肺

动脉压力测定后，脱颈法处死大鼠，迅速打开腹腔，充分暴露腹

腔下腔静脉以及腹主动脉，观察血液分流情况。无菌操作分离

出心肺组织，于盛有预冷 1%青霉素的 PBS培养皿中清洗肺组

织，并轻轻挤压肺叶，清除残留血液。

1.2.2 HPASMC制备 按 1.2.1所述分离大鼠肺组织，参照参

照文献所述从收集的肺组织中分离出 PASMC[8]。在含有 10%

胎牛血清的平滑肌细胞培养基 2 中培养 PASMCs，并置于

37℃、5% CO2培养箱中培养，PASMCs原代培养 4-6代后用于

后续实验。

1.2.3 HE染色 通过 H&E染色评估肺组织样品的组织病理

学特征。将肺组织切片（厚度 5 滋m），在 4℃下于 10%中性缓冲

福尔马林中固定过夜。然后，将组织切片用分级乙醇梯度脱水，

清洗并包埋在石蜡中。将切片用苏木精染色 10 min，然后用曙

红染色 5 min。采用光学显微镜对肺组织切片进行观察和采集

图像。

1.2.4 免疫荧光测定 通过免疫荧光测定平滑肌肌球蛋白重

链表达水平，以评估 PASMCs纯度。取适量 PASMCs放置于玻

璃盖玻片上，用 4%聚甲醛固定 15 min。然后，将盖玻片与平滑

肌 肌 球 蛋 白 重 链 （Smooth muscle myosin heavy chain,

SM-MHC）抗体（1：400）一起孵育。通过共聚焦激光扫描显微镜

观察并采集图像。

1.2.5 细胞转染 根据使用说明书，采用 LipofectamineTM3000

转染试剂将 sh-PVT1、sh-Fxr1、pcDNA-PVT1 和 pcDNA-Fxr1

转染到 PASMCs中，转染 24 h后，取 PASMCs用于后续实验。

1.2.6 RT-qPCR检测 使用 TRIzol试剂从肺组织和 PASMCs

中提取总 RNA。使用M-MLV逆转录酶（RNase H）试剂盒合成

第一链 cDNA。使用 ABI StepOne 实时 PCR 系统（Applied

Biosystems，USA）进行 RT-qPCR。引物由上海基因药业有限公

司合成。使用 2-△ △ Ct方法分析数据，GAPDH用作内参。

1.2.7 Western blot 检测 使用细胞裂解缓冲液从肺组织和

PASMCs中分离总蛋白，再通过 Bradford蛋白浓度测定试剂盒

检测蛋白样品浓度。蛋白样品经 10% SDS-PAGE分离后，转移

至 PVDF膜。PVDF膜与 5%封闭液 4℃孵育过夜。再将 PVDF

膜与抗 Fxr1 抗体室温孵育 2 h。用 TBST洗涤 3 次，每次 5

min。使用山羊抗兔 IgG二抗作为二抗，与膜室温孵育 1 h。用

TBST洗涤 3次，每次 5 min。使用增强化学发光溶液检测印

迹。使用 X射线胶片处理器拍照记录。使用 ImageJ软件评估蛋

白质条带光密度定量。

1.2.8 CCK-8 测定 将 PASMCs（1× 105细胞 /孔）在无血清

96孔细胞培养皿中孵育 24 h。然后根据试剂盒说明书，使用

Cell Counting Kit 8在 0、12、24、48和 72 h检测细胞增殖情况，

在 450 nm获得吸光度 OD值。

1.2.9 伤口愈合迁移实验 使用 LipofectamineTM3000 转染试

剂将 sh-PVT1、sh-Fxr1、pcDNA-PVT1 和 pcDNA-Fxr1 转染到

PASMCs中，在转染 24 h后，按 5× 105个细胞接种到 24孔细

胞培养板生长 24 h，当单层细胞融合度达到 70%～80%时。使

用 1 mL移液器枪头垂直在贴壁细胞中间划过。划痕后，用培养

基轻轻清洗板孔 2次，再每孔添加新鲜培养基。放入 37℃、5%

CO2培养箱培养。分别于第 0 h和 24 h用倒置荧光显微镜观察
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并采样。

1.3 统计学分析

使用 GraphPad Prism 6（San Diego）进行统计学分析。所有

数据表示为 3次独立重复实验的平均值± 标准差。使用配对 t

检验或单向 ANOVA进行对照组和实验组之间的平均值比较。

P<0.05被认为具有统计学意义。

2 结果

2.1 PVT1在 PAH大鼠肺组织和 PASMCs中表达上调

HE染色结果显示，PAH组大鼠的肺组织血管壁厚度显著

大于对照组；PAH 组大鼠的肺动脉压也显著高于对照组。

PASMCs纯度免疫荧光检测结果显示，分离培养的 PASMCs

平滑肌肌球蛋白重链（SM-MHC）蛋白阳性染色分布广泛，细胞

轮廓清晰，分离培养细胞纯度较高。PVT1 RT-qPCR检测结果

显示，与对照组相比，PAH组大鼠肺组织和 PASMCs中 PVT1

表达水平显著上调（P<0.05）。以上结果表明，PVT1可能参与
PAH的发生和发展。见图 1。

2.2 PVT1的下调抑制 PASMCs增殖和迁移

RT-qPCR结果显示，sh-PVT1的转染有效敲低了 PASMCs

中 PVT1的表达水平（P<0.01）。CCK-8结果显示，与 sh-NC组

相比，转染 sh-PVT1的 PASMCs细胞活力显著降低（P<0.01）。
伤口愈合迁移实验结果显示，敲低 PVT1明显抑制 PASMCs的

迁移能力（P<0.01）。以上结果表明，PVT1的下调抑制 PASMCs

的增殖和迁移。见图 2。

2.3 PVT1的过表达促进 PASMCs的增殖和迁移

RT-qPCR 结果显示，pc-PVT1 转染组 PASMCs 中 PVT1

mRNA表达水平明显高于 pc-DNA转染组（P<0.001）。CCK-8

结果显示，与 pc-DNA转染组比较，pc-PVT1转染组 PASMCs

增殖能力显著升高（P<0.01）。伤口愈合迁移实验结果显示，
PVT1过表达显著促进了 PASMCs的迁移能力（P<0.01）。以上
结果表明，PVT1在 PASMCs活力、增殖和迁移中发挥着重要

的调节作用。见图 3。

2.4 Fxr1在 PAH大鼠肺组织和 PASMCs中表达上调

与对照相比，Fxr1的 mRNA表达水平在 PAH组大鼠肺组

织和 PASMCs中均显著增加（P<0.01）；Fxr1蛋白在 PAH组大

鼠肺组织和 PASMCs中的表达也显著增加（P<0.01）。以上结果
表明，Fxr1可能也参与了 PAH的进程。见图 4。

2.5 PVT1通过调控 Fxr1的表达调节 PASMCs的增殖和迁移

为确认 PVT1是否通过调控 Fxr1的表达进而调节 PASM-

Cs的增殖和迁移，本研究在敲低 PVT1的同时，过表达 Fxr1。

结果显示，Fxr1在 PASMCs中成功过表达（P<0.05）；Fxr1过表

图 1 PVT1在 PAH大鼠肺组织和 PASMCs中表达上调

Fig.1 The expression of PVT1 is up-regulated in the lung tissues and

PASMCs of PAH rats

Note: A: Immunohistochemical evaluation of vascular wall morphology in

control group lung tissues and in PAH; B: Vascular wall thickness of lung

tissue in PAH tissues; C: Pulmonary artery pressure in PAH group;

D: Immunofluorescence detection of purity in lung smooth muscle cell

PASMC; E: PVT1 expression in PAH tissues; F: PVT1 expression in

PASMCs of lung smooth muscle cells. Compared with control group,

*P<0.05, **P<0.01.

图 2 PVT1的下调抑制 PASMCs的增殖和迁移

Fig.2 Down-regulation of PVT1 inhibited proliferation and migration of

PASMCs

Note: A: RT-qPCR detection of knockdown efficiency of PVT1; B: CCK-8

detection of PASMCs proliferation; C: The migration ability of PASMCs

was detected by wound-healing migration; D: statistical analysis of the

number of migrating cells. Compared with sh-NC group, **P<0.01.
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图 4 Fxr1在 PAH大鼠肺组织和 PASMCs中表达上调

Fig.4 Fxr1 is up-regulated in PAH rat lung tissue and PASMCs

Note: A: RT-qPCR was performed to detect Fxr1 mRNA levels in PAH tissue; B: Fxr1 mRNA levels in PASMCs; C: Western blot was carried to detect

Fxr1 protein expression in PAH tissue; D: Fxr1 protein expression in PASMCs. Compared with control group, **P<0.01, ***P<0.001.

达显著逆转了 PVT1敲低引起的细胞增殖抑制作用（P<0.05）；
Fxr1过表达显著逆转了 PVT1敲低引起的细胞迁移抑制作用

（P<0.05）。以上结果表明，PVT1可能通过调控 Fxr1的表达进

而调节 PASMCs的增殖和迁移，参与了 PAH的进程。见图 5。

3 讨论

小肺动脉异常血管增生和肺部血管重塑是肺动脉高压的

主要临床症状[10,11]，肺血管重塑、血管收缩和原位血栓形成是导

致肺血管阻力升高的三个重要因素[12,13]。肺血管重塑过程常伴

随 PASMCs增殖和迁移能力破坏，细胞凋亡受到抑制[14,15]。因

此，在分子和细胞水平阐明 PAH中 PASMC增殖和凋亡的作

用机制将有助于加深对 PAH病理学的理解，有望为制定新的

PAH治疗策略提供实验依据。本文实验结果表明 PVT1 在

PAH模型组 PAH组织和 PASMCs中表达水平明显上调，并且

其表达与肺动脉压呈正相关。另外，敲低和过度表达 PVT1分

别抑制和促进 PASMC增殖和迁移；Fxr1在 PAH模型组 PAH

组织和 PASMCs中的表达也显著上调，且 Fxr1受 PVT1调控，

PVT1可能通过调控 Fxr1表达调节 PASMCs的增殖和迁移。

lncRNA PVT1长 1716个核苷酸，由癌基因 PVT1编码[16]。

PVT1通过抑制细胞凋亡并促进细胞增殖和迁移，在多种恶性

肿瘤发展中发挥着重要作用，包括肝细胞癌恶性胸膜间皮瘤、膀

胱癌和胃癌[17,18]。PVT1与不同癌症肿瘤相关性已被充分研究[19-21]，

但 PVT1作为一个重要的细胞活性调控因子，其在 PAH模型

肺血管重构中的研究国内外目前还鲜有报道。由于 PASMC和

癌细胞具有一些共同的细胞生理特性，例如代谢亢进，线粒体

功能异常，高细胞增殖和迁移活性，以及抗细胞凋亡活性[22-24]。

推测 PVT1是否也可以作为 PASMC增殖和迁移的刺激物。在

本研究中，PVT1表达在 PAH大鼠模型肺组织和 PASMCs中

均显著上调。同时，功能研究表明，PVT1敲低和过表达可以显

图 3 PVT1过表达促进 PASMCs的增殖和迁移

Fig.3 PVT1 overexpression promoted PASMCs proliferation and migration

Note: A: RT-qPCR was used to detect the transfection efficiency of PVT1;

B: CCK-8 was used to detect the proliferation of PASMCs; C: Wound

healing migration was used to detect the migration ability of PASMCs;

D: Statistical analysis of the number of migrated cells. Compared with

pc-DNA group, **P<0.01, ***P<0.001.
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图 5 PVT1通过调控 Fxr1表达调节 PASMCs的增殖和迁移

Fig.5 PVT1 regulated proliferation and migration of PASMCs by

regulating Fxr1 expression

Note: A: Frx1 expression in each experimental group; B: CCK-8 to

performed detect PASMCs proliferation; C: Wound healing migration

assay was carried to detect PASMCs migration ability; D: Statistical

analysis of the number of migrated cells. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

著抑制和促进 PASMCs的迁移和增殖活性。而 PVT1表达水平

还与肺动脉压呈正相关。上述结果表明 PVT1可能是 PAH预

测指标。但未来还需要进一步进行 PVT1与 PAH患者疾病发

展相关性研究，以评估 PVT1在 PAH诊断中的临床运用价值。

Fxr1是一种 RNA结合蛋白，其序列在许多物种中高度保

守[25,26]。Fxr1通过依赖于 p53的模式参与 p21表达调控[27]，并被

证实能够调节头颈部鳞状细胞癌和非小细胞肺癌细胞的细胞

增殖[28]。同时，Fxr1作为致癌基因，可促进癌细胞增殖、侵袭和

迁移[29,30]。本研究实验结果显示，Fxr1在 PAH组织和 PASMCs

中均明显上调，且 Fxr1 受 PVT1 调控，PVT1 可能通过调控

Fxr1表达调节 PASMCs增殖和迁移。

综上，本文通过体内和体外实验首次报道了 PVT1通过靶

向 Fxr1参与 PAH发展的重要调控因子。PVT1在 PAH大鼠模

型肺组织和 PASMCs中表达均明显上调，PVT1表达水平与肺

动脉压呈正相关。而且，Fxr1在 PAH组织和 PASMCs中也呈

现上调趋势，PVT1 可能通过调节 Fxr1 表达促进 PASMCs增

殖和迁移。本研究结果表明，PVT1可能是 PAH诊断和预测指

标，为研究 PAH治疗策略提供了理论基础。
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的一种康复理念，旨在早期康复，减少卧床出现并发症，广泛应

用于腹部外科，现今已普遍应用于关节外科领域，虽然其理论

基础尚不明确，但已得到广大专家的共同认可[19,20]。本研究认为

收肌管阻滞组术后首次直腿抬高时间和首次下地时间均早于

股神经阻滞组，也是加速康复外科理念在运动医学中的应用。

本研究尚存在一定的局限性。首先，病例数较少，并且未区

分比较性别、优势腿之间的差异；其次，观察时间较短，仅为术

后 48 h内的临床效果之间的不同，在今后的随访中需继续观

察长期效果是否存在差异。

综上所述，收肌管阻滞能够满足 ACL重建术后早期康复

需要，在术后早期对股四头肌的影响较小，有助于患者早期康

复，是一种有效、安全的麻醉方式。
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